EGE UNIVERSITESI

YUKSEK LISANS TEZi

Probiyotik Bakteri Uretim Optimizasyonu ve
Olcek Biiyiitme Calismalari

Biray BALER

Tez Damismani: Dog¢. Dr. Sait SARGIN

Biyomiihendislik Anabilim Dah

Bornova-iZMiR
2022






Kabul ve onay sayfasi






ETiK ILKELERE UYGUNLUK BEYANI

Ege Universitesi Egitim ve Ogretim Yonetmeligi'nin ilgili hiikmii
uyarinca hazirlamis oldugum “Probiyotik Bakteri Uretim Optimizasyonu ve Ol¢ek
Biiyiitme Calismalar1” baslikli bitirme tezimde bilimsel arastirma siirecindeki etik

ilkelere uyuldugunu, kullanilan kaynaklarin kaynak gdsterme ilkelerine uygun olarak

tezde belirtildigini ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul

edecegimi beyan ederim.

02/06/2022

Biray BALER






OZET

Probiyotik Bakteri Uretim Optimizasyonu ve Ol¢ek Biiyiitme Calismalari
BALER, Biray
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Sait SARGIN
Haziran 2022, 81 Sayfa

Bu caligmada probiyotik bir bakteri olan Lactobacillus plantarum BG24 susunun,
derin kiiltiir fermantasyonuyla, optimizasyon ve Olgek biiylitme calismalar
gerceklestirilmistir. Optimizasyon deneyleri i¢in 5 litrelik karigtirmali tank
biyoreaktoriinde Man Rogosa, Sharp (MRS) Broth iiretim ortami olarak kullanilmustir.
Optimizasyon g¢alismalar1 i¢in dort parametre se¢ilmistir; havalandirma (0-1 vvm),
karigtirma (0-500 rpm), ast orami (%1-10) ve lretim siiresi (2-24 saat). Yapilan
analizler sonucunda 479 rpm karigtirma hizi, %3 as1 oran1 ve 18 saatlik tiretim siiresi
secilen optimum degerlerdir. 3D model grafikleri karistirma ve havalandirmanin ayni
anda olmasinin biyokiitle miktarin1 azalttigin1 gostermistir. 5 litrelik karistirmali tank
biyoreaktoriinde gerceklestirilen kontrol deneyinde, optik yogunluk 9,6; biyokiitle 3,8
g/L; toplam canli say1s1 7,6¥10* kob/ml bulunmustur. Olgek biiyiitme calismalari 10
litrelik karigtirmali tank biyoreaktdriinde iki farkli yontemle denenmistir. Geometrik
orana gore yapilan hesaplamalar neticesinde karigtirma hizi 410 rpm olan deneme
uretimi gerceklestirilmistir. Analizler, iiretimin 18.saatinde optik yogunlugun 8,
biyokiitlenin 3,7 g/L ve toplam canl1 say1sinin 4,8%10* kob/ml oldugunu gdstermistir.
Giig sayis1 hesabina gore gerceklestirilen deneme tiretiminde karistirma hizi 589 rpm
belirlenmis ve optik yogunluk 8.735, biyokiitle 4 g/L, toplam canli sayis1 1,7*10'2
kob/ml él¢iilmiistiir. Olgek biiyiitme ydntemi olarak gii¢ sayisi hesabi segilmistir. Bu
yontemle, pilot 6lgekli 100 litrelik karistirmali tank biyoreaktdriinde karigtirma hizi
hesab1 yapilmistir. 270 rpm karistirma hizinda tiretim sonuglari; optik yogunluk 8.2,
biyokiitle 2,75 g/L ve toplam canli say1s1 1,4*10° kob/ml bulunmustur. Optimizasyon
deneylerinde yliksek havalandirmaya sahip tretimlerin yiiksek sonuglar vermesi
nedeniyle 10 litrelik karigtirmali tank biyoreaktorii ve hava kaldirmali biyoreaktorde
Ivvm hava beslemesiyle deneme iiretimleri yapilmistir. Hava beslemeli iiretim
sonuglar1, mekanik karistirmaya sahip iiretimlere kiyasla diisiik bulunmustur. Mekanik
karistirma biyokiitle {iretimi i¢in daha verimli bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik, Lactobacillus plantarum BG24, biyoreaktor,
optimizasyon, 6l¢ek biiylitme.
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ABSTRACT

Optimization of Probiotic Bacteria Production and Scale-Up Studies
BALER, Biray
MSc in Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Sait SARGIN
June 2022, 81 pages

In this study, optimization and scale-up studies were carried out by
submerged fermentation of Lactobacillus plantarum BG24 strain, which is a probiotic
bacterium. For the optimization experiments, Man Rogosa, Sharp (MRS) Broth was
used as the production medium in a 5-liter stirred tank bioreactor. Four parameters
were chosen for optimization studies; aeration (0-1 vvm), mixing (0-500 rpm),
inoculation rate (1-10%), and production time (2-24 hours). As a result of the analysis,
479 rpm mixing speed, 3% inoculation ratio and 18 hours production time are the
optimum values selected. The 3D model graphics showed that simultaneous mixing
and aeration reduced the amount of biomass. In the control experiment performed in a
5 liter stirred tank bioreactor, the optical density was 9.6; biomass was 3.8 g/L; The
total number of organisms was found to be 7.6*10'! cfu/ml. Scale-up studies were
tested in a 10 liter stirred tank bioreactor with two different methods. As a result of the
calculations made according to the geometric ratio, trial production was carried out
with a mixing speed of 410 rpm. The analyzes showed that the optical density was 8,
the biomass was 3.7 g/L and the total number of organisms was 4.8*10*! cfu/ml at the
18th hour of production. The mixing speed was determined at 589 rpm and the optical
density was 8.735, the biomass was 4 g/L, and the total number of organisms was
1.7*10'? cfu/ml. Impeller power number calculation was chosen as the scale-up
method. With this method, the mixing rate was calculated in a pilot scale 100 liter
stirred tank bioreactor. Production results in a pilot scale bioreactor at a stirring speed
of 270 rpm; the optical density was 8.2, the biomass was 2.75 g/L and the total number
of organisms was 1.4*10'° cfu/ml. Since the productions with high aeration yielded
high results in the optimization experiments, trial productions were carried out in a 10-
liter stirred tank bioreactor and in an air-lift bioreactor with 1vvm air supply. Air-fed
production results were found to be low compared to productions with mechanical
agitation. Mechanical mixing was found to be more efficient for biomass production.

Keywords: Probiotic, Lactobacillus plantarum BG24, bioreactor, optimization, scale-
up.
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1. GIRIS

Probiyotik kelimesi Yunanca kdkenlidir, “pro” ve “biota” olarak iki kisitmdan
olugmaktadir. “Yagsam i¢in” anlamini1 tagiyan bu kelime, canlt mikroorganizmalar i¢in
kullanilmaktadir (Tasdemir A., 2017). Probiyotik kelimesi, ilk olarak 1965 yilinda
Lilley ve Stillwell tarafindan bir mikroorganizma tarafindan salgilanan ve digerinin
bliyiimesini tesvik eden maddeleri tanimlamak i¢in kullanilmistir. Bu formda
kullanim1 kalict olmamistir ve daha sonra Sperti (1971) tarafindan mikrobiyal
bliylimeyi uyaran doku o6ziitlerini tanimlamak icin kullanilmistir. Fuller (1989),
probiyotikleri 'bagirsak mikrobiyal dengesini iyilestirerek konake¢1 hayvani faydali bir
sekilde etkileyen canli bir mikrobiyal yem takviyesi' olarak tanimlamistir. Bu gézden
gecirilmis tanim, bir probiyotigin uygulanabilir olmasi ihtiyacini vurgulamistir (Fuller

R., 1989).

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya ve Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
yayinlanan raporlara gore bir mikroorganizmaya probiyotik denmesi i¢in belli kosullar
bulunmaktadir. Mikroorganizma, sindirim sistemi boyunca canli kalabilmeli, toksik
bir etkiye sahip olmamali, hizli gelisebilmeli ve sindirim sistemi kosullarina kolay

uyum saglamalidir (Bagdatli, A. ve Kundakg1, A., 2013).

Probiyotikler, yeterli miktarlarda uygulandiklarinda konagin saglig: lizerinde
yararli bir etkiye sahip olabilen canli organizmalar olarak tanimlanir. Probiyotiklerin,
ishal, list solunum yolu enfeksiyonlari, atopik egzama ve bazi inflamatuar durumlar

dahil olmak iizere gesitli durumlarda etkili oldugu gosterilmistir (King, S. vd., 2014).

Probiyotik mikroorganizmalarin se¢iminin teorik temeli 3 basamaktan
olugmaktadir. Mikroorganizmanin giivenligine, islevine (hayatta kalma, bagllik,
kolonizasyon, antimikrobiyal {iretim, bagisiklik uyarimi ve patojenlerin 6nlenmesi) ve
teknolojik yonlerine (siitte biiyiime, duyusal 6zellikler, stabilite, faj direnci, siireglerde

uygulanabilirlik) bakilmaktadir (Saarela, M. vd., 2000).

Canlilarda probiyotik se¢imi i¢in kullanilan mikroorganizmanin canlinin
florasinda bulunmas1 gerekmektedir. Laktik asit bakterilerinin (LAB) mide ve ince

bagirsakta canliligini kaybetmemesi icin diisiik pH ve safra tuzlarina direngli olmasi



gerekmektedir (Yoon, K. Y., vd., 2006). Insan bagirsak florasinda en sik tespit edilen
mikroorganizmalar Bifidobacteriae ve Lactobacillus’tur.

Lactobacillus plantarum bir laktik asit bakterisidir. Lactobacillus plantarum,
tek basmna veya kisa zincirler halinde gruplanmis ¢ubuk morfolojisine sahip,
heterofermentatif fakiltatif anaerobik bir gram-pozitif mikroorganizmadir. Cesitli
gida fermantasyon islemlerinde bir baslangi¢ kiiltlirii olarak kullanilmistir. Aym
zamanda nihai iirlinlerin glivenligine de katkida bulunur ve probiyotik olarak kullanilir

(Todorov and Franco, 2010).

Biyoreaktorler, ¢esitli mikroorganizmalari, enzimleri vb. {liretmeye yarayan
kapali kaplardir. Biyoreaktorlerde dogru ortam parametrelerini kullanarak {iretim
optimum hale getirilir. Pek c¢ok Ol¢ege sahip biyoreaktorler, endiistriyel oOlgekli

tiretimlerde, probiyotik liretiminde kullanilir.

Brinques ve ark., yaptiklar1 ¢alismada, Lactobacillus plantarum ile probiyotik
iretiminin optimizasyonunu arastirmislardir (Brinques vd., 2009). Georgieva ve ark,
caligmalarinda peynirden izole ettikleri L. plantarum igin biiyiime parametrelerini
incelemislerdir (Georgieva, R. vd., 2009). Razmjooei ve ark., farkli karbon
kaynaklarinin L. plantarum iizerindeki etkilerini gézlemlemislerdir (Razmjooei, M.
vd., 2020). Incelenen ¢alismalardan da anlasilacag iizere, L. plantarum kullanilarak
probiyotik iretimiyle ilgili pek fazla calisma olmamakla birlikte, yapilan bu
caligmalarda yalmzca iiretim optimizasyonu ele almmustir. Olgek biiyiitme

calismalarina rastlanmamustir.

Bu caligmanin amaci, bir probiyotik bakteri olan Lactobacillus plantarum
BG24 susunun laboratuvar Olcekli biyoreaktdrde iiretiminin optimize edilmesi ve
Olcek biiylitme parametrelerinin belirlenmesidir. Proses sirasinda derin kiiltiir yontemi
uygulanmis ve besiyeri olarak MRS Broth kullanmilmustir. Uretim optimizasyonu igin,
5 litrelik karistirmali tank biyoreaktorde baslandiktan sonra 6lgek biiyiitme ¢aligmalari

icin 10 litrelik ve 100 litrelik karistirmali tank biyoreaktorler kullanilmastir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1 Probiyotikler

Diinya ¢apinda ¢ogunlugunu probiyotik gidalarin olusturdugu fonksiyonel
tirlinlerin tiiketimine ydnelik bir egilim s6z konusudur ve bu durum giin gectikce
artmaktadir. Probiyotikler, “bagirsak yolundaki mikrofloranin dengesini iyilestirerek
konak¢inin sagligint olumlu yonde etkileyen canli bir mikrobiyal takviye” olarak

tanimlanmaktadir (T. R. Klaenhammer, 2001; FAO/WHO, 2003).

Antibiyotiklerin bir¢ok yararli etkisi olmasina ragmen, asir1 kullanimlar
patojenik mikroorganizmalara karsi direng gelisimine katkida bulundugu tespit
edilmistir. Bu, 2006 yilinda Avrupa Birligi'nin antibiyotiklerin hayvancilikta biiyiime
destekleyici olarak kullanimini yasaklamasina yol agmustir (Andersson vd., 2001). Son
yillarda probiyotikler genellikle umut verici bir alternatif olarak 6nerilmistir (Botes
vd., 2008).

Yaklasik 20 yil once probiyotikler, hayvancilikta antibiyotiklerin roliiniin en
azindan bir kismini istlenebilecek bir alternatif olarak diisliniilmeye baslanmistir
(Fuller R., 1989). Daha yakin zamanlarda, insan tiikketimi i¢in 6zellikle fermente siit
irlinleri olmak {izere probiyotiklerin gelistirilmesine hem bilimsel hem de endiistriyel

acidan ilgide giiglii bir artis olmustur (Lode J. A. and Dora I. Pereira, 1999).

Probiyotiklerin saglikla iliskisi uzun bir gegmise sahiptir. Tissier, saglikli anne
siitiiyle beslenen bebeklerin bagirsak mikrobiyotasinin, formiil mama ile beslenen ve
ishalden muzdarip bebeklerde bulunmayan bifid sekilli bifidobakterilere sahip
cubuklarin baskin oldugunu gozlemlediginden bu yana bir asirdan fazla zaman
gecmistir. Bu durum, probiyotiklerin sagligin korunmasinda rol oynadiklari kavramini

ortaya koymustur (Kechagia vd., 2013).

Bireylerin saglik durumu, gastrointestinal sistemde yasayan mikroflora
tarafindan belirlenir. Diyet, stres, hastaliklar, tedaviler ve c¢evre, bagirsaktaki
mikroorganizmalarin bilesimini ve aktivitesini etkiler. Gastrointestinal mikrofloranin
dengesini yeniden kurmanin bir yolu, faydali laktobasiller ve bifidobakterilerin

probiyotikler veya probiyotik gidalar seklinde verilmesidir. Probiyotikler, yeterli



miktarlarda  uygulandiginda  konakg¢iya faydali  etkiler saglayan canli

mikroorganizmalardir (Gibson, G.R., 2004).

Oral probiyotik tiikketimi, yararli bir “yeniden dengeleyici” sekilde bagirsak
mikroflora dengesini degistirmeye etki eder ve boylece tiiketicinin sindirim sagligina
yardimci olur. Probiyotikler ayrica iilseratif kolit, Crohn hastalig1 ve huzursuz bagirsak
sendromu gibi bagirsak rahatsizliklarini iyilestirmede yerlesik faydalari ile bilinir.
Kalp hastaligi, otizm ve alerji gibi diger durumlarda da faydalidirlar (Savini, M, vd.,
2010).

Probiyotiklerin ana bilesenleri, probiyotik gidalarin iiretiminde de uygulanan
laktik asit bakterileri (Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc) ve bifidobakterilerdir. Bu probiyotik bakterilerinin saglik
tizerinde bagisiklik sistemini gliglendirme, gastrointestinal enfeksiyonlari, diareyi ve
gi1da kaynakl1 bazi alerjileri onleme gibi faydalar1 vardir (Randazzo vd., 2013; Segers
and Lebeer, 2014). En biiyiik orani laktobasildir (Remzi Cholakov vd., 2014). Tablo

2.1°de probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar gosterilmistir.

Tablo 2.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (Karahan Z. C. ve Giivener E., 1999).

Bakteriler Kiif ve Mayalar

Lactobacillus lactis | Bifidobacterium animalis | Streptococcus cremoris Aspergillus niger

L. cellebiosus B. adolescentis S. thermophilus A. oryzea

L. delbrueckii B. bifidum S. intermedius

L. acidophilus B. breve S. lactis

L. reuteri B. infantis S. diacetylactis

L. casei B. longum

L. curvatus B. thermophilus

L. fermentium Bacteroides capillus

t. plﬁntaru__m B. suis Saccharomyces
- jonnsoni Bacillus subtilis B. ruminola ii

L. rhamnosus B. pumillus ts)ogéigs;;iae

L. helveticus B. licheniformis Enterococcus faecalis '

L. salivarus B. lentus E. faecium

Pediococcus cerevisiae

P. acidilacticil
P. pentosaceus

Propionibacterium
shermanli
P. freudenreich

Leuconostoc mesenteroides

Candida torulopsis




2.1.1.Probiyotiklerin Etki Mekanizmalari

Probiyotiklerin etkisini yoneten temel mekanizmalar tamamen agik olmasa
da agirlikli olarak in vitro ¢alismalardan elde edilen bilgiler, probiyotiklerin etkilerinin

asagidaki gibi 6zetlenebilecegini gostermektedir:

v Bagisiklik sistemi modiilasyonu
v Mikroorganizmalarla dogrudan etkilesim

v' Toksinlere kars1 inhibitor etki

Probiyotiklerin bagisiklik sistemi {izerindeki etkisinin, ana biyokimyasal
yollarin arttirilmas1 veya baskilanmasi nedeniyle konakg¢idaki epitel bariyerinin
biitiinliigiinin  korunmas1 yoluyla elde edildigi diisiiniilmektedir. Ozellikle,
laktobasillerin epitel hiicreleri i¢in 6nemli olan proteinleri kodlayan belirli genlerin
diizenlenmesini modiile ettigi gosterilmistir. Bu proteinler, patojenlerin neden oldugu
bozulmalardan sonra epitel hiicre fonksiyonunun onarimini artirabilir (M. Bermudez-

Brito vd., 2012).

Bifidobakteriyel suslar gibi probiyotiklerin, esas olarak laktik asit ve asetik
asit Uretimine atfedilen antimikrobiyal etkileri yoluyla konagi korudugu
kanitlanmistir. Bu bilesikler, 6nemli bir pH diisiisiine neden olarak patojenik
mikroorganizmalarin  biiylimesine elverisli olmayan bir ortam yaratir (A.

Cheikhyoussef vd., 2008).

Bazi laktik asit bakteri suslarimin da hiicre ylizeylerindeki demir
kaynaklarini baglayarak patojenleri onlardan yoksun biraktigi gosterilmistir. Patojenik
mikroorganizmalara karsit probiyotik etki, yalnizca metabolitlerin salgilanmasi ile
sinirli olmayip, ayn1 zamanda bunlarin yapisma onleyici etkilerine de dayanmaktadir.
Bu yapisma onleyici eylemler, probiyotik bakterilerin epitel hiicreleri lizerindeki
spesifik reseptdrler icin patojenlere karsi rekabetini, karbonhidrat yapisindaki
reseptorleri bozan proteinlerin salgilanmasini ve biyosiirfaktanlarin tiretimini igerir (T.

A. Oelschlaeger, 2010).



2.2. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB) grubu, ¢ubuk ve kokoid morfolojisine sahip Gram
pozitif, spor olusturmayan bakterileri icerir. Bu bakteriler genel olarak hareketsiz ve
laktik asit iireticileridir. (Mares, A. vd., 1994)

Sadece laktik asit iireten organizmalar homofermentatif olarak adlandirilirken,
laktik asidin yani sira karbondioksit olusumu ile sekeri doniistiiren organizmalar
heterofermentatif olarak siniflandirilir. LAB yedi taksonomik cinse ayrilir:
Lactobacillus ve Carnobacterium (¢ubuk) ve Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Leuconostoc ve Pediococcus (cocci). (Singh, U.P. vd., 2007)

Lactobacillus cinsi, gubuk morfolojisi olan mikroorganizmalari igerir.

Laktik asit bakterileri (LAB), organoleptik o6zelliklere, lezzete ve dokuya
katkida bulunan ¢esitli gida fermantasyon siireclerinde baslaticilar veya probiyotik
kiiltirler olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Laktik asit veya diger antimikrobiyal
bilesiklerin liretimi nedeniyle, nihai lirtiniin glivenligine de yardimci olurlar. Bununla
birlikte, her bir LAB susunun ilgili gida islemede basarili bir sekilde uygulanmasindan
once, birkac faktoriin tahmin edilmesi gerekir. Sicaklik, pH, biiylime ortaminin tiiri,
oksijen ve bazi notrlestiricilerin eklenmesi gibi fermantasyon kosullari, laktobasillerin
biiylime aktivitesi lizerinde bilyiik bir etkiye sahiptir (Georgieva, R. vd., 2009). Bunlar
arasinda, biiylime ortammin tiirii, biilylime aktivitesinde ve depolamaya dayanikli
konsantre kiiltiirlerin tiretiminde 6nemli bir rol oynar. LAB i¢in de Man Rogosa, Sharp
(MRS) broth, M-17, Eliker's broth, yagsiz siit ve peynir alt1 suyu permeati gibi gesitli
ortamlar yaygin olarak kullanilmaktadir (Mayra-Mékinen A. and Bigret N., 1993).
Uygun bliylime ortamini segmek i¢in maliyet, yiiksek sayida hiicreye ulasma yetenegi

ve hasat yontemleri gibi farkli yonler dikkate alinmalidir.

Laktik asit bakterileri, diger mikroorganizmalarin aksine, midedeki gastrik asit
ve pankreatik salgilara karsi direnglilik gosterir. Sindirim sistemine gegerek canli

kalmay1 bagarabilen LAB’ nin probiyotik olma 6zelligi s6z konusudur.



2.2.1. Lactobacillus plantarum

Orijinal olarak L. plantarum, Orla-Jensen(1919) ve Holland(1920) tarafindan
Streptobacterium plantarum olarak belirlenmistir. Daha sonra Pederson(1957)

tarafindan substrat olarak sebzeleri kullanabilen tipik bir LAB olarak tanimlanmuistir.

L. plantarum, tek basina veya kisa zincirler halinde gruplandirilmis, yaklasik
0,9-1,2 x 1,0-8,0 um boyutunda, cubuk morfolojisine sahip bir mikroorganizmadir.

L. plantarum heterofermentatif, fakiiltatif anaerob bir mikroorganizmadir.

Cogu organik asit (6rnegin malik, tartarik ve asetik asitler) L. plantarum
tarafindan metabolize edilerek karbondioksit, laktik asit ve asetik asit iiretimine neden

olabilir (Todorov and Franco, 2010).

Yiiksek asit toleransi, fermantasyon iglemi sirasinda kontaminasyonu onleyen
onemli bir 6zelliktir. L. plantarum, en iyi laktik asit {ireticilerinden biridir (Brinques
vd., 2009).

Gida teknolojilerinde kullanilan en yaygin Lactobacillus tiirlerinden biri
homofermentatif metabolizmaya ve yiiksek asit toleransia sahip olan ve genellikle
giivenli (GRAS) organizma olarak kabul edilen Lactobacillus plantarum'dur. Birgok
L. plantarum susu su anda probiyotik olarak pazarlanmaktadir (De Vries, M. C. vd.,
2006).

2.3. Probiyotik Uretimi

Probiyotiklere yonelik artan talep ve probiyotiklerin tanitildigi yeni gida
pazarlari, endiistriyi yiiksek miktarlarda probiyotik kiiltiirleri canli ve istikrarli bir
bi¢imde tliretmeye zorlamaktadir. Kurutulmus konsantre probiyotik kiiltiirler, 6zellikle
rafa dayanikli fonksiyonel iirlinler i¢in saklama, tagima ve tasima kolaylig1 g6z dniine
alindiginda, fonksiyonel gidalara dahil etmek i¢in en uygun formdur (J. A. Muller vd.,
2009).

Imalat acisindan bakildiginda, probiyotik {iriin, istenen uygulama icin
kullanilabilmesi i¢in 6nemli 6l¢iide yiiksek bir verime sahip olmali ve konsantre, canli

hiicresel biyokiitleden olusmalidir. Bir probiyotik tiriinde belirli bir canli hiicre degeri



sart kosulmamakla birlikte, minimum 10° koloni olusturan birim (kob) dozu yeterli
kabul edilir (Konstantinos Flevaris vd., 2021).

Stirekli olarak yiiksek performans gosteren LAB ve bifidobakteriler de iiretim,
stirecinin ne kadar iyi kontrol edildigine baghdir. Sasirtict olmayan bir sekilde, ayn1
tiirden bile suslar arasinda, hassasiyet ve liretim siirecine tepki acisindan performansi
etkileyen onemli bir g¢esitlilik vardir. Laboratuvar dlgeginde gelistirme, pilot dlgekte
6lgek biiyiitme ve ardindan ticari 6lgek biiylitme sirasinda bu hassasiyetler kesfedilir
ve slireg, tutarlt yiiksek performansin elde edilebilmesi i¢in ayarlanir. Her bir sus i¢in
stire¢ olusturulduktan sonra, bu siireci her seferinde ayni sekilde yiiriitmek onemlidir
(Fenster vd., 2019).

Probiyotik uygulamalari igin LAB ve bifidobakterilerin tiretim siiregleri, Sekil
2.1'de gosterildigi gibi agagidaki ortak adimlara sahiptir.

Peletlestirici

Besin

maddeleri Fermantasyon .. Gegmek

Su Ortami

SN,

Baz

Krivo- ve
| v
koruyucu
v Yogunlasmak l Su
o sk
i U o
Silipernatant

Ortam Ultra yiiksek sicaklikta Fermentor Santrifiij Konsantre Dondurucu
hazirlama sterilizasyon kabi kurutucu

Sekil 2.1. Probiyotik baslangi¢ kiiltiirii suglart i¢in probiyotik tiretiminin sematik gosterimi (Fenster
vd., 2019).

2.3.1. Sus Secimi

Sus secimi, probiyotik iiretim siirecindeki ilk hayati adimdir. Tiir secimi,
yalnizca belirli bir probiyotik takviyesi olusturma hedefinize ve potansiyel saglik
iddialariniza baglidir. Sindirimi, bagisiklik sisteminizin sagligini, ara sira strese karsi
saglikli bir yaniti veya daha fazlasim1 desteklemek icin farkli sus secimleri

yapilmalidir.



Her tiiriin belirli 6zellikleri vardir ve belirli faydalar1 desteklerler. Bazi suslar
saglikli bagisiklig1 desteklerken, digerleri laktoz sindirimini destekler. Yiiksek kaliteli
takviyeler iiretmek i¢cin milkemmel kalitede probiyotik ham maddelere ihtiyag¢ vardir.
Segilen suslar, etkinliklerini kanitlamak igin bagirsakta hayatta kalmahdirlar (Gene
Bruno, 2022).

Yiiksek performansl probiyotikler ve siit liriinleri baglaticilar tiretmek icin, her
susun {retim silirecinin farkli yonlerinin benzersiz beslenme gereksinimleri ve
hassasiyetleri iyi anlagilmali ve iiretim siireci i¢inde barindirilmalidir. Bu sus
bagimliliklar tipik olarak laboratuvar olgeginde gelistirme sirasinda belirlenir ve
islenir, pilot uygulamada 6l¢eklendirilir ve islem sonlandirilmadan ve ticari iiretim

devam etmeden Once ticari diizeye dl¢eklendirilir.

Basarili bir sekilde yiiksek performansli probiyotikler ve siit {riinleri
baslaticilar tiretmek i¢in suslarin beslenme ihtiyaclar1 ve siire¢ hassasiyetleri agisindan
1yi anlagilmasi gerekir. Ayrica, karmasik ham maddelerin (yani maya ekstraktlarinin)
bilesimi ve ana fermantasyona yol acan ve buna dahil olan besin degerinin nasil
degistigi iyi anlasilmahdir (Fenster vd., 2019). Uretim siireci ¢ok iyi kontrol

edilmelidir.

2.3.2. Medya Formiilasyonu

Biiyiime i¢in hangi kontrol edilebilir parametrelerin ve besinlerin optimize
edilebilecegini kontrol etmek i¢in probiyotik susu incelenir. Bir probiyotik iireticisi bu
calismay1 yiriitmenize yardimci olabilir. Besin maddelerinin ve proses
parametrelerinin benzersiz kombinasyonu olusturuldugunda, biiyiik 6lgekli bir tiretim

baslayabilir (Gene Bruno, 2022).

Ozel gereksinimleri olan bilyiime ortaminda, alerjenler icin siit, soya, gliiten ve
findik gibi en yaygin diyet alerjenlerinden kaginilmalidir. Vejetaryen ve vegan iiretim
icin sirastyla et ve siit kaynaklarindan kagimilmalidir. Siit iirlinleri baslangi¢ kiiltiirleri
i¢in, siit bazli bir ortam kullanilabilir. Diyet takviyeleri icin, siit, soya ve et 6zlerinin

cikarilmasi, alternatif nitrojen kaynaklarinin arastirilmasini gerektirir. Bugdaydan elde



edilen karbon kaynaklarindan, gliiten ile potansiyel kontaminasyon nedeniyle

kaginilmalidir (Di Cerbo A. and Palmieri B., 2015).

Dogru dozda ham madde igeren etkili bir formiiliin yani sira, dogal olarak
safraya ve aside dayanikli suslarin segilmesi hayati 6nem tasir. Ayrica bagirsakta
hayatta kalma agisindan test edildiginden emin olmalisiniz. Secilen suslar daha sonra

fermantasyon ve stabilizasyona tabi tutulur.

2.3.3. Fermantasyon

Probiyotik yapmak i¢in hammadde diinyanin her yerinden temin edilebilir.
Ayrica probiyotikler, tazeligi ve kaliteyi korumak icin 6zel olarak iiretilmistir.
Bakterilerin yetistirilmesi 6 hafta kadar stirebilir. Kiiltlirler biiylirken yetistirme siireci

aceleye getirilmemelidir.

Fermantasyon boliimii, inokulum hazirlama ve tiretim fermantasyon adimlarini
ierir. Uretim fermentrii icin yeterli hacimde inokulum iiretmek amaciyla, bir dizi

calkalama sisesi ve as1 fermentorii kullanilabilir (Konstantinos Flevaris vd., 2021).

Fermantasyon sirasinda, istenmeyen kontaminasyonu ortadan kaldirmak igin
tim besinler ve ekipman sterilize edilir. Sus, ortama steril kosullarda eklenir. Sus,
besleyici ve 1lik bilesen banyosunda istenen sayiya (KOB — Koloni Olusturan
Birimler) wulasana kadar c¢ogalir. Bu islem sirasinda, bakterilerin besin

metabolizmasinin yan {iriinii olan metabolitler de olusur (Gene Bruno, 2022).

2.3.4. Santrifiijleme

Kiiltiirler hazir oldugunda, probiyotik suslart santrifiij yoluyla metabolitlerden
ayirabilir. Probiyotiklerin stabilitesi, probiyotik iliretim siirecinde yakindan dikkat
edilmesi gereken bir diger kritik husustur. Probiyotik iiriinler paketlendikleri andan
itibaren stabilitelerini/tazeliklerini kaybetmeye baslarlar. Uzun siireli depolamada ek
stabilite ve etkiyi korumak i¢in sogutma, nemli ortamlardan ka¢inma ve kurutma gibi
cesitli yontemler kullanilir. Bu islemlerden sonra probiyotik kuru bir toza

doniistiiriliir.
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24, Biyoreaktorler

Biyoreaktorler, kontrollii, ¢evresel kosullar altinda biyolojik bir islemin
gerceklestirilebildigi kapali sistemlerdir. Diisiik degerli bir substratin canli hiicreler
veya enzimler tarafindan daha yiiksek degerli bir {iriin iiretmek i¢in kullanildig: bir
cihazdir. Bir biyoreaktor sistemi, bir biyoreaktor, sensorler, bir kontrol sistemi ve
biyoreaktor icindeki kosullar1 izlemek ve kontrol etmek igin yazilim igerir.
Biyoreaktorler, farmasotiklerin, gida biyo-bazli malzemelerin (poli-laktik asit gibi),
gida igleme, fermantasyon, biyoyakitlarin {iretiminde ve ayrica atik islemede yaygin

olarak kullanilmaktadir (Inderjeet Kaur and Arun Dev Sharma, 2021).

Bir biyoreaktor, miithendislik tirtinleri tiretmek i¢in biyolojik, biyokimyasal ve
biyomekanik gereksinimleri saglayan kontrol edilebilir bir ortam saglar. Biyoreaktor
istenen biyolojik iriini yaratmayi amagladigindan, i¢ ve dis kiitle transferi, 1s1
transferi, akiskan hizi, kesme gerilimi vb. reaksiyon parametrelerinin yakindan

izlenmesi 6nemlidir (Jagriti S. vd., 2014).

Essiz performans 6zelliklerine sahip gelismis ve saglam biyoreaktor tasarimi,
dogal ve genetigi degistirilmis hiicre sistemlerinden faydali biyoteknolojik iirtinlerin
iretiminde esastir. Bu durum reaksiyon hizlarinm1 en iist diizeye c¢ikarmak, c¢ikis

oranlarini optimize etmek ve maliyeti en aza indirmek i¢in 6nemlidir.
Bir biyoreaktor asagidakileri saglamalidir (Sanjogta Thapa Magar, 2021):

v' Ajitasyon/calkalama (hiicre ve ortamin karistirilmasi igin),

<\

Havalandirma (aerobik fermentorler); Oz temini igin,

v’ Sicaklik, pH, basing, havalandirma, besin besleme ve sivi seviyesi gibi
faktorlerin diizenlenmesi,

v" Sterilizasyon ve sterilitenin korunmasi ve

v' Hiicrelerin/ortamin geri ¢ikarilmast.

Biyoreaktor terimi genellikle biyokatalizor olarak canli bir hiicre kullanan bir
tiir biyoreaktor olan fermenter ile esanlamli olarak kullanilir. Fermantasyon, aerobik
veya anaerobik kosullar altinda gida lizerinde mikroorganizmalarin biiyiimesine atifta
bulunur. Fermentorler camdan, cam egzotik alasimlardan, paslanmaz ¢elikten, cam

kapl celikten ve gdstergelerle donatilmis plastik tanklardan olusur. Bunlar, 6zel saf
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bakteri, mantar ve maya kiiltiirlerinin biiylimesi, enzimlerin {iretimi ve genis bir

fermente tiriin yelpazesi i¢in kullanilir (Jagriti S. vd., 2014).

Bir fermentor, fermantasyon endiistrilerinde ticari tiretim i¢in kullanilir ve daha
yiiksek degerli bir iirlin {iretmek i¢in canli hiicreler veya enzimler tarafindan diisiik
degerli bir substratin kullanildigi bir cihazdir. Fermentorler, gida isleme,

fermantasyon, atik aritma vb. i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

Biyoreaktorler, biyolojik varliklar1 destekledikleri ve kontrol ettikleri dlciide
geleneksel kimyasal reaktorlerden farklidir. Organizmalar kimyasallardan daha hassas
ve daha az kararli oldugundan, biyoreaktor sistemleri, proses bozulmalari ve
kontaminasyonlar iizerinde daha yiiksek derecede kontrol saglamak i¢in yeterince
saglam olmalidir. Biyoreaktor kosullari, canli mikroorganizmalarin tanimlanmig
kosullar altinda aktivite gostermeleri i¢in elverisli olmalidir. Biyolojik organizmalar,
dogalar1 geregi mutasyona ugrayacagi ve dolayisiyla organizmanin reaksiyonunun
biyokimyasini veya fiziksel 6zelliklerini degistirecegi i¢in, arzu edilen biyolojik
aktiviteyi siirdiirmek ve istenmeyen aktiviteleri en aza indirmek belirli zorluklardir

(Williams, J.A, 2002).

Biyoreaktor yapiminda kullanilan malzeme asagidaki 6nemli 6zelliklere sahip

olmalidir (Sanjogta Thapa Magar, 2021):

Asindirict olmamalidir.
Fermantasyon ortamina herhangi bir toksik madde eklememelidir.
Buhar sterilizasyon islemini tolere etmelidir.

Yiiksek basinci tolere edebilmeli ve pH degisikliklerine direnebilmelidir.

vV V V V V

Biyoreaktoriin boyutlar1 uygulamaya bagli olarak biiyiik dl¢lide degisir.

2.4.1. Kanstirmah Tank Biyoreaktor

Karigtirmali tank reaktorleri (STR) kimya endiistrisindeki standart
reaktorlerden biridir ve bu nedenle biyolojik uygulamalar i¢in yaygin olarak

uygulanmaktadir (Williams, 2002).
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Viskoz sivilar, bulamaglar, ¢ok diisiik gaz akis hizlar1 ve biiyiik s1vi hacimleri
ile kullanilirlar. STR'ler ayrica popiilerdir, ¢linkii gerekli substrat temasi, pH ve
sicaklik kontrolii, toksik yan {iriinlerin ¢ikarilmasi, tek tip hiicre dagilimi ve partikiil
boyutunun azaltilmasina yardimci olan iyi karistirilmis bir duruma kolayca ulagilir

(Enes Kadic and Theodore J. Heindel, 2014).

STR'ler, diisikk yatirnm ve isletme maliyetleri nedeniyle endiistride yaygin

olarak kullanilmaktadir (Williams, 2002).

Yiiksek gaz-sivi kiitle transfer katsayilarina ihtiya¢ duyuldugunda STR'ler
tercih edilir. Bu reaktorler genellikle endiistriyel birimler i¢in paslanmaz ¢elikten veya
deneysel uygulamalar i¢cin cam veya belirli plastikler gibi seffaf malzemelerden yapilir

(Enes Kadic and Theodore J. Heindel, 2014).

Karnistinlmis tank biyoreaktorleri (STBR'ler), hiicreler, enzimler veya
antikorlar gibi biyolojik ajanlarin kiiltiirlenmesi i¢in en yaygin olarak kullanilan
reaktorlerdir. Fazlar arasinda iyi karisimin mekanik c¢alkalama ile elde edildigi
reaktorlerdir. Karistirici, tiim bilesikleri dagitmak ve biyoreaktor iginde etkin bir
homojen konsantrasyon elde etmek icin yeterince hizli ¢alkalama saglamalidir. Bir
biyoproses i¢in bir STBR'nin teknik tasarimi, iiretime bagl olarak gerekli hacmi

belirlemelidir (Zhong, JJ, 2011).

STR'ler en geleneksel biyoreaktorlerden biridir. Kolay dlgek biiyiitme, iyi sivi
karistirma ve oksijen transfer edilebilirligi, alternatif karigtiricilar ve gereksinimlere
kolay uyum saglama gibi avantajlar1 nedeniyle STR'ler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu tip biyoreaktorler yiiksek gii¢c tiikketimi ve
yiksek kesme ile ilgili endiseler gibi ¢esitli smirlamalara  sahiptir.
Mikroorganizmalarla karsilastirildiginda hem hayvan hiicreleri hem de bitki hiicreleri
kesmeye duyarlidir, bu da karistirma ve kiitle transfer gereksinimlerini ve
hidrodinamik kuvvetten kaynaklanan potansiyel hasar1 dengelemek i¢in karistiric
sistemini modifiye etmek ve optimize etmek i¢in kayda deger ¢abalarla sonuglanir.
Yeni karigtirici tasarimlari gelistirilerek geleneksel STR'lerde ¢ok sayida degisiklik
yapilmistir (Wang SJ and Zhong JJ, 1996).
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2.4.1.1. Cahsma prensibine gore reaktor cesitleri

Kiiltiiriin besleme stratejisine ve biyoreaktordeki besiyerine bagli olarak
fermantasyon isleminde esas olarak fi¢ tip reaksiyon vardir. Kesikli, stirekli ve yari-
kesikli modlar, fermantasyon islemleriyle bir dizi degerli metabolitin tiretimi igin bir
biyoreaktoriin en yaygin kullanilan ¢alisma modlaridir (Modak, J. M., & Lim, H. C.,
1992).

Geleneksel kesikli karistirmali tank reaktorleri (STR'ler) ve siirekli karistirilan
tank reaktorleri (CSTR'ler) ylizyillardir varligini stirdiirmektedir ve basitliklerinden
dolay1 kimya ve biyo-isleme endiistrisinde iiretim i¢in hala yaygin olarak
kullanilmaktadir (Brian McNeil & Linda M Harvey, 2008). Ozel tasarim ve
operasyonel niteliklere sahip diger biyoreaktdrler, foto-biyoreaktdrler, doner tamburlu
reaktorler, membran biyoreaktorler, paketlenmis ve akigskan yatakli biyoreaktorler,
kabarcik kolonu ve hava kaldirma biyoreaktorleri vb.'dir. Bunlar, uygulamaya 6zel

stiregleri karsilamak igin gelistirilmistir (Jagriti S. vd., 2014).

2.4.1.1.1. Kaesikli fermantasyon (Batch fermentation)

Kesikli biyoreaktor, endiistrideki en eski ve en ¢ok kullanilan biyoreaktordiir.
Tarihsel ve en bilinen kullanimi alkollii igecekler (bira, sarap, viski vb.) ve ekmek
tiretimindedir. Kesikli biyoreaktorler, gerekli tiim bilesenleri birlestirir ve istenen iiriin
konsantrasyonuna ulasilana kadar calisir. Nihai iirlinlin nispeten ucuz oldugu iyi
bilinen stireglerde, iirlin konsantrasyonu zamanla iligkilendirilebilir, bu da daha diisiik
yatirnm gereksinimlerine ve daha diisiikk isletme maliyetlerine yol acar. Kesikli
biyoreaktor sistemleri, ¢evresel konularin modellenmesinde de faydalidir (Enes Kadic

and Theodore J. Heindel, 2014).

Kesikli biyoreaktdriin varyasyonlar1 sorunlari sinirlamaya caligir, ancak bazi
sistematik avantajlar ve dezavantajlar mevcuttur. Cogunlukla, kesikli biyoreaktorler
basit konsept, tasarim ve proses kontrolii nedeniyle daha diisiik sabit maliyetlere
sahiptir; ancak, degisken maliyetler genellikle ¢esitli nedenlerle daha yiiksektir (Jagriti
S.vd., 2014).
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Kesikli sistem maliyetlerinin bir kismi, esnekligi ile dengelenebilir. Kesikli
biyoreaktorler, istenen tiriinii tutarh bir sekilde liretebilir. Ayn1 ekipmanla birkag ¢esit
iirlin iiretebilme veya aymi tip Uriinii farkli ekipmanlarla iiretebilme yetenegine de

sahiptirler.

Kesikli  islemde, sterilizasyondan  sonra  steril  kiiltir  ortam
mikroorganizmalarla asilanir. Bu reaksiyon periyodu sirasinda, besin tuzlari,
vitaminler ve iirtinlerin konsantrasyonlar1 dahil hiicreler ve substratlar zamanla degisir.
Fermantasyonun Onceden belirlenmis bir slire boyunca ¢alismasina izin verilir ve
sonunda tiriin hasat edilir. Aerobik ekimi tesvik etmek i¢in ortam, siirekli bir oksijen
akis1 saglamak tlizere havalandirilir. CO2 gibi gazli yan dirlinler uzaklastirilir;

havalandirma ve gaz giderme islemleri yari-kesikli olarak gerceklesir (Williams J.A,

2002).
Kesikli fermantasyon modunda mikroorganizma 4 asamadan geger (Sekil 2.2).

Gecikme asamasi (lag phase): Mikrobiyal popiilasyonun biiyiimesi, taze bir besiyeri

ile asilandiginda gecikme agsamasi olarak adlandirilan belirli bir siireden sonra baslar.

Ustel faz (log or exponential phase): Bu fazda, mikrobiyal hiicre sayilar1 birim zaman
periyodu basina iki katina ¢ikar. Boyle bir reaksiyondan elde edilen hiicre sayisi, gegen
zamanin bir fonksiyonu olarak logaritmik bir dlgekte ¢izildiginde, siirekli artan bir

egime sahip bir egri elde edilir.

Sabit faz (stationary phase): Sabit fazda hiicre sayisinda net bir artis veya azalma
olmaz. Enerji metabolizmas1 ve bazi biyosentetik islemler gibi hiicre fonksiyonlar

devam eder.

Olim faz1 (death phase): Bakteri popiilasyonu duragan faza ulastiktan sonra
inkiibasyona devam edilirse hiicreler 6lmeye baslayabilir. Hiicreler, biiyiime fazindan
¢ok daha yavas bir siire¢ olan hiicre pargalanmasi nedeniyle 6lebilir (Jagriti S. vd.,
2014).
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Sekil 2.2. Biiyiime Egrisi (Nanda S, 2008).

Kesikli biyoreaktorler, bir dizi reaksiyon gerceklestirebilen ve kullanimi kolay
tek tanktan olusur. Tank, reaktanlar1 entegre 1sitma ve sogutma sistemi ile karigtirmak
igin bir karistirict (karistirmali tank reaktorii — STR) ile donatilmistir. Reaktantin
pH'in1 kontrol etmek i¢in tampon soliisyonu veya pH kontrolorii kullanilir. Sivilar ve
katilar genellikle reaktoriin iist kapagindaki girisler yoluyla doldurulur. Buharlar ve
gazlar da Ustteki baglantilardan bosalir. Genellikle sivilar alttan ¢ikarilir. STR'ler
genellikle buharla 1sitma veya sogutma gereksinimleri i¢in kiliflidir ve havalandirma

icin bolmeler ve yuvarlak spargerler ile donatilmistir.

STR'lerdeki karistirici, karistirma sistemini galistiran harici bir motora baglidir.
Conta dahil karistiric tertibati bir kontaminasyon yoludur ve bu nedenle saftin bir dizi

aseptik conta yoluyla biyoreaktore gecmesi gerekir.

Karistirma ve kiitle aktarim hizlarim etkileyen 6nemli degiskenler, karistiric
sayist ve tiirl, karistirict hizi ve kullanilan gazin akis hizidir. Karistirici kanatlarinin
tasarimi, c¢alkalama hizi ve sivinin derinligi, calkalamanin etkinligini belirler.
Karigtirma ve kiitle aktarim hizlarini etkileyen 6nemli degiskenler, karistirici sayisi ve
tirti, karigtirict hizi ve kullanilan gazin akis hizidir (Enes Kadic and Theodore J.
Heindel, 2014).

2.4.1.1.2. Siirekli fermantasyon (Continuous fermentation)

Gaz, s1v1 veya ¢cozilinlir kat1 substratlar kullanan reaksiyonlar i¢in yiiksek
hacimli iiretimde siirekli islem siklikla kullanilir. Tipik nihai tirlinler arasinda sirke,

ekmek mayasi ve aritilmig atik su bulunur (Jagriti S. vd., 2014).
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Stirekli biyoreaktorler, onlart kesikli biyoreaktdrlerden ayiran bir¢cok 6zgiin
Ozellige sahiptir. En biiyiik ayrim, substrat ve iirliniin siirekli olarak biyoreaktore girip
cikmasidir. Cikt1 spesifikasyonlar1 karsilamiyorsa, ortaya ¢ikan iiriin ya atilmali ya da
ayrilarak biyoreaktore geri doniistliriilmelidir. Her iki se¢enek de atilan iiriin ve ilgili
girdiler nedeniyle degisken maliyetleri artirarak olumsuz bir ekonomik etki yaratir

(Williams, 2002).

Homojen bir iiriin saglamak i¢in prosesin kararli durumda oldugu varsayilir ve
biyoreaktor icindeki kosullarin tipik olarak zamandan bagimsiz oldugu varsayilir
(Williams, 2002). Bu nedenle, siirekli biyoreaktorler mekanik olarak ve/veya gaz
enjeksiyonu ile calkalanir. Dogrusal olmadigi icin siirekli tiretimi kontrol etmek de
daha zor hale gelir. Birkag¢ kontrol mekanizmasi mevcuttur, ancak ¢ogu, sicaklik veya
pH gibi dolayli verilere dayanarak substrat veya bakteri konsantrasyonlarini
degistirme ve birinci dereceden bir yanit varsayma hatasina diiser (Enes Kadic and

Theodore J. Heindel, 2014).

Operatorler ayrica belirli bir gaz veya sivi giris araligt ile sinirlandirilabilir.
Bakteriler, uygun biiytime i¢in belirli bir miktarda gaz gerektirir ve diisiik bir gaz akis
hiz1, bakterileri bogabilir veya biyoreaktdr iiretkenligini azaltan diismanca bir ortam
yaratabilir. Ote yandan, ¢ok fazla gaz, optimal olmayan kosullar yaratabilir ve
bakteriyel biiyiime veya biyoreaktor hidrodinamigi iizerinde olumsuz bir etkiye sahip

olabilir.

2.4.1.1.3. Yari-kesikli fermantasyon (Fed-batch fermentation)

Yari-kesikli fermantasyon modunda, fermantasyon islemi sirasinda substratin
sabit zaman araliklarinda eklendigi kesikli ve siirekli modlarin her iki islem modu da

bulunur (Betts JI and Baganz F, 2006).

Bu islemde, daha i1yi verim ve daha yiiksek se¢icilik ile birlikte reaksiyon
sicakliginin kontrol edilmesi icin biyoreaksiyonlar devam ederken ilave besinler
reaktore asamali olarak eklenir. Uriinler, kesikli biyoreaktdrde oldugu gibi {iretim

dongiisiiniin sonunda hasat edilir (Abbott M.S.R vd., 2013).
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Kesikli ve yari-kesikli yetistirme sistemleri, biyoreaktor calismasinin
durduruldugu ve biyoreaktoriin bosaltildigi ayni temizleme ve sterilizasyon siirecini

paylasir.

Yari-kesikli yetistirme sistemi, degisken hacimli bir siire¢ olusturarak siire¢
kontroliinii daha zor hale getirir. Bu nedenle herhangi bir kontrol mekanizmasi ¢ok

daha fazla emek veya yatirim gerektirir (Tsuneo Yamane, Shoichi Shimizu, 1984).

2.4.1.2. Biyoreaktor Tasarimi

Yapilacak biyoreaktoriin 6lgeklendirilmesi gerekir. Biyoreaktor ¢api, yiiksekligi
ve karistirici gapr formiiller dahilinde tasarlanmaktadir (Sekil 2.3). Karistirici tank
biyoreaktorii genis bir hacim araligina sahiptir. 10.000 litreye kadar iiretim
yapilabilmektedir. Istenen biyoreaktér hacmi belirlendikten sonra tiim veriler

formiillerle hesaplanir.

|
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Sekil 2.3. Olgekli olmayan basit bir karistrmal: tank biyoreaktér tasarimi.
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Tablo 2.2. Biyoreaktorii hesaplamak igin kullanilan formiiller gosterilmistir (Lane ve Koh, 1997).

Formiiller
Reaktor capi= D V=m?
Hiiquia/D= 1.25
Sivinin yiiksekligi= H 1iquid V=m?
Hiiquie/D=1.25
Ust bosluk yiiksekligi= Headspace Hheadspace= H tiquia/3
Reaktoriin yiiksekligi= Hreactor Hreactor= HHeadspacet H tiquid
Karistiricinin ¢ap1=Di Di=D/3
Kanstiria acikhigy = Ci Ci=1/3D
Baffle genisligi = Waaffle Waatiie= 1/10 D

2.4.2. Hava Kaldirmah Biyoreaktorler (Airlift Bioreactor) (ALB)

Kabarcik kolonu (bubble column) ve hava kaldirmali biyoreaktorler pnomatik
olarak calkalanir ve genellikle gaz-sivi temasinin 6nemli oldugu biyoproseslerde
kullanilir. Gazin rolii, absorpsiyon gibi kiitle transfer islemleri i¢in sivi ile temas
saglamak ve sivi karistirma i¢in gaz genlesmesi veya kabarcik kaldirma kuvveti
yoluyla enerji saglamaktir. Bu iki pnomatik olarak ¢alkalanan reaktdrde, gaz genellikle
alttan yayilir ve yiikselen gaz kabarciklarinin kaldirma kuvveti karistirmaya neden
olur. Bu iki reaktor arasindaki temel fark, akis ozelliklerindedir. Hava kaldirmali
biyoreaktorlerindeki akis, yukaridan asagiya dogru bir dongiide oldugu gibi dongiisel
bir diizendedir. Kabarcik kolonu, akis1 oldukca karmasik hale getiren herhangi bir

kesiti olmayan basit bir kaptir (Mendoza Martnez AM, & Escamilla Silv EM, 2013).

Hava kaldirmali biyoreaktor, karistirma i¢in sikistirilmis gazin genlesmesini
kullanir. ALB'ler hem serbest hem de hareketsiz hiicreler i¢in kullanilabilir ve bakteri,
maya, mantar, bitki ve hayvan hiicresi i¢in uygundur. Akigkan hacmi, sirkiilasyon ve
oksijen transferini iyilestirmek ve reaktdrdeki kesme kuvvetlerini esitlemek i¢in bir i¢

cekis tiipii (draft tube) ile boliiniir (Veera U.P & Joshi J.B, 1999).
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Iki tiir hava kaldirmal1 biyoreaktdr vardir. Dis dongii reaktorleri, gazlarin ve
stvilarin dolagimi igin farkli ve ayr kanallara sahiptir. I¢ déngiilii reaktorler,
Ozellestirilmis gaz/sivi akis hizlarinin olusturulmasi yoluyla biyoreaktor igindeki gaz
ve sivt sirkiilasyon modellerinin daha iyi kontrol edilmesini saglar. Reaktor

icerisindeki akis rejimi; karistirma, enerji transferi ve kiitle transferi agisindan biiyiik
Onem tasir.

Hava kaldirmali reaktorlerde riser ve downcormer olarak iki farkli akis bolgesi
olusur. Riser, akiskanlarin yukar1 dogru hareket ettigi bolgedir. Bu bolgede genellikle
gazlarin akisi sivi akisindan hizlidir ve akiskanlar arasindaki hiz farkina bagli olarak

churn-turbulent akis rejimi olusur (Mashhadani M vd., 2015). Sekil 2.4’te farkli akis

rejimleri gosterilmistir.

(@) o i
Sivi &~
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Sekil 2.4. Hava kaldirmali ve kabarcik kolonlu biyoreaktirler. (a) Dahili dongiilii hava kaldirmall
reaktor; (b—d) harici dongiilii hava kaldirmali reaktor, (e) kabarcik kolonu; (f) egik tabanli kabarcik
kolonu (Zhong, JJ, 2011).

Hava kaldirmali biyoreaktdrlerde akisin homojen rejimde saglanmasi igin

kabarciklar mikro boyutta olmalidir. Homojen kabarcik akisi iyi karistirma ve bu

sayede verimli bir 1s1 ve kiitle transferi sunar.
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2.4.2.1. Hava Kaldirmah Biyoreaktorlerin Avantajlari

Geleneksel karistirmali biyoreaktorlerde mekanik karistirmaya bagli olusan ve
canli hiicrelere/mikroorganizmalara zarar verebilen kesme kuvveti hava kaldirmali

reaktorlerde olusmaz.

Hava kaldirmali biyoreaktorlerin saftsiz basit yapisi baglanti noktalar1 ve

karistiricidan gelebilecek kontaminasyon riskini ortadan kaldirir.

Hava kaldirmali reaktorlerin, 1s1 transfer oranlar yiiksektir ve diizgiin kesme

dagilimina sahiptir.
Uretim boyunca harcanan enerji miktarinda ciddi tasarruf saglar.
Oksijen transferi ¢ok yiiksek verimle gergeklesir.

Hava kaldirmali sistemler farkli reaktor geometrilerine ve ¢ok sayida reaktore

adapte edilebilir.

2.5. Optimizasyon

Matematiksel optimizasyon, bazi kriterlere gore, mevcut bazi alternatifler
kiimesinden en iyi elemanin se¢ilmesidir. Siire¢ optimizasyonu, belirli bir parametre

kiimesini optimize etmek i¢in bir siireci ayarlama disiplinidir.

Biyolojik reaktorlerin ¢aligmasinin optimizasyonu, ¢Oziimii potansiyel
ekonomik fayda saglayan ilging bir dogrusal olmayan problemdir. Maksimum
biyokiitle iiretim hizina yaklagmak i¢in bir tepe arama yontemidir (H.H. Wang vd.,
1999).

Parametre tanimlamasindan sonra sunulan birlesik model, cihaz yapisinin

parametrelerinin optimizasyonu i¢in kullanilir.

Iki fazli bir gaz-siv1 sistemi igin kiitle transferi, havalandirma ve karistirma
islemlerinin matematiksel modelleri gelistirilir. Modeller, yapinin parametresi ile
biyoreaktordeki incelenen siiregler arasinda bir baglanti saglar. Modeller basariyla

Olcek biiyiitme i¢in kullanilabilir.
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Temelde amag, maliyeti en aza indirmek ve verimi veya verimliligi en iist

diizeye ¢ikarmaktir.

2.6. Biyoreaktorlerde Olgek Biiyiitme

Bir fermantasyon siireci gelistirme genellikle bir laboratuvar 6lgekli
biyoreaktor (1-50 L), ¢alkalama siseleri (100—1000 mL) veya mikrobiyal hiicreler
(birkag mL) ile baslar. Optimizasyon, bir biyoprosesin uygulanabilir oldugunu
gosterdikten sonra, optimum calisma kosullarini olusturmak i¢in pilot dlgekli bir
proses (50-10.000 L) tasarlanir ve uygulanir. Basarili laboratuvar 6lgekli ve pilot
Olcekli calismalardan sonra, biyoproses ticari iiretimler i¢in bir tesis dlgeginde (>
10.000 L) uygulanir. Bu nedenle, kiigiik 6l¢ekten biiyiik 6l¢ege dogru bir biyoproses
kurma adimina dlgek biiyiitme denir. Olgek biiyiitmenin amaci, kii¢iik &lgekli
biyoreaktdrlerde elde edilen optimal kosullar1 biiytik 6lgekli biyoreaktdre aktarmaktir
(Abraham E vd., 2017).

thrhrhirty o

-

Kiigiik 6lgek Tezgah 6lgegi Pilot/Uretim 6lgegi

Sekil 2.5. Kiigiikten biiyiige reaktor olgek boyutlar: (Xia J vd., 2016).

Olgek biiyiitme ¢aligmalari, herhangi bir fermantasyon siirecinin gelistirilmesi
icin vazgecilmezdir, bdylece mikroorganizmalarin kinetik davranigina ve dolayisiyla
islem performansina zarar vermeden Olce8i degistirmek i¢in uygun bir kriter

olusturulabilir. Ancak mikroorganizmalarin kinetik davranisi, besin konsantrasyonu,
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pH, sicaklik, ¢oziinmis oksijen vb. g¢evre kosullarindan etkilenir.
Mikroorganizmalarin bu cevresel degiskenlere biiylik 6l¢ekte daha duyarli oldugu
bilinmektedir. Olgek biiyiitme tekniklerinin énemli hale geldigi yer burasidir. Bunun
icin biyoprosesi etkileyen ¢evresel kosullar kontrol edilmelidir. Bu, fiziksel,
biyokimyasal ve biyoproses faktorleri dikkate alinarak yapilir. Son olarak, 6n kiiltiir
kosullar1, sterilizasyon kalitesi ve asilama orani gibi siire¢ faktorleri de oOlgek

biiylitmenin ne kadar basarili uygulanacagini belirler (Mahdinia, E vd., 2019).

Tablo 2.3. Farkli seviyelerde dlgek bilylitme faktorlerinin genel etkileri (A.R. Moreira and K.K.
Wallace, 1996).

Yeniden iretilebilirik Degisken, iyi olabilir. Malkul, iyi olabilir_ Cok iyi degil.
(Uygun buhar contalan, Biraz zor Az zor AZ zor
ceketler vb. gerektinir.)
Is1 transferni Kolayca kontrol edilir. Iyi kontroll. Cogu zaman sinirhdir.
Havalanduma/gug gingi Kolayca kontrol edilir. Oldukga kolay kantrol Kompresor kapasitesi sinirh
edilir. olabilir.
Ajitasyon (viskozite ve
plastisiteye bagh olarak)
Oldukga dazgin. Didzgin. Ddzgin olmayan.
Proses kontrol yanit AZ Az Genig, dizgin degil.
suresi
Omekleme hatalan Kaglk, hacmi etkileyebilir. Kiguk Kayda deger, dizglin degil.
Risk tolere Yiksek Orta Digdk

Bir fermantasyon isleminin oOlgegini biiylitmek icin geleneksel yodntem,
laboratuvar Olcekli biyoreaktdriin deneysel sonuglarina dayanarak biiyiik olcekli
biyoreaktoriin reaktdor geometrisini, karigtirict hizim1 ve havalandirma oranini
belirlemeyi igerir. Olgek bilyiitmenin en yaygin yéntemi, biyoreaktdrlerin geometrik
benzerligini korumaya dayanmaktadir. Biiyiik 6l¢ekli biyoreaktoriin hacmi segildikten
sonra, tank yiiksekligi, tank ¢ap1 ve karistirict boyutu gibi geometrik parametreleri
tahmin edilebilir. Karigtirici hizin1 ve havalandirma oranini belirlemeye yonelik tipik
yontemler, Olcekteki degisiklikle ilgili parametreleri sabit tutmak igin ampirik

korelasyonlara baglidir. Pervane hizi, birim hacim, hacimsel oksijen kiitle transfer
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katsayisi (kLa) veya karistirict ug hizi basina ajitasyon giicii girisi (P/V) sabit tutulur.
Havalandirma hizi, belirli gaz akis hizi veya gaz akis numarasi gibi kriterler
kullanilarak tahminler yapilir. Miihendisler, 6l¢ek biiyiitme yoluyla genellikle bir veya
birka¢ parametreyi sabit tutar ve stratejilerini bunun etrafinda olusturur (Baltz RH vd.,

2010).

"Ideal" &lgek biiyiitme kriteri, geometrik olarak benzer biyoreaktorlerin
hacimleri biiyiidiikce ayni1 sayisal degere sahip olan parametredir. Olgek biiyiitme
sirasinda sabit tutulmasi Onerilen siire¢ 6zellikleri sunlari igerir (Ju, L.K., & Chase,

G.G., 1992);

o Reaktor geometrisi;

e  Hacimsel oksijen transfer katsayisi, k. a;

e Maksimum kesme;

e Birim sivi hacmi bagina gii¢ girisi, Py/V;

e Birim sivi hacmi basina hacimsel gaz akis hizi, Q/V veya vvm;
o VYiizeysel gaz hizi, vs;

o Karistirma stiresi,

e Karistirict Reynolds numarasi, Rei= pND*/u;

o Momentum faktorii.
Genel olarak, 6l¢cek biiylitme kriteri se¢imi iki hususa baglidir:

* Mikroorganizmanin fermantasyonunun dogasi ve morfolojisi.
Aerobik

Anaerobik

Mantarlar

Tek hiicreli mikroorganizmalar

Memeli hiicreleri

Bitki hiicreleri

Viskoz veya viskoz olmayan fermantasyon suyu

YV V.V V V V V V

Newton veya Newton olmayan broth

= Olgek biiyiitme sirasinda, optimize etmek (maksimize etmek) istedigimiz

fermantasyonun objektif parametresini belirlemek.

> Uriin veya biyokiitle verimi

» Hiicre konsantrasyonu
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> Uriin konsantrasyonu
> Uriin etkinligi

» Hacimsel biyoreaktdr iiretkenligi

2.6.1. Fiziksel Ozellikleri

Karigtirma kosullar1 (veya akis davranigi) ile kiitle ve 1s1 transferi, 6lgek
biiyiitme stratejilerini etkileyen fiziksel 6zelliklerdir. Ornegin, ¢ogu fermantasyon
prosesinde, katabolizma tarafindan {iretilen 1s1, biiyiik 6l¢ekli biyoproseslerde 1s1
transfer oranlar1 ile hesaba katilir. Ayrica, 6zellikle oksijenin sinirli oldugu aerobik
fermentasyonlarda oksijen alim hizlarii (oxygen uptake rates (OUR)) kontrol eden
oksijen transfer hizi (oxygen transfer rate (OTR)), Olgcek biiylitmede Onemli bir

faktordur.

2.6.1.1. Havalandirma ve Karistirma

Bir fermantasyon stirecinde oksijen alim hiz1 (OUR) su sekilde ifade edilir:

OUR =g, x Jl'-."('::l-‘_'r"'-) Denklem 1

Denklem 1°de; x = biyokiitle konsantrasyonu (g/L), oz = spesifik oksijen alim orani
(gmol O2/g. h), kLa = voliimetrik oksijen transfer katsayis1 (h?), CL* = verilen kosullar
altinda doygun oksijen ¢oziintirliigii, CL = verilen zamanda oksijen konsantrasyonu

olarak ifade edilir.

Havalandirmanin kritik oldugu durumlarda, 6l¢ek biiylitme boyunca sabit bir
oksijen transfer hizinin (OTR) izlenmesi ve dikkate alinmasi en yaygin yontemdir

(Islam RS vd., 2008).

Daha yiiksek bir ¢ozlinmiis oksijen seviyesine ihtiya¢c duyuldugunda,
miithendisler ya daha gii¢lii bir karistirma motoru ya da daha kiiciik bir ¢calisma hacmi
secerler. Boyle bir model, dlgek biiylitme stratejisini basitlestirir; bununla birlikte,
gerekli gli¢ girisinin bir tahminine hala ihtiya¢ vardir. Benzer bir gazsiz fermentor igin

giic girdisini belirlemek ve daha sonra bunu ampirik olarak havalandirilmis kaba
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aktarmak genellikle daha kolaydir. Bu amagla asagidaki gibi ampirik bir denklem

kullanilir;

PING
Es - K[ - u.;;
0

K = bir sabit

P =gazsiz kapta gereken gii¢
u

}”4"* . d = karistirici(lar)in capi

N = galkalama hizi (rpm)
Q = kaptaki sivinin hacmi basina

Denklem 2 dakikada saglanan havanin hacmi (vwm)

Bu ampirik korelasyonlar, oksijen alim oranlariin 6lgek biliyiitmeden nasil
etkilendigine dair adil tahminler verse de bunlar sadece tahminlerdir. Newtonian veya
non-Newtonian sistemlerin birgok durumu igin, bu korelasyonlar, viskozitedeki
degisikliklerden kaynaklanan 6nemli etkilerle basa ¢ikamaz. Bu tiir etkiler i¢in boyle

tahminler yapmak kolay degildir (He C vd., 2018).

Olgek biiyiitme icin diger bir yaygin parametre, hacim basma karistiric1 gii¢
tiketimidir (P/V). Bu strateji, belki de penisilin iiretiminin yirminci yilizyilin
baslarinda devrim yaratmasindan bu yana kullanilan en eski Olgek biiyiitme
stratejisidir. Genellikle 1.0:2.0 (KW/m?®) oram basitce korunur. Bununla birlikte,
biiylik 6l¢ekli operasyonlarda bu tiir basitlestirmeler, onemli enerji verimsizligine yol
acar. Bu nedenle, daha karmasik degisiklikler ortaya cikar. Ornegin, sabit bir P/V orani

yerine, gii¢ sayist (Np) tanimlanir, 6l¢iiliir ve sabit tutulur.

N (M- My)

P [ N ?ﬂ' . D kl 3 - M = torktur (deiyonize suyun tam ¢alisma
enkiem hacmi ile) (N m)
M = torktur (bos kap) (N-m)

d

3 45 - p = sivinin yogunlugu
i"Ir Pl"ir Hl . N = ¢alkalama hiz1 (rpm)
d = karistirict ¢ap1

Denklem 4

Bu stratejinin tek sarti, torkun dikkatli bir sekilde 6l¢iilmesi gerektigidir. Bazi
durumlarda sabit bir gii¢ sayis1 biiyiitme stratejisinin, sabit gii¢ tiiketimi stratejisinden

daha fazla enerji verimi sagladigi kanitlanabilir.

Akis rejimleri Reynolds sayisi ile degistikce, gii¢ sayist da farkli karistirict
geometrileri i¢in ampirik olarak degisir. Sekil 2.6, en yaygin karistiricilara sahip model
biyoreaktorlerdeki gii¢ sayisinin bagimliligini gdsterir. Boyle bir grafik, miihendislerin
Reynolds sayisina dayali olarak biiyiik 6l¢ekli fermentorde ihtiya¢c duyulan giic

girdisini tahmin etmeleri i¢in kullanighdir.
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Sekil 2.6. Bir model biyoreaktorde gii¢ sayisi ile Reynolds sayisi (Bates RL vd., 1963).

2.6.1.2. Kesme hiz1 (Shear Rate)

Bir fermentordeki kesme gerilimi, sivinin fermantasyon islemi sirasinda sivi
viskozitesi i¢in tanimlanan reolojik Ozelliklerine baglidir. Bu o6zellikler, pervane
geometrisi ve pervane donme hizinin bir fonksiyonu olan kesme hizidir. Newton

akiskanlar1 i¢in bunlar su sekilde tanimlanir:

- T = karigtirici kanatlari ile ferment6r i¢ duvari
ave
T,.. = UV -2
ave “ ave Den klem 5 arasindaki ortalama kesme gerilimi (N. m )
-2
. p = dinamik viskozite (N. s. m )
- v = kanstirict kanatlari ile ferment6r i¢ duvari

ave
1

arasindaki ortalama kesme hizi (s )

- k =yalnizca Newton akigkanlar1 igin sistem
Vv =K _f\.lr geometrisine bagl bir sabit
ave Den klem 6 - N = karistiric1 doniig hizidir (rpm)

Bu denklemler artitk suya benzer viskozitelere ve milkkemmel Newton

davraniglarina sahip ¢alkalanmis sistemlerdeki kesme hizlarini tahmin edebilir.

Filamentli biiylime ve memeli hiicrelerinden kaynaklanan kiif tiirlerinin ¢cogu,
kesme hizlarina kars1 ¢ok hassastir. Diisiik esik degerlerine sahiptirler. Daha yiiksek
kesme hizlar1 sadece Oliimciildiir veya iirlin verimini diisliriir. Bu durumlarda,
karistirict u¢ hizina ve dolayisiyla karistirict hizina baglh olarak, miimkiin olan en

yuksek kesme hizi hesaplanir ve sabit tutulur. Fermantasyonda, 6zellikle aerobik
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ve/veya viskoz kosullarda c¢alkalama kritik oldugu icin, karistirici ¢apinin veya
karigtirict  sayisinin - arttirilmasi, asirt gerilim olusturmadan saglam c¢alkalama

saglayabilir (Silva-Santisteban Boy and Maugeri Filho, 2005).

2.6.1.3. Karistirma Siiresi

Oldukga viskoz, Newton tipi olmayan sivi ortamlari i¢in geleneksel denklemler

gecerli degildir. Bu durumlarda, giiclii karistirma asil hedef haline gelir.

Daha biiyiik bir karistirict veya daha fazla sayida karistirict ile karigtirmayi
saglamak daha kolaydir. Buna ragmen enerji agisindan daha az verimlidir. Alternatif
olarak, saglamlik i¢in karistirici ¢apinin artmasi gerekmedigi daha uzun bir fermentor
tercih edilebilir; ancak, derin bir sivi ortamu i¢in kesinlikle daha zahmetli olacaktir.
Omegin, sparger yakimindaki derin fermantasyon cihazinin alt kismindaki oksijen
¢Oziiniirliigl, ylizeyden onemli dlgiide daha yiiksek olacaktir. Bu kaginilmaz olarak
yalnizca istenmeyen bir oksijen gradyani olusturmakla kalmaz, ayn1 zamanda gaz giic
girisini (P/Va d®) 6nemli 6l¢iide artirir ve bu nedenle biiyiik 6l¢ekli fermentorlerde giig

gereksinimlerini engelleyici hale gelir (Bonvillani vd., 2006).

Bu durumlarda, bir takas s6z konusu olmaktadir. Miihendisler homojen

karistirma veya karistirma siiresine gore 6lgegi biiylitmeyi secebilirler.

Karistirma siiresi su sekilde tanimlanabilir:

3
V = ¢alisma hacmi (m )

{ V N =karigtiric1 dénme hizi (rpm)

m

Nd3 Denklem 7 d = karistiric gap1 (m)
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Sekil 2.7. Olgek biiyiitme. Sabit karistirict sayisinda hacim arttikca karistirma hizi artmaktadir.

2.6.2. Biyokimyasal Faktorler

Endistriyel iiretim i¢in kullanilan ortam bilesimleri, neredeyse saf veya
laboratuvar kalitesinde olmayan bilesenleri igerir. Ekonomi, miihendislerin birinci

onceligidir ve bu nedenle diisiik dereceli bol ve dogal kaynaklar kullanilir.

Boyle bir durumla basa ¢ikmanin en 1yi yolu, kesin endiistriyel 6l¢cek bilesimini
kullanarak bazi laboratuvar deneyleri yapmak ve bodylece kosullari tekrarlamaktir.
Ancak bu dogal kaynaklarin bilesimi, safli1 ve fiziksel 6zellikleri seriden seriye veya
zamanla degisebileceginden bu bile yeterli olmayabilir. Kaynaklarda kii¢lik miktarda
toksik veya engelleyici bilesenin ortaya ¢ikmasi, siireci durdurabilir veya saflikta
degisikliklere neden olabilir. Bu nedenle miihendisler, endiistriyel tiretime
basladiginda bile bu tiir degisiklikleri izlemek ve bunlarla miicadele etmek icin
laboratuvar 6l¢ekli fermantasyon ¢aligmalarina devam etmelidirler. Gelen besin saflig1
ve bilesimi, yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) veya gaz kromatografisi
(GC) gibi analitik kimya teknikleri kullanilarak izlenir ve fermantasyon siirecini
plirlizsiiz tutmak icin c¢alisma ortaminin bilesimindeki degisiklikler buna gore

uygulanir (Najafpour, 2007).
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3. MATERYAL-METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizma

Calismalarda, ‘Ege Universitesi Gida Miihendisligi Kiiltiir Koleksiyonu’ndan
alman Lactobacillus plantarum BG24 susu kullanilmistir. Mikroorganizma Man
Rogosa, Sharp (MRS) broth ortaminda 37° C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir ve

inkiibasyon sonunda +4 °C’de stoklanmustir.

3.1.2. Kullanmilan Besin Ortamlar

Man Rogosa, Sharp (MRS) Broth (Difco™ Lactobacilli MRS Broth):

Calismada L. plantarum susunun ¢ogaltilip depolanmasi, inokiiliim ortaminin
hazirlanmasi ve biyoreaktdrlerde liretim ortamlarinin hazirlanmasinda kullanilmastir.
Iceriginde 10 g/L proteoz pepton, 10 g/L sigir 6zii (beef extract), 5 g/L maya 6zii (yeast
extract), 20 g/L dekstroz, 1 g/L polisorbat 80, 2 g/L amonyum sitrat, 5 g/L sodyum
asetat, 0.1 g/L magnezyum siilfat, 0.05 g/L manganez siilfat ve 2 g/L dipotasyum fosfat
bulunmaktadir. Laboratuvar kullanimlarinda nihai pH’1 6.5+0.2dir. 55 g/L MRS Broth

distile suya karistirilarak hazirlanmaktadir.

MRS-Agar (Merck):

Calismalarda toplam canli sayimi i¢in L. plantarum susunun biiyiitiilmesinde

kullanilmistir. Hazirlanis orani, 1 litre distile suya 66,2 g MRS-Agar seklindedir.

3.1.3. Diliisyon Cozeltisi

Toplam canli sayimi Oncesinde iiretimden alinan Ornegi seyreltmek igin
kullanilmistir.  Distile suya %0,1 pepton (Bacto™ Peptone) karistirilarak
hazirlanmistir (Z. Erginkaya vd., 2019).
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3.1.4. Kullanilan Képiik Kirici

Kopiik kirici (Sigma (Antifoam Y-30 Emulsion)) iiretim i¢in kullanilan MRS

Broth ortamlaria 1 ml/L oraninda eklenmistir.

3.1.5. Kullanilan Cihazlar

Otoklav (HMC Hirayama): MRS ortamlarinin, diliisyon tiiplerinin ve laboratuvar

Olcekli biyoreaktorlerin sterilizasyon isleminde kullanilmistir.

Santrifiij (Hettich Zentrifugen Rotina 420R): Kuru kiitle tayini igin biyokiitle ve

ortamin ayrilmasinda kullanilmistir.

Inkiibator (37 °C) (Sanyo Cooled Incubatér MIR-153): As1 kiiltiirii ve petrilerde

gerceklesen liretim isleminde kullanilmastir.

Inkiibator (60 °C) (Niive FN055 Dry Heat Sterilizer): Kuru kiitle tayini igin falkon

tiiplerin ve biyokiitlenin kurutulmasinda kullanilmistir.

Spektrofotometre (Amersham Biosciences (Ultraspec 1100 pro)): Optik yogunlugu

Ol¢mek i¢in kullanilmustir.
pHmetre (Mettler Toredo): Uretim ortaminin pH degerini ayarlamada kullanilmistir.

5 Litrelik Karistirmah Tank Biyoreaktor: Derin kiiltlir fermantasyonu ile biyokiitle

tiretimi i¢in kullanilmistir.

10 Litrelik Karistirmalh Tank Biyoreaktor: Derin kiiltiir fermantasyonu ile

biyokiitle liretimi i¢in kullanilmistir.

100 Litrelik Karistirmahh Tank Biyoreaktor: Derin kiiltiir fermantasyonu ile

biyokiitle liretimi i¢in kullanilmistir.

Hava Kaldirmah Biyoreaktor: Derin kiiltiir fermantasyonu ile biyokiitle iiretimi i¢in

kullanilmistir.

Hava kompresorii: Uretimler esnasinda karistirmali tank biyoreaktdr icerisine hava

beslemesinde kullanilmistir.
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Sirkiilasyon pompasi (Sartorius Stedim (Frigomix 1000)): Tank biyoreaktorde
sicakligin sabit kalmasi i¢in reaktdér ceketine su sirkiilasyonunun yapilmasi

saglanmustir.

Buhar Jeneratorii (Akkaya As. (Blowtherm)): 100 litrelik karigtirmali tank
biyoreaktor iiretimleri esnasinda iiretim ortaminin ve biyoreaktoriin sterilizasyonu

amaciyla kullanilmistir.

Hassas Terazi (Precisa (HB 220A): Uretim ve ast ortamlarmin 6lciilmesinde

kullanilmistir. Ayn1 zamanda kuru kiitle tayini hassas terazi ile gerceklestirilmistir.

Manyetik sitic1 ve karistirict (Heidolph (Mr standard)): Calisma esnasinda

kullanilan ¢ozeltilerin ve ortamlarin karistirilmasinda kullanilmastir.
Vorteks (Scilogex (MXS)): Optik yogunluk 6lgliimii 6ncesinde kullanilmustir.

Desikator: Kuru kiitle tayini Oncesinde falkon tiiplerin darasini alabilmek ig¢in

kullanilmuastir.

Sonik Su Banyosu (Lab Companion (Ultrasonic cleaner UC-10)): Kopiik kiricinin

homojen hale getirilmesinde kullanilmustir.

Viskozimetre (Brookfield Engineering Labs, INC): Uretimin torkunu ve

viskozitesini 6lgmek i¢in kullanilmistir.

Biyogiivenlik Kabini (Esco Class 2 BSC): Alman 0&rneklerin analizlere

hazirlanmasinda kullanilmistir.

Buzdolabi: Stok kiiltiiriin ve 6rneklerin +4°C’de depolanmasinda kullanmistir.
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3.2. METOT

3.2.1. As1 Kiiltiiriiniin Hazirlanmas1 (L. plantarum BG24 susunun

gelistirilmesi)

Fermentasyon ortami olarak MRS Broth, 55 g/L olacak sekilde kullanilmistir.
Tartilan MRS Broth, distile su igerisinde manyetik karigtirict  yardimiyla
¢ozdirilmiistiir (Sekil 3.1). Ortam otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir.
Asmin 1. aktivasyonu i¢in, 1 ml L. plantarum BG24 susu, 9 ml MRS Broth’a
aktarilmis, 37°C’ de 24 saat, statik kosullarda, inkiibe edilmistir. Asinin 2. aktivasyonu
icin inkiibasyonu tamamlanan kiiltirden 1 ml alimarak 9 ml MRS Broth’a ekim
yapilmistir ve 37°C’ de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu sabit oranlar kullanilarak
farkl1 as1 miktarlar1 i¢in 250’lik erlenlerde kiiltiirler hazirlanmistir. Hazirlanan

kiiltiirler biyoreaktor asilamasinda kullanilmis ve biyokiitle {iretimine baglanmistir.

Sekil 3.1. Manyetik karistirictda homojen hale getirilen MRS Broth asi ortama.

3.2.2. 5 Litrelik Karistirmah Tank Biyoreaktorde Uretim Kosullari

Calisma kapsaminda 5 L g¢alisma ortami kapasitesine sahip karistirmali tank
biyoreaktorii kullanilmistir (Sekil 3.2). Bu biyoreaktor, karistirma i¢in, 2 adet Rushton

tiirbine sahiptir. ‘Cold finger’dan gecen su sirkiilasyonu ve seyyar ceket sayesinde
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ortam sicakligi ayarlanir. Steril hava biyoreaktoriin altinda bulunan hava simidi
(sparger) sayesinde ortama beslenir. Hava ¢ikisi su sirkiilatorii ile sogutularak ortam
kayb1 engellenir. Oksijen, sicaklik ve pH probu biyoreaktdre baglidir. Probelarin ve su
sirkiilatoriiniin baglt oldugu yazilim programiyla sicaklik, pH, oksijen, karistirma ve

havalandirma anlik olarak gozlemlenir.

Uretimler esnasinda 2 L ¢alisma hacminde ¢alisilmistir. Hazirlanan MRS Broth
ortami reaktore eklenmistir. Kopiik kirici ortama ilave edilmistir. Biyoreaktor
hazirlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 30 dk sterilize edilmistir. Biyoreaktor
baglandiktan sonra vakum etkisinin oniine gecilebilmesi ve kontaminasyon riskini
minimuma indirmek icin steril hava basilmistir. Su sirkiilasyonu ile sicaklik
diisiiriildiikten sonra, sicaklik 37°C’de sabit tutulmustur. As1 kiiltiirii biyoreaktoriin

istiinde bulunan as1 kapagindan ortama eklenmistir.

Ornekler, drnek alim hattindan steril bir siringa ile alinmis ve steril falkon

tiiplerde saklanmustir.

Sekil 3.2. 5 litrelik karigtirmali tank biyoreaktérii.
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3.2.3. 10 Litrelik Karistirmah Tank Biyoreaktorde Uretim Kosullar

10 litrelik karistirmali tank biyoreaktdrii cam yapidadir. Karistirma i¢in 2 adet
Rushton tiirbin biyoreaktdrde bulunmaktadir. Havalandirma i¢in hava simidi
biyoreaktdriin alt tabanindadir. Bu biyoreaktor sabit cam cekete sahiptir, bu nedenle
sicaklik ayar1 su sirkiilatorii ile yalnizca ceketten saglanmaktadir. Oksijen, pH ve
sicaklik problar1 biyoreaktore baglidir. Yan ekrandan biitiin parametreler anlik olarak

gozlemlenmektedir (Sekil 3.3).

Calismalarda 8 litre tiretim hacmi kullanilmistir. Ortam olarak MRS Broth
kopiik kiriciyla birlikte hazirlanmigtir. Sterilizasyon igin hazirlanan biyoreaktor
121°C’de 30 dakika otoklavlanmistir. Su sirkiilatorii ile ceket doldurularak ortam
sicakligr 37°C’ye diigtirilmiistiir.

As1 kiiltiirii biyoreaktdriin tistiindeki as1 kapagindan ortama eklenmis ve bek

alevi yardimiyla steril siringayla 6rnek alinmistir.
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Sekil 3.3. 10 litrelik karigtirmali tank biyoreaktorii.
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3.2.4. Pilot Ol¢ekli Karistirmah Tank Biyoreaktorde Uretim Kosullar

Olgek biiyiitme caligmalarinda 100 litrelik pilot 8l¢ekli karistirmali tank reaktdr
kullanilmistir (Sekil 3.4). Karistirma igin 2 adet Rushton tiirbine sahip olan bu
biyoreaktdorde havalandirma, hava kompresdrii sayesinde hava simidinden
saglanmaktadir. Parametreleri gozlemlemek i¢in oksijen, pH ve sicaklik probelar

kullanilmustir.

Calisma hacmi olarak 35 litre belirlenmistir. Hazirlanan MRS Broth ortami
biyoreaktore doldurulduktan sonra hava ile ceket suyu bosaltilmistir. Buhar jeneratorii
ile 135°C’lik kizgin buhar cekete verilmis, bu sayede ceket ve c¢ikis filtresi
sterilizasyonu saglanmistir. Daha sonrasinda giris filtresinin ve biyoreaktor ortaminin
tam sterilizasyonu kizgin buharla gergeklestirilmistir. Sterilizasyonun, ceketin
isitilarak  gerceklestirilmesi  ortamin  kizgin  buharla temasini  Onlemis ve
kontaminasyon veya yogunlagma sonucu ortam hacminin degismesi risklerini ortadan
kaldirmistir. Ceket 6nce hava sonra su ile sogutulmustur. Suyla doldurulan ceketin

sicaklik ayart yapilmigtir. Ortam sicakligi 37°C’de sabit tutulmustur.

As1 kiiltiirti reaktoriin tizerinde bulunan as1 kapagindan ortama eklenmistir. Her

ornek alimi dncesinde ve sonrasinda 6rnek alim hatti kizgin buharla sterilize edilmistir.

Sekil 3.4. Pilot 6l¢ekli karistirmali tank biyoreaktorii.
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3.2.5. Hava Kaldirmah Biyoreaktérde Uretim Kosullari

Kullandigimiz hava kaldirmali biyoreaktor 1,1 litre ¢alisma hacmine sahiptir
(Sekil 3.5). Biyoreaktoriin disinda bulunan cam ceket su sirkiilasyonu sayesinde
sicakligi dengelemektedir. Hava beslemesi, hava kompresoriiyle reaktoriin altindan

gerceklesmektedir.

Sekil 3.5. Hava kaldirmali biyoreaktor.

Biyoreaktoriin ortasinda sirkiilasyonun ve oksijen transferinin verimini
arttirmak i¢in cekis tiipi bulunmaktadir. Kullandigimiz biyoreaktor i¢ dongiilii bir
hava kaldirmali biyoreaktordiir. ‘Riser’ ve ‘downcorner’ akis bolgeleri net olarak

goriilmektedir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Hava kaldirmali biyoreaktorde mavi ok ¢ekiy tiipiiniin icindeki yukari akig (riser) bolgesini,

siyah oklar asagi akis (downcorner) bélgelerini gostermektedir.

Uretim sirasinda MRS Broth ortami kullamlmistir. Reaktdriin {ist girisleri
pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Sterilizasyon i¢in biyoreaktor 15 dakika
121°C’de otoklavlanmistir. Biyoreaktér hava ve su sirkiilasyonu ile 37°C’ye
sogutulduktan sonra as1 kiiltiirii ortama eklenmistir. Ornek alimi steril cam pipetlerle

gergeklestirilmistir.

3.2.6. Biyoreaktor Uretimleri Deney Tasarim

5 litrelik karigtirmali tank biyoreaktdriinde derin kiiltiir fermantasyonunda
gerceklestirilecek tiretiminin sabit, bagimsiz ve bagimli degiskenleri agsagida verilmis

olup deney tasarimi1 Design Expert 7.0 programui iizerinde planlanmistir.
Sabit Degiskenler:

» Sicaklik: Sabit (37 °C)
» pH: sabit (6.50)

Bagimsiz Degigkenler:

» Asi miktart (%1-10 (v/v))
» Havalandirma (0-1 vvm) ve karistirma hiz1 (0-500 rpm)
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» Siire (2-24 saat)

Bagimli degisken:

» L. plantarum BG24 susu i¢in biyokiitle (g/L)

Tablo 3.1. Design expert 7.0 Box-Behnken deney tasarimi.
Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4
Std Run | Block A:havalandirma B:karistirma C:asli orani D:siire (saat)
(vvm) (rpm) (%)
6 1 Block 1 0.50 250.00 10.00 2.00
26 2 Block 1 0.50 250.00 5.50 13.00
3 Block 1 0.00 500.00 5.50 13.00
4 Block 1 0.00 250.00 5.50 2.00
18 5 Block 1 1.00 250.00 1.00 13.00
6 Block 1 0.50 250.00 1.00 2.00
7 Block 1 1.00 0.00 5.50 13.00
10 8 Block 1 1.00 250.00 5.50 2.00
15 9 Block 1 0.50 0.00 10.00 13.00
12 10 Block 1 1.00 250.00 5.50 24.00
11 11 Block 1 0.00 250.00 5.50 24.00
20 12 Block 1 1.00 250.00 10.00 13.00
22 13 Block 1 0.50 500.00 5.50 2.00
14 Block 1 0.50 250.00 10.00 24.00
15 Block 1 0.50 250.00 1.00 24.00
14 16 Block 1 0.50 500.00 1.00 13.00
19 17 Block 1 0.00 250.00 10.00 13.00
23 18 Block 1 0.50 0.00 5.50 24.00
1 19 Block 1 0.00 0.00 5.50 13.00
4 20 Block 1 1.00 500.00 5.50 13.00
27 21 Block 1 0.50 250.00 5.50 13.00
21 22 Block 1 0.50 0.00 5.50 2.00
16 23 Block 1 0.50 500.00 10.00 13.00
25 24 Block 1 0.50 250.00 5.50 13.00
24 25 Block 1 0.50 500.00 5.50 24.00
17 26 Block 1 0.00 250.00 1.00 13.00
13 27 Block 1 0.50 0.00 1.00 13.00
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3.2.7. Olgek Biiyiitme Cahsmalar

Olgek biiyiitme ¢alismalarinda iki ayr1 yontem denendi. Karistiric1 ¢aplarinin

geometrik orani ile karigtirma hizlariin belirlenmesi i¢in asagidaki formiil kullanildi:

di _N;
d, Nq

Denklem 8

di= i1k biyoreaktoriin karistirict ¢api

d2 = Ikinci biyoreaktdriin karistirict gapi
N; = ik biyoreaktdriin karistirma hizi

N = Ikinci biyoreaktériin karistirma hizi

Ikinci yontemde optimizasyonu yapilan biyoreaktdr iizerinden Reynolds sayisi
(Rei) ve gii¢ sayis1 (Np) hesaplanmistir. Hacim basina gii¢ tiiketimi (P/V) ile farkli

hacimli biyoreaktdrler arasinda oranlama yapilmistir. Bu asamada kullanilan formiiller

gosterilmistir:
N;.D?.p
Rej = —— Denklem 9
Np= —N§ 5 Denklem 10
p-Ni.Uj
Pi\ _ (P2
(Vl) = (V2 Denklem 11

Di = karistiric gapi,

p = yogunluk (6z kiitle),
u = viskozite,

Ni = karistirict hizi,

V= ¢alisma hacmi,

P = gii¢ birimi.
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3.2.7.1. Olgek Biiyiitme Calismalari icin Yogunluk Tayini

Yogunluk tayini i¢in optimizasyon sonrast 5 litrelik karigtirmali tank
biyoreaktorde iiretim yapilmistir. Yapilan iiretimin siiresi goz Oniine alinmistir.
Uretimin baslangicinda, ortasinda ve sonunda biyoreaktdrden 10 ml’lik steril drnekler
alinmistir. Alinan orneklerin tartimi igin steril falkon tiipler kullanilmistir. Falkon
tiipler 60 °C’de 24 saat inkiibatorde kurutulduktan sonra 30 dk desikatérde nemi
alimmistir. Falkon tiiplerin daras1 alindiktan sonra tarttima kadar desikatorde
saklanmigtir. Darasi alinan tiiplerle 3 6rnekte ayri ayri tartilmistir. Bulunan degerler
ortamin viskoz olmamasi nedeniyle birbirine yakindir. Degerlerin kg/L cinsinden

ortalamas1 alinmistir.

3.2.7.2. Olcek Biiyiitme Cahsmalar: Icin Viskozite Tayini

Viskozite tayini i¢in optimizasyon sonrasi 5 litrelik karistirmali tank
biyoreaktorde iiretim yapilmistir. Yapilan iiretimin siiresi goz Oniine alinmistir.
Uretimin baslangicinda, ortasinda ve sonunda biyoreaktdrden 40 ml’lik steril drnekler

alinmustir.

Viskozimetre, ayak (aski), sabitleme aparati, cihaz ve u¢ kismindan olusan bir
cihazdir (Sekil 3.7). Ayak konduktan sonra sabitleme aparati ve cihaz yerlestirilmistir.
Cihazm iistiindeki su terazisine gore ayaklar dengelenmistir. Uretim ortami ve drnekler
arasinda fark olmamasi i¢in ornekler 37°C’de Olgiilmiistiir. 4 farkli ucu bulunan
cihazda 62 numarali ug en iyi sonucu vermistir. 3 farkli saatte alinan 6rnekler cihazda

Olclilmiis ve viskozite degerlerinin ortalamalar1 alinmastir.
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BROOKFIELD

Sekil 3.7. A) Viskozitemetre cihazi ve B) kullanilan u¢lar gosterilmistir.

3.2.8. Uretim Sonrasi Tayinler

Lactobacillus plantarum BG24 susu belirli as1 oranlarinda, 5 litrelik
karistirmali tank biyoreaktorii igerisinde, 2 litrelik ¢alisma hacminde 37°C’de
gelistirilmistir. Belirli saat araliklarinda biyokiitle, optik yogunluk ve toplam canli

hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla 6rnekler alinmistir.

3.2.8.1. Optik Yogunlugun Belirlenmesi

Optik yogunluk takibi, 600nm dalga boyunda spektrofotometrik Ol¢iimler
alinarak gergeklestirilmistir. Kor i¢in 55 g/LL MRS Broth ortami distile su ile manyetik
karistiriciyla karigtirilmis ve otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilize edilmistir. Optik
yogunluk oncesi Ornekler kor ortamla 0,2-0,8 araligma seyreltilmistir. Bulunan

sonuglar seyreltme katsayisi ile garpilmistir.

3.2.8.2. Biyokiitlenin Belirlenmesi

Biyokiitle tayini i¢in 15 ml’lik falkon tiipleri 60°C’lik inkiibatérde 24 saat
tutulduktan sonra desikatorde 30 dakika bekletilmistir. Desikatérden alinan falkon
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tiiplerin hassas tartida darasi alinmistir. Falkonlar 6rnek alimima kadar desikatorde
bekletilmistir. Uretimde alinan 2 ml érnek 15 ml’lik falkon tiipe konulmus ve 7500
rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Stipernatant kistm ayrilmistir. Kalan yas hiicre
peletleri 60°C’de 24 saat sabit tartima gelene kadar kurumaya birakilmistir, sonrasinda

hassas tartida tartim yapilmistir.

3.2.8.3. Toplam Canh Sayimi

Toplam canli hiicre sayimi, dokme plak yontemiyle gerceklestirilmistir. Cam
tiiplere 9’ar ml %0,1 oraninda pepton igeren distile su seyreltme i¢in hazirlanmistir.
Hazirlanan cam tiiplerin pamuk ve aliiminyum folyo ile agizlar1 kapatilmis ve
otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilize edilmistir. Steril petri kaplarina hazirlanan MRS
Agar dokiilmiis ve sogumaya birakilmistir. Reaktorden alinan 6rnekten 1 ml, peptonlu
tiipe aktarilarak seyreltme yapilmistir. Gerekli seyreltmelerden alinan 1 ml 6rnekler
steril petri kaplarinda bulunan MRS agar besiyerine eklenmistir. 48 saat boyunca 37
°C’lik inkiibatorde tutulan petrilerden gerekli sayimlar gergeklestirilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Sayim dncesi petri kaplarinin goriintiisii.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Deneme Uretimi

Deneme iiretiminde, deney tasariminda belirlenen bagimsiz degiskenlerin
ortalama degerleri kullanilmistir. As1 miktar1 %35,5 olarak belirlenmistir. As1 kiiltiirii
olarak 55 g/ MRS Broth ortaminda hazirlanan 110 ml’lik kiltiir kullanilmistir. 5
litrelik karistirmali tank biyoreaktoriinde 2 litre hacim ile ¢alisilmistir. Fermantasyon
ortam1 55 g/l MRS Broth olacak sekilde saf su i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. Reaktore
konulan fermantasyon ortami otoklavda 121 °C’de 30 dk sterilize edilmistir.
Biyoreaktor soguduktan sonra iiretim kosullari ayarlanmis ve biyokiitle iiretimini
baslatmak i¢in asilama yapilmistir (Uretim kosullari: 250 rpm, 0.5 vvm, 37 °C.). 24
saat boyunca, 2 saatlik araliklarla, biyoreaktorden 6rnek alinmistir. Biyokiitle ve optik
yogunluk analizleri 2 saatte bir, toplam canli sayimi analizi 4 saatte bir

gergeklestirilmistir.

Yapilan analizler neticesinde elde edilen veriler dogrultusunda olusturulan
grafik Sekil 4.1 de paylasilmistir. Verilere gore en yiiksek biyokiitle miktart 3,55 g/L.

olarak, 18.saatte elde edilmistir.

3,55 35

Biyokutle (g/L)
N

0 5 10 15 20 25 30

Zaman (s)

Sekil 4.1. Lactobacillus plantarum BG24 susuna ait biyokiitleye karsi zaman grafigi.
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Optik yogunluk takibi, 600 nm dalga boyunda 24 saat boyunca, iki saat
araliklarla spektrofotometrik dl¢timler alinarak gergeklestirilmistir. Elde edilen en
ylksek ODeoo degeri 18. Saatte 4,95 olarak dl¢iilmiistiir. Zamana bagli optik yogunluk
grafigi Sekil 4.2° de paylasilmistir.

475 4,95
5 4,5 4,48

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zaman (s)

Sekil 4.2. Lactobacillus plantarum BG24 susuna ait optik yogunluga karsi zaman grafigi.

Yapilan analiz neticesinde elde edilen toplam canli hiicre sayimi sonuglari
Sekil 4.3’te gosterilmistir. 16. saatte toplam canli hiicre sayimi1 2.24*10*2 kob/ml

olarak en yiiksek seviyede elde edilmistir.

2,50E+12 2,24E+12

2,00E+12
1,50E+12

1,00E+12

5,00E+11 2,68E+11 2,99Ef11
2,10E+10

Toplam canli sayimi (kob/ml)

0,00E+00
4 8 12 16 20 24

Zaman (s)

Sekil 4.3. Lactobacillus plantarum BG24 susuna ait canli hiicre sayisina karst zaman grafigi.
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4.2. Deney Tasarimi Uretim Sonuclar

Design expert 7.0 programinin sundugu deney tasarimi tizerinden {iiretimler
gerceklestirilmistir. Optimizasyonun gerceklestirilmesi i¢in Tablo 4.1’de bulunan

biitiin tiretimler yapilmaistir.

Tablo 4.1. Design expert 7.0 deney tasarim sonuglari.

Std | Run | Block A:havalandirma | B:karistirma | C:asl D:siire biyokiitle
(vwm) (rpm) orani (saat) (g/L)
(%)
6 1 Block1 | 0.50 250.00 10.00 2.00 1.1
26 2 Block 1 0.50 250.00 5.50 13.00 2.3
3 Block 1 0.00 500.00 5.50 13.00 3.8
4 Block 1 0.00 250.00 5.50 2.00 1.3
18 5 Block 1 1.00 250.00 1.00 13.00 3
6 Block 1 0.50 250.00 1.00 2.00 0.8
7 Block 1 1.00 0.00 5.50 13.00 3.9
10 8 Block 1 1.00 250.00 5.50 2.00 0.9
15 9 Block 1 0.50 0.00 10.00 13.00 3.9
12 10 Block 1 1.00 250.00 5.50 24.00 2.6
11 11 Block 1 0.00 250.00 5.50 24.00 3.7
20 12 Block 1 1.00 250.00 10.00 13.00 2.75
22 13 Block 1 0.50 500.00 5.50 2.00 0.75
14 Block 1 0.50 250.00 10.00 24.00 2.8
15 Block 1 0.50 250.00 1.00 24.00 2.9
14 16 Block 1 0.50 500.00 1.00 13.00 3.1
19 17 Block 1 0.00 250.00 10.00 13.00 3.5
23 18 Block 1 0.50 0.00 5.50 24.00 3.5
1 19 Block 1 0.00 0.00 5.50 13.00 4
4 20 Block 1 1.00 500.00 5.50 13.00 2.5
27 |21 Block1 | 0.50 250.00 5.50 13.00 2.2
21 22 Block 1 0.50 0.00 5.50 2.00 1.2
16 23 Block 1 0.50 500.00 10.00 13.00 2.55
25 24 Block 1 0.50 250.00 5.50 13.00 2.25
24 25 Block 1 0.50 500.00 5.50 24.00 2.9
17 26 Block 1 0.00 250.00 1.00 13.00 3.3
13 27 Block 1 0.50 0.00 1.00 44595 3.2

Programin Onerdigi deney tasarimlart uygulanmistir. Response olarak
biyokiitle se¢ilmis ve biitiin iiretimlerdeki biyokiitle sonuclart g/L  biriminde
hesaplanip programa girilmistir. Deney tasarim sonuglarina goére optimizasyon

basamaklar1 gergeklestirilmistir.
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4.2.1. Analiz Sonuclar1

Deney tasarimi olusturup iiretim sonuglar1 girildikten sonra program iizerinde
analiz yapilmistir. Bu analiz basamagi, deney sonuglarinin optimizasyona uygun olup
olmadigini gostermistir. Ik olarak modelin anlamli olup olmadigimi anlamak igin
ANOVA’ya bakilmistir. Model degeri <0.0001 ¢ikmis ve ‘“significant” olarak

tanimlanmistir. Bu sonug, deney modelimizin anlamli oldugunu gostermistir.

Bir diger 6nemli noktaysa Lack of Fit degerinin “not significant” tanimlanmis
olmasidir. Lack of fit degerinin anlamsiz (non significant) olmasi ise yapilan
deneylerin sonucunda elde edilen modelde hataya neden olacak sapmalarin olmadigini
gostermistir. ANOVA sonuglari, deney tasariminin optimizasyona uygun oldugunu

gostermistir. ANOVA sonuglar1 Tablo 4.2°de gosterilmistir.

ANOVA testinin sonucunda p-value degerinin 0.05’ten kiigiik oldugu
degerlerde modelin anlamli (significant) oldugu goriilmiistiir. incelenen degerlerde C,
AC, BD ve CD interaksiyonlarinin p-value degerlerinin 0.05’ten biiylik oldugu
goriilmiistiir. Bu interaksiyonlarin sonug lizerinde 6nemli bir etkiye sebep olmadiklar

goriilmiistiir. As1 orani etkisiz bir parametre olarak belirlenmistir.

Tablo 4.2. Deney tasarim iiretimlerinin ANOVA sonuglart.

Kaynak Karelerin Serbestli!( Karelerin F-degeri | P-degeri
Toplami Derecesi | Ortalamasi
Model 26.75 14 1.91 122.99 | <0.0001 | anlaml
A-Havalandirma 1.30 1 1.30 83.68 <0.0001
B-Karistirma 1.40 1 1.40 90.15 <0.0001
C-Asi Orani 7.500E-003 1 7.500E-003 0.48 0.5004
D-Sire 12.71 1 12.71 818.00 | <0.0001
AB 0.36 1 0.36 23.17 0.0004
AC 0.051 1 0.051 3.26 0.0962
AD 0.12 1 0.12 7.88 0.0158
BC 0.39 1 0.39 25.14 0.0003
BD 5.625E-003 1 5.625E-003 0.36 0.5586
CD 0.040 1 0.040 2.57 0.1346
A? 2.03 1 2.03 130.53 | <0.0001
B2 2.07 1 2.07 133.19 | <0.0001
c? 0.56 1 0.56 35.79 | <0.0001
D? 2.87 1 2.87 184.59 | <0.0001
Residual 0.19 12 0.016
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Uyumsuzluk 0.18 10 0.018 726 | 0.1271 | anlamsiz
Testi
Saf Hata 5.000E-003 2 2.500E-003
Cor Total 26.94 26

Tablo 4.3. Deneysel tasarima ait standart sapma ve R? degerleri.

Standart Sapma 0,12
Ortalama 2,62
R? 0,9931
Ayarlanmis R? | 0,9850
Beklenen R? 0,9608

Yeter_ll 34,330
Hassasiyet

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen modelin R? degerleri Tablo 5’te
gosterilmistir. Deneyin basarili olarak yorumlanabilmesi icin R? degerinin 1’e yakin
olmas1 gerekmektedir. Yapilan ANOVA testi sonucunda R? degerinin 0.9931 ¢iktig
goriilmiistiir. R? degerinin 1’e yakin olmasi degisimin lineer bir degisime yakin
oldugunu gostermistir. Ayrica R? degerinin 1’e yakin olmasi ile olusturulan modelin

basarili oldugu yorumlanmustir.

Kodlanmis faktorler agisindan son denklem:

biyokiitle = +2.25

033 *A
-034 *B
+0.025 *C
+1.03 *D
030 *A*B
-0.11 *A*C
-0.17 *A*D
031 *B*C
-0.038 *B*D
-0.10 *C*D
+0.62 * A?
+0.62 *B?
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+0.32 *C?

-0.73 *D?
ANOVA basamadigindan sonra “Diagnostic” kismindaki grafik incelemeleri
yapilmugstir. 11k olarak “predicted-actual” grafigine bakilmistir. Bu grafik programin
tahmin ettigi degerlerle, iiretim sonuglarmin bir karsilagtirmasini yapmustir.

Degerlerde biiylik bir sapma olmadigi Sekil 4.4°te goriilmektedir.

Predicted vs. Actual

L L=
s

-

Pradirtad
| §
\

Actual

Sekil 4.4. Predicted vs. Actual analiz grafigi.

Analiz kisminda gii¢ doniisiimleri i¢in “Box-Cox™ grafigine bakilmigstir. Sekil

4.5’te lambda degerinin programin verdigi aralikta kaldig1 goriilmektedir.

Box-Cox Plot for Power Transforms

I niRacidnal]R])

Lambda
Sekil 4.5. Box-Cox grafigi.

Son olarak model grafikleri 3 boyutlu olarak incelenmistir. 3 boyutlu grafikte

optimuma yaklasan degerlerin havalandima ve karigtirmanin  olmadigy;
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havalandirmanin olup karistirmanin olmadigi ve karistirmanin olup havalandirmanin

olmadig1 noktalarda oldugu goriilmistiir. Havalandirma-Karigtirma interaksiyon

grafigi Sekil 4.6°da gosterilmistir.

peye
sefige
Winnunsnasetiiygefie®
W uatgutise
l\\“n\\““““::‘
S

\\\‘\l“‘“‘“

biyokitle

50000 1.00
A A

Sekil 4.6. 3 boyutlu model grafigi (A: Havalandwma, B: Karigtirma) (Ast orani:5.50, Siire:13).

Sekil 4.7°de havalandirma-agi orani interaksiyon grafigi gosterilmistir.
Parametrelerde karistirma (250 rpm) ve siire (13 saat) ortalama degerlerinde
sabitlenmistir. 3 boyutlu interaksiyon grafiginde asi oraninin iiretim tizerindeki

etkisinin oldukea diisiik oldugu gézlenmistir. As1 miktar etkisiz bir eleman olarak ele

alinmastir.

biyokutle

%12 1.00 1.00

A A

Sekil 4.7. 3 boyutlu model grafigi (A: Havalandirma, C: Ast orani) (Karistirma:250, Siire:13).
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Modelleme parametrelerinden biri {liretim siiresidir. Asagida belirtilen
grafiklerde, karistirma ve havalandirmayla tiretim siiresinin etkilesimi incelenmistir. 3

boyutlu model grafikleri birbirine benzer olup, liretim siiresinin 18-19. saatinden

itibaren biyokiitlede artis olmadig1 gdzlemlenmistir.

44

36

28

biyokdtle

250.00

375.00

AN
NNANSSS

500.00

\ N RRRARAAR
AANNASY

; 24.00
\ 18.50
*13.00

o D:D
200

Sekil 4.8. 3 boyutlu model grafigi (B:Karistirma, D:Siire) (Asi orani:5.50, Havalandirma:0).

44

36

28

biyokutle

0.00
0.25
0.50

A: A

0.75

A

1.00

R
ANNN

24.00
18.50
13.00

7.50 D:D
2.00

Sekil 4.9. 3 boyutlu model grafigi (A:Havalandirma, D:Siire) (Ast orani:5.50, Karstirma:0).

4.2.2. Optimizasyon

Optimizasyon kriterleri belirlenirken biitiin parametreler aralik i¢cinde tutulmus

ve biyokiitle maksimize edilmistir. Program segilebilecek 30 tane kontrol deneyi
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sunmugstur. Elimizdeki veriler goz oniine alindiginda yalnizca karistirmanin ya da

havalandirmanin  oldugu deneyler

incelenmistir.

3 boyutlu model

grafik

incelemelerinde {iretim siiresinin 18.saatinden itibaren biyokiitle artisinin durdugu

goriilmiistiir. Ayn1 zamanda, deneme iiretiminde toplam canlilifin 18. saatten sonra

distiigii gozlemlenmistir. Bu nedenle siireyi 19 saatten fazla veren kontrol deneyleri

elenmistir. As1 oraninin etkisinin yok sayilabilecek kadar az oldugu bilindiginden as1

oranini diisiik segmenin daha avantajli olacagina karar verilmistir. Bu bilgiler 1s181inda

Tablo 4.4’te gosterilen 1 numarali deney kontrol i¢in segilmistir.

Tablo 4.4. Kontrol deneyleri tablosu.

Solutions

Number A
1 0.05
2 0.05
3 0.99
B 0.10
5 0.01
6 0.01
7 0.52
8 0.97
9 0.00
10 0.02
11 0.06
12 0.06
13 0.08
14 0.01
15 0.00
16 0.04
17 0.02
18 0.05
19 0.41
20 0.03
21 0.99
22 0.03
23 0.03
24 0.07
25 0.01
26 0.33
27 0.03

'S
~
0o
-~
on

19.78
437
135.41
41414
86.00
7.42
1.24
499.18
9.27
8.93
10.21
27.37
68.55
249.07
6.94
478.14
117.49
0.91
14.37
251
91.43
467.89
21.99
4234
8.96
475.97

298
9.04
566

10.00
161
7.42
9.96
1.49
6.05
3.28
1.40
7.29
123
525
9.94
497
758
9.45
9.08
8.96
429
768
9.34
7.92
3.85
854
9683
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biyokiutle
40775
43715
401404
4.02147
421664
4.12999
411844
40744
411614
419701
4.12039
425518
4.00277
401796
4.00732
401439
4.00826
4.06177
4.07148
466555
4.0032
408494
4.01883
410741
4.07018
400473
4.0244

Desirability
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

Selected



4.2.2.1. Kontrol Deneyi

Kontrol deneyi, 5 litrelik karistirmali tank biyoreaktoriinde derin kiiltiir
fermantasyonunda MRS ortaminda (55 g/L) gergeklestirilmistir. Uretim 2 L hacimle
yapilmustir. Belirlenen kontrol deneyindeki parametreler yuvarlanarak uygulanmistir.
Uretim 6ncesinde ortama 1 ml/L kopiik kiric1 eklenmistir. Kontrol deneyinin biyokiitle
sonuglarinin olmas1 gerektigi aralik 3.86-4.30 g/L verilmistir. Uretim sonuglar1 Tablo
4.5’te goziikmektedir, biyokiitle sonucu olduk¢a yakin ¢ikmistir. Kontrol deneyi

basarili olmustur.

Tablo 4.5. Kontrol deneyi sonuglari.

Karistirma | Havalandirma | Asi orani Siire Response-1 | Response-2 | Response-3
(rpm) (vvm) (%) (saat) | ODeoo Biyokiitle Toplam canh
(g/L) sayimi
(kob/ml)
479 0 3 18 9,6 3,84 7,6E+11

Yapilan arastirmalarda L. plantarum igin optik yogunluk sonuglarina tek bir
calismada rastlanmistir. Heeseop ve digerleri(Heeseop vd., 2018) statik kosullarda
MRS Broth ortaminda gerceklestirdikleri iiretimde optik yogunlugu 1.905
bulmuslardir. Gergeklestirilen iiretimlerde hem karistirmali hem de statik kosullarda
¢ok daha yiiksek bir deger elde edilmistir. Biyokiitle tretimi, Krishnan ve
digerleri(Krishnan vd., 1998) tarafindan elde edilenden 2,5 g/l maksimum hiicre
yogunlugu degerinden ¢ok daha yiiksektir. Fu ve Mathews(Fu ve Mathews, 1999), 5
ila 6 arasinda degisen pH kontroli ile yiiriitillen anaerobik deneylerde 10 g/L L.
plantarum biyokiitle iiretimini bildirmislerdir. Fu ve Mathews’in ¢alismasinda
kullandig1 daha diisiik pH ve daha uzun siiren lretimden dolay1 biyokiitle farki
olusmustur. incelenen diger calismalarda, 40-48 saatlik iiretim sonuglarinda, toplam
canli sayimlari 107-10' arasinda degismektedir (Smita vd.,2008; Noori vd., 2016). Bu
caligmalarda 40-120 rpm arasinda degisen diisiik karistirma hizlar1 uygulanmastir.

Calismalarin grafikleri incelendiginde yalnizca biyokiitle veya laktik asit {iretimine

odaklandiklar1 ve tiretimi sabit fazda (Stationary phase) durdurmadiklar1 goriilmiistiir.
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4.3. Olcek Biiyiitme Calismalar:

4.3.1. Geometrik Oranla Karistirici1 Ucu Hiz1 Hesaplama

Olgek biiyiitme igin 10 litrelik karistirmali tank biyoreaktdriinde 8 litre hacimle
calisilmustir. Yalnizca karistirma kullanilacagi i¢in 6lgek biiyiitme Oncesinde 5 litrelik
karistirmali tank biyoreaktoriin geometrik oranlariyla 10 litrelik biyoreaktore gore yeni
karistirict ucu hizi hesaplanmistir.

di _ N,
d, Np

Denklem 8

di= 1k biyoreaktdriin karistiric capi
dz = ikinci biyoreaktoriin karistirict ¢api
N; = ilk biyoreaktdriin karistirma hizi

N = Ikinci biyoreaktériin karistirma hizi

=22 5 N,=410,57 rpm
7 479

5 litrelik biyorektoriin karigtirict capi: 6 cm
10 litrelik biyorektoriin karistiric1 ¢api: 7 cm
5 litrelik reaktoriin karigtirma hizi: 479 rpm

Bu hesaplamaya gore 10 litrelik karistirmali tank biyoreaktoriin karistirma hizi

410 rpm olarak belirlenmistir.

4.3.1.1. Geometrik Oranla Olcek Biiyiitme Uretimi

10 litrelik karistirmali tank biyoreaktoriinde ortam olarak MRS Broth
kullanilmistir. 1 ml/L koplik kirict sterilizasyon oOncesinde ortama eklenmistir.
Karistirma hizi disinda biitiin parametreler 5 litrelik karistirmali tank biyoreaktorle
aym tutulmustur (havalandirma:0 vvm, as1 orani: %3, siire:18 saat). Uretim

sonuglarinda dlgek biiylitmeden dolay: bir kayip olmasi beklenmesine ragmen kayip
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ongoriilenin altinda ¢ikmustir. Olgek biiyiitme deneyi sonuglari Tablo 4.6°da
gosterilmistir.
Tablo 4.6. Geometrik oranla 6lgek bilyiitme deneyi sonuglar.
Karistirma | Havalandirma | As1 orani Siire Response-1 | Response-2 | Response-3
(rpm) (vwm) (%) (saat) | ODsoo Biyokiitle Toplam canh
(g/L) sayimi
(kob/ml)
410 0 3 18 8 3,7 4,8E+11

4.3.2. Gii¢ Sayisina (Np) Gore Olgek Biiyiitme

Gili¢ sayisina gore hesaplama yalnizca mekanik karistirma bulunan sistemlerde

kullanilmaktadir. Reaktdrde hava beslemesi bulunmamalidir. Ayni1 zamanda gii¢ sayis1

hesab1 viskoz olmayan Newton tipi akiskanlarda kullanilir. Yapilan ol¢iimlerde
viskozite 7,5 x 102 Pa.s bulunmustur. Mengi ve digerleri(Mengi vd., 2020) MRS
ortaminda Olctiikleri viskoziteyi 1,4 x 102 Pa.s bulmuslardir. MRS Broth ortami

olduk¢a akiskandir ve diisiik viskoziteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu iiretim gii¢

sayistyla Olgek biiyiitme gerceklestirmek i¢in uygundur. Asagida uygun formiiller

kullanilarak hesaplamalar gosterilmistir:
Rei = Reynolds sayis1
Np = Glig sayis1
(P/V) = Hacim basina gii¢ tiiketimi
5 L i¢in karistirici ¢ap1, Di= 6 cm = 0,06 m
10 L i¢in karistirier ¢ap1, Di=7 cm = 0,07 m
Yogunluk (6z kiitle), p = 1,04 kg/L = 1,04. 10% kg/m?

Viskozite, p = 7,5 x 102 kg/m.s = kg.m* .s?=Pas

5 L i¢in karigtirict hizi, Ni = 480 rpm = 7,97 1/s (85,5 rpm = 1,42 1/s)

5 L i¢in ¢alisma hacmi, V=2 L
10 L igin ¢alisma hacmi, V=8 L

Giig birimi, P = kg.m?/s®
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5 litrelik karigtirmali tank biyoreaktdr i¢in Reynolds hesabi asagida verilmistir:

N;.D?.
Rej = — i P

_(7,97).(0,06)2.(1,04).103
Rei= -
(7,5).1073

Rei = (3,978). 10°

Hesaplanan Reynolds sayisina gore grafik lizerinde {izerinden gii¢ sayisi (Np)
bulunmustur (Sekil 4.10). Grafikte bulunan 1 numarali egri Rushton tiirbin
karistiricilar igindir. Bulunan Reynolds degeri 1 numarali egri ile birlestirilmis ve
kesigsme noktalar1 y eksenine ¢ekilmistir. Y ekseninden gii¢ sayis1 cetvel yardimiyla

hesaplanmustir. Grafige gore hesaplanan gii¢ sayist (Np) 7,5’tur.

102 ; . : : . | :

- Turbulent :
w0 -
L.} 1

N i T L iy
h 2
I
p- 1
R R R et N R 3.0
O.I . . - . - .
I 10 102 103 104 105 106
N, D{p
=
i

Sekil 4.10. 5 litrelik karistirmali tank biyoreaktorii i¢in gii¢ sayist hesaplama.

Bulunan gii¢ sayist Denklem10’da yerine konmustur. Denklemden giic
titkketimi (P) ¢ekilmis ve hesaplanmastir.

P

Np=———=
P"p.N3.D?

P
7’5_(1,04).103.(7,97)3.(0,06)5

P=3,0706 kg.m?/s®
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Hacim basina gii¢ tiiketimi formiilii ile 5 litrelik tank reaktdrii igin bulunan gii¢
titketimi, 10 litrelik karistirmali tank biyoreaktore uyarlanmistir. 10 litrelik karistirmali

tank biyoreaktorii i¢in gii¢ hesab1 asagida verilmistir:
Py, _ Py
D=6

3,0706 _ P

2L 8L

P =12,282 kg.m?/s?

Bulunan gii¢ say1si, gii¢ sayist formiiliinde yerine konmustur. 10 litrelik tank
biyoreaktore gerekli karistirict hizin1 hesaplamak i¢in Nj denklemin karsi tarafina
atilmis ve hesaplanmistir.

P

Np: ————w
p.N2.D?

12,282
75= £ =
(1,04).103.(N;)3.(0,07)

Ni= 9,781 1/s =589 rpm

10 litrelik karigtirmali tank biyoreaktor icin karigtirma hizi 589 rpm olarak
hesaplanmistir. Bu hesabin dogrulugu i¢in karistirma hizinin, Reynolds sayis1 hesabina
gore, gii¢ tiikketimini degistirmemesi istenmistir. Hesabin saglamasi i¢in yeni
karistirma hiziyla Reynolds sayis1 hesaplanmis ve grafikte gii¢ sayist bulunmustur
(Sekil 4.11).

N;.D?.
Rei = —— P

_(9,781).(0,07)%.(1,04).103
a (7,5).10~3

Re;

Rei = (6,65).10°
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Sekil 4.11. 10 litrelik karistirmali tank biyoreaktorii igin gii¢ sayist hesaplama.

Yeni Reynolds sayisi da tiirbiilanshi akis rejimi iginde bulunmustur. Giig sayist

7,5 degerinde sabit kalmistir.

4.3.2.1. Giic Sayisina Gére Deneme Uretimi

10 litrelik karistirmali tank biyoreaktoriinde ortam olarak MRS Broth
kullanilmistir. 1 ml/L koplik kirict sterilizasyon Oncesinde ortama eklenmistir.
Karigtirma hizi 589 rpm olarak belirlenmistir. Kalan parametreler optimizasyon
{iretimiyle aymi birakilmistir (havalandirma:0 vvm, as1 orani: %3, siire: 18 saat). Olgek

bliyiitme deneyi sonuglar1 Tablo 4.7°de gdsterilmistir.

Tablo 4.7. 10 litrelik karigtirmali tank biyoreaktorde, gii¢ sayisina gore 6lgek biiyiitme sonuglari.

Karistirma | Havalandirma | Asi orani Siire Response-1 | Response-2 | Response-3
(rpm) (vvm) (%) (saat) | ODsoo Biyokiitle Toplam canh
(g/L) sayimi
(kob/ml)
589 0 3 8 5,54 2,9 6,2E+10
589 0 3 18 8,735 4 1,7E+12

Gii¢ sayisina gore yapilan liretim geometrik orana gore daha iyi sonuclar

vermigstir. Optik yogunluk 8’den 8,735’e ¢ikmistir. Biyokiitle tayin sonucu 3,7 g/L

yerine 4 g/L olarak gozlemlenmistir. Toplam canli saymm sonuglart 4,8%10%

kob/ml’den 1,7*%10% kob/mI’ye yiikselmistir.
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4.3.3. Olgek Biiyiitme Uretimi

Sonuglar karsilastirildiktan sonra giic sayisina gore yapilan 6lgek biiylitme
caligmalarinin ~ sonuglarmin  geometrik orana kiyasla daha yiiksek c¢iktig1
gozlemlenmistir. Bu nedenle dlgek biiyiitme basamaklari giic sayis1 hesabina gore

yapilmistir.

10 litrelik karistirmali tank biyoreaktorde 8 litre hacimle ¢alisilmis ve MRS
Broth ortami kullanilmistir. Yapilan tiretim sirasinda karistirma hizi 589 rpm, as1 orani

%3 ve iiretim siiresi 18 saat olarak belirlenmistir.

Her 2 saatte tiretimden alinan 6rneklerin optik yogunluk analiz sonuglar1 Sekil
4.12°de gosterilmistir. En yiiksek deger 18. saate 9 olarak belirlenmistir. 16. saatten
itibaren artisin biiyiik dl¢lide azaldig1 ve mikroorganizmanin sabit faza gegmek iizere

oldugu goriilmektedir.

10
9
8
7
3 6
o 5
© 4
3
2
0,
0
0 5 10 15 20
Zaman (s)

Sekil 4.12. 10 litrelik karistirmall tank biyoreaktoriinde optik yogunluk- zaman grafigi.

Analiz sonuglari incelendiginde, iretimin en yiiksek biyokiitleye 18. saatte
ulastig1 goriilmektedir (Sekil 4.13). Maksimum deger 4,35 g/L’dir. Biyokiitle ve optik
yogunluk benzer bir grafik ¢izmistir. Bu istenen bir durumdur. Artan mikroorganizma

miktart hem optik yogunlugu hem de biyokiitleyi lineer bir sekilde etkilemelidir.
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4’25 4,35

Biyokutle (g/L)
&

2
1,5
1
0,5
0
0 5 10 15 20
Zaman (s)

Sekil 4.13. 10 litrelik karistirmali tank biyoreaktoriinde biyokiitle- zaman grafigi.

Biyokiitle ve optik yogunluk tayinleri tiretimdeki mikroorganizma miktarini
gosterse bile, canliligi hakkinda ipucu vermez. Bunun i¢in 4 saatte bir toplam canli
saytmi yapilmustir. Sonuglarda en yiiksek deger 16.saatte 1,78*10'2 kob/ml olmustur.
Sekil 4.14°te toplam canli sayimi grafigi goriilmektedir.

2,00+12 1,78E+12
1,80E+12
1,60E+12
1,40E+12
1,20E+12
1,00E+12
8,00E+11
6,00E+11

4,00E+11

Toplam canli sayimi (kob/ml)

2,00E+11

0,00E+00
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Zaman (s)

Sekil 4.14. 10 litrelik karistirmali tank biyoreaktorde toplam canli- zaman grafigi.
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4.3.4. Pilot Olgek Uretimi

Pilot olgekli tiretim i¢in 100 litrelik karistirmali tank biyoreaktori
kullanilmistir. Olgek biiyiitme icin 10 litrelik karistirmali tank reaktdriine yapilan
hesaplamalar, 100 litrelik karistirmali tank reaktoriine uyarlanmistir. Ayn1 basamaklar
izlenmistir. Hacim basina gii¢ tiikketimi formiilii ile 100 litrelik karistirmali tank
reaktorii i¢in gii¢ hesab1 yapilmistir. Bulunan gii¢ degeri, gii¢ sayis1 formiiliinde yerine
konduktan sonra karigtirma hizi hesaplanmistir. Karistirma hizinin uygunlugunu teyit
etmek i¢in yeni bir Reynolds sayist hesaplanmistir. Bulunan Reynolds sayis1 grafikte
yerine konmus ve gii¢ sayis1 bulunmustur (Sekil 4.15). Gii¢ sayisinin, 7.5 degeri sabit

kalmistir. Karistirma hizi uygun bulunmustur.
100 L igin karistirict ¢apt, Di=15cm = 0,15 m

100 L i¢in ¢alisma hacmi, V=35 L
Piy _ (P2
&=

3,0706

=)

35L

P=53,7355 kg.m?/s®

P
Np=——=—5
p-N;.D;
B 53,7355
"~ (1,04).103.(N;)3.(0,15)5

Ni=4,4933 1/s = 270 rpm

Saglama:
Re: = N;.D}.p
1l
(4,4933).(0,15)%.(1,04).103
Rei= —
(7,5).1073
Rei = (1,4).10*
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Sekil 4.15. 100 litrelik karistirmali tank biyoreaktorii i¢in gii¢ sayist hesaplama.

Uretim hacmi 35 litre olarak belirlenmistir. Uretim ortami olarak MRS Broth,
1 ml/L kopiik kiriciyla karistirilarak kullanilmigtir. Karigtirma hizi 270 rpm olarak
secilmistir ve hava beslemesi yoktur. As1 oran1 %3 ve iiretim siiresi 18 saat olarak
belirlenmistir. Uretimden 2 saatte bir alinan érneklerle biyokiitle ve optik yogunluk
tayinleri yapilmustir. 4 saatte bir toplam canli sayimi gergeklestirilmistir. Alinan
orneklerin optik yogunluguna bakildiginda en yiiksek sonug 18.saattedir (Sekil 4.16).
Maksimum optik yogunluk 8,2dir.

9 81 82
. 7,48 7,852
7
6
g5
o
o 4
3
2
1
0
0 5 10 15 20
Zaman (s)

Sekil 4.16. Pilot 6l¢ekli karistirmali tank biyoreaktorde optik yogunluk- zaman grafigi.
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Biyokiitle sonuglar1 optik yogunluk grafigiyle lineer ¢ikmustir. Ozellikle
16.saatten sonra artig iyice yavaglamistir. En yiiksek biyokiitle degeri 18.saate 2,75
g/L’dir.

3 2,7 2,75

N
5}

N

Biyoktle (g/L)
- T

o
"

0 5 10 15 20

Zaman (s)

Sekil 4.17. Pilot 6l¢ekli karigtirmal tank biyoreaktorde biyokiitle- zaman grafigi.

Toplam canli sayimi en yiiksek 18.saatte goriilmiistiir. Uretimin 18.saatinde

sayilan canli sayisi 1,40%10%° kob/ml olmustur.

1,60E+10
1,40E+10

1,40E+10

1,20E+10

1,20E+10
1,00E+10
8,00E+09
6,00E+09

4,00E+09

Toplam canli sayimi (kob/ml)

2,00E+09 5,70E+08

0,00E+00
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Zaman (s)

Sekil 4.18. Pilot 6l¢ekli karigtirmali tank biyoreaktorde toplam canli sayimi- zaman grafigi.
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Her 4 saatte bir yapilan toplam canli sayimi1 sonuglari tatmin edicidir. Ozellikle
endiistriyel probiyotik iiretimlerinde canliligm 10° kob/mI’nin altinda kalmamasi

istenmektedir.

4.4, Hava Beslemeli Uretimler

Optimizasyon calismalarinda, Design Expert 7.0 analiz sonuglari, yalnizca
karistirma veya yalnizca havalandirma kullanildiginda biyokiitlenin maksimize

oldugunu gostermistir.

Havalandirmanin  biyokiitle iiretimi iizerindeki olumlu etkisi diger
arastirmacilar tarafindan da gozlemlenmistir. Fu ve Mathews(1999), anaerobiyozdaki
hiicre verimlerinin, aerobik yetistirme altinda elde edilenlerin yaklasik %80'1 oldugunu
gostermistir. Stevens ve ark. (2008), anaerobik kiiltiirlerle karsilastirildiginda
aerobiyozda yaklasik %25 daha yiiksek hiicre yogunluklari elde etmislerdir.

L. plantarum'un aerobik biiylime kosullarina ve karsilik gelen oksidatif
streslere tepkileri, ¢esitli endiistriyel isleme kosullar1 i¢in Onemlidir. Ayrica,
Lactococcus lactis dahil olmak tizere birgok laktik asit bakterisi i¢in aerobik biiyiime
sirasinda solunum yapma ve biyokiitle verimini artirma potansiyeli gosterilmistir

(Brooijmans vd., 2007).

L. plantarum fakiiltatif bir bakteridir ve oksijeni hiicre biiyiimesi ve {iriin
metabolizmasi i¢in elektron alicis1 olarak kullanabilir. Havalandirma hizinin biyokiitle
tiretimi tlizerindeki olumlu etkisi, aerobik ve anaerobik kosullar altinda metabolik
yollardaki farkliliklara baglanabilir; 6zellikle, ilave adenosin trifosfat (ATP) iiretimi,

oksijen varliginda hiicre biiyiimesine fayda saglar (Brinques vd., 2009).

Karigtirmali iiretimler i¢in yapilan Olgek biiyiitmenin ardindan sadece

havalandirmanin kullanildig: tiretimler de incelenmistir.
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4.4.1. Kanstirmah Tank Biyoreaktorde Hava Beslemeli Deneme

Uretimi

Calisma icin 10 litrelik karistirmali tank biyoreaktorii kullanilmistir. 8 litre
calisma hacmi sabit tutulmus ve ortam olarak MRS Broth kullanilmistir. Ortama 1
ml/L kopiik kirict eklenmistir. Sterilize edilen ortama hava simidinden 1 vvm steril
hava beslenmistir. L. plantarum BG24 susu, fakiiltatif anaerobiktir. Havalandirma,

karigtirma etkisi i¢in kullanilmistir.

Mekanik karnistirma  kullanilmamistir.  Ortamin  baslangic pH’1  6,5’a
ayarlanmustir. Uretim sicakligi 37°C dir. As1 oran1 %3 tiir. Uretim siiresi 18 saat olarak

belirlenmistir.

Uretim sirasinda hava beslemesi, ortamin kopilirme egilimini arttirmigtir.

Baslangi¢ miktarina ek olarak steril kopiik kirict ortama konmustur.

Tayin sonuglar1 Tablo 4.8’de gosterilmistir. Hava beslemeli tiretiminde elde
edilen biitiin sonuglar, gii¢ sayisina gore yapilan deneme iiretiminin altinda kalmistir.
Optik yogunluk; 8,735’ten 7,8’e, biyokiitle; 4 g/L’den 3,4 g/L.’ye ve toplam canli
sayim1; 1,7*%10% kob/ml’den 5,4*10* kob/ml’ye diismiistiir.

Tablo 4.8. 10 litrelik karistirmali tank biyoreaktorde, gii¢ sayisina gore 6lgek biiyiitme sonuglari.

Karistirma | Havalandirma | As1 orani Siire Response-1 | Response-2 | Response-3
(rpm) (vwm) (%) (saat) | ODsoo Biyokiitle Toplam canh
(g/L) sayimi
(kob/ml)
0 1 3 18 7,8 3,4 54E+11

Incelenen calismalara gdre biyokiitle daha diisiik, toplam canli sayis1 daha
yiiksek bulunmustur. Brinques ve ark.(2009), yiiksek havalandirma (4,5 vvm), disiik
pH (5.2), diisiik sicaklik (31°C) ve yiiksek laktoz (140 g/L) kullanarak 14 g/L biyokiitle
bulmusglardir. Laktoz, pepton konsantrasyonu ve havalandirma hizinin biyokiitle
tretimi lizerinde olumlu etki gosterdigini belirtmislerdir. Ayni sekilde Fu ve
Mathews(1999) MRS ortamina dayali olarak modifiye edilmis sentetik bir laktoz
ortaminda (40 g/L laktoz, pH:6) ve 0.5 ila 1 vvm arasinda degisen hava akis hizlarinda

12 g/L biyokiitleye ulagmislardir. Caligmalarin benzer ortamlara sahip olduklar1 goz
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Oniine alinarak, havalandirma hizinin yetersiz oldugu ve daha yiiksek havalandirmanin

biyokiitle lizerinde pozitif etki sagladigi diistiniilebilir.

Calismada bulunan toplam canli sayisi, Yoon ve ark.(2006) bulduklari
sonuglardan daha yiiksektir. Yoon vd. ii¢ laktik asit bakterisini (L. casei, L. plantarum
ve L. delbrueckii) laktik asit iiretimi igin incelemistir. Caligmalarinda, 48 saatlik
fermentasyondan sonra canli hiicre sayilar1 yaklasik 10*¥10® kob/mL'ye ulasmustir.
Yiiksek iiretim saatleri kullanmak canliligin azalmasina ve mikroorganizmanin 6liim

fazina gitmesine neden olmustur.

4.4.2. Hava Kaldirmah Biyoreaktor Uretimi

Yapilan ¢alismada, 1,1 litre ¢alisma hacmine sahip hava kaldirmali biyoreaktor
kullanilmistir. Uretimde ortami MRS Broth hazirlanmis ve 1 ml/L képiik kiricr
eklenmistir. Ortam sicakligi 37°C’ye sabitlenmistir. Hava kompresorii ile 1 vvm hava
biyoreaktore verilmistir. Asi oran1 %3 ve liretim siiresi 18 saattir. Her 2 saat, tiretimden

ornekler alinmistir.

Optik yogunluk analizi, 2 saatte bir yapilmistir. Sekil 4.20°de bulunan
sonuglara bakildiginda en yiiksek deger 18.saatte 8,5 olarak gozlemlenmistir. Optik
yogunluk sonucu, gii¢ sayisina gore yapilan 10 litrelik karistirmali tank biyoreaktor
tretiminin (Sekil 4.13) ve optimizasyona gore 5 litrelik tank biyoreaktorde

gerceklestirilen kontrol deneyinin (Tablo 4.4) altinda kalmistir.

9 - 8,4 8,5
8
7
6
o§ >
o 4
3
2
10,33
0
0 5 10 15 20
Zaman (s)

Sekil 4.19. Hava kaldirmalr biyoreaktirde optik yogunluk- zaman grafigi.
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Biyokiitle tayini her 2 saatte yapilmistir. En yliksek deger 18.saatte
bulunmustur (3,2 g/L). Bu sonu¢ mekanik karistirmaya sahip gergeklestirilen

iiretimlerden daha diistiktiir.

3,5 315 3.2
3
2,5
2

15

Biyokutle (g/L)

1

0,5

0 5 10 15 20

Zaman (s)

Sekil 4.20. Hava kaldirmali biyoreaktorde biyokiitle- zaman grafigi.

Toplam canli sayimi 4 saatte bir yapilmistir. Bulunan en yiiksek deger 18.saatte

alinan drnektedir. Bu iiretim i¢in maksimum deger 1,32*10* kob/ml’dir.

1,40E+11 1,32E+11
1,15E+11

1,20E+11
1,00E+11
8,00E+10
6,00E+10

4,00E+10

2,00E+10

Toplam canli sayimi (kob/ml )

2,50E+09

0,00E+00
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Zaman (s)

Sekil 4.21. Hava kaldirmali biyoreaktirde toplam canli- zaman grafigi.

Hava kaldirmal1 biyoreaktor iiretiminin optik yogunluk ve biyokiitle sonug
grafiklerine bakildiginda diger iiretimlere kiyasla 2. ve 4. saat analizlerinin grafik

egrisinde daha diisiik kaldig1 goriilmektedir. En kiiciik 6lgege sahip biyoreaktdriin
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analiz sonuglariin 10 litrelik karistirmali tank biyoreaktdriinden diisiik olmasinin en
biiyilk nedenlerinden biri 6lii bolgelerde bakterinin birikmesidir. Bakterilerin 6lii
bolgeye toplanmasi, 6zellikle iiretimin ilk 4 saatinde Orneklerde biyokiitle kaybina

neden olmustur. Kayba ugrayan bakterilerden dolay1 iireme azalmastir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu tez kapsaminda probiyotik bir bakteri olan Lactobacillus plantarum
BG24 susundan derin kiiltiir fermantasyonunda biyokiitle iiretimi yapilmistir.
Karigtirmali tank biyoreaktoriinde optimizasyon iiretimleri yapildiktan sonra 6lgek
bliyiitme calismalar1 gerceklestirilmistir. As1 kiiltiiri ve iiretim ortami olarak Man

Rogosa, Sharp (MRS) Broth kullanilmstir.

Calisma esnasinda 5 litrelik karistirmali tank biyoreaktorde gerceklestirilen
optimizasyon denemelerinde havalandirma, karistirma hizi, as1 miktar1 ve zaman
parametreleri ele alinmistir. Design Expert programinda incelenen 3D model grafikleri
neticesinde biyokiitle miktarinin; statik, yalnizca maksimum karigtirmanin oldugu
veya yalnizca maksimum havalandirmanin oldugu iiretimlerde daha yiiksek oldugu
bulunmustur. As1 miktarinin tiretim iizerinde etkisi oldukga diisiik oldugu goriilmiistiir.
Deneme iiretiminde yapilan toplam canli sayimi tayini ise canliligin 18.saatten sonra
distiiglinii gostermistir. Bu nedenle, programin sundugu kontrol deneyleri arasinda,
479 rpm karigtirma hizina, %3 as1 oranina ve 18 saat iiretim siiresine sahip olan deney
secilmigtir. 5 litrelik karistirmali tank biyoreaktoriinde yapilan kontrol deneyi basarilt
olmustur ve optik yogunluk 9,6; biyokiitle 3,84 g/L; toplam canli sayimi 7,6*10%!
kob/ml bulunmustur. Biyokiitle tiretiminin verimliligi 0,214 bulunmustur. Krishnan ve
digerleri (Krishnan vd., 1998) 0,104 ve Fu ve Mathews(Fu ve Mathews, 1999) 0,25
maksimum verimlilik elde etmislerdir. Fu ve Mathews’in yaptig1 calismada yiiksek
biyokiitle farki varmis gibi gériinmesine ragmen saatlik biyokiitle tiretimi yakindir.
Olusan fark tiretim siiresinin uzunlugundan ve ortama eklenen yiiksek oranl laktozdan
kaynaklanmaktadir. Ayni1 zamanda uzun lretim siiresi kullanmalar1 toplam canl

sayisinin diigmesine ve bakterilerin 6lmesine neden olmustur.

Olgek biiyiitme calismalart i¢in 2 ydntem secilmistir. Ilk ydntemde
karistiricilarin geometrik orani iizerinden karistirma orani hesaplanmistir. Giig sayisi
hesabi i¢in optimizasyon iiretiminde ornekler alinmistir. Alinan 6rneklerde yogunluk
ve viskozite degeri elde edilmistir. Ikinci yontemde Reynolds sayis1 hesaplanmis ve
gii¢ sayis1 lizerinden hacim bagina gii¢ tilketimi bulunmustur. Bu hesaplamalar 6l¢cek
bliyiitme icin gerekli olan karistirma hizin1 vermistir. Yapilan her hesaplamanin

Reynolds sayist (Rej)-Gii¢ sayis1 (Np) grafiginden saglamasi yapilmistir. Geometrik
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orana gore yapilan Olcek biiyiitme caligmasinda 5 litrelik karistirmali tank
biyoreaktoriinden 10 litrelik karistirmali tank biyoreaktoriine gecis saglanmistir. 10
litrelik biyoreaktor igin hesaplanan karistirma hizi 410 rpm’dir. Geometrik oranla
gergeklestirilen Olcek biiylitme tiretiminde optik yogunluk 8; biyokiitle 3,7 g/L; toplam
canli saymm 4,8*10 kob/ml bulunmustur. Gii¢ sayisina gore belirlenen 589 rpm
karigtirma hizi ile 10 litrelik karigtirmali tank biyoreaktdriinde deneme iiretimi
yapilmistir. Bu iiretimde 18.saatte optik yogunluk 8,735; biyokiitle 4 g/L; toplam canli
sayist 1,7*%10%? kob/ml’dir. Bu sonuglar iizerinden yapilan kiyaslama sonucunda lgek
biiyiitme i¢in gii¢ sayis1 kullanilmistir. 10 litrelik karistirmali tank biyoreaktdrde giic
sayisina gore, 589 rpm karistirma hizinda, saatlik tiretim yapilmistir. Optik yogunluk,
biyokiitle ve toplam canli sayimi tayin sonuclar1 grafik haline getirilmistir. Bu
grafikler, 5 litrelik karistirmali tank biyoreaktoriinde gergeklesen optimizasyon tiretimi
sonuclariyla karsilastirilmistir. Bu liretimde 18.saatte optik yogunluk 9; biyokiitle 4,35
g/L; toplam canli sayis1 1,78*10% kob/ml’dir. Olgek biiyiitmenin 1s1 ve karistirma
tizerindeki olumsuz etkisine ragmen sonuclarda diislis yasanmamis ve grafikler ayn
gorilintiide ilerlemistir. Fu ve Mathews(Fu ve Mathews, 1999) 0,25 maksimum
verimlilikle incelenen ¢aligmalardaki en yiiksek degere sahiptir. Yapilan iiretimde
verimlilik 0,242 bulunmustur. Fu ve Mathews’in yaptig1 calismada yiiksek biyokiitle
farki varmig gibi goriinmesine ragmen saatlik biyokiitle iiretimi yakindir. Olusan fark
liretim siiresinin  uzunlugundan ve ortama eklenen yiiksek oranli laktozdan
kaynaklanmaktadir. Ayni zamanda uzun iiretim siiresi kullanmalar1 toplam canl

sayisinin diigmesine neden olmustur.

Karigtirmali tank reaktoriinde pilot Olgekte gerceklestirilen {iretimde,
karigtirma hiz1 270 rpm olarak segilmistir ve hava beslemesi yoktur. As1 oran1 %3 ve
{iretim siiresi 18 saat olarak belirlenmistir. Uretimin 18. saatinde optik yogunluk 8,2;
biyokiitle 2,75 g/L ve toplam canli sayis1 1,40%10° kob/ml’dir. Optik yogunluk ve
biyokiitle miktarinda diislis yasanmasina ragmen canlilik istenilen degerin iistiinde
kalmistir. Farkli boyutlardaki biyoreaktdrlerin tasarimi benzer olsa bile, bir 6l¢ekten
digerine ayn1 islem performansi beklenemez. Olgek biiyiidiikge iiretimin 1s1 transferi
ve karigmasi zorlasir. Risk toleransi azalir ve proses kontrol yanit siiresi artar. Biiyiik
6l¢ekli biyoreaktorlerde, yetersiz karigtirma ve kiitle transferi sinirlamalar1 nedeniyle

cesitli gradyanlar meydana gelebilir. Biiyiime ve iiretkenlik, laboratuvar olcekli
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biyoreaktorlere kiyasla daha diisiik hiicre ve {iriin verimi ile sonuglanabilecek sekilde

etkilenebilir.

Tez kapsaminda incelenen optimizasyon deneylerinin model grafiklerinde
yalnizca yiiksek havalandirmaya sahip iretimlerin biyokiitle miktarinin yiiksek
¢ikmasindan dolay1 hava beslemeli tiretimler denenmistir. 10 litrelik karistirmali tank
biyoreaktore 1 vvm hava verilmistir. Uretimin 18.saatinde optik yogunluk 7.8;
biyokiitle 3,4 g/L; toplam canli 5,4*10' kob/ml bulunmustur. Karistirmali tank
biyoreaktorde gerceklestirilen hava beslemeli iiretimin sonuglari mekanik karistirmali
tiretim sonuglarinin oldukga altinda kalmistir. Bir diger yontem olarak hava kaldirmali
biyoreaktérde 1 vvm hava beslemesi ile deneme iiretimi yapilmistir. Uretimin 18.
saattinde optik yogunlugun 8,5; biyokiitlenin 3,2 g/L; toplam canl1 say1sinin 1,32*10%
kob/ml oldugu gozlemlenmistir. Hava kaldirmali biyoreaktor en kiiciik dlgege sahip
olmasina ragmen bulunan degerler karistirmali tank biyoreaktorlerden daha diisiik
cikmistir. Bunun en biiyiik sebeplerinden biri hava kaldirmali biyoreaktdrde bulunan
6l bolgelere bakterilerin birikmesi ve liretim veriminin diismesidir. Bir diger sebepse

hava beslemesinin karistirma i¢in yeterince dinamik bir ortam saglamamasi olabilir.
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