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OZET

Bu c¢alismada, kati substrat fermentasyonunda kullanilan Onemli biyoreaktor
tasarimlarindan biri olan doner tambur biyoreaktor, yar1 kat1 hal fermentasyonuna uygun
bir sekilde tasarlanmis ve reaktor isletme parametrelerinin a-amilaz tiretimi iizerine etkileri
deneysel tasarim yontemiyle incelenmistir. Doner tambur biyoreaktor tasariminda oksijen
transfer etkinliginin artirllmasi amaciyla seramik mikro hava difiizorii kullanilmistir. a-
Amilaz iretim c¢alismalarinda daha oOnce erlenlerde yapilan calismalarda belirlenen
optimum kosular (25 g/l misir kepegi, 10 g/l yeast ekstrakt ve 1 g/l KH,PO,) kullanilmistir.
Erlenlerde yapilan ¢alismalarda en yiiksek enzim aktivitesi 20,68 U/ml degerine ve spesifik
verimlilik 25,36 U/g musir kepegi.st degerine ulasilmistir. Doner tambur biyoreaktorde
fermentasyon esnasinda pH, ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu, sicaklik ile ¢ikis gazindaki
oksijen ve karbon dioksit konsantrasyonu online olarak takip edilmistir. o-Amilaz
aktivitesinin tayini i¢in dinitrosalisilik asit metodu (Bernfeld, 1955) kullanilmistir. Déner
tambur biyoreaktor’de o-amilaz {iretimi iizerine devir sayisi, havalandirma hizi, doluluk
orani, diflizoriin gézenek ¢api, tampon boyutu, ortam sicakligi ve as1 miktar1 olmak iizere 7
reaktor isletme parametresinin etkisi Plackett-Burman tasarimi ile incelenmistir. Plackett-
Burman tasarimndan elde edilen ANOVA sonuglarina gére Model F-degerinden (17,46) ve
cok diisiik probabilite degerinden (0,0075) anlasildigi iizere, model anlamlidir. Devir
sayisi, havalandirma hizi ve tampon boyutu degiskenlerine ait temel etkiler sahip olduklar1
diisiik p degerleri (p<0,05) ile istatistiksel a¢idan 6nemli bulunmustur. Plackett-Burman
tasariminin 6nerdigi dogrulama deneyinde devir sayisinin (18 rpm), havalandirma hizinin
(2 1/dk) ve tampon boyutunun (4 cm) oldugu sartlarda enzim aktivitesi 26,64 U/ml

degerine ve spesifik verimlilik 50,86 U/g misir kepegi.st degerine ulagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kat1 substrat fermentasyonu, Doner tambur biyoreaktdr, a-Amilaz,

Plackett-Burman tasarimai.
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SUMMARY

INVESTIGATION of a-AMYLASE PRODUCTION in SOLID STATE BIOREACTOR

In this study, rotating drum bioreactor that important one using in the solid
substrate fermentation was designed by adapting for semi solid state fermentation and
effects of reactor operating parameters on a-amylase production was investigated by
experimental design. Ceramic micro diffuser was used to increase oxygen transfer
efficiency in the rotating drum bioreactor design. In the a-amylase production studies was
used optimum conditions (25 g/l corn bran, 10 g/l yeast extract ve 1 g/l KH,PO,) that
determined earlier obtained a-amylase production studies in erlenmayer flasks. The
maximum enzyme activty 20,68 U/ml specific productivity 25,36 U/g corn bran.h was
obtained in erlenmayer studies. Dissolved oxygen concentration, pH, temperature, oxygen
and carbon dioxide at gas outlet was followed online during fermentation in rotating drum
bioreactor. Dinitrosalicylic acid method (Bernfeld, 1955) was used for determination of a-
amylase activity. Effects of 7 reactor operating parameters, rotation speed, aeration rate,
working volume, pore diameter of the diffuser, baffle size, temperature and inoculum size,
on the a-amylase production in the rotating drum bioreactor was determined with Plackett-
Burman design. According to ANOVA results of Plackett-Burman design, Model is
significant as it is seen Model F value (17,46) and very low probality value (0,0075). The
effects of rotation speed, aeration rate and baffle size were statistically the significant
parameters with low p values (p<0,05). In the validation study that suggested by Plackett-
Burman design, enzyme activty 26,64 U/ml and specific productivity 50,86 U/g corn
bran.h was obtained in the conditions that rotation speed (18 rpm), aeration rate (2 lpm)

and baffle size (4 cm).

Keywords: Solid substrate fermentation, Rotating drum bioreactor, a-Amylase, Plackett-

Burman design.
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1. GIRIS

Kati substrat fermentasyonu (KSF), diisiikk nem igerigine sahip olmasinin yaninda
mikroorganizmalarin  biliyime ve metabolik aktivitelerini siirdiirebilecekleri kati
substratlarin ya da serbest su varliginda kati substratlarin kullanildigi fermentasyon
teknolojisi olarak tanimlanmaktadir. KSF, enzim iiretimi i¢in 1900’lerin daha dncesinde,
penisilin {iretimi i¢in ise 1940’larda kullanilmaya baslanmistir. KSF teknolojisine
1970’lerin ortalarinda egilim baslamis ancak kati substrat biyoreaktdr (KSB) teknolojisi
tizerine kayda deger ¢alismalar 1990 yillarindan itibaren yiiriitiilmiistiir (Rahardjo ve ark.,
2006). KSF, ozellikle son yillarda biyolojik olarak aktif sekonder metabolit, yem,
biyoyakit, gida, endiistriyel kimyasal ve farmasoétik tiriinlerin liretiminde kullanilmaktadir.
Bu potansiyel uygulamalar sayesinde KSF, endiistriyel biyoteknolojide 6nemli bir konuma

gelmis ve uygulanabilirligi artmistir (Xie ve ark. 2013; Asagbra ve ark., 2005).

Antik caglardan bu yana uygulanan KSF proseslerinin ¢ogu, hala herhangi bir
modifikasyona ugramadan uygulanmaktadir. Bu teknikler ¢ok basit isletim kosullarinda
uygulanmaktadir. Genelde basit bir 6n islem goren kati substratin nem igerigi ayarlanmakta
ve asilama yapilmaktadir. Fermentasyon geleneksel uygulamalarda oda sicakliginda
gerceklestirilmektedir (Abdul Manan, 2014).

KSF teknolojisindeki uygulamalar ve gelismeler 6zellikle bati {ilkelerinde yeni
gidalarin ve ¢esitli sekonder metabolitlerin iiretiminde ortaya konulan avantajlar sayesinde
son yillarda bliytik bir gelisme gostermistir (Oostra ve ark., 2000). Fermentasyon sirasinda
olusan kimyasal ve mikrobiyolojik degisimlerin tam olarak anlasilmasi i¢in laboratuvarda
cok ayrintili calismalar yapilmistir. Kiigiik 6lgekli geleneksel KSF proseslerinin bir kismi,
bliyiik olgekli endiistriyel proseslere uygulanabilmektedir. KSF teknolojisi azalan petrol
kaynaklariin yerine biyolojik esasli hammaddelerin islenmesi prosesi ile gelecekte ¢ok
daha onemli hale gelebilir. Endiistriyel biyokimyasallarin iiretimi i¢in biyorafinerilerin
(biyolojik esasli hammeddelerin) kullanimina yonelik ¢aligmalar giderek artan bir ilgi ile
devam etmektedir (Mitchell ve ark., 2006).

Son yillarda 6zellikle gelismekte olan {ilkelerde kati1 substratlar kullanilarak enzim
iretimi lizerine yogun arastirmalar yapilmaktadir. KSF {iretim teknolojisi, basitligi ve
diisiik iiretim maliyetinden dolayr 6nemli bir arastirma alanidir. Bu {iretim teknolojisi
biiylik miktarlarda tretilen ve g¢evresel sorunlara neden olan tarimsal ve endiistriyel

atiklarin  enzim ve metabolitler gibi degerli {irlinlere donistiiriilmesine olanak



saglamaktadir. Ulkemizin baslica gecim kaynaklarindan olan tarimsal faaliyetler sonucu
biiyilk miktarda olusan tarimsal atiklarin bu teknoloji sayesinde degerli mikrobiyal
tirlinlere doniistiiriilmesi biyoteknoloji endiistrisi i¢in arastirilmaya deger bir alan olarak
ortaya ¢cikmaktadir.

Giliniimlizde bir¢cok endiistride kullanim alan1 bulan enzimlerin 6nemi hizla
artmaktadir. 2013 yil1 verilerine gore diinya enzim pazari 4,5 milyar dolar olmakla birlikte
2018 yilinda 7,1 milyar dolara ulasmasi beklenmektedir (Dewan, 2012).
Polisakkaritlerdeki a-1-4 glikozidik baglarim1 kirarak glikoz, maltoz gibi kiigiik seker
gruplarinin agiga ¢ikmasini saglayan a-amilaz, en 6nemli endiistriyel enzimler arasindadir
ve biyoteknoloji i¢in biiyiilk oneme sahiptir. a-Amilaz enzimi tekstil, gida, deterjan ve
biyoyakit endiistrileri basta olmak tizere bircok alanda yaygin bir kullanima sahiptir.

KSF’nun laboratuvar, pilot ve endiistriyel 6l¢ekli uygulamalarinda kullanilan kati
substrat biyoreaktorleri (KSB), 6zellikle son 20 yilda artan bir ilgiyle calisilmaktadir. Bu
konudaki geligsmeler sayesinde KSF teknolojisinin endiistriyel uygulamalar1 bulunmasina
ragmen KSB tasarimlarinin ¢ogu, metabolik 1sinin birikimi ve oksijen transferi
kisitlamalar1 nedeniyle endiistriyel uygulamalar i¢in uygun degildir. Doner Tambur
Biyoreaktor (DTB), KSF teknolojisinde kullanilan 6nemli KSB tasarimlarindan biridir.
Klasik DTB’ler, yiiksek kati1 konsantrasyonlarinda gerceklesen mikrobiyal {iretimler i¢in
onemli bir sistem olmasina karsin etkili bir hava diflizériiniin bulunmamasindan dolayi 1s1
ve kiitle transferi agisindan tam olarak yeterli degildir ve daha biiyiik 6lgekli DTB’lerde
ileri seviyedeki sicaklik gradiyentleri sebebiyle biyomas iiretim verimi azalmaktadir. Diger
yandan klasik DTB’lerde siv1 film tabakasini1 daha ince tutarak gaz-sivi kiitle transferinin
etkili bir sekilde gerceklestirilmesi i¢in biyoreaktdriin doluluk orani %50°nin altinda
kalmaktadir. DTB’lerde karsilagilan sorunlarin minimize edilmesi icin klasik doner tambur
biyoreaktdr tasarimina ek olarak daha once etkinligi kanitlanmis olan (Nehring ve ark.,
2004; Czermark ve ark., 2005; Jin ve ark., 2010) seramik mikro hava difiizérii yeni DTB
tasariminda kullanilmistir.

Mikro hava difiizorlii yeni DTB tasariminin endiistriyel uygulamalar i¢in uygun
oldugu belirtilmis ancak herhangi bir enzim ve ya mikrobiyal iirlinlin liretimine iliskin bir
calisma yapilmamistir. Bu tasarim sayesinde klasik DTB’lerde karsilasilan oksijen, 1s1 ve
kiitle transferi sinirlamalar1 gibi sorunlar minimize edilerek daha yiiksek reaktdr doluluk
oranlarinda enzim {retimi icin 6nemli bir KSF prosesi olusturulmustur. Endiistriyel

uygulamalara geg¢ilme noktasinda proseste etkin olan faktorler iizerine yogun caligmalar
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yapilarak bu faktorlerin anlagilmasi ¢ok énemlidir. Bu amagla kullanilan klasik yontemlere
nazaran istatiksel bir teknige sahip deneysel tasarim yontemleri biiylik avantaja sahiptir.
Fermentasyon prosesinde etkin degiskenlerin taranmasinda yaygin bir sekilde kullanilan
deneysel tasarim yontemlerinden biride Plackett-Burman tasarimidir. Bu ¢alismanin amaci,
seramik mikro hava difiizorli yeni DTB tasarimi ile o-amilaz {iretiminin laboratuvar
Olcekli biyoreaktor sistemine uyarlanmasi ve reaktor isletme parametrelerinin Plackett-

Burman tasarimi ile incelenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Fermentasyon

Fermentasyon, mikroorganizmalarin  makromolekiilleri metabolize ederek
mikromolekiilleri tirettigi bir prosestir. Mikrobiyal biiylimeyi destekleyen birgok substrat
fermentasyonda kullanilabilmektedir. Kullanilan mikroorganizma ve ortam bilesenine
bagli olarak alkoller, enzimler, organik asitler gibi bir¢ok iiriin iiretilebilmektedir. Kati
substrat fermentasyonu ve derin fermentasyon olmak iizere ticari mikrobiyal {iriin

tiretiminde kullanilan en yaygin iki fermentasyon prosesi vardir.

2.1.1. Kat1 Substrat Fermentasyonu

Kat1 substrat fermentasyonu (KSF), mikroorganizmalarin kati ya da yar1 kati
substratlarin veya destek materyellerinin {izerinde kiiltiirii seklinde tanimlanabilir (Rosales
ve ark., 2007). Bu tanima gore daha sonra KSF’nun alt siniflari, Kat1 Hal Fermentasyonu
(KHF), neredeyse hic serbest su icermeyen kat1 iizerindeki fermentasyon sistemi olarak,
Yar1 Kati Hal Fermentasyonu (YKHF) ise sivi ortamda siispande olmus kati substratin
kullanildig1 fermentasyon sistemleri olarak literatiirde adlandirilmistir (Moo-Young ve
ark., 1983). Partikiiller arasinda sivi faz siirekli olarak bulunmazken gaz fazi siirekli
bulunur. Sistemdeki suyun biiylik boliimii kati partikiiller tarafindan absorblanir (Sekil
2.1(a)). Siv1 ortamda siispanse olmus kati1 substratin kullanildigt YKHF sitemlerinde
serbest su miktart KHF na gore oldukga fazladir (Sekil 2.1(b)).

Q

strekli / R

nemli
gaz fazi biyofilm

partikiiller arasindaki
su damlaciklan

partikiiliin absorbe
hifalar ettigi su ve besiyeri

(b) sivi besiyeri

| —»O
.O

O g ® o
olNe 0.%%
O0® 1. e

. i Ortamdaki biyomas ile
biyofilm - siispande olan kati partikiiller

Sekil 2.1. KSF’nun belirgin 6zellikleri. (a) KHF: filementdz fungus (soldaki) ve prokaryot organizmalar
(sagdaki). (b) YKHF : damlatmali filtre (soldaki), bulamag (sagdaki) (Mitchell ve ark., 2006).
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2.1.1.1. Kati Substrat Fermentasyonunun Tarihcesi

KSF, Dogu ve Asya iilkelerinde gida endiistrisi ve geleneksel fermente yiyeceklerin
farkli olgeklerde tiretimi icin ylizyillardir uygulanmaktadir. Tempe, soya sosu, tapai, koji,
kirmiz1 pring, annatto, miso gibi liriinler KSF ile iiretilen fermente yiyecekler arasindadir.
Bu iiriinlerden bazilar1 bin yillik bir ge¢mise sahiptir ve iiretim metodlar1 deneme ve
yanilma yontemleri ile olusturulmustur. Ekmek yapimi, insanlik i¢in bilinen en eski
tekniklerden biridir ve arkeolojik kazilar Eski Misirlilarin M.O. 2600 yilindan daha
Oncesinde bir fermentasyon prosesini kullanarak ekmek yaptiklarimi gostermisitir.

KSF’nun kronolojik tarihgesi Tablo 2.1°de verilmistir.

Fermente gida {irlinleri bu {lkelerdeki ailelerin biiyilk bolimiiniin giinliik
Oglinlerinde, protein ve vitamin kaynagi olarak onemli bir yer tutmaktadir. Bununla
birlikte, bu tirlinlerin iiretimi i¢in en alt seviyedeki geleneksel teknolojiler kullanilmasi
sebebiyle, sterilite kosullart olmasi gerektigi gibi saglanamamakta ve dolayisiyla
istenmeyen mikrobiyal aktiviteler sonucu toksinler ve zehir etkisi olusturabilecek maddeler
yan iiriin olarak meydana gelmekte, bunun kontrolii bilimsel ve endiistriyel ¢alismalarda
problem teskil etmektedir. KSF tekniginin daha iyi anlagilmasi i¢in derinlemesine

calismalar yapilmakta ve cesitli KSF yaklasimlar1 gelistirilmektedir.

2.1.1.2. Kati Substrat Fermentasyonunun Avantajlari

KSF, gida ve tarimsal sanayi atiklarinin geri doniisiimii ve biyokiitle tasarrufu gibi
cok onemli ekonomik avantajlarin yani sira mikroorganizmalarin biyoremediasyon igin
uygun bir teknoloji olarak ortaya ¢ikmistir. KSF, derin fermentasyona gore ekonomik

avantajlariyla son yillarda enzim tliretiminde 6nem kazanmistir (Elibol ve Moreira, 2005).

KSF teknolojisinin enzim {iretimi uygulamalarindaki avantajlarindan birgok
yayinda bahsedilmistir. Bu avantajlar; daha yiiksek enzim konsantrayonlart (Romero-
Gomez ve ark., 2000; de Barros Soares ve ark., 2003; Fenice ve ark., 2003; Sandhya ve
ark., 2005; Patil ve Dayanand, 2006; T¢llez-Jurado ve ark., 2006), enzim iiretiminde daha
yiiksek verimlilik (Solis-Pereira ve ark., 1993; Aguilar ve ark., 2001; Balasubramaniem ve
ark., 2001; Nagel ve ark., 2001), iiretilen enzimlerin stabilitesi (Diaz-Godinez ve ark.,
2001; Diaz ve ark., 2006; Wolski ve ark., 2009) ve cok diisiik seviyede katabolik represyon
(Solis-Pereira ve ark., 1993; Minjares-Carranco ve ark., 1997; Maldonado ve de Saad,

1998; Diaz-Godinez ve ark., 2001; de Azeredo ve ark., 2007) seklindedir.



Tablo 2.1. Kat1 substrat fermentasyonunun tarihgesi (Chen, 2013).

Tarih Gelismeler
MO 2000 Misirlilarin ekmek yapimi
Penicilium roquefortii kullanilarak peynir yapimi
MO 1000 koji sosu iiretimi
16. yiizyil Fermente cay iiretimi
18. yiizyil Uziim posasindan sirke yapimi, tabaklama ve baskida gallik asit kullaninm
1860 — 1900 Kanalizasyon Aritimi
1900 — 1920 Fungal ve mikrobiyal enzimlerin iiretimi, kojik asidin tiretimi
Pnoématik tambur-tip fermenterin gelistirilmesi
1920 — 1940 Glukonik asit ve sitrik asit {iretimi
Tambur biyoreaktorlerin gelistirilmesi
1940 — 1950 Penisilin tiretimi
1950 — 1960 Steroid hormunu tiretimi
1960 — 1980 Proteince zengin gida ve mikotoksin {iretimi
1990 — 2000 KSF tekniginde temel konular hakkinda, biyoproses ve iiriinler agisindan gelismeler;

2000 - giiniimiize
Gelecekte

Biyoproses:

Biyoremediasyon, tehlikeli maddelerin biyobuzundurulmasi, tarimsal ve enddistriyel
atiklarin biyolojik detoksifikasyonu, tahil ve tahil artiklarinin besinsel degerinin
zenginlestirilmesi i¢in biyodoniigiim, biyolojik yontemler ile kagit hamuru iiretimi vs.
Uriinler:

Biyolojik olarak aktif bilesikler: Aflatoksin, okratoksin, bakteriyel endotoksinler,
gibberellik asit, zearalenon, ergot alkaloidleri, penisilin, sefalosporin, sefamisin C,
tetrasiklin, kloratetrasiklin, oksitetrasiklin, iturin, aktinorodin, metilenomisin,
siirfaktin, monorden, siklosporin A, ustiloksinler, antifungal ugucu bilesenler,
destruksin A & B, klavulonik asit, mikofenolik asit vs.

Enzimler:

Cesitli enzimler (seliilaz, B-glikozidaz, CMCaz, lakkaz, ksilanaz, poligalakturonaz,
ligninaz, B-ksilozidaz, a-arabinofuronosidaz, Li-peroksidaz, Mn-peroksidaz, aril-
alkol oksidaz, katalaz, fenol oksidaz, proteazlar (asidik, ndtral ve bazik), lipazlar, a-
galaktosidaz, B-galaktosidaz, a-amilaz, B-amilaz, glukoamilaz, glutaminaz vs.
Organik asitler:

Sitrik asit, fumarik asit, laktik asit, oksalik asit, gallik asit vs.

Diger Uriinler:

L-glutamik asit, pigmentler, karotenoid, ksantan sakizi, siiksinoglikan, etanol, aroma
bilesenleri, vitamin B-12 ve B-6, riboflavin, tiamin, nikotinik asit, nikotinamid,
gama-linolenik asit, biyosiirfaktanlar, biyopestisitler/biyoherbisitler vs.

KSF tekniginin biyorafineri prosesinde hammadde iiretimi i¢in kullanilmasi
Endiistriyel biyokimyasallarin {iretimi i¢in biyorafineri prosesinde gelismelerin
olmast

Enzim iretiminde KSF, derin fermentasyona gore katobolik represyonun alt

seviyede olmasi ve genis bir araliktaki ¢esitli substratlarin kullanim ile elde edilen yiiksek

verim sayesinde derin fermentasyona gore daha avantajlidir ((Ramesh ve ark., 1996;

Maldonado ve de Saad, 1998; Aguilar ve ark., 2001; Diaz-Godinez ve ark., 2001).

Literatiirde KSF’nun ¢esitli avantajlar1 dort sinif halinde Tablo 2.2°de gosterilmistir.



Tablo 2.2. Kat1 substrat fermentasyonunun avantajlar1 (Abdul Manan, 2014).

Biyolojik Avantajlar

Enzim Uretimi Icin Biyolojik Avantajlar

Yiiksek hacimde {iriin iiretimi

Uretimde daha yiiksek verimlilik

Daha yiiksek iiriin stabilitesi

Katabolik represyonun daha az olmast
Yiiksek substrat konsantrasyonlarina tolerans

Diger Biyolojik Avantajlar

Dogal ve kompleks ham maddelerin kullanimi

Fermentasyon sisteminin kontrol ihtiyacinin daha az olmasi
Daha kolay havalandirma

Daha az su kullanimi ile kontaminasyon riskinin daha az olmasi

Uretim Prosesindeki
Avantajlar

Enzim Uretimi Prosesindeki Avantajlar

Genellikle kii¢lik hacimli ve kompakt biyoreaktor kullanimi
Cok yiiksek hacimlerde substrat yiiklemesi

Diger Uretim Proseslerindeki Avantajlar

Kullanilan substratlarin  basit ve islenmemis bir sekilde dogal
materyallerden elde edilmesi

Bu materyellere uygulanacak 6n islemler basit olmasi

Uriin konsantre oldugu igin alt akim islemleri daha basit olmas1

Uriiniin ekstraksiyonunda daha az solvent kullanimi

Kopiik kiric1 kullanmaya gerek olmamasi

Cevresel Avantajlar

Uretim sirasinda zararli atik olusumunun minimize edilmesi
Daha az siv1 atik olusumu
Biyolojik detoksifikasyon ile atik problemlerinin ¢6ziimii

Ekonomik
Avantajlar

Substrat olarak genellikle birincil kullanimi olmayan, oldukca ucuz ve bol
bulunan tarimsal sanayi atiklarinin kullanimi

Daha basit biyoreaktor isletiminin ucuz ve kolay olmast

Alt akim iglemlerinde diisiik saflastirma maliyeti

Ekonomik agidan uygulanabilirliginin kanitlanmis olmasi

2.1.1.3. Kat1 Substrat Fermentasyonunun Dezavantajlari

KSF, cok 6nemli avantajlar sunmasina karsin, ayn1 zamanda bazi asilmasi gii¢

dezavantajlara sahiptir. Laboratuvar 6l¢eginde yapilan bilimsel arastirmalar, fermentasyon

sirasinda meydana gelen kimyasal ve mikrobiyolojik degisikliklerin anlasilmasina

yardimct olmaktadir. KSF, bilindigi lizere geleneksel teknoloji ile fermente gida liretim

prosesinden degerli biyoteknolojik {irlinlerin {iretimi prosesine birgok endiistriyel

uygulama icin cazip bir teknolojidir. Ancak bazi durumlarda, KSF’'nun SmF’ye karsi

avantajlar1 metabolik 1s1 birikimi ve oksijen transferi kisitlamasi problemleri dolayisiyla

Olcek biiylitme ile dezavantaja donlismektedir. Biyolojik dezavantajlarin bazilar1 ve

asilmasi i¢in Oneriler Tablo 2.3’de belirtilmistir.



Tablo 2.3. Kat1 substrat Fermentasyonun Dezavantajlar1 (Abdul Manan, 2014).

Dezavantajlar

Oneriler

Is1 birikmesi, pH kontrolii, oksijen transferi, kiitle ve 1s1
transferi, substrat ve nem gradiyentlerinden dolay1 ortaya
¢ikan mithendislik problemleri

Hiicre Kkitlesi, besiyeri bilesenleri, sicaklik, pH ve nem
icerigi parametrelerinin fermentasyon ortamindaki dengesiz
dagilimu

Substrat yataginin tamamina esit olarak ve kararli bir sekilde
havalandirma zorlugu

Metabolizma ve mikroorganizmanin ¢ogalmasi sonucu agiga
¢ikan 1s1, kati substratin sicakligini yiikseltir ve nem
kaybetmesine ya da buharlastiktan sonra yogusan su
sebebiyle substratin bazi bolgelerinde su artisina neden olur

Mikrobiyal {ireme miktarinin
belirlenmesi
Cogalma ve kinetik caligmalari, edinilen yeni bilgiler

bulunmasina ragmen, yine de nispeten sinirlt ve hala zor

kinetigi icin biyomas

Sicaklik artisi, oksijen ve karbon dioksit
gradiyentleri problemlerinin asilmasi i¢in bu
parametreler on-line  Olgiilerek  sistem
degisikliklere gore kontrol edilmeli

Havalandirma hizi kontrol edilmeli. Bu

sekilde, aym1 zamanda sicaklik kontrol
edilebilir
Artan  sicaklik  gradiyenti  probleminin

asilmasi i¢in metabolik 1s1 uzaklastirilmali

On-line dl¢timler gelistirilmeli ve bu 6lgiimler
sistem kontroliinde kullanilmali

Kuvvetli 6ngorii ve verilerin optimizasyonu
icin matematiksel modeller gelistirilmeli

Biyoteknolojik {irlinlerin gelistirilmesi alaninda KSF’nun uygulanabilirliginin
artirllmasi tizerine yapilan aragtirmalar, KSF’nun endiistriyel uygulamalarinda karsilasilan
problemlerin ¢oziilmesi i¢in bu faktorlerin daha iyi anlasilmasi iizerine yogunlasmaktadir.
Bu faktorler, simdiye kadar tam olarak anlasilamamis ve rapor edilmemistir, bununla
birlikte biyomas ve mikrobiyal {iriin {iretimi arasindaki iligkiyi ortaya koyan bazi ampirik
esitlikler tiiretilmistir. Bu sorunlarin asilmasinda mikrobiyal ¢ogalma karakteristiklerinin
anlasilmas1 ¢ok 6nemlidir. Diger taraftan, rasyonel tasarim ve proses kontrol konularininda
tam olarak aydmlatilmas: gereklidir. Bu konular, KSF prosesinin gelistirilmesinde ve
uygun sartlarin net bir sekilde ortaya konulmasinda biiylik 6neme sahiptir. KSF’nu, Kati
Hal Fermentasyonu (KHF) ve Yar1 Kat1 Hal Fermentasyonu (YKHF) olmak tizere 2 sinifa

ayirmak miimkiindiir.

2.1.1.4. Kati Hal Fermentasyonunu

Kat1 hal fermentasyonu, bu alanda ¢alismalar yapan bir¢ok arastirmaci tarafindan
tanimlanmistir. KHF, nemli kat1 destek materyalleri (inert tasiyicilar ya da karbon ve enerji
kaynag1 olarak kullanilabilen ¢6ziinmez substratlar) tizerinde mikroorganizmalarin kiiltiirii
olarak tanimlanmistir (Pandey ve ark., 2000). Diger bir tanimda KHF, ¢oziiniir

nutriyentlerin varliginda ya da yoklugunda, belirli bir nem igerigine sahip ya da
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absorblama yetenegi olan kati materyellerin ¢ogunlukla yiizeyinde meydana gelen
mikrobiyal bir proses olarak tanimlanirken (Minjares-Carranco ve ark., 1997), bir bagka
tanim ise, partikiiler haldeki kati substratlar kullanilan herhangi bir proses seklindedir
(Mitchell ve ark., 2000). Rahardjo ve ark., (2006), KHF’nu mikrobiyal iireme ve
metabolik faaliyetler i¢in yeterli nem igerigine sahip, serbest su ve havanin siirekli
etkilesimde oldugu nemlendirilmis kat1 substrat iizerinde mikroorganizmalarin ¢ogalmasi
olarak tanimlamustir.

Mitchell ve ark. (2011) tarafindan yapilan en giincel tanimlamaya gore siirekli gaz
fazi ile temas halinde olan substrat yatagindaki kat1 materyelin nemli partikiilleri {izerinde
mikroorganizmalarin gelismeleri ile gergeklesen bir prosestir. Tanimlamasi nasil yapilirsa
yapilsin, genel olarak KHF, serbest suyun neredeyse hi¢ bulunmadig: sartlarda funguslar
gibi dogal ortam kosullarina yakin sartlarda gelisme 6zelligine sahip, dogal olarak adapte
olmus ve 6zellesmis mikroorganizmalarin kullanildigr mikrobiyal fermentasyonunu ifade

etmektedir (Abdul Manan, 2014).

2.1.1.5. Yar1 Kati Hal Fermentasyonu

Yari katt hal Fermentasyonu son yillarda kati hal fermentasyonunun
dezavantajlarini ortadan kaldirmaya yonelik ortaya ¢ikan yeni bir fermentasyon prosesidir.
Serbest su miktarinin artirildigi KHF teknolojisine ilgi 6zellikle son yillarda artmis ve buna
bagli olarak teknolojinin adlandirilmasinda farkliliklar olmustur. “Yari Kati Hal
Fermentasyonu” (Couto ve ark., 2002; Economou ve ark., 2010; Onofre ve ark., 2012) ya
da “Bulamac¢ Hal Fermentasyonu (Slurry-State Fermentation)” (De Gregorio ve ark., 2002;
Zhong ve Cen, 2005; Rasheed ve ark., 2015) bu teknoloji i¢in en fazla kullanilan diger
adlandirmalardir. SmF ile karsilastirmali olarak yapilan caligmalar, YKHF ile verimin
onemli miktarda (55 kat fazlasina varan oranlarda) artirilabilecegini diger yandan iiretim
maliyetinin de kayda deger seviyede (4 kat gibi) daha diisiik olabilecegini ifade etmektedir
(Osma ve ark, 2011; Machado ve ark., 2013). Yiiksek su igerigine sahip kati subtratlarin
kullanildig1 bu fermentasyon yontemiyle KHF nun avantajlarindan faydalanilarak ytiksek
verimlerde iiretim yapilabilmekteyken diger yandan kontrol ve taginim problemleri en aza

indirilebilmektedir (Tanyildizi ve Ozer, 2011).



2.1.2. Derin Fermentasyonu

Derin fermantasyon (SmF), niitrientlerin tamamen ¢0ziindiigii ya da silispanse
oldugu sivi ortamda (melas, sivi besiyeri vb.) mikrobiyal iiretimlerin gergeklestigi
prosestir. Bu proseste susbtrat oldukca hizli bir sekilde tiiketilir. Proses kontrolii ve iiriiniin
saflastirilmast SmF’de daha kolaydir. Ticari enzimlerin %75’den fazlasinin iiretiminde
derin fermantasyon tercih edilmektedir. Bunun baslica sebepleri SmF’un biiyiikk 6lgekli
tiretimlere rahatga uygulanabilmesi ve genetigi degistirilmis mikroorganizmalar i¢in daha
uygun bir proses olmasidir (Subramaniyam ve Vimala, 2012). Fermentasyon teknolojisinde

kullanilan fermentor tipleri genel olarak asagidaki gibidir:

1. Karistirmall tank fermentorler
2. Hava kaldirmali fermentorler

3. Borusal akisli fermentorler
4

Kabarcikli kolon fermentorler

Ticari enzimlerin iretimi genellikle karigtirmali tank fermentorlerinde
gergeklestirilir. Bu yontemde oOncelikle bir besiyeri hazirlama tankina hammaddeler
beslenir. Burada iiretim i¢in uygun pH ayarlanir ve sterilizasyon islemi sonras1 daha dnce
buharla sterilize edilmis olan fermentore beslenir. Bazi durumlarda ihtiya¢ duyulan bazi 1s1
stabil eklemeler, kopiik kiricilar ile viskozite ve homojeniteyi ayarlayan maddeler steril
olarak ilave edilebilir (Topal, 1985). Diger taraftan mikroorganizma fermentoére gelmeden
once liretim hacmine bagl olarak bir ve ya daha fazla as1 hazirlama safhasindan geger.
Fermentasyon ortaminda bulunan bilesenlerin korozif etkilerine karsin tanklar uygun bir
paslanmaz celikten (316L, 304L gibi) yapilir. Onemli bir kismini mikrobiyal enzim
{iretiminin olusturdugu biyoteknoloji endiistrisinde kullanilan fermentdrler, 1000 m® gibi
yiiksek hacimlerde olabilmektedir (Renge ve ark., 2012). Endiistriyel enzimler aerobik
mikroorganizmalar kullanilarak tretilmektedir. Bu nedenle fermentasyon ortamina steril
hava verilmesi gerekir. Ayrica oksijenin gaz fazdan sivi faza transferi i¢in ortamin
karigtirllmas1 gerekmektedir. Hava igerisindeki kontaminantlarin uzaklastirilmasinda
endiistride mikron seviyesinde gozenekleri olan hidrofobik silikon esasli membran filtreler

ya da 1s1yla On sterilize edilebilen lifli maddeleri iceren filtreler kullanilir (Rehm, 1987).

Ekzotermik bir proses olmasi sebeyile aerobik mikrobiyal biiyiime sirasinda 1s1
tiretilir. Karistirma ve havalandirma prosesleriyle 1s1 tranferine ek olarak fermentasyon

sicakligint  30-35°C  degerlerinde tutmak i¢in fermentorden 1s1 uzaklastiriimalidir.
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Bakteriyel fermentasyonda agiga ¢ikan metabolik 1s1 daha fazladir ve diger organizmalara
gore bazen iki kat1 kadar yiliksek olabilir. Mikrobiyal biiylimenin ve enzim {iretiminin
kontrol edilerek ortam sartlarinin siirekliligin saglanmasi i¢in gesitli parametreler hem asi
hazirlama, hem de fermentasyonla iiretim asamasinda Ozenle takip edilmelidir. Bu
parametreler fermentasyon ortaminin sicakligi, sogutma suyunun sicakligi, calisma hacmi,
karistiricinin hizi, havalandirma hizi, sivi besleme hizi ve kiiltiir ortamindaki kopiik varlig
gibi fiziksel parametrelerdir. Bu parametrerler gelismis cihaz teknolojisi ile takip ve
kontrol edilebilmektedir. Fermentasyon ortaminin analizinde bazi dl¢limlerden yararlanilir.
Online takip edilen pH, sicaklik, DO, redoks potansiyeli ve fermentorii terk eden gaz
icerisindeki oksijen ve karbon dioksit konsantrasyonu parametreleri bu dlglimlerden en

onemlileridir (Tanyildizi, 2005).

Endiistriyel fermentasyonlar kesikli, yar1 kesikli ve siirekli olarak yapilabilmesine
karsin genelde kesikli ve yari1 kesikli tiretim modu tercih edilmetedir. Kesikli {iretim
prosesinde iiretim hacmi baslangigta belirlenir ve iiretim siiresince sabit kalir. As1 kesikli
hacmine ilave edilerek bir “fermentasyon siiresi” ya da “cevrim sliresi” boyunca
fermentasyon devam eder. Kesikli fermentasyon siiresi genellikle 1-2 giin olmakla birlikte
mikrobiyal biiylime ve iiretime bagli olarak 5-6 giine kadar ¢ikabilir. Yar1 kesikli tiretim
prosesinde fermentasyon hacmi siirekli ya da periyodik zaman araliklar ile ilave edilen
taze besiyeri ile artar. Siirekli liretim prosesinde ise fermentore siirekli taze besiyeri ilave
edilir ve fermente olmus ortamda ayni hizla fermentdrden ¢ekilir. Boylece fermentasyon
hacmi sabit kalmakla birlikte iirtin ve atiklar bulunan ortam uzaklastirilmakta ve taze
besiyeri sisteme ilave edilmektedir. Stirekli tiretim prosesi genelde kesikli iiretim gibi
baslar ve mikrobiyal iireme belirli bir noktaya gelince taze besiyeri ilave edilmeye baslanir.
Baz1 siirekli tiretim proseslerinde, iirlin akimindan ayrilan as1 tekrar fermentore beslenir.
Kesikli ve yar1 kesikli liretim proseslerinde her ¢evrim sonrasi sterilizasyon yapilirken,
stirekli liretim proseslerinde sadece iiretimin basinda yapilmaktadir bu nedenle mikrobiyal

kontaminasyona daha hassastir (Chisti, 1999).

2.1.3. Kat1 Substrat Fermentasyonu ile Derin Fermentasyon Arasindaki Farklar

KSF ile karsilastirildiginda SmF, bazi siispande katilarida igeren sivi ortamda
gerceklestirilir. KHF nun nem igerigi %12-70 araliginda olabilmekteyken genellikle %60
civarindadir (Chen 2013), YKHF’unda ise ortamda bir miktar serbest su bulunur. SmF,

fermentasyon teknolojisinde kullanilan en yaygin teknolojidir (Hata ve ark., 1997). SmF
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lizerine, prosesin irlin verimi, verimlili§i ve ekonomisini ele alan, bu parametrelerin
maksimize edilmesini amaglayan bir¢ok arastirma yapilmistir (Castilho ve ark., 2000).

SmF ile endiistriyel enzimlerin iiretimi uzun yillardir uygulanmaktayken,
filementdz funguslarin endiistriyel mikrobiyal {irlinlerin {iretiminde kullanimi son elli yilda
biiyiik bir artig gostermistir (Papagianni ve ark., 1999). SmF, yiiksek maliyetli bir teknoloji
olmasina ragmen enzim ihtiyacinin ¢ok fazla olmasi nedeniyle ticari enzimlerin ve diger
bircok mikrobiyal iirliniin iiretimi i¢in birincil olarak kullanilan teknolojidir (Viniegra-
Gonzdlez ve ark., 2003). SmF, KSF ile karsilastirildiginda ortam parametrelerinin daha iyi
kontrolii, nispeten diisiik is¢ilik maliyeti, daha kiiciik alan gereksinimi ve daha az 6l¢ek
biiylitme gereksinimleri gibi avantajlara sahiptir (Singhania ve ark., 2009).

Modern SmF bir¢cok avantaj sunmasma ragmen, aynt zamanda bazi Onemli
dezavantajlara sahiptir. Barros Soares ve ark. (2003), SmF ile transglutaminaz iiretimi
tizerine yaptiklar1 caligmada uzun fermentasyon siireci, asir1 kopiik {iretimi nedeniyle
oksijen transferi etkinliginin azalmasi ve pahali besiyeri gibi bazi sinirlamalar
bildirmislerdir (de Barros Soares ve ark., 2003). KSF ve SmF arasindaki temel farkliliklar
Tablo 2.4’te belirtilmistir.

Filementdz fungusun dogada bir kat1 ortamda yasadigr icin SmF’un fungus igin
yapay bir ortam oldugu belirtilmistir (Singhania ve ark. 2009). Mikroorganizmalarin ¢ogu,
ozellikle filementéz funguslar ve aktinomisetlerin ¢ogu dogada birincil olarak KSF
kosullarinda yasar ve ¢ogalirlar. KSF ile enzim iiretimlerinde de bu iki mikroorganizma
grubu yogun olarak kullanilmaktadir. Diger taraftan, Onceleri bakteriyel enzimlerin
tiretiminde en uygun metodun SmF oldugu kabul edilmekteyken yapilan son c¢aligmalar
KSF’nun bakteriyel enzim iretiminde SmF’dan daha verimli oldugunu gostermistir
(Subramaniyam ve Vimala, 2012). Mikroorganizmalarin morfolojiside, prosesteki

parametrelerin ¢ogunu etkileyebilecegi i¢in 6nemli bir faktordiir.

2.1.4. Kat1 Substrat Fermentasyonu Prosesindeki Genel islem Basamaklar

KSF prosesinde uygulanan islem basamaklar1 biiyiilk oranda SmF ile aynidir. Bu
basamaklar arasinda hammaddenin kati olmasi sebebiyle substrat hazirlama asamasi ile
ortamdaki nemin kontrolii i¢in hava hazirlama asamast SmF ile farklidir. Sekil 2.1°de

gosterildigi tizere asamalar sOyledir;

12



Tablo 2.4. KSF ve SmF arasindaki temel farklar (nee’Nigam ve Pandey, 2009; Chen, 2013).

KSF

SmF

Serbest su olmadig1 sartlarda substratin nem igerigi
%12-70 araliginda olabilir ya da bir miktar serbest
su bulunabilir

Besiyeri konsantrasyon gradiyenti vardir

Kiiltiir sistemi 3 fazdan olusur (gaz, sivi ve kati) ve
gaz stirekli fazdir

Ast hacmi biiyiiktiir, %10’dan fazladir

Oksijen ihtiyact gaz fazdan karsilanir; proses diisiik
enerji gereksinimine sahiptir

Mikroorganizmalar kat1 substrata tutunur ve icine
nufiiz eder

Fermentasyon sonunda, ortam nemli kati substrattan
olusur ve iiriin konsantrasyonu yiiksektir

Yiiksek tiretim verimliligi

Karistirma zor ya da imkansizdir, bazi
mikroorganizmalar karistirma ve donmeye kars1
hassastir.

Metabolik 1sinin uzaklastirilmasi zordur
Heterojenite vardir

Fermentasyon parametrelerinin on-line belirlenmesi
ve kontrolii zordur

Ekstraksiyon prosesi basittir ve kontrol edilebilirdir;
¢ok az atik su

Diisiik su aktivitesi

Basit fermenter

Diisiik enerji tiiketimi ve ekipman yatirimi

Diisiik hammadde maliyeti

Su kiiltiiriin temel bilesenidir

Besiyeri konsantrasyon gradiyenti yoktur
Kiiltiir sistemi sivi fazdan olusur ve sivi siirekli
fazdir

As1 hacmi kiigiiktiir, %10’dan azdir

Oksijen ihtiyaci ¢ozliinmiis oksijenden karsilanir.

Mikroorganizmalar kiiltiirde homojen bir sekilde
dagilir

Fermentasyon sonunda, ortam sividir ve iiriin
konsantrasyonu diigiiktiir

Diisiik tiretim verimliligi

Karistirma kolaydir, besiyeri difiizyonu nedeniyle
mikroorganizmanin ¢ogalmasi sinirlanmaz

Sicaklik kontrolii kolaydir

Homojenite vardir

Fermentasyon parametrelerinin on-line
belirlenebilir ve kontrol edilebilir

Ekstraksiyon prosesi genelde komplekstir; biiyiik
miktarda atik su

Yiiksek su aktivitesi

Ileri teknoloji ile fermenter tasarim

Yiiksek enerji tiiketimi ve ekipman yatirimi
Yiiksek hammadde maliyeti

Substrat Hazirlama: Substrati uygun boyutlarda elde etmek icin kesme, kirma ya
da ogiitme islemleri gerekebilir. Substratin fermentasyon i¢in daha kullanilabilir hale
getirilmesi i¢in su eklemek, besinsel ekler, 1s1l islem ya da 6n islem gerekebilir. Substratin
sterilizasyonu ya da pastdrizasyonu biyoreaktor i¢inde ya da disinda yapilabilir.

As1 Hazirlama: As1 hazirlama metodu kullanilacak mikroorganizmaya baglidir. Bu
basamakta amag yeterli miktarda ve yiliksek canlilikta asinin gelistirilmesidir. KHF
prosesinde asilama, mikroorganizmanin nemli kati substrat iizerine homojen bir sekilde
dagitilabilmesi i¢in sporlarin siispande oldugu as1 ile yapilmalidir.

Biyoreaktoriin Hazirlanmasi: Biyoreaktor, 6nceki fermentasyon isleminden sonra
temizlenmeli ve eger substrat biyoreaktore yiliklenmeden oOnce steril edilecekse
biyoreaktorde steril edilmeli, daha uygun goriilen diger segenekte ise biyoreaktor ve

substrat yiikleme isleminden sonra birlikte sterilize edilmelidir.
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Sekil 2.2. Kesikli sistemdeki bir KSF prosesindeki genel islem basamaklar1 (Mitchell ve ark., 2006).

Asillama ve Substrat Yiikleme: Asilama adimi substrati yliklemeden once ya da
sonra olabilir. Substrat yataginin karistiric1 vasitasiyla ile karistirillamadigi durumlarda,
asilama biyoreaktoriin disinda yapilmahdir. Eger karistirict kullanilabiliyorsa, en iyi
asilama metodu karisma dolayisiyla homojene yakin olan substrat yatagina asmin
puskiirtiilmesidir. Eger substrat sterilize ya da pastdrize edilmigse ve biyoreaktor disinda
asilanmigsa, yiikkleme esnasindaki kontaminasyon riskini en aza indirmek i¢in son derece
dikkatli bir sekilde yiikleme yapilmalidir.

Fermentasyon Islemi: Burada biyoreaktor tasarimi bazi isletme parametreleri
tizerinde biiyiik 6neme sahiptir. Beslenen havanin akis hizi ve sicakligi, substrat yataginin
karisma (karistirma/dénme) hizi, sofutma suyunun sicakligi gibi c¢esitli isletme
parametreleri ise genel fermentasyon yaklasimi ile belirlenebilir. Substrat yataginin
sicaklig1 ve su aktvitesi gibi fermentasyon i¢in anahtar parametreleri kontrol etmek i¢in ise
mikrobiyal aktivite ve {iriin liretiminin optimum oldugu degerler belirlenmelidir.

Ayirma: Bazi durumlarda 6n ayirma islemi biyoreaktdrde, genellikle ise iiriin

ayirma ve saflagtirma basamaklarinin timii biyoreaktér disinda yapilir. Her durumda,
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biyoreaktordeki katilar fermentasyon sonunda wuzaklastirilmalidir. Biyiik o6lgekli
proseslerde, ayirma iglemi i¢in cihaz teknolojisinin kullanilmasi gereklidir.

Alt Akim Islemleri: Bu islemler fermente kati substratin tamaminin iiriin oldugu
durum ve spesifik lriiniin fermente ortamdan ayirma ve saflastirma islemi ile kazanildgi
durumlara gore sekillenir. Bununla birlikte, ekstraksiyon diginda KSF’unda uygulanan
diger alt akim iglemlerindeki genel prensipler SmF ile ¢ok benzerdir.

Atiklarin Bertarafi: KSF, organik kat1 atiklarin ¢evreye atilmasi yerine hammadde
olarak kullanimi ile bu atiklarin ¢evreye olusturacagi negatif etkiyi minimize etmesiyle 6n
plana ¢ikmaktadir. Baz1 durumlarda fermente katinin tiimii yiyecek ya da hayvan yemi
olarak direk kullanilirken diger durumlarda ise istenen lriiniin saflastirilmast sonucu bir

miktar kat1 atik ortaya ¢ikmaktadir (Mitchell ve ark., 2006).

2.2. Kati1 Substrat Fermentasyonunda Biyoreaktor Basamagi
2.2.1 Kat1 Substrat Fermentasyonunda Biyoreaktériin Onemi

KSF proseslerinde liretimin biyoreaktdre uygulanmasi ¢ok énemli bir adimdir. Bu
adimda gerekli biyokimyasal reaksiyonlar reaktoriin icinde gerceklestirilerek endiistriyel
uygulamalar yapilir. Biyoreaktorde genelde karistirici kullanilmamasma ragmen bazi
tasarimlarda mevcuttur. Karistirma iglemi donme ile aralikli ve siirekli modda yapilabilir.
KHF’unda sicaklik kontrolii i¢in havanin nemi ve sicaklifi onemlidir. YKHF’ unda ise
serbest su ile temas halindeki serpantin ile sicaklik aha kolay kontrol edilebilir. Nemli kati
substratlarin kullanildigt KHF unda online veri takibi ve kontrol sistemi uygulamalar1 ¢ok
gelismemis durumda olmasina karsin YKHF unda bu islemler yapilabilmektedir. Klasik
bir KSB’iiniin genel 6zellikleri Sekil 2.3’de gosterilmektedir.

Substrat yataginda ortam parametrelerini optimum degerlerde tutmak kolay
degildir. Mikrobiyal aktiviteler, ortam parametrelerinin optimum degerlerden sapmasiyla
onemli dl¢iide etkilenir. Boyle durumlarda sistemi tekrar optimum sartlara dondiirmek icin
bazi miidaheleler gereklidir (Sekil 2.4). Bununla birlikte, biyoreaktorde fermentasyon
islemi sirasinda miidahale edilebilecek “isletme parametreleri” olarak adlandirilan simirh
sayida parametre mevcuttur. Ornegin, karistirma ve ya dondiirme hizi, havanin akis hiz1 ve
nemi, 151 degistiriciye giren suyun sicakligi ve akis hiz1 degistirilebilir; pH ayarlamasi ve

diger gerekli sartlar i¢in ¢ozeltiler ya da bilesenler ekleneblilir.
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Sekil 2.3 KSB’iiniin genel 6zellikleri (Mitchell ve ark., 2006).
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Sekil 2.4. KSB’iindeki parametrelerin kontrol sorunlar1 (Mitchell ve ark., 2006). (a) Biyoreaktor tasariminda
ve isletiminde yapilabilecek miidahaleler. (b) Substrat yatagina yapilabilecek miidahaleler.

16



2.2.2. Kat1 Substrat Biyoreaktorlerinin Fiziksel Yapisi

KSB’iinde tasmmim olaylarint daha iyi anlamak i¢in, tasinim olaylarinin
gergeklestigi fiziksel kisimlart ve bu kisimlarin diizenlenisini iyi bir sekilde anlamak
onemlidir. Sistemin fiziksel yapis1 hakkinda detayli agiklama yaparken bu kisim “makro

boyutta” ve “mikro boyutta” olarak iki baglik halinde incelenebilir.

2.2.2.1. Makro Boyutta KSB’iiniin Kisimlari

Makro boyutta bir bakis agis1 ile KSB’ii Sekil 2.5°te gosterildigi gibi;

e Biyoreaktor cidari,

e Tepe boslugu (yanlica gaz bulunan kisim, hacmi biyoreaktor tlirline gore
degisir),

e Substrat yatagr (nemli kati partikiiller ve partikiiller arasi siirekli hava)
kisimlarindan olusur.

Biyoreaktor cidari, bazi girisler disinda (yiikleme, 6rnekleme, bosaltma gibi) cevre
ile substrat yatagini ayiran bir bariyerdir. Bunun yaninda, 1s1 transferi i¢inde kismi bir
bariyerdir. Is1 kondiiksiyon ile ¢evreye transfer olabilir, bu transferin miktar1 biyoreaktdriin
yapildig1 malzemenin termal 6zelliklerine baglidir. Diger taraftan cidar 1s1y1 depo edebilir,
depo edilen 1s1 dolayisiyla cidarin sicakliginda bir artis gergeklesecektir.

Tepe boslugunun fonksiyonlari ise soyledir;

e Metabolik aktivite sonucu iiretilen ya da sistemde var olan havanin substrat
yatagindan hava ¢ikigina ulagsmasini saglar. SmF biyoreaktorlerinde kopiik kontrolii
icin tepe boslugu kullanilirken KHF biyoreaktorlerinde kopiik olusumu gibi bir
problem s6z konusu olmadigindan kullanilmaz. Kat1 partikiillerin havalandirma ile
substrat yataginda siispande oldugu (gaz-kati akiskan yatak) bazi KHF
biyoreaktorlerinde, tepe boslugu substrat yataginin hacim artisina ve partikiiller ile
havanin birbirinden ayrilmasina olanak saglar,

e Karigsmanin oldugu biyoreaktorlerde partikiillerin etkin bir sekilde karismasini
saglar, Doner tambur ve karistirmali tambur gibi biyoreaktorlerde havanin substrat
yatagi ile tepeboslugu arasinda sirkiilasyonu dolayisiyla daha etkin bir oksijen

transferini saglar.
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Sekil 2.5. KSBiiniin kisimlar1. (a) Makro boyutta. (b) Mikro boyutta. inokule olmanus partikiiller (soldaki),
filement6z fungus ile (ortadaki) ve bakteri ya da maya ile (sagdaki). (¢) Mikro boyutta enine kesit.

2.2.2.2. Mikro Boyutta Substrat Yatag:

Substrat yataginin fiziksel goriinilisii mikrobiyal aktiviteler ile birlikte degisime
ugrar. Sekil 2.6’da fermentasyon sirasinda olan degisimler grafikler yardimiyla
gosterilmektedir. Substrat yatagi oldukca kompleks bir yapiya sahiptir. Sekil 2.5(b)’de
gosterildigi gibi substrat partikiilleri, partikiiller aras1 alanlar ve mikrobiyal biyomasin
bulundugu ortamda fermentasyon ile gerceklesen reaksiyonlar ile kompleks bir yapi

olusmaktadir.
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Substrat partikiillerinin boyutu ve sekli (6zellikle dolgulu kolonda biiyiik 6neme
sahip), partikiiller arasi bosluk hacmini ve partikiillerin birbiriyle etkilesim derecesini
belirler. Substrat partikiilleri nemlidir ve ince bir sivi filme sahiptir. Mikrobiyal biyomas
substrat partikiillerinin yiizeyine biyofilm seklinde dagilir. Bu durum, tek hiicreliler i¢in ve
hifa olusturan filementdz funguslar i¢in Sekil 2.5(b)’de gosterilmistir. Partikiiller arasi
alanlarda stirekli gaz fazi vardir. Tek hiicreli mikroorganizmalarin gelisimi i¢in, partikiiller
arasi alan hakkinda iyi bir tanimlama yapilmasi ve biyofilm partikiiliin bir pargas1 olarak
kabul edilmistir. Fungus igeren prosesler i¢in, aerial hifalar partikiiller aras1 alana dogru
biiyiir ve partikiiller aras1 sinir1 olusturur. Partikiil diger partikiil tizerinde bulunan ince sivi
film ile etkilesir. Partikiiller aras1 alan tamamen hifalar ile dolu oldugunda bile, siirekli gaz
fazi bulunur. Diger taraftan miselyum yapis1 hifalarin partikiiller arasi mevcut hacmin
%34’den fazlasin1 kaplamasini onler (Auria ve ark., 1995). KHF sistemlerinde, kiiglik su
damlaciklarin funguslarin aerial hifalar1 arasinda bulunmasina ragmen, partikiiller arasinda
serbest su hi¢ yoktur ya da ¢ok az miktarda bulunur. YKHF sistemlerinde ise serbest su
vardir ve partikiiller arasinda daha yiiksek miktarda bulunur. Bu durumda havalandirma,

reaktore hava beslenerek ya da havayla temas edecek karistirma ile saglanmaktadir.
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Sekil 2.6. Biiyiik olgekli KSF proseslerinde, belirli bir noktadaki sicakligin zamanla degisim ve
biyoreaktordeki sicakligin yatay ve dikey olarak uzunlukla degisim profilleri (Mitchell ve ark., 2006).
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Partikiil daha ayrintili seviyede incelenecek olursa,

Substrat partikiilii bir ya da daha fazla kat1 yapidaki makro molekiillerden
olusmaktadir. mikroorganizmalar polimer ya da polimer yapisindaki substrat
partikiillerini fermentasyon sirasinda kullanirlar. Boylece fermentasyon sonunda
substrat partikiillerinin orijinal yapis1 ve Ozellikleri degismektedir. Substratin
Ozellikleri, substrat partikiiliiniin kaynagina ve nasil hazirlandigina baglidir. Bu
ozellikler, proses performans: i¢in Onemli faktorler olan mikroorganizmanin
tutunmasini ve besiyerinin ulasabilirligini etkiler. Basit bir 6rnek ile agiklanirsa,
direkt kullanilan bitki sap1 parcalari mikroskobik seviyede incelendiginde hiicresel
yaptya sahiptir yani hiicre duvar1 vardir. Diger taraftan, ogiitiilerek cok kiiciik
boyutlara getirilen partikiillerin daha amorf bir yapiya sahip olmasi substratin
kullanilabilirligini artirabilir.

Biyomasin partikiiller tizerindeki dagilimi Sekil 2.5(c)’de gosterilmistir. Bakteriler
kullanilan durumda, biyofilm partikiiliin yiizey alanin1 kaplayarak ¢evre ile
etkilesimini kisitlar. Hiicreler aras1 alandaki su ile biyofilm olusur ve siki bir hamur
kivami alir. Filement6z fungus kullanilan durumda ise partikiilii aerial hifalar,
“biyofilm” ve vejetatif hifalar olarak 3 kisimda tanimlayabiliriz. Vejetatif
(pentetratif) hifalar, nemli kat1 matriksin i¢ine penetre olmuslardir. Aerial hifalar
partikiil disina dogru biiylir ve hava ile direkt temas halindedir. Biyofilm hifalar ise
kat1 ylizeyin lizerine ¢ikmis ancak ince sivi filme batik haldedir. Sivi filmin
genisligine bagli olarak (hifa agimin varhiginda daha stabil olabilir), toplam
biyomasin dnemli bir miktar1 biyofilm hifalarinda bulunabilir (Mitchell ve ark.,
2000).

Ozellikle mikroorganizmalar partikiili kullandikga, biyofilm ve
mikroorganizmalarin bulundugu partikiil ylizeyi ayirt edilemez hale gelebilir.
Mikrobiyal gelisme i¢in, partikiil ylizeyindeki biyomas miktar1 genellikle yiizeyin
iistlerinde ve altlarinda en yliksek seviyededir. Bu kisimlarda substrattan alinacak
besiyeri ve gaz fazindan alinacak O, es zamanli olarak hizli bir sekilde
kullanilabilir.

Spesifik kimyasal bilesenleri goz Oniinde bulundurursak, besiyeri, enzimler,
polimerler, hidroliz iiriinleri, diger besin maddeleri ve substrat partikiiliindeki gaz
faz1 arasinda bazi gardiyentler (pH gibi) olusmaktadir. Mikroorganizmanin hizli bir

sekilde cogaldig1 log fazinda O, gardiyenti oldukca yiiksektir. O, konsantrasyonu
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yiizey alant yiiksek olan biyofilmlerden diisiik olana dogru giderek azalir,

genellikle yiizey alan1 100 pm’nin altinda olan biyofilmlerde ise sifirdir (Oostra ve

ark., 2001). Substrat konsantrasyon gradiyenti yatak boyunca farkli oranlarda
mevcut olmakla birlikte ¢Oziiniir besin maddeleri agisindan bakilacak olursa

substrat yiizeylerinde bu gradiyent oldukea diisiiktiir (Mitchell ve ark., 2006).

2.3. Kat1 Substrat Biyoreaktorleri

KSF proseslerinde birgok farkli biyoreaktor tiirti kullanilmis ve bu biyoreaktdrlere
arastirmacilar tarafindan farkli isimler verilmistir. Bununla birlikte, tasarimdaki ve
isletimdeki benzerliklerden faydalanarak KSB’leri karigma ve havalandirmanin sekline
gore dort gruba ayrilabilir (Sekil 2.7).

I.Grup Biyoreaktorler: Bu gruptaki biyoreaktorler genis tepsilerin bulundugu bir
inkiibatorden ya da odadan olusur, tepsiler belirli araliklar ile iist {iste yerlestirilir. Bunlar
genelde “tepsili biyoreaktor” olarak adlandirilir. Uygun kosullardaki hava (6rnegin nemi
ve sicakligt ayarlanmis) hazneye beslenir ve tepsilerde sirkiile edilir. Karigma islemi
uygulandigr durumlarda c¢ok nadirdir ve genelde elle yapilir. Tepsiler genelde tahta,
bambu, metal ya da plastikten yapilir. Tepsilerin iist kismi1 tamamen acik iken taban O,
transfer etkinl@ini artirmak icin deliklidir (perforedir). Mikro-delikli plastik torbalar bu
kategoriye ornek olarak verilebilir.

II.Grup Biyoreaktorler: Substrat yatag: statik ya da ¢ok nadiren (giinde bir ya da
iki defa) karigtirilan ve havanin bir ekipman vasitasiyla yiiksek akis hizlarinda beslendigi
biyoreaktorlerdir. Bunlar genelde “dolgulu yatak biyoreaktdr” olarak adlandirilir. Klasik
bir dolgulu yatak biyoreaktor silindirik ya da dikdortgen kesitli bir kolondan olusur ve
dikey olarak isletilir, en altta bulunan delikli plakadan substrat ve hava beslenir.

III.Grup Biyoreaktorler: Bu gruptaki biyoreaktorler, silindirik kesitli tambur
seklindedirler ve yatay olarak isletilirler. Tamburun yarisindan azi substrat ile doludur ve
tepe boslugunda hava bulunur. Doner tamburlarda, tiim tambur merkezi eksen etrafinda
doner. Karigtirmali tamburlarda, biyoreaktdr govdesi statik kalirken sabit saft {izerine
yerlestirilen kanatlar ya da siyiricilar eksen etrafinda dondiiriilerek karisma saglanir.

IV.Grup Biyoreaktorler: Substrat yatagina karigma islemi uygulanir ve havanin
bir ekipman vasitasiyla yliksek akis hizlarinda beslendigi biyoreaktorlerdir. Bu grup
biyoreaktorler iki mekanizma ile isletilebicegi i¢in iki alt gruba ayrilabilir, 1.gruptaki
biyoreaktorler stirekli olarak karistirilirken, 2.gruptaki biyoreaktorlerde belirli zaman

araliklarinda karistirma yapilir (Mitchell ve ark., 2006).
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2.3.1. Tepsili Biyoreaktorler

Tepsili biyoreaktorler, KSF proseslerinde kullanilan en basit teknolojidir. Sekil
2.8’de gosterildigi lizere tepsili biyoreaktoriin tasariminda ¢esitli segenekler mevcuttur.
Tepsi odas1 bir inkiibatér kadar kiigiik olabilecegi gibi arastirmacinin girebilecegi kadar
biiyiiklilkte de olabilir. Tepsi; tahta, bambu, tel ya da plastikten yapilabilir. Tepsi
yapiminda elastik olmayan rijit bir materyal yerine plastik torbanin kullanim1 daha caziptir.
En alttaki plaka ve tepsiler delikli olabilir, sogutma icin 1s1 degistirici kullanilabilir. Tepsili
biyoreaktorler genellikle statik olmak ile birlikte, substrat yataginin kismen karigmasi igin
elle sallamak suretiyle giinde bir ya da iki defa karistirilir (Mitchell ve ark., 2006).

Yeni gelistirilen tepsili biyoreaktorlerde, O, ve CO, aligverisine izin verirken su
aligverisine izin vermeyen bdylece mikroorganizmanin solunumuna izin verirken kurumay1
onleyen 6zel plastikler kullanilabilmektedir. Bu sistemin geleneksel agik tepsi teknolojisine
gore en bilyiik avantajlarindan biri substrat yatagina girecek kontaminantlari
engellemesidir.

Bu biyoreaktdrler, tempe ve koji sosu gibi fermente gidalarin iiretiminde asirlardir
kullanilmaktadir. Uretilecek iiriin ok biiyiik miktarlarda degil ise iiretim sonrasi fermente
iriin ayirma islemine gerek kalmadan satilabilir bir iiriin ise ya da is¢ilik masraflar1 daha

diisiik ise tepsili biyoreaktorler mikrobiyal iiriinler i¢in alternatif bir proses olabilir.

ITN TN TN TN INT
AR

tepsi torba sistemi

Sekil 2.8. Tepsili biyoreaktorlerin temel tasarim ozellikleri ve muhtemel tasarimlar. (a) Tepsi odasi ve
inkiibatdr. (b) Farkli tepsi tasarimlar1 (Mitchell ve ark., 2006).
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2.3.2. Dolgulu Yatak Biyoreaktorler

Bu isletim modu mikrobiyal gelismeye ya da son {iriiniin fiziksel yapisina zarar
vermesinden dolay1 substrat yataginin karistirilmasi istenmeyen bircok KSF prosesi igin
uygundur. Karakteristik isletme parametreleri statik substrat yataginin havalandirildig: ve
birkag saatte bir karigtirilan biyoreaktdrlere uygulanabilir.

Sekil 2.9°da gosterildigi lizere dolgulu yatak biyoreaktoriin tasariminda gesitli
secenekler mevcuttur. Kolon dairesel kesitli ya da karesel kesitli olabilir. Kolon, dikey
olarak ya da diiz ya da acil1 bir sekilde yatay olarak yerlestirilebilir. Bu se¢im agik hava
basinct ve yer ¢ekimi kuvvetlerin yonlerine baglidir. Yatay konumda hava herhangi bir
uctan, dikey konumda ise iistten ya da alttan beslenebilir. Ustten havalandirma yiiksek
hava akis hizlarinda parcaciklarinin akiskanlanmasini 6nler, ancak hava akisi yer ¢cekimi ile
ayni yonde oldugu i¢in yatagin sikistirilmasina katkida bulunacaktir. Sekil 2.9(b)’de
goriilen tasarim, kolonun merkezine ekstra havalandirma saglayacak delikli bir difiizor
yerlestirilerek yatak boyunca havalandirma yapilabilir. Bu sistem kiigiik yarigapl yatakta
uygun iken, daha genis caplilarda uygun olmasi icin daha fazla sayida diflizor
yerlestirilmelidir. Sekil 2.9(c)’de goriilen radyal akisli dolgulu yatak tasarimin digerlerine
gore Ustlinliigii hava akisi yataga daha yakin yapilir ve daha homojen bir hava dagilimi
olur.

Yatak ytiksekliginin daha kiiclik olmasi ile “klasik” dolgulu yatak biyoreaktorlere
benzer. Bu nedenle havalandirma aksiyal yonde yapilir ve radyal yone difiizor vasitasiyla
aktarilir. Ancak bu difiizor yanlizca kiiclik capli biyoreaktdrlerde verimli sonuglar verir.
Kolon tasariminda ceket ya da 1s1 transfer plakalar1 yer alabilir. Igerisinde 1s1 transfer
plakalar1 bulunan dolgulu yatak biyoreaktorler Roussos ve ark. (1993), “Zymotis dolgulu

2

yatak” olarak, 1s1 transfer plakalari bulunmayan ise “Klasik dolgulu yatak” olarak
adlandirilmaktadir. Bu biyoreaktorler, biyodizel ve koji sosu gibi fermente iiriinlerin

uretiminde kullanilmaktadir.
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Sekil 2.9. Dolgulu yatak biyoreaktorlerin temel tasarim 6zellikleri ve muhtemel tasarimlar. (a) Basit “klasik”
dolgulu yatak tasarimi. (b) Merkezine difiizor yerlestirilmis bir dolgulu yatak. (c¢) Radyal akisli dolgulu
yatak. benzer. (d) “Kisa Yatakli” bir dolgulu yatak.

2.3.3. Doner Tambur Biyoreaktorler

Yatay konumda silindirik bir sekilde olan, substrat yatagimin aralikli ya da stirekli
donme islemi ile karistirildig1 ve havalandirildigi bir biyoreaktor tipidir. Govdenin ortasina
yerlestirilen bir motor ya da merdaneler vasitasiyla dondiiriilen DTB’lerde, ¢ogu durumda
govde etrafina yerlestirilmis tamponlar ile etkin bir karistirma saglanir (Mitchell ve ark.,
2000). Genellikle yar1 hacmini dolduracak kadar substrat bulunmas: ile oksijen ve karbon
dioksit transfer etkinligi artirilir (Mitchell ve ark., 2006). DTB, etkin 1s1 ve kiitle transferi,
karistiricilt biyoreaktorlere gore daha hassas (mikroorganizmalar agisindan daha uygun) bir
karisma saglamasi ile statik yatakli KSB’lerine karsi istiinliik saglar. Karistiricinin
olmamas1 DTB’iin tasarimini, yapimini, isletimini kolaylastirir, basing distislerinin az
olmasi isletim maliyetini diisiiriir (Hardin ve ark., 2002) ve mikroorganizmalarin karigtirici
dolayistyla ugradiklar1 stresi ortadan kaldirir (Esquivel ve ark., 1999). Sicaklik
kontroliiniin, KSF proseslerinin verimi i¢in anahtar etmenlerden biri oldugu belirtilmistir
(Saucedo-Castaneda ve ark., 1992). Bu baglamda DTB, 1s1 uzaklastirma problemini asma

noktasinda onemli bir tasarimdir (Fung ve Mitchell, 1995; Stuart ve ark., 1999). DTB,
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hareketsiz igletildiginde tepsili biyoreaktor davranist gostermekle birlikte siirekli ve aralikli

dondiirme modunda isletilebilir. DTB, havalandirmanin yaninda genellikle 1-2 devir/dk

gibi ¢ok diisiik ya da 10-15 devir/dk gibi nispeten daha yliksek donme hizlarinda isletilir.

Biyoreaktoriin ¢ok yiiksek devirlerde isletilmesi ise kayma gerilimine sebep olur (Mitchell

ve ark., 2000). mikroorganizmalarin kayma gerilimine maruz kalmayacaklar1 daha yiiksek

devir hizlarinda c¢alismak ve tasarimda tampon kullanmak gaz-sivi-kat1 etkilesimini

dolayisiyla 1s1 ve kiitle transferini artiracaktir (Hardin ve ark., 2002). Sekil 2.10’da

gosterildigi lizere doner tambur biyoreaktorlerin tasariminda ¢esitli secenekler asagidaki

gibi siralanabilir:

Biyoreaktoriin ¢ap1 ve uzunlugu. Geometrik oranlar olduk¢a genis bir aralikta
degisebilir,

Biyoreaktor acili bir sekilde yerlestirilebilir,

Karistirmali tamburda, karistirma ekipmaninin sekli ve boyutu; doner tamburda
tamponlarin sayisi, boyutu ve sekli degistirilebilir,

Havalandirma sisteminin giris ve ¢ikis bolgelerinin tasarimi. Bu parametre hava
akis modellerini etkiler,

Is1 transferi i¢in ceket ya da serpantin kullanimasi. Déner tamburda sizdirmazligi
saglamak i¢in su giris ve ¢ikis hatlar1 sikica kapatilmalidir,

Is1 transferi ve karigmaya katkida bulunmak i¢in i¢ kisma tampon ya da siyirici
yerlestirilmelidir,

Fermentasyon sirasinda numune alimi ve su, besiyeri gibi bilesenlerin eklenmesi
i¢in bir giris tasarimi,

Stirekli igletim i¢in substrat giris ve ¢ikis girisi tasarimi.

DTB’de isletme parametreleri su sekilde siralanabilir:

Kat1 substratin miktari,

Donme hizi. Eger aralikli olarak yapiliyorsa, frekansi, siiresi ve donme hizi,
Beslenen havanin akis hizi, fermentoriin sicakligi ve nemi,

Is1 degistirici kullaniliyorsa sogutma suyunun sicakligt ve akis hizi.

Bu parametrelerin ¢ogu fermentasyon sirasinda degistirilebilir. Her ¢evrim baginda

yapilan substrat yliklemesi bir isletme parametresidir. Fermentasyon ilerledik¢e substratin

bir kism1 kullanilacak ve CO,’e doniisecektir, bu yilizden yeni substrat yiiklemesi verimli

olabilir.
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(a) Tasanim: geometrik orantilar

(uzunluk ve cap) Tasarim: Materyal ekleme

sisteminin tasarimi

Tasarim: hava
girislerinin sayisi,
yeri ve gekli

Isletme: Materyal
ekleme zamam

Isletme: Havamn Isletme: Tamburun

* sicaklig substrat yatagi ile
o akig hizi doluluk oram
* nemi
Tasarim: tamburun acgili bir Tasarim: tasarimda
sekilde verlestirilmesi ceketin kullanimi
(b) tamponlu déner tambur karistirmali tambur

Tasarim:

D Kanatlarin savisi
Tasarim: -

ve yerlesimi

tamponlarm sayisi,
h boyutu ve sekli Q
D D Isletme:
karigtiricinin

dontne hiz

Sekil 2.10. Doner tambur ve karistirmali tambur biyoreaktorlerin tasarim ve isletme parametreleri. (a) Her iki
biyoreaktor tiirii i¢in tasarim ve igletme parametreleri. (b) Biyoreaktor tiiriine spesifik olan tasarim ve isletme
parametreleri.

Substrat yiiklemesi, “w” sembolii ile gosterilen “fraksiyonel doluluk” faktorii ile
yakindan iligkilidir. Genellikle etkin karistirmanin saglanmasi i¢in bu faktor 0,4’iin altinda
tutulur. Karisma etkinligini artirmak i¢in su ilavesi bir sprey yardimiyla piiskiirtiilerek
yapilabilir (Mitchell ve ark., 2006).

DTB’de beslenen havanin nemi belirlenirken yataktaki 1s1 iiretim hizi, substrat
hacmi, havalandirma hizi biiylik 6neme sahiptir. Ayrica secilen donme/karistirma hizi
yataktaki ve tepe boslugundaki metabolik 1s1 transferi ile O, transferi arasinda bir denge
saglamasi agisindan ¢ok Onemlidir. Partikiillerin mukavemeti, substratin miktarini
dolayisiyla optimum susbstrat yiiklemesini etkileyebilir. Yumusak partikiiller tistlerindeki
substratin agirhiginda ezilebilir (Mitchell ve ark., 2000).

DTB kullanildigr durumda donme hizi ¢ok Onemlidir. Eger tasarimda tampon
kullanilmayacaksa donme hizi1 kritik hizin %10’undan fazla olursa, bu etkin bir karisma
saglar. Bununla birlikte bu durum gerekli enerji miktarini dolayistyla maliyeti artirir. Etkin
karigma icin diger segenek ise tasarimda tampon kullanilan biyoreaktoriin diigiik donme
hizlarinda isletilmesidir. Aralikli donme islemi biiyiik Olcekli biyoreaktorlerde istenen

fayday1 saglamayacaktir. Bu mod ile donme baslarken ve sona ererken yatagin duragan
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halde kalmasi engellenmis olur. Fraksiyonel doluluk 0,4’ten biiyiik olmamalidir hatta bazi
durumlarda daha da kii¢iik olmas1 gerekebilir. Aslinda fraksiyonel doluluk her ¢alismada
kullanilan substrat kombinasyonu ve mikroorganizmaya bagl olarak farkli olacaktir. Her
bir liretim prosesi i¢in optimum isletme ve tasarim parametreleri deneysel olarak

belirlenmelidir.

2.3.4. Gaz-kat1 Akiskan Yatakh Biyoreaktorler

Gaz-kat1 akigkan yataklar, tabanindaki delikli plakadan substrat partikiillerinin
havalandirilmasi i¢in yeterli bir akis hizinda havanin (ya da diger bazi gazlarin) beslendigi
dikey bir hazneden olusur (Sekil 2.11). Biyoreaktdr tasariminda substrat yataginin
akigkanlagmas1 i¢in yeterli yiikseklik saglanmalidir. Ayrica katilarin  ¢okmesini
kolaylastirmak i¢in genellikle yukar1 dogru genisleyen bir tasarim kullanilir. Bu genisleyen
alandaki akis dolayisiyla, havanin siiperkritik hiz1 akigskanlik i¢in gerekli minimum hizinda
altima diiser ve bu bolgedeki partikiiller akiskanlasamaz. Bu bolgedeki topaklanan
substratin akigkanlagsmasi i¢in tasarimda mekanik bir karistiric1 kullanilabilir. Bu gruptaki
biyoreaktorlerde fermentasyon sirasinda gerekli eklemelerin yapilmasi nispeten daha
kolaydir. Su, besiyeri ve pH ayarlama ¢ozeltileri gibi bilesenler reaktoriin iist kismindan
sprey ile substrat yatagina eklenebilir. Sistemdeki havanin sirkiilasyonu, 1sitma ve
nemlendirme gibi hava hazirlama maliyetlerini diisiiriirken, aerobik prosesler i¢in 6nemli
olan O,/CO;, oranmin ayarlamasinin yapilamamasina sebep olur. Bu ylizden bu siniftaki
biyoreaktorler genellikle N, gazinin akiskanlastirma ic¢in kullanildigi anaerobik prosesler

i¢cin daha uygundur.

(b)

Sekil 2.11. Akiskan yatakli biyoreaktor tasarimlari. (a) Biitiin yatagin akiskanlastirldigi gaz-kati akigkan
yatakli biyoreaktorler. (b) Sadece yatagin merkezindeki partikiillerin piiskiirtme ile akiskanlagtirildig:
biyoreaktorler (Silva ve Yang, 1998).
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Kullanilan substratin 6zellikleri, bu gruptaki biyoreaktorlerin verimi agisindan ¢ok
onemlidir. Burada iki muhtemel problem mevcuttur. Birincisi, biyik ve
akiskanlagsmayacak kadar kat1 substrat topaklanmalarinin olusmasidir. Ikincisi ise, substrat
farkl1 partikiil boyutlarinda ise baz1 partikiiller akigskanlagirken digerlerinin
topaklanmasidir. Kullanilan susbtratin partikiil boyutlar1 homojen ve kat1 topaklanmalar
olusturmayacak 6zelliklere sahip olsa bile, fermentasyon sirasinda gerceklesen mikrobiyal
aktiviteler sonucu substrat Ozellikleri belirgin sekilde degisebilir. Tablo 2.5’te KSB

tiplerinin 6zellikleri goriilmektedir.

Tablo 2.5. KSB tiplerinin genel 6zellikleri (Abdul Manan 2014).

Blyor‘ez}kor Ozellikler/Problemler
Tipi
e Basit tasarim ve kolay isletim
- e  Is1 birikimi
.Tep sili . e  Sicaklik ve nem gradiyentleri
Biyoreaktdr e  Yatakta topaklanmalar
e Biiyiik alan gereksinimi
e s yiikiiniin cok olmasi
e  Sicaklik ve gaz konsantrasyonu gradiyenti
e Son iiriiniin saflastirilmasindaki zorluklar
Dolgulu Yaiss e Biiyiime hizinin uniform olmamasi
Biyoreakt6r e Olgek biiyiitmede zorluklar
e  Yatakta topaklanmalar
e s yiikiiniin cok olmasi
. e [s1uzaklastirma noktasinda verimlidir
.Zymotls" o Olgek biiyiitme islemleri kolaydir, biiyiik 6lgekte yiiksek verimlilik saglar
Biyoreakttr e Isi transfer plakalari arasindaki alan ¢ok 6nemlidir
e Sogutma suyunun sicakligl yatagin durumuna gore degistirilmelidir
e  Siirekli, ya da aralikli mod ile isletilebilir ve havalandirma yapilabilir
. o Is1 ve kiitle transferi yiiksek seviyededir
Déner Tambur . . .
. . e Daha verimli ve uniform iiretimler yapilir
Biyoreaktdr e Kayma gerilimi mikroorganizma iizerinde olumsuz etki yapabilir
e  Reaktdr tasarimi ve yapimi karmagiktir
e  Biiyiik 6l¢ekte igletimi zordur
o  Etkin bir karigtirma ile nem ve sicaklik kontrolii iyi seviyededir
Akigkan e Yiiksek kiitle ve 1s1 transfer hizi
Yatakl e  Metabolik 1sinin etkin bir sekilde uzaklastirilmasi
Biyoreaktor e  Mikroorganizmalara kars1 yiiksek kayma gerilimi
e Biiyiik, iri taneli ve yapiskan partikiillerin akigskanlastirilmasinin zorlugu
e  Yiiksek maliyet
. . e Etkin bir karistirma ile nem ve sicaklik kontrolil iyi seviyededir
Piiskiirtmeli . .
e  Yiiksek kiitle ve 1s1 transfer hiz1
. Yatak e Akiskan yatakliya gore daha az enerji gereksinimi
Biyoreaktor e Biiyiik, iri taneli, farkli partikiil boyutlarindaki ve yapiskan partikiillerin

etkin bir gekilde akigkanlastirilmast
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2.4. Enzimler

Enzimler, canli hiicrelerde iiretilip kimyasal reaksiyonlarin hizim1 artiran ve
reaksiyondan degismeden ¢ikan biyokatalizorlerdir. RNA’nin hidrolizini katalizleyen RNA
yapisindaki ribozimler digsinda biitiin enzimler protein yapisindadir ve oldukga spesifik bir
karakterde olup substrat ya da substratlara 6zgiidiirler (Palmer ve Bonner, 2007). Bugiin,
canli sistemlerdeki biitiin kimyasal reaksiyonlarin hizli ve segici bir sekilde katalizlenmesi
i¢cin enzimlerin gerekli oldugu bilinmektedir (Buchholz ve ark., 2012).

19. ylizyilla kadar, siitiin mayalanmasi ve sekerin alkole fermentasyonu gibi
proseslerin canli bir organizma ile gergeklestigi kabul edilmekteydi. Sekeri hidroliz eden
aktif ajan 1833’de kismi olarak izole edilmis ve diastaz (simdi amilaz olarak bilinen) ismi
verilmistir. Kisa bir siire sonra proteinleri sindiren madde mide sivisindan ekstrakte edilmis
ve pepsin adi verilmistir. Bu aktif preparatlar genel olarak “fermentler” diye
adlandirilmigtir. Louis Pesteur ve digerlerinin fermentler canli organizmalar igermeli
goriigiine karsin Justus von Liebig bu fermentlerin canli hiicrelerden elde edilen cansiz
mataryeller olabilecegini belirtmistir. Bu tartisma devam ederken, ferment ifadesi yavas
yavas ilk kez Wilhelm Kiihne tarafindan onerilen ve Yunanca’dan gelen enzim ifadesine
yerini birakmigstir. James Sumner, 1926’da fasulye ekstraktindan iireaz enzimini kristalize
etmistir. Bu gelisme sonrasinda bir¢ok enzim saflastirilmis ve kristalize edilmistir. Bu
sekilde enzimlerin yapisi ve Ozellikleri ayrintili bir sekilde belirlenebilmistir. Enzimler
giinlimiizde hala bircok akademik arastirmaya konu olmaktadir. Spesifik bolgeleri
sayesinde hastanelerde tedaviye yardimci olarak kullanilmakta ve bu yonde arastirmalar
devam etmektedir. Diger yandan endiistride genis bir kullanim alanina sahip olan
enzimlerin kullanildig1 alanlar genislemekte ve pazar pay: hizla bliylimektedir.

Endiistriyel enzimlerin kullanildig1r baslica endiistriler; deterjan (%37), tekstil
(%12), nisasta (%11), firincilik (%8) ve hayvan yemi (%6) seklindedir. Endiistride
kullanilan enzimlerin yaklasik % 75’ini hidrolitik enzimler olusturmaktadir. Proteaz
grubundaki enzimler kullanimda ilk sirayr alirken, karbonhidrazlar ikinci sirada yer
almaktadir. Tim diinyada enzim pazarmin yaklastk % 25’ini olusturan amilazlar

giiniimiizde biiyiik 6neme sahip enzimler arasindadir (Burgak, 2015; Deb, 2013).

2.4.1. o -Amilaz Enzimi ve Kullanim Alanlar
a-Amilaz (E.C.3.2.1.1) polisakkaritlerdeki a-1-4 glikozidik baglarini kirarak glikoz,
maltoz gibi daha kiigiik seker gruplarinin aciga ¢ikmasini saglar (Gupta ve ark., 2003;
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Kandra, 2003; Rajagopalan ve Krishnan, 2008). Bir endo amilaz olan a-amilaz etki
mekanizmas1 Sekil 2.12°de gosterildigi gibi polisakkaritlerdeki a-1-4 bagim gelisi giizel
kirar (Selen, 2006). Amilopektin ve glikojenin dallanma noktalarindaki a-1-6 baglarina
etki etmezler (Windish ve Mhatre, 1965). Bir¢ok mikroorganizma tarafindan sentezlenen
a-amilazin etki mekanizmasi ve ozellikleri enzimin kaynagina goére farklidir. a-Amilaz
tarafindan amilozun hidroliziyle maltotrioz ve maltoz olusur. Bunu takip eden ikinci
reaksiyon, kiigiik bir molekiil olan maltotriozun hidrolizidir. Amilopektinin hidrolizi ise bir
dizi dalli o-limit dekstrinlere ilave olarak glikoz ve maltoz gibi iiriinler verir (Fogarty,

1983).

a-1.6-Glikozidaz

Sekil 2.12. o-Amilazin etki mekanizmasi.

Amilazlar en onemli endiistriyel enzimler arasindadir ve biyoteknoloji i¢in biiyiik
oneme sahiptir. a-Amilazlarin diinya capinda en yaygin kullanimi nisasta sivilagtirma
endiistrisinde glikoz ve fruktoz surubu iiretiminde kullanimidir (Nielsen ve Borchert,
2000). Amilazlar deterjan endiistrisinde en ¢ok kullanilan ikinci enzimdir ve lretilen sivi
detrejanlarin %90’1inda bulunmaktadir (Gupta ve ark., 2003; Mitidieri ve ark., 2006;
Hmidet ve ark., 2009). Biyoetanol iiretiminde ucuzlugu ve bollugu sayesinde en ¢ok
kullanilan  substrat nisastadir ve iiretim Oncesi nisastanin monosakkartilere
doniistiiriilmesinde o-amilazlar kullanilmaktadir (de Moraes ve ark., 1999; Toksoy Oner,
2006). Amilazlar, gida endiistrisinde firicilik, sindirime yardimei gida imalati, kek tiretimi
ve meyve suyunun berraklastirilmasi alanlarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Couto ve Sanromdn, 2006). Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde amilazlari, kuse kagit

nisastanin modifikasyonuda yani diisiik viskozite ve yliksek molekiil agirlikli nisastanin
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tiretimi i¢in kullanilmaktadir (Van Der Maarel ve ark., 2002; Gupta ve ark., 2003). Bunun
yanisira elektrolit, izolatdr ve yari-iletken kapasitorlii biyosensorlerde de amilaz enzimi

kullanilmaktadir (Menzel ve ark., 1998).

2.4.2. Tiirkiye’de Enzim Uretimi

TUIK verilerine gore iilkemizde “Baska yerde siiflandiriimamis enzimler ve diger
organik bilesikler” iirlin grubunda 2014 yilinda 4.877.805 kg iiretim yapilmistir. Bu
iretimlerden enzim TUretiminin blylik kismimi 2.304.256 kg ile rennin enzimi ve
konsantreleri olusturmaktadir (TUIK, 2014). Bunun disinda diger enzimleri iireten
kuruluglar bulunmakla birlikte ORBA A.S. bu alanda en kapsamli ve tecriibeli isletme
konumundadir. 1977 yilinda Tiirkiye’de ilk defa ekmek iiretimine yonelik a-amilaz enzimi
tireterek is hayatina baslayan kurulus gida, yem ve alkol sanayisine yonelik enzim
formiilasyonlar: iiretmektedir (Kiper, 2013). Bunun disinda yem katki maddesi i¢in enzim
karisimlart iireten kuruluslar mevcuttur. Diger yandan Tiirkiye’nin enzim ithalat hacmi
2013 yilinda 106,7 milyon $’dir. Bu ithalatta en biiyiik pay sahibi olan iilkeler; Danimarka
(59 milyon $), Fransa (10 milyon $), Finlandiya (8 milyon $), Cin (7 milyon $) ve ABD
(4,9 milyon $)’dir (Ozbag, 2014). Tiirkiye’de heniiz tam olarak yaygilasmamis olan
enzim sektorll yatirimceilarin bu alana yonelmesiyle gelismektedir. Yatirimeilarin bu alana
yonelmesi i¢in Tiirkiye Cumbhuriyeti tarafindan tesvikler mevcuttur. Bilim, Sanayi ve
Teknoloji Bakanligit (BSTB)’nin hazirladigi Ulusal Biyoteknooloji Ar-Ge ve Yenilik
Strateji Belgesi ve Eylem Plani’nda, “sanayide yogun olarak kullanilan ve yurtdisindan
ithal edilen enzimler yerine yerli enzimlerin" iretimini desteklemek i¢in Ekonomi

Bakanlig: tarafindan oncelik ve tesvik verilecegi belirtilmektedir (BSTB, 2014).

Tablo 2.6. Tiirkiye’nin enzim ithalat hacminin iilkelere gore dagilimi (Ozbag, 2014).
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2.5. Deneysel Tasarim

Deneysel tasarim (DT), deney kosullarmi etkileyecek degiskenlerin seviyelerinin
sistematik olarak degistirilmesiyle 6lgiilen yanittaki degisimin gozlenerek yorum yapilmasi
amaciyla kullanilan istatistiksel yontemdir. Klasik metod ile degiskenlerin optimum
degerleri, bir degiskenin degerini degistirirken digerlerini sabit tutarak bulunmaktadir.
Degisken sayisinin fazla oldugu durumlarda ¢ok fazla deney gerekmekte bu yiizden zaman
ve sarf kaybina neden olmaktadir. Diger yandan deneysel tasarimda istatistiksel teknikler
kullanilarak oncelikle az sayida seviye ile tiim degiskenler sistematik bir sekilde ayn1 anda
degistirilir ve etkili degiskenler bulunur. Daha sonra etkili olmayan degiskenler elimine
edilerek sadece etkili degiskenler, farkli seviyelerde ve tekniklerle yine ayni anda
degistirilerek incelenir ve optimizasyon islemi yapilmis olur. Bu yiizden klasik metoda
gore deney sayisi daha aza indirilerek daha kisa zamanda sonuca ulasilmakta ve maliyet de
azalmaktadir. Bu avantajlara ek olarak deneysel tasarimin en 6nemli avantajlarindan biri de
klasik metodlarda sadece degiskenlerin bireysel etkileri incelenirken deneysel tasarimda
ise hem bireysel etkileri hem de degiskenlerin birbirleri ile etkilesimleri ve bu
etkilesimlerin sonuca etkisi incelenmektedir. Deneysel tasarim genel olarak tarama,

optimizasyon ve modelleme olarak 3 asamadan olusur (Kog, 2014).

1. Tarama: Deneysel calismalarda sonug¢ iizerinde Onemli olan degiskenleri
belirlemek amaciyla kullanilir. Bu tasarimlar ile as1 miktari, substrat konsantrasyonu, pH,
sicaklik, fermentasyon siiresi, karistirma/havalandirma hiz1 gibi degiskenlerin etkiledigi bir
fermentasyonun prosesinde degiskenlerden hangilerinin iiretim verimi i¢in 6nemli oldugu,
hangilerinin elenmesi ve hangilerinin daha ayrintili bir sekilde incelenmesi gerektigi

belirlenir.

2. Optimizasyon: Tarama tasarimlar1 kullanilarak belirlenen 6nemli degiskenlerin

optimum degerlerini bulmak i¢in kullanilir.

3. Modelleme: Tarama ve optimizasyon tasarimlari ile degiskenlerin sonug {lizerine
etkisi matematiksel bir model ile ifade edilir. Bu sayede deneysel olarak bulunan sonuglar
ile birlikte model denklemi kullanilarak tahmini sonuglar da bulunmus olur. Dogrulama

deneyleri ile dnerilen sonucun gergekte hangi oranda gergeklestigi kontrol edilir.

Endiistriyel fermentasyon proseslerinde, fermentasyon kosullarinin fermentasyon

slireci, liretim verimi ve proses ekonomisi {izerine etkisi onemli bir rol oynamaktadir. Bu

33



nedenle iiretim ortamini ve sartlarini optimize etmek fermentasyon prosesinde maksimum
verimin ve minimum maliyetin saglanmasi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Schmidt,
2005). Mikrobiyal {iretim proseslerinin optimizasyonunda, son f{riiniin ve biyokiitle
tretiminin istenen sekilde gergeklestigi sartlar1 belirlemek i¢in, ortam bilesenlerinin
yaninda reaktor isletme parametrelerininde arastirilmasi gerekmektedir (Stanbury ve ark.,

2007; Isler, 2012).

Proses optimizasyonu i¢in kapali ug¢lu bir tasarim olan faktoriyel tasarimda
birbirinden bagimsiz olarak degiskenlerin diizeyi degistirilip, degiskenlerin sonug iizerine
etkileri ve onlarin etkilesimleri etkin bir sekilde degerlendirilmektedir. Faktoriyel tasarim
kullanilarak yapilmis birgok deneysel tasarim yontemi bulunmakla birlikte (Rajendhran ve
ark., 2002), Plackett-Burman tasarimi fermentasyon prosesinde etkin degiskenlerin

taranmasinda yaygin bir sekilde kullanilan metodlardan biridir (Tripathi ve ark., 2008).

2.5.1. Plackett-Burman Tasarimi

R.L. Plackett ve J.P. Burman tarafindan 1946 yilinda yaymlanan bir makalede
tanimlanan Plackett-Burman (PB) tasarimi ¢ok sayida parametrenin az sayida deney ile
taranmasina olanak vermesi agisindan zaman ve maliyet bakimindan ¢ok ekonomik bir
tasarimdir. Bu tasarim faktorlerin ikili etkilesimleri hakkinda bilgi vermemesine karsin
faktorlerin birbirleri ile etkilesimlerini ihmal ederek her birinin sonu¢ degiskeni {izerine
etkisini koymasindan dolayi faktorlerin taranmasinda kullanigh bir metottur. Fiziksel ya da
endiistriyel bir arastirma i¢inde meydana gelebilecek sorunlara karsi siirecin etkinligini
belirlemek amaciyla tasarlanan yontem, birinci derecede modele dayanmaktadir. Var olan
nicel degiskenlerin yapilan deneylerle sonuca katkilari olgiilerek siire¢ etkinliklerinin
arttirilmas1 hedeflenmektedir. Taranan faktor sayisina gore (n) faktor, (n+1) deney ile
taranabilmektedir. Bu tasarimlarin en kiiciiglinde 11 faktor ve her bir faktoriin bir alt bir de
iist limiti olmak {izere iki diizeyinin kullanildigi tasarimda 12 deney ile denenen
diizeylerden elde edilen veriler 15181nda her bir faktdr i¢in deney tasariminda denenmeyen
farkli diizeylerde onerilebilmekte ayrica sonuca katkisi olan kritik faktor ve diizeylerde
belirlenebilmektedir. PB tasariminin en biiyiik avantaji, deneysel zaman kaybini, malzeme
tiiketimini ve endiistriyel ¢apta is giliciinii azaltarak zaman kaybin1 6nemli dl¢lide minimize
etmesidir. Yapilan dogrulama deneyleri kabul edilebilir gliven araliklar ile sistemin kendi

icindeki tutarligini ve giivenilirligini de test etmektedir (Placket ve Burman, 1946).

34



2.6. Doner Tambur Biyoreaktor ile Yapilan Calismalar

Giliniimiizde endiistriyel kullanimi1 yaygin olan enzimler i¢in en énemli konu tiretim
maliyetinin ve buna bagl olarak da prosese girdi maliyetinin diistiriilmesidir. a-Amilazin
da aralarinda bulundugu proteaz, lipaz, ksilanaz, seliilaz, pektinaz gibi endiistriyel
enzimlerin iretimi T{zerine siirdiiriilen arasgtirmalar, uygun bir mikroorganizmanin
bulunmasi ve ayni zamanda ucuz ve bol bulunabilen substratlardan olusan bir {iretim

ortaminin olusturulmasi yoniinde devam etmektedir.

Endiistriyel biyoteknolojik {irlinlerin {iretiminde seker kamisi kiispesi, soya
fasulyesi kiispesi, bugday kepegi, misir kepegi, misir proteini, iiziim posasi, muz kabugu,
limon kabugu gibi tarimsal ve endiistriyel artiklarin KSF teknolojisinde ucuz substratlar
olarak kullaniminin arastirilmasina yonelik caligmalar literatiirde mevcuttur (Abate ve ark.,
1999; Baysal ve ark., 2003; Huerta-Ochoa ve ark., 2003; Osma ve ark., 2007; Oberoi ve
ark., 2012; Ruiz ve ark., 2012).

KSF, derin fermentasyona gore ekonomik ydnden bir¢ok avantaja sahip olmasi
sebebiyle Ozellikle son yillarda mikrobiyal iirlinlerin iiretiminde kullanilmaktadir. Bu
tietimlerin endiistriyel Olceklere uygulanmasi icin KSB teknolojisi {izerine yogun
caligmalar yapilmaktadir. KSB tasarimlarindan 1s1 birikimi ve oksijen transferi kisitlamasi
problemlerini asma noktasinda DTB tasarimi biiyiik 6neme sahiptir. DTB ile daha verimli

tiretimlerin gerceklestirilmesi i¢in farkli 6l¢eklerde yapilmis birgok ¢alisma mevcuttur.

Jin ve ark. (2010), arsenopiritin Acidithiobacillus ferrooxidans ile biyoli¢i iizerine
yapilan ¢alismada, seramik mikro hava difiizor kullanilan yeni 18 litre hacmindeki DTB
tasarimi ile gaz-sivi kiitle transferi hizinin arttig1, diger yandan endiistride en yaygin
kullanilan biyoreaktor tiplerinden biri olan karistirmali biyoreaktér ile giic tiiketimi
agisindan kiyaslandiginda 0.0407 Watt/litre ile daha ekonomik oldugu ve 0.0927 s™' k.a
degeri ile yiisek oksijen transfer etkinligine sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica bu ¢aligmada
biyoreaktoriin yatirim ve isletme maliyetleri acisindan 6nemli bir parametre olan doluluk
orani %75 olmasina ragmen etkin oksijen transferi ve verimli bir iiretim i¢in uygun
kosullar saglanmigtir. Ayni calisma grubu daha sonra 96 litre ve 703 litre hacimlerindeki
DTB’ler ile dl¢ek biiyiitme yapmislardir. Karistirmali biyoreaktdre gore 1/3 oraninda daha
az giic tliketimi ve yiiksek oksijen transfer etkinligi ile varolan avantajlarinin biiyiik

Olceklerde de siirdiiriilebildigini ifade etmislerdir (Liu ve ark., 2013).
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Yeni DTB’iin oksijen transfer hizi klasik DTB‘lin hizina gore ¢ok yiiksek olmakla
birlikte karistirmali biyoreaktdriin oksijen transfer hizina c¢ok yakin ve gii¢c tiiketimi
acgisindan ¢ok daha ekonomiktir (Bouquet ve Morin, 2006; Jin ve ark., 2010). Klasik
DTB’ler laboratuvar ve pilot 6lgekli ¢alismalar i¢cin uygun goriiliip endiistriyel 6lgekte
kiitle ve 1s1 transferi kisitlamalarindan dolay1 kullanilamazken, isletme ve reaktdr tasarim
parametreleri acisindan yeni DTB tipi, Ol¢ek biiylitme c¢alismalart ve endiistriyel

uygulamalar i¢in uygun goriilmektedir (Zhang ve ark., 2012).

Biyoreaktorlerde hava kabarcik boyutlarinin hayvan hiicreleri tizerindeki etkilerinin
arastirildigl ¢alismalar, biiyiik caplardaki hava kabarciklarinin hiicrenin kayma gerilimi
etkisinde kalarak zarar gorecegini ve bu nedenle mikron boyuttaki kabarciklarin hiicrelere
daha az zarar verecegini gostermistir (Kunas ve Papoutsakis, 1990; Wu, 1995; Meier ve

ark., 1999).

Contreas ve ark. (1999), 60, 120 500 ve 1000 pm por c¢aplarindaki mikro hava
difiizorlerinin etkinligi incelenmis, por capi kiigiildilkce kja degerinin artmasi oksijen
transferi etkinliginin arttigin1 ve digilk kayma gerilimlerinin saglandigini belirtmistir.
Michaels ve ark. (1996), kabarciklarin kiimelesmesi ve dagilma problemlerinin diisiik
devirli donme hizlarinda sisteme verilen mikro kabarciklar sayesinde minimize

edilebilecegini gostermislerdir.

Nehring ve ark. (2004), hiicre kiiltiirii biyoreaktoriinde, 100-500 pm ¢apinda
kabarciklar iireten seramik mikro hava difiizorii ile 800-3000 pm ¢apinda kabarciklar
tireten paslanmaz celik hava difiizorlinii karsilagtirmistir. Hiicre yogunlugu, kiiltivasyon
siiresi ve kja’nin takip edildigi ¢alismalarda seramik mikro hava diflizoriiniin 3 kat daha
yiiksek oksijen transferi yaptigi, por ¢apinin kiiclilmesi ile hiicrelerin daha az zarar gérmesi

ile daha uzun kultivasyon siirelerinde kiiltiir yapilabildigi ifade edilmistir.

Czermark ve ark. (2005), 2 ve 5 litre hacmindeki 2 biyoreaktorde hayvan
hiicrelerinin kiiltiirii izerine seramik, paslanmaz ¢elik ve silikon mikro hava difiizérlerinin
etkisini inceledigi calismada, seramik mikro hava difiizérlinlin 50 st! kia degeri ile
paslanmaz celik difiizériin 10 st” k.a degerine gore oksijen transferi etkinligini Gnemli
derecede artirdigi, diger yandan tasarim kolayhigi ve biiylik Olceklerde kullanim
parametreleri acisindan diger hava diflizorlerine gore belirgin bir {istiinliige sahip oldugu

belirtilmistir.
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Marsh ve ark. (1998), bugday kepeginin kati substrat olarak kullanildig: 200 litrelik
doner tambur biyoreaktdr tasariminda tapmon kullaniminin Rhizopus oligosporus’un
gelisimi  lizerine etkisini incelemislerdir. 0,5 rpm donme hizinda gergeklestirilen
fermentasyonda tamponsuz biyoreraktorde 5,1 mmol/dk.kg substrat oksijen alim hizina
ulagilirken 4 adet tampon bulunan tambur biyoreaktdrde 6.9 mmol/dk.kg substrat degerine
ulagilarak oksijen alim hizi artirilmigtir. Diger yandan fermentasyonun tamponsuz
biyoreaktorde susbtrat yatagi 46,8°C’ye kadar ¢ikarken 4 adet tampon bulunan tambur
biyoreaktorde 44,1°C’ye kadar ulasilarak yatak ile ¢evre arasinda daha etkin bir 1s1
transferinin oldugu belirtilmistir. Yine ayn1 ¢alismada 17 cm genisligindeki 4 adet tampon
ile 5 cm genisligindeki 12 adet tamponun etkinligini karsilagtirilmigtir. Oksijen alim hiz1
bakimindan c¢ok az bir fark goriiliirken 4 adet tampon kullanimi 1s1 uzaklastirimi agisindan

daha iyi sonuglar vermistir.

Stuart (1996), 200 litrelik tamponsuz bir doner tambur biyoreaktorde bugday
kepegi lizerinde Aspergillus oryzae kiiltlirii yapmis ve biyomas liretimini incelemislerdir.
Doénme hizi1 9 rpm olan sartlardaki O, tiiketim performansinin 2 rpm olan sartlara gore

onemli derecede yiiksek oldugunu gostermistir.

Schutyser ve ark. (2003), bugday kepeginin kati substrat olarak kullanildigi 28
litrelik doner tambur biyoreaktor tasariminda Aspergillus oryzae gelisimi iizerine
tamponlarin etkisini daha 1yi anlamak i¢in yaptig1 ¢alismada tamponsuz tambur ile
genisligi tamburun yarigapinin  %66’s1 olan 4 adet tampon kullamilan tamburu
karsilagtirmistir. Tamponlu tambur tasarimmin digerine gore etkin bir karigtirma

sagladigini gostermistir.

Grajales ve ark. (2012), 30 cm capindaki tambur biyoreaktorde Metarhizium
anisopliae’un Xkiiltiire edilerek biyomas {iretiminin incelendii ¢alismada, 5 cm
genisligindeki 4 adet tampon varhiginda biyomas {retimi verimli bir sekilde
gerceklestirmistir. Goriildiigii tizere biyoreaktoriin ¢api kiiciildiikge tasarimda boyutlarina

da bagli olarak 4 adet tamponun kullanilmasi olumlu sonuglar vermistir.

Han ve ark.(1999), tempe iiretimi icin tepsili biyorraktér ve DTB’i kullanarak
karsilastirma yaptiklar1 calismada DTB’{iniin etkin bir havalandirma, sicaklik kontrolii ve
mikroorganizmalar i¢in daha hassas karigma 6zellikleriyle son iiriindeki pH artis1 1,5 birim

disiiriilmistiir. Diger yandan statik sartlarda £10 °C olan sicaklik kontrolii DTB ile 1 °C
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hassasiyette gerceklestirilmis ve bu sayede fermente bir gida olan tempenin yliksek

verimlilikle tiretiminde kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Dhillon ve ark. (2013), 12 litrelik doner tambur biyoreaktérde A. niger ile elma
posasindan sitrik asit {iretimi iizerine yaoptiklari ¢alismada 1 vvm havalandirma hizi ve 12
saat aralikla 1 saat boyunca 2 rpm donme hizinda 120 saat siiren inkiibasyon sonucunda

220.6+13.9 g/kg substrat ile yiiksek verimlilikle tiretim yapmislardir.

Rocha ve ark. (2013), 0,5 litrelik doner tambur biyoreaktorde es zamanl
sakkarifiksyon ve fermentasyon g¢alismalar1 yapmislar %86 piring artigi, %12 peyniralti
suyu ve %?2 CaCl, kullanilan iiretim ortaminda A. niger ile 40 U/g substrat aktivite ile
sellilaz enzimi {iretilmistir. Daha sonra Saccharomyces cerevisiae ile 4.5 pH ve 35 °C
sartlarinda 12 saat siiren inkiibasyon sonunda 11.7 g/L verimle etanol iiretimi

gerceklestirilmistir.

Dominguez ve ark. (2001), doner tambur biyoreaktdrde havalandirma hizinin
lignolitik enzim iiretimine etkisini inceledikleri ¢alisgmada havalandirma hiz1 0,5 vvm ve 1
vvm olan iki fermentasyon ¢alismasi sonucunda, havalandirma hizindaki artis ile mangan
peroksidaz aktivitesinin 570 U/I’den 1350 U/I’ye diger yandan lignin peroksidazin
aktivitesinin144 U/I’den 364 U/I’ye ¢ikmasiyla enzim iiretiminin yaklasik 3 kat artirildigini

ifade etmistir.

Kalogeris ve ark. (1999), 10 litrelik doner tambur biyoreaktdorde Thermoascus
aurantiacus ile endoglukanaz, B-glukozidaz ve ksilanaz iiretimi ¢alismalar1 yapilmis,
sicaklik ve nem igerigi kontroliiniin daha etkin yapilmasi ile diger KSB’lerine gore daha

yiiksek verimlerde enzim tiretimi gergeklestirildigi belirtilmistir.

Kalogeris ve ark. (2003), 10 litrelik doner tambur biyoreaktorde Thermoascus
aurantiacus ile aralikli karistirma modunda endoglukanaz, sellobiyohidrolaz, $-glukozidaz,
seliilaz, ksilanaz ve B-ksilozidaz iiretimi i¢in nem igerigi, sicaklik ve havalandirma hizinin
optimizasyonu incelenmistir. Aralikli karistirma modu ile nem igerigi %80, havanlandirma
hiz1 15 I/dk.kg substrat ve 49 °C sartlarinda g substrat basina 1709 U endoglukanaz, 4 U/g
sellobiyohidrolaz, 79 U B-glukozidaz, 5.5 U FPA, 4490 U ksilanaz ve 45 U B-ksilozidaz

aktiviteleri ile yliksek verimlerde enzim iiretiminin gergeklestirildigini belirtmistir.

Rodriguez-Jasso ve ark. (2013), 50 ve 500 mililitrelik doner tambur
biyoreaktorlerde Aspergillusniger PSH ve Mucor sp. 3P suslart ile 3 farkli algal susbtrat
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(islem goérmemis, hidroliz edilmis ve mikrodalga ile muamele edilmis) kullanarak fungal
fukoidenaz iiretimi iizerine dénme hizi ve nem igerigi parametrelerini incelemislerdir. ilk
asamada daha kiigiik 6lgekte 500 ml’lik reaktorlerde statik ve 10 rpm donme hiz1 sartlari
incelenmis ve donme islemi ile enzim aktivitesinin (3.82 U/l) artinlldigi goézlenmistir.
Ikinci asamada 10 katlik bir dlgek biiyiitme ile 500 ml’lik reaktorlerde nem igerigi ve
donme hiz1 sartlart incelenmis ve hidroliz edilmis algal substrat kullanilarak Mucor sp. 3P
susu ile 10 rpm donem hiz1 ve %80 nem icerigi sartlarinda en yiiksek aktivite (9.62 U/1)

elde edilerek enzim iiretimi yaklasik 3 kat artirilmisitir.

Sukumprasertsri ve ark. (2013), 200 litrelik doner tambur biyoreaktorde A. oryzae
ile soya fasulyesi kullanarak amilaz ve proteaz iiretimi iizerine bulanik mantik ve
geleneksel kontrol sistemini incelemislerdir. Uretim i¢in en denmli parametreler olan
sicaklik ve nem igerigini kontrolii i¢in havalandirma hizi, donme hiz1 ve su ilavesi kontrol
edilmeye calisilmistir. Calisma sonucunda bulanik mantik kontrol sistemi ile geleneksel
kontrol sistemi karsilastirildiginda amilaz aktivitesi 80.000 U/g’dan 110.000 U/g’a, proteaz
aktivitesi ise 4000 U/g’dan 9000 U/g’a ulastig1 belirtilmistir.

Orrtiz ve ark. (2015), 15 litrelik doner tambur biyoreaktdrde Trichoderma reesei
strain 938 ile seliilaz iiretimini optimize etmislerdir. Ilk asamada ortam bilesenleri ve
cevresel kosullardan enzim {iretimi iizerine etkin olanlar PB tasarimi ile belirlenmis ve
belirlenen parametreler optimize edilmistir. Onemli olan parametrelerin optimizasyonu ile
pH 6,4-6,6 ve nem igerigi %74-94 sartlarinda endoglukanaz aktivitesinin 1,28’den 6,7
U/g.glin aktivitesine, toplam seliilaz aktivitesininde (FPA) 0,2’den 3,8 U/g.giin aktivitesine

ulasarak enzim liretiminin yaklasik 5 kat artirildig: ifade edilmistir.

Literatiirde KSF teknolojisiyle doner tambur biyoreaktor kullanilarak enzim ve
diger mikrobiyal {irlinlerin iiretimi tizerine yapilmis fermentasyon ¢aligsmalarindan bazilar

Tablo 2.6’da verilmistir.

Bu ¢alismada mikro hava difiizorii bulunan yeni DTB tasarimi ile tarimsal bir atik
olan misir kepegi kullanilarak diisiik maliyetli a-amilaz iiretimi ve iiretim iizerine reaktor

isletme parametrelerinin incelenmesi amaglanmastir.
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Tablo 2.7. Déner tambur biyoreaktor ile yapilan fermentasyon ¢alismalari.

Mikroorganizma Substrat Uriinler Referans
Aspergillus niger NRRL 567 Elma posast Sitrik Asit ]2351 111310n TS,
Aspergillus oryzae Bugday Biyomas Schutyser ve ark.,
2004
Endoglukanaz, .
. - .. . Kalogeris ve ark.,
Thermoascus aurantiacus Bugday kepegi B-glukozidaz ve 2003
ksilanaz
. . Pring kabugu ve .
Aspergillus niger Keposi Seliilaz Rocha ve ark., 2013
epegi karigimi
Aspereillu Sova fasulvesi Amilaz ve Monton ve ark.,
Spergiitus oryzae Y Y Proteaz 2013
. Fungal Rodriguez-Jasso ve
Mucor sp. 3P Algal biyomas fukoidenaz ark., 2013
Trichoderma reesei strain 938  Bugday kepegi Seliilaz Ortiz ve ark., 2015
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Mikroorganizma
Deneylerde NRRL Kkiiltiir koleksiyonundan temin edilmis termostabil o-amilaz
tireticisi olarak Bacillus amyloliquefaciens NRRL B—645 kullanilmistir. Tablo 3.1’de

verilen kiiltiir saklama ortaminda +4°C’ de depolanmaktadir.

3.2. Substrat

Calismanin biitiin asamalarinda substrat olarak daha oOnce erlenlerde yapilan
calismalarda yiiksek a-amilaz iiretimi gergeklestirilen misir kepegi igeren enzim liretim
ortami kullanmilmistir (Tanyildizi, 2005). Elazig Yem A.S.‘den satin alinan misir kepegi
Biyomiihendislik Boliimii stoklarinda kuru ve serin ortamda depolanmistir. Misir
kepeginin, metabolik enerji (kiil, protein, asit hidrolizli yag, seliilloz analizleri) ve amino
asit icerigi analizleri TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi laboratuvarlarinda

yapilmistir. Analiz sonuglar1 Ek 1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Bacillus Amyloliquefaciens igin kullanilan besiyerleri.

Kiiltiir Saklama Hiicre Gelistirme
Besiyeri (g/1) Besiyeri (g/1)
(Y1ldi1z,1993) (Shu,1997)
Glikoz 4.0 10.0
Bakto pepton 1
Yeast Ekstrakt 0.5 1
MgS0,.7H,0 0.5
NaCl 2.0 2.0
CaCl,.2H,0 0.1
KH,PO, 1
Et peptonu 8.0
Kazein 2.0
Agar-agar 18.0
MnSO,4.7H,0 0.01
FeSO,. 7H,0 0.01
(NHy4),.SO, 5.0
Baslangig 7.0 7.0

11>

3.3. As1 Hazirlama

Standart a1 ortami olarak Tablo 3.1°de verilen gelistirme besiyeri kullanilmistir.
Kiiltiir saklama ortamindan steril bir 6ze yardimiyla alinan bakteri kiiltiirti, i¢erisinde 50 ml
bakteri gelistirme besiyeri bulunan 250 ml’lik erlenlere asilanmis, 37°C’de 150 devir/dk
calkalama hizina sahip calkalamali su banyosunda 18 saat siire ile inkiibe edilemis ve daha

sonra steril kosullarda biyoreaktdre PB tasariminda belirlenen miktarlarda asilanmistir.
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3.4. Enzim Uretim Ortamimin Hazirlamis1

Misir  kepegi, laboratuvar oOlgekli ogiitiiciide (Waring, IC-10B-25000 rpm)
ogiitiilmiis, 30 meshlik elekten gecirilmis ve nem igerigi %7,64 olarak belirlendikten sonra
kapali kaplarda muhafaza edilmistir. Biyoreaktorde iiretim ¢alismalarinda daha Once
erlenlerde yapilan ¢alismalarda belirlenen maksimum enzim iiretimi saglayan besiyeri (25

g/l misir kepegi, 10 g/l yeast ekstrakt ve 1 g/l KH,PO,) kullanilmstir.

3.5. Erlenlerde Enzim Uretiminin incelenmesi

Biyoreaktorde iiretim caligmalarina gegmeden once erlenlerde yapilan deneyler ile
enzim aktivitesinin zamanla degisimini ve farkli konsantrasyonlarda kopiik kiricinin enzim
iiretimi lizerine etkisini belirlemek amaciyla daha 6nce tanimlanan besiyeri icerigi (25 g/l
misir kepegi, 10 g/l yeast ekstrakt ve 1 g/l KH,PO,) kullanilarak 33°C ve 150 rpm
sartlarinda enzim {iretim caligmasi yapilmistir. Kopiik kiricinin enzim tretimi {izerine
etkisini belirlemek tizere %10’luk (v/v) kopiik kiricidan tiretim ortaminda %2, %6 ve %10

oranlarinda olacak sekilde ekleme yapilmistir.

3.6. Doner Tambur Biyoreaktoriin Tasarim

o-Amilaz enziminin Uretimi i¢in kullanilan kati hal biyoreaktdriiniin tasarimi
tarafimizdan yapilmis ve Pikolab Miihendislik Ltd. Sti.’ne yaptirilmistir. Tasarimda “Jin ve
ark., 2010” tarafindan tanimlanan parametreler esas alimip ve gerekli diizenlemeler ile
Sekil 3.1(a)’da goriilen DTB ve biyoreaktdrden ¢ikan buharin yogusturularak sivi kaybinin
Onlenmesi i¢in bir yogusturucu tasarlanmistir. Biyoreaktor, merkezinde bulunan bir saft
yardimiyla dondiiriilmektedir. Donme hiz1 bir elektronik kontrol devresi ile ayarlanmakta
ve elektrik motoruna bagli saft yardimiyla saglanmaktadir. Biyoreaktor icerisindeki
ekipmanlarin montajinin yapilmasi agamasinda Sekil 3.1(b)’de goriilen reaktdr kapagi
tamamen agilacak sekilde yapilmistir. Sekil 3.1(c)’de goriildiigii lizere reaktdr kapaginda
sabit bulunan yiizeye mikro hava difiizorii, 1s1 degistiricisi, termogift baglantisi ile
¢Ozlinmiis oksijen probu ve pH metre probu baglantilar1 yapilmaktadir. Biyoreaktor kendi
ekseni etrafinda donerken otoklav sartlarina dayanikli sizdirmaz rulmanlar sayesinde sabit
merkez hareketsiz kalmaktadir. Karistirma etkinligini artirmak {izere tambur i¢ cidarina
bagli 4 adet tampon (kaldiric1) yerlestirilmistir. Reaktér yapim malzemesi olarak 316L

paslanmaz celik kullanilmistir. Sekil 3.2’de goriilen 200 mm uzunlugundaki seramik mikro
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hava difizorii (Refractron, 6-15-25 um gozenekli) kapagin tabanina 5 cm yukari noktadan

yerlestirilmistir. DTB’de enzim iiretim diizenegi Sekil 3.3’te goriilmektedir.

(b) (©)

Sekil 3.1. Doner tambur biyoreaktor diizenegi. (a), doner tambur biyoreaktor; (b), biyoreaktoriin kapagi; (c)
problar ve difiizér monte edilmis reaktdr kapaginin i¢ kismu.
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Sekil 3.2. Seramik mikro hava difiizorii.

3.7. Doner Tambur Biyoreaktoriin Sterilizasyonu

Enzim tiretim ortam igerisinde olan DTB’e seramik mikro hava difiizorii, pH ve
DO probu ve gaz ¢ikis hattt monte edildikten sonra otoklavda (Lab Companion, ST-65G)
121°C’de 30 dakika siire ile sterilize edilmistir.

3.8. Biyoreaktorde a-Amilaz Uretiminin Deneysel Tasarim ile incelenmesi

DTB’de enzim iiretimi iizerine etkisinin oldugu diisiiniilen degiskenler ve incelenen
araliklar Tablo 3.2°de verilmistir. Placket-Burman deneysel tasarim yontemine gore
planlanmistir. Bagimsiz degiskenlerin tasarlanan biyoreaktorlerde o-amilaz iiretimi lizerine
etkin olan degiskenlerin belirlenmesi amaciyla Placket-Burman Deneysel tasarim yontemi
kullanilmistir. Bu amagla tasarimda incelenecek bagimsiz degisken araliklar1 belirlenirken
erlenmayerlerde yapilan 6n deneyler ve literatiirdeki DTB ¢alismalar1 dikkate alinmistir.
PB tasarimima gore hazirlanan deneysel tasarirm Tablo 3.3’te verilmistir. Deneysel
tasarimin ve sonuclarin istatiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla Desing Expert (Stat-
Ease Inc. Versiyon 8.0) yazilimindan faydalanilmistir. Program yardimiyla elde edilen
sonuglar %95 giliven araliginda etkin olan degiskenler belirlenmistir. Bagimsiz
degiskenlerin sonu¢ degiskeni olarak secilen enzim verimliligi arasinda lineer model ifade
program yardimiyla elde edilmistir. Fermentasyon sirasinda kopiik olusumu gézlendiginde
Simetikon esasli bir kopiik kiricr kullamilmustir. Inkubasyon siiresi enzim aktivitesinin

maksimum oldugu zaman belirleninceye kadar siirdiiriilmiistiir.

Tablo 3.2. PB tasariminda incelen bagimsiz degiskenlerin deneysel araliklari.

Seviyeler Devir Havalandirma | Doluluk | Difilizoriin Tampon Ast Reaktor
Sayisi Hizi Orani Gozenek Boyutu Miktari Sicalig
(rpm) (/dk) (%) Capi(pm) (cm) (%) °O)
-1 3 0,2 40 6 1 2 30
1 18 2 80 25 4 4 37
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Tablo 3.3. PB tasarimu tarafindan 6nerilen deneysel tasarim.

Dene ]S):Vllsl; Havalandirma Doluluk D(l;ti‘;lzze(:lt:(n Tampon As1 Ortam
No y = ym) Hiz1 Dummy Oram Cap Dummy Boyutu Miktari Dummy  Scakhigts Dummy
P (\/dk) (%) o (cm) (%) (°C)
(rm)
1 18 2 -1 80 25 1 1 2 -1 37 -1
2 3 2 1 40 25 1 4 2 -1 30 1
3 18 0.2 1 80 6 1 4 4 -1 30 -1
4 3 2 -1 80 25 -1 4 4 1 30 -1
5 3 0.2 1 40 25 1 1 4 1 37 -1
6 3 0.2 -1 80 6 1 4 2 1 37 1
7 18 0.2 -1 40 25 -1 4 4 -1 37 1
8 18 2 -1 40 6 1 1 4 1 30 1
9 18 2 1 40 6 -1 4 2 1 37 -1
10 3 2 1 80 6 -1 1 4 -1 37 1
11 18 0.2 1 80 25 -1 1 2 1 30 1
12 3 0.2 -1 40 6 -1 1 2 -1 30 -1
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Bilgisayar

Gaz analizorii

pHve DO
gosterge
paneli

Termocift

Sirkiilatorlii
su banyosu

Doéner tambur biyoreaktor Mikrofiltre

Rotametre Hava kompresorii

Sekil 3.3. Doner tambur biyoreaktdrde enzim tiretim diizenegi.
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3.9. Enzim Ekstraktinin Elde Edilmesi

Alinan numuneler sogutmali santrifiijde (Niive) +4°C’de 4100 devir/dk dénme
hizinda 5 dakika siire ile santrifiijlenmistir. Islem sonrasinda elde edilen supernatant ham

enzim ekstrakti olarak aktivite tayininde kullanilmistir.

3.10. a-Amilaz Aktivitesinin Tayini

o-Amilaz aktivitesinin tayini i¢cin DNS metodu olarak bilinen indirgen seker tayini
yapan metot (Bernfeld, 1955) kullanilmistir. Bu yontemde, a-amilazin nisastayr hidroliz
etmesi sonuca ag¢iga c¢ikan maltoz ile 3,5-dinitrosalisilik asit 1sitma islemi sonucunda
oksidasyon-reduksiyon tepkimesine girerler. Bu tepkime sonucu 3,5-dinitrosalisilik asit
indirgenerek 3-amino,5-nitrosalisilik aside doniislirken, maltozda oksitlenerek malonik
aside doniigiir (Sekil 3.4). Bunun sonucunda sar1 renkli DNS ¢d6zeltisi maltoz
konsantrasyonuna bagli olarak turuncu ya da kirmiziya doner. Aktivite 6rneklerin OD540
nm deki absorbanslarina ve maltoz standart egrisi yardimiyla hesaplanmistir. Bir enzim
iinitesi, deney kosullarinda 1 pmol nisastay1r 3 dakikada maltoza pargalayan enzim miktar1

olarak tanimlanmustir.

COOH COOH
OH CliOH OH CIOOH
+ Isitma -
CiiHy 0 — Cy1H1040
O,N NO, O,N NH,

maltoz malonik asit

(oksitlenmemis) (oksitlenmis)
3,5-dinitrosalisilik asit 3-amino,5-nitrosalisilik asit
(indirgenmemis) (indirgenmis)

Sekil 3.4. Maltoz ve DNS arasindaki oksidasyon-reduksiyon tepkimesi

3.11. Spesifik Verimlilik Hesabi

Belirli zaman araliklarinda alinan numunelerdeki o-amilaz aktivitesi (U) dl¢lilmiis
birim zaman (st) ve birim kati substrat (g) miktarina oranlanarak verimlilik hesabi
yapilmustir.

Aktivite (U)
Kati substrat (g). Zaman (st)

Q(U/g musir kepegi. st) =
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3.12. On-line Gaz Analizi

Fermantasyon sirasinda olusan gazlarin on-line analizi gaz analizérii (Quantek,
Model 902P) yardimiyla yapilmistir. Biyoreaktérden ¢ikan gaz bir rotametre vasitasiyla
debisi ayarlandiktan sonra nem tutucu bir aparattan gecirilerek O, ve CO, oranlari, veriler
on-line olarak cihaz ekranindan ve HOBOware® yazilimi ile bilgisayardan takip edilmis

ve kaydedilmistir.

Sekil 3.5. Gaz analizorii.

3.13. pH ve DO Analizi

Fermantasyon ortaminin pH 6l¢timlerinin yapilmasi amaciyla pH probu (Hamilton,
Easyferm Plus Arc 120) kullanilmistir. Kiiltir ortaminin igerisindeki ¢dziinmiis oksijen
miktarinin tayini i¢in ¢éziinmiis oksijen probu (Hamilton, Visiferm Arc 120) kullanilmistir.
Problar biyoreaktore yerlestirilerek, veriler on-line olarak gosterge pano ekranindan ve

HDM® yazilimt ile bilgisayardan takip edilmis ve kaydedilmistir.

pH 0.00
DO_ ppm 0.00
T°C 0.00

| EASYFERM PLUS VP 120, - =39
BN Q3o - i K o S A8

(b) (c)

Sekil 3.6. pH ve DO 6l¢iim sistemi.(a), pH ve DO gosterge paneli; (b), pH probu; (c), DO probu.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Son yillarda 6zellikle gelismekte olan {ilkelerde kat1 substratlar kullanilarak enzim
{iretimi iizerine yogun arastirmalar yapilmaktadir. Ulkemizin baslica gecim kaynaklarindan
olan tarimsal faaliyetler sonucu biiyiik miktarda olusan tarimsal atiklarin bu teknoloji
sayesinde degerli mikrobiyal {iriinlere doniistliriilmesi biyoteknoloji endiistrisi igin
arastirilmaya deger bir alan olarak ortaya c¢ikmaktadir. Misir isleme endiistrisinin yan
iriinii olan misir kepegide hem bol miktarda aciga ¢cikmasi hemde %18’e varan oranlarda
yiiksek nisasta icerigi sebebiyle a-amilaz iiretimi i¢in degerlendirilebilecek 6nemli bir
tarimsal atiktir. Ucuz ve bol bulunan bu tarimsal atigin kullanilmasiyla katma degeri
yiiksek olan ve biiyiik kismi ithal edilen a-amilaz enziminin {retimi laboratuvar dlgekli
biyoreaktorde incelenmistir. DTB’de yapilan c¢alismalarda yiiksek karistirma ve oksijen
transfer etkinligi saglanan sartlarda yiiksek aktivite ve spesifik verimlilik degerlerine
ulagildig1r goriilmiistiir. Aktivite ve verimlilik degerlerindeki degisimlerin karistirma ve

oksijen transfer etkinligi ile iliskili oldugu goriilmiistiir.

4.1. Erlenlerde Enzim Uretimi Deney Sonuclar

Erlenlerde yapilan enzim iiretimi ¢calismasi sonucunda Sekil 4.1°de goriildiigi gibi
enzim iiretimi 40.saate kadar artmis ve sonrasinda Onemli bir artis gdstermemistir. En
yiiksek enzim aktivitesi 20,68 U/ml degerine 74.saatte ulasilmistir. Metsil ticari isimli
kopiik kiricinin farkli dozlarda enzim aktivitesi {izerine etksini belirlemek iizere yapilan

deneyin sonuclar1 Sekil 4.2°de goriilmektedir.
25

20

=
]

Aktivite (U/ml)
S
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Sekil 4.1. Erlende yapilan ¢aligmada o-amilaz aktivitesinin zamanla degisimi (33°C, 150 rpm).
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Sekil 4.2. Farkli miktarlarda eklenen kopiik kiricinin a-amilaz aktivitesine etkisi.

Doner tambur biyoreaktdrde yapilan ¢alismalarda mikrobiyal aktivitenin yogun
oldugu zaman dilimlerinde kopiik olusumu gézlenmistir. Bu olusumun 6niine gegmek i¢in
kullanilan. Sekil 4.2°de goriildiigli iizere %2 ve %6 kopiik kirict kullanilan sartlarda
aktivite neredeyse hi¢ degismezken %10’luk kopiik kirici ilavesi aktivite bir miktar

dismuistiir.

4.2. PB Tasarimi Deney Sonuclari

Doner tambur biyoreaktérde kati substrat olarak misir kepeginin kullanildigi
ortamda o-amilaz verimi iizerine etkin degiskenler PB tasarimi kullanilarak incelenmistir.
Tablo 4.1°de Onerilen 12 deney noktasinda yapilan deneyler sonucunda elde edilen
maksimum spesifik verimlilik ve enzim aktivite degerleri goriilmektedir. PB tasariminin en
kiigiik modelinde 11 degisken 12 deney ile iki noktal1 belirlenmis aralikta
incelenebilmektedir. Bu amagcla incelenen 7 biyoreaktor isletme degiskeni (devir sayisi,
havalandirma hizi, doluluk orani, gézenek g¢api, tampon boyutu, asi miktart ve ortam
sicakligl) yaninda 4 adet bos (dummy) degisken tanimlanmistir. Tablo 4.1°de gorildigi
gibi havalandirma hizinin ve devir sayisinin diisiik miktarlarinda yapilan deneylerde enzim
aktivitesi belirlenememistir. En yiiksek aktivite degerleri bu iki degiskenin iist noktalar
yaninda tampon boyutunun iist noktasinda yapilan deneyde elde edilmistir. Yapilan
deneyler, PB tasarimi sonucunda etkin olan degiskenler (havalandirma hizi, devir sayisi ve

tampon boyutu) dikkate alinarak yorumlanmistir.
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Tablo 4.1. PB tasarimi tarafindan 6nerilen deneyler ve bagimli degiskenlerin sonuglari.

Devir Havalandirma Doluluk Dli}lzorun Tampon As1 Ortam & Sp?Slf.ilf
Deney Sayisi Gozenek . 5 Amilaz  Verimlilik
Hiz1 Dummy Oram Dummy Boyutu Miktar1i Dummy Scakh@ Dummy e . . . .
No (rpm) W/dk) (%) Capi ) (%) ©C) aktivitesi (U/g misir
(nm) (U/ml) kepegi.st)
1 18 2 -1 80 25 1 1 2 -1 37 -1 23,90 35.92
2 3 2 1 40 25 1 4 2 -1 30 1 21,53 33.09
3 18 0.2 1 80 6 1 4 4 -1 30 -1 20,38 30.64
4 3 2 -1 80 25 -1 4 4 1 30 -1 19,59 30,00
5 3 0.2 1 40 25 1 1 4 1 37 -1 0 0
6 3 0.2 -1 80 6 1 4 2 1 37 1 0 0
7 18 0.2 -1 40 25 -1 4 4 -1 37 1 17,60 24.53
8 18 2 -1 40 6 1 1 4 1 30 1 23,32 36.97
9 18 2 1 40 6 -1 4 2 1 37 -1 14,51 49.17
10 3 2 1 80 6 -1 1 4 -1 37 1 16,81 20.59
11 18 0.2 1 80 25 -1 1 2 1 30 1 13,80 7.77
12 3 0.2 -1 40 6 -1 1 2 -1 30 -1 0 0
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4.3. PB Tasarim Deney Sartlarimin a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Incelenen 12 deney siiresince a-amilaz aktivitesinin, biyoreaktérde DO ve pH
degerlerinin zamanla degisimi takip edilmistir. O, ve CO, degerleri gaz analizOriiniin
projeden temin edilme siirecinden sonra takip edilmistir (Sekil 4.3-18). Deneylerde
baslangi¢c pH’s1 7 olarak ayarlanmig ve aktivite belirlenemeyen 5,6 ve 12 no’lu noktalar
disindaki deneylerde ortam pH’sinin 6nce 6,4-6,5 degerlerine geldigi daha sonra enzim
iretiminin maksimum degerlerinde ortam pH’smninda 8-8,5 civarinda sabitlendigi
goriilmistiir. Bu degisim baslangictan itibaren dogal substratin biinyesinde bulunan
proteinlerin kullanilarak ortamdaki amonyak miktarinin artmasiyla ve daha sonra
mikroorganizmanin protein tiretimi ile agiklanabilir (Tanyildizi, 2005).

PB tasariminin 6nerdigi 1 no’lu deneyde devir sayisi (18 rpm) ve havalandirma
hizinin (2 1/dk) en yiiksek oldugu ve tampon boyutunun (1 cm) oldugu sartlarda yapilan
deneyde Sekil 4.3’te goriildiigli lizere enzim aktivitesi 23,9 U/ml degerine 24. saatte
ulagilmistir. Kopiik olusumu nedeniyle 25 ml %101uk kopiik kirict ilave edilmistir.
Havalandirma hiz1 ve devir sayisi degiskenlerinin iist noktada oldugu bu deney sartlarinda
enzim aktivitesi erlenlerde ulasilan degerden daha yiiksek bulunmustur. Kullanilan tampon
boyutunun minimum oldugu bu noktada en yiiksek aktivite degerine ulasilmis olmasina

ragmen spesifik verimlilik degeri maksimum degildir.

pH Aktivite (U/ml)
9 25
8
7 20
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e . o
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1
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Sekil 4.3. 1 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi ve pH’1in zamanla degisimi.
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Sekil 4.4. 1 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi, %0, ve %CO,’in zamanla degisimi.

PB tasariminin 6nerdigi 2 no’lu deneyde devir sayisi (3 rpm), havalandirma hizinin
(2 1/dk) ve tampon boyutunun (4 cm) oldugu sartlarda yapilan deneyde Sekil 4.5°te
goriildiigli lizere enzim aktivitesi 21,6 U/ml degerine 26. saatte ulasilmistir. Kopiik
olusumu nedeniyle 10 ml %10'luk kopik kirict ilave edilmistir. 1 no’lu deney ile
karsilastirdigimizda aktivitede yaklasik %10’luk bir diisiis gozlenmistir. Deney siiresince
online olarak takip edilen DO kritik degerin altina diigmemistir. Yiiksek havalandirma hizi
ve biiyiik tampon boyutu ile fermentasyon ortamindaki diisiik sicakligin oksijen

davranisinda etkin olabilecegi diisiiniilmektedir.

PB tasariminin Onerdigi 3 no’lu deneyde devir sayist (18 rpm), havalandirma
hizinin (0,2 1/dk) ve tampon boyutunun (4 cm) oldugu sartlarda yapilan deneyde Sekil
4.6’da goriildiigii lizere enzim aktivitesi 20,38 U/ml degerine ulagilmistir. Deney siiresince
koptlik olusumu gozlenmemistir. 1 no’lu deney ile karsilastirdigimizda havalandirma hizi
cok diisiik olmasina ragmen difiizoriin gozenek capinin 6 pm’ye diisiiriilmesi ve tampon
boyutu 4 cm’ye cikarilmas: ile 20,38 U/ml o-amilaz aktivitesi gozlenmistir. Reaktor
doluluk oranmin %80 ve fermentasyon ortam sicakliginin diisiik oldugu (30°C) deneyde
oksijen limitasyonunun gerceklestigi goriilmiistiir. 2 no’lu deneye gore devir sayisinin ve
reaktor doluluk oraninin yiiksek havalandirma hizinin diisiik oldugu 3. deneyde 2 no’lu

deney ile karsilastirdigimizda aktivitede yaklasik %5°lik bir diisiis bulunmustur.
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Sekil 4.5. 2 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi, DO ve pH’in zamanla degisimi.
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Sekil 4.6. 3 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi, DO ve pH’in zamanla degisimi.

PB tasariminin 6nerdigi 4 no’lu deneyde devir sayist (3 rpm), havalandirma hizinin
(2 1/dk) ve tampon boyutunun (4 cm) oldugu sartlarda yapilan deneyde Sekil 4.7°de
goriildiigli iizere enzim aktivitesi 19,59 U/ml degerine 26.saatte ulasilmistir. Deney
siiresince kopiik olusumu goézlenmemistir. 2 no’lu deneye gore reaktdr doluluk oraninin

artmasiyla 4.deneyde aktivitede yaklasik %9’luk bir diisiis bulunmustur.
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Sekil 4.7. 4 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi, DO ve pH’1in zamanla degisimi.
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Sekil 4.8. 4 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi, %0, ve %CO,’in zamanla degisimi.

PB tasariminin 6nerdigi 5 no’lu deneyde devir sayisi (3 rpm), havalandirma hizinin
(0,2 1/dk) ve tampon boyutunun (1 cm) oldugu sartlarda yapilan deneyde Sekil 4.9’da
goriildiigli lizere enzim iiretimi gerceklesmemistir. Deney siiresince kopiikk olusumu
gbzlenmemistir. pH degeriinin 5,5 degerine kadar diistiigii bu sartlarda a-amilaz {iretimi
gozlenmemistir. Bu davranig, George ve ark., (1994) proteaz iiretimini inceledigi
caligmada ifade ettigi sekilde pH degeri diismektedir. Kullanilan kat1 substratin yiiksek
protein icerigi (%19,25) incelenen sartlarda proteolitik enzim iiretimini desteklemis

olabilir. Buradaki davraniy muhetemelen George ve ark., (1994) tanimladig1 gibi
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mikroorganizmanin proteaz enzimini Uretmeye yonelmesiyle baslangicta ortamdaki
substratin kullanilmas1 ile ortama amonyak salinmasi sonucu pH’in artmasi ve daha sonra
ortamda tiiketilmemis proteinlerin proteazlar ile sindirilmesi sonucu ortaya ¢ikan serbest

peptid ve amino asitler nedeniyle pH’1n diigsmesi seklinde olabilir.

PB tasariminin 6nerdigi 6 no’lu deneyde devir sayist (3 rpm), havalandirma hizinin
(0,2 1/dk) ve tampon boyutunun (4 cm) oldugu sartlarda yapilan deneyde Sekil 4.10’da
gorildiigli lizere enzim iiretimi ger¢eklesmemistir. Kopiikk olusumu nedeniyle 10 ml

%10'Tluk kopiik kirict ilave edilmistir. 5 no’lu deneyle benzer sonuglar gézlenmistir.
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Sekil 4.9. 5 no’lu deneyde o-amilaz aktivitesi ve pH’in zamanla degisimi.
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Sekil 4.10. 6 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi ve pH’1n zamanla degisimi.
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PB tasariminin onerdigi 7 no’lu deneyde devir sayisi (18 rpm), havalandirma
hizinin (0,2 I/dk) ve tampon boyutunun (4 cm) oldugu sartlarda yapilan deneyde Sekil
4.11’de goriildiigi lizere enzim aktivitesi 17,6 U/ml degerine 30. saatte ulagilmistir. Deney
stiresince kopiik olusumu gozlenmemistir. 3 no’lu deney ile karsilastirdigimizda difiizériin
gbzenek capinin 25 pm’ye ¢ikarilmasi ve sicakligin 37°C’ye cikarilmasi ile aktivitede az
bir diislis gozlenmistir. 6 no’lu deney ile karsilastirdigimizda devir sayisindaki artig ile
enzim Uretimi saglanmistir. Devir sayisinin  enzim {retiminde Onemli oldugu
gorilmektedir. Rodriguez-Jasso ve ark., (2013), doner tambur biyoreaktorde fungal
fukoidenaz enzimi lretimi iizerine yaptiklart ¢alismada devir sayisinin enzim iiretimini
artirict bir etkisinin oldugunu ifade etmislerdir. Havalandirma hizinin (0,2 1/dk) diisiik
olmasina ragmen yiiksek devir sayisi ve tampon boyutunda elde edilen enzim aktivitesi bu

sonucu dogrulamaktadir.
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Sekil 4.11. 7 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi, DO ve pH’in zamanla degisimi.

PB tasariminin Onerdigi 8 no’lu deneyde devir sayist (18 rpm), havalandirma
hizinin (2 1/dk) ve tampon boyutunun (I cm) oldugu sartlarda yapilan deneyde Sekil
4.12°de goriildiigii iizere enzim aktivitesi 23,02 U/ml degerine 24.saatte ulasilmistir. Deney
stiresince kopiik olusumu gozlenmemistir. Yiiksek havalandirma hizi ve devir sayilarinda
yapilan 1 no’lu deneyde elde edilen aktivite degerine yaklasik bir deger 8 no’lu deneyde
elde edilmistir. Bu iki degisken disindaki degiskenlerin enzim iiretimine etkisinin daha

siirl oldugu gozlenmektedir.
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Sekil 4.12. 8 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi ve pH’1n zamanla degisimi.
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Sekil 4.13. 8 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi, %0, ve %CO,’in zamanla degisimi.

PB tasariminin onerdigi 9 no’lu deneyde devir sayisi (18 rpm), havalandirma
hizinin (2 1/dk) ve tampon boyutunun (4 cm) oldugu sartlarda yapilan deneyde Sekil
4.14°te goriildiigl lizere enzim aktivitesi 14,5 U/ml degerine 12. saatte ulasilmistir. Kopiik
olusumu nedeniyle 130 ml %10'luk kopiik kirict ilave edilmistir. Incelenen deneyler
arasinda elde edilen aktivite degeri maksimum olmamasina ragmen 12. saatte elde edilen

aktivite ile spesifik verimlilik bu noktada maksimum olarak bulunmustur. Devir sayisi,
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havalandirma hizi ve tampon boyutunun yiiksek oldugu sartlarda yapilan bu deneyde DO
diger deneylere gore daha yiiksek degerlerde kalmistir.

PB tasariminin 6nerdigi 10 no’lu deneyde devir sayisit (3 rpm), havalandirma
hizinin (2 I/dk) ve tampon boyutunun (1 cm) oldugu sartlarda yapilan deneyde Sekil
4.15’te goriildiigl lizere enzim aktivitesi 16,8 U/ml degerine 24.saatte ulasilmistir. Kopiik
olusumu nedeniyle 80 ml %10Tuk kopiik kirict ilave edilmistir. Tampon boyutunun ve
donme hizinin diisiik oldugu bu deneyde ortam sicakligi 37°C’dir ve 3 no’lu deneyden ¢ok

daha diistik aktiviteye ulagilmigtir.
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Sekil 4.14. 9 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi, DO ve pH’1n zamanla degisimi.
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Sekil 4.15. 10 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi ve pH’1n zamanla degisimi.
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PB tasariminin onerdigi 11 no’lu deneyde devir sayist (18 rpm), havalandirma
hizinin (0,2 I/dk) ve tampon boyutunun (1 cm) oldugu sartlarda yapilan deneyde Sekil
4.16’da goriildiigii iizere enzim aktivitesi 13,7 U/ml degerine 81. saatte ulasilmistir. Kopiik
olusumu nedeniyle 30 ml %10'Tuk kopiik kirict ilave edilmistir. 7 no’lu deney ile
karsilastirdigimizda enzim iiretimi {lizerine en fazla katki yapan 3. degisken olan tampon

boyutunun 1 cm’e diisiiriilmesiyle aktivitenin diistiigli goriilmektedir.

PB tasariminin 6nerdigi 12 no’lu deneyde devir sayist (3 rpm), havalandirma
hizinin (0,2 I/dk) ve tampon boyutunun (1 cm) oldugu sartlarda yapilan deneyde Sekil

4.18’de goriildiigii tizere enzim iiretimi gergeklesmemistir. 5 no’lu deneyle benzer sonuglar

gozlenmistir.
pH DO(mg/l) =& Aktivite (U/ml)

9 25

8

7 20
36 g
é 5 15 =
S s

4 &=
g 10 2
5 2

2 5

1

0 0

0 20 40 60 80 100 120
Zaman (st)

Sekil 4.16. 11 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi, DO ve pH’1in zamanla degisimi.
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Sekil 4.17. 11 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi, %O, ve %CO,’in zamanla degisimi.
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Sekil 4.18. 12 no’lu deneyde a-amilaz aktivitesi, DO ve pH’1in zamanla degisimi.

4.4. PB Tasarimi Deney Sonuclarimn Istatiksel Olarak Incelenmesi

Tablo 4.1°de PB tasarimina gore yapilan deneylerden elde edilen spesifik verimlilik
ifadesi Design-Expert yazilimiyla analiz edilmistir. PB tasarimndan elde edilen ANOVA
sonuglart Tablo 4.2°de verilmistir. Tabloda verimlilik {izerine etkin olan degiskenler ve
bunlarin katkilar1 goriilmektedir. Sonuglarin anlamli olabilmesi i¢in modelde "Prob>F"
diye ifade edilen olasilik degerinin 0,05'ten kiigiik olmasi gerekir. Olasilik degerinin

0,10°dan biiyiik oldugu durumlarda tasarim cevap degiskenleri i¢in dnemsiz olur.
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Tablo 4.2. a-Amilaz aktivite modeli ANOVA testi sonuglari.

Kaynak "ll"f) z::izl::; Oftz;::z;m F-degeri p-degeri %Katki
Model 2983.38 426.20 17.46 0.0075

Devir sayisi 854.49 854.49 35.00 0.0041 27.73
Havalandirma hiz 1701.16 1701.16 69.68 0.0011 55.21
Doluluk oram 29.76 29.76 1.22 0.3315 0.97
Difiizoriin gozenek capi 3.13 3.13 0.13 0.7386 0.10
Tampon boyutu 365.61 365.61 14.98 0.0180 11.87
As1 miktari 23.65 23.65 0.97 0.3807 0.77
Reaktor sicakhg 5.59 5.59 0.23 0.6573 0.18
Kalan/Hata 97.66 24.41

Diizeltilmis 3081.04

ortalamalarin toplamm

Model F-degerinden ve ¢ok diisiik probabilite degerinden anlasildigi iizere, model
anlamlidir. Model igerisinde yer alan devir sayisi, havalandirma hizi ve tampon boyutu
bagimsiz degiskenlerine ait temel etkiler sahip olduklar diisiik p degerleri (p<0,05) ile
istatistiksel agidan dnemli bulunmustur.

Modelin uyum derecesi belirtme katsayisi R ve ¢oklu korelasyon katsayisi, R* nin
degerine bakilarak kararlastirilir. R* nin degeri 1'e ne kadar yakinsa, deneysel ve model
degerler arasindaki korelasyon o dlgiide iyidir. Spesifik verimlilik i¢in 6ngdriilen modelin
0,9683'lik R* degeri deneysel verilerle model tarafindan éngoriilen degerlerin uyumuna
isaret eder. Yiizde olarak ifade edildiginde, R* a-amilaz iirertim verimliligi i¢in %96,83
toplam degisimin bagimsiz degiskenlere atfedilebilecegini, toplam degisimin yanliz
%3,27'sinin modelle ifade edilemedigini gostermektedir.

Bir regresyon modeline eklenen her bagimsiz degisken, bagimli degiskeni aciklama
yetenegi olmasa bile R” degerinin bilyiimesine neden olmaktadir. Bu durum ise modelin
aciklayiciliginin iyilestigi gibi yanlis bir sonu¢ dogurmaktadir. Bu nedenle modele katkisi
olmayan degiskenleri dikkate alarak daha gercekg¢i bir R degeri hesaplanmakta ve bu
deger ayarlanmis/diizeltilmis R* (adjusted R?) olarak ifade edilmektedir. Tablo 4.3’te
goriildigii gibi modelin R* degeri %96,83 iken, diizeltilmis R* degeri %91,28’e diismiistiir.
Bu deger modelin belirleyiciliginin yorumlanmasinda ilk bagvurulacak biiyiikliiktiir.
Yeterli kesinlik (adequate precision), sinyal giiriilti oranimi gosterir. Sinyal giiriiltii
oraninin ise 4' lin istiinde olmasi beklenir. Bu ¢aligmada bulunan sinyal giiriiltii orani

12,48 yeterli sinyale isaret etmektedir.
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Tablo 4.3. Modellerin uygunlugunun test edilmesi i¢in kullanilan istatistikler.

Standart Sapma 4.94 R’ 0.9683
Ortalama 2238 | AdiR* o928
Varyans Katsaysi (C.V) 22.07 Pred R? 0.7147
Tahminlenmis kalinti1 hata Adeq

kareler toplam (Press) 878.91 Precision 12.4838

Design Expert programi tarafindan onerilen faktdriyel modele ait degiskenleri

gercek degerlerinde tanimlayan lineer model esitligi asagida verilmistir.

o-Amilaz aktivitesi = -5.30327 + 1.12512 * Devir sayis1 + 13.22939 * Havalandirma hizi
- 0.078738 * Doluluk orant - 0.053726 * Gézenek ¢capr + 3.67981 * tampon boyutu +
1.40392 * Ast miktart - 0.19499 * Ortam sicaklig

Esitlikte Onerilen model esitligi kullanilarak hesaplanan teorik sonuglara karsi
gozlenen (deneysel) sonuglarin dagilimi Sekil 4.19°da verilmistir. a-Amilaz aktivitesine ait
teorik ve gozlenen degerler Sekil 4.19°da goriilecegi tizere lineer dogrunun etrafinda
dagilim gostermektedir. Bu dagilim, deneysel veriler ile modelden elde edilen verilerin

uyumlu oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.19. Spesifik verimlilik degerlerine ait teorik olarak hesaplanan sonuglara karsi deneysel
sonuglarin dagilimu.
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Incelenen degiskenler arasinda enzim iiretimi {izerine yaklasik %55 oraninda bir etki
ile en onemli degisken havalandirma hizidir. Oksijenli solunum ile mikrobiyal iiretim
yapilan fermentasyonlarda DO kritik 6neme sahiptir. Sekil 4.20°de goriildigl iizere
havalandirma hizinin 0,2 1/dk’dan 2 1/dk’ya ¢ikarilmasi ile aktivitede yaklasik 2,5 kat artis
gbzlenmistir. Brinques ve ark. (2010), biyoreaktorde laktik asit ve probiyotik iiretimi
lizerine etkin olan degiskenlerin optimize edildigi ¢alismada PB tasarimi ile O ile 2 vvm
araliginda incelenen havalandirma hizinin mikrobiyal iiretim icin 6nemli oldugunu
gostermislerdir. Dominguez ve ark. (2001), doner tambur biyoreaktdrde havalandirmanin
enzim iretimine etkisini inceledikleri ¢aligmada akis hizi1 0,5 vvm ve 1 vvm olan iki
fermentasyon deneyi sonucunda, havalandirma hizindaki artis ile enzim iiretiminin 3 kat

artirtldigini belirtmiglerdir (Dominguez ve ark., 2001).
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Sekil 4.5. o-Amilaz aktivitesinin havalandirma hizi ile degisimi
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Incelenen degiskenler arasinda enzim iiretimi {izerine yaklasik %28 oraninda bir etki
ile en 6nemli 2. degisken devir sayisidir. Sentetik ortama gore daha viskoz olan kati
substratin kullnildig1 dogal ortamlarda oksijen transferi sinirlanmaktadir. Bu bakimdan
oksijen transferi ile gii¢lii bir iligkisi olan devir sayis1 kritik bir 6neme sahip olmaktadir.
Sekil 4.21°de goriildiigii tlizere devir sayisinin 3 rpm’den 18 rpm’e ¢ikarilmast ile
aktivitede yaklagik 2 kat artis gézlenmistir. Devir sayisinin artmasiyla oksijen transferi
artmakta ve fermentasyon daha hizli gerg¢eklesmektedir. Bu sekilde diisiik devirli
caligmalara gore pH degisimi daha hizli olmus ve en yiiksek aktiviteye daha kisa siirede
ulagilmistir. Bu durum Stuart (1996) tarafindan yapilan doner tambur biyoreaktorde
Aspergillus oryzae Kkiltiiri yapilan calismada donme hizinin 2 rpm’den 9 rpm’e
cikarilmasiyla O, tiikketim performansinin 6nemli derecede arttigi belirtilen ¢alisma ile

desteklenmektedir (Stuart, 1996).
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Sekil 4.21. a-Amilaz aktivitesinin devir sayis1 ile degisimi
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Incelenen degiskenler arasinda enzim iiretimi iizerine yaklasik %12 oraninda bir
etki ile en 6nemli 3. degisken tampon boyutudur. KSF proseslerinde genellikle diisiik devir
hizlarinda isletilen DTB’lerde karigsma etkinliginin artitilmasi i¢in tampon kullanilmasinin
Oonemi biiyiiktiir. Schutyser ve ark. (2003), tamponlarin karistirma iizerindekini etkisini
daha iyi anlamak i¢in yaptig1 ¢alismada tamponsuz tambur ile 4 adet tampon kullanilan
tamponlu tamburu karsilastirmistir. Tamponlu tambur tasariminin digerine gore etkin bir
karigsma sagladigini gostermistir (Schutyser ve ark. 2003). Sekil 4.22°de goriildiigii tizere
tampon boyutunun 1 cm’den 4 cm’ye c¢ikarilmasi ile aktivitede yaklasik 1,5 kat artis
gbzlenmistir. Bu etki, karigma etkinliginin artirilmasi sonucu kiitle ve 1s1 transferi hizinin
artmasit ile mikrobiyal iiriin iiretiminin artmasi olarak yorumlanabilir. Marsh ve ark.
(1998), 57 cm ¢apindaki tambur biyoreaktdrde Rhizopus oligosporus’ un kiiltlire edildigi
calismada, 17 cm genisligindeki 4 adet tampon ile 5 cm genisligindeki 12 adet tamponun
etkinligini karsilastirmis ve genisligi artirilan 4 adet tampon kullanimi ile oksijen transfer
hiz1 artinlmistir (Marsh ve ark., 1998). Grajales ve ark. (2012), 30 cm ¢apindaki tambur
biyoreaktérde Metarhizium anisopliae’un kiiltiire edildigi calismada, 5 cm genisligindeki 4
adet tampon varliginda verimli mikrobiyal iiretimler gerceklestirmistir (Grajales ve ark.,

2012).
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Sekil 4.22. a-Amilaz aktivitesinin tampon boyutu ile degisimi
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ANOVA sonuglarina gore sonug¢ degiskeni iizerine 6nemli olan 3 degiskenden
sonra en fazla etkiye sahip olan degisken doluluk oranidir. Endiistriyel iiretimlerin
gerceklestirildigi biyoreaktorlerde yatirim ve isletme maliyetleri acgisindan onemli bir
degisken olan doluluk oranmi klasik DTB’lerde sivi film tabakasini daha ince tutarak gaz-
stv1 kiitle transferinin etkili bir sekilde gerceklestirilmesi i¢in genellikle %50 nin altinda
kalmaktadir. Sekil 4.23’te goriildiigi tizere doluluk oraninin %40°dan %80’e ¢ikarilmasi
ile aktivitede onemli seviyede olmayan bir azalma gdézlenmistir. Reaktoriin alt kismindan
yerlestirilen seramik mikro hava diflizorii sayesinde klasik DTB’lerde karsilasilan oksijen
transferi ve gaz—sivi-kati fazlar1 arasindaki 1s1 ve kiitle transferi sinirlamalar1 gibi
sorunlarin minimize edilmesi ile reaktdr doluluk orani artirilmasina ragmen iiretim verimi
yiiksek degerlere ulasmistir. Jin ve ark. (2010), biyoli¢ iizerine yapilan ¢aligmada, seramik
mikro hava diflizorii kullanilan yeni DTB tasarimi ile gaz-sivi kiitle transferi hizinin arttigi,
diger yandan endiistride en yaygin kullanilan biyoreaktor tiplerinden biri olan karistirmali
biyoreaktor ile gii¢ tilketimi agisindan kiyaslandiginda daha ekonomik oldugu ve gaz-sivi-
kati-mikroorganizma reaksiyon sistemleri i¢in uygun oldugunu belirtilmislerdir. Ayrica bu
calismada biyoreaktoriin doluluk orani %75 olmasia ragmen etkin oksijen transferi ve
verimli bir iiretim i¢in uygun kosullar saglanmistir. Yiiksek doluluk oranlarinda yapilan

uretimler isletim maliyetinin disurilmesi acisindan onemlidir.
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Sekil 4.23. a-Amilaz aktivitesinin doluluk orani ile degisimi
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Fermentasyon proseslerinde as1 miktar1 baglangi¢ lag fazinin kontroliinde etkilidir.
Diisik ekim konsantrasyonlarinda lag fazin  uzun oldugu, yiksek ekim
konsantrasyonlarinda ise nem igeriginin artmasiyla yine lag fazin 6nemli miktarda
uzayacag1 belirtilmektedir (Krishna ve ark., 1996). Sekil 4.24°de goriildiigli lizere ast
miktarmin %2’den %4’e cikarilmasi ile aktivitede az bir artis gozlenmistir. Xiao ve ark.
(2015), KSF ile alkalin proteaz iiretimi lizerine etkin olan degiskenlerin optimize edildigi
calismada PB tasarimi ile incelenen asi miktarinin mikrobiyal iiretim i¢in 6nemli bir
etkisinin olmadigin1 gostermislerdir. Yine Singhania ve ark. (2007), KSF ile seliilaz
tiretimi lizerine etkin olan degiskenlerin optimize edildigi calismada PB tasarimi ile
incelenen as1 miktarmin mikrobiyal iretim i¢in Onemli bir etkisinin olmadigini
gostermislerdir. KSF ile a-amilaz iiretimi lizerine yapilan diger bir ¢aligmada as1 miktari
%0,2 ile %4 aralifinda incelenmis ve herhangi bir etkisinin olmadigi gosterilmistir

(Tanyildiz1, 2005).
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Sekil 4.24. a-Amilaz aktivitesinin ag1 miktari ile degisimi
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Mikrobiyal iiretimlerde sicakligin kritik bir faktor olmasi sebebiyle KSF’unda
sicaklik kontrolii biiylik 6neme sahiptir. KHF’de biyoreaktdre beslenen havanin sicakligi
ya da belirli araliklarla su piiskiirtiilmesi ile sicaklik kontrol edilmektedir. YKHF’ de ise
serbest su miktarinin artmasi ile 1s1 degistiricilerin kullanimi dolayisiyla sicaklik kontrolii
daha kolaydir. Sekil 4.25’te goriildiigli lizere ortam sicakliginin 30 °C’den 37 °C’ye
cikarilmasi ile aktivitede bir azalma gozlenmistir. Tanyildiz1 (2005), YKHF ile Bacillus
amyloliquefaciens NRRL B—645 kullanarak o-amilaz iiretimi yaptigi ¢alismada 25, 30 ve
33, 37, 40°C’de yapilan deneylerde elde edilen maksimum enzim aktivitelerinin oldukga
yakin oldugunu ve ortam sicakliginin 37°C’den 30°C’ ye diisiiriilmesiyle enzim {iretiminde
bir artis oldugunu ve maksimum enzim aktivitesine 33°C’de ulasildigin1 gostermistir
(Tanyildizi, 2005). Yine YKHEF ile Bacillus amyloliquefaciens NRRL B—645 kullanarak o-
amilaz tretimi yaptilan diger bir calismada Selen (2006), 30, 33 ve 37°C’de yapilan
deneylerde elde edilen maksimum enzim aktivitelerinin olduk¢a yakin oldugunu
gostermistir (Selen, 2006). Fermantasyon sicakligindaki bu azalma 1sitma isleminin daha
az enerji ile saglanmasi acisindan bir avantaj olusturur. Fermentasyon sicakliginin etkisi
ortamda bulunan serbest su miktar1 ve reaktoriin karistirma etkinligine bagli olarak

degismektedir.
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Sekil 4.25. a-Amilaz aktivitesinin ortam sicaklig1 ile degisimi
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Sekil 4.26’da goriildiigi lizere diflizoriin gozenek capmin 6 um’den 25 pm’ye
cikarilmasi ile aktivitede bir azalma gozlenmistir. Yapilan calismalar hava kabarciklarin
boyutunun hiicreler tizerinde etkili oldugunu, biiyiik caplardaki hava kabarciklarinin
hiicrenin kayma gerilimi etkisinde kalarak zarar gérecegini ve bu nedenle mikron boyuttaki
kabarciklarin hiicrelere daha az zarar verecegini ifade etmistir (Kunas ve Papoutsakis,
1990; Wu, 1995; Meier ve ark., 1999). Contreas ve ark. (1999), 60, 120, 500 ve 1000 pm
por caplarindaki mikro hava difiizorlerinin etkinligi incelenmis, por ¢ap1 kiiciildiikce
oksijen transferi etkinliginin arttigini géstermistir. Michaels ve ark. (1996), kabarciklarin
kiimelesmesi ve dagilma problemlerinin diisiik devirli donme hizlarinda sisteme verilen
mikro kabarciklar sayesinde minimize edilebilecegini gostermislerdir (Michaels ve ark.,
1996). Wood ve ark. (2008) mikro hava difiizériiniin por capt ve ylizey alanin oksijen
transfer etkinligi lizerine etkisini inceledikleri ¢alismada 2 ile 40 um gozenek capindaki
difiizorler arasinda oksijen transfer etkinligi a¢isindan oOnemli bir fark oldugunu
bulmuslardir. Bu ¢alismada ise incelenen difiizor gézenek caplarinin ¢ok yakin olmasindan
dolay1 PB tasariminda etkin bir degisken olarak belirlenemedigi diisiiniilmektedir (Wood

ve ark., 2008).
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Sekil 4.26. a-Amilaz aktivitesinin gdzenek ¢ap1 ile degisimi
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4.5. PB Tasarimi Dogrulama Deneyinin Sonuclari

PB tasarimindan elde edilen model denkleminde Design-Expert yazilimi ile
maksimum o-amilaz iretimini saglayan noktalarda dogrulama deneyi yapilmistir. Elde
edilen lineer model denklem etkilesimleri icermediginden gergek optimum degerleri
vermemekle birlikte istatiksel analiz sonucunda %97 oraninda aciklanabildigi
belirlenmistir. Tablo 4.4’te maksimum o-amilaz {iretimini saglayan sartlar goriilmektedir.
Bu noktalarda modelin 6nerdigi degere %94 oraninda uyum icerisindedir. Buradan model

ile deneysel sonuglarin uyum igerisinde oldugu goriilmektedir.

Yapilan dogrulama deneyinde incelenen degiskenlerin zamanla degisimi Sekil 4.27
ve 4.28’de goriilmektedir. Maksimum enzim aktivitesine (26,84 U/ml) 18.saatte
ulagilmistir. Kopiik olusumu nedeniyle 210 ml %10luk kopiik kirict ilave edilmistir.
Calismada kat1 substrattan dolay1 hiicre konsantrasyonu takip edilememistir. Ancak ¢ikis
akimindaki CO, degeri ve DO’ndan logaritmik evrenin sonuna dogru maksimum aktivite
degerine ulasildigr soylenebilir. Calismanin devaminda belirlenen etkin degiskenlerin

etkilesimini igeren modeller yardimiyla incelenecek gergek bir inceleme yapilmalidir.

Tablo 4.4. Maksimum o-amilaz iiretiminde kullanilan sartlar ve sonucu.

Devir Hava Doluluk Difiizériin Tampon Asl1 Ortam Onerilen Olciilen
Sayis1  Besleme Oram Gozenek Boyutu  Miktar1  Sicakhg: Spesifik Spesifik
(rpm) Hizx (%) Capi (cm) (%) ©0) Verimlilik  Verimlilik
(I/dk) (um) (U/g.st) (U/g.st)
18 2 75,5 6 4 4 30 54,1 50,86
pH DO (mg/L) Aktivite (U/ml)
10 30
9
3 25
S 20 F
E 6 S
Q s 15 g
Qv 4 =
z s 10 2
2 5
1
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35
Zaman (st)

Sekil 4.27. Dogrulama deneyinde a-amilaz aktivitesi, DO ve pH’1n zamanla degisimi.
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—&— Aktivite (U/ml) ——02 (%) —¢—co2 (%)

30 1
0,9
~ 25
% 0,8
o
2 20 0,7
- 06
1S o
i 15 0,5 Q\Lg
. 0,4
= 0,3
i
< 5 0,2
0,1
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35

Zaman (st)

Sekil 4.28. Dogrulama deneyinde a-amilaz aktivitesi, %0, ve %CO,’in zamanla degisimi.
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5. SONUC VE ONERILER

1.

Erlenlerde yapilan enzim {iretim ¢alismalar1 laboratuvar 6lgekli DTB’e uygulanarak
Olcek biliylitme islemi yapilmistir. Sonuclar karsilastirildiginda DTB’de enzim
tiretiminin daha yiiksek aktivitelerle ve daha kisa siirede gergeklestirilerek yaklasik
2 kat daha yiiksek spesifik verimlilik ile gergeklestirildigi belirlenmistir.

Doner tambur biyoreaktérde a-amilaz {iretimi i¢in en etkin degisken havalandirma
hiz1 olarak belirlenmistir. Havalandirma hizinin yetersiz oldugu durumlarda farkli
metobolitlerin {iretimi s6z konusu olabilir. Burada olmasi en muhtemel iiretim
proteolitik enzimler oldugundan bu enzimin degisimi ¢alismada takip edilmelidir.
DTB’de o-amilaz iretimi icin en etkin 2. degisken devir sayisi olarak
belirlenmistir. Devir sayisi DO’nuda degistiren kiitle transfer siirlamasinin
azalmasina neden olmaktadir. Ortamda serbest suyun fazla olmasi sebebiyle yeterli
havalandirma ve 1s1 degistirici ile DTB’de tasinim sinirlamalarinin  Oniine
gecilebilir.

Tampon boyutu karistirma etkinligi icin dnemli bir degiskendir. Yapilan ¢alismada
tampon boyutu en 6nemli 3. degisken olarak belirlenmistir. Tampon boyutunun
etkisinin devir sayisi ile iligkili olmasi beklenir. Bunun belirlenebilmesi igin
etkilesimleride ortaya koyan bir model kullanillarak o-amilaz retimi
incelenmelidir. Karnstirma etkinliginin artmast hiicre sayisi1 veya hiicre
morfolojisini etkileyecek bir degikendir. Kullanilan mikroorganizmanin yiiksek
karistirma hizlarina dayanikli olmasi (bakteri hiicresi) sebebiyle daha yiiksek devir
sayillar1 ve farkli geometrilerde agili yerlestirilecek tamponlar ile {iretimin
incelenmesi o-amilaz liretimini artirabilir.

Biyoreaktorlerde iiretimi etkilemesi muhtemel diger degiskenler tasarlanan ve
calisma araliklar1 literatiirden belirlenen sartlarda etkin olarak goériilmemistir.
Bunlardan difiizoriin gozenek capi1 daha genis araliklarda incelenerek ortaya
konulabilir. Yiiksek doluluk oraninin 6nemli bir etki yapmamasi tasarlanan DTB’de
biiyiilk hacimlerde {iretim i¢in Onemli bir avantajdir. Ortam sicakligimin etkisi
sadece optimum sicaklik olarak degil DO’ndaki degisim ve kopiik olusumuyla
birlikte diistiniilmelidir. Erlenlerde sentetik ortamda optimum 37°C olarak
belirlenen sicaklik reaktorde kati substrat ile 30°C olarak bulunmustur. Yiiksek

hiicre biiylime hizlarinda asir1 kopiik olusumu goézlemlenmis ve kopiik kiric
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sisteme ilave edilmistir. Kopiikk kiricinin oksijen transferine olumsuz etkisi o-
amilaz iiretimini etkilemis olabilir. Bu sonucun dogrulanmasi icin deneyler

yapilmalidir.

. Elde edilen lineer model denkleminin %94 oraninda deneysel sonuglarla uyum

igerisinde oldugu goriilmiistiir.

. Reaktérde hiicre konsantrasyonunun takibinin yapilmasi gereklidir. Hiicre

konsantrasyonu ile ¢ikis gazindaki CO, konsantrasyonu arasinda bir iligki
gelistirilebilir. Gaz analizoriiniin teminindeki sorunlar dolayisiyla bazi ¢alismalarda

analiz yapilamamuistir.

. Proses kontrol sistemlerinin geligsmesi ile biyoreaktorlerde pH, DO gibi kritik

degiskenler kontrol edilebilmektedir. mikroorganizmalarin optimum ¢alisma
sartlar1 arasinda onemli bir yere sahip olan pH ve DO degiskenlerinin kontrolii
gereklidir. DTB’e pH ve DO kontrol sisteminin eklenmesi ile optimum pH

degerinin bulunmasi ile a-amilaz iiretimi artirilabilir.
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Ek 1.

EKLER

Tablo E 1.1 Misir kepeginin bilesimi.

Analiz Sonuc¢ Yontem

Metabolik Enerji 3067 kcal/kg TS 9610

Kiil 6,66 g/100 g AOAC Ofical Methid 923.03 2005
Protein 19,25 /100 g AOAC Ofical Methid 960.52

Nisasta 18g/100 g (Tanyildizi, 2005)

Asit hidrolizli yag 291 g/100 g Tecatir Soxhlet System HT Application
Seliiloz %38.,80 Fibertech cihaz el kitab1

Nem 7,64 g/100 g AOAC Ofical Methid 925.10 2005

L-Alanin (Ala)
Glisin (Gly)

L-Valin (Val)
L-Losin (Leu)
L-Isolosin (ile)
L-Treonin (Thr)
L-Serin (Ser)
L-Prolin (Pro)
L-Arjinin (Arg)
L-Aspartik asit (Asp)
L-Metionin (Met)
L-Glutamik asit (Glu)
L-Fenilalanin (Phe)
L-Lizin (Lys)
L-Histidin (His)

L-Tirozin (Tyr)

1371 mgl100 g
797 mgl100 g
1130 mg100 g
1989 mg100 g
878 mgl100 g
477 mgl00 g
581 mgl00 g
1910 mg100 g
101 mgl100 g
1697 mg100 g
291 mgl00 g
3520 mgl100 g
811 mgl00 g
656 mgl100 g
349 mgl00 g

416 mgl00 g

D.05.G106 (isletme i¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (isletme i¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (isletme i¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (isletme i¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (isletme i¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (isletme i¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (Isletme i¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (Isletme i¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (Isletme i¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (Isletme i¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (Isletme i¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (Isletme I¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (Isletme i¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (Isletme I¢i Metod UFLC - UV)
D.05.G106 (Isletme i¢i Metod UFLC - UV)

D.05.G106 (isletme ici Metod UFLC - UV)
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