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OZET

HAVA KALDIRMALI VE KABARCIK KOLON
BiYOREAKTORLERDE Aureobasidium pullulans ILE
PULLULAN URETIMIi VE URETIM KOSULLARININ
OPTIMiZASYONU

OZCAN, Emrah

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigmani: Yrd. Dog. Dr. Sayit Sargin
Ikinci Danismani: Prof. Dr. Yekta Goksungur

Ocak 2014, 82 sayfa

Bu tezde, sentetik iiretim ortaminda Aureobasidium pullulans DSM-2404
susu kullanilarak hava kaldirmali ve kabarcik kolon biyoreaktdrlerde pullulan
tiretimi incelenmistir. Bu kapsamda biyokiitle, toplam polisakkarit ve pullulan

tiretim kinetikleri belirlenmistir.

Hava kaldirmali ve kabarcik kolon biyoreaktorlerin pullulan tiretimindeki
performanslar farkli kosullar (baslangi¢ substrat konsantrasyonu, havalandirma
hiz1 ve inkiibasyon siiresi) icin karsilagtirllmistir. Hava kaldirmali biyoreaktorde
elde edilen maksimum efektif verimin (Yp/s=0,402), kabarcik kolon
biyoreaktorde elde edilen maksimum efektif verimden (Yp/s=0,343) daha yiiksek

oldugu belirlenmistir.

Daha sonra, hava kaldirmali biyoreaktdrde prosesi etkileyen ii¢ faktoriin
(baglangi¢ substrat konsantrasyonu, havalandirma hizi ve inkiibasyon siiresi)

pullulan tiretimine etkisi cevap yiizey yontemi (CYY) ile incelenmistir.
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Istatistiksel analiz sonuglar1 her durum i¢in model uyumunun iyi
oldugunu gostermistir. Prosesteki bagimsiz degiskenler olan baglangi¢ substrat
konsantrasyonu, havalandirma hizi ve inkiibasyon siiresinin pullulan
tiretiminde gili¢lii dogrusal bir etkisi oldugu anlasilmistir. Ayrica bu bagimsiz
degiskenlerin pullulan tiretimi {izerinde negatif kuadratik ektileri ve pozitif
veya negatif etkilesim etkilerinin oldugu anlasilmistir. Bu etkilesim
etkilerinden sadece baslangi¢ substrat konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi
etkilesiminin pullulan iiretiminde anlamli bir etkisinin olmadig1 anlagilmistir
(P > 0.05). Optimizasyon sonucu, 95,2 g/L baslangi¢ substrat konsantrasyonu,
1,93 vvm havalandirma hizi ve 5,36 giin i¢in maksimum pullulan
konsantrasyonuna (38.77 g/L) erisilebilecegi anlasilmistir. Bu calisma, hava
kaldirmali biyoreaktoérde pullulan iiretim kosullarinin cevap ylizey yontemi ile

optimizasyonun yapildigi ilk ¢alismadir.

Anahtar Soézciikler: Pullulan, Aureobasidium pullulans, hava

kaldirmal1 biyoreaktor, kabarcik kolon biyoreaktdr, Cevap Yiizey YOntemi

(CYY)
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ABSTRACT

PRODUCTION OF PULLULAN WITH Aureobasidium pullulans
IN AIR-LIFT AND BUBBLE COLUMN BIOREACTORS AND
OPTIMIZATION OF PROCESS PARAMETERS

OZCAN, Emrah

MSc in Bioengineering.
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sayit Sargin
Co-Supervisor: Prof. Dr. Yekta Goksungur
January 2014, 82 pages

In this thesis, the production of pullulan from synthetic medium by
Aureobasidium pullulans DSM-2404 in air-lift and bubble column bioreactor was
investigated. The kinetics of polysaccharide, pullulan and biomass production was

determined.

Performances of pullulan production in air-lift and bubble column
bioreactors were compared in different conditions (i.e., initial sugar concentration,
aeration rate and incubation time). Maximum effective yield (g pullulan produced
g-1 initial sugar) obtained in air-lift bioreactor (Yp/s=0,402) was found to be
higher than that obtained in bubble column bioreactor (Yp/s=0,343).

Response surface methodology (RSM) was used to investigate the effects
of three factors (initial sugar concentration, aeration rate and incubation time) on
the concentration of pullulan in air-lift bioreactor. The levels of factors used in the
experimental design were; 70-110 g/l initial sugar concentration, 1.0-3.0 vvm

aeration rate and 3-5 days fermentation time.

Results of the statistical analysis showed that the fit of the model was

good in all cases. Initial sugar concentration, aeration rate and incubation time
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had a strong linear effect on pullulan concentration. Moreover, pullulan
concentration was significantly influenced by the negative quadratic effects of
the given variables and by their positive or negative interactions with the
exception that the interaction between initial sugar concentration and
incubation time was insignificant (P > 0.05). Maximum pullulan concentration
of 38.77 g/l was obtained at the optimum levels of process variables (initial
sugar concentration 95.2 g/l, aeration rate 1.93 vvm, and incubation time 5.36
days). This study is the first detailed work about the use of response surface
methodology for the optimization of fermentation parameters in pullulan
production using air-lift bioreactor. This study is the first detailed work about
the use of response surface methodology for the optimization of fermentation

parameters in pullulan production using air-lift bioreactor.

Keywords : Pullulan, Aureobasidium pullulans, air-lift bioreactor,

bubble column bioreactor, Response Surface Method (RSM)
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1. GiRis

Son yillarda petrol bazli polimerlerden biyolojik kdkenli polimerlere dnemli
bir yonelim oldugu goriilmektedir. Endiistriyel iretim geg¢misi uzun yillara
dayanan bitkisel kokenli polimerlerde -6zelikle polisakkaritlerde- mevsimsel
dongiilere dayali iirtin alimi, yavas {iretim, gerekli alanlarin fazlali§i, kontrol
zorlugu gibi zorluklarla karsilagilmaktadir. Mikrobiyal polimer {iretimi ise
mevsimsel sartlara bagli olmayan, kontrollii ve bitkisel polimere gore ¢ok daha

yiiksek verimi elde edilebilen bir alternatiftir.

Mikrobiyal kokenli bir¢ok ekstraseliiler polisakkarit uzun yillardir endiistriyel
Olcekte tretilmektedir (Cizelge 1.1). Bunlarin i¢inde pullulan en ¢ok calisilan ve
tanimlananlardandir. Pullulan; gida kaplama ve gida katki maddesi olarak
kullanimindan, doku miihendisligindeki yapi iskelelerinde kullanimina kadar
oldukga genis bir kullanim1 vardir. Pullulanin renksiz, kokusuz, yenebilir, toksik
olmayan, immunojenik olmayan, biyobozunur Ozelliklerine ek olarak, suda
yiiksek ¢oziiniirliik, viskozite arttirici, pullulan filmlerin oksijen gecirimsiz yapisi
gibi mekanik oOzellikleri bu polisakkaritin genis yelpazede kullanimina olanak

tanir. (Dagbagli vd., 2008; Rekha and Chandra, 2007).

Cizelge 1.1. Bazi ticari mikrobiyal ekstraseliiler polisakkaritler. ( Singh and
Saini'den, 2012)
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Pullulan iiretim maliyetinin ve piyasa satig fiyatinin (yaklagik 25 $/kg) diger
bir¢ok polisakkaritlere gore fazla olusu bir kisit gibi goriinse de pullulanin insan
sagligint da igeren genis kullanim alanlari, pullulan ile ilgili her gecen giin artan
patent sayist bu polisakkaritin ne kadar onemli oldugunu gostermektedir

(Leathers, 2003).

Pullulan tretim maliyetlerini diisiirmek i¢in ise substrat olarak tarimsal
atiklarin kullanilmasinin yani sira, degisik biyoreaktor tasarimlari ile verim
arttirllmaya ¢aligilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci da klasik mekanik karigtirmali
tank biyoreaktorlere alternatif olarak hava ile karistirmali (pnomatik)
biyoreaktorler ile pullulan iiretiminde verimi arttirmaktir. Bu baglamda hem hava
kaldirmal1 biyoreaktdr hem de kabarcik kolon biyoreaktorde pullulan iiretimleri
gerceklestirilmis. Daha sonra pullulan iiretimine etki eden bazi proses
parametrelerinin cevap yiizey yontemi (CYY) ile optimizasyonu yapilarak hava

kaldirmal1 biyoreaktorde iiretilebilecek maksimum pullulan miktar1 incelenmistir.




Pullulan iiretimindeki onemli kisitlardan biri organizmanin irettigi koyu
yesil-siyah renkli melanin pigmentidir. Alt akim iglemlerinde melanini ortamdan
uzaklastirmak (demelanization) ¢ogu zaman ekstra bir basamak gerektirmekte, bu
da iretim maliyetlerinin artmasina ve zaman kaybina neden olur. Bu tez
kapsaminda ayrica bu kisit i¢in iiretim ortami modifiye edilerek organizmanin
melanin iretimi baskilanmaya ve ekstra bir saflagtirma basamagi gerektiren

melanin giderimi ortadan kaldirilmaya ¢alisilmstir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1 Tarihsel Altyap

Literatiirde az sayida ekstraselliller fungal a-glukan rapor edilmistir.
Polimorfik bir fungus olan A. pullulans tarafindan iiretilen pullulan, bunlarin

icinde en ¢ok calisilan a-glukandir.

A. pullulans’in tarafindan {iretilen ekstraselliiler polimer {izerine ilk 6ncii
gozlem Bauer tarafindan 1938 yilinda yapilmistir. Bernier ise 1958 yilinda
pullulan1 kiiltlir ortamindan izole edip karakterize etmistir. O tarihlerden bu yana
pullulan {izerinde ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Pullulan konusunda ilk titiz
caligmalardan birini yapan Bender et al. 1959 yilinda pullulana bugiin kullanilan
ismini vermisglerdir (Singh and Saini, 2012).

Pullulanin yapist ile ilgili yillar iginde yapilan caligmalarda pullulanin
yapisinda sadece a-(1—4) ve a-(1—06) glikozidik baglari olmayip ¢ok az oranda
da olsa a-(1—3) glikozidik bagi oldugu rapor edilmistir. Wallenfels et al.
1960larin  baglarinda pullulanin  kimyasal yapisint anlamaya ¢alisan ilk
gruplardandir. Ayn1 ekip 1961 yilinda pullulanaz enziminin varligin1 da rapor
etmislerdir. Boylece temel olarak pullulanaz enzimi tarafindan hidrolize edilen
pullulanin a-(1—6) baglarinin ayrilarak trimer yapilar olan maltotirioz yapilarina

ayrildig1 anlasilmistir (Singh and Saini, 2012).

Pullulanin ilk ticari tiretimi 1976 yilinda Hayashibara Sirketi tarafindan
Okayama, Japonya’da iiretilmistir. Ayni firma ayrica 1982 yilinda ilk defa
pullulan filmlerini ticarilestirmistir. 30 yildan bu yana ticari {liretimi gergeklesen
pullulanla ilgili bir¢ok patent alinmistir. Pullulan 2011 y1l1 itibari ile piyasada 25
dolar/kg civarinda alic1 bulmaktadir (Cheng et al., 2011)



2.2 Pullulanin Kimyasal Yapisi

Pullulanin dimerik segment karakteristik yapisi [—x)-a-D-glukan-(1—4)-a-
D-glukan-(1—] ve [—4)-a-D-glukan-(1—6)-a-D-glukan-(1—] seklinde olup x 4
veya 6 olabilir. Bir trisakkarit olan maltotrioz (Gs) pullulanin temel birimidir.
Pullulan maltotrioz  (G3) birimlerinin tekrar etmesiyle olusur (Sekil 2.1)
(Leathers, 2003; Singh and Saini, 2012 ).

Sekil 2.1. Pullulanin sematik kimyasal yapisi. Pullulan, birbiri ardina devam eden maltotrioz alt

birimlerinden olugsmustur (Signh ve Saini'den, 2012).

Maltotrioz alt birimleri, birbirine (1—4) ve (1—6) glikozidik baglar1 ile
baglanmakta olup (1—6) baglarinin bu alt birimler arasindaki oran1 daha fazladir.
Pullulanin kapali formiilii (CgH100s), seklindedir. Tek bir polisakkaritte hem
a—(1—4) hem de a—(1—6) baglarinin olmasi, pullulanin amiloz ve dekstran

arasinda bir gecis yapist olarak anilmasina neden olur (Singh and Saini, 2012).

1960larin baslarinda Wallenfels aragtirma grubu ve diger arastirma gruplari,
pullulanin 2:1 oraninda (1—4) ve (1—6) baglarna sahip lineer bir a-D-glukan
oldugunu belirttiler (Singh and Saini, 2012). Pullulanin genel ve en ¢ok kabul

edilen yapisal formiilii:



[a-D-glukan —(1—4)— a-D-glukan —(1—4)— a-D-glukan —(1—6)],

seklindedir. Bu yapida tek bir maltotrioz goériinmektedir. Maltotrioz 3 a-D-
glukanin birbirlerine (1—4) baglarn ile baglanmasiyla olusur. Pullulan ise bu
maltotrioz altbirimlerinin birbirlerine (1—6) baglar1 ile lineer bir sekilde
baglanmasi ile olusmustur. Formiildeki n, maltotrioz altbirimlerinin sayisini ifade
etmekte olup, bu say1 ortam sartlari, fermentasyon asamasi ve mikroorganizma

susuna gore degisiklik gostermektedir (Singh and Saini, 2012, Cheng et al., 2011).

Bu genel kimyasal yapiya ek olarak, gene Wallenfels et al. tarafindan 1965
yilinda pullulanin maltotetraoz (4 adet a-D-glukan) altbirimleri de igerdigini
belirtmistir. Bu maltotetraoz alt birimleri oranca az olmakla birlikte (maksimum
%?7) lineer pullulan yapisina rastgele dagilmistir. Pullulandaki maltotetraoz orani
kaynak tiire spesifiktir (Singh and Saini, 2012). Maltotrioz alt birimlerinin aksine
maltotetraoz a-amilaz enzimine afinitesi yiiksektir. Dolayisiyla fermentasyonun
ileri asamalarinda organizmanin salgiladigi a-amilaz enzimi nedeniyle pullulan
maltotetraoz altbirimlerinden yikilarak daha kiiciik molekiiler agirlikli pullulan
olusur. Baz tiirlerin ise a—(1—4) baglarina ek olarak az miktarda da olsa
a—(1—3) ve hatta p—(1—3) ve PB—(1—6) baglar icerdigi de rapor edilmistir.
Bouveng et al. 1963 yilinda A. pullulans’tan salgilanan hiicre dis1 polisakkaritte
pullulana ek olarak P—glukan, galaktoz, glikoz, mannoz ve lironik asit icerikli

polisakkaritler gozlemlemislerdir (Singh and Saini, 2012).

Aerobacter aerogenes ‘in rettigi ekstraselliler bir enzim olan
“pullulanaz”in kesfi, pullulanin yapisinin anlagilmasinda i¢in 6nemli bir rol
oynamistir (Singh et al., 2008). Pullulanaz, a—(1—6) baglarin1 yikarak pullulani
maltotrioz alt birimlerine doniistiiriir. Bazen de pullulanin asit hidrolizi ve diger
pullulanaz enzimlerini etkisiyle izomaltoz, maltoz, panoz ve izopanoza yikilir.
Boylece pullulan, panoz ya da izopanozun polimeriymis gibi goriiniir (Singh ve
Saini, 2012) (Sekil 2.2).



Sekil 2.2. Pullulanin birbiri ardina devam eden panoz (solda) ve izopanoz (sagda) birimleri

seklinde tanimlanan sematik yapisi (Singh ve Saini'den, 2012).

2.3 Pullulanin Fiziksel Ozellikleri

Diizgiin a—(1—6) baglar1 pullulana yapisal esneklik ve yiliksek ¢oziiniirliik
saglamaktadir. Bu 6zelligi ile pullulan petrokimyasal tiirevli polimerleri ikame
etme imkan1 verir. Pullulan kimyasal polimerlerden farkli olarak hem insan hem
de ¢evre i¢in biyouyumlu ve biyobozunurdur. Pullulan, toz halinde beyaz renkte
olup, nem ¢ekmeyen (non-hygroscopic) ve suda (sicak veya soguk) cabucak
¢ozliniir ozellikledir. Pullulan, toksik olmayan, kokusuz, tatsiz ve yenilebilir
ozelliktedir. Pullulanin molekiiler agirligir (My,) ortam sartlar1 ve mikroorganizma

susuna gore 362-480 kDa arasinda degismektedir (Okada et al., 1990).

Gida kaplama endiistrisinde yillardir kullanildigindan pullulanin belki de en
bilinen 6zelligi oksijen gegirgenligini ¢ok diisiik olmasi, yani oksijen bariyeri

olusturmasidir. Pullulanin diger fiziksel 6zellikleri ¢izelge 2.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. Pullulanin bazi fiziksel 6zellikleri (Yatmaz ve Turhan'dan,
2012).

Coziiniirliik Suda yiiksek ¢oziiniirliik gosteren pullulan,
dimetilformamid ve dimetil siilfoksit disindaki

organik ¢oziiciilerde ¢oziinmez.



Kararhhk 1, 4 ve 6. karbonlardaki baglar sayesinde pullulan
nispeten kararlidir.

250-280 °C’lerde nisasta ile benzer sekilde
ayrismakta ve komirlesmektedir.

Viskozite Suda stabil viskoz bir yap1 olusturarak ¢oziindir.
Diger polisakkaritlere gore daha az viskozdur ancak
viskoz 6zelligini kolay kaybetmez.

Viskozite molekiiler agirligi (MA) ile orantilidir.
Yiizey gerilimi suya yakindir (74 dyne/cm?).

Film olusturabilme %5-25’lik sulu ¢ozeltileri yenilebilir filmlerin
igerisinde olusturulabilir.

Diisiik oksijen gegirgenligi (0.5 cc/m?/24 saat; %60
RH ve 23 °C), termal stabilite, anti-statik ve
dondurulduktan sonra elastisitesini koruma
ozelliklerine sahiptir. Lezzet 6gelerini tutar ve yaga
dayaniklidir.

Yapisma ve baglayicihk  Yogun yapiskan 6zellige sahip olup; gidalarda
kullanima uygundur.

Piiskiirtme proseslerinde iyi bir yardimci elemandir.

Nem tutma RH<%70’de %10-15 nem igerigine sahiptir.
Higroskopik ve yapiskan degildir.

Nemlendirici ve baglayici olarak kullanilabilir.

Biyobozunurluk Sindirimi yavas bir polisakkarit olup pullulanaz ve
izopullulanaz gibi mikrobiyal enzimler tarafindan

parcalanabilmektedir.

2.4 Aureobasidium pullulans ve Pullulan Ureten Diger Mikroorganizmalar

Aureobasidium pullulans, diinyanin birgok yerinde degisik floralarda
yasayabilir. Toprak ve suda bitkisel atiklart sindirerek saprofit olarak
bulunabilecegi gibi; yaprak iistii, banyo fayanslarindaki kiif yapilarindan da izole
edilmistir. Aureobasidium pullulans’in izole edilmesinin nedenlerinden biri de

pullulan {iretiminin yani sira, amilaz, esteraz, proteaz, pektinaz, xylanaz gibi



hemiselliilazlar ve mannanaz gibi endiistriyel degeri de olan bir ¢ok enzimi
tiretmesidir (Gaur et al., 2010). Hatta Aureobasidium pullulans ‘un bazi renkli-
varyant (color-variant) tiirleri yiiksek miktarda endo-xylanazin dogal iiretici
olarak bilinir (Singh ve Saini, 2012). Aureobasidium pullulans ¢ogunlukla
melanin pigmenti iireten bir mikroorganizmadir. Tipik melanin {ireten suslarin
rengi, agik beyaz-saridan koyu yesil-siyaha dogrudur. Aureobasidium pullulans’in
renkli-varyant suslari ise renklerine gore tipik pigmentli suslardan ayrilir. Tropikal
bolgelerde yasayan bu suslarin renkleri parlak kirmizi, sari, pembe ve mor
olabilmektedir. Ayrica toplam DNA’nin % 37-44’liniin pigmentlerle ilgili oldugu
rapor edilmistir (Gaur et al., 2010).

A. pullulans, polimorfik bir fungustur. Organizma, yagina gore ve proses
ortamina gore farkli morfolojilerde olabilir. Bu morfolojik yapilar, maya benzeri
hiicre (yeast-like cell) geng¢ blastospor (young blastospore), siskin hiicre (swollen
blastospore), miselyum (mycelium) ve klamidospor (chlamydospore) seklindedir
(Ronen et al., 2002) (sekil 2.3)

7
|

Maya benzeri hiicre

|
e

4

Blastospor

l
0

Siskin blastospor

D

> %}\c

Klamidospor Miselyum

Sekil.2.3. A. pullulans’in morfolojik yapilar: (Ronen et al.'dan, 2002)
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Hangi A. pullulans evresinin pullulan iretiminden sorumlu oldugu
konusunda literatiirde ¢ok sayida arastirma bulunmasina ragmen bu arastirmalarin
bazilar1 birbiri ile celismektedir. Bu konuda genel bir konsorsiyum olmasa da

maya benzeri hiicrelerin ana pullulan iireticileri oldugu kabul edilebilir.

A. pullulans ile galismanin bazi dezavantajlart vardir. Koyu yesil-siyah
renkli pigment olan melanin tretimi bu dezavantajlardan akla ilk gelenidir.
Melanin, fermentasyonun ileri asamalarinda siskin hiicrelerin klamidospora
doniistiigii sathada goriiliir . Uretilen melaninin neredeyse yarisi klamidosporun
hiicre duvarinda bulurken bir kismi da ortama salinir (Hung et al., 2006, Singh ve
Saini‘'den, 2012). Pullulan {iretiminde melaninin varligi alt akim islemlerinde
ekstra bir saflagtirma basamagi gerektirmektedir. A. pullulans ile ¢alismanin bir
diger dezavantaji da, fermantasyon esnasinda iiretilen pullulan nedeniyle iiretim
ortaminin viskozitesinin diismesi boylece iiretim sivisinda kiitle ve enerji

transferinin olumsuz etkilenmesidir.

A. pullulans pullulan iiretimiyle anilsa da, literatiirde pullulan iireten baska

tiirler de tanimlanmistir. Bu tiirlerin bazilar ¢izelge 2.2°de belirtilmistir.

Cizelge 2.2. Pullulanin mikrobiyal kaynaklari (Singh ve Saini'den, 2012)

Aureobasidium pullulans Bauer (1938 ), Cooke (1959),
Leathers (2003)

Tremela mesenterica Fraser ve Jennings ( 1971)

Cytaria harioti Waksman et al. (1977, Olivaetal. (1986 )

Cytaria darwinii Waksman et al. (1977 ), Olivaet al. (1986 )

Cryphonectria parasitica Corsaro et al. (1998 ), Delben et al. ( 2006 ) ,
Forabosco et al. ( 2006 )

Teloschistes flavicans Reis vd. (2002 )

Rhodototula bacarum Chi ve Zhao (2003)
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2.5 Pullulanin Kullanim Alanlar:

Biyopolimerlerin sahip olduklar1 kullanigh 6zellikler bilinmesine ve
kimyasal kokenli polimerin yerlerine kullanilabilmesine ragmen, az sayida
biyopolimer endiistriyel sayida iiretilmektedir. Endiistriyel o6lgekte iiretilen
biyopolimerlerin i¢inde pullulan 6nemli bir yer tutar. Pullulan endiistride saf halde
kullanilabildigi gibi, kimyasal modifikasyonlardan sonra da kullanilabilmektedir.
Pullulanin kimyasal modifikasyonlar1 pullulana yeni mekanik ozellikler
katmaktadir (Dagbagli vd., 2008) Kimyasal olarak modifiye edilmis ya da
pullulan igeren malzemelerle ilgili ¢ok sayida patent mevcuttur. Pullulanin

kullanim alanlar1 ise asagidaki gibi siralanabilir.

2.5.1 Gida sektori

Pullulanin kullanim alanlarindan belki de en bilineni “pullulan filmler ile
gidalarin kaplanmasi1”dir. Pullulan filmlerin tatsiz, kokusuz, renksiz, yenebilir,
oksijen-gegirgensiz ve gii¢lii mekanik 6zelliklerinden dolayr gida kaplamalarinda
kullanilmaktadir (Urkiit, 2007). Pullulan filmler, pullulanin %5-10 oraninda suda
ya da uygun bagka bir ¢ézgende ¢6zdiiriilmesi ile elde edilir. Pullulan kaplamasi
gidalar {izerinde ince bir tabaka olusturur (5-60 pum). Pullulan suda kolayca
¢oziindigii i¢in pullulan filmler de agizda kolayca erir. Pullulan filmlerin oksijen
gecirgensizligi, gidalarda yaglar, vitaminler ve diger onemli igerikleri okside
olmaktan korudugu ic¢in gidalar1 taze tutar, boylece gidalarin raf omrii uzar.
Sebzeler, meyveler, etler, kurutulmus gidalar pullulan filmlerle kaplanabilir
(Singh and Saini, 2012, Cheng et al., 2011).

Pullulanin amilaza dayanikli yapisindan dolay1r insanda ¢ok yavas
sindirilir. Boylece diisiik kalorili diyet gidalarda nisasta yerine kullanilabilir.
Pullulan, bakteri, kiif veya fungus tarafindan karbon kaynagi olarak
kullanilmazlar (hatta pullulanin fungal liremeyi inhibe ettigini belirten calismalar
vardir). Dolayisiyla pullulana igerkli gidalarin bozulma siiresi uzayacagindan, raf

omriinii de uzatmaktadir (Singh and Saini, 2012).
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Pullulanin viskoz ozelliklerinden dolayi, 6zellikle ketcap, mayonez gibi
soslarda kivam arttirici olarak kullanilir. Ayrica pullulanin viskozitesi, sicaklik,

pH farkliliklar1 ve metal iyonlar1 varligi ile kayda deger bir degisim gostermez

(Cheng et al., 2011; Singh and Saini, 2012).

Adhesif 6zelliklerinden dolayi, gidalarda stablize edici veya baglayici ajan
olarak kullanilir. Ornegin findigin kurabiyeye yapismasi icin pullulan
kullanilabilir. Pullulan buz ve laktoz kristalleri arttirdigi, bdylece erimeyi
zorlagtirdigi i¢in dondurmalarda kullanilir. Gida sektoriinde sik kullanilan
maltotriozca zengin suruplar genelde, maltoz suruplarindan katyon iyon degisim
kromatografisi kullanilarak elde edilir. Bu prosese alternatif olarak maltotriozca
zengin suruplar, pullulanaz enzimi kullanilarak pullulanin enzimatik hidrolizi ile

de elde edilebilir (Singh and Saini, 2012).

2.5.2 Biyomedikal ve ila¢ sektorii

Pullulan toksik-olmayan, immumojenik-olmayan, karsinojenik-olmayan ve

biyobozunur o6zelliklerinden dolayr biyomedikal ve ilag sektorlerinde siklikla

kullanilir (Rekha ve Chandra, 2007).

Pullulan, adhesif (yapistirici)ozelliklerinden dolayr takma dig/dis
protezlerinde, pullulan filmlerin sagladigt mekanik dayanim ve oksijen-
gecirgensizlik sayesinden ila¢g kaplamalarinda, mekanik o6zelliklerinden dolay:
sampuan, krem ve kozmetik tozlarda (Dagbagli, 2008; Cheng et al., 2011; Singh
and Saini, 2012) ve konjugant olarak bazi asilarda (Mitsuhashi ve Koyama 1987,
Singh and Saini'den, 2012) kullanilir.

Pullulan son donemlerde hedeflenmis ilag ve gen salimi (targeted drug
and gene delivery) i¢in tasiyici olarak kullanilmaktadir. Pullulan suda iyi ¢oziinen
bir polisakkarittir, dolayisiyla kontrollii ila¢ saliminda tasiyict olarak
hidrofobiklestirilmis pullulan kullanilir. Hidrofobiklestirme islemi kimyasal
olarak pullulanin modifiye edilmesiyle elde edilir (6rnegin,

pullulanacetate/sulfonamide, PA/SDM ). Bir diger {inlii polisakkarit olan dekstran
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ile karsilagtirildiginda serumun i¢inde pullulan, dekstrandan daha hizli degrede
olur. Pullulan diger polisakkaritlere gore karacigerde daha cok birikir. Ozellikle
pullulanin karboksimetilasyonu pullulanin karacigere afinitesi arttirir. Boylece
karacigere hedeflenmis ila¢ sistemleri i¢in pullulan kullanilabilir (Rekha ve

Chandra, 2007).

Gen terapisi pullulanin kullanildig1 bir diger uygulamadir. Gen terapisi
kanser basta olmak tizere bir ¢cok hastaligin tedavisinden kullanilmaktadir. Gen
terapisinden genellikle gen tastyici ajalnlar olarak viriisler kullanilmaktadir.
Viriislerin immiinojenik yan etkilerinden dolayi, dogal polimerlerin katyonik
tiirevleri bu amag i¢in kullanilmasina yonelik girisimler vardir. Bu baglamda son
donemlerde pullulanin biyouyumlu ve toksik-olmayan 6zelliklerinden dolay1 gen

tastyici ajan olarak kullanimi ¢alisiimaktadir (Rekha ve Chandra, 2007).

Pullulan, doku miihendisligi calismalarinda da kullanilmaktadir. Doku
miithendisliginde doku rejenerasyonun igin kullanilan yapi iskeleleri (scaffolds)
olarak kimyasal olarak modifiye edilmis pullulan (6rnegin, karboksimetil-

pullulan) kullanan ¢alismalar mevcuttur (Rekha ve Chandra, 2007).

2.5.3 Diger sektorler

Pullulan gida ve biyomedikal sektorlerindeki kullanimina ek olarak,
sedimentasyon isleminde flokiilant ajan olarak; kagit tretiminde mekanik
ozelliklerinden dolay1 yipranmaya karsi ve hidrofilik 06zelliklerinden dolay:
miirekkep tutucu olarak; gene hidrofilik ozelliklerinden dolayr miirekkeplerin
kalitesinin arttirilmasinda ve enzim immobilizasyonunda kullanilabilmektedir

(Cheng et al., 2011; Singh and Saini, 2012).

2.6 Fermantatif Pullulan Uretim Prosesi

Fermantatif pullulan iiretiminde, baslangigta saf suya benzer sekilde
newtonian sivi karakteristigi gosteren iiretim ortaminda, lretilen ekstraselliiler

polisakkaritler yiiziinden daha sonra viskozitede azalma go6zlenerek non-
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newtonian s1vi  karakteristigi gdzlenir. Uretim ortammin reolojisindeki
karakteristik degisime ek olarak aerobik ortam ihtiyaci da fermantatif pullulan

iiretimlerindeki bir diger ortak 6zelliktir.

Literatiirde pullulan iiretim prosesleri ile ilgili birgcok ¢aligma mevcuttur.
Bu calismalar genellikle mikrobiyal kaynak, nutrient kaynagi, ortam kosullar
(oksijen konsantrasyonu, pH, sicaklik, mineral orami gibi) ve biyoreaktor
tasarimlar1 ile ilgilidir. Bu c¢alismalar incelendiginde sonuglar bazinda bazi
tutarsizliklar gozlenmektedir. Pullulan {iretiminde goézlenen bu tutarsizliklar
prosese etki eden -Ongoriilen/6ngoriilemeyen- bir¢ok parametrenin varligina
isarettir. Ayrica kaynak susa 6zgii yapilan calismalar bu tutarsizliklari agiklamada
bir diger etkendir. Uretim esnasinda viskozitedeki artis ve melanin {iretimi ise

fermantatif pullulan tiretiminin baglica sorunlarindandir.

2.6.1 Pullulan iiretimine etki eden parametreler

Fermantatif pullulan iretimine etki eden baslica parametreler karbon
kaynagi, azot konsantrasyonu, sicaklik, oksijen konsantrasyonu ve pH’tir. Asagida

bu parametrelerde dair bazi ¢alismalar derlenmistir.

2.6.1.1. Pullulan iiretim ortami

Pullulan iiretiminde sentetik besi ortamlar1 kullanilabildigi gibi {iretim
maliyetlerini diisiirme adma tarimsal atiklar gibi kompleks besi ortamlar1 da

kullanilabilmektedir.

Pullulan iiretiminde glikoz, siikroz, mannoz, galaktoz, fruktozun yani sira
melas gibi tarim atiklar1 pullulan iiretiminde ¢ok calisilmis ve iyi bilinen karbon
kaynaklaridir (Singh et al., 2011, Cheng et al., 2011). Bunlarin iginde siikroz en
cok kullanilan karbon kaynagidir (Singh and Saini, 2007). Pullulan iiretiminde
tarimsal artiklarin substrat olarak kullanimi proses maliyetlerini diisiirmesi

acisindan oldukga avantajli gériinmektedir.
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Pullulan iretiminde korbon kaynagina dair ilk rapor Bender et al.
tarafindan 1959 yilinda yayinlanmigtir. Bender et al.’nin dogal A. pullulans ile
gergeklestirdikleri bu ¢alismada 5 giinliik iiretim sonunda 22g/L glikoz ve 20 g/L
siikroz tiikkendigini ve buna karsilik 1,3 g ekstraseliiler polisakkarit/g kuru hiicre

verim gozlemlemislerdir (Singh and Saini, 2007).

Karbon kaynagi olarak xylose ve laktoz igeren iiretim ortamlarinda diisiik
biyokiitle ve pullulan tiretimi goézlenmistir (Duan et al. 2008; Cheng et al.'dan
2011). Goksungur vd.’nin (2003) A. pullulans P56 ile yaptiklar ¢alismada pancar
melast ve sentetik ortamda pullulan tiretimi karsilastirilmali olarak yapilmistir. 50
g/l baglangi¢ substrat konsantrasyonu ile (pH:7,5) pancar melasindan 35g/L
toplam polisakkarit ve 16,9 g/L pullulan; sentetik ortamdan ise 21,4g/L toplam
polisakkarit ve 16,7 g/L pullulan elde edilmistir. Pancar melasindan daha ¢ok
pullulan elde edilmesine ragmen pancar melasindan elde edilen toplam
polisakkarit icerisindeki pullulan oran1 (%48), sentetik ortaminkinden (%78) daha
diisiiktiir. Bu ¢alisma pullulan iiretiminde pancar melasinin alternatif bir substrat
olarak kullanilabilecegini fakat toplam polisakkarit icindeki pullulan oraninin

diisiik oldugunu gostermistir.

Sugumaran et al.’un (2012) A. pullulans MTCC 2670 ile yaptiklar
calismada kati kiiltiir fermantasyonu ile 4 cesit tarimsal atig1 (bugday kepegi,
piring kepegi, hindistan cevizi ¢ekirdegi ve palmiye g¢ekirdegi) pullulan tretimi
icin karbon kaynagi olarak denemislerdir. Caligmada maksimum pullulan miktari
(18,43 g/L) ,pH 6,5’ta 7 giinlikk iretim sonunda palmiye ¢ekirdeginin karbon
kaynagi olarak kullanildig1 ¢caligmada elde edilmistir. Ayni arastirmacilar ucuz bir
tarimsal atik olan palmiye ¢ekirdeginin pullulan iiretiminde kullanilabilecek yeni

ve kullanigh bir karbon kaynagi olabilecegi belirtmislerdir.

Leathers and Gupta (1994) Aureobasidium sp. NRRLY-12,974 susu ile
biyoetanol prosesi atiklarini  (musir lifi, ince musir slaji vb.) substrat olarak

kullanarak pullulan tiretmistir.

Barnett et al.’un (1998) A. pullulans NRRLY-6220 susu ile yaptiklart

calismada, patates nisastast degisik enzimlerle (a-amilaz, pullulanaz,
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amiloglikosidaz, B-amilaz) hidroliz edilerek pullulan iiretiminde substrat olarak
kullanilmistir. a-amilazin tek basina kullanildigi ¢alismada diisiik verim alinirken,
pullulanaz ve amiloglikozidazin birlikte kullanildigi ¢alismada verim artmuistir.
Pullulanaz ve p-amilazin birlikte kullanildigi ¢alismada ise pullulanaz ve
amiloglikozidazin birlikte kullanildig1 c¢alismadan iki katindan fazla pullulan

(maksimum 58g/L) elde edilmistir.

Literatiirde pullulan {iretiminde substrat olarak kullanilan diger bazi
tarimsal veya endiistriyel atiklar sdyledir: proteinsizlestirilmis peyniralti suyu,
seker kamisi suyu, tath patates, turba hidrolizat1 (Roukas 1999; LeDuy and Boa
1983; Wu et al. 2009, Cheng et al., 2011°den), keg¢iboynuzu kabugu, {iziim kabugu
posasi (Deepak et al., 2012)

Fermantatif pullulan iiretiminde karbon kaynagmin fazla kullanimi
(%5’ten fazla) substrat inhibisyonuna yol agar (Kim et al., 2000; Shin et al., 1987;
Cheng et al. ’dan, 2011).

Pullulan iiretiminin ko-kiiltiir ile yapildig1 ¢alismalar da mevcuttur. Ornegin,
A. pullulans SH 8646 ve Kluyveromyces fragili ATCC 52466 nin beraber kiiltiire
ettigi bir caligmada, D-fructopiranosil igeren inulin, K. Fragili tarafindan inulaz
enzimi ile hidrolize edilir ve A. pullulans i¢in karbon kaynagi olarak kullanilir
(Shin et al., 1987 ; Cheng et al. *dan, 2011).

Pullulan tiretimini etkileyen 6nemli bir diger nutrient azottur. Azot kaynagi
olarak amonyum iyonlarinin (NH4") kullanimi pullulan {iretiminde énemli bir yer
tutar (Cheng et al., 2011). Amonyum iyonlarinin yani sira maya ekstrakti da azot
kaynagi olarak kullanilmaktadir (Yatmaz ve Turan, 2011). Fazla azot beslemesi
biyokiitle miktarini arttirmasina ragmen polisakkarit miktarina belirgin bir katkis1

yoktur (Orr et al. 2009; Cheng et al. ’dan, 2011).

Cheng et al.’un (2010) A. pullulans ATCC 201253 ile yaptiklari ¢calismada
cesitli azot iyon konsantrasyonlarini denemis ve maksimum pullulan miktarinin
(23,1 g/L), 5 g/L baslangi¢ amonyum siilfat konsantrasyonunda elde edildigi rapor

edilmistir.
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Azot kaynagi olarak kompleks azot kaynaklariin kullanildigi durumlar da
vardir. Karbon kaynagi olarak slikroz veya misir surubunun kullanildigi bir
calismada azot kaynagi olarak soyton kullanilmis ve her iki karbon kaynaginda da
yiiksek pullulan iiretimi saglanmistir (Reed-Hammer and West, 1994, Urkiit’den
2007).

Etkin bir sekilde ekstraseliiler polisakkarit iiretilmesi i¢in karbon/azot
oraninin 10:1 olmasi gerektigi de arastirmalar arasindadir. (Morin 1998; Kumar et

al. 2007; Cheng et al.’dan, 2011).

Ayrica biyotin, ferrik klorid, mangan klorid ve ¢inko kloridin pullulan
tretimini arttirdig1r da bilinmektedir (West and Reed-Hammer, 1992; West and
Strohfus 1997; Singh and Saini’den, 2011). Buna karsilik Fe*® ve Zn*#nin maya
benzeri hiicreler ve polisakkaritlerin gelisimini inhibe ettigi tespit edilmistir

(Reeslev, 1995, Yatmaz ve Turan’dan, 2011).

2.6.1.2. pH ve sicakhik

Bir ¢ok ¢aligmada pullulan iiretiminde optimum pH araligir 5,5 ile 7,5
buguk arasinda degismektedir. (Lee and Yoo 1993; Shingel 2004; Cheng et al.
2009b; Li et al. 2009, Singh and Saini’den, 2011). Diisiikk pH pullulan iiretimini
baskilarken ¢oziinmeyen glukan ve biyokiitle {iretimini uyarmaktadir ( Singh and
Saini, 2012).

Pullulan iiretimi konusunda A. pullulans’in hangi morfolojik formunun
daha etkili oldugu konusunda literatiirde bir birlik olmasa da, pH’in hiicre
morfolojisini etkiledigi diigiiniilmektedir. Maya benzeri hiicreler (yeast-like cells)
notral pH’larda yliksek molekiil agirlikli pullulan iiretirken (Lee et al.2001; Singh
and Saini’den, 2011) misel ve maya benzeri hiicre morfolojisinin beraber oldugu
kiltiirde ytliksek pullulan konsantrasyonu elde edilmistir (Roukas and Biliaderis

1995; Singh and Saini’den, 2011)
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Pullulan iiretiminde optimal sicaklik sustan susa degismekle birlikte 25-30
°C arasindadir (Singh and Saini, 2012; Chengh et al., 2011). Sicaklik, pullulan
iiretimini etkilemekle birlikte hiicre biliylimesi ve morfolojisini de etkilemektedir.
Wu et al.’un (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada optimum sicaklik pullulan tretimi
icin (27,4 g/L) igin 26 °C iken hiicre biiytimesi igin (10 g/L) 32 °C’dir (Singh and
Saini, 2012).

Pullulan {iretimi ve hiicre biiyliimesinin farkli optimum sicaklik gerektirdigi
bir ¢alismada, hiicreler, biiyiimesi i¢in 2 giin boyunca 32 °C, daha sonra pullulan

iiretiminin gerceklesmesi igin 26 °C’de inkiibe edilmistir (Wu et al., 2010)

2.6.1.3. Oksijen profili

Oksijen pullulan tiretiminde 6nemli bir parametredir. Oksijensiz ortamda
A. pullulans ne tiremekte ne de pullulan iiretmektedir. Pullulan iretimi yiiksek
havalandirma (2vvm civar1) gerektirir (Roukas and Mantzouridou, 2001; Singh
and Saini’den, 2011). Bununla birlikte yiiksek havalandirma iiretilen pullulanin
molekiil agirhigint diisiirdiigi rapor edilmistir (Audet et al.,, 1996; Singh and
Saini’den, 2011). Bir¢ok calismada yiiksek havalandirmanin pullulan {iretimini
arttirdigini belirtirken, (Wecker and Onken, 2005) havalandirma hizi arttik¢a
kayma gerilimi de arttigindan pullulan {iretiminin olumsuz etkilendigini
belirtmektedir. Pullulan tiretiminde genelde kayma geriliminden kolayca etkilenen
maya formunda hiicrelerle ¢alisildig1 hesaba katilmalidir. Yiiksek havalandirma
hizinda hesaba katilmasi gereken bir diger olay pullulanin yiiksek viskoz yapisinin

da etkisiyle yasanan kopilirmedir.

Hava basincinin arttirildigr  bir calismada oksijen transfer hizi da
arttigindan polisakkarit iiretimi artmistir. Bununla birlikte basing 0,5-0,75 MPa
kritik degeri gecince hiicrelerin agregatlastigt ve pullulan iiretiminin durdugu

gozlemlenmistir (Dufresne et al., 1990; Singh and Saini’den, 2011).
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2.6.2 Fermantasyon teknolojisi ve biyoreaktor tasarimlari

Derin kiiltiir fermantasyonu ile pullulan iiretimi endistriyel dlgekte uzun
yillardir basariyla uygulanmaktadir. Pullulan iretimini, prosese etki eden
parametrelerin yani sira biyoreaktor tasarimlari da etkilemektedir. Literatiirde
pullulan {iretiminde kesikli (batch), beslemeli kesikli (fed-batch) ve siirekli
(continuous) tiretim modlarinin yani sira immobilize ve biyofilm sistemlerin de

oldugu degisik tasarimlar mevcuttur.

Havalandirma ve karistirma, biyoreaktorlerde isletim kosullarini etkileyen
onemli faktorlerdendir. Havalandirma, hiicrelerin pullulan iiretimi i¢in kritik bir
parametredir ve mikrobiyal hiicrelerin biiylimesi ve verimi i¢in gerekli oksijeni
saglar. Karigtirma ise; kiitle ve enerji transfer olaylarini gergeklestirmesinin yani
sira, biyoreaktor icindeki besi ortami komponentlerinin homojen dagilimi (hiicre
ve besinlerin dagilimi) i¢in de onemlidir (Goksungur vd., 2005; Singh et al.,
2010).

Pullulan sentezinin ge¢ eksponansiyel fazda basladigi ve duragan fazda
devam ettigi, ilk olarak Catley (1971) tarafindan raporlanmis ve sonrasinda
McNeil and Harvey (1993) ve Leathers (2003)’in ¢aligmalarinda dogrulanmustir.
Bu bilgi, biiyime hizinin maksimize edilerek {iretim olmayan fazin, yani
eksponansiyel biiyiime fazinin, minimize edilmesi ve pullulan sentezi fazina
olabildigince hizli ulasilmasi acisindan 6nemlidir. Bu da; etkili karistirma ve

oksijen transferine sahip biyoreaktorleri isaret etmektedir (Cheng et al., 2011).

Baglangigta sivinin, saf suya yakin bir viskozlukta Newtonian
davranisinin olmasi; fakat ge¢ eksponansiyel fazdaki kiiltiir ortaminin, yiiksek
viskoz hale gelmesi ve Newtonian olmayan davranis (pseudo-plastiklik)
sergilemeye baslamasi proses siirecini zora sokar (Gaidhani et al., 2005; Singh
and Saini, 2011). Bu durumda, durgun tabakalara ve standart karistirmali tank
reaktdr kullaniminda karistirict tasmasina yol agan, kiitle (oksijen, besin),
momentum ve 1s1 transferi kisitlanmalart meydana gelir. Zayif karistirmali

sistemlerde proses kontroliiniin yetersiz olacag aciktir ve geleneksel
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fermentdrlerde karigtirma, pullulan verimi, verimliligi ve kalitesini ciddi
olarak etkiler. Bu sebeple, viskoz s1v1 i¢in iyi kitle karigtirmasina ve oksijen

transferine sahip fermentor sistemler 6nerilir (Gaidhani et al. 2005).

Youssef et al., siikroz ve glikoz igeren ¢alkalamali kiiltiir ve
karistirmali tank biyoreaktorlerde, ¢esitli suslardaki A. pullulans hiicrelerini
kullanarak pullulan {iretimi yapmislar ve verimliligi giinde 4,5g/L olan
pullulanin, maksimum konsantrasyonunun 31,3g/L oldugunu bildirmislerdir.
Yapilan bagka bir ¢alismada Shabtai et al. , artan verimlilik saglayan iki fazli
fermentasyon prosesi ile pullulan iiretmislerdir ve 50 saat icerisinde pullulan
konsantrasyonunun 35g/L oldugunu bildirmislerdir. Roukas et al. , 2vvm
havalandirma hizina sahip hava kaldirmali biyoreaktor kullanarak maksimum

pullulan konsantrasyonunu 30g/L olarak elde etmislerdir (Deepak et al., 2012).

Cheng et al.’in (2011) A. pullulans ATCC 201253 melanin tiretmeyen susu
ile kesikli biyoreaktorde yaptiklari ¢alismada, {iretim ortami ve diger proses
parametrelerini  incelemislerdir. Bu c¢alismada 75 g/l baslangi¢ siikroz
konsantrasyonu ile 25,8 g/L (toplam polisakkarit igindeki pullulan orani %94,5)
pullulan iiretilmistir. 7 gilinliik inkiibasyon siiresi boyunca maksimum verimlilik

0,68g/L/sa’tir.

Pullulan iiretiminde fazla seker beslemesi substrat inhibisyonuna yol
agmaktadir (Cheng et al., 2011). Bu sikintiyi 6nlemek igin bazi g¢alismalarda
beslemeli kesikli tiretim sistemleri kullanilmistir. Beslemeli kesikli {iretim
sistemlerinde substrat biyoreaktdre belirli araliklarla beslenerek asir1 substrat

varligindan kaynaklanan substrat inhibisyonunun oniine gegilebilir.

Youssef et al. (1999), beslemeli kesikli biyoreaktor kullanarak yaptiklar:
calismada, maksimum pullulan konsantrasyonu 7 giinliik {iretim sonunda 31,3
g/L’den 24,5 g/L’ye diigsmiistiir. Cheng et al. (2010) beslemeli kesikli biyoreaktor
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada 10. giine kadar pullulan iiretiminin arttigini ve

maksimum verimliligin 0,65 g/L/sa oldugunu belirtmislerdir. (Cheng et al., 2011).
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Pullulan tretiminde siirekli sistemlerin denendigi ilk ¢aligmada 0,05 h*t
diliisyon oraninda verimlilik 0,16g/L/sa’ten 0,35 g/L/sa’e yiikselmistir. Ayni
caligmada kiiltiir 1000 saatten fazla bir siire sorunsuz devam etmistir. (Schuster et

al., 1993; Cheng et al.’dan, 2011).

Urkiit (2007), kalsiyum aljinatta immobilize edilmis A.pullulans P56 ile
yaptig1 caligmada sentetik besiyeri ortaminda kesikli ve tekrarlanan kesikli
fermentasyon sistemleri kullanarak pullulan iiretimini arastirmistir. Bu ¢alismada
en yiiksek pullulan konsantrasyonu (19.52 g/1) % 2 sodyum aljinattan elde edilen
2.0-2.4 mm gapindaki boncuklarla elde edilmistir.

Pullulan tiretiminde kalsiyum aljinat gibi immobilizasyon yontemlerine
alternatif olarak hiicrelerin kati bir yilizey {iizerine tutturulduklart biyofilm
sistemleri de mevcuttur. Ornegin, poliiiretan kopiik kati zemin iizerindeki
biyofilm formanyonunda A.pullulans hiicreleri 96 saatlik bir inkiibasyondan sonra
18 g/L pullulan iiretilmistir (Mulchandani et al., 1998; Cheng et al.’dan, 2011).

Siirekli iiretim modunda calisan ve biyofilm biyoreaktoriin kullanildig: bir
alismada 0,16 h™ diliisyon oramyla maksimum pullulan konsantrasyonu ve
verimliligi sirasiyla 8,3 g/L ve 1,33 g/L/sa olarak bulunmustur. Bu caligmada
reaktdre beslenen iiretim ortaminin kompozisyonu ise su sekildedir, 15 g/L
siikroz, 0,9 g/L amonyum siilfat ve 0,4 g/L maya eksrakti (Cheng and Demirci,
2011).

Cizelge 2.3’te 2005-2011 yillar1 arasinda yapilan degisik biyoreaktor

sistemleriyle pullulan iiretimi ¢aligmalar1 mevcuttur.
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Cizelge 2.3. Son donemlerde pullulan iiretimi ile ilgili yapilan bazi
caligmalar (Cheng et al.'dan, 2011).

P56 Kesikli 16,7 g/L Goksungur et al.
2005

ATCC 42023 ve  Kesikli 22,6 g/L Lin et al. 2007

ATCC 62921

P56 Immobilize/kesikli 21,1 g/L Urkiit vd., 2007

NRM2 Kesikli 25,1 g/L Prasongsuk et al.
2007

FB-1 Kesikli 23,1 g/L Singh and Saini
2007

Y68 Kesikli 52,5¢g/L Duan et al. 2008

MTCC 2195 Kesikli 80,0 g/L* Thirumavalavan et
al. 2008

ATCC 9348 Kesikli 7.02 g/L NA Zheng et al.
2008

AP 329 Kesikli 29.4 g/L Wu et al. 2009

ATCC 9348 Hava 18.0 g/L Orr et al. 2009

kaldirmali/Kesikli

FB-1 Kesikli 45,0 g/L Singh et al. 2009a

FB-1 Kesikli 44,2 g/L Singh et al. 2009b

CGMCC 1234 Iki asamali sicaklik ~ 27.4 g/L Wu et al. 2010

uygulamasi /Kesikli

ATCC 201253 Kesikli 25.8 g/L Cheng et al. 2011b

ATCC 201253 Immobilize/Kesikli 60,7 g/L Cheng et al. 2010a

ATCC 201253 Immobilize/Siirekli  1.33 g/L/saat Cheng et al. 2011a

ATCC 42023 Immobilize/Kesikli  21.9 mg/g West 2011

hiicre/saat

*Baslangic seker konsantrasyonu 50g/L oldugundan sonug geliskili.
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2.6.3 Alt akim islemleri

Pullulan iiretiminde alt akim prosesleri, fermantasyon sivisindan saf
pullulanin eldesi i¢in gereklidir. Alt akim prosesleri, kiiltiivasyon sonrasinda
kiltiir ortamindan hiicre hasati, fermantasyon siiresince {lretilen melanin
pigmentlerinin uzaklastirilmasi, uygun solvent kullanilarak polisakkaritin
coktiiriilmesi ve polisakkarit icindeki pullulanin saflastirilmasi islemlerini igerir

(Singh and Saini, 2012).

Fermantasyon bitiminde, mikrobiyal hiicreleri iceren besi ortami
(broth), hiicresel yikintilar, besi ortamindan kaynakli artiklar ve ekstraseliiler
matriksi igerir ve bunlar fermantasyon boyunca salgilanmigtir (Kachhawa et

al., 2003).

A. pullulans’un istenmeyen karakteristik &zelliklerinden birisi, koyu bir
pigment olan melanin iiretmeleri ve bu sebeple koyu yesil-siyah gériinmeleridir.
Melanin, pullulan iiretimindeki en biiyiik engellerden biridir (Singh et al. 2009).
Melaninler, hiicreleri serbest radikallerin zararli etkilerinden koruyabilir
yetenekte, gili¢lii antioksidan ajanlardir. A. Pullulans’da, melaninin neredeyse
yarisi, klamidosporlarin hiicre duvarinda depolanir ve geri kalani, siyah graniiller
olarak kiiltlir ortamina salinir. Melanin, ultraviyole 1518a kars1 tamamen gegirimsiz
ve aseton, eter, benzen gibi organik solventlerde ¢6ziinmemektedir (Singh and
Saini, 2012).

Siehr (1981), melaninin ekstraseliiler sentezinin yani sira,
fermantasyonun son evresinde, hiicre morfolojisi sismis hiicrelerden
klamidosporlara degistiginde, pentaketit yolak ile hiicre i¢i sentezinin de
yapildigin1 raporlamistir (Singh and Saini, 2012). Melanin sentezi kiiltiir
kosullarma baghdir ve kiiltlir ortam1 genellikle, en az melanin
pigmentlesmesine gore optimize edilir. Fermantasyon sivisina uygulanacak
uygun bir iist akim prosesi, bu problemi hafifletebilmektedir (Kachhawa et al.,

2003). Genellikle, melaninsiz pullulan iireten muatant suslar kullanilarak, geri
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doniisiim ve saflagtirma islemleri, uygun organik solvent kullanilarak yapilan
tek basamakli ¢oktiirme ile gergeklestirilebilir. Bu organik solvent genellikle,
lic veya dort karbon atomuna sahip alkol, ester veya eter grubuna dahildir

(Singh and Saini, 2012).

Yiiksek molekiil agirlikli ve nispeten melaninsiz pullulan elde etmek
igin, kiltiir kosullar1 ve sus se¢imi 6nemli parametrelerdir. Melanin, aktif
komiir ile muamele edilmesiyle ortamdan uzaklastirilabilir (Singh et al.,
2011). Coktiiriilen pullulanin beyaz kati seklinde olmasi gida ve ilag
endiistrisinde ticari olarak kullanilabilmesi icin 6nemli bir dzelliktir (Urkiit,
2007). Pullulanin geri kazamiminda ve saflastirilmasinda ise; organik

solventler, 6zellikle alkol, kullanilir (Singh et al., 2011).

Wu et al. (2009), yapmis olduklar1 ¢alisma sonucunda fermantasyon
ortamindan pullulanin geri kazanimi i¢in bir yontem gelistirmislerdir. Bu
yontem kapsaminda oOncelikle santrifiij islemi ile hiicreler ortamdan
uzaklagtirilmakta, ardindan elde edilen melaninli ortam sicaklik uygulamasina
tabii tutulmakta ve ortamdaki proteinler uzaklastirilmaktadir. Melanin
giderimi (demelanization) islemi ise hidrojen peroksit (H20,) ile oksidasyon
islemi saglanarak yapilir. Oksidasyon isleminden sonra vakumda konsantre
etme, etanol ile ¢Oktliirme ve kurutma islemleri sonucunda yiiksek saflikta

pullulan elde edilebilmektedir.

Hidrojen peroksit, okside olma yetenegindeki hiicreler igin bir renk
gidericidir. H,O;’nin insan sagligina olumsuz etkileri bilinmektedir. Genellikle
gida sektoriinde kullamilan pullulan ele alindiginda {iretimin herhangi bir
asamasinda ortama H,0, eklenmesi sakincali goriilebilir. Fakat uygun solvent
ilavesi sonrasi polisakkarit ¢oktlirmesi isleminde iist siv1 ile birlikte H,O,’nin

giderimi saglandig1 kabul edilmektedir (Wu et al., 2009).
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Hiicre ve melanin ayrildiktan sonra ortam sivisindaki toplam
polisakkarit (ham pullulan), ¢esitli solventlerle ¢oktiiriilebilir. Literatiirde bu
solventlerin bazilar1 sdyledir: asetilmetilamonyum hidroksit, metanol, 1:1
aseton ve etanol karisimi, tetrahidrofuran (THF), etanol, izopropil alkol (IPA)
(Singh ve Saini, 2012). Bununla beraber, ¢cokelen polisakkaritteki pullulanin
safligt fermantasyon icin kullanilan substrata ve iiretim kosullarina gore
degisebilmektedir (Urkiit, 2007). Pullulanin daha ileri diizeyde saflastiriimas1
ise, ultrafiltrasyon veya iyon degistirici reginelerle saglanabilir (Singh ve
Saini, 2012).

Polisakkaritlerdeki pullulan igeriginin belirlenmesi genellikle elde
edilen polisakkaritlerin pullulanaz ile hidrolizinin ardindan elde edilen
maltotriozun kromotografi, spektrofotometri veya diger metotlar kullanilarak

saptanmas1 ve hesaplanmasiyla yapilmaktadir (Urkiit, 2007).

Sekil 2.4°te pullulan ayirma/saflagtirma basamaklarinin genel bir 6zeti

verilmistir.



Biyoreaktor

Uretim ortami1

l

Hiicrelerin ayristirilmast

(Santrifiigasyon/Filtrasyon)

Hiicreler (atik) Hiicresiz ortam
(stipernatant)

N

Melanin igeren siipernatant

l

Melanin giderimi
(Aktif komiir/ Solvent-tuz kombinasyonu
ya da solvent-solvent karigimi uygulamast)

v
l _ Melaninsiz
" siipernatant

Organik solvent uygulamasi
(Ornegin, Etanol)

Cokelme ile toplam
polisakkarit (ham

. pullulan) eldesi
Ultrafiltrasyon/lyon

degisim kromatografisi

Saf pullulan <

Sekil 2.4. Pullulan ayirma saflastirma basamaklari
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2.7 Hava Kaldirmal Biyoreaktorler

Hava kaldirmali (air-lift) reaktor terimi, spesifik olarak tasarlanmig
kanallarda belirli dongilisel bir desende akiskan sirkiilasyonu tarafindan
karakterize edilen gaz-sivi veya gaz-sivi-kati pnomatik baglantili cihazlar
kapsamaktadir (Merchuk and Gluz, 2002). Hava kaldirmali biyoreaktorler ise
ortam homojenizasyonunun, mekanik karigtirmali reaktorlere alternatif olarak
hava ile (pnomatik) yapildig1 biyoreaktorlerdir. Pnématik karistirmali bu tip
reaktorlerde akis, reaktor igerisinde bulunan gaz dagiticilar (Sparger)

yardimiyla saglanmaktadir.

Gaz akis1, karigtirmanin yani sira gaz fazi ve ortam arasindaki maddelerin
alisverisinin kolaylastirilmasi gibi 6nemli bir isleve sahiptir. Genellikle siviya
oksijen aktarimi yapilir ve reaksiyon iirlinleri de gaz fazina transfer olarak

uzaklagtirtlir (Merchuk and Gluz, 2002).

Oksijen transfer hizinin arttirilmasi ve gii¢ tiikketiminin minimize edilmesi
icin Onerilen birgok biyoreaktor tasarimindan ilk patent alinani, hava
kaldirmal1 biyoreaktor olup en umut vaat eden tasarimlardan biridir (Znad et
al., 2004). Hava kaldirmali dongli reaktorler, kimya, biyokimya ve g¢evre
miithendislikleri islemleri icin en umut verici cihazlardan biri olarak ortaya
cikmistir (Zhang et al., 2006). Fermantasyon {irlinlerinin iiretilmesinde bu tip
reaktorlerin kullanilmasi oldukca eski bir gegcmise sahiptir ve zaman iginde
yavas da olsa gelisme gostermislerdir (Emre, 2007). Pahali biyokimyasallarin
tiretiminden atik su aritimina kadar olduk¢a genis bir yelpazede kullanim
goren hava kaldirmali biyoreaktorler, modern biyoproses arastirma-gelistirme

caligmalarinda da popiilerligini korumaktadir (Merchuk, 2003).

Basit dizayn ve yapimlari, daha iyi anlagilmis akis diizenleri ve gereken
transport hizlart i¢in nispeten daha az enerji girdileri, hava kaldirmali

reaktorleri daha cazip kilar. Disiik kayma bolgeleri, iyi karistirma ve
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karistirict mil, salmastra, mil yatagi gibi pargalarin eliminasyonundan kaynakli
genisletilmis aseptik kullanim, fermantasyon uygulamalarinda hava kaldirmali
biyoreaktorlere avantaj saglar. Bitki, hayvan, maya, bakteri, fungus
biyokiitlelerinin ve bu hiicrelerin {irettikleri tirtinlerin stirekli tiretimleri, hava

kaldirmali biyoreaktorlerde farkli kapasitelerde gergeklestirilmistir (Chisti,
1989).

2.7.1 Hava kaldirmah biyoreaktor morfolojileri

Hava kaldirmali biyoreaktorler, sadece bir tanesi gaz (hava ya da oksijen
yogunlugu arttirtlmig hava) ile beslenen, iki farkli bolgeye ayrilmig sivi
bolgelerinden meydana gelir. Gaz beslenen ve beslenmeyen bolgelerdeki farkli
gaz tutulmalar1 (gas hold-up), bu bolgelerde farkli kiitle yogunluklarina sebep
olur. Gaz ile beslenen ve gazin etkisiyle yiikselen diisik yogunluklu sivi,
kendine ait bolgeden ¢ikip daha biiyiikk yogunluklu bolgeye gelince basing
farkindan dolay1 asag1 dogru hareket eder. Boylece reaktor i¢inde sirkiilasyon

yaratilmis olur (Chisti, 1989).

Hava kaldirmali biyoreaktorlerin birgok formu vardir. En genel formu,
biyoreaktor igcinde ve boyu sivi yiiksekliginden diisiik olan, merkezi bir draft

tiiptin altindan piskiirtiicii kanaliyla (sparger) havanin beslendigi tasarimdir
(sekil 2.5)
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Sekil 2.5. En genel hava kaldirmali biyoreaktdr tasarimi.
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Her hava kaldirmali biyoreaktorde sirkiilasyona bagli sivi akisinin
gerceklestigi yiikselme ve inis bolgesi vardir. Yiikselme bolgesi, gazin
puskiirtiildiigii ilk bolgedir ve gazin itici giiciiyle sivi yukar1 dogru hareket
eder. Bu boélgede, daha yiiksek fraksiyonel gaz tutulumu vardir ve gaz-sivi
kiitle transferinin biiyiikk kismi bu bolgede ger¢eklesmektedir (Znad et al.,
2004). Yukar1 dogru akisin sebebi; gaz tutulumu ve azalan akigkan
yogunlugudur (Doran, 1995). Inis bélgesi ise yiikselme bdlgesine paralel, alt
ve Ust kisimlarindan yilikselme bolgesine baghdir. Bu bdlgede akis yoni
baskin asag1 yondedir. Bu geri dongiideki yiirtitiicli glig, inis bolgesindeki gaz
miktarmin daha az olmasindan kaynaklanan iki boliim arasindaki yogunluk ve
hidrostatik basing farkindan ortaya ¢ikar (Emre, 2007). Ayrica inis bolgesinde
stvi hizi, olusturulan kabarciklarin serbest yiikselme hizindan daha hizh
oldugundan gaz asagi tasinir. Bu durum, kabarcik ile sivi arasinda uzun bir

temas siiresi ile sonuglanir, dolayistyla da hiicrelere oksijen transferi artar.

Momentum, kiitle transferi ve 1s1 transferi inis ve ylikselme bolgeli igin
farklhidir. Fakat bu iki bolge birbirine bagl oldugundan her bdlgenin tasarimi
(6rnegin draft tiip ¢ap1 ve boyu), diger boliimiin performans ve o6zelliklerini

etkileyebilmektedir (Merchuk and Gluz, 2002).

Hava kaldirmali biyoreaktorler, igerisinde sirkiilasyonu saglayan
kanallar1 olusturan engellerin bulunus sekline gore, i¢ dongiilii (iner loop)
veya dis dongiili (dis dongiilii)hava kaldirmali biyoreaktorler olarak iki ana
grupta toplanabilir (sekil 2.6) (Merchuk and Gluz, 2002).
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Sekil 2.6. Farkli tiplerdeki hava kaldirmali biyoreaktorler (HKR: hava kaldirmali reaktor)

I¢c doéngiilii hava kaldirmali biyoreaktdrler; draft tiip ya da dahili bir
sasirtict yardimiyla yiikselme bolgesi ve inis bolgesine ayrilabilir. D1s dongiilii
hava kaldirmali biyoreaktorler; yiikselme bolgesi ve inis bolgesini, tepe ve dip
kisimlarin yakinindaki enine bolmelerle birlestirerek ikiye ayirir (Sekil 2.6).
Gaz dagitiminin, ylikselme bolgesi ve inis bolgesi arasindaki etkilesimin artisi
icin ¢esitli modifikasyonlar, i¢ ve dis dongiilii hava kaldirmali biyoreaktorler
lizerinde uygulanabilir. Ayrica, yiikselme ve inis bolgeleri, elek levhalari,
statik  karistiricilar, duvardan ¢ikintili  sasirticilar  gibi  tasarimlar1t  da

icerebilirler (Chisti, 1989).

Ozet olarak, basit hava kaldirmali reaktorler iizerinde sayisiz olasi
varyasyon vardir ve farkli uygulamalar i¢in avantajli olarak degerlendirilebilir

(Chisti, 1989).
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2.7.2 Akiskan dinamigi

Hava kaldirmali reaktoriin bu derece genis kullaniminin ardinda yatan
sebep akiskan dinamik o6zellikleri ile ilgilidir (Merchuk, 2003). Hava
kaldirmali biyoreaktorler ve daha geleneksel olan mekanik karigtirmali tank
biyoreaktorler arasindaki akiskan dinamikleri farkliliklari, bu basariy1

saglamaktadir (Merchuk and Gluz, 2002).

Geleneksel karistirmali tank ve kabarcik kolon biyoreaktorlerde, akiskan
hareketi icin gerekli olan enerji, reaktor icinde odaksal olarak tek bir noktadan
karistirict veya piiskirtiici araciligiyla saglanmaktadir. Sonug olarak, enerji
dagilimi karistirici yakin cevresinde ¢ok yiiksek olmakla beraber duvarlara
yaklastikca diisiis gostermektedir. Benzer sekilde, bu bélgede momentumun
akigkana dogrudan aktarilmasi nedeniyle, kayma gerilimi de karistirict
yakininda en yiiksek seviyesinde olacak ve uzaklastik¢a diisiis gosterecektir

(Merchuk and Gluz, 2002).

Tan vd. tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, hava kaldirmali
reaktorlerde sivi tlrbiilansinin hem yiikselme hem de inis bolgelerinde
homojen olarak dagildigin1 gostermistir. Dolayisiyla stres  giiglerinin
homojenligi, hava kaldirmali reaktdrler tarafindan sunulan temel
avantajlardandir. Saglanan bu homojenite sayesinde, kayma gerilimine hassas
kiiltiirlerin hava kaldirmali biyoreaktorlerde {iretilmesi olduk¢a mantiklidir

(Merchuk and Gluz, 2002).

2.7.3 Hava kaldirmah biyoreaktdrlerin avantajlar:

Hava kaldirmali biyoreaktorler, kimya miihendisligi ve biyoteknoloji
uygulamalarinda artan bir ilgi kazanmaktadir. Bu ilgi hava kaldirmali

biyoreaktorlerin diger geleneksel biyoreaktorlere {istiin gelen avantajlarindan
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kaynaklanmaktadir (Zhang et al., 2006; Gavrilescu and Tudose, 1997). Hava

kaldirmal1 biyoreaktorlerin avantajlari sdyle siralanabilir:

Hava kaldirmali biyoreaktorlerde diisiik kayma gerilimi elde
edilir. Bu da bu biyoreaktoriin, kayma gerilimine hassas
hayvan ve bitki hiicreleri gibi organizmalarin biiyiitiilmesinde

etkili bir sekilde kullanilabilecegini gosterir.

Fermantasyon prosesi daha kolay kontrol edilebilir. Buna ek
olarak, ortam homojenizasyonu ve kiitle transferi daha uygun

maliyetlidir; daha az enerji maliyeti gerektirir.

Hava kaldirmali bir biyoreaktorde karistirma, hi¢bir mekanik
karistirici olmadan saglanir. Havalandirma, substrat, {iriin/yan
iirlin, oksijen bakimindan kiitle transferinin iyilestirilmesi ile,
mikroorganizma biiylimesi ve verimi agisindan yararli olabilir.
Havalandirma, iiretim ortaminda daha iyi bir karigtirma saglar
ve bdylece, hiicrelerin i¢ ve dis kisimlar1 arasindaki
konsantrasyon gradientini korunmasina yardimci olur. Bu
konsantrasyon gradienti her iki yonde de caligir; gazlarin ve
diger katabolizma sonucu olusan yan {riinlerin, hiicrelerin
mikro ortamindan giderilmesini saglarken; daha iyi bir
diflizyon araciligiyla hiicrelere, yeterli seker ve diger nutrient

kaynaklarinin devamliligini saglar.
Iyi 1s1 aktarim karakteristikleri ve kisa karisma siiresi saglar.

Sterilite, karistirici ile karistirma olmadigi i¢in kolaylikla

devam ettirilebilir.

Genis bir boru igerisinde, sivinin yiiksekligi 60m kadar
olabilir.  Borunun dip kismindaki basing, oksijen

¢cOzilinlirliglini arttiracaktir.

Bunlarin haricinde; reaktor i¢inde hareketli parcalarin bulunmamasi,

daha tahmin edilebilir bir akis saglar. Biyokimyasal reaksiyonlar bazen asir1 1s1
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salimimna sebep olurlar. Geleneksel mekanik karigtirmali tank biyoreaktorii
dizayniyla, reaksiyonun yiiksek ekzotermik 1sisim1 uzaklastirmak oldukga
zordur, bu 1simin uzaklastirilmasi hava kaldirmali biyoreaktorle daha kolaydir
(Emre, 2007; Roukas and Serris, 1999; Zhang, et al., 2006; Najafpour, 2007,
Gavrilescu and Tudose, 1997).

2.7.4 Hava kaldirmah biyoreaktorlerin dezavantajlar

Hava kaldirmali reaktorlerin bircok avantajinin ve bu avantajlar
sayesinde biiyiik bir potansiyelinin olmasinin yaninda, bazi dezavantajlar1 da

vardir. Hava kaldirmali reaktdrlerin en dnemli dezavantajlari sdyledir:

e Biiyiik 6lcekli borulardan ileri gelen yiiksek yatirirm maliyeti

vardir.

e Yine yiiksek Olcekli kullanimlarinda, yiiksek enerji maliyeti
getirir. Bir karistirict  gerekmemesine ragmen, c¢ok yiiksek
miktarda hava beslemesi gerekir ve hava, ozellikle biiyiik
Olceklerde yiiksek basingli olmalidir. Bunun yaninda, gazin

basincinin etkinligi diistiktiir.

e Kopiik varliginda, gazin sividan ayrimi ¢ok etkin degildir. Hava
kaldirmali biyoreaktorlerin dizayninda, bu dezavantaj minimize

edilmelidir.

e Besleme sadece bir bolgeden gelirse, organizmanin beslenme
yetersizliginden dolay1 biiylimesi sekteye ugrar. Bu durum,
istenmeyen yan iriinlerin olusumuna, diisiik verim ve yiiksek
O0lim hizina sebep olabilir. Bundan dolay1 6zellikle biiytik
6l¢ekte, beslemenin bir¢ok noktadan yapilmasi gerekir. Benzer
sekilde havanin da, kolonun bir¢cok noktasindan girisine izin
verilmelidir. Fakat hava kaldirmali biyoreaktdrde bu miimkiin
degildir; keza sivinin reaktér boyunca devir daimi i¢in, havanin

daha ¢ok alt kistmdan verilmesi gerekir (Najafpour, 2007).
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e Yiiksek havalandirma ile birlikte ¢ikis gazi ile birlikte su
molekiillerinin de ¢ikis bdylece yiiksek sivi kaybi1 (Kisisel
deneyim, 2013).

2.7.5 Kabarcik kolon biyoreaktorler

Bir diger pnomatik karistirmali biyoreaktdr tiirii de kabarcik kolon
(bubble column) biyoreaktordiir. Kabarcik kolon biyoreaktorler basit sekilde

draft tiipsiiz hava kaldirmal1 biyoreaktdr seklinde tanimlanabilir.

Kabarcikli kolon biyoreaktorler de basit kullanimlarindan dolay: sikca
kullanilan biyoreaktorlerdendir. Yapisal ve islevsel olarak daha basit olmasi,
bu reaktorleri mekanik karigtirmali reaktdrlerden ayiran farklardan biridir.
Kabarcik kolonlar, bu yoniiyle karistirmali reaktorlerin bir alternatifidir

(Doran, 1995).

Kabarcik kolon reaktorlerde havalandirma ve karistirma, rektor
tabanindan beslenen gazin yardimi ile saglanmaktadir (Sekil 2.7). Bu islem,
mekanik karigtirmadan daha az enerji gerektirir (Doran, 1995). Boylece

reaktorde hem havalandirma hem de karistirma saglanmais olur.



35

Atk Hava

F]( )‘i_ .

HavaDagtticiss ~

Hava

Kabarcik Kolon Biyoreaktdr

Sekil 2.7. Kabarcik kolon biyoreaktor.

Kabarcik kolon reaktorler yapisal olarak c¢ok basittir. Genellikle
basingli havanin girecegi bir dagiticilar1 (sparger) bulunur ve baska igsel
yapilar icermemektedirler. Bazen yiiksekligi fazla olan kabarcik kolon
biyoreaktorlere, birlesen kabarciklar kiiciilterek yeniden dagitmasi icin delikli
yatay levhalar monte edilir. Ekmek mayas1 iretiminde genellikle
yiikseklik/¢ap orani 3:1 iken, diger uygulamalarda bu oran 6:1 olarak kullanilir
(Doran, 1995).

Kabarcikli kolon biyoreaktorlerin en kayda deger avantaji basit
yapilaridir. Basit bir konfigiirasyon, 6zellikle biyolojik proseslerde
sterilizasyon agisindan biiyilk 6nem tasir (Emre, 2007). Kabarcik kolon
reaktorlerin diger avantajlar ise; diigiik yatirnm maliyeti, hareketli parcalar
icermemesi, makul 1s1 ve kiitle transfer performansi olarak siralanabilir
(Doran, 1995). Hareketli pargalar bulundurmamasi nedeniyle de az bakim ve
diisiik isletme maliyetleri gerektirir (Vinod and Kumar, 2011)
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Kabarcik kolon biyoraktorlerin bir takim sikintilart da vardir; kabarcik
kolon biyoreaktdorde karigtirmanin havalandirma hiziyla orantili olmasi
dolayisiyla karistirma diizeyi havalandirma ile degismektedir. Buna ek olarak,
biyoreaktorlerde beslenecek hava debisinin bir {ist smir1 vardir. Bu sinur,
damlacik siiriiklemesi olay1 ile belirlenir. Bu problem yiiksek gaz akis
hizlarinda sivinin gazla birlikte siirliklenmesi sonucuna yol agarak buharlagma
ile asir1 s1vi kaybina neden olur (Emre, 2007). Ayrica kopiik olusumu da atik
gazlarin giderimini zorlastirir ve mekanik dagitim veya besi ortaminin igine

kopiik kiric1 eklenmesini gerektirebilir (Doran, 1995).

Farkli akis rejimleri, gaz akis hizi, gaz dagitict dizayni, kolon ¢ap1 ve
viskozite gibi ortam 6zelliklerine dayanarak elde edilir. Homojen akis sadece,
disik gaz akist hizinda ve dagiticidan ¢ikan kabarciklar, kolonun enine
kesitinde dengeli sekilde dagildiginda elde edilir. Homojen akista, tiim
kabarciklar ayn1 yogunlukla yiikselirler ve gaz fazin geri karistirmasi yoktur.
Bu akis rejimi, sadece kabarcik dalgasindaki siiriiklenmeden kaynaklanan sivi

karismasi ile sinirhidir (Doran, 1995).

Normal calisma kosullari altinda, daha yiliksek gaz yogunlugunda,
diizensiz sirkiilasyon akis birimleri gelisir ve heterojen akig meydana gelir. Bu
rejimde, duvarlarin yakininda sivinin asagi akist meydana gelirken, kolonun
merkezinde kabarciklar ve sivi yukari ¢ikma egilimindedir. Siv1 sirkiilasyonu
kabarciklar1 stirtikler; bu ylizden bir miktar gazin geri karisimi gozlenir

(Doran, 1995).

Kabarcik kolon hidrodinamigi ve kiitle transferi karakteristigi
biitiiniiyle, dagiticidan salinan gazin davranisina baglidir (Doran, 1995). Gaz
tutulumu da kiitle transferi ¢aligmalar1 ve reaktor dizayninda onemli bir
parametredir (Vinod and Kumar, 2011). Reaktordeki gaz-sivi kiitle transferi
katsayilari, biiyiik oranda kabarcik ¢apina ve gaz tutulumuna baglidir. Viskoz
olmayan sivilar1 igeren kabarcik kolon biyorektorlerde, bu degiskenler

yalnizca gaz akis hizina baghdir. Bununla birlikte kabarcik kolonlarda, kesin
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kabarcik boyutunun ve sivi sirkiilasyon yapilarinin bilinmesi imkansizdir;

kiitle transferi katsayilarinin kesin tahmini zordur (Doran, 1995).

Pratikte kabarcik kolon biyoreaktorlere gore daha diisiik kayma
gerilimi elde edildiginden hava kaldirmali biyoreaktorler genellikle kayma
gerilimine duyarli hiicrelerin biiylimesi igin Onerilir. Buna karsin, literatiirde
ayn1 biiylime kosullarinda kabarcik kolon biyoreaktorlere ve hava kaldirmali
biyoreaktorlere yetistirilen hayvan hiicrelerinin yarilanma omiirlerinde 6nemli
bir fark olmadigin1 goriilmiistiir. Pnomatik karistirmali biyoreaktorlerde hiicre
bozunmasinin temel nedeninin kolonun iist kisminda sividan ayrilan
kabarciklar oldugu yolunda ipuglar1 elde edilmistir. Bu etkinin ortadan
kaldirilmasi i¢in bu tip reaktorlerde bazi katki maddeleri (Pluronic F-68, BSA
ya da dekstran gibi) kullanilmaktadir. Kayma gerilimine duyarl bitki hiicreleri
de kabarcik kolon biyoreaktorlerde basarili bir sekilde yetistirilebilmektedir.
Deneysel sonuclar bitki hiicresi kiiltiirlerinin biiyiimesinin kabarcikli kolon
reaktorlerde, karistirmali tank reaktorlerde ve bir ¢alkalayicr icine yerlestirilen

erlenlerde benzer oldugunu géstermistir (Merchuk et al., 1994).

2.7.6 Kabarcik kolonlar ve hava kaldirmal biyoreaktorlerin

karsilastirilmasi

Kabarcik kolonlar ve hava kaldirmali biyoreaktorlerin  hidrodinamik
davranislar1 olduk¢a farklilik gostermektedir (Chisti, 1989). Hava kaldirmali
biyoreaktorler ve kabarcik kolonlar arasindaki en temel fark, sistem
geometrisine bagli siv1 akis tiirtine dayanmaktadir (Merchuk and Gluz, 2002).
Hava kaldirmali biyoreaktdrlerde sivi sirkiilasyonu, gaz akis hizina baglh
olarak belirlenmekte, ancak kabarcik kolonlarda sivi akisi gaz akis hizindan
bagimsiz olmaktadir (Chisti, 1989).. Kabarcik kolon, genellikle alt kisimdan
icerisine gaz enjekte edilen basit bir kanaldan olugmaktadir. Biyoreaktor
icerisinde ylikselen kabarciklar tarafindan rastgele karistirma saglanmaktadir

(Merchuk and Gluz, 2002). Biyoreaktorlerde tipik bir gereklilik olan uzun
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kullanim stireleri nedeniyle, kabarcik kolonlarda biiylik miktardaki sivi
gegisleri, belirgin geri dongii hizlar1 olmaksizin miimkiin degildir (Chisti,
1989). Hava kaldirmali biyoreaktorlerde ise akigskan sirkiilasyonunun en
onemli kaliplari, yiikselme ve inis bolgelerine sahip olan reaktoriin dizayni ile
belirlenir. Kapali bir devre olusturmak i¢in iki kanal alt ve iist boliimlerinden

baglantilidir (Merchuk and Gluz, 2002).
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Sekil 2.8. Cesitli gaz (Ug,) ve s1vi akigkan (Uy;) hizlarinda hava kaldirmali ve kabarcik kolon
biyoreaktorlerin operasyon araligi (Chisti'den, 1989).

Hava kaldirmali biyoreaktorlerde, sivi akis hizi, sirkiilasyon zamani ve
karistm  zamani  gibi  birgok deneysel korelasyon gelistirilmistir. Hava
kaldirmal1 biyoreaktorlerdeki gaz tutulumu ve gaz-sivi kiitle transfer hizlart ve
genel reaktor performansi genel olarak kabarcik kolon biyoreaktdrden daha
iyidir. Bununla beraber, dis dongiilii hava kaldirmali biyoreaktorlerde, gaz
ayrilmasinin tamamlanmasina yakin, sivi akis hizinin artmasi ve gaz
tutulumunun diismesi nedeniyle, ayn1 gaz akis hizinda kiitle transfer hizi,

kabarcik kolon biyoreaktdrden daha diistiktiir (Doran, 1995).
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2.8 Cevap Yiizey Yontemi (CYY)

Ik kez 1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan tanimlanmis ve gelistirilmis
olan cevap yiizey yontemi, CYY (Response Surface Methodology, RSM), bir
takim bagimsiz degiskence belirlenen bagimli degiskenin veya ayni anlama
gelecek sekilde proses yanitinin optimizasyonu siirecinin analizi ve modellenmesi
icin faydali matematiksel ve istatistiksel tekniklerin toplami olarak ifade edilebilir

(Kul, 2004; Yiicel 2008).

Cevap yiizey yontemi ismi, yontemin ¢iktilarindan olan modelin bir yiizey
fonksiyonu olarak tanimlanmasindan gelir. Genel olarak CYY’inde, Taylor
acilimi  kullanilmaktadir; Taylor esitligindeki katsayilar1 belirlemek igin
gerceklestirilen 6zel deneysel tasarimlarla birlikte, proses yanitini betimleyen

fonksiyonun tahmini modeline ulasmada Taylor esitligini kullanir.

CYY, deneysel tasarimlarin, genellikle birinci ve ikinci derece Taylor
esitlikleri aracilifiyla kombine edildigi ve bdylelikle optimum kosullarin
belirlendigi bilimsel bir yaklasimdir. CYY ile, bir prosesin optimum kosullarinin
belirlenmesine ek olarak bu prosesin tasarimi i¢in gerekli bazi bilgilerin elde

edilmesi de miimkiin olur (Yiicel, 2008).

Bir prosesi etkileyen parametrelere, bagimsiz degisken ve bu bagimsiz
degiskenlere bagl tanimlanan fonksiyona ise bagimli degisken ya da yanit denir.
CYY’nin uygulanmasi i¢in arastirmaci proses hakkinda genel bir bilgiye sahip
olmali, prosesi etkileyen bagimsiz degiskenler i¢in bir isletme bolgesi (operating
region) ve bir deneme bolgesi (region of interest) belirlemelidir. Ozellikle
biyoproseslerde yanit1 belirleyen bagimsiz degiskenler oldukca fazladir. Bu
durumda bir takim 6n denemeler yapilarak yaniti en ¢ok etkileyen bagimsiz
degiskenler belirlenmeye c¢aligilir. Bu denemeler “eleme (screening) denemeleri”
olarak adlandirilir ve aragtirmanin ilerleyen safthalarinda daha az sayida deneme
yapilarak maliyet ve zaman agisindan 6nemli avantajlar saglanmasina neden olur

(Urkiit, 2007).
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CYY ’nin kullanildig1 proses uygulamalarinda, bagimli degisken yani yanit
ile bagimsiz degiskenler arasindaki matematiksel iliskiyi anlayabilmek i¢in ilk
adim, yanit ile bagimsiz degiskenler seti arasindaki iliskiyi yeterince dogru bir
sekilde betimleyen fonksiyona erisecek uygun bir yaklagimin bulunmasidir.
Genellikle, bagimsiz degiskenlerin belirli deger araliklarinda gegerli olacak diisiik
dereceli polinomlar kullanilir. Eger yamit, bagimsiz degiskenlerin lineer bir
fonksiyonuyla yeterince iyi bir sekilde modellenmisse, bu durumda yaklasim
fonksiyonu birinci-derece model formunda (y, yamt; X;, X, ..X,, bagimsiz

degisken ve By, By B, ..., Bp, katsayilar olmak iizere) asagidaki gibi olacaktir:
y =B, +BX, +B,X, +...+B X,

Eger sistemde bir egrilik varsa, asagida goriilen ikinci-dereceden bir

modelde oldugu gibi daha yiliksek dereceden bir polinom kullanilmalidir:

y =B, +Zn:BiXi +Zn:BiXi2 Font D BX X,
i=1 i=1

i<j

Hemen tiim CYY problemlerinde, bu modellerden birisi veya her ikisi
birden kullanilir. Bagimsiz degiskenlerin tiim deger bolgelerini kapsayan dogru
bir fonksiyonel iliskiyi belirleme yaklasimi konusunda, polinom modellerin
yeterli olmayacag1 aciktir. Fakat bagimsiz degiskenlerin smirlt deger araliklari
veya bolgeleri icin polinom yaklasimi oldukga i1yi caligmaktadir (Montgomery,
2005; Yiicel’den, 2008 ).

Bagimsiz degiskenler 1ile yamit arasindaki matematiksel iliskiyi
modellemek ve bu modeller i¢in maksimizasyon ya da minimizasyon (kisaca
optimizasyon) yapmak kompleks ve tekrar eden hesaplamalar1 igerdiginden CYY,

bilgisayar programlar ile kolayca ve ¢ok kisa bir siirede yapilabilir.

Cevap yiizey yonteminin avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir:
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e Prosesin dogasini matematiksel bir model ile agiklamasi, yani bagimh
degisken ile bagimsiz degisken arasindaki iliskinin bu model ile ifade
edilebilmesi.

e Prosesi agiklayan modeli gelistirmek icin daha az sayida deney
yapmak.

e Bagimsiz degiskenlerin yanita olan bireysel etkilerine ek olarak
bagimsiz  degiskenlerin  etkilesiminin  yanita olan etkilerinin
belirlenmesi.

e Bagimsiz degiskenlere bagli yanitin optimizasyonunun yapilmasi.

e Bagimsiz degiskenlere bagli birgok proses yanitinin ayni anda
incelenebilmesi.

¢ Projenin ne kadar siireceginin ve maliyetinin bilinebilmesi.

2.8.1 Ikinci dereceden modeller icin kullanilan deney tasarimlari

Ikinci dereceden bir polinom, n bagimsiz degisken sayisi olmak iizere

[1+2n+ n(n-1)

] adet parametre igermektedir. Deneysel tasarrm en az

polinomdaki parametre sayisi kadar nokta kullanilarak olusturulmalidir. Her
bagimsiz degisken en az ii¢ seviyede temsil edilmelidir (Myers and Montgomery,
1995; Urkiit’ten, 2007). Asagida ikinci dereceden modeller icin kullanilan iki

deney tasarimi incelenmistir.

2.8.1.1. Merkez-tiimlesik tasarim (Central composite design)

Iki bagimsiz degisken ile olusturulmus bir merkez-tiimlesik tasarim, bir
dairenin ¢evresinde esit uzakliklarda bulunan sekiz nokta ve merkezinde bir veya
daha fazla noktadan olusmaktadir. Ug bagimsiz degisken oldugu durumlarda ise
bir kiirenin yilizeyinde bulunan 14 nokta ve merkezinde 1 veya daha fazla
noktadan olusmaktadir (Myers and Montgomery, 1995; Urkiit’ten, 2007). Ug
bagimsiz degiskenin oldugu bir tasarimda bir kiirenin ylizeyinde bulunan
noktalara alternatif olarak, yapilacak deneyin operasyon sartlarina gore, deney

tasarrm1 diizenlenebilir. Ornegin, deney tasarimi, bir kiipiin kdse noktalarr (8
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adet), kiipiin disinda veya ylizeyindeki noktalar (6 adet) ve merkezinde 1 veya

daha fazla noktadan olusabilir.

Sekil 2.9°da ii¢ bagimsiz degiskenden olusan bir merkez tiimlesik deney
tasarimi1 gosterilmektedir. Kiipiin koselerine denk gelen noktalar kodlanmis
degerlere gore -1 veya +1; kiipiin disindaki noktalar -a veya + a; merkez ise 0'dir

(NOT: | a|>0).

15 .
1
05 :
0 § -
05
A
15
1 .

Sekil 2.9. Ug bagimsiz degiskenden olusan merkez tiimlesik deney tasarimi

Merkez-tiimlesik tasarimin en Onemli Ozelligi eksenel mesafenin ve
merkezde yapilan tekrarlarin sayisinin belirlenebilmesidir. Bazi durumlarda
deneme bolgesi (region of interest) disinda deney yapmak operasyon sartlarindan
dolay1r anlamli olmayabilir bu durumda eksenel mesafe (a) kiipiin iizerine denk
gelecek sekilde tasarim yapilabilir. Bu tip merkez-tiimlesik tasarima yiizey
merkezli tasarim (face centered design) denir (sekil 2.10) (Myers and
Montgomery, 1995; Urkiit’ten, 2007).
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Sekil 2.10. Ug bagimsiz degiskenden olusan yiizey merkezli deney tasarimi (o =1)

2.8.1.2. Box-Behnken tasarim

Box-Behnken tasarimda bagimsiz degiskenlerden birinin degeri merkez
degerde sabitlenirken diger bagimsiz degiskenlerin tiim diizeylerinin
kombinasyonlar1 uygulanir. Cizelge 2.4'te ilk 6nce C bagimsiz degiskenin diizeyi
sabitlenmis A ve B bagimsiz degiskenlerinin tiim diizeylerinin kombinasyonlari
uygulanmig, daha sonra ayni islemler sirasiyla B ve A bagimsiz degiskenleri
merkezde sabitlenerek uygulanmigstir. Tasarim matrisinin son siitunlarinda ise

merkez nokta degerleri vardir (Kul, 2004).

Cizelge 2.4. Ug faktorlii(A,B ve C), ii¢ seviyeli kodlanmis degerlere gore
Box-Behnken tasarim.

Siralama A B C
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
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11 0 1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Cevap yiizey yontemi ile pullulan iiretiminde 6zellikle son yillarda sikga
kullanilan bir yontemdir. Asagida bu calismalarin bazilar1 optimizasyon sonucu

elde edilebilecek maksimum pullulan miktarlariyla birlikte soyledir:

Goksungur vd. (2005), melanin iiretimi baskilanmis A. pullulans P56 susu
ile yaptiklar1 calismada, karistirmali tank biyoreaktérde onemli ortam kosullar
olan baglangic seker konsantrasyonu, havalandirma hizi ve karistirma hizinin
pullulan tiretimi {zerindeki etkileri incelenmistir. Yilizey merkezli deney
tasariminin uygulandig1 optimizasyon sonucunda maksimum pullulanin (17,2 g/L)
iiretildigi ortam kosullariin, 51,4 g/L baslangic seker konsantrasyonu, 2,36 vvm

havalandirma hiz1 ve 345,3 rpm karistirma hizi oldugu anlagilmistir.

Urkiit vd. (2007), kalsiyum aljinata immobilize edilmis A. pullulans P56
hiicreleri ile pullulan {iretiminin optimizasyonu yapilmistir. Yiizey merkezli deney
tasariminin uygulandigi optimizasyon sonucunda maksimum pullulanin (21,07
g/L) iretildigi ortam kosullarin, inkiibasyon stiresinin 101,2 saat, karistirma

hizinin 191,5 rpm ve pH'm 7,31 oldugu anlasilmistir.

Singh et al. (2009), 5 faktoriin (siikroz, amonyum siilfat, maya ekstrakti,
dipotasyum hidrojen fosfat ve sodyum klorid) pullulan iiretimine etkisini cevap
yiizey yontemi ile incelemislerdir. Optimizasyon sonucunda maksimum pullulanin
(44,2 g/L) tiretildigi besi ortaminin, %5,31 siikroz, %0,11 amonyum siilfat, %0,07
maya ekstrakti, %0,05 dipotasyum hidrojen fosfat ve %0,15 sodyum klorid igeren
besi ortami1 oldugu anlasilmistir (Cheng et al., 2011).

Jiang'm (2010) A. pullulans SK1002 ile yaptigi calismada sicaklik,
inkiibasyon zamani ve pH'm pullulan iiretimine etkisi merkez-tiimlesik tasarim ile

merkezde 6 tekrarla toplamda 20 deneme ile incelenmistir. Optimizasyon



45

sonucunda maksimum pullulanin (30,28 g/L) iiretildigi ortam kosullarinin, 5.

giinde 28 °C, 5 giin ve pH:5,5 icin oldugu anlasilmistr.

Choudhury et al.'un (2012) A. pullulans RBF-4A3 ile yaptiklar1 ¢alismada
kompleks ortam komponentleri olan glikoz, maya ekstrakti ve peptonun pullulan
tiretimine etkisi merkez-timlesik tasarim ile merkezde 6 tekrarla toplamda 20
deneme ile incelenmistir. Yapilan denemelerde maya ekstraktinin pullulan
iretiminde kritik rolii ve etkisi oldugu anlasilmistir. Optimizasyon sonucunda
maksimum ekstraseliiler polisakkaritin (70,43 g/L) iretildigi besi ortaminin,
%15,5 glikoz, %3,68 maya ekstrakti ve %1,75 pepton igeren besi ortami oldugu

anlagilmistir.
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3. MATERYAL & METOT

3.1 Mikroorganizma

Bu tez kapsaminda, pullulan iiretimi i¢in Aureobasidium pullulans DSM-
2404 kullamlmistir. Bu mikroorganizma Ege Universitesi, Gida Miihendisligi
Boliimii’nden Prof. Dr. Yekta Goksungur’un c¢alisma ekibinden temin

edilmistir.

Mikroorganizma, PDA (Potato Dextrose Agar) lizerinde 4°C’de saklanmis
(Sekil 3.1) ve her 3 haftada bir altkiiltiir yapilarak kiiltiir yenilenmistir.

Sekil.3.1. Stok A. Pullulans kiiltiirii (PDA iizerinde, 4°C )

3.2 Besi Ortamlan

Ast ortami kompozisyonu (g\L): sakkaroz 30, (NH4).SO, 0,6, maya
ekstrakt 0,4, K;HPO, 5,0, MgSO4.7H,0 0,2, NaCl 1,0 ve MnCl, 0,01 (pH=
5,5).
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Uretim ortam1 kompozisyonu (g\L): sakkaroz 50, (NH4),SO, 0,6, maya
ekstrakt1 0,4, K;HPO,4 5,0, MgS0,4.7H,0 0,2, NaCl 1,0 ve MnCl, 0,01 (pH=
7.5).

Kullanilan as1 ortami1 ve iiretim ortamlari, 2M HCI ¢ozeltisi ile yapilan
gerekli pH ayarlamalarindan sonra 121°C’de 15 dakika siiresince otoklavda

sterilize edilmistir.

Tim kimyasallar Merck (Darmstad, Germany) sirketlerinden temin

edilmistir. Kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik safliktadir.

3.2.1 Besi ortamlarimin hazirlanisi

3.2.1.1. As1 ortaminin hazirlanisi

28 °C’de 2 giin boyunca PDA iizerinde biiyiimeye birakilan
mikroorganizma, iki 6ze dolusu alinarak, daha dnceden hazirlanmis 250 ml’lik
erlendeki 50 ml’lik as1 ortamina eklenmistir. Hazirlanan erlenler ¢alkalamali
inkiibatorde 28 °C’de 200 rpm karistirma hizinda iki giin iiremeye birakilmigtir
(Sekil 3.2).

Sekil 3.2. 2 giinliik as1 kiiltiiri.
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3.2.1.2. Uretim ortaminin hazirlanisi

Icerisine iiretim ortam1 konulan biyoreaktdrler sterilizasyon igin
otoklava atilmadan 6nce, iiretim ortamina, inkiibasyon siiresince yasanabilecek

koplirmeleri onlemek adina 2 damla koptik kiricr eklenmistir.

Otoklavdan ¢ikan ve oda sicakligina kadar soguyan biyoreaktorler,
liretim ortamin1 28 °C’de sabitleyen sirkiilatorlere baglanmistir. Uretim
ortaminin sicakligi 28°C'de sabitlenince biyoreaktorlere steril hava beslemesi
yapan hava hatlar1 acgilmistir. Rotametre yardimiyla hava beslemesi, gerekli
debiye ayarlanarak (vvm bazinda) biyoreaktorler inkiibasyona hazir hale

getirilmistir.

Daha sonra erlenler iginde 28 °C’de 200 rpm karistirma hizinda iki giin
iiremeye birakilan as1 kiiltlirii (inokiilant), icersinde iiretim ortami bulunan

biyoreaktorlere steril kosullar altinda hacimce %5 oraninda eklenmistir.

Havalandirmanin, pullulan iiretimi {izerindeki etkisini incelemek i¢in
50g/l baslangic siikroz konsantrasyonunda hava kaldirmali biyoreaktdr icin
1vvm, 2vvm ve 3vvm; kabarcik kolon biyoreaktér i¢in 0,1vvm, 1,1vvm ve 2

vvm havalandirma hizlar1 denenmistir.

Baglangi¢ substrat konsantrasyonunun pullulan {iretimine etkisini
incelemek icin ise; hava kaldirmali biyoreaktérde 2vvm ve kabarcik kolon
biyoreaktorde 1,1vvm sabit havalandirma hizinda sirasiyla 70, 90 ve 110 g/l

baslangig siikroz konsantrasyonlarinda denemeler yapilmistir.
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3.3 Biyoreaktorler

Denemelerde, 1300 ml toplam ve 1100 ml proses hacminde hava
kaldirmal1 biyoreaktor (air-lift bioreactor) ile 300 ml toplam ve 260 ml proses
hacminde kabarcik kolon Dbiyoreaktér (bubble column bioreactor)
kullanilmistir (sekil 3.3).

Sekil 3.3. Kiiltiir ortamu ile birlikte hava kaldirmali (solda) ve kabarcik kolon (sagda)

biyoreaktorler

Cizelge 3.1. Reaktor geometrileri.

Kisaltmalar Hava kaldirmah Kabarcik kolon
biyoreaktor biyoreaktor

\Y 1300 ml 300 ml
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A 1,25cm -

Dy 1,4cm -

Dr 3,05cm 1,75cm
Hg 35,5cm -

Hy 38 cm 32cm

V=Toplam hacim (operasyon hacmi), A: Reaktor duvari ve draft tiip arasi uzaklik, D;: Reaktor

yarigapi, Dy: Draft tiip yarigapi, Hy: Reaktdr boyu, Hy: Draft tiip boyu.

3.4 Alt Akim Islemleri ve Analiz Yontemleri

3.4.1 Biyokiitle tayini

Hava kaldirmal1 biyoreaktor i¢in 10 ml ve kabarcik kolon biyoreaktor
icin 5 ml Ornekler steril sartlar altinda alinarak daha Onceden darasi not
edilmis falkon tiiplerine aktarilmistir. (Alinan 6rneklerin miktarinin 10 ml ve 5
ml olarak secilmesinin nedeni, reaktorlerin c¢alisma hacmini ¢ok
etkilememesiyle alakalidir.) Daha sonra bu falkon tiipleri 9000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek, hiicrelerin ¢okmesi saglanmustir. Ust siv1 (cell free
broth, supernatant) daha sonra polisakkarit tayini igin darasi not edilmis
bagka bir falkon tiipiine aktarilmistir. Falkon tiipiiyle birlikte 70 °C’de bir gece
boyunca kurumaya birakilan kalan hiicreler (biyokiitle) tartilmig, daha 6nceden

kaydedilmis daralarla fark: alinarak da biyokiitle miktar1 belirlenmistir.

3.4.2 Toplam polisakkarit

Biyokiitle ayrimindan gelen {ist siviya (cell free broth, supernatant) 2
hacim etanol ilave edilmis (Goksungur vd., 2005) ve 4°C’de 1 gece boyunca

bekletilerek polisakkaritlerin ¢okmesi saglanmistir. Daha sonra ¢dken
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polisakkaritler 6000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmis ve {ist siv1 (supernatant)
toplam seker tayini i¢in ayrilmigtir. Toplam polisakkarit ise falkon tiipiiyle
birlikte 70 °C’de bir gece boyunca kurumaya birakilmistir. Daha 6nceden
kaydedilmis daralarla farki alinarak da toplam polisakkarit miktar

belirlenmistir.

NOT: Uretim ortamindaki MnCl,, pullulan veriminin artmasi ve
melanin olusumunu engellenmesi amaciyla eklenmis olup (West and Strohfus,
1997) bazi galismalarda ilerleyen giinlerde biyoreaktorlerde melanin {iretimine
bagli renk degisimi (beyazdan yesile) gozlenmistir. Pullulan {iretiminde
istenmeyen bu renk degisimini gidermek i¢in biyokiitle ayrimindan gelen st
siviya (cell free broth), hacimce %4 oraninda H,O, eklenerek 50 °C’lik su

banyosunda 30 dakika boyunca bekletilmistir (Wu et al., 2009).

H,O2’nin insan sagligina olumsuz etkileri bilinmektedir. Genellikle
gida sektoriinde kullanilan pullulan ele alindiginda iiretimin herhangi bir
asamasinda ortama H,0, eklenmesi sakincali goriilebilir. Fakat etanol ilavesi
sonrast polisakkarit c¢oktiirmesi isleminde st sivi ile birlikte HyO;’nin

giderimi saglandigi kabul edilmektedir (Wu et al., 2009).

3.4.3 Pullulan tayini

Uretilen toplam polisakkarit i¢indeki pullulan miktarmm belirlenmesi
icin ise, elde edilen polisakkarit 0,05M sodyum asetat (pH 5,0) ile 10 mg/ml
oraninda ¢dzlilmiistiir. 1 ml 6rnege, 10 pl pullulanaz (Promozyme, Novo) ilave
edilerek oda sicakliginda 21 saat inkiibe edilmistir. Enzim, ayni
konsantrasyondaki saf pullulan (kullanilan saf pullulan kaynagi: Hayashibara
Co., Ltd., Japonya ) 6rnegine de ilave edilmistir. Daha sonra indirgen seker
analizi ile tretimden gelen polisakkarit i¢indeki pullulan ve saf pullulanin
glikoz indirgen esdegerleri saptanmigtir. Saf pullulanin glikoz indirgen

esdegeri ile toplam polisakkarit i¢cindeki pullulanin glikoz indirgen esdegeri
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karsilastirilarak &rneklerin pullulan icerikleri (yiizdeleri) belirlenmistir (Urkiit,
2007).

3.4.4 Indirgen seker analizi

3.4.3’te belirtilen indirgen seker miktarinin saptanmasi i¢in, uygun
oranda seyreltme yapildiktan sonra dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi
kullanilmistir. Buna gore 0,09, 0,18, 0,27, 0,36 mg/l glikoz iceren standart
cozeltiler kullanilmistir ve okumalar spektrofotometrede 540 nm dalga

boyunda yapilmistir (Urkiit, 2007).

Yapilan tiim analizler 2 paralel halinde yapilmis ve aritmetik

ortalamalar1 hesaplanarak kullanilmistir.

3.4.5 Toplam seker analizi

3.4.2°de  belirtildigi sekilde etanolle c¢oktiiriilen polisakkaritin
santrifiijlenmesi sonucu elde edilen sividan 6rnek alinmis ve kalan seker
miktarinin belirlenmesi i¢in Ornekler uygun oranda seyreltildikten sonra
Fenol-Siilfirik Asit yontemine gore toplam seker tayin edilmistir. Bu
yontemde 20, 40, 60, 80, 100 mg/l sakkaroz iceren standart g¢ozeltiler
kullanilmis ve okumalar spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda

yapilmistir.

Yapilan tiim analizler 2 paralel halinde yapilmis ve aritmetik

ortalamalar1 hesaplanarak kullanilmistir.
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Fermentasyon S1vi

Santrifigasyon
(B0 0mpm/ 10dk)

Eash Faz —

S1v1Faz

#—— 1 hacim atanol

Eurtma
{70 %1 gacg) Beldetme  _  Melanin olugumu
{50 °C /30d) gézlenirss %6471Ek

hidrojon perolozit{ev)

Eivolitls

—* S1mFaz
{§aloar tayind igin)

Eurutma
{70 5C01 zacE)

Polizakloarit

Sekil 3.4. Mikrobiyal polisakkarit tiretim semasi
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 MnCly’nin Pullulan ve Melanin Uretimine Etkisi

A. pullulans ile pullulan iiretiminin en bilyilk dezavantajlarindan biri
melanin iiretimidir (Singh et al., 2009). Uretim sonras1 melanin giderimi
fazladan bir saflagtirma basamagi yarattig1 icin hem zaman hem de ekonomik
kayiptir. A. pullulans ile pullulan iiretiminde melanin gideriminde aktif karbon
kullanim1 veya degisik oranlarda solvent-solvent / solvent-tuz karisimlar
uygulamasi yapilabilmektedir (Kachhawa et al., 2003). Ayrica melanin {iretimi
baskilanmig mutant organizmalarla da  melaninsiz tiretimler

gerceklestirilmektedir (Goksungur vd., 2005).

Mutant olmayan, dogal, A. pullulans suslar1 i¢in de, {iretim ortami
manipiile edilerek melanin {iretimi baskilanabilir veya minimuma indirilebilir.
Ornegin, iiretim ortaminda maya ekstrakti yerine KNOj3 ekleyerek melanin
tiretiminin baskilandigi bir ¢alismanin (Thibault and LeDuy, 2001) yan1 sira
tiretim ortamma MnCl, eklenerek melanin iiretiminin baskilandig1 ve hatta
pullulan iiretiminde artisin gozlendigi ¢alismalar vardir (West and Strohfus,
1997). MnCly’nin, A. pullulans ile pullulan {retiminde melanin yolagini
(pathway) baskiladigi tahmin edilmektedir (West and Strohfus, 1997).

Bu calisma kapsaminda melanin iiretimini minimum seviyede tutmak i¢in
KNO; ve MnCly’nin etkisi incelenmis ve asagidaki tiretim ortamlar

hazirlanmastir.

(NOT: Kisaltma adina bu galisma i¢in, siikroz 30 g/L, (NH4),SO4 0,6,
maya ekstrakt: 0,4 g/L, K;HPO,4 5 g/L, MgS0,4.7H,0 0,2 g/L, ve NaCl 1 g/L

(pH=5,5) ile hazirlanan iiretim ortamina “normal {iretim ortami1” denilmistir.)
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Ornek 1: Normal {iretim ortami.

Ornek 2: Normal iiretim ortamina maya ekstrakt: yerine ayn1 miktarda

KNO3; eklenmistir.
Ornek 3: Normal iiretim ortamma 0,01 g/L MnCl; eklenmistir.

Ornek 4: Normal iiretim ortamina 0,01 g/l MnCl;, ve maya ekstrakti
yerine ayni miktarda KNOj eklenmistir.

Uretimler, 250 mL’lik erlenlerde 50 mL’lik iiretim ortamlarinda 5 giin
boyunca 28°C’de 200 rpm karistirma hizinda yapilmis ve her bir erlene -daha
once materyal & metot kisminda bahsedildigi gibi- esit miktarlarda hiicre

ekimi yapilmistir. Her bir 6rnegin paraleli olup toplam 8 erlenle yapilan

caligmada, iiretilen melanin, renk degisimi araciligiyla gozlenmis (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. KNO; ve MnCl,’nin melanin iiretimine etkisi. a: 2.giin, b: 3.giin, c:4.giin ve
d:5.giin
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1. gliniin sonunda 6rnekler arasinda gdzle goriiniir bir fark olmamasina
ragmen ilerleyen gilinlerde Ornekler arasinda gozle goriiniir renk farkliliklari
gozlenmistir. A. pullulans’ta melanin {iretiminden kaynaklanan yesil-siyah
renk tonunun varligi bilinmektedir (Kachhawa et al., 2003). Dolayisiyla bu
calismada melanin miktar1 i¢in kistas olarak yesil-siyah renkten beyaz-sari
renge dogru siralama kalitatif yapilmistir. Buna gore iiretilen melanin miktari

coktan aza dogru asagidaki gibi siralanmistir:
Ornek 1> Ornek 4> Ornek 2 > Ornek 3

5 giinlik {iretimin ardindan ortama MnCl, eklenmesinin melanin
gideriminde en etkili yontem oldugu gozlenmis ve MnCl,'nin melanin {iretimi
tizerindeki etkisi 6rneklerden elde edilen polisakkarit renginden de bariz bir

sekilde goriilmiistiir (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. Etanol ile ¢oktiiriiliip kurutulan polisakkaritler. MnCl, nin melanin iiretimine etkisi.

Bu ¢aligmada ayrica iiretilen biyokiitle, toplam polisakkarit ve pullulan

miktarlar1 da 6l¢iilmiis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.1.).
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Cizelge 4.1. Omek 1, 2, 3 ve 4’iin 5. giin sonunda biyokiitle, toplam
polisakkarit ve pullulan miktarlar1 ile toplam polisakkarit igerisindeki

pullulan yiizdeleri.
Biyokiitle Toplam Pullulan Toplam

(g/L) polisakkarit (o/L) polisakkarit

(o/L) icerisindeki
pullulan

yiizdesi (%)
Ornek 1 4,93 20,56 14,49 70,50
Ornek 2 2,28 6,30 3,48 55,30
Ornek 3 5,11 20,69 16,87 81,56
Ornek 4 4,52 15,70 11,35 72,35

Bu sonuglara gére, MnCl,’iin melanin tiretimini gozle goriiniir bir sekilde
diglirmesinin  yani1 sira pullulan miktarm1 da arttirdigit  goézlenmistir.
Dolayisiyla biyoreaktorlerde yapilan calismalarda melanin  {retimini

baskilamak ve pullulan miktarini arttirmak i¢in MnCl; kullanilmistir.

4.2  Pullulan Uretiminin Optimizasyonu i¢in On Deneme Cahsmalar:

Hava kaldirmali ve kabarcik kolon biyoreaktorlerde havalandirma hizinin
tiretim verimine etkisi Oteden beri bilinmektedir (Chisti, 1989). Pullulan
tiretiminde asirt baglangic substrat (seker) konsantrasyonu organizmada
substrat inhibisyonuna neden olmakta dolayisiyla iiretim verimi azalmaktadir
(Goksungur vd., 2005). Ayrica pullulan iiretiminde inkiibasyonun ileri
asamalarinda ortamdaki seker miktari tikkendiginde A. pullulans ortamdaki
pullulant salgiladig1 glikoamilaz B enzimi ile parcalayabilmekte boylece

ihtiyact olan seker miktarini karsilayabilmektedir (Goksungur vd., 2005).
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Bahsedilen bu kisitlar hesaba katilarak, havalandirma hizi, baslangi¢ substrat
konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresinin hava kaldirmali ve kabarcik kolon
biyoreaktorlerde pullulan {retimine etkisi incelenmis ve hava kaldirmali
biyoreaktorde pullulan iiretiminin cevap yiizey yontemi (CYY) kullanilarak

optimizasyonu yapilmustir.

Yapilacak optimizasyondaki deneme bdlgesinin (region of interest)
belirlenmesi i¢in incelenen iiretim parametreleri olan havalandirma hizi,
baslangi¢ substrat konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresinin pullulan iiretimine

etkisini anlamak i¢in agsagidaki 6n denemeler yapilmaistir.

4.2.1 Havalandirma hizinin pullulan iiretimine etkisi

50 g/L sabit baslangi¢c siikroz konsantrasyonunda hava kaldirmali
biyoreaktorde 1lvvm, 2vvm ve 3vvm; kabarcik kolon biyoreaktorde ise
0,2vvm, 1,1vvm ve 2vvm havalandirma hizlarinda 6 giin boyunca her giin
ornek alinarak hiicre biiyiimesi, toplam polisakkarit miktari, pullulan miktar
ve toplam seker (siikroz) tiiketim miktar1 belirlenmistir (sekil 4.3. ve sekil
4.4.).

Hava kaldirmali ve kabarcik kolon biyoreaktorlerde havalandirma hizi
icin secgilen degerler, biyoreaktor isletme kosullarinin yani sira ilgili
biyoreaktorde belirtilen havalandirma hizlarinda pullulan iiretimi icin artis ve

azalis1 gézlemlemek igin segilmistir.

Hava kaldirmali ve kabarcik kolon biyoreaktorlerde sabit baslangic
substrat konsantrasyonu ve degisik havalandirma hizlarinda gergeklestirilen
tim denemelerde elde edilen grafikler benzer karakteristiklere sahiptir. Tim
grafiklerde farkli konsantrasyonlarda olmakla beraber 4. giiniin sonuna kadar

biyokiitle, toplam polisakkarit ve pullulan miktarmin arttigi goézlenmistir.
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Bununla birlikte 4. giinii izleyen giinlerde artis hizinin diigmesine ragmen
toplam polisakkarit miktarlar1 artmaya devam etmis fakat pullulan miktarinda
diisiis gozlenmistir. Ayrica biyokiitle miktarlarinin 4. giinii izleyen giinlerde
neredeyse sabitlendigi gozlenmistir. Pullulan miktarindaki bu distisiin
sebebinin azalan seker miktarimi1 dengelemek igin mikroorganizmadaki
endojen bir enzim olan glikoamilaz B tarafindan pullulanin par¢alanmasi
oldugu tahmin edilmektedir (Goksungur vd., 2005). Ayrica, yapilan tim
denemelerde kabarcik kolon biyoreaktérde 3. giiniin sonunda, hava kaldirmali
biyoreaktorde ise 4. giiniin sonunda ortamdaki sekerin neredeyse tamaminin

tilkendigi gozlenmistir (sekil 4.3 ve sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Kabarcik kolon biyoreaktdrde degisik havalandirma hizlarinda (0,2 vvm, 1,1 vvm ve

2 vvm) gozlemlenen biiyiime kinetikleri
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Sekil 4.4. Hava kaldirmali biyoreaktdrde degisik havalandirma hizlarinda (1 vvm, 2vvm ve 3

vvm) g6zlemlenen biiylime kinetikleri.
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Elde edilen sonuglara gore, her iki reaktor tipi i¢in de en yliksek
pullulan miktart 4. gilinlin sonunda elde edilmis olup kabarcik kolon
biyoreaktorde 0,2 vvm, 1,1 vvm ve 2 vvm havalandirma hizlarinda sirasiyla
21,17 g/L, 23,46 g/L ve 21,83 g/L; hava kaldirmal1 biyoreaktorde ise 1 vvm, 2
vvm ve 3 vvm havalandirma hizlarinda sirasiyla 12,20 g/L, 27,02 g/L ve 22,89
g/L’dir. Sabit baglangic seker miktart ve degisik havalandirma hizlarinin
denendigi bu ¢alismada hava kaldirmali biyoreaktérde elde edilen en yiiksek
pullulan miktar1 (27,02 g/L), kabarcik kolon biyoreaktdrde elde edilen en
yiiksek pullulan miktarindan (23,46 g/L) daha fazladir.

4.2.2 Baslangic substrat konsantrasyonunun pullulan iiretimi iizerine etkisi

Boliim 4.2.1°deki c¢alismada elde edilen verilere gore hava kaldirmali
biyoreaktdr icin 2vvm ve kabarcik kolon biyoreaktorde ise 1,1vvm
havalandirma hizinda en yiiksek pullulan miktar1 elde edilmistir. Bu ¢alismada
ise hava kaldirmali biyoreaktorde 2vvm ve kabarcik kolon biyoreaktorde
1,1vvm sabit havalandirma hizlarinda sirasiyla 70, 90 ve 110 g/L baslangic
substrat (siikroz) konsantrasyonun etkisi bolim 4.2,1°de en yiliksek pullulan

miktarinin elde edildigi 4. giin i¢in incelenmistir (sekil 4.5 ve sekil 4.6).

40 T T T
3B -
)
§ P i
=2
=8
Q_% 5 E
&8 —&— Biyokiitle
23wk — | =d—Pullulan
4 Q.
.% g —— Toplam polisakkarit
m = 15+ _
[=5
=]
O— .
10r- b v & b
| | |
110

70 90
Baslangi¢ substrat miktar (g/L)

Sekil 4.5. 4. giiniin sonunda 1,1vvm havalandirma hizinda kabarcik kolon biyoreaktorde 70, 90
ve 110 g/L baslangi¢ substrat (seker) konsantrasyonlarindaki biyokiitle (¢), toplam polisakkarit

(m) ve pullulan (A) miktarlar1.
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Sekil 4.6. 4. giiniin sonunda 2vvm havalandirma hizinda hava kaldirmali biyoreaktorde 70, 90
ve 110 g/L baslangig substrat (seker) konsantrasyonlarindaki biyokiitle (¢), toplam polisakkarit
(m) ve pullulan (A ) miktarlari.

4. giin sonunda kabarcik kolon biyoreaktor i¢in 70, 90 ve 110 g/L
baslangi¢ substrat konsantrasyonunda sirasiyla 25,98 g/L, 30,87 g/L ve 18,52
g/L pullulan iretilmistir. Hava kaldirmali biyoreaktor i¢in ise 70, 90 ve 110
g/L baslangic substrat konsantrasyonunda sirasiyla 29,03 g/L, 36,23 g/L ve
31,02 g/L pullulan tiretilmistir. 110 g/L baslangi¢ substrat konsantrasyonunda
pullulan miktarindaki azaligin, substrat inhibisyonu durumundan kaynakli

oldugu diisiiniilmektedir (Goksungur vd., 2005).

Boliim 4.2.1 ve 4.2.2°de kabarcik kolon ve hava kaldirmali biyoreaktor
icin Olcililen tiim pullulan miktarlart karsilastirildiginda hava kaldirmali
biyoreaktdrde hesaplanan en yiiksek pullulan miktar1 (36,23 g/L) kabarcik
kolon biyoreaktorde elde edilen en yiiksek pullulan miktarindan daha fazladir
(30,87 g/L). Biyoreaktor sistemlerini karsilastirmak igin kullanilan efektif
verim (Ypss), iiretilen {iriin miktarinin kullanilan baslangi¢ substratina oranidir.
Bolim 4.2.1 ve 4.2.2°de dlgiilen en yiiksek pullulan miktarlari i¢in hesaplanan
efektif verim (Yps) degerleri ise hava kaldirmali ve kabarcik kolon

biyoreaktorler i¢in sirasiyla 0,402 ve 0,343 tiir.
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Yapilan 6n denemeler sonucunda hava kaldirmali biyoreaktdriin veriminin
kabarcik kolon biyoreaktoriin veriminden daha fazla oldugu goriilmiis ve
cevap yiizey yontemi (CYY) ile yapilacak optimizasyonda sadece hava

kaldirmali biyoreaktoriin kullanilmasina karar verilmistir.

4.3 Cevap Yiizey Yontemi (CYY) Kullamlarak Hava Kaldirmah

Biyoreaktorde Pullulan Uretiminin Optimizasyonu

Yapilan 6n denemeler sonunda hava kaldirmali biyoreaktdrde sabit
baslangi¢ substrat konsantrasyonunda 1,2 ve 3 vvm havalandirma hizlar1 igin
en yiiksek pullulanin elde edildigi 4. giin i¢in pullulan miktarlarinda sirasiyla
bir artis ve azalis goriilmektedir. Benzer sekilde sabit havalandirma hizinda
70, 90 ve 110 g/L baslangi¢ substrat konsantrasyonlarinda 4. giin i¢in pullulan
miktarlarinda sirasiyla bir artis ve azalis goriilmektedir. Dolayisiyla
optimizasyonda kullanilan iiretim parametrelerinin (baslangic substrat
konsantrasyonu, havalandirma hizi ve inkiibasyon siiresi) seviyesi ¢izelge

4.2°deki gibi belirlenmigtir.

Cizelge 4.2. Deneysel tasarimda kullanilan {iretim parametrelerinin

(bagimsiz degiskenlerin) seviyesi

Seviye
Faktor Parametre -1 0 +1
X1 Baslangi¢ substrat konsantrasyonu (g/L) 70 90 110
X2 Havalandirma hizi (vvm) 1 2 3
X3 Inkiibasyon siiresi (giin) 3 4 5

Optimizasyon calismalarinda deney tasarimi olarak “yilizey merkezli
tasarim (face central design)” segilmistir. Bu se¢imde bu deney tasariminin

sagladigi deneylerin isletme kosullarina uygunlugu etkili olmustur.
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Minitab Statistical Software (Release 13.20) programi ile yapilan
optimizasyonunda deney tasarimi ve ilgili deneyin sonucunda elde edilen
pullulan miktarlar1 c¢izelge 4.3’da gosterilmistir. Her bir parametre igin 3
seviyede yiizey merkezli tasarim kullanilarak 20 noktada (14 farkh

kombinasyon ve merkezde 6 tekrar) tiretim gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.3. Deneysel tasarim ve tiretilen pullulan miktarlari.

Baslangi¢ '
Deney no ) substrat Havalandirma I?kijl.)asy-on Pullulan
onsantrasyonu hizi (vvm) stiresi (giin) (g/L)
(g/L)

! 90 2 4 35,205
2 110 3 5 22,479
3 110 3 3 13.620
4 110 1 5 20,923
> 90 1 4 27,964
6 90 2 4 35207
! 70 1 3 15,908
8 90 2 4 35,635
; 70 2 4 28,684
10 90 3 4 23.775
11 110 1 3 25451
12 110 2 4 31,746
13 90 2 5 36,800
14 90 2 4 35,635
15 90 2 4 35,207
16 90 2 4 36,163
17 70 3 3 15,168
18 90 2 3 29,766
19 70 1 5 20,446
20 70 3 5 24.329

Bagimsiz degiskenlerin (baslangic substrat konsantrasyonu, havalandirma

hiz1 ve inkiibasyon siiresi) bagimli degisken (pullulan miktar1) ile uyumu varyans
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analizi (ANOVA) ile incelenmis ve sonuglar Minitab Statistical Software (Release
13.20) program ¢iktis1 olarak ¢izelge 4.4 ve gizelge 4.5’te verilmistir. Deneysel
veriler ve modelleme ile elde edilen (tahmini) veriler arasindaki uyumu gosteren
iliski katsayis1 degeri (RZ) 0.993’tiir. Bu deger, yiizey merkezli tasarim sonucu
elde edilen model ile deneysel verilerin % 99,3 dogrulukta aciklanabilecegini
ifade etmektedir. Dolayisiyla, deneysel tasarim sonucu elde edilen model
denkleminin, hava kaldirmali biyoreaktorde incelenen bagimsiz degiskenler i¢in

pullulan iiretimini yiiksek dogrulukla ifade ettigini géstermektedir.

Cizelge 4.4. Pullulan konsantrasyonu i¢in yiizey merkezli tasarima ait
varyans analizi (ANOVA) tablosu (R* = 0.993)

Kaynak SD KT Diiz. KT  Diiz. KO F P
Regresyon 9 1076,85  1076,854 119,65 303,83 <0.001
Lineer 3 192,24 192,239 64,08 162,72 <0.001
ikinci derece 3 811,63 811,63 270,543 686,98 <0.001
Etkilesim 3 72,99 72,985 24,328 61,78 <0.001
Artik hata 10 3,94 3,938 0,394

Uyum eksikligi 5 3,21 3,205 0,641 4,37 0,066
Saf hata 5 0,73 0,733 0,147

Toplam 19 1080,79

SD, serbestlik derecesi; KT, kareler toplamu ; Diiz. KT, diizeltilmis kareler toplami; Diiz. KO,

diizeltilmis kareler ortalamasi.

Regresyon esitligiyle agiklanan varyasyon miktarinin daha biiyiik olmasi;
bu esitligin, sonuglari anlamli bir sekilde agiklama olasiliginin da daha biiyiik
oldugunu ifade eder. Varyans analizinde elde edilen F degeri, bu iliskinin bir
Olciistidiir. Daha biiyiik F degeri, regresyon esitliginin, verileri anlamli olarak
aciklamada daha yetenekli oldugunu gosterir. F degeri ayrica, farkli modellerin
birbirleriyle karsilastirilmasinda da yardimei bir parametredir. Karsilastirilan
modeller arasinda F degeri daha biiyiik olanlar, modellerin iligkin olduklar1 yanit
verilerini daha iyi agiklarlar. Uyum eksikligi (Lack of Fit) ise, bu uyumsuzlugun,
tekrarlanan deneylerde goriilen hata pay1 olan saf hataya (pure error) gore kiigiik
oldugunu diger bir deyisle bu uyumsuzlugun anlamsiz oldugunu goéstermektedir

(Yiicel, 2008).
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Cizelge 4.4 incelendiginde regresyon icin F testinin %5 onem derecesinde
anlamli oldugu (P<0.05), ayrica model ile elde edilen veriler arasindaki uyum
eksikliginin (lack of fit) (0,066) %5 6nem derecesinde 6nemsiz oldugu (P>0.05)
goriilmektedir. Bunun anlami ise baglangi¢ substrat konsantrasyonu, havalandirma
hiz1 ve inkiibasyon siiresinin hava kaldirmali biyoreaktorde A. pullulans DSM
2404 hiicreleri ile pullulan iiretimine etkilerinin olusturulan model ile iyi bir

sekilde aciklanabilecegidir.

Deneysel veriler iizerine ¢oklu regresyon analizi uygulanarak ve bulunan
regresyon katsayilar1 kullanilarak (Cizelge 4.5) ylizey merkezli tasarim i¢in ikinci

dereceden model denklem iiretilmis ve asagida verilmistir.

Y = -143,692 + 2,34525 X; + 40,8987 X, + 11,7042 X3 -0,0109023 X, -
8,70641 X,?-1,29291 X5?-0,140112 X1 X5 + 1,12625 XyX3

Y= Pullulan konsantrasyonu

X1, Xz, X3 = incelenen parametrelerin gercek seviyeleri

Cizelge 4.5. goriilen regresyon katsayilar1 Taylor acilim esitligindeki
terimlerin katsayilaridir. Bu katsayilar, bagimsiz degiskenlerin gercek veya
kodlanmis degerlerinin kullanilmasiyla belirlenebilir. T-test degeri (T) regresyon
katsayisinin 6neminin bir 6l¢iislidiir; yani bu katsayinin gergek bir anlaminin olup
olmadigin1 belirlemede kullanilir. T degerinin daha biiyilk mutlak degeri,
katsaymnin gergek olma olasiligmin da biiyiik oldugunu ve bdylelikle

tahminlemede kullanilabilecegini gosterir (Yiicel, 2008).

Cizelge 4.5’e bakildiginda baslangic  substrat  konsantrasyonu,
havalandirma hizi ve inkiibasyon siiresi ile cevap (pullulan konsantrasyonu)
arasinda pozitif dogrusal bir etki oldugu goriilmektedir (P<0.05). Bunun anlami
artan baslangi¢ substrat konsantrasyonu, havalandirma hizi ve inkiibasyon siiresi
degerlerinde pullulan iretiminin artacagidir. P degerleri her bir katsaymnin

onemini kontrol etmek i¢in bir kistas olarak kullanilmaktadir. P degeri ne kadar
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kiigiikse katsayiya iliskin korelasyonun &nem derecesi o kadar fazladir (Urkiit,

2007)

Cizelge 4.5. Pullulan konsantrasyonlar1 i¢in tahmin edilen regresyon

Katsayilari

UL Katsay SH Kats. T P

Sabit -143,692 0,2157 162,866 <0.001
Bas. substrat kons. (X;) 2,34525 0,1984 9,415 <0.001
Havalandirma hiz1 (X3) 40,8987 0,1984 -10,24 <0.001
Inkiibasyon siiresi (Xs) 11,7042 0,1984 17,165 <0.001
(Xy)? -0,0109023 0,3784 -11,524 <0.001
(X,)? -8,70641 0,3784 -23,007 <0.001
(X3)? -1,29291 0,3784 -3,417 0.007
(X)) *(Xp) -0,140112 0,2219 -12,63 <0.001
(X1) * (X3) -0,0023 0,2219 -0,207 0,840
(X2) * (X3) 1,12625 0,2219 5,076 <0.001

SH kat., Standart hata katsayilar

Ayn1  c¢izelge incelendiginde baglangic substrat konsantrasyonu,
havalandirma hiz1 ve inkiibasyon siiresinin cevap lizerinde negatif kuadratik
(ikinci dereceden) etkisinin oldugu da goriilmektedir (P<0.05). Bunun anlami
artan baslangi¢ substrat konsantrasyonu, havalandirma hizi ve inkiibasyon siiresi
degerlerinde pullulan {iretiminin artmasi ve daha yiiksek degerlere ¢ikilmaya

devam edildiginde pullulan {iretiminin azalmasidir.

Parametrelerin ikili etkilesiminin (X;*X;, X1*Xs, Xo*X3) pullulan
iretimine negatif ve pozitif etkisi olmakla birlikte baslangic substrat
konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi etkilesiminin (X;1*X3) pullulan iiretiminde
anlamli bir etkisi yoktur (P>0.05). Dolayisiyla baslangi¢ substrat konsantrasyonu

ve inkiibasyon siiresi etkilesimi (X;*X3) modelde ihmal edilmistir.

Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°’de bagimsiz degiskenlerden bir tanesi

merkezde sabit tutuldugunda, diger iki bagimsiz degisken seviyelerinin pullulan
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konsantrasyonu {izerine olan etkileri izohips egrileri ve yiizey grafikleri ile
gosterilmistir. Maksimum pullulan konsantrasyon miktarlari, baslangic substrat
miktar1 ve havalandirma hizi faktorlerinin orta seviyelerinde elde edilirken

inkiibasyon siiresi i¢in orta seviyeden biraz daha fazla oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Sabit substrat konsantrasyonunda (90 g/L), havalandirma hiz1 ve inkiibasyon siiresinin

a) izohips egrisi, b) ylizey grafigi
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Sekil 4.8. Sabit inkiibasyon siiresinde (4. giin), baglangi¢ substrat konsantrasyonu ve havalandirma

hizinin a) izohips egrisi, b) yiizey grafigi
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Sekil 4.9. Sabit havalandirma hizinda (2 vvm), baslangi¢ substrat konsantrasyonu ve inkiibasyon

stiresinin a) izohips egrisi, b) yiizey grafigi

Pullulan tretimini ifade eden model -ikinci dereceden polinomiyal
denklem- yardimiyla proses i¢in belirlenen optimum kosullar, baslangi¢ substrat
konsantrasyonu, X; = 95,154 g/L; havalandirma hizi, X, = 1,93 vvm ve
inkiibasyon siiresi, X3 =5,367 giin olarak belirlenmistir. Bu kosullarda model
38,77 g/l maksimum pullulan konsantrasyonunu vermistir.

Maksimum pullulan miktar1 elde etmek icin gerekli optimum noktalardan,
baslangi¢ substrat konsantrasyonu (95,154 g/L) ve havalandirma hiz1 (1,93 vvm)
degerleri daha once ¢izelge 4.2°de tanimlanan {iretim parametreleri seviyelerinin

arasinda yer alirken inkiibasyon siiresi degeri (5,367 giin) bu parametre i¢in
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tanimlanan en {ist liretim parametresi seviyesinden (5 giin) daha fazladir. Yapilan
on denemelerdeki biitiin deneylerde 4. giinden sonra pullulan miktarinda diisiis
gozlenirken sadece hava kaldirmali biyoreaktorde 2vvm sabit havalandirma
hizinda, 90 g/L baslangi¢ seker miktarinda 5. giin bir 6nceki giinden biraz daha
fazla pullulan elde edilmis olup altinci giin pullulan seviyesi diismistiir. Bu sonug
modelle aciklanan optimum degerle Ortiismekte olup, cevap yiizey ydnteminin
prosesi aciklamada ne kadar etkili bir yontem oldugunu bir kez daha

gostermektedir.

4.3.1 Hava kaldirmah biyoreaktorde pullulan iiretimi icin alternatif

optimum noktalar

Minitab Statistical Software (Release 13.20) programinda bulunan
sonuglar benzer mantikta ve islevde ¢alisan bir diger bilgisayar programi Design
Expert (versiyon 7.0.0) ile de denenmis ve ayni sonuglar alinmistir. Minitab
Statistical Software (Release 13.20) programinda elde edilen ¢iktilara ek olarak
Design Expert (versiyon 7.0.0) programindan alternatif optimum noktalar elde
edilmistir. Bu alternatif optimum noktalar elde edilen model sonucu bulunan
maksimum pullulan seviyesinden biraz daha diisiik olup yakin sonuclar
vermektedir. Design Expert (versiyon 7.0.0) programinin verdigi alternatif
optimum noktalarinda elde edilen pullulan miktar1 23,532 g/L ile 37,501 g/L
arasinda degismektedir (Cizelge 4.6). Bu calismadaki proses parametreleri olan
baslangi¢c substrat konsantrasyonu, havalandirma hizi ve inkiibasyon siiresi
degerleri arttikca proses maliyeti arttigindan -modelin verdigi maksimum pullulan
miktar1 degerlerinden diisiik olmasina ragmen- alternatif optimum noktalara

yonelme imkani1 dogmaktadir.

Ornegin, inkiibasyon siiresinin 3,83 giin oldugu 3. alternatifte iiretilen
pullulan miktar1 maksimum pullulan miktarindan birazcik diisiik olmasina ragmen
maksimum pullulan miktarim1 veren optimum noktadan yaklasik 2 giin erken
proses siiresiyle toplam maliyet hesab1 agisindan olduk¢a avantajli gériinmektedir.
Benzer sekilde 77,23 g/L baslangi¢ substrat miktar1 ve 1,55 vvm havalandirma

hizinin oldugu 15. alternatifte iiretilen pullulan miktar1 maksimum pullulan
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miktarindan birazcik diisiikk olmasina ragmen 6nemli maliyet girdilerinden seker
ve havalandirma i¢in harcanan enerji konusunda avantajli gériinmektedir.

Cizelge 4.6. Pullulan iiretimi i¢in 30 farkl alternatif optimum nokta

Alternatif Havalandirma Substrat Inkiibasyon Pullulan
No hiz1 (vvim) miktan (g/L) siiresi (giin) miktan (g/L)
1 2,7004 84,376 4,4451 31,60275
2 2,6216 81,92 3,6795 28,98412
3 1,6554 97,596 3,3882 33,69002
4 1,3272 98,332 4,5408 35,43957
5 1,2786 92,408 4,8999 34,79945
6 1,434 75,04 5,1252 30,87491
7 2,3238 82,608 4,4079 34,78159
8 1,3936 83,888 5,0748 34,09676
9 1,7768 80,336 5,4525 35,8271
10 2,9648 86,576 4,44 27,70035
11 1,542 78,516 3,318 29,001
12 2,5598 96,848 5,5287 35,21832
13 2,082 72,324 4,2504 31,56839
14 2,748 94,556 4,2855 30,50296
15 1,5506 77,236 5,0163 33,05144
16 1,8702 84,184 5,1534 37,28854
17 2,0416 76,512 4,1961 33,24334
18 2,514 83,132 4,9386 34,69056
19 1,3714 102,792 4,3905 35,39349
20 1,9654 82,472 4,3524 35,69587
21 2,59 72,348 3,4194 25,06536
22 1,99 89,428 3,876 35,45355
23 1,3932 71,304 5,4378 28,2122
24 1,5966 101,912 4,8888 37,50167
25 1,0836 105,52 3,5469 30,03852
26 1,1134 105,764 3,8967 31,5042
27 2,8786 75,532 4,8786 28,51802
28 1,1458 70,196 5,6445 23,53222
29 1,5316 89,168 3,0462 30,73829
30 2,093 71,044 4,1829 30,7206

Tiim bunlar1 hesaba katarak, ilerleyen ¢alismalarda proses parametreleri ile
pullulan miktar1 arasindaki iliskiyi aciklayan modele ek olarak, maliyet girdilerini
de iceren bir model tiiretilebilir. Boylece pullulan iiretimi konusunu degerlendiren

ireticiler i¢cin degerli bir kaynak olabilir.
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5. SONUC

Bu ¢alismada hava kaldirmali ve kabarcik kolon biyoreaktorlerde A. pullulans
DSM-2404 susu ile pullulan iiretimi yapilmigtir. Hava kaldirmali ve kabarcik
kolon biyoreaktorlerin pullulan tiretimindeki performanslarini karsilastirmak igin
bu reaktorlerde bircok deneme yapilmistir. Bu denemelerde tiiketilen substrat,
biyokiitle, toplam polisakkarit ve pullulan miktarlar 6l¢iilmiistiir ve glinlere gore

kinetikleri belirlenmistir.

Biyoreaktor asamasina gegilmeden oOnce erlenlerde bazi denemeler
yapilmistir. Bu denemelerin amaci pullulan {iretiminin en biiyiik kisitlarindan
biri olan melanin {iretimini engellemeye dairdir. Uretilen melanin alt akim
islemleri sirasinda ekstra bir saflagtirma basamag ile giderilebilir. Bu hem
zaman hem de maliyet gerektiren bir islemdir. Bu basamagi ortadan kaldirmak
adina, melanin iiretmeyen mutant suslarin kullanimi veya iiretim ortaminda
yapilacak bazi manipiilasyonlar ile melanin iiretimi baskilanabilir (West and
Strohfus, 1997). Bu ¢alismada kullanilan organizma olan A. pullulans DSM-
2404, dogal bir sus olup Tretimin ilerleyen asamalarinda melanin
uretebilmektedir. MnCl, gibi bazi komponentlerin melanin {iretimini
baskiladig1 bilinmektedir (West and Strohfus, 1997). Erlen denemelerinde de
iiretim ortamina MnCl; eklenerek iiretilen melanin baskilanmaya c¢aligilmis ve
basarili olunmustur. Ayrica lretim ortamima eklenen MnCly’tin pullulan
miktarin1 arttirdigr belirlenmigtir. Biyoreaktor denemelerinde de {iretim

ortamina MnCl; eklenerek melanin iiretimi baskilanmaya calisilmistir.

Hava kaldirmali ve kabarcik kolon biyoreaktdrlerin pullulan tiretimindeki
performanslarinin denendigi ilk deney setinde, sabit substrat konsantrasyonunda
(50 g/L siikroz) farkli havalandirma hizlarinda (hava kaldirmali biyoreaktor icin 1
vvm 2 vvm ve 3 vvm; kabarcik kolon biyoreaktor i¢in 0,2 vvm, 1,1 vvm ve 2
vvm) 6 giinlik denemeler yapilmistir. 4. giiniin sonunda tiim denemelerde
pullulan miktarinda diislisler gozlenmistir. Bu denemelerde hava kaldirmali
biyoreaktorde iiretilen maksimum pullulan miktar1 2 vvm havalandirma hizinda

ve 4. gilinde edilmis olup 27,2 g/L; kabarcik kolon biyoreaktdrde iiretilen
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maksimum pullulan miktart ise 1,1 vvm havalandirma hizinda ve 4. giinde elde

edilmis olup 23,46 g/L dir.

Baslangic substrat konsantrasyonunun sabitlenip farkli havalandirma
hizlariin denendigi deney setinden sonra bu sefer de havalandirma hizlar
sabitlenip farkli baglangi¢ substrat konsantrasyonlarmin pullulan {iretimi
tizerindeki etkisi incelenmistir. Bu baglamda hava kaldirmali biyoreaktor i¢in 2
vvm ve kabarcik kolon biyoreaktor i¢in 1,1 vvm havalandirma hizlarinda 70, 90
ve 110 g/L baslangi¢ seker konsantrasyonlarinda 4. gilinde iiretilen pullulan
miktarlart incelenmistir. Her iki biyoreaktdr i¢in 70, 90 ve 110 g/L baslangig
substrat konsantrasyonlarinda sirasiyla bir artis ve azalis gozlemlenmistir. Bu
calismada hava kaldirmali biyoreaktorde iiretilen maksimum pullulan miktari,
36,23 g/LL ve kabarcik kolon biyoreaktorde tiretilen maksimum pullulan miktar
ise 30,87 g/L’dir. Bu sonuglar ayrica iki biyoreaktoriin karsilastirildigi tiim
denemeler boyunca elde edilen maksimum pullulan miktarlaridir. Bu maksimum
pullulan miktarlar1 tizerinden yapilan efektif verimler karsilastirildiginda hava
kaldirmal1 biyoreaktor i¢in efektif verimin Yps=0,402; kabarcik kolon biyoreaktor
igin efektif verimin ise Yps=0,343 oldugu goriilmiistiir. Bu denemeler sonucunda
hava kaldirmali biyoreaktoriin pullulan tiretimindeki performansi, kabarcik kolon

biyoreaktdriinkinden daha iyi oldugu goriilmiistiir.

Daha sonra cevap yiizey yontemi ile iiretim kosullarinin optimizasyonu,
pullulan iiretim performansi kabarcik kolon biyoreaktdre gore daha iyi olan hava

kaldirmal1 biyoreaktor ile yapilmigtir.

Hava kaldirmali biyoreaktorde tiretim parametreleri olan baslangig¢ substrat
konsantrasyonu, havalandirma hizi ve inkiibasyon siiresinin pullulan {iretimi
tizerindeki etkileri ve pullulan iiretim kosullarinin optimizasyonu yiizey merkezli

tasarim (face centered design) kullanilarak yapilmistir.

Istatistiksel analiz sonucu elde edilen modelin prosesi iyi bir sekilde temsil
ettigi gorilmiistiir (R2 = 0.993). Prosesteki bagimsiz degiskenler olan baslangig
substrat konsantrasyonu, havalandirma hizi ve inkiibasyon siiresinin pullulan

iretiminde gii¢lii dogrusal bir etkisi oldugu anlasilmistir. Ayrica bu bagimsiz
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degiskenlerin pullulan iiretimi iizerinde negatif kuadratik ektileri ve pozitif veya
negatif etkilesim etkilerinin oldugu anlasilmistir. Bu etkilesim etkilerinden sadece
baslangi¢ substrat konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi etkilesiminin pullulan
iiretiminde anlamli bir etkisinin olmadigi anlasilmistir (P > 0.05). Optimizasyon
sonucu, 95,2 g/L baslangi¢ substrat konsantrasyonu, 1,93 vvm havalandirma hiz
ve 5,36. gilin icin maksimum pullulan konsantrasyonuna (38.77 g/L) erisilebilecegi

anlagilmustir.

Optimizasyon sonucu elde edilebilecek maksimum pullulan miktarina
(38.77 g/L) ek olarak, 23,532 ile 37,501 g/L arasinda pullulanin elde edilebilecegi
alternatif optimum noktalar da belirlenmistir. Bu alternatif optimum noktalar,
ilgili kosullarda iiretilen pullulanin daha az olmasina ragmen zaman ve maliyet

avantajlar1 saglayabilecek secenekler sunabilir.

Bu ¢alisma, mekanik karistirmali tank biyoreaktor ile pullulan tiretiminin
yapildigt  birgok ¢alismayla Kkarsilastirildiginda genel olarak  pnomatik
biyoreaktorlerin, 6zellikle de hava kaldirmali biyoreaktoriin pullulan iiretiminde
daha etkili oldugunu gostermektedir. Bu c¢alisma ayrica hava kaldirmali
biyoreaktdorde pullulan {retim kosullarmin cevap ylizey yontemi ile

optimizasyonun yapildig: ilk ¢aligmadir.
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