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Marinal bakteri Teredinobacter turnirae’den ekstraselular alkali proteaz enzim {iretimi
hem sentetik hem de kompleks ortamda c¢alisilmistir. Arastirmada proteaz enzim miktarinin
arttirilmast  amacglanmistir.  Deneyler, erlenlerde ve 1-L  hacmindeki biyoreaktorde
gergeklestirilmistir.

Calismanin ilk asamasinda, karbon kaynagi, indiikleyici, karistirma hiz1 ve hava giris
hiz1 gibi baz1 fermantasyon sartlarinin, proteaz tiretimi {izerine etkisi sentetik ortamda kesikli
sistemde incelenmistir. Maksimum enzim aktivitesi Placket-Burman ortaminda (PB), Standart
ortama (SM) gore daha yiiksek belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda, farkli besleme stratejileri ile yar1 kesikli sistemde
T. turnirae’den proteaz iiretimi gergeklestirilmistir. Proteaz iiretimi {izerine, belirli araliklarla
beslemeli (pulse) ve sabit hizla beslemeli gibi farkli yari kesikli sistem metotlarmin etkisi
belirlenmigtir. Kesikli sisteme gore, yar1 kesikli sistemde proteaz iiretiminin daha yiiksek

oldugu gorilmiistiir.
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Biyoreaktorde kesikli sistemde fermantasyon ortaminda kiitle aktarim parametreleri
arastinlmigtir. Karigtirma ve hava giris hiz1 arttikca hacimsel kiitle transfer katsayisi, k;a ve
oksijen tiiketim hizi, r, degerinin de arttig1 gorilmiistiir.

Kat1 substrat fermantasyonu ile marinal bakteri T. furnirae’den proteaz iiretimi optimize
edilmistir. Karbon ve azot kaynagi olarak misir proteini, soya unu ve kazein kullanilmistir.
Erlenlerde yapilan ¢alismalarda, en uygun partikiil boyutu, substrat konsantrasyonu, baslangig¢
pH’s1, inokulum orani, karigtirma hizi, ilave karbon kaynagi ve ortam sicakligi belirlenmistir.
Ayni zamanda, 1 L’lik biyoreaktérde kompleks ortamda, karigtirma ve hava giris hizinin etkisi
incelenmistir.

Kesikli sistemde, T. turnirae’den proteaz fermantasyon kinetigi incelenmistir. Bu
caligmada literatiirde mevcut gesitli kinetik modeller ile Yapay Sinir Ag (YSA) ile olusturulan
model kiyaslanmigtir. Kinetik parametrelerin degerleri Genetik Algoritma Toolbox’1 ile
optimizasyon yapilarak belirlenmigtir. Mikrobiyal biiylime, proteaz iiretimi ve sakkaroz
tilketimine ait deneysel sonuglar ile modellerden elde edilen sonuglar kiyaslanmis ve YSA

modelinin sistemin davranisini daha iyi tanimladigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler : Serin alkali proteaz, Teredinobacter turnirae, Kati-substrat
fermantasyonu, Proses sartlar1, Kesikli fermantasyon, Yari kesikli fermantasyon, Kinetik model,

Genetik algoritma, Yapay sinir ag1.
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ABSTRACT

PhD Thesis

PROTEASE PRODUCTION BY A MARINE BACTERIUM TEREDINOBACTER
TURNIRAE

Sule BULUT

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Science

Department of Chemical Engineering

2007, Page 176

The production of extracellular alkaline protease by a shipworm bacterium
Teredinobacter turnirae was studied in both defined and complex media. The research focused
on the improvement of protease level. Investigations were carried out in shake-flask as well as
1-L bioreactor.

In the first part of the study, some fermentation conditions such as carbon source,
inducer, agitation rate and air rate on protease production were performed with batch culture in
defined medium. The maximum enzyme activity value obtained in Plackett-Burman media (PB)
was higher than that obtained in Standard media (SM). The second part of the work, the
protease production by 7. turnirae fermentation using different fed-batch feeding strategies was
studied. The effects of different fed-batch methods such as pulse fed-batch and constant feed
rate fed-batch on protease production were determined. Compared with batch culture, the fed-
batch culture had better protease production. Mass transfer characteristics of fermentation broth
in batch bioreactor were investigated. Increases in both the agitation rate and the air feed rate

increased volumetric mass transfer coefficients, kpa and oxygen uptake rates, r, values.



Production of protease by a shipworm bacterium 7. furnirae, under solid substrate
fermentation (SSF) was optimised. Corn protein, soybean flour and casein were used as a sole
carbon and nitrogen sources. The appropriate particle size, substrate concentration, initial pH,
inoculum level, agitation rate, supplementation of additional carbon sources and medium
temperature was determined in shake-flask. Concurrently, the effects of agitation speed and air
rate were investigated in a 1-L bioreactor with the complex medium.

The fermentation kinetics of protease by 7. turnirae were studied in a batch system.
This study focuses on comparing different kinetic models in literature and the use of neural
networks model. Various kinetic parameters were obtained for protease fermentation optimising
with Genetic Algorithm Toolbox. The experimental results of growth, protease production and
sucrose consumption are compared model results, and neural networks model appeared to

provide a reasonable description.

Key Words : Alkaline protease, Teredinobacter turnirae, Solid substrate fermentation, Process
conditions, Batch fermentation, Fed-Batch fermentation, Kinetic modelling, Genetic Algorithm,

Neural network modelling.
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1. ENZIMLER
1.1. Genel

Biyolojik sistemlerde meydana gelen tepkimeler laboratuar kosullarinda olusturulmak
istendiginde ¢ok yiiksek sicaklik, basing gibi fizikokimyasal yontemlerin uygulanmasi gerekir.
Bu sartlarda bile tepkimelerin bircogu izlenemeyecek kadar yavastir. Ornegin, karbonhidrat,
lipit ve proteinler ancak derisik asidik yada bazik ¢ozeltilerde kaynatilarak hidroliz
edilebilmesine karsin bu maddeler sindirim sisteminde ¢ok daha kolay kosullarda (6rnegin
37 °C’de) hidroliz edilebilirler. Biyolojik sistemlerdeki tepkimelerin bdylesine kolay ve hizli
olusu “enzim” adi verilen biyolojik katalizorlerle gergeklestirilebilmektedir. Enzim, canli
hiicreler tarafindan olusturulan fakat etki yapabilmesi i¢in hiicreye ihtiya¢ gdstermeyen istya
dayaniksiz organik katalizorlerdir.

Enzimlerin insanlik tarihinde kullanilmasi hemen hemen insanlik tarihi kadar eskidir.
Enzimler, ya enzim agisindan zengin sebzeler olarak, ya da ekmek ve bira yapimi gibi cesitli
amagclarla kullanilan mikroorganizmalar olarak, insanoglu tarafindan yiizyillar boyunca
kullanilmigtir. Enzimlerin iglevleri anlagilmig ve tarih boyunca kullanilmig olsa da, bunlarin
gercek Ozelliklerinin anlagilmasi yakin gegmiste olmustur. Hiicre disi bir enzimatik aktivitenin
oldugu ilk kez 1783 yilinda Spallanzani tarafindan atmacalarin mide suyunun eti eritebildigi
gosterilerek ispatlanmistir. Daha sonra 1811 yilinda Kirchhoff bugday nisastasinin zamanla
dekstrin ve sekere doniistigiini belirledi. 1830 yillarinda Robiquet ve Boutron ile Chaland
amidalinin ac1 badem tarafindan hidrolizlendigini tespit ettiler. Payen ve Persoz 1833’de maltin
kendisi gibi, jelatinlesmis nigastay1 sekere, Ozellikle de maltoza, geviren diastazi buldular. 1834
yilinda Schwann pepsini oldukca saf olarak elde etmeyi basardi. 19. yiizyilin ilk yarisinda
laktaz, pankreatin, iireaz, pityalin, emulsin, tripsin gibi hidrolitik enzimler de bulunmustu.
Enzimler i¢in ’katalizatdr’ sozciigii ilk kez 1838’ de Berzelius, ‘enzim’ sozciigii ise ilk kez
1878°’de Kiinhe tarafindan kullanilmistir. Enzim kelimesi “mayanin icinde” anlamina
gelmektedir. Yunancada “en “i¢inde” ve “zyme” de “maya” ya da “hamur mayas1” anlamina
geliyor. 1897 yilinda Buchner’in alkolik mayalanmanin hiicresiz ortamda da gergeklestigini
bulmasi enzimolojinin gelismesinde 6nemli bir agamadir.

Iki Diinya savasi arasinda, enzim teknolojisi alaninda, yavas da olsa, ilerleme
kaydedildi. Bitki ve hayvan hammaddelerinden enzim ayristirilmasi yontemleri gelistirilerek
ayristirilan enzimlerin saflastirilmasi alaninda da gelismeler olmustur. Ekmek ve meyve suyu

endiistrileri gibi enzimlerin kullanilabilecegi yeni endiistri alanlari kesfedilmistir.



Cagdas enzim kimyasi ¢aligmalari, 1926 yilinda Sumner tarafindan saf kristal formda
bir enzimin (iireaz) izolasyonundan sonra baglamistir. 1930 yillarinda Northrop ve calisma
arkadaglar1 tripsin, kimotripsin ve pepsini saf olarak kristallendirmeyi basardilar. 1943 yilina
kadar yaklasik 25 enzim, 1950 yilma kadar ise yaklasik 100 enzim kristal formda elde
edilebilmigtir. Proteinlerin saflagtirilmas1 ile ilgili yeni kimyasal ve fiziksel ydntemler
geligtirildikten sonra, F. Sanger 1953 yilinda insulinin amino asit dizisini belirledi. Bundan beg
yi1l sonra da sigir pankreasi riboniikleazinin amino asit dizisi aydinlatildi.

Endiistriyel fermantasyon yontemlerinin  gelistirilmesi  diisiincesi, penisilinin
kesfedilmesiyle filizlenmistir. Aslinda penisilin 1928 yilindan beri ihmal edilmisti. Savasin
baslamasindan kisa bir siire sonra penisiline duyulan ilgi inanilmayacak Olgiide artti, ve
arastirmacilar penisilini endiistriyel boyutlarda iiretebilecekleri yontemler aramak zorunda
kalmislardir. Bir siire sonra ticari iiretimi bagarilmig ama liretim igin yiizey kiiltlirii yontemi
kullanildigt i¢in ¢ok biiylik miktarlarda bir {iretim saglanamamistir. Stvi kiiltiir (Submerged)
yonteminin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar savas boyunca devam etmis ve savastan sonra
iyice hiz kazanmustir. Boylece artik penisilin ¢ok miktarlarda ve ekonomik yollarla tiretilmeye
baslanmistir. Bu yontemin gelistirilmesi sadece penisilin iiretimine degil, enzim iiretimine de
biiyiik katki saglamistir. 1950’lerde bu yontem kullanilarak Novo’nun (Diinyadaki enzim
iiretiminin yaklagik 1/4'{inli gergeklestiren Danimarka'da bulunan sirket) laboratuarlarinda,
tekstil endiistrisinde kullanilmak iizere, bakteriyal amilaz iiretilmeye baslanmistir.

1959°da deterjan endiistrisinde énemli bir gelisme yasanmustir. isvicreli kimyager Dr.
Jaag, Bio40O adi verilen ve bakteriyal proteaz iceren bir {iriin gelistirdi. Her ne kadar bu yeni
iriin tripsinden daha iyi c¢alisiyor olsa da, yine de ideal bir iiriin degildi. Daha sonra 1962’de
biitiin ihtiyaglara cevap veren yeni bir Uriin gelistirildi. Bu alkali proteazi, deterjanin ig¢inde
bulunan diger maddelerden pek etkilenmiyordu ve istenilen sicaklikta c¢alisabiliyordu.

Enzimlerin endiistriyel amagla kullanilmalar1 1965’ten sonra iyice yayginlasti (Sagiroglu,1999).
1.2.Enzimlerin Yapisi

Enzimler, sarmal bi¢cimde kivrilmis yiiksek molekiil agirlikli proteinlerdir. Enzim
molekiiliinii olusturan aminoasit monomerlerinin sayisi ve dizilisi her enzimin kendine 6zgii
yapisin1 belirler. Kimyasal yap1 olarak protein 6zelligindeki enzimlerin en belirgin fonksiyonu
canli bir hiicrede olusan kimyasal tepkimeleri katalizlemeleridir. Katalizleme olayi, enzimin
tizerinde bulunan ve etkin bolge olarak bilinen ¢ok kiiglik bir bolge tarafindan gergeklestirilir.
Katalizleme sirasinda substrat molekiilleri etkin bdlgeye baglanir. Maksimum katalitik etki, bu

bolgede bulunan fonksiyonel gruplarin en uygun konuma gelmesiyle gerceklesir.



Enzim etkin bolgesinin bu 6zel geometrik bigimlenisi, bircok enzime doniistiirdiikleri
substrat igin spesifik olma 6zelligi kazandirir. Enzimlerin ¢ogu sadece belirli 6zelliklere sahip
bilesiklere kars1 etki gosterirler. Ayni bilesigin ¢ok kiiciik bir yapisal degisiklige ugramasi
bile etkinligi bozabilir. Bir enzimin ancak belli bir nitelikteki tepkiyeni doniistiirebilmesine
“spesifiklik” ad1 verilir. Bu o6zellikleri yaninda, enzimler ¢ok diisiik sicaklikta ve atmosferik
basing altinda kimyasal doniistimleri, yiiksek bir katalitik etki ile gergeklestirirler. Enzim
etkinligi, tepkime ortami kosullarina (sicaklik, pH,mekanik kuvvetler, etkinlestirici (aktivator)
ve geriletici (inhibitdr), kimyasal maddeler vb.) bagli olarak degisim gosterirler.

Enzim molekiilii, birbirine peptid baglariyla baglanmis aminoasit molekiillerinden
olusan biyolojik bir polimerdir. Bu nedenle, enzim molekiillerine belirli baz1 biyokimyasal
tepkimeleri katalizleyebilecek 0&zellikleri olan bir protein molekiilii olarak bakilabilir.
Enzimlerin katalitik etkileri, molekiilii olusturan aminoasitlerin sayisi ve dizilig sirasina, amino
asit zincirinin hidrojen baglari, hidrofobik baglar, elektrostatik ¢cekim kuvveti ve disiilfit baglari
tarafindan olusturulan ii¢ boyutlu sarmal yapisina ve etkin bdlge olarak bilinen bdlgesindeki
fonksiyonel gruplarin 6zelliklerine baghdir.

Enzimlerin yapisinda genel olarak bilesimce ve ddevce farkli olan iki kisim bulunur.
Bunlardan birine “apoenzim” digerine de “kofaktor” (bazi hallerde koenzim) adi verilir.
Bunlarin her ikisine birden “haloenzim” de denilmektedir. Saf haldeki enzimlerin mikroskop,
elektron mikroskobu ve X 1ginlar1 spektroskopisi yontemleriyle incelenmesi sonucunda bunlarin
farkli yapida kati ve kristal 6zellikte olduklari saptanmustir.

Enzimlerin apoenzim kismui biiyiikk protein molekiillerinden olugmustur. Apoenzim
protein yapisi yani proteinler i¢indeki aminoasitlerin tiirleri ve diziligleri enzimden enzime
degisir. Bu nedenle enzimin 6zelligini ve spesifiklgini saglayan kisim apoenzimdir.

Bir kisim enzimler sadece proteinden olustugu halde bir kisim da metal iyonlarin1 da
icerirler ve konjuge protein yapisindadirlar. Enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in gerekli olan ve
genellikle metal iyonlarindan meydana gelen gruplara kofaktdr denir. Protein olmayan kisim
prostetik grup, katalitik etkiden sorumludurlar. Ancak enzim etkisi i¢cin protein kismina da
ihtiya¢ vardir. Apoenzime katalitik etki 6zelligi veren kisim kofaktordiir. Apoenzimler yalniz
basina higbir katalitik etki gostermezler. Kofaktorlerin ise yalniz olduklar1 zaman ¢ogunlukla
enzime kiyasla cok diisiik, baz1 hallerde hi¢ katalitik etkileri yoktur. Ancak bir apoenzimle

kofaktor bir arada oldugu zaman gercek etkisi gozlenebilir.

1.3. Enzim Kaynaklari

Biitiin enzimler canli kaynaklardan elde edilir. Enzimlerin eldesinde bitkisel ve

hayvansal dokulardan veya mikroorganizmalardan yararlanilir. Giintimiizde 6zellikle ilag ve



besin endiistrisinde kullanilan enzimlerin biiyiikk ¢ogunlugu uygun mikroorganizmalardan
iretilmektedir. Dogada bulunan enzim kaynaklar, bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal enzimler
olmak tiizere 3 grupta toplanabilir.

Bitkiler birgok enzim iiretimine kaynak teskil etmistir. Ornegin, sistein proteinaz enzimi,
papatya, incir, ananas ve diger bazi bitkilerin 6zsuyundan bol miktarda izole edilmektedir. Bu
bitkilerin en biiyiik avantaji igerdikleri 6zsularinin kolaylikla alinabilmesidir. Bir diger bitki
kokenli enzim kaynagi da igki endiistrisinde sik¢a kullanilan malttir. Malttan -amilaz, proteaz,
sitaz, hemiseliilaz, fosfataz ve niikleaz gibi enzimler kolaylikla izole edilmektedir. Papatya
bitkisinden elde edilen papain, incir agaci siitiinden elde edilen ficin ve ananas meyvesinden
elde edilen bromelain gibi enzimler bira sanayinde ve etlerin terbiyesinde kullaniimaktadir.

Hayvansal kaynakli enzimlere lab, pepsin, tripsin, rennin, katalaz vs. 6rnek verilebilir.
Ancak, mikroorganizmalardan elde edilen benzer enzimler daha etkin olmasina ragmen, prosese
zararli olabilecek bir takim farkli 6zellik gosterebilir. Bu enzimler hayvanlarin atilan veya az
degerli olan organlarindan elde edilir. Ornegin pankreas ¢ok zengin bir enzim kaynagidir.
Hazmi kolaylastiran ve pankreatin olarak isimlendirilen amilaz, proteaz ve lipaz gibi enzimleri
icerir. Rennet olarak bilinen kimosin peynir {iretiminde siitiin koagiilasyonunda kullanilan asit
proteazdir. Bu enzim siitten kesilmemis danalarin midesinden elde edilmektedir. Pepsin,
proteolitik bir enzim olup domuzlarin mide mukozasinda bulunmaktadir. Sigir karacigerinden
elde edilen katalaz ise bir peroksidaz enzimi olup, organizmada olusan H,0,'1 pargalayarak
hiicrenin zarar gérmesini Onler. Domuz pankreasindan tripsin, kimotripsin, at karacigerinden
alkoldehidrogenaz tiretilmektedir.

Enzim ekstraksiyonunda kullanilan hayvansal dokularin sinirli olmasi ve taleplerin ani
olarak degismesine cevap verememesi, bitkisel kaynakli enzimlerin iiretiminde g¢ogunlukla
biiyiikk hacimlerde g¢aligilmasi, bu iki kaynagin enzim igeriklerinin ekolojik ve diger cevre
kosullarina bagli olarak degismesi sonucu, mikrobiyal kaynakli enzim iretimi {izerine
aragtirmalar yayginlagsmistir. Bu arada biyoteknoloji alanindaki gelismeler (6zellikle daha biiyiik
ve kontrollii fermentdrlerin tasarimi, gen mihendisligi yardimiyla elde edilen yeni
mikroorganizmalar) olusan enzimlerin ortamdan ayrilmasi ve saflastirilmasi konularinda
gelistirilen yeni teknikler, daha onceleri laboratuar diizeyinde iiretilebilen enzimlerin endiistriyel
boyutta ekonomik olarak iiretilmelerini saglamistir.

Tablo 1.1.’de mikroorganizmalarin disindaki kaynaklardan elde edilen enzimler

verilmistir.



Tablo 1.1 Mikroorganizmalarin digindaki enzim kaynaklari (Rehm,1987)

Enzim Temin Edilen Kaynak
Hayvansal Enzimler

o-amilaz Pankreatik bezler(sigir, domuz)
Trypsin Pankreatik bezler(s1gir, domuz)
Kimotripsin Pankreatik bezler(sigir, domuz)
Pepsin(asit proteaz) Domuz midesi

Rennet(siitli pihtilagtiran enzim) Danalarin 4. Midesinde

Esteraz Pankreatik bezler

Lipaz Pankreatik bezler(sigir, domuz)
Glukozoksidaz Karaciger

Katalaz Karaciger

Bitkisel Enzimler

o-amilaz Cimlenmis arpa (malt)
B-amilaz Arpa, bugda, piring, tatli patates, soya fasulyesi
R-Enzim (debraching enzimler) Fasulyeler, pataesler
Endo-b-Glkukonaz Cimlenmis arpa (malt)

Papain (SH-Proteaz) Carica Papaya bitkisi lateksi
Bromealin (SH-Proteaz) Ananas bitkisi tohumlari

Fisin Ficus Carica bitkisi lateksi
Lipoxigenaz Fasulyeler ve patatesler

1.4. Enzimlerin Siiflandirmasi ve Adlandirilmasi

Enzimlere oOnceleri diizensiz ve 6zel adlar verilmistir (Pepsin, tripsin, papain gibi).

Sonradan, diger bilesiklerden ayirt etmek i¢in sonuna ’-az ” eki getirilerek adlandirilmislardir

(katalaz, karboksipeptidaz gibi). 1970’ lere kadar binlerce enzim incelenmis ve yeni bulunanlar

yine ”-az” son ekine gore adlandirilmistir. Uluslararasit Enzim Komisyonu (E.C.) enzimleri etki

ettikleri fonksiyonlu gruplara gore belirlemek icin bir numara sistemi ve diizenli adlandirma

gelistirmistir. Enzimlerin adlandirilmasi ve siniflandirilmasinda asagidaki temel ilkeler goz

Oniine alinmaktadir.

a)

b)

Biitiin enzimler —az son ekini alirlar. Birden fazla enzimden olusan enzim sistemleri ise -az
sistem seklinde adlandirilirlar (6rnek : Piruvat — dehidrogenaz sistemi) .

Enzimler, kendilerince Kkatalizlenen reaksiyona uygun olarak adlandirilirlar ve
siniflandirilirlar. Burada enzimin ve substratin kimyasal yapisi dikkate alinmaktadir. Ayni
fonksiyonu gdsteren fakat farkli kaynaklardan (mikroorganizma, hayvan, bitki) elde edilen
enzimler genellikle ayni adi1 alirlar.

Birbirinden farkli tipte birden ¢ok reaksiyon adimi katalizleyen enzim adlandirilirken
katalizledigi ilk reaksiyon adimi esas alinir.

Her enzimin bir sistematik adi ve dort kisimdan olusan bir kod numarast (EC-Nr)

vardir. Enzimlerin sistematik isimlendirilmesinde genel olarak su sira izlenir. Ddniisiime




ugratilan substratin adi + katalizlenen reaksiyon tipi + az eki. Sistematik isimler ¢ok uzun
oldugundan ¢ogu kez geleneksel isimler tercih edilmektedir.

Her enzimin kod numarasi 4 rakam ile tarif edilmektedir.

1. Ilk numara enzimin smifin1 belirtmektedir

2. Ikinci numara etki ettigi kimyasal yapty1 ve fonksiyonel grubu

3. Ugiincii numara alt sinifin

4. Dordiincli numara enzimin seri numarasini belirtmektedir.

Ornegin sakkarozun inversiyonu olayinda kullanilan invertaz enzimi, 3 (hidrolaz), 2
(glikoz bilesiklerine etki yapan sinif), 1 (glikozit hidrolaz), 26 (alt smiftaki enzimlerin
arasindaki invertazin yeri), 3.2.1.26 rakamlari ile tarif edilir (Arslan,1999).

Enzimlerin adlandirilmasi ve siniflandirilmasinda uyulacak kurallari tespit etmek iizere
olusturulan uluslar arasi komisyon katalizledikleri reaksiyon tipine gore enzimleri alti ana

gurupta toplamistir (Tablo 1.2.) .

1. Oxidoreduktazlar : Redoks reaksiyonlari katalizleyen bu enzimler —dehidrogenaz veya —
reduktaz c¢ergeve isimleriyle tanimnirlar. Oksijen, elektron veya hidrojen alicis1 ise bu
durumda oksidaz adi ile anilirlar. Ornekler: Alkol-dehidrogenaz, reduktaz , peroksidaz ,
glukoz-oksidaz , sitokromaksidaz vb.

2. Transferazlar: Donor (verici) lizerindeki bir fonksiyonel gurubun alic1 substrat molekiiliine
tasinmasini  katalizleyen enzimlerdir. Ornekler : Formil-transferazlar (transaminazlar),
fosfotransferanazlar (kinazlar) , CoA —transferazlar v.b

3. Hidrolazlar: Suyun katildig1 par¢alanma ve kondenzasyon reaksiyonlarini katalizleyen
enzimlerdir. Ester, glikozid, peptid, C-N, asitanhidridi, C-C, C-X veya P-N baglarini
parcalarlar. Ornekler: lipazlar, fosfatazlar, amilazlar, glikozidazlar, niikleosidazlar,
peptidazlar (proteazlar), amidazlar, vb.

4. Liyazlar: Cift bag olusumunu (hidrolitik olmayan yoldan) ve ¢ift baga katilma
reaksiyonlarini katalizlerler. Etkiledikleri substrattan ya kimyasal bir grubu ayirir yada ilave
ederler. Onemli &rnekler: dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar (fumaraz, akonitaz),
karboksilazlar, amonyak-liyazlar.

5. Izomerazlar: Molekiil icini yeniden diizenlenmeleri katalize ederler. Molekiiliin geometrik
veya yapisal cevrilmesini katalizlerler. Bunlar, molekiil i¢cinde oksidorediiksiyonu, grup
transferini ve cift bag olusumunu katalizleyen enzimlerdir (intramolekiiler- Liyazlar,
Intramolekiiler — Transferazlar)

6. Ligazlar: Bag olusturan enzimlerdir. Enzimin etkiledigi iki maddenin birlesmesini katalize

ederler. Amino asitleri aktive eden enzimler piruvat —karboksilazlar, agilaz CoA-sentazlar.



Tablo 1.2. Enzimlerin siniflandirilmasi (Telefoncu,1986).

1. Oxidoreduktazlar

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5

Redoks reaksiyonlarim katalizlerler
A+B 2A+B°

CH-OH grubuna etkileyenler

C-O grubuna etkileyenler

C-CH grubuna etkileyenler

CH-NH, grubuna etkileyenler
CH-NH grubuna etkileyenler

2. Transferazlar

Fonksiyonel gruplarin transferinden gorev alirlar
A-B+C = A+B-C

2.1 CI gruplarini transfer edenler.
2.2 Karbonil gruplarini transfer edenler.
2.3 Agil gruplarini transfer edenler.
2.4 Glikozil- gruplarini transfer edenler.
2.5 N- iceren gruplar transfer edenler.
2.6 Fosfat gruplarmi transfer edenler.
2.7 S- i¢eren gruplari transfer edenler.
Hidroliz reaksiyonlarim katalizlerler
3. Hidrolazlar
A-B + H,O = A-H + B-OH
3.1 Esteri hidrolizleyenler.
3.2 Glikozid baglarini hidrolizleyenler.
34 Peptid baglarini hidrolizleyenler.
3.5 Diger C-N baglarini hidrolizleyenler.
3.6 Asit anhidritlerini hidrolizleyenler.
Cift baga katilma ve c¢ift bag olusturan reaksiyonlari
katalizleyenler
4. Liyazlar X Y
I 1
A -B 2 A=sB+X-Y
4.1 C - C Liyazlar
4.2 C - O Liyazlar
4.3 C — N Liyazlar

5. Izomerazlar

5.1
53
54

Izomerlesme reaksiyonlarim katalizlerler
XY Y X
I 1 I 1

A-B=2 A+B
Rasamezler

Intramolekiiler oxidoreduktazlar
Intramolekiler transferazlar

6. Ligazlar (Sentazlar)

6.1
6.2
6.3
6.4

Sentez reaksiyonlarim katalizlerler

A+ B =2 A-B

C — O bagini olusturanlar
C — S bagini olusturanlar
C — N bagmi olusturanlar
C — C bagin1 olusturanlar




1.5. Enzim Aktivitesini Etkileyen Parametreler

Enzimlerin katalitik etkinligi ‘aktiviteleri’ ile tanmimlanmaktadir. iki tiirlii aktivite tanimi
yapilmaktadir. Enzim aktivitesi;

1. Birim zamanda bir mol aktif enzim tarafindan iiriine doniistiiriilen substratin mol say1s1
(turnover sayisi) veya

2. Dakikada bir mikromol substrati iiriine doniistiiren miligram enzim miktar1 (enzim
linitesi), olarak tanimlanmaktadir (Aiba, 1973).

Molekiil i¢i kuvvetler arasindaki denge, enzimlerin (proteinlerin) biitiinligi ve
kararlilig1 agisindan ¢ok 6nemlidir. Cevredeki herhangi bir degisiklik enzimin yapisindaki ve
kararligindaki dengeyi tayin eder. Bir baska deyisle kararli veya denatiire (bozunmus) olmasini
saglar. Dogal enzimler sadece kendi ¢evrelerinde kararlidirlar. Denatiirasyon veya inaktivasyon
kosullarinda enzimlerin yapilart degisir ve bunun sonunda enzimler inakif hale gelirler. Cevre
etkili denatiirasyon degisik fiziksel, kimyasal, biyolojik bozucu bilesiklerin etkisiyle meydana
gelir (Bailey ve Ollis, 1986; Schmid, 1979). Enzim aktivitesi;

* PpH,
e Sicaklik,
e Substrat konsantrasyonu,
e Enzim konsantrasyonu,
e Radyasyon,
e Kimyasal bilesenler (alkol, iire, hidrojen peroksit vd.),
e Biyolojik etkenler
gibi faktorlerden etkilenir.

1.5.1. pH’nmin Etkisi

Enzimler asidik, bazik veya notral gruplar igeren amino asitlerden olusurlar. Bu gruplar
¢ogu kez enzimin aktif konumunun 6nemli bir pargasidir ve katalitik aktivite i¢in belli bir
iyonlasma durumunda olmalar1 gereklidir. Bu nedenle her enzimin maksimum aktiviteye sahip
oldugu 6zgiin bir pH degeri vardir. Bu degerin altinda ve iistiinde aktivitede diislis gozlenir.

Enzimlerin en yiiksek etkinlik gosterdigi belirli pH’lar vardir. Bu degerden yiiksek yada
diisiikk pH’larda enzimlerin etken gruplari degisime ugrayarak yada kendileri belirli dl¢iilerde
denatiire olarak etkisiz (inaktif) hale gecerler.

Belirli bir optimum pH’nin altinda ve iistiinde enzim aktivitelerindeki diigme, enzimatik
tepkimeye iligkin K, ve k, sabitlerinin pH ile birlikte degisik degerler almasindan ileri gelir.

Ciinkii, ¢ozeltinin pH’simnin degismesi, enzimlerin etken noktalarinda bulunan gruplara etki



ederek bunlar1 belirli pH bdlgelerinde iyonlastirir. Aktif gruplardaki bu degismeler ise

enzimatik tepkimenin K, ve k; sabitlerini, yani hizlarin etkiler.
1.5.2. Sicakhgin Etkisi

Kimyasal tepkimelerde oldugu gibi, enzim katalitik biyokimyasal tepkimlerde de
tepkime hizi Arrhenius kanununa uyar ve sicakligin artmasiyla artar. Enzimin protein yapisi
kritik bir sicakligin iizerinde bozundugundan bu degerin iizerindeki sicakliklarda deaktivasyon
gozlenir. Bu nedenle enzimler, maksimum aktivite gosterdikleri bir optimum sicakliga

sahiptirler (Lehninger, 1979; Bailey ve Ollis, 1986).
1.5.3. Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzimli tepkimelerde substrat konsantrasyonu arttikga enzim aktivitesi de artar. Fakat
birgok durumda substrat konsantrasyonunun asirisinda enzim aktivitesinin diistigli gozlenir.
Buradan, substratin fazlasinin enzimi inhibe ettigi anlasilmaktadir.

Belirli bir miktardaki enzimin reaksiyon hizi baslangigta substrat konsantrasyonuna
bagl olarak artmaktadir. Baslangicta bu iliski lineer olarak devam ederken daha sonra
hiperbolik bir sekil almaktadir. Bu durum reaksiyon  kinetiginin iki fazli oldugunu
gostermektedir. Baslangi¢ fazinda reaksiyon lineer bir sekilde ilerlemekte ve reaksiyon hizi
substrat konsantrasyonunun artisina paralel olarak artmaktadir. Enzim reaksiyonu bu durumda
stfirinc1 dereceden bir kinetik gdstermektedir. Hiz substrat konsantrasyonunun artmasi ile bir
maksimuma yaklagmistir. Enzim, substrati ile ES kompleksi olusturmussa calisiyor kabul
edilmektedir. Enzim serbest kaldig1 zaman, enzimin tekrar bir substrat molekiilii ile birlesmesi
icin bir silire ge¢mektedir. Bu zaman esnasinda enzim molekiili serbesttir. Substrat
konsantrasyonu arttik¢a serbest enzim daha sik garpisacak ve substratla daha sik birlesecektir.
Reaksiyon hizi substrat konsantrasyonunun artmasi ile gittik¢e artacaktir. Bir siire sonra enzim

substrata kars1 doygun hale gelecek ve reaksiyon hizini arttirmak miimkiin olmayacaktir.
1.5.4. Enzim Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim tarafindan katalize olunan bir reaksiyonun baglangic hizi (V) enzim
konsantrasyonu (E) ile dogru orantilidir. Bunun nedeni de her enzim molekiiliiniin digerlerinden
bagimsiz olarak ¢alismasidir. Bu nedenle de ne kadar ¢ok enzim molekiilii varsa ve ¢alisiyorsa,

reaksiyon da o kadar hizli olacaktir.



1.5.5. Radyasyon

Foto-oksidasyon, proteinler molekiiliindeki sistein, triptofan, histidin gibi gruplarin
fotokimyasal reaksiyona girmesini saglar. Bu tepkimeler sonucunda enzim, aktivitesini

kaybeder. Bu tip enzimler 1siktan korunmalidir.

1.5.6. Kimyasal denatiirasyon bilesikleri

Asitler ve bazlar, organik hidrojen bag yapicilar, inorganik bilesikler, organik ¢oziiciiler,
ylzey aktif maddeler, oksidantlar ve agir metaller enzimin aktivitesini etkileyen etmenler

arasindadir.

1.5.7. Biyolojik etkenler

Polipeptit yapisinda olmalarindan dolay1 enzimler, proteolitik enzimler veya proteaz
aktivitesi olan mikroorganizmalar tarafindan parcalanabilirler. Genellikle asidik proteinler bazik
ve notral proteinlerden, biiyiik proteinler de kiiciik proteinlerden daha kolay parcalanirlar. Bu

nedenle ¢ogunlukla kii¢iik ve bazik proteinler daha ¢ok kararlidir.

1.6. Enzim Etkin Bolgesi ve Enzim-Substrat Etkilesimi

En basit enzim katalizli sistem tek bir substratin tek bir iiriine doniistiigii reaksiyondur.

E+S = ES «— EP <« E+P

Burada ”S” tepkimeye giren maddeyi, ”E” enzim, "ES” enzim-substrat kompleksini,
”EP” enzim-iiriin kompleksini, ”P” ise olusan {irlinii gostermektedir.

Enzimlerin katalitik 6zellikleri enzim molekiiliiniin tiimiinden ileri gelmez. Bu 6zellik
molekiilde bulunan baz1 kiigiik bolgelerde gézlenmistir. Bu kisimlara “aktif merkezler” veya
“etkin bolge” denilmektedir.

Enzimlerin doniistiirdiikleri substrata karsi gosterdikleri yiiksek spesifiklik, tepkime
hizinin  substrat konsantrasyonu ile degisim karakteri ve substrat molekiillerin enzim
deaktivasyonunu oOnleme 0&zelliginin belirlenmesi, enzimli tepkimelerde ilk basamagin bir
Enzim-Substrat (ES) ara bilesiginin olusumu oldugunu ortaya koymustur. Bu ara bilesik,
substrat molekiiliiniin enzim {izerinde “etkin bolge” olarak adlandirilan bir bdlgeye tutunmasi
sonucu olustugu bilinmektedir (Dixon ve Webb, 1967; Segel, 1975). Etkin bdlgenin substrat

molekiilleri {izerinde bulunan bazi gruplarla etkilesim 6zelligine sahip aminoasit yan gruplarinin
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cok 0Ozgiil ve iic boyutlu bir yapi olusturabilecek sekilde dizilisi sonucu olustugu kabul
edilmektedir.

Enzimlerin doniistiirdiikleri substrat i¢in gosterdikleri secicilik, enzim-substrat
etkilesimi i¢in ileri siiriilen modellerin ¢ikis noktasi olmustur. Tek evreli tepkime sistemleri igin
gelistirilen bu modellerden en temel olanlar1 Ficher tarafindan ileri siiriilen “anahtar ve kilit” ve
Koshland tarafindan ileri siiriilen “uyarilmig bicimleme modelleri”dir (Segel, 1975).

Anahtar ve Kilit Modeli: Bu model substrat molekiiliiniin, enzim tizerinde kendisine
geometrik olarak benzer ve degismez bir sekli olan etkin bolgeye baglanarak tepkimeye

girdigini varsayar (Sekil 1.1) (Segel, 1975).

Aktif
merkez

Sekil 1.1. Anahtar ve kilit modeli (E: Enzim, S: Substrat, ES: Enzim-Substrat arabilesigi) (Segel, 1975)

Uyarilmigs Bi¢imleme Modeli: Anahtar ve kilit modelinin birgok enzim tepkime
mekanizmasint  agiklayabilmesine karsin, modelin agiklayamadigi etkilesim tiirlerinin
bulunmasi sonucunda, uyarilmis bigimleme modeli ileri stiriilmiistiir (Sekil 1.2) (Segel, 1975).
Substrat molekiiline kimyasal yapi1 olarak benzeyen ancak degisik yan gruplar igeren
molekiillerin enzime sikica baglanmasina karsin tepkimeye girmemesi, iki substratll enzim
tepkimelerinde gozlenen substratlarin sirali etkilesim 6zelligi, allosterik enzim davranisi,
“cooperative”  substrat baglanmasi gibi gozlemler, substrat molekiillerinin enzimde
konformasyonel bir degisime sebep olmasi ve bu degisme sonucunda enzim {izerindeki
gruplarla etkilesebilecek sekilde yoOnlenip bigimlenmesi, uyarilmis bi¢imleme modeli ile
aciklanabilmistir. Bu modele gore, bir molekiiliin tepkimeye girebilmesi i¢in hem etkin bolgeye
tutunmasi hem de etkin bolgedeki gruplarin uygun sekilde yonlenmesini saglayacak degisimi

gerceklestirmesi gerekmektedir.

11



Aktif
merkez

Sekil 1.2. Uyarilmis bigimleme modeli (Segel, 1975).
1.7. Enzimatik Tepkimelerin Kinetigi

Enzim i¢in ileri siiriilen kinetik modellerin tiimiinde, substrat molekiillerinin enzim
tizerinde etkin bir bolgeye/bolgelere tutunarak bir Enzim-Substrat ara bilesigi olusturdugu

diistintilmiistiir.

1.7.1. Tek Etkin Bélgeli Enzimler I¢in Tiiretilen Henry-Michaelis Menten ve
Briggs-Haldene Esitligi

Enzimli tepkimeler igin ilk esitlik 1903 yilinda Henry (Segel, 1975) tarafindan
tiretilmistir. Bu esitlik tiliretilirken, asagidaki varsayimlar yapilmistir:
1) Enzim katalizleyicidir
2) Enzim ve substrat, enzim-substrat arabilesigi olusturur
3) Enzim ve substrat, 6nce enzim-substrat, sonra arabilesik-liriin ve enzime donisiir
4) Enzim ve substrat ile enzim-substrat arabilesigi dengededir. ES arabilesigi ayn1 anda
E+S’ye bozunmakta ve E+P’ye doniismektedir
5) Substrat konsantrasyonu enzim konsantrasyonundan ¢ok fazladir ve ES arabilesiginin
olusmasi substrat konsantrasyonunu etkilemez
6) Hiz kisitlayan basamak ES arabilesiginin iiriin ve enzime déniisme basamagidir
7) Substrat hizi, baglangi¢ tepkime hizi olarak alindiginda;
E+P ——> ES
basamagina dogru olan tepkime ihmal edilir. Bu varsayimlar sonucunda, tepkime mekanizmasi

ve tliretilen hiz esitligi asagidadir.

ki K,
E+S —>s ES —> E+P
k.
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= (1.1)
1+ S
Ks
Henry’den 10 yil sonra Michaelis ve Menten tarafindan bu esitlik;
v YmaxS (1.2)
Ks+S

seklinde degistirilmistir. Bu esitlik Michaelis-Menten esitligi olarak bilinmektedir.

S : Substrat konsantrasyonu

V  : Baslangig tepkime hizi

K :Sabit (k, E, /Ky )

K : Enzim-Substrat ara bilesiginin bozunma hizi sabiti (k_; /k; )

Vimax: Maksimum baslangi¢ tepkime hiz1 (k; E, )

E, :Toplam enzim konsantrasyonu

Briggs ve Haldene, 1925 yilinda enzim, substrat, enzim-substrat arabilesigi arasinda
hizli bir dengenin olmasi1 gerekmedigini ancak tepkimenin baslamasindan c¢ok kisa bir siire
sonra ES arabilesigi konsantrasyonunun yaklasik olarak sabit bir degere ulastigini ileri
stirmiislerdir. Ayrica, tepkime hizinin, ES ara bilesiginin yatigkin durum derisimi ile dogru

orantili oldugunu varsaymiglardir. Bu varsayimlar sonucunda kendi adlari ile bilinen,

e KBS

1.3
K, +S (13)

esitligini tiiretmislerdir.

k_;+k,
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2. PROTEAZLAR
2.1. Genel

Canlilarin yasamlarin siirdiirebilmeleri igin kisa bir siirede ¢ogu biyokimyasal doniisiimii
tamamlamalari gereklidir. Bu reaksiyonlar, belirli kosullar altinda, ‘enzim’ ad1 verilen biyolojik
katalizorler tarafindan gerceklestirilmektedir.

Proteinlerin enzimatik hidrolizinden, yillar boyu ¢esitli amaglar i¢in bilingsiz olarak
yararlanilmistir. Etleri yumusatilmasinda papaya sivisinin, derilerin tabaklanmasinda giibrenin
ve peynir yapiminda buzagilarin mide mukozasinin kullanilmasi ilk uygulamalara 6rnek olarak
gosterilebilmektedir (Noordervliet, 1983).

Proteinlerin peptid baglarinin  hidrolizinden sorumlu olan proteolitik enzimler,
Uluslararas1 Biyokimya Birligi 'nin Enzim Komisyonu tarafindan, *proteazlar’ ve ’peptidazlar’
olarak iki gruba ayrilmistir. Proteazlar, protein molekiilindeki i¢ peptid baglarina, peptidazlar
ise peptid zincirinin amino veya karboksil uglarina etki etmekte ve buna gore de aminopeptidaz
veya karboksipeptidaz adin1 almaktadir (Kalisz, 1988).

Proteazlar iizerinde ilk ¢alismalar, 1783 yilinda, Spallanzani ile baglamistir. Bu arastirici
mide sivisinin protein pargalama oOzelliginde oldugunu saptamistir (Aunstrup, 1973). 1836
yilinda ise Schwann, pepsinin de benzer etkiyi gdsterdigini ortaya koymus ve bu enzimi yiiksek
oranda saflastirabilmistir. Ayni yillarda cesitli kaynaklardan proteolitik enzimler izole edilmis
ve mide sivisindan elde edilene ‘pepsin’, pankreastan salgilanana ‘tripsin’, bagirsak
mukozasindan elde edilene ise ‘erepsin’ ad1 verilmistir (Keay vd., 1972). 1913 yilinda, Boidin
ve Effront, bir Bacillus subtilis spp’den amilaz ve cok az da proteaz igeren enzim preparati
hazirlamiglardir (Aunstrup, 1980). 1930’larda Bergman ve arkadaslari, proteinlerin peptid
baglarmin enzimlerle parcalandigini bildirmislerdir. 1940-42 yillarinda ise, enzimlerin
spesifikligi iizerine yapilan calismalarda, her enzimin belirli etkileri oldugu aciklanmis ve
pepsin, tripsin, kimotripsin, papain gibi hayvansal ve bitkisel orjinli proteazlarla saflagtirma
caligmalart yapilmistir. Bacillus ve Aspergillus sp’ler tarafindan sentezlenen mikrobiyal
proteazlar ise, 1950-52 yillari arasinda izole edilmistir .

Proteaz enzimi, tiim canli varliklarda bulunan, biiyiime ve ¢ogalma igin gerekli olan bir
enzimdir. Proteinlerin hidrolizinde spesifik olarak katalitik rol oynayan, fizyolojik ve ticari
acidan olduk¢a Oneme sahip enzimlerden biridir. 1998 yilindaki verilere gore, toplam
1.3 milyar $’lik endiistriyel enzim iretiminin, yaklasik 400 milyon $ kismi deterjan endistrisi
icin harcanmustir (Godfrey, 2000). Oniimiizdeki on yil icinde bu oranin ¢ok daha artacag
beklenilmektedir .
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Giliniimiizde elde edilen degisik O6zellikteki proteazlar, deterjan ve gida endiistrisi basta
olmak {izere; tekstil, deri, fotograf, ipek ve yem sanayileri ile gesitli klinik uygulamalar,
eczacilik gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir (Taylor ve Richardson, 1979; Kalisz, 1988).
Diinyada, yilda firetilen ve c¢esitli endiistrilerde kullanilan enzimlerin %80’den fazlasinin
hidrolazlar grubuna ait oldugu ve bununda yaklasitk % 60’1 proteazlarm, % 30’unu
karbohidrazlarin, % 3’iinii lipazlarin ve % 7’sini de diger enzimlerin olusturdugu bildirilmistir

(Sheppard, 1986).

2.2. Proteazlarin Kullanim Alanlar

2.2.1. Deterjan Endiistrisinde Kullanimi

Proteazlar yaklagik 15 yildir yaygin bir bigimde kullanilmaktadir ve bu amagla kullanilan
serin proteazlarin yillik iiretimi de saf protein olarak, yaklasik 500 tondur. Alkaofilik
enzimlerin esas endiistriyel uygulama alani deterjan endiistrisidir ve deterjan enzimleri diinya

capindaki enzim iiretiminin yaklasik % 30 unu kapsamaktadir.

2.2.2. Deri Endiistrisi

Proteaz enzimlerinin elastolitik ve keratinolitik aktivitelerine sahip olmalari, bu
enzimlerin dericilikte, Ozellikle killarin uzaklastirilmasi isleminde etkin olarak kullanimini
saglamistir (Taylor vd., 1987). Bazik sartlar kil koklerinin sismesini saglar ve daha sonra kil
proteinleri {izerine proteaz enziminin saldirisiyla killar kolaylikla deriden uzaklasir. Kil
gideriminde; mikrobiyal proteazlar, maliyetlerinin daha diigiik olmasi nedeniyle, pankreatik

tripsine oranla daha ¢ok kullanilmaktadir (Aunstrup, 1980).

2.2.3. X Ism Filmlerinden Giimiisiin Geri Kazaninm

Alkaline proteaz enzimi, giimiigiin geri kazanilmasi igin kullanilmis rontgen filmlerinin
biyolojik proseslerinde de kullanim alani bulmustur. Rontgen filmlerindeki giimiis miktar
polyester film tabakasi {izerindeki emiilsiyon tabakasinin agirligina bagli olarak % 1.5-2 arasi
degismektedir. Kullanimdan sonra atilan bu filmler, iyi birer giimiis kaynagidir ve elde edilen
gliimiis 1s18a duyarli materyaller olarak kullanimi dahil daha birgok amacgla tekrar
kullanilabilmektedir (Fujiwara vd. 1989, 1993). Klasik metot olan, filmlerin yakilarak giimiisiin
kazanilmasi islemi, 6nemli derecede c¢evre kirliligi problemi yaratmaktadir. Dolayisiyla,
filmlerin enzimatik olarak islenmesi hem gilimiisiin geri kazanilmasini hem de poliester film

maddesinin geri devir ettirilmesini saglar (Ishikawa vd., 1993).
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2.2.4. Tip Alaminda Kullanimi

Alkaline  proteaz iceren kollagenazlarin kullanimi, &zellikle dozaj formlarinin
hazirlanmasinda tedavi amaciyla, tipta gittikge artmaktadir. Yiiksek kollagenolitik aktiviteye
sahip yeni bir semialkaline-proteaz enzimi Aspergillus niger tarafindan iiretilmistir. Ayrica
fibrinolitik aktiviteye sahip bir proteaz enziminin trombolitik ajan olarak kullanildigi rapor

edilmistir (Kim vd., 1996).

2.2.5. Gida Endiistrisi

Proteazlar, bitkilerden, balik ve diger hayvanlardan proteinleri hidrolize edebilir. Ticari
olarak kullanilan proteaz enzim, Alcalase, terminal hidrofobik amino asitler i¢in Onemli
derecede spesifiklige sahiptir. Bu enzimin kullanilmasiyla, daha az aci veya tamamen acilig1
giderilmis enzimatik peynir alt1 suyu protein hidroliz iiriinleri elde edilebilir. Genellikle kazein,
peynir alt1 suyu proteini ve soya proteinlerinden elde edilen protein hidroliz iriinleri, bebek
mamas1 yapiminda sik¢a kullanilmaktadir. Bu {iriinler ayrica, meyve sular1 veya hafif igkilerin
kuvvetlendirilmesinde ve diyet maddelerin yapiminda da kullanilmaktadir.

Proteazlar, etlerin yumusatilmasi isleminde de kullanilmaktadir. Yumusatma islemi, toz
halindeki enzimin et iizerine serpilmesi, ya da etin proteaz enzim ¢dzeltisine daldirilmasi veya

konsantre proteazin ete enjeksiyonu ile yapilabilmektedir.

2.2.6. Atik Aritim Endiistrisi

Proteaz enzimler, evsel ve gida endiistrisi atiklarinin iglenmesinde onemli derecede
kullanilmaktadir. Bu proteazlar, atiklardaki proteinleri birka¢ adimda hidrolize edebilir ve
dolayistyla balik ve diger ev hayvanlari i¢in kullanilabilecek konsantre sivi tirlinler veya kuru

kat1 maddeler kazanabilir.

2.2.7. Kimya Endiistrisi

Yapilan calismalar, organik ¢oziicii igindeki enzimlerin, sentetik kimyasal madde
iiretiminde biyokatalizor olarak belli bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Ancak bu
uygulamanin en Onemli dezavantaji, enzimlerin anhidrik sartlarda aktivitesinin azalmasidir.
Baz1 calismalar, organik c¢oziiciilerde peptid sentezini katalizlemek igin, proteaz enziminin

kullanilabilecegini gostermistir.
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2.3. Proteazlarin Simiflandirilmasi

Proteolitik enzimler peptid baglarini hidrolize eden enzimlerdir; katalizleme bigimine
bagh olarak peptidazlar ve proteazlar olmak iizere ikiye ayrilirlar. Peptidazlar ancak ug¢ amino
asitleri veya dipeptitleri uzaklastirabildiginden ikincil Oneme sahiptir. Proteazlar ise
fizikokimyasal ve katalitik Ozellikleri dikkate alindiginda kompleks enzimlerdir. Proteazlari
smiflandirmak ve sistematik olarak adlandirmak zor oldugundan {iretildigi kaynak ve katalitik
mekanizma dikkate alinarak adlandirilirlar (Yagiz, 2000).

Proteazlar biyokatalitik mekanizmalar1 dikkate alindiginda dort gruba ayrilirlar. Bunlar;
serin proteazlar, sistein (tiyol) proteazlar, aspartik (karboksil) proteazlar ve metallo (ndtral)

proteazlardir.
2.3.1. Serin Proteazlar

Serin proteazlar, bakteri ve funguslar tarafindan yaygin olarak iiretilirler ve hayvansal
enzimler olan tripsin ve kimotripsine benzerler. Alternatif isimleri alkalin proteazlardir. Serin
proteazlar karakteristik olarak molekiiliin aktif bdlgesinde bir serin grubuna sahiptir.
Tepkimenin katalizlenmesinde bu grup kullanilir. Birgok substrata karsi spesifik olarak aktif
olan serin proteaz enzimlerinin molekiil agirliklar kiigliktiir (18.5-35 kDa). Serin proteazlar
genellikle notral ve alkali pH’ larda aktiftirler. Optimum pH’lar1 7-11 arasindadir. Bir ¢ogunun
izoelektrik noktas1 pH 4.4-6.2 arasindadir. Proteazlar bazi tiyol bilesikleri tarafindan inhibe
edilirler. Serin proteazlar dort ana gruba ayrilirlar. Bunlar;

Tripsin benzeri proteazlar

Alkali proteazlar

Miksobakter a-litik (mybacter a-lytic) proteaz

Stafilokokal (staphylococcal) proteazdir.

Serin alkali proteaz endiistriyel enzimlerin en dnemlilerindendir. Deterjan endiistrisinde
kullanilan serin alkali proteaz toplam enzim iiretiminin % 35’ ini olusturmaktadir. Bu enzim
ayrica gida endiistrisinde, deri sanayinde ve fotograf endiistrisinde de kullanilmaktadir.
Optimum pH degerleri yaklasik pH=10’dur. Molekiil agirliklar1 15-30 kDa arasinda; izoelektrik
noktas1 ise pH=9 dolaymdadir.

Serin alkali proteazlar iginde ticari adi ’Subtilisin Carlsberg’ olan enzim Carlsberg
Laboratory’de (1947) bulunmus; 1960 da endiistriyel iiretimi baglamis ve deterjan enzimi olarak
en yaygin olarak kullanilanmidir.  ‘Subtilisin  Novo’ ise ikincil ticari Oneme
sahiptir. Subtilisin Carlsberg (SC)’in B. licheniformis, Subtilisin Novo (SN)’nun ise

B. amyloliquefaciens ile iiretildigi bildirilmektedir. Bu iki ticari alkali proteaz enzimin yapisi
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incelenmis ve protein yapilarinda 58 amino asit dizininin farkli oldugu bildirilmistir (Aunstrup
1980). SC ve SN enzimlerin molekiil agirliklar: 27.5 kDa; optimum sicakliklart 60 °C, optimum
pH’lar1 da 10 civarindadar.

Novo firmasi tarafindan iiretilen enzimin aktivitesi Ca™ iyonunun varligma baghdir.
Hipoklorit, hidrojen peroksit gibi oksitleme &6zelligine sahip maddeler bu enzimleri bozarlar.

Fakat enzim aktivitesi sodyumperborat ile stabilize edilmis H,O,’ den etkilenmezler.
2.3.2. Sistein (tiyol) proteazlar

Sistein proteazlar sinirh sayida fungus tarafindan hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak iiretilirler.
Funguslar tarafindan iiretilen bu enzimler 5<pH<S8 araliginda aktiftirler. Protozoa tiirleri
tarafindan iretilen sistein proteazlar hiicre i¢i enzimlerdir ve daha diisilk pH’larda aktiftirler.
Sistein proteazlar aktif konumlarma gore ikiye ayrilirlar. Bunlar; Klostripain (clostripain)

proteazlar ve streptokokal (streptococcal) proteazlardir.
2.3.3. Aspartik (karboksil) proteazlar

Aspartik proteazlarin en dnemli 6zellikleri, diisiik pH’larda (3-4) maksimum aktiviteye
sahip olmalaridir. Cogunlukla fungus tiirleri tarafindan {iretilirler. Bakteri ve protozoa tiirleri
tarafindan {iretilebilen aspartik proteazlar da vardir. Aspartik proteazlarin ¢ogu, ortamda bakir
katyonlar1 bulunmasi durumunda epoksi ve diazo keton bilesiklerine karsi hassastirlar. Ayrica
pepsitatin yani Streptomyces pepsin inhibitdrii tarafindan inhibe edilirler.

Birgok aspartik proteazin molekdl agirliklar1 30-45 kDa arasinda; izoelektrik noktalar ise
pH 3.4-4.6 arasindadir. Bu enzimler protein zinciri lizerindeki aromatik veya biiylik amino asit
gruplan ile spesifik olarak tepkime verirler. Katalitik aktivite iki aspartik asit grubunu igerir.
Protein substrat1 lizerindeki peptid bagi ile niikleofilik tepkime Oncesi, aspartik proteazin
katalitik etki mekanizmasina gore Once bir su molekiiliiniin aktif konuma baglanmasi
gereklidir. Fungal proteazlarin ¢ogu pH=7’nin iizerinde kararsizdir ve bu pH degerlerinde
iiretimleri gerceklesmemektedir. Nétral ve alkali pH’larda cogalamazlar. Iki cesit aspartik

proteaz vardir. Bunlar; pepsin benzeri proteazlar ve rennin benzeri proteazlardir.
2.3.4.Metalloproteazlar (notral proteazlar)

Bu enzimlerin optimum pH’lar1 5 ile 9 arasindadir. Metal iyonlarla selat kompleksler
veren (EDTA gibi) bilesiklere kars1 hassastirlar. Serin proteaz inhibitorlerinden ve siilthidril
bilesiklerden etkilenmezler. EDTA ile inhibe edilen enzimlerin ¢ogu ¢inko, kalsiyum, kobalt

iyonlar1 ile tekrar aktive edilebilirler. Bakteri ve fungus metalloproteazlari her bir enzim
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molekiilii bagina bir atom ¢inko igeren enzimlerdir; ¢inko atomu enzim aktivitesi igin sarttir.
Kalsiyum iyonu ise protein yapisini kararli tutmak igin gereklidir; kalsiyum miktar1 molekiil
basina 4 ile yaklagik 0.2 atom arasinda degismektedir.

Metalloproteazlar bes gruba ayrilir. Bunlar ; asit proteazlar, ndtral proteazlar, alkali

proteazlar, myxbacter proteazlar I ve myxbacter proteazlar II “dir.
2.4. Uygun Mikroorganizmanin Belirlenmesi

Bir mikrobiyal enzim firetimindeki ilk basamak, istenilen enzimi iiretebilen uygun
mikroorganizmay1 segebilmektir.

Proteolitik enzimler, hemen hemen her organizmada bulunabilmekte ise de, glinlimiizde
endiistriyel amagla iiretilen proteazlar, baz1 Bacillus, Aspergillus ve Mucor tiirlerinden elde
edilmektedir. Bu mikroorganizmalar genellikle toksik maddeler olusturmamalari, basit
substratlar tlizerinde kolayca gelisebilmeleri, enzim verimlerinin stabil olmasi ve geri
kazanimlarmin  kolayligi gibi avantajlar saglamalari nedeniyle tercih edilmektedirler
(Atkinson ve Mavituna, 1983). Pek ¢ok iilkede, enzimlerin ticari iiretimi ve endiistriyel boyutta
kullanimu, belirli kurumlarin denetimi altindadir. Ornegin Amerika Birlesik Devletleri’nde FDA
(U.S. Federal Food and Drug Adminitration)’nin bir enzimin iretiminde kullanilacak
mikroorganizma i¢cin GRAS (Generally Recognised As Safe) belgesinin olmasi kosulu aranir.
FDA’nin programina gore, bu {iriinlerin her biri giivenilirlik agisindan degerlendirilmektedir. Bu
kuruma gore bazi enzimlerin iretiminde kullanilan GRAS mikroorganizmalar ve enzimleri
Tablo 2.1.de verilmistir (Taylor ve Richardson, 1979).

Bazi mikroorganizmalar ¢ok sicak veya c¢ok soguk, asidik veya bazik gibi ekstrem
sartlarda iiretim yapabilirler. Ornegin denizden izole edilen mikroorganizmalar (izole edildigi
yerlere bagli olarak) c¢ok yiiksek basinglara dayanabilirler. Bir¢ok mikroorganizma igin
iirettikleri spesifik kararli proteinler belirlenmis ve ozellikleri arastirilmustir. Istenilen
kararlilikta ve istenilen katalitik aktiviteye sahip enzimi iireten mikroorganizmay1 bulmak igin

birgok mikrobiyal tiiriin arastirilmasi gerekir.
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Tablo 2.1. GRAS Mikroorganizmalar ve Enzimleri (Taylor ve Richardson 1979).

Mikroorganizma Enzimler
Bacillus subtilis Notral proteaz, alkali proteaz ve termostabil
amilaz

Asgergillus  oryzae ve | Amilaz, glukoamilaz, proteaz, katalaz,
A. Niger glukozoksidaz, lipaz, antosiyanaz,
naringinaz, seliilaz, hemiseliilaz,
pentozanaz, invertaz.

Saccharomyces cerevisiae | Invertaz

Kluyveromyces fragilis Laktaz

2.4.1. Serin Alkali Proteaz Uretiminde Kullamlan Mikroorganizmalar

Bacillus tiirii bakteriler serin alkali proteaz {iretebilen bakteri grubudur. Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefacines, Bacillus firmus, Bacillus brevis
tiirleri serin alkali proteaz i¢in potansiyel bakteri tiirleridir. Bacillus licheniformis, Bacillus
subtilis en g¢ok bilinen, serin alkali proteaz iiretebilen mikroorganizmalardir. Bacillus tiirii
bakteri toksik olmayan hiicre duvarina sahip, tek membrani olan, {irettigi proteinleri (enzimleri)
hiicre disina aktaran, patojen olmayan mikroorganizmalardir.

Bacillus tiirli alkolofilik bakteriler kullanildiginda ortam pH’in1 bazik bolgede (pH>7.5)
tutmak i¢in ortama sodyum karbonat gibi alkali bilesikler veya laktatlar gibi metabolizmaya
girebilecek asitlerin tuzlar1 eklenmelidir.

Serin alkali proteaz, Arthrobacter, Flavobacterium arborescens ve Streptomyces gibi
diger bakteri tiirleri; Aspergillus, Neurospora crassa, Malbranchea pulchella, Saccharomyces
cerevisiae gibi fungus tiirleri tarafindan da tiretilmektedir.

Frankena vd. (1985) yaptiklar arastirmalarda Bacillus licheniformis ‘i; Kole vd. (1988),
Kadrekar ve Ramasarma (1990), Wright vd. (1992) Bacillus brevis’i; Manachini vd. (1988)
Bacillus thermoruber’i; Moon ve Parulekar (1991) ‘da Bacillus firmus’u; Elibol ve Moreira
(2003), Ahuja vd. (2004), Usama (2003) Teredinobacter turnirae’i alkali proteaz iiretimi ile
ilgili yaptiklar ¢aligmalarda kullanmiglardir.

2.5. Enzim Uretimi I¢in Uygun Ortam Bilesimi

Mikrobiyal enzim iiretiminde, kullanilacak besiyerinin bilesimi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Secilecek besiyerinde, enzim verimi, bilesenlerin yarayisliligi, maliyeti, enzimin kalitesi gibi
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onemli faktorler goz ardi edilmemelidir (Keay vd., 1972). Mikroorganizmalar tiiriine bagh
olarak farkli bilesikleri tiiketirler. Bu ylizden mikroorganizmadan mikroorganizmaya ortam
tasarim1 degismektedir. Literatiirde ortam tasarimi ile ilgili bilgi yeterli degildir. Tim
kaynaklarda yar1 tanmimlanmis ortamlar verilmis olup enzim iiretimindeki kritik bilesikler
verilmemistir.

Anaerobik mekanizmaya sahip mikroorganizmalar besi yerindeki karbonun yaklagitk %
10’unu aerobik mekanizmaya sahip olanlar ise % 50-55’ini hiicre yapisin1 olusturmada
kullanirlar. Karbon kaynaklari mikroorganizmanin gelismesi, ¢ogalmasi ve biyosentezi i¢in
gerekli olan, ayn1 zamanda mikroorganizmaya metabolik enerji saglayan bilesiklerdir.

Enzim aktivitesini arttirmak i¢in ortama karbon kaynagi olarak sekerin eklenmesi de
proteaz iiretiminde kullanilan bir prosediirdiir. Ortama seker eklendiginde;

1. Hidrojen baglar1 kuvvetlenir ve enzimin yapist saglamlasir,

2. Hidrofobik etkilesmeler kuvvetlenir, veya

3. Her iki etki birlikte goriilebilir.

Bu maddelerin eklenmesiyle enzimin aktivitesinin korunmasi enzimin kimyasal karakteri
ve enzimin yapistyla da ilgilidir.

Halbern (1981), bir ¢cok Bacillus sp’ den farkli 6zellikteki proteazlarin iiretimi i¢in uygun
stv1 besiyerlerinin bilesimleri ile bu enzimlerin baz1 &zellikleri ve uygulama alanlarini
incelemistir. Degisik arastirmacilar, proteaz iiretimi igin segilecek ortamda, esas olarak belli
oranda karbonhidrat ve protein kaynaklar ile gesitli tuzlarin bulunmasinin yeterli oldugunu
belirtmislerdir. (Keay vd., 1972). Frankena vd., Kole vd., Manachani, Kadrekar vd. ve Moon

‘nin proteaz liretimi i¢in dnerdikleri besi yeri bilesimi Tablo 2.2. ve 2.3. *de verilmistir.

Tablo 2.2. Bildirilen karbon kaynaklar1 ve derigimleri.

Bilesen Frankenavd  Kole vd. Manachani Kadrekar vd. Moon
(g/L) (1985) (1988) (1988) (1990) (1991)
Mikroorganizma  Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus
licheniformis  subtilis thermoruber  subtilis formis
Glukoz 10 mM 5.0 ¢g/L 15 g/l 1.0 g/L 6.0 g/L
Fruktoz - - - - -
Maya 6ziitii - - 5.0 g/L 3.0¢g/L 0.3 g/L
Pepton - - - 6.0 g/L -
Et 6ziitii - - - 1.5¢g/L -

Na-glutamat - - - - -
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Tablo 2.3. Bildirilen inorganik bilesikler ve derigimleri.

Bilesen Frankenavd  Kole vd. Manachani Kadrekar vd. Moon
(g/L) (1985) (1988) (1988) (1990) (1991)
Mikroorganizma Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus
licheniformis  subtilis thermoruber  subtilis formis
NH,4CI 2.0g/L - - - 4.0 g/L
FeS0O,4.7H,0 5.2 ¢g/L - - - 20.0 mg/L
MgSO, - - - - 0.7 g/L
MgS0,4.4H,0 - - - 10 g/L -
MgS0,.7H,O 0.2 g/L 0.5 g/l -- - -
ZnS0,4.7H,0 - - - 10 g/L 0.024 g/L
Ca” - - 2.0 mM - -
CaCl, - 0.015 g/L - 10 g/L -
CaCl,.2H,0 2.2 mg/L 3 mg/L 2.0 mM - -
CuSO,4 - - - - -

Tablo 2.4. Enzim tiretimi i¢in kullanilacak bir besiyerinin temel bilesenleri (Aunstrup 1979).

Proteinler Soya unu, pamuk tohumu unu, msir 1slatma suyu,

maya hidrolizati, peynir alt1 suyu, gluten

Karbonhidratlar Nisasta hidrolizati, sakkaroz, misir, arpa, bugday

Tuzlar Fosfat, nitrat, magnezyum ve amonyum tuzlar ile

kalsiyumlu tuzlar

Aunstrup (1979), bir arastirmasinda endiistriyel amaglar igin enzim {iretiminde
kullanilabilecek bir besi yerinin genel bilesenlerini belirlemistir (Tablo 2.4.). Keay vd. (1972),
Bacillus proteazlarinda maksimum verimi saglayabilmek i¢in iiretim besiyerinde, sicakligin 30-
40 °C ve pH’nin ise 7.0-8.0 civarinda olmasi gerektigini bildirmiglerdir. Changir (1987), bir
Bacillus spp.’den proteaz enziminin saflastirilmasi ve bazi kinetik 6zelliklerinin saptanmasina
yonelik bir ¢aligmada ise gelisme ve proteaz iiretimi i¢in en uygun karistirma hizinin 150 rpm
oldugunu belirtmistir. Keay vd. (1972) ise, bir ¢ok bakteri ve kiiften proteaz iiretimi {izerine

yaptig1 arastirmalarda, 240 rpm calkalama hizina ayarli inkiibator kullanmiglardir. Atkinson ve
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Mavituna (1983), tim enzim fermantasyonlarinin aerobik oldugunu ve bu nedenle
havalandirmanin 6énemli oldugunu vurgulamislardir.

pH ve sicaklik mikroorganizmanin gelismesi, ¢ogalmasi ve protein (enzim) {iretmesi
acisindan ¢ok onemlidir. Her mikroorganizma i¢in optimum pH ve sicaklik degerleri farkl
oldugu gibi, mikroorganizmalarin ¢ogaldiklar1 ve iiretim yaptiklar1 pH ve sicakliklar da
birbirinden genellikle farklidir. Cesitli mikroorganizmalarla birbirinden farkli pH ve
sicakliklarda ¢alismalar yapildig: bildirilmektedir. Frankena vd. (1992) pH=7 ve 37 °C’de, Kole
vd. (1988) pH=6.9-7.2 ve 35 °C’de, Wright vd. (1992) pH=7.5 ve 34 °C’de, Kadrekar ve
Ramasarma (1990) pH=7 ve 37 °C’de, Manachani vd (1988) pH=9 ve 45 °C’de, Moon ve
Parulekar (1991) pH=7.7 ve 37 °C’de, Janssen vd. (1991) pH=7.5 ve 70 °C’de ¢aligtiklarini
bildirmislerdir.

2.6. Proteaz Aktivitesi Tayin Yontemleri

Herhangi bir enzimin katalitik aktivitesi genelde teorik maksimum hizi saglayacak
optimum kosullar altinda substrati doniisiime ugratma hizi olarak tanimlanmaktadir. Burada sz
konusu olan substrat, her zaman i¢in enzimin dogal ortamindaki substratin aynisi olmak
durumunda degildir (Dingkaya, 1997).

Enzimler, birim miktardaki aktiviteleri temelinde satilmaktadir. Dolayisiyla enzim
aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan yontem, 6ncelikli olarak ekonomik bir 6nem arz eder. Ne
yazik ki, proteaz aktivitesini belirlemek kolay degildir. Ornegin; enzim aktivitesini belirlemek
icin kullanilan protein substratinin birden fazla sayida olusu, aktivite Ol¢iimleri arasinda
korelasyon kurmay1 giiglestirmektedir. Proteaz aktivitesi 6l¢limlerinde kullanilan substratlardan,
azocoll, kazein, hammerstain kazein, hemoglobin, azokazein, okside edilmis insiilin Bzinciri ve
30 farkli sentetik peptiddir. Proteazlarin sustratlardaki hangi bagi ve ne kadarini
hidrolizlediklerini direkt olarak belirlemek ve bu hidrolizin otodigestion olup olmadigini
saptamak ¢ok zordur. Bu nedenle proteaz aktivitesinin belirlenmesi kismen iyi tanimlanmus,
ucuz ve kolay bulunan bir substratin enzim ile muamelesini, reaksiyon sonunda enzim
inaktivasyonunu ve reaksiyon iiriinlerinin belirlenmesini igermektedir .

Hidroliz friinlerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan spektrofotometrik yontemde,
hidroliz iriinlerinin 280 nm’de UV absorbanslarimi ve folin reaktifi ile 660 nm’de
absorbanlarin1 6lgmek, proteaz aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesinde birgok arastirmact
tarafindan kullanilmistir (Horikoshi, 1971; Manachini, 1988; Takami vd., 1990). 280 nm’deki
UV absorbsiyonunun biiyiik bir kismindan aromatik aminoasitler sorumlu oldugu icin, elde

edilen absorbans veya proteaz aktivitesi ¢oziinmiis formda bulunan bir aromatik aminoasit olan
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trozin miktari ile iligkilidir. Bu nedenle, proteaz aktivite birimleri standart 6l¢iim kosullarinda,
enzim tarafindan dakikada olusturulan trozin miktar1 ( pgr veya umol) larak ifade edilmektedir.
Aunstrup (1980), enzim aktivitesi tayinlerinde kullanilan ydntemlerin, 1890 yilinda
iretilen ilk ticari enzim preparati olan Takadiastazindan bugiine kadar temel olarak ¢ok fazla
degismedigini bildirmistir. Bu yontemlerde kisaca, aktivitesi belirlenecek enzim ile bu enzime
uygun bir substrat, optimum pH ve sicaklikta belli siire reaksiyona sokulmakta, bu siire sonunda
reaksiyon durdurulmakta ve olugan {iriin miktarina gére enzim aktivitesi spektrofotometrik
olarak oOl¢iilmektedir. Buna gore, proteaz aktivitesi tayinlerinde en ¢ok kullanilan yontemler

Tablo 2.5. ’de verilmistir.

Tablo 2.5. Proteaz aktivitesi tayininde yaygin olarak kullanilan yontemler (Aunstrup 1980).

Yontem Adi Substrat Aktivite Tayin YOntemi

Anson Kazein, hemoglobin Aromatik amino asitlere  gore

spektrofotometrik olarak

Kunitz Kazein Aromatik amino asitlere gore

spektrofotometrik olarak

Lohlein Volhard Kazein Hidroklorik asit ile titrasyon

Dimetil Kazein Dimetil kazein Trinitrobenzen silfonik asit ile
birincil amino gruplarinin reaksiyon

iriiniine gore kolorimetrik olarak

Azokazein Diazotize kazein Hidroliz iiriinlerine gore

kolorimetrik olarak

Berridge Siit Siitiin pihtilagmasina gore

2.7. Endiistriyel Proteaz Uretim Prosesi

Proteaz tiretiminde iki ortam kullanilmaktadir. Bunlar yari kat1 ve sivi ortamdir (Keay,
1972). Yar kat1 ortam geleneksel olarak kullanilan mikrobiyal enzim iiretim prosesidir. Hala
bazi fungal proteazlarin iiretiminde kullanilmaktadir. Sivi kiiltiirle enzim iiretiminin; diigiik
maliyet, diisilk bulagma riski ve prosesin kontroliiniin kolay olmasi gibi iistiinliikleri vardir.
Giiniimiizde enzim {iretimi sivi ortam kullanilarak yapilmaktadir. Proteaz liretiminde;

1. Biyodoniigiim,
2. Uriiniin geri kazanin

prosesin iki 6nemli agamasidir.
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Mikrobiyal enzim tretimi i¢in kullanilan biyoreaktorler ve biyoproses ayirma iiniteleri
genellikle kiigiik sistemlerdir. Geleneksel olarak endiistride kullanilan ekipmanlar 6zellikle
antibiyotik sanayinin etkisi altinda kalinarak tasarlanan sistemlerdir.

Serin alkali proteaz {iiretiminde kullanilabilecek potansiyel bakteri tiirleri aerobik
oldugundan biyoreaktdr tasariminda oksijen aktarimi (6zellikle {irliin se¢imliligi de diisiiniilerek)
kritik parametre olmalidir. Hiicre dis1 enzimler kesikli sistemlerde 30-150 st arasinda iiretilirler.

Endiistriyel enzimlerin biyoproses iiriin karigimindan ayrilmasi igin genellikle kesikli
iiretim sonunda biyoproses iiriin karisimi (mikrobiyal bulagsmay1 &nlemek i¢in) hizla yaklagik 5
°C ‘ye sogutulur. Sogutma isleminden sonra hiicre ve ¢6ziinmeyen katilar filtrasyon ve santrifiij
islemleri ile uzaklastirilir. Ayirma islemi, ¢dzeltiye bir koagiilasyon veya flokiilasyon
bilesiginin eklenerek enzimin ¢oktiiriilmesi ile devam eder. Koagiilasyon i¢in kalsiyum siilfat
veya fosfat, sodyum siilfat gibi elektrolitler; veya daha etkin koagiilasyon i¢in poliaminler gibi
sentetik polielektrolitler kullanilir. Klasik filtrasyon kullanildiginda ise diatome topragi
kullanilarak filtrasyonda 6n kaplama yapilmalidir.

Modern biyoproseslerde ince film buharlastirma, ultrafiltrasyon, kolon kromatografisi,

afinite kromatografisi, iyon degisimi, dondurarak kurutma gibi ayirma islemleri kullanilmalidir.
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3. BIYOPROSES iSLETIM PARAMETRELERI
3.1. Biyoteknolojik Proseslerde Uretimi Etkileyen Parametreler

C kaynagi, N kaynagi, P kaynagi, inorganik tuzlar, vitaminler girdi olarak kullanilarak,
mikrobiyal, bitki doku veya hayvansal doku hiicrelerinin, enzimlerin veya biyolojik sistemlerin
kullanilmasiyla iiretilen {iriinlere “biyoteknolojik {iriinler”, bu {iriinlerin (antibiyotikler,
farmasdtik proteinler, amino asitler, organik asitler, enzimler) elde edildigi ve ¢esitli ayirma
islemleri ile istenen nitelige getirildigi proseslere de ”’biyoteknolojik prosesler” denir.

Biyoteknolojik proseslerde iiretimi etkileyen biyoproses ve biyoreaktoér parametreleri
asagidaki sekilde siralanabilir :

1. Mikroorganizma

2. Ortam tasarimi

3. Biyoreaktor isletim tiirii

4. Biyoreaktor isletim parametreleri

a) pH ve sicaklik
b) Oksijen aktarimi ve stratejisi
e Havalandirma hizi

o Karistirma hizi
3.1.1. Mikroorganizma secimi

Biyoteknolojik proseslerde istenilen nitelikte ve nicelikte iiriin iiretmenin birinci kosulu
onu Tlretebilen uygun mikroorganizmayr se¢mektir. Mikroorganizmalar farkli diriinler
iiretebildikleri gibi, ayni iiriinii iiretebilen farkli mikroorganizmalar da vardir. Giinliimiizde
seleksiyon ve mutasyon gibi teknikler yaninda, genetik miihendisligi teknikleri ile verim ve
secimliligi yliksek mikroorganizma gelistirilebildigi gibi, protein/enzim miihendisligi
teknikleriyle kararlilig1 ve aktivitesi yiiksek, istenen ortamda ve istenen kosullarda tepkimeleri
katalizleyebilen enzimlerin de gelistirilmesi arastirma gelistirme ile artik miimkiindiir.

Baz1 mikroorganizmalar ¢ok sicak veya ¢ok soguk, asidik veya bazik gibi ekstrem
sartlarda iiretim yapabilirler. Ornegin denizden izole edilen mikroorganizmalar (izole edildikleri
yerlere bagli olarak) c¢ok yiiksek basinglara dayanabilirler. Birgok mikroorganizma igin
iirettikleri spesifik kararli proteinler belirlenmis ve Ozellikleri arastirilmustir. Istenilen
kararlilikta ve istenilen katalitik etkiye sahip enzimi iireten mikroorganizmay1 bulmak icin

bir¢ok mikrobiyal tiiriin aragtirilmasi gerekir.
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3.1.2. Ortam tasarimi: Bilesenler ve bilesimleri

Uretim potansiyeli olan mikroorganizma segimi yapildiktan sonra biyoteknolojik proses
ile istenilen irliniin maksimum {irlin verimi ve se¢imliligi saglanarak {iiretilmesi i¢in uygun
ortam bilesenlerinin belirlenmesi ve optimum bilesimlerin bulunmasi igin fizyolojik arastirma
gerekmektedir. Biyodoniisiim ortaminda mikroorganizmanin ¢ogalmasi, istenilen riini
sentezlemesi ve diger islevlerini gerceklestirebilmesi igin ortamda gerekli maddeler
bulunmalidir. Ortam bilesimi iiriin i¢in farkli, hiicre ¢ogalmasi i¢in farkli olabilir. Bu nedenle
ama¢ dogrultusunda ortam tasarimi yapilir. Hazirlanan biyoproses ortami, belirli bir
mikroorganizmanin ¢ogalmasi, fizyolojik yasamimm siirdiirebilmesi ve istenen {irlini
tiretebilmesini saglayacak nitelikte gerekli maddeleri igermelidir. Mikroorganizmalar igin
gerekli bilesikler, genel olarak asagidaki temel gruplara ayrilir:

1. Karbon, hidrojen, oksijen ve azot gibi mikroorganizma yapisinin temelini olusturan

elementleri saglayan bilesikler

2. Yukarida sayilan temel elementlere kiyasla ikinci derecede ©nemli olan fosfor,

potasyum, kiikiirt ve magnezyum gibi elementleri saglayan bilesikler

3. Eser elementler

4.Vitamin gibi metabolizmada cesitli gorevleri olan 6zel maddeleri saglayan bilesikler

Mikroorganizmalar i¢in gerekli bilesikleri igeren ortamlar “tanimlanmis”, “yari
tanimlanmis” ve kompleks” olmak iizere ii¢ grupta incelenebilir. Tanimlanmig ortama sentetik
ortam” da denilebilir. Bu durumda bilesenlerin derigimleri net olarak bilinir. Yar1 tanimlanmis
ortam az sayida derigimi net bilinemeyen bilesen icerir. Kompleks ortam ise ¢ok sayida derisimi
net bilinemeyen bilesen igerir. Ornegin ortamda kazein, soya, musir alt1 surubu, nisasta, melas
vb. maddeler varsa hiicrenin ilgili enzimleri iiretmesiyle bu maddeler proses boyunca
hidrolizlenecek ve miktarlar1 ¢ok iyi tanimlanamayan bir bigimde degisecektir. Cok sayida
bilesen icermeleri sebebiyle kompleks ortamlarin analizlerini yaparak tam olarak bilegimlerinin
bulunmasi giigtiir.

Mikroorganizmalar tlirline de bagli olarak farkli bilesikler tiiketirler. Bu ylizden
mikroorganizmadan mikroorganizmaya  ortam tasarimi degismektedir. Biyoproseslerde,
mikroorganizmalar i¢in gerekli ortamlar1 olusturan ana maddeler ve bunlarm 6zellikleri

asagidaki temel gruplara ayrilmistir:
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3.1.2.1. Karbon kaynaklari

Anaerobik metabolizmada biyoproses ortamindaki karbonun yaklasik % 10’u; aerobik
metabolizmada ise % 50-55°1 hiicre yapisini olusturmak tizere kullanilir. Genel olarak ortama
katilan karbonlu bilesikler mikroorganizmalar tarafindan ayn1 zamanda enerji kaynagi olarak da
kullanilirlar. Karbon kaynagi olarak en sik kullanilan bilesikler karbonhidratlardir. Ozellikle
kompleks ortami olusturan melas, nisasta, seliilloz vb. karbonhidratlarin kullanilmasi ekonomik
acidan da yararlidir. Ayrica hidrokarbonlar, alkoller, yag ve yag asitleri de karbon kaynagi
olarak kullanilabilmektedir.

Bazi mikroorganizmalar, karbon kaynaklarini se¢imli olarak kullanilabilir. Yani ortamda
birden fazla karbon kaynagi varsa mikroorganizma Once en az enerji harcayarak metabolize
edilecek kaynaktan baslamak tizere sira ile karbon kaynaklarini kullanir.

Bir cok proseste karbon kaynaklari {iriin olusumunu hizlandirdig1 halde bunlarin fazlasi
katabolit geriletici etkisi gostererek iiriin olusumunu yavaslatabilir. Bu tiir proseslerde
cogalmayi hizlandiran karbon kaynagimin fazlasindan kaginilmali, buna ek olarak iiriin olusum
hizina olumsuz etki etmeyen yada bu olayr hizlandiran karbon kaynagi ile ortamdaki karbon

eksikligi giderilmelidir (Pekin, 1980).
3.1.2.2. Azot kaynaklan

Biyoteknolojik proseslerde kullanilan azot, basit inorganik kaynaklardan (amonyak, nitrat
ve amonyum tuzlar1 gibi) kompleks karigimlara (maya ekstrakti, pepton, pamuk ¢ekirdegi unu
gibi) kadar genis bir alandan saglanabilir. Cogunlukla amonyak, amonyum siilfat yada
amonyum fosfattan yararlanilir. Bazi mikroorganizmalar ise yalniz organik asit kullanirlar. Saf
organik azot bilesikleri olduk¢a pahalidir. Soya, kazein, misir alt1 surubu, balik unu, maya unu,
peynir alt1 suyu gibi kompleks azot kaynaklarinin kullanimi ise olduk¢a ekonomiktir. Azotlu
maddelerin de fazlasi iiretime olumsuz yonde etki edebilir. Azot kaynaklar1 da baz1 durumlarda

enerji kaynagi yerine gegebilmektedir (Pekin, 1980).
3.1.2.3. Eser elementler

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

Eser elementlerin fazlasi mikroorganizmanin gelismesine karsi inhibitor etkisi

gosterebilir. Ayrica bazi iyonlar ortamda bulunan amino asit, hidroksi asit, protein vb.
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maddelerle yada olusan {irilinlerle kompleks olusturarak biyoproses islemine olumsuz etki
yapabilmektedir. Inhibitér etkisi gosteren bu elementlerin fazlasimin  ¢ikarilmasi,
mikroorganizmalar i¢in gerekli ortamin hazirlanmasinda gz oniine alinmasi gereken en 6nemli

hususlardan biridir (Pekin, 1980).
3.1.2.4. Diger bilesikler

Bazi durumlarda mikroorganizmalarin biiyiimeleri i¢in ortamda vitamin (tiamin, biyotin)
gibi biiyiime faktoriine de ihtiya¢ bulunabilir (Rehm, 1987; Pekin, 1980). Ortam dizayninda,
indiiktor etkisi de gdz oniinde bulundurulmalidir. Baz1 iiriinler sadece spesifik indiiktorlerin
varliginda sentezlenirler. Tablo 2.1.’de baz1 ticari enzimler ig¢in 6rnek indiiktorler verilmistir.
Ortam bilesiminde iiriin veriminin etkilendigi bir diger durum ise yiizey aktif maddelerle temas
halinde bulunan mikrobiyal hiicrelerden ekstraseliiler enzimlerin salgilaniminin artirilmasidir.
Ortama yiizey aktif maddelerin eklenmesiyle meydana gelen bu artig, hiicre duvarmin

gecirgenliginin artmasindan kaynaklanabilir.
3.1.3. Biyoreaktor isletim tiirii

Biyoteknolojik iirlinlerin iiretilmesinde kullanilan iki ana proses vardir. Biyoprosesler
daldirmali (derin) kiiltiir teknigi veya yiizey kiiltiir teknigi (kati hal fermantasyonu) ile

gerceklestirilir ve biyoreaktorlerde uygulanan teknige gore sekillenirler.

3.1.3.1. Daldirmal Kiiltiir Teknigi

Daldirmali fermantasyon, sivi ortamda ¢oziinmils yada kati siispansiyon halindeki
niitriyentleri kullanan, siispanse haldeki mikroorganizmalarin gelismesiyle olusur. Bu yontemde
mikroorganizma besiyerinin igerisinde gelistirilir. Gerekli hava substratin ylizeyi iistiinde

bulunur veya havalandirma diizeni yardimiyla substrat igerisine verilir.

En basit daldirma metodu, asilanmis sivi kiiltiiriiniin ¢alkalanmasidir. Bunun i¢in
dairesel veya yatay hareketler yapan ¢alkalama makinelerine yerlestirilen erlenler, istenilen hiz,
siire ve sicaklikta ¢alkalanir. Fakat daha biiyiik hacimde ¢aligsmalar i¢in daldirma biyoreaktdrleri
kullanilir. Daldirmali fermantasyon i¢in bir ¢ok reaktor sistemi vardir.

1) Mekanik i¢ karistiricilarla karistirilan sistemler

2) Dis pompalar tarafindan karistirilan sistemler

3) Kabarcik kolonlar

4) Hava kaldirmali reaktorler
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Mevcut sistemlerinin ¢esitliligine ragmen pratikte agirlikli olarak 1. tiirden karigtirmali
reaktorler kullanilir.

Bu yontemde uygun biiyiiklikteki (10-15 It) karistirmali bir tanka gerekli bilesimde
hazirlanan hammaddeler beslenir. Burada istenen pH’ya ayarlanir ve siirekli HTST sterilizasyon
birimi yardimiyla daha 6nceden buharla sterilize edilmis fermentor kaplarina pompalanir. Eger
gerekirse, kopiik kirict maddeler, viskozite ve ¢ozilinebilirligini ayarlayan bazi maddeler steril
ortama ayrica ilave edilir (Topal, 1985). Diger koldan mikroorganizma fermantasyon prosesi
iretim tankina gelmeden Once birkag asi hazirlama sathasindan geger. Kullanilan tanklar
fermantasyon ortaminin korozif &zelliklerine uygun bir paslanmaz gelikten genis bir basing
araliginda (tipik olarak vakumdan 20 kPa basincina kadar) ¢alisacak sekilde dizayn edilir.
Proseste, aerobik mikroorganizmalar kullanilirsa, fermantasyon ortamina steril hava verilmesi
gerekir. Ayrica oksijenin gaz fazdan sivi faza transferi i¢in ortamin karistiritlmasi gerekmektedir.
Verilen hava igerisindeki mikrobiyal hiicrelerin uzaklastirilmasinda endiistride kullanilan temel
iki prosesten birincisi, hidrofobik silikon esasli membran filtreler kullanarak yapilir, digeri ise
1styla On sterilize edilebilen lifli maddeleri iceren derin filtreler kullanilarak yapilir
(Rehm,1987). Sterilize edilen hava fermantasyon ortamma tek veya cok girisli dagitict bir
sistem yardimiyla verilir. Karigtirma ise dikey olarak donen bir saft {izerine bindirilmis ¢ok
bigakli disk tiirbinlerle yapilir.

Aerobik mikrobiyal bilylime ekzotermik bir prosestir ve 1s1 iiretilir. Havalandirma ve
karistirma prosesleriyle 1s1 dagilimina ilave olarak fermantasyon sicakligini 30-35°C’de tutmak
icin ortamdan 1s1 uzaklastirilmalidir. Bakteriyel fermantasyonda daha fazla metabolik 1s1
iiretilmektedir ve bu bazi durumlarda diger organizmalar igin olan degerin iki kati olabilir.
Biiylimeyi ve enzim iiretimini kontrol edilen bir ortamda siirdiirebilmek icin ¢esitli parametreler
hem ags1 gelistirme hem de fermantasyonla iiretim asamasinda dikkatlice incelenmelidir.
Fermantasyon ortaminin sicakligini, sogutma suyunun sicakligmi, sivi hacmini, karistirict
hizini, giiclinii veya torkunu, hava ve sivi besleme hizin1 kiiltlir ortamindaki kopiik varligr gibi
fiziksel parametreleri izlemek igin ¢esitli cihazlar kullanilir.

Fermantasyon kesikli, yar kesikli ve siirekli kiiltivasyon metotlarindan biriyle yapilabilir.
Kesikli kiiltiir fermantasyonda baslangicta gerekli olan tiim bilesenler (niitriyentler ve hiicreler)
fermantdre ilave edilir. Kiiltiir ortaminda biiylime ilerledik¢e niitrientler harcanir mikrobiyal
kiitle artar. Bir kesikli fermantasyon i¢in gerekli zaman, saglanacak ¢aligma kosullarina gore
birkag saatten birkag¢ haftaya kadar degisebilir. Bu siire sonunda fermantor ortamu gesitli ayirma
yontemleri ile ayrilir. Uriin kazanimi amaciyla alt akim islemleri uygulanir.

Kesikli fermantasyon biyoteknolojik iiriinlerin {iretiminde tercih edilen bir metot olarak

yaygin bir sekilde kullanilir. Bununla birlikte substrat tarafindan katabolit represyon meydana
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geldigi zaman smirli karbon kosularinda calisabilmek igin alternatif olarak yar1 kesikli
fermantasyon kullanilabilir. Bu tiir proseslerin esas 6zeligi, maksimum tiiretim periyodunu
uzatmak i¢in ilave niitriyentlerin fermantasyon ortamina beslenmesidir. Yar1 kesikli sistemlerde,
yiiksek subsratli kesikli fermantasyona gore biokiitle tiretimi azalmaktadir ve bdylece kiitle ve
oksijen transfer mekanizmalari kolaylagmaktadir.

Alternatif bir operasyon sekli siirekli kiiltivasyondur. Burada siirekli olarak kiiltiire steril
taze niitrient beslenirken ayni zamanda ortamdan esit hacimde karisim fermantorden cgekilir.
Fermantorii terk eden biokiitle ile hiicre biiyiimesi dengededir. Kemostat olarak adlandirilan
stirekli kiiltiir sisteminin en yaygin kullanilan tipi ortamin beslenmesini igeren biri hari¢ tiim
niitriyentleri asir1 olacak sekilde dizayn edilir. Bu kosullar altinda kararli halde kiiltiiriin spesifik
biliyiime hizi, seyrelme orani olarak adlandirilan besleme hacminin kiiltiir hacmine oran1 yardimi
ile belirlenir. Kiiltiiriin ~ biokiitle  konsantrasyonu besleme ortamindaki  sinirlayict
komponentin konsantrasyonu tarafindan belirlenir. Siirekli kiiltiir, klasik kesikli fermantasyon
kiltiiriinden daha yiiksek verimlilik ve spesifik nutriyentin smirlandirilmasiyla represyon
mekanizmalarinin etkilerini hafifletebilmesine ragmen, ticari iiretim proseslerinde oldukca
sinirlt olarak kullanilmaktadir. Bunun sebebini dort baslik altinda inceleyebiliriz.

a) Siirekli proseslerin uzun siirelerinden dolayr mikroplarin olusmasiyla iriinlerin
kontaminasyonu muhtemeldir.

b) Hizli biiyiimek i¢in sus ilkel dzeliklerini tekrar gosterirse dejenerasyonla diisiik enzim
iireten sus olusur.

¢) Gergektende kesikli kiiltiirde ¢ogu ekstraseliiler enzim verimi daha azdir ancak daha
yiiksek verimine ragmen siirekli kiiltiiriin teknik olarak daha karmasik ve daha yiiksek
riske sahip olmasindan dolayi fazla tercihe edilmektedir

d) Ticari enzim iiretim proseslerinde yaygin olarak kullanilan kompleks ortamda biiytimeyi

sinirlayan nutriyentin yapisinin kesin olarak belirlenebilmesindeki giicliiklerdir.

3.1.3.2. Yiizey Kiiltiir Teknigi (Kat1i Hal Fermantasyonu)

Bu yontemde mikroorganizma sivi, yart kati veya kati substratin yilizeyinde geligir. Bu
sirada genellikle besiyeri {izerinde, mikroorganizma hiicreleri ve bunlarin metabolitlerinden
ibaret bir tabaka yada misel Ortiisii olusmaktadir. Mikroorganizmalar besiyerinin {izerindeki bu
zar lizerinde gelisirler. Metabolizma iiriinii hiicre i¢inde kalir, ortama salgilanir ya da her iki
halde de bulunur. Besi ortami sivi, katt veya yari kati karakterde olabilir.Bu yontemde genis ve
yayvan biciminde gesitli tiir kaplar kullanilir. Yiizey biiyiidiik¢ce ylizeydeki misel Ortiisiiniin

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

Kat1 hal fermantasyonu, biyokimya ve mikrobiyoloji prensipleri tam olarak anlagiimadan
yiizyillarca iiriin eldesi i¢in kullamilmigtir. Kat1 hal fermantasyonuyla iiretim “koji” prosesine
dayanir. Japonlarin geleneksel koji prosesi, 25-30 °C’ de havalandirmali bir ortamda tabakalarca
istiflenmis sepetlerde yiiksek nemlilikte asilanmig substratin fermantasyonuyla meydana
gelmektedir. Substrat olarak genellikle piring, bugday veya soya fasulyesi gibi nemli maddeler
kullanilird1. Bu substratlar lizerinde Aspergillus oryzae gibi flamentli mantarlarin gelismesiyle
enzim karisimui dretilir ve besinlerin tadi degistirilirdi. Bu tiir endiistriyel proseslerin kontrolii
¢ok giictiir. Bu proseslerde hedeflenen modifikasyonlar sicaklik, pH ve nemlilik gibi gevresel
kosullarin kontroliinii kolaylastirmak ve bu kontrolleri fermantasyon y1ginin tiimiinii etkileyecek
sekilde gelistirmektir. Yakin zamanda yem olarak kullanilan tarimsal yan iirlinlerde protein
zenginlestirmede, enzim, organik asit ve diger metabolitlerin {iretiminde kullanimi
yayginlasmustir ( Ooijkaas vd., 2000; Orhan, 2002).

Endistriyel kat1 hal fermantasyonunun pek ¢ogu aerobik ortamda gergeklestirildiginden
fermantasyon sartlar1 oksijen transferinin ve CO, ‘ yi ortamdan uzaklastiracak sekilde
ayarlanmalhdir. Ayrica substrat olarak kullanilan partikiillerin biiyiikliigii de kati hal
fermantasyonunda olduk¢a oOnemlidir. Clinkii iyi bir gaz ve 1s1 transferi i¢in partikiiller
arasindaki boslugun optimize edilmesi gerekir. Isinin uzaklastirilmasi, sistemin hava akis

hizinin arttirilmastyla nispeten kolaylastirilabilir.
Kat1 hal fermantasyonunun avantajlar1 agagidaki sekilde 6zetlenebilir:

a) Daha diisiik maliyet; kullanilan substratlar genellikle kolay elde edilebilir ve ekonomik

olan bugday kepegi, tahil tanesi, baklagiller v.b.maddelerdir

b) Daha basit bir teknik ve daha az enerjiye ihtiya¢ vardir. Kullanilan ekipmanlar diigiik

gii¢ harcarlar

¢) Diisiik nemli ortamlarda g¢aligildig1 i¢in kontaminasyona sebep olacak bakteri tiirlerinin

iiremesi inhibe edilmis olur

d) Sistemi terkeden atik suyun daha az olmasi
e) Kopiik olusumunun olmamasi

f) Daha fazla prodaktivite

Bu avantajlarinin yaninda bazi1 dezavantajlari da vardir. Bunlari da soyle siralanabilir.
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a) Diisiik nem konsantrasyonunda gelisebilen mikroorganizmalar ile sinirli olmasi.

b) Proses parametrelerinin Ol¢imi kiiltiirin  homojen olmamasindan dolay1 giictiir.

Sicaklik, oksijen transferi, pH gibi parametrelerin kontrolii zordur.
¢) Biyokiitle miktarinin kolaylikla dl¢lilememesi.

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

3.1.4. Biyoreaktor isletim parametreleri

Isletim sistemine bakilmaksizin (kesikli, yar1 kesikli yada siirekli) havalandirma hizi,
karistirma hizi, ¢oziinmiis oksijen, pH ve kiiltiir sicakligi fermantasyonu etkileyebilen

faktorlerdir.
3.14.1. pH

Her mikroorganizmanin 6zgiin bir i¢ pH degeri vardir ve hiicreler yasamlar1 siiresince bu
pH degerini sabit tutmaya c¢aligirlar. Ortamdaki hidrojen iyonu derisimi hiicrenin metabolik
faaliyetlerine bagl olarak degisir ve hiicre disindaki degisimlere ragmen hiicre, i¢ pH degerini
sabit tutar. Ortam pH’ sma bagli olarak hiicrei¢i tepkimeler ve hizlar1 degistiginden,
biyoteknolojik {iirtinlerin liretiminde kullanilan mikroorganizmalar, ¢ogalma ve istenen iiriiniin
iretimi i¢in farkli optimum pH degerine yada araligmma sahip olabilirler. Ayrica biyoproses
siresince pH, kullanilan karbon kaynaklarimin farkli iirlinlere doniismesiyle degisme
egilimindedir. Karbonhidratlar , 6rnegin glikoz kullanildiginda, hiicrei¢i tepkimelerle olusan
organik ve amino asitlerin ortama salgilanmasiyla birlikte ortam pH’sinda 6nce diisme, ortama
salgilanan metabolitlerin tekrar hiicreye transferi ve kullanimiyla da sonra artig gozlenir. Sonug
olarak biyoiiretim siirecinde verim ve se¢imlilik agisindan dig ortamin pH’sin1 belli degerde ya

da aralikta tutmak gerekebilir (Pekin, 1980).
3.1.4.2. Sicakhk

Mikroorganizmalar genel olarak {i¢ gruba ayrlabilirler. 20°C veya daha diisiik
sicakliklarda optimum biliylime gosteren psikrofiller, 35°C civarinda optimum gosteren
mezofiller, bliylime sicakligi 50°C’den fazla olan termofillerdir. Her bir smif iginde optimum
degere dogru sicaklik artarken spesifik biiytime hiz1 Arhenius esitligindeki (u=Ae™*") gibidir
(Sekil.3.1). Ancak optimum degerin Otesinde sicakligin daha fazla artmasina ragmen biiyiime
hizli bir sekilde azalmaktadir. Bilylime zamanlarini minimize etmek icin kiiltiir sicakligi

miimkiin oldugunca optimum sicakliga yakin olmalidir.
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Biyodoniisiim ortam sicakligi, mikroorganizma c¢ogalma hizini1 oldugu gibi karbon ve
enerji kaynaklarmin kullanim hizin1 ve iiriin olusum verimliligini de etkilidir. Her biyoproses
icin mikroorganizmanin ¢ogalmasinin {iriin olusumunun maksimum oldugu bir sicaklik veya

sicaklik aralig1 vardir.

/

Spesifik tireme hiz1 (u)

v

Sicaklik

Sekil 3.1. Sicakligin fonksiyonu olarak spesifik bitylime hiz1 (Rehm,1987)
3.1.4.3. Oksijen aktarim

Aerobik proseslerde mikrobiyal hiicreler solunum, ¢ogalma, substrat tiikketimi ve iiriin
sentezi gibi metabolik faaliyetlerini siirdiirebilmek igin gerekli olan temel girdilerden biri
oksijendir. Bu nedenle biyoproses ortamindaki ¢6ziinmiis oksijen derisimi ve oksijenin aktarim
hiz1 6nemlidir. Oksijen aktarimi, iirlin verimi ve se¢imliligini etkiler. Bir biyoproseste oksijen
gereksinimi ve aktarim hizi, mikroorganizma tiirliyle, biyodoniisim ortaminin fiziksel 6zelligi
ile, biyoreaktdr ve karistirict konfigiirasyonuyla ilgilidir. Karistirmali biyoreaktorlerde
oksijen/hava girig hizi ve karistirma hizi 6nemli igletim parametrelerindendir.

Cozlinmiis oksijenin metabolizmaya yeterli hizda aktarilip aktarilmadiginin bilinmesi,
oksijen aktarim katsayisi (kpa) belirlenmesi ile miimkiindiir. k;a, mikroorganizma tiiriine, biyo
ortamin Ozelliklerine (viskozite, sicaklik vs.), biyoreaktoriin ve karistiricinin boyutlarina,
karistirma ve havalandirma hizlarina baglidir (Aiba vd., 1973). ki a’ nin belirlenmesi i¢in ¢esitli
deneysel Olglim yontemleri gelistirilmistir (Wang vd., 1979). Bunlardan en yaygin olarak
kullanilan1 dinamik yontemdir. Kolay uygulanabilir olmas1 ve gaz igerisindeki bilesenlerin
analizine ihtiya¢ duyulmamasi yontemin avantajlar1 arasindadir (Van’t Riet, 1983). Yontem
biyoreaktore gonderilen havanin kisa siireli olarak kesilmesi ve bir oksijen elektrodu ile
¢Oziinmils oksijen derisiminde azalmanin, havanin tekrar sisteme verilmesi ile de artigin

incelenmesi prensibine dayanir (Rainer, 1990).
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Yatigkin olmayan kosulda kiitle korunum denklemi kja cinsinden yazilacak olursa

denklem (3.1) elde edilir.

k,a(C,,-C,)+r, C, = djt” 3.1)

Zamanla oksijen derigimi degisimi Sekil 3.2.’deki gibi karakterize edilmektedir. Havanin
kesildigi t, anina kadar biyoreaktorde ¢Ozlinmiis oksijen derisimi yatiskin kosulda C gibi bir
degerdedir ve t; aninda hava yeniden verilmektedir. t, anindan t; anina kadar zamanla ¢6ziinmiis

oksijen derisimindeki azalma gozlenir. Burada oksijen aktarimi ger¢eklesmediginden

kLa(CO* —C,) terimi sifira esittir ve denklem 3.1 denklem 3.2’ye indirgenir.

ac, _,
el (32)
r,=r,C, (3.3)

Denklem (3.2.)’den oksijen tiikketim hiz1 7, bulunabilir. t; aninda hava gonderilmesi ile

¢Oziinmiis oksijen derisiminin zamanla artis1 gézlenmektedir. Bu durumda denklem (3.1)
gecerlidir. Denklem (3.1) ve (3.2)’den yararlanilarak {(dC,/dt-r,);C,} grafigi elde edilir
(Sekil 3.3). Bu grafigin egiminden k; a hesaplanir.

Hava kesilir

Ca

___________________

Hava verilir

to 13}
Zaman

Sekil 3.2. Coziinmiis oksijen derisiminin kalma siiresi ile degisimi
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dC,/dt-r,

Sekil 3.3. Siv1 faz kiitle aktarim katsayisinin belirlenmesi
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4. REAKSIYON KIiNETiGIiNIN MODELLENMESI

4.1. Giris

Biyolojik proseslerin performansi genellikle amprik yontemlerle incelenmektedir. Bu
yaklasimda biyoreaktoriin davranisi tiim isletme kosullarinda incelenir ve sonuglardan yeni
isletme kosullar1 igin biyoreaktoriin performansi tahmin edilir. Bu amprik yaklasim prosesin
ayrintilar1 {izerinde ¢ok az diisiince gerektirir. Uygun goriinmesine karsin bu yontemin pek ¢ok
olumsuz yani1 vardir. Her tiirlii proses kosullarini kapsamasi i¢in ¢ok sayida deney gereklidir.

Buna karsin modelleme yaklasimmin amaci biyoreaktoriin gercek performansimi iyi
kurulmus teoriye dayanarak ongdrmeye calismaktir. Modelleme sirasinda modeli kuran, en
O6nemli proses parametrelerinin proses iizerine etkisini ve her bir parametrenin nicel olarak nasil
belirlenecegini gz oniine almak zorundadir. En 6nemli degiskenlerin belirlenmesi ve proses
iizerine ayr1 ayri etkilerinin incelenmesi gerekmektedir. Dolayisiyla ilgili teorinin kritik bir
yaklasimla siirekli olarak degerlendirilmesi gerektiginden, modelleme, prosesin daha iyi
anlagilmasi igin bizi zorlar (Sinclair, 1987).

Model kurulduktan sonra ortaya ¢ikan denklemler ¢oziilir ve modelin 6ngordiigii ile
deneysel veriler karsilastirilir. Eger ikisi arasinda fark varsa model ile deneysel veriler arasinda
uyum saglanincaya kadar model yeniden goézden gecirilir. Modelin deneysel verilerle uyumlu
oldugu gosterildikten sonra artik model biyoreaktdriin performansini ¢esitli isletme kosullari
altinda dngdérmek, yeni proses tasarimi yapmak ve optimizasyon ve kontrol i¢in kullanilabilir.
Modelin gegerliligini dogrulamak i¢in deneysel veri gereklidir. Fakat deney sayisi geleneksel
amprik yonteme gore oldukca azdir. Bunun yan1 sira modellemenin en énemli avantaji prosesin
daha iyi anlagilmasini saglamasidir (Dunn vd., 1992). Kisaca; amprik yontemde, biyoreaktoriin
tiim isletme kosullar1 altinda performansi 6l¢iiliir ve aralarinda bir iliski olusturulmaya caligilir.
Az diigiince fakat cok deney gerektirir. Modelleme de ise model kurulur ve model
parametrelerini belirlemek i¢in deney yapilir. Modelin davranisi deneylerle karsilastirilir ve
model, proses tasarimi, optimizasyon ve kontrol i¢in kullanilir. Az deney gerekir ve prosesi
daha iyi tanimlar.

Prosesin modellemesinin faydalari sunlardir (Dunn vd., 1992):

e Modelleme prosesin anlasilmasini  kolaylastirir: Proses modelini  kurarken
prosesteki karmagsik neden-sonug iliskileri ayrintili olarak gz Oniine alinir.
Modelin 6ngordiigii ile prosesin gercek davranisinin karsilastirilmasi prosesin
daha iyi anlasilmasina yardimci olur. Simulasyon sonuglari bazen uygulamada
karsilagilan fakat aciklanamayan olaylarin sebeplerinin agiklanmasina yardimci

olur.
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e Model deney tasarimina yardimci olur: Modelin dogru olarak test edilebilecegi
deneylerin tasarlanmasi 6nemlidir. Model parametrelerinin bilinmesi i¢in bazi
0zel deneyler gerekecektir. Ayrica hassasiyet analizi (sensitivity analysis) bazi
parametrelerin modelin davranigi iizerine etkisinin ihmal edilebilir oldugunu
ongorebilir. Dolayisiyla bu etkiler modelden ve deney programindan ¢ikarilabilir.

e Model, tasarim ve kontrol i¢in kullanilabilir: Model kuruldugu zaman prosesin
performansini farkli kosullarda 6ngérmesi gerekir. Ayrica matematiksel modeller
kontrol  algoritmalarinin  tasariminda  kullanilabilir ve hatta  kontrol
algoritmalarinin bir pargasi olabilir.

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

e Model proses optimizasyonunda kullanilabilir: Optimizasyon genellikle iki veya
daha fazla degiskenin etkisini gbz oniine almay1 gerektirir. Ornegin birisi karla
ilgili iken digeri maliyetle ilgilidir. Reaktorii maksimum hizda triinii tiretmek

tizere isletmek olabilir.

Mikrobiyal tireme ve {iriin olusumu, hiicrenin i¢inde bulundugu fiziksel ve kimyasal
ortama gosterdigi tepkidir. Dolayisiyla iireme ve {iriin olusumunu anlamak i¢in organizmanin
icinde bulundugu ortam ile metabolizmasi arasindaki iliskiyi anlamak gerekir. Bir miktar canl
organizma gerekli bilesenleri igeren besiyerine asilandigi zaman iirer. Ureme iki sekilde
gerceklesir: 1) Hiicrelerin sayisi artar ve 2) kiitlesi artar. Tek hiicreli mikrorganizmalarin
kiitlelerindeki artisa paralel olarak sayilari artar. Kiifler (molds) gibi bazi organizmalarin ise
iireme sirasinda kiitleleri ve boyutlar1 artar, fakat sayilar1 artmayabilir. Uygun kosullarda
hiicreler ortamdaki bilesikleri kullanarak enerji tiretirler ve makromolekiillerin yap1 taglarini

sentezlerler.
4.2. Kesikli kiiltiirde fermantasyon kinetigi
4.2.1. Balans ve hiz denklemleri

Kesikli sistem, biyoproses ortamina giris ve ¢ikis akimlari olmadigi i¢in kapali bir sistem
olarak degerlendirilir. Kontrol hacmi olarak biyoreaktor igerisindeki fermantasyon ortami

secilirse, balans esitlikleri asagidaki sekilde yazilabilir:
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Giris hiz1 - Cikis hiz1 + Uretim hiz1 - Tiiketim hizi = Birikim hiz1

Biomass balansi: 0—0+7rV —r,V = %V 4.1
t

Uriin balanst:  0—0+7,/ —0= Cji—PV 4.2)
t

Substrat balansi: 0 —=0+0—rV = ? V 4.3)

t
Burada;
: Hiicre konsantrasyonu (g/1)
: Uriin konsantrasyonu (g/1)

: Substrat konsantrasyonu (g/1)

< Y1 v 9w

: Stvi kiilttir hacmi (1)

Y

: Biiylime hiz1 (g/I-st)
rg : Substrat tiiketim hiz1 (g/I-st)
7, : Uriin olusum hiz1 (g/1-st)

r, : Hiicrelerin 6liim hizi (g/1-st)

Kesikli fermantasyonda, biyoproses ortamina madde giris ve ¢ikisi olmadigindan sivi

kiiltiir hacmi sabittir. Mikrobiyal iireme sirasinda hiicrelerin 6liim hizi1 (7,) ihmal edilebilir. Bu

durumda esitlikler su sekilde ifade edilebilir:

dx
== 4.4
re 7 (4.4)

dP
== 45
p r (4.5)

das

=—— 4.6
Ty di (4.6)

4.2.2. Mikrobiyal biiyiime

Herhangi bir besiyeri bir mikroorganizma ile asilandigi zaman hiicreler ortamdan sirasiyla
ihtiyaci oldugu bilesikleri alir ve onlar1 biyokiitleye doniistiiriir. Kesikli (batch) kiiltiirde ireme
asagidaki sathalardan geger:

o lag fazn

e logaritmik veya listel iireme fazi
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e yavaslama fazi
e duragan (stationary) faz

e {Olim faz1

Bu safhalar Sekil 4.1’de gosterilmistir. Her satha biyolojik proseslerde olduk¢a
onemlidir. Prosesin amaci lag fazimi kisaltmak, logaritmik {ireme fazinin siiresini ve hizini
uzatmak olabilir. Lag fazi, hiicrelerin besiyerine asilanmasindan sonra gozlenen ilk sathadir.
Bu sirada hiicrelerin yeni ortama adaptasyonu gergeklesir. Hiicreler kendi molekiiler yapilarini
yeni ortama uyumlu kilacak sekilde yeniden diizenler. Besiyerinde bulunan bilesikleri
parcalay1p biyokiitle veya lirlinlere doniistiirmek i¢in yeni enzimler sentezlenir. Hiicreler ortama
adapte olduktan sonra logaritmik iireme safhasinda hizla ¢ogalirlar. Hiicre sayisi ve kiitlesi
zamanla {istel olarak artar. Uremenin dengeli oldugu safhadir. Besiyerindeki bilesiklerin
derisimleri yiiksek oldugundan iireme hizi derisimden bagimsizdir ve hiicre derigimine gore
birinci mertebedendir. Ureme hiz1 6zgiil iireme hiz1 (specific growth rate) ile karakterize edilir.
Yavaglama fazi logaritmik tireme fazini izleyen safhadir. Bu fazda tireme hizi, bazi bilesenlerin
azalmasi veya toksik firiinlerin ortamda birikmesi sonucu yavaglar. Organizma {izerine
uygulanan stres, hiicrenin kendisine zararli olan ortamda yasama sansini artirmak i¢in hiicre ig¢
yapisinin yeniden yapilanmasina sebep olur. Duragan faz (stationary phase), yavaslama
safthasindan sonra baglar. Bu sirada net iiretim hiz1 sifirdir. Net {ireme hizinin sifir olmasina
ragmen metabolizma ve iiriinlerin hiicre icinde veya ortamda birikmesi devam edebilir. Oliim
faz1 (death phase) duragan fazi izleyen sathadir. Fakat 6liim bir 6nceki fazda baslayabilir ve bu

iki faz1 net olarak birbirinden ayirmak bazen zordur.

Biomass konsantrasyonu

Inkiibasyon siiresi

Sekil 4.1. Kesikli fermantasyonda biiyiime egrisi ( I: lag fazi, II: logaritmik veya iistel lireme fazi,
III: yavaslama fazi, IV: duragan (stationary) faz, V: 6liim fazi)
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Ureme hiz1 mikroorganizma konsantrasyonu ile orantili olarak artar.

dx
r

x:E:ﬂx 4.7

Burada p 6zgiil iireme hizi (h™), x hiicre derisimidir. Logaritmik fazda, 6zgiil iireme hiz1

sabit ve maksimum degerdedir. Yani;

M= U . ’dir. Denklem (4.7)’nin integrasyonu su bagintiy1 verir:

X
In—=ut
. H (4.8)

o
Inx ’e kars1 ¢ ’nin grafige gegirilmesi ile 4 bulunur.
Fermantasyon siirecinde, mikroorganizmalarmm bir kismi canliligini, fizyolojik
aktivitelerini kaybederler. Genellikle 6lii hiicreler otoliz olur ve ortama birakilan bilesikler canli

organizmalar tarafindan kullanilir. Oliim hiz1 matematiksel olarak birinci derecedendir:

dx

r, = ” =—k,x (4.9)

burada kg, 6liim hiz1 i¢in sabittir.

In> =k t (4.10)
Xs

Inx ’e kars1 ¢ ’nin grafige gecirilmesi ile kg bulunur. (4.10) esitliginde, xs, duragan fazin

sonunda bulunan hiicre derigimidir.
4.2.2.1. Ureme hizina etki eden faktorler

Ureme hiz1 i¢in kullanilan kinetik modellerin cogu enzim kinetigi i¢in kullanilan kinetik
modellere dayanir. Hiicrenin minyatiir bir kimyasal reaktér oldugu ve bu reaktdriin i¢inde
substratlarin, enzimlerin katalizledigi karmasik reaksiyonlar zinciri ile canli hiicreye ve {iirlinlere
dondstiirildigi  disiiniilmektedir. Biri diginda biitiin substratlarin ortamda asir1 miktarda
bulundugu ve bu substratin kisitlayici substrat oldugu, reaksiyon zincirindeki en yavag adimin
toplam reaksiyon hizini kontrol ettigi kabul edilmektedir.

Enzim reaksiyon hiz ifadelerinin en basiti Michaelis- Menten ifadesidir:
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kE,S
V- (4.11)
K,+S

Burada V' reaksiyon hizi, k hiz sabiti, £, toplam enzim miktar;, K, Michaelis-

o

Menten sabiti ve § substrat derisimidir. kE ¢arpimi reaksiyonun ilerleyebilecegi maksimum

hizdir ve V, olarak gosterilir.

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

benzer bir ifade yazilabilir:
v, = H1(S)x (4.12)

Burada 7 hiicre iireme hiz1 (kg hiicre/m’h), x hiicre derisimidir (kg hiicre/m’).

S
Sy =" 4.13
H(S) K. +S (4.13)

seklindedir ve Monod denklemi olarak bilinir. Burada K, Monod doyma sabitidir (kg

substrat/m’) ve organizmanin substrata olan affinitesinin bir 6l¢iisiidiir. Monod denklemi en gok
kullanilan yapisal olmayan (unstructured) iireme modellerinden biridir. Genellikle iireme
hizinin yavas ve hiicre yogunlugunun diisiik oldugu zaman deneysel verilerle oldukea iyi
uyusmaktadir. Monod denkleminin deneylerle uyusmadig1 durumlari agiklamak icin yeni iireme

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

Tablo 4.1. Tek substrat limitasyonu ve inhibisyonsuz iireme kinetigini modellemek i¢in 6ne
siiriilen kinetik modeller (Moser 1985)

Tessier H=H, (1 —e s )
M s’
oser = S —
H=H, K, +5"
C i = —S
ontois H=H, Kx+S
1
,u:—,umi S <2K; icin
Blackman 2 K
M=, S >2K, igin

42



Tessier denkleminde iki sabit (g, , K) vardir ve difiizyon kontrollii substrat
beslenmesi sirasindaki iiremeyi modellemek i¢in dnerilmistir. Moser denklemi daha genel bir
denklemdir ve ii¢ tane sabiti (4, , Ky, n) vardir. n=1 oldugu zaman Monod denklemine
indirgenir. Contois denkleminde doyma sabiti K¢ hiicre derisiminin bir fonksiyonudur. Yiiksek

hiicre derigimlerinde iireme hizin1 modellemek i¢in kullanilmaktadir. Deneysel verilere Monod
denkleminden daha iyi uymasma ragmen Blackman denklemindeki siireksizlik denklemin
istenmeyen bir 6zelligidir.

Ureme hiz1 iizerine substrat derisiminin etkisi incelediginde, diisiik substrat derisimlerinde
ireme hizinin substrat derisimi ile arttigi ve bir maksimuma ulastigi goriiliir. Substrat
derisiminin daha da artmasiyla iireme hizi azalmaya baslar. Bu olay substrat inhibisyonu”

olarak adlandirilir. Bu durum Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Substrat kisitlayici degil

Substrat inhibisyonlu

Spesifik iireme hiz1 ()

Ureme substrat
konsantrasyonu ile artryor

Substrat derisimi

Sekil 4.2. Ureme hizinin substrat derisimine baglilig:

Hiicrelerin degisen substrat derisimine karsi davranisi siirpriz degildir. Hiicrelerin 6zgiil
ireme hiz1 (p), termodinamik su aktivitesinden etkilenir. Besiyerinin fizikokimyasal
ozelliklerindeki degisimler (osmotik basing, iyon giicii, dielektrik sabiti gibi) hiicre zarmin
gecirgenligini etkileyebilir.

Yiiksek substrat derisimlerinin iireme hiz1 {izerine etkisini nicel olarak ifade etmek tizere

cesitli denklemler one siiriilmiistiir. Bunlardan yaygin olarak kullanilanlardan biri Andrews

(1968) tarafindan 6nerilen denklemdir:

S (4.14)
K +S+S*/K, '

M= H,
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Denklem (4.14), 1930’larda Haldane tarafindan inaktif enzim-substrat kompleksi
olusumunu modellemek igin Onerilen denkleme dayandirilmigtir. Denklem (4.14)’in kesikli
veya stirekli kiiltiirde g¢esitli organizmalarm substrat inhibisyon kinetigini Ongdrdigi
gosterilmistir. Substrat inhibisyonunu modellemek igin one siiriilen bazi denklemler Tablo

4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Substrat inhibisyon kinetigi i¢in 6nerilen modeller (Mulchandani & Luong 1989)

Kinetik model Denklem No
i S1+S/K) |
"Kg+S+S*/Ky
M T s+ (S /K, N1+ S/K) 2
U= S oS/ Ksi 3
"Kg+S
ﬂZ,Ltm(e_S/KS’ _e—S/KS) 4
S * *
=u ——K \S5-8§5 ) eger §>S8
H=H, K, +S SI( ) 4 5a
= eger S<S 5b
H=H, K.+S g

Tablo 4.2’deki 1-4 nolu denklemler ile denklem (4.14) karsilastirillmig ve pek farkli
olmadiklar1 goriilmiistiir. Denklem 5 ise deneylere bu denklemlerden daha iyi uymasina ragmen
denklemdeki siireksizlik bir dezavantajdir. Luong (1987), substrat inhibisyonunu modellemek
i¢in asagidaki denklemi dne slirmiistiir:

S S n
= 1-—= 4.15
H=U, KS+S( S J (4.15)

m

Bu denklem diisiik substrat derisimlerinde tireme hizinin artisini ve yiiksek substrat
derisimlerinde substrat inhibisyonunun etkisini hesaba katmaktadir. Ayrica bu denklem,
iiremenin tamamen durdugu maksimum substrat derisimi 6ngérmektedir.

Iki substratin diisiik derisimlerde bulundugu ve iiremenin her iki substrat tarafindan
sinirlandig1 durumlarda (gift substrat kisitlamasi) lireme hizi igin asagidaki baginti yazilabilir:

S, S,
K¢ +S, Kg, +8,

1=u, (4.16)
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Bu ifade substratlardan birinin derisimi doyma sabitinden biiylik oldugu zaman klasik
Monod denklemine indirgenir.

Biyolojik reaksiyonlarin son f{irlinlerinin mikrobiyal {ireme iizerine olumsuz etkileri
fermantasyon endiistrisinde 6nemli bir problemdir. Fermantasyon {iriinlerinin {ireme {izerine

B}

olumsuz etkileri lirlin inhibisyonu (product inhibition)” olarak adlandirilir. Etanol, biitanol,
laktik asit gibi iriinlerin ortamda birikmesi 6zgiil iireme hizinin sonug¢ olarak iiriin olusum
hizinin diismesine sebep olur. Bu iirlinler Gireme hizi lizerine enzim reaksiyonlarindakine benzer

bir etki yaparlar. Eger olusan iiriin iireme hizini etkiliyorsa genel olarak sdyle yazilabilir.
1= f(S,P) 4.17)

Uriiniin, {ireme hiz1 {izerine etkisini modellemek iizere Onerilen denklemlerden bazilar

Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. Uriin inhibisyon kinetigi i¢in onerilen modeller (Mulchandani & Luong 1989)

Kinetik model Denklem No
= 1-K,P 1
/u lum KS"FS( 1 )
H=U, [_Kl(P_KZ)] 2
Ky
S KP[
1=u, 3
Ki+§SK,+P
S —K,P
= m } 4
i Kg+S
S P
= 1-K 5
# 'u'”KS+S 4K2—ij
— S 1_£ 6
H=H, K, +S P
- S 1_£ ’ 7
=t K,+S\ P,
- S 1— i ' 8
H= A K, +S P,
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Tablo 4.3’deki denklemlerdeki K sabitleri her bir denklem i¢in ayr anlamlara sahiptir.
Denklemler arasi secim tamamen keyfidir ve ger¢ek gozlemlere ve genis aralikta elde edilen
deney sonuglaria dayanarak yapilir. Denklemin birini manipiile etmek digerinden daha kolay
olabilir. Eger deneysel bulgular ¢ok hassas degilse ve smirli sayida veri varsa modeller
arasindaki farki gormek zordur.

Ureme sirasinda elde edilen sigmoidal x-t egrisi amprik olarak asagidaki denklemle

(lojistik ireme denklemi) ifade edilebilecegi gdsterilmistir:

X

,u:,um[l——j (4.18)

X

m

Bu denklem iiremeyi logaritmik fazin baslangicindan duragan faza kadar (yavaglama fazi
dahil) temsil eder.

Han ve Levenspiel (1988), Monod modelini substrat, hiicre ve iirlin inhibisyon etkilerini
hesaba katacak sekilde genellestirmistir. Onerilen denklem genellestirilmis Monod denklemi

olarak adlandirilir ve genel olarak:

Iu:lum(l— I*j ) (4.19)
1 [jm
+ -

seklindedir. Burada I=S, x veya P olabilir. m ve n sabittir. I ise kritik inhibitor derisimidir.

Yukaridaki denklem substrat, hiicre ve {iriin inhibisyonu i¢in g0yle yazilabilir:

Substrat inhibisyonu i¢in;

1=p, (1 E b‘?j > (4.20)

Hiicre inhibisyonu i¢in;

u=ym(l— ’i] SR (421)
Y osik [1—’“j
N x*
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Uriin inhibisyonu i¢in;

H=pu, (1 - P* j > (4.22)
P P

S+KS(1—P*j

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

4.2.3. Substrat tiiketimi

Ureme, substrat tiiketim sonucu gerceklesen bir olaydir. Substratlar biyoprosesler igin

enerji ve hammadde kaynagidirlar. Hiicreler su ii¢ fonksiyonu yerine getirmke i¢in substratlara

gereksinim duyarlar (Sinclair ve Kristiansen 1987):
e hiicre sentezlemek
e iiriin sentezlemek
e enerji saglamak
Ureme sirasinda elde edilen enerji hiicre sentezinde, iiriin sentezinde ve bakim
(maintenance) fonksiyonlarini yerine getirmek i¢in kullanilir. Burada bakim hiicrenin canli

olarak tutulabilmesi (bazal metabolizma) i¢in gerekli minimum enerjiyi gosterir. Substrat

tiikketim hiz1 matematiksel olarak su sekilde ifade edilir:

rg =Fs tTgp t7g, (4.23)

re. : hiicre sentezi igin substrat tiikketim hiz1 (g/1-h)
rgp : Uriin sentezi i¢in substrat tiiketim hiz1 (g/1-h)
rg, : hiicre bakimi i¢in substrat tiikketim hiz1 (g/1-h)

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

(4.24)

<

~
%]

: hiicre i¢in verim faktorii (g hiicre/g substrat)

~

,s - Uriin igin verim faktori (g lirlin/g substrat)

m : hiicre i¢in bakim katsayisi (g substrat/g hiicre-h)
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4.2.4. Uriin olusumu

Uriin olusum kinetikleri son derece komplekstir. Uriinler, bazen biiyiime esnasinda
biiylimeye paralel olarak, bazen de biiyiime durduktan sonra olusur. Biyoproseslerde elde edilen
iriinler, literatiirde ¢esitli yontemler ile siniflandirilmistir. Bunlar i¢inde en yaygin olarak kabul
goreni Gaden (1959) tarafindan olusturulan siniflandirmadir. Gaden’e gore olusan {iriinler ii¢

gruba ayrilir:

Tip 1 iiriinler: Enerji metabolizmasinin sonucu ortaya ¢ikan lrlinlerdir. Biiyiime ve iiriin

olusumu paralel olusur.

Tip 2 iiriinler: Enerji metabolizmasinda dolayli olarak ¢ikan ara iiriinlerdir (sitrik asit
gibi).
Tip 3 iirtinler: Enerji metabolizmasinin dogrudan sonucu olmayan komplex molekiillerdir.

Basit kinetik modellere dayali siniflandirmanin faydali oldugu goriilmiistiir:

1. Uremeye bagl iiriinler (growth associated) Fp =y (4.25)
II . Uremeye bagli olmayan iiriinler (non-growth associated) 7, = f x (4.26)

III. Karisik {iriin olusumu (mixed type product formation) re=ar,+pfx (427)

a : Uremeye bagli iiriin olusum sabiti
[ : Uremeye bagli olmayan iiriin olusum sabiti

Bu ii¢ durum Sekil 4.3’de gosterilmistir.

Tipl TipII Tip III

uaqh qp
uaqhqp

Zaman Zaman Zaman

Sekil 4.3. Kesikli fermantasyon proses kinetiklerinin genel modelleri (Gaden 1959). (---- pu, spesifik
tireme hizy, ...... g, spesifik substrat tiikketim h1z1, == q,,, spesifik {iriin olusum hiz)
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4.2.5. Kinetik parametrelerin hesaplanmasi

Kesikli kiiltiirde en ¢ok uygulanan yontem deneysel verilerin ”dogruya uydurulmasi” dir.
Bu yontem grafik ¢izilerek kolaylikla uygulanabilir. Diger yontem deneysel verilerin “egriye

uydurulmasi1” dir. Bu bilgisayar yardimiyla uygun programlar kullanilarak yapilir.
4.2.5.1. pp, ve Ks ’in hesaplanmasi

Deneysel verilerin dogruya uydurulmasina en yaygin érnek Lineweaver-Burke grafigidir.

Asagidaki tireme hizi denklemini ele alirsak;

S
X
Kg+S

VX = /’lm (428)

Burada 7, S ve x degiskenler u, ve K parametrelerdir. Yukaridaki denklem diizenlenirse;

K
l——Sl+— (4.29)
HooH, S,

elde edilir. Eger 1/u 1/S’e kars1 grafige gegirilirse bir dogru elde edilir. Bu dogrunun

kaymasindan ve egiminden x, ve K ¢ degerleri bulunur.

4.2.5.2. Y, ;vem ’in hesaplanmasi

Verim faktorii ve bakim katsayisinin hesaplanmasi i¢in Luedeking-Piret tarafindan
gelistirilen substrat tiiketim hiz esitligi (4.24) kullanilir. Bu esitlikte {irlin olusumu ig¢in
kullanilan substrat miktar1 ihmal edilir ve diizenlenirse denklem (4.30) elde edilir. Literatiirde
yapilan bir ¢ok calismada da iiriin olusumu igin tiiketilen substrat miktarinin ihmal edilebilir

oldugu ifade edilmistir.

S = X im (4.30)

Egerry /x’in r,/x’e karst grafigi cizilirse bir dogru elde edilir. Bu dogrunun

kaymasindan ve egiminden Y, ve m degerleri bulunur.
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4.2.5.3. Uriin olusum parametreleri & ve /3 ’in hesaplanmasi

Uriin olusum parametreleri & ve /3 ’in hesaplanmasi igin, esitlik (4.27) x ile béliiniir ve

diizenlenerek kullanilirsa;

g xip (4.32)
X X

(4.32) esitligi elde edilir. 7, / X=gqp very / x = u oldugundan esitlik asagidaki hali alir:
gp=a u+p 433)

U ve q, grafigi cizilirse, a ve [ degerleri bulunur.

Tip 1

Tip 1

dp

TipII

u

Sekil 4.4. Luedeking-Piret modeli kullanilarak iiriin olusum parametrelerinin bulunmasi.
Tip I: Uremeye bagl iiriinler (growth associated) a >0, =0

Tip II: Uremeye bagh olmayan iiriinler (non-growth associated) « =0, />0

Tip III: Karisik {irlin olusumu (mixed type product formation) a>0, >0
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5. MATERYAL VE METOD
5.1. Mikroorganizma

Teredinobacter turnirae bakterisi USDA(United States Department of Agriculture,
Peoria, Illinois) *den temin edilmistir.

Bir marinal bakteri olan mikroorganizma, simbiotik olarak yasadigi shipworm
Teredinidae familyasindan ve Deshayes salgi bezlerinden izole edilmistir (Sekil 5.1). Proteaz
enziminin yani sira seliilaz (endocgluconase) enzimi de iiretmektedir. 7. turnirae anaerobik,
mikroaerobik ve aerobik ortamlarda canli kalabilmektedir (Imam vd. 1990). Ayrica azot
fiksasyonunu gerceklestirebilmekte ve % 80’1 ekstrasellular olan proteolitik aktiviteye sahip
enzimi ortama salgilamaktadir. 7. tfurnirae, selillozu parcalamasi ve azot fiksasyonunu
gerceklestirebilmesi 6zellikleriyle tek hiicrelilerde rastlanmayan bir durum sergilemektedir.

Bakteri normal sartlarda Gram-negatif, rijit-rod seklinde (0.5 um x 5 pm) ve gelismesi
esnasinda sar1 renkli pigment salgilamaktadir. Bir diger énemli 6zelligi de ¢ok uzun siire canlt

halde kalabilmesidir (5 yildan fazla). Bakterinin diger bazi 6zellikleri Tablo 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1. Shipworm Teredinobacter turnirae’nin bazi karakteristik 6zellikleri

Hiicre duvari Gram-negatif

Morfoloji Rijit-rod (0.5 pm x 5 um)

Hareketlilik Flajel sayesinde oldukga hareketli

Kendine has 6zelligi Seliilozu parcalamasi ve azot fiksasyonu

Tuz gereksinimi NaCl, KCI, MgSO,4, MgCl, ve CaCl,

Yarilanma siiresi 2 giin (N, fiksasyon sartlar1); 8-15 saat (Azotlu
ve aerobik ortamda)

Ekstrasellular enzim Proteaz, seliilaz ve xylanase
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Gland of Deshayes

—— i AT 2 . .‘—' ,-/::
Cl?g]i(ljlgum Appendix  Slomach  Midgut

Sekil 5.1. Mikroorganizmanin izole edildigi Deshayes salg1 bezi.

5.2. Mikroorganizma Biiyiime Ortam ve Sartlari

Rod seklindeki bakteri ile yapilan deneylerde bilesimi Tablo 5.2.’de verilen ve orijinal

olarak Greene ve Ferrer (1986) tarafindan gelistirilen standart besi ortami kullanilmastir.

Tablo 5.2. Standart besi ortami (SM)

Bilesen Miktar (g/L)

Sakkaroz 5

NH,CI 1

NaCl 18.8

KCl1 0.4

MgS0,.7H,0 1.9

MgCl,.6H,0 1.5

CaCl,.2H,0 0.4

HEPES(N-2-hydroxyethylpiperazine- 4.9

N-2-ethanesulfonic acid)
Cozelti A 10 ml/L
Tuz ¢ozeltisi 1 ml/L
Cozelti A (g/L) Tuz ¢ozeltisi (g/L)

K,HPO,.3H,0O 2 H;BO; 2.9

Na,CO; 1 MnCl,.4H,0 1.8

Na-Sitrat 0.4 ZnS0O,.7H,0 0.2

Fe,(SO4); 0.3 Na,Mo00,.2H,0 0.04
Co0S04.7H,0O 0.05
CuS04.5H,0 0.08
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Kiime halindeki bakteri i¢in de, 7. turnirae igin Plackett-Burman metoduyla optimize
edilmis besi ortami (PB) kullamilmistir (Ahuja, 2000). PB ortaminin bilesimine ait degerler
Tablo 5.3.’de verilmistir. Rod hiicreler yiiksek NaCl konsantrasyonuna gereksinim duyarken
(marinal orijinli olmas1 sebebiyle), kiime hiicreler NaCl’e ihtiya¢ duymaksizin gelisimlerini
stirdiirebilirler.

Rod seklindeki bakteri ile yapilan deneylerde, bilesimi Tablo 5.2.°de verilen SM
ortamindan, kiime halindeki bakteri i¢in de bilesimi Tablo 5.3.’de verilen PB besi ortamindan
50 ml alinarak 250 ml’lik erlenlere konulmustur. Baglangic pH’si 8’¢ ayarlanmustir.
Ayarlamalar icin 1 N HCI ve 1 N NaOH kullanilmigtir. Erlenlerin agz1  pamuk

ve sargl bezinden yapilmis bir tipa, tipanin {izeri de aliiminyum folyo ile kaplanmustir.

Tablo 5.3. Plackett-Burman besi ortami (PB)

Bilesen Miktar (g/L)

Sakkaroz 5

NH4CI 1

KCl 0.4

MgS0,.7H,0 1.9

MgCl,.6H,0 1.5

CaCl,.2H,0 0.4

HEPES(N-2-hydroxyethylpiperazine- 4.9

N-2-ethanesulfonic acid)

Antifoam 204 1 ml/L

Cozelti A 10 ml/L

Tuz ¢ozeltisi 1 ml/L

Cozelti A (g/L) Tuz ¢ozeltisi (g/L)

K,HPO,4.3H,0 24 H;BO; 2.9

Na,CO; 12 MnCl,.4H,0 7.2

Fe,(S04); 0.3 ZnS0,.7H,0 0.2
Na,Mo00,4.2H,0 0.04
Co0S0,4.7H,O 0.05
CuS04.5H,0 0.08
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Bu sekilde hazirlanan besiyeri 121 °C’de ve 1.2 bar basingta 20 dakika siire ile otoklavda (Prior
Clave 129) sterillenmistir. Sterillenen besiyerleri laminer flowda ortam sicakligmma kadar
sogutulmustur. Kriyojenik tiiplerde -26 °C’de stoklanan mikroorganizmadan steril sartlarda
500 pl alinarak 50 ml’lik besiyerine ilave edilmistir. Erlenlerde, 30 °C ve 125 rpm’de galigan
inkiibator calkalayicida (Selecta Rotabit) rod hiicreler i¢in 36 saat, kiime hiicreler icin 24 saat
sire ile mikroorganizma gelisimi saglanmistir. Gelisme ortamindaki mikroorganizma
% 10 (v/v) oraninda enzim iiretim ortamina eklenmistir. Uretim ortamina gore farkli siirelerde

fermantasyona tabii tutulmustur (Sekil 5.2).

Krojenik tiiplerde
. -26 °C’de
stoklanan
mikroorganizma
 — On gelisme ortanm

— Biyoproses ortami

Sekil 5.2. Deneylerin yapilisinda takip edilen yontem.
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5.3. Biyoproses Ortami

On gelisme ortaminda periyodunu tamamlayan mikroorganizmalar % 10 (v/v) oraninda
farkli bilesimde hazirlanan enzim iiretim ortamlarina aktarilmigtir. Sentetik enzim iiretim
ortamlarinda, erlenlerde ve biyoreaktdrde yapilan deneylerde, rod halindeki bakteriler igin
bilesimi Tablo 5.2.” de verilen SM ortami, kiime halindeki bakteriler igin ise bilesimi
Tablo 5.3.’de verilen PB besi ortami kullanilarak, enzim iiretimi iizerine cesitli parametrelerin
etkisi incelenmistir. Dogal substrat olarak, Cargill isletmesinden temin edilen musir
proteini, lokal marketlerden temin edilen soya unu ve ticari kazein kullanilarak olusturulan
kompleks ortamlarda yapilan deneylerde de, yine erlenlerde ve biyoreaktdrde cesitli
parametreler incelenmistir. Deneylerde, dogal substrat olarak kullanilan misir proteininin elek
analizi yapilmig ve belli boyutlara getirilerek (100, 50, 30, 16 ve 8 mesh) kullanilmistir.
Kullanilan dogal substratlarin bazi 6zellikleri Ek 1°de, kompleks iiretim ortaminda kullanilan

musluk suyunun mineral igerigi Ek 2’de verilmistir.
5.4. Biyoreaktor Isletim Sartlari

Kesikli ve yar1 kesikli sistemde caligsan karistirmali biyoreaktdrde de, sentetik veya farkli
bilesenlerden olusan kompleks ortamlar kullanilarak proteaz enzim iiretimi gergeklestirilmistir.
Biyoreaktor olarak 800 ml c¢alisma hacminde 1siya dayanikli pyreks camdan yapilmis, 1-L
hacimli silindirik bir fermentor kullanilmigtir. Paslanmaz ¢elik malzemeden yapilmis kapak
lizerinde pH elektrodu, oksijen probu, sicaklik sensorii, asi ekleme, triin ¢ikisi, hava giris ve
cikisi, karigtirici, asit veya baz ilavesi i¢in uygun baglantilar vardir. Sistem pH metre ve buna
bagl pH kontrol {initesi, asit ve baz pompalari, numune alma kab1 ve numune alma pompast,
karistirict motor, hava pompasi, rotametre ve sicaklik Olgerden olusmaktadir. Biyoproses
stiresince elektrotlar ve kontrol sistemi yardimiyla karigtirma hizi, ¢6ziinmiis oksijen derigimi,
sicaklik ve pH degerleri izlenmistir. Hava akis hiz1 rotametreden kontrol edilmekte, hava 0.2 p
gozenekliligindeki filtrelerden gegcirildikten sonra kangtiricinin - alt  kismindaki hava
dagiticisindan biyoreaktére gonderilmektedir. Calismalar steril kosullarda yapildigindan
reaktoriin tiim baglantilar1 dnceden yapilmis ve daha sonra da otoklavlanmustir. Sterilizasyondan
sonra besi ortamina, as1 ekleme, iiriin analizi i¢in numune alma islemleri sterilligi bozmayacak

sekilde yapilmigtir Sekil (5.3).
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Sekil 5.3. Biyoreaktor Diizenegi
1.Reaktor 2.Karistirict motor 3.Oksijen probu 4.pH probu 5.Sicaklik sensérii  6.Kondensor

7.0ksijen metre 8.Karistirma hizi kontrol iinitesi 9.Sicaklik kontrol Ginitesi 10.pH metre
5.5. Analitik Yéntemler

Biyoproses siiresince, farkli kalma siirelerinde alinan 6rneklerde, biomass konsantrasyonu
ve toplam protein derisimi belirlenmistir. Fermantasyon ortamindan alinan 6rnekler, 7000
rpm’de 15 dakika santrifiijlenmis (Hettich Eba21), mikroorganizmalardan ayrilan sivi kisimda,

proteaz aktivitesi ve substrat derigimi belirlenmistir.

5.5.1. Mikroorganizma Derisimi

Mikrorganizma gelisimi tiirbidimetrik olarak UV-spektrofotometrede absorbans
Olciimiiyle takip edilmistir. Kalibrasyon dogrusu, belirli derisimde hiicre iceren ortam igin 200-
800 nm arasinda yapilan dalga boyu taramasi sonucu en uygun dalga boyu olarak secilen 600
nm’de hazirlanmistir (Ek 3). Absorbans degerleri hazirlanan standart dogrudan faydalanilarak,
kuru agirlik olarak ifade edilmistir. Referans c¢ozelti olarak mikroorganizma igermeyen

biyoddniisiim ortamlart kullanilmigtir.
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5.5.2. Proteaz Aktivitesi

Uretilen proteaz enziminin aktivitesi, azokazeinin enzimatik hidrolizi sonucunda agiga
cikan hidrolizatlarin absorbansinin spektrofotometrik olarak o6l¢iilmesiyle belirlenmistir.
Proteolitik aktivite substrat olarak % 0.8 (w/v) azokazeinin kullanildig1 ve Cotta ve Hespell
(1986) tarafindan verilen metot ile bulunmustur. 0.5 ml azokazein ¢ozeltisi (100 mM potasyum
fosfat tamponunda hazirlanmis, pH:7) ile 0.5 ml mikroorganizmadan ayrilmis enzim kaynagi,
1.8 ml kapasiteli Eppendorf tipi mikrosantrifiij tiiplerde karistirilmistir. Karigim 39 °C’de 3 saat
siire ile inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda, 0.5 ml soguk 1.5 M HCIO, ilave edilerek
reaksiyonun durmasi saglanmig ve buz banyosu igerisinde 30 dakika bekletilmistir. Coken
protein, N=12000 dk' hizinda 5 dakika siiresince santrifiijlenmistir. Ustte kalan siv1 kisimdan
alman 1 ml numune, 1 ml 1 N NaOH ile karigtirllmigtir. Elde edilen bu karisimm 440 nm’ de
absorbansi 6l¢iilmiistiir. Bu metoda gore, 1 OD (Optical density) = 320 pg/ml azokazein yada
640 U/ml olarak alinmistir (Grene vd.,1989).

5.5.3. DNS Yontemi ile indirgenmis Seker Derisimi

Mikroorganizmanin tiilketmedigi toplam indirgenmis seker ( glikoz ve friikktoz) derisimi
DNS (dinitrosalisilik asit) yontemi ile Ol¢iilmiistiir (Miller, 1959). Bunun i¢in 6nce derisimi
bilinen miktarlarda glikoz iceren ortamlar kullanilarak kalibrasyon dogrusu hazirlanmistir.
Olusturulan kalibrasyon dogrusu  Ek 4’de, DNS ¢dozeltisi hazirlama yontemi ise Ek 5’te
verilmigtir. Kalibrasyon egrisinin ve drneklerin analizinde kullanilan yontem asagida verilmistir.

1. Farkli derisimlerdeki glikoz ve friiktoz igeren ortamlardan 1 ml alinarak tizerine 3 ml
DNS ¢ozeltisi eklenmistir.

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

3. Indirgenmis seker icermeyen ve ayn1 basamaklardan gecen ¢ozelti ile UV-spektrometre
sifir ayar1 yapilmigtir. Cozeltilerin absorbanslar1 en uygun dalga boyu olarak secilen 550 nm’de

Olciilmiistiir.
5.5.4. Sakkaroz Derisimi

Mikroorganizmanin tiiketmedigi sakkarozu belirlemek i¢in, mikroorganizmadan ayrilmis
sivi kisimdan 1 ml alinarak, iizerine 50 ul % 37’lik HCI ilave edilmis ve 10 dakika kaynayan su
banyosunda bekletilerek hidroliz tepkimesi gergeklestirilmistir. Daha sonra tizerine 20 ul 5 N

KOH ilave edilmistir. Bu sekilde ortamdaki sakkarozun hidrolizi ile olusan glikoz ve fruktoz
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derisimleri DNS yontemi ile belirlenerek inversiyon tepkimesine gore sakkaroz derisimi

hesaplanmustir.
5.5.5. Protein Derisimi

Uretim ortaminda toplam protein miktarni belirlemek icin, Lowry et. al. (1951)
tarafindan verilen yontem modifiye edilerek kullanilmustir.

Protein tayininde kullanilan reaktifler:

Reaktif 1: % 2 CuSO4.5H,0

Reaktif 2: % 2 Na-K-Tartarat

Reaktif A: 0.1 N NaOH icinde % 2’lik Na,CO; (2 gr Na,CO; + 0.4 gr NaOH /100ml)

Reaktif B: 1 ml Reaktif 1 + 1 ml Reaktif 2 alinarak, 100 ml’ye Reaktif A ile tamamlanir

Reaktif C: Folin Ciocalteu fenol reaktifi distile su ile 1/1 oraninda seyreltilir.

Orneklerdeki toplam protein derisimini belirlemek icin bovine serum albuminin (BSA)
derisimi  bilinen Orneklerinden yararlanilarak  derisim-absorbans kalibrasyon egrisi

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

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

v

Vortex ile karistirilmig ve oda sicakliginda 10 dakika bekletilmigtir

0.25 ml folin ciocalteu fenol reaktifi eklenmistir

v

Tekrar vortex ile karistirilip 30 dakika oda sicakliginda tutulmustur

Standart ve 6rneklerin 660 nm’de kore karsi absorbanslari okunmustur.

Kalibrasyon egrisinden yararlanilarak, 6rnekteki protein miktar1 asagidaki formiille gore

mg/ml olarak hesaplanmustir.

Protein (mg/ml)= (Asso/egim) x seyreltme faktorii (Ugar vd., 1998).
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5.5.6. Sivi Faz Kiitle Aktarim Katsayisi ve Oksijen Tiiketim Hizi

Proteaz iiretim prosesi boyunca, sivi faz kiitle aktarim katsayis1 ve oksijen tiiketim hizi
”Dinamik Yontem” ile belirlenmistir. Yontem biyoreaktdre gonderilen havanin kisa siireli
olarak kesilmesi ve bir oksijen elektrodu yardimiyla biyoreaktor ortamindaki ¢éziinmiis oksijen
derisimindeki azalmanin; daha sonra havanin tekrar sisteme verilmesi ile oksijen derisimindeki
artisin zamanla Olgiilmesi prensibine dayanmaktadir (Van’t Riet, 1983).

Belirli stirelerde, biyoreaktore beslenen hava mikroorganizmanin biyolojik faaliyetlerini
etkilemeyecek sekilde ¢ok kisa siireli olarak kesilmis, yiizey havalandirma etkisini azaltmak
amaciyla karistirma hiz1 da 20-50 dk™' arasinda tutulmustur. Fermantasyon ortaminda ¢oziinmiis
oksijen derisiminin dogrusal azalmasindan yararlanilarak mikroorganizmanin oksijen tiiketim
hiz1 r, hesaplanmigtir (Denklem 3.2.). Siv1 faz kiitle aktarim katsayisinin belirlenebilmesi i¢in
incelenen oksijen aktarim kosullarinda sisteme tekrar hava verilerek ¢Oziinmiis oksijen
derisimindeki dogrusal olmayan artis incelenmistir. Denklem (3.1)’in diizenlenmesi ile Sekil
3.2.’de gosterildigi gibi {C, ; (dC,/dt)-r,Cy} grafiginin egiminden k;a degeri hesaplanmustir.
Ornek grafikler ve hesaplama Ek 7°de gériilmektedir.

5.6. istatistiksel Testler

T. turnirae ‘den serin alkali proteaz {iretim prosesinde, sistemin davranigini tanimlayan en
uygun modelin belirlenebilmesi i¢in literatiirden elde edilen kinetik modellerin ¢dziimii
MATLAB 7.04 paket programi kullanilarak yapilmistir. Modellerden elde edilen sonuglarin
giivenirligini arastirmak amactyla modelleme yetenegi (EF), hata karelerinin ortalama karekokii
RMSE ve Khi-kare(y?) gibi gesitli istatistiksel mukayese metotlar1 kullanilmis ve uygun model

belirlenmeye ¢aligilmugtir.

Modelleme Yetenegi ;

N
2 2
Z (xdi - ‘xdort ) - ('xhi - xdi)

EF =13 :
Z ('xdi - xdort )
i=1

EF = Modelleme yetenegi

X4 = Deneysel deger

Xy = Modelden hesaplanan deger
Xaorr= Deneysel degerlerin ortalamasi

N = Olgiim say1s1
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Hata Karelerinin Ortalama KarekoKkii;

RMSE =

RMSE = Ortalama hata

X4 = Deneysel deger

Xpi= Modelden hesaplanan deger
N = Ol¢iim sayis1

Khi-kare;
& 2
z (xg = X5,)
2 _ =l
d N-—-n
;(2 = Khi-kare

X4i= Deneysel deger
Xpni= Modelden hesaplanan deger
N = Olgiim sayis1

n = Modeldeki parametre sayisi
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan c¢aligmalarda, yakin ge¢cmiste potansiyel bir proteaz enzimi iireticisi oldugu
tespit edilen ve marinal bakteri olan Teredinobacter turnirae kullanilmigtir. Yapilan ¢aligmalar,
bakterinin farkli ortamlarda degisik morfolojik yapi igerisine girdigini ve farkli morfolojik
yapilarda degisik oranlarda proteaz enzimi iirettigini gostermistir (Ferreira vd 2001). Orijinal
yapisi rod (¢ubuk) seklinde olan bakteri, farkli gelisme agamalarinda (6zellikle stasyoner fazda)
ve farkli besi ortamlarinda agregasyona ugrayarak morfolojisini rod seklinden kiime halinde
bulunan yuvarlak bakteri sekline degistirmektedir. Bu yeni morfoloji, bazi mekanizmalar
tetiklemekte ve daha fazla proteaz iiretimine neden olmaktadir. Ancak, bakterinin
kiimelesmesine neden olan mekanizma halen bilinmemekle birlikte, baz1 varsayimlar mevcuttur.
Bunlar, inkiibasyon sirasinda ortama ekstrasellularpolisakkaritlerin (EPS) salgilanmasi ve
EPS’nin hiicreleri bir arada tutmasi, agregasyona neden olan genlerin tetiklenmesi, bakterinin
besin limitasyonuna kars1 aldig1 bir strateji seklinde siralanabilir.

Sentetik ortamda yapilan tiim deneylerde, rod seklindeki bakteri igin orijinal olarak
Greene ve Freer (1986) tarafindan gelistirilen standart besi ortami (SM), kiime morfolojisindeki
bakteri i¢in de Plackett-Burman metoduyla optimize edilmis besi ortami (PB) kullanilmistir
(Ahuja 2000). Sentetik ortamda yapilan deneylerde, SM ve PB ortamu kullanilarak,
T.turnirae’den proteaz enzimi iiretim sartlar1 optimize edilmistir. Elde edilen sonuglarin
1s181nda, mikroorganizmay1 kiime halinde tutabilecek olan kati-substrat fermentasyonu (KSF)
teknikleri ile proteaz enzimi lretiminin arttirllmasi hedeflenmistir. 7.turnirae’den proteaz
enzimi iretimi, hem 250 ml’lik erlenmayer’lerde hem de sicakligin, pH’nin, karigtirma ve
havalandirma hizinin direkt olarak kontrol edildigi 0.8 L c¢alisma hacmine sahip 1 L’lik

biyoreaktorde gerceklestirilmistir.
6.1. PB Ortaminda Kiime Halindeki (Aggregated) Hiicrelerle Proteaz Uretimi

Literatiirden edinilen bilgiler 1s18inda, T.furnirae ’nin kiime halinde kullaniminin
proteaz enzimi iiretimini artirdig1 bilinmektedir. Bu nedenle ¢alismanin bu kisminda, kiime
halindeki bakterinin PB ortamindaki davranigina bagli olarak proteaz {iretimi incelenmistir.
Deneyler iki kisimda gerceklestirilmistir. Birinci kismint erlenlerde yapilan caligmalar
olusturmaktadir. Erlenlerde, karbon kaynagi olarak ¢esitli konsantrasyonlarda kullanilan glikoz
ve sakkarozun proteaz liretimi {izerine etkisi incelenmistir. Yine erlenlerde yapilan deneylerde,
besi ortamina kazein ilave edilerek indiikleme etkisi arastirilmistir. Calismanin ikinci kismint

ise 0.8 L’lik calisma hacmine sahip 1 L’lik biyoreaktorde yapilan deneyler olusturmaktadir.
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Biyoreaktorde kesikli ve yar1 kesikli sistemler kullanilarak ve farkli stratejiler gelistirilerek, bazi

parametrelerin mikroorganizma gelisimi ve enzim iiretimi {izerine etkisi incelenmistir.

6.1.1. Karbon Kaynaginin Etkisi

Fermantasyon ile enzim iiretimini etkileyen en Onemli parametrelerden biri ortam
bilesimidir. Ortam bilesenleri i¢erisinde karbon kaynagi ortam maliyetinin yaklasik % 60-80’ini
olusturmaktadir (Rehm, 1987). Karbon kaynaklarmin etkisini incelemek amaciyla farkl
konsantrasyonlarda glikoz ve sakkaroz kullanilmistir.

Bes farkli baslangi¢c glikoz konsantrasyonunda (1, 2.5, 5, 10 ve 20 g/l) 250 ml’lik
erlenlerde yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Sekil 6.1°de verilmistir. Sekilde, baslangig
glikoz konsantrasyonunun, enzim aktivitesi, biomass olusumu, substrat tiiketimi ve toplam
protein iizerine etkisi goriilmektedir. Baslangi¢ glikoz konsantrasyonunun, enzim aktivitesi
iizerine etkisi incelendiginde, 1 g/l glikoz konsantrasyonunda enzim aktivitesinin maksimum
927 U/ml ’ye, 2.5 ve 5 g/l konsantrasyonunda ise maksimum enzim aktivitesinin sirastyla 979
ve 1045 U/ml degerine ulastigi goriilmektedir. 10 ve 20 g/l glikoz konsantrasyonunda ise
maksimum enzim aktivitesi sirasiyla 688 ve 630 U/ml’dir. Mikroorganizma biiylime evreleri ve
enzim tUretimi arasinda yakin bir iliski oldugu belirlenmistir. 1, 2.5 ve 5 g/l glikoz
konsantrasyonlarinda maksimum aktiviteye logaritmik evre sonlarina dogru ulasilip bu degere
yakin aktivite degerlerinde sabit kalirken, 10 ve 20 g/l glikoz konsantrasyonlarinda ise
logaritmik evre sonunda ulasilan maksimum aktivite degeri duragan evrede diismektedir. Glikoz
konsantrasyonundaki artisin enzim iretimi {izerine represyon etkisi yaptigr goriilmektedir.
Literatiirde bulunan diger calismalarda da, fermantasyon ortaminda bazi karbon kaynaklarinin
yiiksek  konsantrasyonlarda represyon etkisi yaptigi gdézlenmis ve bu durum
mikroorganizmalarin salgiladiklar1 enzimlerin azalmasi ile ifade edilmistir (Prudence vd., 1989;
Pimpa, 2003; Tanyildizi, 2005). Sekil 6.1.’de goriildiigii gibi, bes farkli glikoz konsantrasyonu
icin, mikroorganizma konsantrasyonu artarken, enzim aktivitesi ve protein konsantrasyonu da
artmaktadir. Mikroorganizma 1, 2.5 ve 5 g/l glikoz konsantrasyonlarinda yaklagik 80. saatte, 10
ve 20 g/l glikoz konsantrasyonunda ise 70. saatte duragan faza ulagsmaktadir.

Karbon kaynagi olarak sakkarozun enzim iiretimi iizerine etkisini gorebilmek i¢in 1,
2.5, 5,10 ve 20 g/l sakkaroz konsantrasyonunda ¢aligilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 6.2.” de
verilmistir. 1, 2.5 ve 5 g/l sakkaroz konsantrasyonlarinda, konsantrasyon artisi ile enzim
aktivitesi de artig gostermektedir. Maksimum aktivite ise sirasiyla 977, 1102 ve 1213 U/ml
olarak Olciilmiistir. 10 ve 20 g/l sakkaroz konsantrasyonlarinda ise enzim aktivitesinin diger

konsantrasyonlara gore diisiik oldugu goriilmiis ve maksimum aktivite sirasiyla 675 ve
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Sekil 6.1. Farkli glikoz konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, biomass, toplam protein ve glikoz
konsantrasyonlarinin zamanla degisimi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v, Karistirma hizi: 125 rpm,
T:30°C, ®:1,0:2.5, A:5,<: 10, €: 20 g/l glikoz)

594 U/ml degerine ulasmistir. Yiiksek sakkaroz konsantrasyonunda mikroorganizma, ortamda
asirt miktarda bulunan sakkarozu parcalayarak ortamda indirgen sekerin birikmesine neden
olmaktadir. Seker konsantrasyonundaki bu artis enzim iretiminin represyonu ile
sonu¢lanmaktadir. Sekil 6.2.°de goriildiigli gibi, bes farkli sakkaroz konsantrasyonunda,
mikrobiyal biiyiimeye paralel olarak, enzim aktivitesi ve protein miktar1 da artmaktadir. Substrat
titketim hizinin, yiiksek substrat konsantrasyonlarinda daha biiyiik oldugu goriilmektedir.

PB ortaminda kiime halindeki T.turnirae ile proteaz liretiminde, karbon kaynagi etkisini
incelemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda glikoz ve sakkaroz kullanildigi deneylerde,
karbon kaynagi olarak sakkarozun kullanildig1 biyoproses ortaminda enzim aktivitesinin daha

yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 6.2. Farkli sakkaroz konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, biomass, toplam protein ve sakkaroz
konsantrasyonlarinin zamanla degisimi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v, Karistirma hiz1:125 rpm,
T:30°C, ®:1,0:2.5, A: 5,010, €: 20 g/l sakkaroz)

6.1.2. indiikleyici Etkisi

Biyoproseslerde besiyerine katilan bazi maddeler mikroorganizmay1 uyararak enzim
sentezini baglatabilir ya da hizlandirabilir. Ozellikle mikroorganizmadan iiretilecek enzim
substratinin besiyerine konulmasi ile s6z konusu enzimin biyosentezi hizlandirilabilir (Pimentel
vd., 1994).

Bu calismada T. rurnirae ’den serin alkali proteaz enzim iiretiminde bir indiikleyici
ilavesiyle elde edilen enzim aktivitesinin daha da arttirtlacagi diisiiniilmiis ve bunun i¢in protein

icerigi yiiksek olan kazein kullanilmustir.
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Karbon kaynag1 denemelerinde, en yiiksek aktivitenin elde edildigi 5 g/l sakkaroz iceren
besiyerine 0.1, 0.2 ve 0.3 g/l konsantrasyonunda kazein ilave edilmistir. 5 g/l sakkaroz i¢eren
ortama kazein ilavesi ile enzim iiretimindeki ve sakkaroz tiiketimindeki degisim Sekil 6.3.’de
verilmistir. Sekilden goriildiigli gibi, ilave edilen kazein miktan arttikga enzim aktivitesi de
artmaktadir. Kazein ilave edilmeden 5 g/l sakkaroz konsantrasyonunda ulagilan maksimum
aktivite 1213 U/ml iken, 0.1, 0.2 ve 0.3 g/l kazein ilavesiyle sirasiyla maksimum aktiviteler
2930, 3526 ve 3957 U/ml’dir. Kazein ilavesiyle maksimum aktivite, ilave edilmemis duruma
gore  yaklasik 3-4 kat artmistir. Bu durumda, kazeinin mikroorganizma tarafindan
kolaylikla tiiketilebildigi ve enzim sentezinde indiikleyici goérevi  yaptigi sonucuna
varilabilir. Elde edilen bu sonug, daha 6nce yapilan ¢aligsmalarla da ( lipaz iiretiminde ortama
cesitli yaglarin ilave edilmesi) benzerlik gostermistir (Unsagarer, 1998; Bulut vd., 2006). Ayrica
ortama kazein ilavesinin, mikroorganizmanin daha yiiksek miktarlarda proteaz {irettigi kiime
halindeki morfolojisine daha uygun bir ortam sagladig1 disiiniilmektedir. Bu durumda
mikroorganizma  yogunlugu daha fazla olup, mikroorganizmanin mikroskop altindaki
goriintiisii daha biiylik kiimeler halindedir. Ayrica, fermantasyon ortami daha yogun bir sari
renk almaktadir. Yapilan deneyler sonucunda, enzim aktivitesi ve substrat tiiketiminde elde
edilen sonuglar diizenli bir egilim gosterirken, biomass olusumu ve protein olusumunda elde
edilen sonuglar diizensiz bir egilim gostermektedir. Bu nedenle biomass ve protein derisim

sonuglart verilmemistir.
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Sekil 6.3. Farkli kazein konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi ve sakkaroz konsantrasyonun zamanla
degisimi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v, Karistirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C, #: 5 g/l sakkaroz + 0.1
g/l kazein, <: 5 g/l sakkaroz + 0.2 g/l kazein, A: 5 g/l sakkaroz + 0.3 g/l kazein, @: 5 g/l sakkaroz )
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6.1.3. Biyoreaktorde Kesikli Sistemle Proteaz Uretimi

Calisgmanin bu kisminda, pH, sicaklik, karistirma hizi ve hava akis hizinin kontrol
edilebildigi 800 ml ¢alisma hacmine sahip 1 1’lik laboratuar 6lgekli bir biyorektor kullanilmastir.
Kesikli sistem uygulanarak gergeklestirilen fermantasyonda, karbon kaynagi, karistirma hizi ve

havalandirma hiz1 gibi baz1 proses parametrelerinin proteaz iiretimi {izerine etkisi incelenmistir.
6.1.3.1. Karbon Kaynag Etkisi

Biyoproseslerde, hiicre ve {irlin olusum verimliligini etkileyen en Onemli
parametrelerden biri segilen karbon kaynagidir. Calismanin bu asamasinda, laboratuar 6lgekli 1
I’lik biyoreaktdrde kesikli sistemde, 7. turnirae’den serin alkali proteaz enzim iiretiminde
karbon kaynaginin etkisini arastirmak amaciyla ¢esitli konsantrasyonlarda glikoz ve sakkaroz
kullanilmastir.

Karbon kaynagi olarak 1, 2.5, 5, 10 ve 20 g/l konsantrasyonlarindaki glikozun
kullanildig1 deneylerde elde edilen, proteaz aktivitesi, hiicre, protein ve substrat miktarinin
zamanla degisimi Sekil 6.4’ de verilmistir. Maksimum aktivite 1, 2.5, 5, 10 ve 20 g/ glikoz
konsantrasyonlarinda sirasiyla 943, 938, 996, 702 ve 632 U/ml olarak oOl¢lilmiistiir.
Sekil 6.4.’den de goriildiigii gibi, 5 g/l glikoz konsantrasyonuna kadar enzim aktivitesi, biomass
ve protein miktar1 artarken, 10 ve 20 g/l glikoz konsantrasyonunda bu degerlerin diistiigi,
yiiksek glikoz konsantrasyonunun inhibisyon etkisi yaptigi gozlenmistir. Biomass miktar ile
enzim aktivitesi ve ortamdaki protein miktarindaki artig paralellik gostermektedir.
Mikroorganizma yaklasik 60-75 saat kalma siiresi sonunda duragan evreye gegmekte ve hiicre
konsantrasyonunun maksimum oldugu bu evrede, proteaz aktivitesi ve protein miktar1 da
maksimum degerlere ulasmaktadir. Maksimum biomass ve protein konsantrasyonu, 5 g/l glikoz
konsantrasyonunda sirasiyla 1.58 g/l ve 1.1 mg/ml olarak belirlenmistir. Kesikli sistemle
proteaz iiretiminde elde edilen enzim aktivitesi, hiicre konsantrasyonu, glikoz konsantrasyonu
ve protein miktar1 degerlerinin erlenlerde elde edilen sonuglarla benzerlik gosterdigi
gOrilmiistiir.

Bes farkli sakkaroz konsantrasyonunda yapilan deneyler sonucunda elde edilen
mikrobiyal bilyiime, enzim aktivitesi, protein miktar1 ve substrat tiiketimindeki degisim
sonuglart Sekil 6.5’de verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi, artan sakkaroz konsantrasyonu ile
5 g/l sakkaroz konsantrasyonuna kadar enzim aktivitesi de artmis, ancak daha yiiksek sakkaroz
konsantrasyonlarinda (10 ve 20 g/l) enzim aktivitesinde diisiis gozlenmistir. Maksimum aktivite

5 g/l sakkaroz konsantrasyonunda 1054 U/ml olarak dlgiiliirken, 1, 2.5, 10 ve 20 g/l sakkaroz
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Sekil 6.4. Biyoreaktorde kesikli sistemde farkli glikoz konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, biomass,
toplam protein ve glikoz konsantrasyonlarmin zamanla degisimi (pH: 8, inokulum orani: % 10 v/v,
Kangtirma hiz1:500 rpm, T: 30 °C, Hava giris hizi: 0.6 vvim, @: 1, O:2.5, A: 5, 110, #: 20 g/l glikoz)

konsantrasyonlarinda ulasilan maksimum aktiviteler ise sirasiyla 902, 943, 673 ve 593
U/ml degerindedir. Biitlin konsantrasyonlar i¢in, mikrobiyal biiyiime, enzim aktivitesi ve protein
miktar1 paralel egilimler gdstermistir. Ayrica grafiklerden de goriildiigli gibi duragan evrede
enzim aktivitesi ve protein miktar1 maksimum degere ulagmistir. Maksimum biomass ve protein
konsantrasyonu, 5 g/l sakkaroz konsantrasyonunda sirasi ile 1.62 g/l ve 1.28 mg/ml olarak
bulunmustur.

Bundan sonraki calismalarda, en iyi sonuglarin elde edildigi 5 g/l sakkaroz
konsantrasyonu kullanilmigtir. Karbon kaynagi olarak sakkaroz kullaniminin daha iyi sonuglar

verdigi belirlenmistir,
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Sekil 6.5. Biyoreaktorde kesikli sistemde farkli sakkaroz konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, biomass,
toplam protein ve sakkaroz konsantrasyonlarinin zamanla degisimi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v,
Karigtirma hizi: 500 rpm, T: 30 °C, Hava giris hizi: 0.6 vvm, ®@: 1, O: 2.5, A: 5, O: 10, €: 20 g/l

sakkaroz)

6.1.3.2. Kanistirma Hiz1 Etkisi

Aerobik proseslerde mikrobiyal hiicrelerin metabolik faaliyetlerini siirdiirebilmesi i¢in

gerekli olan temel girdilerden biri oksijendir. Bu nedenle biyoproses ortamindaki ¢&ziinmiis

oksijen derisimi ve oksijenin aktarim hizi, mikrobiyal biiyiime ve iirlin verimini etkiler.

Karigtirmali ~ biyoreaktorlerde, karistirma

hiz1,

oksijen

aktarimini

etkileyen

temel

parametrelerden biridir. Karbon kaynagi denemelerinde belirlenen optimum sartlarda,

T. turnirae’den serin alkali proteaz Tretimi iizerine karistirma hizinin etkisini incelenmek

amaciyla, 300, 400, 500 ve 600 rpm karistirma hizlarinda calisilmistir. Fermantasyon

ortamindan alinan Orneklerde, mikroorganizma derisimi, proteaz aktivitesi, toplam protein

miktart ve substrat derigimlerinin zamanla degisimi belirlenmis ve sonuglar Sekil 6.6.’da

verilmisgtir.
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Sekil 6.6.’da goriildiigli gibi, karistirma hizinin artmasiyla enzim aktivitesi artmis
ancak 500 rpm’den sonra, karigtirma hiz1 sistem iizerine olumsuz yonde etki etmistir. 300, 400,
500 ve 600 rpm karistirma hizlarinda yaklagik 120 saat sonunda ulagilan maksimum enzim
aktiviteleri sirasiyla 728, 912, 1054 ve 1008 U/ml olarak o6l¢iilmiistiir. Mikroorganizma ve
toplam protein derigiminin 500 rpm karistirma hizina kadar arttigi gézlenmis ve en yiiksek
mikroorganizma ve protein derigimi, 500 rpm karigtirma hizinda sirasiyla 1.62 g/l ve
1.28 mg/ml olarak belirlenmigtir. Dort karigtirma hizinda da mikroorganizma yaklagik 85-100
saat sonunda duragan evreye ulasmistir. Enzim aktivitesi ve protein miktari, mikrobiyal
bliylimeye paralel bir egilim gdstermistir. Substrat tiikketim hizi, karistirma hizinin artmasiyla

artis gostermistir. Bundan sonraki ¢aligmalarda karistirma hizi 500 rpm olarak kullanilmistir.
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Sekil 6.6. Biyoreaktorde kesikli sistemde farkli karigtirma hizlarinda enzim aktivi'tesi, biomass, toplam
protein ve sakkaroz konsantrasyonlarmin zamanla degisimi (5 g/l sakkaroz, pH: 8, Inokulum orani: % 10
v/v, T:30°C, Hava giris hizi: 0.6 vvm, Karistirma hizt: <: 300, ¢: 400, A: 500, A: 600 rpm)
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6.1.3.3. Hava Giris Hiz1 Etkisi

Biyoproses isletim parametrelerinden hava giris hizinin, serin alkali proteaz iiretimi igin

en uygun degerinin belirlenmesi amaciyla biyoreaktorde kesikli sistemde, 0.4, 0.5 ve 0.6 vvm

hava giris hizlarinda deneyler gergeklestirilmistir. Hava giris hizi ile enzim aktivitesi,

mikroorganizma derisimi, protein miktar1 ve substrat konsantrasyonunun degisimi Sekil 6.7’de

verilmistir. Enzim aktivitesinin biyoreaktore beslenen hava miktar1 ile arttigi, maksimum

aktivitenin 0.6 vvm hava giris hizinda 1054 U/ml oldugu goriilmiistiir. Maksimum

mikroorganizma ve protein derigiminin, 0.6 vvm hava giris hizinda, sirasiyla 1.62 g/l ve 1.28

mg/ml oldugu gdzlenmistir.

duragan evreye gecmistir.

Yiksek hava giris hizimin enzim aktivitesini

Mikroorganizma ii¢ hava giris hizinda da 85-95. saat sonunda

arttirmasi,

T. turnirae’den serin alkali proteaz iiretiminde yiiksek oksijen gerekliligini ortaya koymustur.
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Sekil 6.7. Biyoreaktorde kesikli sistemde farkli hava girig hizlarinda enzim aktivitesi, biomass, toplam
protein ve sakkaroz konsantrasyonlarmin zamanla degisimi ( 5 g/l sakkaroz, pH: 8, Inokulum orani: % 10
v/v, T:30 °C, Karigtirma hizi: 500 rpm, Hava giris hizi: ¢: 0.4, $: 0.5, A: 0.6 vvm)
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6.1.3.4. Oksijen Aktarim Parametreleri

Aerobik proseslerde oksijen aktarimi, {iriin verimi ve se¢imliligini etkileyen 6énemli bir
parametredir. Bir biyoproseste oksijen gereksinimi ve aktarim hizi, mikroorganizma tiiriiyle,
biyodoniisiim ortamimin fiziksel 6zelligi ile, biyoreaktor ve karistirici konfiglirasyonuyla
ilgilidir. Karigtirmali biyoreaktorlerde oksijen/hava giris hizi ve karistirma hizi 6nemli
biyoreaktor isletim parametreleridir. Bu parametrelerin etkisini incelemek amaciyla yapilan
deneylerden elde edilen sonuglar boliim 6.1.3.2 ve 6.1.3.3 * de verilmisti. Karigtirma hizi olarak
300, 400, 500 ve 600 rpm, havalandirma hizi olarak 0.4, 0.5 ve 0.6 vvm degerleri ile olusturulun
biyoproses isletim sartlar1 incelenmistir.

Karigtirma hizi ve hava giris hiz1 gibi temel biyoproses isletim parametrelerinin farkli
degerlerinde dinamik oksijen aktarim deneyleri gerceklestirilmis, oksijen aktarim parametreleri;
stv1 faz kiitle aktarim katsayisi, kia ve mikroorganizma oksijen tiiketim hizi, r,, serin alkali
proteaz enzim iiretim prosesinin farkli kalma siirelerinde bulunmustur. Karistirma hizi ve hava
giris hiziyla, siv1 faz kiitle aktarim katsayisi, k;a ve mikroorganizma oksijen tiiketim hizi, r,” 1n
degisimleri sirasiyla Tablo 6.1. ve 6.2.’de verilmistir.

Tablo 6.1.’de goriildiigii gibi, karistirma hizinin artmasiyla kia ve r, degerleri de artig
gostermistir. 1, degerindeki artis, mikrobiyal biliyiimeye paralellik gostermektedir. Oksijen
tilketim hizi, r, , mikroorganizmanin iistel biiylime fazinda en yiiksek degere ulasmis, daha
sonra da diisiis gdstermistir. Biyoproseslerde, mikroorganizma konsantrasyonundaki artigla
oksijen tiiketim hizi, r,’1n artmas1 beklenen bir sonugtur. Literatiirde yapilan bir ¢ok calismada
da , mikroorganizmanin iistel bilylime fazinda oksijen tiikketim hizi, r, artmis, duragan fazda ve
karbon kaynaginin tiikendigi durumlarda ise bu deger azalma gostermistir ( Ulgen, 1998; Ozer,
2000).

Havalandirma hizinin, sivi faz kiitle aktarim katsayisi, ka ve mikroorganizma oksijen
tiketim hizi, 1, degerlerine etkisini degerlendirmek amaciyla olusturulan Tablo 6.2.’den de
goriildiigli gibi, havalandirma hizinin artmasiyla kja ve r, degerlerinde genel olarak artis
goriilmiistiir. Elde edilen sonuglarin 1s18inda, 7. furnirae ’den serin alkali proteaz enzim
iiretiminde, yiliksek karigtirma ve havalandirma hizinin en uygun oksijen aktarim kosullarini
olusturdugu sdylenebilir.

Literatiirde farkli mikroorganizmalarla yapilan ¢aligmalarda, oksijen tiiketim hizi, r, ve
sivi faz kiitle aktarim Kkatsayisi, kia degerlerini sirasiyla; Ulgen ve Mavituna (1998)
Streptomyces coelicolor ile 4.1-15.3 x 10 mol m™s™ ve 0.011-0.029 s, Bilir (2002) Bacillus
licheniformis ile 4-16.5 x 10 mol m™s™ ve 0.034-0.074 s™, Pehlivan (2001) Bacillus subtilis
ile 1.2-29.7 x 10 mol ms™ ve 0.020-0.066 s olarak belirlemislerdir.
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Tabloe 6.1. Farkli karigtirma hizinda k; a ve r, degerlerinin kalma siiresi ile degisimi.

Karigtirma Hizi (rpm) Zaman (st) Iy X 10* (mol m'3s") kia (s'l)

5 6.2 0.019

10 8.4 0.018

15 9.1 0.020

22 9.6 0.017

37 9.2 0.021

47 10.3 0.023

300 rpm 54 11.5 0.018
0.6 vvm 65 12.0 0.021
80 11.9 0.019

95 10.8 0.022

103 9.4 0.020

121 6.3 0.022

135 5.0 0.021

6 7.0 0.028

9 73 0.030

14 9.7 0.029

24 10.6 0.033

31 11.2 0.027

40 13.0 0.031

400 rpm 50 13.5 0.030
0.6 vvm 62 12.4 0.032
73 14.6 0.029

87 14.4 0.033

96 13.6 0.027

112 93 0.029

129 7.1 0.024

5 7.9 0.035

10 95 0.038

15 93 0.039

29 12.6 0.045

37 14.7 0.044

47 15.5 0.042

500 rpm 61 18.3 0.039
0.6 vvm 71 16.8 0.043
86 17.3 0.038

95 16.9 0.042

111 10.2 0.040

121 93 0.036

135 6.7 0.037

6 8.6 0.040

9 9.9 0.045

14 12.2 0.052

24 14.0 0.050

31 16.3 0.056

40 17.8 0.051

600 rpm 50 19.0 0.043
0.6 vvm 62 18.3 0.055
75 19.4 0.052

96 16.9 0.046

112 9.0 0.042

120 8.5 0.037

135 7.6 0.035
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Tablo 6.2. Farkli hava giris hizinda k;a ve r, degerlerinin kalma siiresi ile degisimi.

Hava Giris Hiz1 (vvm) Zaman (st) I, X 10* (mol m'3s'l) kia (s'l)

5 6.8 0.023

8 8.2 0.027

13 9.0 0.020

22 93 0.026

30 10.1 0.027

0.4 vvm 47 10.4 0.024
500 rpm 60 11.3 0.028
72 12.2 0.026

88 10.3 0.024

104 9.7 0.027

120 9.0 0.025

137 6.4 0.022

5 7.0 0.033

10 9.5 0.036

16 8.9 0.028

24 10.5 0.035

38 12.2 0.029

0.5 vvm 49 14.4 0.030
500 rpm 56 13.7 0.032
73 14.0 0.033

89 12.3 0.035

103 9.0 0.029

120 9.1 0.031

130 72 0.030

5 7.9 0.035

10 95 0.038

15 93 0.039

29 12.6 0.045

37 14.7 0.044

47 15.5 0.042

0.6 vvm 61 18.3 0.039
500 rpm 71 16.8 0.043
86 17.3 0.038

95 16.9 0.042

111 10.2 0.040

121 93 0.036

135 6.7 0.037

6.1.3.5. Kazein ilavesinin Etkisi

Biyoproseslerde mikroorganizmadan elde edilecek enzim substratinin besiyerine
konulmasi ile enzimin biyosentezinin hizlandirilabilecegi diisiincesiyle daha once erlenlerde
yapilan ¢alismalarda 7. turnirae *den serin alkali proteaz enzimi iiretiminde indiikleyici gorevi
gormesi amaciyla belirli konsantrasyonlarda kazein ilave edilmisti. Calismanin bu agamasinda
ise biyoreaktorde kesikli sistemle, 1 g/l sakkaroz + 1 g/l kazein igeren besi ortaminda

gerceklestirilen fermantasyon sonunda enzim iiretimindeki ve sakkaroz tiiketimindeki degisim
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1)

Aktivite (U/m

incelenmis ve sonuglar 1 g/l sakkaroz igeren ortam sonuglariyla birlikte Sekil 6.8.’de verilmistir.
Sekilden goriildiigl gibi, besi ortaminda kazein varligi enzim aktivitesini arttirmaktadir. Kazein
icermeyen 1 g/l sakkaroz konsantrasyonunda kesikli sistemle gerceklestirilen fermantasyon
sonucunda ulagilan maksimum aktivite 902 U/ml iken, kazein igeren ortamda maksimum enzim
aktivitesi 5030 U/ml degerine ulagmistir. Kazein ilavesiyle maksimum aktivite, ilave edilmemis
duruma gore yaklasik 5-6 kat artmustir. Sonuglar daha 6nce elde edilen sonuglarla benzerlik
gostererek, ortama kazein ilavesinin mikroorganizmanin daha yiiksek miktarlarda proteaz
urettigi kiime halindeki morfolojisine daha uygun bir ortam sagladigi ve indiikleme gorevi
yaptig1 sonucuna vartlmistir. Yapilan deneyler sonucunda, enzim aktivitesi ve substrat
tilketiminde elde edilen sonuglar diizenli bir egilim gosterirken, biomass olusumu ve protein
olusumunda elde edilen sonuglar diizensiz bir egilim gostermektedir. Bu nedenle biomass ve

protein derisim sonuglar1 grafiklerde verilmemistir.
6.1.4. Biyoreaktorde Yar1 Kesikli Sistemle Sakkaroz lavesi ile Proteaz Uretimi

Biyoproseslerin bir cogunda, yiliksek konsantrasyondaki karbon kaynagi inhibisyon etkisine
sahiptir. Yapilan deneyler sonucunda, 7. turnirae’den serin alkali proteaz liretiminde de yiiksek

glikoz ve sakkaroz konsantrasyonunda benzer bir etki goriilmiistir. Karbon kaynaginin
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Sekil 6.8. Biyoreaktorde kesikli sistemde kazein ilavesinin enzim aktivitesi ve sakkaroz tiiketimi tizerine
etkisi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v, T: 30 °C, Karistirma hizi: 500 rpm, Hava giris hizi: 0.6 vvm,
@: 1 g/l sakkaroz + 1 g/l kazein, <: 1 g/l sakkaroz)
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bu etkisini elimine etmek veya en azindan minimuma indirgemek i¢in karbon kaynaginin
biyoproses ortaminda diisiik seviyede tutulmasi gerekmektedir. Bunun i¢in de genellikle yari
kesikli (fed-batch) sisteme basvurulur. Bu calismada, 7. furnirae’den serin alkali proteaz
tiretiminde karbon kaynaklari etkisinin incelendigi deneylerde, optimum karbon kaynagi olarak
belirlenen sakkaroz kullanilmustir. Yiiksek sakkaroz konsantrasyonunun inhibisyon etkisini
ortadan kaldirmak igin, sakkaroz ¢ozeltisi;

e Diisiik hizda siirekli olarak

e Proses siiresince belirli araliklarla (6, 8 ve 12 saat)

e Logaritmik evrenin sonuna kadar 6 saat araliklarla

olmak tizere farkli stratejiler uygulanarak biyoreaktore beslenmistir.

6.1.4.1. Siirekli Beslemeli Yar1 Kesikli Sistemle Proteaz Uretimi

Calismanin bu asamasinda, siirekli beslemeli yar1 kesikli sistem uygulanarak, sakkaroz
cozeltisi diisiik ve sabit bir hizda peristaltik pompa ile biyoreaktore beslenmistir. Baslangigta
biyoproses ortami diisiik karbon kaynagi (1 g/l sakkaroz) konsantrasyonunda hazirlanmis ve
kesikli sistem uygulanmistir. Yaklagik 12 saatten itibaren, yani sakkaroz mikroorganizma
tarafindan bir miktar tiiketildikten sonra konsantre sakkaroz ¢ozeltisi (20 g/l sakkaroz), 6 ml/st
sabit hizla biyoreaktore steril sartlarda beslenmistir (yar1 kesikli sistem). Caligma
stiresince alman Orneklerde, enzim aktivitesi, mikroorganizma, toplam protein ve sakkaroz
derisimleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 6.9’de verilmistir. Siirekli beslemeli yari
kesikli sistemde maksimum enzim aktivitesi 30. saatte 1080 U/ml, kesikli sistemde ise bu deger
120. saatte 902 U/ml olarak olgiilmiistiir. Bu durum, siirekli beslemeli yar1 kesikli sistemle
biyoproses ortamina sakkaroz ilavesinin, 7. turnirae’den serin alkali proteaz iiretiminde
iiretim mekanizmasi iizerine, zaman ve enzim aktivitesi yoniinden olumlu bir etki yaptigini
gostermektedir. Maksimum mikroorganizma konsantrasyonu siirekli beslemeli yar1 kesikli
sistemde 1.73 g/l olarak belirlenirken kesikli sistemde 1.37 g/l , maksimum protein miktar1 ise

her iki durum igin sirasiyla 1.24 ve 0.91 mg/ml olarak Sl¢tilmiistiir.
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Sekil 6.9. Biyoreaktorde siirekli beslemeli yar1 kesikli sistemde enzim aktivitesi, biomass, toplam protein
ve sakkaroz konsantrasyonlarinin zamanla degisimi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v, T: 30 °C,
Karistirma hizi: 500 rpm, Hava giris hizi: 0.6 vvm, : Siirekli beslemeli yar1 kesikli sistem, <: Kontrol,
Kesikli sistem (1 g/l sakkaroz))

6.1.4.2. Belirli Arahiklarla Beslemeli (Pulse) Yar1 Kesikli Sistemle Proteaz Uretimi

Yart kesikli sistemle gerceklestirilen deneylerin ikinci asamasinda, yiiksek
konsantrasyondaki (20 g/l) sakkaroz ¢dzeltisi belirli araliklarla biyoreaktore beslenmistir.
Biyoproses ortami baslangicta 1 g/l sakkaroz konsantrasyonunda hazirlanmis, 12 saat kesikli
fermantasyon sonunda, 20 g/l sakkaroz c¢ozeltisi 6, 8, 12 saat araliklarla fermantasyon sonuna
kadar ve diger bir durumda da exponansiyel faz sonuna kadar 6 saat araliklarla
10> ar ml ilave edilmistir. Fermantasyon ortamindaki enzim aktivitesi, mikroorganizma,
protein ve sakkaroz derisimlerinin zamanla degisimi Sekil 6.10” da gosterilmistir. Uygulanan
dort farkli strateji icerisinde en yiiksek enzim aktivitesi, 12 saatlik kesikli fermantasyon
sonrasinda, exponansiyel faz sonuna kadar her 6 saatte bir 20 g/l sakkaroz ¢ozeltisinin ilave
edildigi durumda gdzlenmistir. Maksimum enzim aktivitesi 45. saatte 1117 olarak dl¢iilmiis ve

yaklagik 96 saatlik sonuna kadar enzim aktivitesinin bu degere yakin degerlerde oldugu

76



Biomass (g/l)

00 I ‘ : ‘ ‘

goriilmiistiir. 6, 8 ve 12 saat araliklarla yapilan beslemeler sonucunda elde edilen maksimum
enzim aktivitesi ve siireleri ise sirasiyla 48. saatte 1100, 48. saatte 1069 ve 36. saatte 767
U/ml’dir. Maksimum mikroorganizma derisimi 6, 8, 12 saat araliklarla fermantasyon sonuna
kadar ve exponansiyel faz sonuna kadar 6 saat araliklarla ilave durumlar i¢in sirasiyla 1.81,
1.8, 1.7 ve 1.84 g/l *dir. Toplam protein derigimi ise 1.37, 1.31, 1.13 ve 1.4 mg/ml olarak
Ol¢iilmiigtiir. Belirli araliklarla beslemeli yar1 kesikli sistemin uygulandigi durumda, enzim
aktivitesinin kesikli sisteme goére ¢ok daha kisa bir siirede maksimum degere ulastigi, ancak 6,
8, 12 saat araliklarla fermantasyon sonuna kadar yari kesikli sistemin uygulandigi durumda
yaklagik 55-70. saatten sonra diisiis gosterdigi, exponansiyel faz sonuna kadar 6 saat

araliklarla ilave edildigi durumda ise ulasilan maksimum aktivitenin korundugu goézlenmistir.

1200

1000 -

J
@
o
o

I

Aktivite (U/ml)
[2]
3

400 |
200 |
0 \ \ \ \
0 20 40 60 80 100
inkiibasyon siiresi (saat)
24 2,0
18 -
1,6

Toplam protein (mg/ml))

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

inkiibasyon siiresi (saat) inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 6.10. Belirli araliklarla beslemeli (pulse) yar1 kesikli sistemde enzim aktivitesi, biomass ve toplam
protein konsantrasyonlarinin zamanla degisimi (pH: 8, inokulum orani: % 10 v/v, T: 30 °C, Karistirma
hizi: 500 rpm, Hava girig hizi: 0.6 vvm, O: 6, ®: 8, A: 12 saat araliklarla fermantasyon sonuna kadar
beslemeli, A: 6 saat araliklarla exponansiyel faz sonuna kadar beslemeli yar1 kesikli sistem,
@ : Kontrol, 1 g/l sakkaroz kesikli sistem)
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Bu durum, belirli araliklarla beslemeli yar1 kesikli sistemle biyoproses ortamina sakkaroz
ilavesi ile yaratilan pulse etkinin, 7. turnirae’den serin alkali proteaz iretiminde lretim
mekanizmasi iizerine olumlu bir etki yaptigini gostermektedir. Literatiirde; Ding ve Tan (2006)
tarafindan, farkli yar kesikli besleme stratejileri uygulayarak Lactobacillus casei’ den L-laktik
asit iretiminin incelendigi caligmada, kesikli sisteme gore yar1 kesikli sistemin {iriin
konsantrasyonunu % 57 oraninda arttirdig1 belirlenmistir. Exponansiyel faz sonuna kadar yari
kesikli sistemin uygulandigi stratejinin uygulanan diger stratejilere gore daha avantajli oldugu
goriilmistiir. Gao vd. (2003) tarafindan yapilan calismada ise, Saccharomyces cerevisiae’den
ergosterol tiretiminde uygulanan farkli yar kesikli besleme stratejileri igerisinde en iyi sonug,
belirli zamanlarda yaratilan pulse etkiyle olusturulan strateji ile elde edilmistir. Uygulanan dort

strateji i¢in sakkaroz konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 6.11.’de verilmistir.
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Sekil 6.11. Belirli araliklarla beslemeli (pulse) yar1 kesikli sistemde sakkaroz konsantrasyonunun zamanla
degisimi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v, T: 30 °C, Karistirma hizi: 500 rpm, Hava giris hiz1: 0.6 vvm,
a: 6, b: 8, ¢: 12 saat araliklarla fermantasyon sonuna kadar beslemeli, d: 6 saat araliklarla exponansiyel
faz sonuna kadar beslemeli yar1 kesikli sistem)
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6.1.5. Biyoreaktorde Yar1 Kesikli Sistemle Kazein ilavesi ile Proteaz Uretimi

Daha once yapilan caligmalarda, biyoproses ortamina kazein ilavesinin,
T. turnirae’den serin alkali proteaz iiretiminde indiikleyici gorevi yaptig1 ve ilave edilmemis
duruma gore maksimum aktiviteyi yaklasik 5-6 kat arttirdig1 goriilmiistii. Bu nedenle biyoproses
ortamina kazein belirli araliklarla beslenerek farkli besleme stratejileri uygulanmistir.
Biyoproses ortami baslangigta 1 g/l sakkaroz konsantrasyonunda hazirlanmis, 12 saat kesikli
fermantasyon sonunda, 0.1 g kazein steril sartlarda, 6 ve 8§ saat araliklarla fermantasyon sonuna
kadar ve diger bir durumda da kazeinsiz ortama gdre exponansiyel faz sonuna kadar (yaklasik
70 saat) 6 saat araliklarla ilave edilmistir. Her durum igin, olusturulan pulse etki sonucunda
biyoproses ortamindaki enzim aktivitesi ve sakkaroz derisiminin zamanla degisimi Sekil 6.12°
de goriilmektedir. Mikroorganizma ve toplam protein derigimleri diizenli bir egilim
gostermediginden sonuglar icerisinde verilmemistir. Uygulanan tii¢ farkli strateji igerisinde en
yliksek enzim aktivitesi, her 6 saatte bir fermantasyon sonuna kadar 0.1 g kazein ilave edildigi
durumda 54. saatte 11010 U/ml olarak belirlenmistir. 8 saatlik araliklarla yapilan besleme
durumunda maksimum enzim aktivitesi 58. saatte 10447 U/ml’dir. Logaritmik faz sonuna kadar
6 saat araliklarla yapilan besleme durumda ise maksimum aktivite 57. saatte 10765 U/ml olarak
Olciilmiis ancak logaritmik faz sonunda besleme kesildiginden dolay1 aktivitede bir miktar diisiis
gbzlenmistir. Biyoproses ortamina, kazein daha sik araliklarla ilave edildikge, proteaz enzim
aktivitesinin de artti§1 goriilmiistiir. Bu durumda, ortama belirli araliklarla eklenen kazeinin,
mikroorganizmanin enzim sentez mekanizmasin tetikledigi ve enzim sentezinde indiikleyici

gorevi yaptigi sonucuna varilabilir.
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Sekil 6.12. Belirli araliklarla beslemeli (pulse) yar1 kesikli sistem ile kazein ilavesinin enzim aktivitesi ve
sakkaroz tiiketimi {izerine etkisi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v, T: 30 °C, Karistirma hizi: 500 rpm,
Hava giris hizi: 0.6 vvm, @: 8 saat, A: 6 saat araliklarla fermantasyon sonuna kadar beslemeli,
: 6 saat araliklarla exponansiyel faz sonuna kadar beslemeli yari kesikli sistem, @: Kontrol, 1 g/l
sakkaroz + 1 g/l kazein kesikli sistem)
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Elde edilen sonuclardan, T.turnirae’den proteaz enzimi liretiminde, belirli araliklarla
beslemeli (pulse) yar1 kesikli sistemle besi ortamina kazein ilavesinin, kesikli sistem
uygulamasina gore daha avantajli oldugu goriilmiistiir. Maksimum enzim aktivitesi, kesikli
sistemle sadece 1 g/l sakkaroz i¢eren ortamda 902 U/ml, kesikli sistemle kazein i¢ceren ortamda
(1 g/l sakkaroz + 1 g/l kazein) 5030 U/ml iken belirli araliklarla beslemeli (pulse) yar1 kesikli

sistemle kazein ilave edilen (6 saatte bir) ortamda 11010 U/ml dlgtilmiistiir.

6.2. SM Ortaminda Rod Halindeki Hiicrelerle Proteaz Uretimi

Caligmanin bu agamasinda, rod seklindeki bakteri i¢in orijinal olarak Grene ve Ferrer
(1986) tarafindan gelistirilen standart besi ortami (SM) kullanilmig ve rod halindeki bakterinin
SM ortamindaki davranigina bagli olarak T.turnirae’den proteaz lretimi optimize edilmistir.
Deneyler iki kisimda gerceklestirilmistir. Birinci kisimda erlenlerde, karbon kaynagi olarak
cesitli konsantrasyonlarda kullanilan glikoz ve sakkarozun proteaz iiretimi iizerine etkisi
incelenmis ve karbon kaynagi igeren besi ortamina kazein ilave edilerek indiikleme etkisi
aragtirllmigtir.  Calismanin ikinci kisminda ise 0.8 L’lik ¢alisma hacmine sahip 1 L’lik
biyoreaktorde kesikli ve yar1 kesikli sistemler kullanilarak ve farkl: stratejiler gelistirilerek, bazi

parametrelerin mikroorganizma gelisimi ve enzim iiretimi iizerine etkisi incelenmistir.

6.2.1. Karbon Kaynaginin Etkisi

Karbon kaynagi olarak glikozun kullanildigi deneylerde, baslangic glikoz
konsantrasyonun enzim iiretimi {izerine etkisini incelemek amaciyla bes farkli glikoz
konsantrasyonunda (1, 2.5, 5, 10 ve 20 g/l) 250 ml’lik erlenlerde fermantasyon
gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 6.13°de verilmistir. Sekilde, baslangi¢ glikoz
konsantrasyonunun, enzim aktivitesi, biomass olusumu, substrat tiiketimi ve toplam protein
lizerine etkisi gorilmektedir. Glikoz konsantrasyonu artik¢a enzim aktivitesinde diisiis
gozlenmektedir. Sekilden de gorildiigi gibi, maksimum enzim aktivitesi 2.5 g/l glikoz
konsantrasyonunda 231 U/ml olarak 6l¢iilmiis ve mikrobiyal biiyiimeye paralel olarak, enzim
aktivitesi ve protein miktarinin da arttigi gézlenmistir. Mikroorganizma yaklagik 72-82. saat
araliginda duragan faza ulasmaktadir. Maksimum biomass konsantrasyonu 2.5 g/l glikoz
konsantrasyonunda 1.08 g/, maksimum protein miktari ise 0.56 mg/ml olarak dl¢iilmiistiir.

Karbon kaynagi olarak sakkarozun enzim iiretimi iizerine etkisini incelemek amaciyla 1,
2.5, 5, 10 ve 20 g/l sakkaroz konsantrasyonunda fermantasyon gerceklestirilmis ve elde edilen
sonuglar Sekil 6.14’de verilmistir. 1, 2.5 ve 5 g/l sakkaroz konsantrasyonlarinda, konsantrasyon

artis1 ile enzim aktivitesi de artis gdstermis ve maksimum enzim aktivitesi sirastyla 339, 411 ve

80



427 U/ml olarak Oolgilmistir. 10 ve 20 g/l sakkaroz konsantrasyonlarinda ise enzim
aktivitesinin diger konsantrasyonlara gore daha diisiik oldugu goriilmiis ve sirasiyla maksimum
enzim aktivitesi 296 ve 255 U/ml olarak belirlenmistir. Yiiksek sakkaroz konsantrasyonun
enzim Uretimi {izerine represyon etkisi yaptigi gozlenmistir. Sekil 6.14.’de goriildiigii gibi, bes
farkl1 sakkaroz konsantrasyonunda, mikrobiyal biliylimeye paralel olarak, enzim aktivitesi ve
protein miktar1 artmaktadir. Ayrica substrat konsantrasyonu arttik¢a substrat tiikketim hizi da
artmaktadir. Yapilan deneyler sonucunda, karbon kaynagi olarak sakkarozun kullanildigi

fermantasyon ortaminda enzim aktivitesinin glikoz kullanilan ortama goére daha yiiksek oldugu

gOriilmistiir.
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Sekil 6.13. Farkli glikoz konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, biomass, toplam protein ve glikoz
konsantrasyonlarinin zamanla degisimi ( pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v, Karistirma hizi: 125 rpm,
T: 30 °C, O:1, A:2.5, @:5, O: 10, ¢:20 g/l glikoz )
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Sekil 6.14 Farkli sakkaroz konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi, biomass, toplam protein ve sakkaroz
konsantrasyonlarinin zamanla degisimi ( pH: 8, Inokulum orant: % 10 v/v, Karistirma hiz1: 125 rpm,
T:30°C, @:1,0:2.5, A:5,<:10, #:20 g/l sakkaroz )

6.2.2. indiikleyici Etkisi

Bu calismada T. turnirae ’den serin alkali proteaz enzimi iiretiminde bir indiikleyici
ilavesiyle elde edilen enzim aktivitesinin daha da arttirilacagi diislinlilmiis ve bu amagla PB
ortaminda kiime halindeki hiicrelerle yapilan ¢aligmalarda oldugu gibi indiikleyici olarak kazein
kullanilmistir. Karbon kaynagi denemelerinde, en yiiksek aktivitenin elde edildigi 5 g/l sakkaroz
iceren besiyerine 0.1, 0.2 ve 0.3 g/l konsantrasyonunda kazein ilave edilmistir. Bu durumun,
enzim {retimi ve sakkaroz tiiketimi iizerine olan etkisi Sekil 6.15.’de verilmistir. Sekilden
goriildigli gibi, ilave edilen kazein miktari arttik¢a enzim aktivitesi ve sakkaroz tiiketim hizi da
artmaktadir. Kazein ilave edilmemis durumda (5 g/l sakkaroz konsantrasyonunda) elde
edilen maksimum enzim aktivitesi 427 U/ml iken, 0.1, 0.2 ve 0.3 g/l kazein ilave edilmis

durumda sirastyla maksimum enzim aktiviteleri 1244, 1674 ve 1797 U/ml olarak belirlenmistir.

82



\

Aktivite (U/ml

2000 6
1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -

800 -

Sakkaroz (g/l)

600 -

400 4

200 4

0 \ \ \ \ \ \ \ T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

inkiibasyon siiresi (saat) inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 6.15. Farkli kazein konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi ve sakkaroz konsantrasyonun zamanla
degisimi (pH: 8, inokulum orani: % 10 v/v, Karistirma hiz1: 125 rpm, T: 30 °C, #: 5 g/l sakkaroz + 0.1
g/l kazein, <: 5 g/l sakkaroz + 0.2 g/l kazein, A: 5 g/l sakkaroz + 0.3 g/l kazein, A: Kontrol , 5 g/l
sakkaroz)

Kazein ilavesinin enzim aktivitesini yaklasik 3-4 kat arttirdigi ve T.furnirae’den proteaz
iiretiminde indiikleyici gorevi yaptigi goriilmiigtiir. Ayrica ortama kazein ilavesinin,
mikroorganizmanin daha yiiksek miktarlarda proteaz iirettigi kiime halindeki morfolojisine
gecisi sagladigi gozlenmistir. Bu durumda fermantasyon ortaminda mikroorganizma yogunlugu
daha fazla olup, mikroorganizmanin mikroskop altindaki goriintiisiiniin kiimelesme egiliminde
oldugu goriilmiistiir. Yapilan deneyler sonucunda, enzim aktivitesi ve substrat tiiketiminde elde
edilen sonuglar diizenli bir egilim gosterirken, biomass olusumu ve protein olusumunda elde
edilen sonuglar diizensiz bir egilim gostermektedir. Bu nedenle biomass ve protein derigim

sonuglart verilmemistir.
6.2.3. Biyoreaktorde Kesikli Sistemle Proteaz Uretimi

T. turnirae’den serin alkali proteaz iiretiminde rod hiicrelerle erlenlerde yapilan
deneylerden elde edilen sonuglarin 1s181inda, 1 I’lik laboratuar 6lgekli bir biyorektorde kesikli
sistemle fermantasyon gerceklestirilmis 6lgcek biiylitmenin ve substrat konsantrasyonun enzim
iiretimi {izerine etkisi arastirilmistir. Ayrica sakkaroz iceren fermantasyon ortamina kazein

ilavesinin enzim iiretimi {izerine etkisi kesikli sistemde isletilen biyoreaktorde arastirilmistir.
6.2.3.1. Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

T. turnirae’den serin alkali proteaz iretiminde rod hiicrelerle erlenlerde yapilan

deneyler sonucunda maksimum enzim aktivitesi karbon kaynagi olarak sakkarozun kullanildig:
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durumda elde edilmistir. Bu nedenle biyoreaktdrde yapilan ¢alismalarda, karbon kaynagi olarak
sakkaroz kullanilmisgtir.

Sakkaroz konsantrasyonunun serin alkali proteaz liretimi {lizerine etkisini incelemek
amaciyla 1, 2.5, 5, 10 ve 20 g/l sakkaroz konsantrasyonlarinda fermantasyon gerceklestirilmis
ve elde edilen sonuglar Sekil 6.16’da verilmistir. Sonuglar erlenlerde yapilan deneylerde elde
edilen sonuglarla benzerlik gostermis, maksimum enzim aktivitesi 5 g/l sakkaroz
konsantrasyonunda 463 U/ml olarak Ol¢iilmiistiir. Sekil 6.16’da goriildiigii gibi biitiin
konsantrasyonlar i¢in, mikrobiyal biiyiime ile enzim aktivitesi ve protein miktar1 arasinda
paralel bir iligki goriilmektedir. Biyoreaktdrde elde edilen deney sonuglar ile erlenlerde elde
edilen deney sonuglarmin birbiriyle uyum igerisinde oldugu goriilmiistiir. Olgek biiyiitmenin

sistem iizerine herhangi bir etkisi goriilmemistir.

Toplam protein (mg/ml)
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Sekil 6.16. Biyoreaktdrde kesikli sistemde farkli sakkaroz konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi,
biomass, toplam protein ve sakkaroz konsantrasyonlarmin zamanla degisimi (pH: 8, Inokulum orani:
% 10 v/v, Karistirma hizi: 500 rpm, T: 30 °C, Hava giris hiz1: 0.6 vvm, @: 1, 0: 2.5, A: 5, <: 10, : 20
g/l sakkaroz)
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Aktivite (U/ml)

6.2.3.2. Kazein ilavesinin Etkisi

Daha o6nce erlenlerde SM ortaminda rod hiicrelerle yapilan ¢alismalarda 7. turnirae
den serin alkali proteaz enzimi iiretiminde indiikleyici gorevi gormesi amaciyla belirli
konsantrasyonlarda kazein ilave edilmisti ve enzim aktivitesini 3-4 kat arttirdig1 gozlenmisti.
Calismanin bu agamasinda ise biyoreaktorde kesikli sistemle, 1 g/l sakkaroz + 1 g/l kazein
iceren besi ortaminda gercgeklestirilen fermantasyon sonunda enzim iiretimindeki ve sakkaroz
tilketimindeki degisim incelenmis ve sonuglar kazeinsiz ortamda elde edilen degerlerle
karsilagtirmali olarak Sekil 6.17.’de verilmistir. Maksimum enzim aktivitesi kazein icermeyen
1 g/l sakkaroz konsantrasyonunda kesikli sistemle gergeklestirilen fermantasyon sonunda
343 U/ml, kazein igceren ortamda ise 2280 U/ml olarak belirlenmistir. Sonuglar daha 6nce
erlenlerde elde edilen sonuglarla benzerlik gostermis ve kazein ilavesiyle maksimum aktivite,
ilave edilmemis duruma gore yaklastk 7 kat artmistir. Rod halindeki hiicrelerle SM besi
ortaminda gergeklestirilen fermantasyon ortamina kazein ilavesinin, mikroorganizmanin daha
yiiksek miktarlarda proteaz iirettigi kiime halindeki morfolojisine gegisi sagladigi ve indiikleme
gorevi yaptig1 sonucuna varilmistir. Yapilan deneyler sonucunda, enzim aktivitesi ve substrat
tilketiminde elde edilen sonuglar diizenli bir egilim gosterirken, biomass olusumu ve protein
olusumunda elde edilen sonuglar diizensiz bir egilim gostermektedir. Bu nedenle biomass ve

protein derisim sonuglar1 verilmemistir.
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Sekil 6.17. Biyoreaktorde kesikli sistem ile kazein ilavesinin enzim aktivitesi ve sakkaroz tiketimi
tizerine etkisi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v, T: 30 °C, Karigtirma hizi: 500 rpm, Hava giris hizt: 0.6
vvm, ®: 1 g/l sakkaroz + 1 g/l kazein , &: Kontrol, 1 g/l sakkaroz )
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6.2.4. Biyoreaktorde Yar1 Kesikli Sistemle Sakkaroz lavesi ile Proteaz Uretimi

Yiiksek karbon kaynagi konsantrasyonunda represyon etkisinin gozlendigi
biyoproseslerde, bu etkiyi elimine etmek amaciyla karbon kaynagimin biyoproses ortaminda
diisiik seviyede tutulmasi planlanabilir. Bunun i¢in de genellikle yar1 kesikli (fed-batch) sistem
uygulanarak fermantasyon gerceklestirilir. Bu amagla calismanin bu kisminda, rod haldeki
T. turnirae’den serin alkali proteaz iiretiminde yiiksek sakkaroz konsantrasyonunun inhibisyon
etkisini ortadan kaldirmak igin, sakkaroz biyoreaktore farkli stratejiler uygulanarak yar kesikli
beslenmistir. Sakkaroz ¢ozeltisi;

o Diisiik hizda stirekli olarak
e Proses siiresince belirli araliklarla (6, 8 ve 12 saat)
e Logaritmik evrenin sonuna kadar 6 saat araliklarla

olmak iizere farkli besleme stratejileri uygulanmustir.
6.2.4.1. Siirekli Beslemeli Yar1 Kesikli Sistemle Proteaz Uretimi

Calismanin bu asamasinda, sakkaroz ¢ozeltisi diisiik ve sabit bir hizda peristaltik pompa
ile siirekli beslemeli yar1 kesikli sistem uygulanarak biyoreaktore beslenmistir. Baglangigta 1 g/l
sakkaroz konsantrasyonunda fermantasyon gerceklestirilmis (kesikli sistem) ve yaklasik 12 saat
sonra yani sakkarozun bir kismi mikroorganizma tarafindan tiiketildikten sonra konsantre
sakkaroz ¢ozeltisi (20 g/l sakkaroz), 6 ml/st sabit hizda steril sartlarda biyoreaktore
beslenmistir. Sekil 6.18.’de zamanla enzim aktivitesi, mikroorganizma derisimi, toplam protein
derigsimi ve substrat konsantrasyonu degisimleri verilmistir. En yiiksek enzim aktivitesi 36. saat
sonunda 497 U/ml olarak ol¢iilmiigtiir. Enzim aktivitesi maksimum degere ulastiktan sonra bu
degerlerde kalmig ancak 72 saat kalma siiresi sonunda diisiis gostermistir. Stirekli beslemeli
yar1 kesikli sistemde maksimum enzim aktivitesine 25. saatte ulasilirken, kesikli sistemde 75.
saatte ulasilmigtir. Bu sonuglarin 1s181inda, stirekli beslemeli yar1 kesikli sistemle biyoproses
ortamina sakkaroz ilavesinin, 7. furnirae’den serin alkali proteaz iiretiminde iiretim
mekanizmas: {izerine olumlu bir etki yaptig1 gézlenmistir. Maksimum mikroorganizma
konsantrasyonu siirekli beslemeli yar1 kesikli sistemde 1.26 g/l olarak Oolgiiliirken kesikli
sistemde bu deger 0.99 g/l olarak oSl¢iilmiistiir. Ayn1 durum i¢in maksimum protein miktari

sirastyla 0.75 ve 0.60 mg/ml olarak bulunmustur.
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Sekil 6.18. Biyoreaktdrde siirekli beslemeli yar1 kesikli sistemde enzim aktivitesi, biomass, toplam
protein ve sakkaroz konsantrasyonlarinin zamanla degisimi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v, T: 30 °C,
Karistirma hizi: 500 rpm, Hava giris hizi: 0.6 vvm, @ : Siirekli beslemeli yar1 kesikli sistem, <: Kontrol,
Kesikli sistem (1 g/l sakkaroz))

6.2.4.2. Belirli Arahiklarla Beslemeli (Pulse) Yar1 Kesikli Sistemle Proteaz Uretimi

Rod hiicrelerle yar1 kesikli sistemle gerceklestirilen deneylerin ikinci asamasinda,
yiksek konsantrasyondaki (20 g/I) sakkaroz ¢oOzeltisi belirli araliklarla biyoreaktore
beslenmistir. 1 g/l sakkaroz konsantrasyonundaki biyoproses ortamina, 12 saat kesikli
fermantasyon sonunda, 20 g/l sakkaroz c¢ozeltisi 6, 8, 12 saat araliklarla fermantasyon sonuna
kadar ve exponansiyel faz sonuna kadar 6 saat araliklarla 10’ar ml ilave edilmistir. Olusturulan
pulse etki sonucunda biyoproses ortamindaki enzim aktivitesi, mikroorganizma ve protein
konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 6.19° da verilmistir. Maksimum enzim aktivitesi
exponansiyel faz sonuna kadar her 6 saatte bir 20 g/l sakkaroz ¢ozeltisinin ilave edildigi
durumda 624 U/ml olarak o6l¢iilmils, yine bu stratejide en yiiksek biomass ve protein
konsantrasyonlar1 sirasiyla 1.45 g/l ve 0.97 mg/ml oldugu belirlenmistir. 6, 8 ve 12 saat

araliklarla yapilan beslemeler sonucunda elde edilen maksimum enzim aktiviteleri ise sirasiyla
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614, 589 ve 502 U/ml, maksimum mikroorganizma derisimleri de sirastyla 1.36, 1.28 ve 1.11
g/l ve toplam protein konsantrasyonlari ise 0.93, 0.83 ve 0.72 mg/ml *dir. Enzim aktivitesinin
kesikli sisteme gore ¢ok daha kisa siirede maksimum degere ulastigi ancak 6, 8 ve 12 saat
araliklarla yapilan besleme stratejilerinde 72. saatten sonra bir miktar diislis gosterdigi
goriilmiistiir. Kesikli sistemle 1 g/l sakkaroz konsantrasyonunda gergeklestirilen deneylerde elde
edilen maksimum enzim aktivitesi 343 U/ml iken belirli araliklarla beslemeli yar1 kesikli
sistemle ger¢eklesen fermantasyonda bu deger 624 U/ml olarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore, belirli araliklarla beslemeli yar kesikli sistemle biyoproses ortamina sakkaroz
ilavesi ile yaratilan pulse etkinin, 7. turnirae’den serin alkali proteaz {retiminde iretim
mekanizmasi {izerine olumlu bir etki yaptigi gozlenmistir. Sekil 6.20°de uygulanan dort
strateji i¢in sakkaroz konsantrasyonunun zamanla degisimi verilmistir.
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Sekil 6.19. Belirli araliklarla beslemeli (pulse) yar1 kesikli sistemde enzim aktivitesi, biomass ve toplam
protein konsantrasyonlarmnin zamanla degisimi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v, T: 30 °C, Karigtirma
hizi: 500 rpm, hava giris hizi: 0.6 vvim, @: 6, O: 8, ®: 12 saat araliklarla fermantasyon sonuna kadar
beslemeli, &: 6 saat araliklarla exponansiyel faz sonuna kadar beslemeli yar1 kesikli sistem,
A : Kontrol, 1 g/l sakkaroz kesikli sistem)
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Sekil 6.20. Belirli araliklarla beslemeli (pulse) yar1 kesikli sistemde sakkaroz konsantrasyonunun

zamanla degisimi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v,

T: 30 °C, Karnstrma hizi: 500 rpm,

hava giris hizi: 0.6 vvm, a: 6 , b: 8, ¢: 12 saat araliklarla fermantasyon sonuna kadar beslemeli, d: 6 saat
araliklarla exponansiyel faz sonuna kadar beslemeli yar1 kesikli sistem)

6.2.5. Biyoreaktorde Yar1 Kesikli Sistemle Kazein ilavesi ile Proteaz Uretimi

Rod halindeki 7. turnirae’den serin alkali proteaz iiretiminde daha &nce yaptigimiz

caligmalarda, kazein ilavesinin indiikleyici etki yaptigi ve maksimum aktiviteyi arttirdigi

goriilmiistii. Bu nedenle farkli besleme stratejileri uygulanarak kazein biyoproses ortamina yart

kesikli olarak beslenmistir. Baslangicta 1 g/l sakkaroz  konsantrasyonunda hazirlanan

biyoproses ortamina, 12 saat kesikli fermantasyon sonunda, 0.1 g kazein steril sartlarda, 6 ve 8

saat araliklarla fermantasyon sonuna kadar ve 6 saat araliklarla exponansiyel faz sonuna kadar

ilave edilmis ve olusturulan pulse etki sonucunda enzim aktivitesi ve sakkaroz derigiminin
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Aktivite (U/ml)

zamanla degisimi Sekil 6.21.” de verilmistir. Mikroorganizma ve toplam protein derisimlerinin
degisimi diizenli bir egilim gostermediginden sonuglar igerisinde verilmemistir. Uygulanan iig
farkli strateji icerisinde en yliksek enzim aktivitesi, 12 saatlik kesikli fermantasyon sonrasinda,
her 6 saatte bir 0.1 g kazeinin fermantasyon sonuna kadar ilave edildigi durumda 3164 U/ml
olarak belirlenmistir. 8 saatlik araliklarla yapilan besleme durumunda maksimum enzim
aktivitesi 2949 U/ml, logaritmik faz sonuna kadar 6 saat araliklarla yapilan besleme durumda
ise 3126 U/ml olarak ol¢iilmiistiir. Biyoproses ortamina, kazein daha sik araliklarla ilave
edildik¢e, proteaz enzim aktivitesinin de arttigi goriilmiistiir. Kazeinin mikroorganizma
tarafindan kolaylikla tiiketilebildigi ve enzim sentezinde indiikleyici etki yaparak enzim
aktivitesini arttirdigi sonucuna bir kez daha varilmistir. Elde edilen sonuglardan, T.turnirae’den
proteaz enzimi Uretiminde, belirli araliklarla beslemeli (pulse) yari kesikli sistemle besi
ortamina kazein ilavesinin, kesikli sistem uygulamasina gore daha avantajli oldugu goriilmiistiir.
Maksimum enzim aktivitesi, kesikli sistemle sadece 1 g/l sakkaroz iceren ortamda 343 U/ml,
kesikli sistemle kazein iceren ortamda (1 g/l sakkaroz + 1 g/l kazein) 2280 U/ml iken belirli

araliklarla beslemeli (pulse) yar1 kesikli sistemle kazein ilave edilen (6 saatte bir) ortamda

3164 U/ml 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 6.21. Belirli araliklarla beslemeli (pulse) yar1 kesikli sistem ile kazein ilavesinin enzim aktivitesi ve
sakkaroz tiiketimi iizerine etkisi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v, T: 30 °C, Karistirma hiz1: 500 rpm,
hava giris hizi: 0.6 vvm, @: 6 saat, ®: 8 saat araliklarla fermantasyon sonuna kadar beslemeli,
<&: 6 saat araliklarla exponansiyel faz sonuna kadar beslemeli yar kesikli sistem, O: Kontrol, 1 g/l
sakkaroz + 1 g/l kazein kesikli sistem)
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6.3. Dogal Ortamda Yapilan Deneyler

T. turnirae’den proteaz liretiminde daha once yapilan caligmalar, mikroorganizmanin
rod halindeki orijinal morfolojisini, farkli ortamlarda agregasyona ugrayarak kiime haline
degistirdigini gostermektedir (Ahuja, 2000; Ferreira vd., 2001). Bu yeni morfoloji daha fazla
proteaz iiretimine neden olmaktadir. Tiim bu bilgiler, bakterinin kiime halinde tutularak proteaz
enzim iretiminin arttirilabilecegi fikrini vermektedir. Bu nedenle c¢alismanin bu kisminda,
mikroorganizmay1 kiime halinde tutabilecek olan kati-substrat fermantasyonu (KSF) teknikleri
ile proteaz iiretiminin arttiritlmasi hedeflenmistir. Substrat olarak protein igerigi yiiksek olan
misir proteini, soya unu ve kazein kullanilmis ve proses sartlar1 optimize edilmeye ¢alisilmistir.
Ayrica, endiistriyel biyoteknolojinin gelismesi ile tarimsal ve endiistriyel atiklarin kati substrat
fermantasyonunda ucuz substratlar olarak kullaniminin arastirilmasi giderek yayginlagsmaktadir
(Baysal vd., 2003; Pandey vd., 2000; Abate vd., 1999). Bu substratlarin kullanilmasiyla enzim
maliyetinde énemli bir kismi1 olusturan ortam maliyetlerinin azaltilmasi da ¢aligmanin bir diger

amacidir.

6.3.1. Substrat Olarak Misir Proteininin Kullamldig1 Deneyler

6.3.1.1. Ortam Secimi

Misir proteininin substrat olarak kullanildigi deneylerde, ilk olarak musir proteini +
¢esme suyu, misir proteini + saf su ve misir proteini + PB besi ortami (sakkaroz ve NH,Cl
olmadan) olmak tizere ii¢ farkli ortam hazirlanmig ve proteaz enzim {iretimi her bir ortam i¢in
kiyaslanmistir. Misir proteini herhangi bir boyut analizi yapilmadan besi yerinde kullaniimistir.
Sekil 6.22°de her ii¢ ortam i¢in elde edilen sonuglar zamana bagl olarak verilmistir. Maksimum
aktivite, misir proteini + PB ortaminda 3018 U/ml, misir proteini + ¢esme suyu ortaminda 2851
U/ml, misir proteini + saf su ortaminda ise 2340 U/ml olarak 6l¢iilmiistiir. Misir proteini + PB
ortamindaki enzim aktivitesi, misir proteini + ¢esme suyu ortamindaki enzim aktivitesinden
daha yiiksek olmasina ragmen, biiyiik bir fark olmadigi goriilmektedir. Mikroorganizmanin
hayatsal faaliyetleri icin gerekli olan diger minerallerin ¢esme suyu tarafindan karsilandigi ve
maliyet acisindan da daha uygun oldugu diisiiniilerek, caligmanin bundan sonraki kisimlarinda
biyoproses ortami olarak misir proteini + ¢esme suyu kullanilmigtir. Sekilden de goriildiigii gibi,

ortam pH’s1 belli bir degere diisiip sonra yiikselmis ve pH 8-9 araliginda sabit kalmistir.
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Sekil 6.22. Farkli ortam bilesimlerinde enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi ( 5 g/l musir
proteini, Baslangic pH: 7, Inokulum orani: % 10 v/v, Karnistirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C,
A : misir proteini + saf su, A: musir proteini + ¢esme suyu, €: msir proteini + PB besi ortami)

6.3.1.2. Tanecik Boyutunun Etkisi

Elek analizi ile beg farkli boyuta ( 100, 50, 30, 16 ve 8 mesh) ayrilan misir proteininin
biyoproses ortaminda substrat olarak kullanildig1 deneylerde, tanecik boyutunun enzim {iiretimi
iizerine etkisi incelenmis ve deneylerde elde edilen sonuglar Sekil 6.23 *de verilmistir. Sekilden
de goriildiigii gibi en yiikksek enzim aktivitesi 3558 U/ml olarak 30 mesh boyutundaki
taneciklerin kullanildigi ortamda elde edilmistir. Diger tanecik boyutlarinda enzim aktivitesinin
daha diisiik oldugu goriilmektedir. Kii¢iik boyutlu taneciklerin kullanilmasi durumunda, yiizey
alam1  biiyilk olmasma ragmen tanecik icerisindeki porozite kiigliktiir. Dolayisiyla
mikroorganizma gozeneklere girerek substrati etkin bir bigcimde kullanamamaktadir. Cok biiyiik
tanecik boyutunda ise yiizey alan1 kii¢iik ancak porozite biiyiik olacaktir. Bu durumda da aktif
ylizey alaninin kii¢lik olmasi enzim iiretiminde azalmaya sebep olmaktadir (Pandey vd., 2000;

Krishna ve Chandrasekaran, 1996).
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Sekil 6.23. Farkli misir proteini boyutlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi (5 g/l
musir proteini, Baslangic pH: 7, Inokulum orant: % 10 v/v, Karistirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C, #: 8,
<116, A 30, 0:50, @: 100 mesh misir proteini )

6.3.1.3. Misir Proteini Konsantrasyonun Etkisi

Biyoteknolojik proseslerde, iiriin verimi ortamda bulunan substrat miktarindan énemli
derecede etkilenecektir. Mikroorganizmalar mevcut substrati ¢ogalma, iliretim, yasamlarinin
devami gibi bazi gereksinimler i¢in kullanirlar. Ancak ortamda fazla veya az substrat bulunmasi
her zaman igin iiretim mekanizmast ile dogru orantili olarak degismez. Bunu incelemek
amaciyla, bes farklt misir proteini konsantrasyonunda (1, 5, 10, 20, 30 g/l) proteaz iiretimi
gergeklestirilmis ve sonuglar Sekil 6.24’de verilmistir. Maksimum aktivite 1, 5, 10, 20 ve 30 g/
misir proteini konsantrasyonlar1 i¢in sirasiyla 2237, 3558, 2995, 2054 ve 1630 U/ml olarak
Olciilmiistiir. Kat1 substrat fermantasyonunda ortamin nem igerigi kritik 6neme sahiptir. Enzimin

biyosentezi ve salgilanmasi kati haldeki substratin nemle etkilesimiyle iliskilendirilebilir.
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Sekil 6.24. Farkli musir proteini konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla
degisimi (Tanecik boyutu: 30 mesh, Baslangig pH: 7, Inokulum orant: % 10 v/v, Karistirma hizi: 125
rpm, T: 30 °C, ®: 1, A: 5, 0:10, O: 20, ¢: 30 g/l misir proteini )

Yiiksek nem igerigi substratin gozeneklerini tikar, yapigkanlik Ozelligini arttirir, gaz
hacmini azaltir, diflizyonu diisiiriir ve oksijen limitasyonuna sebep olur iken, diisiik nem igerigi

kat1 haldeki nutrientlerin ortama gecebilmesi i¢in yeterli olmayabilir (Ellaiah vd., 2002; Sodhi
vd., 2005).

6.3.1.4. Baslangic pH’sinin EtKkisi

Biyoproseslerde ortam pH’s1 zamanla degisim gostermektedir. Bu degisim baslangi¢
pH degeri ile iligkilidir. Mikroorganizmanin s6z konusu iriin liretim faaliyetlerini optimum
diizeyde gergeklestirebilmesi igin fermantasyon Oncesi belirli bir pH degerine ayarlanmasi
gerekir. Sentetik ortamda (PB ve SM ortami) T. turnirae’den proteaz liretimi igin baglangi¢c pH
degeri 8 olarak ayarlanmisti. Ancak misir proteini ortaminda bunun degisebilecegi
g0z Oniine alinarak, farkli baglangi¢ pH degerlerinde (pH 5, 6, 7, 8, 9, 10) enzim iretimi

gerceklestirilmis ve sonuglar Sekil 6.25.’de verilmistir. Sekilden de goriildiigli gibi, maksimum
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Sekil. 6.25. Farkli baslangic pH degerlerinde enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi (5 g/l
musir proteini, Tanecik boyutu: 30 mesh, Inokulum orani: % 10 v/v, Karistirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C,
Baglangig pH: €:5,A:6,A:7,0:8,<$:9, @:10)
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enzim iretimi pH 7 degerinde gdzlenmistir. Ortam pH’s1 kisa siire sonra tiim deneylerde ayni
noktaya gelirken pH 5 degerinde degismeden ayni seviyede kalmistir.

Sekil 6.25°de baslangic pH’smmin  maksimum enzim aktivitesi {izerine etkisi
goriilmektedir. Notr ve hafif bazik ortamlarda enzim aktivitesi yiiksek, diisilk pH ve ¢ok bazik

ortamlarda aktivite diisiiktiir.
6.3.1.5. Baslangi¢ Inokulum Miktarmin Etkisi

Fermantasyon ortaminda kullanilan mikroorganizma miktari, {iretim prosesini etkileyen
parametrelerden biridir (Gutarra vd., 2007). T. fturnirae’den proteaz lretiminde, inokulum
miktarii incelemek amaciyla fermantasyon ortamina % 1 ve % 20 (v/v) arasinda degisen bes
farklh oranda kiiltiir ekimi yapilmistir. Sonuglar Sekil 6.26.’da goriilmektedir. Diigiik inokulum
miktarinda (%1 (v/v) ), enzim aktivitesi 33. saatten sonra gdzlenebilmistir. Inokulum miktarinin
artmast ile % 10 (v/v) oranina kadar enzim aktivitesi de artmigtir. Maksimum enzim
aktivitesinin inokulum miktar1 ile degisimi Sekil 6.26.’da verilmistir. Sekilden de goriildiigii
gibi maksimum enzim aktivitesi % 10 (v/v) inokulum oraninda elde edilmistir. Literatiirde
Ahuja vd. (2003) tarafindan yapilan, 7. turnirae’den proteaz {iiretimi calismalarinda da

inokulum orani olarak % 10 (v/v) degeri belirlenmistir.
6.3.1.6. Calkalama Hizinin Etkisi

Enzim iiretimi lizerine ortam bilesenlerinin yaninda ortam sartlarimin da etkin oldugu
bilinmektedir. Aerobik ortamda gelisen mikroorganizmalar ihtiya¢ duyduklari oksijeni ancak
optimum sartlardaki karistirma ile temin ederler. Sentetik ortama gore, dogal substratlarin
kullanildig1 ortamlarda oksijen transferinin daha yavas oldugu bilinmektedir. Ozellikle kiigiik
Olgekli erlenmayer deneylerinde iyi bir kiitle transferi i¢in, en iyi karigtirma hizinin belirlenmesi
gerekir. T. turnirae’den proteaz liretimi bes farkli karistirma hizinda gergeklestirilmis ve proteaz
enzim aktivitesinin zamanla degisimi Sekil 6.27.’de verilmistir. Karistirma hiz1 arttikca enzim
aktivitesi de artmakta, ancak 175 ve 125 rpm karigtirma hizinda elde edilen maksimum enzim
aktivitelerinin (sirastyla 3696 ve 3558 U/ml) yakin degerler oldugu goriilmektedir. Daha diisiik
karistirma hizlarinda ise sentetik ortama gore daha viskoz olan dogal ortamda oksijen
transferinin sinirlandigi bu nedenle proteaz iiretiminin diisiik oldugu soylenebilir. Bundan

sonraki deneylere, optimum karistirma hizi olarak 175 rpm segilerek devam edilmistir.
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Sekil 6.26. Farkli baglangi¢ inokulum miktarlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi

(5 g/l musir proteini, Tanecik boyutu: 30 mesh, Baslangi¢ pH: 7, Karigtirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C,
Inokulum oram % v/v: ®: 1, >:2.5, @:5,A: 10, 0:20)
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Sekil 6.27. Farkli calkalama hizlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degigimi (5 g/l misir
proteini, Tanecik boyutu: 30 mesh, Baslangig pH: 7, Inokulum orani: % 10 v/v, T: 30 °C, Calkalama hiz1:
€:75,$:100, O:, 125, A: 175, ®: 250rpm)

6.3.1.7. Sicakhgin Etkisi

Ortam sicakligmin enzim tretimi {izerine etkisinin incelendigi deney sonuglari Sekil
6.28.’de verilmistir. Bu amagla 25, 30 ve 35 °C ortam sicakliginda deneyler yapilmustir.
KHF’ nunda sicaklik kontroliiniin ¢ok 6nemli oldugu ve mikroorganizmanin gelisebilmesinin,
enzim ya da metabolitleri {iretebilmesinin ortam sicakligi ile yakindan iliskili oldugu
belirtilmektedir (Prakasham vd., 2005; Sumantha vd., 2006). Sicakligin arttirilmasiyla enzim
aktivitesi de artmus, 25, 30 ve 35 °C ortam sicakliginda elde edilen maksimum aktiviteler
sirastyla 3270, 3696 ve 3756 U/ml olarak olgiilmistiir. 25 °C ‘de yapilan deneylerde enzim
aktivitesi maksimum degere daha ge¢ ulagmistir. Bundan sonra yapilan deneylerde ortam

sicakligi olarak 35 °C uygulanmigtir.
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Sekil 6.28. Farkli sicakliklarda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi (5 g/l musir proteini,
Tanecik boyutu: 30 mesh, Baglangig pH: 7, inokulum orani: % 10 v/v, Karistirma hizi: 175 rpm #: 25,
$:30, @:35°C)

6.3.1.8. ilave Karbon Kaynag Etkisi

Caligmanin bu kisminda, dogal ortamda misir proteini ile yapilan deneylerde, ortama
karbon kaynagi olarak glikoz ve sakkarozun ilave edilmesinin, enzim iiretimi iizerine etkisi
arastirllmistir. Bu amagla 5 g/l misir proteini igeren fermantasyon ortamina % 1 (w/w) glikoz ve
sakkaroz eklenmistir. Deney sonuglart Sekil 6.29.’da goriildiigii gibidir. Ortama karbon kaynagi
ilave edilmesi, ilave edilmemis duruma gore enzim aktivitesini diislirmiistiir. Sadece muisir
proteini iceren ortamda maksimum enzim aktivitesi 3756 U/ml iken, % 1 (w/w) glikoz ilave
edildigi durumda 2960 U/ml, % 1(w/w) sakkaroz ilave edildigi durumda ise 3410 U/ml olarak
belirlenmistir. Bu durum muisir proteinin, biyoproses ortaminda herhangi bir karbon kaynagi
ilavesine gerek duymadan enzim iretimini gerceklestirdigini, baska bir karbon kaynaginin
ilavesinin inhibisyona sebep oldugunu gdstermektedir. Nandakumar vd.(1999) tarafindan
Aspergillus niger’den o-amilaz iiretiminde, bugday kepeginden olusan ortama glikoz ilave

edilmesi durumunda da benzer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 6.29. Farkli karbon kaynagi ilavesinin enzim aktivitesi ve ortam pH’s1 lizerine etkisi (5 g/l musir
proteini, Tanecik boyutu: 30 mesh, Baslangic pH: 7, inokulum orani: % 10 v/v, Karigtirma hiz1: 175
rpm, T: 35 °C, ®: 5 g/l musir proteini, ®: 5 g/l musir proteini + % 1 (w/w) glikoz, <: 5 g/l musir proteini +
% 1 (w/w) sakkaroz)

6.3.1.9. Biyoreaktorde Kesikli Sistemle Proteaz Uretimi

Caligmanin bu kisminda, dogal ortamda erlenlerde yapilan ve substrat olarak misir
proteinin kullanildigi deneylerden elde edilen optimum sonuglarin 15181nda, biyoreaktorde
kesikli sistemde 6lgek biiyiitmenin etkisi incelenmistir. Bu amagla, pH, sicaklik, karigtirma hizi
ve hava akig hizinin kontrol edilebildigi 800 ml ¢aligma hacmine sahip 1 I’lik laboratuar Slgekli
bir biyorektdr kullanilmistir. Kesikli sistem uygulanarak gerceklestirilen fermantasyonda, misir
proteini ve ¢esme suyu iceren ortamda, karistirma hizi ve havalandirma hizi gibi proses

parametrelerinin 7. turnirae’den proteaz liretimi iizerine etkisi incelenmigtir.
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6.3.1.9.1. Kanistirma Hiz1 Etkisi

Aerobik proseslerde, biyoproses ortamindaki ¢6ziinmiis oksijen derisimi ve oksijenin
aktarim hizi, mikrobiyal biiyiime ve {irlin verimini etkileyen en dnemli parametrelerden biridir.
Karnigtirmali biyoreaktorlerde, karistirma hizi, oksijen aktarimina direkt olarak etki etmektedir.
Daha once erlenlerde musir proteini ile yapilan deneylerde belirlenen optimum sartlarda (5 g/l
musir proteini konsantrasyonu, 30 mesh tanecik boyutu, baslangig pH’s1 7, T=35 °C sicaklik, %
10 as1 orani), karistirma hizinin 7. turnirae’den serin alkali proteaz enzimi iiretimi {lizerine
etkisini incelenmek amaciyla, 400, 500 ve 600 rpm karigtirma hizlarinda fermantasyon
gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 6.30.’da verilmistir. Sekilden de goriildigi gibi
karistirma hizi artikga enzim aktivitesi de artis gostermektedir. Daha diislik karistirma hizlarinda
ise sentetik ortama gore daha viskoz olan dogal ortamda oksijen transferinin sinirlandigi bu
nedenle proteaz iiretiminin diisiik oldugu sdylenebilir. Bu durum erlenlerde yapilan deney
sonuglart ile de benzerlik gostermektedir. Sekil 6.30.’da goriildiigii gibi maksimum enzim
aktivitesi 600 rpm de 3392 U/ml olarak belirlenmistir. Bu aktivite degerinin, misir proteini ile
erlenlerde yapilan deneylerde elde edilen maksimum enzim aktivite degeri olan 3756 U/ml
degerinden daha diisiik oldugu goriilmiis ve dlgek biiylitme sonucunda enzim aktivitesinde az da

olsa bir diisilis oldugu sonucuna varilmistir.
6.3.1.9.2. Hava Giris Hiz1 Etkisi

Dogal ortamda substrat olarak misir proteininin kullanildigi fermantasyon ortaminda
biyoreaktorde kesikli sistemde, T. turnirae’den serin alkali proteaz enzimi iiretimi {izerine hava
giris hizinin etkisini incelenmek amaciyla, 0.4, 0.5 ve 0.6 vvm hava giris hizlarinda deneyler
gergeklestirilmistir. Bir 6nceki ¢calismada optimum karistirma hizi olarak belirlenen 600 rpm ve
optimum biyoproses sartlart kullanilmigtir. Hava giris hiz1 ile enzim aktivitesindeki degisim
Sekil 6.31.’de verilmistir. Enzim aktivitesinin biyoreaktore beslenen hava miktari ile arttigi,
maksimum aktivitenin 0.6 vvm hava giris hizinda 3392 U/ml oldugu goriilmiistiir. Yiiksek hava
giris hizinin enzim aktivitesini arttirmast, 7. furnirae’den serin alkali proteaz iiretiminde yiiksek

oksijen gerekliligini ortaya koymustur.
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Sekil 6.30. Biyoreaktdrde farkli karistirma hizlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’smin zamanla
degisimi (5 g/l misir proteini, Tanecik boyutu: 30 mesh, Baslangig pH: 7, inokulum orant: % 10 v/v, T:
35 °C, Hava giris hizt: 0.6 vvm, Karistirma hizi: 4: 400, <: 500, @: 600 rpm)
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Sekil 6.31. Biyoreaktorde farkli hava giris hizlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla
degisimi (5 g/l misir proteini, Tanecik boyutu: 30 mesh, Baslangi¢ pH: 7, Inokulum orani: % 10 v/v, T:
35 °C, Karistirma hizi: 600 rpm, Hava giris hizi: 4: 0.4, <: 0.5, @: 0.6 vvm)

6.3.2. Substrat Olarak Soya Unu’nun Kullamldig1 Deneyler
6.3.2.1. Ortam Secimi

Dogal ortamda yapilan deneylerin bir diger kisminda, substrat olarak protein igerigi
yiiksek oldugu bilinen soya unu kullanilmistir. Soya unu + ¢esme suyu, soya unu + saf su ve
soya unu + PB besi ortami (sakkaroz ve NH4Cl olmadan) olmak {izere olusturulan ii¢ farkli
ortamda proteaz enzim {iretimi incelenmistir. Her {i¢ ortam i¢in elde edilen sonuclar
Sekil 6.32.’de verilmistir. Maksimum enzim aktivitesi, soya unu + PB ortaminda 4637 U/ml,
soya unu + ¢esme suyu ortaminda 4285 U/ml, soya unu + saf su ortaminda ise 3871 U/ml olarak
Olciilmiistiir. Soya unu + PB ortamindaki enzim aktivitesinin, soya unu + ¢esme suyu
ortamindaki enzim aktivitesinden daha yiiksek oldugu goriilmiis ancak ortam maliyeti agisindan
degerlendirildiginde ve mikroorganizmanin hayatsal faaliyetleri igin gerekli olan diger
mineralleri ¢esme suyundan karsiladigi diisiiniilerek, ¢aligmanin bundan sonraki kisimlarinda

soya unu + ¢esme suyu kullanilmistir.

103



Aktivite (U/ml

5 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

inkiibasyon siresi (saat)

Sekil 6.32. Farkh ortam bilesimlerinde enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi ( 5 g/ soya
unu, Baglangi¢ pH: 7, Inokulum orani: % 10 v/v, Karigtirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C, A: soya unu + PB
besi ortami, <: soya unu + ¢esme suyu, 9: soya unu + saf su)

6.3.2.2. Soya Unu Konsantrasyonun Etkisi

Soya unu konsantrasyonunun (1, 5, 10, 20, 30 g/l) enzim iiretimi iizerine olan etkisinin
incelendigi deney sonuglar1 Sekil 6.33.’de verilmistir. Maksimum enzim aktivitesi 5 g/l soya
unu konsantrasyonunda 4285 U/ml olarak ol¢iilmiistiir. Sekil 6.33.’den de goriildiigii gibi 1, 10,
20 ve 30 g/l soya unu konsantrasyonlarinda maksimum enzim aktivitesi sirasiyla 2841, 3717,
3293 ve 3028 U/ml olarak bulunmustur. Enzim aktiviteleri arasindaki bu fark, diisiik substrat
konsantrasyonunun enzim iiretimi ve mikroorganizma gelisimi icin yetersiz kalmasi, yliksek
substrat konsantrasyonunun ise mikroorganizmanin ihtiya¢ duydugu serbest su miktarini

karsilayamamasi ile agiklanabilir.
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Sekil 6.33. Farkli soya unu konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi
( Baslangic pH: 7, Inokulum orant: % 10 v/v, Karistirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C, ®: 1, A: 5, O: 10,
@:20, <$: 30 g/l soyaunu )

6.3.2.3. Baslangic pH’sinin Etkisi

Proteaz iiretimi {izerine, baslangic pH etkisinin incelendigi deneylerde elde edilen
sonuglar Sekil 6.34.’de verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi maksimum enzim aktivitesi pH 7
degerinde gozlenmistir. Notr ve hafif bazik ortamlarda enzim aktivitesi yiiksek, diisiik pH ve
cok bazik ortamlarda aktivite diisiiktiir. Sekil 6.34.’de ayrica baslangi¢ pH’simnin maksimum

enzim aktivitesine etkisi goriillmektedir.
6.3.2.4. Baslangi¢c inokulum Miktarimn Etkisi

T. turnirae’den proteaz iiretiminde, inokulum miktarinin etkisini incelemek amaciyla
fermantasyon ortamimna % 1 ve % 20 (v/v) arasinda degisen bes farkli oranda kiiltiir ekimi
yapilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 6.35.°de  verilmistir. % 5 (v/v) oranina kadar,
inokulum miktarinin artmasi ile enzim aktivitesinin de arttig1, maksimum enzim aktivitesinin
% 5 inokulum oraninda 4625 U/ml oldugu goézlenmistir. Maksimum enzim aktivitesinin

inokulum miktari ile degisimi de Sekil 6.35.’de verilmistir.

105



5000
4500 -+

Aktivite (U/mi)

0 20 40 60 80 100 120 140 160

inkiibasyon siiresi (saat)

4500

4000 -

3500 -

3000 -

2500

2000 -

Maksimum aktivite (U/mi

1500 -

1000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
Baslangic pH

Sekil 6.34. Farkli baslangic pH degerlerinde enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi (5 g/l
soya unu, Inokulum oran1: % 10 v/v, Karistirma hiz1: 125 rpm, T: 30 °C, Baslangic pH: ®: 5, $: 6, A: 7,
A:8,0:9 @:10)

106



Aktivite (U/ml)

5 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

inkiibasyon siiresi (saat)

5000
4500 -
4000 ~
3500 -
3000 -
2500 +
2000 ~
1500 -
1000 -
500 -

Maksimum aktivite (U/ml

1 25 5 10 20

inokulum orani (% v/v)

Sekil 6.35. Farkli basglangi¢ inokulum miktarlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi
(5 g/l soya unu, Baslangi¢c pH: 7, Karigtirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C, Inokulum orani % v/v: €: 1, -
2.5, A:5,0:10, @:20)
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6.3.2.5. Calkalama Hizimin EtKisi

Substrat olarak soya ununun kullanildig1 deneylerde, karigtirma hizinin enzim iiretimi
iizerine etkisi incelemek amaciyla bes farkli karigtirma hizi denenmistir. Sekil 6.36.’de verilen
sonuclarda da goriildiigii gibi, maksimum enzim iiretimi karigtirma hizinin artmasiyla 125 rpm’e
kadar artmigtir. Daha yiiksek karigtirma hizlarinda ise enzim aktivitesinde diisiis gézlenmistir.
Bu durum, sentetik ortama gore daha viskoz olan dogal ortamda diisiik karistirma hizinin
oksijen transferini smirlamasindan ve kati substrata bagli nutrientlerin ortama yeterince
gecememesinden, yiiksek karistirma hizinin ise fermantasyon ortaminin kararliligini olumsuz

yonde etkilemesinden kaynaklanabilir.
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Sekil 6.36. Farkli ¢alkalama hizlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi (5 g/l soya
unu, Baslangi¢ pH: 7, Inokulum orant: % 5 v/v, T: 30 °C, Calkalama hizi: ®: 75, 0: 100, A: 125, @: 175,
<:250 rpm)
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6.3.2.6. Sicakhigin Etkisi

Fermantasyon ortam sicakliginin enzim iiretimi iizerine etkisini incelemek amaciyla 25,
30 ve 35 °C sicakliginda yapilan deney sonuglart Sekil 6.37.’de verilmistir. Maksimum enzim
aktivitesi 30 °C’de 4625 U/ml olarak olgilmiistiir. 25 ve 35 °C sicakliklarinda enzim
aktivitesinin daha diisiik oldugu ve ortam sicaklifinin enzim {iretimini etkileyen énemli bir

parametre oldugu gozlenmistir.
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Sekil 6.37. Farkh sicakliklarda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi (5 g/l soya unu,
Baglangi¢ pH: 7, Inokulum orani: % 5 v/v, Karistirma hizi: 125 rpm, T: €: 25, A:30, <:35°C)
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6.3.2.7. flave Karbon Kaynag Etkisi

Fermantasyon ortamina farkli karbon kaynagi ilavesinin enzim iiretimi {izerine etkisini
incelemek amaciyla 5 g/l soya unu igeren fermantasyon ortamina % 1 (w/w) glikoz ve sakkaroz
eklenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 6.38.’de verilmistir. Sonuglardan da goriildiigii gibi 5 g/l
soya unu igeren fermantasyon ortamina glikoz ve sakkaroz ilave edilmesi enzim aktivitesinde
diisiise neden olmustur. Sadece soya unu ve ¢esme suyundan olusan ortamda maksimum enzim
aktivitesi 4625 U/ml iken, % 1 (w/w) glikoz ilavesinde bu deger 3536 U/ml, % 1 (w/w)
sakkaroz ilavesinde ise 3993 U/ml olarak 6l¢giilmiistiir. Bu durum soya ununun, 7. turnirae’den
proteaz {iretiminde herhangi bir karbon kaynagi ilavesine ihtiya¢ duymadan enzim {retimini

gercgeklestirdigini ve ilave karbon kaynagmin inhibisyona sebep oldugunu gostermektedir.
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Sekil 6.38. Farkli karbon kaynagi ilavesinin enzim aktivitesi ve ortam pH’s1 iizerine etkisi (5 g/l soya

unu, Baslangi¢ pH: 7, Inokulum orani: % 5 v/v, Karistirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C, #: 5 g/l soya unu +
% 1 (w/w) glikoz, <: 5 g/l soya unu + % 1 (w/w) sakkaroz, @: 5 g/l soya unu)
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6.3.2.9. Biyoreaktorde Kesikli Sistemle Proteaz Uretimi

Dogal ortamda erlenlerde yapilan ve substrat olarak soya ununun kullanildig:
deneylerden elde edilen optimum sonuglar 1s18inda, biyoreaktdrde kesikli sistemde Olcek
biiyilitmenin etkisi incelemek amaciyla, pH, sicaklik, karistirma hizi ve hava akis hizinin kontrol
edilebildigi 800 ml ¢alisma hacmine sahip 1 I’lik laboratuar 6lgekli bir biyorektor kullanilmstir.
Kesikli sistem uygulanarak gerceklestirilen fermantasyonda, soya unu ve ¢esme suyu igeren
ortamda, karigtirma ve havalandirma hizinin 7. furnirae’den proteaz liretimi {lizerine etkisi

incelenmistir.
6.3.2.9.1. Kanistirma Hiz1 Etkisi

Daha o6nce erlenlerde soya unu ile yapilan deneylerde belirlenen optimum sartlar ( 5 g/l
soya unu konsantrasyonu, baslangi¢ pH’s1 7, T=30 °C sicaklik, % 10 as1 orani) kullanilarak,
karistirma hizinin 7. turnirae’den serin alkali proteaz enzimi iiretimi {izerine etkisini
incelenmek amaciyla, 400, 500 ve 600 rpm kanstirma hizlarinda fermantasyon
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 6.39.’da verilmistir. Sekilden de goriildiigli gibi
karistirma hizi artikga enzim aktivitesi de artis gostermektedir. 400 rpm karistirma hizinda
enzim aktivitesinin daha diisiik oldugu go6zlenmis ve diisiik karistirma hizinin oksijen
limitasyonu meydana getirdigi diisliniilmiis ve 7. turnirae’den serin alkali proteaz {iretiminde
yiiksek oksijen gerekliligini ortaya koymustur. Sekil 6.39.’da goriildiigii gibi maksimum enzim
aktivitesi 600 rpm de 4332 U/ml olarak belirlenmistir. Bu aktivite degerinin, soya unu ile
erlenlerde yapilan deneylerde elde edilen maksimum enzim aktivite degeri olan 4625 U/ml
degerine yakin bir deger oldugu goriilmiis ve 6l¢ek biiylitmenin enzim aktivitesi tizerine belirgin

bir etkisinin olmadig1 sonucuna vartlmstir.
6.3.2.9.2. Hava Giris Hiz1 Etkisi

Biyoreaktorde kesikli sistemde, dogal ortamda substrat olarak soya ununun kullanildig:
fermantasyon ortaminda, 7. turnirae’den serin alkali proteaz enzimi iiretimi {izerine hava giris
hizinin etkisini incelenmek amaciyla, 0.4, 0.5 ve 0.6 vvm olan ¢ farkli hava giris hizinda
deneyler gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 6.40.’de verilmistir. Enzim aktivitesinin
biyoreaktore beslenen hava miktar ile arttii, maksimum aktivitenin 0.6 vvm hava girig hizinda
4332 U/ml oldugu goriilmiistiir. Yiiksek hava giris hizinin enzim aktivitesini arttirmasi, 7.

turnirae’den serin alkali proteaz iiretiminde yiiksek oksijen gerektigini gostermistir.
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Sekil 6.39. Biyoreaktorde farkli karigtirma hizlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’simin zamanla
degisimi (5 g/l soya unu, Baglangi¢c pH: 7, Inokulum orant: % 5 v/v, T: 30 °C, Hava giris hizt: 0.6 vvm,
Karigtirma hizi: 4: 400, <: 500, @: 600 rpm)
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Sekil 6.40. Biyoreaktorde farkli hava giris hizlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’simnin zamanla
degisimi (5 g/l soya unu, Baslangi¢ pH: 7, Inokulum orani: % 5 v/v, T: 30 °C, Karistirma hizi: 600 rpm,
Hava giris hizi: ¢: 0.4, $: 0.5, @:0.6 vvm)

6.3.3. Substrat Olarak Kazein’in Kullanildig1 Deneyler

6.3.3.1. Ortam Secimi

Dogal ortamda yapilan deneylerin bir diger asamasinda substrat olarak kazein
kullanilmigtir. Proteaz iiretimi i¢in uygun ortami belirlemek amaciyla kazein + ¢esme suyu,
kazein + saf su, kazein + PB besi ortami (sakkaroz ve NH,4Cl olmadan) olmak {izere ii¢ farkli
ortam hazirlanmistir. Her ii¢ ortam i¢in elde edilen sonuglar Sekil 6.41.’de verilmistir.
Maksimum enzim aktivitesi, kazein + PB ortaminda 6948 U/ml, kazein + ¢esme suyu ortaminda
6477 U/ml, kazein + saf su ortaminda ise 5068 U/ml olarak oOlgiilmiistiir. Kazein + PB
ortamindaki enzim aktivitesinin, kazein + g¢esme suyu ortamindaki enzim aktivitesinden

daha yiiksek oldugu goriilmiis ancak ortam maliyeti agisindan degerlendirilerek ve
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Sekil 6.41. Farkli ortam bilesimlerinde enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi
(20 g/l kazein, Baglangi¢ pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v, Karistirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C, ®: kazein
+ saf su, ©: kazein + ¢esme suyu, ®: kazein + PB besi ortami)

mikroorganizmanin hayatsal faaliyetleri i¢in gerekli olan diger mineralleri ¢esme suyundan
kargiladig1 diislinlilerek, calismanin bundan sonraki kisimlarinda kazein + ¢esme suyu

kullanilmstir.
6.3.3.2. Kazein Konsantrasyonun Etkisi

T. turnirae’den proteaz iiretiminde substrat olarak kazeinin kullanildig1 deneylerde enzim
iiretimi {izerine kazein konsantrasyonunun etkisini incelemek amaciyla 1, 5, 10, 20 ve 30 g/l
kazein konsantrasyonlarinda enzim {iretimi gerceklestirilmis ve sonucglar Sekil 6.42.°de
verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi kazein konsantrasyonu arttikca enzim aktivitesi de
artmis ve en yliksek enzim aktivitesi 10 g/l kazein konsantrasyonunda 7238 U/ml olarak

Olciilmiistiir . Dogal ortamda kullanilan misir proteini ve soya unu sonuglarina gore,
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Sekil 6.42. Farkli kazein konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi
( Baslangi¢ pH: 7, Inokulum orani: % 10 v/v, Karistirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C, ¢: 1, O: 5, A: 10,
®:20, 0:30 g/l kazein )

kazein kullanilan ortamda daha yiiksek enzim aktivitesi gozlenmistir. Daha yiiksek kazein
konsantrasyonlarinda ise enzim aktivitesinde diisiis goriilmiistiir. Bu sonuglara gore,

T. turnirae’den proteaz liretiminde kazeinin uygun bir substrat oldugu sdylenebilir.
6.3.3.3. Baslangic pH’sinin Etkisi

Proteaz iiretimi iizerine fermantasyon ortaminin baslangi¢c pH’siin etkisini incelemek
amaciyla pH 5 ile 10 araliginda degisen alti farkli pH degerinde deneyler yapilmis ve elde
edilen sonuglar Sekil 6.43.’de verilmistir. Maksimum enzim aktivitesi pH 7 degerinde 7617
U/ml olarak ol¢lilmiistiir. pH 5 degerinde enzim aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir.
Ortam pH’s1 kisa siire sonra tiim deneylerde ayni noktaya gelirken pH 5 degerinde degismeden
ayni seviyede kalmistir. Sekil 6.43.’de ayrica, baslangic pH’sinin maksimum enzim aktivitesine
etkisi goriilmektedir. Sonuglarin diger substrat sonuglari ile benzerlik gosterdigi, notr ve hafif
bazik ortamlarda enzim aktivitesinin yliksek, diisiik pH ve c¢ok bazik ortamlarda aktivitenin

diisiik oldugu goriilmektedir.
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Sekil 6.43. Farkli baslangic pH degerlerinde enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi
(10 g/1 kazein, Inokulum orant: % 10 v/v, Karistirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C, pH: €:5,0:6, A: 7, A: 8,
®:9, 0 10)
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6.3.3.4. Baslangi¢ inokulum Miktarin Etkisi

Fermantasyon ortaminda kullanilan mikroorganizma miktari, iiretim prosesini etkileyen
en Oonemli parametrelerden biridir (Elibol vd., 1995). Substrat olarak kazeinin kullanildigi
deneylerde T. turnirae’den proteaz iiretiminde, inokulum miktarinin etkisini incelemek
amaciyla fermantasyon ortamina % 1 ve % 20 arasinda degisen bes farkli oranda kiiltlir ekimi
gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 6.44.’de verilmektedir. % 10 inokulum oranina
kadar, inokulum miktarinin artmasi ile enzim aktivitesinin arttigr, maksimum enzim

aktivitesinin % 10 inokulum oraninda 7617 U/ml oldugu goézlenmistir.
6.3.3.5. Calkalama Hizinin Etkisi

Substrat olarak kazeinin kullanildigi deneylerde calkalama hizinin enzim iiretimi
iizerine etkisini incelemek amaciyla 75, 100, 125, 175 ve 250 rpm hizlarinda g¢alisilmis ve
calkalama hizinin enzim aktivitesi lizerine olan etkisi Sekil 6.45.’de verilmistir. Sekilden de
goriildiigii gibi maksimum enzim aktivitesi 125 rpm hizinda 7617 U/ml olarak bulunmustur.
Bu durum, sentetik ortama goére daha viskoz olan dogal ortamda diisik karistirma hizinin
oksijen transferini smirlamasindan ve kati substrata bagli nutrientlerin ortama yeterince
gegememesinden, yiliksek karigtirma hizinin ise fermantasyon ortaminin kararliligini olumsuz

yonde etkilemesinden kaynaklanabilir.
6.3.3.6. Sicakhigin Etkisi

Ortam sicakliginin enzim {iretimi {lizerine etkisini incelemek amaciyla 25, 30 ve
35 °C’de deneyler yapilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 6.46.” da verilmistir. Maksimum
enzim aktivitesi 30 °C ortam sicakliginda 7617 U/ml olarak gézlenmistir. 25 ve 35 °C ortam
sicakliginda elde edilen maksimum enzim aktivitesi ise sirasiyla 5977 ve 7050 U/ml olarak
Olciilmiistiir. Bu sonuglar 151g1nda, fermantasyon ortam sicakliginin proteaz {iretimini etkileyen

onemli bir parametre oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 6.44. Farkli baslangi¢ inokulum miktarlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi

(10 g/l kazein, Baslangig pH: 7, Karistirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C, Inokulum orani % v/v: ®: 1, $: 2.5,
®:5 4A:10,0:20)
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Sekil 6.45. Farkli calkalama hizlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi
(10 g/l kazein, Baslangic pH: 7, inokulum orani: % 10 v/v, T: 30 °C, Calkalama hiz: <: 75, @: 100,
A:125,0:175, ®: 250 rpm)

6.3.3.7. Qlave Karbon Kaynag Etkisi

Calismanin bu kisminda, sadece kazein ve ¢esme suyundan olusan fermantasyon ortamina
karbon kaynagi olarak glikoz ve sakkarozun ilave edilmesinin, enzim iiretimi iizerine
etkisi arastirllmistir. Bu amagla 10 g/l kazein ve ¢esme suyu igeren fermantasyon ortamina % 1
(w/w) glikoz ve sakkaroz eklenmistir. Elde edilen deney sonuglari Sekil 6.47.’de verilmistir.
Ortama farkli karbon kaynagi ilavesi, enzim aktivitesini disiirmiistiir. Sadece kazein ve ¢esme
suyu igeren ortamda maksimum enzim aktivitesi 7617 U/ml iken, % 1 (w/w) glikoz ilave
edildigi durumda 6658 U/ml, % 1(w/w) sakkaroz ilave edildigi durumda ise 7061 U/ml olarak
belirlenmistir. Bu durum, protein igerigi bakimindan zengin olan kazeinin, 7. turnirae’den
proteaz liretiminde biyoproses ortaminda herhangi bir ilave karbon kaynagina gerek duymadan
enzim Uretimini gergeklestirdigini, ilave karbon kaynaginin inhibisyona sebep oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 6.46. Farkli sicakliklarda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla degisimi (10 g/l kazein,
Bagslangi¢c pH: 7, Inokulum orant: % 10 v/v, Karistirma hizi: 125 rpm, T: #: 25, A:30, $:35°C)
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Sekil 6.47. Farkli karbon kaynagi ilavesinin enzim aktivitesi ve ortam pH’s1 {izerine etkisi (10 g/l kazein,
Baslangig pH: 7, Inokulum orant: % 10 v/v, Karigtirma hizi: 125 rpm, T: 30 °C, #: 10 g/l kazein + % 1
(w/w) glikoz, ¢: 10 g/l kazein + % 1 (w/w) sakkaroz, A: 10 g/l kazein)

6.3.3.9. Biyoreaktorde Kesikli Sistemle Proteaz Uretimi

Dogal substrat olarak kazeinin kullanildig1 deneylerden elde edilen optimum sonuclar
1s1g1nda, 1 I’lik laboratuar 6lgekli biyoreaktorde kesikli sistem uygulanarak, kazein ve ¢gesme
suyu iceren ortamda, 7. turnirae’den proteaz iiretimi {lizerine, karistirma ve havalandirma

hizinin etkisi incelenmistir.
6.3.3.9.1. Karistirma Hiz1 Etkisi

Biyoreaktorde, karigtirma hizinin 7. turnirae’den serin alkali proteaz tretimi iizerine
etkisini incelemek amaciyla, 400, 500 ve 600 rpm karistirma hizlarinda fermantasyon

gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 6.48.’de verilmistir. Sekilden de goriildiigli gibi
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karigtirma hizi artik¢a enzim aktivitesi de artig gostermektedir. Diisiik karigtirma hizinin oksijen
limitasyonu meydana getirdigi diisliniilmiis ve 7. furnirae’den serin alkali proteaz liretiminde
yiiksek oksijen gerekliligini ortaya koymustur. Maksimum enzim aktivitesi 600 rpm de 6571
U/ml olarak belirlenmistir. Bu degerin, kazein ile erlenlerde yapilan deneylerde elde edilen
maksimum enzim aktivitesi 7617 U/ml degerinden daha diisiik oldugu goriilmiis ve olgek

biiylitme sonucunda enzim aktivitesinde bir diisiis oldugu sonucuna varilmustir.
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Sekil 6.48. Biyoreaktorde farkli karistirma hizlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’sinin zamanla
degisimi (10 g/l kazein, Baslangig pH: 7, Inokulum orani: % 10 v/v, T: 30 °C, Hava giris hizi: 0.6 vvm,
Karigtirma hizi: ¢: 400, ¢: 500, A: 600 rpm)
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6.3.2.9.2. Hava Giris Hiz1 Etkisi

Kesikli biyoreaktdr sisteminde, enzim iiretimi {izerine hava giris hizinin etkisini
incelenmek amaciyla, 0.4, 0.5 ve 0.6 vvm olan ii¢ farkli hava giris hizinda deneyler
gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 6.49.°da verilmistir. Enzim aktivitesinin
biyoreaktore beslenen hava miktari ile arttigi, maksimum enzim aktivitesinin 0.6 vvm hava giris
hizinda 6571 U/ml oldugu goriilmistiir. Yiiksek hava giris hizinin enzim aktivitesini arttirmasi,

T. turnirae’den serin alkali proteaz liretiminde yiiksek oksijen gerekliligini gostermektedir.
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Sekil 6.49. Biyoreaktorde farkli hava giris hizlarinda enzim aktivitesi ve ortam pH’simnin zamanla
degisimi (10 g/l kazein, Baslangi¢ pH: 7, Inokulum orant: % 10 v/v, T: 30 °C, Karistirma hizi: 600 rpm,
Hava girig hizi: @: 400, <: 500, A: 0.6 vvm)
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7. BIYOPROSESIN MATEMATIKSEL MODELLENMESI
7.1. Genetik Algoritma

Modern bilimde veri kiimeleri arasindaki iliskileri, tecriibelerden de faydalanarak
belirlemek, iizerinde ¢okca calisilan ve arastirilan bir taslaktir. Giinlimiizdeki arastirma konulari
ve problemleri eskiye nazaran ¢ok daha karisiktir. Bu karisiklik problemi etkileyen parametre
sayisinin  fazlaligindan ve problemin ¢o6ziim kiimesinin boyutunun biiyiimesinden
kaynaklanmaktadir. Bundan dolay1 eldeki verilerin analizi ve sonucu bu verilerden kestirme
yontemlerinin 6nemi, arastirmacilar igin gittikce artmaktadir. Faydali iyi bir veri analiz yontemi
su kriterlere gére degerlendirilebilir. Iyi tahmin veya sonucu kestirmeye yonelik olmali,
sistemin i¢indeki her bir mekanizmanin analiz edilebilmesi ve sonuglarin miimkiin olabilecek
¢ozlim uzay kiimesinde olmasidir.

Gecmiste arastirmacilar tarafindan calisilan, parametreler arasindaki iligkiler, genelde
deneme yoluyla, zor olan o6rneklerde karmasik veya sabit olmayan iligkiler i¢in yapilmis; fakat
parametre sayisi artinca ¢oziimsiizlik veya elde edilen ¢oziimii degerlendirememe problemini
getirmistir. Istatistiksel yOntemler, arastirmacilara iliskileri bulmada faydali olan ilk
araglardandir. Istatistiksel yontemlerde: (1) verinin normal toplandigi, (2) verinin esitlik
iligskisinin belirli bir formda olmas1 (6r: lineer, quadratic, veya polinomsal), (3) degiskenlerin
bagimsiz olmasi1 gerekir. Eger problem bu kriterleri saglarsa, istatistiksel yontem iligkileri
bulmada faydali olabilir. Oysa gergek hayatta problemler bu kriterleri nadiren saglarlar.

Modern sonu¢ kestirme veya sonuc¢ gelistirme algoritmalart bu kriterlerle
siirlandirilamazlar. Neural network (Yapay sinir aglar1) veya Artificial intelligence (Yapay
zeka) teknikleri karmasik iligkileri kapsamayabilir; fakat mekanizmanin 6nemli iligkilerini
tanimlayabilen giiglii tahmin modelleridir. Buna ragmen, diger bir teknik Genetik Algoritma
(GA) ve Genetik Programlama teknikleri cok daha giicliidiirler ve karisik ¢6ziim uzaymi daha
da genis bulabilirler. Bagimsiz olan veri ve parametreler ile mekanizmanin iligkilerini bulmada
basarili 6rnekleri vardir.

Genetik Algoritma, biyolojik bir sistemin, cevresine adaptasyonunda kullandigi
metodun Orneklendirilmesidir. Bilgisayarda, bu tlir ¢ok parametreli optimum bulma
problemlerine ¢6ziim modeli olarak alinabilir.

Dogal adaptasyondan esinlenen GA’ nin basit olarak iskeleti:
a) Bireyin bulundugu ortamda hayatta kalmak i¢in, kendi kendisini degistirerek ortama uygun

hale gelmesi,
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b) Bu adaptasyon boyunca, yeni diretilecek nesillere, bu 6zellikler ile birlikte miimkiin
olabilecek daha ¢ok degisim aktarilarak, bireylerin daha ¢ok uyumlu hale getirilmesi olarak
Ozetlenebilir.

Genetik algoritma, tam olarak rasgele arama teknigidir. Ilk defa Michigan Universitesi’
nde John Holland tarafindan gelistirilmigtir. Arastirmalarini, arama ve optimumu bulma igin,
dogal secme ve genetik evrimden yola cikarak yapmustir. Islem boyunca, biyolojik sistemde
bireyin bulundugu ¢evreye uyum saglayip daha uygun hale gelmesi 6rmek alinarak, optimum
bulma problemlerinde, bilgisayar yazilim1 modellenmistir.

Miihendislik, bilim, ekonomi, finansman v.s. deki problemleri ¢ézmede kullanilan
arama teknikleri, hesap-temelli ve dogrudan arama teknikleri olarak siniflandirilabilir. Eger
problemler sayisal veya analitik olarak iyi tanimlanabiliyorsa veya ¢oziim uzayi kiigiik ve tek
ise, hesap temelli arama teknigi daha iyi ¢alisir. Buna ragmen hesap-temelli teknik miithendislik
optimizasyonlarin da gittikge artan optimum bulma fonksiyonlarinda oldukga zayif kalir. Sadece
fonksiyon bilgisi gerekli olan Dogrudan arama teknigi, hesap-temelli teknikten daha kisa siirede
igler ve daha etkilidir. Dogrudan arama tekniginin esas problemi, ulasilabilen bilgisayar zamani

ile optimal ¢6ziimiin kesinligi arasindaki bagintidir (Goldberg, 1989).

GA, arama problemlerinde oldukca etkilidir, ¢6ziim kiimesinden optimum veya
optimuma yakin ¢6ziimleri bulabilir. GA, adim-adim ¢6ziim topluluguna genetik operatorler
uygular, uygun topluluktan arama yoluyla yeni nesiller iireterek en iyi ¢oziimlere ulasmasini
saglar. GA’ lar gecmis yillarda, robot optimum bulma problemlerin gesitliligi ve ¢oziim
kiimesinin dogrudan bulunamadigi problemlerde ve degisik alanlarda karsilagilan benzer
problemlerden dolay1 miihendislikte popiilarite kazanmustir. ilk olarak Hollanda’ da makine
Ogrenme sistemlerine yardimei olarak kullanilmis daha sonra De Jong Goldberg ve digerleri
tarafindan analiz edilmistir. Goldberg, GA’nin ¢ok sayida kollara ayrilmis gaz borularinda, gaz
akisin1 diizenlemek ve kontrol etmek i¢in uygulamasimi tanimlamistir. Ayrica kendisinin
kullandig1 makine 6grenmesi, nesne tanima, goriintli isleme ve islemsel arama gibi alanlarda

kullanildigin1 vurgulamustir.

Genetik algoritma normal arama isleminden 4 yonden farklidir.
1) GA parametrelerin kendisiyle degil, olusturulabilir bir koduyla ¢alisir.
2) GA ¢6ziim kiimesine dogrudan tek nokta ile degil, noktalar topluluguyla yaklasir.
3) GA sadece fonksiyon bilgisini kullanir. Matematik bilgisine ihtiya¢ duymaz.
4) GA deterministik bir alanda randomize edilmis operatorler kullanir. Determinizm

kurallarini degil ihtimal kurallarini kullanir.
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GA, sonlu uzunlukta tanimlanan bit katar1 gibi bir kod nesnenin fonksiyonunun
parametrelerini ihtimal kurallar kiimesini kullanarak isletir. GA kordiir, problem hakkinda
uygunluk fonksiyonundan bagka hi¢ bir sey bilmez. Yeni nesil olusturmay1 ve bireysel katarlar
toplulugunu test etmeyi adim-adim isletir. Topluluktaki bireylerin uygunluk degerlerini
yiikseltmeye caligirlar. Basit bir genetik algoritma, tekrar iiretme, ¢aprazlama ve mutasyon

operatdrlerine sahiptir.
7.1.2. Genetik Algoritmanin Tarihcesi

Michigan Universitesinde psikoloji ve bilgisayar bilimi uzmani olan John Holland bu
konuda ilk ¢aligmalar1 yapan kisidir. Mekanik 6grenme ( machine learning ) konusunda c¢aligan
Holland, Darwin’in evrim kuraminda etkilenerek canlilarda yasanan genetik siireci bilgisayar
ortaminda gergeklestirmeyi diisiindii. Tek bir mekanik yapmin 6grenme yetenegini gelistirmek
yerine boyle yapilarda olusan bir toplulugun g¢ogalma, ciftlesme, mutasyon, vb. genetik
siireglerden gegerek basarili (6grenebilen) yeni bireyler olusturabildigini gordii. Arastirmalarini,
arama ve optimumu bulma i¢in, dogal segme ve genetik evrimden yola ¢ikarak yapmustir. Islem
boyunca, biyolojik sistemde bireyin bulundugu ¢evreye uyum saglayip daha uygun hale gelmesi

ornek almarak, optimum bulma problemlerinde, bilgisayar yazilimi modellenmistir.

7.1.3. Genetik Algoritmanin Tanimi

Genetik algoritma, dogadaki evrim mekanizmasini 6rnek alan bir arama metodudur ve bir
veri grubundan 6zel bir veriyi bulmak icin kullanilir. Genetik algoritmalar 1970’lerin basinda
John Holland tarafindan ortaya atilmistir. Genetik Algoritmalar, Evrimsel Genetik ve Darwin’in

dogal seleksiyonuna benzerlik kurularak gelistirilmis ihtimali bir arama metodudur.

Genetik algoritmalar dogada gecerli olan en iyinin yasamasi kuralina dayanarak siirekli
iyilesen ¢Oziimler iiretir. Bunun igin “iyi”nin ne oldugunu belirleyen bir uygunluk (fitness)
fonksiyonu ve yeni ¢ozlimler iiretmek icin yeniden kopyalama (recombination), degistirme
(mutation) gibi operatorleri kullanir. Genetik algoritmalarin bir diger 6nemli 6zelligi de bir
grup ¢oziimle ugrasmasidir. Bu sayede ¢ok sayida ¢oziimiin iginden iyileri secilip kotiileri
elenebilir. Genetik algoritmalar1 diger algoritmalardan ayiran en 6nemli 6zelliklerden biri de
segmedir. Genetik algoritmalarda ¢oziimiin uygunlugu onun se¢ilme sansini arttirir ancak bunu
garanti etmez. Se¢im de ilk grubun olusturulmas: gibi rasgeledir ancak bu rasgele secimde

sec¢ilme olasiliklarini ¢éziimlerin uygunlugu belirler.
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Genetik Algoritmalar1 (GA) diger metotlardan ayiran noktalar su sekilde siralanabilir:

e GA , sadece bir arama noktasi degil , bir grup arama noktas: (adaylar ) iizerinde
caligir. Yani arama uzayinda , yerel degil global arama yaparak sonuca ulagmaya
caligir. Bir tek yerden degil bir grup ¢6ziim i¢cinden arama yapar.

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

e Bireyleri secme ve birlestirme asamalarinda deterministik kurallar degil “ olasilik
kurallar1” kullanir.

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

o Genetik algoritma ne yaptigi konusunda bilgi igermez, nasil yaptigimi bilir. Bu
nedenle kor bir arama metotudur.

e Olasilik kurallarma gore galisirlar. Programin ne kadar iyi ¢alistigi 6nceden kesin

olarak belirlenemez. Ama olasiklikla hesaplanabilir.

Genetik Algoritmalar, yeni bir nesil olusturabilmek i¢in 3 agsamadan geger :
1. Eski nesildeki her bir bireyin uygunluk degerini hesaplama.
2. Bireyleri, uygunluk degerini goz Oniine alarak (uygunluk fonksiyonu )
secme.
3. Segcilen bireyleri, caprazlama (crossover), mutasyon (mutation) gibi genetik
operatorler kullanarak uyusturma.
Algoritmik bakis agisindan bu asamalar, mevcut ¢oziimleri lokal olarak degistirip
birlestirmek olarak goriilebilir.
Genetik Algoritmalar; baslangicta bilinmeyen bir arama uzayindan topladigi bilgileri

y1g81p, daha sonraki aramalar1 alt arama uzaylarina yonlendirmek i¢in kullanilir.

7.1.4. Genetik Algoritma Siirecinde Kullanilan islemler

7.1.4.1. Kodlama yontemleri

Kodlama plani Genetik algoritmanin 6nemli bir kismimi teskil eder. Ciinkii bu plan
bilginin cercevesini siddetle smirlayabilir. Oyle ki probleme 6zgii bilginin bir kromozomsal
gosterimiyle temsili saglanir. Kromozom genellikle, problemdeki degiskenlerin belli bir diizende
siralanmasidir. Kromozomu olusturmak i¢in siralanmis her bir degiskene “gen” ad1 verilir. Buna

gore bir gen kendi basina anlamli genetik bilgiyi tasiyan en kiigiik genetik yapidir. Mesela; 101
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bit dizisi bir noktanin x-koordinatinin ikilik diizende kodlandig1 gen olabilir. Ayn1 sekilde bir
kromozom ise bir ya da daha fazla genin bir araya gelmesiyle olusan ve problemin ¢6ziimii i¢in
gerekli tiim bilgiyi iizerinde tasiyan genetik yap1 olarak tanimlanabilir. Ornek vermek gerekirse;
100011101111 x1, y1, x2, y2 koordinatlarindan olusan iki noktanin konumu hakkinda bize
bilgi verecektir.

GA’ y1 bir probleme uygulamadan 6nce, verinin nasil kodlanacagi ve miimkiin olabilen
¢Oziimler kiimesinden Ornek ¢éziimlerin bilinmesi gerekir. Genel olarak en yaygin kodlama
uzunlugu belirlenmis bit katar1 seklindedir. Klasik GA’ da, topluluktaki her bir birey,
problemdeki parametreler kiimesinin kodlandigi belirli uzunlukta ikili (binary) katardan olusur.

Bu kodlanan katar tekrar kod ¢oziilerek parametrelerin ondalik degerini verebilir.

O |1 |1 (0O |L |10 |1 |1 |0 |1 {0 |11 |0 < birey

A=6 B=54 C=22 Bunlar problemin {i¢ ayr1 parametreleridir.

Sekil 7.1. 15 bit uzunlugunda bir bireyin hazirlanisi

Baslangic toplulugu, rasgele veya kestirme ile genellestirilmis potansiyel ¢oziimler
kiimesidir. Rasgele olarak segilen ilk topluluk, ¢oziimler hakkinda hi¢ bilgi yoksa kullanilir.
Ikinci yontemde yaklasima bilinen bir ¢6ziim kiimesinden baglanilir. Buda iyi ¢dziime ulasmayt,
daha kisa siirede imkan saglayacaktir. Fakat genelde ¢6ziim toplulugu program icinde birey

olusturma islemi kullanilarak rasgele yapilir.
7.1.4.2. Uygunluk teknikleri

Baslangi¢ toplulugu bir kez olusturulduktan sonra evrim baslar. Genetik algoritma
bireylerin uygunluk ve iyiliklerine gore ayrilip fark edilmesine gerek duyar. Uygunluk,
topluluktaki bir kisim bireyin problemi nasil ¢dzecegi i¢in iyi bir Olgiidiir. O problem
parametrelerini kodlamayla 6l¢iilir ve uygunluk fonksiyonuna giris olarak kullanilir. Yiiksek
ihtimalle uygun olan bu iiyeler tekrar lireme, ¢aprazlama ve mutasyon operatdrleriyle secilirler.

Bazi problemler igin bireyin uygunlugu, bireyden elde edilen sonug ile tahmin edilen

sonu¢ arasindaki hatadan bulunabilir. Daha iyi bireylerde bu hata sifira yakin olur. Bu hata
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genellikle, girisin tekrar sunulacak kombinezonlarimin ortalamasi veya toplamiyla hesaplanir
(degerler degiskenlerden bagimsizdir). Beklenen ve iiretilen deger arasindaki korelasyon etkeni,
uygunluk degerini hesaplamak i¢in kullanilabilir.(Koza 1994).

Objektif fonksiyonu (Degerlendirme fonksiyonu) her bir kromozomun durumunu
degerlendirmek i¢in mekanizmay1 saglayan ana bir kaynaktir. Bu GA ve sistem arasinda énemli
bir baglantidir. Fonksiyon giris olarak kodu ¢oziilmiis sekilde kromozom (Phenotype) alir, ve
kromozomun performansina bir 6l¢ii olarak bir objektif deger iiretir. Bu diger kromozomlar i¢in
de yapildiktan sonra bu degerler kullanilarak, uygun degerler uygunluk fonksiyonuyla
hesaplanip belli bir diizende planlanir. Bu planlamay1 saglayan ve uygunluk teknikleri olarak

bilinen bir¢cok yontem vardir. Cogu ortak kullanilan bu yontemler sunlardir:

7.1.4.3. Tekrar Uretme

Yeniden iiretme operatoril, hazir topluluktan uygun olan bireylerin segilmesi ve bunlarin
sonraki topluluga kopyalanarak hayatta kalmalariyla ilgilidir. Se¢im modeli, tabiatin hayatta
kalabilmek i¢in uygunluk mekanizmasi modelidir. Yeniden liretme isleminde, bireyler onlarin
uygunluk fonksiyonlara gore kopya edilirler. Uygunluk fonksiyonu, miimkiin oldugu kadar
yiikseltilmesi gereken bazi1 faydali ve iyi Olgiilerdir. Topluluk uzayindaki her bir bireyin
uygunluklar1 baz alinarak ne kadar sayida kopyasinin olacagina karar verilir. En iyi bireylerden
daha fazla kopya alinir, en koti bireylerden kopya alinmaz. Bu hayatta kalmak i¢in uygunluk
stratejisinin GA ya sagladig1 avantajdir.

GA tarafindan {iretilen dollerin sayisini belirlemede birka¢ yol vardir. Birbirine yakin
parametrelerden kacinmak icin uygun bir secim metodu kullanilmalidir. Tekrar {iretme
baglangicinda basit bir yontem “roulette wheel selection” (rulet tekerlegiyle se¢im)’e gore
bireylerin uygunluk degerlerini bir rulet tekerleginde hazirlar. Rasgele tekerlegin
dondiiriilmesinden sonra, bireyin bir sonraki nesil i¢in secilmesi, tekerlek {izerinde kapladigi
alanla dogrudan baglantilidir. Bu yontem diisiik uygunluga sahip bireylere de secilme hakk1
Verir.

N

Psegilen=Fi/ > Fi (7.1.)

i=1

Fi: i. Eleman i¢in uygunluk degeri

N: Birey sayist
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7.1.4.4. Caprazlama

Caprazlama iki kromozomun bir araya gelerek genetik bilgi degisimi yapmasidir.
Bunun yaninda iki ebeveynden yeni kromozomlar iireten genetik algoritmalarin temel bir
0zelligidir. Caprazlama, bir 6nceki nesilde bireylerin uygunluklarina gore secilip, gen havuzuna
kopyalanmalarindan sonra olmaktadir.

Biyolojik kromozomlar iizerinde yapilan ¢aprazlamada amag¢ daha iyi, daha dayanikli
birey olusturup ait oldugu bireyler toplulugunun neslini disaridan etkiyle daha miikemmel hale
getirmektir. Bu islem yapilirken her zaman sonuglar énceden tahmin edilemez. Bu yiizden
geligigiizel yapilan degisikliklerde sonucun miikemmellige dogru gitmesi i¢in belirli kriterler
bulmak igin calisilir. Kromozomlardaki genlerin yapisi ve etkileri arastirilarak, bu genlere
yapilan miidahalelerle bireye bazi iyi Ozellikler kazandirilabilir. Tablo 7.1.°de biyolojik

caprazlamaya bir 6rnek verilmistir.

Tablo 7.1. Biyolojik Caprazlama Ornegi

1.ebeveyn AA BB 2. ebeveyn aa bb

1. dol AABB 2. Dol aabb

Benzer sekilde GA, ¢aprazlama islemini uygunluk degerlerine gore secilmis iki ebeveyn
bireyden, iyi 6zellikte yeni bireyler elde etmek i¢in kullanir. Caprazlama rasgele secilmis iki
cift katarin igindeki alt kiime bilgilerin degistirilmesi islemdir. Kendi igindeki bilgilerini 1.
pozisyondan itibaren, katarin uzunlugunun bir eksik pozisyonuna kadar, aradaki bilgi kismen
karsilikl bireyler arasinda yer degistirilir.

Eger iki bireyin problemin ¢éziimiinde bazi etkileri var ise onlarin bir parcalari faydali,
iyl veya uygun nitelenebilecek bilgi tasimaktadir. Caprazlama belki problemin ¢6ziimiinde, bu
faydal1 bilgileri birlestirerek, daha ¢ok etkili yeni bireyler iiretecektir. Tablo 7.2.’de ikili kodda

verilmis bir katarda, 6rnek 2 bitlik bir ¢aprazlama islemi verilmistir.
Tablo7.2. iki Bitlik Caprazlama Ornegi

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

Tek noktali caprazlama Sekil 7.2.°de, ii¢ noktali caprazlama Sekil 7.3.’de gosterilmistir.
Buna gore her iki bireyde bir ¢aprazlama noktasi secilir ve {igiincii adim olarak bu noktadan

sonraki kisimlar karsilikli yer degisir.
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Caprazlama noktasi

L | I I

| | I
Ebeveynler Yeni nesil

Sekil 7.2. Tek Noktali Caprazlama

Caprazlama noktalan

. | O —

| | - ]
Ebeveynler Yeni negil

Sekil 7.3. Ug Noktali Caprazlama

Cogu genetik algoritma uzmanlart ¢aprazlama isleminin GA’y1 diger biitiin

optimizasyon algoritmalarindan ayiran belirleyici bir faktdr olarak géz oniine alir.

7.1.4.5. Mutasyon

GA’ nin ikinci mekanizmasi olan mutasyon, katardaki rasgele bir bit bilginin
alternatifinin alinmasiyla ilgilidir. Mutasyon aramada kisir dongiiye girilmemesini saglamak,
toplulukta ¢6ziim olmayan birbirine benzer bireylerden kurtulmak ve yeni alt optimal ¢dziimler
bulunmasmi saglamak icin kullanilir. Ikili kodda bu iliski 0’ n 1’ ¢ ve 1’ in 0’ a
degistirilmesidir. Sekil 7.4.°de bit katarinda hazirlanmig bir mutasyon operatdriini

gostermektedir.
Eski Fromozom " (0) 090000

Teni Kromozom 0 (D) 000090 (0)

Sekil 7.4. Eski kromozomun 4. Bitine Uygulanan Bit Mutasyonu.
Burada mutasyona ugratilacak kromozomun biti 1 ise 0’a, 0 ise 1’e set edilir.

7.1.4.6. Yerine Ge¢me Yontemleri

Alt populasyon olusturulduktan sonra eski generasyonun yerini almasi i¢in iki tipik

yontem Onerilir.
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Bunlardan biri, Generasyonal Yerine Ge¢me’dir. Bu yonteme gore boyutu n bir alt
populasyon tiim kromozomlariyla yeni generasyonu olusturur. Yani bir alt populasyon hig
degisiklige ugramadan bir sonraki neslin baslangi¢ populasyonunu olusturur. Bunun yaninda
populasyonun en iyi iiyesi bir sonraki generasyonda yeni nesli {iretmede basarisiz olabilir.

Digeri ise, Sabit Durumlu Cogalma’dir. Bu yontemde ise alt populasyon
olusturulduktan sonra; uygunluklari hesaplanarak, en kotli kromozomlar yerlerini baslangig
populasyondaki en iyi kromozomlara terk eder. Bunun diger adi Elitist segmedir. Bu yontemle
populasyonun uygunlugu siiper kromozomlar sayesinde artar ve algoritmanin performansi

gelisir.
7.1.5. Genetik Algoritmalarin Calisma Prensibi

Genetik algoritmanin ¢aligma adimlarini sdyle 6zetleyebiliriz;

Adim 1 Olas1 ¢oziimlerin kodlandigi bir ¢éziim grubu olusturulur (¢6ziim grubu, biyolojideki

benzerligi nedeniyle, toplum (population), ¢oziimlerin kodlar1 (string) da kromozom

olarak adlandirilir).

Adim 2 Her kromozomun ne kadar iyi oldugu bulunur (fitness function).

Adim 3 Bu kromozomlar eslenerek (mating), yeniden kopyalama (recombination) ve degistirme

(crossover) operatorleri uygulanir. Bu sayede yeni bir toplum olusturulur.

Adim 4 Yeni kromozomlara yer agmak i¢in eski kromozomlar ortadan kaldirilir.
Adim 5 Tiim kromozomlarin uygunluklar tekrar hesaplanir.

Adim 6 Eger jenerasyon siiresi dolmamigsa 3. adima gidilir.

Adim 7 O ana kadar bulunmus en iyi kromozom sonugtur.

Ayrica GA’nin akis diyagrami Sekil 7.5°de verilmistir.

7.1.6. Uygulama Alanlar:

Genetik algoritmalarin en uygun oldugu problemler geleneksel yontemler ile ¢oziimii
miimkiin olamayan ya da ¢6zlim siiresi problemin biiyiikliigii ile {istel orantili olarak artanlardir.

Bugiine kadar GA ile ¢oziimiine ¢alisilan konulardan bazilari sunlardir:

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

e  Otomatik Programlama (automatic programming): GA, bilgisayar programlari yardimiyla

network siralamasinda (sorting), sinav/ders programi hazirlanmasinda kullanilir.
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Baslangic populasyon sayis1 belirle

A4

Basglangi¢c populasyonu rastgele iiret

4

Hata \ E

> kontroh'i/>—> Sonucu yaz

H

Jenerasyondaki kromozomlarm uygunlugunun hesabi

A 4

Uygunlugunun oranina gdre yeniden tiretim

Cross-over isleminin uygulanmasi

A 4

Mutasyonun uygulanmasi

A 4

Yeni jenerasyon

Sekil 7.5. Genetik Algoritmanin Akis Diyagrami

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

o FEkonomi (economics): GA, ekonomik modellerin gelistirilmesinde ve islemesinde
kullanilir. Mesela seralarda salatalik yetistirilmesinde iklim kontroliinii yapabilmek ve

optimal sicakligin nasil yayilmasini belirlemek i¢cin GA yontemi kullanilmistir. Yontem
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optimal kontrol teorisinde kullanilan dinamik optimumlastirmaya bir alternatif olarak ele
almmustir

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

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

o FEvrim ve odgrenme (evolution and learning): GA, fertlerin 6grenmesini ve tiirlerin
evrilmesinde kullanilir.

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

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

yapisindaki degisiklikler tanimlanir ve bunlarin ¢iktilar1 miizikal 6rnekler olarak alinir.

7.2. Yapay Sinir Aglar

Son yillarda, insan beyninin galisma prensibini yapay olarak modellemeyi amaglayan
Yapay Sinir Aglar1 (YSA); nesne/0riintii tanima, sinyal isleme, ariza analizi ve tespiti, sistem
tanilama (modelleme) ve denetimi gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaya baslanmig
ve kullanildig1 alanlardaki problemlerin ¢éziimiine yeni yaklasimlar getirmistir. Genel olarak bir
YSA, tek katmanli ya da ¢ok katmanli olarak diizenlenebilen ve paralel olarak ¢alisan ¢ok
sayida dogrusal olmayan yapay hiicreden (islem elemani) meydana gelen bir sistem ya da
matematiksel model olarak tanimlanir. Hiicreler arasindaki agirliklar, arzu edilen tasarim
amaclarmi saglayacak sekilde cesitli 6grenme kurallar1 ile ayarlanmir. Bu yapisi1 ile YSA,
Ogrenme siirecinde bilgiyi toplayan ve agirliklar1 yardimiyla bu bilgiyi saklayan paralel bir
islemcidir. Bugiin, ¢esitli YSA yapilar1 ve 6grenme algoritmalar1 gelistirilmistir. Herhangi bir

uygulama i¢in uygun YSA yapisin1 ve 6grenme algoritmasini segmek yada gelistirmek gerekir.

7.2.1. Biyolojik Sinir Sistemi

Biyolojik sinir sistemi, merkezinde siirekli olarak bilgiyi alan, yorumlayan ve uygun bir
karar tireten beynin (merkezi sinir ag1 ) bulundugu 3 katmanli bir sistem olarak agiklanir. Alict
sinirler (receptor) organizma igerisinden ya da dis ortamlardan algiladiklar1 uyarilari, beyine
bilgi ileten elektriksel sinyallere doniistiiriir. Tepki sinirleri (effector) ise, beyinin {irettigi
elektriksel darbeleri organizma ¢iktisi olarak uygun tepkilere doniistiiriir. Sekil 7.7 de bir sinir

sisteminin blok gosterimi verilmistir.
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Al Merkezi Tenk

1C1 = o . - =

Sinirler S — Slnlr Agl S — SII’elfrlérl

Uyarilar (Beyln) Tepkiler

Sekil 7.7. Biyolojik sinir sisteminin blok gosterimi.

Merkezi sinir aginda bilgiler, alict ve tepki sinirleri arasinda ileri ve geri besleme
yoniinde degerlendirilerek uygun tepkiler iiretilir. Bu yoniiyle biyolojik sinir sistemi, kapali
¢evrim denetim sisteminin karakteristiklerini tasir. Merkezi sinir sisteminin temel iglem
elemani, sinir hiicresi (ndron) dir ve insan beyninde yaklagik 10 milyar sinir hiicresi oldugu
tahmin edilmektedir. Sinir hiicresi; hiicre govdesi, dendriteler ve axonlar olmak iizere 3
bilesenden meydana gelir. Dendriteler, diger hiicrelerden aldig: bilgileri hiicre goévdesine bir
agac yapisi seklinde ince yollarla iletir. Axonlar ise elektriksel darbeler seklindeki bilgiyi
hiicreden disar1 tagiyan daha uzun bir yoldur. Axonlarin bitimi, ince yollara ayrilabilir ve bu
yollar, diger hiicreler i¢in dendriteleri olusturur. Sekil 7.8.’de goriildiigii gibi axon-dendrite

baglant1 eleman1 synapse olarak soylenir.

A " Diger hiicrelerden
"/  gelen dentriteler

Dentriteler

Synapse

Sekil 7.8. Biyolojik Sinir Hiicresi ve Bilesenleri.
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Synapse gelen ve dendriteler tarafindan alinan bilgiler genellikle elektriksel darbelerdir
ancak, synapsedeki kimyasal ileticilerden etkilenir. Belirli bir siirede bir hiicreye gelen girislerin
degeri, belirli bir esik degerine ulagtiginda hiicre bir tepki iretir. Hiicrenin tepkisini artirici
yondeki girisler uyarici, azaltict yondeki girisler ise onleyici girisler olarak soylenir ve bu etkiyi
synapse belirler.

Insan beyninin 10 milyar sinir hiicresinden ve 60 trilyon synapse baglantisindan
olustugu diisiiniiliirse son derece karmasik ve etkin bir yap1 oldugu anlasilir. Diger taraftan bir
sinir hiicresinin tepki hizi, giinlimiiz bilgisayarlarina gore oldukga yavas olmakla birlikte
duyusal bilgileri son derecede hizli degerlendirebilmektedir. Bu nedenle insan beyni; 6grenme,
birlestirme, uyarlama ve genellestirme yetenegi nedeniyle son derece karmasik, dogrusal

olmayan ve paralel dagilmis bir bilgi isleme sistemi olarak tanimlanabilir.
7.2.2. Yapay Sinir Ag1 ( YSA)

Beynin istiin ozellikleri, bilim adamlarimi {izerinde c¢alismaya zorlamig ve beynin
norofiziksel yapisindan esinlenerek matematiksel modeli ¢ikarilmaya ¢alisilmistir. Beynin biitiin
davraniglarim1  tam olarak modelleyebilmek icin fiziksel bilesenlerinin dogru olarak
modellenmesi gerektigi diislincesi ile cesitli yapay hiicre ve ag modelleri gelistirilmistir.
Boylece Yapay Sinir Aglart denen yeni ve gilinlimiiz bilgisayarlarinin algoritmik hesaplama
yonteminden farkli bir bilim alani1 ortaya ¢ikmustir. Yapay sinir aglari; yapisi, bilgi isleme
yontemindeki farklilik ve uygulama alanlar1 nedeniyle ¢esitli bilim dallarinin da kapsam alanina
girmektedir.

Genel anlamda YSA, beynin bir islevi yerine getirme yontemini modellemek ig¢in
tasarlanan bir sistem olarak tanimlanabilir. YSA, yapay sinir hiicrelerinin birbirleri ile cesitli
sekillerde baglanmasindan olusur ve genellikle katmanlar seklinde diizenlenir. Donanim olarak
elektronik devrelerle ya da bilgisayarlarda yazilim olarak gerceklenebilir. Beynin bilgi isleme
yontemine uygun olarak YSA, bir 6grenme slirecinden sonra bilgiyi toplama, hiicreler
arasindaki baglanti agirliklar ile bu bilgiyi saklama ve genelleme yetenegine sahip paralel
dagilmus bir islemcidir. Ogrenme siireci, arzu edilen amaca ulasmak icin YSA agirliklarmin

yenilenmesini saglayan 6grenme algoritmalarini ihtiva eder.
7.2.2.1 Yapay Sinir Aglarinin Ozellikleri

Yukarida verilen agiklamalardan, YSA’ nin hesaplama ve bilgi isleme giiciinii, paralel
dagilmis yapisindan, 6grenebilme ve genelleme yeteneginden aldigi sdylenebilir. Genelleme,
egitim ya da Ogrenme siirecinde karsilasilmayan girigler i¢in de YSA’ nin uygun tepkileri

iiretmesi olarak tanimlanir. Bu {istliin 6zellikleri, YSA’ nin karmagsik problemleri ¢ozebilme
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yetenegini gosterir. Glinlimiizde bir¢ok bilim alaninda YSA, asagidaki 6zellikleri nedeniyle
etkin olmus ve uygulama yeri bulmustur.

Dogrusal Olmama : YSA’ nin temel iglem elemani olan hiicre dogrusal degildir.
Dolayisiyla hiicrelerin birlesmesinden meydana gelen YSA da dogrusal degildir ve bu 6zellik
biitiin aga yayilmis durumdadir. Bu 6zelligi ile YSA, dogrusal olmayan karmasik problemlerin
¢Oziimiinde en 6nemli arag olmustur.

Ogrenme : YSA’ nin arzu edilen davranisi gosterebilmesi icin amaca uygun olarak
ayarlanmasi gerekir. Bu, hiicreler arasinda dogru baglantilarin yapilmasi ve baglantilarin uygun
agirliklara sahip olmasi gerektigini ifade eder. YSA’ nin karmasik yapisi nedeniyle baglantilar
ve agirliklar onceden ayarli olarak verilemez yada tasarlanamaz. Bu nedenle YSA, istenen
davranig1 gosterecek sekilde ilgilendigi problemden aldigr egitim orneklerini kullanarak
problemi 6grenmelidir.

Genelleme : YSA, ilgilendigi problemi o6grendikten sonra egitim sirasinda
karsilasmadig1 test rnekleri icin de arzu edilen tepkiyi iiretebilir. Ornegin, karakter tanima
amaciyla egitilmis bir YSA, bozuk karakter girislerinde de dogru karakterleri verebilir yada bir
sistemin egitilmis YSA modeli, egitim siirecinde verilmeyen giris sinyalleri i¢in de sistemle
ayn1 davranig1 gosterebilir.

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

Hata Tolerans1 : YSA, ¢ok sayida hiicrenin ¢esitli sekillerde baglanmasindan
olustugundan paralel dagilmis bir yapiya sahiptir ve agin sahip oldugu bilgi, agdaki biitlin
baglantilar iizerine dagilmis durumdadir. Bu nedenle, egitilmis bir YSA nin bazi baglantilarinin
hatta bazi hiicrelerinin etkisiz hale gelmesi, agin dogru bilgi iiretmesini Oonemli Olglide
etkilemez. Bu nedenle, gelencksel yontemlere gore hatayi tolere etme yetenekleri son derece
yiiksektir.

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

Analiz ve Tasarim Kolayhgi: YSA’ nin temel islem elemani olan hiicrenin yapisi ve
modeli, biitin YSA yapilarinda yaklasik aynidir. Dolayisiyla, YSA’ nin farkli uygulama

alanlarindaki yapilar1 da standart yapidaki bu hiicrelerden olusacaktir. Bu nedenle, farkli
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uygulama alanlarinda kullanilan YSA’ lar1t benzer 6grenme algoritmalarini ve teorilerini

paylasabilirler. Bu 6zellik, problemlerin YSA ile ¢oziimiinde dnemli bir kolaylik getirecektir.

7.2.2.2 YSA’ min Uygulama Alanlar

Son yillarda YSA’ lan, 6zellikle giiniimiize kadar ¢oziimii gii¢ ve karmasik olan yada
ekonomik olmayan ¢ok farkli alanlardaki problemlerin ¢dziimiine uygulanmis ve genellikle
basarili sonuglar alinabilmistir. YSA’ lar1 ¢ok farkli alanlara uygulanabildiginden biitiin
uygulama alanlarini burada siralamak zor olmakla birlikte genel bir siniflandirma ile YSA’ nin
uygulama alanlar agagidaki gibi 6 grup icerisinde toplanabilir.

Ariza Analizi ve Tespiti : Bir sistemin, cihazin yada elemanin diizenli (dogru) ¢alisma
seklini 6grenen bir YSA yardimiyla bu sistemlerde meydana gelebilecek arizalarin tanimlanma
olanagi vardir. Bu amagla YSA; elektrik makinalarinin, ucaklarin yada bilesenlerinin, entegre
devrelerin v.s. ariza analizinde kullanilmstir.

Tip Alaninda : EEG ve ECG gibi tibbi sinyallerin analizi, kanserli hiicrelerin analizi,
protez tasarimi, transplantasyon zamanlarinin optimizasyonu ve hastanelerde giderlerin
optimizasyonu v.s gibi uygulama yeri bulmustur.

Savunma Sanayi : Silahlarin otomasyonu ve hedef izleme, nesneleri/goriintiileri
ayirma ve tanima, yeni algilayici tasarimi ve giiriiltii 6nleme gibi alanlara uygulanmistir.

Haberlesme : Goriintii ve veri sikistirma, otomatik bilgi sunma servisleri, konusmalarin
gercek zamanda gevirisi gibi alanlarda uygulama 6rnekleri vardir.

Uretim : Uretim sistemlerinin optimizasyonu, {iriin analizi ve tasarimu, iiriinlerin
(entegre, kagit, kaynak v.s.) kalite analizi ve kontrolii, planlama ve yOnetim analizi alanlarina
uygulanmistir.

Otomasyon ve Kontrol : Ucaklarda otomatik pilot sistemi otomasyonu, ulasim
araglarinda otomatik yol bulma/gdsterme, robot sistemlerin kontrolii, dogrusal olmayan sistem
modelleme ve kontroli, elektrikli siiriicii sistemlerin kontrolii gibi yaygin bir uygulama yeri

bulmustur.

7.2.3. Yapay Sinir Aglarinda Ogrenme

YSA’ nin en onemli O6zelliklerinden biri, ilgilendigi problemden aldigi orneklerle
problemi &grenerek 6z yetenegini diizeltebilmesidir. YSA, tanimlanan bir Olgiite gore agin
serbest parametrelerinin ardisil olarak uyarlanmasiyla problemi o6grenir. YSA agisindan

Ogrenme asagidaki gibi tanimlanir.
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Ogrenme, YSA nin ilgilendigi ortam tarafindan agin belirli bir siire uyarilmasiyla YSA
nin serbest parametrelerinin, arzu edilen 6z yetenegi saglayacak sekilde ayarlanmasi islemidir
ve 0grenmenin tipi, parametre degisikliklerinin yapilis sekline baglidir.

Bu tanima gore 6grenme (yada egitim) siirecinde; agin uyarilmasi, bu uyarinin sonucu
olarak agin parametrelerinin uyarlanmasi ve agin probleme yeni tepkisini vermesi gerekir.
YSA’ daki herhangi bir agirlik ele alinirsa 6grenme, matematiksel olarak asagidaki gibi ifade
edilir.

w

yeni

=W

eski

AW (7.1)

Burada AW, belirli bir kurala gore hesaplanarak o anki agirliklara uygulanacak
diizeltme miktarini verir ve AW y1 belirlemek i¢in tanimlanmis kurallara 6grenme algoritmalari
yada kurallar1 denir. YSA’ nin ilgilendigi ortam tarafindan uyarilma yontemi de 0grenmede

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

Ogrenmenin tanimindan, YSA’ nin bir problemi ¢dzebilmesi i¢in ilgilendigi problem
tarafindan uyarilmasi gerektigi anlasilmaktadir. YSA’ nin agirhiklarinin uyarlanabilmesi igin

ihtiya¢ duydugu uyari sinyallerine gére 6grenme 3 guruba ayrilir.

e Egiticili Ogrenme - YSA nin 6grenebilmesi i¢in agin ilgilendigi ortamin (problemin)
davraniglarini ihtiva eden bir egitici sinyal kullanilir ve bu sinyal, YSA i¢in arzu edilen tepkiyi
temsil eder. Egitici sinyalle birlikte problemden alinan ag girisleri egitim drneklerini olusturur.
Egitici ¢ikis ile gercek ag cikisi arasindaki hata sinyaline gére YSA agirliklart uyarlanir.
Sonugta, egitici sinyalde bulunan ilgili problemin davranislar1 YSA tarafindan bilinir ve
egitimsiz de ayni1 davranist gosterebilir. Bu 6zelligi ile egiticili 6grenme fonksiyon yaklastirma,
nesne tanima, sistem tanilama ve uyarlamali denetim alanlarinda kullanilan YSA’ lar1 igin etkin
bir 6grenme yontemidir. Egiticili 6grenme yontemi, Sekil 7.9.°da verilen blok sema ile

gosterilebilir.
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Sekil 7.9. Egiticili Ogrenme Yo6ntemi

e Egiticisiz Ogrenme - Egiticisiz ya da kendiliginden diizenlemeli 6grenme yonteminde
agin 6grenecegi belirgin davranig drnekleri yani egitici bir sinyal yoktur. Ag girisleri lizerinden
gerceklestirilmek istenen bir amaca gore YSA agirhiklart ayarlanir. Egiticisiz 6grenme
genellikle,

o ag giris verilerini kiimelemek ,
o siirekli zaman ag girislerini nitelendirmek,
o ag giris verilerini daha farkli boyutlu uzayda gostermek,

o ag giris sinyalini temsil eden 6zellikleri belirlemek

gibi amagclar igin kullanilir. RTFA’ da, YSA’ nin girig verilerini kiimeleyerek en iyi taban
fonksiyonu merkezlerinin belirlenmesi , bir sinyalin 6z niteliklerini ¢ikararak sinyal, nesne ve

ses tanima gibi uygulamalarda egiticisiz 6grenme yontemleri kullamilmistir (Sekil 7.10).

Problem

‘ ‘<: YSA’ nin problemden aldig1 girigler

YSA > YSAcikisi

Sekil 7.10. Egiticisiz 6grenme yontemi

e Takviyeli Ogrenme - Takviyeli 6grenme yonteminde, YSA’ nin 6grenmesi i¢in bir
egitici sinyal bulunmaz ancak, agin davraniginin uygun olup olmadigini bildiren bir 6z yetenek
bilgisine gore agirliklar ayarlanir. Bu nedenle genellikle ger¢ek zamanda 6grenme yontemidir

ve deneme yanilma esasina gore YSA Ogrenir (Sekil 7.11).
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Sekil 7.11. Takviyeli 6grenme yontemi

7.2.4 Yapay Sinir Ag1 Yapilari

Yapay sinir aglari, hiicrelerin birbirleri ile gesitli sekillerde baglanmalarindan olusur.
Hiicre ¢ikiglari, agirliklar tizerinden diger hiicrelere ya da kendisine giris olarak baglanabilir ve
baglantilarda gecikme birimi de kullanilabilir. Hiicrelerin  baglant1 sekillerine, 6grenme
kurallarma ve aktivasyon fonksiyonlarina gore ¢esitli YSA yapilarn gelistirilmistir. Bu
boliimde, cesitli problemlerin ¢dziimiinde kullanilan ve kabul gormiis bazi YSA yapilar

ayrintisina girmeksizin genel 6zellikleri ile tanitilacaktir.
7.2.4.1 Tleri Beslemeli Yapay Sinir Aglar1 (IBYSA)

Ileri beslemeli YSA’ da, hiicreler katmanlar seklinde diizenlenir ve bir katmandaki
hiicrelerin ¢ikislar1 bir sonraki katmana agirliklar iizerinden giris olarak verilir. Giris katmani,
dis ortamlardan aldig1 bilgileri hi¢bir degisiklige ugratmadan orta (gizli) katmandaki hiicrelere
iletir. Bilgi, orta ve ¢ikis katmaninda islenerek ag ¢ikisi belirlenir. Bu yapisti ile ileri beslemeli
aglar dogrusal olmayan statik bir islevi gerceklestirir. ileri beslemeli 3 katmanli YSA’ nin, orta
katmaninda yeterli sayida hiicre olmak kaydiyla, herhangi bir siirekli fonksiyonu istenilen
dogrulukta yaklastirabilecegi gosterilmistir. En ¢ok bilinen geriye yayilim grenme algoritmasi,
bu tip YSA larin egitiminde etkin olarak kullanilmakta ve bazen bu aglara geriye yayilim aglar
da denmektedir. Sekil 7.12.’de giris, orta ve c¢ikis katmani olmak iizere 3 katmanli ileri

beslemeli YSA yapisi verilmistir.
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< Girig Orta ( Gizli) _>|<_ Cikis _>|
Katmani Katman Katmani

Sekil 7.12. leri beslemeli 3 katmanl YSA.

Ileri beslemeli 3 katmanl ve ¢ikis katmani dogrusal olan YSA’ nin matematiksel
modeli, x- girig vektoriinii, o- orta katman ¢ikis vektoriin {i, y- ag c¢ikis vektoriinii gostermek

tizere Denklem 7.2.’deki gibi yazilabilir. x, ve og girisleri, polarma girigleri olarak alinmustir.

=0 (7.2)
)y

Herhangi bir problemi ¢6zmek amaciyla kullanilan YSA da, katman sayisi ve orta
katmandaki hiicre sayis1 gibi kesin belirlenememis bilgilere ragmen nesne tanima ve sinyal
isleme gibi alanlarin yani sira ileri beslemeli YSA, sistemlerin tanilanmas1 ve denetiminde de

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

Geri beslemeli YSA’ da, en az bir hiicrenin ¢ikis1 kendisine ya da diger hiicrelere giris
olarak verilir ve genellikle geri besleme bir geciktirme eleman iizerinden yapilir. Geri besleme,
bir katmandaki hiicreler arasinda oldugu gibi katmanlar arasindaki hiicreler arasinda da olabilir.
Bu yapisi ile geri beslemeli YSA , dogrusal olmayan dinamik bir davranis gosterir. Dolayisiyla,
geri beslemenin yapilis sekline gore farkli yapida ve davranista geri beslemeli YSA yapilari elde
edilebilir. Bu nedenle, bu bdliimde bazi geri beslemeli YSA yapilarinda 6rnekler verilecektir.
Sekil 7.13.’de iki katmanli ve ¢ikislarindan giris katmanina geri beslemeli bir YSA yapist

goriilmektedir.
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Sekil 7.13. Geri Beslemeli Tki Katmanli YSA.

Sekil 7.13.’de verilen geri beslemeli YSA da girig vektori, r adet dig giris ve p adet
gecikmis ag cikiglarindan olusmaktadir. Buna gore YSA’ nin giris vektorii asagidaki gibi

yazilabilir.
X=X, X, V(= 1) y2(=1), oy, (1)) (7.3)

Denklem 7.3. ile tanimlanan toplam n= r+p adet ag girisine gére YSA’ nin ¢ikiglar

Denklem 7.4.’deki gibi yazilabilir.
Y=o Wx,) i=0,1,2,...p (7.4)
i=0

Geri beslemeli YSA’lari; hiicreler arasi yada katmanlar arast geri besleme yapilis
sekline gore farkli isimlerle sOylenir. Genellikle derecesi bilinmeyen dinamik sistemlerin
tanilanmasinda kullanilan diger bir YSA yapisi, gizli katman hiicrelerinde 6z geri beslemenin
kullanildig1 ve ydresel geri-kiiresel ileri beslemeli (YGKI) olarak sdylenen Sekil 7.14.’de
verilen YSA’ dir.
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Sekil 7.14. YGKI Yapay Sinir A1 .

YGKI aglar, ileri beslemeli YSA’ nin egitim algoritmalarinda gerceklestirilen kiiciik
degisikliklerle egitilebilmeleri nedeniyle ileri ve geri beslemeli YSA’ nmin ortak dzelliklerini

tasimaktadir. Sekil 7.14.’e gére YGKI YSA’ nin matematiksel ifadesi asagidaki gibi yazilabilir.

v (k)= Wx,()+B0,(k=1) . o0,(k)=p; (k) (7.5)
i=0

y(k)=Y0,.0,(k) (7.6)
j=0

Ozellikle bozucu ve olgiilemeyen girisleri olan dinamik sistemleri modellemek

amaciyla kullanilmis ve basarili sonuglar alinmustir.
7.2.4.3 Bellek Hiicreli YSA Yapilar1 (BHYSA)

Dogrusal olmayan sistemlerin tanilanmasi ve denetiminde, katmanli YSA yapilarn etkin
olarak kullanilmaktadir. YSA ile sistem tanilamada, dogru model yapisinin segilebilmesi ve
model girislerinin  belirlenebilmesi igin sistemin giris ve ¢ikisiin gecikme derecelerinin
bilinmesi gerekir. Sistemin derecesinin dogru belirlenememesi, modelde temsil edilemeyen
dinamikler nedeniyle kararli ve degisen dinamik sartlarda dogru bir model elde edilmesini
etkiler. Bu nedenle, geri beslemeli YSA yapilar1 kullanilarak sistemin derecesine ihtiyag
duymayan tani modelleri gelistirilmistir. Sekil7.15.’de Bellek Hiicreli Yapay Sinir Aglari
(BHYSA) olarak soylenen ve agdaki her bir hiicre i¢in bir bellek hiicresinin kullanildigi

katmanli-geri beslemeli bir ag yapist verilmistir.
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Bellek hiicresi

Sekil 7.15. Bellek hiicreli yapay sinir ag1 ve bellekli bir hiicrenin yapisi.

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

BHYSA’ nin matematiksel ifadesi asagidaki gibi yazilabilir.

x) (k)= wix, (k=1 +whx! (k-1) (7.7

v (k)= () + Wy x] (F)} (7.8)
i=1

0;(k)=otv;(k)} (7.9)

0" (k)=0%.0;(k-1)+67.0"(k-1) (7.10)

y(k) = Z{&j.oj(k)wj? 0 ()} +0° y(k—1) (7.11)

Jj=1

BHYSA’ nin dogrusal olmayan bir sistemi modelleme ve denetim yetenegi, sadece
sistemin o an ki giris ve bir dnceki ¢ikis verileri model girisi alinarak incelenmis ve tatmin edici
sonuclar alindig1 gosterilmistir. ileri beslemeli katmanli YSA’ nin sadece gizli katmaninda
bellek hiicreleri kullanilarak bellek hiicresinin, ait oldugu hiicre ¢ikisinin gegmisteki 6rneklerini
girig olarak aldigi ve zaman gecikmeli YSA olarak sdylenen geri beslemeli ag yapilari da

incelenmistir.
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7.3. Genetik Algoritma ve YSA Kullamlarak Biyoprosesin Modellenmesi

Biyoproseslerde, iireme ve {riin olusumu hiicre iginde cereyan eden binlerce
biyokimyasal reaksiyon sonucu meydana gelen karmasik bir olaydir. Mikrobiyal iireme ve iiriin
olusumu, hiicrenin ic¢inde bulundugu fiziksel ve kimyasal ortama gosterdigi tepkidir.
Dolayisiyla lireme ve iiriin olusumunu anlamak i¢in organizmanin iginde bulundugu ortam ile
metabolizmas1 arasindaki iligskiyi anlamak gerekir. Bu amagcla literatlirde, biyoproseslerde
mikrobiyal iireme, iirlin olusumu ve substrat tiiketimini tanimlamak i¢in kullanilan ¢ok sayida
kinetik model mevcuttur. Mikrobiyal prosesleri ifade eden kinetik modeller genel olarak
asagidaki gibi ifade edilebilir:

dx

= f.(x,S,P) (7.12.)
% = /,(x.5.P) (7.13)
= 1(x5.P) (7.14)

Mikrobiyal {lireme, iiriin olusum ve substrat tiiketim hizlari, biomass ( x ), liriin (P) ve
substrat (S) ile iliskili olarak degisir. Mikrobiyal proseslerde i{ireme hizi mikroorganizma

konsantrasyonu ile orantili olarak artar.

dx
r

XIZZ,UX 4.7

Denklem 4.7. ’nin integrasyonu asagidaki bagintiy1 verir:

=yt (4.8)
X

o

t’ye karst Inx ’in grafige gecirilmesi ile spesifik tireme hizi (£ ) bulunur. Logaritmik

fazda, spesifik lireme hizi sabit ve maksimum degerdedir. Yani, { = K., ’dir. Deneysel

olarak elde edilen verilerin logaritmik faza ait olan kismindan yararlanilarak, her bir baslangig

substrat derisimine ait hesaplanan x degerlerinin degisimi Sekil 7.16.’da verilmistir. Sekilden

de goriildiigii gibi baslangic substrat konsantrasyonun artmasi ile spesifik tireme hizi
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Sekil 7.16. Spesifik lireme hizinin baslangic substrat konsantrasyonu ile degisimi

5 g/l sakkaroz konsantrasyonuna kadar artmis, 10 ve 20 g/l sakkaroz konsantrasyonunda ise
spesifik iireme hiz1 diisiis gostermistir. Bu durum substrat inhibisyon etkisi ile agiklanabilir.
T. turnirae *den serin alkali proteaz enzim iiretimi {izerine sakkaroz konsantrasyonu etkisinin
incelendigi biyoproses ortaminda elde edilen deney sonuglarina gore ¢izilen grafiklerde de
yliksek substrat konsantrasyonun inhibisyon etkisi yaptigi goriilmiistii. Hiicrelerin degisen
substrat derisimine kars1 davraniginin degismesi dogal bir olaydir. Hiicrelerin spesifik tireme
hiz1 (1) termodinamik su aktivitesinden etkilenir. Besiyerinin fizikokimyasal 6zelliklerindeki
degisimler (osmotik basing, iyon giicii, dielektrik sabiti gibi) hiicre zarmin gegirgenligini
etkileyebilir (Ttirker, 2005).

Biyoteknolojik ¢aligmalarda, biyoproseslerin modellenmesi, proses hakkinda fikir
edinmek ve tanmimlamak icin Snemlidir. Biyolojik proseslerin tasariminda kullanilan kinetik
modeller, yapisal olan (structured) ve yapisal olmayan (unstructured) olmak {izere iki farkli
mekanizma ile ifade edilir. Yapisal olmayan modellerde hiicre sabit kimyasal bilesime sahip
reaksiyona giren tek tiir olarak kabul edilir. Yapisal olmayan modeller biyolojik proseslerin
anlagilmasinda ve gelismesinde temel olusturmaktadir. Ancak bazi durumlarda hiicre igerisinde
meydana gelen reaksiyonlarin daha ayrintili  olarak ele alinmasi gerekebilir. Bu
durumda da yapisal olan modellere basvurulur. Yapisal modeller ise organizmayi birden

fazla degiskenle tanimlayan ve organizmanin fizyolojik durumunu dikkate alan
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modellerdir (Harder ve Roels, 1982; Sinclair,1987). Hiicrenin DNA, RNA, protein ve
karbonhidrat gibi 6nemli bilesenlerini gz Oniine alir. Ancak modele ¢ok sayida parametre
sokmak ve bu parametreleri dlgmek icin ¢ok kritik deneyler yapmak gerektirmektedir. Bu
durum yapisal olan modeller i¢in bir dezavantaj olusturmaktadir.

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

T. turnirae ’den serin alkali proteaz iiretiminin gerceklestirildigi bu caligmada
biyoproses ortamini tanimlamak amaciyla literatiirde mevcut olan ¢esitli modellerin uygunlugu
denenmistir. Bu amagla, daha once gesitli sakkaroz konsantrasyonlarinda PB besi ortaminda
kiime halindeki hiicrelerle kesikli sistem kullanilarak gergeklestirilen deney sonuglar
kullanilmis ve modellerle uyumuna bakilmistir. Test edilen modeller Tablo 7.3.” de verilmistir.
Bunlar igerisinde, Monod, Moser ve Tessier modelleri (1-3) tek substrat limitasyonu ve
inhibisyonsuz iireme kinetigini ifade ederken, Andrews-Noack, Aiba ve Loung modelleri (4-6)
substrat inhibisyon kinetigini, Levenspiel, Aiba, Jerusalimsky, Ghose-Tyagi ve Hinshelwood
modelleri (7-11) ise {irlin inhibisyon kinetigini ifade etmektedir.

Tablo 7.3 de verilen denklemler igerisinde, Monod en yaygin olarak kullanilan yapisal
olmayan (unstructured) kinetik modellerden biridir. Mikrobiyal {ireme ve iiriin olusumu substrat
konsantrasyonu tarafindan kontrol edilmektedir. Moser ve Tessier modelleri, Monod modeline
alternatif olarak verilmistir ve yine substrat sinirlamasi hakimdir. Moser modelinde n=1 oldugu
zaman Monod denklemine indirgenir. Tessier modeli, substrat difiizyon kontrollii iiremeyi
modellemek igin onerilmistir. Ureme hiz1 iizerine yiiksek substrat derisimlerinin etkisini nicel
olarak ifade etmek {izere gelistirilen modeller icerisinde en yaygin olarak kullanilanlardan
Andrews-Noack, Aiba ve Loung modelleri substrat inhibisyon kinetigini ifade etmektedir. Baz1
biyoproseslerde iirlin inhibisyonu 6nemli bir rol oynadigindan, test edilen modeller arasinda,
Levenspiel, Aiba, Jerusalimsky, Ghose-Tyagi ve Hinshelwood tarafindan {iriin inhibisyon

kinetigi i¢in onerilen modeller de yeralmaktadir.
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Tablo 7.3. Biyoproses ortamini tanimlamak amaciyla uygunlugu test edilen modeller

Model
Model dx/dt dP/dt dS/dt
No
S S 1 dx
Iumax - o x qmax x - ~ 4, - mx
1 Monod K_+S§ K,+S Y, dt
g S 1 dx
lleaX . an x qmax x - ~ 1. -
2 Moser K, +S" K, +S8" Y, dt
3 Tessi 1—ex —i X 1—ex —i X - L@ —mx
eSSler lleaX p st Qmax p Kgp Ys/x t
Andrews-
Noac 1+%+ 1+ Ksp +i Yv/x dt
s S Klp
ol oo g 15 P "k Il kw5 )70 K, Y, di
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Kullanilan modeller, 4. dereceden Runga-Kutta metodu kullanilarak sayisal ¢oziim
teknigi ile ¢oziilmiistiir. Nimerik hesaplamalar MATLAB 7.04 versiyonuna sahip paket
programi kullanilarak yapilmigtir. Model igerisindeki kinetik parametreler, MATLAB’1n
Genetik Algoritma Toolbox’indan yararlanilarak belirlenmistir. Model esitliklerinin Runga-
Kutta metodu ile sayisal ¢oziimii, ve modellere ait kinetik parametrelerin belirlenmesi igin
optimizasyon iglemi, programda es zamanl olarak gerceklestirilmistir. Genetik algoritma ile
optimizasyon islemi i¢in amag¢ fonksiyonu olarak en kiigiik kareler metodu kullanilmigtir. En
kiigiik kareler metodu, deneysel ve model degerleri arasindaki hatanin karelerinin toplaminin
ortalamasini ifade etmektedir. Biyoproseslerde, deneysel bulgular ¢cok hassas degilse ve sinirlt
sayida veri varsa modeller arasindaki farki gérmek zordur (Tiirker 2005). Biyoproses ortamini
tanimlayan en uygun modeli belirlemek i¢in, birinci kriter olarak, deneysel sonuglarla modelin
uygulanmasi sonucunda elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumuna grafiksel olarak bakilmis ve
istatiksel testler kullanilarak bu uyum sayisal olarak ifade edilmistir. Ikinci kriter olarak ise
modelde yer alan kinetik parametrelerin, niimerik c¢oziimden elde edilen degerlerinin
biiyiikliikleri dikkate alinmistir.

T. turnirae ’den serin alkali proteaz iiretimini inceledigimiz biyoproses ortamini
tanmimlamak, literatiirde mevcut olan kinetik modellere uygunlugunu belirlemek amaciyla, PB
besi ortaminda 1, 2.5, 5, 10 ve 20 g/l sakkaroz konsantrasyonlarinda kesikli sistemde elde edilen
deney sonuclart kullanilmistir. Bu sonuglardan yararlanilarak, Genetik Algoritma ile yapilan
optimizasyon sonucu kinetik parametrelerin degerleri belirlenmis ve elde edilen sonuglar
Tablo 7.4.’de verilmistir. Literatiirde yapilan modelleme ¢aligmalarinin bir ¢ogunda, her bir
substrat konsantrasyonu i¢in sistem ayri ayri modellenmistir. Yapilan bu ¢aligmada da, her bir
substrat konsantrasyonu i¢in kullanilan modeller ¢ok daha iyi uyum saglamasina ragmen,
sistemi tiim sakkaroz konsantrasyonlari i¢in tanimlayan tek bir model belirlenmeye ¢alisilmistir.

1, 2.5, 5, 10 ve 20 g/l sakkaroz konsantrasyonlar1 ile olusturulan fermantasyon
ortamlarindan deneysel olarak elde edilen biomass (x), {iriin (P) ve substrat (S) degerleri
kullanilarak, MATLAB 7.04 Genetik Algoritma Toolbox’1 ile Tablo 7.3.’de verilen modellerde
yer alan katsayilar belirlenmistir. Ayn1 sakkaroz konsantrasyonlarinda elde edilen deneysel
sonuglar, katsayilar1 belirlenerek tanimlanmig 11 modelde test edilmistir. Deneysel sonuglarla
modellerden elde edilen bu sonuglar arasindaki uyum, modelleme yetenegi (EF), hata
karelerinin ortalama karekokii (RMSE) ve Khi-kare(y?) gibi istatistiksel testler kullanilarak
ifade edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 7.5.’de verilmistir. Sistemin davranigini en iyi
tanimlayan modelin secilmesi hedeflenmistir. En uygun modeli secerken her baglangic
konsantrasyonu i¢in, biomass (x ), iirlin (P) ve substrat (S) degerlerinin {i¢ii icin de en yliksek

EF, en diisiik RMSE ve y degerine sahip olan model tercih edilmistir.
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Tablo 7.4. MATLAB 7.04 Genetik Algoritma Toolbox’1 ile hesaplanmis, modellere ait kinetik parametrelerin degerleri .

Model Kinetik parametreler
Hmax st qpmax Ksp Yx/s m
Monod () (glth (U g hiicre'h™) (g1t (g2 (2 g hitereh )
0.034 0.116 12.761 0.0012 0.631 0.0010
Hmax st h qpmax Ksp n Yx/s m
Moser (™ (glt! (U g hiicre™h™) (g1th (2gh (g g hiicre'h™)
0.0646 1.242 0.2224 15.082 0.0021 0.0205 0.631 0.0002
Hmax st qpmax Ksp Yx/s m
Tessier () (g1th (U g hiicre'h™) (g1th (ggh (g g hiicre™h™)
0.0301 0.1638 29.076 0.3562 0.4940 0.0011
Hmax st Kts qpmax Ksp Klp Yx/s m
Andrews and (h™h (glth (glth (U g hiicre'h™) (glth (glth ggh (g g hiicre'h™)
Noack 0.079 2.959 041 10.86 1.508 4.247 0.0448 0.0243
Hmax st Kts qpmax Ksp Ktp Yx/s m
Aiba (" (glth (g1t (U g hiicre™h™) (g1t (glth (2gh (g g hiicre'h™)
0.1750 2.514 2.508 13.072 0.0001 7.956 0.3763 0.0366
Hmax st Ssmax n Qpmax Ksp Spmax h Yx/s m
Luon (™) (g1t (g1t (U g hiicre™h™) (g1t (g1t (2gh (g g hiicre'h™)
8 0.0303 0.6084 0916 0.3182 0.4633 0.9060 0.5268 1.6658 0.1985 0.0989
Hmax st P smax n Qpmax Ksp p pmax n Yx/s m
Levenspiel () (glth (g1t (U g hiicre™h™) (g1t (glth (2gh (g g hiicre'h™)
p 0.054 0.629 1.788 0.03 7.85 0.041 0.299 0.165 1.532 0.083
Hmax st Kps qpmax Ksp Kpp Yx/s m
Aiba (h™ (glth (glth (U g hiicre'h™") (glth (glth egh (g g hiicre'h™)
0.069 0.052 0.0017 33.02 0.148 0.0001 1.541 0.0076
Hmax st Ktp qpmax Ksp Klp{) Yx/s m
Jerusalimsk () (glth) (g1th (U g hiicre™h™) (g1t (glth) (2" (g & hiiere™h)
y 0.336 0.0003 22.31 54.79 0.0010 48.43 2.7 0.016
Himnax P xmax Qpmax P pmax Yx/s m
Ghose and Tyagi () (glth (U g hiicre 'h!) @1t (2gh (g ¢ hiicreh")
yag 0.0002 46.87 0.0001 52.75 26.22 0.026
Hmax st pr qpmax Ksp Kpp Yx/s m
Hinshelwood () (g1th (glth (U g hiicre'h™) (g1th (elth (@) (g ¢ hitere™ )
0.606 10.18 0.0001 21.09 0.0010 0.0011 1.91 0.0117
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Yapilan ¢aligmada, sistem bir biitiin olarak degerlendirilmis, 7. turnirae ’den serin
alkali proteaz enzim {liretiminin gerceklestigi biyoproses ortamini tanimlayan tek bir modelin
belirlenmesi hedeflenmistir. Ancak Tablo 7.5.°den de goriildiigii gibi, tim konsantrasyon
araliklarinda sistem tek bir modelle ifade edilememistir. Yine ayni tablodan goriildigii gibi,
1, 2.5 ve 5 g/l sakkaroz konsantrasyonlarinda en yiiksek modelleme yetenegi (EF), en diisiik
RMSE ve Khi-kare(y?) degerleri Tessier modelinde belirlenmistir. Benzer sekilde 10 ve 20 g/l
gibi daha yiiksek sakkaroz konsantrasyonlar1 i¢in en yiiksek modelleme yetenegi (EF), en diisiik
RMSE ve Khi-kare(y”) degerleri Andrews-Noack modelinde belirlenmistir. Bu sonuglara gore
test edilen modeller icerisinde; 1-5 g/l sakkaroz konsantrasyonu araliginda sistemi en iyi
tanimlayan modelin Tessier modeli oldugu, 10-20 g/l sakkaroz konsantrasyonu araliginda ise
Andrews-Noack modeli oldugu goriilmiistiir. Tessier modeli, substrat limitasyonu ve
inhibisyonsuz iireme kinetigini ifade eden modeller icerisinde yer alirken, Andrews-Noack
modeli, substrat inhibisyonlu iireme kinetigini ifade eden modeller icerisinde yer almaktadir.
T. turnirae ’den serin alkali proteaz liretiminde, yiiksek substrat konsantrasyonunun inhibisyon
etkisi yarattigi daha once yapilan c¢alismalarda da belirlenmisti. 1, 2.5 ve 5 g/l sakkaroz
konsantrasyonlarinda substrat konsantrasyonu ile enzim aktivitesinin de arttigi, 10 ve 20 g/l
sakkaroz konsantrasyonunda ise enzim aktivitesinin daha diisiik oldugu goriilmiistii. Bu durum
test edilen modellerden elde edilen sonuglarla da paralellik gostermektedir. Yani 1, 2.5 ve 5 g/l
sakkaroz konsantrasyonlarindaki biyoproses ortami substrat limitasyonu ve inhibisyonsuz
ireme kinetigini ifade eden Tessier modeli ile tamimlanirken, 10 ve 20 g/l sakkaroz
konsantrasyonundaki ortam substrat inhibisyonlu tireme kinetigini ifade eden Andrews-Noack
modeli ile tanimlanmaktadir.

Test edilen modeller igerisinde iiriin inhibisyonunu ifade eden modellerin higbiri
sistemi tanimlamamistir. Bu durum da, iiretilen enzimin proses iizerinde inhibisyon etkisi
yapmadigini gdstermektedir.

1, 2.5 ve 5 g/l sakkaroz konsantrasyonlarinda elde edilen deneysel biomass (x ), iirlin
(P) ve substrat (S) degerleri ile bu sartlarda sistemi en iyi tanimlayan model olarak secilen
Tessier modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimleri karsilastirmali olarak Sekil 7.17
ile 7.19. arasinda verilirken, 10 ve 20 g/l derisimlerinde elde edilen deneysel sonuglar ile
Andrews-Noack modelinden elde edilen sonuclar Sekil 7.20 ile 7.21.’de verilmistir. Tablo 7.5.
1s181nda, ilgili sekiller incelendiginde modelleme yetenegi (EF) degeri 1’e ne kadar yakinsa,

deneysel degerler ile model degerleri o kadar uyum igerisindedir.
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Tablo 7.5. Istatistiksel testler ile elde edilen sonuglar.

Sakkaroz EF RMSE Khi-kare (x?)

Model k°nsa'('gt/r:)‘sy°"“ EFyx EF; EFs RMSE, | RMSE, | RMSEs x e s
I 0.9354 | 0.4821 | 08330 | 0.00501 | 0.08615 | 0.00718 | 0.00668 | 0.09723 | 0.01226
2.5 09812 | 05612 | 09201 | 0.00427 | 006108 | 0.00521 | 0.00302 | 0.07215 | 0.00693
Monod 5 09724 | 05834 | 05012 | 0.00451 | 006010 | 0.06431 | 0.00335 | 0.07027 | 0.09261
10 09012 | 05523 | 0.6013 | 0.00588 | 006179 | 0.03794 | 0.00672 | 0.08237 | 0.01576
20 08961 | 05037 | 06314 | 0.00593 | 006331 | 0.03733 | 0.00703 | 0.09238 | 0.01514
1 09619 | 03999 | 02741 | 0.00572 | 009596 | 0.11231 | 0.00346 | 0.09996 | 0.25931
Moser 2.5 09680 | 0.1747 | 08162 | 0.00545 | 0.11424 | 0.00753 | 0.00338 | 0.26456 | 0.00814
5 09462 | 02654 | 04927 | 0.00578 | 0.11284 | 0.06451 | 0.00583 | 0.25983 | 0.09259
10 08360 | 02805 | 0.6023 | 0.00722 | 0.11201 | 0.03786 | 0.00757 | 0.25734 | 0.01639
20 0.7667 | 05478 | 0.6131 | 0.01802 | 0.06347 | 0.03655 | 0.01545 | 0.01248 | 0.01578
1 0.9810 | 0.7277 | 0.6360 | 0.00435 | 0.03011 | 0.03720 | 0.00312 | 0.01231 | 0.01672
2.5 09650 | 0.7123 | 09810 | 0.00561 | 0.04901 | 0.00435 | 0.00612 | 0.01345 | 0.00312
Tessier 5 0.9657 | 0.9057 | 0.8681 | 0.00555 | 0.00591 | 0.00624 | 0.00594 | 0.00712 | 0.00754
10 0.9485 | 04860 | 02360 | 0.00588 | 008623 | 0.12033 | 0.00656 | 0.09712 | 024815
20 09604 | 05088 | 0.1524 | 0.00561 | 006532 | 0.13443 | 0.00623 | 0.09234 | 026671
1 0.7647 | 05032 | 05674 | 001345 | 006642 | 0.05893 | 0.01581 | 0.09586 | 0.08631
2.5 04224 | 05107 | 0.1907 | 0.09483 | 0.06314 | 0.14593 | 0.09942 | 0.00911 | 0.26341
Andrews 5 08599 | 05520 | 02354 | 0.00713 | 0.06031 | 0.13451 | 0.00761 | 0.01237 | 0.24138
and Noack 10 0.9913 | 0.8289 | 0.6173 | 0.00376 | 0.00741 | 0.03861 | 0.00426 | 0.00794 | 0.01567
20 09821 | 0.7655 | 09598 | 0.00421 | 0.00946 | 0.00624 | 0.00302 | 0.01423 | 0.00573
1 0.8827 | 03191 | 05012 | 0.00587 | 0.11074 | 0.06431 | 0.00725 | 021247 | 0.09261
2.5 09523 | 04031 | 05335 | 0.00631 | 0.09580 | 0.06431 | 0.00588 | 0.09982 | 0.26738
Aiba 5 09290 | 07023 | 08569 | 0.00687 | 0.00991 | 0.00622 | 0.00612 | 0.01676 | 0.00773
10 03079 | 03982 | 0.1505 | 0.10356 | 0.11017 | 0.11423 | 023472 | 022761 | 0.28134
20 05810 | 0.1324 | 06161 | 0.06011 | 0.11891 | 0.03825 | 0.01116 | 031453 | 0.01572
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1 0.3980 0.1374 0.5851 0.09605 | 0.14768 | 0.05943 | 0.10578 | 031441 | o0.01102
2.5 0.5246 0.1562 02354 | 006134 | 0.14312 | 0.12241 | 0.09018 | 026041 | 0.24138

Luong 5 0.4680 0.2315 0.1524 | 0.09170 | 0.13443 | 0.14400 | 0.09042 | 024141 | 026671

10 0.3569 0.2456 02036 | 0.09864 | 0.129042 | 0.13593 | 0.12305 | 0.21021 | 025346

20 0.3658 0.2045 02315 | 0.09573 | 0.13356 | 0.13443 | 0.12048 | 025321 | 0.24141

1 0.5612 0.2654 04023 | 006010 | 0.11284 | 0.06516 | 0.07215 [ 0.25983 | 0.09987

2.5 0.6173 0.2360 02805 | 0.03861 | 0.12033 | o0.11201 | 0.01567 | 024815 | 025734

Levenspiel 5 0.5520 0.3126 0.4031 0.06031 | 0.11286 | 0.06431 | 0.01237 | 021355 | 0.09982
10 0.5983 0.3460 03459 | 0.05941 | 0.10345 | 0.10354 | 0.01103 | 0.12405 | 0.12427

20 0.5335 0.4269 04216 | 0.06431 | 0.09025 | 0.09046 | 026738 | 0.09014 | 0.09137

1 0.4322 0.3126 02456 | 0.08286 | 0.11286 | 0.12942 | 0.10355 | 0.21355 | 0.21021

2.5 0.3569 0.1562 03014 | 0.09864 | 0.14312 | 0.12745 | 0.12305 | 0.26041 | 0.22452

Aiba 5 0.4259 0.2369 03112 | 0.08104 | 0.11187 | 0.11294 | 0.09974 | 0.24807 | 0.21388

10 0.3689 0.1524 02045 | 0.09428 | 0.14400 | 0.13356 | 0.12041 | 026671 | 025321

20 0.3698 0.2036 02805 | 0.09271 | 0.13593 | 0.11001 | 0.11756 | 0.25346 | 0.25734

1 0.3191 0.4821 02169 | 0.11074 | 0.08615 | 0.12124 | 021247 | 0.09020 | 0.24723

2.5 0.2690 0.3169 0.4561 0.11203 | o.01114 | 0.07284 | 021304 | 021010 | 0.10145

Jerusalimsky 5 0.3691 0.2456 03126 | 0.09282 | 0.12942 | 0.11286 | 0.11763 | 021021 | 0.21355
10 0.4026 0.3561 02459 | 0.06445 | 0.09879 | 0.12930 | 0.09991 | 0.11978 | 0.21010

20 0.3480 0.1324 02047 | 0.10828 | o0.11891 | 0.13478 | 0.12354 | 031453 | 025149

1 0.4018 0.3569 03378 | 0.09886 | 0.00860 | 0.11228 | 0.10471 | 0.11966 [ 0.12361

2.5 0.4569 0.3079 03112 | 007279 | 0.10356 | 0.11294 | o.10140 | 023472 | 0.21388

Ghose 5 0.4680 0.2045 02136 | 009170 | 0.13356 | 0.12163 | 0.09042 | 025321 | 024781
and Tyagi 10 0.3698 0.1524 02456 | 009276 | 0.14400 | 0.129042 | 0.11752 | 026671 | 021021
20 0.4023 0.2315 03459 | 0.09816 | 0.13443 | 0.10354 | 0.10453 | 024141 | 0.12427

1 0.4354 0.3598 0.2459 | 0.08014 | o.12110 | 0.12934 | o0.10125 [ 0.12014 | 0.21430

Hinshelwood 2.5 0.3589 0.3156 02456 | 0.12164 | 0.12808 | 0.12942 | 0.12287 | 021033 | 0.21453
5 0.4322 0.4259 03478 | 0.08286 | 0.08104 | 0.12831 | 0.10355 | 0.09974 | 0.12649

10 0.3777 0.5335 02036 | 0.11033 | 0.06431 | 0.13593 | 0.11895 | 026738 | 0.25346

20 0.3349 0.2345 04426 | 0.12282 | 0.13408 | 0.08976 | 0.11943 | 024016 | 0.11761
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Zaman (saat)

Sekil 7.17. 1 g/l sakkaroz konsantrasyonunda biyoproses ortaminda deneysel olarak elde edilen
sonuglarla Tessier modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pH:8, Inokulum orani: % 10 v/v,
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Zaman (saat)

Sekil 7.18. 2.5 g/l sakkaroz konsantrasyonunda biyoproses ortaminda deneysel olarak elde edilen
sonuglarla Tessier modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pH:8, Inokulum orani: % 10 v/v,
KH: 500 rpm, T: 30 °C, hava giris h1z1:0.6 vvm, 0J: Sgency, ¥ Pacneys O Xdeneys +eere T Smodels = = = Prmodels

— Xmodel)
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Zaman (saat)

Sekil 7.19. 5 g/l sakkaroz konsantrasyonunda biyoproses ortaminda deneysel olarak elde edilen
sonuglarla Tessier modelinden elde edilen sonuglarm zamanla degisimi (pH:8, inokulum orant: % 10 v/v,
KH: 500 rpm, T: 30 °C, hava giris h1z1:0.6 vvm, [I: Sgeneys H: Pecneys O: Xdeneys ++evee © Smodels = = = Prnodels
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Zaman (saat)

Sekil 7.20. 10 g/l sakkaroz konsantrasyonunda biyoproses ortaminda deneysel olarak elde edilen
sonuclarla  Andrews-Noack modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pH: 8,
Inokulum orani: % 10 v/v, KH: 500 rpm, T: 30 °C, hava giris h1z1:0.6 vvm, [I: Sdeneys F: Paeneys O Xdeneys

o Smodels -——— Pmodeb = Xmodel )
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Zaman (saat)

Sekil 7.21. 20 g/l sakkaroz konsantrasyonunda biyoproses ortaminda deneysel olarak elde edilen
sonuclarla Andrews-Noack modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pH: 8,
Inokulum orani: % 10 v/v, KH: 500 rpm, T: 30 °C, hava giris h1z1:0.6 vvm, [I: Sdeney> K Paeney, Ot Xgeneys

e ! Smodel: -—— Pmodeb m— . Xmodel )

Buraya kadar yapilan modelleme g¢alismasinda, 7. turnirae ’den serin alkali proteaz
dretiminde, 1, 2.5, 5, 10 ve 20 g/l gibi farkli sakkaroz konsantrasyonlarinda olusturulan
biyoproses ortaminin, literatiirde mevcut 11 modele uygulanmasi sonucu sistemi tanimlayan
modelin belirlenmesi amaglanmisti. Model igerisindeki optimum kinetik katsayilar MATLAB
7.04 paket programi igerisindeki Genetik Algoritma Toolbox’1 kullanilarak belirlenmisti. 1, 2.5
ve 5 g/l gibi diisiik sakkaroz konsantrasyonunda sistem davranisini en iyi tanimlayan modelin
Tessier, 10 ve 20 g/l gibi yiiksek sakkaroz konsantrasyonunda ise Andrews-Noack modelinin
oldugu sonucuna ulasilmistir. Biitlin konsantrasyon araliklar1 i¢in biyoproses ortamini
tanimlayan tek bir model elde edilememistir. Elde edilen bu sonuglarin 1s1ginda, sistemi bir
biitiin olarak ele alip tamimlayacak yeni bir yontem belirlenmeye g¢alisilmistir. Son yillarda,
insan beyninin ¢aligma prensibini yapay olarak modellemeyi amaglayan Yapay Sinir Aglar
(YSA); sistem tanilama (modelleme) ve denetimi gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak
kullanilmaya basglanmis ve kullanildigi alanlardaki problemlerin ¢oziimiine yeni yaklagimlar
getirmigtir. YSA, O6grenme siirecinde bilgiyi toplayan ve agirliklari yardimiyla bu bilgiyi
saklayan paralel bir iglemcidir. 7. turnirae *den serin alkali proteaz enzim iretiminde, 1, 2.5, 5,
10 ve 20 g/l sakkaroz konsantrasyonlarinda olusturulan PB fermantasyon ortaminda, elde edilen

deney sonuglari, YSA’y1 egitmek i¢in egitim datalar1 olarak kullanilmistir. YSA ile sistemin
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davranmigini tanimlayan model i¢in gerekli yazilim, MATLAB 7.04 versiyonu kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Olusturulan YSA modeli, bir giris, iki gizli ve bir ¢ikis katmanindan
ibarettir. Giris katmaninda 2 néron, diger katmanlarda ise 3’er ndéron kullanilmistir. Cikis
katmanindaki ndronlarda aktivasyon fonksiyonu olarak purelin, diger katmanlardaki néronlarda
ise tansigmoid fonksiyonu kullanilmigtir. Olusturulan YSA modeli Sekil 7.22.’de gosterilmistir.
YSA modelinin egitimi i¢in yaygin olarak kullanilan geriye yayilim metodu, bu calismada
kullanilmamistir. Bunun yerine YSA’ya ait agirlik katsayilari Genetik Algoritma ile optimize
edilmistir. Bunun igin MATLAB 7.04 versiyonunun Genetik Algoritma Toolbox’indan
yararlanilmistir. Egitim sirasinda ¢ikistaki hatayr denetlemek i¢in, amag¢ fonksiyonu olarak en
kiiciik kareler yontemi kullanilmistir. YSA’nin egitimi i¢in kurulan blok diyagram
Sekil 7.23.’de gosterilmistir. YSA’nin egitimi tamamlandiktan sonra, olusturulan modelin
dogrulugunu test etmek amaciyla, egitim i¢in kullanilan bes farkli sakkaroz konsantrasyonunda
olusturulan biyoproses ortamindan elde edilen deneysel datalarin disinda, farkli bir sakkaroz
konsantrasyonunda (7.5 g/l) olusturulan biyoproses ortamindan elde edilen deney datalari

kullanilmustir.

Giris 1. Gizli 2. Gizli Cikis
katmani katman katman katmani

t Y G

Sekil 7.22. Olusturulan YSA modeli
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Sekil 7.23. YSA’nin egitimi i¢in blok diyagramu.

Egitimi tamamlanmig olan YSA modelinden elde edilen veriler ile deneysel veriler
arasindaki uyum, cesitli istatistiksel mukayese metotlar1 kullanilarak belirlenmeye ¢aligilmigtir.
modelleme yetenegi (EF), hata karelerinin ortalama karekokii (RMSE) ve Khi-kare(y®) gibi
istatistiksel testler sonucunda elde edilen degerler Tablo 7.6.’da verilmistir. EF degeri 1’e,
RMSE ve x* degerleri de 0’a ne kadar yakinsa, YSA modeli sistemi o kadar iyi tanimlamaktadir.
Tablo 7.6.’da, 6l¢iilen biitiin parametreler i¢in (x, P, S), EF degerleri 1’e yakin, RMSE ve XZ
degerlerinin de oldukea diistik oldugu goriilmektedir.

1, 2.5, 5, 10 ve 20 g/l sakkaroz konsantrasyonlarindaki deney sonuglar ile, ayni
konsantrasyonlarda elde edilen YSA model ¢ikiglart karsilagtirmali olarak Sekil 7.24.-7.28.’de
verilmistir. Ayrica 7.5 g/l sakkaroz konsantrasyonunda elde edilen deneysel veriler ve bu
verilerin test amagl uygulandigi YSA model sonuglar1 karsilagtirmali olarak Sekil 7.29.’da,
istatistiksel test sonuglari ise Tablo 7.6.’da verilmistir. Bu sonuglar da, kurulan YSA modelinin
sistem davranigini bilylik bir dogrulukla tanimladigin1 gostermektedir.

Ilgili tablolar ve grafikler 1s1¢inda, YSA modelinin, Genetik Algoritma Toolbox’1 ile
optimum Kkatsayilart belirlenen modellere goére, sistemin davranigini daha iyi acikladigi
gorilmiistiir.

Tablo 7.6. YSA uygulamasi sonucu istatistiksel testler ile elde edilen sonuglar

Sakkaroz EF RMSE Khi-kare (x°)
konsantrasyonu

(@) y EFx EFp EFs | RMSE, | RMSEp | RMSEs | ¢’ x’p xs
1 0.9833 | 0.9745 | 0.9966 | 0.00410 | 0.00481 | 0.00305 | 0.00301 | 0.00543 | 0.00403
2.5 0.9701 | 0.9792 | 0.9923 | 0.00500 | 0.00468 | 0.00332 | 0.00588 | 0.00509 | 0.00443
5 0.9120 | 0.9774 | 0.9968 | 0.00726 | 0.00475 | 0.00301 | 0.00867 | 0.00512 | 0.00398
10 0.9338 | 0.8916 | 0.9963 | 0.00705 | 0.00805 | 0.00316 | 0.00635 | 0.00901 | 0.00420
20 0.9725 ] 0.9196 | 0.9965 | 0.00498 | 0.00715 | 0.00310 | 0.00574 | 0.00823 | 0.00412
Tf’gt 0.8910 | 0.9071 | 0.9967 | 0.00811 | 0.00730 | 0.00303 | 0.00914 | 0.00886 | 0.00401
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Sekil 7.24. 1 g/l sakkaroz konsantrasyonunda biyoproses ortaminda deneysel olarak elde edilen
sonuglarla YSA modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pH: 8, inokulum orani: % 10 v/v,
KH: 500 rpm, T: 30 °C, hava girig h1z1:0.6 vvm, [J: Sgeneys ¥ Pacney, Ot Xdeneys ++eves © Smodels = = = * Prodels

—_— Xmodel)
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Zaman (saat)

Sekil 7.25. 2.5 g/l sakkaroz konsantrasyonunda biyoproses ortaminda deneysel olarak elde edilen
sonuglarla YSA modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v,
KH: 500 rpm, T: 30 °C, hava giris h1z1:0.6 vvm, [1: Sgency, ¥ Paeneys O Xdeneys +eeve : Smodels = = = Prodels

— Xmodel)
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Zaman (saat)

Sekil 7.26. 5 g/l sakkaroz konsantrasyonunda biyoproses ortaminda deneysel olarak elde edilen
sonuglarla YSA modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v,
KH: 500 rpm, T: 30 °C, hava giris h1z1:0.6 vvm, 0J: Sgency, ¥ Pacneys O Xdeneys eere T Smodels = = = Prmodel,

— Xmodel)
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Zaman (saat)

Sekil 7.27. 10 g/l sakkaroz konsantrasyonunda biyoproses ortaminda deneysel olarak elde edilen
sonuglarla YSA modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v,
KH: 500 rpm, T: 30 °C, hava giris h1z1:0.6 vvm, 0J: Sgeney, ¥ Pacneys O Xdeneys ++ere T Smodels = = = Prmodel,

— Xmodel)
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Zaman (saat)

Sekil 7.28. 20 g/l sakkaroz konsantrasyonunda biyoproses ortaminda deneysel olarak elde edilen
sonuglarla YSA modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pH: 8, Inokulum orant: % 10 v/v,
KH: 500 rpm, T: 30 °C, hava giris h1z1:0.6 vvm, [I: Sgeneys H: Pecneys O Xdeneys ++evee © Smodels = = = Prnodels
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Zaman (saat)

Sekil 7.29. 7.5 g/l sakkaroz konsantrasyonunda biyoproses ortaminda deneysel olarak elde edilen
sonuglarla YSA modelinden elde edilen sonuglarin zamanla degisimi (pH: 8, Inokulum orani: % 10 v/v,
KH: 500 rpm, T: 30 °C, hava giris h1z1:0.6 vvm, 0I: Sgency, ¥ Pacneys O Xdeneys +eere T Smodels = = = Prmodel,

— Xmodel)
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8. GENEL SONUCLAR VE ONERILER

Marinal bakteri Teredinobacter turnirae’den proteaz lretiminin gergeklestirildigi bu

caligmada asagidaki genel sonuglar elde edilmistir.
Sentetik ortamda elde edilen sonuclar;

1. Hem PB hem de SM ortaminda erlenlerde yapilan deneylerde farkli konsantrasyonlarda
sakkaroz ve glikoz kullanilmig, maksimum enzim aktivitesi her iki durum i¢in de 5 g/l
sakkaroz konsantrasyonunda elde edilmistir. Ayrica en yiiksek aktivite PB ortaminda

belirlenmistir.
2. Erlenlerde her iki ortama da kazein ilavesi enzim tiretimini 3-4 kat arttirmistir.

3. Biyoreaktorde PB ortaminda kesikli sistemde yapilan deneylerde farkli
konsantrasyonlarda glikoz ve sakkaroz kullanilmig ve erlenlerde elde edilen sonuglara

benzer durum gozlenmistir.

4. Biyoreaktdrde PB ortaminda maksimum aktivite 500 rpm karistirma hizinda ve yiiksek

hava giris hizlarinda elde edilmistir.

5. PB ortaminda karigtirma ve hava giris hiz1 arttikca oksijen tiiketim hizi, r, ve siv1 faz

kiitle aktarim katsayisi, k; a degeri de artmustir.

6. Biyoreaktorde PB ortamina ilave edilen kazein enzim iiretimini 5 kat arttirirken siireyi

yaklasik 110 saatten 30 saate diistirmiistiir.

7. Biyoreaktdorde PB ortaminda, yar1 kesikli siirekli beslemeli sistemde enzim iiretimi
artarken maksimum aktiviteye ulagsmak i¢in gerekli siire 120 saatten 30 saate

diismiistiir.

8. Biyoreaktorde PB ortaminda, belirli araliklarla beslemeli yar1 kesikli sistemde sakkaroz
ilavesi durumunda enzim aktivitesi exponansiyel faz sonuna kadar her 6 saatte bir

yapilan besleme sartlarinda elde edilmis ve proses siiresi ortalama 45 saate diismiistiir.

9. Biyoreaktorde PB ortaminda, sisteme belirli araliklarla kazein ilave edilmesi
durumunda, maksimum enzim aktivitesi her 6 saatte bir yapilan sartlarda elde edilmis,

tretim miktar1 yaklagik 11 katina ¢ikmig ve tiretim siiresi ise 54 saate diismiistiir.
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10. Biyoreaktorde SM ortaminda, kesikli sistemde farkli sakkaroz konsantrasyonlarinda
yapilan deneylerde en yiiksek enzim aktivitesi 5 g/l sakkaroz konsantrasyonunda elde

edilmistir. Sonuglar erlenlerdeki sonuglarla benzerlik gostermektedir.

11. Biyoreaktorde SM ortamma 1 g/l kazein ilavesi enzim iiretimini yaklasik 7 kat

arttirirken, siireyi 70 saatten 30 saate diislirmiistiir.

12. Bagslangicta 1 g/l sakkaroz iceren SM ortamina, yari kesikli stirekli beslemeli olarak
sakkarozun beslenmesi durumunda, enzim tretimi artarken lretim siiresi 70 saatten 35

saate diigsmiistiir.

13. Baslangigta 1 g/l sakkaroz igeren SM ortamina, belirli araliklarla beslemeli yar1 kesikli
sistem uygulayarak sakkaroz ilave edilmesi durumunda, maksimum aktivite
exponansiyel faz sonuna kadar her 6 saatte bir yapilan beleme stratejisinde elde

edilmistir.

14. Sakkaroz iceren SM ortamina, belirli araliklarla kazein ilave edilmesi durumunda
maksimum enzim aktivitesi her 6 saatte bir yapilan besleme sartlarinda elde edilmis ,

enzim iiretimi yaklasik 10 kat artarken {iretim siiresi 70 saatten 45 saate diigmiistiir.

Substrat Olarak Misir Proteinin Kullanildig1 Deneylerden Elde Edilen Sonuclar;

15. Deneylerde misir proteini + ¢esme suyu, misir proteini + saf su ve misir proteini + PB
besiyeri olmak tizere 3 farkli ortam kullanilmistir olup proteaz iiretimi i¢in en uygun

besiyerinin misir proteini + ¢esme suyu oldugu belirlenmistir.

16. Substrat olarak misir proteinin kullanildig1 deneylerde proteaz iiretimi igin , 30 mesh
tanecik boyutu, 5 g/l misir proteini, baslangic pH’s1 7, % 10 (v/v) inokulum miktari,

175 rpm galkalama hiz1 ve 35 °C sicaklik optimum sartlar olarak belirlenmistir.

17. Misir proteini igeren ortama, glikoz ve sakkaroz ilavesinin enzim iiretimini diistirdiigi

gOriilmiigtiir.

18. Biyoreaktdrde yapilan deneylerde karigtirma hizi ve hava giris hiz1 arttikca enzim
iretimi de artmigtir. Ayrica biyoreaktdrde elde edilen maksimum enzim aktivitesi
erlenlere gore bir miktar azalirken bu aktiviteye ulagmak i¢in gereken siire 105 saatten

72 saate diigsmiistiir.
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Substrat Olarak Soya Unu’nun Kullanildig1 Deneylerden Elde Edilen Sonuclar;

19.

20.

21.

22.

Substrat olarak soya unu’nun kullanildigi deneylerde, proteaz iiretimi i¢in en uygun

ortamin soya unu + ¢esme suyu oldugu belirlenmistir.

Proteaz iiretimi i¢in 5 g/l soya unu, baslangic pH’ s1 7, % 5 (v/v) inokulum orani, 125

rpm ¢alkalama hizi ve 30 °C sicaklik optimum sartlar olarak belirlenmistir.

Soya unu igeren ortama glikoz ve sakkaroz ilavesinin enzim iretimini diislirdigi

gdzlenmistir.

Biyoreaktorde yapilan deneylerde yiiksek karigtirma ve hava giris hizimin enzim

dretimini arttirdigl goriilmiistiir.

Substrat Olarak Kazein’in Kullamildig1 Deneylerden Elde Edilen Sonuglar;

23.

24.

25.

26.

Substrat olarak kazeinin kullanildig1 deneylerde proteaz iiretimi i¢in en uygun ortamin

kazein + ¢esme suyu oldugu belirlenmistir.

Proteaz iiretimi i¢in 10 g/l kazein, baslangi¢ pH’ s1 7, % 10 (v/v) inokulum orani,

125 rpm galkalama hiz1 ve 30 °C sicaklik optimum sartlar olarak belirlenmistir.

Kazein iceren ortama glikoz ve sakkaroz ilavesinin enzim iretimini disiirdigi
gbzlenmistir.
Biyoreaktdrde yapilan deneylerde yiiksek karistirma ve hava giris hizinin enzim

iiretimini arttirdigr goriilmiistiir. Ayrica biyoreaktorde elde edilen maksimum enzim

aktivitesinin erlen sonuglarina gore diisiik oldugu gozlenmistir.

Biyoprosesin Modellenmesi Calismalarinda Elde Edilen Sonuglar;

27.

Farkli sakkaroz konsantrasyonlarinda olusturulan PB besi ortamindaki mikrobiyal
biiylime, iirlin olusumu ve substrat tiiketimini modellemek amaciyla iki farkli yontem
kullanilmistir. Birinci yontemde; literatiirde mevcut modellerin katsayilari, Genetik
Algoritma Toolbox’1 ile optimizasyon yapilarak belirlenmis, ancak test edilen
modellerden hi¢ birinin sistemi bir biitiin olarak tanimlayamadigi goriilmiistiir. Elde
edilen sonuglar 15181nda, diisiik sakkaroz konsantrasyonlarinda Teissier modeli, yiiksek

konsantrasyonlarda ise Andrews-Noack modeli sistemi en iyi tanimlayan model olarak
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secilmistir. Ikinci yontemde; biyoproses ortaminin davranisi olusturulan YSA modeli
ile tanimlanmigtir. YSA modelinin, Genetik algoritma Toolbox’1t ile optimum
katsayilar1 belirlenen modellere gore sistemin davramisini daha iyi agikladigi

goriillmiistiir.

Oneriler;

1.

Daha sonra yapilacak caligmalarda enzimin saflagtirnlmasi ve karakterizasyonu

incelenebilir.

Mikroorganizmanin genetik yapisi diizenlenerek, enzim iiretimini arttirma c¢aligsmalari

yapilabilir.

Proteaz iiretimi, stirekli sistemde calisilarak gergeklestirilebilir ve biyoproses ortami

modellenebilir.
Tutuklanmis mikroorganizma ile enzim iiretimi incelenebilir.

Daha ekonomik farkli karbon kaynaklari arastirilarak enzim {iretimi gergeklestirilebilir.
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EKLER

Ek 1. Kullamlan Dogal Substratlarin Bilesimleri

Tablo E 1.1. Dogal substratlarin spesifikasyonlari (Ergiin vd., 2004, Coskun vd., 2003).

Kazein Soya unu Misir Pproteini
(Gluten)
Nem %10.9 %13 %13
Protein(KM) %70 %41.2 %60
Yag %4.3 %4 max %3 max
Kiil %6.3 %10 %4.5
Nisasta - %18 %15
Metabolik Enerji (ME) 2550 kecal/kg 3050 kcal/kg 3300 kcal/kg
MINERAL iCERIKLERI
Kalsiyum % 1.25 % 0.25 % 0.07
Fosfor % 0.29 % 1 % 0.2
Potasyum % 0.72 % 0.59 % 10.23
Klor % 0.69 % 0.5 % 0.08
Magnezyum % 0.1 % 0.5 % 0.08
Kiikdirt % 0.1 % 0.3 % 0.65
Sodyum % 0.59 % 0.15 % 0.06
Demir 252 ppm 363 ppm 282 ppm
Cinko 30 ppm 250 ppm 31 ppm
Mangan 4 ppm % 0.05 % 0.07
VITAMIN iCERIKLERI
Kolin 980 mg/kg 1540mg/kg 3584mg/kg
Niasin 7.7 mg/kg 72 mg/kg 61 mg/kg
Riboflavin 17.2 mg/kg 2 mg/kg 2 mg/kg
Tiamin 6 mg/kg 2 mg/kg 0.22 mg/kg
Biotin 380 mg/kg 0.34 mg/kg 0.18 mg/kg
Karoten 6 mg/kg - -
AMINO ASIT iCERIKLERI (% protein)
Arjinin 34 0.78 2.08
Histidin 2.5 0.61 14
izolOysin 5.7 2.2 10.23
Ldysin 8.7 0.64 1.01
Lizin 7.0 0.64 1.01
Metiyonin 2.7 0.37 1.78
Treonin 3.8 0.78 2.2
Valin 6.8 3.36 4.7
Fenilalanin 4.6 2.71 2.93
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Ek 2. Musluk Suyunun Mineral i¢erigi

Mineraller ppm
Kalsiyum 67.9
Fosfor -
Potasyum 1.28
Klor 18
Magnezyum % 0.29
Kiikdirt % 0.6
Sodyum 26.1
Demir -
Cinko 18 ppm
Mangan -
pH 6.94
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EK 3. Mikroorganizma Derisimi Kalibrasyonu

0,8

0,7

0,6 - y=1,9081x
R%=0,9828

Absorbans

0,2 A

0,1 A

0 0,1 0,2 0,3 0,4

Mikroorganizma konsantrasyonu (g/It)

Sekil E3.1. 600 nm’de mikroorganizma kalibrasyon grafigi

Ab
Mikroorganizma konsantrasyonunu belirlemek i¢in C = (1 90;J x SF  kalibrasyon

denklemi kullanilmistir. PB besiyerinde kesikli fermantasyonla glikoz konsantrasyonu etkisinin
incelendigi c¢aligmalarda, 2.5 g/l glikoz baslangi¢ konsantrasyonu i¢in 30 saatte 5 kat

seyreltilmig numune i¢in mikroorganizma konsantrasyonu;

C = (mj x5=0.56 g/l olarak belirlenmistir.

1.9081
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Ek 4. DNS Yontemi icin indirgenmis Seker Derisimi Kalibrasyonu

Indirgenmis seker (glikoz, fruktoz) derisimi DNS (dinitrosalisilikasit) yontemi ile
Olciilmiistiir. Bunun i¢in derigimi bilinen miktarlarda glikoz iceren ortamlar kullanilarak

kalibrasyon egrisi hazirlanmigtir. Ornek hesaplama asagida verilmistir.

0,9 A
0,8

0,7
0,6

y=1,6334x
R%=0,9803

05

Absorbans

0,4
0,3 s

!
¢

0,2
0,1

|
*
L 4

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Glikoz konsantrasyonu (g/l)

Sekil E4.1. 550 nm’de glikoz kalibrasyon grafigi

Abs
1.633

Indirgenmis seker derisimi belirlemek icin C = ( jx SF  kalibrasyon denklemi

kullanilmigtir. PB  besiyerinde kesikli fermantasyonla glikoz konsantrasyonu etkisinin
incelendigi calismalarda, 2.5 g/l glikoz baslangic konsantrasyonu i¢in 30 saatte 20 kat

seyreltilmis numune i¢in glikoz konsantrasyonu;

_(0.156

x 20 =1.91 g/l olarak belirlenmistir.
1.6334
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EK 5. DNS Yontemi ile Toplam indirgenmis Seker Analizi i¢cin Reaktif Hazirlanmasi

1. a)880cm’ % I (a/h)’lik DNS ¢ozeltisi hazirlanir.
8.8 g dinitrosalisilik asit (DNS) tartilarak 880 cm’ damitik suda ¢oziiliir.

b) 225 g ROCHELLE tuzu (sodyum potasyum tartarat) ¢ozeltiye eklenerek

karigtirilir.

¢) Bu ¢ozeltiye 300 cm® % 4.5 NaOH ¢ozeltisi eklenir.
% 4.5 NaOH ¢ozeltisi, 13.5 g NaOH 300 cm® damutik suda ¢oziilerek hazirlanir.

2. a)22cm’ % 10 NaOH ¢ozeltisi hazirlanir
2.2 g NaOH 22 cm’ damitik suda ¢oziiliir

b) Cozeltiye 10 g kristalize fenol katilir ve karisima 100 cm® damutik su ilave edilir

¢) Bu alkali fenol karisimindan 60 cm® alinarak 6.9 g NaHCO; ile karistirilir.
Birinci basamaktan elde edilen DNS-alkali ¢ozeltisine ikinci basamaktan elde edilen

cozelti eklenerek ROCHELLE tuzu ¢oziiniinceye kadar karistirilir. Hazirlanan ¢ozelti koyu

renkli bir sisede saklanir ve hazirlandiktan 48 saat sonra kullanilir.
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Ek 6. Toplam Protein Derisimi Kalibrasyonu

1,2
1,0 3
y=1,4708x
2
0,8 i R =0,9917
2 (S
S .
5 0,6
8
< *
0,4
0,2 .
0,0 T T T
0 0,2 04 0,6 0,8

Protein (mg/ml)

Sekil E6.1. 660 nm’de protein kalibrasyon grafigi

Abs
1.4708

Toplam protein miktarini belirlemek i¢in C = ( jx SF  kalibrasyon denklemi

kullanilmigtir.  PB  besiyerinde kesikli fermantasyonla glikoz konsantrasyonu etkisinin
incelendigi c¢aligmalarda, 2.5 g/l glikoz baslangi¢ konsantrasyonu ig¢in 30 saatte 5 kat

seyreltilmig numune i¢in toplam protein miktari;

_[0.146

x5 =0.497 mg/ml olarak belirlenmistir.
1.4708
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Ek 7. Dinamik Yéntem ile Sivi Faz Kiitle Aktarim Katsayis1 ve Mikroorganizmanin

Oksijen Tiiketim Hizinin Belirlenmesi

Biyoreaktore gonderilen havanin kisa siireli olarak kesilmesi sonucunda ¢oziinmiis
oksijen derisiminde azalmanin gdzlendigi (t,C,) grafiginde, azalan dogrusal iliskiden r, degeri
bulunmustur. {(dC,/dt-r,);C,} grafigi ¢izilerek buradaki egimden -1/k;a degeri bulunmus ve k;a
hesaplanmigtir. Asagida 600 rpm karigtirma hizi, 0.6 vvm hava giris hiz1 kosullart igin t=50

st’deki r, ve k; a degerlerinin hesab1 6rnek olarak gdsterilmistir.

0,35
0,30 |
0,25 1
0,20 1

0,15

Co, mol/m3

0,10

0,05

0,00 T T T T
0 50 100 150 200 250

t, s

Sekil E7.1. Coziinmiis oksijen derigiminin kalma siiresi ile degisimi.

0,35

0,30
Egim= -1,
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0,20
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0,10 1

0,05
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0 20 40 60 80 100 120 140

t,s

Sekil E7.2. Mikroorganizmanin Oksijen Tiiketim Hizinin Belirlenmesi.
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Sekil E7.3. Siv1 Faz Kiitle Aktarim Katsayisinin kpa *nin Belirlenmesi
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Ek 8. Spesifik Ureme Hizinin ( 2z ) Bulunmasi

Deneysel olarak elde edilen verilerin logaritmik faza ait olan kismindan yararlanilarak,
her bir baslangic substrat derisimine ait hesaplanan g degerlerinin degisimi Sekil 7.16.’da
verilmisti. Denklem 7.16’ya gore, f’ye karsi Inx/ x, 'm grafige gecirilmesi ile elde edilen
dogrusal iligkinin egiminden spesifik lireme hizi (4 ) bulunur. PB besiyerinde kesikli

fermantasyonla sakkaroz konsantrasyonun etkisinin incelendigi ¢aligsmalarda, 5 g/l baslangi¢

sakkaroz konsantrasyonuna ait bulunan spesifik tireme hiz1 (4 ) degeri asagidaki grafikte

gosterilmistir.
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2 |
1,5 -
Q y=0,032x *
B
=
1
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0,5 - *
o
0 T T T
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Sekil E8.1. 5 g/l baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonuna ait spesifik iireme hizinin ( & ) belirlenmesi

1= 0.032
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