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Bu ¢aligmada, kuf mantart olan Rhizopus oryzae’ den laktik asit Gretimi igin
gerekli proses sartlan hem erlenlerde hem de biyoreaktérde incelenmistir. Laktik asit
uretimine, karbon kaynagmin, baslangi¢ pH’siun, kangtirma hizinin ve baglangig spor
konsantrasyonunun etkisi izlenmigtir. Erlenlerde, mikroorganizma serbest ve poliiiretan
destek maddesine tutuklanmak iizere iki farkh bigimde kullanidmustir. Erlenlerde serbest
haldeki mikroorganizmalarla yapilan galigmalarda, 5 farkli karbon kaynagmnm ( glikoz,
sakkaroz, melas, kegiboynuzu ve bugday kepegi ) laktik asit iiretimine etkisi
aragtinlmgtir. . Aynica karbon kaynagimun direkt olarak kuilanilmasin veya baz 6n
islemlerden gegirilerek (kaynatma, ekstrakte etme, bazi katki maddeleri ilave etme v.b.)
kullamlmasinin fermantasyon iizerine etkileri ayn ayn incelenmigtir. Baglangig pH’ s,
kangtirma izt ve baslangig spor konsantrasyonun etkisi glikoz igeren sentetik bir
ortamda incelenmigtir. Farkli karbon kaynaklarimin kullamldigi ¢alismalarda, olusan en
yiksek laktik asit miktarlan 59.95, 20.07, 4928, 36.86 ve 2347 gL
konsantrasyonlarinda olup, bu degerler swrasiyla 150 g/l glikoz, 50 g/L sakkaroz,
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400 g/L melas, % 10 (w/w) ekstrakte edilmis kegiboynuzu ve 50 g/L bugday kepegi +
50 g/l glikoz igeren besi ortamlan i¢in elde edilmigtir.

Erlenlerde mikroorganizmanin  poliiiretan  destek maddesine tutuklanarak
kullanildigt deneylerde, iki farkli karbon kaynag (glikoz ve melas) secilmistir.
Baglangic pH’si, kanstrma Mz ve spor konsantrasyonunun etkisi, serbest
mikroorganizma g¢aligmalarinda oldugu gibi glikoz igeren besi ortamnda yapilmustir.
Rhizopus oryzae’ nin immobilize halde kullamldigi deneylerde iretilen maksimum

laktik asit 88.75 g/L olup, bu deger 150 g/L glikoz igeren besi ortaminda elde edilmigtir.

Erlenlerde tutuklanmus haldeki Rhizopus oryzae’nin tekrar kullanilabilirligini
incelemek amaciyla, kullanlmig besiyeri, aym sartlardaki taze besi yeri ile 2, 3, 4 ve 5
gunlik araliklarla degistirilmigtir. En iyi sonuglar degistirme isleminin 2 ginlik
arabklarla yapilmasinda elde edilmis ve 51.7 g/L konsantrasyonuna ulagan maksimum

laktik asit daha sonraki tekrarlamalarda hemen hemen aym seviyelerde kalmustir.

Deneylerin bir diger agamasinda laktik asit fermantasyonu, kanstirmah reaktorde
gergeklestirilmigtir. Substrat olarak 150 g/L. konsantrasyonunda glikozun kullamidig: bu
deneyde R.oryzae’ nin gelisiminin ve laktik asit fermantasyonunun, havalandirmal
sartlardaki degigimi incelenmistir. En yiksek laktik asit miktari, 216. saatte 102.78 g/L.
konsantrasyonunda elde edilmistir. Bu miktar, yapilan tim deneylerde elde edilen en
yiuksek laktik asit konsantrasyonu olup, bu da Rhizopus oryzae’den laktik asit

uretiminde 6lgek biiyiitmenin (scale-up) avantajli oldugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler : Laktik asit, Rhizopus oryzae, kati-hal fermantasyonu,

proses sartlari, immobilizasyon.
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In this study, process parameters for lactic acid fermentation by Rhizopus oryzae
were investigated in both shake-flasks and in a bioreactor. The effects of some
fermentation conditions such as carbon source, initial pH, agitation rate and inoculum size
on lactic acid fermentation were performed in shaken culture. The microorganism was
used in two different forms, i.c. frecly suspended and immobilised culture. In freely
suspended cell system, five different carbon sources, namely glucose, sucrose, molasses,
carob pod and wheat bran were used. Moreover, in some experiments, some of the carbon
sources used were pre-treated with some methods like extraction, boiling, supplements
etc. The effects of both type of carbon sources on lactic acid production were then
compared. The effects of initial pH, agitation rate and spore inoculum size on fermentation
were also studied in defined medium. In the experiments where different carbon sources

were used, the values of maximum lactic acid concentrations were 59.95, 20.07, 49.28,
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36.86 and 23.47 g/ for 150 g/L glucose, 50 g/L sucrose, 400 g/L molasses, 10 % (w/w)
extracted carob pod and 50 g/L wheat bran + 50 g/L glucose, respectively.

In immobilised cell system in which the microorganism was immobilised in
polyurethane foam matrices, two different carbon sources, that is, glucose and molasses
were selected. As in freely suspended cell system, the effects of initial pH, agitation rate
and inoculum size on fermentation were conducted in defined medium with glucose. The
highest concentration of lactic acid was obtained in the medium with 150 g/L. glucose

which was 88.75 g/L.

Repeated-batch experiments were also performed in shake-flasks wusing
immobilised R. oryzae. In these experimens, the spent medium was replaced with sterile
fresh medium on various time period, i.e. 2™, 3™, 4™ and 5 day of fermentation. The
comparison of the results revealed that the best result was obtained for 2™ day
replacement in which lactic acid concentration reached 51.7 g/L. and levelled off almost at

that value for a long period of time.

In another stage of the study, lactic acid fermentation was investigated in a 1-L
bench-top bioreactor using 150 g/I. glucose concentration. The maximum lactic acid
concentration was obtained on 216™ hour of fermentation which was 103 g/L. This value
was the highest lactic acid concentration obtained throughout the study which obviously

indicated the scale-up was favourable for this particular fermentation.

Key Words : Lactic acid, Rhizopus oryzae, solid-state fermentation, process conditions,

immobilization.
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1. GIiRiS

Mikroorganizmalar ¢gok uzun zamandan beri gerek insan beslenmesi ve gerekse
insan saghg ile ilgili birgok maddenin ¢ikis noktasi olmustur ve halen olmaktadr. Bu
alanda yapilan gahsmalar sadece insan beslenmesi ve saghgi ile smurh kalmayip,
hayvanciik ve ziraat alanlarinda da mikrobiyal kaynakli birgok maddenin kullanmim
saglamigtir. Glintimiizde endiistriyel ve ticari 6nem tagiyan birgok mikrobiyal proses
insanh@a hizmet vermekte ve gelisen teknoloji ile siirekli olarak kendini yenilemektedir.
Ozellikle rekombinant-DNA teknolojisi ile gelistirilen mikroorganizmalar, iiretimi ¢ok
zor sartlarda yapilan birgok pahali prosesi daha ekonomik bir sekilde ve bol miktarda
iirtin eldesi ile gergeklestirmektedir.

Mikrobiyal kaynakli proseslerin hemen hemen tamam fermantasyon temeline
dayahdir. Tarihi agidan fermantasyon, ¢ok eskilere dayanan ancak giiniimiizde hala
kullamlan biyolojik bir prosestir. Literatirde ekmek mayalanmasmn, alkolik
mayalanma ve sirke yapmmm M.O. 3000 yillarma, sarap iiretiminin M.O. 2000
yillarina kadar uzandig: belitilmektedir (Telefoncu, 1995). Ornekleri ¢ogaltilabilecek
olan bu tarihi prosesler buglinkii teknolojik birgok mikrobiyal prosesin temelini
olusturmaktadir. Giiniimlizde endiistriyel Onem tastyan mikrobiyal proseslerde
kullamlan mikroorganizmalar, teknolojinin ilerlemesi ile gerek mevcut proseslerde daha
etkili ve gerekse yeni irlinlerin eldesinde en biiyiikk kaynagi teskil etmektedir.
Mikroorganizmalar araciligiyla yapilan doniigiimlerden besin, kimya, tip ve benzeri
endiistri kollarindan genis &lgiide faydalamimaktadir.(Kirk-Othmer,1971; Brodelius,
1978).

Gilinlimiizde biyoteknolojinin stirekli yeni arayiglar ve mevcut prosesleri
gelistirme ¢abasi icerisinde olmasi nedeniyle fermantasyon yoluyla iirlinlerin firetimi de
bir hiz kazanmustir. Endiistriyel {iriin {iretiminde, fermantasyonda segilecek besi yeri ve
bilesenleri iiretimi onemli Slgiide etkileyecektir. Ozellikle, kat1 hal fermantasyonu
(KHF) ile ticari 6nemi pek fazla olmayan ancak besin degeri yiiksek olan maddelerin
besi ortaminda kullamlmas) ile firetimin artirilabilecedi gozlenmistir (Aidoo,1982). Kat1
ha] fermantasyonu kati1 yada yar1 kat1 substrat veya inert bir destek maddesi kullanilarak
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geligtirilen ve gelecek vaat eden yeni bir fermantasyon tiiriidiir. Melas, piring kabug
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bugday kepegi, sebze ve meyve artiklan gibi ekonomik degeri diislik ancak
mikroorganizmalar i¢in karbon kaynagi bakimindan zengin olan maddeler kullamhr.
Yeni olan bu teknigin modifiye edilmesi ile iiretim maliyeti 6nemli 6l¢iide diistiriilebilir
(Hang,1989). Bunun yaninda karbon kaynagi olarak kullanilan birgok ham ve atik
madde mikroorganizmalarin yagamalari igin gerekli enerji ve besini saglarken, gesitli
kentsel, tarimsal ve endiistriyel atiklarm bu amagla kullamlmasi ile bir yandan da gevre
kirliligi 6nlenmis olur.

Biyoteknolojinin geligimine paralel olarak, fermantasyon ile organik ve
biyokimyasal maddelerin iiretimi ¢agumiz teknolojisinin en glincel konular: arasinda yer
almaktadir. Cesitli sanayi dallarinda genis kullamm alanlar1 bulunan organik ¢6ziiciiler,
antibiyotikler, enzimler gibi pek¢ok kimyasal madde, mikroorganizmalarin kullamldig:
fermantasyon islemleriyle tretilirler. Sitrik asit, laktik asit, fumarik asit, malik asit ve
salisilik asit gibi besin, ilag, kimya, tekstil, plastik, kozmetik ve kagit endiistrilerinde
kullamlan birgok organik asit de fermantasyon yolu ile iiretilebilmektedir.

Laktik asit, ilk kez 1780 yilnda Isvecli kimyaci Scheele tarafindan eksi siitten
izole edilmis ve tamimlanmigtir. Blondeau 1847’ de laktik asidin bir fermantasyon {iriinii
oldugunu kamtlamugtir. Daha sonralar1 Delbriick, laktik asit bakterileri i¢in en uygun
sicaklin saptanmasi lizerine bir dizi ¢ahgmalar yapmustir.Laktik asidin endiistriyel
olarak iretimi ilk kez 1881 yilinda Avery tarafindan yapilmgtir. Laktik asit tiretimi ilk
Onceleri kimyasal sentez yolu ile ger§ekle$tirﬂmi$, ancak fermantasyon alanindaki
gelismelerle fermantasyon yolu ile {iretimine gegilmigtir. Kimyasal sentez yontemine
gbre maliyetin daha diigiik olmas1 ve daha basit bir sistem gerektirmesinden dolay,
fermantasyon yoluyla tiretim daha 6nemli bir yer tutmaktadir. Ulkemizde de pek gok
sanayl dalinda genis ¢apta kullamlan laktik asidin tiimii digalimla kargilanmakta olup,
laktik asit {iretimi {ilkemiz ekonomisi agisindan 6nem kazanmaktadir.




2. MIKROORGANIZMALAR

2.1. Genel

Biyolojik y®ntemlerin biiyllkk g¢ogunlugu substratin mikroorganizma hiicreleri
tarafindan {irline doniigtiriilmesi seklinde gergeklestirilir. Islem icin en uygun
mutantlarm  segilmesi, yetigtirilmesi, gelistirilmesi, fonksiyonlarmin aydinlatilmasi
gerekir.

Cok eskilerde canlilar; bitkisel ve hayvansal olmak iizere iki kisim altinda
toplanirdi. Ancak, 1866 yilinda {inlii Alman biyologu Ernst Hackel, mikroskop altinda
g6zlenebilen ve bitki ya da hayvansal ozellikte olduklari kestirilemeyen iiglincii tiir
canhlarm varhgmdan s6z etmis ve bunlara protista® adim vermistir. Hiicresel yapilarin
daha iyi anlagilmasindan sonra bazi organizmalarda hiicresel farkliliklar (g¢ekirdek
zarmm bulunmayigi gibi) g6zlenmis ve bunlarda “monera™ grubu altinda toplanmustir.
Buna gore canlilar alemi genel olarak dort grupta incelenebilir:

1. Monera
a) Bakteriler, viriisler, bakteriyofajlar
b) Mavi-yesil algler
2. Protista
a) Su yosunlar (algler)
b) Mantarlar ( fungi ya da funguslar)
Mayalar ve aktinomisetler de bu gruba girmektedir.
¢) Kiifler
d) Tek hiicreli hayvanlar
3. Bitkiler
Protistalarm diginda kalan tiim bitkisel canlilar bu gruba girer.
4. Hayvanlar
Protistalarin diginda kalan tiim hayvansal canlilar bu gruba girer.

Biyokimya mithendisliginde birinci ve ikinci gruba giren kiigik canhlar 6nem
tagimaktadir. Bunlar i¢in genel olarak “mikroorganizma” adi verilmektedir.
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Mikroorganizmalar ancak mikroskopla goriilebilirler ve genellikle tek
hiicrelidirler. Ayni ayn ya da koloniler halinde yasarlar. Dogada yaygin olarak hemen
her yerde; toprakta, suda, havada, ¢esitli gida maddelerinde, insan ve hayvanlarn cilt,

deri ve bagirsaklarinda bulunurlar.

Yapilarinda, viriisler harig, biitlin mikroorganizmalar % 80 su igerirler. Bakteri,
maya ve tek hiicreli alglerin kuru agirliklariin % 50°si proteindir. Mantarlar gibi daha
karmagik mikroorganizmalarin hiicre duvarm olusturan inert polisakkarit bilesikler
kuru afirhgm biilyikk bir oramm olustururlar. Bazi viriisler hari¢ biitiin
mikroorganizmalarmn diger bir nemli bileseni de lipitlerdir.

Mikroorganizmalar da baska canhlar gibi gevrelerinin etkisindedirler ve uygun
kosullarda biiyiirler, gogalrlar. Uygun olmayan kosullarda ise iireyemezler, ya oliirler
ya da bu kosullara dayanabilecek sekiller olustururlar. Sicaklik, basing, ortam pH’,
nemlilik, oksijen ve ¢esitli kimyasallarin mikroorganizmalarm tireme ve g¢aligmalari
tizerine ¢ok ve gesitli etkileri bulunmaktadir.( Pekin, 1980)

Kullandiklar1 besin yoniinden organizmalar 2 gruba ayrilirlar:
1. Ototroflar (Autotrophs)

Bu canlilar inorganik hammadde kullanarak organik maddeleri olustururlar.
Ornegin, alg ve yesil bitkilerde oldupu gibi fotosentez yolu ile CO, ve H,O’dan
yararlanma.

2. Heterotroflar ( Heterotrophs)

Hayvanlar, bir ¢ok bakteriler, mantarlar, protozoalar gibi, daha 6nce olusmus
organik maddelere (Ornefin; karbonhidratlar) gereksinme duyan canldar bu simifa

girerler.

Hayati fonksiyonlarm devamu i¢in organizmammn enerjiye ihtiyact vardir. Bu
enerji gereksiniminin saglandii kaynaga gore organizmalar iki gruba aynlr: Igsik
enerjisinden yararlanan organizmalara fototrof, kimyasal enerjiden (organik ve



inorganik maddelerin oksidasyonu) yararlanan organizmalara kemotrof organizmalar
adt verilir.

2.2. Fermentasyonda Kullamilan Mikroorganizmalar

Fermentasyon ve atik sularm artilmasinda rol oynayan mikroorganizmalar
asagidaki semaya gore smiflandirilabilir.

Mikroorganizmalar
Prokaryotlar Okaryotlar
(Procaryotes) (Eucarycotes)
Bakteriler Mavi-yesil Mantarlar Yosunlar  Protozoalar
Yosunlar (fungiyada (algler)
(algler) funguslar)
|
Sapkah Kiifler ya da Mayalar
Mantarlar kiif mantarlan (yeast)
(molds)

Sekil.2.1. Biyokimya mithendisliginde mikroorganizmalarmn siniflandiriimasz.

2.2.1. Kiif Mantarlan

Besin maddeleri {izerinde beyaz ya da renkli gériintimleri ile dikkati ¢ekerler,
hareketsizdirler. Saprofit, parazit veya simbiyotik olarak yagsarlar. Tek ya da gok hiicreli
sporlar araciligr ile gogalirlar. Kiif mantarlar1 heterotrofturlar, Yani kendileri sentez
yapamadiklan i¢in daha dnce olugmus organik maddelere gereksinim duyarlar. Karbon
kaynag1 olarak bircok organik bilesigi kullanabilirler. Karbon kaynagi kullammlari
segimlidir. Ornegin besin ortaminda glikoz ve asetik asit bulunuyorsa once asetik asidi

sonra glikozu harcarlar. Laktozu kullananlara ¢ok az rastlanir. Genellikle glikoz,
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sakkaroz ve maltozu tercih ederler. Hidrolitik enzim igerenler nigasta, dekstrin gibi
maddeleri de besin olarak kullanabilirler. En ¢ok amonyum azotunu bazi ender tiirleri
ise nitrat ve nitrit azotlarim1 kullanabilirler. Protein, pepton, aminoasitler ve iire gibi azot
kaynaklanndan tiirlerinin tiimii yararlanabilir. Bunlar diginda ¢esitli mineral maddelere
ve vitamin gibi gelisme faktorlerine gereksi,nim duyarlar. Turlerine gére optimum
gelisme sicakliklan degigsmektedir. Kif mantarlant aerob olduklanndan yiizeylerde
gelisirler. Bazi tiirlerin miselleri substrat iglerinde de geligebilmektedir. Bu tiirlerden
Rokfor tiirii peynirlerin iiretilmesinde yararlamlmaktadir. Optimum pH’lant da tiirlere
gore degisik degerler almaktadir. Kuf mantarlanmin fermentasyon teknolojisinde ¢ok
onemli yerleri vardir. Ornegin, Rhizopus nigricans, fumarik asit tiretiminde; Aspergillus
niger sitrik, glukonik ve oksalik asit Gretiminde; ayrnica pek ¢ogu da degisik enzimleri
elde etmek amact ile kullamimaktadir.(Pekin, 1980; Pamir, 1978; Bailey and Ollis,
1977, Kosker, 1980)

Kif mantarlan, ince ve bolmeli borucuklardan (hyphe) olusurlar. Hifler, bolmeli
(septa) veya birlegik olabilir. Hiflerin dallanma ve topluluklanyla misel (mycellium)
denen olusumlar meydana gelir. Hifler yalmz fungusun temel initesi degil, aym
zamanda besin saglama yerleridir. Organizma ve dokular igine girerek, salgiladiklan

enzimlerle biiyiikk organik molekiilleri pargalayip sindirirler (Aktan, 1981).

2.2.2. Rhizopus

Rhizopus turleri hizhica geligirler ve beyaz pamuk yigiu halinde bir goriinim
alirlar. Hifleri septumsuzdur. Sporangioforlarin ¢ikmig oldugu bolgede, besiyeri igine
giren ve “rizoid” denilen kokgiikler bulunur. Rizoidler arasinda kalan hif kismuna
“stolon” adi verilir. Sporangioforlann ucunda columella ve bunu gevreleyen

sporangiumlar vardir. Sporangiumlar biyik ve genellikle siyahtir.

Bu tiir, meyve, sebze ve diger bir ¢ok gidalarda bozunmalara yol agar. Rhizopus
tiirleri, glikoz, sakkaroz, dekstrin ve nisasta gibi karbonhidratlardan laktik asit iiretmeye

elveriglidir.



3. FERMANTASYON

Fermantasyon organik maddelerin enzim Kkatalizli doniitimlerini gergeklestirmek
i¢in mikroorganizmalarn kullamlarak belirli @irlinlerin olusturulma prosesidir. Biiyiik
molekiil agirhkh organik maddelerin, havali yada havasiz sartlarda daha kii¢iik molekiil
agrhikh organik maddelere mikroorganizmalar tarafindan pargalanmasi olayidir.
Kisaca; biyolojik bir dontistimdiir.

Fermantasyon prosesi i¢in genel esitlik su sekilde ifade edilir:

Mikroorganizma + Substrat —> Daba fazla mikroorganizma + Metabolik {iriinler

Fermantasyon firiinlerini dort ana grupta toplayabiliriz:

Mikrobiyal hiicreler
Enzim ve polisakkarit gibi bilyiik molekiiller

Primer metabolitler

il o N

Sekonder metabolitler

1. grupta; tek hiicre proteini, maya gibi triinler. 2. grupta biyolojik katalizér gérevi yapan
enzimler ve polisakkarit gibi biiyik molekiiller elde edilir. Primer metabolit lirlinler
mikroorganizmalarin iiremesine paralel olarak olusan, diisiik molekiil agirhkh trinlerdir.
Mikroorganizmalarin tiremeleri durdugu zaman bu tiir metabolitlerin biyosentezi de durur ve
zamanla bozunmaya baglar. Laktik asit ve biitirik asit gibi organik asitler bu gruptadr.

Bazi mikroorganizmalar genellikle gelisme evrelerinin sonunda gelisme ve tireme igin
gerekli olmayan maddeleri sentezler. Genellikle kimyasal yap: bakimindan birbirine benzer
molekiillerin karisimi  seklindeki bu maddeler sekonder metabolitlerdir. Antibiyotikler,
mikotoksinler ve pigmentler bu gruptadir (Pekin, 1983).
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3.1. Fermantasyon I¢in Uygulanan Teknik islemler

Fermantasyon igin uygulanan teknik islemler agagidaki semada gosterilmigtir.

Substratin Substratin A§.1lar"na" .
Hazirlanmasi > Sterilizasyonu » Kiltlirtinfin
) hazirlanmasi
Fermentorde
fermantasyon
Saflagtirma Oriin Filtrasyon
< kazamlmasi

Sekil 3.1. Fermantasyon akis semast.

3.1.1. Substratin Secimi ve Hazirlanmasi

Bu konuda dikkat edilmesi gereken en Onemli nokta mikroorganizmalarm
kullanabilecegi ucuz substratlarin segimidir. Mikroorganizmalarin gelismesi igin suyun
varlig1 6n planda gelir. Besiyerinin su aktivitesi mikroorganizmalann tiiriine 6zgii bir
degerde olmalidir. Su aktivitesi (ay), besiyerindeki su bubari basmcmm saf suyunkine
oramdir. Bir ¢ok mikroorganizma gelismesi i¢in gerekli karbonlu bilesikleri organik
karbon kaynaklarmndan kullamr ve biyosentezi bu yoldan yapar. Azot kaynaB: olarak
organik azotlu maddeler (iire gibi) ya da amonyum ve nitrat tuzlarmdan yararlambr.
Mikroorganizmalarin temel karbon ve azot kaynaklarimin diginda O, H, P, S, K, Ca, Mg,
Fe gibi elementlere de gereksinimleri vardir. Ayrica bazi mikroorganizmalar biotin,
tiamin, nikotinik asit, pridoksamin, P-aminobenzoik asit, pantotenik asit ve

siyanokobalamin gibi bazi vitamin ve biiyiime faktorleri i¢in heterotrofturlar.




Mikroorganizmalarin optimum gelisme pH lan1 da Onemlidir. Bu iiriin olusum
hizina ve verimine de etki etmektedir. Ornegin, Aspergillus niger, uygun besiyerinde
pH 2-3.5 ’da hemen hemen tamamen sitrik asit liretirken, zayif asit ortaminda glukonik
asit, notral pH ’da da daha ¢ok okzal asidi {iretimine yonelir.

Mikroorganizmalarin iiremesi ve {iriin olugturmalarmda sicakhk ile ¢&ziinmiis
oksijen (aerobik mikroorganizmalar i¢in) miktar1 da 6nemli faktorlerdir. Bunlar i¢in de
optimum degerler saptanarak o kosullarda tiretim stirdiirtilmelidir.

Fermantasyon teknolojisinde besiyerine katilan temel substratlar arasmda; melas,

musir 1slatma surubu, kagit fabrikas: artiklarmin siilfit surubu, nisasta v.b. sayilabilir.
3.1.2. Substratin Sterilizasyonu

Hazirlanan substrat, mikroorganizmamin gelismesini engelleyecek herhangi bir
madde ihtiva etmemelidir. Bu nedenle fermantasyon isleminde kullamlan besiyerinin,
aletlerin ve eger fermantasyonda havalandirma yapiliyorsa kullanidlan havanin sterilize
edilmesi zorunludur.

Besiyerinin sterilizasyonunda 1sisal (termal) yontemler kullamhr ve genellikle
?yitksek sicaklik kisa siire” teknigi kullanilir. Besiyerinde, vitamin isiya az direngli
bilesiklerin 1sisal bozunma aktivasyon enerjilerinin bilinmesi ve sterilizasyonun
mikroorganizmalar: &ldlirecek, ancak besiyerindeki yararh bilesikleri en az oranda
bozacak kosullarda yapilmasi gerekmektedir.

Sterilizasyon i¢in uygulanan yontemler su sekilde siralanabilir:

e Su buhan ile dogrudan sterilizasyon

e Su buhan ile basing altinda sterilizasyon
e Kuru hava ile sterilizasyon

e Kimyasal maddelerle sterilizasyon

e Isinlamayla sterilizasyon

e Filtrasyon ile sterilizasyon
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3.1.3. Asilama Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Laboratuarda petri kutusu, calkalayici erlenmeyer ve laboratuar fermentdriinde
iiretilen as1 kiiltiirii(starter) oradan fermentasyonun yapildif: {iriin olusum fermentdriine
aktanhr. As1  Kkiiltlirliniin(starter ~ kiiltiirlin) ¢ogaltilmasinda  genellikle {iretim
fermentoriinde kullamlan substrat ve besiyeri segilir. Boylece fermantasyonda
kullailacak mikroorganizmalar o substrata ve besiyerine ahstirilmus olur. As:
kiiltiiriiniin ¢ogaltiimasinda genellikle kiiltiir, kendisinin yaklasik 10 kati hacmindeki

besiyerine agilanir.
3.1.4. Fermantasyon

Fermantasyonda kullamilacak mikroorganizmalar istenilen oranda ¢ogaltildiktan
sonra {iretim fermentSriinde esas fermantasyona gegilir. Uretim fermentdriindeki
substrat, agilanarak belirlenen sartlarda fermantasyon siirdiiriiliir. Laboratuarda iiretim
icin genellikle ¢alkalama sistemli Erlenmayerlerden yararlamlir. Bunlar inkiibasyon
odalarmda kullamldig: gibi sicaklik kontrollii olanlar1 da vardur.

3.1.5. Fermantasyon Sivisindan Biyokiitlenin Ayrilmasi

Fermantasyon sivisinda {iriin yaninda mikroorganizmalar, besiyerini olugturan
harcanmams substratlar ve olusan yan iiriinler de bulunabilir. Uriintin saflagtiriimasma
gecilmeden Once fermantasyon sivisindan, hiicrelerin, miselyum ve &teki kati
maddelerin ayrilmasi gerekir. Kati taneciklerin fermantasyon sivilarmdan ayrilmasi
yontemleri Sekil 3.2° de 6zetlenmektedir.

Fermantasyon endiistrisinde en ¢ok gravitasyonel ve mekanik yontemlerden
yararlanmaktadir. Bunlar arasinda santrifiijleme ve filtrasyon ilk siralar1 alr.

Fermantasyon igleminde kimi durumlarda {iriin, hiicre icerisinde bulunan herhangi
bir enzim ya da niikleik asit gibi biyokimyasal maddeler veya maya ve as1 drneginde
oldugu gibi mikroorganizmanin bizzat kendisi olabilir. Uriin olarak mikroorganizma

veya bunlarm igindeki enzim yada Oteki biyokimyasal bilegiklerden yararlamlacaksa, .

v,

e
L =
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saflagtrmaya yOnelik temel islemler fermantasyon sivisindan aymlan kati taneciklere
uygulanir. Eger {irlin, fermantasyon sivismda ise, saflagtrma iglemi taneciklerden
ayrilan bu siv1 lizerinde yapihr.

Kati1 Maddelerin Giderilmesi

v v

Gravitasyonel Yiizeysel Elektriksel

v v v

Klasifikasyon Flokulasyon Adsorbsiyon l Flotasyon Elektroforetik
fyon ayirma
degistirme

Santrifiijleme
v
Mekanik

v v

Filtrasyon Diyaliz

Sekil 3.2. Katt maddelerin kiiltiir karigimindan ayrilmasi

3.1.6. Uriiniin kazanilmasi

Fermantasyon sivisinda olusan drilinler, mikroorganizmalar tarafindan disariya
salgilanan hiicre dis1 enzimler ya da hiicrelerin pargalanmasi sonucu ortama yayilan
enzim, protein, RNA, DNA v.b. tiir biyokimyasal maddeler istenilen saflik derecesine
gore agagidaki yontemlerden yararlanilarak ayrilir ve yabanci maddelerden armdirilirlar.
En fazla kullanilan yontemler adsorpsiyon, ¢6ktiirme ve ekstraksiyondur.

Adsorpsiyon yontemi i¢in baslangicta aktif komiir kullamhrd:. Aktif koémiire
adsorplanan {rlin, aktif kOmiirlin asitle muamele edilmesi ile geri kazamlirdi
Glintimiizde ise adsorpsiyon y6ntemi igin daha ¢ok iyon degistirici regineler kullamhr.

Coktlirme yontemi filtre edilmiy sivida veya fermantasyon sirasinda
mikroorganizma substrat iginde iken uygulamrr. Fermantasyon swasinda yapilan
¢oktiirmeye tipik bir ornek laktik asidin Ca-laktat olarak g¢oktiiriilmesi verilebilir.
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Coktirme isleminde en ¢ok kullarulan bir yontem bigimi de tuzla ayirmadir (salting-
out). Bu amag igin en ¢ok kullanilan tuz (NH4)2SO4 tir. Bu amag igin izoelektrik
noktadan - da istifade edilir. Alkol, aseton v.b. maddeler de yerine gore ¢oktiirme

maddesi olarak kullarulabilir.

Ekstraksiyon yontemi, fermantasyon sonucunda olusan iriiniin, su ile kansmayan
bir ¢6ziicii ilavesi ile ¢oziicitye gekilip daha sonra ¢oziiciiden ayrnilmasi iglemini kapsar.

Uriiniin tamamen kazanilmas! igin birkag defa uygulanir.

Bu yontemlerin herhangi biriyle kazamlan uriin, kullanacag alana gore
saflagtiniir. Saflastinlan (riin, antibiyotiklerde oldugu gibi sterilize edilerek (filtrelerden

gecirilerek) paketlenir ve satiga sunulur.

3.2. Fermantasyon Metotlar:

3.2.1. Yiizey Yontemi

Bu yontemde mikroorganizma sivi, yan kati veya kati substratin yiizeyinde gelisir.
Bu sirada genellikle besiyeri (izerinde bir zar yada misel Ortlisi olugmaktadir.
Mikroorganizmalar besiyerinin {izerindeki bu zar tzerinde gelisirler. Metabolizma
Urtinii hicre iginde kalir, ortama salgilanir ya da her iki halde de bulunur. Bu yontemde
genig ve yayvan bi¢iminde gesitli tiir kaplar kullamlir. Yiizey biyidikee yiizeydeki
misel Ortiisiiniin havalandinimas: o kadar kolay olur. Kaplarin hacimleri genellikle 2-4
It olup iglerine 0.5-2 It besiyeri konulur. Sterilize edildikten sonra, piiskiirtme yolu ile

spor siispansiyonlan ile agt yapilir ve inkiibasyon odalarinda fermantasyona terk edilir.

Bu metot basit olmasi nedeni ile laboratuar ¢aligmalarinda, sitrik asit ve bazt

enzimlerin iiretfminde kullanilmaktadir.

3.2.2. Daldirma Yoéntemi

Bu yontemde mikroorganizma substratin igerisinde gelistirilir. Gerekli hava
substratin yiizeyi dstiinde bulunur veya havalandirma diizeni yardimuyla substrat

icerisine verilir.
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En basit daldirma metodu, agillanms sivi kiiltiiriiniin ¢alkalanmasidir. Bunun icin
dairesel veya yatay hareketler yapan ¢alkalama makinelerine yerlestirilen erlenler,
istenilen hiz, siire ve sicaklikta galkalamir. Fakat daha biiyiik bacimde gahgmalar igin
daldirma fermentorleri kullambr. Fermentdrler, fermantasyon teknolojisinde kullanilan
dzel tepkime kaplaridir. Asagidaki sekilde siuflandirilabilir:

Kesikli fermentorler

Siirekli akig kanigturmali tank fermentorler
Tipa akis borulu fermentorler

Akiskan yatakli ferment6rler

Ll A

Kullanmlan sistemlere gbre fermantasyon;  kesikli, yar1 kesikli ve siirekli
fermantasyon olarak ii¢ gruba ayrilir.

Kesikli fermantasyonda, besiyeri baglangigta fermentdre konarak sterilize edilir.
Sonra mikroorganizma ile agilanarak karigtirilir ve gerekli doniigtim saglamincaya kadar
belirli bir siire beklenir. Bir kesikli fermantasyon igin gerekli zaman, saglanacak ¢alisma
kosullarina gore birka¢ saatten birka¢ haftaya kadar degisebilir. Bu silire boyunca
mikrobiyal kirlenmeden sakimilmali ve kaptaki bilesenler kangtirilip, sicaklik

denetlenmelidir.

Yarn kesikli fermantasyonda, fermantasyon maksimuma eristifi zaman
fermentérdeki maddenin tamamu bosaltilmaz. Bir kismu agilama kiiltiirli olarak
ferment6rde birakilir ve bunun iizeri yeni substrat ile doldurulur.

Stirekli fermantasyonda, fermentdre ilave edilen yeni substrat miktar1 kadar
ferment6rden fermente olmus besin gézeltisi almr. Bu sistemde yeni substrat
mikroorganizmanin eksponensiyel gelisme fazimin sona erdifi anda fermentdre verilir
ve aym miktar {iriin almir. Boylece mikroorganizma eksponensiyel gelisme fazinda
tutulmus olur. Bu metot eksponensiyel fazda saglanan maddelerin elde edilmesinde
biiyiik fayda saglar.

—~
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3.3. Kopiik kirma

Fermantasyonlarda havalandirma, karigtrma ve ylizey etkin madde o6zellikleri
iceren metabolitlerin meydana gelisi nedeniyle kopiikk olusur. Kopiik olugumu;
fermantasyon sirasmda kaptaki sivi hacminin 6nemli derecede azalmasma, ¢ikis hava
filtresinin 1slanip mikrobiyal enfeksiyon tehlikesine ve oksijen aktarnm hizmda 6nemli
azalmaya neden olur. Olusan kopiigiin kirimasi kimyasal ve mekanik olmak iizere 2
yolla yapalr.

a) Kimyasal Yolla K6piik Kirma

Kimyasal kopiik kiricilar, az dozlarda etkili olmaldir. Mikroorganizmaya ve
meydana gelmesi istenilen metabolizma iirliniiniin biyosentezine zararli olmamalidir.
Fermantasyondan sonra kolay ayrlabilmelidir. Pratikte sivi yaglar, parafinler, baz
polioksietilen veya polioksipropilen bilesikleri, yiiksek alkoller (6zellikle oktodekanol)
v.b. maddeler kopiik kiric1 olarak kullanilir.

b) Mekanik Yolla Kopiik Kirma

Mekanik yolla kopiik krma daha ¢ok uygulanmaktadir. Mekanik kopik kiricicy,
fermenter tankimn iist kismina monte edilmis i¢i bog bir boru ve borunun tanka giren
kismma konik bir sekildeki zarflarin baglanmasiyla hazirlanan bir sistemdir. Sistem
motor ile dondiiriilir ve bu sirada zarflarm araliklarmdan igeri giren képiik-gaz boru
vasttastyla digar1 atihr. (Ozgelik, 1992)

3.4. Kati Hal Fermantasyonu

Kat1 hal fermantasyonu (KHF), kat1 ya da yan kati substrat kullamlarak
gergeklestirilen yeni bir fermantasyon tiiriidiir. Fermantasyon, su igermeyen veya smrh
oranda serbest su ihtiva eden kat1 substrat lizerinden yiiriitiiliir. Ortamun minimum nem
igerigi % 12 ’nin altma diistiigiinde mikrobiyal aktivite durur. Nem igerigi % 30-80

arasmda  tutulabilir. Bu nedenle kati hal fermantasyonunda  kullaniap.......

mikroorganizmalar genellikle ¢ok diisiik su aktivitesinde (ay) Dbile buméin],en
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mikroorganizmalardir. Mikroorganizmalar su aktivitesine karsi farkh davramrlar. Her
mikroorganizmanin belli kosullar altnda kendine 6zgii a, degeri vardir. Ornegin,
a4=0.95 den daha kiigiik degerlerde bakterilerin bilylimesi inhibe edilir. Buna kargihk
fungi (kiif mantarlari) ve mayalar yaklasik a,=0.7 civarinda yasayabilirler. Kati1 hal
fermantasyonu dogal kiiltlir mikroorganizmalarla yapilabildigi gibi (6rnegin, sapkah
mantar tiretimi), izole edilmis saf kiiltiirlerle de yapilabilir (6rnegin, Rhizopus

arrhizus’dan enzim {iretimi).

Kat1 hal fermantasyonu biyokimya ve mikrobiyoloji prensipleri tam olarak
anlagilmadan ylizyilarca Griin eldesi i¢in kullamlmmgtir. Kati hal fermantasyonuyla
iiretim “koji” prosesine dayamir. Japonlarm geleneksel koji prosesi, 25-30 °C’ de
havalandirmali bir ortamda tabakalarca istiflenmis sepetlerde yiiksek nemlilikte
agtlanmig substratin fermantasyonuyla meydana gelmektedir. Substrat olarak genellikle
piring, bugday veya soya fasulyesi gibi nemli maddeler kullanilirdi. Bu substratlar
tizerinde Aspergillus oryzae gibi flamentli mantarlarm gelismesiyle enzim karigmm
tiretilir ve besinlerin tadi degistirilirdi. Bu tiir endiistriyel proseslerin kontrolii gok
glictlir. Bu proseslerde hedeflenen modifikasyonlar sicaklk, pH ve nemlilik gibi
cevresel kosullarin kontroliinii kolaylastirmak ve bu kontrolleri fermantasyon yigmm
tiimiinii etkileyecek gekilde gelistirmektir.

Sikhikla cabgilan ortamlar, nemli bugday kepegi, musir, piring v.b. bazi
karbonhidrat kaynaklar1 veya bunlarla birlikte baz1 tuzlan igeren ortamlardir. Ortamlar
genelde ¢ok basit ve ekonomiktir, besin gereksinimlerinin ¢ogu hububatlardan saglanir.
Kat1 hal fermantasyon ortaminmn sterilizasyonu diigik pH’ larda buharla, kimyasal
yontemlerle veya her ikisinin kombinasyonu ile yapilir. Sterilizasyon sonrasi sogutulan
nemli kiitle lizerine segilen mikroorganizma spor slispansiyonu agilamr. 25-40 °C
arasinda tutulan sicaklikta genellikle 1-10 giin siiresince biiylimesi saglanir. Metabolik
151 ve kiiltlirden yliksek su kaybmdan dolayr fermantasyon ortaminin sicakh@mnin ve
nem igeriginin kontrolii gilictlir. Kat1 hal fermantasyonu, ortamun homojen

olmamasindan dolay: fermantasyonun geligimini takip etmek zordur.
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Endiistriyel kati hal fermantasyonunun pek ¢ofu aerobik ortamda
gergeklestirildiginden fermantasyon sartlar1 oksijen transferinin ve CO, ¢ yi ortamdan
uzaklastiracak sekilde ayarlanmahdir. Ayrica substrat olarak kullamlan partikiillerin
biiylikliigii de kat1 hal fermantasyonunda olduk¢a Snemlidir. Ciinkii iyi bir gaz ve 1s1
transferi i¢in partikiiller arasindaki boslufun optimize edilmesi gerekir. Ismm
uzaklastirilmas, sistemin hava aki§ hizinin arttmhhamyla nispeten kolaylastirilabilir.

Kati1 hal fermantasyonunun avantajlar1 agagidaki sekilde 6zetlenebilir:

a)Daha diigiikk maliyet; kullanilan substratlar,genellikle kolay elde edilebilir ve
ekonomik olan bugday kepegi, tahil tanesi, baklagiller v.b.maddelerdir.

b)Daha basit bir teknik ve daha az enerjiye ihtiyag vardir. Kullamilan ekipmanlar
diisiik gii¢ harcarlar.

¢)Diigiik nemli ortamlarda c¢ahgildid1 igin kontaminasyona sebep olacak bakteri
tiirlerinin iiremesi inhibe edilmis olur.

d)Sistemi terkeden atik suyun daha az olmas: .

e)Kopiik olusumunun olmamasi.

f)Daha fazla prodaktivite.

Bu avantajlarmin yaninda bazi dezavantajlar1 da vardirr. Bunlan da s6yle
siralanabilir.

a)Diisiik nem konsantrasyonunda gelisebilen mikroorganizmalar ile smirh olmasi.

b)Proses parametrelerinin 6l¢timii kiiltiirlin homojen olmamasindan dolay: giigtiir.
Sicaklik, oksijen transferi, pH gibi parametrelerin kontrolii zordur.

¢)Biyokiitle miktarmmn kolaybkla 6lgiilememesi.

d)Substrat i¢in nem oranmn tam olarak kontrol edilememesi.
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4. IMMOBILIZE MIKROORGANIZMALAR

4.1. Genel

Pratikte ve endiistriyel uygulamalarda cesitli iistiinliikler gostermesi nedeni ile
mikroorganizmalarm ya belirli tutucularda tutularak ya da tasiyicilarin kafes yapilari
icerisinde tutuklanarak veya ¢evreleri yar1 gegirgen film tabakasi ile cevrilerek
kullamlmalar: diisiiniilmiis ve bununla ilgili olarak son yillarda yeni teknikler

gelistirilmistir.

Biyokimyasal  doniigiimlerde ilk asamada  serbest  mikroorganizmalar
kullamlmstir. Mikroorganizma sistemleri ve doniisim proseslerinin mekanizmalarinm
incelenmesiyle, mikroorganizmalarm bu doniigtimleri igerdikleri enzimler araciligiyla
gergeklestirdikleri bulunmugtur. Bu bulgu, mikroorganizmalardan enzim elde etme ve
bu islemleri gesitli proseslerde kullanma konusundaki c¢aligmalari yogunlagtirmustir.
Fakat enzim elde etme ve aritma iglemlerinin ¢gok pahali ve gii¢ olmasi daha degisik
yollarin aranmasina neden olmustur. Bu sekilde enzim tutuklamas: glindeme gelmis ve
bu konuda arastrmalar yapilmustir. Tutuklanmis enzimlerin tekrar kullanimu miimkiin
olmasna ragmen, bu iglemin de pek ekonomik olmadif1 goriilmiistiir. Bazi
mikroorganizmalarin  ¢esiti  yiizeylerde {iremeye  yatkmhfmm  gozlenmesi,
mikroorganizmalarm da tutuklanarak kullamlabilecegi diigiincesinin ortaya ¢ikmasina

neden olmugtur.

4.2. Immobilize Mikroorganizmalarin Serbest Mikroorganizmalara Gore

Avantajlan

Mikroorganizmalar aracihgiyla yapilan doniistimlerden besin, kimya, tip ve
benzeri endiistri kollarindan genis olglide faydalanilmaktadir. Ancak klasik (serbest)
enzim ve mikroorganizma sistemlerine gore, immobilize mikroorganizmalarin
kullamilmasmin biiyiik avantajlar sagladifi gozlenmistir. Bu avantajlar agagidaki gibi
siralanabilir:

1. Tutuklanmis mikroorganizmalarda enzimler kendi dogal ortamlarinda
korunduklan i¢in daha kararhdirlar.
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2. Tutuklanmg mikroorganizma sistemlerinde kontaminasyon goriilmez. Bu da
doniistimiin artmasim saglar ve ortamda baska iirlinlerin olusmasim nler.

3. Mikroorganizmalar tek bir siizme islemi ile geri kazamlarak ve rejenere edilerek
tekrar kullanilabilir.

4. Strekli sistemlerde g¢ahsma olanagi saflar. Strekli Gretim serbest
mikroorganizma sistemlerine gore daha verimli bir sekilde gergeklestirilebilir.

5. Enzimleri mikroorganizmalardan izole etme ve saflagtirma islemlerine gerek
yoktur. Enzim aktivitesindeki kayplar da 6nlenmis olur.

6. Reaksiyonlar1 daha yumusak kosullarda (oda sicakhgi, normal basmg v.b.)
hizlandirirlar.

Immobilize mikroorganizmalarm bu avantajlarmm yamnda bazi dezavantajlari da
vardir; serbest mikroorganizma kullamilan sistemlere gore diflizyon ve kiitle aktarm
sorunlan daha fazladir. Ayrica hiicrede bulunan gesitli enzimler istenmeyen tepkimeleri
katalizleyebilir.

4.3. Mikroorganizmalarm immobilize Yontemleri

Mikroorganizmalarm: immobilizasyon ySntemlerinin segiminde asafidaki kriterler
g6z Oniine almr:

1. Yontemin kolay olmasi

2. Immobilizasyon sonunda mikroorganizma aktivitesindeki azalmanin az olmast.

3. immobilize mikroorganizmalarm yanlanma &miirlerinin uzun olmasi

4. Endistriyel iglem karakteristiklerinin uygunlugu. Ornegin, difiizyon
siurlamasi, kinetik parametreler, sisme Ozelligi, sabit yatakh reaktrde kullamidig
zaman basing diigmesi v.b. gibi

5. Yan feaksiyorﬂanmn olmamasi yada minimum diizeyde olmasi

6. Cevresel faktorlere karst duyarliifimn az olusu

7. Isletme masraflarnm diigiik olmast

Yukarida belirtilen bu o6zellikler arastilarak mikroorganizmanmm ve prosesin
tiirline gore en uygun immobilizasyon yontemi segilir.
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Tutuklama yontemleri dort gruba aynilabilir. (Jack ve Zajic, 1977)
1. Yizeye tutunma (Adsorbsiyon)

2. Kovalent baglama

3. Tutuklama

4. Mikrokapsiilleme

4.3.1. Yiizeye Tutunma (Adsorbsiyon)

Bu yontem hiicreleri iyonik yada hidrojen baglan aracihif ile tagiyic yizeylerde
tutma (adsorbe etme) ilkesine dayanmaktadir. Adsorbsiyon derecesi hiicre zarlarindaki
biyokimyasal molekiillerde bulunan karboksil ve amino gruplanindan gelen elektrostatik
yiiklere bagimhdir. Genellikle adsorbsiyon yéntemi ile mikroorganizmalann yiizeyde
tutulma kuvvetleni zayiftir. Bu nedenle mikroorganizmalar tagiyici ylizeyinden kolayca
kopabilmektedirler. Ozellikle fermantasyon sirasinda ortamin pH ve iyon siddetinde
degismeler oluyorsa bu sorun ¢ok daha o6nem tapimaktadir. Ayrnica, reaksiyon
ortamindaki toplam siispansiyon konsantrasyonuna gore adsorbe olmug
mikroorganizmalarin orant azdir. Ancak bu yontemin kolay olusu,‘ adsorpsiyon sirasinda
hiicrelere zarar vermemesi ve gozenekli olmayan tutucularda diftizyon sorunu
yaratmamas: nedenlerinden 6tiirit (stiinlikleri oldugu igin bazi durumlarda oteki
yontemlere tercih edilmektedir.(Pekin, 1982)

4.3.2. Kovalent Baglama

Bu yontem mikroorganizmalari aktive edilmis taslylcﬂara yada birbirlerine
kimyasal yollardan dogrudan dogruya baglama ilkesine dayanmaktadir. Bu amagla
aminosilan, izosiyanit, karbodiimit, glutaraldehit gibi bilesikler aracilif ile kimyasal
yollardan tastyicilann yiizeyine spesifik gruplar baglanr. Bu gruplar, hiicre yiizeyinde
bulunan amino, karboksil, silfidril, hidroksil, imidazol yada fenol gruplan ile

reaksiyona girerek immobilizasyonu gergeklestiririer.

Bu yontemde mikroorganizmalar tagtyicilara tiniform olarak dagitilabilmekte
ve kararlilik ¢ok uzun olmaktadir. Difiizyon sinirlamasi tutucularin yapisina goére
degismekle beraber tutukianmisg sistemlere gére bu etki ¢ok dagiiktir. Tasiyici olarak en
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¢ok karboksimetil seluloz, metal hidroksitler, glisidril metakrilat, lesitin ve agaroz
boncuklar1 kullaniimaktadir.

4.3.3. Tutuklama

Mikroorganizmalar, akrilamid polimerizasyonunda oldugu gibi kovalent baglama
ile ii¢ boyutlu matriks kafesler icerisinde yada agar, aljinat, pektat, karregenan
(carregeenan) v.b. gibi hidrojellerde iyonik kuvvetler yardim ile tutuklanurlar.
Tutuklamadan sonra mikroorganizmalar matriks igerisinden gikamamah fakat substrat
ve dirlinler kolayca diflizlenebilmelidirler. Bunun igin kafes bilytikliiklerinin

olusumunda 6zel tekniklere gereksinim vardir.

Polimerizasyon 25 °C de 15 dakikada tamamlanmakla beraber kullanilan kimyasal
bilegikler mikroorganizmalara toksik etki yaptig1 i¢in hiicresel aktivitelerde ¢ok 6nembi
oranda tahribat gozlenmistir. Bu olumsuz etkiyi azaltabilmek amaci ile kullanilan
kimyasal bilesiklerin konsantrasyonlar1 azaltllarak herbir mikroorganizma igin optimum
kosullar saptanmustr. Ayrica olusan jelin g6zenek biiyiiklikklerinde akrilamid
bismetilenakrilamid oramnin ¢ok Snemli oldugu ve bismetilenakrilamid monomerinin
%20 den fazla kullanumasi durumunda olugan jelin kirilgan ozellik gosterdigi
saptanmugtir. Serbest radikal sonucu meydana gelen- polimerizasyon reaksiyonu
ekzotermik bir olay oldugu igin islem swrasinda is1 agiga gikmaktadir. Tutuklama
yapilrken mikroorganizmalarn 1sisal  deaktivasyona ugramamalart ig¢in  (islem
yapilirken) sicakligm dikkatle kontrol altinda tutulmasmda zorunluluk vardir.

4.3.4. Mikrokapsiilleme

Bu yOntemde hiicreler yar gecirgen bir zardan olusan mikrokapsiiller igine
tutuklanir. Sistemin temeli zarm segiciligine dayanir. Zarin gdzenek capindan biiyiik
olan hiicre molekiilleri zar digina yaymamazlar. Bu yontem ancak kiigitk molekiil
agirlikh tirtin eldesinde kullanilabilir. Mikrokapsiiller genellikle kiireseldir.
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4.4. immobilize Mikroorganizimalarin Uygulama Alanlan

Endiistriyel amaglarla kullanllan ¢ahigmalar ¢ok yeni olup birkag1 digmda

pek ¢ok mikroorganizmanin immobilizasyon kosullarindaki davramglari, biyokimyasi,

fizyolojisi, morfolojisi ve genetigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak bugiine
kadar ki arastirmalar, immobilize mikroorganizmalarin endiistriyel uygulamalarda

biiyilk oranda ekonomik yararlar saglayacagmi, ¢esitli {istiinlikleri oldufu sonucunu

ortaya koymustur. Immobilize mikroorganizmalarin endiistriyel boyutlarda uygulandif

alanlar goyle Ozetleyebiliriz:

1)
2)
3
4)
3)
6)
7
8)
9
10)
11)

L- Amino asit {iretimi
Antibiyotik modifikasyonu
Biyolojik yakit pilleri
Koenzim tiretimi
Karbonhidrat doniisiimii
Streroid dontigiimii

Etanol tiretimi

Bira endiistrisi

Rafinoz hidrolizi

Metanol tiretimi

Atik sular aritma ve toksik maddelerin pargalanmasi

Tutuklanmig mikroorganizmalar biyokatalitik tepkimelerde, teknik ve klinik
analizlerde, tip ve hiicre biyolojisinde kullanilir. Fruktoz, L-aspartik asit, L-malik asit,

asetik asit, sakkaroz, H, tiretiminde uygulanabilir.
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5. LAKTIK ASIT

Laktik asit, 2-hidroksipropionik asit, (CH;CHOHCOOH), kas dokularmda
eksimis siitte ve kanin dogal bir bileseni olarak dogada yaygm olarak bulunur. ik defa
eksimis siitte bulunmasi nedeniyle siit asidi adi1 verilmistir (Ozeris, 1993). Bir tane
asimetrik karbon atomu bulunduran en basit hidroksi asittir. Optikce aktif iki sekilde
yada rasemik kansim olarak bulunur. Oda sicakliginda su ile karigabilen, renksiz,
viskoz sv1 olarak veya diisiik erime noktasmna sahip kati olarak mevcuttur.

Laktik asit, biokimyada ¢ok onemli bir rol oynar kaslarin hareketi i¢in gerekli
enerjinin, glikojenin komplike seri reaksiyonlar esnasinda laktik aside doniiserek
saglandig1 goriiliir. Glikojenin kaslardaki yikimi sonucu olusan laktik asit karacigere
tagmarak, orada tekrar glikojene gevrilir (Gozikara, 1997). Karaciger glikojeninden kan
glikozuna, kas glikojenine, laktik aside ve buradan tekrar karaciger glikojenine kadar
olan doniigtimlere ‘Cori gevrimi’ ad1 verilir ($ekil 5.1).

Laktik asit

Karaciger glikojeni
Y 4 \ Kan glikozu
\ " Kas glikojeni /

Sekil 5.1. Cori ¢evrimi

Insan metabolizmasmda laktik asidin fonksiyonlari konusunda yaymlanan
tezlerde; zatiirre, verem ve kalp yetmezligi bastalarmm kaminda anormal derecede
yliksek laktik aside rastlandig1 belirtilmistir.

Laktik asit, karbonhidratlarin fermantasyonu ile ya da kimyasal sentez yoluyla
tretilir. Eczacihk, kimya, plastik ve besin endiistrisinde kullanilan dogal bir organik
asittir. Besin endﬁstrisinde tat artiric1 ya da koruyucu bir katki maddesi olarak kullamilir.
Biodegradable (bakterilerle parcalanabilen) plastik olarak kullanilan bir polimer olan
polilaktik asit kaynagidwr. Ayrica derilerin saklanmasinda, yapistiricr maddelerin
yapmminda ve tekstil alaminda boyama igleminde kullanilir.
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Laktik asit, 1780 yiinda eksimig siitte Scheele tarafindan kegfedildi. Liebig,
Berzelius, Wurtz, Kekulé, Strecker ve Wislicenus gibi bir ¢ok nli kimyaci laktik asit
hakkindaki bilgilerin geligmesini saglamuglardir. Caligmalart  sirasinda  karbon
kimyasinda dgiinci boyutun anlagilmasinda buyik gelismeler kaydetmiglerdir.
Fizyolojik olaylarda siirekli olarak laktik asidin meydana gelmesiyle ilgilenmiglerdir.
Caligmalar sonunda, laktik asidin optikge aktif gekilleri ve bir ¢ok tirevleri saf olarak
elde edilmigtir. Laktik asidin, su ve suda kansabilen organik ¢oziciilerde ¢oziinebildigi,
fakat diger bir ¢ok organik goziciilerde ¢éziinmedigi, diisiik bir erime noktasina sahip
oldugu ve higroskopik oldugu goriilmustiir. Bu aragtirmalar, i¢ boyutlu kimyamn temel

teorileri kadar laktik asit kimyasinin gelismesinde de Gnemlidir.

Laktik asit kimyasimin kegfinden sonra bu maddenin hazir kullammimna ve ticari
olarak tretimine gidilmigtir. Laktik asidin kullamim alam ve tretimi A.B.D kimyacilan
tarafindan geligtirilmigtir ve diger ilkelerde tretimine girigilmeden 6nce A.B.D. de
endistriye iyice yerlestirilmistir. Ik laktik asit fabrikast 1881°de Charles Avery
tarafindan kurulmustur. Bunu A B.D.’nin bir ¢ok yerine kurulan fabrikalar takip etmigtir

ve daha sonra Ingiltere, Hollanda ve Almanya da buna katilmugtir.
5.1. Yapisal ve Fiziksel Ozellikleri

Laktik asidin her iki optik izomeri dogada bulunur. Fakat ticari olarak genellikle
optikce inaktif sekildedir. Optikge aktif asit, kontrolli sartlar altinda direkt
fermantasyonla ya da rasemik kangimin ¢ozilmesiyle elde edilir. Laktik asidin izomer

yapilar agagida gosterilmistir.

COOH COOH
- l
HO—C —H H —C — OH
l I
CH3 CH3

L(+)-Laktik asit D(-)-Laktik asit
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L(+)- Asidin tuzlan polarize 15181 sola gevirici
D(-)- Asidin tuzlan polarize 15181 saga ¢evirici 6zellik gosterir.

Laktik asit, rasemik karisim ve optik izomerleri higroskopik oldugundan dolay:
bir sivi geklinde bulunur. Ayrica, diiglik basing altinda destile edilerek fraksiyonlu
kristalizasyon ile saf kristal halinde bulunur. Tablo 5.1.’de optik izomerlerin bazi

6zellikleri gbriinmektedir.

Tablo 5.1. Laktik asit izomerlerinin 8zellikleri.

Optik sekli Erime noktas1 (°C) | Cevirme agis1
2122
[a]5461
D(-) 52,8 -2,6
L) 52,8 +2,6
Rasemik 16,8 Inaktif

Laktik asit 1sitildifi zaman kendiliinden esterifikasyona ugramasi kolay
oldugundan diislik basing altinda kaynama noktasmi belirlemek zordur. Kinney metodu
ile yapian hesaplamalarla atmosfer basmci altinda laktik asidin kaynama noktasi
190 °C olarak bulunmustur.

Laktik asidin ¢Ozeltileriyle daha ¢ok kargilagildigindan, ¢6zeltilerinin 6zellikleri
daha Onemlidir. Laktik ¢ozeltisinin denge bilesimi Sekil 5.2°de goriildiigii gibi
konsantrasyona baghdwr. %20’den daha az laktik asit igeren seyreltik ¢ozeltilerin
bilesimi, monomerik laktik asit ve suya kargilik gelir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda
ise, cesitli uzunluktaki polilaktik asitlere de rastlanwr. Polilaktik asidin kendiliginden
esterifikasyonu kolay oldugundan, daha yliksek konsantrasyonlardaki ¢6zeltiler daha
komplekstir.
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Sekil 5.2. Laktik asit-su sistemlerinin bilegimi.

Laktik asidin ¢esitli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin, 25 °C’deki viskozite ve
yogunluk degerleri Tablo 5.2°de verilmigtir.

Table 5.2. 25 °C’de laktik asit ¢bzeltilerinin viskozite ve yogunlugu.

Laktik asit konsantrasyonu, % | Viskozite, cp . Yogunluk,gr/m]
9,16 1,15 1,0181
24,35 1,67 1,0545
45,48 3,09 1,1054
64,89 6,96 1,1518
75,33 13,03 1,1748
85,32 28,50 1,1948

Laktik asidin yanma 1sis1 3615 cal/gr spesifik gravitesi 1.2060;° dir. Laktik asit,

su ve su ile karisabilen alkol ve aseton gibi organik ¢oziiciilerde kolayca ¢6ziilir.
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5.2. Kimyasal Ozellikleri

Laktik asit, hidroksil fonksiyonel gruplarnin her ikisini de bulundurdugundan
dolayr buharlagtirilarak konsantrasyonu artmildifi zaman, lineer poli ester seklinde
kendiliginden esterifikasyona ugrar. Boylece, seyreltik laktik asit konsantre edildiginde,
suyun uzaklastirilmast ve esterifikasyon bir arada olur. Ik esterifikasyon firiinti, dimer
laktillaktik asittir. ‘

2 CH;CHOHCOOH & CH3;CHOHCOOCH(CH3)COOH + H,O

Ancak konsantre iglemini daha ilerlettikge, daha uwzun esterler yani trimerik,
tetramerik ve polimerik laktik asitler olusur. Asagidaki formiil, poliasitlerin genel

yapisi gosterir.

CH,CH-COOH

(CH;CHCOO),

CH3CHOHCOO

Cizgisel polimerler daha yaygm olarak olugur. Bunun yaninda halkah yapilar da
olusur. Ozellikle laktit (3,6-dimetil-p-dioksan-2,5-dione) halkali dimer yapisi fazla

olugur.

o)
H o)
H
H
o H
0O
laktit

Laktit, 1932 Carothers tarafindan elde edilmistir. Laktik asidin yiiksek vakum
altinda dehidratasyonu sirasinda bubar fazinda olugur. Daha sonra yiiksek sicakhkta ve

N
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digiik basingta destilenir. Laktik asit piroliz edildiginde CH3;COH, CO ve H,O’ya
ayrisIr,

Mineral asitlerin varbginda sitildiinda aym reaksiyonlarm daha diigiik
sicaklilarda meydana geldigi gortiltir. Mineral asitlerin katalitik miktardaki varhg: ile
polilaktik asit olugurken, mineral asitlerin daha biiyiik miktarlardaki varhgi CH3;COH,
CO, CH3COOH ve H,0’a ayrigir. Laktik asidin alkil tiirevleri ve esterlerinin pirolizi de
CH;COH ve CO (ile sonuglanir. )

CH3;CHOHCOOR — CH3;CHO + CO + ROH
CH;CH(OOCCH;)COOH — CH3CHO + CO + CH;COOH

Daha ilimh sartlar altinda, mineral asit katalizliginin varhgmda, laktik esterleri

polilaktik esterlerini liretmek i¢in alkolasyona ugrar.
n CH;CHOHCOOR & HO(CH(CH3)COO),R + (n-1) ROH

Ancak laktik asidin diesterleri piroliz edildiginde tamamen farkli bir durum
gosterir. Asetil ile muamele edilmis laktik esterlerinden, akrilik esterler ve asetik asit

olusur.
CH;CH(OOCCH3)COOR 3% CH,=CHOOR + CH3;COOH

Akrilik esterinin verimi, alkoltin radikalinin  (R) yapisma baghdir. R,
kendiliinden bir olefin olusumunu saglayamayan kararh bir grup olursa, akrilik esterin

verimi yiiksektir.

Laktik asit verimi organik asitlerin tipik reaksiyonlarim gosterir. Laktik asidinin
bir ¢ok tuzu bulunmaktadir. Bu tuzlar genellikle suda ¢dziiniirler. Laktik asit, bir ¢ok
alkol ile kolayca esterifikasyona ugrar. Bir ¢ok laktik esteri, asit katalizlifinde
esterifikasyon ile elde edilmistir. Esterifikasyon genellikle susuz sartlar altinda yapilir.
Fakat polilaktik asidin esterleri de aym anda oligtufundan komplike bir durum ortaya
¢ikar. Bu durumu gidermek icin agiri miktarda alkol kullanilir,
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Laktik esterleri, asetik gibi yag asitlerinin esterlerinden daha kolay hidroliz olur.
Ancak glikolik asidin esterlerine gére daha zor hidroliz olur. Ayrica, sekonder alkollerin
esterleri hidrolize kargi, primer alkollerin esterlerinden daha ¢ok direnglidir. Laktik
esterlerleri ve laktit, gesitli alkoller ile kolayca alkoliz olabilir. Eser miktardaki katalizin
varhiginda, laktitin alkoliziyle laktillaktik asidin esterleri {iretilir. Buna karsm daha
biiyiik miktardaki kataliz varhig: ile monomerik laktik esterleri tiretilir.

5.3. Laktik Asidin Elde Edilmési

Laktik asit ya fermantasyon ile ya da sentez yoluyla iiretilir. Giinitimiizde her iki
proses de laktik asidin ticari olarak elde edilmesinde kullanihr. Saf bir substratin
maliyeti ile saf olmayan bir substratin kullamlip sonradan asidin saflagtirma maliyeti de
diigiiniilerek, substrat se¢imi tiim prosesin maliyetinde temel almir. Fermantasyon
isleminde, diigiik maliyetli bir karbonhidrat tercih edilir. Sentez prosesinde ise petrol
orijinli yada kémiirden elde edilebilen bir kimyasal kullanilir.

Laktik asidin destilasyonu ve kristalizasyonu zor oldugundan dolay: en saf halde
iiretilmeye ¢aligilir

5.3.1. Laktik Asidin Fermantasyon ile Elde Edilmesi

Laktik asit 90 yildan beri ticari bir sekilde elde edilmektedir. 1963’ten 6nce laktik
asit tamamen fermantasyon ile elde edilirdi. Bir ¢ok karbon hidrat 6zel gartlar altnda ve
0zel bakteriyel organizmalar kullamlarak laktik asit iiretir. Baslangic maddesi olarak
kolay elde edilebilir ve ucuz maddeler segilir. Fermantasyon i¢in en yaygin kullanilan
hammaddeler; melas, kesilmis siit suyu ( peynir alt: suyu) dur (Harsa, 1986; Bayraktar,
1989). Bir ¢ok bakteri sekerden laktik asit tiretir ancak bunun yaminda difer organik
asitleri de tiretir. Lactobacillus delbruckii gibi laktik asit bakterisi sadece laktik asit
liretir ve ticari proseslerde kullamlir. Fermantasyon, pH’y1 kontrol etmek i¢in fazla
CaCOQ varhgmda gergeklestirilir. Lactobacillus’ un en etkili oldugu pH 5.5 dir. pH’nin
daha fazla diiserek fermantasyonu inhibe etmesini 6nlemek igin laktik asidin notralize
edilmesi gerekir. Fermantasyondan sonra, tiim asitten Ca-laktat doniigiimiinii saglamak
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i¢in Ca(OH), eklenir son karigim buharlastirilarak konsantre edilir ve yliksek safliktaki
laktik asit kullanim i¢in kristallendirilir, tuz kurutulur.

Yiiksek safliktaki laktik asit elde etmek i¢in tuza H,SO, ve ¢oken CaSOy ayrilir.
Vakum buharlagtirici ile uygun asit konsantrasyonuna ayarlanir, Ca-laktatin
kristalizasyonundan sonra kalan ana ¢ozelti ise teknik kalitesindeki laktik asidin tiretimi
i¢in konsantre edilir. Bu ham asitler, ¢6ziici olarak izo-propil eter kullanilarak asidin
ekstraksiyonu ya da metanol ile esterifikasyonu gibi metotlar kullanidarak
saflagtirilabilir.

Laktik asidin teorik verimi , asagidaki esitlikte goriildiigii gibi fermente olabilen
heksoz substratinin agrhinmn %100°diir.

C¢H;;06 — 2 CH;CHOHCOOH 180—»2x90

Pratikte bu verime ulagiimaz. Karbonhidratin bir kismmm organizmanin kendi
metabolizmasinda kullamldig: kabul edilir. Yaklagik %85°lik bir verim gozlenir.

Fermantasyon ¢ozeltisinden laktik asidin kazamlmasi iglemi laktik asidin
kullanilacag: alandaki kalitesine gore degisir. Bazi kalitedeki laktik asidin kazamilma
islemleri agagida simiflandirilmugtar.

5.3.1.1. Besin ve Gida Alaninda Kullamilan Laktik Asidin Elde Edilmesi

Besin ve gida alaminda kullamlan laktik asit iki yontemle elde edilir. Birinci
metotta substrat olarak saflagtirilmis bir karbonhidrat kullanilir. Boylece fermantasyon
{iriinii daha az bir saflagtrma islemi gerektirir. Ikinci metotta ise saflagtrlmus bir
karbonhidrat kullaniimadigindan dolayx iiriin pahali bir saflagtirma iglemi gerektirir.

Birinci metoda yiiksek saflikta bir karbonhidrat kullamlir. Saf CaCO; ilave edilir.
Siilfiirik asit ile asitlik ayarlanir ve olugan CaSO, siiziillir. Fermantasyon sonucunda
olugan parlak renkteki laktik asidin konsantrasyonu artumihr. Aktif karbon ya da iyon
tutucu bir regine ile muamele edilerek saflagtirilir. Gerekirse demir ve bakir bu noktada

stokiyometrik oranda sodyum veya kalsiyum ferro siyaniir eklenerek ferrisiyanit olarak

UICON R VhoF SEPURENY (S e IR U U BTE ey
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¢oktiiriilerek uzaklastinir. Karbon ve agir metal ferro siyanitleri siiziiliir. Laktik asit
istenilen degerlere seyreltilir.

Ikinci metotta, melas, konserve fabrikasi artiklari, peynir alti suyu vb. ucuz
karbonhidratlar fermente edilir. Fermantasyon sonucunda olusan Ca-laktat bulunduran
¢ozelti yliksek sicaklikta bubarlastirilarak % 25 kati igerigine konsantre edilir ve
siiziilerek uzaklastirilir. Daha sonra bu ¢6zelti kalan Ca-laktati kristallendirmek icin
sogutur. Kristal iirlinler santriflijlenerek ya da siizillerek ayriir. Tekrar su iginde
¢ozillerek stilfiirikk asit ilave edilir. Olusan CaSO, siiziilir ve sonugta laktik asit
buharlastirilarak istenen degere konsantre edilir.

Elde edilen laktik asidin alternatif bir saflagtirma islemi Jenemann tarafindan
uygulanmustir. Fermantasyon sonucunda olusan laktik asit fermantasyon ortammdan
izopropil eter ile ekstrakte edilir. Bunu su ile izopropil eterden laktik asidin geri
ekstrakte edilmesi izler. Bu proseste, bir sivi-sivi ekstraksiyon kulesi kullamlir. Kulenin
tistiinden stirekli olarak ham laktik asit ¢dzeltisi verilirken izopropil eter de kulenin
altindan verilir. Laktik asit igeren izopropil eter ¢ozeltisi kulenin iistlinden almir ve
ikinci bir ekstraksiyon kulesine pompalanir. Ikinci kulede izopropil eter igindeki laktik
asidi uzaklagtirmak i¢in zit yonde su gegirilir. Laktik asidin sulu ¢6zeltisi ise bu kulenin
altindan alimrken, izopropil eter kulenin iistiinden ahnarak ham laktik asit ¢ozeltisinde
laktik aside ekstrakte etmek igin birinci kulenin altina pompalanir. Bu proses ile biraz
daha saf bir laktik asit elde edildiginde besin aliniminda tercih edilir.

5.3.1.2. Eczacibk Alanmmda Kullanilan Laktik Asidin Elde Edilmesi

Laktik asidin eczacilik alanindaki kullamm ¢ok 6nemlidir. Bu alanda kullanilacak
laktik asidin saflagtirilmasi daha ¢ok itina ister ve saflagtirilma islemleri zordur. Bu
alandaki laktik asit genellikle su li¢ prosesle saflagtirilir: sivi ekstraksiyonu, yiiksek
vakum altinda buhar destilasyonu ve metil laktat gibi ugucu bir esterin destilasyonudur.
En pratik metot, metil esterin destilasyonudur. Laktik asit metanol ile esterlesen asit
¢ozeltisinden konsantre edilir. Esterifikasyon yaklagik 100 °C’de laktik asit iginden
metanol buhart gegirilerek yapilir. Reaksiyon sonucunda olugan metil laktatin
bubarlagtirdarak uzaklagtirilmasi daha yiiksek bir verim 'saglar. Daha sonra elde ¢dj1§£ .
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metil laktat fazla su varliginda kaynatilarak hidroliz edilir ve metanol tekrar
kullamilabilir. Bu islemler sonucunda laktik asit istenilen konsantrasyona getirilerek
eczacihk alaninda kullamlir.

5.3.2. Laktik Asidin Kimyasal Sentez Yoluyla Elde Edilmesi

AB.D.’de 1963’¢ kadar laktik asit firetimi sadece fermantasyon ile elde edilirdi.
O yillarda sentez yoluyla iiretimi 10 milyon Ib/yil kapasitesiyle Monsanto firmasi
tarafindan baglatilmigtir.

Sentez prosesinin temel reaksiyonu laktonitrilin laktik aside doniiglimiidiir.
CH;CHOHCN + 2 H,0 + H" — CH;CHOHCOOH + NH,*

Laktonitril ham laktik asidin sulu ¢6zeltisine ddniigiir. Daha sonra saflastirilir ve
% 50 ya da % 80’lik asit ¢dzeltisi halinde ayarlanir. Sonugta olusan {irlin renksiz bir
sividir ve iyi bir sicaklik stabilitesine sahiptir.

Laktik asidin kimyasal sentez ile elde edildigi diger prosesleri kire¢ ya da sodyum
hidroksit gibi alkaliler ile sekerin indirgenmesi, yiiksek sicakhk ve basmgta karbon
monoksit ve asetaldehitin reaksiyonu ve oc-kloropropiyonik asidin hidrolizi seklinde
Ozetlenebilir.

5.4. Laktik Asidin Kullanim Alanlar

Laktik asit, besin endiistrisi diginda bir ¢ok alanda kullamlmasma ragmen en
onemli kullanim besin endiistrisindedir. Laktik asit ugucu degildir ve renksizdir, bu gibi
ozellikleri kullanmmum artr. Besin ve igeceklerde aromatik maddeler ile birlikte
kullamldig1 zaman hos bir lezzet vericidir. Laktik asit tursu, salamura, zeytin ve benzer
sekilde asitle mubafaza edilen besinlerde iyi bir koruyucudur. Ticari olarak sivi sekilde
sunuldugundan dolay1 kolay kullamlir. Bu 6zellikler laktik asidin hayvan besinlerinde,
un mamullerinde, bira, yag, sekerleme, peynir, tatlandirici ekstratlar, sivi pektin,
alkolsiiz igecekler, hazir gorbalar ve toz igecekler gibi besin maddelerinde kullammm
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Laktik asidin, hava ile tagmabilen bakterileri yok edici bir etkisi oldugu
bulunmugtur. n-dodesil amin laktat igeren mikrop Oldiiriici madde; antiseptik,
kiiflenmeyi 6nleyici, mantar Sldiirlicti ve dezenfekte amaglarda kullanilir.

Ham laktik asit, derilerin ve postlarin saklanmasinda, sebzelerin 1slahinda uzun
zamandan beri kullamlmaktadir. Ayrica, ¢6ziicli olarak kullanilan metil, etil ve n-biitil
laktatlar gibi hazirlanmig esterlerin ham maddesidi. Ham laktik asit, tekstil
endiistrisinde yiin boyamasmda kullamlir. Ayrica yapiskan, temizleyici ve cilalama
maddelerinde, elektro kaplama ve elektro cilalamada, bScek ve mantarlarm yok
edilmesinde, plastik ve reginelerde, 6zel miirekkeplerde de laktik asit kullamlir.

Fenol formaldehit recinelerin tiiretiminde reginenin kalitesini ve berrakligini
bozmadiindan dolays, laktik asit alkali katalizin nétralizasyonu i¢in tercih edilir. Bu
uygulamada, 6zellikle demiri uzaklastirilmig yiiksek safliktaki laktik asit kullanilir.

Ikinci Diinya Savasr’ ndan sonra laktik asit ve tiirevlerinin yeni uygulama alanlan
bulunmugtur. Aliiminyum, krom, kobalt, bakir, demir, kursun, mangan, titanyum, ginko,
toryum ve kalay gibi metallerin tuzlarinmn kiigiik miktarlar1 (% 1-6) ile yada kuruyan
yaglar ile polilaktik asidin reaksiyonu tarafindan yiizey kaplamalar1 yapilabilmektedir.
Laktik aside disoklopentadien eklenmesi ile olusan eter-esterin 6zellikle kurutucularin
varliginda havadan oksijeni absorplama 6zelligi yiiksektir. Bu eter ester, peroksitler ile
~ 1siilarak polimerlestirilebilir.

Yiiksek kaynama noktasma sahip laktik esterlerinin bir ¢ofu reginelerin
plastiklestirilmesi igin kullamlir.

Laktik asit ayrica, kalsiyum tedavileri igin kalsiyum laktat olarak da eczacihk
alamnda kullamlir. Higroskopik olan sodyum ve potasyum laktat gibi diger tuzlarin
gliseroliin devamu olarak kullamldi1 bulunmugtur. Laktik asidin en yeni ve en 6nemli
kullanm polimerlerin {iretimidir. Ozel bir triin olan kalsiyum stearly-2 laktilat, un
mamullerinin  mayalanmasim hizlandirmak i¢in kullamhr, Diger laktatlar gesitli
mayalanmayan unlu {iriinler ve hazir karigimlarda kullambir,

e AR
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5.5. Laktik Asidin Depolama Malzemeleri

Korozyon laktik asidin iiretiminde, yiiklenmesinde ve depolanmasmda gériilen en
onemli problemlerden biridir. Demir, ¢elik, krom-gelik, bakir ve bakir alagimlan laktik
asit ¢Ozeltilerine karsi diigiik bir direng gosterir. Korozyona karsi direng gdsteren
metaller nikel ve yiiksek miktarda nikel-krom igeren diisik demir alagimlan igerir.
Glimiiy, laktik asit korozyonu igin direnglidir ancak pahalidwr. Seramik maddeler,
ozellikle cam korozyona karsi direnglidir. Fakat yiiksek sicaklida dayamkh
olmadiklarindan, diigiik bir is1 iletim katsayisina sahip olduklarmdan ve kolay
kinldiklarindan dolayr tercih edilmezler. En uygun depolama malzemesi plastiktir.
Laktik asit plastik siselerde yada plastik ceketli tanklarda bulundurulur ve satisa sunulur.

3.6. Laktik Asidin Toksit Etkisi

Laktik asit biyolojik sistemlerde normal bir iriindiir. Gida ve eczaciik alanmda
kullamlir. Dogal olarak diisiik konsantrasyonlarda meydana gelir. Konsantre edilmis
¢ozeltileri icten ve distan viicuda zararhdir. Deri temasi iigiincli derecede termal
yamklara benzer yamklara yol agabilir. Konsantre edilmis ¢6zeltileri yutuldugu zaman
agizda ve bogazda yaniklara sebep olur. Laktik asit g6z tahris edicidir ve fazla temas:
gorme kaywplan ile sonuglanabilir. Deri veya gtz temasinda etkilenmis bdlge bol
miktarda su ile yikanmahdr.

5.7. Laktik Asidin Tiirevleri

5.7.1. Tuzlan

Ticari alanda kullanilan laktik asit tuzlar1 agsagidaki gibi listelenebilir:

¢ Aliiminyum Laktat

. Alummyum Sodyum Klorohidroksi Laktat
e Aliiminyum Sodyum Laktat

e Kalsiyum Laktat

Sodyum Laktat
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Bu tuzlardan en ¢ok kullanilanlar1 sodyum ve kalsiyum laktattir. Fermantasyon
yoluyla veya metal karbonatlarm ya da hidroksitlerin serbest asitler ile reaksiyonlan ile
elde edilebilir.

Kalsiyum Laktat

(CH;CHOHCOO),;Ca.5H,0 , pentahidrat kristalleridir. 100-120 °C ‘de suyunu
kaybeder. 100 gr suda, 30°C’de 7,9 gr, 15°C’de 5,4 gr, 0°C’de 3,1 gr'lik bir
¢Oziiniirliie sahiptir. Kalsiyum laktat, kalsiyum tedavilerinde yaygm olarak kullaniir.
Hemoraji(kanama) tedavilerinde kami pihtilagtrmak igin kullanmilir. Seker ¢ozeltileri
kalsiyum laktat ilavesiyle jellesebilir. Kalsiyum laktat ayrica elmalarin dayamkliligim
artiran bir maddedir.

Sodyum Laktat

CH;CHOHCOONa , ¢ok nem kapar. Teknik ve besin alanlarda kullanim: igin %
50-60’lik ¢ozeltiler halinde bulunur. Kristal tuzlarin elde edilmesi gok zordur. Ciinkii

¢ok kolay nem kapar, su ve alkolde ¢ok kolay ¢dziiniir.
Diger tuzlar

Aliiminyum laktat (CH;CHOHCOO); Al , taneli bir katidir. Suda ¢6ziinebilir ve
antiperspirant  (terlemeyi  Onleyici)  olarak  kullamilir.  Antimon  laktat
(CH3CHOHCOO);Sb tekstilde | boyamada kullanilir. Bakir laktat
(CH3;CHOHCOO),Cu .3H,0 , suda ¢6ziinebilir ve teknelerin elektro kaplanmasinda
tercih edilir. Demir laktat (CH;CHOHCOO),Fe.3H,O , suda ¢6ziinebilir, bebek
mamalarinda, kuvvet verici maddelerin igeriginde, anemi (kansizbk) tedavisinde
kullanilir. Titanyum laktat, {iretim sirasinda aginmay1 6nlemek amaciyla sistemin cam
cidarlarmda kullamlir. Zirkonyum laktat, kozmetik alaninda terlemeyi Onlemek
amaciyla tercih edilir.

5.7.2. Esterleri

Uygun esterlesme prosesleri, metil, etil ve n-biitil laktatlarin yiiksek verimle elde
edilmesi igin kullamlir. Baglangi¢ maddesi genellikle laktik asittir. Ancak laktik Asidifi™™ -..

oo
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tuzlar1 da kullamlabilir. Metil laktat olusumunda, polilaktik asidin kullanimu laktik
asidin kullanmundan daha iyi sonug verir. Ester, kismen esterlesme ile kismen de
alkoliz reaksiyonlar1 ile olusur. Polilaktik asidin polimerlegmesi yiiksek oldugundan,
polilaktik asidin kullanim: metil laktatin sudan ayrilma problemini ortadan kaldirmigtir.

Literatiirde laktik asidin birgok esteri bulunur. Bunlarin bir kismi, vinil regineler
ve seliiloz plastikleri igin plastiklestirici islevi gbren ve yliksek bir kaynama noktasina

sahip olan sivilardir.

Laktik asidin esterlerinin hidroliz ¢ahgmalar1 pahahdir. Genellikle organik
asitlerin esterlerinin hidroliz hizi, organik asidin kuvvetiyle orantiidir. n-alkil laktat
esterlerinin alkalik hidroliz hizi, alkil gruplar artirilirsa diiser. Sekonder alkollerin laktik

esterleri, uygun primer alkollerin esterlerinden daha zor hidroliz olur.

Metil, etil ve biitil laktatlar, asetik anhidrit ile kolayca reaksiyon vererek asetil
tlirevlerini meydana getirirler. Asetil tiirevleri, laktik esterlerinden daha yiiksek
kaynama noktasina sahiptir ve suda daha kolay ¢oziiniirler.

Metil laktat

CH3CHOHCOOCH; , erime noktas: -66°C , kaynama noktasit by 145°C , byo
42°C, yogunlugu d7° 1,0939 , kirlma indisi np?® 1,4139 , viskozite 2,94 cp
(20°°de)’dur. Su ile ¢oziilebilir laktik asidin en Snemli tiirevlerinden biridir.

Laktik asidin % 44, 85 konsantrasyonlari ile metanol arasinda esterlesme
reaksiyonu kullamlarak elde edilir. Bu reaksiyonda sicaklik, mineral asit katalizinin

konsantrasyonu ve reaktan miktari etkilidir.
Etil Laktat

CH3CHOHCOOCH,CH;3 , erime noktasi —25 °C, kaynama noktasi byg 154 °C,
bio 51°C , yogunlugu 4° 1,0348 , kirlma indisi np® 1,4132 , viskozite 2,61 cp
(20°’de)’drr. Suda ¢oziinebilir etil laktat ugucu bir ester oldugundan dolays, laktik

asidin saflagtinilmas) isleminde kolayhik saglar. Etil laktat verniklerde ¢oziicii olarak ve
tablet halindeki ilaglar kayganlagtirici olarak kullanlr,
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n-biitil Laktat

CH3CHOHCOO(CH,);CH3 , erime noktasi -43 °C, kaynama noktas1 bsgp 187 °C,
by 75°C , yogunlugu df° 0,9837 , kirlma indisi np?® 1,4217 , viskozite 3,58 cp
(20°°de), buhar basinc1 20°C’de 0.4 mmHg , yiizey gerilimi 30,6 dyn/cm’dir. Biitil
laktat yiiksek bir kaynama noktasma sahip oldufundan dolay:1 vernikleyici maddeler

i¢in uygun bir ¢oziictidiir.
Laktit

Laktik asidin halkali dimer esteridir. Su i¢inde hidroliz hiza diisiik oldugu igin,
sulu sistemlerde asitligi normal bir seviyede tutmak i¢in kullamlabilir. Susuz ortamlarda

laktit n6traldir ve reaksiyon vermez.

5.7. Fermantasyon Yoluyla Laktik Asit Uretimi Alanmda Yapilan Bazn Cahsmalar

Laktik asidin fermantasyon yolu ile iiretiminde, bilim adamlart ¢esitli
mikroorganizmalar ve besi yerleri kullanarak degisik yontemler denemislerdir.
Literatiirde bu konu ile yapilan ¢aligmalarmn bir kism su sekildedir:

Berry vd. (1999), substrat olarak glikozu ve belirli bir ortamda Lactobacillus
rhamnosus mikroorganizmasimt kullanarak kesikli bir kiiltiirleme ile laktik asit elde
etmislerdir. % 84°liikk bir verim saglanuglardir.

Yumoto vd. (1995), nisastamn L(+)-laktik aside direkt fermantasyonu igin
Lactobacillus amylophilus *u kullanmiglardir. 50 g nigastadan yaklagik olarak 30 g
L(+)-laktik asit elde etmiglerdir.

Abe vd. (1990), seliillozun laktik aside fermantasyonunu incelemislerdir. Seliiloz
kaynagi olarak saf seliloz ve gazete kagitlarm kullanmuslardir. Lactobacillus
delbrueckii mikroorganizmasim tercih etmisler ve % 58°lik bir verim saglamiglardir.

Hamamci ve Ryu (1994), fermantasyon sirasinda bilyiikk ve yumugak misel
kiimelerinin olugmasiyla fermantasyon suyunun viskozitesinin artmasmdan dolayi,

fermantasyon veriminin diigmesi ve oksijen miktarmmn azalmasi gibi zorluklarla ,

o
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kargilagildigim gozlemiglerdir. Bu nedenle laktik asit tretiminde immobilizasyon

tekniklerini kullanmiglardir.

Tamada vd. (1992), Rhizopus oryzae ’nin immobilizasyonu amaciyla polimer bir
destek kullanmiglar ve L(+)-Laktik asit iretimini incelemiglerdir. Mikroorganizmanin
immobilize halde kullamlmasiyla olusan laktik asit miktanmn 1.8 kat arttigim

gozlemislerdir.

Dong vd. (1996), poliliretan kopiik kuplerini, RAizopus oryaze ’i immobilize
etmek amaciyla kullanarak L(+)- laktik asit iretimini incelemiglerdir. L(+)-laktik asit
Uretim hizinin, immobilize Rhizopus oryzae kullamlarak G¢ katina gikanilabilecegini

bulmuglardir.

Kosakai vd. (1996), glikoz ve Rhizopus oryzae kullanarak L(+)-laktik asit
uretiminde, olugan kek yapisimn mineral destek ve polietilen oksidin ilavesiyle pamuk
yapisina doniistirilerek verimin artifim  gézlemiglerdir. % 86’k bir verime

ulagmglardir.

Sun vd. (1998), biyoreaktorde poliliretan kopiiklerde tutuklanmis Rhizopus
oryzae ile L(+)-laktik asidin strekli iiretimini incelemislerdir. Laktik asit veriminin,

beslenen glikoz konsantrasyonunun artiriimas ile artigim gozlemislerdir.

Chartterje vd. (1997), a- amilaz tireten Lactobacillus cellobiosus ile giiriik patates
lapasimin direkt fermantasyonu ile laktik asit iretmigler, ortamin nétralizasyonu igin
% 3 (w/v) CaCOj; kullanmuglar ve 48 saat iginde nisastaya gore % 50’ lik bir dénigiim

elde etmislerdir.

Soccol vd. (1993), Rhizopus > un 9 farkli susunda, substrat olarak ham cassava
(hububat cinsinden bir bitki) kullanarak kat1 hal fermantasyonunu uygulamislar.
Fermantasyonda amilaz iretim kabiliyetini, fumarik asit, laktik asit, etanol olusumunu

incelemiglerdir.

Hang vd. (1989), mikroorganizma olarak Rhizopus oryzae NRRL 395 kullanarak
musirin direkt fermantasyonu ile L(+)-Laktik asit Gretimini incelemisler ve toplam
karbonhidratin % 44 ’ {iniin trine donigtigini bulmuslardir. Fermantasyon ortaminin

nétralizasyonunu CaCQOs; ile saglamiglardir.
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Xiadong vd. (1997), karbon kaynagi olarak musir, cassava, bugday, piring ve
patates nigastast kullanarak, Lactobacillus amylovorus ile laktik asit olugumunu
incelemiglerdir. Cassava biinyesindeki nigastaya gore % 43’ lik bir doénigim
saglandigim ancak N kaynag: ilavesiyle ( % 1 pepton ) bu donisimin % 70’ e
yukseltilebilecegini bulmuglardir.

Yu vd. ( 1989), mikroorganizma olarak Rhizopus oryzae NRRL 395 kullanarak
arpa, cassava, piring ve musinin direkt fermantasyonu ile laktik asit (retimini
incelemislerdir. Karbonhidrat tiiketim ve L(+)-Laktik asit Gretim hizina, substrat
cinsinin, substrat konsantrasyonunun, fermantasyon ortammmun sicakhfmn etkisi
aragtrmuglardir. Buna gore en iyl fermantasyon verimini % 5 (w/w) piring igeren
ortamda elde etmiglerdir. Fermantasyon igin optimum sicakligi 30 °C olarak

bulmugslardir.

Richter vd. (1994), Lactobacillus paracasei ile daldirma ve kati hal
fermantasyonunu  uygulayarak gseker kamugindan L(+)-Laktik asit iretimini
incelemiglerdir. Kat1 hal fermantasyonunda, fermantasyon sirecinin daha uzun

oldugunu gozlemlemislerdir.

Samuel vd. (1980), seker pancant kamigimin ekstraksiyonu ile olusturulan
fermantasyon ortaminda Lactobacillus plantarum ile laktik asit (retimini

gergeklestirmigler ve 60-80 saat sonunda % 85’ lik bir verim elde etmiglerdir.
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6. MATERYAL VE METOTLAR

6.1. Mikroorganizma

Cabsmalarda, ODTU Gida Miihendisligi Boliimiinden temin edilen Rhizopus
oryzae NRRL 395 kullaniimustar.

6.2. Rhizopus oryzae’ nin Inkubasyonu

Rhizopus oryzae ‘nin iiretimi i¢in kullanilan besiyerinin bilesimi Tablo 6.1. ¢ de
verilmistir.

Hazirlanan besiyeri bir erlene konulmug ve pH 6 ya ayarlanmigtir. Erlenin agzi
pamuk ve sargi bezinden yapinus bir tipa, tipanin {izeri de aliiminyum folyo ile-
kapatilmugtir. Bu sekilde hazirlanan besiyeri 121 °C de ve 1.2 bar basingta 20 dakika
sire ile otoklavda sterillenmistir. Sterillenen besiyeri yaklagik 40 °C ye kadar
sogutulmustur. Bu sicakliktaki 40 ml besiyeri, yine sterillenmis petri kaplarna, aseptik
kosullarda konulmus ve katilagmaya birakilmugtir. Meveut saf mikroorganizma igeren
petri kabma (stok mikroorganizma), 15 ml steril saf su ilave edilerek, bir 6ze yardimyla
spor ¢ozeltisi elde edilmistir. Bu spor ¢bzeltisinden (1x10® spor/ml) 700 pl alinarak agar
yiizeyine agilama yapimgtir. Ekimi yapilan petri kaplar1 30 °C de, 5 giin siire ile
inkiibasyona tutulmus ve R.oryzae nin geligmesi saglanmigtir.

Tablo.6.1. R. oryzae igin agarl besiyeri bilegimi.

Madde Konsantrasyon(g/L.)
Glikoz 5

KH,PO, 0.65
MgS0,4.7H,0 0.25
(NH4)2804 2
ZnS0,4.7H,0 0.05

Agar 20
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6.3. Fermantasyon Ortam
6.3.1. Glikoz iceren Fermantasyon Ortami

Cesitli konsantrasyonlarda (25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 g/L) glikoz,
2 g/ (NHg),SO0s, 0.65 g/ KH,PO4 ve 025 g/L MgSO04.7H,O bilesimindeki
besiyerinden 250 ml'lik erlenlere 50°ser ml konulmustur. Besiyeri igeren bu erlenler
120 °C *de 20 dakika otoklavlanmustir. 30 °C* ye kadar sogutulan erlenlerin her birine,
yukarida anlatildigi gibi, 1x10® spor/ml konsantrasyonunda 700 pl spor agtlanmustur.
Ekimi yapilmug erlenlerde, 150 rpm calkalama hizi ve 30 °C sicaklikta galisan doner
calkalayicida 8 giin siireyle tiretim yapitmgtir. Ortamin pH’mu ayarlamak i¢in Hang vd.
nin ¢alismasinda oldugu gibi her bir erlene daha 6nceden sterillenmis, 50 g/L CaCO;
eklenmistir (Hang vd., 1989).

6.3.2. Sakkaroz I¢eren Fermantasyon Ortam:

Degisik konsantrasyonlarda (5, 30, 50 ve 100 g/L) sakkaroz, 2 g/ (NH»)4SO, ,
0.65 g/L. KH,PO, ve 0.25 g/L MgS0,.7H,0 bilesiminde hazirlanan besiyerine glikozlu
ortamda yapilan iglemler uygulanmus, sterillenmis her bir erlene spor agilamas: yapilmig
ve doner calkalayicida 8 giin siiren fermantasyon boyunca olusan laktik asit miktari
tayin edilmigtir. '

6.3.3. Melas Igeren Fermantasyon Ortam

Fermantasyon ortammda kullamlan melas, Elaziy seker fabrikasindan temin
edilmistir. Melasin bilesimi Ek. 1’ de verilmektedir.

Deneylerde kullamlan melas bazi 6n  islemlerden gegirilmigtir. Belirli
konsantrasyonlarda hazirlanan ( 75, 150, 300, 400 g/L ) melas ¢ozeltileri 5 dk
kaynatilmig ve bir siizme islemi yapilmustir. Bu islemle melasta bulunan tortu maddeleri
ve fermantasyon tizerinde olumsuz etkileri olabilecek toksik maddelerin bir kismm

ayrilimis ve melas pastSrize edilmistir. Siizillen bu ¢6zeltinin pH*1 6’ ya ayarlanip, 250
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ml’lik erlenlere 50’ ser ml. konulmugtur. Her bir erlenin afz1 pamuk ve sargi bezinden
yapilmus bir tipa ile kapatilmigtir. Bunun iizerine aliiminyum folyo gegirilmistir. Bu
sekilde hazirlanan besi yerleri 121°C’de ve 1.2 bar ‘da 20 dk otoklavlanmustir. 30 °C
‘ye sogutulan bu erlenlere, 700 pl spor ¢ozeltisi ile agilama yapilmustir. 8 giin siireyle
déner calkalayicida 150 rpm’ de fermantasyon gergeklestirilmisti. Ekimden 24 saat
sonra pH y1 kontrol etmek amaciyla steril 50 g/L. CaCO; ilave edilmistir.

Aym isleﬁﬂer yine 75, 150, 300, 400 g/ konsantrasyonlarinda hazirlanip, 5 dk
kaynatilip, siiziilen melas ¢ozeltilerine 10 g/L yeast ekstrakt eklenerek tekrarlannmgtir.

Ucglincii agamada ise 75, 150, 300, 400 g/I. konsantrasyonlarda hazrlanan melas
¢ozeltileri, higbir katk: maddesi katiimadan ve kaynatma iglemi yapilmadan, direkt
besiyeri olarak kullamlmustr. Aym islemler uygulanarak 8 giin siireyle fermantasyon
stirdiirtilmiistiir.

6.3.4. Keciboynuzu I¢eren Fermantasyon Ortam

Bilesimi Ek. 2’ de verilen ve Mersin yoresinden temin edilen kegiboynuzu,
kurutma ve Ogiitme gibi 6n islemlerden gegirilmistir. Toz haline getirilmis
kegiboynuzundan, agwlkca % 40, % 20, % 10 kegiboynuzu igeren besiyerleri
hazirlanmgtir. Otoklavlanan besiyerlerine 1x10® spor/ml konsantrasyonunda 700 ul
spor ekimi yapimugtir. 150 rpm ve 30°C sicaklikta ¢alisan doner ¢alkalayicida, serbest
halde 7 giin siireyle mikroorganizma gelistirilmistir.

Diger denemelerde; ilk olarak % 10 kegiboynuzu igeren besiyerine 50 g/L glikoz,
ikinci olarak % 10 kegiboynuzu igeren besiyerine 2 g/l. ( NHs ),SO4 , 0.65 g/L
KH4PO4 ve 0.25 g/ MgS04.7H,0 ve igiincii olarak % 10 kegiboynuzu igeren ortama
50 g/L glikoz + 2 g/l (NH;4 ),S804 , 0.65 g/L. KH,PO, ve 0.25 g/L. MgS04.7H,0
katki maddeleri eklenmigtir.  Otoklavlanan  besiyerlerine  1x10®  spor/ml
konsantrasyonunda 700 pl spor ekimi yapiimgtir. Calkalama hizi 150 rpm ve sicakhigi

30°C ‘ye ayarlanmug galkalayicida 7 giin siireyle fermantasyon siirdiiriilmiistiir.
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Deneylerin bir difer asamasinda, besiyeri olarak, % 10 kegiboynuzu igeren
ortamdan elde edilen kegiboynuzu  ekstraktlan kullandmugtic. % 10
konsantrasyonundaki besiyeri, 121°C sicaklikta ve 20 dakika ekstrakte edilerek, birinci
durumda ekstraktlar siiziilmiistiir, ikinci durumda ekstraktlar siiziildiikten sonra 2 g/L
(NH; );S04 , 0.65 g/L KH,PO4 ve 0.25 g/ MgS04.7H,0 miktarlarinda katki maddeleri
ilave edilmistir, tigiincli durumda ise ekstrakte edilmis ortamdan kegiboynuzu taneleri
siizme iglemi ile ayrilmayip, lapa halinde bir besiyeri kullamlmugtir. Her ii¢ durumdaki
besiyerinin pH’1 6 ’ya ayarlamp, 250 ml’lik erlenlere 50 ’ser ml konulmustur.
Otoklavlanan besiyerine, herbir erlen igin 700 pl, 1x10® spor/ml konsantrasyonunda
aslama yaptlmugtir. 150 rpm calkalama hizi ve 30°C ‘de 8 giin slireyle fermantasyon

stirdiirilmigtiir.
6.3.5. Bugday Kepegi Iceren Fermantasyon Ortamu

Karbon kaynagi olarak bugday kepeginin kullamldigi ¢ahgmalarda, grubumuzca
daha 6nce optimize edilen 0.3 mm. boyutunda bugday kepegi tercih edilmistir. Bugday
kepeginin muhtemel kimyasal bilegimi Ek.3 ’de verilmistir. Ik denemelerde, 0.3 mm.
boyutundaki bugday kepeginden 50 g/I. konsantrasyonunda su ile hazirlanan bugday
kepegine 50 g/L glikoz katkisinin oldugu besiyerleri kullamlmustir. Her bir besiyerinin
pH ’1 6 ’ya ayarlanmug, 250 ml lik erlenlere 50 *ser ml konulmustur. Otoklavianan
besiyerleri, 40°C ’ye kadar sogutillup, 1x10® spor/ml konsantrasyonunda, 700 pl spor
ekimi yapilmustir. 150 rpm ve 30°C °deki ¢alkalayicida 8 giin siireyle {iretim yapilmugtir.
pH °1 kontrol etmek i¢in fermantasyon baslangicindan 24 saat sonra 50 g/L

konsantrasyonunda steril CaCO; eklenmistir.
6.4. Tutuklanmis Mikroorganizmalarla Yapilan Denemeler

Tutuklama malzemesi olarak 15 ppi g6zenekli poliliretan kopiikler kullamlmigtir.
0.8x20x55 mm boyutlarinda kesilen poliliretan kopiikler saf su igerisine konarak, her
defasinda suyu degistirilmek {izere 1ii¢ defa otoklavlanmugtir. Bu tutuklama
malzemelerine, paslanmaz gelikten yapilmug bir tel gegirilmis ve bu tel “ L “ bigiminde
kavrilarak bir ucu erlenin agzindan gikarilmigtur. j ‘




43

Besiyeri olarak ¢esitli konsantrasyonlardaki (100, 150, 200, 250 g/L ) glikoz,
2 g/ ( NH4 ),S804 , 0.65 g/L. KH,PO4 ve 0.25 g/L. MgS04.7H70 igeren ortam ve yine
300 g/ rﬁelas iceren ortam kullamlmgtir. pH 6 ’ya ayarlanip, herbir erlene 50 ‘ser mi
konulmugstur. Agizlan pamuk tipa ile bunun {zerine aliiminyum folyo ile kapatilan
erlenler, daha sonra otoklavlanmugtir. 700 pl (1x10® spor/ml) spor ¢ozeltisi, igerisinde
tutuklama malzemesi bulunan erlenlere ilave edilmi§ ve bunu takiben erlenler, 150 rpm
ve 30°C ’ de calkalayicida 8 giin sireyle fermantasyona tabi tutulmustur. Asitlikten
dolay olusan pH y1 dengelemek igin, ekimden 24 saat sonra 50 g/L steril CaCOs ilave

edilmigtir.
6.4.1. Siireklilik Calismalar

Tutuklama malzemesi olarak kullanllan 0.8x20x55 mm boyutlarinda gézenekli
politiretan destek maddesi yukarida anlatildigi gibi hazirlanmigtir. Besiyeri olarak 150
g/L glikoz, 2 g/. ( NHy )2S0s4 , 0.65 g/ KH;PO4 ve 0.25 g/ MgS0O,4.7H,0 igeren
ortam kullamimugtir. Otoklavlanan besiyerine daha 6nce bahsedildigi gibi spor ¢ozeltisi
eklenmigtir. 150 rpm ve 30°C ’de ¢alkalayicida fermantasyon sirdiiriilmistiir. Herbir
erlendeki fermantasyon ortaminin pH ’mm kontrol altinda tutabilmek i¢in ekimden 24
saat sonra 50 g/L miktarda CaCO; ilave edilmistir. Erlenlerdeki besiyerleri 2 giin, 3
gun, 4 giin, 5 giin araliklarla steril-taze besiyerleriyle degistirilmistir. Taze besi ortami
ilave edilmeden once biyokiitle, % 0.9 (w/w) steril NaCl ¢ozeltisi ile yikanarak, bir
onceki prosesten kalabilecek olan laktik asit n;iktan minimize edilmeye ¢alisgitmistir. 2,
3, 4, ve 5 gunde bir bosaltilan eski besiyerlerinde laktik asit analizi yapilmig ve pH
degisimi gozlenmigtir. Her taze besi ilavesinde ortam pH’sim dengede tutabilmek igin

yeterli miktarda CaCOs ilave edilmistir.
6.5. Biyoreaktorde Serbest Mikroorganizma Calismalan
‘Serbest mikroorganizma ile kesikli sistemde g¢alisan bir karigtirmali biyoreaktérde

de baz deneyler' yapilmigtir. Biyoreaktor olarak 800 ml ¢alhgma hacminde isiya

dayamkli pyreks camdan yapilmus, 1-L hacimli silindirik bir fermentor kullanilmugtir,



Paslanmaz c¢elik malzemeden yapilmmg kapak {izerinde pH elektrodu, sicaklik sensorii,
ast ekleme, lirlin ¢ikigi, hava giris ve ¢ikigi, karistiricy, asit veya baz ilavesi igin uygun
baglantilar vardir. Sistem pH metre ve buna bagh pH kontrol iinitesi, asit ve baz
pompalari, numune alma kabi ve numune alma pompasi, karstirici motor, hava
pompasi, rotametre ve sicakhk Glgerden olugmaktadir. Hava gegisinde kullamlan hava
0.2 p gbézenekliligindeki filtrelerden stiziilmektedir. Cahgmalar steril kogullarda
yapldigindan reaktdriin tiim baglantilar1 Onceden yapilmigs ve daha sonra da
otoklavlanmistir. Sterilizasyondan sonra besi ortamina, asi ekleme, iiriin analizi i¢in
numune alma islemleri sterilligi bozmayacak sekilde yapilmistir. Deney diizenegindeki
tiim baglantilar otoklavlanabilmektedir. Ayrica sizdirmazh$i tam saglamak igin tiim
baglant: yerleri conta ile kaplanmustir. Sekil (6.1)
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$ekil 6.1. Biyoreaktér Dlzenegi
1.Reaktdr, 2.Kangtirici motor, 3.Oksijen probu, 4.pH probu, 5.Sicaklik senséri,
6.Kondensor, 7.0ksijen metre, 8.Kartgirma hizi kontrol Onitesi, 9.Sicaklik kontrol
Unitesi. 10.pH metre



45

6.6. Laktik Asidin Belirlenmesi

Ferrhantasyon ortamindan alinan numunelerde laktik asit miktarini belirlemek igin
HPLC ( High Pressure Liquid Chromotography ) cihazi kullamlmugtir. Kullamlan kolon
(Bio-Rad Aminex HPX-87C) organik asitleri ve karbonhidratlan belirlemeye uygundur.
Tagiyict ¢ozelti 0.004 M H,SO4 olup, kolondan gegis izt 0.6 ml/dk ’dir. Kullamlan
dedektor IR, dalga boyu 210 nm ’dir.

Ortamdan ahlinan her bir numune pH olgimii yapildiktan sonra, mavi-bant siizgeg
kagidindan gegirilmistir. Stizilen numuneler 15 dk santrifiijlenmigtir. Ust kisimdaki
berrak ¢ozeltiden alinan belli hacimdeki numune, belirli oranlarda seyreltilerek, 0.25 p
gozenekli membran filtreden gegirilmisti. Bu sekilde 6n islemlerden gegirilen
numuneler, HPLC cihazina 20 ul miktarda enjekte edilerek icindeki laktik asit miktar,
daha oOnceden hazirlanmig c¢aligma dogrusundan (Bkz. Ek.4) faydalanarak

hesaplanmugtir.



7. SONUCLAR VE TARTISMA

Rhizopus oryzae’ den fermantasyonla laktik asit dretimi hem 250 ml’lik
erlenlerde hem de sicakhgin, pH ’min, kangtirma ve hava hizinin direkt olarak
olgulebildigi ve kontrol edilebildigi 0.8 L ¢aliyma hacmine sahip 1 L’lik biyoreaktorde
gergeklestirilmigtir. Mikroorganizmanin serbest halde ve politiretan destek maddesine

tutuklanarak kullamlmasimn sistem tizerine etkileri ayn ayn incelenmisgtir.

Erlenlerde  serbest haldeki mikroorganizma ile yapilan ¢aligmalarda
mikroorganizmamn bes farkli karbon kaynaginda (glikoz, sakkaroz, melas, kegiboynuzu
ve bugday kepegi) laktik asit Uretimi incelenmistir. Karbon kaynag: etkisinin yamnda,
glikozlu besi ortaminda baslangic pH’sy, spor konsantrasyonu ve kangtirma iz gibi
bazi Onemli parametrelerin de t(iretim Uzerine etkileri denenmistir. Ayrica karbon
kaynaginin direkt olarak kullamlmasinin veya bazi 6n iglemlerden gegirilerek
(kaynatma, ekstrakte etme, katki maddeleri ilave etme v.b.) kullamlmastmin

fermantasyon iizerine etkisi de incelenmistir.

Erlenlerde, mikroorganizmanin poliiiretan destek maddesine tutuklanarak yapilan
deneylerde, karbon kaynag: olarak glikoz ve melas kullamlmustir. Glikoz kullamlarak
hazirlanan besi ortaminda serbest mikroorganizma ile yapilan deneylere benzer olarak,
baglangic pH’ s1, kangtirma hizi ve spor konsantrasyonunun etkileri incelenmigtir.

[

Erlenlerde, poliiiretan matrikse tutuklanmus Rhizopus oryzae ‘nin  tekrar
kullamlabilirligini (repeated-batch) Ol¢mek amaciyla, glikoz igeren kullamlmug besi
ortam aym sartlardaki taze besi ortamiyla 2, 3, 4 ve 5 guinliik araliklarla degistirilmistir.
Bu sekilde, tutuklanmig mikroorganizma ile laktik asit fermantasyonunun sirekli

sistemlerde kullamlip kullanilamayacag: 6l¢iilmeye ¢ahigilmugtir.

Substrat olarak glikozun kullamildigi besi ortaminda  Rhizopus oryzae’ nin

gelisimi ve laktik asit tiretimi ayrica stirekli karigtirmali biyoreaktorde incelenmigtir.

Bunlara ilaveten, substrat olarak bugday kepeginin ve direkt olarak
kegiboynuzunun kullaniddigt ¢alismalar, Rhizopus oryzae ' den kati-hal (solid-state)

fermantasyonu (KHF) ile laktik asit tiretimine 6rnek teskil etmektedir.
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7.1. Erlenlerde Serbest Haldeki Mikroorganizmalarla Yapilan Deneyler
7.1.1. Substrat Olarak Glikozun Kullanildiga Besi Ortami

Fermantasyon ile elde edilecek wriiniin miktarimt etkileyecek en Onemli
parametrelerden biri de substrat se¢imidir. Bunun etkisini inceleyebilmek igin substrat
olarak glikoz, sakkaroz, melas, kegiboynuzu ve bugday kepeginin segildigi bir dizi
deneyler yapilmstir.

7.1.1.1. Glikez Konsantrasyonunun FEtkisi

Baglangic glikoz konsantrasyonunun fermantasyon iizerine etkisini gorebilmek
icin 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 250 g/L gibi 7 farkli konsantrasyon degeri denenmigtir.
Elde edilen sonuglar Sekil 7.1, 7.2, 7.3, 7.4 ve 7.5’ de verilmektedir.

Sekil 7.1 ve 7.2° de goriildiigii gibi glikoz konsantrasyonu artikga fermantasyon ile
olusan laktik asit miktari da artmaktadir. Ancak bu artis 150 g/ glikoz
konsantrasyonuna kadar olup, bu konsantrasyondan daha yiikksek glikoz
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Sekil 7.1. Farkli glikoz konsantrasyonlarinda laktik asit miktarinin zamanla degisimi.
(K.H(Karigtirma Hiz1): 150 rpm, T(Sicaklik): 30 °C, baslangig pH’s1: 6, glikoz g/L:
&:25, ®:50, A:75)
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Sekil 7.2, Farkli' glikoz konsantrasyonlarinda laktik asit miktarinn  zamanla  degigimi.
(K.H: 150 rpm, T: 30 °C, baslangig pH’s1: 6, glikoz g/L: <:100, €:150, O: 200, ® : 250)
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Sekil 7.3. Farkh: glikoz konsantrasyonlarinda elde edilen maksimum laktik asit miktarlar1.
(K.H: 150 rpm, T: 30 °C, baslangic pH’s1: 6)

konsantrasyonlarinda (200, 250 g/L) iirtin miktarinda azalma goriilmiigtiir. Bu durum,
yiiksek glikoz konsantrasyonunun bastirici (represtr) etki yaptigim gostermektedir.
Glikozun represyon etkisi bir ¢ok fermantasyon prosesinde gozlenmektedir(Giirsoy,
1991 ; Unsagarer, 1998). Bu da, yitksek glikoz konsantrasyonlarinda agiga qﬂ;an
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metabolik asitlerin artmasidan kaynaklanmaktadir. Deneylerde en yiiksek laktik asit
miktari, 150 g/L glikoz konsantrasyonunda gozlenmigtir.

Sekil 7.3 °de farkh baglangic glikoz konsantrasyonlar: ile olusan laktik arasindaki
iligki verilmistir. Sekilde de goriildiigli gibi glikoz konsantrasyonu arttik¢a laktik asit
miktan artmg, 150 g/L glikoz konsantrasyonunda maksimuma ulagmus ve daha yiiksek
glikoz konsantrasyonlarinda da azalma g6rii1mﬁ§ﬁr.

Substrat olarak glikozun kullanildifi fermantasyon ortaminda zamanla pH’nin
degisimi Sekil 7.4 ve 7.5 ’de verilmektedir. Fermantasyon ortamimnda, tampon vazifesi
gbrmesi amactyla 50 g/I. konsantrasyonunda CaCQ; kullamlmugtir. Sekilde géraldiigii
gibi 24 saat iginde ortamm pH’ s1 diigmekte, asitlik artmaktadir. CaCO; ilavesiyle pH
yiikselmekte ve fermantasyon sonuna kadar hemen hemen aym seviyede kalmaktadir.
Glikoz konsantrasyonu arttik¢a ortam pH’sindaki diigiiy de artmaktadir. Bu durum,
yiksek glikoz konsantrasyonlarinda, mikroorganizmamin substrat1 hizh bir sekilde
kullanmasi ve ortamda metabolik asitlerin artmasindan kaynaklanmaktadir.

0] 50 100 150 200
Zaman (st)

Sekil 7.4. Farkh glikoz konsantrasyonlarinda ortam pH’ sinin  zamanla degigimi.
(KH: 150 rpm, T:30°C, baslangic pH’st: 6, glikoz g/L: €:25, B:50, A:75)

iy,
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Sekil 7.5. Farkli glikoz konsantrasyonlarinda ortam  pH’ sinn  zamanla  degisimi.
(K.H: 150 rpm, T:30 °C, baglangi¢ pH’s1 : 6, glikoz g/L. : <:100, €:150, O: 200, @ : 250)

7.1.1.2. Baslangig pH’ simmmm Etkisi

Biitlin fermantasyon sistemlerinde oldugu gibi kullanilan mikroorganizma, besi
ortaminin baglangi¢ sartlarmdan ( karbon kaynagmn cinsi ve miktan, ortam pH’si,
kangtuma hizi v.b.) ve gevre sartlarindan etkilenecektir. Baglangic pH’st bir c¢ok
fermantasyon prosesinde hem mikroorganizma geligimini hem de elde edilecek firiin
miktarim degistirecek bir parametredir. pH * nin fermantasyon verimi {izerine etkisini
gorebilmek icin yapilan ¢aligmalarin sonuglar: Sekil 7.6 ve 7.7 *de sunulmustur.

Sekil 7.6 ’da goruldtigi gibi pH 4,5, 6, 7 ve 8 gibi beg farkh baglangic
pH’sinda yapilan deneylerde diisik pH degerlerinde (4 ve 5) elde edilen tiriin miktari az
iken, pH 6 ve daha yiiksek degerlerde iiriin miktar1 fazladw. En yiiksek laktik asit
miktar1 pH’'mn 6 degerinde gbzlenmistir. Buradan, laktik asit tliretim mekanizmasmin
ortamin asidik olmasindan olumsuz yonde etkilendigi, nétre yakmn ortam sartlarmmn

tiretim i¢in daha uygun oldugu stylenebilir.

5 farkli baslangi¢c pH’sinda yapilan deneylerde zamanla ortammn pH’sinin degigimi
Sekil 7.7 de verilmektedir. Biitlin ortamlarda pH 24 saat iginde hizh bir
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Sekil 7.6. Farkli baglangig pH deferlerinde laktik asit miktarinin zamanla degisimi.
(K.H: 150 rpm, T:30°C, baglangic pH st : 4, €15, @:6, A:7, A:8)
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Sekil 7.7. Farkli baglangic pH degerlerinde ortam pH’sinin  zamanla  degisimi.
(K.H: 150 rpm, T:30°C, baglangic pH’si: O:4, €5, @:6, A:7, A:8)

sekilde diismekte, ortamin asitligi fermantasyonu olumsuz yonde etkileyecegi igin 24
saat sonra CaCOj ilavesiyle pH arttinlmaktadir. pH 6, 7 ve 8 baslangi¢c degerleri i¢in bu
sabitlik korunurken, pH 4 ve 5 i¢in korunamamg, CaCOj; ilavesinden sonra bile pH *da

diisiis gézlenmistir.
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7.1.1.3. Baslangic Spor Konsantrasyonunun Etkisi

Serbest mikroorganizmalarla yapilan fermantasyon g¢ahigmalarinda, siiphesiz ki
baglangic as1 igerisindeki spor sayis1 son derece Onemlidir. Bunedenle dort farkli
spor konsantrasyonunun fermantasyon tizerine etkisi incelenmistir. Baglangic spor
konsantrasyonu 1/1 (1x10® spor/ml), 1/10 (1x107 spor/ml), 1/100 (1x10° spor/ml) ve
1/1000 (1x10° spor/ml) oramnda seyreltilmis ve spor konsantrasyonlar1 *Toma’ lamina
(hemasitometre) konularak mikroskopta sayilmis ve spor konsantrasyonu spor/ml
olarak hesaplanmugtr.

Baglangi¢ spor konsantrasyonunun laktik asit tiretimi {izerine etkisi incelenmis ve
sonuglar Sekil 7.8 *de sunulmugtur. Sekilden de goriildiigii gibi, 1x10% ve 1x107 spor/ml
konsantrasyonlarmda laktik asit miktar1 nispeten daha fazladir. Ancak 1x10® spor/ml
konsantrasyonunda laktik asit iUretimi diger konsantrasyonlara g6re daha hizli bir
sekilde gergeklesmektedir. 1x10° spor/ml konsantrasyonunda, 70 saatlik bir siire
sonunda bile laktik asit miktari ¢ok diisiik olup, daha yliksek konsantrasyonlarda bu
miktar, spor sayisiyla dogru orantih olarak artmaktadir.

100 4
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Sekil 7.8. Farkh baslangic spor konsantrasyonlarinda laktik asit miktarmin zamanla degisimi.
( K.H: 150 rpm, T: 30 °C, baslangi¢ pH’st: 6, spor konsantrasyonu (spor/ml) : @ :1x108,
0:1x107, A:1x10°% A:1x10%)
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Sekil 7.9. Farkli baslangic spor konsantrasyonlarinda ortam pH’sinin zamanla defisimi.
( K.H: 150 rpm, T: 30 °C, baslangig pH’st: 6, spor konsantrasyonu (spor/ml): @ :1x108,
0:1x10, 4:1x105, A:1x10%)

Sekil 7.9° da bagslangic spor konsantrasyonunun ortam pH’ sma etkisi
gozlenmektedir. Seyreltme yapilmayan 1x10® spor/ml konsantrasyonunda ortam
pH’simdaki diisiis ok iken, 1x10° spor/ml gibi diigiik spor konsantrasyonunda bu diistis
daha azdw. Bu da ortamda spor konsantrasyonu arttikga mikroorganizmanin metabolik
faaliyetlerini daha hizh yaptiim ve karbon kaynagim daha hizh tiikettigini
agiklamaktadir.

7.1.1.4. Kanstirma Hzinmm Etkisi

Fermantasyonda mikroorganizmanin metabolik davramgim etkileyecek Onemli
parametrelerden biri de karigtirma hizidir. Karigtirma hizinm laktik asit tiretimi lizerine
etkisi Sekil 7.10 ’da verilmektedir. 75, 150 ve 250 rpm gibi ii¢ farkh hizda yapilan
deneylerde, diigiik karigtrma hizinda laktik asit {iretimi az ve yavastir. En iyi liretim
150 rpm hizinda elde edilmistir. Diigiik kanstirma hizinda tiriin miktarinin az olusu,
acrobik ortamin yeterli oranda olmadifim gostermektedir. Mikroorganizmanm
faaliyetlerini siirdiirmesi i¢in gerekli olan oksijenin saglanamadid: sGylenebilir. Cok

yiksek Kkarigtirma hiz1 ise, mikroorganizmanm morfolojik yapism olumsuz
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Sekil 7.10. Farkli kanigtirma hizlarinda laktik asit miktarmin  zamanla  degisimi.

(Glikoz: 150 g/L, T: 30 °C, baslangig pH’s1: 6, karistirma hizi (rpm): R:75, A: 150,

9:250)
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Sekil 7.11,. Farkli karistrma hizlarinda ortam pH’smm  zamanla  degisimi.
(Glikoz: 150 g/L, T: 30 °C, baslangi¢ pH’s1: 6, karigtirma hizi (rpm): B :75, A: 150, €:250)

yonde etkilemektedir. Bu durum i¢in mikroorganizmanin yiiksek karigtirma hizinda
gelisimini tam olarak tamamlayamadif: sSylenebilir. 150 rpm karistrma hizinda ise,
laktik asit {iretimi i¢in optimum sartlar saglanmaktadir.

Kangtirma hizinin ortam pH’smna etkisi Sekil 7.11 *de goriilmektedir. 24 saat
icerisinde her {i¢ karigtrma hizmda da ortam pH’ sinda biyik diisiis gozlemrken,
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CaCO; eklenerek yiikselen pH, 150 ve 250 rpm hiz1 igin sabit tutulabilmis , ancak
75 rpm hiz1 igin pH sabit tutulamamug yine diigiis gdzlenmistir.

7.1.2. Substrat Olarak Sakkarozun Kullanildig:x Besi Ortamm

Karbon kaynag: olarak sakkarozun, laktik asit liretimi iizerine etkisini Slgebilmek
i¢in 5, 30, 50 ve 100 g/L ’lik sakkaroz konsantrasyonlarinda galigilmigtir.

Sekil 7.12° de sakkarozun kullanuldigi fermantasyon ortaminda zamanla, olusan
laktik asit miktar1 arasindaki iliski verilmektedir. Sekilde goriildiigii gibi sakkaroz
konsantrasyonu arttik¢a olusan laktik asit miktar1 da artmaktadir. Ancak gok yiiksek
sakkaroz konsantrasyonunda, sakkarozun inhibisyon etkisi goriilmekte ve ortamdaki
asit miktarmm diisik oldugu gozlenmektedir. Bu durum, yiiksek sakkaroz
konsantrasyonunun ortam viskozitesini arttrmasma, dolayisiyla kiitle transfer
olaylariin smirlanmasma baglanabilir. En yiiksek laktik asit miktan, 50 g/I. sakkaroz
konsantrasyonunda elde edilmistir. Biitiin konsantrasyonlarda 40-50 saatlik bir siirede
iirlin oluspumu ¢ok az olup, zamanla iiriin miktar1 artmakta ve daha sonra sabit bir
degerde kalmaktadir. 40-50 saatlik gecikme siiresi, mikroorganizmanmn fermantasyon
ortamina adapte olmasi igin gegen siire olarak agiklanabilir.

30 -

N
o

Laktik Asit (g/L)
o

0 50 100 180 200 250
Zaman (saat)

Sekil 7.12. Farkli sakkaroz konsantrasyonlarinda laktik asit miktarinin zamanla degisimi.
(K.H: 150 rpm, T: 30 °C, baslangig pH’st : 6, sakkaroz g/L.: €:5, A:30, A:50,
<:100,) o
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pH

0 50 100 150 200 250
Zaman (saat)

Sekil 7.13. Farkli sakkaroz konsantrasyonlarinda ortam pH’simin zamanla degisimi.
(K.H: 130 rpm, T: 30 °C, baslangig pH’s1: 6, sakkaroz g/L: 4:5, A:30, A:50,
<1 100,)

Sekil 7.13’de , sakkarozun kullamldig1 fermantasyon ortaminda, zamanla ortamin
pH’sindaki degisim verilmektedir. Diger deneylerde de oldugu gibi, baslangig pH ’s1 6
olan ortam, fermantasyonun ilerlemesi ile diigmekte, CaCO; ilavesiyle pH yiikselmekte

ve deney sonuna kadar yaklagik olarak sabit degerlerde kalmaktadir.
7.1.3. Subsrat Olarak Melasin Kullanildigi Besi Ortam

Melas, kolay elde edilebilir, ucuz ve karbon kaynagi bakimindan zengin
oldugundan dolayi, besiyeri i¢in uygun bir hammaddedir. Fermantasyon ortaminda
melas, direkt olarak, bazi on islemlerden gegirilerek (kaynatarak pastorize etme) ve

katki maddesi (yeast ekstrakt) ilave edilerek kullanilmigtir.

Direkt olarak melasin kullarildigs, 75, 150, 300 ve 400 g/L konsantrasyonlarinda
hazirlanan fermantasyon ortaminda zamanla, olugan laktik asit miktan arasindaki iliski
Sekil 7.14 *de gorilmektedir. Melas konsantrasyonu arttik¢a, olusan asit miktarinin da
artt1if1 gozlenmigtir. Ancak ariin olugma hizi disiiktir. Bu da mikroorganizmanin, melas

biinyesindeki sakkarozu tiketmede geciktigini gostermektedir.
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Laktik Asit (g/L)
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Zaman (saat)

Sekil 7.14. Farkh melas konsantrasyonlarinda laktik asit miktarimin  zamanla degisimi.

(K.H: 150 rpm, T: 30 °C, baslangi¢c pH’st: 6, melasg/L: O:75, @ :150,<300,
€©:400)

0 50 100 150 200
Zaman (saat)

Sekil 7.15. Farkli melas konsantrasyonlarinda  ortam pH’ sinin  zamanla  degigimi.

(K.H: 150 rpm, T: 30 °C, baglangi¢ pH’s1: 6, melasg/L: O:75, ® :150,<:300,
€:400)

Sekil 7.15° de, 75, 150, 300 ve 400 g/L konsantrasyonlarmndaki besi ortamlarinda,
zamanla ortam pH’sinmn degisimi verilmektedir. 24 saat sonra pH diismekte ve CaCOj3
ilavesiyle yiikseltilip, mikroorganizma i¢in daha uygun olan hafif bazik bir ortam
saglanmaktadir.
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Literatiirde melasin  kaynatilarak  kullamldiina dair bazi  ¢aligmalar
mevcuttur.(Goksungur, 1998). Bu yiizden bu galismada da melas kaynatildiktan sonra
fermantasyon ortamina eklenmigtir. Kaynatilmig melasin substrat olarak bulundugu
fermantasyon ortaminda (75, 150, 300 ve 400 g/L) melas konsantrasyonu arttik¢a
olusan lriin miktann da artmustir. Sekil 7.16’da da, laktik asit olugum hizimin yiiksek
oldugu gorilmektedirr Bu da melasin kaynatilarak pastérize edilmesiyle,
mikroorganizmanin melas igerisindeki mevcut sakkarozu daha kolay tiiketebildigini ve
daha g¢abuk iriin olusturdugunu gostermektedir. Mikroorganizma daha kararli bir

davranig sergilemektedir. Uriin miktarinda ani degismeler olmamaktadir.

Sekil 7.17°de kaynatidmg melasin kullamldigi ortamun, zamanla pH degisimi
verilmektedir. Yiksek melas konsantrasyonlarindaki pH diigiisii daha fazla olup, bu
durum mikroorganizmanin melas biinyesindeki sakkarozu kolay tiiketip, faaliyetlerini
daha hizh yaptigim agiklamaktadir. CaCOj; eklenmesiyle ortam pH’si arttirilmakta ve
mikroorganizmanin laktik asit tretimi igin daha verimli oldugu hafif bazik bir ortam
saglanmigtir. Mikroorganizma kararh davranmig ve ortam pH’sinda ani degigsmeler

olmamustir. Uriin olusumundaki kararlilik, ortam pH’sinda da gézlenmistir.

Laktik Asit (g/L)

0 50 100 150 200
Zaman (saat)

Sekil 7.16. Kaynatilmis melasin farkh konsantrasyonlarinda laktik asit miktarinin zamanla degisimi.
(K.H: 150 rpm, T: 30 °C, baglangig pH’st : 6, melasg/L: O:75, @ :150, <300,
4:400)
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Zaman (saat)

Sekil 7.17. Kaynatilmis melasin farkh konsantrasyonlarinda ortam pH’sinin zamanla degisimi.
(K.H: 150 rpm, T: 30 °C, baglangig pH’s1: 6, melas g/L.: O:75, @ :150, <300,
€:400)

Kaynatilmis melasa azot kaynafi olarak yeast ekstrakt eklenerek olusturulan
fermantasyon ortaminda, zamanla olusan laktik asit miktar1 arasmdaki iliski
Sekil 7.18’de goriilmektedir. Yiiksek melas konsantrasyonlarinda, olusan {iriin
miktarmin da yiiksek oldugu, mikroorganizmann karbon kaynagm daha kolay ve hizh
tiikketerek {iriin tretiminin hizh oldugu goriilmektedir. Besi ortaminda kullanidan yeast
ekstraktin, fermantasyon verimini olumlu yénde etkiledigi sdylenebilir.

Sekil 7.19°da kaynatilmig melas ve yeast ekstrakt iceren besi ortaminda pH’mn
degisimi verilmistir. Ortam pH’s1 24 saat icerisinde hizh bir sekilde diigmiis, CaCO; ile
yiikseltilen pH degerleri daha Onceki deneylerdeki duruma benzer bir egilim

gOstermistir.

Sekil 7.20°de karbon kaynagi olarak direkt melasin, kaynatilmig melasin ve yeast
ekstrakt ilave edilen kaynatilmig melasmn kullanildir fermantasyon ortamu, 300 g/L
konsantrasyonu igin kiyaslanmugtir. Sekilde de goriildigi gibi melasi kaynatarak
pastdrize etme islemi daha iyi sonuglar vermis ve buna yeast ekstrakt katkisi {irlin
olusumunu ve hizim arttwrmugtir. Yeast ekstrakt ve kaynatilmis melas iceren besi
ortamumn karbon kaynagi se¢iminde uygun oldugu sSylenebilir.
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Sekil 7.18. Yeast ekstrakt iceren kaynatilmis melasin  farkh konsantrasyonlarinda laktik asit
miktarinin zamanla degisimi. (K.H : 150 rpm, T :30°C, baslangic pH’s1: 6, Yeast
ekstrakt g/L: 10, melas g/L: O:75, ® :150, <300, ¢:400)

0 1 L] L) 1
0 50 100 150 200

Zaman (saat)

Sekil 7.19. Yeast ekstrakt iceren kaynatilmig melasin farkli konsantrasyonlarinda ortam pH’simin
zamanla deisimi. ( K.H : 150 rpm, T : 30 °C, baslangig pH’s1 : 6, Yeast
ekstrakt g/L: 10, melas g/L O: 75, @ :150, <300, ¢:400)
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Sekil 7.21°de, 300 g/L konsantrasyonunda her {i¢ farkh karbon kaynafi (melas,
kaynatilmis melas ve kaynatilmig melas + yeast ekstrakt) i¢in ortam pH’siin degisimi

verilmis ve pH degisiminin aym egilimi gosterdigi gdzlenmistir.

Sekil 7.20. Melasin farkli bigimde kullanildii besi ortaminda laktik asit miktarinin

Sekil 7.21.
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Zaman (g/L)

(KH : 150 rpm,

T : 30 °C,

baslangig pH’si : 6,

zamanla degisimi.
300 g/l melas : ¢:melas,
<: kaynatilmig melas, @ :Kaynatilmig melas + 10 g/L yeast ekstrakt)
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Melasin  farklh bigimde kullanildigi besi ortaminda pH’min  zamanla degigimi.

(KH: 150 rpm,

T : 30 °C,

baslangic pH’st : 6,

300 g/l melas : €:melas,
<: kaynatilmig melas, @ :Kaynatilmig melas + yeast ekstrakt)
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7.1.4. Substrat Olarak Keciboynuzunun Kullamildigr Besi Ortam

Ozellikle Akdeniz ikliminde yaygm olarak bulunan ve karbon kaynaf
bakimindan zengin olan ke¢iboynuzu, fermantasyon ortammdaki besi yeri i¢in ucuz bir
hammaddedir. Keg¢iboynuzu  biinyesindeki  karbonhidratlarm, = mikroorganizma
tarafindan kolay tiiketilebilmesi i¢in keg¢iboynuzu, substrat olarak farkli stratejilerde
besi ortamina ilave edilmistir.

Kegiboynuzu 6nce ticari tip bir blenderda pargalanmig ve daha sonra herhangi bir
boyut‘ taramas1 yapimaksizin farkhi miktarlarda karbon kaynag: olarak kullanilmgtir.
Yapilan ilk ¢ahsmada, % 10, 20 ve 40 (w/w) oranlarinda kegiboynuzu ve sadece su
bulunduran erlenlere ekim yapilmis ve fermantasyon baglatilmigtir.

Kegiboynuzunun direkt olarak kullamldigs % 10, 20 ve 40 (w/w)
konsantrasyonlarmdaki ortamlarda, zamanla olusan laktik asit miktar1 arasindaki iligki
Sekil 7.22°de verilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda mikroorganizma kararli bir
davranig gostermeyip, Uriin miktarinda ¢ok ani yiikselmeler ve diisiisler gdzlenmistir.
% 20 ve 40 konsantrasyonlarnda, ortam gartlann kati-hal fermantasyon 6zelligi

Laktik Asit (g/L)
N
o

0 50 100 150 200 250 300 350
Zaman (saat)

Sekil 7.22. Farkli kegiboynuzu konsantrasyonlarinda zamanla laktik asit miktarmin degigimi.
(K.H: 150 rpm, T:30°C, baslangic pH:6, Kegiboynuzu % aZirhikca: A: % 10,
O:% 20, #: % 40)
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g6stermektedir. Besi ortammda, mevcut serbest su miktarmin gok az oldugu bunun da
mikroorganizmanin faaliyetlerini siirdiirmesi igin yeterli gelmedigi goriilmektedir.
% 10 konsantrasyonunda oldugu gibi, su miktan arttikga mikroorganizma daha kararh
bir {iretim yapmaktadir. Direkt olarak kegiboynuzu ile olusturulan besi ortamlarinda,
mikroorganizmanin karbon kaynagm kolay kullanamadifi sOylenebilir. Bdoyle bir
ortamda, serbest su miktar: yeterli olmadig: i¢in ortam pH’ s1 da kontrol edilememistir.

Keciboynuzunun direkt olarak mikroorganizma tarafindan kullanimmin zor
oldugunun anlagtimasindan dolayi, katki maddeleri ilavesiyle bu kullanimm
kolaylagtrmak yoluna gidilmigtir. Bunun i¢in sadece glikozun, sadece tuz ¢dzeltisinin
ve hem glikozun hem de tuz ¢ozeltisinin birlikte kullamldig1 besi ortamlarinda
caligilmustir. Sekil 7.23a, 7.24a, 7.25a ve 7.26a ‘da 4 farkh durum icin, laktik asit
miktarlarmm zamanla dedisimi verilmigtir. Sekil 7.24a’da kegiboynuzu ile birlikte
glikoz katkismun represyon etkisi yaptigi, Sekil 7.25a’da kegiboynuzu ile tuz ¢6zeltisi

Laktik Asit (g/L)
N
(=]

L 2

0 50 100 150 200 250 300
Zaman (saat)

(b)

Sekil 7.23. Agirlikga % 10 kegiboynuzu igeren besi ortaminda zamanla laktik asit miktarinn (a)
ve ortam pH’smn (b) degisimi. ( K.H: 150 rpm, T:30°C, baglangig pH: 6)



katkismm {irlin miktar1 bakmmndan daha iyi oldufunu ancak iiretim hizmm digiik
oldugu, Sekil 7.26a’da ise kegiboynuzuna glikoz ve tuz g¢oOzeltisinin katkisin
maksimum laktik asit miktarim ¢ok fazla degistirmedigi ancak iiretim hizinda bir artigin
oldugu goriilmektedir.

Sekil 7.23a, 7.24b, 7.25b ve 7.26b “de ise ortam pH’sinin degisimi, fermantasyon
olaylarindaki tipik pH degisimine benzerdir. Ortamlarm her biri aym egilimi

gostermektedir.
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Sekil 7.24.  Agirhikga % 10 kegiboynuzu ve 50 g/L glikoz katkis1 igeren besi ortaminda zamanla
laktik asit miktarmin (a) ve ortam pH’smnin (b) degisimi. ( K.H: 150 rpm,
T:30°C, baglangig pH: 6)
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(b)

Sekil 7.25. Afwlkea % 10 kegiboynuzu ve tuz gozeltisi iceren besi ortaminda zamanla laktik asit
miktarmin (a) ve ortam pH’sinin (b)  deBigimi. ( K.H: 150 rpm, T: 30 °C,
baslangic pH: 6)

Yukarida yapilan bu deneyler, toplam seker igerigi % 40-50 oraninda olan
ke¢iboynuzunun mikroorganizmalar tarafindan kolaylikla metabolize edilemediZini
gostermektedir. . Bundan dolayi, substrat olarak kegiboynuzunun ekstrakte edilerek
kullamlmasmin, mikroorganizma tarafindan daha kolay tiiketilebilecegi diigiincesiyle
bir dizi caligmalar yapilmistir. Kegiboynuzunun ekstrakte edilip siiziilmesiyle, bu
stiziintliye tuz ¢dzeltisinin katkistyla ve ekstraksiyondan sonra siiziilmeyip lapa halinde
kullaniimasiyla, laktik asit miktarindaki degigim Sekil 7.27°de  verilmektedir. Sekilde
de goriildiigi gibi, lirlin miktar1 ve iretim hizi agisindan en iyi sonuglar ekstrakte
edilerek stiziilen ortamda elde edilmistir.

Sekil 7.28’de her li¢ besi ortamm igin, zamanla ortam pH’sindaki degisim
goriilmektedir. pH’daki degisim dier ortamlarla benzer bir egilim géstermektedir.
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Sekil 7.26. Agirlikga % 10 kegiboynuzu ile 50 g/L glikoz ve tuz ¢ozeltisi (materyal ve metotlar
bolumunde verilen (NH,),SO, , KH,PO, , MgSO,.7TH,0 igeren karigim) igeren besi
ortaminda zamanla laktik asit miktarinin (@) ve ortam pH’sinin(b) degisimi.
( KH: 150 rpm, T:30°C, baglangig pH:6)

w o o
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Sekil 7.27. Kegiboynuzu ekstraktlarinin farkh bigimde kullanildigs besi ortaminda  zamanla
laktik asit miktarinin  degisimi. ( K.H: 150 rpm, T:30°C, baglangig pH:6,
A: Ekstrakte edilip siiziilmlis kegiboynuzu, <: Ekstrakte edilip siiziilmils kegiboynuzuna
tuz ¢ozeltisi katkisi, 9 : Ekstrakte edilmis lapa halindeki kegiboynuzu ) .
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Sekil 7.28. Kegiboynuzu ekstraktlarinin farkli bi¢imde kullamildifn besi ortaminda  zamanla
ortam pH’sinin  degigimi. ( K.H: 150 rpm, T:30°C, | baslangic pH:6,
A: Fkstrakte edilip siiziilmiis kegiboynuzu, <: Ekstrakte edilip siiziilmilg kegiboynuzuna
tuz ¢ozeltisi katkisi, € : Ekstrakte edilmis lapa halindeki kegiboynuzu )

Kegiboynuzunun ekstrakte edilip siiziilmesiyle olugturulan besi ortamumn, laktik
asit liretiminde iyi sonuglar vermesiyle, bagka bir ¢alismada bu ekstraktlarin belirli
oranlarda seyreltilerek kullanilmasmin etkisi incelenmigtir. Bu deneyler, viskoz olan
ekstraktin seyreltik ¢ozeltilerinin kullaniimasiyla mikroorganizma gelisimi, dolayisiyla
laktik asit {retiminin etkilenip etkilenmedigini ortaya koymak amaciyla yapilmugtir.
Bunun i¢in de ekstraktlar % 25, % 50 ve % 75 oraninda seyreltilmigtir. Sekil 7.29°da
gorildiigii gibi seyreltme oram arttikga olusan laktik asit miktar: azalmigtir. Seyreltme
orani arttik¢a besi ortamindaki karbon kaynagmin konsantrasyonu diistiigiinden, laktik
asit liretimi igin gerekli olan substrat miktar1 da azalmaktadir. Bu nedenle elde edilen
ekstraktlarin seyreltiimeden kullamlmasmin daha uygun oldugﬁ goriilmektedir.

Sekil 7.30°da  kegiboynuzu  ekstraklarimin  seyreltilmesiyle olugturulan
fermantasyon ortaminda pH degisimi verilmektedir. pH degisimi diger ortamlarda da
oldugu gibi ilk 24 saatte diigmekte, daha sonra artmaktadir. Belli bir stire sonra ise
fermantasyon sonuna kadar pek fazla degisim gostermemektedir.
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Sekil 7.29. Kegiboynuzu ekstraktlarinin seyreltilerék kullanildig1 besi ortaminda zamanla laktik asit
miktarinin degisimi. ( K.H: 150 rpm, T: 30 °C, baglangi¢ pH: 6, seyreltme oranlar1 % :
A 0:, A: 25, : 50, ©:75)
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Sekil 7.30. Kegiboynuzu ekstraktlarinin seyreltilerek kullamldigt besi ortaminda zamanla ortam
pH’sinin degisimi. ( K.H: 150 rpm, T:30°C, baslangig pH:6, seyreltme oranlar1 %:
A 0:, A: 25, &: 50,0:75)

T.C. YOKSEK GERETRE KORTTLU
DOKTMANTASYON BIERKEZL
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7.1.5. Subsrat Olarak Bugday Kepeginin Kullamldigx Besi Ortam

Calismalarin bir diger asamasinda, ticari 6nem tagimayan fakat besin degeri
yiiksek olan bugday kepegi karbon kaynadi olarak kullamlmigtir. Bunun i¢in ¢aligma
grubumuzca daha Onceden belirlenen optimum kepek boyutu olan 0.3 mm’lik bugday
kepegi kullamlmustir. Deneylerde ortama bugday kepeginin ve mikroorganizmanmn
faaliyetlerini hizlandirmak ve iiriin miktarmi arttirmak diigiincesiyle, bugday kepegi
iceren besi ortammna glikoz ilavesinin etkisi incelenmistir. Sonuglar Sekil 7.31 ’de
verilmigtir. Sadece bugday kepeginin kullamldifi ortamlarda elde edilen laktik asit
miktar1 ¢ok diisiik degerlerde kalmaktadir. Glikoz katkisiyla ise laktik asit miktan
yaklagik 5 kat artmaktadwr. Mikroorganizma bugday kepegindeki mevcut karbonhidrati
kolaylikla metabolize edememekte, glikoz katkisiyla ise mikroorganizma igin gerekli
olan besin bir miktar da olsa karsilanmaktadir.

Sekil 7.32°de goriildtigii gibi her iki besi ortammnda da pH diisiisii ¢cok fazla
olmamaktadir. Bu durum, mikroorganizmanin metabolik faaliyetlerini yeterli bir

bigimde gerceklestiremedigini géstermektedir.

Laktik Asit (g/L)
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Sekil 7.31. Bugday kepeginin kullanildif1 besi ortaminda zamanla laktik asit miktarinin degigimi.
( KH: 150 rpm,v T: 30 °C, baglangi¢ pH : 6, bugday kepegi S0 g/L :
@ : bugday kepegi, < : bugday kepegi ve 50 g/L glikoz)
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Sekil 7.32. Bugday kepeginin kullanildi1 besi ortammnda zamanla ortam pH’smmn degisimi.
"~ ( K.H: 150 rpm, T: 30 °C, baslangtg  pH : 6, bugday kepegi 50 g/L :
@: bugday kepegi , O : bugday kepegi ve 50 g/L glikoz)

7.2. Erlenlerde Tutuklanms Haldeki Mikroorganizmalarla Yapilan Deneyler

Erlenlerde tutuklanmug mikroorganizmalarla yapilan ¢alismalarda, karbon
kaynaginm etkisini inceleyebilmek icgin, glikoz ve melas iceren besi ortamlarinda

cahgilmugtir.

7.2.1. Glikoz Igeren Besi Ortaminda Yapilan Deneyler

7.2.1.1. Glikoz Keonsantrasyonunun Etkisi

Daha dnce serbest haldeki mikroorganizmalarla yapilan deneylerde yiiksek glikoz
konsantrasyonunun laktik asit {iretimi iizerine represyon etkisi yaptigi bulunmustu.
Mikioorganizmalar immobilize haldeyken farkli karakterler gosterebileceklerinden,
benzer deneyler fiziksel adsorbsiyonla poliliretan destek maddesine tutuklanms
Rhizopus oryzae igin de yapimstir. Bunun i¢in 100, 150, 200 ve 250 g/L gibi dort
farkh, baslangic glikoz konsantrasyonunda cabgilmgtir. - Elde edilen sonuglar
Sekil 7.33 ve 7.34’ de verilmistir.
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Sekil 7.33’de glikoz konsantrasyonunun laktik asit {iretimine etkisi goriilmektedir.
Serbest mikroorganizma ile yapian deneylerde oldugu gibi, en yiiksek laktik asit
tiretimi 150 g/ glikoz konsantrasyonunda olmustur. Artan glikoz konsantrasyonu ile
elde edilen laktik asit miktar1 azalmistir. Bu sonug yiiksek glikoz konsantrasyonunun
laktik asit iiretiminde represyon etkisinde bulundugu yorumunu desteklemektedir. 150
g/L glikoz konsantrasyonu i¢in elde edilen iiriin miktar1 ve {iretim hizinmn, yapilan diger
cahgmalara gére ¢ok iyi sonug verdigi gériilmektedir. Rhizopus oryzae ‘nin immobilize
halde kullaniminin laktik asit tiretimi igin uygun oldugu s6ylenebilir.

Sekil 7.34’de Rhizopus oryzae ‘nin immobilize halde kullamldify, glikoz igeren
besi ortammndaki pH degisimi verilmektedir. Baglangic pH’smmn 6 oldugu her dort
konsantrasyon igin ortam pH’s1 esit hizda diigiip, CaCO; destegi ile yiikselen pH aym
diizeyde tutulabilmigtir.
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Sekil 7.33. Immobilize mikroorganizmanin kullanildig: farkhi glikoz konsantrasyonlarinda laktik
asit miktarmin  zamanla degigimi. ( K.H:; 150 rpm, T:30°C, baslangic pH: 6,
glikoz g/L : A:100, A:150, &: 200, €:250)
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Sekil 7.34. Immobilize mikroorganizmanin kullamldigi farkh glikoz konsantrasyonlarinda
ortam pH’ sinin zamanla degisimi, ( K.H: 150 rpm, T: 30 °C, baglangi¢ pH: 6,
glikoz g/L: A:100, A:150, O: 200, ¢:250)

7.2.1.2. Baslangic pH ‘stmin  Etkisi

Tutuklanmig mikroorganizma iizerinde baslangfg: pH etkisini gozlemek amaciyla
laktik asit {iretim prosesi bes farkli baglangic pH degerinde (4, 5, 6, 7 ve 8)
gerceklestirilmistir. Sonuglar Sekil 7.35 ve 7.36°da sunulmustur.

Farkli baslangig pH degerlerinde iiretilen laktik asidin zamanla degisimi
Sekil 7.35’de goriilmektedir. Baslangic pH’larnnin farkh degerlere ayarlanmasi, laktik
asit konsantrasyonunu ¢ok fazla etkilememistir. Ancak pH 6 baslangic degerinde daha
kararl bir tiretimin oldugu goriilmektedir. Biitiin baglangic pH degerlerinde, laktik asit
tiretimi hemen hemen aym olmakla beraber, pH 6 ve 7 i¢in elde edilen degerlerin
nispeten daha iyi oldugu soylenebilir. Bu da Rhizopus oryzae igin nétrale yakin
ortamlarm daha uygun oldugunu gdstermektedir. '

Sekil 7.36’da bes farkh baslangic pH’sinda, ortam pH’smmn zamanla degisimi
verilmigtir. Bu degigim, diger ¢aligmalarda elde edilen pH degisimlerine benzerlik

gostermektedir.
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_Sekil 7.35. Immobilize mikroorganizmanm kullanildigt farkl baglangig pH’sinda laktik asit miktarmmn

zamanla degigimi. ( K.H: 150 rpm, T: 30 °C, glikoz: 150 g/L, baglangig pH’si: 4: 4,
15, A:6, A7, O:8)
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Sekil 7.36. Immobilize mikroorganizmanmn kullamldigi farkli baslangic pH’sinda ortam pH’smin
zamanla degisimi. ( K.H: 150 rpm, T: 30 °C, glikoz: 150 g/L, baslangic pH’s1: 9: 4,
O:5 A:6, A:7, O:8)
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7.2.1.3. Baslangic Spor Konsantrasyonunun Etkisi

Tutuklama igleminin destek maddesi lizerinde kendilifinden oldugu (bu ¢alismada
fiziksel adsorbsiyon) sistemlerde, aslamada kullanilan baslangig spor konsantrasyonu
oldukca Onemlidir. Bu durumu incelemek igin dort farkhh baslangic spor
konsantrasyonunun laktik asit {iretimi {izerine etkileri incelenmis ve sonuglar
Sekil 7.37°de sunulmugstur. Baslangi¢ spor konsantrasyonlar1 1x108, 1x107, 1x10° ve
1x10° spor/ml’dir. Agilanan spor miktar1 hemasitometrede sayilmistir. Sekilde
goriildiigti gibi farkh baslangic spor konsantrasyonlar, laktik asit lretimine OSnemli
derecede etki etmemis, ancak en yilksek laktik asit tretimi 1x10® spor/ml
konsantrasyonunda elde edilmistir. Cok diigiik miktarlarda spor kullammmu, laktik asit
{iretimini az da olsa geciktirmektedir.

Farklih baglangic spor konsantrasyonlarinda ortam pH’sindaki degisim
sekil 7.38°de verilmektedir. 24 saat icerisinde, her dort konsantrasyon i¢in de pH
degisimi birbirine yakin degerler olup, CaCO; ilavesiyle pH kontrol edilmeye
galisitmigtir.
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Sekil 7.37. immobilize mikroorganizmanin kullanildig: farkli spor konsantrasyonlarinda zamanla laktik
asit miktarinin deigimi. ( K.H: 150 rpm, T: 30 °C, glikoz: 150 g/L, baglangig pH’s1:6,
spor konsantrasyonu (spor/ml) : ®:1x10%, O 1x107, A: 1x10%, A: 1x10%)
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Sekil 7.38. Immobilize mikroorganizmanin kullamldig: farkh spor konsantrasyonlarinda zamanla ortam
pH’smimn degigimi. ( K.H: 150 rpm, T: 30 °C, §1ikoz: 150 g/L, baslangi¢ pH’s1:6, spor
konsantrasyonu (spor/ml ): @: 1x10%, &:1x107, A: 1x10°, A:1x10°)

7.2.1.4. Kangtirma Hizmm Etkisi

Mikroorganizmann  metabolik  faaliyetlerini etkileyebilecek en  Gnemli
parametrelerden biri de karistrma hizidir. Poliliretan destek maddesine tutuklanmis
mikroorganizmanm laktik asit liretimine, karigtirma hizinin etkisi 75, 150 ve 250 rpm
gibi U¢ farkh hzda incelenmigtir. Sekil 7.39°da goriildiigli gibi, immobilize haldeki
mikroorganizmanm iiretimine karigtrma hizinin etkisi Snemli olup, tiriin miktarm ¢ok
fazla degistirmektedir. En yiiksek laktik asit 150 rpm hizinda elde edilmistir. Cok
yiiksek karigtrma hizinda (250 rpm) iiriin miktarmin, 150 ve 75 rpm’e goére daha az
oldugu goriilmektedir. Bu durum, yiiksek karistrma hizinin mikroorganizmanin
morfolojik yapism olumsuz yonde etkilemesinden kaynaklanabilir. Laktik asit icin
gerekli olan misel olusumunun yliksek karigtirma hiziyla etkilenmesi de diisiik {iriin

miktari ile sonuglanmg olabilir.

Karigtrma hizimin incelendigi fermantasyon ortamlarmda pH degisimi gekil
7.40°da verilmigtir. Ik 24 saat iginde 75 rpm igin pH diisiisii az olup, 250 rpm i¢in bu
diistis hizh olmustur. Her ii¢ karigtirma hizinda 24 saat sonundaki pH diigiisii CaCOs3
ilavesiyle durdurulup, belli bir degerde kontrol edilmeye ¢ahgilmgtir. .
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Sekil 7.39. immobilize mikroorganizmanin kullanildig: farkli karistirma hizlarmda zamanla laktik asit

miktarmin degigimi. ( T: 30 °C, glikoz: 150 g/L, baslangigc pH’s1:6, karigtirma hizi (rpm):
O:75, €:150 , A250)
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Sekil 7.40. Immobilize mikroorganizmamin kullamildig1 farkh kangtrma hizlarinda zamanla ortam

pH’simin degigimi. ( T: 30 °C, glikoz: 150 g/L, baslangig pH’s1:6, karistirma hiz1 (rpm):
O:75,9:150 , A:250)
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7.2.2. Melas Iceren Besi Ortabmnda Yapilan Deneyler

Serbest haldeki mikroorganizmalarla yapilan ¢aligmalarda, karbon kaynag: olarak
melasin kullanildigi besi ortamlarinda melas konsantrasyonu arttikca olusan {iriin
miktarmmn da arttifi bulunmustu. Ayrica melasin kaynatilarak pastérizasyon islemine
tabii tutulmasiyla da fermantasyonun olumlu yénde etkilendigi gozlenmisti. Bu nedenle
tutuklanmig halde kullamlan mikroorganizmalarla yapilan deneylerde, 300 g/L
konsantrasyonunda kaynatiimig melas, substrat olarak segilmistir.

Sekil 7.41a ‘da zamanla laktik asit miktar1 arasindaki iliski verilmektedir.
Tutuklanms haldeki Rhizopus oryzae tarafindan karbon kaynagi hizh bir sekilde
tiketilmeye baglanmus ve zamanla olugan laktik asit miktar1 artmms, ancak glikozlu
ortamda yapilan c¢alismalarda elde edilen yiikksek laktik asit miktarlarina
ulagilamamusgtir. |
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Sekil 7.41. Immobilize mikroorganizmanmn kullanildifn melas iceren besi ortaminda laktik asit
miktarimin (a) ve ortam pH’sinin (b) zamanla degigimi. ( K.H: 150 rpm,  T: 30 °C, - »
baglangic pH : 6, melas : 300 g/L) AP
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Ortam pH’sinmn zamanla degisimi Sekil 7.41b ‘de goriilmektedir. pH’ da ¢ok
yliksek diistisler g6zlenmeyip, CaCO; ilavesiyle kararh bir pH degeri sergilenmistir.

7.3. immobilize Haldeki R.oryzae’ nin Tekrar Kullamlabilirligi (Repeated-Batch)

Immobilize haldeki mikroorganizmanin en biiylikk avantajlarindan biri de tekrar
kullamilabilirligidir. Poliiiretan destek maddesine tutuklanmus R.oryzae °’nin tekrar
kullandlabilirliini incelemek amaciyla besiyerlerinin belirli arahklarla degistirilmesi
yoluna gidilmistir. Daha 6nceden 150 g/L. glikoz konsantrasyonunda hazirlanan besiyeri
250 ml’'lik erlenlere 50 ser ml olacak sekilde konulmus, fermantasyonun gergeklestigi
kullamlmug besiyeri, aym Ozellikteki taze besiyeri ile steril kogullarda degistirilmistir.
Degistirme isleminin 2, 3, 4 ve 5 giinliik aralklarla yapilmasmin son iriin
konsantrasyonunu etkileyebilecegi diisiincesiyle, dort grup deney yapilmig ve elde
edilen sonuglar Sekil 7.42, 7.43, 7.44 ve 7.45°de verilmistir.

Sekil 7.42° de besiyerinin 2 giinlik araliklarla degistirilmesinin, fermantasyon
tizerindeki etkisi goriilmektedir. Degistirme igleminin 6 kez tekrarlandif1 fermantasyon
ortaminda laktik asit zamanla lineer olarak artmus, 6. degistirmeden sonra elde edilen

laktik asit miktar1 maksimum seviyede kalmis ve bundan sonraki degistirmelerde bu
miktar hemen hemen aym degerde korunmustur.

(o) D
(=] o
2 3

F-Y
o
.

20 -

Laktik Asit (g/L)
w
o

10 4

~—

0 200 400 600 800

Zaman (saat)

Sekil 7.42. immobilize  Rhizopus oryzae’ nin tekrar  kullanilabilirligi. ( 2 ginlik arahklarla
yapilan degistirmeler. K.H. : 150 rpm, T: 30 °C, baslangig pH : 6, glikoz: 150 g/L) .o+~ "
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Sekil 7.43° de kullamlmig besiyerinin taze besiyeri ile 3 giinlik araliklarla
degistirilmesinin {irin miktarma etkisi verilmektedir. Sekilde de gorildugi gibi, ik
degistirmelerde laktik asit miktar1 maksimuma ulagmus, 7. degistirmeden sonra bu
miktar korunamamis ve belirgin bir diislis g6zlenmistir.

Sekil 7.44° de besiyerinin 4 giinlilk araliklarla tazelenmesinin, fermantasyon
verimi {izerine etkisi goriilmektedir. Ik degistirmelerde laktik asit miktar1 maksimum

bir seviyede iken, 7. degistirmeden sonra {iriin miktarmmda azalma goriilmiistiir .

Sekil 7.45° de besiyeri ortammin 5 giinliik araliklarla degistirildigi deneylerin
sonuglart verilmektedir. Fermantasyon baslangicindan 5 giin sonra taze besiyerinin
eklendigi durumda maksimum {irin olugmug, bundan sonraki 5 defalik degistirmeler ile
bu seviyeye yakin bir iriin elde edilmis ancak son iki degistirmede triin miktar
diigmustiir.
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Sekil 7.43. Immobilize  Rhizopus oryzae’ nin tekrar kullanilabilirligi. (3 giinlitk araliklarla
yapilan degistirmeler. K.H. : 150 rpm, T: 30 °C, baglangig pH : 6, glikoz: 150 g/L)
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Sekil 7.44. Immobilize  Rhizopus oryzae’ nin  tekrar  kullamlabilirligi. ( 4 giinliik araliklarla
yapilan degistirmeler. K.H. : 150 rpm, T: 30 °C, baslangig pH: 6, glikoz: 150 g/L)
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Sekil 7.45. Immobilize  Rhizopus oryzae’ nin  tekrar kullamlabilirligi. (5 giinlik araliklarla
yapilan degistirmeler. K.H. : 150 rpm, T: 30 °C, baslangig pH: 6, glikoz: 150 g/L)

Besi yeri degisiminin dort farkh arahkta yapildign bu caligmalar kiyaslamak
amaciyla sonuglar Sekil 7.46° da toplu olarak verilmektedir. Degistirme isleminin 2, 3,
4 ve 5 ginliik araliklarla olmasmm, laktik asit olusumuna etkisi goriilmektedir. Sekilde
de gozlendigi gibi en iyi sonuglar 2 giinliik araliklarda yapilan ¢aligmalarda eldegﬁw'““““%
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Sekil 7.46. Immobilize  Rhizopus oryzae’ nin  tekrar  kullamlabilirligi. ( K.H. : 150 rpm,
T: 30 °C, baslangig pH: 6, glikoz: 150 g/L).

edilmistir. Uriin miktar1 tekrarlanma sayisiyla lineer bir sekilde artnmg, 6. tekrarlamada
maksimuma ulagmig ve bundan sonraki tekrarlamalarda bu maksimum {iriin seviyesi
korunmugtur. Diger ti¢ grupta yapilan deneylerde, ilk tekrarlanma sayilarinda yiiksek
miktarda {irlin elde edilmiy ancak daha sonraki tekrarlanma sayilarinda
mikroorganizmanin iiriin verme yetenegi azalmistir. Bu durum, immobilize R.oryzae ile
laktik asit iiretiminde maksimum iiretim 4. giinde gergeklesirken, boyle bir strateji ile

maksimum {irlin konsantrasyonunun 2 giine ¢ekilebilecegini agik¢a gostermektedir.

7.4. Biyoreaktorde Serbest Haldeki Mikroorganizma ile Yapilan Deneyler

Deneylerde, pH, sicaklik, hava akig hiz1 ve karistirma hiz1 Slgiilebilen ve kontrol
edilebilen 800 ml ¢aliyma hacmine sahip 1 L °lik biyoreaktdrde, R.oryzae’ nin gelisimi
ve laktik asit iiretimi incelenmigtir. Fermantasyon sartlar1 segilirken, erlenlerde serbest
mikroorganizma ile glikozlu ortamda yapilan deneylerde belirlenen optimum sartlar
dikkate alinmistir. Buna gore, 150 g/L. glikoz konsantrasyonunda, 30 °C sicaklikta,
6 baslangic pH’sinda, 1x10® spor/ml spor konsantrasyonunda ve bu sartlara ek olarak. .
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600 ml/dk hava akiy hizi ve 400 rpm karigtrma hizinda calsilmgtir. Ortamin
nétralizasyonu igin, 24 saat sonra steril sartlarda 30 g/I. CaCO; ilave edilmistir.

Sekil 7.47. ’de, kanigtrmali biyoreaktorde 150 g/L glikoz igeren fermantasyon
ortaminda zamanla olusan laktik asit miktar1 arasindaki iligki goriilmektedir. Zamanla
laktik asit degisimi, erlenlerde serbest mikroorganizma ile yapilan deneylerde elde
edilen sonuglara benzer bir egilim gostermektedir. Sekilden de goriildiigii gibi, zamanla
olusan laktik asit miktar1 artmig, 216. saatte maksimuma ulagmis ve daha sonra hemen
hemen sabit bir seviyede kalmustir. 430 saat stirdiiriilen fermantasyon sonunda bile
laktik asit miktar1 yiiksek bir seviyede tutulmustur. Bu da R.oryzae’ den laktik asit
iretiminde, Olgek biylitmenin (scale-up) fermantasyon verimi iizerine olumlu bir

etkisinin oldugunu géstermektedir.
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Sekil 7.47. Biyoreaktorde serbest mikroorganizma ile yapilan deneyde fermantasyon ortaminda zamanla

laktik asit miktarmin degisimi. (T: 30 °C, glikoz: 150 g/L, baglangi¢ pH’st: 6, karistirma hizi
(rpm): 400, hava akig hizi(m1/dk): 600 )
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Sekil 7.48. Biyoreaktérde serbest mikroorganizma ile yapilan deneyde fermantasyon ortaminda zamanla
pH’nn degisimi. (T: 30 °C, glikoz: 150 g/L, baslangi¢ pH’s1: 6, kanistirma hiza (rpm): 400,
hava akig hizi(ml/dk): 600 )

Sekil 7.48’ de ise zamanla fermantasyon ortammm pH degisimi verilmektedir.
pH’ daki degigim yapilan diger gahsmalara benzer bir egilim gostermektedir. 24 saat
icerisinde ortam pH’ s1 diigmiis, CaCOj; ilavesiyle yiikseltilen pH fermantasyon boyunca
hemen hemen aym seviyede tutulmustur.

7.5. Genel Sonugclar

 Erlenlerde serbest mikroorganizma ile 25-250 g/l arasinda degisen 7 farkh
glikoz konsantrasyonunda yapdan deneyler sonucunda, en yiiksek laktik asit
konsantrasyonu 150 g/l glikoz degerinde yaklagik olarak 60 g/l olarak elde edildi.

» Laktik asit fermentasyonu 4, 5, 6, 7 ve 8 baslangic pH degerleri i¢in
gerceklestirildiginde, en yiiksek laktik asit konsantrasyonu pH 6 degerinde gozlendi.

= 1x10%, 1x107, 1x10° ve 1x10° spor/ml baslangi¢ spor konsantrasyonunun laktik
asit liretimi {izerine etkisi incelendigi deneylerde, spor konsantrasyonunun maksimum
laktik asit konsantrasyonunda pek fazla degigime sebep olmadigi, ancak yiiksek spor
konsantrasyonlarinda iiretim hizinin daha izl bir sekilde gergeklestigi bulundu.
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= Laktik asit fermantasyonu 75, 150 ve 250 rpm gibi ¢ farkli karistirma hizinda
gergeklestirildiginde en yiiksek laktik asit konsantrasyonu 150 rpm degerinde elde
edildi.

» Karbon kayna@ olarak sakkarozun kullamldigy deneylerde maksimum laktik
asit konsantrasyonu, 50 g/l sakkaroz igeren ortamda 20 g/1 olarak belirlendi.

= Karbon kaynad: olarak kullanilan melas, besi ortamina farkli stratejilerde ilave
edildi. Melasin direkt olarak kullamildigi deneylerde artan melas konsantrasyonu ile
firetilen laktik asit konsantrasyonunun arttif gézlendi. Pastérizasyon sonrasi kullanilan
melasin laktik asit tiretimine pozitif yonde katkisi oldufu ortaya kondu. Yine pastérize
edilmis melasa yeast ekstrakt eklenerek olugturulan fermantasyon ortaminda, laktik asit

{iretim prosesinin diger durumlara kiyasla nispeten daha iyi oldugu sdylenebilir.

« Substrat olarak %10, 20 ve 40 (w/w) oraminda kegiboynuzunun kullamldign
deneylerde laktik asitin zamanla degisimi kararsizhik gostermektedir.

= Keciboynuzu igeren ortama “glikoz”, “tuz ¢ézeltisi” ve “glikoz+tuz ¢6zeltisi”

ilavelerinin laktik asit fermantasyonu {izerine olumlu etkisi olmamaktadir.

* %40-50 oraninda yeker igerifine sahip kegiboynuzu ekstraksiyonu sonucu elde
edilen ekstrakt dogrudan dogruya, tuz ¢6zeltisi ilavesiyle ve siiziilmeden lapa halinde,
i¢ farkh sekilde fermantasyon ortaminda kullaniimasi Sonucunda, en iyi iiretimi
ekstraktin siiziilerek dogrudan dogruya kullamilmasi vermektedir.

= Bugday kepegi, laktik asit tiretiminde uygun bir karbon kaynag degildir.

» immobilize mikroorganizma ile farkl: glikoz konsantrasyonlarinda yapilan
deneylerde maksimum laktik asit konsantrasyonu 150 g/l glikoz degerinde, 88.75 g/l
olarak elde edildi.

= Farkl: baslangi¢ pH degerlerinin iiretim iizerinde 6nemli bir etkisi yoktur.

= Serbest ortamda yapilan deneylerde oldugu gibi, immobilize sistemde de
baslangi¢” spor konsantrasyonunun laktik asit iiretimi izerine kayda deger bir etkisi
olmamaktadir.
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» immobilize kiiltiir sisteminde en yiiksek laktik asit 150 rpm kanistirma hizinda
elde edilmektedir.

» Karbon kaynagi olarak melasin kullamldifi immobilize sistemde, elde edilen

laktik asit miktan, glikozlu ortama gére oldukga diigiik bir degerde kaimaktadir.

*» Immobilize R.oryzae’ nin tekrar kullamlabilirliginin 6lgiildigii deneylerde en iyi
strateji, kullanilmug besiyerinin 2.giinde taze besi yeriyle degismesi olarak belirlendi.
Mikroorganizma, boyle bir strateji ile 30 giinlitk bir zaman peryodu boyunca kararh bir

sekilde laktik asit Giretimini gergeklestirebilmektedir.

» |-L kapasiteli biyoreaktorde yapilan deneyde maksimum laktik asit {retimi
216.saatte yaklagtk 103 g/l olarak elde edildi.

* Yapilan tiim deneylerde zamanla ortam pH smun degisimi hemen hemen aym
egilimi gostermektedir. Itk 24 saatte pH 2+0.5 degerine diismekte, CaCOs ilavesi ile pH
yukselmektedir.
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9. EKLER

Ek1
Seker Pancar1 Melasinin Ortalama Bilesimi (Goksungur, 1998).

Kuru madde: % 75-78
Sakkaroz: % 46-47
Invert seker: % 0.5-1.1
Rafinoz: % 1.0
Kiil: % 8-9
Toplam azot: % 1.8-2.0
Ugucu asitler: % 1.2

Kiikiirtdioksit: % 0.05
Yopunluk(g/em®) :  1.353
Viskozite(p) : 120

: REE kX
e
iy S
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Ek 2
Kegiboynuzunun Bilegimi
Nem : % 10-15

Toplam seker : % 40-50
(glikoz, fruktoz, sakkaroz ve maltoz)

Protein : %34
Pektin : % 1-2
Seliiloz : %7
Hemiseliloz : %5
Fenolik bilegikler : % 20

Yag : %0.5-1.0
Kiil : %23
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Ek3

Bugday Kepeginin Bilesimi

Nem: %8
Kuru madde: % 92
Ham protein: % 15.5
Ham seliiloz: % 11.16
Yag: % 5.13
Kiil: % 4.79
Organik maddeler: % 87.17

Nemsiz ekstrakt maddeleri: % 55.39

Eser elementler:

Ca : %0.17
P :%12
Mg: % 0.5
Na : % 0.07
K :%038
Cl : %0.08
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Ek 4

Fermantasyon ortamundan belirli araliklarla alman numunelerde, laktik asit
konsantrasyonunu 6lgmek i¢cin HPLC (High Pressure Liquid Chromotography)
kullamlmigtir. Laktik asidin bilinen konsantrasyonlarda hazirlanan c¢ozeltileri ile
kalibrasyon egrisi olusturulmugtur. Bu amagla hacimce % 1° lik laktik asit ¢dzeltisi,
HPLC’ nin ¢aligma aralifina diismesi icin 20, 30, 40, 50 ve 60 kat seyreltilerek standart
¢ozeltiler hazirlanmigtir. Seyreltmeler mikropipet kullamlarak yapilmustir. Laktik asit
i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi asagida verilmistir.

14000000 -
12000000 -
§ oonem y = 1E+08x - 427993
5 8000000 1 RZ =0.9918
& 6000000
4000000 -
2000000 -
0 . - : . . y
0 002 004 006 008 01 012
Laktik Asit Kons. (% hacimce)

Ornek hesaplama:

50 g/L sakkaroz konsantrasyonunda, pH:6’ da, 150 rpm kangtrma hizinda,
serbest mikroorganizma ile yapilan deneyin 120. saatinde alman numunenin HPLC
analizi sonucunda pik alam 6727133 olarak bulundu. Bulunan bu degerden, kalibrasyon
egrisinden faydalamlarak ortamdaki laktik asit konsantrasyonu asafidaki sekilde

hesaplandi.

Laktik Asit(g/L) = ( Alan + 427993 ) x Diizeltme faktorii
1x 108

Diizeltme faktorii = Seyreltme oram1 x birim doniisiimii x yogunluk
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Ek5
Deneysel veriler:

Tablo E1. Farkli glikoz konsantrasyonlarinda laktik asit miktarmin zamanla degisimi. ( Sekil 7.1.)

Zaman(saat)] 25g/L.  |Zaman(saat)| 50g/l.  |Zaman(saat)| 7T5g/L
0 0 0 0 0 0
11 2.0691 17 0968 | 11 1,0406
21 2.6136 46.25 12.1 16 1.0285
36 1.0285 68.75 13.31 20 1.0285
59.5 1.0285 90 15.73 35 5.687
89.5 1.0406 95.85 16.2 64.5 14,157
137 1.089 113.33 15.73 114 19.239
178 15.609

Tablo E2. Farkh glikoz konsantrasyonlarinda laktik asit miktarinin zamanla degisimi. ( Sekil 7.2.)

Zaman(saat)| 100g/l.  |[Zaman(saat)] 150 g/l |Zaman(saat)) 200g/l, |Zaman(saat)] 250g/L
0 0 0 0 0 0 0 0

41.3 4.84 19 7.3 11 1.1253 11 1.223003
485 9.68 43 174 16 1.0527 16 1.042742
65.5 375 65 40 20 1.0406 20 1.066056
72.25 36 90 52 35 15.004 35 2.277673
105 38 120 59.95 64.5 10.97228 64.5 10.87108

137 34 140 55 87.5 6.5582 87.5 13.7611

178 53 114 10.4786 114 17.17787

178 23.595 155.5 28.81808

Tablo E3. Farkli glikoz konsantrasyonlarinda elde edilen maksimum laktik asit miktarlari. (Sekil7.3.)

Glikoz Max. Laktik Asit
(/L) (/L)

25 261

30 16.2

75 19.24

100 38.72

150 59.95

200 23.6

250 28.8

Tablo E4. Farkh glikoz konsantrasyonlarinda ortam pH’ sinin zamanla deigimi. ( Sekil 7.4.)

Zaman(saat)] 25g/1. |[Zaman(saat)] S50g/l. |Zaman(saat)| 7Sg/l. |
0 6 0 6 0 6
11 5.67 17 233 12 2.1
21 5.65 4625 6.69 35 6.62
36 8.7 68.75 6.77 64.5 5.9
59.5 82 90 6.97 114 6.29
89.5 8.1 95.85 6.59 178 6.62
137 8.06 113.33 6.85




95

Tablo E5. Farkli glikoz konsantrasyonlarinda ortam pH’ smin zamanla degisimi. ( Sekil 7.5.)

Zaman(saat)| 100g/L. _|Zaman(saat)| 150g/l. |Zaman(saat)] 200g/L. |Zaman(saat)] 250
0 6 0 6 0 6 0 6
18 32 19 231 11 28 11 2.89
413 7.1 43 5.94 16 2.96 16 291
48.5 6.36 65 6.09 20 25 20 2.76
65.5 6.02 90 6.11 35 717 35 6.6
72.25 6.2 120 6.29 64.5 5.81 64.5 5.83
137 6.5 140 5.68 87.5 5.8 875 5.7
178 5.38 114 5.65 114 5.64
178 52 155.5 5.66

Tablo E6. Farkli baglangi¢ pH degerlerinde laktik asit miktarinin zamanla degisimi. ( Sekil 7.6.)

Zaman | pH4igin | Zaman | pHSigin | Zaman | pH6icin | Zaman | pH7icin { Zaman | pH 8igin
(saat) LA.(g/L)! (saat) |L.A.(g/L)| (saat) LA.(g/L)| (saa) |L.A.(g/L)| (saat) L.A. (g/L) |
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
145 1.0285 145 1.1374 19 7.3 17 | 1.245801 17__ | 1.161506
21.1 1.0285 211 1.0406 43 174 41 3247923 | 41 6.318676
40 2057 40 1.8997 65 40 68.5 | 21.46338 | 68.5 | 3348752
44.8 2.8072 4438 3.7752 90 52 91 4245882 | 91 45.5361
64.5 15.2944 64.5 14.3022 120 59.05 119 30 119 357
88.5 284592 88.5 24,5751 140 35 142 25.10162 142 30
157 26.0997 157 27.3097 178 53 159 2 159 295012
169 24.5

Tablo E7. Farkhi baglangic pH degerlerinde ortam 'pH’smm zamanla degigimi. (Sekil 7.7.)

pH 4 igin pH 5 igin pH 6 igin pH 7 i¢in pH 8 igin
Zaman pH Zaman pH Zaman pH Zaman pH Zaman pH

(saat) degisimi (saat) depisimi (saat) degisimi (saat) deBisimi (saat) defisimi

0 4 0 5 0 6 0 7 0 8

145 2.65 14.5 2.66 19 2.31 17 205 17 233
21.1 24 21.1 236 43 5.94 41 5.96 41 6.01
40 6.94 40 6.85 65 6.09 68.5 5.76 68.5 5.66
44.8 6.17 44.8 6.86 90 6.11 91 5.23 91 547
64.5 5.88 64.5 6.25 120 6.29 119 5.34 119 4.76
88.5 5.65 88.5 5.72 140 5.68 142 5.75 142 528
157 4.19 157 4.03 178 538 159 5.6 159 531
169 5.6

Tablo E8. Farkl1 baglangi¢ spor konsantrasyonlarinda laktik asit miktarinin zamania degigimi. (Sekil 7.8.)

Zaman | 1x10° igin | Zaman | 1x10'igin | Zaman | 1x10%iin | Zaman | 1x10° igin
(sasf) | L.A(gL) | (saa) LA(/L) | (saat) | LA (L) | (s#a) | LA.(gL) |
0 0 0 0 0 0 0 0
19 73 17 2.890008 17 1.166254 17 1.091858
43 174 e} 7.181957 42 3357126 42 3.184052
65 40 67 1451229 67 12.79389 67 3.753205
90 52 1105 60.5 1105 5323154 110.5 58.6108
120 59.95 133.5 58 1335 52 1335 55
140 55
178 53




96

Tablo E9. Farkli baglangi¢ spor konsantrasyonlarinda ortam pH’smin zamanla degigimi. (Sekil 7.9.)

Zaman | 1x10°igin | Zaman | 1x10 igin | Zaman | 1x10%igin | Zaman | 1x10°iin
(saat) pH (saat) pH (saat) pH (saat) pH
0 6 0 6 0 6 0 6
19 231 17 2.62 17 3.77 17 4.62
43 5.94 £ 6.39 £ 6.98 42 6.16
65 6.09 67 5.93 67 5.94 67 6.68
90 6.11 110.5 478 110.5 4.65 110.5 475
120 629 133.5 4.17 133.5 527 1335 5.74
140 5.68 140 3.93 140 5.11 140 537
178 5.38

Tablo E10. Farkll kanigtirma hizlarinda laktik asit miktarin zamanla degisimi. (Sekil 7.10.)

Zaman(saat)] 75rpm  !Zaman(saat)| 150 rpm |Zaman(saat)] 250 rpm
0 0 0 0 0 0
22 5.603629 19 7.3 21 16.77579
49 6.646644 43 174 43 328
66 25.04504 65 40 73 44.7
915 40.06039 ‘90 52 94.5 46.19809
120 37 120 59.95 1375 38.38405
140 55
178 53

Tablo E11. Farkh karigtirma hizlarinda ortam pH ’sinin zamanla degisimi. ( Sekil 7.11.)

Zaman(saat)] 75rpm  |Zaman(saat)] 150 rpm |Zaman(saat)| 250 rpm

0 6 0 6 0 6

22 2.18 19 231 21 1.78

49 5.62 43 594 43 6.09

66 5.32 65 6.09 73 5.28

91.5 4.72 90 6.11 94.5 5.69

120 4.6 120 6.29 1375 5.45

140 5.68 143.5 5.66

178 5.38

Tablo E12. Farkli sakkaroz konsantrasyonlarinda laktik asit miktarinimn zamanla degisimi. ( Sekil 7.12.)

Zaman(saat)| 5g/L sak. |Zaman(saat)| 30 g/L sak. |Zaman(saat}| 50 g/L sak. |Zaman(saat) | 100 g/L sak. |
0 0 0 0 0 0 0 0
125 1.1011 12.5 1.0285 115 1.0769 14.5 0.1035746
17 . 1.0285 18 1.0285 18.5 1.1616 215 1.0285
37 1.0527 37 13915 48 5.7354 40 1.694
42 1.0285 42 2.8072 57 18.5977 64 2.5
59.5 1.0769 60 8.7604 75.1 19.3 88.5 3.3759
86 1.0648 65.2 10.9263 80 20.0739 157 1.3431
156 1.0285 86 9.1 120.5 173151 188.5 1.4762
112 9 191 15.9478
156 9.1476
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Tablo E13. Farkli sakkaroz konsantrasyonlarmda ortam pH’smin zamanla degigimi. (Sekil 7.13. )

Zaman(saat)| 5g/L sak. |Zaman(saat)| 30 g/L sak. |Zaman(saat)} 50 g/L sak. |Zaman(saat)| 100 g/L sak.
0 6 0 6 0 6 0 6
12.5 3.65 12.5 2.72 11.5 3.38 14.5 2.86

17 3.66 18 253 18.5 33 21.5 246
37 7.89 37 6.55 48 6.53 40 723
42 7.8 42 643 57 597 64 7.37
59.5 7.82 60 6.03 80 6.28 88.5 7.29
86 7.85 652 6.49 120.5 7.86 157 7.59
156 7.51 86 6.69 191 7.85 188.5 728

112 6.76

156 7.88

Tablo E14. Farkli melas konsantrasyonlarinda laktik asit miktarmin zamanla degisimi. ( Sekil 7.14.)

Zaman(saat)] 75g/L. |Zaman(saat)| 150g/L 300 g/L. 400 g/L,

0 0 0 0 0 0
23 7.919927 40 6.78 10.73 11.6
41 4488528 65 11.31 15.67 18.78
62 4.864948 89 15.2 14.16 31.51
88 | 4.568827 119 27.68 24 37.20
110 4.640396 135 5.3 1097 35.11
134 4811173 162 11.8 16.77 15.17
158 4.118304

Tablo E15. Farkli melas konsantrasyonlarinda ortam pH’ sinm zamanla degigimi. ( Sekil 7.15.)

Zaman(saat)| 75g/L. |Zaman(saat)| 150 g/L 300 g/L. 400 g/LL
0 6 0 6 6 6
20 4.89 24 3.25 3.84 2.96
23 6.89 40 7.53 7.76 7.28
41 8.01 65 798 7.58 7.81
62 8.16 89 8.13 8.13 8.04
88 8.25 119 81 7.98 6.91
110 824 135 8.09 8.08 8.01
134 8.26 162 793 7.95 79
158 8.14

Tablo E16. Kaynatilmis melasin farkhh konsantrasyonlarinda laktik asit miktarinin zamanla
degisimi. (Sekil 7.16.)

Zaman(saat)] 75g/LL 150 g/L 300 g/L 400 g/L.
0 0 0 0 0
38 8.7604 246235 17.0126 28.1688
63 11.495 242 26.499 3146
87 9.7647 16.577 28.5681 30
139 8.5426 15.125 38.0061 49.2833
159 10.3576 17.424 25.5552 46.9843
188 10.5875 15.2944 24.5872 18.271
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Table E17. Kaynatilmiy melasin farkh konsantrasyonlarinda ortam pH’sinin  zamanla
degisimi.(Sekil 7.17.)

Zaman(saat)] 75g/L 150 g/L 300 g/L 400 g/L
0 6 6 6 6
20 458 3.86 326 2.53
38 1.77 7.58 72 723
63 7.89 1.77 7.41 712
87 7.92 7.87 743 7.28
139 7.9 8.26 762 6.87
159 7.92 8.61 7.65 6.83
188 7.92 791 7.88 74

Tablo E18. Yeast ekstrakt igeren kaynatilmis melasin farkli konsantrasyonlarinda laktik asit miktarinin
zamanla degisimi. (Sekil 7.18.)

Zaman(saat)| 75g/L 150 g/L. 300 g/L. 400 g/L.
0 0 0 0 0

41 11.5918 20.57 26.8378 32.67
65 14.4474 27.225 32.3191 49.1986
93 15.246 23.8612 3509 35453
116 14.9556 19.5778 39.3 34.4487
137 9.8252 14.3022 34243 25.7972
167 33.6985 37.026 42955

Tablo E19. Yeast ekstrakt iceren kaynatilmig melasin farkli konsantrasyonlarinda ortam pH’sinin
zamanla degigimi. (Sekil 7.19.)

Zaman(saat) {75 g/L 150 g/LL 300 g/L 400 g/L

0 6 6 6 6

20 452 3.86 3.56 3.15

41 7.94 7.55 7.32 7.03

65 8.18 8.07 197 701

93 7.85 8.16 8.08 7.56

116 8.25 8.13 8.02 7.6

137 8.3 791 8.02 8.72

167 8.26 8.18 8.06 79

Tablo E20. Melasin farkh bigimde kullanildi1 besi ortaminda laktik asit miktarmm zamanla
degisimi.( Sekil 7.20.) ( *:melas, **: kaynatilmig melas, ***:Kaynatilmig melas + 10 g/L yeast ekstrakt)

Zaman(saat) | ¥ Zaman(saat) |** Zaman(saat) [%¥%¥%

0 0 0 0 0 0
40 10.73 38 17.0126 41 26.8378
65 15.67 63 26.499 65 323191
89 14.16 87 28.5681 93 35.09
119 24 139 38.0061 116 393
135 10.97 159 25.5552 137 34.243
162 16.77 188 24.5872 167 37.026
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Tablo E21. Melasin farkli bigimde kullamildigi besi ortaminda pH’nimn zamanla degisimi. (Sekil 7.21.)
( *:melas, **: kaynatilmig melas, ***:Kaynatilmig melas + 10 g/L yeast ekstrakt)

Zaman(saat) * Zaman(saat) *% Zaman(saat) ok
0 6 0 6 0 6
24 3.25 20 3.26 - 20 3.56
40 753 38 72 41 7.32
65 7.98 63 741 65 7.97
89 8.13 87 743 93 8.08
119 8.1 139 7.62 116 8.02
135 8.09 159 7.65 137 8.02
162 793 188 7.88 167 8.06

TableE22. Farkh kegiboynuzu konsantrasyonlarimda zamanla laktik asit miktarinin degigimi.(Sekil 7.22.)

Zaman(saat)| % 60 k.b. |Zaman(saat)| % 80 kb, |Zaman(saat)| % 90 kb,
0 0 0 0 0 0
16 289 42 11.96 47 14.15
41 10.97 68 10.21 2 14.65
65 12.8 112 15.79 115 13.64
66 22 140 22,68 139 23.54
93 361 234 12.79 165 14.4
140 3.16 333 16.25 289 13.2
355 17.57

Tablo E23. Agirlikca % 10 kegiboynuzu igeren besi ortaminda zamanla laktik asit miktarimn ve
ortam pH’sinin deBigimi. (Sekil 7.23)

Laktik Asit
Zaman(saat) pH (g/L)
0 6 0
47 2,96 14,152412
90 6,1 14,654939
114,5 71 13,644541
138,5 7,29 23,545709
165 6,99 14,40597
289 6,93 13,20807

Tablo E24. Agirlik¢a % 10 kegiboynuzu ve 50 g/L glikoz katkis1 igeren besi ortaminda zamanla laktik
asit miktarinin ve ortam pH’smun degisimi. (Sekil 7.24)

Zaman pH Laktik Asit
(saat) (/L)
0 . 6 0
66,5 7,14 9,1722646
98,5 7,02 11,89914
123,5 713 11,046409
140 7,15 10,940936
1675 6,66 20,458273
191 7,14 13,884237
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Tablo E25. Agirlikga % 10 kegiboynuzu ve tuz ¢ozeltisi iceren besi ortaminda zamanla laktik asit
miktarinin ve ortam pH’sinin degisimi. (Sekil 7.25)

Zaman pH Laktik Asit
(saat) (g/L)
0 6 0
50 6,48 4,8778004
66 6,27 4,8166712
93 522 6,1941546
117 5,34 10,591266
161 6,62 31,459003
185 6,38 7,5815502
213 6,52 4,4707177

Tablo E26. Agirlik¢a % 10  kegiboynuzu ile 50 g/L glikoz ve tuz ¢6zeltisi iceren besi ortaminda
zamanla laktik asit miktarmin (@) ve ortam pH’smm (b) degisimi. (Sekil 7.26.)

Zaman pH Laktik Asit
(saat) /L)
0 6 0
50 6.35 4.85152888
66 555 5.06596992
93 641 25.7764267
117 6.07 22.5547969
161 547 10.1676784
185 541 21.860586
213 528 26.7222498

Tablo E27. Kegiboynuzu ekstraktlarmnmn farkli bigimde kullamildigt besi ortaminda zamanla laktik asit
miktarmin degigimi. ( Sekil 7.27.)(*:Ekstrakte edilip siiziilmiig kegiboynuzu, **: Ekstrakte edilip
stizillmiig kegiboynuzuna tuz ¢bzeltisi katkisi, ***: Ekstrakte edilmis -lapa halindeki kegiboynuzu )

Zaman(saaft) * Zaman(saat) ek Zaman(saat) sk

0 0 0 0 0 0
50 23.76865 50 13.22545 50 7.80548
67 29.83643 67 129 87 11.02141
87 32.03574 87 14.8 111 12.06447
111 336 111 24.85488 160 941334
135 36.86881 135 20.81947

160 3541584 160 12

Tablo E28. Kegiboynuzu ekstraktlarmm farkli bigimde kullanildift besi ortammda zamanla ortam
pH’sinin degigimi. (Sekil 7.28.)(*:Ekstrakte edilip siiziilmiis kegiboynuzu, **: Ekstrakte edilip siiziilmiis
kegiboynuzuna tuz ¢ozeltisi katkisi, ***: Ekstrakte edilmis lapa halindeki kegiboynuzu )

Zaman(saat) * Zaman(saat) ok Zaman(saat) Sedee
0 6 0 6 0 6
24 248 24 225 24 2.89
50 593 50 5.68 50 6.08
67 6.37 67 6.18 87 6
87 6.36 87 6.09 111 5.98
111 6.21 111 6.28 160 59 * ’\ .
135 638 135 6.06 ’
160 6.53 160 6.36
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Tablo E29. Kegiboynuzu ekstraktlarinn seyreltilerek kullanildigt besi ortaminda zamanla laktik asit
miktarinin degigimi. ( Sekil 7.29.)

Zaman(saat) 0% Zaman(saat) 25% Zaman(saat) 50% Zaman(saaf) 5%
0 0 0 0 0 0 0 0
50 23.76865 42 9.635533 42 12.31104 42 6.41692
67 29.83643 61 18.57728 61 14.46617 61 9.094493
87 32.03574 90 243 90 18.11594 90 9.760683
111 382 109 22.5 109 19.74156 109 10.04607
135 36.86881 133 19 133 15.96 133 10.25589
160 3541584 166 16 166 12.85 166 11.44164

Tablo E30. Keciboynuzu ekstraktlarmm seyreltilerek kullanildii besi ortammda zamanla ortam
pH’sinin  degigimi.( Sekil 7.30.)

Zaman(saat) 0% Zaman(saat) 25% Zaman(saat) 50% Zaman(saat) 5%

0 6 0 6 0 6 0 6

24 3.25 24 3.86 24 3.98 24 436

50 5.93 42 6.93 42 6.69 42 729

67 6.37 61 6.52 61 7.12 61 748

87 6.36 90 6.63 90 7.08 90 7.58

111 621 109 6.63 109 7.24 109 7.04

135 6.38 133 6.89 133 7.11 133 7.53

160 6.53 166 6.25 166 72 166 7.28

Tablo E31. Bugday kepeginin kullanildid1 besi ortaminda zamanla laktik asit miktarmnmn degisimi.
(Sekil 7.31. ) (*: 50 g/L bugday kepegi + 50 g/L glikoz, **: 50 g/L. bugday kepegi)

Zaman(saat) X Zaman(saat) b
0 0 0 0

21 23.47134 24 2.574832

44 22.36025 47 2.229757

87 156.0072 71 2.265813

120 13.63104 85 2.013917

136 10.44754 118 5.927674

142 4.339596

169 5781094

Tablo E32. Bugday kepeginin kullanildig1 besi ortaminda zamanla ortam pH’sinin degisimi. (Sekil 7.31.)
(*: 50 g/L bugday kepegi + 50 g/L glikoz, **: 50 g/L bugday kepegi)

Zaman(saat) * Zaman(saaf) fud
0 6 0 6
21 52 24 4.26
44 5.81 47 6.89
87 5.45 71 7.88
96 5.53 95 8.13
120 5.85 118 8.35
136 6.1 142 841
169 8.64
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Tablo E33. Immobilize mikroorganizmanin kullanildiga farkh glikoz konsantrasyonlarinda laktik asit
miktarmmn zamanla degisimi. (Sekil 7.33.)

Zaman(saat)] 100 g/L 150 g/L 200 g/L 250 g/L
0 0 0 0 0
H 9,87 1244 | . 825 3,72
70 32,74 40,1 24,18 134
98 50,1 65,9 245 16,86
118 44,1 88,75 39,1 20,43
141 41,9 74,87 44,52 57.8
165 52,1 58,15 51 39,5
188 52,31 56 50 23,1

Tablo E34. Immobilize mikroorganizmanin kullanildign farkli glikoz konsantrasyonlarinda
ortam pH’ smin zamanla degisimi. (Sekil 7.34.)

Zaman(saat)] 100g/L | 150g/L | 200g/L 250 g/L.
0 6 6 6 6
20 2,39 3,18 3,24 3,65
41 549 5.3 5.7 5.8
70 5,46 521 5.64 5,76
98 5.88 i3 5.83 5,87
118 43 52 547 574
141 6,04 47 5,79 5.86
165 5,78 45 5,56 5,78
188 6,04 424 4,66 5.89

Tablo E35. Immobilize mikroorganizmanin kullamldig: farkh baglangig pH’sinda laktik asit miktarinin
zamanla degigimi. ($ekil 7.35.)

Zaman(saat) pH4 pHS pH 7 pH 8 Zaman(saat) pH 6
0 0 0 0 0 0 0
28 4,64 5,22 39 2,44 41 12,44928
64 61,82 52 48 4443 70 40,06814
89,5 65 58,7 55,2 52 98 6591815
113,5 68,87 78,14 83,3 74,7 118 88,75
133,5 72,34 76,71 80 74,61 141 74,87261
160 78,42 72,45 88,74 76,33 165 58,15403
184 71,57 79,62 77,1 74,04 188 56

Tablo E36. immobilize mikroorganizmanin kullanildig1 farkli baslangig pH’sinda ortam pH’sinin
zamanla degisimi. ($ekil 7.36.)

Zaman(saat) pH4 pH 35 pH7 pH S Zaman(saat) pH6
0 4 5 7 8 0 ' 6

20 28 2,96 3.8 4,01 20 3,18
28 6,75 6,64 6,62 5,68 41 5.3

64 5,34 5,08 5,35 4,98 70 5.21
89,5 5.42 5,33 5,54 4,88 98 48
113,5 5,37 5,38 5,98 5,14 118 52
135,5 6,01 4,28 5,61 5,24 141 4,7
160 5.9 5,93 6,15 521 165 45

184 4,74 5,31 5,6 4,68 188 4,24
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Tablo E37. Immobilize mikroorganizmanin kullanildig: farkl spor konsantrasyonlarinda zamanla laktik
asit miktarmn degigimi. (Sekil 7.37.)

Zaman | 1x10%igin | Zaman | 1x107icin | 1x10%¢in | 1x10° icin
(aat) | rA(L) | (29 | LAGL) | LA@L) | LAGL)
0 0 0 0 0 0
41 12,44928 47 25,38 152 239
70 40,06814 71 331 45,01 36,84
98 6591815 100 456 67,96 66,7
118 88,75 137 63,82 78,36 68,9
141 7487261 161,5 82,9 83 83,1
165 58,15403 189 85 88,67 70,7
188 56,2 213 73,14 81,14 65,97

Tablo E38. Immobilize mikroorganizmanmn kullanildig: farkli spor konsantrasyonlarinda zamanla ortam
pH’sinin degisimi. (Sekil 7.38.)

Zaman | 1x10" jgin | Zaman | IxI0'icin | 1x10%cin | 1x10° icin
(saat) L.A.(g/L) (saat)) L.A(g/L) L.A.(g/L) L.A.(g/L)
0 6 0 6 6 6

24 3,18 24 32 2,84 2.35
41 53 47 5,54 6,12 5,87
70 51 71 49 3,89 5,36
98 48 100 3,83 4,63 4,13
118 52 137 449 44 3,92
141 47 161,5 3,78 43 3,96
165 45 189 271 44 38
188 424 213 5,1 447 3,79

Tablo E39. Immobilize mikroorganizmanin kullanildigs farkh karistirma hizlarinda zamanla laktik asit
miktarinin degisimi. (Sekil 7.39.)

Zaman(saat)] 75rpm (Zaman(saat)| 150 rpm |Zaman(saat)| 250 rpm
0 0 0 0 0 0

43 12.07084 41 12.44928 24 2.235332

66 41.12657 70 40.06814 47 22.30903

94 56.19441 98 65.91815 71 37.5834

138 76.24961 118 88.75 95 49.08846

147 69.50234 141 74.87261 119 52.28559

169 40.58032 165 58.15403 145 50.77249
188 56.2 160 49

Tablo E40. immobilize mikroorganizmanin kullanildigs farkhi karigtirma hizlarinda zamanla ortam
pH’sinin degisimi. (Sekil 7.40.)

Zaman(saat)] 75rpm |Zaman(saat)] 150 rpm |Zaman(saat)] 250 rpm
1] 6 0 6 0 6
22 3.93 24 28 24 1.95
43 6.18 41 3.89 47 6.2
66 5.68 70 53 71 6.1
94 5.5 98 5.21 95 5.9
138 5.92 118 48 119 5.8
147 6.16 141 52 145 543
169 5.01 165 47 160 54
188 45

RIS
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Tablo E41. Immobilize mikroorganizmanin kullanildigi melas igeren besi ortamimnda laktik asit
miktarinin (2) ve ortam pH’simnin (b) zamanla degisimi. ($ekil 7.41.)

Tablo E42. Immobilize

yapilan degistirmeler. ) (Sekil 7.42)

Tablo E43. Immobilize

kullanilabilirligi. ( 2 giinliik arahiklarla

yapilan degistirmeler.) (Sekil 7.43)

Zaman pH Zaman | Laktik Asit
{saat) (saat) (g/L)
0 6 0
24 3.98 455 17.212211
45.5 7.09 66.5 21
66.5 821 82 23
92 7.81 114 27.495007
114 832 142 21.498798
142 8.18 164 19.920997
164 8.18 188 13.982404
188 8.18
Rhizopus  oryzae’ nin  tekrar
Zaman Laktik Asit Zaman Laktik Asit
(saat) (g) (saat) (e/L)
0 0 Devam....] Devam...
48 29,96 3825 0
485 0 428 51,81
95 36 428,5 0
95,5 0 471,5 SLI1S
141,5 444 478 0
142 0 526 51,6
188.5 46,8 526,5 0
189 0 573 49
233 46,29 573.5 0
233,5 0 622 51,6
285 53 6225 0
285,5 0 670 53,4
333 534 670,5 0
3335 0 718 49,2
382 53,7 7185 0
Rhizopus oryzae’ nin  tekrar  kullamilabilirligi.
Zaman Laktik Asit Zaman Laktik Asit
(saat) (g/L) (saat) {g/L)
0 0 Devam... Devarnt...
72 48,69 579 41,31
72,5 0 579,5 0
147,5 51,26 651 4426
148 0 651,5 0
2195 50,46 723 41,16
220 0 723,5 0
291 51,3 795 36
2915 0 795,5 0
362,5 48,54 867 35,7
363 0 867.5 0
434 51,6 939 35,3
4345 0 939,5 0
506,5 52,3
507 0

(3 giinliik araliklarla




Tablo E44. Immobilize
yapilan degistirmeler.) (Sekil 7.44)

Tablo E45. immobilize Rhizopus oryzae’ nin

yapilan degistirmeler. ) (Sekil 7.45)

Tablo E46. Immobilize

Rhizopus oryzae’ nin

105

tekrar  kullanilabilirligi.

Zaman Laktik Asit
_(saat) (g/L)
0 0
52,70589 96
55 193,5
55,8 290
53,7 387
56 481,5
52,73537 577
53 675
43,59697 7
43,06914 863,5
41,10525 959

tekrar  kullanilabilirligi.

Zaman Laktik Asit
(saat) (g/L)
0 0
58,06981 120
50,80929 238,5
51,6 362
49,55302 483
52,8 601,5
50,46967 7235
42,67004 843,5
27,57247 960

Rhizopus  oryzae® nin

2.gitn icin 3.giin igin 4.gfin icin S.giin i¢in
Laktik Asit | Laktik Asit | Laktik Asit | Laktik Asit
Giin (/L) (&/L) (/L) (g/L)
0 0 0 0 0
1 29,96096 48,68768 52,70589 58,06981
2 36 51,26092 35 50,80929
3 444 50,46322 55,8 51,6
4 46.8 51,3 53,7 49,55302
5 46,2904 48,53653 56 52,8
6 53 51,60217 52,73537 50,46967
7 53,4 52,3 53 42,67004
8 53,7 41,31367 43,59697 27,57247
9 51,81181 4425749 43,06914
10 51,1499 41,16052 41,10525
11 51,59743 36
12 49 35,7
13 51,6 353
14 53,4
15 492

( 4 giinliik araliklarla

( 5 glinliik araliklarla

tekrar  kullamlabilirligi. (Sekil 7.46)
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Tablo E47. Biyoreaktorde serbest mikroorganizma ile yapilan deneylerde fermantasyon ortaminda
zamanla laktik asit miktarinin ve pH’nin degisimi. (Sekil 7.47 ve Sekil 7.48)

Zaman pH Laktik Asit
(saat) (e/L)
0 6 0
17 343 162275157
29 7.31 1,67946669
40 73 244758195
49 7 9,19927305
65 6,33 9,10506729
745 6,11 17,3904044
88,5 53 36,1097045
100 46 453617324
112 434 | 46,1337808
121 422 | 46,3594016
135 42 48,7703532
145 4,16 57,772441
159 41 58,356174
187 4,19 654251199
216 431 102,786754
235 43 92,1138246
263 431 90,8185571
307 431 91,7929235
330 433 | 88,175162
379 431 93,2216969
304 433 81,8943791
430 4,32 77,7664265
Ut
r.c. YUKSEXKOGRETIM KUR




