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OZET

Dolgulu Kolon Biyoreaktdr Sisteminde Glukonik Asit Uretimi
Giilcan SUTSATAN

Yiksek Lisans Tezi

FIRAT UNIVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitiisi

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Eyliil 2020, Sayfa: ix + 76

Bu calismada hammadde kaynag: olarak dnemli bir maliyet unsuru olan glukoz yerine pancardan
seker {iretimi esnasinda olusan yan tiriinlerden melas ve kiispe ile Aspergillus niger kullanilarak Raimbault
kolonda ticari olarak en fazla iiretilen organik asitlerden glukonik asit {iretimi arastirtlmistir. Raimbault
kolonlarinda biyoreaktdr isletme kosullarinin incelenmesi ve bu degiskenlerin glukonik asit iiretimine
etkilerinin gézlenmesi bu ¢alismanin temel amacidir. Glukonik asit tiretimi amaciyla Raimbault kolonda
radyal sicaklik gradyanlarini azaltmak igin 3 cm kolon ¢api segilmistir ve 20 cm yiikseklikte tasarlanmigtir.
Calismada, Raimbault kolon biyoreaktdrde glukonik asit iiretimi iizerine fermantasyon sicakligi, tanecik
boyutu, dolgu miktar1 ve havalandirma hizi olmak {izere 4 isletme parametresinin etkisi Merkezi Kompozit
Tasarim yardimiyla incelenmis ve sonuglar istatistiksel olarak ayni program ile analiz edilmistir. Belirli
zamanlarda alinan Orneklerdeki glukonik asit miktarlar1 yiiksek performansli sivi kromotografisi
kullanilarak tayin edilmistir.

Sonug degiskeni olarak glukonik asit konsantrasyonu ve glukonik asit verimliligi ayr1 ayri
degerlendirilmistir. Glukonik asit konsantrasyonunun cevap degiskeni olarak belirlendigi deney
sonuglartyla istatiksel olarak onerilen uygun matematiksel ifadenin kuadratik formda oldugu goriilmiistiir.
Sonug degiskeni olarak zamanin da etkisinin oldugu verimlilik sonu¢ degiskenine 6nerilen uygun model ise
lineer matematiksel denklem formunda elde edilmistir.

Deneysel sonuclarinin istatiksel analizleri sonucunda reaktdr dolgu miktarindaki artis ve tanecik
boyutundaki azalma, glukonik asit iiretiminde Snemli bir artisa neden oldugu goriilmistiir. Kolon
icerigindeki dolgu miktar1 6nemli bir reaktor isletme parametresidir. Dolgu miktarindaki artis ile glukonik
asit konsantrasyonu ve verim miktart lineer olarak arttigi goriilmiistiir. Raimbault kolon sicakliginin
glukonik asit {iretiminde énemli bir parametre oldugu, en uygun ortam sicakliginin merkez nokta civarinda
(29 °C) oldugu goriilmistiir. En yiiksek glukonik asit konsantrasyonu (40 g/L) hava besleme hizinin ve
dolgu miktarinin ist (0,5 L/sa, 10 g), tanecik boyutun alt (0,6 mm) ve ortam sicakliginin merkez noktasinda
elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Dolgulu kolon, Glukonik asit, Kat1 hal fermantasyon, Aspergillus niger, Raimbault
kolon
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ABSTRACT

Gluconic Acid Production in Packed Bed Bioreactor
Giilcan SUTSATAN

Master's Thesis

FIRAT UNIVERSITY
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Bioengineering

September 2020, Pages: ix + 76

In this study, gluconic acid production with Aspergillus niger was investigated by using molasses
and pulp from the by-products formed during sugar production from beet instead of glucose, which is an
important cost element as a raw material source in the Raimbault columns. The main purpose of this study
is to determine the bioreactor operating conditions in the Raimbault columns and to observe the effects of
these variables on gluconic acid production. Column diameter was chosen 3 cm to reduce radial
temperature gradients in the Raimbault column and it was designed with a height of 20 cm production. In
the study, the effect of operating parameters such as fermentation medium temperature, particle size of
pulp, filling amount in column and aeration rate, on gluconic acid production in the Raimbault column
bioreactor was examined via Central Composite Design and the results were analyzed statistically.
Gluconic acid amounts in samples taken at certain times were determined using high performance liquid
chromatography.

As result variables, gluconic acid concentration and gluconic acid efficiency were analyzed
separately. With the experimental results in which the gluconic acid concentration was selected as the
response variable, it was seen that the appropriate mathematical expression that was statistically suggested
was a model as quadratic form. The appropriate model proposed for the efficiency result variable, which
also has the effect of time as the result variable, was obtained in the form of linear mathematical equations.

An increase in gluconic acid production was observed with the increase in the filling amount and the
decrease in the particle size. The filling amount in the column content is an important reactor operating
parameter. It was observed that gluconic acid concentration and productivity increased linearly with the
increase in filling amount. It has been observed that the bath temperature in which the Raimbault column
system is kept is an important parameter in gluconic acid production, and the optimum ambient temperature
is around the center point (29 °C). The highest gluconic acid concentration (40 g /L) was obtained at the
center point of the air feed rate and filling amount (0.5 L / hr, 10 g), lower particle size (0.6 mm) and
ambient temperature.

Keywords: Packed column, Gluconic acid, Solid state fermentation, Aspergillus niger, Raimbault column
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1. GIiRiS

Glukonik asit (GA), hafif, biyolojik olarak parcalanabilir ve toksik olmayan bir organik
asittir. GA {retimi, fizyolojik ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle gida, kimya ve ila¢ endiistrileri
icin onemlidir. GA basitge oksidasyon yoluyla glikozdan iiretilebilir. Ayrica GA tuzlar1 birgok
endiistriyel uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir (Ergul, 2013).

Kiiresel GA pazarinin bilesik yillik biiylime oran1 (CAGR) 2018-2027 doéneminde % 5,0
civarinda genislemesi beklenmektedir. 2027 yilina kadar 1.0 milyar dolara ulasacagi tahmin
edlimektedir. Artan niifus ile birlikte artan saglik bilinci, gida {rlinlerine olan talebi
arttirmaktadir. Bu da kiiresel GA pazarinin tahmin siiresi boyunca biiyiimesini tesvik etmektedir.
Ornegin, Asya-Pasifik bolgesinin toplam niifusu 2016 yilinda 4741,4 milyon iken, 2017 yilinda
4912,3 milyon olmustur. Dolayisiyla, bolgedeki yiiksek niifusun bolgedeki genel pazarin
biiylimesini tesvik edecektir.

Bir arastirma firmasi olan Orbis Research’{in son verilerine dayanarak GA, yiyecek ve
icecek, ilag, kimyasallar, tarim ve digerleri olarak alt gruplara ayrilmistir. Yiyecek ve igceceklerin
oncii alt segment olmasi1 beklenmektedir. Cesitli gida tezgahlar1 igeren perakende sektoriiniin
geniglemesinin, alt segmentin tahmin doneminde biiylimesinin ana nedeni olacagl
ongoriilmektedir.

Bolgelere gore, kiiresel GA pazar1 Kuzey Amerika, Asya-Pasifik, Latin Amerika, Avrupa,
Orta Dogu ve Afrika'ya boliinmiistiir. Asya-Pasifik'in tahmin siiresi boyunca kiiresel GA pazari
icin en bilylik pazar payina sahip olmasi beklenmektedir. Bunun, ingaatta kullanilan kimyasallarla
ilgili artan tiiketici bilinci sebebiyle oldugu disiiniilmektedir. Gida katki maddelerine yonelik
artan talebin, bolgedeki kiiresel GA pazarimin biyiimesinin bir diger dnemli nedeni olacag:
diisiiniilmektedir. Avrupa bolgesindeki gida ve icecek endiistrisinin giderek genislemesinin,
tahmin siiresi boyunca kiiresel GA pazarinin biiylimesini saglayan ana neden olacagi
ongoriilmektedir (Anonim 1).

Kimyasal, biyokimyasal ve biyoelektrokimyasal yontemler gibi GA iiretmek i¢in gesitli
yontemler vardir. Bununla birlikte, diger yontemlere kiyasla hafif ¢alisma kosullari, diisiik enerji
gereksinimi, az miktarda yan iiriin olugsmasi ve ¢evresel agidan zararsiz atiklar olusturmasi gibi
nedenlerden dolay1 ticari GA iiretiminde fermantasyon yontemi etkin ve baskin yontem olarak
degerlendirilir. Bu nedenle, fermantasyon ile GA firetimi en popiiler yontemdir. Fermantasyon
stirecleri arasinda mantarlarin kullanildig1 yontemde mikroorganizma olarak Aspergillus niger (A.
niger) yaygin olarak kullanilmaktadir (Ergul, 2013).

Kati hal fermantasyonu (KHF), cozlinmeyen kati substratlarin bulundugu ortamda
mikroorganizmalarin dogal ortamlarina benzer bir gelisme ortam sagladigindan bu ¢aligmada

secilmistir. Bu siiregte mikroorganizmalar substrat olarak ucuz atik maddeleri kullanmasi bu



yontemin en biiyiik avantajlarindandir. Ozellikle gida endiistrisinde iiretilen atik maddeler sitrik
asit iiretimi i¢in mikroorganizmalar tarafindan substrat olarak kullanilmaktadir. Bunlar seker
kamis1 ve seker pancart kiispesi; {iziim, elma ve ananas posalari; tapyoka, hindistan cevizi, muz,
portakal ve ceviz kabuklari; peynir alti suyu gibi atiklardir (Hang ve Woodams, 1984; 1998;
Murad vd., 2003; Kumar vd., 2003; Hamdy, 2013; Kareem ve Rahman, 2013). Bu yapilan
caligmada ise icerigi ve mikroorganizma i¢in oldukea elverisli olan seker pancarindan seker eldesi
sirasinda olusan yan {rlinlerden kiispe kat1 destek materyali olarak ve melas ise karbon kaynagi
olarak kullanilmistir.

Bu calismada kullanilan kati hal biyoreaktorleri arasinda bulunan Raimbault kolonlari,
1975-1980 arasinda gelistirilen ve patentli olan bir ekipmandir. Onceden agilanmis ve
termoregiilasyonlu su banyosuna yerlestirilmis ortamla doldurulmus kii¢iik kolonlardan (¢ap 4
cm, uzunluk 20 cm) olusur. 1980'lerde Maurice Raimbault tarafindan kullanilmasindan sonra
"Raimbault kolonlar1" olarak adlandirilmaya baslanmistir. Her bir kolondan suya doymus hava
gecirilir. Bu ekipman bircok arastirmaci tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir. Uretim
ortamini havalandirma imkani ile birlikte her bir kolonu rutin olarak 6rnekleyen otomatik bir
numune alici ile kolonlar1 gaz kromatografisine baglayarak mikroorganizma solunumunu analiz
etme imkanida sunmaktadir. Bu ekipman, tarama ¢aligmalari, ortam kompozisyonunun
optimizasyonu ve lretilen CO,’nin 6l¢iimii i¢in uygundur. Kullanilan az miktarda ortam (birkag
gram) ve cam kolonun geometrisi, reaktorlerdeki sicakligi korumak i¢in uygundur. Bu ekipman,
zorla havalandirma, ucuz, nispeten kolay kullanim gibi avantajlar1 ile arastirma agisindan
elverislidir (Anonim 2).

Kullanilan mikroorganizma A. niger GA iiretimi i¢in gerekli olan glukoz oksidaz (GOD),
katalaz, laktonaz ve mutarotaz gibi enzimleri iiretebildiginden glukonik asit tiretimi i¢in oldukca
yararli bir mikroorganizmadir. Uretilmesi amagclanan (GA) asidin ¢ok genis kullanim alanlar
olmakla birlikte ticari agidan degeri oldukga yiiksektir. Ucuz substratin etkin bir sekilde kullanimi
amaclanan bu c¢alismada elde edilen ¢iktilar sonucunda seker fabrikasi artiklarinin kullanilarak
degerli bir organik asidin iiretim prosesinin seker teknolojisine katkis1 olacag: diigiiniilmektedir.
Fermantasyonla GA iiretiminde oksijen hem hiicre gelisimi hem de GA iretimi icin
kullanilmaktadir. Kat1 substratlarda yiiksek oksijen transferini amaglayan Raimbault kolonlarinin
bu amagla kullanimi bilimsel litaretiire saglayacagi katki agisindan bir ilk olacaktir. Elde edilecek
verilerle Tiirkiye’de iiretimi gergeklesmeyen GA {iretim prosesi i¢in ekonomik bir liretim prosesi
ve bilgi birikimi elde edilecektir.

Bu calismada dolgulu kolon biyoreaktor sisteminde A. niger susu ile GA iiretiminin
incelenmesi amaglanmistir. Kati substrat ve karbonhidrat kaynagi olarak seker pancarindan seker
eldesinde olusan yan irlinlerden melas ve kiispe kullanilmistir ve optimum besiyeri bilesimi

kullanilarak Raimbault kolon reaktorii isletme parametrelerinin GA {iretimine etkisi
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arastirllmistir. Hava besleme hizi, fermantasyon sicakligi, dolgu miktar1 ve partikiill boyutu
bagimsiz degiskenler olarak se¢ilmistir. GA konsantrasyonu (g/L) ve GA verimi (g/Lsa) olmak
tizere iki farklhi cevap degiskeni kullanilmistir. Raimbault kolon 3cm ¢ap ve 20 cm yiikseklik

seklinde tasarlanmustir.



2. GENEL BiLGILER

Bu boliimde ilk olarak glukonik asit hakkinda genel bilgi, kullanim alanlar1 ve {iretim
yontemleri hakkinda bilgi verilecektir. Daha sonra A. niger’a deginilecek ve akabinde
fermantasyon yontemleri hakkinda genel bilgilendirme yapilip kat1 hal fermantasyonu ile birlikte
kat1 hal biyoreaktorlere odaklanilacaktir. Son olarak seker pancar melast ve kiispesiyle ilgili

bilgilendirme yapilip literatiirde yapilmis ¢aligmalarm bir 6zeti sunulacaktir.

2.1. Glukonik Asit Hakkinda Genel Bilgi

GA, seker, polisakkarit ve selilloz i¢in temel yapi taslarindan biri olan D-glukozun
oksitlenmis formundan olusan, yaygin kullanim alanlarina sahip bir organik asittir. GA, 1870
yilinda Hlasiwetz ve Habermann tarafindan glukozun klor ile oksidasyonu sonucunda
kesfedilmistir (Roehr vd., 1996). Formiilii Sekil 2.1°de goriilmektedir. 2,3,4,5,6-penta hidroksi
hekanoik asidin 16 steroizomerinden biri olan GA, D-glukoz igerisindeki aldehit grubunun
katalizorler, enzimler veya mikroorganizmalar (mantar veya bakteri) tarafindan oksidasyonu ile

elde edilmektedir.

O..__OH
H——OH HO"\L
HO —H —0.
H——OH [\”OH /O
“SOH
A B

Sekil 2.1. GA formiilii (A) ve Glukono-o-lakton (B) (Roehr vd., 1996)

Susuz GA beyaz, kokusuz, kristal bir tozdur. Serbest D-glukonik asiti kristal formda
hazirlamak zordur. Milsom ve Meers’e gore, susuz maddenin kristalizasyonu 30 °C’nin altinda
miimkiindiir. GA’nin erime noktas1 120-131 °C araligindadir. Suda serbestce ¢oziiniir, alkolde az
¢Oziiniir, eterde ve diger birgok organik ¢oziiciide ¢oziinmez. 20 °C’de ticari % 50°lik glukonik
asit ¢ozeltisinin pH’1 1,82 dir. GA yogunlugu 25 °C’de 1.23 g/cm’’tiir. Bu konsantrasyon

bolgesinde, artan konsantrasyon ile ¢ozelti yogunlugu neredeyse dogrusal olarak artar. GA’nin
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oda sicakliginda bir kurutucu madde iizerinde saklanmasi veya 50 °C’nin iizerinde 1sitilmasi
laktonlarin olusumuna yol agar. Piroliz, 200 °C’nin iizerinde gerceklesir. GA’nin baz1 6zellikleri
Tablo 2.1°de goriilmektedir. GA’nin iki laktonu bilinmektedir; 1,5-lakton (gluko-d-lakton) ve 1,4-
lakton (gluko-y-lakton). Bunlar hem kat1 halde hem de sulu ¢ozelti i¢inde, birbirleriyle ve serbest
asitle dengede bulunurlar. Bu kompleks denge ayni zamanda serbest asitin ayrismasindan da
etkilenir; 25 °C’de 1.99%10 Ka ve 3.70 pKa degerinde bir ayrisma sabitine sahiptir. GA 1,5-
lakton, 153 °C’lik erime noktasina sahip, hafif tatli beyaz kristal maddedir. 1,4-lakton ince igneler
halinde kristallesir (erime noktast 134-136 °C).

Tablo 2.1. GA’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Ramachandran vd., 2006)

Formiil C¢H 1,07 (2,3,4,5,6-pentahidrosiheksanoik asit)

Doga Asindirici olmayan, hafif asidik, daha az tahrig edici, kokusuz, toksik
olmayan, kolayca biyobozunur, ugucu olmayan organik asit

Molekiil Agirlig 196,16

Kimyasal Formiil C¢H 204

Anlam 2,3,4,5,6-pentahidrosiheksanoik asit

pKa 3,7

Erime Noktas1 120-131 °C

Kaynama Noktasi (%50 ¢ozelti) 100 °C den fazla

Ozgiil agirlik 1,24-1,26

Goriiniim Acik kahverengi (%50 ¢ozelti)

Coziintirliik Suda ¢6ziiniir

Tat Eksi yumusak tazeleyici tat, hafif eksi

Eksi Derecesi (Sitrik asit 100 olarak kabul edildi) 29-35

Toksisite Sican oral LD 50, 90 mL/kg dan fazla

GA hem asit hem de alkol oldugundan 1,5 molekiil i¢i esterlesme reaksiyonu olusturur.
Asidik ortamlarda siklik bir ester olan anhidro gluko-6-lakton vermek iizere bir molekiil su
uzaklasir. Sulu ¢ozeltilerde GA ile laktonlar1 denge durumundadir. Zayif bir asit olan GA
(25°C’de K,=1.99x10™) sulu ¢ozeltilerindeki tiim tiirlerin %55-60"n1 olusturmaktadir. Ortama baz
ilavesiyle aldonik halka agilarak glukonat iyonu olusturur ve tuzlar1 glukonat olarak adlandirilir.
Bu iyon iki ve ii¢ degerlikli metallerle kolayca bag olusturur ve olusan yap1 sadece nitrik asit veya
hidrojen peroksit gibi giiglii oksitleyicilerle reaksiyona girebilen bir kararliliga sahiptir.
Oksidasyon sonucunda 2- ve 5-keto-glukonatlari, bazi asir1 sartlarda 2-5-diketo-glukonatlari
degisik oranlarda icerir (Rodriguez vd., 2016).

Mikroorganizmalarla GA firetimi, laktik asit fermantasyonu lizerine yapilan ¢alismalarda
Boutroux tarafindan 1880 yilinda gdzlenmis ve bazi aragtirmacilar tarafindan asetik asit
bakterilerinin etkisi olarak dogrulanmustir. 1922°de Molliard, Sterigmatocystis nigra (A. niger)

kiltiirlerinde GA saptamustir. Ardindan, ¢ok sayida mikroorganizmada, o6zellikle filament6z



mantarlarda (6rn., Penicillium) ve Asetobacter, Gluconobacter, Zymomonas gibi oksidatif
bakterilerle GA iiretimi gozlemlendi. Bernhauer (1940) tarafindan yapilan sistematik ¢aligmalar,
olusan asidin kalsiyum karbonat ilavesiyle nétralize edilmesi durumunda A. niger’in glukozu
GA’ya yiiksek verimle doniistiirebilecegini ortaya ¢ikarmistir (Roehr vd., 1996).

Gluko-3-6-lakton, GA’ nin bir i¢ esteridir. Baglangicta tatli ve ardindan hafif asit tad1 verir.
Sulu sodyum glukonat ¢ozeltilerinin oksidasyona ve yiiksek sicakliklarda indirgenmeye karsi
diren¢li olduklar1 bilinmektedir. GA etkin bir plastiklestiricidir. Kolayca biyolojik olarak
parcalanabilir (48 saatte % 98). Konsantre GA ¢ozeltisi, belirli lakton yapilar1 (nétr siklik ester)
icerdiginden antiseptik Ozellik gosterir. Sodyum glukonat, yiiksek bir sekestrasyon giiciine
sahiptir (Pandey vd., 2016 ). Glukonat yolu, Sekil 2.2” de detaylandirilmistir (Ramachandran vd.,
2006).

alfa D Glukoz
Glukoz-6-fosfat hexokinaz Sponten veya
« mutasyon
beta D Glukoz
Glukoz Glukoz oxidaz
dehidrogenaz
D Glukono sigma lakton
Glukoz 6 fosfat
dehidrogenaz

D glukona sigma laktonaz
veya sponten

D Glukonik Asit Glukonat
dehidrogenaz

I Glukonokinaz veya

fosfomonoesteraz
6 fosfoglukonat 2-3 deoksiglukonat

6- fosfoglukonat

dehidrogenaz KDG aldolaz
2 keto 3 deoksi 6
fosfoglukonat Ribolus 5 fosfat + piriivat +

karbondioksit gliseraldehit
KDPG aldolaz
2-pyruvate

Sekil 2.2. Genel glukonat yollar1 (Ramachandran vd., 2006)
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2.1.1. Glukonik Asit Kullanim Alanlar1

Organik asitler; kendi yapilarina bagli olarak genis Ol¢iide degisen, farkli kullanimlara
sahip, oldukca heterojen bilesik grubunu icermektedir. Sekil 2.3’de GA ve tiirevlerinin yapilart
verilmistir. GA tiirevleri, yiikseltme, sekestrasyon, sertlestirme ve lezzet arttiric1 6zelliklere sahip
asitlik diizenleyicilerdir (E574 — E580) (Tablo 2.2). Bu nedenle, GA ve tiirevleri (glucono-o-
lakton haric) temel olarak gida, ilag, hijyen ve insaat endiistrileri tarafindan katki maddesi olarak
kullanilir. Genel olarak duyusal o6zelliklerini korumak veya arttirmak igin siit {iriinlerine ve
alkolsiiz iceceklere eklenirler (Ramachandran vd., 206, Rogers vd., 2006). 1986’da, Amerika
Birlesik Devletler (ABD) Gida ve llag idaresi (FDA) genel olarak GA tiirevlerine, glikon-o-
lakton ve sodyum glukonat’a giivenli statii kazandirmis ve gida tiriinlerinde sinirsiz kullanimlarin
yetkili kilmistir (Rodriguez vd., 2016). Buna paralel olarak, Birlesik Milletler’in (BM), Gida ve
Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO), GA ve tiirevlerinin (glikon-o.-lakton ve D-
glukonatlar), Kodeks Gida Katki Maddeleri Genel Standartlarinda belirlenen iyi iiretim
uygulamalar1 ile gida katki maddesi olarak kullanimini diizenlemistir. Tablo 2.2°de FAO
tarafindan gida katki maddesi olarak kabul edilen GA tiirevleri gosterilmektedir (Rodriguez vd.,
2016).
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glukonik asit

R
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glukono-3-lakton glukono-7-lakton

Sekil 2.3. GA, glukono- $ -lakton ve glukono-A-lakton yapilari (Ergul, 2013)



Tablo 2.2. Gida katki maddeleri olarak kullanilan GA tiirevleri (Rodriguez vd., 2016)

Katki E Kodu Agiklama Son degisiklik Teknolojik islev Katki maddesi iceren gidalar
yili
Glukonik asit E-574 Renksiz ile agik sar1, berrak - Asitlik diizenleyici Meyve ve sebzeler (Dogal kokenli)
surup stvist (sulu glukonik asit Yetistirme ajant Siit tirtinleri
¢ozeltisi (% 55-60) ve gluko-
Slakton)
Glucono-? -lakton E-575 Beyaz, kokusuz veya neredeyse 1998 Asitlik diizenleyici Dogal fermente siit (Dogal kokenli)
kokusuz kristaller veya kristal Mayalama maddesi Peynir alt1 suyu protein peyniri
toz Kenetleme maddesi Taze makarna, eriste ve ilgili {iriinler
Emzirenler ve bebekler i¢in ek gidalar
Sodyum glukonat E-576 Beyaz ile ten rengi, tanecikli ila 1998 Kenetleme maddesi Fermente bahge sebzeleri veya deniz yosunu igeren iiriinler
ince kristal toz stabilizator Susuz makarna, eriste ve ilgili lirlinler
yogunlastirict Tuz ikameleri
Kahve ve ikameleri, ¢ay, bitkisel infiizyonlar ve
diger tahil bazli sicak igecekler
Potasyum glukonat E-577 Kokusuz, sarims1 beyaz graniill 1998 Asitlik diizenleyici Mozzarella peyniri
veya kristal tozu Maya besin maddesi Biskiivi ve pandispanya
Besin takviyesi Soguk et
Kalsiyum glukonat E-578 | Kokusuz, beyaz kristal graniller 1998 Asitlik diizenleyici
veya toz Sertlestirici
Kenetleme maddesi
Besin takviyesi
Demirli glukonat E-579 Yesilimsi sar1 graniiller, soluk 1999 Renk koruyucu Bahge sebzeleri ve deniz yosunu sirke, yag,
gri graniiller veya hafif yanmig stabilizator tuzlu su veya soya sosunda
seker benzeri bir kokuya sahip Besin takviyesi
kristal toz
Magnezyum D-glukonat E-580 Beyaz ile kirli beyaz, kokusuz 1999 Asitlik diizenleyici Ekmek yapim iiriinleri

ince toz

Sikilastirict ajan
Maya besin maddesi
Besin takviyesi

Su




GA, yiyecek triinlerinin duyusal 6zelliklerini ac1 ama tazeleyici bir tat vererek gelistirmeye
ek olarak, iceceklerde potansiyel olarak mevcut bazi metalleri (meyve sularinda Ca ve Fe gibi)
baglayarak bulutlanmay1 onler. GA ayrica tursu gibi gidalar i¢in gida koruyucu olarak kullanilir.
Kurutulmus et ve sosis gibi {iriinler i¢in koruyucu olarak glucono-a-lakton kullanilir. Bazi gida
isleme tesisleri ve endiistriyel tesislerinde temizlik maddesi olarak GA tiirevlerini kullanir
(Ramachandran vd., 2006; Milsom vd., 1985). Cam esyay1 temizlemek icin alkalin sodyum
glukonat cozeltileri kullanilir, ancak metal (¢elik, alasimli) bilesenler icin GA tercih edilir. Ek
olarak, firin endiistrisinde, yagl bilesiklerin emilimini azaltmak icin bir asitleyici ve kimyasal
firin mayasi olarak glukono-o-lakton kullanir (Ramachandran vd., 2006).

Mango (Davidzon vd., 2010), seftali (De Cal vd., 2013), iiziim (Jackson vd., 2008; Konig
vd., 2009), elma (Hadas vd., 2007; Prusky vd., 2004) ve portakal (Vilanova vd., 2014) {izerinde
yapilan arastirmalar, meyvelerde bu bilesiklerin asirt miktarda bulunmasi biyolojik patojenlerin
neden oldugu enfeksiyondan kaynaklanan bir kalite kaybina neden oldugunu gostermektedir.
GA’nin belirlenmesi, tiziim olgunlugunu ve sarap kalitesini degerlendirmede yaygin bir uygulama
haline gelmistir. Uluslararas1 Bag ve Sarap Orgiitii (OIV)’'ne gére, sarabin GA igerigi asla 300
mg/L’yi gegmemelidir.

Bununla birlikte bu bilesiklerin ilave kullanimlar1 vardir. Farmasotik endiistrisi, sirasiyla
hipokalsemiyi, hipomagnezemi ve anemiyi tedavi etmek icin Ca*>, Mg** ve Fe** gibi iki degerli
metallerin glukonatlarini mineral takviyesi olarak kullanmaktadirlar. Ek olarak, sodyum glukonat
sertlifi ve asir1 g¢evresel kosullara direnci artirmak igin bir ¢imento katki maddesi olarak
kullanilmaktadir (Hustede vd., 2012; Sawyer, 1964). GA kullanim alanlar1 giinlimiizde hala

geniglemeye devam etmektedir.

2.1.2. Uretim Yontemleri

GA ve tuzlarinin ticari iiretiminin ¢ogu, glukozun veya glukoz igeren ham maddelerin
oksitlenmesiyle gerceklestirilir. Oksidasyon yontemi kimyasal, elektrolitik, katalitik veya
biyokimyasal olabilir (Isabell vd., 1932; de Wilt, 1972). GA kimyasal ve biyoteknolojik
yontemler kullanilarak elde edilebilse de, biyoteknolojik yontemler endiistriyel dl¢ekte baskindir
(Bernhauer vd., 1924). Mevcut bir¢ok farkli oksitleyici ajan vardir, ancak yine de islem
fermantasyon islemlerine kiyasla daha pahali ve daha az verimlidir. Diger yontemlere kiyasla
hafif calisma kosullari, diisiik enerji gereksinimi, az miktarda yan {irlin olusmasi ve g¢evresel
acidan zararsiz atiklar olusturmasi gibi nedenlerden dolayi ticari GA iiretiminde etkin ve baskin
yontem olarak degerlendirilir (Ramachandran vd., 2006).

Spesifik olarak, Penicillium mantarlari ile derin fermantasyona dayanan metotlar, A. niger
gibi filamentli mantar kiiltiirleri veya asetik asit bakterileri (AAB) (6zellikle Gluconobacter

oxydans) kullanilarak, (yiikksek diizeyde segici ve teknik agidan etkili olanlarin kullanilmasiyla)
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digerlerine oranla etkisiz hale gelmistir. Acetobacter diazotrophicus ve Zymomonas mobilis dahil
olmak iizere, glukozu GA’ya metabolize edebilen diger bakteri tiirleri de tanimlanmistir. Ek
olarak, immobilize hiicre veya enzim kullanan yeni fermantasyon yontemleri yakin zamanda
ortaya ¢ikmistir ve gelecekte GA iiretimi icin rekabetgi segenekler haline gelebilir (Rodriguez vd.,
2016).

Oksidasyon Iceren Yontemler

Oksidasyon iceren ydntemleri ii¢ alt gruba ayirabiliriz. Bunlar; kimyasal oksidasyon,
elektrokimyasal oksidasyon, katalitik oksidasyondur.

Kimyasal Oksidasyon; kontrolii zor olan ve optimize edilmis reaksiyon kosullarinda bile
az verim saglayan (% 60 - 80) ve istenmeyen yan {riinler aciga ¢ikaran sinirli iiriin dezavantajina
sahip bir yontemdir (Hustede vd., 2005). Uriiniin izolasyonu ve saflastiriimas1 zordur. Hidrojen
peroksit, ozon (Kagaku vd., 1974) ve oksijen (Soap Co, 1973), diger oksitleyici maddelerin ve
bunlarin indirgenme firiinlerinin baglantili oldugu ekolojik problemler nedeniyle tercih edilen
oksidanlar olmustur (Hustede vd., 2005).

Elektrokimyasal Oksidasyon; benzer problemler, ¢ogu halojenlerin oksidasyon
potansiyeline dayanan elektrokimyasal prosediirlere eslik eder. Genel yaklasim, 1-20 A/dm* akim
yogunlugunda bromid iceren bir glukoz ¢6zeltisini (glukoza gore yaklasik % 10 mol) elektrolize
etmektir. Meydana gelen asidi nétrlestirmek igin karbonat (tercihen kalsiyum karbonat) veya
hidroksit eklenir (Udupa vd., 1974). Elektrik akimi verimleri % 80-86’dir; glukoza dayali iiriin
verimi % 80-97’dir. Elektrik maliyetindeki hizl artis, elektrolitik siireci rekabet edemeyecek hale
getirmistir (Hustede vd., 2005).

Katalitik Oksidasyon; yasanan gelismeler, glukozu oksijen veya hava ile oksitleme
tekniginde biiylik gelismelere yol agmis ve bu stratejinin endiistriyel dlcekte benimsenmesine
ciddi 6nem verilmistir. Yiikseltgenme, uygun bir katalizér yardimryla, konsantrasyonu 1-2 mol/L
olan bir glukoz ¢ozeltisi lizerinde gerceklestirilir. Stirekli alkalin ¢ozelti ilavesiyle pH 8 ile 11
arasinda (tercihen 9-10) tutulur. Baslangicta kullanilan katalizorler; aktif komiir, aliiminyum oksit
ya da baska bir tasiyiciya asilmis ince platin grubu metallerdir (Hustede vd., 2005). Katalitik

reaksiyon ile ilgili en 6nemli gozlemler,

v Katalizoriin aktivitesinde baslangi¢ seviyelerinden hizli bir sekilde azalmasi (yeniden
etkinlestirme ¢abalarina ragmen tamamen geri ¢evrilemeyen bir disiis),

v Yiiksek oranda saflagtirilmis glukoz ¢ozeltilerine olan ihtiyag ve yetersiz katalizor
spesifikligi,

v' Substratin reaksiyon kosullari altinda yan reaksiyonlara girme egiliminin bir sonucu

olarak gesitli yan {irlinlerin olusumudur.
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Siirecin ekonomik olarak uygulanabilirligi biiylik Olclide katalizoriin aktivitesine,
seciciligine, Omriine, maliyetine ve ayrica iiriin saflagtirmasi i¢in gereken yontemlere ve enerji
taleplerine baglidir. Aksine daha onceki Onerilere ragmen, glukoz fotokimyasal olarak GA’ya
oksitlenemez (Degelmann vd., 1982).

Son yillarda, yeni hammaddeler ile daha ucuz ve ¢evreye zarar vermeyen reaktifler
kullanarak onceki prosediirlerin endiistriyel adaptasyonunu kolaylastirmaya odaklanilmstir.
Ornegin, sulu hidrojen peroksit alternatif bir reaktif olarak kullanilmistir (Bujak vd., 2012;
Moreno vd., 2012). Ek olarak, yeni bir katalitik yontem, reaksiyonu hizlandirmak icin diisiik
frekansli (20 kHz) ultrasonla birlikte FeSO, katalizorii kullanarak 25 °C’de %99 glukoz
doniisiimiinii  saglamiglardir (Rinsant vd., 2014). Katalizoériin yiiksek maliyetleri ve
deaktivasyonu, ayrica bazi sizint1 problemleri, kimyasal prosesleri fermantasyon proseslerinden

daha az rekabetci kilmaktadir (Pal vd., 2016).

Mikrobiyolojik Yontemler

Mikrobiyolojik temelli doniisiim yontemlerinin giiniimiizdeki 6nemi, biiylik olciide, birgok
biyolojik sistemin farkli substratlar1 segici olarak doniistiirme kabiliyeti ve sonraki iglemlerin
ekonomik fizibilitesi nedeniyledir (Rodriguez vd., 2016). Mikrobiyolojik yontemleri ti¢ farkli

mikroorganizmaya ayirabiliriz. Bunlar;

v' Bakteri,
v' Maya,
v" Mantar.

AAB ve Pseudomonas savastanoi, baslangicta GA liretmek igin goézlenen kiiltiirlerdi.
Mantarlarin aksine, bakterilerde, reaksiyon glukozu GA’ya okside eden glukoz dehidrogenaz
(GDH; EC 1.1.99.17) ile gergeklestirilir; GA dehidrojenaz ile 2-ketoglukonat okside edilir. 2,5
diketoglukonik asite olan oksidasyon basamagina 2-ketoglukonat dehidrojenaz aracilik eder. Her
lic enzim, hiicrelerin membranlarinda lokalize olur ve yliksek glukoz konsantrasyonlari ile
indiiklenir (> 15 mM). GDH, hiicre dis1 bir proteindir ve bir koenzim olarak pirolokinolin kinona
(PQQ) sahiptir (Pandey vd., 2016 ).

Ortamdaki glukoz konsantrasyonu 15 mM’den biiyiikk oldugunda, pentoz fosfat yolu
bastirilir ve bdylece GA birikimi gerceklesir. Gluconobacter oxydans, glukozu iki alternatif yolla
okside eden zorunlu bir aerobik bakteridir. ilk yol, bir baslangi¢ fosforilasyonunu ve ardindan
pentoz fosfat yoluyla oksidasyonu igerir. Ikincisi, GA ve ketoglukonik asit olusumuna yol agan
“dogrudan glukoz oksidasyon” yoludur (Pandey vd., 2016 ).

Anastassiadis vd. (1999, 2003, 2005) GA iiretimi i¢in maya benzeri bir dimorfik mantar
tiri olan Aspergillus pullulans kullanmistir. pH, oksijen, sicaklik, ortam bilesimi, hava
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doygunlugu gibi siirekli ve siireksiz GA {iretimi i¢in ¢esitli islem parametreleri incelemislerdir. %
94°’liikk en yiiksek glukoz doniisimii ve % 87.1’lik iiriin verimi, optimum pH 6.5’te elde
etmislerdir. pH 4.5’te, iirlin se¢iciligi ve verimi, sirastyla % 67.8 ve % 20.7’ye ulagmistir ve bu
degerin ¢ok diisiik oldugu bildirilmistir. Maya ile GA tiretimi i¢in 29-31 °C’lik bir sicaklik araligi
uygun bulmusglardir. 32 °C’lik bir sicaklikta, yani 1 °C’lik bir artig, biyokiitle ve {iriiniin kararli
durum konsantrasyonunda dnemli 6l¢lide bir azalma meydana getirdigi goriilmiistiir (Pandey vd.,

2016 ). Bakteri ve mantardaki GA sentezi Sekil 2.4’de goriilmektedir.

Solunum zincin

R T e T

/ e

glikoz PQQH,
(A) \ dehi OJenaZ/ H,0
akte : :
D-glukoz (b ¥ D-glukonolakton l—§~——b Glukonik Asit
g - < actonase
glikoz oksidaz ™.
P N {mantar)
(B) \/ (mantar)
FAD FADH,
\‘\~ katalaz -~
H202 b2

Sekil 2.4. GA biyosentezi (A: Gluconobacter suboxidans, B: A. niger ) (Goldberg vd., 2009)

Filamentli Mantarlar ile Glukonik Asit Uretimi

Filamentli mantarlar tarafindan glukozun GA’ya oksidasyonu, yiiksek oksijen ihtiyaci olan
aerobik bir fermantasyon prosesidir (Gibson vd., 1964; Reuss vd., 1986). Islem, GOD ile katalize
edilir. Bu enzim, agirlikli olarak hiicre duvari ve hiicre dis1 siv1 i¢inde bulunan bir flavoproteindir.
Toplam enzim aktivitesinin yaklasik % 80’inin Aspergillus ve Penicillium tiirlerinde bu iki
lokasyonla iligkili oldugu bulunmustur (Bankar vd., 2009, Witteveen vd., 1992).

A. niger glukozun GA’ya doniistiiriilmesi icin gerekli tiim enzimleri; GOD, katalaz,
laktonaz ve mutarotaz icerir. Glikoz doniisiim siireci sirasinda, A. niger’da bulunan GOD, iki
hidrojenin ¢ikarilmasiyla kendini indirgemeye maruz kalir. Enzimin indirgenmis sekli, molekiiler
oksijenle daha da oksitlenir, bu da reaksiyonda bir yan {iriin olan hidrojen peroksidin olusumuyla
sonuglanir. A. niger, hidrojen peroksit iizerinde etki gdsteren, su ve oksijen salgilayan katalaz
iiretir. Glukon-3-laktonun GA'’ya hidrolizi laktonaz ile kolaylastirilir. Reaksiyon, notre yakin bir
pH’ta kendiliginden gergeklesebilmektedir ki bu, kalsiyum karbonat veya sodyum hidroksit
ilavesiyle saglanabilmektedir. Laktonun ortamdaki birikimi GA iiretimi {izerinde olumsuz bir
etkiye sahip olmasi nedeniyle ortamdan lakton ¢ikarilmasi tavsiye edilmektedir. Glukonolaktonaz

enziminin de A. niger (Cho vd., 1977)’de mevcut oldugunu belirten raporlar vardir, bu da gluko-
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O-laktonun GA’ya doniisim oranmmi arttirir. GA {retimi, dogrudan GOD aktivitesi ile
baglantilidir. Uygulamaya bagli olarak, sodyum glukonat veya kalsiyum glukonat iceren
fermantasyon sivilari, notralizasyon icin sirasiyla sodyum hidroksit veya kalsiyum karbonat
cozeltileri ilave edilerek tiretilir (Pandey vd., 2016 ).

A. niger, optimum kosullar altinda glukozun neredeyse kantitatif doniisiimiine izin
vermesine ragmen, genellikle ortamin viskozitesini artiran ve bunun sonucunda ortamin
havalandirilmasint ve homojenlesmesini engelleyen miselini olusturur (Larroche vd., 1997).
Bununla birlikte, inokulum hazirligi sirasindaki ajitasyon hizina bagli olan tohum morfolojisi
kontrol edilerek islem iyilestirilebilir (Lu vd., 2015).

Bu alandaki genetik miihendisligi ¢aligmalari, islemin verimliligini artirmak ve GA {iretim
maliyetlerini azaltmak i¢in endiistriyel kullanimda mantar suslarin1 degistirmeye odaklanmustir.
ORS-4.410, GA elde etmek i¢in en yaygin sekilde kullanilan modifiye A. niger susudur. Yapilan
bir ¢aligmada dogal soy, A. niger ORS-4, baslangicta seker kamis1 endiistriyel atiklardan (Singh
vd., 1999) izole edilmis ve art arda UV 1simasiyla mutasyona ugratilmis. Artan hiicre biiyiime
hizlar1 sergilemesine ek olarak, A. niger ORS-4.410’un, vahsi susun hem serbest hiicreler (GA
verimi 6 giin sonra %88), hem de immobilize hiicreler (12 giin sonra %78) olarak daha iyi
performans gosterdigi Sing vd. (2001) tarafindan bulunmustur. Bu tiir, aym1 zamanda hem
kesiklide (Singh vd., 2005) hem de yar1 kesikli islemlerde (endiistriyel) atiklardan (iiziim ve muz)
elde edilen sekerler i¢in milkemmel fermantasyon kabiliyetlerine sahip oldugu bildirilmistir.

A. niger ARNU-41lin, seker kamig1 sanayi atiklarinin fermantasyonu i¢in benzer sekilde
etkili oldugu ve verimin %385,2 degerinde oldugu Sharma vd. (2008) tarafindan kanitlanmigtir. Ek
olarak, sogandan izole edilen ve UV 1smim ile mutasyona ugramis A. niger susu UV-112,
glukozda ana susundan daha yiiksek GA verimini sagladigi bildirilmistir (0,66 vs. 0,25
gGA/gkat1) (Prabu vd., 2012).

GA iiretimi i¢in genel optimum sartlar asagidaki gibidir:
110-250 g/L arasindaki konsantrasyonlarda glukoz,
Azot ve fosfor kaynaklari ¢cok diisiik bir konsantrasyonda (20 mM),

4.5 ila 6.5 civarinda ortamin pH degeri,

AEANEE NN

Yiksek hava basinci uygulamasiyla (4 bar) cok yiiksek havalandirma orani

(Ramachandran vd., 2006).

GA fretimini etkileyen iki 6nemli parametre vardir. Bunlar oksijen ve kiiltlir ortaminin
pH’1dir. GOD, glukozun biyodoniisiimiinde oksijen kullandigindan, glukozun oksidasyonundaki
ana substratlardan biri oksijendir. Oksijen gradyaninin konsantrasyonu ve hacimsel oksijen
transfer katsayisi, ortamdaki oksijenin varligini izleyen kritik faktorlerdir. Bu iki faktor, oksijenin

gazdan sulu faza transfer oranimi oldukca etkiler. Bu acgidan cesitli raporlar mevcuttur.
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Havalandirma orami ve c¢alkalama hizi, ortamdaki oksijenin varligini etkileyen iki onemli
parametredir. GA iiretimi, ¢dziinmiis oksijen konsantrasyonundan kuvvetli bir sekilde etkilenen,
biyolojik doniisiim reaksiyonu i¢in yiiksek oksijen talebine sahip son derece oksijen tiiketen bir
stiregtir. Oksijen, genel olarak atmosferik hava formunda tedarik edilir; bununla birlikte, bazi
calismalarda yiiksek basingli saf oksijen de saglanmistir (Ramachandran vd., 2006). Ornegin,
Sakurai vd. (1989) reaktore yiiksek basingli oksijen saglamistir. Coziinmiis oksijen 150 ppm’de
ve 6 barda tutmuslar ve saf oksijen kullanilarak yetistirilen, immobilize A. niger miselinin, serbest
miselyuma kiyasla yliksek miktarda GA {irettigini bulmuslardir. Kapat vd. (2001) 420 rpm’lik bir
calkalama hizinda ve 0,25 vvm’lik bir havalandirmada, ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonunun
GOD iiretimi igin optimal oldugunu bulmuslardir. Oksijen icin GOD’mn Km degeri sudaki hava
doygunlugu araligindadir (Schmid vd.,1988). Lee vd. (1987) nispeten yiiksek basing (2-6 bar)
kullanarak yiiksek hacimsel GA iiretkenligi elde etmis ve bu da ¢oziinmiis oksijende 150 mg/L’ye
kadar bir artisa yol agmustir.

Genel olarak, mantar biiyiimesi sirasinda, oksijen kabarciklarinin dagilimi arttikg¢a, oksijen
kaynag yetersiz oldugundan, oksijen dagilimi dengesiz hale gelir. Oksijen emilim orani, kiiltiiriin
viskozitesinden de etkilenir. Misel konsantrasyondaki artis ile oksijenin absorpsiyon oraninda
hizli bir azalma gozlenir (Steel vd., 1962).

pH, GA iiretimini etkileyen bir diger énemli parametredir. A. niger; sitrik asit, GA ve
oksalik asit gibi zayif organik asitler iiretir ve bunlarin birikimi, besiyerinin pH’na baglidir
(Lockwood, 1979). 3,5’in altindaki pH, trikarboksilik asit dongiizii (TCA) dongiisiinii tetikler ve
sitrik asit olusumunu kolaylastirir. Mantarlarin GA tiretimi i¢in pH araligi 4,5 ila 7,0 “dir. pH 5,5,
genellikle A. niger igin optimum olarak kabul edilir (Znad vd., 2004). Franke vd. (1963) farkli pH
seviyelerinde glukoz oksidazin nispi aktivitesi ile ilgili baz1 veriler topmiglar ve pH 5,6’daki
%100 aktivitesine dayanarak sirasiyla pH 2,0 ve 3,0’da %5 ve %35 aktivite bildirmislerdir.
Heinrich vd. (1982) tarafindan bildirilen raporda, GA iretiminin, sabit yatakli ve karigtirilmis
yatakli reaktorlerde, muhtemelen hiicre i¢i ve hiicre disi pH’taki fark nedeniyle, manganez

varliginda pH 2,5’de bile gerceklestigini belirtmislerdir.

14



Aergillus niger

Aspergillus, 260 (Geiser vd., 2007; Samson vd., 2009) ve 837 tiir (Hawksworth, 2011)’den
olusan bir anamorf tiirdiir. Bu tiirler yaklasik on farkli teleomorf cinsinde siniflandirilmistir
(Geiser, 2009). Ornegin A. nidulans, teleomorf cinsi Emericell mn bir pargasidir, A. fumigatus ve
A. flavus sirastyla Neosartorya ve Petromyces cinslerine aittir. Bu, Aspergillus’un cesitli bir
mantar grubu oldugunu gosterir.

Aspergillus tiirleri diinya capinda en bol mantarlar arasindadir. Abiyotik biiylime
kosullarma gére cok secici degildirler. Ornegin genis bir sicaklik araliginda (6-55 °C) ve nispeten
diisik nemde biiyiiyebilirler. Bazi Aspergillus tiirlerinin biiylime kosullar1 Tablo 2.3’de
gorlilmektedir. A. penicilloides en kerofilik mantarlar arasindadir (Williams vd., 2009). Ayrica,
Aspergillus tiirleri hayvan digkilar1 ve insan dokusu da dahil olmak iizere ¢ok cesitli substratlar
iizerinde beslenir. Bununla birlikte, bunlar ¢ogunlukla karmasik bitki polimerleri {izerinde
bulunurlar (Bennett, 2010) ve yaygin gida bozulma mantarlar1 olarak kabul edilirler.
Aspergillus’un basarisi, etkili dagilmalariyla da agiklanmaktadir. Bu cinsin sporlar1 havadaki en

baskin fungal yapilar arasindadir ve uzun mesafelere dagilir (Bennett, 2010).

Tablo 2.3. Baz1 Aspergillus tiirlerinin vejetatif biiyiime kosullar1 (Bennett, 2010)

Tur Optimum Sicaklik Optimum pH Minimum Optimum Minimum Optimum
Sicaklik Aralig1 pH Aralig1 Su Su Bagil Nem Bagil Nem
(°c) “c) Aktivitesi Aktivitesi (%) (%)
A.Niger 3537 6-47 6.0 1.5 0.77 0.97 88-89 96-98
9.8
A.Oryzae 30-37 7-47 6.0-7.5 4-8 0.99
A.Fumigatus 37 10-55 5.5-6.5 3-8 0.82 0.97 85 98-99
A.Clavatus 20-25 5-42 0.88 88 98
A.Terreus 37 15-42 5.0 0.78
N.Fischeri 26-45 11-52 0.98
A.Nidulas 35-37 6-51 7.0 2-12 0.78 80 95

Aspergillus sadece saprobik yasam tarzi nedeniyle bilinmemektedir. A. niger’in (Sekil 2.5)
zencefil bitkisinin bir patojeni oldugu bildirilmistir (Pawar vd., 2008). Hayvanlarin ve insanlarin
patojenleri olarak bilinmektedirler. Saglikli bireyleri enfekte etmezler, ancak bireylerin bagisiklik

sistemi zayifsa bu bireylerin bagisiklik sistemini istila ederler (Pitt, 1994; Brakhage, 2005).
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Sekil 2.5. Petride ¢ogaltilmis A. niger

Dogada, Aspergillus kat1 substratlar icinde ve iizerinde biiyiir. Bir koloni, tek bir cinsel
veya aseksiiel spordan kaynaklanabilir, fakat ayni zamanda, birbirine yakin olan konidia veya
mikroplarin kaynasmasindan sonra da ortaya ¢ikabilir (Krijgsheld vd., 2013). A.niger, glukozun
GA’ya doniistiiriilmesi icin gerekli olan; GOD, katalaz, laktonaz ve mutarotaz gibi enzimlerin

tamamini tretir (Ramachandran vd., 2006).

2.1.3. Fermantasyon Yontemleri

Havali veya havasiz mikrobiyal siireglere fermantasyon denir. Fermantasyon, bireyler ve
endiistri i¢in son derece yararli olan ¢ok c¢esitli maddelerin dretimi igin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu gelismenin bir sonucu olarak iki farkli fermantasyon teknigi ortaya
¢ikmigtir: derin fermantasyon (DF) ve kati hal fermantasyonu (KHF). Mikroorganizmalar hem
kat1 (kiiciik 6lgekli agar plakalar) hem de sivi ortamlarda (birkag yiiz metrekiipe kadar biiyiik
olgekli kiiltivasyon i¢in siseler veya biyoreaktorler) yetistirilir.

DF, yar1 kati hal fermantasyonu (YKHF) ve KHF gibi ¢esitli fermantasyon yontemleriyle
glukonik asit {iretimi yapilabilir.

Uretim proseslerinde siklikla kullanilmakta olan DF, siv1 bir fermantasyon ortami igeren
kapali kaplarda secilen mikroorganizmalarin (bakteri, mayalar ve mantarlar) bilylimesini igerir.

Endistriyel enzimler ve diger metabolitler bu islem kullanilarak {iretilebilir. Gerekli oksijen
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uygun bir gazlagtirma sistemi ile verilir. Mikroorganizmalar besinleri sindirir ve istenen enzimleri
kiiltivasyon ¢ozeltisine salar.

Biiylik Olgekli fermantasyon teknolojilerinin gelismesi nedeniyle, mikrobiyal enzimlerin
tiretimi biyoteknoloji endiistrisinin toplam iiretiminin 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadir.
Endiistriyel fermantasyon islemi, hacimleri 1000 m®e kadar olan biiyiik fermantorlerde
gergeklesir. Steril fermantasyon ortami, musir, seker veya soya gibi yenilenebilir hammaddelere

dayanan besinler igerir (Chen, 2013 ).

2.14. KHF

KHF, mikroorganizmalarin, serbest sivi bulunmadan kat1 materyaller iizerinde biiyiidiigi
fermantasyon siireci olarak tanimlanir (Bhargav vd., 2007). Bir baska tanim ise; parcaciklar
arasindaki bosluklarda siirekli bir gaz fazi bulundugu ve minimum su igeriginin oldugu
durumlarda, nemli kati pargaciklar {izerinde mikroorganizmalarin biiylimesini igeren siiregtir

(Mitchell vd., 2006). Sekil 2.6’da substratin i¢ yapisi goriilmektedir.

pargaciklar arasi bosluklard
su damlaciklan

strekli gaz fant nemh
bivofilm

Pargacik iginde absorbe su

ve besin

mantar hifler

Sekil 2.6. Besleyici tasiyict substratin i¢ yapist (Liu vd., 2006; Zambra vd., 2011)

Kat1 substratlar1 kullanma kavrami, mikroorganizmalardan iiretim i¢in kullanilan en eski
yontemdir. Binlerce yil 6nce, hem bati (ekmek ve peynir) hem de dogu (koji) tilkelerinde agirlikli
olarak gida isleme icin KHF kullanilmustir. Arkeolojik kesifler, Misirlilarin M.O. 2600 yilinda
bile fermantasyon siireci kullanarak ekmek yaptigim1 gostermektedir. Peynir yapimi, hayvansal
iiriinlerin korunmasi, sirke ve gallik asit iiretimi gibi gida fermantasyonlarinda KHF kullanimi
yiizlerce yildan beri varligim siirdiirmektedir. Son yillara gelindiginde, digerlerinin yan1 sira gida,

ilag, tekstil, biyokimyasal ve biyoenerji dahil olmak {izere bir¢ok endiistri i¢in Onemli
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biyomolekiillerin ve liriinlerin iiretilmesinde de kullanilmaya baslanmistir (Pandey vd., 2001).

Aflatoksin, oraktotoksin ve protein bakimindan zengin sigir yemleri (tek hiicre proteini)
gibi mikotoksinlerin iiretimi 1960-1980 déneminde meydana gelen énemli gelismelerdi. 1980-90
yillarinda, ¢esitli birincil ve ikincil metabolitlerin {iretiminde, kolon tipi fermenterlerin
gelistirilmesinde, kinetigin ve modellemenin yeni teorilerinin formiile edilmesinde KHF
teknolojisi lizerine yapilan arastirma faaliyetlerinde dikkate deger bir artis olmustur. 1990’dan bu
yana, biyoremidasyon ve tehlikeli maddelerin biyodegradasyonu, tarimsal endiistriyel atiklarin
biyodetoksikasyonu, bitkilerin biyolojik doniisiimleri ve besin zenginlestirmesi i¢in {iiriin artiklari,
biyoaktif ikincil metabolitlerin, antibiyotikler ve alkaloidler, seliilaz, fitaz, proteazlar ve lipazlar
gibi enzimler, sitrik asit, laktik asit, oksalik asit, fumarik asit ve gallik asit gibi organik asitler,
biyopestisitler, biyosiirfaktanlar, biyofarmasoétikler, biyoyakitlar ve aromatik bilesiklerin biiyiik
Olcekli tiretimi gibi biyoproseslerin gelisimine daha fazla vurgu yapilmistir.

KHF, geleneksel dogu yiyeceklerin ve alkollii igeceklerin iiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Gida fermantasyonu ve enzim iiretimi, KHF proses teknolojisinin gelistirdigi
onemli alanlardir. KHF’nin tarihsel gelisimi Tablo 2.4’de, kati1 hal fermentdrlerinin gelisimi

Tablo 2.5’de goriilmektedir.
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Tablo 2.4. KHF tarihgesi ve gelisimi ( Aidoo vd., 1982; Pandey vd., 2008)

PERIYOT

GELiSME

M.O 2600 Asya'da Mesih'in
dogumu oncesinde (Kaydedilen
tarih M.O 1000)

Misirhilar tarafindan yapilan ekmek Penicillium roqueforti tarafindan
yapilan peynir

M.0 2500 Balik fermantasyonu / sekerle koruma, nisasta, tuz vb.

M.O 2500 Koji prosesi

7. Yiizyl Budist rahipler tarafindan Cin'den Japonya'ya Koji prosesi

18. yiizy1l Uziim sirkesi

18. yiizyil Tabaklama bask1 vb kullanilan gallik asit

1860-1900 Kanalizasyon aritma

1900-1920 Fungal enzimler, kojik asit

1920-1940 Fungal enzimler, glukonik asit, doner tamburlu fermenter, sitrik asit

1940-1950 Fermantasyon endiistrisinde fantastik gelisme. KHF ve batik
fermantasyon ile penisilin {iretimi

1950-1960 Mantar kiiltiirleri ile steroid doniisiimii

1960-1980 Mikotoksin iiretimi, protein zenginlestirilmis yem

1980 - Giiniimiiz Alkol, gibberellik asit gibi cesitli lirlinler

Biyoproses Tehlikeli bilesiklerin biyoremidasyonu ve biyodegradasyonu, agro-
endiistriyel kalintilarin biyolojik detoksifikasyonu,
biyotransformasyonlar, vb.

Uriinler Biyoaktif bilesikler: Aflatoksin, okratoksin, bakteriyel endotoksinler,

gibberellik asit, zearalenon, ergot alkaloidler, penisilin, sefalosporin,
sefalosin C

Enzimler: Seliilaz, p-glukosidaz, CMCaz, lakkaz, ksilanaz,
poligalakturonaz, ligninaz, ksilanazlar, p-ksilosidaz, o-
arabinofuranosidaz, lakkaz,

asitler: Sitrik asit, fumarik asit, laktik asit, oksalik asit, gallik asit
Diger iiriinler: L-glutarnik asit, pigmentler, karotenoid, ksantan sakizi,
siksinoglikan, etanol, aroma bilesikleri, B-12 vitaminleri,
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Tablo 2.5. KHF i¢in fermentor tasarimindaki gelismeler ( Pandey vd., 2008)

Fermenter Tiirii Tarih Proses / Uriin Mikroorganizma
Ahsap tepsiler 1923 Koji fermantasyonu Aspergilius oryzae
Doner tambur 1962 Kompostlama Karigik kiiltiirler
Doner tambur 1964 Koji fermantasyonu A. oryzae
Doner tambur 1969 Enzimler A. oryzae
Fernbach flask 1966, 1968, 1983 Aflatoksinler, sporlar A. oryzae

Aliiminyum tencere 1943 Enzimler A. oryzae
Yatay kap 1975 Okratoksin A. ochraces
Yatay tambur 1976 Siirekli beslemeli proses Mantar suslari

Cimento karistiric 1977 Misir fermantasyonu Mantar ve maya suglari

Cimento karistiric 1975 Saman fermantasyonu Trichoderma, Candia
Ekmek yapimi 1979 Protein zenginlestirme A. niger

karigtiricisi
Aliiminyum tepsiler 1980 Ligno seliiloz Mantar suslari
fermantasyonu
Valmik torbalar 1985 Mikotoksinler A. flavus
(g6zenekli filmler)
Sabit yatakli 1989 Spor iiretimi Penicilium rougeforiii

diferansiyel reaktor

Cam kolonlar 1980, 1991, 1992 Enzim tretimi A. niger

Cam kolonlar 1999, 2000 Sitrik asit, gibberellik Mantar suslari

asit

Kat1 hal odasi 2006 Conidia tiretimi Mantar suslari

Dolgulu yatak 1992, 2006 Modelleme G. fujikuori
Hava akish dinamik 2005 Seliilaz Penicillium decumbens

reaktor
Dolgulu yatak Modelleme Mantar suslari

Biyoteknolojik Potansiyel

KHF, serbest suyun yoklugunda, mikroorganizmalarin biiylimesini ve metabolik
aktivitesini saglamak i¢in gerekli nem ile gerceklestirilen bir biyoprosesdir. Bu kosullar, iginde
bulunduklari ve mikroorganizmalarin izole edildigi dogal ortama benzemektedir. Son yillarda,
KHF endiistriyel olarak 6nemli {irlinler iiretme potansiyeli ile akademik ve endiistriyel
sektorlerden dikkat ¢ekmistir. KHF’nin, enzimler, sporlar ve sekonder metabolitler gibi bazi
biyolojik tiriinlerin laboratuvar diizeyinde iiretilmesi agisindan DF’ye gore bazi avantajlari vardir.
Bununla birlikte, kat1 ortamlarda fermantasyonun ¢alistirilmasi ve kontroliindeki teknik zorluklar,
bu teknigin endiistriyel {iretim i¢in kullanimini cesaretlendirmistir. Aragtirmacilari, KHF’nin
biyokimyasal miihendislik yonlerinin incelenmesi i¢in motive etmistir. Bu sistemi endiistriyel
diizeyde basariyla uygulamak i¢in biyoreaktorlerin tasarimi ve KHF’deki ¢alisma degiskenlerini

kontrol edebilen bir biyoproses gereklidir (Poltronieri vd., 2016 ).

20



KHF’nin Zorluklari ve Avantajlari

KHF, mantar kiiltiirleri kullanilan enzim {iretiminin yiiksek titreleri nedeniyle son yillarda
hizla artmaktadir. KHF’nin, genellikle, DF’ye kiyasla daha fazla ham enzim iiretimi sagladigi
bildirilmistir. KHF ve DF karsilastirmas1 Tablo 2.6’da goriilmektedir. Brijwani vd. (2010),
KHF’nin hem karbon hem de enerji kaynagi olarak gdrev yapan bugday samani gibi
lignoseliilozik biyokiitleyi yeteri kadar sakarrifize edebilen dengeli aktiviteleri olan bir enzim
semasi uretmek igin etkili bir teknik oldugunu iddia etmistir. Kumar vd. (2012), DF ve KHF
sistemlerinde pektinaz ve seliilaz iiretimini yanit yiizey modellemesi ile karsilastirmis ve optimize
etmislerdir ve her iki teknik de substrat olarak agro endiistriyel atiklar kullanildiginda aym
derecede etkili oldugunu savunmuslardir.

Yukaridaki gergeklere ragmen, mikrobik seliilazlar, indiiksiyon ve baski mekanizmalarina
maruz kalmaktadir. KHF’nin lehine olan 6nemli bir biyolojik faktér, DF’de A. niger tarafindan
enzim uretimini sinirlayan diigiik katabolit baskisidir. Ayrica, bir KHF iglemi, hem hidroliz hem
de fermantasyon igin tek bir reaktoriin kullanilmasini kolaylastirir ve sivi besiyeri icindeki
etanoliin varligt nedeniyle kirlenme riskini en aza indirir. Bununla birlikte, bu islemin
dezavantaji, isletim kosullarinin her iki adim i¢in es zamanli olarak optimize edilememesidir

(Beheraa vd., 2017 ).
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Tablo 2.6. KHF ile DF nin karsilastiriimasi (Chen, 2013)

Kat1 Hal Fermantasyonu

Sivi Fermantasyon

v" Serbest su yoktur ve substratin su i¢erigi v Su kiiltiiriin ana bilesenidir
diigiiktiir.

v Mikroorganizmalar 1slak kati substrattan v Mikroorganizmalar sivi kiiltiirden
besinleri emer; bir besin konsantrasyonu besinleri emer; besin konsantrasyonu
gradyan1 var gradyan1 yok

v Kiiltiir sistemi ti¢ fazdan (gaz, siv, kati) V' Kiiltiir sistemi esas olarak sividan
olusur ve gaz siirekli fazdir olusur; sivi siirekli fazdir

v' Asilama miktar1 % 10'dan fazladir. v Asilama miktar1 % 10'dan azdir.

v" Gerekli oksijen gaz fazindandir; Diisiik v Gerekli oksijen ¢6ziinmiis oksijendir;
enerji titkketimi daha biiyiik miktarda ¢6ziinmiis oksijen

var

v" Mikroorganizmalar kati substrati adsorbe v Mikroorganizmalar kiiltiir sisteminde
eder veya igine niifuz eder esit olarak dagilir

v' Fermantasyonun sonunda, ortam 1slak bir v Fermantasyonun sonunda, ortam sividir
substrattir ve {iriinlerin konsantrasyonlari ve Uriinlerin konsantrasyonlar: diisiiktiir.
yiiksektir.

v Yiiksek iliretim orani ve yiiksek iiriin verimi v Diisiik iiretim oran1 ve diisiik iiriin

verimi

v Karistirma zordur ve mikroorganizmalarin v Karistirma kolaydir ve
biiylimesi besin difilizyonu ile sinirhdir. mikroorganizmalarin biiylimesi besin

difiizyonu ile kisitlanmaz.

v Metabolik 1simin ¢ikarilmasi zordur v Sicaklik kontrolii kolaydir

v Heterojenite v' Homojenite

v Fermantasyon siirecini online tespit etmek v Fermantasyon siireci online olarak tespit
ve kontrol etmek zordur edilebilir ve kontrol edilebilir

v' Ekstraksiyon islemi basit ve kontrol v’ Ekstraksiyon iglemi genellikle
edilebilir; az miktarda atik organik su karmasiktir; bliyiik miktarda atik
vardir. organik su vardir.

v Diisiik su aktivitesi v’ Yiiksek su aktivitesi

v Basit fermantor v Daha kompleks fermentor tasarimi

v Enerji tiiketimi ve ekipman yatirim yiiksek v Enerji tiiketimi ve ekipman yatirimi

diisiik

v' Diisiik hammadde maliyeti v Yiiksek hammadde maliyeti

fermantasyon verimliligi, daha yiiksek {iriin konsantrasyonu, daha yiiksek iiriin stabilitesi, daha
diisiik katabolik baski, suda ¢dziinmeyen substratlar i¢in uzmanlagsmig mikroorganizmalarin
yetistirilmesi veya cesitli mantarlarin karigik ekimi ve KHF’de kullanilan disiik su aktivitesi ile

daha diisiik sterillige olan talep gibi ¢esitli biyoteknolojik avantajlara sahip oldugu goriilmektedir.

KHF, giinlimiizde cogunlukla laboratuvar Olgeginde olmasina ragmen, daha yiiksek

KHF’nin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 2.7°de goriilmektedir.

genel bir yaklasim gelistirmeye ve KHF’de daha yiiksek iiretimin nedenini agiklamaya
calismuslardir. Daha yiiksek biyokiitle, yliksek enzim iiretimi ve daha diisilk protein yikimi,
KHF’nin daha iyi iiretim yapmasini saglar. Son iiriinlerin saflastirilmas1 ve biyokiitle tahmini,

¢oziim bulmak i¢in ¢ok caba sarf edilmesine yol agan en biiyiikk zorluklardir. KHF’ye gore
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Olceklendirme uzun zamandan beri sinirlayict bir faktér olmustur, ancak son zamanlarda
biyokimyasal miihendisligin gelismesiyle birlikte, Olgeklendirme problemlerinin iistesinden
gelebilecek bir dizi biyoreaktor tasarlanmustir. Uriin geri kazanimi ve saflastirma siirecleri dogal
destekler kullanildigi i¢in daha pahali olmasina ragmen, kullanimlari ile tiretim maliyetlerinde bir
diisiis oldugu ve genellikle daha yiiksek aktivitelerin elde edildigi diigsiiniilmektedir. KHF sistemi,

enzim gibi yliksek degerli tiriinlerin tiretimi igin 6zellikle uygundur ( Singhania vd., 2009 ).

Tablo 2.7. KHF avantaj ve dezavantajlar1 (Holker vd., 2004)

Avantajlar Sonuclar Coziilmesi Gereken
Problemler

Biyolojik avantajlar

v Diisiik su talebi v Daha az atik su v' Nem gradyanlari
v’ Yiiksek su ihtiyaci olan olusumu
mikroorganizmalarin
kullanilamamasi
v" Son iirliniin yiiksek v' Diisiik altakim islemleri
konsantrasyonu maliyeti
v' Katabolitik represyon v" Kolay metabolize
diisiik veya yok edilebilen kaynaklarin
kullanimi
v' Kati substratin v Substrat ve pH
kullanilmasi gradyanlar1 olugmasi
v' Dabha diisiik sterilite
talepleri
v Mikroorganizma igin v' Immobilizasyonun v Taginim sorunlari
kat1 destek avantajlarinin saglanmasi
v" Dogal ortamin v' Mikroorganizmalarin
simiilasyonu dogal ortamlarinda daha
iyi gelismesi
v Karisik mikroorganizma v Metabolik performansin
kdiltiirii sinerjisi

Isletme (proses) avantajlar

v' Yiiksek hacimli v' Dabha kiigiik fermentor
verimlilik hacimleri
v" Kolay havalandirma v Biiyiik 6l¢ekte oksijen
gradyanlarinin
olusumu
v' Artik kaynaklarin v Ucuz ve bol karbon
kullanilmasi kaynaklar1
v' Kopik 6nleyici v" Fermantasyon sirasinda
kimyasallar yok buna bagli
mikroorganizma kaybi
olmaz
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2.2. KHF Biyoreaktor Cesitleri

KHF ile ilgili kiiciik capli arastirmalarin ¢ogu, petri kaplari, erlenmeyer siseleri ve Roux
siseleri gibi standart laboratuar camlar1 kullanilarak gergeklestirilmektedir. Bu sistemler basit,
ucuz ve ¢ok sayida deneysel kosulu ayni anda arastirmaya izin verir. Bununla birlikte, isletme
degiskenleri hakkinda ¢ok az bilgi saglarlar ve siireci biiylitmek i¢in uygun degildirler. Smalland
biiyiik 6lgekli KHF’deki proses degiskenlerini izlemek ve kontrol etmek igin birka¢ biyoreaktor
tasarlandi. Bu biyoreaktorler statik veya karisik, kuvvetli havalandirmali veya kuvvetsiz
havalandirmali olabilmektedir. KHF biyoreaktorlerinin ¢ogu kesikli modda ¢aligir. Ancak, siirekli
caligsabilen KHF sistemleri tasarlamak i¢in bazi girisimlerde bulunulmustur. Asagida, en ¢ok

kullanilan biyoreaktdrlerden bazilarini agiklanmaktadir.

Kolon Biyoreaktorleri

Dolgulu yatak kolonu reaktorii, karistirilmamis kuvvetle havalandirilmis bir reaktordiir. Bir
su banyosuna yerlestirilmis kiiciik siitunlar1 igeren bu sistem (Sekil 2.7), 1980’lerde Maurice
Raimbault tarafindan kullanilmasindan sonra "Raimbault kolonlar1" olarak adlandirilmistir.
Genellikle ince (1-2 cm) ve kisa (10-20 cm) cam kolonlardan olusur, ancak esas olarak 1s1 transfer
olaylarimi incelemek i¢in daha biiyiik kolonlar tasarlanmistir. En tipik haliyle, kolon, belirli
sicakliktaki bir su banyosunda dikey olarak durmaktadir. Kolon alttan ve {istten deliklidir.
Fermente edilmis malzeme, kolonun igine paketlenir. Bir hava pompasi, bir valf sistemi ve bir
nemlendirici yardimiyla, doymus hava alttan kolondan gecirilir. Ust kisim genellikle hava
akimmin gegmesine izin vermek icin delikli bir tipa ile kaplidir. Cogu durumda, ¢ikis havasi
kurutulur ve gaz kromatografisi veya elektronik sensorler ile analiz edilir.

Dolgulu kolon biyoreaktdrleri, 6zellikle kiiltiir kosullarini optimize etmek ve kinetik
deneyler igin yararhidir. Kompakt tasarimi nedeniyle, kolon reaktdrleri ayni anda ¢ok sayida
deney kosulunun test edilmesine izin verir. Bu sistem, substrat yataginin havalandirilmasina izin
verir ve bu nedenle, yatak icindeki gaz fazinin bilesiminin, siselerde yapilan fermantasyonlarla
elde edilebileceginden daha iyi kontroliinii saglar. Bununla birlikte, erlenmeyer siselerinden farkli
olarak, mikrobiyal biiylimenin 0l¢ilisii olarak kullanilabilen ¢ikis gazlarinin ¢evrimici
izlenebilmektedir (Mitchell ve Krieger, 2006). Ayni zamanda, kolon biyoreaktdrlerinin ticari
olgekte kullanimlari igin biiylik bir dezavantaji vardir. Biiyiik 6lgeklerde 1s1y1 dagitma problemleri
nedeniyle dlceklendirmek zordur. Ornegin, Saucedo-Castafieda vd. (1990) manyok 1slak kiispe ile
paketlenmis ve A. niger ile asilanmis 1L biyoreaktdrde (6cm cap) 1s1 transferini arastirmistir.
Incelenen deney kosullar1 altinda, yaklagtk 5 °C/cm’lik bir maksimum radyal gradyan
bulmuslardir. Radyal sicaklik gradyanlarmi en aza indirmek igin kolonlarin ¢aplarimin az,

muhtemelen sadece 2-4 cm genisliginde olmas1 gerekmektedir.
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Sekil 2.7. a Deney diizeneginin semasi: Bir dental kompresor, B rotametre, C bakteriyolojik inkiibator, D
dolgulu yatak kolonlar1 ve hava nemlendiricisi, E fan ve F oksimetre. b Cebri havalandirma
sistemine sahip dolgulu yatak: Nemlendiriciye bir giris havasi, B distile su, C substrat yatagi ve
D kolonlardan hava ¢ikist (Anonim 2)

Kolondaki yatagin kurumasini en aza indirmek i¢in gelen havayr doyurmak onemlidir,
clinkli fermantasyon sirasinda yataga su eklemek pratik degildir. Tipik olarak bu en az iki
nemlendirme adimi gerektirir. Sicaklik kontroliiniin buharlasmay1 en aza indirmede de onemli
olduguna dikkat edilmelidir, ¢linkii yatak sicakliginin giris hava sicakliginin iizerine ¢ikmasina
izin verilirse; hava giriste doymus olsa bile 1sinir ve yataktan su buharlasir. Ayrica, her hatta ayr
bir rotametre ile her bir kolona hava akisim bagimsiz olarak diizenlemek Onemlidir. Biitiin
kolonlar yataktan ¢ikarilir ve bir kolonun tamami tek numune olarak kullanilir.

Her bir kolondan ¢ikan ¢ikis gazi ayri olarak analiz edilebilir, bu da biiyiime isleminin yani
0O, tiketimi veya CO, olusumunun izlenmesini saglar. Cikis havasinin her birinin analizérden
sirayla ¢ikmasi i¢in otomatik bir anahtarlama sistemi mevcutsa, bu ¢ok daha basit olacaktir.

Kolon sistemininde gaz metabolizmasi yoluyla biiylimenin ¢evrimi¢i izlenmesi avantajlidir,
clinkii gaz metabolizmas1 (6zellikle O, tiiketimi), 1s1 tiretimi ile yakindan baglantilhidir ve
biyoreaktér modelindeki enerji dengesi iginde 1s1 iretim orani ile ilgili verilere ihtiyag

duyulacaktir.
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Tepsi Biyoreaktorleri

Tepsi biyoreaktorleri KHF icin kullanilan en basit reaktorlerdir (Sekil 2.8). Bu
biyoreaktorler eski zamanlardan beri koji ve soya sosu gibi geleneksel Asya gidalarinin iiretimi
icin kullanilmaktadir. Tepsi biyoreaktorleri, altta delinebilen ahsap, plastik veya metal tepsilerden
olusur. Tepsiler, 5-15 cm’lik bir yatak yiiksekligine kadar nemlendirilmis ve asilanmis kati
substrat ile doldurulur. Tepsiler, arabalarda iist iiste istiflenir ve kontrollii sicaklik ve neme sahip
bir odaya taginir (Krishna, 2005). Bu teknoloji kolayca 6lgeklendirilebilir; yalnizca tepsi sayisini
artirmak gerekir. Bu nedenle, Ozellikle Asya iilkelerinde, endiistriyel diizeyde basariyla
kullanilmigtir. Ancak, bu teknoloji genis alanlar gerektirir ve manuel islemler yogundur. Ayrica
tepsi reaktorlerini aseptik olarak ¢aligtirmak zordur (Durand, 2003).

Tepsi biyoreaktorlerinin  bir diger dezavantaji kiitle ve 1s1 aktarimidir. Tepsi
biyoreaktorlerinde, O, ve CO, yalnizca yatak icinde ve tepe boslugunda difiizyonla hareket
edebilir. Yatak yiizeyinin sicakligi, tepsi yiizeyleri arasindaki hava hizindan etkilenen yatak-hava
bileseninin 1s1 transfer katsayisina baghdir (Ali ve Zulkali, 2011).

Chen vd. (2013) yeni bir tepsi biyoreaktdrii kullanarak havalandirmanin yatak yiiksekligi
icindeki sicaklik gradyani iizerindeki etkisini incelemiglerdir. Dahili hava sirkiilasyonu ve hava
basinci titresimi kullanarak 1s1 transferini gelistirmislerdir. Optimize edilmis kosullar altinda,
maksimum sicaklik gradyani 0.12 °C/cm olarak bulunmustur. Bu, geleneksel bir statik tepsi

biyoreaktorii i¢in elde edilen 3 °C/cm den ¢ok daha diisiiktiir.

—15 —3
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Sekil 2.8. Tepsi Reaktorii (Durand, 2003)
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Doéner Tambur Biyoreaktorleri

Doner tamburlu reaktdr, tercihen bolmeleri olan yatay veya yataya yakin bir tamburdan
olusur (Sekil 2.9). Substrat yatak genellikle reaktdr hacminin % 10-40’1m1 kaplar ve reaktore
iistiinden hava verilir. Bu reaktdr siirekli veya aralikli olarak donebilir. Reaktor hizinin karistirma
sikligt ve donme hizi kontrol edilebilir (Mitchell vd., 2000). Bu tip biyoreaktér mikrobiyal
bliylime sirasinda olusan 1siy1 dagitmada etkilidir. Bununla birlikte, karistirma mantar
kiiltiirlerinde miselyuma zarar verebilir. Bu nedenle, genellikle diisiik donme hizlar1 (1-15 rpm)
kullanilir. Aralikli ajitasyon ayrica miselyum i¢in daha az zararlidir (Krishna, 2005).

Doner tamburlu biyoreaktorler ilk olarak 1900’lerin baslarinda bugday kepegi kullanilarak
Aspergillus oryzae tarafindan KHF’de amilaz {iretimi igin kullanilmigtir. Daha sonra, 1940’larda
doner tamburlu biyoreaktdrler gelistirilmistir ve ticari 6lgekte penisilin iiretiminde uygulanmustir.
O zamandan beri, bu tiir biyoreaktorlerde ¢ok az teknolojik gelisme saglanmistir (Mitchell vd.,

2000).

Sekil 2.9. Doner tambur reaktér (Durand, 2003)

Siirekli Vida Biyoreaktorleri

Stirekli vidali reaktorler (Sekil 2.10) vidali konveyorlere dayanir. Katilar1 akis yoniinde
neredeyse sifir karistirarak hareket ettirebilirler. Karigtirmanin statik veya dinamik olmasi
istendiginde, karistiricilar ilave edilebilir. Geri karigtirma yoksa harici agilama gereklidir.
Asilama, fermente edilmis Uriiniin bir kismi geri doniistiiriilerek yapilabilir. Boylece as1 tiretimi
igin ayr1 bir isleme ihtiya¢ duyulmasi 6nlenir (Sanchez vd., 2006). Siirekli vidali reaktorler kesikli
veya siirekli modda calistirilabilir. Stirekli ¢alisma modu, reaktoriin yiikklenmesi, bosaltilmasi ve
temizlenmesi i¢in gereken siireyi azaltabilir. Buna ek olarak, siirekli islemler, alt akim
islemlerinde daha kiiciik ekipmanlarin kullanilmasina izin verir (Khanahmadi vd., 2006). Ne
yazik ki, stirekli vidali KHF biyoreaktorlerinin kullanimi hakkinda simnirli deneysel veri

bulunmaktadir. Gibbons vd. (1984, 1986) orta dlgekli (yaklasik 85 L) siirekli vidali bir KHF
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biyoreaktorde yem pancari ve tatli sorgumdan etanol iiretimini incelemislerdir. Alkol
fermantasyonu anaerobik kosullarda elde edildiginden, bu reaktér havalandirilmamistir. Bu
kosullar altinda siirekli etanol {iretimi 400 saat siirdiiriilmiistiir. Bu islemde yiiksek etanol
konsantrasyonuna (% 6-8) ve yiiksek verime (teorinin yaklasik % 85'1) ulagilmistir.

Daha yakin zamanlarda, Varzakas vd. (2008) siirekli karsi akim reaktori kullanilarak
KHF'de A. niger tarafindan glukoamilazlarin iiretimini incelemislerdir. Reaktér, dokuz bdlmeye
ayrilmis 3,4 metrelik paslanmaz ¢elik bir borudan olusmaktaydi. Fermantasyon malzemesi,
siirekli paslanmaz celik bir vida ile hareket ettirildi ve havalandirma, dogal konveksiyon ile
gerceklestirilmistir. Siirekli bir glukoamilaz iiretimi (40 U/g) gézlemlemislerdir. Bununla birlikte,
son bdlmede 1s1 birikimi ve kurutma problemleri de gézlemlemislerdir. Bu problemlerin zorlamali
nemli hava ile c¢oziilebilecegini bildirmislerdir. Stirekli vidali bir reaktor Sekil 2.9’da

gosterilmektedir.

Sekil 2.10. Siirekli vida reaktorii (Durand, 2003)

Caligmada kullanilmis olan Raimbault kolon reaktorleri dolgulu yatak biyoreaktorleri

kismina girmesi nedeniyle dolgulu yatak biyoreaktorleri {izerinde daha ayrintili durulacaktir.

2.2.1. Dolgulu Yatak Biyoreaktorleri Tasarim

Dolgulu yatakli biyoreaktdrler, substrat ve mikroorganizma ile doldurulmus ve dolgu
malzemelerini desteklemek icin delikli bir tabana sahip olan silindir seklindeki kaplardir. Dolgulu
bir biyoreaktdrde, dolgu malzemeleri genellikle karistirilmaz ve zorlamali havalandirma saglanir

(Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Dolgulu yatak biyoreaktorii (Larroche, 2017)

Tasarimdaki bazi olas1 varyasyonlar sunlar icerir:
Kolon dairesel olmayan bir kesite sahip olabilir.
Kolon yatay veya herhangi bir agida olabilir. Bu, yer ¢ekimi ve hava basinci nedeniyle
kuvvetlerin goreceli yonlerini degistirir.
Kolon her iki ugtan da havalandirilabilir. Dikey bir kolon i¢in, hava yataga iistten veya
alttan girebilir. Ust taraftan havalandirilmasi, pargaciklarin yiiksek hava hizlarinda
akigskanlagsmasini Onler, ancak hava akisinin yergekimi ile ayni dogrultuda oldugu i¢in
yatak sikismasina katkida bulunacaktir.
Kolonun merkez ekseni boyunca yerlestirilen delikli bir borusu olabilir ve ugtan uca
havalandirmaya ek olarak ilave bir hava beslemesi saglanabilir (Sekil 2.12 (b)). Bununla
birlikte, bu sadece ¢ok kiiglik biyoreaktor ¢aplari igin etkili olacaktir.
Kolon suyla kapli olabilir veya 1s1 transfer levhalar1 yataga yerlestirilebilir.
Roussos vd. (1993) tarafindan i¢ 1s1 transfer plakalar1 iceren dolgulu biyoreaktdrler,
"Zymotis dolgulu yataklar" olarak, bu tiir plakalardan yoksun olanlar ise “geleneksel

dolgulu yataklar” olarak adlandirilmistir.
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En yaygin tasarim, yani yatagin tabandan havalandirilan ve i¢ delikli tiipler olmadan dikey
bir kolonun kullanildigi, dolgulu bir yatak i¢in mevcut tasarim degiskenleri:
v Sogutma ceketi veya ig 1s1 transfer plakalar1 olabilir veya olmayabilir.
v' Biyoreaktériin yiiksekligi ve genisligi farkli boyutlarda tasarlanabilir. Yiiksekligin ¢apa
orani oldukga genis bir aralikta degisebilir.
v' I¢ sogutma plakalar1 kullamliyorsa, bunlarin yiiksekligi ve aralarmdaki bosluk farkli
boyutlarda olabilir.
Mevcut isletme degiskenleri:
v" Havalandirma orani,
v" Giris havasinin sicakligi,

v “cevrenin” sicakligidir(sogutma suyu olabilir) (Mitchell vd., 2006).

®)

© d
A (d)

l

Sekil 2.12. Dolgulu yatak biyoreaktdrlerin temel tasarim 6zellikleri ve muhtemel tasarimlar (a) : basit
“geleneksel” dolgulu yatak tasarimi (b) merkezine delikli tiip yerlestirilmis bir dolgulu yatak:
bu sistem kii¢iik yarigapli yatakta uygun iken, daha genis ¢caplarda uygun olmasi igin daha fazla
sayida delikli tlip yerlestirilmelidir. Bu nedenle havalandirma aksiyal yonde yapilir ve radyal
yone tiip vasitasiyla aktarilir. (c) radyal akish dolgulu yatak. Bu tasarimin digerlerine gore
iistlinliigli hava akis1 yataga daha yakin yapilir ve daha homojen bir hava dagilimi olur. Yatak
yiiksekliginin daha kiigiik olmasiyla “geleneksel” dolgulu yatak biyorektorlere benzer. (d)
“kisa yatakli” bir dolgulu yatak (Mitchell vd., 2006)
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Dolgulu yatagin kurumasim onlemek igin, giris havasinin su ile doyurulmasi
gerekmektedir. Bir su ceketi, 6rnegin, 20 cm’den daha biiyiik ¢apa sahip bir yatagin sadece dis
tabakasini etkileyebilir. Bu nedenle, biiyilk 6l¢ekli uygulamalar i¢in normalde i¢ 1s1 transfer

plakalart gereklidir (Larroche vd., 2017). Sekil 2.13’de geleneksel dolgulu yatak gosterilmistir.
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Sekil 2.13. (a) Geleneksel dolgulu yataklarin temel tasarimi ve g¢alisma &zellikleri (b) Zymotis dolgulu
yatak biyoreaktdriin tasarimi ve ¢alisma dzellikleri (Roussos vd., 1993)

2.2.2. Dolgulu Yatak Reaktoriinde Engeller

Dolgulu yatak reaktorlerindeki sicaklik gradyani, istesinden gelinmesi gereken ilk
engeldir. Diger bir engel olan oksijen gradyanina kiyasla, dolgulu yatak biyoreaktor igindeki
sicaklik gradyani mikroorganizmalara daha fazla zarar verir. Dolgu yiiksekligindeki artis ve

havalandirma oranindaki diislis ile biyoreaktor sicaklik gradyani kademeli olarak artmaktadir
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(Sangsurasak ve Mitchell, 1998). Sicaklik belirli bir degeri astiginda, mikroorganizmalarin
biiyiimesi baskilanir ve mikrobiyal 6liim meydana gelebilir. Mikroorganizmanin dayanabilecegi
en yliksek sicakliga, fermentoriin substrat dolgu yiiksekligini belirleyen kritik sicaklik denir. Bu
sicaklik problemiyle ilgili olarak, arastirmacilar temel olarak zorlamali havalandirmayi segerler.
Suyun buharlagsmasi hava sirkiilasyonu ile giiclendirilir, bdylece tiim biyoreaktdriin sogutulmasi
ve cksensel sicaklik gradyaninin azaltilmasi saglamir. Buharlagsma, dolgulu yatak
biyoreaktorlerindeki 1s1 transferinde énemli bir rol oynar. Uygulamada, 1sinin yaklagik % 65-78’1
su buharlagmasi ile almir. Sicakligin su buharlastinlmasi ile uzaklastirilmasi iyi bir metot
olmasina ragmen, kati substratin hizla kurumasina sebep olur. Asir1 su kayb1 KHF i¢in zararldir.
Dolayisiyla, doymus havanmin kullamlmasi daha iyi bir alternatif olabilir. Ote yandan, giris
havasinin sicakliginin azaltilmasida iyi bir alternatiftir.

Uygulamada, hava girisinin sicakligi, mikrobiyal optimum sicakligmm 10 ila 15 °C
altindadir. Girisin yakinindaki mikroorganizmalarin biiylimesi, diisiik sicaklik nedeniyle
engellenecektir. Biyoreaktoriin ¢ap1 genellikle havalandirma etkisini giiclendirmek i¢in azaltilir.
Daha kiigiik capli dolgulu biyoreaktérde, reaktoriin altindaki sicaklik diisiiktiir ve bu

mikroorganizma gelisimi i¢in uygundur.

Dolgulu Yataklarda Basin¢ Gradyanlari

Zorlanmis havalandirma ile statik islem kombinasyonundan dolay1 dolgulu yataklarda
basing gradyani Onemlidir. Statik islem, partikiiller arasi bosluklarda biiyiiyen hifler’in
bozulmadigr veya partikiil yilizeyinde ezilmedigi anlamina gelir ve bu nedenle bu hifler, basing
diisiistinii arttirarak hava akisina ekstra bir engel teskil eder. Fermantasyon sirasinda beklenen
maksimum basing diisiisii 6nemli bir husustur, ¢ilinkii kompresoriin tedarik edebilmesi gereken
havay1 etkileyecektir. Asir1 basing diislisii, aralikli olarak karistirilmis dolgulu yataklarda sorun
olmaz c¢linkii calkalama, hifin substrat yatagini biiyiik bir kiitleye baglamasini énler ve ayni
zamanda hifleri partikiil yiizeyinin {izerinde sikistirir. Aslinda, aralikli karistirma, basing
diisiisiinii azaltmak amacryla biiyiik yataklarda kullanilabilir. Biiylik ol¢ekli yataklarda biiyiik bir
sorun olan basing diisiisii kiiclik 6lgekli yataklarda biiyiimeyi 6lgmek i¢in kullanilmistir.

Auria vd. (1993), 6,5 cm yiikseklikte ve 2 cm i¢ ¢apta bir kolon ile 0,435 cm/s ylizeysel bir
hiz kullanmiglardir. Substrat, besleyici maddeler ile emprenye edilmis bir amberlit reginesinden
olusmaktadir. Fermantasyon sirasinda gézlenen maksimum basing diisiisii, ¢esitli farkli baslangig
besin konsantrasyonlari i¢in 0,21 ila 0,69 cm H,O/cm yatak arasinda degistigini bulmuslardir.
Substrat olarak kiispe ve 0,379 cm/s yiizeysel hiz kullanilan kolonda fermantasyonun
baslangicinda basing diistisii 0,45 cm H,O/cm yatak olmustur. Fermantasyon sonunda elde edilen
maksimum basing diigiisii 2,75 cm H,O/cm yatak bulunmustur. 15 cm yiiksekliginde ve 4 cm

capinda daha biiyiik bir kolonda, bugday kepegi substrati kullanilarak ve 0,675 cm/s ylizeysel bir

32



hiz ile maksimum 0,12 cm H,O/cm yatak basing diisiisii elde etmislerdir. Gumbira-Sa'id vd.
(1993) ¢ok daha yiiksek bir yiizeysel hiz olan 11,2 cm/s, pismis sago boncuklara dayanan bir
substrat ile 1,38 cm H,O/cm yatak basing diisiisii elde etmislerdir.

Heniiz biiylik ¢apli bir fermantasyon sirasinda beklenebilecek basing diisiislerini tahmin
etmek icin yeterli bilgi bulunmamakla birlikte, bahsedilen ¢aligmalardaki elde edilmis olan
deneysel degerler, beklenebilecek biiyiikliik dereceleri hakkinda bir fikir vermektedir. Ik basing
diislisii substrata ve substratin nasil hazirlandigina bagli olacaktir. Fermantasyon sirasinda
ulasilan maksimum basing diisiisii, ayni zamanda yiizeysel hizin bir fonksiyonu olmasina ragmen,
mikroorganizmanin yatak icinde nasil biiyilidiigline bagli olacaktir. Basing diislisli, yatak
duvarlarindan uzaklagarak havanin i¢inden gegebilecegi bir bosluk birakarak meydana gelebilir
(Gumbira-Sa'id vd., 1993). Bu istenmeyen bir durumdur ¢iinkii yatak i¢inde 1s1 ve kiitle transferi
sinirlamalarina yol agacaktir.

O, beslemesi ve dolgulu biyoreaktorlerde CO, giderimi, tepsi biyoreaktorlerinde oldugu
kadar kritik degildir, ¢iinkii kuvvetli havalandirma, O, ve CO, konsantrasyon gradyanlarini etkili
bir sekilde azaltabilir. Ornegin, Gowthama vd., 35 cm yiiksekliginde dolgulu biyoreaktordeki
(bugday kepegi lizerinde A. niger yetistirmek i¢in) ¢ikis O, konsantrasyonunun 5 L/dk kadar
diisiik hava akis hizlarinda bile %18’den (v / v) daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Bununla
birlikte, giris havasi su ile doymus olsa bile, dolgulu biyoreaktorlerde buharlasma kaginilmaz
olarak gergeklesir (Larroche vd., 2017).

Sella vd. (2009) Bacillus atrophaeus kullanarak dolgulu bir biyoreaktorde spor iiretimi
tizerinde ¢alismiglardir. Cap1 4 cm, yiiksekligi 20 cm olan bir kolon biyoreaktdr kullanmiglardir.
Fermantasyon sicakligi, su banyosu ile yaklasik 36 °C’de tutulmus ve nemli hava alttan kolona
beslenmistir. Fermantasyon 9 giin boyunca devam etmis ve sonuglar, fermantasyon islemi
sirasinda, eger su igerigi maksimum su igeriginin % 88’inden fazla olsaydi, hiicre biiylimesinin
onemli dl¢lide etkilenecegini gdstermistir.

Weber vd. (1999) endiistriyel Olcekli dolgulu yatakli kati hal fermantasyon
biyoreaktoriiniin matematiksel bir modelini olusturmustur. Sus olarak Coniothyrium minitans ve
A. oryzae kullanarak, hashas, yulaf, seker kamisi ve perlit substratin fiziksel 6zelliklerinde
yapilan degisiklikleri, 6lceklenebilirlik ve gegirgenligi karsilastirmslardir. Islem ve optimum

calisma kosullar1 test etmislerdir ( Chen, 2013 ).

Dolgulu Yatak Biyoreaktorlerinde Kanallasma
Basing diisiisii yatak igerisinde havanin kolaylikla gecebilecegi kanallar olusturabilir. Bu
istenmeyen bir durumdur, ¢iinkii yatak i¢inde 1s1 ve kiitle transferi sinirlamalarina yol agacaktir.
Kanallagsma 6nemli bir problemdir. Kolona beslenen hava gatlaklarin i¢inden akmayi tercih

edecek boylece diger bolgelerde O, transferi ve 1s1 transferi molekiiler tasimimla olusacaktir.
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Konvektif yigin hareketleri meydana gelmeyecektir. Sekil 2.14’de kanallasma sematize
edilmistir.

Dolgulu yataklarda kanallasmanin ana nedenlerinden biri, kati malzemenin tiiketiminden
dolay1 partikiillerin biiziilmesidir. Diger neden ise, bircok mantar fermantasyonunda, substrat
yataginin "partikiiller aras1 hif kopriileri" ile birbirine baglanmis olmasidir. Bu iki olay yatak
hacmi azaldikg¢a, parcaciklarin basit¢e asagi dogru yerlesmeyecegi, bunun yerine yatagin iceriye
cekilecegi ya da ortadan catlayacagi anlamina gelmektedir. Bu hif kopriileri iiretmeyen mantarlar
icin, substrat pargaciklari, yatak kiigiildiikge ya da catlaklar ortaya ciktikca serbestge akmaya
devam eder, fakat sadece yiiksekligi azalir. Mantarin pargaciklari birbirine bagladigi mantar
fermentasyonlar1 i¢in biiziilme sorunlari, besinlerle emprenye edilen "atik" hashas kullanilarak en

aza indirilebilir (Weber vd., 1999).

(d) parcaciklar arasinda hif A
kopriilerin gerilme kuvveti
_’ ‘_

yatagin ¢ogundan
1s1 uzaklagtinimasi
iletkenlikle
stturlandiniabilir

yatagin 02
kaynagy,
diftizyonla
sturlandinlabilir

kargilagilan akima  karsilagilan akuma
daha fazla direng daha az direng

Sekil 2.14. Kanallasma (a) Istenilen durum, yatagin tiim kesiti boyunca diizgiin bir akis mevcuttur. (b)
Yatagin duvardan uzaklasti§i durumda, yatak ve duvar arasinda tercih edilen akis. (c)
Yataktaki bir catlaktan tercihli akis. (d) Kanalin mikro 6lgekli goriiniimii, Kanal boyunca tercih
edilen akisin, partikiiller arasindaki boslugun kismen biyokiitle ile doldurulmasindan
kaynaklandigini gosterir. Asir1 kanallasma durumlarinda, tanecikler arasi bosluklardan higbir
kiitle akisinin olamayacagina, kiitle transferinin difiizyonla ve 1s1 iletimin iletkenlige
iletilmesiyle sinirlt olduguna dikkat edin (Mitchell vd., 2006)
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Tepe Boslugundaki Biyoreaktor Duvarlari Uzerinde Yogunlasma
Genellikle, tepe boslugundaki biyoreaktdr ceperi, yataktan c¢ikan gazlarin sicakligindan
daha soguktur; bu, tepe boslugundaki biyoreaktér duvarlarinin i¢ yiizeylerinde suyun

yogunlagsmasina neden olabilir. Bu durum boélgedeki O, transferini biiyiik oranda engeller.

Statik Yataklarda Eksenel ve Radyal Sicakhik Gradyanlari

Kanallagsma problemlerinden muzdarip olmayan dolgulu bir biyoreaktoriin yatagindaki gaz
akis modeli, eksenel dagilim ile piston akisina muhtemelen en yakindir. Bununla birlikte, bunu
dogrulamak ya da eksenel dagilma derecesini 6lgmek icin ¢aligmalar yapilmamistir. Gaz fazinin
bu akisinin, dolgulu yataklarin c¢alismasinda etkileri vardir. Biiyiik 6lgekli dolgulu yataklarin
tasarlanmasi ve isletilmesindeki en biiyiik zorluklardan biri, asir1 eksenel sicaklik gradyanlarini
onlemek olacaktir. Havanin yatagin i¢inden akarken sicakligindaki artis, su tasima kapasitesini
arttirir ve bu nedenle buharlagsma meydana gelmektedir. Hava girisinde doymus hava kullanilsa
bile buharlasma olacagina dikkat edilmelidir. Genel olarak, hava akimi yoniinde eksen boyunca
iletim, konvektif ve buharlasan 1s1 giderimi ile karsilagtirildiginda ihmal edilebilir (Cordova-
Lopez vd., 1996). iletimin normal hava akis yéniine katkis1 dolgulu yatagin tasarimina bagli
olacaktir.

Eksenel ve radyal sicaklik derecelerinin goriinmesinin biyoreaktoriin tasarimina ve
caligmasma nasil bagli oldugunu gosteren c¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Bunlar asagida
acgiklanmaktadir.

Saucedo-Castaneda vd. (1990), manyok yas posa ile doldurulmusg ve A. niger ile asilanmig
1 L statik biyoreaktorde (6 cm yarigap 35 ¢cm uzunlugunda) 1s1 transferini incelemigler. Yatagin
ekseni boyunca 0 ila 5 cm arasinda keskin bir sicaklik artis1 (toplamda 2,4 °C/cm, 12 °C’ye
kadar) goriilmiistiir. Bununla birlikte, 5 ila 35 cm arasinda, sicaklik gradyani daha kiigtiktiir (0,17
°C/cm). Merkez ile reaktoriin duvan arasinda sicaklik gradyam yaklagik 5 °C/cm olmustur. Bu
eksenel sicaklik gradyanindan yaklasik 30 kat daha biyiiktiir. Genel olarak sicaklik, yatak

yiiksekligindeki artis veya hava akis hizindaki azalma ile dogrusal olarak artmistir.

2.2.3. Dolgulu Yatak Biyoreaktoriin Pilot ve Biiyiik Ol¢ekli Uygulamalari

Tim ekim periyodu boyunca dolgulu yatak reaktorleri biiyiik Olgekli olarak nadiren
isletilmektedir, ancak aralikli olarak karistirilan tasarimlar olduk¢a basarili bir sekilde
kullanilmigtir. Statik dolgulu yatak reaktorii koji liretiminde biiyiik capta kullanilmistir, ancak
kullanilan biyoreaktorlerin ¢alismasi ve performansi hakkinda detaylar mevcut degildir. Sadece
cok kisa ve genel aciklamalar mevcuttur. Basit bir tasarim (Sekil 2.15) 1000 kg koji kapasitesine
sahiptir ve alt tabaka kullanim i¢in 6zel bir cihaz1 yoktur. Ayrica tamamen aseptik fermantasyon

icin tasarlanmistir (Sato ve Sudo 1999).
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Sekil 2.15. Koji endiistrisinde soya sosu tretimi i¢in kullanilan geleneksel dolgulu yatak biyoreaktor
tasarimi. Bu tip reaktorler bir ton iizerinde substrat isleme kapasitesine sahiptir. Bu diyagram
Sato ve Sudo (1999) tarafindan basitlestirilmistir (Sato ve Sudo, 1999)

Roussos vd. (1993) “Zymotis” biyoreaktor olarak adlandirilan i¢ 1s1 transfer plakalari
bulunan pilot 6lgekli dolgulu yatak biyoreaktdr gelistirmistir. Dig govde akriliktir ve 65 cm
yiiksekliginde, 50 cm genisliginde ve 40 cm derinligindedir. Bu, 100 L’lik bir ¢calisma kapasitesi
ile toplam 130 L’lik bir hacim demektir. Havalandirma hizi, 0,1 ila 0,2 L/h.g.sa arasinda
degismektedir. Paslanmaz celik 1s1 transfer plakalar1 60 cm yiiksekliginde, 38 cm genisligindedir
ve 0,46 cm kalinligindadir. Kullanilan plaka 10 adettir ve olusan hacimlerin her birinde 9,44 L
biyoreaksiyon hacmi olusmustur. Her bir plaka seri halde bulunan borular vasitasiyla su
sirkiilasyonu saglamaktadir. Biyoreaktor icindeki plakalarin sayisi ve yeri degistirilebilmektedir.
4 ila 12 kg kuru substrat (15 kg kuru igin toplam islak agirlik 55 kg) araliginda c¢alismalar
yapilmis ancak iiretilen enzime ait bilgiler disinda detayl bilgiler verilmemistir. Fermantasyonun
ilk 10 saati sirkiile edilen suyun 1sitilmasi daha sonrasinda ise sogutulmasi gerekmektedir.
Sogutma suyunun sicakligini 6lgmek i¢in farkli bolgelere termistor yerlestirmislerdir. Mikrobiyal
aktivitelerin optimum olmas1 ve sicaklik gradiyentini 6nlemek i¢in plakalar arasindaki mesafe 5
cm’den daha az olmasimi Onermislerdir, ancak pilot 6l¢ekli deney c¢alismalarinda bulunan
sonuglar bunu tam olarak desteklememistir. Ayrica ¢aligma sonucunda baslangi¢ nem igerigi cok
degismedigi ve %5 civarinda kaldig: bildirilmistir.

KHF biyoreaktorlerinden aralikli karistirmali tasarimlar biiyiik 6l¢ekte basarili bir sekilde
uygulanmaktayken dolgulu yataklar i¢in durum ayni degildir. Kisa dolgulu yatak biyoreaktorleri,
koji tiretimi i¢in biiyiik 6lcekte uygulanmakta ve genel 6zellikleri bilinen bu prosesin igletimi ile

performansi hakkinda detayl bilgi bulunmamaktadir.
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2.2.4. Laboratuvar Olgekli Dolgulu Yataklar

Makro Olgegin tasimim olaylarinin biyoreaktdr performansimi nasil etkileyebilecegini
arastirmak i¢in 30 cm yiiksekliginde ve 5 ila 15 cm capinda bir dizi biyoreaktorler kullanilmistir.
Arastirmacilar ¢calismalarinda gosterdigi gibi, kiigiik dlcekte bile tasinim olaylari ile biiyiimenin
sinirlanmas1 miimkiindiir.

Fermantasyon sirasinda gergeklesen tasinim olaylarini 6nemli dlgiide etkileyen tasarim ve
isletme parametreleri;

v’ Substrat yataginda aksiyal ve radyal yondeki sicaklik gradiyentleri.

Dolgulu yataklarda yatak yiiksekligi arttikca ortaya cikan sicaklik gradiyenti minimize
etmek amaclanir.

v’ Substrat yatagindaki suyun buharlagmasi.

Tasarim ve isletme parametreleri belirlenirken yatagin kurumasina sebep olan bu problem
minimize edilmeye ¢aligilmalidir.

v’ Substrat yatagindaki basing diistisii.

Bu parametre yatak yiiksekligine ve partikiiller aras1 alanin mikroorganizma ile doluluk
derecesine baglidir. Basing diisiisii; havalandirma sisteminin tasarimini ve igletme maliyetlerini
etkiler, diger yandan substrat yiiksekligini sinirlayabilir. Substrat partikiillerine yapilan O,
beslemesi genelde tasarim ve isletme parametreleri arasinda sayilmaz. Is1 uzaklagtirma
hesaplamalarinda temel aliman hava akis hizi, genellikle gerekli olan O, beslemesinin daha
fazlasinm1 karsilar. Bununla birlikte, yatagin biiyiilk bolimiinde O, transferi siirlamalart

bulunabilir (Mitchell vd., 2006).

2.3. Seker Pancar1 Melasi ve Kiispesi Hakkinda Genel Bilgi

2.3.1. Seker Pancari ve Melas (Yasar, 2003)

Beta Vulgaris Saccharifera (seker pancari) bitkisinin en 6nemli 6zelligi 2 yillik olmasidir.
1. yilda kok kisminda besin maddeleri toplanir. 2. yilda ¢icek ve tohumlar olusur. Cok fazla
soguk veya sicak olmayan bolgelerde yillik yagis miktarinin 600 mm oldugu yerlerde yetistirilir.
Seker pancarinin su ihtiyaci olduke¢a fazladir ve bu deger 1g seker i¢in 250-300 g sudur. Yetisme
kosullarina ve ¢esidine bagl olarak agirligi 200 ile 2000 g arasinda degisir. Tablo 2.8 de seker

pancarimin kimyasal bilesimi verilmistir.
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Tablo 2.8. Seker pancarinin kimyasal bilesimi (Yasar, 2003)

Bilesen % Taze Pancarda % Kuru Maddede
Su 76,5 -

Toplam Kuru Madde 23,5 100

Sakkaroz 16,5 70,2

Pektin 2,5 10,7

Seliiloz 1,2 5,1

Azotlu maddeler 1,1 4,6

Madensel maddeler 1,7 7,2

Lipidler 0,1 0,4

Digerleri 0,4 1,8

Seker pancari icerigine ayrintili olarak bakacak olursak;

Sakkaroz: Ozellikle sekerin kristalizasyonu sirasinda sakkaroz kolaylikla kristalize olur.

Ortamdaki mineral maddeler (Na, K) sakkarozun kristalizasyonunu gii¢lestirir. Sakkarozun

sudaki ¢oziiniirliigii sicaklikla dogru orantilidir.

Bu konuyla ilgili Tablo 2.9 asagida

gorlilmektedir.
Tablo 2.9. Sakkarozun sudaki ¢6ziiniirliigii (Yasar, 2003)
Sicaklik (°C) Coziiniirliik
0 64,2
50 72,3
100 62,9

Sekerin renk degisimine etkili faktorler:

v Karamelizasyon

v Maillard reaksiyonu

v Polifenollerin demirle birlesmesi.

Invert seker: Ortamda % 0,1 oraninda bulunabilir. Ozellikle hasat edilen pancarlar dona

maruz kalirsa invert seker miktarinda artis meydana gelir. Eger pancar hasat edilmediyse toprak

iistiinde kalan ve toprak iistiine yakin kisimlarda invert seker miktar1 fazladir. 2 nedenden dolay1

istenmez;

v Maillard reasiyonu (renk degisimi)
v' Kristallenmeyi giiglestirir.

38



- Inversiyon sicaklikla dogru, pH ile ters orantilidir. Asidik ortamda meydana gelir. Seker
tiretimde ortama kireg ilave edilir ve pH artirilir. Sakkaroz kendine 4 tane su baglayarak hidrat
formuna gelebilir.

- Invert sekerler diger sekerlerle karsilastirildiginda hidroskobik 6zellikleri azdir.

Rafinoz: (Trissakarit: glukoz-fruktoz-galaktoz) Normal pancarda %0,3-0,5 arasinda
bulunur, uygunsuz depolama sartlarinda ve dona maruz kalmasi sonucunda bu miktar artar.
Dogrudan dogruya melasta kaldigi i¢in seker kaybina yol acar.

Azotlu maddeler: (%1,1 civar1) Bu maddeler sekerin islenmesini giiglestirir. Bu bakimdan
miktarinin diisiik olmasi arzu edilir.

Pektik maddeler: Hiicre duvari ve hiicreler arasinda bulunan, olgunlasmaya bagli olarak
bilesimi degisen bu maddeler seker iiretimi sirasinda sicaklifin gerekenden fazla olmasi
durumunda problem olustururlar.

Glikozidler: Seker pancarinda % 0,14 civarinda bulunan en 6nemli glikozid saponindir.
Bu maddenin 1/3 i serbete gecer ve islem sirasinda serbetin kdpiirmesine neden olur. Bu
bakimdan islemeyi zorlastiran maddeler arasinda yer alir.

Madensel maddeler: (kiil) CL, P, Ca, Si oksit formunda bulunduklarinda sekerin
kristallenmesini olumsuz yonde etkilerler.

Melas, seker endiistrisinin yan Triiniidiir. Seker fabrikasyonu teknolojisinde teknik
olanaklar ile i¢inden seker elde edilemeyen kisimdir. Buharlastirma ve kristalizasyon islemi
genellikle ii¢ defa tekrarlanir. Bu tekrarlama ham seker, seker olmayan organik maddeler ve
melasin yiiksek viskozitesinin sakkarozun daha ileri diizeyde kristallenmeye izin vermemesine
kadar yapilir (Cetinkaya, 2002).

Seker fabrikalarinda seker pancarindan ve seker kamigindan sakkaroz elde edilirken,
kullanilan yontem, hasat sekli ve depolanma kosuluna bagli olmak iizere kristallenmeyen kismin
neredeyse %4’li melas olarak g¢ikar (Muhtar, 2000). Melasin bilesimindeki maddeler makro ve
mikro maddeler olarak ayrilabilir. Makro maddeler su, seker ve sekersiz maddeler; mikro
elementler ise iz elementler, vitaminler ve gelisme faktorleri olarak sayilabilir. Melas fermente
olabilen sakkaroz, fruktoz, glukoz ve rafinozla birlikte fermente olmayan indirgeme maddelerini
de igerir. Melasin fermente olmayan indirgeyici igerigi %35-17 araliginda olabilir. Seker
fabrikalarinda yiiksek 1s1 ile isleme ve gilines altinda depolama, melasin fermente olmayan
maddelerinin miktarmi arttirmaktadir (Cetinkaya, 2002). Melasin yaklasik olarak %15°1 su,
%50’si sakkaroz ve %35’1 de sakkaroz disi maddelerden olugsmaktadir. Melasin bilesimi Tablo

2.10’da verilmistir.
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Tablo 2.10. Seker pancar1 melasinin bilesimi (Cetinkaya, 2002)

Seker Dis1 Maddeler
Inorg. Mad. % Org. Mad. % Vitaminler pg/kg
Seker %

Sakkaroz 48-50 Kil 10,09 Toplam N 2,2 Inozit 5000- 8000
Rafinoz 0,8- 1,2 Siilfat 11,73 Glutomik Asit 0,53 Biotin 0,04- 0,15
Kestoz 0,5- 0,8 Potasyum 4,68 Asparagin 0,23 Pantotenik Asit 50-110
Galaktoz 0,3 Sodyum 0,73 Losin 0,41 Vitamin B1 1,3
Ind. seker 0,3 Kalsiyum 0,35 Glikokol 0,27 Vitamin B2 0,41

Magnezyum 0,08 Alanin 0,22 Vitamin B3 5,4

Demir 0,04 Valin 0,22 Folik Asit 0,29

Aliiminyum 0,12 Aminobiitrikasit 0,26 Niyosin 51

Siilfit 0,03 Aminoasit 0,6

Fosfor 0,06 Betain 5,5

Nitrat 0,29 Laktik asit 1,88

Nitrat(ng/kg) 50- 400

Asetik asit 0,81

SO2(ng/kg) 10-2

Stearik Asit 0,29

Klor 1,03

Formik Asit 0,23

Biitirik asit 0,18

Propiyonik asit 0,11

Okzalik asit 0,068

Melastaki sakkaroz dist maddeler organik ve inorganik maddeler olmak iizere ikiye

ayrilabilir.

Organik Maddeler

v Organik maddeler iginde en onemlisi azotlu maddelerdir. Bunlarin %20’si aminoasit

azotudur.

v’ Melastaki asitler arasinda en fazla glutamik asit bulunur.

\

Protein yaklasik %0,6’l1ik kismin1 olusturur. Bu da toplam azotun %1,6’sin1 gecmez.

v" Melasta bulunan azotsuz organik maddeler ise pektin, dikarboksilik asitleri (okzalik,

malonik, siiksinik, glutarik, adipinik asitler) ve oksikarboksilik asitleri (glikolik, laktik,

malik, tartarik asitler) sayilabilir.

v" Ugucu asitlerden (formik, biitirik, propiyonik asitler) de melasta az miktarda bulunur

(Cetinkaya, 2002).

Inorganik Maddeler

Bu maddelerin miktar1 ve bilesimi toprak ve meteoroloji kosullarina ve pancar c¢esidine

baglidir. Sodyum, potasyum, kalsiyum miktarlar1 mikroorganizma gelisimi i¢in yeterli olmakla

beraber magnezyum ve fosfor miktari yetersizdir (Cetinkaya, 2002). Melasm %3,1°1 ¢iftcilere,

%54,6’s1 sanayiye, %37,6’s1 Tiirkiye Seker Fabrikalarina ait 4 alkol fabrikasinda islenmekte ve
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%4,7’si melash kuru kiispe imali igin kiispe kurutma tesislerine verilmektedir. Tiirkiye’de melas

cok ¢esitli kullanim alanina sahip bir yan tirlindiir (Tuik, 2008).

2.3.2. Seker Pancan Kiispesi

Pancar kiispesi suda ¢oziiniirliigii ¢ok simirli olan hemiselilloz, seliiloz ve pektin gibi
karbonhidratlardan meydana gelmistir. Bunun yanisira kiispede kendi agirhiginin % 2-4’i kadar
lignin ve % 8’1 kadar ham protein ve % 3-5’1 kadar ekstraksiyon igleminden kalan sakkaroz
bulunmaktadir (Vogel, 1991). Seker pancar kiispesinin igerigi ve yaklasik bilesimi Tablo 2.11°de
verilmistir. Seliiloz sicak suda ¢6ziinmez ve seyreltik asitlerden ve bazlardan ¢ok az etkilenir. Bu

ozelliklerinden dolay1, sekerin ekstraksiyonu esnasinda kiispede kalir (Bozok vd., 1971).

Tablo 2.11. Seker pancar kiispesinin yaklasik bilesimi (Ozer, 1995)

Coziinmeyen Fraksiyon Coziinen Fraksiyon
Bilesen Seliiloz Hemiseliiloz | Pektin Sakkaroz
% Agirhikea 19-23 28-31 15-18 3-5
Yapi Birimleri | D-Glukoz L-Arabinoz D-Galakturanik Asit Fruktoz
% Agirlikca 19-20 11-23 Glukoz

Pektin, hiicre duvarinda ¢imento gorevi goren bir maddedir. Hemiseliiloz ise, yiiksek
oranda L-arabinoz igerir. Araban olarak da bilinen hemiseliiloz ¢ok dallanmistir ve yapist ¢ok
komplekstir. Arabanda, L-arabinozun C-1 ve C-5 karbonlarindan baglanarak olusturdugu esas
zincire baglanan diger karbonhidratlarin (L-rammoz, D-mannoz, D-galaktoz, D-ksiloz ve D-
glukoz) baglanmis oldugu cok ¢esitli yan zincirler vardir (Bozok vd., 1971; McReady, 1966;
Ozer, 1995).

Seker fabrikasyonu sirasinda difiizérden % 6-7 kuru maddeli sulu kiispe ¢ikar. Bu kiispe
sikilarak elde edilen prese suyu difiizor birimine geri alinir. Genel olarak 100 ton pancardan
(mark kapsami 4,5 ise) 28 ton civarinda % 16 kuru maddeli sikilmis kiispe elde edilir. Eger bu
kiispe bir kurutma sisteminde kurutulacaksa, ikinci bir kiispe sikma sisteminde yaklasik % 23-24
kuru madde kapsamina kadar yeniden sikilir. Seker pancar kiispesi, oldugu gibi veya
kurutulduktan sonra, hayvan yemi olarak degerlendirilir. Seker pancari kiispesinin liretimi Avrupa
Birligi Ulkelerinde toplam 14 milyon tona ulasmistir (Dronnet vd., 1997). Sekil 2.16’da seker

pancari kiispesinin endiistriyel kullanim alanlar1 verilmistir.
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‘ Kagida katka ‘

/> ‘ Termoplastik dolgu ‘

Seker Pancan Kiispesi
> ‘ Karton-sunta yapistiricisi ‘

Biyoteknolojik prosesler
v Alkol
v" Metan
¥" Tek hiicre proteini

Zenginlestirilmis Seker
Pancan Kiispesi
v" Seliilozu zenginlestirilmis
v" Pektini zenginlestirilmis

Fraksiyonlarina Ayrilmis
Seker Pancan Kiispesi

Gida uygulamalari

Sekil 2.16. Seker pancari kiispesinin endiistriyel kullanim alanlart (Roper, 2002)

Sekil 2.17°de seker pancari kiispesinde bulunan pektin, seliiloz ve lignin maddelerine ait
yap1 gosterimleri verilmistir. Seker pancari bitkisine mukavemet kazandiran seliiloz ve lignindir.
Seliiloz Sekil 2.16’da goriildiigii gibi bir glukoz polimeridir. Taze bitkide seliilloz zar1 oldukca
saftir. Zaman ilerledikce odunlasir, sertlesir ve araya yabanci maddeler girer. Araya gelen bu
maddelerin en Onemlileri lignin ve hemiseliilozlardir. Bunlarin diginda protein ve tuzlar da
bulunur. Pektinin yapitasi ise sekilde formiilii verilen D-galakturonik asittir. Galakturonik asidin
polimerlesmesi ve karboksil gruplarinin kismen esterlesmesi sonucunda pektinler meydana
gelmistir. Pektinler suda belirli miktarlarda ¢oziiniir. Bitkiye odun karakteri veren yani
mukavemet kazandiran lignindir. Lignin asitle hidroliz olmayan aromatik yapili bir bilesik
sinifidir. Biitiin ligninler birbirine yakin ii¢ bilesikten meydana gelmistir. Sekil 2.16’da verildigi
gibi bunlar koniferil alkol, sinapil alkol ve p-kumar alkoldiir. Bu molekiiller, aralarindan su
¢ikarmak suretiyle makromolekiiller haline gelir. Tipik bir ilk kondensasyon iriinii

dehidrodikoniferil alkoldiir (Alpar, 1969; Bozok vd., 1971).
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LIGNIN YAPITASLARI

Sekil 2.17. Seker pancar kiispesinde bulunan pektin, seliilloz ve lignin maddelerine ait yap1 gosterimleri
(Bozok vd., 1971; Alpar, 1969; Arslanoglu, 2008)

2.4. Literatiirde Yapilmis Calismalar

Raimbault vd. (1980) manyok bitkisinden elde edilen unu substrat olarak kullanrak A.
niger’in Raimbault kolonda gelisimini incelemiglerdir. Substrat kiitlesinde homojen misel
gelisimi, sporiilasyon olmadan meydana geldigi belirtilmistir. Fizyolojik ¢alismalardan, kat1 halde
manyokta A.niger bilylimesi i¢in en uygun kosullar % 50 - 55 nem, % 35 amonyum ve % 40 iire
(azot esasinda) ve 2 x 107 spor/g substrat igeren % 35 bir azot kaynagidir. Biiyiime kinetigi
olusturulmus ve inkiibasyon sirasinda pH, protein, karbonhidrat ve su igerigindeki degisiklikler
belirlenmigstir. Bliylime oran1 ve verim, optimum kosullarda sivi ortamda yetistirilen A. niger igin
literatiirde tarif edilenlere oldukga benzer oldugu belirtilmistir.

Hamroun1 vd. (2017) A. niger’in Raimbault kolonda farkli tarimsal yan iiriinler
kullanilarak, daha ¢evre dostu olmasinin yami sira ekonomik agidan bakildiginda sentetik
olanlardan daha ucuz substratlar olusturan sporlar ve NyP’lerin {iretimini incelemislerdir.
Kiiltlirler biyoreaktorde, 3 g kat1 dolu Raimbault cam kolonlar1 (¢ap: 4 cm, uzunluk: 20 cm)
kullanilarak gergeklestirilmis ve baglangictaki nem igerigi % 75, nemli havalandirma orani 60
ml/dk’dir. Optimize edilmis fermantasyon sartlar1 sirastyla seker kamisi kiispesi, bugday kepegi
ve patates unu karigimi kullanilarak 27 °C’de 10 giin KHF’den sonra NyP verimini 8,12 mg/g
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kuru madde olarak elde etmislerdir. Mantarlarin iirettigi ergosterol spesifik sterol ile biyokiitle
marker-NyP igerikleri arasinda anlamli bir pozitif korelasyon gozlemlendigini bildirmislerdir.

Soccol vd. (2017) yaymladiklari derleme makalede Raimbault biyoreaktér modelinin,
metabolizmanin anlagilmasi igin mikroorganizmanin respirometrisinin (tiiketilen O, ve CO,
tiretimi) degerlendirilmesi yoluyla zorlanmig havalandirma igleminin biiyiime {izerindeki etkisinin
calisilmasinda kolaylik saglayacagini bildirmislerdir. Kolon reaktorlerinin kullaniminin, reaktére
giren havanin neden oldugu konveksiyondan dolay1 sicaklik gradyanlar ile ilgili problemleri
minimize edecegini ancak bununla birlikte, fermantasyonun ilerlemesiyle, yatagin
gozenekliligindeki azalma, bu tiir biyoreaktorlerde asilmasi gereken bir problemi teskil edecegini
belirtmislerdir.

Vandenberghe vd. (1999) A. niger kiiltiirii ile sitrik asit iiretiminde, seker kamis1 kiispesi,
kahve kabugu ve manyok kiispesi olmak {izere verimlilik a¢isindan ti¢ farkli tarimsal-endiistriyel
atik kullanarak Raimbault kolonda deneyi gerceklestirmislerdir. Mantar susunun substrata iyi bir
sekilde adapte oldugunu ve fermente maddede protein igerigini (23 g/kg) artirdigini géstermistir.
Sitrik asit iiretimi, 26 °C’de baslangi¢ neminin % 62 olan manyok kiispesi ile fermantasyon
yapilirken 120 sa.’de maksimum (88 g/kg kuru madde) seviyesine ulastigini bildirmislerdir. Ayni
zamanda sadece sinirh biliyliime altinda yiiksek bir sitrik asit konsantrasyonuna ulasildigini ve
yiikksek protein iceriginin, fermente edilmis substratin (sitrik asit ekstraksiyonundan sonra)
hayvan yemi olarak kullanma olasiligin1 diisiindiirmektedir ifadelerini kullanmislardir.

Spier vd. (2011) A. niger FS3 tarafindan sitrik hamur fermantasyonunda yeni bir fitaz
tretmek ve saflastirmak icin bir proses gelistirmisler. Bu proses igin Raimbault kolon
kullanilmiglardir. Fitaz, katyonik degisim, anyonik degisim kromatografisi ve kromato-odaklama
asamalar ile saflagtirilmigtir. SDS-PAGE analizinden, saflastirilmig fitazin molekiiler agirlig
1,8%10" g olarak hesaplanmis. Fitazin optimum pH degeri 5,0-5,5 ve optimum sicaklik 60 °C
oldugunu ve fitazin, fitat igin yiiksek afinite gosterdigini ve Km, 0,52 mM oldugunu
bildirmislerdir.

Spier vd. (2011) yayinladiklar1 derleme makalede Raimbault kolonla ilgili “birka¢ gram
kat1 ortam kullanilmas1 ve kolonlarin geometrisi nedeniyle, yatak sicakligi fermantasyonu kolayca
saglanabilir, ¢ilinkii kolon g¢eperi tarafindan 1sinin ¢ikarilmasi verimli goriinmektedir. Bu tip
reaktoriin dezavantaji, numuneyi kolondan geri ¢cekmenin imkansizligidir. Belirli aralikta numune
icin bir kolon almir, fazla ekim gereklidir.” seklinde bildiride bulunmuslardir.

Motta vd. (2013) palm yag: isleminin az kullamlmis bir atik trlinii olan bos meyve
demetini (EFB), Raimbault kolonlarinda KHF yoluyla Trichoderma reesei susu tarafindan hiimik
asitlerin iiretimi i¢in bir substrat olarak incelenmislerdir. Hem HA {iretimi hem de mantar
gelisimi, 0 ila 72 sa.’lik fermantasyon sirasinda ger¢eklesmistir. EFB’nin KHF’de kullanimiyla

ilgili temel fiziksel-kimyasal parametreleri bakimindan karakterizasyonu, substrat ve kat1 destek
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olarak kullanim i¢in uygun oldugu goriilmiistiir. 120 sa. sonra, ii¢ log spor iiretimi elde edilmis ve
biyokiitle verimliliginden daha biiyiikk bir iriin iiretkenligi saglanmistir; bunun, substratin,
KHF’deki mantar tarafindan etkili bir sekilde kullanildig1 anlamina geldigini belirtmislerdir.

Pandey vd. (1992) A. niger (RRL izolat1) ile glukoamilaz enzimi iiretimi igin bir dolgulu
kolon biyoreaktdr (7 cm gapinda ve 20 cm uzunlugunda) kullanmiglardir. Kolon 0,35 g substrat
/cm dolduruldugunda maksimum enzim aktivitesine ulagilmis ve 0,1 + dk havalandirma ile 48 sa.
boyunca 30 + 1 °C’de fermente edilmistir. Maksimum enzim aktivitesi, 0,35 g/ml substrat ile 721
IU/gram kuru substrat aktivitesi (31,78 iinite spesifik aktiflestirme) elde edilmistir. Bu durumda,
iiriin geri kazanimi (ilk kuru substrat bazindan elde edilen fermente iiriin ytizdesi) % 63 olmustur.

Sharma vd. (2007) KHF’yi, A. niger (ARNU-4) susu ile kat1 destek olarak cay atigi
kullanilarak ve melas bazli fermantasyon ortamiyla GA iiretimi i¢in degerlendirmislerdir.
Maksimum (76,3 g/l) GA iretimi i¢in % 70 nem seviyesi, 30 °C sicaklik, % 3 as1 ve 2,5 L/dk
havalandirma kullanmislardir. KHF ile ilgili su bilgilendirmeleri yapmislardir: KHF siireci, ¢esitli
faktorlerden ©nemli Olclide etkilenir. Bunlar arasinda uygun bir sus, substrat ve islem
parametrelerinin se¢imi ¢ok dnemlidir. Kat1 substratin dogasi, KHF i¢in ana faktordiir. Bu sadece
besin maddelerini kiiltiire saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda iglem sirasinda mikrobiyal hiicre i¢in
bir ankraj gorevi gorlir. Bu nedenle partikiil biiyiikliigli ve substratin kimyasal bilesimi
fermantasyon siirecini kritik olarak etkilemistir. Cay atiginin gesitli kimyasal bilesenleri, esas
olarak fenoller, sekerler ve kati destek olarak ¢ay atigi ortami emer ve fungal miseller igin
kolayca kullamilabilir kilar. Ayrica, ¢ay partikiilii, miselinin yalanci immobilizasyonuna yol agan
baglanma i¢in mantar miselinin ylizeyinde artis saglar.

Singh vd. (2003) DF, YKHF ve KHF fermantasyonlarinda degisen substrat
konsantrasyonlarina gore GA iiretimi analiz etmislerdir. Tiim islemlerde, 120 g/dm’’liik bir
baglangi¢ glukoz konsantrasyonunda maksimum hiicre biiyliimesi elde edilmistir. GA {iretimi ve
pH’daki degisim, degisen zaman araliklarinda analiz edilmis ve DF ve YKHF islemlerinin 6
giinliik inkiibasyonda tamamlandigi, en yiiksek verimin 12 giinliik inkiibasyondan sonra
gozlendigi ve KHF isleminden sonra da devam ettigi gozlenmistir. KHF kosullar1 altinda en
yiiksek seviyede % 94,7 verimle GA (106,5 g/L) elde edilmistir.

Ramachandran vd. (2007) A. niger sporlarinin KHF sirasinda kati ortama salinmadan
sentezlenen enzim rezervuari olarak kullanarak GA firetimini ¢calismiglardir. A. niger sporlarinin
(200 sa.), KHF sirasinda miselyum tarafindan sentezlenen tiim GOD tamamen korudugu
gosterilmistir. Katalizor olarak hareket etmisler ve biyolojik doniisiim reaksiyonunu etkili bir
sekilde gerceklestirmislerdir. GOD aktivitesinin, tekrarlanan yikamalardan sonra bile sporlarda
tutuldugu bulunmustur. Ortalama reaksiyon hizi, yaklasik olarak 100 g/L glukozdan iiretilen 102
g/L GA ile 1-5 g/Lsa’dir.
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GA iiretiminde genellikle karbon kaynagi olarak, glukozun yani sira tarimsal endiistri yan
tiriinleri/atiklart gibi 6nemli biyokiitle kaynaklar1 kullanilabilir. Arastirilan substratlar itibariyle
yapilmig caligmalar incelendiginde, alternatif karbonhidrat kaynaklari olarak musir hidrolizati
(Kundu ve Das, 1984), misir nisastasi hidrolizat1 (Vasilev vd., 1993), atik kagitlarindan elde
edilen farkli glukoz konsantrasyonlarina sahip hidrolizatlar (Ikeda vd., 2006), tizim sirasi
(Buzzini vd., 1993; Singh ve Singh, 2006), seker kamisi melasi (Rao ve Panda, 1994), gida
isleme artiklar1 (Fischer ve Bipp, 2005), incir (Roukas, 2000), peynir alti suyu (Mukhopadhyay
vd., 2005) ve seker pancar1 melasi (Roukas ve Harvey, 1988) gibi materyallerden fermantasyon
yontemleriyle GA tiretiminin arastirildigr goriilmektedir.

Pek cok calisma sonunda biyoteknolojik yontemlerin daha etkili ve daha verimli oldugu
kanitlanmigtir. Yapilan calismalara bakildiginda funguslarin gerek glukozdan gerekse cesitli
biyokiitlelerden GA {iretimi i¢in en yaygin olarak arastirilan mikroorganizma grubu oldugu
gorlilmektedir. GA iiretimi i¢in, Penicillium luteum (Curie vd., 1931), P. variabile (Petruccioli
vd., 1994), A. niger (May vd., 1934; Moyer, 1940; Stubbs vd., 1940; Wells vd., 1937) en ¢ok
kullanilan funguslardir. Bu grup icerisinde de en ¢ok 6ne ¢ikan A. niger’dir.

Fermantasyon proseslerinde KHF ve DF en yaygin ¢alisma yapilan fermantasyon sekilleri
olup, yapilan caligmalar sonucunda kat1 hal ylizey fermantasyonunun yiiksek verim sagladigi i¢in
tercih edildigi belirtilmektedir. Bu nedenlerden dolay1 KHF, son yillarda arastirmacilarin
dikkatini gekmistir. Ote yandan GA iiretimi icin KHF ile yapilan calisma sayis1 oldukca smirlidir.
Yapilan bu c¢aligmalardan birinde, incirden KHF ile A.niger kullanarak GA iretimini
aragtirmislardir. %631k bir verimle, 1 kg kuru incir i¢in 490 g GA fretimi elde ettiklerini
belirtmislerdir. Bunun yani1 sira %8 sitrik asit verimi ile 64 g/kg konsantrasyonunda iiretim
gergeklestirilmistir. Nem igeriginin %75 olarak belirlendigi, baslangic pH’simnin 7 oldugu ve
ortam sicakliginin 30 °C olarak belirlendigi bu ¢aligmada fermantasyon siiresi 15 giindiir. Seker
kullanim1 %90, substrata %6 metanol ilavesi ile GA konsantrasyonu 685 g/kg’a, sitrik asit
konsantrasyonunu ise 96 g/kg’a yiikseldigi belirtilmistir (Roukas vd., 2000). Yine Roukas vd.
(2000) kuru incirden A. niger ATCC 10577 susu kullanilarak yiizey fermantasyonu ile sitrik asit
ve GA tretimi gerceklestirilmistir. Maksimum sitrik asit ve GA konsantrasyonlarinin sirastyla
20,5 ve 97,0 g/L oldugu belirtilmistir. Sitrik asit verimi %12 seker kullanim1 %85 baglangi¢ seker
konsantrasyonu 200 g/L, pH 7,0 iken GA veriminin %79,7 baslangi¢ seker konsantrasyonunn 100
g/L oldugu belirtilmistir. Incir ekstraktina %4 metanol ilavesi ile sitrik asit konsantrasyonu
30,7’ye GA konsantrasyonu ise 145,5 g/L’ye arttig1 bildirilmistir. Vasillev vd. (1993) poliiiretan
kopiik iizerine immobilize edilmis A. niger tarafindan GA iiretimi i¢in fermente edilebilir seker
olarak musir nisastas: hidrolizat1 kullanmislardir. Immobilize hiicreler serbest hiicrelere gore, daha
uzun siire (65-70 sa.) muhafaza edilerek iiriin olusumu i¢in basarili bir sekilde yeniden

kullanilmigtir.  Optimum GA  konsantrasyonunun yaklasik 143 g/ olarak bulundugu
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belirtilmektedir. Yapilan bagka bir ¢alismada, baz1 yerel mantarlar ile derin fermentasyonda GA
tiretimi arastirilmis ve en fazla {iretimin 58 L olarak, A. niger’de, pH 6’da 30°C sicaklikta,
inkiibasyon siiresinin 7 giin oldugu optimum sartlarda elde edildigi belirtilmektedir (Shindia vd.,
2006).

Farkli konsantrasyonlardaki peynir alti suyu, kiispe, soya yagi, maya ozl gibi katki
maddelerinin mikroorganizmanin iiretim yeteneginine etkisini incelemek iizere ilave edilmistir.
Maya ekstrakt ilavesinin (%0,5) GA {iiretimini (82,2 g/L) gelistirmek i¢in indiikleyici oldugu
sonucu ortaya konulmustur (Sharma vd., 2008). Singh vd. (2003), yaptiklar1 bir ¢aligmada cesitli
fermantasyon sekilleriyle A. niger tarafindan GA iiretimini incelemislerdir. Calismada derin
fermantasyon, yar1 kati hal fermantasyonu, yiizey fermantasyonu ve kati hal fermantasyonu
yontemleri karsilastirmali olarak arastirilmistir. Bu ¢alismada optimum sartlar olarak glukoz
konsantrasyonunun 120 g/L, pH 1 6,6, sicakligin 30°C ve inokulum oraninin da %2 oldugu
ortaya konulmustur. Bu sartlarda, GA iiretiminin kat1 hal fermantasyonunda 106,5 g/L, yiizey
fermantasyonunda 62 g/L, yar1 kat1 hal fermantasyonda 86 g/L ve derin fermantasyonda 85,9 g/L
oldugu belirtilmektedir.

Bir calismada tiirbin bicakli bir reaktdr kullanilarak ofis atig1 kagitlardan GA sentezi
arastirilmistir. Erlenlerde tekrarlanan kesikli kiiltiirlerde, kagit hidrolizati ortam ile glukoz ortami
karsilagtirildiginda, hidrolizat ortaminin GA {iretimi iizerine inhibe edici bir etki gostermedigi
belirtilmektedir. Bu ¢alismada, gogunda oldugu gibi A. niger susu kullanilmistir. Ortalama GA
verimleri hidrolizat ortami i¢in %92 ve glukoz ortami igin %80 olarak ifade edilmektedir. Ayni
zamanda saf oksijenin beslendigi ortamdaki iiretim hizinin, hava beslenen ortama gore 4 kat daha
fazla oldugu da tespit edilmistir (Ikeda vd., 2006).

Yapilan ¢ogu calismada, olusan GA’nin ortam asiditesini artirmasi nedeniyle noétralize
edici materyallerin ortama ilave edildigi gorilmektedir. Ayrica oksijenin etkin kullanimini
artirmaya yonelik arastirmalar da yapilmaktadir. Zhang vd., (2016) misir koganindan A. niger
SIIM M276 susu kullanarak erlenlerde ve biyoreaktérde GA iiretim sartlarini optimize etmeye
yonelik yaptiklar1 bir ¢alismada, maksimum verimin % 94,9 oldugu ve 76,67 g/L
konsantrasyonunda iiriin elde edilebildigi belirtilmektedir. Bu c¢alismada hem erlenlerde
calkalama hizinin hem de reaktdrde karistirma hizinin {iretim verimini olumlu yonde etkiledigi
belirtilmektedir. Ayrica reaktor sartlarinda hava besleme hizindaki artisla GA {iretim hizinin
onemli dl¢lide arttig1 da vurgulanmaktadir.

Curie vd. (1931) yaptiklar bir ¢calismada Penicillium luteum ve A. niger kullanarak derin
fermantasyonda GA iiretimini arastirmiglar ve GA veriminin 48-60 saat i¢inde %90’a ¢iktigini
belirtmiglerdir. Baska bir caligmada %15 glukoz igeren ortamda, Penicillium puberulum
tarafindan %3 CaCOs; varligiyla pH 6.1°de fermantasyon baslangicindan 7 giin sonra glukozdan
%91 GA doniisimii gergeklestirildigi belirtilmektedir (Elnagy vd., 1975). Diger bir ¢alismada,
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Petruccioli vd., (1994) P. variabile P16 susunu farkh tasiyicilar (Ca-aljinat, agar ve poliiiretan
stinger) iizerine immobilize ederek tekrarlanan kesikli proseslerde glukonat, glukoz oksidaz ve
katalaz iiretimini incelemislerdir. Calismada tasiyicilarin mekanik stabilitesi, Ca-aljinat, agar ve
poliiiretan siinger ile elde edilmistir. Caligma sirasinda poliiiretan siingerin glukoz oksidaz ve
katalaz enzim aktivitesi igin iyi bir tasiyici oldugu belirtilmistir. Poliiiretan siinger ile elde edilen
hacimsel verimlilik katalaz icin, 123,8 U/Lsa; glukoz oksidaz i¢in 10,9 U/Lsa ve son olarak
glukonat i¢in 0,118 g/Lsa’dir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu boliimde oncelikle ¢alismada kullanilan kimyasallar, cihazlar ve malzemeler hakkinda

daha sonra deneyde kullanilan metot hakkinda bilgi verilecektir.

3.1. Materyal

Bu caligmada kullanilan melas ve kiispe Elazig Seker Fabrikasi’ndan temin edildi. Calisma
stiresince melas plastik kapali kaplarda +4 °C sicakliktaki dolapta muhafaza edildi. Kullanilan
kiispe ise kapali plastik kaplarda 20 °C sicakliktaki odada muhafaza edildi. Islak halde alinan
kiispe, plastik branda {izerine yayilarak ve liflecler yardimiyla bes giin boyunca kaba neminin
uzaklastirilmasi i¢in kurutuldu. Daha sonra cam kaplara alinarak 60 °C sicakligindaki etiivde 24
saat kurutma islemine tabi tutuldu. Ayrica farkl partikiil boyutlarinda kiispe drnekleri hazirlamak
icin kurutulmus kiispeye, dgiitme ve eleme islemleri uygulandi. Ogiitme amaciyla laboratuvar
Olcekli bir blender kullanildi (Spice & Herb Grinder, IC-10B-25000 d/dk). Kiispe blenderde
ogiitiildiikten sonra, Amerikan Test ve Malzeme Kurumu (ASTM) serisi bir elek serisinde
elenerek, -8+16; -16+30; -30+50 mesh fraksiyonlarinda 6rnekler hazirlandi.

Calismanin yapilacagi reaktdr sistemi; kompresor, rotametre, bakteriyolojik inkiibator,
dolgulu yatak kolonlar1 ve hava nemlendiricisinden olusmaktadir. Raimbault reaktor
boliimiimiizde yapilan TUBITAK projesi yardimiyla temin edilmistir. Raimbault reaktér, erlen ve
kolon olmak {iizere iki ana boliimden olusup; kolonlar1 3 cm ¢ap 20 cm yiikseklik 6lgiilerinde,

siliftli erlen ise 250 ml’lik hacimde yaptirilmistir. Sekil 3.1°de sistem goriilmektedir.

Sekil 3.1. Reaktor sistemi



Caligmaya konu edilen mikroorganizma (A.niger NRRL-3) boliimiimiizde daha oOnce
yapilmig c¢aligmalar i¢in uluslararasi American Type Culture Collection (ATCC) hiicre kiiltiir
koleksiyonundan temin edilmis olup gogaltilarak dondurulup -80 °C’de saklandi. Deneylerde besi
ortami hazirlamada kullanilan PDA (Potato Dextrose Agar) (Lab M, LABO098), kalsiyum
karbonat (Honeywell/Fluka) mikrobiyolojik safliktadir. Deney ortamlarinin pH ayarlamalarinda
kullanilan hidroklorik asit (Merck, 1.00314) ve sodyum hidroksit (Sigma, 06203) analitik
safliktadir. HPLC analizlerinde standart ve mobil faz olarak kullanilan sakkaroz (Carlo-erba,
477187), glukoz (Merck, 1.08342), fruktoz (Merck, 1.04007), glukonik asit (Merck, 8.220507),
sitrik asit (Merck, 10523643) oksalik asit (Merck,2349897) ve siilfiirik asit (Sigma, 30743) HPLC
safligindadir. Numunelerin analizi 6ncesi uygulanan filtrasyon islemi i¢in ISOLAB marka PTFE
0,45 pm’lik filtreler kullanildi. Calismada yapilan tiim tartim islemleri, 0,0001 g’lik bir
hassasiyete sahip bir analitik terazi ile (Radwag AS 220 R.2) gerceklestirildi. pH okuma ve
ayarlama islemleri icin Thermo Scentific marka pH metre kullanildi. Sterilizasyon amaglar1 icin
Model otoklav, sabit sicaklikta c¢alkalama amaglar1 icin calkalayicili inkiibatorler ve

mikrobiyolojik ekim ¢aligmalari i¢in laminer hava kabini kullanildi.

3.2. Mikroorganizmanin in Vitro Kiiltiirii

-80 °C’de muhafaza edilen A. niger NRRL-3 oda sicakliginda ¢Oziiniinceye kadar
bekletildi. PDA (39 g/L ) besiyeri (Tablo 3.1), 121 °C de 15 dakika otokolavda sterilizasyona tabi
tutuldu. Sterilize edilmis agar petrilere dokiillerek donduktan sonra, mikroorganizma ekimi
gerceklestirildi. Mikroorganizma ekilmis petriler, 30 °C’de etiivde inkiibasyona birakilarak
cogalmasi saglandi. Hiicreler petri yiizeyini tamamen kapladiginda, pasajlanarak yeni besi ortami
iceren erlenlere aktarildi. Etiivde 5 giin boyunca c¢ogalan mikroorganizma c¢aligmalarda

kullanilmak tizere, +4 °C’de depolandi.

Tablo 3.1. PDA Besi Yeri Bilesimi

icerik Konsantrasyon (g/L)
Patates 1nﬁizy0nu 4.0
D-Glukoz 20,0
Agar 15,0
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3.3. Metot

3.3.1. Glukonik Asit Uretiminin Optimizasyonuna Yonelik Deneysel Tasarim

Incelenen literatiir ¢alismalarinda Raimbault kolonda iiretimde etkin parametreler ve kati
hal fermentasyonunda glukonik asit iiretimi iizerine etkin parametrelerin neler oldugu ve hangi
araliklarda 6nemli oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada Cevap Yiizey Yontemi (CYY) kullanimi
ile etkin parametrelerin degistirilerek glukonik asit iiretimi {izerine etkisi incelenmistir. CYY,
proseslerin optimizasyonunda matematiksel ve istatistiksel tekniklerin bir arada kullanildig1 bir
yontemdir (Myers ve Montgomery, 1995). En ¢ok kullanilanlart CYY dizayn1 Merkezi Kompozit
Dizayn (MKD) ve Box-Behnken Dizaynmidir. MKD’da a, -1, 0, +1, +a olarak adlandirilmak
suretiyle bir faktoriin 5 farkli seviyesi incelenir. 0 merkez nokta yani literatiirden ve 0On
denemelerden yola ¢ikilarak bulunan optimum deney ortam degerleri iken -o ve +o iki ug
degerleri ifade etmektedir. -1 ve +1 noktalar ise diisiik ve yiiksek seviyeyi ifade eder.

Hava besleme hizi, partikiill boyutu, dolgu miktar1 ve fermantasyon sicakligi
degiskenlerinin etkileri MKD yoOntemi ile tasarlanan deneylerle incelenerek sonuglar istatistiksel
olarak Analysis Of Variance (ANOVA) ile analiz edilmistir. Raimbault kolonda KHF ile
glukonik asit {iretimi i¢in tasarlanmis deneyler Tablo 3.2 de verilmistir.

MKD ile KHF i¢in 4 bagimsiz degisken ve 4 tekrarlanan merkez nokta ile toplam 28 deney
gerceklestirilmistir (Tablo 3.2.). Degisen parametrelere gore elde edilen glukonik asit miktarlari
cevap olarak kullanilmigtir. Deneylerin tasariminda ve elde edilen sonuglarin analizinde
DesignExpert 10.0 yazilimi kullanilmistir. Varyans analizleri ve degiskenlerin etkilesimli olarak

cevap lizerine etkileri ii¢ boyutlu grafikler halinde elde edilmistir.
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Tablo 3.2. GA iiretiminin incelendigi MKD’ma uygun deneysel matris

Deney No | Hava besleme hiz1 | Fermentasyon sicakhigi | Dolgu miktar1 | Boyut
(L/dKk) °C) ® (mm)
1 0,1 27 5 0,6
2 0,5 27 5 0,6
3 0,1 33 5 0,6
4 0,5 33 5 0,6
5 0,1 27 10 0,6
6 0,5 27 10 0,6
7 0,1 33 10 0,6
8 0,5 33 10 0,6
9 0,1 27 5 2,4
10 0,5 27 5 2,4
11 0,1 33 5 24
12 0,5 33 5 24
13 0,1 27 10 2,4
14 0,5 27 10 2,4
15 0,1 33 10 2,4
16 0,5 33 10 2,4
17 0,1 30 7,5 1,5
18 0,5 30 7.5 1,5
19 0,3 27 7.5 1,5
20 0,3 33 75 1,5
21 0,3 30 5 1,5
22 0,3 30 10 1,5
23 0,3 30 7.5 0,6
24 0,3 30 7.5 24
25 0,3 30 75 1,5
26 0,3 30 75 1,5
27 0,3 30 7,5 1,5
28 0,3 30 7,5 1,5
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A. niger kullamlarak melastan KHF yontemiyle GA iiretiminin incelendigi bu c¢alismada,
optimum besin ortami boliimiimiizde daha Once yapilan ¢aligmadan alinmistir (Golebatmaz,
2016). Tasarlanmis deneyler (Tablo 3.2), belli zamanlarda 6rnek alinmak {izere zamana bagli
olarak yiiriitilmiistiir. Tasarlanan deneylerin ne sekilde gergeklestirildigi bu bolimde
anlatilacaktir.

Hiicreler petrilerin igine 30 ml Tween 80 karigimi (50 ml %0,9 NaCl + 1 ml %1 Tween 80)
eklenerek 6ze yardimi ile kazindi ve steril gazli bez ile siiziilerek hifleri uzaklastirildi.

KHF deneyleri icin farkli partikiil boyutuna sahip kiispe, melas, distile su ve CaCOj;
sterilizasyonu yapildiktan sonra deneysel tasarimin 6n gordiigii farkli oranlarda (Tablo 3.3) iyice

karistirilip hiicre ekimi yapilarak kolonlara dolduruldu (Sekil 3.2).

Tablo 3.3. Deneysel Tasarimda verilen dolgu miktarina gére hazirlanan ortam

Ortama eklenen bilesenler -1 0 1
Kiispe, g 5 7,5 10
Melas, g 4,1 6,15 | 8,2
CaCOs;, g 0,68 | 1,02 | 1,36
Hiicre, ml 2,3 3,41 | 4,6
Ilave Su, ml 5 7.5 10
Toplam kiitle/ kat1 madde , g/g 3,4 3.4 3,4

Sekil 3.2. Kolonlarin doldurulmasi ve reaktor sistemi
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Belli zaman araliklarinda alinan kolonlar, 250 mL’lik erlenlerde su igerigi 100 ml olacak

sekilde distile su ilavesi ile ekstrakte edildi (Sekil 3.3). Ekstraksiyon islemi ¢oklu manyetik

karigtirici yardimiyla 200 d/dk hizda 2 saat siireyle karistirarak gergeklestirildi. Ekstraksiyon

sonunda elde edilen karisimdan, 2 ml numune alinarak 10000 rpm’de 5 dk santrifiije tabi tutuldu.

Elde edilen siiziintiiler 0,45 um’lik filtrelerden gecirilerek GA iiretimini tespit etmek i¢in HPLC

de analiz edildi.

Sekil 3.3. Kolondan alan numunenin su eklenerek ekstraksiyona hazir hale getirilmesi

3.4. Analiz Yontemleri

3.4.1. Glukonik Asit Analizleri

GA’nin kantitatif analizleri, Shimadzu LC20 Yiiksek Performansli Sivi Kromotografi
(HPLC) ile tayin edilmistir. HPLC c¢alisma kosullar1 Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4. HPLC kosullar1

Kolon 300 mm/7.8 mm Coregel-87H3 Organik asit kolonu
Dedektor UV Dedektor

Mobil faz 0.005 M H,SO4

Akis hizi 0.6 ml/dk

Kolon sicakhg 45 °C

Dalga boyu 210 nm

Enjeksiyon hacmi 20 pl

Hesaplama Kriteri Pik Yiiksekligi
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Kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi i¢in (Sekil 3.4), standartlarinin seyreltilmesiyle
farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltiler HPLC sisteminde yiiriitiilerek her
organik asit i¢in elde edilen pik alanlar1 ve konsantrasyonlari arasinda kalibrasyon grafikleri
cizildi. Kolon kirliliginin 6nlenmesi igin ¢ozeltiler ve numuneler cihaza 0,45 um’lik filtrelerden

gecirilerek 5 pl enjeksiyon hacmi ile verildi.
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|
36 {\
304 . ’
|
25 " ‘
204 ‘ Glukomnik Asit
l (Numune)
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00 25 50 1s 100 128 1£0 14 200 258 20 218 o

Sekil 3.4. HPLC organik asitlerin kalibrasyon grafigi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada dolgulu kolon biyoreaktor sisteminde A. niger ile GA iretiminin incelenmesi
amaclanmistir. Bu amagla kat1 substrat olarak seker pancari artiklari ile gerceklestirilen
calismalardaki optimum besiyeri bilesimi kullanilarak dolgulu reaktdr isletme parametrelerinin
GA iretimi iizerine etkisi arastirilmistir. Aerobik sartlarda gerceklestirilen bir fermantasyon
islemi olan GA iretimi ayni zamanda enzimatik bir oksidasyon islemidir. Ortamda agirt
bulunacak oksijen konsantrasyonu hem mikrobiyal biiylime hem de enzimatik doniisiimii
destekleyecegi diislinlilmektedir. Bu amagla daha onceden laboratuvarlarimizda petrilerde
incelenen besi yeri bilesimi verileri kullanilarak oksijen miktarinin yiiksek olacagi dolgulu kolon
sistemlerinin O6zel bir sekli olan Raimbault kolonlarinda biyoreaktor isletme kosullarinin
incelenmesi ve bu degiskenlerin GA iiretimine etkilerinin gézlenmesi bu calismanin temel
amacidir.

Golebatmaz (Golebatmaz, 2016) tarafindan oOnerilen ve Tablo 3.3°de verilen besi yeri
bilesimi kullanilarak Tablo 3.2’de verilen hava besleme hizi, fermantasyon ortam sicakligi, dolgu
miktar1 ve tanecik boyutu reaktor isletme parametreleri bagimsiz degisken olarak secilmistir.
Secilen bu bagimsiz degiskenlerin incelenecek araliklar literatiirde yapilmis benzer ¢aligmalarda
(Spier vd., 2011; Motta vd., 2013) ve yapilan 6n denemeler sonucunda belirlenmistir. Design
Expert 10.0 (deneme versiyonu) yazilimi ile hazirlanan deneysel arastirma sablonu ve bu sartlarda
yapilmis deneysel calisma sonuglar1 Tablo 4.1’de verilmistir. Tabloda cevap degiskeni olarak
deneysel ¢aligma siiresince elde edilen en yliksek GA konsantrasyonu ve GA verimliligi degerleri
verilmistir. Her iki cevap degiskeni ig¢in istatistiksel degerlendirmeler yazilim yardimiyla
gerceklestirilmistir. Tablodan goriildigii tizere maksimum GA konsantrasyonu 49 g/L olarak
bulunmustur. Sharma vd. (2007), A. niger ile KHF’de glukonik asit {iretimi {izerine yaptigi
caligmada GA konsantrasyonunu 76,3 g/L. bulmustur. Shindia vd. (2005), derin fermantasyonda
gerceklestirdigi GA dretimi ¢alismasinda 58,46 g/I. GA konsantrasyonu bulmuslardir. Ve son
olarak Roukas vd. (2000) kuru incir ve A. niger ile yaptiklart GA {iretim prosesinde 97 g/LL GA
konsantrasyonu bulmuslardir. Bu sonuglara gore deneyde elde ettigimiz konsantrasyonun diisiik

oldugu goriilmektedir.



Tablo 4.1. KHF ile GA iiretimi i¢in olusturulan MKD dizayn matrisi ve elde edilen GA konsantrasyonu ve
verimi

Deney No Hava Ferm. ortam Dolgu Partikiil GA verim | GA Kkons.
Besleme Hiz1 sicakhigi miktari boyutu (g/Lsa) (g/L)
(L/dk) (°O) (2 (mm)

1 0,10 27,00 5,00 0,60 0,31 22,50
2 0,50 27,00 5,00 0,60 0,20 19,50
3 0,10 33,00 5,00 0,60 0,32 22,98
4 0,50 33,00 5,00 0,60 0,30 21,89
5 0,10 27,00 10,00 0,60 0,61 44,00
6 0,50 27,00 10,00 0,60 0,68 49,00
7 0,10 33,00 10,00 0,60 0,60 43,20
8 0,50 33,00 10,00 0,60 0,61 37,03
9 0,10 27,00 5,00 2,40 0,17 19,88
10 0,50 27,00 5,00 2,40 0,17 20,90
11 0,10 33,00 5,00 2,40 0,19 17,99
12 0,50 33,00 5,00 2,40 0,14 8,57
13 0,10 27,00 10,00 2,40 0,24 28,56
14 0,50 27,00 10,00 2,40 0,29 34,87
15 0,10 33,00 10,00 2,40 0,32 23,00
16 0,50 33,00 10,00 2,40 0,50 23,99
17 0,10 30,00 7,50 1,50 0,39 27,75
18 0,50 30,00 7,50 1,50 0,30 21,75
19 0,30 27,00 7,50 1,50 0,14 13,42
20 0,30 33,00 7,50 1,50 0,34 20,92
21 0,30 30,00 5,00 1,50 0,22 16,00
22 0,30 30,00 10,00 1,50 0,44 32,00
23 0,30 30,00 7,50 0,60 0,45 32,21
24 0,30 30,00 7,50 2,40 0,33 15,79
25 0,30 30,00 7,50 1,50 0,36 17,25
26 0,30 30,00 7,50 1,50 0,22 17,25
27 0,30 30,00 7,50 1,50 0,23 16,50
28 0,30 30,00 7,50 1,50 0,25 18,00

MKD’ye gore hazirlanan deneysel matrise uygun elde edilen deneysel ¢alisma sonuglari
Design Expert 10.0 (deneme siiriimii) yardimiyla cesitli matematiksel modellere uyumlulugu
istatistiksel olarak incelenmistir ve elde edilen sonuglar Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te goriilmektedir.
GA konsantrasyonunun cevap degiskeni olarak belirlendigi deneysel sonuglara uygun model
ifadelerin istatiksel test sonuglarinin verildigi Tablo 4.2°de, kuadratik formdaki denklemin
tamamlayiciliginin  yeterli oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde sonug¢ degiskeni olarak
zamaninda etkisinin oldugu verimlilik degerlerine uygun model olarak lineer matematiksel
denklem formu onerilmektedir. Tablodan goriildiigii iizere lineer formdaki denklemin istatistiksel
degerleri kismen daha disiiktiir. Ancak program yardimiyla indirgenmis kuadratik formda

diizenlenen denklem yapisi ile model ifadenin istatistiksel degerleri artirilmistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.2. GA konsantrasyonunun sonug¢ olarak belirlendigi deneysel verilerle Onerilen matematiksel
modellerin istatistiksel uyumunun incelenmesi

Kaynak Ardisik | Uyum eksikligi | Ayarlanmis | Tahmin edilen
p-degeri p-degeri R* R?
Lineer <0.0001 | 0,0012 0,6291 0,5323
2FI 0,4187 0,0012 0,6356 0,2837
Kuadratik | 0,0019 0,0045 0,8601 0,6420 Onerilen
Kubik 0,3079 0,0035 0,8989 -2,4491

Tablo 4.3. GA verimliliginin sonug olarak belirlendigi deneysel verilerle onerilen matematiksel modellerin
istatistiksel uyumunun incelenmesi

Kaynak Ardisik | Uyum Eksikligi | Ayarlanms | Tahmin edilen
p-degeri p-degeri R’ R’
Lineer <0.0001 | 0,3588 0,7064 0,6227 Onerilen
2F1 0,2542 0,3927 0,7371 0,4986
Kuadratik | 0,0997 0,5147 0,8035 0,5111
Kubik 0,5894 0,3526 0,7869 -3,0029

Onerilen model ifadenin istatiksel degerleri Tablo 4.4’de goriilmektedir. Secilen her iki
cevap degiskeni icinde regresyon katsayilarmin (R*) 0,9’un iizerinde oldugu tablodan
gorlilmektedir. Yiiksek regresyon Kkatsayisi, incelenen bagimsiz degiskenlerin incelenen
araliklarinda sonug¢ {izerine degisimlerin %90’indan fazlasinin Onerilen formdaki denklem
tarafindan aciklanabilecegini gostermektedir. Modellerin degerlendirilmesinde daha anlamli bir
istatiksel veri olan uyarlanmis R* (Adj R?) degeri her iki sonug iginde oldukea yiiksek degerlere
sahiptir. Model igerisinde 6nemsiz degiskenlere ait terimlerin ¢ikarilmasi durumunda ulasilan
regresyon degerindeki kismen yiiksek deger onerilen bu model ifadenin deneysel sonuglarini

aciklamada yeterli oldugunu gostermektedir.
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Tablo 4.4. GA {iretimi i¢in Onerilen indirgenmis kuadratik formdaki model ifadelere ait istatistiksel

degerler
GA konsantrasyon, | GA verimlilik ,

g/L g/Lsa
Standart sapma 3,56 0,064
Ortalama 24.53 0.33
R’ 0.93 0.90
Adj. R* 0.86 0,83
Varyans (C.V.) 15.0 19,13
Pred. R’ 0.69 0.65
Adeq Precision 14,42 12,26

Onerilen matematiksel model ifadelerin program yardimiyla elde edilen ANOVA test
sonuglart Tablo 4.5’te goriilmektedir. ANOVA tablosunda P-degeri 0,05°den daha diisiik
degerlere sahip degiskenlerin sonu¢ degiskenine etkisinin énemli oldugu, 0,1’den daha biiyiik
degerlere sahip terimlerin sonuca etkisinin diisilk oldugu bilinmektedir. Lineer sonuglara
baktigimizda hava besleme hizinin etkisinin her iki sonug icinde 6énemli olmadigi, fermantasyon
sicakliginin etkisinin GA konsantrasyonu i¢in daha etkili oldugu ve dolgu miktar: ile tanecik
boyutunun her iki sonu¢ degiskeni icinde ¢ok onemli oldugu (P-degeri < 0.0001)goriilmektedir.
Es zamanl etkilere bakacak olursak hava besleme hizi ve fermantasyon sicakliginin es zamanli
etkisi GA verimliliginin model uyumunun artmasi i¢in modelden ¢ikarilmistir. Ayni sekilde hava
besleme hiz1 ve tanecik boyutunun es zamanli etkisi GA konsantrasyonunun model uyumlulugu
icin modelden cikarilmistir. Hava besleme hiz1 ve dolgu miktar1 GA verimliligi i¢in daha 6nemli,
fermantasyon sicaklig1 ve tanecik boyutunun es zamanl etkisi yine GA verimliligi i¢in ¢ok daha
onemlidir. Dolgu miktar1 ve tanecik boyutunun es zamanl etkisi GA konsantrasyonu i¢in oldukca
onemli oldugu goriilmektedir. Ussel etkilere baktigimizda hava besleme hizinin iissel etkisi her
iki sonu¢ degiskeni icinde 6nemli oldugunu (p-degeri <0,1) ve dolgu miktarinin iissel etkisinin
GA verimliligi i¢in énemli oldugunu gérmekteyiz. Hava besleme hizinin iissel etkisinin dnemli
olmadig1 goriilmektedir. Bunun nedeninin deneysel aksakliklarin oldugu diigiiniilmektedir.
Dronavat vd. (1995) A. niger ile yaptiklart GA {iretim ¢alismasinda havalandirma hizinin etkili
oldugunu ve artan havalandirma hiz1 ile orantili olarak GA konsantrasyonunun arttigini
bildirmislerdir.

Sonuglara baktigimizda goriiyoruz ki etkilesim terimlerinin Onemi secilen cevap
degiskenlerine bagli olarak farklilik gostermektedir. Segilen cevap degiskenleri deneysel
calismada ulasilan maksimum degerlerdir. Zamaninda bir degisken olarak girdigi durumda bu

degerlerdeki degisimden dolay1 farkliliklar meydana gelmektedir.
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Tablo 4.5. GA iiretimi i¢in 6nerilen model ifadelerin ANOVA test sonuglari

GA kons., GA verimlilik,
g/L g/Lsa

Kaynak F Degeri | P-degeri | F P degeri

Prob>F | Degeri | Prob>F
Model 14,81 | <0.0001 | 11,610 <0.0001
A, Hava besleme hiz1 0,67 0,426 0,070 0,794
B, Fermantasyon sicakligi 4,81 0,046 3,510 0,081
C, Dolgu miktar 92,95 | <0.0001 | 70,400 <0.0001
D, Tanecik boyutu 42,86 | <0.0001 | 41,740 <0.0001
AB 3,1 0,100 - -
AC 1,71 0,212 3,520 0,080
AD - - 0,860 0,368
BC 1,57 0,230 - -
BD 2,13 0,166 7,300 0,342
CD 9,27 0,009 0,740 0,016
A’ 3,89 0,069 3,280 0,404
B’ 2,1 0,169 | 0,360 0,090
C’ 2,67 0,124 3,910 0,560
D’ 2,67 0,125 | 11,610 0,067

MKD’ye gore yapilan deneysel caligmaya uygun olarak Onerilen modifiye kuadratik

denklemlerin gercek degiskenler cinsinden katsayilar1 Esitlik 4.1 ve 4.2’de verilmistir.

GA g/L =

-332.12
-8.22 * hava besleme hizi

+23.42 * fermentasyon ortam sicakligi

+0.12 * dolgu miktar1
+3.95 * partikiil boyutu
-2.61 * hava besleme hiz1 * fermentasyon ortam sicakligi
+2.33 * hava besleme hiz1 * dolgu miktar1
-0.15 * fermentasyon ortam sicakligi* dolgu miktar
-0.49 * fermentasyon ortam sicakligi* partikiil boyutu
-1.21 * dolgu miktar1 * partikiil boyutu

+109.23 * hava besleme hiz1>
-0.36 * fermentasyon ortam sicakligi®
+0.58 * dolgu miktar1®
+4.47 * partikiil boyutu >

4.1)
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GA g/Lsa =
-6.67
-1.06 * hava besleme hiz1
+0.48 * fermentasyon ortam sicakligi
+4.387 * dolgu miktari
-0.45 * partikiil boyutu
+0.059 * hava besleme hiz1 * dolgu miktar1
+0.08 * hava besleme hiz1 * partikiil boyutu
+5.787 * fermentasyon ortam sicakligi* partikiil boyutu
-0.02 * dolgu miktar1 * partikiil boyutu
+0.85 * hava besleme hiz1*
-7.987 * fermentasyon ortam sicakligi’
+3.787 * dolgu miktari®

+0.09 * partikiil boyutu >

4.2)

Esitlikte terimlere ait katsayilardan pozitif isaretlilerinin sonu¢ degiskenine etkisin olumlu,
negatif isaretlilerinin olumsuz etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Tasarlanan matrise uygun
sartlarda gerceklestirilen deneysel sonugclar ile model ifadelerden elde edilen degerleri gosteren
grafikleri Sekil 4.1°de verilmistir. Her iki cevap degiskeni i¢inde diyagonal etrafinda toplanmis
olan veri dagilimi deneysel verilerle model ifadelerin uyumunu gostermektedir. Sekildeki renkli

kutularin her biri farkli sartlardaki deney sonuglarini gostermektedir.
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Sekil 4.1. A.niger ile seker pancari melasindan KHF ile GA firetimi deneyleri igin elde edilen
model ile deneysel sonuglar arasindaki uyum (a, GA verimi (g/Lsa); b, GA konsantrasyonu (g/L))

Model ifadenin igerdigi bagimsiz degiskenlerin secilen cevap degiskenine etkisinin es
zamanl1 etkileri kontur ve/veya 3 boyutlu grafikler yardimiyla goriilmektedir. Program yardimiyla
elde edilen 3 boyutlu grafikler Sekil 4.2’de goriilmektedir. Dolgu miktarindaki artisla birlikte
partikiil boyutundaki azaliy GA konsantrasyonu lineer olarak artmaktadir. Hava besleme hizinin
en yiiksek partikiil boyutunun en diisiik oldugu noktada, fermantasyon sicakliginin orta noktasi ile
dolgu miktarmin en yiiksek oldugu noktada ve yine fermantasyon sicakliginin orta noktasi ile
partikiil boyutunun en diisiik oldugu noktada en yiiksek GA konsantrasyonu ve GA verimliligi
elde edilmistir. Kat1 substartin tanecik boyutundaki azalma ile GA konsantrasyonunda artma tiim
grafiklerde goriilmektedir. Bu durum kati substratin biiyiiyen yiizey alani sonucu hiicrelerin

substrata daha kolay ulagmasini saglamaktadir.
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Sekil 4.2. Bagimsiz degiskenlerin es zamanl etkileri
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Sekil 4.2°de goriildiigii gibi hava besleme hizinin incelenen aralikta GA konsantrasyonu
tizerine 6nemli bir etkisi yoktur. Bu durum incelenen aralikta yasanan bazi yapisal sorunlardan
kaynaklanabilir. Hava besleme hizinin ve sicakligin yiiksek oldugu noktalarda nemlendirme
amaciyla kullanilan steril su ¢cabucak kolon tepesine taginmakta ve su birikimi kolonun iizerinde
gozlenmektedir. Yiiksek havalandirma hizlarmin incelendigi dolgulu kolonlarda kati ortam
stiriklenmektedir ve kolon igerisinde kanallasma veya basing olusumundan dolayr hava
beslenmesinde sorunlar gézlemlenmistir. Hava besleme hizinin diisiik oldugu dolgulu kolonlarda
sporlagmalar olusmaktadir. Belirlenen bazi sorunlarin fotograflar1 Sekil 4.3°’de ve yasanan bazi
sorunlar Tablo 4.6’da verilmistir. Kat1 substratin tanecik boyutundaki azalma ile GA

konsantrasyonunda artma tiim grafiklerde goriilmektedir.

Tablo 4.6. Deney sirasinda karsilagilan sorunlar

Sicaklik | Havalandirma Partikiil Karsilasilan Sorun
(o) Hizi boyutu
(L/sa) (mm)

33 0,5 -30+50 Kolon igindeki asir1 sikismadan dolayi 2. giinden sonra
sistem tarafindan kolon kapag basing etkisi ile
atilmaktadir.

33 0,5 -8 +16 Asir1 kopiirme, 2. giinden sonra hava gegisinde zorlanma

16 +30 olmustur ve dolgu {ist tarafa itilmistir. Hortum giriginde
-30 +50 hava sizmalar1 meydana gelmekredir.

30 0,5 -8 +16 Sporiilasyonun fazla oldugu igin kolonlarin delikleri

33 tikanmugtir.

05 0,5 havalandirma hizinda 2. giinden sonra alttaki sivida
fazla azalma ve dolgu kisminda terleme ve su tagimasina
bagli su birikintileri goriilmiigtiir.

-8 +16 Bu boyuttaki kiispelerin ekimi su tamamen tutulmadigi
16 +30 icin ekstra su eklenmedigi halde kolondan erlen i¢indeki
nemlendirme sivisina damlama meydana gelmistir.

0,1 Dolguda kuruma ve catlaklar olusmaktadir.

65



Sekil 4.3. Fermantasyon sirasinda karsilasilan sorunlar. A) dolgunun yukari itilmesi, B) asir1 sivi kaybi, C)
kopiik olugumu

Onerilen model ifadelerin maksimum GA iiretimi icin sayisal ¢dziimlemesi sonucuda elde
edilen ¢6ziim noktalar1 ve elde edilecek sonug degerleri program yardimiyla elde edilmis ve Sekil
4.4°de verilmigtir. Sekil 4.4°de hava besleme hizinin 0,50 L/dk, ortam sicakliginin 29,76 °C,
dolgu miktarinin 10 g ve partikiil boyutunun 0,60 mm oldugu deneyde GA veriminin 0,71 g/Lst
ve GA kons. 47,7 g/L bulunacagini 6ngoren ¢éziim noktasi goriilmektedir. Programin 6nerdigi
sartlarda yapilan dogrulama deneylerinde elde edilen sonuglar ile uyumun %85 (40 g/ GA)

oldugu goriilmiistiir.

] T I

0,10 0,50 27,00 33,00

A:Hava besleme hizi = 0,50 B:Ferm. ort. sic. = 29,76

5,00
C:Dolgu miktari = 10,00 D:Partikul boyut = 0,60

B T _7 I

B Sy b

0,139803 0,680556 8,56514 49

GA Verim = 0,711691 GA kons. = 47,7163

Desirability = 0,654

Sekil 4.4. Maksimum GA iiretimi i¢in sayisal ¢oziimlemesi sonucuda elde edilen ¢6ziim noktalar
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5. SONUCLAR

Seker pancar kiispesi ve melasinin substrat olarak kullanildigi dolgulu kolon sisteminde A.

niger ile GA iiretiminin incelendigi deneysel calismada asagidaki sonuclar elde edilmistir:

1.

Raimbault kolon sisteminin igerisinde tutuldugu su banyosu sicakliginin GA
iiretiminde Onemli bir parametre oldugu, en uygun ortam sicakliginin merkez
nokta civarinda oldugu goriilmiistiir. Ortam sicakliginin artirilldigi noktada (33
°C) GA iiretiminin azaldid1, baslangicta kat1 substrat ortaminda su birikiminin
oldugu sonrasinda ise erlendeki suyun hizlica tiiketildigi goriilmiistiir. Diisiik
sicaklik noktasinda (27 °C) ise metabolik faaliyetlerin ¢ok daha yavas oldugu
belirlenmistir.

Kolon igerisinden beslenen steril hava hizinin GA iretimindeki etkisinin
incelenen aralik igerisinde secilen sonug¢ degiskenlerinin ¢ok etkilemedigi
belirlenmistir. Bu durumda diisiik hava hizlarinin uygun ortami saglayamamasi
sonucu sporlasma gdzlemlenmis, yiiksek havalandirma hizlarinda ise kati ortamin
yigin seklinde haraket etmesine neden olmustur. Bu durum hava besleme
hizlarinda asir1 basing diismelerine ve sistemde hava kagaklarinin olusmasina
neden olmaktadir. Bazi deneylerde hava kanallarinin olugmasi gézlemlenmistir.
Kolon igerisinde nem miktar1 hava besleme hiz1 ve ortam sicakligi ile iliskilidir.
Secilecek araliklar daha dar olarak belirlenerek bahsedilen sorunlar asilabilir.
Kolon igerigindeki dolgu miktar1 ortamda bulunan substrat miktarini, alikonma
siiresini etkileyen onemli bir reaktor igletme parametresidir. Dolgu miktarindaki
artis ile GA konsantrasyonu ve verim miktar1 lineer olarak artmaktadir.

Seker pancar kiispesinin boyutundaki azalma ile beklendigi gibi GA {iretiminde
artis gozlenmistir. Ancak tanecik boyutunun azalmasi ile basing diigiisiindeki
artistan dolay1 reaktdrde sorunlar artmaktadir. Biiyiik tanecik boyutunda homojen
bir reaktor icerigi saglanmasina ragmen kati—sivi arayiizeyindeki azalma GA
tiretiminde azalmaya neden olmaktadir.

Dolgu miktarindaki artis ve tanecik boyutundaki azalma ile GA iiretiminde artma
gozlenmektedir.

En yiiksek GA konsantrasyonu (40 g/L) hava besleme hizinin ve dolgu
miktarinin tst (0,5 L/sa, 10 g), tanecik boyutun alt (0,6 pm) ve ortam sicakliginin

merkez noktasinda (29 °C) elde edilmistir.



ONERILER

Dolgulu kolon ile GA {iretimin amaclandigi deneysel calismadan elde edilen sonuglar
15181nda;

1. Hava besleme hizinin daha dar bir aralikta incelenmesi gereklidir. Bu
sartlarda sporlasma ve kanallasma olusmayacaktir ve reaktorde yasanan
sorunlarin segilen sonug degiskenine etkisi az olacaktir.

2. Kolon sicakliginin ve besleme hizinin yiiksek oldugu sartlarda nemlendirme
amaciyla tutulan steril su miktar1 yetersiz kalmakta ve deney devam ederken
steril su ilavesi yapilamamaktadir. Bu durum kolon igerisindeki sartlarin
stabil olmamasina ve optimizasyon sonuglarinin etkilenmesine neden
olmaktadir. Hava besleme hizindaki azalmaya ilaveten nemlendirme
amaciyla kulanilan erlenin hacminin artirilmasi veya steril su ilavesi igin
tasarimin revize edilmesi uygun olacaktir.

3. Kolon boyutlarinin bir parametre olarak tasarlanmasi gereklidir. Farkli
yiikseklik/cap oranlar1 bagimsiz bir degisken olarak planlanmalidir.

4. Kolon igerisindeki metabolik aktivite sonrasinda biyokiitlenin etkisi ile kolon
boyunca gerceklesen basing diisiisii hava besleme hizininda degisimlere
ve/veya sizmalara neden olabilmektedir. Gaz besleme hizinin stabil olmasin

saglayacak akis kontrol {initeleri ¢aligmanin hassasiyeti i¢in dnemlidir.
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