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OZET

INULINAZ ENZIMININ FERMENTASYONLA URETIMINDE INHIBITOR
BILESIKLERIN ETKIiSI

Hilal Nur GURLER
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Doc. Dr. irfan TURHAN
Aralik 2019; 168 sayfa

Biyoteknolojik yontemlerle iniilinaz gibi katma degeri yiliksek {iriinlerin
tiretiminde son zamanlarda saf karbon kaynaklarinin kullanimina alternatif olarak
lignoseliilozik kaynaklarin kullanimina ilgi artmistir. Ancak s6z konusu kaynaklarin
karbon kaynagi olarak kullanilabilmesi i¢in uygulanan c¢esitli On islemler
sonucunda fermentasyon ortamini etkileyecek inhibitérler olusmaktadir. Bu asamada
son Uriin {retiminde kullanilacak mikroorganizmanin inhibitdr bilesiklere karsi
hassasiyetinin bilinmesi olduk¢a Onem tasimaktadir. Bu c¢alismada inhibitor olarak
farkli konsantrasyonlarda HMF (1.0-6.0 g/L), furfural (0.1-2.0 g/L), fenol (0.1-5.0 g/L),
asetik asit (2.5-12.5 g/L) ve formik asit (1.5-7.0 g/L) kullanilarak Aspergillus niger A42
(ATCC® 204407) ile iniilinaz fermentasyonlar1 gergeklestirilmistir. Her bir inhibitér
icin en iyi lase aktivitesinin elde edildigi fermentasyonlara 10 farkli matematiksel
model (MGM, MLM, MRM, Stannard, Weibull, MMF, Asimetrik, Baranyi, Huang,
Fitzhugh) uygulanmistur. Ayrica tiim denemelerin sonuglar1 incelendikten sonra
lignoseliilozik materyalden gelmesi muhtemel tim inhibitorleri igeren karigim
fermentasyonunun sinerjist etkisini incelemek i¢in Placket-Burman Dizayn
kullanilmistir. Caligmanin son asamasinda ise arpa kavuzu, yulaf kavuzu, bugday
kepegi ve ¢avdar kepegi hidrolizatlar siilfiirik asit ile hidroliz edilmis ve hidrolizatlarda
inhibitor bilesen tayini yapilmistir. Hidrolizatlar detoksifiye edilmeden fermentasyon
stvist olarak kullanilmis olup iniilinaz fermentasyonlar1 gergeklestirilmistir.

Fermentasyon denemeleri sonucunda her inhibitor bilesik i¢in en yiiksek ve en
diisiik Tase aktivitest HMF i¢in 268.74 U/mL (1 g/ HMF), 62.76 U/mL (6 g/L HMF)
furfural i¢in 197.35 U/mL (0.1 g/L furfural), 5.14 U/mL (1.0 g/L furfural), fenol i¢gin
117.39 U/mL (0.1 g/L fenol), 12.57 U/mL (5 g/L fenol), asetik asit icin 340.32 U/mL
(2.5 g/L), 3.24 U/mL (12.5 g/L) ve formik asit i¢in 136.83 U/ml (1.5 g/L formik asit),
312.69 U/mL (7 g/L formik asit) olarak bulunmustur. lase aktivitesinin en yiiksek
oldugu fermentasyonlara 10 farkli model uygulanmistir. Modeller, model parametreleri
(RMSE, MAE, AF, BF, R? yardimyla kiyaslanmis olup HMF ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyon i¢in Stannard, furfural icin Weibull, fenol i¢in MGM,
asetik asit i¢cin Huang ve formik asit i¢in Weibull iniilinaz iiretimi agisindan en uyumlu
modeller olarak belirlenmistir. Inhibitorlerin ~ sinerjist etkisinin incelenmesi
amaciyla Plackett-Burman Dizayn (PBD) ile inhibitorlerin karisim fermentasyonlarinin
optimizasyonunda tiim inhibitdrlerin minimum (3.0 g/L HMF, 0.1 g/L furfural, 0.1 g/L
fenol, 2.5 g/L asetik asit ve 3.0 g/L) konsantrasyonda oldugu fermentasyonda (3
numarali deneme) 215.77 U/mL lase aktivitesi tespit edilmistir. Optimum karisim



fermentasyonuna ait Jase aktivitesinin kontrol fermentasyonundan istatistiksel olarak da
farkl1 olmadig1 goriilmiistiir (P>0.05). Calismanin son asamasinda ise arpa kavuzu,
yulaf kavuzu, bugday kepegi ve cavdar kepeginin seyreltik asit ile hidrolizi ile iniilinaz
fermentasyonlar1 gerceklestirilmis olup lase aktivitesi sirastyla 202.29, 42.03, 244.13 ve
254.60 U/mL olarak bulunmustur.

Bu calisma sonucunda Aspergillus niger A42 (ATCC® 20447)nin farkl
inhibitér (HMF, furfural, fenol, asetik asit ve formik asit) konsantrasyonlarina karsi
tolerans araliklar1  belirlenmistir. Bdylece mikroorganizmanin, lignoseliilozik
materyallerin islenmesiyle ac¢iga ¢ikmasi muhtemel inhibitdr konsantrasyonlarina karsi
tepkisi ortaya konmustur. Ayrica PBD ile gerceklestirilen karisim fermentasyonlar ile
mikroorganizmanin tolere edebilecegi inhibitor karisimi optimize edilmistir (3.0 g/L
HMF, 0.1 g/L furfural, 0.1 g/L fenol, 2.5 g/L asetik asit ve 3.0 g/L). Arpa kavuzu,
cavdar kepegi ve bugday kepegi hidrolizatlarindaki inhibitor bilesik konsantrasyonlarini
mikroorganizmanin tolere edebildigi ve detoksifikasyon isleminin gerek olmadig:
ortaya konmustur. Bu tez c¢alismasi kapsamindaki  gergeklestirilen  tiim
fermentasyonlarin lignoseliilozik maddeler ile gergeklestirilecek fermentasyonlarda
detoksifikasyon gibi proseslerin gerekliligine karar verme asamasinda onemli olacagi
diistiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Iniilinaz, inhibitér, Aspergillus niger, asetik asit, fenol,
fermentasyon, formik asit, furfural, HMF.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF INHIBITOR COMPOUNDS IN THE PRODUCTION OF
INULINASE ENZYME BY FERMENTATION

Hilal Nur GURLER
MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Irfan TURHAN
December 2019, 168 pages

The usage of lignocellulosic sources as an alternative to the pure carbon sources
in the production of value-added products such as inulinase by the biotechnological
process has been recently increased. However, some pretreatment methods for the use
of these sources in the medium lead to the formation of inhibitors that will affect the
fermentation medium. In this situation, it is very important to know the tolerance of the
microorganism to inhibitory compounds to be used in the production of the value-added
product. In this study, inulinase fermentations were performed by Aspergillus nigerA42
(ATCC® 204407) using different concentrations of HMF (1.0-6.0 g/L), furfural (0.1-2.0
g/L), phenol (0.1-5.0 g/L), acetic acid (2.5-12.5 g/L) and formic acid (1.5-7.0 g/L) as an
inhibitor. The ten different mathematical models (MGM, MLM, MRM, tannard,
Weibull, MMF, Asymmetric, Baranyi, Huang, Fitzhugh) were applied to fermentations
in which the best /ase activity was obtained for each inhibitor and control fermentation.
In addition, the Placket-Burman design was used to investigate the synergistic effect of
mix fermentation, which contains all possible inhibitors from lignocellulosic material
after data analysis. Finally, the lignocellulosic compounds such as barley husk, oat
husk, wheat bran, and rye bran were hydrolyzed with dilute acid and inulinase
fermentations were performed.

The highest and lowest lase activity was obtained for HMF 268.74 U/mL (1 g/L
HMF), 62.76 U/mL (6 g/L HMF); for furfural 197.35 U/mL (0.1 g/L furfural), 5.14
U/mL (1.0 g/L furfural), for phenol 117.39 U/mL (0.1 g/L phenol), 12.57 U/mL (5 g/L
phenol), for acetic acid 340.32 U/mL (2.5 g/L), 3.24 U/mL (12.5 g/L) and for formic
acid 136.83 U/ml (1.5 g/L formic acid), 312.69 U/mL (7 g/L formic acid). 10 different
models were applied to fermentations with highest lase activity. The models were
compared with some model parameters such as RME, MAE, AF, BF, R2. The most
compatible models for the production of inulinase was determined to tannard for
HMF, Weibull for furfural, MGM for phenol, Huang for acetic acid, and Weibull for
formic acid. Plackett-Burman Design results showed that, the lase activity was
determined as 215.77 U/mL in fermentations which all inhibitors were at minimum
concentration (HMF=3.0 g/L, furfural= 0.1 g/L, phenol= 0.1 g/L, acetic acid= 2.5 g/
L, formic acid= 3.,0 g/L). The enzyme activity was not statistically different from
control fermentation (P>0.05). Finally, inulinase fermentations were carried out by
hydrolysis of barley, oat, wheat bran and rye bran with dilute acid and /ase activity was
found to be 202.29, 42.03, 244.13 and 254.60 U/mL, respectively.
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In this study, the tolerance ranges of different inhibitor (HMF, furfural, phenol,
acetic acid, and formic acid) concentrations of Aspergillus niger A42 (ATCC® 20447)
were determined. Thus, it will be predetermined whether the microorganism will work
at inhibitor concentrations likely to be released by lignocellulosic materials. This is
considered to be important in deciding the necessity of processes such as detoxification.
In addition, the mixture fermentations were optimized for the inhibitor mixture to be
tolerated by the microorganism (HMF=3.0 g/L, furfural= 0.1 g/L, phenol= 0.1 g/L,
acetic acid= 2.5 g/L, formic acid= 3.0 g/L). It was demonstrated that the inhibitor
compound concentrations in barley, rye bran and wheat bran hydrolysates are tolerated
by the microorganism and no detoxification process is required. It was thought that all
fermentations performed would be important in deciding the necessity of processes such
as detoxification in fermentations with lignocellulosic materials.

KEYWORDS: Inulinase, inhibitor, Aspergillus niger, acetic acid, phenol, fermentation,
formic acid, furfural, HMF.
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ONSOZ

Diinya iizerindeki niifus artis1 ile insanlarin gidaya olan ihtiyaglar1 da her gegen
glin artmaktadir. Gida sektorliniin  genislemesiyle gida atiklarinda da artis
goriilmektedir. Bu atiklarin ¢evreye zarar vermemesi ve ekonomiye katki saglamak
amaciyla cesitli biyoteknolojik calismalarda kullanilmasi giderek yayginlagsmistir. Bu
sekilde hem c¢evreci hem de ekonomik bir yaklasim sergilenerek hem diinya
ekonomisine hem de c¢evreye biiyiik katkilar saglanmaktadir. Biyoteknolojik
caligmalarda karbon kaynagi olarak saf karbon kaynagina alternatif kullanimi
yayginlagmis olan birgok atik vardir. Arpa kepegi, yulaf kepegi, bugday kavuzu, cavdar
kavuzu, misir kiispesi, kec¢iboynuzu atii, melas, c¢ay atig1 gibi bircok Ornek
verilebilmektedir. Bu kaynaklardan iniilinaz enzim tiretim denemeleri bir¢ok arastirmaci
tarafindan ¢alisilmaktadir. Ulkemiz iniilinaz enzimini iiretmemekte bunun yerine ithal
ederek kullanmaktadir. Iniilinaz enzimi frukroz surubu, fruktooligosakaritler ve
inulooligosakaritlerin iiretiminde kullanilan katma degeri olduk¢a yiiksek olan bir
hidrolitik enzimdir. Fakat bu hammadde kaynaklarinin o6zelikle de lignoseliilozik
igerikli atiklarin karbon kaynagi olarak kullanilabilmesi i¢in boyut kiigiiltme ve hidroliz
islemi gerekmektedir. Tim bu islemler sonrasinda fermentasyon ortaminda inhibitor
olarak etki gdsteren, cogu zaman birden fazla, yan iiriin meydana gelmektedir. Inhibitér
bilesiklerin  uzaklastirilmadan  hidrolizatin ~ kullanilmas1  durumunda  bazen
mikroorganizma gelisimi engellenmekte ve katmadegeri yliksek iirlin olusumunu
sinirlanmaktadir. Bu sebeple cesitli detoksifikasyon yontemleri gelistirilmis olup bu
proseslerin ¢ogu yiiksek maliyet ve enerji kaybina sebep olmaktadir. Gelistirilmis olan
detoksifikasyon yonteminin se¢imi inhibitdr bilesiklerin ¢esidi ve konsantrasyonuna
gore degisiklik gostermektedir. Cogu zaman kombine sistemler ile bu
bilesiklerin  ortamdan uzaklastirilmasi saglanmaktadir. Bu asamada
mikroorganizmanin hangi konsantrasyonlardaki inhibitorii tolere edebilecegi veya
edemeyecenin bilinmesi detoksifikasyon yonteminin se¢imi ve hatta gerekli olup
olmadigima karar verme asamasinda Onemli bir noktadir. Aspergillus niger ile
iniilinaz enziminin saf karbon kaynaklarma alternatif olarak goriilen yenilenebilir
kaynaklardan iiretilmesi diinyada  yayginlasmistir. ~ Fakat  inhibitorlerin
konsantrasyonlarinin ve ortamda aymi anda birlikte bulunma etkilerini arastiran
kapsamli bir caligmaya rastlanmamistir. Bu tez calismasi bu agiktan yola c¢ikilarak
yapilmigtir.

Bana bu konuyu arastirma firsati1 taniyan, tiim bilgilerini benimle paylasan,
her sorun yasadigimda yanina hi¢ ¢ekinmeden gidebilme imkani tanityan, her zaman
giller yiizii ve samimiyeti ile kiymetli vaktini sakinmadan bana ayiran, her
konusmamizda mutlaka bir ciimlesiyle hayatima yon verici anlamlar katan saygideger
danisman hocam Do¢. Dr. Irfan TURHAN’a (Akdeniz Universitesi Miihendislik
Fakiltesi) tesekkiirii bir borg¢ bilirim.

Her zaman yanmimda olan, yoruldugum zamanlarda benden desteklerini
esirgemeyen, iyi giinlerimde ve kotii zamanlarimda ellerini hep omzumda hissettigim
sevgili arkadaslarim Selime Benemir ERKAN, Duygu Gizem BILGIN ve Cansu
YILMAZER’e ¢ok tesekkiir ederim. Diger laboratuvar arkadaglarim ve lisansiistii ofisi
paylastigim diger tiim arkadaslarima oOzellikle teknik konularda bana her zaman
destek olan Emrah EROGLU’ na tesekkiir ederim. Pratik ve kolay ¢dziimleriyle
ufkumu genisleten saygideger hocam Dr. Ogr. Uyesi Ercan YATMAZ (Akdeniz
Universitesi
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Goyniik Meslek Yiiksek Okulu) ve pozitif enerjisi, giiler yiizii ile bana mutluluk veren
sevgili esi Ogr. Gor. Dr. Hanife Aydan YATMAZ’a (Akdeniz Universitesi Gida
Gilivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi) tesekkiir ederim. Bana yeni seyler
ogrenmemde yardimini higbir zaman esirgemeyen ve bildigi her seyi paylasmaktan asla
geri durmayan hocam Mustafa GERMEC’e de ¢ok tesekkiir ederim.

Bu ¢alismay1 mali yonden destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimine ve TUBITAK BIDEB 2210-C Oncelikli Alanlar
Birimi’ne tesekkiirlerimi sunarim.

Bana karg1 olan sonsuz sevgisi ve destegi ile her zaman yanimda olan, bazen
sadece analiz yapmami bekleyerek benimle vakit geciren, bana olan inancini her daim
belli eden, diismemem icin her zaman elimi tutan sevgili arkadasim Halil Furkan
TUFAN’a sonsuz tesekkiir ederim.

Son olarak bana kars1 her zaman sabirli ve anlayish olan, maddi ve manevi her
yonden benden desteklerini asla sakinmayan, sonsuz sevgileriyle benim her daim
yanimda olan, beni dogru yola yonlendirmek i¢in tavsiye ve 6giitlerini benden asla
sakinmayan, hayatima her zaman 151k ve sevgi sacan canim annem Nurten GURLER,
canim babam Aydin GURLER ve canim agabeyim Volkan GURLER ’e sonsuz tesekkiir
ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : Yiizde

°C : Santigrat derece

Ao : Diisiik asimptot (U/mL veya g/L)

Am : Yiiksek asimptot (U/mL veya g/L)

A : “t” inci zamanda tahmin edilen degerler
Bt : Gegis parametresi

d : Birimsiz bir dizayn parametresi

e : Euler sayisi, sabit (2.718)

g : Gram

ho : Hiicrenin baglangic¢ fizyolojisini hesaplayan birimsiz bir parametre
Hi : Gegis parametresi

k/s : kati/s1v1 orani

ki23 : Cevap degiskeninin potansiyel yiiksek degerine yaklagma orani
L : Litre

M : Molar

mL : Mililitre

N : Normal

pH : Hidrojen iyonlarinin eksi logaritmasi
pKa : Asitlik sabitinin eksi logaritmast

Prase : Maksimum iniilinaz aktivitesi (U/mL)
Psase : Maksimum invertaz aktivitesi (U/mL)
0 : Yiiksek tiretim ve tiiketim hizlar
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Quase : Maksimum iniilinaz iiretim hiz1 (U/mL/giin)

Qs : Maksimum seker tiiketim hiz1 (g/L/gtlin)
Qsase : Maksimum invertaz iiretim hiz1 (U/mL/giin)
R? : Belirleme katsayisi

Rpm : devir/dakika

t : Stire(giin)

T : Ai= An/2 oldugu nokta

U/mL : Unit/mL, Enzim birimi

V123 : Sekil parametresi, birimsiz.

B : Gelisimi kaydirma degeri

AS : Seker tiiketimi (g/L)

A : Gecikme siiresi

Tez kapsaminda ondalik sayilarin ayriminda ‘.” kullanilmistir.

Kisaltmalar

AA. : Asetik Asit

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

Abs : Absorbans

ADH : Aldehitdehidrogenaz

AF : Kesinlik faktorii

AK : Arpa kavuzu

ALDH : Aldehit dehidrogenaz

ANOVA : Varyans analizi

ATCC : Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (American Type Culture

Collection)
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ATP
BF

BK
CK

Dk
DNSA
DNSA
DOE
Diiz.KO
Diiz.KT
FA
FOS
HCl
HMF
I/S
lase
IK
MAE
MGM
MLM
MMF
MRM
NADH

NaOH

: Adenozintrifosfat

: On yarg1 faktorii

: Bugday kepegi

: Cavdar kepegi

: dakika

: 3,5-dinitrosalisilik asit

: Dinitrosalisilik Asit

: Deneme tasarimi

: Diizeltilmis karaler ortalamasi
: Diizeltilmis karaler toplami

: Formik asit

: Fruktooligosakaritler

: Hidroklorik asit

: 5-Hidroksimetil2-furfuraldehit
: Iniilinaz/Siikraz orani

: Iniilinaz

: Inhibitdr konsantrasyonu

: Ortalama mutlak hata

: Modifiye Gompertz model

: Modifiye Lojistik model

: Morgan-Mercer Flodin

: Modifiye Richards model

: Nikotinamid adenin dintikleotit

: Sodyum hidroksit
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NRRL : ARS Culture Collection

P : Olasilik

PBD : Plackett-Burman Dizayn

PDH : Piruvat dehidrogenaz

RMSE : Ortalama karesel hata

Sase : Invertaz-tip

SH : Saf hata

STO : Seker kullanim orani1

T : Toplam

HPLC : Yiiksek performansli s1vi kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography)

YK : Yulaf kavuzu
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1. GIRIS

Enzimler canli hiicreler tarafindan olusturulan ve kimyasal reaksiyonlar1 spesifik
olarak katalizleme yetenegine sahip protein yapidaki maddelerdir (Saldamli 1998).
Enzimler kimyasal katalizorler ile karsilagtirilldiginda sicaklik, pH ve basing gibi
Ozellikler yoniinden nispeten 1limli sayilabilecek ortam kosullarinda islev gorebilirler.
Ayrica enzimler istenmeyen yan iriinlerin olusumuna neden olmayan spesifik
katalizorlerdir (Turhan, 2015).

Giliniimilizde her yil tonlarca ticari enzim iiretimi yapilmaktadir ve bunlarin
maliyeti 1.5 milyon ABD dolarindan yiiksektir. Artik bir¢ok ticari enzim bitki ve
hayvan kokenli olmasinin yani sira mikrobiyal kaynaklardan da elde edilmektedir
(Turhan, 2015). Uretilen bu enzimler arasinda iniilinazin gida endiistrisinde kullanimi
Oonemli bir paya sahiptir.

Aspergillus niger, GRAS (Generally Recognized as Safe, Genel Olarak Giivenli
Kabul edilir) statiisiinde oldugundan dolay1 biyoteknoloji alaninda en ¢ok kullanilan
mikroorganizmalardan birisidir. Alfa-amilaz, seliilaz, amilogliikosidaz, katalaz, lipaz,
pektinaz ve iniilinaz gibi birgcok enzim A. niger tarafindan fermentasyon ile
tiretilebilmektedir (Schuster vd. 2002).

Dogal ve diisiik kalorili sekerlerin tiiketimi son yillarda biiyiik 6l¢iide artmustir.
Talepler dogrultusunda sakaroza alternatif olarak saghikli ve tathiligi yiiksek
tatlandiricilarin iiretimi ilgi gérmeye baslamistir. Fruktoz ise alternatif sekerler arasinda
en saglikli ve giivenilir olarak kabul edilmektedir (Singh vd. 2018b).

Nisastadan sonra fruktanlar bitkilerde en yaygin olarak bulunan
polisakkaritlerdir. Iniilin sakaroz birimiyle sonlanmis B-(2-1)-D-fruktozil-fruktoz
yapisin1 iceren bir fruktandir (Altunbas 2013). Iniilinazlar iniilini hidrolize eden
enzimlerdir. Mikrobiyal iniilinazlar ile tek adimli bir enzimatik hidroliz ile %95°e kadar
fruktoz elde edilebilmektedir. Bu nedenle mikrobiyal iniilinazlarin ticari iniilin
hidrolizinde kullanilmas1 6nemli bir yere sahiptir (Atlithan, 2011).

Yiiksek seker icerigine sahip olup yeterince degerlendirilemeyen tarim
irlinlerinin ve gida atiklarinin gliniimiizde biyoteknoloji alaninda karbon kaynagi olarak
kullanilmast gittikce yayginlagsmis ve Onem kazanmistir. Bu atiklar genel olarak
lignoseliilozik materyaller olarak adlandirilmaktadir. Lignoseliillozun baslica bilesenleri
selliloz, hemiseliiloz ve lignindir. Lignoseliilozik biyokiitle fermentasyon ortamina
girmeden once lignin, hemiseliiloz ve seliilozun matriksini pargalayan ¢esitli 6n islemler
kullanilmaktadir. Bu 6n islemlerin amaci lignin ve hemiselillozu uzaklastirmak,
seliilozun kristallenmesini azaltmak ve lignoseliilozun gozenekliligini arttirmaktir. Bu
islemler sirasinda fermente edilebilir sekerlerin kimyasal tahribatinin ve inhibitor etkiye
sahip bilesiklerin olusumunun en az olmasi istenmektedir (Almeida vd. 2007).

Lignoseliilozik bilesiklerin 6n islemlerle hidrolizinden sonra alinan siiziintiiye
hidrolizat denir. Hidrolizatta fermentasyon ortamini etkileyecek c¢esitli yan {iriinler
olusabilmektedir. Bu inhibitér bilesikler lignin, hemiseliiloz ve seliilloz kaynaklhidir.
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Bunlar furfural ve hidroksimetilfurfural (HMF) gibi furanlari, vanilin ve 4-
hidroksibenzoik asit gibi fenolleri ve asetik asit, formik asit ve levulinik asit gibi zayif
organik asitleri icermektedir (Narayanan vd. 2017). Olusan bu maddeler fermentasyon
ortaminda mikroorganizmalarin gelisimi iizerine inhibitér etki gostermekte ve {riin
verimini yiiksek oranda diislirebilmektedir. Ayn1 zamanda hidroliz dncesi sterilizasyon
basamaginda da dogrudan substrat kaynakli inhibitor bilesikler agiga cikabilmektedir.
Bu bilesikler de inhibitdr etki gosterme potansiyaline sahiplerdir.

Bu calismada GRAS statiisiinde kabul edilen Aspegillus niger A42 (ATTC
204447) kifii kullanilarak iniilinaz enzimi tiretiminde farkli konsantrasyonlarda HMF
(1.0-6.0 g/L), furfural (0.1-2.0 g/L), fenol (0.1-5.0 g/L), asetik asit (2.5-12.5 g/L)
ve formik asidin (1.5-7.0 g/L) fermentasyon ortamindaki etkileri arastirilmistr.
Fermentasyonlar sonucunda denenen konsantrasyonlardaki inhibitor bilesiklerin
mikroorganizma iizerindeki pozitif veya negatif etkileri tespit edilmistir. Inhibitdrler
ile gerceklestirilen tiim fermentasyon denemelerinden elde edilen en iyi /ase iiretimi
olan verilere 10 farkli matematiksel model uygulanmis ve en uyumlu modeller
belirlenmistir. Ayrica, Plackett-Burman Dizayn ile besiyeri kompozisyonuna
inhibitor bilesiklerin karisim olarak eklenmesiyle fermentasyonlar
gerceklestirilmistir.  Bu fermentasyonlar ile inhibitoér bilesiklerin karisim olarak
besiyerinde bulunmasi durumunda /Jase iiretimine etkileri incelenmistir. Deneme
sonuglarina gore Aspergillus niger A42 (ATCC® 204447) ile Iase iiretiminde
optimum karisim fermentasyonu 3.0 g/ HMF, 0.1 g/L furfural, 0.1 g/L fenol, 2.5 g/L
asetik asit ve 3.0 g/L formik asit iceren bir hidrolizatin detoksifiye edilmeden
besiyeri olarak kullanilabilecegi ortaya konmustur.

Gergeklestirilen tiim fermentasyonlarda giinliik oOrnekler alinmis olup
fermentasyon sivisinda Aspergillus niger A42 (ATCC® 204407)’nin gelisminin ilk
gozlemlendigi giin ve fermentasyonun son giinline ait Orneklere goriintii analizi
uygulanmigtir. Bu analiz ile inhibitor bilesiklerin hiicre gelisimi {izerindeki etkileri
gbzlemlenmistir. Inhibitér bilesiklerin tek tek besiyerine eklenmesi ve karisim
halinde eklenmesiyle yapilan fermentasyonlarda mikroorganizmanin inhibitorlere
kars1 olan tolerans araliklar1 belirlenmistir.

Lignoseliilozik biyokiitlelerin fermentasyon ortami olarak kullanilmasi ig¢in
hidroliz islemi gereklidir. Bu islem sonucunda inhibitorler ortaya ¢ikmaktadir. Suni
bir hidrolizat ortami olarak diislinlilen karisim fermentasyonlarindan sonra gercek
hidrolizat ortamlarinda da iniilinaz fermentasyonlar1 gergeklestirilmistir. Arpa
kavuzu, yulaf kavuzu, ¢avdar kepegi ve bugday kepegi seyreltik siilfiirik asit ile
otoklavda hidroliz edilmistir. Hidrolizatlarda dogal olarak bulunan inhibitor
bilesenlerin tayini yapilmistir. Hidrolizatlar fermentasyon sivisi olarak kullanilmis ve
boylece gercek bir hidrolizat ortaminda Aspergillus niger ile iniilinaz {retimi
gerceklestirilmistir. Farkli lignoseliillozik maddeler ile gerceklestirilen bu
fermentasyonlardan iniilinaz iiretmi icin en 1iyi karbon kaynagi belirlenmistir.
Karisim  denemesinden aliman sonuglar ile hidrolizat  fermentasyonlarinin
sonuglar1  karsilastirilarak  gerceklestirilen karisim fermentasyonun dogrulamasi
yapilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Mikrobiyal iniilinaz Enzimi ve Kullanim Alanlar

Mikrobiyal iniilinazlar kiifler, mayalar ve bakteriler gibi bir¢ok mikroorganizma
tarafindan fermentasyon ile iiretilebilmektedir. Mikrobiyal iniilinazlar iniilin tizerindeki
etki tarzlarina gore hiicre i¢i ve hiicre dis1 olmak iizere iki farkli sekilde tiretilen
enzimlerdir. Baz1 mikroorganizmalar intilinaz1 hiicre igi iiretirken bazilar1 da hiicre dis1
tiretebilmektedir. Fakat iniilinaz  enzimini her iki formunu iretebilen
mikroorganizmalarin da oldugu bilinmektedir. Endoiniilinazlar (2,1-B-d-fruktan
fruktanohidrolaz; EC 3.2.1.7) ana iiriin olarak fruktooligosakarit elde etmek i¢in -2,1-
fruktofuranosidik baglari rastgele hidrolize ederler. Ekzoiniilinazlar (p-d-fruktan
fruktohidrolaz; EC 3.2.1.80) ise iniilini indirgen olmayan terminal uglarindan
parcalayarak frukroz {initelerini serbest birakirlar (Singh ve Chauhan 2017). Iniilinazlar,
baslica yliksek fruktoz surubu, fruktooligosakaritler, biyoetanol, biyoyakitlar, sitrik asit,
laktik asit gibi karbonhidrat tiirevli iriinlerin {retilmesinde kullanilan ¢ok yonli
enzimler olarak da bilinmektedir (de Moura vd. 2015; Petrova vd. 2015; Singh vd.
2011; Singh ve Singh 2014; Singh vd. 2017).

Bir enzimin karakteristik ve biyokimyasal 6zellikleri her seyden 6nce kaynagina
ve aslina baghdir. Iniilinaz iiretiminin hayvanlar, bitkiler ve cesitli mikroorganizma
kaynakli olabilecegi bilinmektedir. Bir bocek tiiri olan Gryllodes sigillatus’un tiikiiriik
bezlerinde ve bagirsak simbiyozlarinda kesfedilmistir. Bitkilerde ise ilk kez; bitki
fruktanlarim1  hidrolize edebilen Helianthus tuberosus’un kok yumrularinda
rastlanmistir. Hayvan ve bitki kaynakli olan iniilinaz enziminde verimin diisiik olmasi,
elde edinme yonteminin zor ve maliyetli olmasindan dolay1 ticari olarak kullanimi ¢ok
fazla tercih edilmemektedir. Bundan dolay1 kiifler (4Aspergillus sp., Penicillium sp. ve
Rhizoctonia solani), mayalar (Kluyveromyces sp., Pichia sp. ve Cryptococcus sp.) ve
bakteri (Streptomyces sp. ve Xanthomonas sp.) gibi mikrobiyal kaynaklardan iniilinaz
tiretimi tercih edilmistir. Mikrobiyal iniilinaz iiretimi i¢in en yaygin kiifler ve mayalar
kullanilmaktadir. Buna nazaran bakteri kaynakli iniilinazlar hakkinda ¢ok az sayida
calisma gerceklestirilmigtir. Bakteri kaynakli iniilinazlarin yiiksek 1sil direng ve basit
molekiiler birlesmeye sahip oldugu belirlenmistir. Tiim bu ilave 6zellikleri nedeniyle
bakteriyal iniilinaz iiretimi de hizla artmaktadir (Singh vd. 2017; Verma ve Prasad
1975).

Iniilinden dakikada 1pmol fruktoz salgilayan enzim miktar1 bir birim iniilinaz
aktivitesi olarak tanimlanir. Dakikada 1pmol sakarozu hidrolize eden enzim miktar1 ise
bir birim invertaz-tip aktivite olarak tanimlanir (Das vd. 2019; Ettalibi ve Baratti 1987;
Sharma vd. 2006).

Iniilin, yag ve sekeri ikame etmesi ve diyet iniilin lif iceriginden dolay:
kullanilan onemli bir besindir. Nisastadan sonra en bol bulunan depo karbonhidrati
olarak bilinmektedir. B-2,1 glukozidik baglar ile yaklagik olarak 10 frukroz iinitesinin
baglanmasi ile meydana gelmis bir polimerdir. Polimerizasyon derecesi 2 ile 60
arasinda degisiklik gosterebilir. Bunun sebebi bitkinin ¢esidine, hasadina ve bitki yasam
dongiisiine gore degisiklik gostermesidir (Vandamme ve Derycke 1983).
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Iniilin dogal olarak hindiba, yerelmasi, sogan yildizgicegi kokii, kuskonmaz,
pirasa, muz, sarimsak, bugday gibi bitkilerin yapisinda depo polisakkariti olarak
bulunmaktadir. Genel olarak diyet lif olarak bilinmekle beraber diger bilinen diyet lif
kaynaklarin yani sira agizda piitiirliiliik hissi vermez ve yumusak bir kivam alir. Su ile
karistirtlmast durumunda yag ikamesi olarak kullanilabilmektedir. Diisiik zincirli
fraksiyonlar1 dogal iniiline gore ¢Oziiniirliigli daha gii¢lii ve yiiksek tatliliga sahiptir.
Diger kalorili olmayan tatlandiricilarla karistirildiginda sakarozun yerini kismen veya
tamamen almak i¢in kullanilabilir. Uzun zincirli fraksiyonlar ise daha fazla termostabil
ve viskoz olarak bilinmektedir. Yagi azaltilmis {iriinlerde de yag ikamesi olarak
kullanim1 gergeklestirilmektedir. Iniilin bakimindan zengin bitkisel kaynaklar fruktoz
surubu ve fruktooligosakaritlerin {iretimi icin kullanilabilir (Singh vd. 2018a). Iniilin
yaygin sekilde prebiyotik olarak da kullanilmaktadir. Bunun yani sira yag ikamesi,
seker ikamesi, tekstiir gelistirici ve fonksiyonel gida iiretiminde de kullanilmaktadir.
Mide saghiginda da faydali bir etki gosterdigi bilinmektedir (Shoaib vd. 2016). Iniilinaz
enzimi ise yaygm olarak iniilinin hidrolizinde kullanilmaktadir. Iniilinin kimyasal
yapisinin gosterimi Sekil 2.1°de verilmistir (Das vd. 2019).

HO
0
OH
OH
O OH
o}
OH
OH
0
OH
OH
OH

Sekil 2.1. iniilinin kimyasal yapisi1 (Das vd. 2019)

Endoiniilinazlar invertaz-tip aktivite gostermezken ekzoiniilinazlar iniilinaz ve
invertaz-tip aktivitenin her ikisini de gostermektedirler. Iniilinaz ve invertaz-tip arasinda
olan iliski genel olarak 1/S orani ile ayirt edilir. I/S oran1 10*’den biiyiik oldugunda
fermentasyon sivisindaki aktivite daha c¢ok iniilinaz aktivitesi olan enzim iiretimine,10"
“ten kiiciik ise yiiksek invertaz-tip aktiviteye sahip enzim iiretimine sahip oldugunu
isaret eder (Das vd. 2019). Iniilinazin iniilin {izerindeki etkisini gdsteren mekanizma
Sekil 2.2°de gosterilmistir (Singh ve Singh 2010).
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OH H

Sekil 2.2.Iniilin iizerinde iniilinazin etki mekanizmas1 (Singh ve Singh 2010)

Iniilinaz daha ¢ok fruktoz iiretimi icin kullanilmaktadir. Fruktoz iniilinin asit
hidrolizi veya nisastanin enzimatik hidrolizi ile elde edilebilmektedir. Geleneksel olarak
fruktoz, a-amilaz, amiloglikozidaz ve glukoz izomeraz igeren ¢oklu enzim islemine
tabii tutularak nisastadan iretilmektedir. Bu yoOntemler kullanildiginda difruktoz
anhidrid gibi istenmeyen yan lriinlerin olusmasi ve ¢ok adimli bir proses i¢cermesinin
yani sira yalmzca %45 fruktoz iiretimi gergeklestirilmektedir. Fruktoz veriminin
yaklasik %90’nin lizerinde olan suruplar elde etmek i¢in iyon degistirme teknigi gibi
cesitli yontemler denenmistir. Fakat bu teknikler iiretim maliyetinde artisa sebep
olmaktadir. Tek adimda gerceklesen mikrobiyal iniilinazlarin kulllanildig1 bir enzimatik
reaksiyon ile yaklasik %95 fruktoz liretilmektedir ve maliyeti geleneksel yontemlere
kiyasla daha diistiktiir (Mohamed vd. 2015; Singh ve Chauhan 2017).

Geleneksel iniilin hidrolizinin aksine mikrobiyal iniilinazlar ile gerceklestirilen
enzimatik hidrolizin fruktoz {iretiminde 6nemli bir paya sahip oldugu ortaya konmustur.
Sakaroz ile karsilastirildiginda fruktoz alternatif bir tatlandiric1 olarak kabul
edilmektedir. Tatlilik kapasitesi sakaroza gore daha yiiksektir. Fruktozun bu tatlandirici
giicii gida iirlinlerinde lezzet kalitesinden 6diin vermeden az miktarda fruktoz ile liriiniin
yeterince tatlandirilmasina olanak saglar ve bdylece diyet iiriinlerin {iretimini miimkiin
kilmaktadir (Lima vd. 2011). Diyabet hastalar1 iizerinde olumlu etkileri vardir ve
cocuklarda demir emilimini arttirdig1 bilinmektedir (Vandamme ve Derycke 1983).
Ayrica iniilinaz uygulamasi ile agiga ¢ikan fruktooligosakaritler diisiik kalorili bir diyet
lif kaynag1 ve giiclii bir prebiyotik olarak fonksiyonel besinsel 6zelliklere sahiptir. Bu
nedenle gida endiistrisinde ¢ikolata ve siit {irtinleri endiistrisinde sakaroz yerine yaygin
olarak kullanilmaktadir (Chen vd. 2009). Iniilinaz enziminin en ¢ok kullamldig1 alanlar
fruktooligosakaritlerin iiretimi ve yiiksek fruktoz surubu iiretimi olarak bilinmektedir.
Iniilinaz eniminin kullanim alanlar1 Sekil 2.3’te gdsterilmistir.
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Sekil 2.3. Iniilinaz enziminin farkli alanlardaki uygulamalar1 (Mohan vd. 2018)
2.1.1. Fruktooligosakaritlerin iiretimi

Fruktooligosakaritler (FOS); birbiriyle baglantil1 bir terminal glukoz kisma sahip
olan ya da olmayan fruktoz molekiillerinden olusan bir karbonhidrat grubudur.
Fruktooligosakaritler prebiyotik aktiviteye sahiptir. Bir¢ok arastirmacinin incelemeleri
sonucunda FOS’un insan bagirsagindaki faydali bakterilerin sayisini arttirabildigi ortaya
koymustur (Kondepudi vd. 2012; Salazar vd. 2015). Insanlar ve hayvanlar iizerinde
prebiyotik etkinliginin yaninda ayrica kabizligin azalmasi, mineral emiliminin
tyilestirilmesi gibi O6nemli sonuglar1 da belirlenmistir. Tiim bu sebepler FOS’un
fonksiyonel bir gida bileseni olarak kullanilmasinda etkili olmus ve FOS {iretimine olan
ilginin artmasina sebep olmustur (Wang vd. 2016).

2.1.2. Yiiksek fruktoz surubu iiretimi

1980’lerin sonlarinda yiiksek fruktoz surubu, diisiik fiyat ve yiiksek tatlilik
kapasitesi nedeniyle dnemli bir seker ikamesi olarak ortaya konmustur. Dahasi, ¢ikti
birimi basina daha az girdi gerektirdigi bildirilmistir. 1987 yilinda ilk kez, A. E. Staley
Manufacturing Company gida yiyecek ve icecek endiistrisinde kullanilmamis olan
fruktoz uygulamalarin1 denemistir. Sirket, Avrupa pancar sekeri iireticisi Finnsugar’dan
fruktoz kristalizasyon teknolojisinin lisansin1 almis ve yiliksek fruktoz surubunu
ABD’deki farkli endiistrilere pazarlamaya baglamistir. Yiiksek fruktoz surubu, misir
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nisastasindan veya iniilinin enzimatik hidrolizi ile iiretilebilir. Bunun yani sira kimyasal
tepkimeler kullanilarak asit hidrolizi ile de bu iiretim gergeklestirilebilmektedir. Ancak
fruktoz surubunda istenmeyen renk maddelerinin olusmasi ile hidrolizatta bir bozulma
olacagindan dolay1 asit hidrolizinin kullanimi pek tercih edilmemektedir. Bu nedenle,
yiiksek fruktoz surubu iretimi i¢in en uygun ve etkili yontem olarak enzimatik
yontemler kabul edilmis ve ticari olarak kullanima ilgi artmistir (Singh vd. 2018b).

2.2. Lignoseliilozik Materyaller ve Gida Atiklarinin Fermentasyonda Kullanimi

Diinya c¢apinda; tarimsal atiklar, tarimsal sanayi atiklari, odunsu atiklar,
ormanlik atiklari, gida isleme atiklari gibi lignoseliilozik biyokiitleler gilinlimiizde
yenilenebilir kaynaklar olarak siniflandirilan ve bol miktarda bulunan diisiik maliyetli
kaynaklardir. Lignoseliilozik biyokiitle seliiloz, hemiseliiloz ve ligninden olugmaktadir.
Bu nedenle biyoteknolojik islemlerle katma degeri yliksek iiriinlere dontistiiriilen ksiloz,
heksoz, pentoz, glukoz gibi sekerler bakimindan zengin kaynaklar olarak bilinmektedir
(Germec vd. 2017; Pienkos ve Zhang 2009; Ravindran ve Jaiswal 2016).

Yapisal bilesenler arasinda diinyada en bol bulunan organik bilesik olan seliiloz
bir homopolisakarittir. B-1,4 glukoz baglantis1 olan dogrusal zincirlerden olusur ve
lignoseliilozik materyalde genel olarak hiicre duvarinda yer alir. Hemiseliiloz, hidrojen
baglariyla seliiloza ve kovalent baglari ile lignine baglanan bir heteropolisakarittir (Sekil
2.3). 5 farkli monosakariti bilinyesinde bulundurur. Bunlar D-glukoz, D-mannoz, D-
galaktoz, D-ksiloz ve L-arabinoz olarak siralanabilir. Diger taraftan lignin, p-kumarik
alkol, sinapil alkol ve koniferil alkolden olusan kompleks bir aromatik heteropolimerdir.
Lignin lignoseliilozik biyokiitlede hiicre duvarma saglamlik ve mikrobiyal saldirtya
kars1 hiicre biitiinliigiinii saglamay1 ¢alisan amorf bir polimerdir. Hidrolizden sonra
aciga c¢ikan hidrolizat bilesimi, lignoseliilozik biyokiitlenin yapisal bilesenlerine bagl
olarak degisiklik gosterebilmektedir (Germec vd. 2017; Loow vd. 2016; Pienkos ve
Zhang 2009; Ravindran ve Jaiswal 2016).

2.2.1. Lignoseliilozik materyallere uygulanan 6n islemler

Yiiksek seker icerigine sahip olup yeterince degerlendirilemeyen tarim
tirtinlerinin ve gida atiklarmin giiniimiizde biyoteknoloji alaninda substrat olarak
kullanilmas1 gittikge yayginlasmis ve 6nem kazanmistir. Bu atiklar genel olarak
lignoseliilozik materyaller olarak adlandirilmaktadir. Lignoseliillozun baslica bilesenleri
seliilloz, hemiseliiloz ve lignindir. Lignoseliilozik biyokiitle fermentasyon ortamina
girmeden oOnce lignin, hemiselilloz ve selillozun matriksini pargalayan cesitli 6n
islemlere tabii tutulmaktadir. Bu On islemlerin amaci, lignin ve hemiiseliilozu
uzaklastirmak, seliilozun kristallenmesini azaltmak ve lignoseliilozik gozenekliligi
arttirmaktir. Bu islemler sirasinda fermente edilebilir sekerlerin kimyasal tahribatinin en
az olmasi istenmektedir (Almeida vd. 2007).

Lignoseliilozik malzemelerin 6n islemlerinde fiziksel, fizikokimyasal, kimyasal,
biyolojik ve kombine yontemler kullanilmaktadir. On islemler sonucunda lignin,
hemiseliiloz ve selilloz par¢alanmaktadir (Sekil 2.4). Bu sekilde olusan son iirline
hidrolizat adi verilmektedir. On islem; seliilozun kristallesme derecesini azaltmak,
biyokiitle gozenekliligini arttirmak ve enzim erisilebilirligini arttirmak icin gerekli bir
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islemdir. Etkili bir 6n islem ile enzim verimliligi arttirilmali, karbonhidrat kayiplar1 en
aza indirilmeli ve yan lriin olusumu engellenmelidir. Lignoseliilozik hidrolizatta en
yaygin olarak bulunan inhibitor bilesikler asetik asit, formik asit, levulinik asit, furfural,
5-hidroksimetil-2-furaldehit (HMF), vanilin, siringaldehit ve koniferil aldehit olarak
siralanabilir. Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n islemler ile parcalanmasi Sekil 2.4’te
verilmistir. On islem ydnteminin secimi kullanilacak olan hammaddenin 6zelliklerine
ve son iiriiniin ihtiyaclarina bagli olarak degisiklik gostermektedir. On islem tiim
bahsedilenlerden dolay1 fermentasyon oncesi islemlerin kilit noktasi olarak kabul
edilmektedir (Parawira ve Tekere 2011; Wyman vd. 2005; Zhang vd. 2016b). Cizelge
2.1.’de lignoseliilozik biyokiitleler {lizerine uygulanan bazi 6n islem ydntemlerinin
avantaj ve dezavantajlarin1 gosterilmistir (Brodeur vd. 2011).

LIGNOSELULOZ Hemiseluloz
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Sekil 2.4. Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n muamele ile pargalanmasi (Adigiizel 2013)
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Cizelge 2.1. Lignoseliilozik biyokiitleler iizerine uygulanan farkli 6n islem yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 (Brodeur vd. 2011)

On islem yontemleri

Avantajlar

Dezavantajlar

Alkali

Asit

Organik Coziicli

Buhar

LHW

AFEX

ARP

Stiperkritik akigkan

Ligninin etkili ayrilmas1
Diisiik inhibitor konsantrasyonu

Yiiksek glukoz verimi
Iyi ¢coziinmiis hemiseliiloz

Lignin ve hemiseliiloz hidrolizi
[liml1 proses kosullari

Uygun maliyet

Lignin ve hemiseliilozun parcalanmasi
iki asamali islemde yiiksek glukoz ve
hemiseliiloz verimi

Hemiseliilozun ayrilmasi

Katalizor ihtiyanin olmamais

Otsu maddeler ve diisiik lignin igerikli
biyokiitle i¢in yiiksek verim

Seliiozun daha kullanilabilir hale gelmesi

Diisiik inhibitor olusumu

Ligninin biiyilik oranda uzaklastirilmasi

Muameleden sonra yiiksek seliiloz icerigi
Otsu bitkilerin yiiksek oranda etkilenmesi

Diisiik maliyet
Diisiik seker degredasyonu

Yiiksek maliyet (Alkali katalizorii)
Lignin yapisinin degistirilmesi

Yiiksek asit maliyeti ve geri kazanma
ihtiyaci

Asindirict maddeye dayanikli ekipmanlarin
yiiksek maliyeti

Inhibitorlerin olusumu

Coziicii igin yiiksek maliyet
Cziicliniin geri kazanimi ihtiyaci

Yiiksek lignin igerikli biyokiitle i¢in
gerkeli asit katalizorii ihtiyaci
Toksik bilesen olusumu

Yiiksek enerji ve su girigi gereksinimi
Amonyak geri doniisiimii gerekmesi

Yiiksel lignin igeriginde etkili olmamasi
Amonyak maliyetinin yiiksek olmasi

Yiiksek enerji maliyeti ve sivi yliklemesi
ihtiyaci

Yiiksek basing gereksinimi
Lignin ve hemiseliiloza etki etmemesi
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2.2.2. Hidrolizatta olusan inhibitor bilesikler

Hidrolizatta fermentasyon ortaminda mikrobiyal gelisimi etkileyecek cesitli yan
iirlinler olusmaktadir. Bu inhibitor bilesikler lignin, hemiseliiloz ve seliiloz kaynaklidir.
Bunlar; furfural ve hidroksimetilfurfural (HMF) gibi furaldehitleri, vanilin ve 4-
hidroksibenzoik asit gibi fenolikleri ve asetik asit, formik asit, levulinik asit gibi zayif
organik asitleri igermektedir (Narayanan vd. 2017). Olusan bu yan {iriinler fermentasyon
ortaminda inhibitor etki gostermekte ve iiriin verimini yiiksek oranlarda diistirmektedir.
Ayn1 zamanda hidroliz 6ncesi sterilizasyon basamaginda da dogrudan substrat kaynakli
inhibitor bilesikler agiga cikabilmektedir. Lignin, seliilloz ve hemiseliiloz kaynakli
inhibitorlere 6rnekler Sekil 2.5’ te verilmistir.

\

*5-Hidroksimetil 2- )

furfural (HMF)

(' Fenolikler
e Vanilin
* Sirinaldehit,
» 4-Hidroksibenzoik asit
« Ferulik asit vb.

N

Hemiseliiloz Digerleri

-

» Furfural
« HMF

* Asitler (Asetik asit,
Formik asit, Levulinik
asit)

* Agir metaller

) L

Sekil 2.5. Lignin, seliiloz ve hemiseliiloz kaynakli inhibitorler

N

Hemiseliiloz yapisal olarak bozundugunda; ksiloz, mannoz, asetik asit, galaktoz
ve glukoz acia cikar. Seliiloz, glukoza hidroliz edilir. Yiiksek basing ve sicaklik
etkisiyle ksiloz, furfural konsantrasyonunu arttirtr. HMF ise heksoz bozunmasindan
olusur. Formik asit, furfural ve HMF’nin parcalanmasiyla ortaya ¢ikan bir bilesiktir
(Ulbricht vd. 1984). Levulinink asidin de ayni1 sekilde HMF’nin bozunmasi ile agiga
ciktig1 bilinmektedir. Karbonhidrat degradasyonu ve ligninin parcalanmasiyla ise
fenolik bilesiklerin olustugu bildirilmistir (Palmqvist ve Hahn-Héagerdal 2000; Popoff
ve Theander 1976).
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Inhibitér bilesiklerin  ortamdan uzaklastirilmast igin  yapilan islemler
detoksifikasyon olarak bilinmektedir. Detoksifikasyon isleminde fiziksel (vakumlu
evaporasyon), kimyasal (aktif komiir, diatomlu toprak, iyon degisim reg¢ineleri, asit
(H2SO4, H3PO4) ve bazlar (NaOH, Ca (OH),, CaO, NH4(OH)) ile besiyeri pH’1
ayarlama), biyolojik yontemler (lakkaz ve peroksidaz) ve bunlarin kombinasyonu
hidrolizattaki  inhibitor  bilesiklerin  uzaklastirilmast  i¢in  kullanilmaktadir.
Detoksifikasyon yonteminin etkinligi mikroorganizmalarin farkli inhibitorlere karsi
tolerans araliklari, mikroorganizmaya ve lignoseliilozik biyokiitleye uygulanmis olan
hidroliz yontemine gore secilmektedir (Germec ve Turhan 2018; Larsson vd. 1999;
Mussatto ve Roberto 2004). Secilen detoksifikasyon yontemi kullanildiginda yiiksek
miktarda seker kaybina neden olmayacak yontemler secilmektedir. Maliyet, siire ve
enerji kaybinin en az olacagi detoksifikasyon yontemleri arastirilmaktadir.

Hidroliz isleminden sonra hidrolizatta meydana gelen inhibitor bilesiklerin
tamamini tek basina ayirabilen bir detoksifiyasyon islemi bulunmamaktadir. Bu nedenle
farkl1 detoksifikasyon yontemleri kombine olarak uygulanmaktadir. Bu sekilde maliyet,
stire ve enerji kaybi oldukca artmakta ve bu ticari olarak biiyiik bir sorun yaratmaktadir.

2.3. Inhibitér Bilesiklerin Fermentasyon Uzerine Etkisi

Asitler ayrisma sabitlerine bagli olarak, negatif logaritmas1 pKa olarak ifade
edilen Ka’ya bagh olarak giiclii veya zayif asit olarak siniflanirilirlar. pKa, asitin
ayrigsmamis ve ayrismig formunu konsantrasyonlarini esit oldugu ve dolayisiyla asidin
tamponlama kapasitesinin en yiiksek oldugu pH degeridir (Atkins ve Overton 2010).
Ayrigmamis asidin konsantrasyonu pH ve pKa’nin bir fonksiyonudur ve azalan pH ile
artar. Asetik asit, oktanoik asit, levulinik asit gibi zayif asitler oldukca yiiksek pKa
degerlerine sahiptir. Bu asitlerin sifir iyonik noktadaki pKa degerleri sirasiyla 4.75
(25°C), 4.89 (25°C) ve 4.66 (25°C)’dir. Formik asit ise bu asitlere kiyasla daha diisiik
pKa degerine (pKa= 3.75 (20°C)) sahiptir. Zayif asitler hiicre igerisinde ayrigmamis
haldedir ve hiicre i¢i genellikle notrdiir (Palmqvist ve Hahn-Hagerdal 2000; Soni vd.
1982). Ayrismamis halleri hiicre i¢cinde ayn1 pH’da diisiik konsantrasyonlarda bulunursa
hiicre i¢in daha az bir toksik etki gosterir (Almeida vd. 2007). Hiicrenin igerisindeki
zayif asitlerin ayrigsmasi, sitozolli asitlestirir ve membran boyunca elektrokimyasal
gradyanin bozulmasina neden olur. Hiicre i¢i asitligin artmasi durumunda hiicrenin
protonlarini pompalayan membran ATP hidrolizi ile ATPaz kullanilarak asitligi
dengelemektedir. Bu durumda ATP miktar1 azaldigi icin biyokiitle olusumu
azalmaktadir. Diislik konsantasyonlardaki zayif asit (asetik asit, levulinik asit, formik
asit vb.) miktarinin ATP’nin iretimine tesvik ettigi bildirilmistir. Bununla birlikte
yliksek konsantrasyonlardaki zayif asitlerin ATP talebinin ¢ok yiiksek olmasi nedeni ile
hiicre sitozoliiniin asitlenmesinin dnlenemeyecegi bildirilmektedir (Almeida vd. 2007).
Formik asit de HMF yikiminin bir {riinii olarak bilinmektedir. Furfural genellikle
HMF’den daha diisiikk seviyelerde bulunmasina ragmen ¢ogu zaman daha etkili bir
inhibe edici etki gostermektedir. Cogu fenolik bilesik hidroliz islemi sirasinda ligninin
parcalanmasi veya seker yikiminin sonucunda ortaya ¢ikan yan tirlinlerdir (Jonsson ve
Martin 2016).

Furfural ve HMF, pentoz ve heksozlarin hidroliz iirtinleridir. Bu nedenle pentoz
ve/veya heksozlarin 1siyla 6n islemden gecirildigi birgok biyoteknolojik islemin
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ortaminda veya bu sekerlerin bulundugu lignoseliilozik malzemelerden elde edilen
hidrolizatta dogal olarak olugmaktadir. Katma degeri yiiksek iirlinlerin liretimi igin
gerceklestirilen fermentasyonlarda kullanilan lignoseliilozik hidrolizattaki bu inhibitor
bilesiklerin varliginin mikroorganizmanin metabolizmasi iizerinde inhibe edici etkilere
sahip oldugu bildirilmistir. Furfural ve HMF genellikle memeli hiicreler, kiifler, mayalar
ve bakteriler gibi bircok farkli organizma {izerinde toksik etki gosterdigi kabul
edilmektedir (Modig vd. 2002)

Furanlardan HMF; ADH (alkol dehidrogenaz), PDH (piruvat dehidrogenaz) ve
ALDH (aldehit dehidrogenaz) enzimleri iizerine inhibisyon etkisi yapar. Furfural, HMF

ile ayn1 etkileri gdstermekle birlikte vakuol ve hiicre membrani hasarina da sebep
olmaktadir (Almeida vd. 2007).

Diisiik molekiil agirlikli organik bilesikler veya tuzlar hiicre zarina niifus eder.
Yiiksek molekiil agirlikli fermentasyon inhibitorleri, hiicre zarindaki seker ve iyon
tasiyicilarin ekspresyonunu ve aktivitesini etkiler (Palmqvist ve Hahn-Héagerdal 2000).
Diisiik molekiil agirlikli fenoliklerin mikroorganizmalar i¢in yiliksek molekiil agirlikli
polifenoliklerden daha toksik oldugu fermentasyonu engelledigi gosterilmistir (Clark ve
Mackie 1984; Palmqvist ve Hahn-Hagerdal 2000; Ranatunga vd. 1997). Fenolik
bilesikler hiicre membraninda biitiinlik kaybmma neden olur ve bu durum segici
gecirgenlik 6zelligini etkiler. Hiicre membraninin enzim matriksi olarak goérev yapma
yetenegi etkilenir. Fenolik bilesiklerin suda ¢oziinlirliigli sinirli oldugunda yapilan
caligmalarda fenolik bilesiklerin konsantrasyonlar1 daha yiiksek oranlarda denenmistir.
Coziiniirliik sivinin bilesimine baglidir ve hidrolizatta veya tanimlanmis ortamda farkl
olabilir. Bu nedenle, belirli bir bilesigin yiiksek konsantrasyonu kullanildiginda
mikroorganizma tarafindan gergekten maruz kaldigi konsantrasyonun daha disiik
olmas1 miimkiindiir (Klinke vd. 2004; Palmqvist ve Hahn-Hégerdal 2000).

Inhibitér bilesiklerin birgok mikroorganizmanin gelisimi ve fermentasyon
iizerindeki etkileri incelenmistir. Ancak literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde siklikla
Saccharomyces cerevisiae ile etanol {liretimi ilizerinde etkilerinin ¢alisildig1 goriilmiistiir.
Ancak lignoseliilozik materyallerin fermentasyon ortaminda karbon kaynagi olarak
kullanilan ¢alismalar etanol iiretimi kadar iniilinaz enzimi {iretimi i¢in de caligilmustir.
Lignoseliilozik biyokiitlelerin ¢esitli yontemlerle hidrolizi ile inhibitdr bilesiklerin
olustugu da yaygin olarak bilinmektedir. Ancak Aspergillus niger ile iniilinaz enzimi
iiretimi iizerinde metal iyonlar1 disindaki inhibitor bilesiklerin etkilerini arastiran bir
caligmaya literatiirde rastlanmamistir. Literatiirdeki bu agikliktan yola ¢ikilarak bu tez
caligmast gergeklestirilmistir. Yine S. cerevisiae ile etanol iiretimi lizerinde inhibitor
etkilerin arastirildigi calismalar incelendiginde inhibitorlerin glikoliz evresinde inhibe
edici etkisinin oldugu gorilmektedir. Aspergillus niger ile iniilinaz enzimi iizerinde
inhibitorlerin etki mekanizmasin1 ortaya koyan bir calisma olmadigl icin literatiir
taramas1 yapilirken ve sonuglar tartisilirken diger mikroorganizmalarin inhibitr
bilesiklerden etkilenme bicimleri ve oranlar1 géz dniine alinmustir. Inhibitdr bilesiklerin
fermentasyon lizerine etkilerini arastiran ¢alismalar asagida verilmistir.

Lignoseliilozik biyokiitle, yiiksek sicaklikta seyreltik asit hidrolizi ve enzimatik

hidroliz ile ham maddeye gore degiskenlik gostermekle birlikte glukoz, ksiloz, arabinoz
ve galaktoz igeren sekerlerin karigimini olusturur. Asidin ¢esidine, uygulanma siiresine
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ve sicakliga bagl olarak asetik asit, HMF ve furfural gibi birgok inhibe bilesik de
meydana gelmektedir. Yapilan bir calismada 0.8 g/L. konsantrasyonda asetik asit
bulunan ortamda Aspergillus terreus NRRL 1972 ile itakonik asit {iretimi
gergeklestirilmistir. 0.8 g/L konsantrasyondaki asetik asit itakonik asit liretiminde inhibe
edici etki gosterirken 1.0 g/L asetik asit varligi mikroorganizmay: tamamen inhibe
etmisttigi ortaya konmustur. 0.1 g/ HMF varliginda Aspergillus terreus NRRL
1972°nin %17 oraninda inhibe edici etki gosterdigi bildirilmistir (Saha vd. 2019).

Modig vd. (2002)’nin yaptig1 ¢alismada HMF ve Furfural’m ADH, PDH ve
ALDH iizerindeki inhibisyon etkisi incelenmistir. Hem ALDH hem de PDH’nin furfural
tarafindan gii¢lii bir sekilde inhibe edildigi ortaya konmustur. Bu ii¢ enzimin HMF
tarafindan inhibisyon etkisi de incelenmis olup enzimlerin HMF’den furfurala kiyasla
daha az etkilendigi belirtilmistir.

Singh vd. (2007) tarafindan yapilan c¢alismada Kluyveromyces marxianus Y S-
I’den elde edilen ekzo-iniilinaz kismi saflastirmadan sonra Duolite A568 {izerinde
imobilize edilmistir. Immobilize ekzoiniilinaz kullanilarak yiiksek fruktoz surubu
tiretimi iizerinde calisiimistir. Bu ¢alismada ek olarak metal iyonlarimin immobilize
enzim sistemi {izerindeki etkisi farkli konsantrasyonlarda farkli iyonlar (Mg, Fe'?,
Ca™, Mn"?, Zn™, Cu™?, Co', Ba™, Hg™ Ag™) kullamlarak incelenmistir. Enzim
aktivitesindeki maksimum artis (1.6 kat olmak iizere) metal iyonlarinin eklenmedigi
kontrole kiyasla Mn*? (5,0mM) ve Co™? (2,5mM) ilavesi ile gézlemlenmistir. Bu metal
iyonlarini, aktiviteyi 1.3 kat arttiran Ca*? (10mM) izlemistir. Hg*? ve Ag*? kullanilan en
diisik 1 mM konsantrasyonda bile immobilize iniilinazin giiglii inhibitorleri olarak
bulunmustur. Zn*2, Fe'? ve EDTA immobilize enzimin baslangi¢ aktivitesini sirasiyla
%35, %20 ve %49 una inhibe ettigi goriilmiistiir.

Chen vd. (2009) tarafindan gerceklestirilen bir calismada Ag®, Mn™2, Zn2, K",
Cu®?, Li"?, Ca™, Fe™, Al gibi metal iyonlarmin Aspergillus ficuum JNSP5-06 ile
iiretilen inulinaz enzimi {izerine etkisi arastirilmistir. Bahsedilen ¢alismada Ag?, Fe?,
AlI™’nin iniilinaz aktivitesini yiiksek oranda inhibe ettigi goriilmiistiir. Cu* iyonunun
iniilinaz aktivitesi {izerine kismen bir etkisi oldugu, Mn*? ve Zn™’ nin diisiik oranda
etkisi gdzlemlenmistir. Bunun yan1 sira K¥, Ca*?, Li”? ve EDTA nin iniilinaz aktivitesi
tizerinde 6nemli bir etki yapmadig1 belirlenmistir.

Alriksson vd. (2009) tarafindan yapilan calismada Aspergillus D15 ile
rekombinant endoglukanaz {iretimi i¢in fermentasyon denemeleri yapilmistir. Bu
denemelerden biri mikrorganizmanin lignoseliilozik hidrolizatta seker olmayan
bilesikleri metabolize edip edemeyecegini gérmek ic¢in tasarlanmistir. Fermentasyon
ortamina inhibitdr bilesikler eklenerek aktivite iizerine etkileri incelenmistir. Inhibitor
bilesik olarak asetik asit (5.0 g/L), furfural (1.0 g/L), HMF (2.0 g/L), vanilin (0.5 g/L),
koniferil aldehit (0.2 /L) kullanilmistir. Standart besiyeri bilesimi (kontrol) ile yapilan
fermentasyonda 590 + 4 nkat/mL aktivite gdzlemlenmistir. inhibitdr maddeler eklenerek
gerceklestirilen fermentasyon denemelerinde ise aktivite sirasiyla 1200 nkat/mL, 340 +
33 nkat/mL, 500 £ 20 nkat/mL, 840 = 79 nkat/mL ve 670 + 2 nkat/mL olarak
bulunmustur. Sonuglara bakildiginda asetik asit, vanilin ve koniferil aldehitin
endoglukanaz aktivitesini arttirdigr goriiliirken furfural ve HMF’nin fermentasyonu
inhibe edici etkisi oldugu belirlenmistir.
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Aspergillus niger SIIM M276 ile misir kiispesi kullanilarak glukonik asit
fermentasyonunun gergeklestirildigi bir calismada hiicre biiylimesi, glukonik asit
iiretkenligi (g/L/h) ve glukonik oksidaz aktivitesi iizerine inhibitdr toleransi
belirlenmistir. Inhibitdr bilesik olarak seyreltik asit 6n isleminden elde edilen dokuz
inhibitdr bilesen (furfural, HMF, formik asit, asetik asit, levulinik asit, vanilin,
siringaldehit, 4-hidroksibenzaldehit ve koniferilaldehit) kullanilmistir. Furfural, 4. niger
SIIM M276'nin glukonik asit fermentasyonu Tizerindeki en toksik inhibisyonu
gostermistir. Diger taraftan, bir bagka furan tiirevi HMF, A. niger SIIM M276 iizerinde
daha az toksik inhibisyon gostermistir. Formik asit diisiik konsantrasyon araliginda (1.0
g/L ve 2.0 g/L,) tetikletici bir etki gosterirken artan konsantrasyonlarda (4.0 g/L) inhibe
edici etki gostermistir. 4. niger SIIM M276'nin fermentasyonu, artan asetik asit ve
levulinik asit konsantrasyonlari ile azalmis, ancak 10 g/L asetik asit ve levulinik aside
kadar hiicre biiyiimesi, glukonik asit tiretkenligi ve glukoz oksidaz aktivitesini
korumustur. Fenolik inhibitorler i¢in, koniferaldehit, A. niger SIIM M276'nin
fermentasyonu iizerinde en gii¢lii inhibisyonu gostermistir (Gill vd. 2006).

Rawat vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada yeni izole edilmis bir Aspergillus
niger NFCCI 3879 ile karahindiba kokii kullanilarak ekzo-iniilinaz iiretimi
gerceklestirilmis ve istatistiksel olarak optimize edilmistir. Ekzo-iniilinaz kalsiyum
aljinat ile immobiliza edilmis ve hindiba STOundan ekstrakte edilen iniilinden furuktoz
eldesi i¢in kullanilmistir. Calismada ek olarak metal iyonlarimin ve bazi inhibitor
bilesiklerin enzim aktivitesi iizerine etkisi incelenmistir. 2 mM’lik MgSQOs, ZnSOs,
BaCl,, MnCl, CaCl,, CuCl,, FeCls ve HgCl soliisyonlar1 fermentasyon ortamina
eklenmistir. Inhibitér bilesik olarak (2 mM) fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF), etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA) kullanilmistir. Bu ¢alismada EDTA, PMSF, pCMB ve
Hg" nin serbest ve immobilize iniilinazin iniilinaz aktivitesi iizerinde gii¢lii bir sekilde
inhibe edici etkisi oldugu goriilmiistiir. Bunun yam sira Mn™?’nin enzim aktivitesini
arttirdig1 bildirilmistir.

Bir ¢aligmada 8 farkli organik asidin (propiyonik asit, formik asit, laktik asit,
tartrik asit, sitrik asit, okzalik asit ve malik asit)’in antifungal ajan olarak 4 farkl kiif
(Aspergillus flavus, Penicillium purpurogenum, Rhizopus nigricans ve Fusarium
oxysporum) tizerindeki etklileri arastirilmistir. A. flavus lizerinde en yiiksek inhibisyon
%45.21 olmak lizere asetik asit (%10) ile gozlemlenmistir. Ancak tartarik asit (%5) ve
sitrik asit (%5) ayn1 ve en diisiik inhibisyon etkisini (%0.42 inhibisyon) gdstermistir. R.
nigricans lzerinde formik asit /%10), asetik asit (%10), laktik asit (%10), tartarik asit
(%10) ve sitrik asit (%10)’in etkisi sirastyla %28.65, %26.57, %26.38, %26.19, %23.53
ve %24.48 olarak verilmistir. Laktik asit en yliksek inhibisyon etkiyi %34.45 oraninda
F.oxysporum tizerinde gostermistir. Calisma kapsaminda en yiiksek inhibisyon formik
asit ile R.nigricans flizerinde gdzlemlenmistir ve inhibisyon orant %50 olarak
belirtilmistir (Hassan vd. 2015)

de Souza Abud vd. (2017) tarafindan ¢alismada besiyerine eklenen inhibitorlerin
Pichia stipitis ile etanol iretimi iizerine etkisi aragtirllmistir. Arastirmada inhibitor
madde olarak asetik asit, HMF ve furfural karistminin etkisi incelenmistir.
Fermentasyon ortamimi inhibe eden ana etkinin asetik asitten kaynaklandigi
goriilmiistiir. Bu bilesenin fermentasyon inhibisyonunu oOnlemek i¢in en diislik
konsantrasyonda tutulmasi gerektigi bildirilmistir. Furfural ve HMF, analiz edilen
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konsantrasyonlardaki asetik asit ile karsilastirildiginda etanol {iretimini 6nemli dlgiide
etkilemedigi  goriilmistiir. Bu calisma lignoseliilozik  biyokiitleden  etanol
fermentasyonunda inhibitorlerin etkisini ortaya koymus olup verimli ve ekonomik bir
etanol iiretimi i¢in gerekli detoksifikasyon yontemleri se¢cimine dncii olmaktadir.

Saccharomyces ceresivisiae ile etanol fermentasyonu iizerine formik asit, asetik
asit, levulinik asit, furfural, HMF, siringaldehit, vanilin ve fenoliin etkileri incelenmistir.
Fermentasyon ortamina eklenecek konsantrasyonlar formik asit, asetik asit ve levulinik
asit i¢in 40, 80, 120, 160 mM, furfural, HMF, siringaldehit, vanilin ve fenol i¢in 5, 10,
20, 30 mM olarak belirlenmistir. Etanol fermentasyonu iizerine inhibitor etkiyi
belirlemek i¢in 23.31 mM asetik asit, 8.69 mM formik asit, 5.21 mM levulinik asit, 6.24
mM furfural, 4.76 mM HMF, 0.22 mM siringaldehit, 0.26 mM vanilin ve 0.07 mM
fenol karstirilip fermentasyon ortamina eklenmistir. Bu c¢alisma sonucunda inhibitor
maddelerin  fermentasyon iizerindeki etkisi en giigliden en zayifa dogru
vanilin>fenol>siringaldehit>~HMF>furfural>levulinik  asit>asetik  asit>formik asit
seklinde bulunmustur (Li vd. 2017).

Bu tez ¢alismasinda kullanilacak olan inhibitoér bilesiklerin konsantrasyonlari
yukarida verilen ¢aligmalar g6z 6niine alinarak belirlenmistir.

2.4. Matematiksel Modelleme

Model, calismakta olan bir sistemdeki ilgilenilen degiskenler arasindaki iligkiyi
aciklamaya yardimer oldugu bilinmektedir. Calisilmakta olan sistem; bir biyoreaktor,
tek hiicre, enzim, santrifiij, HPLC kolonu gibi herhangi bir birim veya islem ekipmani
olabilmektedir. Calisilmakta olan alanin degiskenleri besleme hizi, sicaklik, pH,
inokiilasyon orani gibi degiskenler oldugu bilinmektedir. Bir model, matematiksel olsun
ya da olmasm, calisilan ortamda yapilan degisikliklere karsin sistemin nasil
davranacagini agiklamaya yaramaktadir (Mavituna ve Sinclair 2008).

Laboratuvar 0Olgekli kesikli fermentasyondan elde edilen verilere bakilarak
modelleme yapilabilmektedir. Bir bilesik veya hiicrenin konsantrasyonundaki
degisimlerinin zamana kars1 degisikligi grafik edildiginde dahi bir modelleme
yapilabilmektedir. Genetigi degistirilmis mikroorganizmalar dahil olmak tizere bir
mikroorganizmanin farkli tiirliileri varsa, bunlarin spesifik gelisim hizlari, proteinin
spesifik iiretim hiz1 gibi basit modellere dayanan nicel tanimlar kullanilarak bu tiirler
karsilastirilabilmektedir. Boyle bir nicel karsilastirma mikroorganizma tiiriine gore
istenilen Ozellerinkilerini gelistirmek icin hangi tiiriin secilecegi ve hangi genetik
modifikasyonlarin  yapilacagi  konusunda yardimci olabilece§i  bilinmektedir.
Matematiksel model temelli tanimlar1 ve terimleri kullanilarak farkli ge¢mislerden bilim
insanlar1 ve mihendislerle iletisim kurulabilmekte ve tartisilabilmektedir. Tim bu
nedenlerden dolayr matematiksel model, bilimsel bir iletisim dili olarak kabul
edilmektedir (Mavituna ve Sinclair 2008).

Fermentasyon ortamina yapilacak inokiilasyon miktarinin bir erlenmayer veya
bir biyoreaktdrde ne kadar hizli gelisecegini tahmin edebilecek bir model oldugu zaman
ne kadar inokiilasyon yapilacagin1i ve gelisimin ne zaman baslayacagini bilerek
denemeler planlanabilmekte ve zaman kaybetmeden denemeler
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gerceklestirilebilmektedir. Eger bir model varsa, neyi dlgiilecegi daha 6nceden bilinir ve
bazen bir model diisiiniilmeyen veya goz ardi edilen faktorlerin 6nemini fark etmeye
yaramaktadir (Mavituna ve Sinclair 2008).

Matematiksel modeller, sistem degiskenleri, parametreleri ve ortamdaki
degiskenlere cevaben sistemin davranisini tanimlamaktadir. Deney sonuglarini
yorumlamada, deney tasarlamada, hipotez olusturmada ve test etmede
kullanilmaktalardir. Endiistriyel biyoprosesler kiigiik 6l¢ekli laboratuvar deneylerinden
yapilan modeller kullanilarak tasarlanmaktadir (Mavituna ve Sinclair 2008).

2.5. Istatistiksel Analizler

Deneme tasarimi (DOE) olarak da bilinen istatistiksel deney tasarimi, en az
sayida analiz ile maksimum bilgiyi elde etmek i¢in deneylerin nasil yapildigini ve
planlandigin1 goésteren bir metodolojidir (Vanaja ve Shobha Rani 2007). Bu yontemler
arasinda Plackett-Burman dizayn (PBD) R.L. Plackett ve J.P. Burman tarafindan
1946°da gelistirilmistir. Daha iyi kararlar alinsin diye tasarim parametrelerinin sistem
durumu tizerindeki etkilerini incelemek i¢in tasarlanmustir. Plackett ve Burman
tarafindan tasarlanan diziler, miimkiin olan en kii¢ciik deneme sayisi ile ana etkilerin
tahminleri i¢in kullanilan bir tarama yontemidir. Denemeler 4’{in katlar1 olacak sekilde
tasarlanir. Deneme sayis1 faktdr sayisimin 1 fazlasina esit olacak sekilde kurulur.
Ornegin 8 faktorlii bir tasarimda deneme sayis1 9 olacaktir (Vanaja ve Shobha Rani
2007).

Bir PBD’de yer alan adimlar agagidaki gibi 6zetlenir (Vanaja ve Shobha Rani
2007).

Faktorlerin se¢imi

Faktorlerin seviyelerinin tanimlanmast

Olgiilecek olan cevaplarin segimi

PBD tasarim matriksinin olusturulmasi

Rastgele ve deney diizeneginde agiklanan deneylerin gerceklestirilmesi
Tasarimin ¢ogaltilmasi

Bir model gelistirilmesi

Etkilerin istatistiksel veya grafiksel analizi

Istatistiksel analiz sonuglariin yorumlanmasi

Dogrulama iirtinlerinin olusturulmasi

Modelin iyiligini gostermek amaciyla dort test yapilir. Bu testler uyum 1yiligi,
uyum eksikligi, kalint1 analizi ve model katsayilarinin istatistiksel 6nemini icerir. Uyum
1yiligi, onerilen polinom modelinde mevcut sonuglarin nasil tekrarlanabilecegini agiklar.
Uyum eksikligi, temel tasarima dahil edilmeyen deney noktalart i¢cin model ile ilgili
hatalarin deneysel hatalara benzer olup olmadigini belirtir. Model katsayilarinin 6nemi,
cevaplara gercek etkileri olan bagimsiz degiskenleri tanimlamak, polinom denklemini
azaltmak ve incelenen sistemin c¢ikarimlarini degerlendirmek icin kullanilir. Kalinti
analizi kalintilarin normal olarak dagilip dagilmadigini gostermek icin yapilir (Sindhu
vd. 2017).

16



KAYNAK TARAMASI H.N. GURLER

Lignoseliilozik maddelerin ve gida atiklarinin katma degeri yliksek son iiriinlerin
iretiminde kullanimi hammadde maliyetini azaltmaya yoOnelik Onemli olarak
goriilmektedir. Fakat bu hammadde kaynaklarinin karbon kaynagi olarak
kullanilabilmesi i¢in boyut kii¢iiltme ve hidroliz islemi gerekmektedir. Tiim bu 6n
islemler sonrasinda fermentasyon ortaminda inhibitor olarak etki gosteren ¢ogu zaman
birden fazla yan {iriin meydana gelmektedir. Inhibitér bilesiler uzaklastirilmadan
hidrolizatin dogrudan fermentasyon besiyeri olarak kullanilmasi durumunda
mikroorganizma dolayisi ile de son iiriin olusumu olumsuz yonde etkilenmektedir.
Detoksifikasyon yontemleri ile bu maddeler ortamdan uzaklastirilabilmektedir. Fakat bu
yontemler ¢cogu zaman tek basina biitiin inhibitorlerin ortamdan uzaklastirilmasin
saglayamaz dolayisi ile kombine yontemler kullanilmak durumunda kalinir. Tek bir
detoksifikasyon prosesi bile fermentasyon oncesi islemlere dahil oldugu durumunda
maliyet, siire ve enerji kayiplarinda artiga neden olmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda
gergeklestirilen calismada Aspergillus niger A42 (ATCC® 204407)’nin fermentasyon
ortamina ilave edilen farkli inhibitor bilesiklere ve konsantrasyonlarina karsi tolerans
araliklar1 belirlenip uygun matematiksel modellerle tanimlanmistir. Bu konsantrasyonlar
HMF (1.0-6.0 g/L), furfural (0.1-2.0 g/L), fenol (0.1-5.0 g/L), asetik asit (2.5-12.5 g/L)
ve formik asit (1.5-7.0 g/L) olarak belirlenmistir.

Inhibitorler besiyerine ©nce ayr1i ayri eklenerek tiim fermentasyonlar
gerceklestirilmistir. Her bir inhibitdr i¢in en 1iyi [lase aktivitesi elde edilen
fermentasyonun verilerine 10 farkli matematiksel model uygulanmustir. Iniilinaz enzim
aktivitesi, invertaz-tip enzim aktivitesi ve toplam indirgen seker miktar1 i¢in en uygun
modeller belirlenmistir. Gergeklestirilen fermentasyonlardan giinliik 6rnekler alinmistir.
Mikroorganizmanin gelismeye basladigi ilk giin ve fermentasyonun sonladigi giin
alinan orneklere goriintii analizi yapilmistir. Boylece inhibitor bilesiklerin s6z konusu
mikroorganizmanin gelisimi iizerindeki etkileri ortaya konmustur. Bunun yanm sira
Plackett-Burman Dizayn kullanilarak inhibitor bilesiklerin karisim durumunda besiyeri
optimizasyonu gerceklestirilmistir. PBD tarafindan verilen denemeler dogrultusunda
optimum karisim besiyeri belirlenmistir. Son olarak arpa kavuzu, yulaf kavuzu, bugday
kepegi ve cavdar kepegi hidrolizatlar1 besiyeri olarak kullanmis ve iniilinaz
fermentasyonlart gerceklestirilmistir. Hidrolizatlarin  inhibitér bilesen igerikleri
fermentasyon oncesi HPLC ile belirlenmistir.

Gergeklestirilen tiim fermentasyonlar, alternatif karbon kaynagi olarak
kullanilabilecek maddelerin hidrolizi sonucunda aciga cikabilecek muhtemel inhibitor
bilesiklerin Aspergillus niger A42 (ATCC® 204407) icin olusturabilecek pozitif veya
negatif etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu tez ¢aligsmasi kapsaminda s6z konusu
mikroorganizma i¢in inhibitor karigimlarindan olusan optimum besiyeri ortami
belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calisma kapsaminda fermentasyon ortaminda karbon kaynagi olarak yerel bir
marketten temin edilen sakaroz (DOGUS, seker pancarindan iiretilen toz seker), azot
kaynagi olarak maya ekstrakti (Merck KGaA, Darmstadt, Germany, Lot.1.03753.0500)
kullanilmistir. Bunun yani sira inhibitér madde olarak HMF (abcr GmbH, Germany,
Lot.1222814), furfural (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, Lot.SHBJ4422), fenol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA, Lot.SZBA1870V), asetik asit (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA,
Lot.SZBF1200V), ve formik asit ekstrakti (Merck KGaA, Darmstadt, Germany,
Lot.1.00264.2500) kullanilmistir. Iniilinaz enzim analizinde iniilin (Acros Organics,
New Jersey, USA, Lot.A0351887) kullanilmistir. Mikroorganizma inokiilasyonunda
kullanilacak soliisyonu hazirlamak i¢cin Tween-80 (Merck, Schuchardt, Germany,
Lot.8.22187.0500) kullanilmastir.

3.2. Fermentasyonda Kullanilan Mikroorganizma ve Spor Sayimi

Bu calismada iniilinaz enziminin iretiminde Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan (ATCC) satin alinan Aspergillus niger A42 (ATCC® 204407)
kullanilmistir.

Kiiltiirlerin ekimi malt ekstrakt agar (48 g/L) ilizerinde yapilmis ve 4 giin
boyunca 30°C’de etiivde (Memmert, UF 110 Plus, Schwabach, Germany) inkiibasyona
birakilmigtir. Agar {izerinde gelisimini tamamlamis mikroorganizmanin petri
plakasindaki on ve arka goriintiisii Sekil 3.1°de verilmistir. inkiibasyondan sonra
kiltiirler +4°C’de depolanmis ve canliligin korunabilmesi i¢in on bes giinde bir ayni
sekilde ekim yapilmistir. Stok kiiltlirler %20°’lik gliserol ¢ozeltisi icerisinde uzun siireli
muhafaza i¢in -80°C’depolanmustir.

Mikroorganizmanin fermentasyon ortamina inokiilasyonu i¢in gerekli olan
%0.0001°lik Tween-80 ¢dzeltisi hazirlanip otoklavlanarak steril edilmistir. Inokiilasyon
icin gelismis petrilerden birinin ylizeyine hazirlanmis olan Tween-80 ¢ozeltisinden 10
mL (2 kere) pipet yardimi ile dokiiliip gezdirildikten sonra sporlar hazirlanan Tween-80
coOzeltisi igerisine aktarilmistir. Yapilacak tiim fermentasyonlar icin inokiilasyon
yukarida aciklanan sekilde hazirlanan ¢ézeltiler kullanilarak yapilmistir (Ongen-Baysal
ve Sukan 1996).
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(b)

Sekil 3.1. Aspergillus niger ATCC® 204407°nin petri plakasinda gelismis halinin
gorlinlimii (a) Petri plakasinda gelismis gorliniimii (b) Petri plakasinin alttan gériiniimii

Fermentasyon ortamina inokiilasyon i¢in hazirlanan soliisyonda spor sayimi
yapilmistir. Bu sayim Thoma lami kullanilarak mikroskop (Micross, MCX300, Austria)
yardimu ile belirlenmistir. Spor sayiminda kiif miselyumlarinin birbirinden daha rahat
ayrilmasini saglamak amaciyla diliisyon i¢in %10’luk asetik asit ¢ozeltisi hazirlanmigstir.
Thoma lami ile mikroskopta gerceklestirilen sayim sonucunda Aspergillus niger A42
(ATCC® 204407) spor sayist 2.9 x 107 spor/mL olarak belirlenmistir. Spor sayiminda
kullanilan mikroskopun goriintiisii Sekil 3.2°de verilmistir.

£t

Sekil 3.2. Spor sayimi i¢in kullanilan mikroskop
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3.3. Iniilinaz Fermentasyonu

Fermentasyonda karbon kaynagi olarak sakaroz kullanilmigtir. Besiyerinin
baslangi¢ pH’si 5.0 olarak ayarlanmistir. Maya ekstrakt1 (%1) ve sakaroz (%10) iceren
besiyeri hazirlanmis olup bu ortam kontrol besiyeri olarak kullanilmistir. Diger
fermentasyonlar belirlenmis olan inhibitér bilesiklerinin besiyeri ortamina farkl
konsantrasyonlarda eklenmesi ile gerceklestirilmistir. Erlenler 121°C’de 15 dk boyunca
otoklavda sterilize edilmistir. Steril kabinde inokiilasyon yapildiktan sonra 30 °C’de 250
rpm hizla ¢alkalamali inkiibatorde (New Brunswick Scientific Edison, Excella E24R,
New Jersey, USA) fermentasyon gergeklestirilmistir. Fermentasyon 10-15 giin
siiresince devam etmis olup her 24 saatte bir steril kabin igerisinde erlenlerden 1 mL
fermentasyon sivisi alinip giinliik olarak analiz edilmistir.

3.4. Deneme Deseni

Calismanin ilk asamasinda diger fermentasyonlarin kiyaslamasinda kullanilacak
olan kontrol fermentasyonlar1 gergeklestirilmistir. Kontrol fermentasyonlarindan sonra
5 farkli inhibitor bilesigin farkli konsantrasyonlarde besiyerine ayri ayri eklenmesiyle
fermentasyonlar gerceklestirilmistir. Bu denemeler sonucunda mikroorganizmanin sz
konusu inhibitor bilesiklere karsi tolerans araliklari belirlenmistir. Her inhibitor i¢in
Plackett-Burmann Dizayn tasariminda kullanilacak olan maksimum ve minimum
noktalar belirlenmistir. Bu noktalara gore bir deneme deseni olusturulmus ve karisim
fermentasyonlart gerceklestirilmistir. Calismanin son asamasinda arpa kavuzu, yulaf
kavuzu, bugday kepegi ve cavdar kepegi hidroliz edilmis ve hidrolizat fermentasyon
stvist olarak kullanilmistir. Hidrolizatlarin inhibitor igerigi HPLC ile belirlenmistir.
Iniilinaz {iretimi icin en iyi hidrolizat belirlenmistir. Sekil 3.3’te calisma kapsaminda
gergeklestirilen fermentasyonlara ait bir akis semasi verilmistir.

Kontrol ve inhibitor Kontrol, HMF, Furfural, Fenol, Asetik asit
bilesikler ile ayr1 ve Formik asit (Cizelge 3.1)
ayr1 fermentasyonlar

4

PBD-Karisim PBD ile olusturulmus deneme deseni
fermentasyonlari (Cizelge 3.2)

Hidrolizatlar ile
fermentasyonlar

Arpa kavuzu, Yulaf kavuzu, Bugday
—>»  kepegi ve Cavdar kepegi hidrolizatlar1 ile
fermentasyonlar (Cizelge 3.3)

Sekil 3.3. Calisma kapsaminda gergeklestirilen fermentasyonlar
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3.4.1. Kontrol ve inhibitor fermentasyonlar:

Kontrol fermentasyonu (%10 Sakaroz, %1 Maya Ekstrakti, %3 inokiilasyon, 150
mL tanimlanmig besiyeri) inhibitorler ile gergeklestirilen fermentasyonlarin etkisini
karsilagtirabilmek amaciyla gerceklestirilmistir. Bunun yani sira 5 farkli inhibitor
bilesik eklenerek fermentasyonlar ayr1 ayri yapilmustir. Inhibitér bilesikler ve
konsantrasyonlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir. Inhibitér bilesiklerin konsantrasyonlari
literatiir taramasi yapilarak belirlenmistir (Alriksson vd. 2009; de Souza Abud vd. 2017;
Hasunuma ve Kondo 2012; Li vd. 2017; Lin vd. 2015; Ling vd. 2014; Lyra Colombi vd.
2018; Zhang vd. 2016a; Zou vd. 2017).

Cizelge 3.1. Inhibitor bilesikler ve konsantrasyonlari

Fermentasyonlar Inhibitér Konsantrasyonu (g/L)
Kontrol fermentasyonu 0

HMF ilavesiyle 1.0,2.03.0,4.0 ve 5.0

Furfural ilavesiyle 0.1,0.5,1.0,1.5ve 2.0

Fenol ilavesiyle 0.1,0.5,0.75,1.0 ve 5.0

Asetik asit ilavesiyle 2.5,5.0,7.5,10.0 ve 12.5

Formik asit ilavesiyle 1.0,1.5,2.0,2.5,3.0,4.0,50ve 7.0

3.4.2. Inhibitor bilesiklerin karistirllarak besiyerine ilavesiyle gerceklestirilen
fermentasyonlar

Inhibitér bilesiklerin karisim olarak besiyerine ilavesiyle gerceklestirilen
fermentasyonlar Placket-Burman dizayn ile optimize edilmistir. Deneme deseni Cizelge
3.2°de verilmistir. Calismanin bu kismina kadar inhibitér bilesiklerin fermentasyon
ortamindaki ayr1 ayr etkileri incelenmesi amaglanmistir. Bu kisimda ise inhibitorlerin
karistm olarak fermentasyon sivisinda olmast durumundaki pozitif veya negatif
etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

Cizelge 3.2. Plackett-Burman Dizayn deneme deseni (karisim fermentasyonlari)

Deneme HMF Furfural Fenol AA FA
1 3.0 0.5 0.5 5.0 3.0
2 4.0 0.5 0.1 2.5 4.0
3 3.0 0.1 0.1 2.5 3.0
4 4.0 0.5 0.5 2.5 3.0
5 35 0.3 03 3.75 35
6 3.0 0.1 0.5 2.5 4.0
7 4.0 0.1 0.1 5.0 3.0
8 35 0.3 0.3 3.75 35
9 35 0.3 03 3.75 35
10 3.0 0.5 0.1 5.0 4.0
11 4.0 0.1 0.5 5.0 4.0

AA: Asetik asit, FA: Formik asit
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3.4.3. Hidrolizat fermentasyonlar:

Son asama olarak bugday kepegi, cavdar kepegi, yulaf kavuzu ve arpa
kavuzunun %1 ’lik stilfiirik asit ile %12.5 k/s oraninda hidrolizi ger¢eklestirilmistir. Elde
edilen hidrolizatlardan Ornekler alinmig olup HPLC ile inhibitér bilesen tayini
gerceklestirilmistir. Hidrolizatlar besiyeri ortami olarak kullanilmis olup %1 maya
ekstrakti ilavesi ve %3 inokiilasyon ile iniilinaz fermentasyonlar1 gerceklestirilmistir.
Cizelge 3.3’te kullanilan lignoseliilozik maddeler ve hidroliz kosullar1 verilmistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan lignoseliilozlar ve hidroliz sartlar

Lignoseliilozik materyal Hidroliz sartlari

Arpa Kavuzu %1 H2SO4, %12.5 k/s, 121 °, 15dk
Yulaf Kavuzu %1 H2SO04, %12.5 k/s, 121 °C, 15dk
Bugday Kepegi %1 H2SO4, %12.5 k/s, 121 °C, 15dk
Cavdar Kepegi %1 HxSO4, %12.5 k/s, 121 °C, 15dk

3.4.4. Lignoseliilozik maddelerin seyreltik asit ile hidrolizi

Bugday kepegi, cavdar kepegi, yulaf kavuzu ve arpa kavuzu %12.5 kati/sivi
oraninda %1’lik siilfiirik asitle otoklavda Hirayama HG-50, Saitama, Japan) 120°C de
15 dk hidroliz edilmistir (Germec ve Turhan 2018). Sekil 3.4’te hidroliz 6ncesi ve
sonrasina ait goriintiiler verilmistir. Otoklavdan ¢ikartilan hammaddeler kaba filtre
kagidi ile siiziilerek besiyeri olarak kullanilacak hidrolizat elde edilmistir. Hidrolizatlar
kullanilacagi zamana kadar +4°C’de saklanmigtir.

Sekil 3.4. Siilfiirik asit eklenmis lignoseliilozik hammaddeler (a) Siilfiirik asit ile
muamele edilmis lignoseliilozik hammaddelerin otoklav 6ncesi goriintiisii (b) Siilfiirik
asit ile muamele edilmis lignoseliilozik hammaddelerin otoklav sonrasi1 goriintiisii
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3.4.4.1. Hidrolizatlarda organik asit tayini

Arpa kavuzu, yulaf kavuzu, cavdar kepegi ve bugday kepegi hidrolizatlarindan
organik asit profili tayini yapilmak tizere 6rnek alinmstir.

0.5 mL 6rnek iizerine 9.5 mL ultra saf su ile seyreltme yapilmistir. Seyreltilmis
ornekler 0.45um’lik filtreden gecirilerek 2mL hacmindeki viallere doldurulmustur.
Viallar otomatik o6rnekleyici kismina yerlestirildikten sonra RefractoMax 520 kirilma
indeksi dedektdrii, otomatik Ornekleyici, kolon firmm1 ve bilgisayar denetleyicisi ile
donatilmis bir HPLC (ThermoScientific, Ultimate 3000, Waltham, MA, ABD)
kullanilarak analiz gerceklestirilmistir. Transgenomik ICSep ICE-ORH-801 kolonunda
(Apple Valley, MN) 0.01 N H2SO4 mobil faz ,70°C kolon sicakliginda, 0.5 mL/dk’lik
bir akis hizinda, 20pL enjeksiyon hacminde 20 dk siire ile analiz edilmistir (Germec ve
Turhan 2018). Elde edilen pik alanlari ile inhibitor bilesen miktarlar1 g/L cinsinden
hesaplanmustir.

3.4.4.2. Hidrolizatlarda furan ve fenoliklerin tayini

0.5 mL 6rnek tizerine 9.5 mL ultra saf su ile seyreltme yapilmistir. Seyreltilmis
ornekler 0.45um’lik filtreden gegirilerek 2 mL hacmindeki viallere doldurulmustur.
Viallar otomatik 6rnekleyici kismina yerlestirildikten sonra DionexUltimate 3000 diyot
dedektorii, otomatik 6rnekleyici, kolon firii ve bilgisayar denetleyicisi ile donatilmis
bir HPLC (ThermoScientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak analiz
gerceklestirilmistir. HMF ve Furfurali 6rneklerden ayirmak igin ODS-2 Hypersil C18
kolonu (250 x 4.6 mm, 5 um partikiil boyutu) ve mobil faz olarak 60/40 Asetonitril/H>O
cozeltisi kullanilmigtir. Mobil faz 0.4 mL/dk akis hizinda 50°C kolon sicakliginda
akitilarak kullanilmistir. Analiz siiresi 10dk olarak belirlenmistir (Germec ve Turhan
2018). Elde edilen pik alanlar1 ile inhibitér bilesen miktarlar1 g/L cinsinden
hesaplanmistir. Hidrolizatlarda inhibitér bisen tayininde kullanilan HPLC cihazina ait
gorilintii Sekil 3.5°te verilmistir.

Sekil 3.5. Organik asit ve fenolik analizlerinde kullanilan HPLC cihazi
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3.5. Fermentasyon Sivisindan Ahnan Orneklere Uygulanan Analizler
3.5.1. Toplam seker analizi

Alman tiim fermentasyon Orneklerinin seker analizi 3,5-dinitrosalisilik asit
(DNSA) metoduna gore yapilmistir (Miller, 1959). Seker analizinde kullanilan DNSA
cozeltisi; 10g/L NaOH, 10 g/L 3,5-dinitrosalisilik asit ve 0.5g/L sodyum siilfitin 6nce
saf suda c¢oziindiirilip 1 L’ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Potasyum sodyum
tartarat ¢ozeltisi ise 400 g tartilip saf suda ¢oziindiiriiliip iizeri 1 L’ye tamamlanarak
hazirlanmistir. Toplam seker analizi 2 paralelli olacak sekilde caligilmistir. 50 pL 6rnek
tizerine 1.95 saf su eklenip ardindan 40 pL 12M HCI asit ile karistirildiktan sonra 90
°C’lik su banyosunda 10dk bekletilerek 6rnegin hidrolize edilmesi saglanmistir. 1.
inkiibasyondan sonra tiiplere 100 pL. 5 N KOH ilave edilip karistirilmigtir. Daha sonra
her bir tiip igerisinden 640 pL sivi geri ¢ekilip atilmis ve kalan karigimin {izerine 1.5
DNSA ¢ozeltisi eklenmistir. Ayni anda da 1.5 mL saf su iizerine 1.5 mL DNSA
eklenerek kor hazirlanmistir. Tiipler 90 °C’lik su banyosunda 15dk bekletilmistir. Renk
stabilizasyonunu saglamak i¢in 500 pL %40°lik potasyum sodyum tartarat ¢ozeltisi
ilave edildikten sonra soliisyonlar sogutularak 575 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (ThermoScientific, Evolution 201, UV Visible Spectrophotometer,
Sangay, Cin) absorbans degerleri belirlenerek standart sakaroz ¢ozeltisi ile hazirlanmis
kurveden Orneklerin seker miktarlar1 hesaplanmistir. Seker analizi yapilan Srneklerin
spektrofotometre kiivetlerindeki goriintiisii Sekil 3.6°da gosterilmistir. Seker analizinde
kullanilan standart sakaroz kurvesi EK-1’de verilmistir.

Sekil 3.6. Indirgen seker analizi yapilan ve spektrofotometrede absorbanslar1 dl¢iilen
ornekler

3.5.2. Iniilinaz ve invertaz-tip aktivite analizi

Erlenlerden giinliikk alinan 6rneklerin analizi yapilip iniilinaz ve invertaz-tip aktivite
degerleri belirlenmistir. Enzim aktivitelerinin  belirlenmesinde DNSA metodu
kullanilmistir (Miller 1959). Analizde kullanmak i¢in 0.1 M Na-asetat tamponunda (pH
4.8) %?2’lik iniilin ve sakaroz ¢ozeltisi hazirlanmistir. Enzim soliisyonu 0.1 M Na-asetat
tamponu ile seyreltilmistir. 0.1 M Na-asetat tamponu ile seyreltilmis enzim soliisyonu
karigtirilip 100 pL’si pipet yardimi ile alinip test tiipiine aktarilip tizerine 900 pL iniilin
veya sakaroz ¢ozeltisi eklenmitir. Test tiipleri tekrar iyice karistirilip su banyosunda
60°C’de 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra test tiiplerinin lizerine 1.5 mL
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DNSA c¢ozeltisi eklenmistir. Bununla beraber kontrol 6rnegi ile kor hazirlanmistir.
Kontrol 6rnegi, test tiipiiniin igerisine 900 uL substrat (iniilin veya sakaroz c¢ozeltisi),
100 puL enzim soliisyonu ve 1.5 mL DNSA eklenerek hazirlanmistir. Kor ise test
tiipliniin icerisine 900 pL iniilin veya sakaroz ¢ozeltisi, 100 puL saf su ve 1.5 mL DNSA
cozeltisi eklenerek hazirlanmis ve karnstirnlmistir. 60 °C’deki inkiibasyona kontrol
ornegi ve kor dahil edilmemistir. Kontrol 6rneginin hazirlanip analiz edilmesinin sebebi
orneklerden gelen indirgen sekerlerin absorbans degerlerinin Glglilmesidir (Abskontrol)-
Kontrol 6rnegi ile kor ve enzimatik reaksiyonun gerceklestigi tiipler 10 dk boyunca 100
°C’lik su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Gergeklestirilen ikinci inkiibasyonun
nedeni, enzimatik reaksiyonu durdurmak ve enzim tarafindan salinan indirgen sekerlerin
konsantrasyonuna bagli olarak renk degisimini saglamaktir. Tiim bu islemlerden sonra
soguyan test tiipleri kore karst 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(ThermoScientific Evolution, Sangay, Cin) absorbans oOlgiilerek renk degisimine bagh
olarak tiim ornekler i¢in absorbans degerleri elde edilmistir. Enzim tarafindan salinan
indirgen sekerlerin absorbans degeri test tiiplerinden elde edilen absorbans
degerlerinden kontrol 6rneginin absorbans degerinden ¢ikarilmasi ile hesaplanmistir. Bu
deger standart fruktoz kurvesinde yerine koyularak enzim aktivitesi belirlenmistir.
Iniilinaz analizi yapilmis Orneklerin spektrofotometrik 6l¢iim &ncesine ait  bir
gorlintli  Sekil 3.7°de verilmistir. Enzim analizinde kullanilan standart fruktoz
kurvesi EK-2’de verilmistir.

|

Sekil 3.7. Iniilinaz analizi yapilmis 6rnekler sirastyla kontrol, 1.paralel ve 2.paralel

Iniilinaz aktivitesinin belirlenmesinde Denklem 1 kullanilmistir.

YXRvXDF

Iniilinaz aktivitesi = Denklem (1)

DF: Diliisyon faktorii
RV: test tiiptindeki toplam hacim/enzim soliisyonunun hacmi
t: reaksiyonda kalma zamani (dk)

3.5.3. Toplam kuru biyokiitle analizi
Her fermentasyondan sonra 65°C etiivde toplam kuru biyokiitle analizi

yapilmigtir. Sekil 3.8’de analiz i¢in siiziilen orneklere ait bir goriintii verilmistir.
Analizden 6nce kullanilacak olan petritfiltre kagidi 65°C’de kurutulmus ve darasi
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alinmistir. Erlenler kaba filtre kagidindan siiziilerek petri iizerinde 65°C’de sabit tartima
gelene kadar her 24 saatte bir tartim alinmistir (Oztiirk, 2008).

Sekil 3.8. Toplam kuru biyokiitle analizi i¢in siiziilen fermentasyonu tamamlanmis
ornekler

3.5.4. Hidrojen iyonu konsantrasyonunun (pH) belirlenmesi

Besiyeri hazirlandiktan sonra sivinin pH’1 5’e ayarlanmistir. Fermentasyon
siiresi boyunca pH kontrolii gerceklestiriimemis olup fermentasyonun son giinii
biyokiitlesi ayrilan fermente sivinin pH 6l¢iimii gergeklestirilmistir. (Metler-Toledo AG,
8603 Achwezenbacj, Switzerland).

3.6. Kinetik Parametreler

Tim veriler dogrultusunda her fermentasyon i¢in seker tiikketimi, enzim iiretimi,
maksimum tiikketim hizi, maksimum iiretim hiz1 ve seker tiiketim orani1 hesaplanmistir.
Bahsedilen parametrelerin  hesaplanmasinda kullanilan ilgili denklemler asagida
verilmigtir.

Seker tiiketimi: AS (g/L) = So- Smin Denklem (2)
Seker tiiketim orant: (%) =((So-Smin) / So) X100 Denklem (3)
Maksimum tiiketim hiz1 (Qs, g/L/h) = (-ds/dt)maks Denklem (4)
Maksimum iiretim hiz1 (Qp, U/mL/giin) = (dp/dt)maks Denklem (5)
Enzim iiretimi: P (U/mL) = Ppmax Denklem (6)

So: Baslangi¢ seker konsantrasyonu (g/L)

Smin: En diislik seker konsantrasyonu (g/L)

(-ds/dt)maks: Zamana gore maksimum seker tiikketim hizi
(dp/dt)maks: Zamana gére maksimum enzim iiretim hizi
Praks: Maksimum enzim tiretimi (U/mL)
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3.7. Matematiksel Modelleme

Kontrol fermentasyonu (%10 sakaroz, %1 maya ekstrakti, %3 inokiilasyon) ve
inhibitdr bilesiklerin besiyeri ortamina eklenerek yapilan diger biitiin fermentasyonlarda
analiz sonuglarina gore en yiiksek iniilinaz aktivitesi alinan fermentasyon denemelerine
matematiksel modellemeler yapilmistir. Belirlenen fermentasyonlarda toplam indirgen
seker miktar1 ve enzim lretimi (iniilinaz ve invertaz-tip) sonuclar1 10 farkli modele
(MGM, MLM, MRM, Stannard, Weilbull, MMF, Asimetrik, Baranyi, Huang, Fitzhugh)
uygulanmig olup her {irlin i¢in en iyi model belirlenmistir. Cizelge 3.4’te modeller i¢in
kullanilan denklemler verilmistir.

Modellerin degerlendirilmesinde RMSE, MAE, R2, AF ve BF degerleri
kullanilmigtir. Bu degerlerin hesaplamalar1 Microsoft Office Excel 2017 programi
yardimiyla hesaplanmistir. RMSE, biyoteknolojik islemlerde veya diger islemlerde
modelin verileri tahmin etmede uyumlu olup olmadigini degerlendirmek igin
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda MAE de model degerlendirilmesinde kullanilan bir
veridir. RMSE ve MAE hesaplamasinda kullanilan esitlikler asagida verilmistir.

RMSE = \/[¥,(xi —yi)2]/n  i=12,...... Denklem (7)
MAE = % o lxi — yil i=1,2,...... Denklem (8)

Tahmin edilen veriler matematiksel modeller kullanilarak belirlendikten sonra
deneysel verilere gore grafike edildi ve buna gore R? degerleri belirlendi. Bunun yani
sira modelleri dogrulamak i¢in AF ve BF degerleri de kullanildi. AF, deneysel ve
tahmin edilen veriler arasindaki ortalama farkin bir Ol¢iistidiir. BF bir modelden elde
edilen tahmin edilen degerler ile deneysel deger arasindaki farki ifade etmektedir. BF ve
AF degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan esitlikler asagida verilmistir.

log (x;i/y{)

BF = 10%=1" = Denklem (9)
yn [log (¥i/xp)|
AF = 10%=1 n Denklem (10)

Germec vd. (2019) tarafindan farkli modellerin degerlendirilmesi i¢in iniilinaz ve
invertaz enzim {iiretimi ve toplam indirgen seker miktar1 ile ilgili deneysel ve tahmin
edilen veriler kullanilarak RMSE, MAE, R2, BF ve AF degerleri hesaplanmistir. RMSE
ve MAE’nin en diisik, R*’nin 1’e en yakin oldugu modeller iyi olarak kabul
edilmektedir. Bu kriterler yanisira AF ve BF degerlerinin de 1’e yakin olmast modelin
uyumlu oldugu anlamina gelmektedir Tipik olarak, 1.00 < AF <1.20 ise, model “iyi”
dir; 1.20 < AF < 1.30 ise, model “kabul edilebilir”’; ve eger AF> 1.30 ise, model “kabul
edilemez” dir. Matematiksel modellerin basarisini belirlemek i¢in, BF degerleri 0.95 <
BF < 1.11 ise, model “iyi” dir; 0.87 < BF <0.95 veya 1.11 <BF < 1.43 ise, model “kabul
edilebilir”’; ve eger BF <0.87 veya BF> 1.43 ise, model “kabul edilemez” dir (Germec
vd. 2019).
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Cizelge 3.4. Tim inhibitorler ile gerceklestirilen besiyerlerinde en yiiksek aktivitenin elde edildigi konsantrasyona ait fermentasyonlarin
deneysel verilerini modellemek i¢in kullanilan matematiksel modeller (Germec vd. 2019)

Modeller Model denklemi Kaynak
MGM Qxex(A—1t) (Zwietering vd. 1990)
A=A, + (AL — Ay) X exp |—exp A—+ 1
m
MLM Ay — A, (Zwietering vd. 1990)
Ac=Ao+ IxQx (-0
1+ exp (A— + 2)
m
A, —A
MRM A=A, + = <
1 Gy . .
(4o _ t (Zwietering vd. 1990)
1+v, Xexp(l1+wvy)Xexp Ox(@twv) "' xXE@A=0)
m
A, —A
Stannard A=A+ m +o — (Stannard vd. 1985)
o (225
2
Weibull Ap = Ay — (A — 4,) X exp|—(key X £)%1] (Weibull 1951)
MMF (A — Ap) (Morgan vd. 1975)
A=An— T 5
1+ (k, X t)°2
Asimetrik (Dantigny vd. 2011)
Ar = Ay + (Ap—Ag) X |1 - ————
1+ @)1
L
i ex XB)—1 i
Baranyi A=A, +QxB,—In [1 L &P (Q X By) (Baranyi ve Roberts 1994)
) exp (Am — Ao)
B, =t+ ) X In[exp(—Q x t) + exp(—h,) —exp (—Q X t — h,)]
Huang A, = Ay + A, — Infexp(4,) + [exp(4,,) — exp(4y)] X exp(—Q X H,)] (Huang 2013)
1 1+exp (—ax(t—21)
H =t+-XlIn
a 1+exp(axl)
Fitzhugh A=A, + (A — A)) X [1 —exp (k3 X t)]*2 (10) (Fitzhugh Jr 1976)
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3.8. istatistiksel Analizler

Inhibitér bilesiklerin karistirilarak kullanildigi fermentasyonlara ait deneme
deseni Minitab Istatistiksel yazilimi (Version 13.3; Minitab Inc., State College, PA,
USA) kullanilarak yapilmistir. Program tarafindan olusturulan modelin deneysel verileri
hangi Olclide karsiladigi ANOVA ile belirlenmistir. Bu yontemle her faktoriin cevap
izerindeki istatistiksel 6nemi %95 giiven araliginda tespit edilmistir. Ayrica inhibitorler
ile ayr ayr1 gerceklestirilen fermentsayon denemelerinin analiz sonuglarina ait kinetik
verilerin degerlendirilmesi ve karsilastirilmas1 SAS Istatistiksel yazilimi (Version 9;
SAS Institute Inc.) kullanilarak yapilmistir. Cizelgelerde verilen degerler arasinda
karsilagtirmalar siitunlar aras1 yapilmistir. Ducan Coklu Karsilastirma Testi %95 6nem
seviyesinde gerceklestirilmistir (P=0.05). Tiim kinetik degerler en az iki tekerriiriin
ortalamasit seklinde verilmis olup tablolarda ortalama + standart hata seklinde ifade
edilmistir.

3.9. Goriintii Analizi

Kontrol fermentasyonu ve inhibitorlerin ayri ayr1 fermentasyon ortamina
eklenmesiyle gerceklestirilen fermentasyonlarda kiif gelisiminin gozle goriiliir olarak
basladig1 ilk giin ve fermentasyonun son giinii Ornekler alinmis olup mikroskop
yardimiyla (Zeiss, Stemi 2000-c, Almanya) goriintii analizi gergeklestirilmistir.
Goriintiiler mikroskoba entegre bir fotograf makinesi ile ¢ekilmistir. Goriintii
analizlerinde kullanilan mikroskop Sekil 3.9°da verilmistir.

Sekil 3.9. Goriintii analizinde kullanilan mikroskop
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Kontrol Fermentasyonu

Calisma kapsaminda inhibitor bilesiklerin iniilinaz fermentasyonu tizerindeki
etkileri aragtirilmistir. Kullanilan inhibitér bilesenlerin fermentasyon {izerine etkisini
gozlemlemek amaciyla tekerriirlii olmak {izere 3 kere kontrol fermentasyonu
gerceklestirilmistir. Besiyerinde karbon kaynagi olarak sakaroz (%10) ve azot kaynagi
olarak maya ekstrakti (%1) kullanilmis olup 150 mL ¢aligma hacminde %3 inokiilasyon
orani ile calisilmistir. Bu fermentasyonlar besiyeri ortamina higbir inhibitér bilesen
dahil edilmeden kontrol besiyeri ortaminda gerceklestirilmistir.

Fermentasyonun basinda kiif hiicreleri boncuk formda iken fermentasyonun
devaminda hifler pargalanarak sivi igerisinde dagilmis bir goriintii almaktadir. Kontrol
fermentasyonuna ait 2.glin ve 10.giinde ¢ekilen flask fotograflar1 Sekil 4.1°de
verilmistir.

Sekil 4.1. Fermentasyonun 2. ve 10.giiniinde tekerriirlii olmak tizere kontrol
fermentasyonuna ait goriintiiler

Optimum besiyeri kosulunda gerceklestirilen ve kontrol olarak kullanilan
iniilinaz fermentasyonuna ait sonuclar Cizelge 4.1°de verilmistir. Sonuglar maksimum
lase aktivitesinin 202.95 U/mL, maksimum Sase aktivitesinin ise 156.91 U/mL
oldugunu gostermektedir. I/S oranlarindan enzimin iniilinaz dogasinda oldugu agikca
(I/S=1.55, yani 1/S>10?) anlasilmaktadir. Baslangic seker icerigi 85.77 g/L iken
fermentasyonun son giiniinde seker miktariin 0.94 g/L’ye diistiigli hesaplanmistir.
Femerntasyon sonunda siiziilen ortamda pH o6l¢iimii gergeklestirilmis ve pH’in 5.0
baslangigtan 3.02’ye diistiigli belirlenmistir. Toplam kuru biyokiitle miktar1 5.532 g/L
olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.1. Kontol besiyerinde gergeklestirilen iniilinaz fermentasyonuna ait sonuglar

Fermentasyon siiresi lase Sase Seker
(Giin) (U/mL) (U/mL) I/S oram (g/L)
0 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00  85.77+1.64
1 11.30+0.00 2.24+2.24 3.22+0.97  81.73+0.18
2 22.00+6.36 18.13+8.19 1.21+£0.07  79.66+0.30
3 56.82+3.79 42.59+0.10 1.33+0.12  72.74+0.15
4 81.01+3.01 84.06+0.49 0.96+0.05  63.20+1.25
5 126.45+0.72 105.55+10.23  1.20+£0.11  51.82+0.63
6 134.05+3.62 149.06+20.12  0.90+0.09  43.53+0.31
7 146.57+0.28  156.91+£10.53  0.93+0.06  41.02+0.77
8 163.80+7.91 145.11£11.79  1.13+0.17  29.66+1.12
9 202.95+9.48 130.83+3.65 1.55+0.06  22.34+0.14
10 198.81+12.40  146.43+26.56  1.36+0.13  15.20+0.05
11 191.99+8.27 88.68+8.28 2.16+£0.07  7.73+0.00
12 155.20+13.61 62.13+9.50 2.50£0.07  1.90+0.29
13 126.45+11.20 16.81+9.50 3.87£1.29  0.94+0.02

Koyu renk ile gosterilmis degerler fermentasyon siiresi boyunca alinan en yiiksek enzim aktiviteleridir.

Baslangi¢c seker miktar1 85.77 g/L’den fermentasyonun sonunda 0.94 g/L’ye
diigmiistiir. Mikroorganizmanin sekeri neredeyse tamamen tiikettigi agik bir sekilde
goriilmekte ve seker tiiketim orami %98.9 olarak hesaplanmistir. Maksimum tiiketim
hiz1 11.60 g/L/gilin, maksimum iniilinaz iiretim hizi1 ve maksimum invertaz tiretim hizi
sirastyla 34.82 ve 30.37 U/mL/giin olarak hesaplanmistir. Fermentasyon sonu sivi
siizlilmiis toplam kuru biyokiitle analizi ve fermentasyon sivisinin nihai pH’1 6l¢iilerek
sirastyla 5.53 g/L ve 3.02 olarak kaydedilmistir. Cizelge 4.2°’de verilen kontrol
fermentasyonuna ait kinetik parametreler diger gerceklestirilen fermentasyonlar ile
karsilastirilmada kullanilmastir.

Kontrol besiyeri ortaminda gergeklestirilen fermentasyona ait kinetik
parametreler incelendiginde en yiiksek iniilinaz ve invertaz-tip aktivite degerleri
strastyla 202.95 U/mL ve 156.91 U/mL olarak bulunmustur.

Cizelge 4.2. Kontol fermentasyonuna ait kinetik parametreler

Kinetik Parametreler

QS (g/L/giin) 11.60 +2.22
Quase (U/mL/glin) 34.82+1.92
Qsase (U/mL/giin) 30.37 +3.55
AS (g/L) 84.83 £0.68
lase (U/mL) 202.95 +9.48
Sase (U/mL) 156.91 £ 10.53
STO (%) 98.9 £0.06
Toplam kuru biyokiitle (g/L) 5.53+0.03
Nihai pH 3.02+0.03

Iase: Iniilinaz aktivitesi, Sase: Invertaz-tip aktivite, AS: Seker tiiketimi, QS: Seker tiiketim hi1z1, Q!
Maksimum iniilinaz tiretim hiz1, Qsas: Maksimum invertaz tiretim hizi, STO: Seker tiikketim orani.
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4.1.1. Kontrol besiyerine ait iniilinaz, invertaz iiretimi ve toplam indirgen seker
miktarimin matematiksel modellemesi

Sakaroz ile kontrol besiyerinde gerceklestirilen fermentasyonda lase, Sase ve
toplam indirgen seker miktarina ait deneysel verilere 10 farklt model uygulanmis olup
model degerlendirme kriterleri Cizelge 4.3 te verilmistir.

lase i¢in en diisik RMSE (10.49 U/mL) ile MAE (6.75 U/mL), MGM ve
Asimetrik modelde elde edilmistir. /ase i¢in en yiiksek RMSE (17.41 U/mL) ile MAE
(13.99 U/mL) degerleri Weibull modelinde hesaplanmistir. En yiiksek R? degeri
(0.9850) MGM ile bulunurken en diisiik R? degeri (0.9662) Weibull modeli ile
bulunmustur. Modellerin kabul edilip edilmedigini degerlendirmede AF ve BF
degerlerinden yararlanilmistir. 1’e yakin AF ve BF degerleri en uygun modeli temsil
ettigi diisliniilerek 10 model arasindaki en uygun model se¢ilmistir. 1.00 < AF <1.20 ise,
model “iyi” dir; 1.20 < AF < 1.30 ise, model “kabul edilebilir”; ve eger AF> 1.30 ise,
model “kabul edilemez” dir. Matematiksel modellerin basarisini belirlemek i¢in, BF
degerleri 0.95 < BF < 1.11 ise, model “iyi” dir; 0.87 < BF <0.95 veya 1.11 <BF <1.43
ise, model “kabul edilebilir’; ve eger BF <0.87 veya BF> 1.43 ise, model “kabul
edilemez” dir. MLM (0.92) ve MRM (0.92) modelleri i¢in BF degerine bakildiginda
I’den kiigiik oldugu goriilmektedir. 1’den daha diisiik bir BF degeri modelin genel
olarak basarisiz ve uyumsuz oldugunu goéstermektedir. Diger modeller incelendiginde
I’e en yakin BF degeri sirasiyla Stannard (1.00), MGM (1.05), Huang (1.05) ve
Fitzhugh (1.05) modellerinden elde edilmistir. Diger yandan AF degerleri ile ortalama
olarak tahmini degerlerin deneysel degerlerden farkliligi ortaya konmustur. Cizelge
4.3’te AF degerleri ile MGM igin %9, MLM icin %15, MRM igin %15, Stannard igin
%16, Weibull i¢in %53, MMF i¢in %13, Asimetrik icin %16, Baranyi icin %269,
Huang icin %5 ve Fitzhugh i¢in %5 oraninda farklilik oldugu ortaya konmustur. Diisiik
RMSE, MAE, yiiksek R? ve 1’ yakin BF ve AF degerleri ile en uygun model MGM
olarak sec¢ilmistir.

Sase i¢in en diisiik RMSE (7.38 U/mL) ile MAE (5.50 U/mL) degerleri MMF
modelinde hesaplanmistir. En yiiksek RMSE (15.63 U/mL) ile MAE (9.91 U/mL)
sirastyla Baranyi ve MLM modellerinde hesaplanmistir. Bunun yan1 sira en yiiksek R?
(0.9835) ve en diisiik R? (0.9618) sirasiyla MMF ve Huang modellerinden elde
edilmistir. Sase i¢in hesaplanan BF degerleri incelendiginde MGM (0.88), MLM (0.75),
MRM (0.76), Asimetrik (0.89), Huang (0.88) ve Fitzhugh (0.90) modelleri 1’den diisiik
oldugu icin bu modeller genel olarak deneysel verileri tahmin etmede basarisiz
bulunmustur. Stannard (1.01), Weibull (1.08) ve MMF (1.00) modellerinde BF degeri
1’e ¢ok yakin hesaplanmis olup bu durum modellerin deneysel verileri tespit etmede
basarili oldugunu gostermektedir. Baranyi modelinde BF degeri 4.59 olarak
hesaplanmistir. Bu sonu¢ Baranyi modeli ile tahmin edilen degerlerin deneysel
verilerden daha diisiik oldugunu gosterir. Sase icin hesaplanan AF degerleri
incelendiginde MGM %18, MLM %37, MRM %37, Stannard %13, Weibull %20,
MMF %6, Asimetrik %15, Baranyi %23, Huang %16, Fitzhugh %25 oraninda sapma
gosterdigi goriilmiistiir. Tim bu sonuglar g6z oniine alindiginda Stannard, Weibull ve
MMF modellerinin deneysel verileri tahmin etmede basarili oldugu goriiliirken en
uyumlu model diisiik RMSE (7.38 U/mL), MAE (5.50 U/mL), yiiksek R? (0.9835) ve
1’e yakin BF (1.00) ile AF (1.06) degerlerinden dolayt MMF model olarak se¢ilmistir.
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Toplam indirgen seker miktar i¢in en diisiik RMSE (4.11 U/mL) ile MAE (3.37
U/mL) degerleri Fitzhugh modelinde hesaplanmistir. En yiiksek RMSE (13.00 U/mL)
ile MAE (11.28 U/mL) degerleri Asimetrik modelde hesaplanmistir. Diger yandan en
yiiksek R? (0.9793) ve en diisiik R? (0.9232) sirasiyla Baranyi ve Weibull modellerinden
elde edilmistir. 1’e yakin BF ve AF degerleri modelin genel olarak deneysel veriler ile
uyumlu ve bagarili oldugunu gostermektedir. MGM (0.91), MLM (0.94), MRM (0.91),
Weibull (0.89), Asimetrik (0.79), Huang (0.91), Fitzhugh (0.93) modelleri i¢in BF
degeri 1’den diisiik hesaplanmis olup modellerden elde edilen tahmini verilerin
deneysel veriler ile uyumlu olmadig1 ortaya konmustur. Ayrica, Stannard (1.00) modeli
I’e esit ¢ikmis olup deneysel veriler ile tahmin edilen veriler arasinda bir sapma
olmadig1 belirlenmistir. Baranyi modeli i¢cin BF degeri 1.27 olarak hesaplanmig olup
nispeten 1’e yakin kabul edilmistir. AF degerleri incelendiginde MGM i¢in %11, MLM
icin %10, MRM i¢in %11, Stannard i¢in %9, Weibull i¢cin %12, MMF i¢in %10,
Asimetrik i¢in %27, Baranyi i¢in %28, Huang i¢in %15 ve Fitzhugh i¢in %9 oraninda
sapma hesaplanmistir. Diisik RMSE (4.29 U/mL), MAE (4.16 U/mL) ve yiiksek R?
(0.9676), 1’e yakin BF (1.00) ile AF (1.09) oranlarindan dolay1 deneysel verilerle en
uyumlu model Stannard olarak se¢ilmistir.

Tiim modeller icin hesaplanan RMSE, MAE, R?, BF ve AF degerlerine Cizelge
4.3’ten ulagilabilir. Kontrol fermentaysonuna ait lase, Sase ve seker tiiketimi i¢in tlim
model verileri ile deneysel verilerin kiyaslandigi grafikler EK-3, EK-4 ve EK-5’te
verilmistir. Ayrica lase, Sase ve seker tiiketimi i¢in hesaplanan model parametreleri
EK-6, EK-7 ve EK-8’de verilmistir.

34



S¢

BULGULAR VE TARTISMA H.N. GURLER

Cizelge 4.3. Kontrol fermentasyonuna ait deneysel verilerin matematiksel modellenmesi sonucu modellerin karsilastirilmasi igin
hesaplanan model kriterleri

Ilg) (:::2)/1 Iniilinaz olusumu Invertaz olusumu Toplam indirgen seker miktari

RMSE MAE RMSE MAE RMSE  MAE

UmL) Umy X BF AR Gy wmny ®OBF AR oy @ R BF AF
MGM 10.49 7.39  0.9850 1.05 1.09 8.97 6.59  0.9805 0.88 1.18| 547 439 09721 091 1.11
MLM 10.97 990 09805 092 1.15| 12.60 9.91 09718 0.75 1.37| 4.81 4.16 09676 0.94 1.10
MRM 10.97 9.88  0.9805 092 1.15| 10.90 9.80 09719 0.76 1.37| 5.46 438 0.9720 091 1.11
Stannard 16.19 1292 0.9841 1.00 1.16| 11.77 7.34  0.9802 1.01 1.13| 4.29 3.63 0.9552 0.99 1.09
Weibull 17.41 13.99 0.9662 1.42 1.53| 14.75 9.79  0.9637 1.08 1.20| 8.61 6.30 09232 0.89 1.12
MMF 10.55 8.19 09806 1.13 1.18 7.38 550  0.9835 1.00 1.06| 4.47 3.76  0.9503 0.97 1.10
Asimetrik 11.02 6.75 0.9787 1.16 1.23 7.64 596  0.9838 0.89 1.15| 13.00 11.28 0.9654 0.79 1.27
Baranyi 14.76 10.65 0.9759 3.40 3.69| 15.63 9.01 0.9621 4.59 5.23| 11.53 850 0.9793 1.27 1.28
Huang 14.65 10.46  0.9759 1.05 1.30| 15.62 8.80  0.9618 0.88 1.16| 8.07 5.03 09288 0.91 1.15
Fitzhugh 10.90 8.44 09820 1.05 1.11 8.13 7.32 09804 090 1.25| 4.11 337 0.9634 0.93 1.09

Koyu renkle gosterilmis degerler belirlenen en uygun modelerdir.
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4.2. HMF’nin Inhibitér Olarak Kullamldigi Fermentasyonlar

Kontrol besiyeri bilesimine (%10 sakaroz, %1 maya ekstrakti, %3 inokiilasyon)
1.0/L, 2.0 g/L, 3.0 g/L, 4.0 g/L, 5.0 g/L ve 6.0 g/L konsantrasyonlarinda HMF inhibitor
madde olarak ayr1 ayri1 eklenmis, her fermentasyon tekerriirlii olmak iizere 5 farkl
fermentasyon denemesi gergeklestirilmistir. Sekil 4.2°de bu fermentasyonlara ait
fotograflar verilmistir. Fermentasyon siiresi boyunca her giin 6rnek alimmistir ve
orneklerde giinliik olarak seker ve enzim analizi yapilmistir. Her fermentsyon i¢in analiz
sonuglar1 toplam indirgen seker miktarina gore lase ve Sase lretimi olarak grafik
edilmis olup asagida verilmistir. Iniilinaz aktivitesinde diisiis gozlemlendikten sonra
fermentasyonlara son verilmistir ve ardindan besiyeri siiziilerek siiziintii pH’1 kaydedilip
toplam kuru biyokiitle analizi yapilmstir.

Sekil 4.2. HMF’nin inhibitér olarak ilavesiyle kullanilan fermentasyonlara ait
goriintiiler

4.2.1. 1.0 g/L HMF ilave edilen fermentasyon

Sekil 4.3’te 1.0 g/L HMF’ nin inhibitor olarak kullanildigi fermentasyona ait
sonuglar verilmistir. Gergeklestirilen fermentasyon sonucunda maksimum iniilinaz ve
invertaz-tip aktiviteleri sirasiyla 268.74 U/mL (13.giin) ve 156.86 U/mL (11.giin) olarak
belirlenmistir. Toplam seker tiikketimi 80.93 g/LL olmustur. Fermentasyon boyunca seker
tiikketimine gore enzim miktarinin da ayni dogrultuda arttii gériilmektedir. Iniilinaz
enzim aktivitesinin 1.giinden 4.giine kadar arttig1 4, 5 ve 6. giinlerde ise aktivitenin
neredeyse ayni oldugu goriilmektedir. 6-13. giinler arasinda enzim aktivitesinde hizli bir
artis gozlemlenmistir. Maksimum iniilinaz enzim aktivitesine (268. 74 U/mL) 13.gilinde
ulagilmistir. 13.glinden sonra iniilinaz aktivitesinde keskin bir diisiis goriilmektedir.
Invertaz enzimine bakildiginda ise 1.giinden 6.giine kadar artis gdzlemlenmektedir. 7-
10.glinler arasinda enzim aktivitesinin neredeyse degismedigi, 11.glinde ise en yiiksek
enzim aktivitesine (156.86 U/mL) ulasildig1 goriilmektedir. 12.giinden sonra enzim
aktivitesinde keskin bir diislis oldugu belirlenmistir. Fermentasyon sonunda tiiketilmis
ve kalan seker miktar1 0.80 g/L olarak analiz edilmistir. Besiyeri ortamindaki 1.0 g/L
HMF ile gergeklestirilen fermentasyon kontrol ile karsilastirildiginda mikrobiyal
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gelismenin inhibitorden etkilenmedigini ve sorunsuz bir sekilde seker tiikketimi ve enzim
tiretimlerinn gergeklestigi goriilmiistiir. Fermentasyon sonundaki toplam kuru biyokiitle
4.23 g/L ve ortamin pH’sinin baslangi¢ 5.0’dan 3.76’ya diistiigii belirlenmistir.
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Sekil 4.3. 1 g/l HMF’nin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.2.2. 2.0 g/L HMF ilave edilen fermentasyon

Sekil 4.4’te HMF 2.0 g/L. konsantrasyonda inhibitor bilesik olarak besiyerine
eklenmesiyle gerceklestirilen fermentasyona ait sonuglar verilmistir. Fermentasyon
sonuglar1 incelendiginde en yiiksek iniilinaz aktivitesi 201.00 U/mL iken invertaz-tip
aktivitenin 132.54 U/mL oldugu belirlenmistir. Seker tiiketimi ise 86.96 g/L. olarak
hesaplanmistir. Fermentasyon sonunda toplam kuru biyokiitle 4.19 g/ ve besiyeri
ortaminin son pH’1 2.97 olarak o6l¢iilmiistiir. En yiiksek iniilinaz enzim aktivitesine
(201.00 U/L) fermentasyonun 11. giiniinde ulasilmistir. 11.glinden sonra iniilinaz
enzimi aktivitesinde bir artis olmamistir. Enzim olusumunun artisina paralel olarak
toplam indirgen seker miktar1 azalmistir. En yiiksek invertaz-tip enzim aktivitesine
(132.54 U/mL) fermentasyonun 9.giiniinde ulasilmistir. Iniilinaz iiretiminde oldugu gibi
invertaz enzimi de toplam indirgen seker tiilketimine paralel olarak artis gostermistir. 9.
Giinden sonra invertaz-tip aktivitede azalarak giden bir egilim oldugu gézlemlenmistir.
Mikroorganizma ortamdaki 2.0 g/ HMF’nin inhibitoér olarak bulunmasma ragmen
gelisim gostermis, sekerin neredeyse tamamini kullanarak iniilinaz ve invertaz
enzimlerinin iretimini gerceklestirmistir. 1.0 g/ HMF ilavesiyle gergeklestirilen
fermentasyon ve 2.0 g/ HMF ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonda lase aktivitesi
acisindan istatistiksel olarak da anlamli bir farklilik tespit edilmistir (P<0.05). 2.0 g/L
HMF ilavesiyle lase aktivitesinde 1.0 g/L’ye gore yaklasik 67 U/mL’lik bir diisiis tespit
edilmistir. Bunun yani sira kontrol fermentasyonu ile arasinda istatistiksel olarak énemli
bir farklilik tespit edilmemistir (P> 0.05).
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Sekil 4.4. 2g/L. HMF nin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.2.3. 3.0 g/L HMF ilave edilen fermentasyon

Sekil 4.5” te 3 g/L HMF’nin inhibitor olarak kullanildigi toplam indirgen seker
miktarina gore enzim {iretim sonuglart verilmistir. Maksimum iniilinaz ve invertaz-tip
aktivitelerinin sirasiyla 198.32 U/mL ve 157.64 U/mL olarak belirlenmistir.
Fermentasyonun 2-6.giinleri arasinda enzim aktivitesi artis gosterirken 7 ve 8.giinde
degisim olmamis ve sonraki giinlerde azalan oranda artisga devam eden bir egilim
gozlemlenmistir. En keskin artis 10 ile 12.gilinler arasinda goriilmistiir. En yliksek
iniilinaz enzim aktivitesine ise 12.giinde ulagilmistir. Enzim aktivitesindeki artisa
paralel olarak toplam indirgen seker miktarinda azalma oldugu gériilmektedir. Invertaz
enziminin aktivite degerleri incelendiginde 2. giinden 4.gline kadar bir artis
gozlemlenirken 4 ve 5.gilin arasinda duragan bir fazda oldugu ve ardindan yine artmaya
basladigi gozlemlenmistir. En keskin artis1 5-8.giinler arasinda gostermis olup
fermentasyonlarin sonlarina dogru 9-12. giin arasinda aktivitede artis ¢ok az olmustur.
En yiiksek invertaz-tip enzim aktivitesi 14.giinde analiz edilmistir. Fermentasyon 15
giin sonunda bitirilmistir. Fermentasyon sonunda yapilan toplam kuru biyokiitle analizi
sonucu 4.17 g/L olarak belirlenmistir. Fermentasyon ortaminda son pH 3.54 olarak
Olclilmiistiir. Mikroorganizmanin 3 g/ HMF’nin ortamda bulunmasina ragmen
gelisimini devam ettirdigi ve sekeri sorunsuz bir sekilde tiiketip iriine cevirdigi
goriilmektedir. 3.0 g/ HMF ilavesiyle gerceklestirlen fermentasyon ve kontrol
fermentasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir
(P>0.05). 2.0 g/L ve 3.0 g/L HMF ilvesiyle gerceklestirilen fermentasyonlar arasinda da
lase aktivitesi agisindan bir farklilik tespit edilmemistir.
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Sekil 4.5. 3 g/ HMF’nin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.2.4. 4.0 g/LL HMF ilave edilen fermentasyon

4.0 g/L HMF’nin fermentasyon ortaminda inhibitor olarak eklendigi
fermentasyona ait sonuglar Sekil 4.6.’da verilmistir. Maksimum iniilinaz aktivitesinin
99.99 U/mL, invertaz-tip aktivitenin ise 83.81 U/mL oldugu belirlenmistir. Toplam
seker tiiketimi 62.29 g/L olarak bulunmustur. Enzim miktar1 artarken toplam indirgen
seker miktarin azaldig1 Sekil 4.6°da goriilmektedir. En yiiksek iniilinaz ve invertaz-tip
aktivite fermentasyonun 8.giliniinde elde edilmistir. Sonrasinda her iki enzim aktivitesi
de net bir sekilde azalis gostermistir. Enzim aktivitelerinde yiiksek oranda disiis
meydana geldigi i¢cin diger HMF konsantrasyonlar1 ile gergeklestirilen
fermentasyonlarin  aksine c¢alisma 10.glinde bitirilmistir. 10 gilinlin sonunda
mikroorganizmanin sekeri tam olarak tiiketmedigi fakat yine de enzim {iretiminin
oldugu belirlenmistir. 10.glinde ortamdaki kalan seker miktar1 31.86 g/L. olarak analiz
edilmistir. Fermentasyon sonrasi ortamin pH’1 3.32, toplam kuru biyokiitle miktar1 ise
3.17 g/L olarak belirlenmigtir. Mikroorganizma ortamdaki 4 g/ HMF
konsantrasyonundan etkilenmeye baslamis hiicre gelisimi ve dolayisiyla biyokiitlede
diger fermentasyonlara gore diisiis meydana gelmistir. Ayni1 sekilde mikroorganizma
gelisimi etkilendigi i¢in enzim iiretimi de azalmis ve 4 g/L’nin altinda yapilan diger
fermentasyonlara gore hem iniilinaz hem de invertaz-tip aktivitede diislis meydana
gelmistir. Kontrol fermentasyonuna gore istatistiksel olarak anlamli bir diisiis ilk olarak
4.0 g/L HMF ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyondan elde edilmistir. /lase
aktivitesinde kontrol fermentasyonuna gore yaklasik olarak 100 U/mL azalma meydana
gelmistir.
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Sekil 4.6. 4 g/l HMF’nin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.2.5. 5.0 g/L HMF ilave edilen fermentasyon

5.0 g/L konsantrasyondaki HMF’ nin inhibitor olarak kullanildigi fermentasyona
ait sonuclar Sekil 4.7°de verilmistir. En yliksek iniilinaz aktivitesi 80.69 U/mL iken
invertaz-tip aktivite 71.73 U/mL olarak belirlenmistir. Fermentasyon orneklerinde
toplam seker tiiketimi 52.59 g/L olarak bulunmustur. Fermentasyon boyunca iniilinaz ve
invertaz-tip aktivite artarken kismen de olsa toplam indirgen seker miktarinda azalma
oldugu goriilmektedir. En yiliksek iniilinaz ve invertaz-tip aktivite fermentasyonun
8.glinlinde elde edilmistir. 8.glinden sonra her iki enzim tiretimi de durmus ve diislis
gostermistir. Bu nedenle 10.giinde fermentasyon bitirilmistir. Fermentasyon sonunda
ortamda kalan seker miktar1 42.28 g/L olarak belirlenmistir. Mikroorganizma ortamdaki
sekeri tamamen kullanamamis olmasina ragmen her iki enzim i¢in de 70 U/mL iizerinde
enzim aktivitesi elde edilmistir. Fermentasyon sonunda ortam pH’1 3.21 olarak
kaydedilirken toplam kuru biyokiitle 2.99 g/L olarak bulunmustur. inhibisyon arttik¢a
seker tiiketiminde azalma meydana geldigi sonuglardan anlagilmaktadir.
Mikroorganizma sekeri yaklasik olarak %55 oraninda tiiketmistir. 5.0 g/ HMF
ilavesiyle gergeklestirilen fermentasyonda /ase aktivitesi kontrol fermentasyonuna gore
yaklagik olarak 120 U/mL oraninda daha diisiik elde edilmistir. Enzim aktiviteleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (P<0.05). HMF artan
konsantrayonlarda mikroorganizma tizerindeki inhibisyon etkisini de arttirmigtir.
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Sekil 4.7. 5 g/ HMF nin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.2.6. 6.0 g/LL HMF ilave edilen fermentasyon

6 g/LL HMF konsantrasyonun inhibitor olarak eklendigi fermentasyona ait veriler
Sekil 4.8’de verilmistir. Analizlere gore en yiiksek iniilinaz ve invertaz-tip aktivite
sirastyla 62.76 U/mL ve 47.56 U/mL olarak bulunmustur. Fermentasyon ortamindaki
toplam seker tiiketiminin 43.74 g/L oldugu belirtilmistir. Iniilinaz aktivitesinde
l.glinden 4.giine kadar diislik oranlarda artis gdzlemlenirken, 4 ile 7.giin arasinda en
keskin artigin1 gdstermistir. En yiiksek iniilinaz aktivitesinin (62.76 U/mL) 7.giinde
oldugu goriilmektedir. 7.glinden sonra iniilinaz aktivitesinde yiiksek egimli bir diisiis
gbozlemlenmektedir. Fermentasyon sonunda ortamda 51.26 g/L seker kaldigi analiz
edilmistir. Invertaz-tip aktivite artis1 incelendiginde en yiiksek aktivitenin (47.56 U/mL)
ise fermentasyonun 8.giinliinde elde edildigi goriilmektedir. Fermentasyon sonunda
toplam kuru biyokiitle miktar1 2.47 g/L, ortammin pH’1 3.26 olarak kaydedilmistir.
Mikroorganizma gelisimi 6 g/ HMF konsantrasyonundan olumsuz olarak etkilenmistir.
Artan konsantrasyonlarda HMF’nin inhibisyon etkisinin yavas yavas arttigi
gbézlemlenmistir. 6.0 g/LL HMF i¢in denenmis olan son konsantrayondur ve kontrol
fermentasyonuna gore lase aktivitesinde yaklasik olarak 140 U/mL azalma meydana
gelmistir. Kontrol fermentasyonu ile arasinda iniilinaz ve invertaz-tip aktivite agisindan
onemli bir diisiis oldugu agik bir sekilde goriilmektedir. Artan HMF konsantrasyonu
mikroorganizma geligimini etkiledigi i¢in toplam kuru biyokiitle miktarinda da kontrol
fermentasyonuna gore yiiksek miktarda diisiis gozlemlenmistir.
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Sekil 4.8. 6 g/ HMF’nin inhibitér olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar

4.2.7. HMF’nin besiyerine eklenmesiyle gerceklestirilen fermentasyonlarin
kinetik parametrelerinin degerlendirilmesi

Farkli konsantrasyonlarda HMF’nin inhibitor olarak besiyerine ilave edildigi
fermentasyonlara ait kinetik degerler Cizelge 4.5’te verilmistir. En yiiksek iniilinaz
aktivitesi (268.74 U/mL), 1 g/L HMF’nin inhibitér olarak besiyeri ortamina ilave
edildigi fermentasyon denemesinden elde edilmistir. En diisiik iniilinaz aktivitesi ise 6
g/ HMF’nin bulundugu besiyerinde 62.76 U/mL olarak elde belirlenmistir. En diistik
ve en yiiksek iniilinaz aktiviteleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(P<0.05). Kontrol fermentasyonu ile 2.0 g/L ve 3.0 g/L HMF’nin ortama ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyonlara ait iniilinaz aktivitesi sonuglar1 arasinda istatistiksel
olarak onemli bir fark bulunamamistir (P>0.05). 4.0 g/L, 5.0 g/L ve 6.0 g/lL HMF
ilavesiyle gergeklestirilen fermentasyonlar arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik tespit edilmistir (P<0.05).

Invertaz-tip aktivite degerlerine bakildiginda maksimum ve minimum Sase
degerleri sirastyla 3.0 g/L HMF ve 6.0 g/ HMF fermentasyonlarinda 156.91 U/mL ve
47.558 U/mL olarak 6l¢iilmiis olup aralarindaki farkin énemli oldugu tespit edilmistir
(P<0.05). HMF’nin inhibitor olarak besiyerine ilavesiyle gerceklestirilen tiim
fermentasyonlara ait iniilinaz ve invertaz-tip aktivite sonuglar1 Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9. HMF nin inhibitor olarak kullanildig: fermentasyonlarda iniilinaz ve invertaz-
tip aktivitelerin en yiiksek oldugu giinlere ait sonuglar

HMF eklenerek gerceklestirilen fermentasyonlar i¢in maksimum iniilinaz {iretim
hiz1 en ¢ok ve en az olmak lizere sirasiyla 31.11 U/mL/giin (4.0 g/lL HMF) ve 18.86
U/mL/giin (6.0 g/L HMF) olarak hesaplanmis olup degerler arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0.05). Kontrol fermentasyonu ile 4.0
g/ HMF eklenmesiyle gerceklestirilen fermentasyon arasinda Qjae i¢in istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (P>0.05). Maksimum invertaz-tip iiretim
hiz1 i¢in en yiiksek deger 1.0 g/L HMF ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonda 29.29
U/mL/giin olarak hesaplanmistir. En diigiik deger ise 13.12 U/mL/giin olarak 6.0 g/L
HMF ilavesiyle ger¢eklestirilen fermentasyondan hesaplanmis olup degerler arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir farklilik tespit edilmistir (P<0.05).

Kontrol, 1.0 g/L, 2.0 g/L ve 3.0 g/L HMF ilavesiyle gerceklestirilen
fermentasyonlarda mikroorganizma sekerin neredeyse tamamini kullanmistir. Bununla
birlikte bu fermentasyonlar arasinda seker tiiketimi agisindan istatistiksel olarak énemli
bir fark goriilmemistir (P>0.05). Ancak diger HMF konsantrasyonlarinda
gerceklestirilen fermentasyonlar ile aralarinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark oldugu
ortaya konmustur (P<0.05). En disiik seker tiiketim oran1 6.0 g/LL HMF ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyonda %46 olarak hesaplanmaistir.

HMF ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlarin her biri i¢cin I/S degerleri
hesaplanmis olup Cizelge 4.4’te verilmistir. I/S degerinin herbir HMF fermentasyonu
igin 10>’den biiyiik oldugu goriilmektedir. Bu durum fermentasyondan elde edilen
enzimin iniilinaz dogasinda oldugunu gostermektedir (Das vd. 2019).
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Cizelge 4.4. HMF ilavesiyle gergeklestirilen fermentasyonlara ait I/S degerleri

Konsantrasyon(g/L) Iniilinaz Aktivite (U/mL) invertaz Aktivite (U/mL) 1/S
1.0 268.737 156.856 1.713
2.0 201.004 132.541 1.517
3.0 198.324 157.636 1.258
4.0 99.990 83.812 1.193
5.0 80.693 71.727 1.125
6.0 62.761 47.558 1.320

Toplam kuru biyokiitle sonuglar1 incelendiginde maksimum ve minimum
biyokiitle sirasiyla 5.53 g/L, 2.47 g/L olarak kontrol ve 6.0 g/ HMF ilavesi ile
gerceklestirilen fermentasyonlarda bulunmus olup aralarindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (P<0.05). HMF ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonlar arasinda en
yiiksek biyokiitle miktar1 1.0 g/ HMF fermentasyonundan 4.23 g/L olarak elde edilmis
olup kontrol fermentasyonu ile arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark tespit
edilmigtir (P<0.05). Artan HMF konsantrasyonlarinin biyokiitle miktarinda diisiise
neden oldugu saptanmustir.

Fermentaysonlar sonlandirildiginda besiyerinin son pH 6l¢timii gerceklestirilmis
olup minimum ve maksimum pH degerleri sirasiyla kontrol ve 1.0 g/LL HMF ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyon ile 3.02 ve 3.76 olarak Olgiilmiis olup aralarinda
istatistiksel olarak onemli bir fark tespit edilmistir (P<0.05).

HMF eklenmesiyle gergeklestirilen fermentasyonlara ait kinetik parametler
Cizelge 4.5’te detayl olarak verilmistir.
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Cizelge 4.5. Besiyerinde farklt HMF konsantrasyonlarina ait fermentasyonlarin kinetik degerleri

iK Iase Sase AS QS Quase Qsuse STO Toplam Nihai
Kuru pH
(g/L) (U/mL) (U/mL) (g/L) (g/L/giin) (U/mL/giin)  (U/mL/giin) (%) Biyokiitle
(/L)
0.0 202.95°+9.48 156.91%°£10.53  84.83%+0.68 11.6°+2.22  34.82°+1.92  30.37°+3.55 98.90°£0.06  5.53°+0.03 3.02°+0.01
1.0 268.74*+1.21 156.86%+3.14 80.93°+0.18  8.63+£0.66  31.04%+2.17 29.29%+2.79  99.02*£0.00 4.23°+0.18 3.76%+0.04
2.0  201.004°+£2.24  132.54*+9.30 86.96*+0.80  13.69%£0.53  26.35"+2.66 26.56%*°+2.45 98.44°t0.45 4.19+0.22 2.97°+0.47
3.0 198.32%+1.72 157.64°+0.17 81.83%+1.12 10.83%°+0.15 25.92*+2.34 18.78%+1.98  96.62°+0.02 4.17°+0.12 3.54%+0.02
4.0  99.994¢1.72 83.81%¢1.10 62.299+0.64 9.47*+1.51  31.11°°£3.18 20.75*£1.36 66.16°:0.19 3.17°+0.16 3.32%+0.01
50  80.699+5.24 71.727+3.86 52.59°+£0.28  10.09°+0.43 20.74°t1.04  17.429£2.98 55.44£0.38  2.99°+0.03 3.21%+0.01
6.0 62.76°+1.21 47.558'+2.21 43.74+1.90  6.89°+0.07 18.86£2.40  13.12t1.40 46.00°+1.17  2.47+0.01 3.26%+0.01

Aym siitunlarda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05). IK: Inhibitér konsantrasyonu, Iase: Iniilinaz aktivitesi, Sase:
Invertaz-tip aktivite, AS: Seker tiiketimi, QS: Seker tiiketim hizi, Quse: Maksimum iniilinaz tiretim hizi, Qsys: Maksimum invertaz {iretim hizi, STO: Seker tiiketim

orani.
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4.2.8. Besiyerine HMF ilavesiyle gerceklestirilen ait iniilinaz, invertaz iiretimi ve
toplam indirgen seker miktarinin matematiksel modellemesi

HMF ile gergeklestirilen denemelerde en yiiksek iniilinaz aktivitesi elde edilen
1.0 g/L HMF ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyona 10 farklt model uygulanmaistir.
Modeller iniilinaz olusumu, invertaz olusumu ve toplam indirgen seker miktari i¢in ayr1
ayr1 hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 4.6’da verilmistir.

1.0 g/L HMF’nin inhibitor olarak besiyerine eklenmesiyle gerceklestirilen
fermentasyonda lase, Sase ve toplam indirgen seker miktarina ait deneysel verilere 10
farkl1 model uygulanmis olup model degerlendirme kriterleri Cizelge 4.6’da verilmistir.
Cizelge 4.6°da verilen sonuglar dogrultusunda /ase icin en diisiik RMSE (16.38 U/mL)
ile MAE (12.16 U/mL) Huang ve Baranyi modelden elde edilmistir. /ase i¢in en yiiksek
RMSE (23.45 U/mL) ile MAE (18.52 U/mL) degerleri Weibull modelinde
hesaplanmistir. En yiiksek R? degeri (0.9860) Huang modeli ile bulunurken en diisiik R?
degeri (0.9501) MMF modeli ile bulunmustur. Cizelge 4.6’daki BF ve AF degerleri de
modellerin degerlendirilmesi i¢in hesaplanmistir. BF degeri 1’den uzaklastikca model
basarisiz olarak kabul edilmektedir. 1’e esit BF degeri modelde hesaplanan tahmini
veriler ile deneysel veriler arasinda yapisal bir sapma olmadig1 anlamina gelmektedir.
BF degerleri incelendiginde MGM (0.86), MLM (0.78), MRM (0.80), Baranyi (0.94) ve
Huang (0.91) modellerinde 1’den diisiik seviyede olduklart bulunmus olup bu modeller
deneysel verileri hesaplamak i¢in uygun bulunmamistir. Stannard (1.00) modelinde BF
degeri 1’e esit olarak hesaplanmis olup model tam uyumlu kabul edilmistir. MMF
(1.18) ve Fitzhugh (1.19) modelleri i¢in de nispeten 1’¢ yakin BF degerleri
hesaplanmistir. Weibull (1.70) ve Asimetrik (1.59) modelleri i¢in BF degeri 1’den
nispeten uzak kabul edilmistir. AF degerleri MGM i¢in, %23, MLM ig¢in %31, MRM
icin %31, Stannard i¢in %19, Weibull i¢in %80, MMF i¢in %30, Asimetrik i¢in %63,
Baranyi i¢in %9, Huang icin %12 ve Fitzhugh i¢in %30 oraninda sapma oldugunu
gostermektedir. /ase iiretimi i¢in tiim sonuglar degerlendirildiginde diisiik RMSE (16.62
U/mL), MAE (12.93 U/mL), yiiksek R? (0.9743) ve 1’e esit BF degeri ile 1’e yakin AF
(1.19) degerlerinden dolayr Stannard model deneysel verileri tahmnin etmeden en
uygun model olarak secilmistir.

Sase icin en diisiik RMSE (3.72 U/mL) ile MAE (3.07 U/mL) degerleri sirasiyla
MGM ve Asimetrik modelinde, en yiiksek RMSE (12.24 U/mL) ile MAE (6.47 U/mL)
sirastyla Weibull ve MRM modellerinde hesaplanmistir. Bunun yani sira en yiiksek R?
(0.9992) ve en diisiik R? (0.9769) sirasiyla Fitzhugh ve Weibull modellerinden elde
edilmigtir. AF degerleri incelendiginde MGM (0.94), MLM (0.87), MRM (0.89),
Baranyi (0.97) ve Huang (0.96) 1°den diistik olarak hesaplandigi i¢in modeller deneysel
verilerle uyumlu bulunmamustir. Stannard (1.03), MMF (1.03) ve Fitzhugh (1.05) 1’e en
yakin BF degeri gosteren modeller olarak bulunmustur. Weibull modeli diger modellere
kiyasla 1’den nispeten daha biiyiik olarak hesaplanmistir. 1’den daha biiyiik BF degeri
tahmin edilen degerlerin deneysel verilerden daha diisiik oldugunu ve bu modelin
tahminlerinin diisiik bir giiven seviyesinde oldugunu gostermektedir. AF degerleri
MGM modelinde %9, MLM modelinde %16, MRM modelinde %16, Stannard
modelinde %6, Weibull modelinde %30, MMF modelinde %7, Asimetrik modelde
%10, Baranyi modelde %6, Huang modelde %5 ve Fitzhugh modelde %5 oraninda
deneysel veriler ile tahmin edilen degerler arasinda bir sapma oldugunu ortaya
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koymustur. Bu sartlar altinda Sase {iretimi i¢in en uygun modeller sirasiyla Stannard,
MMF ve Fitzhugh olarak belirlenmistir.

Toplam indirgen seker miktar1 i¢in en diisik RMSE (2.82 g/L) ile MAE (1.96
g/L) degerleri Huang modelinde, en yiiksek RMSE (7.38 g/L) ile MAE (6.15 g/L)
degerleri MGM modelinde hesaplanmistir. Diger yandan en yiiksek R? (0.9959) ve en
diisiik R? (0.9752) sirastyla Baranyi ve Stannard modellerinden elde edilmistir. BF
degeri MGM (0.50), MLM (0.87), MRM (0.50), Stannard (0.80), MMF (0.62),
Asimetrik (0.56), Baranyi (0.84), Huang (0.84), Fitzhugh (0.53) olup 1’den oldukc¢a
kii¢iik oldugu icin toplam indirgen seker miktar1 i¢in uygun modeller degildir. Weibull
modelinde BF degeri 1’e yakin oldugu i¢in (1.04) tahmin edilen degerler ile deneysel
degerler uyumlu olup yapisal bir sapma goriilmemektedir. AF degeri MGM i¢in %101,
MLM igin %85, MRM i¢in %101, Stannard i¢in %50, Weibull i¢in %25, MMF i¢in
%71, Asimetrik i¢in %77, Baranyi i¢in %19, Huang icin %19 ve Fitzhugh icin %101
oraninda bir sapma oldugunu gostermektedir.

1.0 g/L HMF ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyona ait matematiksel model
parametreleri Cizelge 4.6’da detayl bir sekilde verilmistir. 1.0 g/ HMF ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyona ait lase, Sase ve seker tiiketimi i¢in tiim model verileri
ile deneysel verilerin kiyaslandig1 grafikler EK-9, EK-10 ve EK-11’de verilmistir.
Ayrica lase, Sase ve seker tiiketimi i¢in hesaplanan model parametreleri EK-12, EK-13
ve EK-14’te verilmistir.
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Cizelge 4.6. 1.0 g/L HMF ile ger¢eklestirilen fermentasyona ait deneysel veriler i¢in hesaplanan model kriterleri

87

Modeller/HMF Iniilinaz olusumu Invartaz olusumu Toplam indirgen seker miktari

RMSE MAE RMSE MAE RMSE MAE

UmL) Umy ¥ BF AP 0y wmny ® O OBFOAF oy @ R OBFAF
MGM 18.11 15.64 09670 0.86 1.23 | 3.72 329 0.9986 094 1.09| 7.38 6.15 0.9943 0.50 2.01
MLM 1993 18.14 09754 0.78 1.31 | 7.89 6.30 0.9937 0.87 1.16 | 6.04 5.52 09914 0.87 1.85
MRM 19.74  18.20 0.9760 0.80 1.31 | 7.67 6.47 0.9940 0.89 1.16 | 7.35 6.13 0.9943 0.50 2.01
Stannard 16.62 1293 0.9743 1.00 1.19 | 4.23 330 09958 1.03 1.06 | 5.23 430 09752 0.80 1.50
Weibull 2345 1852 09585 1.70 1.80 | 12.24 8.03 09769 1.21 130 | 542 393 09757 1.04 1.25
MMF 19.52  17.03 0.9501 1.18 1.30 | 5.50 423 09941 1.03 1.07 | 4.52 339 09826 0.62 1.71
Asimetrik 22,63 17.43 09613 1.59 1.63 | 4.57 3.07 0.9968 1.10 1.10 | 7.60 6.44 0.9907 0.50 2.01
Baranyi 16.53 12.16 0.9859 094 1.09 | 11.22 6.36 0.9810 0.97 1.07| 2.85 2.02 09959 0.84 1.19
Huang 16.38 15.64 09860 091 1.12 | 11.10 6.21 0.9812 096 1.05| 2.82 1.96 0.9957 0.84 1.19
Fitzhugh 17.63 15.64 09587 1.19 1.30 | 5.00 4.01 0.9992 1.05 1.05| 7.19 5.90 0.9816 0.53 2.01

Koyu renkle verilmis degerler en uyumlu modeli gdstermektedir.
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4.3. Furfural’m Inhibitér Olarak Kullanildig1 Fermentasyonlar

Kontrol besiyeri bilesimine (%10 sakaroz, %1 maya ekstrakti, %3 inokiilasyon)
0.1 g/, 0.5 g/L, 1.0 g/L, 1.5 g/L ve 2.0 g/L konsantrasyonlarda furfural eklenerek
tekerriirlit  olmak iizere 5 farkli fermentasyon denemesi gergeklestirilmistir.
Fermentasyon siiresi boyunca gilinlilk alinan O6rneklerde seker ve enzim analizi
yapilmistir. Fermentasyon sonlarinda toplam kuru biyokiitle analizi ve pH o6l¢iimii
gergeklestirilmistir. Furfuralin inhibitor olarak kullanildigi fermentasyonlara ait bazi
goriintiiler Sekil 4.10°da verilmistir.

Sekil 4.10. Furfuralin inhibitér olarak kullanildigi fermentasyona ait bazi flask
fotograflar

4.3.1. 0.1 g/L furfural ilave edilen fermentasyon

Besiyeri ortamina inhibitér bilesik olarak ilave edilen 0.1 g/L
konsantrasyonundaki furfuralin fermentasyona etkisini gosteren sonuglar Sekil 4.11.°de
verilmistir. Fermentasyonda alinan Orneklerin analiz sonuglarmma goére maksimum
iniilinaz ve invertaz-tip aktivite sirasiyla 197.35 U/mL ve 192.31 U/mL olarak
hesaplanmistir. Toplam seker tiiketim miktar1 85.82 g/L olarak bulunmustur. Iniilinaz
fermentasyonunun ilk 3 giiniinde enzim aktivitesinin oldukga diisiik oldugu ve 4.glinden
itibaren bu aktivitenin arttig1 goriilmektedir. Maksimum iniilinaz aktivitesine (197.55 U/
mL) fermentasyonun 10.giiniinde ulasilmuistir. Invertaz-tip aktivite sonuglart
incelendiginde fermentasyonun 2.giliniinden 7.giinline kadar hizli bir artis gézlemlenmis
ve maksimum invertaz-tip aktivite 7.giinde 192.31 U/mL olarak analiz edilmistir.
8.glinden itibaren invertaz-tip aktivitede keskin bir azaliy gbézlemlenmektedir.
10.giinden sonra her iki enzim konsantrasyonu da azalan yonde hizli bir artig gosterdigi
icin fermentasyon 12 giinde tamamlanmistir. 12.giinde ortamdaki seker miktar1 10.23
g/l olarak analiz edilmistir. Mikroorganizma ortamdaki diisiik konsantrasyondaki
furfural tolere edebilmis ve enzim iiretimleri sorunsuz bir sekilde gerceklestirilmistir.
Fermentasyon sonunda besiyerinde pH Olglimii ve toplam kuru biyokiitle analizi
yapilmigtir. Sonugclar sirasiyla 5.21 g/L ve 3.37 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.11. 0.1 g/L furfuralin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.3.2. 0.5 g/L furfural ilave edilen fermentasyon

Besiyeri bilesimine 0.5 g/L. furfural eklenerek gerceklestirilen fermentasyona ait
veriler Sekil 4.12.°de gosterilmistir. En yliksek iniilinaz ve invertaz-tip aktivitelerinin
sirasiyla 160.80 U/mL ve 94.14 U/mL oldugu goriilmektedir. Fermentasyon boyunca
toplam seker tiiketimi 79.24 g/L olarak bulunmustur. Iniilinaz ve invertaz-tip enziminin
analiz sonuglar1 incelendiginde fermentasyonun 5.giinline kadar enzim {iretimi
gerceklesmedigi goriilmektedir. 5.glinden itibaren ortamda enzim konsantrasyonunun
artigint ve bu artisin hizli bir sekilde 10.giine kadar devam ettigi izlenmistir.
Maksimum iniilinaz ve invertaz-tip enzim aktivitesi fermentasyonun 10.giinlinde elde
edilmigtir. 10.giinden itibaren ortamdaki enzim aktivitesinin hizli bir sekilde diistigi
goriilmektedir. ilk 4 giin enzim iiretimi olmamasina ragmen toplam indirgen seker
miktarinda azalma oldugu goriilmektedir. Toplam indirgen seker miktarindaki azalma
ile ortamdaki enzim aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Fermentasyon sonunda ortaminin
pH’1 2.99, toplam kuru biyokiitle miktar1 ise 4.45 g/L olarak bulunmustur.
Mikroorganizma besiyeri ortaminda 0.5 g/L furfuralin inhibitér olarak bulunmasina
ragmen gelisimini gostermistir. Ancak bu gelisim fermentasyonun 5.giinlinden itibaren
olmustur. ilk 4 giin erlenmayerlerde gdzle goriilebilen bir gelisim olmadig1 tespit
edilmistir. Bu durumda 0.5 g/L furfuralin fermentasyon sivinda bulunmasiyla lag
fazinin uzun siirdiigii goriilmektedir.
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Sekil 4.12. 0.5 g/L furfuralin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.3.3. 1.0 g/L, 1.5 g/LL ve 2.0 g/L furfural ilave edilen fermentasyonlar

Fermentasyon ortamma 1.0 /L, 1.5 g/L, 2.0 g/L furfuralin inhibitoér olarak
katilmasiyla gergeklestirilen denemelerin sonucglar1 Sekil 4.13’te verilmistir. Sonuglar
incelendiginde her 3 fermentasyon i¢in de enzim aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu tespit
edilmistir. Toplam indirgen seker miktarinda neredeyse hi¢ azalma olmadigini
dolayistyla mikroorganizmanin sekeri kullanamadig: tespit edilmistir. Aspergillus niger
ile furfural ilavesiyle gerceklestirilen tiim fermentasyonlarin enzim analiz sonuglari
incelendiginde mikroorganizmanin ortamindaki furfurali 0.5 g/L konsantrasyon dahil
olmak tizere tolere edebildigi goriiliirken 1.0 g/L’den fazla konsantrasyonlarda gelisimin
olmadig1 ve enzim aktivitesinde biiyiik bir diislis oldugu belirlenmistir. Furfuralin 0.1
g/L ve 0.5 g/L gibi diisiik konsantrasyonlarda fermentasyon ortamina ilavesiyle 197.35
ve 160.80 U/mL iniilinaz aktivitesi elde edilmistir. 1.0, 1.5 ve 2.0 g/L gibi artan furfural
konsantraysonlarinda mikroorganizmanin inhibe olmasi sebebiyle iniilinaz enzim
aktivitesi diismiis olup sirasiyla 5.14, 8.50, 3.80 U/mL olarak bulunmustur. Besiyeri
ortaminda 0.5 g/L konsantrasyondan daha yiiksek oranlarda furfural bulunmasi
durumunda ortamin detoksifikasyona ihtiyact oldugu belirlenmistir. 0.1 g/L ve 0.5 g/L
oraninda furfuralin besiyerinde bulunmasi durumunda ortamin detoksifikasyon islemine
ihtiyac1 olmadig1 ve fermentasyon islemleri sirasinda bu asamanin atlanarak maliyet,
enerji ve 1s ylikii kazanci saglanabilecegi ortaya konmustur.
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Sekil 4.13. Sirasiyla 1.0 g/L (a), 1.5 g/L (b) ve 2.0 g/L (¢) furfuralin inhibitor olarak
kullanildig1 fermentasyonlara ait sonuglar

4.3.4. Furfuralin besiyerine eklenmesiyle gerceklestirilen fermentasyonlarin
kinetik parametrelerinin degerlendirilmesi

Calismanin bu kisminda furfural 5 farkli konsatrasyonda (0.1 g/L, 0.5 g/L, 1.0
g/L, 1.5 g/L ve 2.0 g/L) inhibitdr bilesik olarak fermentasyon ortamina ayri ayr ilave
edilerek iniilinaz fermentasyonlar1 gercgeklestirilmistir. Ve mikroorganizmanin farkl
furfural konsantrasyonlarina karsi toleransi incelenmistir. 0.1 ve 0.5 g/L furfural
varliginda hala enzim iiretiminin devam ettigi ancak 1.0 g/L ve iistii konsantrasyonlarda
mikroorganizma gelisiminin durmasiyla enzim iiretiminin de durdugu belirlenmistir.

Cizelge 4.8’de furfural ile gerceklestirilen tiim fermentasyonlara ait kinetik
degerler verilmis olup istatistiksel olarak analiz edilmistir. Degerler kontrol
fermentasyonuna gore karsilagtirma yapilarak incelenmistir. Maksimum ve minimum
iniilinaz aktivitesi sirasiyla kontrol ve 2.0 g/L furfural ilavesi ile gerceklestirilen
fermentasyonlardan elde edilmis olup sirasiyla 202.95 U/mL ve 3.80 U/mL olarak
hesaplanmistir ve degerler arasindaki fark istatistiksel olarak ©nemli bulunmustur
(P<0.05). 0.1 g/L ve 0.5 g/L furfural ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlarda
iniilinaz aktivitesi sirastyla 197.35 U/mL, 160.80 U/mL olarak bulunmustur. iniilinaz
enzim Uretimi agisindan kontrol ve 0.1 g/L furfural ilavesi ile gerceklestirilen
fermentasyonlar arasinda istatistiksel olarak fark goriilmemistir (P>0.05). Bunun yani
sira kontrol fermentasyonu ile 0.5 g/L furfural ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyon
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli tespit edilmistir (P<0.05).
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Cizelge 4.7. Furfural ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonlara ait I/S degerleri

iniilinaz aktivite

Konsantrasyon (g/L) (U/mL) Invertaz-tip aktivite (U/mL) /S
0.1 197.35 192.31 1.03
0.5 160.80 94.14 1.71
1.0 5.14 3.44 1.49
1.5 8.50 4.51 1.88
2.0 3.80 4.26 0.89

Furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlarin her birine ait I/S degerleri
Cizelge 4.7°de verilmistir. Degerler 10>’den biiyiik oldugu i¢in fermentasyonlar i¢in
hakim enzim aktivtesinin iniilinaz oldugu goriilmiistiir (Das vd. 2019).

Invertaz-tip aktivite incelendiginde de iniilinaz aktivitesindeki gibi davranis
gostermis olup kontrol ve 0.1 g/L furfural ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlar
arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark goriilmemistir (P>0.05). Bunun yani sira
kontrol ve 0.5 g/L furfural ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonlar arasinda invertaz-
tip aktivite degerleri agisindan fark istatistiksel olarak 6nemli tespit edilmistir (P<0.05).
Tim denemeler sonucunda maksimum ve minimum invertaz aktivitesi sirasiyla 0.1 g/L
ve 2.0 g/L furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlardan elde edilmis olup
degerleri siraisyla 192.31 U/mL ve 4.26 U/mL olarak belirlenmistir. Aralarinda
istatistiksel agidan fark 6nemli olarak tespit edilmistir (P<0.05).
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Sekil 4.14. Furfuralin inhibitér olarak kullanildig1 fermentasyonlarda iniilinaz ve
invertaz-tip aktiviteye ait sonuglar
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Gergeklestirilen fermentasyonlara ait seker tiiketim hizlar1 incelendiginde ise
kontrol, 0.1 g/L ve 0.5 g/L furfural ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlar arasinda
istatistiksel acgidan Onemli bir farklilik goriilmemis olup degerler sirasiyla 11.60
g/L/giin, 14.70 g/L/giin, 11.32 g/L/giin’diir (P>0.05). 1.0 g/L, 1.5 g/L ve 2.0 g/L furfural
ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlara ait seker tiikketim hizlar1t mikroorganizmanin
inhibe olarak seker tiiketimini gerceklestirememesinden dolay1 hesaplanamamustir.

Fermentasyonlara ait STO (%) degerleri incelendiginde kontrol, 0.1 g/L ve 0.5
g/L furfural ilavesiyle gergeklestirilen fermentasyonlara ait degerler sirasiyla 98.90,
94.33 ve 88.10 olup aralarindaki fark istatistiksel agidan Onemli tespit edilmistir
(P<0.05). Bu sonuglara gore 0.5 g/L konsantrasyona kadar mikroorganizmanin sekeri
sorunsuz bir sekilde kullanabildigi ve iirline dontistiirdiigii goriilmektedir.

Quse ve Qsuse sonuglart incelendiginde ise kontrol, 0.1 g/LL ve 0.5 g/L furfural
ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonlar arasinda 6nemli bir fark belirlenmemistir

(P>0.05).

Furfural ilavesiyle gerceklestirilen tiim fermentasyonlara ait kinetik degerler
Cizelge 4.8’de detayl olarak verilmistir.
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Cizelge 4.8. Furfurala ait tiim fermentasyonlarin kinetik degerleri

IK Iase Sase QS AS Qiase Qsase STO Toplam Nihai
Kuru pH
(g/L) (U/mL) (U/mL) (g/L/giin) (g/L) (U/mL/giin) (U/mL/giin) (%) Biyokiitle
(g/L)

0.0 202.95+9.48 156.91°+10.53 11.60°+2.22 84.83%°+0.68 34.82°+1.92 30.37°+3.55 98.90°+0.06 5.53+0.03 3.02°+0.03
0.1 197.35%+26.36 192.31°:15.04 14.70°+0.18 85.82%£2.19 30.18%+1.01 38.79°+3.14 94.33°£0.05 5.21°+0.02 3.37°+0.24
0.5 160.80°+4.13  94.14°+0.83 11.327£1.10  79.24°+0.61 42.51°£8.46 20.79°+£0.23  88.10°:0.41 4.45°+0.01 2.99°+0.02

1.0 5.14°+0.19 3.44%+1.258 - - - - - 0.539:0.01  4.88°+0.04
1.5  8.50°42.05 4.519+0.569 - - - - - 0.529+0.02  4.96*+0.01
2.0  3.80°+0.76 4.26°£1.051 - - - - - 0.41940.01  5.08°+0.02

Ayni siitunlarda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05). IK: Inhibitér konsantrasyonu, lase: Iniilinaz aktivitesi, Sase:
Invertaz-tip aktivite, AS: Seker tiiketimi, QS: Seker tiiketim hiz1, Qyus.: Maksimum iniilinaz iiretim hiz1, Qs.: Maksimum invertaz iiretim hizi, STO: Seker tiiketim
orant. — ile gosterilen kisimlarda kinetik degerler inhibisyondan dolay1 hesaplanamamustir.
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4.3.5. 0.1 g/L. furfural ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyona ait iniilinaz,
invertaz iiretimi ve toplam indirgen seker miktarinin matematiksel modellemesi

Furfuralin  inhibitor olarak  besiyerine eklenmesiyle gerceklestirilen
fermentasyonda lase, Sase ve toplam indirgen seker miktarina ait deneysel verilere 10
farkli model uygulanmis olup model degerlendirme kriterleri Cizelge 4.9’da verilmistir.

lase i¢in en diisik RMSE (9.81 U/mL) ile MAE (5.74 U/mL) Weibull
modelinden elde edilirken, en yiiksek RMSE (19.012 U/mL) ile MAE (15.22 U/mL)
degerleri MGM modelinde hesaplanmistir. En yiiksek R? degeri (0.9914) MLM ve
MRM modeli ile bulunurken en diisiik R? degeri (0.9732) Stannard modeli ile
bulunmustur. BF ve AF degerleri de modelleri karsilastirmak icin hesaplanmis olan
degerlendirme kriterlerindendir. Bu degelerin 1’e esit ve yakin olmasi durumunda
model ile hesaplanan tahmini degerlerin deneysel veriler ile uyumlu oldugu yorumu
yapilmaktadir. BF degeri 1°’den daha diisiik olursa model ana hatlar ile basarisiz olarak
kabul edilmektedir. 1’den biiyiik hesaplanan BF degeri ise tahmin edilen degerlerin
deneysel verilerden daha diisiik oldugunu ve modelin tahminlerinin daha diisiik bir
giiven seviyesinde oldugu kabul edilmektedir. BF degerleri MGM (2.32), MMF (2.80),
Asimetrik (2.61), Baranyi (2.40), Huang (6.10) ve Fitzhugh modelinde (6.62) 1’den
oldukca biiylik oldugu icin modeller deneysel verileri temsil etmekte basarisiz
bulunmustur. AF degerleri ile tahmini deneysel verilerden yaklasik olarak MGM i¢in
%132, MLM i¢in %23, MRM i¢in %23, Stannard i¢in %22, Weibull i¢in %29, MMF
icin %193, Asimetrik i¢in %163, Baranyi i¢in %40, Huang i¢cin %510 ve Fitzhugh i¢in
%600 oraninda bir sapma oldugu tespit edilmistir. Bu veriler dogrultusunda diisiik
RMSE (9.806), MAE (5.739), yiiksek R? (0.9850), 1’¢ esit BF ve 1’e yakin AF (1.22)
degerleri ile Weibull model /ase iiretimi i¢in en uygun model olarak secilmistir.

Sase ic¢in en disik RMSE (10.47 U/mL) ile MAE (6.81 U/mL) degerleri
sirastyla MLM ve MRM, en yiiksek RMSE (14.29 U/mL) ile MAE (9.39 U/mL)
sirastyla Weibull ve Stannard modellerinde hesaplanmistir. Yam sira en yiiksek R?
(0.9802) ve en diisiik R? (0.9614) sirasiyla Huang ve Weibull modellerinden elde
edilmigstir. BF degerleri MGM (3.29), Stannard (3.56), MMF (1.80), Asimetrik (1.95),
Baranyi (3.23), Huang (3.76) ve Fitzhugh (2.20) modellerinde 1’den biiylik olarak
hesaplanmistir. Bu nedenle bu modellerin Sase icin deneysel verileri tahmin etmede
basarisiz olarak tespit edilmistir. MLM (1.03) ve MRM (1.03) modellerinde BF
degerleri nispeten 1’e yakin olarak hesaplanmistir. Bu nedenle diger modellere kiyasla
bu iki model deneysel verileri tahmin etmede daha basarili olarak tespit edilmistir. AF
degerleri MGM i¢in %235, MLM i¢in %24, MRM i¢in %24, Stannard icin %274,
Weibull i¢in %30, MMF icin %82, Asimetrik i¢in %99, Baranyi i¢in %223, Huang i¢in
%276 ve Fitzhugh i¢in %120 oraninda bir yapisal sapma oldugunu ortaya koymustur.
Tiim bu hesaplanan kriterler dogrultusunda Sase iiretimi i¢in en uygun model MLM ve
MRM olarak tespit edilmistir.

Toplam indirgen seker miktar1 i¢in en diisiik RMSE (3.68 g/L) ile MAE (2.80
g/L) degerleri MMF, en yiliksek RMSE (13.76 g/L) ile MAE (11.23 g/L) degerleri
Asimetrik modellerinde hesaplanmistir. Diger yandan en yiiksek R? (0.9926) ve en
diisik R? (0.9660) sirasiyla Asimetrik ve Stannard modellerinden elde edilmistir.
Hesaplanan BF degerleri incelendiginde MGM (0.89), MLM (0.96), MRM (0.94),
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MMF (0.94), Asimetrik (0.68) ve Fitzhugh (0.90) modellerinde 1’in altinda
hesaplandig1 goriilmektedir. Bu durumda modeller basarsiz olarak kabul edilmektedir.
Stannard (1.08) ve Weibull (1.06) modellerinde BF degeri 1’e yakin olarak
hesaplanmistir. Bu durum modellerin deneysel verileri tahmin etmede diger modellere
gore daha basarili oldugunu gosteren onemli kriterlerden biridir. Baranyi ve Fitzhugh
modelleri i¢in BF degeri 1.24 olarak hesaplanmis olup 1°den nispeten uzak oldugu
diisiiniilerek modellerin uyumsuz oldugu sonucuna varilmistir. AF degerleri MGM igin
%13, MLM i¢in %14, MRM i¢in %12, Stannard i¢in %18, Weibull i¢in %16, MMF i¢in
%13, Asietrik icin %46, Baranyi i¢in %26, Huang icin %26 ve Fitzhugh i¢in %16
oraninda deneysel verilerden sapma oldugu tespit edilmistir. Tiim hesaplanan kriterler
dogrultusunda Weibull modeli en uygun model olarak se¢ilmistir.

0.1 g/L furfural ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyona ait iniilinaz, invertaz
iretimi ve toplam indirgen seker miktarinin matematiksel modellerine ait veriler
Cizelge 4.9°da verilmigtir. 0.1 g/L furfural ilavesiyle ger¢eklestirilen fermentasyona ait
lase, Sase ve seker tiiketimi icin tiim model verileri ile deneysel verilerin kiyaslandigi
grafikler EK-15, EK-16 ve EK-17’de verilmistir. Ayrica lase, Sase ve seker tiiketimi
i¢cin hesaplanan model parametreleri EK-18, EK-19 ve EK-20’de verilmistir.
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Cizelge 4.9. 0.1 g/L furfural ile gergeklestirilen fermentasyona ait deneysel veriler i¢in hesaplanan model kriterleri

Modeller/2-

8¢

F Iniilinaz olusumu Invertaz olusumu Toplam indirgen seker miktari

RMSE MAE RMSE MAE RMSE MAE

UmL) Umpy X BF AP gy wmn X OBFOAF oy @) R BF AF
MGM 19.01 1522 09826 232 232 | 13.54 834 0.9694 329 335 | 3.92 293 09898 0.89 1.13
MLM 13.62 10.69 0.9914 1.03 1.23 | 10.47 6.81 09771 1.03 1.24 | 4.02 3.81 0.9817 096 1.14
MRM 13.72 10.75 09914 1.03 1.23 | 10.47 6.81 09771 1.03 1.24 | 3.45 3.01 09872 094 1.12
Stannard 14.29 10.16 0.9732 1.00 1.22 | 12.99 9.39 09673 3.56 3.74| 6.93 5.52 0.966 1.08 1.18
Weibull 9.81 574 0.9850 1.08 1.29 | 14.29 9.31 09614 0.83 1.30 | 5.92 5.03 09713 1.06 1.16
MMF 10.10 8.00 009816 2.80 2.93 | 12.80 847 0973 1.79 1.82 | 3.68 2.80 0.983 094 1.13
Asimetrik 10.71 8.73 09862 2.61 2.63 | 13.03 9.17 09729 1.95 1.99 | 13.76 11.23 0.9926 0.68 1.46
Baranyi 14.79 11.28 09848 2.40 2.40 | 12.74 9.30 09778 3.23 339 | 7.68 5.08 0.9674 1.24 1.26
Huang 13.63 10.66 0.9887 6.10 6.10 | 11.93 878 0.9802 3.76 3.94 | 7.60 4.96 0.968 124 1.26
Fitzhugh 10.61 795 0.9762 6.62 7.00 | 13.33 9.10 0964 220 236 | 4.69 3.55 09799 090 1.16

Koyu renkle verilmis degerler en uyumlu modeli gostermektedir.
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4.4. Fenol’iin Inhibitér Olarak Kullamldigi Fermentasyonlar

Kontrol besiyeri bilesimine (%10 sakaroz, %1 maya ekstrakti, %3 inokiilasyon)
0.1 g/L, 0.5 g/L, 0.75 g/L 1.0 g/L ve 5.0 g/L konsantrasyonlarinda fenol eklenerek
tekerriirlii olmak tizere 5 farkli fermentasyon denemesi gerceklestirilmistir. Sekil 4.15°te
fenol fermentasyonlarina ait bazi flask fotograflari verilmistir. Fermentasyon siiresi
boyunca her giin alman Orneklerde seker ve enzim analizi yapilmustir. Iniilinaz
aktivitesinde diisiis gozlemlendikten sonra fermentasyonlara son verilmistir ve ardindan
besiyeri siiziilerek toplam kuru biyokiitle analizi yapilmistir. Siiziintiiniin pH 6l¢iimii
gerceklestirilerek baslangic pH ile arasindaki fark ortaya konmustur.

Sekil 4.15. Fenoliin inhibitdr olarak eklendigi fermentasyonlara ait bazi flask
fotograflar

4.4.1. 0.1 g/L fenol ilave edilen fermentasyon

Besiyeri ortamina 0.1 g/l konsantrasyondaki fenoliin eklenmesi ile
gerceklestirilen fermentasyona ait sonuglar Sekil 4.16’da verilmistir. Sonuglar
maksimum iniilinaz ve invertaz-tip aktivitesinin sirastyla 117.39 U/mL ve 71.48 U/mL
oldugunu gostermistir. Fermentasyon sonunda kalan seker konsantrasyonu 15.86 g/L
olarak belirlenmistir. Iniilinaz ve invertaz-tip enzim aktivitesi sonuclarina bakildiginda
en yiiksek enzim aktivitesine fermentasyonun 6.glinlinde ulasildigi goriilmektedir.
Mikroorganizma kontrol besiyerine gére daha diisiik oranda iniilinaz ve invertaz enzimi
iretmis olmasina ragmen yine de gelisim gOstermis ve enzim {retimi
gerceklestirebilmistir. Fermentasyon sonunda toplam kuru biyokiitle 4.88 g/L, nihai pH
ise 2.73 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.16. 0.1 g/L fenoliin inhibitdr olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.4.2. 0.5 g/L fenol ilave edilen fermentasyon

Fermentasyon besiyeri ortamina inhibitor bilesik olarak ilave edilen 0.5 g/L
konsantrasyondaki fenoliin fermentasyona etkisi ve bu fermentasyona ait sonuglar Sekil
4.17°de verilmistir. Analiz sonuglarina gore en yliksek iniilinaz aktivitesi 63.35 U/mL
iken en yiiksek invertaz-tip aktivite 57.89 U/mL olarak hesaplanmistir. Fermentasyon
ortaminda 0.glindeki seker konsantrasyonu 95.67 g/L iken 10.giin 56.25 g/L. oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglara gore toplam seker tiiketimi 39.42 g/L olarak hesaplanmistir.
Iniilinaz aktivitesi sonuglar1 incelendiginde 1.giinden itibaren bir artis gdzlemlenmekte
ve bu artis 5.giine kadar devam etmektedir. Iniilinaz aktivitesinin en yiiksek (63.35
U/mL) oldugu giiniin fermenasyonun 5.giinii oldugu goriilmektedir. 5.giinden sonra
enzim aktivitesinde Onemli oranda diisiis goriilmektedir. Invertaz-tip aktivitenin
sonuglar incelendiginde ise 1.giinden 3.giline kadar bir artis goriilmekte 4.giin enzim
aktivitesinde neredeyse bir degisiklik goriilmemekte ve 4.glinden sonra 6.gline kadar
enzim aktivitesinin tekrar arttifi gozlemlenmektedir. 6.giinden sonra invertaz-tip
aktivitede de diisiis meydana gelmistir. Fermentasyon sonunda besiyerinde toplam kuru
biyokiitle miktar1 3.07 g/L, pH ise 2.32 olarak Olc¢llmiistiir. Aspergillus niger ile
iniilinaz iiretimi gerceklestirilen bu fermentasyonda besiyeri bilesiminde 0.5 g/L fenol
olmasindan dolay1 seker tiikketimini yaklagik %40 oranda gerceklestirdigi belirlenmistir.
Kontrol ve fenol konsantrasyonlarina kiyasla seker tliketiminin yariya indigi
gozlemlenmigtir. 0.5 g/L fenol lase aktivitesi acisindan kontrol fermentasyonuna gore
yaklagik 140 U/mL diisiise sebep olmustur. Bu sebeple fenol fermentasyonlari igin
mikroorganizmanin  inhibisyonunun basladigt  konsantrasyon 0.5 g/L  olarak
belirlenmistir.
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Sekil 4.17. 0.5 g/L fenoliin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.4.3. 0.75 g/L fenol ilave edilen fermentasyon

Besiyeri ortamima 0.75 g/ konsantrasyondaki fenoliin inhibitér olarak
eklenmesiyle gerceklestirilen fermentasyona ait sonuglar Sekil 4.18’de verilmistir. En
ylksek intilinaz aktivitesi 54.82 U/mL, invertaz-tip aktivitesi ise 61.69 U/mL olarak
belirlenmistir. Besiyeri ortamindaki seker konsantrasyonu 0.giin 103.47 g/L iken 10.gilin
84.73 g/L olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore toplam seker tiikketimi 18.74 g/L
olarak belirlenmistir. En yiliksek iniilinaz aktivitesine fermentasyonun 6.giliniinde
invertaz-tip aktiviteye ise 8.glinde ulasilmistir. 8.glinden sonra enzim aktivitesinde
diisiis meydana geldigi izlenmektedir. Mikroorganizmanin ortamdaki sekeri kontrol
fermentasyonuna gore daha az tiikettigi goriilmiistiir. Bu duruma ragmen her iki enzim
aktivitesi de 50 U/mL’nin {lizerinde elde edilmistir. Fermentasyon sonunda ortamin pH’1
2.34, toplam kuru biyokiitle miktar1 ise 2.00 g/L olarak bulunmustur. Ortamdaki 0.75
g/L fenol igeriginden dolay1 mikroorganizmanin inhibe oldugu ve sekeri yeteri kadar
kullanamadig1 i¢in (%18.10 STO) biyokiitlenin de az oldugu anlasilmaktadir. Seker
tiketiminin (18.74 g/L) 0.5 g/L fenol ilavesi ile gergeklestirlen (%41.19 S$TO)
fermentasyona gore daha az olmasma ragmen lase aktiviteleri agisindan aralarinda
istatistiksel olarak onemli bir farklilik tespit edilmemistir (P>0.05). Besiyerinde 0.75
g/l fenol bulunmasi durumunda fermentasyonun inhibisyonunun devam ettigi
goriilmektedir.
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Sekil 4.18. 0.75 g/L fenoliin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.4.4. 1.0 g/L fenol ilave edilen fermentasyon

Besiyeri ortaminda 1.0 g/L konsantrasyondaki fenoliin inhibitor olarak eklendigi
fermentasyona ait sonuclar Sekil 4.19°da verilmistir. Verilen sonuglara gore en yiiksek
iniilinaz aktivitesinin 56.43 U/mL (7.giin) ve en yiiksek invertaz-tip aktivitenin 55.40
U/mL (6.glin) oldugu goriilmektedir. lase aktivitesi agisindan 0.5 ve 0.75 g/L
gerceklestirlen fermentasyonlar arasinda biiyiik bir farkliklik g6zlemlenmemistir.
0.glinde ortamdaki seker miktar1 94.76 g/L, 10.giinde ise 81.92 g/L olarak
belirlenmistir. Toplam seker tiiketimi 12.84 g/L. olmustur. Mikroorganizma ortamdaki
1.0 g/L fenoliin inhibitor olarak bulunmasindan etkilenmis ve seker tiiketimini yeterli
miktarda gergeklestirememistir. 1.0 g/L fenoliin inhibitoér bilesik olarak kullanildigi
fermentasyon ortaminin son pH’1 2.50 olurken toplam kuru biyokiitle miktar1 1.97 g/L
olarak hesaplanmigtir. Artan fenol konsantraysonunun fermentasyon sivisinda
bulunmasi durumunda mikroorganizmanin gelisiminin siirlandi§i ve ayni zamanda
seker tliketiminin de azaldigi ortaya konmustur. Tiim bunlara ragmen iniilinaz ve
invertaz-tip enzim aktiviteleri 1.0 g/ fenol ilavesinde dahi 55 U/mL’nin {izerinde
aktiviteye ulastig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.19. 1.0 g/L fenoliin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.4.5. 5.0 g/L fenol ilave edilen fermentasyon

Besiyeri ortamma 5.0 g/l konsantrasyonda fenoliin eklenmesi ile
gerceklestirilen fermentasyona ait sonuclara Sekil 4.20’de verilmistir. En yiiksek
iniilinaz aktivitesi 12.57 U/mL, invertaz-tip aktivite ise 3.12 U/mL olarak belirlenmistir.
Fermentasyon siiresi boyuna seker miktarinin bagslangic konsantrasyonundan daha
yiiksek miktarlara ¢ikmasi gibi karmagsik degisimler gozlemlenmektedir. Bu artisin
fenoliin sekeri baglayicit 6zelliginden dolay1 kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Yiiksek
oranlarda fenoliin ortamda bulunmasi ile ortaya ¢ikan bu durum fenolin renk baglama
kapasitesi ile iligkilendirilmistir (Miller 1959). Fermentasyon boyunca toplam seker
tiketimi 5.61 g/l olarak hesaplanmistir. En yiiksek iniilinaz aktivitesine
fermentasyonun 8.giiniinde, invertaz aktivitesine ise 3.gilinde ulasilmistir. Sonuglar,
Aspergillus niger’in 5.0 g/L  konsantrasyonunda fenolii tolere edemedigi ve
mikroorganizma gelisiminin diger fermentasyon denemelerine gore daha diisiik oldugu
goriilmektedir. Fermentasyon sonunda toplam kuru biyokiitle miktar1 0.419 g/L
olmustur. Baslangigcta pH 5.0 iken fermentasyon sonunda 5.15 olarak belirlenmistir.
Mikroorganizma gelisimi gerceklesmedigi icin ortamda hicbir {irlin olusumu
gozlemlenmemis ve bu sebeplerden dolay1 pH diisiisii de tespit edilmemistir.
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Sekil 4.20. 5 g/L fenoliin inhibitor olarak kullanildigi fermentasyona ait sonuglar

4.4.6. Fenoliin besiyerine eklenmesiyle gerceklestirilen fermentasyonlarin kinetik
parametrelerinin degerlendirilmesi

Calismanin bu kisminda fermentasyon sivisina 0.1 g/L, 0.5 g/L, 0.75 g/L, 1.0
g/L ve 5.0 g/L fenoliin inhibitor bilesik olarak eklenmesiyle fermentasyonlar
gerceklestirilmistir. Tiim sonuglar istatistiksel olarak analiz edilmis olup gerceklestirilen
fermentasyonlara ait kinetik degerler Cizelge 4.11°de verilmistir. Sonuglara gore
Aspergillus niger ile iniilinaz ve invertaz enzimleri iiretiminde ortamda 0.1 g/L, 0.5 g/L,
0.75 g/L ve 1.0 g/LL gibi diisiik konsantrasyonlarda fenol bulunmasi durumunda 50
U/mL’nin iizerinde lase aktivitesi oldugu tespit edilmistir. 5.0 g/L fenol ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyonda 12.57 U/mL lase aktivitesi alinmis olup inhibe etki
gozlemlenmistir.

Cizelge 4.10. Fenol ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonlara ait I/S degerleri

Konsantrasyon (g/L) Iase (U/mL) Sase (U/mL) | TN
0.1 117.39 71.48 1.64

0.5 63.35 57.89 1.09

0.75 54.82 61.69 0.89

1.0 56.47 55.40 1.01

5.0 12.57 3.12 4.02

Cizelge 4.10’da fenol ilavesi ile gergeklestirilen her bir fermentasyona
hesaplanmis 1/S degerleri verilmistir. Tiim sonuglarin 10>’ den biiyiik olmasindan dolay1
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fermentasyon ortamindaki enzim aktivitesinin iniilinaz dogasinda oldugu anlagilmistir
(Das vd. 2019).

Kontrol fermentasyonu ile 0.1 g/L fenoliin inhibitor olarak eklenmesiyle
gerceklestirilen fermentasyon sonucuna gore iniilinaz aktiviteleri arasinda istatistiksel
acidan onemli bir fark tespit edilmistir (P<0.05). 0.1 g/L fenoliin ortamda bulunmasi ile
gerceklestirilen fermentasyon sonucunda 117.39 U/mL iniilinaz aktivitesi elde
edilmistir. En diisiik iniilinaz aktivitesi ortamda 5.0 g/L. fenol bulunmasi durumunda
12.57 U/mL olarak elde edilmistir. 0.5 g/L, 0.75 g/L ve 1 g/L fenol ile gergeklestirilen
fermentasyonlardan elde edilen iniilinaz aktiviteleri Cizelge 4.11°de verilmis olup
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir (P>0.05).

Invertaz-tip aktivite sonuglar1 incelendiginde fenoliin 0.1 g/L konsantrasyonda
fermentasyon sivisina katilmasi ile gergeklestirilen deneme kontrol fermentasyonuna
gore diislis gostermis ve aradaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir
(P<0.05). 5.0 g/ konsantrasyosonun mikrobiyal gelisimi engelleyerek iniilinaz ve
invertaz-tip enzim iiretimini engelledigi goriilmiistiir. Sekil 4.21°de fenoliin inhibitor
olarak besiyerine eklendigi fermentasyonlarda iniilinaz ve invertaz-tip aktiviteye ait
sonugclar verilmistir.

Cizelge 4.11°de kontrol fermentasyonu ile 5 farkli fenol konsantrasyonunda
gergeklestirilen fermentasyonlar arasinda seker tiiketimi agisindan istatistiksel olarak
onemli bir fark belirlenmistir (P<0.05). Fenoliin inhibitor madde olarak eklendigi
fermentasyon sonuglarina goére maksimum seker tiikketim hizinin en fazla oldugu
fermentasyon 0.1 g/L konsantrasyonda gerceklestirilen deneme oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.21. Fenoliin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyonlarda iniilinaz ve invertaz-
tip aktiviteye ait sonuglar

Maksimum iniilinaz iiretim hiz1 incelendiginde kontrol fermentasyonu ile 0.1
g/l fenol ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyon icin degerler sirasiyla 32.56
U/mL/gilin, 31.54 U/mL/giin olarak bulunmus ve aralarinda istatistiksel olarak 6nemli
bir fark tespit edilmemistir (P>0.05). Maksimum invertaz iiretim hizi incelendiginde ise
kontrol fermentasyonu ile fenol ilavesi ile gergeklestirilen denemeler arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (P<0.05).

Kontrol fermentasyonu ile 0.1 g/L, 0.5 g/L, 0.75 g/L, 1.0 g/L ve 5.0 g/L fenol
ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda toplam kuru biyokiitle miktarlari sirasiyla
5.53 g/L, 4.88 g/L, 3.07 g/L, 2.0 g/L, 1.97 g/L ve 0.42 g/L. olarak bulunmustur.
Miktarlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlenmistir. (P<0.05).
Tiim fermentasyonlarin son pH 6l¢iimleri gerceklestirilmis olup sirastyla 3.02 (kontrol),
2.73 (0.1 g/L), 2.32 (0.5 g/L), 2.34 (1.0 g/L), 2.50 (1.0 g/L) ve 5.15 (5.0 g/L) olarak
bulunmustur. Degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliklar oldugu ortaya
konmustur (P<0.05).

Cizelge 4.11°de fenol ile gerceklestirilen tiim fermentasyonlar i¢in hesaplanan
kinetik parametreler verilmistir.
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Cizelge 4.11. Fenole ait tiim fermentasyonlarin kinetik degerleri

IK Iase Sase QS AS Quase Qsuase STO Toplam Nihai
Kuru pH
(g/L) (U/mL) (U/mL) (g/L/giin) (g/L) (U/mL/giin) (U/mL/giin) (%) Biyokiitle
(g/L)

0.0  202.95%49.48 156.91*£10.53 11.60°+1.26 84.83%+0.68 34.82%£1.92 30.37°+3.55 98.90°+0.06 5.53+0.03 3.02°+0.03
0.1 117.39°£0.07  71.48°+5.19  8.74°+1.07 68.13°+3.69 31.54°+4.73 16.71°£3.37 81.00°+1.89 4.88°+0.08 2.73°+0.03
0.5 63.35°40.97  57.89°42.63  6.62°+0.34 39.42°+4.70 16.44°+1.85 12.90°+0.42 41.19°t4.84 3.07°+0.01 2.32°+0.00
0.75 54.82°41.64  61.69°°+3.65 4.70°+0.41 18.749%¢1.50 17.52°+1.15 19.58°+1.04 18.10%1.42 2.00%£0.10 2.34°+0.02
1.0 56.47°£8.55  55.40°42.27  6.18*°+0.29 12.84%1.58 11.02°+0.61 19.03°:1.29 14.18%1.55 1.979£0.27 2.50%+0.08
5.0 12.57+0.49 3.12+0.46 0.379t0.08  5.61°+0.41  2.94°+0.44 1.11°40.03  1.65°40.38  0.42°+0.02 5.15°+0.01

Ay siitunlarda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (P<0.05). iK: Inhibitér konsantrasyonu, Iase: Iniilinaz aktivitesi, Sase:

Invertaz-tip aktivite, AS: Seker tiiketimi, QS: Seker tiiketim hizi, Quus.: Maksimum iniilinaz iiretim hizi, Qsuse: Maksimum invertaz iiretim hizi, STO: Seker tiiketim
orani.



BULGULAR VE TARTISMA H.N. GURLER

4.4.7. 0.1 g/L fenol ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyona ait iniilinaz, invertaz
iiretimi ve toplam indirgen seker miktarinin matematiksel modellemesi

Fenoliin  inhibitor  olarak  besiyerine  eklenmesiyle  gergeklestirilen
fermentasyonda lase, Sase ve toplam indirgen seker miktarina ait deneysel verilere 10
farkli model uygulanmis olup model degerlendirme kriterleri Cizelge 4.12°de
verilmistir.

Cizelge 4.12°de verilen sonuglar dogrultusunda lase {iiretimi i¢in en diisiik
RMSE (5.85 U/mL) ile MAE (1.16 U/mL) MGM ve Asimetrik modelde, en yiiksek
RMSE (1397 U/mL) ile MAE (11.49 U/mL) degerleri Stannard modelinde
hesaplanmustir. En yiiksek R? degeri (0.9823) MGM modeli ile bulunurken en diisiik R2
degeri (0.9714) Stannard modeli ile bulunmustur. BF ve AF degerleri de modelleri
karsilagtirmak i¢in hesaplanmis olan degerlendirme kriterlerindendir. Bu degelerin 1’e
esit ve yakin olmasi durumunda model ile hesaplanan tahmini degerlerin deneysel
veriler ile uyumlu oldugu yorumu yapilmaktadir. BF degeri 1’den daha diisiik olursa
model ana hatlar1 ile basarisiz olarak kabul edilmektedir. 1°den biiyiik hesaplanan BF
degeri ise tahmin edilen degerlerin deneysel verilerden daha diisiik oldugunu ve
modelin tahminlerinin daha diisiik bir giiven seviyesinde oldugu kabul edilmektedir. BF
degerleri MLM (0.82), MRM (0.83), Stannard (0.75) ve Fitzhugh (0.88) i¢in 1’in
altinda hesaplanmis olup modeller deneysel verileri tahmin etmede basarisiz olarak
kabul edilmistir. Baranyi modeli ise 8.16 olan BF degeri ile 1’in oldukc¢a {istiinde
oldugu i¢in basarisiz olarak kabul edilmistir. MGM (1.02), Weibull (1.15), MMF (1.09),
Asimetrik (1.14) ve Huang (1.14) modellerinde BF degeri 1’e nispeten yakin olarak
hesaplanmistir. AF degeri MGM i¢in %9, MLM i¢in %23, MRM i¢in %23, Stnnard i¢in
%42, Weibull i¢in %21, MMF i¢in %15, Asimetrik i¢cin %17, Baranyi i¢cin %785,
Huang icin %26 ve Fitzhugh i¢in %14 oraninda tahmin edilen verilerin deneysel
verilerden farkli oldugunu ortaya koymustur. Tiim hesaplanan degerlendirme kriterleri
dogrultusunda /ase iiretimi i¢in en uygun model MGM olarak belirlenmistir.

Sase icin en diisik RMSE (4.20 U/mL) ile MAE (3.49 U/mL) degerleri Huang
modelinde, en yiiksek RMSE (14.15 U/mL) ile MAE (9.36 U/mL) Stannard modelinde
hesaplanmigtir. Yan1 sira en yiiksek R? (0.9746) ve en diisiik R? (0.9355) sirasiyla
Huang ve Asimetrik modellerinden elde edilmistir. BF degeri MLM (0.91), MRM
(0.91), Asimetrik (0.93) ve Fitzhugh (0.77) modellerinde 1’in oldukg¢a altinda
hesaplanmis oldugundan dolayr modeller deneysel verileri tahmin etmede basarisiz
olarak kabul edilmistir. Baranyi modelinde BF degeri 11.34 olarak hesaplanmis olup bu
deger 1’in oldukga {iistiinde oldugu i¢in modelin basarisiz oldugu tespit edilmistir.
Stannard modeli i¢in BF degeri 1’e esit olarak hesaplanmistir ve bu durum Stannard
modelin yapisal bir sapma gostermedigini ortaya koymustur. MGM (1.30), Weibull
(1.22), MMF (1.31), Huang (1.71) modellerinde BF degeri 1’e nispeten yakin olsa da
Stannard modeline gbre basarisiz olarak kabul edilmistir. AF degeri MGM i¢in %36,
MLM i¢in %15, MRM igin %15, Stannard i¢in %27, Weibull i¢in %31, MMF i¢in %44,
Asimetrik i¢in %12, Baranyi icin %1108, Huang icin %83 ve Fitzhugh i¢cin %31
oraninda bir sapma oldugunu belirlemede yardimci omustur. %30’un tistiinde kalan
sapmalara sahip olan modeller basarisiz olarak kabul edilmektedir. Bu veriler
dogrultusunda Sase iiretimi i¢in en uygun model Stannard modeli olarak tespit
edilmistir.
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Toplam indirgen seker miktar i¢in en diisik RMSE (3.32 g/L) ile MAE (2.62
g/L) degerleri sirastyla MRM ve Fitzhugh modellerinde hesaplanmistir. En yiiksek
RMSE (7.11 g/L) ile MAE (5.69 g/L) degerleri ise Weibull modelinden hesaplanmistir.
Diger yandan en yiiksek R? (0.9930) ve en diisiik R? (09597.) sirasiyla MGM ve
Weibull modellerinden elde edilmistir. BF degeri MGM (0.89), MLM (0.95), MRM
(0.89), MMF (0.94), Asimetrik (0.84) ve Fitzhugh (0.91) modelinde 1’in altinda
hesaplanarak modeller deneysel verileri tahmin etmede basarisiz olarak kabul edilmistir.
Stannard ve Weibull modellerinde BF degeri 1’e esit ¢cikmis olup yapisal bir sapma
olmadig1 tespit edilmistir. Baranyi (1.16) ve Huang (1.17) modellerinde BF degerlerinin
Stannard ve Weibulla gore 1’e gore nispeten uzak oldugu goriilmektedir. AF degeri
MGM modelinde %8, MLM modelinde %5, MRM modelinde %8, Stannard modelinde
%12, Weibull modelinde %15, Asimetrik modelde %12, Baranyi modelinde %18,
Huang modelde %18 ve Fitzhugh modelde %8 oraninda deneysel verilerden saptigini
gostermektedir. Bu veriler dogrultuund Stannard, Weibull, Baranyi ve Huang modelleri
ile deneysel verilerin tahmin edilebildigi goriilmiistir. Ancak diisik RMSE, disiik
MAE, yiiksek R? ve 1’ esit BF degerinden dolay1 Stannard ve Weibull modeller toplam
indirgen seker miktar1 degisimi i¢in deneysel verileri tahmin etmede en basarili
modeller olarak tespit edilmistir.

1.0 g/L fenol ile gerceklestirilen fermentasyona ait deneysel verilerin model
verilerinin karsilagtirilmasi i¢in hesaplanan model kriterleri Cizelge 4.12°de detayh
olarak verilmistir. 1.0 g/L fenol ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyona ait lase, Sase
ve seker tiiketimi icin tiim model verileri ile deneysel verilerin kiyaslandigi grafikler
EK-21, EK-22 ve EK-23’te verilmistir. Ayrica lase, Sase ve seker tliketimi igin
hesaplanan model parametreleri EK-24, EK-25 ve EK-26’da verilmistir.
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Cizelge 4.12. 0.1 g/L fenol ile gerceklestirilen fermentasyona ait deneysel veriler i¢in hesaplanan model kriterleri

0L

Mggzl;f r/ Iniilinaz olusumu Invertaz olusumu Toplam indirgen seker miktari

RMSE MAE RMSE MAE RMSE MAE

UmL) UmL ¥ BF AF gy wmny X0 OBF AP oy @ R BF AF
MGM 5.85 3.98 09823 1.02 1.09 | 5.78 423 09635 130 1.36 | 3.45 273 0993 0.89 1.08
MLM 6.74 5.44 098 082 123 | 494 3.89 09685 091 1.15 | 337 264 09862 095 1.05
MRM 6.68 559 09802 0.83 123 | 4.96 3.89  0.9685 0.91 1.15 | 332 265 09924 0.89 1.08
Stannard 13.97 11.49 09714 0.75 142 | 1415 936 09658 1.00 1.27 | 626 5.05 0966 1.00 1.12
Weibull 6.81 494 09765 1.15 1.21 | 4.62 3.68 0966 122 131 7.11 569 09597 1.00 1.15
MMF 6.20 3.85 09786 1.09 1.15| 541 4.18 09541 1.31 1.44 | 2.35 1.56 09838 0.94 1.05
Asimetrik 6.16 1.16 09794 1.14 1.17 | 7.14 4.60 09355 0.93 1.12 | 5.06 422 099 084 1.12
Baranyi 8.30 4.08 0975 8.16 8.85 | 4.61 377 0971 11.34 12.08 | 5.85 395 0979 1.16 1.18
Huang 8.24 4.03 0975 1.14 126 | 4.20 349 09746 1.71 1.83 | 580 3.86 09793 1.17 1.18
Fitzhugh 7.97 551 0974 088 1.14 | 8.26 599 09152 0.77 131 378 2,62 0975 091 1.08

Koyu renk ile gosterilen degerler en uygumlu modelleri temsil etmektedir.
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4.5. Asetik asidin inhibitor olarak kullanildigi fermentasyonlar

Kontrol besiyeri bilesimine (%10 sakaroz, %1 maya ekstrakti, %3 inokiilasyon)
2.5¢/L,5.0¢g/L,7.5¢g/L, 10.0 g/L ve 12.5 g/L konsantrasyonda asetik asit eklenerek her
fermentasyon tekerriirli  olmak tlizere 5 farkli fermentasyon denemesi
gerceklestirilmistir.  Iniilinaz  aktivitesinde  diisiis  gozlemlendikten  sonra
fermentasyonlara son verilmistir ve ardindan besiyeri siiziilerek toplam kuru biyokiitle
analizi ve pH analizleri yapilmistir.

4.5.1. 2.5 g/L asetik asit ilave edilen fermentasyon

2.5 g/L asetik asit fermentasyon ortamina inhibitér olarak eklenmis ve
gerceklestirilen fermentasyona ait sonuglar Sekil 4.22°de verilmistir. En yiiksek iniilinaz
aktivitesi 340.32 U/mL iken invertaz-tip aktivite 546.25 U/mL olarak hesaplanmistir.
Seker analizi sonuglarina gore seker tiiketimi 76.17 g/L olarak bulunmustur. Enzim
tiretimindeki artisa bagl olarak seker tiiketiminin de sorunsuz bir sekilde gerceklestigi
Sekil 4.22°de goriilmektedir. En yiiksek iniilinaz aktivitesine (340.32 U/mL) 7.giinde,
invertaz-tip aktivitesiye (546.25 U/mL) ise 10.giinde ulasilmistir. Toplam kuru
biyokiitle miktar1 3.42 g/L olurken fermentasyon ortaminin son pH’1 3.05 olarak
Olclilmiistiir. Mikroorganizma ortamda 2.5 g/L asetik asitin inhibitér olarak
bulunmasina ragmen gelisim gostermis ve kontrol fermentasyonundan daha yiiksek
enzim aktivitesine ulasilmistir. Bu durum besiyeri ortami olarak kullanilacak
hidrolizatlarda 6n islem sonucunda 2.5 g/L konsantrasyonda asetik asit olusmasi
durumunda asetik asidin ortamdan uzaklastirilmasi igin detoksifikasyon isleminin
gerekmedigini ortaya konmustur. Bunun yani sira 2.5 g/L konsantrasyondaki asetik asit
varhiginin Aspergillus niger A42 ile iniilinaz enzimi tiretimini tetikledigi ortaya
konmustur.
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Sekil 4.22. 2.5 g/L asetik asidin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar

71



BULGULAR VE TARTISMA H.N. GURLER

4.5.2. 5.0 g/L asetik asit ilave edilen fermentasyon

Besiyeri ortamina inhibitor olarak 5 g/L konsantrasyonunda asetik asit eklenmesi
ile elde edilen fermentasyon sonuglar1 Sekil 4.23’te verilmistir. En yiiksek iniilinaz ve
invertaz-tip aktivitesi sirastyla 336.96 U/mL ve 475.59 U/mL olarak hesaplanmigtir.
Toplam seker tiiketimi 60.20 g/L olurken en yiiksek iniilinaz enzim aktivitesine (336.96
U/mL) 9.giinde ulasilmistir. Fermentasyon 9.giinlinden sonra iniilinaz aktivitesindeki
azalma sebebiyle 11 glinde sonlandirilmistir. Fermentasyon sonunda ortamdaki seker
miktar1 25.28 g/L, toplam kuru biyokiitle miktar1 2.66 g/L pH ise 3.48 olarak
bulunmustur. Besiyeri ortaminda 5 g/L asetik asit inhibitor bilesik olarak bulunmasina
ragmen mikroorganizma gelisim gostermis ve enzim iiretimi gerceklesmistir. Bu durum
mikroorganizmanin 5.0 g/L asetik asit varliginda da gelisimini siirdiirdiigiinii hatta
kontrol fermentasyonundan daha yiiksek bir enzim aktivitesi elde edildigi i¢in 5.0 g/L
asetik asidin enzim iiretimini tetikledigi ortaya konmustur. 5.0 g/L asetik asit i¢eren bir
hidrolizat i¢in detoksifasyon prosesinin ihtiya¢ olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.23. 5 g/L asetik asidin inhibitdr olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.5.3. 7.5,10.0 ve 12.5 g/L asetik asit ilave edilen fermentasyonlar

Fermentasyon ortamina 7.5 g/L, 10.0 g/L, 12.5 g/L asetik asidin inhibitor olarak
katilmasiyla gerceklestirilen denemelerin sonuclar1 Sekil 4.24’te verilmistir. Sonuglar
incelendiginde her 3 fermentasyon i¢in de seker tiiketiminin neredeyse hi¢ olmadigini
dolayisiyla mikroorganizmanin sekeri kullanamadigi goriilmiistiir. Analiz sonuglari
diizenli bir artis veya azalis gostermemis oldugu i¢in kinetik parametler
hesaplanamamistir. Bu sonuglar goz oniine alindiginda Aspergillus niger ile iniilinaz ve
invertaz enzimi Uretiminin 7.5 g/L konsantrasyon ve daha yiiksek konsantrasyonlarda
gerceklesmedigi mikroorganizmanin bu konsantrasyonlar tolere edemedigi ve inhibe
oldugu belirlenmistir. Mikroorganizma ortamdaki sekeri kullanamadigi igin iiriine de

72



BULGULAR VE TARTISMA H.N. GURLER

doniistiirememis ve fermentasyon sivisinda bulunan yiiksek konsantrasyonlardaki asetik
asidin mikroorganizmanin gelisimini engelledigi goriilmiistiir. Aspergillus niger,
fermentasyon ortamindaki 5.0 g/ ve daha diisiik konsantrasyonlardaki asetik asidi
tolere ederken 7.5 g/L ve iizerindeki konsantrasyonlarda gelisememektedir.
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Sekil 4.24.7.5 g/L (a), 10.0 g/L (b) ve 12.5 g/L (c) asetik asidin inhibitor olarak
kullanildig1 fermentasyonlara ait sonuglar

4.5.4. Asetik asidin besiyerine eklenmesiyle gerceklestirilen fermentasyonlarin
kinetik parametrelerinin degerlendirilmesi

Asetik asit 2.5 g/L, 5.0 g/L, 7.5 g/L, 10.0 g/L ve 12.5 g/L olmak iizere 5 farkli
konsantrasyonda fermentasyon sivisina eklenmistir. Boylece Aspergillus niger’den
iniilinaz ve invertaz enzimleri iiretiminde asetik asidin inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Cizelge 4.14’te asetik asidin fermentasyon ortamina eklenmesiyle gerceklesen tiim
denemelere ait kinetik degerler verilmistir. Aspergillus niger’in asetik asidi ortamda 5.0
g/l konsantrasyona kadar tolere edebildigi gozlemlenmis hatta enzim aktivitesini
tetikledigi belirlenmistir.

Asetik asit ilavesiyle gergeklestirilen fermentasyonlari her biri i¢in I/S orani
hesaplanmis olup Cizelge 4.13’te verilmistir. Sonuglara gére 1/S oranmimn 10?’den
biiyilk olmasindan dolayr fermentasyon ortamindaki enzimin iniilinaz aktivitesi
dogasinda oldugu anlagilmaktadir (Das vd. 2019).
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Cizelge 4.13. Asetik asit ilavesiyle gergeklestirilen fermentasyonlara ait I/S degerleri

Konsantrasyon (g/L) Iniilinaz aktivite (U/mL) Invertaz-tip aktivite (U/mL) /S
2.5 340.32 546.25 0.62
5.0 336.96 475.59 0.71
7.5 7.26 3.36 2.16
10.0 5.31 3.27 1.62
12.5 3.24 3.61 0.90

Iniilinaz aktivitesi kontrol fermentasyonunda 202.95 U/mL iken 2.5 g/L ve 5.0
g/l asetik asit igeren besiyerinde gergeklestirilen fermentasyonlarda iniilinaz
aktivitesinin sirastyla 340.32 U/mL ve 336.96 U/mL oldugu hesaplanmistir. Kontrol
fermentasyonu ve asetik asit eklenerek gerceklestirilen fermentasyonlarin tamami
arasinda iniilinaz iiretimi agisindan istatistiksel olarak onemli bir fark oldugu tespit
edilmistir (P<0.05). 2.5 g/ ve 5.0 g/L konsantrasyonlarda asetik asidin fermentasyon
stvisina eklenmesi ile iniilinaz aktivitesini tetikleyici yonde etki gosterdigi sonuglardan
anlagilmaktadir.

Invertaz-tip aktivite sonuclar1 incelendiginde 2.5 g/L ve 5.0 g/L
konsantrasyonlardaki aktivite sirasiyla 546.25 U/mL ve 475.59 U/mL olarak bulunmus
olup aralarindaki fark istatistiksel olarak ©Onemli bulunmamistir (P>0.05). Kontrol
fermentasyonu ile kiyaslandiginda ise sonuglar arasinda fark istatistiksel olarak onemli
tespit edilmistir (P<0.05). Asetik asidin 2.5 g/L ve 5.0 g/L konsantrasyonu invertaz-tip
aktiviteyi yliksek oranda tetikledigi goriiliirken diger 3 konsantrasyonun net bir sekilde
inhibe edici etkisi oldugu belirlenmistir.

Sonuglar seker tiiketim hizi agisindan degerlendirildiginde, 2.5 ve 5.0 g/L
konsantrayonlarda besiyerine ilave edilen asetik asit ile ger¢eklestirilen fermentasyonlar
ile kontrol fermentasyonu arasinda istatistiksel agidan Onemli bir farklilik olmadigi
tespit edilmistir (P>0.05). Diger konsantrasyonlarda analiz sonuglarinda inhibe etkiden
dolay1 dalgalanmalar meydana gelmesinden 6tiirii kinetik degerler hesaplanamamuistir
(Sekil 4.24). Sekil 4.25’te asetik asidin inhibitor olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gerceklestirilen fermentasyonlara ait iniilinaz ve invertaz-tip aktivitenin sonuglari
verilmistir.

Maksimum iniilinaz enzimi Ttretim hizi gelisim hiz1 agisindan sonuglar
incelendiginde asetik asit ile gergeklestirilen fermentasyonlarla kontrol fermentasyonu
arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli olmustur (P<0.05). Que, kontrol
fermentasyonunda 34.82 U/mL/giin iken 2.5 g/L ve 5.0g/L asetik asit varliginda 77.44
U/mL/giin ve 70.03 U/mL/glin olarak bulunmustur. Maksimum iniilinaz iiretim hiz1
kontrol fermentasyonuna gore yaklasik 2 kat yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4.25. Asetik asidin inhibitér olarak kullanildig1 fermentasyonlarda iniilinaz ve
invertaz-tip aktiviteye ait sonuglar

Invertaz enzimi icin maksimum iiretim hiz1 sonuclarina bakildiginda kontrol
fermentasyonu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu tespit
edilmistir (P<0.05). Maksimum gelisim hizinin kontrol fermentasyonuna gore yaklasik
olarak 3 katina ¢iktig1 gdozlemlenmistir.

Kontrol, 2.5 g/L ve 5.0 g/L asetik asitle ger¢eklestirilen fermentasyonlarda seker
titketimi %98.90, %88.31 ve %70.40 olarak hesaplanmistir. Bunun yani sira artan asetik
asit konsantrasyonlarinda gerceklestirilen fermentasyonlarda mikroorganizmanin sekeri
tilkketemedigi ve enzim lretimlerinin ger¢eklesmedigi ortaya konmustur. 2.5 g/L asetik
asit ile kontrol fermentasyonlar1 arasinda seker tiilketim orani i¢in istatistiksel agidan
onemli bir fark goriilmemistir (P>0.05). 5.0 g/L asetik asit ile kontrol fermentasyonu
karsilastirildiginda ise istatistiksel agidan onemli bir fark oldugu tespit edilmistir
(P<0.05).

Asetik asit ile gergeklestirilen tiim fermentasyonlara ait hesaplanan kinetik
parametreler Cizelge 4.14’te verilmistir.
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Cizelge 4.14. Asetik aside ait tiim fermentasyonlarin kinetik degerleri

iK Iase Sase AS QS Quase Qsuase STO Toplam Nihai
Kuru pH
(g/L) (U/mL) (U/mL) (g/L) (g/L/giin) (U/mL/giin) (U/mL/giin) (%) Biyokiitle
(g/L)
0.0 202.95°+9.48  156.91°+10.53 84.83°+0.68 11.60°+2.22 34.82°£1.92  30.37°+3.55 98.90°+0.06 5.53+0.03 3.02°+0.03
2.5  340.32451.27 546.23%+58.22 76.17°+4.78 11.77°+1.41 77.44°+3.13 94.57°+2.14  88.31%+6.53 3.42°+0.03 3.05°+0.02
5.0  336.96%+22.22 475.59%£27.57 60.20°+2.04 13.36%+0.22 70.03*+0.01 108.16°+10.18 70.40°+0.51 2.66°+0.13 3.48°+0.02
7.5 7.26°+2.10 3.36°+0.59 - - - - - 0.40%£0.05 5.06%+0.02
10.0 5.31°¢0.34 3.27°£1.00 - - - - - 0.329+£0.01 5.08%+0.01
12.5 3.24°+0.14 3.61°+1.83 - - - - - 0.37£0.02 5.10°+0.00

Aym siitunlarda farkli harfleri tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak nemlidir (£<0.05). IK: Inhibitér konsantrasyonu, Iase: Iniilinaz aktivitesi, Sase:
Invertaz-tip aktivite, AS: Seker tiiketimi, QS: Seker tiikketim hizi, Qyse: Maksimum iniilinaz tiretim hizi, Qsase: Maksimum invertaz tiretim hizi, STO: Seker tiikketim
orant. — ile gosterilen kisimlarda kinetik degerler inhibisyondan dolay1 hesaplanamamustir.
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4.5.5. 2.5 g/L asetik asit ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyona ait iniilinaz,
invertaz iiretimi ve toplam indirgen seker miktarinin matematiksel modellemesi

Asetik asitin inhibitor olarak besiyerine eklenmesiyle gerceklestirilen
fermentasyonda lase, Sase iiretimi ve toplam indirgen seker miktarina ait deneysel
verilere 10 farkli model uygulanmis olup model degerlendirme kriterleri Cizelge 4.15°te
verilmigtir.

Cizelge 4.15°te verilen sonuglar dogrultusunda /ase tiretimi i¢in en diisik RMSE
(8.28 U/mL) ile MAE (5.03 U/mL) degerleri Huang, en yiiksek RMSE (13.18 U/mL) ile
MAE (11.89 U/mL) degerleri ise MRM modelinde hesaplanmistir. En yiiksek R? degeri
(0.9979) Huang modeli ile bulunurken en diisiik R? degeri (0.9936) MMF modeli ile
bulunmustur. BF ve AF degerleri de modelleri karsilastirmak i¢in hesaplanmis olan
degerlendirme kriterlerindendir. Bu degelerin 1’e esit ve yakin olmasi durumunda
model ile hesaplanan tahmini degerlerin deneysel veriler ile uyumlu oldugu yorumu
yapilmaktadir. BF degeri 1’den daha diisiik olursa model ana hatlar1 ile basarisiz olarak
kabul edilmektedir. 1’den biiyiik hesaplanan BF degeri ise tahmin edilen degerlerin
deneysel verilerden daha diisiik oldugunu ve modelin tahminlerinin daha diisiik bir
giiven seviyesinde oldugu kabul edilmektedir. BF degeri MGM (0.98), MLM (0.86) ve
MRM (0.87) modelinde 1’den kiiciik olarak hesaplanmis olup modeller basarisiz olarak
kabul edilmistir. Baranyi modeli i¢in BF degeri 1’in oldukga {iistiinde oldugu i¢in model
tamamen basarisiz olarak kabul edilmistir. BF degeri Stannard (1.18), Weibull (1.17),
MMF (1.16), Asimetrik (1.21), Huan (1.08) ve Fitzhugh (1.20) modellerinde 1’e
nispeten yakin olarak hesaplanmis olup 1°e en yakin degere sahip olan modelin Huang
oldugu tespit edilmistir. AF degeri MGM modelinde %5, MLM modelinde %18, MRM
modelinde %18, Stannard modelinde %21, Weibull modelinde %20, MMF modelinde
%19, Asimetrik modelde %23, Huang modelinde %11 ve Fitzhugh modelinde %23
oraninda deneysel verilerden sapmis oldugunu tespit etmistir. Tiim bu veriler
dogrultusunda Huang modeli /ase i¢in en uyumlu model olarak se¢ilmistir.

Sase tretimi i¢in en diisik RMSE (27.72 U/mL) ile MAE (15.94 U/mL)
degerleri sirasiyla Huang ve Baranyi, en yiiksek RMSE (45.74 U/mL) ile MAE (30.67
U/mL) Weibull modelinde hesaplanmistir. Yan1 sira en yiiksek R? (0.9891) ve en diisiik
R? (0.9597) sirastyla Huang ve Weibull modellerinden elde edilmistir. BF degeri MGM
(0.78), MLM (0.70), MRM (0.70), Stannard (0.85), MMF (0.81), Huang (0.85), ve
Fitzhugh (0.94) modellerinde 1’den diisiik olarak hesaplanmiglardir. Bu nedenle
modeller deneysel verilerin tahmininde basarisiz olarak kabul edilmistir. Weibull model
ve Baranyi model i¢in BF degeri sirasiyla 1.29 ve 1.35 olarak hesaplanmis ve 1’e
nispeten yakin olarak kabul edilmekle birlikte AF degeri her ikisi i¢cin de %30’dan fazla
sapma gosterdigi icin modeller basarisiz olarak tespit edilmistir. Asimetrik modelde BF
degeri 1.11 olarak hesaplanmis olup modeller arasinda 1’e en yakin olan model oldugu
goriilmiistiir. AF degeri MGM i¢in %45, MLM i¢in %61, MRM igin %61, Stannard i¢in
%35, Weibull i¢in %48, MMF i¢in %43, Asimetrik i¢in %25, Baranyi i¢in %68, Huang
icin %24 ve Fitzhugh i¢in %22 oraninda bir yapisal sapma gosterdigini ortaya
koymustur. Bu veriler dogrultusunda Sase iiretimi i¢in en uygun model Asimetrik
model olarak tespit edilmistir.
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Toplam indirgen seker miktar1 i¢in en diisiik RMSE (2.81 g/L) ile MAE (2.04
g/L) degerleri MMF, en yiliksek RMSE (6.39 g/L) ile MAE (4.77 g/L) degerleri ise
sirastyla Asimetrik ve Stannard modellerinde hesaplanmistir. Diger yandan en yiiksek
R? (0.9947) ve en diisiik R? (0.9783) sirasiyla MGM ve Baranyi modellerinden elde
edilmistir. BF degeri MGM (0.92), MLM (0.99), MRM (0.93), MMF (0.95), Asimetrik
(0.84), ve Fitzhugh (0.97) modellerinde 1’den diisiik olarak hesaplanmistir. 1°den diisiik
BF degeri modelin ana hatlar ile basarisiz oldugunu gostermektedir. Stannard (1.01),
Weibull (1.07), Baranyi (1.15) ve Huang (1.15) modellerinde BF degeri nispeten 1’e
yakin olarka hesaplanmistir. 1’e yakin veya esit BF degeri ise modelin deneysel verileri
tahmin etmede basarili oldugunu ve ¢ok az veya hi¢ yapisal sapma gostermedigini
belirtmektedir. AF degeri MGM igin %9, MLM i¢in %8, MRM i¢in %8, Stannard i¢in
%14, Weibull i¢in %15, MMF i¢in %9, Asimetrik i¢in %21, Baranyi i¢in %19, Huang
icin %18 ve Fitzhugh i¢in %11 oraninda sapma oldugunu ortaya koymustur. Tim
veriler degerlendirildiginde Stannard ve Weibull model toplam indirgen seker miktari
icin en uygun model olarak kabul edilmistir.

Asetik asit ilavesiyle (2.5 g/L) gergeklestirilen fermentasyonda iniilinaz
aktivitesi, invertaz-tip aktivite ve toplam indirgen seker miktarina ait hesaplanan model
kriterleri Cizelge 4.15’te verilmitir. 2.5 g/L asetik asit ile ger¢eklestirilen fermentasyona
ait lase, Sase ve seker tiketimi i¢in tiim model verileri ile deneysel verilerin
kiyaslandig1 grafikler EK-27, EK-28 ve EK-29’da verilmistir. Ayrica lase, Sase ve
seker tiiketimi i¢in hesaplanan model parametreleri EK-30, EK-31 ve EK-32’de
verilmistir.
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Cizelge 4.15. 2.5 g/L asetik asit ile gerceklestirilen fermentasyona ait deneysel veriler i¢in hesaplanan model kriterleri

6L

Model/
Asetik Iniilinaz olusumu Invertaz olusumu Toplam indirgen seker miktari
asit

RMSE MAE ) RMSE MAE ) RMSE MAE )

UmL) UmL) = BF AY wmny womny ®OBF AR oy @y ROBEOAF
MGM 11.42 811 09938 098 1.05 | 30.87 23.00 09812 0.78 1.45 3.20 247 09947 0.92 1.09
MLM 12.79  10.24 09953 0.86 1.18 | 36.58 28.62 09823 0.70 1.61 2.83 236 09902 0.99 1.08
MRM 1346 11.89 0995 0.87 1.18 | 36.53 28.76 0.9826 0.70 1.61 3.00 2.29 09945 0.93 1.08

Stannard | 10.54 741 09951 1.18 1.21 | 2797 2097 09804 085 1.35 | 5.67 4.77 09797 1.01 1.14
Weibull 13.18 1031 0.9946 1.17 1.20 | 45.74  30.67 0.9597 129 148 | 4.80 394 0985 1.07 1.15
MMF 11.43 9.51 09936 1.16 1.19 | 4226 29.72 0962 0.81 143 | 2.8I 2.04 09926 095 1.09
Asimetrik | 12.43 9.74 09941 121 123 | 3719 26.03 0973 1.11 1.25 | 6.39 470 09921 0.84 1.21
Baranyi 8.83 5.69 0.9977 18.09 18.61 | 27.78 1594 09912 135 1.68 | 593 393 09783 1.15 1.19
Huang 8.28 5.03 09979 1.08 1.11 | 27.72 16.25 09891 0.85 1.24 | 5.68 374 09826 1.15 1.18
Fitzhugh | 10.54 816 0.9945 120 1.23 | 2932  20.72 09771 094 122 | 5.20 3.19 09806 097 1.11

Koyu renk ile gosterilen degerler en uygumlu modelleri temsil etmektedir.
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4.6. Formik Asidin Inhibitér Olarak Kullamldigi Fermentasyonlar

Kontrol besiyeri bilesimine (%10 sakaroz, %1 maya ekstrakti, %3 inokiilasyon) 1.0
g/L, 1.5 g/, 2.0 g/L, 2.5 g/L, 3.0 g/L, 4.0 g/L, 5.0 g/L ve 7.0 g/L konsantrasyonlarda
formik asit eklenerek her fermentasyon tekerriirlii olmak tizere 8 farkli fermentasyon
denemesi gercgeklestirilmistir. Fermentasyon siiresi boyunca giinliik alinan 6rneklerde
seker ve enzim analizi yapilmustir. Iniilinaz aktivitesinde diisiis gdzlemlendikten sonra
fermentasyonlara son verilmistir. Fermentasyon sonunda toplam kuru biyokiitle ve pH
analizleri gerceklestirilmistir. Fermentasyonlar ait bazi goriintiiler Sekil 4.26’da
verilmistir.

Sekil 4.26. Formik asidin inhibitor olarak kullanildigi baz1 fermentasyonlara ait
fotograflar

4.6.1. 1.0 g/L formik asit ilave edilen fermentasyon

Besiyeri ortamina 1.0 g/l formik asidin inhibitér olarak ilave edildigi
fermentasyona ait sonuglar Sekil 4.27°de verilmistir. Analiz sonuglarina gore
maksimum iniilinaz ve invertaz-tip aktivite sirasiyla 139.75 U/mL ve 229.22 U/mL
olmustur. Seker tiikketimi 78.63 g/L olarak hesaplanmistir. En yiiksek intilinaz aktiviteye
(139.75 U/mL) fermentasyonun 6.giiniinde invertaz-tip aktiviteye (229.22 U/mL) ise
yine fermentasyonun 6.giiniinde ulagilmistir. Fermentasyon sonunda besiyerinde kalan
seker miktar1 12.35 g/L, toplam kuru biyokiitle miktar1 4.34 g/L. ve pH ise 2.59 olarak
hesaplanmistir. lase aktivitesi acisindan 1.0 g/L formik asit ilavesiyle gerceklestirilen
fermentasyonda kontrol fermentasyonuna goére yaklasik 60 U/mL azalma tespit
edilmistir. Bunun yan1 sira Sase aktivitesi agisindan ise kontrol fermentasyonuna gore
yaklagik olarak 70 U/mL bir artis oldugu saptanmistir. 1.0 g/ formik asidin iniilinaz
enzimi liretimi agisindan inhibisyona sebep olurken invertaz enzim iiretimini tetikledigi
ortaya konmustur.
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Sekil 4.27. 1 g/L formik asidin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.6.2. 1.5 g/L formik asit ilave edilen fermentasyon

Besiyerine 1.5 g/L formik asit ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyona ait
sonuclar Sekil 4.28’de verilmistir. Analiz sonucglarina gére maksimum iniilinaz ve
invertaz-tip aktivite sirastyla 136.83. U/mL ve 233.75 U/mL olmustur. Toplam seker
tikketimi 70.94 g/L olup en yiiksek iniilinaz aktivitesine (136.83 U/mL) fermentasyonun
5.giiniinde ulasilmistir. Invertaz-tip aktivite sonuglarina bakildiginda 2.giinden 5.giine
hizli bir artis gozlemlenirken 5.giinden 7.giline azalan oranda bir artis gdzlemlenmistir.
En yiiksek invertaz-tip aktiviteye (233.75 U/mL) fermentasyonun 7.giiniinde
ulasilmistir. Fermentasyon sonunda kalan seker miktar1 22.84 g/L olarak belirlenmistir.
Mikroorganizma gelisimi normal bir sekilde gerceklesmis olmasimna ragmen
fermentasyon sonunda seker tiiketiminin tamamen ger¢eklesmedigi goriilmektedir.
Fermentasyon sonlandirildiktan sonra ortamin pH’1 2.77, toplam kuru biyokiitle miktar1
ise 4.17 g/L olarak bulunmustur. 1.5 g/L formik asit ilavesiyle gerceklestirilen
fermentasyon da 1.0 g/L formik asit ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyon gibi lase
aktivitesinde diisiise sebep olurken Sase aktivitesinde artisa sebep olmustur. 1.5 g/L
formik asit ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonda /lase aktivitesi kontrol
fermentasyonundan yaklasik 65 U/mL daha az olarak bulunmustur.
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Sekil 4.28. 1.5 g/ formik asidin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait
sonuclar

4.6.3. 2.0 g/L formik asit ilave edilen fermentasyon

Besiyeri ortamina 2.0 g/L. konsantrasyonunda formik asidin inhibitér olarak
ilave edildigi fermentasyonun analiz sonuglarina ait veriler Sekil 4.29°da verilmistir. Bu
sonuglara gére maksimum iniilinaz aktivitesi 159.05 U/mL, maksimum invertaz-tip
aktivitesi ise 299.24 U/mL olarak hesaplanmistir. Toplam seker tiiketimi 69.38 g/L
olarak bulunmustur. En yiiksek iniilinaz aktivitesine (159.05 U/mL) fermentasyonun
6.glinlinde, invertaz-tip aktivitesine (299.24 U/mL) ise fermentasyonun 7.gilinlinde
ulagilmistir. Toplam kuru biyokiitle miktar1 4.23 g/L, besiyeri ortaminin pH’1 ise 2.82
olarak belirlenmistir. Mikroorganizma gelisimi ortamdaki 2.0 g/L. konsantrasyonda
formik asit bulunmasina ragmen ¢ok yiiksek oranda etkilenmemis ve enzim iiretimini
sorunsuz bir sekilde gerceklestirmistir. Besiyeri ortaminda 2.0 g/L. konsantrasyonda
formik asit bulunmasi durumunda detoksifikasyon isleminin gerceklestirilmedigi
kosullarda da enzim aktivitelerinin 150 U/mL’den yiiksek oldugu ortaya konmustur. 7.
gilinden sonra iniilinaz enzim aktivitesinin azalmaya baslamasindan dolay1 fermentasyon
10. giinde sonlandirilmigtir. Toplam indirgen seker miktar1 degisimine gore iniilinaz ve
invertaz-tip aktiviteye ait sonuglar Sekil 4.29 ile verilmistir.
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Sekil 4.29. 2 g/L formik asidin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.6.4. 2.5 g/L formik asit ilave edilen fermentasyon

2.5 g/l konsantrasyondaki formik asidin besiyerine inhibitér olarak ilave
edilmesiyle gergeklestirilmis olan fermentasyona ait veriler Sekil 4.30°da verilmistir.
Sonuglar, maksimum iniilinaz ve invertaz-tip aktivitelerinin sirastyla 162.12 U/mL ve
289.24 U/mL oldugunu gostermistir. Toplam seker tiiketimi 72.16 g/L olarak
hesalanmustir. Iniilinaz aktivitesi 2 ile 5.giin arasinda keskin bir artis gdstermis olup en
yiiksek iniilinaz aktivitesine (162.12 U/mL) 5.giin ulasilmistir. Invertaz-tip aktivite
incelendiginde 3 ile 6.giin arasinda hizli bir artis gozlemlenmektedir. Invertaz-tip
aktivitesinin en yiiksek (289.24 U/mL) oldugu giiniin fermentasyonun 9.giin oldugu
Sekil 4.30°da goriilmektedir. Toplam kuru biyokiitle analizi sonucu 4.29 g/L’dir.
Fermenatsyon ortaminin son pH’1 3.11 olarak Sl¢iilmiistiir. Kontrol fermentasyonuna
gore lase aktivitesi acisindan 2.5 g/L formik asit ilavesiyle gergeklestirilen
fermentasyonda yaklasik 40 U/mL daha diislik oldugu ortaya konmustur. Seker tiiketim
oraninin ise hala %80’in iizerinde oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.30. 2.5 g/l formik asidin inhibitér olarak kullanildig1 fermentasyona ait
sonuglar

4.6.5. 3.0 g/L formik asit ilave edilen fermentasyon

Besiyeri bilesimine 3.0 g/L. konsantrasyondaki formik asitin inhibitdr olarak
ilave edilerek gerceklestirilen fermentasyona ait bulgular Sekil 4.31°de verilmistir. En
yuksek iniilinaz aktivitesinin 151.01 U/mL invertaz-tip aktivitesinin ise 254.36 U/mL
oldugu goriilmektedir. Toplam seker tiiketimi 77.46 g/L olarak bulunmustur. En yiiksek
iniilinaz aktivitesine 6.giin, invertaz-tip aktiviteye (254.36 U/mL) ise fermentasyonun
9.glinlinde ulasilmigtir. Seker analizi sonuglari incelendiginde ise %87.37 oraninda
tilkettigi belirlenmistir. Tiim bu sonuglara bakildiginda ortamda inhibitér madde
konsantrasyonu arttirtlmis olmasina ragmen Aspergillus niger tarafindan iniilinaz
enzimi Uretiminin gerceklestirildigi  goriilmektedir. Mikroorganizma 3.0 g/L
konsantrasyondaki formik asit ilavesini de tolere edebilmektedir. Toplam kuru
biyokiitle miktar1 3.65 g/L, pH ise 3.18 olarak belirlenmistir. 2.5 g/l formik asit
ilavesiyle gergeklestirilen fermentasyon ile iniilinaz enzim aktiviteleri arasinda ¢ok
bliyiilk bir diisiis olmamakla birlikte istatiksel olarak Onemli bir farklilik tespit
edilmemigtir (P>0.05). Enzim aktivitelerinin 3.0 g/L formik asit ilavesinde dahi 150
U/mL’nin altina diismedigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.31. 3 g/L formik asitin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyona ait sonuglar
4.6.6. 4.0 g/L formik asit ilave edilen fermentasyon

Besiyeri ortamma 4.0 g/ formik asidin eklenerek gerceklestirildigi
fermentasyona ait degerler Sekil 4.32°de verilmistir. Analizler sonrasinda en yiiksek
inililinaz aktivitesinin 274.05 U/mL, en yiiksek invertaz-tip aktivitesinin ise 464.87
U/mL oldugu goriilmektedir. Toplam seker tiikketimi 65.90 g/L olarak bulunmustur. En
yiiksek iniilinaz aktivitesine (274.05 U/mL) fermentasyonun 7.giinlinde, invertaz-tip
aktiviteye (464.87 U/mL) ise 10.giinde ulagilmistir. Son giin besiyeri siizlilerek toplam
kuru biyokiitle analizi ve son pH 0Ol¢iimii gergeklemistir. Ortamin son pH’1 siiziintii
Olciilerek 3.25 olarak kaydedilmistir. Toplam kuru biyokiitle miktar1 ise 3.50 g/L olarak
belirlenmistir. 4 g/L konsantrasyondaki formik asit iniilinaz ve invertaz enzimlerinin
olusumunu etkilememis fakat biyokiitlede diger fermentasyonlara gore bir diisls
gerceklesmistir. Tiim sonuglar degerlendirildiginde Aspergillus niger ile iniilinaz ve
invertaz enzimleri Uretiminin sorunsuz bir sekilde gerceklestirildi goriilmektedir.
Mikroorganizmanin ortamdaki 4 g/ konsantrasyondaki formik asidi de tolere
edebildigi acik¢a gosterilmistir. Tolere etmekle birlikte 4 g/L formik asit ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyonlarda iniilinaz enzim {iretiminin tetiklendigi ortaya
konmusutur. 3.0 g/l ve 4.0 g/LL konsantrasyonda formik asit ilavesiyle gerceklestirilen
fermentasyonlar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik tespit edilmistir
(P<0.05). 4.0 g/L formik asit ilavesiyle iniilinaz enzim aktivitesinin yaklasik 100 U/mL
oranda arttig1 ortaya konmustur. Artan konsantrasyonlar formik asidin enzim
aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.32. 4 g/L formik asidin inhibitor olarak kullanildigi fermentasyona ait sonuglar
4.6.7. 5.0 g/L formik asit ilave edilen fermentasyon

Besiyeri bilesimine 5.0 g/LL konsantrasyondaki formik asit inhibitor bilesik
eklenmistir. Fermentasyona ait seker tliketim ve enzim iiretimleri Sekil 4.33’te
gosterilmistir.  Fermentasyon boyunca toplam seker tiiketimi 71.43 g/l olarak
hesaplanmistir. Iniilinaz enziminin toplam indirgen seker miktarindaki degisimine gore
gelisimine  bakildiginda seker miktarindaki azalma ile ortamdaki iniilinaz
konsantrasyonunda da artis oldugu iniilinaz aktivitesi sonuglarindan anlasilmaktadir.
2.glinden 6.gline kadar hizli bir artig gosteren iniilinaz aktivitesi en yiiksek aktiviteye
(282.94 U/mL) fermentasyonun 6.giinlinde ulasmistir. 6.glinden sonra iniilinaz
aktivitesindeki diisiis Sekil 4.33’te goriilmektedir. Iniilinaz aktivitesindeki azalma
sebebiyle ortamda enzim iiretiminin durdugu diisliniilmiis ve fermentasyon 10.glinde
sonlandirilmistir. Invertaz-tip aktivite incelendiginde 2.giinden 6.giine kadar hizli bir
artis gozlemlenmektedir. En yiiksek aktiviteye (406.64 U/mL) 9.giinde ulasilmistir.
Fermentasyon ortaminin pH’1 dl¢iilerek 2.91, toplam kuru biyokiitlemiktari ise 3.15 g/L
olarak hesaplanmistir. Ortamda 5.0 g/l formik asit bulunmasina ragmen iniilinaz ve
invertaz enzim f{retimi sorunsuz bir sekilde gerceklesmistir. 202.95 U/mL olarak
iniilinaz aktivitesi elde edilen kontrol fermentasyonu ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik oldugu ve enzim iiretiminin tetiklendigi ortaya konmustur (P<0.05).
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Sekil 4.33. 5 g/L formik asidin inhibitor olarak kullanildigi1 fermentasyona ait sonuglar
4.6.8. 7.0 g/L formik asit ilave edilen fermentasyon

4 ve 5g/LL formik asidin ilavesiyle gergelestirilen fermentasyonlarda enzim
aktivitesindeki artisin devam edip etmeyecegini gozlemlemek i¢i son olarak 7 g/L
formik asit ilavesiyle iniilinaz fermentasyonu gerceklestirilmistir. Besiyeri ortamina
inhibitoér bilesik olarak eklenen 7.0 g/LL konsantrasyondaki formik asit ile
gerceklestirilen fermentasyona ait sonuglar Sekil 4.34’te verilmistir. Sonuglara
bakildiginda en yiiksek iniilinaz ve invertaz-tip aktivite sirasiyla 312.69 U/mL ve
300.19 U/mL olarak bulunmustur. Ortamdaki seker miktart 0.glin 85.48 g/L son giin ise
11.86 g/L olarak analiz edilmistir. Bu sonuglara gore seker tiiketimi 73.62 g/L
bulunmustur. Iniilinaz aktivitesi incelendiginde 2.giinden 7.giine kadar bir artig
gozlemlenmektedir. 7.glinden sonra iniilinaz aktivitesinde diisiis oldugu goriilmektedir.
En yiiksek iniilinaz aktivitesine (312.69 U/mL) fermentasyonun 7.giinlinde ulasilmaistir.
Invertaz-tip aktivite incelendiginde 2.giinden sonra 7.giine kadar hizl1 bir artis olmus ve
en yliksek invertaz-tip aktiviteye (300.19 U/mL) fermentasyonun 9.giiniinde
ulasilmigtir. Fermentasyon ortaminda 7 g/L formik asidin bulunmasi enzim iiretimini
etkilememistir. Denenmis olan biitiin formik asit konsantrasyonlarinda Aspergillus niger
ile iniilinaz enzimi tiretiminin 130 U/mL’nin altina diismedigi goriilmiistiir. Bu sonuglar
dogrultusunda hidrolizatta yalnizca 7.0 g/L formik asit tespit edilmesi durumunda
iniilinaz fermentasyonun olumlu yonde etkilendigi ve oldukc¢a yliksek konsantrasyonda
formik aside ragmen detoksifikasyon prosesinin gerekli olmadigi ortaya konmustur.
Fermentasyon sonunda yapilan toplam kuru biyokiitle ve pH 6l¢iimii sonuglari sirasiyla
3.35 g/L ve 3.19 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.34. 7 g/L formik asidin inhibitor olarak kullanildig: fermentasyona ait sonuglar

4.6.9. Formik asidin besiyerine eklenmesiyle gerceklestirilen fermentasyonlarin
kinetik parametrelerinin degerlendirilmesi

Cizelge 4.16’da formik asit ilavesi ile gerceklestirilen her bir fermentasyon igin
hesaplanmis olan I/S oranlar1 verilmistir. Oranlar 10?’den biiyiik oldugu igin
fermentasyon ortamindaki enzimin iniilinaz dogasinda oldugu goriilmistiir (Das vd.
2019).

Cizelge 4.16. Formik asit ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonlara ait I/S degerleri

Konsantrasyon (g/L) Iniilinaz aktivite (U/mL) Invertaz-tip aktivite (U/mL) I/S
1.0 139.75 229.22 0.61
1.5 136.83 233.75 0.59
2.0 159.05 299.24 0.53
2.5 162.12 289.98 0.56
3.0 151.01 254.36 0.59
4.0 274.05 464.87 0.59
5.0 282.94 406.64 0.70
7.0 312.69 300.19 1.04

Formik asit fermentasyon sivisina farkli konsantrasyonlarda ilave edilerek
iniilinaz ve invertaz enzimlerinin iiretimleri {izerindeki etkileri incelenmistir. Cizelge
4.17°de tiim formik asit konsantrasyonlart ve kontrol fermentasyonuna ait kinetik
degerler verilmistir.
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Iniilinaz enzim aktivite degerleri agisindan 1.0 g/L, 1.5 g/L, 2.0 g/L, 2.5 g/L ve
3.0 g/l formik asit varliginda gerceklestirilen denemelerde kontrol fermentasyonuna
gore iniilinaz enzim aktivitesinde azalma goriiliirken 4.0 g/L, 5.0 g/L ve 7.0 g/L iniilinaz
enzim aktivitesinde artis goézlemlenmistir. En yiiksek iniilinaz aktivitesine 7 g/L
konsantrasyonda formik asit ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonda ulasiimistir.
Maksimum ve minimum iniilinaz aktiviteleri sirasiyla 312.69 U/mL (7 g/L) ile 136.83
U/mL (1.5 g/L) olup aralarindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Invertaz-tip aktivite sonuglar1 incelendiginde kontrol fermentasyonundaki
invertaz-tip aktivitesi diger tiim denemelere gore diisiik kalmistir. Formik asidin 4.0 g/L
konsantrasyonda eklenmesiyle gerceklestirilen fermentasyonda maksimum invertaz-tip
aktiviteye (464.87 U/mL) ulasilmis olup kontrol fermentasyonu ile arasindaki farkin
istatistiksel agidan Onemli oldugu tespit edilmistir (P<0.05). Sekil 4.35’te besiyeri
ortamina formik asit ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonlara ait iniilinaz ve
invertaz-tip aktivite sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 4.35. Formik asidin inhibitor olarak kullanildig1 fermentasyonlarda iniilinaz ve
invertaz-tip aktiviteye ait sonuglar

Seker tiiketimi kontrol fermentasyonunda 84.83 g/L bulunurken formik asitle
gerceklestirilen fermentasyonlarda maksimum ve minimum 78.63 ve 65.90 g/L olarak
hesaplanmistir. Iniilinaz enziminin maksimum iiretim hiz1 incelendigine formik asitle
gerceklestirilen fermentasyonlarda bu deger en yliksek 64.99 U/mL/giin (4.0 g/L formik
asit), en diisiik 44.94 U/mL/giin (7.0 g/L formik asit) olarak hesaplanmistir. Bu degerler
ile kontrol fermentasyonu arasindaki fark istatistiksel agidan onemli bulunmustur
(P<0.05). Invertaz enziminin maksimum iiretim hiz1 incelendiginde formik asitle
gerceklestirilen fermentasyonlarda bu deger en fazla 100.49 U/mL/giin (4.0 g/L formik
asit), en az 40.96 U/mL/giin (7.0 g/L formik asit) olarak hesaplanmistir. Formik asitle
gerceklestirilen fermentasyonlardan Qsase’nin en diisiik hesaplandigr 7.0 g/L formik
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asitle gerceklestirilen fermentasyon ile kontrol fermentasyonu arasindaki farkin
istatistiksel olarak ©Onemli olmadig1 belirtilmistir (P>0.05). Qsase’nin en yiiksek
hesaplandigt 4.0 g/L formik asitle gerceklestirilen fermentasyon ile kontrol
fermentasyonu arasindaki fark istatistiksel 6nemli olmustur (P<0.05).

Cizelge 4.17°de formik asit ile gerceklestirilen tiim fermentasyonlara ait
hesaplanan kinetik parametreler gosterilmistir.
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Cizelge 4.17. Formik aside ait tim fermentasyonlarin kinetik degerleri
IK Tase Sase AS QS Qluse Qsuse STO Toplam Nihai
Kuru pH
(g/L) (U/mL) (U/mL) (g/L) (¢/L/gin)  (UmL/giin) (U/mL/giin) (%) Biyokiitle
(g/L)
0.0 202.95°+9.48 156.91°¢10.53  84.83°+0.68 11.60%°+2.22  34.82°+3.55  30.37°+3.55  98.90*+0.06 5.53%+0.03  3.02°+0.03
1.0 139.75°3.51 229.22°+£10.34  78.63%+1.11  6.80°+0.56 46.96°+4.02  68.80°£7.49  86.45°:1.69  4.34°+0.07  2.59°+0.06
1.5  136.83°+3.51 233.75°£13.33  70.94%+4.00  10.13%°+£1.06 47.46°£2.96  66.03°+2.52  75.60°+3.84  4.17°£0.14  2.779+0.03
2.0 159.05>+2.89 299.24°+8.37 69.38>+6.20  8.28%+1.11 63.91°46.63  93.39%£2.67  83.65+4.14  4.23°+0.10  2.829+0.01
2.5 162.12°+0.10 289.98°+5.27 72.16*+0.79  9.17°°+0.36 45.36>+£2.61 93.7545.93  84.98"+0.53  4.29°+0.04  3.11%+0.05
3.0 151.01%+£10.44  254.36°:13.65  77.46™£1.40  9.25%+0.63 55.44™+3.02 76.37°+8.88  87.37°£0.66  3.65°+0.02  3.18%°+0.01
4.0 274.05+1599  464.87°+24.81  65.90°¢1.00 10.59%+1.29  64.99°£2.93  100.49°+2.83 77.61°+0.29  3.50°+0.07 3.25%+0.01
5.0 282.94%t15.07  406.64*£18.78  71.43*4+2.56  10.83°+0.41 63.99+3.15  65.35°+0.28  82.59%412.46 3.15°£0.05  2.91°+0.04
7.0 312.69°£40.934  300.19°£55.35  73.62°+0.71  13.21%£0.14  44.94*+1.72 40.96°+4.74  86.14°+1.16  3.35t0.04  3.19%°+0.01

Ayni siitunlarda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05). IK: Inhibitér konsantrasyonu, lase: Iniilinaz aktivitesi, Sase:
Invertaz-tip aktivite, AS: Seker tiiketimi, QS: Seker tiiketim hiz1, Qu.: Maksimum iniilinaz iiretim hizi, Qsu.: Maksimum invertaz iiretim hizi, STO: Seker tiiketim

orani.
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4.6.10. 7.0 g/L formik asit ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyona ait iniilinaz,
invertaz iiretimi ve toplam indirgen seker miktarinin matematiksel modellemesi

Formik asidin inhibitdor olarak besiyerine eklenmesiyle gergeklestirilen
fermentasyonda lase, Sase ve toplam indirgen seker miktarina ait deneysel verilere 10
farkli model uygulanmis olup model degerlendirme kriterleri Cizelge 4.18°de
verilmistir.

Cizelge 4.18’de verilen sonuglar dogrultusunda lase iireitimi igin en diisiik
RMSE (14.48 U/mL) ile MAE (11.77 U/mL) MLM ve Weibull, en yiilksek RMSE
(35.41 U/mL) ile MAE (29.40 U/mL) degerleri Asimetrik modelinde hesaplanmistir. En
yiiksek R? degeri (0.9944) Huang modeli ile bulunurken en diisiik R? degeri (0.9716)
Asimetrik modeli ile bulunmustur. BF ve AF degerleri de modelleri karsilastirmak i¢in
hesaplanmis olan degerlendirme kriterlerindendir. Bu degelerin 1’¢e esit ve yakin olmasi
durumunda model ile hesaplanan tahmini degerlerin deneysel veriler ile uyumlu oldugu
yorumu yapilmaktadir. BF degeri 1’den daha diisiik olursa model ana hatlar ile
basarisiz olarak kabul edilmektedir. 1’den biiylik hesaplanan BF degeri ise tahmin
edilen degerlerin deneysel verilerden daha diisiik oldugunu ve modelin tahminlerinin
daha diisiik bir giiven seviyesinde oldugu kabul edilmektedir. BF degeri MLM (0.77) ve
MRM (0.79) modellerinde 1’den diisiik hesaplandigi i¢in modeller basarisiz olarak
kabul edilmistir. MGM (1.33), Stannard (1.18), MMF (1.35), Asimetrik (2.65), Baranyi
(30.09) ve Fitzhugh (1.34) modellerinde BF degeri 1’den yiiksek hesaplandigi i¢in
modeller deneysel verileri tahmin etmede basarisiz olarak kabul edilmistir. Weibull
modelinde BF degeri 1.00 olarak hesaplanmis olup bu durum model ile deneysel veriler
arasinda yapisal bir sapma olmadigini gostermektedir. AF degeri tahmin edilen degerin
MGM modelinde %33, MLM modelinde %35, MRM modelinde %35, Stannard
modelinde %26, Stannard modelinde %26, Weibull modelinde %11, MMF modelinde
%48, Asimetrik modelde %202, Baranyi modelde %4603, Huang modelinde %103, ve
Fitzhugh modelinde %34 oraninda deneysel verilerden saptigim1 gdstermektedir. Bu
veriler dogrultusunda /ase iiretimi i¢in diisitk RMSE (16.07 U/mL), diisik MAE (11.35
U/mL), yiiksek R? (0.9913) ve 1’e esit AF degerinden dolayr Weibull model deneysel
verileri tahmin etmede en uyumlu model olarak secilmistir.

Sase tretimi i¢in en diisik RMSE (19.76 U/mL) ile MAE (14.05 U/mL)
degerleri Weibull, en yiiksek RMSE (37.55 U/mL) ile MAE (26.32 U/mL) degerleri
Fitzhugh modelinde hesaplanmustir. Yani sira en yiiksek R? (0.9816) ve en diisiik R?
(0.9544) sirastyla MLM ve Fitzhugh modellerinden elde edilmistir. BF degeri MGM
(19.27), MLM (1.44), MRM (1.44), MMF (2.30), Asimetrik (4.02), Huang (6.58) ve
Fizthugh (1.26) modellerinde oldukga yiiksek oldugu i¢in modeller deneysel verileri
tahmin etmede basarisiz olarak tespit edilmistir. Stannard (1.00), Weibull (1.12) ve
Baranyi (1.08) modellerinde BF degeri 1’e yakin olarak hesaplanmis oldugu ig¢in
modeller deneysel verileri tahmin etmede basarilidir. AF degeri MGM igin %1859,
MLM i¢in %47, MRM i¢in %47, Stannard i¢in %26, Weibull i¢in %22, MMF igin %44,
Asimetrik i¢in %302, Baranyi i¢in %11, Huang i¢in %575 ve Fitzhugh i¢in %34
oraninda bir sapma gosterdigini ortaya koymaktadir. Tiim sonuglar degerlendirildiginde
Sase tiretimi i¢in en uyumlu model Baranyi olarak se¢ilmistir.
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Toplam indirgen seker miktar i¢in en diisik RMSE (2.35 g/L) ile MAE (1.56
g/L) degerleri MMF modelinde hesaplanmistir. En yiiksek RMSE (7.11 g/L) ile MAE
(5.69 g/L) degerleri Weibull modelinde hesaplanmistir. Diger yandan en yiiksek R?
(0.9930) ve en diisiik R? (0.9597) sirasiyla MGM ve Weibull modellerinden elde
edilmistir. BF degeri MGM (0.89), MLM (0.95), MRM (0.89), MMF (0.94), Asimetrik
(0.84) ve Fitzhugh (0.91) modellerinde 1’in altinda hesaplanmistir. Bu durum
modellerin deneysel verileri tahmin etmede basarisiz oldugunu gostermektedir.
Stannard (1.00) ve Weibull (1.00) modellerinde BF degeri 1’e esit hesaplanmistir. Bu
durum Stannard ve Weibull modellerinin deneysel verileri hesaplamada bir sapma
gostermedigini ortaya koymaktadir. Baranyi (1.17) ve Huang (1.17) modellerinde de BF
degeri 1’e nispeteden yakin hesaplanmis olup bu modellerin de deneysel verileri tahmin
etmede basarili oldugu diisiiniilmiistiir. AF degeri modellerin deneysel verilerden MGM
icin %8, MLM i¢in %5, MRM i¢in %8, Stannard i¢in %12, Weibull i¢in %15, MMF
icin %5, Asimetrik icin %12, Baranyi i¢in %18, Huang i¢in %18 ve Fitzhugh i¢in %8
oraninda bir sapma gosterdigini belirtmektedir.

Formik asit (7 g/L) ile gergeklestirilen fermentasyona ait deneysel verilerin
model verilerinin karsilagtirilmasi icin hesaplanan model kriterleri Cizelge 4.18°de
verilmigtir. 7.0 g/L asetik asit ile gergeklestirilen fermentasyona ait /ase, Sase ve seker
tiikketimi i¢in tiim model verileri ile deneysel verilerin kiyaslandigi grafikler EK-33, EK-
34 ve EK-35’te verilmistir. Ayrica lase, Sase ve seker tiikketimi i¢in hesaplanan model
parametreleri EK-36, EK-37 ve EK-38’de verilmistir.
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Cizelge 4.18. 7 g/L formik asit ile gergeklestirilen fermentasyona ait deneysel veriler i¢cin hesaplanan model kriterleri

v6

N;‘oiel/ Iniilinaz olusumu Invertaz olusumu Toplam indirgen seker miktari
RMSE MAE 2 RMSE MAE 2 RMSE MAE 2
UmL) Um) X B AR g wmny ®OBEOAR oy @) ROBEOAF
MGM 20.28 14.48 0.9884 1.33 133 | 2853 22.01 09699 19.27 19.59 | 3.45 273 0993 0.89 1.08
MLM 1448 1282 0991 0.77 135 | 20.65 1620 09816 144 1.47 3.37 2.64 09862 0.95 1.05
MRM 17.02  12.82 0991 0.79 135 | 20.66 16.19 09815 144 1.47 3.32 2.65 09924 0.89 1.08

Stannard | 17.32  12.09 0.9866 1.18 126 | 37.55 25.64 09544 1.00 1.26 6.26 5.05 0966 1.00 1.12
Weibull 16.07 11.35 09913 1.00 1.11 | 1976 14.05 09731 1.12 1.22 7.11 5.69 09597 1.00 1.15
MMF 16.37 1332 09875 135 1.48 | 2254 1693 097 230 244 2.35 1.56 0.9838 094 1.05
Asimetrik | 3541 2940 09716 2.65 3.02 | 2642 19.75 09748 4.02 4.06 5.06 4.22 099 0.84 1.12
Baranyi 17.43  12.35 09937 30.09 47.03 | 25.41 1797 0.9767 1.08 1.11 5.85 395 0979 1.16 1.18
Huang 16.78 11.77 0.9944 1.82 2.03 | 2426 1736 09786 6.58 6.75 5.80 3.86 09793 1.17 1.18
Fitzhugh | 1840 12.71 09846 134 147 | 37.55 2632 09544 126 1.34 3.78 262 0975 091 1.08

Koyu renk ile gosterilen degerler en uygumlu modelleri temsil etmektedir.
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4.7. inhibitor Bilesiklerin Karistirllarak Besiyeri Ortamina Eklenmesi ile
Gergeklestirilen Fermentasyonlar

Calismanin simdiye kadar olan kisminda inhibitdr bilesikler besiyerine ayr1 ayri
eklenerek fermentasyonlar gergeklestirilmistir. Fermentasyon sivisi olarak kullanilan
hidrolizatlarda denemeleri gerceklestirilen inhibitér konsantrasyonlarmin tek basina
bulunmalar1 durumunda detoksifikasyon prosesinin gerekli olup olmadigi ortaya
konmustur. Lignoseliilozik biyokiitlelerin hidrolizi sonucunda inhibitér bilesikler
ortamda birden fazla ¢esit olarak da olusabilmektedir. Bu kisimda inhibitor bilesiklerin
belirlenen minimum ve maksimum konsantrasyonlarda karisim seklinde besiyerine
eklenerek fermentasyonlar gerceklestirilmistir. Bu sekilde inhibitor bilesiklerin sinerjik
etkisi ve iniilinaz enzim iretiminin belirlenen fermentasyon denemelerinde nasil
etkileneceginin arastirilmasi amaglanmistir.

Inhibitér bilesiklerin ayr1 ayr1 besiyerine eklenmesiyle gerceklestirilen
fermentasyonlarin sonuglarina goére Plackett-Burman deneme deseni olusturulmustur
(11 fermentasyon- 3 orta nokta, tekerriirlii). Karisim fermentasyonlarini gerceklestirmek
icin belirlenen minimum ve maksimum konsantrasyonlarda Placket-Burman Dizayn
kullanilarak minimum ve maksimum noktalarda HMF (3.0-4.0 g/L), furfural (0.1- 0.5
g/L, fenol (0.1-0.5 g/L), asetik asit (2.5-5.0 g/L) ve formik asit (3.0-4.0 g/L)
eklenmesiyle iniilinaz fermentasyonlar1 gerceklestirilmistir. Sekil 4.36’da inhibitorlerin
karistirilarak besiyeri bilesimine eklenmesiyle gerceklestirilen fermentasyonlara ait bir
fotograf verilmistir. Karisim denemeleri tez kapsaminda caligilan inhibitor bilesiklerin
besiyeri ortaminda birlikte bulunmasi1 durumundaki sinerjist etkilerini gérmek amaciyla
gerceklestirilmistir.

24
4t el
|:,\r et g g

Sekil 4.36. Inhibitor bilesiklerin karistirilarak besiyeri ortamina katildig1 fermentasyona
ait flask fotografi

Cizelge 3.2°de verilmis deneme desenine gore inhibitdr bilesikler karisim olarak

besiyerine eklenerek fermentasyonlar gerceklestirilmistir. Tiim fermentasyonlarin
sonuclart Sekil 4.40’ta verilmistir. Sonuglara gore 3 numarali deneme disindaki
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fermentasyonlarda enzim aktiviteleri olduk¢a diisiik olarak bulunmustur. 3 numarali
deneme disindaki denemelerin her birinde en az bir tane maksimum noktada inhibitor
bilesik oldugu icin inhibitorler sinerjist etki yaparak mikroorganizmanin inhibisyonuna
sebep olmustur. 3 numarali deneme fermentasyonu minimum noktadaki inhibitor
karisimlarini icermektedir.3 numarali denemede 215.77 U/mL lase aktivitesi saptanmig
ve optimum karisim inhibitor fermentasyonu olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.37. Inhibitorlerin karisim  olarak fermentasyon ortamma eklenerek
gerceklestirilen diger denemelere ait sonuglar
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4.7.1. Optimize inhibitor karisimi ile gerceklestirilen fermentasyon

Bu fermentasyon denemesi optimize inhibitdr karisim fermentasyonu olarak
belirlenmistir. Sekil 4.40’taki grafikler ve Cizelge 4.21°deki sonuglar incelendiginde
optimize inhibitér fermentasyonu (3 numarali deneme) disindaki diger denemelerde
enzim aktivitesi olduk¢a diisiik bulunmustur. Optimize karisim fermentasyonundaki
inhibitdr konsantrasyonlar1 incelendiginde, tiim inhibitorlerin belirtilen minimum
degerlerde eklendigi (3.0 g/L HMF, 0.1 g/L furfural, 0.1 g/L fenol, 2.5 g/L asetik asit,
3.0 g/L formik asit) fermentasyon oldugu goriilmektedir. Bu denemeye ait analiz
sonuglart Sekil 4.37°de verilmistir. Bu sonuglara gére maksimum iniilinaz aktivitesi
215.77 U/mL, maksimum invertaz-tip aktivite 139.46 U/mL olarak hesaplanmistir.
Toplam seker tiiketimi 79.18 g/LL olarak bulunmustur. En yiiksek iniilinaz aktivitesine
(215.77 U/mL) fermentasyonun 10.glinlinde ulagilmistir ve fermentasyon 15.glinde
bitirilmistir. Invertaz-tip aktivitenin toplam indirgen seker miktarindaki degisime gore
durumu incelendiginde seker tiiketimi artttkca enzim {retiminin de arttif1
goriilmektedir. En yiiksek invertaz-tip aktiviteye (139.46 U/mL) fermentasyonun
11.giiniinde ulagilmistir. 11.glinden sonra invertaz-tip aktivitesinde diisiis oldugu
goriilmektedir. Son giin 6rnegindeki seker miktar1 8.76 g/L. olarak hesaplanmistir.
Toplam kuru biyokiitle miktar1 3.63 g/L olarak kaydedilmistir. Besiyeri ortaminin son
pH’1 olgiildiigiinde pH’1in 5.0’dan 3.32’ye diistiigii goriilmektedir. Mikroorganizma
ortamda 3.0 g/L HMF, 0.1 g/L furfural, 0.1 g/L fenol, 2.5 g/L asetik asit, 3.0 g/L formik
asidin bulunmasina ragmen etkilenmemis ve enzim lretimini sorunsuz bir sekilde
gerceklestirmistir.

Diger karisim denemelerinde yalnizca bir inhibitoriin bile belirlenen maksimum
konsantrasyonda bulunmasi durumunda mikroorganizmanin etkilenerek inhibe oldugu
goriilmiistiir. Bu dogrultuda Aspergillus niger A42 ile iniilinaz fermentasyonunun
gerceklestirilebildigi tek fermentasyon 3 numarali deneme (3.0 g/l HMF, 0.1 g/L
furfural, 0.1 g/L fenol, 2.5 g/L asetik asit, 3.0 g/L formik asit) olarak belirlenmistir ve
optimum karigim besiyeri olarak tanimlanmigtir.
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Sekil 4.38. Optimize inhibitor karisimi1 denemesine ait analiz sonuglari

97



BULGULAR VE TARTISMA H.N. GURLER

ANOVA (varyans analizi) ile degiskenlerin pozitif veya negatif etkileri
belirlenmistir. Modelde kullanilan degiskenler HMF, furfural, fenol, asetik asit ve
formik asittir. Bu degiskenler {izerindeki istatistiksel etkiler incelenmistir. Sonuglar
arasindaki istatistiksel fark Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile saptanmustir.

Iniilinaz icin belirlenen 5 farkli faktdr icin seviye ortalamalari arasindaki farklari
incelemek i¢in ana etkiler grafigi kullanilmistir. Sekil 4.39°da iniilinaz i¢in inhibitor
etkilerinin grafigi veri ortalamalar1 verilmistir. Bu grafik incelendiginde her bir inhibitor
bilesik icin artan konsantrasyonlarda ortalamanin diistiigli gortilmektedir.
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Sekil 4.39. Iniilinaz i¢in inhibitor etkilerinin grafigi veri ortalamalari

Pareto grafigi bilesenlerin ortam tizerindeki etkilerinin 6nemini gostermek igin
kullanililir. Grafik iizerindeki referans ¢izgisini gecen ¢ubuklar istatiksel yonden 6nem
tagiyor olarak nitelendirilir. Sekil 4.40°ta formik asit, HMF, asetik asit, fenol ve
furfuralin referans ¢izgisini gectigi goriilmektedir. Bu durumda bu inhibitdrler mevcut
olan model kosullarinda 0.05 6nem seviyesinde istatistiksel olarak anlamlidir. Tiim
inhibitor bilesenler fermentasyon ortaminmi etkiledigi sOylenebilmektedir. 3 numarali
deneme disindaki tiim denemelerde enzim aktivitesi ¢ok diisikk oldugundan tiim
degiskenlerin negatif etki gosterdigi belirlenmistir.

Formik Asit—

Asetik Asit—

HMF—

Fenol—

Furfural—

0,0 0.5 1,0 1.5 2,0 2,5

Sekil 4.40. Standartlastirilmig etkilerin Pareto grafigi. a=0.05
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Cizele 4.19°da iniilinaz i¢in inhibitor bilesiklerin tahmini etkileri ve katsayilari
verilmis olup incelendiginde P(Olasilik) degerlerinin tiim parametreler (HMF, Furfural,
Fenol, Asetik Asit ve Formik Asit) i¢in 0.05’ten kii¢iik oldugu yani istatistiksel agidan
anlamli oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.19. Iniilinaz i¢in inhibitdr bilesiklerin tahmini etkileri ve katsayilari

Terim Etki Katsay1 SH katsay1 T P

Sabit 36.13 10.56 3.42 0.005
HMF -50.88 -25.44 10.56 -2.41 0.033
Furfural -49.96 -24.98 10.56 -2.37 0.036
Fenol -50.45 -25.22 10.56 -2.39 0.034
Asetik Asit -51.40 -25.70 10.56 -2.43 0.032
Formik Asit -53.30 -26.65 10.56 -2.52 0.027

Inhibitor bilesiklerin karistirilarak besiyeri ortamina katilmasiyla gerceklestirilen
fermentasyonlarin iniilinaz enzimi iiretim sonuglariin regresyon katsayilar1 ve varyans
analizi Cizelge 4.20’de verilmistir. Varyans analizi sonuglar1 incelendiginde model
istatistiksel olarak O6nemlidir (P<0.05). Uyum eksikligine bakildiginda istatistiksel
olarak 6nemli ¢iktig1 goriilmektedir (P<0.05).

Cizelge 4.20. Inhibitor bilesiklerin katilmasiyla belirlenen model denklemindeki {iretim
oraninin varyans analizi

Terim SD Diiz. KT Diiz. KO F P
Ana etki 5 52448.4 10489.7 5.88 0.006
Artik hata 12 21405.9 1783.8

Uyum Eksikligi 2 21345.6 10672.8 0.000
Saf hata 10 60.3 6.0

Toplam hata 18

SD: Serbestlik derecesi, Diiz. KT: Diizeltilmis karaler toplami, Diiz. KO: Diizeltilmis kareler ortalamasi

Inhibitér bilesikler Plackett-Burman Dizayn dogrultusunda besiyerlerine
eklenmis ve tekerriirli olmak iizere 11 fermentasyon gergeklestirilmistir. Bu
fermentasyonlardan 5, 8 ve 9 numarali deneme Plackett-Burman tarafindan verilen orta
noktalardir. 11 fermentasyonun sonunda yalnizca 3 numarali denemeye (3.0 g/ HMF,
0.1 g/L furfural, 0.1 g/L fenol, 2.5 g/L asetik asit ve 3.0 g/L formik asit) ait olan
fermentasyonda enzim aktivitesi alinmistir. Bu fermentasyon optimize inhibitor karigimi
olarak belirlenmistir. 215.77 U/mL iniilinaz ve 139.46 U/mL invertaz-tip enzim
aktivitesi alinan optimize inhibitér karigimina ait fermentasyon denemesi disinda
gergeklestirilen  fermentasyonlarda enzim  aktivitesi olduk¢a distktiir. Tim
fermentasyon denemelerine ait enzim aktivitesi sonuglart ve I/S orani Cizelge 4.21°de
verilmistir. Sonuglara gére I/S oraninin 1072’ den biiyiik olmasindan dolay1 fermentasyon
ortamindaki enzimin iniilinaz aktivitesi dogasinda oldugu anlasilmaktadir (Das vd.
2019).
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Cizelge 4.21. Karisim denemelerinin iniilinaz, invertaz-tip aktivite sonuglar1 ve I/S
oranlari

Deneme numarasi lase Sase I/S
1 10.964 5.701 1.923
2 10.476 5.067 2.067
3 215.770 139.460 1.547
4 11.646 9.015 1.292
5 10.623 5.628 1.887
6 8.722 4.702 1.855
7 10.184 3.947 2.580
8 7.942 4.190 1.895
9 9.112 6.334 1.438
10 9.940 5.652 1.759
11 9.745 5.457 1.786
Kontrol fermentasyonuna ait veriler ile optimize inhibitér karigimi

fermentaysonuna ait veriler istatistiksel olarak analiz edilmis olup kinetik parametreler
Cizelge 4.22°de verilmistir. /ase aktivitesi kontrol fermentasyonunda 202.95 U/mL iken
optimize inhibitor karisimina ait denemede 215.77 U/mL olarak bulunmus olup degerler
arasinda istatistiksel olarak farklilik tespit edilmemistir (P>0.05). Sase aktivitesi kontrol
ve optimize inhibitor karisimina ait denemede sirasiyla 156.91 U/mL ve 139.46 U/mL
olarak hesaplanmis ve aralarinda istatistiksel yonden oOnemli bir farklilik tespit
edilmemistir (P>0.05). QS degeri kontrol fermentasyonunda 13.39 g/L/giin, optimize
inhibitoér karisimina ait denemede 11.60 g/L/giin olarak hesaplanmistir. Bu degerler
arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (P>0.05). Quse, optimize
inhibitér karistmi fermentasyon denemesinde 77.44 olarak hesaplanirken kontrol
fermentasyonunda 34.82 U/mL/glin olarak hesaplanmis olup degerler arasinda
istatistiksel acidan onemli bir farklilik tespit edilmistir. Diger parametrelere ait tiim
sonuglar hesaplanmis olup Cizelge 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.22. Placket Burman denemesinde verilen 3.fermentasyona ait kinetik degerler

Kinetik Parametreler Optimize inhibitor karisimi | Kontrol fermentasyonu
fermentasyonu
QS, g/L/giin 13.39°+1.26 11.60°+2.22
QJase, U/ml/giin 77.44°£6.32 34.82+1.92
Qsase, U/ml/giin 46.01%+£7.13 30.37%+3.55
Seker tiiketimi (AS), g/L 75.20°+3.77 84.83%+0.68
Enzim iiretimi (Jase), U/ml 215.77+0.96 202.95%+9.48
Enzim tiretimi (Sase), U/ml 139.46*£10.85 156.91°+10.53
Seker tiiketim orani, % 63.14%+4.16 98.90?+0.06
Toplam kuru biyokiitle (g/L) 3.63°+0.06 5.53%+0.03
Nihai pH 3.32% +0.04 3.02°+0.03

Istatistiksel olarak analiz aym1 siitunlar aras1 yapilmistir. Ayni siitunlarda farkli harfleri tastyan degerler
arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05).
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4.8. Goriintii Analizleri

Kontrol fermentasyonu ve inhibitdrlerin ayr1 ayri fermentasyon ortamina
eklenmesiyle gergeklestirilen fermentasyonlarda kiif misellerinin gelismeye basladigi
ilk giin ve fermentasyonun son giinii 6rnekler alinmis olup mikroskop yardimiyla
(Zeiss, Stemi 2000-c, Almanya) goriintii analizi gerceklestirilmistir. Bu analiz ile
kiiflerin besiyeri ortamindaki inhibitér konsantrasyonuna gore nasil bir gelisim
gosterdigi incelenmistir (Sekil 4.41).

200 pm

Sekil 4.41. Kontrol fermentasyonuna ait kiif gelisimini gézlemlendigi ilk ve son giine
ait gortintiiler

Kiif olusumunun fermentasyonun ilk giinlerinde kiirecik seklinde oldugu
goriiliirken son gilinlerde ¢ekilen goriintiilere bakildiginda hiflerin fermentasyon sivisina
dagildigr agik bir sekilde goriilmektedir.

Sekil 4.42. HMF nin inhibitor olarak besiyerine katildig1 fermenastonlara ait goriintiiler
ilk ve son goriintiiler (a): 1 g/L, (b): 2 g/L.
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Sekil 4.43. HMF nin inhibit6r olarak besiyerine katildig1 fermenastonlara ait goriintiiler
ilk ve son goriintiiler (¢) 3 g/L, (d) 4 g/L, (e) 5 g/L ve (f) 6 g/L
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HMF nin inhibitor olarak fermentasyon sivisina eklendigi fermentasyonlara ait
kiif olusumunu gdsteren goriintiiler Sekil 4.42 ve Sekil 4.43’te verilmistir. a, b, ¢, d ve e
goriintiilerine bakildiginda baglangicta kiif olusumunu gorebilirken son oOrneklerde
kiiflerin hiflerinden ayrilip siviya dagilmis oldugu goriilmektedir. Sekil 4.42 goriintiisii
incelendiginede kiiflerin ilk olusum gosterdigi giine gore fermentasyonun son giiniinde
aliman goriintiiye kiiflerin ¢aplarinin daha biiylik oldugu goriilmektedir. HMF ile
gerceklestirilen diger fermentasyonlarin  goriintii  analizi sonuglarinin  aksine
gorilintiisiinde fermentasyonun son giiniinde hiflerin fermentasyon sivisinda daha az
dagildigi ve kiiflerin diger fermentasyonlara goére biitiin halde kaldigi agikca
goriilmektedir. HMF ile gergeklestirilen tiim fermentasyonlarin ilk kiif olusumlar
incelendiginde kontrol fermentasoynuna gore nispeten daha kiicliik olduklar
goriilmektedir. Enzim analizi sonuglarina gore fermentasyon oraminda kiif misellerinin
stviya dagilmasi durumunda aktivitenin arttigr gozlemlenmistir. Bu nedenle kiiflerin
hiflerinin fermentasyon ortamina dagilmasi olumlu yonde yorumlanmustir.

N, TN

200 pm
L ——

4 2 200 um 200 pm
— 4 . —

Sekil 4.44. Furfuralin inhibitdr olarak besiyerine katildig1 fermentasyonlara ait kiiflerin
gelisiminin gézlemlendigi ilk ve son goriintiiler (a) 0.1 g/L ve (b) 0.5 g/L

Furfuralin inhibitér olarak fermentasyon sivisina eklenmesiyle gerceklestirilen
fermentasyonlara ait kiif olusumunun ilk goriintiisii ve fermentasyonun son giiniinde
alian 6rneklerde kiif olusumunun son gotiintiisii Sekil 4.44°te verilmistir. 0.5 g/L’den
sonra artan konsantrasyonlarda yapilan diger denemelere ait goriintiiler kiif olusumu
gerceklesmedigi igin verilmemistir. Ilk gelisimin gdzlemlendigi 6rneklerde alinan
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goriintiilerde kiifler belirginken fermentasyonun son giiniinde alinan 6rneklerde alinan
goriintiilerde hiflerin fermentasyon sivisinda dagildig goriilmektedir.

Sekil 4.45. Fenoliin inhibitor olarak besiyerine katildigi fermentasyonlara ait kiiflerin
gelisiminin gézlemlendigi ilk ve son goriintiiler (a) 0.1 g/L, (b) 0.5 g/L, (¢) 0.75 g/L ve
(d) 1.0 g/L
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Fenoliin inhibitdr olarak fermentasyon ortamina eklendigi denemelerde kiif
olusumuna ait goriintiiler Sekil 4.45°te verilmistir. Goriintiiler incelendiginde 0.1 g/L ve
0.5 g/L fenolin eklenmesiyle gerceklestirilen fermentasyonlara ait alinan ilk
goriintiilerde kiif boyutlar1 daha biiylik oldugu goriiliirken artan konsantrasyonlarda
kiigiildiigii goriilmektedir. Fermentasyonun son giiniine ait goriintiiler incelendiginde
0.1 g/L fenol ile gergeklestirilen fermentasyonda hiflerin daha ¢ok dagildigi
goriilmektedir. 1.0 g/L fenol ile gergeklestirilen fermentasyona ait alinan son goriintiiye
bakildiginda ilk kiif olusumuna gore kiiflerin boyutlariin biiyilidiigii fakat hiflerin
fermentasyon ortamina diger fenol denemelerine gore dagilmadigr goriilmektedir.

Sekil 4.46. Asetik asitin inhibitor olarak besiyerine katildig1 fermentasyonlara ait
kiiflerin gelisiminin gézlemlendigi ilk ve son goriintiiler (a) 2.5 g/L ve (b) 5.0 g/L

Asetik asitin inhibitor olarak fermentasyon sivisina eklenmesiyle gergeklestirilen
fermentasyonlarda kiif olusumuna ait ilk ve son goriintiiler Sekil 4.46’da verilmistir. 5.0
g/L’den sonra denenen asetik asit konsantrasyonlartyla  gerceklestirilen
fermentasyonlarda mikroorganizma inhibe oldugu icin herhangi bir kif gelisimi
gbzlenmemistir ve goriintii analizi yapilamamistir. 2.5 g/L ve 5.0 g/L asetik asit ile
gergeklestirilen fermentasyonlarda kiiflerin ortamda ilk olusumdan itibaren pargalanip
besiyeri sivisina dagildig: goriilmektedir.
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200 pm

Sekil 4.47. Formik asidin inhibitor olarak besiyerine katildigi fermentasyonlara ait
kiiflerin gelisiminin gdzlemlendigi ilk ve son goriintiiler (a)1.0 g/L, (b)1.5 g/L, (¢) 2.0
g/L,(d)2.5g/L
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Sekil 4.48. Formik asidin inhibitdr olarak besiyerine katildig1 fermentasyonlara ait
kiiflerin gelisminin gézlemlendigi ilk ve son gorintiiler (e) 3.0 g/L (f) 4.0 g/L (g) 5.0
g/Lve (h) 7.0 g/L
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Formik asidin inhibitdr olarak besiyerine eklenmesiyle gercgeklestirilen
fermentasyonlarda ilk kiif olusumunun oldugu giin alinan 6rneklere ve fermentasyonun
son giinli alinan Orneklere goriintii analizi yapilmis olup Sekil 4.47 ve Sekil 4.48°de
goriintiiler verilmistir. 1.0 g/l ve 1.5 g/L konsantrasyonlarla yapilan denemelerde ilk
kiif olusumlarinda hifler az miktarda ayrilmis olsa da diger artan konsantraysonlarda
gerceklestirilen fermentasyonlarin kiif goriintiilerine kiyasla nispeten daha net bir
sekilde goriilmektedir. Fermentasyonun son giiniinde alman oOrneklere uygulanan
goriintii analizlerindeki kiif goriintiileri tiim konsantrasyonlar i¢in neredeyse ayni olup
goriintiiye tamamen hifsi yapinin hakim oldugu gortilmektedir.

Sekil 4.49. Optimize inhibitér karisimi fermentasyonuna (3.0 g/l HMF, 0.1 g/L
furfural, 0.1 g/L fenol, 2.5 g/L asetik asit ve 3.0 g/L formik asit) ait kiiflerin gelisiminin
gozlemlendigi ilk ve son goriintiiler

3.0 g/L HMF, 0.1 g/L furfural, 0.1 g/L fenol, 2.5 g/L asetik asit ve 3.0 g/L
formik asit ile gergeklestirilen karisim denemesinde kiif olusumunun goriildigi ilk
glinde kontrol fermentasyonuna benzer bir dairemsi yapida oldugu goriilmektedir.
Fermentasyonun son giinlinde hiflerin ayrilip fermentasyon sivisina dagildigi net bir
sekilde Sekil 4.49°da goriilmektedir. Bu goriintiiler Sekil 4.36’da verilen kiif goriintiileri
ile hemen hemen benzer bir yap1 géstermistir.

4.9. Bugday Kepegi, Cavdar Kepegi, Yulaf Kavuzu ve Arpa Kavuzu
Hidrolizatlar1 Kullanilarak Gerceklestirilen Fermentasyonlar

Lignoseliilozik biyokiitlenin fermentasyon ortaminda karbon kaynagi olarak
kullanilabilmesi igin lignin, hemiseliiloz ve seliillozun parcalanmasi gerekmektedir. Bu
sebeple lignoseliilozik maddeler cesitli on islemlere tabii tutulmaktadir. On islemler
sonucunda ortamda fermentasyonu etkileyen inhibitdr bilesikler olugmaktadir.
Calismanin buraya kadarki kisminda ilk olarak inhibitorler besiyeri ortamina tek tek
eklenerek fermentasyonlar gerceklestirilmigtir. Daha sonra bu inhibitorler karigim
seklide minimum ve maksimum konsantrasyonlarda Plackett-Burman Dizayn ile
olusturulmus deneme desenine gore fermentasyonlar gergeklestirilmistir. Karigim
denemeleri suni bir hidrolizat ortami olarak diisiiniilmiis ve inhibitorlerin karisim
halinde bulunmast durumunda fermentasyon {iizerindeki etkilerinin nasil oldugu
arastirilmistir. Calismanin bu kisminda ise AK, YK, BK ve CK hidroliz edilmis ve
gercek bir hidrolizatta Aspergillus niger A42 (ATCC® 204407) ile iniilinaz
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fermentasyonlar1 gerceklestirilmistir. Hidroliz ile inhibitor bilesiklerin aciga ¢iktigi
diistiniilerek hidrolizatlardan 6rnekler alinmis ve miktarlar1 belirlenmistir. Bu asamada
daha Onceden gergeklestirilen ayr1 ayri1 inhibitér fermentasyonlar1 ve karigim
fermentasyonlar1 karsilastirilmistir.

Cizelge 4.23. Hidrolizatlarda tespit edilen HMF, asetik asit, furfural, formik asit ve
fenol miktarlari

Hidrolizat AA HMF Furfural FA Fenol
(g/L) (g/L (g/L)

Arpa Kavuzu 0.975 0.717 - - -

Bugday Kepegi 0.677 1.104 0.113 - -

Cavdar Kepegi 0.762 0.469 - - -

Yulaf Kavuzu 4.174 0.398 - - -

AA: Asetik asit, FA: Formik asit, -: Tespit edilmemistir.

Kullanilan hidrolizatlardaki HMF, asetik asit, furfural konsantrasyonlart HPLC
ile belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.23’te gosterilmistir. Asetik asit miktar1 yulaf
kavuzunda 4.0 g/L’nin istiinde iken diger hidrolizatlarda 1.0 g/L’nin altinda tespit
edilmistir. HMF miktar1 en yiiksek 1.1 g/L olarak bugday kepegi hidrolizatinda
bulunmus olup arpa kavuzu 0.7 g/L olarak takip etmektedir. Furfural miktar1 sadece
bugday kepegi hidrolizatinda 0.1 g/L olarak bulunmustur. FA ve Fenol ise hidrolizat
ortaminda tespit edilmemistir.

Laboratuvarda bulunan lignoseliilozik biyokiitleler (AK, BK, CK, YK) %]1’lik
siilfiirik asit ¢ozeltisi ile %12.5 kati/sivi oraninda otoklavda hidroliz edilmistir.
Lignoseliilozik biyokiitle filtre kagidiyla siiziilerek elde edilen sivi fermentasyon sivisi
olarak kullanilmistir. Ortama %1 maya ekstrakti ilavesi ve %3 inokiilasyon ile
fermentasyonlar ger¢eklestirilmisir. Siiziintiilerden 6rnekler alinip HPLC ile organik asit
profili ve fenolik igerigi belirlenmistir. Gergeklestirilen fermentasyonlara ait bir
fotograf Sekil 4.50°de verilmistir.

Sekil 4.50. Lignoseliilozik hidrolizatlarin fermentasyonundan bir fotograf
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4.9.1. Bugday kepegi hidrolizati ile gerceklestirilen fermentasyon

Bugday kepegi hidrolizatina %1 maya ektrakti eklenerek, %3 inokiilasyon
oraninda ve 150 mL hacimde gerceklestirilen fermentasyona ait sonuglar Sekil 4.51°de
verilmistir. Maksimum iniilinaz aktivitesi 244.13 U/mL olarak analiz edilirken
maksimum invertaz aktivitesi 407.49 U/mL olarak hesaplanmistir. Maksimum intilinaz
ve invertaz enzim aktivitesi fermentasyonun 8.giinii elde edilmistir. Fermentasyonun
baslangicinda ortamdaki seker miktar1 60.07 g/L iken son giinlinde 44.77 g/L’ye
diismistiir. Bu degerler dogrultusunda seker tiiketim miktar1 15.3 g/L olarak
hesaplanmustir.
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Sekil 4.51. Bugday kepegi hidrolizatinda gercgeklestirilen fermentasyona ait sonuglar
4.9.2. Cavdar kepegi hidrolizati ile gerceklestirilen fermentasyon

Cavdar kepegi hidrolizatina %1 maya ekstrakti eklenerek, %3 inokiilasyon
oraninda ve 150 mL hacimde gerceklestirilen fermentasyona ait sonuglar Sekil 4.52°de
verilmistir. Maksimum iniilinaz ve invertaz-tip aktivitesinin sirasiyla 254.61 U/mL ve
176.52 U/mL oldugu goriilmektedir. En yiiksek iniilinaz aktivitesine fermentasyonun
8.glintide ulasildig1 goriilmektedir. En yiiksek invertaz-tip aktiviteye ise fermentasyonun
6.glinlinde ulagilmistir. Seker analizi sonuglari incelendiginde Baslangigta ortamdaki
seker miktarmin 59.67 g/L oldugu ve fermentasyonun son giiniinde seker miktarinin
33.97 g/L’ye diistiigii goriilmektedir. Bu sonuglara gore seker tiiketimi 25.70 g/L olarak
hesaplanmustir.
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Sekil 4.52. Cavdar kepegi hidrolizatinda gerceklestirilen fermentasyona ait sonuglar
4.9.3. Yulaf kavuzu hidrolizati ile gerceklestirilen fermentasyon

Yulaf kavuzu hidrolizatina %1 maya ekstrakti eklenerek, %3 inokiilasyon
oraninda ve 150 mL hacimde gergeklestirilen fermentasyona ait sonuglar Sekil 4.53te
verilmistir. En yliksek iniilinaz aktivitesi 42.03 U/mL olarak hesaplanirken en ytiksek
invertaz-tip aktivite 29.97 U/mL olarak hesaplanmistir. Fermentasyonda maksimum
iniilinaz aktivitesine 3.giin ulasildigi goriilmektedir. Invertaz-tip aktivitesinin
maksimuma ulastig1 giin 4.giin olarak belirlenmistir. 5.glinde enzim aktivitesinde
onemli bir disiis oldugu goriilmektedir. Baslangic seker miktar1 68.09 g/L
fermentasyonun son giinii ise 58.44 g/L olarak hesaplanmistir. Seker tiiketim miktari
9.65 g/L olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.53. Yulaf kavuzu hidrolizatinda gerceklestirilen fermentasyona ait sonuglar
4.9.4. Arpa kavuzu hidrolizati ile gerc¢eklestirilen fermentasyon

Arpa kavuzu hidrolizatina %1 maya ekstrakti eklenerek, %3 inokiilasyon
oraninda ve 150 mL hacimde gerceklestirilen fermentasyona ait sonuglar Sekil 4.54’te
verilmistir. En yiiksek iniilinaz aktivitesi 204.29 U/mL iken en yiiksek invertaz-tip
aktivitenin 244.86 U/mL oldugu goriilmektedir. En yiiksek iniilinaz aktivitesine
fermentasyonun 8.giiniinde ulasildig1 gériilmektedir Invertaz-tip aktivitenin maksimum
oldugu zamanin fermentasyonun 8.giinii oldugu goriilmektedir. 8.giinden sonra enzim
iiretiminde diisiis oldugu goriilmektedir. Fermentasyonun baglangicinda ortamdaki seker
miktar1 65.33 g/l iken fermentasyonun son giinii seker miktar1 34.57 g/L. olarak
hesaplanmistir. Verilen bu sonuglar dogrultusunda seker tiiketimi 29.18 g/L olarak
bulunmustur.
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Sekil 4.54. Arpa kavuzu hidrolizatinda gergeklestirilen fermentasyona ait sonuglar

4.9.5. Arpa kabuzu, yulaf kavuzu, cavdar kepegi ve bugday kepegi hidrolizatlar
gerc¢eklestirilen fermentasyonlara ait kinetik parametrelerin degerlendirilmesi

Siilfiirik asit ile 6n islem gdérmiis lignoseliillozik maddeler otoklavda hidroliz
edilmistir. Hidrolizatlar1 fermentasyon sivisi olarak kullanilmis olup ayri ayr iniilinaz
fermentasyonlar1 gerceklestirilmigstir. Detoksifiye edilmemis AK, BK, CK ve YK
hidrolizatlariyla yapilmis fermentasyonlara ait kinetik degerler ise Cizelge 4.25°te
verilmistir.

Cizelge 4.24. AK, YK, CK ve BK hidrolizatiyla gergeklestirilen fermentasyonlara ait
I/S degerleri

Hidrolizat IHUII(IE/Z rr?llf;wlte Invertzzzzg f;mwte U
AK 204.29 244.86 0.83
BK 244.13 407.49 0.60
CK 254.6 176.52 1.44
YK 42.03 29.97 1.40

AK: Arpa kavuzu, BK: Bugday kepegi, CK: Cavdar kepegi, YK: Yulaf kavuzu

Cizelge 4.24°te hidrolizatlarda gergeklestirilen fermentasyonlara ait I/S oranlar
verilmistir. Sonuglara gore I/S oraninin 102’ den biiyiik olmasindan dolay1 fermentasyon
ortamindaki enzimin iniilinaz aktivitesi dogasinda oldugu anlagilmaktadir (Das vd.
2019).
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En yiiksek lase aktivitesi CK ile gerceklestirilen fermentasyondan elde edilmis
olup 254.60 U/mL’dir. CK hidrolizati ile gerceklestirilen fermentasyonu takiben en
yiksek [Jase aktivitesi BK, AK ve YK hidrolizatlarinda gergeklestirilen
fermentasyonlarda tespit edilmistir. BK, AK ve YK i¢in en yiiksek /ase tiretimi sirasiyla
244.13, 204.29 ve 42.03 U/mL oldugu goriilmiistir. BK ve CK fermentasyonlarindan
elde edilen en yiiksek lase aktiviteleri arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir fark tespit
edilmemigtir (P>0.05). Sonuclara gore lase liretimi i¢in en uygun hidrolizat CK olarak
belirlenmistir.

En yiiksek Sase tiretimi BK fermentasyonundan elde edilmis olup bunu AK, CK
ve YK takip etmistir. Sase aktiviteleri en yiiksekten en diisige dogru sirastyla 407.49,
244.86, 176.52 ve 29.97 U/mL olarak bulunmustur. Sase iiretimi i¢in tiim degerler
arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilmistir (P<0.05).

Maksimum tliketim hiz1 en yiiksek en diisiige dogru YK, CK, BK ve AK’den
elde edilmis olup degerler sirasiyla 6.23, 4.33, 3.66, 3.48 g/L/giin olarak bulunmustur.
Bu degerler arasinda istatistiksel olarak farklilik tespit edilmemistir (P>0.05). Qjase 1S €n
yuksekten en disiige BK (58.35 U/mL/giin), AK (36.0 U/mL/giin), CK (32.26
U/mL/giin) ve YK (21.01 U/mL/giin)’den elde edilmis olup degerler arasinda
istatistiksel bir farklilik gorilmemistir (P>0.05). Qsase miktart en yiiksek BK’de
goriilmiis olup 91.0 U/mL/giin olarak hesaplanmistir. BK’yi takiben CK, AK ve YK’de
Qsase sirasiyla 48.50, 21.40 ve 9.48 U/mL/giin olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.55. Detoksifiye edilmemis hidrolizatlar ile yapilan fermentasyonlarin iniilinaz
ve invertaz-tip aktivite karsilastirmasi

Toplam kuru biyokiitle miktar1 en yiiksek 6.39 g/L olarak BK hidrolizat: ile
gerceklestirilen fermentasyondan elde edilirken en diisiikk YK (1.01 g/L) hidrolizat1 ile
gerceklestirilen fermentasyondan elde edilmistir. BK ve YK arasinda toplam kuru
biyokiitle acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (P<0.05).
CK ve BK fermentasyonlarinda toplam kuru biyokiitle miktar1 5.55 g/LL ve 5.24 g/L
olarak bulunmus olup aralarinda istatistiksel olarak 6enmli bir fark goriilmemistir
(P>0.05). Hidrolizat fermentasyonlarina ait kinetik degerler Cizelge 4.25’te verilmistir.
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Cizelge 4.25. Detoksifiye edilmemis AK, BK, CK ve YK hidrolizatlariyla yapilmis fermentasyonlara ait kinetik degerler

Hidrolizat STO Toplam Nihai pH

Iase Sase AS QS Qrase Qsase (%) Kuru

(U/mL) (U/mL) (g/L) (g/L/giin) (U/mL/giin)  (U/mL/giin) Biyokiitle

(g/L)
AK 204.29+8.53 244.86+9.30 30.76:+0.88  3.48+0.10 36.00%°+0.75 21.4043.20  45.97°+0.90 5.24*+0.18 3.71°+0.01
BK 244.13*+10.34  407.49*£18.35 17.41°42.08 3.66+0.34  58.35%1.04 91.00°£0.31  28.02°+3.11 6.39+0.85 3.81°+0.01
CK 254.60°+£9.13 176.52°423.52  25.70°£2.00 4.33+2.13  31.26*£18.11 48.50°£9.38  41.11*£3.41 5.55+0.29 3.56'+0.15
YK 42.03°:6.98 29.979+3.62 9.65°£2.34 6.23°+0.08  21.01°+£3.49 9.48°+0.37 14.17°43.09 1.01°+0.04 4.69%+0.00

Aym siitunlarda farkl1 harfleri tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05). Iase: Iniilinaz aktivitesi, Sase: Invertaz-tip aktivite, AS: Seker
tiketimi, QS: Seker tiketim hizi, Que: Maksimum iniilinaz {retim hizi, Qgue: Maksimum invertaz iiretim hizi, STO: Seker tiiketim orani.






SONUCLAR H.N. GURLER

5. SONUCLAR

HMF, furfural, fenol, asetik asit ve formik asidin inhibitér madde olarak saf
karbon kaynagiyla hazirlanan besiyeri ortamina eklenmesiyle Aspergillus niger A42
(ATCC® 204407) tarafindan iniilinaz enzimi iiretimi {izerindeki etkileri arastirilmustir.
Her bir inhibitdér madde icin belirlenen konsantrasyonlarda fermentasyonlar tekerriirli
olacak sekilde gerceklestirilmistir. Fermentasyonlarda kullanilan inhibitor bilesiklerin
mikroorganizmayi tetikleyen veya inhibe eden konsantrasyonlari belirlenmistir. Tez
calismast kapsaminda segilen inhibitorlerin karigim olarak fermentasyon sivisiyla
eklenmesiyle de fermentasyonlar gergeklestirilmistir. Karisim fermentasyonlari ile suni
bir hidrolizat ortami olusturulmus olup inhibitorlerin birarada bulunmasinin sinerjik
etkisi arastirilmistir. Inhibitdrlerin  mikroorganizmay1 inhibe etmeye basladig
konsantrasyon minimum tamamen inhibe ettigi ilk konsantrasyon maksimum olarak
secilerek Minitab yaziliminda Plackett-Burman Dizayn ile tekerriir ve orta noktalar ile
toplam 22 fermentasyon olan bir deneme deseni elde edilmistir. Gergeklestirilen tim
fermentasyonlarda giinliilk 6rnekler alinmis olup fermentasyon sivisinda Aspergillus
niger A42 (ATCC® 204407)’nin ilk geliminin gdzlemlendigi ve fermentasyonun son
glinline ait orneklere goriintii analizi uygulanmistir. Bu analiz sayesinde inhibitor
bilesiklerin hiicre gelisimi {izerindeki etkileri gdzlemlenmistir. Kontrol fermentasyonu,
HMEF, furfural, fenol, asetik asit ve formik asit fermentasyonlarinda en yiiksek lase elde
edilen konsantrasyonlardaki elde edilen deneysel verilerin lase, Sase ve toplam indirgen
seker miktarina 10 farkli model uygulanmistir. Matematiksel modellemesi yapilan
herbir fermentasyon icin en iyi model secilmistir. Bu fermentasyonlar disinda tez oneri
formunda yer almayan ¢alisma sirasinda sonradan gergeklestirilen AK, CK, BK ve YK
gibi lignoseliilozik materyallerle de Aspergillus niger A42 (ATCC® 204407) ile lase
fermentasyonu gergeklestirilmistir. Lignoseliilozik materyaller siilfiirik asit muamelesi
ile otoklavda hidroliz edilmis ve hidrolizatlar fermentasyon sivisi olarak kullanilmistir.
Hidrolizatlarda HPLC ile organik asit profili ve fenol igerigi belirlenmistir. Belirlenen
icerik ile tez calismasinda kullanilan inhibitdér konsantrasyonlar1 karsilagtirilmistir.
Farkli lignoseliilozik maddeler ile ger¢eklestirilen bu fermentasyonlardan /ase i¢in en
1yi karbon kaynagi1 secilmistir.

HMF inhibitor olarak 1.0 g/L, 2.0 g/L, 3.0 g/L, 4.0 g/L, 5.0 g/L ve 6.0 g/L
konsantrasyonlarinda fermentasyon sivisina eklenerek fermentasyonlar
gergeklestirilmistir. En yiliksek Jase aktivitesi 1.0 g/L. konsantrasyonda HMF ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyondan elde edilmistir ve kontrol fermentasyonu ile arasinda
istatistiksel olarak Oonemli seviyede bir fark tespit edilmistir (P<0.05). 1.0 g/L HMF
ilavesiyle gergeklestirilen fermentasyona ait /ase degeri 268.74 U/mL iken kontrol
fermentasyonuna ait lase degeri 202.95 U/mL olarak bulunmustur. HMF ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyonlarda inhibisyonun 4.0 g/L’den sonra basladig:
goriilmiistir. 4.0 g/ HMF ilavesiyle gergeklestirilen fermentasyonda /lase aktivitesi
99.99 U/mL iken, 5.0 g/L ve 6.0 g/ HMF ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonlarda
sirastyla 80.69 U/mL ve 62.76 U/mL olarak bulunmustur. HMF’nin inhibitér olarak
besiyerine eklenmesiyle gerceklestirilen tiim fermentasyon sonuglari goz Oniine
alindiginda /ase aktivitenin 60 U/mL’ nin altina diismedigi ortaya konmustur. Bu durum
6.0 g/L HMF’nin tek basina hidrolizatta bulunmas1 durumunda dahi Aspergillus niger
A42 ile iniilinaz fermentasyonunun gergeklestirilebilecegini ortaya koymustur.
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Furfural inhibitor olarak 0.1 g/L, 0.5 g/L, 1.0 g/L, 1.5 g/L ve 2.0 g/L
konsantrasyonlarinda fermentasyon s1visina eklenerek fermentasyonlar
gerceklestirilmistir. En yiiksek Jase aktivitesi 0.1 g/L konsantrasyonda furfural
eklenmesiyle  gerceklestirilen  fermentasyondan  elde  edilmistir. ~ Kontrol
fermentasyonunda /lase aktivitesi 202.95 U/mL iken 0.1 g/L furfural ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyonda Jase aktivitesi 197.35 U/mL elde edilmis olup
aralarinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilmemistir (P>0.05). 0.5 g/L
furfural ile gergeklestirlien fermentasyonda 160.80 U/mL Jase {iretimi olmustur.
Furfuralin fermentasyonu tamamen inhibe ettigi konsantrasyon 1.0 g/L olarak
belirlenmistir. 1.0 g/L furfural ilavesi ile gereklestirilen fermentasyonda lase liretimi
5.14 U/mL olarak bulunmustur. 1.5 g/L ve 2.0 g/l konsantrasyonlardaki
fermentasyonlarda da  mikroorganizma inhibe olmus ve enzim iretimi
gerceklesmemistir.

Fenol 0.1 g/L, 0.5 g/L, 0.75 g/L, 1.0 g/L ve 5.0 g/L konsantrasyonlarda inhibitor
madde olarak fermentasyon sivisina eklenerek iniilinaz iiretimi gerceklestirilmistir. En
yiiksek lase aktivitesi 0.1 g/ konsantrasyonda fenol ilavesiyle gergeklestirilen
fermentasyondan elde edilmistir. Kontrol fermentasyonunda /lase aktivitesi 202.95
U/mL iken 0.1 g/L fenol ilavesiyle gergeklestirilen fermentasyonda 117.39 U/mL lase
aktivitesi alinmistir. Kontrol fermentasyonu ile 0.1 g/L fenol fermentasyonunda iniilinaz
iiretimi i¢in istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik oldugu tespit edilmistir (P<0.05). 0.5
g/L, 0.75 g/L, 1.0 g/L ve 5.0 g/L fenol ilavesiyle ger¢eklestirilen fermentasyonlarda lase
aktivitesi sirastyla 63.35 U/mL, 54.82 U/mL, 56.47 U/mL ve 12.57 U/mL olarak
bulunmustur. Fenol ilaveli fermentasyonlarda inhibisyonun bagladigi konsantrasyonun
0.5 g/L oldugu tespit edilmistir. Inhibisyon baslamis olmasina ragmen 0.5 g/L, 0.75 g/L
ve 1.0 g/L fenol konsantrasyonlarindaki fermentasyonlarda /ase aktivitenin yaklasik 55
U/mL’nin altina diismedigi tespit edilmistir. Bu tez c¢alismasi i¢in denenen fenol
konsantrasyonlar1 arasinda mikroorganizmanin tamamen inhibe oldugu konsantrasyon
5.0 g/L olarak tespit edilmistir.

Asetik asit inhibitor olarak 2.5 g/L, 5.0 g/L, 7.5 g/L, 10.0 g/L ve 12.5 g/L
konsantrasyonlarinda  fermentasyon sivisina ilave edilerek  fermentasyonlar
gerceklestirilmistir. 2.5 g/ ve 5.0 g/l konsantrasyonda asetik asit ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyonlarda lase aktivitesi sirasiyla 340.32 U/mL ve 336.96
U/mL olarak bulunmustur. Kontrol fermentasyonunda /lase aktivitesi 202.95 U/mL
olarak bulunmustur. Bu durumda asetik asit ilavesinin 5.0 g/L konsantrasyona kadar
tetikleyici bir etki gosterdigi tespit edilmistir. Asetik asit ilavesiyle gerceklestirilen
fermentasyonlarda 7.5 g/L’den itibaren mikroorganizma tamamen inhibe olmus ve
higbir enzim aktivitesi géstermemistir. Kontrol fermentasyonu ve asetik asit ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyonlar arasinda istatistiksel agidan Onemli bir fark tespit
edilmistir (P<0.05).

Formik asit inhibitor olarak 1.0 g/L, 1.5 g/L, 2.0 g/L, 2.5 g/L, 3.0 g/L, 4.0 g/L,
5.0 g/L ve 7.0 g/L konsantrasyonlarda fermentasyon sivisina eklenerek fermentasyonlar
gerceklestirilmistir. Formik asit i¢in gergeklestirilen denemelerde konsantrasyon arttikca
lase aktivitesinin de arttig1 gozlemlenmistir. En yiliksek /lase aktivitesi 7.0 g/L
konsantraysonda eklenen formik asitle gergeklestirilen fermentasyondan elde edilmistir.
Kontrol fermentasyonunda lase aktivitesi 202.95 U/mL iken 7.0 g/L formik ilavesiyle
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gerceklestirilen fermentasyonda lase aktivitesi 312.69 U/mL olarak bulunmus olup
aralarinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik tespit edilmistir (P<0.05). Formik asit
fermentasyonlarinda en diisiik /ase aktivitesinin, en diisiik konsantrasyon denemesi olan
1.0 g/L (139.75 U/mL) ve 1.5 g/L (136.83 U/mL) formik asit ilavesi ile gerceklestirilen
fermentasyonlardan elde edildigi tespit edilmistir.

HMF, furfural, fenol, asetik asit ve formik asitin Plackett-Burman tarafindan
verilen deneme denesininden gerceklestirilen karisim fermentasyonlarindan sadece 3
numarali denemeye (3.0 g/ HMF, 0.1 g/L furfural, 0.1 g/L fenol, 2.5 g/L asetik asit ve
3.0 g/L formik asit) ait olan fermentasyonda lase aktivitesi alinmis olup bu deger
215.77 U/mL’dir. Bu deneme optimize inhibitdér karisimi olarak tanimlanmistir.
Optimize inhibitér karistimina ait deneme tiim  inhibitérlerin  minimum
konsantrasyonlarindan olugmaktadir. Yalnizca bir inhibitoriin dahi segilen maksimum
konsantrasyonda olmas1 sinerjist etki olusturmus ve mikroorganizmay1 inhibe etmistir.
Bu sebeple iniilinaz aktivitesi sadece optimize inhibitdr karigimina ait fermentasyon
denemesinden elde edilmistir. Optimize inhibitér karigimina ait deneme ile kontrol
ferementasyonu arasinda istatistiksel olarak Onemli bir farklilik tespit edilmemistir
(P>0.05).

AK, YK, CK ve BK’nin seyriltik asit hidrolizi ile ger¢ek bir hidrolizat ortami
olusturularak Aspergillus niger A42 (ATCC® 204407) ile iniilinaz fermentasyonlar
gergeklestirilmistir. /ase aktiviteleri sirasiyla 204.29 U/mL, 42.03 U/mL, 254.60 U/mL
ve 204.29 U/mL olarak elde edilmistir.

Lignoseliilozik biyokiitleler yenilenebilir, bol ve ucuz karbon kaynagi olduklar
icin ¢esitli katmadegeri yiiksek tiriinlerin fermentasyon ile tiretiminde kullanilmaktadir.
Fermente edilebilir sekerlerin ortaya ¢ikmasi i¢in kimyasal ve fizikokimyasal olarak sert
kosullarda hidroliz islemleri uygulanmakta ve inhibitorler olusmaktadir. Bunlar iiriin
olusumunu engelleyici bir dizi etki gostermektedir. Bu inhibitorler arasinda furan
tirevleri (furfural ve HMF), zayif organik asitler (formik asit, asetik asit ve levulinik
asit), ve fenolik bilesikler (vanilin, ferulik asit, 4-hidroksibenzaldehit ve sirinaldehit)
bulunur. Literatiirde c¢esitli mikroorganizmalarla lignozeliilozik materyallerden
fermentasyon ile farkli son triinler olusturmak {izere gerceklestirilen bircok c¢alisma
bulunmaktadir (Alriksson vd. 2009; de Souza Abud vd. 2017; Hasunuma ve Kondo
2012; Li vd. 2017; Lin vd. 2015; Ling vd. 2014; Lyra Colombi vd. 2018; Zhang vd.
2016a; Zou vd. 2017).

Genel olarak 1.0 g/L ve iizerindeki furfural konsantrasyonlarinin
mikroorganizmayi inhibe ettigi goriilmiistiir (Alriksson vd. 2009; Li vd. 2017; Lin vd.
2015; Zhang vd. 2016a). Bu tez ¢alismas1 kapsaminda da 1.0 g/L ve {izerindeki furfural
konsantrasyonlarinda Aspergillus niger A42°nin inhibe olarak iniilinaz enzimi
gerceklestirilemedigi ortaya konmustur.

HMF nin yaklasik 2.0 g/L ve iistiinde oldugu (Alriksson vd. 2009; Lin vd. 2015;
Zou vd. 2017) hatta 3.5 g/L’nin istiinde oldugu konsantrasyonlarda inhibe edici
ozellikte oldugu bildirilmistir (Li vd. 2017). Yapilan tez ¢aligmasi kapsaminda ise 1.0
g/l konsantrasyonda iniilinaz enzim aktivitesinde bir artis gozlemlenirken 4 g/L
konsantrasyonda inhibe olmaya basladig1 fakat enzim iiretiminin hala oldugu ortaya
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konmustur. Tez ¢aligmasi kapsaminda en yliksek HMF konsantrasyonu 6.0 g/L olarak
denenmis olup bu konsantrasyonda dahi 62.76 U/mL lase aktivitesi elde edilmistir.

Fenol ile gerceklestirilen bir ¢alismada 0.94 g/L. konsantrasyonda bulunmasi
durumunda inhibe etkinin gézlemlendigi bildirilirken (Li vd. 2017) gerc¢eklestirilen bu
tez calismasinda 0.1 g/L lizerindeki fenol konsantrasyonunda bile fermentasyonun
inhibe olmaya basladig1 belirlenmistir. Aspergillus niger A42 ile iniilinaz enzimi
iretimi gerceklestirilen bu tez projesinde 5.0 g/L konsantrasyonda fenol ilavesinin
mikroorganizmay1 tamamen inhibe ettigi sonucuna ulagilmistir.

5.0 g/ ve ilizeri konsantrasyonda asetik asidin fermentasyon ortaminda
bulunmas ile inhibisyonun gerceklestigi gézlemlenirken (Zhang vd. 2016a) bir diger
caligmada yaklasik 1.5 g/L konsantrasyondaki asetik asidin inhibe edici etkisinin oldugu
bildirilirken (de Souza Abud vd. 2017) bu tez kapsaminda fermentasyon sivisina 5.0 g/L
konsantrasyonda asetik asit ilavesi ile Aspergillus niger A42 tarafindan yliksek miktarda
iniilinaz enzim tiretimi gerceklestigi ortaya konmustur.

Fermentasyon ortaminda formik asit konsantrasyonunun artmasi ile (iiriin
olusumunda da artis gozlemlenen bir ¢alismada 4.0 g/L’nin istiindeki konsantrasyonda
inhibisyon etkisinin basladig1 ortaya konmustur (Zhang vd. 2016a). Bu tez calismasi
kapsaminda ise formik asit ilavesinin 1.0 g/L ile 3.0 g/L arasinda denenen
konsantrasyonlarda az miktarda inhibisyona sebep oldugu gézlemlenmistir. Ancak artan
konsantrasyonlar ile gergeklestirilen denemelerde (4.0 g/L ile 7.0 g/L aras1) bu durumun
artan enzim aktivitesine doniistiigii ortaya konmustur. Yani fermentasyon sivisinda 7.0
g/l formik asidin bulunmasi mikroorganizmanin inhibisyonuna sebep olmadigi
belirlenmis ve detoksifikasyon prosesinin bu konsantrasyonlarda gerekli olmadigi
ortaya konmustur.

Literatiirdeki calismalar incelendiginde Aspergillus niger A42 (ATCC® 204407)
ile iniilinaz fermentasyonu iizerinde inhibitdr tolerans etkinin incelendigi herhangi bir
caligmaya rastlanmamistir. Tez bu yOniiyle 6zgiinliik tasimakta ve literatiirdeki agigi
kapatmaya yonelik 6nemli sonuglar ortaya koymaktadir. Gergeklestirilen ¢alismada
HMF, furfural, fenol, asetik asit ve formik asit varliginda fermentasyonun nasil
etkilendigi ve enzim iiretiminin ne derece gerceklestigine dair sonuglara ulasilmistir.
Inhibitdr ilavesiyle gerceklestirilen ve en yiiksek iniilinaz enzim aktivitesi alman
fermentasyonlara 10 farkli matematiksel model uygulanmis olup karsilastirilarak en iyi
modeller secilmistir. Calisma bu yoniiyle de o&zgiinliik tasimaktadir. Inhibitor
bilesiklerin birarada bulunmasiyla da iniilinaz fermentasyonu gergeklestirilmis olup
inhibitdrlerin sinerjist etkileri incelenmistir. Literatiirde inhibitorlerin karisim olarak
fermentasyon sivisina  eklenmesiyle Aspergillus  niger tarafindan iniilinaz
fermentasyonuna dair herhangi bir bildiri olmamasindan dolay1 da ¢alisma 6zgiinliik
tasimaktadir. Tiim fermentasyon gergeklestirilmis olup, calismanin esas amaci olan
Aspergillus niger A42 (ATCC® 204447)’nin iniilinaz enzimi iiretiminde; HMF, furfural,
fenol, asetik asit ve formik aside karsi tolerans araliklar1 belirlenmistir.

Gergeklestirilen fermentasyonlarda en yiiksek lase aktiviteleri asetik asit igin

340.32 g/L (2.5 g/L AA ilavesi), formik asit i¢in 312.69 U/mL (7 g/L FA ilavesi), HMF
icin 268.74 U/mL (1 g/ HMF ilavesi), Furfural i¢in 197.35 U/mL (0.1 g/L furfural

120



SONUCLAR H.N. GURLER

ilavesi), fenol i¢in ise 117.39 U/mL (0.1 g/L fenol ilavesi) olarak bulunmustur. Ayrica
optimize edilmis karisim fermentasyonunda (3 g/L HMF, 0.1 g/L furfural, 0.5 g/L fenol,
2.5 g/L asetik asit ve 3.0 g/L formik asit) 215. 77 U/mL lase aktivitesi bulunmustur. Bu
konsantrasyonlardaki inhibitdrlerin karisim halinde fermentasyon sivisinda bulunmasi
durumunda Aspergillus niger A42 (ATCC® 204407) tarafindan iniilinaz enzimi
iiretiminin detoksifikasyon islemine gerek kalmadan gerceklestirilebilecegi ortaya
konmustur. Hidrolizatlar (¢avdar kepegi, bugday kepegi ve arpa kavuzu) ile yapilan
iniilinaz fermentasyonlarinda ise lase aktivitesi sirasiyla 254.60 U/mL, 244.13 U/mL ve
204. 29 U/mL olarak bulunmustur. Cavdar kepegi hidrolizatinda 0.7 g/L. AA, 0.5 g/L
HMF; bugday kepegi hidrolizatinda 0.7 g/L AA, 1.1 g/L HMF ve 0.1 g/L furfural; arpa
kavuzu hidrolizatinda ise 0.1 g/ AA ve 0.7 g/L HMF oldugu HPLC ile tespit
edilmistir. Bu hidrolizatlarin igerdikleri inhibitor bilesenleri Aspergillus niger A42
(ATCC® 204447)’nin tolere edebildigi ve detoksikasyon islemine ihtiya¢ duyulmadan
dogrudan fermentasyon sivisi olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Inhibitér  bilesiklerin ayrn ayr1  besiyerine ilavesiyle gerceklestirilen
fermentasyonlarda mikroorganizmanin pozitif yonde etkilendigi fermentasyonlar da
belirlenmistir. Bu inhibitér konsantrasyonlart HMF icin 1 g/L (268.73 U/mL), asetik
asit i¢in 2.5 ve 5 g/L (340.32 ve 336.96 U/mL), formik asit i¢in ise 4, 5 ve 7 g/L
(274.05, 282.94 ve 312.69 U/mL) olarak tespit edilmistir.

Aspergillus niger A42 (ATCC® 20447) ile iniilinaz enzimi iiretiminde
lignoseliilozik hidrolizatlarin kullanilmasiyla birgok calisma gerceklestirilmekte ve
gelecekte de farkli materyallerle gergeklesecegi diistiniilmektedir. Mikroorganizmanin
muhtemel inhibitor bilesiklere karsi tolerans araliklarinin bilinmesi detoksifikasyon
prosesinin gerekliligine karar verme asamasinda onem tagimaktadir. Tez kapsaminda
Aspergillus niger A42 (ATCC® 204407)’nin inhibitdr bilesiklere karsi tolerans
araliginin belirlenmis olmas1 bu tez ¢aligmasinin daha sonra calisilacak bir¢ok arastirma
i¢cin 6nemli bir ¢ikt1 olacagi diisiintilmektedir.
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7. EKLER

EK-1. Seker analizinde kullanilan standart sakaroz kurvesi
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EK-2. Enzim analizinde kullanilan standart fruktoz kurvesi
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EK-3. Kontrol fermentasyonuna ait deneysel iniilinaz aktivitesinin modeller ile
hesaplanan iniilinaz aktivitesi verileri ile karsilastirilmasi
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EK-4. Kontrol fermentasyonuna ait deneysel invertaz aktivitesinin modeller ile
hesaplanan invertaz aktivitesi verileri ile karsilastirilmasi
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EK-5. Kontrol fermentasyonuna ait deneysel toplam indirgen seker miktar1 degisiminin
model verileri ile karsilagtirilmasi
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EK-6. Kontrol fermentasyonuna ait deneysel lase aktivite degerlerinin matematiksel
modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel lase aktivite verileri

Parametre Deger Siire (giin) Iase(U/mL)

Ap (U/mL) 0.00 0 0.00
Am (U/mL) 202.95 1 11.30
0 (U/mL/giin) 29.99 2 22.00
Z (giin) 1.37 3 56.82
Vi 0.999 5 126.45
V2 91 6 134.05
V3 2.36 7 146.57
V4 2 8 163.80
p 306 9 202.95
ho (U/mL) 41.03 10 198.81
d 3.01 11 191.9896
T 4.28
ki 0.175
k2 0.231
ks 0.322
k4 1
ol 3
02 2.79

2.718
a 4
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EK-7. Kontrol fermentasyonuna ait deneysel Sase aktivite degerlerinin matematiksel
modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel Sase aktivite verileri

Parametre Deger Siire (giin) Sase(U/mL)

Ap (U/mL) 0.00 0 0.00
Am (U/mL) 156.90 1 2.24
0 (U/mL/giin) 30.37 2 18.13
2 (giin) 1.44 3 42.59
Vi 0.966 4 84.06
V2 46 5 105.55
V3 2.63 7 118.90
V4 2 9 130.83
B 71 10 156.90
ho (U/mL) 43.72
d 2.7
T, 3.86
ki 0.213
k> 0.247
ks 0.35
k4 1
ol 3
02 2.7

2.718
a 4
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EK-8. Kontrol fermentasyonuna ait deneysel toplam indirgen seker miktar1 degisiminin
matematiksel modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel toplam
indirgen seker miktar1 verileri

Toplam indirgen

Parametre Deger Siire (giin) seker miktari (g/L)

Ao (/L) 24.62 0 83.75
A /L) 83.75 I 79.7
0 (g/L/giin) 11.60 2 69.26
7 (giin) 0.69 3 56.59
Ny 0.01 4 53.62
o 21.4 5 50.08
N 27 6 40.25
5 ) 7 28.80
p 9.3 8 24.62
ho (/L) 8.01
p 2.19
T 5.83
Ky 0.18
k> 0.281
ks 0.39
ky 1
o1 3
52 2.4

2.718

4
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EK-9. 1.0 g/L HMF’nin inhibitor olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle ger¢eklestirilen
fermentasyonun deneysel iniilinaz aktivitesinin modeller ile hesaplanan iniilinaz
aktivitesi verileri ile kargilastirilmasi
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EK-10. 1.0 g/L HMF’nin inhibitér olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gerceklestirilen fermentasyonun deneysel invertaz aktivitesinin modeller ile hesaplanan
invertaz aktivitesi verileri ile karsilastirilmasi
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EK-11. 1.0 g/L HMF’nin inhibitér olarak besiyeri

ortammna eklenmesiyle

gergeklestirilen fermentasyonda deneysel toplam indirgen seker miktar1 degisimi

verileri ile model verilerinin karsilagtirilmasi
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EK-12. 1.0 g/L HMF’nin inhibitér olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gerceklestirilen fermentasyonun deneysel /lase aktivite degerlerinin matematiksel
modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel lase aktivite verileri

Parametre Deger Siire (giin) lase(U/mL)

Ay (U/mL) 0.00 0 0.00
Am (U/mL) 268.74 1 4.63
0 (U/mL/giin) 23.31 2 31.77
A (giin) 0.80 3 45.68
v 0.98 5 99.77
V2 96 6 102.62
V3 3.36 7 129.28
V4 2 8 139.36
B 311 9 164.90
ho (U/mL) 18.64 10 182.97
d 3.05 11 230.4853
TL 7.50 12 241.6929
ki 0.116 13 268.7374
k2 0.15
ks 0.25
kq 1
ol 3
02 2.59

2.718

4
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EK-13. 1.0 g/L HMF’nin inhibitér olarak besiyeri ortamimna eklenmesiyle
gergeklestirilen fermentasyonun deneysel Sase aktivite degerlerinin matematiksel
modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel Sase aktivite verileri

Parametre Deger Siire (giin) Sase(U/mL)

Ay (U/mL) 0.00 0 0.00
Am (U/mL) 156.86 1 8.43
0 (U/mL/giin) 24.20 3 52.77
2 (giin) 0.69 4 82.06
Vi 0.977 7 127.74
V2 46 8 137.61
V3 2.46 11 156.86
V4 2 12 156.17
p 97
hy (U/mL) 16.79
d 2.6
T, 3.88
ki 0.225
k2 0.27
ks 0.34
k4 1
ol 3
02 2.4

2.718

4

143



EKLER H.N. GURLER

EK-14. 1.0 g/l HMF’nin inhibitér olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gerceklestirilen fermentasyona ait deneysel toplam indirgen seker miktar1 degisiminin
matematiksel modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel toplam
indirgen seker miktar1 verileri

Toplam indirgen

Parametre Deger Siire (giin) Seker miktari
(g/L)

Ao (g/L) 1.90 0 81.73
Am (g/L)) 81.73 2 79.66
Q (g/L/giin) 8.32 3 72.75
4 (giin) 2.16 4 63.20
v 0.01 5 51.82
V2 16.5 6 43.53
V3 2.5 7 41.02
V4 2 9 22.34
p -0.001 10 15.20
ho (g/L) 17.97 11 7.73
d 3.1 12 1.901973
Tv 7.02 13 0.942231
ki 0.143 14 0.784662
k> 0.164
ks 0.221
k4 1
ol 3
02 3.2

2.718
a 4
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EK-15. 0.1 g/L furfuralin inhibitér olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gergeklestirilen fermentasyonun deneysel iniilinaz aktivitesinin modeller ile hesaplanan
iniilinaz aktivitesi verileri ile karsilagtirilmasi
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EK-16. 0.1 g/L furfuralin inhibitér olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gerceklestirilen fermentasyonun deneysel invertaz aktivitesinin modeller ile hesaplanan
invertaz aktivitesi verileri ile karsilastirilmasi
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EK-17. 0.1 g/L furfuralin inhibitér olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gergeklestirilen fermentasyonda deneysel toplam indirgen seker miktar1 degisimi
verileri ile model verilerinin karsilagtirilmasi
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EK-18. 0.1 g/L furfuralin inhibitér olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gerceklestirilen fermentasyonun deneysel /lase aktivite degerlerinin matematiksel
modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel lase aktivite verileri

Parametre Deger Siire (giin) lase(U/mL)

Ay (U/mL) 0.00 0 0.00
Am (U/mL) 197.35 1 441
0 (U/mL/giin) 34.71 2 7.75
2 (giin) 3.08 3 29.82
Vi 0.999 4 49.34
V2 80 5 80.84
V3 22 8 187.26
V4 2 9 197.35
p 196
ho (U/mL) 106.99
d 6
T, 5.34
ki 0.174
k2 0.199
ks 0.7
kq
ol 3
02 5.6

2.718

4
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EK-19. 0.1 g/L furfuralin inhibitér olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gergeklestirilen fermentasyonun deneysel Sase aktivite degerlerinin matematiksel
modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel Sase aktivite verileri

Parametre Deger Siire (giin) Sase(U/mL)

Ap (U/mL) 0.00 0 0.00
Am (U/mL) 190.55 1 0.00
0 (U/mL/giin) 47.57 2 1.34
2 (giin) 4.18 3 18.86
Vi 0.9999 4 22.71
V2 64 5 44.10
V3 30 6 85.08
V4 2 7 121.43
B 1.9 8 190.55
ho (U/mL) 198.95 9 168.60
d 6.7
TL 6.28
ki 0.147
k2 0.16
ks 0.63
k4 1
ol 3
02 6.4

2.718

4
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EK-20. 0.1 g/L furfuralin inhibitor

olarak besiyeri

ortamina eklenmesiyle

gerceklestirilen fermentasyona ait deneysel toplam indirgen seker miktar1 degisiminin
matematiksel modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel toplam

indirgen seker miktar1 verileri

Toplam indirgen

Parametre Deger Siire (giin) Seker tiiketimi
(g/L)

Ay (g/L) 10.22 0 90.98
Am (g/L) 90.98 2 83.99
O (g/L/giin) 12.56 3 77.17
4 (giin) 1.88 5 50.81
v 0.5 6 39.81
V2 19 7 38.10
V3 8 30.29
V4 2 9 22.63
p -5 10 13.88
ho (g/L) 23.55 11 10.22
d 2
Tv 6.73
ki 0.156
k> 0.196
ks 0.3
k4 1
ol 3
02 3.1

2.718
a 4
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EK-21. 0.1 g/L fenoliin inhibitor olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle gergeklestirilen

fermentasyonun deneysel iniilinaz
aktivitesi verileri ile kargilastirilmasi

aktivitesinin modeller ile hesaplanan iniilinaz
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EK-22. 0.1 g/L fenoliin inhibitdr olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle gergeklestirilen

fermentasyonun deneysel invertaz

aktivitesi verileri ile karsilastirilmast
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EK-23. 0.1 g/L fenoliin inhibitor olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle gergeklestirilen
fermentasyonda deneysel toplam indirgen seker miktar1 degisimi verileri ile model
verilerinin karsilastirilmasi
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EK-24. 0.1 g/L fenoliin inhibitdr olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle gergeklestirilen
fermentasyonun deneysel lase aktivite degerlerinin matematiksel modellemesinde
kullanilan model parametreleri ve deneysel lase aktivite verileri

Parametre Deger Siire (giin) lase(U/mL)

Ay (U/mL) 0.00 0 0.00
Am (U/mL) 117.39 1 3.80
0 (U/mL/giin) 30.10 2 15.69
2 (giin) 1.45 3 48.22
Vi 0.99 4 75.89
V2 75 5 85.27
V3 3.4 6 117.39
V4 2
p 243
ho (U/mL) 43.71
d 3.6
TL 3.38
ki 0.248
k> 0.3
ks 0.51
kq 1
ol 3
02 3.5

2.718

4
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EK-25. 0.1 g/L fenoliin inhibitor olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle gergeklestirilen
fermentasyonun deneysel Sase aktivite degerlerinin matematiksel modellemesinde
kullanilan model parametreleri ve deneysel Sase aktivite verileri

Parametre Deger Siire (giin) Sase(U/mL)

Ay (U/mL) 0.00 0 0.00
Am (U/mL) 71.48 1 2.34
0 (U/mL/giin) 16.71 2 9.60
2 (giin) 1.88 3 17.23
Vi 0.999 4 41.03
V2 54 5 45.34
V3 2.22 6 71.48
V4 2
p 145
ho (U/mL) 31.42
d 2.6
T, 3.78
ki 0.224
k2 0.263
ks 0.36
k4 1
ol 3
02 3.8

2.718

4
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EK-26. 0.1 g/L fenoliin inhibitdr olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle gergeklestirilen
fermentasyona ait deneysel toplam indirgen seker miktar1 degisiminin matematiksel
modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel toplam indirgen seker

miktar1 verileri

Toplam indirgen

Parametre Deger Siire (giin) Seker tiiketimi
(g/L)

Ao (g/L) 15.86 0 83.99
Am (g/L) 83.99 1 81.64
Q (g/L/giin) 8.32 2 78.83
4 (giin) 2.16 3 71.67
v 2 4 62.67
V2 14.3 5 55.11
V3 2.6 8 27.03
V4 2 9 23.14
p -0.0001 10 15.86
ho (g/L) 17.97
d 3.6
Tv 7.08
ki 0.165
k> 0.2
ks 0.295
k4 1
ol 3
02 3.2

2.718
a 4
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EK-27. 2.5 g/L asetik asitin inhibitdr olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gergeklestirilen fermentasyonun deneysel iniilinaz aktivitesinin modeller ile hesaplanan

iniilinaz aktivitesi verileri ile karsilastirilmasi
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EK-28. 2.5 g/L asetik asitin inhibitdr olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gerceklestirilen fermentasyonun deneysel invertaz aktivitesinin modeller ile hesaplanan
invertaz aktivitesi verileri ile karsilastirilmasi
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EK-29. 2.5 g/L asetik asitin inhibitdr olarak
gergeklestirilen fermentasyonda deneysel toplam
verileri ile model verilerinin karsilagtirilmasi

100 100

=1 [ E

= 80 = 80
2T 60 = 60
= O Y
§5 4 g2 0
& 20 = 20
5 =

= 0 0
= ] 2 4 6 8 10

Sare (gin)

B  Deneysel g WIGH

100 _ 100
B [ g
2 80 2 80
El 60 = 60
BE® a0 B a0
E 20 = 20
= &
= o o
) o 2 4 & 8 10
Siire {ziin)
m  Deneyzel e—ge=IiRM
100 100
= [ =
- 80 & 2 80
£ E
= _ 60 A . G0
B &=
S 40 H ™ 40
= i =
El 20 o 20
o 2 4 & 8 10 o
Siire {ziin)
B Denesyzel =g eibull
100 100
= 80 = 20
'% a0 é 60
22 w0 ks 22 0
E 20 . 20
= -
LR 0 0
; o 2 4 & 8 10
Siire {ziin)
m  Deneyzel  e—ge—Asimetrik
100 100

seker miklan

=

(gL}

o 2 4 ] 8 ]
Stire {ziin)

B  Deneysel =—g==Huang

159

besiyeri ortamima eklenmesiyle
indirgen seker miktar1 degisimi
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EK-30. 2.5 g/L asetik asitin inhibitdr olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gerceklestirilen fermentasyonun deneysel /lase aktivite degerlerinin matematiksel

modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel lase aktivite verileri

Parametre Deger Siire (giin) lase (U/mL)

Ay (U/mL) 0.00 0 0.00
Am (U/mL) 340.32 1 10.70
0 (U/mL/giin) 77.44 2 55.75
2 (giin) 1.31 3 126.99
v 0.98 4 210.63
V2 99 7 340.32
V3 7.18 8 332.86
V4 2 9 337.93
B 223 10 317.95
ho (U/mL) 101.21
d 3.71
T 3.52
ki 0.25
k2 0.294
ks 0.7
kq 1
ol 3
02 3.7

2.718

4
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EK-31. 2.5 g/L asetik asitin inhibitdr olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gergeklestirilen fermentasyonun deneysel Sase aktivite degerlerinin matematiksel
modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel Sase aktivite verileri

Parametre Deger Siire (giin) Sase (U/mL)

Ay (U/mL) 0.00 0 0.00
Am (U/mL) 546.25 1 3.85
0 (U/mL/giin) 72.27 2 58.86
2 (giin) 1.03 3 146.97
Vi 0.9898 4 215.38
V2 185 5 267.37
V3 34 6 322.34
V4 2 7 360.40
B 676 9 518.72
ho (U/mL) 74.41 10 546.25
d 2.9
T, 5.10
ki 0.167
k2 0.219
ks 0.35
k4 1
ol 3
02 2.1

2.718

4
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EK-32. 2.5 g/L asetik asitin inhibitdr olarak besiyeri ortamina eklenmesiyle
gerceklestirilen fermentasyona ait deneysel toplam indirgen seker miktar1 degisiminin
matematiksel modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel toplam
indirgen seker miktar1 verileri

Toplam indirgen

Parametre Deger Siire (giin) Seker miktari
(g/L)

Ay (g/L) 10.22 0 88.23
Am (g/L) 88.23 1 86.45
O (g/L/giin) 14.44 2 78.31
4 (giin) 1.96 3 72.76
v 0.099 4 59.75
V2 20 5 43.88
V3 3.7 6 36.60
V4 2 8 23.57
p -0.001 9 16.94
ho (g/L) 28.32 10 10.22
d 2.2
Tv 4.99
ki 0.18
k2 0.215
ks 0.38
k4 1
ol 3
02 3.2

2.718
a 4
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EK-33. 7.0 g/L formik asitin inhibitdr olarak besiyeri ortamima eklenmesiyle
gergeklestirilen fermentasyonun deneysel iniilinaz aktivitesinin modeller ile hesaplanan
iniilinaz aktivitesi verileri ile karsilagtirilmasi
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EK-34. 7.0 g/L formik asitin inhibitdr olarak besiyeri ortamimna eklenmesiyle
gerceklestirilen fermentasyonun deneysel invertaz aktivitesinin modeller ile hesaplanan
invertaz aktivitesi verileri ile karsilastirilmasi

=]
=]

L
=]

[ P ]
(=}
(=]

Invertaz-tip aktivite
{Uhml)

Stire (ziin)

m  Denevsel  ege= MGH

g
i
=

L
=4

o 2 4 6 3
Sire {giin)

B Deneyse]l =—ge=DARDI

=]
=]

L
=]

Ed b L
(=4
(=]

o 2 4 '] 8
Siire (zin)

Deneyzel =g eibull

o 2 4 '] 8 10
Sire {giin)
m  Deneysel g Asimetrik
350
o 300
E 250
= -
o 2 200
5 = 150
2 100 -
'_ 50 =
=
0 =
o 2 4 '] 8 10

164

Inverlaz-tip aktivite

Invertaz-tip akiivite

az-tip aktivite

{Uhml;)

Invertaz-tip akiivite

aktivite

Inwartazti

(Uml)

ml)

B b b
(=1
(=]

=
(=]

bd b
Ly
(=]

L
(=]

L
(=]

LA
=]

LA
=

[ I Ve R VY
=]
=

]

2 4 '] 8 10
Siire (giin)
m  Denevsel emge=lil M
- -
-
2 4 6 8 10

Stire (giin)

—p— 5 tannard

B Deneysel

[
=
[
2 4 & 3 10
Siire (ziin)
B Deneyzel =—ge=Baranyi
- o -
[
2 4 6 8 10

Stire (gin)

m  Deneyzel e—p==Fitzhugh
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EK-35. 7.0 g/L formik asitin inhibitér olarak besiyeri ortamima eklenmesiyle
gergeklestirilen fermentasyonda deneysel toplam indirgen seker miktar1 degisimi
verileri ile model verilerinin karsilagtirilmasi
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EK-36. 7.0 g/L formik asitin inhibitdr olarak besiyeri ortamima eklenmesiyle
gerceklestirilen fermentasyonun deneysel /lase aktivite degerlerinin matematiksel

modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel lase aktivite verileri

Parametre Deger Siire (giin) lase(U/mL)

Ay (U/mL) 0.00 0 0.00
Am (U/mL) 312.69 1 1.66
0 (U/mL/giin) 68.10 2 22.95
2 (giin) 2.40 3 56.52
v 0.999999 4 108.66
V2 106 6 245.98
V3 9 7 312.69
V4 2 8 288.23
p 231
ho (U/mL) 163.46
d 5.39
T 5.30
ki 0.194
k2 0.227
ks 0.59
kq 1
ol 3
02 4.6

2.718

4
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EK-37. 7.0 g/L formik asitin inhibitdr olarak besiyeri ortamima eklenmesiyle
gergeklestirilen fermentasyonun deneysel Sase aktivite degerlerinin matematiksel
modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel Sase aktivite verileri

Parametre Deger Siire (giin) Sase(U/mL)

Ay (U/mL) 0.00 0 0.00
Am (U/mL) 300.19 1 2.68
0 (U/mL/giin) 90.82 2 30.21
2 (giin) 3.59 3 51.65
VI 0.9999 4 84.18
V2 224 5 118.56
V3 5 6 237.02
V4 2 7 300.19
B 804 8 287.74
ho (U/mL) 326.32 10 292.37
d 6.8
T, 5.27
ki 0.182
k2 0.204
ks 0.39
k4 1
ol 3
02 5.7

2.718

4
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EK-38. 7.0 g/L formik asitin inhibitdr olarak besiyeri ortamimna eklenmesiyle
gerceklestirilen fermentasyona ait deneysel toplam indirgen seker miktar1 degisiminin
matematiksel modellemesinde kullanilan model parametreleri ve deneysel toplam
indirgen seker miktar1 verileri

Toplam indirgen

Parametre Deger Siire (giin) Seker miktari
(g/L)

Ao (U/mL) 11.86 0 85.48
Am (U/mL) 85.48 1 80.72
O (g/L/giin) 10.94 2 76.19
4 (giin) 1.07 3 63.19
v 0.098 4 52.99
V2 17 5 43.13
V3 1.9 6 39.22
V4 2 7 30.95
p 5.5 8 24.66
ho (g/L) 11.68 9 17.09
d 2.5 10 11.86
Tv 5.10
ki 0.178
k2 0.227
ks 0.26
k4 1
ol 3
02 2.5

2.718
a 4
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