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Bu calsmadalactobacillus plantarumATCC 8014ile melas kullanilarak
laktik asit Uretiminin optimizasyonu ve biylume Kigearastirilmistir. Laktik asit
dretimi dGzerine ortam pH’inin (5-7) ve maya Ozutinkantrasyonun (25-75g/L)
etkilerini incelemek ve bu fermentasyon parametigile optimum seviyelerini
belirlemek amaciyla Cevap Yuzey Yontemi (ResponegaSe Methodology)
kullaniimistir. Yapilan varyans analizinde, pH ve maya 6zimiidantrasyonunu
laktik asit Uretimi Gzerine 6nemli derecede etkidugu gorulmitir. Yapilan
deneyler sonucu optimum laktik asit konsantrasyonu41,52 g/L); pH, 6 ve 47
g/L maya 6zitl konsantrasyonunda elde edilehiiecdelirlenmitir.
Lactobacillus plantarumn blyume kinefiini ve sakkaroz kullanimi Monod
modeline uygunlgunu incelenmitir. Alti farkll baslangi¢c substrat (sakkaroz)
konsantrasyonlariyla (28,16-203,27 g/L) gercgiden kesikli fermentasyonlarda,
biyime kine@i en diiuk (28,16g/L) ve yiksek substrat konsantrasyonlari
(Cs>80,33 ¢g/L) haricinde Monod denkhe uygunluk gosterdi gortlmistir
(R>>0,95).

Anahtar Kelimeler: Melas Lactobacillus plantarumLaktik asit, Fermentasyon
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MOLASSES
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This study was performed to determine optimal coowls of pH and
concentration of yeast extract for obtaining maximlactic acid production from
beet molasses blactobacillus plantarumATCC 8014. The response surface
methology was employed to determine the maximurticlacid concentration at
optimum value for the process variables. Lactid grbduction was significantly
affected by pH and concentration of yeast extraeictic acid concentration
(41.52 g/L) was obtained at pH and concentratioyeafst extract of 6 and 47 g/L.
It obtained that acceptability of growth kinetic bactobacillus plantarumto
Monod kinetic model. The biomass growth, sucrosksation kinetics of lactic
acid production from molasses hyctobacillus plantarumwas studied. Batch
fermentation experiments were performed at with difkerent initial molasses
sucrose concentrations (28.16-203.27 g 3InThe substrate concentrations are
suitable to Monod kinetics model except the lowssgbstrate concentration and
high substrat concentrations (Cs > 80.33 g/L) ificivlare studied (R> 0.95).

Keywords: MolassesLactobacillus plantarumLactic acid, Fermentation
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1. GIRIS

Laktik asit cok amacl kullanilan bir kimyasaldBaslica kullanim alanlari
asitlendirici, tatlandirici ve koruyucu madde okagada, tekstil, deri endistrisinde
ve indirgenebilir polilaktik asit polimerizasyongim hammaddedir. Laktik asitin
L(+) ve D(-) iki izomeri vardir.

Dunya genelinde yakjgk %90’n1 fermentasyon yoluyla, gér kalan kisim
laktonitrilin hidroliz yoluyla sentetik olarak Uikt. Fermentasyonla laktik asit
uretimiyle tek izomer Uretilrken sentetik Uretinfler zaman rasemik kamm elde
edilmektedir.

Gunumuzde laktik asit icin blaca pazari besinle ilgili endustrilerdir.
Ancak PLA polimeri icin gérinen pazarlar, laktikitatiketiminin bliyumesinde
onemli bir arty olacal disinulmektedir. Dinyada; Purac (Hollanda), Galactic
(Belgika), Cargill (ABD) ve cgtli Cin sirketlerini iceren bazi buyuk mikrobiyal
yontemle laktik asit Ureticileri vardir.

2006 yili dinya capindaki laktik asit tiketimininda 130000-150000 ton
oldugu belirtmitir. Besin duzenleyici laktik asidin ticari Ucraild..38 $/kg (%50
saflik icin) ve 1.54 $/kg (%88 saflik icin) arasandgsismektedir. Endustriyel bir
skalada laktik asit Uretim maliyetinin 0.8%/kg’iftrada olmasi ve PLA'nin sati
Ucreti kabaca bugunki 2.2 $/kg dcretinin yarisimairiimesi gerekgini
belirtmislerdir ( Wee ve ark. 2006)Endustriyel boyutta laktik asit Gretiminin cok
Onceleri yapilmasina gamen bu talepler sayesinde hala pek coktarmaanin
odgzinda bulunmaktadir. Bu agtamalar yiuksek performansl laktik asit Ureten
mikroorganizmalarin  gefiiriimesi, fermentasyon proseslerinin  maliyetini
azaltilmasi ve daha ucuz hammadde bulunmasi Uzgrgumlasmistir.

Laktik asit Uretimi icin; njastall ve seltlozlu malzemeler, peynir alti suyu
ve melas gibi ucuz hammaddeler kullaniimaktadir.

Melas seker Ureten proseslerin bir atik Grinuaddr ve gédellfazla
miktarda sakkaroz icerir. Fermentasyon icin kulemihammaddeler icinde en
ucuz sakkaroz kaygedir. Hayvan yemi olarak, etanol ve maya Uuretiminde
kullanilir. Onemli bir karbonhidrat kayga olmasi yaninda azot, inorganik



bilesikler ve vitaminler agisindan da iyi ve ucuz bisiyeridir (Ertugay ve Certel,
1995).

Tarkiye seker fabrikalari 2007 yil faliyet raporunda; alkietimi igin
21.333 ton melaslenmis ayrica, maya ve yem sanayi dahil her tirli samayiy
(ciftci ve besiciler dahil) toplam 248.973 tonlasesaty yapiimstir. 31.12.2007
tarihi itibariyle satilabilir stok miktarlari 12635 tondur ve Ortalama fiyati 230
YTL/ton’dur (Anonim, 2007).

Bu calsmadaseker Uretiminden elde edilen ticari melastactobacillus
plantarum ATCC 8014 mikroorganizmasi kullanilarak pH ve magaiti
konsantrasyonunun laktik asit verimi Uzerine etkisicelenmgtir. Ayrica
baslangic substrat (sakkaroz cinsinden) konsantragyoraktik asit verimi ve
mikroorganizma buyime kingti Gzerine etkisi belirlenngi ve mikroorganizma

biylume kinetgi Monod kinetik modeline uygulansgtir.



2. LAKT iK ASIT

Laktik asit adi ek siutten gelmektedir. Bunun nedeni de 1790 yilinda
Scheele tarafindan ilk kez gksitte bulunmg olmasidir. Scheele siti t¢ hafta
boyunca fermentasyona tabi tutgnardindan protein kismini ayirgrue kalsiyum
hidroksit ilave ederek fosfati ¢okeltgtir. Kalsiyum laktat ¢ézinmylolarak
kalmis ve oksalik asitle bozundurulrstur. Filtre edilen kismin konsantrasyonu
arttirllarak alkol icine alinngtir. Alkol deristirildikten sonra, laktik asit ne
distilasyona ne de kristalizasyona tabi tutulamakayu bir surup halinde elde
edilmistir. Bu ve bundan sonraki catnalarinda, Scheele, asidin asetat
icermedgini ve yeni bir asit elde edilgini kanitlamstir. Bu olaydan 77 yil sonra
Pasteur, 1867 yilinda, sutinsgkesine bir mayanin neden ofgltnu bulmyg ve
sterilize edilm§ sutin ekimesine neden olan mikroorganizmayi tanimkmi
1878 yilinda Lister, laktik asit fermentasyonundkohfermentasyonuna benzer
oldugunu ve laktik asidin ek sitten seyrelterek izole eitimikroorganizmalar
tarafindan Uretildiini gostermgtir.

Laktik asit, Amerika Birlgik Devletlerinde uzun yillar ticari amaclarla
uretilmistir. ilk olarak Charles E.Avery, Littleton ve Massachsitie 1881 yilinda
kabartma tozundaki krem tartarin yerine kalsiyurktda kullanilabilmesi igin
kalsiyum laktat elde edebilmek amaciyla Uretsini Ancak bu ilk deneme
basarisizlikla sonuclanmive deri, tekstil, gida ve ¢dztucl maddelerin Gregri
endustriyel uygulamalarin damasi oldukca sonralara kaktm. Laktik asit
dretimi Avrupa’da gelimis ve ABD laktik asidi uzun stre Almanya’dan ithal
etmistir. Ancak ham asidin safjariimasiyla ilgili calgmalar 1l.Dinya
Savai’'ndan 6nce bu ithalatl durdurtur (Undercofler ve Hickey, 1954).

Laktik asit veyaco-hidroksi propiyonik asit, dgada siklikla rastlanan
zayif bir asittir ve suda ¢ozilgiinde laktat ve Hiyonlari verir. Bu bir tersinir
reaksiyondur ve bu dengeaiida gosterilmytir.

CH3CH(OH)CGOH < H' + CHy(OH)CO,

Laktik asit renksiz, ¢cok az sariya calgmupsu bir sividir. Ozgulgarh g
25 °C'de 1,294'tur. Su, alkol ve eterde tamamenugdzken, kloroformda



¢bzinmez. Yiksek konsantrasyona sahip coOzeltilertiegroskopiktir.
demirklorirle «o-hidroksi asite 6zgu karakteristik gfesar rengi verir.

Laktik asit asimetrik bir karbon atomu icerir ve farmda bulunur §ekil
2.1). Bunlar: D(-) ve L(+) formlaridir.

COOH
HO_ HO_ ,COOH
C C
/ "/,/ ‘,
H  CHs e H
L(+) Laktik asit D(-) Laktik asit

Sekil 2.1. Laktik asitin D(-) ve L(+)sekilleri (Undercofler ve Hickey, 1954)

L(+) laktik asit insan viicudunda sentezlenen izalneGicllu aktivitelerin
ardindan kandaki ve kaslardaki laktik asit konsssyonu yukselir.

iki optik izomeri, kargtiriimis etil eter ve izopropil eter ¢ozeltilerinden saf
laktik asitin fraksiyonlu kristalizasyonu sonucudeledilir. Optik izomerlerden
sagga dgru donig gosteren L-(+) laktik asit olarak adlandirilir.fSeldeyken,
52,8 °C de erir. Laktik asidin bu formu tamamiylassan vicudu tarafindan
metabolizlenir. Dekstrorotari (§a donglu) asidin tuzlari levorotaridir.
Levorotari laktik asit D-(-) laktik asit olarak beilir ve kaynama noktasi 52,8 °C
dir. Hayvan vicudu tarafindan metabolizlenemezlatuzlekstrorotaridir. Optik
olarak aktif laktik asitlerin, kuvvetli 1sitilmasonucu optik olarak inaktif resamik
forma dongurler. Bu formlar git oranlarda dekstro ve levo modifikasyonlari
icerirler.

Su cozeltilerindeki laktik asit detirildi ginde dehidrasyona guayarak
anhidrit olgturur. CH-CHOH-CO-0O-CO-CHOH-CHl anhigriti Viskoz, surupsu bir
sividir ve seyreltik c¢ozeltisi asit veya alkali ile kaynatgchda yava yavag
hidrolize grayarak serbest asit glurur. Daha ileri konsantrasyonu 130-140
°C’lerde laktil laktik asit Gretimiyle sonuclanicaktil laktik asit amorf, viskoz bir
katledir. Suda hi¢ ¢6zinmezken, alkol ve eterdeigde Laktik asitin 140 °C’ de
ve 10 mm basingta uzun sire isitilmasi laktide gltesine neden olur. Laktid
distilasyonla elde edilebilir. Bunlarin erime naktd 28 °C ve kaynama noktasi

255 °C'dir, su ve alkolde c¢6zinmesi olduk¢ca zor adma rgmen, asetonda



kolaylikla ¢ozunurler. Laktid suyla uzun sire kaytdaginda veya bir alkaliyle
hizli bir sekilde kaynatildiinda laktik aside hidrolizlenir (Kristiansen ve
Radledge, 2001).

2.1. Laktik Asitin Kullanim Alanlari
Bircok uygulama alanina sahip bir kimyasal olantikakasidin endustride

onemli bir yeri vardir. Laktik asidigu anki kullanimi ve uygulama alanlari dért

temel sinifa ayrilr;

+ QGida
« Kozmetik
« llag

* Kimyasal uygulamalar

Gida katki maddesi olarak laktik asit, tatlandjri@H ayarlayici,
mikrobiyal niteligi gelistirici ve mineral takviyesi olarak gida endustrisifirgcok
alaninda geniolarak kullanilir. Ayrica laktik asit; Grinleriraf Gmrint uzatmak,
tadini fazlalatirmak ve gidada aga cikan hastaliklara neden olan patojenleri
daha iyi kontrol edebilmek icin ticari olarak enthide et proseslerinde kullantlir.
Laktik asit hafif tadindan dolayl salatalarda veslannda, pimis gidalarda,
salamura bitkilerde ve ngeubatlarda kullanilir. Gida endustrisinde laktikdas
bir diger kullanim alani da gida drunlerinde mineral tgksi olarak
kullaniimasidir. Dahasi laktik asit ticari olard&imes hayvanlari eti vglenmis
et endustrilerinde raf omri arttirilgni lezzeti arttirllng ve besinde okan
patojenleri daha iyi kontrolli drtnler @amak i¢in kullaniimaktadir.
Sekerlemecilikte laktik asit sadece tatlandirici raka desil, ayrica psirilmis
karisimin pH’sini, dizenlemek ve ga noktaya getirmek icin de kullanilir.
Sekerlemecilikte laktik asit kullaniminin avantajladistik tersine cevirme hizi,
kullanim kolaylgl, seffaf sekerler Uretebilme yetepmi icerir (Wee ve ark.,
2006).

Laktik asit kozmetik uygulamalarinda gl katki maddesi 0Ozefi
gosterir. Oncelikli olarak nemlendirici ve pH difyici olmasina rgmen,

antimikrobik aktivitelerde, derinin temizlenmesinde derinin sulandirilmasinda



da kullanilir. Nemlendirici etki dgrudan laktik asidin su tutma kapasitesine
baglhidir ve laktik asidin cilt parlatici etkisi tirozaz olgumunu Onlemesiyle
olusturulur. Insan bedeninin gal bilesenleri oldgundan, laktik asit ve onun
tuzu, d@al ve daha guvenli formillerden yana olan modéihnelere kusursuzca
uyar ve onlari kozmetikte cok faydali aktif maddel@pan cilt parlatici ve
yeniden genckgirme gibi etkileri Uretir (Wee ve ark., 2006).

Laktik asit, elektrolitleri veya viicut sivilarimrmamlamada yardimci olan
bircok parenteral/l.V. (damar yolu) cozeltilerinbe elektrolit olarak kullanilir.
Ornek olarak, ‘Lactated Ringern veya ‘Hartmann’igbzeltileri, CAPD
(Continuous Ambulatory Peritoneal Dialysis) cOzetti ve geleneksel yapay
bobrek makineleri icin dializ ¢cozeltileri verileil EK olarak laktik asit; tablet,
protez, cerrahi diki ve uywturucu kontrol eden sistemler gibi bircok alanda
mineral hazirlanmasinda kullanilir.

Laktik asit ve tuzu, bircok géli kimyasal Urtnlerde ve proseslerinde
kullantlir. Bu uygulama alanlarinda laktik asit;rdg giderme maddesi, pH
dizenleyici, noétrigirici, temizleme maddesi, metal ksgtrrici madde,
antimikrobik madde olarak g#li fonksiyonlar gosterir. D@al laktik asit mekanik
olarak birgok temizleme alanlarinda kullanilir. @i&bilir 6zelligi ve ¢bzicu gucu
nedeniyle laktik asit, polimeri ve recineleri uzagkirici olarak da kullanilir.
Ayrica yaygin organik kire¢c temizleyicilerinden dalyi oldusundan banyo,
tuvalet ve kahve makineleri temizlenmesinde kullaniEtillaktat, polimerik
boyalara ve ygara kasi guclu bir ¢ozicu oldgundan ayrica cevreye zarar
vermeyip, zehirli de olmagindan birgok akne gideren uygulamalarda da
kullaniimaktadir. Laktik asit yiksek c¢ozuculuk vezénurliginden dolayi
mikemmel bir polimer ve recinestsucidir. %98’den daha buyik bir izomerik
saflikla elde edilebilir ve herbisid ya da ila¢ tim@nde uygun bir bgangic
maddesi olmak i¢in uygundur.

Karboksilik grubu ve hidroksil grubu olarak iki tad fonksiyonel grubu
iceren laktik asit kimyasal dosiimlerin dnemli bir hammaddesidir. Laktik asit,
propilen oksid, asetaldehit, akrilik asit, propdnasit, 2,3-pentadiane, dilaktit gibi
potansiyel olarak yararl kimyasallarin iginde ksl dongiimlerin hammaddesi

olarak kullanilabilir.



Ozellikle son yillarda, laktik asit monomeri, biggik olarak
parcalanabilen bir plastik olarak kullanilan pditi& asitin (PLA) Gretimi igin
onemli bir hammadde durumundadir. Saf olarak i@etillaktik asit;
polikondenzasyon, depolimerizasyon ve ring-opepiolgmerizasyon gibi bir seri
reaksiyon boyunca yuksek moleki@idukli PLA’y1 polimerize edilebilir. Sonug¢
olarak meydana gelen polimer, PLA, koruyucu giyside gida ambalajlarinda,
‘mulch’ filminde, ¢6p kaplarinda, sert konteyneder ‘shrink’ giysilerde ve kisa
raf omurld ‘tray’lerdeki gibi geni bir kullanim alani bulunur. Hizla artan PLA
marketleri laktik asite olan ihtiyaci artirmaktaWWee ve ark., 2006).

Ticari laktik asit ¢egitleri ve kullanim alanlari Cizelge 2.1'de verilgtir.

Cizelge 2.1Ticari laktik asit csitleri ve kullanim alanlari (Kristiansen ve Radlegdg001)

Sinif Ozellik Uygulama

Acik kahverengi Kire¢ giderimi

Teknik Demir yok Tekstil endustrisi
%20-80 laktik asit Ester tretimi
Renksiz Gida katki maddesi

Gida Kokusuz hamur Uretimi
>%80 laktik asit Asitlendirici
Renksiz, kokusuz Ameliyat iplikleri

Tip >%90 laktik asit Hijyenik preparatlar
<%0,1 kul Metal iyonu laktatlar

Plastik Renksiz Indirgenebilir polimer
<%0,01 kul Vernik




2.2. Laktik Asit Uretim Prosesleri

Laktik asit sentetik ve mikrobiyal olmak Uzere #akilde Uretilmektedir

(Sekil 2.2.

Petrokimyasal kaynaklar — Yenilenebilir kaynaklar
On islem(asit veya enzimatik
EHF hidrolizi)
Asetaldehit (CH3CHO) Fermante edilebilir
karbonhidrat

l Katalizor ve
HCN eklenmesi l Mikrobiyal fermantasyon
Laktonitril(CH3CHOHCN)

—> Uriin+ Atik

l H2504 ile |
hidrolizi l Geri kazanim ve

saflastirma

Rasemik DL-Laktik asit

Optik olarak saf L(+) veya D(-) Laktik asit

a) Kimyasal sentez b)Fermantasyon

Sekil 2.2. Laktik asitin Gretim prosesleri (Wee ve ark., D0

2.2.1. Kimyasal yontemlerle laktik asit Gretimi

Yapilan argtirmalar sonucunda, laktik asidin kimyasal reakslgda elde
edilebilecgi gorulmisttr. Fakat bunlardan ¢ok azi endustriye uygulanakidir.
Bu reaksiyonlar alti kategoride siniflandirabilinir

» Laktik asit tirevlerinin hidrolizi (6rngn; esterler ve nitriller)
* Propiyonik asitin hidrolizi

» 2-metilmalonik asit tirevlerinin dekarboksilasyonu

+ Indirgeme

* Oksitlenme

» Tekrar diizenleme ve disproporsiyon

Uygun klemle laktik asit ¢gu tlrevinden ayrilabilir; fakat laktik asit bu
turevler icin ham madde ol@undan, pratik avantaji yoktur. Laktonitril ve ldkti

asit nitrat, laktik asitten Gretilmegi icin 6nemli istisnalardir. Laktonitril;



akrilonitril Uretiminde bir ara bilgk olarak asetaldehit ve hidrojen siyanirden
uretilir.

Reaksiyona girmergi veya atik laktonitril, bir ham madde olarak
kullanilabilir. Monsanto Kimyairketi 1963'te, Amerika’'da teknik boyutta laktik
asit ( %55-85 w/w) ureten ilk ticari tesisi kurgtur (Vaidya ve ark., 2005).

Baska bir yolla propen; oksijen vaginda nitrik asitlea-nitropropiyonik
aside dongturulir. a-Nitropropiyonik asit, laktik aside hidrolize edilillgili

reaksiyonlasoyle gosterilebilir:

CH3CH,CH3 + HNO; + O ——» C¥CH(NO,)COOH
a -Nitropiropiyonik asit

CH;CH(NO)COOH +HO ——* GE@HOHCOOH
Laktik asit

2.2.2. Mikrobiyal yontemle laktik asit Gretimi

Fermentasyon; bir maddenin dgtiiriimesi ve yeni maddelerin
olusturulmasinda, mikroorganizmalarin biyokimyasal segsnlarindan faydalanma
teknigidir. Fermentasyon prosesinin akingemasi gagida Sekil 2.3'de
gosterilmitir.

Yaygin anlamda fermentasyon; oksijensiz ortamda sgkik molekulli
organik bilgiklerin (6zellikle karbonhidratlarin) mikroorganiatar tarafindan daha
kicuk molekul yapisina sahip hilklere pargcalanmasi slemi olarak da
bilinmektedir (Ertugay ve Certel, 1995).

Genel olarak, sagidaki kriterlerin sglanabilmesi icin fermentasyon
ortamina besleyici kaynaklarg@anmalidir.

1- Kullanillan her gram substrat gaa maksimum konsantrasyonun

sglanmasi,

2- Urin veya biyokutle olarak maksimum konsantrasyosgitanmasi,

3- Maksimum Urin fermentasyonunun gercekigmesi,

4- Istenmeyen Uriinlerden minimum diizeydemias!,

5- Belli bir kalitesinin olmasi ve vyil iginde istenilgl gibi elde

edilebilmesi,



6- Ortam hazirlanirken ve sterilizasyon sirasinda mimn dizeyde
problem yaratmasi,

7- Uretim potansiyeliyle ilgili havalandirma, ekstrajan, saflgtirma ve
atiklarin uzaklstiriimasi gibi konularda da minimum dizeyde sorun

meydana gelmesi (Stanbury ve ark., 1995).

2.2.3. Laktik asit Ureten mikroorganizmalar ve reaksiyon mekanizmalari

Laktik asit Ureten mikroorganizmalar bakteri ve maarolmak Uzere iki
gruptur.

Laktik asitin mikrobiyal yolla Gretimi laktik asibakterileriyle yapilmy
olmasina rgmen, son yillardaRhizopusgibi ipliksi mantarlar da laktik asit
uretmek icin kullaniimaktadirR.oryzae ve R.arrhius gibi Rhizopus tirleri,
nisastayr dgrudan L(+) laktik aside dontiirmesini sg@layan amilotik enzim
aktivitesine sahiptir. Mantar fermentasyonunuri.oryzae’'nin sadece basit bir
besi ortami istemesinden ve L(+) laktik asit Uremden dolayl bazi avantajlari
vardir, bunun yanind®&. oryzaekuvvetli havalandirmaya ihtiya¢ duyar; cinki
zorunlu bir aerobtur. Mantar fermentasyonundan edien daha djilk Grin
verimi, kismen fumarik asit ve etanol gibi yan dgiim olusumuyla ilgilidir.
Mantar fermentasyonunda daha yuksek hicrgumiugu, laktik asit kazanci ve
verimlilik elde etmek icin bazi denemeler yapgtm Glikoz ve ngastadan laktik
asit dretmek icin R. oryzae hucrelerini ipliksi  bir zeminde
hereketsizlgtirmislerdir. Mantar fermentasyonuyla laktik asit Uretmeégin
calsmalar sirmesine gmen, mantar fermentasyonunun daha bazi
dezavantajlarindan dolay! laktik asit Uretimi icigaygin olarak LAB
kullaniimaktadifWee ve ark., 2006).
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Su

Mineral ilavesi

Ener;ji
Havalandirma
Olcme ve Ayarlama

Filtrasyon

Ayirma

<«———— Analitik Testler

<+— pH Ayarlamasi

<«—— Karistirma

Asl Materyali

——» Gazlar
) Isi

HAMMADDE
. FERMANTASYON
ORTAMININ
— HAZIRLANMASI
\4
STERLIZASYON
A4
FERMANTASYON
—
—
\ 4
BIYOKUTLE VE
KULTUR SIVISININ
HAZIRLANMASI
—>

L Kultdr Sivi Atigi

A4

URUN iZOLASYONU

Fermantasyon Afi

A\ 4

URUN SAFLASTIRMA

Fermantasyon Afi

URUN

Sekil 2.3. Fermentasyon prosesinjamatik gosterimi (Telefoncu, 1996)

Laktik asit bakterileri (LAB);sekilleri, gram boyaya verdikleri tepkileri,

oksijen ihtiyaclari ve sakkaritleri kullanabilme biyetlerine gore gruplara

ayriimistir. Bu gruplar; Carnobacterium, Enterococius(Ent), LactobicullusfLb
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Lactococcus(Lc), Leuconostoc(Leu), Oenoccoccus, ioPeccus(Ped),
Streptococcus(Str), Tetragenococcus, Vagococcud/eisselladir (Carr ve ark,
2002). Laktik asit izomerleri Ureten bakactobacillus tirleri Cizelge 2.2'de
verilmistir.

LAB karbonhidrat fermentasyonunda izlgidiarkli metabolik yollarSekil
2.4 deki gibidir. Bu izlenen yollara kga olarak homo- ve hetero-
fermentasyonlar gercekimektedir. Homofermentasyon,; glukoz
fermentasyonunda Embden-Meyerhof-Parnas yolu ieddneson Urin olarak
sadece laktik asit ofur. Heterofermentasyon fosfoketolaz yolu izlenetek
etanol, karbondioksit ve asetat ghaktadir (Hofvendahl ve Hagerdal. 2000)

Cizelge 2.2Laktik asit izomerlerini Greten bakactobacillustirleri (Aljundi, 2001)

L (+) laktik asit Uretenler D(-) laktik asit Ureten
Lb.rhamnosus Lb. coryniformis

Lb. amylophilus Lb. bulgaris

Lb. bavaricus Lb. jenseii

Lb. casei Lb. lactis

Lb. maltaromicus

Homofermentatif veya gercek laktik asit bakteriletarak adlandirilan
bakteriler laktik asit tGretimini olduk¢ca mukemmaet kekilde gerceklgtirirler. Bu
yuzden de bu organizmalar tarafindan gercggikien laktik asit Gretimi igin

kimyasal reaksiyon denklemi oldukc¢a basitdaikilde verilebilir.
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1ATP
1 ATP C
1 NADH
Fruktoz 6-P 6-P-Glukonat

1 NADH
1ATP
Ksiluloz 5-P
Fruktoz 1,6-BP /\ /<V

. ) 2 NADH
Gliser- Acetil-P
: : aldehit-P
Gliser- Dihidroksi- |\ .
aldehit-P aseton-P 2 ATP 1 ATP
1 NADH
Piruvat M
4 ATP
e 1
v - 1 NADH
2 Piruvat
LDH
<+— 2 NADH
LDH v

"

Sekil 2.4. LA bakterisinde katabolik yol (A)homofermentasy@B)heterofermentasyon, P= fosfat
BP=bifosfat LDH=laktat dehidrojenaz PDH=piruvaehidrojenaz (Hofvendahl ve
Hagerdal, 2000)

Fermentatif laktik asit Uretimi hakkindaki literaifin incelenmesi;
baslangic malzemesi ne olursa olsun dekstrozdan préaegik yoluyla sonucta
laktik asit 0retildgini gostermektedir. Dekstrozdan laktik asitin  mibiyal
reaksiyonu gagida gosterilmytir;
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Clilo
H—C—OH

HO—C—H Bakter
| —_ CH;COCOOH — CH:CHOHCOOH
H—C—
(|: R Pirlivik asit Laktik ast

H—C—OH

|
CH,OH

Dekstro:

Laktik asit Gretimi icin cgtli fermentasyon reaksiyonlarisaidaki gibi

Ozetlenebilir:
Bakteri
. Hidroliz
Nisasta —» n(CnggOG) —> 2NnCH,CHOHCOOH
Dekstro: Laktik asi

Nisasta —» n(CpoHz2011) —>  4nCHCHOHCOOH
Maltoz Lakt|k aSi'

CH ?H

Bakteri
—s 4CH,CHOHCOOH
Laktik asit
CI-ECH
H H H oon H Bakteri
H H + H,O — 4CH-:CHOHCOOH
H — Laktik asit
l'l'_'ﬁiil-l2
H H ] OH H
sakkaro

Gunumizde nastanin fermentasyonundan laktik asid Uretimi iticar
amaclarla yaygin olarak kullaniimaktadir. Gunluklar laktoz veseker icerir ve
icecek endustrisinin atiklari sakkaroz icerir. Bedanle, ger fermentasyon

prosesleri sakkaroz ya da laktozdan laktik asittniie& icin gelstirilirse, bu
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bilesikleri iceren atiklarin bir hammadde kayna olarak kullaniimasi

gerceklatirilebilir (Vaidya ve ark., 2005).

2.2.4. Laktik asit Uretiminde kullanilan besin madieleri

Laktik asidin biyoteknolojik Uretiminin uygulanalvilolmasi i¢in ucuz
hammaddeler gereklidir; ciinki polimer Ureticilegi diger endustriyel kullanicilar
genellikle oldukca diuk maliyetli ve blUyuk miktarlarda laktik asit isker.
Uretim icin rafine edilmi maddeler kullanilggnda trin saftgirma maliyetleri
onemli olgude azalir. Fakat bu hala ekonomik olagblergsizdir; cunkl rafine
edilmis karbonhidratlar o kadar pahalidir ki sonucta daliksek Uretim
maliyetiyle sonuclanirlar. Bu nedenle laktik asigikonomik Uretimi igin ucuz
hammadde ortaya koymak amaciyla bircoksgnde bulunulmstur (Wee ve ark.,
2006).

Besiyeri seciminde dikkat edilmesi gerekenler:

» Dustk maliyet

* Duslk seviyeli kontaminasyon

* Yiksek fermentasyon hizi

e Yan urtin olgmamasi

* Fermente edilebilir olmasi (6glém olmamasi veya ¢ok az zahmetsiz ve
maliyeti disuk olmasi)

* Yenilenebilir olmasi (Aljundi, 2001)
Bir besiyeri secilmesinde incelenen parametreler:

» Karbon kaynaklari

* Azot kaynaklar

+ Inorganik bilgikler

* Vitaminler

» Diger katki maddeleri

Bu maddelerden inorganik madde, vitamin vgedikatki maddeeri ¢ok az

miktarlarda ilave edil@inden besiyeri secimi 6zellikle karbon kagmaa goére

belirlenir (Brown ve ark., 1987).
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2.2.4.1 Karbon kaynaklari

Glikoz, galaktoz, maltoz, laktoz, fruktoz, sakkgroaffinoz, ksiloz vb. gibi
sakkaritlerdir.

Laktik asit bakterilerinden laktik asidin fermentatlla Gretiminde birka¢
farkli hammadde vardir. Safeker fermente edil@inde en saf trin en az
saflgtirma maliyetiyle elde edilir. Fakat sgéker pahali ve laktik asit ucuz bir
arin old@gundan, ekonomik d@dir. Bunun yerine tarim artiklari ve ormancilik
arunleri kullanihr (Hofvendahl ve Hagerdal, 2000).

Peynir alti suyu : Peynir alti suyu fermentatif laktik asit Gretimindek
kullanilan bir substrattir. Bu hammade st velsinleri endUstrisinin temel yan
drinaddr ve laktoz, protein, §ave mineral tuzlar icerir. Peynir alti suyu
laktozunun tam kullanimi i¢in onu ek bir azot kagnide tamamlamak gereklidir
(Wee ve ark., 2006).

Hidroliz edildiginde glukoz ve glaktoz odur. Peynir altsuyundan laktik
asit Uretiminde en ¢ok kullanilan tiactobacillus delbrueckispp bulgariustur
ama pek cok caimada Lactobacillus helveticusreya Lactobasillus caseide
kullaniimistir (Hofvendahl ve Hagerdal, 2000).

Melas : Melas seker Ureten proseslerin bir atik Grtnadir ve gédell
fazla miktarda sakkaroz icerir (Wee ve ark., 2006).

Hayvan yemi olarak, etanol ve maya uretiminde aulir. Onemli bir
karbonhidrat kayna olmasi yaninda azot, inorganik Bilder ve vitaminler

acisindan da iyi ve ucuz bir besiyeritirtugay ve Certel, 1995).

Tum melas tipleri yiksek oranlarda toplageker ve ya karbohidratlar
icerirler ve bu bilgikler melasin besleme gerinin 6nemli bolumund oktururlar.
Seker fabrikalari ekstre edilen sakkaroz miktarwmtkol edebilirler ve bu yilizden,
farkli tlkelerde Uretilen melaslargeker icergi kullanilan teknolojiye bgi olarak
desismektedir. Seker pancari veseker kamgindan elde edilen melas

komposizyonuna ait bir 6rnek Cizelge 2.3’ de verghm

16



Cizelge 2.3Melasin kompozisyonu ve besin iggr{Curtin,

1983)

Seker kamyi Seker pancari

Kuru ggirhik (Brix) 79.5 79.5
Toplam kati (%) 75.0 77.0
Ozgul &rhg 1.41 1.41
Toplamseker (%) 46.0 48.0
Ham proteni (%) 3.0 6.0
Azotsuz ekstrakt(% 63.0 62.0
Kl (%) 8.1 8.7
Kalsiyum (%) 0.8 0.2
Fosfor (%) 0.08 0.03
Potasyum (%) 24 4.7
Sodyum (%) 0.2 1.0
Sdlfar (%) 0.5 0.5

Son yillarda melasla yapilan kesikli fermentasyahsmlarini Cizelge
2.4’de derlemgtir (Wee ve ark., 2006).

Cizelge 2.4 Melasdan rapor edilen kesikli laktik asit fermasytonlari (Wee ve ark., 2006).

Kullanilan

Laktik asit

Laktik asit

Uretkenlik

Referans
mikorganizma (g/L) verimi (%) (g/L'sa)
Lb.delbrueckiilFO GoOksungur ve Glveng,
60,3 95,4 3,4
3202 1997
Lb.delbrueckii Kotzamanidis ve ark.,
90 97,9 3,8
NCIMB 8130 2002
Enterococcus faecalis
65,1 98 4,3 Wee ve ark., 2004
RKY1
Lb.delbrueckii
45,1 87,8 2,7 Monteagudo ve ark., 1994
CECT 286
Lb.delbrueckiiNRLL
16,6 83 0,08 Aksu ve Kutsal, 1986

B445
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Nisasta : Bir baska substrat ise gastadir. N§asta glikoz ve maltozda
hidrolize edilir. Bigday, misir, patates, piring, ¢cavdar, sorgum ve dapdaktik
asit dretiminde nasta kullanilir. Njasta blylk sakkarit ol@gu icin
fermentasyon oncesi hidroliz edilmesi gerekir. Aamilaz enzimine sahip olan
organizmalarla, orrign; Lb. fermentum Lb. amylovorwgyalb. amylophilusle
direk fermente edilir. Niastadan laktik asit Ureten bakterileactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum, Lactobacilllus delbruegkiLactococcus lactis ve
Lactobacillus helveticutir (Hofvendahl ve Hagerdal, 2000).

Selllozik maddeler : Selulozik maddeler de laktik asit Uretiminde
nisastayla ayni yontemlerle kullanilir. Heksoz, glikogalaktoz, mannoz ile
pentoz, ksiloz ve arabinoz icerir ve kullaniimadarce monomerlerine hidroliz
edilmelidir. Selilozun hammaddeleri gg bitki materyalleri ve odundur. Ayrica
literatirde kaba yonca lifi, day kepgi, misir sapi ve hxday samani gibi
tarimsal atiklardan laktik asit Gretiminde kullahgh goralmistir (Hofvendahl ve
Hagerdal, 2000).

Son yillarda njasta ve selllozik maddelerle yapilan kesikli fertasyon

calismlarini Cizelge 2.5'de derlegtir (Wee ve ark., 2004).

Cizelge 2.5Baz1 mikroorganizmalarin kullandiklari hammaddefedaktikasit verimleri
(Hofvendahl ve Hagerdal, 2000)

Substrat Organizma Laktik asit (g/L)
Cavdar Lactobacillus paracaseio.8 84,5
Tath sorgum Lactobacillus paracaseio.8 81,5
Bugday Lactobacillus lactisATCC 19435 106
Enterecoccus faecalRKY1 102
Misir Enterecoccus faecalRKY1 63,5
Lactobacillus amylovoruaTCC 33620 10,1
Manyok Lactobacillus amylovoruaTCC 33620 4.8
Kagit atiklari Rhizopus oryzaBlRRL B-445 49,1
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2.2.4.2 Azot kaynaklari

Laktik asit bakterileri protein biyosentez kapasitesinirli old@gundan
kompleks azot kaynaklarina ihtiya¢c duyarlar. AZatynaklari; aminoasitler,
purinler, primidinler ve uredir. Ortam kompozisygrgssitli konsantrasyonlarda
eklenen besin gibi, birgok agidan incelenebilirsiBeeklenmesi ya da yuksek
konsantrasyonu genellikle laktik asit tretimine igbetki yapar. Maya, pepton ve
et iceren MRS ortami, maya icin uygundur. Mayaliekna, peptonla beraber az
miktarda kullanildgindan daha yuksek laktik asit Uretir, ama bu maya
konsantrasyonu sabit tutulup pepton surekli ekl@nde gecerli dgildir
(Hofvendahl ve Hagerdal, 2000).

Endustride kullanilan azot kaynaklari;

* Cssitli tohumlarin kispe, irmik ve unlari, pamuk celegi, yer fistgl,
bezelye, nohut ve benzeri baklagiller, soya fasilyketen tohumu ve
hashas tohumu

e Misirsurubu ve kurutulmgitozu

e Misir gluteni

e Maya ekstrati

* Protein ekstrat ve hidrolizatlari (kazein, laktuatin, laktoklobulin,
baklagiller, et proteinleri) (Ertugay ve Certel 9B5).

Hizli laktik asit Uretimi icin besi ortamini yetetbesinlerle takviye etmek
gereklidir. Laktik asit Gretimi i¢cin en yaygin basnaya Ozutidur, ama bu tretim
maliyetinde 6nemli bir aga neden olabilir. Maya 6zutunin bir alternatifiralg
misir maserasyon sivisl, laktik asit dretimi icinasdrih bir sekilde
kullaniimaktadir. Bu sivinin azot icgrikullanilan maserasyon prosesineliccr.
Misirdan elde edilgh icin toplam azot igeginin %85'’i proteinler, peptitler ve
amino asitlerden okur (Wee ve ark., 2006).

Endustriyel fermentasyon besiyeri hazirlanmasindse, itek bir
fermentasyon turl ele alirginda detayli ardirmalar yapmak gerekmektedir.
Fakat herhangi bir fermentasyon turl icin bile skanmasi gereken temel
ihtiyaclar vardir. Butiin mikroorganizmalarin suysnerji kaynaklarina, karbon,
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azot, mineral maddelere ihtiyaci vardirgef oksijenle solunum sdz konusuysa
oksijene de ihtiyaci vardir.

Genel olarak, sagidaki kriterlerin sglanabilmesi icin fermentasyon
ortamina besleyici kaynaklarg@anmalidir.

* Kullanilan her gram substrat gsaa maksimum konsantrasyonun

sglanmasi,

« Urin veya biyokutle olarak maksimum konsantrasyosgitanmasi,

e Maksimum Urin fermentasyonunun gercekigmesi,

« Istenmeyen urinlerden minimum diizeydeswiasi,

* Belli bir kalitesinin olmasi ve vyil icinde istenilg gibi elde
edilebilmesi,

* Ortam hazirlanirken ve sterilizasyon sirasinda mimn dizeyde
problem yaratmasi,

« Uretim potansiyeliyle ilgili havalandirma, ekstrafan, saflgtirma ve
atiklarin bertaraf edilmesi gibi konularda da miom diizeyde sorun
meydana gelmesi (Stanbury ve ark., 1995).

Karbon kayngi olarak melas, tahil taneleri,sasta, glikoz, sakkaroz ve
laktozun; azot kayra olarak amonyum tuzlari, ure, nitratlar, misurubu,
mezbaha atiklari ve fermentasyon artiklarinin kultaasi ucuz substratlar
olduklarindan dolay! Uretim ortami icin yukaridalithden kriterlerin ¢cqzunu
sglamaktadir. Ancak, tum proses ele alfidda daha basit teknikler kullanilarak
maliyetin digurdlmesi s6z konusuysa daha pahali substratlahtediebilir.

Ayrica bir prosesin laboratuar oOfgeden, pilot Olcge ve sonrasinda
endustriyel gamaya kadar nasilg@abilecgi dustintlmelidir. Dk gaz-transfer
modeli ile laboratuvar ortami biyuk bir fermentdmi uygun olmayabilir. Etkili
bir karstirmanin sglanabilmesi igin yuksek viskoziteye sahip ortamlaaha
blyuk guc girdilerinin selanmasi gerekmektedir. Uriin eturma ve biyiime ile
ilgili ihtiyaclari karsilamanin yani sira, ortargartlari, pH dgisimi, képtrme,
indirgenme yukseltgenme potansiyeli ve organizmamonfolojik formu tzerinde
de etkili olmaktadir.

Ayrica ortama Onclu bazi maddelerin veya inhib&én konulmasi

gerekebilir. Ortamyartlari ayrica, Urinin geri kazanilmasinda ve atiil
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muamelesinde oldukca etkilidir. Saf substratlaremimi ve geri kazaniimasi ile
ilgili tahminleri yapmak ve saffirma, atik muameleleri daha basittir, bu ytzden
de daha ucuzdur. Ayrica saf substratlar kullagmdia prosesteki gsheleri

takip etmek daha kolaydir (Stanbury ve ark., 1995).

2.2.5.Laktik asit fermentasyonunda uygun ¢evretsartlarin saglanmasi

2.2.5.1 pH

Mikroorganizmanin geymesi ve biyolojik dongiim faaliyetlerini
surdurebilmesi acisindan ortamin pH’I oldukca 6méiml Genel olarak; kuf
mantarlari, mayalar ve laktik asit bakterileri Zagsit veya asit ortaminda, geir
bircok bakteri tlrii n6tr ortamda getse de, ortamin pH’i; elde edilen Grindn
tipine, ¢agidine, mikroorganizma turine goregilgr.

Fermentasyonun pH’1 bkkangicta ayarlanabilir ve daha sonra asit
Uretimiyle dituginde, baz , ekstraksiyon, adsorpsiyon ve laktidiaslektrolizi
ile kontrol edilebilir. PH'In etkisi farkl pH dgerlerinde cakilarak belirlenebilir.
Sabit pH icin titrasyon yapilmasi, hi¢ kontrol yapadg zamanla
kargilastirildiginda ayni ya da daha yiksek laktik asit konsantrasye verimi
vermistir. Bunun yaninda titrasyon da iyi sonuclar verteeli.

Laktik asit Oretimi icin optimum pH gerleri bulmak icin yapilan

calismalar Cizelge 2.6’da gosterilgtir.

2.2.5.2 Osmotik Basing

Ortamda bulunan sakkarit, tuz gibi maddelerin katrssyonlarina ki
olarak fermentasyon ortaminda osmotik basingnoéktadir. Osmotik basing,
ortamdaki mikroorganizma faaliyetini 6nemli dereeeastkiler. Ortamdaki ytksek
¢6zunir maddeséker, tuz vb.) konsantrasyonunagheolarak olgan yuksek
osmotik basing mikroorganizma faaliyetini olumsuinge etkilemektedir. Bu
nedenle fermentasyon ortaminda osmotik basincinrdomltinda tutulmasi,

mikrobiyal aktivite ve déngiim acisindan son derece 6nemlidir
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Cizelge 2.6 Laktik asit Uretimine pH etkisi

. . laktik
Mikroorganizma Hammadde pH a Referans
asit(g/L)
Lb.delbrueckilFO3534 glikoz 5 81
55 92
6 81 Hofvendahl
6.5 54 ofvendahl ve
7 49 Hagerdal, 2000
sellloz 4,2 15
5 26
59 18
Lb. delbrueckii sp.
bulgaricusNRRL B548 laktoz 45 25 Hofvendahl ve
5 45 Hagerdal, 2000
5,6 45
Lb. delbrueckii sp. selliloz 4,2 27
bulgaricusNRRL B548 Hofvendahl ve
Hagerdal, 2000
5 52
5,8 33
Enterococcus feacalBRKY1 melas 5 23,4
6 96,1
7 95,7 Wee ve ark., 2004
8 95,1
9 94,2

2.2.5.3 Sicaklk

Laktik asit Uretiminde sicalgin mikroorganizmanin g@almasi Uzerine
etkisi 6nemlidir. Mikroorganizmanin yamasi ic¢in uygun sicain bilinmesi
gereklidir. Orngin ; Lactobacillus amylophilud5°C’de biyir ve 45°C’de oélir;
yasamsal faliyetler icin optimum sicaklik ise 25- 8%ir. Lactobacillus caseve
Lactobacillus paracasecin bu sicaklik 37- 44°C arasindadir. Optimunakidk
araliklari Lactococcus lactiscin 33- 35°C, Lactobacillus rhamnosugin 41-
45°C’dir Laktik asit Uretimi i¢in optimum sicakliteserleri bulmak icin yapilan
calismalar Cizelge 2.7'de gosterilgtir (Hofvendahl ve Hagerdal, 2000).
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Cizelge 2.7Baz1 mikroorganizmalarin sicaklik gigiminin laktik asit verimi Gizerine etkisi
(Hofvendahl ve Hagerdal, 2000)

. LA
Organizma Madde TCC) @)
Lb. amylophilusATCC 49845 nisasta 25 26
28 29
35 30
Lb. caseNRRL B-441 glikoz 30 80
37 80
41 82
45 42
Lb. caseiNRRL B-441 hidroliz edilmi arpa nastasi 37 140
41 117
Lc. lactis sp. lactidATCC 19435 glikoz 30 60
34 65
37 60
40 50

2.2.5.4 Mikroorganizma ile substratin temasi

Iyi bir fermentasyon gercekierebilmek icin, mikroorganizmalarin substratla
tam temas etmeleri ganmalidir. Genellikle ylzey kiltir fermentasyontaia
mikroorganizmalarin besi yeri Gzerinde gehir ylizey olgturmasi ve substratla
lyi temas etmesi gdamalidir. Daldirma veya derin kultir fermentasyomda
ise, mikroorganizmalarin substratla iyi temas etmemistirma sistemleriyle

sgglanmalidir (Telefoncu, 1995).

2.2.6. Fermentasyon prosesi

Laktik asit dretimi igin kullanilan prosesler; Kdg tekrarli kesikli,

beslemeli kesikli ve stirekli proseslerdir.
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Kesikli ve surekli fermentasyonlar laktik asit tnaticin en sik kullanilan
yontemlerdir. Kesikli ve yari surekli kilturlerirginde elde edilen laktik asit
konsantrasyonlari surekli kultirlerin icinde elddilenlere oranla daha yuksektir
ama surekli proses ise yuksek hacimsel verimlgédjsma ve enerji giderlerinde
tutumluluk, ayni dran kalitesi daha iyi otomasyore \wroses kontrolu
salanmaktadir. Farkh fermentasyon yayfalariyla laktik asidin biyoteknolojik
Uretimi tzerine son zamanlardaki galalarin literatirtindeki bildirimler Cizelge
2.8 ‘da listelenmitir.

Cizelge 2.8 Farkl fermentasyon uygulamalari icin biyotekndaktik asit Uretiminde

literatiirde rapor edilen sosarmalar (Wee ve ark., 2006)

Mikroorganizma Fermentasyon Laktik Verimlilik
asit (g/L) (g/L°h)

Enterococcus faecalRKY1 Kesikli 95.7 4.0
Tekrarli-kesikli, hiicre-geri 93.2 6.4
dongill, membran yoluyla

Lactobacillus rhamnosuBTCC | Kesikli 120 2.1

10863 Sirekli, hticre-geri dongld, 92 5.7
membran yoluyla

Lactobacillus casessp. Sirekli, hticre-geri dongld, 22.4 9.0

rhamnosuATCC 11443 imobilizasyon yoluyla

Lactobacillus delbrueckiNRRL | Beslemeli kesikli, ¢bziicl 23.1 0.2

B445 ekstraksiyonu yoluyla

Lactobacillus lactidO-1 JCM Kesikli, elektrodializ yoluyla 39.0 0.9

7638

Lactobacillus rhamnosus-O Kesikli 98.0 1.9

3863 Surekli, elektrodializ yoluyla 20.0 8.2

Lactobacillus helveticu§NRZ Sirekli, hiicre-geri dongulu, 55.0 7.1

303 membran yoluyla

Lactobacillus delbrueckiCECT | Surekli, iyon-dgistirme 26.1 10.4

286 recinesi yoluyla

Kesikli ve surekli proseslerle birlikte hiicre gedbnimui sistemi,
kilar.

Biyoreaktorde yuksek hicre tutulmasinin araclamndari de hicre
hareketsizlgtirmesidir (tutuklama=immobilizasyon).

Hucreleri hareketsiz hale getirme, bioreaktér ieindazla hicre
bulundurulmasi icin bir aractir. Tutuklama (immaalsyon) sonucunda
biyokatalizler yani enzim veya huicreler suda ¢cozéyem bir talyicida dgisik
yontemlerle tutuklanarak hareketleri engellenirndkasglik olusturulan sistem
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substrat ve urinun hareketine olanak verir. Tutukla htcrelerin serbest
hiicrelere gore avantajlagunlardir;
* tutuklanmg hicreler istenilen biyoddégim sonucunda ortamdan kolayca
ayrilabilirler ve tekrar tekrar kullanilabilirler,
* islem sonrasi ayrildiktan sonra ortami kirletmezleralt akim glemleri
kolaylasir,
» surekli sistemde ¢almaya uygundur,
* kontaminasyona daha az duyarlidir.

Ca-alginate jelleri, poly(ethyleneimine) ve plasbKkesik destekleyicileri
gibi bircok madde laktik asit Gretimi icin LAB’Indneketsiz hale getiriimesinde
kullanilir.

Laktik asit Uretim proseslerinde son urtnsoltnunun prosesi inhibe etti
bilinmektedir. Sonucta; fermentasyon boyunca laldgidin inhibasyon etkisini
azaltmak icin, fermentasyon ortamindan yerindécsetarak uzaklgtiriimalidir.
Yerinde 0Urin ayrilmasi; ekstraktif-fermentasyon,yatiz fermentasyon ve
adsorban veya iyon datirici destekli fermentasyon uygulanarak
gerceklatiriimektedir (Wee ve ark., 2006).

2.2.7. Laktik asitin alt akim prosesleri

Urinin fermentasyon ortamindan ayrilmasi icin,nige saflikta Grin
elde etmek icin bazi ayirma teknikleri kullaniinagati Bu tekniklere genel olarak,
‘Alt Akim Prosesleri® denir. Alt akim proseslerinisecimini fermentasyon tipi,
arinun fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, istenmeygman Urdnlerin tard, Grdn
konsantrasyonu, Uretim Olgie Urin stabilitesi, Urlnin piyasa @i, islemin
maliyeti gibi bir cok parametre etkilemektedir (Calbve ark., 1994).

Laktik asit fermentasyon ortaminin alt akim prosgdukca karmsktir ve
bir dizi asama icerir. Literatlr ve patentlerde laktik asitlagirmasi icin ceitli
tekniklere dginilmistir. Bu literatlrin incelenmesi tek bir tekm standart bir
teknik olarak adlandirilamayagagerceini acikca gostermektedir. Ancak laktik

asitin ayirirm ve safldirmasi genel olaraksagidaki basamaklara ayrilabilir. Her
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bir basamgin coklu alternatifi olabilir ve bu nedenle de kamdsyonlari olabilir.

Genel olarak alt akim prosesegidaki sekilde 6zetlenebilir:

Biyokutle ve dger katilarin fermentasyon ortamindan ayriimasi

Laktik asidi serbest hale getirmek icin fermentasywtaminin kuvvetli
asitlerle asidifikasyonu

Laktik asit solisyonundan tuzun uzaflalmasi ya da laktik asidin
fermentasyon ortamindan ayrilmasi veya laktat tuaiayriimasi.

Katyon tuzunun gugclu asitle ¢okturtlmesi

Kuvvetli bazik ortamda ¢ zamanl laktat tuzu ofumuyla sivi-Sivi
ekstraksiyonu ve laktik asidin suyla geri ekstratau

Suyla geri ekstaksiyonu takibers eamanli asidifikasyon ve alkolle
esterifikasyon

Adsorpsiyon, membran ayirmalari ve iyonggeni gibi ileri ayirma
teknikleriyle laktik asidin fermentasyon ortaminddirekt ayirimi

Laktik asit konsantre hale getiriimesi

Biyokutle ve dger katilarin ayrimi igin filtrasyon veya santrifigjibi

yontemler kullanilabilir. Laktati, laktik asit ve akyona parcalamak icin

fermentasyon ortamin asitlendirilmesi gereklidiaktik asidin fKa deseri 3,86

oldugu i¢in ve pH 3,86 deerinin Uzerinde laktat neredeyse tuz olarak bulgndu

icin asitlendirme bu pH derinin altinda gercekjenektedir. Fermentasyon

boyunca pH koruyucu katyon olarak kalsiyum kullasd sulfurik asitle

asitlendirme kalsiyum silfat cokelmesiyle sonuglaiyni sekilde katyonlari

uzaklgtirmak icin de bir dizi proses kullanilabilir. Orgia, eger fermentasyonda

katyon olarak sodyum kullanilirsa daha sonra iyegisimi ile uzaklatirilabilir.

Ayrica laktik asidin uzakkdirilmasi laktik asidin alkollerle esterlenmesinden

sivi-sivi  ekstraksiyonundan ya da adsorpsiyondakileeebilir. Membran

prosesleri, distilasyon, buhagtama, kristallgtirme ve benzerleri, ayrilmilaktik

asidin konsantrasyonunugsayabilir. Ayirma ve saflgtirma ayrica kromatografi

ve iyon deisimi ile de gerceklgtirilebilinir (Vaidya ve ark., 2005) .
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2.2.7.1 Kuvvetli asitle katyon tuzunun ¢okturilmesi

Laktik asit Uretimi uygulamalarinda genglilen pH’1 kontrol etmek igin
toprak alkali metallerini kullanmaktir ve bu durarda metal katyonunun
kuvvetli mineral asidiyle ¢okturtlmesi en yaygin akim prosesi secegdir. Bu
prosese gore, fermentasyon sivisi tim kalsiyumatalgozmek icin isitilir ve
sulfurik asidin stokiyometrik miktarlariyla muameledilir. Sonucta olgan
kalsiyum sulfat filtre kekinin yilkanmasiyla filtrggnla ayrilir. Fermentasyon
ortaminda bulunan renkli maddeler aktif karbon iineeadsorblanarak ayrilabilir.
fleri saflatirma klemlerinde, konsantre laktik asit cozeltisi iyon gdérme
kolonlarindan gecirilir ve hidrojen peroksit ya gmtasyum permanganatla
muamele edilir. Bu prosesle %80 saflikta laktik asetilebilir.

Laktik asit Onceleri kalsiyum tuzu olarak Uuretiftm. Guntumuzde
kullanilan bir ¢cok yontem 1950’lerde ggirilenlerin biraz modifikasyona
ugrams sekilleridir. Bu prosese ait akigemasiSekil 2.6'da gosterilmektedir.. Bu
fermentasyonlar 100 ine kadar hacme sahip reaktérlerde gegikileni stir.
Karbon kayngi olarak, 120 ve 180 g/L arg@lnda, uygun miktarlarda azot ve
fosfat ihtiva eden tuzlar ve mikro gidalar kullangtir. Laktik asit bakterisi
karmalk bir besin ihtiyaci gosterir. Bunlar: B vitaminlebazi amino asitler,
uygun ek gidalar(ham sebzeler, malt filizi gibiy’die ortama eklenmelidirler.
Fermentasyon 45°C Uzerinde hassas birskemayla gerceklgirilir. Laktik asit
bakterileri anaerobiktir ve bundan dolay! da sisteda girisinden kaciniimalidir.
Sisteme steril kalsiyum karbonat ilavesiyle pH 6,6-aralginda tutulmaktadir.
Kalsiyum karbonatla nétralize etmeye alternatifraka amonyak kullanilabilir.
Amonyak ayni zamanda laktik asidin esterifikasyoel@esine de yardimci
olmaktadir, ancak bu prosesin maliyeti daha yulwsdkaktik asidin korozif
etkilerine bgl olarak gecmite fermentdér yapiminda tahta veya beton
kullaniimistir. Ganimuizde genellikle paslanmaz celik kullamktadir. Teorik
olarak maksimum %385-95 gibi verimler genellikle 4¢iin sonunda elde
edilmektedir(Vaidya ve ark., 2005).
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Sekil 2.5. Endustriyel laktik asit Uretigemasi (Vaidya ve ark., 2005)

2.2.7.2 Gucli bazla ¢ zamanh laktat tuzu olusumuyla sivi-sivi

ekstraksiyonu

Laktik asidin sivi-sivi ekstraksiyonu seyreltik tagiozeltisine uygun
¢obzlicunun eklenmesini icerir ve bu da laktik asigidzticti fazinda ve sivi fazda
dagihmiyla sonuclanirlyi bir ¢oziicinun temedarti; yiiksek ayirma katsayisidir.
Ayrica ¢6zlcunun viskozitesi, su ile kana oraninin dgilkk olmasi, ¢c6zlcu ve
cOzelti faz arasinda ganluk farki, termal stabilite ve fermentasyon ortadaki
mikroorganizmalara kar toksisitesi, ¢Ozliclu segiminde gdr Onemli
parametrelerdir. Laktik asitin sivi/sivi ekstraksiy icin kullanilan bgica
cozicdler:

1. Oktan ve metil izobitil keton ( KBK )gibi geleneksel oksijen ¢eyan
hidrokarbonlar.

2. Tribatil fosfat gibi fosfor bgli oksijen tgiyan ¢céziculer.

3. Dodesil amin gibi yuksek molekulgalikli alifatik aminler (Vaidya ve

ark., 2005).
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2.2.7.3 Suyla geri ekstraksiyonun izleg es zamanli asitlestirme ve
alkolle esterlgame

Saf drtinler elde etmek icin en etkili yontem olatak bagka laktik asit
saflgtirma yontemi de alkolle esteglee ve ucucu esterin distilasyonudur.
Alkolle laktik asit esteri olgturma, esteri distilasyon ya da ekstraksiyonla
saflgtirma ve sonra esteri laktik aside geri cevirme sglk saflikta laktik asit
Uretebilir. Laktik asidin ga’s1, notre yakin fermentasyon pH’nin ¢ok altindno
3,86 old@gu icin fermentasyon ortaminda g@mlukla laktat tuzlarn bulunur. Bu
nedenle laktik asidin geri kazanimi ve sgtilanasi gleminde 6nce, laktik asidi
alkolle reaksiyona girmesi dnce kuvvetli bir asét asidik ile muamele edilir. Bu
yontemin optimum saflikta laktik asit icin uygurdogu bildirilmistir (Vaidya ve
ark., 2005).

2.2.7.4 leri ayirma yontemleriyle fermentasyon ortamindan @ri

kazanimi

Laktik asitin fermentasyon ortamindan iyonggeni prosesi ile geri
kazaniimasinda, genellikle kuvvetli asidik katyoegigtiriciler kullanilir ve saf
laktik asit tercihen H" formunda elde edilir . Genellikle; Reillex 425, Pex
HP,Dowex MWA-1, Dowex66, Duolite A561, Amberlite#dR67, AmberlitelRA-
120, AmberlitelRA-400 gibi ticari olarak temin é&hilir iyon degistirici
recineleri kullanilr .

Son zamanlarda laktik asidin satialmasi icin elektrodiyaliz 6nerilngiir.
Su anda bu prosesin iki dezavantaji vardir; yuksekyat ve orta saflikta bir Griin
olmasidir.

Laktik asidin geri kazanim ve saftamasi icin kullanilan gjer yontemler
membran prosesleridir. Membran prosesleri miknmaf#yon, ultrafiltrasyon,
nanofiltrasyon ya da ters osmoz ya da bunlarin knagdyonunu icerir (Vaidya ve
ark., 2005).
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3. HUCRE COGALMA K INETIGI

Mikrobiyal, hayvan veya bitki hiicrelerinin blytrkeetiginin bilinmesi,
fermentasyon sistemlerinin tasarimi ve uygulanraesindan oldukca énemlidir.
Hucre ¢cg@alma kinetgi kimyasal ve fiziksel kgullarin hiicre biyime (¢galma)
hizina etkisini inceler. Hucre galma kinetgi ¢ok bilesenli ve ¢ok fazl sistemleri
icerdigi, tasinim olaylari ve biyokimyasal ve kimyasal reaksilm birlikte
degerlendirilmesi gerekginden enzim kinegiine goére daha kanktir. Cunki
burada genc¢ ve yh hicrelerin olgturdusu hetorejen ortamda, hiicreler surekli
degsisecekler ve fermentasyon ortamina adapte olurkenzmanda bu ortamin

fiziksel ve kimyasabartlarini da dgistireceklerdir.

3.1. Hucre Cgalmasi

Hucre bilgenlerinin ve populasyonu dikkate alinaralgitievarsayimlar
Isigl altinda ceitli modeller gelitiriimistir Cizelge 3.1’de bu modeler ve
aciklamalari gosterilngiir (Lee, 2001)

Cizelge 3.1Hucre kinetgi modelleri (Lee, 2001)

Hicre bilesenleri

Populasyon Duzensiz Duzenli

Dagilimis Hicreler kdltir  ortam| Her biri birbirleri ile etkilgsimde
icinde homojen olarak bulunan ¢ok hiicre bienleri
dagilmig tek bir bilegenle | homojen daiimistir

temsil edilirler

Ayrilmig Hucreler tek bir bilgen| Hicreler cok bilgenle temsil
olarak temsil edilirler, faka edilirler ve heterojen bir kanm
hetorojen kagimlar | olustururlar.

olustururlar.
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En basit model dizensiz vegdanis modeldir. Bu model i¢in kullanilan
kabuller:

1. Hucre konsantrasyonu, hiicre kutlesi, hiicre sagig protein, DNA veya
RNA konsantrasyonu gibi tek bir bglen cinsinden ifade edilir.

2. Hucre kitlesi tim kudltirde homojen  olarak gdenistir. Hucrelerin
heterojen yapilari ihmal edilir. Hiicre konsantrasydpirim hacmin kuru
agirh g tzerinden hesaplanabilir.

Hucreler icin  kullanilan bu kabullerin haricindBermentasyon ortami
sadece bir bilgen limitleyen reaksiyon hizini belirleyecegkilde formule edilir.
Diger bilegenler cok yuksek konsantrasyonda varsayilir, b@&yldmnlarin
konsantrasyonlarindaki ¢ok kucukgieklikerin reaksiyon hizi tzerindeki etkisi
ihmal edilebilir. Fermentoér, pH, sicaklik ve ¢oziisoksijen konsantrasyonu
sabit olacalgekilde kontrol edilmelidir (Lee, 2001).

Duzensiz ve dalmis model igin gektirilen varsayimlar temelinde hicre
cogalma kinetgi incelenecek olursa, hiicre konsantrasyonu bigekglde ifade

edilebilir:

Cx : Huicre konsantrasyonu, birim hacimdeki kuru leiagrrli g
Cn : Hicre sayisi, birim hacimdeki hiicre sayisi
p : Hucre ygunlugu,birim hacim hicre kutlesinin nemli hlcrgid gi

Bu konsantrasyonlara gore de buyime hizi fagiillerde ifade edilebilir:

dC/dt : Zamanla kuru hiicre konsantrasyonundastee

I'x :Kuru hucre girhgl temelinde hiicre bliyume hizi
dCGy/dt : Zamanla hticre sayisindakigdgne.
d : Hiicre bolinme hizi, dlg@y/dt

Hucre ¢@alma hizinda dgdt ve x, kesikli islemler icin aynidir. Ancak
surekli sistemler icin, dgdt fermentbrdeki konsantrasyondaki goenedir.
Dolayisiyla reaktore gigi cikis akis hizlari, geri dongu ve fermentéringdr
kosullarindan etkilenebilir.x ise hiicrenin var olan gercek (reaktordepiineiz)
bayltme hizidir.

Hucre sayisina gore buyume hizi ve hi@eigina gore buyime hizi her

zaman ayni deldir. Htcrelerin ortalama buyuklukleri @esebilir.
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Bir hiicrenin kutlesi bolinmeden agiinda hiicre @arligi bazinda biyime
hizi artar, hiicre sayisi ise sabit kalacaktir. aknkinetik agcidan incelenecek olan
eksponansiyel blyume periyodudur. Burada ise hg@esgsi ve hicre galigl
birbirine orantilidir.

Bazen buyidme hizi hicre bolinme hizi ile garlir. t=0 aninda §=Cyo
konsantrasyonunda bulunan reaktordeki hicrelerimarhanina kadar bir kez
bolundgl disunuldigiinde konsantrasyonung 2 olacaktir. EBer hicre n kez

bolundrse toplam hiicre sayisi;
Cn=Cnox2" (3.1)
Her iki tarafin logaritmasi alinip “N” ¢ekilginde (3.2) elde edilir.
N=log, Cn—log Cno (3.2
Ortalama bdlinme hizi ise;
dor=N/t B.3
t zamaninda bolinme hizi ise;
6 =dlog, Cy/dt (3.4)

seklinde ifade edilir.

dC\/dt : Zamanla hiicre sayisindakigtgne

Hucre sayisinin g@lma hizi t-G dogrusunun gimi iken

Hucrenin bdlinme hizi t-log2Cdogrusunun @imidir. Yani hicre sayisinin
cogalma hizi ile bélinme hizi birbirinden farkhdirgg, 2001).
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3.2. Hucre Cgalma Evreleri

Mikroorganizmalarin biyimesi belirli kurallara uyaBu nedenle bazi
kosullar altinda inkubasyon sonunda, beklenen hiicyessae biyokuitle miktar
hakkinda o6nceden tahminde bulunulabilir. Bakterilerayalar ve mantarlarin
bircogunun blyumesindesagida ayri ayri inceleyegemiz desisik fazlar vardir.
Tek hucreli bir mikroorganizma uygun sterilize femmtasyon ortamina
konduygunda ve zamanla hicre sayisinigyalugu 6lctlip zamana kargrafige

gecirildiginde buyimenin alti evreden gtugu goralur Sekil3.2).

(tnN)

1 | | | |

-‘—A—ﬂd—sﬁd—-—c——bro-‘-g———e__.—r._F__
| i

I 1

Hicre sayisi (InN)

e

P

Sekil 3.1. Mikroorganizmalarin biyumezesi (Brown ve ark., 1987)

Lag evresi (A) : inkubasyon fazinda hi¢ hiicre bélinmesi olmaz veaauilk
hiicre bolinmesi gercekiaceye kadar devam eder.sifanan hicre sayisinda
higbir desisiklik olmaz. Besi ortamindan su ve substratlarigliRNA, ribozom ve
protein biyosentezinde (6zellikle enzim sentezindeerlendirilir ki bu nedenle
hiicre cg@almasi olmady halde biyokitle artar. Bu fazin stresii &ilttrd
miktarina, & materyalinin yaina, substratin uygunguna b&mhdir (Brown ve
ark., 1987).

Lag evresi c¢@alma balayincaya kadar hucrelerin yeni ortamlarina
adaptasyon suresi olgundan genellikle her zaman vardir. Mikroorganizmala
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distk besleyici dgeri olan ortamdan yuksek besleyici ortama aktdddainda
lag evresi genellikle uzundur. Cinku hicreler onetabolizasyon igin gerekl
enzimleri Uretirler. Mikroorganizmalar yuksek beste degeri olan ortamdan
disUk besleyici ortama aktarildiklarinda (inokule diklerinde) lag evresi yoktur
veya cok kisadir. filama miktari fazla ise lag evresi uzundur. Buyugeél
islemlerde lag evresinin kicuk olmasi istenir. Bu erdd blyuk fermentorlere
asllama icin, gittikce biylyen tanklarda bir seri @&lama yapilir .Lag fazinin
sonunda c¢galma balar ve bolinme hizi da artmayaslza ve bir noktada
maksimuma ulgr. Gecgk bolgesi olarak da ganulur ve lag evresi ile birlikte
degerlendirilir (Ha ve ark., 2003).

Uyum ve hizlanma evresi (B) :Bu fazda hiicre gmlmasi bglar ama yava
yurdr, arts eksponansiyel ggdir. DNA miktari artar, enzim sentezi devam eder.
Hucrelerdeki RNA miktarinda onemli aytolur. Bazi bakimlardan benzerlik
gosterdiklerinden, gtu kez A ve B fazlar birlikte deerlendirilir (Lee, 2001).
Eksponansiyel evre (C) Buyume hizi pratikte sabittir ve maksimumasoiatir.
RNA'ya kiyasla DNA sentezi daha fazladir. HicretBger fazlara gore daha
kiguk olup kuru kutlenin hicre sayisina orangedifazlardan daha dukttr.
DNA/RNA miktarlarinin orani agisindan kiyaslagidda protein miktari ger
fazlardan daha azdir .

Tek hicreli organizmalarda hicre sayisindaki durdknin katlari
seklindeki artg, hicre buyime hizini da surekli olarak artiracal®akteriyal
hicreler, dengeli galma giliminde olup, ¢@alma hizlari birinci mertebe oto
katalitik kimyasal reaksiyon denklem (3.5) ile iGaddilir.

rN=ch/dt:},lCN (35)
Spesifik cgalma hizi, ¢galma hizi ile kagtirilmamalidir. Farkli anlam ve
birimleri vardir. Hicre ¢galma hizi hiicre sayisi gonlugunun zamanla ggsimi
iken, spesifik ¢galma hizi hicre sayisi Fonlugunun logaritmasinin zamanla

degisimidir ve denklem (3.6)'daki gibidir.

1=(1/Cy)*(dCn/dt)=dInGy/dt=In2*(dlog.Cy/dt)=3In2 (3.6)
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Spesifik ¢galma hizi bélinme hizinin In2 katingtgr.
Eksponansiyel evrede spesifikggdma hizi ) sabit ise, ¢galma hizinin
sinirsartlari kullanildginda denklem (3.7), integral aligtnda (3.8) elde edilir.

Cx dCN _ It
jCNO e L udt (3.7)
CN=CN0*eXp[u(t-to)] (38)

Cno:  t=0 aninda hicre sayisi konsantrasyonu
Hucre sayisini ikiye katlamak icin gereken sigediarak ifade edilir ve
Cn=2 Gyoolarak belirtilir ve denklem (3.10) elde edilir.

tq=In2/u=1/5 (3.10)

Ikiye katlanma suresi, spesifik biyiime hiziyla wantilidir ve bolinme
hizinin eksi birinci kuvvetiyle orantilidir (LeeQ@1).
Azalan buyime evresi (D) :Bu fazda hicre g@alma hizi surekli azalir. Fakat
toplam olarak dgiintldigiinde hiicre sayisi ve biyokitle artdevam eder.
Logaritmik fazdan tdreme hizinin gik olduu gecs fazina gecmenin khca
sebepleringdyle siralanabilir:

- Toksik metabolik Grtnlerin okmasi,

- Substratiin tikenmesi,

- Viskozite artgl nedeniyle @temininin zorlamasi

Bu fazda cok dasik yaslarda hucreler bulunabilir: Logaritmik olarak
cogalan kucuk hucreler yaninda, ¢cok yawaeya hi¢c Uremeyen dik DNA ve
yuksek protein icerikli buyuk hicreler ve 6lu hderede bulunur (Telefoncu,
1995).
Duragan evre (E) : Mikrobiyal ¢cogalma hizi, ortamdaki besleyici tikepuide
veya metobolizma tarafindan dretilen toksik ¢elderin varlgl nedeniyle

yavglar ve sonunda da hiz glgmez. Eksponensiyel evre ve dgma evre
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arasinda hucreler dengesiz bir buyime gosterigeniicre bilgenleri de dgisir,
dolayisiyla hicrenin kimyasal bgienleri durgzan faz ve eksponensiyal faz
arasinda farkhdir.

Bu fazda yeni olgan hicre sayisi ile 6élen hiicre sayisi dengelgirmi
Toplam hicre sayisi sabit kalir. Metabolizma kaliazbtadan anabolizmaya
donmitur. Biyosentezler de daha ¢cok sekonder metabaoditimiine yoneliktir.
Hucrelerin durumu gegifazina benzer. Sekonder metabolit Gretimi amagtasa
bu fazin mimkin oldtu kadar uzun sirmesinde yarar vardir (Telefonc@5L9
Olum evresi (F) :  Duragan fazi 6lim evresi izler. Burada yeterli besleyici
bulamayan ve Uretilen toksik maddelerden dolayi ragkganizmalar 6lmeye

baslar. Cazalma gibi 6lim orani miktari da eksponensiyal dtaaaalir
3.3. Spesifik Buyime Hizina Etki Eden Faktorler
3.3.1. Substrat konsantrasyonu

Spesifik buyime hizi) na substrat konsantrasyonunun etkisi icin, enzim
kinetigindeki reaksiyon hiz g¢itli gine benzersekilde gelstiriimis olan, Monod

esitli gi kullanihir ve denklem (3.11)'deki gibidir.

p = HoCs (3.11)
K S + CS

Spesifik ¢galma hizi maksimumpgay deserinin yarisi oldgunda, ks
limitleyen bilesen substrat konsantrasyonudur.

Monod sitli gi kompleks hiicre ggalma mekanizmasini aciklamada fazla
basitlatiriimis bir model olmasina pnen, dgik konsantrasyonlarda
fermentasyon kinetini dogru bir sekilde tanimlamaktadir. Busidige gotre
yuksek konsantrasyonlarda spesifikgglma hizi dgismez (i=pmay. Ancak
gercekte spesifik gaalma hizi démektedir.
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Yuksek substrat konsantrasyonun inhibasyon etkisMionod kinetgine
ilavesiyle Haldane gligi olusmustur ve bu denklem (3.13)'deki gibidir (Dunn
ve ark., 2003).

CS
(C/K)+Co+ Ky

H = i (3.12)

3.3.2. Urin konsantrasyonu

Hucre c@aldikgca ortamda metabolik yan urlnler @oaktir. Bu yan
drtnler de genellikle mikroorganizmalaringatmasini inhibe ederler. Bu etki
Monod sitli gine ilavesi denklem (3.13) ve (3.14)'de gostertini(Lee, 2001).

H=Hmax{Co (Kst CI*[(K p/Kpt+Cy)] (3.13)

H=pmax{C(Ks+Cs)]*[(1-C p/CS)] " 3.14)

3.3.3. Dger sartlar

Mikroorganizmalarin spesifik biyume hizlari ayrideesiyerinin pH,
sicakhk, ve oksijen miktarindan etkilenir. OptimunpH ve sicaklik

mikroorganizmadan mikroorganizmayagsi&lik gostermektedi(Lee, 2001).

3.4. Kesikli Fermentasyon

Ideal bir kesikli fermentor tam katwrmali olmalidir. Yani fermentoriin

her noktasindaki kompozisyon ayni olmalidir.

LH

Vv, Cx, Cs |
Cy =Cy,
By = at =1
Cg =0Cg, :

Sekil 3.2. Karistirmali kesikli fermentor (Lee, 2001)
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Fermentorde hicre galma kinetgi incelenirken, hicrenin buyime evresi
olan eksponensiyel evre ele alinir.

Eksponensiyel evrede Monogité gi kullanildiginda;

dC
ry = X = ucC
X dt HE (3.15)
p= HraCs (3.16)
KS +CS
CICx - lumaxCSCx (3)1
d K +Cg

Sinir sartlar ve spesifik biyime hizina ait (3.11) kuildrginda (3.18)

elde edilir.

[ (Ks+Coac, _ iy
Co .. C.C, t0 (3.18)

Cs ve Cx arasindaki pati cazalma verimi (Yx/s) denklem (3.19) ile
verilmektedir
AC C,-C,

Y, .= X =
x/'S —ACS _ (CS _ CSO) (319)

Yws 6sitligi; denklem(3.18)'de  kullanilip, @galma hizi denkleminin
integrasyonu alinginda denklem (3.20) elde edilir.

C
(t_tommz[&ﬂ]mcu KYee 1nCs (3.20)

C,, +Cq C, C.*+CY, G

3.4.1. Monod kinetik parametrelerinin bulunmasi

Monod kinetik parametrelerinin bulunmasi igin
» Farkli substrat konsantrasyonlarinda bir seri dereylir.
* Reaksiyon hizlar hesaplanir.

* Sonuclar grafie gecirilir ve sonuclarin kullanilan modele uyguilu
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kontrol edilir. Uygun ise farkh konsantrasyon verldi sartlar
kullanilarak tim konsantrasyonlar bulunabilir.
Daha kisa yolu ise

o u—Cg grafigi gizilir. Egrinin asimtodundanu,, bulunur.

s U= %,umax oldugu noktadanK ¢ bulunur.BuradaK = C¢ dir

Hm

1!2|.1m

Kg S

Sekil 3.3. Monod baintisina gore limitleyen hammaddeye grarspesifik bliyime (Lee, 2001)
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4. OPTIMiZASYON VE CEVAP YUZEY YONTEM i

Muhendislikte deney, yeni 0Orin tasarlamakta, Uretistirecinin
gelistiriimesinde ve slrecin iyikiriimesinde 6nemli rol oynamaktadir. @o
durumda amag, glikaynakh dgiskenlerden en az dlgiude etkilenenglaen bir
sure¢ gelitirmektir (Montgomery, 2000).

Deneysel cajmalarda geleneksel yaklam tek-zamanda tek-faktori
degistirmeyi gerektirmektedir. Bu sirecte biri hari¢c tuehesiskenler sabit
tutularak o dgisken icin optimum dizey belirlenmektedir. Bu optimum
kullanilarak ikinci dgiskenin optimumu bulunmaktadir. Fakat bu yakia
kimyasal slreclerde olmasi muhtemel, faktorler iadeki etkilgimler icin veri
sgilamamaktadir. Tek dggsken tek zamanl yak$anda, iki faktor arasindaki
etkilesimlerden dolay! gergcek optimum bulunamamaktadirtidygm kagsullarin
bulunabilmesi icin, tek di#sken tek zaman sireci ga optimum yakalagina
emin olunana kadar her basamakta tekrarlanmalBiur. 6zellikle optimize
edilmesi gereken bircok g@isken oldigunda, bircok pgpese deney, stire tiketimi
ve etkin olmayan bir strateji garmaktadir (Andersqri996)

Alternatif bir yaklgim olan iki seviyeli faktoriyel tasarim, Kkritik
etkilesimleri acga cikartmaktadir. Bu istatistik temelli metot, dese faktorlerin
sadece iki diizeyde (yuksek ve algak) ayni andardéireslerini icermektediriki
dereceli tasarim, tek zaman tekggkendeki seri yakamdan cok daha verimli

olan paralel deneme plani sunmaktadir (Andersg@6)l

4.1. Surec¢ Optimizasyonuna Cevap Yiuzey Yontemi Yasgimi

Cevap yuzey yontemi (Response Surface Methodolody,), ilgilenilen
cevabin birka¢ parametre tarafindan etkilgngiroblemlerin modellenmesi ve
analizi icin kullanilan matematik ve istatistik teklerinin birlesimidir ve amaci
cevabi optimize etmektir. Orp@m, bir kimya muhendisi stirecin verimini (y)
maksimize eden sicakln (x;) ve basincinx) seviyesini bulmak istiyor. Sireg
verimi, sicaklik ve basincin seviyesinin bir forjaiudur;

y="F (X1, %) +¢ (4.1)
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g, y cevabinda gozlenen guriltt veya hatadgertbeklenen cevap B(=f
(x1, X2) =n ile gosterilirse, ylzey= f (x1, X2) olarak ifade edilir ve cevap yuzeyi
olarak adlandirilir (Montgomery, 2000).

Cogu CYY probleminde cevap ve giansiz dgiskenler arasindaki gki
bilinmemektedir. Bu sebepten dolayr, CYY' de ilksbaak, y ve hamsiz
degiskenler arasindaki gercek fonksiyonekkii icin uygun yaklaimi bulmaktir.
Eger cevap, bamsiz dgiskenlerin lineer bir fonksiyonu ile iyi modelleniysa,

yaklasim fonksiyonu birinci derecedir;

Y=o+ PiXy +PoXa + ... +PrXk + € .

Eger sistemde bir @m agisi varsa, yuksek dereceli bir polinom

kullaniimalidir, 6rngin ikinci derece model,

k k
y=Po+ .Zl Bixi + .Zl Bixi® + izj 2 Bixix; + € (4.3)

Tam CYY problemleri, bunlardan birini ya da timukdllanir. Elbette
polinom modelinin, tum Bamsiz dgiskenlerin gercek fonksiyonel gkisine
makul bir yaklaim olusturmasi olanaksizdir fakat, oldukca kugik bir bdkgeyi
calismaktadir (Monthomery, 2000).

Optimum noktalar; duggan noktalarin yerkgmi icin genel bir
matematiksel ¢ozum ile elde edilebilir. Matris ggishinde ikinci dereceden

model yazilarak,
y=Bo+ X’b + X'Bx (4.4)

elde edilir.
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Burada;

X1 B B Bul2 o B2

Xz ,82 ,822 o :szlz
X = ' , b=]. ve B= '

- _I@_ | Sym Bu |

seklindedir.

b:  birinci dereceden regresyon katsayilariareq (k x 1) bir vektor.
B: ana k§egen elemanlari saf kuadratik katsayilari gignve kGegen dgi
elemanlari kagtk kuadratik katsayilarin yarisi olay(, i#) (kxk) tipinde
simetrik bir matristir.

X vektorinun elemanlarina gore ‘y’ tlrevi sifirater.

ﬂ:b+28x:0 (4.5)
0x
Duragan nokta yukaridaki denklemin ¢6zimui yada
1 __
=-=B™"b 4.6
> (4.6)

seklindedir.

Polinom yaklaimlarinda parametrelerin tahmini icin en kucik kare
yontemi kullaniimaktadir. Daha sonra, gluwulmus yuzey kullanilarak, yizey
cevap analizi gercelddriimektedir. Eger olwturulmus ylzey, gercek yluzey
fonksiyonuna uygun bir yakjandaysa; olgturulmus yizeyin analizi, asil
sistemin analizine yak§gk olarak git olacaktir. Model parametreler en etkin, veri
toplamak icin dgru deney tasarimlari kullaniginda tahmin edilebilmektedir.
Cevap yuzeylerine uygun tasarimlar yizey cevapritatzidir (Monthomery,
2000).

CYY ardsik bir prosedurdir. Caunlukla, yluzey cevabinda optimumdan
uzak bir noktada bulunulgunda, sistemde klguk bigien agisi olur ve birinci
derece model daha uygundur. Burada amag, deneyiyapptimumun cevresine

dogru gelsen bir yolda hizli ve verimli olmasini @amaktir. Bir kez optimum
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bdlgesi bulundgunda, ikinci derece gibi daha ayrintili bir modggulanabilir ve

analizler optimum bolgesinde gerceitialebilir (Monthomery, 2000).

CYY’nin en kapsamh uygulamasi, endustride 6zedliktevap denen
performans olcimi veya kalite karakteristiklerirtkigebilecek bazi girdiler
oldugunda yapilmaktadir. CYY’nin gercek uygulamalarigogu birden fazla
cevap icermektedir (Demirekler, 2004).

CYY dort basamakli bir strectiilk olarak, triinii veya siireci igin énemli
olan kritik faktorler belirlenir.ikinci olarak, 6rneklerin fiziksel 6zelliklerini
kapsayan faktorlerin seviye agalibelirlenir. Uglincli olarak, deney tasarimi ile
spesifik test drnekleri belirlenir ve test yapildordinci olarak ise, deneylerden
elde edilen veriler CYY ile analiz edilir ve yoruamir (Demirekler, 2004).

CYY etkin kullanmak icin bgadet varsayim vardir:

1. Uriin igin kritik faktorler bilinmektedir.

2. Uriinii  etkileyen faktor dizeylerinin - bulunglu ilgilenilen aralik
bilinmektedir.

Deney test argtinda faktorler devamli ggsmektedir.

4. Faktorleri, olgulen cevapla skilendiren bir matematiksel denklem vardir.
Bu denklem ile ifade edilen cevap, dizgun bir yigreyDemirekler,
2004).

5. Bu varsayimlarin yani sira, deney yapagi kiCYY kullanirken, be
kisittamanin da farkinda olmalidir.

CYY’nin sonu¢ olarak amaci; sistem icin optimum igal kaullarini
belirlemek veya cama gerekliliklerini kagilayan bir faktor bolgesini
belirlemektir (Monthomery, 2000).
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5. DENEYSEL CALISMALAR

Bu calsmadaseker Uretiminden elde edilen ticari melastattobacillus
plantarum ATCC 8014 mikroorganizmasi kullanilarak farkl piaya 6zitt ve
baslangi¢ substrat (sakkaroz) konsantrasyonlarda &binttermentorde laktik asit

fermentasyonu yapilrgtir.

5.1. Deneysel Cagmalarda Kullanilan Kimyasal Madde ve Cihazlar

Kimyasal maddelerD-(+)-Glukoz (susuz) (Biochemica, Fluka, %98
saflik), sakkaroz (Merck, mikrobiyoloji i¢in), fraéz ( Fluka, %98 saflikta), laktik
asit (Fluka, % 99 saflikta), maya ozutu (Yeast aotirMerck), MRS Broth
(Merck) ve kompozisyonu (g/L): 10.0 pepton, 8.0teds, 4.0 maya 6zutd, 20.0
D (+) glukoz, 2.0 dipotasyum hidrojen fosfat, lw@éen, 2.0 diamonyum hidrojen
sitrat, 5.0 sodyum asetat, 0.2 magnezyum sulfa4 thanganez sulfat, MRS agar
(Merck): MRS brotha ilave olarak14.0g/L Agar-agar

Cihazlar: Fermentor (BioFlo110, NewBrunswick Scientific), YBS
sistemi (Agilent 1100 serisi), spektrofotometre W& (Optima Sp-300), fanli
ettv (Nive FN 500), otoklav (Alp CL-400), ultrasonbanyo (Bandelin
Sonorex), calkalamali su Banyosu (Julabo SW23)itadrbalkalamaliinkibator
(Biolab S14-2), analitik terazi (Ohaus Corp., Aditear Pro AV 264C), vortex
(Heildolph, Reax control, 0-2500 rpm)

5.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

MRS agari: 34,1 g MRS agar tartilarak 500 ml saiceusinde ¢ozulmgi
ve 118°C’de 15 dak. slireyle sterilize ediltini

MRS broth: 52.0 g MRS Broth 1 L suda ¢ozulip 118&C15 dak. sireyle
sterilize edilerek hazirlangtir.

Maya Ozuti hazirlanmasi: Deney tasarimi icin yapideneylerde
belirlenen miktarlar kadar 1 L melas c¢ozeltisindizigip 118°C'de 15 dak.
sureyle sterilize edilerek hazirlangtar.
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5.3. Sterilizasyon

Mikrobiyal calsmalarda kullanilan tim cam malzemeler ve besi yierle
(MRS broth ve agar) farkli mikroorganizmalarin kaminasyonu engellemek icin
otoklavda 118C de 15 dk siire ile strelize ediktii. MRS broth iceren tiiplerin ve
MRS agar iceren erleningal steril pamukla ve aliminyum folyo ile kapatili&ra

sterilizasyonglemi gerceklgtirilmi stir.

5.4. Mikroorganizma ve Kultir Sartlari

Bu calsmada Refik Saydam Hifzissihha Kuiltir Merkezin teradilen
Lactobacillus plantarum ATCC8014 kullaniimistir.  Liyofilize  haldeki
mikroorganizma 10ml MRS besi ortaminda 32, 24 saat ve 150 rpm'de
calkalamali inkiibatorde canlandirigir. Daha sonra 6ze yardimiyla MRS agara
ekimi yapilip 37°C, 48 saat ve 150 rpm’de olgugti@aya birakilmgtir. Olusan
kaltarler, 1mllik ependorf tuplerinde % 20 glisérgdzeltilerine (h/h) alinip
-70°C’de saklanmtir.

5.5. Melasa uygulanan Orislemler

Calsmada Eskiehir Kazim Takent Seker Fabrikasi'ndan temin edilen
seker pancari melasi (78 Brix) kullaniktir. Fermentasyon dncesi melas 35 Bx
olacaksekilde seyreltilip, aktif karbonla renkli maddelgiderilmistir. pH 5,5
olacaksekilde 5N HCI ileayarlanip 15 dakika kaynatighm. Cozelti sicak iken
100 ppm EDTA ilave edilerekga metaller giderilmgtir. Bir gece bekletildikten
sonra santrifijlenip fermentasyon i¢in kullangtm (Roukas, 1998)

5.6.1Inokulum Hazirlama
Stok kilttir 9ml MRS besi ortamina aktarilip %7, 150 rpm’de bir gece

inkiibatérde bekletilngtir. Islemden sonra bu kiltiirden 50 pL alinip, 10ml MRS
besi ortaminda 3%C,150 rpm’de 8 saat inkiibatorde bekletiftini Bu kiiltiirde 6n
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kaltar ortamini olgturacak 90 ml'lik melas ¢ozeltisine (15 Bx, 50 gyaazuti,
pH=6,5) ilave edilip bir gece bekletilgtir.

5.7. FermentasyorSartlari

Deneyler 3L’lik fermentérde, 0,8 L fermentasyon aont kullanilarak
yapilmstir. Sistemin pH’1 5M NaOH kullanilarak otomatikapbk istenilen dger
ayarlanmgtir. Butiin deneyler icin slama, sicaklik ve kagirma % 10 (h/h),
37°C vel50 rpm olacagekilde ayarlannstir.

Deney tasarimi icin yapilan deneylerde melas ¢8zelbsglangic
konsantrasyonu 35Bx, kinetik ¢ahalari icin; 3, 6, 10, 15, 20 ve 35 Bx olacak
sekilde hazirlanngtir.

Sekil 5.1. Deneylerin gercekigirildi gi sistem

tH denetlesricisi

: pH alclile
: i T elelktrodn :11:: L
: enetleyricisi
steril besi Baz : —
' ! Kangtiricy ¥
(P1)—— :
M _4——.||:|
Gram

Sekil 5.2. Kesikli fermentasyon sistemingematik goésterimi
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5.8. Analizler

5.8.1. Mikroorganizma kuru agirlik tayini

Kuru &k icin  fermentasyon sdresince alinan 5ml’lik nmuneler
spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda okunmapildiktan sonra 5000xg 10
dakika santriflij jleminden sonra iki ylkama yapilgnive yine santriflj edilerek
ayrilmistir. Ust faz ayrilipeker ve laktik asit analizleri icin kullanilgtir. Diger kisim da
bir gece 103°C’de bekletilip daha sonra tartimi alitm. Calsmalarda kuru
mikroorganizma @rhigl (g/L) kuru hicre grlik (g/L)-optik yogunluk (660 nm)

kalibrasyon dgrusu denkleminden yararlanilghr (Sekil 5.3)

y = 0,2373x + 0,3253
R? = 0,9836

abs

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
kuru a girlik(g/L)

Sekil 5.3. Mikroorganizma kuru @&rligi (g/L) — absorbans (660 nm) kalibrasyorgdsu
5.8.2. Laktik asit konsantrasyon tayini

Orneklerde laktik asit analizi icin Agilent 1100ries marka yiksek basing
sivi kromatografi (YBSK) sistemi kullanilgtir. Ayrimlar C18 (300x4,8mm)
kolonuda, diyote array dedektori (DAD) kullanilarak0 nm dalga boyunda, 25
°C'de, 1ml/dk aky hizinda gercekigirilmis, mobil faz olarak pH'I 2,4 olacak
sekilde ayarlanmy 5mM KH,PO, ¢ozeltisi kullaniimgtir. Tipik bir kromatogram
Sekil 5.4'de gosterilmitir. Laktik asit standard kullanilarak glurulan
kalibrasyon grafii Sekil 5.5’ de verilmgtir.
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Sekil 5.4. Melas c¢ozeltisinde laktik asitin 210 nm de YBSKkratogrami
25000 -
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Sekil 5.5. Laktik asit kalibrasyon dgrusu

5.8.3eker konsantrasyon tayini

Seker analizi icin ayrimlar Supelcosil LC-NH2 (2508sm, Jum)

kolonunda, refraktif indeks dedektorii (RID) kullianak 25°C'de, 2 ml/idk aky
hizinda gercekkgiriimis, mobil faz olarak %75 asetonitrol-su (h/gdzeltisi
kullaniimistir (Sekil 5.6). Tipik bir kromatogranSekil 5.7 de gosterilngtir.
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Substrat konsantrasyonu (sakkarggkil 5.6 de verilen kalibrasyon gausu

kullanilarak hesaplanstir.

RIDY A Refracive Index Signal {TB0A03 200005 1)
mRIU

250000

=731

Sakkarox

20000

5.001

150000
100000
50000

D-: S g

0 2 4 f § 10 12 4 mi

Sekil 5.6. Melas ¢ozeltisinde sakkarozun kiriima indeks d&itéinde YBSK kromatogrami

3000000 - y = 109119x
R = 0,9999

2500000 -

2000000 -

1500000 +

alan

1000000 +

500000 -

O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

sakkaroz konsantrasyonu(g/L)

Sekil 5.7. Sakkaroz kalibrasyon gousu
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5.9. Deney tasarimi

Verilerin istatiksel analizinde Minitab 14 istatdds paket programi
kullaniimistir. Calsmada 13 deneysel noktadan (8 farkli kombinasyoh# sze
merkezde betekrarli) ve iki dgiskenle olgan merkez timlkgk istatiksel tasarim
(Central Composite Rototable Resign) kullangtmi incelenen parametrelerin
seviyeleri ve baimsiz dgiskenlerin istatistiksel kombinasyonu Cizelge 5.15v2

de gosterilmytir.

Cizelge 5.1.incelenen parametreler ve seviyeleri

Degisken Seviyeleri
Faktér | Ba&imsiz dgiskenler -a -1 0 1 fo
Xy pH 4,60 5 6 7 7,40
Xz Maya 6zitu(g/L) 14,64 25 50 75 85,36

Cizelge 5.2 Bagimsiz dgiskenlerin istatiksel kombinasyonu

Deney no X1 X, pH Maya 6ziti (g/L)
1 -1 -1 5 25
2 1 -1 7 25
3 -1 1 5 75
4 1 1 7 75
5 -1,41 0 4,6 50
6 1,41 0 7,4 50
7 0 -1,41 6 14,6
8 0 1,41 6 85,4
9 0 0 6 50
10 0 0 6 50
11 0 0 6 50
12 0 0 6 50
13 0 0 6 50
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6. DENEYSEL BULGULAR

Melastan fermentasyonlhactobacillus plantarumATCC 8014ile laktik
asitin Uretimi Uzerine pH ve maya 06ziti konsantaspun etkisi Cevap Yilzey
Yontemi ile belirlenmi ve bulunan optimum kaollarda mikroorganizmanin

cogalma kinetgi incelenmitir.

6.1. pH'In Laktik Asit Verimi ve Mikroorganizma Ko nsantrasyonu Uzerine
Etkisi

Lb. plantarum ATCC 8014 ile melastan laktik asit Uretimine vectdl
blayumesi ilgkin pH'In etkisi, balangic sakkaroz (203 g/L) ve maya 06zUtl
konsantrasyonlari (50 g/L) sabit tutulup tc¢ fagdH deserinde olgan laktik asit
ve mikrorganizma kuru grliklan tespit edilmg ve bu verilerle elde edilen
grafikler Sekil 6.1ve 6.2’de gosterilmgiir. pH’'In 4,6-6 dgerleri arasinda_b.
plantarunmun ygsunlugunun ve laktik asit konsantrasyonun da grtti pH'in
6’dan buyuk dgerlerinde ise, hiicre yonlugu ve laktik asit Gretiminin azalgi
gozlenmgtir. Hofvendahl ve Hagerdal (2000), Wee ve ark. 020 ve
Kotzamanidis ve ark. (2002) yagticalismalardalLactobacillusturleri icin pH 5-
7 ve Enterococcus feacaligin ise 6-9 arasinda cgina kabiliyetleri olmasina
kargin laktik asit konsantrasyonu icin optimum pH orgam ve hammaddeye

bagll olarak deistigini belirtmislerdir.

3,50 -
3,00 -
2,50 -
3 2,00 - —e—pH=46
k) —a— pH=6
8 150 - —=—pH=7,4
1,00 -
0,50 -
| .
0,00 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t(sa)

Sekil 6.1. pH'In zamanla kurugrlk degisimi Uzerine etkisi (Cs=203g/L, 50g/L maya 6zuti)
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—e—pH=4,6

—s— pH=6
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Sekil 6.2. pH'In zamanla laksit asit konsantrasyongisieni Gzerine etkisi (Cs=203g/L ve 50g/L
maya 6z{ti)

6.2. Maya Ozuti Konsantrasyonunun Laktik Asit Verimi ve

Mikroorganizma Konsantrasyonu Uzerine Etkisi

Lb. plantarum ATCC 8014 ile melastan laktik asit Uretimine vectdl
blylumesine ilkin maya 0zuti konsantrasyonun etkisi inceletimiBaslangic
sakkaroz konsantrasyonu (203g/L) ve pH (6) salmlup maya 6zitl ilave
etmeden ve Ug¢ farkll maya 6zutli konsantrasyonufhida 50 ve 85g/L); olgan
laktik asit ve mikrorganizma kurugaliklari tespit edilmgdir. Bu verilerle elde
edilen grafiklerSekil 6.3 ve 6.4'da gosterilrgtir. Maya Ozuti konsantrasyonu
50g/L'ye kadar arttiriimasiyla laktik asit konsastyonun artfi, 50 g/L’dan
daha yuksek ilavesinde ise laktik asit veriminialdgl gozlenmgtir.

Maya 0zutunun etkisi; laktik asit Gretimini mayauliz konsantrasyonun
%1 den %5 (w/v) arttirlimasiyla agit) daha yiksek konsantrasyonda ilavesinde
muhtamel toksik etki yarafiindan laktik asit Uretimi azalgtir. Bu sonug¢
Kotzamanidis ve ark.(2002) yapti “melastan Lb. delbrueckiiNCIMB 8130
kaltar kullanilarak laktik asit optimizasyonu” cghaya paralellik gosterirken,
Goksungur ve Guveng (1997)LB.delbrueckii IFO 3202 kulturiyle maya
O0zutinin melastan laktik Uretimi Gzerine etkisi’nkitu calsmada maksimum

laktik asit Gretimine %1 (w/v) maya 6zt ilawgsiulasiimistir.

52



Kotzamanidis ve ark. (2002) bu farkhliklari; i&r mikroorganizma
turleri, melasin kimyasal kompozisyonu ve fermeyas sisteminden dolayi

kaynaklanabileggni savunmylardir.

3,50 -
3,00 -
2,50 4
—e— maya 6z0tl ilavesiz
%": 2,00 1 —=— maya 6zti=14 g/L
g 1,50 1 —a— Mmaya 6z0tu=50 g/L
maya 0z0ti=85 g/L
1,00 -
0,50 | %
0,00 ¥ : : : :
0 20 40 60 80
t(sa)

Sekil 6.3. Maya 6zitl konsantrasyonun zamanla ki degisimi tzerine etkisi (Cs=203g/L ve pH=6)

—e— maya 0zitu ilavesiz
—s— maya 0zuti=14 g/L
—a— Mmaya 0ziti= 50 g/L

Cp (9/)

maya 6zt = 85 g/L

Sekil 6.4. Maya 6zutinin zamanla laksit asit konsantrasya@isichi Uzerine etkisi (Cs=203g/L,
pH=6)
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6.3. Cevap Yuzey Yontemi ile Deneysel Tasarim

Deneysel cajmalarin birinci gamasinda, her defasinda tekgidérme
yaklasimi ile; diger faktorlerin sabit tutulup tek faktorin ggiriimesi ile seker
pancari melasindabb. plantarumATCC 8014 ile laktik asit tretimine pH ve
maya 0z0ti konsantrasyonunun etkileri inceletimi ikinci asamada ise
parametrelerin laktik asit Gretimi Gzerine etkilgrcelemek ve en yuksek verimin
elde edildgi kosullari belirlemek icin gerekli deney planinin giurulmasi
amaciyla Cevap Yuzey Yontemi (CYY) uygulagtm Bolim 5.9. de aciklangh
gibi parametrelerin alt ve Ust glrleri, pH icin 5-7; maya Oziuti konsantrasyonu
icinde 25-75 g/L secilmgtir. Bu calsmada kullanilan deneysel tasarim noktalari
ve cevaplar Cizelge 6.1'de verilgtr.

Tasarim matrisi ve herbir terimin uyumu varyans liandANOVA) ile
incelenms ve sonuclar Cizelge 6.2'de verilgtir. Model ssitlikteki terimlere ait
regresyon katsayilari Cizelge 6.3'de gostegtmi Laktik asit Gretimi icin ikinci
derece polinomgili gi (6.1)'de verilmitir.

Laktik asit (g/L)= -605,5 + 204,46*%+ 1,61* Xp-17,112*X,% — 0,015*X%-
0,031*%*X , (6.1)

Cizelge 6.1 Deneysel tasarim noktalari ve laktik asit mildar(g/L)

pH Maya 6zuta (g/L) Laktik asit (g/L)
5 25 19,13
7 25 17,3
5 75 12,98
7 75 8,08

4,6 50 7,67

7,4 50 5,53
6 14,64 25,12
6 85,36 17,65
6 50 42,11
6 50 41,46
6 50 40,92
6 50 39,23
6 50 40,35
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Cizelge 6.2Ikinci dereceden model denkleminin istatistiksellana

SD KT Duz. KT Diz.KO F P
Regresyon 5 2532,09 2532,09 506,42 369,46  <0,001
Lineer 2 95,97 1939,09 969,54 707,34 <0,001
ikinci derece 2 2433,76 2433,76 1216,88 887,78 <0,001
Etkilesim 1 2,36 2,36 2,36 1,72 0,231
Artik hata 7 9,59 9,59 1,37
Uyum eksiklgi 3 4,89 4,89 1,63 1,35 0,377
Saf hata 4 4,7 4,7
Toplam 12 2541,69

SD: serbestlik dercesi, KT: kareler toplami, Duz:tizeltiimis kareler toplami,

Diz.KO: dizeltiimg kareler ortalamasi

Cizelge 6.3 Laktik asit (g/L) icin tahmin edilen regresyort&ayilari

Terim Katsayilar SH Kat. T P

Sabit -605,50 17,64 -34,53 <0,001
X1 204,46 5,47 37,6 <0,001
X2 1,61 0,16 10,17 <0,001
X112 -17,112 0,44 -38,55 <0,001
X2n2 -0,015  0,0007 -21,89 <0,001
X1*X2 -0,031 0,0234 -1,21 0.231

Yapilan varyans analizi sonucunda pH ve maya ok@tisantrasyonunu
laktik asit Gretimi Uzerine dpusal, kuadratik etkilerinin F testinin %5 6nem
derecesinde anlamli olgu (P<0,05), her iki parameterenin k@si etkilerinin
anlamsiz oldgu (P>0,05) bulunmu ve bu etkilgim cikarilip tekrar analizi

yapilimstir ve sonuglari Cizelge 6.4 ve 6.5'de vergtii

Cizelge 6.4 Ikinci dereceden model denkleminin istatistiksellana

SD KT Diz.KT Diz.KO F P
Regresyon 4 2529,73 2529,73 506,42 423,35 <0,001
Lineer 2 95,97 2302,14 1151,07 707,52 <0,001
ikinci derece 2 2433,76 2433,76 1216,88 887,78 <0,001
Artik hata 8 11,95 9,59 1,49
Uyum eksiklgi 4 7,25 7,25 1,81 1,50 0,352
Saf hata 4 4,7 4,7
Toplam 12 2541,69
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Cizelge 6.5Laktik asit(g/L) icin tahmin edilen regresyon &ayilari

Terim Katsayilar SH Kat. T P
Sabit -596,3 16,9 -35,51 <0,001
X1 202,93 5,57 36,6 <0,001
X2 1,41 0,076 18,72 <0,001
X112 -17,01 0,46 -36,93 <0,001
X212 -0,015 0,0007 -20,97 <0,001

Laktik asit Gretimi icin ikinci derece polinongidi gi (6.1)’de verilmitir.

Y=-596,3 + 202,93*X1 + 1,41*X2 —,01*X1"2-0,015*X2"2 (6.2)

Yapilan deneylerin sonuclari ve denklem (6.2) dgddillen modelden
elde edilen verilerin karastiriimasi Cizelge 6.6 vekil 6.5’de verilmitir.

Cizelge 6.6 Deneylerden elde edilen cevaplarin modelden ediilen cevaplarla kalastiriimasi

Deneysel LA(g/L) Modelden elde edilen LA (g/L) Fark
19,13 18,64 0,49
17,3 16,20 1,10
12,98 12,16 0,82
8,08 9,72 -1,64
7,67 8,51 -0,84
5,53 5,07 0,46
25,12 26,16 -1,04
17,65 16,99 0,66
42,11 40,81 1,30
41,46 40,81 0,65
40,92 40,81 0,11
39,23 40,81 -1,58
40,35 40,81 -0,46
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modelden elde edilen Cp (g/L)
N
o

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Deneysel Cp (g/L)

Sekil 6.5. Deneysel dgerlere kagi modelin dnerdii degerler arasindaki dusal iliki.

Sekil 6.6'da verilen ylzey grafinde her iki parameterenin laktik asit
Uretimi tzerine olan kuadratik etkileri gorilmektedrafik incelendginde pH ve
maya 6zUtl konsantrasyonun laktik asit Uretimi imeeiolan negatif kuadratik
ekilere b&@l olarak orta dgerlere kadar laktik asit Uretiminin agtive daha

yuksek dgerlere cikildginda laktik asit Gretiminin azalgh géralmistar.

5
laktik asit(g/L)

0 maya ozutu(g/L)
i

pH 7

Sekil 6.6. Farkli pH ve maya 6ziiti konsantrasyonlarindalikkedsit Gretimine ait yluzey grdi
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Sekil 6.7’de verilen kontur grafinde ise incelen sinir noktalarinagha
olarak orta dgerlerde en yuksek laktik asit konsantrasyonlarirelde edildgi

gOralmstar.
80 . l_aktik
asit(g/L)
o < 10,0
10,0 - 20,0
e 0 20,0 - 30,0
E i B 30,0 - 40,0
= - [ > 40,0
3 ]
m
) 40 4
E
30 4
201

5,0 5,5 6,0 6,5 7,0
pH

Sekil 6.7. Farkli pH ve maya 6zutu konsantrasyonlarindakilkedsit tretimine ait kontur grasi

Lb. plantarum ATCC 8014 ile laktik asit Gretiminde optimum
parametrelerin hesaplanmasi amaciyla yizey merkaghrima ait regresyon
katsayilari kullanilarak pH ve maya 0zitl konsaywau olan ik dgisken icin
matris ¢ozimlemesi Matlab 7.0 versiyonu kullarakayapiimstir (Montgomery,
2000).

Y=-596,3 + 202,93*X1 + 1,41*X2 — 17,01*X1"2 -0,01%2"2 (6.2)

seklinde bulunan denklemin katsayilari kullangtm

o 202,9 o -17,01 0
141 )0 | 0o -o001

go (700588 0
0 66,667

X=-1/2*B**b

(o )
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Yapilan ¢ozimleme sonucu optimum laktik asit Gretim pH 5,97 ve
47g/L maya 6zt konsantrasyonunda elde edildogdirlenmi ve bu dgerlerin
denklemde yerine koyulmasiyla laktik asit konsasyoau 42,07 g/L olarak tepit
edilmistir. Optimum noktada tekrarlanan deneme sonucudga?4g/L laktik asit
elde edilms ve elde edilen dgrin model tarafindan hesaplanan 42,07 g/L

degerine yakin oldgu gorulmutar.

6.4. Balangi¢c Substrat Konsantrasyonun Etkisi

Lb. plantarumATCC 8014 ile melastan laktik asit Gretiminde, opim
pH ve maya 06zt konsantrasyonu cevap yilzey yogterbelirlendikten sonra
(pH=5,97 ve maya 06zutiu=47 g/L) bugdeler sabit tutularak, kEngi¢ substrat
(sakkaroz cinsinden) konsantrasyonlarinin (28,16gA48,52g/L, 72,03g/L,
113,36g/L ve 203,27g/L); laktik asit Gretimpb. plantarumunbliyimesi ve
fermentasyon slresince sakkaroz konsantrasyonufiside Uzerine etkisi
incelenmgtir (Sekil 6.8-6.11).

—e— Cs0=28,16 g/L
8,00 - —=— Cs0=48,52 g/L
—a— Cs0=70,03 g/L

7,00
Cs0=80,33 g/L

6,00 4 —%—Cs0=113,37 g/L

5,00 - —e— Cs0=203,27 g/L
o
D 4,00 -
8

3,00

2,00 -

1,00 -

0,00 = T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80
t(sa)

Sekil 6.8. Farkli bglangi¢ substrat konsantrasyonlarda mikroorganizmaamanla kurugrlik
dgisimi (pH=6 ve maya 6zuti=47g/L)
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150,00 -+ —e— Cs0=28,16 g/L
—=— Cs0=48,52g/L
—a— Cs=72,03g/L
Cs0=80,33 g/L
—a— Cs0=113,36 g/L
—e— Cs0=203,27g/L

50,00 =
L

0,00

0 20 40 60 80

Sekil 6.9. Fermentasyon siresince artakajeker miktari (pH=6 ve Cmaya 6ziti=47g/L)

80,00 -
70,00

60,00

—e— Cs0=28,16 g/L
—m— Cs0=48,52 g/L
—a—Cs0=72,03 g/L
Cs0=80,33 g/L
—¥— Cs0=113,37 g/L
—e— Cs0=203,27 g/L

50,00
40,00

S @b

30,00

20,00

10,00
0,00

80

t (sa)

Sekil 6.10. Fermentasyon siresince laktik asit konsantragyamdeisimi (pH=6 ve maya
O0zuti=47g/L)

80 -8
70 + 47
60 | 16
_ 50 + +5
3 40 4 D | = laktik asit
\8_’ T T 8’ tretimi(g/L)
30 | 13
—e— mikrooranizma
20 + T 2 kuru agirhgi(g/L)
10 + 41
0 } } } } } 0
28,16 48,52 72,03 80,33 113,37 203,27
Cs (g/L)

Sekil 6.11 Baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonun laktik asit kotraaponu ve hiicre yoinluguna

etkisi (pH=6 ve maya 6zutu=47g/L
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Yapilan deneyler sonucu substrat konsantrasyonul38@/L'e kadar
artmasiylaLb. plantarumyogunlugu arttgl ve buna bgi olarakta laktik asit
konsantrasyonunun da agiti bu dgerden sonrada kurugalik ve laktik asit
konsantrasyonun azaggigorulmigtdr.

Fermentasyon siresince substrat miktarinin artradaptasyon stresinin

uzamasina neden olgtur.

6.5. Blyume Kinetiginin Monod Kinetik Modeline Uygunlu gunun

incelenmesi

Fermentdrde hicre galma kinetgi incelenirken hiicrenin blyime evresi
olan eksponensiyel evre ele alinir. GineCso0=113,37 g/L icin eksponensiyel
evre Sekil 6.12’de gosterilngtir ve esimi Cso0=113,37 g/L icin spesifik bliyume
hizini @) vermektedir. Tum bdangic substratlar icin bu grafikler spesifik
blylume hizlari bulunmgur. Bu degerler Cizelge 6.7’de ve Monogi#i gine gore
limitleyen substrata (sakkaroz) kar spesifik bluyime hizi graifi Sekil 6.13'de

verilmistir.

4,0 -
3,5 1 y =0,5413x-5,1782 o
3,0 -
2,5 4

2,0 +

(gL

1,5 -
1,0 -

0,5 -

0,0

t (sa)

Sekil 6.12. Cs0=113,37 g/L i¢in eksponansiyel evresi
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Eksponansiyel evrede Monogité gi

dc, (3.15)
ry = = ucC
x at HE
kullanilarak modele uygunluk incelenytii.
JCX (KS+CS)dCX _J‘tdt (3.17)
Cxo H max C SC X 1o
Cs ve Cx arasindaki panti cazalma verimi (Yx/s) ile verilmektedir
Y/S - ACX - CX_CXO (318)
X
—ACy —(Cs - Cygp)
Cizelge 6.7 Baglangi¢ substratlarina gore hesaplanan spesifik in@yizlar: ve Yx/s
Cs (g/L) u (b9 Yx/s
28,16 0,2136 0,123
48,52 0,3678 0,0811
72,03 0,6631 0,0905
80,33 (MUmax)=0,6766 0,0936
113,36 0,5413 0,0533
203,27 0,0710 0,017
0,8 -
0,7
0,6
0,5 -
=
< 0,4
=
Z 03
0,2 -
0,1 -
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Cs(g/L)

Sekil 6.13. Monod bgintisina gore limitleyen substrata karspesifik bliyime hizi
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Sekil 6.13'depna=0,6766 s degerinin yarisiu=0,3383 sd karilik gelen
Cs deeri ki sistem katsayisi; Ks=39,33g/L olarak aligimni

Farkli bglangic substrat konsantrasyonlarinda (28,16g/L, 52§,
72,03g/L, 113,36g/L ve 203,27g/L),b. plantarumkuru girhgH ve sakkaroz
degisimleri icin birinci mertebeden diferansiyel denklendCx/dt=uCx) monod
esitligi uygulanmg ve differensiyel deklemlerin ¢6zimleri Polymathl@®.
(Educational version) programi ile RKF45 (Rungettfehlberg) kullanilarak
yapiimstir. Ornek olarak; Cso=80,33 g/L icin diferansigeinklemin ¢tzimu igin
kullanilan polymath kodlari Cizelge 6.8'de verilii. Uygulanan Monod
modelinden elde edilen veriler ile deneysel verldarilastiriimasi Sekil 6.14-

6.25'de verilmgtir.

Cizelge 6.8 Diferansiyel denklemin ¢dzimd icin kullanilan paigth yazilimi

d(X) / d(t) = (umax*S*X)/(Ks+S) # buyume hizi#

X(0) = 0.08 #bglangi¢ Lb.plantarum kurugali gi1#
S=So-(X-X(0))/Yxs

Yxs=0.0936 #S ve X arasindaggdtma verimi#
So=80.33 #bdangi¢ substrat konsantrasyonu (g/L)#
umax=0.677 # maksimum spesifik buyime hizi#
Ks=39.33 # sistem katsayisi#

t(0)=0

t(f) = 32
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25

t(sa)

30

35

Sekil 6.14.Cs0=28,16¢/L icin hiicre blylumesi;(model,* ; deneysel veri)

(o] 5 10 15 20 25
t(sa)

30

35

Sekil 6.15.Cs0=48,52¢/L icin hiicre blylumesi;(model,* ; deneysel veri)

@L

0 5 10 15 20 25
t(sa)

30

35

Sekil 6.16. Cs0=72,03 g/L icin hicre buyumési; model,* ; deneysel veri)
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S
I
[ ]

0 5 10 15 20 25 30
(sa)

35

Sekil 6.17.Cs0=80,33 g/L icin hiicre blylumési; model,* ; deneysel veri)

(9L
]

0 5 10 15 20 25 30 35
(sa)

40

Sekil 6.18.Cs0=113,36 g/L icin hicre biylimési; model,* ; deneysel veri)

0 10 20 30 40 50 60 70
t(sa)

80

Sekil 6.19.Cs0=203,27 g/L icin hicre biylimési; model,* ; deneysel veri)
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Cs(gL)

25 30

t(sa)

35

Sekil 6.20. Cs0=28,16¢/L icin sakkaroz tuketini ; model,* ; deneysel veri)

Cs(gL)

40 |

30 -

20 -

15

20 25 30
(sa)

35

Sekil 6.21.Cs0=48,52¢/L de sakkaroz tiketifni; model,* ; deneysel veri)

Cs(@b)

80 -
70 *
60 -
50
40 -
30 -
20
10 -

o

15

20 25 30
(sa)

35

Sekil 6.22.Cs0=72,03 g/L icin sakkaroz tiketifri ; model,* ; deneysel veri)
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90
80 1
70 -
60
50
40 1
30 1

Cs(@b)

20 -
10 4

o

15
t(sa)

20

25

30

35

Sekil 6.23.Cs0=80,33 g/L icin sakkaroz tiketifni ; model,® ; deneysel veri)

120 -
L

100 -

80

8 60 -
40 -

20 +

0
0

15
t(sa)

20

25

30

35

Sekil 6.24.Cs0=113,36¢/L icin sakkaroz tiketi(ri; model,* ; deneysel veri)

250 +

200 &

1=

10

20

30

40

t(sa)

50

60

70

80

Sekil 6.25.Cs0=203,27g/L icin sakkaroz tlketi(ri; model,* ; deneysel veri)
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Deneysel veriler kam tahmin edilen veriler grah cizilerek bu veriler
arsindaki uyumu gosteren ski katsayisi (B) tespit edildi. Ornek olarak
Cs0=80,33g/L icin uyum katsayisBekil 6.26 gibidir. Dger balangic
konsantrasyonlarina ait veriler ve tespit edileguma katsayilari Cizelge 6.9'da

gOsterilmiatir.

9,00
8,00 -
7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -

modelden elde edilen Cx(g/L’

1,00 -
(g
0,00 T T T T T T T 1

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
deneysel Cx (g/L)

Sekil 6.26.Hucre biyimesinde deneysegddere kagi model dgerleri arasindaki
dgrusal iliski (Cso= 80,33g/L)
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Cizelge 6.9 Farkl baglangi¢ konsantrasyonlarinda hicregyoluklari (g/L) icin elde edilen
deneysel ghrlere kagi model dgerlerin kasilastiriimasi

Cs0=28,16g/L Cs0=48,52g/L

t(sa) deneysel Cx (g/lL) model Cx (g/L) t(sa) deneysel Cx (g/L) model Cx (g/L)

0 0,08 0,08 0 0,09 0,09
2 0,18 0,15 2 0,16 0,20
4 0,75 0,24 4 0,35 0,39
6 1,66 0,42 5 0,67 0,55
7 2,14 0,58 6 1,33 0,79
10 2,36 1,18 8 2,01 1,52
14 3,54 2,31 11 3,06 3,09
16 3,49 2,94 14 4,10 3,86
24 3,11 3,52 24 4,01 4,00
32 3,03 3,52 32 3,70 4,00
R°=0,737 R=0,977
Cso0=72,03g/L Cs0=80,33g/L
t(sa) deneysel Cx (g/L) model Cx (g/L) t(sa) deneysel Cx (g/L) model Cx (g/L)
0 0,1 0,10 0 0,08 0,08
5 0,54 0,86 4 0,23 0,48
6,5 1,23 1,61 6,5 1,27 1,46
8 1,73 2,86 7.5 1,64 2,23
9,5 3,21 3,97 9 2,94 3,96
11 4,45 5,97 10 3,87 5,02
15 6,62 6,61 16 7,54 7,60
24 6,58 6,62 24 7,50 7,60
32 571 6,62 32 6,96 7,60
R*=0,958 R=0,981
Cs0=113,36g/L Cs0=203,27g/L
t(sa) deneysel Cx (g/L) model Cx (g/L) t(sa) deneysel Cx (g/L) model Cx (g/L)
0 0,10 0,1 0 0,10 0,1
5 0,27 1,173028 11 0,22 3,56
9 0,44 5,500053 24 0,43 3,56
12 1,2 6,138786 31 0,97 3,56
16 3,6 6,142087 36 1,19 3,56
24 5,8 6,142088 48 2,15 3,56
26 6,0 6,142088 54 2,47 3,56
32 6,0 6,14 58 2,89 3,56
74 2,96 3,56
R°=0,443 R=0,205
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7. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Yapilan deneyler sonucu; pH'in 4,6-6 geéeri arasinda pH arttikchb.
plantarunmun  ygunlugunun ve laktik asit konsantrasyonun da grtti pH'In
6'dan blyuk dgerlerde ise, hiucre yonlugu ve laktik asit Gretiminin azalg
gozlenmitir.

Maya oOzuti konsantrasyonu 50g/L'ye kadar arttasngla laktik asit
konsantrasyonun argt, 50 g/L’'dan daha yuksek ilavesinde muhtamel tokski
yarattgindan laktik asit verimini azalgh gozlenmgtir.

Maya 6zt konsantrasyonu ve pH parametreleritikiasit Gretimi Uzerine
etkileri incelemek ve en yiksek verimin elde egjdiosullari belirlemek icin
gerekli deney planinin ojturulmasi amaciyla Cevap Yuzey Yontemi (CYY)
uygulanmgtir. Yapilan varyans analizi sonucunda pH ve mayaltid
konsantrasyonunu laktik asit Gretimi Uzerinegisal, kuadratik etkilerinin F
testinin %5 6nem derecesinde anlaml @ldyP<0,05), her iki parameterenin
keskim etkilerinin anlamsiz oldgu (P>0,05) bulunmyiur. Tasarim icin Rdegeri
0,995 olarak elde edilsgtir. Bu deser; yizey merkezli model ile deneysel
verilerin %99,5 dgrulukta aciklanabilegeni ifade etmektedir. Bu sonug¢ 13
deneysel nokta kullanilarak elde edilen model demkkhin incelenen Famsiz
desisken aralginda yuksek dgrulukta kullanilabilirligini gostermektedir. Elde
edilen regresyon denkleminin katsayilari kullamkarmaksimum laksik asit
konsantrasyonu (41,52g/L) gayacak optimum pH (5,97) ve maya Ozuti
konsantrasyonu (47g/L) tespit ediktni.

Fermentasyon ortaminin pH’i, elde edilen Grdinunindp caidine,
mikroorganizma tlriine gore giemesine rgmen bu cakmada bulunan pH
degeri (pH=6) farkh Lactobacillus turlerinin calgma aralgina uygunluk
gostermgtir (Cizelge 2.2). Uygun maya Ozuti miktarlart d&l plegerlerinde
oldugu gibi 0Ozelikle mikroorganizma ve hammaddeye goregisiklik
gostermesine gmen %5 (a/h)in Uzerinde yuksek maya Oziti miktamida
laktik asit veriminin dégmesi literatirle uygunluk goéstermektedir (Wee vie.,a
2004; Kontzanmanidis ve ark., 2002).
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Lb. plantarunun biylime kineginin Monod modeline uygunfiunu
incelemesinde ise; farkli klangi¢c substrat (sakkaroz) konsantrasyonlarinda
biyime kine@i en diiuk (28,16g/L) ve yiksek substrat konsantrasyonlari
(113,37g/L ve 203,27g/L) haricinde Monod depklin en yalin durumuna
uygunluk gosterdii gérulmistir (R?>0,95). Monod modelinin uyumsuzun
sebebleri; fermentasyon esnasinda urin inhibasyoedeniyle buylimenin
engellenmesi, buyimeye kar disik substrat konsantrasyonu kisitlamasi ve
yuksek substrat konsantrasyonun sebebiyet §erdihibisyon etkisi olarak
disinulmektedir (Khana ve ark., 2005).

Sonuc¢ olarak, bu c¢amada Lb. plantarum ile melastan laktik asit
Uretilmistir ve bu Uretimde maksimum verimi verecek pH (& maya 6ztl
konsantrasayonu (47g/L) gerleri tespit edilmgtir.  Farkh tdrlerle yapilan
melastan laktik asit dretimiyle ilgili c¢amalarla kamtilastirildiginda, Lb.
plantarum triinin bu amag icin uygun olgu goralmigtur. Ancak laktik asit
maliyetini dirmek icin maya 0zitine alternatif bir azot kaynan da

incelenmesi gerekmektedir.
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