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OZzET

Dolgulu Kolon Biyoreaktor Sisteminde a-Amilaz ve Seliillaz Enziminin Es
Zamanl Biyosentezi

Fatima ASLAN
Yiksek Lisans Tezi

FIRAT UNIiVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitiisi

Biyomiihendislik Anabilim Dal1

Temmuz 2025, Sayfa: xiv + 106

Bu calismada, Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-645 susu kullanilarak, misir kepegi ve findik
kiispesinden olusan bir substrat karisimi iizerinde kat1 hal fermentasyonu (KHF) yontemiyle a-amilaz ve
seliilaz enzimlerinin eszamanl iiretimi gergeklestirilmistir. Her bir enzim i¢in en uygun fermentasyon ortam
bilesimi erlenmayerlerde optimize edilmis ve ardindan laboratuvar 6lgekli dolgulu kolon biyoreaktor
sisteminde isletim kosullarinin enzim {retimi iizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Her iki optimizasyon asamasinda Merkezi Kompozit Tasarim (MKT) yaklagimi kullanilmistir.
Erlenmayer deneylerinde a-amilaz i¢in optimum ortam bilesimi kiitlece %25 musir kepegi, %75 findik
kiispesi, 6.0 ml inokiilim hacmi ve 1.6 ml azot kaynagy; seliilaz i¢in ise %52 musir kepegi, %48 findik
kiispesi, 4.8 ml inokiilim hacmi ve 1.5 ml azot kaynagi olarak belirlenmistir. Bu kosullarda en yiiksek o.-
amilaz (120.3 U/g) ve seliilaz (1138.4 U/g) aktivitelerine sirasiyla 114 ve 90 saatlik inkiibasyon sonunda
ulasilmigtir. Optimum ortam bilesimleri dolgulu kolon biyoreaktor sistemine aktarilmis ve a-amilaz igin
0.154 1/dk hava akis hizi, 35.8 °C sicaklik ve 15 g dolgu miktar; seliilaz igin ise 0.164 1/dk hava akis hizi,
35.5 °C sicaklik ve 14.5 g dolgu miktari kosullarinda sirasiyla 190.9 U/g ve 1354.8 U/g enzim aktivitelerine
ulasilmastir.

Sonug olarak, bu ¢aligma ile misir kepegi ve findik kiispesi gibi endiistriyel yan firiinlerin belirli
oranlarda karistirilarak katt hal fermantasyonunda substrat olarak degerlendirilebilecegi ve uygun
optimizasyon stratejileri ile ticari olarak degerli enzimlerin iiretilebilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Kat1 hal fermentasyonu, Bacillus amyloliquefaciens, Dolgulu kolon biyoreaktorii, o-
Amilaz, Seliilaz, Misir kepegi, Findik kiispesi
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ABSTRACT

Simultaneous Biosynthesis of a-Amylase and Cellulase Enzymes in a
Packed-Bed Bioreactor System

Fatima ASLAN
Master's Thesis

FIRAT UNIVERSITY
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Bioengineering

July 2025, Pages: xiv + 106

This study focused on the simultaneous production of a-amylase and cellulase enzymes through
solid-state fermentation (SSF) using Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-645 on a substrate mixture
composed of maize bran and hazelnut oil cake. The optimal fermentation medium composition for each
enzyme was first optimized in Erlenmeyer flasks. Subsequently, the effects of operational parameters on
enzyme production were evaluated in a laboratory-scale packed-bed bioreactor. Central Composite Design
(CCD) was used in both optimization steps.

For a-amylase, the optimum medium consisted of 25% (w/w) maize bran, 75% hazelnut oil cake,
6.0 ml inoculum volume, and 1.6 ml nitrogen source. For cellulase, the optimal composition was 52% maize
bran, 48% hazelnut oil cake, 4.8 ml inoculum volume, and 1.5 ml nitrogen source. Under these conditions,
maximum a-amylase (120.3 U/g) and cellulase (1138.4 U/g) activities were obtained after 114 and 90 hours
of incubation, respectively.

The optimized media were then applied to the packed-bed bioreactor. The highest a-amylase activity
(190.9 U/g) was observed at 0.154 L/min airflow rate, 35.8 °C temperature, and 15 g packing material.
Maximum cellulase activity (1354.8 U/g) was reached at 0.164 L/min airflow, 35.5 °C, and 14.5 g packing.

These results demonstrate that agro-industrial by-products can be effectively used as a mixed
substrate in SSF, and that commercially valuable enzymes can be produced through proper medium and
process optimization.

Keywords: Solid-state fermentation, Bacillus amyloliquefaciens, Packed-bed bioreactor, a-Amylase,
Cellulase, Maize bran, Hazelnut oil cake
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1. GIRiS

Enzimler, canli organizmalar tarafindan sentezlenen ve biyokimyasal reaksiyonlar yiiksek
Ozgiillik ve Kkatalitik verimlilikle gerceklestirebilen biyokatalizorlerdir. Giinimiizde, atik
olusumunu azaltan ve kaynak kullanimimi daha verimli hale getiren iiretim yaklagimlarinin 6nem
kazanmasiyla birlikte, enzimlerin endiistriyel uygulamalarda kimyasal katalizorlere alternatif
olarak kullanimina yonelik egilim giderek artmaktadir. Ozellikle a-amilaz ve seliilaz gibi hidrolitik
enzimler; gida, tekstil, kagit, yem ve biyoyakat {iretimi gibi birgok alanda énemli bir yere sahiptir.
Ancak bu enzimlerin ticari dlgekte liretimi, genellikle yiiksek maliyetli hammaddelerin kullanimini
gerektirmesi ve proses sirasinda ortaya ¢ikan biiyilk miktarda atik su nedeniyle ekonomik ve
gevresel agidan sinirlayict olabilmektedir. Bu durum, tiretim siireclerinin daha siirdiiriilebilir hale
getirilmesini zorunlu kilmaktadir.

Kat1 hal fermentasyonu, 6zellikle mikrobiyal enzim iiretimi agisindan oldukga elverisli bir
yoOntem olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu sistem; diisiikk nem igerigiyle ¢alismasi, enerji ve su tiiketiminin
az olmas1 ve pahal1 besiyerlerine ihtiya¢ duymamasi gibi ¢esitli avantajlar sunmaktadir. En dikkat
cekici ozelligi ise kolayca temin edilebilen ve ¢ogunlukla atil durumda bulunan tarimsal atiklar ile
endiistriyel yan iriinlerin dogrudan ya da smurli bir 6n islemle kati substrat olarak
degerlendirilebilmesine olanak tanimasidir. Bu yoniiyle kat1 hal fermentasyonu hem ekonomik
uygulanabilirlik hem de ¢evresel siirdiriilebilirlik agisindan gii¢lii bir potansiyel tasimaktadir.

Bu ¢alismada, hidrolitik enzim iireticisi olarak 6n plana ¢ikan Bacillus amyloliquefaciens
bakterisinin NRRL B-645 susu ile misir kepegi ve findik kiispesinden olusan bir substrat karisimi
kullanilarak a-amilaz ve seliillaz enzimlerinin eszamanli biyosentezine ydnelik iki asamali bir
optimizasyon siireci gergeklestirilmistir. ilk asamada ortam bilesimi optimize edilmis; ardindan
elde edilen optimum kompozisyonlar, Raimbault tipi dolgulu kolon biyoreaktdr sistemine
aktarilarak isletim kosullarinin enzim iiretimi {izerindeki etkileri degerlendirilmistir. Her iki
optimizasyon asamasinda da Merkezi Kompozit Tasarim (MKT) yaklagimi kullanilmistir.

Literatiirde genellikle tek bir substrat kullanilarak yalnizca bir enzimin {iretimine
odaklanildig1 ya da farkli tarimsal atik ve endiistriyel yan iirlinlerin enzim iiretimi iizerindeki
etkilerinin ayr1 ayri degerlendirildigi goriilmektedir. Bu calismada ise farkli lignoseliilozik
materyallerin bir arada kullanilmasinin mikrobiyal biiyliime ve enzim iiretimi {izerinde sinerjik
etkiler olusturabilecegi diislincesiyle substrat karigimi tercih edilmistir. Boyle bir yaklasim, ayni
iretim sistemi igerisinde birden fazla enzimin verimli sekilde sentezlenebilmesi agisindan

potansiyel bir avantaj sunmaktadir.



2. FERMENTASYON TEKNOLOJiSI

Fermentasyon kavrami, maya hiicrelerinin meyve ya da maltlanmis tahil 6ziitlerini islemesi
sonucu a¢iga cikan karbondioksit kabarciklarinin ekstrakta ‘kayniyormus’ izlenimi vermesi
nedeniyle ‘kaynatmak’ anlamina gelen Latince fervere fiilinden tiiretilmis olup uzun bir siire sadece
biyokimyasal bir terim olarak tarif edilmistir [1]. Bu baglamda fermentasyon, organik bilesiklerin
katabolize edilerek enerjinin iiretilmesiyle ilgilidir ve anaerobik kosullar altinda, fermente edilebilir
organik bilesiklerin mikroorganizmalar (bakteriler, kiifler, mayalar ya da karisik kiiltiirler)
tarafindan alkol, organik asit ve karbondioksit gibi nihai lriinlere doniistiiriildiigii bir siire¢ olarak
tanimlanmaktadir [2]. Pasteur’lin tabiriyle fermentasyon ‘havasiz yasam’ dir (la vie sans [’air) [3].
Endiistriyel biyoteknolojinin gelismesiyle birlikte, fermentasyon kavraminin igerigi, siirecin
anaerobik ya da aerobik olarak gerceklesip gergeklesmediginden, baska bir deyisle, kullanilan
enerji metabolizmasinin tiirlinden bagimsiz olarak, bitki ve hayvan hiicrelerinin veya
mikroorganizmalarin iiriin iiretimine yonelik kullanimini i¢eren herhangi bir prosesi tanimlayacak
bicimde genisletilmistir [4]. Bu noktada maya ile etanol iiretimi hem piriivik asidin etanole
indirgenmesi hem de endistriyel iiriin eldesi nedeniyle fermentasyon terimini iki anlamiyla da
karsilayan bir 6rnektir.

Fermentasyon teknolojisi; gida, tarim, ilag, kimya ve enerji gibi ¢esitli endiistrilerde ihtiyag
duyulan tirtinlerin tiretiminde hiicre ya da enzimlerin kullanildig1 biyoteknolojik bir disiplindir [5].
Hedef iiriin biyokiitlenin kendisi olabilecegi gibi (tek hiicre proteini) [6], hiicre i¢i metabolitler
(baz1 glikoproteinler ve glutamat dehidrogenaz, B-fruktofuranosidaz gibi enzimler) [7-9] ya da
iiretildikten sonra ortama salgilanan hiicre dig1 metabolitler (amino asitler, rekombinant proteinler,

polimerik maddeler, amilaz, ksilanaz, proteaz gibi enzimler) [10-12] de olabilir.

2.1. Modern Fermentasyon Prosesine Genel Bir Bakis

Modern fermentasyon proseslerinin ana hedefi, liretimi en verimli sekilde gerceklestirerek
hem zaman hem de maliyet acisindan avantaj saglamak ve biyoteknolojik iirlin miktarini en {ist
diizeye ¢ikarmaktir [13]. Bu hedef dogrultusunda, substrat ve mikroorganizma tiirii gibi iiretim
stratejisini belirleyen temel unsurlarin secilmesi; ayrica, besin bilesimi, sicaklik, pH, nem orani,
karigtirma ve havalandirma gibi proses verimliligini dogrudan etkileyen parametrelerin optimize
edilmesi gerekir.

Sekil 2.1°de semas1 verilen tipik bir fermentasyon prosesi, temelinde biyoreaktorlerin yer

aldig1 bir sistemdir ve {ist akim ile alt akim islemlerinden olusur.
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Sekil 2.1. Endiistriyel dl¢ekli bir biyoprosesin sematik gdsterimi [4].

2.1.1. Ust Akim islemleri

Ust akim islemleri; iiretimde kullanilacak organizmanin se¢imi ve gelistirilmesi, kiiltiir
ortaminin tasarlanmasi, uygun biyoreaktor ve ekipmanin belirlenmesi, proses isletim kosullarinin

optimize edilmesi ve organizmanin fermentorde optimum sartlar altinda cogaltilmasini kapsar [14].

Organizmanin Sec¢imi

Fermentasyon prosesinde kullanilan organizma, bir hayvan hiicresi (genellikle farelerden izole
edilmis memeli hiicreleri) ya da endiistriyel agidan degerli bir mikroorganizma (bakteri, maya veya
kiifler) olabilir. {lgili organizma, tarama gibi standart teknikler kullanilarak istenen dzelliklere sahip
olan aday organizmalar arasindan secildikten sonra rekombinant DNA teknikleri ya da mutasyon
yoluyla gelistirilebilir [15]. Ote yandan, hiicre fiizyonu yéntemiyle organizmanin 6zellikleri bagka
bir organizmanin avantaj saglayabilecek 6zellikleriyle kombine halde kullanilabilir [16].

Biyokatalizor olarak yalnizca hiicreler degil; hayvan, bitki veya mikroorganizma kokenli enzimler
de tercih edilebilir. Bu enzimlerin yapisal 6zellikleri ve katalitik aktiviteleri, protein miihendisligi
yontemleriyle gelistirilebilir; ayrica, proses performansini artirmak amaciyla immobilizasyon

teknikleriyle stabilize edilebilir [17].



Katalizor olarak hiicrelerin kullanilmasi durumunda bu siire¢ genellikle 'fermentasyon', enzimlerin
kullanilmas1 durumunda ise 'biyokataliz' olarak adlandirilir [4].
Biyoteknolojik iiriin iiretiminde yaygin olarak mikroorganizmalar tercih edilmektedir. Bu durumun
temel nedenleri asagida maddeler halinde sunulmustur [14]:
v Ikilenme siirelerinin kisa olmasi nedeniyle iiriin talebine hizl1 yanit verebilmeleri
v Cesitli biyokimyasal reaksiyonlar1 ger¢eklestirme yetenekleri sayesinde genis yelpazede
tirlin liretimine olanak tanimalari
v Genetik manipiilasyona yatkin olmalari nedeniyle {irlin veriminin artirilabilmesi veya
istenen Ozellikte {irlin sentezinin saglanabilmesi
v" Farkli gevresel kosullara kolayca uyum saglayabilmeleri
v' Diisiik maliyetli karbon ve azot kaynaklarim1 kullanarak katma degerli iriinler

uretebilmeleri

Ortam Bilesenlerinin Secimi

Fermentasyon ortaminda kullanilmak tizere secilen ham maddeler veya ortam bilesenleri,
mikroorganizmalarin ihtiya¢ duydugu karbon ve azot kaynaklarini, mineralleri, aerobik kosullar
altinda calisiliyorsa oksijen molekiillerini ve bazi fermentasyon prosesleri i¢in biiyiime faktérlerini
icermelidir.

Mikrobiyal biiylime i¢in gerekli olan enerji, 151k ya da ortam bilesenlerinin oksidasyonuyla saglanir.
Endiistriyel biyoteknolojide kullanilan mikroorganizmalar genellikle kemoorganotroftur, diger bir
deyisle, enerji kaynaklar1 karbonhidratlar, lipitler ve proteinler gibi organik bilesiklerdir [18].
Karbon kaynaklari, mikroorganizmalar tarafindan hem biyosentez hem de enerji iiretiminde
kullanildigr icin kiiltiir ortammin en O©nemli bilesenidir. Karbon kaynaginin seciminde,
mikroorganizmanin ve nihai {irliniin tiirli, birim substrat basina biyokiitle verimi (Yys), ham
maddenin maliyeti ve ulasilabilirligi gibi pek cok faktor goz Oniinde bulundurulur [19].
Fermentasyon proseslerinde, tanimlanmis karbon kaynaklari (6rnegin basit sekerler ve nisasta gibi
polisakkaritler) kullanildig1 gibi; seker kamisi melasi, malt surubu ve soya kiispesi gibi kompleks
karbon kaynaklar1 da tercih edilmektedir [20]. Kompleks karbon kaynaklari, karbon elementinin
yani1 sira mikroorganizmalara ihtiya¢ duyduklart diger besin maddelerini de saglar.

Kiiltiir ortam1 niikleik asit, protein ve koenzimlerin iiretiminde gorev alan azot elementini de
icermelidir. Karbon kaynaklarina benzer sekilde, azot kaynaklari da tanimlanmis veya karbon,
kiikiirt, fosfor ve eser metaller gibi farkli bilesenler igeren kompleks kaynaklar (pepton ve maya
ekstrakti) olabilir. Tanimlanmis azot kaynaklari, kimyasal icerigi tam olarak bilindigi i¢in hassas
bir sekilde kontrol edilebilen ve amonyum siilfat, monosodyum glutamat ve iire gibi bilesenleri

iceren sentetik besiyerleridir [19].



Mikroorganizmalar igin gerekli olan temel bilesenlerden bir digeri ise minerallerdir. Fosfor, kiikdirt,
potasyum, kalsiyum, magnezyum ve demir, mikroorganizmalar i¢in en 6nemli alti makro-minerali
olusturur. Bu mineraller, mikroorganizmalarin ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlari siirdiirebilmesi ve
saglikli bir sekilde biiyiiyebilmesi igin hayati dneme sahiptir. Bununla birlikte, ¢inko, bakir, kobalt,
manganez, nikel ve molibden gibi mikromol diizeyinde gerekli olan mikro-mineraller ise genellikle
enzimlerin kofaktorleri olarak reaksiyonlarin katalize edilmesinde ve proteinlerin yapisal olarak
korunmasinda rol oynar [19, 21]. Ilgili minerallerin bazilart kompleks karbon ve azot kaynaklarinda
ya da ortama ilave edilen suda bulunabilirken bazilarinin ise dogrudan eklenmesi gerekir. Tablo
2.1°de, kiiltiir ortaminda bulunmasi gereken temel elementlerin bir listesi sunulmustur.

Bunlarin disinda, baz1 fermentasyon proseslerinde kiiltiir ortami1; amino asitler, niikleik asitler ve
vitaminler gibi mikroorganizmalar tarafindan sentezlenemeyen ya da biyokiitle (X) olusumunu
destekleyen ve spesifik biiyiime hizini (u) artiran biiylime faktorlerini de igermelidir [19].
Laboratuvar 6l¢eginde formiile edilen bir kiiltiir ortami, gerekli bilesenleri saglamak agisindan
yeterli olabilir; ancak ayni ortam, biiylik Olgekli fermentasyon sistemlerine dogrudan
uyarlanamayabilir. Bu nedenle, endiistriyel 6l¢ekli biyoteknolojik proseslerde kullanilacak ham
maddelerin; birim substrat bagina yiiksek hiicre (Yxs) veya tiriin verimi (Yrss) saglamasi, yiiksek
spesifik iiriin olusum hizi (gr)’na izin vermesi, istenmeyen {iriin olusumuna neden olmamasi, st
akim ve alt akim islemleri sirasinda sorun olusturmamasi, kaliteli ve kolay ulasilabilir olmasi
beklenir [18]. Baz1 ortam bilesenleri, biyoyararlanimi artirmak amaciyla 6giitme gibi fiziksel ya da
hidroliz gibi kimyasal 6n islemlere tabi tutulur. Ayrica, hemen hemen tiim fermentasyon
proseslerinde sterilizasyon prosediirii temel bir basamak olarak yer alir. Bu islemlerin ardindan,

fermentasyon ortaminin optimizasyonu gerceklestirilir.

Tablo 2.1. Hiicre metabolizmasi ve mikrobiyal biiyiime i¢in gerekli olan elementler [22, 23].

Element Islevi Bulundugu Baz1 Kaynaklar

C Yapi tasi, enerji kaynagi Soya kiispesi, musir likorii, basit sekerler

H Yapt tast, solunum, ATP {iretimi Su, asidik ortamlardan gelen protonlar

o Organik molekiiller Hava

N Niikleik asitler, proteinler Pepton, maya 6ziitii, tuzlar, amino asitler, NH4*
P Niikleik asitler, fosfolipitler Fosfatlar

S Amino asitler, koenzimler Siilfatlar

Na Kofaktér, katyon NaHPO4, NaCl

Mg Kofaktor, katyon MgClz, MgSO4

Ca Kofaktor, katyon CaClz

K Kofaktér, katyon KH2PO4, KoHPO4

Fe Kofaktor, sitokromlar FeSOa, FeCl3

Eser metaller ~ Kofaktorler ZnClz, CuSOs, CoClz, NiClz, MnCl2, Na2MoOs




Ortam Optimizasyonu

Optimizasyon islemi, bir cevap iizerinde hangi faktorlerin etkili oldugunu ve bu faktorlerin hangi
seviyelerde kullanilmasi gerektigini belirlemek i¢in uygulanan tekniklerin genel adidir [24].
Ortam optimizasyonu, maksimum iiriin konsantrasyonunu saglayan en uygun besin bilesimini elde
etmek amaciyla yapilir. Sekil 2.2’de ortam optimizasyonunda kullanilan yontemlere iligkin bir
sema sunulmustur.

Ortam optimizasyonu ¢aligmalarinda basvurulan en eski teknik Tek Seferde Tek Faktor (TSTF)
yontemidir. Bu yontemde, diger faktorler sabit tutulurken, her seferinde yalnizca bir faktor tizerinde
degisiklik yapilir. Ardindan, segilen ortam bilesenlerinin konsantrasyonlari (faktor seviyeleri)
istenen bir aralikta ayarlanir [25]. TSTF yontemi, kullanilan yaklagima gore ¢ikarma, ekleme ve
degistirme deneyleri olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir. Cikarma deneylerinde, kiiltiir ortamindan
tek tek cikarilan ortam bilesenlerinin hedef {iriiniin tiretimi tizerindeki etkileri incelenirken ekleme
deneylerinde, karbon ve azot kaynagi ilavesinin etkileri degerlendirilir. Degistirme deneylerinde
ise ekleme deneylerinde iiriin iiretimi iizerinde olumlu etki gdsteren karbon ve azot kaynaklari,
ortam bilesiminde olan diger karbon ve azot kaynaklarinin yerine tamamen ya da kismen

kullanilmaya ¢aligilir [26].

Optimizasyon Yontemleri ’
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Sekil 2.2. Ortam optimizasyonunda kullanilan yontemler [26].



TSTF yonteminin en 6nemli dezavantajlarindan biri, bilesenler arasi etkilesimleri tahmin etmenin
giic olmasidir [27]. Bununla birlikte, analiz edilmesi gereken degisken sayisinin artmasi, ydontemin
uygulanmasini zaman ve maliyet agisindan zorlastirmakta [28]; bu durum, yeterli sayida deneyin
gerceklestirilememesine, dolayisiyla optimum noktanin gézden kagirilmasina yol agabilmektedir
[27]. Yine de bu ydntemin, giiniimiizde halen kullanildig1 ve kolay olmasi sebebiyle hakkinda
hicbir sey bilinmeyen ortamlar i¢in iyi bir tarama araci olabilecegi bildirilmistir [26].

Mikrobiyal metabolizma, dogas1 geregi bir dizi girift reaksiyonu igerdigi igin cesitli faktorler, bu
reaksiyon aginin farkli boliimlerini  etkilemektedir [26]. Bu nedenle, deney verilerinin
giivenilirligini ve fermentasyon prosesinin verimliligini artiracak; ayn1 zamanda, is¢ilik maliyeti ve
tiretim i¢in gerekli olan siireyi azaltacak gelismis optimizasyon tekniklerine ihtiya¢ duyulmustur.
Bunun bir sonucu olarak, ortam optimizasyonu i¢in istatistiksel yontemlere, baska bir deyisle,
deneysel tasarima yonelmenin geleneksel TSTF yoOnteminin sinirlamalarin1  asabilecegi
diistiniilmiis ve 1992 yilinda Fisher tarafindan Deneysel Tasarim Teorisi dnerilmistir. Bu teoriye
gore, her seferinde yalnizca bir degiskenin degistirilmesi yerine birden fazla degiskenin es zamanli
degistirilmesi iiriin {iretimi agisindan daha verimli bir yontemdir [29].

Deneysel tasarim, gesitli faktorlerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve cevap tizerindeki es zamanli
etkileri hakkinda olabildigince ¢ok bilgiye miimkiin oldugunca az islemle ulasmak i¢in yiiriitiilen
bir dizi stratejik deneyi icermektedir. Bu nedenle, belirli bir iiriiniin tiretimine iliskin literatiirden
bilgi edinildikten sonra, iki veya daha fazla faktoriin bir cevap lzerindeki etkisini analiz etmek
amaciyla deneylerin tasarlanmasi, TSTF yontemine kiyasla daha etkili bir yaklasim sunmaktadir
[30, 31].

Deneysel tasarim yontemlerinden biri olan Plackett-Burman Tasarimi (PBT), ¢ok sayida faktoriin
mevcut oldugu durumlarda, cevap lizerinde etkisi olmayan faktorlerin hizli bir sekilde elenmesi
icin kullanilan iki seviyeli bir tarama tasarimidir [32]. Bu tasarimin ‘iki seviyeli’ olmasi, faktorlerin
yalnizca yiiksek ve diisiik seviyelerde test edildigi u¢ noktalarin kullanildigini; ‘tarama tasarimi’
olmasi ise tam faktoriyelde oldugu gibi tiim olasi faktér kombinasyonlarinin denenmedigini, bunun
yerine etkili faktorlerin hizli bir sekilde belirlenmesine olanak taniyan sinirli sayida kosulun test
edildigini ifade eder. PBT’de sadece hedef iirliniin tiretimi iizerinde anlamli etkilere sahip olan
faktorler tarandigi icin toplam deney sayist onemli Olglide azalir [33]. Ancak faktorlerin
birbirleriyle olan etkilesimleri goz ardi edildigi i¢in faktorler arasi etkilesimlerin 6nemli oldugu
siireclerde bu yontemle elde edilen sonuglar yaniltici olacaktir. Bu nedenle, PBT, deneysel tasarim
icin bir ¢ikis noktasi olarak kabul edilmeli ve bir deney seti belirlemek amaciyla kullanilmalidir
[26].

Taguchi Metodu (TM), PBT'nin faktorler arasi etkilesimleri goz ardi etmesi ve varyasyonlarin

azaltilmasina yonelik optimizasyon saglamamasi gibi sinirlamalari asmak amaciyla Dr. Genichi



Taguchi tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemde, faktorlerin cevap tizerindeki bagimsiz etkilerini
ve her seviyenin esit sekilde test edilmesini saglamak amaciyla ortogonal diziler kullanilir; boylece,
minimum sayida deneyle birden fazla faktoriin etkisi es zamanl olarak analiz edilebilir. Bununla
birlikte, kontrol edilemeyen degiskenlerin (giiriiltii), istenen cevap (sinyal) iizerindeki etkileri
minimize edilerek siire¢ verimi ve Uriin kalitesi artirilir [34]. Ancak TM, yalnizca iki faktor
arasindaki etkilesimleri dikkate aldigi i¢in c¢oklu faktdr etkilesimlerinin s6z konusu oldugu
sistemlerde dogrudan uygulandiginda yetersiz kalabilmektedir [26].

Biyoprosesler gibi olduk¢a karmasik sistemlere yonelik giincel yaklasimlarda, veri odakli
yontemler ile yapay zeka tabanli modeller gibi ileri matematiksel araglarin entegrasyonu giderek
daha fazla onem kazanmaktadir. Bu amagla kullanmilan yontemlerden biri, beynin 6grenme
yetenegini taklit eden Yapay Sinir Ag1 (YSA) modelleridir [35].

YSA'’lar, dis ortamdan alinan giris verilerinin her birinin, ‘6Gnem derecesini belirleyen’ bir agirlik
degeriyle ¢arpilmasi ve ardindan bu degerlerin toplanarak bir aktivasyon fonksiyonu araciligiyla
islenmesi esasina dayanir. Sinyal giicii yeterli bir esik degerini asarsa noron aktif olur ve béylece
bir ¢ikt1 {iretilir. Bu ¢ikt1 iiretim mekanizmasi, agin 6grenme siirecinin temelini olusturur. Ogrenme
asamasinda, agin tahmin ettigi ¢iktilar ile gergcek degerler arasindaki farki en aza indirmek amaciyla
hata fonksiyonlar1 kullanilir. Egitim siireci boyunca, elde edilen hata geri bildirimine gore agin
parametreleri yinelemeli olarak giincellenir ve bu sayede modelin dogruluk orani kademeli olarak
artirilir. Egitim tamamlandiktan sonra, YSA’nin yalnizca egitim verilerini ezberlemedigini, ayni
zamanda daha Once karsilasmadigi durumlar1 da genelleyebildigini géstermek amaciyla, daha 6nce
sisteme sunulmamis veri kiimeleriyle dogrulama islemi gergeklestirilir. Bu 6zellikleri sayesinde
YSA’lar, klasik matematiksel ifadelerle tanimlanmasi gii¢ olan biyoteknolojik proseslerin karmasik
ve dinamik yapisin1 modellemede etkili bir ara¢ haline gelmistir [36].

Genetik algoritmalar (GA), dogal sec¢ilim mekanizmalarindan esinlenen ve c¢ok degiskenli
problemlerin ¢6ziimiinde kullanilan stokastik optimizasyon yontemleridir. Bu yontemlerde,
baslangicta rastgele olusturulan bir popiilasyon iizerinde ¢alisilir ve ilgili popiilasyonda her bireyin
(¢coziim adaylar1) uygunluk degeri hesaplanir. Secilim, caprazlama ve mutasyon gibi iglemler
kullanilarak olusturulan yeni bireyler, ¢6ziim uzayinda daha yiiksek performans gosteren ¢oziimler
iretmek amaciyla evrimlesir. Belirlenen bir yakinsama kriterine ulasilmasi ya da maksimum
iterasyon sayisinin tamamlanmasi durumunda algoritma sonlandirilir [37]. GA’larin stokastik
dogasi, ¢ozliim siirecine belirli bir diizeyde rastlantisallik katarak genis ¢6ziim uzaylarinin etkin
sekilde taranmasini miimkiin kilar. Bununla birlikte, algoritma, ¢6ziim siirecinde daha iyi bireyler
iiretmek icin hangi bolgelerde arama yapacagini uygunluk degerlerine dayanarak kendi belirler.
Bdylece her denemede yeni bir dis miidahaleye ihtiya¢ duyulmadan daha iyi sonuglar elde edilir
[26, 37]. GA’lar, fermentasyon gibi ¢ok sayida degiskenin etkilesim halinde oldugu proseslerde,



ortam bilesenlerinin optimum konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kullanilan bir yaklasimdir

[38].

Fermentasyon

Fermentasyon, mikroorganizmalarin uygun ¢evresel kosullar altinda geliserek hedef {iriinii
sentezledigi biyoteknolojik bir siiregtir. Bu siirecin kontrollii bir sekilde yiiriitiilebilmesi igin
kullanilan biyoreaktorler, mikrobiyal kiiltiirii dis ortamdan izole eden; sicaklik, pH, nem ve oksijen
gibi temel parametreleri istenen aralikta tutabilen sistemlerdir. Substratin etkili bir bigimde
donistiiriilmesi ve lirlin veriminin artirilmasi, biiyiik dl¢lide biyoreaktoriin yapisal 6zelliklerine ve
isletim kosullarina baglidir [39, 40]. Bu nedenle, biyoreaktoriin isletim kosullarinin optimize
edilmesi, {irlin verimliligi ve siire¢ basarisi agisindan kritik bir adimdir. Ancak bu optimizasyon
stirecinde dikkate alinacak parametreler, kullanilan biyoreaktor sistemine gore degisiklik
gosterebilir. Bu baglamda, her bir biyoreaktor tipi sahip oldugu teknik 6zellikler dogrultusunda ayri
ayr1 degerlendirilmelidir.

Fermentasyon sisteminin tasarimi ve kullanilacak biyoreaktoriin belirlenmesi; hammadde temini,
yatirim ve isletme maliyetleri, is giicii ihtiyaci, iirlin verimi, ekonomik getiri ve g¢evresel
stirdiiriilebilirlik gibi birgok etkenin birlikte analiz edilmesini gerektirir. Endiistriyel olgekte
yiriitiilen uygulamalarda ise karar siirecini yonlendiren temel unsur, geri kazanilan tiriin miktari
basina en diisiik sermaye maliyetinin saglanmasidir. Bununla birlikte, prosesin gevresel etkilerini
en aza indirmek amaciyla atik yonetimi, enerji tiikketimi ve yan iriin kontrolii gibi unsurlar da
dikkate alinmalidir [41].

Fermentasyon prosesleri; substratin fiziksel 6zelliklerine gore derin kiiltiir, yar1 kati hal ve kat1 hal
fermentasyonu; besleme stratejisine gore kesikli, yar1 kesikli ve siirekli sistemler; hiicre ya da
enzimlerin kullanim bi¢imine gdre serbest veya immobilize sistemler; oksijen varli§ina gore ise
aerobik, mikroaerobik ve anaerobik prosesler olmak iizere farkli kategorilere ayrilmaktadir. Bu
calismada, fermentasyon tiirleri yalnizca substratlarin fiziksel Ozellikleri esas alinarak

siniflandirilmis ve genel hatlariyla ele alinmaistir.

2.1.2.  Alt Akim islemleri

Alt akim islemleri; biyokiitlenin ve ¢dziinmeyen kat1 bilesenlerin fermentasyon sivisindan
uzaklastirilmasi (santrifiij ve filtrasyon), farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip olan bilesenlerin
ayrilmasi (ultrafiltrasyon ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi), hedef {irlinle benzer 6zellikler tasiyan
safsizliklarin giderilmesi (kromatografik teknikler) ve {iriiniin depolamaya uygun hale getirilmesi
(liyofilizasyon ve kristalizasyon) asamalarindan olugmaktadir [19].

Endiistriyel uygulamalar i¢in iiretilen biyoteknolojik iiriinlerde saflik derecesi cogu zaman

oncelikli bir parametre olarak degerlendirilmezken, terapdtik kullanim icin gelistirilen iiriinlerde



yiiksek saflik diizeyi kritik oneme sahiptir. Bu baglamda, hedeflenen saflik diizeyi, iirliniin geri
kazanimi sirasinda izlenecek ayrigtirma stratejisini belirler. Ayrica, elde edilen iiriiniin kirlilik
profili ve safsizliklarin 6zellikleri dikkate alinmali; segilen yontem, iiriiniin yapisal biitiinliigiini

bozmayacak nitelikte olmalidir [42].

2.2.  Derin Kiiltiir Fermentasyonu

Derin kiiltiir fermentasyonu (DKF), besin maddelerinin tamamen c¢oziindiigii ya da
siispanse halde bulundugu sivi bir ortamda mikroorganizmalarin kontrollii olarak iiretildigi bir
fermentasyon teknigidir [43]. Bu yontemde, substratlar mikroorganizmalar tarafindan hizla tiiketilir
ve metabolik aktiviteleri sonucu olusan iriinler dogrudan sivi faza salinir. Bu nedenle, besin
maddelerinin sisteme siirekli olarak ilave edilmesi veya belirli araliklarla yeni bir besiyeri
kullanilarak fermentasyonun tekrar baslatilmasi gerekir [44].

Mikroorganizma ile agilanmis sivi kiiltiir ortami igeren bir erlenin optimum sicaklik ve
calkalama hizinda inkiibe edilmesi en temel DKF 6rnegidir.

Endiistriyel olgekli proseslerde farkli tasarimlara sahip pek ¢ok DKF biyoreaktorii
kullanilabilir. Ancak, sivi karigiminin ve oksijen transferinin etkinligi, sicaklik kontroliiniin
kolayligi, iiretim standartlarina uygunluk, lgeklendirilebilirlik gibi nedenlerle karistirmali tank
biyoreaktorleri yaygin olarak tercih edilmektedir [45, 46]. Sekil 2.3'te karistirmali tank

biyoreaktoriiniin sematik gosterimi verilmistir.

Besleme pompasi
Karigtirma sistemi

Besiyeri /
Hava r—-— Takip ve kontrol
4 unitesi
Isi Ceketi @ Sensor probu
Biyoreaktor
Cikis akimi

Hava dagitici

Sekil 2.3. Karigtirmali tank biyoreaktdriiniin sematik gosterimi
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2.3. Kat1 Hal Fermentasyonu

Kat1 hal fermentasyonu (KHF), serbest suyun bulunmadigi ya da sinirh miktarda mevcut
oldugu ortamlarda, mikroorganizmalarin kati partikiiller iizerinde ve kontrollii kosullar altinda
gelisiminin saglandig1 bir fermentasyon teknigidir [47]. Sekil 2.4’te verildigi {izere, bu sistemlerde
suyun biiyiik bir boliimii kati partikiil matrisi tarafindan absorbe edilmekte; partikiiller arasinda yer
yer su damlaciklarina ve ylizeylerinde ince su filmlerine rastlanabilmesine ragmen, su fazi
stireklilik gostermemektedir. Bu nedenle, partikiiller aras1 bosluklarin 6nemli bir kism1 gaz fazi ile
doludur. KHF sistemlerinin ayirt edici 6zelligi, sinirli serbest su varligina ragmen mikrobiyal

metabolizmanin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli mikrogevresel kosullarin saglanabiliyor olmasidir.

Kiif iceren KHF sistemi

Partikiiller arasi
bosgluklardaki
su damlaciklar

Partikiiller
tarafindan
absorblanan

su ve besin
Hifler \
Siirekli gaz fazi

Tek hiicreli organizma igeren KHF sistemi

Nemli kati
partikiil Partikiiller arasi
\‘, bosluklardaki
su damlaciklari
Partikiiller
tarafindan
absorblanan
su ve besin
Nemli biyofilm «— Siirekli gaz fazi

Sekil 2.4. Kat1 hal fermentasyonu sistemlerinin tanimlayici 6zellikleri [47].
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2.3.1. Kati Hal Fermentasyonunun Kisa Tarihi

KHF, k&kleri Antik Donem’e kadar uzanan kadim bir gegmise sahiptir. M.O. 2600 yilina
ait olan arkeolojik kalintilar, Misirlilarin fermentasyon teknigiyle ekmek firettigini ortaya
koymaktadir [48]. Benzer sekilde, Asya’da, Penicillium roqueforti kiifiiyle yapilmig olan peynir
tiretimi, KHF’nin kaydedilmis ilk 6rneklerindendir. Bununla birlikte, modern fermentasyon
teknolojisinin temelini olusturan koji prosesinin M.O. 1000’li yillarda Cin’de gelistirildigi, 7.
yiizyilda ise yontemin Budist rahipler araciligiyla Japonya’ya tagindigi bilinmektedir. Yine ayni
donemde, bir¢ok Giineydogu Asya iilkesinde, soya fasulyesinin Rhizopus oligosporus ile
islenmesiyle elde edilen “tempeh” (et ikamesi) gibi ¢esitli gidalarin tiretildigi rapor edilmistir [49].
“Natto” ise iiretiminde bir bakterinin (Bacillus subtilis) kullanildig1 Japonya’ya 6zgii tek gidadir
[50]. Buharda pisirilmis piring ya da diger tahillarin tizerinde Aspergillus oryzae gibi kiiflerin
yetistirilmesiyle hazirlanan ve yiiksek miktarda enzim iceren koji, Uzak Dogu’da giinliik diyetin
ayrilmaz bir parcasi olan “shoyu” (soya sosu), “miso” (soya ezmesi) gibi fermente gidalarin ve
“sake”nin (piring sarabi) fermentasyonunu baslatmak i¢in kullanilmaktadir [51]. Igerisine tuz, seker
ya da nisasta ilave edilen et, balik ve hayvansal iiriinlerin fermentasyon teknigiyle muhafaza
edilmesi de binlerce yil oncesine dayanir. Japonya’da, palamut baliginin Aspergillus tiirleriyle
fermente edilip kurutulmasiyla iiretilen “katsuobushi”, giiniimiizde Uzak Dogu’da ve Afrika’nin
bazi bélgelerinde halen uygulanmaya devam eden balik fermentasyonunun bir 6rnegidir [50].

Kesfi Yakin Cag’dan Oncesine uzanan gallik asidin, Tieghem tarafindan yapilan
fermentasyon calismalar1 sonucunda, A. niger’den elde edilebileceginin anlasilmasi; ilerleyen
zamanlarda deri tabaklama isleminin gelistirilmesine, fermentasyon tekniginin deri ve kagit
enddistrisi gibi farkli alanlarda da kullanilan bir yontem haline gelmesine dnciiliik etmistir. Bununla
birlikte, Takamine’ nin bugday kepegi lizerinde A. oryzae yetistirmek suretiyle diastatik enzim elde
etmek icin tasarladig1 proses, KHF nin gida endiistrisine (gida isleme) yonelik uygulamalari i¢in
onemli bir adimdir. KHF prosesinden yararlanilarak kompostlama ve kati atik aritimi tekniklerinin
gelistirilmesi de yine 19. yiizy1l sonlarina denk gelen kayda deger ilerlemelerdir [49, 50].

20. ylizyilin baglarinda KHF teknigiyle mikrobiyal enzimlerin ve organik asitlerin tiretildigi
yeni bir donemin kapilar1 aralanmis, tambur biyoreaktorler gibi KHF prosesine uygun olan
fermentorler tasarlanmistir [49]. Steroid doniistimiinde kullanilan mantar sporlariin KHF ile elde
edilmesi, penisilinin hem s1vi hem de kat1 kiiltiirlerde tiretilmesi gibi pek ¢cok gelismenin yasandigi
1940’11 yillar, halk arasinda ‘Fermentasyon Teknolojisinin Altin Cagi’ olarak adlandirilmaktadir.
Ikinci Diinya Savasi sirasinda KHF’ye dayanan penisilin {iretimi, savas sonrasinda, KHF prosesinin
kontroliindeki giicliikler, prosesin otomatik olarak isletilememesi ve teknik bilgi yetersizlikleri gibi
nedenlerle Bati’da terk edilmis olup penisilin, aseton, biitanol gibi iirlinlere olan talebin de
artmastyla birlikte, DKF endiistriyel 6l¢ekte uzun bir siire neredeyse tercih edilen tek yontem haline

gelmistir [52, 53]. 1960’lardan 1980’lere uzanan zaman diliminde ise kanser aragtirmalari i¢in
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onemli olan mikotoksinlerin mantar kiiltlirlerinden elde edilmesi ve hayvan yemlerinin besin
degerini arttirmak i¢in kullanilan proteinlerin (tek hiicre proteini) iiretilmesi gibi pek ¢ok caligma
yapilmis olup cesitli substrat ve mikroorganizmalar kullanilarak KHF’ye dair teknolojik ve
ekonomik agidan uygulanabilirligi yiiksek prosesler gelistirilmistir [49]. Sonraki on yilda, kinetik
caligmalar ve modellemeler {izerine yeni teorilerin ortaya konulmasi, KHF’de kullanilmak tizere
kolon biyoreaktdrlerin tasarlanmasi gibi 6nemli adimlar atilmig; KHF teknigiyle birincil ve ikincil
metabolitlerin iiretimi lizerine aragtirmalar yapilmistir [S3]. 2000°li yillarda ise fermente gidalarin
ve ikincil metabolitlerin iiretiminde sagladigi avantajlar sebebiyle, KHF nin uygulama alani,
Ozellikle Bati {ilkelerinde biiyiik 6l¢iide genislemistir [48].

Gilintimiizde KHF proteaz, seliilaz ve lipaz gibi enzimlerin; alkaloid, antibiyotik, bitki
biliylime faktorleri gibi ikincil metabolitlerin; sitrik asit, oksalik asit, fumarik asit gibi organik
asitlerin; biyosiirfaktanlar, biyopestisitler, biyoyakitlar, biyosiirfaktanlar ve aromatik bilesikler gibi
iiriinlerin diigiik hacimli iiretiminde umut vadeden bir proses olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bununla
birlikte, ¢evre icin tehlikeli olan maddelerin biyoremediasyonunda; ilaglar, agir metaller ve
endiistriyel atiklar gibi kirleticilerin biyodetoksifikasyonunda; mahsul kalintilariin besin

zenginlestirme amaciyla biyotransformasyonunda potansiyel avantajlar sunmaktadir.

2.3.2. Kati Hal Fermentasyonunda Etkin Olan Faktorler

Kat1 substratin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, substrat yataginin 6zellikleri ve nem igerigi,
fermentasyon ortaminin pH’s1 ve sicakligl, sistemin havalandirma ve karistirma gibi mekanik

Ozellikleri KHF de etkin olan faktorlerdir.

Mikroorganizma Tiirii

KHEF proses verimliligini belirleyen en temel unsurlardan biri, secilecek mikroorganizmanin kati
substrat iizerinde gelisme gosterebilmesi ve ayni zamanda substrati pargalayip kullanilabilir besin
bilesenlerine doniistiirebilecek enzimatik kapasiteye sahip olmasidir. Teorik su aktivitesi kavrami
esas alinarak yapilan genel kabule gore 0.5-0.6 a,, ve daha diisiik su aktivitelerine gereksinim duyan
kiif ve mayalar, KHF prosesleri i¢in en uygun mikroorganizmalardir. Buna karsin 0.8-0.9 a,, gibi
nispeten daha yiiksek su aktivitelerinde gelisim gosterebilen bakterilerin yer aldig1 cok sayida KHF
prosesi tanimlanmis olup zamanla ilgili kabuliin dogru olmadig1 anlasilmistir [54]. Ornegin B.
subtilis, B. thuringiensis ve Lactobacillus sp. gibi bakteri tiirlerinin KHF’de basarili bir sekilde
enzim irettigi bildirilmistir [55]. Benzer sekilde, Streptomyces sp. gibi aktinomisetlerin de kati
substratlar iizerinde bol miktarda koloni olusturdugu, cesitli enzimler iirettigi ve ekstrem sartlara

kars1 yliksek direng gosterdikleri rapor edilmistir [56].
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Kati Substratin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

KHF’de kullanilan kat1 substratlarin ¢ogu tarimsal atik ve endiistriyel yan iiriinlerdir [57]. Hasat
isleminden arta kalan sap, saman, kogan, yaprak, tohum kabuklari gibi tarimsal atiklar ve
mabhsullerin islenerek daha degerli {irlinlere doniistiiriilmesi sonucu olusan melas, kiispe, kepek,
posa, yag keki gibi endiistriyel yan flriinler; polisakkaritler, proteinler, lifler, yag asitleri ve
biyoaktif bilesikler bakimindan zengin biyokiitlelerdir [58].

Nispeten diisiik maliyetli ve kolay temin edilebilir olmalari nedeniyle tarimsal atiklar ile endiistriyel
yan Urlinlerin kat1 substrat olarak degerlendirilmesi, katma degeri yiiksek iiriinlerin iiretiminde
Oonemli bir avantaj saglar. Bu tiir lignoseliilozik kaynaklarin tekrar islenmesiyle, iceriklerinde
bulunabilen fenolik bilesikler ve gesitli toksik kirleticilerin ¢evreye salinimi da biiyiik olgiide
engellenmis olur [59]. Hem zengin kimyasal igerikleri hem de sunduklari ekonomik ve gevresel
katkilar nedeniyle bu biyomateryaller, mikrobiyal biiylime i¢in gerekli olan besin 6gelerini ve nemi
saglayabilen, ayni zamanda mikroorganizmalarin tutunarak cogalabilecegi fiziksel bir ortam
sunabilen yapilar1 sayesinde arastirmacilarin dikkatini ¢eken siirdiiriilebilir substrat alternatifleri
arasinda yer almaktadir.

Tablo 2.2’de detayli kimyasal bilesimleri gosterilen tarimsal atik ve endiistriyel yan iiriinlerin ¢ogu,
temelde seliiloz (%40-50), hemiseliiloz (%20-30) ve ligninden (%20-35) olusan lignoseliilozik
biyokiitledir. Bununla birlikte, nisasta, pektin ve diger lifleri de igerebilirler [55, 60].

Tablo 2.2. Kat1 hal fermentasyonunda yaygin olarak kullanilan substratlar ve kimyasal bilesimleri [61].

% Kat1 madde miktari

Tarimsal atik veya endiistriyel yan iiriin

Seliiloz Hemiseliiloz Lignin Protein Kiil
Arpa kabugu 39.0 12.0 22.0 - 7.0
Arpa samant 33.846.8 21.9-30.0 9.6-13.8 - 4.4
Misir kogant 33.7 31.9 6.1 - 8.5
Misir saplari 35.0-39.0 16.842.0 7.0-7.3 - 24.9
Yulaf samant 31.7-39.4 23.3-28.2 4.1-23.6 - 32
Piring samani 19.6-36.2 19.0-50.4 8.3-9.9 - 14.7
Cavdar samant 34.4-37.6 30.5 19.0-30.8 - 5.7
Bugday samant 32.9-49.8 23.7-25.0 8.9-22.1 - 3.6-4.7
Aycicegi kabugu 29.4 29.4 29.4 - 2.1
Aycicegi saplari 38.5-42.1 29.7-33.5 13.4-17.5 - 8.6-9.2
Bugday kepegi 9.0-12.0 38.9 3.0-5.0 9.6-18.7 0.04-8.1
Piring kepegi 34.0 28.2 24.8 5.8-8.3 -
Cavdar kepegi 5.0-6.0 - 3.5-44 14.4-18.0 2,8-6,2
Uziim posas1 9.2-14.5 4.0-10.3 11.6-41.3  7.0-23.5 4.7-9.5
Elma posast 47.5 27,8 14.8-22.4 6.0-7.0 1.1-5.1
Seker kamisi kiispesi 36.945.7 25.60-29.58  18.9-26.1 2.18 2.8
Kenevir yag1 keki 22.5 14.2 16.7 24.8 7.5
Keten yag1 keki 8.2 4.6 6.0 32.8 53
Kabuksuz kabak yagi keki 4.4 6.7 0.7 38.3 7.8
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Besin ve destek gorevi gormeleri sebebiyle, sivi besinlerin emdirildigi inert kati destek
materyallerine kiyasla ¢ok daha yaygin kullanilan kati substratlar; ayni zamanda, karbon temelli
olmalarindan &tiirii 6nemli bir dezavantaji da beraberinde getirir. Kat1 substratin
mikroorganizmalar tarafindan pargalanmasi sonucu ortamin fiziksel oOzellikleri degisebilir,
dolayisiyla 1s1 ve kiitle transferi azalabilir. Bu durumun proses boyunca az ¢ok sabit bir fiziksel
yapiya sahip inert bir destek materyali kullanilarak asilabilecegi, boylece 1s1 ve kiitle transferinin
daha iyi kontrol edilebilecegi; ek olarak, iiriin geri kazaniminin da daha kolay yapilabilecegi
bildirilmistir [62]. Piring kabugu ve seker kamisi kiispesi gibi nispeten diisiik besin igerigine sahip
olan ancak yiiksek porozite (partikiiller aras1 ve partikiil i¢i bosluklar) saglayan tarimsal atik ve
endiistriyel yan iiriinler kiitle ve 1s1 transferini kontrol etmek igin inert kat1 destek materyali olarak
kullanilmaktadir [63]. Tarmmsal atik ve endiistriyel yan iirlinlerin yani sira, bazen optimum
mikrobiyal bliylime i¢in gerekli olan tiim maddeleri saglamak amaciyla; fermentasyon ortamina
kalsiyum, magnezyum, demir, fosfor, potasyum, kiikiirt, manganez, bakir, iyot, ¢inko, kobalt gibi
makro ve mikro-minareller de ilave edilmektedir [60, 64, 65].

Maliyet, ulasilabilirlik ve kimyasal bilesimin yani sira substratin partikiil boyutu, ylizey alani, su
tutma kapasitesi gibi 6zellikleri de kati substrat seciminde onemli olan kriterlerdir. En onemli
fiziksel faktor, kati substratin yiizey alani/hacim oranimi etkileyen partikiil boyutudur. Uygun
partikiil boyutu, besin ve oksijen talebinin her ikisini birden karsilayabilecek diizeyde olmalidir
[66]. Genel olarak, optimum partikiil boyutundan daha kii¢iik partikiil boyutlari, hacim basina daha
genis bir ylizey alami saglar ve mikroorganizmanin substratla temasini arttirir. Buna karsin,
substratin topaklagsmasina neden olacagindan oksijen transferini olumsuz etkiler [67]. Optimum
partikiil boyutundan daha biiyiik partikiil boyutlar1 ise hacim basina kiiciik bir yilizey alani1 verir. Bu
durum oksijen transferini olumlu etkilese de mikroorganizmanin substratla temasini azaltir [66].
Bununla birlikte, substratin partikiil boyutu fermentasyon siiresi boyunca sabit kalmaz, azalma

egilimi gdsterir [53].

Nem Icerigi

Mikroorganizmalarin aktivite i¢in gereksinim duydugu su miktari, ortam veya substratin su
aktivitesi (aw) seklinde niceliksel olarak ifade edilir. Su aktivitesi, substratin icerdigi serbest su
miktarin bir gostergesidir. Dolayisiyla KHF’de kullanilabilecek mikroorganizmanin tiiriinii
belirler [48]. Yiiksek nem igerigi, kati1 substrat partikiillerinin topaklanmasina ve yiizey alani/hacim
oraninin azalmasina neden olur. Bu durum, oksijen transferinin sinirlanmasina ve mikrobiyal iirlin
iretiminde 6nemli bir diisiise yol acar [68, 69]. Diisilk nem igerigi ise mikrobiyal biiyiimeyi
olumsuz etkiler. Nem iceriginin korunmasi i¢in kiif fermentasyonlarinda fermentasyon ortamina
aralikli olarak uygun miktarda su eklenebilir. Buna karsin, kat1 ortamin kurumasini engellemek i¢in

yaygin olarak KHF sistemlerine doymus (%100 bagil neme sahip) hava beslenir [70].
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pH

Kat1 substratin dogasi, heterojen ortam ve uygun online pH Ol¢lim ydntemlerinin olmamasi
nedeniyle KHF’de pH’nin 6lgiilmesi ve kontrol edilmesi pratikte neredeyse imkansizdir [71].
Dolayisiyla, KHF prosesleri i¢in genellikle genis bir pH araliginda biiyiiyebilen
mikroorganizmalarin segilmesi onerilir [72].

Her mikroorganizma, biiylime ve aktivite i¢in belirli bir pH araligina ve bu aralik i¢inde maksimum
performans sergiledigi optimum bir pH degerine sahiptir. Genis bir pH araliginda (2.0-9.0)
bliyliyebilen kiifler i¢in optimum pH araligi 3.8-6.0’dir. Mayalar da kiifler gibi genis bir pH
araliginda (2.5-8.5) biiyiiyebilir, ancak optimum pH degerleri 4-5’tir. Bakteriler ise genellikle notr
pH degerlerinde biiylimektedir [48, 53].

Villegas vd. tarafindan, pH Ol¢iimiiniin; kat1 kiiltiir ortaminin suda siispanse edildikten sonra
potansiyometrik bir elektrot ya da standart bir pH elektrodu kullanilarak yapilmasi onerilmistir

[73].

Sicakhk

Fermentasyonda optimum sicaklik degerleri 2040 °C arasinda degisen ve 50 °C’nin altinda
maksimum biiyiime gdsteren mezofilik mikroorganizmalar kullanilir. Bununla birlikte, KHF’de
mikrobiyal biiyiime 6nemli miktarda metabolik 1s1 tiretir. Bir KHF prosesinde kg hiicre kiitlesi
basma 100-300 kJ 1s1 iiretildigi bildirilmistir [74].

KHF’de ag18a ¢ikan metabolik 1sinin uzaklastirilmasi pek ¢ok nedenle oldukea giigtiir. Ornegin kat1
substratin diisiik transfer katsayisi ve zayif termal iletkenligi 1smin uzaklastirilmasini1 zorlastirir
[75]. Ayn1 zamanda, KHF, 1s1y1 absorbe edebilen suyu ¢ok az miktarda icerir. Baska bir deyisle,
kati ortamin ortalama 6zgiil 1sis1 suyunkinden cok daha diisiiktiir. Bu nedenle sicaklik hizla
ylikselebilmektedir. Substrattan 1sinin etkin bir sekilde uzaklastirilamamasi sicaklik gradyanlarinin
olusmasina ve substratin lokal olarak asir1 1sinmasina neden olur [76].

Sicaklik gradyanlarinin meydana gelmesi; istenmeyen metabolik sapmalar, ortamin nem igeriginde
azalma, diislik iirlin verimi gibi pek c¢ok soruna yol acar. Ek olarak, metabolik aktiviteden
kaynaklanan ve fermentasyon sirasinda sistemde biriken 1s1, yogunlasma meydana getirerek ¢ok
miktarda suyun kati kiiltiir ortamina geri donmesine neden olur ve bu durum kati substratin
heterojenligini arttirir [77].

KHF’de 1s1 transfer sorununa ¢oziim getirmek i¢in pek ¢ok yontem kullanilmistir. Isinin dagitilmasi
icin biyoreaktorii ¢evreleyen bir ceket igerisinde suyun sirkiile edilmesi, kat1 ortamin ¢alkalanmas1
ya da aralikli olarak karistirilmasi bunlardan bazilaridir. Ancak kati substratin zayif termal
iletkenligi ve genellikle KHF ortaminin statik dogasi nedeniyle bu tiir yontemler metabolik 1s1y1

dagitmak icin yetersiz kalmaktadir [76].
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Simdiye kadar 1s1 birikimiyle basa ¢ikmak i¢in gelistirilmis en iyi yontemin zorlamali havalandirma
oldugu ve 1sinin yaklasik %80’ine kadarini uzaklastirabildigi i¢in siklikla tercih edildigi rapor
edilmigtir [53]. Bununla birlikte, kat1 kiiltlir ortammin kurumasiyla sonuglanacak diizeyde nem

kaybinin olmamasi i¢in sisteme kuru hava yerine doymus hava beslenmesi 6nerilmektedir [78].

Havalandirma

Aerobik fermentasyonlarda, mikroorganizmalarin ihtiya¢ duydugu oksijenin partikiiller arasindaki
bosluklardan biyokiitleye tasinmasi; iiretilen karbondioksitin ise yine partikiiller arasi bosluga
yayilarak sistemden uzaklastirilmasi gerekir. Bu nedenle kati kiiltiir ortami1 havalandirilmali
ve/veya karigtirilmalidir.

Havalandirma isleminin KHF’de birden fazla rolii vardir. Havalandirma ile aerobik
mikroorganizmalarin oksijen gereksinimi karsilanirken; ayni zamanda, heterojen sistemin 1s1 ve
kiitle transferi (metabolik 1sinin ve iretilen karbondioksit ile diger ug¢ucu metabolitlerin
uzaklastirilmasi) saglanir. Havalandirmada dikkat edilmesi gereken noktalar havanin akis hizi ve
kalitesidir. Havalandirma islemi, fermentasyon sirasinda ortaya ¢ikan metabolik 1simnin
uzaklastirilmasinda basat rol oynadigi igin sisteme kaliteli ve optimize edilmis akis hizina sahip
havanin beslenmesi sicaklik kontroliinii iyilestirir [79, 80]. Ek olarak, akis hizimin mikrobiyal
bliylime ve lriin olusumunu olumlu yonde etkiledigi rapor edilmistir [81].

Sisteme yiiksek akis hizinda beslenen kuru hava, 1smin uzaklastirilmasinda son derece etkin
olmakla birlikte kat1 fermentasyon ortaminin nem kaybetmesine yol acar. Bu nedenle, substratin
kurumasini engellemek ve sistemin sicaklik ve nem gradyanlarini kontrol etmek i¢in yaygin olarak
doymus hava kullanilir [79]. Bununla birlikte, oksijen transfer hizi; fermentasyon ortaminin nem
icerigi, kat1 yatagin porozitesi ve derinligi, kiiltiir kabindaki deliklerin sayisi, biyoreaktoriin

tasarimi gibi pek cok ortam 6zelligi ve isletim parametresinden etkilenir [82].

Kanstirma

Karistirma islemi, siirekli ya da periyodik olarak karistirilan KHF biyoreaktdrlerinde sistemin temel
bilesenlerinden biridir. Havalandirma ile benzer bir isleve sahip olmakla birlikte, fermentasyon
ortaminin homojenligini artirir [83]. Ancak bu islem, kat1 substratin yapisini bozmamali ve ortamda
kiimelesmeye neden olmamalidir. Ayrica, kullanilan mikroorganizma karistirma sirasinda olusan
kesme kuvvetlerine dayanikli olmalidir. Bu kuvvetler, 6zellikle kiif miselyumlarini tahrip ederek
hiicre hasarina yol agabilmektedir [84]. Bu nedenle, bu tiir sistemlerde genellikle diisiik karigtirma
hizlar1 tercih edilir ya da karistirma islemi aralikli olarak gerceklestirilir [85]. Bununla birlikte,
karigtirma islemi, kat1 substrat yiizeyiyle siki temas halinde olmayan bakteri ve maya hiicrelerinin

kullanildigr KHF proseslerinde daha yaygin kullanilir [48].
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2.3.3. Kati Hal Fermentasyonu Biyoreaktorleri

KHF’de kullanilan biyoreaktorler, sistemdeki havalandirma ve karistirma 6zelliklerine gore farkli
kategorilere ayrilmaktadir. Bu dogrultuda, Mitchell vd. tarafindan tanimlanan dort temel
biyoreaktor tipi asagida sunulmustur [47]:
1. Karigtirma igleminin yapilmadigi ve havalandirmanin zorlamasiz olarak gergeklestirildigi
statik yatakli biyoreaktorler (tepsili biyoreaktor gibi)
2. Karngtirma isleminin yapilmadigi ve havalandirmanin zorlamali olarak gerceklestirildigi
statik yatakli biyoreaktdrler (dolgulu kolon biyoreaktdrii gibi)
3. Karistirma isleminin siirekli ya da aralikli olarak yapildigi ve havalandirmanin zorlamasiz
olarak gergeklestirildigi biyoreaktorler (doner tamburlu biyoreaktor gibi)
4. Karngtirma isleminin siirekli ya da aralikli olarak yapildigi ve havalandirmanin zorlamali

olarak gergeklestirildigi biyoreaktorler (akiskan yatak biyoreaktorii gibi)

Tepsili Biyoreaktorler

Tepsili biyoreaktorler (TB), genellikle ahsap, paslanmaz ¢elik veya plastik gibi malzemelerden
iiretilmis, tabaninda yatay hava gecisine olanak saglayan deliklere sahip tepsilerden olusur. Bu
tepsilerin iizerine 5-15 cm kalinliginda yayilmis asilanmis kati substrat tabakasi yerlestirilir.
Tepsiler, aralarinda yeterli bosluklar kalacak sekilde, sicaklik ve nemin kontrol altinda tutuldugu
inkiibasyon odalarina veya cihazlarina istiflenir [49]. Ust yiizeyleri agik olan bu sistemlerde hava
ile temas dogal olarak gergeklesir. Sicaklik kontrolii, odaya giren havanin sicakliginin
ayarlanmasiyla; nem kontrolli ise ortama piiskiirtiilen steril su ile saglanir. Metabolik 1smnin
uzaklastirilmasi ise esas olarak tepsi duvarlari araciligiyla ortama iletim yoluyla gerceklesir. Ancak
karigtirma uygulansa bile, endiistriyel dlcekli sistemlerde bu pasif sogutma yeterli olmaz ve etkin
1s1 ve kiitle transferinin saglanamamasi, substratin verimli kullanilmasini olumsuz etkiler [86].

TB’nin genel yapisi Sekil 2.5’te sematik olarak sunulmustur.

Tepsiler

.‘_lﬁ

—
Gaz girisi ﬁ\ﬁ Gaz gikisi
—

Sekil 2.5. Tepsili biyoreaktoriin genel yapisi [49].
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TB’lerde kat1 substrat yatagimin kalinligi, sistemin verimliligini dogrudan etkileyen kritik bir
parametredir. Literatiirde, 37 °C’lik ortam sicakliginda piring kepegi iizerine inokiile edilen
Rhizopus oligosporus ile yiiriitilen bir fermantasyon siirecinde, yatagin 5 cm derinliginde
sicakligin 50 °C’ye kadar yiikseldigi bildirilmistir [86]. Asir1 sicaklik artisi, oksijen yetersizligi ve
nem kaybi gibi durumlarin 6niine gecilebilmesi igin, substrat tabakasinin ince tutulmasi gereklidir.
Ancak bu durum, TB sistemlerinde islenebilecek substrat miktarini smirlandirir. Ayrica, bu
sistemler yiiksek alan ihtiyaci, kontaminasyona aciklik ve is yikiiniin fazla olmasi gibi
dezavantajlara da sahiptir [87].

Kif fermentasyonlarinda, miselyum gelisimiyle birlikte substrat yataginda keklesme meydana
gelebilir; bu durum, hava akisina karsi ek bir direng olusturarak baslangigta sinirli olan 1s1 ve kiitle
transferinin daha da verimsiz hale gelmesine yol agar. Karigtirma diizenegi entegre edilmis TB
cesitleri gelistirilmis olsa da bu islem mikroorganizmalarda yapisal hasara neden olabilir. Nitekim
bazi ¢alismalar, karistirma uygulanmayan TB proseslerinin, karistirmali versiyonlara kiyasla daha
yliksek iirlin verimi saglayabildigini gostermistir [88].

Tepsili biyoreaktorlere dair genis bir literatiir birikiminin bulunmasi, bu sistemlerin farkli
endiistriyel uygulamalarda yaygin sekilde tercih edilmesini saglamaktadir [67, 89]. Pektinaz,
seliilaz ve fitaz gibi bir¢ok ticari enzim iiretiminde halen en ¢ok kullanilan KHF biyoreaktor tipi
TB’dir. Ayrica geleneksel koji fermantasyonu gibi bazi 6zel tiretim siiregleri de endiistriyel 6lgekte

tepsili sistemlerde yiiriitilmektedir [90].

Dolgulu Kolon Biyoreaktorii

TB’de karsilasilan sorunlari asmak amaciyla gelistirilen dolgulu kolon biyoreaktorii (DKB), sabit
yatakli yapida olup igerisinde 6nceden asilanmis kati substratin bulundugu kapali bir sistemdir.
Genellikle silindirik yapida olan DKB’ler cam ya da metal tiipler seklinde tasarlanir.

DKB’nin en belirgin 6zelligi, substrat yatagi boyunca uygulanan zorlamali hava akisidir. Zorlamali
havalandirma, mikroorganizmalarin oksijen ihtiyacin1 karsilamakla birlikte, mikrobiyal biiyiime
sirasinda agiga c¢ikan 1sty1 ve karbondioksiti uzaklastirmaya yardimci olur. Ayn1 zamanda yatak
neminin korunmasini saglar [91].

Silindirik cam veya metal tiiplerden olusan DKB tasarimlarinda, etkin 1s1 transferini saglamak
amaciyla reaktor duvarina yerlestirilen 1s1 ceketleri ya da yatak icerisine entegre edilen sogutma
plakalar1 gibi sistem bilesenleri bulunabilir. Ayrica, bazt DKB modellerinde yatak homojenligini
artirmak, nem seviyesini dengelemek veya kanallasma olusmasi durumunda substrat yatagini
yeniden diizenlemek amaciyla aralikli karigtirma uygulanmaktadir [92].

Tipik bir DKB sistemine iliskin sematik gosterim Sekil 2.6’da sunulmustur.
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Sekil 2.6. Lignoseliilozik biyokiitle doniisiimiine yonelik tipik bir kat1 hal dolgulu kolon biyoreaktoriiniin
sematik gosterimi [92].

DKB’ler, KHF uygulamalarinda enzim, organik asit, sekonder metabolit ve spor iiretimi amaciyla
laboratuvar diizeyinde en yaygin kullanilan sistemler arasinda yer almaktadir. islem dlgegine baglh
olarak kolonlarin yapisi ve iretildikleri malzeme degiskenlik gostermekle birlikte; laboratuvar
6lcekli uygulamalarda etkin havalandirma saglamak ve olusabilecek sicaklik gradyanlarini en aza
indirmek amaciyla genellikle kiigiik ¢apa (2—4 cm), ince cidara (1-2 mm) ve kisa yiikseklige (10—
20 cm) sahip cam kolonlar tercih edilmektedir [86].

Literatiirde ‘Raimbault Kolonlar1’ olarak anilan, termoregiilasyonlu bir su banyosuna yerlestirilmis
cok sayida kiiciik DKB tinitesinden olusan bir sistem; ortam bilesiminin optimizasyonu, mikrobiyal
biiylimenin izlenmesi ve ¢ikis gazindaki oksijen ve karbondioksit analizlerine olanak saglamasi
nedeniyle yaygin sekilde kullanilmaktadir [93]. Bu sistemde, her bir kolona 6nceden agilanmis kati
substrat yerlestirilir ve kolonlarin alt ve iist kisimlarinda bulunan delikler araciligiyla hava akisi
saglanir. Kolonlarin tabanindan gecirilen steril ve doymus hava, substrat yatagi boyunca yukari
yonde ilerlerken; c¢ikis gazinin debisi bir akis 6lcer araciligiyla olgiiliir ve bu gaz, oksijen ile
karbondioksit bilesimini analiz eden bir sistemle entegre olarak degerlendirilir [94].

Sekil 2.7°de Raimbault dolgulu kolon biyoreaktor sisteminin bir semasi sunulmustur.
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Sekil 2.7. Raimbault dolgulu kolon biyoreaktorii sistemi [94]:

(1) hava pompast; (2) hava dagitim sistemi; (3) nemlendiriciler; (4) sicakligi kontrol edilen bir su
banyosuna daldirilmis fermentasyon kolonlar1 (dolgulu kolon biyoreaktorleri); (5) filtre; (6) akis sensoril;
(7) kontrol ekrani; (8) veri toplama ve kontrol yazilimina sahip bilgisayar; (9) O,, CO», nem ve ¢ikis
sicakliginin takibi igin gaz analizorii

Kolonlara verilen havanin neden oldugu konveksiyon etkisi sayesinde, sicaklik gradyanlarina
iligkin sorunlar bu tip biyoreaktorlerde onemli Slgiide azaltilabilmektedir. Ayrica, kolonun alt
geperinden uygulanan zorlamali havalandirma, fermentasyon ilerledikge azalan dolgu
gbzenekliligini dengeleyerek hava gegisini siirdiiriilebilir kilmaktadir. Ancak 1s1 ve Kkiitle
transferinin etkinligi, yalnizca havalandirmaya degil, ayn1 zamanda substratin yeterli partikiiller
arast bosluklara sahip olmasina da baglidir [54]. Doymus hava kullanilarak gergeklestirilen
zorlamali havalandirma, kuru havaya kiyasla substrat yatagindaki nem ve sicaklik gradyanlarini
belirgin sekilde iyilestirmektedir. Ancak mikrobiyal aktivite sonucu olusan metabolik 1sinin
fermentasyon siiresince tamamen giderilmesi miimkiin degildir [95].

Kapal1 bir sistem olmas1 nedeniyle DKB’de kontaminasyon riski olduke¢a diistiiktiir. Bunun yani
sira, ayni reaktor {initesinin hem fermentasyon hem de nihai {iriin ekstraksiyonu amaciyla
kullanilabilmesi; biyoreaktdr hacmi basina daha yiiksek miktarda substrat yiiklenebilmesi ve her
bir kolonun bagimsiz calisabilmesi sayesinde farkli parametrelerin ayni deney seti i¢inde
degerlendirilebilmesi DKB’nin 6nemli avantajlarindandir [55, 94]. Ote yandan, substrat yataginin
sikismasi, zorlamali havalandirma ile ¢alisan DKB’lerde yaygin olarak karsilagilan bir sorundur.
Bu durum, hava akiginin belli kanallardan ilerlemesine, yatak basincinin diismesine ve dolayisiyla
1s1 transferinde kisitlamalara yol agmaktadir [91].

Kiiciik olgekli DKB’ler, daha biiyiik sistemlere yonelik dlgeklendirme calismalarinda referans

alinabilecek veri tiretimi agisindan 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak bu amaca hizmet edebilmesi
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icin sistemin fiziksel olarak diizgiin ¢alismasi gerekir. Bagka bir deyisle, hava akiginin reaktore
girisinden ¢ikisina kadar, kat1 substrat yatagini homojen sekilde gegmesi beklenir. Substrat yatagi
icinde catlak olusumu ya da reaktér duvar ile yatak arasinda bosluklar meydana gelmesi
durumunda, hava daha az direngli olan bu bolgeleri tercih ederek ilerler ve ‘kanallasma’ olarak
bilinen istenmeyen bir akig profili olugur. Kanallagmanin varligi, hava girisi ile ¢ikisi arasindaki
sicaklik profilinin izlenmesiyle degerlendirilebilir [92].

Eger biyoreaktére doymus hava verilirse ve hava yatak boyunca diizgiin bir sekilde dagilirsa,
mikrobiyal metabolizma sonucu olusan 1s1 ve konvektif hava akigiyla tanisinan 1sinin birlesik etkisi,
hava girisi ile ¢ikigi arasinda yatayda monoton bir sicaklik artigi olusturur [47].

Genellikle hava, reaktdriin alt kismindan verilerek iistten ¢ikisi saglanir. Bu durumda, mikrobiyal
biliylimenin devam ettigi bir siirecte, yatak yiiksekligi boyunca sicaklik degerinin yukari dogru
arttig1 diizenli bir profil gézlenmelidir. Yatak boyunca meydana gelen eksenel sicaklik gradyanlari,
hava akiginin yatak i¢indeki diizgiinliigii hakkinda dolayli bilgi sunmaktadir [92]. Nitekim ¢esitli
calismalarda, bu amagla farkli yatak yiiksekliklerinden alinan sicaklik verileri degerlendirilmistir
[96-98]. Bir ¢alismada, yatakta beklenen monoton sicaklik artiginin gergeklestigi ve fermentasyon
stirecinin biiyiik boliimiinde sicakliklarin su sira ile arttigim bildirilmistir [66]: Tsem < Tecm <
Tocm < Tiocm < Tisem (alt simge, olglimiin yapildigr yatak yiiksekligini gostermektedir). Ancak
bazi diger ¢alismalarda bu sicaklik artis1 diizeninin tiim fermentasyon siiresi boyunca korunamadig
ve farkli yiiksekliklerde sicaklik dalgalanmalar1 gézlendigi rapor edilmistir [96-99]. Bu durum,

yatakta kanallasma olustuguna isaret etmektedir [92].

Doéner Tamburlu Biyoreaktor ve Karistirmalhh Tamburlu Biyoreaktor

Sekil 2.8’de gosterildigi iizere, doner tamburlu biyoreaktér (DTB), yatay ya da hafif egimli bir
silindirik gdévdeye sahiptir ve substrat yatagi, tambur duvari ve gaz tepe boslugu olmak {iizere ii¢
temel bilesenden olusur. Bu sistemde, sicaklik ve bagil nem degeri 6nceden ayarlanmis olan hava
akimi, substrat yataginin igerisine verilmez; dogrudan tepe bosluguna yonlendirilir. Baska bir
ifadeyle, hava substrat yatagindan zorlamali olarak gecirilmez; havalandirma, substrat yiizeyinin
tepe boslugundaki gaz fazi ile temas etmesi yoluyla saglanir [84]. Substrat yataginin hacmi
genellikle reaktoriin toplam hacminin %10-40’1 arasinda degismekte olup etkili oksijen ve
karbondioksit transferinin saglanabilmesi i¢in bu oranin diisiik tutulmasi énerilmektedir [100, 101].
DTB sistemlerinde tamburun donme hareketi, substrat yataginin yuvarlanarak karistirilmasini
saglar ve karigtirma yontemi; kullanilan mikroorganizmanin fizyolojik 6zelliklerine bagl olarak
stirekli, aralikli ya da hibrit sekilde gergeklestirilebilir. Siirekli karistirma uygulamalarinda,
substratin fiziksel homojenliginin artirilmasi ve aerobik kosullarin iyilestirilmesiyle birlikte oksijen

transferinin daha etkin gerceklesmesi hedeflenir [102].

22



¥

Cevreye taginimla
1s1 transferi

Tepe Boslugu

Tepe bosluguna tagimimla
1s1 transferi

Tepe bogluguna
buharlagma

Sekil 2.8. Doner tamburlu biyoreaktdriin genel yapisi ve calisma prensibi [102].

Mikrobiyal metabolizma sonucu agiga ¢ikan 1s1, bir yandan substrat yiizeyinden tepe bosluguna
dogru difiizyonla, diger yandan tamburun iletken gdvdesi aracilifiyla ¢evre ortamina iletilerek
uzaklastirilir [103]. Is1 uzaklastirma hizinin yetersiz olmasi, substrat yataginda 1s1 birikimine neden
olarak fermentasyon siirecinde istenmeyen sicaklik artiglarina yol agar; bu durum, mikroorganizma
gelisimini ve iiriin olusumunu olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle sicaklik kontroliiniin basarisi,
donme hareketiyle olusturulan karistirmanin etkinligine ve dolayisiyla tamburun doniis hizina
baghidir [104, 105].

DTB’lerde siirekli karistirma uygulamalarinda genellikle 1-15 RPM araliginda diisiik dénme
hizlar tercih edilmekle birlikte, daha ytiksek hizlar da kullanilabilmektedir.

Cok diisiik donme hizlar1 (1-3 RPM), substrat yataginin tambur i¢ ylizeyinden biitiin hdlinde asag1
kaymasina ve karistirmanin yetersiz kalmasina neden olabilir. Bu sorunun asilmasi i¢in iki strateji
gelistirilmistir: ilki, dénme hizinin 10-50 RPM gibi yiiksek degerlere ¢ikarilmasidir; ancak bu
yaklasim, mikroorganizmalarin kesme kuvvetine maruz kalarak zarar gérmesine yol agabilir [106].
Ikinci yontem ise, tambur i¢ yiizeyine diiz veya kavisli bolmeler yerlestirerek substratin daha
yumusak ve dengeli bicimde karistirilmasini saglamaktir. Yapilan bir ¢alismada, kavisli bolmelerle

donatilmig sistemlerde radyal ve eksenel yondeki karistirma etkinliginin, diiz bolmeli sistemlere
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kiyasla daha yiiksek oldugu rapor edilmistir [107]. Ancak bu tiir tasarimlar, yiikleme ve bosaltma
islemlerini daha karmasik hale getirerek sistemin operasyonel esnekligini azaltabilir [108].

DTB sistemlerinde karsilasilan bir diger 6nemli sinirlama, tepe boslugundaki gaz fazinin eksenel
yonde tikag akis (plug flow) karakteri gostermesidir [106]. Bu durum, substrat yatagi boyunca
eksenel sicaklik gradyanlariin olusmasina ve 1s1 dagilimmin homojenligini kaybetmesine yol
acmaktadir. Bu problemin eksenel karistirma saglayan acili bolmeler araciligiyla azaltilabilecegini
belirtilmistir [68, 107]. Bununla birlikte, sistem boyunca birden fazla noktadan hava giris ve ¢ikist
saglanmasi gerekliligi, DTB’nin yapisal tasarimini 6nemli 6l¢iide karmagiklagtirmaktadir [108].
Hava sirkiilasyonunun saglandigi ve siirekli karistirma mekanizmasina sahip DTB sistemleri,
laboratuvar ve pilot 6l¢ekli KHF uygulamalarinda yaygin olarak tercih edilmektedir [86].

Aralikli karistirma prensibiyle ¢alisan DTB’ler ise durma aninda tepsili biyoreaktor gibi statik
calisirken, dondiigiinde klasik DTB isleyisine benzer bir karistirma saglar. Bu mod, substrat
yataginda topaklagsmay1 azaltmakta ve filamentli mikroorganizmalarin mekanik hasara ugramasini
engelleyerek prosesin verimliligini artirmaktadir [102, 104]. Ayrica, aralikli karistirma ve
havalandirma uygulamalarinin; ortam sicaklifi, nem orani, gaz transferi ve homojenlik gibi
parametrelerin kontroliinde avantaj sagladigi bildirilmektedir [103].

Karigtirmali tamburlu biyoreaktdrlerde (KTB), tambur gdvdesi sabit olup karigtirma islemi, tambur
icindeki merkezi eksene bagli olarak donen kiirekler araciligiyla gerceklestirilir. Havalandirma
sistemi ise DTB’de oldugu gibi, hava akimimin substrat yatagindan gegirilmeden dogrudan tepe
bosluguna yonlendirilmesi esasina dayanir.

Calisma prensibi bakimimmdan DTB’lerle biiyiikk oranda benzerlik gosteren KTB’nin sematik

gosterimi Sekil 2.9°da sunulmustur.

Sekil 2.9. Karigtirmali tamburlu biyoreaktoriin genel yapisi [84].
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Akiskan Yatak Biyoreaktorii ve Piiskiirtmeli Yatak Biyoreaktorii

Gaz—kat1 akigkan yatak biyoreaktorii (AYB), alt kisminda delikli bir hava dagitim plakas1 bulunan
dikey konumlandirilmis silindirik bir hazneye sahiptir. Sistemin iist bdliimiinde, substratin
kiimeleserek ¢okmesini Onleyen bir topak kirici ve akigkanlasan yatagin genlesmesine olanak
saglayan bir tepe boslugu yer alir. Kat1 substrat partikiillerinin siispansiyon héaline getirilmesi ve
gaz—kati—s1v1 fazlarmin etkin bir bigimde karigsmasi, alt plakadan zorlamali olarak verilen hava
akimiyla saglanir [109].

Akiskanlastirma igin gerekli olan akis hizlari, etkili bir 1s1 ve kiitle transferi saglamakla birlikte,
ortamin sogutulmasina da katki sunar [110, 111]. Ote yandan, yiiksek akis hizlari, basta kiif
fermentasyonlar1 olmak iizere, kesme kuvveti kaynakli hiicresel hasara neden olabilir. Bununla
birlikte, akigkanlagtirma mekanizmasi, yalnizca ince partikiiller lizerinde etkili ¢alisir. KHF de
sik¢a kullanilan iri, yapiskan ve heterojen substratlar i¢in bu sistemin uygulanabilirligi sinirlidir
[112].

AYB performansi, kati substratin fiziksel o6zelliklerinden dogrudan etkilenmektedir [113].
Ozellikle homojen partikiil boyutu, yatagin diizgiin bigimde akiskanlastirilabilmesi agisindan kritik
bir parametredir. Farkli boyutlarda partikiillerin bulundugu durumlarda, daha kiiglik olanlar
kolaylikla akiskanlasabilirken, daha biiyiik partikiiller sistemde duragan kalabilir [114].

Gaz—kat1 puskiirtmeli yatak biyoreaktorii (PYB), AYB sistemine benzer yapisal &zellikler
tasimakla birlikte, karistirma mekanizmasinda temel farkliliklar gésterir. Bu sistemde mekanik
karistiricilar bulunmaz; substratin homojen dagilimi, yataga yiiksek hizda verilen hava akimiyla
saglanir. Gazin merkezden piiskiirtilmesiyle birlikte substrat partikiillerinin bir boliimii yukari
tasinirken, hazne duvarlarinin egimli yapisi sayesinde diger partikiiller asag1 yonde hareket eder.
Bu karsiliklr akis yonleri, katinin siirekli sekilde sirkiile edilmesini saglar [115].

PYB sisteminin, AYB’ye gore énemli avantajlari oldugu bildirilmistir [116, 117]. Ornegin, iri ve
diizensiz yapiya sahip partikiiller PYB’de 6gilitme islemine gerek duyulmaksizin etkin bigimde
puskiirtiilebilirken; AYB’de akiskanlastirilamayan substratlar bu sistemde islenebilir. Ayrica, daha
diisilk akis hizlarinda calisabilmesi sayesinde PYB, enerji gereksinimini minimize eder. Bu
yoniiyle, KHF uygulamalarinda kullanilan heterojen, yapiskan veya genis boyut dagilimina sahip
substratlar i¢in oldukga elverisli bir ortam saglar [118].

PYB’de gaz akimiyla saglanan sirkiilasyon, karistirma etkinligini artirarak sistemde daha yiiksek
1s1 ve kiitle transfer hizlarinin elde edilmesine olanak tanir [119, 120]. Buna ek olarak, akiskanlagsma
icin gerekli minimum hava hizi AYB’ye kiyasla daha diisiik seviyededir; bu durum enerji
titketimini azaltan 6nemli bir avantaj sunar [48].

Sekil 2.10°da AYB ve PYB’nin genel yapisi sematik olarak verilmistir.
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Sekil 2.10. Gaz-kat1 akiskan (a) ve piskiirtmeli (b) yatak biyoreaktorlerinin genel yapisi [47].

2.3.4. Kat1 Hal Biyoreaktorlerinde Isletim ve Olceklendirme Sorunlar

KHF biyoreaktor tasarimi ve isletimiyle ilgili temel sorunlardan biri sistemde biriken
metabolik 1sinin etkin bir sekilde uzaklastirilamamasidir. Partikiiller aras1 boslugun hava tarafindan
dolduruldugu bir kat1 substrat yatagindan atik metabolik 1s1y1 uzaklastirmak, siirekli su fazindan
uzaklastirmaktan daha zordur. Baska bir deyisle, siirekli su fazinin termal 6zellikleri, yani sivi
suyun termal iletkenligi ve 1s1 kapasitesi, partikiiller arasi hava i¢eren nemli bir kati substrat
yatagininkinden daha Ustiindiir [103]. Kat1 kiiltiir ortam1 veya fermente yatagin sicakliginin ¢ok
ylkselmesi, mikrobiyal biiyiime ve iiriin olusumunu olumsuz yo6nde etkiler. Dolayisiyla
biyoreaktor tasarimi ve proses optimizasyonu bu sorunu iyilestirebilecek nitelikte olmalidir [39].
Ist dagilimindan kaynaklanan giicliikler, yaygin olarak buharlastirmali sogutma ile asilmaya
calisilmis ve bu islemin iiretilen metabolik 1sinin biiylik 6l¢lide giderilmesine yardimer oldugu
kaydedilmistir. Biiyiik 6lcekli sistemlerde ise bu sorunun iistesinden gelmek i¢in pek ¢ok tasarim
gelistirilmis ancak bunlardan ¢ok azi metabolik 1sinin uzaklastirilmasinda basarili sonuglar
vermistir [121]. KHF proseslerinin bir diger sorunu, kullanilan kat1 substratlarin (tarimsal atik ve
endiistriyel yan tirlinler) fiziksel ve kimyasal karmagikli§idir. Kat1 substratin heterojen yapist,
biyoreaktor tasariminin gelistirilmesi ve etkin bir sekilde isletilmesi i¢in iyi anlasilmas1 gereken
reaksiyon kinetigi ve sitokiyometrisi hakkinda niceliksel bilgiye ulasmay1 zorlagtirir [84]. Bununla
birlikte, porozite, su tutma kapasitesi, yiizey alani, dayaniklilik gibi 6zelliklerinden kaynaklanan
pek cok fark, kat1 kiiltiir ortamlarinin da farkli davranmasina neden olacagindan biyoreaktor
tasariminda ya da se¢iminde bu faktorlerin géz 6niinde bulundurulmasi gerekir [72]. Fermentasyon
esnasinda substratin kullanimi sonucu ugradigi degisim, baska bir deyisle, substrat yataginin
keklesmesi, proses kontroliinde zorluklara yol acar ve endiistriyel 6lgekli KHF sistemlerinin

gelistirilmesinde 6nemli bir sorun teskil eder [122]. Bir diger 6énemli sorun ise isinin etkin bir
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sekilde dagitilmas1 ve substrat ile mikroorganizma temasinin arttirilmasi igin yapilan karistirma
islemine karst mikroorganizmalarm hassasiyet gostermesidir [123]. Ornegin, substratin
karigtirilmasi 1s1 ve kiitle transferini iyilestirirken, ayn1 zamanda, kiif misellerine zarar vererek
bliylime ve iriin olusumunu olumsuz yonde etkileyebilir [86]. Mikroorganizma hassasiyeti,
optimum bir donme hiz1 kullanilarak kontrol edilebilir ancak biyoreaktoriin boyutu, kullanilmasi
gereken optimum rpm'nin belirlenmesinde 6énemli bir rol oynadigindan biyoreaktoriin tasarimiyla
iligkili faktorlere dayali olarak belirlenmelidir. Bununla birlikte, karistirma islemi biyoreaktor
icerisine yerlestirilen bolmelerle de saglanabilir. Bolmelerin sayis1 ve yerlestirildigi araliklar etkin
bir karigtirmanin gergeklestirilebilmesi igin 6nemli bir faktordiir [121]. Proses optimizasyonu ve
Olgeklendirme i¢in mikrobiyal solunumun takip ve kontroliiniin son derece dnemli oldugu rapor
edilmistir [124].

Son yillarda, KHF biyoreaktdrlerinin tasarimi ve igletimi iizerine arastirmalar yapilmaya
devam edilmis ancak sorunlar agirlikli olarak tepsili biyoreaktorler, doner tamburlu biyoreaktorler
ve dolgulu kolon biyoreaktérleri etrafinda ¢oziimlenmistir [54]. Ote yandan, KHF’de meydana
gelen temel siiregler (6zellikle taginim olaylar1 ve mikrobiyal biiyiime) ile biyoreaktorlerin tasarim
ve isletiminin KHF performansi iizerine etkileri hakkindaki bilgi eksikligi nedeniyle KHF’nin

biiytik 6l¢ekli sistemlere uygulanabilirligi halen yeterince iyi anlasilamamustir.

2.3.5. Kati1 Hal Fermentasyonunda Alt Akim islemleri

Fermentasyon sonrasi elde edilen nihai iiriiniin konsantrasyon ve saflik bakimindan
kalitesini arttirmak amaciyla gerceklestirilen alt akim islemlerinde, kullanilacak yontemin segimi
iiriiniin dogasina (hiicre i¢ci ya da hiicre dist olup olmadigi ve fizikokimyasal ozellikleri),
fermentasyon tiirline, hiicrelerin durumuna (serbest ya da immobilize) ve kullanilan biyokatalizore
(enzim ya da mikroorganizma) baglidir [125]. Fermente katinin tamaminin {iriin olarak kullanildig:
KHEF proseslerinin yani1 sira nihai iiriiniin katidan geri kazanilip saflastirilmasini gerektiren KHF
prosesleri de vardir. Bu tiir KHF proseslerinde kullanilan ekstraksiyon islemi DKF proseslerinde
gereksinim duyulmayan bir adimi temsil eder. Bununla birlikte, ekstraksiyonu takip eden alt akim
islemlerinin genel prensipleri her iki proses i¢in de benzerdir [47].

Enzimlerin geri kazaniminda tercih edilen yontemler, iiriiniin dogasina ve kullanim
amacina gore degisiklik gostermektedir. Tekstil, kagit, yem ve gida endiistrisi gibi pek ¢ok
endiistride ham preparat olarak kullanilan enzimlerin ¢ogu kiiltiir ortamina salindigindan su ya da
tampon cozeltilerle basit bir sekilde ekstrakte edilebilir. Laboratuvar o6l¢eginde yapilan bazi
caligmalar, enzim geri kazaniminda etkin olan faktorlerin ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyonun
tekrar sayisi, ¢Oziicli tipi, ¢alkalama hiz1 ve kati-¢oziicli oran1 (veya ¢oziicii hacmi) oldugunu
gostermektedir [126, 127]. Bununla birlikte, sicaklik ve pH, enzim stabilitesi {izerinde etkili
oldugundan ekstraksiyon sicakligi ve ekstraktin pH degeri dikkat edilmesi gereken diger
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hususlardir [128]. Optimum olmayan sicaklik ve pH degerlerinin yam sira, kati ile ¢oziicii
arasindaki diigiik temas alan1 nedeniyle etkin bir sekilde gerceklestirilemeyen kiitle transferinin
ekstraksiyon isleminde aktivite kayiplarina yol agabilecegi rapor edilmistir [129]. Mikrobiyal
biliylime esnasinda gerceklesen reaksiyonlarin bir sonucu olarak ortaya g¢ikan istenmeyen yan
triinler nedeniyle bazi uygulamalar i¢in enzimlerin daha fazla saflastirilmasi istenebilir. Bu
durumda, enzimler amonyum siilfat gibi tuzlarla ya da asitlerle ¢oktiiriildiikten sonra ultrafiltrasyon
ya da kolon kromatografisiyle saflastirilir. Ancak ileri saflastirma islemleri, proses maliyetlerinin
artmasina ve aktivite kayiplarina neden olmaktadir [130]. Alt akim iglemleri sonucu agiga ¢ikan
kat1 atiklarin bazilari iiriin olarak (hayvan yemi gibi) ya da ¢esitli proseslerde ham madde olarak
(anaerobik ¢iiriitme yoluyla biyogaz eldesi gibi) kullanilmakla birlikte uygun bir sekilde bertaraf
edilmesi gereken kati atiklar da vardir [47, 131].

2.3.6. Kati1 Hal Fermentasyonu ile Derin Kiiltiir Fermentasyonunun Karsilastirilmasi

KHF ve DKF sistemlerine iliskin kapsamli bir karsilagtirmaya Tablo 2.3’te yer verilmistir.

Tablo 2.3. Kat1 hal ve derin kiiltiir fermentasyon yontemlerinin karakteristik farkliliklar [52, 67, 108].

Kat1 Hal Fermentasyonu

Derin Kiiltiir Fermentasyonu

Serbest su yoktur.

Kat1 substratin nem igerigi %1270 araligindadir.
Mikroorganizmalar nemli kat1 substrattan beslenir

Besin konsantrasyon gradyani vardir.

Gaz, s1vi ve kati olmak iizere li¢ fazdan olusur ve gaz siirekli
fazdir. Gerekli oksijen gaz fazdan saglanir.

Ortam heterojendir.

Proses diisiik enerji tiiketimine ihtiyag duyar.
Mikroorganizmalar kati substrata tutunur veya niifuz eder.

Karistirma zor ya da imkansizdir. Bazi mikroorganizmalar
karistirmaya veya calkalamaya kars1 hassastir.

Besin difiizyonundaki kisitlamalar mikrobiyal biiyiimeyi
olumsuz etkiler.

Fermentasyon sonunda ortamdaki substrat nemlidir.
Fermentasyon sonunda {iriin konsantrasyonu yiiksektir.

Fermentasyon parametrelerinin online olarak izlenmesi ve
kontrol edilmesi zordur.

Inokiiliim miktar1 yiiksektir (%10’dan fazla).

Metabolik 1s1nin uzaklastirilmasi zordur.

Ekstraksiyon islemi basit ve kontrol edilebilirdir.

Az miktarda atik su olusur.

Basit tasarima sahip biyoreaktorler kullanilir.

Hammadde maliyeti diigiiktiir.

Ekipman yatirim diigiiktiir.

Uriin verimi yiiksektir.

Su, kiiltiir ortaminin ana bilesenidir.

Mikroorganizmalar sivi ortamdan beslenir

Besin konsantrasyon gradyani yoktur.

Esas olarak sivi fazdan olusur ve sivi siirekli fazdir.
Gerekli oksijen sistemde ¢ozlinmiis halde bulunur.
Ortam homojendir.

Proses yiiksek enerji tiiketimine ihtiyag duyar.
Mikroorganizmalar sivi kiiltiir ortaminda homojen bir
sekilde dagilim gosterir.

Karistirma islemi kolaydir.

Besin difiizyonunda mikrobiyal biiylimeyi olumsuz
etkileyecek sinirlamalar meydana gelmez.
Fermentasyon sonunda ortam sividir.
Fermentasyon sonunda iriin konsantrasyonu
diisiiktiir.

Fermentasyon parametreleri online olarak takip ve
kontrol edilebilir.

Inokiiliim miktar diisiiktiir (%10’dan az).

Sicaklik kontrolii kolaydir.

Alt akim islemleri genellikle karmagiktir.

Cok miktarda atik su olusur.

Yiiksek teknolojili biyoreaktérler kullanilir.
Hammadde maliyeti yiiksektir.

Ekipman yatirimu yiiksektir.

Uriin verimi disiiktiir.
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DKF, bagta enzimler olmak iizere, biyoteknolojik iiriinlerin iiretiminde kullanilan en
yaygin yontemdir. Bunun temel sebebi sicaklik, pH, ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu gibi proses
faktorlerinin takip ve kontroliiniin kolay olmasidir [64]. DKF’de mikroorganizmalar biiyiime
dongiisii boyunca sabit bir sicakliga maruz kalir ve ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu (yiiksek
yogunluga sahip kiiltlirlerde ¢ok zor olsa da) genel anlamda makul bir seviyede tutulabilir. Buna
karsin ¢oziinmiis oksijen transferine ciddi simirlamalar getirebilecek seviyelerde kopilik olusumu
goriilebilir [132]. KHF’de ise firetilen metabolik 1sinin uzaklastirilmasindaki yetersizlikler
nedeniyle sicaklik, mikrobiyal biiylime i¢in optimum olan degerin ¢ok {izerine g¢ikarak kati
substratin nem kaybetmesine ya da sulanmasina yol agabilir [47, 67]. Bununla birlikte, partikiil
yiizeyinde serbest sekilde bulunan oksijenin; partikiil ylizeyinde bir biyofilm igerisinde bulunan ya
da partikiile niifuz etmis olan biyokiitlenin 6nemli bir kismina ulagsmasinda ciddi kisitlamalar
olabilir. Benzer sekilde, partikiiller i¢cinde besin konsantrasyonu gradyanlari meydana gelebilir
[113]. Ote yandan, mikroorganizmalarin gereksinim duydugu oksijen, gaz fazdan karsilandig icin
sistem daha diisiik miktarda enerji tiiketir [S5]. Ek olarak, DKF’nin aksine, mevcut biyokiitle
miktart KHF’de kolaylikla saptanamaz [132].

DKF’de hava kaldirmali ya da kabarcik kolon biyoreaktdrleri kullanilarak biyokiitlenin
kesme hasarindan etkilenmesi minimuma indirilebilirken, KHF’de kat1 substrat partikiillerinin
hareketi kesme hasarina yol agabilir. Ozellikle mikroorganizma olarak kiiflerin kullanildig
sistemlerde hifler ciddi bir hasara ugrayabilir [47].

DKEF; sterilizasyon, karistirma, havalandirma ve triin saflastirma islemlerinin kolay
yapilabilmesi ve siirecin bliylk 6l¢ekli sistemlere uygulanabilmesi gibi nedenlerle de sik¢a tercih
edilir [64, 132]. Buna karsin, DKF proseslerinin yiiksek miktarda enerji tiiketmesi, pahali kiiltiir
ortamlar1 gerektirmesi ve ¢cok fazla atik su olusturmas1 hem maliyet hem de ¢evre agisindan 6nemli
sorunlar teskil etmektedir. KHF, diisik su aktivitesi sebebiyle, DKF’ye gore bakteriyel
kontaminasyona kars1 daha direnclidir. Bu nedenle sterilizasyon i¢in daha az enerji gerektirir [132].
Bununla birlikte, KHF, ucuz ve kolay ulagilabilir tarimsal atik ve endiistriyel yan {iriinlerin dogal
formlarda substrat ve/veya enerji kaynagi olarak kullanilabilmesine olanak saglar. Ancak kati
substratin besin bilesimi ve kalitesinin partiden partiye degismesi fermentasyon isleminin
verimliligiyle ilgili sorunlara yol agabilir [55, 64]. Ote yandan, KHF prosesleri, ekstraktlar iizerinde
toksik etki gosterebilecek organik ¢oziiciilere ihtiya¢ duymaz ve nispeten ¢ok daha az miktarda atik
su tiretir. Ek olarak, daha diisiik sermaye yatirimi ve isletim maliyeti, daha az karistirma ve alt akim
islemi gibi avantajlara sahiptir. Bu baglamda KHF, maliyeti azaltan ve atik yonetimini destekleyen
siirdiiriilebilir bir biyoproses olarak 6n plana ¢ikmaktadir [133]. Ancak KHF’de kullanilan kati
substratlarin heterojen yapida olmasi kinetik ve modelleme g¢aligmalarinda; 1s1 ve kiitle transfer
mekanizmalarinin tam anlagilamamasi ve kontrol edilememesi ise biyoreaktorlerin tasarlanmasi,

isletilmesi ve biiyiikk 6l¢eklere uygulanmasinda sorunlara yol agmaktadir [103]. Buna karsin
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KHF’de, DKF’ye gore daha yiiksek kalite ve verimde iiriin elde edilir. Bu durum
‘mikroorganizmanin genellikle izole edildigi dogal ortama olduk¢a benzeyen KHF sartlar1 altinda
daha iyi bir performans gosterdigi’ seklinde agiklanmaktadir [54].

Pek ¢ok enzim igin daha yiliksek stabilite ve verimlilik saglayan KHF, substrat
inhibisyonuna daha az duyarli oldugu, baska bir deyisle, yiiksek substrat miktarlarini tolere
edebildigi i¢in proses daha yiiksek nihai iiriin konsantrasyonuyla sonuglanir. Ayrica KHF’de
mikroorganizmalar glikoz, gliserol veya diger karbon kaynaklar1 gibi ¢ok sayida substratin
varhiginda katabolik represyona karsi direng gosterir [134]. Ote yandan, baz1 enzimlerin sadece
KHEF’de indiiklendigi ve baz kiiflerin, sadece hiflerinin dogrudan gaz faza maruz kaldigi KHF’de
spor iirettigi bilinmektedir [47].

Tablo 2.4 ve Tablo 2.5’te sirastyla KHF nin avantajlari, dezavantajlar ve ¢dziim onerileri

verilmistir.

Tablo 2.4. Kat1 hal fermentasyonunun avantajlari [48, 108].

Enzim Uretimindeki Biyolojik Avantajlan

DKF’ye gore elde edilen iiriin hacmi fazladir.

DKF’ye gore daha yiiksek verim saglanr.

DKF’ye gore sentezlenen enzimler daha stabil 6zellik gosterir.

DKF’ye gore katabolik represyona karsi direng seviyesi yliksektir.
Biyolojik DKF’ye gore yiiksek substrat konsantrasyonlarina karsi tolerans daha fazladir.
Avantajlan Diger Biyolojik Avantajlan

Karmagik yapili dogal substratlar genellikle eksiksiz bir ortam saglar.

Havalandirma iglemi kolaydir.

Diisiik su gereksinimi ¢evre kirliliginin en aza indirilmesine yardimci olur.

Kopiik olusumu gozlenmez.

Mantar sporlari inokiiliim olarak kullanilabilir ve uzun siire saklanabilir.

Enzim Uretim Proseslerindeki Avantajlari

Biyoreaktorler genellikle kiigiik hacimlidir ve ¢ok yer kaplamaz.

Yiiksek hacimde substrat kullanilabilir.

Proseslere Sagladig1 Diger Avantajlar

Islenmemis dogal kaynaklardan elde edilen substratlar kullanilabilir.
Prosese Sagladig Dogal kaynaklar basit 6n iglemlerle fermentasyona uygun hale getirilebilir.
Avantajlar Dabha yiiksek iiriin konsantrasyonlari elde edildigi i¢in alt akim maliyetleri daha

distiktiir.

Uriin ekstraksiyonu i¢in az miktarda ¢oziicii gerekir.

Kopiik kirict gibi kimyasallarin kullanimina gerek duyulmaz.

Havalandirma kolay saglanir.

Uriin {iretimi esnasinda cevre kirliligine yol agabilecek atiklarm olusumu ¢ok azdir.
Cevresel Avantajlari Daha az atik su {iretir.

Son derece ucuz, ¢esitli ve atil dogal karbon kaynaklarinin ve tarim/gida endiistrisi yan
tirtinlerinin substrat olarak kullanimina olanak saglar.

Ekonomik Avantajlar Basit, modifiye edilebilir, uygun maliyetli ve kullanict dostu biyoreaktérler kullanilir.
KHEF prosesi ekonomik agidan oldukga caziptir ve ekonomik olarak uygulanabilirligi
kanitlanmustir.

Genellikle daha diisiik enerji gereksinimine sahiptir.

30



Tablo 2.5. Kat1 hal fermentasyonunun dezavantajlart ve ¢oziim Onerileri [48].

Dezavantajlan

Coziim Onerileri

Sicaklik ve pH kontrolii, oksijen transferi ile kiitle ve 1s1
transferine ek olarak; substrat ve nem gradyanlarinin
olusumu gibi mithendislik kaynakli ¢esitli sorunlar s6z
konusudur.

Hiicre kiitlesi, besin maddeleri, sicaklik, pH ve nem
igerigi sistemde homojen bir dagilim gostermez.

Sicaklik, oksijen ve karbondioksit gradyanlarinin
olusumu online olarak dl¢iilebilir ve prosesi kontrol
etmek i¢in kullanilabilir.

Substrat yataginin siirekli olarak havalandirilmasi
zordur.

Zorlamal1 havalandirma ile kontrol edilebilir.
Zorlamal1 havalandirma aym1 zamanda sicakligi da
kontrol edebilir.

Mikroorganizmanin metabolik aktiviteleri ve bilyiimesi
sonucunda agiga ¢ikan 1s1, katt substratin sicakligin
artirarak substratin kurumasina ya da asir1
nemlenmesine yol agabilir.

Metabolik 1s1y1 uzaklastirabilecek sicaklik gradyanlari
olusturulabilir.

Mikrobiyal bilyiime i¢in biyokiitlenin saptanmasi
zordur.

Online 6l¢tim teknikleri gelistirilebilir ve bunlar
prosesin kontrol edilmesi igin kullamlabilir.

Kinetik ¢aligmalar hala zordur.

Verilerin etkin tahmini ve optimizasyonu igin
matematiksel modeller gelistirilebilir.
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3. CEVAP YUZEYi YONTEMI

Cevap Yiizeyi Yontemi (CYY), ortam ve isletim kosullarinin optimizasyonunda, ii¢
seviyeli tam faktoriyel tasarima gerek duyulmadan, cevap degiskeni ya da degiskenleri igin ikinci
dereceden (kuadratik) bir model gelistirmeye olanak saglayan istatistiksel bir yaklagimdir [135].
Bu yaklasimda, sistemin optimum ¢alisma kosullarini belirlemek ya da istenen cevap 6zelliklerini
karsilayan bir ¢alisma araligini tanimlamak amaglanir. Bu dogrultuda, probleme en uygun CYY
tasarimi secilir; olusturulan deney matrisi dogrultusunda deneyler gergeklestirilir ve elde edilen
verilerle matematiksel bir model olusturularak modelin uygunlugu degerlendirilir. Son asamada,
modelin gecerliligi test edilerek siire¢ optimizasyonu saglanir [136].

CYY’de, faktorlerin cevap lizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla Denklem 3.1°de

verilen kuadratik regresyon modeli yaygin olarak kullanilmaktadir [137].

Y = Bo+ Xy BiXi + Xiy B X7+ XIS X BiiXiX; (3.1)

Burada Y, bagiml degisken olan cevabi; X; ve X; cevap lzerindeki etkileri incelenen
bagimsiz degiskenleri (faktorler); S, sabit terimi temsil etmektedir. f§;, B;; ve By ise sirastyla
faktorlerin dogrusal, kuadratik ve etkilesim etkilerini ifade eden terimlerin katsayilaridir.

Cok terimli kuadratik regresyon modeli, faktorlerin cevap tizerindeki tekil etkilerinin yani
sira, faktorler arasi etkilesimlerin cevap lizerindeki birlesik etkilerinin de eszamanli olarak analiz
edilmesine olanak saglar. Bununla birlikte, model sonuglarinin iki veya ii¢ boyutlu yiizey grafikleri
ile gorsellestirilmesi, bagimsiz degiskenlerin cevap iizerindeki etkilerini yorumlamaya yardimci
olur. Ancak mikroorganizmalarin metabolik karmagsikligi, biyokimyasal etkilesimlerin dogrusal
olmayan yapisi ve sistem kinetiklerine dair bilgi eksikligi, biyolojik siirecler i¢in giivenilir modeller
gelistirilmesini gliglestirmektedir [36]. Ayrica, besten fazla degiskenin bir arada degerlendirilmesi
hem deney tasarimini hem de veri analizini zorlastirmaktadir [26].

CYY kapsaminda en sik tercih edilen tasarim Merkezi Kompozit Tasarim (MKT)’dir
[138].

3.1. Merkezi Kompozit Tasarim

Bu yaklasimda, deney matrisi {i¢ ana bilesenden olusur. Bunlardan birincisi, her bir
faktoriin iki diizeyde (+1 ve -1) incelendigi deneysel kosullar1 temsil eden faktoriyel noktalardir.
Faktoriyel noktalarin varligi, faktorlerin dogrusal etkilerinin (A, B, C gibi) ve etkilesim etkilerinin
(AB, AC, BC gibi) 6ngoriilmesini saglar. Bir diger bilesen, tlim faktorlerin orta diizeyde (0)

tutuldugu kosulu ifade eden merkez noktasidir. Bu nokta, cevap yiizeyinde egrilik olup olmadiginin
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degerlendirilmesine olanak saglar. Ayrica bu noktada deneyler, modelin dogrulugunu test etmek
ve deneysel (saf) hatayr tahmin edebilmek amaciyla birden fazla kez tekrarlanir. Sonuncusu ise
eksenel (ug) noktalar olup bu noktalarda tiim faktorler ortalama diizeyde tutulurken bir faktoriin
diizeyleri ortalamanin istiinde ve altinda bulunan ekstrem degerleri alir. Eksenel noktalarin sayisi,
tasarimda bulunan faktdr sayisimn iki katina esit olup bu noktalar sayesinde kuadratik terimler (A%,
B2, C? gibi) modele dahil edilebilir [26, 138].

MKT’de toplam deney sayisi (N), Denklem 3.2 ile verilmektedir [139].

N =2"+2n+n, (3.2)

Burada n, bagimsiz degisken sayisini; 2", faktoriyel nokta sayisini; 2n, eksenel nokta
sayisini ve n., merkez nokta tekrar sayisini ifade etmektedir.

Sekil 3.1°de, A, B ve C faktorlerini igeren bir merkezi kompozit tasarim sematik olarak
sunulmustur.

Faktoriyel noktalar

Eksenel (ug) noktalar / /
@ Merkez nokta

Faktorler

Sekil 3.1. Ug faktérlii bir merkezi kompozit tasarimin sematik gosterimi [140].
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4. ENZIMLER

Organizmalar, varoluslart geregi termodinamik agidan kararsizdir. Canli bir sistemin
termodinamik dengeye ulagmasi, su ve karbondioksit olusturarak yanma siirecine girmesi anlamina
gelir. Bu nedenle, organizmalar, hayatta kalmak i¢in ihtiya¢ duyduklar enerjiyi iretirken,
termodinamik egilimlerini sinirlayan ve reaksiyon hizlarini kontrol altina alan kinetik yeteneklere
de sahip olmalidir. Bu noktada enzimler, katalitik aktiviteleri nedeniyle enerjinin kontrollii bir
sekilde tiretilmesinde ve serbest birakilmasinda hayati bir rol oynar [141].

Canl1 bir hiicredeki biyokimyasal reaksiyonlarin, organizmaya zarar vermeden istikrarli bir
sekilde devam edebilmesi, enzimlerin yiiksek spesifiklik ve verimlilikle calismasina baghdir.
Burada ‘spesifiklik’ kavrami, enzimlerin yalnizca belirli substratlara 6zgii olmasini, ‘verimlilik’
kavramu ise ilgili reaksiyonlar yliksek hizlarda katalize etme yetenegini ve turnover sayisini ifade
eder [142, 143]. Ornegin, katalaz enzimi igin turnover sayis, aktif merkezin molii basina saniyede
107 mol substratin iiriine doniistiiriilmesidir. Bu enzim, katalitik olmayan yol ile kiyaslandiginda,
hidrojen peroksiti su ve oksijene 3.5x10° kat daha hizli parcalar. Nispeten basit yapili
mikroorganizmalardan, olduk¢a gelismis organizmalara kadar tiim canlilarda biyokimyasal
reaksiyonlarin bu denli hizl1 katalize edilebilmesi, ortam sicakliginda yasamin siirdiiriilebilmesini

saglar [143]. Enzimlerin katalitik islevleri, ii¢ boyutlu protein yapilartyla yakindan iligkilidir [142].

4.1. Enzimlerin Yapisi

Organizmanin biitiinliigiinii ve islevselligini korumak icin gerekli olan 1limli sartlarda etkin
sekilde calisabilen enzimler, genellikle farkli sayilarda amino asit kalintisindan olusan protein
yapili biyomolekiillerdir. Bununla birlikte, bazi RNA’lar (ribozimler) da enzimatik islev
gosterebilir.

Sekil 4.1°de verildigi iizere, protein yapisini olusturan amino asitler, birbirlerine peptit bagt
ad1 verilen kovalent baglarla baglanir. Bu baglar, bir amino asidin karboksil grubunun (-COOH)
karbon atomuyla bir diger amino asidin a-amino grubunun (-NH>) azot atomu arasinda kurulur. R

gruplar1 ise amino asitlerin kimyasal 6zelliklerini belirleyen yan gruplardir [144].

amino asit H amino asit H peptit bag:

Elg
Elg

dipeptit su

Sekil 4.1. Peptit baginin olusumu [145].
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Proteinlerin yapisal organizasyonu dort temel diizeyde incelenmektedir. Birincil (primer)
yapi, genetik kod tarafindan belirlenen amino asit dizisinin olusturdugu polipeptit zincirini ifade
eder. Bu yapi, proteinlerin biyolojik olarak islevsel hale gelmesini saglayan {i¢ boyutlu katlanma
siireglerinin temel belirleyicisidir. Ikincil (sekonder) yapi, polipeptit zincirinde birbirine yakin
konumda bulunan amino asit kalintilarinin karbonil ve amid gruplarn arasinda olusan hidrojen
baglar1 araciligtyla meydana gelir. Globiiler proteinlerin ikincil yapisinda yaygin olarak bulunan ve
hidrojen baglariyla stabilize edilen yapisal motiflerden biri de a-sarmal (a-heliks) yapidir; bu yap1
¢ogu enzimin yapisal biitiinliigiinde 6nemli bir rol oynar. Ugiinciil (tersiyer) yap, birincil yapida
birbirinden uzak konumda bulunan amino asit kalintilar1 arasinda gergeklesen hidrofobik
etkilesimler, disiilfid kdpriileri, iyonik baglar ve Van der Waals kuvvetleri gibi gesitli etkilesimler
sonucunda polipeptit zincirinin Gi¢ boyutlu katlanmis halini olusturur. Bu yapinin dig yiizeyi
genellikle polar, i¢ bolgesi ise apolar (hidrofobik) amino asitler agisindan zengindir. Ugiinciil yapa,
enzimlerin ¢evresel ortama, 6zellikle sulu fazlara uyum saglayacak sekilde katlanmasini ve boylece
kararli bir konformasyon kazanmasini miimkiin kilar. Substratlarin, prostetik gruplarin ve
kofaktorlerin baglandigi bolgeleri igceren bu yapi, enzim ile g¢evresi arasindaki olumsuz
termodinamik etkilesimleri en aza indirerek biyolojik islevin ger¢eklesmesini saglayan aktif yapiy1
olusturur [146]. Son olarak, dordiinciil (kuaterner) yapi, birden fazla polipeptit zincirinin (alt
birimlerin) bir araya gelerek olusturdugu yapidir. Bu alt birimler benzer veya farkli iglevler
iistlenebilir. Dordiinciil yapi, 6zellikle ¢ok alt birimli enzim komplekslerinde yaygin olup, bazi
enzimlerin islevsel hale gelmesi i¢in gereklidir [147]. Enzim aktivitesi, yani kimyasal bir
reaksiyonu katalize etme kapasitesi ise aktif merkezin yapisiyla dogrudan iligkilidir. Aktif merkez,
genellikle birincil yapida birbirinden uzak olan ancak ii¢ boyutlu yapida yakin konumda bulunan
az sayida amino asit kalintisindan olusur ve kataliz islemi bu bolgede gergeklesir. Protein
molekiiliiniin geri kalan kismi, yapisal biitiinliigii destekleyen bir iskele gorevi goriir.

Sekil 4.2°de, proteinlerin yapisal organizasyonunu olusturan birincil, ikincil, tiglinciil ve

dordiinciil diizeyler sematik olarak gosterilmistir.

yan zincir
oo a-sarmal

Birincil yapi ikincil yapi Ugiinciil yapi Dérdiinciil yapi

Sekil 4.2. Proteinlerin yapisal organizasyonunu olusturan dort temel diizey [148].
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4.2. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler, 1961 yilinda Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Nomenklatiir
Komitesi’nin yonergelerine gore [149], katalize edilen kimyasal reaksiyonun tiirii baz alinarak
sirastyla oksidorediiktazlar (EC 1), transferazlar (EC 2), hidrolazlar (EC 3), liyazlar (EC 4),
izomerazlar (EC 5) ve ligazlar (EC 6) olmak iizere alt1 ana sinifa ayrilmig olup 2018 yilinda bu
siniflandirmaya yeni bir ana sinif olan translokazlar (EC 7) eklenmistir (Bkz. Sekil 4.3) [150]. Bu
baglamda, her bir enzim, Enzim Komitesi (EC) tarafindan atanmig dort basamakli bir numara ile
tanimlanmaktadir. {1k rakam ana sinifi, ikinci rakam alt sinifi (kimyasal grubun tiirii), iigiincii rakam
alt grubu (reaksiyona katilan 6zel kimyasal gruplar) ve doérdiincii rakam enzimin alt grup icerisinde
taninmasini saglayan seri numarasini belirtir. Ornegin a-amilaz enzimi EC 3.2.1.1 numarasi ile
tamimlanir. Burada EC 3, hidrolazlar ana smifini; EC 3.2, glukozilazlar alt smifimt (bir
polisakkaritin seker alt birimleri arasindaki baglari hedef alan enzimleri); EC 3.2.1, glukozidazlar
alt grubunu (O- ve S-glukozil bilesiklerini hidrolize eden enzimleri); EC 3.2.1.1 ise dogrudan a-

amilazi ifade eder [151].

Oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarini katalize
ederler. Ornegin
dehidrogenazlar.

Molekiillerin membranlar
Uzerinden hareketini ya da Kimyasal gruplarin

membranlardan aynimasini transferini katalize ederler.
katalize ederler. Ornegin, EC 1 Oksidorediiktazlar Ornegin transaminazlar.
ABC tipi tasiyicilar.

EC 7 Translokazlar EC 2 Transferazlar

- WA
b

EC 6 Ligazlar EC 3 Hidrolazlar

C-0, C-N ve C-C baglarinin
hidrolitik olarak
kinlmasini katalize ederler.
Ornegin, peptidazlar.

iki molekiilin birlesmesini
katalize eder. Ornegin,
karboksilazlar.

EC 5 izomerazlar ’ { EC 4 Liyazlar
Bir molekiilde geometrik C-Q, C-N, C-C ve diger
veya yapisal degisiklikleri baglarin eliminasyon yoluyla
katalize ederler Ornegin, kirimasini katalize ederler.
epimerazlar. Ornegin, dekarboksilazlar.

Sekil 4.3. Enzimlerin smiflandirilmasi ve katalitik 6zellikleri [152].
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Enzim simiflan arasinda yiiksek aktiviteleri, zorlu kosullara kars1 dayanikli olmalari, kolay
ve diisiik maliyetle iiretilebilmeleri ve genellikle koenzimlere gereksinim duymayan basit yapil
hiicre dis1 enzimler olmalar1 nedeniyle hidrolazlarin endiistriyel agidan 6nem tasiyan baslica enzim

sinifi oldugu bildirilmistir [153].

4.2.1. Hidrolazlar

Kimyasal baglarin su etkisiyle kirilmasini, bagka bir deyisle, hidroliz reaksiyonlarini
katalize eden hidrolazlar (EC 3), substrat dzgiilliiklerine gore farkli alt siniflara ayrilir. Ornegin EC
3.4 alt sinifi, peptit baglar lizerinde etki gosteren enzimlerden olusur.

Endiistriyel a¢idan Onemli olan hidrolazlar arasinda amilazlar, seliilazlar, ksilanazlar,

proteazlar ve lipazlar yer almaktadir [152].

Amilazlar

Amilazlar, dogrusal (amiloz) ve dallanmig (amilopektin) glukoz zincirlerinden olusan nisasta
molekiillerini [154], dekstrinler gibi gesitli iiriinlere ya da sirasiyla maltotrioz ve maltoz gibi daha
az glukoz birimine sahip olan polimerlere veya glukozlara pargalayan enzimlerdir [155, 156].

Amilazlar, endoamilazlar ve ekzoamilazlar olmak ftizere iki smifa ayrilabilir. Sekil 4.4’te,

amilazlarin nisasta lizerindeki etkilerini ve son triinleri gésteren bir sema verilmistir.

B-amilaz Glukoamilaz & a-glukozidaz
a-(1,4) glukozidik baglar a-(1,4) ve a-(1,6) glukozidik baglar

{ ) e Vo
Do)
W, / \
dekstin () m o . —

alimit
|
{ ) ( ) ( o
L A A 4 - .
. ) . maltoz ve .
dogrusal oligosakkaritler B-limit dekstrin luk
glukoz

L 4 . .
maltoz glukoz

Sekil 4.4. Amilazlarin nisasta lizerindeki etkileri sonucu ag¢iga ¢ikan iiriinler [157]: A molekiil i¢i, B zincir
uclarindaki baglari temsil etmektedir.
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Endiistride yaygin olarak kullanilan a-amilaz (EC 3.2.1.1; endo-1,4-a-D-glukan glukonohidrolaz),
nisastanin i¢ kismindaki o-1,4-O-glukozidik baglar1 rastgele pargalayarak cesitli zincir
uzunluklarina sahip olan dogrusal veya dallanmis oligosakkaritleri, maltoz molekiillerini ve glukoz
birimlerini agiga ¢ikaran bir endoamilazdir [158]. Cogu o-amilaz enzimi metaloenzimdir, bu
nedenle yapisal biitiinliik, stabilite ve aktivite i¢in kalsiyum iyonuna (Ca*") gereksinim duyar [159].
B-amilaz (EC 3.2.1.2; a-1,4-glukan maltohidrolaz) nisasta molekiillerinin indirgen olmayan zincir
uclarini pargalayarak ardigik maltoz birimleri olusturan bir ekzoamilazdir. Amilopektin ve glikojen
gibi dallanmis polisakkaritlerdeki baglari kirma yetenegi sinirh oldugu icin hidroliz islemi
tamamlanamaz ve sonug¢ta maltoz birimlerinin yani sira dekstrin iiniteleri de kalir [159, 160].
Glukoamilaz ise amiloz ve amilopektinin indirgen olmayan ucundaki son a-(1,4) glukozidik
baglarla birlikte o-(1,6) glukozidik baglar1 da kirarak glukoz birimleri agiga c¢ikaran bir
ekzoamilazdir [159].

Seliilazlar

Seliilazlar, seliillozun kristalin ve amorf bolgelerden olusan heterojen yapisini parcalamak amaciyla
birlikte islev goren ve B-1,4-glukozidik baglar1 hidrolize ederek seliillozu ¢ello-oligosakkaritler,
sellobiyozlar ve glukoza doniistiiren farkli enzimlerden olusan bir sistemdir. Enzim Komitesi
tarafindan seliilazlar; endoglukanazlar (EC 3.2.1.4), indirgeyici ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.176),
indirgeyici olmayan ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.91) ve B-glukozidazlar (EC 3.2.1.21) olarak
siniflandirilir [161].

Seliiloz, bu enzim sistemi tarafindan kademeli olarak hidrolize edilir [161, 162]:

i.  Endoglukanazlar seliiloz molekiilii {izerinde indirgeyici olan ve olmayan uclar1 agiga
cikaran g¢entikler ve cello-oligosakkaritler iiretir. Bu enzimler genellikle amorf bolgede
etkindir.

ii.  Ekzoglukanazlar veya diger adiyla sellobiyohidrolazlar, sellobiyozlar olusturmak iizere
centikler lizerinde hareket eder.

iii.  P-glukozidazlar ise sellobiyozlar1 hidrolize ederek glukoz birimleri olusturur ve hidroliz
reaksiyonu tamamlanir.
EG, endoglukanaz; CBH, sellobiyohidrolaz; BG: B-glukozidaz enzimlerini temsil etmek {izere Sekil

4.5’te seliilaz enzimlerinin seliiloz molekiilil iizerindeki etki mekanizmas1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. Trichoderma reesei kaynakli seliilazlarin selilloz molekiilii tizerindeki etki mekanizmasi [163].

4.3. Endiistriyel Enzim Kaynaklar

Ticari enzimler bitki, hayvan ya da mikroorganizmalardan elde edilebilir ancak endiistriyel

uygulamalarda kullanilan enzimlerin biiyiik bir ¢ogunlugu mikroorganizma kaynaklidir.

4.3.1. Mikroorganizmalar

Bakteriler, kiifler ve mayalar gibi ¢esitli mikroorganizmalar, ticari agidan énem arz eden
pek c¢ok enzimi iretebilme yetenegine sahiptir. Biliylk bir c¢ogunlugunu hidrolazlar ve
oksidorediiktazlarin olusturdugu endiistriyel enzimler, giiniimiizde tarim, gida, kimya, ilag,
kozmetik gibi pek ¢ok sektorde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda, mikrobiyal enzimler,
cevre kirliliginin kontrolinde de 6nemli bir {iriin grubu haline gelmistir [159]. Mikrobiyal
enzimlerin endiistriyel uygulama alanlarina iligkin 6rnekler Tablo 4.1°de derlenmistir.

Bitki ve hayvan kaynakli enzimlerle karsilastirildiginda, mikrobiyal enzimlerin tercih
edilmesinin pek ¢ok nedeni bulunmaktadir. Mikroorganizmalar, basit yapili canlilar olmalari
nedeniyle daha diisiik tiretim maliyetleriyle enzim elde edilmesine olanak tanir. Bu organizmalarin
kolay ulasilabilir kaynaklar olmasi ve hizli iireme yetenekleri, fermentasyon yoluyla kisa siirede
yliksek miktarlarda enzim iiretimini miimkiin kilar. Ayrica mikrobiyal hiicrelerin metabolik yapilari
aragtirmacilar tarafindan detayli bicimde tanimlanmis olup, bu durum {iretim siirecinin daha kolay
kontrol edilebilmesine olanak saglar. Mikrobiyal enzimler, genellikle bitki ve hayvan kaynakli
enzimlere kiyasla daha aktif ve kararli bir yapiya sahiptir. Bunun yani sira, mikrobiyal enzimlerin
yapilart ve aktiviteleri, rekombinant DNA teknolojileri ve protein miihendisligi ydntemleri
araciligiyla endiistriyel ihtiyaclara uygun sekilde optimize edilebilmektedir. Glinlimiizde, ekstrem
pH, sicaklik ve tuzluluk gibi c¢evresel kosullara ya da agir metal ve organik ¢oziicii iceren zorlu
ortamlara dayanikli enzimler iiretebilen yeni bakteri ve mantar tiirleri kesfedilmektedir. Bu nedenle

mikrobiyal enzimlerin endiistrideki dnemini her gecen giin artmaktadir [153, 164-167].
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Tablo 4.1. Baz1 mikrobiyal enzimler ve endiistriyel uygulamalart [168].

Endiistri ~ Enzim Kullanim Alam Mikroorganizma
o-Amilaz Nisasta hidrolizi Bacillus tiirleri,
Icecek Aspergillus tiirleri
Seliilaz Meyvelerin sivilastiriimasi Trichoderma atroviride
Naringinaz Aciligin giderilmesi Aspergillus niger
Aminopeptidaz Peynir olgunlastirma Lactobacillus tiirleri
S_iit ve St Katalaz Peynir isleme Aspergillus niger
Urlinleri Asit proteinaz Siitiin pihtilastiriimast Aspergillus tiirleri
Transglutaminaz Katmanli hamurun dayaniklilig Streptoverticillium ve
Firincilik Streptomyces tiirleri
Lipaz Hamur stabilitesinin artirilmasi Aspergillus niger
Maltojenik a-Amilaz ~ Ekmeklerin raf émriiniin artiriimasi Bacillus stearothermophilus
Ksilanaz Nisasta sindiriminin iyilestirilmesi Bacillus tiirleri,
Hayvan Aspergillus tiirleri
Yemi Fitaz Fosforun serbest birakilmasi Aspergillus niger
B-glukanaz Sindirimin iyilestirilmesi Aspergillus niger
Glukozil transferaz Oligosakkaritlerin sentezi Bacillus tiirleri
Organik Glukoz izomeraz Yiiksek fruktozlu musir surubunun iiretimi ~ Corynebacterium tiirleri,
Sentez Streptomyces murinus
Lakkaz Tekstil boyalart, kozmetik pigmentleri, Bacillus subtilis,
tatlandiricilar ve pestisitlerin tiretimi Trametes versicolor
Amilaz Karbonhidrat lekelerinin ¢ikarilmasi Bacillus subtilis
Deterjan Seliilaz Renklerin netlestirilmesi Aspergillus niger
Proteaz Protein lekelerinin ¢ikarilmasi Bacillus subtilis,
Aspergillus oryzae
Endoglukozidaz Dis ve dis eti bakimi Mucor hiemalis
Kozmetik  gjiperoksit dismutaz Serbest radikallerin giderimi, cilt bakimi  Lactobacillus plantarum
Lakkaz Sag boyast Bacillus subtilis
Tirozinaz Lignin ve kitosanin polimerizasyonu Trichoderma reesei
Polimer Glikoz oksidaz Anilinlerin polimerizasyonu Penicillium chrysogenum
Transglutaminaz Proteinin ¢apraz baglanmast Streptomyces mobaraensis
Amilaz Miirekkep giderimi Bacillus licheniformis
Kagit Proteaz Biyofilm giderimi Bacillus subtilis
Lakkaz Klorsuz agartma, lignin giderimi Bacillus subtilis
Amilaz Liflerin ayrilmasi Bacillus subtilis,
Deri Aspergillus tirleri
Lipaz Yaglarin giderilmesi Aspergillus flavus
Notr Proteaz Kil giderimi, 1slatma Bacillus subtilis
Amilaz Sebze atiklarinin biyoremediasyonu Bacillus licheniformis,
Atk Aspergillus tirleri
Yonetimi  Lipaz Ham petrol hidrokarbonlarinin bozunmas1  Candida tropicalis

Manganez peroksidaz

Fenolik bilesiklerin bozunmasi

Phanerochaete chrysosporium
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Bacillus amyloliquefaciens

Bagta toprak olmak {izere su, bitkiler, hayvanlar ve cesitli gida kaynaklar gibi pek ¢ok farkli
ekolojik nisten izole edilebilen B. amyloliquefaciens, taksonomik olarak Bacillus subtilis tiir
kompleksine, Firmicutes subesine, Bacilli sinifina ve Bacillaceae familyasina ait; acrobik, gubuk
seklinde ve Gram-pozitif bir bakteri tiiriidiir [169, 170]. Bu mikroorganizma, genis fizyolojik
tolerans araligi ve yiiksek metabolik esnekligi sayesinde diisiik maliyetli iiretim ortamlarinda
kolaylikla kiiltiire edilebilir [171]. Ayrica mezofilik a-amilaz, asit-stabil a-amilaz, alkalin proteaz,
seliilaz, glukanaz, ksilanaz, lipaz, aminotransferaz, pektinaz, kitinaz ve peroksidaz gibi gesitli
enzimleri iliretme kapasitesine sahiptir [172, 173]. Bununla birlikte, lizozim, antibiyotikler ve
antimikrobiyal peptitler igeren karmasik biyofilmler olusturabilir; patojen mikroorganizmalar
iizerinde antibakteriyel etki gosteren ikincil metabolitleri sentezleyebilir ve aktiviteleri sonucunda
probiyotik kolonizasyonunu destekleyen fermente edilebilir iiriinler agiga ¢ikarabilir [170, 174,
175]. Sekil 4.6’da verildigi tizere, B. amyloliquefaciens, basta ticari enzim iiretimi olmak iizere

endiistriyel biyoteknolojide yaygin olarak kullanilmaktadir.

« Antibakteriyel Antienflamatuar

« Antifungal ANTIMIKROBIYAL BIYOAKTIF Antioksidan
P AJANLAR BILESIKLER Antidiyabetik
e Antiviral ;
Antikanser
¢ Mikrobiyal florayi PREBIYOTiK Bacillus . E~nzimler‘
destekleme VE amyloliquefaciens . Llpopep'tltler _
¢ Antienflamatuar etki PROBIYOTIKLER o Ekzopolisakkaritler

BITKI
GELISIMiNi
TESVIK

o Sistemik direng
o Antimikrobiyaller
o Azot fiksasyonu

o Alkali proteaz tretimi
¢ CRISPR tabanli
genetik arag kutulari

Sekil 4.6. B.amyloliquefaciens’in uygulama alanlar1 [176].
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4.3.2. Hayvanlar ve Bitkiler

Endiistriyel enzimlerin biiyiik bir ¢ogunlugu mikroorganizma kaynakli olsa da hayvan ve
bitkilerden elde edilen bazi enzimler giiniimiizde halen 6nemini korumaktadir. Hiicre kiiltiirii
teknikleriyle iiretilen hayvan kaynakli enzimlere doku plazminojen aktivatorii ve iirokinaz drnek
verilebilir [177, 178]. Benzer sekilde, katalaz enzimi, karacigerden izole edilen ve gida
endiistrisinde kullanilan bir enzimdir [179, 180]. Asidik fosfataz ve invertaz bitki kaynakli
enzimlere Ornek verilebilir. Ek olarak, papain enzimi, papaya bitkisinden elde edilmekte; gida,
kozmetik ve ila¢ endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [181, 182].

Hayvansal veya bitkisel doku ve sivilardan ekstrakte edilen ham enzimler, ayirma ve
saflastirma islemlerine tabi tutulur. Bitkisel ve hayvansal dokular, mikroorganizmalara gore,
potansiyel tehlikeli maddeleri (endojen enzim inhibitorleri, fenolik bilesikler, proteazlar gibi) daha
fazla igerdigi veya salgiladig1 igin bitki ve hayvan kaynakli enzimlerin saflastirilmasi oldukga
zordur [164]. Bitkilerin mevsimsel kosullardan etkilenmesi, hayvansal hiicrelerin hassas olmasi
nedeniyle zor iiretilmesi; diisiikk verim, yiiksek maliyet ve kontaminasyon riski gibi pek ¢ok faktor,
enzim iiretiminde bitki ve hayvanlarin kullanimin1 kisitlamaktadir. Bu nedenle, bitki ve hayvanlar
genellikle mikroorganizmalardan temin edilmesi miimkiin olmayan enzimlerin {iretiminde tercih

edilmektedir [153, 179].

4.4. Kiiresel Enzim Pazan

Diinya genelinde endiistriyel enzim pazarina hizmet veren yaklasik 12 biiyiik tiretici ve 400
kiiciik tedarikei vardir. Kiiresel enzim tiretiminin %75’ine yakini1 Danimarka merkezli Novozymes,
ABD merkezli DuPont ve Isvicre merkezli Roche tarafindan gerceklestirilmektedir [183]. Sektr,
sinirl kér marjlar ve yiiksek teknoloji gereksinimiyle birlikte yogun bir rekabet ortamina sahiptir
[184]. 2015°te endiistriyel enzimlere yonelik kiiresel talebin yaklasik 4.6 milyar dolar oldugu;
2016-2021 yillarinda ise bu talebin hizla artarak 2021 yilinda 6.3 milyar dolara ulastigi rapor
edilmistir [184]. Giiniimiizde biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan 500’den fazla ticari iiriiniin
iiretiminde enzimlerin kullanildig: bilinmektedir [185, 186].

Endiistriyel enzim kullaniminda Avrupa ve Kuzey Amerika ilk siralarda olmakla birlikte,
son yillarda Asya-Pasifik, Orta Dogu ve Afrika’daki gelismekte olan iilkeler de enzim pazarinin
ylikselen aktorleri arasinda yer almaktadir. Bu bolgelerdeki artan enzim kullanimi; ¢evreye duyarl
yesil teknoloji ¢ozlimlerine olan ilgi, rekabet giiciindeki artig ve {iriin degerinin iyilestirilmesiyle
iligkilendirilmektedir [183]. Bu egilim, biyoteknolojideki hareketliligi artirmis ve endiistriyel
enzim kullanan endiistrilerin yayginlasmasina katki saglamistir [187]. Ornegin, yalnizca lipaz

enzimine yonelik kiiresel pazar hacmi 2015-2020 yillar1 arasinda yaklagik 590.5 milyon dolar
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diizeyine ulasmis; 2014 yilhi itibartyla en yiiksek lipaz tiiketimi Asya-Pasifik pazarinda
gergeklesmistir [ 188, 189].

Endiistriyel enzimler ilag, tekstil, deterjan, deri, glimiis geri kazanimi ve atik yonetimi gibi
pek ¢ok sektorde kullanim alan1 bularak diinya genelindeki satiglarda en biiyiik emtia kategorisini
olusturmaktadir [40]. Mikrobiyal enzim satislarindaki istikrarl artis, tiiketici tirlinleri ve biyoyakit
tiretimine yonelik talebin yiikselmesiyle iliskilendirilmektedir [190]. Kiiresel enzim pazarinin
2020-2027 yillar1 arasinda %7.1°lik yillik bilesik biiylime oraniyla gelisecegi ongdriilmektedir
[191]. 1lgili dngoriiler, 6zellikle enzimatik biyoyakit iiretiminde kaydedilen siire¢ gelistirmelerine
dayanmakta; bu ilerlemenin immobilize biyokatalizorlerin endiistriyel 6lgekte uygulanabilirligini
artirarak pazarda Glgek biiylitmeye yonelik onemli firsatlar sunacagi disiiniilmektedir [192, 193].

Enzim tiirleri arasinda en biiyiik pazar pay1 yaklasik %60 ile proteazlara aittir [185]. Bunun
yaninda, lipazlar, fitazlar ve karbohidrazlar da hizla biiyliyen enzim gruplari arasinda yer
almaktadir [187]. Enzim kullanimi, 6zellikle tekstil, kagit ve imalat gibi endiistrilerde daha ¢evreci
iretim siireglerinin gelistirilmesi, hammadde tiiketiminin azaltilmasi ve atik olusumunun

sinirlandirilmast amaciyla giderek yayginlasmaktadir [194].
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5. LITERATUR CALISMALARI

Mikroorganizmalarin  enzim  sentezleme kapasitesi, endiistriyel  biyoteknoloji
uygulamalarinda siirdiiriilebilir ve ekonomik tiretim modellerinin gelistirilmesinde kritik bir rol
oynamaktadir. Bu kapsamda, lignoseliilozik biyokiitlenin KHF yoluyla biyolojik olarak iglenmesi
hem atiklarin ¢evresel etkisini azaltmakta hem de katma degerli {irlinlerin iiretimini miimkiin
kilmaktadir. Bacillus tiirleri, yiiksek hidrolitik enzim iiretim kapasiteleri ve ¢evresel kosullara
dayanikliliklar1 nedeniyle mikrobiyal enzim iiretiminde 6n plana ¢ikan bakterilerdir.

Bu bolimde, basta B. amyloliquefaciens olmak ftzere, c¢esitli Bacillus tiirleriyle
gerceklestirilen KHF ¢alismalari derlenmistir. Literatiirde; substrat tiirli, nem diizeyi, pH, sicaklik,
inkiibasyon siiresi, inokiiliim miktari ile ilave karbon ve azot kaynaklarinin kullanimina iliskin pek
¢ok faktdriin enzim tretimi iizerindeki etkilerinin detayli bi¢imde incelendigi ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu c¢alismalar, Bacillus tirlerinin KHF sistemlerinde enzim iiretimi agisindan
tasidig1 potansiyeli ortaya koymakta ve tez kapsaminda yiriitillen deneysel tasarimin bilimsel
altyapisini olusturmaktadir.

Literatiir ¢caligmalari, enzim iiretim hedeflerine gore a-amilaz, seliilaz ve bu iki enzimin
birlikte dretimini amaglayan eszamanli yaklasimlar olmak {izere ¢ baslik altinda
siniflandirilmistir. Her baslikta, enzim verimini etkileyen parametreler, kullanilan tarimsal atiklar
ve endiistriyel yan Uriinler ile uygulanan optimizasyon stratejileri dikkate alinarak, seg¢ilmis
calismalar iizerinden genel bir degerlendirme yapilmistir. Bununla birlikte, a-amilaz ve seliilaz
enzimlerinin eszamanli iiretimine odaklanan c¢aligmalara literatiirde seyrek rastlanmakta; bu

enzimlerin cogunlukla ayr1 ayr1 ya da farkli enzim kombinasyonlariyla tiretildigi goriilmektedir.

5.1. o-Amilaz Uretimi

a-Amilaz iiretimine yonelik calismalarda, Bacillus tiirlerinin ¢esitli lignoseliilozik ve
organik atiklarla birlikte KHF sistemlerinde basariyla kullanildigi bildirilmektedir. Bu
caligmalarda, tarimsal atiklar ve endiistriyel yan iiriinler potansiyel substratlar olarak
degerlendirilmis; ayrica fermentasyon kosullari ile kullanilan deneysel tasarim yaklasimlarinin
enzim verimi lizerinde belirleyici rol oynadigi gosterilmistir.

Bugday kepegi, a-amilaz iretimi agisindan sagladigi yiiksek verim nedeniyle KHF
ortamlarinda sikga tercih edilen substratlar arasinda yer almaktadir. B. amyloliquefaciens S8TS ile
yapilan bir ¢aligmada, bugday sapi, bugday lapasi, bugday kepegi ve piring kabugu gibi cesitli
tarimsal atik ve endiistriyel yan {iriinler karsilastirmali olarak degerlendirilmis ve en yiiksek o-
amilaz aktivitesine (3.65 U/mg) bugday kepegi iceren ortamda ulagilmigtir. Optimum kosullar;
maya ekstrakti, pepton, nisasta, CaCl,, MgSOi, FeSOs ve (NH4)2SOs4 iceren c¢ozeltiyle
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nemlendirilmis bugday kepegi, %10 (v/w) vejetatif inokiiliim, 37 °C sicaklik, pH 7 ve 72 saatlik
inkiibasyon siiresi olarak belirlenmistir [195]. Bugday kepeginin kullanildigi bagka bir ¢aligmada
ise B. amyloliquefaciens KCP2 ile a-amilaz iiretiminin optimizasyonu arastiritlmig; PBT ile taranan
degiskenler arasinda cevap iizerindeki en etkili faktorler nisasta, (NH4).SO4 ve CaCl, olarak
belirlenmistir. Bu faktorlerin optimum diizeyleri ise MKT yontemiyle 0.01 g nisasta, 0.2 g
(NH4)2S04 ve 5 mM CaCl: olarak saptanmugtir [196].

Bugday kepegi iceren KHF ortamlarinda a-amilaz tiretimi, B. amyloliquefaciens disinda
farkli Bacillus tiirleriyle de arastirilmistir. Bugday, arpa, misir ve nohut unu; mas fasulyesi, arhar,
muz, patates ve soya kabuklari; bugday ve piring kepegi, hardal ve Hindistan cevizi kiispesi ile
seker kamis1 bagasinin kati substrat olarak degerlendirildigi bir ¢alismada, B. amyloliquefaciens’e
ek olarak, B. licheniformis susunun a-amilaz {iretim kapasitesi de incelenmistir. Bu ¢alismada, B.
amyloliquefaciens igin en ylksek a-amilaz aktivitesi (173.28 U/ml), bugday unu kullanilarak 37 °C
sicaklik, pH 7, %80 (v/w) nem igerigi ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi kosullarinda elde edilmistir.
B. licheniformis ise bugday kepegiyle yiiriitiilen fermentasyonda, 40 °C sicaklik, pH 6, %80 (v/w)
nem igerigi ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi altinda benzer bir aktivite (171.89 U/ml) géstermistir.
Ortama %1 (w/w) maltoz ve 0.15M NH4Cl ilavesi, B. amyloliquefaciens igin 167.44—
167.111U/ml, B. licheniformis igin ise 178.46—172.36 IU/ml diizeyinde o-amilaz aktivitesi
saglamigtir. Benzer sekilde, ortama %1 (w/w) tripton ve soya peptonu eklenmesi her iki susta da
enzim sentezini artirmustir. Saflastirilan enzimlerin 65 °C’de ve pH 6—7 araliginda maksimum
aktivite gosterdigi, ayrica Ca*", Fe** ve Mn®" iyonlarinin enzim aktivitesini olumlu yonde etkiledigi
belirlenmistir [197]. B. licheniformis AT70 ile yiiriitillen baska bir ¢alismada, sekiz farkli atik
materyal katir substrat olarak degerlendirilmistir. Bu atiklar arasinda muz, patates ve portakal
kabuklari, hurma atig1, piring ve bugday kepegi ile yerel iiretimden elde edilen tath atiklari yer
almaktadir. Deneyler sonucunda, en yliksek a-amilaz aktivitesi bugday kepegi ve hurma atig1
kullanildiginda elde edilmistir [198]. Topraktan izole edilip B. licheniformis JQ946217 olarak
tanimlanan sus ile KHF ortaminda a-amilaz iiretiminin arastirildig1 bir diger ¢calismada, maksimum
a-amilaz aktivitesine, kati substrat olarak bugday kepeginin kullanildig1 ortamda, 35 °C, pH 7 ve
48 saatlik inkiibasyon sonucunda ulasildigi; bununla birlikte, enzimin genis bir pH araliginda (6—
8) stabilite gdsterdigi rapor edilmistir [199]. B. subtilis D19 ile yapilan bir ¢alismada, muz kabugu,
piring kepegi, portakal kabugu, bugday kepegi ve ¢am elmasi kabugu kati1 substrat olarak
kullanilmis ve maksimum a-amilaz aktivitesine (640 U/g) bugday kepegi iceren KHF ortaminda
ulagilmistir. Bununla birlikte, ortamin %1 (w/w) nisasta ile desteklenmesinin enzim aktivitesini
(670 U/g) artirdig1 bildirilmistir. Farkli azot kaynaklarinin test edildigi aym ¢aligmada, maya
ekstrakt: ilavesinin, diger azot kaynaklariyla karsilastirildiginda en yiiksek a-amilaz aktivitesini
(594 U/g) sagladig1 rapor edilmistir. Iki seviyeli tam faktoriyel deney tasarimina gore; pH 9, %70

(v/w) nem, %]1 (w/w) nisasta, %1 (w/w) maya ekstrakti ve %5 (v/w) inokiilim iceren ortam
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kosullarinda maksimum a-amilaz aktivitesine (1239 U/g) ulasilmistir. Ayrica ¢alismada, nisasta
konsantrasyonu, ortam pH’1 ve nem igerigi degiskenlerinin optimizasyonu amaciyla MKT
kullanilmig; bu ii¢ faktoriin birlikte optimize edilmesiyle a-amilaz {iretiminin ii¢ kattan fazla
artirilldigi gosterilmistir [200]. Bir diger ¢calismada ise Bacillus sp. KR1 susu ile a-amilaz {iretimi
amaciyla bugday kepegi, bugday samani, misir kepegi, misir samani ve piring kepegi olmak iizere
bes farkli tarimsal atik ve endiistriyel yan iirlin substrat olarak degerlendirilmistir. Yapilan
karsilagtirmada, en yiiksek a-amilaz aktivitesi bugday kepeginde (82.60=+0.636 U/gds) elde
edilirken, en disiik aktivite bugday samani (69.37 £0.932 U/gds) ile rapor edilmistir. Bugday
kepegiyle yiiriitillen ¢calismada, a-amilaz aktivitesi 40 °C sicaklik, pH 7.5, %10 (v/w) inokiilim ve
1:2 (w/v) substrat/nem oranina sahip ortamda, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda en yiiksek
diizeye ulasmistir. Ek karbon ve azot kaynaklari incelendiginde, ¢oziiniir nisastanin en etkili
indiikleyici oldugu, maya ekstraktinin ise a-amilaz aktivitesi lizerinde belirgin bir artirict etki
sagladigi belirlenmistir [201]. Sicaklik ve hava akiginin kontrol edilebildigi laboratuvar 6lgekli
dolgulu kolon biyoreaktérde gerceklestirilen bir ¢alismada, kati substrat olarak bugday kepegi
kullanilmis ve a-amilaz iiretimi Bacillus sp. KR-8104 ile degerlendirilmistir. Havalandirma hizi,
baslangi¢ nem oran1 ve inkiibasyon sicakliginin enzim tiretimi tizerindeki es zamanli etkileri, BBT
ile optimize edilmistir. Optimum kosullar 37 °C sicaklik, %72 baslangi¢ nem orani ve 0.15 I/dk
akis hiz1 olarak belirlenmis; bu kosullarda ortalama a-amilaz aktivitesi 473.8 U/g kuru fermente
substrat olarak raporlanmistir. Ayrica biyoreaktoér boyunca enzim tiretiminin kolonun alt kisimdan
iist kismina dogru azaldig1 gézlemlenmistir [202].

Ilgili calismalar incelendiginde, Bacillus tiirleri ile yiiriitilen KHF siireclerinde bugday
kepeginin hem tek basina hem de ¢esitli karbon ve azot kaynaklariyla birlikte kullanildiginda a-
amilaz tiretiminde yiiksek verim sagladigi goriilmektedir. Bu durum, bugday kepeginin icerdigi lif,
selilloz, yag ve protein gibi besleyici bilesenlerin mikrobiyal gelisim ve enzim sentezini
desteklemesiyle iliskilendirilmektedir [203, 204].

Literatiirde bugday kepegi yaygin olarak incelenmis olmakla birlikte, diger lignoseliilozik
kaynaklara yonelik ¢aligmalarin sayist nispeten daha azdir. Oregin bir calismada, Bacillus
tiirlerinin misir kogani, misir samani, patates kabugu ve yer fistig1 kabugu gibi ¢esitli tarimsal
atiklar kullanilarak a-amilaz {iretim performanslari karsilastirilmistir. Denenen tiirler arasinda en
yiksek enzim fiiretimi B. subtilis ile elde edilmis; o-amilaz aktivitesi patates kabugu iceren
fermentasyon ortaminda 3.05 U/ml diizeyine ulagsmigtir. Ayrica, substrat konsantrasyonundaki
artisin enzim tiretimini olumlu yénde etkiledigi rapor edilmistir [205]. Bacillus tiirleriyle yiiriitiilen
bir diger ¢aligmada, nisasta agisindan zengin bir manyok isleme atig1 olan ‘crueira’ kati substrat
olarak degerlendirilmistir. Calismada, a-amilaz iiretimini etkileyen baslica faktorler baglangic pH’1,
baslangi¢c nem igerigi ve sicaklik olarak belirlenmis ve bu faktorler MKT yaklagimiyla optimize

edilmistir. Deneyler, 24., 48. ve 72. saatlerde numune alinarak takip edilmis; en yiiksek enzim
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aktivitesi (437.76 U/g) ise baslangic pH’1 6, nem igerigi %60 (v/w) olan ve 37 °C sicaklikta
yiiriitiilen fermentasyon kosullarinda 72 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilmistir. a-Amilaz
enziminin optimum ¢alisma sicakligi 65 °C, etkin pH araligi ise 4—6 olarak belirlenmistir. Ayrica,
Co*", Ca®" ve K iyonlarmin enzim aktivitesini artirdig1, Hg**, Zn*", Cu**, Mn*" ve Mg”" iyonlarmin
ise inhibitor etki gdsterdigi rapor edilmistir [206]. B. licheniformis VOI1 ile gergeklestirilen bir
calismada; muz, elma, portakal ve kavun kabuklar1 substrat olarak degerlendirilmistir. Deneyler
sonucunda, en yiiksek a-amilaz aktivitesinin 45 °C sicaklik, pH 6 ve 48 saatlik inkiibasyon
kosullarinda, elma kabugu i¢eren ortamda elde edildigi rapor edilmistir. Ayrica, elma kabugu iceren
ortama farkli karbon ve azot kaynaklar eklendiginde, maksimum enzim liretiminin sirasiyla nisasta
ve maya ekstrakti ilavesiyle saglandigi bildirilmistir [207]. Can Gio Mangrov ormanindan izole
edilen B. amyloliquefaciens M37 susunun a-amilaz liretim potansiyelinin arastirildigi bir ¢alismada
ise kat1 substrat olarak %70 nem igerigine sahip olan soya kiispesi kullanilmigtir. %7.5 (v/w)
inokiilim miktar1 ile 37 °C’de inkiibasyona birakilan ortamda en yiiksek enzim aktivitesine
(1039 IU/g) 36. saatin sonunda ulagilmistir [208].

Sadece tarimsal atiklar ve endiistriyel yan tirtinler degil, gida ve mutfak atiklar1 da a-amilaz
iiretimi amaciyla gesitli calismalarda potansiyel substratlar olarak degerlendirilmistir. Bu kapsamda
gergeklestirilen bir ¢alismada hem karbon hem de azot kaynagi islevi goren kurutulmus mutfak
atiklar1 kullanilarak B. amyloliquefaciens KCP2 ile a-amilaz tiretimi gergeklestirilmistir. En yiiksek
a-amilaz aktivitesine, baslangic pH’1 8, substrat/nem orami 1:3 (w/v) ve inokiilim miktar1 %30
(v/w) olan kat1 ortamda, 37 °C sicaklikta ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ulasilmustir.
Kismen saflastirilan enzim, 60 °C’de gergeklestirilen sakkarifikasyon siirecinde mutfak atiklarini
%80 verimlilikle indirgen sekerlere doniistiirmiistiir [209]. Malezya’daki bir kaplicadan izole
edilen B. licheniformis HULUBI1 ve B. subtilis SUNGB2 ile yapilan bir diger calismada, tahil,
sebze, tavuk ve ton balig1 iceren ve evsel mutfak atig1 kompozisyonunu temsil eden bir karigim
kullanilarak a-amilaz iiretimi aragtirllmistir. Her iki izolat, 65 °C ve pH 6 kosullarinda sirasiyla
18.15 U/ml ve 22.14 U/ml a-amilaz aktivitesi gostermis; enzimlerin 55-85 °C sicaklik ve pH 5-9
araliginda stabil kaldigi belirlenmistir. Ayrica, bu suslarin kanigik kiiltiiri ile yiiriitiilen
fermentasyon siirecinde, 12. giiniin sonunda atik materyalin toplam kuru madde igeriginde %43—

45 oraninda azalma goézlemlenmistir [210].

5.2. Seliilaz Uretimi

Literatiirde, Bacillus tiirleriyle yiiriitilen KHF temelli seliilaz iiretimini iceren ¢aligma
sayisinin o-amilaz {iretimine kiyasla daha az oldugu goriilmektedir. Bu alandaki giincel
calismalarda, Bacillus suslarimin lignoseliilozik biyokiitlenin enzimatik olarak parcalanmasindaki
etkinligi 6ne c¢ikmakta; besin profili iyilestirilmis tarimsal atiklar ve endiistriyel yan {irlinlerin

hayvan yemi olarak degerlendirilmesine yonelik uygulamalar giderek daha fazla arastirilmaktadir
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[211-214]. Ornegin, yapilan bir calismada Reticulitermes labralis’in bagirsagindan izole edilen B.
subtilis RLI2019 susunun genom analizi, %99.41 oraninda probiyotik potansiyele sahip oldugunu
ortaya koymus; susun seliilotik ve hemiseliilotik enzimler agisindan yiiksek aktivite sergiledigi
raporlanmistir. Bugday samam kullanilarak gerceklestirilen 7 giinlilkk fermentasyon sonunda,
seliilozik fraksiyonlara ait lif i¢eriklerinde anlamli azalmalar gozlenmistir: nétral deterjan lifi %5.8,
asit deterjan lifi %10.3, hemiseliilloz %1 ve lignin %4.7 oraninda azalmigtir. Ayrica, ortamda 664.9
pg/ml diizeyinde indirgen seker birikimi ile birlikte 1.22 U/ml endoglukanaz ve 6.68 U/ml ksilanaz
aktivitesi tespit edilmis; elde edilen bulgular dogrultusunda lignoseliilozik matriksin etkin bigimde
pargalandigi bildirilmistir [215]. Benzer sekilde, deve gastrointestinal kanalindan izole edilen B.
amyloliquefaciens D1B3 susuyla yiiriitiilen bir ¢alismada, susun probiyotik potansiyeli ile seliilaz
tiretim kapasitesi birlikte ele alinmistir. Kati substrat olarak bugday kepeginin kullanildig:
fermentasyon ortami igin sivi/kati oran1t %1.19, pH 6.2 ve 36.99 °C olarak belirlenen optimum
kosullarda 0.0144 g/l.dk seliilaz aktivitesi elde edilmistir. Izolatin in vitro kosullarda diisiik pH
degerlerine ve safra tuzuna karsi direngli oldugu, ayrica patojen bakterilere karsi antimikrobiyal
etki gosterdigi belirtilmistir. Bununla birlikte, D1B3 susunun hem bagirsak mikrobiyotasini
destekleme potansiyeli hem de seliiloz igerigi yiiksek materyallerin sindirilebilirligini artirma
kapasitesi agisindan yem fermentasyon siireglerine ¢ok yonlii katki saglayabilecegi ifade edilmistir
[216].

Dogrudan seliillaz {iretimine odaklanan c¢alismalarda, genellikle Aspergillus ve
Trichoderma tiirleri gibi kiifler tercih edilmis [217-220]; Bacillus cinsiyle yiiriitiilen arastirmalar
ise nispeten smurlt kalmustir. B. licheniformis MA1 susu ile yiriitiilen bir ¢alismada, seliilaz
{iretiminin artirilmasina yénelik olarak iki asamali bir optimizasyon yaklasimi benimsenmistir. Tlk
asamada, enzim verimi iizerinde etkili olan degiskenlerin belirlenmesi amaciyla PBT kullanilmis;
karboksimetil seliilloz (CMC), misir kogani1 ve pepton cevap iizerindeki en etkili faktorler olarak
belirlenmistir. Ardindan, bu ii¢ faktoriin seviyeleri BBT ile optimize edilmistir. Misir koganinin
karbon kaynagi olarak degerlendirildigi optimum kosullar altinda elde edilen seliilaz aktivitesi,
optimize edilmemis ortama kiyasla 6,8 kat artarak 199.7 = 0.34 U/ml seviyesine ulagsmistir. Ayrica,
enzimatik isleme tabi tutulan elma suyu drneklerinde meyve suyu verimi (%88.2) kontrol grubuna
(%75.4) kiyasla belirgin sekilde arttig1 rapor edilmistir. [221]. Bacillus sp. JS14 ile yapilan bir
calismada, kati substrat olarak bugday kepegi kullanilmis ve seliilaz iiretimi {izerinde etkin olan
faktorler MKT ile optimize edilmistir. En yiiksek seliilaz aktivitesine 400 g/l bugday kepegi, %10
inokiiliim, 45 °C sicaklik, pH 6.5 kosullarinda, 5 giinliik inkiibasyonun sonunda ulasilmigtir [222].
B. subtilis MS 54 susu ile gerceklestirilen bir ¢alismada, KHF kosullarinda seliilaz iiretiminin
optimize edilmesi amaciyla iki asamali bir deneysel tasarim yaklasimi benimsenmistir. ilk
asamada, toplam sekiz degiskenin (misir kepegi, badem kabugu, kazein, MgSQOy, inokiiliim miktari,

baslangi¢ pH’1, nem orani ve inkiibasyon siiresi) enzim {retimi lizerindeki etkisini belirlemek
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amaciyla PBT kullanilmistir. Ardindan, en etkili {i¢ faktor olan misir kepegi, badem kabugu ve nem
icerigi, MKT ile optimize edilmistir. En yiikksek CMCaz (karboksimetil seliilaz) aktivitesine 5 g
muisir kepegi ve 3.5 g badem kabugu i¢eren ortamda 72 saatlik inkiibasyon sonunda ulagilmis; enzim
aktivitesinin 96. saate kadar kademeli olarak, 120—144 saat arasinda ise nispeten daha hizli diistiigi
rapor edilmistir [223]. B. subtilis ile yiiriitiilen bagka bir ¢aligmada, tarimsal atiklar olan saman,
palmiye lifleri ve muz braktelerinin substrat olarak degerlendirilme potansiyeli incelenmis; en
yiiksek seliilaz aktivitesi palmiye lifleri igeren KHF ortaminda ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda
elde edilmistir [224]. B. subtilis PJK6 susunun kullanildig1 bir diger ¢alismada, kat1 substrat olarak
bugday kepegi se¢ilmis ve seliilaz liretimi iizerine etki eden faktorler (inkiibasyon siiresi, sicaklik,
pH, inokiiliim miktar1 ve substrat/nem orani) MKT kullanilarak optimize edilmistir. En yiiksek
seliilaz aktivitesine (1.14 IU/ml); sicakligi 45 °C, pH’1 6, inokiiliim miktar1 %14, bugday kepegi/su
orani 1:4 olan ortamda, 72 saatlik inkiibasyon sonucunda ulagilmigtir. Yalnizca musluk suyuyla
nemlendirilmis bugday kepeginin kullanildig1 bu ¢aligmada, enzim aktivitesi {izerinde en belirleyici
faktorlerin sicaklik ve inkiibasyon siiresi oldugu, pH’in ise daha sinirli bir etki gosterdigi rapor
edilmistir [225]. Soya siitii liretimi sirasinda agiga ¢ikan bir yan iiriin olan okaranin kati substrat
olarak potansiyelinin arastirildig1 bir diger ¢calismada, izole edilip B. subtilis Pa5 olarak tanimlanan
bakteri susu ile KHF ortaminda seliilaz tiretimi gergeklestirilmistir. En yliksek CMCaz (48.42 +
0.87 IU/g) ve sellobiyaz (154.50 + 2.15 IU/g) aktivitesi; sicakligi 30 °C, baslangi¢c nem igerigi
%71.5, inokiilim miktar1 %10 (v/w) olan ve 10 g okara iceren ortamda, 48 saat siiren fermentasyon

sonunda elde edilmistir [226].

5.3. Es Zamanh Enzim Uretimi

Mikrobiyal enzimlerin eszamanli {iretimi, proses verimliligini artirma, iiretim maliyetlerini
azaltma ve tek bir fermentasyon siireciyle birden fazla katma degerli iiriin elde etme potansiyeli
nedeniyle endiistriyel biyoteknoloji alaninda dikkat ¢eken bir yaklasimdir. Ozellikle lignoseliilozik
biyokiitlenin degerlendirildigi KHF sistemlerinde, ayn1 mikroorganizma tarafindan birden fazla
enzimin sentezlenmesi ekonomik ve c¢evresel siirdiiriilebilirlik agisindan 6nemli avantajlar
saglamaktadir. Bu dogrultuda yapilan calismalarda, substrat kompozisyonu, fermentasyon
parametreleri ve ekstraksiyon yontemlerinin eszamanli enzim sentezi iizerindeki etkileri farkl
acilardan ele alinmustir.

Literatiirde Bacillus tiirleri ile yiiriitiilen ve endiistriyel enzimlerin eszamanli {iretimini
konu alan ¢esitli aragtirmalar bulunmaktadir. Bu baglamda 6ne ¢ikan ¢aligsmalardan biri, Bacillus
sp. TMF-1 susu ile yiiriitiilmiis olup; a-amilaz, seliilaz, proteaz ve pektinaz enzimlerinin ayni
iiretim siirecinde sentezlendigi rapor edilmistir. S6z konusu ¢alismada, bugday kepegi, misir
kepegi, soya kiispesi, aycicegi kiispesi, zeytinyagi posast ve misir perikarpr kati substrat olarak

degerlendirilmis; bu materyallerin hem dogal hem de ¢esitli 6n islemlerden gegirilmis formlarinin
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enzim Uretimi Uzerindeki etkileri karsilagtirmali olarak incelenmistir. Uygulanan 6n islemler
arasinda asit/alkali muamelesi, ultrason ve mikrodalga destekli yontemler yer almistir. Elde edilen
bulgulara gore, alkali islem gdrmiis misir perikarpi ile en yiiksek a-amilaz (50.75 IU/g) ve proteaz
(50.5 1U/g) aktivitesine ulasilmistir. Seliilaz iiretiminde en iyi sonug alkali iglem uygulanmig misir
kepegi ile elde edilirken (1.19 IU/g), en yliksek pektinaz aktivitesine (64.90 IU/g) ise dogal formda
kullanilan soya kiispesiyle ulagilmigtir [227]. B. subtilis ile soya kiispesi kullanilarak KHF
kosullarinda o-amilaz, proteaz ve seliillaz enzimlerinin eszamanli {iretiminin gergeklestirildigi
baska bir c¢alismada, fermentasyon sonrasi enzim ekstraksiyonunu optimize etmek ve verimi
artiracak en uygun yontemi belirlemek amaciyla klasik ekstraksiyon yontemi ile ultrason destekli
ekstraksiyon (UDE) teknigi karsilagtirilmistir. KHF siireci 30 °C’de 72 saat inkiibasyon siiresiyle
yiiriitilmiis ve baslangigtaki enzim aktiviteleri sirasiyla 109.01 [U/g (a-amilaz), 29.62 1U/g
(proteaz) ve 0.86 IU/g (seliilaz) olarak belirlenmistir. Klasik ekstraksiyon siirecinde; pH, karistirma
hizi, kati/sivi oranm1 ve ekstraksiyon siiresi degiskenleri BBT ile optimize edilmistir. Model
sonuglarina gore en yiiksek ekstraksiyon verimi a-amilaz i¢in ~820 IU, proteaz i¢in ~240 IU ve
seliilaz i¢in ~7.5 IU olarak hesaplanmistir. Buna karsilik, UDE yo6ntemi daha kisa siirede (2.5-10
dakika) ve daha diisiik sivi hacmiyle daha yiiksek konsantrasyonlu enzim ¢dzeltisi saglamis; a-
amilaz ve proteaz ekstraksiyonunda sirasiyla 825 IU ve 330 IU seviyelerine ulasiimistir. Ancak
seliilaz enziminin geri kazanimi agisindan klasik yontem daha etkili bulunmus ve bu durum,
seliilazin substrata siki bir sekilde baglandig i¢in ekstraksiyon isleminde yiiksek karistirma hizina
ihtiya¢ duyuldugu seklinde agiklanmustir. ilgili enzimlerin eszamanl iiretimi igin soya kiispesi gibi
diisiik maliyetli substratlarin kullanilabilecegi ve UDE’nin o6zellikle a-amilaz ve proteaz
ekstraksiyonunda yiiksek verim ve iiriin konsantrasyonu sagladig: bildirilmistir [228].

Piring kabugu, pirin¢ samani, bugday samani ve seker kamis1 bagasinin substrat olarak
kullanim potansiyellerinin arastirildigi, ayni1 zamanda farkli azot kaynaklari iceren ¢ozeltilerin KHF
ortami iizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, Bacillus sp. BBXS-2 ile ekstraseliiler a-
amilaz ve proteaz enzimlerinin eszamanl iiretimi gerceklestirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda
en uygun kat1 substratin 5 g/l kazein, 3 g/l pepton, 2 g/l MgSO4-7H,0, 3 g/l KH>PO4,10 g/l NaCl
ve 2 g/l CaCl, igeren c¢ozeltiyle (1 ml/g substrat) nemlendirilmis bugday samani oldugu
belirlenmistir. Baglangic pH’1 8.5 ve sicakligi 45 °C olan fermentasyon ortaminda, 5 giinliik
inkiibasyon siiresinin sonunda en yiiksek a-amilaz ve proteaz aktiviteleri sirasiyla 6.900 U/g ve
12.189 U/g olarak rapor edilmistir. Steril olan ve olmayan fermentasyon kosullarinin
karsilastirildig1 deneylerde, yiiksek sicaklik ve alkali pH’1n mikrobiyal kontaminasyonu sinirladigi
ve sterilizasyon isleminin enzim {iretimi {izerinde anlamli bir fark olusturmadigi bildirilmistir.
Ayrica, elde edilen ham enzimlerin deterjanla birlikte kullaniminda, leke giderme kapasitesinin
ticari tiriinlere kiyasla %200’e kadar arttig1 rapor edilmistir [229]. a-Amilaz ve proteazin eszamanli

iiretiminin gerceklestirildigi bir diger ¢alismada, mikrobiyal enzim {ireticisi olarak B. licheniformis
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ZB-05 kullanilmis; kat1 substrat olarak portakal, muz, elma ve piring kabuklar ile bugday kepegi,
mercimek kepegi ve misir kiispesi degerlendirilmistir. Her iki enzim i¢in de en uygun substratin
piring kabugu oldugu belirlenen c¢aligmada, maksimum a-amilaz (443 U/g) ve proteaz
(469.000 U/g) tiretimi; %30 nem igerigine sahip ortamda, a-amilaz i¢in %20, proteaz icin ise %30
inokiiliim oranlarinda ve 36 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilmistir. Ayrica, test edilen azot
kaynaklar1 arasinda a-amilaz ve proteaz iretimi acgisindan en uygun inorganik ve organik
kaynaklar; sirastyla %1 (NH4)2SOs, %2 Bacto karaciger ekstrakti (sigir karacigerinden elde edilen
hidrolizat), %2 (NH4)SOs ve %] Bacto kasaminoasit olarak belirlenmistir. Ilave karbon
kaynaklarinin etkisi incelendiginde, %2 ¢0ziiniir nisasta a-amilaz liretimini, %1 maltoz ise proteaz
tiretimini artirmistir. En uygun ekstraksiyon ortamini belirlemek amaciyla distile su, musluk suyu,
%2 SDS, 50 mM NacCl, 50 mM asetat tamponu (pH 6.0; a-amilaz i¢in) ve 50 mM fosfat tamponu
(pH 8.5; proteaz igin) ayr1 ayr1 denenmistir. Enzimlerin kat1 matriksten en verimli sekilde geri
kazanimi, musluk suyu ile yapilan ekstraksiyonlarda elde edilmistir [230].

Mikrobiyal enzim fireticisi olarak B. subtilis NRRL B-4219 susunun kullanildig1 bir
calismada, seliilaz ve pektinaz enzimlerinin eszamanli iiretimi arastirilmis; kat1 substrat olarak
asitle muamele edilmis ve belirli oranlarda karistirtlmis findik kabugu, portakal kabugu ve elma
posasi degerlendirilmistir. En yiiksek enzim aktiviteleri, %20 elma posasi, %30 portakal kabugu ve
%50 findik kabugu iceren karisimda elde edilmis; seliilaz aktivitesi 0.5 U/ml, pektinaz aktivitesi
ise 8.27 U/ml olarak olgiilmiistiir. Findik kabugunun tek basina kullanildig1 ortamda, elma posast
ve portakal kabuguna kiyasla daha yiiksek pektinaz tretildigi; ancak karisik substrat kullaniminin
Ozellikle pektinaz aktivitesini artirarak daha ylksek verim sagladigi rapor edilmistir [231]. B.
subtilis M-11 susu ile yiiriitiilen baska bir calismada ise seliilaz ve proteazin eszamanli liretimi igin
en uygun kosullarin belirlenmesi amaciyla; arpa, fasulye, nohut ve yulaf unu ile misir kogani, yulaf
sap1 ve bugday kepegi kat1 substratlar olarak ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, her
iki enzim icin de en yiiksek aktivitenin yulaf unu kullanilan fermentasyon ortaminda saglandigini
ortaya koymustur. Deneysel tasarim araci olarak kullanilan BBT nin hem substrat secimi hem de
fermentasyon degiskenlerinin optimizasyonu agisindan etkili sonuglar verdigi belirtilmistir. Ayrica,
diisiitk maliyetle tiretilen bu enzimlerin genis pH (7.0-9.5) ve sicaklik (25-60 °C) araliklarinda
yiiksek stabilite gdsterdigi ve deterjan endiistrisinde kullanimi agisindan gii¢lii bir potansiyele sahip
oldugu rapor edilmistir [232].

KHEF ile Bacillus tiirleri kullanilarak yiiriitiilen eszamanli enzim iiretimi ¢alismalarinin
biiylik kismi, fermentasyon ortami bilesenleri ve enzim ekstraksiyonuna yonelik optimizasyonlara
odaklanmaktadir. Bu kapsamda; substrat tiirii, baslangic nemi, pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi
gibi faktorlerin enzim verimi {lizerindeki etkisi degerlendirilmis; bugday kepegi, soya kiispesi ve
piring kabugu gibi tarimsal atik ve endiistriyel yan {irlinler yaygin bigimde kullanilmistir. Ancak bu

caligmalarin ¢ogunda ilgili materyallerin etkisi bagimsiz olarak incelenmis; ¢cok bilesenli substrat
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kanigimlariin saglayabilecegi olast sinerjik etkiler biiyiik olgiide g6z ardi edilmistir. Oysa
literatiirde, bu tiir karisimlarin besin dengesini iyilestirme, mikrobiyal gelisimi destekleme ve
enzim iretimini artirma potansiyeline sahip oldugu; tek bir yan iriiniin gerekli tiim besin
bilesenlerini saglamada yetersiz kalabilecegi siklikla vurgulanmaktadir [233-236]. Ayrica, uygun
fermentasyon ortamlarinin belirlenmesine karsin, bu kosullarin biyoreaktor sistemlerine aktarimi
ve igletim parametrelerinin optimizasyonuna iliskin verilerin sinirl oldugu goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, misir kepegi ve findik kiispesi igeren bir substrat karigimi kullanilarak
a-amilaz ve seliilaz enzimlerinin eszamanli biyosentezi i¢in ortam bilesimi optimize edilmis; elde
edilen optimum kosullar dolgulu kolon biyoreaktor sistemine aktarilmig ve her bir enzim igin
isletim parametreleri ayr1 ayr1 optimize edilerek mevcut literatiirdeki boslugun giderilmesine katki

saglanmistir.
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6. MATERYAL VE METOT

Bu boliimde, ¢alisma kapsaminda kullanilan mikroorganizma, kati1 substratlar, ¢ozeltiler,
laboratuvar cihazlar1 ve biyoreaktor sistemine iliskin bilgiler ile uygulanan deneysel yontemler

detayl1 bir sekilde sunulmustur.
6.1. Materyaller
6.1.1. Kati Substratlar

Kat1 substrat olarak kullanilan endiistriyel yan {irlinlerden findik kiispesi, Altag Yag Sanayi
A.S.’den; musir kepegi ise Sunar Misir Entegre Tesisleri Sanayi ve Ticaret A.S.’den temin

edilmistir.
6.1.2. Mikroorganizma

Hidrolitik enzim iiretim potansiyeli nedeniyle tercih edilen Bacillus amyloliquefaciens
NRRL B-645 susu, ABD Ulusal Tarimsal Kullanim Arastirma Merkezi’ne (NRRL, National Center

for Agricultural Utilization Research) ait kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.
6.1.3. Kullanilan Coézeltiler ve Laboratuvar Cihazlar

Analitik saflikta temin edilen kimyasallar, kullanilan ¢6zeltiler ve laboratuvar cihazlarma

iligkin bilgilere sirastyla Tablo 6.1, Tablo 6.2 ve Tablo 6.3’te yer verilmistir.

Tablo 6.1. Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal madde ve bilesenler

Kimyasal Madde/Bilesen Firma

Bakteriyolojik pepton CONDA (Pronadisa)
Yeast extract CONDA (Pronadisa)
Sodyum kloriir Merck EMSURE®
Agar agar ChemSolute
Amonyum siilfat Sigma®

Maltoz monohidrat Merck

Glukoz monohidrat Merck

Sodyum fosfat monobazik Fluka Analytical
Sodyum fosfat dibazik Carlo Erba Reagents
Sodyum hidroksit Tekkim

Hidroklorik asit Sigma Aldrich
3,5-Dinitrosalisilik asit (DNS) Bostonchem
Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat Scharlau

COziiniir nisasta Merck
Karboksimetilseliiloz (CMC) MP Biomedicals, LLC
Siilfuirik asit AnalaR NORMAPUR®
Aseton ISOLAB Chemicals
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Tablo 6.2. Calisma kapsaminda kullanilan ¢ozeltilere iliskin bilgiler

Cozelti

Kullanim Amaci

% 0.2 (w/v) maltoz standart ¢dzeltisi
% 0.2 (w/v) glukoz standart ¢ozeltisi
% 99.5 (v/v) aseton ¢ozeltisi

0.5 N sodyum hidroksit ¢dzeltisi
%72 (v/v) siilflirik asit ¢ozeltisi

6,7 mM sodyum kloriir igeren 20 mM sodyum fosfat tamponu (pH 6.9)

50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.2)

% 1 (w/v) nisasta ¢ozeltisi (sodyum fosfat tamponunda, pH 6.9)
% 1 (w/v) CMC ¢ozeltisi (sodyum fosfat tamponunda, pH 7.2)

1 M sodyum hidroksit ¢dzeltisi
1 M hidroklorik asit ¢ozeltisi

96 mM DNS, 2 M NaOH, 5.3 M potasyum sodyum tartarat igeren renk

reaktifi

Maltoz standart egrisinin hazirlanmasi
Glukoz standart egrisinin hazirlanmasi
Ekstraktif madde analizi

Hemiseliiloz analizi

Lignin analizi

a-Amilaz ekstraksiyonu ve seyreltilmesi
Seliilaz ekstraksiyonu ve seyreltilmesi
a-Amilaz aktivite tayini

Seliilaz (CMCaz) aktivite tayini

Ortam ve tampon pH’larinin ayarlanmasi
Ortam ve tampon pH’larinin ayarlanmasi
Indirgen seker tayini

Tablo 6.3. Calisma kapsaminda kullanilan laboratuvar cihazlarina iligkin bilgiler

Laboratuvar Cihazlar:

Kullanim Amaci

Marka/Model

Dijital hassas terazi
Laboratuvar 6l¢ekli blender

Etliv Kati drneklerin kurutulmasi
Dijital 1siticil manyetik karistirict  Ortam ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Kimyasal madde ve substratlarin tartim1 ~ Shimadzu BL-320H
Kat1 substratlarin 6giitiilmesi

Spice & Herb Grinder IC-10B
JEIO TECH ON-22G
Weightlab Instruments WN-H320

Otoklav Ortam ve malzemelerin sterilizasyonu Lab Companion ST-G Series

Laminer hava kabini

Orbital ¢alkalamali inkiibator
Masa tipi pH metre

Vorteks karistiric

Masaiistii santrifiij

Mikroorganizma inokiilasyonu
Mikroorganizma inkiibasyonu
Ortam ve ¢ozeltilerin pH 6l¢tiimii
Numunelerin homojenizasyonu
Biiyiik partikiillerin ayrilmasi
Mikrosantrifiij Siipernatant eldesi

Su banyosu Enzim inkiibasyonu

UV-VIS Spektrofotometre

Absorbans dl¢timleri
Dolgulu kolon biyoreaktér sistemi ~ Mikrobiyal enzim iiretimi

Thermo Scientific Safe 2020

GFL

Thermo Scientific Lab Star PH111
Weightlab Instruments WN-2800
Niive NF 800

DaiHan Scientific CF-10

Niive ST 402

Thermo Scientific GENESYS 10S

Calismanin ikinci asamasinda, biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonu, daha dnce

TUBITAK projesi kapsaminda temin edilen Raimbault tipi dolgulu kolon biyoreaktdr sistemi ile

ylriitiilmiistiir. Sistem; inkiibasyon kabini, kolonlar, siliftli erlenler, gaz kompresorii, hava dagitici,

rotametreler ve sicaklik kontrollii bir 1siticidan olugsmaktadir. Alt kisimlari delikli olarak tasarlanan,

3 cm ¢apinda ve 20 cm yiiksekligindeki kolonlar; 250 ml hacme sahip, hava girisi i¢in cam boru

iceren siliftli erlenler iizerine yerlestirilmistir. Kolon ve siliftli erlenlerden olusan biyoreaktor

birimleri, alt merkezinde dijital gdstergeli bir isiticinin bulundugu metal bir plaka iizerine

sabitlenmistir. Gaz kompresoriinden c¢ikan hava, c¢ok c¢ikish bir hava dagitici araciligiyla

rotametrelere yonlendirilmis; her bir rotametre, ilgili siliftli erlene baglanmistir. Bu sayede, kolona

ulagsmadan Oonce nem kazanan hava, substrat yataginin nem seviyesinin korunmasina olanak

tanimistir. Dolgulu kolon biyoreaktor sisteminin genel yapisi Sekil 6.1’de sematik olarak

sunulmustur.
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Rotametreﬁ Hava dagitici «——

r Dolgulu kolon biyoreaktorii

Metal plaka “—Dijital 1sitici

Mikro hava filtresi I

LKompresﬁr

Sekil 6.1. Dolgulu kolon biyoreaktdr sisteminin genel yapisi

6.2. Metot

Bu bolimde, tez kapsaminda yiiriitiilen deneysel c¢alismalar ve izlenen yontemler
sunulmustur. Mikrobiyal enzim {iretimi amaciyla tasarlanan bu ¢alisma, KHF teknigi temel alinarak
gerceklestirilmigtir. Deneysel siireci olusturan tiim asamalar, ilgili alt basliklar altinda ayrintili
olarak aciklanmustir. {lk asamada, kat1 substrat olarak degerlendirilen endiistriyel yan iiriinlere
yonelik 6n hazirlik islemleri ve karakterizasyon analizleri gerceklestirilmistir. Devaminda, Bacillus
amyloliquefaciens NRRL B-645 susuna ait kiiltiir hazirligi tamamlanmis ve deneysel tasarim
dogrultusunda fermentasyon deneyleri yiiriitiilmiistiir. Belirlenen inkiibasyon siirelerinin sonunda
enzim ekstraksiyonu gerceklestirilmis; ardindan enzim aktivite tayinleri yapilmistir. Calisma

boyunca takip edilen deneysel siirecin genel akisi ise Sekil 6.2°de sematik olarak 6zetlenmistir.
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Kati Hal Fermentasyonu Endiistriyel yan iiriinler
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Sekil 6.2. KHF yontemiyle yiiriitiilen mikrobiyal enzim iiretimine iligskin deneysel akis semasi

6.2.1. Kat1 Substratlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Sekil 6.3’te fiziksel goriiniimleri verilen misir kepegi ile findik kiispesi, biyoyararlanimi
artirmak amaciyla 6giitiilmiis ve ASTM standartlarina uygun elekler kullanilarak farkli partikiil
boyutlarina ayrilmistir. Eleme islemi sonucunda elde edilen -30+50 mesh araligindaki fraksiyonlar,
hava gecirmez kaplar igerisinde +4 °C’de muhafaza edilerek fermentasyon deneylerinde

kullanilmustir.

AN
“'. .

Misir kepegi Findik kiispesi Deneylerde kullanilan fraksiyonlar

Sekil 6.3. Kati substratlarmn fiziksel goriiniimleri ve deneylerde kullanilan fraksiyonlar
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Kat1 substratlarin ekstraktif madde, hemiseliiloz, lignin ve selilloz igeriklerinin

belirlenmesinde Li vd. tarafindan onerilen yontem esas alinmig [237] olup bu yonteme iliskin
detaylar Sekil 6.4’te sunulmustur.

Ekstraktif Madde Analizi

X3sa

& Kaynatma

A * 12 gnumune

0]
-
* 150 ml aseton B; a
4 —
— o —> N [ —p Q/
Kati numunenin Geri sogutucu altinda manyetik Numunenin vakum Numunenin sabit tartima Islem gormiis
tartilmasi karigtirma ile numunenin altinda siizgeg gelinceye kadar kati numunenin
ekstrakte edilmesi kagidiyla siiziilmesi kurutulmasi tartiimasi
Hemiseliiloz Analizi
= x 3.5sa
v
|| @ Kaynatma

* 6gnumune
/|« 150ml05N

’\\_
-
NaOH gozeltisi E
— —p —p N [
Ekstraktif madde Geri sogutucu altinda manyetik Siiziintli pH's1 notr olana kadar Numunenin sabit tartima Islem gormiig
analizi yapilan karigtirma ile numunenin numunenin vakum altinda saf gelinceye kadar kati numunenin
numunenin tartiimasi ekstrakte edilmesi suyla yikanarak siiziilmesi kurutulmasi tartiimasi
Lignin Analizi
= X1sa
m & Kaynatma
1%72'lik HS04
Gozeltisi ilavesi & 80°C
2 = .
324 sa i |  1gnumune ~
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bracc * Cozeltist | &
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Ekstraktif madde Geri sogutucu altinda manyetik Numunenin vakum altinda Numunenin sabit tartima islem gormiis
analizi yapilan karigtirma ile numunenin saf suyla yikanarak siiziilmesi gelinceye kadar kati numunenin
numunenin tartiimasi ekstrakte edilmesi kurutulmasi tartiimasi
Seliiloz Analizi

Kati numunelerin ihtiva ettigi selliloz miktari; ekstraktif madde, hemiseliiloz ve ligninin kiitlece yiizde miktarlarinin gikariimasiyla elde edilmistir.

Sekil 6.4. Kati substratlarin temel bilesen analizleri
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6.2.2. Mikrobiyal Kiiltiiriin Hazirlanmasi ve Saklama Kosullar

—80 °C’de saklanan stok kiiltiirden canlandirilan Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-645
bakterisinin ¢ogaltilmasi ve saklanmasinda standart formiilasyonlara gore hazirlanan [238] ve
otoklavda (121 °C, 1.2 bar, 15 dk) sterilize edilen Luria-Bertani (LB) sivi ve agar besiyerleri
kullanilmigtir. LB s1vi besiyerinde ¢ogaltilan bakteriyel kiiltiir, sirasiyla yayma ve ¢izgi ekim
yoOntemiyle agar iceren besiyerlerine aktarilmis; elde edilen stok kiiltiirler +4 °C’de saklanmis ve
iki haftada bir yenilenmistir.

KHEF ¢aligmalarinda kullanilan 6n kiiltiirii hazirlamak amaciyla, +4 °C’de muhafaza edilen
kat1 kiiltiirden 6ze yardimiyla alinan mikroorganizma kolonisi, aseptik kosullar altinda 50 ml LB
s1v1 besiyeri igeren 250 ml’lik erlene aktarildiktan sonra 16 saat orbital ¢alkalamali inkiibatorde
(37 °C ve 150 rpm) inkiibe edilmistir. Elde edilen 6n kiiltiirler, her bir deney kosulu i¢in belirlenen
oranlarda inokiiliim olarak kullanilmustir.

Mikroorganizmalarin saklanmasi ve KHF deneylerinin yiiriitiilmesine iliskin gorseller,

sirastyla Sekil 6.5 ve Sekil 6.6’da sunulmustur.

1) Canlandirma (-80°C stoktan) 2) LB sivi ortama inokiilasyon 3) LB kati ortama yayma ekim 4) LB kati ortamda ¢izgi ekim ve
+4°C'de muhafaza

Sekil 6.5. Stok kiiltiirden mikroorganizmanin canlandirilmasi ve kiiltiir ortamlarina aktarimi

Fermentasyon ortam optimizasyonu Biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonu

Sekil 6.6. KHF deneyleri
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6.2.3. Deneysel Tasarim

a-Amilaz ve seliilaz enzim aktivitelerinin (U/g) cevap degiskenleri olarak se¢ildigi
optimizasyon calismalar iki asamada gergeklestirilmistir. Ilk asamada, fermentasyon ortamimin
optimizasyonu amaciyla enzim lretimi lizerinde etkili oldugu ongoriilen faktorler secilmis ve her
bir enzim igin maksimum aktiviteye ulagilan optimum ortam kompozisyonlari belirlenmistir. Ikinci
asamada ise elde edilen ortam bilesimleri dolgulu kolon biyoreaktor sistemine taginarak biyoreaktor
isletim kosullar optimize edilmistir. Her bir optimizasyon adiminda kullanilan deney matrisleri,
MKT ilkelerine gore Design Expert 10 yazilimi araciligiyla tasarlanmistir. Optimizasyon
stireclerine iliskin varyans analizleri (ANOVA) ile cevap yiizeyi grafiklerinin olusturulmasi da ayni
yazilim aracilifiyla gerceklestirilmistir.

Fermentasyon ortaminin ve biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonu i¢in belirlenen
bagimsiz degiskenlere ait deneysel diizeyler Tablo 6.4 ve Tablo 6.5’te sunulmustur.

KHF’nin karakteristik yapisini koruyacak en uygun nem diizeyi, 6n denemeler sonucunda
1:1.5 (w/v) kati-s1v1 oran1 ile saglanmistir. Bu baglamda ortam optimizasyonu i¢in her kosulda
toplam kat1 madde miktar1 10 g olacak sekilde sabit tutulmus; varyasyon, misir kepegi ve findik
kiispesinin birbiriyle olan oranina gore olusturulmustur. Deneysel tasarimda substrat miktari (%
MK) degiskeni, kiitlece % musir kepegi (MK) orani esas alinarak tanimlanmis olup %100 degeri
yalnizca musir kepegi iceren, %0 degeri ise sadece findik kiispesinden olusan ortami ifade
etmektedir. Benzer sekilde, toplam sivi hacmi tiim deneylerde 15 ml’de sabitlenmis; inokiiliim ve
azot kaynagi belirlenen miktarlarda eklendikten sonra kalan hacim musluk suyu ile
tamamlanmigtir. Musluk suyu, mikrobiyal gelisimi destekleyen mineral igerigi ve diisiik maliyeti
nedeniyle tercih edilmistir. Azot kaynagi c¢ozeltisi ise Selen [239] tarafindan bildirilen
formiilasyona gore 10 kat derisik olarak hazirlanmistir. Ilgili stok ¢ozelti, 50 g/l bakteriyolojik
pepton, 25 g/l maya ekstrakti ve 50 g/l (NH4),SO4 igermektedir.

Tablo 6.4. Ortam optimizasyonu i¢in segilen faktorler ve seviyeleri

Bagimsiz Degisken Sembol -2 -1 0 +1 +2
Substrat miktar1 (% MK) A 0 25 50 75 100
Inokiiliim hacmi (ml) B 1.5 3.0 4.5 6.0 7.5
Azot kaynagi miktari (ml) C 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Inkiibasyon siiresi (sa) D 24 54 84 114 144

Tablo 6.5. Biyoreaktor isletim kosullart i¢in secilen faktorler ve seviyeleri

Bagimsiz Degisken Sembol  -1.68 -1 0 +1 +1.68
Hava akis hiz1 (I/dk) A 0.100 0.130 0.175 0.220 0.250
Sicaklik (°C) B 31.0 32,6 350 374 39.0
Dolgu miktari (g) C 10 12 15 18 20
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Ortam optimizasyonu sonucu elde edilen optimum bilesimler, dolgulu kolon biyoreaktor
sistemine aktarilirken 1:1.5 (w/v) kati-s1v1 oram korunmustur. Ornegin, 10 g dolgu miktar1 iceren
deney kosuluna kiyasla, 20 g dolgu miktar1 kullanilan kosulda ortam kompozisyonu, tiim
bilesenlerin iki kati olacak sekilde ayarlanmistir.

Ortam optimizasyonu deneylerinde, sivi kaybini en aza indirmek amaciyla kati substrat,
azot kaynagi c¢ozeltisi ve su ayr1 ayr sterilize edilmistir. Buna karsilik, substrat porozitesinin
rehidrasyonla bozulmasini 6nlemek amaciyla biyoreaktor isletim kosullariin optimizasyonu i¢in
gerceklestirilen deneylerde tiim ortam bilesenleri birlikte otoklavlanmistir. Her iki uygulamada da
ortam bilesenleri laminer hava kabinine alinarak oda sicakliginda sogumaya birakilmis; ardindan
aseptik kosullarda inokiile edilmis ve cam ¢ubukla karigtirildiktan sonra inkiibasyona alinmistir.

Biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonuna geg¢ilmeden once, dolgulu kolon
biyoreaktor sisteminde substrat yatagmin nem dengesini etkileyen kosullart degerlendirmek
amaciyla sabit sicaklikta (37 °C) 6n deneyler gerceklestirilmistir. Farkli hava akis hizlar1 (0.1-0.5
1/dk) ve dolgu miktarlarinin (5-20 g) substrat yatagindaki nemlenme ve kuruma egilimleri
lizerindeki etkileri gézlemlenmis; bulgular dogrultusunda deneysel tasarim igin uygun galisma

araliklar1 belirlenmistir. flgili kosullarda elde edilen &rnekler Sekil 6.7°de gdsterilmistir.

Dolgu miktari: 5 g Dolgu miktari: 5 g Dolgu miktari: 10 g Dolgu miktari: 10 g
Hava akis hizi: 0.1 I/dk Hava akis hizi: 0.25 I/dk Hava akig hizi: 0.1 I/dk Hava akis hizi: 0.25 I/dk

Dolgu miktari: 15 g Dolgu miktari: 15 g Dolgu miktari: 20 g Dolgu miktari: 20 g
Hava akig hizi: 0.25 I/dk Hava akis hizi: 0.5 I/dk Hava akis hizi: 0.1 I/dk Hava akis hizi: 0.25 I/dk

Sekil 6.7. On deneme calismalari sonucu elde edilen substrat yataklarinimn fiziksel goriiniimleri
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DKB sisteminde gergeklestirilen 6n deneme caligsmalar1 kapsaminda, yiiksek hava akig
hizlarinda substrat yataginda kuruma egiliminin arttig1; diisiik hava akis hizlarinda ise bu egilimin
dolgu miktarindaki artigla birlikte belirginlestigi gozlemlenmistir. 5 g dolgu miktariyla yiiriitiilen
denemelerde, 0.1 1/dk hava akis hizinin nem dengesini korumada yeterli oldugu; ancak akis hizinin
artirllmastyla birlikte substratin topaklanma egilimi gosterdigi belirlenmistir. Ote yandan, 20 g
dolgu miktarinda 0.1 1/dk hava akis hizinin, 0.25 1/dk’ya kiyasla nemin korunmasinda daha elverisli
oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular dogrultusunda, dolgu miktar1 i¢in 10-20 g ve hava akig hiz1
icin 0.1-0.25 1/dk degerleri, MKT kapsaminda yiiriitiilen deneysel planlamada ug¢ noktalar1 temsil
edecek sekilde belirlenmistir.

Fermentasyon ortami ve biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonu igin takip edilen

deney kosullar1 Tablo 6.6’da sunulmustur.

Tablo 6.6. Ortam optimizasyonu ve biyoreaktor isletim kosullarina ait MKT deney matrisleri

Ortam Optimizasyonuna Ait MKT Deney Matrisi Isletim Kosullarina Ait MKT Deney Matrisi
A: B: C: D: A: B: C:
Deney  Substrat inokiiliim Azot Kaynag inkiibasyon Deney Hava Akis Sicakhk Dolgu
No Miktari Hacmi Miktar: Siiresi No Hiz (°O) Miktar
(% MK) (ml) (ml) (sa) (/dk) (€3}
1 25 3.0 1.0 54 1 0.130 32.6 12
2 75 3.0 1.0 54 2 0.220 32.6 12
3 25 6.0 1.0 54 3 0.130 37.4 12
4 75 6.0 1.0 54 4 0.220 37.4 12
5 25 3.0 2.0 54 5 0.130 32.6 18
6 75 3.0 2.0 54 6 0.220 32.6 18
7 25 6.0 2.0 54 7 0.130 37.4 18
8 75 6.0 2.0 54 8 0.220 37.4 18
9 25 3.0 1.0 114 9 0.100 35.0 15
10 75 3.0 1.0 114 10 0.250 35.0 15
11 25 6.0 1.0 114 11 0.175 31.0 15
12 75 6.0 1.0 114 12 0.175 39.0 15
13 25 3.0 2.0 114 13 0.175 35.0 10
14 75 3.0 2.0 114 14 0.175 35.0 20
15 25 6.0 2.0 114 15 0.175 35.0 15
16 75 6.0 2.0 114 16 0.175 35.0 15
17 0 4.5 1.5 84 17 0.175 35.0 15
18 100 4.5 1.5 84 18 0.175 35.0 15
19 50 1.5 1.5 84 19 0.175 35.0 15
20 50 7.5 1.5 84 20 0.175 35.0 15
21 50 4.5 0.5 84
22 50 4.5 2.5 84
23 50 4.5 1.5 24
24 50 4.5 1.5 144
25 50 4.5 1.5 84
26 50 4.5 1.5 84
27 50 4.5 1.5 84
28 50 4.5 1.5 84
29 50 4.5 1.5 84
30 50 4.5 1.5 84
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6.2.4. Enzim Ekstraksiyonu

Enzim ekstraksiyonuna iligkin basamaklar Sekil 6.8’de sematik olarak gosterilmistir.

- Tampon ilavesi
inkiibasyon siiresi sonunda Ekstraksiyon i¢in hazirlanan Orbital galkalayicida
elde edilen KHF 6rnekleri KHF &rnekleri enzim ekstraksiyonu

X 5dk s X 5dk
_ 5000 rpm _ 10000 rpm
—> — ‘
| -
Masa tipi santrifiijde Mikrosantrifij iglemiyle Aktivite tayininde kullanilan
biyuk partikil ayrimi slipernatant eldesi ham enzim gozeltisi

Sekil 6.8. Enzim ekstraksiyonuna iliskin islem basamaklarinin sematik gosterimi [240].

Deneysel tasarimla belirlenen inkiibasyon siirelerinin sonunda, KHF 6rneklerine a-amilaz
(pH 6.9) ve seliilaz (pH 7.2) aktivite tayinlerinde kullanilan sodyum fosfat tampon ¢o6zeltileri
eklenmis ve ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Benzer sekilde, DKB’lerden alinan
fermentasyon ortamlar1 erlenlere aktarilmis ve ayni ekstraksiyon protokolii uygulanmistir. Her
ekstraksiyon iglemi icin tampon ¢6zeltisi miktari, 1 g kat1 substrat basina 10 ml olacak sekilde
ayarlanmigtir. Elde edilen siipernatantlar, enzim aktivite tayininde ham enzim ¢ozeltisi olarak

kullanilmugtir.

6.2.5. Enzim Aktivite Tayini

Enzim aktivite tayinlerinde indirgen seker miktarinin belirlenmesi amaciyla 3,5-
dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi kullamilmistir [241]. Bu yontem, a-amilaz ve seliilaz
enzimlerinin sirasiyla nigasta ve karboksimetil seliilloz (CMC) polimerlerini hidrolize etmesi
sonucu aciga c¢ikan maltoz ve glukoz birimlerinin renk reaktifi (DNS c¢dzeltisi) ile tepkimeye
girerek renk degisimi olusturmasi prensibine dayanmaktadir. Caligmada seliilaz aktivitesi, CMC
substrati lizerindeki CMCaz (endoglukanaz) etkisi iizerinden degerlendirilmistir. Kullanilan analiz

yontemlerine iligkin detaylar Sekil 6.9 ve 6.10°da verilmistir.
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—0.5ml
= CMC ¢ozeltisi
£ —0.5 ml sodyum
2 fosfat tamponu B Z 50 dk
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—0.5ml \
CMC cézeltisi \ E
g1 —05ml _
= seliilaz gozeltisi
= Su banyosunda enzim inkiibasyonu
25°C'de
S sogutma
= ®
5 g —>

—0.5ml
nisasta gozeltisi
—0.5 ml sodyum

fosfat tamponu
(PH 6.9)

Konltrol

—0.5ml

nisasta gozeltisi
—0.5ml

a-amilaz gozeltisi

Telst

Renk degisimi icin
gergeklestirilen inkiibasyon

—0.5ml
= renk reaktifi (DNS)
£4  —0.5ml
X 3dk S a-amilaz gozeltisi
A~ 8 20°c I
\ [T —o05ml
\ renk reaktifi (DNS)
\\. m— 21 —0.5mlsodyum
- = fosfat tamponu
(PH 6.9)
Su banyosunda enzim inkiibasyonu =
4.5ml 4
distilesu =/
ilavesi @
 Hizh =
sogutma 5 . - '\
—> 1= @ — g —
Sl - i =

a-Amilaz aktivitesi nedeniyle
gozlenen renk degisimi

ey

Spektrofotometrede
absorbans olgtimu

Sekil 6.9. a-Amilaz aktivite tayininde kullanilan analiz yontemi [242].

Renk degisimi igin
gergeklestirilen inkiibasyon

Seliilaz aktivitesi nedeniyle
gozlenen renk degisimi

—0.5ml
renk reaktifi (DNS)
—0.5ml

seliilaz gozeltisi

Konltrol

—0,5ml
renk reaktifi (DNS)
— 0.5 ml sodyum

fosfat tamponu
(PH7.2)

Te?st

e

N
h_}(,

"\
B

—_——

Spektrofotometrede
absorbans 6l¢iimi

Sekil 6.10. Seliilaz aktivite tayininde kullanilan analiz yontemi [243].
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Enzim ¢ozeltileri, a-amilaz ve seliilaz aktivite tayinlerinde kullanilmak {izere sirasiyla 6.9
ve 7.2 pH’ya sahip olan sodyum fosfat tampon ¢ozeltileriyle 10 kat seyreltilmis;
Ol¢limden kaynaklanan hatalarin minimize edilmesi amaciyla her deney seti 3 paralel seklinde
calisiimistir. Kontrol ve test gruplarina ait absorbans degerleri, spektrofotometrede 540 nm dalga
boyunda 6l¢iilmiis; her biri i¢in kaydedilen absorbans (A) degerlerinin ortalamasi alinmistir. Bu

ortalama degerler kullanilarak, Denklem 6.1 araciligiyla AAssonm Test degerleri hesaplanmistir.

AAssonmTest = AsgonmTest — AsionmKontrol (6.1)

Her bir numune i¢in hesaplanan AAssonm test degeri, Ek-1 ve Ek-2’de verilen maltoz ve
glukoz standart egrilerinden elde edilen dogru denkleminde yerine yazilarak serbest birakilan
maltoz (mg) ve glukoz konsantrasyonlari (pmol) belirlenmis; Denklem 6.2, Denklem 6.3 ve
Denklem 6.4 kullanilarak maltoz ve glukoz konsantrasyonlardan enzim aktivitelerine (U/ml ve
U/g) gegcilmistir [224, 242]. Bir tinite (U) a-amilaz aktivitesi, 20 °C ve 6.9 pH’da, 3 dakika i¢inde
nisastadan 1 mg maltozu serbest birakan enzim miktar1 olarak; bir iinite (U) seliilaz aktivitesi,
standart deney kosullar1 altinda dakikada 1 pmol glukozu serbest birakan enzim miktar1 olarak

tanimlanmustir.

Maltoz Konsantrasyonu (mg) x Seyreltme Faktori

a-Amilaz Aktivitesi (U/ml) = Enaim haomi (mD (6.2)
Seliillaz Aktivitesi (U/ml) = Glukoz Konsantrasyonu (jmol) (6.3)
Inkiibasyon Siiresi (dk) x Enzim hacmi (ml) ’
Enzim aktivitesi (U/g) = Enzim aktivitesi(U/ml) x Ekstraksiyon Hacmi (ml) 6.4
g

Kati Substrat Miktart (g)

Sekil 6.11°de, DNS reaktifi ile gerceklesen renkli kompleks olusumuna bagh olarak a-

amilaz (a) ve seliilaz (b) 6rneklerinde gozlenen renk degisimleri sunulmustur.
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Sekil 6.11. a-amilaz (a) ve seliilaz (b) drneklerinde gézlemlenen renk degisimleri
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7. BULGULAR VE TARTISMA

Bu bolimde, tez kapsaminda yiiriitiilen ¢alismalardan elde edilen sonuglar sistematik
bi¢cimde sunulmus ve literatiirde yer alan verilerle karsilastirilarak tartistlmustir. Ilk olarak,
kullanilan kati substratlarin temel bilesen analizine yer verilmis; ardindan, fermentasyon ortaminin
ve dolgulu kolon biyoreaktor sistemi isletim kosullarinin optimizasyonu kapsaminda ulasilan

veriler degerlendirilmistir.

7.1.  Kat1 Substratlarin Temel Bilesen Analizi

Yapilan analizler sonucunda, misir kepeginin %32.98 ekstraktif madde, %26.75 seliiloz,
%33.56 hemiseliiloz ve %6.71 lignin igerdigi saptanmistir. Bu sonuglar, diger ¢aligmalarda
belirtilen deger araliklariyla ortiismektedir [244, 245]. Literatiirde misir kepeginin biiyiik oranda
¢oziinmeyen diyet lifinden olustugu [246]; bunlarin yani sira; peptitler, amino asitler, biiyliime
faktorleri gibi azotlu bilesenler ve fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugu [247, 248]; ayrica
potasyum, kalsiyum, sodyum gibi mineraller ile folat, riboflavin ve tiamin gibi B grubu vitaminleri
de icerdigi bildirilmistir [249]. Ayrica, graniiler yapisi sayesinde genis yiizey alani saglayarak
enzim-substrat etkilesimini artirdigi [223] ve bu 6zellikleri nedeniyle bakteriyel ve fungal suslar
kullanilarak yiiriitilen KHF siire¢lerinde yaygin olarak tercih edildigi belirtilmistir [250, 251].

Yapilan analizler sonucunda, findik kiispesinin ise %27.04 ekstraktif madde, %36.65
seliiloz, %28.42 hemiseliiloz ve %7.89 lignin icerdigi saptanmistir. Literatiirde, findik kiispesine
iligkin lignoseliilozik bilesim verilerinin siirli oldugu [252]; mevcut ¢alismalarin ise daha ¢ok
protein igerigi, amino asit profili ve biyoaktif peptit iiretimi gibi besinsel ve fonksiyonel 6zelliklere
odaklandig1 bildirilmistir [253-255]. Bununla birlikte, kabuk, zar ve kiispe gibi findik yan
iiriinlerinin; biyoaktif bilesikler, protein, diyet lifi, yag asitleri, vitaminler, mineraller ve
fitosteroller gibi besin bilesenleri acisindan zengin oldugu rapor edilmistir [252]. Ayrica findik
kiispesi ekstraktlarindaki fenolik bilesik iceriginin, Ogiitiilmiis findik iclerine kiyasla anlamh
diizeyde daha yiiksek oldugu rapor edilmistir [256, 257]. Bu durumun, bu ¢aligmada elde edilen
yiiksek ekstraktif madde oranini agiklayabilecegi diistiniilmektedir.

7.2. Fermentasyon Ortam Optimizasyonu

a-Amilaz ve seliilaz iiretimine iliskin fermentasyon ortami optimizasyonu deneylerinde
elde edilen enzim aktivite degerleri ile model tarafindan 6ngoriilen degerler, karsilastirmali olarak
Tablo 7.1’de sunulmus; bu degerler arasindaki iliskiye ait grafiksel gdsterim ise Sekil 7.1°de

verilmistir.
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Tablo 7.1. Ortam optimizasyonuna iligskin gdzlenen ve model tarafindan 6ngoriilen enzim aktivite degerleri

A: B: C: Azot D: Cevap Degiskeni 1 Cevap Degiskeni 2
Deney Substrat Inokiilim Kaynag Inkiibasyon o-Amilaz Aktivitesi Seliilaz Aktivitesi
No Miktar Hacmi Miktar Siiresi (U/g) (U/g)
(% MK) (ml) (ml) (sa) Gozlenen Ongorillen Gozlenen Ongoriilen
1 25 3.0 1.0 54 84.2 80.36 719.3 667.68
2 75 3.0 1.0 54 58.3 51.02 647.6 661.33
3 25 6.0 1.0 54 131.1 125.8 712.4 697.6
4 75 6.0 1.0 54 86.1 74.78 744.7 755.68
5 25 3.0 2.0 54 85.5 79.22 832.6 802.8
6 75 3.0 2.0 54 59.6 57.8 737.8 797.28
7 25 6.0 2.0 54 132.9 138.33 707.7 737.5
8 75 6.0 2.0 54 93.5 95.23 830.3 806.4
9 25 3.0 1.0 114 106.1 102.87 700 732.13
10 75 3.0 1.0 114 87.7 76.85 693.8 717.71
11 25 6.0 1.0 114 1423 138.68 878.9 873.13
12 75 6.0 1.0 114 86.2 90.98 895.1 933.13
13 25 3.0 2.0 114 94.9 100.8 677.7 720.43
14 75 3.0 2.0 114 78.9 82.7 693.8 716.83
15 25 6.0 2.0 114 144.5 150.28 781.7 776.2
16 75 6.0 2.0 114 112.1 110.51 751.7 847.03
17 0 4.5 1.5 84 142.9 142.02 582.8 610.19
18 100 4.5 1.5 84 65.1 72.9 754 664.67
19 50 1.5 1.5 84 49.9 58.24 744.7 713.87
20 50 7.5 1.5 84 132.9 131.49 895.1 863.99
21 50 4.5 0.5 84 47.4 64.27 767.9 770.57
22 50 4.5 2.5 84 92.6 82.65 874.2 809.59
23 50 4.5 1.5 24 83.5 94.37 770.2 799.24
24 50 4.5 1.5 144 136.1 132.15 985.3 894.32
25 50 4.5 1.5 84 1152 119.55 1151.8 1186.87
26 50 4.5 1.5 84 119.6 119.55 1221.2 1186.87
27 50 4.5 1.5 84 120.3 119.55 1126.3 1186.87
28 50 4.5 1.5 84 112.6 119.55 1223.5 1186.87
29 50 4.5 1.5 84 127.7 119.55 1216.5 1186.87
30 50 4.5 1.5 84 121.9 119.55 1181.9 1186.87
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Sekil 7.1. Ortam optimizasyonuna iliskin gdzlenen ve tahmin edilen enzim aktivite degerlerinin
karsilagtirilmasi: a) a-amilaz, b) seliilaz

MKT tarafindan olusturulan bu grafik, cevap degiskeninin deneysel ve model tarafindan

ongoriilen degerleri arasindaki iligkiyi gostermekte; veri noktalarinin dogrusal uyum ¢izgisi

etrafinda kiimelenmesi, modelin yiiksek uyum ve tahmin giicine sahip oldugunu ortaya

koymaktadir [258]. Sekil 7.1°de sunulan grafik, ortam optimizasyonu kapsaminda elde edilen ve

model tarafindan 6ngoriilen enzim aktivite degerleri arasinda kabul edilebilir diizeyde bir sapma

oldugunu gostermektedir. Bu dogrultuda, modellerin istatistiksel anlamliligi varyans analizi

(ANOVA) ile degerlendirilmistir. Farkli model tiirlerine ait karsilastirmali analiz sonuglar1 o-

amilaz ve seliilaz i¢in sirasiyla Tablo 7.2 ve Tablo 7.3’te, anlamli bulunan modellere iliskin

ANOVA verileri ise Tablo 7.4 ve Tablo 7.5’te sunulmustur.

Tablo 7.2. a-Amilaz {iretimi i¢in ortam optimizasyonuna iliskin model degerlendirme sonuglari

Model p-degeri Uyum Eksikligi Diizeltilmis Tahmini Sonug
Tiirii Prob >F p-degeri R? R?
Lineer <0.0001 0.0069 0.6936 0.6288
2F1 0.8241 0.0044 0.6487 0.5804
Kuadratik 0.0001 0.0608 0.8934 0.7072 Onerilen
Kiibik 0.0802 0.1493 0.9490 0.0469

Tablo 7.3. Seliilaz iiretimi i¢in ortam optimizasyonuna iliskin model degerlendirme sonuglart

Model p-degeri Uyum Eksikligi  Diizeltilmis = Tahmini Sonug
Tiirii Prob > F p-degeri R? R?
Lineer 0.8498 0.0007 -0.1005 -0.1607
2F1 0.9859 0.0003 -0.3810 -0.7623
Kuadratik <0.0001 0.1334 0.8992 0.7339 Onerilen
Kiibik 0.3631 0.0890 0.9140 -0.8652
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Tablo 7.4. a-Amilaz {iretimi i¢in ortam optimizasyonuna iligkin varyans analizi (ANOVA) sonuglart

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F-degeri p-degeri
Toplam Derecesi  Ortalamasi

Model 22935.27 14 1638.23 18.85 0.0001

A-Substrat Miktari (% MK) 7165.67 1 7165.67 80.28 <0.0001

B-Inokiiliim Hacmi (ml) 8048.34 1 8048.34 90.17 <0.0001

C-Azot Kaynag Miktari (ml) 506.92 1 506.92 5.68 0.0308

D-inkiibasyon Siiresi (sa) 2141.37 1 2141.37 23.99 0.0002

AB 469.81 1 469.81 5.26 0.0366

AC 62.81 1 62.81 0.70 0.4147

AD 11.06 1 11.06 0.12 0.7298

BC 187.01 1 187.01 2.10 0.1683

BD 92.64 1 92.64 1.04 0.3245

CD 0.86 1 0.86 9.586E-003 0.9233

A? 250.47 1 250.47 2.81 0.1146

B? 1044.81 1 1044.81 11.71 0.0038

c? 3641.24 1 3641.24 40.79 <0.0001

D? 67.77 1 67.77 0.76 0.3973

Artik (Kalintr) 1338.88 15 89.26

Uyum Eksikligi 1199.14 10 119.91 4.29 0.0608

Saf Hata 139.73 5 27.95

Diizeltilmis Toplam 24274.15 29

Ortalama 101.72

R? 0.945

Diizeltilmis R? 0.893

Tahmini R? 0.707

Standart Sapma 9.45

Varyasyon Katsayisi (CV) % 9.29

Tahminlenmis Kalint1 Hata Kareler 7108.28

Toplami (PRESS)

Yeterli Kesinlik 14.86

A substrat miktar1 (% MK), B inokiiliim hacmi (ml), C azot kaynagi (ml) ve D inkiibasyon
siiresi (sa) olmak iizere a-amilaz aktivitesi (U/g) icin ANOVA analizi sonucunda 6nerilen model
denklemi kodlanmis ve gercek degerler cinsinden sirasiyla Denklem 7.1 ve Denklem 7.2°de

verilmistir.

a-Amilaz Aktivitesi (U/ml)
= 119.55—-17.284 + 18.31B + 4.6C + 9.45D — 5.42AB (7.1)
+ 1.98AC + 0.83AD + 3.42BC — 2.41BD — 0.23CD
—3.024% — 6.17B? — 11.52C% — 1.57D?

a-Amilaz Aktivitesi (U/ml)
= —132.076 + 0.11173A4 + 41.775B + 120.312C (7.2)
+ 0.817D — 0.145A4B + 0.159AC + 1.108x103AD
+ 4.558BC — 0.053BD — 0.015CD — 4.835x103 A?
— 2.743B% — 46.087C% — 1.747x10%D?
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Tablo 7.5. Seliilaz iiretimi i¢in ortam optimizasyonuna iliskin varyans analizi (ANOVA) sonuglar1

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F-degeri p-degeri
Toplam Derecesi  Ortalamasi

Model 9.997E+005 14 71409.65 19.48 <0.0001

A-Substrat Miktar1 (% MK) 4452.65 1 4452.65 1.21 0.2877

B-Inokiiliim Hacmi (ml) 33802.52 1 33802.52 9.22 0.0083

C-Azot Kaynag1 Miktar1 (ml) 2283.45 1 2283.45 0.62 0.4422

D-Inkiibasyon Siiresi (sa) 13561.26 1 13561.26 3.70 0.0736

AB 5539.08 1 5539.08 1.51 0.2379

AC 117.18 1 117.18 0.032 0.8605

AD 3.71 1 3.71 1.011E-003 0.9751

BC 7263.30 1 7263.3 1.98 0.1796

BD 14659.16 1 14659.16 4.00 0.0640

(6])) 18721.08 1 18721.08 5.11 0.0391

A? 5.175E+005 1 5.175E+005 141.20 <0.0001

B2 2.715E+005 1 2.715E+005 74.07 <0.0001

c? 2.699E+005 1 2.699E+005 73.64 <0.0001

D? 1.983E+005 1 1.983E+005 54.10 <0.0001

Artik (Kalint1) 54975.77 15 3665.05

Uyum Eksikligi 46654.2 10 4665.42 2.80 0.1334

Saf Hata 8321.57 5 1664.31

Diizeltilmis Toplam 1.055E+006 29

Ortalama 850.02

R? 0.948

Diizeltilmis R? 0.899

Tahmini R? 0.734

Standart Sapma 60.54

Varyasyon Katsayisi (CV) % 7.12

Tahminlenmis Kalint1 Hata Kareler 2.807E+005
Toplami (PRESS)
Yeterli Kesinlik 13.47

A substrat miktar1 (% MK), B inokiiliim hacmi (ml), C azot kaynagi1 (ml) ve D inkiibasyon
siiresi (sa) olmak {iizere seliilaz aktivitesi (U/g) i¢in ANOVA analizi sonucunda onerilen model
denklemi kodlanmis ve gercek degerler cinsinden sirasiyla Denklem 7.3 ve Denklem 7.4’te

verilmistir.

Seliillaz Aktivitesi (U/ml)
= 1186.87 + 13.62A + 37.53B + 9.75C + 23.77D (7.3)
+ 18.614B + 2.71AC + 0.48AD — 21.31BC + 30.27BD
—34.21CD — 137.36A4% — 99.48B% — 99.2C? — 85.02D?

Seliillaz Aktivitesi (U/ml)
= —2147.185 + 19.9114 + 384.259B + 1518.438C (7.4)
+17.025D + 0.496AB + 0.217AC + 6.417x10*AD
— 28.408BC + 0.673BD — 2.28CD — 0.22A4% — 44.215B?
—396.788C% — 0.094D?
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Ortam optimizasyonu modellerine iliskin varyans analizi (ANOVA) sonuglarinda,
kuadratik modellerin F testine ait p-degerleri a-amilaz i¢in 0.0001, seliilaz icin ise <0.0001 olarak
hesaplanmigtir. Her iki degerin de 0.05 anlamlilik diizeyinin altinda olmasi, kurulan modellerin
istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir.

a-Amilaz ve seliilaz i¢in determinasyon katsayilart (R?) sirasiyla 0.9448 ve 0.9479 olarak
hesaplanmig olup bu degerler modellerin cevap degiskenlerindeki varyasyonun sirasiyla %94.48
ve %94.79’unu agiklayabildigi anlamina gelmektedir. R? degerinin 1’e yaklasmasi, modelin hem
veriyle uyumunun hem de tahmin giiciiniin yiiksek oldugunu gostermektedir [259].

Modelde kullanilan terim sayist ve Orneklem biiylikliigli dikkate alinarak olusturulan
diizeltilmis R* degerinin; ¢ok sayida terim bulunmasi ve &rneklem biiyiikliigiiniin yeterince
kapsayict olmamasi durumunda R* degerinden belirgin sekilde diisiik olabilecegi bildirilmistir
[258]. a-Amilaz ve seliilaz igin hesaplanan diizeltilmis R? degerleri sirasiyla 0.8934 ve 0.8992dir
ve elde edilen R? degerleriyle aralarindaki kabul edilebilir diizeydeki farklar, kurulan modellerin
kapsayiciligini desteklemektedir.

Tahmini R? degerleri ise model tarafindan Ongériilen ve deneysel olarak elde edilen
degerler arasindaki uyumu ortaya koymaktadir [260]. Biyoteknolojik siire¢lerde hata ve varyasyon
oranlariin gorece yliksek oldugu dikkate alindiginda, a-amilaz ve seliilaz i¢in sirasiyla 0.7072 ve
0.7339 olarak belirlenen tahmini R? degerlerinin yeterli oldugu séylenebilmektedir [206].

Kuadratik modellerin uyum eksikligi p-degerleri, a-amilaz ve seliilaz igin sirasiyla 0.0608
ve 0.1334 olarak hesaplanmugstir. Bu degerler 0.05’ten biiylik oldugu i¢in istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir. a-Amilaz i¢in elde edilen p-degeri, yaygin olarak kabul géren anlamlilik degeri
olan 0.1’in altinda kalmakta ve sinir degeri olan 0.05 diizeyine yakin bir degerde bulunmaktadir.
Ancak model terimlerinin istatistiksel olarak anlamli olmas1 ve tanisal grafiklerde ciddi bir sapma
gozlenmemesi durumunda, p-degerinin 0.1’in altinda kalmasinin modelin gegerliligini olumsuz
yonde etkilemeyecegi bildirilmistir [261]. Nitekim KHF yontemiyle yliriitiilen enzim iiretimi
caligmalarinda 0.05-0.1 arasinda olan p-degerlerinin model gecerliligi acisindan kabul edilebilir
oldugu orneklere rastlanmaktadir [262]. Seliilaz icin elde edilen uyum eksikligi F-degeri 2.80 ve
buna karsilik gelen p-degeri 0.1334 olup bu degerler, modelin istatistiksel agidan gecerli oldugunu
desteklemektedir.

o-Amilaz ve seliilaz i¢in hesaplanan ortalama ve standart sapma degerleri sirasiyla
101.72+£9.45 ve 850.02+60.54 olup, varyasyon katsayilar1 (CV) %9.29 ve %7.12 olarak
belirlenmistir. Varyasyon katsayisi (CV, %), standart sapmanin ortalamaya oranimin yiizdelik
olarak ifade edilmesiyle elde edilen ve modelin tekrarlanabilirligini ifade eden bir terimdir. Kurulan
modellerde CV degerinin %10’un altinda kalmasi, modelin yeterli tekrarlanabilirlige sahip

oldugunu gostermektedir [263]. Literatirde o-amilaz ve selillaz enzimlerinin ortam
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optimizasyonuna yonelik yiiriitiilen baz1 ¢aligmalarda ise CV degerleri sirasiyla %9.15 ve 9%9.51
olarak bildirilmis olup ilgili veriler, bu ¢caligmada elde edilen degerleri desteklemektedir [264, 265].

Istatistiksel analizlerin temel amaci, deneysel faktdrlerin giiriiltiiye kiyasla anlamli
sinyaller olusturup olusturmadigini belirlemektir [260]. Modelin sinyal-giiriiltii oranin1 gdsteren
yeterli kesinlik (adequate precision) degerleri, a-amilaz i¢in 14.86 ve seliilaz i¢in 13.47 olarak
hesaplanmigtir. Bu degerlerin, minimum kabul edilebilir esik olan 4’ 6nemli Slglide asmasi,
modelin tasarim aralif1 igerisinde giivenilir tahminlerde bulunabildigini ve istatistiksel agidan
anlaml1 bir yapiya sahip oldugunu ortaya koymaktadir [223].

Model yeterliliginin degerlendirilmesi, olusturulan modelin gegerli, giivenilir ve
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini belirlemek agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu
kapsamda gerceklestirilen artik (kalint1) analizi, modelin hata terimlerinin rastgele dagilip
dagilmadigini incelemeyi amaglamaktadir. Studentlestirilmis artiklar, her bir goézlem igin
hesaplanan artik degerlerin, ilgili tahmine ait standart hataya oranlanmasiyla elde edilmekte olup
istatistiksel olarak anlamli sapma gosteren gozlemlerin belirlenmesinde kullanilan bir 6lgiittiir.
Artiklarin normal dagilima uygunlugunu degerlendirmek amaciyla kullanilan normal olasilik
grafiginde, noktalarin dogrusal eksen boyunca hizalanmasi; normal dagilim varsayimmin
saglandigin1 ve cevap degiskenine herhangi bir doniisiim uygulanmasina gerek olmadigini
gostermektedir [266]. Sekil 7.2°de, ortam optimizasyonu ¢alismalarina iliskin modelin yeterliligini
degerlendirmek amaciyla olusturulan studentlestirilmis artiklarin normal dagilim grafigi
sunulmustur. Noktalarin genel olarak dogrusal eksen boyunca hizalanmasi, artiklarin normal
dagilim varsayimini biiyiik 6l¢iide karsiladigini gostermektedir. Ug bolgelerde gozlenen sinirhi
sapmalar ise, biyolojik sistemlere 6zgii dogal varyasyonlar kapsaminda degerlendirildiginde tolere

edilebilir diizeydedir [267].
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Sekil 7.2. Ortam optimizasyonuna iliskin studentlestirilmis artiklarin dagilimi: a) a-amilaz, b) seliilaz
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F-testine iliskin p-degerinin 0.05’in altinda olmasi, ilgili model teriminin cevap iizerinde
istatistiksel olarak anlamli etkiye sahip oldugunu gostermektedir [267]. Bu kapsamda, a-amilaz
iretimi tizerinde anlamli etkisi bulunan model terimleri A, B, C, D, AB, B? ve C?; seliilaz tiretimi
iizerinde ise B, CD, A2, B2 C? ve D? olarak belirlenmistir.

Ortam optimizasyonu i¢in segilen faktorlerin a-amilaz ve seliilaz {iretimi tizerindeki

etkilerini gosteren tek faktor grafikleri sirasiyla Sekil 7.3 ve Sekil 7.4’te sunulmustur.
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Sekil 7.3. a-Amilaz ortam optimizasyonuna iliskin tek faktor grafikleri: substrat miktari (a), inokiiliim hacmi
(b), azot kaynagi miktari (c) ve inkiibasyon siiresinin (d) a-amilaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 7.4. Seliilaz ortam optimizasyonuna iliskin tek faktor grafikleri: substrat miktari (a), inokiiliim hacmi
(b), azot kaynag1 miktari (c) ve inkiibasyon siiresinin (d) seliilaz aktivitesi lizerine etkisi

Misir kepegi baz alinarak tanimlanan substrat miktarina iliskin tek faktor grafiginde, o-
amilaz aktivitesinin sadece findik kiispesi iceren ortamda en yiiksek degerine ulastigi, buna karsin
misir kepegi miktar1 arttikga aktivitenin diistiigli goriilmektedir (Sekil 7.3a). Misir kepegi
miktarindaki artisin a-amilaz iiretimi {izerinde baskilayici bir etki olusturdugu diisiiniilmektedir.
Farkl1 substratlarin ayni enzim iizerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, benzer sekilde negatif
bir etki gézlenmis ve bu durum lignoseliilozik yapiya sahip substratlarda yer alan yiiksek orandaki
seliiloz ve hemiseliiloz igeriginin enzim iiretimi {izerinde sinirlayici etkiye sahip olabildigi seklinde
aciklanmigtir [227, 268]. Bir diger substrat miktarna iliskin tek faktor grafiginde ise seliilaz
aktivitesinin misir kepegi ve findik kiispesini hemen hemen ayni miktarda igeren ortamda en
yliksek degerine ulastigi gdzlenmektedir (Sekil 7.4a). Bu durum, birlikte kullanilan misir kepegi ve

findik kiispesinin seliilaz {iretimi i¢in son derece iyi bir kat1 substrat karisimi oldugunu ortaya

74



koymaktadir. Benzer bir egilim, B. subtilis kullanilarak gergeklestirilen ve misir kepegi ile badem
kabugu iceren baska bir ¢alismada da rapor edilmistir; s6z konusu ¢alismada, her iki substratin
birbirlerine yakin miktarlarda kullanildigi kosullarda verimin arttig1 belirtilmistir. Substrat
bilesimleri farkli olmakla birlikte, iki ¢alismada da gdzlemlenen bu egilim, karbon kaynaklar
arasinda saglanan dengenin seliilaz sentezi iizerinde belirleyici bir rol oynayabilecegini
diisindiirmektedir [223].

Inokiiliim hacmine iliskin tek faktor grafiklerinde, a-amilaz ve seliilaz aktivitelerinin
sirastyla yaklagik olarak 6 ml ve 5 ml’ye kadar arttig1, sonrasinda ise azaldig1 goriilmektedir (Sekil
7.3b ve Sekil 7.4b). Bu durum, literatiirde, diisiik inokiiliim hacimlerinde mikroorganizmalarin
substrati kullanip enzim tiretebilecek yeterli sayiya ulasmalarinin daha uzun zaman aldig1; yiiksek
inokiiliim hacimlerinde ise artan biyokiitlenin substrati daha hizli tiiketmesi ve bdylece metabolik
aktivitenin zayiflamasi seklinde agiklanmistir [222, 269]. Optimum diizeyde enzim sentezi,
biyokiitle artisi ile besin maddesi yeterliligi arasindaki dengenin korunmasiyla miimkiin olmaktadir
[270].

Azot kaynag1 miktarina iliskin tek faktor grafiklerinde, a-amilaz ve seliilaz aktivitelerinin
her ikisinin de yaklasik olarak 0.5-1.5 ml araliginda artig gosterdigi, bu noktadan itibaren ise
azaldig1 gozlenmektedir (Sekil 7.3¢c ve Sekil 7.4¢). Bu durum, azot kaynaginin belirli bir diizeye
kadar enzim iiretimini destekledigini; ancak yiiksek konsantrasyonlarda baskilayici etki gosterdigi
seklinde agiklanabilir. Literatiirde, optimum degerin {izerinde kullanilan azot kaynaklarimin
mikrobiyal enzim tretimini siurlayabildigi bildirilmistir [265]. Azot kaynagi miktarina bagl
olarak enzim aktivitelerinin 6nce artmasi, ardindan diismesi, bu faktoriin a-amilaz ve seliilaz
iiretimi izerinde kuadratik etki olusturdugunu gostermektedir.

Inkiibasyon siiresine iliskin tek faktor grafiklerinde, seliilaz aktivitesinin yaklasik 90. saate
kadar artip sonrasinda azaldigi; a-amilaz aktivitesinin ise inkiibasyon siiresi uzadik¢a artmaya
devam ettigi goriilmektedir (Sekil 7.3d ve Sekil 7.4d). Literatiirde, KHF yontemiyle yiiriitiilen
enzim iiretimi ¢alismalarinda uzun inkiibasyon siirelerine rastlanmaktadir. Ornegin bir calismada
a-amilaz iiretiminin 5 giin boyunca artarak devam ettigi, bu siireden sonra ise {iretim hizinin
azaldigi bildirilmistir. Aktivite kaybinin ise termal bozulma, besin tiikkenmesi ve proteaz kaynakl
yikimla iliskili olabilecegi ifade edilmistir [229]. Bir diger calismada ise maksimum seliilaz
aktivitesine 5 giinliik inkiibasyon stiresi sonunda ulasildig1 rapor edilmistir [222]. Bu durum,
Bacillus tiirlerinde a-amilaz ve selillaz {iretiminin uzun siireli fermentasyon kosullarinda
maksimum diizeye ulasabilecegini ve optimum siirenin kullanilan sug ve ortam kosullarina bagl
olarak degiskenlik gdsterebilecegini ortaya koymaktadir.

Design Expert 10 programi kullanilarak olusturulan cevap ylizeyi grafikleri, a-amilaz ve

seliilaz i¢in sirasiyla Sekil 7.5 ve Sekil 7.6’da sunulmustur.
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Sekil 7.5. a-Amilaz ortam optimizasyonuna iligkin 3B cevap yiizeyi grafikleri: AB (a), AC (b), AD (c), BC
(d) BD (e) ve CD (f) ikili etkilesimlerinin a-amilaz aktivitesi lizerindeki etkileri
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Sekil 7.6. Seliilaz ortam optimizasyonuna iliskin 3B cevap ylizeyi grafikleri: AB (a), AC (b), AD (c), BC (d)
BD (e) ve CD (¥) ikili etkilesimlerinin seliilaz aktivitesi tizerindeki etkileri
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Sekil 7.5a’da, misir kepegi baz alinarak tanimlanan substrat miktar1 (A) ile inokiilim
hacminin (B) a-amilaz aktivitesi lizerindeki birlesik etkisine yer verilmekte olup bu etkilesim
model tarafindan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Misir kepegi miktarindaki
artisa bagli olarak enzim aktivitesinin azalmasi, findik kiispesinin a-amilaz sentezi agisindan daha
uygun bir besin bilesimine sahip oldugunu gostermektedir. Inokiilim hacminin orta diizeyde
(yaklasik 4.5-5 ml) tutuldugu kosullarda aktivitenin genel olarak arttigi; ancak findik kiispesinin
baskin oldugu substrat kombinasyonlarinda, yliksek a-amilaz aktivitesine ulagilabilmesi igin
inokiilim hacminin artirilmas1 gerektigi goriilmektedir. Sekil 7.6a’da ise en yiiksek seliilaz
aktivitesine, misir kepegi ve findik kiispesinin esit oranlarda bulundugu ve inokiilim hacminin
yaklasik 4.5 ml’de tutuldugu kosullarda ulasilmistir. Grafik yiizeyinde gbzlenen simetrik yap1 hem
substrat oran1 hem de inokiiliim hacmi agisindan belirli bir optimum araligin varligini ortaya
koymakta; bu sinirlarin agilmasi durumunda ise enzim aktivitesinde disiis yasandigini
gostermektedir. a-Amilaz ve seliilaz iiretiminin maksimum diizeylere farkli substrat bilesimleriyle
ulagmasi, her enzimin farkli metabolik yollarla sentezlendigini ve buna bagl olarak farkli ortam
kosullarina gereksinim duydugunu ortaya koymaktadir. Nitekim substrat karigimlarinin es zamanli
enzim iiretimi {izerindeki etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, substrat optimizasyonunun her
bir enzime 6zgii olarak tasarlanmasi gerektigi vurgulanmistir [231].

Substrat (A) ve azot kaynagi (C) miktarinin a-amilaz aktivitesi lizerindeki birlesik etkisini
gosteren Sekil 7.5b’de, misir kepegi ve azot kaynaginin her ikisinin de yiiksek diizeyde bulunmasi,
enzim aktivitesinde belirgin bir azalmaya neden olmustur. Buna karsilik, findik kiispesi ve azot
kaynaginin birlikte artmas1 durumunda gézlenen aktivite kaybi gorece daha sinirlidir. Sekil 7.6b’de
ise musir kepegi ve findik kiispesinin hemen hemen ayn1 miktarlarda bulundugu ve azot kaynaginin
yaklagik 1.5 ml’de tutuldugu kosullarda selillaz aktivitesinin maksimum degere ulastigi
gorlilmektedir. Bu durum, iki substratin karbon kaynaklari agisindan birbirini tamamlayici 6zellik
gostermesinin yani sira, azot diizeyinin dengeli olmasiyla agiklanabilir. Yukarida bahsi gecen
calismada, iki lignoseliilozik bilesenin farkli oranlarda karistirllmasiyla pektinaz ve seliilaz
iretiminin anlamh sekilde degistigi ve bu degisimin, 6zellikle seliiloz, hemiseliiloz ve lignin
iceriklerindeki farkliliklara bagli olarak gerceklestigi ve optimum enzim iiretimi igin substratlarin
kimyasal yapisinin belirleyici rol oynadig: belirtilmistir [231].

Sekil 7.5¢ ve Sekil 7.6¢’de substrat miktar1 (A) ve inkiibasyon siiresinin (D) sirasiyla o-
amilaz ve seliilaz aktivitesi iizerindeki birlesik etkisine yer verilmektedir. a-Amilaz aktivitesi,
findik kiispesi miktarinin ve inkiibasyon siiresinin artmasiyla birlikte artma egilimi gdsterirken;
seliilaz aktivitesi ise her iki parametrenin orta diizeyde tutuldugu kosullarda maksimum seviyeye
ulagmustir.

Inokiiliim hacmi (B) ile azot kaynag1 miktarinmn (C) enzim aktiviteleri iizerindeki birlesik

etkilerine yer verilen grafikler incelendiginde, her iki enzim i¢in de azot kaynagi miktarinin
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yaklasik 1.5 ml oldugu kosullarda maksimum aktivite elde edildigi goriilmektedir (Sekil 7.5d ve
Sekil 7.6d). Ancak inokiilim hacmine iligkin optimum degerler enzime gore farklilik
gostermektedir: a-amilaz liretimi i¢in en yiiksek aktivite 7.5 ml inokiiliim hacminde elde edilirken;
seliilaz i¢in bu deger yaklasik 4.5 ml’dir. Bu durum, inokiiliim hacminin gerek mikrobiyal biiyiime
dinamikleri gerekse ortam nemi iizerindeki etkileriyle baglantili olabilir. Literatiirde de belirtildigi
tizere, yliksek inokiiliim hacmi ortamin nem igerigini artirarak mikrobiyal gelismeyi ve enzim
tiretimini olumsuz yonde etkileyebilirken; diisiik inokiiliim hacmi ise fermentasyonun baslamasi
icin gerekli hiicre yogunluguna ulagilmasini geciktirebilmektedir [269, 271].

Inokiiliim hacmi (B) ve inkiibasyon siiresi (D) degiskenlerinin enzim aktiviteleri iizerindeki
birlesik etkileri karsilastirildiginda, a-amilaz ve selillaz {iretimi acisindan farkli egilimler
gozlenmistir (Sekil 7.5¢ ve Sekil 7.6e). a-Amilaz aktivitesi, inokiilim hacminin yiiksek,
inkiibasyon siiresinin uzun (yaklasik 144 saat) oldugu kosullarda maksimum seviyeye ulagmustir.
Buna karsilik, seliilaz aktivitesinde en ylksek deger, inokiilim hacminin orta diizeyde ve
inkiibasyon siiresinin yine uzun ancak daha sinirl bir aralikta (yaklasik 84—104 saat) tutuldugu
kosullarda elde edilmistir.

Azot kaynag1 miktari (C) ile inkiibasyon siiresi (D) arasindaki etkilesimin a-amilaz tiretimi
iizerindeki etkisini gosteren Sekil 7.5fte, azot kaynaginin yaklasik 1.5 ml ve inkiibasyon siiresinin
yiksek oldugu kosullarda enzim aktivitesinin arttigr; bu degerlerin disina ¢ikildiginda ise
aktivitenin azaldig1 gdzlenmektedir. Seliilaz iiretimine iliskin ayni etkilesimi gosteren Sekil 7.6fte
ise model tarafindan istatistiksel olarak anlamli bir etki belirlenmistir (p <0.05). Grafik yiizeyindeki
belirgin parabolik yapi, her iki fakt6riin de ikinci dereceden etkili oldugunu ve optimum araliklarin
disina cikildiginda iiretim diizeyinde kayda deger bir diisiis yasandigini ortaya koymaktadir. Bu
sonug, iiretim verimliliginin yalnizca tekil parametrelere degil, bu faktorlerin birlikte olusturdugu
dengeye bagli oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla, enzim iiretiminde maksimum verimin elde
edilebilmesi i¢in yalnizca bireysel parametrelerin degil, parametreler arasi etkilesimlerin de dikkate
alinmasi gerekmektedir.

o-Amilaz ve seliillaz iiretimi igin gergeklestirilen ortam optimizasyonu deneyleri
sonucunda, her iki enzim ig¢in farkli optimum kosullar belirlenmistir. a-Amilaz iiretimi igin
optimum kosullar; %25 oraninda misir kepegi, %75 oraninda findik kiispesi, 6.0 ml inokiiliim
hacmi, 1.6 ml azot kaynagi miktar1 ve 114 saatlik inkiibasyon siiresi olarak tanimlanmis; bu noktada
model tarafindan 156.73 U/g’lik maksimum a-amilaz aktivitesi ongoriilmiistiir. Ayn1 kosullarda
gerceklestirilen dogrulama deneylerinden elde edilen aktivite degeri 120.3 U/g olmus ve bu sonug,
model tahminine yaklasik %76.75 oraninda bir yakmlik gostermistir. Benzer sekilde, seliilaz
iiretimi i¢in en uygun kosullar %52 oraninda misir kepegi, %48 oraninda findik kiispesi, 4.8 ml
inokiiliim hacmi, 1.5 ml azot kaynagi ve 90 saat inkiibasyon siiresi oldugu belirlenmis; model bu

kosullarda maksimum 1193.61 U/g seliilaz aktivitesi ongdrmiistiir. Dogrulama deneylerinden ise
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1138.4 U/g’lik bir aktivite elde edilmis ve bu deger, model ongdriisiiniin %95.37sine karsilik
gelmistir. Elde edilen sonuglar, optimizasyon modelinin 6zellikle seliilaz iiretimi agisindan ytiksek
dogrulukla ¢alistigini, a-amilaz i¢in ise genel egilimi basariyla yansitmakla birlikte bazi sapmalar

olabilecegini gostermektedir.

7.3.  Dolgulu Kolon Biyoreaktor Sistemi isletim Kosullarinin Optimizasyonu

o-Amilaz ve seliilaz tiretimine iligkin biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonu
deneylerinde elde edilen enzim aktivite degerleri ile model tarafindan Ongdriilen degerler,
kargilagtirmali olarak Tablo 7.6’da sunulmus; bu degerler arasindaki iliskiye ait grafiksel gosterim

ise Sekil 7.7°de verilmistir.

Tablo 7.6. Biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonuna iliskin gézlenen ve model tarafindan 6ngoriilen
enzim aktivite degerleri

A: B: C: Cevap Degiskeni 1 Cevap Degiskeni 2
Deney Hava Akis  Sicakhk Dolgu o-Amilaz Aktivitesi Seliilaz Aktivitesi
No Hiz1 (IV/dk) “°C) Miktan (g) (Ulg) (U/g)
Gozlenen Ongoriillen Gozlenen Ongoriilen
1 0.130 32.6 12 123.2 136.81 753.5 780.27
2 0.220 32.6 12 65.2 72.18 692.3 692.73
3 0.130 37.4 12 168.5 161.72 1141.2 1137.63
4 0.220 37.4 12 92.5 98.25 810.9 726.49
5 0.130 32.6 18 103.9 108.11 638.3 678.36
6 0.220 32.6 18 70.5 87.24 795.6 754.82
7 0.130 37.4 18 159.7 162.68 1011.5 966.73
8 0.220 37.4 18 146.6 142.96 790.7 719.58
9 0.100 35.0 18 180.8 177.27 971.5 939.12
10 0.250 35.0 15 116.9 106.34 562.6 657.69
11 0.175 31.0 15 100.7 80.80 612.4 575.27
12 0.175 39.0 15 142.8 148.61 746.3 856.14
13 0.175 35.0 10 121.5 114.67 1043.8 1058.56
14 0.175 35.0 20 1354 128.14 919.1 967.05
15 0.175 35.0 15 200.7 203.85 1468.6 1393.91
16 0.175 35.0 15 213.8 203.85 1433.6 1393.91
17 0.175 35.0 15 220.5 203.85 1390.8 1393.91
18 0.175 35.0 15 197.9 203.85 1402.4 1393.91
19 0.175 35.0 15 194.7 203.85 1355.2 1393.91
20 0.175 35.0 15 193.1 203.85 1323.6 1393.91
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a)

Ongorillen a-Amilaz Aktivitesi (U/g)

Sekil 7.7.

b)
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Ongérillen Seliilaz Aktivitesi (U/g)
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Biyoreaktdr isletim kosullarinin optimizasyonuna iliskin gézlenen ve tahmin edilen enzim aktivite
degerlerinin karsilagtirilmasi: a) a-amilaz, b) seliilaz

Sekil 7.7°de sunulan grafik, biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonu kapsaminda

elde edilen ve model tarafindan ongoériillen enzim aktivite degerleri arasinda kabul edilebilir

diizeyde

bir sapma oldugunu gostermektedir. Bu dogrultuda, modellerin istatistiksel anlamlilig1

varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir. Farkli model tiirlerine ait karsilagtirmali analiz

sonuglar1 a-amilaz ve seliilaz igin sirasiyla Tablo 7.7 ve Tablo 7.8’de; anlamli bulunan modellere

iliskin ANOVA verileri ise Tablo 7.9 ve Tablo 7.10’da sunulmustur.

Tablo 7.7. a-Amilaz {iretimi i¢in biyoreaktdr isletim kosullarimin optimizasyonuna iliskin model

Tablo 7.8. Seliilaz iiretimi i¢in biyoreaktor igletim kosullarinin optimizasyonuna iligkin model degerlendirme

degerlendirme sonuglari

Model p-degeri Uyum Eksikligi Diizeltilmis Tahmini Sonug
Tiirii Prob > F p-degeri R? R?
Lineer 0.1535 0.0015 0.1373 -0.0142
2F1 0.8935 0.0008 -0.0146 -1.1007
Kuadratik <0.0001 0.2208 0.9163 0.7474 Onerilen
Kiibik 0.4511 0.1015 0.9183 -1.5541

sonuglar1
Model p-degeri Uyum Eksikligi  Diizeltilmis = Tahmini Sonug
Tiirii Prob > F p-degeri R? R?
Lineer 0.5960 0.0002 -0.0590 -0.2397
2F1 0.8994 0.0001 -0.2478 -0.9407
Kuadratik <0.0001 0.1208 0.9409 0.8096 Onerilen
Kiibik 0.2045 0.1160 0.9585 -0.2207
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Tablo 7.9. a-Amilaz iiretimi igin biyoreaktor isletim kosullarimin optimizasyonuna iliskin varyans analizi
(ANOVA) sonuglari

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F-degeri p-degeri
Toplam Derecesi  Ortalamasi

Model 41384.55 9 4598.28 <0.0001

A-Hava akis hizi (/dk) 6072.02 1 6072.02 0.0002

B-Sicaklik (°C) 5549.74 1 5549.74 0.0003

C-Dolgu miktari (g) 21891 1 21891 0.3092

AB 0.66 1 0.66 0.9542

AC 957.03 1 957.03 0.0490

BC 439.56 1 439.56 0.1599

A? 6935.77 1 6935.77 0.0001

B2 14317.08 1 14317.08 <0.0001

c? 12245.96 1 12245.96 <0.0001

Artik (Kalinti) 1907.06 10 190.71

Uyum Eksikligi 1287.19 5 257.44 0.2208

Saf Hata 619.87 5 123.97

Diizeltilmis Toplam 43291.61 19

Ortalama 147.44

R? 0.9559

Diizeltilmis R? 0.9163

Tahmini R? 0.7474

Standart Sapma 13.81

Varyasyon Katsayisi (CV) % 9.37

Tahminlenmis Kalint1 Hata Kareler 10933.96

Toplami (PRESS)

Yeterli Kesinlik 13.484

A hava akis hiz1 (I/dk), B sicaklik (°C) ve C dolgu miktar1 (g) olmak {izere o-amilaz
aktivitesi icin ANOVA analizi sonucunda 6nerilen model denklemi kodlanmis ve gercek degerler

cinsinden sirasiyla Denklem 7.5 ve Denklem 7.6°da verilmistir.

a-Amilaz Aktivitesi (U/ml) (7.5)
= 203.85 — 21.094 + 20.16B + 4C + 0.294AB + 10.94AC
+ 7.41BC — 21.94A% — 31.52B% — 29.15C?

a-Amilaz Aktivitesi (U/ml) (7.6)
= —7152.161 + 2055.747A + 382.308B + 49.16C
+ 2.711AB + 82.496AC + 1.048BC — 11031.091542
— 5.572B% —3.298(C?
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Tablo 7.10. Seliilaz iiretimi i¢in biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonuna iliskin varyans analizi

(ANOVA) sonuglari

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F-degeri p-degeri
Toplam Derecesi  Ortalamasi

Model 1.739E+006 9 1.933E+005 34.62 <0.0001

A-Hava akis hizi (/dk) 95609.81 1 95609.81 17.13 0.0020

B-Sicaklik (°C) 88566.70 1 88566.70 15.87 0.0026

C-Dolgu miktar1 (g) 10106.78 1 10106.78 1.81 0.2081

AB 52358.48 1 52358.48 9.38 0.0120

AC 13448.00 1 13448.00 2.41 0.1517

BC 2380.50 1 2380.50 0.43 0.5284

A? 6.388E+005 1 6.388E+005 114.45 <0.0001

B? 8.408E+005 1 8.408E+005 150.64 <0.0001

C? 2.616E+005 1 2.616E+005 46.87 <0.0001

Artik (Kalinti) 55816.90 10 5581.69

Uyum Eksikligi 42158.52 5 8431.70 3.09 0.1208

Saf Hata 13658.38 5 2731.68

Diizeltilmis Toplam 1.795E+006 19

Ortalama 993.19

R? 0.9689

Diizeltilmis R? 0.9409

Tahmini R? 0.8096

Standart Sapma 74.71

Varyasyon Katsayisi (CV) % 7.52

Tahminlenmis Kalint1 Hata Kareler 3.418E+005

Toplami (PRESS)

Yeterli Kesinlik 15.5

A hava akis hiz1 (I/dk), B sicaklik (°C) ve C dolgu miktari (g) olmak {izere seliilaz aktivitesi

icin ANOVA analizi sonucunda 6nerilen model denklemi kodlanmis ve gercek degerler cinsinden

sirastyla Denklem 7.7 ve Denklem 7.8’de verilmistir.

Seliilaz Aktivitesi (U/ml)

= 1393.91 — 83.674 + 80.53B — 27.2C — 80.94B + 41AC
—17.25BC — 210.54A% — 241.55B% — 134.74C*

Seliilaz Aktivitesi (U/ml)

= —63445.92 + 57234.164A + 3192.933B + 479.437C

— 762.733AB + 309.241AC — 2.44BC — 1.059x10° A2

— 42.7B? — 15.244(?
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Biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonu igin olusturulan kuadratik modellerin F-
testine iligkin p-degerleri <0.0001; R?, diizeltilmis R? ve tahmini R? degerleri ise a-amilaz igin
sirastyla 0.9559, 0.9163 ve 0.7474, selillaz igin sirasiyla 0.9689, 0.9409 ve 0.8096 olarak
belirlenmistir. Fermentasyon optimizasyonu icin elde edilen modellerin yorumlanmasinda
belirtildigi tizere, bu degerler, kurulan modellerin elde edilen verilerle uyum gosterdigini ve tahmin
giicliniin yiiksek oldugunu oldugunu ortaya koymaktadir.

Kuadratik modellerin uyum eksikligi p-degerleri, a-amilaz i¢in 0.2208 ve seliilaz igin
0.1208 olup bu degerler yaygin olarak kabul géren anlamlilik degeri olan 0.1’in iizerindedir.

a-Amilaz ve selillaz igin hesaplanan ortalama ve standart sapma degerleri sirasiyla
147.44+13.81 ve 993.19474.71 olup varyasyon Kkatsayilart (CV) %9.37 ve %7.52 olarak
belirlenmistir. Kurulan modellerde CV degerinin %10’un altinda kalmasi, modelin yeterli
tekrarlanabilirlige sahip oldugunu gdstermektedir.

Yeterli kesinlik (adequate precision) degerleri, a-amilaz i¢in 13.48 ve seliilaz igin 15.5
olarak hesaplanmistir. Bu degerlerin, minimum kabul edilebilir esik olan 4°ii 6nemli 61¢iide agmasi,
modelin tasarim aralif1 icerisinde giivenilir tahminlerde bulunabildigini ve istatistiksel agidan
anlamli bir yapiya sahip olduguna isaret etmektedir.

Sekil 7.8’de, biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonu deneylerine iliskin modelin
yeterliligini degerlendirmek amaciyla olusturulan studentlestirilmis artiklarin normal dagilim
grafigi sunulmustur. Noktalarin genel olarak dogrusal eksen boyunca hizalanmasi, artiklarin

normal dagilim varsayimini biiyiik 6l¢lide karsiladigini gostermektedir.

a) b)
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Sekil 7.8. Biyoreaktor igletim kosullarinin optimizasyonuna iligkin studentlestirilmis artiklarin dagilimi: a)
a-amilaz, b) seliilaz
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F-testine iligkin p-degeri 0.05’in altinda olan model terimleri, o-amilaz i¢in A, B, AC, A?,
B2, C? ve seliilaz icin A, B, AB, A2, B% C? olarak belirlenmistir.

Biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonunda kullanilan bagimsiz degiskenlerin a-
amilaz ve seliilaz iiretimi {izerindeki etkilerini gosteren tek faktor grafikleri sirasiyla Sekil 7.9 ve
Sekil 7.10°da sunulmustur. Tek faktor grafiklerine bakildiginda, her bir model teriminin enzim
tiretimi lizerindeki kuadratik etkisi agik bir sekilde goriilmektedir.

Hava akis hizina iliskin tek faktor grafiklerinde, a-amilaz ve seliilaz aktivitelerinin sirasiyla
yaklasik olarak 0.15 ve 0.16 1/dk degerlerinde en yiiksek aktiviteye ulastigi gézlemlenmektedir
(Sekil 7.9a ve Sekil 7.10a). Bu degerlerin disinda azalan enzim aktiviteleri, nispeten diisiik akis
hizlarinda oksijen ihtiyacinin yeterince kargilanamadigini; gorece yiiksek akis hizlarinda ise ortam
neminin azaldigini diisiindiirmektedir. Literatiirde dolgulu kolon biyoreaktdriiyle yapilan bir
calismada, Bacillus i¢in maksimum o-amilaz aktivitesine 0.151 1/dk akis hizinda ulasilmis olup bu

veri, elde edilen optimum hava akis hiz1 degerlerine oldukga yakindir [202].

a) b 0]

esi (U/g)

a-Amilaz Aktivites! (1/g)
a-Amilaz Aktivites! (U/g)
a-Amilaz Akdtivit

A Hava ki hizs (1/dk) B: Sicakik (‘C) ¢ Dolgu miktar: (g)

Sekil 7.9. a-Amilaz biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonuna iliskin tek faktor grafikleri: hava akis
hiz1 (a), sicaklik (b) ve dolgu miktarinin (c) a-amilaz aktivitesi lizerine etkisi

a) b) c)

Seliilaz Aktivitesi (U/g)
Seliilaz Aktivitesi (U/g)
Seliilaz Aktivites! (U/g)

A:Hava alag hezi (1/dk) 8: Sicaklik (*C) C: Dolgu miktan (g)

Sekil 7.10. Seliilaz biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonuna iliskin tek faktor grafikleri: hava akis
hiz1 (a), sicaklik (b) ve dolgu miktarinin (c) seliilaz aktivitesi iizerine etkisi
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Sicakliga iligkin tek faktor grafiklerinde, a-amilaz ve seliilaz aktivitelerinin yaklasik 35—
36 °C araliginda maksimum diizeye ulastig1 gdzlemlenmistir (Sekil 7.9b ve Sekil 7.10b). llgili
sicaklik degerlerinin altinda, substrat yatagi fiziksel formunu biiyiik 6l¢iide korumaya devam etmis;
bu durum, mikrobiyal bilylime ve enzim {iretimi igin gerekli biyokimyasal siireglerin yeterince etkin
sekilde gerceklesmemesiyle iliskilendirilmistir. Ote yandan, yiiksek sicaklik degerlerinde substrat
yatagimin porozitesinin belirgin sekilde azalmasi, 1s1 ve oksijen transferini sinirlayarak enzim
sentezini olumsuz etkilemis ve bu durum diisiik aktivite degerleriyle sonuglanmistir. Literatiirde
sicaklik degerlerindeki kiigiik farklarin enzim tiretimi tizerinde son derece biiyiik etkilere neden
oldugu bildirilmistir. Ornegin Bacillus sp. ile gerceklestirilen bir calismada, 40 °C’deki o-amilaz
aktivitesinin, 37 °C’deki aktiviteye gore belirgin sekilde diistiigii rapor edilmistir [272]. Kullanilan
suslarin 6zellikleri ile enzimlerin termal stabilitelerine bagli farkliliklar nedeniyle, maksimum o-
amilaz ve seliilaz aktivitesine ulasilan sicaklik degerlerine iligkin literatiirde oldukca genis bir aralik
bildirilmistir. Bununla birlikte, maksimum a-amilaz ve seliilaz aktivitesine 35 °C’de ulasilan
calismalar da mevcuttur [199, 273, 274].

Dolgu miktarina iliskin tek faktor grafiklerinde, her iki enzim i¢in de en yiiksek aktivite
degerine yaklasik 15 g dolgu miktarinda ulasildigi goriilmektedir. Bu durum, bir ¢aligmada
optimumdan daha yiiksek dolgu miktarlarinda oksijen transferinde sinirlamalar meydana geldigi
seklinde yorumlanmistir [93].

Design Expert 10 programi kullanilarak olusturulan cevap yiizeyi grafiklerinde, iki
bagimsiz degiskenin birlikte degismesi durumunda a-amilaz ve seliilaz aktivitelerinde meydana
gelen degisimler i¢ boyutlu olarak gorsellestirilmistir. Bu grafikler, a-amilaz ve seliilaz igin

strastyla Sekil 7.11 ve Sekil 7.12°de sunulmustur.
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Sekil 7.11. a-Amilaz biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonuna iliskin 3B cevap yiizeyi grafikleri:
AB (a), AC (b) ve BC (c) ikili etkilesimlerinin a-amilaz aktivitesi lizerine etkileri
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a) b) c)

Selilaz Aktivitesi (U/g)
si (U/g)

Selilaz Aktivite:

Sekil 7.12. Seliilaz biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonuna iligkin 3B cevap yiizeyi grafikleri: AB
(a), AC (b) ve BC (¢) ikili etkilesimlerinin seliilaz aktivitesi lizerine etkileri

Hava akis liz1 (A) ile sicaklik (B) arasindaki etkilesimin enzim aktivitelerine etkisi, a-
amilaz ve seliilaz i¢in sirasiyla Sekil 7.11a ve Sekil 7.12a’da verilmistir. Seliilaz liretimi agisindan
bu etkilesim, p=0.0120 degeriyle model tarafindan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Her
iki faktoriin de kuadratik etkisinin agikga goriildiigii grafiklerde, enzim aktiviteleri, yaklasik 0.175
1/dk hava akis hizi ve 35 °C’de en yiiksek degerlerine ulagsmaktadir. Literatiirde, hava akis hizinin
hem sicaklik hem de substratin nem igerigi {izerinde dogrudan etkili oldugu; dolgulu kolon
biyoreaktorlerinde, hava akis hizinin bu parametrelerle olan ikili etkilesimlerinin enzim {iretimi
iizerinde belirleyici rol oynadigi bildirilmistir [202].

Sekil 7.11b ve Sekil 7.12b, hava akis hiz1 (A) ile dolgu miktar1 (C) arasindaki etkilesimin
sirastyla a-amilaz ve seliilaz aktivitesi tizerindeki etkisini gostermektedir. Bu ikili etkilesim, a-
amilaz icin p=0.0490 degeriyle istatistiksel anlamlilik sinirinda yer almakta ve modele sinirlt
diizeyde katki saglayan bir faktdr olarak degerlendirilmektedir. Her iki grafikte de enzim
aktiviteleri, yaklasik 0.175 1/dk hava akis hizt ve 15 g dolgu miktarinin oldugu kosullarda
maksimum diizeye ulasmistir. Ancak bu hava akis hizinin iizerine ¢ikildiginda, her iki enzim i¢in
de aktivite diizeylerinde belirgin bir azalma goézlenmektedir. Diisiikk hava akis hizlarinda, kati
partikiil ylizeylerini saran ince nemli tabakanin kiitle transfer direnci olusturmasi; bu nedenle de
oksijen ve ¢ozlinmiis maddelerin mikroorganizmalara ulagmasinin sinirlanmasi muhtemeldir [275].
Bu baglamda, hava akis hizindaki artisin kiitle transfer sinirlamalarini azaltarak enzim sentezini
destekledigi diisiiniilmektedir. Ote yandan, hava akis hizinin 0.175 I/dk’nin iizerine ¢ikmasi,
substrat yataginda nem kaybina yol acarak mikrobiyal aktiviteyi ve dolayisiyla enzim sentezini
olumsuz yonde etkilemistir.

Sicaklik (B) ile dolgu miktar1 (C) arasindaki etkilesimin enzim aktiviteleri {izerindeki
etkisine iliskin olarak Sekil 7.11c ve Sekil 7.12c’de, hem a-amilaz hem de seliilaz aktivitesinin
sicaklik ve dolgu miktarinin orta diizeyde tutuldugu kosullarda maksimuma ulastigi, bu degerlerin

altina veya iistline ¢ikildiginda ise belirgin bir azalma egilimi gosterdigi goriilmektedir. Bu durum,
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sicaklik ve dolgu miktar1 gibi fiziksel parametrelerin hem mikrobiyal biiyiime hem de kiitle
transferi iizerinde cift yonlii etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Ornegin, dolgu miktarinin
artmasi, havanin substrat yatagindan etkin bir sekilde gegmesini engelleyerek oksijen transferini
kisitlayabilir. Ote yandan, diisiik sicakliklar mikrobiyal bilyiime igin yetersiz kalabilirken; yiiksek
sicakliklar mikrobiyal stres olusturabilir, enzim stabilitesini olumsuz yonde etkileyebilir ya da
yatagin nem oranini artirarak kiitle transferini sinirlandirabilir. Bu nedenle, her iki parametrenin de
optimum siirlar i¢inde tutulmasi, enzim iiretim verimliligi agisindan kritik bir gerekliliktir.
a-Amilaz ve selillaz {retimi igin gergeklestirilen proses optimizasyonu deneyleri
sonucunda, optimum kosullar, a-amilaz i¢in 0.154 1/dk hava akis hizi, 35.8 C sicaklik, 15 g dolgu
miktar olarak; seliilaz i¢in 0.164 1/dk akis hizi, 35.5 C sicaklik 14.5 g dolgu miktar1 olarak
belirlenmis ve ilgili kogullarda maksimum enzim aktivite degerleri sirasiyla 212.11 U/g ve 1415.31
U/g olarak ongoriilmiistiir. Ayni kosullarda gerceklestirilen dogrulama deneylerinden elde edilen
a-amilaz ve seliilaz aktivite degerleri sirasiyla 190.9 U/g ve 1354.8 U/g olarak elde edilmistir ve

bu degerler model dngoriilerinin sirasiyla %90.01 ve %95.63 line karsilik gelmistir.
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8.

SONUCLAR

Bu tez calismasinda, Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-645 susu kullanilarak misir

kepegi ve findik kiispesi karigimi iizerinde kati hal fermentasyonuyla a-amilaz ve seliilaz enziminin

tiretimi incelenmis; fermentasyon ortami erlenmayerlerde optimize edildikten sonra, isletim

kosullariin etkisi laboratuvar 6l¢ekli dolgulu kolon biyoreaktor sisteminde degerlendirilmistir.

Deney matrislerinin tasarimi ve varyans analizleri, MKT ilkelerine gore Design Expert 10 yazilim1

araciligiyla gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar asagida maddeler héalinde

sunulmustur:

1.

Kat1 substratlarin temel bilesen analizleri sonucunda misir kepeginin %32.98 ekstraktif
madde, %26.75 seliiloz, %33.56 hemiseliilloz ve %6.71 lignin; findik kiispesinin %27.04
ekstraktif madde, %36.65 selilloz, %28.42 hemiselilloz ve %7.89 lignin igerdigi
saptanmuistir.

Fermentasyon ortam optimizasyonu i¢in a-amilaz ve seliilaz tiretimine iliskin olusturulan
kuadratik modellerin sirasiyla F testine ait p-degerleri 0.0001 ve <0.0001; R* degerleri
0.9448 ve 0.9479; diizeltilmis R? degerleri 0.8934 ve 0.8992; tahmini R? degerleri 0.7072
ve 0.7339 olarak hesaplanmis; her iki modelin de istatistiksel olarak anlamli oldugu ve
deneysel verilerle yiiksek uyum gosterdigi belirlenmistir. Uyum eksikligi p-degerleri ise a-
amilaz igin 0.0608 ve seliilaz i¢in 0.1334 olarak hesaplanmustir.

Fermentasyon ortam optimizasyonu i¢in A substrat miktari (% MK), B inokiiliim hacmi
(ml), C azot kaynagi (ml) ve D inkiibasyon siiresi (sa) olmak lizere, a-amilaz ve seliilaz
iiretimi tizerinde anlamli etkisi olan model terimleri sirasiyla A, B, C, D, AB, B C? ve B,
CD, A2, B% (C?, D? olarak belirlenmistir.

a-Amilaz i¢in optimum ortam bilesimi %25 oraninda misir kepegi, %75 oraninda findik
kiispesi, 6.0 ml inokiiliim hacmi ve 1.6 ml azot kaynagy; seliilaz i¢in ise %52 oraninda musir
kepegi, %48 oraninda findik kiispesi, 4.8 ml inokiiliim hacmi ve 1.5 ml azot kaynag: olarak
belirlenmistir. Bu kosullarda en yiiksek a-amilaz (120.3 U/g) ve seliillaz (1138.4 U/g)
aktivitelerine sirastyla 114 ve 90 saatlik inkiibasyon sonunda ulasilmistir.

Biyoreaktor isletim kosullarinin optimizasyonu i¢in olusturulan kuadratik modellerin F-
testine iligkin p-degerleri <0.0001; R?, diizeltilmis R? ve tahmini R? degerleri ise a-amilaz
icin sirasiyla 0.9559, 0.9163 ve 0.7474; seliilaz i¢in sirasiyla 0.9689, 0.9409 ve 0.8096
olarak belirlenmistir. Uyum eksikligi analizinde p-degerlerinin sirasiyla 0.2208 ve 0.1208
olarak bulunmasi modellerin anlamli bir uyumsuzluk gostermedigini ortaya koymustur.
Biyoreaktor igletim kosullarinin optimizasyonu i¢in A hava akis hizi (1/dk), B sicaklik (°C)

ve C dolgu miktar1 (g) olmak {izere, a-amilaz ve seliilaz tiretimi lizerinde anlaml etkisi
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olan model terimleri sirastyla A, B, AC, A%, B>, C* ve A, B, AB, A, B? C? olarak
belirlenmistir.

7. Optimum isletim kosullari, a-amilaz igin 0.154 1/dk hava akis hizi, 35.8 °C sicaklik ve 15 g
dolgu miktari; seliilaz i¢in ise 0.164 1/dk hava akis hizi, 35.5 °C sicaklik ve 14.5 g dolgu
miktart olarak tanimlanmistir. Bu kosullarda a-amilaz ve seliilaz igin sirasiyla 190.9 U/g
ve 1354.8 U/g diizeylerinde maksimum enzim aktivitesi elde edilmistir.

a-Amilaz ve seliilaz {iretimine iliskin literatiirde yer alan bazi ¢aligmalardan elde edilen veriler,

sirastyla Tablo 8.1 ve Tablo 8.2°de 6zetlenmistir.

Tablo 8.1. a-Amilaz iiretimi optimizasyonuna dair literatiirde bildirilen bazi aktivite degerleri

Bacillus tiirii Yontem Optimizasyon  Secilen Faktorler o-Amilaz Kaynak
Tiirii Aktivitesi
Inkiibasyon siiresi, baslangic
B.subtilis KHF Ortam nem orani, inokiilim hacmi, 21.8 U/g [271]

partikiil boyutu
Soya kiispesi, misir unu ve
bugday kepegi orani,
inkiibasyon siiresi, inokiiliim
hacmi, baslangi¢c nem orani
Inkiibasyon siiresi, inkiibasyon
B.subtilis KHF Ortam sicakligy, ilave karbon ve azot 345 Ulg [277]
kaynaklarinin etkisi
Inokiiliim hacmi, baslangig
B.subtilis KHF Ortam pH’si, ilave karbon ve azot 1239 U/g [200]
kaynagi miktari
- Substrat miktari, inokiilim

B.amyloliquefaciens KHF Ortam 188.8 U/g [276]

hacmi, azot kaynagi miktari, 1203 Ul
. . Ortam ve A LT Bu
B.amyloliquefaciens KHF S inkiibasyon siiresi
igletim kosullar1 Hava akis hizi, sicaklik galisma
3 1z, ’ 190.9 Ulg

dolgu miktari

Tablo 8.2. Seliilaz (CMCaz) iiretimi optimizasyonuna dair literatiirde bildirilen baz1 aktivite degerleri

Bacillus tiirii Yontem Optimizasyon Secilen Faktorler Seliilaz Kaynak
Tiirii Aktivitesi
Soya kiispesi, misir unu ve
bugday kepegi orani, inokiilim
hacmi, baslangi¢ pH’sy, ilave
karbon ve azot kaynag1 miktari
Pepton miktari, NaH2PO4
miktari, baslangic pH’st
- Substrat miktari, inokiilim
hacmi, azot kaynagi miktari,
. . Ortam ve - .
B.amyloliquefaciens ~KHF isletim kosullari inkiibasyon siiresi
- Hava akis iz, sicaklik,
dolgu miktart

B.amyloliquefaciens ~KHF Ortam 186.8 U/g [172]

B.subtilis KHF Ortam 473.01 U/g [278]

1138.4 U/g
Bu
caligma
1354.8 U/g
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ONERILER

Bu calisma temel alinarak, arastirma siirecinin farkli yonlerden derinlestirilmesi igin
asagidaki oneriler sunulabilir.

Olas sinerjik etkilerin degerlendirilmesi amaciyla farkl tarimsal atiklar ve endiistriyel yan
triinleri igeren substrat bilesimlerinin kullanilmasi eszamanli mikrobiyal enzim {iretim
kapasitesinin artirilmas1 acisindan &nemli bir potansiyel sunabilir. Ote yandan, gelecek
calismalarda elde edilen enzimlerin karakterizasyonlarmin yapilmasi endiistriyel uygulama
potansiyellerinin belirlenmesine katki saglayabilir. Ayrica, mikroorganizmanin enzim {iretim
siirecinde hangi metabolik yollar1 etkinlestirdigi ve hangi gen veya protein gruplarinin bu siiregte
rol aldig1 omik tabanli yaklagimlarla ayrintili olarak ortaya konabilir.

Laboratuvar 6lgekli dolgulu kolon biyoreaktor sisteminde elde edilen optimum kosullar,
endiistriyel uygulanabilirlige yonelik 6ngorii saglamak amaciyla daha biiyiilk hacimli pilot
sistemlerde yeniden degerlendirilebilir. Bu kapsamda, fermentasyon ortaminin dlgek artisiyla
birlikte yeniden optimize edilmesi gerekebilecegi; hava dagilimi, nem dengesi, kiitle ve 1s1 transferi
gibi parametrelerde onemli degisiklikler meydana gelebilecegi goz Oniinde bulundurulmalidir.
Bununla birlikte, kullanilan substratlarin su tutma kapasitesi ve porozite gibi fiziksel 6zelliklerinin
fermentasyon performans: tizerinde etkili olabilecegi g6z Onilinde bulundurularak, bu
parametrelerin siire¢ tasarimina dahil edilmesi yararli olacaktir.

Son olarak, enerji, gida ve yem gibi siirdiiriilebilirligin giderek 6nem kazandigi sektorlerde
Ozellikle bu ¢alismada iiretimleri gergeklestirilen hidrolitik enzim gruplarinin potansiyel kullanim
alanlarinin arastirilmasi, ekonomik ve gevresel siirdiiriilebilirlige sahip biyoteknolojik iiretim
stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilir. Benzer sekilde, tarimsal atiklar ve endiistriyel yan
iiriinlerin, biyoteknolojik iiretim siireclerinde degerlendirilmesine yonelik iiniversite—sanayi is
birligine dayali ¢alismalarin, iiretim endiistrileri ile entegre sekilde yiiriitiilmesi siirdiiriilebilir

iiretim modellerinin gelistirilmesi acisindan 6nem tasimaktadir.
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