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OZET

BiYOKONTROL AJANI OLARAK TRICHODERMA
MiKROPROPAGULLERININ KATI KULTUR VE STATIK KULTUR
KOSULLARINDA BiYOREAKTOR URETIMLERININ INCELENMESI

COBAN, Isik

Doktora Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Sayit SARGIN

Subat 2015, 138 sayfa

Bu calismada, Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimii Endiistriyel
Mikrobiyoloji laboratuvarinda izole edilip gelistirilen Trichoderma harzianum
EGE-K38 susu kullanilarak kati kiiltiir fermentasyonu ile agirlik¢ca 3:2 oraninda
bugday kepegi - malt ¢imi karisimindan olusan besi ortaminda, tasarimi
tarafimizdan yapilmis olan ve iilkemiz kosullarinda imal edilen yatay karistirmali
biyoreaktérde ve yilizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktdrde mikropropagiil
dretimi i¢cin ortam kosullar1 optimize edilmistir. Ayrica ylizeyden havalandirilan
tepsili biyoreaktorde, 8 g/L glukoz iceren Modifiye Czapek Ortamu (MCM)’ nda
statik s1v1 kiiltiirde de mikropropagiil iiretimi i¢in ortam kosullarinin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Optimizasyon c¢alismalarinda kati kiiltiir fermentasyonu icin
besi ortami nem igerigi, Uretim ortammin sicakligi, havalandirma debisi,
inokulumdaki spor konsantrasyonu, inokulum hacmi, substrat yatak kalinligi, as1
olarak spor ya da misel kullaniminin etkileri, basin¢ uygulamanin etkileri ve
sterilizasyonun lretime etkileri, statik sivi kiiltiirde ise sicaklik, hava debisi asi
olarak spor ya da misel kullaniminin etkileri, inokulum spor konsantrasyonu,
inokulum hacmi, besi ortami hacmi, basing uygulamanin etkileri ve de
sterilizasyonun {iiretime etkileri ayr1 ayr1 incelenmistir. En yiiksek mikropropagiil
sayilar1 kat1 kiiltiir fermentasyonuyla yatay karistirmali biyoreaktorde 1.1+0.1x10°
kob/mL, yiizeyden havalandirilan tepsili biyorektorde ise 3.0+0.6x10° kob/mL



viili

bulunmustur. Statik sivi kiiltiirde ise 5.2+0.2x10° kob/mL olarak elde edilmistir.
Calismada daha sonra, tiretilen mikropropagiillerin ylizeyden havalandirilan tepsili
biyoreaktorde farkli sicakliklarda kurutulmasi islemi gerceklestirilmistir ve
kurutma sonunda kat1 kiiltiir fermentasyonunda % 40 verimle, statik siv1 kiiltiirde

ise % 23.3 verimle toz formiilasyon elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyokontrol, Trichoderma, optimizasyon, kati ve statik sivi

kiiltiir fermentasyonu, tepsili ve yatay karistirmali biyoreaktor



ABSTRACT

INVESTIGATION OF TRICHODERMA MICROPROPAGULE
PRODUCTION AS A BIOCONTROL AGENT IN SOLID STATE AND
STATIC CULTURE BIOREACTOR CONDITIONS

COBAN, Isik

Ph.D. in Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sayit SARGIN

February 2015, 138 pages

In this study, optimization of micropropagule production conditions was studied
for solid state fermentation in both horizontal drum bioreactor and tray bioreactor
with wheat bran - malt lawn mixture (3:2 (w/w)) as substrate for Trichoderma
harzianum EGE-K38 strain that was isolated and developed in Industrial
Microbiology Laboratory at Ege University, Department of Bioengineering.
Moreover, optimization of micropropagule production conditions for static culture
was achieved by Modified Czapec Medium(MCM) containing 8 g/L glucose in
tray bioreactor. During optimization studies for solid state fermentation, moisture
content of solid substrate, fermentation temperature, air flow rate, inoculum spore
concentration, inoculation volume, substrate bed thickness, the effect of using
spores or mycelia containing agar pieces as inoculum, pressure pulsation and the
effect of bioreactor sterilization before fermentation, for static culture,
fermentation temperature, air flow rate, the effect of using spores or mycelia
containing agar pieces as inoculum, inoculum spore concentration, inoculation
volume, volume of liquid medium, pressure pulsation and the effect of bioreactor
sterilization before fermentation were determined individually. In solid state
fermentation the highest micropropagule number was achieved by horizontal

drum bioreactor and tray bioreactor as 1.1+0.1x10° cfu/mL and 3.0+0.6x10°



cfu/mL respectively. However, in static culture fermentation it was found as
5.240.2x10° cfu/mL by tray bioreactor. In the study, consecutive drying
processes at different temperature values were carried out by tray bioreactor at the
end of fermentations and the highest drying yield achieved after drying of solid
state fermentation media was 40.0 % and after drying of micropropagules

produced by static culture was 23.3 % respectively.

Keywords: Biocontrol, Trichoderma, optimization, solid state and static culture

fermentation, tray and horizontal drum bioreactor
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1  GIRIS

Topraktaki hastalik yapici mikroorganizmalarla miicadele oldukga zordur.
Bu tip patojenlerin miicadelesinde ekim ndbeti, hastaliga dayanikli bitki tiirlerin
kullanim1 ve kimyasal kullanim1 gibi farkli yontemler denense de bunlar yeterli
gelmemektedir. Ozellikle kimyasal kullaniminda, iiriinlerde ve toprakta kalinti
birakmasi, ve bu kalintilarin hem insanlara hem de diger canlilara kotii etkileri,
patojenlerin uygulanan ilaglara direng gelistirmesi, baz1 funguslara ait misel ve
sporlarin kimyasal uygulanmasina ragmen toprakta uzun yillar canliliklarini
devam ettirmeleri vb. olumsuz faktdrler mevcuttur. Bu nedenle gelismis iilkelerde

kimyasal kullanimi1 yerine biyokontrol uygulanmasina yonelik ¢aligsmalar 6n plana

¢ikmaktadir (Cook and Baker, 1983).

Bitki patojenleri ve bitki zararhilar1 ile miicadele eden spesifik
mikroorganizmalarm kullanim1 olarak tanimlanan biyolojik kontrol, bitkileri
korumak icin kullanilan standart kimyasal metodlarin yol agtigi problemlerin
istesinden gelen ¢evre dostu ekolojik bir yaklagimdir. Bitki hastaliklarinin
biyolojik kontrolii i¢in kullanilan ticari preperasyonlarin hepsi, rizosferde cogalma
yetenegine sahip birkac bakteri tiiriiniin ve ondan daha fazla fungus tiirliniin

pratikteki uygulamasina dayanmaktadir (Viterbo et al., 2002).

Biyolojik kontroliin avantajlarindan en 6nemlisi, patojenlerden kaynaklanan
hastaliklar1 kontrol altina alirken ayn1 zamanda gevreye zarar verecek bir etkinin
bulunmamasidir. Biyolojik kontrolde kullanilan yararli mikroorganizmalar, bitki
kokiinde bulunan patojenlere karsi bitkiyi savunur ve hastalanmasinin Oniine

gecerler (Aksoy, 2006).

Fungal temelli biyolojik kontrol ajanlari, hastalik kontroliinde genis bir
spektruma sahip olmalar1 ve iiretim verimlerinden dolayr bakterilerle birlikte
(¢ogunlukla Bacillus thuringiensis) genis bir kullanim alan1 bulmustur (Verma et
al., 2007). Biyolojik miicadele kapsaminda fungal bitki hastaliklar ile
miicadelede antagonist funguslarin kullanimi biiyiik 6neme sahiptir. Trichoderma
spp., Gliocladium spp., Aspergillus spp., Alternaria spp., Fusarium spp.,
Chaetomium spp., Ampelomyces spp., Coniothyrium spp., Sporidosmium spp. ve
Teretosperma spp. gibi bazi fungus tiirleri 6nemli antagonist etkiye sahiptir.
Ozellikle Trichoderma tiirleri birgok fungal patojene karsi yaygin olarak



kullanilmaktadir (Demirci vd., 2002). Ayrica, Trichoderma tiirleri daha ¢ok
toprak/biiyiime gelistiricisi olarak, fungal biyolojik kontrol ajani pazarinin
yaklasik % 50’sini olusturmaktadir ve bu durum Trichoderma tiirlerinin daha

fazla arastirilmasina neden olmustur (Verma et al., 2007).

Biyofungusitler, c¢evresel kaliteyi azaltma potansiyeli olan kimyasal
fungusitlerin yerine gecebilecek Onemli bir alternatiftir. Birgok bildiride,
biyokontrol ajan1 Trichoderma harzianum’ un propagiil biyokiitlesinin topraktaki
fungal patojenlerin sebep oldugu hastaliklar1 azaltmada etkili bir biyofungusit
oldugu belirtilmektedir. Topraga ya da bitkilere misel ya da konidyum biyokiitlesi
formunda uygulanmaktadirlar ve konidyum, sivi ortamda yiiksek miktarda

iiretilebildiginden ve kurumaya toleransi oldugundan daha ¢ok tercih
edilmektedirler (Said, 2007).

Trichoderma harzianum topraktaki patojen funguslarin  gelisimini
engelleyen ticari olarak tretilen etkili bir biyokontrol ajanidir. Toprak kaynakli,
yaygin, anamorfik bir fungustur. Fakiiltatif parazittir, ayn1 zamanda saprofit
olarak yasayabilir (Mulligan and Decon, 1992).

Kat1 kiiltiir fermantasyonu, serbest halde suyun ortamda bulunmadigi ve
mikrobiyal bilylimenin substrat olarak is goren kati materyal iizerinde
gerceklestirildigi bir biyolojik {riin liretim ydntemi olarak tanimlanmaktadir
(Pandey, 1992). Biyolojik bir gilibre olusturmak i¢in, tarimsal atiklarin
Trichoderma tiirleri ile kati kiiltiir fermentasyonu umut vaad edici bir tarimsal

sanayi atik yonetim stratejisidir.

Siv1 ylizey kiiltiiri fermentasyonu olarak da adlandirilan statik sivi kiiltiir
fermentasyonunda filamentli fungus besi ortaminin yiizeyinde iiremektedir
(Abbasi and Fazaelipoor, 2010) ve funguslarin dogada filamentli oluslart ve
karistirmanin misellere zarar vermesi nedeniyle giiclii bir ¢alkalama veya fiziksel
karistirmaya uygulanmadan iretim gerceklestirilmektedir (Noh et al., 2012).
Statik siv1 kiltiir, derin kiiltiirle gergeklestirilen liretimlerin maliyetini azaltmak
icin denenen potansiyel alternatif bir liretim yontemidir ve giiniimiizde 6zellikle

sitrik asit liretiminde endiistriyel dl¢gekte kullanilmaktadir (Darouneh et al., 2009).

Kurutma, genel olarak kati bir iiriin olusturmak i¢in ugucu bilesenlerin

(nem) 1s1l olarak uzaklagtirllmasi prosesi seklinde aciklanir ve kimya, ziraat,



biyoteknoloji, gida, polimer, seramik, ilag, kagit mineral isleme ve odun igleme
endiistrilerinde kullanilan temel bir islemdir (Mujumdar, 2007). Biyokontrol
ajanlarinin  kurutulmus halde saklanmalar1 kolaydir ve bu sayede formiile
edilmeleri ve siv1 ¢ozeltiler seklinde uygulanmalar1 daha uygun hale gelmektedir
ancak bu ticari Trichoderma tiirlerinin alt akim islemlerinde kurutma ve depolama

stirasinda hiicre canliliginin korunmasi 6nemli bir sorundur (Sargin et al., 2013).

Bu ¢alismada, Trichoderma harzianum fungusu kullanilarak kati kiiltiir ve
statik siv1 kiiltiir fermentasyon kosullarinda, tasarimi tarafimizdan yapilan ve
tilkemiz kosullarinda imal edilen pilot dlgekteki iki biyoreaktdrde yiiksek verimle
mikropropagiil {iretilmesi ve yine tUretimin gergeklestigi tepsili biyoreaktorde
tretim sonrasinda, iretilen mikropropagiillerin kurutularak formiilasyon haline
getirilmesi amaglanmistir. Bununla beraber bolgesel olarak ulasiimasi miimkiin ve
ucuz tarimsal artiklar ve de yan triinlerinden olan bugday kepegi ve malt ¢imi de
besi ortaminda kullanilarak, ekonomik agidan Onemli bir {iiriiniin eldesinde

degerlendirilmislerdir.



2 LITERATUR OZETi

2.1 Biyolojik Kontrol

Gliniimiizde, mevcut bitki tiirlerinin yaklasik % 30’u bitki patojenleri
tarafindan zarar gérmektedir. Birgok iilkede, pestisitler ve organik bilesikler bitki

patojenlerinin kontroliinde genis kullanim alan1 bulmaktadir (Kiigiik et al., 2009).

Modern tarim, bliyiik 6l¢iide bu tiir kimyasal pestisitlere dayanmaktadir.
Bununla birlikte, bu tiir kimyasallarin tekrar tekrar kullanimi ¢evreyi kirletmekte
ve hedef organizmalarin diren¢ kazanmalarina neden olmaktadir (Goldman et al.,
1994). Ayrica bu bilesenlerin pargalanmasi ¢ok zordur ve gidalardaki
konsantrasyonlart ve birikimleri hayvanlarda yiiksek toksik degerlere
ulagsmaktadir (Kigiik et al., 2009). Kimyasal insektisidler hedeflendikleri zararlh
disinda, cevreye dagilarak giceklerde tozlasmay:r saglayan faydali boceklerin ve
artlarin da zarar gérmelerine neden olabilmektedirler. Dogrudan ya da dolayl
olarak besinlerden insanlara ulasarak zehirlenmelere neden olmakta ve bu nedenle
de gelecek nesilleri tehdit etmektedir. Tarim alanlarinda kullanilan kimyasallar,
yagmur sulariyla derelere, gollere ve denizlere tasimarak su ekosistemini de
olumsuz etkilemektedir. Kullandiklar1 alandaki bitkilerin ¢imlenmesi ve liremesi
tizerinde de olumsuz etkilere neden olmaktadirlar. Ayrica bu kimyasal ilaclarin
uygulandiklar1  bolgelerde  zararli  bocekler, kimyasallara karst direng
gelistirmektedirler (Yaman, 1998). Sonug¢ olarak, pestisitlerin gittikce artan
miktarlarda kullanim1 bu tip birgok olumsuzlukla sonuclanmistir. Insan
populasyonunun ve dogal habitatlarin gittikce artan miktardaki pestisitlere maruz
kalmasi kabul edilemez bir hal almistir ve bu sebeple gereken pestisit dozunu
azaltic1 ya da yok edici bir pestisit kontrol stratejisinin aragtirilmasi i¢in harekete

gecilmistir (Goldman et al., 1994).

Bu amaci gergeklestirmenin en umut verici yolu, hastalik kontrolii i¢in
biyolojik kontrol ajanlarma (BCAs) dayali yeni tekniklerin tek basina kullanimi
ya da bunlarin bitki patojenlerinin kontroliinde diisiik dozda kimyasallarla birlikte
kullanimidir. Boylelikle kimyasallarin ¢evreye zararli etkileri minimum diizeye
indirilmektedir (Vinale et al., 2008). Biyolojik kontrol, bitki patojenlerinin
kontrolii i¢in alternatif bir yol olarak dikkat ¢ekici bir girisim olarak uzun yillardir
calisilmaktadir (Goldman et al., 1994).



Biyolojik kontrol i¢in birgok farkli tanimlama bulunmaktadir. Biyolojik
kontrol, insanlar araciligiyla olmayan ve bir ya da daha fazla organizma yoluyla
bir patojenin hastalik yapici etkisinin azaltilmasidir (Cook and Baker, 1983).
Biyolojik kontroliin bu genis tanimindan yola ¢ikarak, ilgili organizmalarin ve
prosediirlerin; (i) patojenik tiirler igerisindeki avirulan ya da hipovirulan birey ya
da populasyonlari, (ii) antagonistik mikroorganizmalar1 ve (iii) patojene daha
etkin bir sekilde diren¢ gosteren konukgu bitkilerin manipulasyonunu icerdigi
sOylenebilir (Alabouvette et al., 2006). Bitki patojenleri ve bitki zararlilari ile
miicadele eden spesifik mikroorganizmalarin kullanimi olarak tanimlanan
biyolojik kontrol, bitkileri korumak i¢in kullanilan standart kimyasal metodlarin
yol agtig1r problemlerin iistesinden gelen cevre dostu ekolojik bir yaklasimdir.
Bitki hastaliklarinin biyolojik kontrolii i¢in kullanilan ticari preperasyonlarin
hepsi, rizosferde ¢ogalma yetenegine sahip birkag bakteri tiiriiniin ve ondan daha
fazla fungus tiirliniin pratikteki uygulamasimna dayanmaktadir (Viterbo et al.,
2002).

Biyolojik kontrol, dogrudan ya da dolayli yontemler ile gerceklestirilebilir.
Dolayli yontemler, belirli bir patojene karsi ortamda varolan mikrobiyal
antagonistlerin aktivitesini arttiran organik toprak iyilestiricilerinin kullaniminm
icerir. Bir bagka dolayli yaklasim ise ¢apraz korumadir ve bitki rizosferinin
virulan olmayan bir susla ya da diger patojen olmayan ve rizosferde ¢ogalma
yetenegine sahip bakterilerle ya da funguslarla asilanmasi yolu ile, belirli bir
patojene karsi bitkinin kendini koruma mekanizmasinin uyarilmasini igerir.
Dogrudan yaklasim ise, belirli mikrobiyal antagonistlerin topraga ya da bitki
materyaline yerlestirilmesini igerir. Bu antagonistlerin patojene karsi aktif
olabilmeleri i¢in uygun ekolojik ortam igerisinde hizla ¢ogalmalari ve ortama
yerlesmeleri gerekmektedir. Antagonistler, bitki patojenlerinin ¢ogalmalarina
velveya hayatlarim1  siirdiirmelerine  engel olma potansiyeline  sahip
mikroorganizmalardir ve boylelikle biyolojik kontrole katkida bulunmaktadirlar.
Dogada mikroorganizmalar arasindaki antagonistik etkilesimler parazitizim ya da
lizisi, antibiyozisi ve rekabeti igermektedir. Biyolojik kontrol aktivitesinde yer
alan mekanizmalarin agiklanabilmesi, yararli biyolojik kontrol ajanlarinin
gelistirilmesindeki anahtar faktorlerden biri olarak diisiniilmektedir (Viterbo et

al., 2007).



2.2 Biyolojik Kontrol Ajanlar:

Dogada bakteri ile bitki arasinda ii¢ ¢esit etkilesim bulunmaktadir, bunlar;
simbiyotik, patojenik ve mutualist etkilesimlerdir. Simbiyotik etkilesim, bitkilerde
kok nodiillerinin olusumuna yol agmaktadir. Olusan bu nodiillerin fizyolojik ve
biyokimyasal durumlar1 ve simbiyotik iliski, ¢evresel kosullara bagli olarak
degismektedir. Fitopatojenler gesitli etkilesimler meydana getirmektedirler. Bitki
hiicrelerine saldirmak ve cogalmalar1 i¢in gereken bitki maddelerini kullanmak
icin spesifik yontemler kullanirlar. Mutualist etkilesimde hem bakteri hem de bitki
birbirinden yararlanmaktadir. Bu mutualist bakterilerin ¢cogu biyolojik kontrol
ajanlar1 olarak gorev almaktadir. Ayrica funguslar, viriisler ve diger
mikroorganizmalar bitkilerle, bitki biiyiimesi igin zararli ya da yararli olabilecek
farkl tiirde iliskiler de kurabilirler. Dogal ¢evrede bulunan cesitli mikroplar ve
bdcekler, potensiyel biyolojik kontrol ajanlari olarak gorev almaktadirlar. Bu
biyolojik kontrol ajanlar1 patojenik degildir, ¢evreye dosttur, iiretim maliyetleri
diisiiktiir, elde edilmeleri kolaydir ve uzun siireli etkiler yaratabilmektedirler

(Chinnasamy, 2005).

Bitki biiytimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR) gibi biyolojik kontrol
ajanlari, pestisitlere ilgi ¢ekici bir alternatif olarak gorev almaktadirlar
(Chinnasamy, 2005). Bugiine kadar, Agrobacterium, Pseudomonas, Streptomyces
ve Bacillus gibi bakteri suslar1 ve Gliocladium, Trichoderma, Ampelomyces,
Candida ve Coniothyrium gibi fungal suslar igeren birkag biyolojik kontrol ajani
kaydedilmistir ve bunlar ticari tirinler olarak bulunmaktadir (Vinale et al., 2008).
Bununla beraber Bacillus subtilis GB03, MBI1205, MBI1600, B. amyloliquefaciens
GB99 (IN037a), B. cereus UW85, B. pumilis GB34 (INR-7), BacJ, Burkholderia
ambifaria AMMDR1, Methylobacter extorquens, Pantoea agglomerans C9-1,
Pasteuria penetrans, Pseudomonas fluorescens A506, Pf0-1, Pf-5, Q8r-1, SBW-
25, P. aureofaciens 30-84, Streptomyces griseoviridis K61, S. lyticus, Aspergillus
flavus ve T. hamatum T382 gibi suslar da biyolojik kontrol ajanlari olarak
kullanilmaktadir (Chinnasamy, 2005).

Biyolojik kontrol kimyasal kontrolden daha giivenilir olmasimna ragmen,
daha az etkilidir. Biyolojik ajanlardan ¢ok fazla hastalik veya bocek kontrolii
beklenmemelidir. Biyolojik kontrol ajanlari kendi dogalar1 yiiziinden kimyasal

olanlara gore daha smirlidir. Dikkatli olarak hedeflenmeleri gerekir. Uygun



karakterli kontrol ajanlar1 ile baslanmali ve daha sonra verilen patojen igin
antagonisti secilmelidir. Bu faktorler bitki patolojistlerini ve mikrobiyologlari;
daha iyi biyokontrol ajanlar1 elde etmek, onlarin kontrol mekanizmalarini daha iyi
anlamak ve yeni biyoteknolojik arastirma konularinda cesaretlendirmektedir

(Monte, 2001).

2.3 Fungal Biyolojik Kontrol Ajanlari

Fungal temelli biyolojik kontrol ajanlari, hastalik kontroliinde genis bir
spektruma sahip olmalar1 ve liretim verimlerinden dolayr bakterilerle birlikte
(¢ogunlukla Bacillus thuringiensis) genis bir kullanim alan1 bulmustur (Verma et
al., 2007).

Biyolojik miicadele kapsaminda fungal bitki hastaliklari ile miicadelede
antagonist funguslarin kullanimi biyiik 6neme sahiptir (Demirci vd., 2002).
Fungal sporlar yabani ot veya bdceklere penetre olabilir ve tastyicinin savunma
sisteminin zayif diismesine gerek duymadan calisabilirler. Ayrica funguslarin
propagiil stabiliteleri yiiksektir. Fungal sporlar ve propagiiller bakteriyel
hiicrelerle karsilastirildiginda genellikle daha kararhidirlar. Yabani otlarin ve
boceklerin  kontrolii i¢in sayisiz fungal patojenin  bulunabilirligi, bu
organizmalarin ticari boyutta biyokontrol ajani olarak kullanilabilmeleri i¢in diger

bir 6nemli 6zellikleridir (Jackson, 1997).

Trichoderma spp., Gliocladium spp., Aspergillus spp., Alternaria spp.,
Fusarium spp., Chaetomium spp., Ampelomyces spp., Coniothyrium spp.,
Sporidosmium spp. ve Teretosperma spp. gibi bazi fungus tiirleri 6nemli
antagonist etkiye sahiptir. Ozellikle Trichoderma tiirleri birgok fungal patojene
karst yaygin olarak kullanilmaktadir (Demirci vd., 2002). Ayrica, Trichoderma
tirleri daha ¢ok toprak/biiytime gelistiricisi olarak, fungal biyolojik kontrol ajani
pazarinin yaklasik % 50’sini olusturmaktadir ve bu durum Trichoderma tiirlerinin

daha fazla aragtirllmasina neden olmustur (Verma et al., 2007).
2.4  Fungal Biyolojik Kontrol Ajanlar1 Olarak Trichoderma Tiirleri ve
Ozellikleri

Trichoderma tiirlerinin biyolojik kontrol ajani olarak kullanimi ilk kez

yaklasik 80 yil dnce Weindling (1932) tarafindan One siiriilmiistiir. Sonrasinda,



farklt Trichoderma tiirleri biyolojik kontrol ajani olarak denenmis ve ekonomik
olarak 6nemli olan bircok havada ve karada yasayan bitki patojenine kars etkili

oldugu gosterilmistir (Arora, 2004).

Trichoderma tiirleri en sik izole edilen toprak funguslaridir ve bitki kok
ekosistemlerinde bulunmaktadirlar. Bu funguslar firsat¢i, avirulan bitki
simbiyontlaridir ve bir¢ok fitopatojenik fungusun antogonist ve parazitleri olarak
gorev alirlar ve boylelikle bitkileri hastaliklardan korurlar. Trichoderma tiirleri
simdiye kadar en cok calisilan biyolojik kontrol ajanlar1 arasindadir ve ticari
olarak biyopestisitler, biyogiibreler ve toprak iyilestiricileri olarak satilmaktadirlar
(Vinale et al., 2008). Biyolojik kontrol ajani olarak kullanilan Trichoderma
suslari; (1) toprakta ve/ya da bitkinin bazi kisimlarinda koloniler kurarak, fiziksel
bir ¢evreyi ele gegirerek ve patojenlerin cogalmasini engelleyerek; (ii) patojenlere
kars1 hiicre duvari parcalayici enzimler lireterek; (iii) patojenleri Oldiirebilen
antibiyotikler tireterek; (iv) bitki gelisimini tesvik ederek ve (v) bitkinin savunma

mekanizmalarini indiikleyerek etki gostermektedir (Monte and Llobell, 2003).

Trichoderma bazli biyolojik kontrol ajanlar1 benzerleriyle (viriis, bakteri,
nematod ve protozoa) karsilastirildiginda, bitki biiylimesini tesvik etmesi ve
toprak remediasyonu konusunda daha yiiksek aktivite gostermesi gibi nedenlerle
daha 6n plandadir. Antagonistik bilesikler (proteinler, enzimler ve antibiyotikler)
ve mikrobesinleri (vitaminler, hormonlar) sentezleyebilmeleri, biyolojik kontrol
aktivitelerinde istiinliikk saglamaktadir (Cavalcante et al., 2008; Al-Taweil et al.,
2009). Trichoderma tiirleri B-1,3-glukanazlar, kitinazlar ve proteazlar gibi fungal
hiicre duvarimi pargalayan enzimleri ve biyolojik olarak aktif (ugucu ve ucucu
olmayan antibiyotikler gibi) bilesikleri {ireterek fitopatojenik funguslarin
kontroliinii gergeklestirebilmektedirler (Witkowska and Maj, 2002).

Trichoderma  tiirleri  selillozik maddelerin  ¢ok stk rastlanan
tilketicilerindendir ve bu nedenle ¢ogunlukla ¢ilirimekte olan bitki materyalinin
bulundugu ortamlarin yan1 sira, patojenlere karst sistemik  direnci
indiikleyebildikleri bitki rizosferinde bulunurlar. Genusun tiirleri renk olarak
parlak yesilimsi-saridan kirmiziya kadar degisen ¢ok farkli pigmentler iiretirken,
bazilar1 da renksiz pigmentler {retmektedirler. Benzer sekilde, konidyum
pigmentasyonu renksizden, ¢esitli yesil renk tonlarma ve bazen de gri ya da

kahverengiye kadar degismektedir. Pigmentasyonun disinda genus igerisindeki



tirlerin tanilanmasi, Trichoderma morfolojisindeki ¢esitliligin ¢ok dar aralikta
degismesinden dolay1 zordur. Trichoderma tiirleri hizli gogalma, genellikle parlak
yesil konidyumlara sahip olma ve tekrarlanan dallanmis konidyofor yapisi ile

karakterize edilmektedir (Schuster and Schmoll, 2010).

2.5 Trichoderma Tiirlerinin Biyolojik Kontrol Mekanizmalari

Trichoderma spp. bitkide hastalik yapan patojenlere karsi etki
gostermektedirler. Bitkinin kok yiizeyine kolonize olarak bitki metabolizmasinda
da Dbirtakim farklilasmalara neden olduklari, literatiirdeki c¢alismalarda
belirtilmistir (Howell, 2003). Bitki kokiine yerlesip patojenlerinin bitkide
gelisimlerini engelleyerek hastalik olusumunu engellemeleri, ayrica hormon
benzeri birtakim metabolitler tiretmeleri ve de topraktan ve organik maddelerden
gelen besinleri bitki i¢in kullanilabilir hale getirmeleri yoluyla bitki gelisimine
katkida bulunmaktadirlar (Kleifeld and Chet, 1992).

Trichoderma tiirleri  biyokontrol alaninda en yaygin ¢alisilan
funguslardandir ve mikoparazitizm, antibiosis, rekabetlilik gibi mekanizmalarla
biyokontrolde etkili olmaktadirlar. Ayrica bazi Trichoderma tiirleri,  bitki
gelisimini de tesvik edici etkide bulunarak, {iriin verimini artirmaya yardime1
olurlar. Uygulanan Trichoderma tiirlerinin, bitkilerin hastaliklara dayanikliligini
artirict etki gosterdikleri de bildirilmistir. Literatiirdeki bazi calismalarda T.
harzianum T22, T. atroviride P1 izotlarinin serada, marul gelisimi {izerine; tarla
kosullarinda ise domates ve biber tizerine etkileri incelenmistir. T. harzianum’ un
uygulandig: alanlarda, kontrol grubuna gore biber ve domatesteki tiriin verimini
artirict etki gosterdigi, bitki boyunu, bitkinin yaprak sayisini ve bitkiden elde
edilen meyve sayisin1 % 300 artirdig1 rapor edilmistir (Kiigiik ve Giiler, 2009).

Trichoderma’ min metabolitlerinin, bitkideki gelisimi olumlu yo6nde
etkiledigi bilinmektedir. Trichoderma’ nin  drettigi sekonder metabolitlerin,
bitkide oksin benzeri bilesikler olarak etki gosterdikleri ve ¢ok diisiik derisimlerde
optimum aktivitelerini gosterebildikleri bildirilmistir (Kleifeld and Chet, 1992).
Bununla beraber Trichoderma tiirlerinin trettikleri glukonik asit vb. organik
asitlerin topragmn pH'im1 distrdigii ve bitkilerin metabolizmasinda yer alan
mangan, vb. mineral ve mikroelementlerin, katyonlarla fosfatin ¢6ziinmesinde

etki gosterdikleri bilinmektedir. Kullanilan organik substratlarin, Trichoderma’
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nin aktivitesini artirdig rapor edilmistir (Kii¢tik ve Giiler, 2009).

Ganesan and Sekar, (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada Trichoderma
harzianum (ITCC-457) ile Rhizobium bakterisinin beraber uygulanmasiyla yer
fistiginin gelisiminin arttig1, bu uygulamanin Sclerotium rolfsii’nin neden oldugu

kok ctirtikliiglini azalttig1 saptanmustir.

Kiiciik vd., (2009) tarafindan yapilan bir ¢calismada da, I¢ Anadolu Bélgesi
topraklarindan izole edilen Trichoderma harzianum T1’in Cu'?, Zn*?, Mn*?, Fe™
ve Ca™®un farkli konsantrasyonlarina olan direnclilikleri incelenmis, izolatin Fe™
'e toleransl, Ca*™ iceren ortamda ise diislik toleranshi oldugunu belirlemislerdir.
Aragstiricilar T1 izolatin MnO; ve metalik ¢inkoyu sivi ortamda ¢ozebildigini

belirlemislerdir.

Trichoderma gibi antagonist mikroorganizmalar patojenlere karsi
rekabetlilik, antibiosis, mikoparazitizm, hipal etkilesimler ve enzim salgilama gibi

farkli mekanizmalar kullanirlar (Ranasingh et al., 2006).

2.5.1 Rekabete dayalhh mekanizma

Antagonist biyolojik kontrol ajani ile patojen arasinda yer ve besin eldesi
icin meydana gelen rekabettir. Bu proses boyunca, antagonist  patojen
populasyonunun biiylimesini baskilayabilir ve bundan dolay1 hastalik gelisimini

azaltir (Ranasingh et al., 2006).

Mikroorganizmalarin, 6zellikle de bitki yiizeyinde ve toprakta yasayanlar
icin kolayca ulasilabilir olan nutrientlerin eksikligi, mikroorganizmalar arasinda
belirgin bir yarismaya neden olmaktadir. Trichoderma tiirleri toprakta ve bitki
yiizeyinde patojenlerle yarisabilir ve siderofor denen bilesenleri salgilayarak
demiri iyonlarina ayirabilir. Trichoderma ve patojenik funguslar arasinda

nutrientler igin yapilan rekabetin 6nemi oldukga fazladir (Verma et al., 2007).

2.5.2 Antibiosis

Antibiosis, antagonist fungusun yasadigi ¢evredeki patojen fungusu
oldiirmek icin antimikrobiyal bilesenlerini salgilanmasi olayidir. Trichoderma
tiirlerinin dogada ugucu ya da ugucu olmayan antibiyotik ve toksin (trichotecin,
sesuiterpine, trichodermin) salgilayarak diger organizmalar1 direk etkiledigi

bilinmektedir. Trichodermin’in bakteri ve funguslar tizerinde antimikrobiyal etkisi
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vardir (Ranasingh et al.,2006).

Menendez and Godeas (1998) soya fasulyesi gibi ekonomik olarak énemli
pek ¢ok ticari tahila saldiran topraktan ¢ikan bitki patojeni Sclerotinia
sclerotiorum’a kars1 olan Trichoderma harzianum ile ilgili antibiyotik etkisini

bildiren birtakim biyokontrol ¢aligmalar1 yapmiglardir (Verma et al., 2007).

2.5.3 Mikoparazitizm

Antagonist fungusun diger fungus icin bir parazit gibi davranmasidir. Bu

mekanizma birkac etkilesim basamagini igerir;

[k asama: Patojen fungusun kimyasal uyaricis1 antagonist fungusu ceker ve

antagonistin kemotropik cevabina neden olur.

Ikinci asama: Lektinlerin aracilifiyla patojen ve antagonist arasinda
farkindalik olusur.

Uciincii _asama: Ikinci asamayr patojen ve antagonist fungusun

filamentlerinin etkilesmesi takip eder. Antagonist (Trichoderma) filamenti
patojenini bitki boyunca ¢ogalarak sarar ve mikoparazitizm siirecinde yer alan
kitinaz, glukanaz, pektinaz gibi farkli litik enzimleri salgilar (Ranasingh et al.,

2006).

Trichoderma sp.’nin gosterdigi mikoparazitizm konaga 6zeldir. Fungusun
saldiladigr kompleks ekstraselliiler enzimler mikoparazitizm boyunca patojen

hiicrenin hiicre duvarini yikmada anahtar faktordiir (Verma et al.,2007).

2.6 Trichoderma Tiirlerinin Uretimi ve Mikrobiyal Propagiiller

Herhangi bir biyolojik kontrol ajanin iiretimindeki asil hedef, en ekonomik
kiitle iretiminin gergeklestirilmesidir. Trichoderma tiirlerine ait hemen hemen
tiim biyokontrol ajani iiriinleri, aktif igerik olarak sporlar1 bulundurmaktadir. Bu
da, Trichoderma tiirlerinin ii¢ mikrobiyal propagiiliiniin (miseller, konidyumlar ve
klamidosporlar) fizyolojik durumlarina baglanmaktadir. Bu ii¢ propagiil, liretim,
stabilite ve biyokontrol ajani aktivitesi agisindan farkli fizyolojik karakterlere
sahiptirler. Bu nedenle, Trichoderma tiirlerinin etkin bir sekilde biyokontrol ajani
etkilerini gerceklestirebilmeleri i¢in en uygun yapidaki propagiillerinin segilmesi
zorunludur (Sekil 2.1) (Verma et al., 2007).



12

Sekil 2.1. Trichoderma miselerindeki hifler ve bu hiflerin farkhlagsmasiyla olusan sporlar
(Cann, 2010).

Miseller, miikkemmel biyokontrol ajani aktivitesine sahip olmasina ragmen,
ne yazik ki kurutma gibi alt akim islem basamaklar1 boyunca hayatta kalamazlar
ve dolayistyla kullanigh degildirler. Buna karsilik, klamidosporlar kiiltivasyon
icin 2-3 haftalik bir periyoda ihtiya¢ duyarlar ve misellerden daha dayanikli
olsalar bile, aym gsekilde miseller gibi kurutma prosesi boyunca hayatta
kalamazlar. Yukarida bahsedildigi gibi, konidyumlar aktif biyokontrol ajanlaridir,
cesitli cevresel kosullardan daha az etkilenmektedirler ve 3-4 giin gibi daha kisa
bir siirede daha bol miktarda turetilebilmektedirler. Bu nedenle, Trichoderma
tiirlerinin  konidyumlar seklinde iiretimi en iyl segenek olacaktir. Ancak,
misellerin konidyumlar ile birlikte iiretim ortaminda bulunmalar1 kaginilmazdir.
Buna ek olarak, es zamanli olarak misellerin iiretimi, biyokontrol ajani aktivitesi
icin ¢esitli  temel metabolitlerin (6rnegin, antibiyotikler) bulunmasini
saglamaktadir. Bu sebeple, miseller ile birlikte ana propagiiller olarak
konidyumlar1 igeren Trichoderma tiirlerinin iretimi en iyi tretim stratejisi
olacaktir (Verma et al., 2007).

2.7 Trichoderma Tiirlerinde Biyokiitle Uretim Stratejileri

Trichoderma tiirlerine ait biyokontrol ajanlarinin ticari basarisi, ek olarak
ekonomik olarak uygun kiitle liretim proseslerini (iiretim maliyetinin % 35-40"1
ham maddeye baglidir) gerektirmektedir (Verma et al., 2007). Avantajlarina
ragmen, Trichoderma’ya dayali biyolojik kontrol ajanlarmin kiitle tiretimi ¢ok
yaygin degildir ¢iinkii tiretimde Mendel ortami, melas, misir 1slatma sivist gibi
yiksek maliyetli hammaddeler kullanilmaktadir. Bununla birlikte, biyolojik
kontrol ajanlarinin ticari tiretiminde kullanilan bu hammaddelerin maliyeti baglica
kisitlayict faktorlerdir. Maliyet sinirlamasiin iistesinden gelmek igin birgok

arastirici, musir lifi kuru kiitlesini, kanalizasyon ¢amuru kompostunu ve yaban
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mersini posasini  basarilt bir sekilde kullanmistir. Alternatif kaynaklarin
kullanimina ragmen iiretim maliyeti hala yiiksektir ¢iinkii bu hammaddelerin de

diger besin maddeleri ile desteklenmesi gerekmektedir (Al-Taweil et al., 2009).

Cogalma ve tretim; kiltir ortami, asi, pH, sicaklik, oksijen ve kiitle
transferi gibi pek ¢ok parametreden etkilenmektedir. Trichoderma gibi filamentli
funguslar c¢ok cesitli morfolojik yapilara sahip olduklarindan, fermentasyon
proseslerinin optimizasyon ve Ol¢eklendirilmesinin zor oldugu belirtilmektedir
(Wang et al., 2005). Konidyumlarin ticari tiretimi genellikle konidyum olusumunu
destekleyen besin maddelerinin ve substratlarin manipulasyonuna dayanmaktadir.
Bir¢ok Trichoderma tiiriinde, in vitro konidyum olusumunun elde edilmesi igin
optimum ¢ogalma kosullar iizerine ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bununla
birlikte bu ¢alismalar, ortam pH’sina ek olarak karbon ve azot durumunun ve C:N
oraninin Trichoderma’da konidyum olusumunu etkileyen baglica gevresel
faktorler oldugunu One sirmistir (Steyaert et al., 2010). Havasal sporlar
(konidyumlar) kat1 ortamda {retilebilmekle beraber, prosesin ilerleyen
asamalarinda, sicaklik ve havalandirma kosullar1 i¢in optimum degerler
saglanamadigindan, konidyumlarin biiylik olcekte iiretilmeleri zorlagmaktadir.
Trichoderma tiirlerinde klamidospor iiretimi igin sivi fermentasyonunun
kullanildigi bilinmektedir (Watanabe et al., 2006). Fakat her fungus derin
kiiltiirlerde spor iiretme kapasitesinde degildir. Bu nedenle maksimum propagiil
verimi i¢in segilen tiire 6zel iiretim kosullart optimize edilmelidir (Jakubikova et
al., 2006).

Biyokontrol etkinligindeki varyasyonlar, hiicre fizyolojisindeki spesifik
degisimlerden ve muhtemelen birbirini  etkileyen bircok  faktérden
kaynaklanabilir. Kiiltiir ortami da ayrica konidyum olugumunun niteligi ve
niceligi acisindan 6nemli bir parametredir. Bu funguslarin etkin biyokontrolii,
arazi uygulamasindan sonra konidyumlarin canliligini  ve virlilansini
koruyabilmelerini gerektirir ve ¢ok sayida c¢evresel faktor biyokontrol
funguslarinin cogalmasini ve ekosistemlerde yerlesmelerini azaltabilir. Uremeyi
etkileyen ¢evresel faktorlerin c¢alisilmasi, bu ajanlarin  hayatta kalma
yeteneklerinin gelistirilmesi ve daha iyi bir biyokontrol etkinliginin saglanmasi

icin gereklidir (Gao and Liu, 2010).
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2.7.1 Kati kiiltiir fermentasyonu ile biyokiitle iiretimi

Biyolojik yolla tiretim asamalar1 genel itibartyle derin kiiltiir (siv1 kiiltiir)
ve kat1 kiiltiir fermentasyonlar1 (KKF) olmak tzere iki tiptir. Bu iki tiretim
asamasinin arasindaki temel farklilik substrat igerisindeki serbest haldeki su
miktaridir. Derin kiiltiir fermentasyonu ile gerceklestirilen iiretimlerde substrat
icerisindeki kati madde miktar1 50 g/l kati ortamin {izerine ¢itkmamaktadir ve
ayrica kat1 substratta %12 ve daha diisitk nem orani bulunmamaktadir (Robinson
et al., 2001). Kat1 kiiltiir fermantasyonu ile iiretimlerde ise serbest halde su
bulunmayan besi ortaminda, fiziksel destek ve besin kaynagi olarak is gdren
¢Ozilinlir olmayan bir kati materyal iizerinde iiretim gergeklestirilmektedir
(Pandey, 1992). Substrat partikiilleri arast ve ayrica kati partikillerin
yiizeylerinde serbest su damlaciklar1 bulunuyor olsa da bu bolgelerde daha baskin
olarak gaz faz bulunmaktadir ve ortamdaki suyun cogunlugu, kat1 partikiillerin
igerisine nem olarak absorbe olmustur (Mitchell et al., 2006). KKF ile iiretim
stiresince mikroorganizma, gelisimi i¢in gerecken suyu substratin i¢ine absorbe
olan bu nemden karsilamaktadir (Cannel and Young, 1980; Mitchell et al., 2000;

Gessesse and Mamo, 1999).

Tarimsal organik atiklar ve ayrica sanayi atiklart hem gelismis hem de
gelismekte olan iilkelerde onemli ¢evresel sorunlara yol agmaktadir. Hayvansal
tiretimden kaynaklanan organik atiklar nehir ve gol sularini kirletmektedir (Chen
et al., 2011). KKF dogada, serbest durumdaki suyun neredeyse hi¢ bulunmadig
¢op kompostlarinda, meyvelerde ve de ekmeklerde gergeklesmektedir. Bu nedenle
KKF yoluyla organik maddeler dogada kendiliginden geri doniisiime
ugramaktadirlar (Campbell-Platt, 1994).

Biyo-organik bir giibre olusturmak igin, tarimsal atiklar ve sanayi atiklarinin
Trichoderma tiirleri ile KKF’ de degerlendirilmesi, umut vaad edici bir tarimsal
atik ve sanayi atifi yonetim stratejisidir. Biyo-organik giibrenin, antibiyotik
metabolitlerin birikimini tesvik ettigi, Trichoderma tiirlerinin rizosferde yasama
giiciinii  korudugu ve biyokontrol etkinligini arttirdigr gosterilmistir. Bu
gozlemlere dayanarak yapilan bir caligmada, Fusarium’un salataliga zarar
vermesini 6nlemek icin yiiksek biyokontrol etkinligine sahip biyo-organik bir
giibre liretme amaciyla, biiyiikbas hayvan giibresi, sirke-liretim artiklar1 ve piring

kepeginin Trichoderma harzianum SQR-T037 susu ile kati kiiltiir fermentasyon
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prosesinin optimize edilmesi planlanmigtir. Olusturulan biyo-organik giibre,
stirekli olarak ekilip bigilen toprakta salataligi Fusarium solgunluguna karsi
yiiksek etkinlikle koruyabilmistir. Bu nedenle biyo-organik giibrelerin
uygulanmasi, hem ekonomik ekin tiretim endiistrisinde hem de ¢evresel korumada
onemlidir (Chen et al., 2011).

Biyolojik ajanin kati kiiltiir fermentasyon teknolojisi yoluyla kiitle {iretimi
i¢in, c¢ok yiiksek derisimde spor biyokiitlesine ihtiya¢c duyulmaktadir. Tahil
taneleri, elenmemis kaba un, kepekler, saman, bitki kalintilar1 ve organik giibreler
gibi cesitli substratlar, T. harzianum’un kiitle tretimi i¢in kullanilmaktadir
(Tewari and Bhanu, 2004).

Cibre, kat1 kiiltiir fermentasyonunda kullanilan uygun bir destek substratidir.
Sarap posasi, mikrobiyal ¢ogalma igin gerekli karbon kaynagi, azot kaynagi ve iz
elementler gibi c¢esitli besin maddelerini bulundurmaktadir. Bu sarap atiklarinin
karisimi, kati kiiltiir fermentasyonu ic¢in olduk¢a ucuz substratlardir ve
bulunurluklar yiiksektir (Zhihui et al., 2008). Bununla birlikte, biiyilk miktarda
kat1 kagit atiklar1 ve seliilozik bitki artiklar1 gibi diger tarimsal-sanayi atiklari
stirekli olarak ¢evreye salinmakta ve kirliligi artirmakta ve de atik bertarafi
problemlerine neden olmaktadir. Bu nedenle, gevreye dost biyo-pestisitlerin
bliyiik 0Olcekte uygun maliyetli {iretimine olan ihtiya¢c dogrultusunda, T.
harzianum’un kiitle {retimi i¢in bolgesel olarak mevcut olan daha ucuz

substratlarin arastirildigi ¢alismalar yiiriitilmektedir (Tewari and Bhanu, 2004).

Cizelge 2.1’ de kat1 kiiltir fermentasyonu ile Trichoderma tiirlerinin

uretiminde kullanilan birtakim substratlar gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Kat1 kiiltiir fermentasyonuyla Trichoderma tiirlerinin iiretiminde kullamlan

substratlar (Ramanujam et al., 2010).

Substrat

Kaynak

Sorghum tanesi
Bugday kepegi-talas karisimi modifiye ortam

Tapioca kabugu, tapioka ciftlik  giibresi

(FYM),preslenmis gamur

artigi,
FYM, bugday kepegi, piring kepegi, turba topragi, piring
samant

Yerfistig1 kabugu ortanu

Kullanilmis gay yaprag: atig1 ve kahve kabugu

Bugday kepegi ve giibre

Gilivercin  bezelye kabugu, tapioca
ekstraksiyonundan) ve preslenmis camur

atigi(nisasta
Kahve meyve kabugu, kanatli giibresi ve tezekle
kompostlanmis kahve meyve kabugu

Ciriitiilmis hindistancevizi lifi

Malt atig1

Upadhyay and Mukhopadhyay, (1986)
Mukhopadhyay et al., (1986)

Kousalya and Jeyarajan, (1990)

Sangeetha et al., (1993)

Raguchander et al., (1993)
Bhai et al., (1994)
Jagadeesh and Geetha, (1994)

Jayaraj and Ramabadran, (1996)

Sawant and Sawant, (1996)

Kumar and Marimuthu, (1997)

Gopalakrishnan et al.,(2003)

2.7.1.1Kat kiiltiir fermentasyonunda uretim kosullari

Substratlar

KKF’ de kullanilan hammaddeler genellikle tarimsal kokenlidir. Kullanilan

bu substratlari igeriklerine gore genel olarak 3 grupta incelemek miimkiindiir:

» Nisastali substratlar (piring, cassava, bugday kepegi, piring kepegi, misir,

patates artiklari, muz artiklarr)

» Lignoseliilozik substratlar (saman, agac¢ pargalari talas v.b)

» Yapilarinda ¢oziiniir sekerleri igeren substratlar (seker pancari, tiziim

kiispesi, meyve artiklar1) (Durand et al., 1993).

Cogu durumda substratlarin bir boyut kii¢iiltme 6n isleminden gegirilmesi

gerekebilmektedir. Mekanik ya da kimyasal on islemler uygulanabilmektedir. Bu

islemlerin amaci1 daha kiiciik molekiiller elde ederek mikroorganizmanin

penetrasyonunu artirmaktir. Bu islemler arasinda buhar uygulama, kirma,
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taneleme, su ile tavlama, parcalama, eleme, Ogiitme, alkaliyle veya NaCl ile

muamele etme bulunmaktadir (Mitchell and Berovic, 1998).

KKF’ de en onemli fiziksel Ozellik partikillerin boyutudur. Partikiil
blyiikligli, yiizey alanmmin hacme oranini belirlemektedir ve ayni zamanda
partikiiller arasindaki bosluk hacmini de etkilemektedir. Kiigiik bosluklar: fungal
miseller kolaylikla doldurmaktadir ve difiizyonu biiyliik oranda kisitlayarak
havalandirmal1 sistemlerde yiliksek basing degisimlerine neden olmaktadirlar
(Raimbault, 1998). Ortamda farkli boyutlarda partikiiller bulunmakta ise biiyiik
partikiillerin arasindaki bosluklar, kiigiik partikiiller tarafindan doldurularak

toplam bosluk hacmi azalmaktadir (Pandey, 1991).
Nem

Mikrobiyal iiremeyi etkileyen en dnemli faktor su aktivitesi (ay)’dir. Ancak
ortamdaki mevcut su miktarinin 6l¢iimii daha kolaydir. Su miktari, bir materyalin
agirhigr icerisindeki su kiitlesinin ylizdesidir. Su aktivitesi ise materyalin buhar
basincinin ayni sicakliktaki suyun basincina oranidir ve mikroorganizma igin
kullanilabilir olan su miktarin1 ifade eder. Farkli substratlar degisik su tutma
kapasitesine sahip olduklarindan serbest suyun goriiniir hale geldigi diizeyler
degismektedir. Bu nedenle KKF’ de su miktarlari, kullanilan substrata gore %30
ile %80 arasinda degismektedir. Bununla beraber su miktar1 ile a, arasindaki
iliski de genis bir aralikta lineer olarak degismemektedir. Su miktarindaki biiyiik

artiglar a,, de kiigiik degisimlere sebep olabilmektedir (Pandey et al., 2001).

Nemin mikroorganizma fizyolojisi iizerine olan direkt etkisinin yanisira
substrat karakteristiklerini degistiren etkileri de vardir. Yiiksek nem orani
partikiiller arasinda gazlarin yer degistirmesine ve substrat partikiillerinin
kiimelesmelerine neden olmaktadir. Her iki durum da gaz difiizyon
kisitlamalarinin olusumunu hizlandirir. Ayrica yiiksek nem orani, substrattaki
¢oziinebilen besin maddelerinin substrat disina ¢ikmasina yol agmaktadir (Cannel
and Young, 1980).

pH

Mikrobiyal biiyiime, substratin pH degerinde 6nemli degisikliklere neden
olmaktadir. Substratin tamamiyla okside edilememesi ya da amonyum iyonlariin

blinyeye alinmasi sonucunda pH diiserken {irenin ya da diger aminlerin
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deaminasyonu sayesinde amonyum iyonlarinin agiga ¢ikmasi ile pH yiikselir. pH
degisimlerinin siddeti, mikroorganizmanin metabolik aktivitesi ve substratin
tamponlama  kapasitesi  ile iliskilidir. Uretim swrasmda pH  degeri
mikroorganizmanin gelisimini engelleyecek diizeye gelebilir. Ancak KKF’ da pH
kontrolii olduk¢a zordur. Bu nedenle genis bir pH araliginda iireyebilen

mikroorganizmalar daha ¢ok tercih edilirler (Mitchell and Berovic, 1998).
Sicakhik

Metabolik aktivite sonucunda olusan 1s1, fermentasyon islemlerinde 6nemli
sorunlar yaratmaktadir. KKF’ de sicakligin kontrol edilmesi, derin kiltiir
fermentasyonuna goére oldukga zordur. Substrat heterojenitesi nedeniyle sicaklik
gradyanlar1 olugsmaktadir. Bu durum sistemde 1s1 transferini gii¢lestirerek bolgesel
sicaklik yiikselmelerine neden olmaktadir. Bunun sonucunda mikrobiyal biiyiime
yavaglar ve hatta bazi durumlarda mikroorganizmalar dlmektedirler (Mitchell et
al., 2000). Bu durum kat1 kiiltiir fermentasyonunun en zayif noktasidir ve biiyiik
Olcekte tiretimlerin kolaylikla gerceklestirilebilmesinin Oniindeki en biiyiik
engeldir (Liu et al., 2007). Bu nedenle olusan 1sinin sistemden uzaklastirilmasi
gereklidir. KKF biyoreaktorlerinin tasariminda degerlendirilmesi gereken en
onemli kriterlerden biri de olusan metabolik 1sinin uzaklastirilmasidir (Mitchell et
al., 2000). Ozellikle sabit yatakli, karistirilmayan ve yalnizca yiizeyden
havalandirilabilen sistemlerde; yatak icinden zayif 1s1 transferi ve biiylik 6lgekte
1s1 transferi saglayacak olan yiizeyin yetersiz kalmasi nedeniyle 1s1 uzaklastirma
oldukca zor hale gelmektedir. Evaporasyonla is1 uzaklastirma, 1s1 iletimi ve
tasinimi ile sogumadan daha etkili oldugu igin bir¢ok ¢aligma evaporasyonu etkin
hale getirmek {izerine gerceklestirilmektedir. Sistemde pozitif basing etkisi
yapmak, buharlasmayi artirici etki gostererek 1s1 uzaklagtirmaya yardimei
olmaktadir (Liu et al., 2007). Olusan metabolik 1s1y1 uzaklagtirmak igin substrat
yatagi igerisine teflon hortum pargalari karigtirmak da, besi ortaminda iiretim
stiresince olusabilecek yapisma ve topaklanma sorunlarinin oniine gegilmesini ve
ortamda hava kanallar1 yaratarak havanin yatak igerisine diflizyonunu
kolaylastiracaktir. Bu sayede etkin bir 1s1 ve gaz transferi saglanabilmektedir

(Berovic, M., 2010, sozlii goriisme).

KKF’ de kullanilan bir¢gok mikroorganizma mezofiliktir. Optimum iireme

sicakligi 20°C ile 40°C arasinda degismektedir. Maksimum iireme sicakligi ise
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50°C’nin altindadir (Pandey et al., 2001).
Havalandirma ve Karistirma

KKF ile iretimlerin  blyiik c¢ogunlugu aerobik  kosullarda
gerceklestirilmektedir. Gaz fazi kati partikiiller ile temas halindedir ve kati
partikiil lizerindeki siv1 tabakasina oksijen transferi i¢in oldukg¢a genis bir ylizey
alan1 mevcuttur. KKF’ de ana hedef, partikiiller arasinda yiiksek oksijen
bulunmasini saglarken ayni zamanda karbondioksit miktarinin da diisiik seviyede
tutulmasidir (Desgranges and Durand, 1990). Partikiiller aras1 bosluktan oksijen

alimi 4 ana basamakta gerceklesir:

» Oksijenin partikiiller arasindaki yogun fazdan partikiil yiizeyindeki durgun
gaz film tabakasina transferi,

» Oksijenin durgun gaz tabakasindan substrat yilizeyindeki sivi tabakasina
transferi,

» Misellerin konumuna bagli olarak mikroorganizmanin oksijeni substrat
yilizeyindeki durgun gaz tabakasindan ya da sivi tabakasindan bilinyesine
almasi,

» Oksijenin substrattaki sivi tabakasindan partikiiliin i¢ kismina gegisi

(Mitchell and Berovic, 1998).

Havalandirmada gbz Oniinde bulundurulmas: gereken 6nemli bir nokta da
biyoreaktore giren havanin kalitesi ve nemidir. Doygun hava kullanimi substratin
kurumasini ve su aktivitesinin diismesini onlemede yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Ancak bu wuygulama her zaman tavsiye edilmemektedir.
Havalandirmanin bir fonksiyonu da fermentasyon sirasinda olusan 1siy1
uzaklastirmaktir (Murthy et al., 1993). Suyun buharlagmasi ve ¢evre ile yapilan 1s1
transferi islemleri fermentasyon sicakligini istenilen diizeyde tutmayi saglayan
islemlerdir. Dolayisiyla nemin korunmasi ve ayni zamanda 1sinin uzaklagtirilmasi

gibi celiskili iki durum s6z konusudur (Mitchell et al., 1999).

KKF’ de heterojen yapiy1 degistirmek ve iyilestirmek amaciyla
yapilabilecek islemlerden birisi de karistirma islemidir. Karigtirma, olusan
sicaklik gradyanlarini ortadan kaldirarak homojen bir yapt meydana getirmeyi
saglar. Ancak Ozellikle fungal kiiltiirlerin kullanildig1 sistemlere karigtirma

uygulandiginda misellerin zarar gordiigii belirtilmektedir (Purkarthofer et al.,
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1993). Bu sorunun iistesinden gelmek ic¢in kesikli bir karistirma islemi
uygulandigi durumlarda daha olumlu sonuglar alindig: belirtilmektedir (Kalegoris
et al., 2003).

Mikroorganizmalar

Funguslar disinda nadiren de olsa maya ve bakterilerin kullanildig1 kati

kiiltlir ya da yari kati kiiltiir fermentasyonlari yolu ile iiretimler de yapilmaktadir.

Mayalar  genel olarak  kati  substratlar  ilizerinde {reyebilen
mikroorganizmalar  i¢inde  funguslardan sonra ikincil tercih  edilen
mikroorganizmalardir. Anaerobik kosullarda tarimsal iriinlerin % 60- 75 nem
oraninda fermente edildigi silaj isleminin erken asamalarinda mayalarin etkisi s6z
konusudur. Saccharomyces cerevisiae ‘ nin elma kiispesi, seker pancari ve liziim
kiispesi  kullanilarak etil alkol {iretiminde yar1 kati kiiltiirde kullanildig:
bilinmektedir. Ayrica cesitli nisastali substratlarin proteince

zenginlestirilmelerinde mayalar kullanilmaktadirlar (Mitchell and Berovic, 1998).

Bakteriler de KKF’ de birincil ya da ikincil mikroorganizmalar olarak énem
tasimaktadirlar. Laktobasiller, silaj isleminde Onemli rol oynamaktadirlar.
Bacillus subtilis, “Natto” isimli fermente yiyecekte soya fasulyesi iizerinde
yapigkan bir tabaka olusturmaktadir (Raimbault, 1998). Bunun yani sira 6zellikle
Bacillus sp. bakterilerin enzim iiretiminde kullanildigt KKF c¢alismalar1 da
bulunmaktadir (Babu and Satyanarayana, 1995; Archana and Satyanarayana,
1997). Bakterilerin KKF’ de neden oldugu problem ise, geleneksel fermente gida
maddelerinin iretiminde ve diger fungal KKF iiretimlerinde kontaminasyona

neden olmalaridir.

2.7.1.2KKEF’ nin s1vi ortamda iiretimlerle karsilastirilmasi

KKF yonteminin kullaniminin derin kiiltiir {iretim tekniginin kullanildigi
sistemlere gore ¢esitli avantajlart vardir. Sistemin avantajlart su sekilde

siralanabilir:

»  Kolay elde edilebilir ve ucuz substratlarin kullanimi,
»  Disiik su tiiketimi ve substratin daha konsantre olmasi,
»  Dogrudan spor inokule edilmesi nedeniyle 6n as1 hazirlama tankina ihtiyag

duyulmamasi,
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»  Diisik nemli substrat iizerinde bakteri kontaminasyonu riskinin diisiik
olmasi,

»  Substrat partikiilleri arasinda bulunan bosluklar nedeniyle havalandirmaya
muisait olmasi,

»  Ekstraksiyon islemi i¢in az miktarda ekstraksiyon sivisinin yeterli olmasi.
Elde edilen iiriiniin derisik olmasi nedeniyle alt akim islem maliyetinin
diistik olmas,

»  Verimin derin kiiltiir fermentasyonuna esit ya da daha yiiksek olmasi,

»  Sivi atik miktarinin ya ¢ok diisiik olmasi ya da hi¢ olmamasi,

»  Uretimin ardindan kalan kati kismin hayvan yemi olarak
degerlendirilebilmesi (Haltrich et al., 1993; Raimbault, 1998; Mitchell and
Berovic, 1998; Pandey et al., 2001),

»  Kati kiltiir fermentasyon tesisi, ayn1 kapasitede bir derin fermentasyon
tesisine oranla énemli ekonomik avantajlar igermektedir. Uretilecek iiriiniin
tipine gore:

v Toplam yatirim %350-80 oraninda daha diistiktiir.

v' Enerji giderleri %30-60 aras1 daha azdir

v" Ana hammadde % 50-70 oraninda daha ucuzdur (Pandey et al.,
2001).

2.7.2 Swvi kiiltiir ortaminda biyokiitle iiretimi

Yaygin iki yontemden biri olan sivi ortamda iiretim daha az sporlanma
olusumu saglamasina ragmen, bircok arastirict tarafindan daha yaygin
uygulanmaktadir. Is giicii, lcek biiyiitme, proses kontrolii, verimlilik, malzeme
bakimi (pompalar, basingli hatlar, vb.), 6nceden var olan biiylik 6lgek olanaklari
ile uyumluluk gibi sivida iiretimin bazi olumlu 6zellikleri, bircok arastirmaciy1
kat1 kiiltiir fermentasyonu yerine sivi ortamda {iretimi siirdiirmeye tesvik

etmektedir (Verma et al., 2007).

Trichoderma tiirleri gesitli propagiil iiretmektedir. Bunlar; hifler (miseller),
klamidosporlar (batik sporlar), havasal sporlardir (konidyumlar). Ancak, kati
ortam lizerinde Uretilen havasal sporlar biiylik olgekli iiretimler i¢in uygun
degildir ¢iinkii, kiltiirleri optimum sicaklik ve hava akimi kosullarinda siirdiirmek

zordur. Sivi fermentasyonu genellikle bu funguslardan batik sporlari elde etmek
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icin kullanilmaktadir. Biyolojik kontrol ajanlarinin pratik uygulamalart lizerine
yapilan en giincel c¢alismalar, dayanikliligin ve ekonomikligin garantisini

verebilecek sporlarin tiretimi tizerinedir (Watanabe et al., 2006).

Devam eden arastirmalar, sivi fermentasyonu boyunca cesitli tekniklerin
sporlanmay1 arttirmaya yardimei olabildigini gostermektedir. Ornegin, fungal
morfoloji ve fermentasyonun genel gidisati, oncelikli olarak as1 derisimi, tipi
(spor ya da vejetatif) ve yasi tarafindan etkilenmektedir. Trichoderma tiirlerinin
sporlanmasi, substratlar olarak kullanilan karbon ve azot kaynaklarinin yapisindan
genis Olclide etkilenmektedir. Ayrica sporlanmada ve konidyum olusumunda,
ortamdaki karbon:azot (C:N) oran1 degerlerindeki degisiklik de yararl
olabilmektedir. Baz1 tetikleyici ajanlarin incelenmesi de sporlanma prosesine
yardimc1 olmaktadir. Bu ajanlar metal iyonlar1 (6rnegin, manganez iyonlar1), ya
da kompleks organik bilesikler olabilir. Yenilenebilir atiklardaki ¢esitli metaller
ve bazi kompleks bilesikler, yiliksek spor derisimlerine ulasilmasinda yardimci
olabilmektedirler. Sicaklik gibi c¢evresel parametreler, sporulasyon i¢in daha az
kritik parametrelerdir. Ayn1 zamanda ortamin pH’s1 sporlanmada 6nemli bir rol
oynamaktadir. Cozlinmiis oksijen ve ¢oziinmiis karbondioksit de ayrica kiiltiirdeki
kiitle transferi ile iligkili stres kosullarini etkileme yoluyla sporlanmanin

indiikklenmesinde énemli bir rol oynamaktadir (Verma et al., 2007).

Yiizey kiiltlirii fermentasyonu olarak ta adlandirilan statik sivi kiiltiir
fermentasyonunda filamentli fungus besi ortamimin yiizeyinde iiremektedir
(Abbasi and Fazaelipoor, 2010) ve funguslarin dogada filamentli oluslar1 ve
karigtirmanin misellere zarar vermesi nedeniyle giiclii bir ¢alkalama veya fiziksel
karistirmaya gerek duyulmamaktadir (Noh et al., 2012). Mikroorganizma, gerekli
besinleri ortamdan alir ve {iriinlerini ve artiklarini stviya birakir. Bu fermentasyon
metodu, besi ortami i¢cinden havalandirmaya ve karistirmaya gerek duymama ve
biyokiitlenin sivi ortamdan kolayca ayrilabilmesi gibi 6zelliklere sahiptir ancak
ayn1 zamanda biyoreaksiyon hiz1 derin kiiltiir fermentasyona gore diisiiktiir ve bu
dezavantaj nedeniyle siv1 kiiltiir iretimlerde 6ncelikle derin kiiltiir fermentasyon
tercih edilmektedir. Yine de statik sivi kiiltlirlin, verimliligi artirmaya yonelik
modifiye edilmesi oldukca fazla diisliniilmektedir. Statik siv1 kiiltiir ¢alismalari
sadece kesikli sistemle gerceklestirilebilmektedir (Abbasi and Fazaelipoor, 2010).

Ekipman, elektrik tiiketimi ve yiiksek verim ve verimlilik degerleri gibi 6nemli
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parametreler, Ozellikle maliyet acgisindan  degerlendirildiginde  ylizey
fermentasyonunu derin kiiltiir fermentasyona gore on plana g¢ikarabilmektedir

(Darouneh et al., 2009).

Cizelge 2.2° de sivi besi ortamlarinda Trichoderma tiirlerinin tiretiminde

kullanilan birtakim substratlar gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Sivi ortamda Trichoderma tiirlerinin iiretiminde kullamlan substratlar
(Ramanujam et al., 2010).

Substrat Kaynak

Melas ve bira mayasi Sankar and Jeyarajan, (1996)

Patates dekstroz broth, V-8 suyu ve melas- Prasad and Rangeshwaran, (1998)
maya ortami

Melas-soya ortami Prasad and Rangeshwaran, (2000)

Palmiye sekeri-soya ortami Prasad et al., (2002)

2.8 Kati Kiiltiir ve Statik Siv1 Kiiltir Fermentasyonunda Olcek

Biiyiitme

2.8.1 Reaktor tasarim parametreleri

» Reaktor yapiminda kullanilacak materyal korozyona kars1 dayanikli ve
saglam olmal, liretim mikroorganizmasina toksik etki gostermemelidir.

» Kontaminasyona neden olabilecek mikroorganizmalarin sisteme girisine
izin vermemeli, aynm1 zamanda iiretimde kullanilan mikroorganizmanin
cevreye yayllmasina engel olacak ekipmanlari igermelidir.

» Uretim parametrelerinin (sicaklik, su aktivitesi, gaz faz1 oksijen
konsantrasyonu) kontrolii i¢in efektif havalandirma, karigtirma ve 1s1
uzaklastirma saglamalidir.

» Fermentasyon ortaminda homojenite saglanmalidir.

» Substratin hazirlanmasi, sterilizasyon, inokulasyon, {iriiniin kazanilmasi,
yiikleme ve bosaltma islemlerine uygun olmalidir.

» Ekonomik olmalidir (Durand, 2003).
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2.8.2 Kati kiiltiir fermentasyonu i¢in biyoreaktorler

2.8.2.1 Yatay tamburlu biyvorektorler

Kat1 ortamin karistirildigr sistemdir ve doner tamburlu, gézenekli tamburlu
ve yatay karistiricili tipleri bulunmaktadir (Sekil 2.2). Hem biyoreaktor duvar ile
besi ortami arasi temasi artirarak 1sinin uzaklastirilmasini kolaylastirmak hem de
mikroorganizmalara oksijen saglanmasinin artirilmast amaciyla karistirma

yapilmaktadir (Durand, 2003).

Sekil 2.2. Yatay Karistiricih Biyoreaktoriin Sematik gosterimi. (1) Hava girisi, (2) sicakhk
problary, (3) Ceket, (4) Pedallar, (5) Hava cikisi, (6) Karistirict motoru, (7)
Biyoreaktor, (8) kati1 ortam, (9) saft (Durand, 2003).

Bu tip biyoreaktorler sicaklik ve nem igeriginin eszamanli kontrol
edilebilmesi i¢in kullanilmaktadir. Her ne kadar biyoreaktoriin 1s1 uzaklasmasi
artsa da biiylik oOlgeklerde sadece duvardan 1s1 uzaklastirilmas: yeterli
gelmeyecektir ve ilave yontemlerin eklenmesi gerekecektir. Ayrica sistemin en
onemli dezavantaji ise tambur kapasitesinin  %30’undan  fazlasinin

doldurulamamasidir. Aksi takdirde karistirma efektif olarak yapilamamaktadir
(Durand, 2003).

2.8.2.2Tepsili bivoreaktorler

Agac, bambu ve tel ag gibi malzemelerden imal edilmis statik diiz
tepsilerden meydana gelmektedir. Tepsilerin alt kisimlar1 veya yan taraflar
diizenli hava akiminin saglanmasi amaciyla delikli olarak yapilabilmektedir. Sekil

2.3’ te tepsili biyoreaktorlerin sematik gosterimi verilmistir (Mitchell et al., 2000).
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Sekil 2.3. Tepsili biyoreaktorlerin sematik gosterimi (Durand, 2003).

Sicaklig1 ve bagil nemi kontrol altinda bulunan hava, tepsilerin etrafinda stirekli
olarak sirkiile edilmektedir. Su sogutmali 1s1 degistirici sistemleri de sisteme
uygulanabilmektedir. Substratlar ince bir tabaka (birkag cm) halinde diiz tepsilere
yayilmaktadir. Hava sirkiilasyonu giiclii bir sekilde uygulanmamaktadir.
Karistirma islemi kesikli olarak elle yapilabilmektedir. Genellikle substrat giinde
birkag¢ kez karistirilmaktadir (Mitchell et al., 2000).

Biyoreaktoriin tasariminda bazi sinirlamalar vardir:

» Tepsilerdeki kiitle ve 1s1 transferi kisitlamalar1 sistem verimini
etkilemektedir. Sekil 2.4’te tepsili biyoreaktorlerde 1s1 ve kiitle transferi
sematik olarak anlatilmigtir.

» Proses sirasinda sistemde sicaklik ve oksijen  gradiyentleri
olusabilmektedir.

» Tepsi yiksekliginin arttirnlmas1 ile verim arttirilamamaktadir. Tepsi

yiiksekligi birka¢ santimetreyi (5 cm) asmamalidir.

Tepsi alaninin veya sayisimin arttirtlmasi ile olgek biiylitme sorunlari

asilabilmektedir. Fakat cok sayida tepsiye ihtiya¢ duyulmasi ve ¢ok yer kaplamast
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nedeniyle biiylik 6lgekli proseslerde fazla tercih edilmemektedir (Mitchell et al.,
2000).

Tepsiler etrafinda havanin kitlesel akigi konvektif 1s1 uzaklagtirlilmasi saglar

| g
Tepsi ve ortam i
A arasindaki oksijen, Konvektif 1s1
karbondioksit ve uzaklagtiriimasi
su degisimi
v BIDfI|m - | Substrat ‘
A partikiill
Partikiiller arasi AN

bosluklarda oksijen,
karbondioksit ve su
diftizyvonu

- >

Partikiller arasi bosluk ve biomas
film tabakasindan oksijen,
karbondioksit ve su degisimi

Yatak boyunca
kondiiksiyvon

/- Biofilm ve
H partikil igindeki
ksijen

Atk s dretimi

Tepsiler birgcok partikdl icermektedir
Yatagin dzellikleri = partikiillerin ve bosluklarin ortalamasi

Sekil 2.4 Tepsili biyoreaktorlerde kiitle ve 1s1 transferi olaylar1 (Mitchell et al.,2000).

Tepsili  biyoreaktorler genellikle kati kiiltiir fermentasyonu i¢in
kullanilmaktadir (Mitchell et al., 2000). Bu ¢alismada hem kati kiiltiir hem de

statik kiiltlir fermentasyonunda 6lgek biiylitme amaclh kullanilmstir.

2.8.2.3Kolon bivoreaktorler

Her iki ucunda kapagi olan plastik ya da camdan yapilmis biyoreaktorlerdir.
Uretim igin gerekli hava, biyoreaktdr sistemine alttan beslenir ve olusan gaz,
biyoreaktoriin iist kismindan disar1 salinir (Sekil 2.5). Sisteme ilave edilecek bir
gaz Olglim sistemiyle c¢ikis gazi analiz edilerek iiretimle ilgili tahminler ve
hesaplamalar yapilabilir. Diizenege eklenebilecek bir ceket sistemiyle iiretim
stiresince yatak icerisindeki sicaklik sabit tutulabilir. Ceket sistemi yerine
biyoreaktoriin boyutlarina goére su banyosu igerisine biyoreaktoriin yerlestirilmesi
ile de sicaklik kontrollii ¢calisma imkani saglanabilir. Kolon tipi biyoreaktorler
cogunlukla laboratuvar dlgeginde birtakim enzimlerin, organik asitlerin, sekonder

metabolitlerin, sporlarin, vb. iiretimlerinde kullanilmaktadir (Pandey et al., 2001).
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Sekil 2.5. Kati kiiltiir fermentasyonu icin kolon tipi biyoreaktoriin sematik gosterimi
(Pandey et al., 2001).

2.8.2.4Diger biyoreaktorler

Bir¢ok arastirmaci tarafindan bircok farkli tipte {iirliniin iiretimi ig¢in
tasarlanmig, ancak temeli tepsili ya da tamburlu tipteki biyorektdrlere dayanan
birtakim biyoreaktorler bulunmaktadir. Biyoreaktorlerin tasarimlarinda mikron
gozenekli polipropilen gibi farkli malzemelerin kullanilmasiyla kontaminasyona
imkan tanimadan etkin havalandirma ve nem gecisi saglanabilmektedir (Pandey et

al., 2001).

2.8.3 Statik siv1 kiiltiir fermentasyonu i¢in biyoreaktorler

Statik sivi kiiltiir, derin kiiltiirle gergeklestirilen tretimlerin maliyetini
azaltmak icin denenen potansiyel alternatif bir {iretim yontemidir ve giinlimiizde
ozellikle sitrik asit liretiminde endiistriyel 6l¢ekte kullanilmaktadir (Darouneh et
al., 2009).

Biiyiik 6lgekli tiretimler i¢in, ¢ok sayida cam sise icinde yatay olarak {iretim
(Sekil 2.6) ya da kat1 kiiltiir fermentasyonu i¢in kullanilana benzer paslanmaz
celik tepsiler kullanilabilecegi gibi (Darouneh et al., 2009), doner disk reaktor
diizeneginin safti ¢ikarilarak elde edilen tepsi benzeri diizenck de
kullanilabilmektedir (Pa’e et al., 2011).
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Sekil 2.6 Statik siv1 kiiltiirde kullanilan cam sise iiretim sistemi (Ainsworth et al.,1947).

Tang and Zhong, 2003, statik sivi1 kiiltirde Ganoderma Ilucidum’ dan
ganoderik asit liretiminde 6l¢ek biiyiitme ¢alismasi i¢in 7,5 L hacimli ¢ok tabakali
statik biyoreaktor tasarlamiglardir (Sekil 2.7). Statik sivi kiiltiirdeki kisitl kiitle
transferi ve hiicrelerin O,’ e ulasmadaki zorluklari, derin kiiltiir tiretimlerde ise
karistirma ve havalandirmaya bagli olusan kayma gerilimi vb. olumsuz etkiler
nedeniyle Yasuhara et al.,(1994) membran yilizey sivi kiltiirii isimli yeni bir
yontemden bahsetmislerdir. Bu iretim sisteminde funguslar havayla temas
halindeki mikrogdzenekli membran iizerinde cogalirlarken ters taraftan da sivi
ortamla temas halindedirler. Membran yiizey siv1 kiiltiirii hem derin kiiltiiriin hem

de siv1 yiizey kiiltiiriiniin avantajlarini igermektedir (Mohamad et al., 2010).

Sekil 2.7. Cok tabakali statik biyoreaktoriin sematik diagramm: (1) Kiip sekilli kap; (2)
arayiizey paravani; (3) yan aymricilar; (4) inokulasyon ve ornek hatti (Tang and Zhong,
2003).
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2.8.4 Mikrobiyal biyokiitle dl¢iim yontemleri

Derin kiiltiir, kat1 kiiltiir ve ylizey kiiltiirii gibi bir¢ok fermentasyon teknigi
ve kesikli, kesikli beslemeli ve siirekli gibi biyoreaktor calisma modlari, birgok
fermentasyon prosesinin gerceklestirilmesi icin gelistirilmis ve
kullanilmaktadirlar (Mohamad et al., 2010). Ancak fermentasyon prosesini
karakterize etmek i¢in parametrelerin etkilerini g6z 6niinde bulunduran tasarimlar,
genellikle proses tipini dikkate almamaktadirlar. Halbuki farkli parametreleri
belirlemek, yardimec1 matematiksel ¢ikarimlart yapabilmek ve istatistiksel agidan
degerlendirebilmek amaciyla orijinal verileri elde etmek i¢in gerekli yol, bu tip

proseslerin tipleriyle oldukg¢a alakalidir (Pandey et al.,2001).

Bir biyokimyasal proseste gozlenen en dnemli kinetik model, zamana karsi
biyokiitle sentezini takip etmektir. Bu, siv1 kiiltiir {iretimlerde, direkt yontemlerle
belirli zamanlarda biyokiitlenin Sl¢timii yoluyla kolayca yapilabilmektedir. Bu
yontemler; dogrudan hiicre sayimi, kuru agirligin belirlenmesi veya optik

yogunluk 6l¢timiidiir (Pandey et al.,2001).

Fakat maalesef bu yontemlerle proses parametrelerinin belirlenmesi kati
kiiltiir fermentasyonunda, biyokiitlenin kismen ya da tamamen besi ortamina
yapisik halde iiremesi nedeniyle imkansizdir. Bu durum biyokiitlenin

olglilmesinde olduk¢a 6nemli zorluklar ¢ikarmaktadir (Pandey et al.,2001).

Statik kiiltiir de kat1 kiiltlire iiretim yOntemi olarak benzeyen bir yiizey
kiiltiirii metodu olup s1v1 ortama bir karistirma ve ¢alkalama uygulanmaz ve bu tip
tiretimlerde de pH, sicaklik ve ¢Oziinmiis oksijen gibi proses parametrelerinin
goriintiilenmesi (Pa’e et al., 2011) ve kontrolii olduk¢a zordur (Mohamad et al.,
2010). Bu nedenle statik kiiltlir fermentasyonunun ticari boyutta 6lgek biiyiitmesi
oldukca zahmetli, yorucu ve masrafli olabilmektedir ve statik kiiltiirdeki bir¢ok
kisit, derin kiiltiirde karigtirmali tank tipi biyoreaktor kullanimi ile giderilmeye

calisilmaktadir (Pa’e et al., 2011).

Heterojen yapidaki sistemlerde ¢ok daha 6zenli 6rnek alimi gerekmektedir
ki bu durumla derin kiiltir ya da benzeri homojen karakterli iiretimlerde

karsilagiimamaktadir.

Belirtilen bu nedenlerle, biyokiitle o6l¢iimii i¢in birtakim metodlar

gelistirilmistir ki bunlar direkt ve indirekt metodlar olarak ikiye ayrilmaktadirlar.
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Direkt olglimler, biyokiitlenin dogrudan ortamdan ayrilmasina dayanir ve
derin kiiltirdeki normal standart hiicre sayim prosediirleriyle (canli hiicre sayimu,
vd) sonug elde edilir. Bu yontemdeki ana problem, biyokiitlenin kalan substrattan
tam olarak ayrilmasidir. Bunun igin zararsiz birtakim kimyasallar (Tween 80 gibi)
kullanilabilmektedir, ancak misel {retiminin gerceklestirildigi durumlarda
biyokiitleyi tam olarak ayrimada yetersiz kalabilmesi nedeniyle metod yeterince

uygulanabilir olmamaktadir.

Bu nedenle ortaya ¢ikan indirekt ol¢lim yonteminde ise substrat igerisinde
bulunmayan, hiicre ya da misele 6zgii bir bilesenin, alinan 6rnekte belirlenmesine
dayanmaktadir. Bu 6l¢lim yontemleri arasinda;

Glukozamin igeriginin belirlenmesi
Ergosterol metodu

DNA belirleme
Protein belirleme

oo

bulunmaktadir. Ancak tiim bu yontemler, uygun sekilde ornek alinmasina
dayanmaktadir. Bununla birlikte bazi 6zel proseslerde ornek alimi sirasinda
biyokiitle ya da miseller zarar gorebilmektedir. Bu durum, prosesi modifiye etmek
ya da kontrol etmek i¢in degerlendirilmesi gereken bir yanit elde edilmesine engel

olmaktadir.

Metabolik Gaz Dengesi Metodu ise ornegin yeterliligi ve biyokiitle ya da
misellerin zarar gérmesi sorununun iistesinden gelmektedir ve ayn1 zamanda es
zamanli ve hizli veri saglayan bir yontemdir. Aslinda bu yodntem, proses
kinetiklerinin dogrudan ol¢iimii olarak degerlendirilebilmektedir. Aerobik bir
sistemde O, tiiketimi ve CO, olusumu biyokiitle sentezi ile dogrudan iliskilidir.
Ayrica biyokiitlenin belirlenebilmesi i¢in de indirekt bir metoddur. Anaerobik bir
sistemde aciga ¢ikan COp, alkol fermentasyonunda oldugu gibi biyokiitle
sentezinin ve bagli iiriin olusumunun dogrudan belirtecidir (Pandey et al.,2001).
En giivenilir ve kesin sonuglar1 veren bir tekniktir ancak gaz analizorii ve problari
gibi oldukca hassas ekipmana ihtiya¢ duyulmaktadir, o nedenle kiigiik caph
tiretimler disinda en ideal segenek olarak goriilmemektedir, ¢linkii gazlarin giris
ve c¢ikis gaz akimlarindaki konsantrasyon farklari, oldukca kisa temas siiresi
nedeniyle her zaman olgiilebilecek kadar farkli ¢ikmamaktadir (Garcia-Ochoa et
al., 2010).
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2.9 Trichoderma Tiirii Biyolojik Kontrol Ajanlarinin

Ticarilesmesindeki Kisitlar

Trichoderma tiirleri, peroksidaz ve lakkaz enzimleri bakimindan zengin
olan metabolitleri iiretmelerine bagli olarak biyoremediasyon amagl
kullanilmaktadirlar. Trichoderma tiirlerinin antagonistik etkileri ve ¢ogalmay1
tesvik etmesi gibi olumlu Ozellikleri olmasina ragmen, yaygin olarak

kullanilabilmelerinde baz1 engeller de bulunmaktadir;

(1) Cogu Trichoderma tiiriine dayali biyolojik kontrol ajani heniiz tescil
edilmemistir ve bu funguslarin iyi tanimlanmamis etki bi¢imi ve az
gelismis biyolojik tayin yontemlerine bagli olarak, Trichoderma
tirlerine dayali biyolojik kontrol ajanlari yalnizca toprak
destekleyicisi olarak pazarlanmaktadirlar. Ayrica, Trichoderma
tirlerine dayali biyolojik kontrol ajanlarinin tescil edilmesi zaman
alic1 ve pahali bir islemdir.

(i) Bu funguslarm {iretimi i¢in kiiltiir ortaminda kullanilan glukoz,
sakaroz, misir 1slatma suyu, bugday kepegi, soya unu, balik unu gibi
ham maddelerin ¢ok pahali olmalari

(i) disiik etkinlik

(iv) disiik spor verimi

(v) Dbiyolojik kontrol ajani aktivitesinin 6l¢iilmesindeki zorluklar.

Tiim bu zorluklar arastirmacilari, Trichoderma tiirlerinin tiretimi i¢in uygun
olabilecek tarimsal atiklar, endiistriyel atiklar ve kentsel atiklar gibi olasi

substratlar1 aragtirma konusunda cesaretlendirmistir (Verma et al., 2007).

2.10 Trichoderma Tiirlerinin Pazar Potansiyeli ve Ticari Trichoderma

Biyopreparatlarn

Trichoderma bazli iiriinlerin biyopestisit olarak markete sunulmasi igin belli

ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir;
(1) Biiytik olcekte, diisiik maliyetli propagiil iiretimine uygun olmali,
(1) Yiiksek propagiil/vejetatif biyomas orani vermeli,

(i) Biyokoruyucu, bozunma ve kontaminasyonu oOnlemek icin yapilan

kurutma gibi alt akim iglemlerine dayanikli olup canliligin1 koruyabilmeli,
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(iv) Son iirlin dondurmadan saklamaya uygun olarak uzun raf dmriine ve

stabiliteye sahip olmali,

(v) Canliligin1 her kosulda stirdiirebilmesi i¢in sicaklik, nem, radyasyon ve

nispi nem gibi beklenmedik c¢evresel sartlara uyum saglama yeteneginde olmali,

(vi) Ticari olarak {iretilebilmesi i¢in farkli tarla kosullarinda siirekli olarak
etkinligini korumali (fermentasyon, biyoseperasyon ve formiilasyon birbirine
entegre olmus tek bir proses semasi seklinde diistiniilmelidir) (Agosin and
Aguilera, 2005).

Giiniimiizde Trichoderma tiirlerine dayanan firiinler, biyolojik kontrol
ajanlarinin yeni tiirleri olarak diisiiniilmektedir. B. thuringiensis (Bt) (tim
biyopestisitlerin  yaklastk % 97" sini  olustururlar) biyopestisitleriyle
karsilastirildiginda, Trichoderma tiirlerine dayali biyolojik kontrol ajanlarinin
pazar paylari oldukca azdir. Viral ve nematodlara dayanan biyopestisitleri de
kapsayan kalan % 3’liikk pazar payinda yer almaktadirlar. Ayrica, gergek pazar
paylar1 belirsizdir ve kayda gegmemis biyofungisitlerin yani sira kayith olanlara
dayanan dagmik bilgilere de ulasilabilmektedir. Bununla birlikte, Trichoderma
tiirlerine dayanan biyolojik kontrol ajanlari, fungal temelli tiim biyolojik kontrol
ajanlarmin i¢inde % 60 pazar payma sahiptir ve artan sayida Trichoderma
tirlerine dayali biyolojik kontrol ajanit irlnleri diizenli bir sekilde
kayitlanmaktadir. Ayrica, diinyanin her tarafinda arazi uygulamalar1 kabul
edilmektedir ve biyopestisit sirketlerinin ¢ogu ise bu iirlinleri diizenli olarak ve
stirekli onaylamaktadirlar. Trichoderma tiirlerine dayanan biyolojik kontrol
ajanlarinin  dogal Ozellikleri (eszamanli biyokontrol ve c¢ogalma tesviki)

basarilarinin devamli olarak artmasini saglayan etmenlerdir (Verma et al., 2007).

2.11 Formiilasyon

Genellikle kat1 ya da s1v1 ortamda iiretilen {irlin, kullanimdan 6nce karmagsik
formiilasyon prosediirlerine ihtiyag duymadan hazirlanir. Ornegin, Trichoderma’
nin biiyiiyebildigi tahillar ya da diger organik maddeler basit¢e kurutulur, 6gutiiliir
ve istenen alana uygulanir (Ramanujam et al. 2010). Sivi ortamda iiretilen
biyokiitle ise fermantasyonun ardindan, cesitli filtrasyon yontemleri (basingli
filtrasyon, doner vakum filtre), santrifugasyon ya da bazen flokulasyon ile

ortamdan ayrilir. Ayrilan biyokiitle konsantre edilebilir ya da ortamla beraber
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biyokiitlenin tiimii ¢Opler, graniiller, pelletler, 1slanabilir tozlar ve emiilsifiye
edilebilir sivilarla karistirilabilir (Whipps and Lumsden, 1994; Ramanujam et al.
2010). Bu tasiyict materyal inert ya da gida temelli ya da ikisinin kombinasyonu
seklinde olabilir. Trichoderma spp. pelletler, ¢opler ve tozlar seklinde formiile
edilebilir. Bitki hastaliklarina karst biyolojik kontrolde kullanilan birtakim

Trichoderma formiilasyonlari su sekildedir;

» Talk bazli formiilasyon

Vermikiilit-bugday kepegi bazli formiilasyon
Pesta graniilleri

Bugday unu-kaolin

Aljinat-bugday unu

Preslenmis sekerli camur

Kahve kavuzu

YV V V V V VYV V

Yag temelli formiilasyonlar (Ramanujam et al. 2010).

Kurutma prosesi biyokiitledeki propagiillerin canliligimni etkileyebilir.
Ornegin, havayla kurutma, piiskiirtmeli kurutma ve liyofilizasyon ile kurutulmus
Trichoderma biyokiitlelerinin canli kalan propagiil sayilar1 farklidir. Genelde, en
yiiksek canlilik, bu ii¢ yontem arasindan en kullanissiz ve en etkisiz olani, havayla
kurutmadan sonra elde edilmistir. Ne var ki, diger bir¢cok uygulamada basariyla
kullanilan liyofilizasyon sonrasinda en diisiik canlilik gozlenmistir. Benzer
sonuglar diger biyokontrol funguslari i¢in de belirtilmistir (Whipps and Lumsden,
1994).

Zirai potansiyeli olan bir biyokontrol formulasyonu, hazirlama ve uygulama
kolayligi, stabilite, yeterli raf odmrii, bol miktarda iireyebilir propagiil ve diisiik
fiyat gibi istenen Ozelliklere sahip olmalidir. Preparat, 6 ay ile 2 y1l arasinda stabil
olmali, miimkiinse tagima sirasinda birkag¢ saat i¢in yiiksek sicakliklara (50°C
kadar) dayanmalidir. Formulasyondan son kullanima kadar hazirh@in fiziksel,

kimyasal ve biyolojik biitiinliigii saglanmalidir (Whipps and Lumsden, 1994).

Biyokontrol ajaninin iiretimi, formulasyonu ve uygulanmasinin her
asamasinda kontrol hastaliklarina karsi antagonist etkinligini belirlemek i¢in
biyolojik deney sistemleri ile dikkatli gozlemler yapilmalidir (Whipps and
Lumsden, 1994).
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2.11.1Kurutma

Kurutma kimya, ziraat, biyoteknoloji, gida, polimer, seramik, ilag, kagit
mineral isleme ve odun isleme endiistrilerinde kullanilan temel bir islemdir. Belki
de en yaygim, en eski ve en c¢ok cesitlilige sahip kimya miihendisligi birim

islemlerinden biridir (Mujumdar, 2007).

Kurutma, genel olarak kati bir {iriin olusturmak icin ugucu bilesenlerin
(nem) 1s11 olarak uzaklastirilmasi prosesi seklinde agiklanir. Zayif kimyasal
bilesimlerde tutulan nem, katida siv1 bir ¢ozelti yada katinin mikroyapisinda sakli
olarak bulunur. Katinin mikroyapisinda bulunan nem bagil nem olarak
adlandirilir ve saf sivilardan daha diisiik buhar basinci gosterir. Bagil nem

haricindeki nem igerigi serbest nem olarak adlandirilir (Mujumdar, 2007).
Islak bir kat1 1s1yla kurutuldugunda, iki es zamanli proses gergeklesir:

1. Yiizey nemini buharlagtirmak i¢in ¢evreden enerji transferi
(cogunlukla 1s1 olarak)
2. Dahili nemin kati ylizeyine tasinmast ve proses 1’e gore

buharlagmas1 (Mujumdar, 2007).

Kurutma hizi, bu iki prosesin ilerleme hizina baghdir. Cevreden 1slak katiya
enerji transferi kondiiksiyon, konveksiyon, radyasyon ya da bu igiiniin
kombinasyonu seklinde olabilir. Endiistriyel kurutucular, kullanilan 1s1 transferi
yontemine gore ayrilir. Bircogunda 1s1, 1slak katinin yiizeyine ardindan igine
tasinir. Fakat, dielektrik radyo frekansi (RF) ya da mikrodalga dondurarak
kurutmada enerji, dnce katinin i¢inde bunu takiben dis ylizeyinde 1s1 olusturmak

icin uygulanir (Mujumdar, 2007).

Proses 1, suyun buhar olarak materyal yiizeyinden uzaklastirilmasi,
sicaklik, havanin nemi ve akisi, uygulama yiizeyi ve basinca baglidir. Proses 2,
nemim kat1 i¢inde hareketi, sicakligin, katinin fiziksel yapisinin ve nem igeriginin
bir fonksiyonudur. Bir kurutma isleminde, iki proses de es zamanl gerceklestigi
icin bu proseslerden herhangi biri kisitlayici faktor olarak kuruma hizini

etkileyebilir (Mujumdar, 2007).

Kurutma i¢in harcanan enerji, kimyasal proses endiistrileri i¢in %5’in

altinda iken kagit yapim iglemlerinde %35 tir (Mujumdar, 2007).
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Kurutma, 1s1 uygulamastyla siviyr buharlastirarak kati, yar1 kat1 yada sivi

hammaddeyi kat1 {irline doniistiiriir. Yalniz dondurarak kurutmada siiblimlesme

goriiliir (Mujumdar, 2007).

ARGE calismalar1 i¢in kurutmayi c¢ekici hale getiren 6zellikler asagida

verilmistir:

Y V. V V V

Y VY

Uriin biiyiikliigii mikron ile desimetre arasinda degisebilir

Uriin gdzenekliligi % 0-99.9 arasinda degisebilir.

Kurutma siiresi 0,25s ile 5 ay arasinda degisebilir.

Uretim kapasitesi 0,10 kg/h ile 100ton/h arasinda degisebilir.

Uriin hiz1 0 — 2000 m/min arasinda degisebilir.

Kurutma sicakligl sivinin ii¢lii noktasinin altinda yada kritik noktasinin
iistiinde olabilir.

Islem basinci milibardan 25 atm’e kadar degisebilir.

Is1 transferi siirekli yada aralikli olarak konveksiyon, kondiiksiyon,

radyasyon yada elektromanyetik alanlarla olabilir (Mujumdar, 2007).

Kuruma, sivinin ylizeyden buharlagmasiyla gergeklesir. Katinin i¢indeki

sivi, yiizeyden buharlasmadan evvel yiizeye tasinmalidir. Bunu i¢in asagidaki

mekanizmalardan herhangi birini kullanabilir:

>

Eger 1slak kat1 stvinin kaynama noktasinin altindaki bir sicaklikta ise sivi
diflizyonu

Eger s1vi materyalin i¢cinde buharlasiyorsa gaz diflizyonu

Eger kurutma ¢ok diisiik sicakli ve basingta gergeklestiriliyorsa Knudsen
diflizyonu

Yiizey diflizyonu ( ispatlanmis olmasa da miimkiindiir)

Icerideki buharlasma hizi yiizeydeki buharlasma hizim1  astiginda
hidrostatik basing farki

Yukaridaki mekanizmalarin kombinasyonlari

Kurutma sirasinda katinin fiziksel yapisi degistiginde nem transferinin

mekanizmasi da degisebilecegi dikkate alinmalidir (Mujumdar, 2007).

Biyokontrol ajanlarinin kurutulmus halde saklamalar1 kolaydir ve bu sayede

formiile edilmeleri ve sivi ¢ozeltiler seklinde uygulanmalari daha uygun hale

gelmektedir ancak bu ticari Trichoderma tiirlerinin alt akim islemlerinde kurutma
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ve depolama sirasinda hiicre canliliginin korunmasi énemli bir sorundur (Sargin et

al., 2013).

2.11.2Depolama

Bir biyokontrol ajan biyoformiilasyonunun raf oOmrii ve alandaki
denemelerdeki basarisi, onun istenen sekilde pazarlanabilmesi icin oldukca
onemlidir (Sargin et al., 2013). Bununla beraber biyolojik kontrol ajanlarinin
ticari basarilar1 sadece biyoyararlilik veya raf omiirlerine degil aynt zamanda
kolay elde edilebilirliklerine ve nispeten ucuz oluslarina da baglidir (Kumar et al.,

2013).

Genellikle organik gida katkilariyla karistirilan antagonistler, inert ya da
inorganik gida katkilariyla hazirlanan karisgimlardan daha uzun raf omiirlerine
sahiptirler. Trichoderma’ nin kahve kavuzunda raf 6mrii 18 aydan daha uzundur.
Talk, torf, linyit ve kaolin temelli Trichoderma formiilasyonlar1 3-4 aylik raf
Omiirlerine sahiptirler. Sankar and Jeyarajan and Ramabadran’ in (1996)
caligmalarinda, talk formiilasyonundaki canli Trichoderma propagiillerinin
sayisinin, 120 gilinliik depolamanin ardindan %50 azaldigi tespit edilmistir. T.
viride formiilasyonlarinin farkli renkteki polipropilen posetlerde depolanmasi ile
ilgili ¢alismalarda en yiiksek T. viride popiilasyonuna, 100 mikron kalinlikta, siit
beyaz renkteki posetlerde ulasilmistir. Uretim ortamma kitin ve gliserol gibi
bir¢cok yardimci bilesenin eklendigi ve fermentasyonda logaritmik faz sonunda 1s1
sokunun uygulanarak Trichoderma’ nin talk formiilasyonlarinin raf dmiirlerinin 1
yilin {izerine wuzatilmaya calisildigi birtakim c¢alismalar siirdiiriilmektedir

(Ramanujam et al., 2010).
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3 MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizma

Bu calismada Ege Universitesi Biyomiihendislik Bolimii  Kiif
Koleksiyonu’ndan temin edilmis olan Trichoderma harzianum EGE-K38 susu
kullamilmistir. Kiiltiir tiip icerisinde patates dekstroz agarda (PDA) +4°C’de

saklanmaktadir.

3.1.2 Kullanilan besiyerleri, cozeltiler ve kimyasallar

Trichoderma izolatlarinin gelistirilmesi ve spor olusturulmasi, gelistirilen
hiicre ve sporlarin inokulum olarak hazirlanmasinda, biyoreaktorlerde liretimlerin
gerceklestirilmesinden sonra canli hiicre sayisinin belirlenmesinde kullanilan tim
besiyerleri, ¢ozelti ve kimyasallar, 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.

Kat1 kiiltlir ve siv1 kiiltiir liretim ortamlar1 ise buhar jeneratoriinden kizgin

buhar beslenerek biyoreaktdr icerisinde 121 °C’de 30 dakika steril edilmislerdir.

3.1.2.1Patates dekstroz agar (PDA)

Trichoderma harzianum EGE-K38 susunun saklanmasi, gelistirilmesi ve

sporlanma olusumu igin, ticari olarak hazir halde satilan Patates Dekstroz Agar

(Oxoid, CMO 139) ortam1 kullanilmistir.

Bilesenin Adi Miktari
Patates Dekstroz Agar 3909
Distile Su 1000 ml

3.1.2.2Dikloran gliserol (DG-18) agar

Mikropropagiil sayisinin belirlenmesi amaciyla yapilan doékme plaka
isleminde Trichoderma harzianum EGE-K38 kolonilerinin sayilamayacak sekilde
yaygin ¢ogalmasini kisitlamak amaciyla ticari olarak hazir halde satilan DG-18
Agar (Oxoid, CM0729) ortami kullanilmigtir. Ticari besiyeri, saf suda ¢oziiliip

kaynatilarak iyice homojenize edildikten sonra gliserol ilave edilerek (150 g) 121
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°C’de 15 dak otoklavlanarak sterilize edilmistir.

3.1.2.3Kat kiiltiir iiretim ortami bugday kepegi

Bugday kepegi, diger besi ortami bilesenleriyle karistirildiktan sonra
biyorektdre doldurulmus ve biyoreaktorde kizgin buharla sterilize edilirken aym
zamanda nemlendirilmistir. Istenen nem degerine getirmek icin sterilizasyon
sonrasinda kuru hava beslemesi gergeklestirilmistir. Bugday kepegi Izmir’in

Bornova ilgesinde bulunan Kadioglu Degirmencilik AS’ den temin edilmistir.

3.1.2.4Kat1 kiltiir iiretim ortami malt cimi

Bugday kepegine azot kaynagi olarak, Sargin et al’ 1n (2013) calismalarinda
optimize ettikleri sekilde, agirlikca 3:2 oraninda (bugday kepegi: malt ¢imi) Tiirk
Tuborg Bira ve Malt Sanayii A.S. Izmir fabrikasindan temin edilen malt ¢imi
eklenerek besi ortami hazirlanmig ve teflon hortum pargalariyla karistirilarak
biyoreaktore doldurulmus, ardindan besi ortami karigimi kizgin buhar beslemesi
ile sterilize edildikten sonra nem igerigi istenilen oranda olacak sekilde kuru hava

beslenerek ayarlanmistir.

3.1.2.5Statik sivi1 kiiltiir iiretim ortami: Modifiye Czapek-Dox Medium

MCM

Bilesenin Adi Miktar

Glukoz 8,09

Maya Ekstresi 7049

NaNOs; 2,09

KCI 059

MgSO, 059

FeSO, 0,01g

K,HPO, 109

Distile su 1000 ml (Harman and Jin,

1991).

Besiyeri igerikleri distile suda ¢oziiliip manyetik karigtiricida homojenize

edildikten sonra tepsilere aktarilmistir ve biyoreaktor igerisinde kizgin buharla
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121 °C de 30 dk sterilize edilmistir.

3.1.2.6Tween 80 cozeltisi (% 0.1’ lik)

Biyoreaktorlere spor inokulasyonu yapmak ig¢in agarli besiortaminda
cogaltilan sporlar1 ortamdan toplamak ve biyoreaktorde gergeklestirilen liretimler
sirasinda  biyoreaktdrden alinan Orneklerde canli sayim yapabilmek icin
gerceklestirilen seri seyreltmelerde kullanilmak tizere 1 mL Tween 80, 1L saf
suda ¢ozdirilmistiir ve kullanim alanina gére Erlenmayer flasklara ya da tiiplere

oOl¢iilerek paylastirilmistir.

3.1.2.7 Kat1 ve sivi1 kiiltiir iiretim ortaminin baslangic pH degerinin

diizenlenmesinde kullanilan cozeltiler

5 N Hidroklorik Asit (HCI) Cozeltisi

Kat1 kiiltlir tiretim optimizasyonu ¢aligmalarinda baslangi¢c ortam pH’sinin
ayarlanmasinda kullanilmak iizere 100 ml 5 N HCI ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 58,6

ml saf su igerisine 41,4 ml % 37’lik HCl eklenerek 100 ml’ ye tamamlanmustir.

5 N Sodyum Hidroksit (NaOH) Cozeltisi

Kat1 kiiltiir tiretim optimizasyonu ¢alismalarinda baslangi¢ ortam pH’sinin
ayarlanmasinda kullanilmak iizere 100 ml 5 N NaOH ¢o6zeltisi hazirlamak i¢in 20

g NaOH tartilarak saf suyla 100 ml tamamlanmustur.

1 N Sodyum Hidroksit (NaOH) Cozeltisi

Sivi kiiltiir tiretim optimizasyonu ¢aligmalarinda baslangi¢ ortam pH’sinin
ayarlanmasinda kullanilmak tizere 100 ml 1 N NaOH ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 4 g

NaOH tartilarak distile su ile 100 ml’ ye tamamlanmuistir.

3.1.3 Kullanilan cihazlar

3.1.3.1Hassas terazi

Precisa XB22A hassas terazi, kullanilan besiyeri ve karigimlarin

hazirlanmasinda kullanilmastir.
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3.1.3.2Kaba terazi
KERN FCB 12K1N kaba terazi, biyoreaktorde kullanilan besiyeri ve

karisimlarin hazirlanmasinda kullanilmastir.

3.1.3.3pH metre

Mettler Toledo Seven Easy pH metre, hazirlanan besiyeri ve diger

karisimlarin pH degerlerinin kontrol edilerek ayarlanmasi amaci ile kullanilmistir.

3.1.3.4Isitmahh manvetik karistirici

Heidolph MR Hei-Standard 1sitmali manyetik karistirici, kullanilan besiyeri
ve diger karigimlarin istenilen kosullarda ve istenilen 6zelliklerde olmasi igin

homojenizasyonun saglanmasinda kullanilmistir.

3.1.3.50toklav

Hirayama Hiclave HV-110L marka ve model numarali otoklav, gerekli
ortamlarin hazirlanmasinda sterilizasyonun saglanmasi amaci ile ayrica islemler
sonucunda ortaya ¢ikan mikrobiyolojik olarak bulagik haldeki materyalin tekrar
kullanilabilir hale getirilmesi, tiim mikroorganizmalarin dldiiriilmesi amaci ile

kullanilmastir.

3.1.3.6inkiibator

Sanyo MIR-153 marka ve model numarali sogutmali inkiibator
Trichoderma harzianum EGE-K38 suslarmin kiiltivasyonu ve mikropropagiil
tiretimi sirasinda biyoreaktorden alinan Orneklerden canli hiicre sayimi ig¢in
hazirlanan petri kaplarindaki mikropropagiillerin inkiibasyonu amaciyla farkli

sicaklik derecelerinde kullanilmistir.

3.1.3.7Mikroskop

Olympus marka CX31RTSF model numarali, dijital fotograf makinasi
takilabilen tri-okiiler mikroskop, mikroskobik incelemelerde ve as1 kiiltiiriinde

Trichoderma sporlarinin sayimi amaciyla kullanilmistur.

3.1.3.8Su banyosu

Memmert marka su banyosu, DG-18 agarli besi ortamlarinin uygun
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sicakliklarda tutulmasinda kullanilmistir.

3.1.3.9Nem tayin cihazi

Mettler-Toledo Halogen marka HR83 model numarali nem tayin cihazi, kati
kiiltiir fermentasyonu ile biyokiitle iiretim optimizasyonu denemelerinde
kullanilan iiretim ortaminin baslangi¢ nemi ve biyoreaktorlerden alinan kati kiiltiir

fermentasyonu 6rneklerinin nem igeriginin belirlenmesinde kullanilmustir.

3.1.3.10Parcalayici

Waring commercial marka parcalayici, kati kiltir ve sivi kiltiir
fermentasyonu ile iiretilen Trichoderma biyokiitlesinin canliligint kaybetmedigi

en kiiciik boyuta getirilmesi amaciyla kullanilmistir.

3.1.3.11Homojenizator

Yellow line marka DI 25 basic model doku homojenizatorii, sivi kiiltiir
fermentasyonu ile tiretilen Trichoderma biyokiitlesinin canliligini kaybetmedigi

en kiiciik boyuta getirilmesi amaciyla kullanilmistir.

3.1.3.12Biyoreaktorler

Tasarimi tarafimizdan gergeklestirilmis olup Alge Metal San. Tic. Ltd. Sti.
(IZMIR) firmasinda imalati gerceklestirilen 22 litrelik toplam hacime sahip yatay
karistiricili kati kiiltiir biyoreaktori ile kati kiiltiir fermentasyon tiretimleri; Bakon
Makina & Miihendislik Ltd. Sti. (IZMiR) firmas: tarafindan imal edilen tepsili
biyorektorde ise kat1 kiiltlir fermentasyonu ve statik kiiltiir tiretimlerinin yan1 sira

iiretilen mikropropagiillerin kurutma islemi de gerceklestirilmistir.

3.1.3.13Hava sartlandirici

Kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde, zamanla iiretim ortaminin nem
iceriginin azaldig1 durumlarda Alge Metal San. Tic. Ltd. Sti. (IZMIR) firmasinda
imalat1 gergeklestirilen hava sartlandirici, kizgin buharla 121°C’de 30 dk yerinde
sterilizasyonla sterilize edilerek sisteme baglanmistir ve liretime bu sekilde devam

edilmistir.
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3.1.3.14Hava Kurutucu

Kat1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde, liretim icin istenen nem degerinin
ayarlanmasinda ve ayrica hem kati kiiltir hem de statik sivi kiiltiirle iiretilen
mikropropagiillerin kurutulmas: isleminde DRYTEC s.a marka basingli hava

kurutucu kullanilmistir.

3.1.3.150ksijen olcer

Biyoreaktore beslenen hava ve biyoreaktorden c¢ikis gazinin igerisindeki
oksijen miktarin1 6l¢mek i¢in Lutron marka DO-5510HA model oksijen metre

kullanilmustir.

3.1.3.16Karbondioksit olcer

Biyoreaktordeki ¢ikis gazinin igerisindeki CO, miktarint 6lgmek i¢in TES

marka 1370 model karbondioksit 6l¢er kullanilmistir.

3.1.3.17Nem olcer

Kat1 kiiltlir fermentasyonu ile gergeklestirilen iiretimlerde besi ortami nem
iceriginin siirekli olarak gozlemlenebilmesi amaciyla TL marka nem olger

kullanilmastir.

3.1.3.18pH olcer

Kat1 kiiltiir fermentasyonu ile gerceklestirilen tiretimlerde besi ortami pH
degerinin siirekli olarak gozlemlenebilmesi amaciyla TL marka pH Olger

kullanilmustir.
3.2 Yontem

3.2.1Trichoderma  harzianum  EGE-K38 spor soliisyonunun

hazirlanmasi

Trichoderma harzianum EGE-K38 susu 250 mL’ lik Erlenmayer flasklarda
150 mL PDA ortaminda yatik agarda 28 °C’de 4-5 giin inkiibe edilerek
cogaltilmistir. Cogaltilan kiiltiire 99 ml steril Tween-80 ¢ozeltisi eklenmistir ve
homojen spor soliisyonu elde edilmistir. Gerekli seyreltmeler yapilarak

inokulasyona hazir hale getirilmistir.
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3.2.2 Kat1 kiiltiirde mikropropagiil iiretim kosullarimin optimizasyonu

3.2.2.1 Yatay karistirmali bivoreaktorle iiretimde bazi parametrelerin

optimizasyonu

Yatay karistirmali biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile yapilan
iiretimlerde optimize edilen parametreler besi ortami nem igerigi, ortam sicakligi,
beslenen havanin debisi, inokulumdaki spor konsantrasyonu, inokulum hacmi,
substrat yatak kalinligidir. Ayrica spor inokulasyonu ile miselli agar par¢alarmin
as1 olarak kullanilmasimin ve de periyodik olarak basing uygulamanin elde edilen
mikropropagiil sayisina etkisi de degerlendirilmistir. Bununla birlikte steril

olmayan kosullarda tiretimin gergeklestirilebilirligi de incelenmistir.
Optimum besi ortam nem iceriginin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile
yatay karigtirmali biyoreaktérde iiretiminde, besi ortami nem igeriginin farkli

degerleri (% 60 - 65 — 70 - 75) denenmistir.

Bu amagla her bir nem igerigi denemesi igin 1 kg kat1 besi ortami karigimi
(bugday kepegi:malt ¢imi(agirlikga 3:2)) hazirlandiktan sonra, liretim sirasinda
kat1 besi ortaminin topaklanmasini dnlemek ve besi ortaminin daha etkin sekilde
havalanmasini saglamak amaciyla 1 cm uzunlugunda kesilerek hazirlanmis teflon
hortum pargalariyla karistirllmistir ve biyoreaktore doldurulmustur. Kizgin buhar
beslenerek 121°C’de 30 dk yerinde sterilizasyonla besi ortamu sterilize edildikten
sonra biyoreaktor, ceketten su gecirilerek {retim sicakligina (28+2°C)
getirilmistir. Biyoreaktdorden Ornek alinarak, Ornegin bir kismiyla nem tayin
cihazinda besi ortami nemi belirlenmistir, 6rnegin kalan kismi ise saf su ile
karistirllarak elde edilen karistmin cendere beziyle siiziilmesi ile elde edilen
ekstrakttan pH metre ile pH degeri belirlenmis ve elde edilen sonuca gore
biyoreaktordeki besi ortaminin pH degeri (pH 5,5) ve deneme igin istenen
baslangic nem igerigi degeri ayarlandiktan sonra biyoreaktdrdeki kati ortamlar
1x10°® kob/ml ve %10(v/w) spor inokulasyonu ile asilandiktan sonra 5 L/dak
havalandirma hiz1 ve aydinlik kosullarda (ort. 640 liix) inkiibasyona birakilmistir.
Bu calisma sonucunda maksimum mikropropagiil sayisina ulasilan nem degeri

bundan sonraki ¢alismalarda da kullanilmak tizere se¢ilmistir.
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Optimum ortam sicakhi@inin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile
yatay Karistirmali biyoreaktorde iiretiminde, farkli tiretim sicakliklar da (24+2°C,
28+2°C, 324+2°C, 35+2°C) denenmistir.

Bu amagla her bir iiretim sicakligi denemesi igin 1 kg kat1 besi ortami
karisimi, teflon hortum parcalariyla karigtirilarak biyoreaktore doldurulmustur ve
biyoreaktor kizgin buhar beslenerek yerinde sterilize edilmistir ve hemen ardindan
deneme i¢in istenen iiretim sicakligina ve %70 nem degerine getirilmistir ve
1x10® kob/ml ve %10(hacim/agirlik) spor inokulasyonu ile asilandiktan sonra 5
L/dak havalandirma hizi ve aydinlik kosullarda (ort. 640 liix) denemeler
gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda maksimum mikropropagiil sayisina
ulagilan sicaklik degeri, bundan sonraki calismalarda da kullanilmak {izere

secilmistir.
Optimum hava debisinin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile
yatay karistirmali biyoreaktorde iiretiminde, biyoreaktore beslenen havanin farkl

debileri de (1, 2, 5, 8, 10, 12 L/dak) denenmistir.

Bu amagla her bir deneme igin 1 kg kat1 besi ortam1 karigimi, teflon hortum
parcalariyla karistirilarak biyoreaktére doldurulmustur ve biyoreaktér kizgin
buhar beslenerek yerinde sterilize edilmistir ve hemen ardindan 28+2°C sicakliga
ve %70 nem degerine getirilmistir ve 1x10® kob/ml ve %10(hacim/agirlik) spor
inokulasyonu ile asilandiktan sonra farkli havalandirma debileri denenerek
tretimler gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda maksimum mikropropagiil
sayisina ulasilan havalandirma debisi, bundan sonraki ¢alismalarda da

kullanilmak tizere segilmistir.
Inokulumdaki sporlarin optimum konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile
yatay karistirmali biyoreaktérde {iiretiminde, besi ortamina asilanan sporlarin
farkl1 konsantrasyonlarinin (1x10°, 1x10°% , 1x10" , 1x10° kob/mL) mikropropagiil

tiretimine etkileri de incelenmistir.

Bu amacla her bir deneme i¢in 1 kg kati1 besi ortam1 karisimi, teflon hortum
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parcalariyla karistirilarak biyoreaktore doldurulmustur ve biyoreaktoér kizgin
buhar beslenerek yerinde sterilize edilmistir ve hemen ardindan 28+£2°C sicakliga
ve %70 nem degerine getirilmistir ve farkli konsantrasyondaki spor
soliisyonlarindan %10 (hacim/agirlik) asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma
debisinde iretimler gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda maksimum
mikropropagiil sayisina ulasilan spor konsantrasyonu degeri, bundan sonraki

caligmalarda da kullanilmak {izere secilmistir.
Optimum inokulum hacminin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile
yatay karistirmali biyoreaktdrde iiretiminde, besi ortamina yapilan a1 hacminin

(% 2, 5, 10, 20 (hacim/agirlik)) mikropropagiil iiretimine etkileri de incelenmistir.

Bu amagla her bir deneme icin 1 kg kat1 besi ortami karigimi, teflon hortum
parcalariyla karistirilarak biyoreaktore doldurulmustur ve biyoreaktor kizgin
buhar beslenerek yerinde sterilize edilmistir ve hemen ardindan 28+2°C sicakliga
ve %70 nem degerine getirilmistir ve 1x10° kob/mL konsantrasyondaki spor
soliisyonundan farkli hacimlerde asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma
debisinde iretimler gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda maksimum
mikropropagiil sayisina ulasilan inokulum hacmi degeri, bundan sonraki

calismalarda da kullanilmak tizere se¢ilmistir.
Substrat yataginin optimum kalinhigimin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile
yatay karigtirmali  biyoreaktdorde iiretiminde, substrat yataginin farkli
kalinliklarinin  (3(0.75 kg), 5(1.0 kg) ve 8(1.5kg) cm) mikropropagiil iiretimine

etkileri de incelenmistir.

Bu amagla her bir deneme igin farkli miktarlarda besi ortami karigimi, teflon
hortum parcalariyla karistirilarak biyoreaktore doldurulmustur ve biyoreaktor
kizgin buhar beslenerek yerinde sterilize edilmistir ve hemen ardindan 28+2°C
sicakliga ve %70 nem degerine getirilmistir. 1x10° kob/mL konsantrasyondaki
spor soliisyonundan % 10(hacim/agirlik) asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma
debisinde iiretimler gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda maksimum
mikropropagiil sayisina ulasilan yatak kalinligi degeri, bundan sonraki

caligmalarda da kullanilmak iizere se¢ilmistir.
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Asi olarak spor ya da misel kullaniminin etkilerinin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile
yatay karistirmali biyoreaktorde iiretiminde, as1 olarak spor ¢ozeltisi ya da miselli
agar parcalarimin  kullanilmasinin  mikropropagiil iiretimine etkileri de

incelenmistir.

Bu amacla her bir deneme i¢in 1 kg kat1 besi ortami karigimi, teflon hortum
parcalariyla karistirilarak biyoreaktére doldurulmustur ve biyoreaktér kizgin
buhar beslenerek yerinde sterilize edilmistir ve hemen ardindan 28+2°C sicakliga
ve %70 nem degerine getirilmistir. 1x10° kob/mL konsantrasyondaki spor
soliisyonundan % 10(hacim/agirlik) ya da esdeger miktarda miselli agar parcalari
asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma debisinde tiretimler gerceklestirilmistir.
Bu calisma sonucunda maksimum mikropropagiil sayisina ulasilan asilama

yontemi, bundan sonraki ¢aligmalarda da kullanilmak iizere se¢ilmistir.
Steril ve steril olmayan kosullarin etkilerinin belirlenmesi

Yatay karigtirmali biyoreaktdrde kati kiiltiir fermentasyonu ile Trichoderma
harzianum mikropropagiillerinin tiretiminde sterilizasyonun tiretim igin gerekli
olup olmadigmin belirlenmesi amaciyla, besi ortaminin steril edildigi ve steril

edilmedigi kosullarda tiretimler gerceklestirilmistir.

Bu amagla her bir deneme i¢in 1 kg kat1 besi ortami karisimi, teflon hortum
parcalariyla karigtirilarak biyoreaktdre doldurulmustur ve biyoreaktor sterilize
edilerek ya da edilmeden 28+2°C sicakliga ve %70 nem degerine getirilmistir.
1x10° kob/mL konsantrasyondaki spor sollisyonundan % 10(hacim/agirlik)
asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma debisinde liretimler gerceklestirilmistir.
Bu calisma sonucunda maksimum mikropropagiil sayisina ulasilan ydntem,

bundan sonraki ¢alismada kullanilmak tizere se¢ilmistir.
Periyodik basin¢ uygulamanin etkilerinin belirlenmesi

Kat1 kiiltlir fermentasyonuyla tiretimlerde, tiretim boyunca olusan metabolik
1s1y1 evaporasyon yoluyla uzaklastirmak, iletim ve tasinim ile 1s1 uzaklagtirmaktan
daha etkili oldugu icin birgok calisma evaporasyonu etkin hale getirmek iizerine
gerceklestirilmektedir. Biyoreaktorde pozitif basing etkisi yapmak, evaporasyonu

artirict etki gostererek metabolik 1sinin uzaklastirilmasina yardimei olmaktadir

(Liu et al., 2007).
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Yatay karigtirmal1 biyoreaktdrde kati kiiltiir fermentasyonu ile Trichoderma
harzianum mikropropagiillerinin iiretiminde periyodik basing uygulamasinin
iretim i¢in gerekli olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla, biyoreaktoriin gaz
¢ikis vanasinin iiretim siiresince siirekli olarak kisik tutularak biyoreaktoriin 0,2
bar gdsterge basincinda ¢aligtirilmasi ve ayrica 4’er saat araliklarla vananin kisilip
biyoreaktdriin 4 saat boyunca 0,2 bar gosterge basincinda caligtirilmas: ve sonra
vananin  agilarak  atmosferik  basinca  doniilmesi  yoluyla  {iretimler

gerceklestirilmistir.

Bu amagla her bir deneme i¢in 1 kg kat1 besi ortam1 karisimi, teflon hortum
parcalariyla karistirilarak biyoreaktdre doldurulmustur ve biyoreaktdr sterilize
edildikten sonra 28+2°C sicakhiga ve %70 nem degerine getirilmistir. 1x10°
kob/mL konsantrasyondaki spor soliisyonundan % 10(hacim/agirlik) asilandiktan
sonra 5 L/dak havalandirma debisinde, farkli basing uygulamalariyla iiretimler

gerceklestirilmistir.

3.2.2.2 Yiizeyvden havalandirilan tepsili biyoreaktorle iiretimde bazi

parametrelerin optimizasyonu

Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktdrde kati kiiltiir fermentasyonu ile
yapilan iretimlerde optimize edilen parametreler, yatay karistirmali
biyoreaktordeki parametrelere benzer olarak besi ortami nem igerigi, ortam
sicakligl, beslenen havanin debisi, inokulumdaki spor konsantrasyonu, inokulum
hacmi, substrat yatak kalinligidir. Ayrica spor inokulasyonu ile miselli agar
parcgalarinin as1 olarak kullanilmasinin ve de periyodik olarak basing uygulamanin
elde edilen mikropropagiil sayisina etkisi de degerlendirilmistir. Bununla birlikte

steril olmayan kosullarda {iretimin gergeklestirilebilirligi de incelenmistir.
Optimum besi ortami nem i¢eriginin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile
yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde {iretiminde, besi ortami nem

iceriginin farkli degerleri (% 60 - 65 — 70 - 75) denenmistir.

Bu amagla her bir nem igerigi denemesi igin tepsi basina 150 g kati besi
ortami karigimi (bugday kepegi : malt ¢imi(3:2)) ile doldurulan 5 tepsi

hazirlandiktan sonra biyoreaktdre yerlestirilmistir. Kizgin buhar beslenerek
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121°C’de 30 dk yerinde sterilizasyonla besi ortami sterilize edildikten sonra
biyoreaktor, ceketten su gecirilerek tiretim sicakligina (28+2°C) getirilmistir.
Biyoreaktdrden ornek alinarak, ornegin bir kismiyla nem tayin cihazinda besi
ortami nemi belirlenmistir, 6rnegin kalan ksimi ise saf su ile karistirilarak elde
edilen karigimin cendere beziyle siiziilmesi ile elde edilen ekstrakttan pH metre ile
pH degeri belirlenmis ve elde edilen sonuca gore biyoreaktdrdeki besi ortaminin
pH degeri (pH 5,5) ve deneme igin istenen baglangic nem igerigi degeri
ayarlandiktan sonra biyoreaktdrdeki kati ortamlar 1x10% kob/ml ve %10(v/w) spor
inokulasyonu ile asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma hizi ve aydinlik
kosullarda (ort. 250 liix) inkiibasyona birakilmistir Bu c¢alisma sonucunda
maksimum mikropropagiil sayisina ulasilan nem degeri bundan sonraki

caligmalarda da kullanilmak iizere se¢ilmistir.
Optimum ortam sicakhiginin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile

yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktdrde iretiminde, farkli {iretim

sicakliklart da (24+2°C, 28+2°C, 32+2°C, 35+2°C) denenmistir.

Bu amagla her bir iiretim sicakligi denemesi i¢in tepsi bagina 150 g kati besi
ortami karigimi olacak sekilde doldurulan 5 tepsi biyoreaktore yerlestirildikten
sonra biyoreaktor kizgin buhar beslenerek yerinde sterilize edilmistir ve hemen
ardindan deneme i¢in istenen iiretim sicakligina ve %70 nem degerine getirilmistir
ve 1x10° kob/ml ve %10(hacim/agirlik) spor inokulasyonu ile asilandiktan sonra 5
L/dak havalandirma hizi1 ve aydinlik kosulda denemeler gerceklestirilmistir. Bu
calisma sonucunda maksimum mikropropagiil sayisina ulasilan sicaklik degeri,

bundan sonraki ¢calismalarda da kullanilmak {izere secilmistir.
Optimum hava debisinin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile

yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde iiretiminde, biyoreaktdre beslenen

havanin farkli debileri de (1, 2, 5, 8, 10, 12 L/dak) denenmistir.

Bu amagla her bir deneme i¢in tepsi basina 150 g kat1 besi ortami1 karigimi
olacak sekilde doldurulan 5 tepsi biyoreaktdre yerlestirildikten sonra biyoreaktor
kizgin buhar beslenerek yerinde sterilize edilmistir ve hemen ardindan 28+2°C

sicakliga ve %70 nem degerine getirilmistir ve 1x10® kob/ml ve
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%10(hacim/agirlik) spor inokulasyonu ile asilandiktan sonra farkli havalandirma
debileri denenerek iretimler gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
maksimum mikropropagiil sayisina ulasilan havalandirma debisi, bundan sonraki

calismalarda da kullanilmak tizere se¢ilmistir.
Inokulumdaki sporlarin optimum konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile
ylizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde tiretiminde, besi ortamina yapilan
asidaki sporlarin  farkli konsantrasyonlarinin (1><1O5 , 1x10° , 1x10’ , 1x108

kob/mL) mikropropagiil tiretimine etkileri de incelenmistir.

Bu amagla her bir deneme i¢in tepsi basina 150 g kat1 besi ortami karigimi
olacak sekilde doldurulan 5 tepsi biyoreaktdre yerlestirildikten sonra biyoreaktor
kizgin buhar beslenerek yerinde sterilize edilmistir ve hemen ardindan 28+2°C
sicakliga ve %70 nem degerine getirilmistir ve farkli konsantrasyondaki spor
sollisyonlarindan %10(hacim/agirlik) asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma
debisinde iiretimler gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda maksimum
mikropropagiil sayisina ulasilan spor konsantrasyonu degeri, bundan sonraki

calismalarda da kullanilmak tizere secilmistir.
Optimum inokulum hacminin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile
ylizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktérde liretiminde, besi ortamina yapilan
ast hacminin (% 2, 5, 10, 20 (hacim/agirlik)) mikropropagiil liretimine etkileri de

incelenmistir.

Bu amagla her bir deneme i¢in tepsi basina 150 g kat1 besi ortami karisimi
olacak sekilde doldurulan 5 tepsi biyoreaktore yerlestirildikten sonra biyoreaktor
kizgin buhar beslenerek yerinde sterilize edilmistir ve hemen ardindan 28+2°C
sicakliga ve %70 nem degerine getirilmistir ve 1x10° kob/mL konsantrasyondaki
spor sollisyonundan farkli hacimlerde asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma
debisinde iiretimler gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda maksimum
mikropropagiil sayisina ulasilan inokulum hacmi degeri, bundan sonraki

caligmalarda da kullanilmak tizere secilmistir.
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Substrat yataginin optimum kalinhginin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile
yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde iiretiminde, substrat yatagimin farkli
kalinliklarmin (2 (75 g), 4 (150 g) ve 6 (225 g) cm) mikropropagiil iiretimine

etkileri de incelenmistir.

Bu amagla her bir deneme i¢in farkli miktarlarda besi ortami karisimi
doldurulan 5 tepsi biyoreaktore yerlestirildikten sonra biyoreaktdr kizgin buhar
beslenerek yerinde sterilize edilmistir ve hemen ardindan 28+2°C sicakliga ve
%70 nem degerine getirilmistir. 1x10° kob/mL konsantrasyondaki spor
soliisyonundan % 10(hacim/agirlik) asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma
debisinde iiretimler gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda maksimum
mikropropagiil sayisina ulasilan yatak kalinligt degeri, bundan sonraki

caligmalarda da kullanilmak iizere segilmistir.
As1 olarak spor ya da misel kullaniminin etkilerinin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kati kiiltiir fermentasyonu ile
yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde iiretiminde, as1 olarak spor ¢ozeltisi
ya da miselli agar parcalarmin kullanilmasinin mikropropagiil iiretimine etkileri

de incelenmistir.

Bu amagcla her bir deneme i¢in tepsi basina 150 g kat1 besi ortami karigimi
olacak sekilde doldurulan 5 tepsi biyoreaktore yerlestirildikten sonra biyoreaktor
kizgin buhar beslenerek yerinde sterilize edilmistir ve hemen ardindan 28+2°C
sicakliga ve %70 nem degerine getirilmistir. 1x10® kob/mL konsantrasyondaki
spor sollisyonundan % 10 (hacim/agirlik) ya da esdeger miktarda miselli agar
parcalart asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma debisinde {iretimler
gergeklestirilmistir. Bu calisma sonucunda maksimum mikropropagiil sayisina
ulagilan asilama yontemi, bundan sonraki calismalarda da kullanilmak {izere
se¢ilmistir.

Steril ve steril olmayan kosullarin etkilerinin belirlenmesi

Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktdrde kati kiiltiir fermentasyonu ile
Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin iiretiminde sterilizasyonun iiretim

icin gerekli olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla, besi ortaminin steril edildigi

ve steril edilmedigi kosullarda tiretimler gergeklestirilmistir.
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Bu amagla her bir deneme igin tepsi basma 150 g kati besi ortami karigimi
olacak sekilde doldurulan 5 tepsi biyoreaktore yerlestirildikten sonra biyoreaktor
sterilize edilerek ya da edilmeden 28+2°C sicakliga ve %70 nem degerine
getirilmistir. 1x10®  kob/mL konsantrasyondaki spor soliisyonundan %
10(hacim/agirlik) asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma debisinde iiretimler
gerceklestirilmistir. Bu c¢alisma sonucunda maksimum mikropropagiil sayisina

ulagilan yontem, bundan sonraki ¢alismada kullanilmak {izere secilmistir.
Periyodik basin¢ uygulamanin etkilerinin belirlenmesi

Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin {iretiminde periyodik basing
uygulamasinin tretim i¢in gerekli olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla,
biyoreaktoriin gaz ¢ikis vanasinin iiretim siiresince siirekli olarak kisik tutularak
biyoreaktdriin 0,2 bar gosterge basincinda c¢aligtirllmasi1 ve ayrica 4’ er saat
araliklarla vananin kisilip biyoreaktoriin 4 saat boyunca 0,2 bar gosterge
basincinda ¢alistirilmasi ve sonra vananin agilarak atmosferik basinca doniilmesi

yoluyla tiretimler gerceklestirilmistir.

Bu amagla her bir deneme i¢in tepsi basma 150 g kati besi ortami karigimi
olacak sekilde doldurulan 5 tepsi biyoreaktore yerlestirildikten sonra biyoreaktor
sterilize edilmistir ve ardindan 28+2°C sicakliga ve %70 nem degerine
getirilmistir. 1x10° kob/mL konsantrasyondaki spor soliisyonundan % 10
(hacim/agirlik) asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma debisinde, farkli basing

uygulamalariyla tiretimler gerceklestirilmistir.

3.2.3Statik siv1  Kkiiltiirde mikropropagiil iiretim Kosullarinin

optimizasyonu

3.2.3.1 Yiizevden havalandirilan tepsili bivoreaktorle iiretimde bazi

parametrelerin optimizasyonu

Yiizeyden  havalandirilan  tepsili  biyoreaktérde  statik  sivi kiiltiir
fermentasyonunda, 8 g/ glukoz igeren Modifiye Czapek Ortami (MCM)
kullanilarak yapilan tiretimlerde optimize edilen parametreler, ortam sicakligi,
beslenen havanin debisi, inokulumdaki spor konsantrasyonu, inokulum hacmi ve

besi ortam1 hacmidir. Ayrica spor inokulasyonu ile miselli agar parcalarinin asi
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olarak kullanilmasinin elde edilen mikropropagiil sayisina etkisi de
degerlendirilmistir. Bununla birlikte steril olmayan kosullarda {iretimin

gergeklestirilebilirligi de incelenmistir.
Optimum ortam sicakhiginin belirlenmesi

Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin statik kiiltir fermentasyonu
ile ylizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde iiretiminde, farkli {iretim

sicakligi degerleri (24+2°C, 28+2°C, 32+2°C, 35+2°C) denenmistir.

Bu amagla her bir ortam sicakligi denemesi igin tepsi basina 1L olacak
sekilde hazirlanan ve pH degeri ayarlanan(pH 4.0) siv1 besi ortamu ile doldurulan
5 tepsi hazirlandiktan sonra biyoreaktore yerlestirilmistir. Kizgin buhar beslenerek
121°C’de 30 dk yerinde sterilizasyonla besi ortami sterilize edildikten sonra
biyoreaktor, ceketten su gecirilerek istenen iiretim sicakligina getirilmistir.
Biyoreaktordeki ortamlar, 1*10° kob/ml ve %10(hacim/hacim) spor inokulasyonu
ile agilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma hiz1 ve aydinlik kosullarda (ort. 250
liix) inkiibasyona birakilmistir Bu ¢alisma sonucunda maksimum mikropropagiil
sayisina ulasilan ortam sicakligt degeri bundan sonraki c¢alismalarda da

kullanilmak tizere secilmistir.
Optimum hava debisinin belirlenmesi

Trichoderma harzianum  mikropropagiillerinin  statik ~ sivi  kiiltiir
fermentasyonu ile yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktdrde {iretiminde,
biyoreaktore beslenen havanin farkl debileri de (5, 8, 10, 12 L/dak) denenmistir.

Bu amagla her bir deneme i¢in tepsi basina 1 L olacak sekilde doldurulan 5
tepsi biyoreaktore yerlestirildikten sonra biyoreaktor kizgin buhar beslenerek
yerinde sterilize edildikten sonra 28+2°C sicakliga getirilmistir ve 1*10° kob/ml
ve %210(hacim/hacim) spor inokulasyonu ile asilandiktan sonra farkli
havalandirma debileri denenerek iiretimler gergeklestirilmistir. Bu c¢alisma
sonucunda maksimum mikropropagiil sayisina ulasilan havalandirma debisi,

bundan sonraki ¢aligsmalarda da kullanilmak iizere se¢ilmistir.
Asi olarak spor ya da misel kullaniminin etkilerinin belirlenmesi

Trichoderma  harzianum  mikropropagiillerinin ~ statik — sivi  kiiltiir

fermentasyonu ile yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde iiretiminde, asi
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olarak spor c¢ozeltisi ya da miselli agar parcalarimin  kullanilmasinin

mikropropagiil iiretimine etkileri de incelenmistir.

Bu amagla her bir deneme i¢in tepsi basina 1 L olacak sekilde doldurulan 5
tepsi biyoreaktore yerlestirildikten sonra biyoreaktér kizgin buhar beslenerek
yerinde sterilize edilmistir ve 28+2°C sicakliga getirilmistir. 1x10% kob/mL
konsantrasyondaki spor soliisyonundan % 10(hacim/hacim) ya da esdeger
miktarda miselli agar pargalar asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma debisinde
dretimler gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda maksimum mikropropagiil
sayisina ulasilan asilama yontemi, bundan sonraki ¢aligmalarda da kullanilmak

lizere secilmistir.
Inokulumdaki sporlarin optimum konsantrasyonlarimin belirlenmesi

Trichoderma harzianum  mikropropagiillerinin ~ statik ~ sivi  kdiltiir
fermentasyonu ile ylizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde iiretiminde, besi
ortamina yapilan asidaki sporlarm farkli konsantrasyonlarnmn (1x10° 1x10° ,

1x10", 1x10® kob/mL) mikropropagiil iiretimine etkileri de incelenmistir.

Bu amagla her bir deneme i¢in tepsi basina 1 L olacak sekilde doldurulan 5
tepsi biyoreaktore yerlestirildikten sonra biyoreaktdr kizgin buhar beslenerek
yerinde sterilize edilmistir ve 28+2°C sicakliga getirilmistir.  Farkli
konsantrasyonlardaki spor soliisyonlarindan % 10(hacim/hacim) asilandiktan
sonra 5 L/dak havalandirma debisinde iiretimler gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda maksimum mikropropagiil sayisina ulasilan spor konsantrasyonu

degeri, bundan sonraki ¢aligmalarda da kullanilmak tizere se¢ilmistir.
Optimum inokulum hacminin belirlenmesi

Trichoderma  harzianum  mikropropagiillerinin ~ statik  sivi  kdiltiir
fermentasyonu ile yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde iiretiminde, besi
ortamina yapilan as1 hacminin (% 2, 5, 10, 20 (hacim/hacim)) mikropropagiil

iiretimine etkileri de incelenmistir.

Bu amagla her bir deneme i¢in tepsi basina 1 L olacak sekilde doldurulan 5
tepsi biyoreaktdre yerlestirildikten sonra biyoreaktor kizgin buhar beslenerek
yerinde sterilize edilmistir ve 28+2°C sicakliga getirilmistir. 1x10° kob/mL
konsantrasyondaki  spor  soliisyonundan  farkli  oranlarda(hacim/hacim)

astlandiktan sonra 5 L/dak havalandirma debisinde iiretimler gergeklestirilmistir.
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Bu calisma sonucunda maksimum mikropropagiil sayisina ulasilan inokulum

hacmi degeri, bundan sonraki ¢aligsmalarda kullanilmak tizere se¢ilmistir.
Besi ortaminin optimum hacminin belirlenmesi

Trichoderma harzianum  mikropropagillerinin ~ statik  sivi  kiiltiir
fermentasyonu ile yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktdrde tiretiminde, besi
ortami hacminin  (0.75, 1.00, 1.25L) mikropropagiil iiretimine etkileri de

incelenmistir.

Bu amagla her bir deneme igin farkli hacimlerde doldurulan 5 tepsi
biyoreaktore yerlestirildikten sonra biyoreaktor kizgin buhar beslenerek yerinde
sterilize edilmistir ve 284+2°C sicakliga getirilmistir. 1x10°>  kob/mL
konsantrasyondaki spor soliisyonundan %?5(hacim/hacim) asilandiktan sonra 5
L/dak havalandirma debisinde {iretimler gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda maksimum mikropropagiil sayisina ulasilan iretim hacmi degeri,

bundan sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere se¢ilmistir.
Steril ve steril olmayan kosullarin etkilerinin belirlenmesi

Trichoderma  harzianum  mikropropagiillerinin ~ statik ~ sivi  kiiltiir
fermentasyonu ile yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktdrde {iiretiminde,
sterilizasyonun {iiretim i¢in gerekli olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla, besi
ortammnin  steril edildigi ve steril edilmedigi kosullarda  {iretimler

gergeklestirilmistir.

Bu amagla her bir deneme i¢in tepsi basina 1 L olacak sekilde doldurulan 5
tepsi, biyoreaktore yerlestirildikten sonra biyoreaktdr sterilize edilmeden 28+2°C
sicakliga getirilmistir ve 1x10° kob/mL konsantrasyondaki spor soliisyonundan
%5(hacim/hacim) asilandiktan sonra 5 L/dak havalandirma debisinde iiretimler

gergeklestirilmistir.
3.2.4 Uretim kosullar1 ve 6rnek alma

3.2.4.1KKF iiretimleri icin

Kat1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretimlerde, Baslik 3.2.2° de agiklanan
kosullarda hazirlanan ortamlar yatay karistirmali biyoreaktér ve yilizeyden

havalandirilan tepsili biyoreaktérde iiretime alinmiglardir. Mikropropagiillerin
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gelisimi i¢in en az 4 gilinlik silire gerekli oldugundan iiretimin 4. gilinlinden
itibaren biyoreaktorlerin 6rnek alma hatlarindan aseptik kosullarda spatiille bir
miktar Ornek, Onceden sterilize edilmis O©rnek kaplarina alinarak hem

mikropropagiil sayiminda hem de nem tayininde kullanilmistir.

3.2.4.2Statik sivi kiiltiir iiretimleri icin

Statik s1v1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretimlerde, Baslik 3.2.3” te aciklanan
kosullarda hazirlanan ortamlar ylizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde
iiretime alinmuslardir. Ornek alma islemi, iiretimin 4. giiniinden itibaren
biyoreaktdorden her giin bir tepsinin aseptik kosullarda alinmasi seklinde

gerceklestirilmistir.
3.2.5 Uretim sonrasi islemler

3.2.5.1Mikropropagiil sayimi

Kati1 kiiltiir fermentasyonu ile gergeklestirilen tiretimlerin 4. glinden itibaren
alman orneklerdeki biyokiitle, aseptik kosullarda parcalayici igerisine aktarilarak
tizerine, kati ornek agirliginin 5 kati kadar hacimde Tween-80 ¢ozeltisi
eklenmistir ve 3 dakika siireyle parcalamaya maruz birakilmistir. Daha sonra
parcalayicidan Ornek alinarak yapilan ardisik seyreltmeler sonucunda, g kati
substrat bagina mikropropagiil sayisinin (kob/g kati substrat) belirlenebilmesi igin
dokme plaka yapilmigtir. Onceden hazirlanmis ve uygun sicaklia getirilmis DG-
18 agarli besiyeri uygun seyreltme yapilmis petrilere dokiilmiis ve 28 °C’de 4

giinliik inkiibasyon sonrasinda petrilerde sayimlar gergeklestirilmistir.

Statik siv1 kiiltiirde gerceklestirilen iiretimlerde ise, iiretimlerin 4. giinden
itibaren biyoreaktorden alinan tepsilerdeki biyokiitle, homojenizatorde 9000
devir/dakika 180 sn homojenize edildikten sonra %0,1 Tween 80 ¢ozeltisinde
30°C 150rpm’ de 30 dakika calkalanmistir ve ardisik seyreltmelerin ardindan
dokme plaka yontemi uygulanan mikropropagiiller, DG 18 agar ortaminda 28°C’
de 4 giin siiresince inkiibe edildikten sonra sayilmiglardir. Cikan sonucun
seyreltme sayisi ile ¢arpilmasiyla elde edilen mikropropagiil sayisi, (kob) / mL

cinsinden hesaplanmistir.



56

3.2.5.2Biyokiitle tayini

Statik kiltlir iiretimlerde elde edilen biyokiitle miktarinin belirlenmesi i¢in
kuru agirlik tayin metodu kullanilmistir. {iretimlerin 4. giinden itibaren
biyoreaktorden alinan tepsilerdeki biyokiitle, homojenizatorde 9000 devir/dakika
180 sn homojenize edildikten sonra daras1 alinmis kuru filtre kagitlarinda vakum
filtrasyon uygulanmistir. Biyokiitlenin tutuldugu filtre kagitlari pastor firininda
65°C sicaklikta 72 saat siireyle kurutularak hassas terazide tartilmislardir. Elde
edilen degerden filtre kagitlarinin darasi ¢ikarildiktan sonra litre basina biyokiitle

miktarina ulagilmistir.

3.2.5.3Nem tayini

Uretim sirasinda giinliik érnekler alinarak nem tayin cihazinda nem igerigi
takip edilmis ve nem igeriginin azaldigr durumlarda hava sartlandirict diizenek,
kizgin buharla 121°C’de 30 dakika yerinde sterilizasyonla sterilize edilerek

sisteme baglanmistir ve iiretime bu sekilde devam edilmistir.

3.2.6 Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kurutulmasi

Kat1 kiiltiir fermentasyonu ile gergeklestirilen {iiretimlerin bitiminde,
yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktérde kurutma denemeleri yapmak igin,
ortama beslenen hava, hava kurutucudan (Sekil 3.1) gegirilerek sisteme

baglanmistir ve bu sayede kurutma denemeleri gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1. Hava kurutucu.

Statik siv1 kiiltiirde ise iretim bitiminde, i¢ ige gecmis delikli ve diiz

tepsilerden olusan sistemden i¢ kisimda bulunan delikli tepsiler, igerisindeki
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mikropropagiillerle beraber yerinden kaldirilarak, igerisinde besi ortami bulunan
diiz tepsilerden ayrildiktan sonra tekrar biyoreaktore yerlestirilmis ve biyoreaktore

kuru hava beslenerek kurutma denemeleri de gerceklestirilmistir.

Kurutma denemelerinde Box-Behnken deney tasarimi (Box and Behnken,
1960; Awad et al., 2014’ ten), bagimsiz degiskenlerin yanit {izerindeki etkilerini
ve farkli degisken kombinasyonlar: ile faktor etkilesimlerini belirlemek igin
kullanilmistir. Kurutma % verimini ((kurutulan mikropropagiillerde canli sayisi/
kurutma islemi Oncesi mikropropagiil sayisi)) x 100) etkileyen proses
parametrelerini aragtirmak ve dogrulugunu belirlemek i¢in 3 seviyeli tasarim
gerceklestirilmistir. Kullanilan 3 degisken olan kurutma sicaklik degeri (35+2,
4042 ve 45+2 °C ), havalandirma hiz1 (10, 15 ve 20 L/dak) ve kurutma siiresi (kati
kiiltlir fermentasyonu i¢in 3,4 ve 5 giin, statik siv1 kiiltiir i¢in 4, 5 ve 6 giin) 3’ er
seviyede denenmistir ve seviyeler diisiik(-1), orta(0) ve yliksek(+1) degere
karsilik gelmektedir. Yanit degeri kurutma verimidir ve sonuglar Design Expert
7.0 programi ile bagimsiz degiskenlerin olasi etkilesimlerini de gz Onilinde

bulundurarak p<0.05 olacak sekilde degerlendirilmistir.

3.2.7 Kurutulan Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin raf

omiirlerinin belirlenmesi

Gergeklestirilen kurutma denemeleri sonrasinda hem kati kiiltiir hem de
statik siv1 kiiltiirden elde edilen toz haldeki iirlin, raf 6miirlerinin belirlenmesi
amaciyla onceden otoklavlanarak steril edilmis liyofilize kiiltiir siseleri igerisine
1’ er gramlik porsiyonlar halinde paylastirilmis ve oda sicakliginda depolanmuistir.
Kurutmadan 1, 3 ve 6 ay sonra siselerden birer tanesi agilarak Tween 80 ¢ozeltisi
icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra Ornek alma ydntemine benzer sekilde uygun

seyreltmeler yapilarak dokme plaka yontemiyle canli sayim uygulanmistir.

3.2.8 Metabolik gaz dengesi metodu ile kinetik verilerin 6l¢iimii

Hem kati kiltiir fermentasyonuyla, hem de statik sivi kiiltiir
fermentasyonuyla gergeklestirilen iiretimlerde, biyoreaktor giris ve ¢ikisindaki gaz
akimlart igerisindeki O, ve CO, miktarin1 6l¢mek i¢in, biyoreaktor gaz giris ve
cikis hatlarima tasinabilir O, Olger ve tasmabilir CO, oOlger diizenekleri

yerlestirilmistir ve elde edilen verilerle, iiretim siiresince liremeye bagl ortamdaki
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gaz miktarindaki degisimler olgiilerek mikrobiyal tireme ile iligkilendirilmeye

calisilmgtir.

Metod, fermentasyon boyunca biyoreaktor ¢ikis gazinin igerigindeki
degisimi goz Onlinde bulundurarak calismaktadir. Biyoreaktérden gegen hava
akimindaki O; ve CO; dengesini gostermektedir. Biyoreaktore giris ve ¢ikistaki
havanin hacimsel kompozisyonunu goésteren bir sema, Sekil 3.1’ de

gosterilmektedir. Sistem i¢in O, tiikketiminin dengesi;

O2 tiiketilen — O2 giris — O2 cikis

seklindedir (Pandey et al.,2001).

Sekil 3.2. Biyoreaktor giris ve cikisinda havanin hacimsel kompozisyonu (Pandey et
al.,2001).

Biyoreaktore saf havanin girdigi kabul edilirse % 20.9° u Oz, %79.1° 1 de

Ny’ dir. Bu durumda giristeki hacimsel akis hizi;

seklindedir (Pandey et al.,2001).

Havanin ¢ikistaki her bileseni i¢in hacimsel hiz, ¢ikis havasinin hacimsel
kompozisyonu temel alinarak belirlenir ve bu ¢ikistaki hava sadece O,, CO, ve N,

iceriyor kabul edilir. Boylece;



VN20 = ((100 - %020 - %COZO)/].OO)FO

seklinde kabul yapilmaktadir. Buradan da hacimsel O, tiiketim hizi(VO, ) elde
edilmektedir;

20.9 ) %0,0
Vosuik = (100) X Fi= ( 100 ) x Fo

Havanin sikistirilabilen akiskan olmasi da goz onilinde bulundurulmalidir.
Biyoreaktor giris ve cikisindaki havanin igeriginin degismesine bagli olarak
yogunlugunun farklilagmasi nedeniyle akis hizlari ayni kabul edilemez. Fi ve Fo
arasindaki 1iliski, N’ nin proses boyunca tiketilmemesi goéz Oniinde

bulundurularak belirlenmektedir;
VNzi = VNZO
Bu sayede biyoreaktoriin giris ve ¢ikisindaki hava akis hizlar1 arasindaki
iliski belirlenebilir;

79.1 X Fi

Fo =
? = (100 — %0, — %CO,)

Biyoreaktor girisindeki hava akis hizin1 dikkate alarak bu denklemlerle hacimsel

oksijen tiiketim hiz1 belirlenebilir;

0.791 X %0,
100 — %0, — %CO,

Voztﬁk = (0209 - ) X Fi

Yine bu denkleme benzer sekilde hacimsel CO; olusum hizi da
belirlenebilmektedir. Biyoreaktore giren havada CO; bulunmadigi kabuliiyle
hacimsel CO, olusum hizi, hava giris hizinin foksiyonu olarak elde
edilebilmektedir;

_ [ 0.791 X %CO,
Veo,omsan = (100 — %0, — %CO,

)xFi

Her bir gaz icin molar veya gravimetrik akis, gazlara ait hacimsel hiz
degerlerinden hesaplanmaktadir. Tiiketilen hacimsel O, ve olusan hacimsel CO,’

yi goz Oniinde bulundurarak ve havanin fermentasyon kosullarinda ideal gaz
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oldugu kabuliiyle molar ve hacimsel akis hizlar1 elde edilebilmektedir. Ideal gaz
yasasindan herhangi bir bilesenin 1 moliiniin normal sicaklik(273 K) ve basing(1
atm) kosullarinda 22.4L hacme sahip oldugu bilinmektedir. Bu yaklasimda gergek
sicaklik i¢in diizeltmeler kullanilmalidir ancak basing i¢in ihmal edilebilirdir
(Pandey et al.,2001).

Tiiretim

273

Fdiiz:Fhavax( >:1-1XFhava

0.791 X %0,
100 — %0, — %CO,

Voztﬁk = (0209 - ) X FdﬁZ l OZ/h

[ 0.791 X %CO,
Veo,omsan = (100 — %0, — %CO0,

) X Fyy, 1CO,/h

m0102 VO tik
h = 0 (2)8112 (Tiiretim)

mOICOZ _ VCOZOZusan(

h - O 082 Tiiretim)
g0, Vo, tiik
A =32 X ﬁ (Tiiretim)
g CO, Vcoyot
A =44 X ﬁ (Tiiretim)
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4 BULGULAR ve TARTISMA
4.1 Mikropropagiil Uretim Kosullarimin Optimizasyonu
4.1.1 Kati kiiltiirde mikropropagiil iiretim kosullarimin optimizasyonu

4.1.1.1Trichoderma harzianum EGE-K38 susunun vyatay karistirmal

bivoreaktorde kati Kkiiltiir fermentasyonu ile iiretiminde bazi

parametrelerin optimizasyonu

Besi ortaminin optimum nem igeriginin belirlenmesi

Besi ortamiin farkli nem igeriklerinin denenerek optimum nem degerinin
belirlendigi denemelerde elde edilen sonuglar Sekil 4.1’ de, denemelerde elde

edilen en yiliksek degerler ve elde edildigi zamanlar ise Cizelge 4.1° de

gosterilmistir.

4 -
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?ﬂ 1,5 - —— %75
)
£
2 14
5
§ 05 |

0 1

0 50 100 150 200 250

Zaman(Saat)

Sekil 4.1. Yatay karistirmal biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde besi
ortami nem icerigi denemesinde zamana karsi1 mikropropagiil sayisi grafigi.
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Cizelge 4.1: Yatay karistirmal biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde besi
ortami nem icerigi denemesinde en yiiksek mikropropagiil sayilar:1 ve iiretim

zamanlari.
%60 %65 %70 %75
Mikropropagiil
Sayisi 1.0+0.2x108 2.9+0.1x108 3.4+0.1x108 3.2+0.2x108
(kob/g)
Zaman
192 192 192 192
(Saat)

Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1’ deki sonuclar degerlendirildiginde en yiiksek
mikropropagiil sayisi degerine % 70 nem igeriginde ulasildigi gozlenmektedir.
Bununla beraber % 65 ve %75 nem degerlerinde de elde edilen mikropropagiil
sayilart %70 nemle elde edilen degere yakindir. Sargin et al., (2013) bugday
kepegi ve malt ¢imi karisimiyla gergeklestirdikleri ¢alismalarinda optimum nem
degerini % 70 olarak elde etmislerdir. Nampoothiri et al.,(2004), bugday
kepeginde nem araligin1 % 60 - 75 olarak belirleyip optimum nem miktarimni % 68
olarak bulmuslardir. Cavalcante et al., (2008), yaptiklari denemelerde bugday
kepeginin optimum nem igerigini % 68.41 olarak elde etmislerdir. Bu nedenle

optimum nem degeri olarak % 70 nem degeri seg¢ilmistir.

Cizelge 4.2° de ise liretimler sirasinda besi ortami nem degerlerinin degisimi
gorilmektedir. Nem degerleri, baslangi¢c degerin £ %5’ 1 degerler igerisindeyken
sisteme herhangi bir miidahalede bulunmadan nem degeri gdzlenmistir. Nem
degerinde % 5 ve daha fazla azalma meydana geldiginde, depo hacminin yarisina
kadar saf su iceren hava sartlandirict diizenek kizgin buhar beslenerek 121°C’ de
30 dakika sterilize edilmis ve sisteme baglanmistir, boylece biyoreaktore steril
nemli hava beslenerek besi ortami nem icerigi baglangi¢ degerinde getirilmistir.
Hava sartlandirict diizenek biyoreaktore bagliyken besi ortami nem igerigi
degerinde % 5 azalma meydana geldiginde hava sartlandiricinin sicakligi
artirilarak tasidigi nem miktarinin artmasi saglanmis ve bdylece besi ortaminin
nem miktar1 baslangi¢c degerine getirilmistir. Besi ortami nem igeriginde zamanla

artts meydana gelmemistir.
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Cizelge 4.2. Yatay karistirmah biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde farkh
besi ortami nem icgeriklerinin denenmesinde besi ortami nem igeriklerinin
zamanla degisimi (* Hava sartlandirict sisteme baglanmustir, ** Hava
sartlandiricimin sicakhigr artirilarak tasidigi nem miktar yiikseltilmistir).

Zaman % Nem Degerleri
%60 %65 %70 %75
0 60 65 70 75
24 60 - 71 75
48 - 65 - -
72 58 63 68 73
96 55* 61* 65* 71*
120 61 64 71 75
144 60 64 70 74
168 58 63 68** T1**
192 55** 63 68 73
216 56 62 67 73
240 56 62 67 71

Cizelge 4.2° deki degerlere bakildiginda besi ortami1 nem igerigi
degerlerindeki azalmanin, 96. saatte daha fazla oldugu goriilmektedir. Bunun
nedeni, besi ortami nem igerigindeki degisimin metabolik 1s1ya bagli olmasidir ve
iremenin 168 ve 192. saatleri arasinda nem igeriginin daha fazla dustigii
gbzlenmistir. Ayrica % 70 ve % 75 nem oranlarinda gerceklestirilen denemelerde
hava sartlandirict sisteme baglandiktan sonra da zamanla nem degerlerinde
azalma meydana gelmistir. Bunun nedeni, metabolik 1sinin yaninda beslenen
havanin nem igeriginin de besi ortami nem igeriginin degisiminde Onemli
etkisinin olmasidir. Aynmi sicakliktaki hava sartlandiriciyla beslenen havanin nem
yiikii % 60 ve % 65 nem oranindaki besi ortami i¢in yeterli gelmekteyken, % 70
ve % 75 gibi daha yiiksek nem oranlarin1 koruyabilmek i¢in metabolik 1s1ya da

bagli olarak zamanla yetersiz kalmaktadir.
Optimum ortam sicakhi@inin belirlenmesi

Optimum ortam sicakliginin belirlenmeye calisildigi denemelerde 24+2°C,
284+2°C, 32+2°C, 35+2°C olacak sekilde 4 farkli sicaklik degeri denenmistir ve
elde edilen sonuglar Sekil 4.2” de, denemelerde elde edilen en yiiksek degerler ve

elde edildigi zamanlar ise Cizelge 4.3” te gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Yatay karistirmali biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde ortam
sicakligi denemesinde zamana kars1 mikropropagiil sayisi grafigi.

Cizelge 4.3. Yatay karistirmah biyoreaktorde kat: kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde ortam
sicakhigi denemesinde en yiiksek mikropropagiil sayilari ve iiretim zamanlari.

24+2°C 28+2°C 32+2°C 35+2°C
1
Mikropropagiil
Sayis 1.440.3x10° 3.4+0.1x108 2.4+0.2x108 1.6+0.2x108
(kob/g)
1
Zaman
192 192 216 192
(Saat)

Bu sonuglara gore, en yliksek mikropropagiil sayisina 28+2°C sicaklik
degerinde 3.4+0.1x10° kob/g olarak ulasildig1 gozlenmektedir. Yapilan ¢alismalar
da 28+2 °C’ nin optimum sicaklik oldugunu desteklemektedir (Sargin et al., 2013;
Cavalcante et al., 2008; Nampoothiri et al., 2004). Bu nedenle optimum sicaklik
degeri olarak 28+2 °C belirlenmis ve sonraki tiretimler bu sicaklik degerinde

gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.4’ te ise farkli sicakliklardaki tiretimler sirasinda besi ortami nem
degerlerinin degisimi goriinmektedir. Uretim boyunca giinliik alinan 6rneklere
nem tayini uygulanmistir ve nem degerlerinde % 5’ lik bir degisim meydana
geldiginde hava sartlandirict diizenek sisteme baglanmis ve liretime o sekilde

devam edilmistir.
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Cizelge 4.4. Yatay karistirmah biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde farkh
iiretim sicakhiklarinin denenmesinde besi ortamm nem igeriklerinin zamanla
degisimi (* Hava sartlandirici sisteme baglanmistir, ** Hava sartlandiricinin

sicakhigr artirllarak tasidigi nem miktar yiikseltilmistir).

Zaman % Nem Degerleri
24+2°C 28+2°C 32+2°C 35+2°C

0 70 70 70 70
24 - 71 - 66*
48 69 - 66* 70
72 69 68 70 -
96 68 65* 69 67
120 68 71 67 65**
144 66* 70 64** 71
168 72 68** 69 69
192 72 68 69 65**
216 71 67 68 69
240 70 67 67 68

Cizelge 4.4° teki degerlere bakildiginda besi ortami nem igerigi
degerlerindeki azalma, ortam sicakligina bagli olarak degisim gostermektedir.
35+2°C iretim sicakligl degerlerinde iiretimin ilk glinlinde nem degerinde hizl
bir azalma meydana gelirken, 24+2°C {iretim sicakliginda ise 144. saate kadar
istenen nem degeri korunabilmistir. Yine sisteme baglanan hava sartlandiricinin
tasidigr nem yiikiinii artirmaya 244+2°C’ deki tlretimlerde ihtiya¢ duyulmazken,
3542°C* deki dretimlerde ise 120. saatte hava sartlandiricinin  sicakligi
artirllmuistir.  Uretimler sirasinda nem oranlarinda meydana gelen degisimler
arasindaki bu farklarin nedeni, metabolik 1sinin yaninda iiretim ortaminin sicaklik

degerinin, besi ortaminin var olan nem igeriginin degisimindeki onemli etkisidir.
Optimum hava debisinin belirlenmesi

Optimum havalandirma debisinin belirlenmeye c¢alisildigi denemelerde
1,2,5,8,10,12 L/dak olacak sekilde 6 farkli havalandirma debisi degeri denenmistir
ve sonuglara ait grafik Sekil 4.3 te, denemelerde elde edilen en yiiksek degerler

ve elde edildigi zamanlar ise Cizelge 4.5 te gosterilmistir.




66

.
|

-~
&
=}
S 3,5 -
£ Iy 1
e 31 A,
-
X
% 2 =81 |/dak
@ 27 5 /dak
?ﬂ 15 - 8 L/dak
®
g 1] 10 /dak
g
5 == 12 |/dak
é 05 -

0 T T 1

0 50 100 150 200 250

Zaman (Saaf)

Sekil 4.3. Yatay karistirmah biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde
havalandirma debisi denemesinde zamana kars1 mikropropagiil sayis1 grafigi.

Cizelge 4.5. Yatay karistirmali biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde
havalandirma debisi denemesinde en yiiksek mikropropagiil sayilari ve iiretim
zamanlar1.

1 L/dak 2L/dak | 5L/dak 8 L/dak 10 L/dak | 12 L/dak

Mikropropagiil
Sayis - 2.5+0.1x10°%(3.4+0.1x10%|3.2+0,2x108| 3.3+0.3x10°® | 3.0+0.3x10°
(kob/g)
1
Zaman
- 192 192 192 192 192
(Saat)

Bu sonuglara gore, en yiiksek mikropropagiil sayisina 5 L/ dak degerinde
3.4+0.1x10° kob/g olarak ulasildig1 goriilmektedir. Bununla beraber bu degerden
daha yiiksek ya da daha diisiik hava debilerinin mikropropagiil sayilar1 {izerinde
artirict  bir etkinligi gdzlenmemistir. Sadece yiiksek hava debileri, olusan
metabolik 1smin daha etkin sekilde uzaklastirilmasini saglasa da, bu etki ayni
zamanda besi ortami nem igeriginin ¢ok hizli azalisina neden olmaktadir (Cizelge
4.6). 2 L/dak hava debisinde ise mikropropagiil sayisi azalmustir (2.5+0.1x10°).
Bunun nedeni, diisiik debilerde beslenen havanin hem {iretim i¢in hem de substrat
yataginin havalandirilmasi ve olugsan metabolik 1sinin uzaklastirilmasinda yetersiz
kalmasidir. 1 L/dak hava debisinde gergeklestirilen iiretimlerde kontaminasyona

rastlandig1 i¢in herhangi bir sonug elde edilememistir ve bu havalandirma debisi
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iretim i¢in yetersiz goriilmiistiir. Bu nedenle optimum hava debisi olarak 5 L/ dak

degeri belirlenmis ve sonraki {retimler bu havalandirma debisinde

gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.6’ da ise iiretimler boyunca besi ortami nem degerlerinin degisimi
goriinmektedir. Uretim boyunca giinliik alinan érneklere nem tayini uygulanmistir
ve nem degerlerinde % 5’ lik bir degisim meydana geldiginde hava sartlandirici

diizenek sisteme baglanmis ve iiretime o sekilde devam edilmistir.

Cizelge 4.6. Yatay karistirmah biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde farkh
havalandirma debilerinin denenmesinde besi ortami nem iceriklerinin zamanla
degisimi (* Hava sartlandirici sisteme baglanmistir, ** Hava sartlandiricinin
sicakhig@1 artirillarak tasidigi nem miktari yiikseltilmistir).

Zaman % Nem Degerleri
1 L/dak 2 L/dak 5 L/dak 8 L/dak 10 L/dak 12 L/dak

0 70 71 70 70 70 70

24 71 - 71 66> 66> 64*
48 71 72 - 70 - 71

72 72 70 68 67 70 -

96 72 70 65* 64** 69 68
120 - 69 71 71 68 65**
144 - 70 70 70 66** 71
168 - 69 68** 69 69 70
192 - 69 68 69 69 69
216 - 71 67 68 69 69
240 - 72 67 67 67 67

Cizelge 4.6° daki degerlere bakildiginda besi ortami nem igerigi

havalandirma debisine bagli olarak degisim gostermektedir. 8, 10 ve 12 L/ dak
havalandirma debileriyle gergeklestirilen tiretimlerin ilk giiniinde nem degerinde
hizl1 bir azalma meydana gelirken, 2 L/dak debide ise iiretim boyunca % 70 nem
degeri korunabilmistir. Uretimler sirasinda nem oranlarinda meydana gelen
degisimler arasindaki bu farklarin nedeni, yiliksek havalandirma debisinin
zorlamali konveksiyonu etkin hale getirerek besi ortamimnin var olan nem

iceriginin hizla azalmasini saglamasi, diisiik debilerde ise bu etkinin azalmasidir.
Inokulumdaki sporlarin optimum konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Inokulumdaki sporlarin  optimum konsantrasyonlarinin  belirlenmeye
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calisildigi denemelerde 1.0x10° kob/mL, 1.0x10° kob/mL, 1.0x10’ kob/mL,
1.0x10°  kob/mL olacak sekilde 4 farkli inokulum spor konsantrasyonu
denenmistir ve elde edilen sonuglar Sekil 4.4° te, denemelerde elde edilen en

yiiksek degerler ve elde edildigi zamanlar ise Cizelge 4.7” de gosterilmistir.

10 4

e 1%10° kob/mL
e | %10 kob/mL
1x107 kob/mL

g 1 x10° kob/mL

Mikropropagiil Sayis1 x 10 (kob/g)
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Sekil 4.4. Yatay karistirmah biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde
inokulumdaki spor konsantrasyonu denemesinde zamana karsi1 mikropropagiil
sayisi grafigi.

Cizelge 4.7. Yatay karistirmal biyoreaktérde kati Kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde
inokulumdaki spor konsantrasyonu denemesinde en yiiksek mikropropagiil
sayilari ve iiretim zamanlari.

1.0x10° kob/mL | 1.0x10° kob/mL | 1.0x10” kob/mL | 1.0x10° kob/mL
1
Mikropropagiil
Sayisi 8.6+0.2x10°8 9.1+0.1x108 3.3+0.2x108 3.4+0.1x108
(kob/g)
1
Zaman
216 216 192 192
(Saat)

Bu sonuglara gére, en yiiksek mikropropagiil sayisia 1.0x10° kob/mL spor
konsantrasyonu degerinde ulasilmaktadir (9.1+0.1x10° kob/g). Ayrica 1.0x10°
kob/mL konsantrasyonda elde edilen mikropropagiil sayis1 da bu degere yakindir
(8.6+0.2x10% kob/g) ancak yine de + simnirlart icerisinde bir degere ulagilamamustir.

As1 miktarindaki artis, biyokiitlenin artisini ve hizli proliferasyonu saglamaktadir.
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Buna karsin, belirli bir sinirdan sonra nutrientler i¢in bir yaris s6z konusu
oldugundan, organizmalarin metabolik aktivitesinde bir diisiis gozlenmektedir
(Nampoothiri et al., 2004). Asidaki sporlarin sayisinin, mikropropagiil sayilarina
etkisini incelemek amaciyla yapilan denemelerden elde edilen sonuglar
Nampoothiri et al.,” m (2004) yaptiklar1 ¢alismayla tutarlilik gostermektedir. Bu
nedenle optimum inokulum spor konsantrasyonu degeri olarak 1.0x10° kob/mL
secilmis ve sonraki Uretimlerde bu inokulum spor konsantrasyonu degeri

kullanilmistir.

Cizelge 4.8° de ise inokulumdaki spor konsantrasyonunun farkli degerleri
denemesinde besi ortami nem degerlerinin degisimi goriinmektedir. Uretim
boyunca giinliik alinan 6rneklere nem tayini uygulanmistir ve nem degerlerinde %
5> lik bir degisim meydana geldiginde hava sartlandirici diizenek sisteme

baglanmis ve liretime o sekilde devam edilmistir.

Cizelge 4.8. Yatay karistirmali biyoreaktorde kati Kkiiltiir fermentasyonu ile iiretimde
inokulumdaki farkh spor konsantrasyonlar1 denenmesinde besi ortami nem
iceriklerinin zamanla degisimi (* Hava sartlandirici sisteme baglanmistir, **

Hava sartlandiricinin ~ sicakhigr  artirllarak  tasidigi nem  miktarn
yiikseltilmistir).
Zaman % Nem Degerleri
1.0x10° kob/mL | 1.0x10° kob/mL | 1.0x10” kob/mL | 1.0x10° kob/mL
0 70 70 70 70
24 - - - 71
48 69 69 69 -
72 68 69 68 68
96 68 67 66 65*
120 67 64* 64* 71
144 66* 70 70 70
168 70 66** 69 68**
192 68 71 69 68
216 64** 70 68 67
240 68 70 67 67
Cizelge 4.8° deki degerlere bakildiginda besi ortami nem igerigi
degerlerindeki azalma, inokulum spor konsantrasyonuyla dogrudan iligkili
degisim  gostermemektedir. Bununla beraber 1.0x10® kob/mL  spor

konsantrasyonu ile gerceklestirilen iiretimlerde nem degerlerindeki azalis, diger

spor konsantrasyonundaki iiretimlere gore daha erken gergeklesmistir. Bunun
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nedeni, yogun asilamanin yapildigi iiretimlerde hiicrelerin gelisiminin daha erken
gerceklesmesi ve dolayisi ile metabolik 1sinin daha erken artmasi, daha diisiik
konsantrasyonlu asilamada ise hiicrelerin ortama alismalarinin daha uzun siirmesi

ve bu nedenle daha yavas biiyiimeleri ve metabolik 1s1 tiretmeleridir.
Optimum inokulum hacminin belirlenmesi

Inokulasyondaki spor konsantrasyonunu degistirmeden % 2, 5, 10 ve 20
(hacim/agirlik) asilamanin denenerek optimum inokulum hacmi degerinin
belirlendigi denemelerde elde edilen sonuglar Sekil 4.5’ te, en yiiksek degerler ve

elde edildigi zamanlar ise Cizelge 4.9° da gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Yatay karistirmali biyoreaktorde kat1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde inokulum
hacmi denemesinde zamana karsi mikropropagiil sayis1 grafigi.

Cizelge 4.9. Yatay karistirmali biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde
inokulum hacmi denemesinde en yiiksek mikropropagiil sayilar1 ve iiretim

zamanlari.
% 2 %5 % 10 % 20
r
Mikropropagiil
Sayisi 9.0+0.4x10° 1.1+0.1x10° 9.120.1x10° 8.6+0.2x10°
(kob/g)
T
Zaman
240 240 216 216
(Saat)

Sekil 4.5 ve Cizelge 4.9’ daki sonuclar degerlendirildiginde en yiiksek
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mikropropagiil sayisina % 5 inokulum hacminde 1.1£0.1x10° kob/g olarak
ulagilmigtir. Bununla beraber % 5 inokulum hacmi disindaki hacimlerde elde
edilen mikropropagiil sayilar1 birbirine ¢ok yakindir ve tiimii % 5 inokulum hacmi
ile elde edilen degerden daha diisiik bulunmustur. Bu nedenle optimum inokulum
hacmi olarak % 5 degeri secilmis ve tlretimlerde asilama % 5 oraninda

yapilmustir.

Cizelge 4.10° da ise farkli inokulum hacimleriyle gerceklestirilen
iiretimlerde besi ortami nem degerlerinin degisimi goriinmektedir. Uretim
boyunca giinliik alinan 6rneklere nem tayini uygulanmistir ve nem degerlerinde %
57 lik bir degisim meydana geldiginde hava sartlandirict diizenek sisteme

baglanmis ve iiretime o sekilde devam edilmistir.

Cizelge 4.10 Yatay karistirmal biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde farkh
besi ortami nem iceriklerinin denenmesinde besi ortamm nem iceriklerinin
zamanla degisimi (* Hava sartlandirict sisteme baglanmustir, ** Hava
sartlandiricimin sicakhigr artirilarak tasidigi nem miktari yiikseltilmistir).

Zaman % Nem Degerleri
% 2 %5 % 10 % 20
0 70 70 70 70
24 70 71 70 65*
48 - 70 - 70
72 68 69 69 67
96 64* 62* 64* 63**
120 70 71 70 71
144 70 69 70 71
168 69 65** 67** 70
192 66** 67 68 68
216 69 67 68 68
240 69 68 67 69

Cizelge 4.10° daki degerlere bakildiginda besi ortami nem igerigi
degerlerindeki azalmanin, % 2, 5 ve 10 asilamada 96. saatte daha fazla oldugu
goriilmektedir. Bununla beraber % 20 inokulum hacminde daha hizli bir nem
azalig1 gozlenmektedir. Bunun nedeni, besi ortami nem igerigindeki degisimin
metabolik 1stya bagli olmasi ve yliksek inokulum hacimleriyle gerceklestirilen

tiretimlerde iiremenin daha hizli gergeklesmesi nedeniyle nemin daha hizh
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azalmasidir.
Substrat yataginin optimum kalinhginin belirlenmesi

Optimum besi ortam1 miktarinin (substrat yatagi kalinliginin) belirlenmeye
calisildigr denemelerde 3, 5 ve 8 cm yatak kalinligi degerleri denenmis ve elde
edilen sonuglar Sekil 4.6’ da, en yiiksek degerler ve elde edildigi zamanlar ise

Cizelge 4.11° de gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Yatay karistirmali biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde yatak
kalinhg1 denemesinde zamana kars1 mikropropagiil sayisi grafigi.

Cizelge 4.11. Yatay karistirmali biyoreaktérde kati Kkiiltiir fermentasyonu ile iiretimde
substrat yatak kalinhig1 denemesinde en yiiksek mikropropagiil sayilar1 ve
iiretim zamanlari.

3cm 5cm 8cm
I 1
Mikropropagiil
Sayist 7.2+0.4x10° 1.1+0.1x10° 1.0£0.3x10°
(kob/g)
I 1
Zaman
216 240 240
(Saat)

Sekil 4.6 ve Cizelge 4.11” deki sonuglar degerlendirildiginde bu {i¢ seviye
arasinda en yiiksek mikropropagiil sayisma 5 cm yatak kalinhiginda 1.1+0.1x10°

kob/g olarak ulasildigi gozlenmektedir. 3 cm yatak kalinligi denemesinde,
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denemenin en yliksek degerine 216. saatte ulasilsa da elde edilen mikropropagiil
sayist, diger kalinliklarla gerceklestirilen iiretimlerden elde edilen mikropropagiil
sayilarndan daha disiiktir (7.240.4x10%). 8 cm vyatak kalmhgmnda ise
1.0+0.3x10° kob/g mikropropagiil sayisina ulagilmistir ve bu deger, = degerler de
gdz oniinde bulunduruldugunda 5 cm’ de elde edilen mikropropagiil sayisina
esittir. Ancak 5 cm yatak kalinhigiyla gerceklestirilen iiretimlerde ayni sonuca
daha az substrat harcanarak ulasildigi i¢in optimum substrat yatagi kalinligi degeri

5cm’ dir.

Cizelge 4.12° de ise farkli besi ortamu kalinliklariyla gerceklestirilen
iiretimlerde besi ortam: nem degerlerinin degisimi goériinmektedir. Uretim
boyunca giinliik alinan 6rneklere nem tayini uygulanmistir ve nem degerlerinde %
5> lik bir degisim meydana geldiginde hava sartlandiric1 diizenek sisteme

baglanmis ve liretime o sekilde devam edilmistir.

Cizelge 4.12. Yatay karistirmah biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde
substrat yatagi kalinhiginin denenmesinde besi ortamm nem iceriklerinin
zamanla degisimi (* Hava sartlandiric1 sisteme baglanmistir, ** Hava
sartlandiricinin sicakhigr artirilarak tasidigi nem miktari yiikseltilmistir).

Zaman % Nem Degerleri
3cm 5cm 8cm
0 70 70 71
24 70 71 71
48 67 70 70
72 63* 69 70
96 69 62* 64*
120 68 71 70
144 65** 69 70
168 71 65** 65**
192 72 67 69
216 72 67 69
240 73 68 68

Cizelge 4.12° deki degerlere bakildiginda besi ortami nem igerigindeki
azalmanin, 72-96. saat aras1 daha fazla oldugu goriilmektedir. 3 cm ortam
kalinliginda daha hizli nem azalis1 gézlenirken 5 ve 8 cm ortam kalinliklarinda bu

azalis daha gec¢ gerceklemistir. Bunun nedeni, diisiik kalinliklardaki kati substrat
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yataklarinin, metabolik 1siya ve havalandirmaya bagli olarak daha hizh
kurumasidir. Substrat miktar1 arttikca nem degerindeki azalis daha yavas

gerceklesmistir.

As1 olarak spor ya da misel kullaniminin etkilerinin belirlenmesi

Spor ya da misel asilamanin mikropropagiil sayilarma etkilerinin
belirlenmeye c¢alisildigi denemelerden elde edilen sonuclar Sekil 4.7° de, en

yiiksek mikropropagiil degerleri ve elde edildigi zamanlar ise Cizelge 4.13 te

gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Yatay karistirmah biyoreaktorde kati Kkiiltiir fermentasyonu ile iiretimde as1
olarak spor ya da misel kullanimi denemesinde zamana kars1 mikropropagiil
sayisi grafigi.

Cizelge 4.13. Yatay karistirmal biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde as
olarak spor ya da misel kullammi denemesinde en yiiksek mikropropagiil
sayilari ve iiretim zamanlari.

Misel Spor
. 1
Mikropropagiil
Sayisi 4.1+0.4x10° 1.1+0.1x10°
(kob/g)
. 1
Zaman
264 240
(Saat)
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Sekil 4.7 ve Cizelge 4.13 incelendiginde, bu iki denemeden spor
inokulasyonunda daha yiiksek mikropropagiil sayisina ulasildigi goézlenmistir.
Miselli agar parcgalariyla asilanan ortamda gergeklestirilen iiretimlerde ise spor
inokulasyonuna gore 2.5-3 kat arast daha az mikropropagiil sayisina
ulagilabilmistir. Bunun nedeni, spor inokulasyonunda asilanan sporlarin ortama
daha diizgiin dagilip bircok noktadan iiremeye baglamalar1 ve besine daha kolay
ulasarak daha hizli iireyip ¢evreye yayilmalari, buna karsin miselli agar ekiminde
ise misellerin daha az bolgeye sagilmalari, bu nedenle de besine ulagmakta daha
fazla zorlanmalaridir. Bu nedenle bu kosullardaki iiretimler i¢in spor asilama

optimum agilama yontemidir.

Cizelge 4.14° te ise bu iki farkli inokulasyon tipi ile gerceklestirilen
iiretimlerde besi ortam: nem degerlerinin degisimi goriinmektedir. Uretim
boyunca giinliik alinan 6rneklere nem tayini uygulanmistir ve nem degerlerinde %
5> lik bir degisim meydana geldiginde hava sartlandiric1 diizenek sisteme

baglanmis ve liretime o sekilde devam edilmistir.

Cizelge 4.14. Yatay karistirmal biyoreaktorde kat1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde spor
ya da miselli agar parcalar: asilamanin etkileri denenmesinde besi ortami nem
iceriklerinin zamanla degisimi (* Hava sartlandirici sisteme baglanmistir, **
Hava sartlandiricinin sicakhigr artirilarak tasidigi nem miktar yiikseltilmistir).

Zaman % Nem Degerleri
Misel Spor
0 70 70
24 70 71
48 67 70
72 67 69
96 66 62*
120 66 71
144 63* 69
168 71 65**
192 72 67
216 70 67
240 69 68

Cizelge 4.14 teki degerlere bakildiginda besi ortami nem igerigindeki
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azalmanin, spor asilandigi itiretimlerde daha hizli gerceklestigi goriilmektedir.
Misel asilandigi durumda ise bu azalis daha ge¢ gerceklemistir ve hava
sartlandiricinin - sicakliginin  artirilmas:  gerekmemistir.  Bunun nedeni, spor
asilanan iiretimlerde, iremenin daha erken gerceklesmesi ve buna bagl olarak 1s1
tiretiminin erken artis1 gosterilmektedir. Misel asilandigi iiretimlerde ise daha

yavag bir iireme ve buna bagli olarak daha yavas bir nem kayb1 s6z konusudur.
Periyodik basin¢ uygulamanin etkilerinin belirlenmesi

Yatay karigtirmali biyoreaktdrde kati kiiltiir fermentasyonu ile Trichoderma
harzianum mikropropagiillerinin iiretiminde periyodik basin¢g uygulamasinin
mikropropagiil tiretimine etkilerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen
denemelerden elde edilen sonuclar Sekil 4.8° de, en yiiksek mikropropagiil

degerleri ve elde edildigi zamanlar ise Cizelge 4.15° te gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Yatay karistirmali biyoreaktorde kat1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde periyodik
basin¢ uygulama denemesinde zamana kars1 mikropropagiil sayis1 grafigi.
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Cizelge 4.15. Yatay karistirmali biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde
periyodik basin¢ uygulama denemesinde en yiiksek mikropropagiil sayilar1 ve
liretim zamanlari.

Atmosferik Siirekli Periyodik
Basing Uygulama Uygulama
1 1
Mikropropagiil
9 9 9
Sayis 1.1+0.1x10 1.1+0.1x10 1.0+0.1x10
(kob/g)
I 1
Zaman
240 240 240
(Saat)

Bu ¢ farkli uygulama i¢inde en yiliksek mikropropagiil sayisina hem
atmosferik basingta hem de siirekli basing uygulamasinda 1.1+0.1x10° kob/g
olarak ulagildigi gozlenmektedir. Periyodik basing uygulandigi iiretimlerden de
elde edilen deger, diger iiretimlerle elde edilen degerlere, + siirlar1 géz 6niinde
bulunduruldugunda esittir. Elde edilen bu sonuglara gére basing uygulamasinin
stirekli ya da periyodik olusuna bakilmaksizin mikropropagiil sayisin1 6nemli

olglide degistirmedigi gozlenmektedir.

Cizelge 4.16” de ise farkli basing uygulama yontemleriyle gergeklestirilen
iiretimlerde besi ortami nem degerlerinin degisimi goriilmektedir. Uretim boyunca
giinliik alinan 6rneklere nem tayini uygulanmistir ve nem degerlerinde % 5’ lik
bir degisim meydana geldiginde hava sartlandirict diizenek sisteme baglanmis ve

iiretime o sekilde devam edilmistir.
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Cizelge 4.16. Yatay karistirmahl biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde
substrat yatagi kalinhiginin denenmesinde besi ortamn nem iceriklerinin
zamanla degisimi (* Hava sartlandirici sisteme baglanmistir, ** Hava
sartlandiricimin sicakhigr artirillarak tasidigi nem miktari yiikseltilmistir).

Zaman % Nem Degerleri
Atmosferik Basing | Siirekli Uygulama | Periyodik Uygulama

0 70 72 71
24 71 71 70
48 70 69 69
72 69 68 67
96 62* 61* 61*
120 71 70 72
144 69 67 70
168 65** 62** 64**
192 67 69 72
216 67 66 69
240 68 65 67

Cizelge 4.16> daki degerlere bakildiginda besi ortami nem igerigindeki
azalmanin, her ii¢ yontemde de 96. saatte daha fazla oldugu goriilmektedir. Basing
uygulanan denemelerde nem degerleri, uygulanmayan denemelere gore yaklasik
% 1 daha diisiliktlir ancak yine de hem nem azalis zamanlar1 ve nem degerleri
birbirine yakindir. Bunun nedeni, basing uygulamanin beklendigi gibi metabolik
1s1y1 uzaklagtirmada etkili oldugu, ancak uygulanan basing degerinin atmosferik
basinca yakin olmasi nedeniyle daha etkin bir 1s1 transferi saglanamamasi ve buna
bagl olarak ta daha erken saatlerde, daha yiiksek nem azaliglarinin meydana

gelememesidir.
Steril ve steril olmayan kosullarin etkilerinin belirlenmesi

Yatay karistirmali biyoreaktdrde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde
sterilizasyonun mikropropagiil iretimine etkilerinin incelendigi denemelerde,
sterilizasyonun uygulanmadigi tretimlerde kontaminasyon meydana geldigi igin
herhangi bir deger elde edilememistir. O nedenle sterilizasyonun Trichoderma

harzianum mikropropagiil iiretimi i¢in 6nemli oldugu sonucuna varilmistir.
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4.1.1.2 Trichoderma harzianum EGE-K38 susunun viizeyden

havalandirilan tepsili bivoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu

ile iiretiminde bazi parametrelerin optimizasyonu

Besi ortaminin optimum nem iceriginin belirlenmesi

Besi ortaminin optimum nem igerigi degerinin belirlenmeye ¢alisildig
denemelerde % 60, 65, 70 ve 75 degerleri denenmistir ve elde edilen sonuglar
Sekil 4.9° da, en yiiksek mikropropagiil degerleri ve elde edildigi zamanlar ise
Cizelge 4.17° de gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde besi ortamn nem icerigi denemesinde zamana karsi mikropropagiil
sayisi grafigi.

Cizelge 4.17. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktérde kat1 kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde besi ortami nem igerigi denemesinde en yiiksek mikropropagiil
sayilari ve iiretim zamanlari.

%60 %65 %70 %75
.
Mikropropagiil
Sayist 9.2+0.6x10° 1.4+0.1x10° 1.8+0.1x10° 1.5+0.1x10°
(kob/g)
"
Zaman
144 144 144 144
(Saat)

Sekil 4.9 ve Cizelge 4.17° deki sonuglar degerlendirildiginde en yiiksek
mikropropagiil sayist degerine % 70 nem igeriginde ulasilmigtir (1.8+0.1x10°
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kob/g). Bununla beraber % 65 ve % 75 nem degerlerinde elde edilen
mikropropagiil sayilar sirastyla 1.4+0.1x10° ve 1.5+0.1x10% dur ve en yiiksek
mikropropagiil sayisina + degerler géz oOniinde bulunduruldugunda yakindir.
Sargin et al., (2013), Nampoothiri et al.,(2004) ve Cavalcante et al.,” in (2008)
calisma sonuclar1 da goz oniinde bulundurularak optimum nem degeri olarak %
70 nem degeri secilmis ve iliretimlerde besi ortami nem igerigi degeri yatay
karistirmal1 biyoreaktordeki denemelere benzer sekilde liretim boyunca % 70’ te
tutulmustur. Bununla beraber nem degerinin % 65’¢ diismesi veya % 75° ¢
cikmast durumlarmin da mikropropagiil sayilarina belirgin derecede etkisi

olmayacagi sonucuna ulagilmistir.

Cizelge 4.18° de ise Uretimler sirasinda besi ortami nem degerlerinin
degisimi goriinmektedir. Nem degerlerinde % 5’ lik bir degisim meydana
geldiginde hava sartlandirici diizenek steril edilerek sisteme baglanmistir ve
iiretimlere bu sekilde devam edilmistir. Uretimler sirasinda besi ortami nem
igeriginde, hava sartlandirici diizenek baglandiktan sonra tekrar % 5’ lik bir
azalma meydana gelmedigi i¢in, hava sartlandirici diizenegin sicakliginin

yiikseltilerek tasidigi nem miktarinin artirilmasina gerek gortilmemistir.

Cizelge 4.18. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde farkh besi ortam nem iceriklerinin denenmesinde besi ortami nem
iceriklerinin zamanla degisimi (* Hava sartlandirici sisteme baglanmistir).

Zaman % Nem Degerleri
%60 %65 %70 %75
0 60 65 70 "
24 ] o5 o .
48 61 i 70 s
72 59 64 i 23
96 59 64 69 i
20 >8 64 69 ;
144 58 63 o -
168 - 63 67 .
192 57 o - -
216 56 61 68 o
240 56 60 67 "

Cizelge 4.18° deki degerlere bakildiginda besi ortami nem igerigi
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degerlerindeki azalmanin, yatay karistirmali biyoreaktore goére daha yavas
gerceklestigi  goriilmektedir. Bunun nedeni, ylizeyden havalandirilan tepsili
biyoreaktorde, besi ortami nem igerigindeki degisimde metabolik 1sinin daha etkin
olmasi, zorlamali konveksiyonun ise ¢ok etkin olmamasidir. Bu nedenle 144.
saatten sonra nem igeriginin daha fazla distiigii gozlenmektedir. Sadece % 75
nem oraninda gerceklestirilen denemelerde hava sartlandiricinin - sisteme
baglanmasina gerek duyulmustur, bunun nedeni de her ne kadar besi ortamina
dogrudan hava beslenmese de biyoreaktér icersine beslenen havanin nem
iceriginin besi ortamindan daha diisiik olmasi nedeniyle her kosulda yiiksek nem
icerigini korumanin daha zor olmasidir. Ayni sicaklikta sisteme beslenen havanin
nem yiikii daha diisiik nem oranindaki besi ortamu i¢in yeterli gelmekteyken, daha
yiiksek nem oranlar1 i¢in metabolik 1siya da bagli olarak zamanla yeterli

gelmemektedir.
Optimum ortam sicakhi@inin belirlenmesi

Optimum ortam sicakliginin belirlenmeye calisildigi denemelerde 24+2°C,
28+2°C, 32+2°C, 35+2°C olacak sekilde 4 farkli sicaklik degeri denenmistir ve
elde edilen sonuclar Sekil 4.10” da, en yiiksek mikropropagiil degerleri ve elde

edildigi zamanlar ise Cizelge 4.19” da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde besi ortamm nem icerigi denemesinde zamana kars1 mikropropagiil
sayis1 grafigi.
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Cizelge 4.19. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde ortam sicakhigi denemesinde en yiiksek mikropropagiil sayilar1 ve
iiretim zamanlari.

24+2°C 28+2°C 32+2°C 35+2°C
Mikropropagiil
Sayist 8.1+0.5x10° 1.840.1x10° 1.2+0.2x10° 9.0+0.1x108
(kob/g)
Zaman
144 144 144 144
(Saat)

Bu sonuglara gore, en yiiksek mikropropagiil sayisinin 28+2°C sicaklik
degerinde elde edildigi gdzlenmektedir (1.8+0.1x10° kob/g). Sargin et al., (2013)
da ¢aligmalarinda optimum ortam sicakligin1 28°C olarak elde etmislerdir. Ortam
sicakliginda meydana gelebilecek artis ya da azalislarda ise mikropropagiil
sayilarinin azalacagi sonucuna ulasilmistir. Nampoothiri et al.,(2004) ve
Cavalcante et al.,” in (2008) ¢alismalarindan da, elde edilen sonuglar1 destekleyici
verilere ulagilmistir. Bu nedenle optimum sicaklik degeri olarak 28+2°C secilmis

ve sonraki liretimlerde bu sicaklik degerinde iiretimler gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.20° de ise farkli sicakliklardaki iiretimler sirasinda besi ortami
nem degerlerinin degisimi goériinmektedir. Uretim boyunca giinliik alman
orneklere nem tayini uygulanmistir ve nem degerlerinde % 5’ lik bir degisim
meydana geldiginde hava sartlandirici diizenek steril edilerek sisteme baglanmistir

ve tretimlere bu sekilde devam edilmistir.
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Cizelge 4.20. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde farkh iiretim sicakliklarinin denenmesinde besi ortam nem iceriklerinin zamanla
degisimi (* Hava sartlandirici sisteme baglanmistir, ** Hava sartlandiricinin sicakhgi
artirillarak tasidig1 nem miktar yiikseltilmistir).

Zaman % Nem Degerleri
24+2°C 28+2°C 32+2°C 35+2°C

0 70 70 70 70
24 70 71 - 69
48 - 70 69

72 69 - 68 68
96 69 69 67 67
120 68 69 67 66
144 68 68 66 64*
168 67 67 66 69
192 67 67 65* 67
216 68 68 72 66**
240 68 67 72 71

Cizelge 4.20° deki degerlere bakildiginda besi ortami nem igerigi
degerlerindeki azalma, ortam sicakligina bagli olarak degisim gostermektedir.
35+2°C diretim sicakligi degerinde, diger sicakliklara gore nem degerinde daha
erken bir azalma meydana gelirken, 24+2°C ve 28+2°C’ deki tiretimlerde ise
istenen nem degeri liretim boyunca korunmustur. Bu nedenle 24+2°C ve 28+2°C’
deki tiretimlerde hava sartlandiricinin baglanmasina gerek duyulmazken 35+2°C’
deki tretimlerde 144. saatten itibaren hava sartlandirict sisteme baglanarak
tretime devam edilmistir. Ayrica 35+2°C’ deki iiretimlerde {iretimin sonuna
dogru hava sartlandiricinin  sagladigi nem yeterli gelmedigi icin hava
sartlandiricinin sicakligi yiikseltilerek, havanin tasidigi nem miktar1 artirilmis ve
liretim ortami igin istenen nem degerinin saglanmistir. Uretimler sirasinda nem
oranlarinda meydana gelen degisimler arasindaki bu farklarin nedeni, metabolik
1sinin yaninda iiretim ortaminin sicaklik degerinin, besi ortaminin var olan nem
iceriginin degisimindeki 6nemli etkisidir.

Optimum hava debisinin belirlenmesi

Optimum havalandirma debisinin belirlenmeye c¢alisildigt denemelerde

1,2,5,8,10,12 L/dak gibi 6 farkli havalandirma debisi degeri denenmistir ve elde
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edilen sonuglar Sekil 4.11° de, en yliksek mikropropagiil degerleri ve elde edildigi

zamanlar ise Cizelge 4.21° de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati1 kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde hava debisi denemesinde zamana kars1 mikropropagiil sayis1 grafigi.

Cizelge 4.21. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktérde kat1 kiiltiir fermentasyonu ile

iiretimde havalandirma debisi denemesinde en yiiksek mikropropagiil sayilari
ve iiretim zamanlari.

1 L/dak 2 L/dak 5 L/dak 8 L/dak 10 L/dak 12 L/dak

Mikropropagiil
Sayisi 8.5+0.5x10%1.1+0.6x10°(1.84+0.1x10°1.7+0.2x10°| 1.8+0.1x10° [1.6+0.2x10°
(kob/g)
1
Zaman
168 168 144 144 144 144
(Saat)

Bu sonuglara gore, en yiiksek mikropropagiil sayisina 5 ve 10 L/ dak
degerlerinde 1.8+0.1x10° kob/g olarak ulasildig1 gozlenmektedir. Bununla beraber
8 ve 12 L/ dak havalandirma debilerinin de mikropropagiil sayilar1 + degerleri de
géz Onlinde bulunduruldugunda en yiiksek degere esit ve yaklasiktir. Hava
debisindeki artis, olusan metabolik 1sinin daha etkin uzaklastirilmasini saglasa da
bu etki ¢ok yiiksek havalandirma hizlarinda ayni zamanda besi ortami nem
iceriginde de hizli azalisina neden olmaktadir (Cizelge 4.22). 1 ve 2 L/dak hava
debilerinde ise mikropropagiil sayisi, diger debilerde elde edilene gére 1.5- 2 kat
azalmistir. Bunun nedeni, diisiik debilerde beslenen havanin hem iiretim i¢in hem

de substrat yatagmmin havalandirilmast ve olusan metabolik 1sinin
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uzaklastirilmasinda yetersiz kalmasidir. Bu nedenle optimum hava debisi olarak 5
L/dak degeri se¢ilmis ve sonraki iiretimler bu havalandirma debisinde

gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.22° de ise iiretimler boyunca besi ortami nem degerlerinin
degisimi goriinmektedir. Uretim boyunca giinliik alman &rneklere nem tayini
uygulanmistir ve nem degerlerinde % 5’ lik bir degisim meydana geldiginde hava
sartlandiric1 diizenek steril edilerek sisteme baglanmistir ve liretimlere bu sekilde
devam edilmistir. Hava sartlandiricinin sisteme baglandigi tiretimler sirasinda besi
ortami nem igeriginde, hava sartlandirict diizenek baglandiktan sonra % 5’ lik bir
azalma tekrar meydana gelmedigi i¢in, hava sartlandiric1 diizenegin sicakliginin

yiikseltilerek tasidigi nem miktarinin artirilmasina gerek goriilmemistir.

Cizelge 4.22. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde farkhh havalandirma debilerinin denenmesinde besi ortamm nem
iceriklerinin zamanla degisimi (* Hava sartlandirici sisteme baglanmistir).

Zaman % Nem Degerleri
1 L/dak 2 L/dak 5 L/dak 8 L/dak 10 L/dak 12 L/dak

0 70 70 70 70 20 20
24 71 71 71 70 69 20
48 71 _ 70 70 ] 20
72 72 69 ) i ] o8
96 73 69 69 63 67 67
120 72 68 69 63 67 56
144 70 68 68 68 66 56
168 69 69 67 69 66 65*
192 69 68 67 68 67 69
216 68 69 68 68 67 59
240 70 70 67 70 20 20

Cizelge 4.22° deki degerlere bakildiginda besi ortami nem igerigi

havalandirma debisine bagl olarak degisim gostermekle beraber bu etki yatay
karistirmali biyoreaktordeki kadar yiiksek degildir. Sadece 12 L/dak debideki
tiretimlerde nem degerinde % 5’ lik bir azalma meydana gelirken, diger debilerde
ise {iretim boyunca istenen nem degeri korunabilmistir. Uretimler sirasinda nem
oranlarinin ¢ok hizli sekilde azalmamasinin nedeni, havalandirma debisinin
zorlamali konveksiyonu, yatay karigtirmali biyoreaktordeki kadar etkin hale

getirememesi, ancak ¢ok 12 L/ dak gibi yiiksek debide etkili bir zorlamali
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konveksiyon meydana gelmesi ve iiretimin sonlarina dogru metabolik 1siyla

beraber nem degerini diisiirebilmesidir.
Inokulumdaki sporlarin optimum konsantrasyonlariin belirlenmesi

Inokulumdaki sporlarin  optimum konsantrasyonlarmin belirlenmeye
calisildig denemelerde 1.0x10° kob/mL, 1.0x10° kob/mL, 1.0x10” kob/mL ve
1.0x10° kob/mL olacak sekilde 4 farkli inokulum spor konsantrasyonu
denenmistir ve elde edilen sonuglar Sekil 4.12° de, en yiiksek mikropropagiil

degerleri ve elde edildigi zamanlar ise Cizelge 4.23° te gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde inokulumdaki spor konsantrasyonu denemesinde zamana Kkarsi
mikropropagiil sayisi grafigi.

Cizelge 4.23. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kat1 kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde inokulumdaki spor konsantrasyonu denemesinde en yiiksek
mikropropagiil sayilari ve iiretim zamanlar1.

1.0x10° kob/mL | 1.0x10° kob/mL | 1.0x10” kob/mL | 1.0x10° kob/mL
1
Mikropropagiil
Sayist 3.0£0.6x10° 3.0£0.1x10° 1.5£0.1x10° 1.8+0.1x10°
(kob/g)
1
Zaman
168 168 144 144
(Saat)

Bu sonuglara gore, en yiiksek mikropropagiil sayisma 1.0x10° kob/mL ve
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spor konsantrasyonu degerinde ulasilmaktadir (3.040.6x10° kob/g), 1.0x10°
kob/mL inokulasyonda da ortalama olarak ayni degere ulasilmistir ancak sapma
degerlerine bakildiginda 1.0x10° kob/mL ile gerceklestirilen iiretimlerde daha
yiiksek mikropropagiil sayilarina ulasilabildigi goriilmektedir. Bununla beraber
1.0x10° kob/mL inokulasyonda 1.0x10% a gére daha diisiik inokulum spor
konsantrasyonu degeriyle bu sonug elde edilebilmektedir. Elde edilen sonuglar
Nampoothiri et al.” in 2004 ¢alismalariyla da ortiismektedir. Bu nedenle optimum
inokulum spor konsantrasyonu degeri olarak 1.0x10° kob/mL secilmis ve sonraki

iiretimlerde bu inokulum spor konsantrasyonu degeri kullanilmistir.

Cizelge 4.24° te ise inokulumdaki spor konsantrasyonunun farkli
degerlerine ait denemede besi ortami nem degerlerinin degisimi goériilmektedir.
Uretim boyunca giinliik alinan &rneklere nem tayini uygulanmistir ve ¢izelgede de
goriildiigii iizere tiretim siiresince nem degerlerinde belirgin bir azalma meydana
gelmedigi icin hava sartlandirict diizenek sisteme baglanmadan iiretime devam

edilmistir.

Cizelge 4.24. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde inokulumdaki farkli spor konsantrasyonlari1 denemesinde besi
ortami nem iceriklerinin zamanla degisimi.

Zaman % Nem Degerleri
1.0x10° kob/mL | 1.0x10° kob/mL | 1.0x10" kob/mL | 1.0x10° kob/mL

0 70 70 70 70
24 70 - - 71
48 69 69 69 70
72 68 69 68 -
96 68 67 68 69
120 69 67 68 69
144 68 68 69 68
168 67 67 68 67
192 68 67 67 67
216 68 68 68 68
240 70 67 68 67

Cizelge 4.24° teki degerlere bakildiginda besi ortam: nem igerigi
degerlerindeki azalma, inokulum spor konsantrasyonuyla dogrudan iliskili bir
degisim gostermemektedir. Hem ortamlardaki iiremeye bagli olusan metabolik

isiin etkileri hem de biyoreaktére beslenen havanin nem degeri iizerindeki
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etkileri, besi ortamlarmin nemini % 5 ve daha fazla degistirecek kadar biiyiik
degildir.
Optimum inokulum hacminin belirlenmesi

Inokulasyondaki spor konsantrasyonunu degistirmeden farkli hacimlerde
astlamanin denenerek optimum inokulum hacmi degerinin belirlenmeye ¢aligildig
denemelerde % 2, 5, 10 ve 20 (hacim/agirlik) asilama denenmis ve elde edilen
sonuglar Sekil 4.13” te, en yiliksek degerler ve elde edildigi zamanlar ise Cizelge

4.25’ te gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde inokulum hacmi denemesinde zamana karsi mikropropagiil sayisi
grafigi.

Cizelge 4.25. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde inokulum hacmi denemesinde en yiiksek mikropropagiil sayilar1 ve
iiretim zamanlar1.

% 2 %5 % 10 % 20
Mikropropagiil
Sayisi 1.0+0.6x10° 1.7+0.3x10° 3.0+0.6x10° 2.9+0.1x10°
(kob/g)
I
Zaman
168 168 168 144
(Saat)

Sekil 4.13 ve Cizelge 4.25° teki sonuglar degerlendirildiginde en yiiksek
mikropropagiil sayisma % 10 inokulum hacminde 3.0+0.6x10° kob/g olarak
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ulagildigr gézlenmektedir. Bununla beraber % 2 ve % 5 hacimlerde elde edilen
mikropropagiil sayilar1 arasinda dnemli bir fark bulunmamaktadir ve her ikisi de
% 10 inokulum hacmi ile elde edilen degerden daha diisiik bulunmustur. % 20
inokulum hacmiyle gerceklestirilen lretimlerde ise mikropropagiil sayist %10
inokulumla elde edilene ¢ok yakin ¢iksa da sapma degerleri ve harcanan inokulum
miktar1 degerlendirildiginde % 10 inokulum hacmi optimum bulunmustur ve

iretimlerde asilama % 10 oraninda yapilmstir.

Cizelge 4.26° da ise farkli inokulum hacimleriyle gergeklestirilen
iiretimlerde besi ortam: nem degerlerinin degisimi goriinmektedir. Uretim
boyunca giinliik alinan 6rneklere nem tayini uygulanmistir ve nem degerlerinde %
5’ lik bir degisim meydana geldiginde hava sartlandiric1 diizenek steril edilerek

sisteme baglanmistir ve iiretimlere bu sekilde devam edilmistir.

Cizelge 4.26. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iretimde inokulum hacmi denemesinde besi ortamm nem iceriklerinin
zamanla degisimi (* Hava sartlandirici sisteme baglanmstir).

Zaman % Nem Degerleri
%2 %5 % 10 % 20

. 0 70 70 70
24 20 20 = .
48 } i 6 o
2 o9 69 68 66+
96 70 69 68 o
120 70 68 6 o
144 71 68 63 o
168 70 67 67 .
192 69 67 68 .
216 69 67 68 o
240 68 70 70 i

Cizelge 4.26° teki degerlere bakildiginda besi ortami nem igerigi
degerlerindeki azalmanin, % 20 inokulasyon hacmi disinda % 5 ve daha fazla
olmadig1 goriilmektedir. Bu da inokulum hacminin besi ortami nem igerigini
etkilemedigini gostermektedir. % 20 inokulum hacminde daha fazla disis
goriilmesinin nedeni ise daha fazla hacimle gergeklestirilen inokulasyonda

mikroorganizmalarin ortama daha kolay alisip daha hizli tiremeleri ve 1s1 agiga
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cikarmalaridir. Bu nedenle yalnizca % 20 inokulum hacmiyle gerceklestirilen

denemelerde hava sartlandirici diizenek sisteme baglanmustir.
Substrat yataginin optimum kalinhi@inin belirlenmesi

Substrat  yataginin  optimum  kalinliginin  belirlenmeye  ¢alisildig
denemelerde 2, 4 ve 6 cm yatak kalinliklart ile denemeler gerceklestirilmistir ve
elde edilen sonuglar Sekil 4.14° te, en yliksek degerler ve elde edildigi zamanlar

ise Cizelge 4.27° de gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde substrat yatak kalinhig1 denemesinde zamana karsi mikropropagiil

sayis1 grafigi.

Cizelge 4.27. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde substrat yatagi kalinhig1 denemesinde en yiiksek mikropropagiil
sayilari ve iliretim zamanlari.

2cm 4cm 6cm
I 1
Mikropropagiil
Saysi 1.4+0.4x10° 3.0+0.6x10° 2.8+0.2x10°
(kob/g)
I 1
Zaman
168 168 168
(Saat)

Bu sonuglara gore, li¢ seviye arasinda en yliksek mikropropagiil sayisina 4
cm yatak kalinliginda 3.0+0.6x10° kob/g olarak ulagilmistir. 2 cm yatak kalinlig:

denemesinde, diger iiretimlerden elde edilen mikropropagiil sayilarindan daha
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diisiik bir deger elde edilebilmistir (1.4+0.4x10° kob/g). 6 cm yatak kalinhginda
ise sapma degerleri goz Onlinde bulunduruldugunda 4 cm’ de elde edilen
mikropropagiil sayisina esit bir deger elde edilmistir (2.8+0.2x10° kob/g). Ancak
harcanan substrat miktarinin fazla olmasi nedeniyle substrat bagina verim degeri 4
cm’ de elde edilenden daha diislik kaldig1 i¢cin optimum substrat yatagi kalinlig

olarak 4 cm degeri segilmistir.

Cizelge 4.28° de ise farkli besi ortami kalinliklartyla gergeklestirilen
iiretimlerde besi ortami nem degerlerinin degisimi goriinmektedir. Uretim
boyunca giinliik alinan 6rneklere nem tayini uygulanmistir ve nem degerlerinde %
5’ lik bir degisim meydana geldiginde hava sartlandiric1 diizenek steril edilerek

sisteme baglanmistir ve iiretimlere bu sekilde devam edilmistir.

Cizelge 4.28. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati1 kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde substrat yatagi kalinhginin denenmesinde besi ortami nem
iceriklerinin zamanla degisimi (* Hava sartlandirici sisteme baglanmistir).

Zaman % Nem Degerleri
2cm 4cm 6cm

0 70 70 70
24 70 70 71
48 69 69 70
72 68 68 70
96 66> 68 69
120 70 69 69
144 70 68 68
168 69 67 67
192 69 68 67
216 69 68 66
240 70 70 66

Cizelge 4.28” deki degerlere bakildiginda 2 cm ortam kalinliginda daha
cabuk nem azalist gozlenirken 4 ve 6 cm kalinliklarinda bu azalis daha geg
gerceklemistir ve % 5 nem azalist meydana gelmemistir. Bunun nedeni, miktarca
daha az ortam kullanilmasimnin metabolik 1siya ve havalandirmaya bagli hizl
kurumaya yol agmasidir. Substrat miktari arttikca nem degerindeki azalis daha
yavas gerceklesmistir. Bu nedenle sadece 2 cm yatak kalinliginda gergeklestirilen

iiretimlerde 96. saatte hava sartlandirici steril edilerek sisteme baglanmaistir.
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As1 olarak spor ya da misel kullaniminin etkilerinin belirlenmesi

Spor ya da misel asilamanin etkilerinin belirlenmeye ¢alisildigt
denemelerden elde edilen sonuglar Sekil 4.14° te, en yiiksek degerler ve elde

edildigi zamanlar ise Cizelge 4.29° da gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde as1 olarak spor ya da misel kullanimi denemesinde zamana karsi
mikropropagiil sayisi grafigi.

Cizelge 4.29. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde as1 olarak spor ya da misel kullammi denemesinde en yiiksek
mikropropagiil sayilari ve iiretim zamanlari.

Misel Spor
| 1
Mikropropagiil
Sayisi 1.2+0.2x10° 3.0+0.6x10°
(kob/g)
| 1
Zaman
192 168
(Saat)

Bu iki denemeden spor inokulasyonunda daha yiiksek mikropropagiil
sayisina ulasildigr gozlenmistir. Miselli agar pargalariyla asilanan ortamda
gerceklestirilen Uretimlerde ise yatay karistirmali biyoreaktordeki sonuglara
benzer sekilde spor inokulasyonuna gore 2 — 3.5 kat aras1 daha az mikropropagiil
sayisina ulasilabilmistir. Bunun nedeni, spor inokulasyonunda asilanan sporlarin

ortama daha diizglin dagilip bircok noktadan iiremeye baglamalar1 ve besine daha
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kolay ulasarak daha hizli iireyip ¢evreye yayilmalari, buna karsin miselli agar
ekiminde ise misellerin daha az bolgeye sagilmalari ve besine ulagsmakta daha
fazla zorlanmalaridir. Bu nedenle bu kosullardaki iiretimler i¢in spor asilamanin

daha uygun bir asilama yontemi oldugu sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.30° da ise bu iki farkli inokulasyon tipi ile gergeklestirilen

iiretimlerde besi ortami1 nem degerlerinin zamanla degisimi goriilmektedir.

Cizelge 4.30. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati1 kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde spor ya da miselli agar parc¢alar1 asilamanin etkileri denenmesinde
besi ortami nem iceriklerinin zamanla degisimi.

Zaman % Nem Degerleri
Misel Spor

0 70 70
24 71 70
48 71 69
72 70 68
96 69 68
120 69 69
144 68 68
168 69 67
192 69 68
216 68 68
240 69 70

Cizelge 4.30° daki degerlere bakildiginda spor asilandigi iretimlerde,
miselli tretimlere gore daha diisiik nem degerleri elde edilse de her iki iiretim
yonteminde de besi ortami nem igerigi % 5 ve daha fazla azalmamistir. Bu
sonuglara gore spor ya da misel inokulasyonunun, besi ortami nem degerleri

izerinde etkisinin olmadig1 sonucuna ulasilmistir.
Periyodik basin¢ uygulamanin etkilerinin belirlenmesi

Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
mikropropagiil tiretiminde periyodik basing uygulamasiin iretime etkilerinin
belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen denemelerden elde edilen sonucglar Sekil
4.16’ da, en yiiksek mikropropagiil degerleri ve elde edildigi zamanlar ise Cizelge
4.31° de gosterilmistir.
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Sekil 4.16. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde periyodik basin¢ uygulama denemesinde zamana Kkarsi
mikropropagiil sayis: grafigi.

Cizelge 4.31. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile
iiretimde periyodik basin¢ uygulama denemesinde en yiiksek mikropropagiil
sayilari ve iiretim zamanlari.

Atmosferik Siirekli Periyodik
Basing Uygulama Uygulama
I 1
Mikropropagiil
Sayist 3.0£0.6x10° 2940410’ 2.8£0.5x10°
(kob/g)
I 1
Zaman
168 168 168
(Saat)

Bu {i¢ farkli uygulama i¢inde en yiiksek mikropropagiil sayisina, atmosferik
basingta 3.0£0.6x10° kob/g olarak ulasildig1 gozlenmektedir. Siirekli basing ve
periyodik basing uygulandigi iiretimlerde de elde edilen degerler, sapma degerleri
de gbz oniinde bulunduruldugunda atmosferik basingla elde edilen degerlere
olduk¢a yakindir. Elde edilen bu sonuglara gore basing uygulamasinin yilizeyden
havalandirilan tepsili biyoreaktorde, yatay karistirmali biyoreaktore benzer sekilde

mikropropagiil sayisint degistirmedigi goriillmektedir.

Cizelge 4.32° de ise farkli basing uygulama yontemleriyle gergeklestirilen
iiretimlerde besi ortami nem degerlerinin degisimi goriilmektedir. Uretim boyunca

giinliik alman orneklere nem tayini uygulanmistir ve nem degerlerinde % 5° lik
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bir degisim meydana geldiginde hava sartlandirict diizenek steril edilerek sisteme

baglanmistir ve tiretimlere bu sekilde devam edilmistir.

Cizelge 4.32. Yatay karistirmali biyoreaktorde kati Kkiiltiir fermentasyonu ile iiretimde
periyodik basin¢ uygulama denenmesinde besi ortamm nem iceriklerinin
zamanla degisimi (* Hava sartlandirici sisteme baglanmistir).

Zaman % Nem Degerleri
Atmosferik Basing | Siirekli Uygulama | Periyodik Uygulama

0 70 71 71
24 70 71 70
48 69 69 69
72 68 68 67
96 68 66> 65*
120 69 72 73
144 68 69 70
168 67 70 70
192 68 69 69
216 68 67 69
240 70 65 67

Cizelge 4.32° deki degerlere bakildiginda besi ortami nem igerigindeki
azalmanin, her ii¢c yontemde de 96. saatte % 5 ve civarinda oldugu goriilmektedir.
Basing uygulanan denemelerde nem azalisi, uygulanmayan denemelere gore % 5°
e daha yakindir ve bu nedenle hava sartlandirict diizenek biyoreaktore baglanarak
tretime devam edilmistir. Ancak yine de basing uygulamasinin nem degerlerini,
atmosferik basingtaki denemeye gore % 2-3° ten fazla degistirmedigi
gbzlenmektedir. Bunun nedeni, basing uygulamanin beklendigi gibi metabolik
1s1y1 uzaklagtirmada etkili olmasi, ancak uygulanan basing degerinin biraz daha
yiiksek olmasinin, daha etkin bir 1s1 transferi saglayabilecek olusu ve buna bagl
olarak ta daha erken saatlerde, % 5’ e yakin nem azaliglarina neden olabilecegi
gosterilmektedir. Liu et al., (2007) kat1 kiiltiir fermentasyonu ile Trichoderma
koningii tretiminde basincin etkisini inceledikleri ¢alismalarinda yiiksek basing
uzun siireli uygulama, yiiksek basing kisa siireli uygulama, diisiik basing uzun
stireli uygulama, diisiik basing kisa siireli uygulama yontemlerini denemisler ve 4
atm basing uzun siireli uygulamanin yatak sicakligini diisiirmede diisiik basing

degerlerine gore daha etkili oldugu sonucuna varmiglardir.
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Steril ve steril olmayan kosullarin etkilerinin belirlenmesi

Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktdrde kati kiiltiir fermentasyonu ile
mikropropagiil iiretiminde, sterilizasyonun mikropropagiil sayisi {izerine
etkilerinin incelendigi calismada, sterilizasyonun uygulanmadigi iretimlerde
kontaminasyon meydana geldigi i¢in herhangi bir deger elde edilememistir. O
nedenle yatay kanistirmali biyoreaktérde oldugu gibi, sterilizasyonun

mikropropagiil liretimi i¢in 6nemli oldugu sonucuna varilmistir.

4.1.2 Statik Smv1  Kiiltiirde Mikropropagiil Uretim Kosullarinin

Optimizasyonu

4.1.2.1Trichoderma  harzianum EGE-K38 susunun viizeyvden

havalandirilan tepsili biyoreaktorde statik sivi  Kkiiltiir

fermentasyonu ile liretiminde bazi parametrelerin optimizasyonu

Optimum ortam sicakhi@inin belirlenmesi

Optimum ortam sicakligmin belirlenmeye calisildigi denemelerde 24+2°C,
28+2°C, 32+2°C, 35+2°C olacak sekilde 4 farkli sicaklik degeri denenmistir ve
elde edilen sonuclar Sekil 4.17° de, en yiiksek mikropropagiil degerleri ve elde

edildigi zamanlar ise Cizelge 4.33 te gOsterilmistir.
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Sekil 4.17. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde statik siv1 kiiltiir fermentasyonu
ile iiretimde ortam sicaklig1 denemesinde zamana karsi1 mikropropagiil sayisi1 grafigi.
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Cizelge 4.33. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde statik sivi Kiiltiir fermentasyonu
ile iiretimde ortam sicakh@r denemesinde en yiiksek mikropropagiil sayilari,

kuru agirhik degerleri ve iiretim zamanlari.

24+2°C 28+2°C 32+2°C 35+2°C
1
Mikropropagiil
Sayisi 5.4+0.5%10° 1.2+0.1x10° 8.0+1.0x10° 2.7+2.0x10°
(kob/mL)
1
Kuru Agirhk
10+1 12+2 11+2 10+2
(g/L)
1
Zaman
144 144 144 144
(Saat)

Bu sonuclara gore, en yiliksek mikropropagiil sayis1 ve kuru agirhik
degerinin 28+2°C sicaklik degerinde elde edildigi goézlenmistir (1.2+0.1x10°
kob/mL ve 12+1 g/L). Sicaklik bu degerden daha yiiksek ve daha diisiik

degerlerde denendiginde elde edilen mikropropagiil sayilarinda azalma meydana

gelmektedir. Bu nedenle optimum sicaklik degeri olarak 28+2°C secilmis ve

sonraki tiretimlerde bu sicaklik degerinde liretimler gerceklestirilmistir.

Optimum hava debisinin belirlenmesi

Optimum havalandirma debisinin belirlendigi denemelerde 5, 8, 10, 12

L/dak olacak sekilde 4 farkli havalandirma debisi denenmistir ve elde edilen

sonuglar Sekil 4.18” de, en yliksek mikropropagiil degerleri ve elde edildigi

zamanlar ise Cizelge 4.34 te gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde statik siv1 kiiltiir fermentasyonu
ile iiretimde havalandirma debisi denemesinde zamana kars1 mikropropagiil
sayisi grafigi.

Cizelge 4.34. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde statik sivi kiiltiir fermentasyonu
ile iiretimde havalandirma debisi denemesinde en yiiksek mikropropagiil
sayilari, kuru agirhik degerleri ve iiretim zamanlari.

5 L/dak 8 L/dak 10 L/dak 12 L/dak
Mikropropagiil
Sayist 1.2+0.1x10° 1.040.1x10° 1.140.1x10° 1.140.1x10°
(kob/mL)
Kuru Agirhk

1242 11+3 12+1 12+2
(9/L)
Zaman

144 144 144 144
(Saat)

Bu sonuglara gore, en yiiksek mikropropagiil sayisina 5 L/ dak degerinde
1.240.1x10° kob/mL olarak ulasildigi gozlenmektedir. Bununla beraber daha
yiksek havalandirma debilerinin, mikropropagiil sayilarin1 artirici  etkisi
gozlenmemistir ve sapma degerleri de géz oniinde bulunduruldugunda 5 L/dak ile
ayn1 mikropropagiil sayisina ulasilmistir. Bu sonuglara gore 5 L/ dak hava
debisinin tiretim i¢in optimum oldugu, daha yiiksek debilerde hava beslemenin ise
proses i¢in ilave maliyet getirmesi nedeniyle optimum hava debisi olarak 5 L/ dak

degeri  secilmis ve sonraki Uretimler bu havalandirma  debisinde
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gerceklestirilmistir.
Asi olarak spor ya da misel kullaniminin etkilerinin belirlenmesi

Spor ya da misel asilamanin etkilerinin belirlenmeye calisildig
denemelerden eclde edilen sonuglar Sekil 4.19° da, en yiiksek mikropropagiil

degerleri ve elde edildigi zamanlar ise Cizelge 4.35° te g0sterilmistir.
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Sekil 4.19. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde statik sivi kiiltiir fermentasyonu
ile iiretimde as1 olarak spor ya da misel kullanimi denemesinde zamana karsi
mikropropagiil sayis1 grafigi.

Cizelge 4.35. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde statik sivi Kiiltiir fermentasyonu
ile iiretimde as1 olarak spor ya da misel kullanini denemesinde en yiiksek
mikropropagiil sayilari, kuru agirhik degerleri ve iiretim zamanlari.

Misel Spor
) 1
Mikropropagiil
Sayist 3.0+0.5%x10° 1.2+0.1x10°
(kob/mL)
I 1
Kuru Agirhk
5+1 1242
(9/L)
I 1
Zaman
144 144
(Saat)

Bu iki denemeden spor inokulasyonunda daha yiliksek mikropropagiil
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sayisina ulasildigr gdzlenmistir. Miselli agar pargalariyla asilanan ortamda
gerceklestirilen iiretimlerde ise spor inokulasyonuna gore 4 kat daha az
mikropropagiil sayisina ulasilabilmistir. Bunun nedeni, kati1 kiiltiirdeki tiretimler
icin de belirtilen, spor inokulasyonunda asilanan sporlarin ortama daha homojen
dagilip bir¢cok noktadan iiremeye baslamalar1 ve besine daha kolay ulasarak daha
hizli lireyip ¢evreye yayilmalari, buna karsin miselli agar ekiminde ise misellerin
daha az bolgeye heterojen sekilde sacilmalar1 ve besine ulasmakta daha fazla
zorlanmalar1 gosterilmektedir. Bu nedenle bu kosullardaki {iretimler i¢in spor

asilamanin daha uygun bir agilama ydntemi oldugu sonucuna ulasilmaigtir.
Inokulumdaki sporlarin optimum konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Inokulumdaki sporlarin  optimum konsantrasyonlarmin belirlenmeye
calistldigr denemelerde 1.0x10% kob/mL, 1.0x10° kob/mL, 1.0x10° kob/mL,
1.0x10" kob/mL ve 1.0x10° kob/mL olacak sekilde 5 farkli inokulum spor
konsantrasyonu denenmistir ve elde edilen sonuglar Sekil 4.20° de, en yiiksek
mikropropagiil degerleri ve elde edildigi zamanlar ise Cizelge 4.36° da

gosterilmistir.

35
30
25

e 1%x10% kob/mL
20 —m— 1x10° kob/mL

&
15 == 1x10° koh/mL

=fl= 1x10" kob/mL

10 —m— 1x10° kob/mL

Mikropropagiil Sayist x 10°% (kob/mL)

0 50 100 150 200
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Sekil 4.20. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde statik sivi kiiltiir fermentasyonu
ile iiretimde inokulumdaki spor konsantrasyonu denemesinde zamana karsi
mikropropagiil sayis1 grafigi.
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Cizelge 4.36. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde statik sivi Kiiltiir fermentasyonu
ile iiretimde inokulumdaki spor konsantrasyonu denemesinde en yiiksek
mikropropagiil sayilari, kuru agirhk degerleri ve iiretim zamanlar.

1.0x10* 1.0x10° 1.0x10° 1.0x10’ 1.0x10°
kob/mL kob/mL kob/mL kob/mL kob/mL
Mikropropagiil
Sayisi 9 9 9 9 9
1.840.4x10 2.5+0.4x10 1.6+0.2x10 1.1+0.5x10 1.2+0.1x10
(kob/mL)
Kuru Agirhk
(g/L) 13+3 1542 13+3 1242 1242
Zaman
(Saat) 168 144 144 144 144

Bu sonuglara gore, en yiiksek mikropropagiil sayisma 1.0x10° kob/mL spor
konsantrasyonu degerinde ulasilmaktadir (2.5+0.4x10° kob/mL). Bununla birlikte
bu spor konsantrasyonu disinda denenen konsantrasyonlarda en yiiksek degerin
yaklasik %60-70’i mikropropagiil sayilarina ulasilabilmistir. Ayrica 1.0x10*
kob/mL spor inokulasyonu ile gergeklestirilen iiretimlerde daha uzun d{iretim
stirelerinde bu sonug elde edilebilmektedir. Bu nedenle optimum inokulum spor
konsantrasyonu degeri olarak 1.0x10° kob/mL belirlenmis ve sonraki iiretimlerde

bu inokulum spor konsantrasyonu degeri kullanilmistir.
Optimum inokulum hacminin belirlenmesi

Inokulasyondaki spor konsantrasyonu sabit olacak sekilde farkli hacimlerde
asilamanin mikropropagiil sayilarina etkisinin belirlendigi denemelerde % 1, 2, 5,
10 ve 20 (hacim/hacim) asilama denenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.21° de,
en yliksek degerler ve elde edildigi zamanlar ise elde edilen sonuglar Cizelge

4.37’ de gosterilmistir.
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Sekil 4.21. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde statik siv1 Kiiltiir fermentasyonu
ile iiretimde inokulum hacmi denemesinde zamana kars1 mikropropagiil sayisi
grafigi.

Cizelge 4.37. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde statik siv1 kiiltiir fermentasyonu
ile iiretimde inokulum hacmi denemesinde en yiiksek mikropropagiil sayilari,
kuru agirhik degerleri ve iiretim zamanlari.

% 1 % 2 %5 % 10 % 20
Mikropropagiil
9 9 9 9 9
Sayisi 1.840.2x10 | 2.840.1x10 | 5.2+0.2x10 | 2.5£0.4x10 | 2.0£0.5x10
(kob/mL)
Kuru Agirhk
(/L) 13+2 15+1 1742 1542 13+4
Zaman
168 144 144 144 144
(Saat)

Sekil 4. 21 ve Cizelge 4.37° deki sonuglarda, en yiiksek mikropropagiil
sayisma % 5 inokulum hacminde 5.2+0.2x10° kob/mL olarak ulasildig
gozlenmektedir. Bununla beraber % 1 ve % 2 hacimlerde inokulasyonla elde
edilen mikropropagiil sayilari, en yliksek mikropropagiil sayisinin %60’ 1na
ulagabilmektedir. Ayrica elde edilen sonucglara gore, asilama hacmi c¢ok diisiik
tutuldugunda, mikropropagiillerin gelisimleri daha yavas gergeklesmektedir. %10

ve % 20 inokulum hacmiyle gergeklestirilen tiretimlerde ise hem mikropropagiil
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sayist %5 inokulumla elde edilene gore yariya yakin oranda daha diisiik ¢ikmistir
hem de harcanan inokulum miktar1 iki katt oldugu i¢in %5 inokulum hacmi

optimum olarak se¢ilmistir.
Besi ortamimin optimum hacminin belirlenmesi

Besi ortaminin optimum hacminin belirlenmeye ¢alisildigi denemelerde,
0.75, 1.00 ve 1.25 L besi ortami1 hacimleri denenmis ve elde edilen sonuglar Sekil

4.22° de, en yiiksek degerler ve elde edildigi zamanlar ise Cizelge 4.38° de

gosterilmistir.
=) 60
5
= 50
=
=
40
" —+—0.75L
E 30 ——1.00L
=
6 et 1.25L
2 20
=
o
=]
E 10
=]
2
0 50 100 150 200
Zaman (Saat)

Sekil 4.22. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde statik sivi kiiltiir fermentasyonu
ile iiretimde besi ortami hacmi denemesinde zamana kars1 mikropropagiil sayisi
grafigi.

Cizelge 4.38. Yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktorde statik sivi kiiltiir fermentasyonu
ile iiretimde besi ortamm hacmi denemesinde en yiiksek mikropropagiil
sayilary, kuru agirhk degerleri ve iiretim zamanlari.

0.75L 1.00 L 1.25L
1 1
Mikropropagiil
9 9 9
Sayisi 3.84+0.1x10 5.2+0.2x10 5.040.2x10
(kob/g)
1 1
Kuru Agirhk
17+1 17+2 16+2
(9/L)
1 1
Zaman
144 144 144
(Saat)
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Bu {i¢ seviye arasinda en yiiksek mikropropagiil sayisina 1.00 L besi ortami1
hacminde 5.2+0.2x10° kob/ml olarak ulasildigi gozlenmektedir. 1.25 L besi
ortami ile gergeklestirilen denemelerden elde edilen mikropropagiil sayilart ve
kuru agirlik degerleri de, sapma degerleri de goz ontlinde bulunduruldugunda, 1.00
L ile elde edilen degerlere denktir, ancak harcanan substrat miktarinin fazla
olmasi nedeniyle substrat basina mikropropagiil sayis1 ve kuru agirlik degerleri,
1.00 L ile elde edilen degerlerden daha diisiik bulunmustur. 0.75 L besi ortami
denemesinde, diger iretimlerden elde edilen mikropropagiil sayilarindan daha
diisiik bir deger elde edilmistir (3.8+0.1x10° kob/ml), bu nedenle optimum

substrat hacmi olarak 1L degeri belirlenmistir.
4.2 Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kurutulmasi

4.2.1Kat1 Kkiiltiir fermentasyonu ile iiretilen mikropropagiillerin

kurutulmasi

Kat1 kiltiir fermentasyonu ile iiretilen mikropropagiillerin kurutulmasi
islemi deney tasarimi ile Cizelge 4.39” daki degiskenlere gore gerceklestirilmistir
ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.40° ta gosterilmistir.

Cizelge 4.39. Kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonunda gerceklestirilen kurutma

denemesinde Box-Behnken faktoriyel tasarimda ii¢c bagimsiz degisken ve
degisim araliklari.

Neme | unts | Type Std. Dev. Low High
Sicaklik C Factor 0 35 45
Havalandirma | Lidak Factor 0 10 20
Slre Gun Factor 0 3 5
‘Yerim % Response 1.30972 233 40
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Cizelge 4.40. Kat1 Kkiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde kurutma % veriminin belirlenmesi icin Box-Behnken faktoriyel deney tasarim ve
elde edilen yanitlar.

Factor 1 Factor 2 Factar 3 Response 1
Std | Run Block A Sicaklik  B:Havalandirm C:Sire Werim
C | ickak Giin %o
1 1 Block 1 35.00 10.00 4.00 36.7
5 2 Block 1 35.00 15.00 3.00 40
5 3 Block 1 45.00 15.00 3.00 30
15 4 Block 1 40.00 15.00 4.00 36.7
9 5 Block 1 40.00 10.00 3.00 40
16 g Block 1 40.00 15.00 4.00 36.7
4 7 Block 1 45.00 20.00 4.00 233
3 g Block 1 35.00 20.00 4.00 36.7
2 9 Block 1 45.00 10.00 4.00 28
14 10 Block 1 40.00 15.00 4.00 36.7
13 11 Block 1 40.00 15.00 4.00 36.7
10 12 Block 1 40.00 20.00 3.00 36.7
12 13 Block 1 40.00 20.00 5.00 30
7 14 Block 1 35.00 15.00 5.00 40
g 15 Block 1 45.00 15.00 5.00 28
17 16 Block 1 40.00 15.00 4.00 36.7
11 17 Block 1 40.00 10.00 5.00 40

Elde edilen sonuglara gore en yiiksek kurutma % verimi degerine 2, 5, 14 ve
17. denemelerde ulagilmistir (% 40) ve elde edilen % verim degerleri % 23.3 ile %

40.0 arasinda degismektedir.

Yanit fonksiyonunun deneysel verilerle iliskisini belirlemek i¢in regresyon
analizi yapilmistir (Cizelge 4.41). 3 degisken i¢in yapilan ANOVA, kurutma %

veriminin ikinci dereceden modelle agiklanabilecegini gostermektedir ve model;
% verim = 36.7 - 551 A - 2.25 B - 1.68 BxC - 3.85 A%- 1.68 B? + 1.65 C?

seklindedir.
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Cizelge 4.41. Kat1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde kurutma % veriminin belirlenmesinde ¢oklu regresyonla elde
edilen model katsayilari.

Coefficient Standard 95% CI 95% C1
Factor Estimate of Error Low High VIF
Intercegpt 36.70 1 0.s9 3531 38.09
A-Sicaklik -5.51 1 0.46 661 -4.42 1.00
B-Havalandirma -2.25 1 0.46 -3.34 -1.18 1.00
C-Silre -1.09 1 0.46 -218 7.450E-003 1.00
AB 145 1 065 272 0.37 1.00
AC -0.50 1 065 =205 1.05 1.00
BC -168 1 065 -322 -013 1.00
az -385 1 064 -5.36 -2.34 1.0
B2 -1.68 1 064 <318 -017 1.
2 165 1 064 014 396 1.

Cizelge 4.42. Kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde Box Behnken faktoriyel tasarim icin ANOVA sonuglari.

Sum of Mean F p-value

Source Squares df Square Value Prob >F
Madel 39574 3 4397 2583 0.0002 significant
A-Gicaklik 243.10 1 243.10 14172 = 0.0007
B-Havalandivma 40,50 1 40.50 2361 0.0018
C-Sire 9.46 1 9.46 5.52 0.0512
AR 5.52 1 5.52 322 0.1158
AC 1.00 1 1.00 .58 0.4701
8c .22 1 .z .54 0.0377
A2 B2.41 1 62.41 36.38 0.0005
# 11.81 1 11.81 .89 0.0342
[ .46 1 .48 668 0.0382
Residual 120 7 172

Lack of Fit 12,07 3 4.00

Pure Errar 0.000 4 0000
Car Tatal 0775 16

Cizelge 4.42, kurutma % verimi igcin ANOVA’ y1 gostermektedir ve model,
istatistiksel acidan anlamli bulunmustur. Degiskenlerden kurutma sicakligi ve
havalandirma hizinin kurutma % verimine etkileri istatistiksel a¢idan anlamli
bulunurken kurutma siiresinin etkisi anlamli bulunmamistir (p<0.05). Ayrica
faktorler arasi etkilesimlerden, sicaklik ve havalandirma hizi arasindaki etkilesim
ve sicaklikla kurutma siiresi arasindaki etkilesimin kurutma % verimine etkisi
istatistiksel a¢idan anlamli bulunmamistir, ancak havalandirma hiz1 ile kurutma

stiresi arasindaki etkilesim istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.05).
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Cizelge 4.43. Kati Kkiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde ANOVA model degerlendirme sonuglari.

Std. Dey. 1.3 R-Sguared 09706
Mean 3488 Adj R-Souared 09327
CMN. % 376 Pred R-Souared 05288
PREZS 19212 Adeq Precisian 18.280

Cizelge 4. 43 “ deki R? degerine gore veri degiskenlerinin %97 sinin mevcut
modelle ifade edilebildigi goriilmektedir. Adj. R? degeri ise kurulan modelin girdi
degiskenleri ile ¢ikti degiskenleri arasinda giicli bir iliski oldugunu
gostermektedir ( % 93.27).

Sekil 4.23, 4.24 ve 4.25° te kurutma verim yiizdeleri i¢in farkli degiskenlere
ait ii¢ boyutlu yiizey yanit grafikleri bulunmaktadir.
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Sekil 4.23. Kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma isleminde
sicaklik ve havalandirma hizinin kurutma % verimine etkileri.
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Sekil 4.24. Kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma isleminde
sicaklik ve kurutma siiresinin kurutma % verimine etkileri.

Verim

13.00

B: Havalandirma Hizi 1000 " 5.00

Sekil 4.25. Kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma isleminde
sicaklik ve havalandirma hizinin kurutma % verimine etkileri.

Grafiklere ve analiz sonuglarindaki degerlere gore kurutma % verimi,
kurutma sicaklig1 ve havalandirma hizindaki degisimlerle anlamli oranda degisim
gostermektedir. Kurutma siiresi ise istatistiksel agidan diger iki degisken kadar
kurutma % verimindeki degisimi etkilememistir. Ayrica havalandirma hizi ve
kurutma siiresi beraber incelendiginde kurutma % verimi tizerinde istatistiksel
acidan anlamli etki olusturmuslardir. Bununla beraber diger degisken etkilesimleri

kurutma % verimi tizerinde anlamli etkide bulunmamuslardir.

Cizelge 4.44° te ise yiizey yanit yonteminde gore verilen optimum sonuglar
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goriilmektedir. Bu sonuglara gore birden fazla optimum nokta ile maksimum %

verim yanitina ulagilabilmektedir.

Cizelge 4.44. Kat1 Kkiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde en yiiksek % verim degerine ulasilabilecek parametreler.

Humber Sicaklik* Hawalandirma Hizi* Sire*  Desirability
1 £1.12 12,74 4.45 1.000 Selected
2 F7.40 18.35 £.80 1.000
3 36.81 13.32 326 1.000
4 4280 19.74 £.94 1.000
=] £1.26 15.20 .94 1.000
G 4123 19.471 4.54 1.000
7 £4.00 17.99 375 1.000
g £1.56 15.40 £.45 1.000
q 3997 14.89 4.20 1.000

10 £3.42 13.64 404 1.000
11 £1.76 18.27 473 1.000
12 4015 19,93 3.93 1.000
13 3819 15.33 358 1.000
14 8.7 14.92 474 1.000
15 40.76 18.45 4,30 1.000
16 £1.04 15.23 3817 1.000
17 4061 1709 472 1.000
158 4266 10.36 4.1 1.000
19 39.49 1.7 3.04 1.000
20 £3.57 13.96 £.04 1.000
21 4281 10.25 4,589 1.000
22 40.52 12.02 422 1.000
23 30,35 19.23 4,49 1.000
24 39687 11.42 473 1.000
25 35,69 19,84 342 1.000

Kurutma % verimi kadar onemli bir diger yanit ta kurutma siiresince
ortamin % nem degerindeki degisimdir (Cizelge 4.45). Formiilasyonun ticari iiriin
olarak degerlendirilebilmesi i¢in en yiiksek % 8 neme sahip olmas1 gerekmektedir
(Ramanujam et al., 2010). O nedenle % nem degeri, kurutma verimi degerleri ile

beraber incelenmelidir.
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Cizelge 4.45. Kat1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde % nem degerlerinin degisimi

Hava Debisi Giin/Sicaklik 35°C 40°C 45°C
3 32 20 11
10 L/dak 4 23 11 5
5 10 7 3
3 30 20 10
15 L/dak 4 20 9 5
5 8 5 3
3 25 15 8
20L/dak 4 12 7 5
5 5 3 3

Formiilasyonun % nem degerleri incelendiginde en hizli kurumanin 45°C’
de elde edildigi goriilmektedir. 35°C ve 40°C’ de havalandirma hizina da bagh

olarak tiriiniin % nem degeri daha yavas azalmaktadir.

4.2.2 Statik siv1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretilen mikropropagiillerin

kurutulmasi

Statik siv1 kiiltiirde iiretilen mikropropagiillerin kurutulmasi islemi deney
tasarimi ile Cizelge 4.46° daki degiskenlere gore gerceklestirilmistir ve elde edilen
sonuclar Cizelge 4. 47° de gosterilmistir.

Cizelge 4.46. Statik siv1 Kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonunda gergeklestirilen kurutma

denemesinde Box-Behnken faktoriyel tasarimda ii¢ bagimsiz degisken ve
degisim araliklari.

Mame Units Type Std. Dew. Loy High
Sicaklik C Factor 0 35 45
Havalandirma | Liclak Factor u] 10 20
Sire N Factor u] 4 5]

“Yerim kS Responze 116711 16.7 23.3
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Cizelge 4.47. Statik siv1 Kkiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde kurutma % veriminin belirlenmesi icin Box-Behnken faktoriyel
deney tasarim ve elde edilen yanitlar.

Factor 1 Factar 2 Factar 3 Rezpanse 1
St | Run Block A:Sicaklk  B:Havalandirm CSire WErim
i Liclak Gin %

- 1 Black 1 45.00 10.00 200 18.3
16 2 Black 1 40.00 15.00 200 20.8

E 3 Block 1 4500 1500 4.00 16.7

10 4 Black 1 40.00 20.00 400 208

5 5 Black 1 35.00 15.00 400 233

7 [ Black 1 35.00 15.00 5.00 225

4 7 Black 1 45.00 20.00 200 16.7

1 g Black 1 35.00 10.00 200 216

12 9 Black 1 40.00 20.00 B.00 16.7
1 10 Block 1 40,00 1000 .00 208
13 1 Black 1 40.00 15.00 500 208
17 12 Black 1 40.00 15.00 200 20.8
14 13 Black 1 40.00 15.00 500 20.8

| 14 Black 1 40.00 10.00 4.00 233

15 15 Black 1 40.00 15.00 200 20.8

3 16 Black 1 35.00 20.00 200 216

g 17 Black 1 45.00 15.00 5.00 16.7

Elde edilen sonuglara gore en yiiksek kurutma % verim degerine 5 ve 14.
denemelerde ulasilmistir (% 23.3) ve elde edilen verim degerleri % 16.7 ile %

23.3 arasinda degismektedir.

Yanit fonksiyonunun deneysel verilerle iliskisini belirlemek i¢in regresyon
analizi yapilmistir (Cizelge 4.48). 3 degisken i¢in yapilan ANOVA, kurutma %
veriminin ancak birinci dereceden modelle agiklanabilecegini gostermektedir ve

model;

% verim=20.8-258 A—-1.02B
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Cizelge 4.48. Statik siv1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde kurutma % veriminin belirlenmesinde ¢oklu regresyonla elde edilen
model katsayilari.

Coefficient Standard 95% Cl 95% CI
Factor Estimate of Error Low High VIF
Intercept 20.80 1 052 19.57 22.03
A-Sicaklik -2.58 1 0.4 -3.55 -1.60 1.00
B-Havalandirma -1.02 1 0.4 -2.00 -0.049 1.00
C-Sire -093 1 0.41 -1.80 0.051 1.00
AB -0.40 1 0.55 -1.78 0.85 1.00
A 020 1 0.58 -8 1.58 1.00
BC -0.40 1 0.55 -1.78 0.85 1.00
A2 -093 1 0.57 S22 0.42 1.0
B2 -0.33 1 057 -1.67 1.02 1.0
c2 -0.075 1 057 -1.42 1.27 1.0

Cizelge 4.49. Statik siv1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde Box Behnken faktoriyel tasarimi icin ANOVA sonuglari.

Sum of Mean F p-value

Source Squares df Square Value Prob > F
Mol 7402 q 822 £.04 00135 significant
A-Sicak ik 53.04 1 53.04 3694 0.0004
B-Havalandirma §.40 1 840 .17 0.0420
C-Siire £.84 1 .84 503 0.0583
AR .64 1 .64 .47 2.5151
AC 0.1 1 [Pl a1z 0.7419
BC .64 1 .64 .47 2.5151
A 360 1 360 264 0.1479
7 .44 1 .44 .33 0.5856
2 0.024 1 0024 ami 0.8958
Residual 954 7 136

Lack of Fit 4.54 3 318

Pure Erear o000 4 0.000
Car Tatal 5355 16

Cizelge 4.49, statik sivi kiiltiirde tretilen mikropropagiillerin kurutma
verimi icin ANOVA’ y1 gostermektedir ve model, istatistiksel acidan anlamli
bulunmustur. Degiskenlerden kurutma sicakligi ve havalandirma hizi da kati
kiiltiir fermentasyonu sonunda yapilan kurutma denemesine ait verilere benzer
sekilde istatistiksel agidan anlamli bulunurken kurutma siiresi anlamh

bulunmamustir (p<0.05).

Ayrica her ti¢ faktoriin de birbirleriyle aralarindaki etkilesimleri istatistiksel

acidan anlamli bulunmamistir (p<0.05).
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Cizelge 4.50. Statik siv1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde ANOVA model degerlendirme sonuglari.

Stl. Dev. 147 R-Souared 055854
hean 2018 Adj R-Souared 07331
CY. % 578 Pred R-Squared -0.8260
PRE=ZS 15256 Adeq Precision g.8a1

R? degerine gore veri degiskenlerinin % 88.6’ s1 mevcut modelle ifade
edilebilmektedir (Cizelge 4.50). Adj R® degerininse 1° den uzak olusu (0.74),
denenen parametrelerin elde edilen yanitlarla iliskisinin kat1 kiiltiir sonrasi
gerceklestirilen denemeden elde edilen yantlara gore diisiik oldugunu

gostermektedir.

Sekil 4.26, 4.27 ve 4.28° de statik siv1 kiiltiirde iiretilen mikropropagiiller

icin kurutma % verim yiizdelerine ait ii¢ boyutlu yiizey yamt grafikleri

gosterilmektedir.

19.15

Verim

17325

}\\\\\\\*\\\?&M 2
155

35.00

3750 = 2000

nmT~__— s
4250\- ' 1‘250 )

45,00 710.00 B: Havalandirma Hizi

A: Sicaklik

Sekil 4.26. Statik sivi kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde sicaklik ve havalandirma hizinin kurutma % verimine etkileri.
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Sekil 4.27. Statik siv1 Kkiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde sicaklik ve kurutma siiresinin kurutma % verimine etkileri.
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Sekil 4.28. Statik siv1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde havalandirma hizi ve kurutma siiresinin kurutma % verimine
etkileri.

Grafiklere ve analiz sonuglarindaki degerlere gore kurutma % verimi,
kurutma sicakligi ve havalandirma hizindaki degisimlerle istatistiksel agidan
anlamli oranda degisim gostermektedir. Kurutma siiresi ise istatistiksel acidan
diger iki degisken kadar kurutma % verimindeki degisimi etkilememistir. Ayrica
degiskenlerin ikili etkilesimleri kurutma % verimi {izerinde anlamli etkide

bulunmamaislardir.

Cizelge 4.51° de ise ylizey yanit yonteminde gore verilen optimum sonuglar

goriilmektedir. Bu sonuglara gore birden fazla optimum nokta ile maksimum %
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verim yanitina ulagilabilmektedir.

Cizelge 4.51. Statik siv1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde en yiiksek % verim degerine ulasilabilecek parametreler.

Humber Sicaklik* Hawvalandirma Hizi* Siure* Desirability
1 A7.1F 16.47 5.51 1.000 Selected
2 £2.03 1157 £ 1.000
3 L0087 17.63 £ 1.000
4 £3.09 a0z £.75 1.000
3 £2.38 170 .89 1.000
=] 3897 1913 a9 1.000
7 36.65 16,20 &9z 1.000
g 39,48 106 5,33 1.000
9 iR 16,12 &4 1.000

10 2 37 15,585 37 1.000
11 £3.49 1047 529 1.000
12 £3.28 1263 O 5 1.000
13 £2 88 17,69 £.55 1.000
14 3517 13.35 569 1.000
13 39.28 16,30 £37 1.000
16 37.71 1562 429 1.000
17 L0268 1007 £.30 1.000
15 39,80 13,97 LF7 1.000
19 3508 16.23 £.03 1.000
20 £1.42 13,64 569 1.000
21 017 1400 £ 83 1.000
22 L 37 1450 &£ 36 1.000
23 3747 16,13 £.55 1.000
24 et 7 1169 o 5 1.000
25 gL 27 13,45 a4 1.000

Kurutma % verimi kadar onemli bir diger yanit ta kurutma siiresince
ortamin % nem degerindeki degisimdir (Cizelge 4.52). Formiilasyonun ticari
iriin olarak degerlendirilebilmesi i¢in en yiiksek % 8 neme sahip olmasi
gerekmektedir (Ramanujam et al., 2010). O nedenle % nem degeri, kurutma

verimi degerleri ile beraber incelenmelidir.
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Cizelge 4.52. Statik siv1 kiiltiir fermentasyonu ile iiretim sonucu gerceklestirilen kurutma
isleminde % nem degerlerinin degisimi

Hava Debisi Giin/Sicakhik 35°C 40°C 45°C

4 44 38 21

10 L/dak 5 24 19 8
6 10 6.5 3
4 44 33 26

15 L/dak 5 23 18
6 8 5 4
4 40 30 19

20L/dak 5 14 10 7
6 5 4 3

Mikropropagiillere ait % nem degerleri incelendiginde en hizli kurumanin
kat1 kiiltiirde iiretimden sonra gergeklestirilen kurutmadakine benzer sekilde
45°C’ de elde edildigi goriilmektedir. 35°C ve 40°C’ de havalandirma hizina da

bagli olarak iirtiniin % nem degeri daha yavas azalmaktadir.

4.3 Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin kurutma sonrasi

raf omiirlerinin belirlenmesi

Hem kat1 kiiltiir hem de statik siv1 kiiltlir fermentasyonu ile gerceklestirilen
tiretimler sonrasinda, biyoreaktdr igerisinde tepsilerde kurutulan Trichoderma
harzianum mikropropagiillerinden elde edilen formiilasyonlarin raf Omriinii
belirlemek icin gergeklestirilen denemelerden elde edilen sonuglar Cizelge 4.53°

te gosterilmektedir.

Cizelge 4.53. Hazirlanan T. harzianum mikropropagiil formiilasyonlarinin raf émrii %
verim degerleri (Depolama sonu canli hiicre/Kurutma sonu canli hiicre).

Depolama Siiresi (Ay)
1 3 6
KKF % 40 %11 %3.2
Statik Sivi %48 %14 %5

Elde edilen sonuglara gore kati kiiltiir fermentasyonu ve statik kiiltiir
fermentasyonu ile lretilen mikropropagiillerin kurutmadan sonra raf Omiirleri

benzerlikler gostermektedir. Her iki yontemle elde edilen iiriin de 1 aylik siirede
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% 50-60 arast canli mikropropagiil kaybetmistir. Bu deger 6 aylik stirede % 95 ve
daha iistiine ¢ikmaktadir. Ramanujam et al.,(2010) c¢alismalarinda kurutmaya
yardimcit materyaller (talk, torf, linyit ve kaolin) kullanarak Trichoderma
formiilasyonu hazirlamislardir ve kurutmadan sonra raf dmriinii incelemislerdir.
Elde ettikleri sonuclara gore en dayanikli formiilasyonun talkla hazirlanan oldugu
bulunmustur ve 120 giin oda sicakliginda depolama sonucunda % 50
mikropropagiil kaybi1 yasanmistir. Diger formiilasyonlarla da 3-4 ay siiresince

canlilik ayn1 degerde tutulabilmistir.

4.4 Metabolik gaz dengesi metodu ile kinetik verilerin dl¢iimii

Hem kat1 kiiltiir hem de statik siv1 kiiltiir fermentasyonu ile gerceklestirilen
iretimlerde, Uretim siiresince ortama verilen havanin biyoreaktdr giris ve
cikisinda O, ve CO, miktarlar1 6l¢iilmiis ve elde edilen sonuglardan, molar olarak
ve agirlik¢a birim zamanda tiiketilen O, ve tiretilen CO, miktarlart hesaplanmistir.
Olgiilen veriler ve bunlardan hesaplanan degerler, kat1 kiiltiir fermentasyonu i¢in
yatay karistirmali biyoreaktor ve yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktor i¢in
sirasiyla Cizelge 4.54 ve Cizelge 4.55’ te, statik sivi kiiltiir fermentasyonu iginse

Cizelge 4.56’° da gosterilmistir.



118

Cizelge 4.54: Yatay karistirmali biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde
olgiilen ve hesaplanan O, tiiketimi ve CO; olusumu degerleri.

Zaman 6lg:(i)iien 61%?15:11 tiik?tzilen CO; olusan tiikgtzilen oﬁ(;;n RO
(mg/L)  (ppm)  (mol/saat) (mol/saat) (g/saat)  (g/saat)

0 8,90 381,00 0 0 0 0 -
24 8,80 406,00 0.0009 0.000476 0.0288 0.0209 0,53

48 8,90 404,00 0 0.000475 0 0.0209 -
72 8,80 815,00 0.0009 0.007180 0.0288 0.3159 7,98
96 8,40 865,00 0.0045 0.008 0.144 0.352 1,78
120 8,20 844,00 0.0063 0.00766 0.2016 0.3370 1,22
144 8,40 872,00 0.0045 0.00812 0.144 0.3573 1,80
168 8,20 1076,00 0.0065 0.0115 0.208 0.506 1,77
192 7,70 1257,00 0.0112 0.0145 0.3584 0.638 1,29
216 6,60 2128,00 0.0210 0.0289 0.672 1.2716 1,38
240 4,60 3458,00 0.0402 0.0509 1.2864 2.2396 1,27

264 4,60 3470,00 0.0399 0.0511 1.2768 2.2484 1,28
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Cizelge 4.55: Tepsili biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde 6lciilen ve
hesaplanan O, tiiketimi ve CO, olusumu degerleri.

0O, CO, 0O, CO, (O] CO,
Zaman dlciilen olciilen tiiketilen olusan tiiketilen olusan RQ

(mg/L) (ppm) (mol/saat)  (mol/saat) (g/saat) (g/saat)

0 8,4 372 0 0 0 0 -

24 8,2 467 0,0018 0,0018 0,0432 0,0594 1,00
48 7,9 566 0,0045 0,00369 0,108 0,12177 0,82
72 7,5 684 0,0081 0,00594 0,1944 0,19602 0,73
96 6,7 1701 0,015 0,0253 0,36 0,8349 1,69
120 6,4 1580 0,018 0,023 0,432 0,759 1,28
144 4,5 2735 0,035 0,045 0,84 1,485 1,29
168 0,6 4679 0,07 0,082 1,68 2,706 1,17
192 15 3891 0,062 0,067 1,488 2,211 1,08
216 1,8 2683 0,059 0,044 1,416 1,452 0,75

Cizelge 4.56: Tepsili biyoreaktorde statik sivi kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde dl¢iilen ve
hesaplanan O2 tiiketimi ve CO2 olusumu degerleri.

O2 COZ 02 COZ 02 COZ
Zaman blgiilen olciilen tiiketilen olusan tiiketilen olusan RQ

(mg/L) (ppm) (mol/saat)  (mol/saat) (g/saat) (g/saat)

0 8.70 409 0 0 0 0 -

24 8.60 417 0,0009 0,0002 0,1440 0,0433 0,22
48 8.70 576 0,0000 0,0028 0,0000 0,6171 -

72 8.40 493 0,0027 0,0014 0,4320 0,3176 0,53
96 8.20 597 0,0045 0,0031 0,7200 0,6929 0,70
120 7.30 1899 0,0126 0,0245 2,0160 5,3914 1,94
144 6.90 3608 0,0162 0,0525 2,5920 11,5587 2,92
168 7.10 3200 0,0144 0,0458 2,3040 10,0863 3,18
192 7.20 2511 0,0135 0,0345 2,1600 7,5999 2,56

Elde edilen sonuglar incelendiginde, zamanla O; tiikketiminin stirekli bir artig
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gosterdigi, buna bagl olarak ta CO; iiretiminin arttig1, hiicre sayisinin azalmaya
basladigi andan itibaren ise O, tiketimin ve CO; olusumunun azaldig
gozlenmektedir. Aerobik proseslerde, fermentasyon boyunca ortamdaki oksijen
tilketimi, hiicrelerin iiremeleri ve zarar goren hiicrelerin bakimlart i¢in olan
ihtiyactandir (Pandey, et al.,2001). Bu nedenle O, tiiketiminin iiretim boyunca
artis gostermesi beklenen bir durumdur. Buna bagli olarak olgiilen CO,
degerindeki artis ta hiicresel metabolizmanin stokiometrik denklemine gore
metabolizma faaliyetleri sonucu aciga c¢ikmasi gereken CO;” e karsilik
gelmektedir ve elde edilen degerler birbirleriyle ve literatiirde yer alan

caligmalarla tutarhdir.

Oostra et al., (2000) galismalarinda 300 g c¢alisma hacminde kati ortamda
biyokontrol ajan1 fungus {rettikleri denemede gaz analizorii kullanarak O,
tiiketimi dlgmiisler ve en yiiksegi 0,1 mol/h olacak sekilde O, tiikketimi degerlerine

ulasmislardir.

Bir baska caligmada ise Nava et al.,(2011), kiiciik Olcekli kati kiiltiir
fermentasyonu ¢alismasinda Aspergillus tamarii fungusunun farkli karigsma
hizlarinda O; tiiketimi ve CO; olusumlarini takip etmisler ve yaklasik 0,04g/h O,
titketim hiz1 ve 0,06 g/h CO; olusum hizina ulagmislardir.

Solunum katsayisi (Respiratory quotient = RQ) degerlerine bakildiginda ise
tiim caligma tiplerinde tliretim boyunca ¢ogunlukla 1’e yakin degerlerde degistigi
goriilmektedir. RQ degeri bir biyoproseste tiiketilen O, basina agiga ¢ikan CO,

degerini verir ve biyokiitle liretimlerinde bu degerin 1’e yakin olmasi istenir

(Pandey et al. 2001).

Nava et al., (2011), laboratuvar 6lgeginde yatay tamburlu biyoreaktorde kati
kiiltiirde Aspergillus tamarii fungusunu trettikleri ¢alismalarinda karigtirmanin
iiretime etkilerini incelemislerdir. Calismalarinda farkli karistirma hizlarindaki

denemelerde RQ degeri 1.21 ile 1.32 arasinda degismistir.

O, tiketimi ve CO; olusumu ile ilgili hesaplanan bu degerleri,
mikropropagiil tiretimiyle iliskilendirmek i¢in her ii¢ iiretim yonteme ait zamana
kars1 mikropropagiil sayilarint ve O tiiketimi ile CO; olusumunu gosteren
grafikler cizilerek (Sekil 4.29, Sekil 4.30 ve Sekil 4.31) mikropropagiil

sayilarindaki degisime bagli olarak O, tiiketimi ve CO; olusumunun degisimi
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incelenmistir.
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Sekil 4.29: Yatay karistirmal biyoreaktorde kati kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde zamana
kars1 mikropropagiil sayisi, hesaplanan O, tiiketimi ve CO; olusumu degerleri.
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Sekil 4.30: Tepsili biyoreaktorde kati Kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde zamana karsi
mikropropagiil sayisi, hesaplanan O, tiiketimi ve CO; olusumu degerleri.
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Sekil 4.31: Tepsili biyoreaktorde statik Kiiltiir fermentasyonu ile iiretimde zamana kars
mikropropagiil sayisi, hesaplanan O, tiiketimi ve CO; olusumu degerleri.

Cizilen grafiklere gore, her ii¢c yontem i¢in de zamana kars1 O; tiiketimi ve
CO; olusumu degerleri, mikropropagiil sayilarindaki degisimlere benzer degisim

gostermislerdir.
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5 SONUC ve ONERILER

Biofungusitler, c¢evresel kaliteyi azaltma potansiyeli olan kimyasal
fungusitlerin yerine gegebilecek bir alternatiftir. Bu nedenle biyolojik kontrol
ajan1 olan Trichoderma mikropropagiillerinin (konidya, klamidospor) iretimi

onem tasimaktadir.

Calismada oncelikle Trichoderma harzianum EGE-K38 mikropropagiillerinin kati
kiiltiirde yatay karistirmali biyoreaktdrde ve yilizeyden havalandirilan tepsili
biyoreaktorde, statik sivi kiiltiir fermentasyonu ile de yiizeyden havalandirilan
tepsili biyoreaktor kosullarinda g¢ogalmalari incelenmis ve optimum iiretim

parametrelerinin belirlenmesi saglanmaya calisilmistir ( Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. KKF ve statik Kkiiltiir fermentasyonu ile Trichoderma mikropropagiillerinin
optimum iiretim kosullarinin belirlenmesi denmelerinde elde edilen en yiiksek
mikropropagiil sayilari ve elde edildikleri parametre degerleri.

Optimum Parametre Degerleri ve En Yiiksek Mikropropagiil
Sayilan
Kati Kiiltiir Fermentasyonu Statik Swvi Kaltiir
Parametreler Fermentasyonu
Yatay Yiizeyden Yiizeyden Havalandirilan
Karistirmah Havalandirilan Tepsili Biyoreaktor
Biyoreaktor | Tepsili Biyoreaktor
Nem Orani
(%60,65,70,75) %70 %70 -
Sicakhik
(24+2, 28+2, 32+2, 28+2°C 28+2°C 28+2°C
35+2°C)
Hava Debisi
(1, 2,5,8, 10, 12 L/dak) 5 5 5
Inokulum Spor
Konsantrasyonu
(1.0x10*, 1.0x10°, 1.0x10° 1.0x10° 1.0x10°
1.0x10° 1.0x10’,
1.0x10° kob/mL)
Inokulum Miktar
(%1, 2, 5, 10, 20) 5 10 >
Substrat Miktari 5cm (1.00kg) 4 cm (1509) 1.00L
Misel-Spor Asilama Spor Spor Spor
En Yiiksek 1.10.1x10° 3.0£0.6x10° 5.200.2x10°
Mikropropagiil Sayisi kob/g kob/g kob/ml
En yiiksek
Mikropropagiil
Sayisina Ulasilan Siire 240 168 144
(Saat)

Optimum nem miktarindan yliksek nem miktar1 porozitenin azalmasina,

bugday kepeginin partikiil yapisinin degismesine, oksijen transferinin azalmasina
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ve havasal misel olusumunun engellenmesine neden olmaktadir. Funguslar,
metabolik yol izlerini engellemeden hayatta kalabilmek i¢in serbest nemi tercih
ederler (Nampoothiri ve ark., 2004). Biitiin bu bilgiler géz 6niinde bulundurularak
bugday kepeginin su tutma kapasitesi hesaba katildiginda optimum nem miktari

%70 olarak bulunmustur.

Basing uygulamasinda atmosferik basincla elde edilenden farkli degerlerin
elde edilememesinin nedeni, uygulanan basing degerinin ¢ok yiiksek
tutulmamasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. ileriki ¢alismalarda daha
yiiksek basing degerleri ve periyodlart denenerek bir optimizasyon ¢aligmasinin
yapilmasi, mevcut literatiir bilgisine cevap vermek agisindan Onemli veriler

saglayacaktir.

Trichoderma sporlarmin katt kiiltiir fermantasyonu ile iretimindeki 6nemli
sorunlardan bir tanesi de verimliliktir. Mevcut literatiirle elde ettigimiz sonuglar
karsilagtirildiginda, daha kisa inkiibasyon siirelerinde daha ytliksek mikropropagiil

sayilari elde edilmistir.

Literatiirde Trichoderma mikropropagiillerinin kati kiiltiir ve statik kiiltiir
fermentasyonu ile tiretimi i¢in ¢ok sinirli bilgi bulunmaktadir ve konunun ticari
onemi nedeni ile bilimsel yaymnlarda biiyiik 6lgek tretimlere yonelik ayrintiya
deginilmemektedir. Mevcut bilgilerin bircogu da tiirlere 6zgii gelistirilmistir.
Ulkemizde de endiistiyel sus gelistirme ve pilot dlgekte iiretim g¢alismalar:
oldukca smirlidir. Bu calismada yerel patojenlere karsi etki spektrumu genis,
ozgin  bir sus  kullanilarak, yiiksek verimli  ticari  Trichoderma
mikropropagiillerinin  Uretilmesi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda
gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda kati kiiltiir fermentasyon yontemi ile yiiksek
mikropropagiil degerleri elde edilmistir.

Trichoderma tiirlerinin iiretimi i¢in statik kiiltiir fermentasyon yonteminin
kullanildig1r sinirlt sayidaki mevcut caligmanin arasina kapsamli bir ¢alisma
eklenmistir.

Yapilan bu ¢aligma sonucunda, iilkemize 6zgii bir susla ticari Trichoderma
mikropropagiillerinin iiretimi konusunda 6nemli sonuglar elde edilmistir.

Calismamizda Trichoderma harzianum EGE-K38’in verimli bir bi¢imde
kurutulabilmesi i¢in optimum kurutma kosullar1 da belirlenmeye ¢alisilmistir.

Buna gore kati kiltiir fermentasyonuyla yiizeyden havalandirilan tepsili
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biyoreaktdrde iiretilen mikropropagiiller iiretimin hemen ardindan kuru hava
beslenerek, yiizeyden havalandirilan tepsili biyoreaktdrde statik sivi kiiltiirde
iiretilen mikropropagiillerse, iiretimin ardindan dista yer alan diiz tepsilerin,
igerisindeki besi ortamiyla beraber uzaklastirilmasinin ardindan, igteki gézenekli
tepsilerin biyoreaktore tekrar yerlestirilmesi sonrasi kati kiiltiirdeki gibi kuru hava
beslenerek farkli sicakliklarda kurutma denemeleri gergeklestirilmistir ve kurutma
i¢in bir optimizasyon ¢alismasi da gerceklestirilmistir. Calismada degisken olarak
literatiirden elde edilen kurutma sicakliklari (Sargin et al., 2013) ve iiretimde
kullanilan degerin {izerindeki havalandirma hizlar1 denenmistir.

Kurutma siiresi degeri 6n denemelerle elde edilmis ve deney tasariminda
kullanilmistir.  Kurutma siireleri, kat1 kiltiir {retimden elde edilen
mikropropagiiller i¢in 3-5 giin, statik sivi kiiltiirden elde edilenler i¢in ise 4-6
giindiir ve literatiirde kuru hava beslenerek gergeklestirilen denemelerle (Toet and

Somers, 1994) kiyaslanabilir siirelerde kurutma gerceklestirilmistir.

Formiilasyonun ticari iirlin olarak degerlendirilebilmesi i¢in en yiiksek % 8
neme sahip olmasi gerekmektedir (Ramanujam et al., 2010). O nedenle optimum
kosullarin belirlenmesinde bu degerin altindaki nem degerinin saglandig1 kurutma

stirelerinde optimum kurutma verimi degerini saglayan kosullar se¢ilmelidir.

Birbirine yakin verim degerlerinin elde edildigi kurutma islemleri i¢in kurutma
stiresinin kisa olusu da verimliligi etkiledigi i¢in 6nemli bir parametredir ve kisa

olan kurutma siirelerine sahip iglemler tercih edilmelidir.

Bu konuda ilerleyen zamanda yapilacak ¢alismalarda sicakligin yaninda,
protektanlarin kullanimi (Sargin et al.,, 2013) gibi kurutmada etkili olabilecek
baska parametrelerin de beraber ¢alisilmasi daha uygun olacaktir. Bununla birlikte
ticari bir biyokontrol iriinii elde edilebilmesi i¢in uygun bir formiilasyonda
kullanilabilecek katki maddelerinin ve raf Omriinlin de belirlenmesi

gerekmektedir.

Calismada, Trichoderma harzianum mikropropagiillerinin iiretimi sirasinda
tikketilen O, ve agiga cikan CO; degerleri de Slgiilmiis ve elde edilen sonuglar
uretilen  mikropropagiil  sayilariyla  karsilastirilarak,  gazlarin  zamanla
degisimlerine bagli olarak tretimin ilerleyisinin hesaplanabilecegi veriler elde
edilmistir. Elde edilen degerler her ne kadar literatiirdeki degerlere benzer elde

edilmis olsa da 6l¢iim ekipmanindan kaynaklanan birtakim sorunlar da meydana
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gelmistir. Bu sorunlarin 6nlenebilmesi i¢in hassasiyeti daha yiiksek ekipmanlarla,

daha kontollii kosullarda ¢alisilmas1 daha uygun olacaktir.
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