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OZET

SERBEST VE iIMMOBILIZE Rhizopus oryzae FUNGUSU iLE
LAKTIK ASIT URETIMININ OPTIMUM KOSULLARININ
BELIRLENMESI

COBAN, Isik

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Yrd. Dog. Dr. Sayit SARGIN

Agustos 2008, 136 Sayfa

Bu ¢alismada serbest ve immobilize Rhizopus oryzae NRLL-395 susu
ile laktik asit tretimi gergeklestirilmistir. Bes farkli karbon kaynaginin
(glukoz, nisasta, melas, peyniraltt suyu, bugday ruseym kiispesi)
kullanildig1 ¢alkalamali kiiltiir denemelerinde en yiiksek laktik asit verim
ve verimlilik degerleri % 10 (agirlik/hacim) glukoz konsantrasyonunda
sirastyla % 78 (g/g) ve 0.87 g/L.saat olarak elde edilmistir. Karbon
kaynaklarimin ve fungusun statik kiiltiir denemelerindeki performansi
incelenmis ve laktik asit verimlilik degerleri belirlenmistir. Kati kiiltiir
fermentasyonu ile yapilan iiretimlerde ise optimum kosullarda (%23
glukoz konsantrasyonu, % 50 baslangic nemi ve % 15 inokulasyon
oraninda) % 9.25 (g/g) oraninda bir verim degerine ulasilmis ve kati kiiltiir
fermentasyonunun laktik asit iiretimine uygun olmadig1 sonucuna
vartlmigtir. Ca-aljinat boncuklara tutuklanmis R. oryzae hiicreleriyle
gergeklestirilen liretimlerde sabit glukoz orani ve sabit ortam kosullar
(28°C sicaklik ve 120 rpm ¢alkalama hiz1) saglanarak en uygun

immobilizasyon tipi ve inokulum yasi, spor konsantrasyonu, Na-Aljinat
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orani, boncuk ¢ap1 ve CaCl, ¢ozeltisi konsantrasyonun laktik asit

tiretimine etkisi incelenmistir. Optimum kosullarda elde edilen maksimum
laktik asit verimlilik degeri (0.35 g/L. saat), misel immobilizasyonunda 2
giinlik misellerin kullanildig1 {iretimde, 3 mm boncuk c¢api, % 2
(agirhik/hacim) Na-aljinat konsantrasyonu ve 100 mM CacCl, ¢ozeltisinin

kullanildig: iiretimde elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Laktik asit, Rhizopus oryzae, immobilizasyon, statik

kiltiir, kat1 kiiltiir fermentasyonu.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF OPTIMUM CONDITIONS FOR LACTIC
ACID PRODUCTION BY FREE AND IMMOBILIZED Rhizopus

oryzae
COBAN, Isik

MSc Thesis, in Bioengineering
Supervisor: Assistant Prof. Sayit SARGIN

August 2008, 136 Pages

In this study free and immobilized Rhizopus oryzae NRLL-395
was used for lactic acid production. Five different carbon sources
(glucose, starch, molasses, whey and wheat germ pulp) were examined in
lactic acid production using shake flask culture and maximum yield and
productivity obtained were 78% (g/g) and 0.87 g/L.h respectively in 10
%(w/v) glucose concentration. The performance of the fungus and
mentioned carbon sources in static culture conditions were also examined
and lactic acid productivities were determined. Lactic acid production was
also performed by using solid state fermentation and under optimum
conditions (23 % (w/w) glucose concentration, 50 % (v/w) initial moisture
content and 15 % (v/w) inoculation ratio ) only 9.25 % (g/g) lactic acid
yield was achieved and it was concluded that this fermentation system is
not suitable for lactic acid production. Immobilization of fungus in Ca-
alginate beads was studied at constant concentration of glucose at 28 °C

and 120 rpm and the effects of inoculum age, cell loading, bead size, Na-
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Alginate and CaCl, concentrations on lactic acid production were

investigated. Under optiumum conditions 0.35 g/L.h lactic acid
productivity was obtained with 2 days old mycelia, 3 mm bead diameter,

2% (w/v) Na-alginate concentration and 100 mM CaCl, solution.

Keywords: Lactic acid, Rhizopus oryzae, immobilization, static culture,

solid state fermentation.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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LAB Laktik Asit Bakterileri
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PAS Peyniralt1 Suyu

PDA Patates Dekstroz Agar
kons. Konsantrasyon
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PLA Poli Laktik Asit

LA Laktik Asit



1 GIRIiS

Laktik asit, eksi tatta, kokusuz, zayif bir organik asittir ve
eczacilik, kimya, plastik, tekstil ve gida alanlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle gida sanayinde kokusuz olmasi, hafif eksilikte
olmasi ve kullanildig1 gidanin lezzetini degistirmemesi gibi sebeplerle
asitligi diizenleyici ve koruyucu olarak genis bir kullanim alanina
sahiptir. Son yillarda ¢evre duyarliliginin artmasi nedeniyle biyolojik
olarak pargalanabilen materyallerin iiretimi 6nem kazanmistir. Biyolojik
olarak parcalanabilir plastigin (polilaktikasit) baslangic maddesini
olusturan laktik asitin diisiik maliyetler ile i{iretimi bu polimerin daha

yaygin olarak kullanimina da imkan saglayacag belirtilmektedir (Vaidya
et al., 2005).

2005 yili verilerine gore Diinya’ da laktik asit tiiketimi 120000
ton/y1l olarak gergeklesmistir (Datta and Henry, 2006). Biyobozunur
plastik ve diger biiyiikk Olcekte endiistriyel iiretimlerde laktik asitin
kullanilabilir olusu nedeni ile laktik asit ihtiyacinin ilerleyen yillarda daha
da artmasi beklenmektedir. Henliz pazar pay1 olarak fiyati nedeniyle
kisith kalmaktadir ve pazarda polistirenle 1s1l dayaniklilig yiiksek [L(+)]
form i¢in rekabettedir ve yiiksek dereceli laktik asit polistirenden daha
pahalidir (Mirasol, 1999). Polilaktatlarin ve laktat esterlerinin ticari
olarak basariya ulasmalari durumunda, global kullanim oraninin % 14 -
19 arasinda yiikselmesi beklenmektedir (Chem systems reports, 2002;
Jarvis, 2003). 2011 yili sonu itibartyla global laktik asit kullaniminin
diinya ¢apinda 200.000 tonu bulmas1 beklenmektedir(Ramesh,2001).



L(+) ve D(-) olmak iizere optikce aktif iki tane ii¢ boyutlu
izomere sahiptir (Reddy et al., 2008). D-izomerin yliksek miktarlar1 insan
saglhigina olumsuz etkimekle beraber L(+) laktik asit, metabolize
edilebilmesi nedeniyle gida ve ila¢ endiistrilerince tercih edilen izomerdir
(Zhang et al.,2007). Laktik asit; hem kimyasal sentezle hem de
mikrobiyal olarak iiretilebilmektedir (Reddy et al., 2008). Uretilen laktik
asitin yaklasik % 90’ Ik kismi laktik asit bakterileri kullanilarak elde
edilmekteyken, kalan kismi laktonitril hidrolizi ile sentetik olarak
tiretilmektedir (John et al., 2007). Kimyasal sentezle iiretim sonucu
rasemik DL-laktik asit elde edilirken, optikce spesifik [L(+),D(-) ve DL
karisimi] formu spesifik mikrobiyal suslar kullanilarak iiretilebilmektedir
(Reddy et al., 2008). Laktik asit bakterileri(LAB) homofermentatif ve
heterofermentatif olabilirler ve laktik asitin L(+), D(-) ve LD rasemik
karigtmini dretebilirler. Kimyasal sentezle karsilastirildiginda biyolojik
iiretimin 6nemli bir avantaji, melas, peynir alti suyu, nisastali atiklar,
pancar ve kamis sekeri ve baska karbonhidratca zengin maddelerin
tretimde kullanilabilmesidir (Anuradha et al., 1999; Ritcher and
Berthold, 1998; Tsao et al., 1999; Vishnu et al., 1998, 2000).

1982’ den beri laktik asit pazari, gida ve icecek sanayisi tarafindan
olusturulmaktadir ve bugiin de bu durum devam etmektedir. Uretilen
laktik asitin %50’ den fazlasi hazir gida tiriinlerinde emiilsifiye edici ajan

olarak kullanilmaktadir (Reddy et al., 2008).

Ulkemizde domates konservesi, margarinler, et iiriinleri, recel, jole
ve marmelatlar, sekerlemeler, tursu ve zeytin salamuralari, deniz {iriinleri
ve bira sanayinde kullanilan laktik asitin tiimii ithalatla karsilanmaktadir

(GOksungur, 1998).
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Diger tiim mikrobiyal metabolitlerin iiretiminde baslica temel

unsur ve mihendislik problemi, miimkiin olan en diisiik maliyetle en
yiiksek verimi elde edebilmektir. Bu amagcla laktik asit iiretiminde de
farkli alternatiflerin denenmesi &nem tasimaktadir. Uretim y&ntemi
acisindan bakildiginda son yillarda ekonomik ve miithendislik agidan derin
kiiltiir fermentasyon yontemine gore alternatif olusturabilecek olan kati
kiltiir fermentasyon yontemi bir ¢ok arastirmaci tarafindan ilgi ¢eken bir
secenektir. Ancak laktik asit Uretiminde kati kiiltiir fermentasyon
yonteminin kullanilmasi oldukg¢a yeni bir konudur ve {iretim verimlerinin
belirlenmesi ve iiretim kosullarinin optimizasyonu Onem tasimaktadir.
Bununla beraber derin kiiltiir fermantasyonda gerceklestirilebilecek bir
baska alternatif yontem de serbest hiicreler yerine hiicrelerin bir destek
materyale tutturulmasi ile gergeklestirilen immobilize iiretimdir. Burada
da elde edilecek verimin serbest hiicrelerle kiyaslanabilmesi ve iiretim

kosullar1 ve immobilizasyon materyalinin optimizasyonu énemlidir.

Bu projede, Rhizopus oryzae NRLL -395 susu kullanilarak laktik
asit Uretimi, ¢alkalamali ve statik kiiltiirde, kati kiiltiir fermentasyon
kosullarinda ve Ca-aljinat ile immobilize edilerek incelenmis, iiretim
yontemlerinin kiyaslamasi yapilarak optimum kosullarin belirlenmesi

amaglanmistir.
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2 LIiTERATUR OZETi

2.1 Laktik Asit

2.1.1 Fiziksel ve kimyasal o6zellikler

Laktik asitin (2-hidroksipropiyonik asit, 2-hidroksipropanoik asit)
saf ve susuz formu beyaz kristal yapidadir ve erime noktas1 diisiiktiir.
Ancak saf haldeki asiti elde etmekteki giicliikler nedeniyle genellikle
konsantre siv1 ¢ozelti veya surup halinde bulunur. Iyi kalitede ¢ozeltiler

renksiz ve kokusuzdur (Holten et al., 1971).

Her oranda su ile karisabilen laktik asit, konsantrasyonu % 20 ve
daha fazla olan ¢d6zeltilerde icerdigi hidroksil ve karboksil fonksiyonel
gruplar1 nedeniyle 1sinin da etkisiyle esterifikasyona ugrar. Esterifikasyon
sonucunda HHOCH(CH3)CO], OH genel formiilii ile gosterilebilen siklik
dimerler (laktit) veya lineer polimerler (laktoillaktik asit) olusur (Vick
Roy,1985).

Laktik asit molekiiliinde -COOH, -H, -OH ve -CHj; olmak iizere 4
degisik grup tastyan bir karbon atomu vardir. Bu gruplar asimetrik karbon
atomunun etrafinda iki degisik durumda yer alirlar (Sekil 2.1). Eger ii¢
boyutlu sistemde karboksil grubunun yukariya dogru oldugu kabul
edilirse, hidroksil grubu ya sola (L(+)-laktik asit), ya da saga doniiktiir
(D(-)-laktik asit). Birbirinin optik izomeri olan bu yapilardan L(+)-laktik
asit polarize 15181 saga dondiiriirken, D(-)-laktik asit sola dondiiriir ve bu
iki optik izomer arasinda fiziksel ve kimyasal 6zellikler agisindan énemli

farklilik yoktur (Hunger, 1984).
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Sarkolaktik asit ve paralaktik asit de denilen L(+)-laktik asit, insan

ve hayvan viicudundaki dokularda glukoz veya glikojenin metabolik
doniistimii sonucunda tretilir. Bu asit kalp ve iskelet kaslari, karaciger,
bdbrek ve beyin i¢in dnemli bir enerji kaynagidir. D(-)-laktik asit ise insan
viicudunda metabolize edilemez. (Hunger, 1984). Insanlarda laktik asiti
metabolize edebilecek sadece L-laktat dehidrogenaz enzimi olmasi
nedeniyle gida ve ila¢ endiistrisinde L(+) laktik asit izomeri tercih
edilmektedir ve yiiksek seviyedeki D(-) laktik asit oranlar1 zararh
olmaktadir (Akerberg et al., 1998; Hofvendahl et al., 2000). Diinya Saglik
Teskilatt (WHO) giinliikk D(-)-laktik asit aliminin 100 mg/kg viicut
agirhginin {lizerine ¢ikmamasinm tavsiye ederken L(+)-laktik asit icin ise

herhangi bir sinirlama getirmemistir (Hunger, 1984).

Laktik asit L(+), D(-) veya ikisinin karistmindan olusan ve polarize
15181 saga veya sola ¢cevirmeyen rasemik halde bulunabilir. Rasemik laktik
asit (DL-laktik asit) laktat rasemaz enziminin aktivitesi ile olusur ve ticari

laktik asit ¢ozeltileri genellikle rasemik formdadir (Vick Roy,1985).

Cizelge 2.1 'de laktik asite ait bazi fiziksel ozellikler verilmistir.
Cizelgede goriildiigii lizere erime noktasi disinda saf izomerlerle rasemik
karisim arasinda fiziksel 6zellikler agisindan fark yoktur. Ancak rasemik
karistmin  erime noktast izomerlerinkinden daha disiiktir (Vick

Roy,1985).
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Sekil 2.1: Laktik Asitin L ve D Form Optik izomerleri (Chem systems reports.,
(2002))

Laktik asitin degisik basinglardaki kaynama noktasi degerleri
incelendiginde ugucu olmayan bir asit oldugu(Cizelge 2.2) yogunlugunun
ise konsantrasyon ve sicaklikla lineer olarak degistigi goriilmektedir

(Cizelge 2.3)(Holten et al.,1971).



Cizelge 2.1: Laktik asitin baz fiziksel 6zellikleri (Vick Roy, 1985)

Molekiil agirhg 90.08 g/mol
D(-) veya L(+) i¢in 52.8-54 °C
Erime noktasi
DL (bilesime gore 16.8-33 °C
degisir)
0.5mmHg'da 82°C
Kaynama noktasi, DL
14mmHg'da 122°C
Ayrisma katsayisi, (25 °C'de K;) 1.37x 10"

Yanma 1s1s1, (AH,)

1361 kj mol™!

Ozgiil 1s1 (20°C'de C)

190 J mol™ °C!




Cizelge 2.2: Siv1 laktik asitin degisik basin¢ degerlerindeki kaynama noktasi
degerleri (Holten et al., 1971)

Basin¢ (mm Hg) Kaynama noktasi (°C)

0.1 78

0.3 79-80

0.5 82

1.0 85-98

12 119-123

14 122

15 122

20 125-140
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Cizelge 2.3: Degisik oranlarda laktik asit iceren cozeltilerin yogunluklari (g/ml)
(Holten et al.,1971)

%  Laktik Sicakhik(°C)
Asit ( w/v)

20 40 60 80
20 1.0461 1.0363 1.0246 1.0120
40 1.0959 1.0825 1.0683 1.0542
60 1.1443 1.1284 1.1119 1.0960
80 1.1883 1.1710 1.1527 1.1347
100 1.2246 1.2076 1.1884 1.1680

2.1.2 Uretim Teknolojisi

2.1.2.1 Mikroorganizmalar

Laktik asit, bakteri ve fungus kullanilarak iiretilebilmektedir
(Zhang et al., 2007). Bu iireticiler baslica ve tek metabolik tiriinleri laktik
asit olan laktik asit bakterileri, gram pozitif, genellikle hareketli olmayan
ve spor olusturmayan bakteriler ve bazi Rhizopus oryzae suslaridir. Biitlin
laktik asit bakterileri anaerobik olarak gelisirler ve ¢ogu anaerobun aksine
oksijene duyarli olmayip, oksijen varliginda da gelismelerini
stirdiirebilirler. Rhizopus oryzae kiifii ise aerobik olarak gelismektedir

(Kandler and Weiss, 1986).
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Laktik asit iireten bakteriler (LAB), yiiksek lireme hizlar1 ve

irlin verimleri nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir. Buna karsin LAB’ larin,
kisithh B vitamini ve aminoasit sentez edebilirlidi nedeniyle karmagik
besinsel gereksinimleri mevcuttur ve maya ekstresi gibi belirli besinleri
ortamlarinda istemektedirler. Bu ilavelerle meydana gelen karmasik ortam
alt akim maliyetini ve dolayisi ile bakteriyel laktik asit iiretiminin toplam

maliyetini artirmaktadir (Zhang et al., 2007).

Laktik asit bakterileri iyi tanimlanan Embden-Mayerhof glukoz yol
izini kullanarak ana son {iriin olarak laktik asit tretebildikleri gibi
(homofermentatif), laktik asitin yaninda asetik asit, etanol ve CO, aciga
c¢ikan pentoz yolizini de kullanabilmektedirler (heterofermentatif) (Vaidya
et al., 2005). Heksozlar, Embden - Mayerhof yol izi takip edildiginde 6nce
piruvata, olusan piruvat da laktat dehidrojenaz enzimi ile laktik asite
doniistiiriiliir. Homofermentatif bakteriler fruktoz difosfati trioz fosfata
parcalayan aldolaz enzimine sahipken, heterofermentatif bakterilerde bu
enzim olmadig1 icin alternatif bir yol izi takip ederler . Homofermentatif
yol izinde 1 molekiil glukozdan 2 molekiil laktik asit ekle edilirken,
heterofermentatif yol izinde 1 mol laktik asit, etil alkol ve CO; elde edilir.
Ancak diger yol izlerinden asetik asit, formik asit, gliserol gibi ikincil

tiriinlerde gelebilir (Brock and Madigan,1991).

Homofermentatif bakteriler glukoz molekiilii basina 2 mol ATP
iretirken heterofermentatif olanlar 1 mol ATP {iretir. ATP verimindeki bu
fark, homofermentatif bakterilerin ayn1 miktarda glukozdan iki kat daha

fazla biyokiitle olugturmalarini saglar (Brock and Madigan,1991).
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Laktik asitin endiistriyel liretiminde ¢oklukla homofermentatif

bakteriler kullanilmaktadir, fakat iiremeyi kisitlayici karbon kaynagi
seviyelerinde baz1 suslarin homofermentatif davranislari,
heterofermentatife donebilmektedir (De Vries et al., 1970). Mezofilik
laktik asit bakterileri i¢in en uygun biyiiyebildikleri sicaklik araligi 28-
45°C iken termofilik laktik asit bakterileri i¢in bu aralik 45-62°C’ dir.
Kontaminasyon riskini azaltmak i¢in yiiksek sicaklikta {ireyebilen
mikroorganizmalar tercih edilmektedir fakat mikrobiyal suslarin ¢ogu pH’
a hassastir (Garvie,1980; Teuber,1993). Buchta(1983)’ ya gore bakteriyel
laktik asit fermentasyonu pH 5.0 ve daha asagi pH degerlerinde inhibe
olmaktadir, 4.5’ in altinda ise tamamen durmaktadir.

Laktobasiller dogada siit {iriinleri, tahillar, et ve balik iirlinleri, su,
bira, sarap, meyveler ve meyve sulan, tursular ve daha bircok kaynakta
dogal olarak bulunurlar. Gelisebildikleri sicaklik araligi oldukca genistir
(2 -53 °C), ancak optimum 30-40 °C arasindadir Diger laktik asit
bakterileri gibi laktobasiller de, asite dayanikli bakterilerdir ve notral veya
alkali pH degerlerinde iireme hizlar1 azalir. En iyi gelisme gosterdikleri

baslangi¢ pH's1 hafif asidik olan 4.5 - 6.4 araligidir (Teuber et al.,1992).

Lactococcus cinsi bakteriler oral ve hemolitik streptokoklardan,
enterokoklardan ve streptokoklardan patojen olan tiirlerinden ayrilarak
gruplandirilmislar ve insan sagligina higbir zararlar tespit edilmemistir.
Laktokoklar siit sanayinde bircok degisik iiriinde starter kiiltiir olarak
genis capta kullanilirlar. Bu cinsten baglica mikroorganizmalar arasinda
Lactococcus laciis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp.

hordniae, L.parviae ve L. raffmolociis sayilabilir (Teuber et al.,1992).



12
Belirli sayida baska mikroorganizmalar da bilinen karbon

kaynaklarindan yiiksek miktarda laktik asit iiretebilmektedirler. Bunlar

arasinda en bilineni Rhizopus genusudur (Vaidya et al.,2005).

Laktik asit bakterilerinin, gesitli vitaminler, aminoasitler ve bazi
kiiclik peptidler gibi karmasik besinsel gereksinimleri mevcuttur (Barton-
Wright,1952). Bu nedenle laktik asit fermentasyonu igin gereken besin
ortam1 da oldukga karmasik ve pahali olmaktadir. Fungal Rhizopus tiirleri
bu nedenle ilgi uyandirmaktadir ve laktik asit {iretimi i¢in uygun aday
olarak tanimlanmaktadirlar (Zhang et al., 2007). Laktik asit bakterileriyle
kiyaslandiginda daha diisiik karbonhidrat tiiketimine karsin Rhizopus
arrhizus ve Rhizopus oryzae, PLA igin yiiksek saflikta laktik asit tiretimi
gerceklestirebilmeleri nedeniyle daha ilgi ¢ekici hale gelmistir (Vaidya et
al., 2005).

Laktik asit bakterileri, laktat dehidrogenaz ve rasemazlarinin
varligina bagh olarak D-(-)-, L-(+)- ve DL-laktik asit iiretenler seklinde
ayrilirlar (Garvie,1980;Teuber,1993). LAB’ larin aksine laktik asit iireten
Rhizopus suslari, tek laktik asit izomeri olarak L-Laktik asit

iretmektedirler (Sekil 2.2) (Zhang et al., 2007).
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Sekil 2.2: R.oryzae' de Organik asit Sentezinin Kritik Yolizleri (Magnuson and
Lasure., 2004)

Yapilan bir calismada, Erlenmayerlerdeki R. oryzae hiicrelerinden
laktik asit {iretimi lizerine havalandirma, inokulum konsantrasyonu, pH ve
CaCOs; eklemenin etkileri arastirilmis ve diisiik havalandirma hizlarinda,
yiiksek spor konsantrasyonunda ve yiiksek CaCO; oraninda en yiiksek
hacimsel verimlilige ( 1.13 g/L.h) ulasilmistir (Dominguez and Vazquez

,1999).

Bir baska calismada ise serbest ortamda Rhizopus oryzae NRRL-
395 susu kullanilarak 30 °C’ de optimum musir kogani , CaCOs , ve
Rapidaz Pomaliq enzimi konsantrasyonlarinda (0,2 g/ L CaCOs ,0,5 ml/
100 ml Rapidaz Pomaliq ve 5 g/100 ml musir kogan1) 48. saat sonunda
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299.4 g laktik asit / kg misir kogani verim elde edilmistir (Ruengruglikit

and Hang 2003).

Degisik karbon kaynaklarimin laktik asit {iretimine etkilerinin
incelendigi bir diger ¢alismada ise glukoz, siikroz, melas, kegiboynuzu ve
bugday kepegi karbon kaynagi olarak kullanilmis ve en yiiksek laktik asit
konsantrasyonu, %60 verimle 150g/L glukoz konsantrasyonunda elde

edilmistir ( Bulut et al., 2004).

Bir baska calismada, glukoz ve misir nisastasindan L-(+)- laktik
asit iliretimi i¢in donen fibréz yatakli biyoreaktor (RFB) gelistirilmistir.
Reaktdrde pamuklu kumas parcgalarina tutturulmus fungus miselleriyle
gergeklestirilen immobilizasyon denemesi sonucunda glukozlu ortamda
kesikli beslemeli sistemde 2.5 g/L.h verimlilikle %90 verime
(agirhik/agirlik) ulagilmistir. Misir nisastasinda ise verim yaklasik %100,

verimlilik ise 1.65 g/L.h olarak ger¢eklesmistir (Tay and Yang., 2002).

Son yillarda mikrobiyoloji alanindaki ¢aligmalar, laktik asit tiretimi
icin ileri diizeyde mikroorganizmalarin gelistirilmesine yonelmektedir.
Hedeflenen iyilestirmeler, artan biiylime hizlari, artan pH dayaniklilig1 ve
artan laktik asit verimidir. Bu hedefler de, genetik miihendisligi teknikleri,
uygun kiiltiirleme teknikleri ile metabolik aktivitenin kontrolii ve aside
dayanikli mutantlarin gelistirilmesi ile hizla gergeklestirilmektedir (Vaidya

et al., 2005).
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2.1.2.2 Hammaddeler

Karbonhidrat igeren birgok hammadde laktik asit iiretimi ig¢in
endiistriyel olarak kullanilmis veya kullanimi Onerilmistir. Endiistriyel
olarak kullanilacak bir hammaddede; diisiik maliyet, az miktarda
kontaminant madde igermesi, fermentasyon sonucunda yliksek laktik asit
verimi ve verimliligi ve az yan {irlin olugumu, biitiin y1l boyunca temin
edilebilme, miimkiin oldugunca az 6n isleme ihtiya¢ duyma ve iiriiniin
saflastirilmasinda ¢ikabilecek safsizliklarin az olmasi gibi bazi 6zellikler

istenir (Vick Roy, 1985).

Laktik asit tiretiminde kullanilacak hammaddeler, ucuz olmalarinin
yaninda ayni zamanda belirli bir saflikta da olmalidirlar ki bu, ileriki
saflagtirma basamagi i¢in ¢ok Onemlidir. Hammadde, c¢oklukla
gerceklestirilecek uygulamaya ve de alt akim islemlerinin maliyetine gore

belirlenmektedir (Vaidya et al., 2005).

Giinlimiizde ticari laktik asit iiretiminde en ¢ok rafine sakkaroz
iceren sentetik ortam, hidrolize nisastadan elde edilen maltoz ve dekstroz,
laktoz igeren peynir alt1 suyu, sakkaroz iceren pancar ve kamis melasi
kullanilmaktadir (VickRoy, 1985, Vaidya et al., 2005).

Peynir alt1 suyu, peynir iiretimi sirasinda ortaya g¢ikan bir atik
maddedir. Uretilen peynir tipine bagli olmakla beraber 100 kg siitten
ortalama 80 - 90 kg peynir alti suyu olusmaktadir. Peynir altt suyu
yaklagik % 93 su, % 4 laktoz, % 0.9 protein, % 0.6 mineral madde, % 0.3
yag ve % 0.2 laktik asit icerir. Onemli oranda laktoz ve protein igeren
peynir altt suyunun atilmasi yiiksek biyolojik oksijen ihtiyact (BOD)

nedeniyle hem cevre kirlenmesine neden olmakta, hem de ekonomik
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olmamaktadir (Beyathi ve Aslim, 1990). Cok genis degerlendirme

olanaklar1 olan peynir alt1 suyu; etil alkol, amino asitler (lisin, treonin),
metan, tek hiicre proteini, organik asitler (laktik, propiyonik ve sitrik asit)
ve ¢oOzgenlerin (aseton ve biitanol) iiretiminde kullanilabilmektedir

(Mulligan et al., 1991).

Peynir alt1 suyundan laktik asit {iretimi iizerine ¢ok sayida bilimsel
calisma vardir. Aeschlimann and Stockar (1989), peynir alti suyu
ultrafiltratindan L.  helveticus  kullanarak 95 g/  maksimum
konsantrasyonda laktik asit iiretmistir. Chiarini et al., (1992), peynir alt1
suyu ultrafiltratindan laktik asit iiretiminde azot kaynagi olarak maya
ekstrakti kullandiklarinda yiiksek verim degerleri elde etmisler, ancak
pancar melasi ile de basarili sonuglar elde etmislerdir. Lund et al., (1992),
onceden proteaz enzimi ile hidroliz ettikleri peynir altt suyundan laktik
asit Uretmiglerdir. Mehaia and Cheryan (1987), peynir alt1 suyu permeati
tozunu sulandirarak, L. bulgaricus ile kesikli sistemde ve tirlin i¢erisindeki
bakteri hiicrelerini sisteme geri veren membran tipi silirekli biyoreaktorle
laktik asit liretmigler ve siirekli sistemde daha yiiksek verim degerleri
bulmusglardir. Podlech et al., (1990), L.bulgaricus kullanarak peynir alti
suyundan yar1 siirekli sistemde laktik asit tiretmislerdir. Roy et al., (1986),
peynir altt suyu ultra filtratindan laktik asit {iretiminde kullandiklar

bakteriler arasinda L. helvetictis ile en basarili sonuglan elde etmislerdir.

Nisasta igerikli maddeler, musir, patates, bugday, cassava ve diger
bitkilerden saglanmaktadir. Nisasta, Lactobacillus amylophilus ve L.
amylovorus  disinda  bilinen laktik asit  bakterileri tarafindan
kullanilmamaktadir. Nisasta hidrolizi, kimyasal ve enzimatik yollarla

gerceklestirilebilmekle beraber, kimyasal yontemde bazen islem yarida
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kalmaktadir. Enzimatik hidrolizin ana {iriinii maltoz oldugu durumda,

sinirlt sayida mikroorganizma fermentasyon i¢in uygun olmaktadir.
Glinlimiizde nisastanin sivilagtirllmast ve sakkarifikasyonu (sekere
cevrilmesi), bakteriyel a- amilazlar ve fungal glukoamilazlarin beraber

kullanimlari ile gergeklestirilebilmektedir (Vaidya et al., 2005).

Cheng et al., (1991), bakteriyel o -amilaz ile pargaladiklart misir
nisastasindan L. amylovorus ile laktik asit lretmislerdir. Bu islemde
nisastanin  sakkarifikasvonu laktik asit fermentasyonu sirasinda
gergeklestirilmistir. Bai et al., (2003) , Rhizopus oryzae R1021 kullanarak
120 g /L musir nisastasindan 60 saat sonra 79.4 g / L laktik asit
tretmiglerdir.  Zhang and Cheryan (1991), ham ve enzimatik olarak
parcalanmis nisastadan L. amylovornis  kullanarak 96.2 g/l
konsantrasyona kadar laktik asit tiretmislerdir. Abdel-Naby et al., (1992),
enzimatik nisasta hidrolizatindan kalsiyum aljinatta immobilize edilmis
Lactococcus lactis  hiicreleri ile stirekli ve kesikli fermentasyon

sistemlerinde laktik asit iretmislerdir.

Ozellikle Almanya'da ticari olarak laktik asit iiretiminde kullanilan
patates ile ilgili olarak Ray et al., (1991), iki asamal1 bir proses ile laktik
asit iiretmislerdir. Ilk asamada ham patates nisastas1 Aspergillus oryzae o-
amilazi ve amiloglukozidazi ile sekerlendirilmis, sonraki asamada ise L.
delbrueckii ile laktik asit iiretilmistir. Deneme sonucunda patates nisastasi
% 75 oraninda glukoza parcalanmis ve elde edilen glukoz lizerinden % 69

laktik asit verimi elde edilmistir.

Huang et al., (2005), ise R. arrhizus 36017 ve R. oryzae 2062’ nin,

degisik nisastali materyalleri kullanabilmeleri i¢in sakkarifikasyon ve
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fermentasyon  kapasitelerinin ~ belirlenmesi ~ amaciyla,  nisasta

konsantrasyonu 21,7g/L olan patates nisasta atiksuyu ile 20,0 g/L ¢6ziiniir
nisastadaki laktik asit liretimlerini karsilagtirmiglar ve beklenildigi iizere
¢Oziiniir nisasta ile gerceklestirilen denemede nisasta hidrolizi ve indirgen
seker birikiminde, patates atiksuyuna oranla daha iyi sonuglar elde
etmislardir. Bunun nedeni olarak mikroorganizmalarin, ¢dziiniir nisastaya,
patates atik suyundaki c¢oOziinmez nisastaya oranla daha kolay

ulagabilmelerinin oldugunu diisiinmiislerdir.

Klasik olarak kullanilanlar disinda misir kogani, misir sap1, bugday
kepegi, saman gibi seliilozik maddeler, kagit fabrikasi yan iirlinii olan
stilfit surubu, hidrolize odun, yer elmasi, soya melasi, ke¢iboynuzu gibi
bazi hammaddelerle de laktik asit iiretimi i¢cin c¢aligmalar yapilmistir.
Ruengruglikit and Hang, (2003), musir koganindan laktik asit iiretiminde
optimum kosullar1 aragtirmiglardir. 5 g/ 100 ml misir koganinda 299,4 g /
kg misir kocani optimum kosul olarak belirlemislerdir. D.-M. Bai et al.,
(2003), Rhizopus oryzae igin uygun sus seciminde ; Rhizopus oryzae
R1021 kullanarak 34 saat sonunda 88 g/ L. glukozun tamamini tiiketmis ve
69.3 g / L laktik asit iiretmistir. Bulut et al., (2004), keciboynuzu ile
gerceklestirdikleri bir caligmada, oOncelikle %10 keciboynuzu igeren
ortamda 23g/L laktik asit elde etmislerdir (%23 verim). Daha sonra kolay
metabolize olabilen sekerlerin ortama eklenmesinin laktik asit tiretimini
artiracag: diisliniilerek %10 keciboynuzuna %5 glukoz eklenerek iiretim
gerceklestirilmistir. Bu kosulda da oOnemli bir laktik asit artist
gozlenmemistir. Bu da gostermektedir ki her ne kadar keciboynuzu % 40-
50 seker igerse de hiicreler sekeri bu formda kullanamamaktadirlar. Bu
nedenle keg¢iboynuzundaki sekerler ekstrakte edilerek iretim ortami

hazirlanmis ve bu durumda maksimum laktik asit konsantrasyonu 58 g/L
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ile elde edilmistir. Park et al. (2004) , kagit atiklarindan % 59 verimle

(tiiketilen glukoza gore) 49.1 g /L laktik asit iiretmiglerdir.

Bugday kepegi gibi tarimsal atiklarin laktik asit {retiminde
kullanilabilirligi ile ilgili gergeklestirilen bir denemede, Bulut et al.,
(2004), %5 (w/v) bugday kepegini, musluk suyuyla karistirarak {iretim
gerceklestirmislerdir. Deneme sonunda 6g/L laktik asit elde edilmistir.
Ayni bilesenleri igeren ortama 50g/L glukoz ilavesi laktik asit iiretimini 4
kat artirmistir. Bu da bugday kepeginin, laktik asit iiretimi i¢in birincil

karbon kaynagi olarak uygun olmadigini gostermektedir.

Seliilozik maddelerin kullanilmasi ile bir yan iiriin olarak asetik asit
ortaya ¢ikmakta ve laktik asitin saflastirilmasi asamasinda da problemlerle
karsilagilmaktadir. Siilfit surubu ise hizli bir mikrobiyal gelisme icin bazi
on islemlere gerek duymaktadir (Vick Roy, 1985). Montelongo et al.,
(1993), soya proteini liretiminde olusan bir yan iiriin olan soya melasindan
L. salivaris ile laktik asit liretmigler ve optimum kosullar1 42 °C, pH=5.6

olarak bulmuslardir.

Melas ta ucuz ve kolay bulunmasiyla laktik asit {iretiminde tercih
edilen bir karbon kaynagidir. Melasta bulunan baglica seker sakkarozdur.
Indirgen seker olarak ise kamis melasinda % 12 - 35 arasinda glukoz ve
fruktoz vardir, pancar melasinda indirgen seker miktar1 % 1' den daha azdir

(Schiweck, 1979).

Melasta bulunan seker disindaki organik maddelerin baglica olan;
azotlu maddeler, organik asitler, ¢oziinlir gamlar, nisasta ve pentozanlar
gibi kompleks karbonhidratlardir. Ayrica mumsu maddeler, steroller ve

pigmentler de az miktarda bulunur. Melasta bulunan azotlu maddeler
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amino asitler, arnidler ve diger basit azotlu maddelerdir. Melasta

bulunan azotun ancak % 40-60 kadar1 mikroorganizmalar tarafindan
kullanilir, bu nedenle endiistriyel uygulamalarda amonyum tuzlari, sivi
amonyak veya iire ortama katilarak azot zenginlestirmesi yapilir (Baker,

1979).

Melasta % 4-11 arasinda inorganik bilesikler vardir. Bunlardan
baslicalart potasyum, kalsiyum, magnezyum, sodyum, demir, siilfat,
kloriir ve fosfatlardir. Pancar melasinda genellikle potasyum orani daha

yiiksektir.

Melasin endiistriyel fermentasyonlarda ucuz ve kolay temin
edilebilir olmasi gibi avantajlar1 vardir ancak kompleks bir substrat oldugu
icin baz1 toksik maddeler de igerir. Kiikiirt dioksit, hidroksimetil furfurol,
potasyum imidodisulfonat, fenoller ve diger bazi ugucu bilesikler bu tip
maddelerdendir. Bu maddeler diginda bazi mineral maddelerin yliksek

konsantrasyonlari da inhibitor etki yapmaktadir (Burrows,1970).

Bulut et al., (2004), melasli besi ortamini, normal melas ve
pastorize melasli olmak iizere iki farkli sekilde hazirlanmiglardir. Pastorize
melasli ortamda laktik asit iiretim hizi, islenmemis melasa oranla biraz
daha fazla olsa da toplam laktik asit iiretimi Onemli bir farklilik
gostermemistir (~40 g/L). Bunun nedeni olarak pastorize melastaki
sekerin R. oryzae hiicreleri tarafindan daha kolay metabolize edilebilmesi
gosterilmistir. Sonugta her iki durumda da laktik asit {iretim miktar
glukoz ve siikrozdan daha diisiik gergeklesmistir. Melasli ortama maya
ekstresi ilavesi ile (10g/L) daha yiiksek laktik asit seviyelerine
ulagilmistir(~50g/L).
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2.2 Kati Kiiltiir Fermentasyonu

2.2.1 KKF’ nin tanimi ve tarihgesi

Fermentasyon islemleri genel olarak derin kiiltiir ve kati kiiltiir
olmak {izere ikiye ayrilabilir. Bu iki biyo-islem arasindaki temel farklilik
substrattaki serbest su miktaridir. Derin kiiltiirde gerceklestirilen
fermentasyon islemlerinde kati madde miktar1 50 g/l substratin {izerine
cikmamaktadir ve ayn1 zamanda kati substrattaki nem orani %12 nin
altina diismemektedir (Robinson et al., 2001). Kat1 kiiltiir fermantasyonsa,
serbest halde su olmayan ortamda, fiziksel destek ve besin kaynagi olarak
i goren bir c¢oziinmeyen kati materyal iizerinde gerceklestirilen
fermentasyon olarak tanimlanmaktadir (Pandey, 1992). Her ne kadar kati
partikiiller arasi  ve kat1 partikiil yiizeyinde serbest su zerrecikleri
bulunuyor olsa da bu bolgelerde daha c¢ok gaz faz bulunmaktadir ve
sistemdeki suyun biiyiikk ¢ogunlugu nemli kati partikiillerin i¢ine absorbe
durumdadir (Mitchell et al., 2006). Kat1 kiiltiir fermentasyonunda (KKF)
mikroorganizma, gelisimi i¢in gerekli suyu substratin i¢inde bulunan bu
nemden karsilamaktadir ( Cannel and Young, 1980; Mitchell et al., 2000;
Gessesse and Mamo, 1999).

Kat1 kiiltiir fermentasyonu dogada, serbest halde su neredeyse
bulunmayan ¢6p kompostlari, ekmekler ve meyvelerde gerceklesmektedir.
Bu nedenle kat1 kiiltiir fermantasyonu sayesinde organik maddeler dogada
kendiliginden geri doniisiime ugramaktadirlar (Campbell-Platt., 1994).
Bilinen klasik gida fermentasyonlar1 ve enzim iiretimi KKF ile ortaya
cikmistir (Pandey et al., 2001). Eski zamanlardan beri kat1 kiiltiir

fermantasyonu, insanlar tarafindan yerel fermente gida eldesinde
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kullanilmaktadir. Ornek olarak Avrupa ve Ortadogu’ da peynir, Asya’

da soya sosu, koji, tempeh ve igkiler ve de Afrika’ da fermente sorgum
verilebilir (Campbell-Platt., 1994, Pandey et al., 2001). Bunlardan
Japonlarin “koji” olarak adlandirdiklar1 yiyecek iiretimi MO 1000
yillarindan bu yana yapilmaktadir. Bu iglem, buhar ile muamele edilmis
pirincin substrat olarak kullaniminit ve Aspergillus oryzae ile fermente
edilmesini icermektedir (Pandey et al., 2001). Endonezya kokenli bir
bagka Ornek ise yumrulu sebzelerden “tempeh” iiretimidir. Bu islem
patojen olmayan Rhizopus spp. fermentasyonu ile gerceklestirilir (Pandey
et al., 2001, Mital and Garg 1990, Steinkraus 1994). Bu gibi islemlerde
elde edilen geleneksel yiyecek maddelerinde her zaman substratin
tamamiyla zenginlestirilmesi s6z konusu degildir. Hatta soya fasulyesi
gibi yiiksek protein igerigi olan sebzelerde besin degerinin kaybedilmesi
bile miimkiindiir. Ancak bu maddelerin spesifik olarak dolayli yollardan
zenginlestirilmesi, sindirilebilirligin arttirilmast, toksinlerin
uzaklastirilmasi yolu ile toksik etkinin ortadan kaldirilmasi, organik azot
iceriginin degisimi ve tad, koku, doku gibi karakteristiklerin gelistirilmesi
yollart ile miimkiin olmaktadir (Mitchell and Berovic., 1998). Kat1 kiiltiir
fermentasyonunda kullanilan mikroorganizmalar, polimerik maddeleri
kiicik ve daha kolay sindirilebilir pargalara ayiracak enzimleri
salgilamaktadirlar. Ayni mikroorganizmalar, parcalanan maddeleri de
enzimlere ve diger baska faydali {irlinlere doniistiirebilmektedirler (Mital
and Garg., 1990, Steinkraus., 1994). Soya sosu fermentasyonunda
kullanilan Aspergillus sp., soya ve bugdayin protein ve nisastasini,
aminoasit ve sekerlere hidrolizleyen hiicre dis1 enzimleri tiretmektedir(
Yong and Wood, 1977). Bu aminoasit ve sekerler, soya sosuna 6zgi tadi
veren ikinci bir fermentasyon prosesinde laktik asit bakteri ve mayalari

icin substrat gorevi gormektedir (Rahardjo., 2005).



23
KKF’da nem oranmin diisik olmasi nedeniyle yaygin olarak

kullanilan mikroorganizma grubu funguslardir. Termofilik bakteri ve
mayalar daha seyrek olarak kullanilmaktadirlar (Mitchell et al., 2006,
Subramaniyan and Prema, 2000, Archana and Satyanarayana, 1997). Kati
materyaldeki serbest su miktar1 ve mikrobiyal gelisimle ilgili olan en
Oonemli parametre su aktivitesidir (a, ). Su aktivitesi, substratin buhar
basincinin ayni sicakliktaki saf suyun buhar basincina orani olarak
tanimlanmaktadir. Kapal1 bir sistem i¢in su aktivitesi nispi nemin 100’e
boliimiiyle elde edilebilir. Birgok bakteri a,=0.91’in altinda iireyemez. Bu
deger mayalar i¢in a,,=0.88 funguslar i¢in ise a,=0.62-0.65’tir (Raimbault,
1998). Funguslarin dogada agac¢ kabuklari, yapraklar, bitki kokleri gibi
yerlerde treyebildikleri g6z oOniline alindiginda KKF i¢in uygun bir
mikroorganizma grubu olduklar1 agiktir (Cannel and Young, 1980).

Kat1 kiiltir fermentasyonu, klasik fermente gida {iiretiminin
yaninda kompostlama proseslerinde, zirai ve gida isletmelerinin kati
atiklarinin  proteince zenginlestirilerek ve/veya toksik madde igerigi
uzaklastirilarak hayvan yemi olarak degerlendirilmesinde,
biyoremediasyon islemlerinde, beta glukanazlar, ksilanaz gibi enzimlerin
eldesinde, kagit yapiminda pulp fiberlerinin ayristirilmasi(biyopulplama)
isleminde ve giberellik asit, aroma ve lezzet artirict maddeler,
antibiyotikler ve etanol iiretimi gibi alanlarda uygulanmaktadir (Cizelge

2.4) (Flickinger and Drew, 1999)



Cizelge 2.4: KKEF ile elde edilen cesitli iiriinler (Mitchell and Berovic, 1998)

Uriin/islem Mikroorganizma Substrat
Proteince Aspergillus spp. nisastali materyaller
zenginlestirme | Aspergillus niger muz atiklari
Aspergillus niger turunggil kabuklart
Trichoderma reesei saman
Trichoderma reesei seker pancari kiispesi
Coprinus spp. saman
Aspergillus tamari seker pancari kiispesi
Sporotrichum cassava
pulverulentum seker pancari kiispesi
Trichoderma viride saman+bugday
Fusarium spp. kepegi
Aspergillus terreus seker kamist  yan
Rhizophus oligosporus irlinleri
cesitli fasulyeler
Kafein dogal microflora kahve bitkisi pulpu
uzaklastirma Fusarium spp. cavdar samani
111551?125 trma Aspergillus ficuum kanola
Fitik asidin Rhizo Ji hut
uzaklastirilmasi PUS OLEOSPOTUS nohu
Tat Rhizophus sp. cassava kabugu
karakteristiginin
gelistirilmesi
Siyanidin
uzaklastitilmasi
Proteazlar Rhizopus oligosporus piring kepegi
Aspergillus flavus bugday kepegi
Aspergillus oryzae bugday kepegi
Amilazlar
a-amilaz Bacillus licheniformis bugday kepegi
Aspergillus oryzae bugday kepegi
glukoamilaz Aspergillus niger bugday k. + piring k.
Aspergillus niger bugday k. + misir unu
Seliilazlar Neuspora crassa talas
Aspergillus niger seker pancari kiispesi
Trichoderma harzianum | seker pk-+bugday
Trichoderma reesei kepegi
Trichoderma viride saman+tkepek+talag
T.reesei+A.niger(karisik | piring kepegi

Penicillium citrinum

tatl sorghum silaj1
pirin¢ kavuzu

Lipazlar

Penicillium spp.

bugday kepegi
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Diger enzimler

Rennet Mucor meihei bugday kepegi

Endo-B3 Penicillium capsulatum | bugday kepegi

glukonazlar Thermonospora kahve isleme atiklari
Aspergillus niger elma pektini

Hemiseliilazlar | Aspergillus niger kahve pulpu

Pektinazlar Taralomyces flavus turunggil pulpu
Aspergillus niger seker pancari kiispesi

Kitinaz Acremonium sp. bugday kepegi

Tanin acil | Aspergillus niger bugday kepegi

hidrolaz Lentinula edodes odun

Oligosakkarit

oksidaz

Etanol Saccharomyces cerevisiae | izim kiispesi

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae

musir kirintilart
seker pancari kiispesi

Saccharomyces cerevisiae | sorghum
Schwanniomycescastelli | pancar kiispesi
Fitaz, fitik asit | Aspergillus carbonarius | kanola
Sitrik asit Aspergillus niger kahve bitkisi
Aspergillus niger kabuklari, bugday
kepegi, pancar pulpu,
Laktik asit Lactobacillus casei pancar melas:
Rhizophus oryzae preslenmis seker
kamis1
seker pancari kiispesi
Aminoasitler Rhizophus oligosporus tohum kabuklar1
Kojik asit Aspergillus oryzae buharla haslanmis
piring
Giberallik asit | Fusarium monoliforme bugday kepegi
Giberella fujukiroi bugday kepegi
Fusarium monoliforme misir  unutbugday
kepegi
Antibiyotikler
Penisilin Penicillium chrysogenum | seker pancari kiispesi
Oksitetrasiklin | Streptomyces rimosus tatli patates artig1
Tetrasiklin Streptomyces tatl1 patates artig1
iturin iridifaciensis bugday kepegi
Bacillus subtilis
Pigmentler Monascus purpureus piring
AflatoksinB1 Aspergillus parasiticus piring
Okratoksin Aspergillus alliaceus musir ve bugday
Aroma Penicillium roqueforti graniiler lor

maddeleri
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Biyolojik
kontrol ajanlar1 | Colletotrichum truncatum |nemlendilerek
Mikoherbisit Beauveria bassiana tavlanmis  tarimsal
Bioinsektisit atiklar
Biyokiitle Aspergillus tamarii
Plewrotus spp. tahta parcalari, talag
Delignifikasyon | Phlebia tremellosa agag kutigi
mantarlari Pleurotus florida piring kepegi
Pleurotus cornucopiae kaktiis yapraklari

2.2.2 Kat Kiiltiir Fermentasyonunda Uretim Kosullari

2.2.2.1 Substratlar

KKF’ de kullanilan substratlar tarimsal kokenlidir. Genel olarak

kullanilan substratlari i¢eriklerine gore 3 gruba ayirmak miimkiindiir:

e Nisasta igeren substratlar (piring, cassava, bugday kepegi, piring

kepegi, misir, patates artiklari, muz artiklari)

e Lignoseliilozik substratlar (saman, agag parcalari talag v.b)

e (oziiniir sekerleri yapisinda bulunduran substratlar (seker pancari,

iizim kiispesi, meyve artiklar1) (Durand et al., 1993).

Bir¢ok durumda substratin 6n islemden gecirilmesi gerekli olabilir.

Uygulanan 6n islemler mekanik ya da kimyasal islemlerdir. Bu islemlerin

amaci daha kiiciik molekiiller elde ederek mikrobiyal penetrasyonun

arttirilmasidir. Buhar uygulama, kirma, taneleme, su ile tavlama, kiigiik

pargalara ayirma, elekten gegirme, 6gilitme, alkali ya da NaCl ile muamele

etme bu iglemler arasinda sayilabilir (Mitchell and Berovic, 1998).
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KKF’ de en onemli fiziksel ozellik partikiil boyutudur. Partikiil

bliyiikliigli ylizey alaninin hacme oranini belirleyen bir niceliktir. Partikiil
boyutu ayni zamanda partikiiller arasindaki bosluk hacmini de etkileyen
bir faktordiir. Kiiciik bosluklar fungal miseller tarafindan kolaylikla
doldurulmaktadir ve diflizyonu biiyiik oranda kisitlayarak havalandirmali
sistemlerde yiiksek basing diismelerine neden olmaktadirlar (Raimbault,
1998). Degisik boyutta partikiiller s6z konusu ise kiiciik partikiiller, bliyiik
partikiillerin arasindaki bosluklar1 doldurarak toplam bosluk hacmini

diisiirmektedirler (Pandey, 1991).

2.2.2.2 Nem

Mikrobiyal tiremeyi etkileyen baslica faktér a,’dir. Ancak
ortamdaki mevcut su miktarinin 6l¢limii daha kolaydir. Su miktari, bir
materyalin agirliginin su tarafindan olusturulan yiizdesidir. Su aktivitesi
ise materyalin buhar basincinin ayni sicakliktaki suyun basincina oranidir
ve mikroorganizma i¢in elverisli olan su miktarin1 ifade eder. Farkl
substratlar degisik su tutma kapasitesine sahip olduklarindan serbest suyun
gorlinlir hale geldigi diizeyler degismektedir. Bu nedenle KKF
islemlerinde su miktarlar1 kullanilan substrata gore %30 ile %80 arasinda
degismektedir. Bunun yaninda su miktari ile a,, arasindaki iliski de genis
bir aralikta lineer olarak degismemektedir. Su miktarindaki biiyiik artislar
ay de kiigiik degisimlere sebep olabilir (Pandey et al., 2001).

Nemin mikroorganizma fizyolojisi lizerine olan direkt etkisinin
yanisira substrat karakteristiklerini degistiren etkileri de vardir. Yiiksek
nem orani partikiiller arasinda gazlarin yer degistirmesine ve substrat
partikiillerinin kiimelesmelerine neden olmaktadir . Her iki durum da gaz

difiizyon kisitlamalarinin olusumunu hizlandirir. Ayrica yiiksek nem
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orani, substrattaki c¢Ozlinebilen besin Ogelerinin substrat disina

ctkmasina yol agmaktadir (Cannel and Young, 1980).
2.2.23 pH

Mikrobiyal gelisim substratin pH degerinde onemli degisikliklere
neden olmaktadir. Substratin tamamiyla okside edilememesi ya da
amonyum iyonlarinin biinyeye alinmasi sonucunda pH diiserken iirenin ya
da diger aminlerin deaminasyonu sonucu amonyum iyonlarinin agiga
cikmasi ile pH yiikselir. pH degisimlerinin siddeti, mikroorganizmanin
metabolik aktivitesi ve substratin tamponlama kapasitesi ile baglantilidir.
Uretim sirasinda pH degeri mikroorganizmanin gelisimini engelleyecek
diizeye gelebilir. Ancak KKF’ da pH kontrolii olduk¢a zordur. Bu nedenle
genis bir pH aralifinda iireyebilen mikroorganizmalarin secilmesi daha
uygun bir durumdur (Mitchell and Berovic, 1998).
2.2.2.4 Sicakhk

Metabolik aktivite sonucunda olusan sicaklik artis1 fermentasyon
islemlerinde 6nemli sorunlar yaratmaktadir. KKF’ de sicaklik kontrolii
derin kiiltiir fermentasyonuna gore daha zordur. Homojen olmayan
substrat ozellikleri nedeniyle sicaklik gradyanlari olusmaktadir. Bu durum
sistemde 1s1 transferini giiclestirerek bolgesel sicaklik artislarina sebep
olmaktadir. Bunun sonucunda mikrobiyal gelisim yavaslamakta ya da bazi
durumlarda mikrobiyal hiicreler d6lmektedirler. Bu nedenle olusan 1sinin
sistemden uzaklastirilmas1 gereklidir. KKF sistemleri tasariminda goz
Online alinmast gereken en oOnemli kriterlerden biri de 1smnin

uzaklastirilmasidir (Mitchell et al., 2000).
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KKF’ de kullanilan bircok mikroorganizma mezofiliktir.

Optimum {reme sicakligt 20°C ile 40°C arasinda degismektedir.

Maksimum iireme sicaklig1 ise 50°C’nin altindadir (Pandey et al., 2001).

2.2.2.5 Havalandirma ve Karistirma

KKF islemlerinin  biiyilk c¢ogunlugu aerobik kosullarda
gerceklestirilmektedir. Gaz fazi kati partikiiller ile temas halindedir ve kati
partikiil lizerindeki siv1 tabakasina oksijen transferi i¢in olduk¢a genis bir
ylizey alan1 mevcuttur. KKF’ de temel hedef, partikiiller arasinda ytiksek
oksijen bulunmasii saglarken karbondioksit miktarinin diisiik seviyede
tutulmasidir (Desgranges and Durand, 1990). Partikiiller aras1 bosluktan

oksijen alim1 4 ana basamakta gerceklesir:

e Oksijenin partikiiller arasindaki yogun fazdan partikiil yilizeyindeki
durgun gaz film tabakasina transferi,

e Oksijenin durgun gaz tabakasindan substrat yiizeyindeki sivi
tabakasina transferi,

e Misellerin konumuna bagli olarak mikroorganizmanin oksijeni
substrat yilizeyindeki durgun gaz tabakasindan ya da sivi
tabakasindan biinyesine almasi,

e Oksijenin substrattaki sivi tabakasindan partikiiliin i¢ kismina

gecisi (Mitchell and Berovic, 1998).

Havalandirmada gz onilinde bulundurulmasi gereken onemli bir
nokta da biyoreaktore giren havanin kalitesi ve nemidir. Doygun hava
kullanim1 substratin kurumasin1 ve su aktivitesinin diismesini onlemede

yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Ancak bu uygulama her zaman
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tavsiye edilmemektedir. Havalandirmanin bir fonksiyonu da

fermentasyon sirasinda olusan 1s1y1 uzaklastirmaktir (Murthy et al., 1993).
Suyun buharlagmast ve g¢evre ile yapilan 1s1 transferi islemleri
fermentasyon sicakligini istenilen diizeyde tutmay: saglayan islemlerdir.
Dolayistyla nemin korunmasi ve ayni zamanda 1sinin uzaklastirilmasi gibi

celiskili iki durum s6z konusudur (Mitchell et al., 1999).

KKF’ de heterojen yapiyr diizenlemek {izere yapilabilecek
islemlerden birisi de karistirma islemidir. Karigtirma, olusan gradyanlari
ortadan kaldirarak homojen bir yapt meydana getirmeyi saglar. Ancak
Ozellikle fungal kiiltiirlerin ~ kullanildig1  sistemlere  karigtirma
uygulandiginda misellerin zarar gordiigli belirtilmektedir (Purkarthofer et
al., 1993). Bunu asmak icin kesikli bir karistirma iglemi uygulandiginda
genellikle olumlu sonuglar alindigi belirtilmektedir (Kalegoris et al.,
2003). Bakterilerin kullanildig1 tiretimlerde ise eger hiicreler substrat
tizerinde ¢ok siki bir yapt olusturmamislarsa siirekli bir karistirma
isleminin biyokiitle verimini arttirdig1r belirtilmektedir (Pandey et al.,

2001).

2.2.2.6 Mikroorganizmalar

Funguslar diginda nadiren de olsa maya ve bakterilerin kullanildig:
kat1 kiiltiir ya da yar1 kati1 kiiltiir fermentasyonlar1 yolu ile iiretimler
yapilmaktadir.

Mayalar genel olarak kat1 substratlar {izerinde iireyebilen
mikroorganizmalar i¢inde ikincil 6neme sahip mikroorganizma grubudur.

Anaerobik kosullarda tarimsal iiriinlerin % 60- 75 nem oraninda fermente



31
edildigi silaj igleminin erken asamalarinda mayalarin etkisi so6z

konusudur. Mayalar igerisinde Saccharomyces cerevisiae elma
kiispesinde, seker pancart ve {iziim kiispesi kullanilarak etil alkol
tiretiminde yar1 kati kiiltirde kullanilmigtir. Ayrica ¢esitli nisastali
substratlarin proteince zenginlestirilmelerinde mayalar kullanilmislardir
(Mitchell and Berovic, 1998).

Bakteriler de KKF’ de birincil ya da ikincil mikroorganizmalar
olarak Onem tasimaktadirlar. Silaj isleminde laktobasiller 6nemli rol
oynamaktadirlar. Bacillus subtilis Japonlarin “Natto” admi verdikleri
fermente yiyecekte soya fasulyesi iizerinde yapiskan bir tabaka olusturan
organizmadir (Raimbault, 1998). Bunun yam sira 6zellikle Bacillus sp.
bakterilerin enzim iiretiminde kullanildigt KKF calismalarn da
bulunmaktadir (Babu and Satyanarayana, 1995; Archana and
Satyanarayana, 1997). Bakterilerin KKF’ deki bir bagka 6nemi de gerek
geleneksel fermente gida maddelerinin iiretiminde gerekse diger KKF’ de

kontaminasyona neden olmalaridir.

2.2.3 KKF’ nin DKF ile kargilastiriimasi

KKF yonteminin kullantmiin derin kiiltiir iretim tekniginin
kullanildig: sistemlere gore ¢esitli avantajlart vardir. Sistemin avantajlar

su sekilde siralanabilir:

1. Basit ve ucuz substratlarin kullanimi,
2. Az miktarda su kullanimi ve substratin konsantre olmast,
3. Direkt olarak spor asilamasi yapilmasi sebebiyle 6n asi hazirlama

tankina ihtiya¢ duyulmamasi,
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4. Diisiik nemli substrat tizerinde bakteriyel kontaminasyon riskinin az

olmasi,

5. Substrat partikiilleri arasinda bosluklar1 bulunmasi nedeniyle
havalandirmaya olanak tanimasi,

6. Ekstrakte edilecek olan iirlin i¢in az miktarda ekstraksiyon sivisi
kullanilmasi. Elde edilen iiriiniin derisik olmasi nedeni ile
ayirma/saflastirma iglemlerinin maliyetinin diisiik olmasi,

7. Verimin derin kiiltiir sistemlerindekine esit ya da daha yiiksek olmasi,

8. Swvi atik miktarinin ya ¢ok diisiik olmasi ya da hi¢ olmamasi,

9. Uretim sonras1 geriye kalan kati kismin da hayvan yemi olarak

degerlendirilebilmesi (Haltrich et al., 1996; Raimbault, 1998; Mitchell and

Berovic, 1998; Pandey et al., 2001),

10. Kat1 kiiltiir fermentasyon tesisi, ayn1 kapasitede bir derin fermentasyon

tesisine oranla dnemli ekonomik avantajlar igermektedir. Uretilecek enzim

tipine gore:
e Toplam yatirim %50-80 daha azdir
e Enerji harcamas1 %30-60 daha azdir

e Ana hammadde % 50-70 daha ucuzdur (Pandey et al., 2001).

2.3 immobilizasyon

Hiicre immobilizasyonunun, bilinen stispanse hiicre
fermentasyonlart karsisinda, yiiksek hiicre yogunlugu, artan hiicre
verimliligi ve reaksiyon sisteminden daha iyi ayrilabilmesi gibi
avantajlari, yar1 siirekli ve silirekli immobilizasyon uygulamalarinin
degisik reaktor tiplerinde gergeklestirilebilmesine olanak saglamaktadir

(Zhang et al., 2007).
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Bircok mikroorganizma i¢in immobilizasyon dogal bir

durumdur c¢linkii bir¢ok fungus bir yiizeye tutunarak iiremektedirler.
Endiistriyel uygulamalarda immobilize mikrobiyal hiicre sistemleri serbest
hiicrelerle karsilastirildiginda; biyomasin tekrarli kullanimi, basit bir kati-
stvi ayrimui ile altakimin kolaylastirilmasi ve siirekli akig sistemlerinde
minimum tikanma sorunlar1 yaratmasi gibi birtakim onemli avantajlara

sahiptir (Rodriguez Cauto et al., 2004).

Fungal hiicreler polimer destek iizerine adsorbsiyon veya aljinat jel
gibi dogal polimerler ya da sentetik polimerler igine tutuklama gibi
yontemlerle immobilize edilebilirler (Zhang et al., 2007, Rodriguez Cauto
et al., 2004). Bunlardan birincisinde mikroorganizmalar ylizeye ya da
diger mikroorganizmalara adezyon ya da kimyasal baglanma yontemleri
ile baglanirlar. Tutuklama yonteminde ise organizmalar, fibréz ya da
delikli materyaller icine hapsedilirler ya da stabil bir jel ya da membran
gibi kat1 ya da delikli bir matriks iginde fiziksel olarak alikonulurlar
(Rodriguez Cauto et al. 2004). Aljinat, kitosan, kitin ve seliiloz tiirevleri
gibi dogal polimerler, tutuklama tekniginde immobilizasyon matriksi
olarak ¢oklukla kullanilmaktadirlar (Arica et al. 2001), bununla beraber
politiretan kopiikler, naylon siingerler gibi sentetik kopiikler ve bulasik teli
gibi delikli maddelerin yaninda (Rodriguez Cauto et al., 2004), kabak lifi
gibi  organik  delikli ~ materyaller = adsorbsiyon  yOnteminde

kullanilmaktadirlar (Ganguly et al., 2007, Bulut et al., 2004).

Laktik asit iiretimi i¢in R. oryzae’ nin immobilizasyonu birtakim
tagiyicilar ve prosesler i¢cin denenmistir ve sonuglar Cizelge 2.5 tedir. Bu
calismalardan elde edilen sonuglara gore, hem calkalamali Erlenmayer

sisteminde hem de konik kolonlu akigkan yatak kesikli reaktor
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sistemindeki kalsiyum aljinat kiirecikler ve ayrica poliiiretan kiipler

laktik asit liretimini artirici en etkin fungal hiicre immobilizasyon metodu

olarak bulunmustur (Zhang et al. 2007).
Cizelge 2.5: immobilize R. oryzae’ den Laktik Asit Uretimi (Zhang et al., 2007)

Destek Proses Substrat Verim Verimlilik | Konsantrasyon
Materyal (%) (g/L.h) (g/L)
Tekrarli
Kalsiyum kesikli Glukoz ” 23 62
Aljinat Kesikli Glukoz 65 1.6 73
Siirekli Glukoz 71 - 71.5
Donen Kesikli ve
Disk Sirekli | lukoz 70 - -
Tekrarli
Poliiiretan | kesikli | O1UK0Z 78 4.6 40
Kopiik Siirekli Glukoz - 6.2 -
Kesikli Glukoz 65 - -
Tekrarll | Njsasta 100 1.65 127
Pamuk kesikli ve
kumay kesikli | Glukoz 90 25 226
beslemeli
PVA- K;erljh Glukoz 94 5.0 112
kriyojel Kesikli Glukoz 78 2.8 173

Sun et al., (1999) , hava kaldirmali reaktorde immobilize R. oryzae ile
stirekli sistemde L-laktik asit tiretimi i¢in ¢ift tabakali reaksiyon difiizyon
modeli gelistirmistir. Bir yalanci yatiskin durumdaki proseste, laktik asit
verimliligi, artan seyrelme hizi ve besleme glukoz konsantrasyonu ile

artmaktadir

Lin et al., (1998) donen diskler iizerine R. oryzae hiicrelerini immobilize
ederek L-Laktik asit tiretiminde kullandiklar1 bir donen disk kontaktorii
tasarlamiglardir. Glukozun L-laktik asite doniisiim oran1 0.7 g/g civaridir
ve fermentasyon hizi 62.5 g glukoz/Saat * m” disk yiizey alani olmustur.
Bundan baska polimer

destek olarak gamma 151n  yardimiyla
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polimerizasyon kullanilmigtir fakat diger tasiyicilarla gergeklestirilen

caligmalardan daha diisiik verim elde edilmistir(Yuru et al., 2000).

Lin et al.,(2007), bir baska calismalarinda ekstraksiyon iinitesi eklenmis ii¢
fazli akigskan yatakli biyoreaktdr sistemi tasarlamiglardir. Sistemde Ca-
aljinat boncuklara tutturulmus R.oryzae hiicreleriyle stirekli sistemde L-
laktik asit {iretimi denemigler ve sonug olarak 11 g L-laktik asit/saat. L

konsantrasyona ulasmislardir.

Tay and Yang (2002), R. oryzae igin fibroz yatakta pamuklu bez tasiyici
gelistirmislerdir ve tekrarli kesikli ve kesikli beslemeli iiretim kosullarinda
laktik asit verimi glukozlu c¢alisma icin % 90’ a {irlin konsantrasyonu ise
127g/L’ ye, nisasta ile gerceklestirilen ¢alisma iginse verim %100’ e, {iriin

konsantrasyonu 126g/L.’° ye ulagmustir.

Hang et al., (1989), kalsiyum aljinat boncuklar {izerinde R. oryzae
immobilizasyonunu denemisler ve sonugta glukozlu ortamda tekrarli
kesikli liretim sisteminde 0.72 g/g verim 2.5 g/L.saat hacimsel verimlilikle
62 g/L laktik asit konsantrasyonuna ulasmiglardir. Benzer bir bagka
calismada Hamamc1 ve ark.(1994) yine kalsiyum aljinata bagli R.oryzae
hiicreleriyle glukozlu ortamda kesikli tiretim metodunda 0.65 g/g verim ve

1.6 g/L.saat verimlilige ulagmislardir.

Kalsiyum aljinat denenen bir diger ¢alismada ise Xuemei et al., (1999), R.
oryzae hiicrelerini poliiiretan pargaciklar iizerine immobilize edildikleri {i¢
fazli akigkan yatak denemesi de gergeklestirilmistir. Bu proses, iiretilen
laktik asitin eszamanl olarak elektrodiyalizle ayriminin gerceklestirilmesi

nedeniyle yiiksek verime sahiptir.
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Yakin zamanda, en umut vaad eden tasiyicilar, markoporoz tastyici

olan poli (vinil alkol) kriyojel (PVA kriyojel)’ lerdir ve R. oryzae
immobilizasyonu basartyla denenmistir(Zhang et al., 2007). Efremenko et
al., (2006), kesikli calisma kosullarinda calkalayicili sistemde PVA-
kriyojel’ e immobilize edilmis R. oryzae hiicreleri ile 5.0 g/L.saat

verimlilikle 0,94 g/g laktik asit verimine ulagsmislardir.

Her ne kadar laboratuvar Olgeginde calismalarda fungal hiicre
immobilizasyonu c¢ok¢a denense de, Olgek biiyiitme caligmalarina
uygunlugu hala yeterli degildir. Bu tiir proseslerin teknik ve ekonomik
olarak gelistirilebilmesi i¢in pilot Olgekte calismalara Oonem verilmesi

kacinilmazdir (Zhang et al., 2007).
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3 MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizma

Laktik asit iretimi i¢in Rhizopus oryzae ~ NRLL-395 susu
kullanilmigtir. Fungal kiiltiir, Patates Dekstroz Agar (PDA) (Merck Ltd.,

Germany) iceren egik agarlarda +4 °C’de stok kiiltiir olarak depolanmustir.

3.1.2 Substratlar

Calkalamali kiiltiir ve statik kiiltiir liretimlerde karbon kaynagi
olarak glukoz (Merck Ltd., Germany) ve nisastanin(Merck Ltd., Germany)
yan1 sira Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Boliimii Biyoteknoloji laboratuvarindan ham olarak temin edilen ve
Biyomiihendislik Boliimii laboratuvarlarinda 6nislemden gegirilen melas,
Balkan Siit Uriinleri San. Ve Tic. AS., (Izmir) ¢ den temin edilen peyniralt:
suyu ve Setfors Ltd., (Soke)’ den temin edilen bugday ruseymi

kullanilmastir.

Kati kiiltiir fermentasyonu ile tretimde substrat olarak cesitli
karbon kaynaklar1 ve tarimsal drlinler kullanilmistir. Kullanilan
substratlar: bugday kepegi-nisasta, bugday kepegi-peynir alt1 suyu, bugday
kepegi-glukoz ve bugday kepegi-melas karisimlaridir.

3.1.3 Kimyasallar

Calismalarda ortam bilesiminde MgSO4 (Merck Ltd., Almanya),
(NH,4),SO4 (Carlo Erba, Italya), KH,PO4 (Merck Ltd., Almanya) ve
ZnSO4 (Riedel de Haen, Hollanda), laktik asit tayininde CuSO4 (Merck
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Ltd., Almanya), 4-fenilfenol (Aldrich, ABD), L(+)-laktik asit ( Sigma,

ABD) ve siilfiirik asit (Merck Ltd., Almanya), toplam seker tayininde d-
glukoz (Merck Ltd., Almanya), fenol (Riedel de Haen, Hollanda) ve
stlfirik asit (Merck Ltd., Almanya), pH ayarlama ve dengeleme
islemlerinde NaOH (Merck Ltd., Almanya), HCI (Merck Ltd., Almanya)
ve CaCOj; (Carlo Erba, Italya), inokulasyonda Tween 80 (Merck Ltd.,
Almanya), immobilizasyonda ise Na-aljinat (Sigma, ABD) ve CaCl,
(Merck Ltd., Almanya) kullanilmis olup, kullanilan tiim bu kimyasallar
analitik safliktadir.

3.1.4 Kullanilan Baslica Cihazlar

Otoklav (Hirayama HV-110L)

Statik Inkiibator (Sanyo)

Calkalamali Inkiibator (Gerhardt Thermoshake)
Analitik Hassas Terazi (Precisa)

Santrifiijler (Hettich Rotofix 32 ve Hettich Mikroliter D7200)
Pastor firini1 (Memmert)

Su banyosu (Memmert)

Spektrofotometre (Jenway 6400 VIS)

pH metre (Mettler Toledo)

Manyetik Isitic1 ve Karistirict (IKA)

Tiip Karistiric1 (Heidolph Reax)

Derin donduruculu Buzdolabi (Bosch)

Peristaltik Pompa (Masterflex)
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3.1.5 Tampon, Reaktif ve Cozeltiler

3.1.5.1 Laktik Asit Tayini Reaktif ve Cozeltileri

L(+)-Laktik Asit Standart Cozeltisi (%0.25 agirhk/hacim): 0.25
g L(+)-laktik asit (Sigma) tartilarak, bir miktar distile suda ¢ozdiiriildiikten
sonra distile suyla 100 ml hacme tamamlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti

+4 °C’ de saklanmustir.

4-Fenilfenol Cozeltisi (%1.5 agirhk/hacim): 1.5 g 4-fenilfenol
(Aldrich) tartilarak bir miktar %95’ lik etil alkolde (hacim/hacim)
¢cOzdiiriilmiistiir. Ardindan yine %95’ lik etil alkolle (hacim/hacim) 100

ml’ lik hacme tamamlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti +4 °C’ de saklanmustir.

Bakir Siilfat Cozeltisi (%4.0 agirhk/hacim): 4.0 g CuSOq4
(Merck) tartilarak bir miktar distile suda c¢ozdiiriildiikten sonra distile
suyla 100 ml hacme tamamlanmistir. Hazirlanan stok ¢oézelti +4 °C’ de

saklanmistir.

Derisik Siilfiirik Asit: % 95-98 safliktaki H,SO4 (Merck)

kullanilmastir.

3.1.5.2 Toplam Seker Tayini Reaktif ve Cozeltileri

Glukoz Standart Cozeltisi (%0.01 agirhk/hacim): 0.01 g d-
glukoz (Merck) tartilarak bir miktar distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra yine
distile suyla 100 ml hacme tamamlanmistir. Stok ¢ozelti +4°C’ de

saklanmustir.
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Fenol Cozeltisi (% 5.0 agirhk/hacim): 5.0 g fenol (Riedel de

Héen) tartilarak bir beherde, bir miktar distile suyla 1sitilarak
¢Ozdiiriilmiistiir. Fenoliin tamamen ¢6zlinmesinden sonra distile suyla 100
ml hacme tamamlanmistir. Stok ¢ozelti +4°C’ de saklanmistir.

Derisik Siilfiirik Asit: % 95-98 safliktaki H>SO4 (Merck)

kullanilmastir.

3.1.5.3 Iinokulasyon ve pH Dengeleme Reaktif ve Cozeltileri

Tween 80 Cozeltisi (% 0.2 hacim/hacim): Tween 80 (Merck)
reaktifinden 200 pl alinarak, hacmi 100 ml’ ye tamamlanmstir.
Hazirlanan ¢6zelti, inokulasyondan 6nce 121°C’ de 15 dakika otoklavda
steril edilmisgtir.

HCI Cozeltisi (0.1 N): % 37’ lik derisik HCI (Merck) reaktifinden

8.32 ml alinarak, hacmi 1L’ ye tamamlanmistir.

NaOH Cozeltisi (0.1 N): 4.0 g NaOH (Merck) tartilarak bir miktar
distile suda ¢ozdiiriilmiistiir. NaOH tamamen ¢06ziindiikten sonra distile

suyla hacim 1L’ ye tamamlanmuistir.

CaCOj; Cozeltisi (% 10 agirhk/hacim): 30g CaCO; (Carlo Erba)
tartilarak bir miktar distile suda ¢Ozdirilmistir. CaCO; tamamen

¢Oziindiikten sonra distile suyla hacim 300 ml’ ye tamamlanmustir.
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3.1.5.4 immobilizasyon Cozeltileri

CaCl, Cozeltisi (Boncuk Olusturma Cozeltisi) (100mM): 3,17 g
CaCl, (Merck Ltd., Almanya) tartilarak bir miktar distile suyla tamamen

¢Ozdiirtildiikten sonra distile suyla hacim 300 ml’ ye tamamlanmustir.

CaCl, Cozeltisi( Boncuk Saklama Cozeltisi) (5 mM): 0,65 g
CaCl, (Merck Ltd., Almanya) tartilarak bir miktar distile suyla tamamen
cozdiiriildiikten sonra 250 ml hacimli bir erlen icinde distile suyla hacim

100 ml’ ye tamamlanmustir.

3.2 Metod

3.2.1 Uretim ortamlarinin hazirlanisi

3.2.1.1 Calkalamal Kkiiltiir iiretim ortamlarinin hazirlanisi

Calkalamali kiiltiir i¢cin Erlenmayerlerde yapilan {iretimlerde 250
ml hacimli Erlenmayerler 50 ml sivi hacmi igerecek sekilde kullanilmistir.
Erlenlerdeki sivi hacminin agirlikca %?2-4-6-8-10-12° si olacak sekilde
degisen konsantrasyonlarda glukoz(Merck), nisasta(Merck), melas ve
bugday ruseymi erlenlere konulduktan sonra, Cizelge 3.1’ de verilen besin
elementlerinden hazirlanan ¢ozelti ile hacim 50 ml’ ye tamamlanmistir.
Peyniralt1 suyu ile hazirlanan ortamda ise, 50 ml peyniralt1 suyu igerisine
Cizelge 3.1° deki besin elementleri uygun miktarlarda eklenmistir.
Hazirlanan ortamlarin pH’ lar1 5.00” a ayarlanmistir. pH ayarlamalarinda 1
N HCI ve 1 N NaOH cozeltileri kullanilmistir. Erlenmayerlerin agiz

kisimlar1 pamuk tipa ile kapatildiktan sonra aliiminyum folyo ile
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kaplanmis ve 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmislerdir.

Sterilizasyon bitiminde Erlenmayerler oda sicakliginda bekletilerek

sogutulmus ve inokulasyon islemine hazir hale getirilmislerdir.

Cizelge 3.1: Derin kiiltiirle laktik asit iiretim ortaminda kullanilan besin

elementleri
Besin Elementi Miktar (g/1)
1
(NH4)2SO4
MgS0O,4 7H,0 0,25
ZnS0O47H,0O 0,9
KH,;PO4 0,6

3.2.1.2 Statik Kkiiltiir iiretim ortamlarimin hazirlanisi

Statik kiiltiir laktik asit iiretiminde, ¢alkalamali kiiltiir iiretim i¢in
3.2.1.2° de verilen ortamlar ayn1 yontemle hazirlanip sterilize edilerek

inokulasyon islemine hazir hale getirilmislerdir.

3.2.1.3 Kat Kkiiltiir iiretim ortamlarinin hazirlanisi

Kat1 kiiltiir i¢in Erlenmayerlerde yapilan tiim iiretimlerde 500 ml
hacimli Erlenmayerler kullanilmistir. 10 g substrat ya da substrat karigima,
Cizelge 3.2° de verilen besin elementleri ile nemlendirilerek
Erlenmayerlerin igerisine aktarilmiglardir. Nemlendirme sivisi ortama
eklenmeden 6nce pH 5.00° a ayarlanmustir. pH ayarlamalarinda 1 N HCI
ve 1 N NaOH ¢ozeltileri kullanilmistir. Erlenmayerlerin agiz kisimlari
pamuk tipa ile kapatildiktan sonra aliiminyum folyo ile kaplanmis ve

121°C’de 30 dakika siire ile sterilize edilmiglerdir. Sterilizasyon bitiminde
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Erlenmayerler oda sicakliginda bekletilerek sogutulmus ve inokulasyon

islemine hazir hale getirilmislerdir.

Cizelge 3.2: KKF ile laktik asit iiretim ortaminda kullanilan nemlendirme sivisi
icerisinde yer alan besin elementleri.

Besin elementi Miktar (g/1)
(NH),SO4 9.0
MgS0O,4 7H,0 0.1
ZnSO47H,0 0.03
KH,PO4 1.7

3.2.1.4 immobilize iiretim ortamlarimin hazirlamsi

Immobilize hiicrelerle laktik asit {iiretiminde, sivi hacminin
agirlikca %2, 4, 6, 8, 10, 12 ve 14’ ii kadar glukoz igeren ortamlar 3.2.1.2°

de verildigi sekilde hazirlanmigtir.

3.2.2 inokulasyon

3.2.2.1 Serbest hiicrelerle iiretimler icin inokulasyon

Rhizopus oryzae  NRLL -395, PDA(Merck) igeren kiiltiir
siselerinde 28 °C ‘de 5 giin siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda agar yiizeylerine 10 ml % 0.2 (hacim/hacim) steril Tween 80
eklenmistir. Sporlar 6ze yardimiyla agar yilizeyinden kazinmis ve steril bir

Erlenmayer igerisinde spor siispansiyonlar1 toplanmistir. Gerekli
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seyreltmeler yapildiktan sonra “Thoma” lamiyla sayim yapilarak

stispansiyondaki hiicre sayisi belirlenmistir. Derin kiiltiir ve statik kiiltiir
tretimleri i¢in iretim ortami igceren Erlenmayerlerin herbirine aseptik
kosullarda 1,5x10° kob/ml spor igeren bu spor siispansiyonundan 1 ml
(%2) transfer edilmistir. Kat1 kiiltiir tiretimleri i¢in ise Erlenmayerlerin
herbirine aseptik kosullarda spor siispansiyonundan 2 ml (%2) transfer
edilmistir. Inokulumun homojen bir sekilde dagilmas1 amaciyla erlenler

yavasca calkalanarak inkiibatore yerlestirilmislerdir.

3.2.2.2 immobilize iiretimler icin inokulasyon

Misel immobilizasyonu i¢in inokulasyon

Rhizopus oryzae NRLL -395, Malt Ekstrakt Broth ¢ozeltisi iceren
50 ml ortamda sirasiyla 2,3,4 ve 5 giin siireyle 28°C’ de statik olarak
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kuru agirlik tayini yapilarak
inokule edilecek mikroorganizma miktart 2, 3, 4 ve 5 ginlik
mikroorganizmalar i¢in sirasiyla 0.1015, 0.1091, 0.1217 ve 0.1331 g
bulunmustur. Uremenin gerceklestigi erlen icindeki ortam yiizeyinde
bulunan miselli yap1 steril 6ze yardimu ile bagka bir erlendeki 50 ml steril
saf su icine aktarilmigtir. Misellerin aktarildigi erlendeki ortam,
homojenizator ile 1 dakika siire ile muamele edilerek misellerin
parcalanmalar1 saglanmistir. Bir bagska erlendeki steril saf su igerisine,
miseller eklendikten sonra olusacak toplam hacmin % 2’ si olacak sekilde
Na-aljinat  (Sigma, ABD) tartilarak eklenmistir ve tamamen
¢Ozdirilmiistiir. Cozlinmiis haldeki Na-aljinat ¢ozeltisine misel iceren saf

su ortami tamamen bosaltilarak toplamda 100 ml Na-aljinat-misel karisimi
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elde edilmistir. Elde edilen bu karisim, peristaltik pompa yardim ile

100 mM CaCl, ¢ozeltisi igeren siseye damlatilarak, her bir damlada 3mm
capinda boncuk elde edilmistir. Islemin gerceklestirildigi sistem Sekil 3.1
de gosterilmektedir. Tiim ortamin kullanilmasinin ardindan boncuklar
steril saf su ile yitkanmis ve 5 mM CaCl, ¢ozeltisinde bekletilmislerdir.
Daha sonra tekrar steril saf su ile yikanarak besi ortamina (%10 glukoz

igeren ortam) aktarilmiglardir.

Spor immobilizasyonu igin inokulasyon

Rhizopus oryzae  NRLL -395, PDA(Merck) igeren kiiltiir
siselerinde 28 °C ‘de 2,3,4 ve 5 giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresi sonunda agar yiizeylerine 10 ml steril saf su eklenmistir. Sporlar 6ze
yardimiyla agar ylizeyinden kazinmis ve steril bir Erlenmayer icerisinde
toplam 50 ml olacak sekilde spor siispansiyonlar: toplanmistir. Gerekli
seyreltmeler yapildiktan sonra “Thoma” lamiyla sayim yapilmistir ve 2,3,4
ve de 5 giinliik sporlar i¢in sirastyla 0.5x10%, 1x10*, 0,5x10° ve 1,2x10°
kob/ml degerlerinin elde edildigi belirlenmistir . Bir baska erlendeki steril
saf su icerisine, spor ¢ozeltisi eklendikten sonra olusacak hacmin agirlik¢a
% 2’ si kadar Na-aljinat (Sigma, ABD) tartilarak eklenmistir ve
¢Ozdiirtilmiistiir. Coziinmiis haldeki Na-aljinat ¢6zeltisine spor iceren saf
su ortami bosaltilarak 100 ml Na-aljinat - spor karisimi elde edilmistir.
Elde edilen bu karisim, peristaltik pompa yardimi ile 100 mM CaCl,
coOzeltisi igeren siseye damlatilarak, her bir damlada bir boncuk elde
edilmistir.  Sistem, Sekil 3.1° de goriilmektedir. Tim ortamin
kullanilmasinin ardindan boncuklar steril saf su ile yikandiktan sonra 5

mM CaCl, ¢ozeltisinde bir siire bekletilmislerdir ve hemen ardindan tekrar
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steril saf su ile yikanarak besi ortamina (%10 glukoz iceren ortam)

aktarilmislardir.

Sekil 3.1: Immobilize hiicre hazirlama sistemi

3.2.3 Uretim kosullar ve érnek alma

3.2.3.1 Calkalamal Kiiltiir tiretim

Inokulasyon islemi tamamlanan Erlenmayerler, Gerhardt marka
inkiibatorde 28 °C’ de ve 120 rpm c¢alkalama hizinda iiretime
almmislardir. Ornek alma her giin belirli zaman araliklariyla 2 kez 1 adet

Erlenmayerin alinmasi seklinde gerceklestirilmistir.

3.2.3.2 Statik kiiltiir iiretim

Inokulasyon islemi tamamlanan Erlenmayerler Sanyo marka

inkiibatorde 28 °C’de iiretime alinmislardir. Ornek alma her giin belirli
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zaman araliklartyla 2 kez 1 adet Erlenmayerin alinmasi seklinde

gergeklestirilmistir.

3.2.3.3 Kat kiiltiir iiretim

Inokulasyon islemi tamamlanan Erlenmayerler Sanyo marka
inkiibatorde 28 °C’de iiretime alinmislardir. Ornek alma her giin 1 adet

Erlenmayerin alinmasi seklinde gerceklestirilmigtir
3.2.3.4 Immobilize hiicrelerle iiretim

Inokulasyon islemi tamamlanan Erlenmayerler, Gerhardt marka
inkiibatorde 28 °C’ de ve 150 rpm c¢alkalama hizinda {iretime
alinmuglardir. Ornek alma her giin belirli zaman araliklartyla 2 kez
Erlenmayerlerin aseptik kosullarda acilarak 2-3 ml sivi ortamin 6rnek

tiiplerine alinmasi seklinde gerceklestirilmistir.

3.2.4 Uretim sonrasi iglemler

3.2.4.1 Derin Kkiiltiir icin iiretim sonrasi islemler

pH oOlcimu

Giinlik pH olgtimleri Mettler Toledo marka pH metre ile
yapilmistir. pH 6l¢limiine bagh olarak gerektigi durumda iiretimi devam
eden erlenlere %10 CaCOs (agirlik/hacim), pH’15.00” a getirecek hacimde

eklenmistir.

Laktik asit ekstraktinin elde edilmesi

pH ol¢iim islemi tamamlanan sivi kisim Hettich marka sogutmali

santrifiijde +4 °C’de 10000 devir/dakika donme hizinda 15 dakika siire ile
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santrifiijlenmistir. Islem sonrasinda elde edilen supernatant, laktik asit

ekstrakti olarak 2.0 ml’ lik eppendorf tiiplere alinmig ve —18 °C’de

depolanmustir.

3.2.4.2 Statik kiiltiir icin iiretim sonrasi islemler

pH 6lcimu

Giinlik pH olgtimleri Mettler Toledo marka pH metre ile
yapilmistir. pH 6l¢limiine bagh olarak gerektigi durumda iiretimi devam
eden erlenlere %10 CaCOs3 (agirlik/hacim), pH’15.00” a getirecek hacimde

eklenmistir.

Laktik asit ekstraktinin elde edilmesi

pH Ol¢iim islemi tamamlanan sivi kisim Hettich marka sogutmali
santrifiijde +4 °C’de 10000 devir/dakika donme hizinda 15 dakika siire ile
santrifiijlenmistir. Islem sonrasinda elde edilen supernatant, laktik asit
ekstrakti olarak 2.0 ml’ lik eppendorf tiiplere alinmis ve —18 °C’de

depolanmustir.

3.2.4.3 Kat kiiltiir icin iiretim sonrasi islemler

Ekstraksiyon

Uretim sirasinda alman her 1 kisim o6rnege 5 kisim % 0.2
(hacim/hacim) Tween 80 iceren ¢ozelti eklenmis ve erlenler 25 °C’de 1
saat siire ile bekletilmislerdir. Bu siire igerisinde her 15 dakikalik periyotta
cam baget yardimiyla karistirilmislardir. Daha sonra ortam, bir cendere

bezinden filtre edilmis ve sivi kistm pH 6l¢iimiine alinmustir.
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pH olcimu

pH olgiimleri Metler Toledo marka pH metre ile yapilmistir.

Laktik asit ekstraktinin elde edilmesi

Filtrasyon ve pH Ol¢iim islemi tamamlanan sivi kisim Hettich
marka sogutmali santrifiijde +4 °C’de 10000 devir/dakika donme hizinda
15 dakika siire ile santrifiijlenmistir. Islem sonrasinda elde edilen
supernatant, laktik asit ekstrakti olarak 2.0 ml’ lik eppendorf tiiplere

alinmis ve —18 °C’de depolanmustir.

3.2.4.4 immobilize iiretimler icin iiretim sonrasi islemler

pH olcimu

Gunlik pH olgtimleri Mettler Toledo marka pH metre ile
yapilmistir. pH 6l¢iimiine bagl olarak gerektigi durumda erlenlere %10

CaCOs (agirlik/hacim), pH’1 5.00” a getirecek hacimde eklenmistir.

Laktik asit ekstraktinin elde edilmesi

pH 6l¢ciim islemi tamamlanan sivi kisim Hettich marka sogutmali
santrifiijde +4 °C’de 10000 devir/dakika donme hizinda 15 dakika siire ile
santrifiijlenmistir. Islem sonrasinda elde edilen supernatant, laktik asit
ekstrakti olarak 2.0 ml’ lik eppendorf tiiplere alinmis ve —18 °C’de

depolanmustir.

Boncuklarin aktarilmasi

Elde edilen laktik asit ekstraktlariyla gerceklestirilen giinliik laktik

asit tayini sonucuna gore immobilize liretimin sonlandirilmasi gereken
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zaman belirlenmistir. Uretimin sonlandirilmasindan sonra boncuklar,

steril saf suyla yikanarak ortam kalintilarindan arindirildiktan sonra yeni
tiretim hemen gergeklestirilecekse 5 mM CaCl, ¢dzeltisinde bir siire
bekletildikten sonra tekrar steril saf suyla yikanarak taze besi ortamina
aktarilmiglardir. Eger yeni iiretim hemen gerceklestirilmeyecekse
boncuklar 5 mM CaCl, ¢ozeltisi igerisinde +4°C’ de bekletilmisler ve yeni
iiretim yapilacagr zaman steril saf suyla yikanarak taze besi ortamina

alinmislardir.

3.2.5 Laktik asit tayini

Laktik asit tayini, Kimberley and Taylor, 1996’ da belirtilen
sekilde spektrofotometrik olarak gergeklestirilmistir. Tayin prosediirii

asagida sunulmustur.
Standard hazirlama

Laktik asit standardi hazirlanirken 2.5 mg/ml stok c¢ozelti 100 kez
seyreltilerek 25 pg/ml laktik asit standart stok cozeltisi hazirlanmistir.

Hazirlanan bu stoktan Cizelge 3.3’ te verilen seyreltmeler yapilmistir.
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Cizelge 3.3: Laktik asit standartlarinin hazirlanmasinda kullanilan

Kkonsantrasyonlar
Stoktan Alinan Eklenen Su Son Konsantrasyon
Miktar (pl) Miktar: (pl) (ng / ml)
50 450 2,5
100 400 5
150 350 7,5
250 250 12,5
300 200 15
500 0 25

Tayin Basamaklart

e Standart ve fermentasyon ortami drneklerinden 500° er pl tiiplere
aktarilir.

e 3 ml derisik H,SO4 eklenir ve 10 dakika kaynayan suda bekletilir.

e Karisim oda sicakliginda sogutulduktan sonra tiiplere sirasiyla, 50
ul CuSO4 ve 100 pl 4-fenilfenol ¢ozeltileri eklenir ve tiipler, tiip
karistiric ile karistirilirlar.

e 20 dk sonra 570 nm dalga boyunda standarda karsi, Orneklerin
absorbans degerleri okunur.

e FElde edilen standart grafiklerinden regresyonla orneklerdeki laktik
asit miktar1 hesaplanir.

Laktik asit standart grafigi Sekil 3.2° de sunulmustur.
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Sekil 3.2: Laktik asit standart e@risi

3.2.6 Toplam seker tayini

Toplam seker tayini i¢in Fenol-siilfiirik asit yontemi kullanilmastir.

Standard hazirlama

Standart olarak glukoz c¢ozeltisi (Cizelge 3.4).” teki sekilde seyreltilerek

kullanilmustir.

Cizelge 3.4: Toplam seker tayin yontemi standart konsantrasyonlari

%0.01° lik glukoz (ml) | Distile su (ml) | Glukoz kons.(mg/ml)
Std 1 0 1 0
Std 2 0.2 0.8 20
Std 3 0.4 0.6 40
Std 4 0.6 0.4 60
Std 5 0.8 0.2 80
Std 6 1.0 0 100




Tayin Basamaklari

Cizelge 3.5: Toplam Seker Tayin Yontemi (Tiip Icerikleri)

53

Kor | Std 1 | Std2 | Std3 | Std4 | StdS | Std6 | Ornek
Glukoz (% 0,01) (ml) - 1 1 1 1 1 1 -
Ornek (ml) - - - - - - - 1
Fenol (%5) (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1
Derisik H,SO, (ml) 5 5 5 5 5 5 5 5

e Tiipler, tiip karistirict ile karistirilir. Oda sicakliginda 10 dakika

bekletilirler.

e Tekrar tlip karistirict ile karistirilirlar. Su banyosunda 25-30 °C’ de
20 dakika bekletilirler.
e Heksozlar i¢in 490 nm’de Pentozlar ve Uronik Asitler icin 480
nm’de kore kars1 absorbans degerleri okunur.

Toplam seker analizlerine (Fenol-Siilflirik asit) ait veriler Sekil 3.3’te

yararlanilarak

verilen glukoz standart grafiginden
hesaplanmastir.

0,9 y = 0,0079x

0.8 1 R? = 0,9978 *

0,7 4

0,6 -|
0,5 -
0,4 |
0,3 |

0,2 4
0,1 4

(o] T
(o] 20

40 60 80 100
Glukoz Konsantrasyonu(ug/ml)

120

Sekil 3.3: Glukoz Standart Egrisi
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4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Calkalamali  kiiltiir, statik kiiltiir ve kati1 kiiltiir ¢alismalarinda
mikroorganizmanin bes farkli karbon kaynaginda(glukoz, nisasta, melas,
peyniralti suyu ve bugday ruseymi) laktik asit iiretimleri karsilagtirilmigtir.
Gergeklestirilen bu ¢alismalardan elde edilen veriler sonucu elde edilen
degerler goz Oniine alinarak, mikroorganizmanin Ca-aljinat boncuklara
tutuklanarak gerceklestirilen {iretimlerinde kullanilan besi ortaminda
karbon kaynag1 ve ortamdaki yiizdesi belirlenmistir. Ca-aljinat boncuklara
tutuklanmis R. oryzae hiicreleriyle gerceklestirilen iiretimlerde karbon
kaynagi olarak glukoz kullanilmistir. Sabit glukoz orani ve sabit ortam
kosullart (28°C sicaklik ve 120 rpm calkalama hiz1 saglanarak en uygun
immobilizasyon tipi ve inokulum yasi, spor konsantrasyonu, Na-aljinat
orani, boncuk ¢ap1 ve CaCl, ¢ozeltisi konsantrasyonun laktik asit

tiretimine etkisi incelenmistir.

4.1 Serbest Hiicrelerle Laktik Asit Uretimi

4.1.1 Calkalamal kulturde laktik asit Uretimi

4.1.1.1 Substrat olarak glukoz kullanilan iiretim

Baglangi¢ glukoz konsantrasyonlarinin R. oryzae ile laktik asit
fermentasyonu iizerine etkilerini incelemek amaciyla sicaklik kontrollii
calkalamal1 inkiibatorde 28°C ortam sicakliginda, 5.00 baslangic pH
degerinde ve 120 rpm calkalama hizinda %2, 4, 6, 8, 10, 12 ve 14
(agirhik/hacim)  glukoz  iceren  besi  ortamlart ile  iiretimler
gergeklestirilmistir. Yapilan bu iiretimler sonucu elde edilen sonuglar

Sekil 4.1 de verilmektedir.
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Sekil 4.1: Farkh baslangi¢c glukoz konsantrasyonlarinda laktik asit iiretiminin
zamanla degisimi

Gergeklestirilen iiretimler sonucunda substrat konsantrasyonu
arttikca elde edilen laktik asit miktarmin arttii, agirhikea % 12
konsantrasyon degerinden sonra ise azalmaya basladigi goriilmiistiir(

Cizelge 4.1).

En yiiksek verim ve verimlilik degerleri agirlik¢a % 10 baslangig
glukoz konsantrasyonu ile gergeklestirilen liretimde elde edilmistir ve
sirastyla % 78 (g/g) ve 0.87 g/L.saat’ tir. En yiiksek laktik asit miktarina
ise agirlikea % 12 baslangic glukoz konsantrasyonu ile gerceklestirilen
tiretimde ulasilmistir (90.33 = 0.8 g/L). Elde edilen verim ve verimlilik
degerlerinin yliksek olusu nedeniyle en uygun ortamin agirlikca %10
baslangi¢ glukoz konsantrasyonuna sahip ortam oldugu belirlenmistir.
Agirlikga % 12 glukoz konsantrasyonunda, laktik asit miktarinda artig
meydana gelmesi nedeniyle % 14 glukoz konsantrasyonu da denenmistir
ancak deneme sonucunda daha yiiksek laktik asit miktari, verim ve

verimlilik  degerlerine  ulasilamamistir.  Bunun nedeni  olarak,
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literatiirlerden elde edilen bilgiler de goz oniinde bulundurularak laktik

asit iretiminin belirli bir konsantrasyona kadar arttigi, bu glukoz
konsantrasyonundan sonra ise, ortam vizkozitesine bagli kiitle transfer
kisitlarindan ve yiiksek substrat konsantrasyonu ve buna bagli asit
tiretiminden mikroorganizmanin olumsuz etkilenmesi gosterilmistir

(Bulut, 2001).

Cizelge 4.1: Farkl baslangic glukoz konsantrasyonlarinda elde edilen en yiiksek LA
konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve verimlilik degerleri

Agsllﬂ::(tiz t% Ul;?:iill:; l;f n Zaman||Verim||Verimlilik
Kons. LA Miktan (g/L) (Saaf) || (%) || (g/L.sa)
| 2 [ 1339+05 || 72 || 67 || o019 |
| 4 [ 2920+05 || 88 || 73 || 033 |
| 6 [ 3940+0.6 || 8 || 66 || 045 |
| 8 || 5558+0.6 || 8 || 69 || 063 |
| 10 [l 7767406 || 89 || 78 || 0.87 |
| 12 [ 9033+08 || 135 || 75 || o067 |
| 14 [ 8522407 || 135 || 61 || 0.63 |

Substrat  olarak  glukozun  kullanildigi  denemeler, bazi
aragtirmacilarin ¢alismalarinda da yer almistir. Bu caligmalardan bir
tanesinde Bulut et al. (2004), farkli karbon kaynaklarinin R .oryzae NRRL
395 susu kullanilarak gerceklestirilen laktik asit iiretimine etkisini
incelemiglerdir. Glukozun denendigi c¢aligmada baslangic substrat
konsantrasyonun 25 g/I’ den 150 g/I’ ye kadar ¢ikarildiginda laktik asit
tiretiminin artti§i, 150 g/I’ nin {izerindeki degerlere ¢ikarildiginda ise

laktik asit iretiminin azalmaya basladig1 ifade edilmistir.
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Glukozun substrat olarak kullanildigi fermentasyon ortaminda

zamana kars1 laktik asit tretimi ve pH degisimi grafigi EK 3’ te
verilmektedir. Fermantasyon ortaminda, zamanla meydana gelen pH
diisiisiinii tamponlamas1 amaciyla agirlikca % 10’ luk CaCOj; ¢ozeltisi
kullanilmistir. Tiim glukoz konsantrasyonlarinda , ortamin pH’1 ilk 24
saatlik periyotta 3.00 — 4.00 aras1 degerlere diismektedir. Tampon ¢6zelti
ile pH tekrar 5.00 degerine getirildikten sonra ayni islem {iretilen laktik
asit miktarina bagli olarak {retimin ilerleyen asamalarinda tekrar
edilmistir.

4.1.1.2 Substrat olarak nisasta kullanilan iiretim

Baslangic nisasta konsantrasyonlarmin laktik asit {iretimine
etkilerini incelemek amaciyla yine sicaklik kontrollii calkalamali
karistiricida 28 °C ortam sicakliginda, 5.00 baslangi¢c pH degerinde ve 120
rpm calkalama hizinda agirlik¢ca % 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 konsantrasyonda
nisasta igceren besi ortamlar1 kullanilmistir. Gergeklestirilen {iretimlerden

elde edilen sonuclar Sekil 4.2 de verilmektedir.
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Sekil 4.2: Farkh baslangic nisasta konsantrasyonlarinda laktik asit iiretiminin
zamanla degisimi
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Sekilde zamana karsi olusan laktik asit miktar1 arasi iligki yer

almaktadir. Sekilde de goriildiigii lizere nisasta konsantrasyonu arttik¢a
olusan laktik asit miktar1 da artmaktadir. Agirlikca % 10’ un iizerine
cikildiginda ise laktik asit miktar1 diisiis gdstermektedir. Bu durumun,
yiiksek nisasta konsantrasyonunun ortam viskozitesini artirmasindan ve
kiitle transferini zorlastirmasindan kaynaklandigi sonucuna varilmistir

(Bulut, 2001).

En yiiksek laktik asit miktar,, agirlikca % 10 nisasta
konsantrasyonunda, 50.99 £+ 1.4 g/L bulunmustur(Cizelge 4.2). Cizelgede
belirtildigi lizere en yiiksek verim ve verimlilik degerleri ise sirastyla % 51
(g/g) ve 0.34 g/L.saat ile yine agirlikga % 10 nisasta konsantrasyonunda

elde edilmistir.

Cizelge 4.2:Farkh baslangi¢ nisasta konsantrasyonlarinda elde edilen en yiiksek LA
konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve verimlilik degerleri

Agirhikea % Ureti len En Zaman||Verim||Verimlilik
Substrat Yiiksek °

Kons. ||LA Miktar: (z/L)|| G229 [| (%0) || (&/L.sa)
| 2 [l 927+09 || 64 || 46 || o0.14 |
| 4 | 1753+09 || 88 || 44 || 020 |
| 6 [ 1798+1.1 || 96 || 30 || o0.19 |
| 8 || 36.88x1.0 || 135 || 46 || 027 |
| 10 [ 5099+14 || 152 || 51 || 034 |
| 12 [l 3635¢1.8 || 135 || 30 || 027 |

Nisastanin substrat olarak kullanildig1 ¢alismalardan bir tanesinde
Bai et al. (2003) , Rhizopus oryzae R1021 kullanarak 120 g/L musir

nisastasindan 60 saat sonra 79.4 g/ L laktik asit liretmislerdir.
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Benzer bir bagka ¢aligmada Huang et al. (2005), R. oryzae 2062

ve R. arrhizus 36017 kullanarak patates nisastasi atik suyundan laktik asit
irettikleri ¢aligmalarinda baslangi¢ nisasta konsantrasyonunun laktik asit
tiretimine etkisini incelemisler ve artan nigasta konsantrasyonunda laktik
asit Uretiminin arttigini, daha yiikksek degerlere ¢ikildiginda ise iiretimin
azaldigini ifade etmislerdir. R. oryzae 2062‘yi kullandiklar1 denemelerinde
nisasta konsantrasyonunun 12.5 g/I’ den 18.6 g/I’ ye c¢ikarilmasi
durumunda laktik asit tiretiminin 5.02 g/I’ den 13.62 g/I’ ye ciktigini,
nisasta konsantrasyonunun 37.5 g/l oldugu kosulda ise laktik asit
tiretiminin 5.34 g/I'ye distliginii belirtmislerdir. Azalmanin nedenini,
mikroorganizmanin sahip oldugu amilaz aktivitesinin nisasta igeren
karbon kaynaklarinin hidrolizi i¢in yeterli olmayabilecegi seklinde

aciklamiglardir.

Yin et al.(1997), yapmis olduklar1 ¢calismada R. oryzae NRRL 395
ile air-lift biyoreaktdr igerisinde musir nisastasindan laktik asit tiretimini
incelemiglerdir. Farklt misir nisastast konsantrasyonlarmin laktik asit
tiretimi iizerine etkisini arastirdiklar1 denemelerinde 100 g/l ile 240 g/
arasindaki misir nigastasi konsantrasyonlarinda denemeler
gerceklestirmisler ve artan misir nisastasi konsantrasyonlarinda laktik asit
veriminin (%, baglangic misir nisastast konsantrasyonu {izerinden)
azaldigin tespit etmislerdir. Laktik asit liretimi incelendiginde ise 150 g/l
misir nigastasi konsantrasyonuna kadar laktik asit {iretiminin arttig1, daha
yiiksek konsantrasyonlarda ise liretimin azaldig1 gézlenmistir. Artan misir
nisastas1 konsantrasyonunda ortam viskozitesinin artmasia bagli olarak
iretimin azalmis olabilecegi belirtilmistir.

Ray wve ark. (1991), iki asamali bir proses ile laktik asit

tiretmislerdir. ik asamada ham patates nisastasi Aspergillus oryzae a-
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amilaz1 ve amiloglukozidazi ile sekerlendirilmis, sonraki asamada ise L.

delbrueckii ile laktik asit iiretilmistir. Deneme sonucunda patates nisastasi
% 75 oraninda glukoza parcalanmis ve elde edilen glukoz lizerinden % 69
laktik asit verimi elde edilmistir.

EK 3’ te laktik asit iiretiminin ve ortam pH’ min zamana karsi
degisimi grafigi verilmistir. Bu denemede de pH degisimi, glukozlu

iiretime benzerlik gostermistir.

4.1.1.3 Substrat olarak melas kullanilan tiretim

Ucuz olma ve kolay bulunma gibi birtakim ozellikleri ile melas,
endiistriyel iiretim ortamlarinda yaygin olarak kullanilan olan bir
hammaddedir ve ¢alismada agirlik¢a % 2, 4, 6, 8, 10 ve 12
konsantrasyonda seker iceren alt1 farkli melaslh besi ortami kullanilmistir.
Melas, dogrudan kullanilabildigi gibi, farkli yontemlerle Onislemlerden
gecirilerek te (Goksungur, 1998, Roukas, 1998; Pakmaya Yeast Ind.
Com.,2002; Adiyaman-Koltuksuz’ dan 2007) ortamlara eklenebilmektedir.
Literatiirde, 6n islemden gecirilmis melasin, islenmemis melasa oranla
mikroorganizmanin sekeri daha kolay kullanabilmesine olanak tanidigi
belirtilmektedir (Bulut, 2001). Bu nedenle iiretimde, ¢esitli 6n islemlerden
gecirilmis melas kullanilmigtir. Kullanilan melasin igerigi ve uygulanan

On islemler EK 1’ de sunulmustur.

Gergeklestirilen {iiretimlerden elde edilen sonucglar Sekil 4.3 te

verilmektedir.
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Sekil 4.3: Farkl baslangic melas konsantrasyonlarinda laktik asit iiretiminin
zamanla degisimi

Sekil 4.3 te goriildiigli gibi melas konsantrasyonu arttik¢a olusan
laktik asit miktar1 da artmaktadir. Ancak yine diger {iretimlere benzer
sekilde substrat konsantrasyonu agirlik¢a %10’ un iizerine c¢iktiginda
laktik asit verimi dislis gostermektedir. Bu durum, yiliksek siikroz
konsantrasyonunun  ortam  viskozitesini artiripp  kiitle transferini
zorlastirmasma baglanmistir (Bulut, 2001). Uretim sonucu en yiiksek
laktik asit miktar1, agirlikca % 10 ve 12 seker konsantrasyonunda sirasiyla
33.21 £ 1.1 ve 33.94 £ 1.0 g/L olarak elde edilmistir (Cizelge 4.3).
Cizelge’ de belirtildigi tlizere en yiiksek verim ve verimlilik degerleri de
yine bu iki konsantrasyonda birbirine ¢ok yakin olmakla beraber verimler
% 33 (g/g) ve % 28 (g/g), verimlilik degerleri ise 0.21g/L.saat ve 0.20
g/L.saat olarak elde edilmistir.
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Cizelge 4.3:Farkh baslangi¢c melas sekeri konsantrasyonlarinda elde edilen en
yiiksek LA konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve verimlilik degerleri

> S ——
Mubstrac || Vilsek | [[Zaman||Verim) Verimi
Kons. LA Miktan (g/L) )
| 2 [l 441211 || 65 || 22 || 0.07 |
| 4 [l 722409 || 96 || 18 || o0.08 |
| 6 | 1341x09 || 160 || 22 || o0.08 |
| 8 [[  19.5+1.0 || 160 || 24 || o012 |
| 10 [ 3321211 || 160 || 33 || o021 |
| 12 | 339410 || 168 || 28 || 020 |

Melas kullanilarak gerceklestirilen caligsmalara 6rnek olabilecek bir
calismada Bulut et al.(2004), ilk olarak, islem gérmemis melasin farkli
konsantrasyonlarinda laktik asit iiretimini incelemisler ve melas
konsantrasyonu artigina paralel olarak laktik asit iiretiminin de arttigim
ifade etmislerdir. Pastorize edilmis melas kullandiklar1 denemelerde ise
laktik asit iiretiminin, melas konsantrasyonu arttiginda artis gosterdigini ve
ayrica laktik asit liretim hizinin pastdrize melasta daha yiiksek oldugunu
belirtmislerdir. Elde edilen laktik asit miktarlar1 agisindan islem gormiis
melas ve pastdrize melas arasinda belirgin bir fark olmadig1 saptanmigtir.
Bir diger denemede pastdrize edilmis melasa %10 maya ekstrakt1 ilave
edilmis ve artan melas konsantrasyonlarinda laktik asit {iretiminin arttig1,
elde edilen laktik asit miktarlarinin ise islem gérmemis melas ve pastorize

melasla yapilan denemelerden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

EK 3’ te laktik asit iiretiminin ve ortam pH’ min zamana karsi

degisim grafigi verilmistir. Bu denemede Onceki denemelerden farkli
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olarak iiretim siiresince ortam pH’ 1 5.00° dan belirgin bir diisiis

gostermemistir.

4.1.1.4 Substrat olarak bugday ruseymi kullanilan iiretim

Laktik asit iiretiminde zengin bir igerige sahip ve fermentasyonda
daha once kullanildigina dair herhangi bir kaynaga rastlanilmamis olan
bugday ruseym kiispesine ¢alismada 6zel bir 6nem verilmistir. Bunun igin
tiretim verimi incelenen bugday ruseym kiispesinin igerigi EK 2’ de

aciklanan yontemlerle belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.4’ te sunulmustur.

Cizelge 4.4: Bugday Ruseym Kiispesinin Kompozisyonu

Analizler Bugda()('y(l)l;l{izyglagﬁspesi
Toplam seker 71.59+0.86
(asit hidrolizi)

Toplam seker 11.25£0.72
(¢Ozlinebilen)
Protein (N x 6,25) 5.14+0.32
Yag 0.6140.11
Ham lif 1.32+0.14
Kiil 1.87+0.015
Nem 7.1£0.55
Diger 1.12

Cizelgede goriildiigi gibi bugday ruseym kiispesi, toplam seker

icerigi bakimindan zengin bir kaynak olarak goriilmektedir. Caligmada
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agirlikca % 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 bugday ruseym kiispesi i¢eren alt1 farkli

besi ortami kullanmilmistir. Elde edilen sonucglar Sekil 4.4° te

goriilmektedir.
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Sekil 4.4: Farkl baslangi¢ ruseym konsantrasyonlarinda laktik asit iiretiminin
zamanla degisimi

Zamana kars1 bugday ruseymli ortamda olusan laktik asit miktarini
veren sekillerde de goriildiigli ilizere ruseym konsantrasyonu arttikca
olusan laktik asit miktar1 da artmaktadir. Substrat konsantrasyonun artisi
verimi olumsuz etkilerken, verimliligi agirhikca % 10 substrat
konsantrasyonuna kadar artirmistir, % 10’ un {izerinde verimlilik
artmamigtir.  Bu durumun, bugday ruseyminin iiretim ortaminda
topaklanma meydana getirmesi ve kiitle transferini giiclestirmesinden
kaynaklandig1 diistiniilmiistiir. Cok iyi su absorblama kapasitesine sahip
oldugu gozlenen ruseymin, iiretim sirasinda ortamdaki serbest suyun
biiylik kismin1 absorblayarak ortami daha ¢ok kati kiiltiir- yar1 kati kiiltiir
{iretim ortamina doniistiirdiigii gozlemlenmistir. Uretim sonucu en yiiksek
laktik asit miktar1, agirlikca % 10 ve 12 ruseym konsantrasyonunda
sirastyla 12.22 + 1.6 ve 12.38 + 1.8 g/L olarak elde edilmistir(Cizelge 4.5).

Cizelge’ de belirtildigi iizere en yiikksek verim degeri % 2 ruseym



konsantrasyonunda (% 23 (g/g)), verimlilik degeri ise % 10 ve 12

ruseym konsantrasyonunda 0.07 g/L.saat olarak elde edilmistir.

65

Cizelge 4.5:Farklh baslangi¢c bugday ruseymi konsantrasyonlarinda elde edilen en
yiiksek LA konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve verimlilik degerleri

Agsllﬂ::(tiz t% Ul;?:iill:; l;f n Zaman||Verim||Verimlilik
Kons. LA Miktan (g/L) (Saaf) || (%) || (g/L.sa)
| 2 | 467t14 || 168 || 23 || 0.03 |
| 4 [l 637+t14 || 168 || 16 || 0.04 |
| 6 [ 885t15 || 184 || 15 || o0.05 |
| 8 [ 1018+15 || 184 || 13 || 0.06 |
| 10 [ 1220416 || 184 || 12 || 0.07 |
| 12 [ 1238+1.8 || 184 || 10 || o007 |

EK 3’ teki grafiklerde laktik asit {iretiminin ve ortam pH’ 1nin

zamana kars1 degisimi verilmistir. Bu denemede de iiretim siiresince ortam

pH’ 15.00° dan belirgin bir diislis gdstermemistir.

4.1.1.5 Substrat olarak peyniralti suyu kullanilan iiretim

Yiiksek protein ve laktoz icerigine sahip olusu nedeniyle bakteriyel

laktik asit iiretiminde sik¢a denenen peyniralti suyu, R. oryzae ile laktik

asit iiretiminde de denenmistir. Peyniralti suyuna herhangi bir seyreltme

uygulanmadan icerisine tuzlarin ilave edilmesi ile hazirlanan ortamda

gergeklestirilen iiretimde laktik asit liretimi saglanamamustir.



66
4.1.2 Statik kultiurde laktik asit tiretimi

4.1.2.1 Substrat olarak glukoz kullanilan iiretim

Baslangi¢ glukoz konsantrasyonlarinin R. oryzae ile statik kiiltirde
laktik asit fermentasyonu iizerine etkilerini incelemek amaciyla sicaklik
kontrollii inkiibatérde 28 °C ortam sicakliginda ve 5.00 baslangic pH
degerinde agirlikca % 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 olacak sekilde alt1 farkli
konsantrasyonda  glukoz iceren besi ortamlar1 ile iiretimler
gergeklestirilmistir. Yapilan bu iiretimler sonucu elde edilen sonuglar

Sekil 4.5 te verilmektedir.
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Sekil 4.5: Statik kiiltiirde farkh baslangi¢ glukoz konsantrasyonlarinda laktik asit
iiretiminin zamanla degisimi

Gergeklestirilen iiretimler sonucunda substrat konsantrasyonu
arttikca elde edilen laktik asit miktarinin arttigi, agirikga % 10 glukoz
konsantrasyonunun iizerindeki degerlerde ise azalmaya basladig
goriilmiistiir (Cizelge 4.6). Bu duruma neden olarak ortam vizkozitesine
bagh kiitle transfer kisitlarindan ve yliksek substrat konsantrasyonu ve

buna bagli asit liretiminden mikroorganizmanin olumsuz etkilenmesi
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gosterilmistir.(Bulut, 2001). Bunun yaninda c¢alkalamanin olmayist da

kiitle transferini olumsuz etkilemistir.

Cizelge 4.6:Statik kiiltiirde farkh baslangi¢ glukoz konsantrasyonlarinda elde edilen
en yiiksek LA konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve verimlilik degerleri

Agsllﬂ::(tiz t% Ul;?:iill:; l;f n Zaman||Verim||Verimlilik
Kons. LA Miktan (g/L) (Saaf) || (%) || (g/L.sa)
| 2 [ 799+05 || 160 || 40 || o0.05 |
| 4 [ 1069+06 || 120 || 27 || o0.09 |
| 6 [ 18.10+06 || 136 || 30 || o013 |
| 8 | 3503+1.0 || 159 || 44 || o022 |
| 10 | 4690+1.1 || 167 || 47 || o028 |
| 12 || 348+11 || 160 || 29 || 022 |

En yiiksek verim ve verimlilik ve laktik asit degerleri % 10
baslangi¢ glukoz konsantrasyonu ile gergeklestirilen tiretimde elde
edilmistir ve sirastyla 46.90 += 1.1 g/L, % 47 (g/g) ve 0.28 g/L.saat’ tir.
Elde edilen bu degerlere bakildiginda % 10 glukoz konsantrasyonu ile
statik kiiltiirle gergeklestirilen {iretimin, ayni ortamla gerceklestirilen
calkalamal1 kiiltiiriin %60’1 kadar verim degerine, %32’ si kadar da

verimlilik degerlerine sahip oldugu goriilmektedir.

Glukozun substrat olarak kullanildigr statik kiiltiir fermentasyon
ortaminda zamana kars1 laktik asit iiretimi ve pH degisimi grafigi EK 3’ te
verilmektedir. Fermantasyon ortaminda, pH diisiisiinii tamponlamasi
amaciyla 100g/L konsantrasyonda CaCO; ¢ozeltisi kullanilmistir. Sekilde
de goriildiigii izere ortamin pH’ 1 ilk 24 saatlik periyotta 3.00-4.00 arasi
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degerlere diigmektedir. Tampon c¢ozelti ile pH tekrar 5.00 degerine

getirilmistir.

4.1.2.2 Substrat olarak nisasta kullanilan iiretim

Baslangi¢ nisasta konsantrasyonlarinin statik kiiltiirde laktik asit
iretimine etkilerini incelemek amaciyla yine sicaklik kontrollii
inkiibatorde 28 °C ortam sicakliginda ve 5.00 baslangic pH degerinde
agirlikca % 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 olacak sekilde alt1 farkli konsantrasyonda
nisasta iceren besi ortamlar1 calkalamali sistemdekinin ayni sekliyle
hazirlanarak kullanilmistir. Gergeklestirilen iiretimlerden elde edilen

sonuglar Sekil 4.6” da verilmektedir.
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Sekil 4.6: Statik kiiltiirde farkh baslangi¢ nisasta konsantrasyonlarinda laktik asit
iiretiminin zamanla degisimi

Sekillerde zamanla, farkli baslangic substrat konsantrasyonlarinda
olusan laktik asit miktar1 arasi iliski yer almaktadir. Sekilde de gortildiigi
lizere nisasta konsantrasyonu arttikca olusan laktik asit miktart da
artmaktadir. Ancak konsantrasyon agirlikca % 10’ un iizerine ¢iktiginda,
asit miktar1 diisis gostermektedir. Bu durum, yiiksek nisasta

konsantrasyonunun ortam viskozitesini artirmasina ve kiitle aktarimim
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zorlagtirmasina  baglanmigtir(Bulut, 2001). Calkalama ya da

karistirmanin  olmamasi1 da kiitle transfer zorluklarinin meydana
gelmesinde etkin olmustur. En yiiksek laktik asit miktar1 30.02 = 1.2 g/L
olarak, % 10 nisasta konsantrasyonunda elde edilmistir(Cizelge 4.7).
Cizelgede belirtildigi iizere en yiiksek verim ve verimlilik degerleri ise
sirastyla % 30 (g/g) ve 0.19g/L. saat’ tir ve her iki deger de % 10

baslangi¢ nisasta konsantrasyonunda elde edilmistir.

Cizelge 4.7:Statik kiiltiirde farkh baslangic nisasta konsantrasyonlarinda elde edilen
en yiiksek LA konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve verimlilik degerleri

Adwrlikea % I"Jreti len En Zaman||Verim||Verimlilik
Substrat Y.uksek (Saat) || (%) (g/L.sa)
Kons. LA Miktan (g/L)
| 2 || 547+06 || 144 || 27 || o0.04 |
| 4 [ 812+06 || 161 || 20 || 0.05 |
| 6 [ 120409 || 161 || 20 || o0.07 |
| 8 [ 2077+12 || 161 || 26 || 0.13 |
| 10 [[ 3002+12 || 160 || 30 || o019 |
| 12 [ 2778+15 || 160 || 23 || 0.7 |

Elde edilen bu verim ve verimlilik degerleri statik kiiltiirde,
calkalamali kiiltlirle ayn1 ortamdaki iiretim veriminin %59’ u, verimlilik

degerinin ise %50’ si bulunmustur.

Nisastanin kullanildig1 statik kiiltiir fermentasyon ortaminda
zamana kars1 laktik asit dretimi ve pH degisimi grafigi EK 3’ te
verilmektedir. pH degisimi glukozlu statik iiretime benzerlikler

gostermektedir.
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4.1.2.3 Substrat olarak melas kullanilan tiretim

Melasl ortam statik kiiltiir uygulamasi i¢in g¢alkalamali kiiltiire
benzer sekilde agirlikga % 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 konsantrasyonda seker
iceren alt1 farklt besi ortamui olacak sekilde kullanilmistir. Melas
ortamlarda kullanilmadan 6nce EK 1 Cizelge 2° deki M4 prosediiriine gore
Oniglemden gecirilmistir. Gergeklestirilen iiretimlerden elde edilen

sonuglar Sekil 4.7’ de verilmektedir .
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Sekil 4.7: Statik kiiltiirde farkh baslangi¢c melas sekeri konsantrasyonlarinda laktik
asit iiretiminin zamanla degisimi

Zamana kars1 melashi ortamda olusan laktik asit miktarini veren
sekillerde de goriildiigii lizere melas konsantrasyonu arttik¢a olusan laktik
asit miktar1 da artmaktadir. Ancak substrat konsantrasyonu % 10’ un
lizerine ¢iktiginda, laktik asit verimi diislis gostermektedir. Bu durum,
yiiksek siikroz konsantrasyonunun ortam viskozitesini artirip kiitle
transferini zorlastirmasinin(Bulut, 2001) yaninda calkalamasiz ortamin
kiitle transfer zorluklarina da baglanmistir. Uretim sonucu en yiiksek
laktik asit miktar1, % 12 seker konsantrasyonunda 19.70 g/L olarak elde
edilmistir (Cizelge 4.8) Cizelgede belirtildigi lizere en yliksek verim

degeri % 10 melas sekeri konsantrasyonunda % 19 (g/g) olarak elde
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edilmistir, verimlilik degerleri ise % 10 ve 12 konsantrasyonda en

ylksek olacak sekilde 0.12 g/L.sa olarak elde edilmistir. Elde edilen bu
degerler statik kiiltiirde, ¢alkalamali kiiltlirle ayn1 ortamda gerceklestirilen

tiretimde elde edilen degerlerin sirastyla %58’1 ve %57’ si kadardir.

Cizelge 4.8:Statik kiiltiirde farkl baslangic melas sekeri konsantrasyonlarinda elde
edilen en yiiksek LA konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve verimlilik degerleri

Agsﬂ)l;(tiit% Uretilen En Yiiksek|| Zaman || Verim | [Verimlilik

Kons. LA Miktan (g/L) (Saat) (%) (g/L.sa)
| 2 [| 2.81+0.6 [[ 160 || 14 || o002 |
| 4 [ 4.06+0.8 [ 160 || 10 || 0.03 |
| 6 [ 7.26+0.8 [ 160 || 12 || 005 |
| 8 [| 12.27+1.1 [[ 160 || 15 || o0.08 |
| 10 [ 18.81+1.0 [[ 160 || 19 || o012 |
| 12 [| 19.70£1.0 || 160 || 16 || 012 |

EK 3’ teki grafiklerde ortam pH’ inmn zamanla nasil degisim
gosterdigi goriilmektedir. Bu denemede de karistirmali iiretimde oldugu
gibi lretim siiresince ortam pH’ 1 5.00° dan asag1 diismemektedir ve bu
nedenle tamponlama cozeltisi ortama eklenerek pH 5.00° da tutulmaya

gerek goriilmemistir.

4.1.2.4 Substrat olarak bugday ruseymi kullanilan iiretim

Derin kiiltiirden ¢ok kati kiiltiire yakin ozellikler gostermesi
nedeniyle statik kiiltiirde laktik asit iretiminde, bugday ruseym kiispesine
ayr1 bir 6nem verilmistir. Caligmada calkalamali kiiltiirle ayni olacak

sekilde agirlikca % 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 konsantrasyonda bugday ruseym
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kiispesi iceren alt1 farkli besi ortami kullanilmistir. Gergeklestirilen

tiretimlerden elde edilen sonuglar Sekil 4.8 de goriilmektedir.

10

LA Miktari(g/L)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Zaman(Saat)

(%2 894 %6 —— %8 %10 -8=%12 |

Sekil 4.8: Statik kiiltiirde farkh baslangic bugday ruseymi konsantrasyonlarinda
laktik asit iiretiminin zamanla degisimi

Zamana kars1 bugday ruseymli ortamda olusan laktik asit miktarini
veren sekillerde de goriildiigli ilizere ruseym konsantrasyonu arttikca
olugan laktik asit verimi de % 8 ruseym konsantrasyonuna kadar
artmaktadir. Substrat konsantrasyonu agirlikca % 10’ un iizerine
ciktiginda ise, laktik asit verimi diislis gostermektedir. Bu durum, yiiksek
nisasta ve partikiil konsantrasyonunun ortam viskozitesini artirip kiitle
transferini  zorlastirmasina(Bulut, 2001) ve iretimin ¢alkalamasiz
kosullarda  gerceklestirilmesi  nedeniyle yetersiz  havalandirmaya
baglanmustir. Uretim sonucu en yiiksek laktik asit miktari, % 12 ruseym
konsantrasyonunda 8.09 + 1.4 g/L olarak elde edilmistir (Cizelge 4.9).
Tabloda belirtildigi iizere en yiiksek verim degeri % 8 ve 10 ruseym
konsantrasyonlarinda % 8 (g/g) olarak elde edilmistir, en yliksek
verimlilik degerleri ise % 10 ve 12 ruseym konsantrasyonlarinda 0.05

g/L.saat olarak gerceklesmistir ve bu degerler sirasiyla calkalamali
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kiiltiirde ayn1 ortamdaki liretimin verim ve verimliliginin % 67 ve % 71’

1 kadardir.

Cizelge 4.9:Statik kiiltiirde farkh baslangic bugday ruseymi konsantrasyonlarinda
elde edilen en yiiksek LA konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve verimlilik
degerleri

Agsz:::(tii t% Uretilen En Yiiksek|| Zaman || Verim ||[Verimlilik
Kons. LA Miktan (g/L) (Saat) (%) (g/L.sa)

| 2 [| 2.48+1.5 [[ 168 || 12 || o001 |
| 4 [| 2.98+1.5 [[ 168 || 7 || o002 |
| 6 [ 4.29+1.4 [l 168 || 7 || o0.03 |
| 8 [| 6.29+1.2 | 160 || 8 || o004 |
| 10 [ 7.76+1.2 [ 161 || 8 || 005 |
| 12 [| 8.09+1.4 [ 161 || 7 || o005 |

EK 3’ teki grafiklerde ortam pH’ inmn zamanla nasil degisim
gosterdigi goriilmektedir. Bu denemede de g¢alkalamali iiretimde oldugu
gibi liretim siiresince ortam pH’ 1 5.00° dan asag1 diismemektedir ve bu
nedenle tamponlama c¢ozeltisi ortama eklenerek pH 5.00° da tutulmaya

gerek goriilmemistir.

4.1.2.5 Substrat olarak peyniralti suvu kullanilan iiretim

Peyniralt1 suyuyla R. oryzae’ den laktik asit liretimi i¢in planlanan
statik kiiltiir denemesi, ¢alkalamali kiiltiirde herhangi bir ireme olmamasi

nedeni ile gerceklestirilmemistir.
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4.1.3 Kati kiltiirde laktik asit tiretimi

Kati kiiltiir fermentasyonu ile laktik asit iiretiminde glukoz, nisasta,
peyniraltt suyu, melas, bugday kepegi ve bugday ruseymi gibi ¢esitli

karbon kaynaklar1 ve tarimsal iiriinler kullanilmistir.

Yapilan 6n denemelerde yalnizca bugday kepegi kullanildiginda
laktik asit liretimi olmamistir. Ancak fungal iireme icin uygun partikiil
boyutu saglamasi sebebi ile bugday kepegi, diger karbon kaynaklarina
dayanak materyali olarak kullanilmistir. Bugday ruseym kiispesinin
kullanildigi 6n denemelerde ise bu substratin tek basina kullaniminin
uygun olmadig1 goriilmistiir. Bugday ruseymi, nemlendirme sivisi ile
nemlendirildiginde topaklasma egilimi gdstermis ve yapiskan bir 6zellik
kazanmigtir, bu nedenle bugday ruseymi kiispesinin direkt olarak
kullanilmast durumunda tekrarlanabilir sonu¢ elde etmek miimkiin
olmamustir. Bugday kepegi ile karistirildiginda topaklasma sorunu 6nemli
derecede artmistir. Bu nedenle daha sert bir destek materyali ile birlikte
kullanilmas1 gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu sorunu asabilmek amaciyla
bugday ruseym kiispesi boyutlar1 kii¢iiltiilmiis findik kabuklari ile karigim
halinde laktik asit iiretiminde kullanilmistir. Findik kabuklar ile
desteklenmis bu iiretimlerde tekrarlanabilir sonuglar elde edilebilmistir.
Tiim tiretimler % 65 baslangi¢ nem orani, 5.5 baslangic pH degeri ve 28
°C ortam sicakliginda yapilmigtir. Kullanilan substratlar: bugday kepegi-
nisasta, bugday kepegi-peynir altt suyu tozu, bugday kepegi-glukoz,
bugday kepegi-melas ve findik kabuklari-bugday ruseym kiispesi
karigimlaridir. Bu substratlar, {iretim ortamlarima % 3.5 toplam seker
icerecek sekilde eklenmisler ve zamana karsi laktik asit iiretiminde

kullanilmislardir.
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Denemeye alinan tiim substratlar ve elde edilen maksimum

laktik asit verimleri Cizelge 4.10° da sunulmustur.

Cizelge 4.10: Kullanilan substratlarin laktik asit verimleri

Verim Uretim Verimlilik
Substrat (mg laktik asit/g siiresi (mg LA/g
substrat) (Saat) substrat.saat)
Bugday kepegi+ nisasta 42.82+2.43 120 0.36
Bugday kepegi+
sfay Kepes 68.35+2.86 120 0.57
Peynir alt1 suyu tozu
Bugday kepegi+ Glukoz 73.18+2.84 144 0.51
Bugday kepegi+ Melas 38.80+2.67 144 0.27
Findik kabuklari+
36.40+2.98 144 0.25
Bugday ruseym Kiispesi

Cizelgede de goriildiigli gibi kullanilan substratlar igerisinde en
yiiksek laktik asit verimi glukoz bulunan iiretim ortaminda elde edilmistir.
Glukozu, sirastyla peynir alt1 suyu tozu, nigasta, melas ve bugday ruseym
kiispesi izlemektedir. Bugday kepegi-glukoz karisimi ile yapilan tiretimde
zamana karsi laktik asit verimi Sekil 4.9 da sunulmustur. Elde edilen bu
sonuglara gore peynir alti suyunun kullanildig1 iiretimlerde elde edilen
laktik asit verimi glukoz kullanilan iiretime yakin degerlerde olsa da,
peynir alti suyu tozunun artan konsantrasyonlarinin iiretim ortaminda
topaklasma sorununa yol agmasi nedeniyle optimum kosullarin

belirlenmesi denemelerine glukoz kullanilarak devam edilmistir.
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Sekil 4.9: Bugday kepegi-glukoz karisimi ile maksimum laktik asit (LA)
verimlerinin zamana kars1 degisimi

Degisik glukoz konsantrasyonlarinin laktik asit verimlerine etkisini
incelemek tlizere 10 g bugday kepegi bulanan ortama sirasiyla 1, 2, 3, 4, 5
g glukoz ilavesi ile liretim ortamlar1 hazirlanmis ve zamana kars1 laktik
asit verimleri incelenmistir(Sekil 4.10). Uretim ortaminda yer alan bu
glukoz miktarlar1 agirlik¢a sirasiyla % 9, % 16, % 23, % 28 ve % 33

glukoz konsantrasyonlarina karsilik gelmektedir.

Bu iiretimler sonucunda % 9 ve % 33 glukoz iceren bugday kepekli
karigimlarda maksimum laktik asit verimleri 5. giinde elde edilirken diger
konsantrasyonlarda iiretimin 6. giiniinde elde edilmistir. Maksimum verim
% 23 glukoz konsantrasyonunda elde edilmistir (68,47 + 2.3 mg LA/g
substrat). Bu sebeple denemelere bu konsantrasyon kullanilarak devam

edilmistir.
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Sekil 4.10: Farkh glukoz konsantrasyonlarinda elde edilen maksimum laktik asit
(LA) verimleri

Denemelerin substrat se¢imi ve glukoz konsantrasyonlarinin
incelendigi asamalarinda baslangic nem orani % 65 olarak ayarlanmustir.
Bu asama ise bu nem oranin altinda ve {istiindeki nem oranlarinin iiretime
etkisini incelemek amaciyla sirasiyla nemlendirme sivisinin miktari
ayarlanarak %150, % 60, % 70 baslangic nem oraninda glukoz igeren
tiretim ortamlar1 hazirlanmis ve laktik asit tiretim verimleri incelenmistir
(Sekil 4.11).

Sekilde de gosterildigi lizere en yiiksek laktik asit verimi % 50 nem
oraninda elde edilmistir (92.45 mg LA/g substrat). Bu nedenle denemelere

elde edilen bu nem oraninda devam edilmistir.

50 60 65 70

nem (%)
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Sekil 4.11: Farkh baslangic nem oranlarmin laktik asit iiretimine etkisi
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Uretim denemelerinde %10 olarak sabit tutulan asilama oraninin

degisiminin laktik asit verimi iizerine etkisi incelenmistir (Cizelge 4.11).
%S5, %10 ve %15 asilama oranlarinin uygulandig tiretimlerde, laktik asit
veriminde bir degisiklik olmadigi, maksimum laktik asit miktarinin %S5 ve
%10 agilama oranlarinda 6.glinde, %15 asilama oraninda ise 5. giinde elde

edildigi belirlenmistir.

Cizelge 4.11: Farkh asilama oranlarinin laktik asit iiretimine etkisi

inokulasyon orani (%) Laktik asit verimi
(mg/g glukoz)
| 5 [ 85.12+2.12 |
| 10 [| 90.45 + 2.34 |
| 15 [| 88.12 + 2.44 |

Yapilan tiim tiretimlerde elde edilen laktik asit verimi derin kiiltlirde
elde edilen verilerle karsilagtirildiginda oldukga diisiik bir seviyede oldugu
goriilmektedir. Derin kiiltiirde yapilan ¢alismalarda laktik asit verimleri
kullanilan seker tizerinden %70-90 arasinda degismektedir (Bulut et al.,
2004; Ruengruglikit and Hang, 2003; Bai et al., 2003; Park et al., 2004).
Oysa gerceklestirdigimiz calismada maksimum doniisiim verimi % 9.25
oraninda bulunmustur (%50 nem, %23 glukoz iceren bugday kepegi-

glukoz karigiminda).

4.2 immobilize Hiicrelerle Laktik Asit Uretimi

Erlenlerde immobilize haldeki R. oryzae hiicreleriyle laktik asit
liretiminin incelenmesinde, serbest hiicrelerle gerceklestirilen iiretimlerde

en iyi laktik asit verim ve verimliliginin saglandigi agirlikga % 10
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glukozlu besi ortami kullamlmustir. Uretimde sirasiyla misel ve spor

immobilizasyonlari, farkli Na-aljinat konsantrasyonlari, immobilizasyonun
gergeklestirildigi  boncuk c¢aplari, boncuk olusumu saglayan CaCl,
¢oOzeltisinin konsantrasyonlart incelenmistir. Bu denemelerin ardindan
ortamin glukoz konsantrasyonu degistirilerek, mikroorganizmanin substrat
konsantrasyonuna immobilize haldeki tepkisi incelenmistir. Tim
tiretimler, calkalamali derin kiiltiir iiretimde mikroorganizmalara saglanan

kosullarda gergeklestirilmistir (28 °C, 120 rpm, baslangi¢c pH 5.00).

4.2.1 immobilize misellerin iiretime etkileri

Immobilize misellerle laktik asit iiretimi agirlikca % 10 glukoz
konsantrasyonuna sahip ortamlarda, %2 Na-aljinat konsantrasyonu ve
100mM CaCl, c¢ozeltisi ile hazirlanan 3 mm c¢apindaki boncuklarda
gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen tiretimlerde 2 — 3 — 4 ve 5 giinliik
miseller kullanilmigtir ve birbirlerine kars1 laktik asit iiretimleri, verim ve
verimlilikleri karsilastirilmistir. Hiicrelerin tekrar kullanilabilirliklerinin
incelenmesi amaciyla, immobilize misel igeren boncuklar 5° er iiretimde

tist iste kullanilmiglardir.

Uretimlerden elde edilen laktik asit iiretim sonuclari, verim ve
verimlilik degerleri Cizelge 4.12° de, zamana kars1 iiretim sonuclari ise
Sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15 ve 4.16° da goriilmektedir. Sonuglara gore
denemede en iyi laktik asit liretimi ve verimi 2 giinliik misellerle
gerceklestirilen tliretimlerden 1. sinde sirasiyla 42.85 = 0.9 g/L ve % 43
(g/g) olarak gergeklesmistir. En yiiksek verimlilik degeri de yine 2 giinliik

miselli iiretime aittir ve 0.35 g/L.saat olarak ger¢eklesmistir, bunun
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yaninda 5 seri denemenin en yiiksek verimliligi 2 giinlilk misellerle

gerceklestirilen 2. iretimde elde edilmistir ve 0.50 g/L.saat’ tir.

Cizelge 4.12: Farkh yaslardaki misellerle gerceklestirilen S seri iiretimde elde edilen
en yiiksek LA konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve verimlilik degerleri

Uretim héif;l Ur;;::ll{esl;l? n Zaman Ve(:)rim Verimlilik
sayisi (giin) || LA Miktar: (2/1) (Saat) (%) (g/L.sa)
| 2 || 4285+09 || 121 || 43 || 035 |

. | 3 || 3595+09 || 136 || 36 || 0.26 |
| 4 || 3721110 || 136 || 37 || 027 |

| 5 || 3707£10 || 136 || 37 || 027 |

| 2 || 3412+1.1 || 68 || 34 || 050 |

5 | 3 || 2866+1.1 || 68 || 29 || o042 |
| 4 || 2657213 || 71 || 27 || 037 |

| 5 || 2581£12 || 71 || 26 || 036 |

| 2 || 2517¢10 || 71 || 25 || 035 |

3 | 3 || 200911 || 71 | 20 || 028 |
| 4 || 1662£1.1 || 93 || 17 || 018 |

| 5 || 1607£12 || 93 || 16 || 017 |
2 || 19312 || 93 || 19 || 021 |

4 | 3 || 1515+¢12 || 93 || 15 || o0.16 |
| 4 || 1591210 || 113 || 16 || 014 |

| 5 || 1545+10 || 113 || 15 || 0.14 |

I 2 || 112510 | 137 || 11 ]| o0.08 |

s | 3 || 1067£12 || 137 || 11 || 0.08 |
| 4 ]| 978+t12 || 144 || 10 || 0.07 |

| 5 || 945+12 || 144 || 9 || 0.07 |
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Sekil 4.12: immobilize misellerle gerceklestirilen iiretimlerde zamanla iiretilen
laktik asit miktarlar: (1. Uretim)
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Sekil 4.13: Immobilize misellerle gerg:eklestirileq_iiretimlerde zamanla iiretilen
laktik asit miktarlar: (2. Uretim)
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Sekil 4.14: immobilize misellerle gerceklestirilen iiretimlerde zamanla iiretilen
laktik asit miktarlari (3. Uretim)

81
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Sekil 4.15: immobilize misellerle gerceklestirilen iiretimlerde zamanla iiretilen
laktik asit miktarlar: (4. Uretim)
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Sekil 4.16: Immobilize misellerle gerg:eklestirileq_iiretimlerde zamanla iiretilen
laktik asit miktarlari (5. Uretim)

4.2.2 immobilize sporlarin iiretime etkileri

Immobilize sporlarla gergeklestirilen laktik asit iiretimi de miselli
tiretime benzer sekilde agirlikca % 10 glukoz konsantrasyonuna sahip
ortamlarda, %2 Na-aljinat konsantrasyonu ve 100 mM CacCl, ¢ozeltisi ile
hazirlanan 3 mm ¢apindaki boncuklarda gergeklestirilmistir.

Uretimlerde, 0.5x10%, 1x10%, 0,5x10° ve 1,2x10° kob/ml spor
konsantrasyonlarina (sirasiyla 2, 3, 4 ve 5 giinde elde edilen spor
konsantrasyonlart) sahip inokulumlar birbirlerine kars1 laktik asit

tiretimleri, verim ve verimlilikleri acisindan karsilagtirllmigtir. Hiicrelerin
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tekrar kullanilabilirliklerinin incelenmesi amaciyla, immobilize spor

iceren boncuklar, miselli boncuklar gibi 5° er {iretimde {iist iiste

kullanilmiglardir.

Uretimlerden elde edilen laktik asit {iretim sonuglari, verim ve
verimlilik degerleri Cizelge 4.13° te, zamana kars1 iiretim sonuglari ise
Sekil 4.17, 4.18, 4.19, 4.20 ve 4.21° de goriilmektedir. Sonuglara gore
denemede en yiiksek iiriin konsantrasyonu ve verim 0,5x10° kob/ml
sayidaki sporla gerceklestirilen {iretimlerde elde edilmistir ve ilk
tiretimlerde elde edilen en yiiksek laktik asit konsantrasyonu 22.04 + 1.1
g/L, verim ve verimlilik degerleri ise sirastyla % 22 (g/g) ve 0.15g/L. saat

olarak gerceklesmistir.
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Cizelge 4.13: Farkh yaslardaki sporlarla gerceklestirilen 5 seri iiretimde elde
edilen en yiiksek LA konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve verimlilik degerleri

Uretim i}:; Ul;f:llfsl;lf: n Zaman (| || Verimlilik
sayis1 (giin) || LA Miktar1 (g/L) (Saat) (g/L.sa)
| 2 || 73+x1.0 || 141 |[o007]] 0.05 |

| | 3 || 163410 || 141 {016 ]| 0.12 |
| 4 || 22.04+11 || 144 ][ 022|] 0.15 |

| 5 || 1868+1.1 || 141 |{019]] 0.13 |

| 2 || 73311 || 140 |{0.07 ]| 0.05 |

5 | 3 || 166411 || 140 ][ 017 ]| 012 |
| 4 || 2256+1.0 || 140 |{ 023 ]| o0.16 |

| 5 || 19.88+12 || 156 |{020]| 0.13 |

| 2 || 725¢10 || 152 |[007]] 0.05 |

3 | 3 || 1644+1.1 || 144 | 016 ]| o0.11 |
| 4 || 2334+12 || 144 ][ 023 || 0.16 |

| 5 || 194512 || 152 |{ 019 ]| 0.13 |

| 2 || 754+13 || 152 |{ 0.08 || 0.05 |

4 | 3 || 165611 || 160 ][ 017 ] o0.10 |
| 4 || 2249+10 || 152 |{022]] 0.15 |

| 5 || 2027¢10 || 152 |{020]] 0.13 |

| 2 || 741209 || 160 ][ 007 ] 0.05 |

s | 3 || 161110 || 160 |{ 0.16 ]| 0.10 |
| 4 || 2232+11 || 160 |[022]|] 0.14 |

| 5 || 20.01£1.1 || 160 |{ 020]] 0.13 |
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Sekil 4.17:immobilize sporlarla gerceklestirilen iiretimlerde zamanla iiretilen laktik
asit miktarlari (1. Uretim)
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Sekil 4.18:immobilize sporlarla gerg:eklestirilen"iiretimlerde zamanla iiretilen laktik
asit miktarlari (2. Uretim)
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Sekil 4.19:immobilize sporlarla gerceklestirilen iiretimlerde zamanla iiretilen laktik
asit miktarlari (3. Uretim)
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Sekil 4.20:immobilize sporlarla gerceklestirilen iiretimlerde zamanla iiretilen laktik
asit miktarlari (4. Uretim)
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Sekil 4.21:immobilize sporlarla gerceklestirilen iiretimlerde zamanla iiretilen laktik
asit miktarlari (5. Uretim)

Gergeklestirilen miselli ve sporlu immobilizasyon denemelerinden
elde edilen sonuglara gore en yiiksek laktik asit konsantrasyonu, verim ve
verimlilik degerleri 2 giinliik misellerin kullanildiklar1 ¢aligmada elde
edilmistir. Bu nedenle, hiicre immobilizasyon kosullarinin incelenmesi

icin yapilan diger denemelerde 2 giinliik miseller kullanilmigtir.

4.2.3 Na-Aljinat konsantrasyonunun uretime etkileri

R. oryzae hiicreleri ile immobilize halde laktik asit iiretiminin

incelenmesinde misel kullaniminin daha olumlu sonuglar verdigi
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goriildiikten sonra uygun Na-Aljinat konsantrasyonu belirlenmeye

calistlmistir. Bu nedenle 2 giinliikk hiicre miselleri ile hazirlanan ve 100
mM CaCl, ¢ozeltisine damlatilarak hazirlanan % 1 - 2 — 3 ve 4 Na-aljinat
konsantrasyonuna sahip 3 mm ¢apindaki boncuklar, laktik asit {iretimi i¢in
agirlikca % 10 glukoz konsantrasyonuna sahip ortamlarda inkiibe
edilmislerdir. Gergeklestirilen  tiretimlerde, farkli  Na-Aljinat
konsantrasyonuyla hazirlanan boncuklara immobilize halde iiretimde
kullanilan hiicre misellerinin birbirlerine kars1 laktik asit tiretimleri, verim
ve  verimlilik agisindan  karsilagtinlmistir.  Hiicrelerin  tekrar
kullanilabilirliklerinin incelenmesi amaciyla, immobilize misel iceren

boncuklar 5’ er tiretimde tist liste kullanilmislardir.

Uretimlerden elde edilen laktik asit iiretim sonuglari, verim ve
verimlilik degerleri Cizelge 4.14° te, zamana kars1 iiretim sonuglari ise
Sekil 4.22, 4.23, 4.24, 4.25 ve 4.26° da goriilmektedir. Sonuglara gore
denemede en yiiksek laktik asit miktari, verim ve verimlilik degerleri % 2
Na-aljinat konsantrasyonu ile gerceklestirilen iiretimde sirasiyla 42.85 +
0.9 g/L, % 43 (g/g) ve 0.35 g/L.saat olarak ger¢eklesmistir, bunun yaninda
5 seri denemenin en yiiksek verimliligi % 2 Na-aljinat konsantrasyonuyla
gerceklestirilen 2. {retimde elde edilmistir ve % 50 (g/g)’ dir.
Uretimlerden elde edilen sonuglara gore en yiiksek {iriin konsantrasyonu,
verim ve verimlilik degerlerine sahip olan % 2 Na-Aljinat konsantrasyonu,
hiicre immobilizasyonuna farkli degiskenlerin etkilerinin incelendigi diger

basamaklarda kullanilmistir.
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Cizelge 4.14: Farkh Na-Aljinat konsantrasyonlariyla gerceklestirilen S seri
iiretimde elde edilen en yiiksek LA konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve

verimlilik degerleri

. Uretilen En
Uretim| | Na-Aljinat Yiiksek Zaman | |Verim| | Verimlilik
sayist || Kons.(%) || LA Miktar1 || (Saat) || (%) || (g/L.saat)

(g/L)

| 1 || 2621+1.0 || 8 |{ 26 || 030 |
. | 2 || 42.85+09 || 121 || 43 || 035 |
| 3 || 3424x08 || 117 || 34 || 029 |
| 4 || 313809 || 117 |{ 31 || 027 |
|1 || 2856+1.1 || 72 || 29 || 040 |
5 | 2 || 3412410 || 68 |{ 34 || o050 |
| 3 || 301=01 || 112 || 30 || 027 |
|4 |{ 2934=1.1 || 112 |] 29 || 026 |
o1 | as21x12 | 72 | 18 || 025 |
; | 2 || 2507214 || 71 || 25 || 035 |
| 3 || 2331x1.2 || 112 | 23 || o0.21 |
|4 |l 23.00212 | 112 || 23 || o021 |
| 1 || 1649+12 || 6 || 16 || 024 |
4 2 | 193+ | 93 || 19 || 021 |
| 3 ]| 1757210 || 112 || 18 || o016 |
|4 | 1713+ || 120 || 17 || o0.14 |
1 | 19314 | 92 |[ 19 || 021 |
s | 2 || 1125213 || 137 || 11 || o0.08 |
| 3 |{ 16.87x1.0 || 120 || 17 || o0.14 |
|4 |{ 18.04x1.0 || 136 || 18 || 0.13 |
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Sekil 4.22: Farkh Na-Aljinat konsantrasyonlari ile ger¢eklestirilen iiretimlerde
zamanla iiretilen laktik asit miktarlari (1. Uretim)
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Sekil 4.23: Farkh Na-Aljinat konsantrasyonlar ile gerceklestirilen iiretimlerde
zamanla iiretilen laktik asit miktarlari (2. Uretim)
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Sekil 4.24: Farkh Na-Aljinat konsantrasyonlar ile gerceklestirilen iiretimlerde
zamanla iiretilen laktik asit miktarlar1 (3. Uretim)

89
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Sekil 4.25: Farkli Na-Aljinat konsantrasyonlari ile ger¢eklestirilen iiretimlerde
zamanla iiretilen laktik asit miktarlari (4. Uretim)
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Sekil 4.26: Farkli Na-Aljinat konsantrasyonlari ile gerceklestirilen iiretimlerde
zamanla iiretilen laktik asit miktarlari (5. Uretim)

4.2.4 Boncuk bliyukluguniin uretime etkileri

Immobilize R. oryzae hiicreleri ile laktik asit iiretiminin
incelenmesinde 2 giinlik misellerin ve agirhikga %2 Na-Aljinat
konsantrasyonunun uygun oldugu belirlendikten sonra uygun boncuk
biiylikliigii belirlenmeye c¢alisilmigtir. Bu nedenle 2 giinliik hiicre miselleri
ile hazirlanan ve 100 mM CaCl, ¢ozeltisine damlatilarak elde edilen % 2
Na-aljinat konsantrasyonuna sahip 1 - 2 — 3 — 4 — 5 mm c¢apindaki
boncuklar, laktik asit iiretimi i¢in agirlik¢a % 10 glukoz konsantrasyonuna

sahip ortamlarda inkiibe edilmislerdir. Gergeklestirilen iiretimlerde, farkli
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biiylikliiklerdeki boncuklara immobilize halde iiretimde kullanilan hiicre

miselleri  laktik asit  {retimi, verim ve verimlilik acisindan
karsilastirilmistir. Hiicrelerin tekrar kullanilabilirliklerinin incelenmesi

amactyla boncuklar 3’ er iiretimde {ist tiste kullanilmiglardir.

Elde edilen laktik asit miktari, verim ve verimlilik degerleri
Cizelge 4.15° te, zamana kars1 tiretim sonuglar1 Sekil 4.27, 4.28 ve 4.29°
da goriilmektedir. Sonuglara gore denemede en yiiksek laktik asit miktari,
verim ve verimlilik degerleri 3 mm’ lik boncuklarla gergeklestirilen
tiretimde sirastyla 42.85 = 0.9 g/L, % 43 (g/g) ve 0.35 g/L.saat olarak
gerceklesmistir. Yapilan 3 seri denemenin en i1yi verimliligi ise 3mm’ lik
boncuklarla gergeklestirilen 2. iiretimde elde edilmistir ve 0.50 g/L.saat’
tir. Uretimlerden elde edilen sonuglara gore en yiiksek laktik asit
konsantrasyonu, verim ve verimlilik degerlerine sahip olan 3 mm’ lik
boncuk biiylikliigli, hiicre immobilizasyon parametrelerinin incelendigi

diger asamalarda kullanilmistir.



92

Cizelge 4.15: Farkh boncuk biiyiikliikleri ile gerceklestirilen 3 seri iiretimde elde
edilen en yiiksek LA konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve verimlilik degerleri

) Boncuk Uretilen En

Uretim Capi Yiik.sek Zaman || Verim ||Verimlilik
sayisi (mm) LA Miktan || (Saat) (%) (g/L.sa)
(g/L)

|1 || 2432+10 || 116 || 24 || o021 |
| 2 || 26.09+1.0 || 116 || 26 || 022 |
L |l 3 || 42.85+1.0 || 121 || 43 || 035 |
| 4 || 2420410 || 167 || 24 || o015 |
|5 || 2493+1.1 || 183 || 25 || o0.14 |
| 1 || 254514 || 60 || 25 || 037 |
| 2 || 275414 || 69 || 28 || o040 |
2 1l 3 || 3412¢10 || 68 || 34 || o050 |
|4 || 2401x1.1 || 117 || 24 || o021 |
| 5 || 2384+1.0 || 136 || 24 || o0.18 |
| 1 || 2976+1.0 || 68 || 30 || 044 |
| 2 || 2067+09 || 68 || 21 || 030 |
300 3 |l 25a7+09 || 71 || 25 || 035 |
| 4 || 2132412 ][ 112 || 21 ]| o019 |
| 5 || 210110 || 136 || 21 || o015 |
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Sekil 4.27: Farkli boncuk biiyiikliikleri ile gerceklestirilen iiretimlerde zamanla
iiretilen laktik asit miktarlari (1. Uretim)
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Sekil 4.28: Farkli boncuk biiyiikliikleri ile gerceklestirilen iiretimlerde zamanla
iiretilen laktik asit miktarlari (2. Uretim)
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Sekil 4.29: Farkh boncuk bityiikliikleri ile gerceklestirilen iiretimlerde zamanla
iiretilen laktik asit miktarlar (3. Uretim)
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4.2.5 CaCl; konsantrasyonunun uretime etkileri

Denemeler sonucu 2 giinliik miseller, agirlikca % 2 Na-Aljinat
konsantrasyonu ve 3 mm boncuk capinin en verimli oldugu bulunduktan
sonra CaCl, ¢ozeltisi konsantrasyonu, immobilize R. oryzae ile laktik asit
tiretiminin incelenmesinde denenmistir. Bu nedenle 2 giinliik hiicre
miselleri ile hazirlanan ve % 2 Na-Aljinat konsantrasyonuna sahip 3 mm
capindaki boncuklar, 50 — 100 — 150 ve 200 mM CaCl, c¢ozeltisine
damlatilarak elde edilmis ve laktik asit iiretimi i¢in agirlikca % 10 glukoz
konsantrasyonuna sahip ortamlarda inkiibe edilmiglerdir. Gergeklestirilen
tiretimlerde, farkli konsantrasyondaki CaCl, ¢d6zeltisi ile hazirlanan
boncuklarda immobilize edilmis hiicre misellerinin laktik asit iiretimleri,
verim ve verimlilik acisindan karsilagtirllmigtir. Hiicrelerin tekrar
kullanilabilirliklerinin incelenmesi amaciyla boncuklar 2’ ser iiretimde iist

tiste kullanilmiglardir.

Denemelerden elde edilen laktik asit {iretim sonuglari, verim ve
verimlilik degerleri Cizelge 4.16° da, zamana kars1 liretim sonuglart ise
Sekil 4.30 ve 4.31° de goriilmektedir. Sonuglara gore denemede en iyi
iiretim miktari, verim ve verimlilik degerleri 100 mM’ Ik CaCl,
cozeltisinde olusan boncuklarla gergeklestirilen liretimde sirastyla 42.85 +
0.9 g/L, % 43 (g/g) ve 0.35 g/L.saat olarak ger¢eklesmistir. Uygulanan 2
seri denemenin en yiiksek verimliligi ise 100 mM’ ik ¢ozeltide olusan
boncuklarla gerceklestirilen 2. iiretimde elde edilmistir ve 0.50 g/L.saat’
tir. Uretimlerden elde edilen sonuglara gdre, en yiiksek laktik asit
konsantrasyonu, verim ve verimlilik degerlerine 100 mM’ lik ¢ozeltiyle

gerceklestirilen tiretimlerde ulasilmistir. Elde edilen bu veriler, immobilize



hicrelerin

farkli

baslangig

glukoz

konsantrasyonlarindaki

davranislarinin denendigi iiretim setinde kullanilmistir.
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Cizelge 4.16: Farkh CaCl, c¢ozeltisi ile gerceklestirilen 2 seri iiretimde elde edilen en

yiiksek LA konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve verimlilik degerleri

) CaCl, ||Uretilen En
Uretim| | Cozeltisi Yiiksek Zaman||Verim|| Verimlilik
sayisi Kons. || LA Miktan || (Saat) || (%) (g/L.sa)
(mM) (g/L)
| 50 || 29.56+1,8 || 116 || 30 || o025 |
. | 100 || 42.85+1.0 || 121 || 43 || 035 |
| 150 || 35.49+1.0 || 144 || 35 || o025 |
| 200 || 2097+0.7 || 144 || 21 || o0.15 |
| 50 || 301122 | 64 || 30 || 047 |
5 | 100 || 3412210 || 68 || 34 || o050 |
| 150 || 303410 || 92 || 30 || 033 |
| 200 || 23.34x09 || 92 || 23 || 025 |
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Sekil 4.30: Farkh CaCl, damlatma c¢ozeltisi ile gergekl§§tirilen liretimlerde zamanla
iiretilen laktik asit miktarlari(1. Uretim)
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Sekil 4.31: Farkh CaCl2 damlatma cozeltisi ile gergeklgstirilen iiretimlerde zamanla
iiretilen laktik asit miktarlari(2. Uretim)

4.2.6 Glukoz konsantrasyonunun uretime etkileri

Immobilize iiretimde son deneme olarak, karbon kaynag
konsantrasyonuna immobilize hiicrelerin tepkilerini 6lgmek amaciyla
farkli baslangi¢ glukoz konsantrasyonlarinin laktik asit {iretimine etkileri
denenmistir. Bu nedenle 6nceki denemelerde en iyi sonucu veren 2 giinliik
hiicre miselleri ile hazirlanan ve % 2 Na-Aljinat, 100 mM CaCl,

cozeltisine damlatilarak elde edilen 3 mm ¢apindaki boncuklar, laktik asit
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tiretimi i¢in agirlikca % 2 —4 — 6 — 8 — 10 — 12 — 14 baslangi¢ glukoz

konsantrasyonuna sahip ortamlarda inkiibe edilmislerdir.

Elde edilen laktik asit konsantrasyonu, verim ve verimlilik
degerleri Cizelge 4.17° de, zamana kars: iiretim sonuglari ise Sekil 4.32°

de goriilmektedir.

Cizelge 4.17: Farkh baslangi¢ glukoz konsantrasyonlari ile gerceklestirilen iiretimde
elde edilen en yiiksek LA konsantrasyonu, iiretim zamani, verim ve verimlilik

degerleri
Uretim AgSllll‘:)l:(tii;t% Ul;?:illl(‘aszlf:n Zaman || Verim || Verimlilik
sayis1 Kons. LA Miktar (Saat) (%) (g/L.sa)
@/L)
| 2 || 955t14 || 88 || 48 || o011 |
4 |l 1879+12 || 117 || 47 || o.16 |
| 6 || 2741212 || 117 || 46 || o023 |
L 8 || 3534+1.0 || 117 || 44 || o030 |
| 10 || 4285+1.0 || 121 || 43 || 035 |
| 12 || 4555+1.0 || 161 || 38 || o028 |
| 14 || 3038+1.1 || 161 || 22 || o0.19 |

LA Konsantrasyonu(g/L)

0 50 100 150 200

Zaman(Saat)
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Sekil 4.32: Farkli baslangi¢ glukoz konsantrasyonlari ile gerceklestirilen
iiretimlerde zamanla iiretilen laktik asit miktarlar:
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Sonuglara gore denemede en yiiksek {irlin konsantrasyonu ve

verimlilik degeri % 10 glukoz konsantrasyonu iceren ortamda sirasiyla
42.85 + 0.9 g/L, ve 0.35 g/L.saat olarak gerceklesmistir, en yliksek verim
degeri ise % 2 glukoz konsantrasyonunda % 48 (g/g) olarak elde
edilmistir, ancak {retilen laktik asit konsantrasyonu ve verimliligi
acisindan % 10 baslangi¢ glukoz konsantrasyonu daha yiiksek oldugu i¢in
uygun ortamin % 10 glukoz konsantrasyonuna sahip olan ortam oldugu

belirlenmistir.
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5 SONUG VE ONERILER

Calkalamali  kiltiir, statik kiiltiir ve kati kiiltiir ¢alismalarinda
mikroorganizmanin bes farkli karbon kaynaginda(glukoz, nisasta, melas,

peyniraltt suyu ve bugday ruseymi) laktik asit {iretimleri karsilagtirilmigtir.

Calkalamali kiiltiirde laktik asit tiretiminin ortam kosullariyla ilgili
literatiirde yeterli bilgi bulunmasi nedeniyle ¢aligmada ortam kosullar
sabit  tutularak  farklt  substratlarin ve  bunlarin  ortamdaki
konsantrasyonlarinin iiretime etkileri incelenmeye calisilmigtir. Deneme
sonucunda en yiiksek laktik asit konsantrasyonuna, %12 baslangi¢ glukoz
konsantrasyonu ile gergeklestirilen iiretimde ulasilmistir (90.33 £ 0.8 g/L).
Uretimin verim ve verimlilik degerleri sirasiyla, %75 (g/g) ve 0,67
g/L.saat olarak elde edilmistir. En yiiksek verim ve verimlilik degerleri ise
% 10 baslangi¢ glukoz konsantrasyonu ile gerceklestirilen iiretimde elde
edilmistir ve sirastyla % 78 (g/g) ve 0.87 g/L.saat’ tir. Elde edilen verim
ve verimlilik degerlerinin yiiksek olusu nedeniyle en uygun ortamin % 10
baslangi¢ glukoz konsantrasyonuna sahip ortam oldugu belirlenmistir.
Calismada kullanilan diger ortamlardan glukozlu iiretimde elde edilen
degerlere en yakin olani nisastali ortam olmustur (50.99 + 1.4 g/L laktik
asit konsantrasyonu, % 51 (g/g) verim ve 0.34 g/L.saat verimlilik). Bu
durumun nedeni olarak glukozun, mikroorganizmalar icin en kolay

metabolize edilebilen karbon kaynag1 olmas1 gosterilmistir.

Sentetik ortam igeriklerinin yaninda tarimsal atik ya da baska iiretim
atiklar1 da degerlendirilmeye calisilmistir. Literatiirde bugiine kadar
denenmedigi goriilen bugday ruseym kiispesi de calismada denenmistir.

Ancak yliksek su tutma kapasitesi ve nisasta igerigi, liretim ortaminda
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viskozite artisina neden olarak iiretimi zorlastirmistir. Elde edilen

iiretim sonuclarina bakildiginda en yiiksek laktik asit iiretimi agirlikca
%12 ruseym konsantrasyonunda 12.38 + 1.8 g/L olarak elde edilmistir ve
verimi % 10 (g/g), verimliligi ise 0.07 g/L.saat’ tir. En yiiksek verim
degeri ise % 2 ruseym konsantrasyonunda %23 (g/g) olarak bulunmustur
ve glukozlu iiretim sonug¢larinin  verimde % 15-30’u  kadardir.
Hammaddenin bir kimyasal ya da biyokimyasal bir 6nislemden gecirilerek
yalniz seker igeriginin liretimde degerlendirilmesinin daha dogru olacag:

distiniilmektedir.

Bakteriyel yolla laktik asit tiretiminde siklikla kullanilan peyniralti
suyu da {retimde denenmistir. Ancak ortamda fungus gelisimi

gbozlenmemekle beraber laktik asit liretimi de gerceklesmemistir.

Uretimde kullanilan bir diger iiretim ati§1 hammadde de melastir.
Uretimden ayrilan ham melas laboratuvarda oOnisleme tabi tutularak
ortamda kullanilmigtir. Uretim sonucunda en yiiksek laktik asit miktar:
33.21 £ 1.1 g/L, en yiiksek verim ve verimlilik ise sirastyla % 33 (g/g) ve
0.21 g/L.saat bulunmustur. Elde edilen sonuglar, ruseym ve peyniralti
suyuna oranla daha kullanish oldugunu gosterse de, sentetik ortamlara ve
literatlirdeki melasli denemelere(Bulut et al.,2004) gore oldukea diistiktiir.
Bunun nedeni olarak uygulanan 6niglemin substratin kullanimi igin yeterli

gelmedigi diistiniilmiistiir.

Literatiirde derin kiiltiir kapsaminda ¢ok yaygin olmadan incelenen
statik kiiltiire de ¢alismada genis yer ayirilmistir. Calkalamali kiiltiirle ayni
hazirlanan  ortamlar sadece c¢alkalamasiz inkiibatorde iiretime

alimmiglardir. Deneme sonunda sonuglar ¢alkalamali kiiltiirle ayn1 yonde
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olmakla birlikte elde edilen degerler tiim iiretim setlerinde ¢alkalamali

kiltirin % 50-70° 1 kadar laktik asit iiretimi, verim ve verimlilik
degerlerine ulasilabildigini gostermektedir. Statik kiiltliriin biiyiik dlgege
aktariminin zorlugu ve Onemli kiitle transfer kisitlari, iiretim igin
calkalamali kiiltiir kadar verimli bir sistem olmadigin1 ve immobilize

tiretimler i¢in ¢ok uygun olmadigini gostermektedir.

Literatiirde birtakim avantajlari ile derin kiiltiire 6nemli bir alternatif
olabilecegi diisiiniilen kat1 kiiltiirde, laktik asit {iretimi i¢in uygun ortam
kosullariin belirlenmesine ¢alisilmistir. Derin kiiltiirde oldugu kadar
tiretim kosullar1 ¢cok tanimlanmis olmadig i¢in kat1 kiiltiirde, substrat ve
ortamdaki konsantrasyonunun yaninda, ortam nemliligi ve inokulum orani
da denenerek belirlenmistir. Denemeler sonunda yine derin kiiltiir
tretimler gibi glukoz igeren ortam (agirlikca %23 glukoz + bugday
kepegi) en yiiksek sonucu vermistir (92.45 mg LA/g substrat). Denemede
en uygun nem orant %50 bulunurken, inokulumun {iiretime 6nemli bir
etkisinin olmadig1 saptanmistir. Derin kiiltiirle karsilastirildiginda, elde
edilen sonuglara gore kat1 kiiltiiriin laktik asit tiretimi i¢in uygun olmadigi

sonucuna varilmistir.

Denenen 3 farkli iiretim metodundan en yiiksek degerleri veren
agirlikca %10 glukozlu derin kiiltiir ortam c¢alkalamali olarak

immobilizasyon denemelerinde kullanilmistir.

Immobilizasyon calismasinda da ortam kosullar1 sabit tutularak
immobilizasyon materyali ve hiicre ile ilgili denemeler gerceklestirilmistir.
Sirasiyla misel yasi ve spor konsantrasyonlarinin etkileri, Na-Aljinat

konsantrasyonu, boncuk biiyiikliigii, CaCl, konsantrasyonu ve baslangig
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glukoz konsantrasyonunun {iretime etkileri incelenmistir. Tim

immobilizasyon denemeleri sonucu en yiiksek degerler, 2 giinliik
misellerle, %2 Na-Aljinat konsantrasyonunda, 100mM’ Ik CaCl,
¢Ozeltisine damlatilarak elde edilen 3 mm’ lik boncuklar kullanilarak,
agirlikca %10 glukoz iceren ortamlarda elde edilmistir (42.85 = 0.9 g/L
laktik asit konsantrasyonu, % 43 (g/g) verim ve 0.35 g/L.saat verimlilik).

Uretim sirasinda diisiik Na-Aljinat konsantrasyonunda (agirhikga
%1) ve kiiclik boncuklarda patlamalar goériilmiistiir. Bunun nedeni olarak
boncuk ¢ap1 ve Na-Aljinat konsantrayonunun ortamda kiitle transfer kisiti
yaratmasi ve diisiik cap ve Na-Aljinat konsantrasyonu degerlerinde azalan
bu kisitlar nedeniyle mikroorganizmanin daha ¢abuk gelisip boncuklara
zarar verdigi diistiniilmistiir. Yiiksek Na-Aljinat konsantrasyonu ve biiyiik
boncuklarda bu sorun goriilmezken, bu liretim setlerinde ise daha yavas

laktik asit iiretimi gdzlenmistir.

Immobilize iiretimlerden elde edilen iiretim degerleri literatiirle
karsilastirildiginda erlen denemelerine oranla yiiksek olmasina ragmen
Ozellikle biyoreaktdor denemelerinde daha yiiksek degerlerin de elde

edildigi goriilmiistiir.

Bu c¢alismada, Rhizopus oryzae fungusunun 4 farkli {retim
sistemindeki laktik asit {iretim performansi incelenmis ve dnemli Olgiide
veri elde edilmistir. Fungusun yiiksek tlireme hizinin statik kiiltiirde
degerlendirilmesi ve bunun i¢in farkli substratlar yaninda ticari sitrik asit
tiretiminin  gergeklestirildigi tepsili sistemlerde {iiretim denemelerinin
gerceklestirilmesi  faydali olacaktir. Bunun yaninda immobilizasyon

veriminin arttirilmas1 da Ca-aljinat immobilizasyonunda gergeklestirilecek
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optimizasyon iglemlerinin yani sira farkli immobilizasyon islemlerinin

denenmesi ile mimkiin olabilir.
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EKLER

EK 1 MELAS BILESIMI VE ONiSLEMLERI

Cizelgel: Seker pancari melasinin ortalama bilesimi (Goksungur,1998).

| Bilesen | | Miktari |
| Kuru Madde % 75-78 |
| Sakaroz | | % 46-47 |
| invert Seker }[%0,5-1,1 |
|Rafinoz ||% 1,0 |
| Kiil }% 8-9 |
| Toplam Azot | | % 1,8-2,0 |
| Ugucu Asitler %12 |
| Kiikiirtdioksit | % 0,05 |
| Yogunluk(g/cm®) |[1,353 |
[ Viskozite(p) |[120 |

Cizelge2: Melasa uygulanan farklh onislem yontemleri (M1:Goksungur,1998.,
M2,M3: Roukas, 1998., M4: Pakmaya Yeast Ind. Com., 2002.; Adiyaman-
Koltuksuz' dan 2007).

KOD YONTEM ACIKLAMASI

% 35 seker iceren melas 6rnegi H2SO4 ile pH 4,0 olacak sekilde ayarlandiktan sonra
M1 100°C” de 5 dakika kaynatilir. Ornek daha sonra santrifiij edilir ve son olarak ta elde

edilen s1v1 kisma filtrasyon islemi uygulanir.

% 7 seker igerenmelas 6rnegi, H2So04 ile pH 3,0 olacak sekilde ayarlandiktan sonra
M2 24 saat oda sicakhiginda bekletilir. Ornek daha sonra santrifiij edilir ve son olarak ta

elde edilen s1v1 kisma filtrasyon islemi uygulanir.

Melas 6rnegine herhangi bir seyreltme iglemi uygulanmadan, 100 ppm EDTA ilave edilir,
M3 HClile pH 5,5 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 100°C’ de 15 dakika kaynatilir.
Ornek daha sonra 24 saat oda sicakliginda bekletilir ve santrifiij edilir.

Son olarak elde edilen s1v1 kisma filtrasyon islemi uygulanir.

%33 seker igeren melas 6rnegi H2SO4 ile pH 6,0 oalcak sekilde ayarlandiktan sonra

M4 80°C” de 1 saat 1sitilir. Ornek daha sonra santrifiij edilir ve son olarak ta elde edilen

stv1 kisma filtrasyon iglemi uygulanir.
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EK 2 BUGDAY RUSEYM KUSPESINE UYGULANAN
TAYINLER

Nem Tayini

Uretim ortamidan alinan ornekler darasi alinip sabit tartima
getirilmis saat camui iizerine tartilmistir. Daha sonra Memmert marka
etlivde 105 °C’de sabit tartima getirilmislerdir ve % nem orani, alinan

ornekten buharlasan su miktar1 hesaplanarak bulunmustur.
Ham Lif Tayini

e Metodun Prensibi
Kiispe numunesinin, konsantrasyonu belli bir siilfiirik asit ve sodyum
hidroksit ¢ozeltisi ile kaynatilmasi, asit ve alkalide ¢oziinmeyen kismin
ayrilmasi, yikanmasi, kurutulup tartilmasi ve yakma sonunda tekrar

tartilarak agirlikca azalan kismin saptanmasidir.

e Reaktifler
Siilfiirik asit ¢ozeltisi, 0,255 N £ 0,005 N (100 ml i¢inde 1,25 g derisik
siilfiirik asit olabilir).

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi, 0,313 N £+ 0,005 N (100 ml icinde 1,25 g
sodyum hidroksit olabilir).

Bu ¢ozeltide karbonatlarin bulunmamasi gerekir.

Aseton, veya etanol % 95 lik (hacim olarak), veya metanol yahut

izopropanol.

Yagin uzaklastirilmasi i¢in ¢oziicii, n-hekzan teknik, veya petrol eter

(kaynama noktas1 40-60°C), veya saf dietileter.

o Islem
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Onceden 6giitiilmiis ve 1 mm'lik elekten gegirilerek hazirlanmus kiispe

numunesinden 0,001 g duyarlikla, yaklasik 3 g deney numunesi tartilir.

e Asit Ortamda Kavnatma

Deney numunesi, gerektiginde fazla yagi uzaklastirildiktan sonra,
kaynatma kabi1 (Madde 2.1) icerisine alinir. Gerektiginde kopiirmeyi
Onleyici ve kaynama diizenleyici madde katilir. Oda sicakligindaki siilfiirik
asit cozeltisinden 200 ml konur ve iizerine, i¢cinden soguk su gecirilen
sogutma balonu yerlestirilir. Isitma diizeni yardimi ile (2 dakika
icerisinde) kaynar hale getirilince 30 + 1 dakika normal sekilde kaynatilir.
Kenarlara yapisan pargaciklar siispansiyon haline getirmek i¢in zaman

zaman kaynatma kabi galkalanir.

Belirtilen kaynatma siiresi sonunda, yaklagik 50 ml soguk su konur ve
secilen siizme diizeni (Madde 2.4) yardimiyle ¢oziinmeyen kisim hemen
ayrilir. Kaynatma kab1 her defasinda 50 ml sicak damitik su (95°-100°C
sicaklikta) ile birka¢ defa yikanir ve yikama sular1 siizme diizeni ile ayrilmig
olan ¢6ziinmeyen kisim {lizerine bosaltilir. Bu yikama islemine, sliziintii su-

lar1 nétr oluncaya kadar devam edilir.

Siizme ve yikama islemi 30 dakikadan daha az bir siire i¢inde yapilmalidir.

o  Alkali Ortamda Kaynatma

Yikanmis olan kalinti tekrar kaynatma kabi i¢ine almir ve gerektiginde
kopiirme Onleyici ve kaynama diizenleyici ilave edilir; oda sicakligindaki
200 ml sodyum hidroksit ¢ozeltisi konur ve iizerine sogutma balonu
yerlestirilir. Isitma diizeni yardimiyla kabin hemen kaynama sicakligina
kadar 2 dakika i¢inde 1sitilmasi saglanir. Tekrar 30+ 1 dakika normal

sekilde kaynatilir.
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Bildirilen kaynama siiresi sonunda, yaklagik 50 ml soguk su ilave

edilir ve secilen stizme diizeni yardimiyla ¢6ziinmeyen kisim ayrilir, 55°C
sicakliktaki 25 ml siilfiirik asit ¢ozeltisi ile yikanir. Yikama islemine
damitik su ile daha once belirtilen sekilde devam edilir. Geride kalan
¢oziinmeyen kisim, bir defa da reaktiflerden biri ile yikanarak susuzlastirilir;
sabunlagmayan yaglar1 uzaklastirmak icin ¢oziicii ile yikanir. Uygulanan
stizme teknigine gore, kalintinin tiimii daras1 alinmis bir yakma kapsiilii

yahut siiziicii bir kroze igerisinde toplanir.

o  Kurutma

Kapsiil veya siiziicii kroze ve icerisindekiler 103°C + 2°C a ayarh etiivde
kurutulur. Desikatorde laboratuvar sicakligina kadar sogutulur ve yaklasik
0,0005 g duyarlikla tartilir. Bu kurutma islemi, son iki tart1 arasindaki fark
0,001 g'dan fazla olmayincaya kadar tekrar edilir.

Genel olarak 2 saatlik bir kurutma siiresi yeterlidir.

o Yakma
Kurutmadan sonra kalintt 550°C + 15°C ye ayarli bir yakma firini
icerisinde sabit agirliga kadar yakilir, bir desikatdr icerisinde oda
sicakligina kadar sogumaya birakilir ve 0,0005 g a yakin duyarlilikla

tekrar tartilir.

e Hesaplama

Numunedeki ham selilloz miktar1 (HS) agirlikga % olarak asagidaki

formiille hesaplanir:

HS =m, —(m, +m3)@

m,
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Burada;

my = deney numunesinin miktari, g
m; = kurutmadan sonra kapsiil ile birlikte agirligi, g
m, = yakmadan sonra kapsiil ile birlikte agirligi, g

m3 = tanik deneyde, kuru agirlik ile yakma sonundaki agirlik

arasindaki fark.
3.2.6.5 Yag Tayini

e Reaktifler

Yagin kiispeden ayrilmasi i¢in ¢oziicii, n-hekzan teknik, veya petrol eter

(kaynama noktas1 40-60°C), veya saf dietileter.

o Islem

Onceden o6giitiilmiis ve 1 mm'lik elekten gecirilerek hazirlanmis kiispe
numunesinden 0,001 g duyarlikla, yaklasik 10 g deney numunesi tartilir ve

diizgiin kesilmis kurutma kagitlar1 igerisine konulur.
e Balonlarin Hazirlanmasi

Deterjanl su ile iyice yikanan ve distile sudan gegirilen balonlar 70°C’
deki etiivde 1 gece(denge tartim sicakliginda) bekletilirler ve desikatorde

sogutulduktan sonra tartilip daralar1 alinir.

e Yag Ekstraksiyonu

Icerisinde 6rnek bulunan kurutma kagitlar katlanarak zimba ile agik
kisimlar kapatilir. Hazirlanan 6rnekler, balon iizerine yerlestirilecek sifona

konulur ve listten hafif¢e bastirilarak sifon dibine itilir. Hazirlanan sifonlar
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balon iizerine yerlestirildikten sonra sistem kaynatma kabina

yerlestirilir ve {istten 6rnek seviyesini gececek kadar(yaklagik 200ml) n-
hekzan eklenir. Sifonun {ist kismina geri sogutucu baglanir ve yaklasik 7-8
sifon yapmasi( kimyasalla yagin tam karsilasip birden ayrilmasi) saglanir.

Ekstraksiyon igleminin tamamlanmasinin ardindan evaporasyona gegilir.
e Evaporasyon Islemi

Ekstraksiyon tamamlandiktan sonra igerisinde yag-¢cozgen karigimi
bulunan balonlar sirayla vakumlu evaporatore alinir ve siirekli donerek
¢ozgenin tamamina yakininin buharlagsmasi saglanir.

o  Kurutma

Cozgeninin biiylik kismi buharlastirilan balonlar 103°C  + 2°C’ deki
etlive alirlar. Desikatorde laboratuvar sicakligina kadar sogutulur ve
yaklasik 0,0005 g duyarlikla tartilirlar. Bu kurutma iglemi, son iki tarti

arasindaki fark 0,001 g'dan fazla olmayincaya kadar tekrar edilir.

e Hesaplama

Numunedeki yag miktar1 (Y) agirhik¢a % olarak asagidaki formiille

hesaplanir:

100
Y =(my—m)—

my= Kurutmadan sonraki balon agirliklari,g
m;= Balon daralari,g

m,= Numune agirliklari,g
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EK 3 URETIM SONUC ve pH GRAFIKLERI
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