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elde ettifimi, bu tez ¢aligmasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara ;
atif yaptigmu ve bunlart kaynaklar listesinde usuline uygun olarak |
verdigimi, tez ¢alismast ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarunt ihlal
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sunmadigimy, bu tezin planlanmasimdan yazimina kadar biitiin sathalarda
bilimsel etik larallarma uygun olarak davrandifim ve aksinin ortaya

¢ilcmast durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul edecegimi beyan ederim.
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OZET

BIRA MAYSE ATIGININ LACTOBACILLUS PENTOSUS TLE
BiVODONUSUMIUNUN LAKTIK ASIT VE FENOLIK ASITLERE ETKIiSi

Ayhan, Sakine
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Mithendislifi Anabilim Dah
Tez Damigmani: Dog. Dr. Hatice KALKAN YILDIRIM
ikinci Dantsmani: Prof, Dr. Yekta GOKSUNGUR
Temmuz, 2015, 123 sayfa

Bu tez kapsamunda, L. penfosus suglarinin bira mayse atigini fermantasyon ortama
olarak kullanarak laktik asit ve fenolik asitlere etkileri incelenmistic. Calismanm ilk
agamasinda bira mayse atiinm %1,25°lik seyreltik H,80, ile 1:8 g/g oranda hidrolizi
sonucu hemiselillozidik sekerler igeren ortamina L. penfosus suglatt (Lacrobacillus pentosus
0157, Lactebacillus pentosus O18, Lactobacillus pentosus O19) inokule edilerek laktile asit
ve fenolik asit iiretimi gerceklestirilmistir, Ug farkli sustan pH 6.0 da, 96 saat siirede 31 °C
ve % 20 ksiloz konsantrasyonunda Lactobacillus penfosus O18 ile en yiiksek firelimi

(% 13.80 verim) gergellestiren sug olarak belirlenmistir,

Calismanin ikinei kisminda ise Lacrobacillus pentosus O18 ile farkli azot kaynalklar
(maya ekstrakts, misir islatma suyu, pepton, tre, tripton) kullanilarak iiretim gergeklestirilinis
ve her 12 saat ara ile drnelder alinip HPLC® de analiz edilmistir. Laktile asit balcterilerinin
kompleks organik madde ihtiyaglarin karsilayabilmek amaciyla degisik azot kaynaklan esit
azot bazinda 10 g/L maya ekstraktina paralel olacak sckilde kullanilmistir, Denemelere alinan
azot kaynaldarnt arasmda en yiiksek verim maya ekstrakii ile elde edilmigtir. Ayrica aym
kogullarda fenolik asitlere olan etkisinin de aragtiildigi ¢aligmada, gallik asit, kumarik asit,
terulik asit, benzoik asit, vanilik asit ve sinapik asit miktarlarmin fermentasyon sonucunda
arttil belirlenmistir. Fermentasyon oncesi ve sonrasi analiz sonuglarma bakarak bira atile
maysesinin Lactobacillus penfosus ile fermentasyonunda en fazla artig hidroksisinamik asitler
grubundan olan ferulik ait (60-175 mg/L) ve p- kumarik asit (100-322,5 mg/L ) olarak
bulunmustur.

Anahtay sizeiikder: Bira atik maysesi, biyodoniisiim, L. peniosus, laktik asit, fenolik

asitler, HPL.C
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ABSTRACT

BIOCONVERSION EFFECTS OF BREWER'S SPENT GRAIN WITH
L. PENTOSUS ON LACTIC AND PHENOLIC ACIDS
Ayhan, Saldne

Master Thesis , Department of Food Engineering
Thesis Supervisor: Assoc. Dr. Hatice KALKAN YILDIRIM
Co Supervisor:: Prof. Dr. Yekta GOKSUNGUR

July, 2015, 123 pages

In this (hesis we were investigated the effects of brewer's spent grain
biotransformation by L.pemiosus strains on lactic and phenolic acids. Al the beginning,
brewing spent grain was diluted with 1,25% H,80, (1:8 g / g) solid/liquid ratio for hydrolysis
of complex compounds. The bieconversion was performed by different strains of L. penfosus
as Lactobacillus pentosus 0157, Lactobacillus pentosus O18, Lactobacillus pentosus O19.
Fermentation conditions were determined as: pH 6.0; follow up to 96 hourst/ 31 ° C and %20
xylose concentrations. The highest amount of lactic acid (22.4 g/L) was determined to be
produced by Lactobacillus pentosus Q18 at the second day of fermentation with highest yield

value of % 13.30.

In the second part of the study, during bioconversion of brewer's speat grain by
Lactobacillus pentosus O18 were used different nitrogen sources (yeast extract, corn steep
water, peplone, urea, tryptone). Used nitrogen sources quantities were determined on the basis
of equivalent nitrogen 10 g/, of yeast extract. Values obtained at each 12th hour of
fermentation were evaluated by HPLC technique. The best vesults for gallic acid, coumaric
acid, ferulic acid, benvoic acid, vanillic acid and sinapic acid were obtained with yeast extract
and peptone nitrogen sources, The maximum increases were detected for hydroxycinnamic

acids ferulic (60-175 mg /L) and p-coumaric acid (100 to 322.5 mg / L).

Keywords: Brewer's spent grain, bioconversion, L. pentosus, lactic acid ,phenolic

acids, HPLC
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1.GIRIS

Biyoteknolojinin gelismesiyle birlikte fermantasyon ile organik ve
biyokimyasal maddelerin iiretimi giiniimiizde en giincel konular arasindadir.
Farkli sanayi alanlarinda kullanilan organik ¢oziiciiler, antibiyotikler,
enzimler gibi pek ¢ok kimyasal madde ve besin, ilag, kimya, tekstil, plastik,
kozmetik ve kagit endiistrilerinde kullanilan organik asitler de fermantasyon

yolu ile iiretilebilmektedir.

Endiistride ham maddeler belli bir amaca gore islenirken bazi
maddelerde atik madde olarak ortaya ¢ikmaktadir. Diinyada hemen her yil
milyonlarca ton atik madde ¢evreye atilmaktadir. Bu atik maddelerin yok
edilmesi cesitli endiistri kuruluglarmna biiyiik yiikler getirmektedir. Ornegin
tahul firiinlerinin % 601, yagl tohum {riinlerinin % 85’i, seker iirtinlerinin
% 90’n1 atik madde olarak ortaya ¢ikmaktadir (Kahyaoglu ve Konar, 2006).
Endiistriyel iiretimde fermantasyon igin segilecek besi yeri iiretim maliyetini
onemli diizey de etkileyecegi icin melas, piring kabugu, bugday kepegi, sebze
ve meyve artiklari, bira mayse atig1 gibi ekonomik degeri son derece diisiik ve
temini kolay olan bu maddelerin mikroorganizmalar tarafindan karbon
kaynagi olarak kullamlmasi avantajli bir uygulamadir. Atik maddelerin
mikroorganizma i¢in gerekli enerji ve besini saglamalarinin yani sira, sanayi
ve tarimsal {iretim sonucunda ortaya c¢ikan atik maddelerin ¢evreye

salinmayip degerlendirilmesi ekolojik anlamda da avantajlt bir iglemdir.

Fermantasyon kayna@i olarak ucuz karbonhidratlarin secilmesi,
fermantasyon proseslerinin kimyasal sentez prosesleriyle rekabetinde bir adim
daha 6ne gegmesini saglamaktadir (Zhang et al., 2007). Laktik asit Giretimi
icin ¢ok sayida karbonhidrat ve azotlu maddeler substrat olarak segilebilir.
Arastirmalar, yiiksek laktik asit verimi, optimum biyokiitle tiretimi, ihmal
edilebilir yan tiriin olusumu, yiiksek fermantasyon hizi, daha az 6n muamele,
diigiik maliyet, kolay elde edilebilirlik gibi 6zellikler temel alinarak substrat
segiminin yapildigt bildirmektedir. Buna gore, laktik asit fermantasyonunda

substrat se¢imi; substratin fiyatina, 6n islem gerektirip gerektirmedigine,




kolay fermente olup olamayacagmna, kullanmilacak mikroorganizmaya ve
istenilen iiriine bagh olarak yapilmaktadir. Giliniimiizde ticari laktik asit
tiretiminde en ¢ok rafine sakkaroz igeren sentetik ortam, hidrolize nisastadan
elde edilen maltoz ve dekstroz, laktoz igeren peynir alt1 suyu, sakkaroz igeren
pancar ve kamsi melast kullanilmaktadir. Siit iiriinleri ve yagli tohumlar,
alkollii ve alkolsiiz icecekler, sebze ve meyveler, et ve balik iiriinleri, hububat

bazli tirlinler fermantasyon substratlart olarak kullanilabilirler (Omay, 2011).

Laktik asit, tiirevleri ve poli-Laktik asit endiistride yaygin olarak
kullanilmaktadir. Laktik asit uzun yillardan beri kimyasal yolla veya
fermantasyonla {retilmektedir. Ancak, diisitk maliyetli iiretim yontemlerinin
gelistirilmesine ihtiyag vardir. Pahali olmayan karbonhidrat kaynaklar:
kullanmak, yiiksek verimlilik elde etmek daha uygun laktik asit iiretimi

saglayabilmektedir.
Laktik asit gida sanayinde:
% Zeytin isleme ve tursularin paketlenmesinde ;
% Sigir etlerinin dekontaminasyonunda ;
% Mayonez gibi gidalarda raf mriinii uzatma ;
%+ Mesrubatlarda ve limonatada lezzet gelistirici ve asitlestirici ;
¢ Peynir, peynir iirlinleri, regellerde ve jélelerde asitlestirici ;
% Firin Girtinlerinde fermantasyonu hizlandiricer ;

% Bira iiretiminde kullanilan suyun pH ayarlamasinda genis kullanim

alani bulmalktadir.

Son yillarda, arastirmacilar ve gida {reticileri tarafindan fenolik
bilesiklere olan ilgi giderek artmaktadir. Bu ilginin nedeni, fenolik bilesiklerin
antioksidan &zellikte olmalari, besinlerin biiyiik miktarinda bulunmalar ve
kanser, kardiyovaskiiler, dejeneratif hastaliklar gibi oksidatif stres iliskili

gesitli hastaliklarin 8nlenmesinde rollerinin olmasidir (Manach et al., 2004).
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Yenilebilir bitkilerin biiyiik bir kisminda bulunan fenolik bilesikler,
yapisinda benzen halkasi ve bu yapiya bagli en az bir hidroksi grubu igeren
molekiiller olarak tanimlanmigtir. Bu bilegikler igerdikleri fenol halkasi sayisi
ve bu halkaya bagl yapisal molekiillere gore farklt gruplar halinde
siniflandirilabilirler. Bu farkliliklar fenolik bilesikleri fenolik asitler (benzoik
veya hidroksisinamik asit tiirevleri), flavonoidler, stilbenler ve lignanlar

olmak iizere dort gruba aywmaktadir (Manach et al., 2004).

Fenolik bilesikler;

% Tat ve koku olusumundaki etkileri;

% Renk olusumu ve degigimine katilmalari;

% Antimikrobiyal ve antioksidatif etkileri;

% Enzim pargalamasina neden olmalari;

% Degisik gidalarda saflik kontrol kriteri olmalari gibi birgok agidan

dnem tasumalctadir.

Fenolik bilesiklere beslenme fizyolojisi agisindan olumlu etkileri
nedeniyle biyoflavonoid adi da verilmektedir. Kilcal kan dolasumi sisteminde
gecirgenligi diizenleyici ve kan basinci dusiiriicii etkisi oldugundan bazi

kaynaklarda P Faktorii veya P Vitamini olarak da adlandirilmaktadir.

Fenolik bilesiklerden, gidalarin yapilarinda yer alan fenolik asitler ve
flavonoidler dnem tagimaktadir. Fenolik asitler; hidroksisinamik asitler ve
hidroksibenzoik asitler olmak iizere iki grupta incelenirler. Fenolik asitler
genel olarak serbest halde bulunmazlar. Karboksil gruplari karbohidratlar,
glukozidler, aminoasitler veya proteinlerle reaksiyona girebilirler ve alkollerle
fenol esterler, amino bilesikleri ile de amidleri olustururlar. Fenolik asitlerin,
fenol halkasina bagli hidroksil gruplart da ¢ok aktif olup, sekerlerle birleserek

glukozitleri olugtururlar ( Koksal, 2008).

Bira atigi bilesimi agisindan gida sanayinde degerli bilegenlerin iiretimi
agisindan zengin bir ortamdir. Bira, arpanin ¢imlendirilip kurutulmasi ile elde

edilen maltin su ile belirli sartlar altinda maygelenmesi ve elde edilen siranin




serbetgiotu ile kaynatildiktan sonra, alkol fermantasyonuna terk edilmesi
sonucu meydana gelen, alkol ve CO, iceren bir ickidir (Tiirker ve Canbas,
1995). Bira firetiminde olusan atitk ve yan driinlerin % 85’1 atik bira
maysesidir. Bunun yant sira serbetgiotu atigi, fazla olan maya atifi da bira

tiretimindeki atik maddelerdendir (Mussatto, 2006).
Bira atig1 genel olarak;

s Laktik asit iiretimi

% Fenolik asitlerin iiretimi

% Ksilitol iiretimi

% Arabitol tiretimi

% Insan ve hayvan beslenmesinde

% Pullulan tretimi

% Biyoetanol iiretimi

¢ Enzim Uretimi

% Absorbent

% Mikroorganizma biiylime ortami olarak genis kullanim alanina

sahiptir (Mussatto, 2006).

Seliiloz 16.8 (% g/g), hemiseliiloz 28.4 (% g/g), lignin 27.8 (% g/g),
digerleri 27.0 (% g/g) igeren bira atifi maysesi fermantasyon ortami olarak
kullanilarak gida sanayinde genis kullanim alanmi bulan laktik asit ve fenolik

asit tiretiminde kullanilabilmektedir (Mussatto et al., 2008).

Laktik asit baterileri gibi bazi mikroorganizmalar bira maysesi gibi
aida atiklarindaki hemiseliilozik sekerleri gida katki maddesi olan bazi
bilesenlere doniistiirebilmektedir. Bu déniisiimden 8nce seliiloz, hemiseliiloz
ve lignin gibi karmagik polimerik bilesenlerinin hidrolize edilerek yikilmasi

gerekmektedir (Bustos et al., 2005 ).



Bira atik maysesi laktik asit firetimi icin dnemli bir atik maddedir.
Lactobacillus delbrueckii kullanilarak 0.73 g/g glukoz kullanilarak 5.4 g/l L-
laktik asit iiretimi gergeklesmektedir (Mussatto et al., 2007a).

Ferulik asit ve kumarik asit bira atifinda en ¢ok bulunan fenolik
asitlerdendir. Bu bira atifinin kullanimi gesitlendirmektedir. Aspergillus niger
kullanarak % 0.3  ferulik asit ekstrakte edilmistir.Yapilan c¢ahsmalar
onciigiinde attk maddelerden elde edilen hidroksisinamik  asitlerin

degerlendirilmesine ilgi artmaktadir (Bertolome et al.,1997).

Bu c¢aligmada iiretim sonucu ortaya ¢ikan atik bira maysesinin
kurutulmasi ve daha sonra 6n islemden gecirilerek yapisindaki hemiseliilozik
metaryellerin yikimindan sonra fenolik asitler ve laktik asit gibi degerli gida

bilesenlerine déniistiiriilmesi amaglanmistir.




2.LITERATUR OZETI
2.1. Gida Sanayinde Sikca Kullanilan Atik Maddeler

Tarimsal artiklarmn  ucuzlugu, atmosferdeki karbondioksit gazini
kullanarak olusma nitelikleriyle enerji  lretiminde kullanildiginda,
atmosferdeki sera gazi artisina katkida bulunmayisi ve gida maddesi olarak
insanlar tarafindan tiiketilmeyenler sinifina girdigi i¢in atik ziraii biyokiitlenin
enerji alaminda degerlendirilmesi cazip gorinmektedir. Bu nedenle uygun
siregler gelistirilerek peynir {iretiminin atik maddesi peynir alti suyu, seker
tiretiminin atik maddesi melas ve bira tretiminin atitk maddesi mayse gibi
biyokiitlenin enerji kaynagi olarak degerlendirilmesi yapilacak olan

calismalarin dnemini arttirmaktadir.

2.1.1. Peynir Alti Suyu (PAS)

Peynir altt suyu fermentatif laktik asit tiretiminde ¢ok kullanilan bir
substrattir. Bu hammadde siit ve siit tiriinleri endiistrisinin temel yan tirtiniidiir
ve laktoz, protein, yag ve mineral tuzlar igerir. Peynir alti suyu laktozunun
tam kullanimui i¢in onu ek bir azot kaynagi ile tamamlamak gereklidir (Wee ve
ark., 2006). Hidroliz edildiginde glukoz ve galaktoz olusur. Peynir
altsuyundan laktik asit iretiminde en c¢ok kullanilan tiiv Lactobacillus
delbrueckii sp bulgarius’tur ama birgok ¢alismada Lactobacillus helveticus
veya Lactobasillus casei de kullanilmistir (Hofvendahl and Hagerdal, 2000).
Cizelge 2.1° de peynir alt1 suyunun igerigi verilmistir.

Cizelge 2.1 Peynir alt1 suyu (PAS) igerigi (Wee et al., 2006).

icerik Degisim (g/L)
Toplam Katt 63-70

Laktoz 44-52

Protein 6-10
Kalsiyum 0.4-1.6

Fosfat 1-4.5

Laktat 2-6.4

Klortir 1]




2.1.2. Melas

Melas seker iireten proseslerin bir atik tirtiniidiir ve genellikle fazla
miktarda sakkaroz icerir (Wee at al., 2006). Hayvan yemi olarak, etanol ve
maya iiretiminde kullanilir. Onemli bir karbonhidrat kaynag: olmasi yaninda
azot, inorganik bilesikler ve vitaminler agismdan da iyi ve ucuz bir besi
yeridir (Ertugay ve Certel, 1995). Tiim melas tipleri yiiksek oranlarda toplam
seker ve ya karbonhidratlar icerirler ve bu bilesikler melasin besleme

degerinin dnemli bsliimiinii olustururlar.

Seker fabrikalarn ekstrakte edilen sakkaroz miktarini kontrol
edebilirler ve bu yiizden, farkli iilkelerde {iretilen melaslarin seker igerigi
kullanilan teknolojiye bagl olarak degismektedir. Seker pancari ve seker
kamigindan elde edilen melas komposizyonuna ait bir drnek Cizelge 2.2” de

verilmigtir.

Cizelge 2.2 Melasin kompozisyonu ve besin igerigi (Curtin, 1983)

Seker kamisi Seker pancart
Kuru agirlik (Brix) 79.5 79.5
Toplam kaf1 (%) 75.0 77.0
Ozgiil agrhig 1.41 1.41
Toplam seker (%) 46.0 48.0
Ham proteni (%) 3.0 6.0
Azotsuz ekstrakt(%o) 63.0 62.0
Kl (%) 8.1 8.7
Kalsiyum (%) 0.8 0.2
Fostor (%) 0.08 0.03
Potasyum (%) 2.4 4.7
Sodyum (%) 0.2 1.0
Sulfiir (%) 0.5 0.5
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2.1.3. Lignoseliilozik maddeler

Lignoseliilozik dogal kaynaklarm temel bilesenleri seliiloz,
hemiseliilozlar, ligninler, 6ziitlenebilir maddeler ve inorganiklerdir. Dogada
seliiloz; ¢esitli nisasta, pektin ve hemiseliiloz gibi polisakkaritlere bagli olarak
bulunur. Hemiseliilozlar ise galaktoz, mannoz, ksiloz, arabinoz ve diger
sekerlerle; iironik asitlerin polimerleri ve heteropolimerlerini icerirler.
Bunlara ek olarak, dogadaki hemen hemen her seliiloz, seliiloz-lignin karisimi

halinde bulunur.

Selillozik maddeler de laktik asit dretiminde nisastayla aym
yontemlerle kullanilabilmektedir. Heksoz, glukoz, galaktoz, mannoz ile
pentoz, ksiloz ve arabinoz igerir ve kullanilmadan 6nce monomerlerine
hidroliz edilmelidir. Selilozun hammaddeleri kagit, bitki materyalleri ve
odundur. Ayrica literatiirde kaba yonca lifi, bugday kepegi, misir sapt ve
bugday samani, bira atik maysesi gibi tarnimsal atiklardan laktik asit
tiretiminde kullanmildig1 goriilmiistir (Hofvendahl and Hagerdal, 2000).
Cizelge 2.3° de dogadaki bazi lignoseliilozik maddeler ile bilesenleri

goriilmektedir.

Cizelge 2.3. Bazi lignoseliilozik maddeler ve bilesenleri (Parisi, 1989)

Biyokiitle Seliiloz (%) Hemiseliiloz (%) Lignin (%)
Bira atik maysesi 16 28 27
Kozalakli agaglar 40-50 20-30 25-35

Seker kamigt 40 30 20
Yapraklart 40-50 30-40 15-20
dokiilen agaclar
Misir kogant 45 35 15
Bugday sap1 30 50 15
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2.2. Bira Uretimi

Bira iiretimi M.0.700 yillarina kadar uzanmaktadir (Tiirker ve Canbas,
1995). Ilk olarak Mezopotamya’da yapilmustir. Giiniimiizde bazi otoriteler
bira gibi ickilerin M.O. 6000’lerde Misir’da iiretildigine inanmaktadir. Ayrica
M.O. 3500°lerde Asur ve Misir’lilara ait belgelerde iiziim ve garaptan
bahsedilmektedir. Bira fermantasyonunu gergeklestiren maya, insanhk
tarihindeki en eski mikroorganizma olarak kabul edilmektedir. Ancak A. Von
Leeuwenhoek tarafindan iki yiizyil dnce mikroskop kesfedilene kadar fark

edilememistir (Cortaceno-Ramirez at al., 2003).

Bira, malttan yapilan ve i¢inde alkol bulunan bir ickidir (Angelino,
1991). Serbetciotu ile aromatize edilen ¢imlendirilmis hububat yani malt

sirasinin alkol fermantasyonu sonucu elde edilir (Tirker ve Canbas, 1995).

Bira iretiminde kullamlan hammaddeler arpa, su, serbetgiotu ve
mayadic. Arpa, en eski zamanlardan beri bira hammaddesi olarak
kullanilmaktadir ve kavuzlu olmasi, gerekli enzimleri yeterli miktarda
icermesi ve ekstraktinin daha uygun olmasi nedeniyle bira {iretimi i¢in diger
tahillardan daha uygundur. Bira iiretimi i¢in arpa, a-amilaz, B-amilaz, proteaz
ve B-glukanaz gibi enzimleri igerir ve ekstarkti biracilik bakimindan diger

tahillara gore daha uygundur (Tiirker ve Canbag, 1995; Linko at al., 1998).

Cimlendirilip kurutulmug arpaya malt denir. Malt ayrica diger
tahillardan da iretilmektedir., Cimlenme ve kurutma sirasinda isleme
parametreleri degistirilerek ¢ok farkl niteliklere sahip malt elde edilebilir
(Fickert and Schieberle, 1998). Malt iiretiminde baslangigta arpa daneleri
temizlenir ve smiflandirilir, daha sonra tiretim tipine gore (a¢ik maltta % 42-
44, koyu maltlarda % 44-47 oranlarinda) islatilir. Daneler, istenilen miktarda
su aldiktan sonra mayselemede gerekli enzimlerin olusmast ve danedeki
yedek besin maddelerinin hidrolize uygun hale gelmesi icin uygun sicaklik ve
oksijen saglanarak ¢imlendirilmeye birakilir. Cimlendirmede erime istenilen
diizeye gelince ¢cimlendirmeyi durdurmak ve yapilacak bira tipine gére malta

karakteristik tat ile kokuyu vermek amaciyla yesil malt, kurutma ve kavurma
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islemlerine tabi tutulur. Elde edilen malt endospermi un haline gelecek ve
kavuzlar iri pargalar halinde kalacak sekilde 6gitiiliir (Tiirker ve Canbasg,
1995).

Osgiitme islemi sonrasinda maltin bilesimindeki maddelerin enzimlerle
pargalanarak suya gecirilmesi islemi olan mayseleme gergeklestirilmektedir
(Tirker ve Canbas, 1995). Mayselemede, enzimlerin cinsi ve miktari,
uygulanan sicaklik ve mayseleme siiresi swranmm bilesimine etki eder.
Mayselemede nisastanin maltoz ve dekstrinlere pargalanmasi ile proteinlerin
parcalanmasi biiyiik 6nem tasir (Lewis and Young, 1995). Mayselemede,
dekoksivon ve enflizyon olmak iizere iki ydntem uygulanmir. Genelde
tilkemizde ve Orta Avrupa’da alt fermantasyon bira yapiminda dekoksiyon
yontemi kullanilmaktadir. Bu y6ntemin esasi; maysenin 1/3’tntin alinarak
kaynayincaya kadar isitilmas1 ve esas mayse tizerine geri verilmesidir. Elde
edilmek istenen gira tipine gore bu islem tekli ya da daha fazla uygulanabilir.
Kaynatma sayisi arttik¢a biranin rengi koyu, tadi keskin ve sert olur, Ingiliz
iist fermantasyon biralarinin tretiminde ise enflizyon ydntemi uygulanir. Bu
yontemde sira kaynatilmaksizin yavas yavas isitilir ve istenilen sicaklikta
tutulur (Tiirker ve Canbas, 1995). Maliyeti diigiirmek amaciyla bu evrede
misir, piring, bugday, dari ve sekerli maddeler gibi katki maddeleri
kullanilabilir. Mayseleme ile elde edilen ekstrakt kisa siirede slizme
kazanlarinda ya da mayse filtrelerinde siiziiliir. Siiziilen sira Cannabinaceae
familyasindan olan serbetgiotuyla (Humulus lupulus) kaynatma kazanina

alinarak kaynatilir (Tiirker ve Canbas, 1995).

Kaynatma isleminde hem biraya kendine &zgii tat ve aromayi veren
maddelerin siraya gegmesi, hem de siranin sterilizasyonu saglanir. Kaynatma
buharlasma  vyoluyla suyu ugurularak sira  eksraktimi  istenilen
konsantrasyonlara getirmek, enzimleri pargalamak, sirayr strelize etmek,
proteinleri ¢tkeltmek ve biraya kendine 6zgii tat ve aroma veren maddeleri
siraya gecirmek amaciyla gergeklestirilir. Kaynatma bitince siranm
serbetciotundan en kisa silirede ayrilmast ve fermantasyon sicaklifina
getirilmesi gerekir. Aksi taktirde serbetciotu biraya hos olmayan tat verir

(Turker ve Canbas, 1995).
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Bira kalitesini etkileyen en oOnemli faktdrlerden birt kullanilan
mayadir. Bira endiistrisinde kullanilan iki maya tiirli vardw. Bunlar
Saccharomyces carlsbergensis ve Saccharomyces cerevisiae 'dir. Bu iki maya
tiirli mikroskop altinda ayirt edilemez. S. carlsbergensis bir alt fermantasyon
mayasidir, fermantasyon sonunda kiimelegerek dibe ¢oker ve fermantdriin alt
kisminda toplanir. S. cerevisiae ise bir list fermantasyon mayasidir ve
fermantasyon sirasimda olugan CO? kabarciklari ile yiikselerek kahverengi bir
tabaka seklinde fermente olan giranin tizerinde toplanir. Her iki tiir de yeni

siniflandirmada S. cerevisiae olarak adlandirilmistir (Tangiiler ve ark., 2007).

Bira iiretiminde alt ve tist fermantasyon olmak iizere, iki ayr
fermantasyon sekli vardir. Alt fermantasyon 8-15 °C’de 8-12 giin, tist
fermantasyon ise 15-22°C’de 3-5 giinde gergeklesir. Fermantasyon siiresi ve
sicaklik alt fermantasyon bira iiretiminde olduk¢a farklidir. Gelencksel alt
fermantasyon bira iiretiminde maya ilavesi 5-6 °C ‘de yapilir. Sicaklik 8-9
°C’ye cikarilabilir. Bu genellikle daha kaliteli bira iiretimini saglamaktadir
(Kunze, 1996). Genel olarak maya 7-8 °C arasinda agilanir ve sonraki iki
giinde bu sicaklik 10-11 °C’ye yiikseltilir. Bazi bira tireticileri bu sicakliklari
baglangi¢  sicaklign  olarak  kullanmakta ve sonra 1[4-15 °C’ye
yikseltmektedirler. Bazi ireticiler ise agilama sicakligi olarak 12-14 °C
arasinda sicakliklar kullanmakta ve daha sonra sicakligi 18 °C’ye
yiikseltmektedirler (Knudsen, 1999). Alt fermantasyon mayalar iki tiptedir.
Fermantasyon sirasinda sivi ig¢inde ince zerrecikler halinde bulunan ve g¢ok
yavag dibe ¢dken alt fermantasyon mayalarina “Toz maya”, buna karsilik
fermantasyon sirasinda bir araya gelerek topak olusturan ve hizla dibe ¢éken
mayalara da “Topak mayalar” denilmektedir (Anonim, 1997; Tirker ve

Canbag, 1995).
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Bira iretiminde fermantasyon, mayalarin sekerleri esas iiriin olarak
alkol ve karbondioksite ve ikincil iirlinler olarak esterler, yiliksek alkoller,
karbonilli bilesikler gibi iiriinlere doniistiirdiigii bir iglemdir. Bu {iriinler,
biranin karakteristik Ozellikleri, koku ve tad:i lizerinde onemli etkiye

sahiptirler.

Dinlendirme, alt ve iist fermantasyon biralarinda farklidir. Ust
fermantasyon biralarinda genelde dinlendirme yapilmaz. Fermantasyon
sonunda balik tutkali kullanilarak durultma yapilir, gen¢ bira CO, ile
doyurulur ve tiiketime sunulur. Alt fermantasyon biralarinda ise dinlendirme
sliresi bira ¢esidine gire degisir, 10-12 ballingli siralardan yapilan biralar 1-3
ay dinlendirilirken, 16 ballingli siradan yapilanlar 5-7 ay dinlendirilmektedir.
Dinlendirmede, geng birada kalan % 1.0-1.2 indirgen seker fermente
olmaktadir ve % 0.3-0.4 atm basing yapacak miktarda olusan CO,’in kalmasi
saglanmaktadir. Sonug¢ olarak biranin tadi olgunlagmakta ve iyilesmektedir.
Dinlendirmedeki ana bilesik fermantasyonda yan iiriin olarak olusan
diasetildir. Olusum mekanizmasi amino asit metabolizmasiyla dogrudan
ilgilidir. Diasetil, tereyagimsi bir aroma verir ve algilanma esidi oldukg¢a
diigiiktiir ve yaklagik 0.15 mg/L’dir. Fermantasyon sonunda algilanma
esiginin lstiindeki degerlerde bulunmaktadir. Dinlendirme sirasinda diisiik
sicakliklarda yavag yavas azalmakta ve algilanma esiginin altina diismektedir

(Turker ve Canbag, 1995).
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Ikinci fermantasyon da denilen dinlendirme isleminden sonra biralar
siiziiliir, dolum ve pastérizasyon islemlerinden sonra titketime sunulur. Dolum
islemi izobarometrik basmg altinda gergeklestirilmektedir. Pastdrizasyon
islemi ise giselerin 60-70°C’de 30 dk. tutulmasiyla yapilir (Tiirker ve Canbas,
1995).Sekil 2.1°de bira iiretiminin basamaklar gosterilmistir.

Mayye haram Sturme kazam

Sekil 2.1 Bira iiretim basamaklari (Anonim,2013)

2.2.1 Bira Atik Maysesinin Elde Edilmesi
Bira iiretiminde olusan atik ve yan iiriinlerin % 85’1 atik bira

maysesidir (Reinold, 1997). Bunun yani sira gerbet¢i otu atigi, fazla olan

maya at181 da bira tiretimindeki atik maddelerdendir (Mussatto, 2009).
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Bira atig1 bilesimi agisindan gida sanayinde degerli bilesenlerin tretimi

agisindan zengin bir ortamdir. Gida sanayinde atik bira maysesi ;
% Laktik asit tiretimi
% Fenolik asitlerin tiretimi
% Ksilitol tiretimi
% Arabitol tiretimi
% Insan ve hayvan beslenmesinde
% Pullulan iiretimi
<+ Biyoetanol firetimi
% Enzim iiretimi
% Absorbent
% Mikroorganizma biiylime ortami olarak kullanilmaktadir
(Mussatto, 2006).

Bira atginin degerlendirilmesi Sekil 2.2° de gosterilmektedir.
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Sekil 2.3° de arpadan bira Uretim prosesi igerisinde bira atik

maysesinin elde edilmesi gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. Arpadan bira {iretim prosesi igerisinde bira atik maysesinin elde edilmesi

(Mussatto, 2006)
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2.2.2. Bira Atik Maysesinin Kimyasal Kompozisyonu

Bira iiretiminden yaklagik olarak yillik 0.5 milyondan fazla atik bira
maysesi olusmaktadir (Mussatto at al., 2009). Bu da bira iiretiminden arda
kalan atik maddelerin yaklagik % 85 civarina tekabiil etmekitedir.
Biyokimyasal oksijen istegi oldukca yiiksek olan bu atik maddenin gevreye
atilamayacak diizeyde olusundan degerlendirme yoniinde c¢aligmalar
arastirilmis ve bu caligmalar atik madde igerisindeki maddelerin gesit ve
miktarlar: acisindan bizlere veri saglamaktadir. Sekil 2.4 de literatiirdeki atik

bira maysesinin kimyasal bilesimi gosterilmektedir.

Bilesenler | Kanauchi | Russ Mussatto | Mussatto | Adeniran | Khidziv
(% kuru ef al etal | and Roberto | etal et al ef al.
agirhik) (2001) (2005) (2006} (20082) | (2008) (2010)
Seliloz 4 23-25 16.8 168=0.8 -
Hemiseliloz - 30-33 84 284220 -
Lignin 119 7.0-8 278 278+03 - -
Protein A 1923 133 - 24402 | 64203
Kiil 24 445 16 46202 | 79201 | 23208
Eksraktifler - - 58 -
Diger 218 - - 224+12 -
Karbonhidratlar - - - - 79.920.6
Ham hf - - - - 33201
Nem bilegenteri - - . - 6402 -
Yag 10.6 - - - - 2.5£0.1
Toplam E - - - - 336103
karbon{%o) - - . . - 1.02540.05
Toplam
nitrojen(%)

Sekil 2.4 Literatiirdeki atik bira maysesinin kimyasal bilegimi

(Aliyu and Bala,2011)
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Bira atik maysesi seliilloz, hemiseliiloz, lignin ve yiiksek protein
iceriginden dolay1 besinsel degeri yiiksek bir maddedir. Bira atik maysesi en

fazla bulunan monosakkaritler ise ksiloz, arabinoz ve glukozdur (Mussatto
2009).

3

Ayrica vitamin ve mineraller de bulunmaktadir.Bunlar biyotin, kolin,
folik asit, niyasin, riboflavin, magnezyum, kalsiyum gibi vitaminler ve kobalt,

potasyum, manganez, sodyum, siilfiir gibi minerallerdir (Khidzir at al., 2010).

Bira atik maysesinin bilesimindeki bilesiklerin kompozisyonlari
arpanin ¢esidine, hasat zamanma, maltlama ve mayseleme proseslerinin

sartlarina gore degigmektedir (Robertson at al., 2010).

Bira atik maysesinin oransal olarak biiylik ¢ogunlugu olusturan

maddeleri asagida verilmistir (Mussatto at al., 2008a)

Seliiloz 168 (%gg) )
Hemiseliiloz 284 (% g/

>— Lignoseliilozik
Lignin 278 (% glg) matdeler
Digerleri 270 (%glp) _“

Yapilan ¢alismalar sonucunda da goriildiigii gibi bira atifi maysesinde
hemiseliiloz miktar1 bilesimin en biiyiik pargasini olusturmaktadir. Asagida

agtklanacak olan yapilarin sekilsel goriiniimii sekildeki gibidir.

Cellu!me\

Lignins ™
Maddelerin x“‘

Lignoseliilozik

Genel Yapisi Hmm;ugms/. e
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Lignoselulozik maddelerde seker kaynaklar

Selliloz

G Gal Man X  Ara Diger -

G: Glucose Mart Mannose Ara: Arabinose
Gal Galactose K Kylose
Other: L-Rhamnose. L-fucoge

Lignoseliillozik dogal kaynaklarin temel bilesenleri seliiloz,
hemiseliilozlar, ligninler, 6ziitlenebilir maddeler ve inorganiklerdir. Dogada
seliiloz; cesitli nigasta, pektin ve hemiseliiloz gibi polisakkaritlere bagli olarak
bulunur. Hemiseliilozlar ise galaktoz, mannoz, ksiloz, arabinoz ve diger
sekerlerle; {ironik asitlerin polimerleri ve heteropolimerlerini igerirler.
Yukarndaki  gekilde lignoseliilozidik maddelerin  geker  kaynaklari

gosterilmisgtir.

2.2.3.1. Seliiloz

Seliilloz glukoz molekiillerinin p-(1-4) baglariyla baglanmasindan
olugsmus bir homopolimerdir. Bir seliiloz molekiiliindeki glukoz {initelerinin
sayisi 10.000°e kadar ¢ikabilmektedir. p baglar1 ¢ok uzun diiz zincir olugmasi

i¢in uygundur.

Selilloz diinyada en bol bulunan organik bilesiktir. Bitkilerdeki

karbonun tiimiiniin % 50°si veya daha fazlasi selilloz seklinde bulunur.
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Seliiloz tam hidrolize edildiginde glukoza parcalanir, kismen hidrolize

edildiginde ise bir disakkarit olan sellobioz’a dontismektedir.

Seliiloz suda ¢6ziinmez ve insan sindirim enzimleri tarafindan
sindirilemez. Bircok bitkide hiicre duvarmin baslica bilesenidir. Seliiloz
yilksek su absorblama kapasitesi ve suda ¢oziiniirligiiniin diisiik olmasi
nedeniyle gidalarda hacim saglamak ic¢in kullanilmaktadir. Sekil 2.5°de

seliilozun yapisi gésterilmektedir.

Sekil 2.5 Seliilozun yapisi ve formiilii {Valenzuela, 2006)

2.2.3.2. Hemiseliiloz

Yapisinda farkli ¢oziiniirliiklere sahip diger gekerler de bulunan bir glukoz
polimeridir. Hemiselillozlar kendilerini olusturan seker birimlerine gére;
ksilanlar, mannanlar, arabinoksanlar, glikomannanlar ve glikoksilanlar

seklinde isimlendirilirler (Mutlu, 1990).

Hemiseliiloz suda ¢6ziinen ve ¢oziinmeyen formlara sahip bir
molekiildiir. Yapisinda ¢ok sayida dallannug ve diiz zincir yapida pentoz ve
heksozlar yer almaktadir. Tahillarda suda ¢oziinen hemiseliiloz pentozanlar
olarak  isimlendirilmektedir.  Sekil 2.6’da  hemiseliilozun  yapist

gosterilmektedir.
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HC G a-Dlglucuronidase
CH30 -
HO oH| =
O HO 0 0, HO OH
O.._ 7\/ N0 -
o Vi OW o \
AcO Ohc T 0 0 OH o \
.
gndo-1.4-g 0 ™ |
IanEEe HOCH, a-arabinofuranosidase
HO
Sekil 2.6 Hemiseliilozun yapisi (Kurtulug, 2010)
2.2.3.3. Lignin
Lignin bitkilerde kdk ve govdenin odunsu yapisint olusturan madde \

olarak bilinir. “Odunun 6zii” de denen su gegirmez bir yapiya sahiptir. Lignin
bir glukozit olup kolayca glukoz ve aromatik bir alkole ayristirilabilmektedir.

Bu glukozit “koniferin™ olarak adlandirilir.

Lignin bir karbonhidrat olmamakla beraber fonksiyonlar bakimindan

karbonhidratlara yakin bir maddedir. Hiicre ¢eperini olugturan seliiloz

meydana gelir. Lignin kimyasal olarak polisakkaritlere bagl olarak bulunur.

L misellerin arasim amorf lignin doldurur ve bdylece dokuda odunlagma
Sekil 2.7 “de lignini olugturan yapilar gosterilmektedir.

a) koniferil alkol; P e
1 s 1 1
| b) p-kumaril alkol; L L ) r1
\L ki “]' o '-\-“" e
c) siringil alkol ) k 2

Sekil 2.7 Lignini olugturan yapilar (Valanzuela, 2006)
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2.3, Laktik Asit

Laktik asit ad1 eksi siitten gelmektedir. Bunun nedeni de 1790 yilinda
Scheele tarafindan ilk kez eksi siitte bulunmug olmasidir. Scheele siitii {ig
hafta boyunca fermantasyona tabi tutmus, ardindan protein kismim ayirnug ve
kalsiyum hidroksit ilave ederek fosfati cokeltmistir. Kalsiyum laktat
¢Ozlinmiis olarak kalmis ve oksalik asitle bozundurulmustur. Filtre edilen
kismin konsantrasyonu arttirilarak alkol i¢ine alinmistir. Alkol deristirildikten
sonra, laktik asit ne distilasyona ne de kristalizasyona tabi tutulamayan koyu
bir surup halinde elde edilmistir. Bu ve bundan sonraki calismalarinda,
Scheele, asidin asetat icermedifini ve yeni bir asit elde edildigini
kanitlamistir. Bu olaydan 77 yil sonra Pasteur, 1867 yilinda, siitiin eksimesine
bir mayanin neden oldugunu bulmus ve sterilize edilmis siitiin eksimesine
neden olan mikroorganizmay: tanimlamistir. 1878 yilinda Lister, laktik asit
fermantasyonunun alkol fermantasyonuna benzer oldugunu ve laktik asidin
eksi sitten seyrelterek izole ettigi mikroorganizmalar tarafindan iiretildigini

gdstermistir (Oban, 2008).

Laktik asit, Amerika Birlesik Devletleri'nde uzun willar ticari
amaglarla  dretilmistir. Ik olarak Charles E.Avery, Littleton ve
Massachuttes’te 1881 yilinda kabartma tozundaki krem tartarin yerine
kalsiyum laktat kullanilabilmesi i¢in kalsiyum laktat elde edebilmek amaciyla
tiretilmistir. Ancak bu ilk deneme basarisizlikla sonuglanmus ve deri, tekstil,
gida ve ¢Oziicli maddelerin tiretimi gibi endistrivel uygulamalarin baslamasi
oldukga sonralara kalmistir. Laktik asit {iretimi Avrupa’da gelismis ve ABD
laktik asidi uzun siire Almanya’dan ithal etmistir. Ancak ham asidin
saflagtirllmasiyla ilgili calismalar I1.Diinya Savasi’ndan 6nce bu ithalat
durdurmugtur. Laktik asit veya a-hidroksi propiyonik asit, dogada siklikla
rastlanan zayif bir asittir ve suda ¢éziildiigiinde laktat ve H+ iyonlart verir. Bu

bir tersinir reaksiyondur ve bu denge asagida gdsterilmistir.

CH,;CH(OH)CO,H < H+ + CH(OH)CO,
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Laktik asit renksiz, cok az sartya calan surupsu bir sividir. Ozgiil
agirhign 25 °C’de 1,294°tiir. Su, alkol ve eterde tamamen ¢oziinlirken,
kloroformda  ¢6ziinmez. Yiiksek konsantrasyona sahip ¢ozeltilerde
higroskopiktir. demirkloriirle oo-hidroksi asite dzgii karakteristik yesil-sari

rengi verir.

Laktik asit asimetrik bir karbon atomu igerir ve iki formda bulunur

( Sekil 2.8). Bunlar: D(-) ve L(+) formlaridir.

COOH
HO\ Y, HO\ /COOH

¢ c
H/ /’CHS HSC/ "rH

L(+) Laktik asit D(-) Laktik asit

Sekil 2.8 Laktik asitin D(-) ve L(+) sekilleri (Oban, 2008)

L(+) laktik asit insan viicudunda sentezlenen izomerdir. Giiglii
aktivitelerin ardindan kandaki ve kaslardaki laktik asit konsantrasyonu

yiikselir.

Iki optik izomeri, karistirilmus etil eter ve izopropil eter ¢ozeltilerinden
saf laktik asitin fraksiyonlu kristalizasyonu sonucu elde edilir. Optik
izomerlerden saga dogru doniis gosteren L-(+) laktik asit olarak adlandirilir.
Saf haldeyken, 52,8 °C de erir. Laktik asidin bu formu tamamiyla insan
viicudu tarafindan metabolize edilir. Dekstrorotari (safa doniislii) asidin
tuzlart levorotaridir. Levorotari laktik asit D-(-) laktik asit olarak belirtilir ve
kaynama noktast 52,8 °C dir. Hayvan viicudu tarafindan metabolizlenemez,
tuzlar dekstrorotaridir. Optik olarak aktif laktik asitlerin, kuvvetli 1sitilmasi
sonucu optik olarak inaktif resamik forma doniigiirler. Bu formlar esit

oranlarda dekstro ve levo modifikasyonlart igerirler.
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Su ¢ozeltilerindeki laktik asit deristirildiginde dehidrasyona ugrayarak
anhidrit olusturur. CH3-CHOH-CO-0O-CO-CHOH-CH; anhidriti  viskoz,
surupsu bir swvidir ve seyreltik ¢ozeltisi asit veya alkali ile kaynatildiginda
yavas yavas hidrolize ugrayarak serbest asit olusturur. Daha ileri
konsantrasyonu 130-140 °C’lerde L-laktik asit iiretimiyle sonuglanir. L-laktik
asit amorf, viskoz bir kiitledir. Suda hi¢ ¢6ziinmezken, alkol ve eterde
¢ozlintir. Laktik asitin 140 °C’ de ve 10 mm basingta uzun siire 1sitilmasi
laktide doniismesine neden olur. Laktid distilasyonla elde edilebilir. Bunlarin
erime noktast 128 °C ve kaynama noktasit 255 °C’dir, su ve alkolde
¢ozlinmesi oldukca zor olmasma ragmen, asetonda kolaylikla ¢éziiniirler,
Laktid suyla uzun siire kaynatildifinda veya bir alkaliyle hizli bir sekilde

kaynatildiginda laktik aside hidrolizlenir (Oban, 2008).

2.3.1. Laktik asit bakterileri

Insanlar gidalarin saklanmasi gerektigini fark ettikleri zamandan beri
fermantasyon isleminden yararlanmiglardir. Geleneksel olarak fermente
riinlerin tiretiminde dogal olarak hammaddeden gelen Lactobacillus cinsi
bakteriler laktik asit fermantasyonunu gergeklestirmektedir. Bu nedenle
hammadde {izerindeki mikroorganizmalarin tipi ve sayisi, basarilt bir
fermantasyon ve son iiriin kalitesi i¢cin gok dnemlidir (Canbas ve Fenercioglu,

1984; Seven ve Ayhan, 1999; Cosansu ve Ayhan, 2002; Curiel ve ark., 2010).

Laktik asit bakterileri morfolojik, metabolik ve fizyolojik
karakteristiklerine  gre Gram pozitif  bakterilerinin  bir  grubunu
olusturmaktadir. Bu grupta yer alan bakterilerin genel tanimi; Gram pozitif,
Sporolactobacillus  inulinus hari¢ spor olusturmayan, katalaz negatif,
sitokroma sahip olmayan, aerobik olmayan ama aerotolerant, Pediococcus
cinsi hari¢ yalniz tek diizlemde bdliinen, asidi tolere edebilen, kuvvetli
fermentatif olup seker fermentasyonu sirasinda baslica son iiriin olarak laktik
asit {ireten, bazi istisnalar hari¢ hareketsiz, kok veya cubuk seklinde

bakterilerdir. Laktik asit bakterileri genellikle besin i¢erigi bakimindan zengin
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olan ortamlarda, 6rnegin siit, et ve sebzelerde bulunmaktadirlar (Tunail ve

Ké&sker, 1989; Con ve Gokalp, 2000).

Daha onceleri laktik asit bakterileri olarak Lacfobacillus, Pediococcus,
Streptococcus ve Leuconostoc cinsleri incelenmekte iken son yillarda yapilan
genetik ¢alismalar sonucu Lacfococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Weissella ve Vagococcus cinsleri de bu grupta incelenmeye baglanmistir.
Yine son yillara ait Literatirde bu grupta Aerococcus, QOenococcus,
Atopobium, Dolosigranum, Telragenococcus, Alloiococcus ve Gemella gibi
yeni cins isimlerine rastlanmakta ise de bu cinslerle ilgili taksonomik
calismalarin heniiz tamamlanmadigi bildirilmektedir (Temiz ve Yilmaz,

2003).

Gidalarda sadece gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni
mikroorganizmalari inhibe etmek ve/veya raf dmuriinti uzatmak igin kullanilan
ve gidanin duyusal 6zelliklerinde degisime sebep olmayan antogonistik
kiiltiirlere koruyucu kiiltiirler denir. Laktik asit bakterilerin uzun yillardir gida
tiretimlerinde starter ya da koruyucu kiiltiir olarak kullanilan giivenilir
bakteriler olup bakteriyosinleri de igeren gesitli antimikrobiyel bilesikler
tiretirler (Kuleagan, 2002; Tunail, 2009; Altuntas ve ark., 2010a). Laktik asit
bakterilerinin antagonizmasi diger mikroorganizmalarla besin 68eleri icin
yarisarak ya da organik asitler (asetik, propiyonik ve laktik asit gibi), hidrojen
peroksit, antimikrobiyel enzimler, diasetil ve bakteriyosinler gibi bir veya
daha fazla antimikrobiyel aktiviteye sahip bilesikler iiretmelerinden

kaynaklanmaktadir (Klaenhammer, 1988; Isleroglu ve ark., 2008).

Laktik asit bakterilerinin insan saglig1 iizerine pek ¢ok yararlari oldugu
uzun zamandir bilinmekte olup, son 20 yildir laktik asit bakterilerinin ve
fermente siit drlinlerinin antikanserojen etkisi oldugu ileri siiriilmiistiir
(Akgelik ve Ayhan, 1992; Altuntag ve ark., 2010b). Bunlara ek olarak laktik
asit bakterileri, fermente et, sebze, meyve ve tahil iiriinlerinin iiretim ve
olgunlagtirilmasinda énemli rol oynamalari nedeni ile gida teknolojisinde

bitylik 6nem tagimaktadirlar. Cesitli gidalarin bu yéntemle muhafazas: en eski
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gida muhafaza metotlarindan biri olarak kabul edilmektedir. Giintimiizde
modern isleme ve koruma yéntemleri gelistirilimis olmasina ragmen, ézellikle
son yillarda tiiketicilerin dogal ve katkisiz tiriinlere gosterdikleri talep
nedeniyle, laktik asit bakterleri potansiyel gida koruyucusu olarak Snemini
halen siirdiirmektedir (Con ve Gokalp, 2000; Tunail, 2009; Cogansu ve ark.,
2010; Sofos ve Geornaras, 2010).

Son yillarda laktik asit bakterilerinin bu énemli 6ézelliklerinin diginda
fenolik bilesikler ile iliskisi tizerinde durulmaktadir. Laktik asit bakterileri ile
fenolik bilesikler arasindaki iliski; laktik asit bakterilerinin fenolik bilegikleri
sentezlemesi ya da metabolize etmesi ile fenolik bilesiklerin bulundugu
ortamlarda inhibe/aktive olmasi sekillerinde olabilmektedir. Ornegin L.
plantarum, anaerobik kosullarda kinat ve sikimatt indirgeyebildigi (Whiting
ve Coggins, 1969), buna karsin hidroksisinamik asit bulunan ortamlarda L.
plantarum ile diger laktik asit bakterilerinden Lactobacillus collinoides ve
Lactobacillus  brevis’in gelisiminin  olumsuz etkilendigi (Stead, 1993)
bilinmektedir. Yine yesil zeytin ekstrakti olan oleuropeinin de L. plantarum
tizerinde inhibitdr etkiye sahip oldugu saptanmistir (Ruiz-Barba ve ark.,
1991). Bu inhibisyon mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte,
oleuropeinin hiicrelerin ATP igerigini azaltarak etki ettifi dustiniilmektedir

(Juven ve ark., 1972).

Bunlarin yani sira laktik asit bakterilerinin meyvelerin muhafazasinda
kullanilan  kiikiirt ~ dioksit gibi  kimyasal maddelerin  kullanimim
azaltma/ortadan kaldirma potansiyeli de sézkonusudur. Laktik asit
bakterilerinin bu amag¢h kullanimi ile meyvelerin fenolik bilesik ve
antioksidan diizeyleri de korunabilmektedir (Martinez-Castellanos ve ark.,

2011).
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2.3.2. Laktik Asit Uretimi

Laktik asit kimyasal olarak iiretilebildigi gibi hem L(+) hem de D(-)
formu Lactobacilli geninin farkh tiir ve modifikasyonlarint igeren homolaktik
organizmalar ile karbonhidratlardan fermantasyon ile iiretilebilir. Uretimin
yaklagik % 90’1 mikrobiyal yolla yapilmaktadir. Kimyasal olarak sadece
rasemik laktik asit tiretilebilicken mikrobiyal olarak istenen optik formda

laktik asit firetimi yapilabilmektedir.

2.3.2.1. Kimyasal yolla laktik asit iiretimi

Laktik asitin kimyasal sentezi laktonitrilin gii¢lii asitlerle hidrolizi
temeline dayanir. Laktonitril, hidrojensiyanidin baz varliginda asetaldehite
katilmasiyla iiretilir. Bu reaksiyon sivi fazda yiiksek atmosfer basincinda
gergeklesir. Ham laktonitril distilasyonla geri kazanilir ve saflastirilir. Daha
sonra ise derisik HCl ya da H,SO, ile hidroliz edilerek laktik asit ve
amonyum tuzu iiretilir. Olugan laktik asit metanol ile esterlestirilerek metil
laktat olugturulur. Olusan metil laktat distilasyonla uzaklagtirtlarak saflagtirilic
ardinda asit katalizliginde su ile hidroliz edilir ve laktik asit ile metanol elde
edilir. Metanol sisteme geri doner. Bu proseste agagidaki reaksiyonlar

gerceklesir.

5

HH
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(a) Laktonitril olusumu
CH:CHO + HCN katalizor CH;:CHOHCN
Asetaldehit Hidrajensiyanid ——f Laktonitril
(b) HaS0, ile hidroliz
CH;CHOHCN + H.0 + 12HL504 3 CH;CHOHCOOH + 1 2(NHgpS0y
Laktonitril Sulfirtk asit Laktik asit Amonyum uzi
(¢} Esterlesme

CH;CHOHCOOH +  CH:0H : CH:CHOHCQOCH; ~ H.O
Laktik asit Metanol Metil laktat

{d) H.0 ile hidroliz
CH:CHOHCOOCH: + H:.0 CH;CHOHCOOH + CH:0OH
Metil laktat Laktik asit Metanol

2.3.2.2. Mikrobiyal yolla laktik asit tiretimi

Fermantasyon; bir maddenin doniistliriilmesi ve yeni maddelerin
olusturulmasinda, mikroorganizmalarin  biyokimyasal reaksiyonlarmdan
faydalanma teknigidir. Fermantasyon prosesinin akim semasi agsagida Sekil
2.9° de gosterilmistir. Yaygin anlamda fermantasyon; oksijensiz ortamda
yiksek molekiillii organik bilesiklerin (6zellikle karbonhidratlarin)
mikroorganizmalar tarafindan daha kiigtik molekiil yapisina sahip bilegiklere

pargalanmasi iglemi olarak da bilinmektedir (Ertugay ve Certel, 1995).

Genel olarak, asagidaki kriterlerin olusmasi i¢in fermantasyon

ortamina besleyici kaynaklar saglanmalidir.

I- Kullamilan her gram substrat basmma maksimum konsantrasyonun
saglanmasi,

2- Uriin veya biyokiitle olarak maksimum konsantrasyonun saglanmast,

3- Maksimum iiriin fermantasyonunun ger¢eklestirilmesi,

4- [stenmeyen iirlinlerden minimum diizeyde olugmasi,

5- Belli bir kalitesinin olmasi ve yil i¢inde istenildigi gibi elde edilebilmesi,
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6- Ortam hazirlanirken ve sterilizasyon sirasinda minimum diizeyde problem
yaratmasi,

7- Uretim potansiyeliyle ilgili havalandirma, ekstraksiyon, saflagtirma ve
atiklarin uzaklagtirilmasi gibi konularda da minimum diizeyde sorun meydana

gelmesi (Stanbury ve ark., 1995).

Laktik asit bakterileri (LAB) ¢ogunlukla sporsuz ¢ogalan, katalaz
negatif, gram-pozitif, anaerob bakteriler olarak tamimlanmislardir. Anaerob
olmalarinin  yaninda havaya karst toleransi olan bakterilerdir. Giivenli
bakteriler olarak bilinirler ve bu ozellikleri, geleneksel yiyeceklerde ve pazar

payt her giin genisleyen &zel besleyici gidalar ya da saglik firtinlerinde

(probiyotikler, prebiyotikler vb.) kullanimlarint arttirmaktadir. Cizelge 2.4 *de

laktik asit iireten mikroorganizmalar verilmistir.

D(—) Laktik  L(+) Laktik D/ — Laktik
Asit Asit Asift

L

. acidophilus &

Mikroorganizimna

. delbrueckii subsp. lacfis

+
. delbrueckii subsp. delbrueckii +
. delbrueclii subsp. bulgaricus ¥

. caser +
. paracasei subsp. tolerais o
. paracasei subsp. paracasei +
. Fhanmiosits 4
o, lactis +

L
E
¥
v
L. helveticus =+
L
&
£
I
L

Cizelge 2.4. Laktik asit iireten bakteriler
|

LAB en ¢ok bilinleri Lactobacillus (L.), Lactococcus (Lc.),
Leuconostoc  (Ln.), Pediococcus (P.), ve Streptococcus (S.) gibi

familyalaradan olusmaktadir. Lactobacillus iglerinde en genis familyadir ve

125 tiir igermektedir. Laktik asit fermantasyonu 2 farkli yol izi izleyerek
gergeklegebilir. Bu mikroorganizma tiiriine bagl olarak heterolaktik laktik
asit fermantasyonu ve homolaktik laktik asit fermantasyonu seklindedir.

Cizelge 2.5 “de laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasi verilmistir.
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Cizelge 2.5. Laktik asit bakterilerinin smiflandirilmasi

Homolaktik Fermentatif Heterolaktik Fermentatif
Laktik Asit Bakterileri Laktik Asit Bakterileri
Fakiiltatif Zorunlu
agrol anaerob
L. acidophilus L. plantarum L. brevis
L. delbr. subsp. L. rhammosus L. buchneri
delbrueckii
L. coryneformis L. fermentum
L. delbr. lactis
L. curvatos L. kefir
L. delbr. subsp. bulgaricus
L. casei L. reuteri
Le. lactis
L. paracasei Leuconostoc sp.

S. thermophilus

Homolaktik Lactobacilli tiirleri sekeri Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) glikoliz yol izine gore kullanirlar ve standart fermantasyon kosullari
altinda tek tiriin olarak laktik asit ortaya g¢ikar. Bu bakteriler pentoz ve
glukonati fermente etmezler.

EMP glikoliz yol izi 11 basamakli reaksiyonlar dizisinin sonunda

laktik asit olusmasidir (Tiiziin 2002).

1. llk reaksiyon glukoz molekiiliiniin 6. C’ndan fosfatlanmasiyla baslar ve
glukoz-6- fosfat meydana gelir. Buradaki enzimler; hekzokinaz ve/veya

glikokinaz, koenzim ATP ve kofaktér Mg dr.

2. Glukoz-6-fosfatin  fruktoz-6-fosfata doniismesi  bir  izomerlesme
reaksiyonudur. Enzim, fosfoheksozimomeraz veya fosfoglikoizomerazdir.

Glukoz-6-fosfatin halkali yari asetal bagi acilip zineir seklinde déniisiir, zineir
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sekli aldoz-ketoz déniigiimiine gore fruktoz-6-fosfata izomerlesir, sonra yari

ketal bag1 kapanarak fruktoz-6-fosfat meydana gelir.

3. Fruktoz-6-fosfatin fruktoz 1,6 difosfata ddniismesi reaksiyonu fruktoz-6
-fosfatin bir kez daha fosfatlanmasidir. Enzim, fosfofrutokinaz, koenzim ATP

ve kofaktdr Mg** dir.

4. Fruktoz 1,6 difosfatin gliseraldehit-3-fosfat ve dihidroksiasetonfosfata
béliinmesi reaksiyonunun olasi mekanizmasi: fruktoz 1,6 difosfatin bir
dengeye kadar zincir sekline doniismesi ve bu zincirin bdliinerek
gliseraldehit-3-fosfat ve dihidroksiasetonfosfat meydana gelmesi seklinde

aciklanabilir. Enzim aldolazdir.

5. Triozfosfatlarm birbirne doéniismesi reaksiyonunda enzim triozfosfat
izomerazdir. Reaksiyonun mekanizmasi diger sekerlerdeki aldoz ketoz

dengesinde oldugu gibi endiol iizerinden gecer.

6. Gliseraldehit-3-fosfatin 1,3 difosfogliserik asite doniismesi. Buraya kadarki
reaksiyonlarda fosfatlanma, izomerlesme ve bolinme gibi reaksiyonlar
gerceklesmektedir. Bunlarda belirgin bir elekiron aktarilmasi yoktur. Ilk kez
bu reaksiyonda elektron aktarilmasi olur ve gliseraldehit-3-fosfatin aldehit
grubu iki elektronunu NAD* ye aktararak kendisi karboksilik asit basamagina
yiikseltgenir ve reaksiyon sirasinda inorganik fosfat baglayarak 1,3

difosfogliserik asit meydana gelir.

Bu reaksiyon biyokimyanin en ilging reaksiyonlaridan biridir. Ciinkii
burada gliseraldehit-3-fosfat molekiiliiniin aldehit grubundan hidriir iyonu
ayrilarak yiiksek enerjili iki bilegik yani 1,3 difosfogliserik asit ve NADH
meydana gelmektedir. Kimyasal termodinamik bakimindan bdyle bir
reaksiyonun gerceklesmesi olasi degildir. Biyokimyasal olarak béyle bir
reaksiyonun gergeklesmesi ancak enzimin 6zel yapisi ile miimkiin olmaktadir.

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz enziminin aktif merkezinde sistein
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kalintisinin —SH grubu vardir ve bagka bir aktif merkezine NAD* kovalent

baglarla baglanmistir.

7. 1,3 fosfogliserik asitin 3-fosfogliserik asite (3-PGA) doniismesi. 1,3
difosfogliserik asit karboksilik asit ile fosforik asit anhidrididir. Bu
reaksiyonda anhidrit bagindan fosfat grubu ayriip ADP ye baglanir ve 3
fosfogliserik asit + ATP meydana gelir. Enzim : fosfogliseril kinaz, koenzim

; ADP ve kofaktér Mg**dir.

8. 3-Fosfogliserik asidin (3-PGA) 2-Fosfogliserik asite (2-PGA) doniismesi
reaksiyonunun enzimi fosfogliseril mutazdir. Bu enzimin aktif merkezinde
serin kalintisina bagli fosfat gruplari bulunur. Bu 3-PGA nin 2- yerini
fosfatlayarak 2.3 difosfogliserik asit-enzim kompleksi olusturur. Bunun

3- yerinden fosfat grubu ayrilarak 2-PGA meydana gelir.

9. 2-Fosfogliserik asitten (2-PGA) fosfofenol piriivat (PEP) olusmasi
reaksiyonunun enzimi enolaz (veya fosfopriivat hidrolaz), kofaktorler Mg**

veya Mn** dir.

10. Fosfofenolpiriivatin (PEP) piriivik asite doniismesi. Enzim; pirtivik kinaz,
koenzimler Mg** ve K*. Bu reaksiyonda PEP ten ayrilan fosfat anyonu

ADP’ye baglanarak yliksek enerjili bir koenzim olan ATP meydana gelir.

11. Pirtivik asitin L(+) laktik asite doniismesi. Glikoliz reaksiyonunun son
basamagi olan bu dontstimiin  enzimi laktik dehidrojenaz  (laktat
dehidrojenaz), koenzim NADH dir. Pirtivik asitin keto- grubuna 2 elektron +
2 proton aktarilarak laktik asit meydana gelir. Reaksiyon gok ekzotermiktir ve
laktik asit lehinedir. Sekil 2.9°de homolaktik fermantasyon yol izi

gosterilmistir (Panesar et al. 2007).



33

D-Glikoz

] 3 "
A ATP -
~ v ADP d
{ D-Glikoz 6-Fosfat ] i
| ol - ;
D-Fruktoz 6-Fosfat ] B
fl —w- -‘\ ATP ;
Nt v ADR
e s
; D-Fruktoz 1.6-Difosfar ]
A
A ¥ ;
; - L) b B el s ;
[ D-Gliseraldehit 3-Fosfat 4 |L Dihidroksi aseton fosfat ]
i ——
@ 2 NAD' e
L 2 NADH + 2H" Yot
[ 1.3-Difosfogliserik asit ]
@ 2 ADP i ;
E 2 ATP L _‘ - :
[ 3-Fosfogliserik asit ]
(8.0

by -

{ 2-Fosfogliserik asit ]

mo . 9 )

v - -
[ Fosfofenol piriivat J
2app 7S
= v A0 B
Ik @ 2 ATP s :
[ Pirtivat ]
-~
& T {1t
& 2 NADH+2H | ’
g

[ 2TAKTAT J

Sekil 2.9. Homolaktik laktik asit fermantasyonu yol izi

Fakiiltatif olarak heterolaktik mikroorganizmalar da heksozu aym yol

izine gore kullanirlar ancak bu mikroorganizmalar pentoz ve bazi farkh

maddeleri fosfoketolazdan bagimsiz bir yol izini kullanarak parcalarlar ve
ortaya laktik asit ile genellikle asetik asit ya da etanol gibi yan driinler ortaya
cikar. Zorunlu heterolaktik laktik asit bakterileri ise sadece fosfoketolazdan
bagimsiz bir yol izini kullanirlar ve bu nedenle ortaya laktik asit yaninda

biiyiik miktarlarda da yan iiriin (asetik asit, etanol vb.) ortaya ¢ikar. Sekil 2.10

‘de heterolaktik fermantasyon yol izi gosterilmistir (Panesar ef al. 2007).
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Sekil 2.10. Heterolaktik laktik asit fermantasyonu yol izi
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Musatto ve ark. (2007a) yaptiklari bir galigmada %50 glukoz iceren ve
ilave besin maddesi igermeyen bira atif1 ortaminda L.debruecki ile 5.4 g/L
laktik asit tiretimi ger¢eklestirmislerdir. Bu tiretimde glukoz tiiketimi % 73
verimliliktedir. Farkli miktarlarda inokiilumun kiyaslandigi bu ¢alismada en
iyi sonug litrede 1 g kuru hiicre igerenden elde edilmis olup pH azalmasinm
glukoz tiiketimi ve laktik asite doniistirme kapasitesini  etkiledigi

bulunmustur.

Arvid ve ark. (2002) lignoselilozidik materyal olan bugday
kabugundan elde edilen hemiseliilozidik hidrolizattan L.brevis ve L.pentosus
ile laktik asit {iretimi gerceklestirmiglerdir. Bu hidrolizattan asit ve ya
enzimatik hidrolizden 11-12 g/ fermente edilebilir seker bulunmustur.
L.brevis tek basma %51 L.pentosus % 61 verimlilikle laktik asit iiretim
gerceklestirmistir. Ancak her iki mikroorganizma da birlikte kullanildig:

ortamda verim % 95° e kadar yiilkselmistir.

Bustos ve ark. (2005) L.pentosus ile sarap iiretiminden arda kalan
yongadan elde edilen hemiseliilozidik hidrolizattan laktik asit diretimi
gerceklestirmislerdir. Bu hidrolizat 12 g/L. glukoz, 17.5 g/L ksiloz ve 4.3 g/L.
arabinoz icerdigi belirlenmistir. Bu tiretimde en dnemli yan tiriin olarak asetik
asit de bulunmustur. Asetik asit tiretimin glukoz tiketiminden daha sonra
meydana gelmesinden yola gikarak asetik asitin ksiloz ve arabinoz tiiketimine
bagli olarak gergeklestigi belirlenmistir. L.pentosus glukoz yoklugunda
homofermentatif yoldan heterofermentatif yola kaydigindan vyola ¢ikarak
fakiiltatif —heterofermentatif bir mikroorganizma oldugu belirtilmistir.
L.pentosus hekzos varlifinda Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yol izini,
pentozlarm varhiginda fosfoketolaz yol izini kullanmaktadir. Seker igerigi
daha 6nce belirlenen hidrolizatlar vakumlu evaporatérde 35.4 g/I. glukoz,
52.3 ksiloz ve 13 g/L arabinoz’ a yiikseltilmisgitr. Bu kosullar altinda 46.6 g/L

laktik asit tiretimi ger¢eklesmistir.

I
I
E.
I
I
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Moldes ve ark. (2006) seyreltik siilfiirik asit ile farkh lignoseliilozidik
madde bakimindan zengin olan zirai atiklardan hemiseliilozidik gekerlerin
elde edilmesi ve Lb. pentosus ile laktik asit tiretimi gerceklestirmiglerdir.

Uziim cibresi, nusir kogan be arpa kabugunun asit ile hidrolizinde
ligninden gelen toksik maddelerin de aragtirildigt ¢aligmada en iyi kogullarda
laktik asit tiretimi arpa kabugundan elde edilmistir.(33 g/L). Pentozlarin en

yiitksek verimle tiziim cibresinden asit hidrolizi ile elde edildigi belirtilmisitir.

(0.76 g/2).

2.3.3. Laktik Asitin Kullanim Alanlar

Birgok uygulama alanma sahip bir kimyasal olan laktik asidin
endiistride Snemli bir yeri vardir. Laktik asidin en yaygin kullanimi ve

uygulama alanlari

- Gida sektorii ;
- Kozmetik ;
+lag ;

- Kimyasal uygulamalar olmak iizere dort temel sinifa ayrilmaktadir.

Gida katki maddesi olarak laktik asit, tatlandirici, pH ayarlayici,
mikrobiyal niteligi geligtirici ve mineral takviyesi olarak gida endustrisinin
birgok alaninda genis olarak kullanilmaktadir. Ayrica laktik asit; gida
sanayinde uriinlerin raf &mriinii uzatmak, tadim iyilestirmek ve gidada
kaynakli hastaliklara neden olan patojenleri daha iyi kontrol edebilmek icin
ticari olarak et endiistride kullanilmaktadir. Laktik asit hafif tadindan dolay:
salatalarda ve soslarinda, pismis gidalarda, salamura bitkilerde ve
mesrubatlarda kullanihir. Gida endiistrisinde laktik asidin bir diger kullanim
alam da gida tirlinlerinde mineral takviyesi olarak kullanilmasidir. Laktik asit
ticari olarak, 6zellikle kiimes hayvanlar1 olmak tizere et endiistrisinde raf
Omril arttirllmig, lezzeti arttirllmig ve besinde olusan patojenleri daha iyi

kontrollii tirlinler saglamak icin kullanilmaktadir. Sekerlemecilikte laktik asit
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sadece tatlandirict olarak degil, ayrica pisirilmis karisimin  pH’sinu,
diizenlemek ve dogru noktaya getirmek i¢in de kullamlir. Sekerlemecilikte
laktik asit kullaniminin avantajlari; diisiik tersine ¢evirme hizi, kullanim

kolayhig, seffaf sekerler iiretebilme yetenegini icerir (Wee at al., 2006).

Laktik asit kozmetik uygulamalarmda dogal katki maddesi 6zelligi
gosterir. Oncelikli olarak nemlendirici ve pH diizenleyici olmasma ragmen,
antimikrobik  aktivitelerde, derinin  temizlenmesinde ve  derinin
sulandirilmasinda da kullanilir. Nemlendirici etki dogrudan laktik asidin su
tutma kapasitesine baghdir ve laktik asidin cilt parlatict etkisi tirozinaz
olusumunu 6nlemesiyle olusturulur. Insan bedeninin dogal bilesenleri
oldugundan, laktik asit ve onun tuzu, dogal ve daha giivenli formiillerden
yana olan modern egilimlere kusursuzca uyar ve onlari kozmetikte ¢ok faydal
aktif maddeler yapan cilt parlatict ve yeniden genglestirme gibi etkileri tiretir
(Wee at al., 2006). Laktik asit, elektrolitleri veya viicut sivilarini
tamamlamada yardimct olan bir¢ok parenteral (damar yolu) ¢ézeltilerinde bir
elektrolit olarak kullanilir. Ek olarak laktik asit; tablet, protez, cerrahi dikis ve
uyusturucu kontrol eden sistemler gibi birgok alanda mineral formuiilasyonu

hazirlanmasinda kullanilir.

Laktik asit ve tuzu, bir¢ok ¢esitli kimyasal {iriinlerde ve proseslerinde
kullanilir. Bu uygulama alanlarinda laktik asit; kire¢ giderme maddesi, pH
diizenleyici, nétrlestirici, temizleme maddesi, metal karigtirict madde,
antimikrobik madde olarak cesitli fonksiyonlar gosterir. Dogal laktik asit
mekanik olarak birgok temizleme alanlarinda kullanilir. Coziilebilir 6zelligi
ve ¢oziicli glicli nedeniyle laktik asit, polimeri ve regineleri uzaklagtirici
olarak da kullanilir, Ayrica yaygin organik kire¢ temizleyicilerinden daha iyi
oldugundan banyo, tuvalet ve kahve makineleri temizlenmesinde kullanilir.
Etillaktat, polimerik boyalara ve yaglara karst giiglii bir ¢6ziicli oldugundan
ayrica ¢evreye zarar vermeyip, zehirli de olmadigidan birgok akne gideren

uygulamalarda da kullanilmaktadir.
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Laktik asit yitksek ¢oziiciililk ve ¢dziiniirltiglinden dolayr mikemmel
bir polimer ve regine tagtyicidir. % 98°den daha biiylik bir izomerik saflikla
elde edilebilir ve herbisit ya da ilag {iretiminde uygun bir baslangi¢ maddesi

olmak i¢in uygundur.

Karboksilik grubu ve hidroksil grubu olarak iki reaktif fonksiyonel
grubu iceren laktik asit kimyasal dontistimlerin dnemli bir hammaddesidir.
Laktik asit propilen oksit, asetaldehit, akrilik asit, propanoik asit, 2,3-
pentadiane, dilaktit gibi potansiyel olarak yararli kimyasallarin iginde

kimyasal dontisiimlerin hammaddesi olarak kullanilabilir.

Ozellikle son yillarda, laktik asit monomeri, biyolojik olarak
pargalanabilen bir plastik olarak kullanilan polilaktik asitin (PLA) iiretimi i¢in
onemli bir hammadde durumundadir. Saf olarak iiretilen laktik asit;
polikondenzasyon, depolimerizasyon ve ring-opening polimerizasyon gibi bir
ser1 reaksiyon boyunca yiiksek molekiil agirhikli PLA’y1 polimerize edilebilir.
Sonu¢ olarak meydana gelen polimer, PLA, koruyucu giysilerde, gida
ambalajlarinda, ‘mulch’ filminde, ¢6p kaplarinda, sert konteynerlerde,
‘shrink’ giysilerde ve kisa raf dmirlil ‘tray’lerdeki gibi genis bir kullanim
alam bulunur. Hizla artan PLA marketleri laktik asite olan ihtiyaci

artirmaktadir (Wee at al., 20006).

2.4 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, biitiin bitki metabolizmalarinda sekonder metabolit
olarak bulunan ve bitkilerin kendilerini bazi zararlilara kars1 korumada rolleri
oldugu sanilan ¢ok sayida farkli nitelik ve miktarlardaki g¢esitli bilesiklerdir
(Saldamli, 2007). Bitkilerin ikincil metabolizma iriinleri olarak tanymlanan
fenolik bilegikler bitkilerde en yaygm bulunan maddeler grubu olup,
glinlimiizde binlerce fenolik bilesigin yapist tanimlanmistir (Kafkas ve
ark.,2006). Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, ¢icek, yaprak,
dal ve gdvdelerinde bulunabilirler (Bilaloglu ve Harmandar, 1999;

Cemeroglu, 2004; Coskun, 2006).
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Fenolik bilegikler besinsel ve antioksidan 6zelliklere sahip olmalarimin
yanisira lezzet, burukluk, renk gibi birden fazla duyusal gida &zelliklerini
etkilemekte olup, bitki kékenli birgok gida iiriiniiniin tadina ve aromasina
katkida bulunurlar. Fenolik bilesiklerin aromaya olan katkisi baglica ugucu
fenollerin varligina baghidir ve bunlar ya yiiksek alkollerin hidrolizinden
iiretilebilirler yada maya ve laktik asit bakterileri gibi mikroorganizmalarin
metabolizmalar1 sonucunda olusabilirler. Yine fenolik bilesikler arasinda yer
alan flavanoidler ise dogal gida pigmentleridir ve sebze iirlinlerinin rengini

biiyiik dl¢iide etkilerler (Rodriguez ve ark., 2009).

Fenolik bilesikler, flavanlarin polimerleri olup, baglica flavan 3-4-
diollerden olustuklar: bilinmektedir (Bayrak, 2006). Bu bilesikler fenol halka
saytlarinin fonksiyonuna bakilarak farkli gruplarda siniflandirilabilirler ve bir
halkayi digerine baglayarak yapisal element gorevi iistlenebilirler. Fenolik
bilesikler; fenolik asitler, flavanoidler, stilbenler wve lignanlar olarak
gruplandirilmakta olup, flavanoidler de kendi aralarinda flavonoller,
flavonlar, izoflavonlar, flavanonlar ve antosiyanidinler olarak ayrilabilirler.
Bu ¢egitlilige ek olarak, polifenoller ¢esitli karbonhidratlar ve organik asitlerle
iliskili olabilirler (Manach ve ark., 2004).

2.4.1. Fenolik Asitler

Hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar.
Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarda
genelde iz miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit,
gallik asit, vanilik asitler gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise C6-C3
fenilpropan yapisimdadirlar. Fenilpropan halkasina baglanan OH grubunun
konumu ve yapisina gore farkli 6zellik gosterirler. Cok yaygm bulunanlar;
kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir. Bitkilerde
bityiik bir kismi organik asitler ve sekerlerle esterlesmis halde bulunan,
fenolik asitlerin kimyasal yapilari Sekil 2.11° da goriilmektedir (Saldamlh,

2007).
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R R1
@ﬁg %}H —coon
R3 @) R3 (b)
Asit R1 R2 R3 Asit Rr1 RrR2 R3
-Hidroksibenzoik H CH H P- Kumarik H OH H
Pirokate suik H OH| OH | Kafeile H OH OR
Vanilik CHSO CH H Ferulik CHBO OH H
Sirinpilk CH,0 |OH|CH,Q | Sinapik CH,O | oH | CH,O
Gallik OH CH | OH

Sekil 2.11. Fenolik asitlerin genel yapisi: a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinamik asit tiirevleri

Fenolik asitlerin antioksidan etkileri yapilariyla ilgilidir (Tapiero ve
ark., 2002). Bu etki aromatik halkada tasidiklart hidroksil gruplarinin
sayisina, baglanma yerine ve pozisyonlarina baghdir (Marinova ve
Yanishlieva, 2003; Sroka ve Cisowski, 2003; PeyratMaillard ve ark., 2000).
Hidroksi grubunun sayismin  artmasiyla antioksidan etkinin  arttid
gozlenmistir (Peyrat-Maillard ve ark., 2000; Fukumoto ve Mazza, 2000).
Metoksi grubu tasiyan fenolik asit tiirevinin tasimayana gore daha etkin
oldugu saptanmigtir (Marinova ve Yanishlieva, 2003; Fukumoto ve Mazza,

2000).

Meyveler, sebzeler ve cay gibi icecekler insanlarin giinliik diyetinde
ver alan fenolik bilesiklerin ana kaynagidirlar. Akdeniz diyeti, fenolik
bilesiklerin duyusal ve besinsel dzelliginden sorumlu oldugu, sarap ve sofralik
zeytin gibi fermente gidalar igerir. Orne@in sarap karmasik fenolik bilesik
kompozisyonuna sahiptir ve hem sarap prosesine hem de tiziim ¢esitliligine
baglt olarak 100 mg/L’den 200 mg/L’ye degisen konsantrasyonlarda gesitli
fenolik bilesikler (hidroksisinamik ve hidroksibenzoik) i¢ermektedir (Reguant

ve ark., 2000; Campos ve ark., 2003).

Bunlara ek olarak bati diinyasinda ¢ok az bilinen siyah veya mor
havucun Tirkiye, Afganistan, Misir, Pakistan, Hindistan ve uzak doguda
geleneksel titketimi yaygindir. Ulkemizde Adana ve yoresinde titketimi

vaygin olan salgam suyunun hammaddelerinden biri olan mor havucun
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kokiinde 40°dan fazla fenolik bilegik tespit edilmis olup bunlarm ¢ogu p-

kumarik, kafeik ve ferulik asit olarak belirlenmistir (Kammerer ve ark., 2004).

Geleneksel olarak, fenolik bilesikler beslenme agisindan istenmeyen
bilesikler olarak kabul edilmektedir. Bunun nedeni, proteinlerin ¢okmesine,
sindirim enzimlerinin inhibe olmasina ve vitaminler ile minerallerin
kullaniminin etkilenmesine, gidalarin besinsel degerlerinin azalmasma neden
olmalaridir. Ancak antioksidan aktivitelerinin fark edilmesi ile saglig:
olumsuz etkileyen 6zelliklerinin aragtirilmasi azalmistir. Hatta giiniimiizde,
giinlilk diyette yer alan fenolik bilesiklerin, bazi kimyasallarin zararls
etkilerini 6nleyici (kemopreventif) ozelligi nedeniyle saglk igin yararh
oldugu ve bu &zelligin daha ¢ok antioksidan aktivitesinden kaynaklandigi
ifade edilmektedir (Rodriguez ve ark., 2009). Fenolik bilesikler saghk
acisindan  sahip oldugu bu  &zelliklerinin  yaninda, laktik  asit
fermantasyonlarinda gérev alan LAB iizerinde de bazi etkilere sahiptir.
Yapilan bir aragtirmada gallik asit ve katesinin Lactobacillus hilgardinin
gelisimini tesvik ettigi bu konuda yapilan bir ¢aligmada tespit edilmigtir

(Alberto ve ark., 2001).

Diger yandan, fenolik bilesiklerin yine LAB gelisimi iizerinde
olumsuz etkileri de s6z konusudur. Bu bakterisidal etkinin hiicre duvari ve
sitoplazmik membran ile iligkili oldugu ileri siirilmektedir (Ruiz-Barba ve

ark., 1990).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar, fenolik bilesiklerin daha ¢ol laktik
asit bakterilerinin gelisimini olumsuz etkiledigini, hatta laktik asit
bakterilerinin metabolize ettigi fenolik bilesiklerin de sinirh sayida oldugunu

gostermigtir (Rodriguez ve ark., 2009).
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2.4.1.1. Fenolik asitlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
2.4.1.1.1. Sinamik Asit:

Kimyasal formiili CgHgO, ((E)-3-fenil-2-propenoik asit) ‘dir.
Molekiiler agirligi 148.17 g/mol ‘diir. Monoklinik kristaller halinde bulunur.
Yogunlugu 1.25 g/em’, kaynama noktas: 300 °C, erime noktasi 133 °C’ dir.
Kokusuz beyaz kristal halinde bulunur. Suda ¢oztniirliigi oldukg¢a azdir.
Ancak etanol, aseton ve THF® deki ¢oziiniirliikleri iyidir (Anonim, 2014).

Sinamik asit sigla yagi, tar¢in yagi ve yesil cay gibi maddelerde
bulunmaktadir. Tatlandiric1 olarak, sentetik ¢ivit olarak ve ilag¢ endiistrisinde
olduk¢a fazla kullanilir. Baglica kullanim alani; parfiim endiistrisinde metil,

etil ve benzil esterlerin eldesidir.

2.4.1.1.2. Klorojenik Asit:

Kimyasal formiilli C11H150s, molekiil agirligi 354.31 g/mol “dir. Acik
kimyasal formiilii (3-[[3-(3,4-Dihidroksifenil)-1-okzo-2-propenil]oksi]-1,4,5-
trihidroksisiklohekzan karboksilik asit). Yogunlugu 1.28 g/em?®, erime noktast
207-209 °C arasinda olan klorojenik asit, kafeik asit ve kuinik asitin esteridir.
Bitki metabolizmasinda en Snemli faktorlerdendir. Antioksidan &zelligi ile
bilinir. Kahvedeki en 6nemli fenolik bilesiktir. Cogunlukla ila¢ endiistrisinde,

gida enduistrisinde ve kozmetik endiistrisinde kullanilir (Anonim, 2014).

2.4.1.1.3. Gentisik Asit:

Molekill formiilii (2,5-dihidroksibenzoik asit) C,H;0,, molekiil
agirhgr 154.12 g/mol olan gentisik asit; beyaza yakin sari renkte pudra
kivammda bulunur. Erime noktas: 200— 205 °C’dir. Suda, etanolde, polar

organik ¢oziicli ve tuzlarda ¢oziniirligi iyidir (Anonim,2014).
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2.4.1.1.4. Sirinjik Asit:

Molekiil formiilii (4-Hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit) CoHi9Os,
molekiil agirhgt  198.17  g/mol’diir. Kaynama noktasi  205-209
°C’dir(Anonim, 2014).

2.4.1.1.5. Vanilik Asit:

Molekiil formiilii (3-metoksi 4-hidroksi benzoik asit) CgHgOu,
molekiil agirligi 168.14 g/mol’diir. Alkoldeki ¢oziiniirligii gok iyidir. Erime
noktas1 210-230 °C’dir (Anonim, 2014).

Beyaz renkli pudra seklindedir. Sarap (Minussi ve ark., 2003), bugday
kepegi (Yu ve Zhou, 2005) ve okaliptusta (Eucalyptus globulus) (Gonzalez ve
ark., 2004) bulunmaktadir. ‘

2.4.1.1.6. p-Kumarik Asit: (3-hidroksi sinamik asit) ve o-Kumarik Aasit:

(2 hidroksi sinamik asit)

Kumarik asit sinamik asitien tiiremis organik bilesiktir. Yapidaki
hidroksi grubunun yerine bagl olarak orto, para ve meta olmak tizere li¢ tane
izomeri vardir. Molekiil formiilii CoHgO3, molekiil agirhig 164.15 g/mol’diir.
Erime noktast 210 ile 213 °C arasindadir (Anonim, 2014). Portakal (Sousa ve
ark., 2004), kiraz (Cadenas ve Packer, 2002) kahve, cikolata ve sarapta
(Abdel-Wahab ve ark., 2003) bulunmaktadir. Strese karsi koruma sagladig
rapor edilmistir. Tiimér hiicrelerini 6ldiirme yeteneginin yaninda DNA’da
oksidatif hasara neden oldugu bildirilmigtir. Yiiksek miktarlarda alindig
zaman toksik etki gostermektedir (Labieniec ve ark., 2003). pKumA dzellikle
mide kanserine karst oldukca yararli oldugu bildirilmistir (Ferguson ve ark.,

1999).

T R
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2.4.1.1.7. p-Hidroksibenzoik Asit:

Molekiil formiilti (4-hidroksi benzoik asit) C,H;O3, molekiil agirhg:
138.12 g/mol’diir. Erime noktasi 214-217 °C’ dir. p-hidroksibenzoik asit
benzoik asidin fenolik tiirevidir. Beyaz kristaller seklinde bulunur. Suda
¢OzUnirlugl azdir, ancak alkoller, eter ve asetonda olduk¢a iyi ¢oziiniir

(Anonim, 2014).
2.4.1.1.8. Protokatesik Asit:

Molekill formiilii (3,4-dihidroksi benzoik asit) C,H;0,, molekiil
agirhigr 154.12 g/mol’diir. Beyaz kristal pudra seklinde bulunur. Erime
noktast 200-202 °C’dir. Sudaki ¢dziiniirliigii ¢ok azdir. Alkol ve eterdeki
coziiniirltigii cok gii¢liidiir (Anonim,2014). Soya fasulyesi ve kekikte olduke¢a

cok bulunmaltadir (Bektag, 2005).
2.4.1.1.9. Kafeik Asit :

Molekiil formiili (3,4-dihidroksi sinamik asit) CoHgO,, molekiil
agirligt 180.16 g/mol'diir. Sart kristalize seklinde bulunur. Erime noktasi
223-225 °C’dir. Sicak suda ve alkolde ¢oziiniirliigii oldukea iyidir (Anonim,
2014). Dogal bir fenolik asittir, bu nedenle pek ¢ok bitkide bulunmaktadir.
Hidrosinamik asitlerin dogada en ¢ok rastlanilan tlirevidir. Elma, iiziim, erik,
yulaf gibi gesitli meyvelerde mevcuttur. Nitrite hizli bir sekilde etki ederek

nitrik oksite indirgemektedir (Huang ve Ferraro, 1991).

2.4.1.2. Fenolik Bilesiklerin Elde Edilmesi

Fenolik maddelerin besin maddeleri ve atiklarindan izole edilmesinde,
ozellikle ¢dzgen ekstraksiyonu, tanimlanmasinda ise daha ¢ok kromatografik
teknikler kullanilmaktadir. Bunlarin yaninda son yillarda membran teknolojisi
ile fenolik maddelerin elde edilmesi tizerine ¢aligmalar yapilmaya baglamistir,

Borneman ve ark. (Borneman ve ark., 1997), polictersiilfon (PES) ve
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polivinilprolidon (PVP) kombinasyonuyla yapilmig membranlarin elma sulart
ve model ¢ozeltilerden polifenollerin ayrilmasinda yalnizea PES kullanilan
membranlara gore daha etkili oldugunu ve akig oranmin da daha yiiksek
oldugunu bildirmislerdir. Mangas ve ark. (1997), inorganik membranlar
kullanarak ters akim filtrasyon teknigiyle elma sulariun durultulmas: tizerine
yaptiklari calismada, sicaklik, iglem siiresi ve membran tipinin polifenollerin
ayrilmasinda etkili oldugunu, ultrafiltrasyon ile diisik sicaklikta elma
suyunun  yeterli stabiliteye ulagmasiui  saglayacak &lgiide polifenol
ayrilabildigini belirlemiglerdir. Fenolik maddelerin elde edilmesi amaciyla

uygulanan yéntemler Cizelge 2.6° de dzetlenmistir.
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Cizelge 2.6. Fenolik maddelerin elde edilme ydntemleri (Mangas et al., 1997;
Lu and Foo, 1997; De Sotillo et al., 1994; Madsen and Betelsen, 1995;
Chkikvishvili and Gogiyo, 1995)

Yiontem

Uygulama

Cozgen

Kullamm Alam

Ekstraksiyon

Cozgen
Ekstraksiyonu

Buhar Distilasyonu
Vakum Distilasyonu
Molekiiler

Distilasyon

Metanol

Aseton

Hekzan

Eter

Etil asetat
Diklor metan
Benzen

Tuz ¢ozeltisi
Etil alkol
Kloroform

Su

Kekik, lavanta,
mercank&sk, nane,
feslegen, piring
kabugu, zeytin ve
yapragi, kusyemi,
nigasta atik sulari,
biberiye, patates
kabugu

Elma posast, susam
cekirdegi, biberiye,
sarimsak

Adagay, biberiye
Kugyemi

Zeytin ve yapraklar
Sarmmsak, biberiye,
adacayi

Mandarin atiklari
Sarmmsak

Biberiye

Mandarin atiklari
Patates kabugu, cay
Biberiye

Biberiye

Kromatografi

Kolon kromatografisi

Sivt kromatografisi

Elma posasi

Ayg¢icedi kiispesi

Membran

Elma suyu

Laktik asit bakterileri ve fenolikler arasindaki

diisiintilebilir: Laktik asit bakterileri, fenolleri daha az

iliski iki sekilde

kompleks fenolik
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metabolitlere indirgeyebilir veya bakteri gelisimi fenoliklerden olumlu yada
olumsuz sekilde etkilenebilir. Bu iki etkilesim i¢inde fenolik bilesiklerin
konsantrasyonu ¢ok énemlidir. Ornegin, bakteri belli bir konsantrasyondaki
fenolik bilesigi tolere edebilir hatta metabolize edebilir. Ayn1 zamanda diisiik
fenolik konsantrasyonlar bakterinin gelisimini tesvik edebilir ya da yiiksek
konsantrasyondaki fenolik bilegiklerin varligi bakterileri inhibe edebilir

(Stead,1993).

Herna'ndez ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢aligmada laktik asit
bakterilerinin  trans-kaftarik ve trans-kutarik asidi substrat olarak
kullanabildikleri ve malolaktik fermantasyon (MLF) esnasinda sinnamol
esteraz enzim aktivitesiyle hidroksisinamik asit konsantrasyonunu arttirdiklari

saptanmistir.

Couto ve ark. (2006) yaptiklar galigmada laktik asit bakterilerinin p-
kumarik ve ferulik asitten ugucu fenol olugturma kapasitesini gaz
kromatografisiyle incelemigler ve 13 adet sugun p-kumarik asitten ugucu fenol
tiretebildigini, bunlardan sadece iiciiniin ise 4-etilfenol drettigini ortaya
koymusglardir. Aragtirmada, 10 adet sug sadece 4-vinilfenol olugturabilmisg,
Lactobacillus brevis ve Lactobacillus plantarum’un tek bir sugu p-kumarik ve
ferulik asit tiirevlerini meydana getirmistir. Lactobacillus collinoides’in bir
susunun kuvvetli bir 4-etilfenol iireticisi oldugu anlagilmigtir. Diger
Lactobacillus tirleri (L. mali, L. sake ve L. viridescens) vyiksek
konsantrasyonlar da 4-vinilfenol iirettifi saptannistic. Lactobacillus hilgardii
suglar1 dekarboksilasyon aktivitesi gostermemistir. Arastirmada 8 adet
Pediococci susundan yedisi p-kumarik asitten 4-vinilfenol, P. acidilactici ve
P. Damnosus’un da 4 -vinilfenol iirettigi beliclenmigtir. Caligilan iki O. oeni
susu p-kumarik asit tiirevlerini olusturamadig ve test edilen L. mesenteroides

de ugucu fenol {ireticisi olmadig anlagilmustir.

Mussatto ve ark. (2007a) bira atik maysesinden alkali hidrolizi ile
gida, saglik, kozmetik ve fermokolojik uygulamarda kullanimi ilgi ¢eken
bilegikler olan ferulik asit ve kumarik asit ekstraksiyonu gergeklestirmiglerdir.
NaOH % 1, 1.5 ve 2 olmak iizere ti¢ farkli konsantrasyonda, sicaklik 20, 100
ve 120 °C, reaksiyon siiresi 30, 60 ve 90 dk da denemeler yapilarak en iyi
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hidroliz kogullarini aragtirmislardir. Istatiksel analiz kullanilan calismada en
iyi alkali hidrolizi kosullar1 %2 NaOH konsantrasyonu, 120 °C sicaklikta ve
90 dk reaksiyon siiresi larak belirlenmistir. Bu kosullar altina 145,3 mg/L
ferulik asit, 138,8 mg/L kumarik asit elde edilmigtir. Bu da ¢6ziinen ligninin
her graminda 9,65 mg/L ferulik asit 9,22 mg/L kumarik asit oldugu

bulunmusgtur.

Yine benzer bir ¢alismada Mussatto ve ark. (2007b) bira atik maysesi
igerisindeki 12,44 g/l ¢ozlinebilen ligninin asit ile hidrolizi baz1 fenolik
asitlerin (vanilik asit, sirinjik asit,p-hidroksibenzoik asit ve kumarik asit) elde
edildigini  belirtmiglerdir.pH 2,15-12,56 arasinda on farkli deZerde
calisilnustir ve pH degisimine bagl olarak fenolik asitlerin %32-74 arasinda
elde edildigi belirtilmigtir. pH nin 7,7 den diigiik Idugu cahismalarda énemli

oranda lignin doniistimi gerceklestigi belirtilmistir.

Bagka bir ¢aligmada Mussatto ve ark. (2013) yilinda yaptiklart bir
¢alismada bira atik maysesinin etanol, metanol, aseton ve su gibi farkh
solventlerle antioksidant fenolik bilesiklerin elde edilmesi tizerine bir ¢alisma
yapmislardir. Calismada kullanilan her bir ¢oziiclintin fenolik bilesikleri elde
etme agisindan farklr etkilerinin oldugu ve elde edilen fenoliklerin hepsinin
antioksidant dzellik gosterdigini belirtmiglerdir. % 60 v/v aseton ¢ozeltisinin
toplam fenoller ve antioksidant bilesikler elde etmede en iyi sonucu verdigini
bulmuslardir. Aseton (% 60 v/v) ¢ozeltsinin hem daha verimli hem de daha

ucuz olusu kullanim agisindan avantaj olugturdugunu belirtmislerdir.

Cavin ve ark. (1993) L. brevis, L. planiarum ve P. Pentosaceus’un,
p-kumarik ve ferulik asidi dekarboksile edebildigini ortaya koymuslardir.
Chatonnet ve ark. (1995) ise L. brevis ve P. Pentosaceus’un bazi suslarmin p-
kumarik asidi 4-vinilfenole dekarboksile edebildigini belirtmislerdir. L.
plantarum iki gesit fenolik asit dekarboksilaz iiretebilmektedir; PAD ya da
PDC olarak isimlendirilen birinci fenolik dekarboksilaz, p-kumarik, ferulik ve
kafeik asitleri vinil tiirevlerine dekarboksilize eder. Diger enzimi ise padA
(PDC) geni tarafindan tretilen fenol asit dekarboksilaz enzimidir ve p-
kumarik aside gore ferulik asit ile ¢ok daha iyi aktive olmaktadir. Bu ikinci

enzim hala karakterize edilememistir (Rodriguez ve ark., 2009).
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2.6. Biyodoniisiim Yoluyla Uretim

Mikroorganizmalarin bir bilesigi yapisal ydnden kendisine benzer
baska bir bilesige doniigtirmesi olayina mikrobiyel biyoddniisiim denir
(Crueger ve Crueger, 1990). Bir baska deyisle, mikroorganizmalar tarafindan
katalizlenen kimyasal déniistimlerdir. (Telefoncu, 1995). Biyoddniigiim
olaymna en klasik &rnek olarak asetik asit bakterileri tarafindan etil alkolden
asetik asit iretimi gdsterilebilir. Giinimiizde mikrobiyel biyodéniisiimle
iiretilen birgok aroma maddesi olmasma kargin bunlarin halen biiyiik
cofunlugu aragtirma diizeyindedir. Mikrobiyel biyoddniisiim sirasmda
gerceklesen bazi reaksiyon tiirleri arasinda oksidasyon, hidroliz, esterlesme,
dehidrasyon, fosforilasyon, C-C baglarinin  koparilmasi, indirgenme
reaksiyonlar1 gelmektedir. Biyodoniisiimde genellikle verim cok viiksektir.
Verimi etkileyen faktorler arasinda mikroorganizma tiirii, pH, sicaklik, hiicre
zart gegirgenligi, {irtin inhibisyonu, substratlarin ortamda c¢oziiniirlilk derecesi
gibi ozellikler sayilabilir. Birgok mikrobiyal biyoddniisiim olayinda iki
substrat gereklidir. Bunlardan biri mikroorganizmalarin gelismesi igin
gereklidir. Digeri ise, doniisiime ugrayacak substrattir. Mikroorganizma
gelisimi  i¢in  gerekli substrat dogal kaynaklardan wucuz olarak

karsilanabileceginden maliyet diisiiriilmiis olur (Crueger ve Crueger, 1990).

Biyoteknolojide kullanilan farkli mikrobiyal biyodéniisiim teknikleri

vardir. Bunlar;

Cogalan hiicreler ile biyodoniistim: Hiicreler ideal besi ortaminda
iiretilir ve yapilan testlerle belirlenen gekilde biyodéniisiime ugratilacak

substrat ortama katilir,

Durgun evredeki hiicreler ile biyoddniisiim: Mikroorganizma ideal
besiyerinde {iretilir, filtrasyon veya santrifiij ile ayrildiktan sonra
biyoddniisiim ortamina ilave edilir, Sporlar ile biyodoniisiim: Kiifler spor
olusumu i¢in ideal kosullarda iiretilic ve sporlar misellerden ayrilip sogukta

saklanir. Biyoddniisiim yapilacagi zaman bu sporlardan yararlanilir,
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Immobilize hiicreler ile biyodéniisiim: Mikroorganizmalar {iriin ve
substratin  gecisine izin veren bir polimer matrikste (poliakrilamid,
kapakarragenan, alginat, seliiloz, nisasta vb.) tutuklanir veya bir polimere
baglamir. Immobilize hiicreleri istenildigi anda ortamdan uzaklastirilabilir,
yeniden kullanilabilir, kesikli ve kesiksiz fermantasyonlara uygundur

(Telefoncu, 1995).

Mikrobiyel biyodénilisiim yliksek substrat segicilifi, az miktarda yan
iriin olugsumu ve asil iirliniin kolay izole edilmesi ve saflagtirilmasi gibi
onemli avantajlara sahip olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu
yontem aroma maddelerinin yaninda bazi katki maddelerinin endiistriyel

lgekli tiretimlerinde de siklikla kullanilmaktadir (Xu ve ark., 2007).

2.7. HPLC Yéntemi

Bir ayirma teknigi olan yliksek performansli sivi kromatografisinde
(HPLC), bir ¢oziclide ¢ozinmiis olan bilesikler, sabit bir faz iceren kolon
i¢inden, yiliksek basingli pompa ile gonderilen hareketli faz yardimi ge¢meye
zorlanirlar, Hareketli faz icindeki bilesenler, durgun ve siki faza karsi farkh
ilgilerinden dolay1 degisik hizlarda ilerleyerek kolondan farkli zamanlarda
cikmaktadir. Kolonun ¢ikisina yerlestirilen uygun bir dedektdr yardimiyla
farkl zamanlarda kolondan ayrilan maddeler sirasiyla belirlenerek kaydedilir.
Yiiksek hizli ayrimlarin yapildigi bu isleme, ylksek performanslh (basingli)
sivi kromatografisi denmektedir (Erdik ve ark.,2000). Yiiksek performansl
stvi kromatografi sisteminin birimleri ve 6zellikleri su sekilde siralanabilir:
a)Hareketli/ Tasiyict Faz Depolari
b)Tasiyic1 Faz Hareket Birimi; Pompa sistemi
¢)Enjeksiyon (Ornek Yiikleme) Sistemi
d)Ayirma Birimi; Analitik Kolon(lar)
¢)Olgtim Birimi; Dedektér(ler)
f)Yazim Birimi; kaydedici, Integrator

g)Atik Deposu
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Ormek
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Sekil 2.12. HPLC cihazi akig semasi

Hareketli fazin akig hizi aywma siiresince ayni olmalidir. Durgun
fazda bozunma ve tikaniklik, basingta ve akis hizinda degisiklige neden
olabilir. Pompa sisteminin diizgiin ¢aligabilesi i¢in bu sistemin icerisinde hava
kabarci@inin olmamasina dikkat edilmelidir. Pompa yiiriitiicii faz1 deposundan
alarak ilk 8nce enjeksiyon sistemine gdnderir. Enjeksiyon sistemi otomatik
veya manuel olmak lizere iki farkl sekilde olabilmektedir. Manuel olan bir
sistemde &rnek enjeksiyonu igleminin kolaylikla yapilabilmesi ve ¢dziicii
alasimin enjeksiyondan etkilenmemesi i¢in analiz edilecek 6mek ¢ok uglu bir
valfe gonderilir. Bu valf yardimiyla rmegin bulundugu hareketli fazin kolana
dogru taginmasi saglanir. HPLC analitik kolonlar, 2-8 mm i¢ capimna sahip,
mikropartikiillerden veya pelikiillerden yapilmig dolgulu kolonlardir. Bu
kolonlar paslanmaz gelikten veya kartus seklinde olabilmektedir. Bu sistemde
gerekli kogullar iyi ayarlandiginda, kolonda birbirinden ayrilan kompleks
karisum, hareketli faz yardimiyla &lgiim birimi olan dedektdre tagmir.
Dedektériin, maddenin derisimi ile orantili bir 6zeligini olgiilebilmesi i¢in
uygun kosullar saglanmalidir. Dedekidr yardimiyla analiz edilecek

maddelerin derisimi belirlenir (Togrul, T.,1995)

Bu aywrma metodunda bilesenleri birbirinden ayirmak i¢in yararlanilan
onemli faktorlerden birisi de hareketli fazdir. Farkli polaritedeki organik
¢oziiciiler ile numunenin birlikte kolondan yiiriitiilmesiyle daha iyi bir ayirma

saglanabilir. Aywrmada kullanilan hareketli fazin akis hizi genelde 10-60

Yol
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ml/saat hizindadir, Bu akis hizint meydana getirebilmek i¢in hareketli faza
uygulanan basing 30-400 atm arasinda degismektedir. Uygulanan basing
hareketli fazin viskozitesine, kolonun ge¢irme &zelligine, kolon dolgu
maddesinin tanecik boyutuna bagh olarak degisir. Kolonun boyunun
artmastyla ve kolonun dolgu maddesinin tanecik boyutunun azalmasiyla
hareketli fazin akig hizinda azalma meydana gelir. Hareketli fazin akis hizinin
degismemesi i¢in basincin arttirllmast gerekir. Hareketli fazin akis hizi,
dedektdr gikigma yerlestirilen hacmi belirli kaba sivinin dolmasiyla gegen

zaman dlgiilerek bulunur (Erdik ve ark., 2000).

HPLC ile yapilacak ayirmalar degisik yontemler uygulanarak yapilir.
Ayirmada kullanilan y&ntem yapilan c¢alismanin tiiriine, analiz edilecek

numunelerin 6zelliklerine baghdir (Lindsay, 1987)

Genelde HPLC ayirma yontemleri dagilma tipinde ¢alismaktadir.
Dagilma kromatografisi sabit ve hareketli fazin birbirine gére polar olusuna
bagli olarak iki kisma ayrilir. Normal faz (NP), sabit haldeki fazin hareketli
olan fazdan daha polar oldugu durumdur. Bunun i¢inde polarhgi az olan
bilesikler durgun fazdan ilk olarak ¢ikmaktadirlar. Durgun fazda ilerleyen
analitin tutulmasi hareketli fazin polarliginin artmasiyla azalir. Ters fazda ise
(RP) sabit haldeki faz daha az polariteye sahiptir. Bu durumda polaritesi
yiksek olan analitler sabit fazi daha ¢abuk terk etmektedirler. Ayirmada
hareketli fazin hidrofob 6zelligi artik¢a analitin kolonda tutunmasi azalir.
Genellikle HPLC sistemlerinde ters faz (RP) kullanilmaktadir. Zit faz
uygulamalarinda da en yaygin olarak C18 kolonlar kullanilir (Skoog ve ark
1998).

Analitler kolonda ilerleyerek farkhi zamanlarda kolondan ayrilir. Bu
ayrilan analitler bir spektrometrik sistem yardimiyla analiz edilir. Ayrilan
analitler UV ve gériinlir bélge 1smim gegirebilen bir numune hiicresinden
gegirili. Numune hiicresinden belirlenen dalga boyundaki 1ginlar
geciriliyorken analitlerin yaptiklar1 absorbanslar bir dedektdér yardimiyla

belirlenerek kaydedilir. Genellikle dedektdr olarak diyot serili dedektor
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(DAD) kullanilmaktadir. Cift 15l bir cihazda, 151k kaynagindan ¢ikan 1sin
demeti bir ayirict yardimiyla ikiye ayrilir. Bu 1gmlardan biri analit igermeyen
referans hiicresinden, diger 1smn ise analit iceren hiicreden gegirilerek,
analitlerin absorsiyonlar1 bu ikisini farki olarak hesap edilir. Béylece HPLC

kromatogramlari elde edilir (Jaffé and Orchin, 1964).

HPLC, fenolik maddelerin ayrilmasinda kullanilan 6nemli bir
metottur. Ters fazli (RP) kolon kullanimi fenolik bilesikleri ayirmada daha
fazla yaygindir. Gidalardan elde edilen fenolik analitler genellikle UV
goriiniir dalga boyunda UV-Vis dedektdrii ve DAD (diyot serili dedektor) ile
dlciilmektedir (Naczk and Shahidi, 2004)

HPLC de polifenolik maddelerin belirlenmesinde, kolondan
oegerkenki alikonma zamani temel alinmaktadir ve bu alikonma zamanlari
bilesiklerin kimyasal yapisina baghdir. Hidroksitlenmis ve glukozitlenmis
fenolik analitlerin kolonda alikonma zamam kisa gergeklesirken, metillenmis
fenolik  analitlerin  kolonda  alikonma  zamami  ise  uzundur

(Dao and Takeoka, 2002).

HPLC tekniginde bir standardin konsantrasyonuna karsi olugan pik
alanlart kullanilarak kalibrasyon egrileri ve her bir standart* in kolandan
ayrilip gelme zamanlari belirlenir. Cesitli standartlarin kalibrasyonu igin
siralanan dalga boylari kullanilir. Bitki ekstraktlarinin fenolik bilesimlerinin
pikleri elde edildikten sonra, kalibrasyon egrileriyle karsilastirilarak bu

bilegimlerin konsantrasyonlar1 hesaplanir.

e P
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3.MATERYAL VE YONTEM
3.1.Materyal
3.1.1.Substrat

Laktik asit ve fenolik asit {iretiminde kullanilmak {izere {iretim ortami
icin Tuborg A.S’den temin edilen bira atitk maysesi degerlendirilmistir.
Calismada substrat olarak kullanilan bira atid1 besi yeri arabinoz, ksiloz ve

glukoz i¢eren agirlikli bir tiretim ortamudir.
3.1.2. Fermantasyon sirasinda kullanilan mikroorganizmalar

Calismamizda bira atifindan laktik asit ve fenolik asit iiretimi igin
gerekli biyoddniisimii gerceklestirebilecek lizere Lactobacillus pentosus
suslar1 kullanilnmugtir. Kiiltiirler Pamukkale Universitesi Gida Miihendisligi
Bélimii Yrd. Dog. Dr. Omer SIMSEK ‘ten temin edilmistir. Lactobacillus
pentosus 0157, Lactobacillus pentosus O18, Lactobacillus pentosus O19

olmak tizere 3 farkli sus kullanilmistir.

3.1.3. Deneylerde kullanilan besiyerleri
3.1.3.1.MRS Agar (Merck)

% Kazein peptonu 10,0 g/L;

% Et ekstrakt1 10,0 g/L;

% Maya ekstrakti 4,0 g/L;

4 D(+) Glukoz 20,0 g/L;

% K,HPO, 2,0 g/L;

% Tween 80 1,0 g/L;

% di-Amonyum hidrojen sitrat 2,0 g/L;
% Sodyum asetat 5,0 g/L;

% MgS0, 0,2 g/L;

“» MnSO, 0,04 ¢/L;

% Agar-agar 14,0 g/L

68,2 g MRS 1 litre saf suya eklenir. 121° C* de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilmistir.
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3.1.3.2. Fermantasyon ortami

On islemlerden gecen bira atik maysesi asit hidrolizi sonucunda sivi
ve kat1 kisim olarak iki faza ayrilmistir, Sivi kisminda kalan hemiseliilozidik
sekerler laktik asit ve fenolik asit iiretimi igin fermanyasyon ortami olarak

lullanilmigtir.

Denemelerde Lactobacillus pentosus suglarinin geligmesini saglamak
amaciyla laktik asit ve fenolik asitlerin tiretimi i¢in gerekli azot ve karbon
kaynagmin saglanmasi i¢in kullanilan tiretim ortaminda farklr azot kaynaklari,
maya ekstrakti, misir 1slatma suyu, pepton, iire, tripton; karbon kaynag
olarak bira atifindan elde edilen ksiloz, arabinoz ve glukoz kullanilmistir.
Kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik saflikta secilmistir. Hazirlanan
iiretim ortaminda kullanilan azot kaynaklarinin miktarlart Cizelge 3.1° de
verilmistit. Miktar hesaplamalart 10 g/ maya ekstraktinda bulunan azot
miktarina eg deger olacak sekilde her bir azot kaynagi i¢in yapilmugtir.

Uretimde 2 paralel ile ¢alistlmigtir.

Cizelge 3.1 Lactobacillus pentosus hiicrelerinin gelismesinde kullanilan

firetim ortaminin kullanilan azot kaynaklar: ve miktarlar

Azot KKaynafi % Azot Miktar
Maya ekstralkti 9.8 10 /L
Misir 1slatma suyu 6.44 15.2 g/LL

Pepton 14 7 g/L
Ure 47 2.08 g/,
Tripton 12.7 7.71 g/L

Laktik asit ve fenolik asitlerin diretimi igin kullanilan {retim

ortamindaki karbon kaynaklari ve miktarlari Cizelge 3.2 “de verilmistir.
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Cizelde 3.2 Lactobacillus pentosus hiicrelerinin gelismesinde kullanilan

iiretim ortaminin kullanilan karbon kaynaklari ve miktarlar

Karbon Kaynagi Miktar Konsantre
Glukoz 3.48 g/L 3.9
Arabinoz 8.98 g/L 10.26
Ksiloz 17.5 g/LL 20

Uretim ortaminin seker igerigini istenilen diizeye getirmek igin 20 °C’
deki sicak su banyosunda konsantre edilmistir. Son durumdaki Ksiloz igerigi
20 g/, Arabinoz igerigi 10.26 g/L, Glukoz igerigi 3.9 g/ oldugu

belirlenmistir.

Fermantasyon ortaminin pH si denemeye gore 6.0°ya NaOH (Sigma-
Aldrich) ile ayarlanmustir. Ortam pH’sini tamponlamak amaciyla CaCOsg

kullanilmustir. Sterilizasyon, 121° C’de 15 dakika siireyle yapilmistir.
3.1.4. Deneylerde kullamilan ¢ozeltiler ve icerikleri
3.1.4.1. NaOH cozeltisi (10N)
Denemelerde fermantasyon ortammin pH’mi ayarlamak i¢cin 10N

NaOH c¢ozeltisi kullanilmistir. 10N NaOH ¢ozeltisi, 16g NaOH (Sigma-

Aldrich) tartilarak 100 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.
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3.1.4.2 H;S0, ¢ozeltisi (Yo 1.25°lik)

Denemelerde kullanilan atik bira maysesindeki hemiseliilozidik
sekerleri hidrolize etmek igin % 1.25°1ik H,SO4 (g/L) ¢o6zeltisi kullanilmistir.
Seyreltik asit ¢ozeltisi kullanilan §rnek miktarina gore hacme karsilik agirlik
olarak hesaplanmistir.

3.1.4.3 HPLC mobil faz olarak kullanilan ¢ézeltiler

Fermantasyon 6ncesindeki 6n iglem gérmiis atik bira maysesinin seker
icerigini belirlemek ve fermantasyon ortaminda olugan laktik asit ve fenolik
asitlerin miktarim1 belirlemek amaciyla HPLC metodu kullanilmigtir. Seker

iceriginin belirlenmesi i¢in asetonitril-su (75:25) ¢ézeltisi kullanilnustir.

Fenolik asitler ve laktik asit analizleri igin iki farkli mobil faz
kullanilmistie. Bunlardan birincisi solvent A, % 0.1°lik fosforik asit ¢ozeltisi;
ikincisi solvent B asetonitrildir. Mobil fazlar mavi bant filtreden (Macherey
nagel) siiziildiikten sonra ultrasonik banyoda 15 dakika ¢6ziinmiig gazlarindan

uzaklagtirilarak kullanima hazir hale getirilmigtir.

3.1.5. Verim Hesaplar:

Efektif verim fermantasyon sonucunda olugan laktik asitin, ortamda
baslangigta bulunan seker oranina yiizdesel olarak tanimlanmigtir.
P
Efektif verim ,% =

So

P : Fermantasyon sonunda olugan laktik asit, g/L.

So: Baglangigtaki karbonhidrat, g/LL

Déniisiim verimi, olugan laktik asitin fermantasyonda harcanan seker

miktarina yiizdesel orani olarak tamimlanmigtic. Bu deger fermantasyonda

bakteriler tarafindan kullanilan substratin ne kadarinin laktik asit tiretimi i¢in




58

kullanmildigmi gdstermektedir. Substrat, {irlinin yani sira biyomas olugsumu
icin de harcandigi igin, harcanan substrat bagina olusan iirliniin hesaplandigi

bu terim dnem kazanmaktadir.

Déniigiim verimi, % =
Se-S
P : Fermantasyon sonunda olugan laktik asit, g/L.
So: Baglangigtaki karbonhidrat, g/L.

S : Fermentasyn sonunda kullanilmadan kalan seker, g/

Hacimsel verimlilik. birim zamanda olusan laktik asit miktar: olarak

tanimlanmistir ve laktik asit olusum hizini géstermektedir.
Pt
Verimlilik (g/L/h) =

Pt : Belirli bir t saatinde ortamda bulunan laktik asit konsantrasyonu

t : stire(saat)

3.2.Yontem

3.2.1. Deneyde Kullanilan Mikroorganizmalarin Gelistirilmesi
Lactobacillus pentosus suglarinin gelistirilmesi amaci ile MRS Agar

(Merck) besi yerlerine ekimleri yapilmigtir. Mikroorganizmalar stok

kiiltiirlerinden alinarak MRS iceren egik besi yerlerine 6ze ile ekim

yapilmistir. Mikroorganizmalarin gelismesi amaciyla kiiltir siseleri 37° C

sicaklikta 24 saat siire ile inkiibe edilmistir.

3.2.2. Deneyde Kullanilan Mikroorganizmalarin Muhafazasi

Stok kiiltiirlerden alinarak MRS tlizerinde gelistirilen Lactobacillus

pentosus suslart daha sonra kullanilmak amaciyla stoklanmigtir.
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Gelisen Lactobacillus pentosus suslart kiiltlir siselerin agizlari siki
bicimde kapatilarak buzdolabinda +4° C saklannmigtir. 3 ayda bir
mikroorganizmalar yeni MRS Agar iizerine aktarilarak stoklama islemi

devam ettirilmistir.
3.2.3. Fermantasyon I¢in As1 Kiiltiirii Hazirlanmas

Calismada kullanilacak Lactobacillus pentosus suglari {iretime
baslanmadan 3 giin dnce mikroorganizmayi canlandirmak ve asilamada
koloni sayisini sabit tutabilmek igin 10 ml’lik tiiplere hazirlanmig sentetik
ortama inokiile edilmistir. Sentetik ortamda 37 °C de 24 saat inkiibe
edildikten sonra %2 oraninda fermantasyon ortamina agilama yapimustir.
Sekil 3.1" de fermantasyon ig¢in as1 kiltiirli hazirlanmast sematik olarak
gosterilmistir.

Sentetik ortam (100 ml}
pH avarlamas: ( pH 6.0)
Ortam 10 ml™ik tiplere avrilie
Sterilizasyon (121 o C/15 dic )

Tiipler sogudultan sonra tiiplere
L.pentosus agilanw

37 C®/ 24 saat inkiibasyvon

37°C /24 saat

K/foi'ln 5 Hira
/"'":\ Belli oraniarda agilama
01 mi %2 oraninda SR b

37CTS 5 gind inkitbasyen

Sekil 3.1. Fermantasyon igin ag1 kiiltiirii hazirlanmast
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3.2.4. Substrat olarak kullanilan bira ati31 maysesinin hazirlanmasa
Tuborg A.§' den alinan bira atik maysesi fermantasyon prosesi igin
bazi 6n islemlerden gegirilmistir. Sekil 3.2°de uygulanan 6n iglemler

verilmistir.

Atk Mavse

|

Kurutmaislemi( 65 °C. 24-48 saat) |

|

Boyut Kiiciiltme Islemi (<<50pum)

l

9%1.25 HaSO4s (121 °C/17)
Hidroliz Islemi

Filtrasyon Islemi

l

pH Avarlama (INaOH ile)
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Sekil 3.2. Atk bira maysesine uygulanan 6n iglemler

3.2.5. Fermantasyon

Erlenlerde yapilacak iiretim icin 6n islemden gecirilen atik bira
maysesi ilave edilecek azot kaynaklariyla birlikte otoklav ile sterilizasyonu
(121°C,15 dk) yapilmustir. Fermantasyon ¢alkalamali (160 rpm) olarak 5 giin,
37°C’de gerceklestirilmistir. Fermantasyon islemi boyunca her 12 saatte bir
3ml orekler alinmig ve drnekler 191k gecirmeyen cam Kkiiltiir siselerinde +4
C®’de buzdolabmda saklanmistir. Sekil 3.3 ‘de laktik asit ve fenolik asitlerin

tiretiminde kullanilan galkalamali inkiibatér gosterilmistir.
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Fermentasvon Ortami (Auk Bira Maysesini C kavnags olarak kullan)

Stenlizasvon (121 °C.13 dk)

l

Lactobacillus pentosus ile Fermentasvon Islemt { 37°C,160 pm |5 giin)

|

Santrifiijleme (4000 x g,20 dk)
Ust Fazm Almmast

L

HPLC Analizler

Sekil 3.3 Laktik asit ve fenolik asitlerin tiretiminde kullanilan ¢alkalamali inkiibatdr

12 saat araliklarla 5 giin boyunca iiretim ortamindan alinan &rnekler
HPLC cihazinda analiz edilebilecek safliga ulagmasi igin 0,45 mikrometrelik
membran filtreden (Sartorius giringa ucu filtre PTFE) gegirilerek steril tiiplere
aktarilmstir.
Fenolik asit miktar1 ve laktik asit miktar1 bu analizler sonucunda bulunmustur.
Sekil 3.4° de Laktik asit ve fenolik asitlerin firetimi i¢in kullanilan HPLC

cihazi gésterilmektedir.
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Sekil 3.4 Laktik Asit Ve Fenolik Asitlerin Analizlerinde Kullanilan

(Agilant 1200) HPLC

3.3.Analiz Yontemleri

3.3.1. Fermantasyon oncesindeki atik bira maysesinin seker iceriginin

HPLC ile belirlenmesi

On islem uygulanan bira atik maysesinin seker igerifi HPLC ile

belirlenmigtir. Glukoz, arabinoz ve ksiloz standart g¢ozeltileri 2000 pm

konsantrasyonunda hazirlanmis ve 5, 10, 15, 20 mg/L. enjeksiyon miktar
kullanilarak standart edriler ¢izilmistir. Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7 ‘de

analizlenen gekerlere ait standart egriler verilmistir.

Glukoz i¢in kalibrasyon grafigi;

8.000.000,00

6.000.000,00 /
4.000.000,00

2.000.000,00 /

0,00 ¥ T
0 0,01 0,02

1

0,05

y=112.4473x - 45359
R% = 0,9998

Sekil 3.5 Glukozun standart egrisi (x=HPLC de belirlenen alan, y= ppm cinsinden miktar)

‘!
§
)
:j
3
d
1




Arabinoz icin kalibrasyon grafigi;
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5000000

8000000

y =125.333523x - 43064

7000000
6000000

R* = 0,9994

5000000

4000000

3000000

2000000
1000000

0 :

0 0,01 0,02

T

0,03

0,04

0,05

Sekil 3.6 Arabinozun standart egrisi (x=HPLC de belirlenen alan, y= ppm cinsinden miktar)

Ksiloz icin kalibrasyon grafigi;

12000000

10000000

8000000

6000000

4000000 ,/

2000000

0 1

0 0,01 0,02

0,03

i

0,04

3

0,05

y =117.234124x-8450.8750
R?=0,9954

Sekil 3.7 Ksilozun standart egrisi (x=HPLC de belirlenen alan, y= ppm cinsinden miktar)

HPLC seker analizlerinde Agilant

1200

marka HPLC cihazi

kullanilmis olup analiz kosullar1 Cizelde 3.3°de gosterilmistir.
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Cizelde 3.3 Seker miktari analizi i¢in HPLC kosullar

Ozellik Degerler

Kolon Aminex HPX-87H katyon degisim kolonu
Kolon uzunlugu 300 mm

Kolon ¢ap 7.8 mm

Partikiil bliyiikligii 9 pm

Kolon temizleme g¢dziiciileri

Hareketli faz
Akis izt
Sicalklik

Dedektor

5% CH3CN in 5mM H,S04, 30% CH3CN in 5SmM
H;504

Asetonitril-Su (75:25)

0.6 ml min-1
45°C

Refraktifindex

3.3.2. Fermantasyon boyunca olusan fenolik asit miktarmm HPLC ile

belirlenmesi

Orneklerdeki kafeik asit, vanilik asit, gallik asit, kumarik asit, ferulik

asit, sinamik asit ve sinapik asit miktarlarinin tayini igin HPLC ydntemi

kullamlmustir.  Fenolik

asit standartlart 500 pm konsantrasyonunda

hazirlanmig ve farkli enjeksiyon oranlart kullanilarak standart egriler

cizilmistir (Sekil 3.8 — Sekil 3.14).
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Sirinjik asit icin kalibrasyon grafigi;

10000

8000

6000

4000

2000

T

0

0,005 0,01

y =783216x +1812,4
R? =0,9933

Sekil 3.8 Siringik asitin standart egrisi (x*HPLC de belirlenen alan, y= ppm cinsinden

miktar)

Sinapik asit i¢in kalibrasyon grafigi;

6000

5000

4000

/

3000

2000

1000

25

0

0

4

0,002

¥

0,004

i

0,006 0,008

1

0,01

1

0,012

y=576288x - 368,9
R”=0,9927

Sekil 3.9 Sinapik asitin standart Egrisi (x==HPLC de belirlenen alan, y= ppm cinsinden

miktar)

Hidroksibenzoik asit i¢in kalibrasyon grafigi;

10000

8000
6000

4000

2000

0

0 0,005 0,01

y=515208x + 2259,9
R?=0,9593

Sekil 3.10 Hidroksibenzoik asitin standart egrisi (x=HPLC de belirlenen alan, y= ppm

cinsinden miktar)
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Gallik asit icin kalibrasyon grafigi;

/ y = 245686x + 1364
15000 £

/ e
10000 J/////’//,/;

5000

0 0,005 0,01

Selkil 3.11 Gallik asitin standart egrisi (x=HPLC de belirlenen alan, y=ppm cinsinden miktar)

Ferulik asit i¢in kalibrasyon grafigi;

8000
= 498798
< i y = 498798x + 1915,1

"”’,,:- R?=0,9997
6000
5000 +—
4000 =

T A

3000 el
2000 :
1000 &
. % . | . I ! :
0 0,002 0,004 0,006 0008 001 0,012

Sekil 3.12 Ferulik asitin standart egrisi (;x=HPLC de belirlenen alan, y= ppm cinsinden
miktar)

Vanilik asit i¢in kalibrasyon grafigi;

25000 -

y = 25406x + 2665,5

20000 4/#””,,,,{; R?=0,9298
15000 =

10000

5000

O E; T T ¥ i 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

Sekil 3.13 Vanilik asitin standart egrisi (x<=HPLC de belirlenen alan, y= ppm cinsinden

miktar) '

TAT O i
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p-Kumarik asit i¢in kalibrasyon grafigi;

30000
25000
20000
15000
10000
5000
0

¥

0 0,002

¥

0,004

0,006

0,008 0,01

¥

0,012

y = 643200x + 2905,4
R? = 0,9937

Sekil 3.14 Kumarik asitin standart egrisi (x=HPLC de belirlenen alan, y= ppm cinsinden

miktar)

HPLC analizi

sonucunda fenolik asitlerin alikonma siirelerini

gdsteren drnek bir kromatogram Sekil 3.15 “de gosterilmektedir.

500 4

300 o

200

100 +

8,350

BT e, | .- )

L_,.
T 14048
— 17507

18.472

o
re]
it
o
o

23187

24.067

10

dakika

Sekil 3.15 Fenolik asitlerin alikonma siirelerini gdsteren &rnek bir kromatogram

Fermantasyon ortamimdan alinan 6rnekler ise 0,45 pum’ik membran

filtreden (Sartorius siringa ucu filtre PTFE) gegirildikten sonra analiz

edilmigtir. Mobil fazlar ise mavi bant filtreden gegirildikten sonra 15 dakika

ultrasonik su banyosunda degaze edilmitir. HPLC analizlerinde Agilant 1200

marka HPLC cihaz1 kullanilmig olup analiz kosullari Cizelde 3.4 ‘de

gosterilmigtir. 0- 30dk B fazindan 30-40 dk A fazindan olmak iizere mobil faz

akis programi kullanilmistir,
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Cizelde 3.4 Fenolik asit miktari analizi icin HPLC kosullari

Ozellik Degerler
Kolon C18 kolon
Kolon uzunlugu 250 mm
Kolon ¢api 4.6 mm
Partikiil biiytikligii 5 pm

Kolon temizleme ¢dziiciileri

5% CHZCN in 5mM H;S04, 30% CH3CN in

S5mM H2804
A fazi :%0,1’lik fosforik asit
Hareketli faz
B fazi : Asetonitril
0,8 ml/dakika
Akis hizt
35°C
Sicalklik
HPLC-DAD
Dedektor
20 pL

Enjeksiyon hacmi

3.3.3. Fermantasyon boyunca olusan laktik asit miktarinin HPLC ile

belirlenmesi

Orneklerdeki laktik asit miktart tayini i¢in HPLC yontemi
kullanilmigtir. Laktik asit standardi 1000 pm konsantrasyonunda hazirlanmig
ve 5, 10, 15, 20 mg/L enjeksiyon oranlart kullanilarak standart edri ¢izilmistir.
Farkli enjeksiyon oranlari kullanilarak standart egri ¢izilmistir (Sekil 3.16).

tiim analizlerde 3 paralel olarak caligilmigtir.

TR
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8000

7000
6000

5000

4000 +—

3000

2000
1000

0 ¥

0 0,01

4

0,02

¥ ¥

0,03 0,04 0,05

y = 185096x + 139,8
R2=0,9998

Sekil 3.16 Laktik asit kalibrasyon dogrusu (x=HPLC de belirlenen alan, y= ppm

cinsinden miktar)

Fermantasyon ortamindan laktik asit analizi i¢in alinan drnekler ise

0,45pm" lik membran filtreden (Sartorius

sirnga  ucu

filtre PTFE)

gegirildikten sonra analiz edilmigstir. Mobil fazlar ise mavi bant filtreden

gegirildikten sonra 15 dakika ultrasonik su banyosunda degaz edilmistir.

HPLC analizlerinde Agilant 1200 marka HPLC cihaz1 kullanilmig olup analiz

kosullar: Cizelde 3.5” de gisterilmistir.

Cizelge 3.5 Laktik asit miktar analizi i¢in HPLC kosullari

Ozellik Degerler

Kolon C18 kolon

Kolon uzunlugu 250 mm

Kolon ¢ap1 4.6 mm

Partikiil biiytikliigii 5 um

Kolon temizleme ¢éziiciileri 5% CH3CN in 5SmM H,S0,,

Hareketli faz
Alas hizt
Sicaklik
Dedektdr

Enjeksiyon hacmi

30% CH3CN in 5SmM H,80,
0,01M H,S80,

0.7 ml/dakika

Oda Sicaklig

HPLC-DAD

10 L.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Lactobacillus pentosus ile laktik asit ve fenolik asitlerin tretiminde
bira attk maysesi kullanmamiz mikroorganizmanm fermente edebilecegi
hemiselillozidik madde igerigi yiiksek olmasindan dolayidir. Lactobacillus
pentosus mikroorganizmasmdan yararlanilarak gergeklestirilen fenolik asit ve
laktik asit iiretiminde uygun mikroorganizma susu, uygun azot kaynagi
belirlenmistir. Materyal kismunda &zellikleri belirtilen, mikroorganizmanin
gelisim gosterdigi kiiltlir ortaminda 37 °C sicaklikta ve 24 saat siirede
kiiltiirler gelistirildikten sonra 6n islemden gecirilmis hemiseliilozca zengin,
farkli azot kaynaklari iceren fermantasyon ortaminda laktik asit ve fenolik asit
tiretimi saglanmigtir. Laktik asit ve fenolik asitler igin en uygun susun, en
uygun azot kaynagmm belirlenmesi ve iiretim miktarlarinm hesaplanmasi
gerceklestirilmistir. Uretim kosullari ve iiretim sonucundaki hesaplamalar

analizler kisminda belirtilmistir.
4.1. Lalktik asit iiretimine ait analiz sonuclar

Laktik asit baterileri bira maysesi gibi gida atiklarindaki hemiseliilozik
sekerleri gida katki maddesi olan bazi bilesenlere doniistiirebilmektedir. Bu
déniisiimden dnce seliiloz, hemiseliiloz ve lignin gibi karmagik polimerik
bilesenlerinin hidrolize edilerek yikilmasi gerekmelktedir (Bustos et al.,2004 ).
Bira atik maysesi seliiloz, hemiseliiloz, lignin ve yiiksek protein ic¢eriginden
dolay: besinsel degeri yiiksek bir maddedir. Atik bira maysesinde en fazla
bulunan monosakkaritler ise ksiloz, arabinoz ve glukozdur (Mussatto, 2009).
Sekil 4.1 te bira atik maysgesinden (BMA) laktik asit fermantasyonuna ait

kinetik profil gosterilmigtir.

Sekil 4.1°de bira atik maysesinden (BMA) laktik asit fermantasyonuna
(g/L) iliskin % 95°lik giiven aralifinda laktik asit, ksiloz, arabinoz ve

glukozun istatiksel degerlendirme sonucu ortalama degerleri verilmistir.
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Sekil 4.1. Laktik Asit Fermantasyonuna Ait Kinetik Profil (Lactobacillus pentosus O
157, Lactobacillus pentosus O 18, Lactobacillus pentosus O 19; maya ekstrakt, tripton,

pepton, iire, nusir 1slatma suyu;96 saat)

Sekil 4.1° de goriildiigli gibi ortalama degerlerin en yiiksefine 48.
saatte ulagilmigtir. Siire¢ igerisinde arabinoz, ksiloz, glukoz degerlerinde

diistisline kars1 laktik asit miktarinda artig oldugu saptanmstir.

Farklt Lactobacillus peniosus suslart da bu deneme dahilinde
denenmis ve maksimum laktik asit tiretimi yapan sus arastirilmistir. Bunun
i¢in Lactobacillus pentosus O 157, Lactobacillus pentosus O 18,
Lactobacillus pentosus O 19 kodlu suslar denenmis ve en yiiksek laktik asit
verimi Lactobacillus pentosus O 18 kod numarali sustan elde.edilmi§tir.

Sekil 4.2 de elde edilen sonugler grafik seklinde gdsterilmistir.



Sekil 4.2. Farkli Suglarla Yapilan Denemelerde Elde Edilen Laktik Asit Miktar1 Grafiksel
Gosterimi. (Sug 1 : Lactobacillus pentosus O157, Sus 2 : Lactobacillus peniosus O 18,

Lahtik asit (gril)

(w1}

73

[F2]
[
el
ol
C
41
[
1]
{ =
o0
fuit

i
©
an

Sus 3 : Lactobacillus pentosus O 19)

( Lactobacillus pentosus O 18) daha sonra Sus 3 ( Lactobacillus pentosus O

bulunmustur ( p< 0,05). Cizelge 4.1°de ii¢ farkh suglara ait laktik asit

Grafikte de goriildiigii gibi laktik asit iretimi igin en iyi Sug 2

19) ve en az laktik asit iiretimi gerceklestiren Sus 1 (Lactobacillus pentosus O

157) olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar istatiksel olarak da anlamli

iiretimine ait verim degerleri hesaplanmugtir.
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Cizelge 4.1 Farkl Lactobacillus pentosus suglan ile bira mayse ati§indan laktik asit

iiretiminde elde edilen en yiiksek verim degerleri (maya ekstrakti)

Organizma | Laktik | Seker | Kalan | Efektif | Doniistim | Verimlilik
asit /L eker | verim, verimi,
@) % (g/L/h)
(g/L) (gL) | % %
Lactobacillus
pentosus 13.6 34.16 7.62 39.81 |51,24 0,82
0157
Lactobacillus
pentosus 22.4 34.16 5.21 65,57 | 77,35 1,36
018
Lactobacillus
pentosus 15.5 34.16 7.21 45,37 | 57,51 0,94
019

Cizelge 4.1° de gorildiigli gibi en iyi sonu¢ Sus 2 ( Lactobacillus

pentosus O 18) ile elde edilmigtir. Bu laktik asit bakterisi ile % 65,57 efektif

veim ve % 77,35 doniisim verimi elde dilmis ve fermantasyn sonunda

22.4 o/L laktik asit elde edilmisitir. Denenen diZer suslarda diisiik verimlilikte

ve diisiitk miktarda laktik asit firetimi gézlenmistir.

Lactobacillus pentosus O 18 mikroorganizmasina ait laktik asit

tiretiminde siireye karsin karbonhidratlarin tilketimine ait veriler Sekil 4.3°te

verilmistir.
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Saat Ksiloz(g/L) Arabinoz Glukoz
0. 20 10,26 3,9
12, 18,2 5,14 2.3
24. 8,9 24 L2
36. 2.3 2.4 13
48. 1.6 2.4 1.2
60. 1.6 2.4 1.2
72. 1.6 2.4 1.2

Sekil 4.3 Laktik asit firetiminde karbonhidratlarin titketimine ait degerler

Calismada farkli azot kaynaklari olarak; maya ekstakti (ME),

musir 1slatma suyu (MIS), pepton, tripton ve iire ile calisilmig ve bu azot
kaynaklarinin laktik asit iiretimine etkisi incelenmigtir. Laktik asit iiretiminin
farkli azot kaynaklarina gore dagilimi Sekil 4.4° te verilmistir. Dagilima
bakildiginda en yiiksek noktadaki kiimeler maya eksratkti ile elde edilmistir.

Sonuglar istatiksel agidan anlamli bulunmustur ( p<0,05).

Plwyn Ffizmir s i pdrms . e i -
Hmninn Teiphon Lhne

ghaieaki =TT

Sekil 4.4. TFarkli azot kaynaklari kullamilarak gergeklestirilen iiretimlerde laktilk asit
konsantrasyonlarinin dagilumi (Sug 1 : Lactobacillus pentosus 0157, Sus 2 : Lactobacillus

pentosus O 18, Sug 3 : Lactobacillus pentosus O 19, 96 saat )
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Maya ekstrakti ile verimin en yliksek olmas: baglantisi ile sadece maya

ekstrakti ile yapilan tiretimler Sekil 4.5°te verilmistir.

Laktik asit {g/L)

122,3 22,4
21223,

21

15,54 1155155
144, S

15 13,745 213,513,513,6
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Sekil 4.5, Maya ekstrakti kullanularak gerceklestirilen tiretimllerde farkli suglarm laktik asit
konsantrasyon etkileri (Sus 1: Lactobacillus pentosus Q137, Sus 2: Lactobacillus pentosus O

18, Sus 3: Lactobacillus pentosus O 19)

Sekil 4.5 “te goriildiigii gibi en yiiksek deger Lactobacillus pentosus
O 18 (22,4 g/L) ve 48. saatte elde edildigi goriilmektedir.

Laktik asit {dretiminde maya ekstraktt ve farkli sugslarin
degerlendirilmesine parametreler arasindaki iliskinin belirlenmesinde LSD
testi kullanilmistir. Sonuglar istatiksel acidan da anlamli bulunmustur

( p<0,03).

Uretim sonras: uygulanmas: gereken aywma ve saflastirma islemleri
g6z Oniine alindiginda laktik asit tiretiminde daha iyi sonug elde edilen maya
ekstraktinin azot kayna8i olarak kullannmmm daha uygun oldugunu

diigtintilmiistiir.

Musatto ve ark. (2007) yaptiklari bir ¢aligmada %50 glukoz igeren ve
ilave besin maddesi icermeyen bira ati1 ortaminda L.debruecki ile 5.4 g/L
laktik asit tiretimi gergeklestirmislerdir. Bu tiretimde glukoz tiiketimi % 73
verimliliktedir. Farkh miktarlarda inokiliimiin kiyaslandigi bu ¢alismada en

iyi sonug litrede | g kuru hiicre icerenden elde edilmis olup pH azalmasinin
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glukoz tilketimi ve laktik asite doniigtiirme kapasitesini etkiledigi

bulunmustur.

Arvid ve ark. (2002) lignoseliilozidik materyal olan bugday
kabugundan elde edilen hemiseliilozidik hidrolizattan L.brevis ve L.pentosus
ile laktik asit tiretimi gerceklestirmiglerdir. Bu hidrolizattan asit ve ya
enzimatik hidrolizden 11-12 g¢/L fermente edilebilir seker bulunmustur.
Lbrevis tek basma %51 Lpentosus % 61 verimlilikle iretim
gerceklestirmistir. Ancak her iki mikroorganizma da birlikte kullamildigs

ortamda verim % 95 e kadar yiikselmistir.

Bustos ve ark. (2005) L.pentosus ile sarap iiretiminden arda kalan
yongadan elde edilen hemiseliilozidik hidrolizattan laktik asit {retimi
gerceklestirmislerdir. Bu hidrolizat 12 g/L glukoz, 17.5 g/L ksiloz ve 4.3 g/L
arabinoz icerdigi belirlenmistir. Bu iiretimde en dnemli yan firlin olarak asetik
asit de bulunmustur. Asetik asit tiretimin ghukoz tiiketiminden daha sonra
meydana gelmesinden yola gikarak asetik asitin ksiloz ve arabinoz tiiketimine
baglh larak gergeklestigi belirlenmigtir. L.pentosus glukoz yoklugunda
homofermentatif yoldan heterofermentatif yola kaydigindan yola gikarak
fakiiltatif ~heterofermentatif bir mikroorganizma oldugu belirtilmistir.
L.pentosus hekzos varliginda Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yol izini,
pentozlarin varliginda fosfoketolaz yol izini kullanmaktadir. Seker icerigi
daha @nce belirlenen hidrolizatlar vakumlu evaporatérde 35.4 g/l glukoz,
52.3 ksiloz ve 13 g/L arabinoz’ a yiikseltilmigitr. Bu kosullar altinda 46.6 g/L

laktik asit iiretimi gergeklegmistir.

Musatto ve ark. (2005) bira mayse atigmnin hemiseliilozidik
fraksiyonlarini elde etmek amactyla farkl durumlarda seyreltik asit hidroliz
calismalari yapmuglardir. Bu kogsullar sivi/kati oram (8-12 g/g), siilfiirik asit
konsantrasyonu (100-140 mg/g) kuru madde ve (17-37dk) reaksiyon siiresi
olup en ¢ok ksiloz igeren ve iyi fermente olabilir kosullart belirlemek
amaciyla denemeler yapilmigtir. Denemeler sonunda sivi/kati orant 8 g/g,

100mg/g siilfiirik asit ile hidroliz ve 17 dk reaksiyon siiresi en iyi kosullar

o TR

S Ml <




78

olarak belirtilmistir. Bu kogullar altinda hemiseliilozidik sekerlerin

ekstraksiyon verimi ( % 92.7 ) oldugu bulunmustur.

Moldes ve ark. (2006) seyreltik siilfiirik asit ile farkli lignoseliilozidik
madde bakimmdan zengin olan zirai atiklardan hemiseliilozidik sekerlerin
elde edilmesi ve L.pentosus ile laktik asit iiretimi ger¢eklestirmislerdir. Uziim
cibresi, musir kogani be arpa kabugunun asit ile hidrolizinde ligninden gelen
toksik maddelerin de arastirldigi galigmada en iyi kosullarda laktik asit
tiretimi arpa kabugundan elde edilmistir. (33 g/L). Pentozlarin en yiiksek
verimle {izim cibresinden asit hidrolizi ile elde edildigi belirtilmisitir,
(0.76 g/g).Sonug olarak L.pentosus’un hemiseliilozidik sekerleri (6zellikle
glukoz, arabinoz ve ksiloz) substrat inhibisyonuna maruz kalmayarak

fermente edebildigi belirtilmistir.
4.2. Gallik asit iiretinine ait analiz sonuclari

Sekil 4.6° te gallik asit tiretimine ait iliskin % 95°lik giiven araliginda
istatiksel degerlendirmeler sonucu iig farkli susg, bes farkl azot kaynag ve 96

saat siiresince elde edilen ortalama degerler verilmistir.
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Sekil 4.6 Gallik Asit Uretimine Ait Kinetik Profil

Grafikde de goriildiigti gibi maksimum degerlere 48. saatte

ulasilmistir. Daha sonraki saatlerde degisim olmamistir.
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Ayni fenolik asitin eldesi tiretim swasinda kullanilan suglara gore
degerlendirildiginde en yiiksek degeri sus 2 (Lactobacillus pentosus O 18) ile
elde edilmistir (Sekil 4.7) .
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Sekil 4.7 Farkli Suslarla Yapilan Denemelerde Elde Edilen Gallik Asit Miktar1 Grafiksel

Gosterimi.( Sus 1: Lactobacillus pentosus O15, Sus 2:  Lactobacillus pentosus O 18,

Sug 3: Lactobacillus pentosus O 19)

Uretim  swasinda  kullamilan  farklh  azot kaynaklarinin — etkisi

degerlendirildiginde belirgin farkliliklar ortaya gikmustir (Sekil4.8).
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Sekil 4.8 Farkli Azot Kaynaklart Kullamlarak Gergeklestirilen Uretimlerde Laktik Asit
Konsantrasyonlari (Sus 2: Lactobacillus pentosus O 18; Maya eksirakti)
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Sekilde goriildiigii gibi en iyi sonu¢ maya ekstrakt ile elde edilmistir.

Maya ekstraktindan sonra kullanabilecek azot kaynagi pepton oldugu

belirlenmistir. Yapilan LSD testi sonucu farkli azot kaynaklari arasinda

anlamli farklar bulunmustur ( p< 0,05). En yiiksek deger sus 2 ve maya

ekstrakti kullamlarak yapilan {iretimden elde edilmistir.

Bira atik maysesinin hemiseliilozidik sekerlerin asit hidrolizi sonucu

gallik asit liretimine ait ¢alismaya rastlanmamustir.

4.3. p-Kumarik Asit Uretimine Ait Analiz Sonuclan

Sekil 4.9°da p-Kumarik asit iiretimine iliskin % 95’lik giiven

araliginda istatiksel degerlendirmeler sonucu ii¢ farkli sus, bes farkli azot

kaynagi ve 96 saat siiresince elde edilen ortalama degerler verilmistir

oW rrs ik A=l
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Sekil 4.9 p-Kumarik asit asit iiretimine ait kinetik profil

Grafikde de goriildiigii  gibi

ulagilmistir. Daha sonraki saatlerde degisim olmamustir.

28 4% £3 T2

g4

maksimum degerlere

(91}
oy

48. saatte

Ayni fenolik asitin eldesi iiretim sirasinda kullanilan suslara gore

degerlendirildiginde en yiiksek degeri sus 2 (Lactobacillus pentosus O 18) ile

elde edilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Farkli Suslarla Yapilan Denemelerde Elde Edilen Gallik Asit Miktar1 Grafiksel

Gosterimi. Sug 1 (Lactobacillus pentosus O157), Sus 2 ( Lactobacillus pentosus O 18), Sug 3

( Lactobacillus pentosus O 19)
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Uretim  sirasinda  kullamilan  farkli  azot  kaynaklarmin  etkisi
degerlendirildiginde belirgin farkliliklar belirgin sonuglar ortaya ¢ikmistir
(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Farkli Azot Kaynaklar1 Kullamlarak Gergeklestirilen p-Kumarik Asit
Konsantrasyonlar (Sug 2: Lactobacillus pentosus O 18; Maya ekstrakti)

Sekilde goriildiigii gibi en iyi sonug¢ maya ekstrakti ile elde edilmistir.
Maya ekstraktindan sonra kullanabilecek azot kaynagi pepton oldugu
belirlenmistir. Yapilan LSD testi sonucu farkli azot kaynaklari arasinda
anlamli farklar bulunmustur ( p< 0,05). En yiiksek deger sus 2 ve maya

ekstraktina ait iiretimden elde edilmistir.

Bira atik maysesinin hemiseliilozidik sekerlerin asit hidrolizi sonucu

p-Kumarik asit asit {iretimine ait ¢alismaya rastlanmamustir,
4.4. Ferulik asit iiretimine ait analiz sonu¢lan

Sekil 4.12° de ferulik asit tiretimine iliskin % 95°lik giiven aralifinda
istatiksel degerlendirmeler sonucu g farkli sug, bes farkli azot kaynagi ve 96

saat siiresince elde edilen ortalama degerler verilmistir
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Ferulik asit degerlerinin {iretim sirasi boyunca (96 saat) verileri Sekil

4.12’de verilmisgtir.
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Sekil 4.12 Ferulik Asit Asit Uretimine Ait Kinetik Profil
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| Sekil 4.13 Farkli Suglarla Yapilan Denemelerde Elde Edilen Gallik Asit Miktar
jr Grafiksel Gosterimi (Sus 1: Lactfobacillus pentosus 0157, Sus 2: Lactobacillus pentosus O
|

18, Sus 3 : Lactobacillus pentosus O 19)
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Grafikde de gorildigli gibi maksimum degerlere 48. saatte
ulagilmistir. Daha sonraki saatlerde degisim olmamistir. Aymi fenolik asitin
eldesi tiretim sirasinda kullanilan suglara gére degerlendirildiginde en yiiksek

degeri sus 2 (Lactobacillus pentosus O 18) ile elde edilmistir (Sekil 4.13).

Uretim sirasinda kullanilan farkli azot kaynaklarmm etkisi
degerlendirildiginde belirgin farkliliklar belirgin sonuglar ortaya ¢ikmigtir

(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Farkh Azot Kaynaklan Kullanilarak Gergeklestirilen Ferulik Asit

Konsantrasyonlari

Sekilde gortildiigh gibi en iyl sonug maya ekstrakti ile elde edilmistir.
Maya ekstraktindan sonra kullanabilecek azot kaynagi pepton oldugu
belirlenmistir. Yapilan LSD testi sonucu farkli azot kaynaklari arasinda
anlamh farklar bulunmustur ( p< 0,05). En yiiksek deger sus 2 ve maya

ekstraktina ait iiretimden elde edilmistir.

Bira atik maysesinin hemiseliilozidik sekerlerin asit hidrolizi sonucu

ferulik asit asit tiretimine ait ¢aligmaya rastlanmamistir,
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4.5. p-OH Benzoik asit iiretimine ait analiz sonuglari

Sekil 4.15° de p-OH benzoik asit iiretimine iliskin % 95’lik giiven
araliginda istatiksel degerlendirmeler sonucu tig farkli sus, bes farkl azot

kayna@i ve 96 saat siiresince elde edilen ortalama degerler verilmistir.
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Sekil 4.15 p-OH Benzoik asit iirctimine ait kinetik profil

Grafikde de goriildiigii gibi maksimum degerlere 48. saatte
ulastlmistir. Daha sonraki saatlerde degisim olmamistir. Ayni fenolik asitin
eldesi iiretim sirasinda kullanilan suglara gére degerlendirildiginde en yiiksek

degeri sug 2 (Lactobacillus pentosus O 18) ile elde edilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 Farkli Suglarla Yapilan Denemelerde Elde Edilen p-OH Benzoik Asit Miktar
Grafiksel Gosterimi. (Sus 1: Lactobacillus pentosus O157, Sus 2: Lactobacillus pentosus O
18, Sus 3 : Lactobacillus pentosus O 19)

Uretim  sirasinda  kullanilan  farkli azot kaynaklarinin  etkisi
degerlendirildiginde belirgin farkliliklar belirgin sonuglar ortaya ¢ikmustir
(Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Farklt Azot Kaynaklari Kullanilarak Gergeklestirilen Uretimde p-OH

Benzoik Asit Konsantrasyonlar
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Sekilde goriildiigii gibi en iyi sonu¢ maya ekstrakti ile elde edilmigtir
Maya ekstraktindan sonra kullanabilecek azot kaynagi pepton oldugu
belirlenmistir. Yapilan LSD testi sonucu farkli azot kaynaklari arasinda
anlaml farklar bulunmustur ( p< 0,05). En yiiksek deger sus 2 ve maya

ekstraktina ait iiretimden elde edilmistir.

Bira atik maysesinin hemiseliilozidik sekerlerin asit hidrolizi sonucu

p-OH Benzoik asit asit tiretimine ait ¢aligmaya rastlanmamisgtir,
4.6. Siringik asit iiretimine ait analiz sonuclari

Sekil 4.18’de siringik asit iiretimine iliskin % 95°lik giiven aralifinda
istatiksel degerlendirmeler sonucu ii¢ farkls sus, bes farkli azot kaynag ve 96

saat siiresince elde edilen ortalama degerler verilmistir

Siringik asit degerlerinin firetim siras1 boyunca (96 saat) verileri Sekil
4.18de verilmigtir.
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Sekil 4.18 Siringik Asit Uretimine Ait Kinetik Profil

Grafikde de goriildiigii gibi maksimum degerlere 48. saatte

ulagilnusgtir. Daha sonraki saatlerde degisim olmamuistir.
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Ayni fenolik asitin eldesi iiretim sirasinda kullanilan suglara gére

degerlendirildiginde en yiiksek degeri sus 2 (Lactobacillus pentosus O 18) ile

elde edilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 Farkli Suglarla Yapilan Denemelerde Elde Edilen p-OH Benzoik Asit Miktart

Grafiksel Gdsterimi. (Sus 1: Lactobacillus pentosus O157, Sus 2: Lactobacillus pentosus O

18, Sus 3: Lactobacillus pentosus O 19)

Uretim sirasinda  kullanilan farkli  azot

kaynaklarinin

etkisi

degerlendirildiginde belirgin farkliliklar belirgin sonuglar ortaya ¢iknustir

(Sekil4.20).
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Sekil 4.20 Farkli Azot Kaynaklan Kullanilarak Gergeklestirilen

Konsantrasyonlari
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Sekilde goriildiigii gibi en iyi sonug maya ekstrakti ile elde edilmistir
Maya ekstraktindan sonra kullanabilecek azot kaynagi pepton oldugu
belirlenmistir. Yapilan LSD testi sonucu farkli azot kaynaklari arasinda
anlamli farklar bulunmustur ( p< 0,05). En yiiksek deger sus 2 ve maya

ekstraktina ait iretimden elde edilmistir.

Bira atik maysesinin hemiseliilozidik sekerlerin asit hidrolizi sonucu

siringik asit asit tiretimine ait cahigmaya rastlanmamuistir.
4.7. Sinapik asit iiretimine ait analiz sonuc¢lar

Sekil 4.21°de sinapik asit tretimine iligkin % 95°lik giiven araliginda
istatiksel degerlendirmeler sonucu iig farkli sus, bes farklt azot kaynagi ve 96

saat siiresince elde edilen ortalama degerler verilmistir.

Sinapik asit degerlerinin iiretim siras1 boyunca (96 saat) verileri Sekil

4.21°de verilmistir,
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Sekil 4.21 Sinapik asit iiretimine ait kinetik profil

Grafikde de goriildiigii gibi maksimum degerlere 48. saatte

ulagilmistic. Daha sonraki saatlerde degisim olmamigtir.
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Ay fenolik asitin eldesi iretim sirasinda kullanilan suslara gore
degerlendirildiginde en yiiksek degeri sus 2 (Lactobacillus pentosus O 18) ile
elde edilmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 Farkh Suslarla Yapilan Denemelerde Elde Edilen Sinapik Asit Miktar1 Grafiksel
Gosterimi. (Sus 1: Lactobacillus pentosus O157, Sus 2: Lactobacillus pentosus O 18

2

Sus 3: Lactobacillus pentosus O 19)

Uretim sirasinda  kullanilan  farkli  azot kaynaklarmin etkisi
degerlendirildiginde belirgin farkliliklar belirgin sonuglar ortaya ¢ikmustir
(Sekil4.23).



91

Siprapikish

253
2E3
240
begrie] \ . k
2 N |
= 2 \\ | 4 g
N !
20 ; 5
laye skstskn Fapion Tripr -
Wigrrelatma st Ure 5
FrstKsynsd ¢
Sekil 4.23 Farkli Azot Kaynaklan Kullanilarak Gergeklestirilen Sinapik Asit :
Konsantrasyonlart e
;
k
Sekilde goriildiigii gibi en iyi sonug maya ekstrakts ile elde edilmistir 1
: :
Maya ekstraktindan sonra kullanabilecek azot kaynagi pepton oldugu :
belirlenmistir. Yapilan LSD testi sonucu farkli azot kaynaklart arasinda ;
anlamli farklar bulunmustur ( p< 0,05). En yiksek deger sus 2 ve maya
ekstraktina ait iiretimden elde edilmistir.
Bira atik maysesinin hemiseliilozidik sekerlerin asit hidrolizi sonucu
sinapik asit asit iiretimine ait ¢aligmaya rastlanmamigtir.
-

PREIER (7 T o e
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4.8, Vanilik asit iiretimine ait analiz sonuglari

Sekil 4.24°de sinapik asit tiretimine iligkin % 95°lik giiven araliginda
istatiksel degerlendirmeler sonucu iig¢ farkl sus, bes farkli azot kaynag ve 96

saat siiresince elde edilen ortalama degerler verilmistir.
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Sekil 4.24 Vanilik asit iiretimine ait kinetik profil

Vanilik asit degerlerinin tiretim siras1 boyunca (96 saat) verileri Sekil

4.24 “te verilmistir.

Grafikde de gorildiigii gibi maksimum degerlere 48. Saatte

ulagtlmustir. Daha sonraki saatlerde degisim olmamustir,

Ayni fenolik asitin eldesi tiretim swrasinda kullanilan suslara gore
degerlendirildiginde en yiiksek degeri sus 2 (Lactobacillus pentosus O 18) ile
elde edilmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25 Farkli Suslarla Yapilan Denemelerde Elde Edilen Vanilik Asit Miktart Grafiksel
Gosterimi. (Sus 1: Lactobacillus pentosus O157, Sug 2: Lactobacillus pentosus O 18, Sug 3:
Lactobacillus pentosus O 19)

Uretim swasinda  kullamlan farkli  azot kaynaklarnin — etkisi
degerlendirildiginde belirgin farkliliklar belirgin sonuglar ortaya gikmigtir
(Sekil 4.26)
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Sekilde goriildiigii gibi en iyi sonug maya ekstrakti ile elde edilmistir.
Maya ekstraktindan sonra kullanabilecek azot kaynagi pepton oldugu
belirlenmistir. Yapilan LSD testi sonucu farkli azot kaynaklari arasinda
anlamli farklar bulunmustur ( p< 0,05). En yiiksek deger sus 2 ve maya

ekstraktina ait tiretimden elde edilmistir.

Bira atik maysesinin hemiseliilozidik sekerlerin asit hidrolizi sonucu

vanilik asit iretimine ait ¢alismaya rastlanmamustir.

Fermantasyon Oncesi ve sonrasi analiz sonuglarina bakarak BAM’ in
Lactobacillus pentosus ile fermantasyonunda en fazla hidroksisinamik asitler

olan ferulik ait ve kumarik asit bulundugunu ortaya ¢ikmstir.

Mussatto ve ark. (2007) bira atik maysesinden alkali hidrolizi ile gida,
saglik, kozmetik ve fermokolojik uygulamalarda kullanimi ilgi ¢eken
bilesikler olan ferulik asit ve kumarik asit ekstraksiyonu gerceklestirmiglerdir.
NaOH % 1, 1.5 ve 2 olmak tizere ii¢ farkli konsantrasyonda, sicaklik 20, 100
ve 120 °C, reaksiyon stiresi 30, 60 ve 90 dk da denemeler yapilarak en iyi
hidroliz kosullarint arastirmuslardir. Istatiksel analiz kullanilan ¢alismada en
iyi alkali hidrolizi kosullar1 %2 NaOH konsantrasyonu, 120 °C sicaklikta ve
90 dk reaksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Bu kosullar altina 145,3 mg/L
ferulik asit, 138,8 mg/L kumarik asit elde edilmistir. Bu da ¢dziinen ligninin
her graminda 9,65 mg/L ferulik asit 9,22 mg/l. kumarik asit oldugu

bulunmustur.

Yine benzer bir ¢alismada Mussatto ve ark. (2007) bira atik maysesi
icerisindeki 12,44 g/I. ¢6ziinebilen ligninin asit ile hidrolizi bazi fenolik
asitlerin (vanilik asit, sirinjik asit, p-hidroksibenzoik asit ve kumarik asit) elde
edildigini belirtmiglerdir. pH 2,15- 12,56 arasinda on farkli degerde
calistlmustir ve pH degisimine bagh olarak fenolik asitlerin %32-74 arasinda
elde edildigi belirtilmistir. pH'min 7,7 den diisiik Idugu ¢alismalarda Snemli

oranda lignin déntisiimi gerceklestigi belirtilmistir.
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Baska bir ¢alismada Mussatto ve ark. (2013) yilinda yaptiklart bir
calismada bira atik maysesinin etanol, metanol, aseton ve su gibi farkli

solventlerle antioksidant fenolik bilesiklerin elde edilmesi iizerine bir ¢alisma

yapmiglardir. Calismada kullanilan her bir ¢éziiciiniin fenolik bilesikleri elde
etme agisindan farkli etkilerinin oldugu ve elde edilen fenoliklerin hepsinin
antioksidant 6zellik gésterdigini belirtmiglerdir. % 60 v/v aseton ¢dzeltisinin ]

toplam fenoller ve antioksidant bilegikler elde etmede en iyi sonucu verdigini

bulmuglardir. Aseton (% 60 v/v) ¢izeltsinin hem daha verimli hem de daha

ucuz olusu kullanim agisindan avantaj olugturdugunu belirtmislerdir.
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5.SONUC

Bu caligmada, Lactobacillus pentosus ile bira iiretiminin son yillarda
degerli oldugu farkina varilan bira mayse atigindan laktik asit ve fenolik asit
firetimi gerceklestirilmis ve bu tiretimin verimli olabilmesi i¢in en uygun sus

ve azot kaynagi i¢in firetim kosullart arastirilmistir.

Bira mayse atigindaki hemiseliilozu kullanabilen laktik asit bakterisine
ait ti¢ sus ile caligilmis ve en iyi Uiretimi saglayan Lactobacillus pentosus 018

secilmistir.

Calismanin birinci asamasinda bira fabrikasindan temin edilen bira
attk maysesi 6n islemlemlerden gecirilerek igeriginde hemiseliilozidik
sekerler hidroliz edilmis ve farkli azot kaynaklari da ortama ilave edilip
Lactobacillus pentosus ile fermantasyon gerceklestirilmistic. Ug farkli sus
(Lactobacillus pentosus O 157, Lactobacillus pentosus O 18, Lactobacillus
pentosus O 19 ) ve bes farkl azot kaynagi (maya ekstakti, misir 1slatma suyu,
pepton, tripton ve {ire) kullanilarak laktik asit tiretimi i¢in elde edilen sonuglar

istatiksel olarak degerlendirilmisitir.

Uretim sisrasinda kullanilan azot kaynaklars arasinda en yiiksek verim
maya eckstrakti ile elde edilmistir. Aym kosullarda fenolik asitlere olan
etkisinin de arastirtldigi ¢alismada, gallik asit, kumarik asit, ferulik asit,
benzoik asit, vanilik asit ve sinapik asit miktarlarinin fermentasyon sonucunda
arttigy belirlenmistir. Fermentasyon Oncesi ve sonrasi analiz sonuglarina
bakarak bira atik maysesinin Lactobacillus pentosus ile fermentasyonunda en
fazla artis hidroksisinamik asitler grubundan olan ferulik ait (60-175 mg/L) ve
p- kumarik asit (100-322,5 mg/L ) olarak bulunmustur.

Fenolik asitlerin ve laktik asitin bira atifindaki hemiseltilozidik
sekerlerin hidrolizi sonucunda Lactobacillus penfosus ile iretimine dair
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Yapilan ¢aligmalar bira atigindaki
ligninden ekstrakte edilen fenolik asitler ve seliilozu kullanarak laktik asit

tiretimine yoneliktir. Asit hidrolizi ile yiiksek oranda ksilozdan laktik asit ve
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fenolik asit iiretimi bu alanin agig1 olarak belirlenmistir. Bu ¢aligmanin bu
ag181 kapatacagi ve laktik asit ve fenolik asit igeren ¢esitli tarumsal atiklarinin
degerlendirilmesi ile ilgili ¢alismalar igin bir 6n ¢aligma niteligi tagimaktadir.
Calisma neticesinde bira mayse atifindan biyodéniisiim yolu ile laktik asit

ve hidroksisinamik asit grubu asitlerin elde edilebilecegi ortaya ¢ikmugtir.

x T
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EK 2 Fenolik asitler icin ANOVA Analizleri

EK 2.1 Gallik aside ait LSD degerleri

L8D) test: variable Gallk Asit sakine e ) ’

Prababiities for Post Hoe Teats

Error: Bafween 15 = £728.1. df = 120.00

Raat Kayre BB e B B B BIBImIm®mom

Cell Ka. 61462 | 19330 | 12071 10036 | OBAAT | 7R3 | 2104 13 | 12686 32233 | 7!] 797 2525
1  (ogoaz 002 0267 0003020 0058910 (.BI0003 0.69%622 0.003456 QL0010 0,572202 5.00004 0240865
5 ; ‘
i
4
§ U3 T
B |SUBZ  Mlave ekl
oo |SUS2 Ml
B |SU§2 0l
sz U
o |sus2
1 |SU53  Hay skstratf 0,
12 “Jsi M isistea sayy) 0
13 |5U83 Pegion| 0, s
Woss U0 002 Q567678
#8083 Tigien

EK 2.2 p-OH aside ait LSD degerleri

L20He <k variable p-OH BermeikAsit{sakine birz ai
Probadilties forPostHoc Tests
Error Between WS =1147.8 61 = 12000

Sug | Rolkmal | T @B | @ @@ & m W an e
_ |Call b, 16168 i 13&43!1{37\4! 16648 ¢ 11654 | 15980 | 14035 | 11639 ; 7316 | 115
1 |8USY  Mayseisirad I 0023118 0 000 0 3:013-4&4 IR0 D4THEE
2 |3US* Mariskima st 0372772 04
3 st et LAT0EE 1)
4 st e TT410 1004
§ SUst Tripgon| 504
f|aUsz  Hayserst
! 8US2 Mhar shaimasuu
6 |sus2 9035
v fws2  Ud
0 |susz
O [SU3T  Mhay
i2 aUSS %iart%a
1 |sUs3 T Pepon
W [suse U
15 |SUus3 Tripton




EK 2.3 p- Kumarik aside ait LSD degerleri

13D test vagable pRumarlk Ash (s adne birz atk)
Probabiies lorPestHoo Tesls
Error Belwean S =752 7, 4= 12000

A1 [3US3 Hayaeistralh §052303 * 030810 0,11335 0028

Sug - Aot Kaynag: il o i FEITIN TOCVE EO C J SO 7 T F o1 0
Cell M. 26799+ 17853 | 2*26{’ 20284 | 10805 ; WM | 25020 | BGT : 20676 | 27050 2391.1 1ﬂ514 2*:3,92 25210 | 20899
1 SUST  Havaeistal ) : 43 _@FEM 0451801
Z SUS1 ?11 i1 t3latma sl | ¢ 4 §
3 SU‘~‘1 Pephnﬁ;D&‘WUU?Q@E 04-"8{1 0:1Bw3£ ;
4 suer Lke 0272089 026096 9457480 DAt 0027
5 U8 Tnﬁor ﬂDB%“S% 003‘684 5184040 0 il
§ SUS2  Hayaerslral 0,260603 0001205 4,135005 0, 5 012(}3& UBﬁ‘W 057@&"90285229 U‘,242ﬁE &
7 BUSZ Miarialatma su | 0554860 0082205 0952457 0504580 U,ZM&[ 0120325 A0ATO6Y 0257657 0519520 0358410 0960778 0831 0315 ’173
8 8UsZ Peplan 0,120516 § [mlﬂﬂﬁdﬂiww 63 i 0301465 01316 028575 25
9 sugz Ure MWSZ i 2 ! 2391162 (523660 0BIZ1Z 0
0 |sus2 Tripton] 0.048435 1 Bﬂ;&ﬁﬁaﬂ%ﬂz%m W 0288223 0519520 013619E 0,523630 065@.1513

0524205 03 Sﬁdiﬁ 0285792 0532812 086‘3418

12 |3US3 tharistlma sy |00775% 068546: 6162326 0400687 004407 ¢
3 |aus Pepkan| 0824993 0050744 S8T2737 0379647 013010 01

0|83 (el UAIRAE DOTAETT 0988072 047561 0188
1 susa Trigon] 0151891 045809% 6207863 0735463 0786706

EK 2.4 Ferulik aside ait LSD degerleri

5D test vanasl: FenulikAst (sakine 2l aik)

Protabifties for Posl Hee Teste

Error Betwean M3 =2266,7,df =12000

Sug | AzotKayad) i il & & {8 & ) {8} R I ) R 2 R R (R
Cell Ho, 14683 | 9063 | 1467 | 11145 | 1024 19753 13434 1 18051 | 15213 | 14420 | 16R40 | 11078 | 150082 | 12600 | 118,83
i SUS1 Hayaeishraiht 50475 i 2711 0609661 u°@152‘0"9*2_1 0944855 (362801 0,120035 0621010 D3B076E 0231297
4 SUS1 - Misir tglelma suyu ) 0342683 0
3 jeust  mepinlo
& qsust Wk UTESEB:UEM:
5 IR Triplon [ 091541
b 5082 Hayaeislia ]
7 GlJS2 !.‘;ls:;lslsimsw,u
] qU‘-‘Z Pepln| 0281524 D002iE
9 “-L!‘;‘Q Urel 0770424 002151
10 SU82:  Triplon) 024485
il SLI§3‘3' Idayaekstrad | 038286 600
12 U3 Karicleima s | 0.1200% 0527304 0%
1 8033 Paghn| 0321010 ¢ (75188 G217 91*':7
1 sgy UreD%“D?ErH, 07136‘30D9482f 3245 ?20:&13298 008172: 0408424 027072 o
15 SUs3: mplan@amﬁ 03994;1-0.1953?“?44055 [14*125Eﬂ S327 0025467 014050 028177 0520757 0720202 0185384 0747046

T
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EK 2.5 Siringik aside ait LSD degerleri

LSDlest vaiade

SinngkAsii{sakine bira k)

Pronabiliies forPosl Hot Tesls
Error Between #8=1595.5, d=12600

Mgkl D B R l® s LB BB m e
CeliNg. ! 174 | 0475 | 12547 | 1102 103 | 2N | 18534 43¢ 14830 | 4B | €576 | 11564 | 14385 | 13
1 SUSH 024013 "’\&JTTO 5 33 0864838 0432477 (158
2 BUS Rsmistama sty £
3 |aust el 0245128 0105330
4 SUSH _Ure 1261 nc:mav
5 2USH Trigt
6 |SUS2  Meweustaks [0189362
7 | 3032 Hsnislamasim | 6522481
LI 1 SO .|
L L
0 |sus2 Tion| 0861441
i SU53 43 exsirald | 630
2 |SUsE Mensimasiu | LoM2Te
13 |8Us3 Penton| GAB4G
W |8gs Ure| Gom47
o |8Ugs Trpon| 458402 171306 ﬂuﬂ%ﬂ JJEGE{& 0358060

EK 2.6 Sinapik aside ait LSD degerleri

LED test variadie Binnapik Asil {sakine b3 atik}

Probabitfies forPastEoc Tests
Error. Bebwreen 193 = 46514, ¢f = 12000
U3 | nzc1hama,| AT i AV Vi A £
Cellhe 767 mw 187,20 ¢ ME10
1 SUE1 Hayagislrad
H y
1 | 7504 9‘912393. &
4 " 0580351 01“4009 GB‘«HVB u"i\;ﬂf 6390782 OGEQWE.J u?%ﬁﬁf 93]
4
§ SUSZ  Megaedstrail | 0320414 S00858E 0218110 0,12
1 qU<2 Heisfatma s |0,
B lws2 Fegk
¢ fugz ... uHed
0.8z Trigon| 088
il 283 Hayaeitrall
12 [8US3 Mhawiziatma su
W jsug3  Feshifoo §
W s lday 3547_1';.1535;1 u,ssew i 7{. 0.5.s1¢a 091
18 5083 Trighon| 0.575 581 0302406 0672542 026093 0.010787. 041420 154007
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EK 2.7 Vanilik aside ait LSD degerleri

TR+ [

LD et vaabk VanllbAst {satine i 2t}
Probatikies far PoctHec Tesls
Errer Eetiaen 18 = 20426 41 =12000 |
Sug  Aolkamag ¢ {f § BERERE R R R R B R R i
Cellta. TEND | 834?1 TAAH | 64244 | B4 02800 | 66A00 | TEATR TSR G007 | BG4 | GOOTT { MANGE : MM 6R4N
i SUSY  Mavaeishad | O1681E GEETATS 0192027 021629¢ 04 ?«:E}E03%34%(144@416[?500“’0 161130 0860221 0737808 vj‘
£ [8UBY Mertmasi ) 01 %E,- } mgs 01 0527901 QOY2308 0957980 02
o jsust Pﬂpﬁsn ( _ 3 %62060829%?HQTMBEQMBMJU{M (33788 9?&91“
4 _SU§_1____ U;e mw Déﬂwzfﬂﬂ‘u}f&ﬁHWIRMEQEABEMWEEU 23;[ 57[? :
§ S_U_Sﬁ;______ _ mwn 12181 - [05?148057118 27480 DA?&UBQUMBS@ B35621 026241 [1’53’7E =t7001a a
i SUS2  Hepaeishan 0452 F AT 008438 DAMETE 022004 052085 440 03872 QHH40E £ 124561 3
T |BUS2 Mhersiatma sl 029233 072675 50820 (180173 0p57116 0084264 USD‘EQ;Q&QUZ‘S?U?@BD 54 (309369 0,773823 047166¢ 0 p4ne02 '
§ |sus2 Peptin| (887007 0212484 0688007 0243007 027400F 441678 0261200 1700 0S37007 TA56247 0104098 0081000 0A<807% (471138
§  |Busz: Urnnse*a 41 U.-sBmMUBS&ZUF DA%2E0 047G [rzzw{aww U?DUW DTRG04 D473 0,600 0716393 (1946222 (736168
0 |eus2 Tﬁ;mn i ' 12 DS53708 0572000 1.916320
11 3 Majaeishat |0 247 00 :,WE‘W& 0562723 059240 0522816 0 204580
1 rskima sy | F%’f@ﬂﬁ&%‘iﬂﬁt&ﬂﬂ@i@ﬁlzJGPZE 02009 268722 [ Z6807
1 _ Pﬁpm. ! :uBZiDu‘-‘ﬂg 671%39317’%57@8Jbﬁzéfﬂzaéﬂtﬂ ua_m i 0485735
il g 0737 ‘rﬂzﬂ”u SéﬁTEﬁ uﬁazazu UiﬁETiEWUMUM%ﬁ (164507% 0949222 067300 0322818 02807 206& ] 50830
1 Trigton) 0388245 0598537 0740143 QRGTONT 070042 0124361 0 246000 DATH3E 0736166 0 916320 0244658 0562607 04879 058830C

EK 3 Laktik asiti¢cin ANOVA Analizleri

LSD Test; Variable: Laktik asit (sakine bira atik)
Marked differences are significant at p <,05000

{1} {2} {3}
sus M=8,7988 M=11,309 | M=9,9429
susi{ly| 0,034048 0,330717
| SUS 2 {2} | 0,034048 © 0,245918
SUS 3 {3} | 0,330717 0,245918

LSD Test; Variable: Laktik asit (sakine bira atik) [
Marked differences are significant at p < ,05000

{1} {2} {3} {4} {5}

Azot Kaynad M=13,170|M=8,23961M=14,131|M=7,1441 | M=7,3985
| Maya ekstrakt {1} . 0,000247. 0,463742 0,000010 0,000021
§ Misir islatma suyu {2} | 0 000247: - 0,000015 0,403771 0, 521299
; Pepton {3} 0463742 0000015  0,000000 0,000001
Ure {4} 0,000010 0,403771 0,000000 - 0,846049

Tripton {5} 0,000021 0,521299 0,000001 0846049







