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Ozet

Bitki sekonder metabolitleri saglik ve gida olmak iizere bir ¢ok endiistride yogun talep goren hammedelerdir. Bu yogun ihtiyaci
kargilamak igin bitkilerde ¢cok az miktarlarda iiretilen sekonder metabolitlerin biiyiik miktarlarda tiretilmesini saglayan in vitro bitki doku
kiiltiiri caligmalar giin gectikge artmaktadir. Son yillarda bitki doku kiiltiirii teknikleri ile yapilan ¢aligmalar teknoloji ile bulusmus ve
biyoreaktor teknolojisinin geligimi ile sonuglanmistir. Bu ¢alismada 6ncelikle bitki sekonder metabolilerinin gesitleri ve dnemi hakkinda kisa
bilgiler verilmis, bitki doku kiiltiirii tekniklerinin sekonder metabolit iiretiminde kullanimi orneklerle anlatilmigtir. Son olarak
biyoreaktorlerin tanimi, tarihsel gelisim ve gesitleri, laboratuar 6lgeginden baslanilarak suan endiistriyel Olgekte kullanilan basarili
biyoreaktor uygulamalar1 hakkinda bilgiler verilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyoreaktorler; bitki biyoteknolojisi; Bitki sekonder metabolitleri; Bitki doku kiiltiirii; kallus kiiltiirli; siispansiyon
kiiltiird.

The Production of Plant Secondary Metabolites Using Bioreactors

Abstract

Plant secondary metabolites are highly demanded raw materials in many industries such as healthcare and food. In order to meet this
heavy demand, there have been ever increasing in vitro plant tissue culture studies which contribute to the production of large amounts of
secondary metabolites that are produced scarcely in the plants. Studies regarding the plant tissue culture techniques have been integrated with
the technology, leading to the improvement of bioreactor technology. In this study, the types and importance of plant secondary metabolites
have been briefly explained and the use of plant tissue culture techniques in secondary metabolite production has been exemplified.
Eventually, the definition, historical development and various types of bioreactors, along with the current successful bioreactor practices
used at the industrial scale have been explained beginning from the laboratory scale.

Keywords: Bioreactors; plant biotechnology; plant secondary metabolites; plant tissue culture; callus cultures; suspension cultures.

Biyolojik etkileri olan bu kimyasal maddeler ¢ogu durumda
bitkilerde ¢ok az miktarda bulunan diisiik molekiil agirlikli
bilesiklerdir. Ornegin Taxus bitkilerindeki paklitaksel, en
¢ok bulundugu kabukda kuru agirhiginin % 0,02’sinden
azdir. Dolayisiyla ¢ok yavas yetisen Taxus bitkisinden bu
diterpenoid’in dogal yollarla {iretilmesi ticari agidan
ekonomik degildir. Wilson ve Roberts yillik 25 kg’lik anti-

GIRIiS

Bitki kimyasal bilesikleri sentezlendikleri metabolik
yol ve fonksiyonlarina gore primer ve sekonder
metabolitler olmak {izere ikiye ayrilirlar. Primer
metabolitlerin sentezi canlilar arasinda hemen hemen

aymdir ve yasam icin temel gorevleri vardir (biyiime, tiimér ilac1 paklitaksel talebini karsilamada 340 ton Taxus

metabolizma ve ﬁreme). Sekonder metabolitlerin ise farkli kabugunun veya 38000 agacm gel’ektigini hesaplamlslardlr
olarak bitki biiylime ve gelismesinde temel bir goérevleri [23].

yoktur  ancak  bitkinin  ¢evresini saran  ortama
adaptasyonunda, tireme olayma yardimci olmada, bitki
savunmasinda Ve gevre ile iligkilerde 6nemli gérevleri olan
organik bilesiklerdir [3]. Sekonder metabolitler, eksiklikleri

Ayrica ilag  endistrisinin  ilgilendigi  sekonder
metabolitlerin ~ bulundugu  bir ¢ok bitki  dogal
popiilasyonlarin  hizla  tiiketilmesi  sebebiyle  nesli
tilkenmekte olan bitkilerdendir. Bu sebeple yiiksek degerli

ya da yokluklart durumunda bitkinin uzun dénemde zarar
gérmesine  hatta  Olmesine  sebep  olacak  kadar
yasamsaldirlar. Bu bilesikler primer metabolitlere nazaran
daha kompleks yapida olma egilimindedirler [6].

Modern kimya ve biyolojinin son iki yiiz yili primer
metabolitlerin, hiicre boliinmesi ve bilyiimesi, solunum,
depolama ve iireme gibi temel yasamsal fonsiyonlardaki
rolinii  agiklamaktadir. Biyolojide sekonder metabolit
kavrami ilk kez Kossel (1891) tarafindan kullanilmistir
[10].

Bitkiler kimyasal g¢esitliligi yoniiyle insanligin ilk
zamanlarindan beri agr1 kesici, keyif verici, hastaliklari
tedavi edici olarak ve dinsel ritiiellerde kullanilmistir.

molekiillerin siirdiiriilebilir iiretimi igin yeni yaklagimlar
bulunmast bir zorunluluktur [23].

Sekonder Metabolitlerin Simiflandirilmasi

Sekonder Metabolitler farkli kimyasal yapilara
sahiptirler ve genel olarak ii¢ grupta siiflandirilirlar:
fenolikler, terpen - steroidler ve alkoloidler (Sekil 1).
Cogunun, bitkiler ile mikroorganizmalar, bocekler ve
hayvanlar arasindaki ilisgkileri diizenlemede ekolojik rolleri
vardir. Cogu zaman 6zellesmis hiicrelerde, bitkinin belirli
gelisim agsamasinda ya da stres esnasinda tiretilen sekonder
metabolitler bitkide ¢ok kiigiik miktarlarda bulunur [3].
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Sekil 1. Sekonder Metabolitlerin Genel Siniflandirmasi [3].

Stilbenler

Fenolikler

Biitiin bitkilerde bulunan, c¢ogunlukla pigmentlerle
temsil edilen biiyiik bir gruptur. Bu grupta lignin gibi hiicre
duvarlarimi giiglendiren, yapisal fonsiyonu olan bilesikler
de bulunmaktadir. Diger bazilar1 bitki savunmasinda
(6rnegin; kumarinler, stilbenler, isoflavonoidler,
proantosiyanidinler, yogunlagnmis taninler), tozlasmada,
tohum gelismesinde gorev almaktadirlar. Kimyasal olarak
bir yada daha fazla asidik hidroksil grubu igeren aromatik
bilesiklerdir. Fenolikler flavonoidler ve stilbenler olarak iki
smifa ayrilir [3].

Flavonoidler; Genelde vakuollerde bulunurlar. Birgok
¢icegin ve meyvenin renginin olusmasinda, polinatdr
¢ekiminde (pelargonidins, cyanidins, delphinidins), bitkiyi
UV-B 1simmmindan korumada (kaempferol) vb. olaylarda rol
alir. Yaralanma, kuraklik, metal ve aglik stresinde
sentezlenirler. En bilinen flavonoidler olan fitoostrojenler
memelilerdeki 17 p-estradiol (E2)’e yapisal benzerlik
gosterir (Ornegin; genistein, kaempferol, daidzein) [3].
Fabaceae (baklagiller) familyasi fitodstrojenler yoniinden
zengindir.

Stilbenler; Kiigiik bir grubu olusturan stilbenler daha
¢ok bitki savunmasinda gorev alirlar. Resveratrol en ¢ok
bilinen stilbendir. Vitis (asma) resveratrolce zengin bir bitki
grubudur. Cis ve trans izomerleri bulunan resvaratrol stres
ortaminda (yaralanma ve patojen saldirisi) iretilir. Trans—
resveratrol insanlarda antioksidan avtivitesi ile Kkalp
hastaliklarmnin  tedavisinde faydalidir. Ayrica bdbrek
kanserinde de etkili oldugu diistiniilmektedir. Giiniimiizde
Trans-resveratrol’'un elde edlebildigi birgok kaynak
icinden  Polygonum  cuspidatum  (syn.  Fallopia
japonica)’dan elde edilenler saglik alaninda, Vitis
tiirlerinden elde edilenler kozmetikte kullanilmaktadir.

Terpenler ve Steroidler

Terpenler; besli karbon  birimlerine  gore
smiflandirthirlar; hemiterpenler (C1), monoterpenler (C10),
seskiterpenler (C15), diterpenler (C20), triterpenler (C30),
tetraterpenler (C40) ve politerpenler (80-karbon biriminden
fazla). Bitkiler, glandular trikomlar, salgilama kaviteleri ve
glandular epidermis gibi 06zellesmis yapilarinda ¢esitli
terpenoidler uretirler. Genellikle seskiterpenler, triterpenler
ve politerpenler, sitozol ve endoplazmik retikulumda
(asetat ve mevalonat yolu), isopren, monoterpenler,
diterpenler, ve tetraterpenler (gliseraldehit fosfat/ pruvat
yolu) plastidlerde ftretilir. Terpenlerin ¢ogu halka
yapidadir. Bitki aromalar1 ile parfimeri ve gida
endiistrisinde kullanilan esansiyel yaglarin temel bileseni
monoterpenlerdir [3].

Steroller; Fitosteroller bitki membranlarin énemli bir
yapisal bilesenidir. Hayvan hiicre zarlarinda bulunan
kolesteroliin ~ fonksiyonuna  benzer olarak  serbest
fitosteroller bitki membranin ¢ift fosfolipit tabakasini
stabilize ederler. Bitkilerde 200°den fazla farkli cesitte
fitosterol bulundugu bildirilmistir. Fitosterollerin ¢ogu 28-
29 karbon igerir ve bir ya da iki karbon-karbon ¢ift bagi

[y

0

bulundurur.  Fitosterollerin tamamen doymus (¢ift bag
icermeyen) tlirleri fitostanol alt grubunu olusturur.
Fitostanoller birgok bitkide iz miktarda bulunurken sadece
birkag tahilin dokularinda ¢ok miktarda bulunmaktadir
[29]. Bitkilerde en ¢ok miktarda bulunan bitki sterolleri f-
sitosterol, kampesterol ve stigmasteroldiir (biitiin bitki
sterollerinin ~ %95-98). Kolesterol  disiiriicii  ve
kardiovaskiiler hastaliklardan koruyucu etkileri vardir.
Ayrica anti-aterosklerotik, anti-inflamatuar, anti-oksidan ve
bazi kanserlerde anti-timor aktiviteleri bulunmaktadir.
Brassinosteroidler hiicre genislemesi ve uzamasini artiran,
iletim farklilagmasini, mikrotiibtllerin yeniden
diizenlenigini etkileyen, kok gelisinini ve senesensi
baskilayict dogal bitki biiyiime diizenleyicileridirler [3].

Alkaloidler

Insanlar yiizyillardir alkoloidleri agr1 kesici, zehir vb.
biiyii veya tedavi edici yonleri igin kullanmuglardir. Kodein
ve morfin igeren Papaver somniferum (hashas) lateksinin
Ortadogu’da M.O. 1200-1400 yillarinda dahi kullanildig:
bilinmektedir. Alkoloidler bitkilerde daha ¢ok herbivor ve
sineklere kargi (nikotin, kafein) ve mikroorganizmalara
kars1 (berberin, liriodin) kendini savunmada goérev alir.
Ayrica bazilar1 doku hasarlarina (nikotin) cevap olarak da
sentezlenir. Oldukga fazla biyolojik aktiviteler sahiptirler.

Bircok  alkoloid amino asit prekiirsorlerinden
(6nciilerinden - ornitin, tirozin, triptofan ve histidin) veya
anthranilik asit ve nikotinik asitten tiiretilmektedir.
Genellikle 6zellesmis hiicre ve dokularda retilir,
sentezlendikleri yerde biriktirilir veya depo alanlarina
transfer edilirler.

s indol Alkoloidler

Piperidin
Alkoloidler

Pirilodin
Alkoloidler

Biyosentetik |l
Prekiirsor

Feniletilamin
Alkoloidler

imidazol
Alkoloidler

— Kimyasal —

m Farmakoljik -

Alkoloid Siniflandiriimasi —

L Taksonomik [

Kendirgiller
Kokboyasigiller

Patlicangiller

Heterosiklik

a Cekirdek Yapisi @

=1 Non-heterosiklik

Sekil 2. Alkoloidlerin siniflandirilmasi [3].

Farkli ozelliklerine gore smiflandirilabilirler; 6rnegin
tiiretildikleri amino asitlerin nitrojen atomu tasityan halka
sisteminin yapisina gore (pyrrolidine-, indole-, piperidine-,
pyrrolizidine,  tropane-,  quinoline-,  isoquinoline-,
aporphine-, imidazole-, diazocin-, purine-, steroidal-,
amino-, and diterpene alkaloids), farmakolojik etkilerine
gore (aneljezik, narkotik vb.), taksonomik siniflandirmada
en ¢ok bulunduklart familya ismine gore (Kendirgiller -
Cannabinaceous, kokboyasigiller - Rubiaceous,
Patlicangiller - Solanaceous) ya da halkasal g¢ekirdek
yapisina gore (heterosiklik, non-heterosiklik) [3].
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Bitkilerin yaklasik %20’si alkoloid iiretir ve ¢ogu bitki
birden fazla alkoloid tiretmektedir. Yiiksek bitkilerin doku
ve slispansiyon kiiltiirlerinden elde edilen dogal iiriinler
Cizelge 1°de gosteridigi sekilde gruplandirilabilir [35].

Sekonder Metabolitlerin Ekonomik Onemi

Insanhigm baslangicindan bu yana bitkiler yiyecek
(tahil, baklagil, sebze, meyve vb.), hayvan yemi (yonca,
arpa, musir vb.), koku verici ve tatlandirici olarak
kullanilmaktadir. Ayrica bitki recine ve sakizlari gesitli
amaglar i¢in kullanilirken bazi bitkilerden iplik iretimi
yapilmaktadir. Birgok bitkiden siis bitkisi olarak
yararlanilirken, pek c¢ok bitkiden ise ilag elde edilmektedir.
Diiyada 750.000 — 1.000.000 kadar bitki tiirliniin var
oldugu tahmin edilmektedir. Bunlardan yalnizca 500,000
kadar1 tanimlanip isimlendirilmistir. Gida olarak kullanilan
bitkiler 3.000 civarinda olsa da bu saymnin 10.000 civarinda
olabilecegi diisiiniilmektedir. Tiirkiye’nin tedavi amaci ile
kullandig1 bitki miktar1 en az 500 civarindadir. Diinya
capinda disiiniiliirse kullanilabilecek tibbi bitki miktarinin
100.000 civarinda olmas1 gerektigi tahmin edilmektedir [7].

Cizelge 1. Bitki kaynakl farmasatiklerin dnemi [35]

Uriin Kullanim
Ajmalisin Antihipertensif
Artemisinin Antimalaryal
Ajmalin -

Asinitin -

Berberin Intestinalailment

Kamptotesin
Kapsaikin

Kastanospermin

Anti-tumor
Counterirritant

Glycosideinhibitor

Kodein Sedatif
Kolsisin Anti-tumor
Digoksin Heartstimulant
Diosgenin Steroidalprecursor
Elliptisin Anti-tumor
Emetin -

Forskolin Bronsiyal astim
Cinsenosidler Healthtonic
Morfin Sedatif
Podopillotoksin Anti-tumor
Kuinin Antimalaryal
Sanguinarine Antiplaque

Sikonin Antibakteriyal
Paklitaksel Anti-kanser
Vinkristin Anti-lokemik

Vinblastin

Anti-lokemik

Giliniimiiz teknolojisi ile bitkilere bu 6zellikleri kazandiran
kimyasallarmn bir ¢ogu bilimsel olarak tesbit edilmis ve
endiistriyel 6lgekte yararlanilmaya odaklanilmistir.

Ticari 6neme sahip farmasotiklerin ¢ogu bitkilerden
elde edilmektedir, her yil ABD’de 25 milyar dolardan fazla
tiiketimi bulunmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO)
verilerine gore gelismekte olan {ilkelerdeki niifusun %801
tedavilerinde ~geleneksel ilaglart kullanmaktadir. Ote
yandan Birlesmis Milletler (UN) Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO) diinya niifusunun 2050’de 9 milyara ulasacagini
tahmin etmektedir. Bu da yakin gelecekte daha fazla gida
ve ilaca ihtiya¢ duyacagimizi agik¢a ortaya koymaktadir.

Giintimiizde modern ilaglarin  %25’inden fazlasi
dogrudan ya da dolayli olarak bitkilerden elde edilmektedir.
Ozellikle kanser tedavisi (%60) ve enfeksiyon
hastaliklarinda (%75) ayrica metabolik sendrom ve immiin
baskilamada kullanilmaktadir. Isim vermek gerekirse,
paklitaksel (Taxol®), galantamin (Nivalin ® ve Reminyl
®) ve artemisinin suanda diinya ¢apinda kullanilmakta olan
belli bash ilaglardandir [23]. Cizelge 1’de bitki kaynakli
farmasoétiklerin ekonomik degerleri gosterilmistir.

Bitki Tiirii Fiyat (US$/ kilogram)
Cath. roseus 37,000
Artemisiaannua 400

Ra. serpentina 75, 000
Acotinumspp. nla

C. japonica 3250
Camptothecaacuminata 432, 000
Ca. frutescens 750
Castanospermumaustrale nla
P.somniferum 17,000
Colchiumautumnale 35, 000
Di. lanata 3000
Dioscoreadeltoidea 1000
Orchrosiaelliptica 240, 000
Cephaclisipecaccuanha 1500
Coleusforskolii nla
Panaxginseng n/a
P.somniferum 340, 000
Podophyllumpetalum n/a
Cinchon. ledgeriana 500
Sanguinariacanadensis 4,800

P.somniferum

L. erythrorhizon 4500
Taxusbrevifolia 600, 000
Cath. roseus 2,000, 000
Cath. roseus 1, 000, 000
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Bitki Hiicre ve Doku Kiiltiirii

In vitro bitki kiiltiirleri; aseptik sartlarda, niteligi belirli
kimyasal ve fiziksel ortamlarda hiicre, doku, organ ve
bitkilerin kiiltiire alinmasi olarak tanimlanir. Bitkilerde in
vitro hiicre kiiltiirinde ilk ¢alisma, Haberlandt’a aittir
(1902). Bitki doku kiiltiiriinde ilk ticari ilgi alanii siis ve
gida bitkileri olmustur [3].

Alman botanik¢i Gottlieb Haberlandt, tamamen
farklilagmis Lamium purpureum yapraklarindan,
Eichhornia  crassipes  petiyollerinden,  Pulmonaria
mollissima glandular tiiylerinden ve Tradescantia stamen
tiylerinden izole edilmis hiicreleri ilk kez Knop besin
cozeltisinde kiiltiire alma girisiminde bulunmustur.
Deneyin amact bu hiicrelerde boliinmenin basarilmasi ve
biitiin bir bitki elde ederek Schleiden (1838) ve Schwann

hiicreler 1 aya kadar yasamlarini siirdiirdii ancak
hacimlerinin artmasina ragmen boliinemediler [9].

Bu in vitro kiiltiir caligmalarinin baslangicindan sonra
hizli geligsmeler gbze carpmaktadir.

. Hannig (1904) baz1 Brassica bitkilerinin
olgunlagmakta olan embrolarini ¢ikararak mineral tuzlar ve
sekerden olusan ortamda olgunlastirmay1 basardi.

. 1922°’de Almanya’da Kotte, ABD’de Robbins
stirglin ve kok uclarindaki meristematik hiicrelerin in vitro
kiiltiirleri baslatmada kullanilabilecegini ileri stirdii. Kok
kiiltlirinde yaptiklar1 ¢aligmalari pek basarili olmasa da
bitki hiicre ve doku kiiltiirine yeni bir yaklasim getirdiler.

. Laibach (1925) Linum perenne ve L. austriacum
‘u ¢aprazladi ve normalde yarim kalan tohum olugumunu,
olgunlasmamis tohumdan embriyolar1 ¢ikarip besin

(1839)’1n ileri siirdiigii tinlii Hiicre Teorisindeki hiicresel ortamuinda  kiiltiire alarak melez bir bitki elde etmeyi
totipotensi  kavramini  desteklemekti. Kiiltiire alinan basardi. Bu basar1 bitki yetistirciligine biiyiik katkilar
saglamustir.
Cizelge 2. En ¢ok kullanilan kiiltiir ortamlarinin makro ve mikro tuz igerikleri
En 6nemli ortamlarin Makro-Tuz igerigi (mg 17
Knop Knudsonc Heller Nitsch (BBSmborg etal. a?rcT:bkr::gt gﬂk%?;hige and
igerik (1884) (1946) (1953) (1972) (1976) SH (1972) (1962)
KNO3 250 950 2500 2500 1900
NaNO03 600
Ca(N03)i. 4H20 1000 1000
NH4NO03 720 1650
(NH4)iS04 500 134
NH4H2P04 300
NaH2P04. H20 125 150
KH2P04 250 250 68 170
KO 750
CaC12. 2H20 75 220 150 200 440
MgS04. 7H20 250 250 250 185 250 400 370
Cizelge En 6nemli ortamlarin iyon igerigi (mmol | *iginde)
N-total 10. 942 16. 036 7.058 27. 385 26. 756 27.336 60. 017
NHt 7.567 8.994 2.028 2.608 20. 612
NO3 10. 942 8. 469 7.058 18. 391 24.728 24.728 39. 405
H2P04 1.837 1.837 0. 906 0. 500 1.087 2.608 1.249
K+ 4,310 1.837 10. 060 9. 897 25. 815 24.728 20. 042
ea2+ 4,234 4.234 0.510 1. 496 1.163 1. 360 2.993
Mg2+ 1.014 1.014 1.014 0. 751 1.014 1.623 1.501
Sor 1.014 4.798 1.014 0.751 2.028 1.623 1.501
Na+ 7.964
cl- 11. 080 2.991 2.325 2.721 5. 986
Total 23.351 29. 756 39. 606 43.771 60. 188 61.999 93. 289
Cizelge En 6nemli ortamlarmMikro-Tuz Icerigi (mg 1 '1) (inmgl ’1)
FeCI3-6H20 1, 000
FeS04. 7H20 25,000 27,800 27,800 15, 000 27,800
MnS04. 4H20 7,500 0, 100 25, 000 13, 200 13, 200 22,300
ZnS04. 7TH20 1, 000 10, 000 2,000 1, 000 8, 600
H3B03 1, 000 10, 000 3,000 5, 000 6, 200
Kl 0, 010 0, 750 1, 000 0, 830
CuS04. 5H20 0, 030 0, 025 0, 025 0, 200 0, 025
Na2Mo04. 2H20 0, 250 0, 250 0, 100 0, 250
CoC12. 6H20 0, 025 0, 100 0, 025
NiClI2. 6H20 0, 030
A1CI3 0, 030
Na2EDTA 37,300 37,300 20, 000 37,300
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Cizelge 3. Giinlimiizde yiiksek bitkilerin hiicre ve doku siispansiyon kiiltiirlerinden izole edilmis dogal {irlinlerin

gruplandiriimasi
Fenilpropanoidler Alkaloidler Terpenoidler Kinonlar Steroidler
1. Anthosiyaninler 1. Akridinler 1. Karotenler 1. Antrokinonlar 1. Kardiak glikosidler
2. Kumarinler 2. Betalainler 2. Monoterpenler 2. Benzokinonlar 2 Pregn_enolon
tiirevleri
3. Flavonoidler 3. Kuinolizidinler 3. Seskuiterpeneler 3. Naftokinonlar
4; Hydrpxycmnamoyl 4. Furonokinonlar 4. Diterpenler
tirevleri
5. Isoflavonoidler 5. Harringtoninler 5. Triterpenler
6. Lignanlar 6. Isokinolinler
7. Fenolenonlar 7. Indoller
8. Proanthosiyanidinler 8. Purinler
9. Stilbenler 9. Piridinler
10. Taninler 10. Tropan alkoloidler

Bitki hiicre ve doku kiiltlirii uygulamalarinin 3 temel
alan1 vardir;

- Sekonder metabolit tiretimi (Cizelge 3)

- Mikrogogaltim

- Bitki hiicrelerinden genetik, fizyoloji, biyokimya
ve patoloji alaninda yapilan ¢alismalar [52].

Yiiksek degerli sekonder metabolitlerin iiretiminde
biitiin bir bitki yerine farkl in vitro kiiltiir tekniklerinin
kullanilmas1 cazip bir alternatif kaynak olusturur. Bu
teknigin geleneksel iiretime gore avantajlart su sekilde
Ozetlenebilir;

- Cografik ve mevsimsel farklililardan ve cevre
sartlarindan bagimsizdir.

- Belirli kalite ve miktarda devamli olarak iiretim
imkani sunar.

- Ana bitkide normalde
bilesiklerin kesfine olanak saglar.

- Tarim politikalarindan etkilenmez.

- Hizli tiretim imkani sunar [35].

bulunmayan  yeni

Bitkilerde Sekonder Metabolit Uretiminin in-vitro
Olarak Hiicre ve Doku Kiiltiiriinde Gergeklestirilmesi

Biyoaktif bilesikler insan ve hayvanda farmakolojik
veya toksikolojik etkileri olan bilesiklerdir. Bu
molekiillerin dogal kaynaklardan ticari olarak iretilmesi
¢ok verimli degildir. Biyoaktif maddeler genellikle kuru
bitki agirliginin %]1°nden azdir. Bu yiizden bitki hiicre ve
doku kiiltiirii teknolojisi yiiksek degerli bu molekiillerin
iretiminde alternatif {iretim sistemi olarak goriilmektedir.

Bitki doku kiltirii ile biyoreaktér teknolojisinin
birlesimi bitki kaynakli biyoaktif molekiillerin ticari Slgekte
tiretilmesinde basarili biyoreaktdr teknolojisi gelisimi ile
sonuglanmustir.

Biyoaktif bilesikler iki grupta smiflandirtlir:

- Sekonder Metabolitler  (bitkiler, hayvanlar,
mantarlar bakteriler vb. dogal kaynaklardan elde edilir)

- Terapotik rekombinant molekiiller

Bilesikler farkli kaynaklardan iiretilebilse de bitkilerden
elde edilen sekonder metabolitler piyasada daha cok talep
gormektedir. Bu noktada bitki hiicre ve doku kiiltiir
teknikleri ve biyoreaktdr teknolojisinin birlikteligi kritik bir
onem arz etmektedir.

Ilag endiistrisinde etken madde, tatlandirici, koku
verici boyar madde, gida takviyesi ve zirai kimyasallar
olarak kullanim alanlar1 bulunan sekonder metabolitlerin
ana kaynagi bitkilerdir. Son yillarda degerli sekonder
metabolit liretiminde biitiin bir bitkiyi yetistirmek yerine
bitki hiicre ve doku kiiltliri uygulamalar1 bir altenatif
olarak goriilmektedir.

In vitro kiiltiir ortamlarinda sekonder metabolit tiretimi
icin (1) kallus kiiltiirti, (2) organ kiiltiirii ve (3) somatik
embriyo kiiltiiri olmak tizere ii¢ ana yol kullamlmaktadir
(Sekil 3).

a) Kallus Kiiltiirii

Temel olarak in vitro bitki hiicre kiiltiirii;  bitki
dokusundan (yaprak, kok govde vb. ) bir parganin
(eksplant), daha dnceden steril edilmis, bir kap igerisindeki
(petri, erlen vb. ) besin igeren ortama birakilmasiyla baslar.
Besi ortami genelikle makro tuzlar, mikro tuzlar,
vitaminler,  myo-inositol,  karbon kaynagi (6rnegin;
siikroz), bitki biiylime diizenleyicileri, eger yarikati bir
ortam ise katilastirict madde olarak agar igerir.
Gilinimiizde kullanilmakta olan ortamlara esas teskil eden
cesitli kiiltiir ortamlart gelistirilmigtir (Murashige and
Skoog 1962 ; Gamborg et al. 1968 ; Schenk and
Hildebrandt 1972 ). Her bir bitki tiiri hatta her bir
metabolit kendine 6zgli ortam ihtiyact gosterir [3]. Bu
farkli ortamlarda yapilan kiiltiirler genellikle kallus kiiltiirii
ile baslar. Hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinin baglangic
noktasi esas itibari ile kallus kiiltiriidiir.

b) Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii
Bitki in vitro kiiltiirleri degerli sekonder metabolitlerin
iretiminde teknolojik bir uygulama olarak oldukca dikkat

¢ekmektedir. Farklilagmamig hiicreler biitiinligii
bozulmamis (intact) bir hiicre ile karlisatirildiklarinda ¢cogu
zaman sekonder metabolit iretimleri indirgenmis

miktarlarda fiiretilir. Uretim miktarinin azhg kiiltiirde
farklilagmanin olmamasi nedeniyledir. Bu 6zellik biiyiime
egrisi siiresince degisebilmektedir. Fakat ayni zamanda
biitiin bir bitki karsilagtirildiklarinda  kiiltiirlerde bazi
sekonder metabolitler yiiksek miktarlarda
iretilebilmektedir (Cizelge 4) [38]. Bazi metabolitler bitki
hiicre ve kok kiiltiirlerinde biitiin bir bitkide olduklarindan
cok daha fazla miktarda birikebilmektedir. Oregin Coleus
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blumei hiicre stispansiyon Kkiiltiirlerinde rosmarinik asit
blitin  bir bitkiye gore dokuz kat fazla elde
edilebilmektedir. Bu  noktada  bitki  sekonder
metabolitlerinin tiretiminde biitiin bir bitki yerine in vitro
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin veya farkli in vitro
kiilttirlerin kullanilmasi bliyilk  bir potansiyel
olusturmaktadir.

In vitro tekniklerin tarihi geligimi siiresince, bitki hiicre
kiiltiirlerinden sekonder metabolit iretilebilecigine dair
kanitlar ¢ok ge¢ gelmistir. Uzun bir siire kallus veya hiicre

sispansiyon kiiltiirlerindeki  farklilasmamig hiicrelerin,
farklilagmus hiicre veya 6zellesmis organlardan farkli olarak
sekonder metabolit iiretme yeteneklerinin olmadig:
diistiniilmiistiir. Zenk ve arkadaslar1 (1991) Morinda
citrifolia ‘nin farklilasmamus hiicre Kkiiltiirinden her bir
litrede 2. 5 gr antrakinon {iretimini deneysel olarak
gostermeleri bu hipotezin yanlis oldugunu goéstermistir. Bu
gelisme  endiistriyel ~ kullanim  amagli  sekonder
metabolitlerin iiretiminde arastirmacilara yeni kapilar
acmustir [10].

Bitki
’ ¥
Hicre Anter/mikrospor

Merizstem klltdrd Kallus olusumu Slspansiyonu Protoplast yuru\‘

I Kallus Embryosenesis
Surgunolusumu  Surgun olugumu Embrycgenez Yabanci bir Clugum

DMA'min ahinmas
wvey flzyonu
1 sirgin olusumu
Hﬁklernme Kaklenme Embryosenesis
I + ¥ kgklenme
Bitki Bitki Bitki Biyoreaktsr Bitki
Bitki Bitki
Bitki Cogaltimi  Bitki cogaltimi ve Bitki Oretimi Bitki Oretimi Bitki Oretimi
bitki melezleme
1
Sekonder
Metabolit Uretimi
Sekil 3. Bitki hiicre ve doku kiiltiiri kullaniminin gematik gosterimi [31].
Cizelge 4. Hiicre kiiltiiriinde yiiksek miktarda tiretilen sekonder metabolitler (% kuru agirlik)

Bilesik Bitki Tiirii Kiiltiir Bitki Kiiltiir Tipi*
Sikonin Lithospermum erythrorhizon 20 1.5 S
Cinsenosid Panax ginseng 27 4.5 c
Anthrakinonlar Morinda citrifolia 18 0.3 S
Ajmalisin Catharanthus roseus 1.0 0.3 S
Rosmarinik asit Coleus blumei 15 8 S
Ubikinon-10 Nicotiana tabacum 0.036 0. 003 S
Diosgenin Dioscorea deltoides 2 2 S
Benzilisokinolin Alkaloidleri Coptis japonica 11 5-10 S
Berberin Thalictrum minus 10 0.01 S
Berberin Coptis japonica 10 2-4 S
Anthrakinonlar Galium verum 5.4 1.2 S
Anthrakinonlar Galium aparine 3.8 0.2 S
Nikotin Nicotiana tabacum 3.4 2.0 G
Bisoklaurin Stephania cepharantha 2.3 0.8 S
Tripdiolid Tripterygium wilfordii 0. 05 0. 001 S

*s: slispansiyon; c: kallus.
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Hiicre siispansiyon kiiltiirii ile sekonder metabolit
iretmek her bitki i¢in miimkiin olamamaktadir. Bu
sebepten, bir alternatif olarak, sekonder metabolit
iretiminde kullanilmak tizere ¢esitli bitki tiirleri icin organ
kiiltiiri (6rnegin, kok, embriyo, siirgiin kiiltiirleri) metotlari
geligtirilmistir. Bir ¢ok tibbi bitkide dogada oldugundan
oldukca fazla sekonder metabolit olusunumun goriildigi
siirglin kiiltiirleri yapilmistir. Ornegin Bacopa monnieri
bitkisinden bakozid A (bacoside A) dretimi  i¢in
olusturulan siirgiin kiiltiirinde dogal ortaminda yetistirilen
bitki ile kiyaslandiginda 3 kat daha fazla bakozid A
iretilmistir (Cizelge 5) [30].

¢) Organ Kiiltiirleri
Hiicre siispansiyon kiiltiirii farklilasmamis hiicrelerdir

ve depo yapilart yoktur. Sekonder metabolitler kiiltiirdeki
hiicrelerin vakuollerinde veya stoplazmalarinda
biriktirilirler ya da ortama salgilanirlar. Hiicre icerisinde
sekonder metabolitlerin biriktirilmesi hiicrelerin belirli bir
stire sonra bozulmasina veya Olmesine neden olabilir.
Ortama salinan iriinler ortama salinmig enzimler tarafindan
bozulmaya yatkindirlar. Bu nedenlerden dolayr bazi
sekonder metabolitlerin {iretiminde hiicre siispansiyon
kiiltlirlerine nazaran organ kiiltiirleri sekonder metabolit
iretimine biiylik katkilar saglamaktadir. Cizelge 6’da organ
kiiltiirleri ile kallus ya da hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden
daha ¢ok miktarda {iretilmis sekonder metabolitler
gosterilmisgtir.  Son yillarda birgok arastirmaci hiicre
stispansiyon kiiltiirli yaninda transformasyona ugramis kok
kiiltiirlerine yonelmistir.

Cizelge 5. in vitro hiicre kiiltiirlerinde elde edilen sekonder metabolitler

Bitki Tiirleri

Lavandula viridis
Her

Ocium basilicum

Cistus creticus
subsp. creticus

Valeriana
glechomifolia

Larrea divaricata

Vitis vinifera

Salvia spp.

Berberis buxifolia
Lam

Silybium marianum

L)

Stevia rebaudiana
Bertoni

Hypericum
perforatum L.

Glycyrrhiza glabra

Panax ginseng

Thalictrum minus

Papaver
somniferum

Sekonder Metabolitler

3-O-kaffeoilkuinik, 4-O-kaffeollkuinik, 5-O-
kaffeoylquinic, rosmarinik asitler, luteolin ve

pinosembrin

B-karyofillen, esansiyal yaglar

Labdan diterpenler

Valepotriatler

Nordihidroguaiaretik asit

Anthosiyaninler

Terpenoidler, polifenoller

Berberin

Silimarin

Steviosidler

Hiperisin, psiidohiperisin ve hiperforin

Flavonoidler

Ginsenosidler

Berberin

Sanguinarin

Aktivite
Antioksidan, anti-kolinesteraz

Antiviral, antioksidan,
antibakteriyal. Aroma

Antibakteriyal, sitotoksik

Mild sedative

Antioksidan, inhibitors of
lipoksigenazlar

Antioksidan

Antioksidan, antimikrobiyal, anti-
enflamatuar, anti- karsinojenik

Antibakteriyal, anti-diarrheal,
antispasmodic

Anti-enflamatuar, antioksidan,
anti- karsinojenik

Tatlandirict

Norolojik rahatsizliklar ve
depresyon tedavisi

Antimikrobiyal,

Antioksidan

Anti-bakteriyal, anti-diaral,
antispasmodik

Anti-karsinojenik, antimikrobiyal

Referanslar

Costa et al. (2013)

Bertoli et al. (2013)

Skoric et al. (2012)

Russowski et al. (2013)

Palacio et al. (2012)

Nagamori et al. (2001)

Marchev et al. (2013)

Alvarez et al. (2009)

Sanchez- Sampedro et
al. (2008)

Rajasekaran et al.
(2008)

Zobayed et al. (2003)

Lietal. (1998)

Huang et al. (2013a),
Huang et al. (2013b)

Kobayashi et al. (1988)

Park et al. (1990)

Cizelge 6. Kallus veya hiicre stispansiyon kiiltiiriine gore yiiksek verimlikte sekonder metabolit iiretilen organ kiiltiirleri [13]

Metabolit Bitki tiirii Kiiltiir formu
Digitoksin Digitalis purpurea Stirgiin
Diosgenin Dioscorea composita Stirgiin
Skopolamin Datura innoxia Kok

Tropan alkaloidler Hyoscyamus niger Kok
Vithanolidler Withania somnifera Siirgiin
Thiofenler Tagetes patula Kok
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Bitki hiicre kiiltiirlerinde, hiicrelerin yavas biiyiimesi,
iki kat hacme ulagma siiresinin (doubling time) yiiksekligi
(yaklagik 30-40 saat), belirli maddelerin tiretim digtikliigii
(L. erythrorhizon siispansiyon kiiltiiriinden sikonin {iretimin
hacimsel miktar1 0,1 gr L'd? olarak bildirilmistir),
parcalanmaya kars1 yiiksek hassasiyetleri ve kiiltiir
ortamina iiriin saliniminin kolay olmamasi baslica sorunlari
olusturmaktadir. Hiicre kiiltlirinde yasanan bu zorluklari
iistesinden gelen en 6nemli organ kiiltiirii ¢esiti kok (hairy
roots) kiiltiirleridir. Kok  kiiltiirleri  Agrobacterium
rhizogenes ile doniigtiiriilmiis devamh biiylime gosteren

dokularla elde edilir. A. rhizogenes bitkilerde kok
hastaligana (hairy roots) sebep olan bir gram (-) toprak
bakterisidir. Bitkilerde biiyiime oraninda artig, genetik
stabilite ve hormonsuz ortamda biiylime A. rhizogenes ile
doniigiime ugramig bitkilerde in vitro kiiltiirlerde goriilen
ozelliklerdir. Normal kok kiiltiirleri de sekonder metabolit
iretebilmektedir ancak transforme edilmis kok kiiltiirleri
biyokiitle iiretiminde daha hizhidir, daha fazla yanal
dallanma ve sekonder metabolit verimi gdstermektedir

(Cizelge 7).

Cizelge 7. Kok (HR) kiiltiirlerinden sekonder metabolit tiretiminde yapilmus giincel ¢aligmalar [11].

Bitki tiirii Sekonder metabolit Hacim
Arachis hypogaea Resveratrol 250 ml F
Artemisia annua Drimartol A 250 ml F
Beta vulgaris Betalains 500 ml F
Brassica rapa Glucosinolates 250 ml F
Brugmansia candida Anisodamine 1.51B
Centella asiatica Triterpenoids 100 ml F
Catharanthus roseus Catharanthine 250 ml F
Alkaloid 250 ml F
Chinese cabbage Indole glucosinolates 100 ml F
Coleus blumei Rosmarinic acid 100 ml F
Datura stramonium L. Hyoscyamine 250 ml F
Fagopyrum esculentum M. Rutin 100 ml F
Gentiana macrophylla Gentiopicroside 150 ml F
Glycyrrhiza uralensis Flavonoid 100 ml F
Gossypium hirsutum L. Gossypol 250 ml F
Panax quinquefolium L. Ginsenoside 250 ml F
Plumbago indica Plumbagin 250 ml F
Psoralea corylifolia Daidzein 250 ml F
Genistein 250 ml F
Psoralen 250 ml F
Salvia miltiorrhiza Tanshinone 200 ml F
250 ml F
125mlF
Salvia sclarea Diterpenoid 101B
Taxus x media var. Hicksii Paklitaksel 250 ml F

F Erlen, B biyoreaktor, DW kuru agirhk, FW yas agirlik

Tgerik

4. 3 nmol/g DW (kok),

420. 7 nmol/g DW (ortam)

1. 2% DW (ort. Ekstrat)

Referans

Condori et al. (2010)

Abbott et al. (2010)

383.2mgl/l Zhai and Zhong (2010)
47.1 mg/g DW Georgiev et al. (2010)
80 Imol/g DW Kastell (2009)

10. 1 mg/g DW Cardillo et al. (2010)
0. 55% DW Kim et al. (2010)

1. 96 mg/g DW Wang et al. (2010)

4 mg/g DW Li et al. (2011)

1. 6 Imol/g FW Zang et al. (2009)

78 mg/g DW Bauer et al. (2009)
110. 3 mg/Il Amdoun et al. (2010)
1. 3 mg/g DW Kim et al. (2010)

0. 11 mg/g DW Zhang et al. (2010)

28. 38 mg/g DW

Zhang et al. (2009)

2.43 mg/g DW Verma et al. (2009)
200 mg/g DW Mathur et al. (2010)

11. 96 mg/g DW g%nlgl(;padhyay etal.
2.06% DW Shinde et al. (2010)

0. 37% DW

3 mglg DW I(BZ%Sgg)ran and Jayabalan
6.9 mg/l Yan etal. (2011)

2.727 mg/g DW

Kai et al. (2011)

1. 59 mg/g DW Zhao et al. (2010)
67.5 mg/g DW Kuzma et al. (2009)
568. 2 Igl Syklowska-Baranek et al.

(2009)



S. Topcu ve H. Colgegen | DERLEME, 8 (2): 09-29, 2015 17

d) Somatik Embriyo Kiiltiirieri

Bitki doku Kkiiltiirinde somatik embriyogenez kavrami
ilk kez 1958 havug vejetatif hiicrelerinde kesfedilmistir
[36,44].

Somatik embriyogenez, Williams ve Maheswaran
(1986) tarafindan gametlerin birlesimi olmaksizin haploid
veya diploid hiicrelerin  karakteristik  embriyonik
asamalardan gecerek bitkiyi olusturmasi siireci olarak
tamimlanmstir [51]. Kisacasi, vejetatif hiicrelerden geligen
embriyolar somatik embriyo olarak isimlendirilir. Direkt ve
indirekt olmak {izere tizere iki sekilde gergeklesmektedir.
Aralarindaki fark kallus olusum sathasinin  direkt
embrogenezde bulunmamasidir.

Tiirkiye’nin endemik tibbi  bitkilerinden Digitalis
trojana Ivan. igin hem siirgiinlerinden organogenez yolu ile
hem de direkt somatik embriyo kiiltiirleri basar ile
gerceklestirilmistir [15,48]. Digitalis tiirlerinde goriilen
sekonder metabolitler olan digoksin {iiretiminde somatik
embriyogenezin de kullanilma potansiyeli bulunmaktadir.

In vitro Kiiltiirlerde Sekonder Metabolit Uretimi icin
Optimizasyon

Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri sekonder metabolit
dretimi amaciyla yapiliyorsa caligmalart bazi agamalari
tamamlayarak ilerletmek gerekir (Cizelge 8).

Cizelge 8. Bitki hiicre ve organ kiiltlirlerinde sekonder
metabolit liretimini artirma stratejileri (Murthy et al.’dan
degistirilerek 2014).

1. Asama

* Hiicre hatlar1 veya klonlarin se¢imi
» Ortam optimizasyonu
* Besin ortaminin ve tuz direncinin etkisi
« Karbonhidrat kaynaginin ve konsantrasyonun etkisi
* Azot kaynaginin etkisi
* Fosfat ve bilyiime diizenleyicileri miktarlarinin etkisi
+ i¢erik hacminin etkisi
« Kiiltiir sartlarinin optimizasyomu
* Sicakligin etkisi
* Isik yogunluk ve kalitesinin etkisi
« Hidrojen iyonu konsantrasyonunun (ortam pH) etkisi
« Karigtirma ve havalandirmanin etkisi

« Elisitasyon

+ Besin eklenmesi

* Prekiirsor eklenmesi

* Permeabilizasyon

* Sabitleme

* Metabolitlerin segici emilimi veya faz sistemler

» Biyotransformasyon

* Sekonder metabolit kaynagi olarak organ kiiltiirleri
* Hiicre ve organ kiiltiirlerininde dlgek artirimi

* Biyoreaktor uygulamalarina gecis

Genel olarak, sekonder metabolit liretimi i¢in in vitro
bitki hiicre kiiltiirlerinin uygulanmasinda iki temel asama
vardir. Birincisi in vitro kiiltiir ortaminin kurulmasi ve
stirdiirilmesi ile ilgilidir. Bu asama kiiltiir sartlarmimn
optimizasyonunu (kiiltiiriin igeri, 151k, karanlik, sicakli vb)
ve yeni ortamlara gegisler (alt kiiltiir) esnasinda kiiltiiriin
canliliginin siirdiiriilmesini igerir. Genellikle bu agamada
dogada goriilenden daha siklikta, genetik ve epigenetik
degisiklerin birikiminden kaynaklanan in vitro kiiltiirlerin
karakteristigi olarak somaklonal varyasyonlar goriiliir. Bu
varyasyonlar dokular kaynak bitkiden alnip kiltiir
ortamina alindiginda genellikle indirek kiiltiirlerde goriiliir.

Hiicre ¢ogalmasi morfolojik, genetik, molekiiler ve
biyokimyasal seviyede heterojen bir hiicre populasyonu
iretir ve zaman gegtikce artar. Bu nedenle iiretim hatti
boyunca siirekli olarak gézlem ve secimin uygulanmasi
gereklidir, Eger in vitro kiiltiirlerde bu esas ihmal edilirse
yiiksek verim elde etme girisimine ¢ogu zaman ulagilamaz.
Ikinci asama verimi artirmak igin sartlarin optimizasyonu
ve laboratuvar  Olgeginden  biyoreaktor  Olgegine
yiikselmektir [3].

Bitk hiicre kiiltiirleri ile sekonder metabolit iiretimi igin
yapilan caligmalarin ¢ok az bir kismu endiistriyel 6lgekte
uygulama alani bulabilmistir (Cizelge 9).

Cizelge 9. Bitki hiicre kiiltiirii ile sekonder metabolitlerin
endiistriel tiretimi [2].

Metabolit Bitki Tiirii Uretici

Mitsui Petrochemical
Ind. Ltd.

Nitto Denko Corp.

Lithospermum

Sikonin erythrorhizon

Cinsenosidler ~ Panax ginseng

Muitsui Petrochemical
Ind. Ltd.

Phyton Biotech

Purpurin Rubia akane

Paklitaksel Taxus spec.

Kiiltiir Ortamu Bilesenleri ve Kiiltiir Ortami Kosullart

Ortam bilesenleri (karbon, azot, fosfor ve potasyum
kaynaklar1) hem primer metabolizmayr hem de sekonder
metabolizmay1 etkiler. En ¢ok kullanilan in vitro kiiltiir
ortamlarindan biri olan Murashige ve Skoog (MS)
ortaminin kiiltiir icerigi ¢izelge 10°da gosterilmistir.

Cizelge 10. Murashige ve Skoog kiiltiir igerigi (Murashige
and Skoog 1962)

Grup Igerik

Major NH4NO3, KNOg, CaClz. 2H20, MgSO4
inorganik tuzlar | 7H,0, KH,PO,

Kl, H3BO3, MnSO4. 4H20, ZnSO4. 7H20,
NazMOO4. 2H20, CUSO4. 5H20, COCIz.
6H,0

Minor
inorganik tuzlar

Demir Kaynagi FeSO,. 7H,0, Na,EDTA. 2H,0

Vitaminler M_yo-l_nosnol, m_kptmlk asit, piridoksin-HCI,
thiamin-HCI, glisin

Karb0[1 Siikroz

kaynagi

Kiiltiir ortamimin temel bilesenleri makro elementler
olarak bilinen azot, fosfor, potasyum, Kalsiyum,
magnezyum ve siilfiir; mikro elemnetler olarak bilinen
demir, mangan, ¢inko, bor, bakir, molibden; karbon
kaynagi (siikroz, glukoz, laktoz, maltoz, nisasta),
vitaminler, myo-inositol ve bitki bityiime diizenleyicilerdir.

Genelde hiicre Dbiiylimesi ile bilyiimenin ileri
asamalarindaki sekonder metabolit iiretimine yo6nelik iiriin
verimi arasinda ters bir iliski vardir. Bu nedenle karbon,
azot ve fosfor kaynaklarini smirlandirarak biyiimeyi
engellemek sekonder metabolit {iretimini artirmada
oOnerilen bir stratejidir.

Kiiltiir ortamimin diger bilesenleri de verimi artirmak
amaciyla degistirilebilir. Ornegin, Silybum marianum (L. )
Gaertn hiicre siispansiyonu kasiyum bulundurmayan MS
ortaminda biiyiitiilmiis ve sonugta silimarin iiretiminde artis
goriilmiistir. Bir paradoks olarak soya fasulyesi
kiiltiirlerinden kalsiyum ¢ikarildiginda isoflavonoid iiretimi
azalmaktadir.
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Hiicre ve doku kiiltiirlerinde 151k, sicaklik, ortam pH
seviyesi ve ortamdaki temel gazlar gibi kiiltiiriin ortam
kosullarimim biyokiitle artisi ve sekonder metabolit iiretimi
tizerindeki etkisi de aragtirilmugtir [30].

Kiiltiire alinmis hiicre ve organlar igin genellikle 17 —
25 °C sicaklik kullanilmustir. Ancak her bir bitki tiirii farkli
sicakliklarda ~ optimum  biiylime ve  metabolizma
sergileyebilmektedir. Bitki biyoteknolojisinin ilk gelisim
donemlerinden itibaren sicakligin etkisi arastirilmaktadir.
Morris (1986) Catharanthus roseus 'un C87 hiicre hattinda
yaptigi gahismalarindamaksimum biiyiimenin 35 °C’de,
maksimum kuru agirhk veriminin (0. 47 g g™) 25 °C’de
gergeklestigini bulmustur. Scragg ve arkadaslari (1988) ise
ayni bitkinin ID1 hiicre hattin1 20, 25 ve 30 °C de aligmis
ve maksimum biyokiitle verimimin (0, 65 g g*%) 25 °C’de
gergeklestigini bulmustur [30].

Isik, hiicre ve organ kiiltiirlerinde biiyiime ve sekonder
metabolit iiretimini etkileyen bir enerji kaynagidir. Chan
ve arkadaslari (2010) Melastoma malabathricum
kiiltiirlerinde farkli ortam faktorii olarak 151k yogunluk ve
nin (devamli ve devamli karanlik) hiicre biyokiitle verimine
ve antosiyanin iretimine olan etkisini aragtirmstir.
Ortalama bir yogunlukta (300 - 600 lux) antosiyanin
iretiminde artig tetiklemis, 10 giin boyunca devaml
karanliga birakilmada en diisiik pigment icerigi gozlenmis
ve 10 giin boyunca 1s18a birakilmada en yiiksek pigment
igerigi gdzlemlenmistir.

Ortam pH seviyesi genellikle 5-6 arasinda
(otoklavlanmadan Once) ayarlanir ve ekstrem degerlerden
kagiilir. Hidrojen iyonlarmin konsantrasyonu kiiltiir
ortaminda besinlerin tiiketilmesi veya metabolit birikimi
nedeniyle degisir. Ornegin McDonald ve Jackman (1989)
kiiltiir ortaminda amonyum asimilasyonu ve nitrat tiiketimi
nedeniyle ortam pH seviyesinde azalig ve artislar oldugunu
bildirmislerdir [30].

Bitki Yasi Ve Icerigin Hacmi

Baglangic materyalinin  yasi sekonder metabolit
diretiminin organizmanin fizyolojik yasma duyarli olmasi
nedeniyle anahtar bir etkendir. Ayrica kiiltiire alinan canli
icerigin (inoculum) hacmi de 6nemlidir. Her bir alt kiiltiire
alma isleminde taze besi ortamina konulan hiicrelerin
miktar1 biliyiime oranmi ve de dolayisiyla sekonder
metabolit iiretim verimini de etkileyecektir. Genel olarak
konulan hiicre yogunlugunun diisiiriilmesi bilylime orani ve
sentez hizini artirir ve son iirlin miktarini distirtr.

Icerik hacminin biyokiitle ve sekonder metabolit
iretimi {izerine olan etkisi konusunda bir¢ok c¢aligma
yapilmustir. Perilla  frutescenshiicre  siispansiyon
kiltiirlinde, litre basmna konulacak hiicre hacminin 50 g.
yas agirliga ayarlanmasi ile litrede maksimum 38, 3 g. kuru
agirlikta hiicre yogunlugu elde edilmis, ayrica antosiyanin
iretimi 23 kat artmgtir [30].

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri (BBD)

BBD ‘lerin hiicre biiylimesi ve sekonder metabolit
tiretimine 6nemli bir etkisi vardir. Primer metabolizma
bitki hayatina enerji ve yapisal birimler getirirken BBD’ler
her bir kisimin biiyiimesini diizenler ve bitkinin biitiiniine
entegre  eder. Genel anlamda BBD’ler diisiik
konsantrasyonlarda fizyolojik siireglere etki eden bitki-
organik molekiilleridir. Bu siirecler biiyiime, farklilagsma
ve gelismedir. Stoma hareketleri gibi diger siirecler de
BBD’lerden etkilenirler. BBD’ler genelde su gruplar
icinde siniflandirilir; oksinler, sitokininler, giberilinler,
etilen, absisik asit ve jasmonik asit. Bunlardan oksinler ve
sitokininler in vitro kiiltiirde 6nemlidirler.

Cikarma ve Eklemeler,
Addition or Precursors)

Son iriinlerin ¢ikarilmasi inhibitor etkisini gidermek
maksathidir. Bu yaklasimin faydali etkisi C. rosesus
stispansiyonlarinda Miracloth goézeneklerine ilisik recine
eklenmesine miiteakip ajmalisin artisinda gosterilmistir
(Wong et al. 2004).

Prekiirsorler (Removal and

Uyarma (Elisitasyon)

Bitki kokleri, hiicre siispansiyonlar1 ve kalluslardan
ortama salinan kimyasallar genel olarak eksiidatlar olarak
tanimlanir. Eksiidatlar bitkinin ¢evresine adaptasyonunda
6nemli rolleri olan ¢ok miktarda gesitli biyoaktif bilesik
igerirler. Ortama bir ¢ok ¢esit bilesik salma yetenegi bitki
hiicrelerinin en goéze c¢arpan metabolik &zellikleridir.
Fotosentez yolu ile fikse edilen karbonun %5-21°1 kok
hiicrelerinden eksiide edilir. Eksiidasyon siireci iyonlar,
serbest oksijen, su, enzimler, miisilaj ve karbon
bulunduran g¢esitli primer ve sekonder metabolitlerin
salinimin1 kapsar. Eksiidasyon beslenme durumu, 151k
yogunlugu, sicaklik gibi bir ¢ok biyotik ve abiyotik
faktorlerden etkilenir. Exiidasyonla salinan bilesiklerin
verimini artirmak i¢in ¢esitli teknikler gelistirilmistir [11].

Elisitorler, biyolojide, yasayan bir organizma ile
karsilastiklarinda bagka bir bilesigin sentezlenmesini aktive
eden bilesiklerdir. Ornek olarak, iiziim asmasi hiicre
kiiltiirlerinde delta-viniferin biyosentezini uyaran jasmonik
asit molekiilii gosterilebilir [39].

Gliniimiizde sekonder metaboliter hakkinda genel kabul
bitkinin savunma sisteminin pargalart oldugudur. Hiicre

veya kok  hiicreleri  ¢esitli  biyotik  [enzimler,
mikroorganizmalarin hiicre duvart kisimlari,
mikroorganizma  polisakkaritleri  (Kitin, glukan),
glikoproteinler, fiziksel hasarlara karst bitki tarafindan

iretilen fitokimyasallar, mantar yada bakteri saldirilari,
bitki hiicre duvar polisakkaritleri (pektin, seliiloz) ¢itosan,
glukanlar, saliklik  asit, bitki  aktivetleri ile
mikroorganizma hiicre duvarinda olusan metil
jasmonat]yada abiyotik [inorganik tuzlar, agir metaller,
UV ignlar, asirt tuzluluk, yiiksek yada diisiik ozmolarite,
asir1 sicaklik, ve yiiksek basingin] faktorlere maruz
kaldiklarinda sekonder metabolit verimlerinin arttig1
goriilmiistiir [11]. Elisitér kullanmanin avantaji olarak bu
iriinler siklikla ortama salinirlar (Brodelius 1990).

Farklilagsma ve Kompartmanlsama (Differentiation and
Compartmentation)

Sekonder metabolit birikimi bitkinin biiylime ve
gelismesine bagli olarak iki farkli sekilde gergeklesir: (1)
Biilyiimenin durgun fazi esnasinda yada farklilasma ile
baglantili olarak(V. vinifera kiltiirlerinden antosiyanin
iretiminde oldugu sekilde), (2) Hizli biiylime fazi
esnasinda, (soya bitkisinin  kallus  siispansiyon
kiiltiirlerinden flavonoid iiretiminde oldugu gibi). Ikinci
durum daha sik goriiliir ¢iinkii bitkinin belirli sekonder
metabolitleri sentezleyebilmesi igin belirli bir derecede
farklilagmaya ihtiyact vardir.  Sekonder metabolitlerin
biyosentezi bitkinin biitiin hiicre ve dokularinda yapilabilse
de genellikle bazi sekonder metabolitlerin biyosentezi
belirli dokularla hatta belirli hiicrelerle sinirlandirtlmigtir.

Hiicre kompartmanlagmasina da ayriva dnemlidir. Bazi
molekiiller sadece stoplazmada iretilirken digerleri
kloroplast, mitokondri ve endoplazmik retikulumda {iretilir.
Panax japonicus var.  repens’in in vitrohiicrelerinde
cinsenosid  olusumunun, PPD-tipi  cinsenoidlerin
biririktirilmek ~ iizere  vakuollere  ydnlendirilmesinin



S. Topcu ve H. Colgegen | DERLEME, 8 (2): 09-29, 2015 19

malonilasyona bagli olmasi nedeniyle kompartmanlasma
ile yakindan ilgili oldugu ileri siiriilmiistiir.

Sekonder metabolitlerin biiyiik bir kismi hidrofiliktir ve
dolayisiyla hiicrede ana depo alanlar1 vakuollerdir.
Hidrofobik sekonder metabolitlerin depo alanlar1 ise
membranlar, vezikiiller, 6lii hiicreler ve hiicre duvari gibi
hiicredist yapilardir [11].

Uriin elde etme maliyetlerini diisiirmede bilesiklerin
vakuollerden  kiiltiir ~ ortamina transferini  artirmak
faydalidir. Sivi ortamlardan metabolitlerin alinmasi en
kolay ve verimli yoldur. Bu nedenle hiicre siispansiyon
kiiltiirleri ve kok kiiltiirleri daha ¢ok ilgi gormektedir [11].

Biyotransformasyon

Biyotransformasyonlar hiicre, organ veya enzimler
tarafindan  katalizlenen = kimyasal  reaksiyonlardir.
Biyotransformasyonlar hiicre, organ veya organizmalar

tarafindan  basit subsratlarin bir araya getirilmesi ile
olusturulan kompleks iiriinlerin  biyosentezinden
farklidirlar. Ayrica kompleks maddelerin  kiigiik

birimlerine indirgendigi biyodegredasyonlar1 da farklidir.
Biyotransformasyon yeni iriinler olusturmada ve bilinen
irtinleri daha verimli iretmede biiyiik bir potansiyele
sahiptir [24].

Ramachandra et al. (2000) Capsicum frutescens serbest
yiizen ve sabitlenmis hiicrelerini protekatekuik aldehid ve
kafeik asiti (protocatechuic aldehyde and caffeic acids)
vanilin ve kapsaikine (capsaicin) doniistiirmek igin
kullanmiglardir.  Ayrica Li et al. (2005) kiiltiire alinnig
hiicre ve kiiltiirlerde cinsengi paeonol’ii glikozidlerine
doniistirmede kullanmuglardir [30].

Permeabilizasyon

Kiiltiire alinmis hiicreler, hiicre i¢i sekonder
metabolitlerini daha ¢ok vakuollerde biriktirir. Dolayisiyla
bu {irlinlerin ortama saliniminin gergeklestirilmesi amacryla
cesitli uygulamalar gelistirilmeye ¢alisilmustir. Uriinlerin
vakuollerden saliniminin bagarilmasi i¢in agilmasi gereken
iki adet membran engeli vardir; hiicre zar1 ve tonoplast.
Hiicre permeabilizasyonu bir veya daha fazla membran
sisteminde molekiillerin gegebilecegi por olusumuna
dayanir.  Bitki hiicrelerinde permeabilizasyonu hizla
gerceklestirmek igin bir ¢ok girisimde bulunulmustur.
Hiicre gegirgenligini artirmak i¢in ¢ok cesitli metotlar ve
ajanlar kullanilmigtir. Bu ajanlar arasinda pH degisikligi,
dimetilsiilfoksid (DMSO), Tween 20 (polioksietieln
sorbitan monolurat) ve ¢itosan eklenmesi gibi kimyasal
uygulamalar ve wvurgulu (pulsed) elektrik alanlar,
ultrasonik ve yiiksek hidrostatik basing gibi fiziksel
uygulamalardir [11].

Sabitleme (Immobilization)

Hiicre sabitlemesinde baglica iki yontem vardir; (1)
jele hapsetme yontemi ve (2) yiizey sabitleme yontemi. En
¢ok kullanilan yontem ise jele hapsetme yontemidir [30].
Sabitleme (Immobilization) bitki hiicrelerini, kosullar
sekonder metabolit iiretimi i¢in daha uygun hale getiren bir
mikro g¢evre i¢inde yakin temas halinde biiyiimeye zorlar.
Temel olarak, bitki hiicreleri, bir polimerik matris (aljinat,
agar, karrajenan, kitosan, jelatin boncuklar veya ylizeyler)
icine sabitlenir ve bilyiimelerinin duragan fazindaki
hiicrelere uygun ortam kosullar1 saglayan bir tank iginde
kiiltire alinir [3]. En ¢ok kullanilan matris Kkalsiyum
aljinattir.  Kullanilan martiks, hiicrelere karsi toksik
olmamali, pahali olmamali ve iyi bir polimerizasyon
aktivesine sahip olmalidir [30].

Sabitleme yontemini ilk kez Brodelius ve arkadaslari
(1979) tarafindan Morinda citrifolia, Digitalispurpureave
Catharanthus roseus kiiltiirlerinde rapor edilmistir [30].
Diger bir yontem olarak yiizey sabitleme, kiiltiire alinmig
hiicrelere, siv1 igine daldirilmig sabit yiizeylere tutunma
avantaji  saglar. DiCosmo ve arkadaglart (1994)
Catharanthus roseus, Nicotiana tabacum ve Glycine
max ta metabolit liretiminde bitki hiicrelerinin ylizeylere
tutunumu ve cam elyaflara  sabitlenmesi g¢alismalarini
derlemislerdir [30].

Attree ve arkadaglari (1994) biyoreaktorde Ak ladin
(Picea glauca) embriyolarini tirettiklerini bildirmiglerdir.
Biyoreaktor kiiltir haznesi ve ortam deposundan
olusmustur.  Kiiltiir haznesine olgunlagsmamis somatik
embriyolar (proembryo) sivi ortamin yiizeyindeki emici
pedde kiiltiire birakilmustir.  Taze ortam peristaltik pompa
ile hazneye bir uctan verilmis, diger taraftan tiikenen ortam
yercekimi etkisiyle alimustir. 7 haftalik kiiltiir
donemininin sonunda elle miidahele edilmeden tek
hazneden 6300 adet normal goriiniimli kotiledon
agamasinda embriyo elde edilmigtir. Somatik embriyolar
kurumadan sonra yiikksek oranda normal fidelere
doniismiistiir [26].

Paques ve arkadaslart (1995) sivi ortam iizerinde
poliliretan katmanli biyoreaktorde EMSs’den (embryonal
suspensor masses)  Picea abies’ta kotiledon asama
embriyolarm1  iiretmeyi basardiklarini  bildirmislerdir.
EMSs’ler s1v1 olgunlagma ortamna dik olarak yerlestirilen
politiretan katmana sabitlenmis ve araliklarla sivi ortama
daldirilmistir [26].

Biyoreaktorler

Tanim ve Tarihsel Gelisimi

Biyoreaktor i¢in yapilan g¢esitli tanimlar bulunmaktadir.
Biyoreaktorler, iglerinde canli organizma, hiicre veya
dokularin, sivi  besin ortaminda kiiltiire alindigy,
igerisindeki sartlarin sik1  bir sekilde kontrol altinda
tutuldugu mekanik kap veya tanklar olarak tanimlanabilir.
Biyoreaktor terimi genellikle fermentor ile es anlamli
kullanilir. Ancak ferment6ér anaerobik ortamda sekerden
alkol elde etmekte kullanilan dar bir anlam tagimaktadir.
Biyoreaktorleri geleneksel kimya reaktorlerinden ayiran

temel fark canli-biyolojik iceriklerin kontrolii ve
desteklenmesidir [41].
Biyoreaktor, bir baslangi¢ materyalinden ulasilmak

istenen Uriinleri elde etmek i¢in bir yada daha fazla
biyokimyasal tepkimeyi gergeklestirmekte kullanilan bir
ara¢ veya aygit olarak da tanimlanabilir. Biyoreaktorler
biyolojik temelli siireclerin gelisiminde ulasilan son
adimlar temsil eder. Genel olarak, biyoreaktoriin temel
islevi; etkin hiicre biiylimesi ve metabolizma igin ¢esitli
anahtar ¢evresel (kimyasal ve fiziksel) faktorleri siki bir
sekilde diizenlenmek suretiyle en uygun kosullari
saglamaktir [23].

Biyoreaktor,  kiltiir ortamindaki pH, sicaklik,
¢oziinmils  oksijen  miktarin1  algilayan  problarin
yerlestirildigi, kiltir ortaminin aseptik  sartlarini

bozmaksizin taze ortam eklenmesine ve {riinlerin
cikarilmasina (operasyon moduna gore) , pH diizenlemesi,
hava saglama, karigtirma ve 1s1 kontroliine imkan saglayan
bir elektronik kontrol paneline sahip cam, plastik veya
celikten yapilmis tanktir. Boylelikle biyoreaktor kiiltiir
sartlarinin yakin takibini miimkiin kilan, gerekli fiziksel ve
kimyasal miidahaleleri programlandigr sekliyle yerine
getiren mekanik ve elektronik 6zelliklere sahip teknolojik
bir sistemdir.
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29 Mayis 1956°da Routine ve Nickell (Pfizer & Co Inc,
NY, ABD ile birlikte) bitki hiicrelerinin in vitro {iretiminde
ilk patenti almuslardir. “Bitki dokularinin kiiltiire alinmas1”
bagligi altindaki patentte bazi bitkilerin (6rnegin; eksi
yonca- sorrel, kokulu yonca- sweet clover-Melilotus ssp. ,
sabir otu- Agave ...) dokularin1 20 L damacana sistemine
daldirlarak kiiltiire aldiklarini belirtmislerdir [22].

1960’larin basinda NASA yenileyici hayat destek
sistemleri i¢in bitki hiicre kiiltiirleri iizerine bir arastirma
baglatti. Bitki hiicre kiiltiirleri  farkli  yercekimi
ortamlarinda (uzay mekikleri, parabolik  uguslar,
biyosatelitler, Salyut ve Mir uzay istasyonlari) yetistirildi.
Sonrasinda V-geklinde camdan yapilmis konik bir reaktor
(Veliky ve Martin 1970) bitki hiicre siispansiyonu igin
kullanildi. 1970’lerin  sonunda bitki hiicrelerinin
parcalanma stresi kavrami gelisti ve bir 10 yil siire
boyunca sadece hava kaldirmali (air-lift) biyoreaktorler
kullanildi [22].

Biyoreaktorler mikrogogaltim i¢in ilk kez 1981°de siis
bitkisi olarak ticari 6nemi olan begonya ¢icegi (Begonia
hiemalis ) ¢ogaltiminda kullanilmustir [46].

Sikonin biyoreaktor ile iiretilerek piyasaya siiriilen ilk
sekonder metabolittir (1984). Mitsui Petrochemical Ind.
Co. Ltd. sirketi 750 L. ’lik biyoreaktorlerde Lithospermun
erytrorhison bitkisi hiicrelerinde elde etmistir.

ikinci olarak ise 2002 de piyasaya siiriilen Taxol’diir
(Bristol Myers Squibb). Bugiine kadar bitki hiicre ve doku
kdiltiiriiniin ticari olarak uygulanan en biiylik drnegini teskil
eder (Taxus chinensis)[13].

Bu arada akademik ¢aligmalar devam etsede 20 yillik
bir bosluk bulunmaktadir. Sonrasinda birgok sekonder
metabolit biyoreaktorlerle iiretilerek piayasaya siiriilmiistiir.
Son zamanlardaki diger basarili bir ticari uygulama Giiney
Kore’de “CBN Biotech Company” firmasinin 2002
yilindan itibaren 10, 000 L’lik biyoreaktorlerde yillik
ortalama 45 ton (yas agirlik) ginseng yanal koklerini GMP
(good manufacturing practice) standartlarinda iiretmesidir

[5].

Hiicre ve Doku Kiiltiirii Tekniklerinin
Biyoreaktorlerde Uygulanmast

Bitki hiicreleri farkli sekillerdeki biyoreaktorlerde
yetistirilmektedir ancak bu teknolojinin faydali sekonder
metabolitlerin genis ¢apta {iretimine uyarlanmasinda
¢Oziilmesi  gereken  ¢esitli  problemler  mevcuttur.
Biyoreaktorlerde kiiltiir ortamint ve sekonder metabolit
iretimini etkileyen c¢esitli faktorler arasinda; atmosfer
gazlari, oksijen destegi, CO2 dongiisii, pH, karbohidratlar,
bliyime diizenleyiciler, sivi ortam akigskanligi, hiicre
yogunlugu sayilabilir.

Somatik embriyo kiiltiiriinde olgek artirma ilk kez
havug i¢in 20 L’lik bir damacana (carboy) sistemi (Backs-
Husemann and Reinert, 1970) igerisinde denenmis ancak
sadece birka¢ tane embriyo olusturulabilmistir. Bu bitkide
somatik embriyo iiretimi ¢aligmalar1 devam etmis ve Kessel
ve Carr (1972) dogru ¢oziinmiis oksijen miktar1 %16
oldugunu tespit etmis, Dougall ve Verma (1978) azot
kaynagi olarak sadece amonyum kulanarak ve uygun pH
saglayarak basartya ulagmustir.

Yonca (alfalfa)’dan indirekt embriyogenez ile embriyo
iretimi i¢in farkl kiiltiir sistemleri denemeleri yapilmistir.
Chen ve arkadaglari, (1987) karistirmali biyoreaktorde
yaptigi denemede 110 rpm’de karistirilan 2 L’lik
erlenmayerdekine yakin sonuglar elde etmistir [17].

Biyoreaktor Cesitleri

Biyoreaktorler ilk olarak mikrobiyal teknolojiye
yonelik olarak kullanildi ve hemen hemen karistirmali tank
reaktorleri (STR) ile sinirliydi.  Sonrasinda bitki hiicre
kiiltirlerine uygulandi. Karistirma ve havalandirmayi
saglamada mekanik veya gaz iifleyen Dbiyoreaktorler
kullanild1 (Ziv, 1995). Daha sonra biyoreaktdrlerde

biyokiitle  iiretimi, organogenez  ve  somatik
embriyogenezle mikrogogaltimda etkin bir sekilde
uygulandi.  Sivi kiiltiir ortami1 mikrogogaltimda besin

maddelerinin alinimu artt1 ve biiylimeyi tesvik etti. Ancak
stv1 ortamda in vitro kiiltiiriin bu avantajlar1 yaninda ¢ogu
zaman oksijen yetmezligi (asphyxia), hiperhidrisite
(hyperhydricity) ve parcalanma etkileri (shear forces) gibi
teknik sorunlarla karsilasildi. Bu sorunlari agmak igin
biyoreaktorler zamanla oldukga gelistirildi ve bir g¢ok
model tiretildi (Sekil 4).

Yaptigimiz bu c¢alismada biyoreaktorler icin farkl
smiflandirmalarin yapildigi goriilmiistiir. Biz ise bu farkli
smiflandirmalardan ii¢ tanesini burada siralayacagiz [(1)
operasyon moduna gore, (2) kiiltiir sistemlerine gore ve (3)
Ortamlarin fazina gore biyoreaktorler].

Operasyon moduna gére biyoreaktorler

Operasyon moduna gore biyoreaktorler 3 tiire ayrilir;

a) Seri (batch)

Seri (Batch) biyoreaktér, gerekli biitin igerigin
stirecin en baginda konuldugu, siire¢ igerisinde herhangi
bir eklemenin veya c¢ikisin yapimadigi  kapali bir
sistemdir. Sistem ic¢indeki sartlar besin maddesi
tiiketildikge ve iiriinler biriktikge degisir. Biriken hiicre i¢i
ve hiicre dis1 lirlinler ancak siirecin sonunda ¢ikarilir. Siireg
icerisinde pH, ¢ozlinmiis oksijen ve sicaklik sabit tutulur.
Optimizasyon parametreleri baslangictaki ortam igerigidir
[27].

b) Yar1 Kesikli (fed batch)

Yar1 Kesikli (Fed Batch) biyoreaktdrde,  hiicre
biliyiimesi ve {irlin olusumu i¢in gerekli besinler aralikli
veya devamli olarak bir yada daha fazla hatla takviye edilir.
Kiiltir ortamindan aliacak hiicre biyokiitlesi veya iiriinler
genellikle sadece siirecin sonunda alinir. Bu iglemde kiiltiir
ortami tamamen almabilecegi gibi kismi olarak da (kalan
kisim sonraki siiregte icerik olarak devam edebilir)
gerceklesebilir.  Uriinler siirecin sonunda almacag1 icin
kiiltiir hacmi gittikge artar. Fed Batch biyoreaktor, batch
kiiltiir sistemine gore dinamik bir siire¢ olusturur. Besin
ortaminin akisi ve sinirlayici besinlerin istenildigi zamanda
degistirilebilir olmasi istenilen iiriinlerin konsantrasyonunu
ve Uriinlerin verimini maksimuma ulagtirmada etkili olur
[27].

¢) Devamli (Continous)

Devamlt  (Continous)  biyoreaktorlerde  gerekli
besleyiciler, bir yada daha fazla hatla devamli yada
aralikli olarak ortama takviye edilirken tahliye hattindan
hiicreler, iriinler ve atiklar devamli olarak disar1 alinir.
Takviye ve tahliye hattindan akigin hacmi esit tutularak
istikrarli bir ortam saglanir. Bdylelikle kiiltiir ortamin
hacmi sabit tutulur ve besleyici konsantrasyonu optimal
kosullarda saglanir. Genellikle kimya endiistrisinde
kullanilmaktadir. Tek hiicre protein {iretimi, bazi biralar,
belediyelerin atik su sistemleri haricinde endiistriye genis
capta adapte edilememistir. ~ Sterilitenin saglanmasindaki
zorluk gibi nedenlerden dolayr endiistride baskin
operasyonel kullanimi olan biyoreaktor sistemi degildir
[27].
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Sekil 4. Farkli biyoreaktor dizaynlari [19, 21].

A - Airiniet
CC - Cullure chamber
G - (Gas exhaust
H - Harvest
M - Medium
MG - Mist ganerator
L. Ml - Mist
o R - Resarvoir
A=)
(c)
G
v
A ~
] M I 1
1{ il.? _)_..—.\ _I
o cc
4 — Ccc
__,_ﬂ_}?_u_u__d_qld_wﬂ_“\:y/(]
“_............."I. -"%<:A

cC i

(h) (i)

(a) Kangtirmali Tank Biyoreaktorii - Stirred Tank Bioreactor (STBR, (b) Baloncuk Kolon Biyoreaktorii- Bubble Column Bioreactor (BCBR), (c) Hava

Kaldirmali Biyoreaktor- Air-Lift Bioreactor, (d) Dalga ile karigtirilan (Wave-Mixed Bag) biyoreaktorler- BioWave bioreactor,
Biyoreaktor, (f) Slug Bubble Biyoreaktor, (g) Sprey biyoreaktor, (h) Nemli (Mist) biyoreaktor, (i) Digiik Maliyetli Nemli Biyoreaktor -

Bioreactor (LCMB)

Ote vyandan,  Taxus cuspidata’dan paklitaksel
tiretiminde uygulanan devaml sistemin, batch sistemden

daha verimli oldugunu gosteren ¢alismalar da
bulunmaktadir [40].
Ayrica  devamli  opreasyon  modunun  bir

modifikasyonu olarak tahliye aninda hiicreler harig
tutularak igerigin disar1 alindigi perfiizyon modu da

gelistirilmistir. Boylece kiiltiir ortaminda hiicre
yogunlugu artirilarak sekonder metabolit veriminin
artirlabilecegi  diigiiniilmistir. Her bir operasyon

modunun avantajlar1 ve dezavantajlart bulunmaktadir
(Sekil 5).

(e) Wave & Undertow
Low Cost Mist

Biyoreaktolerler, kiiltiir - sistemlerine gére ii¢ ana
smtifa ayrilir;

- Mikrobiyal biyoreaktdrler

- Memeli hiicre kiiltiirii biyoreaktorleri

- Bitki hiicre/doku kiiltiirii biyoreaktorleri

Ortamlarin fazina gore biyoreaktiorler

Bitki hiicre ve doku kiiltiirlerinde kiiltiire alinan bitki
materyaline besin maddelerinin ulastirilmast i¢in kurulan
ortamin tlirline gore  kabaca sivi, gaz ve hibrit
biyoreaktdrler olarak ii¢ sinifa ayrilabilir. Mckelvey ve
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Batch Fed- Batch

Perflzyon Devamli

Slrece Mudahale Dusiik/ Orta Orta Yuksek Orta
Maliyet Dusiik/ Orta Disik Orta Disik
Toplam Verim Dusiik/ Orta Disik Yiksek Disik
Hacimsel Grin Verimi Diisik Yiksek Orta Diigik

Sekil 5. Opreasyon modlarinin karsilagtirilmasi [23]. Fr besin takviyesi,

arkadaglar1 1993 ) Hyoscyamus muticus bitkisinde koklere
besin ve oksijen iletiminde siv1 ve gaz fazli biyoreaktorlerin
temel farkliliklarimi aragtiran ilk ¢alismayr yapmuslardir.
Yaptiklar1 c¢alismada reaktér ortaminin kdk gelisimine
etkisini degerlendirmis ~ ve farkh kiiltiir ortamlarinin
biyokiitle olusumunu nasil etkiledigini gostermislerdir [41].

Biz de bu g¢alisgmamizda Sharma ve Shahzad ‘in
(2013) smiflandirmasini esas alip biyoreaktorleri dncelikle
klasik ve gelismis biyoreaktdrler olarak iki sinifta
inceleyecegiz

Klasik Biyoreaktorler

1. Likit (stv1) Fazli Biyoreaktorler

- Karigtirmali Tank Biyoreaktorii - Stirred Tank
Bioreactor (STBR)

- Hava Kaldirmali Biyoreaktor- Air-Lift Bioreactor
(ALBR)

- Baloncuk Kolon Biyoreaktorii- Bubble Column
Bioreactor (BCBR)

- Balon Tip Baloncuk Biyoreaktorii-Balloon Type
Bubble Bioreactor (BTBR)

- Gel-git Biyoreaktorler -
Bioreactor (EFBR)

- Tasimali Akis Biyoreaktorler - Convective Flow
Bioreactor (CFBR)

- Turbin Kanat Biyoreaktorler- Turbine Blade
Bioreactor (TBBR)

- Doéner Kazan Biyoreaktorler -Rotating Drum
Bioreactor (RDBR)

Ebb and Flood

2. Gaz Fazli Biyoreaktorler
- Nemli (aerosol) Kiiltiir Sistemleri - Nutrient Mist
Bioreactor (NMBR)

3. Hibrit Biyoreaktdrler

Gelismig Biyoreaktérler

Tek Kullanimlik (disposible) Biyoreaktorler

- Dalga ile karistirilan (Wave-Mixed Bag)
biyoreaktorler

- Karigtirmali torba (Stirred Bag) biyoreaktorler

- Hava ile karigtirilan torba (Pneumatically-Driven
Bag) biyoreaktorler

- Kutu (Box-In-Bag) biyoreaktorler

Cf hiicre igermeyen kullanilmig ortam, Ef tahliye tanki

Klasik Biyoreaktorler

1. Likit (stvi) Fazl Biyoreaktorler

Karistrmali  Tank  Biyoreaktorii -
Bioreactor (STBR)

Mekanik olarak karistirilan siv1 fazli biyoreaktorlerdir.
Hayvan hiicre kiiltiirlerinden ¢ok bitki hiicre kiiltiirlerinde
tercih edilir. Bitki hiicre kiiltiirlerinin yiiksek 6lgekteki
biyosentetik siireclerde en ¢ok bu tipteki reaktorler
kullanilir. Diinyanin en bilyiik bitki hiicre kiiltiirii tesisi
Almanya’nin Ahrensburg sehrinde kurulmustur ve 75 000
L hacme ulasan STBR bataryalarima sahiptir [41].
Karigtirmali tank biyoreaktorler; cam veya paslanmaz
gelikten imal edilen basit kanstiricilardir.  Karigtirma
diizenegi iistte yada altta olabilir. Biyoreaktoriin
yonlendirme plakasi (baffle) girdap olusumunu engeller.
Ticari biyoreaktorlerin ¢ogu STBR dizaynindadir (Sekil 6).
Bu biyoreaktoriin farkli bitkiler i¢in kullanildig1 galismalar

bulunmaktadir.
U-(— Motor

1

21N

Y

Stirred Tank

B A Baffle
-t Culture medium

—~&— Jacket

=5k Impeller

\F_:'_-f7— Sparger
Air inlet

Sekil 6. Karistirmali tank biyoreaktdr.  Tank igindeki kiiltiirii
karistirmak igin bir mekanik karistirict kullanilir. Bir sparger ile
taze havann girisi saglanir. [1]

Beta vulgaris’ten elde edilen bir hiicre i¢i metabolit
olan betalain gida endiistrisinde dogal boya maddesi ve
farmasotikde kullanilmaktadir. Betalain iiretiminde 125 ml
erlenmayer ile 2 L. karistirmali biyoreaktdr kiiltiiriiniin
karsilastirildigt  bir calisma yapilmis ve sonucunda
biyokiitle, betalain iretimi ve biiyime oraninin
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biyoreaktorde daha diisiik oldugu gorilmistir. Ancak
hiicre agregat ol¢iisti degisiminde ve hiicresel canlilikta bir
fark gozlemlenmemistir. Hiicrelerin hidrodinamik strese
kars1 disartya protein ve polisakkarit salgiladigi dolayisiyla
ortamin  akiginkanhigmin  (rheology)  degistirmesinin
olumsuz etkileri goriilmiistiir [37].

Decker ve Reski (2007) tohumsuz bir bitki olan
Physcomitrella patens’i 15 litrelik karistirmali cam
fotobiyoreaktorde kiiltiire almigtir [16]. Sonrasinda bu
calisma kompleks farmasétiklerin firetimi igin 100 litrelik
Olgekte endiistriye uyarlanmigtir.  Beike ve arkadaglar
(2015) tarafindan yine bir bataklik yosunu olan Sphagnum
palustre nin gametoforlar1 karistirmali tank
fotobiyoreaktdrde basari ile kiiltiire alinmustir [8].

Picea glauca-engelmannii ve P. mariana’ da (kara
ladin)  somatik embriyo {iretimi 7. 5 L kapasiteli
karistirmali biyoreaktorlerde basarili sonuglar vermistir (60
mM siikroz ve 10-12 giinliik inkiibasyon sonrasinda P.
mariana igin 3076 embriyo ml ve 6, 3 gr L * kuru agirlik,
P. glauca-engelmannii igin 2278 embriyo ml *ve 4, 3 gr L°
Ykuru agirhik). Yapilan bu c¢aligmada siikroz
konsantrasyonlarinin 30 mM ile 60 mM arasindaki
degisimi biyokiitle ve somatik embriyo sayisindaki artigla
sonuglanmustir.  Ayrica mekanik karigtirmanin (240 rpm)
somatik embriyo {iretiminde parcalanma stresi (shear
stress) olusturmadigi,  dolayisiyla diger c¢aligmalarda
pargalanma stresini azaltmak igin tavsiye edilen hava
kaldirmali (air-lift)  biyoreaktorlerin  kullanima gerek
olmadigi tesbitinde bulunulmustur [47].

Hava Kaldwmali Biyoreaktor- Air-Lift Bioreactor
(ALBR)

Kule reaktdor olarak da bilinen ALBR’ler; iginde
bulundurdugu hava sizdirmayan (draught tube) bir tiipe,
hava yada baska bir gaz karisiminin girigi ile ortamin
karistirildigi ve havalandirildigi  balon siitun (bubble
column) olarak tarif edilebilir. Gaz sirkiilasyonu igteki
hava sizdirmaz tip veya distaki bir ¢ember (loop)
vasitasiyla (Sekil 7-8) saglanir. Dolayisiyla dikey bir akim
dongiisiiniin oldugu reaktor gaz igeren ve igermeyen boliim
olarak iki boliime ayrilmig olur. STBR’lere benzerdir
ancak karistirict yoktur [41].
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Sekil 7. Distan tiiplii ALBR. [1].

Bitki hiicreleri biiyiik vakuollere ve yavas biiylime
hizina sahiptirler.  Bitki kokleri daha disiik seviyede

oksijene ihtiyag duyarlar. ALBR’ler diisiik miktarda
oksijeni  diisiik  parcalanma  oram1  etkisi  ile
saglayabilmektedir. = Hava, = cam 1zgaradan gegerek
havalandirma fonksiyonu goriir. Bu yontem kok hiicre
kiiltlirlerinde STBR’lere gore daha basarili bulunmustur.
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Sekil 8. Icten tiipli ALBR. Hava tankin dip tarfindan girer ve
dikey yonde akim oOlugturur [1].

Airlift sistemlerin sundugu avantajlar:

- Basit dizayn; hareketli parca ve karistirict
mekanizma bulunmaz, daha az bakim gerektirir, hasar
riski yoktur ve sterilizasyon daha kolaydr.

- Daha az parcalanma orani(shear rate) goriiliir.
Bitki ve hayvan hiicrelerine uygulanabilir

- Kontrollii akim ve etkili karigtirma

- Biitlin agamalar i¢in iyi tanimlanmis siire

- Uriin miktarmi artirmada biiyiik hacimde tank
imkani

Airlift sistemlerin dezavantajlari:

- Genis Olgekte iiretim igin yatirim maliyeti
fazlalig:

- Kopiik olusumu,
ayirmada zorluk

kopiik olustugunda gaz/sivi

Echinacea  purpurea  yanal  kokleri  air-lift
biyoreaktdrlerde (20 L ve 500 L balon tip kabarcik, 1000 L
davul tip kabarcik) kiiltiire alinmig ve total fenolik,
flavonoid ve kafeik asit igerigi arastirilmistir (Biyoreaktor
ortamlart 0. 1 vvm’de steril ile havalandirdi ve 0. 5 den
ligiik captaki kabarciklara karistirilds). 60 giinlik
inkiibasyon  sonucunda 20  L’lik  biyoreaktorle
kiyaslandiginda 500 L ve 1000 L’lik biyoreaktorlerde
biyokiitle ve kafeik asit igeriginde bir kayip yaganmamustir.
Bu ¢alisma E. purpurea yanal kdklerinden yiiksek dlgekte
kafeik asit tiretimi i¢in faydali bir biyoteknolojik uygulama
olarak gosterilmistir [50].

Baloncuk  Kolon Bubble Column
Bioreactor (BCBR)

Koklerin ~ ortama  daldirilldigr  siitun  seklinde
reaktorlerdir (Sekil 9). Sivi ortamin karistirilmas: siitunun
dibine yerlestirilmis hava dagiticiddan kaynaklanan hava
kabarciklarinin - yukar1 yonlii hareketi ile saglanir.
ALBR’lerde oldugu gibi diisiik pargalanma etkisi vardir.
Dolayisiyla siirgiin, sogan (bulbs, corms), yumru, kok
gibi organize yapilar igin kullamighdir [41]. Bu

Biyoreaktorii-
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biyoreaktorlerde karsilagtirmali olarak yapilan g¢aligmalar

bulunmaktadir.
( Gas outlet

~&— Culture medium

Air inlet

Sekil 9. Bir BCBR. Kiiltiir ortamu tankin dip tarfindan giren
havanm etkisiyle karigtirihr. [1].

Kus gribinin (influenza A, H5N1) tedavisinde oral
olarak kullaninilabilen tek ilag olan oseltamivir’in -ticari
iirtin Tamiflu® (Roche Pharmaceuticals)’nun-, endiistriyel
sentezinde tek kaynak olarak kullanilan sikimik asiti sandal
agacindan (Santalum album) hiicre siispansiyon kiiltiirii ile

retimi air-lift biyoreaktore uygulanmustir. 7 adet paralel 2
L’lik air-lif biyoreaktor ile 3 haftalik kiiltiir sonucunda 0.
95 kg biyokiitle elde edilmistir (Cin yildiz anasonunun 30
kg biyokiitlesinden 1 kg sikimik asit elde edilmektedir).
100 gr'lik  sandal agaci  slispansiyon  kiiltiirii
biyokiitlesinden 700 mg sikimik asit elde edilmektedir. Bu
miktar 5 adet (her biri 75 mg) oseltamivir {iretimi igin
yeterli olmaktadir. Anason bitkisinde (Illicium verum L. )
alt1 yillik olgunluk sonrasi tohum kabuklarindan sikimik
asit eldesi ancak miimkiinken iki haftalik in vitro
kiiltiirlerden sikimik asit liretimi baslamaktadir. Anason
bitkisinde 1 kg tohum kabugu eldesi i¢in olgunluk sonrasi 6
yil gerekmektedir. Bu caligmada Cin yildiz anasonu
bitkisinden elde edilen sikimik asite biyoreaktdr
kullanilarak alternatif bir endistriyel iiretim modeli
getirilmistir [28].

Balon Tip Baloncuk Biyoreaktsrii-Balloon Type Bubble
Bioreactor (BTBR)

ALBR ve BCBR biyoreaktorlerde fazla miktarda
havanin sebep oldugu koépiiklenme ve iist boslukta hiicre
biiyiimesi dezavantajlart bulunmaktadir. Kopiiklenme ve
tankin duvarlarinda hiicre biiyiimesinin sebebi tankin {ist
tarafinin da aymi yarigapta olmasi nedeniyledir. Bu
problemlerin  stesinden  gelebilmek i¢gim  ALBR
biyoreaktorler st kisimlart  genisletilmek suretiyle
modifiye edilmistir.  Tankin st kismunda hiicreleri
kaldirmak amaciyla balon seklinde bir tip kullanmak
kopiiklenmeyi biiyiik miktarda azaltmigtir [41].
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Sekil 10. BTBR sisteminin sematik gosterimi [33].
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Shohael ve arkadaslar1 (2013) Sibirya ginsenginin
(Eleutherococcus senticosus Maxim) somatik embriyolarini
BTBR de (3L) Kkiltire almuglar (40-45 Giin) ve
havalandirmanin  somatik embriyo {retimi ve sekonder
metabolit (Eleutherosid ve klorogenik asit) verimi iizerine
etkilerini aragtirmuslardir [43].

Gel-git Biyoreaktorler - Ebb and Flood Bioreactor
(EFBR)

Cesitli bitkilerin gogaltim i¢in gelistirilmis gel-git tarz
(periyodik daldirma sistemi) yeni bir biyoreaktor cesitidir.
Bu tip reaktorlerde bitki materyalinin sivi ortama tamamen
batmasini engelleyen bir destek yapist bulunur. Besin
ortami takviye tankindan kiiltiir tankina pompalanir. Esit
oranda biiylime saglanabilmesi i¢in besin ortami, bitki
materyallerine bir kanallar serisi yardimiyla diizenli olarak
iletilir. Besin ortamu tankta bir ka¢ dakika kalir ve tekrar
kullanilmak iizere takviye tankina geri siiziilir. Siiziilme
stireci bitki tiirii ve eksplant tipine gore solenoid bir valf
tarafindan 4 ve 8 saat araliklarinda kontrol edilir.
Programlanabilir bir pompa besin ortamini ileri ve geri
yonde hareket ettirir, sikistirilmis hava ortam dipteki bir
dagitict ile verilir (Sekil 11) [41].

Reversible
R0 *+— rump

Bioreactor
Vessel

Air Nutrient
Reservoir

Sekil 11. Gel-git tarz1 biyoreaktoriin sematik gosterimi [14].

EFBR lerde ilk basarili ¢alisma Cuello ve arkadaslari,
(1991) tarafindan kok kiiltiirlerinde yapilmstir [14].

Siis bitkisi Spathiphyllum cannifolium mikrogogalltimi
icin biyoreaktdr denemeleri yapilmistir. EFBR ve BTBR
biyoreaktorlerde yapilan galigmalar sonucunda bitkinin sivi
ortama batmasini engelleyen bir 1zgara kullanildigunda
BTBR’nin en iyi sonucu verdigi ve EFBR biyoreakdriin bu
bitki i¢in kullanigsiz oldugu bildirilmistir [18].

Bu konfigiirasyon gecici daldirma sistemi (temporary
immersion system - TIS) olarak da kullanilmaktadir. Baska
bir ornek olarak kardiyak glikozidlerin  iretimi
gosterilebilir. Kalbin pompalama giiciini artiran ve kalp
ritminini diizenlemde yardimer olan kardiotonik glikozidler
en ¢ok Digitalis bitkisinin yapraklarindan ekstrakte edilir.
Digitoksin, digoksin ve lanatosid C glikozidlerini tiretmek
amactyla D. purpurea siirgiinleri TIS biyoreaktorlerde
kiiltire alimmustir.  Uygulama  sonucunda digoksin ve
digitoksin iiretiminde basarili olunmus ancak lanatosid C
elde edilememistir [34].

Tasimali  Akis
Bioreactor (CFBR)

Bu biyoreaktér Carvalho ve Curtis (1998) tarafindan
gelistirilmis olup bir karigtire1 tank, peristaltik pompa ve
tip seklinde yetistirme tankindan olusur [12]. Karstirici
tank i¢inde ortam oksijenlendirilir ve pozitif yerdegistirme
pompast sivinin  karistirma tanki ve yetistirme tanki
arasinda sirkiilasyonunu saglar ( Sekil 12) [41].

Biyoreaktorler-Convective  Flow
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Sekil 12. CFBR biyoreaktor

Carvalho ve Curtis (1998) transforme edilmis ban otu
(Hyoscyamus muticus) kokleri 2 L. ’lik CFBR
biyoreaktorde kiiltire almis ve BCR- bubble column
biyoreaktorle biyokiitle artisini  karsilastirmustir  [12].
Deney sonucunda CFBR ile besinlerin  bitkiye
ulagtirillmasindaki bagar1 biyokiitlede goriilen etkili artisla
gosterilmigtir [12] Besin ortaminin = sirkiilasyonu igin
yilksek  basing  gerektirdiginden  biiyiik  Olgekte
biyoreaktorlerin kurulmasi zordur.

Turbin  Kanat  Biyoreaktorler-  Turbine  Blade
Bioreactor (TBBR)
TBBR’ler ALBR ve STBR reaktorlerin  bir

kombinasyonudur.  Bu sistemde yetistirme alani ile
karistirma alani paslanmaz ¢elikten yapilmig bir 1zgara
(mesh) ile ayrilmustir.  Boylelikle kokler karistirict
(impeller) ile temas etmezken hava dipteki sekiz-bigakli
karistiric1 tarafindan  verilerek ortam karigtirilmis olur.
Kondo ve arkadaglar1 ( 1989 ) havu¢ kok hiicrelerinde
TBBR’lerin etkili oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alismada
oksijen ulagtirmada TBBR’lerin, diger biyoreaktdrlerden
daha avantajli oldugunu bulmuslardir. 10 g/l kok
hiicrelerinin 30 gilinliik kiiltiirii sonucunda en fazla biiyiime
oraninin (giinde 0, 63 g/l) TBR’lerde oldugu bulunmustur
[41].

Doner  Kazan
Bioreactor (RDBR)

RDBR’ler diger biyoreaktorlere kiyasla oldukca fazla
yiizey alanina sahiptir. Bunun bir sonucu olarak madde
taginimi i¢in daha az enerji harcanmaktadir. Bu 6zellik
parcalanmaya hassas dokular ve fotobiyoreaktorler icin
tercih sebebidir. Kazan seklindeki tasiyici tank destek ve

Biyoreaktorler  -Rotating  Drum
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rotasyon i¢in bir ¢evricinin iizerine monte edilmistir.
Kazan 2-6 rpm kiigiik bir hizda g¢evrilmekte, dolayisiyla
koklerde pargalanma stresini en aza indirmektedir [41].

Shibasaki ve arkadaglar1 (1992) Nicotiana tabacum
hiicrelerini RDBR biyoreaktorde kiiltiire almiglar ve oksijen
transferi ve hiicre hasari yoniinden ALBR’lerden {istiin
oldugunu gostermislerdir [42].

Bu sistem oksijen transferinde avantajli olsa da bitki
doku kiiltiirleri sabitlenmedikleri durumlarda kirilmalara
sebep olmasi ve dlgek artirilmak istendiginde yiiksek enerji

gereksinimi gostermesinden dolay1 dezavantajl
olabilmektedir. ~ Sekil 13’de caligma prensibi sematize
edilmistir [44].

r—cﬂ]—\—’ Air

Sekil 13. RDBR sematik gosterimi.

2. Gaz Fazh Biyoreaktirler

Nemli (aerosol) Kiiltiir Sistemleri - Nutrient Mist
Bioreactor (NMBR)

Nemli kiiltiir sistemi kavrami ilk kez Weathers ve
arkadaslart ( 1988) tarafindan Onerildi. Gaz fazh

Damlacik ¢ap1 bugu igin 0. 01-10 pum, sis i¢in 1-100 pm,
piiskiirtme-sprey igin 10-10°um arasinda degisir. Gaz fazli
reaktér kullanildiginda madde tasinimdaki zorluklar
(6zellikle de oksijenin) 6nemli 6lgiide indirgenebilir yada
yok edilebilir [48].

Bugu olusturucu ve biiylime ortamu ayri tanklarda(A),
bugu olusturucu ve biiylime ortamu ayni tankta (B),
doniistiiriici otoklavlanmis igerikten akustik bir pencere ile
ayrilmis (C). Bugu hareketinin yonii ok ile gosterilmistir

Bitki hiicreleri bulunduklar1 ortamdaki gazlara,
Ozellikle de O,, CO, ve etilene, karst son derece
duyarhidir.  Bu gazlarin ¢ozinilirliiklerinin  diisiikligii
nedeniyle sivi ortamda koklere ulastirilmasinda zorluklar
yasanmaktadir. Gazlarin ulastirilmasi amaciyla sivi
ortamin karistirilmast, calkalanmast yada
kabarciklandirilmasi bitki dokularinda par¢alanma hasarina
sebebiyet verebilmektedir. Dolayisiyla gaz fazli reaktorler
siv1 fazli reaktorlere gore bir ¢ok avantaj sunmaktadir.

Nuutila ve arkadaglar1 (1997) cilek kok kiiltiirlerini
(Fragaria X ananassa Duch. ) ii¢ farkli biyoreaktorde
denemisler ve NMBR de en iyi sonucu elde etmislerdir
[32].

ROOTek Bioactives AG (Witterswil, Basel, Isvicre)
firmasi, kok kiiltiirlerinin ideal sartlar altinda kiiltiire
aliabilEcegi diisiik maliyetli bugu reaktér (LCMRs; low-
cost mist reactor)piyasaya silirmesi biyoteknolojisi
alanindaki son gelismelere bir drnek olarak gosterilebilir.
LCMR plastik filmden yapilmig bir yetistirme ortamina
sahiptir. Geleneksel reaktorlerden farkli olarak LCMR’de
kokler steril sartlar altinda biiylimektedir. Herhangi bir
herbisisid yada insektiside gerEk yoktur. LCMR’nin

- . il 1 kull klik
biyoreaktorlerde biyokiitle hava veya gaz karisimina maruz mczdu er  yapida  olmast ullaniminda - esnekli
. saglamaktadir.
kalir ve besinler damlaciklar vasitasiyla ulagtirilir.
A) B)
< - - -
T - ° -
«aDo
.
Q e
TN
| e |
b I
b Mist Generator
Mist Generator Growth Chamber And Growth Chamber
<) Air Inlet . TN
et~ v -
Acoustically - 2 1
Transparent . l .
Window - * .
. el
. ¥
F e
" |
Mist Generator Growth Chamber

Sekil 14. Ultrasonik nemli biyoreaktorlerinin gesitleri [48].
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3. Hibrit Biyoreaktor

Il kez Ramakrishnan ve arkadaslar1 tarafindan gaz fazl
biyoreaktorlerin  olumsuzluklarma bir ¢6ziim olarak
Onerilmigtir  (1994). Hibrit biyoreaktorlerde  kokler
oncelikle sivi ortamda tutulduktan sonra gaz fazli ortamda
biliyiimeye birakilir. En ¢ok atifta bulunulan ve en biiyiik
hibrit biyoreaktor Datura stramonium kokleri igin
kullanilan 500 L’lik Wilson-Biyoreaktoriidiir (1997).
Wilson bu hibrit biyoreaktérde (bubble column-spray
reactor) D. Stramonium koklerini 21 giin giin sivi ortama
daldirmig ve devaminda 40 giin nemli fazda tutmustur [41].

Gelismis Biyoreaktorler

Tek Kullamimhik (disposible) Biyoreaktorler

Bitki Doku Kiiltiiriinde Kullanilan Tek Kullanimlik
(Disposable) Reaktirler

- Dalga ile
biyoreaktorler

- Karigtirmali (Stirred Bag) biyoreaktorler

- Hava ile karigtirilan (Pneumatically-Driven Bag)
biyoreaktorler

- Kutu (Box-1n-Bag) biyoreaktorler

Yukarda 4 grupta belittigimiz tek kullanimhk
biyoreaktorler baslangigta bocek ve memeli hiicrelerinden
antikor ve ag1 Uretimi i¢in gelistirilmis ve giiniimiizde de
daha ¢ok bu amagla kullanilmaktadir.

Tek kullanimlik reaktorler, plastik torbalarin igine
ortamlarin yerlestirildigi, plastik vanalarla havalandirilan,
genelde bir sallayict lizerinde tutularak karigtirilan
biyoreaktorlerdir. Yetistirme ortami tasiyicilari (torbalar)
tipik olarak FDA (Food and Drug Administration) onayli
biyouyumlu plastiklerden (polietilen - HDPE veya LDPE,
polistiren - PET, polietrafloroetilen - PTFE, polipropilen —
FEP) imal edilir. Plastikten imal edilmis ancak tekrar
kullanilabilen yada ¢oklu kullanim ig¢in {iretilen yetistirme
ortamlar1 (ROOTek’in LCMR’1 veya CIRAD’IN RITA’st

kanigtirilan  (Wave-Mixed Bag)

Tek kullanimlik biyoreaktorler genellikle kiigiik
Olgekteki tretimler igin kullanilir. Bu biyoreaktorlerin
temel avantaji temizleme ve strerilizasyon konularini sorun
olmaktan ¢ikarmasi ve yatirnm maliyetini azaltmasidir [41].

Diger taraftan dezavantajlarmi ise su sekilde
siralanabilir;

- En biiylik eksiklikleri ulagilabilir olmamalar1 ve
devamli yeni torbalarin alinmak durumunda olunmasi
nedeniyle artan uygulama maliyeti,

- Depolama alan1 gerektirmesi ve ¢ok miktarda kati
atik olusturmas,

- Karigtirmada  sallamaktan  baska  segenek
olmamasi bagka bir eksikliktir,

- Sensorler pahalidir, dolayisiyla  kullanilip
atilmasi  uygun degildir. Steril  edilerek tekrar

kullanilmalart gerekir,

- Oksijen gereksinimleri yiiksek olgekte smirlayic
olmaktadir. Bu reaktorlerde havalandirma genelde ylizeyde
olmaktadir.

Tek kullanimlik dalga biyoreaktor (disposable wave
bioreactor) sistemlerinin gelistirilmesi yeni avantajlar
saglamistir. Bu sistemin ¢alisma prensibi dalga baslatarak
(wave induced) saglanan karigtirmaya dayanir ve en
belirgin avantaji stres kaynaklarini azaltmasidir. Ayrica tek
kullanimlik olmalar1 dolayisiyla temizleme ve sterilizasyon
yoniinden ¢alisan ve zaman tasarrufu saglarlar. Iyi iiretim
uygulamalart (GMP) beklentilerini de kolaylastirmaktadir.
P. ginseng koklerinden ginsenoid iiretimi 2 L’lik dalga
biyoreaktorde ayrintili bir sekilde ¢alisilmigs ve sonug
olarak calkalan erlene nazaran Onemli Olgiide yiiksek
miktarda biyokiitle ve sekonder metabolit iiretimi
goriilmigtir. 600 L 6lgege ¢ikarilarak endiistriyel olarak
Isvicre’de kullanilmaktadir [38].

Tek kullanimlik biyoreaktorlerde heniiz memeli hiicre
kiiltiirlerinde ulagilan seviyeye bitki hiicre kiiltiirlerinde

ulagilamamistir.

gibi) tek kullanimlik biyoreaktor olarak kabul edilmez
[20,41].
Cizelge 11. Bitki hiicre kiiltiiriinde kullanilan tek kullanimlik biyoreaktorler (Eibl et al., 2009).
Biyoreaktor Kiiltiir Hacmi Hiicreler Uriin
. . . Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri
Wave-mixed l?ag biyoreaktrler (G. max, M. domesticus, N. Biyokaiitle, sekonder metabolitler
(AppliFlex, BioWave®, tabacum, T. baccata, V (6rnegin; bakkatin 111
BIOSTAT®CultiBagRM, CELL-tainer®, aeum, 1. bactad, V. ormegtn, -
. . S - 1-500 L vinifera ‘dan hiicre stispansiyon | cinsenosidler, hyoscyamine,
Optima-mini™, Tsunami®Biyoreaktdr, e 1 . ¥ .
. . kiiltiirleri ) ve (H. muticus, H. | paklitaksel, skopolamin), mABs
Wave Biyoreaktor, WUB-Wave and . ! :
: . procumbens, P. ginseng kok (e. g. anti-RV mABs)
Undertow Biyoreaktor) I
kiiltiirleri)
Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri
Bubble column bag biyoreaktor (SBB-Slug (G. max, H. muticus, N.
Bubble Biyoreaktor, Plastic-lined 10-150 L Tabacum hiicre siispansiyon Biyokaiitle, izoflavonlar
Biyoreaktor) kiltiirleri) ve H. muticus kok
kiiltiirleri
Organ kiiltiirleri (6rnegin; muz,
egrelti, kuzgun kilici, orkide,
Airlift bag biyoreaktor (LifeReactor™) 0.87L ananas, patates meristematik Mikrogogaltim, Biyokiitle
yignlar1 ve somatik
embriyolar)
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Sekil 15. BIOSTAT®CultiBag RM tek kullanimlik biyoreaktor
sistemi (http://microsite.sartorius.com) [25]

Biyoproses ve Bitki Biyoteknolojisinin Gelecegi

Yaklagik 60 yillik siire¢ igerisinde in vitro kiiltiirlerin
kullanildig1 biyokiitle ve bitki kaynakli metabolit, terapotik
proteinlerin {iretiminde biiylk degisimler ve ilerlemeler
yasandi. Bunlardan onlarcasi endiistriye uygulandi ve bir
o kadart da gelistirilme asamasinda bulunmaktadir.
Giintimiizde biyoreaktor dizayn ve donanimlari bitki hiicre
ve doku Kkiiltiirlerinin fizyolojik ihtiyaglarin1 karsilamada
onemli mesafeler katetmis olup yeni teknolojik gelismelerle
stirekli yenilikler eklenerek ilerlemeye devam edecektir.
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