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Bu çalışmada amaç, süt endüstrisinin önemli bir atığı olan ve arıtılmadan doğaya verildiğinde büyük 
zararlar veren peynir altı suyunun değerlendirilerek yine çevre açısından önemli bir biyobozunabilir 
polimer olan polilaktik asitin (PLA) üretiminde kullanılmak üzere laktik asit eldesidir. 
 
Deneyler sırasında öncelikle Lc. lactis, L. casei, L. helveticus, L. delbr. subsp. bulgaricus, L. delbr. 
subsp. delbrueckii, L. delbr. subsp. lactis, L .jensenii gibi farklı mikroorganizmaların etkileri 
incelenmiştir. En yüksek üretim yapan mikroorganizmalar olarak L. delbr. subsp. lactis ve L. casei 
belirlenmiştir. L. delbr. subsp. lactis mikroorganizması ile üretim üzerine pH, ilave besin maddeleri 
(maya özütü (YE), MnSO4.H2O) gibi parametrelerin etkileri araştırılmıştır. Çalışılan 
mikroorganizma için en uygun sıcaklık olan 37 oC’de gerçekleşen fermentasyonda en uygun pH 
değeri 5.5 olarak belirlenmiştir. 48 saat sonunda ulaşılan en yüksek laktik asitin (33.4 g/L) elde 
edildiği YE derişimi % 0.1 (w/v)’dir. Ortamda YE bulunmuyorken MnSO4.H2O miktarının laktik 
asit üretimine etkisi yok denecek kadar azdır.  
 
L. casei mikroorganizması ile laktik asit üretimi üzerine PAS, YE, MnSO4.H2O, MgSO4.7H2O 
derişimlerinin, pastorizasyonun, mikroorganizma büyüme ortamının ve mikroorganizma miktarının 
etkileri incelenmiştir. 48 saat sonunda PAS derişiminden bağımsız olarak birbirine çok yakın laktik 
asit derişimlerine ulaşılmış ancak başlangıç laktoz miktarının artmasıyla fermentasyon sonunda 
kalan laktoz miktarı da artmıştır. 50 g/L PAS derişimde ulaşılan dönüşüm % 82, 90 g/L’de ise % 
46’dır. Maya özütü derişimi arttıkça üretilen laktik asit miktarı ve dönüşüm artmaktadır. % 1 (w/v) 
YE ilavesinde 48 saat sonunda dönüşüm % 95 iken, % 0.2 (w/v) YE ilavesinde % 56’dır. % 0.4 
(w/v) YE bulunan PAS ortamına katılan farklı derişimlerde MnSO4.H2O için fermentasyon süresince 
izlenen yol farklı olsa dahi 96 saatin sonunda ulaşılan laktik asit miktarları yakındır. Aynı şekilde % 
0.4 (w/v) YE bulunan PAS ortamına katılan farklı derişimlerde MgSO4.7H2O için de fermentasyon 
süresince  ulaşılan laktik asit miktarları yakındır. Ayrı ayrı yapılan deneylerde en yüksek laktik asit 
üretimlerine % 1 (w/v) YE, % 0.03 (w/v) MgSO4.7H2O ve % 0.007 (w/v) MnSO4.H2O ile 
ulaşılmıştır. 60 g/L olarak hazırlanmış fermentasyon ortamına en iyi koşullar olan bu derişimlerde 
besin maddeleri eklenmiştir. Aynı koşullar için pastorize edilmiş ortamda da fermentasyon 
gerçekleştirilmiştir. 48 saat sonunda pastorize edilmiş ortamda laktik asit dönüşümü % 94, pastorize 
edilmemiş ortamda % 92’dir. Mikroorganizma miktarının artmasıyla laktoz tüketimi ve laktik asit 
üretimi de artmaktadır. 48 saat sonunda Liver Infusion ortamında çoğalmış mikroorganizmalar ile 
elde edilen laktik asit miktarı, MRS ortamında çoğalmış mikroorganizmalarla yapılandan % 66 daha 
azdır. 
 
Eylül 2009, 130 sayfa 
 
Anahtar Kelimeler : Laktik asit,  peynir altı suyu, laktik asit bakterileri, Lactobacillus delbrueckii subsp. 
lactis, Lactobacillus casei 
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In this study the aim is to produce lactic acid to use during the production of polylactic acid (PLA), 
which is an important biodegradable polymer for environment, by recycling cheese whey which is a 
major waste of milk industry and damages nature if it is not treated. 
 
In the beginning of the experiments the effects of different microorganisms such as Lc. lactis, L. 
casei, L. helveticus, L. delbr. subsp. bulgaricus, L. delbr. subsp. delbr., L. delbr. subsp. lactis, L. 
jensenii, were studied. L. delbr. subsp. lactis and L. casei were determined to have the highest 
productivity rate. The effects of parameters like, pH, additional supplements (Yeast Extract (YE), 
MnSO4.H2O) were studied by using L. delbr. subsp. lactis. In the fermentation which takes place at 
37 oC, the most suitable temperature for the microorganism, pH of cheese whey was set to 5-7. The 
most suitable pH value was determined to be 5.5. After 48 hours, YE amount of the highest lactic 
acid produced (33.4 g/L) was determined to be 0.1 % (w/v). When MnSO4.H2O is used without YE, 
not a significant effect on lactic acid production was observed. 
 
The effects of substrate (cheese whey), YE, MnSO4.H2O, MgSO4.7H2O concentrations, 
pasteurization, microorganism growth medium and microorganism amount were investigated by 
using L. casei. After 48 hours similar lactic acid concentrations were achieved with all substrate 
concentration. Although with the increasing of the substrate concentration remaining lactose 
amounts are increasing at the end of the fermentation. When, 50 g/L, 90 g/L cheese whey is used 
yield of the lactic acid is 85 %, 56 % respectively. With the increasing of the YE concentration lactic 
acid amount and yield increase. 
 
In 1 % (w/v) and 0.2 % (w/v) YE addition after 48 hours lactic acid yield is 95 %, 56 % respectively. 
For cheese whey which contains 0.4 % (w/v) YE and different concentrations of MnSO4.H2O, 
despite the way of fermentation process is different after 96 hours production of lactic acid is similar 
with each other. Likewise cheese whey which contains 0.4 % (w/v) YE and different concentrations 
of MgSO4.7H2O lactic acid production is similar during the fermentation. In severally experiments, 
the highest lactic acid amounts were achieved with 1 % (w/v) YE, 0.03 % (w/v) MgSO4.7H2O and 
0.007 % (w/v) MnSO4.H2O. Nutrients with these optimum concentrations were added together to 60 
g/L fermentation medium. Fermentation also carried out in pasteurizated medium for the same 
conditions. After 48 hours in pasteurizated medium lactic acid yield was 94 %, not pasteurizated 
medium lactic acid yield was 92 %. With the increasing of the microorganism amount the 
consumption of lactose and lactic acid production increase. After 48 hours, lactic acid amount which 
achieved with microorganisms in Liver Infusion medium was 66 % lower than the medium of MRS. 
 
September 2009, 130 pages 
 
Key words: Lactic acid, cheese whey, lactic acid bacteria, Lactobacillus delbrueckii subsp.  lactis, 
Lactobacillus casei. 
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1. GİRİŞ 

 

Petrokimyasal bazlı sentetik polimerler insanlığa birçok yönde büyük faydalar 

sağlamıştır. Ancak geri dönüşü olmayan, tekrar kullanılamayan petrol bazlı atıklarının 

birikimi nedeniyle ekosistem ve çevre tahrip olmuş, kirlenmiştir.  

 

İstatistiklere göre her yıl 100 milyon ton civarında plastik üretilmekte ve bunun % 40’ı 

direk olarak çevreye atılmaktadır. Günümüzde bazı ülkelerde atıkların depolanması için 

gerekli boş alanlar kısıtlandığı için konteynırlarla başka ülkelere çöp sevkiyatı 

yapılmaktadır. Geleneksel petrol bazlı plastiklerin üretimi için her yıl 270 milyon ton 

civarında ham petrol kullanılmaktadır. Petrolün 80 yıl, doğal gazın 70 yıl ve kömürün 

700 yıl içerisinde tükeneceği tahmin edilmektedir. Bu gerçeğin ekonomik etkileri ise 

gün geçtikçe artan bir şekilde kendisini göstermektedir (Tıllman et al. 2000). 

 

Sürekli kullandığımız plastik poşetlerin doğada bozunmasının 100 yılı bulduğu ve 4 

kişilik bir ailenin yılda ortalama 1460 adet plastik poşet kullandığı göz önünde 

bulundurulduğunda durumun ciddiyeti ortaya çıkmaktadır. % 1’i geri dönüştürülen 

poşetlerin, geri kalan % 99’u ise yüzlerce yıl doğada kalmaktadır. İngiltere, Hindistan 

gibi pek çok ülke plastik poşet kullanımını yasaklamışken ülkemizde bu konuyla ilgili 

bir düzenleme henüz yoktur.  

 

90’lı yıllara kadar insan vucudunun rahatlıkla absorplayabildiği çeşitli biyobozunur 

polimerler tıpta kullanılmak üzere sentezlenmiştir (Fukushima and Kimura 2006). 90’lı 

yılların ortasında ise gözler çevre kirliliğine çevrilmiş ve biyopolimerlerin özellikle 

ambalaj sanayi gibi farklı sektörlerde kullanılması gündeme gelmiştir pek çok 

biyobozunur alifatik poliester geliştirilmiştir. Bunlara doğayla uyumlarından dolayı 

“yeşil polimerler” de denir. Biyolojik olarak parçalanabilen bu materyaller çevre 

kirliliği konusunda yararlar sağlayacak ve fosil kaynaklara olan bağımlılığı azaltacaktır. 

Bu materyallere örnek olarak tamamen yenilenebilir kaynaklardan elde edilen ve 

doğada sentetik polimerlere göre çok daha hızlı bozunabilen bir biyopolimer olan 

polilaktik asit (PLA) örnek verilebilir.  
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Polilaktik asit üretiminin ve endüstride kullanımının önemi arttıkça laktik asit 

enantiyomerlerinin üretiminin önemi de buna bağlı olarak artmaktadır. Bir diğer önemli 

nokta ise günümüzde yüksek olan maliyetin, polilaktik asitin daha yaygın 

kullanılabilirliğini arttırmak için düşürülmesidir. PLA üretim prosesinin maliyeti, 

fermentasyonla laktik asit üretim maliyetine çok bağlıdır. Laktik asit üretim maliyeti 

polilaktik asit üretiminde toplam maliyetin % 40-50’sini oluşturmaktadır (Crank 2004). 

 

En önemli organik hidroksi asitlerden biri ve kimyaca adı alfa hidroksipropanoyik asit 

olan laktik asit (CH3CHOH-COOH) İsveçli bilim adamı C.W. Scheele tarafından 1780 

yılında keşfedilmiş, 1881 yılında ise ilk kez ticari olarak ekşimiş sütten elde edilmiştir. 

İlaç, gıda gibi endüstrinin pek çok alanında geniş bir kullanıma sahip olan laktik asit, 

kimyasal olarak üretilebildiği gibi hem L(+) hem de D(-) formu Lactobacilli geninin 

farklı tür ve modifikasyonlarını içeren homolaktik organizmalar ile şeker pancarı, 

peynir altı suyu, melas gibi karbonhidratlardan fermentasyon ile üretilebilir. D(-) laktik 

asitin yüksek dozlarının insan vücudu için zararlı olması nedeniyle gıda ve ilaç 

endüstrilerinde L(+) formunun kullanımı mevcuttur. Üretimin yaklaşık % 90’ı 

mikrobiyal yolla yapılmaktadır. Mikrobiyal laktik asit üretiminde fermentasyon 

ortamına katılan ilave besin maddeleri mikroorganizmaların çoğalması için önemlidir. 

Ancak ortama katılan her türlü safsızlık laktik asitin ayrılmasını zorlaştıracağı gibi 

maliyeti de arttıracaktır. Bu besin maddelerinin laktik asit üretim maliyetindeki oranı % 

34’e kadar çıkabilmektedir (Norton et al. 1994).  

 

Bu çalışmada süt endüstrisinin önemli bir atığı olan peynir altı suyu (PAS) hammadde 

olarak kullanılarak laktik asit üretimi gerçekleştirilmiştir. L(+) laktik asit gıda katkı 

maddesi olarak uzun süredir fermentasyonla üretilirken D(-) laktik asit üzerinde yapılan 

çalışmalar azdır ve mikrobiyal üretimi üzerine kısıtlı bilgiler vardır. Bundan dolayı, 

farklı stereo izomerik oranlarda laktik asit üretimine Lactococcus lactis, Lactobacillus 

casei, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus jensenii gibi farklı 

mikroorganizmalarla pH, sıcaklık, substrat ve mikroorganizma miktarları, fermentasyon 

süresi, ilave besin maddeleri, pastorizasyon gibi parametrelerin etkisi araştırılmıştır.  
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

Bu bölümde laktik asit üretimi ile ilgili araştırmalar verilmiştir. 

 

Tamamen yenilenebilir kaynaklardan elde edilen, doğada kolaylıkla bozunabilen PLA 

üretiminin maliyeti, laktik asit monomeri üretimi için yapılan ilk fermentasyonun 

maliyetine çok bağlıdır. Laktik asit maliyeti Cargill-Dow metodu ile polilaktik asit 

üretiminde toplam maliyetin % 40-50’sini oluşturmaktadır (Crank 2004). 

 

Laktik asit üretiminin girdi maddesinin maliyetini azaltmak için önemli bir tarım atığı 

olan pirinç kepeği üzerinde çalışılmıştır. Pirinç kepeği protein ve vitamin açısından 

zengin olmasına rağmen hiçbir işleme tabi tutulmadan kullanılması laktik asit 

üretiminde verimli değildir. Pirinç kepeği deneyde kullanılmadan önce asit ile hidroliz 

edilir. Başlangıç pH’ı 1’de hidroliz edildiğinde 30 g/L pirinç kepeği 8 g/L maya özütü 

(YE) içeren ortamda verimlilik göstermiştir. Bu değer pirinç kepeğinin maliyeti 

düşürücü bir kaynak için kullanılmasında istenen kabul edilebilir bir değerdir. Bununla 

birlikte hidrolize edilmiş pirinç kepeği eklenmesi fermentasyonun duraklama zamanını 

uzatmaktadır. Örneğin başlangıç pH’ı 0.5 olduğunda fermentasyonun duraklama süresi 

40 saat olarak gözlenmiştir. Tiamin, piridoksin, organik azot ve karbon varlığı göz 

önüne alındığında duraklama safhasının uzaması B vitaminlerinin yıkımına ve proteinin 

aşırı hidrolizine bağlanabilir. Duraklama safhasında süreyi kısaltmak için hidroliz 

edilmiş pirinç kepeği ile az miktarda maya özütü karıştırmak çözüm olarak sunulabilir. 

30 g/L hidroliz edilmiş pirinç kepeğine 3 g/L YE katıldığında üretim 1.6 kat artmıştır 

(Gao et al. 2008). 

 

D(-) laktik asit üretimi yapan Lactobacillus delbrueckii mikroorganizmasıyla yapılan bir 

çalışmada şeker kamışı posası, şeker kamışı suyu ve şeker pancarı karbon kaynağı 

olarak kullanılmıştır. pH 6’da 40 oC’de gerçekleşen fermentasyonda 72 saatin sonunda 

şeker kamışı posası, şeker kamışı suyundan elde edilen laktik asit dönüşümleri sırasıyla 

% 89 ve % 90'dır. Şeker pancarından ise % 80 dönüşümle 84 g/L laktik asit üretilmiştir. 

(Calabia and Tokiwa 2007) 
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Yapılan çalışmada farklı bir Saccharomyces cerevisiae türü geliştirilerek yüksek 

verimle D(-) laktik asit üretimi gerçekleştirilmiştir. Bu rekombinantta piruvat 

dekarboksilaz-1 (PDC1) tamamen silinmiş Leuconostoc mesentereoides subsp. 

Mesenteroides NBRC3426 dan iki kopya D(-) laktat dehidrogenaz (D-LDH) geni 

genoma yerleştirilmiştir. Nötralize koşullarda D(-) laktat üretimi 61.5 g/L’ye, D(-) 

laktik asite dönüşen glikoz miktarı ise % 61.2’ye ulaşmıştır. Buna ek olarak nötralize 

olmayan koşullarda serbest laktik asit verimi % 53 olarak görülmektedir. Optik saflık % 

99.9 ya da yukarısındadır. Yapılan çalışma ile laktik asit bakterisi ve trangenik 

Escherichia coli içeren diğer teknikle karşılaştırıldığında nötralizasyon prosesi 

içermeyen yüksek saflıkta D(-) laktik asit üretimine olanak sağlayan yeni bir yaklaşım 

sergilenmiştir (Ishıda et al. 2006). 

 

Poli-D(-)-laktik asit, stereo kompleks oluşturarak poli-L(+)-laktik asitin 

termostabilitesini arttırıcı özelliğinden dolayı oldukça önemli bir polimerdir. Kazuki 

and Fukushima (2004) yılında yaptıkları çalışmada da pirinci diğer karbonhidrat 

kaynaklarıyla karşılaştırılabilir nişasta içeriğinden dolayı kullanmışlardır. Öncelikle 

pirinç tozunun enzimatik hidrolizi ile pirinç sakkarifikat elde edilmiştir. Çoğunlukla 

maltoz içeren pirinç sakkarifikat L. delbrueckii IFO 3202 mikroorganizması ile 

fermente edilmiştir. Anaerobik koşullarda 42 oC’de pH 6’da 10 % sulu NH3 ilave 

edilerek gerçekleşen fermentasyonda 4 günün sonunda optik saflığı (ee) % 97,5 olan % 

70 verimle D(-) laktik asit üretilmiştir. Pirinçten D(-) laktik asite kadar olan.prosesin 

verimi yaklaşık olarak % 47’dir. Bu oran mısırdan L(+) laktik asit üretim verimine 

yakın bir değerdir. 

 

Lactobacillus manihotivorans LMG 18011 mikroorganizması kullanılarak yiyecek 

atıklarından laktik asit üretimi için önemli faktörler incelenmiştir. Substrat olarak 

çözülebilir nişasta ve yiyecek artıkları kullanılarak eşzamanlı şekere dönüştürme 

(sakkarifikasyon ) ve fermentasyon için optimum koşullar araştırılmıştır. Verimliliğin 

üç faktörden etkilendiği belirlenmiştir. Bu faktörler başlangıç pH’ı (nişastanın şekere 

dönüşümü için amilaz üretimini etkiler), kültürün pH kontrolü (laktik asitin seçici 

üretimini etkiler ) ve mangan derişimi (laktik asit verimini ve üretim hızını arttırır) 

olarak belirlenmiştir. Optimum başlangıç pH’ı 5-5.5, nişastalı bir substrattan direk ve 



5 
 

etkili bir fermentasyon için L(+) laktik asit verimi baz olarak fermentasyon pH’ı 5’dir. 

Bu koşullar altında 200 g yiyecek artığından Lactobacillus manihotivorans LMG 18011 

mikroorganizması ile 19.5 g L(+) laktik asit üretilmiştir. Bunun yanı sıra mangan ilavesi 

fermentasyonu belirgin şekilde hızlandırmış ve biyodönüşümün 100 saatte 

tamamlanmasını mümkün kılmıştır (Ohkouchi and Inoue 2006). 

 

Arpa, mısır, buğday gibi tahıl ürünleri ticari amilolitik enzimlerle hidrolize edilmiş ve 

laktik asit üretimi için Enterococcus faecalis RKY1 mikroorganizması ile fermente 

edilmişlerdir. Arpa ve buğdaydan laktik asit verimliliği > 0.8 g/Lh olarak elde 

edilmiştir. 200 g/L buğday unu % 0.3 (v/v) sülfürik asit ile ön işleme tabi tutulup 

filtrasyonla sterilize edildikten sonra amilolitik enzimlerle hidrolize edildiğinde 

Enterococcus faecalis RKY1 mikroorganizması ilave besin kaynağı olmadan etkili bir 

biçimde 2.6 g/Lh laktik asit verimliliği ve 5.90 g/L kuru hücre ağırlığı ile üretimi 

gerçekleştirmiştir. Laktik asit üretimi ve hücre büyümesi Enterococcus faecalis RKY1 

mikroorganizmasının CSL (corn steep liquid) bazlı ortama uyarlanmasıyla sırasıyla % 

31 ve % 12 daha yüksek değerlere ulaşabilir. Ortamda 200 g/L buğday unu hidrolizatı 

15 g/L CSL ve 1.5 g/L maya özütü bulunduğunda laktik asit üretimi yalnızca buğday 

unu kullanıldığındaki duruma göre % 106 artarak 5.36 g/Lh’ye ve kuru hücre ağırlığı % 

138 artarak 14.08 g/L’ye ulaşmaktadır (Oh et al. 2005). 

 

Biyokütleden polilaktik asit üretiminde laktik asit üretim maliyetini azaltmak çok 

önemlidir. Cargıll-Dow polilaktik asit üretim maliyetini azaltma çalışmaları yapmakta 

ancak biyokütleden laktik asit üretiminin maliyeti sıkıntı yaratmaktadır. Buna sebep 

olarak ham nişastanın direk olarak laktik asit fermentasyonuna sokulamaması, öncelikle 

alfa-amilaz ve glukoamilaz gibi enzimlerle hidroliz edilerek şekere dönüştürülmesinin 

gerekmesi gösterilebilir. Bu iki aşamalı proses üretim maliyetini arttırmaktadır. 

 

Rhizopus arrhizuz 36017 ve Rhizopus oryzae 2062 mikroorganizmaları ile L(+) laktik 

asit üretimi için simultane sakkarifikasyon ve fermentasyonun biyokimyasal kinetiği, 

pH, sıcaklık ve substrata bağlı olarak çalışılmıştır. Her iki fungal türde patates nişastası 

atık suyundan laktik asit üretimi için tek evreli fermentasyon prosesini yürütebilecek 
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kapasitededir. Nişasta hidrolizi, indirgen şeker miktarı, laktik asit üretimi ve fungal 

biyokütle oluşumu pH, sıcaklık, nişasta kaynağı ve derişiminden etkilenmiştir. Hem 

nişastanın sakkarifikasyonu hem de laktik asit fermentasyonu için en uygun koşullar; 

nişasta derişimi 20 g/L, pH 6 ve sıcaklık 30 oC olarak belirlenmiştir. Bu koşullarda 36-

48 saat fermentasyon süresinin sonunda laktik asit 0.85 - 0.92 g/g, biyokütle ise 1.5 - 

3.5 g/L olarak ölçülmüştür. Benzer koşullarda Rhizopus arrhizuz 36017 laktik asit 

üretiminde Rhizopus oryzae 2062 ise fungal biyokütle üretiminde üstünlük göstermiştir 

(Huang et al. 2005). 

 

Narıta et al. (2004), yaptıkları çalışmada Streptococcus bovis 148 ile ham nişastadan 

direk yüksek optik saflıkta laktik asit üretimi üzerinde çalışılmıştır. Streptococcus bovis 

148 hem gizli alfa-amilaz özellik gösterir ve Streptococcus geni homofermentatif laktik 

asit bakterisi olarak bilinir. pH 6 da 37 oC’de 20 g/L ham nişastadan 14.7 g/L L(+) 

laktik asit üretilmiştir. Verim % 88 ve optik saflık % 95.6 olarak bulunmuştur. 

 

Garguly et al. (2007), lif kabağı süngerine tutuklanmış Rhizopus oryzae RBU2-10 

mikroorganizması ile laktik asit üretimi üzerine çalışılmışlardır. Luffa cylindrica’nın 

olgunlaşmış meyvelerinden elde edilen lif kabağı süngeri pH’ı ayarlamak için 

tamponlarla işlem gördükten ve 4 kez (121 oC, 20 dk/her bir döngü) otoklavda 

tutulduktan sonra şeklini ve yapısını korumaktadır. 100 ml ortam başına 4 parça lif 

kabağı süngeri (1.008 cm3) içeren ortam 3*106 spor m/L ile aşılandığında 48 saatlik 

fermentasyonun sonunda 80.75 g/L laktik asit üretimi gerçekleşmiştir. 10 döngülük 

kesikli fermentasyon uygulandığında yüksek laktik asit üretimleri ilk 5 döngüde 

gerçekleşmiştir (1.66-1.84 g/Lh). En yüksek laktik asit üretimi ise 3. döngüde 1.84 g/Lh 

olarak gerçekleşmiştir. 

 

Laktik asit üretiminde genel olarak sakkaroz ve glikoz bazlı ortamlar kullanılmaktadır. 

Laktoz kaynağı olan peynir altı suyunun ticari olarak laktik asit üretiminde kullanımı, 

çevre için çok büyük atık oluşturması ve atığın değerli bir ürüne dönüştürülmesi 

bakımından önemli bir alternatif oluşturmaktadır (Panesar et al. 2007).  
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Büyükkileci ve Harsa (2004), peynir altı suyundan Lactobacillus casei ile L(+) laktik 

asit üretiminde ürün verimliliği üzerine sıcaklık, pH, ortam bileşenlerinin etkileri 

araştırmışlardır. 27, 32, 37, 42 ve 47 oC’de ve pH 5.0 - 6.5 aralığında çalışılmış en 

yüksek laktik asit üretimi 37 oC ve pH 5.5 de gerçekleşmiştir. Mikroorganizmaların 

büyümesi 32 oC ve 37 oC’de 1 günün sonunda gözlenirken 27 oC ve 42 oC’de bu süre 2 

günü bulmuştur. Erlenlerde çalışıldığında verim 1.87 g/dm3h olarak bulunurken bu 

değer fermentörde 3.97 g/dm3h ye çıkmıştır. Başlangıç laktoz derişimi laktik asit üretim 

verimliliğini etkilememiştir.  

 

Roukas and Korzekidou (1998), deproteinize edilmiş peynir altı suyundan Lactobacillus 

casei ve Lactococcus lactis mikroorganizmalarının hem serbest haldeki hem de 

tutuklanmış haldeki karışımları ile kesikli ve ara beslemeli (fedbatch) fermentasyon ile 

laktik asit üretimi üzerine çalışılmışlardır. Ara beslemeli fermentasyon sistemi kesikli 

fermentasyon sistemine göre daha iyi sonuçlar vermiştir. En yüksek laktik asit derişimi 

100 g/L substrat derişiminde (laktoz) hem tutuklanmış hücreler ile çalışıldığında hem de 

serbest haldeki hücre karışımı ile çalışıldığında 46 g/L olarak ara beslemeli sistemde 

elde edilmiştir. Tekrarlanan çalışmalarda Ca-alginata birlikte tutuklanmış hücreler 

serbest haldeki hücrelerin karışımına göre daha iyi sonuç vermiştir. Ayrıca Ca-alginata 

tutuklanan Lactobacillus casei ve Lactococcus lactis hücreleri 20 gün süresince laktik 

asit üretim kabiliyetlerini korumuşlardır. 

 

Laktik asit üretiminde proses ekonomikliğini belirleyen bir diğer nokta ise laktik asit 

bakterilerinin verimli üretim yapabilmeleri için gereksinim duydukları besin 

çeşitliliğidir. Laktozu tamamen laktik asite dönüştürebilmeleri için bir takım ek 

besinlere ihtiyaçları vardır aksi takdirde hem laktozun tamamını kullanamazlar hem de 

fermentasyon yavaş gerçekleşir. Fitzpatrick et al. (2001) üretim üzerine ortamda 

bulunan mangan etkisini araştırmışlardır. Mangan laktat dehidrojenazın bir bileşeni 

olduğu için Lactobacillus casei mikroorganizmasının büyümesinde önemli bir yer tutar. 

Peynir altı suyundan Lactobacillus casei ile yapılan çalışmada % 0.5 (w/v) maya özütü 

(YE) bulunan ortama 0.001 - 0.03 g/L oranlarında MnSO4.H2O eklenmiştir. Ortama 

0.03 g/L MnSO4.H2O eklenmesi fermentasyon süresini 120 saatten 24 saate 

düşürmüştür. 0.005 - 0.03 g/L aralığında fermentasyon performansı birbirine oldukça 
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yakın gözlenmiş olmakla birlikte daha düşük mangan derişimlerinde fermentasyon 

oldukça yavaştır. 

 

Üretilen laktik asitin ortamdan alınması da ayrı bir çalışma konusudur. Laktik asit 

üretiminde oluşan laktik asitin ortamdan alınması çok basamaklı bir prosestir. 

Standartlaşmış bir yöntem olmamakla birlikte genel olarak şu basamaklardan 

oluşmaktadır ; 

 

• Fermentasyon sıvısından biyokütle ve diğer katıların ayrılması 

• Laktik asiti serbest bırakmak için sıvının kuvvetli bir asit ile asitleştirilmesi 

• Laktik asit çözeltisinden tuzların uzaklaştırılması (farklı yöntemlerle yapılabilir, 

sıvı-sıvı ekstraksiyonu, iyon değiştirme yöntemiyle ya da eş zamanla 

asitleştirme ve esterleşme ile vb.) 

• Laktik asitinin deriştirilmesi 

 

Her bir basamak için farklı alternatifler olabilir ve sıralamada değişiklikler yapılabilir. 

Tek bir yöntemden bahsetmek olanaksızdır. (Vaidya et al 2005 ). 

 

En çok kullanılan yöntemlerden biri olan kalsiyum laktatın esterleştirme ile 

çöktürülmesi ve reaktif distilasyon ile hidrolizi ekonomik ve basit bir yöntem olmakla 

birlikte fazla miktarda jips açığa çıkarmaktadır. Sürekli sistemle çalışan reaktif 

ekstraksiyon ve reaktif esterleşme-hidroliz yöntemi ise jips ortaya çıkarmamakta ancak 

daha büyük yatırımlar gerektirmekte, birim maliyet yüksek olmaktadır. Daha düşük 

pH’larda laktik asit üretimini gerçekleştiren, ucuz ekstraktanlardan etkilenmeyen 

mikroorganizmaların geliştirilmesi ekstraksiyon basamağının maliyetini düşürecektir 

(Joglekar et al. 2006). 

 

Literatür araştırması sonucunda yüksek lisans çalışması için önemli olan bilgiler 

aşağıdaki şekilde özetlenebilir. 
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• Zengin içeriğinden dolayı en laktik asit bakterileri için en uygun çoğalma ortamı 

MRS olarak belirlenmiştir 

• Mikroorganizmaya bağlı olarak, sıcaklık önemli bir parametredir. Laktik asit 

bakterileri için optimum sıcaklık aralığı 28 oC ile 45 oC arasıdır. 

• Mikroorganizmaya göre değişmekle birlikte en uygun pH aralığı 5.0 ve 6.5 dir. 

• Azot kaynağı olarak maya özütü kullanılmaktadır. Fermentasyon ortamına % 0.5 

(w/v) maya özütü (YE) ilavesi fermentasyon süresini kısaltmaktadır.  

• Başlangıç laktoz derişiminin artmasıyla ulaşılan laktik asit derişimi artmakta 

buna bağlı olarak fermentasyon süresi uzamaktadır. Verim ise genel olarak 

değişmemektedir. 

• Mangan LDH’nin bir bileşeni olduğu için laktik asit üretiminde oldukça önemli 

bir bileşendir. % 0.5 (w/v) maya özütü (YE) içeren ortama 0.005 g/L 

MnSO4.H2O ilavesi yapıldığında fermentasyon süresinin 120 saatten 24 saate 

düştüğü gözlenmiştir. 
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3. KURAMSAL TEMELLER 

 

3.1 Laktik Asit 

 

Laktik asit (C3H6O3) organize yaşamın her formunda bulunur. İnsanlar ve hayvanlar için 

en önemli fonksiyonu kas dokularına enerji sağlamasıyla ilgilidir. Laktik asit su bazlı ve 

yüksek hidroskopik alifatik asit ve karmaşık yapılı bir kimyasaldır. 

 

Laktik asit L(+) ve D(-) olmak üzere iki tür optik formda bulunur. Şekil 3.1’de laktik 

asit formları verilmiştir. 

 

                       COOH                                               COOH 

 

                H        C         OH                            OH  C        H       

 

                         CH3                                                   CH3 

(a)                                                     (b) 

 
Şekil 3.1 Laktik asit enantiyomerleri (a) L(+) laktik asit (b) D(-) laktik asit 

 

D(-) laktik asitin yüksek dozlarının insan vucudu için zararlı olması nedeniyle gıda ve 

ilaç endüstrilerinde L(+) laktik asitin kullanımı mevcuttur. Bu nedenle D(-) laktik asit 

üretimi ile ilgili yapılan çalışma sayısı azdır. Ancak günümüzde biyobozunur bir 

polimer  olan  polilaktik asitin özelliklerini iyileştirici   yönde etkisi    olduğu kanıtlanan  

D(-) laktik asitin üretimi de önem kazanmıştır. 
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3.1.1 Laktik asitin kullanım alanları 

 

Laktik asit, fermente ve salamura gıdalarda mikroorganizma gelişiminin önlenmesi 

amacıyla kullanılmaktadır. Gıda endüstrisinde en geniş kullanım alanı ise süt endüstrisi 

ve fermente gıdalardır.  

 

Bu asit, peynirlerde ve diğer süt ürünlerinde, bira ve şarapta pH ayarlayıcı olarak görev 

yapmaktadır. Sentetik laktik asit, ticari olarak deri tabaklanması ve yünlerin 

boyanmasında, gıda işleme ve karbonlu içeceklerde aroma maddesi ve koruyucu olarak, 

plastik, solvent, mürekkep ve laklarda hammadde olarak ve sayısız kimyasal proseste 

katalizör olarak görev yapmaktadır. Laktik asidin çok farklı derişimlerde (genellikle % 

22 - 85) sulu çözeltileri bulunmakta ve saf laktik asit renksiz, kristalimsi bir yapı 

göstermektedir. 

 

Laktik asit; kimyasal olarak sakkaroz veya laktoz fermentasyonu ile üretilmektedir. 

Diğer asitliği düzenleyicilerden farklı olarak laktik asit, %50 - 90 derişimlerinde sıvı 

olarak bulunmaktadır. Ekmek, peynir, yoğurt, et ve bira gibi birçok fermente gıdada 

doğal ürün olarak bulunan laktik asidin işlevinin kolaylıkla farkına varılmıştır. 

Turşularda ve diğer uygulamalarda asetik asitle birlikte kullanılan laktik asit, mikrobiyal 

stabiliteyi arttırırken hafif bir aroma vermektedir. Laktik asit ve asetik asit 

kombinasyonlarının, salata ve soslar içinde etkili bir koruyucu olduğu belirlenmiştir. 

Bira ve şarapların mikrobiyal stabilite için asidifikasyonu da laktik asidin önemli bir 

fonksiyonu olup laktik asit bu ürünlerdeki asit indirgeyen bakterilerden etkilenmektedir. 

 

Yeşil zeytin prosesinde ön işlemlerde seyreltilmiş laktik asit ile ortamda kalan alkalinin 

uzaklaştırılması ve metal iyonlarının çözülmesinde fermentasyon başlangıcında pH'ın 

4.5’e ayarlanmasında ayrıca ortamda yeterli şeker bulunmadığı zamanlarda 

fermentasyon sonunda pH’ın 3.7 - 3.8’e ayarlanması için % 80’lik laktik asit 

kullanılmalıdır. Bu işlemlerde ortam pH’ı ölçülmeden önce ve laktik asit ilavesinden 

sonra mutlaka 2 ila 5 dk arasında laktik asitin ortama eşit oranda karışması 

beklenmelidir. 
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Laktik asitin diğer kullanım alanı yüksek kaliteli turşuların yapımıdır. Asetik asit gibi 

boğazda yakıcı bir tat bırakmamakla beraber, asetik aside göre çok daha hoşa giden, 

yumuşak ve devam ettirilebilir tat bırakmaktadır. Ayrıca petrolden elde edilen sentetik 

asetik asit gibi zararlı metal iyonlarını ihtiva etmez. Çünkü doğal laktik asit sadece saf 

şekerin fermentasyonundan elde edilebilmektedir. 

 

Laktik asidin toz formu ise şekerleme yapımında kendine oldukça geniş yer 

bulmaktadır. Şekerlemelerde, kullanılan aromanın cinsine bağlı olmakla beraber 

hissedilen meyve tadını arttırıcı ve ağızda daha ferah bir tat bırakıcı etkisi vardır. 

Genellikle malik asit, laktik asit ve sitrik asidin kombinasyonu, şekerleme endüstrisinde 

oldukça yoğun olarak kullanılmaktadır. Bu üçlü istenilen ekşilik ve lezzet dengesini 

oluşturmakta oldukça iyi sinerjik etki göstermektedir. Şekerleme endüstrisi için sıvı 

laktik asit yerine özel formlu toz laktik asitler tercih edilmektedir. 

 

Laktik asidin L(+) formu inşaat sanayinde betonun asitlik derecesini ayarlamada sitrik 

asite göre daha regülar ve uzun süreli etki göstermektedir.   

 

Son yıllarda laktik asitten üretilen, biyobozunur bir polimer olan polilaktikasitin 

gündemde olması laktik asit üretimini arttırıcı yönde etki göstermiştir. 

 

3.1.2 Laktik asit üretimi 

 

Laktik asit kimyasal olarak üretilebildiği gibi hem L(+) hem de D(-) formu Lactobacilli 

geninin farklı tür ve modifikasyonlarını içeren homolaktik organizmalar ile 

karbonhidratlardan fermentasyon ile üretilebilir. Üretimin yaklaşık % 90’ı mikrobiyal 

yolla yapılmaktadır. Kimyasal olarak sadece rasemik laktik asit üretilebilirken 

mikrobiyal olarak istenen optik formda laktik asit üretimi yapılabilmektedir. 
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3.1.2.1 Kimyasal laktik asit üretimi 

 

Laktik asitin kimyasal sentezi laktonitrilin güçlü asitlerle hidrolizi temeline dayanır. 

Laktonitril hidrojensiyanidin baz varlığında asetaldehite katılmasıyla üretilir. Bu 

reaksiyon sıvı fazda yüksek atmosfer basıncında gerçekleşir. Ham laktonitril 

distilasyonla geri kazanılır ve saflaştırılır. Daha sonra ise derişik HCl ya da H2SO4 ile 

hidroliz edilerek laktik asit ve amonyum tuzu üretilir. Oluşan laktik asit metanol ile 

esterleştirilerek metil laktat oluşturulur. Oluşan metil laktat distilasyonla uzaklaştırılarak 

saflaştırılır ardında asit katalizliğinde su ile hidroliz edilir ve laktik asit ile metanol elde 

edilir. Metanol sisteme geri döner. 

 

Bu proseste aşağıdaki reaksiyonlar gerçekleşir. 

(a) Laktonitril oluşumu 

CH3CHO 
 Asetaldehit   

+ HCN  
Hidrojensiyanid 

 katalizör 
    

CH3CHOHCN 
Laktonitril  

 

(b) H2SO4 ile hidroliz 

CH3CHOHCN
Laktonitril 

  +   H2O      +  1/2H2SO4 
Sulfirik asit  

CH3CHOHCOOH 
Laktik asit   

+ 1/2(NH4)2SO4 
Amonyum tuzu

 

(c) Esterleşme 

CH3CHOHCOOH 
Laktik asit    

+ CH3OH 
Metanol   

CH3CHOHCOOCH3 
Metil laktat    

+ H2O 

 

(d) H2O ile hidroliz 

CH3CHOHCOOCH3  
Metil laktat   

+ H2O  
 

CH3CHOHCOOH 
  Laktik asit   

+ CH3OH 
  Metanol   
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3.1.2.2 Mikrobiyal laktik asit üretimi 

 

Kimyasal sentezle rasemik laktik asit üretilirken karbonhidrat fermentasyonu ile 

kullanılan mikroorganizmaya bağlı olarak streo spesifik laktik asit üretimi 

gerçekleştirilebilir. Çizelge 3.1’de laktik asit üreten mikroorganizmalar verilmiştir.  

 

Laktik asit bakterileri (LAB) çoğunlukla sporsuz çoğalan, katalaz negatif, gram-pozitif, 

anaerob bakteriler olarak tanımlanmışlardır. Anaerob olmalarının yanında havaya karşı 

tolearnsı olan bakterilerdir. Güvenli bakteriler olarak bilinirler ve bu özellikleri 

geleneksel yiyeceklerde ve pazar payı her gün genişleyen özel besleyici gıdalar ya da 

sağlık ürünlerinde (Probiyotikler, prebiyotikler vb.) kullanımlarını arttırmaktadır.  

 

Çizelge 3.1 Laktik asit üreten bakteriler 

 

Mikroorganizma 
D(–) Laktik 

Asit 
L(+) Laktik 

Asit 
D/L – Laktik 

Asit 
L. acidophilus   + 
L. delbrueckii subsp. lactis +   
L. delbrueckii subsp. delbrueckii +   
L. delbrueckii subsp. bulgaricus +   
L. helveticus   + 
L. casei  +  
L. paracasei subsp. tolerans  +  
L. paracasei subsp. paracasei  +  
L. rhamnosus  +  
Lc. lactis  +  
 

LAB en çok bilinleri Lactobacillus (L.), Lactococcus (Lc.), Leuconostoc (Ln.), 

Pediococcus (P.), ve Streptococcus (S.) gibi familyalaradan oluşmaktadır. Lactobacillus 

içlerinde en geniş familyadır ve 125 tür içermektedir.  

 

Laktik asit fermentasyonu 2 farklı yol izi izleyerek gerçekleşebilir. Bu mikroorganizma 

türüne bağlı olarak heterolaktik laktik asit fermentasyonu ve homolaktik laktik asit 



15 
 

fermentasyonu şeklindedir. Çizelge 3.2’de laktik asit bakterilerinin sınıflandırılması 

verilmiştir. 

 

Çizelge 3.2 Laktik asit bakterilerinin sınıflandırılması 
 

Homolaktik Fermentatif 
Heterolaktik Fermentatif 

Fakültatif Obligate 
L. acidophilus L. plantarum L. brevis 

L. helveticus L. rhamnosus L. buchneri 

L. delbr. subsp. delbrueckii L. coryneformis L. fermentum 

L. delbr. lactis L. curvatos L. kefir 

L. delbr. subsp. bulgaricus L. casei L. reuteri 

Lc. lactis L. paracasei Leuconostoc sp. 

S. thermophilus   

 

Homolaktik Lactobacilli türleri şekeri Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) glikoliz yol 

izine göre kullanırlar ve standart fermentasyon koşulları altında tek ürün olarak laktik 

asit ortaya çıkar. Bu bakteriler pentoz ve glukonatı fermente etmezler.  

 

EMP glikoliz yol izi 11 basamaklı reaksiyonlar dizisinin sonunda laktik asit oluşmasıdır 

(Tüzün 2002).  

 

1. İlk reaksiyon glikoz molekülünün 6 yerinden fosfatlanmasıyla başlar ve glikoz-6-

fosfat meydana gelir. Buradaki enzimler : hekzokinaz ve/veya glikokinaz, koenzim ATP 

ve kofaktör Mg++’dır.  

 

2. Glikoz-6-fosfatın fruktoz-6-fosfata dönüşmesi bir izomerleşme reaksiyonudur. 

Enzim, fosfoheksozimomeraz veya fosfoglikoizomerazdır. Glikoz-6-fosfatın halkalı yarı 

asetal bağı açılıp zincir şeklinde dönüşür, zincir şekli aldoz-ketoz dönüşümüne göre 

fruktoz-6-fosfata izomerleşir, sonra yarı ketal bağı kapanarak fruktoz-6-fosfat meydana 

gelir. 

 

3. Fruktoz-6-fosfatın fruktoz 1,6 difosfata dönüşmesi reaksiyonu fruktoz-6-fosfatın bir 

kez daha fosfatlanmasıdır. Enzim, fosfofrutokinaz, koenzim ATP ve kofaktör Mg++. 
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4. Fruktoz 1,6 difosfatın Gliseraldehit-3-fosfat ve Dihidroksiasetonfosfata bölünmesi 

reaksiyonunun olası mekanizması: Fruktoz 1,6 difosfatın bir dengeye kadar zincir 

şekline dönüşmesi ve bu zincirin bölünerek Gliseraldehit-3-fosfat ve 

Dihidroksiasetonfosfat meydana gelmesi şeklinde açıklanabilir. Enzim : Aldolaz 

 

5. Triozfosfatların birbirne dönüşmesi reaksiyonunda enzim Triozfosfat izomerazdır. 

Reaksiyonun mekanizması diğer şekerlerdeki aldoz ketoz dengesinde olduğu gibi endiol 

üzerinden geçer. 

 

6. Gliseraldehit-3-fosfatın 1,3 difosfogliserik asite dönüşmesi. Buraya kadarki 

reaksiyonlarda fosfatlanma, izomerleşme ve bölünme gibi reaksiyonlar gerçekleşmiştir. 

Bunlarda belirgin bir elektron aktarılması yoktur. İlk kez bu reaksiyonda elektron 

aktarılması olur ve gliseraldehit-3-fosfatın aldehit grubu iki elektronunu NAD+ ye 

aktararak kendisi karboksilik asit basamağına yükseltgenir ve reaksiyon sırasında 

inorganik fosfat bağlayarak 1,3 difosfogliserik asit meydana gelir. 

 

Bu reaksiyon biyokimyanın en ilginç reaksiyonlarından biridir. Çünkü burada 

gliseraldehit-3-fosfat molekülünün aldehit grubundan hidrür iyonu ayrılarak yüksek 

enerjili iki bileşik yani 1,3 difosfogliserik asit ve NADH meydana gelmektedir. ∆G 

pozitif olarak oldukça yüksektir ve kimyasal termodinamik bakımından böyle bir 

reaksiyonun gerçekleşmesi olası değildir. Biyokimyasal olarak böyle bir reaksiyonun 

gerçekleşmesi ancak enzimin özel yapısı ile mümkün olmaktadır. Gliseraldehit-3-fosfat 

dehidrojenaz enziminin aktif merkezinde sistein kalıntısının –SH grubu vardır ve başka 

bir aktif merkezine NAD+ kovalent bağlarla bağlanmıştır. 

 

7. 1,3 fosfogliserik asitin 3-fosfogliserik asite (3-PGA) dönüşmesi. 1,3 difosfogliserik 

asit karboksilik asit ile fosforik asit anhidrididir. Bu reaksiyonda anhidrit bağından 

fosfat grubu ayrılıp ADP ye bağlanır ve 3 fosfogliserik asit + ATP meydana gelir. 

Enzim; fosfogliseril kinaz, koenzim ; ADP ve kofaktör Mg++ dir. 
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8. 3-Fosfogliserik asidin (3-PGA) 2-Fosfogliserik asite (2-PGA) dönüşmesi 

reaksiyonunun enzimi fosfogliseril mutazdır. Bu enzimin aktif merkezinde serin 

kalıntısına bağlı fosfat grupları bulunur. Bu 3-PGA nın 2- yerini fosfatlayarak 2,3 

difosfogliserik asit-enzim kompleksi oluşturur. Bunun 3- yerinden fosfat grubu 

ayrılarak 2-PGA meydana gelir. 

 

9. 2-Fosfogliserik asitten (2-PGA) fosfofenol pirüvat (PEP) oluşması reaksiyonunun 

enzimi enolaz (veya fosfoprüvat hidrolaz), kofaktörler Mg++ veya Mn++ dir. 

 

10. Fosfofenolpirüvatın (PEP) pirüvik asite dönüşmesi. Enzim; pirüvik kinaz, 

koenzimler Mg++ ve K+. Bu reaksiyonda PEP ten ayrılan fosfat anyonu ADP’ye 

bağlanarak yüksek enerjili bir koenzim olan ATP meydana gelir. 

 

11. Pirüvik asitin L(+) laktik asite dönüşmesi. Glikoliz reaksiyonunun son basamağı 

olan bu dönüşümün enzimi laktik dehidrojenaz (laktat dehidrojenaz), koenzim NADH 

dir. Pirüvik asitin keto- grubuna 2 elektron + 2 proton aktarılarak laktik asit meydana 

gelir. Reaksiyon çok ekzotermiktir ve laktik asit lehinedir. 

 

Şekil 3.2’de homolaktik fermentasyon yol izi gösterilmiştir (Panesar et al. 2007). 
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Şekil 3.2 Homolaktik laktik asit fermentasyonu yol izi 

 

 

 

2 NAD+ 
2 NADH + 2H+ 

2 ADP 
2 ATP 

2 ADP 
2 ATP 

2 NAD+ 
2 NADH + 2H+ 

ATP 
ADP 

ATP 
ADP 

D-Glikoz 

D-Glikoz 6-Fosfat 

D-Fruktoz 6-Fosfat 

D-Fruktoz 1,6-Difosfat 

Dihidroksi aseton fosfat D-Gliseraldehit 3-Fosfat 

1,3-Difosfogliserik asit 

3-Fosfogliserik asit 

2-Fosfogliserik asit 

Fosfofenol pirüvat 

Pirüvat 

2 LAKTAT 

H2O 

3 

2 

1 

4 

6 

5 

8 

7 

9 

10 

11 
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Fakültatif olarak heterolaktik mikroorganizmalar da heksozu aynı yol izine göre 

kullanırlar ancak bu mikroorganizmalar pentoz ve bazı farklı maddeleri fosfoketolazdan 

bağımsız bir yol izini kullanarak parçalarlar ve ortaya laktik asit ile genellikle asetik asit 

ya da etanol gibi yan ürünler ortaya çıkar. Obligate heterolaktik laktik asit bakterileri ise 

sadece fosfoketolazdan bağımsız bir yol izini kullanırlar ve bu nedenle ortaya laktik asit 

yanında büyük miktarlarda da yan ürün (asetik asit, etanol vb.) ortaya çıkar.  

 

Şekil 3.3’de heterolaktik fermentasyon yol izi gösterilmiştir (Panesar et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.3 Heterolaktik laktik asit fermentasyonu yol izi 

ADP 
ATP 

P 

ADP 
ATP 

NAD+ 
NADH + 2H+ 

ATP 
ADP 

D-Glikoz 

D-Glikoz 6-Fosfat 

6-Fosfo D-Glukonat 

D-Ribüloz 5-Fosfat 

D-Ksiloz 5-Fosfat 

D-Gliseraldehit 3-Fosfat Asetil Fosfat 

Asetaldehit 

Asetil CoA 

ETANOL 

1,3-Difosfogliserat 

Fosfoenol prüvat 

3-Fosfogliserat 

2-Fosfogliserat 

LAKTAT 

Prüvar 

NAD+ 
NADH + H+ 

NAD+ 
NADH + H+ CO2 

H2O 

NADH + 2H+ 

NAD+ 
 

NADH + H+ 

NAD+ 
 

NADH + H+ 

NAD+ 
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3.2 Polilaktik Asit 

 

Polilaktik asit laktik asitin polimerizasyonuyla elde edilen, doğada bozunması birkaç ay 

süren bir biyopolimerdir. 

 

Laktik asitin 2 stereoizomerik formu olduğu için her ikisi de yarı kristal formda olan ve 

benzer kimyasal ve fiziksel özellik gösteren (poli-levo laktik asit ve poli-dextro laktik 

asit) PLA nın 3 farklı çeşidi mevcuttur (Şekil 3.4). D(-) ve L(+)  laktik asitlerin eşmolar 

karışımından elde edilen rasemik polimer, poli DL laktik asit ya da poli meso laktik asit 

amorf yapıdadır. D(-) ve L(+)  birimlerinin katılımıyla oluşturulan PLA sırasıyla PLLA 

ve PDLA olarak adlandırılır. Bu ikisi ise kristal yapı gösterir. Genel olarak stereo 

izomerik oranın artışı kristalliği düşürür ve bundan dolayı erime noktası da düşer 

(Fzhang et al. 2005). 

 

 
 

Şekil 3.4 Laktik asit ve polilaktik asit (PLA) çeşitleri 

 

 

L-laktik asit D-laktik asit 

Mezo laktit 

Sindiyotaktik PLA 
bağlanışı 

İzotaktik PLA 
bağlanışı 

LL- laktit 
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PLA basit bir şekilde ester bağlarının hidrolizi ile bozunur ve bu hidrolizi katalizleyecek 

enzime gereksinim duymaz. Bozunma hızı yapının şekil ve boyutuna, hidroliz 

sıcaklığına, neme ve izomerlerin oranına bağlıdır. PLA’nın çevresel bozunumu 2 

aşamada gerçekleşir. İlk aşamada yüksek molekül ağırlıklı zincirler düşük molekül 

ağırlıklı oligomerlere hidroliz olur ve bu aşama yavaş gerçekleşir. Bu aşama asit ya da 

bazlarla hızlandırılabilir. Bu durum maddenin kimyasal yapısını belirgin bir şekilde 

etkiler. Asit ortamında hidroliz baz ortamından daha yüksektir. İlk aşamada PLA’nın 

molekül ağırlığı 40.000’in altına kadar düşer. Bu molekül ağırlığı civarında çevredeki 

mikroorganizmalar düşük molekül ağırlıklı bileşenleri karbondioksit su ve metana 

dönüştürerek dönüşüm prosesini tamamlarlar. Yapılan çalışmalar yüksek kristallikte 

PLA nın bozunmasının aylar hatta yıllar alabileceğini oysa amorf formun sadece birkaç 

haftada bozunabildiğini göstermiştir (Garlotta et al. 2002). Bu nedenle D(-) laktik asitin 

üretimi ve farklı oranlarda laktik asitten PLA üretimi önem kazanmaktadır. Şekil 3.5’de 

polilaktik asitin doğadaki döngüsü verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 3.5 Polilaktik asitin doğadaki döngüsü 

 

 

Ara ürün Üretim 

Üretim 

Son ürün 

Yenilenebilir 
Kaynaklar 

Tarım 
ürünü 

Ekstraksiyon 

Fotosentez 

Organik 
atık 

Biyobozunma 

Kompost 

Güneş 

CO2, H2O 
Biyokütle 
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3.3 Mikroorganizma 

 

Mikroskobik (çıplak gözle görülemeyecek kadar küçük olup ancak mikroskop ile 

görülebilen) organizmaların genel adıdır. Şekil 3.6’da mikroskop altında örnek 

mikroorganizma görüntüleri verilmiştir. 

 

  
(a)                                                         (b) 

 
Şekil 3.6    Mikroskop    altında    mikroorganizma    görüntüleri    a. Hansen’s bacillus, 

       b. Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes 
 

Bakteriler tek hücreli mikroorganizma grubudur. Tipik olarak birkaç mikrometre 

uzunluğunda olan bakterilerin çeşitli şekilleri vardır, kimi küresel, kimi spiral şekilli, 

kimi çubuksu olabilir. 

 

Yeryüzündeki her ortamda bakteriler mevcuttur. Toprakta, deniz suyunda, okyanusun 

derinliklerinde, yer kabuğunda, deride, hayvanların bağırsaklarında, asitli sıcak su 

kaynaklarında, radyoaktif atıklarda büyüyebilen tipleri vardır. Tipik olarak bir gram 

toprakta bulunan bakteri hücrelerinin sayısı 40 milyon, bir mililitre tatlı suda ise bir 

milyondur; toplu olarak dünyada beş nonilyon (5×1030) bakteri bulunmaktadır. 

Bakteriler gıdaların geri dönüşümü için hayati bir öneme sahiptirler ve gıda 
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döngülerindeki çoğu önemli adım, atmosferden azot fiksasyonu gibi, bakterilere 

bağlıdır. Ancak bu bakterilerin çoğu henüz tanımlanmamıştır ve bakteri şubelerinin 

sadece yaklaşık yarısı laboratuvarda kültürlenebilen türlere sahiptir. Bakterilerin 

araştırıldığı bilim bakteriyolojidir, bu, mikrobiyolojinin bir dalıdır. 

 

İnsan vücudunda bulunan bakteri sayısı, insan hücresi sayısının on katı kadardır, 

özellikle deride ve sindirim yolu içinde çok sayıda bakteri bulunur. Bunların çok büyük 

bir çoğunluğu bağışıklık sisteminin koruyucu etkisiyle zararsız kılınmış durumda 

olsalar, ayrıca bir kısmı da yararlı (probiyotik) olsalar da, bazıları patojen bakterilerdir 

ve enfeksiyöz hastalıklara neden olurlar; kolera, frengi, şarbon, cüzzam ve veba bu cins 

hastalıklara dahildir. En yaygın ölümcül bakteriyel hastalıklar solunum yolu 

enfeksiyonlarıdır, bunlardan verem tek başına yılda iki milyon kişi öldürür, bunların 

çoğu Sahra altı Afrika'da bulunur. Kalkınmış ülkelerde bakteriyel enfeksiyonların 

tedavisinde ve çeşitli hayvancılık faaliyetlerinde antibiyotikler kullanılır, bundan dolayı 

antibiyotik direnci yaygınlaşmaktadır. Endüstride bakteriler, atık su arıtması, peynir ve 

yoğurt üretimi, biyoteknoloji, antibiyotik ve diğer kimyasalların imalatında önemli rol 

oynarlar. 

 

Bakteriler, 

 

� Prokaryotturlar. 

� Enzim sistemleri bulunur, özgün metabolizmaları vardır.  

� Nucleus ve zar sistemlerine ait organeller bulunmaz.  

� Yönetici molekülü DNA'dır ve nuclear alanda çıplak olarak bulunur.  

� Protein, yağ ve karbonhidrat içeren hücre çeperi vardır.  

� Bazılarında kapsül bulunur.  

� Sitoplazmada : DNA, RNA, ribozom, poliribozom, glikojen, yağ damlaları 

bulunur.  

� Hücre zarı kıvrımlarından oluşmuş mesezom ve tilakoid taşıyanlar vardır. 
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3.3.1 Mikroorganizmaların sınıflandırılması 

 

Sınıflandırma, bakterileri benzerliklerine göre gruplandırıp adlandırarak onlardaki 

çeşitliliği betimlemeye yarar. Bakteriler hücre yapısı, hücresel metabolizma veya 

hücresel bileşenlerindeki (DNA, yağ asitleri, pigment, antijen ve kinonlar gibi) 

farklılıklara göre sınıflandırılabilirler. Bu yöntemler bakteri suşlarının kimliklerinin 

tespitini ve sınıflandırılmasına olanak sağlasa da, bu farklılıkların farklı türler arasındaki 

varyasyonları mı yoksa aynı tür içindeki varyasyonları mı yansıttığı belli değildi. Bu 

belirsizliğin nedeni, çoğu bakteride ayırt edici yapıların olmaması, ayrıca birbiriyle 

ilişkisiz türler arasında yatay gen transferi olmasıydı. Yatay gen transferi yüzünden 

birbirine akraba sayılabilecek bazı bakteri türleri çok farklı morfoloji ve metabolizmaya 

sahip olabilirler. Bu belirsizliğin üstesinden gelebilmek için modern bakteri 

sınıflandırması moleküler sistematiğe ağırlık verir, guanin sitozin oranının ölçümü, 

genom-genom hibridizasyonu, ayrıca yatay gen transferine uğramamış genlerin 

(ribozomal RNA gibi) dizilenmesi gibi genetik teknikler kullanır.  

 

"Bakteri" terimi bir zamanlar tüm mikroskopik, tek hücreli prokaryotlar için kullanılırdı. 

Ancak moleküler sistematik sayesinde prokaryotik yaşamın iki ayrı sahadan oluştuğu 

gösterildi. Önceleri Eubacteria ve Archaebacteria diye adlandırılan, ama artık Bacteria 

and Archaea olarak adlandırılan bu iki canlı grubu, ortak bir atadan ayrı ayrı 

evrimleşmişlerdir. Arkeler ve ökaryotlar arasındaki yakınlık, her birinin bakterilerle 

olan yakınlığından daha çoktur. Bu iki saha (üst alem), Eukarya ile birlikte, günümüzde 

mikrobiyolojide en yaygın kullanılan sınıflandırma sistemi olan üç saha sisteminin 

temelini oluşturur. Ancak, moleküler sistematiğin yakın zamanda kullanıma girmesi ve 

genom dizileri elde edilmiş canlıların sayısındaki hızlı artış nedeniyle bakteri 

sınıflandırması halen hızla değişen ve gelişen bir bilim dalıdır. Örneğin, bazı biyologlar 

arke ve ökaryotların gram-pozitif bakterilerden evrimleştiğini iddia etmektedirler.  

 

Laboratuvarda bakteri kimlik tespiti özellikle tıpta çok önemlidir, çünkü doğru tedavi, 

enfeksiyona yol açan bakteri türüne bağlıdır. Dolayısıyla insan patojenlerinin kimliğinin 

tespiti, bakterilerin tanımlanma tekniklerinin gelişmesinin başlıca dürtüsü olmuştur. 
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Bakteri sınıflandırmasında olduğu gibi, bakteri kimlik tespiti de gittikçe daha sık olarak 

moleküler yöntemlerle yapılmaktadır. DNA'ya dayalı yöntemler, örneğin polimeraz 

zincir reaksiyonu, özgüllükleri ve çabuklukları nedeniyle, kültür yapmaya dayalı 

tekniklere kıyasla artarak popülerleşmektedir. Bu yöntemler sayesinde "yaşayan ama 

kültürlenemeyen", yani metabolik olarak aktif olan ama bölünmeyen hücrelerin 

kimliklerini tespit etmek mümkün olmaktadır. Ancak bu gelişmiş yöntemlerle dahi, 

bakteri türlerinin toplam sayısı bilinmemektedir ve bu sayı belli güven sınırları içinde 

tahmin dahi edilememektedir. Mevcut sınıflandırmaya göre bilinen bakteri türlerinin 

(siyanobakteriler dahil) sayısı 9000'inin altındadır ama bakteriyel çeşitliliğin büyüklüğü 

hakkındaki tahminlerde toplam tür sayısı 107'den 109'a kadar uzanır ve hatta bu 

tahminlerin dahi birkaç büyüklük mertebesi kadar hatalı olabileceği düşünülmektedir.  

 

Şekillerine göre bakteriler yuvarlak (coccus), çubuk (bacillus), virgule (vibriyon), spiral 

(spirillim) gibi gruplara ayrılırlar. Koloni oluşumuna göre ise monococcus (tekli hücre), 

diplococcus (ikili hücre), streptococcus (zincir şeklinde) ve stafilococcus (üzüm salkımı 

şeklinde) olarak sınıflandırılırlar. 

 

Şekil 3.7’de bakterilerin şekillerine ve koloni oluşumuna göre sınıflandırılması 

verilmiştir.  
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Şekil 3.7 Bakterilerin şekillerine ve koloni oluşumlarına göre sınıflandırılması 

 

Bakteriler ayrıca gram pozitif ve gram negatif olarak da gruplandırılırlar. Bu 

gruplandırma için gram boyama yöntemi kullanılır. Gram boyama, bakterileri hücre 

duvarlarının kimyasal ve fiziksel özelliklerine göre iki büyük gruba (Gram-pozitif, 

Gram-negatif) ayırmak için kullanılan empirik bir yöntemdir.  

 

Bu metodu bulan kişi, Danimarkalı bilim adamı Hans Christian Gram'dır. Bu metodu, 

1884 yılında, pnömokoklar (Streptococcus pneumoniae) ile Klebsiella pneumoniae 

bakterilerini ayırt edebilmek için geliştirmiştir. 

 

Gram boyama yapmak için hazırlanmış preparatın üzerine kristal viyole boyası 

damlatılıp 1 dakika beklenir ve iyot-lugol çözeltisi ile yıkanarak kristal viyole 

uzaklaştırılır. Preparata tekrar iyot-lugol çözeltisi damlatılarak 1 - 2 dakika bekletilip, 

distile su ile yıkanarak iyot-lugol çözeltisi uzaklaştırılır. Preparatın üzerine % 96 'lık etil 

alkol veya eter – aseton çözeltisi damlatılarak 10 - 15 saniye beklenir, distile su ile 

yıkanır ve karşıt boya olarak safranin damlatılır ve 20 - 30 saniye bekletilir. Preparat 

distile su ile yıkanarak havada kendi halinde kurumaya bırakılır, preparata immersiyon 

yağı damlatılır ve 100 'lük objektifle incelenir. Mor renkli bakteriler Gram pozitif, için 
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gerekli olan tüm çözeltiler hazır ticari kitler halinde de pazarlanmaktadır. Şekil 3.8’de 

boyama çözeltileri gösterilmiştir. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 3.8 Gram boyamada kullanılan çözeltiler (Viyole, Safranin, Lugol) 

 

Gram-pozitif bakterilerin kristal viyole/iyot kompleksini tutma özelliğine sahip 

peptidoglikan yapıda hücre duvarları vardır. Hücre duvarlarının ağsı ve kat kat 

peptidoglikandan oluşan yapısı boya parçacıklarını tutar. Gram-negatif bakterilerin 

hücre duvarı ise sadece ince bir peptidoglikan katmanında oluşur ve boyaları tutamaz. 

Gram-negatif bakterilerde aynı zamanda lipid yapıda bir dış zar duvardır. 

 

Alkol, gram-pozitif hücre duvarının su kaybedip büzüşmesine neden olur bu yüzden 

boya tanecikleri moleküllerin arasına sıkışır. Gram-negatif bakterilerdeki ince olan 

peptidoglikan katman boya parçalarını tutamaz; alkol dış zardaki lipitleri çözünce boya 

dağılır, hücrenin rengi açılır. Renk açılması adımı önemlidir ve belli bir yetenek 

gerektirir çünkü Gram-pozitif olma kesin bir sonuç vermeyebilir. Renk açılmasının 

ardından birinciden farklı ikinci bir boya (safranin) uygulanır, bu boya rengi açılmış 

hücreleri boyayarak onların görünmelerini sağlar. Gram pozitifler birinci boyayla mora 

boyandıkları için ikinci boya onların rengini etkilemez ancak gram negatif olanlar 

pembe-kırmızı olurlar. 

 

Şekil 3.9’da Gram pozitif ve gram negatif bakterilere örnekler verilmiştir. 

Viyole 

Safranin 

Lugol 
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Şekil 3.9 Gram pozitif ve gram negatif bakterilere örnek görüntü 

 

Solunum biçimlerine göre bakterilerin aerob bakteriler (oksijen seven), anaerob 

bakteriler (oksijensiz ortamda yaşayan) ve fakültatif anaerob yani hem oksijenli hem de 

oksijensiz ortamda yaşayabilen bakteriler olarak sınıflandırılırlar. Laktik asit bakterileri 

(LAB) bu gruba girmektedir. 

 

Beslenme biçimlerine göre ise bakteriler 2 gruba ayrılmaktadır. Bunlar ; heterotrof 

bakteriler (besinlerini dışarıdan hazır olarak alan bakteriler) ve otorotrof bakterilerdir 

(ihtiyaç duydukları organik besinlerini kendileri sentezlerler). 

 

3.3.2 Mikroorganizma çoğalması 

 

Mikroorganizmalar, uygun besi yeri ve çevresel koşullar altında, türlerine özgü bir 

süratle ürerler. Koşulların uygunluğu devam ettiği sürece, buna paralel olarak çoğalma 

da sürekli olur. Ancak, laboratuvarlarda, mikroorganizmaları üretmede sınırlı miktarda 

besi yerleri kullanıldığından, mikropların üremeleri kısıtlanır. Mikroplar üredikçe, 

ortamdaki gıda maddeleri azalır ve tükenir. Optimal koşulların değişmesi (pH, osmotik 

basınç, oksijen, yüzey gerilimi, vs.) ve besi yerinde toksik metabolitlerin birikmesi, 

miktarı az olan besi yerinde üremeyi kısa bir süre sonra baskılar ve durdurur. Örneğin, 

her 20 dakikada bir defa bölünerek üreyen E. coli hücresinden, uygun koşullar devam 

ettiği sürece 48 saat içinde 2114 (veya 2.2x1043) hücre meydana gelir.  
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Yukarıda belirtilen nedenlerle üremenin kısıtlanacağı, aynı zamanda her hücrenin tekrar 

bölünme olasılığının sınırlanacağını ve her mikrop için bölünme süresinin 20 dakika 

olmayacağını düşünülürse, bildirilen rakamlara ulaşmanın güçlüğü ortaya çıkar. 

 

İnsan ve hayvanlarda hastalık oluşturan yuvarlak (streptokok, stafilokok, diplokok, 

Neisseriae 'lar, vs.), çomak bakteriler (pastörella, korinebakteri, mikobakteri, 

salmonella, brusella, vibrio, vs.), aerobik basiller (B. anthracis, B. subtilis, B. cereus, 

vs.), klostridium sınıfına ait bakteriler (C. tetani, C. botulinum, C. septicum, C. welchii, 

vs.) ve sarmal biçimdeki (spiroketler) mikroplar kısa eksen boyunca ortadan ikiye 

bölünmek suretiyle ürerler. Sporlu olan aerobik ve anaerobik mikroplarda sporlar üreme 

aracı değildirler. Bu basillerin vegetatif formları da aynı şekilde ortadan ikiye bölünmek 

suretiyle çoğalırlar. Şekil 3.10’da mikroorganizma çoğalma şekilleri verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.10 Mikroorganizma çoğalma şekilleri a.  Koklar, b. Çomak şekilli olanlar,  
     c. Sarmal şekilli olanlar, d. Klamidialarda, e. Saplı bakterilerde,  
     f. Tomurcuklanarak çoğalma 
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Bölünme başlamadan önce, bakteri, iki kardeş hücreye yetecek kadar enzimleri, gerekli 

diğer organik ve inorganik maddeleri hazırlar ve biriktirir. Bu işlemler yapılırken hücre 

içinde özellikle nükleer bölgede bir organizasyon görülür. Toplu halde bulunan nukleus 

orta bölgede uzamağa başlar. Nükleus sitoplasmik membrandaki özel yere (muhtemelen 

mesosom) bağlanarak replikasyona başlar. Replikasyon tamamlanınca, hücre 

duvarından içeri doğru ve karşılıklı olarak bir septum oluşumu görülür. Buna, 

sitoplasmik membran da iştirak eder ve septumlar içeri doğru uzayarak hücreyi 

ortasından iki kardeş hücreye ayırır. Bu iki hücre birbirinden ayrılarak tam bağımsız 

hale gelirler veya birbirlerine bitişik olarak kalırlar (streptokok, streptobasil, flamentöz 

formlar) . 

 

Watson Crick modeli DNA yapısı (çift iplikçikli ve sarmal, dupleks) replikasyonun, 

semi-konservatif bir şekilde olabileceğini ifade eder. Bu görüşe göre, her bir iplikçik, 

kendine komplementer olan diğer yeni iplikçiğin sentezlenmesinde, kalıp ödevini görür. 

Replikasyon genellikle, sabit ve belli bir yerden başlayarak diğer uca doğru gider. 

İplikçikler birbirinden ayrılırken, karşılarında, birbirini tamamlayan ve homolog olan 

yeni iplikçik sentezlenmeye başlar ve bu işlem, tüm iplik ayrılıncaya dek devam eder. 

Böylece DNA replike olur ve oluşan çift iplikçiklerden biri (ki bunda parental DNA'dan 

da bir iplikçik vardır) kardeş hücreye geçer, diğeri ise parental hücrede kalır. Bu 

nedenle F2 generasyonda, çift iplikçikte bir tane orijinal ve bir tanede yeni sentezlenen 

iplikçik bulunur. 

 

E. coli 'de kromozom sirküler şekildedir. Tam bir duplikasyon için 20 - 30 dakika 

geçmekte ve heliks bu süre içinde açılmaktadır. DNA, her 3.4 nm uzunlukta bir büküme 

sahip olduğu düşünülürse ve bir kromozomun da, bakteri türüne göre değişmek üzere, 

ortalama 1 mm. uzunlukta olabileceği hesaba katılırsa, bir bölünme süresi (20  -30 

dakika) içinde, DNA'nın ne kadar hızla açılması gerekeceği ortaya çıkar. DNA bir 

taraftan açılırken diğer taraftan da sentezlenen yeni iplikçik nedeniyle tekrar heliks 

formunu almakta ve kapanmaktadır. Bu açılma işlemi, düz veya lineer yapıda olanlarda 

veya sirküler olmayan kromozomlarda çok daha basitçedir. Yapılan çalışmalarda, DNA 

iplikçiklerinin birinde başlatma yerinin (replikatör) bulunduğunu ve daima da buradan 

açılmaya başladığını ve sona doğru ulaştığını ortaya koymuştur. Replikasyonu başlatan 
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ve heliksi açan özel proteinler de bulunmaktadır (helikase). Genetik kontrol altında 

bulunan DNA replikasyonu bazı hallerde bozulabilir. DNA 'nın replikasyonu 

tamamlanınca septum oluşumunun gecikmesi veya replikasyon çatalının fazla olması 

hallerinde iki adet çekirdek bulunabilir. Ancak bu durum çok nadiren meydana gelir.  

 

Bakteri büyütmek için kullanılan çoğu laboratuvar tekniğinde, çok miktarda hücrenin 

hızlı ve ucuz olarak üretilmesi için bol miktarda besinler kullanılır. Ancak, doğal 

ortamlarda besinler sınırlı miktardadır, bu yüzden bakteriler ilelebet üremeye devam 

edemez. Besin sınırlaması farklı büyüme stratejilerinin evrimleşmesine yol açar. Bazı 

organizmalar besinler mevcut olunca son derece hızlı çoğalır, örneğin yaz aylarında bazı 

göllerde yosun ve siyanobakteriyel büyümelerinde olduğu gibi. Başka bazı 

organizmalar sert çevresel şatlara adaptasyonları vardır, örneğin Streptomyces'in rakip 

organizmaları engellemek için çoklu antibiyotik salgılaması gibi. Doğada çoğu 

organizma besin teminini kolaylaştıran ve çevresel streslere karşı koruyucu topluluklar 

halinde (biyofilm gibi) yaşar. Bu ilişkiler belli canlı veya canlı gruplarının büyümesi 

için şart olabilir (sintrofi). 

 

Bakteriler belli bir boya kadar büyür ve sonra eşeyli ya da eşeysiz üreme yoluyla 

ürerler. En iyi şartlarda bakteriler büyük bir hızla büyür ve ürerler. Hücre bölünmesinde 

birbirinin aynı iki yavru hücre meydana gelir. Bazı bakteriler, eşeysiz üremelerine 

rağmen, daha karmaşık yapılar oluştur, bunlar yavru hücrelerin yayılmasını 

kolaylaştırır. Buna örnek myxobacteria'larda tohum yapıları ve Streptomyces'te lif 

oluşumudur. Bazı bakterilerde ise tomurcuklanma olur, hücre yüzeyindeki meydana 

gelen bir uzantı kopunca bir yavru hücre meydana gelir. 

 

Eşeysiz üremede, bakteri hücresi ortam şartları uygun olduğunda mitoz bölünmeyi 

andıran (Fisyon bölünme) bölünme ile hızla çoğalır. DNA kendisini eşler, yeni oluşan 

DNA'lar ayrılırken, aynı anda hücrenin kendisi de ikiye bölünür. Ortaya çıkan yeni 

bakterilerin kalıtsal yapıları aynıdır. Böylece temel özelliklerin sürekliliği sağlanır. 

Ortamda yeterli besin maddesi varsa 6 saatte bir bakteriden 250.000 bakteri hücresi 

oluşur. Fakat bu artış sürekli değildir. Çünkü bakteriler çok geçmeden ortamdaki besin 
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maddelerini tüketirler. Bu süre içerisinde metabolizma sonucu oluşan artık maddelerin 

birikmesi bakterilerin ölümüne sebep olurlar. Böylece üreme sınırlanır. Şekil 3.11’de 

eşeysiz üreme şekli verilmiştir. 

 

 

 
Şekil 3.11 Bakterilerde eşeysiz üremenin şematik gösterimi  

 

Bakterilerin eşeyli üremesi ise konjugasyon (kavuşma) yoluyla gerçekleşir. Aynı türden 

olan iki bakteri yan yana gelerek sitoplazmik köprü oluşturur. Bu köprü yardımıyla 

DNA aktarımı olur. Kalıtsal maddeyi veren erkek, alan hücre ise dişi olarak kabul edilir. 

Oluşan yeni bireyler arasında kalıtsal farklılık görülür. Şekil 3.12’de bakterilerde eşeyli 

üreme şekli verilmiştir. 

 

 

 

Şekil 3.12 Bakterilerde eşeyli üremenin şematik gösterimi 
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Bakterilerde, konjugasyondan başka genetik çeşitliliği arttıran diğer bazı olaylar 

şunlardır ; 

 

Transformasyon : Aynı tür bakteriler arasında görülür. Bir bakterinin ölüm veya 

ayrışma sonucu ortama verdiği DNA'nın, fagositozla başka bir bakteriye alınıp kendi 

kromozom ve DNA'sına eklenmesidir. 

Transdüksiyon : Bakteriyofajın kendine ait veya bakteriye ait DNA'yı başka konukçu 

bir bakteriye taşımasıdır. 

Mutasyon : DNA'da meydana gelen ani değişmelere denir. DNA molekülünün bir 

nükleotidinin değişmesiyle oluşan mutasyona nokta mutasyon denir. 

 

Uygun bir besi yerine ekilen bir mikroorganizmanın belli bir süre içindeki üreme 

durumu başlıca 4 evre gösterir.  

 

Bir bakteri topluluğu yüksek besin bulunduran bir ortama ilk girdiğinde hücrelerin yeni 

ortamlarına adapte olmaları gerekir. Büyümenin ilk evresi bekleme aşamasıdır (latent 

dönem veya lag fazı), bu yavaş büyüme döneminde hücreler yüksek besili ortama 

adapte olup hızlı büyümeye hazırlanırlar. Hızlı büyüme için gerekli olan proteinler 

üretilmekte olduğu için bekleme döneminde biyosentez hızı yüksektir. Büyümenin 

ikinci evresi logaritmik faz (log fazı) veya üssel faz olarak adlandırılır. Bu evrede üssel 

büyüme olur. Bu evrede hücrelerin büyüme hızı (k), hücre sayısının iki katına çıkma 

süresi de jenerasyon zamanı (g) olarak adlandırılır. Besinlerden biri tükenip sınırlayıcı 

olana kadar süren log fazı sırasında besinler en yüksek hızla metabolize olur. 

Büyümenin son evresi durağan faz olarak adlandırılır, ve besinlerin tükenmiş 

olmasından kaynaklanır. Hücreler metabolik etkinliklerini azaltır ve gerekli olmayan 

hücresel proteinlerini harcarlar. Durağan faz, hızlı büyümeden bir strese tepki haline 

geçiş dönemidir, DNA tamiri, antioksidan metabolizması, ve besin taşıması ile ilişkili 

genlerin ifadesinde bir artış olur. Şekil 3.13’de mikroorganizma çoğalma evreleri 

gösterilmiştir. 
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Şekil 3.13 Mikroorganizmanın belli bir süre içindeki üreme durumu a. Gecikme fazı,  
                 b. Üstel üreme fazı (logaritmik dönem), c. Durgunluk fazı, d. Ölüm fazı 
 

• Gecikme fazı 

 

Bu fazda yeni veya değişik ortama ekilen mikroplarda üreme olmadığından sayıca da 

bir artma olmaz. Buna karşın, bakteriler yeni enzimler, metabolik ara ürünler ve gerekli 

maddeleri sentezlediğinden, metabolizma artmıştır. Bu dönem, aynı zamanda, 

mikroorganizmaların, ortama adaptasyonlarını da sağlar. Adapte olamayanların ölmeleri 

nedeniyle mikrop sayısında azalmalar da görülebilir. Ortama uyabilen ve yeni maddeler 

hazırlayan mikroorganizmalar belli bir gecikme döneminden sonra bölünerek üremeye 

başlarlar. Bu dönemin uzunluğu veya kısalığı mikropların türüne bağlı olmakla beraber, 

çevresel koşullara (pH, ısı, ozmotik basınç, yüzey gerilimi, oksijen, vs.), besi yerinin 

bileşimine, ekilen mikropların ilk alındığı kültürünün dönemine de bağlıdır. Aşılama, 

bir önceki kültürün durgunluk veya ölüm fazından alınmışsa, veya değişik bileşimdeki 

besi yerine ekilmişse veya aralarında ısı farkı varsa, bu takdirde uzun veya kısa bir 

gecikme dönem oluşabilir. Eğer her iki besi yeri aynı nitelikte ve ekilen mikroplar da bir 

önceki kültürün üreme döneminden alınmışsa, bu takdirde, gecikme devri oluşmaz ve 

mikroplar normal üremelerini sürdürürler. 

 

Ortamda antimikrobiyal maddelerin bulunması veya hücre bölünmesi için gerekli 

maddelerin olmaması hallerinde bu faz çok uzun olur veya bölünme olmaz.  
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• Üstel üreme fazı 

 

Yeterince ve gerekli maddeleri alan, sentezleyen ve gecikme fazı geçen mikroplar, 

kendi türlerine özgü bir generasyon süresi içinde ve belli aralıklarla bölünerek 

çoğalmaya başlarlar. Bakteri sayısı ve bölünme zamanla orantılı olarak artar. E. coli 'de 

bu süre 18  -20 dakika arasında değişmesine karşın, mikrobakterilerde 800 - 900 dakika 

kadardır. Ancak, aynı tür mikroorganizmalar, üreme döneminde olsalar bile, yine 

aralarında biraz geç veya biraz kısa süre içinde bölünenler bulunacaktır ve hatta hiçbir 

bölünmeyenler de olabileceği gibi. Bakteri hücresinin bölünmesi, biyokimyasal aktivite 

ile de paralellik gösterir. 

 

Bu dönemdeki kültürler, belli zaman aralıklarında sayıma tabi tutulurlarsa üreme eğrisi 

düz veya dik bir durum gösterir (Şekil 3.13 - b). Bu fazda fizyolojik olarak çok aktif 

olan mikroorganizmalar, fiziksel ve kimyasal etkenlere karşı çok duyarlıdırlar. 

Mikroplar, bu dönemde, birçok karakterleri yönünden de bir örneklik gösterirler. 

 

Üreme dönemi çok uzun bir süre devam etmez. Birkaç saat sonra bölünme hızında 

yavaşlama başlar. Ortamın sınırlı olması nedeniyle gıda ve enerji kaynaklarının sarf 

edilmesi ve azalması, metabolizma artıklarının ve toksik maddelerin birikmesi, ozmotik 

basıncın ve yüzey geriliminin değişmesi, oksijenin azalması, besi yerinde bulunan 

fermente olabilir karbonhidratların ayrışması sonu oluşan çeşitli organik asitlerin 

ortamın pH'ını düşürmesi, vs. gibi başlıca faktörler olumsuz yönde etkileyerek üremenin 

yavaşlamasına sebep olurlar. 

 

Mikroorganizmaları devamlı üreme döneminde tutabilmek için bazı özel aletler, 

kemostat ve türbidiostat, geliştirilmiş ve kullanılmıştır. Kemostat, kültüre, mikrobun 

bölünme durumuna göre, belli aralıklarla damla halinde veya muayyen miktarda taze 

besi yeri veren ve aynı miktar kullanılmış besi yerini dışarı salan bir alettir. Türbidiostat 

ise, fotoelektrik yöntemi ile kontrol edilen kültürlerde, üreme sonu oluşan bulanıklık 

belli bir düzeye ulaşınca, kendiliğinden ortama taze besi yeri veren ve aynı miktar 

kullanılmış vasatı dışarı çıkaran, bir aparattır. 
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• Durgunluk fazı 

 

Mikropların ürediği sınırlı miktardaki sıvı ortamdaki bozulan optimal koşullar 

değişmediği veya düzeltilmediği takdirde, üreme giderek yavaşlar. Bakteri popülasyonu 

bir süre sayıca değişmeden kalır ve sonra azalmaya başlar (Şekil 3.13 -c). Bu fazda 

bulunan tüm mikroplarda, bölünme birden durmaz. Bazıları yavaşta olsa, bu uygunsuz 

koşullara adapte olabilir ve üremelerini sürdürebilir. Ancak, böyle mikropların sayısı, 

tüm popülasyona oranla çok azdır. Durgunluk fazı uzunluğu veya kısalığı, besi yerinin 

miktarı, bileşimi, üreyen mikrobun türü ve çevresel koşullara göre değişiklik 

gösterebilir. S. pneumoniae 'de çok kısa olun bu dönem, E.coli 'de 2 - 3 gün veya daha 

fazla olabilmektedir. Durgunluk fazı uzadıkça mikroorganizmaların morfolojilerinde 

(involusyon formları), kültürel özelliklerinde (R-formlarının artması) ve fizyolojik 

karakterlerinde (boyama reaksiyonları, pigment oluşumu, vs.) bazı değişmeler meydana 

gelir. 

 

• Ölüm fazı 

 

Durgunluk devresi değişmedikçe, mikroplar bu uygun olmayan koşullar altında ölmeye 

başlarlar. Popülasyon, sayıca giderek, azalır. Ancak, bütün mikroplar ölmeyebilirler. 

Bazıları canlılıklarını koruyabilir. Bu nedenle de canlılık eğrisi sıfıra ulaşmaz (d). 

Kültürün steril hale gelmesi mikroplar arasında farklı bir durum gösterir. Örn. S. 

pneumoniae ve N. gonorrhoea iki üç gün içinde ölür ve otolize olur. E. coli 'de bu süre 

daha uzun ve M. tuberculosis 'de ise çok daha uzundur (aylar). Ölme döneminde canlı 

kalabilen mikropların morfolojilerinde değişiklikler meydana gelir (involusyon 

formları). 
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3.3.2.1 Mikroorganizmaların uygun sıvı ortamda çoğalması 

 

Büyümenin hızının ölçülmesi veya büyük miktarda hücrenin eldesi gerektiğinde sıvı 

büyüme ortamları kullanılır. Karıştırılan bir ortam içinde büyüyen bakteriler homojen 

bir hücre süspansiyonu oluştururlar, böylece kültürün eşit olarak bölünmesi ve başka 

kaplara aktarımı kolay olur. Ancak sıvı ortamda tek bakteri hücrelerinin izole edilmesi 

zordur. Seçici ortam (belli besin maddeleri eklenmiş veya eksik bırakılmış veya 

antibiyotik eklenmiş ortam) belli organizmaların kimliğinin tespitine yardımcı olur. 

Şekil 3.14’de sıvı MRS ortamında çoğalmış Lactobacillus casei mikroorganizması 

görülmektedir. 

 

 
 
Şekil 3.14 Sıvı MRS ortamında çoğalmış Lactobacillus casei mikroorganizması 

 

3.3.2.2 Mikroorganzimaların uygun katı ortamda çağalması 

 

Katı büyüme ortamı olarak agar kapları kullanılır, bunlar aracılığıyla bir bakteri suşunun 

saf bir kültürü elde edilir. Ancak katı ortamda ekilen mikroorganizmalar, sıvı besi 

yerlerine oranla daha sınırlı bir üreme şansına sahiptirler. Koloniler oluşmaya 

başladıktan sonra birçok faktörlerin etkisi altına girerler ve bunlar da büyüme ve üreme 

üzerine genellikle olumsuz yönde etkilerler.  

 

 

MRS ortamında 
çoğalmış L. casei 
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Bu nedenlerin başında ; 

• Kolonilerin üst kısmında veya tepe bölgesinde bulunan mikroplara gıda 

maddelerin difüzyonla ulaşması güçleşir. 

• Kolonilerin altında ve civarında bulunan gıda maddeleri kısa bir süre sonra 

azalmaya başlar ve buna bağlı olarak da difüzyon sınırlanır. 

• Kolonilerden uzak bölgelerde bulunan gıda maddelerinin koloniye kadar 

gelebilme olasılığı azalır. 

• Hücre içinde oluşan metabolizma artıkları ve toksik maddeler dışarı atılamaz ve 

hücre içinde birikirler. Bu nedenle de metabolizma bozulur ve üreme kısıtlanır. 

Aynı durum, hücre dışına çıkması gereken ve çok lüzumlu göreve sahip olan 

enzimler için de söz konusudur. 

• Kolonilerin en üstündeki mikroorganizmalar gıdayı yeterince alamadıkları için 

dejenere olmaya başlarlar. 

• Etrafta gelişen diğer koloniler nedeniyle, beslenme alanı giderek daralır. 

• Basınç nedeni ile koloninin alt yüzünde bulunan mikroplar da dejeneresyon 

görülebilir. Ancak petri kutusu etüve ters konulduğundan bu basınç üreme 

döneminde oldukça azdır. 

• En alttaki mikroplardan dışarı çıkabilen toksik maddeler agarın yüzeyine 

yayılırlar. 

• Mikroplar birbirine bitişik durumda olduklarında, üreme kısıtlanır. Ancak, 

kenardakiler serbest üreme şansına sahiptirler. 

• Katı ortamlarda gıda difüzyonu genellikle güçtür. 

• İnkübasyon ısısı nedeniyle, besi yerinden devamlı su kaybı, ortamın kurumasına 

ve difüzyonun daha zorlaşmasına sebep olur. 

 

Yukarıda bildirilen nedenlerle bir bakterinin katı ortamda üremesi, sıvı besi yerlerine 

oranla daha zor olmakta, generasyon süresi, sayısı ve populasyon miktarı bakımından da 

noksanlıklar göstermektedir. Katı ortamlar ne kadar yumuşak ve koloni sayısı da az 

olursa, gelişme ve üreme daha fazla olur ve koloni çapı büyür.  

 



40 
 

Kolonilerin uygun besi yerlerinde gözle görülebilir bir düzeye ulaşabilmesi için geçen 

süre mikroorganizmalar arasında değişiklikler gösterir. Bu durum, mikropların cins ve 

türlerine özgü bir karakterdedir. E. coli, P. vulgaris, P. aeruginosa, S. aureus ve diğer 

bazı mikroplar 24 saat içinde veya daha kısa bir sürede gözle görülebilecek büyüklükte 

koloniler oluşturmasına karşın, S. enteritidis, S. pyogenes, C. pyogenes genellikle 48 

saatten sonra görülebilir düzeyde koloniler meydana getirirler. M. tuberculosis 'de bu 

süre 15-20 gün kadar sürer.  

 

Koloni içinde mikroorganizmalar yığınlar halinde bulunurlar. Bu nedenle streptokok ve 

stafilokokların birbirlerinden ayırmada, katı besi yerinden ziyade sıvı ortamlarda üreyen 

kültürlerden boyalı preparatlar hazırlanmalıdır.  

 

Şekil 3.15’de katı ortamda çoğalmış mikroorganizma kolonileri görülmektedir. 

 

 
 
Şekil 3.15 Katı ortamda çoğalmış mikroorganizma kolonileri (Streptomyces 

hygroscopicus) 
 

Kolonilerin rengi, kokusu, yapısı, şekli, büyüklüğü, parlaklığı, besi yerine yapışma 

durumu, hemoliz yapma özelliği ve diğer karakterleri mikroorganizmalar arasında 

farklar gösterir ve bu özellikler, cinslere, türlere, besi yerlerine, çevresel koşullara 

bağlıdır. 
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3.4 Fermentasyon 

 

Her canlının yaşamını devam ettirebilmek için enerjiye gereksinimi vardır. Enerji elde 

etmek için kullanılan yollardan biri fermentasyon yani oksijensiz (anaerobik) 

solunumdur. Kimi mikroorganizma oksijensiz solunumla yaşamak zorundadır. Kimi 

mikroorganizmalar da yaşam döngülerinin bir kısmında çevresel etkilere bağlı olarak 

oksijensiz solunum yaparlar. Fakat oksijensiz solunumu kullanan sadece 

mikroorganizmalar değildir. Örneğin biz insanlar da sıkı bir fiziksel egzersiz sırasında 

oksijenli solunumun yeterli derecede oksijen sağlayamaması durumunda kaslarımızda 

oksijensiz solunum yaparız.  

 

Canlılarda enerji elde etmek için izlenen yolun ilk adımında, genellikle 6 karbonlu bir 

şeker olan glikoz parçalanır. (Kimi bakteriler yağ asitlerini ya da amino asitleri de 

kullanabilirler.) Glikoz çok çeşitli şekillerde fermente edilmektedir. Bunlardan ilki altı 

karbonlu glikoz molekülünün iki tane üç karbonlu laktik asite yıkılmasıdır. (Homolaktik 

fermentasyon.) Glikozun bu şekilde yıkıma uğraması, mikroorganizmaların çoğunda ve 

memelileri de içine alan çok sayıda yüksek organizasyonlu hayvan hücresinde görülür. 

Bu olaya genellikle glikozun erimesi anlamına gelen “glikolizis” adı verilmektedir. 

  

C6H12O6 --> C3H6O3 (laktik asit) + 2 ATP + 2 H2O 

 

Diğer bir önemli yıkım ise altı karbonlu glikoz molekülünün, iki tane iki karbonlu 

etanole ve iki karbon dioksit molekülüne yıkımı. Bu tip oksijenli solunuma alkolik 

fermentasyon denmektedir. Alkolik fermentasyon glikolizle aynı enzimatik 

tepkimelerden oluşmakta fakat üç karbonlu bileşiğin etanol ve karbon dioksite 

parçalanması için ek olarak iki enzim tepkimesi daha gerekmektedir.  

 

C6H12O6 --> 2 C2H5OH (etanol) + 2 ATP + 2 H2O + 2 CO2 

 

Şarap, bira, ekmek ve süt ürünleri gibi gıda maddelerinin yanı sıra mayalanma yoluyla 

sanayide de çeşitli kimyasal ürünler elde edilir. Bunun için ilk olarak uygun 

mikroorganizmanın seçilmesi ve ona özgü koşulların sağlanması gerekir. Elde edilen 
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başlıca kimyasal ürünler arasında maya ve şeker kullanılarak elde edilen etil alkol, 

gliserin ve karbondioksit, çeşitli bakteriler aracılığıyla hazırlanan bütil alkol, aseton, 

laktik asit, monosodyum glikonat ve asetik asit ile küflerden yararlanılarak yapılan 

sitrik asit, glikonik asit, bazı antibiyotikler ve B12 vitamini sayılabilir. 

 

3.5 Peynir Altı Suyu (PAS) 

 

Herhangi bir hayvanın sütünün peynir yapılmasından sonra geride kalan sıvıya peynir 

altı suyu denir. Peynir sütün pıhtılaşmasıyla yapılır. Pıhtılaşmadan sonra oluşan katı 

kısım'dan ayrılan sıvı peynir altı suyudur. Bu su protein, vitamin ve minerallerin 

yanısıra yaklaşık olarak süt laktozunun % 50’sini içermektedir. Çizelge 3.3’de peynir 

altı suyunun içeriği verilmiştir.  

 

Çizelge 3.3 Peynir altı suyu (PAS) içeriği 
 

İçerik Derişim (g/L) 
Toplam Katı 63 - 70 
Laktoz 44 - 52 
Protein 6 - 10 
Kalsiyum 0.4 - 1.6 
Fosfat 1 - 4.5 
Laktat 2 - 6.4 
Klorid 1.1 

 

İçinde bulunan protein genellikle saflaştırılarak marketlerde peynir altı suyu proteini 

olarak satılmaktadır. Kurutulan bu su, peynir altı suyu tozu olarak bilinir. Sert, yarı-sert 

veya yumuşak peynir ve rennet kazeini üreten işletmelerden yan ürün olarak elde edilen 

peynir altı suyu tatlı peynir altı suyu olarak bilinir ve pH'ı 5.9 – 6.6 arasındadır. 

Mineral-asit yoluyla çökeltilmiş kazein üretiminden elde edilen peynir altı suyu asitli bir 

peyniraltı suyudur ve pH'ı 4.3 - 4.6 arasındadır. 

 

Süt endüstrisinden kaynaklanan atıksularda, en büyük kirletici kaynağı, peynir 

üretiminden sonra oluşan ve "oldukça kirletici" olarak değerlendirilen peyniraltı suları 

oluşturmaktadır. Peynir için işlenen 100 kg sütün, yaklaşık 90 kg'ının peyniraltı suyu 
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olarak oluştuğu ve ülkemizde yılda 40.000 ton peynir üretiminin bulunduğu, bu 

durumda 360.000 ton peynir altı suyu oluştuğu "Çevre ve Orman Bakanlığı" 

kaynaklarında belirtilmektedir. Yani peyniraltı suları, hem önemli ölçüde besin kaybına 

hem de arıtılmadan alıcı ortamlara verildiğinde çevre kirliliğine neden olmaktadır. 

Bu sorunun önüne geçmek için önerilen yollardan biri bu atığın ilaç, gıda, yem gibi 

farklı endüstrilerde hammadde olarak kullanılmasıdır. Örneğin, bazı büyük işletmeler, 

peyniraltı suyunda bulunan zengin süt şekeri içeriğini kristalize laktoza dönüştürüp, bu 

ürünün ilaç ve şekerleme endüstrisinde kullanılmasını sağlamaktadırlar. Yine, peyniraltı 

suyu protein, laktoz ve bazı minerallerce zengin bir kaynak olduğundan, hayvan 

beslemede de değerlendirilebilmektedir. Kurutulmuş peyniraltı suyunun rasyona ilavesi, 

güç silolanan yemlerde katkı maddesi olarak, ayrıca bazı kaba yemlerin besin değerini 

artırmak amacıyla bu atık alınıp kullanılabilmektedir. 

 

Ancak bu değerlendirme ülkemizdeki büyük işletmelerde gerçekleştirilmektedir. Buna 

karşın küçük işletmeler bu atığı kaynatarak "lor" adı verilen bir ürün elde etmektedirler. 

Ancak bu noktada yine çevre kirliliği anlamında sorun çözümlenmemektedir. Çünkü, 

peyniraltı suyundaki % 5.5 - 6.6 oranındaki katı maddenin ancak % 1.5'i lor olarak 

alınmakta geri kalan katı madde yine atıksu oluşturmakta, yani kirletici etkisi 

giderilmemektedir. Toz haline getirme işleminde ise, su tamamen uçurulduğu için 

herhangi bir atıksu oluşmamakta ve durum çevre kirliliğinin önlenmesi açısından önem 

taşımaktadır. 

 

Peyniraltı suyunun asit ve yağ oranı yüksek bir materyal olması nedeniyle arıtılması da 

pahalı olmaktadır. Bugün ülkemizde süt işletmeciliği yapan tesislerin çoğunun ilkel 

şartlarda çalışan küçük kapasiteli işletmeler olması arıtma için gerekli olan altyapının 

yapılmasını ekonomik açıdan güçleştirmekte, bu nedenle çoğu işletme arıtma tesisi 

yapmaktansa bu suları doğrudan alıcı ortama vermeyi tercih etmektedirler. 
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3.6 Cevap Yüzey Yöntemi (RSM) 

 

Bilimsel ve mühendislik prosesleri için, ilgili problemin çözümü için araştırmacılar 

tarafından kullanılan matematiksel ve istatistiksel bir yöntemdir. Box and Wilson 

(1951) tarafından geliştirilmiştir. Teknolojik proseslerin matematiksel modellenmesi ve 

optimizasyonunda yaygın olarak kullanılmaktadır. Cevap yüzey yöntemi deneysel 

strateji matematiksel model ve istatistiksel sonuçları kapsamaktadır. Deneysel tasarımın 

diğer yöntemlere göre üstünlüğü bütün parametrelerin aynı anda değişimlerinin 

incelenebilmesidir. Diğer yöntemlerle yapılan deneysel araştırmalarda incelenen 

parametre dışındaki parametreler sabit tutularak bir parametrenin değişimi 

incelenebilmektedir. Bu da çok sayıda deney yapılmasını gerektirmektedir. Deneysel 

tasarımda ise faktörlerin aynı anda değişimi incelenebildiğinden deney sayısı 

azakmaktadır. RSM yöntemi en çok bilgiye ulaşılacak noktalarda deney yapılmasını 

sağlamaktadır.  

 

Deneysel tasarım yöntemlerinde belirlenmesi gereken aşamalar aşağıda verilmiştir ; 

 

1. Problemin durumu ve tanımlanması yapılmalıdır. 

2. Faktörler, seviye ve aralık seçilmelidir. 

3. Cevap değişkeni seçilmelidir. 

4. Deneysel tasarım matrisi oluşturulmalıdır. 

5. Deneyler gerçekleştirilmelidir. 

6. Verilerin istatistiksel analizi yapılmalıdır. 

7. Sonuçlar değerlendirilmelidir. 

 

Proseslerin matematiksel tanımını oluşturabilmek için en önemli nokta, deneysel 

tasarım ve minimum deney ile maksimum bilgiye ulaşmaktır. Daha önceden belirlenmiş 

olan bir seri deney yapılarak değişkenler arasındaki iç etkileşimler ve istatistiksel 

tasarım gerçekleştirilir. Regrasyon ve korelasyon analizi, proses değişkenleri ve 

optimum şartları doğru bir şekilde vermektedir. Matematiksel fonsiyon, optimum 

parametreleri içeren cevap fonksiyonudur ve Eşitlik 3.1’de verilmektedir. 
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y = f(x1, x2, …….., xk) +λ        (3.1) 

 

Burada x1, x2, …….., xk bağımsız değişkenlerdir ve faktör olarak adlandırılırlar. 

Faktöriyel boyutlarda cevap fonksiyonunun geometrik gösterimi cevap yüzeyi olarak 

adlandırılır. 

 

Sistemi tanımlayan bağımsız değişkenlerin cevabı doğrusal ise fonksiyon birinci 

dereceden verilir. 

 

y = β0 + β1x1 + β2x2 + ………. + βkxk + λ      (3.2) 

 

Sistemde bir kavislenme varsa tanımlanma yüksek dereceli polinomlar kullanımıyla 

gerçekleştirilir. 

 

y = β0 +  +   + λ    (3.3) 

 

Burada ; β0 regresyon eşitliğinin bağımsız terimini, βi doğrusal terimi, βii ikinci derece 

terimi, βij iç etkileşim terimini ve λ ise gözlem hatasını veya gürültüyü ifade etmektedir. 

y bağımsız değişkenlerin verilen seviyeleri için cevabı göstermektedir. 

 

Bu deneysel tasarım yönteminde boyutsuz koordinat sisteminde çalışılır ve bağımsız 

değişkenler şu şekilde ifade edilir ; 

 

x1 =                 (3.4) 

 

ξi0 =           (3.5) 
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Boyutsuz koordinat sisteminde en yüksek seviye + 1, en düşük seviye – 1 ve merkez 

nokta 0 ile gösterilmektedir. 

 

Tasarımdaki deney sayısı aşağıdaki eşitliklerle belirlenir. 

 

N = 2k + 2k + n0  k < 5        (3.6) 

 

N = 2k-1 + 2k + n0  k ≥ 5        (3.7) 

 

Bu eşitliklerde, N deney sayısını, n0 merkezi noktada yapılan deney sayısını 

göstermektedir ve sayısında bir sınırlama yoktur.  

 

Deneysel planlamada genelde merkezi bileşen tasarımı kullanılmaktadır. Bileşen 

tasarımları, ikinci derece eksenlerin katsayılarını belirleyebilmek için nokta sayısı 

arttırılmış birinci dereceden faktoriyel tasarımlardır. Genelde nokta sayısı arttırılmış 

merkezi bileşen tasarımı (her değişken -1, +1 şeklinde kodlanmış olarak) uygulanır. Α ; 

tasarımın merkez noktasına olan uzaklığı ifade eden ve değeri araştırıcı tarafından 

çeşitli çeşitli kriterler kullanılarak tanımlanan eksenel noktasıdır. Genellikle araştırıcı 

kesin tasarım özellikleri için merkez noktada birden fazla sayıda inceleme yapar. Bu 

deneylerde ikinci derece eksen üzerinde α değeri aşağıdaki eşitliklere göre hesaplanır. 

 

α = 2k/4   k < 5        (3.8) 

 

α = 2(k-1)/4  k ≥ 5        (3.9) 

 

Farklı sayıdaki değişkenler için n0 ve α değerleri Çizelge 3.4’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.4 Farklı sayıdaki değişkenler için n0 ve α değerleri 
 

Değişken sayısı, k 
 2 3 4 5 5 6 6 7 7 

Tasarım 22 23 24 25 25-1 26 26-1 27 27-1 
α 1.41 1.68 2.00 2.38 2.00 2.83 2.38 3.33 2.83 
n0 5 6 6 10 6 15 9 21 14 
 

Model katsayılarının belirlenmesi için Eşitlik 3.10’da verilen Taylor serisi kullanılır. 

 

βi =   xi = 0  ; βij =    x = 0  ; βii =    xi = 0     (3.10) 

 

Eşitlik 3.10’daki katsayıların bulunabilmesi için en küçük kareler yöntemi 

kullanılmaktadır. En küçük kareler yöntemine göre gözlenen fonksiyon değerleri ile 

hesaplanan fonksiyon değeri arasındaki farkın minimum olması gerekmektedir. 

 

Gerçekleştirilen bu deneysel tasarım yönteminde kullanılan modelin ANOVA (Analysis 

of Variance) testi ile istatistiksel olarak değerendirilmesi Çizelge 3.5’de verilmiştir. 

burada SSM modelin kareler toplamını, SSE hatanın kareler toplamını, SST model ve 

hatanın kareler toplamını, MSM model karelerinin oranını (SSM/f3), MSE ise hata 

karelerinin oranını (SSE/f2) göstermektedir. F değeri hesaplandıktan sonra belirlenen 

büyüklük seviyesinde ve f1, f2 serbestlik derecesi için Biometrika tablolarından verilen 

FP(f2, f3) değeri okunur ve karşılaştırma yapılır. Hesaplanan F değerinin tablodan 

okunan değerden büyük olması durumunda kullanılan regresyon modelinin sistemi 

matematiksel olarak ifade ettiği kabul edilebilir (Kapucu 2003) 

 

Çizelge 3.5 Kullanılan modelin ANOVA testi ile istatistiksel değerlendirilmesi 
 
 Serbestlik 

Derecesi 
Karelerin 
Toplamı 

Karelerin 
Oranı 

 
F 

Model f3 )2 SSM/f3 MSM/MSE 
Hata f2 

2 SSE/f2  
Toplam f1 

2 SST/f1  
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

4.1 Mikroorganizma 

 

Bu çalışmada NRRL/ARS (Agricultural Research Service Culture Collection, 

USA)’den liyofilize halde temin edilen Lactobacillus casei NRRL-B-1922, 

Lactobacillus casei NRRL-B-441, Lactococcus lactis NRRL-B-23802, Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-548, Lactobacillus helveticus NRRL-B-734, 

Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550, Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii 

NRRL-B-763 mikroorganizmaları ile DİSTAM–Milano laboratuvarlarından katı besi 

ortamında gelen Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ve Lactobacillus helveticus 

mikroorganizmaları kullanılmıştır.  

 

4.2 Mikroorganizma Büyüme Ortamları 

 

NRRL’den gelen liyofilize haldeki mikroorganizmalar ve DİSTAM - Milano 

laboratuvarlarından gelen katı ortamdaki mikroorganizmalar ilk olarak uygun 10 mL’lik 

sıvı besi ortamına açılıştır.  

 

Mikroorganizma büyüme ortamları 250 mL’lik erlenlerde 100 mL çalışma hacmi olacak 

şekilde hazırlanmıştır. Mikroorganizma büyüme ortamı  olarak Lactobacillus  

delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-548, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 

DİSTAM, Lactobacillus helveticus NRRL-B-734, Lactobacillus helveticus DİSTAM, 

Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 ve Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii 

NRRL-B-763 mikroorganizmaları için Liver Infusion (Fluka), diğer mikroorganizmalar 

(Lactobacillus casei NRRL-B-441, Lactobacillus casei NRRL-B-1922, Lactococcus 

lactis NRRL-B-23802) için ise MRS ortamı kullanılmıştır. MRS ortamının içeriği 

Çizelge 4.1’de verilmiştir. 

 

Ortam pH'ı NaOH ve H2SO4 çözeltileri kullanılarak ayarlanmıştır. Hazırlanan büyüme 

ortamları 121 oC’de 20 dk süre ile otoklavlanarak sterilize edilmişlerdir. Kullanıma 
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hazır ortamlar - 4 oC’de buzdolabında kullanılıncaya kadar muhafaza edilmişlerdir.  

 

Çizelge 4.1 MRS ortamı içeriği 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
* Katı ortam hazırlanmak istendiğinde eklenmiştir. 

 

Literatürde laktik asit bakterileri (LAB) için optimum sıcaklık aralığı 28 - 42 oC olarak 

verilmiştir. Buna gore kullanılan mikroorganizmalar için optimum sıcaklıklar Çizelge 

de 4.2’de verilmiştir. Bu sıcaklıklar ve karıştırma hızı 150 rpm’e ayarlanan orbital 

çalkalayıcıda laktik asit bakterilerinin büyümeleri gerçekleştirilmiştir.  

 

Çizelge 4.2 Çalışmalarda kullanılan mikroorganizmalar için optimum sıcaklıklar 

MİKROORGANİZMA SICAKLIK, oC 

Lactobacillus casei NRRL-B-441 28 
Lactobacillus casei NRRL-B-1922 28 
Lactococcus lactis NRRL-B-23802 37 
Lactobacillus delbr. subsp. bulgaricus NRRL-B-548 37 
Lactobacillus delbr. subsp .lactis DİSTAM 37 
Lactobacillus helveticus NRRL-B-734 37 
Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 28 
Lactobacillus delbr. subsp. delbrueckii NRRL-B-763 37 
Lactobacillus helveticus DİSTAM 37 
 

Sıvı besi ortamlarında ölçek büyütülerek yapılan aktarma işlemleri steril kabinde 

gerçekleştirilmiştir. Büyüme süreci tamamlanan mikroorganizmalar katı besi ortamına 

ekilmiş, bu şekilde - 4 oC’de saklanmıştır.  

BILEŞEN DERİŞİM (g/L) 
Et Özütü 10 
Maya Özütü 5.0 
Proteaz Pepton 20 
Sodyum Asetat 5.0 
Dekstroz 20 

Polisorbat 80 1.0 
Amonyum Sitrat 2.0 
Mangan Sülfat 0.05 

Magnezyum Sülfat 0.1 
Dipotasyum Fosfat 2.0 

Agar * 15 
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Mikroorganizma çoğalması süresince gerçekleştirilen basamaklar Şekil 4.1’de şematik 

olarak gösterilmiştir. 

 

 
Şekil 4.1 Mikroorganizma çoğalması süresince gerçekleştirilen basamakların şematik 

gösterimi 
 

4.3 Fermentasyon Ortamı ve Laktik Asit Üretimi 

 

Deneylerin ilk aşamasında fermentasyon ortamı olarak Ankara Üniversitesi Gıda 

Mühendisliği’nden temin edilen ‘peynir altı suyu’ kullanılmıştır. Peynir altı suyu 

protein, vitamin ve minerallerin yanısıra süt laktozunun yaklaşık % 50’sini 

içermektedir. Kurutulan su, peynir altı suyu tozu olarak bilinir.  

 

Deneylerin standart olabilmesi için girdinin bileşiminin değişmemesi önemlidir. Bu 

amaçla deneyler peynir altı suyu ve peynir altı suyu tozunda eşanlı gerçekleştirilmiş, 

ulaşılan sonuçlar (Bkz. 5.2.1) arasında belirgin bir fark gözlenmediği için peynir altı 
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suyu tozu ile deneylere devam edilmesinin uygunluğuna karar verilmiştir.  

 

Fermentasyon ortamı olan peynir altı suyu tozundan istenen derişimde (50 g/L, 60 g/L, 

70 g/L, 80 g/L, 90 g/L) peynir altı suyu hazırlandıktan sonra proteinlerin çöktürülmesi 

amacıyla 121 oC’de 20 dk sterillenmiştir. Sıcak halde adi süzgeç kağıdından süzülerek 

çöken proteinler sudan uzaklaştırılmıştır. 

 

Fermentasyonun 250 mL’lik erlenlerde 100 mL çalışma hacminde gerçekleştirilmesi 

planlanmıştır. Üretim ortamına ilave besin maddeleri katılıp (maya özütü (YE), 

MnSO4.H2O, MgSO4.7H2O), pH NaOH ve H2SO4 çözeltileri ile ayarlandıktan sonra 

otoklavda sterilizasyon tekrarlanmıştır. Ayrıca fermentasyon ortamında oluşacak laktik 

asitin ürün inhibisyonuna yol açmasını önlemek amacıyla fermentasyon başlatılırken 

mikroorganizma aktarılması esnasında ortama % 2 (w/v) CaCO3 ilavesi yapılmıştır. 

 

Fermentasyon ortamına aktarılacak mikroorganizma miktarının her deney setinde 

yaklaşık olarak aynı tutulabilmesi kontrol açısından gereklidir. Bu amaçla 

mikroorganizma büyüme ortamından bir miktar örnek alınarak belli oranlarda (0.25, 

0.5, 1, 1.25, 1.5, 1.75 mL m.o / 3 mL) mikroorganizma bulunmayan büyüme ortamı ile 

seyreltilerek UV spektroskopi de 660 nm deki absorbans ölçülür. Yine 

mikroorganizmanın çoğaldığı ortamdan 10 mL örnek alınarak 8000 rpm’de 15 dk 

santrifüjlenir. Sıvı kısım atılarak katı kısmın yaş ağırlığı belirlenir. Bu yaş ağırlık bize 

10 mL örnekteki mikroorganizma miktarını vermektedir. Buradan 1 mL deki 

mikroorganizma miktarına geçilir ve UV spektroskopisinden alınan sonuçlarla birlikte 

kalibrasyon (Absorbans – Derişim) grafiği çizilir. Her mikroorganizma için ayrı ayrı 

çizilmiş olan Absorbans-Derişim grafikleri EK 1’de verilmiştir. 

 

Alınması gereken miktar ayarlandıktan sonra santrifüj tüpüne konulmakta ve 8000 rpm 

de 15 dk santrifüjlenmektedir. Sıvı kısmı ayrıldıktan sonra kalan katı mikroorganizma 

kısmı fermentasyon ortamına aktarılmaktadır.  
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Şekil 4.2’de laktik asit üretim ortamına (PAS) mikroorganizma ekleme süreci şematik 

olarak gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.2 Fermentasyon ortamına mikroorganizma aktarımının şematik gösterimi 

 

Fermentasyon, 100 mL’lik üretim ortamına ortalama 0.4 g yaş hücre ilave edilerek, 

optimum sıcaklık ve 150 rpm karıştırma hızında orbital çalkalayıcıda 

gerçekleştirilmiştir. 48 saat süren fermentasyon süresince belirli zaman aralıklarında 

ortamdan ependorf tüplerine 1.5 mL örnek alınmakta ve 13000 rpm’de 15 dk süreyle 

santrifüjlenmektedir. Sıvı kısım alınarak 0.22 µm’lik filtreden HPLC’de analizlenmek 

üzere viallere süzülmektedir. Bu aşama Şekil 4.3’de gösterilmiştir. 

 

Mikroorganizma açılması, aktarma basamakları ve fermentasyon süresince örnek alma 

işlemlerinin tamamı steril kabinde gerçekleştirilmektedir. 
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Şekil 4.3 Fermentasyon süresince örnek alma işlemi basamaklarının şematik gösterimi 

 

4.4 Pastorizasyon 

 

Pastorizasyon, gıda sanayiinde, besin maddelerini hastalık yapıcı mikroorganizmalardan 

arındırmak amacıyla uygulanan ısıtma ve soğutmaya dayalı bir yöntemdir. İlk kez 

1860'larda Fransız bilim adamı Louis Pasteur tarafından geliştirilen ve onun adıyla 

anılan bu yöntem, mikroorganizmaların ısı yardımıyla tahrip edilmesi esasına dayanır.  

 

Yapılan çalışmalarda peynri altı suyu pastorize edilmiş ve pastorize edilmemiş durumla 

aradki fark gözlenmiştir. Bu amaçla Ghaly et al. (2003) tarafından açıklanan yöntem 

kullanılmıştır. Buna gore peynir altı suyu 70 oC’ye ısıtılır ve bu sıcaklıkta 45 dk 

beklenir. Ardından hızlı bir şekilde buz banyosunda 0 oC’ye soğutulur. 24 saat süreyle 

mikroorganizma sporlarının oluşması için oda sıcaklığında (24 oC) bekletilir. Bu 

işlemler 3 kez tekrar edilir. Bu sterilizasyon işlemi otoklavda yüksek sıcaklıklarda 

proteinin denatüre olmasını önlemek amacıyla yapılır. 

 

Sıvı kısım 0.22 µm 

filtreden  HPLC de 

analiz için viale 

süzülür. 
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4.5 Deneysel Tasarım Yöntemi ile Laktik Asit Üretimi Optimizasyonu 

 

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması kullanılarak peynir altı suyundan 

laktik asit üretiminde en uygun koşulları belirlemek amacıyla cevap yüzey yöntemi 

uygulanmıştır. Bu amaçla, substrat (peynir altı suyu tozu) derişimi, maya özütü miktarı, 

pH ve MgSO4.7H2O miktarı bağımsız değişkenler olarak belirlenmiştir. Cevap 

değişkeni laktik asit derişimi olan sisteme girilen bağımsız parametreler ve değişim 

aralıkları Çizelge 4.3’de verilmiştir.  

 

Çizelge 4.3 Deney tasarım yönteminde kullanılan bağımsız değişkenler 
 

Parametre -2 -1 0 1 2 
pH 5 5.5 6 6.5 7 
CPas, g/L 50 60 70 80 90 
CMaya, % w/v 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 
CMgSO4, % w/v 0 0.005 0.01 0.015 0.020 
 

İstatistiksel çalışmada kullanılan, Çizelge 4.3’de verilen değerler yardımı ile Design 

Expert (6.01) programında hazırlanan deney tasarımı yapılmıştır. RSM deneylerinde 

kontrol edilebilirliğin sağlanması amacıyla her deney seti iki kez tekrarlanmıştır. 

 

4.6 Analiz Sistemi 

 

Laktik asit analizleri HPLC cihazı ile yapılmıştır. İlk deney seti Lactobacillus casei 

NRRL-B-1922 mikroorganizması ile gerçekleştirilmiştir. Bu mikroorganizma için 

yapılan analizlerde Phenomenex C18 kolonu kullanılmıştır. Ancak daha sonraki 

deneylerde C18 HPLC kolonunda yaşanan sorunlar nedeniyle analiz 

gerçekleştirilememiş ve yeni kolon arayışına girilmiştir. Daha sonraki laktik asit 

analizlerin tamamı Phenomenex Rezex RHM Mon. kolonu ile gerçekleştirilmiştir. 

Kullanılan kolonların HPLC analiz koşulları Çizelge 4.4’de verilmiştir.  
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Çizelge 4.4 HPLC’de laktik asit analizinde kullanılan kolonlar ve çalışma koşulları 
 

 
HPLC 

 
Kolon 

 
Taşıyıcı 
Faz 

 
Akış 
Hızı 

 
Enjeksiyon 
Hacmi 

 
Kolon 
Sıcaklığı 

UV 
Dedektör 
Dalga 
boyu 

 

Spectra 

SYSTEM 

Phen. Rezex 

RHM Mon. 

(300*7.8 mm) 

0.005 N 

H2SO4 / 

Su 

 

0.6 

mL/min 

 

10 µL 

 

45 oC 

 

210 nm 

 

Spectra 

SYSTEM 

Phenomenex  

C18 

(250*4.0 mm) 

0.01 M 

H2SO4 / 

Su 

 

0.7 

mL/min 

 

10 µL 

 

- 

 

210 nm 

 

4.6.1 Laktik asit kalibrasyon doğrusunun oluşturulması 

 

Kalibrasyon doğrusunun oluşturulabilmesi için L(+) laktik asit (Merck) ile 1, 10, 20, 30, 

40, 50 g/L derişimlerinde laktik asit çözeltileri hazırlanmıştır. İlk deney setinde 

Phenomenex C18 kolonu kullanıldığı için ilk olarak bu kolonda kalibrasyon doğrusu 

oluşturulmuştur. İlerleyen analizlerde C18 kolonunda oluşan problemden dolayı 

Phenomenex Rezex RHM Mon. kolonu kullanılmaya başlanmıştır. Bu nedenle farklı 

derişimlerdeki laktik asit standartlarının analizleri RHM kolonda da tekrarlanarak bu 

kolon içinde kalibrasyon doğrusu oluşturulmuş ve daha sonraki deneylerde bu 

kalibrasyon doğrusu kullanılmıştır.  

 

Çizelge 4.4’de verilen koşullarda 30 g/L laktik asit çözeltisinin Phenomenex Rezex 

RHM Mon. kolonunda yapılan analizi sonucu elde edilen kromatogram, Phenomenex 

C18 kolonunda analizi sonucu elde edilen kromatogram EK 2’de verilmiştir. 

 

Standart laktik asit çözeltilerinin Phenomenex C18 kolonunda gerçekleştirilen analizleri 

sonucunda oluşturulan kalibrasyon doğrusu Şekil 4.4’de Phenomenex RHM kolonunda 

gerçekleştirilen analizler sonucunda oluşturulan kalibrasyon doğrusu ise Şekil 4.5’de 

verilmiştir. 
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Şekil 4.4 Phenomenex C18 kolonunda oluşturulan laktik asit kalibrasyon doğrusu 

 

 
 

Şekil 4.5 Phenomenex RHM kolonunda oluşturulan laktik asit kalibrasyon doğrusu 

 

4.6.2 Laktoz kalibrasyon doğrusunun oluşturulması 

 

Laktoz analizleri Phenomenex RHM kolon ile Çizelge 4.4’de verilen koşullarla aynı 
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koşullarda refraktif indeks (RI) dedektör kullanılarak yapılmıştır. 30 g/L laktozun 

analizi sonucu elde edilen kromatogram EK 3’de verilmiştir. 

 

10, 20, 30 g/L derişimlerinde hazırlanan laktoz (SİGMA) çözeltilerinin Phenomenex 

RHM kolonunda gerçekleştirilen analizleri sonucunda oluşturulan kalibrasyon doğrusu 

Şekil 4.6’da verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 4.6 Phenomenex RHM kolonunda oluşturulan laktoz kalibrasyon doğrusu 

 

4.6.3 Laktik asit enantiyomer dağılımı analizi 

 

Üretilen laktik asitin L/D formunu belirlemek amacıyla HPLC’de kiral kolon 

kullanılmıştır. Bu amaçla DL laktik asit, D(-) laktik asit standartlarının analizleri 

yapılmış HPLC çalışma koşulları belirlenmiştir. HPLC sistemi çalışma koşulları 

Çizelge 4.5’de verildiği şekildedir. 
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Çizelge 4.5 HPLC kiral kolon analiz koşulları 
 

 
HPLC 

 
Kolon 

 
Taşıyıcı 
Faz 

 
Akış 
Hızı 

 
Enjeksiyon 
Hacmi 

 
Kolon 
Sıcaklığı 

UV 
Dedektör 
Dalga 
boyu 

 
Spectra 
SYSTEM 

Shodex 
Orpak 
CRX-853 
J803042 
8.0*50 mm 

 
2 mM 
CuSO4/  
% 1 lik 
Asetonitril 

 
1 

mL/dk 

 
15 µL 

 
25 oC 

 
236 nm 

 

Çizelge 4.5’de verilen koşullarla DL laktik asit ve D(-) laktik asit standartlarının 

analizleri gerçekleştirilmiştir. Örnek kromatogram Şekil 4.7’de verilmiştir. 

 

Minutes

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

m
A
U

0

500

1000

m
A
U

0

500

1000

0
.0
3
3

0
.0
9
2

UV-236nm

Retention Time

 
Şekil 4.7 Kalma sürelerinin belirlenmesi için içerisine D(-) laktik asit katılmış DL laktik   

asitin HPLC analizi kromatogramı 
 

Şekil 4.7’den de görüleceği gibi 2. pik laktik asitin D(-) formuna ait pik olarak 

belirlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

L-Laktik 
Asit 

D-Laktik 
Asit 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

Bu çalışmada amaç süt endüstrisinin önemli bir atığı olan peynir altı suyunun 

değerlendirilerek, yine çevre kirliliğini önlemek için gün geçtikçe önem kazanan bir 

biyopolimer olan polilaktik asit üretiminde kullanılmak üzere mikrobiyal laktik asit 

üretimidir. Öncelikle literatürde laktik asit üretimini gerçekleştirdiği belirtilen 0 farklı 

mikroorganizma denenmiştir. Bu mikroorganizmaların bir kısmı D(-) bir kısmı ise L(+) 

laktik asit üretimi gerçekleştirmektedir. En yüksek laktik asit üretimini gerçekleştiren 

Lactobacillus delbr. subsp. delbrueckii DİSTAM (D(-) laktik asit üretimi) ve 

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 (L(+) laktik asit üretimi) mikroorganizmaları 

kullanılarak çeşitli parametreler (pH, maya özütü (YE) derişimi, MnSO4.H2O derişimi, 

MgSO4.7H2O derişimi, peynir altı suyu derişimi (CPAS), mikroorganizma miktarı, 

mikroorganizma çoğalma ortamı etkisi, pastorizasyon, proteinleri uzaklaştırılmamış 

fermentasyonu ortamı)  incelenmiştir. 

 

5.1 Mikroorganizma Çoğalma Eğrileri 

 

Deneylerde kullanılan mikroorganizmalarının çoğalma eğrilerinin oluşturulması için 

100 mL MRS/Liver Infusion ortamında optimum sıcaklıklarda orbital çalkalayıcıda 

üretimleri gerçekleştirilmiştir. 

 

Büyüme süresince belirli aralıklarla çoğalma ortamından alınan örneğin UV 

spektroskopide 660 nm’deki absorbansı ölçülmüştür. EK 4’de her mikroorganizma için  

ayrı ayrı oluşturulan kalibrasyon (Absorbans-Derişim) grafikleri kullanılarak L. casei 

NRRL-B-441, L delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-548, L. delbrueckii subsp. 

lactis DİSTAM, L. casei NRRL-B-1922, Lactobacillus helveticus DİSTAM, 

Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 ve L. delbr. subsp. delbr. NRRL-B-763 

mikroorganizmaları için çoğalma eğrileri sırasıyla Şekil 5.1 – Şekil 5.7’de verilmiştir. 
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Şekil 5.1 Lactobacillus casei NRRL-B-441 mikroorganizması çoğalma eğrisi (Çoğalma 
ortamı : MRS, pH : 6, T : 28 oC, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

 
 
Şekil 5.2 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-548 mikroorganizması 

çoğalma eğrisi (Çoğalma ortamı : Liver Infusion, pH : 6, T : 37 oC, Karıştırma 
hızı : 150 rpm) 
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Şekil 5.3 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DİSTAM mikroorganizması çoğalma 
eğrisi (Çoğalma ortamı : Liver Infusion, pH : 6, T : 37 oC, Karıştırma hızı : 
150 rpm) 

 

 
 
Şekil 5.4 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması çoğalma eğrisi 

(Çoğalma ortamı : MRS, pH : 6, T : 28 oC, Karıştırma hızı : 150 rpm) 
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Şekil 5.5 Lactobacillus helveticus DİSTAM mikroorganizması çoğalma eğrisi (Çoğalma 

ortamı : Liver Infusion, pH : 6, T : 37 oC, Karıştırma hızı : 150 rpm) 
 

 
 
Şekil 5.6 Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 mikroorganizması çoğalma eğrisi 

(Çoğalma ortamı : Liver Infusion, pH : 6, T : 28 oC, Karıştırma hızı : 150 
rpm) 
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Şekil 5.7 Lactobacillus delbr. subsp. delbr.  NRRL-B-763 mikroorganizması çoğalma 

eğrisi (Çoğalma ortamı : Liver Infusion, pH : 6, T : 37 oC, Karıştırma hızı : 
150 rpm) 

 

Büyüme süresi mikroorganizma türüne göre değişmektedir. Örneğin, bu süre 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-548 ve Lactobacillus casei 

NRRL-B-441 için 24 saat iken Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DİSTAM için 12 

saat olarak belirlenmiştir. Ayrıca L. delbrueckii türü mikroorganizmalarda 24 saatin 

sonunda diğer mikroorganizmalara oranla daha yüksek derişimde mikroorganizma elde 

edilmektedir. Ortalama değerlere bakacak olursak, L. delbrueckii türlerinde ortalama 33 

g/L iken diğerlerinde bu miktar hemen hemen yarıya düşüyor ve ortalama 14.5 g/L 

olarak gerçekleşiyordur. 

 

5.2 Laktik Asit Üretimi 

 

5.2.1 Fermentasyon ortamı olarak peynir altı suyu (PAS) ve peynir altı suyu  
tozunun (PAST) kullanılması 

 

Girdi bileşiminin standart olabilmesi deneylerin kontrol edilebilirliği açısından 

önemlidir. Ankara Üniversitesi Gıda Mühendisliği’nden temin edilen peynir altı 
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suyunun zamanla farklılık göstermesi, fazla miktarda alındığında ise bozulma olasılığı 

peynir altı suyu tozunun kullanımını gerektirmektedir. Peynir altı suyu % 6 - 7 arasında 

katı içermektedir. Buna göre 70 g/L derişiminde hazırlanan peynir altı suyu tozu ve 

peynir altı suyu eş anlı olarak kullanılarak aradaki fark gözlenmeye çalışılmıştır.  

 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DİSTAM mikroorganizması ile yapılan, 

fermentasyon ortamı olarak peynir altı suyu ve peynir altı suyu tozunun kullanıldığı 

deneylerin sonuçları sırasıyla Şekil 5.8 ve Şekil 5.9’da verilmiştir. İlave besin maddeleri 

olarak % 0.4 (w/v) maya özütü (YE), % 0.005 (w/v) MnSO4.H2O, % 0.01 (w/v) 

MgSO4.7H2O kullanılmıştır.  

 

 
 
Şekil 5.8 L. delbr. subsp. lactis DİSTAM mikroorganizması ile peynir altı suyundan 

(PAS) laktik asit üretimi (pH : 6, T : 37 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CMnSO4.H2O : 
% 0.005 (w/v), CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CLaktoz (PAS) : 79.6 g/L, 
Karıştırma hızı : 150 rpm) 
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Şekil 5.9 L. delbr. subsp. lactis DİSTAM mikroorganizması ile peynir altı suyu 

tozundan (PAST) laktik asit üretimi (pH : 6, T : 37 oC, CPas : 70 g/L, CMaya : 
% 0.4 (w/v), CMnSO4.H2O : % 0.005 (w/v), CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CLaktoz 
(PAST) : 71.3 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

48 saat süresince bütün koşullarda birbirine oldukça yakın sonuçlara ulaşılmıştır. Peynir 

altı suyu ve 70 g/L olacak şekilde hazırlanan peynir altı suyu tozunun laktoz analizleri 

yapılmış ve laktik asit dönüşüm değerleri hesaplanmıştır. Peynir altı suyu ile 

çalışıldığında en yüksek laktik asit üretimi fermentasyon ortamına % 0.4 (w/v) maya 

özütü ilave edildiğinde, peynir altı suyu tozu ile çalışıldığında ise ortama % 0.4 (w/v) 

maya özütü ile % 0.01 (w/v) MgSO4.7H2O ilave edildiğinde gerçekleşmiştir. 

gerçekleşmiştir. Peynir altı suyu ve 70 g/L hazırlanan peynir altı suyu tozunun laktoz 

analizleri yapılmış sırasıyla 79.6 g/L ve 71.3 g/L bulunmuştur. Fermentasyon süresince 

% laktik asit dönüşüm değerleri Şekil 5.10’da verilmiştir. 
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Şekil 5.10 Peynir altı suyu ve peynir altı suyu tozu için fermentasyon süresince % laktik 

asit dönüşümü (pH : 6, T : 37 oC, CPas : 70 g/L, CMaya : % 0.4 (w/v), 
CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CLaktoz (PAS) : 79.6 g/L, CLaktoz (PAST) : 71.3 
g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

L. delbr. subsp. lactis mikroorganizması ile peynir altı suyu ile çalışıldığında ortamda % 

0.4 (w/v) maya özütü bulunuyorken 48 saatin sonunda, % 32.5, 70 g/L peynir altı suyu 

tozu kullanıldığında ise ortamda % 0.4 (w/v) maya özütü ve % 0.01 (w/v) MgSO4.7H2O 

bulunuyorken % 30 laktik asit dönüşümü gerçekleşmiştir. Sonuçlar birbirine yakındır ve 

deneylere peynir altı suyu tozu ile devam edilmesine karar verilmiştir. 

 

5.2.2 Laktik asit üretimi üzerine mikroorganizma türü etkisi 

 

5.2.2.1 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 

 

Literatür araştırmaları sonucunda maya özütü (YE) ve MnSO4.H2O ilavesinin laktik asit 

üretimini önemli ölçüde etkilediği görülmüştür. Bu nedenle kaynaklarda belirtilmiş olan 

bir makale (Roukas and Korzekidou 1998) referans alınarak 60 g/L hazırlanan 

fermentasyon ortamına % 0.4 (w/v) maya özütü ve % 0.005 (w/v) MnSO4.H2O ve 
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ayrıca % 0.01 (w/v) MgSO4.7H2O eklenmiştir. Fermentasyon 48 saat sürmüştür. 

 

Belli aralıklarla fermentasyon ortamından örnek alınmış ve analizler HPLC’de Bölüm 

4.6’da belirtildiği şekilde gerçekleştirilmiştir. Lactobacillus casei NRRL-B-1922 

mikroorganizması ile laktik asit üretim sonuçları Şekil 5.11’de verilmiştir. 

 

 
 
Şekil 5.11 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 

(pH : 5.5, T : 30 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CMnSO4.H2O : % 0.005 (w/v), 
CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CLaktoz : 57.65 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

Sonuçlar laktik asit üretiminde sadece peynir altı suyunun yeterli olmadığını ortama 

ilave edilen MnSO4.H2O, MgSO4.7H2O ve maya özütünün (YE) üretimi büyük ölçüde 

etkilediğini göstermektedir. En yüksek laktik asit üretimi (43.3 g/L) ortamda % 0.4 

(w/v) maya özütü ve % 0.005 (w/v) MnSO4.H2O varken gerçekleşmiştir. 

 

Hazırlanan 60 g/L peynir altı suyunun laktoz analizi yapılmış ve 57.65 g/L laktoz 

içerdiği belirlenmiştir. Fermentasyon süresince % laktik asit dönüşüm değerleri Şekil 

5.12’de verilmiştir. 
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Şekil 5.12 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi, 
% laktik asit dönüşümü (pH : 6, T : 28 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CMnSO4.H2O : % 
0.005 (w/v), CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CLaktoz : 57.65 g/L Karıştırma hızı : 
150 rpm) 

 

Ortamda % 0.4 (w/v) maya özütü ve % 0.005 (w/v) MnSO4.H2O bulunduğunda 24 

saatin sonunda ulaşılan laktik asit dönüşümü % 21, 48 saatin sonunda % 75’dir. Roukas 

ve Korzekidou (1998) yaptıkları çalışmada L. casei SU. No. 22 mikroorganizması ile 24 

saatin sonunda % 32 laktik dönüşümü elde etmişlerdir. 

 

48 saatin sonunda fermentasyon ortamından alınan örnek kiral kolonda analizlenerek 

enantiyomer dağılımı belirlenmiştir. > % 99 saflıkta L(+) laktik asit üretimi 

gerçekleştirilmiştir. 

 

5.2.2.2 Lactococcus lactis NRRL-B-23802 

 

Lc. lactis NRRL-B-23802 mikroorganizması ile yapılan deneylerin koşulları 5.2.2.1 

başlığı altında verilen koşullar ile aynıdır. Laktik asit üretimi sonuçları Şekil 5.13’de 

verilmiştir. 
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Şekil 5.13 Lactococcus lactis NRRL-B-23802 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 

(pH : 6, T : 37 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CMnSO4.H2O : % 0.005 (w/v), 
CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CLaktoz(0) : 57.65 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

Lactococcus lactis NRRL-B-23802 mikroorganizmasında ulaşılan sonuçlar da yüksek 

miktarda laktik asit üretimi için sadece peynir altı suyunun yeterli olmadığını ilave 

besin maddesi gerektiğini göstermiştir. En yüksek laktik asit üretimi (37 g/L) 48 saatin 

sonunda % 0.4 (w/v) maya özütü bulunan ortama % 0.005 (w/v) MnSO4.H2O 

katıldığında elde edilmiştir.  

 

60 g/L hazırlanan peynir altı suyunun laktoz analizi yapılmış ve 57.65 g/L laktoz 

içerdiği saptanmıştır. Fermentasyon süresince % laktik asit dönüşüm değerleri Şekil 

5.14’de verilmiştir. Ortamda ilave besin maddesi yokken 48 saatin sonunda % 24 olan 

laktik asit dönüşümü, ortama ilave edilen % 0.4 (w/v) maya özütü ve % 0.005 (w/v) 

MnSO4.H2O ile % 64’e çıkmıştır. Roukas and Korzekidou (1998) yaptıkları çalışmada 

Lc. lactis WS 1042 mikroorganizması ile 24 saatin sonunda % 24 laktik dönüşümü elde 

etmişlerdir. Yaptığımız çalışmada ise 24 saatin sonunda ulaşılan laktik asit dönüşümü % 

18’dir. 
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L. casei mikroorganizmasına benzer şekilde 48 saatin sonunda fermentasyon 

ortamından alınan örnek kiral kolonda analizlenmiş ve > % 99 saflıkta L(+) laktik asit 

üretildiği belirlenmiştir. 

 

 
 

Şekil 5.14 Lactococcus lactis NRRL-B-23802 mikroorganizması ile laktik asit üretimi, 
% laktik asit dönüşümü (pH : 6, T : 37 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CMnSO4.H2O : 
% 0.005 (w/v), CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CLaktoz(0) : 57.65 g/L, Karıştırma 
hızı : 150 rpm) 

 

5.2.2.3 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 ve Lactococcus lactis NRRL-B-23802   

mikroorganizmalarının birlikte kullanımı 

 

Şekil 5.15’de fermentasyonu ortamında sadece % 0.4 (w/v) maya özütü bulunduğunda 

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 ve Lactococcus lactis NRRL-B-23802 

mikroorganizmaları birlikte kullanıldığında ulaşılan laktik asit miktarı verilmiştir.  
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Şekil 5.15 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 ve Lactococcus lactis NRRL-B-23802 
mikroorganizmaları birlikte kullanılarak laktik asit üretimi (pH : 6, T : 32 oC, 
CMaya : % 0.4 (w/v), CLaktoz(0) : 57.65 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

48 saat süren fermentasyon sonunda 34.4 g/L laktik asit üretilmiştir. Bu değer aynı 

koşullarda sadece Lactococcus lactis NRRL-B-23802 mikroorganizması kullanıldığında 

ulaşılan değerden (25.45 g/L) yüksek, sadece Lactobacillus casei NRRL-B-1922 

mikroorganizması kullanıldığında ulaşılan değerden ise (35.76 g/L) küçüktür. 24 saatin 

sonunda ulaşılan laktik asit dönüşümü % 31, 48 saatin sounda ise % 59’dur. Roukas and 

Korzekidou (1998) Lc. lactis WS 1042 ve L. casei SU. No.22 mikroorganizmalarını 

birlikte kullanarak 24 saatin sonunda % 46 laktik dönüşümü elde etmişlerdir. 

 

HPLC’de kiral kolonda yapılan analiz sonucunda beklenildiği şekilde sadece L(+) laktik 

asit üretildiği belirlenmiştir. 

 

5.2.2.4 Lactobacillus casei NRRL-B-441 

 

Şekil 5.16’da Lactobacillus casei NRRL-B-441 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 

sonuçları verilmiştir. 
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Şekil 5.16 Lactobacillus casei NRRL-B-441 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 

(pH : 6, T : 28 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CMnSO4.H2O : % 0.005 (w/v), 
CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CLaktoz(0) : 57.65 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

Fermentasyon ortamına diğer mikroorganizmalarla aynı miktarlarda maya özütü (YE), 

MgSO4.7H2O ve MnSO4.H2O ilavesi yapılmıştır. Şekil 5.16’dan da görüleceği gibi 

diğer mikroorganizmalara benzer şekilde sadece maya özütü yeterli olmamış % 0.005 

(w/v) MnSO4.H2O ilavesi laktik asit üretimini önemli ölçüde etkilemiştir. Lactobacillus 

casei NRRL-B-441 mikroorganizması ile % 0.4 (w/v) maya özütü ve % 0.005 (w/v) 

MnSO4.H2O varlığında 55 g/L laktik asit derişimi elde edilirken sadece PAS varlığında 

20 g/L laktik asit elde edilmiştir. Ayrıca bu mikroorganizma ile denenen diğer bir 

parametre ise MnSO4.H2O’ün yalnız kullanılması olmuş ancak MnSO4.H2O de tek 

başına yeterli olmamıştır. 

 

70 g/L hazırlanmış olan peynir altı suyunun laktoz analizi yapılarak 73.84 g/L laktoz 

içerdiği belirlenmiştir. Buna gore fermentasyon süresince laktik asit dönüşümü Şekil 

5.17’de verilmiştir.  
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Şekil 5.17 Lactobacillus casei NRRL-B-441 mikroorganizması ile laktik asit üretimi, % 
laktik asit dönüşümü (pH : 6, T : 28 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CMnSO4.H2O : % 
0.005 (w/v), , CLaktoz(0) : 73.8 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

48 saatin sonunda fermentasyon ortamında hem % 0.4 (w/v) maya özütü hem % 0.005 

(w/v) MnSO4.H2O bulunduğu durumda % 73 dönüşüme ulaşılmıştır. Büyükkileci ve 

Harsa (2004) L. casei NRRL-B-441 mikroorganizması ile yaptıkları çalışmada % 0.5 

(w/v) maya özütü (YE), % 0.02 (w/v) MgSO4, % 0.005 (w/v) MnSO4.H2O ve çeşitli 

tuzların varlığında 40 saatin sonunda % 90 laktik asit dönüşümü elde etmişlerdir. 

Ulaşılan dönüşümler arasındaki farkın nedeni kullanılmış zengin içerikli ortamdır. 

Ancak laktik asit üretiminde ortama eklenen besin maddeleri her ne kadar üretimi 

hızlandırıyor ve arttırıyor olsa da hem safsızlık oluşturarak fermentasyonu sonunda 

ortamdan laktik asit ayrılmasını zorlaştırmakta hem de üretim maliyetini arttırmaktadır. 

 

48 saatin sonunda alınan örnek HPLC’de kiral kolonda analizlenerek % 82 ee L(+) 

laktik asit üretildiği belirlenmiştir. 

 

5.2.2.5 Lactobacillus delbr. subsp. bulgaricus NRRL-B-548 

 

Lactobacillus delbr. subsp. bulgaricus NRRL-B-548 mikroorganizması literatürde D(-) 
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laktik asit üretimi yapan bir mikroorganizma olarak geçmektedir. Lactobacillus delbr. 

subsp. bulgaricus NRRL-B-548 mikroorganizması ile laktik asit üretimi sonuçları Şekil 

5.18’de, fermentasyon süresince laktik asit dönüşümü ise Şekil 5.19’da verilmiştir. 

 

Sonuçlara bakıldığında diğer mikroorganizmalarla yapılan deney sonuçlarına benzer 

şekilde sadece MnSO4.H2O kullanımının yeterli olmadığı görülmektedir. En yüksek 

üretim olan 17.5 g/L laktik asit, % 0.4 (w/v) maya özütü ve % 0.005 (w/v) MnSO4.H2O 

birlikte kullanıldığında elde edilmiştir. Sadece PAS varlığında ve ortama sadece % 

0.005 (w/v) MnSO4.H2O eklendiğinde hemen hiç laktik asit üretilmemiştir. Elde edilen 

sonuçlar maya özütü ilavesinin önemini açık bir şekilde göstermektedir. 

 

 
 
Şekil 5.18 Lactobacillus delbr. subsp. bulgaricus NRRL-B-548 mikroorganizması ile 

laktik asit üretimi (pH : 6, T : 37 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CMnSO4.H2O : % 0.005 
(w/v), CLaktoz(0) : 69.2 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 
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Şekil 5.19 L. delbr. subsp. bulgaricus NRRL-B-548 mikroorganizması ile laktik asit 
üretimi, % laktik asit dönüşümü (pH : 6, T : 37 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), 
CMnSO4.H2O : % 0.005 (w/v), CLaktoz(0) : 69.2 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

48 saatin sonunda en yüksek dönüşüm % 0.4 (w/v) maya özütü ve % 0.005 (w/v) 

MnSO4.H2O varlığında % 25 olarak gerçekleşmiştir. Bu değer diğer 

mikroorganizmalarla karşılaştırıldığında oldukça düşüktür.  

 

Lactobacillus delbr. subsp. bulgaricus literatürde D(-) laktik asit üretimi yapan bir 

mikroorganizma olarak geçmektedir. Enantiyomer dağılımını belirlemek için yapılan 

analiz sonucunda ise % 84 ee L(+) laktik asit üretildiği belirlenmiştir. 

  

5.2.2.6 Lactobacillus helveticus DİSTAM  

 

Literatürde Lactobacillus helveticus laktozu kullanarak en fazla laktik asit üretimi yapan 

mikroorganizmalar arasında yer almasına rağmen, deneylerde kullanılan, DİSTAM 

laboratuvarlarından temin edilen Lactobacillus helveticus mikroorganizmasında 

mikroorganizma çoğalması gerçekleşmiş ancak laktik asit üretimi gerçekleşmemiştir. 
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5.2.2.7 Lactobacillus helveticus NRRL-B-734 

 

Lactobacillus helveticus NRRL-B-734 mikroorganizması ile yapılan deneylerde 

mikroorganizma çoğalması gerçekleşmemiş dolayısıyla laktik asit üretimi aşamasına 

geçilememiştir.  

 

5.2.2.8 Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 

 

Literatürde sadece D(-) laktik asit ürettiği belirtilen Lactobacillus jensenii NRRL-B-

4550 mikroorganizması ile laktik asit üretimi sonuçları Şekil 5.20’de verilmiştir. 

 

 
 
Şekil 5.20 Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 mikroorganizması ile laktik asit 

üretimi (pH : 6, T : 28 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), 
CMnSO4.H2O : % 0.005 (w/v), CLaktoz : 63.4 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

Sonuçlara bakıldığında en düşük üretimin ortamda hiçbir katkı maddesi olmadığı 

durumda gerçekleştiği, en yüksek üretim olan 15 g/L’nin ise ortamda % 0.4 (w/v) maya 

özütü bulunduğu durumda gerçekleştiği görülmektedir.  
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Başlangıç laktoz analizi yapıldığında 63.4 g/L laktoz belirlenmiştir. Fermentasyon 

süresince laktik asit dönüşümü Şekil 5.21’de verilmiştir.  

 

 
 

Şekil 5.21 Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 mikroorganizması ile laktik asit 
üretimi, % laktik asit dönüşümü (pH : 6, T : 37 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), 
CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CMnSO4.H2O : % 0.005 (w/v), CLaktoz : 63.4 g/L, 
Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

En yüksek dönüşüm 48 saatin sonunda fermentasyon ortamında % 0.4 (w/v) maya özütü 

varlığında % 24 olarak gerçekleşmiştir.  

 

Kiral kolonda analizi yapıldığında % 61 ee L(+) laktik asit üretiminin yapıldığı 

görülmüştür. 

 

5.2.2.9 Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii NRRL-B-763 

 

Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii mikroorganizması literatürde D(-) laktik 

asit üretimi yapan bir mikroorganizma olarak geçmektedir. NRRL’den temin 

Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii NRRL-B-763 mikroorganizması ile peynir 

altı suyundan laktik asit üretim sonuçları Şekil 5.22’de verilmiştir. 
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Şekil 5.22 Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii NRRL-B-763 mikroorganizması 

ile laktik asit üretimi (pH : 6, T : 37 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CMgSO4.7H2O : % 
0.01 (w/v), CMnSO4.H2O : % 0.005 (w/v), CLaktoz : 63.4 g/L, Karıştırma hızı : 
150 rpm) 

 

Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 mikroorganizmasında olduğu gibi Lactobacillus 

delbrueckii subsp. delbrueckii NRRL-B-763 mikroorganizmasında da en yüksek üretim 

(10.6 g/L) % 0.4 (w/v) maya özütü (YE) varlığında gerçekleşmiştir. Ortama maya özütü 

yanında % 0.005 (w/v) MnSO4.H2O ve % 0.01 (w/v) MgSO4.7H2O katılması üretilen 

laktik asit miktarını düşürmüştür. Diğer mikroorganizmalarla karşılaştırıldığında laktik 

asit üretimi ve dönüşüm oldukça düşüktür. Şekil 5.23’de fermentasyon süresince % 

laktik asit dönüşüm değerleri verilmiştir. En yüksek laktik asit dönüşümü yaklaşık % 

17’dir. 
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Şekil 5.23 Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii NRRL-B-763 mikroorganizması 
ile laktik asit üretimi, % laktik asit dönüşümü (pH : 6, T : 37 oC, CMaya : % 0.4 
(w/v), CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CMnSO4.H2O : % 0.005 (w/v), CLaktoz : 63.4 
g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

Üretilen laktik asit analizlendiğinde beklenenin aksine % 79 ee L(+) laktik asit üretildiği 

görülmüştür. 

 

5.2.2.10 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DİSTAM 

 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizması literatürde laktozu kullanarak 

D(-) laktik asit üretimini gerçekleştiren bir mikroorganizma olarak geçmektedir. Deney 

sonuçları Şekil 5.24’de verilmiştir. 
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Şekil 5.24 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DİSTAM mikroorganizması ile laktik 
asit üretimi (pH : 6, T : 37 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), 
CMnSO4.H2O : % 0.005 (w/v), CLaktoz : 71.3 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

Benzer şekilde, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DİSTAM mikroorganizması ile 

PAS içerisine % 0.4 (w/v) maya özütü ve % 0.01 (w/v) MgSO4.7H2O ilave edildiğinde 

21.5 g/L laktik asit derişimi elde edilirken sadece PAS varlığında ilk 30 saat süresince 

hemen hemen hiç laktik asit üretilememiştir. 30 saatin sonunda laktik asit üretilmeye 

başlamış ancak 48 saatin sonunda ulaşılan değer 6 g/L olmuştur. Süre daha uzun 

tutulduğunda üretim değeri artabilir ancak ekonomik açıdan uygun görülmemektedir.  

 

Fermentasyon ortamının laktoz analizi yapılmış ve 71.3 g/L laktoz içerdiği 

belirlenmiştir. 48 saat süren fermentasayon süresince % laktik asit dönüşüm değerleri 

Şekil 5.25’de verilmiştir. 
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Şekil 5.25 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DİSTAM mikroorganizması ile laktik 
asit üretimi, % laktik asit dönüşüm (pH : 6, T : 37 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), 
CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CMnSO4.H2O : % 0.005 (w/v), CLaktoz : 71.3 g/L, 
Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

En yüksek laktik asit dönüşümü (% 30) fermentasyon ortamında % 0.4 (w/v) maya 

özütü ve % 0.01 (w/v) MgSO4.7H2O bulunduğu durumda gerçeklemiştir. Bu 

mikroorganizma ile peynir altı suyunun karbon kaynağı olarak kullanıldığı bir 

çalışmaya literatürde rastlanmadığı için karşılaştırma yapılamamaktadır. 

 

Enantiyomer dağılımı analizi yapıldığında diğer D(-) laktik asit üretmesi beklenen 

mikroorganizmalarda olduğu gibi çok düşük miktarda D(-) laktik asit üretildiği % 87 ee 

L(+) laktik asit üretildiği görülmüştür.  

 

Literatürde D(-) laktik asit üretimi gerçekleştirdiği belirtilen L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus, L. delbrueckii subsp. delbrueckii ve L. delbrueckii subsp. lactis 

mikroorganizmalarıyla ulaşılan sonuçlar düşükken, L(+) laktik asit ürettiği belirtilen 

Lactobacillus casei’de üretim oldukça yüksektir.  

 

D(-) laktik asit üretiminin önemi gün geçtikçe artmaktadır. Bu nedenle D(-) laktik asit 
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üretimini gerçekleştirdiği belirtilen Lactobacillus delbr. subsp. lactis DİSTAM 

mikroorganizması kullanılarak çeşitli parametreler incelenmiştir.  

 

Bunlardan ilk olarak laktik asit üretimi üzerine pH etkisi incelenmiştir. pH mikrobiyal 

hücreleri en az iki bakımdan önemli bir şekilde etkilemektedir. Bunlardan ilki 

enzimlerin çalışması, ikincisi ise besin maddelerinin hücre içine taşınımıdır. Bu nedenle 

laktik asit üretiminde önemli parametrelerden biridir. Literatürde laktik asit bakterileri 

için optimum pH aralığı 5 - 6.5 olarak verilmiştir.Laktik asit fermentasyonu düşük 

pH’larda önemli ölçüde inhibe olur. pH 4.5’in altında ise tamamen durur. Bu nedenle 

oluşan laktik asit ortamdan sürekli olarak alınmalıdır. Kesikli fermentasyonda ise 

oluşacak laktik asiti nötralize etmek amacıyla fermentasyon ortamına genellikle CaCO3 

katılır. 

 

L. delbr. subsp. lactis mikroorganizması ile yapılan daha önceki çalışmalarda en yüksek 

üretimin, fermentasyon ortamında % 0.4 (w/v) maya özütü ve % 0.01 (w/v) 

MgSO4.7H2O varlığında gerçekleştiği görülmüştür (Şekil 5.24). Bu doğrultuda % 0.4 

(w/v) maya özütü ve % 0.01 (w/v) MgSO4.7H2O içerecek şekilde hazırlanan 70 g/L 

fermentasyon ortamının pH’ı 5, 5.5, 6, 6.5, 7 şeklinde ayarlanmıştır. Fermentasyon 48 

saat sürdürülmüştür. Sonuçlar Şekil 5.26 ve 5.27’de verilmiştir.  

 

Şekil 5.26’dan görüleceği gibi optimum pH 5.5 olarak belirlenmiştir ve bu değerde 

25.45 g/L laktik asit derişimine ulaşılmıştır. 
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Şekil 5.26 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizması kullanılarak laktik 

asit üretimi üzerine pH etkisi (T : 37 oC, CPAS : 70 g/L, CMaya : % 0.4 (w/v), 
CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CLaktoz : 72.2 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

 
 

Şekil 5.27 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizması kullanılarak laktik 
asit üretimi üzerine pH etkisi (T : 37 oC, CPAS : 70 g/L, CMaya : % 0.4 (w/v), 
CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CLaktoz : 72.2 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 
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48 saatin sonunda alınan sonuçlar birbirne yakın olmakla birlikte en yüksek dönüşüm 

olan % 35 fermentasyon ortamı pH'ı 5.5 olduğunda gerçekleşmiştir. 

 

Laktoz analizi Bölüm 4.6’da belirtildiği şekilde yapılmıştır ve fermentasyonda 

kullanılan peynir altı suyunun laktoz içeriği 72.2 g/L olarak bulunmuştur. Fermentasyon 

süresince (%) laktik asit dönüşümü Şekil 5.28’de verilmiştir. En yüksek dönüşüm % 

34’dür. 

 

 
 

Şekil 5.28 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizması kullanılarak laktik 
asit üretimi üzerine pH etkisi, % laktik asit dönüşümü (T : 37 oC, CPAS : 70 
g/L, CMaya : % 0.4 (w/v), CMgSO4.7H2O : % 0.01 (w/v), CLaktoz : 72.2 g/L, 
Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

Aynı mikroorganizma ile laktik asit üretimi üzerine maya özütü (YE) ve MnSO4.H2O 

derişiminin etkisi incelenmiştir. pH 5.5’de gerçekleştirilen fermentasyon 72 saat 

sürmüştür. Dört farklı derişimde maya özütü ve MnSO4.H2O ayrı ayrı fermentasyon 

ortamına eklenmiştir. Maya özütü denemesi sonucunda ulaşılan laktik asit miktarları 

Şekil 5.29 ve Şekil 5.30‘da, % laktik asit dönüşümü ise Şekil 5.31’de verilmiştir. 
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Şekil 5.29 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizması kullanılarak laktik 

asit üretimi üzerine maya özütü derişimi etkisi (T : 37 oC, pH : 5.5, CPAS : 70 
g/L, CLaktoz : 67 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

 
 

Şekil 5.30 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizması kullanılarak laktik 
asit üretimi üzerine maya özütü derişimi etkisi (24-48 saat) (T : 37 oC, pH : 
5.5, CPAS : 70 g/L, CLaktoz : 67 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 
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Şekil 5.31 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizması kullanılarak laktik 

asit üretimi üzerine maya özütü (YE) derişimi etkisi, % laktik asit 
dönüşümü (T : 37 oC, pH : 5.5, CPas : 70 g/L, CLaktoz : 67 g/L, Karıştırma hızı 
: 150 rpm) 

 

En yüksek laktik asit derişimine (33.4 g/L) % 0.1 (w/v) maya özütü eklendiği durumda 

ulaşılmıştır. Ortamdaki maya özütü derişimi arttıkça laktik asit üretimi düşmüştür. Aynı 

zamanda ortamda başlangıçta bulunan 67.08 g/L laktoz miktarı fermentasyon süresince 

azalmaktadır. 48 saat sonunda ulaşılan laktik asit dönüşümü % 49’dur. 

 

L. delbrueckii subsp. lactis mikroorganizması ile maya özütü bulunmayan fermentasyon 

ortamına katılan MnSO4.H2O derişimi denemesi sonucunda ulaşılan laktik asit 

miktarları, laktik asit dönüşümleri,  laktoz derişimindeki değişim ise sırasıyla Şekil 

5.32, Şekil 5.33 ve Şekil5.34’de verilmiştir. Ortama katılan MnSO4.H2O derişim aralığı 

(% 0.001 - 0.02 (w/v)) şeklindedir. 
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Şekil 5.32 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DİSTAM mikroorganizması 

kullanılarak laktik asit üretimi üzerine MnSO4.H2O derişimi etkisi (T : 37 
oC, pH : 5.5, CPAS : 70 g/L, CLaktoz : 67 g/L, Karıştırma hızı : 150 rpm) 

 

 

Şekil 5.33 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DİSTAM mikroorganizması 
kullanılarak laktik asit üretimi üzerine MnSO4.H2O derişimi etkisi, % laktik 
asit dönüşümü (T : 37 oC, pH : 5.5, CPAS : 70 g/L, CLaktoz : 67 g/L, 
Karıştırma hızı : 150 rpm) 
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Şekil 5.34 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DİSTAM mikroorganizması 

kullanılarak laktik asit üretimi üzerine MnSO4 derişimi etkisi, laktoz 
değişimi (T : 37 oC, pH : 5.5, CPAS : 70 g/L, CLaktoz : 67 g/L, Karıştırma hızı 
: 150 rpm) 

 

Ortamda maya özütü bulunmuyorken, sadece MnSO4.H2O varlığında laktik asit üretimi 

neredeyse hiç gerçekleşmemiş ve laktoz çok az miktarda tüketilmiştir. Peynir altı 

suyuna farklı derişimlerde MnSO4.H2O katıldığında ulaşılan laktik asit miktarları 

arasında belirgin bir fark gözlenmemiş, ortalama laktik asit dönüşümü  % 7 olarak 

gerçekleşmiştir.  

 

Elde edilen sonuçlar laktik asit üretiminde maya özütü varlığının önemini 

göstermektedir. Bunun nedeni peynir altı suyunda yüksek miktarda protein bulunmasına 

rağmen lactobacilli türünün proteolitik aktivitesinin düşük olması ve bu proteinleri 

kullanamamasıdır. Dolayısıyla mikroorganizma yaşayabilmesi ve üreyebilmesi için 

ihtiyaç duyduğu azot kaynağını dışarıdan almak zorundadır. Laktik asit üretiminde 

ortama katılan maya özütü ya da hidroliz edilmiş proteinler bu nedenle üretimi önemli 

ölçüde etkilemektedir. 

 

Kiral kolon ile yapılan analizler elimizde bulunan Lactobacillus delbr. subsp. 
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delbrueckii DİSTAM mikroorganizmasının literatürde belirtildiği şekilde D(-) laktik 

asit üretimini gerçekleştirmediğini göstermiştir. Bu nedenle cevap yüzey yöntemi ile 

laktik asit üretimi optimizasyonuna en yüksek L(+) laktik asit üretimini gerçekleştirmiş 

olan Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile devama karar verilmiştir. 

 

5.3 Cevap Yüzey Yöntemi (RSM) ile Laktik Asit Üretimi Optimizasyonu 

 

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması kullanılarak peynir altı suyundan 

laktik asit üretiminde en uygun koşulları belirlemek amacıyla cevap yüzey yöntemi 

uygulanmıştır. Bu amaçla, substrat (peynir altı suyu tozu) derişimi, maya özütü (YE) 

miktarı, pH ve MgSO4.7H2O miktarı bağımsız değişkenler olarak belirlenmiştir. Bu 

parametrelerin değişim aralıkları Çizelge 4.3’de verilmiştir. 

 

İstatistiksel çalışmada kullanılan, Çizelge 4.3’de verilen değerler yardımı ile Design 

Expert (6.01) programında hazırlanan deney tasarımı ve bu deneylerin sonunda ulaşılan 

laktik asit miktarları Çizelge 5.1’de verilmiştir. RSM deneylerinde kontrol 

edilebilirliğin sağlanması amacıyla her deney seti iki kez tekrarlanmış, sonuçlar 

birbirine oldukça yakın bulunmuş ve ortalamaları alınmıştır. 
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Çizelge 5.1 Dört bağımsız değişken için deneysel matriks ve gözlenen cevap değerleri 
 
Deney 
No 

X1 
pH 

X2 
Substrat 

Derişimi (g/L) 

X3 
Maya (YE) 

Derişimi (% w/v) 

X4 
MgSO4 

Derişimi (% w/v) 

Cevap Değiş. 
Laktik Asit 
Derişimi (g/L) 

1 5.5 60 0.2 0.005 38.57 
2 6.5 60 0.2 0.005 34.70 
3 5.5 80 0.2 0.005 33.65 
4 6.5 80 0.2 0.005 33.66 
5 5.5 60 0.4 0.005 47.41 
6 6.5 60 0.4 0.005 44.27 
7 5.5 80 0.4 0.005 41.13 
8 6.5 80 0.4 0.005 41.26 
9 5.5 60 0.2 0.015 35.35 
10 6.5 60 0.2 0.015 33.76 
11 5.5 80 0.2 0.015 32.77 
12 6.5 80 0.2 0.015 32.50 
13 5.5 60 0.4 0.015 46.66 
14 6.5 60 0.4 0.015 44.19 
15 5.5 80 0.4 0.015 39.33 
16 6.5 80 0.4 0.015 40.38 
17 5.0 70 0.3 0.010 31.07 
18 7.0 70 0.3 0.010 27.48 
19 6.0 50 0.3 0.010 24.83 
20 6.0 90 0.3 0.010 22.10 
21 6.0 70 0.1 0.010 17.85 
22 6.0 70 0.5 0.010 34.07 
23 6.0 70 0.3 0.000 26.86 
24 6.0 70 0.3 0.020 28.29 
25 6.0 70 0.3 0.010 38.63 
26 6.0 70 0.3 0.010 40.82 
27 6.0 70 0.3 0.010 40.44 
28 6.0 70 0.3 0.010 40.57 
29 6.0 70 0.3 0.010 40.43 
30 6.0 70 0.3 0.010 42.88 

 

Design Expert (6.01) istatistiksel paket programından elde edilen sonuçlar doğrusal bir 

modelin kullanılmasını öngörmüştür. Sonuçlarına bakıldığında kendi aralarında 

yorumlanabilir değerler olmasının yanında R2’nin çok düşük çıktığı (0.31) 

görülmektedir. Mikroorganizma ile çalışılan deney sistemlerinde bu duruma 

rastlanılabilmektedir. Doğrusal model için ANOVA testi sonuçları Çizelge 5.2’de 

verilmiştir. 
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Çizelge 5.2 Kullanılan doğrusal modelin ANOVA testi sonuçları 
 
Değişimin 
Kaynağı 

Karelerinin 
Toplamı 

Serbestlik 
Derecesi 

Karelerinin 
Oranı 

F 
Değeri 

 
Prob › F 

Model 526.05 4 131.51 2.86 0.0445 
A, pH 35.36 1 35.36 0.77 0.3892 
B, CPas g/L 52.48 1 52.48 1.14 0.2959 
C, CMaya % 436.14 1 436.14 9.47 0.0050 
D, CMgSO4 % 2.07 25 2.07 0.045 0.8338 
Lack of fit 141.68 20 57.08 30.95 0.0006 
Hata 9.22 5 1.84   
 

Prob › F değeri 0.05’den küçük olduğunda modelin doğru olduğunda modelin doğru 

olduğu anlaşılır. Küçük olan Prob › F değerinin etkisi diğerlerinden çok daha önemlidir. 

Çizelge 5.2’ye bakıldığında CMaya’nın (Prob › F değeri = 0.005) diğer parametrelere 

göre daha etkili olduğu görülmektedir. Daha önce her mikroorganizma için yapılan 

deney sonuçlarına ve pH denemelerine bakıldığında cevap yüzey yöntemi ile elde edilen 

sonuçlarla uyumlu olduğu görülmektedir. 

 

Bağımsız parametrelerin deney tasarım programında elde edilen optimum koşullar 

Çizelge 5.3’de verilmiştir. 

 

Çizelge 5.3 Bağımsız parametrelerin cevap yüzey yöntemi ile elde edilen optimum 
değerleri 

 
Bağımsız Değişken Optimum Değer 
pH 5.5 
CPas g/L 60 
CMaya % (w/v) 0.4 
CMgSO4.7H2O% (w/v) 0.005 
 

Çizelge 5.3’de verilen koşullarda yapılan deney sonucunda 40.2 g/L laktik asit üretimi, 

% 67 dönüşüm gerçekleşmiştir.  

 

Uygulanan Cevap Yüzey Yöntemi sonunda sistemi tanımlayan katsayılar Eşitlik 3.2’de 

yerine konulmuş ve laktik asit derişimini veren ifade aşağıdaki eşitlik elde edilmiştir. 

 

CLaktikasit= 48.386 – 2.428 X1 – 0.148 X2 + 42.629 X3 – 58.75 X4   (5.1) 
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Bağımsız parametrelerin merkezi noktalardaki değerleri alınarak Eşitlik 5.1 kullanılarak 

her bir parametre ile laktik asit derişiminin değişimini veren grafikler hazırlanmıştır. 

Laktik asit üretiminin pH ile değişimi Şekil 5.35’de verilmiştir.  

 

 
 
Şekil 5.35 Lactobacillus  casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 

üzerine pH etkisi (RSM sonuçları) 
 

Doğrusal çıkan sonuçlara göre pH 5’de en yüksek laktik asit derişimine ulaşılmakta, pH 

arttıkça ise üretilen laktik asit miktarı da azalmaktadır. Sonuçlar kendi aralarında 

değerlendirilecek olursa, Çizelge 5.2’de 17., 18. deneylerin sonuçlarına bakıldığında 70 

g/L peynir altı suyu derişiminde diğer bütün koşullar aynı iken pH 5’de 31.07 g/L laktik 

asit üretilirken pH 7’de 27.48 g/L laktik asit üretilmiştir. Aynı şekilde 1., 2. deneylerde 

pH 5.5’de 38.57 g/L laktik asit üretimi gerçekleşmiş, pH 6.5’e çıkıldığında 34.70 g/L 

laktik asit üretimine ulaşılabilmiştir. Bu sonuçlar daha önce L. delbr. subsp. delbrueckii 

mikroorganizması ile yapılan pH denemesi sonuçları ile benzemektedir. Şekil 5.27’ye 

bakıldığında düşük pH’larda laktik asit üretiminin daha yüksek olduğu görülmektedir. 

 

Cevap Yüzey Yöntemi (RSM) sonuçlarına göre peynir altı suyu derişiminin artmasıyla 

birlikte üretilen laktik asit miktarında azalma olmaktadır. Laktik asit üretiminin peynir 
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altı suyu ile değişimi Şekil 5.36’da verilmiştir.  

 

 
 
Şekil 5.36 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 

üzerine peynir altı suyu (PAS) derişimi etkisi (RSM sonuçları) 
 

Çizelge 5.2’deki 19., 20., 30. deneylerin sonuçlarına bakılacak olursa aynı koşullarda 50 

g/L peynir altı suyu derişiminde (19.) 24.83 g/L, 90 g/L peynir altı suyu derişiminde 

(20.) 22.10 g/L laktik asit üretimi gerçekleştirilmiştir. Bu sonuçlar uygulanan modelle 

örtüşmektedir. Ancak bu iki sonucun alındığı deney setinden farklı bir zamanda aynı 

koşullarda 70 g/L peynir altı suyu derişiminde (30.) çalışıldığında 42.88 g/L laktik asit 

derişimine ulaşılmıştır. Buna neden olarak mikroorganizmalı ortamda yapılan 

çalışmalarda tutarsızlıkların olabiliyor olması gösterilebilir.  

 

Cevap Yüzey Yöntemi sonuçlarına göre laktik asit üretiminde en etkili parametre 

fermentasyon ortamına katılan maya özütü (YE) derişimidir. Ortamdaki maya özütü 

miktarı arttıkça üretilen laktik asit miktarı da belirgin şekilde artmaktadır. Şekil 5.37’de 

laktik asit üretiminin maya özütü derişimi ile değişimi verilmiştir. 
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Şekil 5.37 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine maya özütü (YE) derişimi etkisi (RSM sonuçları) 

 

Çizelge 5.2’deki aynı deney setinde yapılmış deneylerden olan, 1., 5. ve 3., 7. deney 

sonuçlarını değerlendirecek olursak, bütün koşullar aynı kalmak üzere 60 g/L peynir altı 

suyu derişiminde çalışıldığında, ortamdaki maya özütü miktarı % 0.2 (w/v) iken 38.57 

g/L laktik asit üretimi gerçekleşmişken, bu oran % 0.4 (w/v)’ye çıktığında 47.41 g/L 

laktik asit üretimi gerçekleşmiştir. % 19’luk bir artış söz konudur. Aynı şekilde 80 g/L 

laktik asit derişiminde çalışıldığında, ortamda % 0.2 (w/v) maya özütü bulunuyorken 

33.65 g/L laktik asit üretilmiş, maya özütü miktarı % 0.4 (w/v)’e çıktığında ise % 18 

artışla 41.13 g/L laktik asit üretimi gerçekleşmiştir. 

 

Şekil 3.2’de verilen EMP yol izinde Mg 1., 3., 7., 9. ve 10. basamaklarda kofaktör 

olarak rol almaktadır. Bununla birlikte literatürde Mg’nin laktik asit üretimi üzerine 

etkisinin araştırılmamıştır. Şekil 5.38’de laktik asit üretiminin MgSO4.7H2O derişimi ile 

değişimi verilmiştir. Cevap Yüzey Yöntemi sonucunda ulaşılan sonuçlara bakıldığında 

MgSO4.7H2O derişimin artmasıyla birlikte laktik asit üretiminde azalma olduğu 

görülmektedir. 
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Şekil 5.38 L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi üzerine 

MgSO4.7H2O derişimi etkisi (RSM sonuçları) 
 

Yine Çizelge 5.2’ye bakıldığında bütün diğer koşulların yalnızca MgSO4.7H2O 

derişiminin değiştiği durumlarda değişikliklerin olduğu görülmektedir. Örneğin 1., 9. 

deneylerin sonuçlarına göre ortamda % 0.005 (w/v) MgSO4.7H2O varken 38.57 g/L, % 

0.015 (w/v) MgSO4.7H2O varken ise 35.35 g/L laktik asit üretimi gerçekleşmiştir. 

Ancak 70 g/L peynir altı suyu derişimi ile çalışılan 23.-24.-25. deneylerin sonuçlarına 

bakıldığında ortamda hiç MgSO4.7H2O yokken 26.86 g/L laktik asit üretimi 

gerçekleşmiş, ortama % 0.01 (w/v) MgSO4.7H2O ilavesi yapıldığında 38.63 g/L, % 0.02 

(w/v) MgSO4.7H2O ilavesi yapıldığında ise 28.29 g/L laktik asit üretimi 

gerçekleşmiştir.  

 

Aynı deney seti sonuçları kendi aralarında karşılaştırılabiliyor iken farklı zamanlarda 

yapılmış olan deney setlerinin sonuçları arasında tutarsızlıklar görülmektedir. 

Mikroorganizma ile çalışılan durumlarda farklı zamanlarda aynı koşullarda yapılan 

deneyler arasında farklılık görülmesi karşılaşılan bir durumdur. Ancak her koşul 

kontrollü olarak iki kez yapıldığı için bütün koşullar tek seferde yapılması mümkün 

olamamıştır. Cevap Yüzey Yöntemi sonunda sistemi tanımlayan en uygun model olan 

doğrusal modelde R2’nin düşük çıkmasının da bu farklılıklardan kaynaklandığı 
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düşünülmektedir. Bu nedenle RSM sonuçlarından çıkan optimum koşullar temel 

alınarak incelenen parametrelerin daha ayrıntılı olarak tekrar edilmesine karar 

verilmiştir. 

 

5.4 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 Mikroorganizması ile Laktik Asit Üretimi 
Üzerine Çeşitli Parametrelerin İncelenmesi 

 

Öncelikle Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 

üzerine peynir altı suyu derişimi (CPAS) etkisi incelenmiştir. 

 

Literatürde peynir altı suyundan laktik asit üretiminde peynir altı suyu derişiminin 

artmasıyla birlikte üretilen laktik asit miktarının da laktoz içeriğinin artışına bağlı olarak 

arttığı ancak verimin değişmediği durumlar gözlenmiştir. Bununla birlikte en çok 

vurgulanan durum yüksek peynir altı suyu derişimlerinde substrat inhibisyonunun 

gerçekleştiği ve buna bağlı olarak laktik asit üretim veriminin düşmesidir.   

 

Şekil 5.39’da farklı peynir altı suyu derişimlerinde laktik asit üretim değerleri, Şekil 

5.40’da laktik asit dönüşüm değerleri, Şekil 5.41’de ise 48 saat süren fermentasyon 

süresince laktoz değişimleri verilmiştir. 
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Şekil 5.39 L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi üzerine 

peynir altı suyu derişimi (CPAS) etkisi (pH : 5.5, T : 30 
oC, CMaya : % 0.4 

(w/v), CMnSO4.7H2O : % 0.005 (w/v), Karıştırma Hızı : 150 rpm) 
 

 
 

Şekil 5.40 L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi üzerine 
peynir altı suyu derişimi (CPAS) etkisi, % laktik asit dönüşümü (pH : 5.5, T : 
30 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CMnSO4.7H2O : % 0.005 (w/v), Karıştırma Hızı : 
150 rpm) 
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Şekil 5.41 L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi üzerine 

peynir altı suyu derişimi (CPAS) etkisi, laktoz değişimi (pH : 5.5, T : 30 
oC, 

CMaya : % 0.4 (w/v), CMgSO4.7H2O : % 0.005 (w/v), Karıştırma Hızı : 150 rpm) 
 

Şekil 5.39’dan görüleceği gibi farklı peynir altı suyu derişimlerinde 48 saat süren 

fermentasyon sonucunda ulaşılan laktik asit miktarları oldukça yakındır. Ancak Şekil 

5.41’e bakıldığında başlangıç laktoz miktarının artmasıyla fermentasyon sonunda kalan 

laktoz miktarının da arttığı görülmektedir. 48 saatin sonunda 50 g/L başlangıç peynir 

altı suyu derişimde ulaşılan dönüşüm % 82 iken 90 g/L başlangıç peynir altı suyu 

derişiminde ulaşılan dönüşüm % 46’ya düşmektedir. Bununla birlikte yüksek laktoz 

derişiminin tüketilmesi için gerekli olan süre daha uzun olmalıdır. Fermentasyon süresi 

daha uzun tutulmuş olsaydı yüksek derişimlerdeki laktoz da tükenecek ve daha yüksek 

miktarlarda laktik asit üretilecek dolayısıyla verimde artacaktı. 48 saatlik süre için laktik 

asit üretim hızlarına bakacak olursak, 0.85 - 0.88 g/Lh arasında değişmektedir. Benzer 

şekilde Büyükkileci ve Harsa (2004) yaptıkları çalışmada farklı laktoz derişimlerinde 

çalışıldığında laktik asit üretiminin birbirine paralel olduğunu, üretim hızının 

değişemediğini ve üretilen laktik asitin başlangıç laktoz derişimi ile doğrudan ilişkili 

olduğunu göstermişlerdir. Elde edilen sonuçlar incelendiğinde 48 saatlik sürede 50, 60, 

70, 80, 90 g/L başlangıç laktoz değişimleri için substrat inhibisyonundan söz edilemez. 
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Lactobacillus casei gibi laktozu laktik asite çevirebilen mikroorganizmalar bunun için 

birçok ek besin maddesine ihtiyaç duyarlar. Aksi halde laktozun tamamını 

kullanamazlar ve laktik asit fermentasyonu çok yavaş yürür. Bu besin kaynakları 

arasında azot kaynağı önemli bir yer tutar. Azot kaynağı olarak en etkili besin maddesi 

maya özütüdür. Maya özütü dışındaki azot kaynaklarının çok etkili olmadığı literatürde 

geçmektedir. 

 

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi üzerine 

maya özütü derişimin etkisi incelenmiş, maya özütü derişimleri % 0.2, 0.4, 0.7, 1 (w/v) 

olarak belirlenmiştir. Sadece maya özütü içeren ortamlarda 96 saat sürdürülen 

fermentasyon sonuçları Şekil 5.42 ve Şekil 5.43’de verilmiştir.  

 

 
 

Şekil 5.42 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine maya özütü (YE) derişimi etkisi (pH : 5.5, T : 30 oC, CLaktoz : 64.48 
g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 

 

Şekil 5.42’ye bakıldığında bütün koşullarda ulaşılan laktik asit derişiminin birbirine 

yakın olduğu görülmektedir. Bununla birlikte % 0.2 (w/v) ve % 0.4 (w/v) maya özütü 

derişimlerine göre % 0.7 (w/v) ve % 1 (w/v) maya özütü derişimlerinde laktik asit 

üretimi hızlıdır. Yaklaşık 60 g/L laktik asit derişimine son iki maya özütü derişiminde 
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48 saatte ulaşılmışken diğer derişimlerde bu süre 96 saate çıkmıştır. 

 

 
 

Şekil 5.43 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine maya özütü (YE) derişimi etkisi (48-72-96 saat) (pH : 5.5, T : 30 oC, 
CLaktoz : 64.48 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 

 

60 g/L hazırlanan peynir altı suyu tozu analizlendiğinde laktoz derişimi 64.5 g/L olarak 

bulunmuştur. İlk iki düşük maya özütü derişiminde 96 saatin sonunda laktoz tamamen 

tükenmemişken % 0.7 (w/v) ve % 1 (w/v) maya özütü derişimlerinde laktoz hızlı bir 

şekilde tüketilmiştir. % 1 (w/v) maya özütü ilavesinde 48 saatin sonunda ulaşılan 

dönüşüm % 95 iken, % 0.2 (w/v) maya özütü ilavesinde 48 saatin sonunda ulaşılan 

dönüşüm % 56, 96 saatin sonunda ise % 88’dir. Fermentasyon süresince laktik asit 

dönüşümü Şekil 5.44’de, laktoz derişiminin değişimi Şekil 5.45’de verilmiştir. 
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Şekil 5.44 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 

üzerine maya özütü (YE) derişimi etkisi, % laktik asit dönüşümü (pH : 5.5, 
T : 30 oC, CLaktoz : 64.48 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 

 

 
 
Şekil 5.45 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 

üzerine maya özütü (YE) derişimi etkisi, laktoz değişimi (pH : 5.5, T : 30 
oC, CLaktoz : 64.48 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 
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Elde edilen sonuçlara benzer şekilde, Fitzpatrick et al. (2000) yaptıkları çalışmada 

fermentasyon ortamı olan peynir altı suyuna % 0.5 (w/v) maya özütü ilave ettiklerinde 

fermentasyon süresinin 120 saat, % 1 (w/v) maya özütü ilave ettiklerinde 72 saat, % 2 

(w/v) maya özütü ilave ettiklerinde ise 52 saat olduğunu belirtmişlerdir. % 2 (w/v) maya 

özütü ilavesinde laktik asit verimi % 93’dür. Ulaşılan sonuçlar fermentasyon ortamına 

maya özütü ilavesinin fermentasyon süresini önemli ölçüde kısalttığını göstermektedir. 

Bununla birlikte ilave edilen her türlü safsızlık üretilen laktik asitin ortamdan alınmasını 

zorlaştıracak ve maliyeti arttıracaktır. 

 

Mn ise laktat dehidrojenaz enziminin bileşenlerinden biridir dolayısıyla fermentasyon 

ortamına katılması laktik asit üretimini etkilemektedir. L. casei NRRL-B-1922 

mikroorganizması ile laktik asit üretimine eklenen MnSO4.H2O derişiminin etkisi 

araştırılmıştır. 

 

Bu amaçla fermentasyon ortamına % 0.4 (w/v) maya özütü ve % 0.003, 0.005, 0.007, 

0.01, 0.02 (w/v) oranlarında MnSO4.H2O katılmıştır. 96 saat süren fermentasyon 

süresince laktik asit üretimi Şekil 5.46’da verilmiştir. 
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Şekil 5.46 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 

üzerine MnSO4.H2O derişimi etkisi (pH : 5.5, T : 30 
oC, CMaya : % 0.4 (w/v), 

CLaktoz : 64.48 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 
 

Sonuçlara bakıldığında, her bir MnSO4.H2O derişimi için fermentasyon boyunca izlenen 

yol farklı olsa dahi 96 saatin sonunda ulaşılan laktik asit miktarının birbirine yakın 

olduğu görülmektedir. Şekil 5.47’de fermentasyon süresince laktoz derişimin değişimi 

verilmiştir. % 0.003 (w/v) derişiminde laktoz tüketimi diğer derişimlerdekine göre daha 

yavaş gerçekleşmektedir. Ancak her derişim de 96 saatin sonunda başlangıçta 65 g/L 

olan laktozun tamamı hemen hemen tüketilmiştir. % laktik asit dönüşüm değerleri Şekil 

5.48’de verilmiştir. Ortalama dönüşüm % 92’dir. 
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Şekil 5.47 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine MnSO4.H2O derişimi etkisi, laktoz derişimi (pH : 5.5, T : 30 

oC, 
CMaya : % 0.4 (w/v), CLaktoz : 64.48 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 

 

 
 

Şekil 5.48 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine MnSO4.H2O derişimi etkisi, % laktik asit dönüşümü (pH : 5.5, T : 
30 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CLaktoz : 64.48 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 
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Şekil 3.2’de verilen EMP yol izinde Mg 1., 3., 7., 9. ve 10. basamaklarda kofaktör 

olarak rol almaktadır. Bununla birlikte literatürde Mg’nin laktik asit üretimi üzerine 

etkisi araştırılmamıştır. Yapılan çalışmada laktik asit üretimi üzerine MgSO4.7H2O 

derişimin etkisi araştırılmıştır. % 0.4 (w/v) maya özütü içeren fermentasyon ortamına % 

0, 0.005, 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.1 (w/v) derişimlerinde MgSO4.7H2O ilavesi yapılmış, 

fermentasyon 96 saat sürmüştür. Şekil 5.49’da laktik asit üretim sonuçları, Şekil 5.50’de 

ise laktik asit dönüşüm değerleri verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 5.49 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine MgSO4.7H2O derişimi etkisi (pH : 5.5, T : 30 

oC, CMaya : % 0.4 
(w/v), CLaktoz : 64.48 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 
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Şekil 5.50 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine MgSO4.7H2O derişimi etkisi, % laktik asit dönüşümü (pH : 5.5, T : 
30 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CLaktoz : 64.48 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 

 

Şekil 5.49’a bakıldığında bütün derişimler için fermentasyon süresince izlenen yolun ve 

ulaşılan laktik asit derişiminin birbirine yakın olduğu görülmektedir. Ulaşılan laktik asit 

dönüşümü ortalama % 93 olarak gerçekleşmiştir. Fermentasyon süresince azalan laktoz 

miktarının gösterimi ise Şekil 5.51’de verilmiştir. 96 saatin sonunda laktozun hemen 

hepsi tüketilmiştir. 
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Şekil 5.51 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine MgSO4.7H2O derişimi etkisi, laktoz değişimi (pH : 5.5, T : 30 

oC, 
CMaya : % 0.4 (w/v), CLaktoz : 64.48 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 

 

Ayrı ayrı yapılan denemeler sonunda maya özütü (YE), MgSO4.7H2O ve MnSO4.H2O 

için laktik asit üretiminin en yüksek olduğu derişimler sırasıyla % 1 (w/v), % 0.03 (w/v) 

ve % 0.007 (w/v) olarak belirlenmiştir. 60 g/L olarak hazırlanmış fermentasyon 

ortamına en iyi koşullar olan bu derişimlerde besin maddeleri eklenmiş, 0.4 g yaş hücre 

ile fermentasyon başlatılmıştır. Aynı koşullar için aynı zamanda pastorize edilmiş 

ortamda da fermentasyon başlatılmıştır. Pastorizasyon ortamı bulunabilecek 

mikroorganizmalardan arındırmanın bir yoludur. Otoklavda yüksek sıcaklıklarda 

oluşabilecek protein denatürasyonunu önlemek amacıyla yapılmaktadır. Bölüm 4.4’de 

anlatıldığı şekilde pastorizasyon gerçekleştirilmiştir. 72 saat süren fermentasyon 

süresince aradaki fark gözlenmeye çalışılmıştır. Elde edilen sonuçlar Şekil 5.52’de 

verilmiştir. 

 

72 saatin sonunda her iki durumda da ulaşılan sonuçlar birbirine oldukça yakındır. 

Pastorize edilmemiş ortamda 54.2 g/L laktik asit üretimi yapılmışken, pastorize edilmiş 

ortamda 56.9 g/L laktik asit üretilmiştir.  
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Şekil 5.52 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile en iyi maya özütü, 
MgSO4.7H2O ve MnSO4.H2O derişimlerinde laktik asit üretimi, 
pastorizasyon etkisi (pH : 5.5, T : 30 oC, CMaya : % 1 (w/v), CMgSO4.7H2O : % 
0.03 (w/v), CMnSO4.H2O : % 0.007 (w/v), CLaktoz (Pastorize) : 59.04 g/L, 
CLaktoz (Pastorize değil) : 57.65 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 

 

Fermentasyon süresince % laktik asit dönüşümleri Şekil 5.53’de verilmiştir. 48 saatin 

sonunda her iki durumda da fermentasyon ortamında bulunan laktozun hemen hepsi 

tükenmiştir. Pastorize edilmiş ortam için laktik asit dönüşümü % 94 iken, pastorize 

edilmemiş ortam için dönüşüm % 92’dir.  
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Şekil 5.53 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile en iyi maya özütü, 
MgSO4.7H2O ve MnSO4.H2O derişimlerinde laktik asit üretimi, 
pastorizasyon etkisi, % laktik asit dönüşümü (pH : 5.5, T : 30 oC, CMaya : % 
1 (w/v), CMgSO4.7H2O : % 0.03 (w/v), CMnSO4.H2O : % 0.007 (w/v), CLaktoz (Pastorize) : 
59.04 g/L, CLaktoz (Pastorize değil) : 57.65 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 

 

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasıyla laktik asit üretimi üzerine 

fermentasyon ortamına katılan mikroorganizma miktarı etkisi incelenmiştir. Bu amaçla 

mikroorganizma büyüme ortamından 5, 10, 20, 30 ml alınarak santrifüjlenmiş ve 

fermentasyon ortamına aktarım yapılmıştır. Fermentasyon ortamına aktarılan 

mikroorganizma yaş ağırlıkları sırasıyla 0.312, 0.416, 0.48, 0.578 g’dır. Elde edilen 

sonuçlar Şekil 5.54’de verilmiştir. Şekil 5.54’e bakıldığında fermentasyon ortamına 

katılan mikroorganizma miktarının artmasıyla laktik asit üretiminin de arttığı 

görülmektedir.  

 

60 g/L hazırlanmış olan peynir altı suyunun laktoz analizi yapıldığında 57.65 g/L laktoz 

içerdiği saptanmıştır. Laktoz derişiminin fermentasyon süresince azalışı Şekil 5.55’de 

verilmiştir. Mikroorganizma miktarının artmasıyla laktoz tüketimi de artmıştır. Şekil 

5.56’da laktik asit dönüşüm değerleri verilmiştir. 0.312 g mikroorganizma eklendiğinde 

laktik asit dönüşümü % 41 iken, 0.578 g mikroorganizma eklendiğinde laktik asit 

dönüşümü % 81’dir. 
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Şekil 5.54 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine mikroorganizma miktarı etkisi (pH : 5.5, T : 30 oC, CMaya : % 0.4 
(w/v), CLaktoz : 57.65 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 

 

 

Şekil 5.55 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine mikroorganizma miktarı etkisi, laktoz derişimi (pH : 5.5, T : 30 oC, 
CMaya : % 0.4 (w/v), CLaktoz : 57.65 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 
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Şekil 5.56 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine mikroorganizma miktarı etkisi, % laktik asit dönüşümü (pH : 5.5, T 
: 30 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CLaktoz : 57.65 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 

 

L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizması için literatürde en uygun büyüme ortamı 

olarak MRS ortamı verilmiştir. Ancak bazı çalışmalarda Liver Infusion ortamının da 

mikroorganizma çoğalması için kullanıldığına rastlanmıştır. Bu nedenle iki ortamda 

çoğalmış mikroorganizmalarla laktik asit fermentasyonu gerçekleştirilmiş ve sonuçlar 

karşılaştırılmıştır. Her iki ortamdan da fermentasyon ortamına yaklaşık 0.4 g yaş 

ağırlıkta mikroorganizma aktarılmıştır. Elde edilen laktik asit derişimleri Şekil 5.57’de, 

laktik asit dönüşümleri ise Şekil 5.58’de verilmiştir. 
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Şekil 5.57 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 

üzerine mikroorganizma çoğalma ortamı etkisi (pH : 5.5, T : 30 oC, CMaya : 
% 0.4 (w/v), CLaktoz : 57.65 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 

 

 

Şekil 5.58 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine mikroorganizma çoğalma ortamı etkisi, % laktik asit dönüşümü (pH 
: 5.5, T : 30 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CLaktoz : 57.65 g/L, Karıştırma Hızı : 
150 rpm) 
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48 saatin sonunda MRS ortamında büyümüş olan mikroorganizma ile yapılan üretim 

sonucunda elde edilen laktik asit miktarı (35.7 g/L), Liver Infusion ortamında büyümüş 

olan mikroorganizmalarla yapılan üretime (12.1 g/L) göre yaklaşık % 66 daha fazladır. 

 

Laktik asit bakterileri peynir altı suyu içerisindeki proteini parçalayamadıkları için ya 

hidroliz edilmiş proteine ya da maya özütü gibi azot kaynaklarına ihtiyaç duyarlar. 

Yapılan bütün çalışmalarda deproteinize peynir altı suyu kullanılmıştır. Ancak 

proteinden uzaklaştırılmamış peynir altı suyu ile bir kez otoklavlandıktan sonra çöken 

proteinleri uzaklaştırılmış peynir altı suyu ile yapılan üretim karşılaştırılmak istenmiştir. 

Bu amaçla 60 g/L peynir altı suyu hazırlanmış, pH 5.5’e ayarlanmıştır. Yaklaşık olarak 

0.4 g MRS ortamında çoğalmış L. casei proteinli ve proteinsiz fermentasyon 

ortamlarına aktarılmış, fermentasyon 48 saat sürmüştür. Elde edilen sonuçlar Şekil 

5.59’da verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 5.59 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine fermentasyon ortamı etkisi proteinli/proteinsiz (pH : 5.5, T : 30 oC, 
CMaya : % 0.4 (w/v), CLaktoz (Proteinsiz) : 57.65 g/L, CLaktoz (Proteinli) : 76.8 
g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 

 

60 g/L hazırlanmış olan proteinden uzaklaştırılmış ve uzaklaştırılmamış fermentasyon 
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ortamlarının laktoz analizleri yapılmış ve sırasıyla 57.65 g/L ve 76.8 g/L olarak 

bulunmuştur. Her iki ortamda gerçekleşen fermentasyonlar süresince laktik asit 

dönüşüm değerleri Şekil 5.60’da verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 5.60 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi 
üzerine fermentasyon ortamı etkisi proteinli/proteinsiz, % laktik asit 
dönüşüm (pH : 5.5, T : 30 oC, CMaya : % 0.4 (w/v), CLaktoz (Proteinsiz) : 
57.65 g/L, CLaktoz (Proteinli) : 76.8 g/L, Karıştırma Hızı : 150 rpm) 

 

48 saatin sonunda proteinleri uzaklaştırılmamış ortamda ulaşılan dönüşüm % 49 iken, 

proteinleri çöktürülerek uzaklaştırılmış ortamda % 56’dır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Yüksek lisans çalışmasında peynir altı suyundan laktik asit üretimi amaçlanmıştır. Bu 

amaçla NRRL/ARS (United States Department of Agriculture, Agriculturel Research 

Service) ve Milano DİSTAM laboratuvarlarından çeşitli mikroorganizmalar istenmiştir. 

Bunlar, Lactobacillus  delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-548, Lactobacillus 

delbrueckii subsp. lactis DİSTAM, Lactobacillus helveticus NRRL-B-4526, 

Lactobacillus helveticus DİSTAM, Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550, Lactobacillus 

delbrueckii subsp. delbrueckii NRRL-B-763, Lactobacillus casei NRRL-B-441, 

Lactobacillus casei NRRL-B-1922, Lactococcus lactis NRRL-B-23802’dır. 

 

Fermentasyon ortamı olarak peynir altı suyu kullanılmıştır. Peynir altı suları arıtılmadan 

doğaya atıldığında içeriği nedeniyle büyük çevre kirliliğine sebep olmaktadır. 

Genellikle orta ölçekli olan peynir üretimi yapan işletmeler için arıtma tesisi kurmak 

maliyet açısından işletme kurulumunun neredeyse yarısını oluşturduğundan tercih 

edilmemektedir. 1 kg peynir elde ettiğimizde 10 L peynir altı suyunun açığa çıktığı 

düşünüldüğünde peynir altı sularının değerlendirilmesinin ne denli önemli olduğu 

görülmektedir. 

 

Girdi bileşiminin standart olabilmesi deneylerin kontrol edilebilirliği açısından 

önemlidir. Ankara Üniversitesi Gıda Mühendisliği’nden temin edilen peynir altı 

suyunun zamanla farklılık göstermesi, fazla miktarda alındığında ise bozulma olasılığı 

peynir altı suyu tozunun kullanımını gerektirmektedir. Peynir altı suyu % 6 - 7 arasında 

katı içermektedir. Buna göre 70 g/L derişiminde hazırlanan peynir altı suyu tozu ve 

peynir altı suyu eş anlı olarak kullanılarak aradaki fark gözlenmeye çalışılmıştır. Peynir 

altı suyu kullanıldığında en yüksek üretim fermentasyon ortamında % 0.4 (w/v) maya 

özütü, peynir altı suyu tozu kullanıldığında ise % 0.4 (w/v) maya özütü ve % 0.01 

MgSO4.7H2O bulunuyorken gerçekleşmiştir. L. delbr. subsp. lactis mikroorganizması 

ile 48 saatin sonunda, peynir altı suyu kullanıldığında % 32.5, 70 g/L peynir altı suyu 

tozu kullanıldığında % 31 laktik asit dönüşümü gerçekleşmiştir. Sonuçlar birbirine 

yakındır ve deneylere peynir altı suyu tozu ile devam edilmesine karar verilmiştir. 
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Mikroorganizma türünün etkisi incelendiğinde literatürde D(-) laktik asit üretimi 

gerçekleştirdiği belirtilen L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. 

delbrueckii, L. jensenii ve L. delbrueckii subsp. lactis mikroorganizmalarıyla ulaşılan 

sonuçlar düşükken, L(+) laktik asit ürettiği belirtilen L. casei’de üretim oldukça 

yüksektir. Çalışılan mikroorganizmalar için 48 saatin sonunda ulaşılan laktik asit 

dönüşüm değerleri Çizelge 6.1’de verilmiştir. 

 

Çizelge 6.1 Çalışılan mikroorganizmalarla 48 saatin sonunda ulaşılan laktik asit 
dönüşümleri 

 
Mikroorganizma % Laktik Asit Dönüşümü, 48 saat 

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 75 

Lactococcus lactis NRRL-B-23802 64 

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 ve 

Lactococcus lactis NRRL-B-23802 
59 

Lactobacillus casei NRRL-B-441 73 

L. delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-548 25 

L. delbrueckii subsp. delbrueckii NRRL-B763 16 

L. jensenii NRRL-B-4550 24 

L. delbrueckii subsp. lactis DİSTAM 30 

 

D(-) üretimi yapan mikroorganizmalardan en yüksek üretimi gerçekleştiren L. 

delbrueckii subsp. lactis olarak belirlenmiştir. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 

DİSTAM mikroorganizması ile pH, ilave besin maddeleri (Maya özütü (YE), 

MnSO4.H2O) gibi parametrelerin laktik asit üretimi üzerine etkisi araştırılmıştır. 

Çalışılan mikroorganizma için en uygun sıcaklık olan 37 oC’de gerçekleşen 

fermentasyonda kullanılmak üzere peynir altı suyu pH’ı 5-7 arasında ayarlanmış en 

uygun pH değeri 5.5 olarak belirlenmiştir. Maya özütü derişimi incelendiğinde maya 

özütü derişimi arttıkça laktik asit üretiminin düştüğü gözlenmiştir. MnSO4.H2O derişimi 

etkisi araştırılırken ortama hiç maya özütü ilave edilememiş, bu durumda laktoz 

tüketimi ve laktik asit üretimi önemsenmeyecek derecede az gerçekleşmiştir. Bu 

mikroorganizma ile 48 saatin sonunda ulaşılan en yüksek laktik asit derişimine (25.45 

g/l) maya özütü (YE) % 0.4 (w/v) ve MgSO4.7H2O % 0.01 (w/v) varlığında ulaşılmıştır. 
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Bu koşullarda ulaşılan en yüksek laktik asit dönüşümü ise % 35’dir.  

 

Beklenilenin aksine literatürde D(-) laktik asit üretimi yaptığı belirtilen 

mikroorganizmaların hiçbiriyle D(-) laktik asit üretimi gerçekleştirilememiştir. L. delbr. 

subsp. lactis DİSTAM mikroorganizmasıyla üretilen laktik asit HPLC’de kiral kolonda 

analizlendiğinde % 87 ee L(+) laktik asit ürettiği görülmüştür. Bu nedenle yapılacak 

çalışmalara en yüksek laktik asit üretimini (% 75 dönüşüm) en yüksek enantiyomerik 

saflıkta (> % 99 ee) gerçekleştiren L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasıyla devam 

edilmesine karar verilmiştir.  

 

Elde edilen sonuçlar doğrultusunda, Lactobacillus casei NRRL-B-1922 

mikroorganizması ile laktik asit üretimi için cevap yüzey yöntemi (RSM-Response 

Surface Methodology) ile bir deney programı hazırlanmıştır. Bağımsız değişkenler 

olarak maya özütü derişimi, MgSO4.7H2O derişimi, peynir altı suyu derişimi ve pH 

belirlenmiştir. İki tekrarlı yapılan deney sonuçları Design Expert 6.01 programında 

değerlendirilerek doğrusal bir model oluşturulmuştur. Deney tasarım programının 

verdiği optimum koşullar maya özütü derişimi, MgSO4.7H2O derişimi, peynir altı suyu 

derişimi ve pH için sırasıyla % 0.4 (w/v), % 0.005 (w/v), 60 g/L ve 5.5 şeklindedir. R2 

düşük çıkmış (0.31) ve bu durum mikroorganizmalarla yapılan deneylerde her defasında 

aynı sonuçlara ulaşılamamasına bağlanmıştır. Bu nedenle her bir bağımsız parametre ve 

MnSO4.H2O derişiminin laktik asit üretimi üzerine etkisi ayrı ayrı incelenmiştir.  

 

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizması ile laktik asit üretimi üzerine 

maya özütü (YE) derişiminin etkisi incelenmiş, maya özütü derişimleri % 0.2, 0.4, 0.7, 

1 (w/v) olarak belirlenmiştir. Sadece YE içeren ortamlarda 96 saat sürdürülen 

fermentasyon sonuçlarına göre bütün koşullarda ulaşılan laktik asit derişiminin birbirine 

yakın olduğu görülmektedir. Bununla birlikte % 0.2 (w/v) ve % 0.4 (w/v) YE 

derişimlerine göre % 0.7 (w/v) ve % 1 (w/v) YE derişimlerinde laktik asit üretimi 

hızlıdır. Yaklaşık 60 g/L laktik asit derişimine % 0.7 (w/v) ve % 1 (w/v) YE 

derişiminde 48 saatte ulaşılmışken diğer derişimlerde bu süre 96 saate çıkmıştır. 

Fermentasyon ortamına % 1 (w/v) maya özütü ilave edildiğinde, 48 saatin sonunda  
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% 95 laktik asit dönüşümü gerçekleşmiştir. 

 

Fermentasyon ortamına % 0.4 (w/v) maya özütü ve % 0.003, 0.005, 0.007, 0.01, 0.02 

(w/v) oranlarında MnSO4.H2O katılmıştır. Her bir MnSO4.H2O derişimi için 

fermentasyon boyunca izlenen yol farklı olsa dahi 96 saatin sonunda ulaşılan laktik asit 

miktarlarının birbirine yakın olduğu görülmektedir. Ortalama laktik asit dönüşümü % 

92 olarak gerçekleşmiştir. 

 

Laktik asit fermentasyonu yol izine bakıldığında Mg’nin laktik asit üretiminde 1., 3., 7., 

9. ve 10. basamaklarda kofaktör olarak rol aldığı görülmektedir. Bununla birlikte 

literatürde Mg’nin laktik asit üretimi üzerine etkisinin araştırıldığı bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Yapılan çalışmada laktik asit üretimi üzerine MgSO4.7H2O derişimin 

etkisi araştırılmıştır. % 0.4 (w/v) maya özütü içeren fermentasyon ortamına % 0, 0.005-

0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.1 (w/v) derişimlerinde MgSO4.H2O ilavesi yapılmış, 

fermentasyon 96 saat sürmüştür. Fermentasyon süresince izlenen yolun ve ulaşılan 

laktik asit derişiminin birbirine yakın olduğu görülmektedir. 96 saatin sonunda laktozun 

hemen hepsi tüketilmiştir. Ulaşılan laktik asit dönüşümü ortalama % 93’tür. 

 

Ayrı ayrı yapılan denemeler sonunda maya özütü (YE), MgSO4.7H2O ve MnSO4.H2O 

için laktik asit üretiminin en yüksek olduğu derişimler sırasıyla % 1 (w/v), % 0.03 (w/v) 

ve % 0.007 (w/v) olarak belirlenmiştir. En iyi koşullarda hem pastorize edilmiş ortamda 

hem de otoklavda sterilize edilmiş ortamda fermentasyon başlatılmıştır. Pastorizasyon 

ortamı mikroorganizmalardan arındırmanın bir yoludur. Otoklavda yüksek sıcaklıklarda 

oluşabilecek protein denatürasyonunu önlemek amacıyla yapılmaktadır. 48 saatin 

sonunda her iki durumda da fermentasyon ortamında bulunan laktozun hemen hepsi 

tükenmiştir. Pastorize edilmiş ortam için laktik asit dönüşümü % 94 iken, pastorize 

edilmemiş ortam için % 92’dir. 

 

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasıyla laktik asit üretimi üzerine % 

0.4 (w/v) maya özütü içeren fermentasyon ortamına katılan mikroorganizma miktarı 

etkisi incelenmiştir. Fermentasyon ortamına aktarılan mikroorganizma yaş ağırlıkları 
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sırasıyla , 0.312, 0.416, 0.48, 0.578 g’dır. Mikroorganizma miktarı arttıkça üretilen 

laktik asit miktarı ve laktik asit dönüşümü de artmaktadır. 0.312 g mikroorganizma 

eklendiğinde 48 saatin sonunda ulaşılan laktik asit dönüşümü % 41 iken, 0.578 g 

mikroorganizma eklendiğinde % 81’dir. 

 

L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizması için literatürde en uygun büyüme ortamı 

olarak MRS ortamı verilmiştir. Ancak bazı çalışmalarda Liver Infusion ortamının da 

mikroorganizma çoğalması için kullanıldığına rastlanmıştır. Bu nedenle iki ortamda 

çoğalmış mikroorganizmalarla laktik asit fermentasyonu gerçekleştirilmiş ve sonuçlar 

karşılaştırılmıştır. 48 saatin sonunda Liver Infusion ortamında büyümüş olan 

mikroorganizmalarla üretilen laktik asit miktarı (12.1 g/L), MRS ortamında büyümüş 

olan mikroorganizma ile elde edilen laktik asit miktarına (35.7 g/L), göre yaklaşık % 66 

daha azdır. 

 

Proteinleri uzaklaştırılmamış peynir altı suyu ile bir kez otoklavlandıktan sonra çöken 

proteinleri uzaklaştırılmış peynir altı suyu ile yapılan üretim karşılaştırılmak istenmiştir. 

48 saat süren fermentasyon sonunda proteinleri uzaklaştırılmamış ortamda ulaşılan 

laktik asit dönüşümü % 49 iken, proteinleri çöktürülerek uzaklaştırılmış ortamda % 

56’dır. 

 

Yapılan çalışmaların sonucunda peynir altı suyundan Lactobacillus casei NRRL-B-

1922 mikroorganizması ile ulaşılan en yüksek laktik asit dönüşümü % 95’dir. 

Enantiyomer dağılımı analizi yapıldığında yüksek saflıkta (> % 99 ee) L(+) laktik asit 

üretiminin gerçekleştiği belirlenmiştir. 
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EKLER 

 

 

 

EK 1 Mikroorganizma Kalibrasyon Grafikleri 

EK 2 HPLC 30 g/L Laktik Asit Analizi Kromatogramı 

EK 3 HPLC 20 g/L Laktoz Analizi Kromatogramı 
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EK 1 MİKROORGANİZMA KALİBRASYON GRAFİKLERİ 

 

 

Şekil 1 Lactobacillus casei NRRL-B-441 Absorbans – Mikroorganizma derişimi 
kalibrasyon grafiği 

 

 
 

Şekil 2 Lactobacillus delbr. subsp. delbr. NRRL-B-548 Absorbans – Mikroorganizma 
derişimi kalibrasyon grafiği 
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Şekil 3 Lactobacillus delbr. subsp. lactis DİSTAM Absorbans – Mikroorganizma 

derişimi kalibrasyon grafiği 
 

 
 

Şekil 4 Lactobacillus helveticus DİSTAM Absorbans – Mikroorganizma derişimi 
kalibrasyon grafiği 
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Şekil 5 Lactobacillus delbr. subsp. delbr. NRRL-B-763 Absorbans – Mikroorganizma 
derişimi kalibrasyon grafiği 

 

 

Şekil 6 Lactobacillus jensenii. NRRL-B-4550 Absorbans – Mikroorganizma derişimi 
kalibrasyon grafiği 
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EK 2 HPLC 30 g/L LAKTİK ASİT ANALİZİ KROMATOGRAMI 
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Name Retention 

Time 
Area   Area Percent  

30 g/L Laktik 
Asit  

13.913 59860123 94.897  

 

Şekil 1 Phenomenex RHM kolon 30 g/L laktik asit analizi HPLC kromatogramı (UV 
Dedektör) 
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Name Retention 

Time 
Area Area Percent  

 30 g/L Laktik 
Asit 

4.530 23286442 75.396  

 

Şekil 2 Phenomenex C18 kolon 30 g/L laktik asit analizi HPLC kromatogramı (UV 
Dedektör) 
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EK 3 HPLC 20 g/L LAKTOZ ANALİZİ KROMATOGRAMI 
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Name Retention 

Time 
Area Area Percent  

 20 g/L Laktoz 9.676 7393614 49.487  
 

Şekil 1 Phenomenex RHM kolon 20 g/L laktoz analizi HPLC kromatogramı (RI  
Dedektör) 
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