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Fermentasyonun Teknik Prensipleri

« Sterilizasyon

Biyoteknolojik bir Uretim ortaminda genelde yalniz gorevli
mikroorganizmanin bulunmasi istenir. Ozellikle melas, soya gibi
teknik hammaddeler ¢cok sayida mikroorganizma
icerdiklerinden sterilizasyon sarttir.



Deqisik bolgelerde havadaki ortalama
mikroorganizma sayisi

Acik arazi 950 <
Yogun yerlesim bolgeleri ve iyi 2000
havalanmayan kapali yerler

Fermentor ¢ikis gazi 1,500,000

Hicbir islemden gegmemis akarsu 10,000



Fermentor Sisteminin Temizlenmesi

« Bir fermentasyona baslamadan once ilk yapilacak is fermentor
sisteminin temizlenmesidir. Pratikte bu temizlik uc sekilde

yapllir.

— Mekanik ve hidrolik temizleme
— Seyreltik alkali ile pisirme
— Formaldehit ile pisirme



Mikroorganizmalarin Oldiiriilmesi

« Mikroorganizmalarin oldurulmesinde yabanci
mikroorganizmalarin aktivitesinin dusurulecegi duzeye gore

farkh teknikler uygulanir.

- Dezenfeksiyon: Sadece istenmeyen organizmalari dldirme
islemidir.

. Pastorizasyon: Ozellikle gida endstrisinde uygulanir.
Istenmeyen mikroorganizmalar sporlar oldurulmeden yok
edilirler.

- Sterilizasyon: Tum canl mikroorganizmalarin kesinlikle
oldUrulmesini amaclar.



Termik Sterilizasyon

« Termik sterilizasyonun uygulanmasinda asagidaki kriterleri
goz onunde bulundurmak gerekir.
— Mumkun olabilecek en dusuk sicaklikta sterilizasyonu
gerceklestirerek enerji kaybini azaltmak,
— Sterilizasyon suresi fermentor icin 6l0 zamandir. Bu
sebeple, tesisin verimliligini arttirmak igin surenin
olabildigince kisaltilmasi gerekir.

— Termik islemler besi ortaminin bilesimine zarar
vereceginden dusuk sicaklikta ve yavas I1sitmak gerekir.



Sicaklik
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Termik Sterilizasyonda Sicaklik Profilleri
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Termik sterilizasyonda sicaklik profilleri.
(A): hizli 1sitma, (B): yavas isitma
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Sporlarin sulu ortamda degisik sicakliklarda canli kalabilme diyagramlari

—s Zaman(dak.)

(I): 104,5 °C, k; = 0,57x103 sn",
(I): 120°C, k;=0,02 sn"!
(Ill): 132 °C, k= 0,25 sn"’



Fermentasyon Teknikleri ve Biyoreaktorler

Biyoreaktor hucre ¢gogalmasini, buyumesini ve metabolit
uretimini garantileyecek kosullara sahip olmalidir (Optimum
pH, yeterli O, tuz ve substrat temini gibi).

Fermentasyon teknigi,

— Yuzey kultur teknigi

— Derin kultur teknigi, ile gergeklestirilir ve biyoreaktorler de
uygulanan teknige gore sekillenirler.



1. Yuzey Kultur Teknigi

* Yuzey kultur tekniginde mikroorganizmalar besi ortaminin
yuzeyinde cogalir ve yuzeyde mikroorganizma hucreleri ve
bunlarin metabolitlerinden ibaret bir tabaka veya mantarlarda

bir misel ortusu olusur. Metabolitlerin besi ortamina
diffizlenmesi de mumkunddar.

Yuzey kultur tekniginin sakincalari,
— Misel tabakasinin duyarhligi
— Fermentasyon suresinin uzunlugu
— Kapasitenin dusuklugu
— Operasyonun zorlugu
— Prosesin otomatik kontrol imkaninin cok dusuk olusudur.



Mayalanma Tepsili Reaktor

Kati besi yerinde
mikroorganizmalarin gogalmasi
kati fazdaki difUzyonun hizi
tarafindan kontrol edilmektedir.

Bu engel, mayalanma tepsili
reaktorde jelimsi besi ortami
yerine sivi besi ortami
kullanilarak onemli olgude
astimistir.



2. Derin Kultur Teknigi

* Derin kultur reaktorleri uygulanan karigtirma ve havalandirma
sekline gore uc¢ grupta incelenebilir:

— Mekanik karistirmali biyoreaktorler
— Konveksiyon akimli biyoreaktorler
— Pnomatik calisan biyorektorler



Karistirmali Fermentor Sistemi

Mekanik Karistirmali Biyoreaktorler

Konveksiyon Akimli Biyoreaktorler

Pnomatik Calisan Biyoreaktorler




Biyoteknolojide Temel islemler

« Avirma

— Flokulasyon ve Flotasyon
. Flokulasyon: Cokelme ile ortamdan ayirma

(pH, sicaklik, iyon siddeti, yuzey gerilim kuvveti, hucre yasi,
organizma tard)

Flotasyon: Gaz habbeciklerinde adsorplama (habbecik boyutu)

— Filtrasyon
. Yuzey filtrasyon, Derin filtrasyon, Elek filtrasyonu

— SantrifUjleme



Hucre Parcalama Yontemleri

Hicre Parcalanmasi
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Mekanik olmayan
ydntemler
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Liziz Kurutma

* Liyofilizasyon
* Cozgen ile kurutma
* Havada kurutma

Mekanik
yontemler
Kati halde Cozeltide
kirma kuvvetleri kirma kuvvetleri
* Basing * Kanstirma
* Ogtitme * Basing
¢ Ultrases
Fiziksel

* Osmotik sok

* Dondurma ve
c¢Ozme

* Basing distist

v

v
Kimyasal Enzimatik
* Deterjanlar

* Antibiyotikler
* Aikali

* Lisozim vb.
enzimler
¢ Fazlar



Zenginlestirme

1. Ekstraksiyon:

Maddenin fazlar arasi dagilim farkina dayanir.

k:
i D

kpy= —
b Ca Ca
Ca

Maddenin fazlar arasi1 dagilma
katsayisi

Ust fazdaki konsantrasyon
Alt fazdaki konsantrasyon

Etkin maddenin ekstraksiyon faktort asagidaki ifade ile verilir.

% Vg EF.

: Ekstraksiyon faktdra

EF.=kp “OZV: % Vi  : Ust fazin hacimsal ytizdesi

% V,

: Alt fazin hacimsal ytzdesi



Bazi Ekstraktor Tipleri

Karrsim Extrakt S <>
P rakt
- > Extrakt 3 Cazgen
Karigim A % ['§
(2) Rafinat
(4)
Karisim Cozgen
___-*_,
Extrakt <>

Rafinat Y 4 Gozgen - r:?—a

¥

Agqir faz
Rafinat

Cok kullanilan ekstraktor tiplerinin sematik gosterimi.

(1): Ekstraksiyon kolonu
(2): Terk akim ekstraktoru
(3): Ekstraksiyon santrifuju



2. Termik Yontemlerle Deristirme:

Biyourunlerin termal kararliliklari dusuk oldugundan iglemin kisa
surmesi 0zel bir onem tasir. Kisa surede ve nispeten dusuk
sicakliklarda deristirme genis yuzeyli vakumlu buharlastiricilar ile
basarilir. Fakat bu aletlerin temizlenmesi ¢ok zordur ve enerji
tuketimi fazladir. Ayrica kopuk olusumu buna bagli olarak vakum
ve yogunlastirici kisimlarinda kirlenmeler onemli bir problem

olusturur.



3. Membran Filtrasyonu

Cozunmus partikullerin konveksiyon vasitasiyla mebran
yuzeyine transportudur. Etkin olan buyukluk osmotik basingtir.

Uygulamada tu¢ onemli teknik vardir:
— Ultrafiltrasyon: 103-108 D M,"  maddeler ayrilabilir.

— Ters Osmoz: Tuzlar tutulabilir.
— Elektrodiyaliz



Bazi Membranlarin Gozenek Capi

Virusler
Pirojenler
Proteinler
Peptidler
I ' Ultrafiltrason ]
Ters Osmoz Mikrofiltrasyon Bakteriler
0,3 1 3 10 30 100 300 nm

Degisik membranlarin gozenek ¢api (nm) ve alikonan maddeler




Ultrafiltrasyon ile ters osmoz arasindaki onemli farklar:

Alikonan ¢ézinmus Mol.kutle <500-1000
partikul boyutu

Osmotik basing Onemli, 80-100 kg/cm?ye
kadar ulasabilir.

Calisma basinci >10-150 kg/cm?

Temel olaylar DiffUzyon ile transport,
membran materyali transport
ozelligini etkiler.

Mol.kutle >1000

ihmal edilebilir.

< 10 kg/cm?

Molekul boyutuna gore ayirma,
membran materyalinin etkisi yok, elek
etkisini belirleyici buyukluk gozenek
boyutudur.



Peynir alti s e
suyu e P

Laktoz, Su,
Tuz, Laktat

- Protein konsentratt

Laktoz
™ konsentrat

> Atik su

Membran filtrasyonu ile peynir alti suyundan protein ve laktoz Uretimi



Diger Zenginlestirme Yollari

o Cokturme:

Bu yontemle proteinlerin ayrilmasi ucuzdur fakat yontemin
seciciligi dusuktur.

« Dondurarak deristirme:

Ayrilacak maddeyi iceren ¢ozeltiden saf suyun dondurularak
uzaklastiriimasi ve boylece ¢ozeltinin derigtiriimesi esasina
dayanir. Daha ¢ok gida endustrisinde uygulanir.




4. Saflastirma

» Kiristallendirme:
Sitrik asit, bazi antibiyotik ve enzimlerin Uretiminde uygulanir.

« Kromatografi:

— Teknigin onemli avantajlari sunlardir:
* Yuksek verim
« Otomasyon olanagi
« Sabit fazin tekrar kullaniimasi
 Steril ve pirojensiz sistemlerde calisma

— Degisik tip kromatografik teknikler:
» Adsorpsiyon Kromatografisi
« lyon-degisim Kromatografisi
Jel filtrasyonu
Affinite Kromatografisi
Hidrofobik Kromatografi
Dagilma Kromatografisi



5. Kurutma

» Biyoteknolojik uretimlerde ug tip kurutma teknigi kullanilir:

* Liyofilizasyon (Dondurarak kurutma)
» Kontakt Kurutma (Hareketli tabakada)
« Konveksiyon Kurutma (Sicak hava akimiyla )



Kromatografik tekniklerin karsilastiriimasi

Teknik Adi Etki Prensibi A ERIEVEVELET]

Adsorpsiyon Yuzeysel baglanma Yuzeysel affinite

kromatografisi

lyon degisim lyonik baglanma Elektriksel yuk

kromatografisi

Jel filtrasyonu GoOzenek diffuzyonu Molekul sekli ve

bayuklugu

Affinite kromatografisi Biyospesifik adsorpsiyon/ Molekul yapisi
desorpsiyon

Kovalent kromatografi Kovalent baglanma Fonksiyonel gruplar

Hidrofobik kromatografi Hidrofobik kompleks Molekul yapisi
olusumu

Dagilim kromatografisi Dagilim dengesi Polarite



IN SITU URUN AYRILMASI

Verimliligi arttirmak ve atik su miktarini azaltmak igin
fermentasyon surerken Grinun kesiksiz bicimde ayrilmasi
gereKir.

Bu isle dort farkl teknikle gercgeklestirilir:

Vakum Fermentasyonu
Ekstraktif Fermentasyon

Diyaliz fermentasyonu
Adsorban destekli fermentasyon

s wh =



1. Vakum Fermentasyonu
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Vakum fermentasyonunun degisik turleri.
a: Kesiksiz fermentasyon,

b: Ortamin kismen bosaltildigi durum,
c: Maya hucrelerinin fermentore geri ddnme durum.
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cOz Vakum pompasi
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2. Ekstraktif Fermentasyon
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Ekstraktif Fermentasyon

Biyourinu iyi gozen ve hucrelere toksik olmayan ¢ozgenler kullanilir.



3. Diyaliz Fermentasyonu
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Diyaliz-Fermentasyonun Prensibi

@ Urin inhibisyonu engellenir.
@ Diisik Uriin konsantrasyonu, pahali membranlar, tikanmalar



4. Adsorban Destekli Fermentasyon
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lyon degistirici

—= Atk su

Adsorpsiyon vasitasiyla aruntn ayrildigi kesiksiz fermentasyon

(lyon-degistirici)



