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Oz

Pektinazlar, pektik polimerdeki glikozidik baglarin hidrolizini katalizleyen enzim ailesinin genel bir adidir. Bu
calismada Bacillus pumilus bakterisinin kesikli bir biyoreaktérde pektinaz grubu enzimlerden endo-pektinaz, ekzo-
pektinaz ve pektin liyaz {iretimi {izerine karistirma ve hava akis hizlarinin etkileri aragtirilmistir. Ayrica oksijen tiikketim
hiz1 ve s1v1 faz hacimsel kiitle transfer katsayisinin degisimi ve karigtirma i¢in gii¢ sayisinin hesabi da yapilmistir. Bacillus
pumilus bakterisinin pektinaz grubu enzimlerin {iretimi i¢in optimum karistirma hizi degerinin 300 rpm oldugu tayin
edilmistir. Hava akis hizinin enzim aktivite degerlerine etkisinin incelendigi deneylerde en yiiksek enzim aktivite
degerleri 0.1 vvm’ de elde edilmistir. 300 rpm karistirma hizinda ve 0.1 vvm hava akis hizinda en yiiksek pektin liyaz
aktivitesi 66. saatte 19.5, ekzo-pektinaz aktivitesi 28. saatte 10.69, endo-pektinaz aktivitesi 66. saatte 102.13 U mL*
olarak kaydedilmistir. Siv1 faz hacimsel oksijen transfer katsayist degeri karistirma hizinin artmasiyla artmistir. 300 rpm
karistirma hizinda en yiiksek ki, degeri 26. saatte 0.1524 s, 400 rpm’ de 60. saatte 0.2623 s™* olarak kaydedilmistir. Ustel
ireme bolgesinde oksijen tiiketim hizi zamanla artmuis, iistel tireme bolgesinden sonra ise azalmistir. Karistirma hizi
arttirilldiginda ise oksijen tiiketim hizinda azalma meydana gelmistir. Optimum 300 rpm’ de, sisteme havalandirmanin
yapildig1 durumda ki gii¢c degeri Pg= 1.95 W olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Bacillus pumilus, biyoreaktor, hava akis hizi, karistirma hizi, pektinaz tiretimi

Production of Pectinase Enzymes by Bacillus pumilus in Bioreactor and
Investigation of the Effect of Mixing and Airflow Rate

Abstract

Pectinases are a general name for a family of enzymes that catalyze the hydrolysis of glycosidic bonds in pectic
polymers. In this study, the effects of stirring speed and airflow rate on the production of endo-pectinase, exo-pectinase
and pectin lyase from pectinase group enzymes in a batch bioreactor were investigated. In addition, the oxygen
consumption rate and the change of the liquid phase volumetric mass transfer coefficient and the power number for stirring
were also calculated. It was determined that the optimum stirring speed for the production of pectinase group enzymes of
Bacillus pumilus bacteria was 300 rpm. In experiments where the effect of airflow rate on enzyme activity was
investigated, the highest enzyme activity values were obtained at 0.1 vvm. The highest pectin lyase, exo-pectinase and
endo-pectinase activities were recorded as 19.5 at the 66th hour, 10.69 at the 28th hour and 102.13 U mL at the 66th
hour, respectively at a stirring speed of 300 rpm and an airflow rate of 0.1 vvm. The liquid phase volumetric oxygen
transfer coefficient value increased with increasing stirring speed. The highest ki, value was recorded as 0.1524 h™ at the
26th hour at 300 rpm stirring speed and 0.2623 h! at the 60th hour at 400 rpm. The oxygen consumption rate increased
in the exponential growing zone and decreased after the exponential growing zone. When the stirring speed was increased,
the oxygen consumption rate decreased. At optimum 300 rpm, the power value in the case of aeration to the system was
found to be 1.95 W.

Keywords: Airflow rate, Bacillus pumilus, bioreactor, pectinase production, stirring speed
GIRIS

Enzimler, katalitik olarak aktif proteinlerdir endiistrisinde, nisastanin donistiirilmesinde, yakit
(Soetaert ve Vandamme, 2006). Deterjan alkol iiretiminde, tekstil uygulamalarinda, gida ve
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yiyecek endiistrilerinde, kati ve sivi yaglarin
islenmesinde, organik sentezlerde, kagit ve kagit
hamuru iiretiminde ve bunun gibi bir¢cok alanda
kullanilmakta ve endiistriyel kullanimi hizla
artmaktadir (Kirk ve ark., 2002; Ogawa ve Shimizu,
2002).

Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi
canli organizmalar enzim kaynaklaridir (Ozzeybek ve
Cekmecelioglu, 2022). Ancak, ticari uygulamalarda
en onemli endiistriyel enzim kaynagi
mikroorganizmalardir. Mikroorganizmalarla enzim
tiretimi, fiziksel ya da fiziko-kimyasal olarak kontrol
edilebilir. Mikroorganizmalar tarafindan iretilmis
enzim miktari, bitki ve hayvan kaynaklarindan daha
yliksektir. Mikroorganizmalar tarafindan fiiretilen
ozellikle hiicre disi enzimler kolaylikla ekstrakte
edilebilir (Ibrahim, 2008). Giiniimiizde
mikroorganizmalardan enzim tiretimi, derin kiiltiir ve
kat1 hal fermantasyon prosesleriyle basarili olarak
gergeklestirilmektedir (Ibrahim, 2008; Fasim ve ark.,
2021). Enzimler, 6nemli mikrobiyal metabolitler
olarak diisiiniilmekte ve ticari 6lgekte bircok gelismis
iilkede 6zellikle Avrupa, ABD ve Japonya’ da basarili
olarak iiretilmektedir. Calisilmis olan enzimler; lipaz,
lipoprotein lipaz, proteaz, selulaz, lignin degrade
eden enzimler (lignin peroksidaz manganez

peroksidaz), lakkaz, mannanaz, kitinaz, fitaz, /-
glukosidaz ve pektinazdir (Ibrahim, 2008).
Pektinazlar, pektik polimerdeki glikozidik
baglarm hidrolizini katalizleyen enzim ailesinin genel
bir adidir (Reid ve Ricard, 2000). Bitki duvarlarinda
ve orta lamelde bulunan pektik maddeler yiiksek su
tutma kapasitesine sahiptir. Poligalakturonik asit bu
maddeleri olusturan birimdir ve birbirleriyle a-1,4
bagi ile diiz bir zincir yapmiglardir. Pektinik asit,
pektin, pektik asit ve bunlarin tuzlarini igeren bir grup
madde pektik maddelerdir (Willants ve ark., 2001).
Pektik enzimler; pektinesterazlar (ester bagini
hidrolize edici enzimler) ve depolimerazlar (zincir
kiric1 enzimler) olarak iki sinifa ayrilir (Aksoz ve
Aksoz, 1985; Ahmed ve ark., 2021). Pektinazlar,
evlerde kullanilmis olan ilk enzimlerden biridir.
Pektinazlar giinimiizde tekstil, meyve suyu
endiistrileri ve cesitli biyoteknolojik uygulamanin
merkezi konumundadir (Kashyap ve ark., 2001).
2017 Kiiresel Pektinaz Pazar Arastirmasi raporuna
gore 2021 yilma kadar pektinazin pazar
biiyiikliigiiniin 35.5 milyon dolara ulagacagi tahmin
edilmektedir (Amin ve ark., 2019; John ve ark.,
2020). Meyve sular ve sarabin ekstraksiyonu ve
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durultulmasinda  (berraklagtirilmas1)  asidofilik
pektinazlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Alkali
pektinazlar ise, pektinli materyalleri isleyen gida
endiistrisi atiksularinin ilk aritimi, tekstil ve bitki
fiberlerin islenmesi, ¢ay ve kahve fermantasyonu ve
yag ekstraksiyonu gibi ¢esitli geleneksel endiistriyel
proseslerde kullanilmaktadir. Pektini parcalayan
mikroorganizmalar ve pektinaz grubu enzimler
hakkindaki bilginin artmasi ile beraber alkali
pektinazlar bitki viriislerinin saflagtirilmasi ve kagit
yapimi gibi diger biyoteknolojik proseslerde de
kullanilmaktadir (Hoondal ve ark., 2002). Pektinaz
enzimi tretimi i¢in 30’ dan fazla bakteri, mantar ve
maya cinsi kullanilmaktadir. Enzim iiretim
calismalarinda, Erwinia, Bacillus, Saccharomyces,
Kluyveromyces, Aspergillus, Penicillium ve Rhizopus
sik calisilan cinsler olmakla birlikte en fazla
Aspergillus, Penicillium ve Erwinia cinsleri
kullanilmaktadir (Favela-Torres ve ark., 2006; Amin
va ark., 2019).

Bir¢gok mikrobiyal proses aerobiktir ve bu
proseslerde mikroorganizmalar solunum, ¢ogalma,
iriin ~ sentezi  gibi  metabolik  faaliyetlerini
stirdiirebilmek i¢in oksijene ihtiyag duyarlar. Bu
nedenle, bir gaz akimindan yeterli oksijen saglanmasi
onemlidir (Garcia-Ochao ve Gomez, 2009; Ferreira
ve ark., 2016). Uriin verimi ve secimliligi, oksijen
aktarrminin ~ eksikligi ya da fazlahg ile
etkilenmektedir. Mikroorganizma tiirli, {retim
ortamimin fiziksel oOzellikleri ile biyoreaktdr ve
karigtirict  konfigurasyonu biyolojik proseslerde
oksijen gereksinimi ve aktarimini etkiler. Karigtirmali
biyoreaktorlerin en Onemli isletim parametreleri;
oksijen/hava giris hizi, karistirma hizi ve bunlardan
etkilenen oksijen aktarimidir (Demirci, 2006;
Yilmaz, 2008). Bazi prosesler de yiiksek oksijen
transfer hizlan gerekliyken bazilarinda oksijen alim
hizlarin1 diizenlemek icin kontrollii oksijen transfer
hizlar1  gereklidir. Biyoreaktdr dizayni, Olcek
biiyiitme ve igletimi i¢in, bir fermantasyon prosesinin
kiitle transfer karakteristiklerinin gostergeleri olan
oksijen tiiketim hizlar ve oksijen transfer katsayilart
gereklidir. Ancak, fermantasyon sivisinin kompleks
bilesiminden dolay1 bu parametreleri tahmin etmek
giic olabilir (Korkmaz, 2007). Oksijen transferi,
fiziksel bir olaydir. Bu nedenle, oksijen tiiketimi
biyokimyasal reaksiyonlar sirasinda gergeklesirken
oksijen transfer izi (OTH) tahmin edilebilir ve
oksijen alim hiz1 (OAH) o6l¢iilebilir (Haykir, 2007).
Su igerisinde oksijen diisiik ¢Oziniirliige sahip
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oldugundan sivi film direnci oksijen aktariminda
onemlidir. Oksijen aktarim hizi; karistirma veya hava
akis hizinin  artinnlmasiyla hava kabarciklar
cevresindeki film direngleri kirilarak artirilabilir.
Dolayisiyla biyoproses ortami mekanik karistirma
ve/veya hava ile karigtirilmalidir. Oksijenin siv1 faz
hacimsel kiitle aktarim katsayis1 ki s, biyoreaktorlerde
gaz-sivi kiitle aktarim hizim1 gosteren kritik bir
parametredir. Kia,  mikroorganizma tiiriine,
fermantasyon ortaminin fizikokimyasal dzelliklerine,
biyoreaktoriin ve karistirma sisteminin tasarimina,
karistirma ve havalandirma hizlarina baghdir
(Demirci, 2006; Nur Asshifa ve ark., 2017). kia
tahmin edilmesi giic ancak Olgiilebilir bir
parametredir. K’ nin hesaplanmasi igin ¢esitli
deneysel oOl¢iim yontemleri gelistirilmistir. Yaygin
olarak kullanmilan dort yaklasim; yatiskin olmayan
durum, yatigkin durum, dinamik ve siilfit testi
yontemleridir (Shuler ve Kargi, 2002). Dinamik
yontem basittir ve metabolik aktiviteden kaynaklanan
girisim azdir (Olughu ve ark., 2021). Tuzlarin ve
ylizey aktif maddelerin varlig1 kabarcik boyutunu ve
gaz kabarcig1 etrafindaki sivi film direncini oldukca
degistirir. Bu faktorler oksijenin ¢oziiniirliigiini de
(Co*) etkileyebilir. ki, ve Co* sicaklik ve basingtan da
etkilenmektedir (Shuler ve Kargi, 2002).

Biyoreaktorler, c¢alkalamali erlenler iizerinde
cesitli avantajlara sahiptirler. Biyoreaktorlerde pH,
karistirma ve hava akis hiz1 gibi proses parametreleri
daha iyi kontrol edilir (Gummadi ve Kumar, 2008).
Aerobik fermantasyonlarda, oksijen transferi anahtar
bir degiskendir ve havalandirma ve karistirmanin bir
fonksiyonudur (Potumarthi ve ark., 2007). Bu
nedenle maksimum {irlin eldesi i¢in optimum
karistirma ve hava akis hiz1 degerlerinin bulunmasi
gereklidir (Potumarthi ve ark., 2007; Mishra ve ark.,
2021).

Bu calismada, Bacillus pumilus ile pektinaz
grubu enzimlerden pektin liyaz, ekzo ve endo-
pektinaz tretimi laboratuar Glgekli bir biyoreaktor
kullanilarak yapilmistir. Enzim iiretimine karigtirma
ve hava akis hizinin etkisi incelenmis ayrica oksijen
tiketim hizi ve sivi faz hacimsel kiitle transfer
katsayisinin degisimi ve karistirma igin gii¢ sayisinin
hesabi da yapilmustir.

MATERYAL VE METOT
Mikroorganizma ve Enzim Uretim Ortam
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Calismalarda, National Center for Agricultural
Utilization Research (Microbial Genomics &
Bioprocessing Research Unit. 1llinois. USA)’ den
temin edilen NRRL B-212 kodlu Bacillus pumilus
bakterisi kullanilmustir. Bu ¢alismada, B. pumilus ile
pektinaz grubu enzimlerden pektin liyaz, ekzo ve
endo-pektinaz  iretimi  biyoreaktdr kullanilarak
gerceklestirilmistir. Enzim iretimi calismalarinda
kullanilan besi ortami bilesimi Tablo 1° de
verilmistir.

Biyoreaktor Deneyleri

Pektinaz ftretimine karistirma ve hava akig
hizinin etkisini belirlemek amaciyla yapilacak
deneylerde karistirma hizi, sicaklik, ¢Oziinmiis
oksijen, pH ve hava akis hizi degerlerinin kontrol
edilebildigi bir biyoreaktér (New Brunswick Bioflo
IIl) kullanilmigtir. 6 L toplam hacimli, 5 L ¢aligma
hacmine sahip biyoreaktoriin hazne bdlmesi, 1siya
dayanikli silindir seklinde pyreks camdan olugsmakta
ve cam bdlmenin iistiinde yer alan kapak ile haznenin
altina yerlestirilmis olan ¢canak seklindeki taban kismi1
paslanmaz c¢elikten olugmaktadir. Kapak kismi
tizerinde; steril hava girisi ve ¢ikisi, pH ve ¢ozlinmiis
oksijen problari, termovel, asilama, numune alma,
asit-baz, besi ortami ve kopiik kirici ilavesi igin uygun
baglantilar vardir. Cam kap, ist kapak kablo
baglantilar1 ¢ikarildiktan sonra tiimiiyle otoklavda
sterilize edilebilmektedir (Sekil 1). Biyoproses
siiresince  belirli zaman araliklarinda  alman
orneklerde mikroorganizma konsantrasyonu, protein
tayini ve enzim aktivite tayinleri yapilmistir.

Analiz Yontemleri

B. pumilus ile yapilan enzim iretimi
caligmalarinda  belli  araliklarla  fermantasyon
ortamindan alinan numuneler, 5000 rpm’ de 10
dakika santrifiijlenerek (Niive CNO090)
mikroorganizmadan ayrilmigtir. Elde edilen sivi
kisim enzim kaynagi olarak kullanilmistir.

Mikroorganizma konsantrasyonu tayini

Alinan ornekteki yas B. pumilus derigimi g L
cinsinden spektrofotometrik (Jenway 6105 UV/Vis
Spectrophotometer) olarak, absorbansa karsi yas
mikroorganizma derisimi ¢alisma dogrusu yardimiyla
tayin edilmigstir. Daha sonra yas agirlik-kuru agirlik
calisma dogrusundan yararlanarak g L cinsinden
kuru mikroorganizma derisimine gecilmistir.
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Tablo 1. Enzim iiretimi ¢calismalarinda kullanilan besin ortami

Bilesen

Miktar (% a/h)

Elma pektini
(NH4)2S04
KH2PO,
K2HPO4
MgSO,. 7H.0

1
0.05
0.15
0.3
0.01

Sekil 1. Biyoreaktoriin resmi ve sematik gdsterimi

Pektin liyaz tayini

Pektinaz grubu enzimlerden pektin liyaz
aktivitesi, Ramachandran (2005) tarafindan onerilen
metodun diizenlenmesiyle belirlenmistir. Enzim
aktivitesi, pektinin parcalanmasi sonucu olusan
doymamis son iriinler ve tiyobarbitiirik asit
arasindaki reaksiyona dayanmaktadir (Nedjma ve
ark., 2001). Bir birim aktivite, 6l¢iim sartlar1 altinda
birim zamanda birim hacimde 0.01 absorbans
degisimine neden olan enzim miktaridir. 5.0 mL
pektin ¢ozeltisi (pH 10.0), 1.0 mL kalsiyum kloriir
¢ozeltisi ve enzim ¢ozeltisi (1.0 mL) iceren reaksiyon
karisiminin son hacmi distile su ile 10.0 mL’ ye
tamamlanmigtir. 40 °C’ de 2 saat boyunca inkiibe
edildikten sonra 0.6 mL ZnSO4 ¢ozeltisi ve 0.6 mL
NaOH c¢ozeltisi ilave edilmistir. 3000 g’ de 10 dakika
boyunca santrifiijlenerek protein ve kullanilmamis
substrat ¢oktiirilmistiir. Tiyobarbitiirik asit (3.0 mL),
hidroklorik asit (1.5 mL) ve distile sudan (0.5 mL)
olusan karisima 5.0 mL siipernatant eklenmistir.
Karisim kaynayan bir su banyosunda 30 dakika
boyunca sitilmistir. Sogutulduktan sonra, ZnSO, ve
NaOH ilavesinden 6nce inkiibasyon yapilmayan ayn
reaktifleri iceren kor ¢ozeltiye (enzim yerine 1.0 mL

tampon kullanilmigtir) karsit 550 nm’ de absorbansi
okunmustur.

Ekzo-pektinaz tayini

Ekzo-pektinaz tayini, pektinin par¢alanmasi
sonucu olusan indirgenmis sekerlerin Olgtimiiyle
yapilmistir (Miller, 1959). Ekzo-pektinaz aktivitesi
icin; pH degeri 10.0 olan 0.1 M glisin-NaOH
tamponda hazirlanmis 0.25 mL % 1 pektin ¢ozeltisi
ile 0.25 mL enzim 6rnegi 15 dakika boyunca 50 °C’
de inkiibe edilmistir. Indirgenmis sekerler, referans
olarak galakturonik asit kullanilarak dinitro salisilik
asit (DNS) metoduyla belirlenmistir. Bir birim ekzo-
pektinaz aktivitesi, birim zamanda (dak.) 1 pmol
galakturonik asit saliveren enzim miktar1 olarak
tanimlanmaktadir.

Endo-pektinaz tayini

Endo-pektinaz aktivitesi viskozimetrik olarak
Olgiilmistiir (Tuttobello ve Mill, 1961; Mill ve
Tuttobello, 1961). Endo-pektinaz igin, 1 mL enzim
ornegi pH degeri 10.0 olan 0.1 M glisin-NaOH
tamponda hazirlanmis 19 mL % 0.5 pektin ¢6zeltisi
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ile karistinnlmistir. 30 °C° de 15 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra, viskozitedeki
azalma Vibroviskometre marka viskozimetre ile takip
edilmistir. Bir birim endo-pektinaz  aktivitesi
yukarida acgiklanmis sartlar altinda dakikada
¢Ozeltinin viskozitesini % 50 azaltan enzim miktari
olarak tanimlanmaktadir.

Protein tayini

Uretim ortaminda toplam protein miktarmi
belirlemek icin, Lowry ve ark. (1951) tarafindan
verilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir.
Ornek tiiplerine 0.5 mL &rnek, kor ¢ozelti tiipiine de
0.5 mL saf su koyulmustur. Tiim tiiplere 2.5 mL
Reaktif B (1 mL Reaktif 1 (% 2 CuSQ04.5H,0) + 1 mL
Reaktif 2 (% 2 Na-K-Tartarat) alinarak, 100 mL’ ye
Reaktif A (0.1 N NaOH iginde % 2’ lik Na,COz) ile
tamamlanmistir) eklenmistir. Karistirillarak  oda
sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Tiim tiiplere
0.25 mL Reaktif C (Folin Ciocalteu fenol reaktifi
distile su ile 1/1 oraninda seyreltilmis) eklenmistir.
Karigtirllarak  oda  sicakliginda 30  dakika
bekletilmistir. Absorbanslar 660 nm dalga boyunda
kor ¢ozeltiye karsi okunmustur. Protein miktarlart
olusturulan kalibrasyon egrisinden yararlanarak
hesaplanmistir. ~ Orneklerdeki  toplam  protein
derisimini belirlemek i¢in bovine serum albuminin
(BSA) derisimi bilinen 6rneklerinden yararlanilarak
derigim-absorbans kalibrasyon egrisi hazirlanmistir.

Biyoreaktorde Sivi Faz Hacimsel Kiitle Transfer
Katsayisi ve  Oksijen  Tiiketim  Hizinin
Hesaplanmasi

Biyoreaktorde enzim {iretimi boyunca sivi faz
hacimsel kiitle transfer katsayis1 ve oksijen tiiketim
hizin1 belirlemek i¢in Dinamik Metot kullanilmistir
(Bandyopadhyay ve Humprey, 1967). Dinamik metot

biyoreaktér icinde  aktif olarak  biiyliyen
organizmalarin  solunum  aktivitesine dayanir.
Dinamik Yontemde once biyoreaktorde

fermantasyon sivisina giren hava akisi birkag dakika
boyunca kesilir ve ¢Oziinmils oksijen
konsantrasyonundaki azalma oksijen probuyla takip
edilir. Daha sonra hava 6nceki isletme sartlar1 altinda
tekrar verilir ve oksijen konsantrasyonundaki artig
zamanla Olglliir. Bu sirada hava girisi tamamen
kesilmis ve yiizey havalandirmanin etkisini azaltmak
i¢in karistirma hizi 20-50 rpm arasina diigliriImiistir.
Oksijen alim hiz1 (OAH), hava akis1 kesildikten sonra
¢Oziinmiis oksijen konsantrasyonunun azalmasindan

[JPAS

ypas@munzur.edu.tr
ISSN: 2149-0910

belirlenir ve prosediir iiretim prosesi boyunca birkag
dakika tekrarlanabilir. Bu sartlarda denklem su
sekildedir (Es. 1):

iad = X = 0AH 1
dt - qo- - ( )

Burada, OAH hava akis1 kesildikten sonra
zamana karsi ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu
egrisinin egiminden hesaplanir. Temel varsayim, test
sirasinda gaz ve sivi arasinda hicbir oksijen
degisiminin olmadigt ve gaz sirkiilasyonu
durdurulurken baglantili akis dinamiklerinde bir
degisimin OAH’ m1 etkilemedigidir. Hava tekrar
verildiginde ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu denge
halindeki konsantrasyona kadar artar. Bu sartlarda
hem oksijen transfer hizlar1 (OTH) hem de oksijen
alim hiz1 ifadeleri uygulanir. Dinamik metotda kiitle
denkligi yazilirsa (Es. 2);

—dC = OTH — OAH 2
yada (Es. 3)
c *

Bu denklem gevrilerek asagida verilmistir (Es. 4);
C= ! <dC ) +C” 4
- kLa dt qO ( )

Burada ki, oksijen aktarim katsayis1 (m s?), a, gaz-
siv1 ara yiizey alamdir (m? m=3). k., hacimsel oksijen
transfer katsayisi (s'), Co* doygunluk ¢oziinmiis
oksijen konsantrasyonu (g L), C, s1v1 besiyerindeki
gergek ¢Oziinmiis oksijen konsantrasyonu (g L), X
mikroorganizma konsantrasyonu (g L) ve g, (mg L
1 s1) spesifik oksijen tiiketim hizidir.

Havalandirmanin ~ kesildigi  bu  zaman
periyodunda oksijen tiiketim hiz1 qo, hesaplanmustir.
Biyoreaktore havanin tekrar verilmesiyle ¢oziinmiis
oksijen konsantrasyonunun artmasi sonucu Esitlik 4.
kullanilarak elde edilen egrinin (Co, dCo/dt-qo)
egiminden ki, degeri belirlenmistir.

Gii¢c Gereksinimi Hesabi

Biyolojik bir proseste elde edilecek iyi sonug, iyi
bir karigtirmaya baghdir. Karistirma iki veya daha
fazla fazin gelisi giizel biri biri i¢inde dagitilmasidir.
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Mikroorganizmalarin bir sivi i¢inde karistirilmasi,
mikroorganizmalarin siv1 ile siirekli temasini ve sivi
icinde askida tutulmasini saglar.
Mikroorganizmalarin sivi i¢indeki slispansiyonu ve
siispansiyonun hareket halinde muhafazasi genel
olarak parcaciklarin ¢okelme hizina baghdir. Bu da
taneciklerin biiyiikliigline, sekline, yogunluguna,
stvinin - viskozitesi ve yogunluguna, c¢okelmenin
serbest veya engelli olup olmadigina baglidir. Genel
olarak kiigiik ve 0.3 m dak™ lik bir ¢okme hizina sahip
hafif tanecikler kolaylikla siispanse edilebilirler. Bir
karistirmali kabin tasariminda karistiriciyr gevirmek
icin gerekli olan gii¢c hesab1 6nemlidir. Bu, en basit
sistemde dahi teorik olarak bulunamaz. Fakat
boyutsal  analiz ~ yardimiyla  hesaplanabilir.
Siiriiklenme kuvvetinin atalet kuvvetine oram gii¢
say1st olarak adlandirilir (Es. 5) (Dursun, 1998).

_ B9
Po n3D§p

)

Karistirma esnasinda sisteme verilen gii¢ (Es. 6);

P Km®D5p

9. (6)
Burada,;

Npo: glic sayist
Pg:  sisteme
gereksinimi (w)
gc: newton kanunu faktorii (kg m kg? s?)
n: karistirict devir sayist (rpm)

Da: karistiric1 capt (cm)

p: yogunluk (g mL?)

Kr: sabit (6.3)

havalandirma  yapildiginda  giic

Bu ifade de hesaplanan gii¢, sistemde
havalandirma olmadigi durumda sisteme verilen
giictlir. Sisteme hava verildiginde, havalandirma da
bir miktar karigtirma sagladigindan sistemin gii¢
gereksiniminde karigtirma  yapilmayan duruma
kiyasla azalma olur. Her iki durumdaki gii¢ tiikketimi
orani havalandirma sayisinin bir fonksiyonudur (Es.
7-8).

| @

5= f(No) ™
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F
N, = n—D131 (8)
F: hava akis hiz1 (vvm)
Na: havalandirma sayist’ dir.

Literatiirde karigtiric tiliriine gore Py/P’ ye karsi
havalandirma  sayist grafikleri ~ mevcuttur.
Havalandirma sayist bulunarak Pg¢/P  karst Na
grafiklerinden Pg/P oranmin degeri belirlenerek Pg
hesaplanabilir.

BULGULAR VE TARTISMA
Kanstirma Hizimin EtKisi

Karistirma,  besiyerinin  uygun  sekilde
karigmasini saglar ve sistem verimliliginde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Bu etkiler, hiicre duvarinin bozulmasi,
hiicre morfolojisinde degisimler, substrat
kullaniminda, ireme hizinda ve iriin olusumu
veriminde degisiklikler gibi faydali ya da zararl
olabilir. Hiicre bozulmasi; genelde tepkime kabindaki
kayma geriliminin hiicre duvarin1 kirmak i¢in gerekli
kuvvetten daha yiiksek oldugu durumda olusur.
Ayrica yliksek karigtirma hizlarinda asir1 kopiiklenme
meydana gelir (Naik ve ark., 2008). Karistirmali
biyoreaktérde karistirma hizi oksijen aktarimini
etkileyen temel parametrelerden biridir.

0.1 vwm hava akis hizinda, farkli karistirma
hizlarinin (200, 300 ve 400 rpm) mikroorganizma
Ozgil iireme hizi ve enzim aktivitesine etkisi
incelenmigtir. Farkli karistirma hizlarinda elde edilen
mikroorganizma ozgiil tireme hizlar1 Sekil 2’ de
verilmistir. Sekilden goriildiigii gibi 200, 300 ve 400
rpm’ de elde edilen mikroorganizma 6zgiil lireme
hizlari sirasiyla 0.0584, 0.0790 ve 0.0825 (sat) olarak
belirlenmistir.  Karistirma  hizinin  artmasiyla,
mikroorganizma substrat temasinin artmasi sonucu
mikroorganizma 6zgiil tireme hiz1 artmustir.

Pektin  liyaz, endo ve ekzo-pektinaz
aktivitelerinin zamanla ve karigtirma hizi ile degisimi
Sekil 2’ de verilmistir. Sekillerden de goriildiigii gibi,
en yiiksek pektin liyaz aktivitesi 300 rpm’ de 66.
saatte 19.5, ekzo-pektinaz aktivitesi 28. saatte 10.69,
endo-pektinaz aktivitesi 66. saate 102.13 U mL*
olarak tespit edilmistir. Bu durum, diisiik karigtirma
hizinda yetersiz karigtirma ya da oksijen kisitlamasi
ile agiklanabilir (Kao ve ark., 2007). Cok yiiksek
karistirma hizlarinda ise, ortamdaki ¢Oziinmiis
oksijen konsantrasyonu ve makromolekiillerin
dagilimi artmakta enzim aktiviteleri negatif olarak
etkilenebilmektedir (Feng ve ark., 2003). Yiiksek
karigtirma hizlarinda metabolit iiretimindeki azalma,
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yliksek kayma gerilmelerine maruz kalan hiicrelerin
hasar1 ve bozulmalarindan kaynaklanmaktadir
(Bandaiphet ve Prasertsan, 2006).

Oncii (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, 500
rpm’ de elde edilen maksimum biyokiitlenin 200 ve
350 rpm’ de elde edilenlerden sirasiyla 3.27 ve 3.67
kat daha fazla oldugu belirtilmistir. Maksimum enzim
tiretimini ise 200 rpm’ de elde etmislerdir. Oksijenin
proses i¢in sinirlayict bir adim olmadigini1 ve enzim
sentez metabolizmasi ile bunun kismen baglantili
oldugunu agiklamislardir. Benzer sonuglar Songpim
ve ark. (2010) tarafindan yapilan g¢alismada da
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kaydedilmistir. Songpim ve ark. (2010) P. polymyxa
ile pektat liyaz aktivitesini etkileyen parametreleri
optimize etmek i¢in tepki yiizey metodunu
kullanmiglar ve 200 rpm ve {izerindeki karistirma
hizlarinda enzim {retiminin azaldigin1 tespit
etmislerdir. Lee ve ark. (2010) ise, piring kabugundan
karboksimetilseliilaz iiretimini optimize ettikleri
calismalarinda, yiiksek  karigtirma  hizlarinin
karboksimetilseliillaz {iretimini inhibe ederken B.
subtilis subsp. subtilis’ in hiicre iiremesini tesvik
ettigini belirtmislerdir.

0,09

0,08 4

n(sa™)
o
o
Q

o
o
[e2]

0,04
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Pektin liyaz aktivitesi (U mL1)
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Farkli karigtirma hizlarinda elde edilen mikroorganizma 6zgiil iireme hizlar1 ve enzim aktivitelerinin zamanla
degisimi (pH=8, T: 30 °C, Hava akis hizi: 0.1 vvm, ¢:200 rpm, m:300 rpm, A :400 rpm)

Sekil 2.
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Sekil 3. Farkli karistirma hizlarinda ortam pH’ 1 ve toplam protein konsantrasyonunun zamanla degisimi (pH=8, T: 30
°C, Hava akis hizi: 0.1 vvm, ¢: 200 rpm, m: 300 rpm, A: 400 rpm)

pH ve toplam protein miktarin inkiibasyon
siiresi ile degisimi Sekil 3° de verilmigtir. Ortamin pH
degeri inkiibasyon siiresi ile Once azalmis, belli
degere geldikten sonra artmaya baslamistir.
Biyoreaktdrde havalandirmali sartlarda hizli bir pH
diisiisi ve ardindan alkalinizasyon gorilmustiir.
Benzer durum Venugopal ve ark. (2007) tarafindan
termofilik mantar Mycotypha sp. AKM 1801 ile
kahve posasindan  endo-pektinaz  iiretiminde
havalandirmanin etkisinin arastirildigr ¢alismada da
gdzlenmistir. Toplam protein konsantrasyonu enzim
aktiviteleri ile paralel olarak en fazla 300 rpm
karigtirma hizinda elde edilmistir. Maksimum protein
miktar1 48. saatte 0.44 mg mL? olarak bulunmustur.
Daha sonraki biyoreaktor deneylerinde karistirma
hizi olarak, en yiiksek enzim aktivitelerinin elde
edildigi 300 rpm segilmistir.

Biyoreaktor deneylerinde daha yogun bir
karigtirma uygulandigindan fermantasyon siiresi

kisalir. Fermantasyon zamaninin kisalmasi ve {iriin
olusumunun artmast iiretim maliyetlerini
azalttigindan biyoreaktorlerde enzim {retimi ¢ok
avantajlidir (Gummadi ve Kumar, 2006). Benzer
sonu¢, Gummadi ve Kumar (2008) tarafindan
biyoreaktorde yapilan Debaryomyces nepalensis ile
pektin liyaz tiretimi caligmasinda da go6zlenmis,
fermantasyon siiresi 95 saatten 65 saate azalmistir.

Hava Akis Hizimin Etkisi

Sulu c¢ozeltilerde oksijen, ¢oOziiniirliiglinin az
olmasindan dolay1 hiz sinirlayici faktordiir ve aerobik
fermantasyonlarda hiicre biiylimesini, {irlin verimini
etkiler (Potumarthi ve ark., 2007). Fermantasyon
ortaminda ¢oOziinmiis oksijen konsantrasyonu, gaz
fazdan sivi  faza oksijen transfer hizina,
mikroorganizmanin oksijen alim hizina ve oksijen
tiketim hizina baghdir. Fermantasyon sirasinda
oksijen transferi; hava kabarciklarindan ortama,
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hiicrelere ve hiicre i¢inde reaksiyon bolgesine transfer
ile gerceklesir. Oksijen transferi, hava akis hizinin
artmasi ile artar (Naik ve ark., 2008). Ancak, yiiksek
hava akis hizlarinda hiicre hasar1 sonucu inhibisyon
olusabilir (Fadzilah ve Mashitah, 2010).

Optimize edilmis derin kiiltiir fermantasyon
ortami1 kullanilarak 300 rpm karistirma hizinda, farkl
hava akig hizlarinin (0.1, 0.15 ve 0.2 vvm) enzim
aktiviteleri tizerine etkisi incelenmistir. Pektin liyaz,
endo ve ekzo-pektinaz aktivitelerinin zamanla ve
hava akis hizi ile degisimi Sekil 4’ de sunulmustur.
Sekillerden de goriildiigli gibi en yiiksek pektin liyaz
aktivitesi 0.1 vvim’ de 66. saatte 19.5, ekzo-pektinaz
aktivitesi 28. saatte 10.69, endo-pektinaz aktivitesi
66. saatte 102.13 U mL™* olarak kaydedilmistir. Hava
akis hizinin artmasi ile enzim aktivite degerlerindeki
diisme enzim proteini molekiillerinin oksidasyonu ile
aciklanabilir (Naik ve ark., 2008). Benzer sonug,
Songpim ve ark. (2010) tarafindan, P. polymyxa ile
pektat liyaz iiretimi lizerine yapilan bir ¢alismada

N
(S2]

[JPAS

ypas@munzur.edu.tr
ISSN: 2149-0910

gbzlenmis, 1.0 vvm’ nin {izerindeki havalandirma
hizlarinda enzim iiretiminin  inhibe oldugu
belirtilmistir. Coziinmiis oksijen konsantrasyonu
yaklagik olarak 4 mg L™ nin iizerine ¢iktiginda
Bacillus pumilus ile pektinaz sentezinin baskilandigi
gozlenmistir. Cruz-Guerrero ve ark. (1999) 3.3 mg L
! ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunda K. marxianus
ile endo poligalakturonaz iiretiminin tamamen
baskilandigin1 gézlemislerdir. Farkli hava akis
hizlarinda pH degerinin ve toplam protein miktarinin
inkiibasyon siiresi ile degisimi Sekil 5° de verilmistir.
Ortamin pH degeri inkiibasyon siiresi ile once az
miktarda azalmis daha sonra artarak baglangic pH
degerine yakin degerlere ulagmistir. En yiiksek
toplam protein konsantrasyonu ise yine 0.1 vvm hava
akis hizinda elde edilmis ve 48. saatte 0.44 mg mL*
olarak kaydedilmistir.

N
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M

=
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M
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Sekil 4. Farkli hava akis hizlarinda enzim aktivitelerinin zamanla degisimi (pH= 8, T: 30 °C, Karistirma hizi: 300 rpm,
¢:0.1 vvm, m: 0.15 vvm, A: 0.2 vwm)
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Sekil 5. Farkli hava akis hizlarinda ortam pH’ 1 ve toplam protein konsantrasyonunun zamanla degisimi (pH= 8, T:
30 °C, Karistirma hizi: 300 rpm, ¢: 0.1 vvm, m:0.15 vvm, A:0.2 vvm)

Oksijen Transfer Parametreleri

Sulu c¢ozeltilerde oksijen, ¢oziiniirliigiiniin az
olmasindan dolay1 hiz sinirlayici faktordiir ve aerobik
fermantasyonlarda hiicre biiyiimesi ve {iriin verimini
etkiler. Reaktorlerin isletme ve geometrik 6zellikleri,
ortam  bilesimi, viskozite, yiizey gerilimi,
konsantrasyon, mikroorganizma morfolojisi ve hava
kabarciklarinin ylizeysel alami gibi birgok faktdre
bagl olan k., biyoreaktdrlerin karigtirma-dagitma
ekipmanlarinin dizayn ve isletiminde Onemli bir
parametredir (Marques ve ark., 2009).

Oksijen aktarim parametreleri olan oksijen
tiketim hizt (qo) ve hacimsel oksijen transfer
katsayisin1  (kia) bulmak igin dinamik metot
kullanilmigtir. 300 ve 400 rpm’ de elde edilen
sonuglar Tablo 2’ de verilmistir. 200 rpm’ de oksijen
konsantrasyonu c¢ok diisiik oldugu igin oksijen
tiketim hizi1 ve hacimsel sivi faz oksijen transfer
katsayist hesaplanamamustir. Tablo 2° de goriildigii

gibi, hacimsel oksijen transfer katsayisi degeri
karistirma hizinin artmasiyla artmistir. Bu etki,
karistirma hizindaki artis ile daha kii¢iik boyutlu hava
kabarciklarinin hizlica pargalanmasi ve kiitle transferi
icin mevcut gaz-sivi ara ylizeyindeki artisa
baglanabilir (Gomez ve ark., 2006; Orman, 2007).
300 rpm karigtirma hizinda en yiiksek ki, degeri 26.
saatte 0.1524 s?, 400 rpm’ de 60. saatte 0.2623 s?
olarak kaydedilmistir. Ayrica, kia degeri inkiibasyon
sliresince Once artmis sonra ise azalmistir. ki degeri
sivinin  viskozitesinin artmasiyla azalir (Garcia-
Ochoa ve Gomez, 2009). K. degerindeki degisimler
inkiibasyon siiresi boyunca fermantasyon sivisinin
viskozitesindeki degisimlere baglanabilir.  Nur
Asshifa ve ark. (2017) kanstirilmali bir tank
biyoreaktorde  Pseudomonas  aeruginosa ile
rhamnolipid iiretiminde karistirma hizinin oksijen
transferi iizerindeki etkisini inceledikleri
caligmalarinda, karistirma hizinin 400 rpm’ den 500
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rpm’ ye yiikseldiginde, ki degerinin de 48.21° den
70.38 sa’!’ e yiikseldigini ifade etmislerdir. Tablo 2’
de inkilibasyon siiresince kuru mikroorganizma
derigimi ile oksijen tikketim hizinin degisimi de
goriilmektedir. Ustel iireme bolgesinde oksijen
tilketim hiz1 zamanla artmus, iistel ireme bolgesinden
sonra ise azalmustir. Inkiibasyon siiresince oksijen
tiketim hizinin degisimi mikrobiyal biiylimeye
paralellik gostermektedir. Ustel iireme bolgesinde
oksijen tiiketim hizi mikroorganizmanin stel
biliylime fazinda en yiiksek degere ulagmis, daha
sonra da diislis gostermistir. Biyoproseslerde,
mikroorganizma konsantrasyonundaki artigla oksijen
tiketim hizinin artmasi beklenen bir sonugtur.
Literatirde  yapilan  birgok  calismada  da,
mikroorganizmanin istel biiyiime fazinda oksijen
tiketim hizi artmig, duragan fazda ve karbon
kaynaginin tiikendigi durumlarda ise bu deger azalma
gostermistir (Ulgen ve Mavituna, 1998; Nur Asshifa
ve ark., 2017). Li ve ark. (2018) Escherichia coli
BL21 ile a-siklodekstrin glikoziltransferaz tiretimini
inceledikleri ¢alismalarinda, logaritmik fazda oksijen
tilketim hizinin ¢ok hizli arttigini ifade etmislerdir.
Karigtirma hiz1 arttirildiginda ise oksijen tiiketim
hizinda azalma meydana gelmistir. 300 rpm
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karistirma hizinda maksimum oksijen tiiketim hizi
26. saatte 0.0185 mg L s, 400 rpm degerinde en
yiiksek oksijen tiiketim hizi ise 36. saatte 0.0151 mg
L* s olarak kaydedilmistir.

Kanistirma I¢in Gerekli Gii¢ Hesab1

Bacillus pumilus ile biyoreaktdrde pektinaz
grubu enzimlerden ekzo-pektinaz. endo-pektinaz ve
pektin liyaz {iretiminde, degisik karistirmali kap
Reynolds sayilarinda (Nrek) hesaplanan giic (Pg)
degerleri, gilic sayilarinin (Npy) bulunmasinda
kullanilmis, Esitlik 5. den hesaplanan gii¢ sayilari,
karigtiriciya bagli Reynolds sayisina karsi grafige
gecirilmis ve Sekil 6° da verilmistir. Optimum 300
rpm’ de, sisteme hava gonderilmedigi durumdaki gii¢
P= 2.05 W olarak hesaplanmig, daha sonra
havalandirmanin yapildigi durumda ki gii¢ degeri Py=
1.95 W olarak bulunmustur. Havalandirma da bir
miktar karistrma sagladigindan sisteme hava
gonderildigi durumdaki giic degerinin diigmesi
beklenen bir sonugtur. Birim hacim igin verilmesi
gerekli giic miktar1 ise 390 w m3 olarak
hesaplanmustir.

Tablo 2. Farkli karistirma hizlarinda ki, ve go degerlerinin zamanla degisimi

Karigtirma Hizi (rpm) ~ Zaman (saat) X(gL? Qo (mg Lts?) kia (s1)
12 272 0.0098 0.0704
16 3.60 0.0078 0.1006
20 4.72 0.0138 0.0815
22 5.20 0.0140 0.0769
24 5.82 0.0151 0.1004
26 7.26 0.0185 0.1524
28 7.19 0.0161 0.1101
300 rpm 36 8.76 0.0135 0.0944
0.1vvm 40 9.37 0.0125 0.0790
44 10.01 0.0117 0.0727
48 10.30 0.0098 0.0878
60 10.80 0.0047 0.0932
64 11.08 0.0046 0.1242
68 9.57 0.0050 0.1095
72 9.56 0.0049 0.1089
12 2.49 0.0109 0.2038
14 3.06 0.0105 0.2134
16 4.18 0.0104 0.2202
18 4.15 0.0082 0.2236
20 4.82 0.0100 0.2142
22 5.84 0.0111 0.1784
24 6.43 0.0145 0.1613
400 rpm 26 6.82 0.0140 0.1776
0.1 vwwm 28 8.22 0.0122 0.2147
36 10.39 0.0151 0.2249
40 12.60 0.0121 0.2265
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44 12.93 0.0070 0.2462
48 13.24 0.0056 0.2203
60 14.72 0.0041 0.2623
66 13.67 0.0027 0.2602
72 13.71 0.0026 0.2540
5,98530
5,98520 A
5,98510
4
Z  5,98500 A
5,98490
5,98480 A
5,98470 T T
10000 15000 20000 25000

NRe,k

Sekil 6. Reynolds sayist ile gii¢ sayisinin degisimi

SONUC

Bu c¢alismada, kullanilan kesikli karistirmali
biyorektoriin Bacillus pumilus ile pektin liyaz, endo-
pektinaz ve ekzo-pektinaz tiretimi i¢in faydal oldugu
ve pektinaz liretiminin karigtirma ve hava akis hizi ile
etkilendigi ortaya c¢ikarilmustir. En yiiksek pektin

TESEKKUR

Bu calismanmin biiyiik béliimii Ozlem Tepe’ nin
Doktora Tezinden tiiretilmistir. Yazarlar 1674 nolu
proje ile bu c¢aligmaya verdigi destekten dolay1
FUBAP’ a tesekkiir ederler

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar bu calismasinda herhangi bir sekilde ¢ikar
catigmasi olmadigini beyan eder.
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uyuldugunu beyan eder.
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