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MIKROBIYAL COGALMA ve BIYOURUN
OLUSUM KINETIGI

Endustriyel boyutta bir uretimin planlanmasi asamasinda
uretilecek veya katalizor olarak olarak kullanilacak
mikroorganizmalarin;

» En uygun tur oldugunun belirlenmesi,

» Mikroorganizmalarin fizyolojik 6zelliklerinin tespiti,

» Ortam faktorlerine bagimli degisimi ve teknolojik agidan en
uygun reaktorun sekillendiriimesi gerekir.

Kultdrler Kesikli ve Kesiksiz olmak lzere 2’ ye ayrilirlar.



Kesikli Kultur

Mikroorganizmalarin buyime/¢cogalmasi belirli kurallara uyar.Bu
nedenle bazi kosullar altinda inkuUbasyon sonunda beklenen hucre
sayis! ve biyokutle miktari hakkinda onceden tahminde
bulunulabilinir.

Organizmalarin buyumesinde degisik fazlar vardir:
A. Inkubasyon Fazi (Lag-Faz)

B.Uyum ve Hizlanma Fazi (Akselerasyon Fazi)
C.Eksponansiyel (Logaritmik) Faz (Log-Faz)
D.Gecis Fazi

E.Stasyoner Faz

F.Letal Faz (Oliim Fazi)



Mikrobiyal Buyume ve Biyourun Olusum Kinetigi

Kesikli Kultur D (Gegis Fazi)
E (Stasyoner Faz)
F (Letal Faz) :Olim Fazi
(InN)
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Mikroorganizmalarin buyume egrisi

A (Lag Fazi) ‘Inkiibasyon Fazi
B (Akselerasyon Fazi) :Uyum ve Hizlanma Fazi
C (Eksponansiyal Faz) :Log-(Logaritmik) Faz (maksimum Ureme fazi)



(A)inkiibasyon Fazi (Lag-Faz) :

Bu fazda hucre bolunmesi olmaz ve ilk hucre bolunmesine kadar
devam eder. Asilanan hucre sayisinda degisiklik olmaz.

Besi ortamindan su ve substratlar alinip RNA, ribozom ve protein
biyosentezinde (6zellikle enzim sentezinde) degerlendirilir (bu
nedenle hucre cogalmasi olmadigi halde biyokutle artar).

Bu fazin suresi;
1) Asi kulturd miktarina
2) Asl materyalinin yasina

3) Substratin uygunluguna baglidir.



B) Uyum ve Hizlanma Fazi (Akselerasyon Fazi)

Bu fazda hicre cogalmasi baglar ama yavas yurur, artis
eksponansiyel degildir. DNA miktari artar, enzim sentezi devam
eder, regulasyon etkileri gozlenir.

Bazi bakimlardan benzerlik gosterdiklerinden, cogu kez A ve B
fazlar birlikte degerlendirilirler. Bu iki fazin suresi (T,,4),
asilamadan itibaren kulturin C-Fazina (Log-Faz) gecmesine
kadarki suredir.

Hizlanma zamani (T,,g), bilinen bir kultur ile hizlanma zamani
bilinmeyen bir kaltirin kiyaslanmasiyla (L-Degeri) tayin edilir.



Bir Bakteri Kulturunun Hizlanma Zamani
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L-Degeri, ideal eksponansiyel buyuyen bir kulture kiyasla gercek bir kultirde
hucre bolinmesinin ne denli geri kaldigini gosterir.

(g = ortalama jenerasyon suresi, n= jenerasyon sayisl)



C) Eksponansiyel (Logaritmik) Faz (Lag-Faz)

Buyume hizi pratik olarak sabittir ve maksimuma ulagsmistir.
RNA’ ya kiyasla DNA sentezi daha fazladir.

Hucreler diger fazlara gore daha kuguk olup kuru kutlenin
hucre sayisina orani diger fazlara gore daha dusuktur.

DNA/RNA miktarinin orani acgisindan kiyaslandiginda
protein miktari diger fazlardan daha azdir. Bu fazdaki hucre
cogalmasi kolayca hesaplanabilir.



D) Gecgis Fazi

Bu fazda hucre ¢cogalma hizi surekli azalir. Fakat genel olarak

dusunuldugunde hucre sayisi ve biyokutle artisi devam eder.
Logaritmik fazdan ureme hizinin dusuk oldugu gecis fazina
gecmenin baslica sebepleri sunlardir:

» Toksik metabolik trunlerin olusmasi

» Substratin tUkenmesi

» Vizkozite artigi nedeniyle O, temininin zorlagmasi

Bu fazda ¢cok degisik yaslarda hucreler bulunabilir. Logaritmik
olarak ¢cogalan kucuk hucreler yaninda, cok yavas veya hig

uremeyen dusuk DNA ve yuksek protein igerikli buyuk hucreler
ve olu hucreler bulunur.



E) Stasyoner Faz

Bu fazda yeni olusan hucre sayisi ve olen hucre sayisi
dengelenmistir. Toplam hucre sayisi sabit kalir.

Metabolizma katabolizmadan anabolizmaya donusmustur.

Biyosentezler de daha ¢ok sekonder metabolit uretimine
yoneliktir.

Hucrelerin durumu gecis fazina benzer. Sekonder metabolit
uretimi amaclaniyorsa, bu fazin mumkun oldugu kadar uzun
surmesinde yarar vardir.



F) Fetal Faz: Olen hiicrelerin sayisi yeni olusanlardan daha fazladrr.

Otoliz sebebiyle ortamin yogunlugu ve vizkozitesi azalir.

Hucre Buyumesi icin Lineweaver-Burk Diyagrami

»T*Z - (I\_/_Ia_l_<simum spesifik
Ke - buyume hizi)

NE
S
KS, bdyume hizinin maksimum degerin yarisina ulastigl andaki substrat

konsantrasyonudur ve birimi g/1’ dir.

M; hucrelerin spesifik blydme hizi olup hucre kitlesinin toplam biyokutleye
gore birim zamandaki artigidir.



Kesikli Proseslerde Uriin Olusumu

» Kesikli kultarlerde tran olusumu logaritmik ve stasyoner fazlar
ile bunlarin arasinda yer alan gecis fazinda gerceklesir.

> Urln olusumu biyiimeye bagimhidir veya degildir. llk durumda
urun yalniz logaritmik fazda olusur.

> Ikinci durumda ise diger fazlarda da Urin olusumu s6z
konusudur.



Kesiksiz Kultur

» Mikroorganizmalarin kesikli kultur ortaminda buyumeleri igin
biyolojik sabitler tespit edilebilir ve bunlar kesiksiz kulturun

logaritmik fazindaki mikroorganizmalar icin yapilacak
hesaplamalarda ¢cok onemlidir.

» Kesiksiz kulturde substrat ¢cozeltisi sabit bir debi ile reaktore
verilir ve reaktordeki sivi hacminin degismemesi igin reaktor

sivisi ayni debi ile digari alinir.

> Boyle bir sistemde denge yerlestiginde “Kemostat” kosullarina
ulasiimis olunur.



Kesiksiz Bir Reaktorun Basitlestirilmis Semasi

=-> S X




X/D - Diyagrami

» Substratin biyokutle veya urune donusum orani reaktor
icinde alikonma suresi ile orantilidir. Baska bir degisle
seyrelme hizi (D) ne kadar kugukse donusum orani o olgude
yuksektir.

» Ancak verimlilikte onemli olan donusum oranindan ¢ok birim
zamanda olusan biyokutle veya urun miktaridir.

Kesiksiz bir Biyoreaktorun Verimliligi = X.D (g/l.h) ile verilir.

» Bu duruma gore seyrelme hizi igin bir optimum deger soz
konusu olmalidir. X ile D arasinda gizilen diagram D,

degerinin tespitine olanak saglar.



Mikrobiyal Buyume Verimi

Mikrobiyal buyumenin gostergesi ureme ve toplam biyokutle
artisidir. Buyumenin boyutu ise bir gram karbon kaynagi
tuketimi sonucu olugsan kuru biyokutle miktaridir.

Buyume igin yani zamanda enerjiye gereksinim oldugundan ve
bu enerji de C-kaynagindan saglanacagindan biyokutle
verimi C-kaynaginin oksidasyon derecesi ile ters orantihidir.

Aerobik metabolizmada Y,/ :

Y, = dX/dS Karbonhidratlar icin : 0,5
Hidrokarbonlar icin : 1,0 dir.



Verim Sabiti (Y, a1p)

Karbon ve enerji kaynagi olarak bir sekerin, N-kaynagi olarak
amonyum iyonunun bulundugu bir ortamdaki kesikli
kulturde degisik mikroorganizmazlar igin yaklasik ayni
verim katsayisina ulasilir.

Verim katsayisi baslangi¢cta ortamda mevcut substrat
konsantrasyona bagimli degildir.



Temel Gereksinim Enerjisi

Mikrobiyal Uretim proseslerinde urun olugsmayip yalniz biyokutle
olussa bile C-kaynaginin bir kismi organizmanin temel enerji
gereksinimi i¢in harcantr.

Kesikli kulturlerde fermantasyon ortaminin birgcok parametresi
surekli olarak degisirken kemostat durumundaki kesiksiz
kulturde bu parametreler sabittir.

Sonug olarak verim katsayisi (Y, ), kesikli kulturlerde fazlara
bagimli olarak surekli degisim gosterirken kesiksiz kulturde
kemostat durumunda matematiksel olarak sabit kalir.



Verim Katsayisinin Onceden Tahmini

» Degisik mikroorganizmlar ve substratlar ile gerceklestirilen
cok sayida fermantasyon Y, . verimi icin ortalama bir deger
bulunmustur.

x/s

Y, = 3,14+0,11 g Biyokiitle /av.e-

» Ancak ozellikle kuguk molekullu alkol ve alkanlarda bu
degerden onemli sapmalarla karsilasiimaktadir.



Kullanilabilir elektronlar yardimiyla verim katsayisinin (Yy,s)

onceden tahmini (Abott, 1973).

Substrat Mol. av.e” Yx/s Kullam- Yx/s Yx/s
Kuatlesi Sayis1  (Verim lamaz (dtizelt.) (deneysel)
Katsayisi) e sayisi

Metan 16 8 1,57 0,62
2 1,17 0,90

4 0,79 1,02

Metanol 32 6 0,59 0,39
2 0,39 0.40

Etanol 46 12 0,82 0,84
2 0,68 0,68

Etanol 46 12 0,82 0,84

2 0,68 0,68

Glukoz 180 24 0,42
(Nisasta) (162) 24 0,47 0,54
Hexadekan 226 o8 1,36 24 1,03 1,03




Oksijen Gereksinimi ve Saglanmasi

» Mikroorganizmalar sulu ortamda faaliyet gosterdikleri igin
substratlarin suda yeterince ¢cozunmesi ¢cok onemli bir
konudur.

» Ancak organizmanin bir substrati yeterince
saglayabilmesinde substratin suda ¢ozunur olmasi yaninda
organizma tarafindan ortamdan alinma hizi da etkilidir.

» Hatirlatilmasi gereken onemli bir nokta mikroorganizmalarin

birim kutle basina diger canlilardan ¢ok daha fazla oksijene
ihtiya¢ duymalaridir.



Cesitli canlilarin oksijen alim hizlari (ml/g.h)

(Einsele et al. 1985)

insan

Kelebek

Fare
Maya
Azobakter

Hareketsiz

Calisirken

Hareketsiz

Ucarken

0,2
4,0

0,6
100,0

2,5
60,0
~3000



Oksijenin Saf Suda Cozunurluqu

» Oksijenin saf suda ¢ozunurlugu Henry Kanununa gore kismi
basinci ile orantilidir. Hava icinde oksijene dusen basing payi 0,21
bar veya yaklasik 160 mm Hg dir. Saf ve havadaki oksijenin
degisik sicakliklarda sudaki cozunurlUgu asagida verilmistir.

Sicakhik 1 bar Og-basinci 1 bar Hava basinci
(°C) mmol/I1 mg/1 mmol/l mg/1
0 2,18 69,8 0.455 14,6
10 l 1,70 54,4 0,355 11,4
20 1,38 44,2 0,288 9,2
30 1,16 37.1 0.242 7,7
35 1,09 34,9 0,228 7.3
40 1,03 33.0 0,215 6,9




Bazi Mikroorganizmalarin max. oksijen alim hizlari

[Brown, D.E, in Methods in Microbiology, (J.R.Norris and D.W.Ribbons, eds) Vol.2,
1970, Academic Press, New York, pp.127-274]

Mikroorganizma Qe kg Og/kg Biyokatle.h
Aspergillus niger 0,096
Streptomyces griseus 0,096
Penicillium chrysogenum 0,125
Klebstella aerogenes 0,128
Saccharomyces cerevisiae 0,256




BITKI ve HAYVAN HUCRE KULTURLERI

» Son yillarda tum dunyada hicre kulturlerine ilgi buyuk
olcude artmistir.

» Bitki ve hayvan hucre kulturlerinin biyoteknolojik
uretimlerde kullanilmasi bu alanda yeni ufuklar agcmistir.



Bitki Hucre Kulturleri

» Bitki kulturleri ile yapilan arastirmalarin sayisi surekli artis
gostermektedir. Bu calismalarin buyuk cogunlugu bitki
hucre kulturlerini endustri ve tarimda kullanmay!
amaclamaktadir.

» En onemli uygulamalar degerli dogal bilesiklerin eldesi ve
faydali bitkilerin gelistirilmesidir.

» Biyoteknoloji acisindan uretime yonelik olan suphesiz ilkidir.
Ancak konuya ekonomik acidan bakildiginda ise ikinci yani
faydali bitkilerin gelistirilmesi daha verimlidir.



» Bitki hucre kulturleri mikroorganizmalara gore hem daha yavas
gelisir hem de ekstrem steril kosularda calismayi gerektirirler.

» Ayrica bu kulturlerin bulundugu ortamin kosullari (sicaklik, nem

vb.) degismemelidir. Kultivasyon inklbatorde veya daha iyisi
Klimatize odalarda yapilmalidir.

> Ureme, agar jelde veya sivi besi ortaminda gercgeklestirilir.

Kulturun biyosentez performansi bazi durumlarda i1sik tarafindan
etkilenir.



Bitki hucre kulturt hazirlama islemleri

Tohum Taze materyal

l

. (Yuzey sterilizasyonu)
Cimlenme

Bitki buyiime hormonu igeren
MS-besi ortami

|

Bitkisel materyalde
Kallus olugumu

!

Kallusun bitki hormonu igeren
Agar ortama transferi

|

Kallus kultara

l

Kallus materyalin sivi kalttr
ortamina alinmasi

}

Sispansiyon - Kaltar
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Makroelementler

NH,NO,4 1650 -
KNO, 1900 2500
CaCl,.2H,0 440 150
MgSO,.7H,0 370 250
KH,PO, 170 =
(NH,),S0, - 134
NaH,PO,.H,O - 150

Mikroelementler

Kl 0,83 0,75
H;BO4 6,2 3,0
MnSO,.4H,0 22,3 -
MnSO,.H,0 - 10
ZnS0O,.7H,0 8,6 2,0
Na,Mo0O,.2H,0 0,25 0,25
CuSO,.5H,0 0,025 0,025
Na, EDTA 37,3 37,3
FeSO,.7H,0O 27,8 27,8
Vitaminler
inosit 100 100
Nikotinik asit 0,5 1,0
Pirodoksin.HCI 0,5 1,0
Tiamin.HCI 0,1 10,0
Glisin 2,0 -
Sakkaroz 30 20
pH 5,7 B3

Fitohormonlar: indol asetik asit, Naftil asetik asit, 2,4-Diklorofenoksi asetik asit, Kinetin vs.

Bitki hicre kulturd Uretiminde en ¢ok kullanilan iki besi ortaminin bilegimi



» Bitki hucre kulturu tekniginden tarimda da yararlanma
imkani vardir. Bu teknik yardimi ile bitkisel kutle artisi
saglanabileceqi gibi bitki materyalinin iyilestiriimesi de
mumkundar.

» Bitki genlerinde yeni genetik bilgi katarak veya hibrit
bitkiler olusturarak bitki turu zenginlestirilebilir.

» Ayrica hucre kulturu teknigi sayesinde sayesinde hastalik
yapicilari tagimayan bitkiler geligtirilebilir.



Hayvan Hucre Kulturleri

» Hayvan hucre kulturleri uzerindeki ¢alismalar bitki hucre
kulturlerinden once baslamig olmasina ragmen asil geligimi
ve sistematik calismalar son 25 yil icerisindedir.

> Ozellikle virolojik diagnostik, hiicre farklilasma olaylarinin
iIncelenmesi, onkojen maddelerin analizi, gen bankasi
calismalari ve hucre ¢cevrimindeki olaylarin incelenmesinde
hayvan hucre kulturlerinin onemi ¢ok buyuktur.



» Hayvan hucre kulturlerinin endustriyel uretimdeki
potansiyelleri ¢cok iyi bilenmesine ragmen henuz
biyoteknolojik uygulamalar baslangi¢c safhasindadir.

» Teknik boyutta uygulama yalniz 1962 yilinda
suspansiyonda ¢ogalmaya adapte edilmis ve 1967
yilindan beri c¢esitli asilarin uretiminde kullanilan BHK
(Baby Hamster Kidney) hicreleri ile gergeklestiriimistir.



» Hayvan hucre kulturlerinin hazirlanmasinda gerekli laboratuar
donanimi bitki htcre kulturu igin gerekenden pek farkl
degildir.

» Interferon, monoklonal antikorlar, virus pestisidler, buyume
hormonlari uretimi ve ayrica tromboz ve embolilerin

tedavisinde buyuk bir potansiyele sahip urokinaz enziminin
uretiminde hayvan hucre kulturlerinden yararlaniimaktadir.



