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Bu caligmada amag, siit endiistrisinin 6nemli bir atig1 olan ve aritilmadan dogaya verildiginde biiyiik
zararlar veren peynir alt1 suyunun degerlendirilerek yine gevre agisindan 6nemli bir biyobozunabilir
polimer olan polilaktik asitin (PLA) iiretiminde kullanilmak tizere laktik asit eldesidir.

Deneyler sirasinda oncelikle Le. lactis, L. casei, L. helveticus, L. delbr. subsp. bulgaricus, L. delbr.
subsp. delbrueckii, L. delbr. subsp. lactis, L jensenii gibi farkli mikroorganizmalarin etkileri
incelenmistir. En yiiksek {iretim yapan mikroorganizmalar olarak L. delbr. subsp. lactis ve L. casei
belirlenmistir. L. delbr. subsp. lactis mikroorganizmasi ile {liretim iizerine pH, ilave besin maddeleri
(maya oziiti (YE), MnSO,H,0) gibi parametrelerin etkileri arastirilmistir. Calisilan
mikroorganizma i¢in en uygun sicaklik olan 37 °C’de gergeklesen fermentasyonda en uygun pH
degeri 5.5 olarak belirlenmigtir. 48 saat sonunda ulasilan en yiliksek laktik asitin (33.4 g/L) elde
edildigi YE derisimi % 0.1 (w/v)’dir. Ortamda YE bulunmuyorken MnSO4H,0 miktarinin laktik
asit tiretimine etkisi yok denecek kadar azdir.

L. casei mikroorganizmasi ile laktik asit tretimi iizerine PAS, YE, MnSO4H,0, MgSO,47H,0O
derisimlerinin, pastorizasyonun, mikroorganizma bilyiime ortaminin ve mikroorganizma miktarinin
etkileri incelenmistir. 48 saat sonunda PAS derisiminden bagimsiz olarak birbirine ¢ok yakin laktik
asit derisimlerine ulagilmig ancak baslangic laktoz miktarinin artmasiyla fermentasyon sonunda
kalan laktoz miktar1 da artmigtir. 50 g/l PAS derisimde ulagilan doniisim % 82, 90 g/L’de ise %
46°dir. Maya 0ziitli derigimi arttikca iiretilen laktik asit miktar1 ve doniigiim artmaktadir. % 1 (w/v)
YE ilavesinde 48 saat sonunda doniisiim % 95 iken, % 0.2 (w/v) YE ilavesinde % 56’dir. % 0.4
(w/v) YE bulunan PAS ortamina katilan farkli derisimlerde MnSO,4.H,O i¢in fermentasyon siiresince
izlenen yol farkli olsa dahi 96 saatin sonunda ulagilan laktik asit miktarlar1 yakindir. Ayni1 sekilde %
0.4 (w/v) YE bulunan PAS ortamina katilan farkli derisimlerde MgSO,4.7H,0 i¢in de fermentasyon
sliresince ulagilan laktik asit miktarlar1 yakindir. Ayr1 ayr yapilan deneylerde en yiiksek laktik asit
tretimlerine % 1 (w/v) YE, % 0.03 (w/v) MgS04.7H,0 ve % 0.007 (w/v) MnSO4.H,0O ile
ulagilmigtir. 60 g/L olarak hazirlanmig fermentasyon ortamina en iyi kosullar olan bu derisimlerde
besin maddeleri eklenmistir. Ayni kosullar i¢in pastorize edilmis ortamda da fermentasyon
gerceklestirilmistir. 48 saat sonunda pastorize edilmis ortamda laktik asit doniisiimii % 94, pastorize
edilmemis ortamda % 92’dir. Mikroorganizma miktarinin artmasiyla laktoz tiiketimi ve laktik asit
iiretimi de artmaktadir. 48 saat sonunda Liver Infusion ortaminda ¢ogalmis mikroorganizmalar ile
elde edilen laktik asit miktari, MRS ortaminda ¢ogalmis mikroorganizmalarla yapilandan % 66 daha
azdir.
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ABSTRACT

Master Thesis
PRODUCTION OF LACTIC ACID FROM CHEESE WHEY
Ber¢em ELDELEKLIOGLU

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Prof.Dr. Emine BAYRAKTAR

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),
MnS0O,.H,0) were studied by using L. delbr. subsp. lactis. In the fermentation which takes place at
37 °C, 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 MnSQO,4.H,0 is used without YE,
not a significant effect on lactic acid production was observed.

The effects of substrate (cheese whey), YE, MnSO,H,O, MgS0O47H,O 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.H,0,
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 MgS0,.7H,0 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) MgS0,.7H,0 and
0.007 % (w/v) MnSO4.H,0. 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. GIRIS

Petrokimyasal bazli sentetik polimerler insanliga birgok yonde biiyiik faydalar
saglamistir. Ancak geri doniisii olmayan, tekrar kullanilamayan petrol bazli atiklarinin

birikimi nedeniyle ekosistem ve ¢evre tahrip olmus, kirlenmistir.

[statistiklere gére her yil 100 milyon ton civarinda plastik iiretilmekte ve bunun % 40’1
direk olarak c¢evreye atilmaktadir. Gliniimiizde baz: iilkelerde atiklarin depolanmasi igin
gerekli bos alanlar kisitlandigi i¢in konteynirlarla bagka iilkelere ¢op sevkiyati
yapilmaktadir. Geleneksel petrol bazli plastiklerin iiretimi i¢in her yil 270 milyon ton
civarinda ham petrol kullanilmaktadir. Petroliin 80 yil, dogal gazin 70 yil ve kdmiiriin
700 y1l igerisinde tiikenecegi tahmin edilmektedir. Bu gercegin ekonomik etkileri ise

giin gectikce artan bir sekilde kendisini gostermektedir (Tillman ez al. 2000).

Stirekli kullandigimiz plastik posetlerin dogada bozunmasinin 100 yili buldugu ve 4
kisilik bir ailenin yilda ortalama 1460 adet plastik poset kullandigi goéz Oniinde
bulunduruldugunda durumun ciddiyeti ortaya ¢ikmaktadir. % 1’1 geri doniistiiriilen
posetlerin, geri kalan % 99°u ise yiizlerce yil dogada kalmaktadir. Ingiltere, Hindistan
gibi pek cok iilke plastik poset kullanimini yasaklamisken iilkemizde bu konuyla ilgili

bir diizenleme heniiz yoktur.

90’1 yillara kadar insan vucudunun rahatlikla absorplayabildigi ¢esitli biyobozunur
polimerler tipta kullanilmak {izere sentezlenmistir (Fukushima and Kimura 2006). 90’11
yillarin ortasinda ise gozler ¢evre kirliligine g¢evrilmis ve biyopolimerlerin 6zellikle
ambalaj sanayi gibi farkli sektorlerde kullanilmasi giindeme gelmistir pek c¢ok
biyobozunur alifatik poliester gelistirilmistir. Bunlara dogayla uyumlarindan dolay1
“yesil polimerler” de denir. Biyolojik olarak pargalanabilen bu materyaller cevre
kirliligi konusunda yararlar saglayacak ve fosil kaynaklara olan bagimlilig1 azaltacaktir.
Bu materyallere O6rnek olarak tamamen yenilenebilir kaynaklardan elde edilen ve
dogada sentetik polimerlere gore ¢ok daha hizli bozunabilen bir biyopolimer olan

polilaktik asit (PLA) 6rnek verilebilir.



Polilaktik asit iiretiminin ve endiistride kullaniminin Onemi arttikca laktik asit
enantiyomerlerinin liretiminin 6nemi de buna bagli olarak artmaktadir. Bir diger 6nemli
nokta ise giinimiizde yiiksek olan maliyetin, polilaktik asitin daha yaygin
kullanilabilirligini arttirmak i¢in diisiirilmesidir. PLA iiretim prosesinin maliyeti,
fermentasyonla laktik asit tiretim maliyetine ¢ok baghdir. Laktik asit liretim maliyeti

polilaktik asit tiretiminde toplam maliyetin % 40-50’sini olusturmaktadir (Crank 2004).

En 6nemli organik hidroksi asitlerden biri ve kimyaca adi1 alfa hidroksipropanoyik asit
olan laktik asit (CH3;CHOH-COOH) isvegli bilim adami C.W. Scheele tarafindan 1780
yilinda kesfedilmis, 1881 yilinda ise ilk kez ticari olarak eksimis siitten elde edilmistir.
Ilag, gida gibi endiistrinin pek ¢ok alaninda genis bir kullanima sahip olan laktik asit,
kimyasal olarak iiretilebildigi gibi hem L(+) hem de D(-) formu Lactobacilli geninin
farkli tiir ve modifikasyonlarini igeren homolaktik organizmalar ile seker pancari,
peynir alt1 suyu, melas gibi karbonhidratlardan fermentasyon ile iiretilebilir. D(-) laktik
asitin yiiksek dozlarinin insan viicudu igin zararli olmasi nedeniyle gida ve ilag
endiistrilerinde L(+) formunun kullanmi mevcuttur. Uretimin yaklasik % 90’1
mikrobiyal yolla yapilmaktadir. Mikrobiyal laktik asit iiretiminde fermentasyon
ortamina katilan ilave besin maddeleri mikroorganizmalarin ¢ogalmasi i¢in 6nemlidir.
Ancak ortama katilan her tiirlii safsizlik laktik asitin ayrilmasini zorlastiracagi gibi
maliyeti de arttiracaktir. Bu besin maddelerinin laktik asit tiretim maliyetindeki oran1 %

34’e kadar ¢ikabilmektedir (Norton et al. 1994).

Bu ¢aligmada siit endiistrisinin 6nemli bir atig1 olan peynir alt1 suyu (PAS) hammadde
olarak kullanilarak laktik asit tiretimi gerceklestirilmistir. L(+) laktik asit gida katki
maddesi olarak uzun siiredir fermentasyonla iiretilirken D(-) laktik asit {izerinde yapilan
caligmalar azdir ve mikrobiyal iiretimi {izerine kisith bilgiler vardir. Bundan dolayzi,
farkl stereo izomerik oranlarda laktik asit liretimine Lactococcus lactis, Lactobacillus
casei, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus  delbrueckii  subsp. lactis, Lactobacillus jensenii gibi farkh
mikroorganizmalarla pH, sicaklik, substrat ve mikroorganizma miktarlari, fermentasyon

stiresi, ilave besin maddeleri, pastorizasyon gibi parametrelerin etkisi arastirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bu boliimde laktik asit liretimi ile ilgili aragtirmalar verilmistir.

Tamamen yenilenebilir kaynaklardan elde edilen, dogada kolaylikla bozunabilen PLA
iiretiminin maliyeti, laktik asit monomeri {iretimi i¢in yapilan ilk fermentasyonun
maliyetine ¢ok baghdir. Laktik asit maliyeti Cargill-Dow metodu ile polilaktik asit
tiretiminde toplam maliyetin % 40-50’sini olugturmaktadir (Crank 2004).

Laktik asit {iretiminin girdi maddesinin maliyetini azaltmak i¢in dnemli bir tarim atig
olan piring kepegi iizerinde calisilmistir. Piring kepegi protein ve vitamin agisindan
zengin olmasina ragmen hicbir isleme tabi tutulmadan kullanilmasi laktik asit
tiretiminde verimli degildir. Pirin¢ kepegi deneyde kullanilmadan 6nce asit ile hidroliz
edilir. Baglangi¢ pH’1 1°de hidroliz edildiginde 30 g/L piring kepegi 8 g/ maya 0ziitii
(YE) iceren ortamda verimlilik gostermistir. Bu deger piring kepeginin maliyeti
diisiiriicti bir kaynak i¢in kullanilmasinda istenen kabul edilebilir bir degerdir. Bununla
birlikte hidrolize edilmis piring kepegi eklenmesi fermentasyonun duraklama zamanini
uzatmaktadir. Ornegin baslangic pH’1 0.5 oldugunda fermentasyonun duraklama siiresi
40 saat olarak gozlenmistir. Tiamin, piridoksin, organik azot ve karbon varhigi goz
Oniine alindiginda duraklama safhasinin uzamasi B vitaminlerinin yikimina ve proteinin
asir1 hidrolizine baglanabilir. Duraklama safhasinda siireyi kisaltmak icin hidroliz
edilmis pirin¢ kepegi ile az miktarda maya Oziitii karigtirmak ¢oziim olarak sunulabilir.
30 g/L hidroliz edilmis piring kepegine 3 g/ YE katildiginda tiretim 1.6 kat artmistir
(Gao et al. 2008).

D(-) laktik asit tiretimi yapan Lactobacillus delbrueckii mikroorganizmasiyla yapilan bir
calismada seker kamist posasi, seker kamisi suyu ve seker pancari karbon kaynagi
olarak kullanilmistir. pH 6°da 40 °C’de gergeklesen fermentasyonda 72 saatin sonunda
seker kamis1 posasi, seker kamisi suyundan elde edilen laktik asit doniisiimleri sirasiyla
% 89 ve % 90'dir. Seker pancarindan ise % 80 doniisiimle 84 g/L laktik asit iiretilmistir.
(Calabia and Tokiwa 2007)



Yapilan c¢alismada farkli bir Saccharomyces cerevisiae tirii gelistirilerek yliksek
verimle D(-) laktik asit iiretimi gerceklestirilmistir. Bu rekombinantta piruvat
dekarboksilaz-1 (PDC1) tamamen silinmis Leuconostoc mesentereoides subsp.
Mesenteroides NBRC3426 dan iki kopya D(-) laktat dehidrogenaz (D-LDH) geni
genoma yerlestirilmistir. Notralize kosullarda D(-) laktat {iretimi 61.5 g/L’ye, D(-)
laktik asite doniisen glikoz miktar1 ise % 61.2°ye ulasmistir. Buna ek olarak ndtralize
olmayan kosullarda serbest laktik asit verimi % 53 olarak goriilmektedir. Optik saflik %
99.9 ya da yukarisindadir. Yapilan caligma ile laktik asit bakterisi ve trangenik
Escherichia coli igeren diger teknikle karsilastirildiginda notralizasyon prosesi
icermeyen yiiksek saflikta D(-) laktik asit liretimine olanak saglayan yeni bir yaklagim

sergilenmistir (Ishida et al. 2006).

Poli-D(-)-laktik  asit, stereo kompleks olusturarak  poli-L(+)-laktik  asitin
termostabilitesini arttirict 0zelliginden dolayr olduk¢a onemli bir polimerdir. Kazuki
and Fukushima (2004) yilinda yaptiklar1 ¢alismada da pirinci diger karbonhidrat
kaynaklariyla karsilastirilabilir nisasta igeriginden dolayr kullanmislardir. Oncelikle
piring tozunun enzimatik hidrolizi ile piring sakkarifikat elde edilmistir. Cogunlukla
maltoz iceren piring sakkarifikat L. delbrueckii IFO 3202 mikroorganizmasi ile
fermente edilmistir. Anaerobik kosullarda 42 °C’de pH 6’da 10 % sulu NHj ilave
edilerek gerceklesen fermentasyonda 4 giiniin sonunda optik saflig1 (ee) % 97,5 olan %
70 verimle D(-) laktik asit Uretilmistir. Piringten D(-) laktik asite kadar olan.prosesin
verimi yaklasik olarak % 47°dir. Bu oran misirdan L(+) laktik asit iiretim verimine

yakin bir degerdir.

Lactobacillus manihotivorans LMG 18011 mikroorganizmas: kullanilarak yiyecek
atiklarindan laktik asit iiretimi i¢in Onemli faktorler incelenmistir. Substrat olarak
coOziilebilir nisasta ve yiyecek artiklar1 kullanilarak eszamanli sekere doniistiirme
(sakkarifikasyon ) ve fermentasyon i¢in optimum kosullar aragtirilmistir. Verimliligin
tic faktorden etkilendigi belirlenmistir. Bu faktorler baslangic pH’1 (nisastanin sekere
donilistimii i¢in amilaz iiretimini etkiler), kiiltiirlin pH kontrolii (laktik asitin segici
tiretimini etkiler ) ve mangan derisimi (laktik asit verimini ve iiretim hizini arttirir)

olarak belirlenmistir. Optimum baglangic pH’1 5-5.5, nisastal1 bir substrattan direk ve



etkili bir fermentasyon i¢in L(+) laktik asit verimi baz olarak fermentasyon pH’1 5’dir.
Bu kosullar altinda 200 g yiyecek artigindan Lactobacillus manihotivorans LMG 18011
mikroorganizmasi ile 19.5 g L(+) laktik asit iiretilmistir. Bunun yani sira mangan ilavesi
fermentasyonu belirgin sekilde hizlandirmis ve biyodoniigiimiin 100 saatte

tamamlanmasini miimkiin kilmigtir (Ohkouchi and Inoue 2006).

Arpa, misir, bugday gibi tahil iiriinleri ticari amilolitik enzimlerle hidrolize edilmis ve
laktik asit iiretimi i¢in Enterococcus faecalis RKY1 mikroorganizmasi ile fermente
edilmislerdir. Arpa ve bugdaydan laktik asit verimliligi > 0.8 g/Lh olarak elde
edilmistir. 200 g/L bugday unu % 0.3 (v/v) siilfiirik asit ile 6n isleme tabi tutulup
filtrasyonla sterilize edildikten sonra amilolitik enzimlerle hidrolize edildiginde
Enterococcus faecalis RKY1 mikroorganizmasi ilave besin kaynagi olmadan etkili bir
bicimde 2.6 g/Lh laktik asit verimliligi ve 5.90 g/LL kuru hiicre agirlig1 ile tiretimi
gerceklestirmistir. Laktik asit iiretimi ve hiicre biiyiimesi Enterococcus faecalis RKY1
mikroorganizmasinin CSL (corn steep liquid) bazli ortama uyarlanmasiyla sirastyla %
31 ve % 12 daha yiiksek degerlere ulasabilir. Ortamda 200 g/L bugday unu hidrolizati
15 g/L CSL ve 1.5 g/LL maya o6ziitii bulundugunda laktik asit {iretimi yalnizca bugday
unu kullanildigindaki duruma gore % 106 artarak 5.36 g/Lh’ye ve kuru hiicre agirhigi %
138 artarak 14.08 g/L’ye ulasmaktadir (Oh et al. 2005).

Biyokiitleden polilaktik asit iiretiminde laktik asit iiretim maliyetini azaltmak c¢ok
onemlidir. Cargill-Dow polilaktik asit iiretim maliyetini azaltma ¢alismalar1 yapmakta
ancak biyokiitleden laktik asit iiretiminin maliyeti sikint1 yaratmaktadir. Buna sebep
olarak ham nisastanin direk olarak laktik asit fermentasyonuna sokulamamasi, dncelikle
alfa-amilaz ve glukoamilaz gibi enzimlerle hidroliz edilerek sekere doniistiiriilmesinin

gerekmesi gosterilebilir. Bu iki asamal1 proses iiretim maliyetini arttirmaktadir.

Rhizopus arrhizuz 36017 ve Rhizopus oryzae 2062 mikroorganizmalar ile L(+) laktik
asit liretimi i¢in simultane sakkarifikasyon ve fermentasyonun biyokimyasal kinetigi,
pH, sicaklik ve substrata bagli olarak calisilmistir. Her iki fungal tiirde patates nisastasi

atik suyundan laktik asit iiretimi icin tek evreli fermentasyon prosesini yliriitebilecek



kapasitededir. Nisasta hidrolizi, indirgen seker miktari, laktik asit liretimi ve fungal
biyokiitle olusumu pH, sicaklik, nisasta kaynagi ve derisiminden etkilenmistir. Hem
nisastanin sakkarifikasyonu hem de laktik asit fermentasyonu i¢in en uygun kosullar;
nisasta derisimi 20 g/L, pH 6 ve sicaklik 30 °C olarak belirlenmistir. Bu kosullarda 36-
48 saat fermentasyon siiresinin sonunda laktik asit 0.85 - 0.92 g/g, biyokiitle ise 1.5 -
3.5 g/L olarak ol¢iilmiistiir. Benzer kosullarda Rhizopus arrhizuz 36017 laktik asit
tiretiminde Rhizopus oryzae 2062 ise fungal biyokiitle iiretiminde {istlinliik gostermistir

(Huang et al. 2005).

Narita et al. (2004), yaptiklar ¢alismada Streptococcus bovis 148 ile ham nisastadan
direk yiiksek optik saflikta laktik asit liretimi lizerinde ¢alisilmistir. Streptococcus bovis
148 hem gizli alfa-amilaz 6zellik gosterir ve Streptococcus geni homofermentatif laktik
asit bakterisi olarak bilinir. pH 6 da 37 °C’de 20 g/L ham nisastadan 14.7 g/L L(+)
laktik asit iiretilmistir. Verim % 88 ve optik saflik % 95.6 olarak bulunmustur.

Garguly et al. (2007), lif kabag1 silingerine tutuklanmis Rhizopus oryzae RBU2-10
mikroorganizmasi ile laktik asit liretimi {izerine ¢alisilmislardir. Luffa cylindrica’nin
olgunlasmis meyvelerinden elde edilen lif kabagi siingeri pH’1 ayarlamak igin
tamponlarla islem gordiikten ve 4 kez (121 °C, 20 dk/her bir dongii) otoklavda
tutulduktan sonra seklini ve yapisini korumaktadir. 100 ml ortam basma 4 parca lif
kabag siingeri (1.008 cm?) iceren ortam 3*106 spor m/L ile asilandiginda 48 saatlik
fermentasyonun sonunda 80.75 g/L laktik asit liretimi gerceklesmistir. 10 dongiiliik
kesikli fermentasyon uygulandiginda yiiksek laktik asit {iretimleri ilk 5 dongilide
gerceklesmistir (1.66-1.84 g/Lh). En yiiksek laktik asit iiretimi ise 3. dongiide 1.84 g/Lh

olarak gerceklesmistir.

Laktik asit tiretiminde genel olarak sakkaroz ve glikoz bazli ortamlar kullanilmaktadir.
Laktoz kaynagi olan peynir alti suyunun ticari olarak laktik asit tiretiminde kullanimi,
cevre i¢cin c¢ok biiylik atik olusturmasi ve atigin degerli bir {irline doniistiiriilmesi

bakimindan énemli bir alternatif olusturmaktadir (Panesar et al. 2007).



Biiyiikkileci ve Harsa (2004), peynir alt1 suyundan Lactobacillus casei ile L(+) laktik
asit iretiminde iriin verimliligi lizerine sicaklik, pH, ortam bilesenlerinin etkileri
arastirmiglardir. 27, 32, 37, 42 ve 47 °C’de ve pH 5.0 - 6.5 araliginda calisilmis en
yiiksek laktik asit tiretimi 37 °C ve pH 5.5 de gergeklesmistir. Mikroorganizmalarin
biiyiimesi 32 °C ve 37 °C’de 1 giiniin sonunda gozlenirken 27 °C ve 42 °C’de bu siire 2
giinii bulmustur. Erlenlerde calisildiginda verim 1.87 g/dm3h olarak bulunurken bu
deger fermentdrde 3.97 g/dm3 h ye ¢ikmistir. Baslangi¢ laktoz derisimi laktik asit {iretim

verimliligini etkilememistir.

Roukas and Korzekidou (1998), deproteinize edilmis peynir alt1 suyundan Lactobacillus
casei ve Lactococcus lactis mikroorganizmalarinin hem serbest haldeki hem de
tutuklanmig haldeki karisimlar ile kesikli ve ara beslemeli (fedbatch) fermentasyon ile
laktik asit iiretimi lizerine c¢alisilmiglardir. Ara beslemeli fermentasyon sistemi kesikli
fermentasyon sistemine gore daha iyi sonuclar vermistir. En yiiksek laktik asit derisimi
100 g/L substrat derisiminde (laktoz) hem tutuklanmis hiicreler ile ¢aligildiginda hem de
serbest haldeki hiicre karigimi ile ¢alisildiginda 46 g/LL olarak ara beslemeli sistemde
elde edilmistir. Tekrarlanan c¢alismalarda Ca-alginata birlikte tutuklanmis hiicreler
serbest haldeki hiicrelerin karisimina gore daha iyi sonug¢ vermistir. Ayrica Ca-alginata
tutuklanan Lactobacillus casei ve Lactococcus lactis hiicreleri 20 giin siiresince laktik

asit liretim kabiliyetlerini korumuslardir.

Laktik asit tiretiminde proses ekonomikligini belirleyen bir diger nokta ise laktik asit
bakterilerinin verimli iiretim yapabilmeleri i¢in gereksinim duyduklari besin
cesitliligidir. Laktozu tamamen laktik asite doniistiirebilmeleri i¢in bir takim ek
besinlere ihtiyaclari vardir aksi takdirde hem laktozun tamamini kullanamazlar hem de
fermentasyon yavag gerceklesir. Fitzpatrick e al. (2001) iiretim {izerine ortamda
bulunan mangan etkisini arastirmiglardir. Mangan laktat dehidrojenazin bir bileseni
oldugu i¢in Lactobacillus casei mikroorganizmasinin biiyiimesinde 6énemli bir yer tutar.
Peynir alti suyundan Lactobacillus casei ile yapilan ¢alismada % 0.5 (w/v) maya Oziitii
(YE) bulunan ortama 0.001 - 0.03 g/L oranlarinda MnSO4.H,O eklenmistir. Ortama
0.03 g/ MnSO4+H;0 eklenmesi fermentasyon siliresini 120 saatten 24 saate

diisiirmiistiir. 0.005 - 0.03 g/L araliginda fermentasyon performansi birbirine oldukca



yakin gozlenmis olmakla birlikte daha diisiik mangan derisimlerinde fermentasyon

oldukga yavastir.

Uretilen laktik asitin ortamdan alinmasi da ayr1 bir calisma konusudur. Laktik asit
tiretiminde olusan laktik asitin ortamdan alinmasi c¢ok basamakli bir prosestir.

Standartlasmis bir yOntem olmamakla birlikte genel olarak su basamaklardan

olusmaktadir ;

. Fermentasyon s1visindan biyokiitle ve diger katilarin ayrilmasi

. Laktik asiti serbest birakmak i¢in sivinin kuvvetli bir asit ile asitlestirilmesi

. Laktik asit ¢ozeltisinden tuzlarin uzaklastirilmasi (farkli yontemlerle yapilabilir,

stvi-sivi - ekstraksiyonu, iyon degistirme yontemiyle ya da es zamanla
asitlestirme ve esterlesme ile vb.)

. Laktik asitinin deristirilmesi

Her bir basamak i¢in farkli alternatifler olabilir ve siralamada degisiklikler yapilabilir.

Tek bir yontemden bahsetmek olanaksizdir. (Vaidya et al 2005 ).

En c¢ok kullanilan yoOntemlerden biri olan kalsiyum laktatin esterlestirme ile
coktiiriilmesi ve reaktif distilasyon ile hidrolizi ekonomik ve basit bir yontem olmakla
birlikte fazla miktarda jips aciga c¢ikarmaktadir. Siirekli sistemle ¢alisan reaktif
ekstraksiyon ve reaktif esterlesme-hidroliz yontemi ise jips ortaya ¢ikarmamakta ancak
daha biiyiik yatirimlar gerektirmekte, birim maliyet yiiksek olmaktadir. Daha diisiik
pH’larda laktik asit iretimini gergeklestiren, ucuz ekstraktanlardan etkilenmeyen
mikroorganizmalarin gelistirilmesi ekstraksiyon basamaginin maliyetini diistirecektir

(Joglekar et al. 2006).

Literatiir arastirmasi sonucunda yiiksek lisans ¢alismasi i¢in 6nemli olan bilgiler

asagidaki sekilde 6zetlenebilir.



Zengin iceriginden dolay1 en laktik asit bakterileri i¢in en uygun ¢cogalma ortami

MRS olarak belirlenmistir

Mikroorganizmaya bagl olarak, sicaklik 6nemli bir parametredir. Laktik asit

bakterileri i¢in optimum sicaklik araligi 28 °C ile 45 °C arasidir.
Mikroorganizmaya gore degismekle birlikte en uygun pH araligi 5.0 ve 6.5 dir.

Azot kaynag olarak maya 6ziitii kullanilmaktadir. Fermentasyon ortamina % 0.5

(w/v) maya oziitii (YE) ilavesi fermentasyon siiresini kisaltmaktadir.

Baslangi¢ laktoz derisiminin artmasiyla ulasilan laktik asit derisimi artmakta
buna bagli olarak fermentasyon siiresi uzamaktadir. Verim ise genel olarak

degismemektedir.

Mangan LDH’nin bir bileseni oldugu i¢in laktik asit {iretiminde olduk¢a dnemli
bir bilesendir. % 0.5 (w/v) maya oziiti (YE) iceren ortama 0.005 g/L
MnS0O4.H,0 ilavesi yapildiginda fermentasyon siiresinin 120 saatten 24 saate

diistiigii gézlenmistir.



3. KURAMSAL TEMELLER

3.1 Laktik Asit

Laktik asit (C3HgO3) organize yasamin her formunda bulunur. Insanlar ve hayvanlar i¢in
en 6nemli fonksiyonu kas dokularina enerji saglamasiyla ilgilidir. Laktik asit su bazli ve

yiiksek hidroskopik alifatik asit ve karmasik yapili bir kimyasaldir.

Laktik asit L(+) ve D(-) olmak iizere iki tiir optik formda bulunur. Sekil 3.1’de laktik

asit formlar1 verilmistir.

COOH COOH
H— (‘3 — OH OH—C—H
CH3 CH3
(a) (b)

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

D(-) laktik asitin yiliksek dozlarinin insan vucudu igin zararli olmasi nedeniyle gida ve
ilag endiistrilerinde L(+) laktik asitin kullanimi mevcuttur. Bu nedenle D(-) laktik asit
tiretimi ile ilgili yapilan calisma sayisi azdir. Ancak giiniimiizde biyobozunur bir
polimer olan polilaktik asitin 6zelliklerini iyilestirici yonde etkisi oldugu kanitlanan

D(-) laktik asitin tiretimi de 6nem kazanmustir.
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3.1.1 Laktik asitin kullanim alanlar

Laktik asit, fermente ve salamura gidalarda mikroorganizma gelisiminin &nlenmesi
amaciyla kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde en genis kullanim alani ise siit endiistrisi

ve fermente gidalardir.

Bu asit, peynirlerde ve diger siit iirlinlerinde, bira ve sarapta pH ayarlayici olarak gorev
yapmaktadir. Sentetik laktik asit, ticari olarak deri tabaklanmasi ve yiinlerin
boyanmasinda, gida isleme ve karbonlu iceceklerde aroma maddesi ve koruyucu olarak,
plastik, solvent, miirekkep ve laklarda hammadde olarak ve sayisiz kimyasal proseste
katalizor olarak gorev yapmaktadir. Laktik asidin ¢ok farkli derisimlerde (genellikle %
22 - 85) sulu c¢ozeltileri bulunmakta ve saf laktik asit renksiz, kristalimsi bir yap1

gostermektedir.

Laktik asit; kimyasal olarak sakkaroz veya laktoz fermentasyonu ile iiretilmektedir.
Diger asitligi diizenleyicilerden farkli olarak laktik asit, %50 - 90 derisimlerinde sivi
olarak bulunmaktadir. Ekmek, peynir, yogurt, et ve bira gibi bircok fermente gidada
dogal iirtin olarak bulunan laktik asidin islevinin kolaylikla farkina varilmistir.
Tursularda ve diger uygulamalarda asetik asitle birlikte kullanilan laktik asit, mikrobiyal
stabiliteyr arttirirken hafif bir aroma vermektedir. Laktik asit ve asetik asit
kombinasyonlarinin, salata ve soslar i¢inde etkili bir koruyucu oldugu belirlenmistir.
Bira ve saraplarin mikrobiyal stabilite i¢in asidifikasyonu da laktik asidin énemli bir

fonksiyonu olup laktik asit bu tiriinlerdeki asit indirgeyen bakterilerden etkilenmektedir.

Yesil zeytin prosesinde On islemlerde seyreltilmis laktik asit ile ortamda kalan alkalinin
uzaklastirilmas: ve metal iyonlarinin ¢oziilmesinde fermentasyon baslangicinda pH'm
4.5’e ayarlanmasinda ayrica ortamda yeterli seker bulunmadigi zamanlarda
fermentasyon sonunda pH’mm 3.7 - 3.8’e ayarlanmasi i¢in % 80’lik laktik asit
kullanilmalidir. Bu islemlerde ortam pH’1 dl¢giilmeden once ve laktik asit ilavesinden
sonra mutlaka 2 ila 5 dk arasinda laktik asitin ortama esit oranda karigmasi

beklenmelidir.
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Laktik asitin diger kullanim alan1 yiiksek kaliteli tursularin yapimidir. Asetik asit gibi
bogazda yakici bir tat birakmamakla beraber, asetik aside gore cok daha hosa giden,
yumusak ve devam ettirilebilir tat birakmaktadir. Ayrica petrolden elde edilen sentetik
asetik asit gibi zararl1 metal iyonlarini ihtiva etmez. Ciinkii dogal laktik asit sadece saf

sekerin fermentasyonundan elde edilebilmektedir.

Laktik asidin toz formu ise sekerleme yapiminda kendine olduk¢a genis yer
bulmaktadir. Sekerlemelerde, kullanilan aromanin cinsine bagli olmakla beraber
hissedilen meyve tadini arttirict ve agizda daha ferah bir tat birakici etkisi vardir.
Genellikle malik asit, laktik asit ve sitrik asidin kombinasyonu, sekerleme endiistrisinde
olduk¢a yogun olarak kullanilmaktadir. Bu fiiclii istenilen eksilik ve lezzet dengesini
olusturmakta oldukga iyi sinerjik etki gostermektedir. Sekerleme endiistrisi i¢in sivi

laktik asit yerine 6zel formlu toz laktik asitler tercih edilmektedir.

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

asite gore daha regiilar ve uzun siireli etki gostermektedir.

Son yillarda laktik asitten iiretilen, biyobozunur bir polimer olan polilaktikasitin

giindemde olmasi laktik asit iiretimini arttirict yonde etki gostermistir.

3.1.2 Laktik asit iiretimi

Laktik asit kimyasal olarak iiretilebildigi gibi hem L(+) hem de D(-) formu Lactobacilli
geninin farkli tiir ve modifikasyonlarmi iceren homolaktik organizmalar ile
karbonhidratlardan fermentasyon ile iiretilebilir. Uretimin yaklasik % 90’1 mikrobiyal
yolla yapilmaktadir. Kimyasal olarak sadece rasemik laktik asit iiretilebilirken

mikrobiyal olarak istenen optik formda laktik asit {iretimi yapilabilmektedir.
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3.1.2.1 Kimyasal laktik asit iiretimi

Laktik asitin kimyasal sentezi laktonitrilin giiclii asitlerle hidrolizi temeline dayanir.
Laktonitril hidrojensiyanidin baz varliginda asetaldehite katilmasiyla iiretilir. Bu
reaksiyon sivi fazda yiiksek atmosfer basincinda gergeklesir. Ham laktonitril
distilasyonla geri kazanilir ve saflagtirilir. Daha sonra ise derisik HCI ya da H,SOy ile
hidroliz edilerek laktik asit ve amonyum tuzu iiretilir. Olusan laktik asit metanol ile
esterlestirilerek metil laktat olusturulur. Olusan metil laktat distilasyonla uzaklastirilarak
saflagtirilir ardinda asit katalizliginde su ile hidroliz edilir ve laktik asit ile metanol elde

edilir. Metanol sisteme geri doner.

Bu proseste asagidaki reaksiyonlar gerceklesir.

(a) Laktonitril olusumu

CH;CHO + HCN katalizor CH;CHOHCN
Asetaldehit Hidrojensiyanid _— Laktonitril
(b) H,SOy ile hidroliz

CH;CHOHCN + H,O + 1/2H,SO4 . CH;CHOHCOOH + 1/2(NH,4),SO4
Laktonitril Sulfirik asit Laktik asit Amonyum tuzu
(c) Esterlesme

CH;CHOHCOOH + CH;0H , CH;CHOHCOOCH; + H,O
Laktik asit Metanol Metil laktat

(d) H,O ile hidroliz
CH;CHOHCOOCH; + H,O CH;CHOHCOOH + CH;0H
Metil laktat Laktik asit Metanol
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3.1.2.2 Mikrobiyal laktik asit iiretimi

Kimyasal sentezle rasemik laktik asit tretilirken karbonhidrat fermentasyonu ile
kullanilan mikroorganizmaya bagli olarak streo spesifik laktik asit iiretimi

gergeklestirilebilir. Cizelge 3.1°de laktik asit lireten mikroorganizmalar verilmistir.

Laktik asit bakterileri (LAB) ¢ogunlukla sporsuz ¢ogalan, katalaz negatif, gram-pozitif,
anaerob bakteriler olarak tanimlanmigslardir. Anaerob olmalarinin yaninda havaya karsi
tolearns1 olan bakterilerdir. Giivenli bakteriler olarak bilinirler ve bu o6zellikleri
geleneksel yiyeceklerde ve pazar payr her giin genisleyen 6zel besleyici gidalar ya da

saglik iirtinlerinde (Probiyotikler, prebiyotikler vb.) kullanimlarini arttirmaktadir.

Cizelge 3.1 Laktik asit iireten bakteriler

Mikroorganizma D(-) Laktik  L(+) Laktik D/L — Laktik
Asit Asit 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 +

Le. lactis +

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

iclerinde en genis familyadir ve 125 tiir icermektedir.

Laktik asit fermentasyonu 2 farkli yol izi izleyerek gerceklesebilir. Bu mikroorganizma

tiirline bagli olarak heterolaktik laktik asit fermentasyonu ve homolaktik laktik asit
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fermentasyonu seklindedir. Cizelge 3.2°de laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasi

verilmisgtir.

Cizelge 3.2 Laktik asit bakterilerinin siiflandiriimasi

H laktik F o Heterolaktik Fermentatif
omolaktik Fermentatl Fakiiltatif 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 tiirleri sekeri Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) glikoliz yol
izine gore kullanirlar ve standart fermentasyon kosullar1 altinda tek iiriin olarak laktik

asit ortaya cikar. Bu bakteriler pentoz ve glukonati fermente etmezler.

EMP glikoliz yol izi 11 basamakli reaksiyonlar dizisinin sonunda laktik asit olusmasidir

(Tiiziin 2002).

1. Ilk reaksiyon glikoz molekiiliiniin 6 yerinden fosfatlanmasiyla baslar ve glikoz-6-
fosfat meydana gelir. Buradaki enzimler : hekzokinaz ve/veya glikokinaz, koenzim ATP

ve kofaktor Mg dir.

2. Glikoz-6-fosfatin fruktoz-6-fosfata doniismesi bir izomerlesme reaksiyonudur.
Enzim, fosfoheksozimomeraz veya fosfoglikoizomerazdir. Glikoz-6-fosfatin halkali yar1
asetal bag1 acilip zincir seklinde doniisiir, zincir sekli aldoz-ketoz doniisiimiine gore
fruktoz-6-fosfata izomerlesir, sonra yar1 ketal bagi kapanarak fruktoz-6-fosfat meydana

gelir.

3. Fruktoz-6-fosfatin fruktoz 1,6 difosfata doniismesi reaksiyonu fruktoz-6-fosfatin bir

kez daha fosfatlanmasidir. Enzim, fosfofrutokinaz, koenzim ATP ve kofaktor Mg++.
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4. Fruktoz 1,6 difosfatin Gliseraldehit-3-fosfat ve Dihidroksiasetonfosfata boliinmesi
reaksiyonunun olast mekanizmasi: Fruktoz 1,6 difosfatin bir dengeye kadar zincir
sekline  donlismesi ve bu zincirin  boliinerek  Gliseraldehit-3-fosfat  ve

Dihidroksiasetonfosfat meydana gelmesi seklinde agiklanabilir. Enzim : Aldolaz

5. Triozfosfatlarin birbirne doniismesi reaksiyonunda enzim Triozfosfat izomerazdir.
Reaksiyonun mekanizmasi diger sekerlerdeki aldoz ketoz dengesinde oldugu gibi endiol

lizerinden geger.

6. Gliseraldehit-3-fosfatin 1,3 difosfogliserik asite doniismesi. Buraya kadarki
reaksiyonlarda fosfatlanma, izomerlesme ve bdliinme gibi reaksiyonlar gergeklesmistir.
Bunlarda belirgin bir elektron aktarilmasi yoktur. Ilk kez bu reaksiyonda elektron
aktarilmasi olur ve gliseraldehit-3-fosfatin aldehit grubu iki elektronunu NAD+ ye
aktararak kendisi karboksilik asit basamagina ylikseltgenir ve reaksiyon sirasinda

inorganik fosfat baglayarak 1,3 difosfogliserik asit meydana gelir.

Bu reaksiyon biyokimyanin en ilging reaksiyonlarindan biridir. Ciinkii burada
gliseraldehit-3-fosfat molekiiliiniin aldehit grubundan hidriir iyonu ayrilarak yiiksek
enerjili iki bilesik yani 1,3 difosfogliserik asit ve NADH meydana gelmektedir. AG
pozitif olarak oldukg¢a yiiksektir ve kimyasal termodinamik bakimindan bodyle bir
reaksiyonun gerceklesmesi olast degildir. Biyokimyasal olarak bdyle bir reaksiyonun
gerceklesmesi ancak enzimin 6zel yapisi ile miimkiin olmaktadir. Gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenaz enziminin aktif merkezinde sistein kalintisinin —SH grubu vardir ve bagka

bir aktif merkezine NAD+ kovalent baglarla baglanmaistir.

7. 1,3 fosfogliserik asitin 3-fosfogliserik asite (3-PGA) dontismesi. 1,3 difosfogliserik
asit karboksilik asit ile fosforik asit anhidrididir. Bu reaksiyonda anhidrit bagindan
fosfat grubu ayrilip ADP ye baglanir ve 3 fosfogliserik asit + ATP meydana gelir.

Enzim; fosfogliseril kinaz, koenzim ; ADP ve kofaktér Mg"" dir.
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8. 3-Fosfogliserik asidin (3-PGA) 2-Fosfogliserik asite (2-PGA) doniismesi
reaksiyonunun enzimi fosfogliseril mutazdir. Bu enzimin aktif merkezinde serin
kalintisina baglh fosfat gruplari bulunur. Bu 3-PGA nin 2- yerini fosfatlayarak 2,3
difosfogliserik asit-enzim kompleksi olusturur. Bunun 3- yerinden fosfat grubu

ayrilarak 2-PGA meydana gelir.

9. 2-Fosfogliserik asitten (2-PGA) fosfofenol piriivat (PEP) olusmasi reaksiyonunun

enzimi enolaz (veya fosfopriivat hidrolaz), kofaktorler Mg™ veya Mn"" dir.

10. Fosfofenolpiriivatin (PEP) pirlivik asite donlismesi. Enzim; piriivik kinaz,
koenzimler Mg ve K'. Bu reaksiyonda PEP ten ayrilan fosfat anyonu ADP’ye

baglanarak yiiksek enerjili bir koenzim olan ATP meydana gelir.

11. Pirtivik asitin L(+) laktik asite doniismesi. Glikoliz reaksiyonunun son basamagi
olan bu doniisiimiin enzimi laktik dehidrojenaz (laktat dehidrojenaz), koenzim NADH
dir. Piriivik asitin keto- grubuna 2 elektron + 2 proton aktarilarak laktik asit meydana

gelir. Reaksiyon ¢ok ekzotermiktir ve laktik asit lehinedir.

Sekil 3.2’de homolaktik fermentasyon yol izi gosterilmistir (Panesar et al. 2007).
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Sekil 3.2 Homolaktik laktik asit fermentasyonu yol izi
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Fakiiltatif olarak heterolaktik mikroorganizmalar da heksozu ayni yol izine gore
kullanirlar ancak bu mikroorganizmalar pentoz ve bazi farkli maddeleri fosfoketolazdan
bagimsiz bir yol izini kullanarak parcalarlar ve ortaya laktik asit ile genellikle asetik asit
ya da etanol gibi yan {iriinler ortaya ¢ikar. Obligate heterolaktik laktik asit bakterileri ise
sadece fosfoketolazdan bagimsiz bir yol izini kullanirlar ve bu nedenle ortaya laktik asit

yaninda biiylik miktarlarda da yan {irlin (asetik asit, etanol vb.) ortaya ¢ikar.

Sekil 3.3°de heterolaktik fermentasyon yol izi gosterilmistir (Panesar et al. 2007).
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Sekil 3.3 Heterolaktik laktik asit fermentasyonu yol izi
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3.2 Polilaktik Asit

Polilaktik asit laktik asitin polimerizasyonuyla elde edilen, dogada bozunmasi birkag ay

siiren bir biyopolimerdir.

Laktik asitin 2 stereoizomerik formu oldugu i¢in her ikisi de yar1 kristal formda olan ve
benzer kimyasal ve fiziksel 6zellik gosteren (poli-levo laktik asit ve poli-dextro laktik
asit) PLA nin 3 farkli ¢esidi mevcuttur (Sekil 3.4). D(-) ve L(+) laktik asitlerin esmolar
karisimindan elde edilen rasemik polimer, poli DL laktik asit ya da poli meso laktik asit
amorf yapidadir. D(-) ve L(+) birimlerinin katilimiyla olusturulan PLA sirasiyla PLLA
ve PDLA olarak adlandirilir. Bu ikisi ise kristal yap1 gosterir. Genel olarak stereo
izomerik oranin artig1 kristalligi diisiirir ve bundan dolayr erime noktasi da diiser

(Fzhang et al. 2005).

O CH;4 O CH;

[ [
"m”'”'(‘““c HOwC .

e “Son Ho?  “H

L-laktik asit

D-laktik asit

Ak S 0. ~UH
0=C “Li.‘i-CH o=c" \‘(-i.-”
H i =0 H =0
g 0/ \O/
H4C H;C
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CH; O
|'f ? 0\/\(
/\0 ‘ j
CH; 0
Sindiyotaktik PLA izotaktik PLA
baglanisi baglanisi

Sekil 3.4 Laktik asit ve polilaktik asit (PLA) cesitleri
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PLA basit bir sekilde ester baglarinin hidrolizi ile bozunur ve bu hidrolizi katalizleyecek
enzime gereksinim duymaz. Bozunma hizi yapmin sekil ve boyutuna, hidroliz
sicakligina, neme ve izomerlerin oranina baglidir. PLA’nin ¢evresel bozunumu 2
asamada gerceklesir. Ilk asamada yiiksek molekiil agirlikli zincirler diisiik molekiil
agirlikli oligomerlere hidroliz olur ve bu agama yavas gergeklesir. Bu asama asit ya da
bazlarla hizlandirilabilir. Bu durum maddenin kimyasal yapisim1 belirgin bir sekilde
etkiler. Asit ortaminda hidroliz baz ortamidan daha yiiksektir. Ilk asamada PLA’nin
molekiil agirligr 40.000’in altina kadar diiser. Bu molekiil agirlig1 civarinda ¢evredeki
mikroorganizmalar diisiik molekiil agirlikli bilesenleri karbondioksit su ve metana
dontistiirerek doniisiim prosesini tamamlarlar. Yapilan calismalar yiiksek kristallikte
PLA nin bozunmasinin aylar hatta yillar alabilecegini oysa amorf formun sadece birkag
haftada bozunabildigini gostermistir (Garlotta et al. 2002). Bu nedenle D(-) laktik asitin
tiretimi ve farkli oranlarda laktik asitten PLA iiretimi 6nem kazanmaktadir. Sekil 3.5’de

polilaktik asitin dogadaki dongiisii verilmistir.

Son {iriin
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Sekil 3.5 Polilaktik asitin dogadaki dongiisii
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3.3 Mikroorganizma

Mikroskobik (¢iplak gozle goriilemeyecek kadar kiiciik olup ancak mikroskop ile
goriilebilen) organizmalarin genel adidir. Sekil 3.6’da mikroskop altinda Ornek

mikroorganizma goriintiileri verilmistir.

(b)

Sekil 3.6 Mikroskop altinda mikroorganizma goriintiilleri a. Hansen'’s bacillus,
b. Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes

Bakteriler tek hiicreli mikroorganizma grubudur. Tipik olarak birka¢ mikrometre
uzunlugunda olan bakterilerin ¢esitli sekilleri vardir, kimi kiiresel, kimi spiral sekilli,

kimi ¢ubuksu olabilir.

Yeryiizlindeki her ortamda bakteriler mevcuttur. Toprakta, deniz suyunda, okyanusun
derinliklerinde, yer kabugunda, deride, hayvanlarin bagirsaklarinda, asitli sicak su
kaynaklarinda, radyoaktif atiklarda biiyiiyebilen tipleri vardir. Tipik olarak bir gram
toprakta bulunan bakteri hiicrelerinin sayist 40 milyon, bir mililitre tathh suda ise bir
milyondur; toplu olarak diinyada bes nonilyon (5x10°°) bakteri bulunmaktadir.

Bakteriler gidalarin geri donilisimii i¢cin hayati bir Oneme sahiptirler ve gida
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dongiilerindeki ¢ogu ©Onemli adim, atmosferden azot fiksasyonu gibi, bakterilere
baglidir. Ancak bu bakterilerin ¢ogu heniiz tanimlanmamistir ve bakteri subelerinin
sadece yaklasik yaris1 laboratuvarda kiiltiirlenebilen tiirlere sahiptir. Bakterilerin

arastirildig bilim bakteriyolojidir, bu, mikrobiyolojinin bir dalidir.

Insan viicudunda bulunan bakteri sayisi, insan hiicresi sayismin on kati1 kadardur,
ozellikle deride ve sindirim yolu i¢inde ¢ok sayida bakteri bulunur. Bunlarin ¢ok biiyiik
bir cogunlugu bagisiklik sisteminin koruyucu etkisiyle zararsiz kilinmis durumda
olsalar, ayrica bir kism1 da yararli (probiyotik) olsalar da, bazilar1 patojen bakterilerdir
ve enfeksiyoz hastaliklara neden olurlar; kolera, frengi, sarbon, clizzam ve veba bu cins
hastaliklara dahildir. En yaygin oOliimciil bakteriyel hastaliklar solunum yolu
enfeksiyonlaridir, bunlardan verem tek basina yilda iki milyon kisi 6ldiriir, bunlarin
cogu Sahra alti Afrika'da bulunur. Kalkinmis tlkelerde bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde ve ¢esitli hayvancilik faaliyetlerinde antibiyotikler kullanilir, bundan dolay1
antibiyotik direnci yayginlagmaktadir. Endiistride bakteriler, atik su aritmasi, peynir ve
yogurt iiretimi, biyoteknoloji, antibiyotik ve diger kimyasallarin imalatinda énemli rol

oynarlar.

Bakteriler,

Prokaryotturlar.

Enzim sistemleri bulunur, 6zgiin metabolizmalar1 vardir.

Nucleus ve zar sistemlerine ait organeller bulunmaz.

Y 6netici molekiilii DNA'dir ve nuclear alanda ¢iplak olarak bulunur.
Protein, yag ve karbonhidrat i¢ceren hiicre ¢eperi vardir.

Bazilarinda kapsiil bulunur.

SN NN N NN

Sitoplazmada : DNA, RNA, ribozom, poliribozom, glikojen, yag damlalar:

bulunur.

(\

Hiicre zar1 kivrimlarindan olugsmus mesezom ve tilakoid tasiyanlar vardir.
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3.3.1 Mikroorganizmalarin siniflandirilmasi

Siniflandirma, bakterileri benzerliklerine gore gruplandirip adlandirarak onlardaki
cesitliligi betimlemeye yarar. Bakteriler hiicre yapisi, hiicresel metabolizma veya
hiicresel bilesenlerindeki (DNA, yag asitleri, pigment, antijen ve kinonlar gibi)
farkliliklara gore siniflandirilabilirler. Bu yontemler bakteri suslarinin kimliklerinin
tespitini ve siniflandirilmasina olanak saglasa da, bu farkliliklarin farkl tiirler arasindaki
varyasyonlart m1 yoksa ayni tiir icindeki varyasyonlart m1 yansittig1 belli degildi. Bu
belirsizligin nedeni, ¢ogu bakteride ayirt edici yapilarin olmamasi, ayrica birbiriyle
iligkisiz tiirler arasinda yatay gen transferi olmasiydi. Yatay gen transferi yiiziinden
birbirine akraba sayilabilecek bazi bakteri tiirleri ¢ok farkli morfoloji ve metabolizmaya
sahip olabilirler. Bu belirsizligin iistesinden gelebilmek icin modern bakteri
siniflandirmasi molekiiler sistematige agirlik verir, guanin sitozin oraninin Ol¢iimii,
genom-genom hibridizasyonu, ayrica yatay gen transferine ugramamis genlerin

(ribozomal RNA gibi) dizilenmesi gibi genetik teknikler kullanir.

"Bakteri" terimi bir zamanlar tiim mikroskopik, tek hiicreli prokaryotlar i¢in kullanilirdi.
Ancak molekiiler sistematik sayesinde prokaryotik yasamin iki ayr1 sahadan olustugu
gosterildi. Onceleri Eubacteria ve Archaebacteria diye adlandirilan, ama artik Bacteria
and Archaea olarak adlandirilan bu iki canli grubu, ortak bir atadan ayr1 ayr
evrimlesmislerdir. Arkeler ve Okaryotlar arasindaki yakinlik, her birinin bakterilerle
olan yakinligindan daha ¢oktur. Bu iki saha (iist alem), Eukarya ile birlikte, gliniimiizde
mikrobiyolojide en yaygin kullanilan siniflandirma sistemi olan ii¢ saha sisteminin
temelini olusturur. Ancak, molekiiler sistematigin yakin zamanda kullanima girmesi ve
genom dizileri elde edilmis canlilarin sayisindaki hizli artis nedeniyle bakteri
siniflandirmasi halen hizla degisen ve gelisen bir bilim dalidir. Ornegin, baz1 biyologlar

arke ve okaryotlarin gram-pozitif bakterilerden evrimlestigini iddia etmektedirler.

Laboratuvarda bakteri kimlik tespiti 6zellikle tipta cok 6nemlidir, ¢linkii dogru tedavi,
enfeksiyona yol agan bakteri tiiriine baglidir. Dolayisiyla insan patojenlerinin kimliginin

tespiti, bakterilerin tanimlanma tekniklerinin gelismesinin baglica diirtiisii olmustur.
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Bakteri siniflandirmasinda oldugu gibi, bakteri kimlik tespiti de gittikge daha sik olarak
molekiiler yontemlerle yapilmaktadir. DNA'ya dayali yontemler, 6rnegin polimeraz
zincir reaksiyonu, oOzgiilliikkleri ve cabukluklari nedeniyle, kiiltiir yapmaya dayali
tekniklere kiyasla artarak popiilerlesmektedir. Bu yontemler sayesinde "yasayan ama
kiiltiirlenemeyen", yani metabolik olarak aktif olan ama boliinmeyen hiicrelerin
kimliklerini tespit etmek miimkiin olmaktadir. Ancak bu gelismis yontemlerle dahi,
bakteri tilirlerinin toplam sayis1 bilinmemektedir ve bu say1 belli giiven sinirlari iginde
tahmin dahi edilememektedir. Mevcut siniflandirmaya gore bilinen bakteri tiirlerinin
(siyanobakteriler dahil) sayis1 9000'inin altindadir ama bakteriyel cesitliligin bliytikligi
hakkindaki tahminlerde toplam tiir sayis1 10'den 10”a kadar uzamr ve hatta bu

tahminlerin dahi birkag biiyiikliik mertebesi kadar hatali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sekillerine gore bakteriler yuvarlak (coccus), cubuk (bacillus), virgule (vibriyon), spiral
(spirillim) gibi gruplara ayrilirlar. Koloni olusumuna gore ise monococcus (tekli hiicre),
diplococcus (ikili hiicre), streptococcus (zincir seklinde) ve stafilococcus (lizlim salkimi

seklinde) olarak siniflandirilirlar.

Sekil 3.7°de bakterilerin sekillerine ve koloni olusumuna gore siniflandirilmasi

verilmistir.
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Sekil 3.7 Bakterilerin sekillerine ve koloni olusumlarina gére siiflandirilmasi

Bakteriler ayrica gram pozitif ve gram negatif olarak da gruplandirilirlar. Bu
gruplandirma igin gram boyama yontemi kullanilir. Gram boyama, bakterileri hiicre
duvarlarinin kimyasal ve fiziksel ozelliklerine gore iki biiyilk gruba (Gram-pozitif,

Gram-negatif) ayirmak i¢in kullanilan empirik bir yontemdir.

Bu metodu bulan kisi, Danimarkali bilim adami1 Hans Christian Gram'dir. Bu metodu,
1884 yilinda, pnomokoklar (Streptococcus pneumoniae) ile Klebsiella pneumoniae

bakterilerini ayirt edebilmek i¢in gelistirmistir.

Gram boyama yapmak i¢in hazirlanmis preparatin iizerine kristal viyole boyasi
damlatilp 1 dakika beklenir ve iyot-lugol c¢ozeltisi ile yikanarak kristal viyole
uzaklagtirilir. Preparata tekrar iyot-lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1 - 2 dakika bekletilip,
distile su ile yikanarak iyot-lugol ¢6zeltisi uzaklastirilir. Preparatin iizerine % 96 'lik etil
alkol veya eter — aseton ¢ozeltisi damlatilarak 10 - 15 saniye beklenir, distile su ile
yikanir ve karsit boya olarak safranin damlatilir ve 20 - 30 saniye bekletilir. Preparat
distile su ile yikanarak havada kendi halinde kurumaya birakilir, preparata immersiyon

yagt damlatilir ve 100 'liik objektifle incelenir. Mor renkli bakteriler Gram pozitif, i¢in
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gerekli olan tiim ¢ozeltiler hazir ticari kitler halinde de pazarlanmaktadir. Sekil 3.8’de

boyama ¢ozeltileri gosterilmistir.

Sekil 3.8 Gram boyamada kullanilan ¢ozeltiler (Viyole, Safranin, Lugol)

Gram-pozitif bakterilerin kristal viyole/iyot kompleksini tutma ozelligine sahip
peptidoglikan yapida hiicre duvarlar1 vardir. Hiicre duvarlarinin agst ve kat kat
peptidoglikandan olusan yapisi boya parcaciklarini tutar. Gram-negatif bakterilerin
hiicre duvar ise sadece ince bir peptidoglikan katmaninda olusur ve boyalar1 tutamaz.

Gram-negatif bakterilerde ayn1 zamanda lipid yapida bir dis zar duvardir.

Alkol, gram-pozitif hiicre duvarinin su kaybedip bliziismesine neden olur bu yiizden
boya tanecikleri molekiillerin arasina sikisir. Gram-negatif bakterilerdeki ince olan
peptidoglikan katman boya pargalarini tutamaz; alkol dis zardaki lipitleri ¢oziince boya
dagilir, hiicrenin rengi agilir. Renk agilmasi adimi 6nemlidir ve belli bir yetenek
gerektirir ¢linkii Gram-pozitif olma kesin bir sonu¢ vermeyebilir. Renk agilmasinin
ardindan birinciden farkli ikinci bir boya (safranin) uygulanir, bu boya rengi acilmis
hiicreleri boyayarak onlarin goriinmelerini saglar. Gram pozitifler birinci boyayla mora
boyandiklar1 i¢in ikinci boya onlarin rengini etkilemez ancak gram negatif olanlar

pembe-kirmizi olurlar.

Sekil 3.9°da Gram pozitif ve gram negatif bakterilere 6rnekler verilmistir.
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Sekil 3.9 Gram pozitif ve gram negatif bakterilere 6rnek goriintii

Solunum bi¢imlerine gore bakterilerin aerob bakteriler (oksijen seven), anaerob
bakteriler (oksijensiz ortamda yasayan) ve fakiiltatif anaerob yani hem oksijenli hem de
oksijensiz ortamda yasayabilen bakteriler olarak siniflandirilirlar. Laktik asit bakterileri

(LAB) bu gruba girmektedir.

Beslenme bigimlerine gore ise bakteriler 2 gruba ayrilmaktadir. Bunlar ; heterotrof
bakteriler (besinlerini disaridan hazir olarak alan bakteriler) ve otorotrof bakterilerdir

(ihtiya¢ duyduklar1 organik besinlerini kendileri sentezlerler).

3.3.2 Mikroorganizma ¢ogalmasi

Mikroorganizmalar, uygun besi yeri ve cevresel kosullar altinda, tiirlerine 6zgii bir
stiratle iirerler. Kosullarin uygunlugu devam ettigi siirece, buna paralel olarak ¢cogalma
da stirekli olur. Ancak, laboratuvarlarda, mikroorganizmalari tiretmede sinirli miktarda
besi yerleri kullanildigindan, mikroplarin {iremeleri kisitlanir. Mikroplar iiredikge,
ortamdaki gida maddeleri azalir ve tiikenir. Optimal kosullarin degismesi (pH, osmotik
basing, oksijen, yiizey gerilimi, vs.) ve besi yerinde toksik metabolitlerin birikmesi,
miktar1 az olan besi yerinde {iremeyi kisa bir siire sonra baskilar ve durdurur. Ornegin,
her 20 dakikada bir defa boliinerek tireyen E. coli hiicresinden, uygun kosullar devam

114
2

ettigi slirece 48 saat icinde (veya 2.2x10™) hiicre meydana gelir.
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Yukarida belirtilen nedenlerle liremenin kisitlanacagi, ayn1 zamanda her hiicrenin tekrar
boliinme olasiliginin siirlanacagii ve her mikrop i¢in boliinme siiresinin 20 dakika

olmayacagini diisiiniiliirse, bildirilen rakamlara ulasmanin gii¢liigii ortaya ¢ikar.

Insan ve hayvanlarda hastalik olusturan yuvarlak (streptokok, stafilokok, diplokok,
Neisseriae 'lar, vs.), comak bakteriler (pastorella, korinebakteri, mikobakteri,
salmonella, brusella, vibrio, vs.), acrobik basiller (B. anthracis, B. subtilis, B. cereus,
vs.), klostridium sinifina ait bakteriler (C. tetani, C. botulinum, C. septicum, C. welchii,
vs.) ve sarmal bigcimdeki (spiroketler) mikroplar kisa eksen boyunca ortadan ikiye
boliinmek suretiyle lirerler. Sporlu olan aerobik ve anaerobik mikroplarda sporlar iireme
araci degildirler. Bu basillerin vegetatif formlar1 da ayn1 sekilde ortadan ikiye boliinmek

suretiyle ¢cogalirlar. Sekil 3.10°da mikroorganizma ¢ogalma sekilleri verilmistir.
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a) Koklarda
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b) Comak gekidl claniarda
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c) Sarmal gekilli olanlarda

d} Klamidia‘larda

a} Sapl baktererde (Prosthecobacter fusiformis
f} Tomurcuklanarak cogalma (Rhodopseudomonas acidophila)
Sekil 3.10 Mikroorganizma ¢ogalma sekilleri a. Koklar, b. Comak sekilli olanlar,

c. Sarmal sekilli olanlar, d. Klamidialarda, e. Sapl bakterilerde,
f. Tomurcuklanarak ¢ogalma
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Boliinme baglamadan Once, bakteri, iki kardes hiicreye yetecek kadar enzimleri, gerekli
diger organik ve inorganik maddeleri hazirlar ve biriktirir. Bu islemler yapilirken hiicre
icinde 6zellikle niikleer bolgede bir organizasyon goriiliir. Toplu halde bulunan nukleus
orta bolgede uzamaga baslar. Niikleus sitoplasmik membrandaki 6zel yere (muhtemelen
mesosom) baglanarak replikasyona baglar. Replikasyon tamamlaninca, hiicre
duvarindan igeri dogru ve karsilikli olarak bir septum olusumu goriliir. Buna,
sitoplasmik membran da istirak eder ve septumlar iceri dogru uzayarak hiicreyi
ortasindan iki kardes hiicreye ayirir. Bu iki hiicre birbirinden ayrilarak tam bagimsiz
hale gelirler veya birbirlerine bitisik olarak kalirlar (streptokok, streptobasil, flamentdz

formlar) .

Watson Crick modeli DNA yapis1 (gift iplik¢ikli ve sarmal, dupleks) replikasyonun,
semi-konservatif bir sekilde olabilecegini ifade eder. Bu goriise gore, her bir iplik¢ik,
kendine komplementer olan diger yeni iplik¢igin sentezlenmesinde, kalip ddevini goriir.
Replikasyon genellikle, sabit ve belli bir yerden baglayarak diger uca dogru gider.
Iplikgikler birbirinden ayrilirken, karsilarinda, birbirini tamamlayan ve homolog olan
yeni iplik¢ik sentezlenmeye baslar ve bu islem, tiim iplik ayrilincaya dek devam eder.
Boylece DNA replike olur ve olusan ¢ift iplik¢iklerden biri (ki bunda parental DNA'dan
da bir iplik¢ik vardir) kardes hiicreye gecer, digeri ise parental hiicrede kalir. Bu
nedenle F, generasyonda, c¢ift iplikgikte bir tane orijinal ve bir tanede yeni sentezlenen

iplik¢cik bulunur.

E. coli 'de kromozom sirkiiler sekildedir. Tam bir duplikasyon i¢in 20 - 30 dakika
gecmekte ve heliks bu siire i¢inde a¢ilmaktadir. DNA, her 3.4 nm uzunlukta bir biikiime
sahip oldugu diisiiniiliirse ve bir kromozomun da, bakteri tiiriine gore degismek iizere,
ortalama 1 mm. uzunlukta olabilece8i hesaba katilirsa, bir boliinme siiresi (20 -30
dakika) i¢inde, DNA'nin ne kadar hizla agilmasi gerekecegi ortaya ¢ikar. DNA bir
taraftan agilirken diger taraftan da sentezlenen yeni iplik¢ik nedeniyle tekrar heliks
formunu almakta ve kapanmaktadir. Bu agilma islemi, diiz veya lineer yapida olanlarda
veya sirkiiler olmayan kromozomlarda ¢ok daha basit¢edir. Yapilan ¢alismalarda, DNA
iplikciklerinin birinde baslatma yerinin (replikator) bulundugunu ve daima da buradan

acilmaya bagladigin1 ve sona dogru ulagtigini ortaya koymustur. Replikasyonu baslatan
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ve heliksi acan 0zel proteinler de bulunmaktadir (helikase). Genetik kontrol altinda
bulunan DNA replikasyonu baz1 hallerde bozulabilir. DNA 'nin replikasyonu
tamamlaninca septum olusumunun gecikmesi veya replikasyon catalinin fazla olmasi

hallerinde iki adet ¢ekirdek bulunabilir. Ancak bu durum c¢ok nadiren meydana gelir.

Bakteri biiylitmek i¢in kullanilan ¢ogu laboratuvar tekniginde, ¢ok miktarda hiicrenin
hizli ve ucuz olarak {iretilmesi i¢in bol miktarda besinler kullanilir. Ancak, dogal
ortamlarda besinler sinirli miktardadir, bu yiizden bakteriler ilelebet iiremeye devam
edemez. Besin sinirlamasi farkli biiylime stratejilerinin evrimlesmesine yol agar. Bazi
organizmalar besinler mevcut olunca son derece hizli ¢ogalir, 6rnegin yaz aylarinda bazi
gollerde yosun ve siyanobakteriyel biiyiimelerinde oldugu gibi. Baska bazi
organizmalar sert ¢evresel satlara adaptasyonlar1 vardir, 6rnegin Streptomyces'in rakip
organizmalar1 engellemek icin coklu antibiyotik salgilamasi gibi. Dogada ¢ogu
organizma besin teminini kolaylastiran ve gevresel streslere kars1 koruyucu topluluklar
halinde (biyofilm gibi) yasar. Bu iligkiler belli canli veya canli gruplarinin biiyiimesi

icin sart olabilir (sintrofi).

Bakteriler belli bir boya kadar biiylir ve sonra eseyli ya da eseysiz ilireme yoluyla
iirerler. En iyi sartlarda bakteriler biiyiik bir hizla biiyiir ve tirerler. Hiicre boliinmesinde
birbirinin ayni iki yavru hiicre meydana gelir. Baz1 bakteriler, eseysiz liremelerine
ragmen, daha karmasik yapilar olustur, bunlar yavru hiicrelerin yayilmasinm
kolaylastirir. Buna 6rnek myxobacteria'larda tohum yapilar1 ve Streptomyces'te lif
olusumudur. Bazi bakterilerde ise tomurcuklanma olur, hiicre ylizeyindeki meydana

gelen bir uzant1 kopunca bir yavru hiicre meydana gelir.

Eseysiz liremede, bakteri hiicresi ortam sartlart uygun oldugunda mitoz bdliinmeyi
andiran (Fisyon boliinme) boliinme ile hizla ¢ogalir. DNA kendisini esler, yeni olusan
DNA'lar ayrilirken, ayni anda hiicrenin kendisi de ikiye bdliiniir. Ortaya ¢ikan yeni
bakterilerin kalitsal yapilart aynidir. Boylece temel ozelliklerin siirekliligi saglanir.
Ortamda yeterli besin maddesi varsa 6 saatte bir bakteriden 250.000 bakteri hiicresi
olusur. Fakat bu artis stirekli degildir. Ciinkii bakteriler ¢ok gegmeden ortamdaki besin
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maddelerini tiiketirler. Bu siire igerisinde metabolizma sonucu olusan artik maddelerin
birikmesi bakterilerin 6liimiine sebep olurlar. Boylece iireme sinirlanir. Sekil 3.11°de

eseysiz lireme sekli verilmistir.

Sitoplazma _ *
" bélonmesl

Sekil 3.11 Bakterilerde eseysiz liremenin sematik gosterimi

Bakterilerin eseyli iiremesi ise konjugasyon (kavusma) yoluyla gerceklesir. Ayni tiirden
olan iki bakteri yan yana gelerek sitoplazmik kopri olusturur. Bu koprii yardimiyla
DNA aktarimi olur. Kalitsal maddeyi veren erkek, alan hiicre ise disi olarak kabul edilir.
Olusan yeni bireyler arasinda kalitsal farklilik goriiliir. Sekil 3.12°de bakterilerde eseyli

tireme sekli verilmistir.

Sekil 3.12 Bakterilerde eseyli tiremenin sematik gosterimi
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Bakterilerde, konjugasyondan baska genetik ¢esitliligi arttiran diger bazi olaylar

sunlardir ;

Transformasyon : Ayni tir bakteriler arasinda goriiliir. Bir bakterinin 6lim veya
ayrisma sonucu ortama verdigi DNA'nin, fagositozla baska bir bakteriye alinip kendi
kromozom ve DNA'sina eklenmesidir.

Transdiiksiyon : Bakteriyofajin kendine ait veya bakteriye ait DNA'y1 baska konuk¢u
bir bakteriye tasimasidir.

Mutasyon : DNA'da meydana gelen ani degismelere denir. DNA molekiiliiniin bir

niikleotidinin degismesiyle olusan mutasyona nokta mutasyon denir.

Uygun bir besi yerine ekilen bir mikroorganizmanin belli bir siire i¢indeki lireme

durumu baslica 4 evre gosterir.

Bir bakteri toplulugu yiiksek besin bulunduran bir ortama ilk girdiginde hiicrelerin yeni
ortamlarina adapte olmalar1 gerekir. Biiyiimenin ilk evresi bekleme asamasidir (latent
donem veya lag fazi), bu yavas biiyiime doneminde hiicreler yiiksek besili ortama
adapte olup hizli biiylimeye hazirlanirlar. Hizli biiyiime icin gerekli olan proteinler
iiretilmekte oldugu icin bekleme doneminde biyosentez hizi yiiksektir. Biiyiimenin
ikinci evresi logaritmik faz (log faz1) veya lissel faz olarak adlandirilir. Bu evrede iissel
biiylime olur. Bu evrede hiicrelerin biiyiime hizi (k), hiicre sayisinin iki katina ¢ikma
siiresi de jenerasyon zamani (g) olarak adlandirilir. Besinlerden biri tiikkenip sinirlayici
olana kadar siiren log fazi1 sirasinda besinler en yiiksek hizla metabolize olur.
Biiyiimenin son evresi duragan faz olarak adlandirilir, ve besinlerin tiikkenmis
olmasindan kaynaklanir. Hiicreler metabolik etkinliklerini azaltir ve gerekli olmayan
hiicresel proteinlerini harcarlar. Duragan faz, hizli bliylimeden bir strese tepki haline
gecis donemidir, DNA tamiri, antioksidan metabolizmasi, ve besin tasimasi ile iliskili
genlerin ifadesinde bir artis olur. Sekil 3.13’de mikroorganizma cogalma evreleri

gosterilmistir.
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Sekil 3.13 Mikroorganizmanin belli bir siire i¢cindeki tireme durumu a. Gecikme fazi,
b. Ustel iireme fazi1 (logaritmik dénem), c. Durgunluk fazi, d. Oliim faz1

e Gecikme fazi

Bu fazda yeni veya degisik ortama ekilen mikroplarda iireme olmadigindan sayica da
bir artma olmaz. Buna karsin, bakteriler yeni enzimler, metabolik ara iiriinler ve gerekli
maddeleri sentezlediginden, metabolizma artmistir. Bu donem, ayni zamanda,
mikroorganizmalarin, ortama adaptasyonlarini da saglar. Adapte olamayanlarin 6lmeleri
nedeniyle mikrop sayisinda azalmalar da goriilebilir. Ortama uyabilen ve yeni maddeler
hazirlayan mikroorganizmalar belli bir gecikme déneminden sonra boliinerek liremeye
baslarlar. Bu donemin uzunlugu veya kisalig1 mikroplarin tiiriine bagli olmakla beraber,
cevresel kosullara (pH, 1s1, ozmotik basing, yiizey gerilimi, oksijen, vs.), besi yerinin
bilesimine, ekilen mikroplarin ilk alindig1 kiiltiiriiniin donemine de baghdir. Asilama,
bir 6nceki kiiltiiriin durgunluk veya 6liim fazindan alinmigsa, veya degisik bilesimdeki
besi yerine ekilmigse veya aralarinda 1s1 farki varsa, bu takdirde uzun veya kisa bir
gecikme donem olusabilir. Eger her iki besi yeri ayni nitelikte ve ekilen mikroplar da bir
onceki kiltiiriin tireme doneminden alinmigsa, bu takdirde, gecikme devri olusmaz ve

mikroplar normal iiremelerini stirdiiriirler.

Ortamda antimikrobiyal maddelerin bulunmasi veya hiicre bdliinmesi igin gerekli

maddelerin olmamasi hallerinde bu faz ¢ok uzun olur veya bdliinme olmaz.
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e Ustel iireme fazi

Yeterince ve gerekli maddeleri alan, sentezleyen ve gecikme fazi gecen mikroplar,
kendi tiirlerine Ozgii bir generasyon siiresi iginde ve belli araliklarla bdliinerek
cogalmaya baslarlar. Bakteri sayis1 ve boliinme zamanla orantili olarak artar. E. coli 'de
bu siire 18 -20 dakika arasinda degigsmesine karsin, mikrobakterilerde 800 - 900 dakika
kadardir. Ancak, aym tiir mikroorganizmalar, iireme doneminde olsalar bile, yine
aralarinda biraz ge¢ veya biraz kisa siire i¢inde boliinenler bulunacaktir ve hatta higbir
boliinmeyenler de olabilecegi gibi. Bakteri hiicresinin boliinmesi, biyokimyasal aktivite

ile de paralellik gosterir.

Bu donemdeki kiiltiirler, belli zaman araliklarinda sayima tabi tutulurlarsa iireme egrisi
diiz veya dik bir durum gosterir (Sekil 3.13 - b). Bu fazda fizyolojik olarak ¢ok aktif
olan mikroorganizmalar, fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi c¢ok duyarhdirlar.

Mikroplar, bu donemde, bir¢ok karakterleri yoniinden de bir 6rneklik gosterirler.

Ureme dénemi cok uzun bir siire devam etmez. Birkac¢ saat sonra béliinme hizinda
yavaglama baglar. Ortamin siirli olmasi nedeniyle gida ve enerji kaynaklarinin sarf
edilmesi ve azalmasi, metabolizma artiklarinin ve toksik maddelerin birikmesi, ozmotik
basincin ve yiizey geriliminin degismesi, oksijenin azalmasi, besi yerinde bulunan
fermente olabilir karbonhidratlarin ayrigmasi sonu olusan cesitli organik asitlerin
ortamin pH'imi diislirmesi, vs. gibi baslica faktorler olumsuz yonde etkileyerek liremenin

yavaglamasina sebep olurlar.

Mikroorganizmalar1 devamli {ireme doneminde tutabilmek icin bazi1 6zel aletler,
kemostat ve tiirbidiostat, gelistirilmis ve kullanilmistir. Kemostat, kiiltiire, mikrobun
boliinme durumuna gore, belli araliklarla damla halinde veya muayyen miktarda taze
besi yeri veren ve ayn1 miktar kullanilmig besi yerini disar1 salan bir alettir. Tiirbidiostat
ise, fotoelektrik yontemi ile kontrol edilen kiiltiirlerde, {ireme sonu olusan bulaniklik
belli bir diizeye ulasinca, kendiliginden ortama taze besi yeri veren ve ayni miktar

kullanilmis vasati disar1 ¢ikaran, bir aparattir.
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e Durgunluk faz:

Mikroplarin iiredigi simirli miktardaki sivi ortamdaki bozulan optimal kosullar
degismedigi veya diizeltilmedigi takdirde, iireme giderek yavaslar. Bakteri popiilasyonu
bir siire sayica degismeden kalir ve sonra azalmaya baslar (Sekil 3.13 -c). Bu fazda
bulunan tiim mikroplarda, béliinme birden durmaz. Bazilar1 yavasta olsa, bu uygunsuz
kosullara adapte olabilir ve iiremelerini siirdiirebilir. Ancak, boyle mikroplarin sayisi,
tiim popiilasyona oranla ¢ok azdir. Durgunluk fazi uzunlugu veya kisaligi, besi yerinin
miktar, bilesimi, lireyen mikrobun tiiri ve g¢evresel kosullara gore degisiklik
gosterebilir. S. pneumoniae 'de ¢ok kisa olun bu donem, E.coli 'de 2 - 3 giin veya daha
fazla olabilmektedir. Durgunluk fazi uzadik¢a mikroorganizmalarin morfolojilerinde
(involusyon formlar1), kiiltiirel Ozelliklerinde (R-formlarnin artmasi) ve fizyolojik
karakterlerinde (boyama reaksiyonlari, pigment olugumu, vs.) bazi degismeler meydana

gelir.

e Oliim fan

Durgunluk devresi degismedikce, mikroplar bu uygun olmayan kosullar altinda 6lmeye
baglarlar. Popiilasyon, sayica giderek, azalir. Ancak, biitiin mikroplar 6lmeyebilirler.
Bazilar1 canliliklarini koruyabilir. Bu nedenle de canlilik egrisi sifira ulasmaz (d).
Kiiltiiriin steril hale gelmesi mikroplar arasinda farkli bir durum gésterir. Orn. S.
pneumoniae ve N. gonorrhoea iki ii¢ glin icinde oliir ve otolize olur. E. coli 'de bu siire
daha uzun ve M. tuberculosis 'de ise ¢cok daha uzundur (aylar). Olme déneminde canli
kalabilen mikroplarin morfolojilerinde degisiklikler meydana gelir (involusyon

formlari).
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3.3.2.1 Mikroorganizmalarin uygun sivi ortamda ¢ogalmasi

Biiylimenin hizinin 6lgiilmesi veya biiyiik miktarda hiicrenin eldesi gerektiginde sivi
bliylime ortamlar1 kullanilir. Karistirilan bir ortam iginde biiyliyen bakteriler homojen
bir hiicre siispansiyonu olustururlar, bdylece kiiltiiriin esit olarak boliinmesi ve baska
kaplara aktarimi kolay olur. Ancak sivi ortamda tek bakteri hiicrelerinin izole edilmesi
zordur. Secici ortam (belli besin maddeleri eklenmis veya eksik birakilmis veya
antibiyotik eklenmis ortam) belli organizmalarin kimliginin tespitine yardimci olur.
Sekil 3.14°de sivi MRS ortaminda ¢ogalmis Lactobacillus casei mikroorganizmasi

goriilmektedir.

Sekil 3.14 Stvi MRS ortaminda ¢ogalmis Lactobacillus casei mikroorganizmast

3.3.2.2 Mikroorganzimalarin uygun kati ortamda ¢agalmasi

Kat1 biiylime ortami olarak agar kaplari kullanilir, bunlar araciligiyla bir bakteri susunun
saf bir kiiltiiri elde edilir. Ancak kati ortamda ekilen mikroorganizmalar, sivi besi
yerlerine oranla daha simirli bir lireme sansina sahiptirler. Koloniler olusmaya
basladiktan sonra bir¢ok faktorlerin etkisi altina girerler ve bunlar da biliyiime ve lireme

tizerine genellikle olumsuz yonde etkilerler.
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Bu nedenlerin basinda ;

o Kolonilerin iist kisminda veya tepe bolgesinde bulunan mikroplara gida
maddelerin difiizyonla ulagmasi giiclesir.

o Kolonilerin altinda ve civarinda bulunan gida maddeleri kisa bir siire sonra
azalmaya baglar ve buna bagli olarak da difiizyon sinirlanir.

o Kolonilerden uzak bolgelerde bulunan gida maddelerinin koloniye kadar
gelebilme olasiligi azalir.

. Hiicre iginde olusan metabolizma artiklar1 ve toksik maddeler disar1 atilamaz ve
hiicre icinde birikirler. Bu nedenle de metabolizma bozulur ve iireme kisitlanir.
Ayni durum, hiicre disina ¢ikmasi gereken ve ¢ok liizumlu goreve sahip olan
enzimler i¢in de s6z konusudur.

. Kolonilerin en {istiindeki mikroorganizmalar giday1 yeterince alamadiklar1 i¢in
dejenere olmaya baslarlar.

o Etrafta gelisen diger koloniler nedeniyle, beslenme alan1 giderek daralir.

. Basing nedeni ile koloninin alt yliziinde bulunan mikroplar da dejeneresyon
goriilebilir. Ancak petri kutusu etiive ters konuldugundan bu basing iireme

déneminde oldukga azdir.

. En alttaki mikroplardan disar1 ¢ikabilen toksik maddeler agarin yiizeyine
yayilirlar.
° Mikroplar birbirine bitisik durumda olduklarinda, iireme kisitlanir. Ancak,

kenardakiler serbest lireme sansina sahiptirler.
o Kat1 ortamlarda gida difiizyonu genellikle giictiir.
o Inkiibasyon 1s1s1 nedeniyle, besi yerinden devamli su kaybi, ortamin kurumasina

ve diflizyonun daha zorlagsmasina sebep olur.

Yukarida bildirilen nedenlerle bir bakterinin kati ortamda iiremesi, sivi besi yerlerine
oranla daha zor olmakta, generasyon siiresi, sayisi ve populasyon miktar1 bakimindan da
noksanliklar gostermektedir. Kat1 ortamlar ne kadar yumusak ve koloni sayis1 da az

olursa, gelisme ve iireme daha fazla olur ve koloni ¢ap1 biiyiir.
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Kolonilerin uygun besi yerlerinde gozle goriilebilir bir diizeye ulasabilmesi i¢in gecen
stire mikroorganizmalar arasinda degisiklikler gosterir. Bu durum, mikroplarin cins ve
tiirlerine 0zgii bir karakterdedir. E. coli, P. vulgaris, P. aeruginosa, S. aureus ve diger
baz1 mikroplar 24 saat i¢inde veya daha kisa bir stirede gozle goriilebilecek biiyiikliikte
koloniler olusturmasina karsin, S. enteritidis, S. pyogenes, C. pyogenes genellikle 48
saatten sonra goriilebilir diizeyde koloniler meydana getirirler. M. tuberculosis 'de bu

stire 15-20 giin kadar stirer.

Koloni i¢inde mikroorganizmalar yiginlar halinde bulunurlar. Bu nedenle streptokok ve
stafilokoklarin birbirlerinden ayirmada, kat1 besi yerinden ziyade sivi ortamlarda iireyen

kiiltiirlerden boyal1 preparatlar hazirlanmalidir.

Sekil 3.15°de kat1 ortamda ¢ogalmis mikroorganizma kolonileri goriilmektedir.

Sekil 3.15 Kati ortamda c¢ogalmis mikroorganizma kolonileri (Streptomyces
hygroscopicus)

Kolonilerin rengi, kokusu, yapisi, sekli, biiyiikliigii, parlakligi, besi yerine yapisma
durumu, hemoliz yapma Ozelligi ve diger karakterleri mikroorganizmalar arasinda
farklar gosterir ve bu Ozellikler, cinslere, tiirlere, besi yerlerine, ¢evresel kosullara

baglidir.
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3.4 Fermentasyon

Her canlinin yagamin1 devam ettirebilmek i¢in enerjiye gereksinimi vardir. Enerji elde
etmek icin kullanilan yollardan biri fermentasyon yani oksijensiz (anaerobik)
solunumdur. Kimi mikroorganizma oksijensiz solunumla yasamak zorundadir. Kimi
mikroorganizmalar da yasam dongiilerinin bir kisminda cevresel etkilere bagli olarak
oksijensiz solunum yaparlar. Fakat oksijensiz solunumu kullanan sadece
mikroorganizmalar degildir. Ornegin biz insanlar da sik1 bir fiziksel egzersiz sirasinda
oksijenli solunumun yeterli derecede oksijen saglayamamasi durumunda kaslarimizda

oksijensiz solunum yapariz.

Canlilarda enerji elde etmek icin izlenen yolun ilk adiminda, genellikle 6 karbonlu bir
seker olan glikoz parcalanir. (Kimi bakteriler yag asitlerini ya da amino asitleri de
kullanabilirler.) Glikoz cok c¢esitli sekillerde fermente edilmektedir. Bunlardan ilki alti
karbonlu glikoz molekiiliiniin iki tane ii¢ karbonlu laktik asite yikilmasidir. (Homolaktik
fermentasyon.) Glikozun bu sekilde yikima ugramasi, mikroorganizmalarin ¢ogunda ve
memelileri de igine alan ¢ok sayida yiiksek organizasyonlu hayvan hiicresinde goriiliir.

Bu olaya genellikle glikozun erimesi anlamina gelen “glikolizis” ad1 verilmektedir.

CeH 206 --> C3HeO35 (laktik asit) + 2 ATP + 2 H,O

Diger bir énemli yikim ise alt1 karbonlu glikoz molekiiliiniin, iki tane iki karbonlu
etanole ve iki karbon dioksit molekiiliine yikimi. Bu tip oksijenli solunuma alkolik
fermentasyon denmektedir. Alkolik fermentasyon glikolizle ayni enzimatik
tepkimelerden olusmakta fakat {i¢ karbonlu bilesigin etanol ve karbon dioksite

parcalanmasi i¢in ek olarak iki enzim tepkimesi daha gerekmektedir.

C6H1206 -—>2 CszOH (etanol) +2ATP +2 Hzo +2 C02

Sarap, bira, ekmek ve siit {irtinleri gibi gida maddelerinin yan1 sira mayalanma yoluyla
sanayide de ¢esitli kimyasal iriinler elde edilir. Bunun igin ilk olarak uygun

mikroorganizmanin secilmesi ve ona 6zgii kosullarin saglanmasi gerekir. Elde edilen
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baslica kimyasal iirlinler arasinda maya ve seker kullanilarak elde edilen etil alkol,
gliserin ve karbondioksit, cesitli bakteriler araciligiyla hazirlanan biitil alkol, aseton,
laktik asit, monosodyum glikonat ve asetik asit ile kiiflerden yararlanilarak yapilan

sitrik asit, glikonik asit, bazi antibiyotikler ve B12 vitamini sayilabilir.

3.5 Peynir Alti Suyu (PAS)

Herhangi bir hayvanin siitiiniin peynir yapilmasindan sonra geride kalan siviya peynir
alt1 suyu denir. Peynir siitiin pihtilagsmasiyla yapilir. Pihtilasmadan sonra olusan kati
kisim'dan ayrilan sivi peynir alti suyudur. Bu su protein, vitamin ve minerallerin
yanisira yaklasik olarak siit laktozunun % 50’sini icermektedir. Cizelge 3.3’de peynir

alt1 suyunun igerigi verilmistir.

Cizelge 3.3 Peynir alt1 suyu (PAS) igerigi

Icerik Derisim (g/L)
Toplam Kati 63 -70
Laktoz 44 - 52
Protein 6-10
Kalsiyum 04-1.6
Fosfat 1-45
Laktat - 6.
Klorid 1.1

Icinde bulunan protein genellikle saflastirilarak marketlerde peynir alt1 suyu proteini
olarak satilmaktadir. Kurutulan bu su, peynir alt1 suyu tozu olarak bilinir. Sert, yari-sert
veya yumusak peynir ve rennet kazeini iireten isletmelerden yan {iriin olarak elde edilen
peynir alti suyu tath peynir alti suyu olarak bilinir ve pH"1 5.9 — 6.6 arasindadir.
Mineral-asit yoluyla ¢okeltilmis kazein tiretiminden elde edilen peynir alt1 suyu asitli bir

peyniralti suyudur ve pH'1 4.3 - 4.6 arasindadir.
Siit endiistrisinden kaynaklanan atiksularda, en biiylik kirletici kaynagi, peynir

tiretiminden sonra olusan ve "oldukca kirletici" olarak degerlendirilen peyniralti sulari

olusturmaktadir. Peynir i¢in igslenen 100 kg siitiin, yaklasik 90 kg'inin peyniralti suyu
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olarak olustugu ve iilkemizde yilda 40.000 ton peynir iiretiminin bulundugu, bu
durumda 360.000 ton peynir altt suyu olustugu "Cevre ve Orman Bakanlig"
kaynaklarinda belirtilmektedir. Yani peyniralti sular1, hem 6nemli 6l¢iide besin kaybina
hem de aritilmadan alic1 ortamlara verildiginde g¢evre kirliligine neden olmaktadir.
Bu sorunun o6niine gegmek i¢in Onerilen yollardan biri bu atigin ilag, gida, yem gibi
farkli endiistrilerde hammadde olarak kullanilmasidir. Ornegin, baz1 biiyiik isletmeler,
peyniralti suyunda bulunan zengin siit sekeri igerigini kristalize laktoza dontistiiriip, bu
irlinlin ila¢ ve sekerleme endiistrisinde kullanilmasini saglamaktadirlar. Yine, peyniralti
suyu protein, laktoz ve bazi minerallerce zengin bir kaynak oldugundan, hayvan
beslemede de degerlendirilebilmektedir. Kurutulmus peyniralti suyunun rasyona ilavesi,
gii¢ silolanan yemlerde katki maddesi olarak, ayrica bazi1 kaba yemlerin besin degerini

artirmak amaciyla bu atik aliip kullanilabilmektedir.

Ancak bu degerlendirme iilkemizdeki biiyiik isletmelerde gergeklestirilmektedir. Buna
karsin kiiciik isletmeler bu atig1 kaynatarak "lor" adi verilen bir {iriin elde etmektedirler.
Ancak bu noktada yine ¢evre kirliligi anlaminda sorun ¢oziimlenmemektedir. Ciinki,
peyniraltt suyundaki % 5.5 - 6.6 oranindaki kati maddenin ancak % 1.5'1 lor olarak
alinmakta geri kalan kati madde yine atiksu olusturmakta, yani kirletici etkisi
giderilmemektedir. Toz haline getirme isleminde ise, su tamamen ucuruldugu igin
herhangi bir atiksu olugsmamakta ve durum ¢evre kirliliginin dnlenmesi agisindan énem

tasimaktadir.

Peyniralti suyunun asit ve yag orami yiiksek bir materyal olmasi nedeniyle aritilmasi da
pahali olmaktadir. Bugiin iilkemizde siit isletmeciligi yapan tesislerin ¢cogunun ilkel
sartlarda calisan kiigiik kapasiteli isletmeler olmasi aritma i¢in gerekli olan altyapinin
yapilmasini ekonomik agidan gii¢lestirmekte, bu nedenle cogu isletme aritma tesisi

yapmaktansa bu sular1 dogrudan alici ortama vermeyi tercih etmektedirler.
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3.6 Cevap Yiizey Yontemi (RSM)

Bilimsel ve miihendislik prosesleri i¢in, ilgili problemin ¢dziimii i¢in arastirmacilar
tarafindan kullanilan matematiksel ve istatistiksel bir yontemdir. Box and Wilson
(1951) tarafindan gelistirilmistir. Teknolojik proseslerin matematiksel modellenmesi ve
optimizasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir. Cevap yiizey yontemi deneysel
strateji matematiksel model ve istatistiksel sonuglar1 kapsamaktadir. Deneysel tasarimin
diger yontemlere gore iistlinliigii biitiin parametrelerin ayni anda degisimlerinin
incelenebilmesidir. Diger yontemlerle yapilan deneysel arastirmalarda incelenen
parametre disindaki parametreler sabit tutularak bir parametrenin = degisimi
incelenebilmektedir. Bu da ¢ok sayida deney yapilmasini gerektirmektedir. Deneysel
tasarimda ise faktOrlerin ayni anda degisimi incelenebildiginden deney sayisi
azakmaktadir. RSM yontemi en ¢ok bilgiye ulasilacak noktalarda deney yapilmasini

saglamaktadir.

Deneysel tasarim yontemlerinde belirlenmesi gereken asamalar asagida verilmistir ;

1. Problemin durumu ve tanimlanmasi yapilmalidir.
Faktorler, seviye ve aralik secilmelidir.

Cevap degiskeni se¢ilmelidir.

Deneysel tasarim matrisi olusturulmalidir.
Deneyler gerceklestirilmelidir.

Verilerin istatistiksel analizi yapilmalidir.

S A R e B

Sonuglar degerlendirilmelidir.

Proseslerin matematiksel tanimini olusturabilmek i¢in en 6nemli nokta, deneysel
tasarim ve minimum deney ile maksimum bilgiye ulagmaktir. Daha 6nceden belirlenmis
olan bir seri deney yapilarak degiskenler arasindaki ic¢ etkilesimler ve istatistiksel
tasarim gerceklestirilir. Regrasyon ve korelasyon analizi, proses degiskenleri ve
optimum sartlart dogru bir sekilde vermektedir. Matematiksel fonsiyon, optimum

parametreleri iceren cevap fonksiyonudur ve Esitlik 3.1°de verilmektedir.
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y=1X1, X2, cevrnne , Xk) TA (3.1

Burada xi, X2, ........ , Xk bagimsiz degiskenlerdir ve faktor olarak adlandirilirlar.
Faktoriyel boyutlarda cevap fonksiyonunun geometrik gosterimi cevap yiizeyi olarak

adlandirilir.

Sistemi tanimlayan bagimsiz degiskenlerin cevabi dogrusal ise fonksiyon birinci

dereceden verilir.

y=Bo+Pixi tPx2t ...l + Bixk + A (3.2)

Sistemde bir kavislenme varsa tanimlanma yiiksek dereceli polinomlar kullanimiyla

gerceklestirilir.

y=Bo+ Xie, Bixi + XX, Biixii + X XX, Bijxixj + A (3.3)

Burada ; By regresyon esitliginin bagimsiz terimini, i dogrusal terimi, f; ikinci derece
terimi, f3;; i¢ etkilesim terimini ve A ise gozlem hatasini veya giiriiltiiyii ifade etmektedir.

y bagimsiz degiskenlerin verilen seviyeleri i¢in cevabi gostermektedir.

Bu deneysel tasarim yonteminde boyutsuz koordinat sisteminde calisilir ve bagimsiz

degiskenler su sekilde ifade edilir ;

x =520 (3.4)
§i0= fimax— Fimin (3.5)

-
=
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Boyutsuz koordinat sisteminde en yiiksek seviye + 1, en diisiik seviye — 1 ve merkez

nokta 0 ile gosterilmektedir.

Tasarimdaki deney sayisi asagidaki esitliklerle belirlenir.

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

N=2"+2k+n, k>3 (3.7)

Bu esitliklerde, N deney sayisini, ny, merkezi noktada yapilan deney sayisini

gostermektedir ve sayisinda bir sinirlama yoktur.

Deneysel planlamada genelde merkezi bilesen tasarimi kullanilmaktadir. Bilesen
tasarimlari, ikinci derece eksenlerin katsayilarini belirleyebilmek i¢in nokta sayisi
arttirilmis birinci dereceden faktoriyel tasarimlardir. Genelde nokta sayisi arttirilmig
merkezi bilesen tasarimi (her degisken -1, +1 seklinde kodlanmis olarak) uygulanir. A ;
tasarimin merkez noktasina olan uzakligi ifade eden ve degeri arastirici tarafindan
cesitli cesitli kriterler kullanilarak tanimlanan eksenel noktasidir. Genellikle arastirici
kesin tasarim Ozellikleri icin merkez noktada birden fazla sayida inceleme yapar. Bu

deneylerde ikinci derece eksen lizerinde a degeri asagidaki esitliklere gére hesaplanir.

a=2" k<5 (3.8)

o=20D4 k>S5 (3.9)

Farkli sayidaki degiskenler i¢in ng ve a degerleri Cizelge 3.4’de verilmistir.

46



Cizelge 3.4 Farkli sayidaki degiskenler i¢in ny ve a degerleri

Degisken sayisi, k

2 3 4 5 5 6 6 7 7
Tasarim | 27 2° 2* 2° 2> 2° 201 27 271
a 141 1.68 200 238 200 283 238 333 283
no 5 6 6 10 6 15 9 21 14

Model katsayilarinin belirlenmesi i¢in Esitlik 3.10°da verilen Taylor serisi kullanilir.

_&F o B2F Lo Bf
Pi= 3 [xi-0 ,Bij_m x=0 3 Pi =37 xi-o0 (3.10)

Esitlik 3.10°daki katsayilarin bulunabilmesi i¢in en kiigiik kareler ydntemi
kullanilmaktadir. En kiiciik kareler yontemine gore gozlenen fonksiyon degerleri ile

hesaplanan fonksiyon degeri arasindaki farkin minimum olmas1 gerekmektedir.

Gergeklestirilen bu deneysel tasarim yonteminde kullanilan modelin ANOVA (Analysis
of Variance) testi ile istatistiksel olarak degerendirilmesi Cizelge 3.5’de verilmistir.
burada SSM modelin kareler toplamini, SSE hatanin kareler toplamini, SST model ve
hatanin kareler toplamini, MSM model karelerinin oranin1 (SSM/f;), MSE ise hata
karelerinin oranim1 (SSE/f;) gostermektedir. F degeri hesaplandiktan sonra belirlenen
bliytikliik seviyesinde ve f}, f, serbestlik derecesi i¢in Biometrika tablolarindan verilen
FP(f;, f3) degeri okunur ve karsilastirma yapilir. Hesaplanan F degerinin tablodan
okunan degerden biiylik olmasi durumunda kullanilan regresyon modelinin sistemi

matematiksel olarak ifade ettigi kabul edilebilir (Kapucu 2003)

Cizelge 3.5 Kullanilan modelin ANOVA testi ile istatistiksel degerlendirilmesi

Serbestlik Karelerin Karelerin

Derecesi Toplam Orani F
Model f3 (-7 SSM/f; MSM/MSE
Hata f, Y(vi— ) SSE/f,
Toplam f) ¥ (vi— 3)? SST/f,
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Mikroorganizma

Bu calismada 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 mikroorganizmalari ile DISTAM-Milano laboratuvarlarindan kati besi
ortaminda gelen Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ve Lactobacillus helveticus

mikroorganizmalar1 kullanilmistir.

4.2 Mikroorganizma Bilyiime Ortamlar:

NRRL’den gelen liyofilize haldeki mikroorganizmalar ve DISTAM - Milano
laboratuvarlarindan gelen kat1 ortamdaki mikroorganizmalar ilk olarak uygun 10 mL’lik

s1v1 besi ortamina acilistir.

Mikroorganizma biiylime ortamlar:1 250 mL’lik erlenlerde 100 mL ¢alisma hacmi olacak
sekilde hazirlanmistir. Mikroorganizma biiylime ortami1  olarak Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-548, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
DISTAM, Lactobacillus helveticus NRRL-B-734, Lactobacillus helveticus DISTAM,
Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 ve Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii
NRRL-B-763 mikroorganizmalari i¢in Liver Infusion (Fluka), diger mikroorganizmalar
(Lactobacillus casei NRRL-B-441, Lactobacillus casei NRRL-B-1922, Lactococcus
lactis NRRL-B-23802) i¢in ise MRS ortami kullanilmistir. MRS ortaminin igerigi

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Ortam pH'1 NaOH ve H,SO4 ¢ozeltileri kullanilarak ayarlanmistir. Hazirlanan biiytime

ortamlar1 121 °C’de 20 dk siire ile otoklavlanarak sterilize edilmislerdir. Kullanima
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hazir ortamlar - 4 °C’de buzdolabinda kullanilincaya kadar muhafaza edilmislerdir.

Cizelge 4.1 MRS ortami igerigi

BILESEN DERISIM (g/L)

Et Oziitii 10
Maya Oziitii 5.0
Proteaz Pepton 20
Sodyum Asetat 5.0
Dekstroz 20
Polisorbat 80 1.0
Amonyum Sitrat 2.0
Mangan Siilfat 0.05
Magnezyum Stilfat 0.1
Dipotasyum Fosfat 2.0
Agar * 15

* Kat1 ortam hazirlanmak istendiginde eklenmistir.

Literatiirde laktik asit bakterileri (LAB) igin optimum sicaklik araligi 28 - 42 °C olarak

verilmistir. Buna gore kullanilan mikroorganizmalar i¢in optimum sicakliklar Cizelge

de 4.2’de verilmistir. Bu sicakliklar ve karistirma hizi 150 rpm’e ayarlanan orbital

calkalayicida laktik asit bakterilerinin biiyiimeleri gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.2 Calismalarda kullanilan mikroorganizmalar i¢in optimum sicakliklar

MIKROORGANIZMA SICAKLIK, °C
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 DISTAM 37
Lactobacillus helveticus NRRL-B-734 37
Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 28
Lactobacillus delbr. subsp. delbrueckii NRRL-B-763 37
Lactobacillus helveticus DISTAM 37

Sivi besi ortamlarinda olgek biiyiitiilerek yapilan aktarma islemleri steril kabinde

gerceklestirilmistir. Biiylime siireci tamamlanan mikroorganizmalar kati besi ortamina

ekilmis, bu sekilde - 4 °C’de saklanmustir.
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Mikroorganizma c¢ogalmasi siiresince gerceklestirilen basamaklar Sekil 4.1’de sematik

olarak gosterilmistir.

Mikroorganizma

-

10ml MRS/Liver
Infusion ortami.
Mikroorganizma
1gin uygun sicaklik
ve karnstirma
hizinda in kil basyon

Fermentasyon ortamindan
saat bas 2 mldrnelk
alinarak Uy de
mikroorganizima godalmas
takip edilmistir.

S'erml

121°C de 20 dk
otoklavian arak
stenllenmistir.

PAS

Mikroorganizma
daha sonrak
deneylerde de

kullaniimakuzere
kati ortarma
ekilerek—4°C de
salklanr.

100 ml MR S/Liver
Infusion ortami.
Mikroorganizmaigin
uygun sicaklikve
kanstirma hizinda
inkibasyon

Feyniraltl suyu tozu
kullamlarak farkh
derisimlerde peynir
alt suyu
hazirlanmistir

Sekil 4.1 Mikroorganizma g¢ogalmasi siiresince gergeklestirilen basamaklarin sematik

gosterimi

4.3 Fermentasyon Ortam ve Laktik Asit Uretimi

Deneylerin ilk asamasinda fermentasyon ortami olarak Ankara Universitesi Gida

Miihendisligi’nden temin edilen ‘peynir alti suyu’ kullanilmigtir. Peynir alti suyu

protein, vitamin ve minerallerin yanisira siit laktozunun yaklasitk % 50’sini

igcermektedir. Kurutulan su, peynir alt1 suyu tozu olarak bilinir.

Deneylerin standart olabilmesi i¢in girdinin bilesiminin degismemesi onemlidir. Bu

amagla deneyler peynir alt1 suyu ve peynir altt suyu tozunda esanli gerceklestirilmis,

ulagilan sonuglar (Bkz. 5.2.1) arasinda belirgin bir fark gézlenmedigi icin peynir alt1
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suyu tozu ile deneylere devam edilmesinin uygunluguna karar verilmistir.

Fermentasyon ortami olan peynir alt1 suyu tozundan istenen derisimde (50 g/L, 60 g/L,
70 g/L, 80 g/L, 90 g/L) peynir alt1 suyu hazirlandiktan sonra proteinlerin ¢oktiiriilmesi
amaciyla 121 °C’de 20 dk sterillenmistir. Sicak halde adi siizge¢ kagidindan siiziilerek

¢oken proteinler sudan uzaklastirilmigtir.

Fermentasyonun 250 mL’lik erlenlerde 100 mL calisma hacminde gerceklestirilmesi
planlanmistir. Uretim ortamimna ilave besin maddeleri katilip (maya 6ziitii (YE),
MnS0O4.H,0, MgS0,4.7H,0), pH NaOH ve H,SO, ¢ozeltileri ile ayarlandiktan sonra
otoklavda sterilizasyon tekrarlanmigtir. Ayrica fermentasyon ortaminda olusacak laktik
asitin iiriin inhibisyonuna yol agmasini 6nlemek amaciyla fermentasyon baslatilirken

mikroorganizma aktarilmasi esnasinda ortama % 2 (w/v) CaCOj ilavesi yapilmstir.

Fermentasyon ortamina aktarilacak mikroorganizma miktarinin her deney setinde
yaklasik olarak ayni tutulabilmesi kontrol agisindan gereklidir. Bu amagcla
mikroorganizma biiylime ortamindan bir miktar 6rnek alinarak belli oranlarda (0.25,
0.5, 1, 1.25, 1.5, 1.75 mL m.o / 3 mL) mikroorganizma bulunmayan biiylime ortami ile
seyreltilerek UV  spektroskopi de 660 nm deki absorbans oOlgiliir. Yine
mikroorganizmanin ¢ogaldigi ortamdan 10 mL 6rnek alinarak 8000 rpm’de 15 dk
santrifiijlenir. S1vi kisim atilarak kat1 kismin yas agirligt belirlenir. Bu yas agirlik bize
10 mL Ornekteki mikroorganizma miktarin1 vermektedir. Buradan 1 mL deki
mikroorganizma miktarina gegilir ve UV spektroskopisinden alinan sonuglarla birlikte
kalibrasyon (Absorbans — Derisim) grafigi c¢izilir. Her mikroorganizma igin ayri ayri

¢izilmis olan Absorbans-Derisim grafikleri EK 1°de verilmistir.

Alinmasi gereken miktar ayarlandiktan sonra santrifiij tiipiine konulmakta ve 8000 rpm
de 15 dk santrifiijlenmektedir. Sivi kismi ayrildiktan sonra kalan kati mikroorganizma

kismi fermentasyon ortamina aktarilmaktadir.
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Sekil 4.2°de laktik asit iiretim ortamina (PAS) mikroorganizma ekleme siireci sematik

olarak gosterilmistir.

SwiKisim

o /;@3%9., v
’ . \ \\ :/ santrifiij

1

Mikroorganizma biiyiime

ortami
Yas Agirhk
. N Fermentasyon
Mikroorganizmalarin Ortamina (PAS)
Peynir alti suyuna A Asillama

aktarilmasi

Sekil 4.2 Fermentasyon ortamina mikroorganizma aktariminin sematik gosterimi

Fermentasyon, 100 mL’lik {iretim ortamina ortalama 0.4 g yas hiicre ilave edilerek,
optimum sicaklik ve 150 rpm karistirma hizinda orbital ¢alkalayicida
gergeklestirilmistir. 48 saat siiren fermentasyon siiresince belirli zaman araliklarinda
ortamdan ependorf tiiplerine 1.5 mL 6rnek alinmakta ve 13000 rpm’de 15 dk siireyle
santrifiijlenmektedir. Stvi kisim alinarak 0.22 pm’lik filtreden HPLC’de analizlenmek

tizere viallere siiziilmektedir. Bu asama Sekil 4.3’ de gdsterilmistir.

Mikroorganizma agilmasi, aktarma basamaklar1 ve fermentasyon siiresince 6rnek alma

islemlerinin tamamu steril kabinde gerceklestirilmektedir.
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Fermentasyon ortami 1.5ml 1 swviKisim

Sivt kisim 0.22 pm !
filtreden HPLC de
analiz i¢in viale

suzilir.

Sekil 4.3 Fermentasyon siiresince drnek alma islemi basamaklarinin sematik gdsterimi
4.4 Pastorizasyon

Pastorizasyon, gida sanayiinde, besin maddelerini hastalik yapicit mikroorganizmalardan
arindirmak amaciyla uygulanan 1sitma ve sogutmaya dayali bir yontemdir. ilk kez
1860'larda Fransiz bilim adami Louis Pasteur tarafindan gelistirilen ve onun adiyla

anilan bu yontem, mikroorganizmalarin 1s1 yardimiyla tahrip edilmesi esasina dayanir.

Yapilan ¢alismalarda peynri alt1 suyu pastorize edilmis ve pastorize edilmemis durumla
aradki fark gozlenmistir. Bu amacla Ghaly et al. (2003) tarafindan agiklanan yontem
kullanilmigtir. Buna gore peynir alti suyu 70 °C’ye sitilir ve bu sicaklikta 45 dk
beklenir. Ardindan hizl bir sekilde buz banyosunda 0 °C’ye sogutulur. 24 saat siireyle
mikroorganizma sporlarinin olusmasi i¢in oda sicakliginda (24 °C) bekletilir. Bu
islemler 3 kez tekrar edilir. Bu sterilizasyon islemi otoklavda yiiksek sicakliklarda

proteinin denatiire olmasini 6nlemek amaciyla yapilir.
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4.5 Deneysel Tasarim Yéntemi ile Laktik Asit Uretimi Optimizasyonu

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi kullanilarak peynir alt1 suyundan
laktik asit liretiminde en uygun kosullar1 belirlemek amaciyla cevap yiizey yontemi
uygulanmistir. Bu amagla, substrat (peynir alt1 suyu tozu) derigimi, maya 6ziitii miktari,
pH ve MgSO4.7H,O miktar1 bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. Cevap
degiskeni laktik asit derisimi olan sisteme girilen bagimsiz parametreler ve degisim

araliklan Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 Deney tasarim yonteminde kullanilan bagimsiz degiskenler

Parametre -2 -1 0 1 2
pH 5 5.5 6 6.5 7
Cpas, g/L 50 60 70 80 90
Chmaya, Y0 W/V 0.1 0.2 0.3 04 0.5
Chmgsos, Yo WiV 0 0.005 0.01 0.015 0.020

Istatistiksel ¢alismada kullanilan, Cizelge 4.3’de verilen degerler yardimi ile Design
Expert (6.01) programinda hazirlanan deney tasarimi yapilmistir. RSM deneylerinde

kontrol edilebilirligin saglanmas1 amaciyla her deney seti iki kez tekrarlanmaigtir.

4.6 Analiz Sistemi

Laktik asit analizleri HPLC cihazi ile yapilmistir. ilk deney seti Lactobacillus casei
NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile gergeklestirilmistir. Bu mikroorganizma igin
yapilan analizlerde Phenomenex CI18 kolonu kullanilmistir. Ancak daha sonraki
deneylerde ~C18 HPLC kolonunda yasanan sorunlar nedeniyle analiz
gerceklestirilememis ve yeni kolon arayisina girilmistir. Daha sonraki laktik asit
analizlerin tamami Phenomenex Rezex RHM Mon. kolonu ile gergeklestirilmistir.

Kullanilan kolonlarin HPLC analiz kosullar1 Cizelge 4.4°de verilmistir.
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Cizelge 4.4 HPLC’de laktik asit analizinde kullanilan kolonlar ve ¢alisma kosullari

uv
HPLC Kolon Tasiyier Akis  Enjeksiyon Kolon  Dedektor
Faz Hizx Hacmi Sicakhigi Dalga
boyu

Phen. Rezex  0.005 N
Spectra RHM Mon.  H,SO./ 0.6 10 uL 45°C 210 nm
SYSTEM (300*7.8 mm) Su mL/min
Phenomenex 0.01 M
Spectra C18 H,SO4/ 0.7 10 uL - 210 nm
SYSTEM (250*4.0 mm) Su mL/min

4.6.1 Laktik asit kalibrasyon dogrusunun olusturulmasi

Kalibrasyon dogrusunun olusturulabilmesi i¢in L(+) laktik asit (Merck) ile 1, 10, 20, 30,
40, 50 g/L derisimlerinde laktik asit ¢ozeltileri hazirlanmistir. ilk deney setinde
Phenomenex C18 kolonu kullanildigi i¢in ilk olarak bu kolonda kalibrasyon dogrusu
olusturulmustur. ilerleyen analizlerde C18 kolonunda olusan problemden dolay:
Phenomenex Rezex RHM Mon. kolonu kullanilmaya baslanmistir. Bu nedenle farkli
derisimlerdeki laktik asit standartlarinin analizleri RHM kolonda da tekrarlanarak bu
kolon i¢inde kalibrasyon dogrusu olusturulmus ve daha sonraki deneylerde bu

kalibrasyon dogrusu kullanilmistir.

Cizelge 4.4°de verilen kosullarda 30 g/L laktik asit ¢ozeltisinin Phenomenex Rezex
RHM Mon. kolonunda yapilan analizi sonucu elde edilen kromatogram, Phenomenex

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

Standart laktik asit ¢ozeltilerinin Phenomenex C18 kolonunda gergeklestirilen analizleri
sonucunda olusturulan kalibrasyon dogrusu Sekil 4.4’de Phenomenex RHM kolonunda
gerceklestirilen analizler sonucunda olusturulan kalibrasyon dogrusu ise Sekil 4.5’de

verilmisgtir.
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Sekil 4.4 Phenomenex C18 kolonunda olusturulan laktik asit kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.5 Phenomenex RHM kolonunda olusturulan laktik asit kalibrasyon dogrusu

4.6.2 Laktoz kalibrasyon dogrusunun olusturulmasi

Laktoz analizleri Phenomenex RHM kolon ile Cizelge 4.4°de verilen kosullarla ayni
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kosullarda refraktif indeks (RI) dedektor kullanilarak yapilmistir. 30 g/L laktozun

analizi sonucu elde edilen kromatogram EK 3’de verilmistir.

10, 20, 30 g/L derisimlerinde hazirlanan laktoz (SIGMA) ¢ozeltilerinin Phenomenex
RHM kolonunda gergeklestirilen analizleri sonucunda olusturulan kalibrasyon dogrusu

Sekil 4.6°da verilmistir.
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Sekil 4.6 Phenomenex RHM kolonunda olusturulan laktoz kalibrasyon dogrusu

4.6.3 Laktik asit enantiyomer dagilim analizi

Uretilen laktik asitin L/D formunu belirlemek amaciyla HPLC’de kiral kolon
kullanilmistir. Bu amagla DL laktik asit, D(-) laktik asit standartlarinin analizleri
yapilmis HPLC c¢alisma kosullar1 belirlenmistir. HPLC sistemi calisma kosullar
Cizelge 4.5°de verildigi sekildedir.
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Cizelge 4.5 HPLC kiral kolon analiz kosullari

uv
HPLC Kolon Tasiyici Akis  Enjeksiyon Kolon  Dedektor
Faz Hizx Hacmi Sicakhigi Dalga
boyu
Shodex
Spectra Orpak 2 mM 1 15 uL 25°C 236 nm
SYSTEM  CRX-853 CuSO4/ mL/dk
J803042 % 1 lik
8.0*50 mm  Asetonitril

Cizelge 4.5°de verilen kosullarla DL laktik asit ve D(-) laktik asit standartlarinin

analizleri gerceklestirilmistir. Ornek kromatogram Sekil 4.7’ de verilmistir.

1000 1000
Retention Time A
[\
M
f\ 5 \l
M‘ |
I
> 07 L-Laktik Py D-Laktik 500
£ Asit <+ \ ‘ —\—> Asit
.
.
el | | / \
gg ~ /‘( \ / \\
o / N\ \/
of .
T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Minutes

Sekil 4.7 Kalma siirelerinin belirlenmesi i¢in igerisine D(-) laktik asit katilmig DL laktik
asitin HPLC analizi kromatogrami

Sekil 4.7°den de goriilecegi gibi 2. pik laktik asitin D(-) formuna ait pik olarak

belirlenmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu calismada amag siit endiistrisinin Oonemli bir atift olan peynir alti suyunun
degerlendirilerek, yine g¢evre kirliligini 6nlemek i¢in giin gectikce dnem kazanan bir
biyopolimer olan polilaktik asit iiretiminde kullanilmak iizere mikrobiyal laktik asit
tiretimidir. Oncelikle literatiirde laktik asit {iretimini gerceklestirdigi belirtilen 0 farkli
mikroorganizma denenmistir. Bu mikroorganizmalarin bir kism1 D(-) bir kism1 ise L(+)
laktik asit iiretimi gerceklestirmektedir. En yiiksek laktik asit {iretimini gergeklestiren
Lactobacillus delbr. subsp. delbrueckii DISTAM (D(-) laktik asit iiretimi) ve
Lactobacillus casei NRRL-B-1922 (L(+) laktik asit iiretimi) mikroorganizmalari
kullanilarak cesitli parametreler (pH, maya 6ziitii (YE) derisimi, MnSO4.H,O derigimi,
MgS0O4.7H,O derisimi, peynir alti suyu derisimi (Cpas), mikroorganizma miktari,
mikroorganizma g¢ogalma ortami etkisi, pastorizasyon, proteinleri uzaklastirilmamis

fermentasyonu ortami) incelenmistir.

5.1 Mikroorganizma Cogalma Egrileri

Deneylerde kullanilan mikroorganizmalarinin ¢ogalma egrilerinin olusturulmasi igin
100 mL MRS/Liver Infusion ortaminda optimum sicakliklarda orbital c¢alkalayicida

tiretimleri gergeklestirilmistir.

Biiylime siiresince belirli araliklarla ¢ogalma ortamimdan alinan Ornegin UV
spektroskopide 660 nm’deki absorbansi 6l¢iilmiistiir. EK 4’de her mikroorganizma i¢in
ayr1 ayri olusturulan kalibrasyon (Absorbans-Derisim) grafikleri kullanilarak L. casei
NRRL-B-441, L delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-548, L. delbrueckii subsp.
lactis DISTAM, L. casei NRRL-B-1922, Lactobacillus helveticus DISTAM,
Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 ve L. delbr. subsp. delbr. NRRL-B-763

mikroorganizmalar1 i¢in cogalma egrileri sirasiyla Sekil 5.1 — Sekil 5.7°de verilmistir.
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Cogalma Siiresi (saat)

Sekil 5.1 Lactobacillus casei NRRL-B-441 mikroorganizmasi ¢ogalma egrisi (Cogalma
ortami : MRS, pH : 6, T : 28 °C, Karistirma hizi : 150 rpm)
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Sekil 5.2 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-548 mikroorganizmasi
cogalma egrisi (Cogalma ortami : Liver Infusion, pH : 6, T : 37 °C, Karistirma
hizi : 150 rpm)
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Mikroorganizma Derisimi (g/L)
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Cogalma Siiresi (saat)

Sekil 5.3 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DISTAM mikroorganizmasi ¢ogalma
egrisi (Cogalma ortami : Liver Infusion, pH : 6, T : 37 °C, Karigtirma hizi :
150 rpm)

Mikroorganizma Derisimi (g/L)

0 T T T T T 1
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Cogalma Siiresi (saat)

Sekil 5.4 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmast ¢ogalma egrisi
(Cogalma ortami : MRS, pH : 6, T : 28 °C, Karistirma hizi : 150 rpm)
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Sekil 5.5 Lactobacillus helveticus DISTAM mikroorganizmasi ¢ogalma egrisi (Cogalma
ortami : Liver Infusion, pH : 6, T : 37 °C, Karistirma hizi : 150 rpm)

Mikroorganizma Derisimi (g/L)
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ekil 5. actobacillus jensenii -B- mikroorganizmasi c¢ogalma egrisi

Sekil 5.6 L bacill NRRL-B-4550 mikr: 1 Sal Srisi
(Cogalma ortami : Liver Infusion, pH : 6, T : 28 °C, Karistirma hiz1 : 150
rpm)
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Sekil 5.7 Lactobacillus delbr. subsp. delbr. NRRL-B-763 mikroorganizmasi ¢ogalma
egrisi (Cogalma ortamu : Liver Infusion, pH : 6, T : 37 °C, Karistirma hiz1 :
150 rpm)

Biiyiime siiresi mikroorganizma tiirine goére degismektedir. Ornegin, bu siire
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-548 ve Lactobacillus casei
NRRL-B-441 i¢in 24 saat iken Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DISTAM igin 12
saat olarak belirlenmistir. Ayrica L. delbrueckii tirii mikroorganizmalarda 24 saatin
sonunda diger mikroorganizmalara oranla daha yiiksek derisimde mikroorganizma elde
edilmektedir. Ortalama degerlere bakacak olursak, L. delbrueckii tiirlerinde ortalama 33
g/L iken digerlerinde bu miktar hemen hemen yariya diisiiyor ve ortalama 14.5 g/L

olarak gerceklesiyordur.

5.2 Laktik Asit Uretimi

5.2.1 Fermentasyon ortami olarak peynir alti suyu (PAS) ve peynir alti suyu
tozunun (PAST) kullanilmasi

Girdi bilesiminin standart olabilmesi deneylerin kontrol edilebilirligi agisindan

onemlidir. Ankara Universitesi Gida Miihendisligi’'nden temin edilen peynir alt1
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suyunun zamanla farklilik gostermesi, fazla miktarda alindiginda ise bozulma olasiligi
peynir altt suyu tozunun kullanimini gerektirmektedir. Peynir alt1 suyu % 6 - 7 arasinda
kat1 igcermektedir. Buna gore 70 g/L derisiminde hazirlanan peynir alti suyu tozu ve

peynir alt1 suyu es anli olarak kullanilarak aradaki fark gdzlenmeye ¢aligilmistir.

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DISTAM mikroorganizmasi ile yapilan,
fermentasyon ortami olarak peynir altt suyu ve peynir alti suyu tozunun kullanildig:
deneylerin sonuglar1 sirastyla Sekil 5.8 ve Sekil 5.9°da verilmistir. [lave besin maddeleri
olarak % 0.4 (w/v) maya o6ziiti (YE), % 0.005 (w/v) MnSO4.H,0, % 0.01 (w/v)
MgS0O,4 7H,0 kullanilmstir.
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Fermentasyon Siiresi {saat)

Sekil 5.8 L. delbr. subsp. lactis DISTAM mikroorganizmasi ile peynir alti suyundan
(PAS) laktik asit tiretimi (pH : 6, T : 37 °C, ChMaya : % 0.4 (W/V), Cyrnsos.H20 :
% 0.005 (W/V), CMgSO4.7H2O % 0.01 (W/V), CLaktoz (PAS) 1 79.6 g/L,
Karigtirma hizi : 150 rpm)
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Sekil 5.9 L. delbr. subsp. lactis DISTAM mikroorganizmas: ile peynir alt1 suyu
tozundan (PAST) laktik asit tiretimi (pH : 6, T : 37 °C, Cpa : 70 g/L, Chmaya :
% 0.4 (W/V), CMnSO4,H20 1 % 0.005 (W/V), CMgSO4,7H2O 1 % 0.01 (W/V), CLaktoz
(PAST) : 71.3 g/L, Kanistirma hizi : 150 rpm)

48 saat siiresince biitiin kosullarda birbirine olduk¢a yakin sonuglara ulasilmistir. Peynir
alt1 suyu ve 70 g/L olacak sekilde hazirlanan peynir alti suyu tozunun laktoz analizleri
yapilmis ve laktik asit doniislim degerleri hesaplanmigtir. Peynir alti suyu ile
calisildiginda en yiiksek laktik asit iiretimi fermentasyon ortamina % 0.4 (w/v) maya
oziitii ilave edildiginde, peynir alt1 suyu tozu ile ¢alisildiginda ise ortama % 0.4 (w/v)
maya oOziiti ile % 0.01 (w/v) MgS04.7H,0 ilave edildiginde ger¢eklesmistir.
gerceklesmistir. Peynir alt1 suyu ve 70 g/L hazirlanan peynir alti suyu tozunun laktoz
analizleri yapilmis sirasiyla 79.6 g/L ve 71.3 g/L bulunmustur. Fermentasyon siiresince

% laktik asit doniisiim degerleri Sekil 5.10°da verilmistir.
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Sekil 5.10 Peynir alt1 suyu ve peynir alt1 suyu tozu i¢in fermentasyon siiresince % laktik
asit doniisimii (pH : 6, T : 37 °C, Cps : 70 g/L, CMaya : % 0.4 (W/v),
CMgSO4.7H20 1 % 0.01 (W/V), CLaka (PAS) : 79.6 g/L, CLaktoz (PAST) 1713
g/L, Karistirma hizi : 150 rpm)

L. delbr. subsp. lactis mikroorganizmasi ile peynir alt1 suyu ile ¢alisildiginda ortamda %
0.4 (w/v) maya 0ziitii bulunuyorken 48 saatin sonunda, % 32.5, 70 g/L peynir alt1 suyu
tozu kullanildiginda ise ortamda % 0.4 (w/v) maya 6ziitii ve % 0.01 (w/v) MgS0,4.7H,O
bulunuyorken % 30 laktik asit doniistimii ger¢eklesmistir. Sonuglar birbirine yakindir ve

deneylere peynir alt1 suyu tozu ile devam edilmesine karar verilmistir.

5.2.2 Laktik asit iiretimi iizerine mikroorganizma tiirii etkisi

5.2.2.1 Lactobacillus casei NRRL-B-1922

Literatiir arastirmalar1 sonucunda maya 6ziitii (YE) ve MnSO4.H,O ilavesinin laktik asit
tiretimini 6nemli 6l¢iide etkiledigi goriilmiistiir. Bu nedenle kaynaklarda belirtilmis olan
bir makale (Roukas and Korzekidou 1998) referans alinarak 60 g/L. hazirlanan

fermentasyon ortamina % 0.4 (w/v) maya o6ziiti ve % 0.005 (w/v) MnSO4.H,O ve
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ayrica % 0.01 (w/v) MgS0O,4.7H,0 eklenmistir. Fermentasyon 48 saat stirmiistiir.

Belli araliklarla fermentasyon ortamindan 6rnek alinmig ve analizler HPLC’de Bolim
4.6’da belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Lactobacillus casei NRRL-B-1922

mikroorganizmasi ile laktik asit {iretim sonuglar1 Sekil 5.11°de verilmistir.
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Sekil 5.11 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
(pH : 5.5, T : 30 °C, Cpaya : % 0.4 (W/V), Cunsoszo : % 0.005 (w/v),
Cmgso4.7120 : % 0.01 (W/V), Crakeoz : 57.65 g/L, Karistirma hizi : 150 rpm)

Sonuglar laktik asit {iretiminde sadece peynir altt suyunun yeterli olmadigini ortama
ilave edilen MnSO4.H,0, MgS0,4.7H,0 ve maya 6ziitiiniin (YE) tliretimi biiyiik ol¢lide
etkiledigini gostermektedir. En yliksek laktik asit tiretimi (43.3 g/L) ortamda % 0.4
(w/v) maya 6ziitli ve % 0.005 (w/v) MnSO4.H,0 varken gerceklesmistir.

Hazirlanan 60 g/L peynir alti suyunun laktoz analizi yapilmis ve 57.65 g/L laktoz
icerdigi belirlenmistir. Fermentasyon siiresince % laktik asit doniisiim degerleri Sekil

5.12°de verilmistir.
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Sekil 5.12 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi,
% laktik asit doniigiimii (pH : 6, T : 28 °C, ChMaya : % 0.4 (W/V), Cumnsosm20 @ %
0.005 (W/v), Cmgsoa. 7120 : % 0.01 (W/V), Crakioz : 57.65 g/L Karistirma hizi :
150 rpm)

Ortamda % 0.4 (w/v) maya oziiti ve % 0.005 (w/v) MnSO4.H,O bulundugunda 24
saatin sonunda ulasilan laktik asit doniisiimii % 21, 48 saatin sonunda % 75’dir. Roukas
ve Korzekidou (1998) yaptiklar: calismada L. casei SU. No. 22 mikroorganizmasi ile 24

saatin sonunda % 32 laktik doniisiimii elde etmislerdir.

48 saatin sonunda fermentasyon ortamindan alinan 6rnek kiral kolonda analizlenerek
enantiyomer dagilimi belirlenmistir. > % 99 saflikta L(+) laktik asit iiretimi

gerceklestirilmistir.

5.2.2.2 Lactococcus lactis NRRL-B-23802

Lc. lactis NRRL-B-23802 mikroorganizmasi ile yapilan deneylerin kosullar1 5.2.2.1
baslig1 altinda verilen kosullar ile aynidir. Laktik asit iiretimi sonuglar1 Sekil 5.13’de

verilmistir.
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Sekil 5.13 Lactococcus lactis NRRL-B-23802 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
(pH : 6, T : 37 °C, Cmaya : % 0.4 (W/V), Cansoamzo : % 0.005 (w/v),
Cmgso4.7120 : % 0.01 (W/V), Crakioz0) : 57.65 g/L, Karistirma hizi : 150 rpm)

Lactococcus lactis NRRL-B-23802 mikroorganizmasinda ulasilan sonuglar da yiiksek
miktarda laktik asit tiretimi i¢in sadece peynir alti suyunun yeterli olmadigini ilave
besin maddesi gerektigini gostermistir. En yiiksek laktik asit tiretimi (37 g/L) 48 saatin
sonunda % 0.4 (w/v) maya Oziitii bulunan ortama % 0.005 (w/v) MnSO4.H,0

katildiginda elde edilmistir.

60 g/L hazirlanan peynir alti suyunun laktoz analizi yapilmig ve 57.65 g/L laktoz
icerdigi saptanmistir. Fermentasyon siiresince % laktik asit doniisiim degerleri Sekil
5.14°de verilmistir. Ortamda ilave besin maddesi yokken 48 saatin sonunda % 24 olan
laktik asit donilisiimii, ortama ilave edilen % 0.4 (w/v) maya 0ziitii ve % 0.005 (w/v)
MnSO4.H,0 ile % 64’e ¢ikmistir. Roukas and Korzekidou (1998) yaptiklar ¢alismada
Lc. lactis WS 1042 mikroorganizmasi ile 24 saatin sonunda % 24 laktik doniisiimii elde
etmiglerdir. Yaptigimiz ¢calismada ise 24 saatin sonunda ulasilan laktik asit doniistimii %

18°dir.
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L. casei mikroorganizmasina benzer sekilde 48 saatin sonunda fermentasyon

ortamindan alinan 6rnek kiral kolonda analizlenmis ve > % 99 saflikta L(+) laktik asit

iretildigi belirlenmistir.

70
60 -
P AS
£ 50 -
=3 —B—PAS + YE
2 40 -
§ PAS + YE + Mn
;:ﬁ 30 == PAS + YE + Mg
=
£ 20
5
e
10
0 1
0 10 20 30 40 50
Fermentasyon Siiresi {saat)

Sekil 5.14 Lactococcus lactis NRRL-B-23802 mikroorganizmasi ile laktik asit iiretimi,
% laktik asit donusumu (pH . 6, T:37 OC, CMaya 1% 04 (W/V), CMnSO4,H20 .
% 0.005 (W/v), Cmgsos7m20 : % 0.01 (W/V), Crakiozo) : 57.65 g/L, Karistirma
hiz1 : 150 rpm)

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

mikroorganizmalarinin birlikte kullanim

Sekil 5.15°de fermentasyonu ortaminda sadece % 0.4 (w/v) maya 0ziitii bulundugunda
Lactobacillus  casei NRRL-B-1922 ve Lactococcus lactis NRRL-B-23802

mikroorganizmalar birlikte kullanildiginda ulasilan laktik asit miktar1 verilmistir.
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Sekil 5.15 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 ve Lactococcus lactis NRRL-B-23802
mikroorganizmalari birlikte kullanilarak laktik asit tiretimi (pH : 6, T : 32 °C,
ChMaya : % 0.4 (W/V), CLakton(0) : 57.65 g/L, Karistirma hizi : 150 rpm)

48 saat siliren fermentasyon sonunda 34.4 g/L laktik asit iiretilmistir. Bu deger ayni
kosullarda sadece Lactococcus lactis NRRL-B-23802 mikroorganizmasi kullanildiginda
ulasilan degerden (25.45 g/L) yiiksek, sadece Lactobacillus casei NRRL-B-1922
mikroorganizmasi kullanildiginda ulasilan degerden ise (35.76 g/L) kiiciiktiir. 24 saatin
sonunda ulasilan laktik asit doniistimii % 31, 48 saatin sounda ise % 59’dur. Roukas and
Korzekidou (1998) Lc. lactis WS 1042 ve L. casei SU. No.22 mikroorganizmalarini

birlikte kullanarak 24 saatin sonunda % 46 laktik doniisiimii elde etmislerdir.

HPLC’de kiral kolonda yapilan analiz sonucunda beklenildigi sekilde sadece L(+) laktik

asit Uiretildigi belirlenmistir.

5.2.2.4 Lactobacillus casei NRRL-B-441

Sekil 5.16°da Lactobacillus casei NRRL-B-441 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi

sonuclar1 verilmistir.
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Sekil 5.16 Lactobacillus casei NRRL-B-441 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
(pH : 6, T : 28 °C, Cmaya : % 0.4 (W/V), Cwmsoamzo : % 0.005 (w/v),
Cmgso4.7120 : % 0.01 (W/V), Crakioz0) : 57.65 g/L, Karistirma hizi : 150 rpm)

Fermentasyon ortamina diger mikroorganizmalarla ayn1 miktarlarda maya 6ziitii (YE),
MgS04.7H,0 ve MnSO4.H,0O ilavesi yapilmistir. Sekil 5.16’dan da goriilecegi gibi
diger mikroorganizmalara benzer sekilde sadece maya 06ziitii yeterli olmamis % 0.005
(w/v) MnSO4.H,O0 ilavesi laktik asit tiretimini onemli 6l¢iide etkilemistir. Lactobacillus
casei NRRL-B-441 mikroorganizmasi ile % 0.4 (w/v) maya 6ziiti ve % 0.005 (w/v)
MnSO,4.H,0 varliginda 55 g/L laktik asit derisimi elde edilirken sadece PAS varliginda
20 g/L laktik asit elde edilmistir. Ayrica bu mikroorganizma ile denenen diger bir
parametre ise MnSO4.H,O’lin yalniz kullanilmasit olmus ancak MnSO4.H,O de tek

basina yeterli olmamustir.

70 g/L hazirlanmis olan peynir alt1 suyunun laktoz analizi yapilarak 73.84 g/L laktoz
icerdigi belirlenmistir. Buna gore fermentasyon siiresince laktik asit doniistimii Sekil

5.17°de verilmistir.
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Sekil 5.17 Lactobacillus casei NRRL-B-441 mikroorganizmasi ile laktik asit {iretimi, %
laktik asit dontisiimii (pH : 6, T : 28 °C, Cwmaya : % 0.4 (W/V), Crnsoam20 & %
0.005 (W/v), , Craktoz0) : 73.8 g/L, Karistirma hiz1 : 150 rpm)

48 saatin sonunda fermentasyon ortaminda hem % 0.4 (w/v) maya oziitii hem % 0.005
(w/v) MnSO4.H,0O bulundugu durumda % 73 doniistime ulagilmistir. Biiyiikkileci ve
Harsa (2004) L. casei NRRL-B-441 mikroorganizmasi ile yaptiklar1 ¢alismada % 0.5
(w/v) maya o6ziitii (YE), % 0.02 (w/v) MgSOs4, % 0.005 (w/v) MnSO4.H,O ve ¢esitli
tuzlarin varliginda 40 saatin sonunda % 90 laktik asit doniisiimii elde etmislerdir.
Ulasilan doniisiimler arasindaki farkin nedeni kullanilmis zengin igerikli ortamdir.
Ancak laktik asit iiretiminde ortama eklenen besin maddeleri her ne kadar iiretimi
hizlandiriyor ve arttirtyor olsa da hem safsizlik olusturarak fermentasyonu sonunda

ortamdan laktik asit ayrilmasini zorlagtirmakta hem de iiretim maliyetini arttirmaktadir.

48 saatin sonunda alman 6rnek HPLC’de kiral kolonda analizlenerek % 82 ee L(+)

laktik asit tiretildigi belirlenmistir.

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

Lactobacillus delbr. subsp. bulgaricus NRRL-B-548 mikroorganizmas: literatiirde D(-)
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laktik asit liretimi yapan bir mikroorganizma olarak ge¢cmektedir. Lactobacillus delbr.
subsp. bulgaricus NRRL-B-548 mikroorganizmasi ile laktik asit liretimi sonuglar1 Sekil

5.18’de, fermentasyon siiresince laktik asit doniisiimii ise Sekil 5.19°da verilmistir.

Sonuglara bakildiginda diger mikroorganizmalarla yapilan deney sonuglarina benzer
sekilde sadece MnSO4.H>O kullaniminin yeterli olmadigr goriilmektedir. En yiiksek
tiretim olan 17.5 g/L laktik asit, % 0.4 (w/v) maya 0ziitii ve % 0.005 (w/v) MnSO4.H,O
birlikte kullanildiginda elde edilmistir. Sadece PAS varliginda ve ortama sadece %
0.005 (w/v) MnSO4.H,0 eklendiginde hemen hig laktik asit tiretilmemistir. Elde edilen

sonuclar maya 6ziitii ilavesinin 6nemini agik bir sekilde gostermektedir.
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Sekil 5.18 Lactobacillus delbr. subsp. bulgaricus NRRL-B-548 mikroorganizmas: ile
laktik asit iretimi (pH : 6, T : 37 °C, ChMaya : % 0.4 (W/v), Cynsos.m20 @ % 0.005
(W/V), Craktoz0) : 69.2 g/L, Karistirma hiz1 : 150 rpm)
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Sekil 5.19 L. delbr. subsp. bulgaricus NRRL-B-548 mikroorganizmasi ile laktik asit
tretimi, % laktik asit doniisiimil (pH : 6, T : 37 °C, Cyaya : % 0.4 (W/V),
Chnso4.120 : % 0.005 (W/v), Crakioz0) : 69.2 g/L, Karistirma hizi : 150 rpm)

48 saatin sonunda en yliksek doniisim % 0.4 (w/v) maya 06ziiti ve % 0.005 (w/v)
MnSO4.H,O varliginda % 25 olarak  gergeklesmistir. Bu deger diger

mikroorganizmalarla karsilagtirildiginda oldukea diistiktiir.

Lactobacillus delbr. subsp. bulgaricus literatiirde D(-) laktik asit iiretimi yapan bir
mikroorganizma olarak ge¢mektedir. Enantiyomer dagilimini belirlemek i¢in yapilan

analiz sonucunda ise % 84 ee L(+) laktik asit iiretildigi belirlenmistir.

5.2.2.6 Lactobacillus helveticus DISTAM

Literatiirde Lactobacillus helveticus laktozu kullanarak en fazla laktik asit tiretimi yapan
mikroorganizmalar arasinda yer almasmna ragmen, deneylerde kullanilan, DISTAM
laboratuvarlarindan temin edilen Lactobacillus helveticus mikroorganizmasinda

mikroorganizma ¢ogalmasi gergceklesmis ancak laktik asit tiretimi gerceklesmemistir.
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5.2.2.7 Lactobacillus helveticus NRRL-B-734

Lactobacillus  helveticus NRRL-B-734 mikroorganizmas1 ile yapilan deneylerde

mikroorganizma ¢ogalmasi gerceklesmemis dolayisiyla laktik asit {iretimi asamasina

gecilememistir.

5.2.2.8 Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550

Literatiirde sadece D(-) laktik asit {irettigi belirtilen Lactobacillus jensenii NRRL-B-

4550 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi sonuglar1 Sekil 5.20°de verilmistir.
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Sekil 5.20 Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 mikroorganizmasi ile laktik asit
uretimi (pH . 6, T: 28 OC, CMaya 1% 0.4 (W/V), CMgSO4.7H20 1% 0.01 (W/V),
Cwnso4.120 : % 0.005 (W/v), Crakioz : 63.4 g/L, Karistirma hizi : 150 rpm)

Sonuglara bakildiginda en diisiik iiretimin ortamda hi¢bir katki maddesi olmadigi

durumda gerceklestigi, en yiiksek iiretim olan 15 g/L’nin ise ortamda % 0.4 (w/v) maya

0ziitli bulundugu durumda gergeklestigi goriilmektedir.
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Baslangi¢ laktoz analizi yapildiginda 63.4 g/L laktoz belirlenmistir. Fermentasyon

stiresince laktik asit doniisiimii Sekil 5.21°de verilmistir.
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Sekil 5.21 Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 mikroorganizmasi ile laktik asit
tretimi, % laktik asit doniistimii (pH : 6, T : 37 °C, Cyaya : % 0.4 (W/V),
CMgSO4.7H20 1 % 0.01 (W/V), CMnSO4.H20 1 % 0.005 (W/V), CLaktoz : 634 g/L,
Karigtirma hizi : 150 rpm)

En yiiksek doniisiim 48 saatin sonunda fermentasyon ortaminda % 0.4 (w/v) maya 0ziitii

varliginda % 24 olarak gerceklesmistir.

Kiral kolonda analizi yapildiginda % 61 ee L(+) laktik asit iiretiminin yapildigi

gorilmiistiir.

5.2.2.9 Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii NRRL-B-763

Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii mikroorganizmasi literatiirde D(-) laktik
asit liretimi yapan bir mikroorganizma olarak ge¢mektedir. NRRL’den temin
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii NRRL-B-763 mikroorganizmasi ile peynir

alt1 suyundan laktik asit tiretim sonuglar1 Sekil 5.22°de verilmistir.
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Sekil 5.22 Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii NRRL-B-763 mikroorganizmasi
ile laktik asit tiretimi (pH : 6, T : 37 °C, ChMaya : % 0.4 (W/V), Cmgsos.7120 @ %
0.01 (W/v), Cyvnsoamo : % 0.005 (W/v), Crakwo : 63.4 g/L, Karistirma hiz1 :
150 rpm)

Lactobacillus jensenii NRRL-B-4550 mikroorganizmasinda oldugu gibi Lactobacillus
delbrueckii subsp. delbrueckii NRRL-B-763 mikroorganizmasinda da en yiiksek liretim
(10.6 g/L) % 0.4 (w/v) maya 0ziitii (YE) varliginda gerceklesmistir. Ortama maya 6ziitii
yaninda % 0.005 (w/v) MnSO4.H,O ve % 0.01 (w/v) MgS04.7H,0 katilmasi iiretilen
laktik asit miktarii diisiirmiistiir. Diger mikroorganizmalarla karsilastirildiginda laktik
asit Uretimi ve doniisiim oldukga diisiiktiir. Sekil 5.23’de fermentasyon siiresince %
laktik asit dontlisim degerleri verilmistir. En yiiksek laktik asit doniisiimii yaklagik %
17°dir.
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Sekil 5.23 Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii NRRL-B-763 mikroorganizmasi
ile laktik asit liretimi, % laktik asit dontistimii (pH : 6, T : 37 °C, CMaya : % 0.4
(W/V), CMgSO4,7H20 1% 0.01 (W/V), CMnSO4,H20 1 % 0.005 (W/V), CLaktoz 1634
g/L, Karistirma hizi : 150 rpm)

Uretilen laktik asit analizlendiginde beklenenin aksine % 79 ee L(+) laktik asit iiretildigi

gorilmiistiir.

5.2.2.10 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DISTAM

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizmasi literatiirde laktozu kullanarak
D(-) laktik asit iiretimini gerceklestiren bir mikroorganizma olarak ge¢gmektedir. Deney

sonuclar1 Sekil 5.24°de verilmistir.
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Sekil 5.24 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DISTAM mikroorganizmast ile laktik
asit tretimi (pH : 6, T : 37 °C, ChMaya : % 0.4 (W/v), Cmgsos.7120 : % 0.01 (W/v),
Cwmnsoa.m20 : % 0.005 (W/v), Crakoz : 71.3 g/L, Karigtirma hizi : 150 rpm)

Benzer sekilde, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DISTAM mikroorganizmas ile
PAS igerisine % 0.4 (w/v) maya 6ziitii ve % 0.01 (w/v) MgS0,4.7H,0 ilave edildiginde
21.5 g/L laktik asit derisimi elde edilirken sadece PAS varliginda ilk 30 saat siiresince
hemen hemen hi¢ laktik asit iiretilememistir. 30 saatin sonunda laktik asit iiretilmeye
baslamis ancak 48 saatin sonunda ulasilan deger 6 g/ olmustur. Siire daha uzun

tutuldugunda iiretim degeri artabilir ancak ekonomik agidan uygun goériilmemektedir.

Fermentasyon ortaminin laktoz analizi yapilmis ve 71.3 g/l laktoz icerdigi
belirlenmistir. 48 saat siiren fermentasayon siiresince % laktik asit doniisiim degerleri

Sekil 5.25°de verilmistir.
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Sekil 5.25 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DISTAM mikroorganizmast ile laktik
asit tiretimi, % laktik asit doniisiim (pH : 6, T : 37 °C, Cpaya : % 0.4 (W/v),
Cwmgsosa7m20 @ % 0.01 (W/v), Cansosnzo @ % 0.005 (W/v), Crakwo, @ 71.3 g/L,
Karigtirma hizi : 150 rpm)

En yiiksek laktik asit dontisiimii (% 30) fermentasyon ortaminda % 0.4 (w/v) maya
oziiti ve % 0.01 (w/v) MgS04.7H,0O bulundugu durumda gerceklemistir. Bu
mikroorganizma ile peynir alti suyunun karbon kaynagi olarak kullanildigi bir

caligmaya literatiirde rastlanmadigi i¢in karsilastirma yapilamamaktadir.

Enantiyomer dagilimi analizi yapildiginda diger D(-) laktik asit iiretmesi beklenen
mikroorganizmalarda oldugu gibi ¢ok diisiik miktarda D(-) laktik asit iiretildigi % 87 ee
L(+) laktik asit iiretildigi goriilmiistiir.

Literatiirde D(-) laktik asit iiretimi gerceklestirdigi belirtilen L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. delbrueckii subsp. delbrueckii ve L. delbrueckii subsp. lactis
mikroorganizmalariyla ulasilan sonuglar diisiikken, L(+) laktik asit iirettigi belirtilen

Lactobacillus casei’de iiretim oldukga yiiksektir.

D(-) laktik asit iiretiminin 6nemi giin gectikge artmaktadir. Bu nedenle D(-) laktik asit
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iiretimini  gergeklestirdigi belirtilen Lactobacillus delbr. subsp. lactis DISTAM

mikroorganizmasi kullanilarak cesitli parametreler incelenmistir.

Bunlardan ilk olarak laktik asit iiretimi iizerine pH etkisi incelenmistir. pH mikrobiyal
hiicreleri en az iki bakimdan onemli bir sekilde etkilemektedir. Bunlardan ilki
enzimlerin ¢alismasi, ikincisi ise besin maddelerinin hiicre i¢ine taginimidir. Bu nedenle
laktik asit tiretiminde onemli parametrelerden biridir. Literatiirde laktik asit bakterileri
icin optimum pH araligi 5 - 6.5 olarak verilmistir.Laktik asit fermentasyonu diisiik
pH’larda 6nemli 6lgiide inhibe olur. pH 4.5’in altinda ise tamamen durur. Bu nedenle
olusan laktik asit ortamdan siirekli olarak alinmalidir. Kesikli fermentasyonda ise
olusacak laktik asiti ndtralize etmek amaciyla fermentasyon ortamina genellikle CaCO;

katilir.

L. delbr. subsp. lactis mikroorganizmasi ile yapilan daha 6nceki ¢alismalarda en yiiksek
iiretimin, fermentasyon ortaminda % 0.4 (w/v) maya oziiti ve % 0.01 (w/v)
MgS0,4.7H,0 varliginda gerceklestigi goriilmistiir (Sekil 5.24). Bu dogrultuda % 0.4
(w/v) maya 06ziitii ve % 0.01 (w/v) MgSO04.7H,0 icerecek sekilde hazirlanan 70 g/L
fermentasyon ortaminin pH’1 5, 5.5, 6, 6.5, 7 seklinde ayarlanmistir. Fermentasyon 48

saat stirdiiriilmiistiir. Sonuclar Sekil 5.26 ve 5.27’de verilmistir.

Sekil 5.26’dan goriilecegi gibi optimum pH 5.5 olarak belirlenmistir ve bu degerde
25.45 g/L laktik asit derisimine ulasilmistir.
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Sekil 5.26 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizmasi kullanilarak laktik
asit tiretimi {lizerine pH etkisi (T : 37 °C, Cpas : 70 g/L, ChMaya : % 0.4 (W/v),
Cmgsosa.7120 : % 0.01 (W/V), Crakioz : 72.2 g/L, Karistirma hizi : 150 rpm)
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Sekil 5.27 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizmasi kullanilarak laktik
asit tiretimi {lizerine pH etkisi (T : 37 °C, Cpas : 70 g/L, ChMaya : % 0.4 (W/v),
Cmgso4.7120 : % 0.01 (W/V), Crakioz : 72.2 g/L, Karistirma hizi : 150 rpm)
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48 saatin sonunda alinan sonuglar birbirne yakin olmakla birlikte en yiiksek doniisiim

olan % 35 fermentasyon ortam1 pH'1 5.5 oldugunda gerceklesmistir.

Laktoz analizi Bolim 4.6’da belirtildigi sekilde yapilmistir ve fermentasyonda
kullanilan peynir alti1 suyunun laktoz igerigi 72.2 g/L olarak bulunmustur. Fermentasyon

stiresince (%) laktik asit doniistimii Sekil 5.28°de verilmistir. En yiiksek doniisim %

34°diir.
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Fermentasyon Siiresi {saat)

Sekil 5.28 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizmasi kullanilarak laktik
asit tiretimi tizerine pH etkisi, % laktik asit dontistimii (T : 37 °C, Cpas : 70
g/L, CMaya 1% 04 (W/V), CMgSO4.7H20 : % 0.01 (W/V), CLaktoz 2 72.2 g/L,
Karistirma hizi : 150 rpm)

Ayn1 mikroorganizma ile laktik asit iiretimi {izerine maya 6ziitii (YE) ve MnSO4.H,O
derisiminin etkisi incelenmistir. pH 5.5’de gergeklestirilen fermentasyon 72 saat
stirmiistiir. Dort farkli derisimde maya o6ziitii ve MnSO4.H,O ayr1 ayr1 fermentasyon
ortamina eklenmistir. Maya 0ziiti denemesi sonucunda ulasilan laktik asit miktarlar

Sekil 5.29 ve Sekil 5.30°da, % laktik asit doniisiimii ise Sekil 5.31°de verilmistir.

84



35 7 —4=%0 (w/v)
30 | —@—=%0,1(w/v)
= =% 0,3 (w/v)
b8 25
E —=%0,5 (w/v)
£ 207 ——%0,7(w/v)
fat
2 15
<
=
£ 10
5
5
0

0] 10 20 30 40 50

Fermentasyon Siiresi {saat)

Sekil 5.29 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizmasi kullanilarak laktik
asit liretimi lizerine maya 6ziitii derisimi etkisi (T : 37 °C, pH : 5.5, Cpas : 70
g/L, Craktoz : 67 g/L, Karigtirma hizi : 150 rpm)
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Sekil 5.30 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizmasi kullanilarak laktik
asit tiretimi {izerine maya Oziitii derisimi etkisi (24-48 saat) (T : 37 °C, pH :
5.5, Cpas : 70 g/L, Crakioz : 67 g/L, Karistirma hizi : 150 rpm)
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Sekil 5.31 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mikroorganizmasi kullanilarak laktik
asit Uretimi {izerine maya Oziiti (YE) derisimi etkisi, % laktik asit
dontistimii (T : 37 °C, pH : 5.5, Cpas : 70 g/L, Crakor : 67 g/L, Karistirma hizi
: 150 rpm)

En yiiksek laktik asit derisimine (33.4 g/L) % 0.1 (w/v) maya 06ziitii eklendigi durumda
ulagilmistir. Ortamdaki maya 6ziitii derisimi arttik¢a laktik asit {iretimi diigmiistiir. Ayni
zamanda ortamda baslangicta bulunan 67.08 g/L laktoz miktar1 fermentasyon siiresince

azalmaktadir. 48 saat sonunda ulasilan laktik asit doniisiimii % 49°dur.

L. delbrueckii subsp. lactis mikroorganizmasi ile maya 06ziitii bulunmayan fermentasyon
ortamima katilan MnSO4.H,O derisimi denemesi sonucunda ulasilan laktik asit
miktarlar, laktik asit dontistimleri, laktoz derisimindeki degisim ise sirasiyla Sekil
5.32, Sekil 5.33 ve Sekil5.34°de verilmistir. Ortama katilan MnSO4.H,O derigim araligi
(% 0.001 - 0.02 (w/v)) seklindedir.
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Sekil

5.32 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DISTAM mikroorganizmasi
kullanilarak laktik asit iiretimi iizerine MnSO4.H,O derisimi etkisi (T : 37
°C,pH : 5.5, Cpas : 70 g/L, CLakioz : 67 g/L, Karigtirma hizi : 150 rpm)
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Sekil 5.33 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DISTAM mikroorganizmasi

kullanilarak laktik asit Giretimi tizerine MnSO,4.H,O derisimi etkisi, % laktik
asit doniisimii (T : 37 °C, pH : 5.5, Cpas : 70 g/L, Crakwor : 67 g/L,
Karigtirma hizi : 150 rpm)
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Sekil 5.34 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DISTAM mikroorganizmasi
kullanilarak laktik asit iiretimi tiizerine MnSQO, derisimi etkisi, laktoz
degisimi (T : 37 °C, pH : 5.5, Cpas : 70 g/L, CLakoz : 67 g/L, Karistirma hizi
: 150 rpm)

Ortamda maya 06ziitii bulunmuyorken, sadece MnSO,.H,O varliginda laktik asit iiretimi
neredeyse hi¢ gerceklesmemis ve laktoz cok az miktarda tliketilmistir. Peynir alti
suyuna farkli derisimlerde MnSO4.H,O katildiginda ulasilan laktik asit miktarlari
arasinda belirgin bir fark gézlenmemis, ortalama laktik asit donlisimii % 7 olarak

gerceklesmistir.

Elde edilen sonuglar laktik asit {iretiminde maya Oziiti varliginin O6nemini
gostermektedir. Bunun nedeni peynir alt1 suyunda yiliksek miktarda protein bulunmasina
ragmen lactobacilli tiiriiniin proteolitik aktivitesinin diisiik olmasi ve bu proteinleri
kullanamamasidir. Dolayisiyla mikroorganizma yasayabilmesi ve iireyebilmesi i¢in
ihtiya¢c duydugu azot kaynagmi disaridan almak zorundadir. Laktik asit liretiminde
ortama katilan maya 0ziitii ya da hidroliz edilmis proteinler bu nedenle {iretimi 6nemli

Olciide etkilemektedir.

Kiral kolon ile yapilan analizler elimizde bulunan Lactobacillus delbr. subsp.
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delbrueckii DISTAM mikroorganizmasinin literatiirde belirtildigi sekilde D(-) laktik
asit Uretimini gergeklestirmedigini gostermistir. Bu nedenle cevap ylizey yontemi ile
laktik asit iiretimi optimizasyonuna en yiiksek L(+) laktik asit {iretimini ger¢eklestirmis

olan Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile devama karar verilmistir.

5.3 Cevap Yiizey Yontemi (RSM) ile Laktik Asit Uretimi Optimizasyonu

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi kullanilarak peynir alt1 suyundan
laktik asit liretiminde en uygun kosullar1 belirlemek amaciyla cevap yiizey yontemi
uygulanmistir. Bu amacla, substrat (peynir alt1 suyu tozu) derisimi, maya 0ziitii (YE)
miktari,, pH ve MgS0O4.7H,0O miktar1 bagimsiz degigskenler olarak belirlenmistir. Bu

parametrelerin degisim araliklar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.

Istatistiksel ¢alismada kullanilan, Cizelge 4.3’de verilen degerler yardimi ile Design
Expert (6.01) programinda hazirlanan deney tasarimi ve bu deneylerin sonunda ulasilan
laktik asit miktarlar1 Cizelge 5.1’de verilmistir. RSM deneylerinde kontrol
edilebilirligin saglanmasi amaciyla her deney seti iki kez tekrarlanmis, sonuglar

birbirine oldukga yakin bulunmus ve ortalamalar1 alinmistir.
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Cizelge 5.1 Dort bagimsiz degisken icin deneysel matriks ve gozlenen cevap degerleri

Deney X X, X3 X4 Cevap Degis.
No pH Substrat Maya (YE) MgSO4 Laktik Asit
Derisimi (g/L) Derisimi (% w/v) Derisimi (% w/v) Derisimi (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 programindan elde edilen sonuglar dogrusal bir
modelin kullanilmasini  6ngdérmiistiir. Sonuclarina bakildiginda kendi aralarinda
yorumlanabilir degerler olmasinin yaninda R¥nin ¢ok diisiik ciktigi  (0.31)
goriilmektedir. Mikroorganizma ile c¢alisilan deney sistemlerinde bu duruma
rastlanilabilmektedir. Dogrusal model icin ANOVA testi sonucglar1 Cizelge 5.2°de

verilmistir.
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Cizelge 5.2 Kullanilan dogrusal modelin ANOVA testi sonuglari

Degisimin | Karelerinin | Serbestlik | Karelerinin F
Kaynag Toplamm Derecesi Oram Degeri 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 %0 436.14 1 436.14 9.47 0.0050
D, Cnmgsos % 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 degeri 0.05’den kiigiik oldugunda modelin dogru oldugunda modelin dogru
oldugu anlagilir. Kiigiik olan Prob » F degerinin etkisi digerlerinden ¢ok daha énemlidir.
Cizelge 5.2°ye bakildiginda Cyaya’nin (Prob » F degeri = 0.005) diger parametrelere
gore daha etkili oldugu goriilmektedir. Daha once her mikroorganizma igin yapilan

deney sonuglarina ve pH denemelerine bakildiginda cevap yiizey yontemi ile elde edilen

sonuglarla uyumlu oldugu goriilmektedir.

Bagimsiz parametrelerin deney tasarim programinda elde edilen optimum kosullar

Cizelge 5.3 de verilmistir.

Cizelge 5.3 Bagimsiz parametrelerin cevap yiizey yontemi ile elde edilen optimum

degerleri
Bagimsiz Degisken Optimum Deger
pH 5.5
Cras g/L 60
ChmMaya %0 (W/V) 04
CMgSO4-7H20% (W/V) 0.005

Cizelge 5.3’de verilen kosullarda yapilan deney sonucunda 40.2 g/L laktik asit tiretimi,

% 67 doniisiim gergeklesmistir.

Uygulanan Cevap Yiizey Yontemi sonunda sistemi tanimlayan katsayilar Esitlik 3.2°de

yerine konulmus ve laktik asit derisimini veren ifade asagidaki esitlik elde edilmistir.

ClLakiikasit= 48.386 — 2.428 X — 0.148 X, +42.629 X3 — 58.75 X4
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Bagimsiz parametrelerin merkezi noktalardaki degerleri alinarak Esitlik 5.1 kullanilarak
her bir parametre ile laktik asit derisiminin degisimini veren grafikler hazirlanmistir.

Laktik asit tiretiminin pH ile degisimi Sekil 5.35’de verilmistir.

39 4

Laktik Asit Derisimi (g/L)

3 2 T T T 1

Ph

Sekil 5.35 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
tizerine pH etkisi (RSM sonuglari)

Dogrusal ¢ikan sonuglara goére pH 5’de en yiiksek laktik asit derisimine ulasilmakta, pH
arttikca 1se iiretilen laktik asit miktar1 da azalmaktadir. Sonuglar kendi aralarinda
degerlendirilecek olursa, Cizelge 5.2°de 17., 18. deneylerin sonuglarina bakildiginda 70
g/L peynir alt1 suyu derisiminde diger biitiin kosullar ayni iken pH 5°de 31.07 g/L laktik
asit iiretilirken pH 7°de 27.48 g/L laktik asit tiretilmistir. Ayn1 sekilde 1., 2. deneylerde
pH 5.5°de 38.57 g/L laktik asit iiretimi gergeklesmis, pH 6.5’e ¢ikildiginda 34.70 g/L
laktik asit tiretimine ulasilabilmistir. Bu sonuclar daha dnce L. delbr. subsp. delbrueckii
mikroorganizmasi ile yapilan pH denemesi sonuclar1 ile benzemektedir. Sekil 5.27ye

bakildiginda diistik pH’larda laktik asit iiretiminin daha yiliksek oldugu goriilmektedir.

Cevap Yiizey Yontemi (RSM) sonuglarina gore peynir alt1 suyu derigsiminin artmasiyla

birlikte iiretilen laktik asit miktarinda azalma olmaktadir. Laktik asit iiretiminin peynir
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alt1 suyu ile degisimi Sekil 5.36°da verilmistir.
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Sekil 5.36 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit iiretimi
izerine peynir alt1 suyu (PAS) derisimi etkisi (RSM sonuglar)

Cizelge 5.2°deki 19., 20., 30. deneylerin sonuclarina bakilacak olursa ayni kosullarda 50
g/L peynir alt1 suyu derisiminde (19.) 24.83 g/L, 90 g/L peynir alt1 suyu derisiminde
(20.) 22.10 g/L laktik asit iiretimi gerceklestirilmistir. Bu sonuglar uygulanan modelle
ortiismektedir. Ancak bu iki sonucun alindig1 deney setinden farkli bir zamanda ayni
kosullarda 70 g/L peynir alt1 suyu derisiminde (30.) ¢alisildiginda 42.88 g/L laktik asit
derisimine ulasilmistir. Buna neden olarak mikroorganizmali ortamda yapilan

calismalarda tutarsizliklarin olabiliyor olmas1 gosterilebilir.

Cevap Yiizey Yontemi sonuclarina gore laktik asit iiretiminde en etkili parametre
fermentasyon ortamina katilan maya 6ziitii (YE) derisimidir. Ortamdaki maya oziitii
miktari arttikca tiretilen laktik asit miktar1 da belirgin sekilde artmaktadir. Sekil 5.37°de

laktik asit tiretiminin maya 0ziitli derisimi ile degisimi verilmistir.
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Sekil 5.37 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
lizerine maya 6ziitii (YE) derisimi etkisi (RSM sonuglari)

Cizelge 5.2°deki ayn1 deney setinde yapilmis deneylerden olan, 1., 5. ve 3., 7. deney
sonuglarii degerlendirecek olursak, biitiin kosullar ayni1 kalmak tizere 60 g/L peynir alt1
suyu derisiminde ¢alisildiginda, ortamdaki maya 6ziitii miktar1 % 0.2 (w/v) iken 38.57
g/L laktik asit tiretimi gergeklesmisken, bu oran % 0.4 (w/v)’ye ¢iktifinda 47.41 g/L
laktik asit tiretimi gergeklesmistir. % 19°luk bir artis s6z konudur. Ayni sekilde 80 g/L
laktik asit derisiminde g¢alisildiginda, ortamda % 0.2 (w/v) maya 6ziitii bulunuyorken
33.65 g/L laktik asit {iretilmis, maya 6ziitii miktar1 % 0.4 (w/v)’e ¢iktiginda ise % 18
artisla 41.13 g/L laktik asit iiretimi ger¢eklesmistir.

Sekil 3.2°de verilen EMP yol izinde Mg 1., 3., 7., 9. ve 10. basamaklarda kofaktor
olarak rol almaktadir. Bununla birlikte literatirde Mg’nin laktik asit {iretimi lizerine
etkisinin arastirtlmamstir. Sekil 5.38°de laktik asit tiretiminin MgSO,4.7H,0 derisimi ile
degisimi verilmistir. Cevap Yiizey Yontemi sonucunda ulasilan sonuglara bakildiginda
MgS0,4.7H,0 derisimin artmasiyla birlikte laktik asit iiretiminde azalma oldugu

gortilmektedir.
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Sekil 5.38 L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizmas: ile laktik asit {iretimi {izerine
MgS04.7H,0 derisimi etkisi (RSM sonuglari)

Yine Cizelge 5.2’ye bakildiginda biitiin diger kosullarin yalmizca MgS0O,4.7H,0
derisiminin degistigi durumlarda degisikliklerin oldugu gériilmektedir. Ornegin 1., 9.
deneylerin sonuglarina goére ortamda % 0.005 (w/v) MgS0O4.7H,0 varken 38.57 g/L, %
0.015 (w/v) MgS04.7H,0 varken ise 35.35 g/L laktik asit iiretimi gergeklesmistir.
Ancak 70 g/L peynir alt1 suyu derisimi ile ¢alisilan 23.-24.-25. deneylerin sonuglarina
bakildiginda ortamda hi¢ MgSO04.7H,O yokken 26.86 g/ laktik asit {iretimi
gerceklesmis, ortama % 0.01 (w/v) MgS04.7H,0 ilavesi yapildiginda 38.63 g/L, % 0.02
(w/v) MgSO04.7H,O ilavesi yapildiginda ise 28.29 g/L laktik asit {iretimi

gerceklesmistir.

Ayni deney seti sonucglar1 kendi aralarinda karsilagtirilabiliyor iken farkli zamanlarda
yapilmis olan deney setlerinin sonuglari arasinda tutarsizliklar goriilmektedir.
Mikroorganizma ile ¢alisilan durumlarda farkli zamanlarda ayni kosullarda yapilan
deneyler arasinda farklilik goriilmesi karsilagilan bir durumdur. Ancak her kosul
kontrollii olarak iki kez yapildigi i¢in biitiin kosullar tek seferde yapilmasi miimkiin
olamamistir. Cevap Ylizey Yontemi sonunda sistemi tanimlayan en uygun model olan

dogrusal modelde R¥’nin diisiik ¢ikmasin da bu farklihklardan kaynaklandig
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diisiiniilmektedir. Bu nedenle RSM sonuclarindan ¢ikan optimum kosullar temel
alinarak incelenen parametrelerin daha ayrintili olarak tekrar edilmesine karar

verilmistir.

5.4 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 Mikroorganizmasi ile Laktik Asit Uretimi
Uzerine Cesitli Parametrelerin incelenmesi

Oncelikle Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit iiretimi

lizerine peynir alt1 suyu derisimi (Cpas) etkisi incelenmistir.

Literatiirde peynir alti suyundan laktik asit iiretiminde peynir alti suyu derisiminin
artmastyla birlikte iiretilen laktik asit miktarinin da laktoz igeriginin artigina bagl olarak
artt1ig1 ancak verimin degismedigi durumlar gézlenmistir. Bununla birlikte en cok
vurgulanan durum yiiksek peynir altt suyu derisimlerinde substrat inhibisyonunun

gerceklestigi ve buna bagli olarak laktik asit iiretim veriminin diismesidir.

Sekil 5.39’da farkli peynir alti suyu derisimlerinde laktik asit iiretim degerleri, Sekil
5.40’da laktik asit doniisiim degerleri, Sekil 5.41°de ise 48 saat siiren fermentasyon

stiresince laktoz degisimleri verilmistir.
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Sekil 5.39 L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi {izerine
peynir alti suyu derisimi (Cpas) etkisi (pH : 5.5, T : 30 °C, Cmaya : % 0.4
(W/v), Crnsoa. 7120 : % 0.005 (w/v), Karigtirma Hizi : 150 rpm)
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Sekil 5.40 L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit liretimi {izerine
peynir altt suyu derisimi (Cpas) etkisi, % laktik asit doniisiimii (pH : 5.5, T :
30 °C, CMaya : % 0.4 (W/V), Cnmnsos.71m20 : % 0.005 (w/v), Karistirma Hizi :
150 rpm)
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Sekil 5.41 L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit {iretimi {izerine
peynir alt1 suyu derisimi (Cpas) etkisi, laktoz degisimi (pH : 5.5, T : 30 °C,
ChMaya : % 0.4 (W/V), Cmgs04.7120 : %0 0.005 (W/v), Karistirma Hizi : 150 rpm)

Sekil 5.39°dan goriilecegi gibi farkli peynir alti suyu derisimlerinde 48 saat siiren
fermentasyon sonucunda ulasilan laktik asit miktarlar1 olduk¢a yakindir. Ancak Sekil
5.41’e bakildiginda baslangi¢ laktoz miktarinin artmasiyla fermentasyon sonunda kalan
laktoz miktarinin da arttig1 goriilmektedir. 48 saatin sonunda 50 g/L baslangic peynir
altt suyu derisimde ulasilan doniistim % 82 iken 90 g/L baslangi¢ peynir alti suyu
derisiminde ulasilan doniisiim % 46’ya diismektedir. Bununla birlikte yiiksek laktoz
derisiminin tiiketilmesi icin gerekli olan siire daha uzun olmalidir. Fermentasyon siiresi
daha uzun tutulmus olsaydi yiiksek derisimlerdeki laktoz da tiikenecek ve daha yiiksek
miktarlarda laktik asit tiretilecek dolayisiyla verimde artacakti. 48 saatlik siire i¢in laktik
asit Uiretim hizlaria bakacak olursak, 0.85 - 0.88 g/Lh arasinda degismektedir. Benzer
sekilde Biiytikkileci ve Harsa (2004) yaptiklar1 ¢alismada farkli laktoz derisimlerinde
calisildiginda laktik asit {iretiminin birbirine paralel oldugunu, {iretim hizinin
degisemedigini ve iiretilen laktik asitin baglangi¢ laktoz derisimi ile dogrudan iliskili
oldugunu gostermislerdir. Elde edilen sonuglar incelendiginde 48 saatlik siirede 50, 60,

70, 80, 90 g/L baslangi¢ laktoz degisimleri i¢in substrat inhibisyonundan s6z edilemez.
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Lactobacillus casei gibi laktozu laktik asite ¢evirebilen mikroorganizmalar bunun igin
bircok ek besin maddesine ihtiya¢ duyarlar. Aksi halde laktozun tamamini
kullanamazlar ve laktik asit fermentasyonu ¢ok yavas yiiriir. Bu besin kaynaklari
arasinda azot kaynagi onemli bir yer tutar. Azot kaynagi olarak en etkili besin maddesi
maya Oziitiidiir. Maya 6ziitli disindaki azot kaynaklarinin ¢ok etkili olmadig: literatiirde

gecmektedir.

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit {iretimi iizerine
maya Oziitli derisimin etkisi incelenmis, maya 6ziitii derisimleri % 0.2, 0.4, 0.7, 1 (w/v)
olarak belirlenmistir. Sadece maya Oziitii iceren ortamlarda 96 saat siirdiiriilen

fermentasyon sonuglar1 Sekil 5.42 ve Sekil 5.43°de verilmistir.
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Sekil 5.42 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
lizerine maya 0ziitii (YE) derisimi etkisi (pH : 5.5, T : 30 °C, CpLako : 64.48
g/L, Karigtirma Hiz1 : 150 rpm)

Sekil 5.42°ye bakildiginda biitiin kosullarda ulasilan laktik asit derisiminin birbirine
yakin oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte % 0.2 (w/v) ve % 0.4 (w/v) maya 0ziitii
derigimlerine gore % 0.7 (w/v) ve % 1 (w/v) maya 0ziitli derisimlerinde laktik asit

tiretimi hizhdir. Yaklasik 60 g/L laktik asit derisimine son iki maya 0ziitii derisiminde
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48 saatte ulasilmisken diger derisimlerde bu siire 96 saate ¢ikmustir.
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Sekil 5.43 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
lizerine maya Oziitii (YE) derisimi etkisi (48-72-96 saat) (pH : 5.5, T : 30 °C,
ClLaktoz : 64.48 g/L, Karistirma Hiz1 : 150 rpm)

60 g/L hazirlanan peynir alt1 suyu tozu analizlendiginde laktoz derigimi 64.5 g/L olarak
bulunmustur. 11k iki diisiikk maya &ziitii derisiminde 96 saatin sonunda laktoz tamamen
tikenmemisken % 0.7 (w/v) ve % 1 (w/v) maya 0ziitii derisimlerinde laktoz hizli bir
sekilde tiiketilmistir. % 1 (w/v) maya Oziitii ilavesinde 48 saatin sonunda ulasilan
dontisim % 95 iken, % 0.2 (w/v) maya 06ziitli ilavesinde 48 saatin sonunda ulasilan
dontisiim % 56, 96 saatin sonunda ise % 88’dir. Fermentasyon siiresince laktik asit

dontistimii Sekil 5.44°de, laktoz derisiminin degisimi Sekil 5.45’°de verilmistir.
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Sekil 5.44 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
lizerine maya 0ziitli (YE) derisimi etkisi, % laktik asit dontisiimii (pH : 5.5,
T : 30 °C, CLakioz : 64.48 g/L, Karistirma Hiz1 : 150 rpm)
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Sekil 5.45 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
iizerine maya Oziitli (YE) derisimi etkisi, laktoz degisimi (pH : 5.5, T : 30
°C, ClLakioz : 64.48 g/L, Karigtirma Hiz1 : 150 rpm)
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Elde edilen sonuglara benzer sekilde, Fitzpatrick et al. (2000) yaptiklari ¢aligmada
fermentasyon ortami olan peynir alt1 suyuna % 0.5 (w/v) maya 06ziitli ilave ettiklerinde
fermentasyon siiresinin 120 saat, % 1 (w/v) maya 0ziitii ilave ettiklerinde 72 saat, % 2
(w/v) maya 6ziitii ilave ettiklerinde ise 52 saat oldugunu belirtmislerdir. % 2 (w/v) maya
Oziitii ilavesinde laktik asit verimi % 93’diir. Ulasilan sonuglar fermentasyon ortamina
maya 0ziitli ilavesinin fermentasyon siiresini 6nemli Ol¢iide kisalttigini gostermektedir.
Bununla birlikte ilave edilen her tiirlii safsizlik {iretilen laktik asitin ortamdan alinmasini

zorlastiracak ve maliyeti arttiracaktir.

Mn ise laktat dehidrojenaz enziminin bilesenlerinden biridir dolayisiyla fermentasyon
ortamina katilmas: laktik asit Uretimini etkilemektedir. L. casei NRRL-B-1922
mikroorganizmasi ile laktik asit iiretimine eklenen MnSO4.H,O derisiminin etkisi

arastirilmistir.

Bu amagla fermentasyon ortamina % 0.4 (w/v) maya o6ziitii ve % 0.003, 0.005, 0.007,
0.01, 0.02 (w/v) oranlarinda MnSO4.H,O katilmigtir. 96 saat siliren fermentasyon

siiresince laktik asit tiretimi Sekil 5.46°da verilmistir.
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Sekil 5.46 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
tizerine MnSQO,4.H,O derisimi etkisi (pH : 5.5, T : 30 °C, ChMaya : % 0.4 (W/v),
ClLaktoz : 64.48 g/L, Karistirma Hiz1 : 150 rpm)

Sonuglara bakildiginda, her bir MnSO4.H,0O derisimi i¢in fermentasyon boyunca izlenen
yol farkli olsa dahi 96 saatin sonunda ulasilan laktik asit miktarinin birbirine yakin
oldugu goriilmektedir. Sekil 5.47°de fermentasyon siiresince laktoz derisimin degisimi
verilmistir. % 0.003 (w/v) derisiminde laktoz tiiketimi diger derisimlerdekine gore daha
yavas gerceklesmektedir. Ancak her derisim de 96 saatin sonunda baslangicta 65 g/L
olan laktozun tamami1 hemen hemen tiiketilmistir. % laktik asit doniisiim degerleri Sekil

5.48’de verilmistir. Ortalama doniisiim % 92’dir.
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Sekil 5.47 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
tizerine MnSO4.H,O derisimi etkisi, laktoz derisimi (pH : 5.5, T : 30 °C,
ChMaya : % 0.4 (W/V), CLakioz : 64.48 g/L, Karistirma Hizi : 150 rpm)
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Sekil 5.48 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
iizerine MnSO4.H,O derisimi etkisi, % laktik asit doniigiimii (pH : 5.5, T :
30 °C, Cwmaya : % 0.4 (W/V), CLakioz : 64.48 g/L, Karistirma Hizi : 150 rpm)
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Sekil 3.2°de verilen EMP yol izinde Mg 1., 3., 7., 9. ve 10. basamaklarda kofaktor
olarak rol almaktadir. Bununla birlikte literatiirde Mg’ nin laktik asit {iretimi iizerine
etkisi aragtirllmamistir. Yapilan caligmada laktik asit iiretimi iizerine MgSQO4.7H,0
derisimin etkisi arastirilmistir. % 0.4 (w/v) maya 0ziitli iceren fermentasyon ortamina %
0, 0.005, 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.1 (w/v) derisimlerinde MgSQ,4.7H,0 ilavesi yapilmas,
fermentasyon 96 saat stirmiistiir. Sekil 5.49°da laktik asit iiretim sonuglari, Sekil 5.50°de

ise laktik asit doniisiim degerleri verilmistir.
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Sekil 5.49 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
tizerine MgS04.7H,0 derisimi etkisi (pH : 5.5, T : 30 °C, Cpaya : % 0.4
(W/Vv), CLaktoz : 64.48 g/L, Karistirma Hiz1 : 150 rpm)
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Sekil 5.50 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
iizerine MgS04.7H,0 derisimi etkisi, % laktik asit doniistimii (pH : 5.5, T :
30 °C, ChMaya : % 0.4 (W/V), Crakioz : 64.48 g/L, Karistirma Hizi : 150 rpm)

Sekil 5.49’a bakildiginda biitiin derisimler i¢in fermentasyon siiresince izlenen yolun ve
ulasilan laktik asit derisiminin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Ulasilan laktik asit
dontisiimii ortalama % 93 olarak gergeklesmistir. Fermentasyon siiresince azalan laktoz

miktarinin gosterimi ise Sekil 5.51°de verilmistir. 96 saatin sonunda laktozun hemen

hepsi tiiketilmistir.

106



70 l
|
60 - =% 0 (w/v) =% 0.005 (w/v)
__ 50 - =% 0.01 (w/v)  ====9%0.03(w/v)
|
S
= 0 ——%0.05 (w/v) —8—%0.07 (w/v)
E
@ % 0.1 (w/v
= 30 | 60.1 (w/v)
o
£ 2 -
5
10 _
0 T T T T 1
0 20 40 60 &0 100
Fermentasyon Siiresi {saat)

Sekil 5.51 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
lizerine MgS0,4.7H,0O derisimi etkisi, laktoz degisimi (pH : 5.5, T : 30 °C,
ChMaya : % 0.4 (W/V), CLakioz : 64.48 g/L, Karistirma Hizi : 150 rpm)

Ayrt ayri yapilan denemeler sonunda maya oziitii (YE), MgS04.7H,O ve MnSO4.H,O
icin laktik asit iretiminin en yiiksek oldugu derisimler sirastyla % 1 (w/v), % 0.03 (w/v)
ve % 0.007 (w/v) olarak belirlenmistir. 60 g/L olarak hazirlanmis fermentasyon
ortamina en iyi kosullar olan bu derisimlerde besin maddeleri eklenmis, 0.4 g yas hiicre
ile fermentasyon baglatilmistir. Ayni kosullar i¢in ayni zamanda pastorize edilmis
ortamda da fermentasyon baslatilmigtir. Pastorizasyon ortami bulunabilecek
mikroorganizmalardan arindirmanin bir yoludur. Otoklavda yiiksek sicakliklarda
olusabilecek protein denatiirasyonunu onlemek amaciyla yapilmaktadir. Boliim 4.4°de
anlatildigr sekilde pastorizasyon gerceklestirilmigtir. 72 saat siliren fermentasyon
siiresince aradaki fark gozlenmeye calisilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 5.52°de

verilmistir.

72 saatin sonunda her iki durumda da ulasilan sonuglar birbirine oldukc¢a yakindir.
Pastorize edilmemis ortamda 54.2 g/L laktik asit iiretimi yapilmigken, pastorize edilmis

ortamda 56.9 g/L laktik asit liretilmistir.
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Sekil 5.52 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile en iyi maya 0ziitil,
MgS04.7H,0  ve MnSO4.H,O derisimlerinde laktik  asit  iiretimi,
pastorizasyon etkisi (pH : 5.5, T : 30 °C, Cwmaya : % 1 (W/V), Cmgsos.7120 : %
0.03 (W/v), Cymsoamzo : % 0.007 (w/v), Crakio, (Pastorize) : 59.04 g/L,
ClLaktoz (Pastorize degil) : 57.65 g/L, Karistirma Hiz1 : 150 rpm)

Fermentasyon siiresince % laktik asit dontisiimleri Sekil 5.53’de verilmistir. 48 saatin
sonunda her iki durumda da fermentasyon ortaminda bulunan laktozun hemen hepsi
tilkkenmistir. Pastorize edilmis ortam i¢in laktik asit donilisiimii % 94 iken, pastorize

edilmemis ortam i¢in doniisiim % 92°dir.
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Sekil 5.53 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile en iyi maya 0ziitil,
MgS04.7H,0  ve MnSO4.H,O derisimlerinde laktik  asit  iiretimi,
pastorizasyon etkisi, % laktik asit doniisiimi (pH : 5.5, T : 30 °C, Cmaya : %
1 (W/V), CMgSO4.7H20 1% 0.03 (W/V), CMnSO4.H20 1 % 0.007 (W/V), CLaktoz (Pastorize) .
59.04 g/L, CLaxo, (Pastorize degil) : 57.65 g/L, Karistirma Hizi : 150 rpm)

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasiyla laktik asit iiretimi iizerine
fermentasyon ortamina katilan mikroorganizma miktar etkisi incelenmistir. Bu amacla
mikroorganizma biiyiime ortamindan 5, 10, 20, 30 ml alinarak santrifiijjlenmis ve
fermentasyon ortamina aktarim yapilmistir. Fermentasyon ortamima aktarilan
mikroorganizma yas agirliklar1 sirasiyla 0.312, 0.416, 0.48, 0.578 g’dir. Elde edilen
sonuglar Sekil 5.54’de verilmistir. Sekil 5.54’e¢ bakildiginda fermentasyon ortamina
katilan mikroorganizma miktarinin artmasiyla laktik asit {retiminin de arttig

goriilmektedir.

60 g/L hazirlanmig olan peynir alt1 suyunun laktoz analizi yapildiginda 57.65 g/L laktoz
icerdigi saptanmistir. Laktoz derisiminin fermentasyon siiresince azalisi Sekil 5.55°de
verilmistir. Mikroorganizma miktarimin artmasiyla laktoz tiiketimi de artmistir. Sekil
5.56’da laktik asit doniisiim degerleri verilmistir. 0.312 g mikroorganizma eklendiginde
laktik asit doniisiimii % 41 iken, 0.578 g mikroorganizma eklendiginde laktik asit

dontistimii % 81 dir.
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Sekil 5.54 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
lizerine mikroorganizma miktar1 etkisi (pH : 5.5, T : 30 °C, CMaya : % 0.4
(W/V), Craktoz : 57.65 g/L, Karistirma Hizi : 150 rpm)
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Fermentasyon Siiresi {saat)

Sekil 5.55 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
lizerine mikroorganizma miktar: etkisi, laktoz derisimi (pH : 5.5, T : 30 °C,
ChMaya : % 0.4 (W/V), CLakioz : 57.65 g/L, Karistirma Hizi : 150 rpm)
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Sekil 5.56 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
iizerine mikroorganizma miktari etkisi, % laktik asit doniistimii (pH : 5.5, T
:30 °C, CMaya : % 0.4 (W/V), Craktoz : 57.65 g/L, Karistirma Hizi : 150 rpm)

L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi i¢in literatiirde en uygun biiyiime ortami
olarak MRS ortami verilmistir. Ancak bazi ¢alismalarda Liver Infusion ortaminin da
mikroorganizma ¢ogalmasi i¢in kullanildigina rastlanmistir. Bu nedenle iki ortamda
cogalmis mikroorganizmalarla laktik asit fermentasyonu gerceklestirilmis ve sonuglar
karsilastirilmistir. Her iki ortamdan da fermentasyon ortamina yaklasik 0.4 g yas
agirlikta mikroorganizma aktarilmistir. Elde edilen laktik asit derisimleri Sekil 5.57°de,

laktik asit doniisiimleri ise Sekil 5.58°de verilmistir.
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Sekil 5.57 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
tizerine mikroorganizma ¢ogalma ortamu etkisi (pH : 5.5, T : 30 °C, Cymaya :
% 0.4 (W/V), CrLaktoz : 57.65 g/L, Karistirma Hiz1 : 150 rpm)

70 7 mL. casei NRRL-B-1922/MRS
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Sekil 5.58 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
iizerine mikroorganizma ¢ogalma ortamu etkisi, % laktik asit doniisiimii (pH
5.5, T :30 °C, Cmaya : % 0.4 (W/V), CrLakioz : 57.65 g/L, Karigtirma Hiz1 :
150 rpm)
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48 saatin sonunda MRS ortaminda biiyiimiis olan mikroorganizma ile yapilan iiretim
sonucunda elde edilen laktik asit miktar1 (35.7 g/L), Liver Infusion ortaminda biiylimiis

olan mikroorganizmalarla yapilan tiretime (12.1 g/L) gore yaklasik % 66 daha fazladir.

Laktik asit bakterileri peynir alt1 suyu igerisindeki proteini parcalayamadiklari i¢in ya
hidroliz edilmis proteine ya da maya o0ziitii gibi azot kaynaklarina ihtiya¢ duyarlar.
Yapilan biitlin caligmalarda deproteinize peynir alti suyu kullanilmigtir. Ancak
proteinden uzaklastirilmamis peynir alti suyu ile bir kez otoklavlandiktan sonra ¢oken
proteinleri uzaklagtirilmis peynir alt1 suyu ile yapilan liretim karsilastirilmak istenmistir.
Bu amagla 60 g/L peynir alt1 suyu hazirlanmis, pH 5.5’e ayarlanmistir. Yaklagik olarak
0.4 g MRS ortaminda c¢ogalmis L. casei proteinli ve proteinsiz fermentasyon
ortamlarina aktarilmis, fermentasyon 48 saat siirmiistiir. Elde edilen sonuglar Sekil

5.59°da verilmistir.
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Sekil 5.59 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit tiretimi
lizerine fermentasyon ortami etkisi proteinli/proteinsiz (pH : 5.5, T : 30 °C,
ChMaya : % 0.4 (W/v), Crakioz (Proteinsiz) : 57.65 g/L, Crakio (Proteinli) : 76.8
g/L, Karigtirma Hizi : 150 rpm)

60 g/L hazirlanmis olan proteinden uzaklastirilmis ve uzaklastirilmamis fermentasyon
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ortamlarinin laktoz analizleri yapilmis ve sirasiyla 57.65 g/L ve 76.8 g/L olarak
bulunmustur. Her iki ortamda gerceklesen fermentasyonlar siiresince laktik asit

dontistim degerleri Sekil 5.60’da verilmistir.
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Sekil 5.60 Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit iiretimi
lizerine fermentasyon ortami etkisi proteinli/proteinsiz, % laktik asit
doéntistim (pH : 5.5, T : 30 °C, CMaya @ % 0.4 (W/v), Crakio, (Proteinsiz) :
57.65 g/L, Cpakio, (Proteinli) : 76.8 g/L, Karistirma Hizi : 150 rpm)

48 saatin sonunda proteinleri uzaklastirilmamis ortamda ulasilan doniisiim % 49 iken,

proteinleri ¢oktiiriilerek uzaklastirilmis ortamda % 56’dur.
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6. SONUC VE ONERILER

Yiiksek lisans ¢alismasinda peynir alt1 suyundan laktik asit tiretimi amag¢lanmigtir. Bu
amacla NRRL/ARS (United States Department of Agriculture, Agriculturel Research
Service) ve Milano DISTAM laboratuvarlarindan g¢esitli mikroorganizmalar istenmistir.
Bunlar, Lactobacillus  delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-548, Lactobacillus
delbrueckii  subsp. lactis DISTAM, Lactobacillus helveticus NRRL-B-4526,
Lactobacillus helveticus DISTAM, 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’dr.

Fermentasyon ortami olarak peynir alt1 suyu kullanilmigtir. Peynir alt1 sular1 aritilmadan
dogaya atildiginda igerigi nedeniyle biiylik ¢evre Kkirliligine sebep olmaktadir.
Genellikle orta 6lgekli olan peynir iiretimi yapan isletmeler i¢in aritma tesisi kurmak
maliyet agisindan isletme kurulumunun neredeyse yarisini olusturdugundan tercih
edilmemektedir. 1 kg peynir elde ettigimizde 10 L peynir alt1 suyunun agiga ¢iktigi
diisiintildiiginde peynir alti sularinin degerlendirilmesinin ne denli 6nemli oldugu

gorilmektedir.

Girdi bilesiminin standart olabilmesi deneylerin kontrol edilebilirligi agisindan
onemlidir. Ankara Universitesi Gida Miihendisligi'nden temin edilen peynir alt1
suyunun zamanla farklilik gostermesi, fazla miktarda alindiginda ise bozulma olasiligi
peynir alt1 suyu tozunun kullanimini gerektirmektedir. Peynir alt1 suyu % 6 - 7 arasinda
kat1 igcermektedir. Buna gore 70 g/L derisiminde hazirlanan peynir alti suyu tozu ve
peynir alt1 suyu es anli olarak kullanilarak aradaki fark gézlenmeye calisilmistir. Peynir
alt1 suyu kullanildiginda en yiiksek tiretim fermentasyon ortaminda % 0.4 (w/v) maya
Oziitli, peynir alt1 suyu tozu kullanildiginda ise % 0.4 (w/v) maya 6ziitii ve % 0.01
MgS04.7H,0O bulunuyorken gerceklesmistir. L. delbr. subsp. lactis mikroorganizmasi
ile 48 saatin sonunda, peynir alt1 suyu kullanildiginda % 32.5, 70 g/L peynir alt1 suyu
tozu kullanildiginda % 31 laktik asit doniisiimii ger¢eklesmistir. Sonuglar birbirine

yakindir ve deneylere peynir alt1 suyu tozu ile devam edilmesine karar verilmistir.
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Mikroorganizma tiirliniin etkisi incelendiginde literatiirde D(-) laktik asit iiretimi
gerceklestirdigi belirtilen L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp.
delbrueckii, L. jensenii ve L. delbrueckii subsp. lactis mikroorganizmalariyla ulasilan
sonuglar diisiikken, L(+) laktik asit {irettigi belirtilen L. casei’de iiretim oldukca
yiiksektir. Calisilan mikroorganizmalar i¢in 48 saatin sonunda ulasilan laktik asit

dontigiim degerleri Cizelge 6.1°de verilmistir.

Cizelge 6.1 Calisilan mikroorganizmalarla 48 saatin sonunda ulasilan laktik asit

doniisiimleri
Mikroorganizma % Laktik Asit Doniisiimii, 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 >
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 DISTAM 30

D(-) tiretimi yapan mikroorganizmalardan en yiiksek {iretimi gergeklestiren L.
delbrueckii subsp. lactis olarak belirlenmistir. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
DISTAM mikroorganizmas: ile pH, ilave besin maddeleri (Maya oziiti (YE),
MnSO4.H,0) gibi parametrelerin laktik asit {iretimi iizerine etkisi arastirilmistir.
Calisilan mikroorganizma igin en uygun sicaklik olan 37 °C’de gergeklesen
fermentasyonda kullanilmak {izere peynir alti suyu pH’1 5-7 arasinda ayarlanmis en
uygun pH degeri 5.5 olarak belirlenmistir. Maya 6ziitii derisimi incelendiginde maya
Oziitli derisimi arttik¢a laktik asit liretiminin diistigi gozlenmistir. MnSO4.H,O derisimi
etkisi arastirilirken ortama hi¢ maya oOziitii ilave edilememis, bu durumda laktoz
tilketimi ve laktik asit lretimi Onemsenmeyecek derecede az gerceklesmistir. Bu
mikroorganizma ile 48 saatin sonunda ulasilan en yiiksek laktik asit derisimine (25.45

g/1) maya oziitii (YE) % 0.4 (w/v) ve MgS04.7H,0 % 0.01 (w/v) varliginda ulagilmistir.
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Bu kosullarda ulasilan en yiiksek laktik asit dontisiimii ise % 35°dir.

Beklenilenin aksine literatiirde D(-) laktik asit {retimi yaptig1 belirtilen
mikroorganizmalarin hi¢biriyle D(-) laktik asit tiretimi gergeklestirilememistir. L. delbr.
subsp. lactis DISTAM mikroorganizmasiyla iiretilen laktik asit HPLC’de kiral kolonda
analizlendiginde % 87 ee L(+) laktik asit iirettigi goriilmiistiir. Bu nedenle yapilacak
calismalara en yiiksek laktik asit {iretimini (% 75 doniisiim) en yiiksek enantiyomerik
saflikta (> % 99 ee) gerceklestiren L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasiyla devam

edilmesine karar verilmistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, Lactobacillus casei ~NRRL-B-1922
mikroorganizmasi ile laktik asit iiretimi i¢in cevap yiizey yontemi (RSM-Response
Surface Methodology) ile bir deney programi hazirlanmistir. Bagimsiz degiskenler
olarak maya o6ziitii derisimi, MgS0O,.7H,O derisimi, peynir alt1 suyu derisimi ve pH
belirlenmistir. iki tekrarli yapilan deney sonuglari Design Expert 6.01 programinda
degerlendirilerek dogrusal bir model olusturulmustur. Deney tasarim programinin
verdigi optimum kosullar maya 6ziitii derisimi, MgS0,4.7H,0O derisimi, peynir alt1 suyu
derisimi ve pH igin sirasiyla % 0.4 (w/v), % 0.005 (w/v), 60 g/L ve 5.5 seklindedir. R?
diisiik ¢ikmis (0.31) ve bu durum mikroorganizmalarla yapilan deneylerde her defasinda
ayni sonuglara ulagilamamasina baglanmistir. Bu nedenle her bir bagimsiz parametre ve

MnS0O,4.H,0 derisiminin laktik asit iiretimi iizerine etkisi ayr1 ayr1 incelenmistir.

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi ile laktik asit {iretimi iizerine
maya 6ziitli (YE) derisiminin etkisi incelenmis, maya 6ziitli derisimleri % 0.2, 0.4, 0.7,
1 (w/v) olarak belirlenmistir. Sadece YE iceren ortamlarda 96 saat siirdiiriilen
fermentasyon sonuglarina gore biitiin kosullarda ulasilan laktik asit derisiminin birbirine
yakin oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte % 0.2 (w/v) ve % 0.4 (w/v) YE
derigimlerine gore % 0.7 (w/v) ve % 1 (w/v) YE derisimlerinde laktik asit iiretimi
hizhidir. Yaklagik 60 g/L laktik asit derisimine % 0.7 (w/v) ve % 1 (w/v) YE
derisiminde 48 saatte ulasilmigken diger derisimlerde bu siire 96 saate ¢ikmistir.

Fermentasyon ortamina % 1 (w/v) maya 0ziitii ilave edildiginde, 48 saatin sonunda
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% 95 laktik asit donilisiimii ger¢eklesmistir.

Fermentasyon ortamina % 0.4 (w/v) maya oziitii ve % 0.003, 0.005, 0.007, 0.01, 0.02
(w/v) oranlarinda MnSO4.H,O katilmistir. Her bir MnSO4.H,O derisimi ig¢in
fermentasyon boyunca izlenen yol farkli olsa dahi 96 saatin sonunda ulasilan laktik asit
miktarlarmin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Ortalama laktik asit doniisiimii %

92 olarak gergeklesmistir.

Laktik asit fermentasyonu yol izine bakildiginda Mg’nin laktik asit tiretiminde 1., 3., 7.,
9. ve 10. basamaklarda kofaktér olarak rol aldigi goriilmektedir. Bununla birlikte
literatiirde Mg’nin laktik asit {iretimi iizerine etkisinin arastirildigr bir calismaya
rastlanmamistir. Yapilan ¢alismada laktik asit tiretimi iizerine MgS0O,.7H,0O derisimin
etkisi arastirilmistir. % 0.4 (w/v) maya 6ziitli iceren fermentasyon ortamina % 0, 0.005-
0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.1 (w/v) derisimlerinde MgSO4.H,O ilavesi yapilmis,
fermentasyon 96 saat siirmiistiir. Fermentasyon siiresince izlenen yolun ve ulasilan
laktik asit derisiminin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. 96 saatin sonunda laktozun

hemen hepsi tiiketilmistir. Ulasilan laktik asit doniistimii ortalama % 93’tiir.

Ayri ayri yapilan denemeler sonunda maya 6ziitii (YE), MgS04.7H,0 ve MnSO4.H,0O
icin laktik asit liretiminin en yiiksek oldugu derisimler sirastyla % 1 (w/v), % 0.03 (w/v)
ve % 0.007 (w/v) olarak belirlenmistir. En iyi kosullarda hem pastorize edilmis ortamda
hem de otoklavda sterilize edilmis ortamda fermentasyon baslatilmistir. Pastorizasyon
ortam1 mikroorganizmalardan arindirmanin bir yoludur. Otoklavda yiiksek sicakliklarda
olusabilecek protein denatlirasyonunu Onlemek amaciyla yapilmaktadir. 48 saatin
sonunda her iki durumda da fermentasyon ortaminda bulunan laktozun hemen hepsi
tilkenmistir. Pastorize edilmis ortam i¢in laktik asit donlisimii % 94 iken, pastorize

edilmemis ortam i¢in % 92’dir.

Lactobacillus casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasiyla laktik asit {iretimi iizerine %
0.4 (w/v) maya 0ziitii igeren fermentasyon ortamina katilan mikroorganizma miktari

etkisi incelenmigtir. Fermentasyon ortamina aktarilan mikroorganizma yas agirliklart
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sirastyla , 0.312, 0.416, 0.48, 0.578 g’dir. Mikroorganizma miktar1 arttik¢a iiretilen
laktik asit miktar1 ve laktik asit doniisiimii de artmaktadir. 0.312 g mikroorganizma
eklendiginde 48 saatin sonunda ulagilan laktik asit doniisimii % 41 iken, 0.578 g

mikroorganizma eklendiginde % 81 dir.

L. casei NRRL-B-1922 mikroorganizmasi i¢in literatiirde en uygun biiyiime ortami
olarak MRS ortami verilmistir. Ancak bazi ¢aligmalarda Liver Infusion ortaminin da
mikroorganizma ¢ogalmasi i¢in kullanildigina rastlanmistir. Bu nedenle iki ortamda
cogalmis mikroorganizmalarla laktik asit fermentasyonu gerceklestirilmis ve sonuglar
karsilastirilmistir. 48 saatin sonunda Liver Infusion ortaminda biiylimiis olan
mikroorganizmalarla iiretilen laktik asit miktar1 (12.1 g/L), MRS ortaminda biiylimiis
olan mikroorganizma ile elde edilen laktik asit miktaria (35.7 g/L), gore yaklasik % 66

daha azdir.

Proteinleri uzaklastirilmamis peynir alt1 suyu ile bir kez otoklavlandiktan sonra ¢oken
proteinleri uzaklastirilmis peynir alt1 suyu ile yapilan tiretim karsilagtirilmak istenmistir.
48 saat siiren fermentasyon sonunda proteinleri uzaklastirilmamis ortamda ulasilan
laktik asit donlisimii % 49 iken, proteinleri ¢oktiiriilerek uzaklastirilmis ortamda %

56’drr.

Yapilan calismalarin sonucunda peynir alti suyundan Lactobacillus casei NRRL-B-
1922 mikroorganizmasi ile ulasilan en yiiksek laktik asit donligimi % 95°dir.
Enantiyomer dagilimi analizi yapildiginda ytiksek saflikta (> % 99 ee) L(+) laktik asit

iiretiminin gerceklestigi belirlenmistir.
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EKLER

EK 1 Mikroorganizma Kalibrasyon Grafikleri
EK 2 HPLC 30 g/L Laktik Asit Analizi Kromatogrami
EK 3 HPLC 20 g/L Laktoz Analizi Kromatogrami
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EK 1 MIKROORGANIZMA KALIiBRASYON GRAFIKLERI
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40 -

y=18,086x *
35 + R?=0,9554

Mikroorganizma Derisimi (g/L)

Absorbans (660 nm)

—

Sekil Lactobacillus casei NRRL-B-441 Absorbans — Mikroorganizma derisimi

kalibrasyon grafigi

y = 20,6x
R?=0,9514

Mikroorganizma Derisimi (g/L)
[
(%3]

Absorbans (660 nm)

Sekil 2 Lactobacillus delbr. subsp. delbr. NRRL-B-548 Absorbans — Mikroorganizma
derisimi kalibrasyon grafigi
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y = 23,065x *
R?=0,9762

Mikroorganizma Derisimi (g/L)
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Absorbans (660 nm)

Sekil 3 Lactobacillus delbr. subsp. lactis DISTAM Absorbans — Mikroorganizma
derisimi kalibrasyon grafigi

Mikroorganizma Derisimi (g/L)

0 T T T 1

0 0,5 1 1,5 2
Absorbans (660 nm)

Sekil 4 Lactobacillus helveticus DISTAM Absorbans — Mikroorganizma derisimi
kalibrasyon grafigi
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Sekil 5 Lactobacillus delbr. subsp. delbr. NRRL-B-763 Absorbans — Mikroorganizma
derisimi kalibrasyon grafigi
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Sekil 6 Lactobacillus jensenii. NRRL-B-4550 Absorbans — Mikroorganizma derigimi
kalibrasyon grafigi
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EK 2 HPLC 30 g/L LAKTIK ASIT ANALIZI KROMATOGRAMI
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Sekil 1 Phenomenex RHM kolon 30 g/L laktik asit analizi HPLC kromatogrami (UV
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Sekil 2 Phenomenex CI18 kolon 30 g/L laktik asit analizi HPLC kromatogrami (UV

Dedektor)
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EK 3 HPLC 20 g/L LAKTOZ ANALIZI KROMATOGRAMI
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Name Retention Area  Area Percent
Time
20 g/L Laktoz 9.676 7393614 49.487

Sekil 1 Phenomenex RHM kolon 20 g/L laktoz analizi HPLC kromatogrami (RI

Dedektor)
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