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TARIMA DAYALI SANAYİ ATIKLARININ KATI KÜLTÜR
FERMANTASYONU İLE DEĞERLENDİRİLMESİ:

SÜRECE ETKİ EDEN FAKTÖRLERE GENEL BAKIŞ

Özet

Kat›-kültür fermantasyonu (KKF) bat› ülkelerinin son y›llarda ilgisini çekmifl olan fakat do¤u ülkeleri
taraf›ndan çok eski zamanlardan beri kullan›lagelen bir teknolojidir. KKF, mühendislik ve çevresel
aç›dan bak›ld›¤›nda birçok ürün ve biyolojik ifllemin geliflimi için uygun bir yöntem olmakla birlikte,
hâlihaz›rda derin kültür fermantasyonu ile rekabeti devam etmektedir. Bu derleme makalede KKF’nin
tan›m›, k›sa tarihçesi, tar›ma dayal› sanayi at›k kullan›m›n›n avantajlar› ve k›s›tlar› ile birlikte inert yataklar
hakk›nda bilgi verilmektedir. Derlemenin önemli bir bölümünde ise inokülüm oran›, inkübasyon süre
ve s›cakl›¤›, nem içeri¤i ve su aktivitesi, bafllang›ç pH’›, parçac›k büyüklü¤ü, kar›flt›rma ve inokülüm
türü gibi KKF ifllemlerini etkileyen etkenler özetlenmifltir. Her bir etkenin KKF ifllemleri üzerindeki etkisi
teorik olarak detayland›r›lmakla kalmay›p, ayn› zamanda literatürde yer alan çal›flmalar yard›m›yla da
tart›fl›lm›flt›r. Bu makale KKF ifllemleriyle ilgilenen araflt›rmac›lara ›fl›k tutaca¤› gibi tar›ma dayal› sanayi
at›klar›na katma de¤er kazand›r›lmas› konusunda da üreticilere yol gösterecektir. 

Anahtar kelimeler: Kat›-kültür fermantasyonu, tar›ma dayal› sanayi at›klar›, çevresel etkenler, inert
yatak, biyoifllemler 

UTILIZATION OF AGRO-INDUSTRIAL RESIDUES BY
SOLID-STATE FERMENTATION: OVERVIEW OF

IMPORTANT PROCESSING FACTORS
Abstract

Solid-state fermentation (SSF) is a very ancient technology employed by the eastern countries, has
attracted the attention of western countries in recent decades. Due to the engineering and environmental
aspects, solid-state fermentation has shown much promise in the development of several products and
bioprocesses; however it is still in competence with the submerged fermentation (SmF) technique. This
review covers the definition and brief history of the SSF technique, advantages and limitations of the
use of agro-industrial residues followed by the list of recently used inert supports. A significant part of
this review concerns some of the important factors affecting the SSF processes such as; inoculum size,
incubation time and temperature, moisture content and water activity, initial pH, particle size, agitation
and inoculum type. The effect of each factor on SSF processes is not only detailed theoretically but also
discussed via specific studies from the literature. This article will enlighten potential researchers dealing
with applied SSF processes as well as the manufacturers concerning in adding value to the agro-industrial
residues.
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GİRİŞ
Kat›-kültür fermantasyonu (KKF), birçok araflt›rmac›
taraf›ndan tan›mlanm›flt›r. Bu tan›mlar›n hepsi,
bu ifllemin mevcut olmayan ya da yok denecek
kadar az olan serbest akan s›v› faza sahip kat›
maddelerle ilgili oldu¤u konusunda hemfikirdir
(1). Mikroorganizmalar›n gelifltirilmesi için kat›
substratlar›n kullan›lmas›, antik ça¤lara kadar
uzanmaktad›r. Bilinen en eski KKF uygulamas›n›n
M›s›rl›lar taraf›ndan M.Ö. 2600’de ekmek yap›m›
oldu¤u bildirilmifltir. Di¤er antik KKF uygulamalar›
aras›nda Penicillium roqueforti ile peynir yap›m›
ve tempeh, sorgum, miso, soya sosu, sake ve koji
gibi do¤uya özgü g›da ve içeceklerin ifllenmesi yer
almaktad›r. Hafllanm›fl pirinç ya da di¤er tah›llar›n
Aspergillus oryzae ile fermantasyonu sonucu elde
edilen önemli bir geleneksel enzim preparat›
olan koji, halen soya sosu sanayiinde ve miso ve
sake  fermantasyonunda  starter  kültür  olarak
kullan›lmaktad›r (2).
KKF, kullan›lan mikroorganizman›n türüne ba¤l›
olarak do¤al KKF ve saf kültür KKF olarak ikiye
ayr›lm›flt›r. Endüstriyel ifllemlerde hedef ürünün
üretilmesi için ço¤unlukla saf kültürler kullan›l›rken
tar›ma  dayal›  sanayi  at›klar›n›n  biyödönüflüm
ifllemlerinde  (kompost  yap›m›,  silaj)  kar›fl›k
kültürler tercih edilmektedir.
KKF son y›llarda pek çok biyoifllem ve ürünün
gelifltirilmesi aç›s›ndan umut vaad etmektedir. Bu
derlemede  KKF’nin  derin  (submerged)  kültür
fermantasyonu (DKF) tekni¤i karfl›s›ndaki avantaj
ve dezavantajlar› ele al›nacakt›r.
Substrat
KKF  ifllemlerinde  tar›ma  dayal›  sanayi  at›klar›
genellikle  enzimlerin  üretilmesi  için  en  iyi
substratlar olarak kabul edilir. Bunun ana nedeni,
tar›ma dayal› sanayi at›klar›n›n düflük maliyetli
olmas› ve dolay›s›yla KKF’nin toplam ifllem maliyetini
düflürmede sa¤lad›¤› avantajd›r. ‹kinci neden ise
bu  at›klar›n  mikroorganizmalar›n  gelifliminde
gerekli olan besinleri sa¤lamas›d›r. Örne¤in,
meyve posalar› genellikle karbonhidrat içeri¤i
aç›s›ndan zengindir. Elma posas›n›n %48,0 ile
62,0 aras›nda karbonhidrat içerdi¤i (kuru a¤›rl›k
baz›nda) bildirilmifltir (3). Bunun yan› s›ra son
zamanlarda yap›lan bir çal›flmada fleftali, kay›s›
ve portakal›n karbonhidrat içeri¤i s›ras›yla %22,1,
%22,9 ve %33,9 olarak bildirilmifltir (4).
Baz› durumlarda, tar›ma dayal› sanayi at›klar›n›n
mikroorganizma taraf›ndan belirli bir biyoürünün
sentezini sa¤layan indükleyici bilefleni içerdi¤i
de görülmektedir. 
Tar›ma dayal› sanayi at›klar›n›n makromoleküler
matris yap›lar› nedeniyle göreceli olarak daha iyi

su tutma kapasitesine sahip oldu¤u bilinmektedir.
Hücre   metabolizmas›na   ait   olan   pek   çok
biyokimyasal ifllemin ortamda bulunan su miktar›yla
yak›ndan iliflkili olmas› nedeniyle substrat›n su
tutma kapasitesi de KKF ifllemleri için önemli bir
etken haline gelmektedir. Su tutma kapasitesi, bir
substrattan di¤erine de¤ifliklik gösterebilmektedir.
Örne¤in, fleker kam›fl› küspesi, pirinç kepe¤i, m›s›r
kepe¤i (5) ve bu¤day kepe¤i (6) için s›ras›yla 50
mL, 15 mL, 20 mL ve 13 mL su/10 g kuru madde
üzerinden su tutma kapasitesi bildirilmifltir. 
Manyok ve fleker kam›fl› gibi en yayg›n kullan›lan
tar›ma dayal› sanayi at›klar›, lifli yap›lar› nedeniyle
KKF ifllemi s›ras›nda parçac›k aras› oksijen transferi
için yeterli boflluk olmas›n› sa¤lamaktad›r. Tar›ma
dayal› sanayi at›klar›, genellikle ham substrat›n
istenilen hale dönüfltürülmesi için gerekli önifllem
ya da haz›rl›k ifllemlerine imkân sa¤lamaktad›r.
Brijwani   ve   Vadlani   (7),   yak›n   zamanda
gerçeklefltirdikleri bir çal›flmada, önifllemin soya
kabuklar›n›n fizyokimyasal özellikleri (kristalleflme,
yatak  porozitesi,  hacimsel  özgül  yüzey)  ile
Trichoderma   reesei  ve   Aspergillus oryzae
kültürlerinin kat›-kültür fermantasyonunda selülotik
enzimlerin üretimi üzerine etkisini araflt›rm›flt›r.
Bu yazarlar, önifllemlerin (hafif asit, alkali ve buhar)
substrat›n holoselülozik bilefliminde (selülozik
ve hemiselülozik) ihmal edilebilir bir de¤iflime
neden olsa da kristalleflmeyi ve yatak porozitesini
gelifltirdi¤ini gözlemlemifltir (7). Gelifltirilmifl bu
substrat   ile   T. reesei kültürünün   kullan›m›
sonucunda, ifllem görmemifl substrata nazaran
daha   fazla   selüloz   aktivitesi   (filtre   kâ¤›d›,

-glukosidaz, endoselülaz) meydana gelmifltir.
Bu  da  göstermektedir  ki,  seçilen  tar›ma  dayal›
sanayi at›¤›n›n  fizyokimyasal  durumu,  besin
bilefleninin mikroorganizmalar taraf›ndan daha
iyi de¤erlendirilebilmesi için de¤ifltirilebilir. 
Tar›ma dayal› sanayi at›klar›n›n KKF ifllemlerinde
kullan›lmas›, yüksek katma de¤erli biyoürünlerin
üretilmesini sa¤lamakla kalmay›p bu ürünlerin
at›klar›n›n  bertaraf›n›n  neden  oldu¤u  kirlilik
sorunlar›na da çözüm getirmektedir. 
Tar›ma dayal› sanayi at›klar›n›n kullan›m›, KKF
ifllemi aç›s›ndan baz› k›s›tlamalar› da beraberinde
getirmektedir. Bunlardan en kritik olan›, substrat›n
fiziksel, kimyasal ya da besin bilefleninde ürün
partileri ve çeflitleri aras›nda de¤iflkenlik olmas›d›r
(8). Bu sorun, besin farkl›lar›n›n kabul edilemez
oldu¤u ifllemlerde substrat›n karbon/azot oran›n›n
kontrol alt›na al›nmas›yla k›smen de olsa afl›labilir.
Tar›ma dayal› sanayi at›klar› ile gerçeklefltirilen
KKF ifllemlerinde karfl›lafl›labilecek di¤er sorunlar
aras›nda kar›flt›rma güçlü¤ü, substrattaki geometrik
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ve fiziksel de¤iflimler ve hedef molekülün substrat›n
karmafl›k  bileflenleri  ile  etkileflimi  nedeniyle
biyokütle ölçümünün zorlu¤u gibi engeller yer
almaktad›r. Çeflitli KKF ifllemlerinde yeni tar›ma
dayal› sanayi at›klar›n›n kullan›m› üzerine son
zamanlarda yap›lan çal›flma örnekleri Çizelge
1’de verilmektedir.

Tar›ma  dayal›  sanayi  at›klar›  içerisinde  KKF
deneylerinde en yayg›n kullan›lan substrat, bu¤day
kepe¤idir. KKF ile bu¤day kepe¤i kullan›larak
üretilen   baz›   biyoürünler   aras›nda   ksilanaz
(9),   poligalakturonaz   (16),   -amilaz   (17)   ve

-galaktosidaz (18) yer almaktad›r. 
Inert kat› yataklar da KKF ifllemlerinde substrat
olarak kullan›lmaktad›r. Çizelge 2'de KKF tekni¤i
ile çeflitli biyoürünlerin üretiminde kullan›lan inert
kat› yatak örnekleri verilmektedir.

KKF’yi etkileyen önemli etkenler
‹nokülüm Oran›n›n Etkisi
Literatürde pek çok araflt›rmac› taraf›ndan inokülüm
oran›n›n (ya da konsantrasyonunun) fungal sufllar›n
üretti¤i enzim verimini etkileyebilece¤i ortaya
konulmufltur. Kumar ve di¤erleri (26), Fusarium
moniliforme kullan›larak mango kabuklar›ndan
poligalakturonaz elde edilmesi için önemli KKF
koflullar›n›  optimize  etmifllerdir.  Söz  konusu
çal›flmada, inokülüm konsantrasyonunun %14,1
katk› ile di¤er etkenlere k›yasla önemli bir etken
oldu¤u gözlemlenmifltir. Ayn› zamanda, inokülüm
düzeyindeki art›fl›n poligalakturonaz sentezini
%12  (m/V)’ye  kadar  artt›rd›¤›  görülmüfltür.
‹nokülüm oran› aç›s›ndan önemli bir husus, spor
miktar›yla  mevcut  oksijen  ve  besin  miktar›

aras›nda,  bir  baflka  deyiflle  kat›  substrat  ile
nemlendirme maddesi aras›nda enzim üretimine
yol açan metabolik aktivitelerini sürdürebilmeleri
aç›s›ndan bir denge olmas›d›r.
‹nkübasyon Süresinin ve S›cakl›¤›n›n  Etkisi
‹fllemin hedeflerini izlemek için KKF ifllemiyle ilgili
kinetik bir çal›flma yap›lmal›d›r. Bir baflka deyiflle,

düzenli olarak homojen ve temsili örnekler al›nmal›
ve ürün metabolitesi, hücre biyokütlesi ya da
sporlar›n›n miktar› ifllem boyunca belirlenmelidir.
Bu flekilde oluflturulan zamana karfl› grafikler,
fungal geliflim, enzim üretimi, besin ve oksijen
tüketimi  gibi  çeflitli  parametrelerdeki  de¤iflimi
ortaya koyacakt›r. ‹fllem amac›na ulafl›ld›¤› anda
inkübasyon sonland›r›lmal›d›r. Yetersiz sürenin
enzimin düflük enzim aktivitesiyle sentezlenmesine
yol açmas›, afl›r› inkübasyonun ise kontaminasyon

riskini artt›rmas› nedeniyle özellikle enzim üretim
ifllemlerinde inkübasyon süresini optimize etmek
büyük önem tafl›maktad›r. Bunun yan› s›ra, metabolik
›s› oluflumu nedeniyle üretilen enzimin yap›s›
bozulabilir ya da inhibitör etkisi bulunan ikincil
metabolitlerin birikmesi, salg›lanan proteazlar ya
da ortam pH’›ndaki de¤iflmeler nedeniyle enzim
fungal geliflmenin ilerleyen aflamalar›nda inhibe
olabilir (27). Bu nedenle, uzun inkübasyon süresi
üreticiye daha fazla maliyet getirmekte ve ifllemin
verimini düflürmektedir.
S›cakl›k, biyolojik ifllemlerin geliflimini etkileyerek
protein yap›s›nda bozulmaya, enzim inhibisyonuna,
belirli bir metabolitin üretimi ile ilgili inhibisyona
veya olufluma ya da hücre ölümlerine neden
olabilen önemli bir parametredir (28). Günümüzde,
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Çizelge 1. Tar›msal sanayi at›klar›n›n kullan›ld›¤› çeflitli KKF uygulama örnekleri

Mikroorganizma Substrat Biyoürün Kaynak

Penicillium canescens Soya küspesi Ksilanaz (9)

Bacillus licheniformis Bezelye ezmesi Likenaz (10)

Phanerochaete chrysosporium Bal›kç›l›k at›klar›, birac›l›k at›klar›, elma at›klar› Ligninolitik (11)

(posa ve pulp) kâ¤›t endüstrisi at›klar›

Paecilomyces variotii Hintya¤› at›¤› Tannaz ve fitaz (12)

Zymomonas mobilis Keçiboynuzu kabu¤u Biyoetanol (13)

Rhizopus oryzae Keten tohumu küspesi Fitaz (14)

Aureobasidium pullulans Asya hurma çekirde¤i Pullulan (15)

Çizelge 2. Çeflitli KKF uygulamalar›nda kullan›lan inert substrat örnekleri

Mikroorganizma ‹nert Substrat Biyoürün Kaynak

Aspergillus terreus Poliüretan köpük Lovastatin (19)

Aspergillus niger Perlit Selülaz (20)

Bacillus pumilus Poliüretan köpük Alkali proteaz (21)

Aspergillus niger Muz sap› Sitrik asit (22)

Trichoderma harzianum fieker kam›fl› küspesi Hindistan cevizi aromas› (23)

Aspergillus niger Poliüretan köpük Tannaz (24)

Verticillium lecanii Poliüretan köpük ve aktif karbon Fungal spor (25)
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KKF ifllemlerinde hem fungal geliflim hem de
metabolit üretiminin s›cakl›k etkenine duyarl›
oldu¤u iyi  bilinmektedir.  Bu  nedenle,  fungal
geliflimin   desteklenmesi   ve   fermantasyon
ortam›ndan hedeflenen enzimin elde edilmesi
amac›yla   inkübasyon   s›cakl›¤›n›n   optimize
edilmesi  gerekmektedir.  Ancak  geliflim  için
gerekli optimum s›cakl›k ile ürün oluflumu için
gerekli  optimum  s›cakl›¤›n birbirinden  farkl›
olabilece¤i unutulmamal›d›r. Bununla birlikte, bu
iki optimum s›cakl›k birbiriyle uyumlu olmal›d›r;
örne¤in   biyoifllemde   mezofil   bir   fungusun
kullan›ld›¤› durumlarda ürün oluflum s›cakl›¤›n›n
20 ile 55 °C aras›nda olmas› gerekmektedir (1). 
KKF’de kritik bir konu, s›cakl›¤›n kontrol edilmesi ve
ifllem s›ras›nda oluflan afl›r› ›s›n›n uzaklaflt›r›lmas›d›r.
Is›, mikroorganizmalar›n metabolik aktivitesi
sonucunda ortaya ç›kar ve fermantasyon boyunca
substrat›n düflük termal geçirgenli¤i ya da yetersiz
havaland›rma/ so¤utma  koflullar›  nedeniyle
ortamda yo¤unlafl›r. Is›n›n uzaklaflt›r›lmas›nda
baflar›s›z olunmas› ve termal gradyan›n oluflmas›
halinde substrat›n yap›s›ndaki nem kayb› nedeniyle
substrat  büzüflebilir.  Bunun  neticesinde  de
gözenekli yap›da azalma, ›s› transferinde zay›flama,
substrat›n  iç  katmanlar›  aras›ndaki  oksijen
transferinde düflüfl ve besin çözünürlü¤ünde
azalma meydana gelir. Bu nedenle, inkübasyon
s›cakl›¤›, optimize edilmesi ve ölçek büyütme
stratejilerinde dikkatli flekilde de¤erlendirilmesi
gereken kritik bir parametredir (29). 
Nem ‹çeri¤i ve Su Aktivitesinin Etkisi 
KKF sistemlerinde su; (i) kat› matris içerisinde
ba¤l› biçimde, (ii) partiküllerin yüzeyine absorbe
edilmifl ince bir tabaka halinde ya da (iii) kat›
maddelerin k›lcal bölgeleri içinde daha gevflek
halde ba¤l› bulunur. Suyun di¤er bir biçimi olan
serbest su ise kat› substrat›n su doyum kapasitesi
afl›ld›¤›nda ortaya ç›kar. 
Mikroorganizmalar›n geliflimi ya da metabolit
üretimi için kritik metabolik aktiviteleri olan (i)
biyokütle geliflimi ve metabolik reaksiyonlar, (ii)
enzim aktiviteleri ve (iii) besin maddesi, hücre
d›fl› metabolit ve gaz tafl›n›m› aktivitelerinde yer
almas› dolay›s›yla suyun KKF sistemleri için önemi
büyüktür (30).
Fungal geliflim ya da enzim üretimi için gerekli
optimum  nem  içeri¤i,  substrat›n  türüne  ba¤l›
olarak de¤ifliklik gösterebilir. Optimum düzeyin
alt›ndaki  nem  içeri¤i,  besin  difüzyonunun,
mikrobiyel geliflimin ve enzim stabilitesinin azalmas›,
bu düzeyin üstündeki nem içeri¤i ise partiküllerin
y›¤›lmas›, gaz tafl›n›m›n›n s›n›rlanmas› ve bakteriyle
rekabetin oluflmas› ile sonuçlanabilir.

Fungal geliflim ya da metabolitlerin salg›lanmas›
için  gerekli  nem  içeri¤i,  genellikle %40 ile 80
aras›nda de¤ifliklik gösterse de bu miktar substrat›n
yap›s›na da ba¤l›d›r. Örne¤in, pektinaz üretimi
için Aspergillus niger sufllar›, ay›klanm›fl ayçiçe¤i
tablas› için %65 (31), bu¤day kepe¤i için %70 (16)
ve kaju f›st›¤›n›n kuru kabu¤u için %50 oran›nda
optimum nem içeri¤i gerektirir (32). Bu durum,
substrat›n su tutma kapasitesi ile optimum nem
içeri¤i (%) aras›ndaki iliflkiyi ortaya koymaktad›r.
Bunun yan› s›ra, mikrobiyel geliflim ve hedeflenen
metabolitin sal›n›m› için belirlenen optimum
nem içeri¤i de birbirinden farkl› olabilir. 
Her  mikrobiyel  grubun  kendine  özgü  bir  su
aktivitesi aral›¤› ve optimum nem içeri¤i mevcuttur.
Bakteriler, funguslara nazaran daha yüksek su
aktivitesi gerektirmekte ve böylece funguslar›n
KKF ifllemlerinde bakterilerle rekabette avantajl›
durumda olmas›n› sa¤lamaktad›r. Su aktivitesi
ayn› zamanda substrat›n su ba¤lama özelliklerine
ve su tutma kapasitesine de oldukça ba¤l›d›r. Su
emme kapasitesi ise, belli bir miktar kuru substrata
serbest s›v› gözükmeden eklenebilecek su miktar›
(mL) olarak tan›mlan›r (5). 
KKF’de Ortam›n Bafllang›ç pH De¤erinin Etkisi
KKF ortam›n›n bafllang›ç pH’› zay›f asit ya da baz,
tampon ya da mineral tuz içeren nemlendirici
madde eklenerek ayarlanabilir. Bununla birlikte,
mikroorganizmalar›n    metabolik    aktivitesi
do¤rultusunda ifllem süresince pH de¤erinde
kaymalar meydana gelebilir. Örne¤in, amonyum
tuzu gibi bir substrat›n tüketimi nedeniyle pH de¤eri
düflebilir ya da ortamdaki üre hidrolizi, pH’›n alkali
olmas›na neden olabilir (30). Mikroorganizmalar
taraf›ndan sitrik, asetik ya da laktik asidin sal›n›m›
da pH’›n düflmesinin nedenleri aras›nda yer al›r.
Öte yandan, haz›rlanan ortamda mevcut olan
organik asitlerin asimilasyonu pH’›n artmas›na
neden olacakt›r. pH de¤ifliminin ne yönde olaca¤›
ço¤unlukla mikroorganizman›n türüne ba¤l›d›r.
Kat› substrat›n tipi, ifllem süresince pH de¤erindeki
de¤iflimler aç›s›ndan büyük önem tafl›r. Tamponlama
özelli¤ine sahip baz› kat› substratlar, pH de¤erinin
de¤iflimine  karfl›  direnç  gösterme  yetene¤ine
sahiptir. Bu nedenle, funguslar›n geliflimi ve istenen
metabolik   aktivite   ile   uyumlu   olacak  iyi  bir
tamponlama kapasitesine sahip büyüme ortam›
oluflturulmas› kritik önem tafl›maktad›r. 
KKF ifllemlerinde pH’›n kontrolünde yaflanan ana
zorluk, serbest suyun yoklu¤u nedeniyle kat›
ortamda   pH’›n   kaydedilmesi   için   elektrot
olmamas›d›r. pH ölçümünde kullan›lan yayg›n
yöntem, örne¤in dam›t›k su ile süspansiyonundan
sonra bir potansiyometrik elektrot ya da pH
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elektrotunun kullan›lmas›d›r. Stabil bir pH de¤erinin
sa¤lanmas› gerekti¤i durumlarda, araflt›rmac›lar
yeterli miktarda azot bilefleni (üre, amonyak tuzlar›),
Ca2+ tuzu ya da alkalin çözeltisi kar›fl›m›yla ortam›
tamponlar. Fermantasyon süreci ilerledikçe, uygun
miktarda asit ya da baz so¤utma suyu yoluyla
ortama eklenir (30). 
Patil ve Dayanand (31), ay›klanm›fl ayçiçe¤i tablas›
ve Aspergillus niger DMF45 suflunu kullanarak
gerçeklefltirdikleri KKF iflleminde bafllang›ç pH
de¤erinin   (0   ile   6,5   aras›nda)   endo   ve
ekzo-poligalakturonaz üretimi üzerine etkisini
araflt›rm›flt›r. Söz konusu çal›flmada, en yüksek
ekzo-poligalakturonaz aktivitesi, pH 5,0 de¤erinde
gözlemlenmifl ve 4,0’ün alt› ve 5,5’in üzerindeki
pH de¤erlerinde bu aktivitede kayda de¤er düflüfl
meydana gelmifltir.
Substrat›n Parçac›k Büyüklü¤ünün Etkisi 
Substrat›n parçac›k büyüklü¤ü, KKF ifllemlerinde
mikrobiyel  geliflme  ve  ›s›  ile  kütle  transferi
üzerindeki etkisi nedeniyle önemli bir etkendir.
Substrat›n ya da matrisin türü, yüzey alan›n›n
hacime oran› ile boflluk oran› olmak üzere iki
kritik de¤eri etkiler. Substrat›n yüzeyi, KKF’nin
gerçekleflti¤i yerdir ve parçac›klar›n büyüklü¤ü,
mikrobiyel giriflim için mevcut bulunan toplam
yüzey alan›n› belirleyen temel etkendir. Sabit
geometride parçac›k büyüklü¤ü azald›kça yüzey
alan›n›n hacime oran›n›n artt›¤› aç›kt›r. Bununla
birlikte, hava taraf›ndan doldurulan boflluk oran›
substrat›n iç k›s›mlar› yoluyla oksijen transferinde
kritik bir role sahiptir. Bu noktada etkin bir KKF
iflleminin gerçeklefltirilebilmesi için substrat›n
parçac›k büyüklü¤ünün deneysel olarak optimize
edilmesi gerekti¤inin alt› çizilmelidir. Daha küçük
parçac›klar›n kullan›lmas› daha büyük yüzey
alan›n›n mikrobiyel etkinli¤e maruz kalmas›n›
sa¤layarak ürün veriminde art›flla sonuçlanabilir.
Bununla  birlikte,  optimum  aral›¤›n  alt›nda
büyüklükte parçac›klar›n kullan›lmas› substrat›n
y›¤›nlaflmas›na  neden  olarak  boflluk  oran›n›
düflürecek ve yetersiz oksijen transferi nedeniyle
geliflimin zay›flamas›na neden olacakt›r. Öte
yandan, optimum aral›¤›n üzerinde büyüklükteki
parçac›klar uygun solunum ve havaland›rma
özellikleri ile partiküller aras› bofllu¤un daha
fazla olmas›n› sa¤lar. Bu nedenle daha büyük
parçac›klar›n mikrobiyel giriflim için daha s›n›rl›
yüzey alan› anlam›na geldi¤i söylenebilir (33).
Patil ve Dayanand (31), kurutulmufl ve ö¤ütülmüfl
ayçiçe¤i tablalar›ndan elde ettikleri kuvvetli bir
A. niger sufluyla  KKF  ifllemi  yoluyla  pektinaz
üretimi gerçeklefltirmifltir. Söz konusu çal›flmada,
parçac›k büyüklü¤ünün 100 ile 600 µm aras›nda

genifl bir aral›kta oldu¤u ve 500 mm büyüklü¤ünün
özellikle de ekzo-pektinaz üretimi için uygun
oldu¤u gözlemlenmifltir. Parçac›k büyüklü¤ü bu
de¤erin alt›nda azald›kça ekzo-pektinaz aktivitesi de
kademeli olarak düflüfl göstermifltir. Ayn› zamanda
600 mm düzeyinde de bu aktivitenin yaklafl›k
%12 azald›¤› görülmüfltür. Çok genifl aral›kta
parçac›k büyüklü¤üne sahip ö¤ütülmüfl fleker
kam›fl› küspesi (<1, 1–2, 2–4, 4–6, 6–8, 8–10,
10–12, 12–14,14–16 ve 16–20 mm) kullanan Roses
ve Guerra (34) da buna benzer bir sonuç elde
etmifltir.  Söz  konusu  çal›flmada  toplam  fleker
tüketim profili her parçac›k büyüklü¤ü için benzer
olsa da toplam amilaz aktivitesi kademeli olarak
6-8 mm düzeyinin alt›nda ve üzerinde seyretmifltir.
Kar›flt›rman›n Etkisi 
KKF ortam›nda kar›flt›rman›n ana rolü, kat› substrat›n
homojenli¤ini korumakt›r. Substrat›n homojenli¤i,
s›cakl›¤›n fermantasyon ortam›n›n her bölgesine iyi
flekilde da¤›t›lmas› yoluyla verimlilik azalt›c› termal
gradyanlar›n önlenmesi anlam›na gelmektedir.
Bunun yan› s›ra, etkin bir kar›flt›rma, metabolik
aktivitelerden kaynaklanan ›s›n›n da¤›lmas›n› sa¤lar.
Kar›flt›rman›n bir di¤er rolü, substrata homojen
su eklenmesini desteklemektir. ‹ste¤e ba¤l› bu ifllem
ile buharlaflma nedeniyle su kayb› önlenir (35).
Fermantasyon iflleminde kar›flt›rman›n gerekli
olup olmad›¤› substrat seçimi s›ras›nda göz önünde
bulundurulmal›d›r.   Fermantasyon   ortam›n›n
havaland›r›lmas›  ve  kar›flt›r›lmas›  ifllemlerinin
etkinli¤ini korumak aç›s›ndan seçilen kat› substrat›n
y›¤›nlaflma ya da topaklanmaya neden olmamas›
gerekir. Substrat›n seçimiyle ilgili di¤er bir önemli
nokta ise substrat›n kar›flt›rman›n neden oldu¤u
kesme kuvvetine dirençli olmas› ve bundan fiziksel
olarak etkilenmemesidir (35).
Di¤er taraftan, kar›flt›rman›n substrat ve fungus
morfolojisi üzerinde olumsuz etkileri oldu¤u da
bilinmektedir. Bu nedenle, kar›flt›rma ile ilgili ana
dezavantaj,  fungus  ile  kat›  substrat  aras›ndaki
ba¤›n  bozulmas›d›r.  Bunun  yan›  s›ra,  uygun
flekilde yap›lmayan kar›flt›rmalar, kesme kuvveti
nedeniyle  fungus  miselyumlar›n›n  geliflimini
engelleyebilir.   Bu   durumda   yüksek   kesme
geriliminden kaç›n›lmal› ve kar›flt›rman›n ›s›
bertaraf› ile miselyumu bozucu etkisi aras›ndaki
dengeyi sa¤layabilmek amac›yla aral›kl› bir kar›flt›rma
strateji benimsenmelidir (1).
Sonuç olarak, ölçek büyütme stratejileri çerçevesinde
substrat seçimi, biyoreaktör yerleflimi, fungus
morfolojisi, solunum oran› ve ›s› bertaraf› gereklili¤i ile
ilgili olarak iyi düflünülmüfl bir kar›flt›rma rejiminin
oluflturulmas› önemlidir. Bu noktada biyoreaktörün
türü ay›rt edici nitelik tafl›r. Statik koflullara sahip
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tepsi türü biyoreaktörlerde kar›flt›rma gerekli
de¤ilken delikli tamburlu biyoreaktörler ve yatay
kanatl› kar›flt›r›c›lar, sürekli ya da aral›kl› kar›flt›rma
sa¤layacak flekilde tasarlanm›flt›r.
Kat› substrat›n kar›flt›r›lmas›n›n fermantasyon ifllemi
üzerine etkisi ile ilgili yap›lan araflt›rma say›s›
s›n›rl›d›r. Lee ve di¤erleri (36) nin yeni bir kat›
kültür biyoreaktörü olan FERMOSTAT içerisinde
fleker kam›fl› küspesi ve hurma çekirde¤i küspesi
kar›fl›m›nda gelifltirdikleri Aspergillus niger USM AI 1
sufluyla selülaz enzimi üretti¤i çal›flma bunlardan
biridir. Bu çal›flmada kar›flt›rma yo¤unlu¤unun
selülaz üretimi üzerine etkisi 6, 12 ve 24 saat
aral›klar›yla incelenmifl ve fermantasyon iflleminde
kullan›lan kar›flt›rma yo¤unlu¤u azald›kça selülaz
üretiminin artt›¤› gözlemlenmifltir. Söz konusu
araflt›rmac›lar, bunun sebebinin funguslar›n kat›
substrata olan ba¤›n›n bozulmas› ve kesme kuvveti
nedeniyle fungus miselyumlar›n›n zarar görmesi
olarak aç›klam›flt›r. Öte yandan Gasiorek (37),
sürekli  kar›flt›rma  ile  elde  edilen  biyokütle
konsantrasyonunun kesintili kar›flt›rmayla elde
edilenden daha yüksek oldu¤unu ortaya koyarak
kar›flt›rman›n miselyuma zarar verici etkisi oldu¤u
yönündeki genel kan›y› çürütmüfltür. 
‹nokülüm Türünün Etkisi
KKF iflleminde en önemli etkenlerden biri, büyük
ölçüde  mikroorganizman›n  türüne  ve  ifllemin
ölçe¤ine ba¤l› olan inokülüm türünün seçimidir.
‹pliksi fungus, KKF ifllemlerinde en çok tercih
edilen mikroorganizma olup genellikle spor ya
da vejetatif (miselyal) inokülüm olmak üzere iki
farkl› inokülüm türü seçene¤i sunar. Öte yandan,
miselyum inokülümü, belirlenmifl bir kat› ortamda
ya da derin kültürde s›v› afl› kültürü olarak da
haz›rlanabilir. Her iki durumda da inokülümün
büyüklü¤ü ve canl›l›¤› fermantasyon için yeterli
düzeyde olmal›d›r (38).
Spor inokülasyonu; biyodönüflüm tepkimelerinde
biyokatalist görevi görmesi, inokülüm haz›rlanmas›
koordinasyonundaki elverifllili¤i ve daha fazla
esneklik sunmas›, daha sonra kullan›m› sa¤lamak
aç›s›ndan   daha   uzun   süre   depolanabilmesi,
biyodönüflüm  substrat  ve  ürünlerinin  toksik
etkilerine karfl› daha yüksek dirence sahip olmas›
ve transferler süresince meydana gelebilecek
yanl›fl  uygulamalara  karfl›  direncinin  yüksek
olmas› gibi avantajlara sahiptir. Bununla birlikte,
adaptasyon süresinin uzun olmas› ya da spor
oluflumu ve vejetatif geliflim için optimum koflullar›n
farkl›  olmas›ndan  dolay›  spor  inokülasyonu
fermantasyon süresini uzatabilir (35, 39). Buna
ra¤men,  enzim  üretiminin  hedeflendi¤i  ço¤u
fungal KKF iflleminde spor inokülasyonu tercih

edilmektedir (11, 26, 40). Fungus morfolojisi
(pellet ya da serbest miselyumlar), afl› kültürü
ortam›n›n bileflimi ve viskozitesi, kar›flt›rma ve
havaland›rma özellikleri ve afl› kültürünün yafl›,
KKF için s›v› afl› kültürünün haz›rlanmas›nda
dikkat edilmesi gereken unsurlard›r. 
Büyük ölçekli ifllemlerde inokülüm üretimi, artan
kapasitede bir dizi inokülüm fermentörü kullan›larak
sa¤lan›r. Bu durumlarda, sporlar›n agar ortam›
yüzeyinde test tüpü, Petri kab› ya da kültür fliflesi
içerisinde   laboratuvar   ölçe¤inde   üretimi
kullan›fls›z olabilece¤inden kontrollü koflullarda
biyoreaktörlerde fermente edilen uygun s›v› afl›
kültürleri tercih edilebilir. Buna alternatif olarak
sporlar›n düflük maliyetli kat› substrat kullanarak
üretimi  verilebilir.  Costa  ve  di¤erleri  (41),
Aspergillus niger’in iki suflunu kullanarak ya¤›
ç›kar›lm›fl pirinç kepe¤inden amiloglukosidaz ve
ekzo-poligalakturonaz üretiminin optimizasyonu
üzerine çal›flarak bu alternatifi test etmifltir. Söz
konusu çal›flmada incelenen etkenlerden biri,
inokülüm türü olup bu amaçla araflt›rmac›lar spor
inokülümü ile fermente edilmifl kepe¤i karfl›laflt›rm›fl
ve bunun sonucunda inokülümün türünün her iki
enzimin üretimi için önemli bir etken oldu¤unu
bulmufltur.   Bununla   birlikte,   maksimum
amiloglukosidaz  aktivitesi,  spor  süspansiyon
inokülümü   ile   elde   edilirken   maksimum
Ekzo-poligalakturonaz aktivitesi fermente edilen
kepekte gözlemlenmifltir.
Sonuç
Endüstriyel ya da farmakolojik aç›dan önemli
pek çok biyoürünün KKF teknikleriyle, özellikle
de  fungal  metabolizmalar›n  kullan›lmas›yla
üretildi¤i bildirilmifltir. Düflük maliyetleri ve yüksek
bulunabilirlikleri nedeniyle tar›ma dayal› sanayi
at›klar›  en  popüler  substratlard›r.  Bununla
birlikte, mikrobiyel geliflimin ve ürün sentezinin
sürdürülebilmesi için optimize edilmesi gereken
baz›  önemli  etkenler  mevcuttur.  Bu  aç›dan
bak›ld›¤›nda, substrat türünün ve fermantasyon
ortam› formulasyonunun seçilen mikroorganizman›n
geliflimini ve hedef ürün sentezini destekleyici
flekilde   seçilmesi   önem   kazanmaktad›r.
Mikroorganizma ve substrat türünün seçiminde,
öncelikle mikrobiyel geliflimi ve ürün oluflumunu
önemli  ölçüde  etkileyen  çevresel  etkenlerin
belirlenmesi gerekmektedir. Erlen ya da laboratuvar
tipi fermentör düzeyinde KKF ifllemi yoluyla
ürün oluflumunun optimizasyonunda istatistiki
analiz tekniklerinin baflar›l› flekilde uygulanabilece¤i
pek çok araflt›rmac› taraf›ndan ortaya konulmufltur.
‹fllemin  optimize  edilmesinin  amac›,  büyük
ölçekli ifllemler için temel oluflturarak üretkenlik
ve verimi artt›rmakt›r ve bu nedenle de pilot ve
büyük  ölçekli  ifllemlerde  ölçüm  ve  kontrol
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aflamalar›n›    göz    önüne    alarak    optimum
parametrelerin seçilmesi gerekmektedir. 
DKF tekni¤inden farkl› olarak, hemen hemen her
KKF ifllemi substrat, mikroorganizma ve ürün
özelliklerinin gereksinimlerini karfl›lamak üzere
kendine    özgü    bir    biyoreaktör    tasar›m›
gerektirmektedir. Günümüzde pek çok araflt›rma
grubu, ölçek artt›rma aflamas›nda karfl›lafl›lan
mühendislik sorunlar›na deneysel ya da modelleme
yaklafl›m›  yard›m›yla  çözüm  getirme  üzerine
çal›flmaktad›r.   Mühendislik   ve   biyokimya
çal›flmalar›ndaki geliflmelerin bu alanlara ait bir
KKF teknolojisi ve analitik izleme yöntemleri
oluflturulmas› ile sonuçlanaca¤› düflünülmektedir.
Bunun yan› s›ra, KKF tekni¤i, göreceli olarak
düflük enerji gereksinimi, daha az su girdi ve ç›kt›s›
gerektirmesi ve tar›ma dayal› sanayi at›klar›n›n
de¤erlendirilmesi yoluyla üreticilerin kirlilik ile
ilgili sorunlar›n› çözmesi nedeniyle çevre dostu
üretim ifllemlerine artan ihtiyac› uygun flekilde
karfl›lamaktad›r.
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