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Ozet

Kati-kultir fermantasyonu (KKF) bati tilkelerinin son yillarda ilgisini cekmis olan fakat dogu tlkeleri
tarafindan ¢ok eski zamanlardan beri kullanilagelen bir teknolojidir. KKF, mithendislik ve cevresel
acidan bakildiginda bir¢cok tirtin ve biyolojik islemin gelisimi icin uygun bir yontem olmakla birlikte,
hilihazirda derin kultiir fermantasyonu ile rekabeti devam etmektedir. Bu derleme makalede KKF'nin
tanimi, kisa tarihgesi, tarima dayali sanayi atik kullaniminin avantajlan ve kisitlari ile birlikte inert yataklar
hakkinda bilgi verilmektedir. Derlemenin 6nemli bir bolimiinde ise inokiiliim orani, inkiibasyon stire
ve sicakligl, nem icerigi ve su aktivitesi, baslangic pH’1, parcacik buytkligt, karistirma ve inokilim
turd gibi KKF islemlerini etkileyen etkenler 6zetlenmistir. Her bir etkenin KKF islemleri tizerindeki etkisi
teorik olarak detaylandirilmakla kalmayip, ayni zamanda literatirde yer alan calismalar yardimiyla da
tartistlmistir. Bu makale KKF islemleriyle ilgilenen arastirmacilara isik tutacagi gibi tarima dayali sanayi
atiklarina katma deger kazandirilmasi konusunda da tireticilere yol gosterecektir.

Anahtar kelimeler: Kati-kultiir fermantasyonu, tarima dayali sanayi atiklari, cevresel etkenler, inert
yatak, biyoislemler

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.

Keywords: Solid-state fermentation, agro-industrial residues, environmental factors, inert supports,
bioprocessing
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GIRiS

Kati-kultir fermantasyonu (KKF), bircok arastirmaci
tarafindan tanimlanmistir. Bu tanimlarin hepsi,
bu islemin mevcut olmayan ya da yok denecek
kadar az olan serbest akan sivi faza sahip kati
maddelerle ilgili oldugu konusunda hemfikirdir
(D). Mikroorganizmalarin gelistirilmesi icin kati
substratlarin kullanilmasi, antik caglara kadar
uzanmaktadir. Bilinen en eski KKF uygulamasinin
Mistrhilar tarafindan M.O. 2600’de ekmek yapimi
oldugu bildirilmistir. Diger antik KKF uygulamalari
arasinda Penicillium roqueforti ile peynir yapimi
ve tempeh, sorgum, miso, soya sosu, sake ve koji
gibi doguya 6zgti gida ve iceceklerin islenmesi yer
almaktadir. Haslanmus piring ya da diger tahillarin
Aspergillus oryzae ile fermantasyonu sonucu elde
edilen 6nemli bir geleneksel enzim preparati
olan koji, halen soya sosu sanayiinde ve miso ve
sake fermantasyonunda starter kultir olarak
kullanilmaktadir (2).

KKF, kullanilan mikroorganizmanin tiriine bagli
olarak dogal KKF ve saf kultir KKF olarak ikiye
ayrilmustir. Endustriyel islemlerde hedef triiniin
tiretilmesi icin cogunlukla saf kulttrler kullanilirken
tartma dayali sanayi atiklarinin biyddontisim
islemlerinde (kompost yapimi, silaj) karisik
kultirler tercih edilmektedir.

KKF son yillarda pek cok biyoislem ve trtintin
gelistirilmesi acisindan umut vaad etmektedir. Bu
derlemede KKFnin derin (submerged) kultir
fermantasyonu (DKF) teknigi karsisindaki avantaj
ve dezavantajlart ele alinacaktir.

Substrat

KKF islemlerinde tarima dayali sanayi atiklart
genellikle enzimlerin Uretilmesi icin en iyi
substratlar olarak kabul edilir. Bunun ana nedeni,
tarima dayali sanayi atiklarinin disiik maliyetli
olmast ve dolayistyla KKF'nin toplam islem maliyetini
dustrmede sagladigt avantajdir. ikinci neden ise
bu atiklarin mikroorganizmalarin gelisiminde
gerekli olan besinleri saglamasidir. Ornegin,
meyve posalart genellikle karbonhidrat icerigi
acisindan zengindir. Elma posasinin %48,0 ile
62,0 arasinda karbonhidrat icerdigi (kuru agirlik
bazinda) bildirilmistir (3). Bunun yani sira son
zamanlarda yapilan bir calismada seftali, kayist
ve portakalin karbonhidrat icerigi sirastyla %221,
%22,9 ve %33,9 olarak bildirilmistir (4).

Bazt durumlarda, tarima dayali sanayi atiklarinin
mikroorganizma tarafindan belirli bir biyotiriniin
sentezini saglayan indiikleyici bileseni icerdigi
de gortlmektedir.

Tarima dayali sanayi atiklarinin makromolekiiler
matris yapilart nedeniyle goreceli olarak daha iyi

su tutma kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir.
Hicre metabolizmasma ait olan pek c¢ok
biyokimyasal islemin ortamda bulunan su miktariyla
yakindan iliskili olmasi nedeniyle substratin su
tutma kapasitesi de KKF islemleri icin 6nemli bir
etken haline gelmektedir. Su tutma kapasitesi, bir
substrattan digerine degisiklik gosterebilmektedir.
Ornegin, seker kamust kiispesi, pirin¢ kepegi, misir
kepegi (5) ve bugday kepegi (6) icin sirastyla 50
mL, 15 mL, 20 mL ve 13 mL su/10 g kuru madde
tzerinden su tutma kapasitesi bildirilmistir.
Manyok ve seker kamist gibi en yaygin kullanilan
tarima dayali sanayi atiklar, lifli yapilart nedeniyle
KKF islemi sirasinda parcacik arast oksijen transferi
icin yeterli bosluk olmasini saglamaktadir. Tarima
dayali sanayi atiklari, genellikle ham substratin
istenilen hale donusttirilmesi icin gerekli dnislem
ya da hazirlik islemlerine imkan saglamaktadir.
Brijwani ve Vadlani (7), yakin zamanda
gerceklestirdikleri bir ¢calismada, 6nislemin soya
kabuklarinin fizyokimyasal 6zellikleri (kristallesme,
yatak porozitesi, hacimsel 0zgil yuzey) ile
Trichoderma  reesei ve Aspergillus oryzae
kiltirlerinin kati-kiltiir fermantasyonunda seltilotik
enzimlerin Uretimi Uzerine etkisini arastirmistir.
Bu yazarlar, onislemlerin (hafif asit, alkali ve buhar)
substratin holoselilozik bilesiminde (seltilozik
ve hemiselilozik) ihmal edilebilir bir degisime
neden olsa da kristallesmeyi ve yatak porozitesini
gelistirdigini gozlemlemistir (7). Gelistirilmis bu
substrat ile 7. reesei kultirinin kullanimi
sonucunda, islem gdormemis substrata nazaran
daha fazla seliloz aktivitesi (filtre kagidi,
B-glukosidaz, endoseliilaz) meydana gelmistir.
Bu da gostermektedir ki, secilen tarima dayali
sanayi atiginmn fizyokimyasal durumu, besin
bileseninin mikroorganizmalar tarafindan daha
iyi degerlendirilebilmesi icin degistirilebilir.
Tarima dayali sanayi atiklarinin KKF islemlerinde
kullanilmast, yiksek katma degerli biyotirtinlerin
tretilmesini saglamakla kalmayip bu Urlnlerin
atiklarinin  bertarafinin neden oldugu kirlilik
sorunlarina da ¢oziim getirmektedir.

Tarima dayalt sanayi atiklarinin kullanimi, KKF
islemi acisindan bazi kisitlamalart da beraberinde
getirmektedir. Bunlardan en kritik olani, substratin
tiziksel, kimyasal ya da besin bileseninde trtin
partileri ve cesitleri arasinda degiskenlik olmasidir
(8). Bu sorun, besin farklilarinin kabul edilemez
oldugu islemlerde substratin karbon/azot oranmnin
kontrol altina alinmastyla kismen de olsa asilabilir.
Tarima dayali sanayi atiklari ile gerceklestirilen
KKF islemlerinde karsilasilabilecek diger sorunlar
arasinda karistirma glicligl, substrattaki geometrik



ve fiziksel degisimler ve hedef molekltin substratin
karmasik bilesenleri ile etkilesimi nedeniyle
biyokttle 6l¢cimiintin zorlugu gibi engeller yer
almaktadir. Cesitli KKF islemlerinde yeni tarima
dayali sanayi atiklarinin kullanimi Gizerine son
zamanlarda yapilan calisma ornekleri Cizelge
1'de verilmektedir.

arasinda, bir baska deyisle kati substrat ile
nemlendirme maddesi arasinda enzim Uretimine
yol acan metabolik aktivitelerini stirdiirebilmeleri
acisindan bir denge olmasidir.

Inkiibasyon Stiresinin ve Sicakhgin Etkisi
Islemin hedeflerini izlemek icin KKF islemiyle ilgili
kinetik bir calisma yapilmalidir. Bir baska deyisle,

Cizelge 1. Tarimsal sanayi atiklarinin kullanildigi gesitli KKF uygulama érnekleri

Mikroorganizma Substrat Biyoliriin Kaynak
Penicillium canescens Soya kispesi Ksilanaz 9)
Bacillus licheniformis Bezelye ezmesi Likenaz (10)
Phanerochaete chrysosporium Balikgilik atiklari, biracilik atiklari, elma atiklari Ligninolitik (11)
(posa ve pulp) k&gt endistrisi atiklari

Paecilomyces variotii Hintyag! atigi Tannaz ve fitaz (12)
Zymomonas mobilis Kegiboynuzu kabugu Biyoetanol (13)
Rhizopus oryzae Keten tohumu kispesi Fitaz (14)
Aureobasidium pullulans Asya hurma cekirdegi Pullulan (15)

Tarima dayali sanayi atiklart icerisinde KKF
deneylerinde en yaygin kullanilan substrat, bugday
kepegidir. KKF ile bugday kepegi kullanilarak
uretilen bazi biyolrinler arasinda ksilanaz
(9), poligalakturonaz (16), a-amilaz (17) ve
a-galaktosidaz (18) yer almaktadir.

Inert kat1 yataklar da KKF islemlerinde substrat
olarak kullanilmaktadir. Cizelge 2'de KKF teknigi
ile cesitli biyourtinlerin tGretiminde kullanilan inert
kat1 yatak 6rnekleri verilmektedir.

dtizenli olarak homojen ve temsili 6rnekler alinmali
ve Uriin metabolitesi, hiicre biyokiitlesi ya da
sporlarinin miktart islem boyunca belirlenmelidir.
Bu sekilde olusturulan zamana karst grafikler,
fungal gelisim, enzim Uretimi, besin ve oksijen
tiketimi gibi cesitli parametrelerdeki degisimi
ortaya koyacaktir. Iislem amacina ulasildigi anda
inktibasyon sonlandirilmalidir. Yetersiz stirenin
enzimin disik enzim aktivitesiyle sentezlenmesine
yol agmasi, asirt inkiibasyonun ise kontaminasyon

Gizelge 2. Gesitli KKF uygulamalarinda kullanilan inert substrat érnekleri

Mikroorganizma inert Substrat Biyoliriin Kaynak
Aspergillus terreus Politretan kdpuk Lovastatin (19)
Aspergillus niger Perlit Selilaz (20)
Bacillus pumilus Politiretan képuk Alkali proteaz (21)
Aspergillus niger Muz sapi Sitrik asit (22)
Trichoderma harzianum Seker kamisi kiispesi Hindistan cevizi aromasi (23)
Aspergillus niger Politiretan képuk Tannaz (24)
Verticillium lecanii Politiretan képuk ve aktif karbon Fungal spor (25)

KKFyi etkileyen 0nemli etkenler

Inokiiliim Oranwnin Etkisi

Literatiirde pek ¢ok arastirmact tarafindan inokilim
oranmnin (ya da konsantrasyonunun) fungal suslarin
urettigi enzim verimini etkileyebilecegi ortaya
konulmustur. Kumar ve digerleri (26), Fusarium
moniliforme kullanilarak mango kabuklarindan
poligalakturonaz elde edilmesi icin 6nemli KKF
kosullarin1 optimize etmislerdir. S6z konusu
calismada, inokilim konsantrasyonunun %14,1
katkt ile diger etkenlere kiyasla onemli bir etken
oldugu gozlemlenmistir. Ayni zamanda, inokuilim
dizeyindeki artisin poligalakturonaz sentezini
%12 (m/V)'ye kadar artturdigr gorilmdistir.
Inokiilim orant acisindan énemli bir husus, spor
miktartyla mevcut oksijen ve besin miktar

riskini arttrmasi nedeniyle 6zellikle enzim Uretim
islemlerinde inkiibasyon stiresini optimize etmek
buytik 6nem tasimaktadir. Bunun yani sira, metabolik
1s1 olusumu nedeniyle uretilen enzimin yapisi
bozulabilir ya da inhibitor etkisi bulunan ikincil
metabolitlerin birikmesi, salgilanan proteazlar ya
da ortam pH’indaki degismeler nedeniyle enzim
fungal gelismenin ilerleyen asamalarinda inhibe
olabilir (27). Bu nedenle, uzun inkiibasyon stresi
ureticiye daha fazla maliyet getirmekte ve islemin
verimini diisirmektedir.

Sicaklik, biyolojik islemlerin gelisimini etkileyerek
protein yapisinda bozulmaya, enzim inhibisyonuna,
belirli bir metabolitin Gretimi ile ilgili inhibisyona
veya olusuma ya da hiicre 6limlerine neden
olabilen 6nemli bir parametredir (28). Giliniimtizde,
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KKF islemlerinde hem fungal gelisim hem de
metabolit Gretiminin sicaklik etkenine duyarli
oldugu iyi bilinmektedir. Bu nedenle, fungal
gelisimin  desteklenmesi ve fermantasyon
ortamindan hedeflenen enzimin elde edilmesi
amactyla  inktibasyon sicakliginin  optimize
edilmesi gerekmektedir. Ancak gelisim icin
gerekli optimum sicaklik ile trtin olusumu icin
gerekli optimum sicakligin birbirinden farkl
olabilecegi unutulmamalidir. Bununla birlikte, bu
iki optimum sicaklik birbiriyle uyumlu olmalidir;
ornegin  biyoislemde mezofil bir fungusun
kullanildigt durumlarda Girin olusum sicakliginin
20 ile 55 °C arasinda olmasi gerekmektedir (1).
KKFde kritik bir konu, sicakligin kontrol edilmesi ve
islem sirasinda olusan asir1 1siin uzaklastirilmasidir.
Is1, mikroorganizmalarin metabolik aktivitesi
sonucunda ortaya cikar ve fermantasyon boyunca
substratin distik termal gecirgenligi ya da yetersiz
havalandirma/ sogutma kosullari nedeniyle
ortamda yogunlasir. Isinin uzaklastirilmasinda
basarisiz olunmasi ve termal gradyanin olusmast
halinde substratin yapisindaki nem kaybi nedeniyle
substrat buztsebilir. Bunun neticesinde de
gozenekli yapida azalma, 1s1 transferinde zayiflama,
substratin i¢ katmanlari arasindaki oksijen
transferinde diisiis ve besin ¢ozinurliginde
azalma meydana gelir. Bu nedenle, inkiibasyon
sicakligi, optimize edilmesi ve 6lcek buyiitme
stratejilerinde dikkatli sekilde degerlendirilmesi
gereken kritik bir parametredir (29).

Nem Igerigi ve Su Aktivitesinin Etkisi

KKF sistemlerinde su; (i) kati matris icerisinde
bagli bicimde, (ii) partikillerin ytizeyine absorbe
edilmis ince bir tabaka halinde ya da (iil) katt
maddelerin kilcal bolgeleri icinde daha gevsek
halde bagli bulunur. Suyun diger bir bicimi olan
serbest su ise kati substratin su doyum kapasitesi
asildiginda ortaya cikar.

Mikroorganizmalarin gelisimi ya da metabolit
uretimi icin kritik metabolik aktiviteleri olan (i)
biyokiitle gelisimi ve metabolik reaksiyonlar, (ii)
enzim aktiviteleri ve (iii) besin maddesi, hiicre
dist metabolit ve gaz tasinimu aktivitelerinde yer
almasi dolayistyla suyun KKF sistemleri icin 6nemi
buytktir (30).

Fungal gelisim ya da enzim uretimi icin gerekli
optimum nem igerigi, substratin tlirine baglh
olarak degisiklik gosterebilir. Optimum dizeyin
altindaki nem icerigi, besin difiizyonunun,
mikrobiyel gelisimin ve enzim stabilitesinin azalmast,
bu diizeyin tstiindeki nem icerigi ise partikiillerin
yigilmasi, gaz tastnuminn sinirlanmasi ve bakteriyle
rekabetin olusmasi ile sonuclanabilir.

Fungal gelisim ya da metabolitlerin salgilanmasi
icin gerekli nem icerigi, genellikle %40 ile 80
arasinda degisiklik gosterse de bu miktar substratin
yapisina da baghidir. Ornegin, pektinaz {retimi
icin Aspergillus niger suslari, ayiklanmis aycicegi
tablast icin %65 (31), bugday kepegi icin %70 (16)
ve kaju fisuginin kuru kabugu icin %50 oraninda
optimum nem icerigi gerektirir (32). Bu durum,
substratin su tutma kapasitesi ile optimum nem
icerigi (%) arasindaki iliskiyi ortaya koymaktadir.
Bunun yant sira, mikrobiyel gelisim ve hedeflenen
metabolitin salinimi icin belirlenen optimum
nem icerigi de birbirinden farkl: olabilir.

Her mikrobiyel grubun kendine 6zgl bir su
aktivitesi araligi ve optimum nem icerigi mevcuttur.
Bakteriler, funguslara nazaran daha yiksek su
aktivitesi gerektirmekte ve boylece funguslarin
KKF islemlerinde bakterilerle rekabette avantajli
durumda olmasini saglamaktadir. Su aktivitesi
ayni zamanda substratin su baglama 6zelliklerine
ve su tutma kapasitesine de oldukca baglidir. Su
emme kapasitesi ise, belli bir miktar kuru substrata
serbest sivi goziikmeden eklenebilecek su miktar
(mD) olarak tanimlanir (5).

KKF’de Ortamin Bagslangic pH Degerinin Etkisi
KKF ortaminin baslangic pH'1 zayif asit ya da baz,
tampon ya da mineral tuz iceren nemlendirici
madde eklenerek ayarlanabilir. Bununla birlikte,
mikroorganizmalarin  metabolik  aktivitesi
dogrultusunda islem siresince pH degerinde
kaymalar meydana gelebilir. Ornegin, amonyum
tuzu gibi bir substratin titkketimi nedeniyle pH degeri
diisebilir ya da ortamdaki tire hidrolizi, pH'in alkali
olmasina neden olabilir (30). Mikroorganizmalar
tarafindan sitrik, asetik ya da laktik asidin salininu
da pH'in diismesinin nedenleri arasinda yer alir.
Ote yandan, hazirlanan ortamda mevcut olan
organik asitlerin asimilasyonu pH’in artmasina
neden olacaktir. pH degisiminin ne yonde olacag:
cogunlukla mikroorganizmanin tiirine baglidir.
Kat1 substratin tipi, islem stiresince pH degerindeki
degisimler acisindan biiylik 6nem tasir. Tamponlama
ozelligine sahip bazi kati substratlar, pH degerinin
degisimine karst diren¢ gosterme yetenegine
sahiptir. Bu nedenle, funguslarin gelisimi ve istenen
metabolik aktivite ile uyumlu olacak iyi bir
tamponlama kapasitesine sahip bliyime ortami
olusturulmast kritik 6Gnem tasimaktadir.

KKF islemlerinde pH’in kontroliinde yasanan ana
zorluk, serbest suyun yoklugu nedeniyle katt
ortamda pH'in kaydedilmesi icin elektrot
olmamasidir. pH olcimiinde kullanilan yaygin
yontem, ornegin damitik su ile stispansiyonundan
sonra bir potansiyometrik elektrot ya da pH



elektrotunun kullanilmasidir. Stabil bir pH degerinin
saglanmast gerektigi durumlarda, arastirmacilar
yeterli miktarda azot bileseni (lire, amonyak tuzlary),
Ca* tuzu ya da alkalin ¢ozeltisi karisimiyla ortami
tamponlar. Fermantasyon suireci ilerledikce, uygun
miktarda asit ya da baz sogutma suyu yoluyla
ortama eklenir (30).

Patil ve Dayanand (31), ayiklanmis aycicegi tablast
ve Aspergillus niger DMF45 susunu kullanarak
gerceklestirdikleri KKF isleminde baslangic pH
degerinin (0 ile 6,5 arasinda) endo ve
ekzo-poligalakturonaz tretimi tizerine etkisini
arastirmistir. SOz konusu calismada, en yuksek
ekzo-poligalakturonaz aktivitesi, pH 5,0 degerinde
gozlemlenmis ve 4,07n alti ve 5,5in tizerindeki
pH degerlerinde bu aktivitede kayda deger distis
meydana gelmistir.

Substratin Parcacik Biiytikliigrintin Etkisi
Substratin parcacik buytkligl, KKF islemlerinde
mikrobiyel gelisme ve 1s1 ile kitle transferi
uzerindeki etkisi nedeniyle 6nemli bir etkendir.
Substratin ya da matrisin tird, ylzey alaninin
hacime orani ile bosluk orani olmak tizere iki
kritik degeri etkiler. Substratin ytizeyi, KKF'nin
gerceklestigi yerdir ve parcaciklarin buyukligu,
mikrobiyel girisim icin mevcut bulunan toplam
ylzey alanini belirleyen temel etkendir. Sabit
geometride parcacik buyukligl azaldikca yiizey
alanmin hacime oranmin arttigi aciktir. Bununla
birlikte, hava tarafindan doldurulan bosluk orani
substratin i¢ kisimlan yoluyla oksijen transferinde
kritik bir role sahiptir. Bu noktada etkin bir KKF
isleminin gerceklestirilebilmesi icin substratin
parcacik buytukliginin deneysel olarak optimize
edilmesi gerektiginin alti cizilmelidir. Daha kiictk
parcaciklarin kullanilmasi daha buytk ylzey
alaninin mikrobiyel etkinlige maruz kalmasint
saglayarak urtin veriminde artisla sonugclanabilir.
Bununla birlikte, optimum araligin altinda
buytklikte parcaciklarin kullanilmast substratin
yiginlasmasma neden olarak bosluk oranini
dustrecek ve yetersiz oksijen transferi nedeniyle
gelisimin zayiflamasina neden olacaktir. Ote
yandan, optimum araligin tizerinde buytklikteki
parcaciklar uygun solunum ve havalandirma
ozellikleri ile partikiiller arast boslugun daha
fazla olmasint saglar. Bu nedenle daha buytk
parcaciklarin mikrobiyel girisim icin daha sinirl
ylzey alant anlamina geldigi soylenebilir (33).
Patil ve Dayanand (31), kurutulmus ve 6giitilmus
aycicegi tablalarindan elde ettikleri kuvvetli bir
A. niger susuyla KKF islemi yoluyla pektinaz
uretimi gerceklestirmistir. S6z konusu c¢alismada,
parcacik biyikliginin 100 ile 600 pm arasinda

genis bir aralikta oldugu ve 500 mm buytkligiinin
ozellikle de ekzo-pektinaz tretimi i¢cin uygun
oldugu gozlemlenmistir. Parcacik buyukligiu bu
degerin altinda azaldikca ekzo-pektinaz aktivitesi de
kademeli olarak diistis gdstermistir. Ayni zamanda
600 mm diizeyinde de bu aktivitenin yaklasik
%12 azaldigr gorilmustir. Cok genis aralikta
parcacik buyukligine sahip ogtitilmis seker
kamist kiispesi (<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 sonu¢ elde
etmistir. S6z konusu calismada toplam seker
tiiketim profili her parcacik buytkligii icin benzer
olsa da toplam amilaz aktivitesi kademeli olarak
6-8 mm diizeyinin altinda ve {izerinde seyretmistir.
Kanristirmanin Etkisi

KKF ortaminda karistirmanin ana rolii, kati substratin
homojenligini korumaktir. Substratin homojenligi,
sicakligin fermantasyon ortamimnin her bolgesine iyi
sekilde dagitilmast yoluyla verimlilik azaltici termal
gradyanlarin 6nlenmesi anlamina gelmektedir.
Bunun yani sira, etkin bir karistirma, metabolik
aktivitelerden kaynaklanan isinin dagilmasini saglar.
Karistirmanin bir diger roli, substrata homojen
su eklenmesini desteklemektir. Istege bagli bu islem
ile buharlasma nedeniyle su kaybt dnlenir (35).
Fermantasyon isleminde karistirmanin gerekli
olup olmadigi substrat secimi sirasinda gz 6niinde
bulundurulmalidir.  Fermantasyon ortaminin
havalandirilmas: ve karistirilmasi islemlerinin
etkinligini korumak acgisindan secilen katt substratin
yiginlasma ya da topaklanmaya neden olmamasi
gerekir. Substratin secimiyle ilgili diger bir dnemli
nokta ise substratin karistirmanin neden oldugu
kesme kuvvetine direncli olmast ve bundan fiziksel
olarak etkilenmemesidir (35).

Diger taraftan, karistirmanin substrat ve fungus
morfolojisi tizerinde olumsuz etkileri oldugu da
bilinmektedir. Bu nedenle, karistirma ile ilgili ana
dezavantaj, fungus ile kati substrat arasindaki
bagin bozulmasidir. Bunun yani sira, uygun
sekilde yapilmayan karistirmalar, kesme kuvveti
nedeniyle fungus miselyumlarinin gelisimini
engelleyebilir. Bu durumda yiksek kesme
geriliminden kacinilmali ve karistirmanin 1s1
bertaraft ile miselyumu bozucu etkisi arasindaki
dengeyi saglayabilmek amaciyla aralikli bir karistirma
strateji benimsenmelidir (1).

Sonug olarak, olcek buytitme stratejileri cercevesinde
substrat se¢imi, biyoreaktor yerlesimi, fungus
morfolojisi, solunum orani ve 1st bertarafi gerekliligi ile
ilgili olarak iyi diistiniilmiis bir karistirma rejiminin
olusturulmast 6nemlidir. Bu noktada biyoreaktoriin
ttr ayirt edici nitelik tasir. Statik kosullara sahip
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tepsi turt biyoreaktorlerde karistirma gerekli
degilken delikli tamburlu biyoreaktorler ve yatay
kanath karistiricilar, stirekli ya da aralikli karistirma
saglayacak sekilde tasarlanmustir.

Kati substratin karistirlmasinin fermantasyon islemi
uzerine etkisi ile ilgili yapilan arastirma sayisi
siirhidir. Lee ve digerleri (36) nin yeni bir kat
kulttir biyoreaktorti olan FERMOSTAT icerisinde
seker kamis1 kiispesi ve hurma cekirdegi kiispesi
karisiminda gelistirdikleri Aspergillus niger USM Al 1
susuyla seltilaz enzimi trettigi calisma bunlardan
biridir. Bu ¢alismada karistirma yogunlugunun
seliilaz uretimi Uzerine etkisi 6, 12 ve 24 saat
araliklartyla incelenmis ve fermantasyon isleminde
kullanilan karistirma yogunlugu azaldikca seliilaz
uretiminin arttigi gdzlemlenmistir. S6z konusu
arastirmacilar, bunun sebebinin funguslarin kati
substrata olan baginin bozulmasi ve kesme kuvveti
nedeniyle fungus miselyumlarinin zarar gérmesi
olarak aciklamistir. Ote yandan Gasiorek (37),
surekli karistirma ile elde edilen biyokiitle
konsantrasyonunun kesintili karistirmayla elde
edilenden daha ytksek oldugunu ortaya koyarak
karistirmanin miselyuma zarar verici etkisi oldugu
yontuindeki genel kantyt clirtitmustiir.

Inokiiliim Tiiriiniin Etkisi

KKF isleminde en 6nemli etkenlerden biri, buiytik
olciide mikroorganizmanin tiirine ve islemin
Olcegine bagli olan inokilim tirlinin sec¢imidir.
Ipliksi fungus, KKF islemlerinde en cok tercih
edilen mikroorganizma olup genellikle spor ya
da vejetatif (miselyal) inoktlim olmak tzere iki
farkls inokiiliim tiirii secenegi sunar. Ote yandan,
miselyum inokiliimu, belirlenmis bir katt ortamda
ya da derin kultiirde sivi ast kultirt olarak da
hazirlanabilir. Her iki durumda da inokulimiin
buytkliglh ve canliligi fermantasyon icgin yeterli
diizeyde olmalidir (38).

Spor inokiilasyonu; biyodoniisim tepkimelerinde
biyokatalist gorevi gormesi, inokiilim hazirlanmasi
koordinasyonundaki elverisliligi ve daha fazla
esneklik sunmasi, daha sonra kullanimi saglamak
acisindan daha wuzun sire depolanabilmesi,
biyodoniisim substrat ve Urlinlerinin toksik
etkilerine kars1 daha ylksek dirence sahip olmasi
ve transferler stiresince meydana gelebilecek
yanlis uygulamalara karsi direncinin yiiksek
olmast gibi avantajlara sahiptir. Bununla birlikte,
adaptasyon slresinin uzun olmasi ya da spor
olusumu ve vejetatif gelisim icin optimum kosullarin
farkli olmasindan dolayr spor inokiilasyonu
fermantasyon stiiresini uzatabilir (35, 39). Buna
ragmen, enzim uretiminin hedeflendigi c¢cogu
fungal KKF isleminde spor inokiilasyonu tercih

edilmektedir (11, 26, 40). Fungus morfolojisi
(pellet ya da serbest miselyumlar), ast kaltirt
ortaminin bilesimi ve viskozitesi, karistirma ve
havalandirma ozellikleri ve asi kiiltiiriniin yast,
KKF icin sivi asi kiltiriintiin hazirlanmasinda
dikkat edilmesi gereken unsurlardir.

Buytk olcekli islemlerde inoktiliim tretimi, artan
kapasitede bir dizi inokiilim fermentort kullanilarak
saglanir. Bu durumlarda, sporlarin agar ortami
ylzeyinde test tiipl, Petri kabi ya da kultur sisesi
icerisinde laboratuvar 0lceginde Uretimi
kullanissiz olabileceginden kontrollii kosullarda
biyoreaktorlerde fermente edilen uygun sivi asi
kulttrleri tercih edilebilir. Buna alternatif olarak
sporlarin dusiik maliyetli kati1 substrat kullanarak
tretimi verilebilir. Costa ve digerleri (41),
Aspergillus nigerin iki susunu kullanarak yagi
cikarilmis piring kepeginden amiloglukosidaz ve
ekzo-poligalakturonaz tretiminin optimizasyonu
tzerine calisarak bu alternatifi test etmistir. SOz
konusu calismada incelenen etkenlerden biri,
inokiiliim tiirl olup bu amacla arastirmacilar spor
inoktlimu ile fermente edilmis kepegi karsilastirmis
ve bunun sonucunda inokilimiin tirtinin her iki
enzimin Uretimi icin 6nemli bir etken oldugunu
bulmustur. Bununla birlikte, maksimum
amiloglukosidaz aktivitesi, spor suspansiyon
inoktulimi ile elde edilirken maksimum
Ekzo-poligalakturonaz aktivitesi fermente edilen
kepekte gozlemlenmistir.

Sonuc

Endistriyel ya da farmakolojik acidan 6nemli
pek cok biyotrtiniin KKF teknikleriyle, ozellikle
de fungal metabolizmalarin kullanilmasryla
tretildigi bildirilmistir. Diistik maliyetleri ve yiiksek
bulunabilirlikleri nedeniyle tarima dayali sanayi
atiklart en popitler substratlardir. Bununla
birlikte, mikrobiyel gelisimin ve triin sentezinin
surdiirtilebilmesi icin optimize edilmesi gereken
bazt onemli etkenler mevcuttur. Bu acidan
bakildiginda, substrat tirtiniin ve fermantasyon
ortami formulasyonunun secilen mikroorganizmanin
gelisimini ve hedef trlin sentezini destekleyici
sekilde secilmesi Onem kazanmaktadir.
Mikroorganizma ve substrat tirtintin se¢ciminde,
oncelikle mikrobiyel gelisimi ve tirtin olusumunu
onemli olctude etkileyen cevresel etkenlerin
belirlenmesi gerekmektedir. Erlen ya da laboratuvar
tipi ferment6r dizeyinde KKF islemi yoluyla
trtiin olusumunun optimizasyonunda istatistiki
analiz tekniklerinin basarili sekilde uygulanabilecegi
pek cok arastirmaci tarafindan ortaya konulmustur.
[slemin optimize edilmesinin amaci, buytk
olcekli islemler icin temel olusturarak tretkenlik
ve verimi arttirmaktir ve bu nedenle de pilot ve
buylik olcekli islemlerde oOl¢cim ve kontrol



asamalarint  go6z Ontne alarak
parametrelerin secilmesi gerekmektedir.
DKEF tekniginden farkli olarak, hemen hemen her
KKF islemi substrat, mikroorganizma ve Urin
ozelliklerinin gereksinimlerini karsilamak tzere
kendine  6zgli bir biyoreaktdor tasarimi
gerektirmektedir. Gintimiizde pek ¢ok arastirma
grubu, 6lcek arttirma asamasinda karsilasilan
mithendislik sorunlarina deneysel ya da modelleme
yaklasimi yardimiyla ¢o6zim getirme Uzerine
calismaktadir.  Miuhendislik  ve biyokimya
calismalarindaki gelismelerin bu alanlara ait bir
KKF teknolojisi ve analitik izleme yontemleri
olusturulmast ile sonuclanacag: diisinilmektedir.
Bunun yanit sira, KKF teknigi, goreceli olarak
dustk enerji gereksinimi, daha az su girdi ve ¢iktist
gerektirmesi ve tarima dayali sanayi atiklarinin
degerlendirilmesi yoluyla treticilerin kirlilik ile
ilgili sorunlarint ¢cozmesi nedeniyle cevre dostu
uretim islemlerine artan ihtiyact uygun sekilde
karsilamaktadir.

optimum
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