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OZET

KECIBOYNUZU MEYVESINDEN FERMENTASYON YOLUYLA
LAKTIK ASIT VE ETANOL URETIMi

irfan TURHAN

Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danigsman: Do¢.Dr. Mustata KARHAN
Kasim 2009, 200 Sayfa

Keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.), tilkemizde uzun yillardan beri sadece
orman agact olarak yetistirilmekten Gteye gidememis, baklagiller familyasinin
Ceasalpinaceae alt familyasina dahil bir bitkidir. Bu bitki diinyada Akdeniz ikliminin
hakim oldugu bolgelerde yetismektedir ve iilkemiz anavatan1 sinirlart iginde Yyer
almaktadir (Se¢men 1974, Secmen 1975). Son yillarda kegiboynuzu meyvesinin gida
endustrisinde degerlendirilmeye baslanmasi ve ekonomik degerinin artmasi nedeniyle
tireticilerin  dikkatini g¢ekmistir. Diger bir¢ok meyve tiirii ile kiyaslandiginda,
kegiboynuzu yetistiriciliginin Tiirkiye disinda Ispanya, Italya, Portekiz, Fas, Liibnan,
Israil ve Yunanistan gibi smirli sayida Akdeniz iilkesinde yapilmasi, bu meyvenin
iirlinlerine olan i¢ ve dis talebin karsilanmasinda bazi zorluklar1 da beraberinde
getirmigtir.  Tirkiye’de kegiboynuzunu degisik amaglarla degerlendiren gida
isletmelerinden bazilar1 sadece tohumu meyveden ayirip yart mamul olarak ozellikle
Avrupa iilkelerine pazarlamakta, bazilar1 tohumdan kegiboynuzu zamki elde edip gida
katk1 maddesi olarak degerlendirmekte ve meyvenin etli kismindan pekmez Uretmekte
ve bazilar1 ise hayvan yemi endiistrisine yonelik olarak iiretim yapmaktadir. Meyve
tiketim olgunluguna ulastiginda %91-92 toplam kuru madde ve %62-67 toplam
¢ozinlr kuru madde icermekte olup, ¢6zundr kuru maddenin énemli bir bélimuna
sakaroz (%34-42), fruktoz (%10-12) ve glukoz (%7-10) olusturmaktadir (Karkacier ve
Artik 1995).



Dogal haliyle preslenmesi miimkiin olmayan kec¢iboynuzu meyvesi, meyve
suyu ve pekmez tiretimi amaciyla sicak su ile ekstrakte edilerek islenmektedir. Bu islem
esnasinda meyvedeki suda ¢oziiniir kuru maddenin (CKM), 6zellikle de sekerlerin
tamami ekstrakte edilememekte ve posada yaklasik %10-15 CKM kalabilmektedir.
Dolayisiyla da iilkemizde pekmez iiretimi i¢in kullanilan ke¢iboynuzu meyvesinden her
y1l yaklagik 20,000-25,000 ton posa agiga ¢ikmaktadir. Ancak zengin karbonhidrat,
protein, pektin ve mineral madde kaynagi olan kegiboynuzu meyvesinin posast hayvan
yemi rasyonlaria katilmasi diginda degerlendirilmemekte; iirliniin yogun bir aromaya
sahip olmasi nedeniyle de yem rasyonlarina smnirli miktarlarda katilmaktadir. Bu
nedenle uygun igerige sahip bu meyvenin, posasinin ve eksraktinin biyoteknolojik
yontemlerle 6zellikle de fermentasyonla degerlendirilebilecek niteliklere sahip oldugu

disiiniilmektedir.

Laktik asit, gida endiistrisinde koruyucu, asitligi diizenleyici ve lezzet verici
olarak kullanilmas1 yaninda kimya, tekstil ve eczacilik alanlarinda da yaygin kullanim
alanina sahip en 6nemli hammaddelerden birisidir. Son zamanlarda laktik asit tiketimi,
bu asidin bakteriler tarafindan kolaylikla parcalanabilen polimer yapiya doniisebilen
poli-laktik asit (PLA) iiretiminde kullanilmasi nedeniyle artmistir. Sicaklikla sekil
alabilen bu polimerler, petrol kaynakli polistiren, polivinilklorid (PVC) ve vinil klorid
gibi iirlinlerin yapisina benzer olup onlarin alternatifi olarak kullanilabilmektedir.
Bununla birlikte, diinya’da azalan enerji kaynaklarina alternatif olarak kullanilan etanol,
fermentasyon yoluyla dretilen ekonomik degeri yiiksek iirlinler arasindadir. Tarimsal
tirtinlerden etanol {iretimi yenilenebilir enerji kaynaklar1 agisindan 6nemli bir potansiyel
olarak goriilmektedir. Bunun yaninda diger potansiyel hammaddelerinde etanol Gretimi

i¢cin degerlendirilmesi diisiintilmektedir.

Bu projede kegiboynuzu meyvesinin en iyi ekstraksiyon sartlari cevap yuzey
metodu ile belirlenerek, pulpu, posasi ve ekstrakti derin kiiltiir fermentasyonuna tabi
tutularak laktik asit ve etanol Uretimi gerceklestirilmistir. Yine bunun yaninda
fermentasyon ortamina eklenen farkli azot kaynaklarinin etanol ve laktik asit {iretimi
lizerine etkisi incelenmistir. Ayrica pH ve inokilasyon miktariin etanol iiretimi tizerine

etkileri belirlenmis ve laktik asit tiretimi sirasinda ekstrakttaki sakaroz, invertaz enzimi



ile parcalanarak laktik asit Uretimi artirilmaya ¢alisilmigtir. Denemelerden elde edilen

veriler kullanilarak fermentasyona ait kinetik parametreler hesaplanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.), etanol, laktik asit,

fermentasyon, cevap yuzey metodu.
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ABSTRACT

PRODUCTION OF LACTIC ACID AND ETHANOL FROM CAROB PODS
USING SUBMERGED FERMENTATION

Irfan TURHAN

Doctor of Philosophy Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Mustafa KARHAN
November 2009, 200 pages

Carob, which has been widely grown in Mediterranean region for a long time,
belongs to the Caesalpinaceae subfamily of the family Leguminoseae. It was not able to
be utilized as more than a tree and has been neglected to be grown in our country. But,
in recent years, this fruit has been used in the food industry and thus received the
attention of producers with increasing market value. When compared to other fruits, its
production limited to Mediterranean countries other than Turkey, such as Spain, Italy,
Portugal, Morocco and Greece have brought difficulties in meeting the national and
international demands. In Turkey, this fruit is used for various applications, using
different methods, by variety of companies. Several products are produced from the
seed and pod of carob, and economic importance of the crop results from the use, by
industry, of locust bean gum that is obtained from the seed. The pod of the carob fruit
has long been used a feed for livestock and in human nutrition, including sweets,
biscuits and processed pekmez; a traditional concentrate. While, carob seeds are
exported to be produced as locust bean gum, carob pod is used for production of carob
powder and carob pekmez. When the fruits are ripe enough to be harvested, it has 91-
92% total dry matter and 62-67% total soluble solids which consist of 34-42% sucrose,
10-12% fructose and 7-10% glucose.

In its natural form, carob concentrate cannot be extracted by using press
methods which are used in fruit juice industry. So, dry carob pod are extracted with hot

water. After the extraction process, there are still 10-15% of soluble solids, especially



sugars, left in the pomace. Therefore, from carob pekmez production alone 20,000-
25,000 tons of pomace left behind per year. Although carob pomace is rich in
carbohydrate, protein, pectin, and minerals, a limited amount of is used as a feed for
livestock because of it heavy aroma. With their suitable content, carob pomace, extract

and fruit are known to be utilized by biotechnological methods, especially fermentation.

Lactic acid is now considered to be one of the most useful chemicals, used in
the food industry as a preservative, acidulant, and flavouring, in the textile and
pharmaceutical industries, and in the chemical industry as a raw material. Recently,
lactic acid consumption has increased considerably because of its role as a monomer in
the production of biodegradable poly lactic acid (PLA), which is well-known as a
sustainable bioplastic material. The polymer of PLA is thermoplastic and
biodegradable, which makes it highly utilizable instead of petroleum-derived products
such as polystyrene, polyvinyl chloride, and vinyl chloride. However, as the petroleum
depleted, renewable energy production started to gain attention all over the world.
Ethanol production from raw agricultural products has potential to address the
renewable energy production. Corn seemed to be the major crop for ethanol production.
However, other potential crops need to be evaluated for an environmentally, socially,
and economically sound ethanol production.

This study was designed not only to evaluate the potential of carob extract for
ethanol and lactic acid production but also to optimize conditions of carob extraction
and determine the effect of alternative nitrogen sources on ethanol and lactic acid
production. The obtained data revealed the best conditions for carob extract to use it as a
fermentation medium and the effect of nitrogen sources, pH, and inoculum size on
ethanol production. Morever, the effect of invertase enzyme on lactic acid fermentation
was determined by using obtained carob exract in the best conditions. Obtained data

were used for kinetic paratmeters of fermentation.

KEYWORDS: Carob (Ceratonia siliqua L.) bean, ethanol, lactic acid, fermentation,
response surface method
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ONSOZz

Turkiye kegiboynuzunun anavatan bolgesi igerisinde yer almasi nedeniyle gen
kaynaklar1 agisindan biiylik bir avantaja sahiptir. Bu durum, iilkemiz kosullarinda
yapilan seleksiyon c¢aligsmalari ile de ortaya konmus ve iilkemizin 6zellikle yabani tipler
acisindan ¢ok zengin oldugu gorllmistir. Meyvenin tohum disinda kalan ve oransal
olarak yaklagik %90’1n1 olusturan etli kism1 baslica pekmez iiretimi ve hayvan yemi
tiretiminde degerlendirilmektedir. Ancak tohum ile karsilastirildiginda, meyve etinden
elde edilen iiriinlerin piyasa degerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu nedenle
meyvenin etli kisminin kullanim alanlarinin genisletilmesi bu meyvenin piyasa degerini
artirmakla birlikte iireticinin de bu bitkiye daha fazla deger vermesini saglayacaktir.
Bilindigi gibi ke¢iboynuzu meyvesi zengin seker icerigine sahip olup iilkemizin ¢esitli
bolgelerinde cekirdekleri ¢ikarildiktan sonra 5-7 mm kalinliginda kiigiik pargalara
ayrilarak sicak su ile ekstrakte edilmekte ve elde edilen ekstrakt buharlastirilarak
pekmez iretilmektedir. Bunun yaninda ¢ekirdekleri, ‘“keciboynuzu gami” olarak
adlandirilan kivam artirict  iretiminde kullanilmaktadir. Kegiboynuzu meyvesi
iilkemizde Akdeniz bdlgesi kiyr seridinde yaygin olarak yetismekte ve olgunlastiktan
sonra da yeterince degerlendirilemediginden dolay1 yerlere dokiilmekte veya dalinda
curtimektedir. Ancak hasat edilebilen az bir kisim yerel halk tarafindan ilkel metotlarla

pekmeze islenmekte veya dogrudan tliketilmektedir.

Diinya’da yeterince degerlendirilemeyen bir¢ok tarimsal iiriin, gida isleyen
fabrikalarin atiklar1 ve yiiksek karbonhidrat ve polisakkaritleri iceren diger atiklar
fermentasyon yoluyla yeni ve degerli {iriin liretiminde kullanilmaktadir. Bu amagla
bircok organik asit, vitamin, amino asit, alkol, antibiyotik ve antibodi gibi ekonomik
degeri yiiksek {irtinler fermentasyon yoluyla iiretilmektedir. Bu iirlinlerin iiretiminde
yiiksek saflikta kimyasallar kullanildigi gibi i¢erigi uygun tarimsal {iriinler veya atiklar
da kullanilmaktadir. Saf kimyasallarla iiretimin ¢ok pahali olmasi ve ayrica tarimsal
tirlinlerin organik atiklarin degerlendirilmesi gibi ekonomik ve cevreci yaklagimlar
alternatif olarak dogal yetisen {iiriinleri hammadde olarak kullanmaya olan ilgiyi
artirmistir. Bu alanda seker pancari, melas, seker kamisi ve misir gibi birgok bitkisel

iirlin yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu firiinlerden ¢ok daha yiiksek diizeyde
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seker ve mineral madde igeren kegiboynuzu meyvesi ve atiklariin giinimuze kadar s6z
konusu biyoteknolojik tliretim amaciyla endiistri hammaddesi olarak degerlendirilmedigi
bir gercektir. Ayrica bu konuda yeterli bilimsel c¢alismanin yapilmadigi da
bilinmektedir.

Etanol, uzun yillardan beri fermentasyon yoluyla iretilen iiriinler arasinda
genis bir yer tutmaktadir. Gida endiistrisi, kimya endiistrisi, tekstil, eczacilik ve bircok
alanda genis kullanim alanina sahip etanol, son zamanlarda arag¢ yakit1 olarak da belirli
oranlarda fuel-oil ile karigtirilarak kullanilmaktadir. Hizla tiikenen enerji kaynaklar1 bazi
gelismis tilkeleri alternatif yollar aramaya yonlendirmistir. Bu amagla birgok tlke ucuz

ve igerigi uygun materyalleri kullanarak etanol iiretimine baglamistir.

Gida maddelerinde koruyucu, asitligi diizenleyici ve lezzet verici olarak
kullanilmas: yaninda, kimya endiistrisinde, plastik sanayinde ve bilimsel amag¢li olmak
uzere yluksek miktarlarda tiketilen laktik asit, fermentasyon yoluyla Uretilebilmektedir.
Bakteriler tarafindan pargalanabilen ve 1siyla sekil alabilen polimer yapiya sahip
bilesiklere doniisebilmesi, laktik asitten birgok yeni driin Uretilmesini cazip hale
getirmigtir. Ozellikle polimer yapisindan dolayr petrol kaynakli Griinlerin yerine
paketleme materyali niteligindeki polilaktik asit (PLA) yapiminda yaygin olarak

kullanilmaya baglamistir.

Bu caligmada biyoteknolojik agidan igeriginin uygun olmasi, iilkemizde ¢ok
yaygin olarak yetismesi, endiistride yeterince degerlendirilememesi ve bu alanda yeni
kullanilacak bir iiriin olmasi nedeniyle kegiboynuzu meyvesinden laktik asit ve etanol
tiretimlerinin gergeklestirilmesi amaglanmistir. Elde edilen veriler 1s18inda iiretimlerin
optimizasyonu yapilmistir. Bu tez ¢aligmasinin endiistriye aktarilabilir sonuglarin elde
edilmesi ve elde edilecek {irlinlerin saflagtirilmasi ve ayrilmasi {izerine daha sonraki
caligmalara da 151k tutacak nitelikte bir calisma oldugu diistiniilmektedir. Diinya’da baz1
biiyiikk ticari firmalar tarafindan iretilen s6z konusu fermentasyon Grtnleri
saflagtirildiktan sonra ¢ok yiiksek fiyatlarla satilmaktadir. Tiirkiye’nin de ithal ettigi bu
tirtinleri iireterek hem ekonomiye katki saglanabilecek hem de iiretici agisindan yeni is

konular1 agilabilecektir.
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1. GIRIS

Keciboynuzu  (Ceratonia siligua L.) Leguminosecae  familyasinin
Ceasalpinaceae alt familyasina dahil ¢ok yillik bir bitkidir ve Akdeniz ikliminin hakim
oldugu bolgelerde yetismektedir (Segmen 1974, Secmen 1975). Ulkemiz
keciboynuzunun anavatan bolgesi igerisinde yer almasi nedeniyle gen kaynaklar
acisindan biiyiik bir avantaja sahiptir. Bu durum, iilkemiz kosullarinda yapilan
seleksiyon ¢aligsmalar1 ile de ortaya konmus ve iilkemizin Ozellikle yabani tipler
acisindan ¢ok zengin oldugu bildirilmistir (Batlle ve Tous 1997). Dunya’da
kegiboynuzu yetistiriciligi yapilan toplam iiretim alan1 103,147 ha civarinda olmakla
beraber, Avrupa’daki Akdeniz kiy1 seridinde bulunan iilkelerin toplam iiretim alam
100,000 ha dolayindadir. Tiirkiye’ de ise 2,800 ha tiretim alan1 bulunmaktadir (Anonim
2009). Dinya’da toplam keciboynuzu uretiminin 186,466 ton/yil oldugu tahmin
edilmektedir. Bu iiretimin %42’si Ispanya, %16°s1 italya, %8’i Fas, %6’s1 Portekiz,
%6.5’i Yunanistan, %5.5 Kibris (6zellikle de Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyeti) ve
%4.8’1 Tiirkiye’de ger¢eklesmektedir. Tiirkiye, Kibris ile birlikte yaklagik 20,000 ton
keciboynuzu Gretmektedir (Anonim 2009).

Ulkemizde kegiboynuzunun degerlendirilmesinde meyvenin tohumu agisindan
herhangi bir sorun bulunmazken, meyvenin oransal olarak yaklasik %90’ olusturan
etli kisim ise baslica pekmez iiretimi ve hayvan yemi liretiminde degerlendirilmektedir.
Ancak tohum ile karsilastirildiginda, meyve etinden elde edilen {irlinlerin piyasa
degerinin daha diisikk oldugu goriilmektedir. Bu nedenle meyvenin etli kisminin
kullanim alanlarinin genisletilmesi bu meyvenin piyasa degerini artirmakla birlikte
ireticinin de bu bitkiye daha fazla deger vermesini saglayacaktir. Ke¢iboynuzu meyvesi
tilkemizde Akdeniz bolgesi kiy1 seridinde yaygin olarak yetismekte ve olgunlastiktan
sonra da yeterince degerlendirilemediginden dolay1 yerlere dokiilmekte veya dalinda
cliriimektedir. Bunlarin i¢inde hasat edilebilen kisim yerel halk tarafindan ilkel
metotlarla pekmeze islenmekte veya yemis olarak tiiketilmektedir. Dogal haliyle
preslenmesi miimkiin olmayan keg¢iboynuzu meyvesi sicak su ile ekstrakte edilerek
tilkemizde uzun yillardan beri pekmez iiretiminde degerlendirilmektedir. Bu islem

esnasinda meyvedeki CKM nin, 6zellikle de sekerlerin tamami ekstrakte edilememekte



ve posada yaklasik %10-15 CKM kalabilmektedir (Turhan ve Karhan 2004, Turhan vd
2006). Ikinci bir ekstraksiyon islemi ile kalan CKM’nin biiyiik bir kismimin almmasi
miimkiin olmasma ragmen bu islem enerji, is¢ilik ve kullanilacak ek zamam
karsilamadig1 i¢in ekonomik goriilmemektedir. Bu islem sonucunda iilkemizde pekmez
tiretimi i¢in kullanilan kegiboynuzu meyvesinden her yil yaklagik 20,000-25,000 ton
posa atilmakta veya bir kism1 hayvan yemi rasyonlara eklenmektedir. Ancak zengin
karbonhidrat, protein, pektin ve mineral madde kaynagi olan kegiboynuzu meyvesinin
posasi hayvan yemi rasyonlarina katilmasi disinda degerlendirilmemekte; iiriinlin yogun
bir aromaya sahip olmasi nedeniyle de yem rasyonlarina sinirli miktarlarda katilmakta
ve cok buyuk bir kismi atilmaktadir. Bu meyvenin posasinin ya da ekstraktinin
biyoteknolojik yontemlerle, 6zellikle de fermentasyonla degerlendirilebilecek niteliklere
sahip oldugu da bilinmektedir (Turhan vd 2006). Ancak keciboynuzu meyvesinden icki
ispirtosu iiretimi lizerine yiiriitiilmiis caligmalar ileriye gotiiriilememis; endiistriye

adapte edilebilecek nitelikte sonuglara ulagilamamistir (Yazicioglu vd 1983).

Keciboynuzunun karbonhidrat igeriginin yiiksek olmasi biyoteknolojik agidan
degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. Diinya’da birgok iilkede yeterince
degerlendirilemeyen ¢ogu tarimsal {iriin, gida isleyen fabrikalarin atiklar1 ve yliksek
karbonhidrat ve polisakkaritleri iceren atiklar fermentasyon yoluyla yeni ve degerli iiriin
tiretiminde kullanilmaktadir. Bu amagla bir¢ok organik asit, vitamin, amino asit, alkol,
antibiyotik ve antibodi gibi ekonomik degeri yiiksek tiriin fermentasyon yoluyla
tiretilmektedir. Bu iiriinlerin iiretiminde saf kimyasallar kullanildig1 gibi igerigi uygun
tarimsal Urlinler veya atiklar da degerlendirilmektedir. Saf kimyasallarla Gretimin gok
pahali olmasi ve ayrica tarimsal iiriinlerin organik atiklarinin degerlendirilmesi gibi
ekonomik ve c¢evreci yaklasimlar alternatif olarak dogal yetisen iiriinleri hammadde
olarak kullanmaya olan ilgiyi artirmistir. Bu amagla seker pancari, melas, seker kamisi
ve musir gibi birgok bitkisel iiriin yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu iiriinlerden
cok daha yiiksek diizeyde seker ve mineral madde igeren kegiboynuzu meyvesinin ve
atiklarinin $6z konusu biyoteknolojik {iretim amaciyla endiistri hammaddesi olarak

degerlendirilmedigi ve bilimsel ¢aligma yapilmadig: anlagilmaktadir.



Uzun yillardan beri fermentasyon yoluyla iiretilen {iriinler arasinda laktik asit
ve etanol genis bir yer tutmaktadir. Ozellikle de enerji kaynaklarmin hizla tilkenmesi
baz1 gelismis tilkeleri enerji Uretiminde alternatif yollar aramaya tesvik etmistir. Bircok
iilke ucuz ve igerigi uygun materyalleri kullanarak etanol iiretimine baslamistir. Gida
endistrisinden kimya endiistrisine kadar birgok alanda genis kullanim alanina sahip
etanol, son zamanlarda arag yakiti olarak da belirli oranlarda fuel-oil ile karistirilarak
kullanilmaktadir. Ayrica Diinya’da birgok {iilke etanolu gida katki maddesi, i¢ecek

tiretimi ve bilimsel amagli galismalar vb. amaglarla yuksek miktarlarda tiiketmektedir.

Benzer bir sekilde, bircok gida maddesinde koruyucu olarak kullanilmasi
yaninda, kimya endiistrisi, plastik sanayi ve bilimsel amagh olmak {tizere yiiksek
miktarlarda tuketilen laktik asit fermentasyon yoluyla Gretilebilmektedir. Son
zamanlarda bakteriler tarafindan pargalanabilen polimer yapiya sahip bilesiklere
doniisebilmesi laktik asitten bir¢ok yeni iriin iretilmesini cazip hale getirmistir.
Ozellikle polimer yapisindan dolay1 petrol tabanli iiriinlerin yerine paketleme materyali
niteligindeki polilaktik asit (PLA) yapiminda yaygin olarak kullanilmaya baslamistir.
Endiistriye aktarilabilir sonuglarin elde edilmesi ve elde edilen {iriinlerin saflagtirilmasi
ve ayrilmasi lizerine Diinya’da bazi biiyiik ticari firmalar ve devlet kurumlar1 birgok
aragtirma  gergeklestirmekte ve Uretilen s6z konusu fermentasyon drlnleri

saflastirildiktan sonra ¢ok yiiksek fiyatlarla satilmaktadir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Kegiboynuzu Meyvesinin ~ Ozellikleri, Degerlendirme Yontemleri ve
Endistriyel Olarak Onemi

Keciboynuzu  (Ceratonia sliqua L.) Leguminoseac  familyasinin
Ceasalpinaceae alt familyasina dahil ¢ok yillik bir bitkidir ve Akdeniz ikliminin hakim
oldugu bolgelerde yetismektedir (Segcmen 1974, Se¢cmen 1975). Bu bitkinin anavatani
sinirlart i¢inde Anadolu ve Kibris’in oldugu ve 6zellikle Akdeniz kiy1 seridinin dogu ve
giiney bolgelerindeki yar1 kurak alanlarda genis yetisme alani buldugu bildirilmektedir
(Maza vd 1989). Ayrica Avustralya, Giiney Afrika ve Amerika Birlesik Devletleri’nin
Kaliforniya eyaletinde de az miktarda yetistigi goriilmiistiir (Batlle ve Tous 1997).
Ulkemizde ise Urla’dan (Izmir) Samandag’a (Hatay) kadar olan 1,750 km’lik sahil
seridinde dogal olarak yetismektedir. Ke¢iboynuzunun yetistigi alan genellikle kiyidan
1-2 km i¢ kisimlara kadar olan sahil serididir. Bunun yaninda Kozan’da (Cukurova)
kiyidan 90 km ve Mersin dolayinda 25 km kadar i¢ kisimlarda da yetisme alan1 buldugu
bilinmektedir (Vardar vd 1980).

Diinya’da kegiboynuzunun yetistigi toplam iiretim alan1 103,147 ha civarinda
olmakla beraber, Avrupa’daki Akdeniz kiy1 seridinde bulunan iilkelerin toplam Gretim
alan1 100,000 ha dolayindadir. Tiirkiye’ de ise 2,800 ha Uretim alani bulunmaktadir.
Dinya dretiminin ise toplam 186,466 ton/yil civarinda oldugu tahmin edilmektedir.
Ispanya keciboynuzu iiretimi ve islenmesi konusunda 72,000 ton/y1l kapasite ile 6ndedir
ve bunu Italya, Portekiz, Fas, Yunanistan, Kibris, Tiirkiye, Cezayir ve diger bazi iilkeler
(Harvatistan, Tunus, Malta, Avustralya, Amerika Birlesik Devletleri, ve Gliney Afrika)
takip etmektedir. Kegiboynuzu arastirma-gelistirme ve kultlre alma yontyle ihmal

edilmis bir tirindiir (Anonim 2009).

Kegiboynuzu meyvesi tiiketim olgunluguna ulastiginda %91-92 toplam kuru
madde ve %62-67 toplam ¢Ozunlr kuru madde icermekte olup, ¢ozuntr kuru maddenin
o6nemli bir boliminli sakaroz (%34-42), fruktoz (%10-12) ve glukoz (%7-10)

olusturmaktadir (Karkacier ve Artik 1995). Ham sellloz ve toplam mineral madde



miktari sirasiyla %4.6-6.2 ve %2.23-2.42 arasinda degigsmekte ve mineral madde i¢cinde

potasyum en yiksek diizeyde bulunmaktadir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Kegiboynuzu meyvesinin kimyasal bilesimi (Eksi ve Artik 1986, Karkacier
ve Artik 1995)

Bilesim Ogesi %
Toplam Kuru Madde 91-92
Toplam Seker 62-67
Indirgen Seker 13-18
Sakaroz 34-42
Fruktoz 10-12
Glukoz 7-10
Protein 4-6
Ham Seluloz 4.6-6.2
Ham Yag 0.2-04
Pektik Madde 0.03-0.05
Toplam Kl 2-3
Toplam Asit (%SSA) 0.5-0.65

Ayrica kegiboynuzu meyvesinin amino asit dagiliminda en fazla Glutamik asit
(12.14-12.38 g/100g), Alanin (11.15-11.39 ¢/100g) ve Aspartik asit (10.76-10.96
g/100g) bulunmaktadir (Artik ve Erbag 1988).

Kec¢iboynuzunun yaklasik %10’unu olusturan ¢ekirdegi “keciboynuzu gami”
ad1 verilen bir katki maddesi tiretiminde kullanilmaktadir (Yazicioglu vd 1983). Ayrica
keciboynuzu, kakao gibi kullanilmak istenildiginde meyvenin etli kismi kavrularak
aroma kazandirildiktan sonra ogiitiilmektedir. Elde edilen toz seklindeki ke¢iboynuzu
unu, kakao gibi sekerleme ve pasta liretiminde kullanilabilmektedir. Ayrica bu iiriiniin
cikolata endustrisinde kullaniminin kafein ve theobromine igermemesi gibi avantajlari
oldugu da vurgulanmaktadir (Whiteside 1981, Craig ve Nguyen 1984, Yousif ve

Alghzawi 2000). Kegiboynuzu unu %46 seker, %7 protein ve az miktarlarda da mineral



madde icermektedir (Whiteside 1981). Ayrica bu iirliniin unlu mamuller disinda bazi
iceceklerde ve dondurma iiretiminde de kullanilabildigi bildirilmektedir (NAS 1979).

Kegiboynuzu gida endiistrisinde dogrudan veya katki maddesi olarak insan
beslenmesinde kullanilmakla birlikte diger endiistri kollarinda da degerlendirilmektedir.
Ozellikle fiyatin yiiksek olmamasi ve yiiksek miktarda seker igermesi nedeniyle
Akdeniz Ulkelerinde pekmez ve alkolli icki Uretiminde kullanilmakta (Merwin 1981) ve
kalan posa da hayvan yemi rasyonlarina katilmaktadir (Yurdagel ve Teke 1985, Sahle
vd 1992). Dogal haliyle preslenmesi mimkin olmayan kegiboynuzunun pekmeze
islenmesinde en uygun yontemin su ile ekstraksiyon oldugu bir gergektir.
Ke¢iboynuzunun yar1 mamul ve mamul gida olarak degerlendirilmesi iizerine genis
arastirmalar yapilmamis olmasina ragmen ekstraksiyon kosullart ve elde edilen
ekstraktin berraklagtirilmasi lizerine az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Roserio vd 1991,
Karkacier ve Artik 1995, Karkacier vd 1995). Kegiboynuzu 6nemli diizeyde seliloz,

mineral madde ve ham protein icermektedir (Karkacier ve Artik 1995).

Tek hiicre organizmalar1 zengin karbonhidrat ve azot kaynagina sahip meyve
ve sebzeleri, gida fabrikalar1 ve tarimsal iriinlerin atiklarin1 kullanabilme yetenegine
sahiptir. Keciboynuzu da uygun bilesiklerle zenginlestirilip fermente edildiginde ylksek
proteinli gidalarin olusturulmasinda kullanilabilir niteliktedir. Ayrica Aspergillus niger
ve Fusarium moniliforme gibi kiiltiir mikroorganizmalar1 igin zengin karbonhidrat ve
ham protein igerigi ile mikemmel bir substrat niteligindedir (Imrie 1973, Sekeri-
Pataryas vd 1973).

Kegiboynuzu ekstrakti birgok calismada etanol, laktik asit, sitrik asit vb.
fermentasyon drdnlerinin Gretilmesi amaciyla substrat olarak kullanilmistir. Santos vd
(2005) kegiboynuzu ekstraktini kullanarak dekstran ve fruktoz ftretimi {izerine
gerceklestirdikleri bir calismada Leuconostoc mesentereodies mikroorganizmasini
kullanmiglardir. Bunun yaninda Roukas (1999) keg¢iboynuzu ekstraktindan kati-ylzey
fermentasyonu yoluyla sitrik asit tiretimi iizerine yaptig1 bir ¢alismada, meyvenin sitrik

asit dretimi igin uygun bir substrat oldugunu bildirmistir.



Bulut vd (2004) farkli karbon kaynaklar1 kullanarak laktik asit {iretimi {izerine
yaptiklart bir caligmada, kegiboynuzu ekstraktini Rhizopus oryzae ile fermentasyona
birakmistir. Calisma sonuglar1 keciboynuzu ekstraktinin laktik asit iiretimi i¢in iyi bir
kaynak oldugunu gostermistir. Ayrica Mendes vd (2007) keciboynuzu pulpunun

hekzanoik asit iiretiminde karbon kaynagi olarak kullanilabilecegini belirlemislerdir.

2.2. Fermentasyon Mikraobiyolojisi

Endiistriyel {iiretim c¢er¢evesinde bircok maddeden biyodoniisiimle yeni
bilesiklerin olusturulmasinda mikroorganizmalarin biyokimyasal reaksiyonlarindan
faydalanma anlamina da gelen fermentasyon teknolojisi ¢esitli alanlarda yaygin olarak
uygulanmaktadir (King ve Cheetham 1987). Fermentasyonun en onemli uygulama

alanlart;

a) Mikrobiyel hiicre (biomass) dretimi,
b) Mikrobiyel enzim Uretimi,
c) Mikrobiyel metabolit Gretimi,
d) Fermentasyona eklenen bilesiklerin degisimi
olarak kabaca siniflandirilabilir (Stanbury ve Whitaker 1984). Endustriyel olarak

iretilen fermentasyon triinleri Cizelge 2.2° de verilmistir.

Mikroorganizmalar1 kullanarak metabolit iiretme veya hiicre gelisimi ig¢in
kullanilacak olan fermentasyon ortami uygun formda ve miktardaki tiim bilesikleri
icermelidir. Bu amacla laboratuarda mikroorganizmalar kullanilarak yapilan iiretimlerde
genellikle saf kimyasallar kullanilirken, ekonomik nedenlerden dolayir endiistriyel
fermentasyonlarda ise farkli kompozisyonlardaki gida atik maddeleri kullanilmaktadir

(Brock 1984, Madigan ve Martinko 2006).



Cizelge 2.2. Endustriyel olarak dretilen fermentasyon Urlnleri (Smith 2004)

Sektor

Uriinler

Kimya

Organik (D6kme)
Organik (Saf)
Inorganik

Eczacilik

Enerji

Gida

Tarim

Etanol, aseton, butanol, organik asitler (sitrik asit, itakonik asit)
Enzimler, parfumler, polimerler (cogunlukla polisakkaritler)
Metallerle zenginlestirme, ayristirma

Antibiyotikler

Tanmimlayici kimyasallar (enzimler, antibodiler)

Enzim inhibitorleri, steroidler, asilar

Etanol

Metan (Biyogaz)

Biyokditle

Siit tiriinleri (peynir, yogurt)

Icecekler (alkollii icecekler, ¢ay ve kahve)

Ekmek mayas1

Gida katkilar1 (antioksidanlar, renklendiriciler, lezzet vericiler)
Mantar Grunleri, aminoasitler ve vitaminler

Nisasta tirtinleri, glukoz ve yliksek-fruktozlu suruplar
Proteinlerin fonksiyonel modifikasyonlar1 ve pektinler

Hayvan yemleri

Veterinerlik asilar

Silaj ve kompost islemleri

Mikrobiyel pestisitler




2.3. Mikroorganizmalar icin Gerekli Hammaddeler

Fermentasyonda kullanilan kiiltiir ortamlarinin hiicre maddelerinin sentezi ve
metabolik Urinlerin Uretimine imkan verecek bitiin elementleri icermesi gerekir.
Mikroorganizmalarla gerceklestirilen laboratuar c¢alismalarinda kiiltiir ortaminda
kullanilan kimyasallar olduk¢a saf olmasina ragmen, endiistriyel ortamlarda ekonomik
olmast nedeniyle daha kompleks bilesikleri iceren maliyeti disiik substratlar
kullanilmaktadir (Cizelge 2.3) Ancak bu tip ortamlarda mikroorganizma gelisimi ve
fermentasyon ortaminin kontrol altinda tutulabilmesi amaciyla kiiltiir ortamina kritik
mineral ve elementlerden katki yapilmali, 6n denemeler yapilarak biyolojik uyumluluk
saglanmali ve ortamda iiriiniin olusabilmesi yaninda {iriiniin fermentasyon ortamindan

ayrilmasi gibi islemler de g6z 6niinde bulundurulmalidir (Tunail 2009).

Cizelge 2.3. Fermentasyonda kullanilan yan tiriinler (Smith 2004)

Tarimsal Orman Enddstriyel
Yan Uriinler Yan Uriinleri Yan Uriinler
Saman Odun atiklarmin  Melas
hidrolizatlart
Kiispe Siilfiit pulp likorti  Icki fabrikasi atiklari
Misir kogani Kabuk, talas, dal Peyniralti suyu
ve saplar

Kahve, kakao ve hindistan Kagit atiklar1 ve Gida endistrisinin sivi atiklari (zeytin,
cevizi kabuklari selliloz palm yag, patates, turunggiller)
Meyve kabuk ve yapraklari Lifler Yikama sulari (mandira, konserve

fabrikasi, meyve suyu fabrikasi, firin,

seker fabrikasi)
Cay yapraklari Balik atik sular1 ve atiklar
Aygicegi tablasi Et yan urunleri
Pamuk atiklar Evsel ¢opler ve atiklar
Bugday kepegi Lagim suyu
Pulp (domates, kahve, muz, Mezbaha atiklari

ananas, turuncgiller, zeytin
vb.)

Hayvansal atiklar




Canli birer varlik olan mikroorganizmalarin; canliliklarini siirdiirebilmeleri,
istenilen biyodoniisiimleri yapabilmeleri ve yeni lriinler olusturabilmeleri i¢in uygun
yetisme sartlarina ihtiyag vardir. Bu sartlarin basinda mikroorganizmalarin substrat
istekleri gelir. Mikroorganizmalar kendilerini cevreleyen ortamdan besin maddelerini
alabilmek ve metabolizma sonucu olusturduklar1 primer veya sekonder metabolitlerini
hiicre disina ¢ikarabilmek icin de suya gereksinim duyarlar. Suda ¢oziinmiis olarak
aldiklar1 besin maddelerini hem enerji tiretiminde hem de hiicre organellerini (hiicre
duvari, membran, ribozom, genom, sitoplazma) insa etmek i¢cin makro molekiillerin
(polisakkaritler, proteinler, nikleik asitler, fosfolipitler, enzim ve koenzimler)
sentezinde kullanirlar (Waites vd 2001, Tunail 2009).

Mikroorganizmalar, bulunduklar1 dogal ortam kosullarima gore hiicresel
donanimlarint gelistirerek kendi fizyolojilerini yaratmiglar ve bulunduklar1 yerlere
adapte olmuslardir. Dolayisiyla degisik mikroorganizma gruplarinin ortamdan talep
ettigi besinler ve kosullar farklidir. Herhangi bir tiiriin izole edilip kiiltiire alinmasinda,
tiirlin beslenme tipine bagli beslenme isteklerinin ve gelisme kosullarinin bilinmesi
blylk Onem tasir. O nedenle Oncelikle mikroorganizmalarda besin olarak alinan
elementlerin  hangi amaglarla  kullanildiginin, gelisme  faktorlerinin  hangi
metabolizmalara hizmet ettiginin ve temel beslenme tiplerinin incelenmesi gerekir (Ray

ve Bhunia 2007, Smith 2004).

2.3.1. Besin olarak alinan elementler

Mikrobiyel beslenme, mikrobiyel fizyoloji yoniinden monomerlerin destegi
veya saglanmasi ile ilgilidir. Hiicreler, makromolekiiller, su ve makromolekdilleri
olusturan monomer adi verilen kiigiik birimlerden olusurlar. Tim bu hicreler igin
gerekli olan maddeler besin olarak adlandirilmaktadir. Farkli mikroorganizmalarin
farkl1 besin gereksinimleri vardir ve birinden digerine spesifik olarak degisiklik gosterir
ve tiim gereksinimleri aynmi degildir. Baz1 besinler biiyiik miktarlarda kullanilirken
(makromolekiiller) bazilari daha az veya eser miktarlarda kullanilir ki bunlar da
mikrobesinler olarak adlandirilirlar (Brock 1984, Madigan ve Martinko 2006). Hiicre

yapisi analiz edildiginde; hiicre kuru agirliginin %95’in (zerinde az sayida temel
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elementlerden olustugu goriilmistiir. Bunlar; karbon, oksijen, hidrojen, azot, kikdrt,
fosfor, potasyum, sodyum, kalsiyum, magnezyum, demir elementleridir ve bitin
mikroorganizmalarda bulunur (Tunail 2009, EI-Mansi 2007, Heritage 1999).

Cizelge 2.4. Baz1 mikro elementlerin biyolojik islevleri (Madigan ve Martinko 2006)

Element Biyolojik islevler

Cu Mitokondriyal oksidaz’in bileseni

Co Kobalaminin (Vitamin B, ’nin) bileseni

Mo N, fiksasyonunu gerceklestiren Nitrogenaz’in bileseni

Se Glutasyon peroksidaz’in bilesenidir

Zn Dehidrogenaz’larin kofaktortidiir

Mn Arjinaz’n, 6zellikle fosfat grubu tagiyan enzimlerin kofaktoriidiir
Mg Fotosentezde Su dehidrogenaz enziminin, fotosentezin kofaktoridir
\ Nitrat reduktaz enziminin kofaktoridur

Ni Ureaz enziminin kofaktortdir

Fe Sitokromlarda ve Fe-S proteinlerinde elektron tasiyicisidir

Makro elementler olarak adlandirilan gruptan ilk dordii (C, O, H, ve N) tim
organizmalarda, diger elementlerle kiyaslandiginda daha buyik bir orana sahip oldugu
gorulmektedir (C: %50-60, O: %25-30, H: %8-10, N: %3-4). Bu dort element S ve P ile
beraber karbonhidratlari, lipitleri, proteinleri ve niikleik asitleri olusturur. Makro
elementlerden geri kalanlar mikroorganizma hiicrelerinde katyonlar (K*, Na*, Ca',
Mg*?, Fe™? ve Fe*) halinde bulunurlar. Birgok enzimin Kkatalitik etkisini maksimum
diizeyde gosterebilmesi ortamdaki K* iyonlarmimn varhigina baghdir. Ca*? iyonlar: spor
olusumu sirasinda Ca-dipikolonat olusturur ve sporlarin 1siya karsi direngli olmalarinda
rol oynar. Fe*? ve Fe* iyonlari, elektron transport sisteminde (ETS) bulunan Fe-S
proteinlerinin ve sitokrom enzimlerinin bilesenleridir ve oksidasyon ve rediiksiyon
olaylarinda 6nemli gérev iistlenirler. Mg iyonlari Cyanobacter’lerin ve fototrofik
bakterilerin anten pigmentlerinde ve fotoreaksiyon merkezlerinde bulunan klorofil a ve
diger bakteriyoklorofillerin yapisinda yer alir, ayrica ribozomlarin ve hiicre membrani-

nin stabilizasyonunda rol oynar (Tunail 2009). Makro elementlerden ilk altis1 (C, O, H,
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N, S ve P) ¢ogu durumda besiyerine organik bilesikler (seker, pepton, tripton vb.),
fosfatlar, siilfatlar ve amonyum tuzlar1 halinde katilir ve gram/litre (g/L) diizeyinde
belirtilir. Major elementler de denilen bu temel elementlere karsilik, diger makro
elementler miligram/litre (mg/L) duzeyinde gereksinilen elementler oldugundan minér
elementler olarak adlandirilir. Bircok bakteri makro elementlerden sodyuma (Na®)
fazlaca ihtiya¢c gostermez. Buna karsilik basta halofiller olmak iizere tuzlalarda, tuz
gollerinde ve okyanuslarda yasayan bakteriler, Na* iyonlarimi yiiksek konsantrasyonda
talep eder (Madigan ve Martinko 2006, Glazer ve Nikaido 2007).

Butln mikroorganizmalar mikro elementlerden (eser elementler) birkagina
veya daha fazlasina ihtiya¢ duyarlar (Cizelge 2.4). Farkli metabolik olaylarda farkli
mikro elementler 6nem kazanir. Mangan, molibden, ¢inko, bakir, kobalt, nikel,
vanadyum, bor, klor, selenit, silisyum, volfram olarak siralanabilecek mikro
elementlerden; ilk altis1 daha fazla sayida mikroorganizma tarafindan talep edilir. Mikro
elementlerin ¢ogu, enzimlerin bilesenleri veya kofaktorleri olarak is goriir, enzimatik
reaksiyonlarda katalitik aktivitenin iist diizeyde siirmesine yardimci olur veya enzim
protein yapilarinin korunmasint saglar. Makro elementlerin aksine eser elementler
gelisme ortaminda mikrogram/litre (ug/L) diizeyinde gereklidir. Birgok mikro elementin
ug/L diizeyindeki konsantrasyonlari dahi toksik etkilidir (Tunail 2009, Madigan ve
Martinko 2006).

2.3.2. Karbon, hidrojen ve oksijen kaynaklar:

Besin maddeleri olarak karbonun, hidrojenin ve oksijenin bir arada bulundugu,
bir diger ifade ile karbonun indirgenmis formda yer aldig1 organik bilesikler (seliiloz,
nisasta, sekerler, organik asitler) bir¢ok mikroorganizmanin tercih ettigi karbon
kaynaklaridir. Mikroorganizma karbonu, yapisindaki makro molekiillerin (murein, diger
polisakkaritler, proteinler, niikleik asitler) iskeletlerinde kullanir. Organik molekiiller
dogal ortamlarda diger olii organizmalarin degradasyonu sonucu olusur. Karbon
ihtiyacin1 bdyle organik bilesiklerden saglayan mikroorganizmalar C-heterotrof olarak
adlandirilir. C-heterotrof mikroorganizmalarin bir¢ogu organik bilesikleri ayn1 zamanda

enerji kaynagi olarak da kullanir. Buna karsilik bazi mikroorganizmalar ihtiyaglar1 olan
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karbonu yalnizca havanin COy’ini rediikte ederek saglar. COy’in indirgenerek
kullanilabilmesi ¢ok fazla enerjiye ihtiyag gosteren ribuloz-bi-fosfat (RuBP) yolu
(Calvin-Bassham dongiisii) tlizerinden gergeklesir. Bu dongiiyli kullanarak karbon
gereksinimi i¢in yalnizca COj’ten yararlanan mikroorganizmalar C-ototrof olarak
tanimlanir. Karbonhidratlarin par¢alanma {irtinleri olan sekerler, 6zellikle de glukoz ¢ok
saylda mikroorganizmanin Oncelikli tercihidir (Madigan ve Martinko 2006, Brown
2003, Heritage 1996).

Mikroorganizmalarin  en  ¢ok  kullandiklar1  karbon  kaynaklari
karbonhidratlardir. Ekonomik sebeplerden dolayr saf glukoz ve sakaroz endustriyel
fermentasyonlarda kontrol 6rnegi olarak kullanilmasi disinda tercih edilmez. Bu amacla
misir veya patatesten elde edilen nisasta, seker endiistrisinin yan iirlinii melas, g¢esitli
gida ve tarimsal iiriinlerin atiklar1 karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir (Cizelge 2.3)
(Brown 2003).

Bir¢cok maya, kiif mantar1 ve Actinomycetes cinsi i¢in malt ekstraklar1 yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bunun yaninda siilfit likorleri, selilloz (saman, misir sap ve
koganlari, sekerpancari ve seker kacisi kiispeleri), bitkisel yaglar, metil alkol, etil alkol,
alkanlar ve fermentasyon firiinlerinin ortamdan alinmasindan sonra geriye kalan

pentozlar, organik asitler ve Olii hiicreleri iceren medya da karbon kaynagi olarak

kullanilmaktadir (Tunail 2009, Brown 2003).

Organik birgok bilesigin, suyun ve CO>’in iginde her zaman oksijen bulunur ve
mikroorganizma tarafindan kullanilir. Ancak mikroorganizmalarin biiyiik bir bolimii
molekil haldeki O’ye ihtiya¢ duyarlar. Oksijene olan ihtiyact mikroorganizmanin
enerji kazanma seklini belirler. Enerjilerini oksidatif fosforilasyonla (aerobik
solunumla) kazananlar O;’ye siddetle gereksinirken, fermentasyon yolu ile enerji
kazanan fermentatifler veya anaerobik solunum yapan mikroorganizmalar O,’siz olarak

yasamlarimi stirdiiriirler (Ratledge ve Kristiansen 2006, Nelson ve Cox 2008).
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2.3.3. Azot, kukurt vefosfor kaynaklar

Hucrelerdeki karbondan sonra en c¢ok bulunan element azotdur. Butun
mikroorganizmalarda hucre icindeki dnemli molekdllerde N, S ve P bulunur. Bunlara
genellikle, azot (nitrojen) ve kiikiirtte (siilfiir) oldugu gibi, indirgenmis formda rastlanir.
Amino ve imino gruplari ile siilfidril gruplar1 birgok molekiilde yer alir. P ise genellikle
fosfat formunda molekdle dahil olur. Bu elementler, hiicreyi cevreleyen ortamda bircok
karbon bilesigi icinde yer alsa da hiicre genellikle bu elementleri anorganik
kaynaklardan saglar, yalnizca azotu amonyum halinde almayi tercih eder. Bunun
yaninda azot gazi (N,) sadece azot fiske edici bakteriler tarafindan kullanilmaktadir
(Brock 1984, Madigan ve Martinko 2006). Fermentasyon islemlerinde azot kaynagi
olarak amonyum tuzlar, iire ve gaz halindeki amonyak kullanilir. Yine bunun yaninda
misir nigastasindan elde edilen likor, maya ekskraktlari, protein hidrolizatlar1 ve soya
unu azot kaynagi olarak kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarda azot; aminoasitlerde,
pirin ve pirimidin bazlarinda, bazi karbonhidratlarda (N-asetilglukozamin, N-
asetilmuramik asit), fosfolipitlerde (lesitin, kefalin) ve diger molekiillerde bulunur.
Amonyumun bulunmadigi durumlarda nitrat veya nitritlerin doniistiiriilmesi ¢ogu

mikroorganizma tarafindan gerceklestirilir.

Sulfir organizmada bircok formda bulunur ve dogadaki bir¢ok kimyasal
degisimlerde rol alir. Ayrica sistein ve metiyonin amino asidinin yapisindaki roli
acisindan 6nemli bir molekiildiir. Bunun yaninda tiamin, biyotin ve lipoik asit gibi
vitaminler, Koenzim A ve Fe-S proteinlerinde de bulunur. Hiicredeki siilfiiriin ¢gogu
siilfat ve stlfitin yaninda inorganik kaynaklardan gelir (Madigan ve Martinko 2006,
Nelson ve Cox 2008). Hemen hemen bitin bakteriler ve funguslar siilfati kiikiirt

kaynagi olarak kullanabilirler.

Fosfor dogada organik ve inorganik fosfat durumunda bulunur ve hicrede
oncelikli olarak nikleik asitler ve fosfolipidlerin sentezi icin gereklidir.
Mikroorganizmalar fosfor ihtiyaclart i¢in daima anorganik fosfattan yararlanirlar

(Madigan ve Martinko 2006).
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2.3.4. Diger besin kaynaklan (K, Mg, Ca, Na, Fe)

Potasyum tum organizmalar icin gerekli bir elementtir ve enzimlerin
bazilarinda 0zellikle protein sentezine katilanlarin enzim aktivitesinde rol almaktadir.
Magnezyum ribozomun, membranlarin ve niikleik asitlerin fonksiyonlarin1 duzenler ve
bircok enzimin aktivitesi icin gereklidir (Madigan ve Martinko 2006, Nelson ve Cox
2008).

Kalsiyum bir¢ok organizma i¢in esansiyel degildir ancak hiicre duvarmin
stabilize olmasina yardim eder ve endosporlarin sicaklik stabilitesinde anahtar rol oynar

(Tunail 2009).

Sodyum bazi mikroorganizmalar i¢in gerekli bir elementtir. Ornegin, deniz
suyu yiiksek sodyum igerigine sahiptir ve denize ait mikroorganizmalar genellikle
gelisim i¢in sodyumu kullanir. Temiz sulardaki tiirlerde sodyum olmadigi zaman da

gelisim gergeklesir (Madigan ve Martinko 2006, Nelson ve Cox 2008).

Demir hiicresel solunumda baslica role sahiptir ve elektron taginmasina katilan

demir-siilfiir proteinleri ve sitokromlarin anahtar bilesigi olarak rol oynar (Brock 1984).

2.3.5. Gelisme faktorleri

Bir¢ok mikroorganizmanin gelisimi i¢in mineral madde, karbon ve enerji
kaynaklarinin disinda bazi tamamlayici maddeler veya gelisme faktorleri gerekir.
Vitaminler, aminoasitler, plirin ve pirimidinler alinmasi zorunlu maddeler olabilir. Vi-
taminler, enzimlerin katalitik etkilerinde rol oynayan koenzim veya prostetik gruplarin
yapilarinda yer alir. Aminoasitler proteinlerin, pilirin ve pirimidin bazlar1 ise niikleik
asitlerin biyosentezinde kullanilir. Ancak tiim mikroorganizmalarin bu maddelere (bir

veya birkagina) mutlak ihtiya¢ duydugu diistiniilmemelidir (Tunail 2009).

Molekiil biiytikliikkleri olduk¢a kiigiik olan vitaminlerin ¢ok az miktarlari

mikroorganizmalarin iyi bir gelisim goOstermesi icin yeterli olmaktadir. Vitamin
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cozeltileri de eser element ¢Ozeltileri gibi derisik ana ¢ozelti halinde hazirlanir (Tunail
2009).

2.4. Mikroorganizmalarda Beslenme Tipleri

Biitin mikroorganizmalar gelismeleri ve tiremeleri igin bagslica; enerji
kaynagina, hidrojen veya elektron vericilerine (dondrlerine) ve C asimilasyonu igin
karbon kaynagina gereksinirler. Mikroorganizmalarin beslenme tipleri de bu ii¢ temel
ihtiya¢ dikkate alinarak belirlenmistir. Tiim mikroorganizmalar enerjilerini iki temel
yolla kazanabilir. Cyanobacter’ler ve diger fotosentez yapmaya donanimli bakteriler
giines 151811 kullanarak enerji saglarlar ve fototrof olarak tanimlanirlar. Bunun disinda
kalan diger mikroorganizmalar enerjilerini kimyasal maddelerin oksidasyonuyla
kazanirlar. Kimyasal enerjiden yararlanan bu grup kemotroftur (Madigan ve Martinko
2006, Heritage vd 1999, Tunail 2009).

Mikroorganizmanin karbon kaynagi da organik molekiiller veya anorganik
COg olabilir. Eger prensip olarak biyosentez yollarinda (anabolizmada) karbon kaynagi
yalnizca CO; ise organizma ototrof Ozelliktedir. Aksine organik bilesiklerdeki
karbondan yararlaniliyorsa organizma heterotrof’tur. Ayrica her mikroorganizma
baslica beslenme tiplerinden birine dahil olsa da i¢lerinden bazilar1 fevkalade bir
esneklige sahiptir. Degisen c¢evre kosullarinda farkli bir metabolizmaya uyum
saglayabilir. Bazi beslenme tiplerine mikroorganizmalarin bir kismi zorunlu bagh
olduklar1 halde (obligat) kimisi de olumsuz kosulda bir bagka beslenme tipine gegme
kabiliyetindedir (fak tltatif) (Madigan ve Martinko 2006, Heritage vd 1999).
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2.5. Fermentasyon Y 6ntemleri

2.5.1.Kesikli fermentasyon

Bu sistemde ortamda belirli miktar besin kaynagi vardir ve sistem sadece bunu
kullanarak fermentasyonu tamamlar. Bu nedenle kapali kiiltiir olarak da tanimlanir.
Fermentasyon baglangi¢ basamagi olan inokiilasyon sathasindan sonra belli bir siire
mikroorganizmanin biiyiimesinde bariz bir gelisme gozlenmez. Gunimizde alkol
fermentasyonu halen yaygin olarak klasik kesikli yontemlerle gergeklestirilmektedir.
Karbonhidratlardan etil alkol Gretimi bu amacgla en ¢ok kullanilan metottur. Kesikli
proseslerin diisiik yatirnm maliyetine ilave olarak proses kontroliiniin de basit olmas1 bu
prosesin avantajidir. Kesikli fermentasyon kullanilan endustriyel operasyonlarda pH
4.5, sicaklik 20-30°C arasindadir. Fermentasyon ortaminda diger mikroorganizmalarin
olusumu, pH diismesi ve en 6nemli olarak da etil alkoliin olusumuyla {iretim engellenir

(Doran 1995, Shuler ve Kargi 2008, Stanbury vd 1995).

2.5.2. Slrekli fermentasyon

Statik (durgun) kulturde besiyerinde; giderek daha fazla degisimlerin oldugu,
substrat konsantrasyonunda diisiis meydana gelirken, mikrobiyel metabolitlerin de
ortamda birikerek gelismeyi simirlandirdigi bilinmektedir. Oysa hem fizyolojik
aragtirmalarda hem de endiistriyel ¢alismalarda kiiltiir popiilasyonunun hep logaritmik
gelisme doneminde tutularak sabit bir hiz ile gelisme gostermesi arzulanir. Statik
kilturde, kiltiir ortamina taze, steril besiyeri ilave edilmedigi gibi zararli metabolik
atiklarin da ortamdan uzaklastirilmasi1 s6z konusu degildir. Bu nedenle eksponensiyel
gelisme fazi mikroorganizmanin generasyon siiresine bagli olarak birka¢ generasyon
devam ettikten sonra durma fazina gecer. Burada en fazla yapilabilecek islem, basit bir
sekilde eksponensiyel fazdaki kiiltiirin tekrar taze steril aymi besiyerine inokile
edilmesidir. Kisa siireli tekrarlanan inokiilasyonlar, stirekli kiiltlir kosullarina yaklagmak
amaciyla, her laboratuarda sik¢a kullanilir. Oysa mikroorganizmalarin; kapali bir
sistemde Uretilmeleri (durgun kudltir) yerine akan bir sistemde, hucrelerin surekli

logaritmik gelisme fazinda tutularak, sabit bir gelisme hiziyla gelistirilmeleri
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mUmkundir (Tunail 2009). Duzenli Greme durumu da denen sutrekli sistemde kiltir
hacmi ve hiicre yogunlugu sabit tutulur. Kiiltiir kabina bir taraftan kesintisiz olarak taze
steril besiyeri beslemesi yapilirken kiiltiir kabindan da siirekli sekilde kullanilmig
besiyeri, icerdigi hiicrelerle birlikte uzaklastirilir ve bir toplama kabina alinir. Kiiltiir
kabinda kiiltir hacminin ve hiicre yogunlugunun degismeden kalmasi, besiyerinin
verilis hiz1 ile kullanilmig besiyerinin ayrilis hizinin ayni olmasiyla saglanir. Kiiltiir
kabinda belli bir hizla eksponensiyel gelisen hiicreler ile kiiltiir kabindan kullanilmis
besiyeri icinde uzaklastirilan hiicrelerin (hiicre kaybinin) dengede tutulmasi sarttir

(Doran 1995, Shuler ve Kargi 2008, Stanbury vd 1995).

2.5.3.Kesikli reaktor kinetigi

Bir miktar mikroorganizma uygun sekilde tasarimi yapilan bir besi ortamina
eklenince drer. Ureme, biyokiitlenin agirligi, hacmi, sayis1 ve azot igerigi vb. gibi
Olctlebilen bir 6zelligi ile izlenir. Besi ortaminda bulunan ve iiremeyi sinirlayan
besinlere “substrat” denir. Fermentasyonda reme, substrat tiketimi ve Urin olusum
kinetiklerinin matematiksel modellenmesi veri analizlerini kolaylastirir ve endustriyel
fermentasyon proseslerinde karsilasilacak problemlerin ¢oziimiine temel teskil eder.
Kinetik modellemeyle saglanacak degisken ve parametreler reaktdr tasariminda
kullanilir. Besi ortaminda gelismenin ve Gremenin gerceklestigi tepkime kaplarina genel
olarak “biyolojik reaktorler” veya “biyoreaktorler”; biyokitle ve Grin Gretiminde
kullanilanlara da “ferment6r” denir (Doran 1995, Shuler ve Kargi 2008, Stanbury vd
1995).

Gunumuzde gelismis Ulkelerde bilgisayar araciligi ile kontrol edilen cok iyi
gelistirilmis fermentorlerden yaralanilarak fermentasyon arastirmalar1 yurutilmekte ve

bu galismalar teknolojiye aktarilmaktadir (Schiigerl 1997). Fermentorler;

o Kaesikli
e Sirekli-beslemeli
e Sirekli karistirmali

e Borusal akim reaktorleri, tipinde olabilir.
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2.6. Mikroorganizmalarin Yasama Evreleri ve Ureme Kinetigi

Mikroorganizmalarin gerekli besin ve uygun kosullar1 iceren besi ortaminda
gelisme ve Uremelerine kiiltiirleme denir. Kesikli kiiltiir sistemlerinde iireme kapali bir
sistem veya kapali bir ¢cevrede gergeklesir. Kesikli kiltur sistemleri uygun lireme ortami
iceren bir kap veya fermentor olup optimum pH ve sicaklik kosullarinda caligtirilirlar.
Ureme, ortamdaki gerekli bilesenlerin tilkenmesi veya toksik Grtinlerin birikimi, pH

degisimi gibi degisiklikler g6zlenene kadar devam eder (Blanch ve Clark 1997).

Tek bir mikroorganizmanin gelismesi s6z konusu oldugunda, canli hiicrenin
kiitle artis1 anlasilir. Bu kavram, tek bir mikroorganizma hicresi igin buyume ile de
tanimlanabilir. Mikrobiyolojide gelisme (growth) denildiginde ise kiiltiirln
(popiilasyonun) sayica ya da kiitlece artisi anlasilir. ikiye béliinerek ¢ogalan
bakterilerde normal boyuttaki bir hiicre ikiye bdliinmeden Once kiitlesini iki katina
cikarir, boliinmenin ardindan iki adet yaklasik ayni biiyiikliikte iki gen¢ kardes hiicre
olusur. Geng hiicreler ¢ok kisa bir siire sonra ata hiicrenin boliinmeden 6nceki boyutu ile
ayni biiyiikliige gelirler. Buradan anlasilacag: iizere bir hiicrede kiitle artis1 iki katina
ulastiginda, bir anlamda hiicre sayisi da ikiye katlanmistir. O halde bakteriler gibi ikiye
boliinerek ¢cogalan mikroorganizmalarda gelismeyi hiicre sayisinin artisiyla ifade etmek,
kiitle artisiyla ifade etmekle ayni anlama gelmektedir. Maya ve kiiflerde ise
tomurcuklanma, sporlanma gibi farkli ¢ogalma sekilleri vardir. Bu ¢ogalma sekillerinde
kiitlesel artis ile sayisal artig orantili degildir. Ornegin; funguslar gibi hiicre veya hif
sitoplazmalarinda birden fazla ¢ekirdek (niikleus) iceren senositik karakterli mikroor-
ganizmalarda, tekrarlanan cekirdek boltinmelerine hicre bdélinmeleri eslik etmez.
Dolayisiyla kiitle artis1 ile hiicre sayist artisimi iliskilendirmek olanaksizdir. Fungus
gelismesinden anlasilan hiicrelerin  (misellerin) kiitlesel artiglaridir.  Tek hicreli
mikroorganizmalarin boyutlar1 ¢ok kii¢iik oldugundan tek bir hiicrenin biiylimesinin
saptanmasi ¢ok zordur. O nedenle gelisme (6l¢iilebilecek deger) olarak, popiilasyondaki

sayisal veya kiitlesel degisim dikkate alinir (Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009).
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2.6.1.Gelisme egrisi (kurvesi)

Kapali bir sistemde; 6rnegin sivi besiyeri iceren erlenmayer kabina inokiile
edilen bir bakteri kiiltiirlinde, yeterli kosullar saglanmasi durumunda, hiicreler
gelismelerini siirdiiriirler. Ortama yeni besin maddeleri verilmeksizin ve zamanla biri-
ken bakteriyel metabolitler uzaklastirilmaksizin gelismesini stirdiiren Kiltire durgun
(statik veya batch) kaltlir adr verilir. ilerleyen zamanla birlikte birgok faktér gelismeyi
siirlandirip durma noktasina getirir. Mikroorganizma gelismesi i¢in hazirlanan sartlarin
bozulmasi sonucunda hicreler 6lmeye baslar. Hepsi 6lmese de bakteri sayisi 6nemli
diizeyde azalir. ikiye béliinerek iireyen bakteri popiilasyonunda (statik kiiltiirde)
inkiibasyon siiresince belli saat araliklar ile alinan 6rneklerde hiicre sayilart belirlenir,
bu sayilarin logaritmalar1 alinir ve zamana kars1 grafik haline getirilirse sigmoid forma
yakin bir gelisme egrisi (kurvesi) elde edilir. Egri tlizerinde sirasiyla, lag fazi (latent

veya gizil donem, adaptasyon donemi), log fazi (logaritmik veya eksponensiyel iireme

donemi), durma faz1 ve 6lme fazi olmak {izere dort farkli evre ayirt edilir (Sekil 2.1)
(Madigan ve Martinko 2006, Waites vd 2001).

Log Biokiitle
A

Duraklama Faz

\ | Duragan Faz |

/¥ Logaritmik Faz

Hizlanma Faz1

» Zaman

Sekil 2.1. Sivi kiiltiir fermentasyonunda biiyiime egrisi (Shuler ve Kargi 2008)
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Mikroorganizmalarin iireme hizi genel olarak Monod esitligi ile ifade edilir:

dx/dt = px (2.1)
M : Spesifik lireme hiz1
X : Mikroorganizma konsantrasyonu

dx/dt : Ureme hizi

2.6.2.Latent veya gizil dénem (L ag faz)

Mikrobiyel bir populasyon yeni bir ortama inokiile edildigi zaman, gelisme
genellikle sadece lag fazi adi verilen bir zaman periyodundan sonra baslar. Diger bir
ifadeyle hiicre kiitlesinin ve sayisinin artisi belli bir donemden sonra baslar. Hiicrelerin
ortama adaptasyonu icgin gerekli olan bu periyoda lag fazi1 denir. Lag fazinin siiresi
gelisme sartlar1 ve kiiltliriin gegmisine, mikroorganizmanin fizyolojik kondisyonuna ve
inokiile edildigi besiyerinin dogasina baglh olarak degisir. Mikroorganizmanin yasi,
hasarl1 olup olmamasi, daha 6nce gelistirildigi ortam veya saklandig sicaklik derecesi
(dondurulmus kiiltiir) lag faz1 siiresine etken faktorlerdir. Bakteri durgun metabolizmaya
gecerken ATP’larini tiikketmis, ribozomlarini kaybetmis, gerekli enzimleri heniiz
sentezleyememis durumda olabilir. Hiicreler tiim eksikliklerini tamamlayip DNA’larini
replike edebilir duruma geldiklerinde lag fazi da sona erer. Lag fazinin siiresini
kisaltmak ve hatta tamamen ortadan kaldirmak arastiricinin elindedir. Inokiilasyon
oncesi, inokiiliim olarak kullanilacak kiiltiir birka¢ kez ayn1 besiyerinde aktiflestirilir ve
inokilasyon eksponensiyel fazdaki hiicrelerle yapilirsa lag fazina ihtiyag kalmadan veya
kisa siirede logaritmik faza gegilir (Madigan ve Martinko 2006, Waites vd 2001, Tunail
2009).

Lag fazinda iireme gergeklesmedigi igin;
H=0;dx/dt=0 (2.2)

olarak ifade edilir.
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2.6.3.Eksponensiyel donem (L og fazi)

Bu donemde hiicreler maksimal hiz ile ¢ogalir ve gelisirler. Toplam
popiilasyonda canli hiicrelerdeki maddeler hizla artis gosterdiginden mikrobiyel gelisme
cesitli yontemlerle izlenebilir. Mikrobiyel gelisme denilince bakteri hiicre sayisinin veya
bakteri hiicre kiitlesinin (bakteri sayis1 + absorbsiyon) artis1 anlasilir. Eksponensiyel
gelisme doneminde bakterilerin boliinme (hiicre sayisini ikiye katlama) hizi ve gelisme
(hiicre kiitlesini ikiye katlama) hizi sabittir. Aslinda inokiilasyondan sonra bazi
bakteriler ¢ok hizli boliiniirler, ¢ok hizli boliinen hiicreler ¢ok kiigiiktiir ve de kiiltiiriin
boliinme hizi, kiitleyi iki katina ¢ikarma hizinin 6niine gecebilir. Ancak gelismenin
ilerleyen evrelerinde hiicre kiitle artisinin hizi, hiicre sayisindaki artigin 6niine gecer. Bu
anlamda hiicre sayist ile hiicre kiitlesi arasinda fark oldugu sdylenebilir. Ancak, gelisme
faz1 topluca incelendiginde hiicre sayisindaki artis ile kiitledeki artisin ispatlanabilir
sekilde aynmi oldugu goriliir. Eksponensiyel donemde; genelde kiiltiiriin “standart
hiicreler” den olustugu, popiilasyonunun “dengeli gelisme” (boliinme ve kiitlesel artis)
gosterdigi kabul edilir, dolayisiyla sayisal artis ile kiitlesel artisin ayni oldugu varsayailir.
Denemeler eksponensiyel fazda; hiicre sayisinda, hiicredeki protein miktarinda ve kuru
maddedeki artisin ayni hizla oldugunu gostermistir. O nedenle popilasyondaki gelisim,
hiicre sayisi belirlenerek veya protein miktart ve kuru maddedeki artis tayin edilerek de
izlenebilir. Ayrica bu fazda gelismenin takibi, artan bakteri yogunlugunun (optik
dansite, OD) fotometrede izlenmesi ve ekstinksiyon (absorbans) degerlerinin dlglilme-

siyle de mimkiindur (Madigan ve Martinko 2006, Waites vd 2001, Tunail 2009).

Eksponensiyel gelisme doneminde inkiibasyon zamanina karsi taginan hiicre
sayilarinin logaritmik degerleri diiz bir ¢izgi halinde yiikselis gosterir. Statik kiiltiirde
logaritmik fazda substrat konsantrasyonu giderek azalmakta, hiicre yogunlugu artmakta
ve metabolik son iirlinler yavas yavas birikmektedir. Bununla beraber gelisme kismen
sabit bir hizla seyreder. O nedenle hiicrelerin fizyolojik ve kimyasal 6zelliklerinin ayni
oldugu, generasyon siiresinin sabit bulundugu bu evre, kiiltiiriin gelisme hizinin
hesaplanmas1 i¢in en uygun evredir. Ayrica pH, redoks potansiyeli, sicaklik,

havalandirma gibi ortam faktorlerinin incelenmesinde veya degisik substratlarin
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mikroorganizma tarafindan kullanilabilirliginin arastirilmasinda, ya da metabolik
yollarin aydinlatilmasi ve enzim kinetigi calismalarinda gerekli enzimlerin izolasyonlari
icin eksponensiyel evreden ve bu evre sonunda hasat edilen hiicre miktarindan
yararlanilir (Madigan ve Martinko 2006, Waites vd 2001, Tunail 2009, Shuler ve Kargi
2008).

Logaritmik evrede biyokditle artis hiz1 dx/dt, mikroorganizma konsantrasyonu x

ile orantilidir. Buna gore logaritmik {ireme hizi;

dx/dt = px (2.3)

esitligi ile gosterilirken birinci dereceden bir reaksiyon esitligi olusturur. p; spresifik

tireme hizi olup esitlik 2.3’den ¢oziiliirse

= 1/x (dx/dt) (2.4)

2.4 nolu esitlikte goriildiigi gibi, birim konsantrasyondaki biyokitle fraksiyonel artig

hizint verir. Birimi zaman™ dir. Esitlik 2.1%in

t = 0 icin Xx=X( ve t=t igin X=X

siir sartlart kullanilarak integrali alinirsa;

x t
dx B fdt
v u
Xy 0 (2.5)
Inx = Inxo + ut (2.6)
X =Xg " (2.7)

23



2.6 nolu esitlik elde edilir. Burada xo, baslangigta (t=0 aninda) kiiltlir ortamina asilanan
mikroorganizma konsantrasyonu, x ise herhangi bir t (t=t) anindaki mikroorganizma
konsantrasyonudur. 2.6 nolu esitlik bir dogru denklemi olup ordinati kesme noktas1 xo,
egim ise p’yi verir. Logaritmik fazda besin maddeleri azalirken biyokiitlede artis

goriiliir, dolayistyla {iritin miktarinda da artis olur.

2.6.4.Durmafaz1

Eksponensiyel gelisme fazinin sonunda bakteri kiiltiirlerinin ulastigi maksimal
say1 genellikle 10° hiicre/mL’dir. Protozoa ve algler ise bu sayiya ulasamazlar ve genel
olarak 10° hiicre/mL diizeyine kadar gelisirler. Bu maksimal degerlerden sonra artik
hiicrelerin sayisal veya kiitlesel artislar1 durur. Mikrobiyel popiilasyonun durma fazina
girmesi ve durma fazinin siirmesi gelisme egrisinde yatay ve olduke¢a diiz seyreden bir
cizgi ile anlasilir. Gelismenin duraklamasima cesitli faktorler etki eder. Oncelikle
besiyerinde besin maddelerinin derisimi azalmistir. Bu durum popiilasyonun
gelismesinin iyice yavaslamasina neden olur. Aerobik mikroorganizmalar oksijen
yetersizligi ile agir ve sinirl bir gelisme gosterirler. Ciinkii ¢oziiniirliigii fazla olmayan
oksijenin besiyerinde hizla tliikenmesi gelismeyi yavaslatir. Statik kiiltiirde sadece
besiyerinin  yuzeyindeki oksijen miktar1 hald yiizeydeki mikroorganizmalarin

gelismesine olanak saglayacak diizeydedir (Tunail 2009, Shuler ve Kargi 2008).

Diger taraftan metabolitler gelismeyi engeller. En yaygin 6rneklerden birisi;
Lactococcus’lerin  karbonhidrat kaynaklarini fermente ederek laktik asit ve diger
organik asitleri olusturmalar1 ve gelistirdikleri asitlikle kendi gelisimlerini inhibe et-
meleridir. Diger bir¢ok fermentasyon yapan anaerob bakteri de ¢esitli toksik maddeleri
olusturur. Statik kiiltiirlerde metabolitlerin uzaklastirilmast miimkiin olmadigindan,
duyarl hiicreler oliirler. Ancak durma fazinda hala popiilasyonun bir kismi tarafindan
depo maddeleri kullanilarak, ribozomlarin bir boliimii pargalanmis olsa da, enzimler
sentezlenmeye devam eder. Bu fazda olumsuz kosullara duyarli hiicreler hizla dlirken,
daha dayanikli olanlar depo maddelerini ve proteinleri kullanarak endogen solunum

yaparlar ve yasamlarini siirdiirebilecek kadar az bir enerji saglayip canli kalirlar. Bu
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fazda hiicrelerin boliinmesi ile hiicre 6limii arasinda dyle bir denge kurulmustur ki
toplam mikroorganizma sayisi uzunca bir siire degismeden sabit kalir (Madigan ve

Martinko 2006).

Mikroorganizmalarin sentezlendigi sekonder metabolitler endiistriyel agidan
onem tasir. Bu metabolitler 6zellikle kiiflerde beslenme ve gelisme fazi olan tropofazin
sonuna dogru veya metabolit {iretim fazi (durma fazi) olan idiofaz’in baslangicinda
birikmektedir. Bu metabolitlerden antibiyotikler; gerek funguslarin gerekse bakterilerin
olusturdugu, saglik iizerinde olumlu etkiye sahip tip ve veterinerlikte hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ¢ok dnemli bir madde grubudur. Idiofazda mikroorganizmalar
artik gelismeseler de ilave edilen substratlari katabolize ederek, biyosentez yollarinin 6n
kademelerinde sentezlemis olduklart ara metabolitleri son Urlne cevirebilir.
Biyoteknolojik c¢alismalarda sekonder metabolitlerin arastirilmasinda idiofaz gelisme
fazindan daha fazla 6nem tasimaktadir (Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009,
Shuler ve Kargi 2008).

Durma fazinda ulasilan toplam bakteri kitlesi mahsul (hasilat, Grin,
randiman) olarak tanimlanir. Mahsul {iretilen bakterinin tiirline, kullanilan besin

maddelerine ve kiiltiir kosullarina bagli olarak degisik miktarlarda olabilmektedir.
Bu evrede;
dx/dt =0
In (x/Xo) = Sabit

Duragan fazda ¢ogu zaman x = Xnax oldugu kabul edilir.

2.6.5.0lmefaz1

Mikroorganizmanin i¢inde bulundugu ortam, artik besin maddelerini igermiyor

ve metabolik atiklar da yliksek derisimlere ulasiyorsa o takdirde besiyeri zararli bir

cevreye dOniismiistiir. Bu fazda canli hiicre sayisinda oldukga belirgin bir azalma
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meydana gelir. Hiicrelerin boliinmesi ve hiicre 6liimii arasindaki denge hiicre 6liimiiniin
lehine bozulur. Eksponensiyel fazdaki gibi 6liim fazinda da hiicre sayisinda logaritmik
bir degisim olur. Bu fazda saptanan canli hiicre sayilarinin logaritmik degerleri grafige
tasindiginda daha az egimli bir dogrunun 6liim fazinin karakteristigi olarak ortaya
ciktigr goriiliir. Cogu mikroorganizma logaritmik O6liim gosterse de popiilasyonda
belirgin bir diisiisten sonra 6liim hizinin biraz yavasladigi dikkat ¢ekmektedir. Bunun
nedeni biitlin kotii kosullara karsin hala o6limden kurtulabilen direncgli hiicrelerin
varligidir. Olme fazimin sonunda bile buradan taze besiyerine inokilasyon yolu ile
kaltird bu direngli bakteriler sayesinde canlandirmak mimkiindir. Ancak hicbir treme

(gelisme) goriilmiiyorsa popiilasyonun tamami 6lmiis demektir (Shuler ve Kargi 2008).

Bu evrede 6liim hizi;
'dX/dt = “deaX (2.8)
Mg = Spesifik 6lim hizi sabiti

Xmax= Duragan faz biyokitle konsantrasyonu, seklinde tanimlanmaktadir.

2.7. Mikrobiyel Gelismeye Etki Eden Faktorler

Mikrobiyel gelismeyi etkileyen faktorler; ozmotik basing, su aktivitesi (ayw),
sicaklik, hidrojen iyonlar1 konsantrasyonu (pH), oksijen konsantrasyonu, CO;

konsantrasyonu ve basing olarak siralanabilir.

2.7.1.0zmotik basing ve su aktivites

Mikroorganizmalarin ~ fermentasyon ortaminda optimum faaliyeti ve
biyodoniisimii  gergeklestirebilmesi  i¢in, ortamin ozmotik basinct ve iyon
konsantrasyonu oOnemli olup, farkli mikroorganizma suslari igin optimum iyon
konsantrasyonu ve ozmotik basing farklidir. Mikroorganizmalarin bulunduklari ortamin

ozmotik basinct (degeri) hiicre i¢i ozmotik basingtan yiiksek (hipertonik ¢ozeltiler),
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diisiik (hipotonik c¢ozeltiler) veya esdeger (izotonik c¢ozeltiler) olabilir. Eger
mikroorganizma izotonik ortamda ise, gelismesini diger kosullarin elverdigi olgiide
strddrebilir. Ancak hipotonik ortamlarda hiicre i¢ine dogru suyun akisi 6nlenemez ise
hiicre sismeye baslar ve sonunda patlayarak dagilabilir. Ayn1 sekilde hiicre hipertonik
ortamda suyun hiicreden kagigini engelleyemiyorsa plazmoliz meydana gelir ve
dehidrasyona dayanamayan hiicrede membran zarar gorebilecegi gibi, hiicreler de
metabolik olarak durma noktasina geldiklerinden gelisme engellenir. Bununla beraber
cesitli mikroorganizmalarda hiicreyi ozmotik basing etkisinden koruyan mekanizmalarin
varligi ve gerektiginde bunlarin devreye girdigi bilinmektedir. Hipotonik ¢ozeltiler
hiicre duvart bulunmayan bakteriler veya protoplastlar i¢in ciddi tehlike olusturup
ozmotik soka neden olurken, ¢cogu bakteri, fungus ve alg saglam hiicre duvari yapisina

sahiptir (Tunail 2009).

Bazi mikroorganizmalar ise ozmotik soktan korunma davranisi olarak kati
yiizeylere adsorbsiyonu gelistirmiglerdir, bu yolla igeriye giren suyun miktarini
azaltirlar. B0tun mikroorganizmalarin suya ihtiyact olmakla beraber suya olan
gereksinimleri farklidir. Bir ¢ozeltide veya kati ortamda (kat1 besiyeri, ¢esitli substrat
veya gida maddelerinde) bulunan suyun orani mikroorganizmanin gelisebilmesi
acisindan genel bir bilgi sunsa da, 6nemli olan ortamdaki serbest suyun miktaridir.
Ortamdaki bagli olmayan suyu ifade etmek ve ortamlar1 kiyaslayabilmek icin su
aktivites (ay) degerinden yararlanilir. Su aktivitesini mikroorganizmanin bulundugu
ortamin buhar basincinin aymi sicakliktaki saf suyun atmosferindeki su buhar basincina

orani olarak tarif etmek miimkiindiir (Ertugay ve Certel 1995).

aw _ Pmateryal
Po zaf su (2,9)

Genel olarak mikroorganizmalar 0.988-0.600 arasindaki a,, degerlerinde

gelisebilirler. Bakterilerin optimum olarak gelisebildikleri su aktivite degerleri (ay =

0.98) oldukga yuksektir.
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Funguslar bakterilerle kiyaslandiklarinda daha disiik a, degerlerinde
gelisebilirler. Birgok fungus optimum gelismesi i¢in daha yliksek a,, degerini talep etse
de, ay = 0.80-0.85 degerlerinde de rahatlikla spor ¢imlenmesi ve gelisme gosterir.
Ozmotolerant bir maya olan Saccharomyces rouxii seker konsantrasyonu oldukca
yiiksek olan ¢6zelti, surup ve marmelatlarda (a,, = 0.60) gelisebilir. Diisiik a,, degerine
sahip materyalde mikroorganizmanin gelisebilmesi cok fazla efor sarf etmesini
gerektirir. Bunun nedeni suyu hiicreden kacirmamak i¢in, icerideki ozmotik basinci
yiikseltebilmek amaciyla ¢esitli maddeler sentezlemeye mecbur olmasidir. Bunu
basarabilen mikroorganizmalar ozmotolerant olarak tanimlanir. Bunlar a, sinirlari
genis bir aralikta gelisme yetenegi gosterirler. Bakterilerden de halofil veya ekstrem
halofil karakterli olanlar a,, = 0.75 degerlerinde rahatlikla gelisebilirler. Ancak ¢ogu

bakteri bunu basaramaz (Ertugay ve Certel 1995, Tunail 2009).

2.7.2.S1cakhik

Mikroorganizmalarin sicaklik istekleri ¢ok farklidir. Genel olarak optimum
gelisme icin 0-55°C arasinda degisen sicakliklar isterler. Onlar1 sicaklik isteklerine
gore psikrofil veya kriyofil, mezofil, termofil, ekstrem termofil, hiper termofil
olarak gruplandirmak miimkiindiir (Sekil 2.3). Genel olarak prokaryotlarin okaryotlara
oranla daha yiiksek sicakliklarda gelisebildikleri sdylenebilir (Shuler ve Kargi 2008).

Gelisme hiz

MMinimum Maksimum

Ve

Sicakhik

Sekil 2.2. Mikroorganizmalarin sicakliga bagli olarak gelisme hizi (Tunail 2009)
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Mikroorganizmalarin minimum ve maksimum sicakliklart arasindaki araligin,
kaba bir genelleme ile 30°C civarinda oldugu sdylenebilir. Bununla beraber bazi tiirlerin
daha dar, bazilarinin ise daha genis aralikta gelistigi gosterilmistir (Sekil 2.3). Dar
araliga sahip mikroorganizmalar stenoter mal, genis araliga sahip olanlar ise oritermal

olarak tanimlanir (Tunail 2009, Ertugay ve Certel 1995).

Altemaria, Trichomonas vaginalis, Cyanidium caldarium, Thermodiscus,

Fusarium, Clostridium, Mucor pusilius, Synechococcus eximus,
Peniciffium, Bacilius, Thermobacteroides, Sulifolobus acidocaldarius,
Leptothrix, Alcaligenes, Thermoactinomyces, Methanothermus,
Gallionelia, Pseudomonas, E. stearothermophiius, Desuifurococcus,
Alcaligenes, E. coli, Methanococcus Thermoproteus
Achromabacter, E. faecalis,

Flavobacterium, S. aureus

Pseudomonas

0 10 20 30 40 50 G0 70 80 20 100 110
Sicaklik (°C)
== Ekstrem Kriyofiller I I Hiper Termofiller s I
Okaryotik algler, Staphylothermus,
Micrococcus cryophiius, Pyrodictium occultum,
Baciflus psychrophilus Pyrococcuts,
Pyrobaculum,

Byrodictium brokii,

Sekil 2.3. Cesitli mikroorganizmalarin gelistigi sicaklik araliklar1 (Tunail 2009)

Cogu Saccharomyces turii 0°C ve 40°C arasindaki herhangi bir sicaklikta
gelisebilir. En uygun sicaklik ise 28-35°C’dir. Bununla birlikte Saccharomyces
cerevisae’nin gelismesi igin limit sicaklik 40°C’dir. Ciinkii fermentasyonda artan
sicakliklar hiicre biiyiimesi azalmasiyla sonuglanir. Ayrica Lactobacillus casel icin

optimum ¢aligma sicakligr 25-37°C civarindadir (Madigan ve Martinko 2006).

2.7.3.pH

Mikroorganizmalar gelismeleri igin farkli pH derecelerini talep ederler.
Mikroorganizmalar, gelistikleri pH araligina bakilarak 3-4 grup iginde toplanir.
Optimum gelismelerini; 1.0-5.5 pH arasinda gerceklestirenler asidofiller, pH 5.5-8.0

arasinda sitirdiirenler noétrofiller olarak adlandirilir. Yiksek pH derecelerini (pH 8.5-
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10.0) tercih edenler alkalofiller, gelismeleri i¢in daha da yiiksek pH derecelerini (pH
10.0-11.5) talep edenler ise ekstrem alkalofiller olarak tanimlanir (Tunail 2009).

Lactobacillus turlerinin, Enterobacter’lerin ve bircok Pseudomonas’in kendi
yasamlarint tehlikeye atacak diizeyde asitlik gelistirdikleri bilinir. Bu nedenle
besiyerlerine tampon maddeler ilave edilerek asir1 asitligin veya alkaliligin Oniine
gecilmeye calisilir. Tampon madde olarak en fazla fosfatlarin zayif asitleri ve tuzlar
kullanilir. Yine bunun yaninda etanol iiretiminde kullanilan pek ¢ok Saccharomyces
mayast 2.4-8.6 arasindaki pH degerlerinde gelisebilmektedir. Sukroz bir karbon
kaynagi olarak kullanildiginda, sistem pH’sina glukozdan daya duyarhdir. Ayrica laktik
asit Oretimi vb. fermentasyon proseslerinde kullanilan Lactobacillus casei pH 5-6

arasinda optimum c¢alisma gostermektedirler (Madigan ve Martinko 2006).

2.7.4.0ksijen

Bazi mikroorganizmalar gelisebilmeleri i¢in havanin oksijenine ihtiyag
duyarken (aerob mikroorganizmalar), bir kismi1 da ortamda oksijenin bulunmamasini
ister (anaerob mikroorganizmalar). Aerob olanlarin bir bolimii mutlak olarak O,’ye
gereksinir. Obligat veya zorunlu aerob olarak tanimlanan bu mikroorganizmalar
O2’nin bulunmamasi durumunda yasamlarini siirdiiremezler. Baz1 aeroblar ise oksi-
jensiz ortamda Ureyebilseler de O, varliginda daha iyi bir gelisme gosterirler ve

fakultatif anaer ob olarak tanimlanirlar (Doran 1995, Madigan ve Martinko 2006).

Mikroorganizmalarin gelisimlerine oksijenin ¢ok dnemli etkisi nedeniyle aerob
ve anaerob mikroorganizmalarla c¢alisilirken onlarin iiretim tekniklerinde farkl
uygulamalara dikkat etmek gerekir. Aerob mikroorganizmalarin yiiksek hacimli
kilturlerinde havanin besiyeri igine difiize olabilmesi i¢in kiiltiiriin manyetik karistirici
ile karigtirtlmas1 veya calkalamali inkiibatorlerde calkalanarak gelistirilmesi Onerilir.
Alternatif bir yOntem ise havanin kiiltiir kabima steril bir filtreden gegirilerek
verilmesidir. Bu yontemde igeriye giren havanin besiyerinde homojen dagilimi yine

mekanik karigtiricilar ile saglanir (Shuler ve Kargi 2008, Glazer ve Nikaido 2007).
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Anaeroblarin gelistirilmesinde ise ortamdan oksijenin uzaklagtirilmasi gerekir.
Eger iretilecek anaerob kiiltiir az miktarda ise sivi veya kat1 besiyerine indirgeyici

ajanlar (tiyoglikolat, sistein) katilarak oksijenin uzaklastirilmasi saglanir (Tunail 2009).

2.7.5.Karbondioksit

Biitiin mikroorganizmalarin az veya ¢ok CO;’e gereksinimleri vardir. Kiiltiiriin
bulundugu gaz atmosferindeki CO,, KOH ile tutularak ortamdan cekildigi zaman
hemen hemen biitiin bakterilerin gelisiminde inhibisyon goriiliir. Ototrof mikroor-
ganizmalar C asimilasyonu i¢in yalnizca havanin CO3’inden yararlandiklart i¢in CO3’e
cok fazla ihtiya¢ duyarlar, CO, fiksasyonunu ribuloz-bi-fosfat (RuBP) yolu Uzerinden
gerceklestirirler. O nedenle karbondioksitle zenginlestirilmis hava veya gaz karisimlari
(hacim olarak % 10 CO,) gelisme ortamina siirekli verilerek bu bakterilerin gelisimleri
saglanir. Ototrofik bakterilerin besiyerlerine ayrica sodyum bikarbonat (NaHCO3)
katilir. Besiyerine katilan NaHCO3’in yan1 sira besiyerinden bu gaz surekli gegirilir
(Tunail 2009).

2.7.6.Basing

Mikroorganizmalar yerkiirede habitatlarina gore farkli atmosfer basinci altinda
bulunurlar. Toprakta veya suyun yiizeyinde yasayanlar 1 atmosfer basing altinda
yasamlarin1 siirdiiriirken okyanusun veya denizlerin derinliklerinde bulunanlar, hem
sogukta (2-3°C) hem de su katmanlarmin etkisiyle yiiksek hidrostatik basing altinda
yasarlar. Derin sularda yasayan amfipodlar (yenge¢ vb.) ile denizhiyar1 gibi omurgasiz
canlilarin sindirim sistemlerinde yerlesik bazi bakteriler gercek barofilik bakteriler
olarak tanimlanir ve gelisebilmek i¢in yiiksek atmosfer basincina ihtiya¢c duyarlar

(Tunail 2009).
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2.8. Etanol

Etil alkol en iyi bilinen alkol olup bitun alkolli iceceklerin esas maddesidir.
Etil alkol ayn1 zamanda alkol, etanol, tane (hububat) alkoll, fermentasyon alkolu, etil
hidroksit ve metil karbinol olarak da adlandirilir. Derin kiltir fermentasyonu ile
tiretilebilen ve uzun yillardan beri gida ve diger bir¢ok endiistri dalinda kullanilan etanol
giniimiizde ayrica ¢esitli araclarda petrol Grlnlerine alternatif olarak da
kullanilmaktadir. Etanol mikrobiyolojik olarak elde edilebilecegi gibi kimyasal yolla da
elde edilebilir. Diinya’da azalan enerji kaynaklara alternatif olarak fermentasyonla
tiretilen etanol Onem kazanmistir. Bircok iilkede sakaroz ve nisasta gibi
karbonhidratlardan etanol Uretimi iizerine ¢alismalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin en
genel amaci etanolu iireterek otomobil yakiti, etilen ve diger petrokimyasallar1 elde
etmektir. Dlinya’da 2009-2012 yillar1 arasinda tahmini etanol Gretimi Cizelge 2.5° de
verilmistir. Son zamanlarda otomobil Ureticileri etanol-benzin karisimimin (85:15 v/v)
baz1 araglarda kullanildigini bildirmislerdir. ABD’nde 1999 yilinda 4.54x10° litre etanol
yillik olarak bu sektoérde kullanilmistir (Sun ve Cheng 2002, Pimentel ve Patzek 2005,
Brown 2003).

Cizelge 2.5. Dunya’da tahmini etanol Gretimi (milyon litre) (Shuler ve Kargi 2007)

Ulkeler 2009 2010 2011 2012
Brezilya 19828 20778 21724 26674
ABD 25960 28458 30957 33455
Cin 4167 4269 4368 4470
Hindistan 2085 2161 2237 2312
Fransa 1139 1199 1260 1321
Ispanya 696 779 859 942
Almanya 1442 1680 1915 2153
Kanada 1044 1218 1393 1567
Endonezya 317 348 378 408
Italya 200 208 219 227
Dunya 66,524 71,672 76,817 81,965
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Alkol fermentasyonunun ilk defa ne zaman nerede gelistigi konusunda birgok
arastirmact ayni sonuglara varmasina karsin alkoliin distile edilmesine iliskin bilgiler
celigkili ve yetersizdir. Baz1 aragtirmacilar distilasyon isleminin ilk olarak Misir’da
yapildigini, bazi1 arastirmacilar ise bu bulusun eski Yunanistan ve Italya’da yapildigini

One stirmektedirler.

13. yy.da Avrupa’da damitma islemi gelismis ve alkol {iretimi ticari bir 6nem
kazanmistir. Asya kitasinda da alkol iiretiminin ve distilasyon tekniginin 13. yy’da
bilindigi belgelerle dogrulanmaktadir. Distilasyon aletleri dnceleri ¢ok basit olup, daha
sonra yuksek dereceli alkol Gretebilmek icin surekli rektifikasyon kolunu gelistirilmistir.
1901 yilinda azeotropinin esaslarinin belirlenmesi ile saf alkol {iretimi miimkiin olmusg

ve alkol iiretimi bugiinkii durumuna ulagmistir.

Etil alkol, saf halde berrak, renksiz, ugucu bir sividir. Alevlenebilir, toksiktir,
karakteristik tat ve kokuya sahiptir. Suda ve eter gibi pek c¢ok organik cozlcide
¢Ozuinur. 78.4°C “de kaynar ve —114°C’de erir. Ozgiil agirhig1 20°C’de 0.7851gr/ml” dir
(Shuler ve Kargi 2008). Sekil 2.4’de etanoliin kimyasal yapis1 gosterilmistir.

O—H

I
ITr—O—=I
ITrT—O—=I

Sekil 2.4. Etanoliin kimyasal yapist
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2.8.1.Etanolun kullanildig: alanlar

Etil alkol alkolli ickilerin esas bileseni olma disinda ¢6zlic, ekstrakte edici,
antifriz ve pek cok sayida organik maddenin sentezinde baslangic maddesi olarak
kullanilir. Etil alkol ¢6zgenler, ekstrantlar, boyalar, farmosatikler, lubrikantlar,
deterjanlar, pestisidler, ylizey kaplama maddeleri, kozmetikler, patlayict maddeler,
sentetik liflerin yapilmasinda kullanilan regineler gibi diger organik maddelerin

sentezinde bir substrat olarak da kullanilir (Gilson vd 1995).

Alkol kullanimi Ulke yonetimlerinin kontrolii altindadir. Kullanig amacina
bagl olarak ¢esitli derecelerde etil alkol iiretilir. Etanol ayrica ¢ok buyik miktarlarda
biitadien iiretimi i¢in kullanilmaktadir ki, stiren ile kopolimerizasyonu sentetik lastigi
olusturmaktadir. Ekonomik olmamakla birlikte Avrupa da ve ABD’de oldugu gibi etil
alkol-benzin karisimi motor yakiti olarak kullanilmaktadir. Almanya’da gida, alkollii
icki ve ilag gibi insanlar tarafindan dogrudan veya dolayli olarak tiiketimi s6z konusu
olan urdinlerin Uretiminde sentetik etil alkolln kullanilmasina izin verilmemektedir
(Gilson vd 1995).

2.8.2. Fermentasyon metodu ile etanol Uretimi

Etanol {iretiminde hem maya hem de bakteriler kullanilabilmektedir. Bu
amacla Saccharomyces cerevisiae (Atiyeh ve Duvnjack 2003) en fazla kullanilan
mayadir. Bunun yaninda Kluyveromyces fragilis de yaygin olarak kullanilabilmektedir.
Ayrica son zamanlarda Clostridium thermocellum, Clostridium thermosaccharolticum
ve Zymomonas mobilis de etanol tretiminde kullanilmaktadir. Hemiselilloz ve
sellilozlar bu organizmalar tarafindan parcalanirlar ve monosakkatirlere dontstiirerek
fermenyasyon sonucunda etanol Uretirler (Sun ve Cheng 2002). S. cerevisiae aerobik
sartlarda glukozu piirivata ve onuda katabolik yoldan piirivatdekarboksilaz enzimi ile
asetaldehit ve CO,’e parcalar. Daha sonra alkoldehidrogenazin indirgemesi ile
asetaldehitten etanol olusur (Sekil 2.5) (Madigan ve Martinko 2006).
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Etanol iiretimi igin kesikli sistemler kullanildiginda maksimum miktarda
biyokutle elde etmek igin calisma aerobik sartlarda baslar. Ciinkii aneorobik sartlar
sistemde erken olugsmakta bu da iyi donlisim oram1 elde etmek ig¢in yeterli
gelmemektedir. Bu nedenle verim kaybindan ka¢gmak i¢in kisa bir siire sisteme hava
verilmesi gerekebilir. Siirekli proseslerde optimal kiif gelisimi ve etanol iiretimi belirli

seker konsantrasyonu sinirlarinda gerceklesmektedir (Brock 1984).

Fermentasyon yoluyla etanol iiretimi baslica 3 asamada gergeklestirilir.

1. Substratin hazirlanmasi
2. Fermentasyon

3. Etanolun distilasyonu

(b) GLISERIN {a) ALKOL
FERMANTASYONU FERMANTASYONU

DHAP GAP

NADHiD( NAD* NAD*
NAD* NADH-+H* NADH-HH* ————————

Gliserol-3P 1,3-PGA

&

CH,—OH
CIH —OH
CH,—OH

GLISERIN
CH; —C—H

& & ETANOL
NaHSO;

CH;—CHOH—S50;Na

Sekil 2.5. Glukozdan etil alkol Gretim reaksiyonu (Tunail 2009)
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Fermentasyon; alkol, yogurt, sirke, boza, tursu, ekmek, peynir gibi adi hemen
akla gelen, gercekte tiirli bunlarla sinirli olmayan bircok gida maddesi iiretiminde
uygulanmasi zorunlu bir islemdir. Halk dilinde karsilig1 “mayalanma” ve “ihtimar”dur.
Genel anlamda fermentasyon; Uretimi amaclanan Urinun elde edilmesi icin maya,
bakteri veya mantar gibi mikroorganizmalarin faaliyetine olanak saglayan temel bir
tiretim agamasidir. Fermentasyon kosullari, iiretilecek gida maddesinin tiiriine gore
secilmis olan, mikroorganizma talebine bagli kalinarak olusturulur. Ornegin: alkol
tiretiminde “alkol mayasiin”, sirke iiretiminde “sirke bakterisinin” faaliyeti istenir ve
fermentasyon ortami bu mikroorganizmalarin talebine uygun hale getirilir.
Fermentasyon Uretilecek Uriine veya fermentasyonu yapan mikroorganizma tlriine gore

adlandirilir.

Fermentasyon ortaminda c¢alisan mikroorganizma, liremesi ve beslenmesi i¢in
ortamda bulunan ve kendisi i¢in gida maddesi olan maddeyi tuketir ve bu esnada da,
fermentasyondan beklenen iriini, yan Griin olarak meydana getirir. Ornegin: alkol
fermentasyonunda maya, ortamda bulunan sckeri tiketirken, yan Grin olarak alkol

meydana getirmektedir.

Etanol iiretiminde substratin hazirlanmasinda nisasta iceren kokler, taneler,
seker kamisi, seker pancari, piring, islenmis agag iirlinleri, atik kagitlar, aygicegi atik
gida triinleri vb. (Cizelge 2.6) karbonhidrat kaynaklari kullanilabilmektedir (Badger
2002, Sun ve Cheng 2002, Pimentel ve Patzek 2005, Karimi vd 2006). Ayrica peynir
altt suyundan da etanol iiretimi {izerine bir¢ok calisma yapilmistir. Ancak endiistriyel

kullanimi1 pek fazla yaygin degildir.
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Cizelge 2.6. Etanol tiretiminde kullanilan substratlar ve 6zellikleri (Sun ve Cheng 2002)

Karbonhidrat Hammadde Hidroliz runleri
Seliiloz Tarimsal atiklar Glukoz

Sehirsel atiklar Mannoz

Odun Galaktoz

Odun atiklar1 Arabinoz, Ksiloz
Laktoz Peynir alt1 suyu Glukoz, Galaktoz
Nisasta Kassava Glukoz

Misir Maltoz

Patates Dekstrin

Sago
Sakkaroz Seker pancari Glukoz

Seker kamist Fruktoz

Melas

Roukas (1993) tarafindan inkiibatorlerde yapilan bir ¢alismada; kegiboynuzu
meyvesinin  sadece ekstraktindan S cerevisae kullanarak etanol Gretimi
gergeklestirilmeye calisilmistir. Bu amacla farkli inokiilasyon miktari, baslangic seker
orant ve pH gibi parametreleri degistirerek etanol iiretimlerini izlemislerdir. Yine
Roukas (1996a) tarafindan yapilan bir ¢aligmada iki asamali fermentasyon sistemi
kullanilarak sterilize edilmemis keciboynuzu ekstraktlarindan immobilize enzim
kullanarak etanol iiretimi gergeklestirilmistir. Bu denemelerde 200 g/L baslangi¢ seker

oraninda maksimum 64 g/L etanol iiretilebilmistir.

Keciboynuzu meyvesinden immobilize S. cerevisiae kullanilarak kiigiik 6lgekli
gerceklestirilen bir ¢alismada maksimum etanol miktar1 50 g/L olarak tespit edilmistir.
(Roukas 1994a). Yine Roukas (1994b) immobilize S cerevisiae kullanarak dolgulu
yatak reaktoriinde gerceklestirdigi bir fermentasyonda 48-52 g/L etanol iiretebilmistir.

Roukas vd (1991) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada kalsiyum alginat

Uzerinde immobilize edilen S cerevisiae’nin peyniralti suyunda kullanildigi bir
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fermentasyon igleminde 150 g/L sekerden 61 g/L etanol {iretmiglerdir. Yine benzer bir
calismada immobilize S cerevisiae kullanilarak kegiboynuzu meyvesi ekstraktindan
etanol Gretimi tizerine kiigiik Olgekte yapilan bir calismada 250 g/ baslangig
konsantrasyonunda 64,5 g/L etanol Uretilerek verim %28.3 olarak bulunmustur (Roukas
1995). Keciboynuzu posasinin etanol iiretiminde degerlendirilmesi iizerine ise herhangi

bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Demirci vd (1997) biyofilm reaktorii kullanarak etanol iiretimi {izerine yapilan
bir calismada Saccharomyces cerevisiae kullanmiglardir. Bu amagla kati destek
materyalleri kullanilarak maya hiicreleri immobilize edilerek stirekli ve kesikli
fermentasyon gerceklestirilmistir. Kesikli fermentasyon kullanilan sistemde S
cerevisiae 30 g/L etanol iiretmistir. Benzer sekilde seker pancari melasinin sterilize
edilmeden S cerevisiae kullanilarak gergeklestirilen fermentasyonunda maksimum
etanol miktar1 43.5 g/L olmustur. Bunun yaninda biyokiitle miktar1 4.0 x10° hiicre/ml
olarak belirlenmistir (Roukas 1996b). Alegre vd (2003) kirosotil Gzerine immobilize

ettikleri hiicrelerle substrat olarak melas kullanarak etanol tiretmislerdir.

Carvalho vd (2003) seker kamisindan seker iiretimindeki artik olan melasa
kesikli-beslemeli fermentasyon uygulayarak etanol iretimi gergeklestirmiglerdir.
Saccharomyces cerevisiae kullanarak gergeklestirilen etanol {iretimi cevap yiizey
metodu ile optimize edilmistir. Bu amagla reaktor dolum zamani, baslangic maya
miktar1 ve logaritmik faz hizt hesaplanmistir. En yiliksek etanol verimliligi
fermentasyonun 3. saatinde 16.9 g/l/h olarak hesaplanmistir. Bunun yaninda Roukas
(1994c) sterilize edilmemis keg¢iboynuzu ekstraktinda serbest Saccharomyces cerevisiae
hiicreleri  kullanarak gerceklestirdigi beslemeli-kesikli etanol fermentasyonunda

maksimum etanol verimliligini 4.4 g/l/h bulmustur.

Talebnia vd (2005) ladin agaci atiklarim1 kullanarak gergeklestirdigi etanol
tiretimine kapsiillendirilmis S cerevisiae kullanmiglardir. Bunun sonucunda etanol
verimliligi 5.15 g¢/l/h olurken etanol verimi hicre miktar1 {izerinden 0.464 g/g
bulunmustur. Benzer bir sekilde Taherzadeh vd (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada

ormanlik alanlardaki seliilozik materyaller immobilize S. cerevisiae ile etanol
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fermentasyonuna birakilmistir. Siirekli sistemde gergeklestirilen etanol {iretiminde

verim seker tiiketimi {izerinden 0.45 g/g ile 0.48 g/g arasinda olmustur.

Tath sorgum suyundan S cerevisiae TISTR 5048 kullanilarak fermentasyon
yoluyla bir diger etanol iiretimde kesikli sistem uygulanmistir. Bu yontemde kinetik
parametreler lizerine baglangi¢ mikroorganizma miktar1 ve seker konsantrasyonu etkili
olmustur. Bunun sonucunda optimum mikroorganizma miktar1 1x10® hiicre/ml,
baslangi¢ seker konsantrasyonu ise 24°Bx olarak belirlenmistir. Bu sartlar altinda 100
g/l etanol Gretilirken, verim 0.42 g/g ve verimlilik ise 1.67 g/I/h olmustur (Laopaiboon
vd 2007). Benzer bir ¢alismada Yu vd (2007) sorgum suyu kullanilarak etanol iiretimi
gergeklestirilmis ve etanol verimi tiiketilen seker {izerinden 0.49 g/g oldugu
bildirilmistir. Atiyeh ve Duvnjak (2003) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ise,
seker kamisi melasindan S cerevisiae (ATCC 36858) kullanilarak etanol iiretimi
gerceklestirilmistir. Baslangicta 236 g/l seker iceren medyada biyokiitle miktar1 8.62

g/I’ye ulasirken, etanol miktar1 45 g/l olarak belirlenmistir.

Veljkovic vd (2006) tarafindan ardicin yumusak meyvelerinden etanol iiretimi
lizerine gergeklestirilen bir c¢alismada etanol konsantrasyonu %4.4 (v/v) olarak

belirlenirken etanol verimi 0.43 g/g seker olmustur.

Goksungur ve Zorlu (2001) pancar melasi kullanarak dolgulu yatak
fermentoriinde immobilize hiicre kullanarak gergeklestirdigi fermentasyonda maksimum

%4.6 (v/v) etanol tiretildigini bildirmislerdir.

Biyolojik yolla etanol iiretimi, daha ¢ok tarimsal esaslh triinlerden yapildigi
icin atmosferik karbon dongiisiinii de arttirmaktadir. Etanol fermentasyonunda Amerika
Birlesik Devletleri gibi bazi iilkeler hammadde olarak cogunlukla nisastali tarim
tirtinleri ve seliilozlu artiklardan yararlanirken iilkemizde bu amagla genellikle melas ve
kuru 0zim kullanilmaktadir. Bunlarin disinda patates, pancar, odun sekeri, siilfit
surubu, cesitli meyveler ve peynir alt1 suyu da alkol iiretiminde kullanilabilen énemli
hammaddeler arasinda yer almaktadir. Endiistriyel etanol iiretimi agisindan pancar ve

kamis melaslarimin bol bulunmasi ve ucuz hammaddeler olmalar1 nedeniyle daha
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avantajli oldugu ve bu nedenle yaygin olarak kullanildig: bildirilmistir. Sentetik olarak
etilenden etanol iiretimi miimkiin olmasina ragmen 6zellikle gida ve ilag endustrisinde
fermentasyon triinli alkol kullanma zorunlulugu vardir. Ciinkii sentetik alkolde insan
sagligina zararli yan iirlinler ve reaksiyona girmemis c¢ikis maddesi ve icerdigi

safsizliklar bulunabilir.

2.8.3.Etanol fermentasyonu teknolojisi

Milattan 6nce Misirlilarin bira yapiminda kullandiklar1 fermentasyon isleminin
ilk adimlar1 1789 yilinda Lavosier tarafindan atilmig, 1815 yilinda da Gay Lusac

tarafindan formiile edilmistir.

C12H24019——— % 4 CO, + 4 C,Hs0OH

Dums ve Bullay ise daha sonra bu Gay-Lussac formulun;

CeH1,0g ———— » 2C0O, +2 C,H50H

olarak diizenlemislerdir (Shuler ve Kargi 2008).

Fermentasyon 1839 yilinda da Alman kimyager Liebig tarafindan mekanik bir
parcalanma olarak tanimlanmistir. Pasteur ise 1857 yilinda fermentasyonun maya
tarafindan gercgeklestirilen fizyolojik ve biyolojik bir olay oldugunu ortaya koymustur.
Yukaridaki genel formiile gore 100 kg glukozdan 51.142 kg, 100 kg sakarozdan

hidrolizle olusan 2 molekiil glukozdan 53.833 kg (=67.834 litre) ve 100 kg nisastadan

56.824 kg (=71.604 litre) % 100’ liik etanol olustugu teorik olarak hesaplanmistir.

Ancak, kullanilan mikroorganizma, hammaddenin bilesimi ve fermentasyon
kosullarinin, fermentasyon sirasinda olusan yan {iriinlerin ¢esidi ve miktar1 tizerinde rol
oynadig1 anlasilmistir. GUnumuzde bu teknoloji ile antibiyotik, vitamin, amino ve
niikleik asitler ve biyogaz, etanol gibi yakitlar iiretilmektedir. Bunlarin disinda atik
sularin biyolojik olarak aritilmasi gibi islemler de fermentasyon teknolojisinin bagka

uygulamalarindandir (Shuler ve Kargi 2008).
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2.8.3.1. Glikoliz fermentasyonu

Maya hiicreleri salgiladiklar1 invertaz enzimi yardimiyla ortamdaki sakarozu

D-glukoz ve D-fruktoza doniistiirtirler.

C12H2011 + HLO— CgH12,06 + CeH1206
(sakaroz) (D-glukoz) (D-fruktoz)

Hiicre icine giren glukozun stoplazmada bir seri tepkimeye girerek Sekil 2.6’da
goriildligli gibi piirivata parcalanmasi olayina glikoliz denir. Bu reaksiyon dizini
enzimlerin (hezokinaz glukokinas, fosfoheksoz isomeraz, fosfo frukto kinas-1, aldolas,
enolas, piirivat kinas) yardimiyla ve ortamda yeterli enerji var ise baslayabilir. Bu enerji

aktivasyon enerjisi olarak kullanilan enerjidir (Madigan ve Martinko 2006).
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Sekil 2.6. Glukozun par¢alanmasiyla gergeklesen glikoliz (Tunail 2009)
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Glukozun parcalanmaya baglamasi i¢in yani glikoliz reaksiyonlarinin
baslamasi i¢in stoplazmada bulunan 2ATP (Adenosin trifosfat)’nin harcanmasi gerekir.
Glukoz molekuli ile tepkimeye giren ATP molekilleri son fosfatlarini glukoza vererek
tepkimeden ADP (Adenosin difosfat) olarak ayrilir. Bu arada glukoz da fruktoza
doniisiir. Aktiflesmis molekiil fruktoz difosfattir. Ikiye ayrilan 6 C’lu 2 P’li molekiilden
iki tane PGAL (fosfogliser aldehit) olusur. Bundan sonra reaksiyon iki PGAL uzerinden
yani iki koldan devam eder. PGAL ortamda bulunan NAD (Nikotin amid dinukleotid)
ile reaksiyona girerek bir ¢ift hidrojenini NAD’ye verir ve NADH,; olusur. Bu arada
PGAL’in baglarinda bir bosluk olusur. Bu bosluk ortamda bulunan fosfat ile doldurulur
ve 3 C’lu 2 P’li bir molekiil olusur. Bu molekiil ortamda bulunan ADP’ler ile
reaksiyona girerek sirasiyla 2 ATP olusur. Geriye kalan molekiil ise piirivat olarak
adlandirilir. Diger PGAL’de de ayn1 gelismeler olacagi igin toplam 4 ATP sentezlenmis
olur (Sekil 2.6) (Damodaran vd 2008).

2.8.3.2. Etanol metabolizmasi

Fermentasyon ortaminda etanol derisimi en ylksek degere ulastiktan sonra
zamanla azalmaya baslar. Bunun anlami maya hiicrelerinin metabolik olarak enerji
uretmek igin etanolu de kullandigidir. Ortamda oksijenin varliginda asetil koenzim A’y1
meydana getirecek enzimler vardir ve sitrik asit ¢evrimi meydana gelir. Maya hiicreleri
etanoll kullanarak ATP sentezler. Etanol metabolizmas: Sekil 2.5.°de verilmistir
(Ertugay ve Certel 1995).

2.8.4. Fermentasyonda kullamilan mikroorganizmalar

Birgcok organik maddenin elde edilmesinde oldugu gibi etil alkolin elde
edilmesinde de mayalarin biiyiikk 6nemi vardir. Diger yontemlerle elde edilmesi zor olan
organik maddeler, mayalar kullanilarak fermentasyon yolu ile kolayca Uretebilirler. Bu
nedenle etil alkol Ureten fabrikalarda maya iiretim tiniteleri de bulunmaktadir (Ertugay
ve Certel 1995).
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Fermentasyon teknolojisinde daha ylksek verim elde edilmesi, fermentasyonun
daha ekonomik olmasi ve ¢evre kirliligine neden olmamasi agisindan fermentasyon igin
kullanilacak mikroorganizmalarin belli 6zelliklere sahip olmasi1 gereklidir. Cok sayida
substratla kullanilabilme 6zelligine sahip olmasi, kontaminasyondan arinmis olmasi,
fermentasyon ortamindan kolayca ayrilabilmesi, genetik degisiklige direngli olmasi,
yuksek karbon-biyokiitle doniisiimii saglamasi, genis pH araliginda Ureyebilmesi, son
urinun toksik olmamasi, yiiksek oranda sindirilebilmesi, bitki, hayvan ve insanlar

tizerinde patojen etkisinin olmamasi gibi 6zelliklere sahip olmalidir (Brown 2003).

Etanol iiretiminde en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar mayalardir ve bunlarin
basinda Saccharomyces cerevisiae tlrli mayalar gelmektedir. Bununla beraber,
Schizosaccharomyces torulopsis ve bazi Candida tiirlerinin de belirli kosullar altinda,
teknikte etanol iretiminde kullanildigi belirtilmistir. Mucor, Rhizopus ve Aspergillus
cinslerine ait kiif mantar1 tiirlerinin de etanol fermentasyonu yapabildikleri, ancak kuf
mantarlarinin mayalar ve bakteriler kadar hizli gelisemedikleri, bu nedenle bunlarin
endiistriyel etanol iiretimi i¢in uygun olmadiklari, ayrica etanol iiretimleri {izerinde fazla
caligma yapilmadigi bildirilmistir. En iyi etanol ireticisi bakterinin Zymomonas mobilis
oldugu, bunlarin yiiksek konsantrasyonlardaki glukozu hem kesikli hem de sirekli
fermentasyonla etanole doniistiirebildikleri agiklanmistir. Z. mobilis’ in, sadece glukoz,
fruktoz ve sakkarozu fermente edebildigi, etanoliin yaninda diisiik oranlarda gliserin,
stiksinat, laktat, asetoin ve biitandiol de irettigi belirlenmistir (Brown 2003, Smith
2004, Ratledge ve Kristiansen 2006).

Son yillarda termofilik, etanolojenik, sakkarolitik, bakterilerin endiistriyel
etanol tretimleri iizerindeki calismalar, bu Dbakterilerin  ¢esitli  sekerleri
kullanabilmelerinden dolayi, yogunlagsmistir. Bu grup igerisinde Thermoanaerobacter,
Thermoanaer obacterium, Thermoanaerobacteroides ve Clostridium cinslerine ait ttrler
bulunmaktadir. Son 20 yilda, o6zellikle Thermoanaerobacter ethanaolicus,
Thermoanaer obacter thermohydrosulfuricus ve Thermoanaer obacterium
thermosaccharolyticum ile etanol {iretimi ilizerinde g¢esitli ¢aligmalar yapilmistir (Waites

vd 2001). Ayrica genetik olarak modifiye edilerek iiretilmis bir sus olan Lactobacillus

44



plantarum double Idh etanol iiretiminde kullanilan mikroorgnaizmalar arasindadir (Liu
vd 2006).

Alkolik fermentasyonda en buyik rolt Ustlenen mayalar; tek hcreli, spor
yaparak veya tomurcuklanarak ¢ogalan 8-10 mikron (p) biiyilikliigiinde canlilardir.
Mayalar dogada ¢ok yaygindir. Toprakta 6zellikle de seker ve karbonhidrat bakimindan
zengin olan besin maddelerinde bulunurlar. Uziim ve diger meyveler (izerinde yabani
olarak yasarlar, meyvelerin sikilmasi ile 6z suya gegerler, uygun sartlarda Urerler, 1sil
yolla dlurler. Tomurcuklanma ile ¢ogalmada, maya hiicresinin ug tarafinda bir siskinlik
meydana gelir. Bu siskinlik giderek biyiir ve bir tomurcuk seklini alir. Uygun
biiyiikliige gelince ana hiicreden kopar. Bu hiicre de aymi sekilde ¢ogalmaya devam
eder. Maya hiicrelerini morfolojik olarak ayirt etmek zor olmasina ragmen kural olarak
Saccharomyces cerevisiae genellikle yuvarlak veya eliptik bir sekil gosterir.
Saccharomyces cerevisiae yumurta seklinde, tek hiicreli, uzun ¢ap1 0.01 mm olan bir
mayadir. Azot ve tuzlara (P20s, SO;, K,0, MgO) ihtiyaci vardir. Bu nedenle saf seker
cozeltilerinde fermentasyon baslayabilir fakat devam etmez. Maya hicreleri mikroskop

altinda incelendiginde farkl sekillerde gorulirler (Gurel 1996).

a. Gen¢c maya: Sitoplazma icerisinde vakuol ya cok kicuk veya hi¢ yoksa bu tip
mayalara gen¢ maya denir.

b. Olgun maya: Hicreleri tek tek veya yumrulu gruplar halinde, vakuoller orta
buyukllkte ve sitoplazma icerisindeki tanecikleri fazla olan mayalara denir.

C. Yasli maya: Hicreleri ayr1 ayr yani gelisigiizel, vakuolleri ¢ok biiyiimiis, sitoplazma
igerisindeki tanecik sayisi ¢ok artmis olan mayalardir.

d. Oli maya: Hucreleri biiziilmiis ve kiigiilmiis, vakuolleri ¢cok buyik ve gelisigiizel

olan ve oval olmayan sitoplazmadaki tanecik sayis1 azalmis olan mayalardir (Gurel

1996).

Maya mantar (fungi) tipi tek hucreli mikroorganizmadir, gelismesi i¢in besin
kaynaklarma gereksinimi vardir. Mayalar cekirdek zariyla sarilmis bir g¢ekirdege
sahiptirler. Biitiin mayalarin biiyiimeleri ¢esitli organik bilesiklere ve bir¢ok mineral

maddeye baglidir. Bu mikroorganizmalar hem havanin yoklugunda hem de varliginda
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biiyiime yetenegine sahiptirler. Maya hiicreleri amonyak, amonyum tuzlari, fosfor,
diistik miktarlarda potasyum, magnezyum ve kalsiyum tuzlarina ihtiyag duyar.
Mineralleri ve vitaminleri i¢eren besinlerin en iyi kaynagi genellikle yeast extract (maya

Oziitll) tir. Bu besin kaynagi yaygin olarak biiylime ortami i¢in kullanilir (Glrel 1996).

Anaerobik durum altinda etanol ve karbondioksit {ireten maya hiicreleri daha
hizli biiyiir. Mevcut fermentasyon sekeri miktarina bagli olan maya {iriini etil alkol
disiik oranda ve genellikle %10°dan fazla degildir. Fermentasyon genellikle
anaerobiktir ve karbonhidrat serbest enerjiye doniisiir. Pek cok tiir maya tarafindan
yerine getirilen fermentasyon, heksoz sekerlerinin bir doniisiimiidiir. Temel olarak
glukoz, fruktoz, mannoz ve galaktoz havanin yoklugunda dort ana son tirline doniisiimle

sonuglanir (Girel 1996).

Glukoz » 2 Etanol + 2CO, + 2ATP + 5 kkal

Serbest enerjinin yaklasik % 70’1 1s1 olarak serbest birakilir. Maya tarafindan
katabolize edilen glukozun %95’i Embden-Meyerholf yoluyla karbondioksit ve etil
alkole doniisiir. Fermentasyon sirasinda azot sinirlandirildiginda mayanin biiyiimesi
yavaglamaya baglar. Sekerin etil alkole doniismeyen kismi yedek glikojen olarak
depolanir. Seker anaerobik durum altinda, aerobik duruma gore daha hizli fermente

edilir. Buna da Pasteur etkisi denir (Shuler ve Kargi 2008).

Mikroorganizmalarin  biiyilk bir kismimi olusturan mayalar, birgok

fermentasyon proseslerinde kullanilmaktadir.

Lodder ve Kreger Van Rij’e gore mayalar 3 familya ile gruplandirilmiglardir.
a. Sacharomycetaceae
b. Sporobolomycetaceae

c. Cryptococcaceae

Teknikte en fazla kullanilan mayalar, Sacharomycetaceae familyasinin alt

familyasindan olan endomycetoidellar den ascosprogenus mayalar1 ve Cryptococcaceae
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familyasindan olan asporgenous mayalaridir. Bunlarin birincisine Saccharomyces
cerevisiae Ornek gosterilebilir (Wumpelman 1984). Mayalarin kimyasal bilesimi,
cinslerine ve kiiltiir sartlarina gore degisebilmekle birlikte yaklasik olarak %46-47
protein, %1-2 yag, %35-36 karbonhidrat ve %16-17 kil, seltiloz vb. icermektedir.

Mayalar 2 sekilde cogalmaktadirlar;

a. Sicaklik uygun, yeterli gida ve hava olursa tomurcuklanma ile bir hiicreden bir
veya daha fazla ¢ikinti meydana gelir. Bunlar yeni hiicreler halinde gelisir ve
sonunda ana hiicreden ayrilirlar.

b. Sporlanmada ise mayalar uygun olmayan sartlarda ikiye veya dorde boliinerek

cogalirlar.

Mikroorganizmalarin ¢esitli gruplarindan olan mayalar endiistriyel alanlarda
onemli bir rol oynamaktadirlar. Endiistride kullanim alani1 en fazla olan maya tlru
Saccharomyces cerevisiae’dir. Hizli ve etkili olarak sekeri alkol ve karbondioksite
cevirebilme yetenegine sahip olan bu mayanin siit, tahil, meyve suyu gibi sekerli
stvilarin -~ fermentasyonunda etkili oldugu bilinmektedir. Saccharomyces buyuk
miktarlardaki mevcudiyetinin yaninda, c¢ok yiiksek bir metabolik hiza, daha hizli
bliylime oranina ve ¢ok hizli kimyasal degisiklikler meydana getirebilme yetenegine
sahiptir (Ejiofor 1994). Mayalar diger mikroorganizmalarla karsilastirildiginda etil
alkole oldukga dayaniklidir. Fermentasyon hizi, seker tiiketimi, biiylime hizi ve hiicre
mevcudiyeti, etil alkoliin maya yapisina zehirleyici etkisinde belirleyici olarak kullanilir

(Ejiofor 1994).

Pek ¢ok Saccharomyces mayasi 2.4-8.6 arasindaki pH degerlerinde
gelisebilmektedir. Sukroz bir karbon kaynagi olarak kullanildiginda, sistem pH’sina
glukozdan daya duyarlidir. Cogu Saccharomyces tirii 0°C ve 40°C arasindaki herhangi
bir sicaklikta gelisebilir. En uygun sicaklik ise 28-35°C’dir. Bununla birlikte
Saccharomyces cerevisae’'nin  gelismesi  i¢in  limit sicaklik  40°C’dir.  Cunki
fermentasyonda artan sicakliklar hiicre biiyiimesi azalmasiyla sonuglanir (Lievense ve

Lim 1982).
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2.8.5. Etanoliin saflastirilmasi

Fermentasyon sonunda i¢inde yaklasik % 10 etil alkol bulunan bir ¢tzelti elde
edilir. Bu ¢ozeltinin fraksiyonlu destilasyon cihazlarinda destilasyonu ile %95-96 lik
alkol elde edilir. Destilasyon ile fermentasyonda olusan aldehit, furfurol, esterler, fuzel
yag1 (n-propil alkol, izobutil alkol ve izomer alkoller karigimi) gibi sagliga zararli yan
tirlinler de uzaklastirilir. Destilasyonda elde edilen alkol agirlik¢a %95.57 alkol, %4.43
su bulunan ve 78.2°C kaynayan alkol-su azeotrop karisimidir. Mutlak alkol denilen saf
alkol iki ayr1 yontemle elde edilir (Strube 2007, Chisti 2007).

a. %95.97 lik alkole sonmemis kire¢ (CaO) ilave edilir ve destile edilir, kireg su ile
reaksiyona girerek saf alkoliin destile edilmesi saglanir

b. Alkol i¢indeki su yilizdesine gore uygun miktar benzen ile karistirilarak destile
edilir. ik destilat 64.8°C de gecer ve benzen (%74.1), etanol (%18.5) ve suyun
(%7.4) azeotrop karisimidir. ikinci destilat 68.2°C de geger ve benzen (%67.6)
ve etanolun (%32.4) azeotrop karisimidir, biitiin benzen uzaklasana kadar devam
eder. Uclincli destilat 78.3°C de kaynayan mutlak alkol (%99.5) diir. Mutlak
alkoldeki %0.5 su metalik kalsiyum ve magnezyum yardimiyla uzaklastirilabilir.

Bunun yaninda fermentasyon ortamindan etanolun ayristirllmasinda, daha
ekonomik olmasi, enerji maliyetinin diisiik olmasi ve daha konsantre iiriin elde
edilebilmesi nedeniyle pervaporasyon yontemi de yaygimn olarak kullanilmaktadir
(Wasewar and Pangarkar 2006).
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2.9. Laktik asit

Gida endiistrisinde katki maddesi olarak yaygin olarak kullanilan sitrik asit,
malik asit, laktik asit, tartarik asit ve glukonik asit gibi alifatik hidroksi asitler bir veya
daha fazla karboksil grubuna sahiptir. Tum bu asitler bitki ve hayvanlar aleminde dogal
olarak olusmaktadir. Sitrik asit ve malik asit, sitrik asit dongilisiinde asetatin
oksidasyonu ile ¢ogu canli hiicrenin metabolik sistemlerinde meydana gelmektedir.
Laktik asit kaslarda glukozun oksidasyonu ile olusan bir iiriindiir. Bunun yaninda
Sreptococcus lactis ve Lactobacillus bulgaricus gibi kiiltiirler tarafindan tiretilerek gida

endiistrisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kimyasal yontemlerle veya atik maddelerden fermentasyon yoluyla iiretilen ve
gida, kimya, kozmetik ve eczacilik da dahil olmak iizere bircok endiistri dallarinda
kullanilan laktik asit cogu canli organizmada dogal olarak olusan genel bir metabolik
urin olup fakiltatif aneorobik prokaryotlarin metabolik faaliyetleri sonucunda
olusmaktadir (Datta ve Henry 2006). Laktik asit ilk olarak 1780 yilinda ticari bir firma
tarafindan eksi siitten izole edilmis olup (Hofvendahl ve Hagerdal 2000) bu yuzden siit
asidi olarak da adlandirilmaktadir. Sttte bulunan laktoz, laktik maya denilen bakteriler
tarafindan laktik aside doniistiirilmektedir. Laktik asit her insanin viicudunda olusan
dogal bir organik bilesiktir; kas, kan ve viicudun degisik organlarinda bulunur. Laktat
ile ayn1 anlamda kullanilir. Laktat, laktik asidin tuz formuna verilen addir. Laktik asidin
insan ve hayvan vicudundaki temel kaynagi, glikojenin yikimidir. Anaerobik glikoliz
sonucu pirdvat tdretildigi zaman, kas hicresi onu aerobik olarak enerji dretimine
katmay1 dener. Sayet, kas hiicresi iiretilen tiim piriivati kullanma kapasitesine (aerobik
olarak) sahip degilse, piriivat laktata dontisiir. Laktat, laktik asidin Na, K tuzudur, ¢ogu

kez laktik asit ile ayn1 anlamda kullanilir.

Dinyada laktik asit tiketimi 2002 yili verilerine gére 380,000 ton/yil olarak
gerceklesmistir. Global pazar payr ise 700 milyon USD dir. Uretilen laktik asidin
yaklagik yaris1 fermentasyon yolu ile, diger yarisi ise kimyasal sentez yolu ile elde
edilmektedir. Guniimuzde sanayide kullanilan ve endiistriyel olarak 6nem tasiyan laktik

asit bakterilerinin biiyiik kismi homofermentatif Lactobacillus cinsindendir. Ancak
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Rhizopus cinsi bazi kiifler, ozellikle Rhizopus oryzae L(+)-laktik asit Uretiminde
kullanilabilmektedir (Tay ve Yang 2002). Ulkemizde domates konservesi, margarinler,
et {irtinleri, recel, jole ve marmelatlar, sekerlemeler, tursu ve zeytin salamuralari, deniz
urtnleri ve bira sanayinde kullanilan laktik asidin tiimii ithalatla karsilanmaktadir. Yillar
once kesfedilmis olan bu asit gidalarin korunmasinda, islenmesinde ve diger endiistri
dallarinda kullanilmak tizere yillik 380,000 ton civarinda Uretilmektedir. 1990’11 yillarda
diinyada yillik dretim hacmi 40,000 ton olup iiretim 2 firma tarafindan
gergeklestirilmistir. Bunlardan Hollanda’da CCA Biochem ¢esitli  karbonhidrat
kaynaklart kullanarak fermentasyon islemi ile laktik asit iiretirken, ABD’de Sterling
Chemicals kimyasal teknolojiyi kullanarak iiretim yapmaktadir. 2005°1i yillara dogru
Natureworks LLC firmasi laktik asit {iretiminde Diinya’da ilk siraya yerlesmistir. Dogu
iilkelerinde ise Musashino firmasi Cinli partnerleriyle iiretimlerini gerceklestirmektedir.
Kimyasal market raporlarina gore laktik asit 1.5 USD/Kg civarinda deger bulmaktadir
(Datta ve Henry 2006).

Laktik asidin kimyasal adi 2-hidroksipropanoyik asittir. Kimyasal formuli
C3HgOg'tiir. Hem alkol, hem asit 6zelligi gosterir. Molekiiler agirligi 90.08 g/ml dir.
Yogunlugu yaklagik 1.2 g/cm? tir. pH’s1 25°C’de 2’nin altindadir. Erime noktas1 18°C
dir. Kaynama noktasi olusturdugu ¢ozeltinin derisimine bagli olarak degismektedir
(110°C-130°C). Molekiilde hidroksi grubuyla birlikte karboksi grubu da yer alir ve
birlikte alfa hidroksi asit olusturur. Cozeltide asidik gruptan bir proton kaybeder ve
laktat iyonunu (CH3CH(OH)COO-) olusturur. Bu iyon suda ve etanolde kolaylikla
cozlnebilir ve hidroskopiktir. Laktik asit enantiyomerik bir bilesiktir yani asimetrik
karbon atomuna sahiptir ve bundan dolay1 ¢dzeltisi optikge aktiftir. ki optik izomeri
vardir. Biri D-(-)-laktik asit, (Dekstrorotari) olan, sarkolaktik asit; kaslarin isleyisi
sonrasinda glikojen yakilmasindan dolayr elde edilir. Digeri ise L-(+)-laktik asittir
(Levotari). L-(+)-laktik asit biyolojik olarak ¢ok dnemli bir izomerdir. L-laktat hayvan
vicudunda egzersiz ve metabolizma sirasinda piriivattan fermentasyon sonucu LDH
enziminin yardimiyla Uretilir (Shuler ve Kargi 2008). Laktik asit fermentasyonu dogada
Lactobacillus bakterileri tarafindan gergeklestirilir. Bu bakteriler agizda Urettikleri asitle
diglerin tahrip olmasina sebep olurlar. Endiistriyel katki maddesi olarak E 270 kodu ile

tanimlanmaktadir.
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2.9.1. Laktik asidin kullanim alanlari

Laktik asit baglica gida endiistrisinde kullanilmaktadir. Ancak son zamanlarda
biyopolimerlerin ticarilesmesi ve gelismesiyle laktik asit kullanim1 %20-30 oraninda bu
alana kaymistir. Gelecekte laktik asidin, bakteriler tarafindan ayrisabilen polimerler igin
bir hammadde olacagi; ¢evre dostu ¢oziiciilerin iiretilmesi ve oksijene olmus kimyasal
olarak da kullanilmasiyla yiiksek hacimli iiretimlerinin gerceklesecegi diistiniilmektedir.
Laktik asit ugucu degildir ve gida asitlendiricisi olarak kullaniminda diger asitlere gore
daha lezzetli ve hafif bir tada sahip oldugu i¢in avantajlidir. FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan GRAS (generally recognized as safe) listesinde kabul
edilmektedir. Gidalarda asitlendirici, emiilsifiye edici ve tatlandirict olarak
kullanilmasinin yaninda lahana ve hiyar tursularinda ve sofralik yesil zeytin Uretiminde
koruyucu olarak kullanilmaktadir. Ayrica bir¢ok sekerli iirlinde, ekmek ve firincilik
urtnlerinde, icecekler, sabunlar, sut Grtnleri, bira, regel, j0le, mayonez ve islenmis
yumurta gibi iirlinlerde bakteriyel bozulmalar1 engelleyici olarak diger asitlendiricilerle
bir arada kullanilmaktadir. Son zamanlarda Gzellikle balik ve kiimes hayvanlarinin
karkaslariin paketlenmesi ve dezenfekte edilmesinde laktik asit ve tuzlarinin ¢ozeltileri
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu uygulama iiriinlerin islenmesi boyunca raf dmriinii
artirmakta ve  Clostridium  botulinum gibi  aneorobik  bozulma yapan
mikroorganizmalarin gelisimini azaltmaktadir (Datta ve Henry 2006). Bunun yaninda
laktik asit tekstil ve deri endistrisinde, 6zellikle derilerin asitlendirilmesi ve yln(n
asitle boyanmasi gibi islemlerde kullanilmasi agisindan genis bir kullanim alanina
sahiptir. Laktik asidin yiikksek su tutma kapasitesine sahip olmasi kozmetik
formiilasyonlarinda nemlendirici olarak kullanilmasina uygundur. Canlilar tarafindan
pargalanabilir polimer yapilarinin olmasi cerrahide kullanilan ipler, protezler ve ilag gibi
bircok medikal uygulamalarda kullanilmasina olanak saglamistir (Sheth 1997, Wee vd
2006). Ayrica onceden kullanilan kimyasallarin atiklarinin sorun olusturmasi, artan
cevresel atik sinirlamalart ve laktik asit kullaniminin maliyetinin daha diisiik olmasi
laktik asidin gelecekte daha genis kullanim ve pazar payma sahip olacagimi

gostermektedir.
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Laktik asidin iki fonksiyonel gruba sahip olmasi birgok kimyasal reaksiyonlara
girmesine izin vermektedir. Bu reaksiyonlara 6rnek olarak kondensasyon,
esterifikasyon, indirgeme ve alkol grubunun yer degistirmesi verilebilir. Bu
reaksiyonlarin {irtinleri plastik ve fiberler i¢in polimerler ve bazi kimyasallarin
formiilasyonu i¢in ¢oziiciilerdir. Sekil 2.7°de laktik asit kaynakli potansiyel iiriinler ve
bunlarmn kullanimi1 gdsterilmistir (Gupta vd 2007, Datta ve Henry 2006). Ozellikle de
laktik asidin katalitik distilasyonu sonucu olusan dilaktit genel olarak laktite doniisiir.
Bu bilesik laktik asidin yiliksek molekiil agirlikli  polimerlerini yapmak igin
polimerizasyonda kullanilan ilk hammaddedir. Laktik asit polimerleri canlilar tarafindan
parcalanabilen, 1sil yolla sekil alabilen 6zelliktedir. Ayrica gegirgen olmalari paketleme
materyali iiretiminde son derece onemlidir. Iyi bir raf 6mrii saglamalar1 yaninda

kolaylikla hidrolize olabilmekte ve kompozisyonu kontrol edilebilmektedir.

\J Karbonhidratlar
|
Fermentasyonve
u Saflastirma
‘ 1
Laktik asit
| |
] L] ] ||
Katalitik : 8 g Katalitik
Al m L Esterifikasyon W Hidrojenasyon | dehi v ]
1 | 1 1
Etil asetat o .
Dilaktit Propilen glikol Akrilik asit
| (Laktat esterler) \l ve
I \ I | I , Alkrilat ester
Polimerizasyon Karnstirma J Dehidrojenasyon J
I B | . ) I
Plastikler ve Biosolvent Propilenoksit
u Fiberler u kansumlar b ‘

Sekil 2.7. Laktik asit kaynakli tiriinler ve kullanim alanlar1 (Datta ve Henry 2006)
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Laktik asit polimerlerinin 6zellikleri polistiren, elastik polivinilklorid (PVC) ve
vinil klorid gibi petrolden iiretilen polimerlerin yapisina benzediginden dolayi son
yillarda bunlara alternatif olarak kullanilmaya baglamistir. Sentetik polimerlerin yerine
canlilar tarafindan pargalanabilir olanlarinin kullanilmasi atiklarin ortadan kaldirilmasi
problemini de ciddi bir sekilde azaltmistir. Laktik asit, ¢evre dostu adini
verebilecegimiz ¢oziiciilerin 6zellikle de etil, propil ve biitil laktat gibi diigiik molekiil
agirlikl alkolerin laktat esterlerinin ve propilen glikol, propilen oksit ve akrilik asit gibi
oksijenlenmis kimyasallarin iretilmesinde hammadde olarak kullanilabilmektedir
(Gupta vd 2007, Datta ve Henry 2006, Datta vd 1995). Cizelge 2.7°de laktik asidin
potansiyel drinlerinin, market hacimleri ve ekonomik degerleri verilmistir. Laktik

asidin diinyadaki market hacmi ABD market hacminin yaklasik 2 katidir.

Cizelge 2.7. Laktik asit Grlinlerinin market hacmi ve degerleri (Datta ve Henry 2006)

Diinya Market Toplam Degeri

Hacmi

Uriinler Kullanim Alanlar (milyon
(milyar kg/y1l) dolar/y1l)

Polimer plastikler Parcalanabilir 6.0 3,300
ambalajlar, filmler

Polimer fiberler Tekstil 2.0 2,200

Cevre dostu ¢oziciller — Ozel formiilasyonlar, 2.0 1,100
temizlik maddeleri

Propilen glikol Humektanlar, gida 6.0 3,300
endustrisi

Propilen oksit Politretan, plastik 16.0 8,000

Akrilatlar Polimerler, plastik 7.2 4,000
filmler, kumaslar
Toplam 39.2 21,900
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Sentetik laktik asit, gida isleme ve gazli iceceklerde aroma maddesi ve
koruyucu olarak kullanilmaktadir. Tursularda ve diger uygulamalarda asetik asitle
birlikte kullanilan laktik asit, mikrobiyel stabiliteyi artirirken 1limhi bir aroma
vermektedir. Laktik asit ve asetik asit kombinasyonlarinin, salata ve soslar i¢in de etkili
bir koruyucu oldugu belirlenmistir. Bira ve saraplarin mikrobiyel stabilite ig¢in
asidifikasyonu da laktik asidin 6nemli bir fonksiyonu olup laktik asit bu Griinlerdeki asit
indirgeyen bakterilerden etkilenmektedir. Laktik asidin toz formu ise, sckerleme
yapiminda kendine oldukg¢a genis yer bulmaktadir. Zira sekerlemelerde, kullanilan
aromanin cinsine bagli olmakla beraber hissedilen meyve tadini arttiric1 ve agizda daha
ferah bir tat birakici etkisi vardir. Laktik asit, eczacilikta, damla veya surup seklinde
kullanilir. Sentetik laktik asit, bu sektorlerin disinda, ticari olarak deri tabaklanmasi ve
yunlerin boyanmasinda; plastik, solvent, mirekkep ve lak Gretiminde hammadde olarak
ve sayisiz kimyasal proseste katalizor olarak gorev yapmaktadir. Laktik asidin L formu
ingaat sanayinde betonun asitlik derecesini ayarlamada sitrik aside gore daha etkilidir
(Perepelkin 2002, Datta ve Henry 2006, Datta vd 1995).

2.9.2. Laktik asdin uretim teknolojisi

Laktik asit hem kimyasal olarak hem de karbonhidrat fermentasyonu ile
uretilebilmektedir. Laktik asidin biyoteknolojik olarak dretimi kimyasal olarak Uretime
gore daha diislik maliyetli substrat eldesi, diisiik iiretim sicakligi, diisiik enerji tiiketimi,
yuksek nitelikte drlin eldesi ve istenen L ve D-laktik asit izomerlerini Gretebilme gibi
avantajlara sahiptir (Singh vd 2006). Laktik asit bakterileri ve bazi mantarlar laktik
asidin baslica mikrobiyel kaynagidir (Litchfield 1996) ve glukozu once piirivik aside ve
en son olarak da laktik aside doniistiiriirler (Sekil 2.8). Ayrica laktik asit {iretimi lizerine
yapilan ¢alismalarin %90°’1 bakteriyel fermentasyona odaklanmistir. Bu bakteriyel tiirler
genellikle Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc ve Enterococcus (Naveena 2004)
familyasina ait olup Mucor, Monilia ve Rhizopus kaynakli olanlar1 da kullanilmaktadir
(John vd 2007, Zhang vd 2007). Laktik asit dogal kaynaklardan elde edildigi gibi yapay
olarak da asagidaki yollarla elde edilebilir.
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Laktik asit bakterileri ve bazi mantarlar laktik asidin baglica mikrobiyel
kaynagidir (Litchfield 1996) ve glukozu 6nce piirivik aside ve en son olarak da laktik
aside doniistiirtirler (Sekil 2). Ayrica laktik asit iiretimi lizerine yapilan caligmalarin
%90’1 bakteriyel fermentasyona odaklanmistir. Bu bakteriyel tiirler genellikle
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc ve Enterococcus (Naveena 2004)
familyasina ait olup Mucor, Monilia ve Rhizopus gibi fungal kaynakli olanlari da
kullanilmaktadir (John vd 2007, Zhang vd 2007).
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Sekil 2.8. Glukozdan laktik asit Gretim reaksiyonu (Tunail 2009)
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Laktik asit bakterileri Gram (+) ¢ubuk ve koklar olup fermentasyon Urlnu
olarak da laktik asit Gretirler. Bu grubun tiyeleri fosforilasyon igin elektron tasimazlar
ve enerjiyi sadece substrat diizeyinde fosforilasyon (substrat level fosforilation) yoluyla
elde ederler. Tiim laktik asit bakterileri aneorobik olarak calisirlar. Bir¢ok aneoroblarin
aksine laktik asit bakterileri oksijene hassas degildir ve oksijen varliginda da
geligebilirler. Cogu laktik asit bakterileri enerjiyi yalnizca sekerin par¢alanmasindan
elde ederler ve yasama cevreleri de sekerlerin varliginda sinirlandirilmistir. Laktik asit
bakterilerinin alt gruplarmin arasindaki 6nemli fark sekerlerin fermentasyonundan
olusan firiinlerin niteligine baghdir. Birinci grup homofermentatifler olarak bilinir ve
sadece fermentasyon {iriinii olarak laktik asit tiretir. Diger grup olan heterofermentatifler
ise etanol ve CO;, gibi Urlnleri de Gretmektedir (Brock 1984, Davidson vd 1995).

Lactobacillus casei homofermentatif bir bakteri olup genellikle de laktozu
fermente eder. L. casal tarafindan genellikle L(+) forumundaki laktik asit iiretilir. Bu
nedenle L. casel laktik asit {iretimi i¢in en yaygin kullanilan mikroorganizmalardan
birisidir. L. casei gelisim i¢cin K* ve Mn®" ye ihtiya¢ duymaktadir. Yine bunun yaninda
folik asit, pantotenik asit, riboflavin ve bazi amino asitler L. casei’nin gelisimi igin

onemlidir (Tunail 2009, Madigan ve Martinko 2006).

2.9.3. Laktik asit Uretiminde kullanilan hammadde er

Bu amacla melas, misir surubu, peynir alti suyu proteini, seker kamisi, seker
pancari, elma posasi ve ¢esitli gidalarin islenmesi sonucunda olusan atiklar ve glukoz,
sakaroz ve laktoz gibi saf sekerler substrat olarak kullanilmaktadir (Panesar vd 2007,
Datta ve Henry 2006, John vd 2007). Bunun disinda spesifik karbonhidrat kaynaklarinin
kullanim1 onlarin ucuzlugu ve safligina baglidir (Nolasco-Hipolito vd 2002). Ayrica saf
sekerlerin kullanim1 oldukca pahali olurken seker iceren atiklarin kullanimi daha
avantajli olmaktadir. Bu atiklar igeriklerine gore asit veya enzimatik hidrolize tabi
tutulmaktadir. Yaklasik olarak aymi etkiye sahip olmalarma ragmen asit hidrolizi
ekonomik a¢idan uygun olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilendir (Woiciechowski
2002). Ayrica bazi durumlarda protein ve protein benzeri diger kompleks besinlerde

organizmalar icin gereklidir. Yenilebilir kaynaklardan laktik asit Gretimi igin
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fermentasyon basamaklari; sekerleri hidroliz etmek igin subsrata 6n islem uygulanmasi,
fermentasyon, bakterilerin ve kat1 partikiillerin fermentasyon ortamindan ayrilmasi ve
laktik asidin saflagtirilmasi olarak siralanabilir. Calisma ortaminin pH’s1 5-6 civarinda
tutulmakta ve  notralizasyon  amaciyla  kalsiyum  hidroksit/karbonat  da
kullanilabilmektedir. = Fermentasyon  yaklastk  olarak 2-4  giin  arasinda
tamamlanmaktadir. Optimum calisma sicakligi, kullanilacak mikroorganizma tiiriine
bagli olmakla birlikte 25-35°C civarindadir. Kegiboynuzu posasi zengin seker igerigi,
azotlu bilesik ve mineral madde varligi ile iyl bir substrat niteliginde olup,

zenginlestirmek i¢in diger substratlara gore daha az isteklere sahiptir.

Laktik asit Oretiminde glukoz, sakaroz ve laktoz gibi saf hammaddeler
kullanilmas1 yaninda ticari iiretimlerinde hidrokarbonlar, nisasta igeren iirlinler ve melas
gibi farkli hammaddeler de kullanilmaktadir (Hofvendahl ve Hagerdal 2000) (Cizelge
2.8).

Cizelge 2.8. Laktik asit iiretiminde kullanilan bazi hammadde ve mikroorganizmalar

(Hofvendahl ve Hagerdal 2000)

Hammadde Mikroorganizma
Glukoz L. casel

L. rhamnosus
Sorgum L. plantarum
Melas L. delbrueckii spp. bulgaricus
Laktoz L. rhamnosus
Misir nisastasi L. amylovorus
Patates nigastasi L. amylovorus
Arpa unu L. casel
Mannoz L. pentosus
Tatli sorgum L. paracasei

Demirci ve Pometto (1995) tarafindan ¢esitli ve saf kultlrlerde laktik asit

iretilen bir c¢alismada yulaf kabugu ve zein bulunan kultlirde yapilan tretimde
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maksimum laktik asit konsantrasyonu 60 g/L olarak bulunmustur. Fermentasyonla
laktik asit iiretimi iizerine bir¢ok calisma yapilmistir. Ancak ke¢iboynuzu meyvesinin
laktik asit iiretimi {lizerine kapsamli olarak kullanildig1 bir calismaya literatiirde

rastlanmamuistir.

Ruengruglikit ve Hang (2003) misir koganindan Rhizopus oryzae NRRL-395
kullanarak laktik asit iiretmislerdir. Bu amagla misir koganlarina enzim uygulanarak
polisakkaritlerin pargalanmasi saglanmaktadir. Bunun yaninda bazi deniz {iriinleri
atiklar1 da laktik asit tiretiminde kullanilabilmektedir. Bu amagla Gao vd (2006) balik

atiklarina asit-baz hidrolizi uygulayarak elde ettigi besiyerinden laktik asit tiretmistir.

Goksungur ve Glveng (1997) seker pancart melasini laktik asit {iretiminde
kullanmis ve maksimum verimi seker tiiketimi tizerinden %95.4 olarak bildirmislerdir.
Bunun yaninda farkli azot kaynaklarinin L-laktik asit {izerine etkisini incelemisler ve

maya ekstrakti ile gerceklesen siirekli fermentasyondan en iyi sonucu almiglardir.

Nisasta ve gida atiklarindan laktik asit iiretilen bir ¢alismada, Ohkouchi ve
Inoue (2006) Lactobacillus manihotivorans LMG 18011 kullanarak 19.5 g/l L-laktik
asit Uretmislerdir. Bunun yaninda fermentasyonu etkileyen pH, enzim uygulamasi ve
mineral kompozisyonun laktik asit iiretimi iizerine etkisini incelemislerdir. Ayrica
genetik olarak gelistirilmis Saccharomyces cerevisiae D-laktik asit Gretiminde
kullanilmis ve %53 oraninda verim elde edilmistir (Ishida vd 2006). Tarimsal atiklar ve
ucuz hammaddeler (arpa unu, beyaz un gibi) kullanilarak laktik asit {iretiminin
gerceklestirildigi bir ¢alismada, Oh vd (2005) maksimum 38 g/l laktik asit, 2.3 g/l
biyokutle ve 0.88 g/I/h laktik asit verimliligi elde ettiklerini bildirmislerdir. Soya
fasulyesi ve baklagil lifleri, misir kogani ve bugday sapi gibi tarimsal atiklar
Lactobacillus delbrueckii ve Lactobacillus plantarum kullanilarak laktik asit
tiretimlerinin gergeklestirildigi bir calismada, Sreenath vd (2001) maksimum laktik asit
miktarin1 (44 g/100 g fiber), Lactobacillus plantarum’un kullanildigi ve baklagil
liflerini iceren fermentasyon ortamindan elde etmislerdir. Benzer bir ¢alismada besiyeri

olarak misir kogani kullanilan bir ¢alismada, immobilize L. delbrueckii ile laktik asit
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uretimleri gergeklestirilmis ve maksimum 48.7 g/l laktik asit tiretilebilmistir (Shen ve
Xia 2006).

Berry vd (1999) laboratuarda hazirladiklart 6zel besiyerinde Lactobacillus
rhamnosus kullanarak kesikli sistemde laktik asit iretmislerdir. Yeni gelistirilmis
besiyeri kullanarak gergeklesen fermentasyonda biyokiitle miktart 10.5 g/l, laktik asit

konsantrasyonu 67 g/l ve verim (Y pjs) 0.84 olarak bildirilmistir.

Stirekli sistem kullanilarak gerceklestirilen fermentasyon denemelerinde g¢esitli
karbon kaynaklari, mikroorganizma tipleri ve fermentasyon sartlar1 uygulanarak laktik
asit Uretimleri gerceklestirilmistir. Bruno-Barcena vd (1999) Lactobacillus casei
kullanarak azot kaynaklarimin laktik asit iiretimi {izerine etkisini ikili fermentasyon
sisteminde ¢alismislardir. Bunun sonucunda maksimum laktik asit miktar1 olarak 48 g/I
elde etmislerdir. Benzer bir sistem kullanilan bir ¢alismada, Ohashi vd (1999) melastan
L. lactis kullanarak laktik asit iiretmislerdir. Maksimum laktik asit miktar1 46 g/l

olurken, laktik asit verimliliginin 10.6 g/lI/h oldugunu bildirilmistir.

Laktik asit genellikle glukoz, sakkaroz ve laktozun fermentasyonu ile elde
edilir. Bu nedenle nisasta enzimatik yolla veya asitlerle maltoz ve glukoza hidrolize
olur. Pentozlardan ksiloz ise L. pentoacidicus tarafindan fermente edilir ve baslica laktik
asit ve asetik asit olusturur. Laktik asit Uretiminde karbonhidrat kaynagi olarak
hammaddenin seciminde materyalin ekonomik olmasi goz dniinde bulundurulur (Brown
2003).

Peynir alt1 suyu protein, vitamin ve minerallerin yani sira yaklasik olarak siit
laktozunun %350 sini de icermektedir. i¢inde bulunan protein genellikle saflastirilarak
marketlerde peynir alti suyu proteini olarak satilmaktadir. SUt endustrisinden
kaynaklanan atik sularda en buyik kirlilik kaynagini, peynir Uretimi sonucu olusan ve
kirletici vasfi yiiksek olan peyniralt: sular1 olusturmaktadir. Ozetle, peynir icin islenen

100 kg sutten, yaklasik 90 kg peyniralti suyu olusmaktadir (Brown 2003).
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2.9.4. Laktik asit fermentasyonu

Laktik asit fermentasyonu, oksijen yoklugunda bazi bakteri ve hayvan
hlcrelerinde goriilen bir fermentasyon bicimidir. Normalde, glukoz glikoliz yoluyla
pargalanir, iki molekiil ATP, iki molekil NADH ve iki molekil pirtvat elde edilir.
Ancak, NADH molekiillerinde bulunan hidrojen atomunun bagka bir molekiile
aktarilarak NAD 'nin tekrar olusturulmasi yeni glukoz molekiillerinin parcalanmaya
devam edebilmesi icin gereklidir. Ortamda yeterli oksijen oldugu zaman NADH
molekdlunde bulunan hidrojen bir takim ara molekiiller araciligiyla sonunda oksijene
aktarilir ve glikolizin ilk asamalarinda ortaya ¢ikan bir hidrojen iyonu da kullanilarak
bir molekiil su meydana gelir. Bu siire¢ sirasinda hiicreye enerji saglayan ek ATP
molekiilleri aciga ¢ikar. Ortamda oksijen bulunmadigi zaman piriivatin laktik aside
doniismesi NADH'den tekrar NAD" elde edilmesini saglar. Laktat daha fazla
parcalanamasa dahi NAD" yenilendigi i¢in yeni glukoz molekiillerinin par¢alanmasinda
kullanilabilir, az miktarda ATP iiretimi saglanir. Laktat hiicreden disar1 difiizyonla ¢ikar

(Madigan ve Martinko 2006).

Laktik asit fermentasyonu neolitik cagdan beri kullanilmistir. Laktik asitin
etkisiyle gida asitlenir, bu da bozulmaya neden olacak mikroorganizmalarin biliyiimesini
engeller, hatta 6ldirebilir. Siitiin eksimesinden elde edilen yogurt, tuzsuz beyaz peynir
ve birgok tursu bunun Ornekleri arasinda sayilabilir. Hayvancilikta yem rasyonlarina
katilmas1 amaciyla bazi yem bitkileri laktik asit fermentasyonu yoluyla silaja

dontstiiriiliir. Bu sekilde yesil yemin bozulmadan uzun siire saklanmasi saglanmis olur.

2.9.5. Laktik asit geri kazamim (recovery)

Fermentasyon ile dretilen laktik asit, fermentasyon ortamindan ayrilarak
saflagtirilabilir. Geri kazanim igleminin ilk basamaginda fermentasyon ortaminin
sicakligi, mikroorganizmalar1 6ldiirmek, proteinleri koagiile etmek, kalsiyum laktati
coziindiirmek ve bazi sekerlerin degrade olmasini saglamak amaciyla 80-100°C’ye,

pH’s1 ise 10-11’e vyukseltilir. Sivi iginde askida kalmis kati pargaciklar ve
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mikroorganizmalar filtrasyon yoluyla fermentasyon ortamindan ayrilir. Tuzu laktik
aside doniistirmek ve ¢oziinmez kalsiyum siilfat1 filtrasyonla ayirmak igin, kalsiyum
laktat igceren fermente olmus sivi karbon ile muamele etmek gerekmektedir. Bu
asamadan sonra evapore edilen karisim cogunlukla silflrik asit ile asitlendirme
islemine tabi tutulmaktadir. Laktik asit solisyonu karbonla muamele edilip iyon
degistiriciden gegirildikten sonra evapore edilerek arzu edilen saflikta laktik asit elde
edilir. Buna alternatif olarak da, stlflrik asitle dekompose edilip filtrasyonla ayirdiktan
sonra kalsiyum laktat evoparasyonla fermentasyon ortamindan geri kazanilabilir (Datta
vd 1995, Lydersen 1994, Harrison 2003). Bunun yaninda iyon degistiriciler de
kullanilarak laktik asidin geri kazanim1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Choi vd 2002).

Fermentasyon islemi i¢in kullanilan hammaddeler bir¢ok safsizlik icerdiginden
dolay1 kompleks ayirma tekniklerine ihtiyag duyulmakta, dolayisiyla fermentasyonla
laktik asit {iretiminin toplam maliyetinin biiyiilk bir kismi geri kazanim isleminden

kaynaklanmaktadir (Wasewar 2005, Datta vd 1995, Basmadjian 2007).
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2.10. Deneysel Tasarim Yontemleri

Bir¢ok deneysel arastirma programlarinda, ¢ok sayida faktoriin olasi etkilerini
belirlemek icin faktorleri  birbirleriyle karsilastirmak gerekmektedir. Tasarim
yontemlerinde deneysel degiskenler “faktor”, degiskenin 6zel degeri de “faktor
seviyesi” olarak adlandirilir. Deneysel tasarim yontemlerinde belirlenmesi gereken

agsamalar sunlardir;

e Problem tanimlanir

e Faktorler, seviye ve aralik se¢ilir

e Cevap degiskeni secilir

e Deneysel tasarim deseni yapilir

e Deneyler yapilir

e Regresyon analizi ile regresyon katsayilar1 belirlenerek degiskenlerin verim
uzerine etkisi belirlenir.

e Verilerin istatistiksel analizi yapilir

e Sonuglar degerlendirilir

2.10.1. Cevap ylzey metodu

Gida endiistrisinde uygulanmasi planlanan ¢esitli faktorlerin, matematiksel
olarak modellenmesi son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Matematiksel
modelleme, yapilan arastirmalarda; ¢ok fazla sayida tekerriir gerektiren durumlarda
veya ilgili deneysel ¢alismalari yapma imkanimin sinirli oldugu hallerde, buyik fayda
saglamaktadir (Devres ve Pala 1993). Cevap ylzey metodu proseslerin gelistirilmesi ve
optimizasyonu i¢in gerekli bir takim istatistiksel ve matematiksel tekniklerin bir arada
kullanildig1 bir yontemdir. Genel olarak cevap yuzeyi metodu uygulamalarinin dogasini
bir dizi istatistiksel ve matematiksel tekniklerin birbiri ardina uygulanmasi ve her bir
asamada elde edilen verilerin bir sonraki asamada kullanilmasi olusturmaktadir. Bunun
yaninda gida endiistrisinde bu islem 6zellikle {iriin gelistirme ve diger alanlarda etkin

bir sekilde kullanilmaktadir. Cok az sayidaki deneysel veriler bu metodun
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kullanilmastyla gercekte test edilmesi zor veya olanaksiz olan degerler ve bunlarin
kombinasyonlariyla ilgili gegerli sayilabilecek tahminlerin yiiriitiilmesine olanak
saglamaktadir. Giiniimiizde bilinen klasik metotlarin kullaniminin yetersiz kaldigi
alanlarda maksimum sayida sonucun elde edilmesini saglayan cevap yiizey metodunun
gecerliligi, aragtirmalara ve uygulamalara olan katkis1 her gegen giin artmaktadir (Tekin

2009, Eren 2004, Myers ve Montgomery 1995).

Bu yontemde ilk olarak regresyon analizi yardimiyla bir model olusturulur.
Oncelikle sistemi karakterize edebilecek performans oélgiitleri (cevaplar) ve bunlar
Uzerinde etkili olabilecek faktorlerin veya degiskenlerin belirlenmesi gerekmektedir. Bu
asamada arastirmacinin proses hakkinda teknolojik bilgiye sahip olmasi, bu faktorlerin
belirlenmesi ve isletme bolgesi (operating region) iizerinde bir deneme bdlgesinin
(region of interest) segilmesi agisindan biiyiik bir kolaylik saglamaktadir. Olusturulacak
deneme duzenlerinde, regresyon modelleri meydana getirilirken bu iki kriter baz
almarak olusturulur. Onemli degiskenler ve deneme bolgesi belirlendikten sonra
bagimsiz degiskenlerin deneme bdlgesi igerisinde belirlenen seviyelerinin sisteminde
cevabinda olusturduklar1 degerlerin, optimum noktaya yakin sonuclar verip vermedigini
belirlenmektedir. Optimum noktaya yaklastik¢a, olusturulan cevap yiizeyindeki egrilik
dogal olarak daha belirgin hale gelmektedir (Tekin 2009, Eren 2004, Myers ve
Montgomery 1995).

Deneysel ¢aligsmalarda farkli diizeylerde farkli deneme desenleri olusturulabilir.
Iki diizeyli faktorlerde deneme deseni 2k faktoriyel deneme diizenleri seklinde
adlandirilir. Olusturulan model genellikle ana etkileri ve birinci dereceden interaksiyon
etkilerini gosterir. Bu sekilde olusturulan modeller birinci dereceden modeller olarak

adlandirilir ve bu model asagidaki esitlik 2.10°da verilmistir.

y=PBo+ B1X1+P2Xz + P12X1 Xz +e (2.10)
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Ug faktor diizeyi olan deneme diizenleri karesel yapida olup ikinci dereceden
interaksiyon terimleri ile karesel iligkileri de icerebilir. Bu sekilde meydana getirilen

modeller ikinci dereceden bir model olarak esitlik 2.11°de verilmistir.

y=PBo+ P1X1 +P2Xa + PrXa% + PaXo® + BraXi Xy + & (2.11)

Ug diizeyli faktorlerden olusan deneme diizenlerine “Central Composit ve Box-
Behnken deneme diizenleri” adi verilir. Bu tip deneme diizenlerinde ikinci dereceden bir
modelin optimum noktas1 “ridge analiz” yardimiyla saglanir. Cevap Yiizey Metodunun
uygulanmasi1 esnasinda; ne kadar tekrar gerektigi, optimum noktanin bulundugu
bolgenin yeri, fonksiyonun yaklasim tipi, uygun deney tasariminin se¢imi ve siireg
degiskenleri (cevaplar) iizerinde transformasyonlarin gerekip gerekmedigi hakkinda
bilgi edinilebilecegi bildirilmistir (Myers ve Montgomery 1995). Bir¢cok farkli deneme
diizeni igermesi sebebiyle cevap ylizey metotlariin kullanimi olduk¢a yaygindir. Bu
yontem Ozellikle endistriyel uygulamalarda oldukga genis bir kullanim alanina sahip
olmasina karsin iilkemizde yaygin bir sekilde kullanilmamaktadir. Ozellikle gida

endiistrisinde kullanilabilirliligi ve faydasi oldukga yiiksek bir yontemdir (Tekin 2009).

Cevap yiizey metodundan faydalanilarak, az sayida deneysel ¢alismalar
kullanilarak gercekte test edilemeyen faktér degerleri ve bunlardan saglanan
kombinasyon degerleri hakkinda tahminler yapilabilmektedir. Cevap yuzey metodunu
daha rahat gormek iizere, sabit bagimli degiskenin dogrular1 X, X, ekseninde cizilir ve
buna kontur plot (contour plot) adi verilir (Sekil 2.9). Boylelikle X; ve X, nin cevap
yiizeyinde meydana getirdigi degisiklik kolaylikla anlagilabilir. Bir ya da daha fazla
Olgiilebilen degiskenle, girdi degiskenleri arasindaki regresyon modelinin deneysel
olarak tanimlanmasi ve bu modele gore bagimsiz degiskenin maksimum ve minimum

seviyeleri arasinda bagimli degiskenin cevap yiizey incelenmesine dayanir (Kuehl
2000).
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Beklenen verim
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Sekil 2.9. Cevap yiizey metodu kontur plot grafigi

2.10.2. Box-Behnken yontemi

Box ve Behnken tarafindan 1980 yilinda ortaya konan bu deneme diizenleri
ikinci dereceden cevap yiizeylerinin modelini olusturmak icin etkili bir yontemdir.
Modelde yer alacak faktorlerin en az {i¢ diizeyli olmasi gerekir. Box-Behnken deneme
duzeninde faktorlerden birinin degeri merkez degerinde sabitlenirken diger faktorlerin
tim diizeylerinin kombinasyonlar1 uygulanir. Cizelge 2.9’da goriilecegi gibi ilke 6nce
A faktoriiniin diizeyi sabitlenmis B ve C faktorlerinin tiim diizeylerinin kombinasyonlari
uygulanmis ve daha sonra ayni islemler sirasiyla B ve A faktorlerinin diizeyleri
merkezde sabitlenerek uygulanmistir. Diizen matrisinin en son siitunlarinda is merkez

nokta degerleri yer almaktadir (Kul 2004).
Box-Behnken tasarim yonteminde deney sonuglar1 bir model esitligi ile ifade

edilir. Bu yontemin faydali yan1 endiistriyel boyuttaki uygulamalarda da

kullanilabilmesidir (Box and Behnken 1960). Bir ya da daha fazla Olculebilen
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degiskenle, girdi degiskenleri arasindaki regresyon modelinin deneysel olarak
tanimlanmast ve bu modele gbre bagimsiz degiskenin maksimum ve minimum
seviyeleri arasinda bagimli degiskenin cevap yiizeyinin incelenmesine dayanir (Kuehl
2000).

Cizelge 2.9. Ug faktorli Box-Behnken deneme diizenleri (Kuehl 2000)

Siralama Box-Behnken Deneme Diizeni
A B c
1 -1.00 -1.00 0.00
2 1.00 -1.00 0.00
3 -1.00 1.00 500
4 1.00 1.00 0.00
5 -1.00 0.00 100
6 1.00 0.00 1,00
! -1.00 0.00 100
8 1.00 0.00 100
9 0.00 1,00 <00
10 0.00 1.00 <00
11 0.00 -1.00 1.00
12 0.00 1.00 o0
13 0.00 0.00 0.00
14 0.00 0.00 0.00
15 0.00 0.00 0,00

Bu metodun, 6rnek sayisi ve tekerrlirlerin sayisinm1 azaltma gibi avantajlari
vardir. Buna gore kenarlarin (maksimum ve minimum degerler) orta noktalarindaki
denemeleri (3 seviyeli 3 faktor icin 12 kenar; 12 veri noktasi) ve faktor alaninin
merkezinin analizini tavsiye etmektedir. Burada merkez noktas1 3 defa tekrarlanarak
elde edilen data sayis1 15 olur. Faktoriyel dizayn denemelerinde bu gibi durumlarda 27

veri noktasi (3 faktor*3 parametre*3 tekerriir) bulunurken Box-Behnken metodunda 3
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faktorlii bir deneme ic¢in 15 veri noktast bulunmaktadir (Sekil 2.10). Box-Behnken
metodu genellikle her bir faktor icin 6zel olan minimum (-1.00), maksimum (+1.00) ve
orta degerlerin (0.00) kombinasyonuna sahiptir (Cizelge 2.9). Bu metot kullanilarak en

az veri noktalariyla sistem daha etkili olarak modellenebilmektedir (Sablani vd 2006).

Sekil 2.10. Box-Behnken model tanimi (Sablani vd 2006)

Cevap yilizey metotlar1 bir veya daha fazla degiskeni ve faktorleri veya
kantitatif deneysel degiskenlerin hazirlanmasi1 arasindaki iligkiyi belirlemek igin
kullanilmaktadir. Bu metot 6nceden tanimlanabilen ¢alisma i¢in gerekli olan ve kontrol
edilen faktorleri ve sonra da elde edilen verilerin optimize edilmesinde sik sik
kullanilmaktadir. Bu tip dizaynlar Ozellikle c¢aligmalarda elde edilen egimlerin

dogrulugundan siiphe edildigi zaman kullanilir.

Gorildiigii gibi cevap ylizey metotlari, proses degiskenlerinin deneysel uzayini
arastirmak icin deneysel stratejileri, sistemin cevabini ve lizerinde etkili olan bagimsiz
degiskenler arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in kullanilan empirik modelleme
tekniklerini ve proses degiskenlerinin sistemin cevabinda arzu edilen etkiyi gosterdigi

seviyelerinin bulunmast i¢in kullanilan optimizasyon tekniklerini icermektedir.
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Dolayisiyla, denemelerin dizayn edilmesi, model gelistirilmesi (regresyon analizi),
varyans analizi (ANOVA) ve optimizasyon cevap yuzey metodunun baslica kisimlarini

olusturmaktadir (Eren 2004). Bunlarin yaninda;

Cevap yiizey metotlari,

a) Faktorlerin kurulumunda (islem sartlari) en iyi sonuglar1 belirlemek igin

b) Faktor kurulumundaki memnun edici islem veya proses sartlarini bulmak igin

€) Mevcut sartlardaki kalitenin {izerinde sonuglar elde edebilmek i¢in yeni islem
sartlarinin belirlenmesinde

d) Kantitatif faktorler ve sonuglar arasindaki iliskili modeli ortaya koymak igin

genel olarak kullanilmaktadir (Sablani vd 2006).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Proje kapsaminda kullanilan kirilmis ve c¢ekirdegi c¢ikarilmig 5-7 mm
kalinliginda keciboynuzu meyvesi, Antalya’da kec¢iboynuzu meyvesini ve islenmis
urinleri ihrag eden bir firmadan saglanmistir. Kirilmig kegiboynuzu meyvesi analiz
anina kadar 4°C’lik soguk depolarda saklanmistir. Ayrica fermentasyon ortamina
eklenen maya ekstrakti yerine alternatif olarak kullanilan azot kaynaklari; tavuk eti tozu
(Poultry Meal), kabuk ve tirnak karisim tozlari (Hull and Fines Mix), tily tozlari
(Feather Meal) ve et ve kemik tozlar1 (Meat-Bone Meal) Griffin Sirketi (Butler, KY,
USA)’nden saglanmistir. Ek-1’de fermentasyon ortaminda kullanilan alternatif azot

kaynaklar1 ve kimyasal bilesimleri (Anonim 2007) gortilmektedir.

3.2. Ekstraksiyon ve Cevap Y Uizey M etodu (Response Surface Method)

Kegiboynuzu meyvesinden ¢6ziiniir kuru madde miktar1 yiiksek ekstrakt elde
etmek amaciyla kullanilan ekstraksiyon isleminin gartlarini optimize etmek ve degisken
parametrelerden bir veya daha fazlasinin aralarindaki iliskiyi belirlemek amaciyla Box-
Behnken cevap yuzey metodu kullanilmistir. Bu metodun faktoriyel diizendeki deneme
desenine kars1 (3 faktor*3 seviye*3 Tekerriir=27), 6rnek ve tekerriir sayisinin azalmasi
(3 faktorlii 3 seviye=12 kose ve 3 merkez nokta tekrari olmak (zere toplam 15) gibi
avantajlart vardir. Minitab (Version 13.3; Minitab Inc., State College, PA) istatistik
programi ile ke¢iboynuzu igin literatiirde (Turhan vd 2006) belirlenmis olan maksimum
ve minimum noktalar1 verilen parametrelerin kullanilmasiyla bu meyve icgin en iyi

ekstraksiyon kosullar belirlenmistir (Cizelge 3.1).
Cevap yiizey metodunda kullanilmak tizere ekstraksiyonu etkileyen

parametrelerin maksimum ve minimum noktalar1 belirlendikten sonra, denemelerin

gerceklestirilecegi sartlar program tarafindan olusturulmustur (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.1. Cevap ylizey metodu icin ekstraksiyon parametreleri (Turhan vd 2006)

Degisken Minimum Orta Nokta Maksimum
Sicaklik 70°C 80°C 90°C
Sdre 1 saat 2 saat 3 saat
Meyve:su orani 1:4 1:6.5 1:9

3.3. Kegiboynuzu Meyvesinden Ekstrakt Uretimi

Keciboynuzu meyvesinden fermentasyonla etanol ve laktik asit Gretiminde
kullanilacak ekstraktin tiretiminde, literatiirden (Turhan vd 2006) belirlenmis olan
parametrelere gore cevap ylzey metodu (Response Surface Method)’nun olusturdugu
sartlarda (Cizelge 3.2) iiretimler yapildiktan sonra ekstraksiyon kosullart optimize
edilmistir. Cevap Ylzey Metodu i¢in maksimum ve minimum noktalar girildikten
sonra, orta noktalar program tarafindan olusturulmaktadir. Bunun yaninda tiim
parametrelerin orta noktalar1 (center point) 3 kez tekrarlanarak tekerriir islemi
gerceklestirilmektedir. Buradaki O6nemli husus orta noktada 3 kez tekrarlanan
ekstraksiyon isleminden elde edilen ekstraktlara ait seker igeriklerinin arasinda
istatistiksel olarak fark olmamasidir. Bu tez calismasindaki ekstraksiyon islemleri
Amerika Birlesik Devletleri Pennsylvania State Universitesi University Park

Kampiisii’nde Prof.Dr. Ali DEMIRCI nin laboratuarinda gerceklestirilmistir.

Keciboynuzu meyvesinin optimum ekstraksiyon sartlarin1 belirlemek icin
sicakligi ayarlanabilir su banyosu kullanilmistir. Bu amagla her dretimde 100 g
keciboynuzu meyvesi kullanilirken tiim iretimler {i¢ kez gerceklestirilmistir. Her bir
sicaklik i¢in (70°C, 80°C ve 90°C) su banyosu ayr1 ayri ayarlandiktan sonra, meyve:su
oranlarina uygun olarak beherlere istenilen sicaklikta su doldurulmus ve su banyosuna
birakilmistir. Beher igerisindeki su ve su banyosunun sicakligi dengeye geldikten sonra
(buradaki bir miktar su buharlagsmasi ihmal edilmistir) meyveler beherlerin igerisine
bosaltilarak ekstraksiyon islemi baglatilmistir. Ekstraksiyon islemi baglatildiktan sonra
15 dakika araliklarla beherin i¢i, ¢okmeyi engellemek i¢in bir miktar karistirilmistir.

Ekstraksiyon suresi tamamlanan 6rnek su banyosundan alinarak kati partikiillerin (5-7
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mm) ge¢meyecegi bir slizgegten siiziilerek analiz anina kadar +4°C’de muhafaza
edilmistir. Elde edilen ekstraktta seker analizleri yapilarak, veriler Cevap Yiizey
Metodu’nda 1ilgili yerlere optimum sartlar1 belirlemek amaciyla yazilmistir. Aym
sicaklik denemelerine ait Ornekler su banyosunda bir seferde ekstrakte edilmistir.
Ornegin 70°C’de gergeklestirilen ekstraksiyon denemelerinde tiim denemeler (Ornek No

1,2, 3 ve 4) ayn1 anda yapilmistir.

Cizelge 3.2. Cevap ylizey metodu’nun ekstraksiyon i¢in belirledigi sartlar

Ornek Sicaklik Sire Meyve:su
No (°C) (saat) orani
1 70 1 1:6.5
2 70 2 1:4.0
3 70 2 1:9.0
4 70 3 1:6.5
5 90 1 1:6.5
6 90 2 1:4.0
7 90 2 1:9.0
8 90 3 1:6.5
9 80 1 1:4.0
10 80 1 1:9.0
11 80 3 1:4.0
12 80 3 1:9.0
13 80 2 1:6.5
14 80 2 1:6.5
15 80 2 1:6.5

Cevap yizey metodunun belirledigi sartlarda ekstraksiyon islemleri yapildiktan
sonra, ekstraktlarin seker icerigi analiz edilmistir. Bunun sonucunda program tiim
verileri degerlendirmis ve fermentasyon isleminde kullanilmak {izere optimum

ekstraksiyon kosullarini (80°C, 2 saat ve 1:4 meyve:su oraninda) belirlemistir.
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Keciboynuzu meyvesinden etanol ve laktik asit Uretiminde fermentasyon
ortaminda kullanilacak ekstraktin (retimi i¢in uygulanan metotlar asagida gosterilmistir.
Uretimler tekerriirlii olarak gerceklestirilmis ve her fermentasyon islemi igin 1.5L
substrat hazirlanmistir. Ekstraksiyon sonucu hazirlanan substrat fermentasyon anina

kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

Kegiboynuzu Meyvesi

l Parcalama (5-7 mm) » Posa
Ekstraksiyon Ekstraksiyon 2. Ekstraksiyon
Silizme Parcalama Silizme Parcalama

Posa Posa Ekstrakt Posa Pulpu

Sekil 3.1. Kegiboynuzu meyvesinin fermentasyonunda kullanilacak tirtinler

Fermentasyon ortaminda kullanilan  keg¢iboynuzu meyvesinin  farkl
ekstraksiyon yontemiyle hazirlanmig farkli kombinasyonlart yukarida goriilmektedir.
Bu amagla 5-7 mm kalinhigindaki kegiboynuzu parcalar1 cevap yiizey metodu ile
belirlenen optimum sartlarda (80°C, 2 saat ve 1:4 meyve:su oraninda) ekstrakte
edilmistir. Her bir tretim islemi 1.5 kg keciboynuzu meyvesi 80°C’deki 6 litre su
kullanilarak 2 saat ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon islemi bittikten sonra ekstrakt (E)
sizme yoluyla kati partikiillerinden ayrildiktan sonra dogrudan fermentasyonda
kullamilmistir. Buna ilave olarak pulp denemeleri icin, ekstraksiyondan sonra
kegiboynuzu pargalar1 ekstrakttan ayrilmadan meyve parcalayicida parcalanarak elde

edilen pulp (P) da fermentasyon amaciyla kullanilmistir.
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Ayrica ekstraksiyondan arta kalan ve yiiksek miktarda seker iceren posa ilk
tretimde oldugu gibi ikinci kez ekstraksiyona birakilmis ve meyve pargalarindan
ayrilarak posa ekstrakti (PE) elde edilmistir. Bunun yaninda posa ekstrakti ikinci kez
ekstraksiyona birakildiktan sonra meyve ayrilmadan, birlikte parcalanarak posa pulpu
(PP) tiretilmistir (Sekil 3.1). Hem posa ekstrakti hem de posa pulpu ayr1 ayrt dogrudan

ve zenginlestirilerek fermentasyona birakilmistir.

3.4. Fermentasyonda Kullanilan Reaktor

Etanol ve laktik asit tiretimlerini gergeklestirmek amaciyla laboratuvar tipi; pH,
sicaklik, ¢oziinmiis oksijen kontrolii ve kopiik kontrolii yapabilen, karistirma 6zelligine
sahip ikili biyoreaktdr (Sartorious Biostat B Plus Twin, Allentown, PA, USA)
kullanilmistir (Ek-2). Ayrica karistirma esnasinda girdap olusumunu engellemek
amaciyla reaktor igerisine dalga kiran (baffle) yerlestirilmistir. Reaktor 121.1°C’de 20
dakika sterilize edilerek pH ayarlanmasi 4N NaOH ile gergeklestirilmistir. Sterilizasyon
isleminden Once reaktor igerisindeki pH degerinin dogru kontrol edilebilmesi i¢in pH
6l¢tim probu kalibre edilmistir. Calisma sicakligi etanol fermentasyonu igin 30°C, laktik
asit fermentasyonu igin ise 37°C’de sabit tutulmustur. Proje kapsamindaki biitiin
denemeler 1.5L ¢alisma hacminde gerceklestirilmistir. Liyofilize kiiltiiriin alinmasindan
orneklerin analizine kadar gergeklestirilen islemler Ek-3’de verilmistir. Kegiboynuzu
meyvesinden laktik asit ve etanol Uretiminde ekstraksiyon islemlerinin yani sira tim
fermentasyon denemeleri de Amerika Birlesik Devletleri Pennsylvania State
Universitesi University Park Kampuisi’nde Prof. Dr. Ali DEMIRCI nin laboratuarinda
gergeklestirilmistir.
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3.5. Fermentasyonla etanol Uretimi

3.5.1.Mikroorganizma

Bu calismada keg¢iboynuzu meyvesinden etanol iiretiminde kullanilan S
cerevisiae (ATTC 24859) mayasi Pennsylvania State Universitesi Tarim ve Biyoloji
Miihendisligi (Agricultural and Biological Engineering) Bolimi’nde 6gretim iiyesi
Prof.Dr. Ali Demirci’nin laboratuarindan alinmistir. Fermentasyonda kullanilabilir
duruma getirilmesi  gerektigi igin liyofilize halinden aktif hale gecirilen
mikroorganizmanin, uygun besiyerine (Cizelge 3.3) ekilerek tremesi ve daha sonra
ireme ortammda sayisal olarak ¢ogalmasi saglanmistir. Ureme ortamindan,
eksponensiyel bolgenin zaman diliminde alinan mikroorganizmalar, kegiboynuzu

ekstraktina inokiile edilmistir.

3.5.2.Kultirleme ve mikroorganizmanin hazirlanisi

Mikroorganizmalarin bulunduklar1 ortamdan belirli tekniklerle alinarak uygun
bir besiyerine aktarilmasina (Cizelge 3.3) ve burada gelismelerinin saglanmasina
“kiiltiirleme” denir. Kiiltiirler genellikle buzdolabinda (0-5°C) muhafaza edilmektedir.
Ayrica kiltdrleri dondurarak (derin dondurucuda -20°C, sivi azot iginde -196°C)
donmus halde veya liyofilize stok kiiltiirlerini hazirlayarak kuru formda, canlilik ve
aktivitelerini yitirmeden uzun sire saklamak mumkindir. Reaktorde canli, geng,
dinamik ve gelisimi devam ettigi kabul edilen daha dogrusu logaritmik olarak
cogalmanin ve Ozgiil gelisme hizinin maksimum oldugu mayalarin kullanilmasi
amaciyla S. cerevisiae mayasanin Oncelikle tiiplerde gelisimi saglanmistir. Bu amacla
icerigi Cizelge 3.3.’deki gibi hazirlanan 9 ml medya iceren tiiplere 1 ml maya kiiltiirii
eklendikten sonra 48 saat 30°C’de bekletilerek gelisme saglanmistir. Elde edilen stoklar
+4°C’de buzdolabinda saklanmistir. Reaktore inokiilasyon yapilacagi zaman miktari
cogaltmak amaciyla 100 ml ayni igerikteki medya i¢ine 1 ml stok kiiltiir eklenerek
30°C’de 24 saat gelisimi beklenmis ve sterilize edilmis reaktére %1 oraninda

inokiilasyon yapilmistir.
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Cizelge 3.3. Saccharomyces cerevisiae igin gerekli besiyeri bilesimi (Demirci vd 1997)

Medya Icerigi Miktar (g/L)
Glukoz 50
Maya Ekstrakti 6
Kalsiyumklorir (CaCl,.2H,0) 0.3
Amonyumsdlfat ((NH4)2SO4) 4
Magnezyumsilfat (MgSO4.7H,0)

Potasyumdihidrojenfosfat (KH,PO,) 1.5

Saccharomyces cerevisiae gelisimi i¢in Cizelge 3.3’deki bilesikler 1 litre saf su
igerisinde ¢oziindiiriilerek besiyeri hazirlanmistir. Daha sonra 25 ml’lik 10 adet tpe,
her birine 9 ml hazirlanan besiyerlerinden aktarilmistir. Bunun yaninda 250 ml’lik 9
tane erlenmayere 100 ml ayni1 besiyerinden eklenerek, otoklav tepsisine yerlestirilmis
121.1°C’de 20 dakika sterilize edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyerleri sogutularak

kullanim anina kadar +4°C’de saklanmuistir.

Reaktore inokiilasyon yapilmasi amaciyla 30°C’de 24 saat bekletilmis stok
kiiltiirden reaktore asilama yapildiktan sonra kalan kisim %20’lik gliserolde saklanmak
tizere ayrilmistir. Bu amagla 1L°lik besiyeri igeren ortama %1 (10 ml stok kiiltiir)
inokiilasyon gergeklestirilerek 30°C’de 24 saat bekletilmistir. Daha sonra 30,000 d/d’da
15 dakika santriflij edilmis ve berrak kisim ayrilmigtir. Mikroorganizma igeren kati
kisim %20’lik gliserol ile kanstirilarak 1 ml’lik kiiltiir viallerine aktarilarak kullanim

anina kadar -80°C’de saklanmustir.
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3.5.3.Etanol fermentasyonu

Etanol Uretiminde kegiboynuzundan elde edilen ekstrakt (E), pulp (P), posa
ekstrakt1 (PE) ve posa pulpu (PP) dogrudan ve mikroorganizma gelisimi i¢in yapilacak
zenginlestirme olmak tizere 2 sekilde fermentasyona birakilmistir. Daha sonra ortamin
pH degeri kontrol edilerek Uretimler karsilastirilmigtir. TUm denemeler tekerrirli
gerceklestirilmis ve reaktére 1.5L fermentasyon ortami hazirlanmistir. Fermentasyon

ortaminin zenginlestirildigi denemelerde Cizelge 3.4’deki bilesikler kullanilmistir.

Cizelge 3.4. Etanol fermentasyonunda kullanilan kegiboynuzu ekstraktina eklenen
maddeler (Demirci vd 1997)

Medya igerigi Miktar (g/1.5L)
E, P, PE ve PP* 1500
Maya Ekstrakti 9
Kalsiyumklorir (CaCl,.2H,0) 0.45
Amonyumsilfat ((NH4)2SO4) 6
Magnezyumstlfat (MgSO,4.7H,0) 1.5
Potasyumdihidrojenfosfat (KH,PO,) 2.25

* E: Ekstrakt, P: Pulp, PE: Posa ekstrakti, PP: Posa pulpu (E, P, PE, ve PP her bir

tiretim icin ayr1 ayr1 kullanilmislardir.)

Reaktor igerigi hazirlandiktan sonra 121.1°C’de 20 dakika sterilize edilmis ve
sogutulmustur. Daha sonra igerigi tespit edilmek iizere Ornek alinarak 24 saat
inokiilasyonu tamamlanmis stoktan steril sartlarda %1 alinmis ve reaktore aktarilmistir.
Boylece “0” zamani 6rnegi de alinarak fermentasyon baglatilmistir. Tiim fermentasyon
denemeleri 30°C sicaklikta, pH 5.5 ve 150 d/d gergeklestirilmistir (Demirci vd 1997).
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3.5.3.1. Etanol Uretiminde deneme deseni

Keg¢iboynuzu ekstraktindan Saccharomyces cerevisiae kullanarak etanol

uretiminde 5 farkli profil denenmistir.

1. Etanol fermentasyonu oncelikli olarak mikroorganizmanin adaptasyonu,
kinetik degerlerinin hesaplanmasini ve fermentasyon siiresi hakkinda bilgi
sahibi olunmasi amaciyla Cizelge 3.3.’deki igerikli bir medyada temel
fermentasyon adiyla %1 inokiilasyon oraninda, pH 5.5, 150 d/d ve 30°C’de
gerceklestirilmistir.

2. Zenginlestirilmis kegiboynuzu ekstraktindan etanol {iretiminde fermentasyon
islemi pH kontrolii yapilarak ve yapilmaksizin gergeklestirilerek pH’nin
fermentasyon iizerine etkisi belirlenmistir. Bu asamadan sonraki tiim
islemlerde pH kontrolii gerceklestirilmistir.

3. Zenginlestirilmis kegiboynuzu ekstraktindan etanol iiretiminde inokiilasyon
oraninin etkisini belirlemek {izere %1, %3 ve %5 olmak tizere 3 farkhi
inokiilasyon orani denenmistir.

4. Etanol tiretiminde kontrol 6rnegi olarak da en iyi inokiilasyon oraninda (%3)
herhangi bir zenginlestirme yapilmamis kegiboynuzu ekstrakti direkt olarak
kullanilmastir.

5. Yine zenginlestirme isleminde kullanilan pahali maya ekstrakti (yeast
extract) yerine en iyi inokiilasyon oraninda (%3) 4 farkli azot kaynagi
kullanilarak alternatif azot kaynaklar1 denenmistir. Bu amagla tavuk eti tozu,
kabuk ve tirnak karisim tozlari, tiiy tozlar1 ve et ve kemik tozlar

kullanilmastir.

Fermentasyon bagladiktan sonra baslangi¢ ve sifir zamani 6rneklerine ek olarak
2,4,6,8,12, 15, 18, 24, 36, 48. saatlerde 6rnek alinarak bunlarda canli hiicre, etanol ve
seker analizleri yapilmistir. pH kontrolii yapilmayan tiretimlerde pH degerleri de 6rnek
almirken not edilerek takip edilmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda fermentasyon
sliresinin bir miktar kisilmasina gerek duyulup duyulmadigina da karar verilmistir. TUm

ornekler analiz anina kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmistir.
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3.6. Fermentasyonla L aktik Asit Uretimi

3.6.1.Mikroorganizma

Bu caligmadan keciboynuzu meyvesinden laktik asit iiretiminde kullanilan L.
casei (ATCC 11443) mikroorganizmasi Pennsylvania State Universitesi Tarim ve
Biyoloji Miihendisligi (Agricultural and Biological Engineering) Bolumi’nde 6gretim
uyesi Prof. Dr. Ali Demirci’nin laboratuarindan alinmistir. Lactobacillus casei’nin
fermentasyonda kullanilabilir duruma getirilmesi ig¢in Saccharomyces cerevisiae

mayasina uygulanan igslemlerin aynis1 uygulanmistir.

3.6.2.Mikroorganizma hazirlanisi

Logaritmik olarak ¢ogalmanin ve 6zgiil gelisme hizinin maksimum oldugu
mikroorganizmalarin kullanilmasi amaciyla L. casei’nin oOncelikle tiiplerde gelisimi
saglanmistir. MRS Broth kullanilarak hazirlanan 9 ml medya iceren tlplere 1 ml maya
eklendikten sonra 37°C’de 48 saat bekletilerek gelisme saglanmistir. Elde edilen stoklar
+4°C’de buzdolabinda saklanmistir. Reaktore inokiilasyon yapilacagi zaman 100 ml
Cizelge 3.5.°deki gibi hazirlanan medya igine 1 ml stoktan eklenerek 37°C’de 24 saat

gelisimi beklenmis ve sterilize edilmis reaktdre 10 ml inokiilasyon yapilmustir.

Cizelge 3.5. Lactobacillus casai igin gerekli besiyeri bilesimi

Medya igerigi Miktar (g/L)
Glukoz 50
Maya Ekstrakti 8
Dipotasyumhidrojenfosfat (K,HPO,) 0.5
Potasyumdihidrojenfosfat (KH,PO,) 0.5
Sodyumasetat 1
Manganezsulfat (MnSO4.7H,0) 0.03
Magnezyumstlfat (MgSO4.7H,0) 0.6
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3.6.3.Laktik asit fermentasyonu

Fermentasyonla laktik asit Gretiminde, etanol Uretiminde oldugu gibi 2 sekilde
fermentasyon uygulanmistir. Reaktdre 1.5 L fermentasyon ortami hazirlanmig ve tim
denemeler 2 tekerriir halinde gergeklestirilmistir. Denemelerde Cizelge 3.6.’daki gibi

zenginlestirmeler uygulanmistir.

Cizelge 3.6. Laktik asit fermentasyonunda kullanilan ke¢iboynuzu ekstraktina eklenen

maddeler (Demirci ve Pometto 1995)

Medya Icerigi Miktar (g/1.5L)
E, P, PE ve PP 1500
Maya Ekstrakti 12
Dipotasyumhidrojenfosfat (K,HPO,) 0.75
Potasyumdihidrojenfosfat (KH,PO,) 0.75
Sodyumasetat 1.5
Manganezsulfat (MnSO4.7H,0) 0.045
Magnezyumstlfat (MgSO,4.7H,0) 0.9

* E: Ekstrakt, P: Pulp, PE: Posa ekstrakti, PP: Posa pulpu (E, P, PE, ve PP her bir

tiretim icin ayr1 ayr1 kullanilmislardir.)

Reaktor igerigi hazirlandiktan sonra 121.1°C’de 20 dakika sterilize edilmis ve
soguduktan sonra icerigi tespit edilmek iizere Ornek alinarak 37°C’de 24 saat
inokiilasyonu tamamlanmis stoktan steril sartlarda 10 ml alinmis ve reaktore
aktarilmistir. BOylece “0” zamani 6rnegi de alinarak fermentasyon baslatilmistir. TUm
fementasyon Gretimleri 37°C sicaklikta, pH 5.0 ve 200 d/d gerceklestirilmistir (Demirci
ve Pometto 1995).
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3.6.3.1. Keciboynuzu ekstraktina invertaz uygulanmasi

Kegiboynuzu ekstraktindaki baskin seker olan sakarozun parcalanmasi
amaciyla MP Biomedicals Firmasina ait Invertase Yeast (EC 3.2.1.26) enzimi
kullanilmistir. Sistematik ismi “beta-fructofuranosidase” olan kiflerden izole edilen bu
enzim (K degeri 0,3) sakarozu glukoz ve fruktoza pargalamaktadir. Bu amacla 1.5L
ekstrakt icin 4 farkli oranda (%1, %2, %5 ve %10) enzim 37°C’de kullanilarak 12, 24,
36, 48 ve 72. saatlerde 6rnek alinmis ve seker analizleri yapilarak en uygun enzim orani
ve slre hesaplanmistir. En kisa slrede ve en yiiksek miktarda sakarozu pargalayan
kombinasyon kabul edilmistir (%1 ve 12 saat). Ekstrakt icindeki sakaroz, L. casel
tarafindan kullanilamadigindan dolayr inversiyona birakilmistir. Ancak etanol
Uretimlerinde S. cerevisiae disakkaritleri de kullanabildiginden inversiyona gerek

duyulmamustr.

3.6.3.2. Laktik asit Uretiminde deneme deseni

Kec¢iboynuzu ekstraktindan Lactobacillus casel kullanarak laktik asit

uretiminde 5 farkli profil denenmistir.

1. Laktik asit fermentasyonu Cizelge 3.5.’deki icerikli bir medyada temel
fermentasyon adiyla %1 inokiilasyon oraninda, pH 5.0’de, 200 d/d hizda ve
37°C’de gerceklestirilmistir.

2. Laktik asit tiretiminde kontrol 6rnegi olarak da %1 inokiilasyon oraninda
zenginlestirme yapilmis ve herhangi bir zenginlestirme yapilmamig
keciboynuzu ekstrakti kullanilmistir.

3. Zenginlestirmede pahali maya ekstrakti (yeast extract) yerine %1
inokiilasyon oraninda 4 farkli azot kaynagi denenmistir. Tavuk eti tozu,
kabuk ve tirnak karisim tozlari, tiiy tozlar1 ve et ve kemik tozlar
zenginlestirmede kullanilmistir.

4. Lactobacillus casel, kegiboynuzu bilesimindeki monosakkaritleri pargalamis

ancak ekstraktin biiyiik ¢cogunlugunu olan sakarozu metabolize edememistir.
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Bu nedenle inokulasyon isleminden Once invertaz enzimi uygulanarak
sakarozun  parcalanmasi  saglanmis ve  ekstrakt zengilestirilerek
fermentasyona birakilmistir.

5. Bunun yaninda karsilastirma yapmak amaciyla invertaz enzimi uygulanmis
ekstrakt herhangi bir zenginlestirme yapilmadan dogrudan fermente

edilmistir.

Fermentasyon basladiktan sonra baslangi¢ ve sifir zamani 6rneklerine ek olarak
2,4,6,8,12, 15, 18, 24, 36, 48. saatlerde 0rnek alinarak bunlarda canli hiicre, laktik asit
ve seker analizleri yapilmistir. Elde edilen veriler 1s18inda fermentasyon siiresinin bir
miktar azaltilmasma gerek duyulup duyulmadigina da karar verilmistir. TUm 6rnekler

analiz anina kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmustir.
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3.7. Analiz YOntemleri

3.7.1.Hucrekdtle (Biyokitle) miktar

Reaktorden belirtilen zaman araliklarinda alinan 6rneklerde canli gelisimini
takip etmek i¢in canli hiicre miktar1 analiz edilmistir. Bu amagcla 6rneklerden 0.5 ml
alinarak {izerine 4.5 ml saf su eklenip 10 kat seyrelttikten sonra kor olarak inokile
edilmemis ornek kullanilarak spektrofotometrede (Beckman Coulter, Fullerton, CA,
USA) 620 nm’de elde edilen absorbans degerine gore asagidaki esitlikler kullanilarak S

cerevisiae ve L. casal canli miktari hesaplanmistir.

Optik yogunluk yontemiyle biyokiitle miktarinin belirlenmesi i¢in 6ncelikle her
mikroorganizma i¢in uygun olan esitligin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amacla
reaktorden 2 tane Ornek alinir. Birinci 6rnek filtre kagitlarindan siiziilerek agirligi
olgiiliir. Ikinci ornekte de ise fermentasyon baslangicindaki besiyeri kor olarak
kullanilarak optik yogunluk 6lciiliir. Fermentasyon siiresince alinan tiim 6rneklerde bu
islem gerceklestirilir. Filtre edildikten sonra tartilan agirlik miktarlarina karsi aymi
zamanlara ait optik yogunluk degerleri i¢in grafik ¢izilirse her mikroorganizma igin bir
denklem elde edilir. Bu denklem mikroorganizma igin spesifiktir ve fermentasyon
denemelerinde biyokitle miktarinin belirlenmesinde kullanilabilir. Bu amacla daha énce
tartimlar1 gergeklestirilerek olusturulan asagidaki denklemler biyokiitle miktarinin

belirlenmesinde kullanilmigtir (Demirci ve Pometto 1995, Demirci vd 1997).

Scerevisiaeicin;

Canli hiicre (g/L)= 0.10634 + 0.666019*Absorbansszo nm

L. casd icin;

Canli hiicre (g/L)= 0.0647 + 0.5583* Absorbansezonm
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Elde edilen degerler zamana kars1 grafik edilerek seker tiiketimi ve etanol veya

laktik asit iiretimi miktarlar arasindaki iliski agiklanmistir.

3.7.2.Etanal ve laktik asit miktarinin HPLC ile belirlenmesi

Reaktorden alinan orneklerde etanol ve laktik asit analizi HPLC (Waters,
Milford, MA, USA) ile yapilmistir. Orneklerden 1.5 ml almarak 2000 d/d’da 2 dakika
santrifiij ettikten sonra berrak kisimdan 1 ml alinarak tizerine 2 ml saf su eklenip
karistirtlmistir. Elde edilen karisim 0,22 pm filtreden gegirilerek viallere doldurulmus
ve analiz anina kadar -18°C’de saklanmigtir. Analiz edilen bilesiklerin ¢ikis noktalarinin
ve konsantrasyonlarinin belirlenmesinde eksternal standart yontemi kullanilmistir

(Demirci ve Pometto 1995).

Kromotografi kosullar:

e Kolon: Bio-Rad Aminex HPX-87H kolon (300x7.8 mm)
e Kolon sicakligi: 65°C

e Mobil faz: 0.012N sulfirik asit izokratik

e Hareketli faz akisi: 0.8 ml/dakika

o Dedektor: Refraktif indeks

e Enjeksiyon: 20 uL
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3.7.3.Seker analizi

Reaktorden alinan Orneklerdeki seker miktar1 3,5 dinitrosalisilik asit
kullanilarak DNSA metodu ile belirlenmistir (Miller 1959). Bu amacla 0.1 ml 6rnek
uzerine 3.9 ml saf su eklenmistir. 0.08 ml 12M HCI asit eklenerek karistirildiktan sonra
90°C’lik su banyosunda 5 dakika bekletilip hidroliz edilmistir. Bu noktada tip
igerisindeki orneklerin hidroliz sicakliginda olmasina dikkat edilmistir. Sicaklig1 kontrol
etmek amaciyla termometre yerlestirilmis bir tiip kontrol olarak kullanilmistir. Metotta
belirtilen sicakliga ulastiktan sonra siire baglatilmistir. Daha sonra hidrolizat Gizerine 0.2
ml 5N KOH eklenerek karigtirildiktan sonra, karistmdan yeni bir tiipe 3 ml alinarak
uzerine 3 ml DNSA solisyonu eklenmistir. Sollsyon Kkaristirilarak 90°C’lik su
banyosunda 10 dakika bekletilip tizerine 1 ml %40 potasyum sodyum tartarat eklenerek
sogutulmus ve 575 nm dalga boyunda okuma yapilip standart sakaroz cozeltisi ile

hazirlanmis kurveden seker miktari hesaplamistir (EK-4).

DNSA metodu ile seker analizinde kullanilan DNSA ¢6zeltisi; 10 g NaOH, 10
g DNSA (Sigma D-1510) ve 0.5 g sodyum sulfit demineralize suda ¢ozulip 1 litreye
tamamlanarak Rachelle tuz ¢oOzeltisi (potasyum-sodyum tartarat c¢ozeltisi) ise 400 g

potasyum-sodyum tartarat 1 L demineralize suda ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir.
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Fermentasyon ortamindan alinan 6rneklerde yapilan seker analizlerinde izlenen

yol Sekil 3.2°de ayrintili olarak verilmistir.

Sakaroz analizi icin kimyasallarin hazirlanmasi
DNSA -> 10 g Dinitrosalisilik asit, 0.5 g Sodyum
sulfit, 10 g Sodyum hidroksit, Gizerine 1 L DI su
40% Potasyum sodyum tartarat ¢ozeltisi
5N KOH
Konsantre HCI (12 M)
DI Su
0.1 ml 6rnek, Sicak ¢6zelti Buradan 3
3.9ml Dl su icinde 90°C su 0.2mlSN ml ¢ozelti
ve 0.08 ml .| banyosunda 5 R KOH .| yeni test
HCL test 7| dk karistirma > ekleme ve "| tiiplerine
tlptintin icine karistirma transfer
ekleme etme
Gozelt 3ml DNSt\
karigtirma ve
ig:jl zcr);asyum goocs su _ cozeltisi Ustteki
Tapler trtarat banyosunda yeni hpler ekdeme
kangtirma ve | | cOzeltisi kore 10 dk tutma plam:
oda sicakligina ve Ornege 7}
sogutma ekleme Kontrol érnegi
j 3 ml DI su ve 3ml
DNSA (toplam hacim
575 nm =6ml)
ornekleri
6lcme ve
degerleri
kaydetme

Sekil 3.2. DNSA metodu ile seker analizleri

85



3.7.4.Kinetik parametrelerin belirlenmesi

Mikroorganizmalarin gelisme kurvelerinden yararlanilarak kinetik parametreler
hesaplanmistir. Reaktdrden alinan orneklerde seker, canli miktari, etanol ve laktik asit

miktart analizleri yapildiktan sonra elde edilen veriler dogrultusunda;

o Secker tiikketimi (g/L)

e Etanol Gretimi (g/L)

e Laktik asit Gretimi (g/L)

e Verim (%)

e Maksimum tiiketim orani (g/L/saat)
e Maksimum {iretim orani (g/L/saat)
e Spesifik gelisim orani (1/saat)

e Canli hiicrelerin iki katina ¢ikma siiresi (Doubling time) (saat) belirlenmistir.

Statik bir kiiltiirde belli bir miktarda substrat (S) kullanilarak inokilasyon ile
besiyerine dahil olan Xg hiicre kiitlesi gelismenin sonunda (durma fazinda) en yiiksek
deger olan Xyax hiicre kiitlesine, bununda yaninda baslangigtaki substrat miktar1 en
diisiik degere ve mikroorganizma faaliyeti ile iiretilen iiriin (product) en yiiksek

seviyeye ulasmaktadir. Bunun sonucunda,

Gelismenin sonunda popiilasyonun artan kiitlest;

X = Xpmar — Xp olup gram kuru agirlik olarak ifade edilmistir.
Seker tiketimi, gelismenin sonunda;

S=51-5 olup g/L olarak ifade edilmistir.
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Uriin miktar1, gelismenin sonunda;

P=P —F olup g/L olarak hesaplanmustir.

Bunun yaninda mikroorganizma kiitle verimi ve iirlin verimi;
Verim (Ypss) (%) = [Laktik asit miktar1 (g/L) / Glikoz tlketimi (g/)] * 100
Verim (Y xss) (%) = [Biyokitle miktar1 (g/L) / Glikoz tuketimi (g/1)] * 100
esitliklerinden faydalanilarak saptanmaistir.

Ayrica maksimum {retim, maksimum tiiketim, spesifik gelisme ve gelisme

orani da;
Gelisme orani (g/L/h) = Biyokiitle kurvesinin en dik kisminin egimi,
Uretme oran1 (g/L/h) = Laktik asit kurvesinin en dik kismiin egimi,
Tiiketme orani (g/L/h) = Glikoz kurvesinin en dik kisminin egimi,
Spesifik gelisme orant (h™) = Inx’e kars1 zaman grafiginin egimi

kullanilarak hesaplanmistir. Bunun disinda asagidaki kinetik parametreler hesaplanarak

iretimlerin optimizasyonu saglanmistir (Shuler ve Kargi 2008).
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Bir bakteri popiilasyonda sabit zaman araliklariyla boliiniir veya sabit bir
boliinme hiziyla cogalir. Bakteri kiitlesinin (x) gelisme hiz1 da gelisme katsayisina (p)
bagli olarak artar. Gelisme kinetigi ¢alismalarinda bakteri kiitlesi denilince hiicre sayisi
ile absorbe edilen besinlerle saglanan hiicre materyali toplami1 anlagilir. x

biiyiikliigiindeki degisim hizi, x’in her anindaki biiyiikliigii ile orantilidir.

dx
dt

M : gelisme hiz1 katsayisi

X : hiicre kitlesi olarak ifade edilmektedir.

Burada;

— ut e e . .
X = Xo€" " yani x’in iki katina ulasmasi icin,

_ t
2Xg = Xp€™ % Glur, esitlik sadelestirildiginde;

In2 = uts glde edilmektedir.

Buradan kutlenin iki katina ¢ikma siiresi (tyg) hesaplanmstir.
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Besiyeri ortamindaki mikroorganizma miktarina ait degerlerin (X) dogal
logaritmas1 alindiktan sonra zamana karsi grafik olusturuldugunda elde edilen
denklemin egimi mikroorganizmanin spesifik gelisme hizinin hesaplanmasini

saglamaktadir (Sekil 3.3).

InX

InX, —

v

Sekil 3.3. Spesifik gelisme hizinin hesaplanmasi (Shuler ve Kargi 2008)
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3.7.5.istatistiksel analizler

Aragtirma tesadif parselleri deneme deseninin faktoriyel diizenlenmesi
seklinde planlanmis, arastirmadan elde edilen sonuclar varyans analizine ve dnemli
bulunan ana varyasyon kaynaklar1 ortalamalari Duncan Coklu Karsilastirma Testine tabi
tutulmustur. Faktor sayisinin ikiyi agmamast durumunda, faktor ortalamalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin olup olmadigini bulmak ic¢in varyans analizi
yontemine basvurulmustur. Duncan, ¢oklu karsilastirma testlerinden biri olup, faktor
ortalamalar1 arasindaki farki test etmek i¢in kullanilmistir (Diizgiines vd 1987, Anonim
1999). Varyans analizlerinde giiven sinir1 asgari %99 olarak, Duncan Coklu
Karsilastirma Testlerinde ise asgari gliven sinmirt %95 olarak alimmistir. Ayrica
ke¢iboynuzu meyvesinin ekstraksiyon sartlarinin optimize edilmesinde Box-Behnken

cevap ylizey metodu kullanilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Keciboynuzu Ekstraksiyonunun Optimizasyonu

Kec¢iboynuzu meyvesinin ekstraksiyon sartlarini optimize etmek amaciyla Box-
Behnken Cevap Yiizey Metodu (CYM) kullanilmistir. Bu amagla kegiboynuzu meyvesi
3-5 cm uzunlukta parcalar halinde CYM ile belirlenen sicaklik, slire ve meyve:su orani
kombinasyonlarinda ekstraksiyona birakilmistir. Denemeler sonucunda elde edilen
orneklerde seker analizi yapilarak ekstraksiyon i¢in en iyi sartlar belirlenmistir. CYM’
nin belirledigi sartlarda gergeklestirilen ekstraksiyonlar sonucu elde edilen seker
sonuclar: Cizelge 4.1°de verilmistir. Ayrica ekstraksiyon sonucunda olusturulan kontur
plot grafikleri EK-5" de verilmistir. Elde edilen seker analiz sonuglarina gére CYM ile
ekstraksiyon sartlar1 optimize edilmis ve belirlenen optimum kosullarda Uretilen

ekstraktlar, tim fermentasyon denemelerine ortam hazirlamak igin kullanilmistir.

Cizelge 4.1. Kegiboynuzu ekstraksiyonunun Cevap Yiizey Metodu Sonuglari

Ornek Sicaklik Siire Meyve:Su Ekstraktin Seker Icerigi

No (°C) (h) Oram (g/L)

1 70 1 1:6.5 46.2 £ 3.54
2 70 3 1:6.5 100.2 £3.16
3 70 2 1:9.0 63.7 £ 1.58
4 70 2 1:4.0 101.1+4.52
5 90 2 1:4.0 103.1+3.16
6 90 3 1:6.5 62.5+4.02
7 90 2 1:9.0 54.7+3.23
8 90 1 1:6.5 83.2+3.15
9 80 3 1:9.0 549 +5.12
10 80 3 1:4.0 110.2+£7.90
11 80 1 1:4.0 115.3+£9.64
12 80 1 1:9.0 42.6 £ 2.65
13 80 2 1:6.5 78.2+£4.31
14 80 2 1:6.5 86.8 £ 251
15 80 2 1:6.5 75.0+2.93
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4.1.1.Sicakh@in ekstraksiyon iizerine etkisi

Box-Behken Cevap Yiizey Metodu kullanilarak kegiboynuzu meyvesinin
ekstraksiyon sartlarinin optimize edilmesinde maksimum ve minimum olmak tizere iKi
(70°C ve 90°C) ve bir de CYM metodunun belirledigi deger (80°C) olmak iizere 3 farkl
sicaklik kullanilmistir. Maksimum ve minimum sicaklik noktalarimi1 kullanarak sistem,
bir tane de orta noktadaki sicaklik degerini ekleyerek ekstraksiyon yapilacak sicaklik
sartlarin1 belirlemistir (Cizelge 4.1).

Ekstraksiyon sisteminin sicakligi artirildigi  zaman ekstrakttaki seker
konsantrasyonunu da 6nemli derecede arttigi goriilmiistiir (Sekil 4.1). Keciboynuzu
meyvesinin  1:6.5 meyve:su oraninda ve 70°C ve 90°C’de 1 saat boyunca
gerceklestirilen ekstraksiyonunda, ekstraksiyon sicakliklari karsilastirildiginda 90°C’de
gerceklestirilen ekstraksiyondan difiize olan seker miktar1 (83 g/L) 70°C’deki seker
miktarindan (46 g/L) yaklasik 2 kat daha yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte,
ekstraksiyon sicakliginin yaninda meyve:su oraninin da degismesi difiize olan seker
miktarmi etkilemistir. 1:4 meyve:su oraninda 2 saat boyunca 90°C’de ger¢eklestirilen
ekstraksiyondan elden edilen seker miktar1 103 g/L olurken, ayni slire ve meyve:su
oraninda 70°C’de gerceklestirilen ekstraksiyondan elde edilen seker miktarindan ¢ok az
derecede farklilik gostererek 101 g/L olarak bulunmustur. Bundan dolay1, ekstraksiyon
sicakligi*ekstraksiyon siresi arasindaki interaksiyon istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (P<0.05).
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4.1.2. Surenin ekstraksiyon tzerine etkisi

Ekstraksiyon bir temas-denge prosesidir. Ekstrakt i¢cindeki ¢6zunur kuru madde
miktar1 dengeye geldigi zaman, meyve iginden ekstrakta dogru ¢oziinebilir bilesiklerin
gecisi durmaktadir. Ekstraksiyon siiresinin yaninda ekstraksiyon sicakligi ve meyve:su
orani da ekstraksiyonu dogrudan etkilemektedir. Ekstraksiyon sicaklig1 artirildigi zaman
ekstraksiyon stiresi diismektedir (Karkacier vd 2000). Meyve icerisinden ¢Ozunir
bilesiklerin diflizyonu sicaklikla hizlandigindan dolayr ekstraksiyon siiresi de
kisalmaktadir (Turhan vd 2006). Ekstraksiyon siiresi sicakliga bagli olarak
degistiginden dolay1 ekstrakt i¢inde elde edilen seker konsantrasyonu genel olarak
sicaklik arttikga yiiksek olmaktadir (110 g/L). Elde edilen sonuclara gore; ekstraksiyon

stiresi, istatistiksel olarak 6nemli bulunmus (P<0.05) ve meyve:su orani*ekstraksiyon

stiresi interaksiyonunun da bu islem iizerine etkili oldugu belirlenmistir.

4.1.3.Meyve:su oraninin ekstraksiyon iizerine etkisi

Ekstraksiyon islemi i¢in kullanilan tiim ekstraksiyon parametrelerine gore,
ekstraksiyon suresi*ekstraksiyon sicakligi arasindaki interaksiyon ekstraksiyon igin
onemlidir (P<0.05). Yiiksek meyve:su oranlarmin (1:9) kullanildig1 ekstraksiyonlarda
ekstrakttaki seker oranlar1 diisiik bulunmustur (Cizelge 4.1). Bunun yaninda seker
konsantrasyonu ekstraksiyon sicakligi ve siresine bagli olarak dengeye gelmistir. Diger
bir ifadeyle, ekstraksiyon i¢in diisiik meyve:su oranlart kullanildig1 zaman ekstrakttaki
seker konsantrasyonunun dengeye gelmesi daha kisa slrede ger¢eklesmistir (Cizelge
4.1). En disiik seker konsantrasyonu 1:9 meyve:su oraninda, 80°C’de, 1 saat surede
gerceklestirilen ekstraksiyondan elde edilmistir. Bunun aksine en yiiksek seker
konsantrasyonuna 1:4 meyve:su oraninda, 80°C’de, 1 saat siirede gergeklestirilen
ekstraksiyonda ulasilmistir. Dolayisiyla, meyve:su oraninin ekstraksiyon islemi i¢in en

o6nemli parametrelerden birisi oldugu goriilmiistiir.

93



4.1.4.Cevap yuzey metodu modellemesi

Bu ¢alismada “Full Quadratic” cevap yilizey metodu kullanilmistir. Kullanilan
modeldeki degiskenler ekstraksiyon igin sicaklik (°C), sure (saat) ve meyve:su orani
(agirlik/hacim) olarak belirlenmistir. “Minitab” programindaki Cevap Yiizey Metodu
kullanilarak gelistirilen regresyon esitligi agagidaki gibidir;

Kegiboynuzu ekstraktindaki seker konsantrasyonup o + B1T + PBot + BsD +
Bgztz + BlZTt + BlgTD + BzgtD + €.

Yukaridaki esitlikte;

e ! Hata

D : Meyve:su orani

T : Sicaklik

t: Sdre

Bo, B1, B2, B3, P22, P12, P13 ve P23 katsayilar (Cizelge 4.2).

T2 t* ve D? modeldeki esitlikten istatistiksel olarak dnemli olmadiklar igin
¢ikarilmisti. Bu modelin R? degeri 0.95 olarak elde edilmistir. Bu da; 6rnek
varyasyonlarinin %95’inin model tarafindan tam temsil edildigi anlamina gelmektedir.
Ayrica ekstraksiyon siresi ve ekstraksiyon sicaklik*ekstraksiyon slresi arasindaki

interaksiyon istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05) (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Cevap Yiizey Metodu i¢in regresyon katsayilari

Semboller Katsayilar P degeri
Bo -399.340 0.268
B1 10.034 0.238
B2 157.052 0.013*
B3 -14.014 0.458
B2z -3.435 0.488
B12 -1.868 0.008*
B13 -0.110 0.560
B2s 1.728 0.372

* P<0.05 istatistiksel olarak 6nemlidir.

Cevap Yiizey Metodu kullanilarak belirlenen sartlarda gerceklestirilen
ekstraksiyon denemelerinden elde edilen sonuglar, Minitab Istatik Program1 kullanilarak
ekstraksiyon sartlart optimize edilmeye calisilmistir. Bu sonuglara gore kegiboynuzu
meyvesinin 80°C’de, 1:4 meyve:su oraninda ve 2 saat siireyle ekstraksiyonu optimum

kosul olarak belirlenmistir.

Elde edilen sonuclar daha dnce keciboynuzu meyvesinin ekstraksiyonu Gzerine
yapilan ¢aligmalarla karsilastirildiginda, meyve:su orani hari¢ diger tiim parametrelerin
genel olarak benzer oldugu goriilmiistiir (Turhan vd 2006). Belirlenen sartlarda su orani
arttigi zaman, ekstraktin dengeye ulasma siiresi de uzamaktadir. Yine daha &nce
keciboynuzundan ¢Ozunir kuru madde elde edilmesi UGzerine Kkesikli sistemde
gerceklestirilen ekstraksiyon isleminde ekstraksiyon sicaklik ve siiresinin 6nemli oldugu

belirlenmistir (Karkacier vd 1995).

Bu ¢aligmada 100 g/L seker icerigine sahip ekstrakt, 80°C’de 2 saat iginde elde
edilmistir. Yiksek sicaklik uygulamasi ekstrakta ¢oziinlir kuru maddenin gecisini
hizlandirarak yiiksek miktarda seker elde edilmesini saglamistir. Dolayisiyla yiksek
seker konsantrasyonu elde etmek icin ekstraksiyon sicakliginin 80-90°C olmasi uygun
gortulmektedir. Aksi halde yiiksek ekstraksiyon sicakligi, uzun ekstraksiyon siiresi ve

yuksek su oranlari sure, enerji ve hammadde kaybina neden olabilecektir.
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4.2. Etanol Fer mentasyonu

Cevap Yiizey Metodu’nun belirledigi optimum sartlarda elde edilen ve ortalama
100 g/L scker iceren 1.5 L kegiboynuzu ekstrakti, etanol fermentasyonu igin
kullanilarak fermentasyon (zerine pH, inokiilasyon orani ve farkli azot kaynaklarinin

etkisi incelenmistir.

4.2.1.pH’nin etanol iiretimi iizerine etkisi

Kegiboynuzu ekstraktindan fermentasyon yoluyla etanol dretiminde ilk olarak
pH’nin maya hiicrelerinin gelisimi ve etanol miktar1 lizerine etkisi hesaplanmistir. Bu
amacla reaktorde pH 5.5’da ve pH kontrolii yapilmadan etanol fermentasyonu

gerceklestirilerek maya gelisimi ve etanol miktarindaki degisim incelenmistir.

4.2.1.1. pH kontrolsiiz fermentasyon

pH kontrolii yapilmadan gergeklestirilen etanol fermentasyonu sonucunda elde
edilen o6rneklerdeki biyokutle, seker ve etanol miktarlari ve ortalamalarina ait Duncan
coklu karsilastirma testi sonuglart Cizelge 4.3’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
biyokutle miktar1 pH kontrolii yapilmayan Orneklerde fermentasyon isleminin 24,
saatinde maksimum seviyeye (3.26 g/L); fermentasyon sonucu elde edilen etanol ise 30.
saatte maksimum seviyeye (45.30 g/L) ulagsmistir. Fermentasyon islemi sonucunda
besiyerinde bir miktar seker (12.83 g/L) mayalar tarafindan tiiketilmeden kalmistir.
Bunun da olusan etanoliin mayalarin gelisimini smirlayici etkisinden (product
inhitbition) kaynaklandigi diistiniilmektedir. Fermentasyonun O (sifirinci) dakika
orneginde biyokitle miktar1 0.68 g/L olarak belirlenmistir. 0. dakikada yapilan bu analiz
mikroorganizma reaktore inokule edildikten sonra gergeklestirilmistir. Maya
hiicrelerinin reaktdre eklenmesi amaciyla gergeklestirilen inkiibasyon sirasinda
biyokutle gelisiminin yanina 5.13 g/L etanol olusumunun da gergeklestigi belirlenmistir.
pH kontrolii yapilmadan gerceklestirilen etanol fermentasyonunun 15. saatinden sonraki
biyokiitle olusumu, 24. saatinden sonraki seker tiikketimi ve 12. saatinden sonraki etanol

tiretim miktarlarinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi belirlenmistir (P>0.05).
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Cizelge 4.3. Keciboynuzu ekstraktinda pH kontrolsiiz etanol fermentasyonu

Sire (saat) Biyokaitle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Etanol (g/L)
B 0.00°+0.00 109.31%+3.70 0.00™+0.0
0 0.68°+0.17 105.89%+5.61 5.13°+0.47
2 0.86°+0.14 103.34%+4.71 7.89°+0.99
4 1.29°+0.54 96.88%°+5.05 15.53%.099
6 1.47°+0.54 93.82ab+7.13 20.40°+4.55
8 1.61°+0.17 88.36°+4.49 28.27°+2.45
12 2.68°+0.04 70.47%7.77 43.40°+3.19
15 2.64°+0.30 38.21%5.01 44.38°+0.15
24 3.26°+0.67 16.22+6.67 45.19%+0.21
30 3.16°+0.04 15.58'+4.42 45.30%+0.35
36 2.93%+0.28 13.67'+3.06 45.22°+0.18
48 2.91°+0.32 12.83"+1.99 45.26°+0.41

Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

pH kontroliiniin yapilmadigi fermentasyon ortaminda mikroorganizma
gelisiminin de oldukg¢a diisiik oldugu belirlenmistir. Sekil 4.1.’de mikroorganizma
faaliyeti sonucu fermentasyon ortamindaki pH degisiminin biyokiitle miktar1 ile iligkisi

grafik edilmigtir.
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Sekil 4.1. pH kontrolii yapilmayan fermentasyon ortamindaki biyokiitle miktar1 ile pH

degisimi

Fermentasyon sirasinda pH’nin diigmesi nedeniyle maya gelisiminin ¢ok fazla
olmadigr gorilmiistiir. Ekstraksiyon islemi ile elde edilen kegiboynuzu ekstrakti
zenginlestirilip sterilize edildikten sonra fermentasyon islemi 6ncesinde pH degeri kayit
edilmistir. Fermentasyonun baglamas1 ile birlikte baslangicta 4.65 olan pH degeri
fermentasyon siiresi boyunca diislis gostererek 4.34 degerine kadar inmistir.
Fermentasyon siiresi boyunca asitligin artigina paralel olarak maya gelisiminin diisiik

oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1).

Sekil 4.2.°de pH kontrolii yapilmayan fermentasyon ortamindan alinan
orneklerde biyokitle, seker ve etanol miktar1 analizleri yapildiktan sonra elde edilen
grafik gorilmektedir. Etanol fermentasyonunda biyokitle gelisimi ve etanol
olusumunun grafigi birbirine paralel olarak olusmaktadir. Yani mikroorganizma
gelisimini surddrirken bir yandan da Uretim gergeklesmektedir. Biyokitle gelisimine
paralel olarak iirtin olusumunun da gerceklestigi bu tip fermentasyonlara “Tip I

Fermentasyon” ad1 verilmektedir.
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Sekil 4.2. Kegiboynuzu ekstraktinda pH kontrolsiiz etanol fermentasyonundaki

biyokutle, seker ve etanol miktarlarindaki degisim

4.2.1.2. pH kontrolll etanol dretimi

pH kontrolii yapilarak gergeklestirilen etanol fermentasyonu sonucunda elde
edilen 6rneklerdeki biyokutle, seker ve etanol miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan
coklu karsilastirma testi sonuglari Cizelge 4.4’de verilmistir. Biyokiltle miktar1 pH
kontroliiniin yapildigi Orneklerde fermentasyon isleminin 24. saatinde maksimum
seviyeye (7.35 g/L) ulasmistir. Elde edilen etanol ise 30. saatte maksimum seviyeye
(46.90 g/L) ulasmistir. Fermentasyon sonunda besiyerinde bir miktar seker (13.07 g/L)
mayalar tarafindan tiiketilmeden kalmistir. pH kontrolii yapilarak gergeklestirilen etanol
fermentasyonunun 15. saatinden sonraki biyokiitle olusumu, 24. saatinden sonraki seker
tiketimi ve 12. saatinden sonraki etanol iiretim miktarlarinda istatistiksel olarak bir fark

goriilmemistir (P>0.05).

99



Cizelge 4.4. Keciboynuzu ekstraktinda pH kontrollii etanol fermentasyonu

Stire (saat) Biyokiitle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Etanol (g/L)
B 0.00°+0.00 108.04%+3.92 0.00™+0.00
0 1.12°+0.01 102.54%°+2.50 4.30°+0.14
2 1.14°+0.01 99.77%+6.25 7.90%+0.71
4 1.26°+0.11 94.85%+2.90 17.07°+2.09
6 1.57°+0.18 88.24%°+2.63 21.82°+3.82
8 2.07°+0.27 78.52°+0.31 30.48"+2.52
12 4.13"+0.14 35.77°+0.43 43.65°+2.84
15 7.26°+0.72 25.30°+5.00 46.90°+1.24
24 7.35%+0.73 17.26'+6.33 46.57%+0.58
30 7.12°+0.11 16.42'+7.29 46.59*+0.57
36 7.217+0.09 16.70"+5.99 45.79%+0.95
48 7.15°+0.04 13.07"+1.66 45.32°+0.43

Ayni siitunda farkli harfleri tagsiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Sekil 4.3.’de pH kontrolii yapilmis fermentasyon ortamindan alinan 6rneklerde
biyokutle, seker ve etanol miktar1 analizleri yapildiktan sonra elde edilen grafik
gortlmektedir. Etanol fermentasyonunda biyokiitle gelisimi ve etanol olusumunun
grafigi birbirine benzerlik gostermistir. Yani mikroorganizma gelisimini siirdiirtirken bir

yandan da etanol tretmektedir.
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Sekil 4.3. Keciboynuzu ekstraktinda pH kontrollii etanol fermentasyonundaki biyokitle,

seker ve etanol miktarlarindaki degisim

Fermentasyon sirasinda pH’nin kontrol altinda tutulmasi nedeniyle maya
gelisiminin yeterli diizeyde oldugu goriilmiistiir. Ortam pH’s1t 4N NaOH ile 5.5’de sabit
tutulmustur. Fermentasyon suresi boyunca sabit asitlikte maya gelisiminin pH’nin

kontrol edilmedigi 6rneklere gore ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4’de pH 5.5’da kontrol edilmis ve pH kontrolii yapilmamis sivi

fermentasyon besiyerindeki, biyokiitle ve etanol miktar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.4. pH kontrolii gergeklestirilmis ve pH kontrolii yapilmamis 6rneklerin etanol ve

biyokiitle miktarlarinin karsilastirilmasi

pH degeri 5.5°de kontrol edilen fermentasyon orneklerindeki biyokitle
miktarinin, pH kontrolii yapilmayan 6rneklerden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. pH
kontroliiniin yapildigr o6rneklerdeki maksimum hiicre miktarn1 7.35 g/ olarak

belirlenirken, digerinde 3.26 g/L olarak bulunmustur.

102



4.2.1.3. pH kontrollii ve pH kontrolsiiz etanol iiretimlerinin karsilastirilmasi

Cizelge 4.5°de kegiboynuzu ekstraktindan etanol iiretiminde, fermentasyon
ortaminda asitliginin kontrol edilmesinin kinetik parametreler tzerine etkisi ve kinetik
degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglart gosterilmistir.
Biyokutle ve etanol miktarlarinin yani sira fermentasyona ait kinetik parametreler de
fermentasyonun basarisin1 gosteren 6nemli etkenlerdir. Elde edilen sonuclara gore,
fermentasyon ortamindaki pH kontroliiniin etanol iiretiminde istatistiksel olarak dnemli
bir etken oldugunu belirlemistir (P<0.05). pH kontrolii yapilarak gergeklestirilen
fermentasyonda tiretilen etanol miktar1 (44.60 g/L) ile pH kontrolii gerceklestirilmeden
elde edilen etanol miktar1 (40.17 g/L) birbirine ¢ok yakin olmasina ragmen, pH kontrolii
ile gerceklestirilen fermentasyona ait kinetik degerlerin tamami pH kontrolsiiz iiretime
gore istatistiksel olarak onemli ¢ikmistir (P<0.05) (Cizelge 4.5). Kontrolll
fermentasyon i¢in tretim hizt 3.37 g/L/h iken, kontrolsiiz orneklerde 3.26 g/L/h
olmustur. Yine bunun yaninda, hiicre gelisiminin bir gostergesi olan maksimum gelisme
hizlar karsilastirildiginda kontrollii iiretimdeki deger (0.54 g/L/h), kontrolsuiz tGretimden
(0.12 g/L/h) yaklasik 6 kat daha hizli bulunmustur. Tiim kinetik parametreler arasinda
karsilagtirma testi yapildiginda pH kontroliiniin yapildigi denemelerin sonuglari

arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0.05).

Cizelge 4.5. pH kontrolli ve kontrolsiiz etanol tretimlerine ait Kinetik parametreler

H Uygulamasi
Kinetik parametreler PHEYE
pH kontrolli pH kontrolsiiz

Seker tiiketimi (g/L) 94.97° 96.48°
Etanol tretimi (g/L) 42.60° 40.17°
Verim (Yp/s) (%) 44.86° 41.63°
Max. Tiketim hizi, (-ds/dt)max (g/L/h) 5.35% 4.07°
Max. Uretim hizi, (dp/dt)max (g/L/h) 3.37° 3.26"
Max. Gelisme hizi, (dx/dt)max (g/L/h) 0.54° 0.12°
Spesifik gelisme hiz1 (h™) 0.16 0.10°
ikiye katlanma siiresi (tq) (h) 4.29 6.88

Aym satirda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
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Fermentasyonda substrat gram veya mol olarak verilmektedir. Gram olarak
ifade edilen verim; kullanilan birim substrattan ne kadar iiriin elde edildigini
gostermektedir. Her iki Gretime ait verimler incelendiginde pH kontroliiniin yapildigi
reaktordeki substratin iiriine ¢evrilme miktar1 (Verim, Yp/s) % 44.86 bulunmustur.
Bunun yaninda pH kontrolii gerceklesmeyen reaktdrdeki verim % 41.63 olarak
belirlenmistir. Bir bakteri popiilasyonunda bakteriler sabit zaman araliklariyla boliiniir
veya sabit bir boliinme hiziyla cogalirlar. Bakteri kiitlesinin gelisme hizi da gelisme hizi
katsayisina (u) bagli olarak artar. Cizelge 4.5’de goriildiigii gibi pH kontroliiniin
gerceklestigi reaktordeki spesifik gelisme hiz1 (0.16 h™), pH kontroliiniin yapilmadig
fermentasyondaki spesifik gelisme hizindan (0.10 h™) yiksek ¢ikmustir. Kiitlenin iki
katina ¢ikma siiresinin (tq), gelisme hizi (u) ile olan iliskisi ters orantilidir. Bu nedenle
gelisme katsayisi az olan popiilasyonun ikiye katlanma siiresi uzun olacagindan dolay1
pH kontroliinlin yapilmadig: iiretimlerdeki tq degeri (6.88 h), pH kontrolii yapilan
reaktOrdeki ty degerinden (4.29 h) biiyiik olmustur.

Etanol Gretimi icin optimum pH genellikle 5.0-5.5 arasindadir. Fermentasyon
ortamindaki pH seviyesi 4.0’mn altina distii§ii zaman etanol iiretimi tamamen
durmaktadir (Graves vd 2006). Etanol fermentasyonunda pH kontrol edilmedigi zaman
organik asit olusumu nedeniyle pH’nin optimum seviyenin altina diismesi, etanol
tiretiminin diisiik miktarlarda olmasi ile sonuglanmaktadir. Dolayisiyla fermentasyon
ortaminin pH’s1 etanol Uretimi icin oldukca 6nemlidir. Narendranath vd (2005)’nin
gerceklestirdigi bir calismada bircok farkli konsantrasyonda fermentasyon ortamindan

etanol liretimde en yliksek degerlere pH 5.5’da kontrol edilen 6rneklerde ulasilmistir.

Elde edilen sonuclar kinetik parametreler 1s1ginda degerlendirildiginde,
kegiboynuzu ekstraktindan fermentasyon yoluyla etanol {iiretiminde fermentasyon
ortaminda pH kontroliiniin yapildig: {iretime ait kinetik parametrelerin, reaktérde pH
kontrolii yapilmadan gergeklestirilen iiretimlerden daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Bu sebeple, calismanin bundan sonraki tiim etanol fermentasyonu denemeleri pH

kontrolli yapilarak gergeklestirilmistir.
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4.2.2. Inokiilasyon oraninin etanol (iretimi Gizerine etkis

Ke¢iboynuzu ekstraktinin fermentasyonunda pH kontrolliniin etanol Gretimi
uzerine etkisi incelendikten sonra ortama inokiile edilecek maya miktarinin (inoculum
size) etkisi de incelenmistir. Bu amagla 3 farkli inokiilasyon oraninda (% 1, % 3 ve % 5)

pH kontrolli denemeler gergeklestirilmistir.

4.2.2.1. % 1 Inokiilasyon oram

Etanol {iretiminde fermentasyon ortamina eklenecek mikroorganizma miktari
verim, maksimum gelisen maya miktar1 ve etanol miktarin1 dogrudan etkilemektedir. %
1 inokiilasyon orani ile pH kontrolii yapilarak gerceklestirilen etanol fermentasyonu
sonucunda elde edilen oOrneklerdeki biyokiitle, seker ve etanol miktarlar1 ve
ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, biyokiitle miktar1 pH kontroliiniin yapildigi orneklerde
fermentasyon isleminin 24. saatinde maksimum seviyeye (7.35 g/L) ulagmustir.
Fermentasyon sonucu elde edilen etanol ise 30. saatte maksimum seviyeye (46.90 g/L)
ulagsmistir. Fermentasyon sonucunda besiyerinde bir miktar seker (13.07 g/L) mayalar
tarafindan tiiketilmeden kalmistir. Fermentasyonun sifirinct zaman 6rneginde biyokiitle
miktar1 1.12 g/LL olarak belirlenmistir. Sifirinc1  dakikada yapilan bu analiz
mikroorganizma reaktdre inokule edildikten sonra gergeklestirilmistir. Maya
hiicrelerinin reaktore eklenmesi amaciyla gergeklestirilen inkiibasyon sirasinda
biyokiitle gelisiminin yanina 4.30 g/L diizeyinde etanol olustugu da belirlenmistir. % 1
inokiilasyon oraninda gercgeklestirilen etanol fermentasyonunda 15. saatten sonra
biyokiitle olusumu ile 12. saatten sonraki seker tiikketimi ve etanol olusumu istatistiksel

olarak farkli bulunmamistir (P>0.05).
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Cizelge 4.6. Kegiboynuzu ekstraktinda % 1 inokiilasyon oraninda etanol fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Etanol (g/L)
B 0.00"+0.00 108.04°+3.92 0.00"+0.00
0 1.12+0.01 102.54%°+2.50 4.30°+0.14
2 1.14%+0.01 99.77°+6.25 7.90°+0.71
4 1.26+0.10 94.85°+2.90 17.07°+2.09
6 1.57°'+0.18 88.24°+2.63 21.82°+3.82
8 2.07°+0.27 78.52°+0.31 30.48°+2.52
12 4.13°+0.13 35.77'+0.43 43.65°+2.84
15 7.26°+0.72 25.30"+5.00 46.90°+1.24
24 7.35%+0.73 17.26'+6.33 46.57%+0.58
30 7.12°+0.11 16.42"+7.29 46.59*+0.57
36 7.21%+0.09 16.70"+5.99 45.79*+0.95
48 7.15%+0.05 13.07"+1.66 45.32°+0.43

Ayni siitunda farkli harfleri tagsiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

% 1 inokiilasyon oraninda gergeklestirilmis fermentasyon ortamindan alinan
orneklerde biyokiitle, seker ve etanol miktarindaki degisim Sekil 4.5.’de verilmistir.
Etanol fermentasyonunda, biyokiitle gelisimi ve etanol dogru orantili olarak gelismistir.
Yani mikroorganizma gelisimini siirdiiriitken bir yandan da {irlin iretimi

gerceklesmektedir.
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Sekil 4.5. Kegiboynuzu ekstraktinda % 1 inokiilasyon oraninda etanol

fermentasyonunda biyokiitle, seker ve etanol miktarlarindaki degisim

4.2.2.2. % 3Inokiilasyon oram

Cizelge 4.7°de, % 3 inokiilasyon oranm1 ile pH kontrolii yapilarak
gerceklestirilen etanol fermentasyonu sonucunda elde edilen orneklerdeki biyokiitle,
seker ve etanol miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan c¢oklu karsilagtirma testi
sonuglar1 verilmistir. Fermentasyon sonucunda besiyerinde yine bir miktar seker (11.60
g/L) mayalar tarafindan tiiketilmeden kalmistir. Fermentasyonun sifirinci zaman
orneginde biyokiitle miktar1 1.47 g/L olarak belirlenmistir. Maya hiicrelerinin reaktore
eklenmesi amaciyla gerceklestirilen inkiibasyon sirasinda biyokiitle gelisiminin yaninda
3.00 g/L etanol olugmustur. % 3 inokiilasyon oranindaki fermentasyonda 15. saatten
sonraki biyokiitle olusumu ve seker tiikketimi 12. saatten sonra ise etanol olusumu
miktarinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir (P>0.05). Biyokiitle miktar1 ise
fermentasyon isleminin 15. saatinde maksimum seviyeye (7.03 g/L) ulagsmistir.
Fermentasyon sonucu elde edilen etanol de 30. saatte maksimum diizeye (45.90 g/L)

ulagmustir.
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Cizelge 4.7. Kegiboynuzu ekstraktinda % 3 inokiilasyon oraninda etanol fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Etanol (g/L)
B 0.00"+0.00 105.07°+6.48 0.00"+0.00
0 1.47'+0.08 103.21%°+6.55 3.00°+0.14
2 1.70°+0.52 92.83°+3.28 10.31%+0.86
4 2.14%+0.44 84.54°+2.68 14.72°+3.78
6 2.37°'+0.02 71.02°+6.13 18.96°+4.28
8 3.00%+0.20 55.03°+3.37 27.62°+1.32
12 6.15°+0.49 24.61°+4.67 43.52°+2.03
15 7.03%+0.59 14.05'+2.76 44.20°+1.07
24 6.63%£0.23 13.32"+2.05 45.04%+1.04
30 6.69°+0.03 13.04'+1.83 45.90%+0.33
36 6.21%+0.09 12.41"+1.88 45.09°+0.07
48 4.85+1.10 11.60"+2.62 45.35%+0.01

Ayni siitunda farkli harfleri tagsiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Sekil 4.6.’da % 3 maya inokulasyonu yapilmis fermentasyon ortamindan alinan
orneklerde biyokiitle, seker ve etanol miktar1 analizleri yapildiktan sonra elde edilen
grafik goriilmektedir. Etanol fermentasyonunda, biyokiitle gelisimi ve etanol olusumu
yine dogrusal iliski gdstermistir. Yani mikroorganizma gelisimini stirdiiriirken bir

yandan da etanol tretimi devam etmistir.
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Sekil 4.6. Kegiboynuzu ekstraktinda % 3 inokulasyon oraninda etanol

fermentasyonunda biyokiitle, seker ve etanol miktarlarindaki degisim

4.2.2.3. % 5 Inokiilasyon oram

% 5 inokllasyon ile pH kontrolii yapilarak gergeklestirilen etanol
fermentasyonu sonucunda elde edilen érneklerdeki biyokiitle miktar1 fermentasyonun
isleminin 15. maksimum seviyeye (8.59 g/L) ulasirken biyokiitle gelisiminin yanina
4.79 g/L etanol olustugu da belirlenmistir. Fermentasyonda 36. saatte etanol miktari
maksimum seviyeye (43.84 g/L) ulasmistir. Bunun yaninda besiyerinde bir miktar seker
(14.81 g/L) daha 6nceki inokiilasyonlarda oldugu gibi mayalar tarafindan tiiketilmeden
kalmistir. Fermentasyonun sifirinct dakika 6rneginde biyokiitle miktar1 1.64 g/L olarak
belirlenmigtir. Biyokiitle, seker ve etanol miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
karsilagtirma testi sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir. Bu fermentasyonda 15. saatten
sonraki biyokiitle olusumu ve 12. saatten sonraki seker tiikketimi ve etanol miktarinda

istatistiksel olarak fark bulunmamistir (P>0.05).
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Cizelge 4.8. Kegiboynuzu ekstraktinda % 5 inokiilasyon oraninda etanol fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Etanol (g/L)
B 0.00"+0.00 108.99°+4.09 0.00"+0.00
0 1.64'+0.13 105.35%°+5.48 4.79°+0.92
2 1.76°'+0.12 103.50°+6.70 11.01%+0.60
4 2.317+0.14 95.50°+2.14 13.61°+0.21
6 3.77°+0.31 77.93°+1.07 23.84"+3.26
8 4.35%1.18 60.64°+3.24 30.50°+3.85
12 6.37°+1.33 23.69°1.52 42.12°+2.35
15 8.59°+0.92 17.64°+3.66 43.65%+0.98
24 8.11%+1.06 16.82°+3.18 43.47%+0.75
30 8.17°+0.93 16.32°+3.26 43.34%+0.50
36 7.48°+1.46 15.25%+2.87 43.84°+0.52
48 6.64°+1.06 14.81°+2.76 43.66°+0.92

Ayni siitunda farkli harfleri tagsiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

% 5 maya inokillasyonu yapilmis fermentasyon ortamindan alinan 6rneklerde
biyokiitle, seker ve etanol miktarindaki degisim Sekil 4.7.’de gorulmektedir. Etanol
fermentasyonunda, biyokiitle gelisimi ve etanol olusumu daha Onceki denemelerde
oldugu gibi dogrusal iligki gostermistir. Yani mikroorganizma gelisimini siirdiiriirken

bir yandan da drln Uretimi devam etmistir.

110



120,00 10,00
110,00 . - 9,00
100,00 P - - -~ 8.00
90,00 . _

80,00 \ 4 o 7:00
70,00 - 6.00

60.00 ﬂ 5.00

Biyokiitle miktar1 (g/L)

Etanol ve seker miktari (g/L)

50.00 r * \ - 4,00
40,00 \ 300
3000 4 — I o0
20.00 ¢ &— - TEsVL
’ u |
10.00 — B 100
0,00 + : : : . 0.00
0 10 20 30 40 50
Siire (saat)

= Scker miktan (g/L) Etanol (g/L) —# Biyokiitle (g/L)

Sekil 4.7. Kegiboynuzu ekstraktinda % 5 inokiilasyon oranindaki etanol

fermentasyonunda biyokiitle, seker ve etanol miktarlarindaki degisim

4.2.2.4. Etanol Uretiminde inokiilasyon oranlarinin karsilastirilmasi

Kec¢iboynuzu ekstraktindan etanol liretiminde, fermentasyon ortamina inokdle
edilen maya miktarimin kinetik parametreler (zerine etkisi ve kinetik degerlerin
ortalamalarina ait Duncan ¢oklu Kkarsilastirma testi sonuglart Cizelge 4.9°da
gosterilmistir. Biyokiitle ve etanol miktarlarinin yanm1 sira fermentasyona ait kinetik
parametreler de fermentasyonun basarisini gosteren Onemli etkenlerdir. Fermentasyon
islemlerinin baslangicinda inokiilasyon oraninin etanol Uretiminde 6nemli bir etken
oldugu belirlenmistir. % 1 ve % 5 maya inokilasyonu yapilarak gergeklestirilen
fermentasyonda iiretilen etanol miktar1 42.60 ve 38.55 g/L olarak belirlenirken, % 3
maya inokulasyonu yapilarak gerceklestirilen fermentasyondan elde edilen etanol
miktarlar1 4290 g/l bulunmustur. Benzer sekilde etanol iiretim ve seker
tilketimlerinden hesap edilen verim miktari, % 3 maya inokuilasyonunun yapildigi
uretimlerde % 45.90 belirlenirken, % 1 ve % 5 maya inokilasyonu yapilan tiretimlerde
% 44.86 ve % 40.84 olarak bulunmustur. 3 farkli inokiilasyon orani kullanilan

denemelerden elde edilen etanol miktarlar1 birbirine yakin olmasina ragmen, % 3 maya
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inokilasyonu yapilan reaktorde gergeklestirilen fermentasyona ait seker tiiketimi, etanol
tiretimi, verim ve maksimum iiretim hiz1 gibi Kinetik parametreler diger uretimlere gore
istatistiksel olarak daha Onemli c¢ikmistir (P<0.05) (Cizelge 4.9). % 3 maya
inokilasyonunun yapildigi fermentasyon igin tiretim hizi 3.70 g/L/h iken, % 1 ve % 5
maya inokilasyonu yapilan orneklerde sirasiyla 3.37 ve 3.19 g/L/h olmustur. Ancak
bunun yaninda, hiicre gelisiminin bir gostergesi olan maksimum gelisme hizlar
karsilastirildiginda % 5 maya inokulasyonunun yapildig: iiretimdeki deger 0.73 g/L/h
olurken, % 1 ve % 3 maya inokilasyonu yapilan Uretimlerde 0.54 ve 0.65 g/L/h olarak
belirlenmistir. % 5 maya inokilasyonu yapilan reaktdrdeki gelisme hizinin diger
tiretimlere gore yliksek olmasi baglangigta eklenen miktarinin yiliksek olmasinda

kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.9. Farkli inokillasyon oranlarindaki etanol iiretimlerine ait kinetik

parametreler (pH kontrol 5.5).

o Inokiilasyon orani
Kinetik parametreler

% 1 % 3 %5
Seker tiiketimi (g/L) 94.97° 93.47° 94.18%
Etanol Gretimi (g/L) 42.60° 42.90° 38.55°
Verim (Yp/s) (%) 44.86° 45.90° 40.94°
Max. Tiiketim hizi, (-ds/dt)max (g/L/h) 5.35 5.91° 7.10°
Max. Uretim hiz1, (dp/dt)max (g/L/h) 3.37° 3.70°% 3.19°
Max. Gelisme hizi, (dx/dt)max (g/L/h) 0.54° 0.65" 0.73
Spesifik gelisme hizi (h™) 0.16" 0.16" 0.19%
Ikiye katlanma siiresi (tg) (h) 4.29°% 4.29° 3.63°

Ayni satirda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark dnemlidir ( P<0.05)

Cizelge 4.9.°da goriildigi gibi, farkli maya inokilasyon oranlarina ait tiketim
hizlart; % 5 maya inokilasyonu yapilan tiretimde 7.10 g/L/h belirlenirken, % 1 ve % 3
maya inokulasyonunun yapildigi tiretimlerde 5.35 ve 5.91 g/L/h olarak saptanmistir. %
5 maya inokulasyonu yapilan reaktordeki tiikketim hizinin diger tiretimlere gore ylksek

olmasi da baslangigtaki mikroorganizma popiilasyonunun yiiksek olmasindan
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kaynaklanmaktadir. Benzer sekilde % 5 maya inokullasyonu yapilan iiretimlerdeki ikiye
katlanma suresi (3.63 g/L/h) % 1 ve % 3 maya inokilasyonunun yapildig: reaktdrdeki

ikiye katlanma siirelerinden (4.29 ve 4.28 g/L/h) daha kisa olmustur.
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Sekil 4.8. Ke¢iboynuzu ekstraktinda 3 farkli inokiilasyon oranindaki, etanol miktar1 ve

uretim hizlan

Sekil 4.8.’de, fermentasyon ortamina 3 farkli inokiilasyon oraninda eklenen
maya hiicrelerinin olusturdugu etanol miktarlari ve etanol iiretme hizlarinin
karsilagtirildigr grafik gosterilmistir. Etanol miktar1 ve etanol iiretme hizlarinin
karsilastirilmas1 fermentasyon ortaminin daha iyi anlagilmasina olanak vermektedir.
Sekil 4.8’de goriildiigii gibi, % 3 inokiilasyon oraninin kullanildigi fermentasyona ait
etanol iiretim hizi ve etanol miktari, diger iretimlerden daha ylksek degerlere sahiptir.
Farkli inokiilasyon oranlarinda gergeklestirilen fermentasyonlara ait etanol {iretim hizi
ve etanol miktarmin grafik lizerinde karsilastirilmasi sonucunda da en iyi sonuglarin %
3 inokiilasyon oranina sahip fermentasyondan alindigi agik¢a goriilmektedir (Sekil 4.8).
Kinetik degerlerin tiimii g6z onilinde tutularak, bundan sonra gerceklestirilecek tiim

fermentasyonlarda % 3 maya inokiilasyon oraninin kullanilmasina karar verilmistir.
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Sharma vd (2002) ay c¢icegi tablasim1i kullanarak enzimatik olarak
monosakkaritlerine parcalayarak elde ettikleri ekstrakti etanol fermentasyonu islemi i¢in
kullandiklar1 bir ¢alismada, farkli inokiilasyon oranlar1 arasinda gergeklestirdikleri
denemelerde en yiiksek sonuglara % 3 inokiilasyon orani kullandiklar1 fermentasyonda
ulagsmiglardir. Yine El-Diwany vd (1992) melas kullanarak % 3 inokiilasyon orani ile
gerceklestirdikleri etanol fermentasyonuna ait kinetik parametreler, diger inokilasyon
oranlarina gore olumlu sonuglar vermistir. Etanol iiretimi iizerine yapilan diger
calismalarda Gibbons ve Westby (1986) en uygun inokiilasyon oraninin yine % 3
oldugunu belirtmigler; Laopaiboon vd (2009) da tatli sorgum suyu kullanarak etanol
tiretimi  gerceklestirdikleri ¢alismada % 3 inokiilasyon orani kullanarak 280 g/L
baslangi¢ seker miktarinda 120 g/L etanol liretebilmislerdir. Bunun yaninda yine % 3
maya inokiilasyon orani kullanarak ayni sartlar altinda melasdan 109 g/L etanol

tiretmiglerdir.
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4.2.3. Farkh azot kaynaklariin etanol iiretimi iizerine etkis

Ke¢iboynuzu ekstraktindan etanol tiretiminde pH’nin ve maya inokulasyon
miktarinin fermentasyon Uzerine etkisi incelendikten sonra, farkli azot kaynaklarinin
pahali bir kaynak olan maya ekstraktina (yeast extract) alternatif olarak kullanilmasi
Uzerine de denemeler gerceklestirilmistir. Bu amagla tavuk eti tozu (Poultry Meal),
kabuk ve tirnak karisim tozlar1 (Hull and Fines Mix), tiiy tozlar1 (Feather Meal) ve et ve
kemik tozlar1 (Meat-Bone Meal) kullanilmistir. Alternatif azot kaynaklar1 kullanilarak
gerceklestirilen etanol liretimleri maya ekstrakti kullanilarak gergeklestirilen etanol
tiretimleri ile karsilagtirillmistir. Bu denemelerde de daha dnce en iyi sonuglar alinan pH

kontrollli ve % 3 inokiilasyon orani kosullar1 uygulanmistir.

4.2.3.1. Tavuk eti tozu (Poultry Meal) kullanilarak gerceklestirilen etanol

fermentasyonu

Etanol iiretiminde fermentasyon ortaminin bilesimi, verim, maksimum maya
miktar1 ve etanol miktarini dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle fermentasyon ortamina
Cizelge 3.4’de belirtilen 9 g/1.5 L maya ekstrakti (yeast extract) yerine ayni
konsantrasyonda tavuk eti tozu (Poultry Meal, Griffin Industries, Inc. Butler, KY, USA)
kullanilmigtir. Tavuk eti tozu kullanilarak gergeklestirilen etanol fermentasyonu
sonucunda elde edilen oOrneklerdeki biyokiitle, seker ve etanol miktarlar1 ve
ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari1 Cizelge 4.10°da verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, biyokiitle miktar1 maya ekstrakti yerine tavuk eti tozu
kullanilan 6rneklerde fermentasyon isleminin 30. saatinde maksimum seviyeye (8.70
g/L) ulagsmistir. Fermentasyon sonucu elde edilen etanol 15. saatte maksimum seviyeye
(44.71 g/L) ¢ikmistir. Deneme sonucunda besiyerinde 11.62 g/L seker mayalar
tarafindan tiiketilmeden kalmistir. Fermentasyonun sifirinci dakika 6rneginde biyokiitle
miktarinin 2.02 ¢g/L oldugu saptanmistir. Maya hicrelerinin reaktére eklenmesi
amaciyla gerceklestirilen inkiibasyon sirasinda biyokiitle gelisiminin yanin da 1.26 g/L
diizeyinde etanol olusmustur. Bu fermentasyonda 15. saatten sonraki zamanlara ait
biyokiitle gelisimi ve etanol olusumu ve 12. saatten sonraki seker tiiketim miktarinda

istatistiksel olarak dnemli bir fark goriilmemistir (P>0.05).
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Cizelge 4.10. Kegiboynuzu ekstraktinda tavuk eti kullanilarak gerceklestirilen

etanol fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Etanol (g/L)
B 0.00™+0.00 109.92%+2.02 0.00%+0.00
0 2.02°+0.87 108.17%+3.80 1.26'+0.35
2 2.06°+0.88 102.32°+3.30 7.34°+1.35
4 2.31%°+0.58 90.69°+3.80 10.65"+2.23
6 2.81%°+0.30 80.68°+3.11 17.85+0.66
8 3.35°+0.33 62.86°+3.44 27.98°+2.35
12 5.81°+1.63 24.24'+3.72 39.25°+2.06
15 8.00™+1.12 15.32"+0.85 44.71%+1.70
24 8.49°+0.09 14.61'£1.31 42.86°+1.03
30 8.70°+0.25 13.64"+0.54 42.94°+0.89
36 8.02"%+0.28 13.14'+0.73 43.50°+0.50
48 7.51°%+0.83 11.62"+0.62 43.20°+1.02

Ay siitunda farkli harfleri tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Maya ekstrakti yerine tavuk eti tozu katkilanarak gergeklestirilen etanol
fermentasyonu ortamindan alinan 6rneklerde biyokiitle, seker ve etanol miktar1 Sekil
4.9.°da goOrulmektedir. Etanol fermentasyonunda, biyokiitle gelisimi ve etanol

olusumunun grafigi birbirine paralellik gostermektedir.
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Sekil 4.9. Keciboynuzu ekstraktinda tavuk eti tozu katkilanarak gerceklestirilen etanol

fermentasyonundaki biyokiitle, seker ve etanol miktarindaki degisim

4.2.3.2. Kabuk ve tirnak karisim tozlar1 (Hull and Fines Mix) kullamilarak

gerceklestirilen etanol fer mentasyonu

Daha o6nce de belirtildigi gibi mikroorganizmalarin fermentasyon ortaminda
gelismeleri ve ¢ogalmalart iizerine azot kaynagi Onemli bir role sahiptir. Bu
fermentasyonda ortama maya ekstrakti (yeast extract) yerine ayni konsantrasyonda
kabuk ve tirnak karisim tozlar1 (Hull and Fines Mix, Griffin Industries, Inc. Butler, KY,
USA) ilave edilmistir. Cizelge 4.11°de kabuk ve tirnak karigim tozlari katkilanarak
gerceklestirilen etanol fermentasyonu sonucunda elde edilen orneklerdeki biyokiitle,
seker ve etanol miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuglar1 verilmistir. Deneme sonuclara gore, maya ekstrakti yerine kabuk ve tirnak
karisim tozlart kullanilan uygulamalarda maksimum biyokiitle miktar1 fermentasyon
isleminin 30. saatinde 7.79 g/L olarak saptanmistir. Fermentasyon sonucu elde edilen
etanol de 30. saatte maksimum seviyeye (46.62 g/L) ulasmistir. Fermentasyon islemi

sonucunda besiyerinde bir miktar seker (13.24 g/L) mayalar tarafindan tiiketilmeden
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kalmistir. Fermentasyonun sifirinci zaman drneginde biyokiitle miktart 2.03 g/L olarak
belirlenmistir. Fermentdre maya inokiilasyonu icin gergeklestirilen 6n zenginlestirme
sirasinda biyokiitle gelisiminin yanina 4.73 g/L etanol olustugu da belirlenmistir. Kabuk
ve tirnak karigim tozlari kullanilarak gergeklestirilen etanol fermentasyonunda 24.
saatten sonraki zamanlara ait biyokiitle olusumu ve 15. saatten sonraki seker tliketimi ve

etanol olusumu miktarinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamigtir (P>0.05).

Cizelge 4.11. Keciboynuzu ekstraktinda kabuk ve tirnak karisim tozlar1 kullanilarak

gerceklestirilen etanol fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Etanol (g/L)
B 0.00™+0.00 110.40%+2.70 0.00%+0.00
0 2.03%+0.89 108.09°+2.39 4.73'+0.39
2 2.12°+0.94 98.25°+2.90 10.64°+1.11
4 2.39%°+0.92 88.01°+2.48 12.22%+1.88
6 2.77%°+0.59 68.65°+2.06 18.65%2.11
8 3.36°+0.43 56.56°+3.58 27.77°+2.13
12 5.63°+1.38 24.80°+2.01 41.78°+2.99
15 6.29%°+1.19 17.74'+0.87 44.39°+0.35
24 7.51%+0.63 16.01'+0.96 45.24%+0.70
30 7.79°+1.09 14.91'+0.82 46.62°+1.55
36 7.25°+0.82 14.51"+0.99 46.46°+1.57
48 7.28°+0.60 13.24'+0.03 46.13%+0.86

Ayni siitunda farkli harfleri tagsiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Sekil 4.10.°da maya ekstrakti yerine kabuk ve tirnak karisim tozlar
katkilanarak gergeklestirilen etanol fermentasyonu denemelerinden alinan 6rneklerde
biyokiitle, seker ve etanol miktar1 analizleri yapildiktan sonra elde edilen grafik

gorilmektedir.
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Sekil 4.10. Kec¢iboynuzu ekstraktinda kabuk ve tirnak karisim tozu kullanilarak
gergeklestirilen etanol fermentasyonundaki biyokiitle, seker ve etanol

miktarlarindaki degisim

4233. Tuy tozlart (Feather Meal) kullanilarak gerceklestirilen etanol

fermentasyonu

Farkl1 azot kaynaklarinin maya ekstraktina alternatif olarak kullanildig: etanol
fermentasyonu denemelerinde verim, maksimum maya miktar1 ve etanol miktari
kullanilan azot kaynagma bagl olarak degiskenlik gOstermektedir. Fermentasyon
ortamina maya ekstrakti (yeast extract) yerine ayni konsantrasyonda tiiy tozlari (Feather
Meal, Griffin Industries, Inc. Butler, KY, USA) eklenmistir. Ty tozlar1 kullanilarak
gerceklestirilen etanol fermentasyonu sonucunda elde edilen drneklerdeki biyokitle,
seker ve etanol miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan c¢oklu karsilagtirma testi
sonuglart Cizelge 4.12’de verilmistir. Maksimum biyokiitle miktar1 maya ekstrakti
yerine tily tozlar1 kullanilan 6rneklerde fermentasyon isleminin 30. saatinde 9.35 g/L
olarak belirlenmistir. Bunun yaninda fermentasyon sonucu elde edilen etanol 36. saatte
maksimum seviyeye (40.81 g/L) ulasmistir. Bu fermentasyonda da daha once oldugu

gibi besiyerinde bir miktar seker (9.85 g/L.) mayalar tarafindan tiiketilmeden kalmistir.
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Mikroorganizmanin fermentdre inokiile edilmesinden hemen sonra fermentasyonun
sifirinci zaman Ornegi alinarak biyokiitle miktar1 1.14 g/L olarak belirlenmistir. TUy
tozlart kullanilarak gergeklestirilen etanol fermentasyonunda 15. saatten sonraki
biyokiitle olusumu, seker tiikketimi ve etanol olusumu miktarinda istatistiksel olarak

6nemli bir fark bulunmamaistir (P>0.05).

Cizelge 4.12. Kegiboynuzu ekstraktinda tiiy tozlar1 kullanilarak gerceklestirilen

etanol fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Etanol (g/L)
B 0.00™+0.00 104.29%+1.73 0.00%+0.00
0 1.14°"+0.06 102.11%+2.70 0.00%+0.00
2 1.40°+0.13 97.01°+2.59 2.44'+0.78
4 1.74%+0.12 87.93°+2.19 7.16°+2.64
6 2.55%+0.07 84.51°42.20 11.77°+3.30
8 3.07°40.24 75.84%1.31 17.08°+1.81
12 5.49°+0.67 38.70°+3.74 33.93°+1.71
15 8.07%°+0.06 15.89'+3.22 39.46%+1.37
24 9.35%+1.40 13.42'+0.11 39.84%+0.24
30 8.09%°+0.45 12.44'+0.87 39.88%+0.06
36 7.94%°+0.36 11.98"+1.07 40.81%+0.95
48 7.82%°+0.46 9.85+1.27 39.83%+0.59

Ayni siitunda farkli harfleri tagsiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
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Sekil 4.11.°de maya ekstrakt1 yerine tiiy tozlar1 kullanilarak gergeklestirilen
etanol fermentasyonu ortamindan alinan drneklerde biyokiitle, seker ve etanol miktari

analizleri yapildiktan sonra elde edilen grafik goriilmektedir.
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Sekil 4.11. Kegiboynuzu ekstraktinda tiiy tozu kullanilarak gergeklestirilen etanol

fermentasyonundaki biyokiitle, seker ve etanol miktarlarindaki degisim

4.2.3.4. Et ve kemik tozlar1 (Meat-Bone M eal) kullanilarak gerceklestirilen etanol
fermentasyonu

Endustriyel olarak etanol iiretiminde fermentasyon ortaminda kullanilan azot
kaynaginin ekonomik olarak 6nemi biiytiktiir. Bu nedenle fermentasyon ortamina maya
ekstrakti (yeast extract) yerine ayn1 konsantrasyonda et ve kemik tozlar1 (Meat-Bone
Meal Griffin Industries, Inc. Butler, KY, USA) da katilmistir. Cizelge 4.13’de et ve
kemik tozlar1 kullanilarak gerceklestirilen etanol fermentasyonu sonucunda elde edilen
orneklerdeki biyokiitle, seker ve etanol miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan c¢oklu
karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. Deneme sonuglari, maya ekstrakti yerine et ve

kemik tozlar1 kullanilan Orneklerde fermentasyon isleminin 24. saatinde biyokitle
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miktarinin maksimum seviyeye (8.34 g/L) ulagtigin1 géstermistir. Fermentasyon sonucu
elde edilen etanol 30. saatte maksimum seviyeye (41.79 g/L) ulasirken Onceki
denemelerde oldugu gibi besiyerinde bir miktar seker (13.18 g/L) mayalar tarafindan
tilketilmeden kalmistir. Fermentasyonun Sifirinc1 zaman orneginde biyokiitle miktar
1.05 g/L olarak belirlenmistir. Et ve kemik tozlar1 kullanilarak gergeklestirilen etanol
fermentasyonunda 15. saatten sonra zamanlara ait biyokiitle olusumu, seker tiiketimi ve

etanol olusumu miktarinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi goriilmiistiir (P>0.05).

Cizelge 4.13. Ke¢iboynuzu ekstraktinda et ve kemik tozlar1 kullanilarak gerceklestirilen

etanol fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Etanol (g/L)
B 0.00"+0.00 107.05°+2.63 0.00%+0.00
0 1.05"+0.06 104.90%+2.64 0.00%+0.00
2 1.48%+0.11 102.30°+2.36 2.48'+0.92
4 1.55%+0.08 90.92°+2.42 9.00°+2.52
6 2.04%°+0.01 83.47°+2.46 13.19%+2.80
8 2.68°+0.49 65.39+2.86 22.65°+2.90
12 5.20°+1.12 31.79°+2.17 37.10°+2.80
15 7.76°+0.31 15.54'+0.75 40.62°+0.40
24 8.34%+2.42 15.47"+0.77 41.72°+1.70
30 7.62"%+1.66 14.67"+1.27 41.79°+2.04
36 7.35°2+1.49 13.42"+1.13 41.07°+0.79
48 6.93%+1.35 13.18"£0.90 40.58°+0.22

Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
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Maya ekstrakti yerine et ve kemik tozlar1 katkilanarak gerceklestirilen etanol

fermentasyonu ortamindan alinan Orneklerde biyokiitle, seker ve etanol miktari

analizleri yapildiktan sonra elde edilen grafik Sekil 4.12.’de gorilmektedir.

Etanol ve seker miktar: (g/L)
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Sekil 4.12. Kegiboynuzu ekstraktinda et ve kemik tozlar1 kullanilarak gerceklestirilen

etanol fermentasyonundaki

degisim

biyokiitle, seker ve etanol miktarindaki
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4.2.3.5. Etanol iiretiminde katkisiz keciboynuzu ekstraktinin kullanilmasi

Etanol Uretiminde ortama eklenen mineral madde ve azot kaynaklarinin etkisini
saptamak amaciyla kegiboynuzu ekstrakti higbir katki yapilmaksizin fermentasyona
birakilmigtir. Bu fermentasyona ait biyokiitle, seker ve etanol miktarlart ve
ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglar1 Cizelge 4.14’de verilmistir.
Katkisiz keciboynuzu ekstrakti kullanilarak gercgeklestirilen etanol fermentasyonunda
15. saatten sonra biyokiitle olusumu, seker tiiketimi ve etanol olusumu miktarinda

istatistiksel olarak dnemli bir fark olmadig1 goriilmiistiir (P>0.05).

Cizelge 4.14. Kegiboynuzu ekstraktinda katki kullanmadan gergeklestirilen

etanol fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Etanol (g/L)
B 0.00%+0.00 107.93%+1.94 0.00%+0.00
0 1.01%+0.01 105.22°+1.59 3.07'+.121
2 1.42"9+0.01 100.07°+0.41 8.35°+1.15
4 1.49°+0.06 89.08%+1.30 14.50%+0.28
6 1.91%+0.25 75.34°+1.31 23.60°+1.70
8 2.43%+0.49 58.12°+1.48 28.90°+1.55
12 3.97°+0.09 37.69'+0.94 35.30"+0.99
15 5.26"°+0.33 34.15%+1.33 36.10%£0.42
24 6.83%+0.04 22.49"%+1.45 36.80°+0.57
30 6.31%°+0.17 19.26"9+2.52 37.30%1.27
36 6.10°°+0.43 16.90"+1.50 36.20°+0.85
48 5.94°+0.30 13.56"+0.43 36.40°+1.13

Ayni siitunda farkli harfleri tagsiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Biyokiitle miktar1 hi¢bir katki kullanmadan dogrudan kegiboynuzu ekstraktinin
kullanildig1 6rneklerde fermentasyon isleminin 24. saatinde maksimum seviyeye (6.83
g/L) ulasmistir. Fermentasyon sonucu elde edilen etanol 30. saatte maksimum seviyeye

(37.30 g/L) ulasirken besiyerinde bir miktar seker (13.56 g/L) mayalar tarafindan
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tiiketilmeden kalmigtir. Fermentasyonun sifirinct zaman Orneginde biyokiitle miktar
1.01 g/L olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14). Yine benzer sekilde fermentasyon

ortamina eklenen mikroorganizma ile birlikte bir miktar etanol (3.07 g/L) de sifirinci

zaman Orneginde belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Keciboynuzu ekstraktinda herhangi bir katki kullanilmadan gerceklestirilen
etanol fermentasyonundaki biyokitle, seker ve etanol miktarlarindaki

degisimi

Sekil 4.13.’de kegiboynuzu ekstraktina hi¢bir katki yapilmadan gerceklestirilen
etanol fermentasyonu ortamindan alinan 6rneklerde biyokiitle, seker ve etanol miktari
analizleri yapildiktan sonra elde edilen grafik goriilmektedir. Etanol fermentasyonunda,
biyokiitle gelisimi ve etanol olusumunun birbirine paralel oldugu gorilmektedir. Yani

mikroorganizma gelisimini siirdiiriirken bir yandan da Uretim gerceklesmektedir.
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4.2.3.6. Etanol iiretiminde farkh azot Kkaynaklarimin kullamlmas1 ile

gerceklestirilen fermentasyonlarin karsilastirilmasi

Fermentasyon ortaminda bulunan azotun mikroorganizmalar tarafindan
kolayca kullanilabilir olmasi gerekir. Cizelge 4.15’de kegiboynuzu ekstraktindan etanol
tiretiminde, fermentasyon ortamina eklenen azot kaynaklarindan olan maya ekstrakti
yerine kullanilan 4 farkli alternatif azot kaynaginin kinetik parametreler iizerine etkisi
ve kinetik degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari
gosterilmistir. Biyokiitle ve etanol miktarlarinin yam1 sira fermentasyona ait kinetik
parametreler de fermentasyonun basarisin1 gosteren dnemli etkenlerdir. Denemelerden
elde edilen analiz sonuglarina goére, fermentasyon ortamina eklenen azot kaynaginin
etanol Uretiminde 6nemli bir etken oldugu belirlenmistir. Uretilen maksimum etanol
miktart (41.90 g/L) ve maksimum tiikketim hiz1 (7.46 g/L/h) kabuk ve tirnak karisim
tozlarinin kullanildig: etanol fermentasyonundan elde edilmis ve sonuglar istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). Kabuk ve tirnak karisim tozlarinin azot kaynagi
olarak kullanildig1 fermentasyonlarda etanol {retimi yiiksek olmasina ragmen
maksimum iiretim hizi (3.09 g/L/h) diisiik kalmigtir. Maksimum iiretim hizi (3.48 g/L/h)
ve en yliksek etanol verimi (%44.51) et ve kemik tozlarmin azot kaynagi olarak

kullanildig1 fermentasyonlardan elde edilmistir.

Alternatif ~ azot  kaynaklar1  kullamilarak  gergeklestirilen  etanol
fermentasyonlarinda en yiiksek spesifik gelisme hiz1 (0.15 g/L/h) et ve kemik tozlarinin
kullanildig1 fermentasyonlarda saptanmigtir. Et ve kemik tozlart kullanilarak
gergeklestirilen fermentasyonda belirlenen etanol konsantrasyonu (44.51 g/L) ve etanol
iretim hiz1 (3.48 g/L/h), diger alternatif azot kaynaklar1 kullanilarak gerceklestirilen

Uretimlere ait etanol konsantrasyonu ve {iretim hizlarindan yiiksek olmustur.
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Cizelge 4.15. Farkli azot kaynaklarinin etanol iiretimlerine ait kinetik parametreler

o Azot Kaynaklar1
Kinetik parametreler

YE* MB* FM* HM* PM* NA*
Seker tiiketimi (g/L) 93.47° 93.87° 94.44° 97.16° 98.29*° 94.36"
Etanol tretimi (g/L) 42.90° 41.79° 39.88° 41.90° 41.68" 34.24°
Verim (Yp/s) (%) 45.90° 44.51° 42.23" 43.12° 42.41° 36.28°

Max. Tiiketim hizi, (-ds/dt)max (g/L/h)  5.91° 7.08" 5.02° 7.46* 7.03° 6.42°
Max. Uretim hiz1, (dp/dt)max (g/L/h) 3.70° 348" 3.12° 3.09° 3.37° 2.84°
Max. Gelisme hizi, (dx/dt)max (g/L/h)  0.65* 0.57° 057" 0.41° 053" 0.35°
Spesifik gelisme hizi (h™) 0.16* 0.15° 0.14° 011 0.12° 0.12°
ikiye katlanma siiresi (tq) (h) 428 465° 507° 6.38% 598" 598°

* YE; Maya ekstrakth kegiboynuzu ekstrakti, MB; Et ve kemik tozlar1i, FM; Tiiy tozlari,
HM; Kabuk ve tirnak karisim tozlari, PM; Tavuk eti tozu ve NA; katkisiz kegiboynuzu
** Ayni satirda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Alternatif azot kaynaklart kullanilarak gerceklestirilen etanol tretimlerinden
elde edilen sonuclara gore tim tretimlerde elde edilen kinetik parametreler igerisinde en
yiiksek degerler azot kaynagi olarak maya ekstraktinin (yeast extract) kullanildigi
tiretimlerden elde edilmistir (Cizelge 4.15). Daha once de belirtildigi gibi fermentasyon
ortaminda bulunan azotun mikroorganizmalar tarafindan kolayca kullanilabilir olmasi
6nemlidir. Bu nedenle ekonomik olarak degerlendirilmesi miimkiin olan alternatif azot
kaynaklarmin ayn1 zamanda canli hiicre tarafindan kullanilabilir olmasi da
gerekmektedir. Denemelerde kullanilan alternatif azot kaynaklar1 her ne kadar olumlu
sonuglar vermisse de mikroorganizmalar acisindan en uygun kaynak maya ekstrakti

olmustur.
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Sekil 4.14. Keciboynuzu ekstraktinda farkli azot kaynaklarinin ve fermentasyon

igeriginin etanol miktar1 ve tiretim hizlar agisindan karsilastirilmasi

Elde edilen kinetik parametrelerin degerlendirilmesinden sonra, etanol miktari
ve etanol {iiretme hizlarinin karsilastirilmast fermentasyon ortamimnin daha 1iyi
anlagilmasina olanak vermektedir. Sekil 4.14’de goriildiigii gibi, azot kaynagi olarak
maya ekstraktinin kullanildig1 fermentasyona ait etanol {iretim hizi ve etanol miktarlari,
diger iiretimlere daha yliksek degerlere sahiptir. Kinetik parametrelerin yaninda,
bunlarin birbirleri ile karsilastirilmasi sonucunda da en iyi sonuglar maya ekstrakti

kullanilarak gerceklestirilen fermentasyondan alinmastir.

Etanol Gretiminin kinetigi agisindan en iyi sonuglarin maya ekstraktinin azot
olarak kullanildig1 fermentasyondan alinmasina ragmen, kullanilan 4 farkli ucuz azot
kaynaginin da pahali olan maya ekstraktina alternatif olabilecegi goriilmiistiir. Yine
kegiboynuzu ekstraktinin herhangi bir katki kullanmaksizin etanol iiretiminde
kullanilabilecegi de belirlenmistir. Ancak elde edilen kinetik parametreler diger
iiretimlerden daha diisiik degerlere sahiptir (Cizelge 4.14). Katkisiz keg¢iboynuzu
ekstraktinin kullanilmasi sonucunda etanol miktar1 34.24 g/L, seker tiikketimi 94.36 g/L
ve verim de 36.28 g/L olarak belirlenmistir. Bundan dolay1 kegiboynuzu ekstraktinin
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etanol iiretiminde kullanilmasinda fermentasyon ortamina mayalarin besin ihtiyacin
karsilayacak bilesikleri eklemek gerekmektedir. Maya ekstraktinin  kullanildigt
fermentasyon denemelerine ait etanol iiretim miktari, verim, maksimum tiretim hizi,
maksimum gelisme hiz1 ve spesifik gelisme hiz1 gibi kinetik parametreler, alternatif azot
kaynagi kullanilarak gergeklestirilen denemelere ait degerlerden daha yiiksek

belirlenmistir.
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4.2.4. Etanol iiretiminde ke¢iboynuzu pulpu, posanin pulpu ve posanin

ekstraktinin kullanilmasi

Kegiboynuzu ekstraktinin etanol iiretiminde kullanilmasinin yaninda meyvenin
pulpu, ekstraksiyondan sonra elde edilen posasi, posanin pargalanmasi ile elde edilen
pulpu ve posanin ikinci ekstraksiyonu sonucu elde edilen posa ekstrakti da etanol
fermentasyonunda denenmistir. Meyvenin parcalanmasi ile elde edilen pulp
zenginlestirilerek kullanilmistir.  Cizelge 4.16’da keciboynuzu meyvesi pulpunun
fermentasyonuna ait etanol ve seker miktar1 (g/L) degerleri ve ortalamalarina ait

Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 gosterilmektedir.

Cizelge 4.16. Kegiboynuzu pulpunda etanol fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Etanol (g/L)
B * 99.02°+1.24 0.00™+0.00
0 * 97.59% +1.34 3.19°+1.12
2 * 85.32°+0.46 8.87%+1.22
4 * 41.54°+1.14 17.00°+0.22
6 * 30.71%1.27 23.10°+1.49
8 * 25.12°+1.36 27.20°+1.22
12 * 23.35°+0.76 30.47%+0.22
15 * 22.28°+1.56 33.03%+0.52
24 * 20.30°+1.22 33.59%+0.34
30 * 19.17°+2.48 32.31%+1.34
36 * 12.26"+1.21 32.45°+0.67
48 * 7.60%+0.35 32.20%1.22

Ayni siitunda farkli harfleri tagsiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Etanol fermentasyonunda kullanilmak iizere meyvenin homojenize edilmesi ile
iiretilen meyve pulpunda karistirma hizi normal ekstrakta gore daha yiiksek tutulmustur.
Daha iri pargaciklar ve viskoz bir yapiya sahip pulp 500 d/d hizinda karigtirilmistir.

Ancak yine de fermentasyon ortaminin iri partikiilleri igermesi hem karigtirmay1 hem de
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sistemden Ornek almayr zorlastirmistir. Ayrica bulaniklik esasina gore belirlenen
biyokiitle miktarinin hesaplanmasi miimkiin olmamis ve etanol miktar1 verimi oldukca
diisiik diizeyde kalmistir. Alinan 6rneklerdeki parcacik iriliginin biiylikligi 6l¢iimleri
olumsuz etkilemistir. Ke¢iboynuzu pulpu kullanilarak elde edilen etanol miktar1 30.40

g/L, tiiketilen seker miktar1 86.76 g/L olurken verim % 35.03 olarak kalmaistir.

Yine keciboynuzu meyvesinin ekstraksiyonundan sonra geriye kalan posanin
homojenize edilmesi ile Uretilen posa pulpunun etanol miktar1 ve verimi, dogrudan
meyvenin pulpunun kullanilmasi ile elde edilen fermentasyona ait degerlerle benzerlik
gostermistir. Cizelge 4.17°de keciboynuzu meyvesinin ekstraksiyonundan sonra elde
edilen posanin homojenize edilip pulp haline doniistiiriilerek fermentasyona birakilmasi
sonucu elde edilen etanol ve seker miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan coklu

karsilastirma testi sonuglart gosterilmistir.

Cizelge 4.17. Kegiboynuzu posasinin pulpunda etanol fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Etanol (g/L)
B * 55.12°+1.41 0.00%+0.00
0 * 43.34" +1.74 4.19°+1.32
2 * 40.42°+0.27 9.24°°+1.41
4 * 35.27°°+1.11 10.21°+0.12
6 * 30.45°+1.32 12.13"+1.23
8 * 28.67°°+1.92 14.17°+1.21
12 * 24.39%+0.42 14.35%+0.12
15 * 23.81°+1.52 14.68°+0.53
24 * 22.94°+1.21 15.12°+0.21
30 * 20.27%2.31 15.25°+1.56
36 * 15.78°+1.61 15.19°+0.42
48 * 9.52+0.31 15.10°+1.01

Ay siitunda farkli harfleri tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
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Etanol fermentasyonunda kullanilmak iizere meyvenin ekstraksiyondan sonraki
posasinin homojenize edilmesi ile iiretilen posa pulpunda karistirma hizi normal
ekstrakta gore daha yiliksek tutulmustur. Daha iri pargaciklar ve viskoz bir yapiya sahip
posa pulpu 500 d/d’da karistirilmistir. Ancak yine de fermentasyon ortaminin iri
partikiilleri icermesi hem karistirmayr hem de sistemden 6rnek almayi zorlagtirmistir.
Her ne kadar iiretim gergeklestirilmeye caligilsa da elde edilen etanol miktar1 ve verim
diisiik seviyede kalmistir. Ayrica biyokiitle miktarinin hesaplanmast bulaniklik
nedeniyle yine miimkiin olamamistir. Alinan 6rneklerin iri partikiiller icermesi ve ¢ok
bulanik olmasi nedeniyle &l¢iimlerin hesaplanmasi miimkiin olmamistir. Kegiboynuzu
posasinin pulpu kullanilarak elde edilen etanol miktar1 11.06 g/L, tiiketilen seker miktar1

45.60 g/L olurken verim %24.25 olmustur.

Keciboynuzu meyvesinin dogrudan homojenize edilerek pulp haline getirilip
fermentasyonda kullanilmasi sonucu elde edilen etanol miktar1 (30.40 g/L) ve verim (%
35.03) degerleri, meyvenin ekstraksiyonundan sonra elde edilen posanin homojenize
edilmesi ile olusan posa pulpuna ait etanol miktar1 (11.06 g/L) ve verim (% 24.25)
degerlerinden yiiksek olmustur. Bunun sebebi posa pulpunda kalan seker miktarinin

meyve pulpunda bulunan seker miktarindan daha az olmasidir.
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Kegiboynuzu meyvesinin ekstraksiyonundan geriye kalan posanin, ikinci defa
ekstraksiyonu sonucu elde edilen posa ekstraktina ait degerler ve ortalamalarina ait

Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. Keg¢iboynuzu posa ekstraktinin etanol fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Etanol (g/L)
B 0.00™+0.00 42.03%+6.48 0.00%+0.00
0 0.59%+0.08 41.28°+6.55 1.56'+0.14
2 0.68%+0.52 37.13%+3.28 4.12°+0.86
4 0.86°°+0.44 33.81°+2.68 5.89°+3.78
6 0.95°+0.02 28.41°+6.13 7.58%+4.28
8 1.20°+0.20 22.01°+3.37 11.05°+1.32
12 2.46°+0.49 9.84°+4.67 17.41°+2.03
15 2.81%+0.59 5.62%+2.76 17.68%+1.07
24 2.65%+0.23 5.33°+2.05 18.01°+1.04
30 2.68%+0.03 5.22°+1.83 18.36°+0.33
36 2.48°+0.09 4.96%+1.88 18.04%+0.07
48 1.94%+1.10 4.64%+2.62 18.14%+0.01

Ayni siitunda farkli harfleri tagsiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
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Sekil 4.15.’de kegiboynuzu meyvesinin ikinci ekstraksiyonu sonucu elde edilen
ekstrakta % 3 maya inokulasyonu yapilarak fermentasyon ortamindan alinan 6rneklerde
biyokiitle, seker ve etanol miktar1 analizleri yapildiktan sonra elde edilen grafik

gorulmektedir.
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Sekil 4.15. Kegiboynuzu meyvesinin ikinci ekstraksiyonu elde edilen posa ekstraktinda

etanol miktari, seker tiiketimi ve biyokiitle olusum grafigi

Kecgiboynuzu posasinin ikinci ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ortamin
seker konsantrasyonu ilk ekstraksiyona gore oldukea diisiik bulunmustur (Cizelge 4.19).
Dolayisiyla bu denemede ulasilan etanol iiretimi de diisiik diizeyde kalmistir. Ancak
verim, ikiye katlanma siiresi ve spesifik gelisme hizi gibi parametreler yaklasik ayni
seviyede bulunmustur. Buna ragmen maksimum tiiketim hizi, maksimum iiretim hiz1 ve
maksimum gelisme hizi gibi kinetik parametreler birinci ekstraksiyondan elde edilen
ekstraktin kullanildig1 fermentasyonda daha yiiksek ¢ikmistir. Yukarida bahsedilen
parametrelerin yiiksek olmasi fermentasyon ortaminda kullanilan seker miktarinin fazla

olmasinin bir sonucudur.
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Cizelge 4.19. Keciboynuzu meyvesinin birinci ve ikinci ekstraksiyonundan elde edilen

ekstraktlarin fermentasyonlarinin kinetik parametreleri

Kinetik parametreler Ehstraktlar
1.Ekstraksiyon 2.Ekstraksiyon

Seker tiiketimi (g/L) 93.47 37.39
Etanol dretimi (g/L) 42.90 16.80
Verim (Yp/s) (%) 45.90 44.94
Max. Tiketim hizi, (-ds/dt)max (g/L/h) 5.91 2.36
Max. Uretim hiz1, (dp/dt)max (g/L/h) 3.70 1.48
Max. Gelisme hizi, (dx/dt)max (g/L/h) 0.65 0.26
Spesifik gelisme hizi (h™) 0.16 0.16
Ikiye katlanma siiresi (tq) (h) 4.29 4.29

Seker tiiketimi, etanol tretimi, tiiketim hizi, iiretim hizi ve gelisme hizi
degerleri baslangictaki seker miktar1 ve buna bagli olarak etanol iiretimine baglh
degerler oldugundan birinci ekstraksiyona gore diisiik ¢ikmistir. Ancak ekstraktin
icerdigi seker miktarina gore tiiketilen sekere (37.39 g/L) karsi firetilen etanol
miktarmin (16.80 g/L) bir sonucu olan verim (%44.94) birinci ekstraksiyona oldukca
yakin belirlenmistir. Yine spesifik gelisme hizlar1 (0.16 h'l) ve mikroorganizmanin ikiye
katlanma siiresi (4.29 h) her iki iiretimde de ayni diizeyde saptanmistir. Bu sonuglara
gore kegiboynuzu meyvesinin birinci ekstraksiyonundan geriye kalan posanin, tekrar
ekstrakte edilmesi ile olusan posa ekstraktinin fermentasyonda kullanilabildigi
gorilmiistiir. Ancak elde edilen posa ekstraktinin diisiik seker icerigine sahip olmasi

etanol iiretiminin de diisiik degerlere sahip olmasina neden olmaktadir.
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4.3. Laktik Asit Fermentasyonu

Cevap Yizey Metodu ile belirlenen optimum sartlarda elde edilen ve ortalama
100 g/L seker igeren 1.5 L kegiboynuzu ekstrakti, laktik asit fermentasyonu igin
kullanilarak fermentasyon iizerine zenginlestirme islemi, farkli azot kaynaklar1 ve
ekstrakta invertaz enziminin eklenmesinin etkisi incelenmistir. Bu amagla tim laktik
asit fermentasyonlar1 %1 bakteri inokiilasyon oraninda, pH 5.0’da 37°C’de ve 200 d/d

karistirma hizinda gergeklestirilmistir.

4.3.1. Zenginlestirme isleminin laktik asit iiretimi iizerine etkisi

Laktik asit tiretiminde ilk olarak ekstrakt igeriginin biyokiitle ve laktik asit
miktart tizerine etkisi hesaplanmistir. Bu amacla reaktordeki fermentasyon ortamina
eklenen maya ekstrakti miktarinin laktik asit fermentasyonu iizerine etkisi incelenmistir.
Mineral maddeler eklenerek zenginlestirilen fermentasyon ortaminda 2 farkli miktarda
(8 ve 10 g/L) maya ekstrakti kullanilmistir. Ayrica karsilastirma yapilabilmesi amaciyla
ekstraktta higbir zenginlestirme yapilmayarak kontrol Orneginde de laktik asit

fermentasyonu gerceklestirilmistir.

4.3.1.1. Fermentasyon ortaminda 8 g/L. Maya ekstrakti kullanilmasi

Kec¢iboynuzu ekstraktindan laktik asit iiretiminde fermentasyon ortamina 8 g/L
maya ekstrakti eklenmistir. Fermentasyon sonucunda elde edilen o6rneklerdeki
biyokiitle, seker ve laktik asit miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.20°de verilmistir. Biyokiitle miktari, 8 g/L maya
ekstraktinin kullanildigi 6rneklerde fermentasyon isleminin 30. saatinde maksimum
seviyeye (4.80 g/L) ulasmistir. Fermentasyon sonucu elde edilen laktik asit ise 48. saatte
maksimum seviyeye (31.96 g/L) ulasirken besiyerinde baslangigtaki seker miktarinin
yaklastk yaris1 (4857 g¢/L) L. case tarafindan tiiketilmeden kalmustir.
Mikroorganizmalar  tarafindan  besiyerindeki  sekerin  biiyilk  ¢ogunlugunun
tlketilememesinin  kegiboynuzu ekstraktinin  seker profilinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Kegiboynuzu ekstrakti basta sakaroz olmak iizere (toplam sekerin

yaklasik yaris1), glukoz ve fruktoz gibi monosakkaritleri icermektedir. L. casea ilk
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olarak fermentasyon ortaminda monosakkaritleri parcalamaktadir. Bu nedenle sakaroz
par¢calanmadan fermentasyon ortaminda kalmaktadir. 8 g/ maya ekstrakti kullanilarak
gerceklestirilen etanol fermentasyonunda 24. saatten sonraki zamanlara ait biyokdtle
olusumu, seker tiikketimi ve laktik asit olusumu miktarinda istatistiksel olarak énemli bir

fark goriilmemistir (P>0.05).

Cizelge 4.20. Kegiboynuzu ekstraktinda 8 g/L maya ekstrakti kullanilmas1

Sire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Laktik asit (g/L)
B 0.00'+0.00 100.68°+0.22 0.00'+0.00
0 0.10"+0.03 98.44%+1.12 2.28%+0.09
2 0.12™+0.02 97.97°%+0.90 2.45°+0.07
4 0.18™+0.01 96.05°°+0.12 3.02°+0.19
6 0.41°+0.01 93.98"+0.67 3.71°+1.51
8 2.07°+0.02 90.80°+0.67 7.45%+1.93
12 4.06°+0.09 80.60%+1.18 9.73°+1.07
15 4.45"+0.12 74.06"+1.56 17.48°+1.06
24 4.71%+0.24 59.72°2.21 29.03%+1.06
30 4.80°+0.30 53.35"+1.80 31.84%+1.68
36 4.61"°+0.21 51.44"9+0.90 31.65%+1.52
48 4.09°+0.22 48.579+0.45 31.96°+1.96

Ay siitunda farkli harfleri tagtyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
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8 g/L maya ekstrakti kullanilarak gergeklestirilen denemelerden alinan
orneklerde biyokiitle, seker ve laktik asit miktarlar1 Sekil 4.16.’da gortilmektedir. Laktik
asit fermentasyonunda biyokiitle gelisimi ve laktik asit olusumunun grafigi Tip 1
Fermentasyonu’ndan tamamen farklidir. Mikroorganizma gelisimi duragan faza
(stationary phase) wulastigt zaman iriin Uretimi gergeklesmektedir. Bu tip
fermentasyonlara “Karisik Tip Fermentasyon” (Mixed Fermentation) ad1 verilmektedir.
Laktik asit fermentasyonu sonucunda olusan laktik asit, hiicrenin ikincil irettigi iiriin

olarak bilinmektedir.
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Sekil 4.16. Kegiboynuzu ekstraktindan 8 g/ maya ekstrakti kullanilmasindan elde
edilen laktik asit, biyokiitle ve seker tiiketimi miktarindaki degisim
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4.3.1.2. Fermentasyon ortaminda 10 g/L maya ekstrakti kullamilmasi

Fermentasyon ortaminda mikroorganizmalarin gelisiminde O6nemli bir rol
oynayan azot kaynaginin laktik asit fermentasyonu iizerine etkisini belirlemek amaciyla
kegiboynuzu ekstraktina 10 g/l maya ekstraktt eklenmistir. Cizelge 4.21°de
fermentasyon denemelerinden elde edilen 6rneklerdeki biyokiitle, seker ve laktik asit
miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. 10
o/L maya ekstraktinin kullanildigi 6rneklerde maksimum biyokiitle miktarina (5.37 g/L)
fermentasyon isleminin 24. saatinde ulasilmistir. Fermentasyon sonucu elde edilen
laktik asit ise 48. saatte maksimum seviyeye (33.87 g/L) ulasirken besiyerinde
baslangigtaki seker miktarinin yaklasik yaris1 (59.40 g/L) L. casel tarafindan
tiketilmeden kalmistir. Daha once de belirtildigi gibi, L. casei kegiboynuzu
ekstraktindaki monosakkaritler hari¢ diger sekerleri (6zellikle sakaroz) metabolize
edememektedir. 10 g/ maya ekstrakti kullanilarak gerceklestirilen laktik asit
fermentasyonunda 24. saatten sonraki biyokiitle olusumu, seker tiikketimi ve laktik asit

olusumu miktarinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark goriillmemistir (P>0.05).

Cizelge 4.21. Kegiboynuzu ekstraktinda 10 g/L maya ekstrakti kullanilmasi

Sire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Laktik asit (g/L)
B 0.00™+0.00 104.98%+0.90 0.00°+0.00
0 0.05™+0.02 103.07%+1.35 2.52°40.08
2 0.08™+0.01 100.99°2+1.47 2.64°+0.06
4 0.12™+0.01 97.97°°+0.50 2.94°+0.24
6 0.47°+0.05 96.05°°+1.25 3.27°°+0.61
8 2.50%+0.22 94.94°+1.57 9.19%+1.15
12 4.80°+0.10 84.82°+1.18 17.72°+1.00
15 4.87"+0.05 79.96°+1.04 20.95°+1.97
24 5.37%+0.50 63.31"+2.14 34.61%+0.45
30 4.88°+0.05 62.35°+2.50 33.35%1.19
36 4.16"*+0.05 61.71"9+0.45 33.65%+0.98
48 3.97°+0.20 59.40%+0.55 33.87%+0.82

Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
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Kegiboynuzu ekstraktina 10 g/L dizeyinde maya ekstrakti katilarak yapilan
fermentasyon sonunda biyokiitle, seker ve laktik asit miktarlar1 Sekil 4.17.°de
gorilmektedir. “Karisik Tip Fermentasyon” tanimina uygun olarak mikroorganizma
gelisiminin duragan faza ulastig1 fermentasyon zamanindan sonra laktik asit tiretiminin
arttig1 goriilmektedir. Fermentasyonun 10. saatinden sonra L. casel gelisiminin duragan
faz baslangicina ulagmasi ile birlikte, ikincil bir Grlin (secondary metabolite) olan laktik

asit miktarindaki artis grafikte goriilmektedir.
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Sekil 4.17. Kegiboynuzu ekstraktindan 10 g/l maya ekstrakti kullanilmasindan elde
edilen laktik asit, biyokiitle ve seker tiiketimi miktarindaki degisim
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4.3.1.3. Fermentasyon ortaminda katkisiz keciboynuzu ekstrakti kullanilmasi

Fermentasyon ortamina eklenen azot kaynagi miktarinin etkisini belirlemek
amaciyla zenginlestirilmemis kegiboynuzu ekstraktinda da laktik asit fermentasyonu
gerceklestirilmistir. Denemeler sonucunda biyokiitle, seker ve laktik asit miktarlar1 ve
ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari Cizelge 4.22°de verilmistir.
Zenginlestirme yapilmadan gergeklestirilen fermentasyonda 30. saat sonunda biyokditle
miktar1 maksimum seviyeye (4.03 g/L) ulasirken, laktik asit miktar1 ise 48. saatte
maksimum seviyeye (19.81 g/L) ulasmistir. Fermentasyon sonucunda besiyerinde
baslangigtaki seker miktarinin yaklasik yarist (53.99 g/L) L. casel tarafindan
tiiketilmeden kalmistir. Bu fermentasyonda 15. saatten sonraki biyokiitle olusumu, 24.
saatten sonraki seker tiiketimi ve 30. saatten sonraki laktik asit olusumu miktarinda
istatistiksel olarak onemli bir fark goriilmemistir (P>0.05). Fermentore inokiile edilen
mikroorganizma ile birlikte bir miktar laktik asit (1.49 g/L) de fermentasyon ortaminda

sifirinc1 zaman Orneklerinde belirlenmistir.

Cizelge 4.22. Kegiboynuzu ekstraktinin zenginlestirme yapilmadan kullanilmasi

Sire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Laktik asit (g/L)
B 0.00"+0.00 102.27°+1.12 0.00"+0.00
0 0.05™+0.01 101.15%+0.90 1.49°+0.39
2 0.11™+0.01 98.13"+0.67 2.21°+0.14
4 0.18™+0.01 95.74°°+0.53 3.16°+0.11
6 0.29°+0.01 91.75°°+0.67 4.64°°+0.16
8 1.58°+0.02 86.02°+2.93 5.91°+0.16
12 3.03°£0.05 79.48%+1.80 8.60°+0.03
15 3.76"+0.19 76.93°+0.56 8.82°+0.16
24 3.78"+0.09 68.96°+1.35 12.94+0.29
30 4.03°+0.01 65.94°+0.67 13.89°+0.55
36 3.99°+0.03 58.61"9+1.28 18.50%+1.12
48 3.95%+0.02 53.99%1.35 19.81%+0.39

Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
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Zenginlestirme yapilmadan fermentasyona birakilan kegiboynuzu ekstraktinda
denemelerden alinan 6rneklerde biyokiitle, seker ve laktik asit miktarlar Sekil 4.18.’de
gortilmektedir. Fermentasyon ortaminda iiretilen laktik asit miktari, zenginlestirme
yapilarak kullanilan keciboynuzu ekstraktindan elde edilen laktik asit miktar

degerlerinden diisiik oldugu grafikten agikca goriilmektedir.
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Sekil 4.18. Keciboynuzu ekstraktindan zenginlestirme yapilmadan kullanilmasindan

elde edilen laktik asit, biyokiitle ve seker tiiketimi miktarindaki degisim
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4.3.1.4. Keciboynuzu ekstraktindan laktik asit iiretiminde farklhh miktarlarda

kullanilan maya ekstraktlarinin karsilastirilmasi

Cizelge 4.23’de kegiboynuzu ekstraktindan laktik asit {iretiminde,
fermentasyon ortamina eklenen maya ekstrakti miktarinin parametreler Gizerine etkisi ve
kinetik degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari
gosterilmistir. Biyokiitle ve laktik asit miktarlarinin yani sira fermentasyona ait kinetik
parametreler de fermentasyonun basarisini gosteren dnemli etkenlerdir. Tum analiz
sonuclarma gore, fermentasyon ortamina maya ekstrakti miktarinin laktik asit
tiretiminde 6nemli bir etken oldugu belirlenmistir. Maksimum laktik asit Gretimi (31.35
g/L), maksimum dretim hizi (1.97 g¢g/L/h), maksimum tlketim hiz1 (2.16 g/L/h),
maksimum gelisme hiz1 (0.56 g/L/h) ve spesifik gelisme hiz1 (0.36 g/L/h) 10 g/L maya
ekstraktinin kullanildig: laktik asit fermentasyonundan elde edilmis olup, bu degerler, 8
g/L maya ekstrakt1 ve zenginlestirme yapilmadan kullanilan kegiboynuzu ekstraktina ait
denemelerden elde edilen sonuclara gore istatistiksel olarak 6nemli goriilmiistiir
(P<0.05). Bunun yaninda spesifik gelisme hizina bagli olarak degisen
mikroorganizmanin ikiye katlanma siiresi zenginlestirme yapilmayan keg¢iboynuzu
ekstraktinin  kullanildigi 6rneklerde 3.44 saat olarak belirlenmistir. Zenginlestirme
yapilan 6rneklerde bu siirenin daha diisiik oldugu gortilmektedir. Katkisiz ke¢iboynuzu
kullanilan laktik asit fermentasyonuna ait laktik asit Uretimi, verim, maksimum tiketim
hizi, maksimum {retim hizi, maksimum gelisme hizi1 ve spesifik gelisme hizi gibi
kinetik parametreler en diisiik degerlere sahiptir. Katkisiz ke¢iboynuzu ekstraktinin
kullanildig1 laktik fermentasyonunda L. casei’nin gelisme hizi (0.34 g/L/h)’nin diisiik
olmasi nedeniyle, fermentasyona ait tiiketim hizi (1.20 g/L/h) ve iiretim hizi (0.68
g/L/h) diger iiretimlere gore diisiik degerlere sahip olmustur. Kinetik parametreler
arasinda karsilagtirma testi yapildiginda 10 g/L maya ekstrakt1 kullanilan denemelere ait
sonuglarin yiiksek oldugu ve istatistiksel olarak da ©6nemli oldugu belirlenmistir
(P<0.05).
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Cizelge 4.23. Kec¢iboynuzu ekstraktindan laktik asit tiretiminde farkli miktardaki maya

ekstraktlarina ait kinetik parametreler

Katkisiz Maya Maya

Kinetik Parametreler _ Ekstrakti Ekstrakti

Kegiboynuzu

(8 g/L) (10 g/L)
Seker tiiketimi (g/L) 48.44° 52.11° 45.58°
Laktik asit retimi (g/L) 20.09° 29.68° 31.35°
Verim (Yp/s) (%) 41.46° 56.96° 68.79°
Max. Tiiketim hiz1, (-ds/dt)max (g/L/h) 1.20° 1.50° 2.16°
Max. Uretim hiz1, (dp/dt)max (g/L/h) 0.68° 0.90° 1.97°
Max. Gelisme hiz1, (dx/dt)max (g/L/h) 0.34° 0.42° 0.56°
Spesifik gelisme hizi (h™) 0.20° 0.35% 0.36°
Ikiye katlanma siiresi (tg) (h) 3.44° 1.96° 1.95°

Ayni satirda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Sekil 4.19.’da, fermentasyon ortamina eklenen, maya ekstraktinin 2 farkli
miktarinin kegiboynuzu ekstraktinda kullanilmasiin laktik asit miktar1 ve tiretim hizi
Uzerine etkisini gosteren bir grafik sunulmustur. Laktik asit miktar1 ve laktik asit Gretme
hizlarmin karsilastirilmasi fermentasyon ortaminin daha iyi anlasilmasina olanak
vermektedir. Besiyeri ortaminda azot kaynagi olarak maya ekstraktinin 10 g/L
diizeyinde kullanildig1 fermentasyona ait laktik asit iiretim hiz1 ve laktik asit miktarinin
diger tiretimlere gore daha yiiksek sonuglar verdigi Sekil 4.19°da gorilmektedir. Tim
kinetik parametrelerin karsilastirilmasi yaninda, iiretim hizi ve tiretim miktarinin ayni
grafik  ilizerinde  karsilagtirllmasi  fermentasyonun  basarisinin  anlasilmasini

kolaylastirmaktadir.
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Mava ekstrakt1 (10 g/L)
Maya ekstrakt: (8 g/L)

’ T // Katkisiz kegiboynuzu
Laktik asit —
miktari Laktik asit
(g/100g) tretim hizi
(g/L/h)

Sekil 4.19. Farkli miktarlardaki maya ekstraktinin laktik asit iiretim hizlar1 ve laktik asit

miktarlarinin karsilastirilmasi

Katkisiz kegiboynuzu ekstraktinin laktik asit fermentasyonunda kullanilmasi
sonucu elde edilen laktik asit tiretim hizina karsi laktik asit miktar1 grafik edildigi
zaman kolaylikla goriilmektedir ki bu {iretime ait degerler grafikte en diisiik bolgede
kalmaktadir. Ayrica iiretimlerden hesaplanan seker tliketimi, laktik asit {iretimi ve
biyokiitle miktar1 diger iiretimlere gore oldukca diisikk ve zaman acisindan da yavas
ilerlemektedir. Katkisiz kegiboynuzu ekstrakti kullanilan denemenin 24. saatinde elde
edilen laktik asit miktar1 (12.94 g/L), diger denemelerin ilk 12. saatinde elde

edilmektedir.

Fermentasyon ortamina eklenen maya ekstrakti miktarinin laktik asit tretimi
tzerine etkisinin 6nemli oldugu agik¢a gorulmektedir. Farkli miktarlarda (8 g/L ve 10
g/L) eklenen maya ckstraktlarina ait kinetik parametreler incelenmistir. 10 g/L maya
ekstraktinin  kullanildigr fermentasyondan elde edilen sonuglarin yiiksek oldugu
saptanmistir. Laktik asit fermentasyonun degerlendirilmesinde onemli rol oynayan
kinetik parametreler icinde de istatistiksel olarak farkli en yiiksek degerler yine bu
miktara ait tiretimin gergeklestigi fermentasyondan elde edilmistir (P<0.05). Bu nedenle

bu asamadan sonra gerceklestirilecek tiim laktik asit fermentasyonlarinda maya
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ekstrakti miktart 10 g/L olmustur. Ancak firetimler sonucunda goriilmektedir ki
keciboynuzu ekstraktinin laktik asit fermentasyonunda ortamdaki sekerin yaklasik
olarak yarisi tiikketilmeden kalmaktadir. Bunun sebebi de L. casei bakterisinin, daha
once de ifade edildigi gibi kegiboynuzu ekstrakti igerisindeki sakarozu substrat olarak

kullanamamasidir.
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4.3.2. Farkh azot kaynaklarinin laktik asit iiretimi iizerine etkis

Fermentasyon ortaminda mikroorganizmanin gelisimi i¢in 6nemli bir azot
kaynagi olan maya ekstraktinin, keg¢iboynuzu ekstraktindan laktik asit iiretimi iizerine
etkisini incelemek amaciyla farkli miktarlari katkilanarak kullanilmistir. Ancak maya
ekstraktinin pahali bir azot kaynagi olmasi sebebiyle laktik asit tiretiminde de alternatif
azot kaynaklar1 fermentasyon ortamina eklenmistir. Bu amagla tavuk eti tozu, kabuk ve
tirnak karigim tozlari, tiiy tozlar ve et ve kemik tozlar1 kullanilmistir. Alternatif azot
kaynaklar1 kullanilarak gerceklestirilen laktik asit iiretimleri, maya ekstrakt1 kullanilarak
gerceklestirilen laktik asit {retimleri ile karsilagtirnilmigtir. Tim fermentasyon

denemeleri en iyi sonuclar alinan 10 g/L maya ekstrakti miktarinda gergeklestirilmistir.

4.3.2.1. Tavuk eti tozu katkilanarak gerceklestirilen laktik asit fermentasyonu

Azot kaynagi olarak kullanilan maya ekstraktinin endustriyel Uretimler igin
oldukga pahali bir materyal olmasindan dolay1 fermentasyon ortamina 12 g/1.5 L maya
ekstrakti yerine ayn1 konsantrasyonda tavuk eti tozu kullanmilmistir. Cizelge 4.24°de
tavuk eti tozu katkilanarak yapilan laktik asit fermentasyonu sonucunda elde edilen
orneklerdeki biyokiitle, seker ve etanol miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. Biyokiitle miktari, tavuk eti tozu kullanilan
orneklerde fermentasyonun 36. saatinde maksimum seviyeye (4.04 g/L) ulasirken laktik
asit ise 48. saatte maksimum seviyeye (21.22 g/L) ulasmistir. Fermentasyon sonucunda
besiyerinde yine bir miktar seker (51.75 g/L) L. casel tarafindan tiiketilmeden kalmistir.
Fermentasyonun sifirinci zaman orneginde biyokiitle miktar1 0.06 g/L, laktik asit
miktar1 ise 1.50 g/L olarak belirlenmistir. Sifirinci zaman orneklerinde belirlenen
biyokitle wve laktik asit, bakteri hiicrelerinin reaktére eklenmesi amaciyla

gerceklestirilen inkiibasyon sirasinda olusmustur.
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Cizelge 4.24. Kegiboynuzu ekstraktinda tavuk eti tozu kullanilarak gergeklestirilen
laktik asit fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Laktik asit (g/L)
B 0.00"+0.00 100.52%+0.45 0.00'+0.00
0 0.06"+0.01 99.56"+0.45 1.50'+0.02
2 0.08"+0.01 98.13°+0.68 2.32"+0.02
4 0.11"+0.01 94.94°+0.68 3.19%+0.02
6 0.34%+0.02 93.19°+0.45 3.279+0.02
8 1.87%'+0.01 91.75°+0.68 3.88%+0.14
12 3.28%+0.07 80.76'+0.90 5.13"+0.02
15 3.86°+0.01 76.93%+0.52 7.76°+0.03
24 3.84°+0.05 67.05"+0.45 10.60%+0.03
30 3.99°+0.02 61.47'+0.22 13.75°+0.06
36 4.04°+0.01 56.69+0.67 15.91°+0.05
48 3.99%+0.01 51.75+0.45 21.22°+0.10

Ay siitunda farkli harfleri tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Kegiboynuzu ekstraktina tavuk eti tozu katkilandiginda biyokiitle gelisimi 12.
saatten sonra duragan faza girmistir. Bu sirada mikroorganizma tarafindan kullanilan
seker ve {iretilen laktik asit miktar1 ¢ok diisiik (67.05 g/L ve 10.60 g/L) seviyelerde
kalmistir. Her ne kadar seker tiikketiminde az miktarda diisiis ve laktik asit tiretiminde
artts goriilmekte ise de, mikroorganizma duragan faza girdiginden dolay1
fermentasyonun ilerleyen zamanlarinda istenilen degerlere  ulagilamamustir.
Mikroorganizma gelisiminin duragan faza ulastifi fermentasyon zamanindan sonra
laktik asit Giretiminin arttig1 gorilmektedir. Laktik asit tretimlerinde verimin en az % 65
seviyesinden oldugu diisiiniildiigiinde tiiketilen seker miktarina gore iiretilen laktik asit

miktarinin diistik oldugu agikga fark edilmektedir.
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Maya ekstrakti yerine tavuk eti tozu kullanilarak yapilan laktik asit
fermentasyonu ortamindan alinan Orneklerde biyokiitle, seker ve laktik asit miktar

gelisimi Sekil 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.20. Kegiboynuzu ekstraktinda tavuk eti tozu kullanilarak gerceklestirilen laktik

asit fermentasyonundaki biyokiitle, seker ve laktik asit gelisimi

4.3.2.2. Kabuk ve Tirnak Karisim Tozlar1 kullanilarak gerceklestirilen laktik asit

fermentasyonu

Kabuk ve tirnak karigim tozlarinin azot kaynagi olarak laktik asit iiretimi
izerine etkisi incelenmistir. Bu amacla fermentasyon ortamina 9 g/1.5L maya ekstrakti
yerine kabuk ve tirnak karisgim tozlari katkilanmustir. Cizelge 4.25°de laktik asit
fermentasyonu sonucunda elde edilen Orneklerdeki biyokiitle, seker ve laktik asit
miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuclar1 verilmistir.
Maya ekstrakt1 yerine kabuk ve tirnak karigim tozlari kullanilan 6rneklerdeki laktik asit
miktar1 48. saatte maksimum seviyeye (24.45 g/L) ulasirken, biyokiitle miktar

fermentasyon isleminin 30. saatinde maksimum seviyeye (4.93 g/L) ulasmistir. Bunun
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yaninda fermentasyon islemi sonucunda bir miktar seker (53.67 g/L) besiyerinde
tilketilmeden kalmistir. Sifirinct zaman Orneginde biyokiitle miktar1 0.10 g/L olarak
belirlenirken laktik asit miktar1 da 1.20 g/L olmustur.

Cizelge 4.25. Kegiboynuzu ekstraktinda kabuk ve tirnak karisim tozlart kullanilarak

gerceklestirilen laktik asit fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Laktik asit (g/L)
B 0.00"+0.00 104.34°+0.45 0.00'+0.00
0 0.10"+0.01 103.54°+0.67 1.20'+0.02
2 0.15"+0.01 102.59°+0.22 2.41"+0.04
4 0.25'+0.01 98.13°+0.67 3.17"+0.02
6 0.47'+0.01 96.21°+0.22 3.41"+0.01
8 1.47°+0.03 94.14%+0.45 4.04%+0.04
12 3.08%+0.06 77.57'+0.90 6.72'+0.01
15 4.29°+0.02 69.449+0.67 8.30°+0.01
24 4.40°+0.01 57.17"+0.45 13.67+0.77
30 4.93°+0.01 55.74'+0.67 17.35°+0.17
36 4.87°+0.06 54.71'+0.90 19.84°+0.01
48 4.84°+0.04 53.67%+0.90 24.45%+0.28

Ay siitunda farkli harfleri tagtyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Kegiboynuzu ekstraktina kabuk ve tirnak karisim tozlart katkilandiginda
biyokiitle gelisimi 30. saatten sonra istatistiksel olarak onemli bulunmamuistir ( P<0.05).
Mikroorganizmanin 30. saatten sonra duragan faza girmesiyle seker tiiketimindeki ve
laktik asit tiretimindeki miktarlar diisiik kalmistir. Bunun en 6nemli sebeplerinden bir
tanesi daha 6nce de belirtildigi gibi, L. casei’nin kec¢iboynuzu ekstraktindaki sakarozu
tamamen metabolize edememesidir. Ayrica fermentasyon isleminin 15. saatinden sonra
duragan fazin baglamis oldugu goriilmektedir. Buna bagli olarak da duragan faz

siresince Uretilen laktik asit miktarinda artis goriilmektedir.
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Kabuk ve tinak karisim tozlart kullanilarak yapilan laktik asit
fermentasyonunda biyokiitle, seker ve laktik asit miktar1 degisimi Sekil 4.21.°de

verilmistir.
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Sekil 4.21. Kec¢iboynuzu ekstraktinda kabuk ve tirnak karisim tozu kullanilarak
gerceklestirilen laktik asit fermentasyonundaki biyokiitle, seker ve laktik

asit miktarlarindaki degisim

4.3.2.3. Tiiy tozlar1 kullanilarak gerceklestirilen laktik asit fermentasyonu

Kullanilan azot kaynaginin mikroorganizma tarafindan kullanilabilmesi ve
ekonomik olmasi oldukg¢a énemlidir. Bu nedenle fermentasyon ortamina 9 g/1.5 L maya
ekstrakti yerine ayni konsantrasyonda en ucuz kaynaklardan birisi olan tily tozlar
kullanilmistir. Bu fermentasyon sonucunda elde edilen drneklerdeki biyokiitle, seker ve
laktik asit miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari
Cizelge 4.26’da verilmistir. Elde edilen laktik asit miktar1 48. saatte maksimum
seviyeye (26.48 g/L) ulasmistir. Biyokiitle miktar1 fermentasyon isleminin 36. saatinde
maksimum seviyeye (4.85 g/L) ulasirken fermentasyon sonucunda besiyerinde kalan

seker miktar1 ise 50.96 g/L diizeyinde kalmistir. Fermentasyonun sifirinct zaman
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orneginde biyokiitle miktar: 0.08 g/L olarak belirlenirken laktik asit miktar1 da 1.92 g/L

olmustur.

Cizelge 4.26. Kegiboynuzu ekstraktinda tily tozlar1 kullanilarak gerceklestirilen

laktik asit fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Laktik asit (g/L)
B 0.00"+0.00 102.75°+0.45 0.00'+0.00
0 0.08"+0.01 101.95°+0.22 1.92"+0.01
2 0.10"+0.01 100.99°+0.22 1.92"+0.01
4 0.20%+0.01 96.21°+0.22 1.93"+0.01
6 0.53"+0.01 93.03°+0.22 1.94"+0.01
8 1.55%+0.01 83.63°+0.45 4.53%+0.01
12 3.28%+0.07 77.25'+0.45 7.92+0.02
15 4.33°+0.01 69.449+0.67 10.78%+0.01
24 4.62°+0.05 58.93"+0.67 17.73"£0.10
30 4.76°+0.03 55.10'+0.67 20.45°+0.03
36 4.85°+0.02 52.23+0.22 23.59°+0.72
48 4.80°+0.01 50.96%+0.22 26.48%+0.02

Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Tiiy tozlar1 katkilanan keciboynuzu ektraktindaki biyokiitle gelisimi 15. saatten
sonra duragan faza girmistir. Bu sirada mikroorganizma tarafindan kullanilan seker ve
iiretilen laktik asit miktar1 ¢ok diisiik (69.44 g/LL ve 10.78 g/L) seviyelerde kalmistir.
Mikroorganizma gelisiminin duragan faza ulastigi andan sonra laktik asit Gretiminin
arttigr goriilmektedir. Bu da Karigik tip fermentasyon tanimina uymaktadir. Duragan
fazin baslangict olan 15. saatte laktik asit miktar1 10.78 g/L iken, fermentasyonun
sonunda yaklasik 2,5 kat artarak 26.48 g/L olmustur. Benzer sekilde fermentasyonun
15. saatine kadar 33.31 g/L seker tiiketilirken, bu zamandan fermentasyon sonuna kadar
sadece 18.44 g/L seker tiiketilebilmistir. ilk 15 saat icerisinde laktik asit miktar1 10.78
g/L’¢ ulagsmis olup bu zamandan fermentasyon sonuna kadar 15.70 g/L laktik asit

tretilmistir.
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Maya ekstrakt1 yerine tiiy tozlari katkilanarak yapilan laktik asit fermentasyonu
ortamindan alinan Orneklerde biyokiitle, seker ve laktik asit miktar1 gelisimi Sekil

4.22’de verilmistir.
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Sekil 4.22. Kec¢iboynuzu ekstraktinda tiiy tozu kullanilarak gerceklestirilen laktik asit

fermentasyonundaki biyokiitle, seker ve laktik asit miktarlar1 degisimi

4.3.2.4. Et ve kemik tozlar1 kullanilarak gerceklestirilen laktik asit fermentasyonu

Kecgiboynuzu ekstraktinda eklenen alternatif azot kaynaklarmnin laktik asit
Uretimi tizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla fermentasyon ortamina Cizelge 3.6’da
belirtilen 9 g/1.5 L maya ckstrakt1 (yeast extract) yerine ayni1 miktarda et ve kemik
tozlar1 eklenmistir. Et ve kemik tozlar1 kullanilarak gerceklestirilen laktik asit
fermentasyonu sonucunda elde edilen Orneklerdeki biyokiitle, seker ve laktik asit
miktarlart ve ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari Cizelge
4.27°de verilmistir. Biyokitle miktar1 fermentasyon isleminin 30. saatinde maksimum
seviyeye (4.71 g/L) ulasirken laktik asit ise 48. saatte maksimum seviyeye (23.53 g/L)

ulagsmigtir. Fermentasyon islemi sonucunda besiyerinde 53.19 g/L seker kalmustir.
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Fermentasyonun sifirmc1 zaman oOrneginde biyokiitle miktar1 0.05 g/L olarak
belirlenmistir. Bakteri hiicrelerinin reaktore eklenmesi amaciyla gergeklestirilen
inkiibasyon sirasinda biyokiitle gelisimi yanina 1.84 g/L laktik asit olusumunun da

gergeklestigi belirlenmistir.

Cizelge 4.27. Kegiboynuzu ekstraktinda et ve kemik tozlar1 kullanilarak gergeklestirilen

laktik asit fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Laktik asit (g/L)
B 0.00"+0.00 101.95%+0.67 0.00'+0.00
0 0.05"+0.01 101.15°+0.45 1.84"+0.05
2 0.10"+0.01 100.04°+0.22 1.97"+0.01
4 0.18%+0.01 98.92°+0.45 1.99"+0.01
6 0.50+0.08 98.13+0.67 1.99"+0.01
8 1.46°+0.01 91.59°+0.45 4.55%0.07
12 3.07%+0.07 88.57'+0.67 7.20'+0.10
15 4.28°+0.04 83.639+0.45 9.18°+0.01
24 4.38"+0.14 70.24"+0.45 16.30%+0.10
30 4.71°+0.05 61.32'+0.45 18.21°+0.01
36 4.59°+0.09 55.74'+0.67 20.50°+0.26
48 4.54%+0.12 53.1940.22 23.53%+0.06

Ay siitunda farkli harfleri tagtyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Et ve kemik tozlarinin katkilandig1 ke¢iboynuzu ekstraktinda yapilan laktik asit
fermentasyonunun 30. saatinden sonraki zamanlarda biyokiitle artisinin istatistiksel
olarak Onemli olmadigi goriilmiistiir. Fermentasyon isleminin 15. saatinden sonra
duragan fazin baslamis oldugu goriilmektedir. Duragan faz boyunca 30.44 g/L seker
tiiketilirken 14.35 g/L laktik asit tiretilmistir. Bunun yaninda duragan faza kadar 18.32
g/L seker tiiketilirken 9.18 g/L de laktik asit iiretilmistir.
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Sekil 4.23.de maya ekstrakti yerine et ve kemik tozlar1 kullanilarak
gerceklestirilen laktik asit fermentasyonu ortamindan alinan 6rneklerde biyokiitle, seker

ve laktik asit miktar1 analizleri yapildiktan sonra elde edilen grafik goriilmektedir.
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Sekil 4.23. Kegiboynuzu ekstraktinda et ve kemik tozlar1 kullanilarak gercgeklestirilen
laktik asit fermentasyonundaki biyokiitle, seker ve laktik asit miktarlari

degisimi

4.3.2.5. Laktik asit iiretiminde farklh azot kaynaklarimin kullanilmas:1 ile

gerceklestirilen fermentasyonlarin karsilastirilmasi

Cizelge 4.28°’de kegiboynuzu ekstraktindan laktik asit  Uretiminde,
fermentasyon ortamina cklenen azot kaynaklarindan olan maya ekstrakti yerine
kullanilan 4 farkli alternatif azot kaynaginin kinetik parametreler iizerine etkisi ve
kinetik degerlerin ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari
gosterilmistir. Fermentasyon ortamina eklenen azot kaynaginin laktik asit iiretiminde
istatistiksel olarak 6nemli bir etken oldugu belirlenmistir (P<0.05). Ayrica, biyokiitle ve
laktik asit miktarlarinin yan1 sira fermentasyona ait kinetik parametreler de

fermentasyonun basarisin1 gosteren 6nemli etkenlerdir. Maksimum laktik asit Gretimi
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(26.28 g/L) ve maksimum seker tiiketim hiz1 (2.43 g/L/h) tiy tozlarmin kullanildig:
laktik asit fermentasyonundan elde edilmistir. Ty tozlarinin azot kaynagi olarak
kullanildig1 fermentasyonlarda laktik asit Gretiminin yiiksek olmasi yaninda maksimum
tiretim hiz1 (0.81 g/L/h) ve laktik asit verim degerlerinin de yiiksek olmasi (%51.13)

istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).
Alternatif azot kaynaklar1 kullanilarak  gergeklestirilen  laktik  asit

fermentasyonlarinda istatistiksel olarak en yiiksek spesifik gelisme hiz1 (0.32 g/L/h)

tavuk eti tozunun kullanildigi fermentasyonlardan elde edilmistir.

Cizelge 4.28. Farkli azot kaynaklarinin laktik asit Gretimlerine ait kinetik parametreler (pH

kontrol 5.0).
o Azot Kaynaklari
Kinetik parametreler
YE* MB* FM* HM* PM* NA*
Seker titketimi (g/L) 4558% 4876° 51.79° 50.67° 48.76° 48.44°
Laktik asit tiretimi (g/L) 31.35% 23.53° 26.48° 24.45° 21.22% 20.09
Verim (Yp/s) (%) 68.79* 48.26° 51.13° 48.24° 43.52° 41.46°

Max. Tiiketim hizi, (-ds/dt)max (g/L/h)  2.16° 1.38° 2.43* 218" 1.46° 1.20°
Max. Uretim hiz1, (dp/dt)max (g/L/h) 1.97% 0.71° 081° 046° 026" 068"
Max. Gelisme hizi, (dx/dt)max (g/L/h)  0.56* 0.33° 0.35° 0.33° 0.36° 0.34°
Spesifik gelisme hizi (h™) 0.36° 0.18" 0.19° 018" 0.32* 0.20°
ikiye katlanma siiresi (tq) (h) 1.95° 3.86* 3.73° 3.80* 1.60° 3.44°

* YE; Maya ekstraktl kegiboynuzu, MB; Et ve kemik tozlar1 , FM; Tiiy tozlari, HM;
Kabuk ve tirnak karigim tozlari, PM; Tavuk eti tozu ve NA; katkisiz ke¢iboynuzu
** Ayni satirda farkl harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Cizelge 4.28°de alternatif azot kaynaklar1 kullanilarak gerceklestirilen laktik
asit Uretimlerinden elde edilen sonuglara gore tim uretimlerde elde edilen Kinetik
parametreler icerisinde en yiiksek degerler azot kaynagi olarak maya ekstraktinin
kullanildig1 tretimlerden elde edilmistir. Endistriyel laktik asit fermentasyonunda
ortama eklenen azot kaynaginin ucuz olmasi yaninda mikroorganizma tarafindan

kullanilabilir olmas1 da 6nemlidir. Kegiboynuzu ekstraktindan laktik asit iiretiminde
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maya ekstraktina alternatif olarak katkilanan farkli azot kaynaklarmin kullanildigi
denemelere ait sonuglarda da mikroorganizmanin gelisim degerlerinin diisiik oldugu
gortlmektedir. Dort farkli azot kaynaginin kullanildigi denemelerde maksimum gelisme
hizt 0.33g/L/h ve 0.36 g/L/h arasinda belirlenirken, maya ekstraktinin kullanildig
denemelerde bu deger 0.56 g/L/h olarak belirlenmistir. Ayrica maya ekstraktina ait
spefisik gelisme hiz1 en yiiksek degere (0.36 g/L/h) sahip olmustur. Bu sonuglar; maya
ekstrakt1 kullanilmasinin mikroorganizma gelisimi i¢in en etkili kaynak oldugunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.24. Keciboynuzu ekstraktinda farkli azot kaynaklarinin ve fermentasyon

igeriginin laktik asit miktar1 ve tiretim hizlar1 agisindan karsilastiriimasi

Sekil 4.24.’de fermentasyon ortamina eklenen, maya ekstraktina alternatif 4
farkli azot kaynagi ve katki maddesi olmaksizin hazirlanmis kegiboynuzu ekstraktinin
kullanilmasmin laktik asit miktar1 ve tiretim hiz1 iizerine etkisini gosteren bir grafik
hazirlanmistir. Elde edilen kinetik parametrelerin degerlendirilmesinden sonra, laktik

asit miktar1 ve laktik asit tiretme hizlarmin karsilastirilmasi fermentasyon ortaminin
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daha iyi anlasilmasina olanak vermektedir. Azot kaynagi olarak maya ekstraktinin
kullanildig1 fermentasyona ait laktik asit iretim hizi ve laktik asit miktarmin diger
Uretimlere daha yiiksek oldugu Sekil 4.24°de goriilmektedir. Kinetik parametrelerin
yaninda, bunlarin birbirleri ile istatistiksel olarak karsilastirilmasi sonucunda da en iyi

sonuclar maya ekstrakti kullanilarak gergeklestirilen fermentasyondan alinmistir

(P<0.05).

Kegiboynuzu ekstraktindan laktik asit iiretiminde mikroorganizmanin gelisimi,
seker tliketimi, verim, laktik asit miktar1 ve maksimum iiretim hizlar1 gibi kinetik
parametreler incelendiginde en iyi sonuglarin maya ekstraktinin azot kaynagi olarak
kullanildig1 fermentasyondan alindigi goriilmiistiir. Bunun yaninda maya ekstraktina
yerine 4 farkli alternatif azot kaynaginin da laktik asit tiretimlerinde kullanilabilecegi
ve ckonomik agidan da alternatif olabilecegi goriilmiistiir. Ayrica kegiboynuzu
ekstraktinin  herhangi bir katkiya gerek duymadan laktik asit Gretiminde
kullanilabilecegi belirlenmistir. Ancak bu durumda elde edilen kinetik parametreler
diger iiretimlerden istatistiksel olarak 6nemli diizeyde diisiik degerlere sahiptir (Cizelge
4.27) (P<0.05). Katkisiz kegiboynuzu ekstraktinin kullanilmasi sonucunda laktik asit
miktart 20.09 g/L, seker tiiketimi 48.44 g/L ve verim de 41.46 g/L olarak belirlenmistir.
Kegiboynuzu ekstraktinin laktik asit iiretiminde kullanilabilmesi ig¢in fermentasyon
ortaminin  mikroorganizmalarin ~ besin  ihtiyactm1  karsilayacak  bilesiklerle

zenginlestirilmesi iyi sonuclar vermektedir.
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Sekil 4.25. Keciboynuzu ekstraktinda farkli azot kaynaklarinin ve fermentasyon

iceriginin laktik asit miktarinin zamana kars1 degisimi

Sekil 4.25°de goriildiigii gibi laktik asit miktari, maya ekstraktinin kullanildig:
fermentasyonun 8. saatinden sonra en yiikksek degerlere ulagsmaya baglamistir.
Orneklerdeki laktik asit miktarmnin ilk 8 saat igerisinde birbirine olduk¢a yakin olmast,
bu zaman diliminde mikroorganizmalarin lag fazinda  bulunmalarindan
kaynaklanmaktadir. Ortama uyum saglayip logaritmik ¢ogalma fazina gectikten sonra

buna paralel olarak laktik asit miktarinda artis goriilmektedir.
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4.3.3. Invertaz enziminin laktik asit iiretimi iizerine etkisi

Kegiboynuzu ekstrakti basta sakaroz olmak iizere glukoz ve fruktoz gibi
monosakkaritleri de icermektedir. Onceki béliimlerde de belirtildigi gibi sakaroz toplam
sekerin yaklasik olarak yarisin1 olusturmaktadir. L. casel ilk olarak fermentasyon
ortaminda monosakkaritleri kullanmaktadir. Dolayisiyla sakaroz pargalanmadan
fermentasyon ortaminda kalmaktadir. Bunun sonucunda da iiretilen laktik asit miktari
ile tiiketilen seker miktar1 beklenenden diisiik diizeyde kalmaktadir. Buna bagli olarak
degisen verim, tretim ve tiiketim hizi gibi parametrelerde de istenilen dizeye
ulagilamamaktadir. Bu nedenle, kegiboynuzu ekstrakti reaktor i¢inde sterilize edildikten
sonra invertaz enzimi eklenmistir. Inversiyon 12 saat siire ile devam etmis ve ekstraktta
sakarozun parcalanmasi saglandiktan sonra fermentasyon baslatilmistir. Invertaz
enziminin etkisini incelemek amaciyla katkisiz kegiboynuzu ekstrakti (mineral, maya
ekstrakti katkisi olmadan) da aymi kosullarda enzim etkisine birakildiktan sonra

fermente edilmistir.

Cizelge 4.29. Farkli oranlarda invertaz enzimi uygulanmis kegiboynuzu ekstraktindaki

monosakkarit miktar1
Monosakkarit miktar1 (g/L)
Sire IN1 IN2 INS IN10
0 51,45 51,45 51,45 51,45
12 136,96 136,24 135,04 122,56
24 131,84 131,84 128,25 120,76
36 138,88 134,97 129,92 126,72
48 136,32 140,16 133,12 127,16
72 136,32 138,24 131,2 126,65

*IN1, %1 invertaz uygulamasi, IN2, %2 invertaz uygulamasi, IN5, %5 invertaz

uygulamasi, IN10, %10 invertaz uygulamasi

Cizelge 4.29°da farkli oranlarda invertaz enzimi eklenmis keciboynuzu
ekstraktlarindaki monosakkarit igerigi gosterilmistir. Kegiboynuzu ekstraktindan laktik
asit Uretiminde ekstraksiyon sonucu hedeflenen seker miktart 100 g/L olmustur. Tiim

fermentasyonlarda seker igerigi ayni miktarda belirlenmistir. Bu nedenle de uygulanan
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inversiyondan sonra ekstraktta 100 g/L’ye en kisa Sire ve en diisiik invertaz enzimi
uygulamasinda ulasan kombinasyon secilmistir. IN1 (%1 invertaz uygulamasi, ml)
uygulamasi sonucunda 12. saatte elde edilen seker miktar1 (136.96 g/L), diger enzim
oranlarindan (IN2, IN5 ve IN10) eclde edilen miktarlara gore yiiksek ¢ikmistir. Daha
yiiksek sonuglar veren enzim orani bilinmesine ragmen en kisa Sire ve en kuiguk
invertaz kullanim oranindaki uygulama secilmistir. IN1 36. saatte daha yiiksek seker
miktarina (138.88 g/L) ulasmasina ragmen siirenin elde edilen sonug istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir. Benzer sekilde IN2 kullaniminin 48. saatinde seker miktari
140.16 g/L bulunmustur. Ancak hem kullanilan enzim miktarinin fazla olmasi hem de
uygulama siiresinin uzunlugu sebebiyle elde edilen sonug istatistiksel olarak Snemli
bulunmamistir (P>0.05). Bu nedenle invertaz uygulamasmin gergeklestirildigi tim
fermentasyonlarda kullanilacak 1.5L keciboynuzu ekstraktt icin IN1 (%1 invertaz

uygulamasi, ml) uygulamasi kullanilmistir.

4.3.3.1. Invertaz enzimi uygulanms keciboynuzu ekstrakti

Kegiboynuzu ekstraktinin laktik asit fermentasyonunda kullanilmasinda,
fermentasyon ortamina eklenen invertaz enzimi ile sakarozun pargalanmasindan sonra
fermentasyona birakilmasi ile elde edilen 6rneklerdeki biyokiitle, seker ve laktik asit
miktarlart ve ortalamalarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge
4.30’da verilmistir. Biyokiitle miktar1 invertaz enziminin eklendigi ekstraktin
kullanildig1 6rneklerde fermentasyon isleminin 48. saatinde maksimum seviyeye (6.29
g/L) ulasirken iiretilen laktik asit ise 48. saatte maksimum seviyeye (59.26 g/L)
ulagsmistir. Fermentasyon sonucunda besiyerinde kalan seker miktar1 (16.05 g/L) énceki
laktik asit fermentasyonlari ile karsilastirildigindaki seker miktarlarina gore istatistiksel
olarak diisiik kalmigtir (P<0.05). Fermentasyon ortamindaki sakarozun par¢alanmasi ile

olusan monosakkaritler L. casel tarafindan kolaylikla fermente edilmistir.
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Cizelge 4.30. Kegiboynuzu ekstraktinda invertaz enzimi uygulanmasi

Sire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Laktik asit (g/L)
B 0.00°+0.00 104.90°+0.01 0.00%+0.00
0 0.05°+0.01 103.54*+0.01 1.99+0.02
2 0.12°+0.01 100.52°°+0.01 2.40™+0.07
4 0.18°+0.01 97.33°°+0.01 8.39°+0.28
6 0.24°+0.01 96.21%°+0.01 8.92°+0.12
8 0.54%+0.01 95.34°+0.01 9.61°+0.32
12 3.13°+0.01 84.58°+0.02 15.42°+1.99
15 4.01°+0.04 64.34'+0.01 31.63°+2.11
24 5.77°+0.02 39.809+0.03 46.03°+2.95
30 5.93%+0.03 31.709+0.09 50.49°+2.50
36 6.24°+0.01 21.34"+0.01 58.51%+1.64
48 6.29°+0.01 16.05"+0.03 59.26%+2.38

Ayni siitunda farkli harfleri tagsiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Invertaz uyglamasi1 gergeklestirilen keciboynuzu ekstraktinda yapilan laktik
asit fermentasyonunun 24. saatinden sonraki biyokiitle artisinin istatistiksel olarak
onemli olmadigir goriilmistiir (P>0.05). Bunun yaninda seker tiikketim ve laktik asit
iiretim miktarlarinda 15. saatten sonraki zamanlardan istatistiksel olarak farkli olmadigi

belirlenmistir (P>0.05).

Sekil 4.26.’da invertaz eklenmis fermentasyon ortamindan alinan orneklerde
biyokiitle, seker ve laktik asit miktarlarindaki degisim gorilmektedir. Logaritmik
cogalma fazinda biyokiitle olusumuna paralel olarak laktik asit miktarindaki artis agikca

gorilmektedir.
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Sekil 4.26. Kegiboynuzu ekstraktinda invertaz enzimi kullanilarak gergeklestirilen laktik

asit fermentasyonundaki biyokiitle, seker ve laktik asit miktarlar1 grafigi

4.3.3.2. Invertaz enzimi kullamlms katkisiz keciboynuzu ekstrakti

Invertaz uygulamasimin keciboynuzu ekstraktindan laktik asit {iretimi {izerine
etkisini daha iyi anlamak amaciyla Katkisiz kegiboynuzu ekstraktina invertaz
eklenmistir. Cizelge 4.31°de fermentasyon ortamina eklenen invertaz ile sakarozun
parcalanmasindan sonra fermentasyona tabi tutulmasi ile elde edilen 6rneklerdeki
biyokiitle, seker ve laktik asit miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan c¢oklu
karsilastirma testi sonuglart verilmistir. Elde edilen sonucglara gore, biyokiitle miktari
invertaz enziminin eklendigi katkisiz ke¢iboynuzu ekstraktinin kullanildigi 6érneklerde
fermentasyonun 30. saatinde maksimum seviyeye (3.83 g/L) ulasmistir. Fermentasyon
sonucu elde edilen laktik asit ise 48. saatte maksimum seviyeye (18.83 g/L) ulasirken,
fermentasyon islemi sonucunda besiyerinde bir miktar seker (51.44 g/L) kullanilmadan
kalmistir. Mikroorganizma i¢in fermentasyon ortaminda bulunmasi gerekli olan maya
ekstrakti, mineraller ve tuzlar olmadig1 zaman, karbon kaynagi mikroorganizma igin

uygun olsa bile iiretilen laktik asit ve olusan biyokiitle miktar1 oldukc¢a diistik kalmistir.
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Katkisiz keg¢iboynuzu ekstraktinda invertaz uygulamasindan sonra yapilan
laktik asit fermentasyonunun 24. saatinden sonraki zamanlarda biyokiitle artiginin 15.
saatten sonra ise seker tiiketim ve laktik asit {iretim miktarlarindaki farkin istatistiksel

olarak onemli olmadig1 gortilmistiir (P>0.05).

Cizelge 4.31. Katkisiz ke¢iboynuzu ekstraktinda invertaz enzimi uygulanmasi

Sire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Laktik asit (g/L)
B 0.00°+0.00 101.79°+1.35 0.00%+0.00
0 0.05°+0.01 100.84*+0.90 1.16'+0.07
2 0.12°+0.01 97.01°°+1.35 2.17'+0.09
4 0.16°+0.01 94.46%°+0.01 3.02°+0.01
6 0.26°°+0.01 88.88°+1.12 4.34°+0.30
8 1.41°+0.15 83.31%+2.25 5.59°+0.23
12 2.89°+0.20 78.53%+2.25 8.16%+0.29
15 3.54°+0.38 71.35'+2.38 8.63°+0.17
24 3.72°+0.14 66.269+0.67 12.54"+0.48
30 3.83%+0.09 63.39%1.12 13.63+0.81
36 3.83%+0.19 57.01"+2.63 17.99°+1.88
48 3.81%+0.19 51.44"+2.50 18.83%+0.88
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Invertaz enzimi eklenmis katkisiz keciboynuzu ekstraktinin fermentasyon
ortamindan alman Orneklerde biyokiitle, seker ve laktik asit miktarlarindaki degisimi
Sekil 4.27.”de verilmistir. Fermentasyon ortaminin mikroorganizma gelisimi i¢in yeterli
besin maddelerine sahip olmamas1 nedeniyle sekerin tamamu tiikketilememis ve bunun

sonucu olarak laktik asit tiretimi diisiik olmustur.
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Sekil 4.27. Katkisiz kegiboynuzu ekstraktinda invertaz enzimi kullanilarak
gerceklestirilen laktik asit fermentasyonundaki biyokiitle, seker ve laktik

asit miktarlarindaki degisim
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4.3.3.3. Invertaz enzimi kullamlarak gerceklestirilen fermentasyonlarin

karsilastirilmasi

Cizelge 4.32’de kegiboynuzu ekstraktindan laktik asit {iretiminde,
fermentasyon ortamina eklenen invertaz enziminin kinetik parametreler iizerine etkisi
ve kinetik degerlerin ortalamalarina ait Duncan coklu karsilagtirma testi sonuglari
gosterilmistir. Biyokiitle ve laktik asit miktarlarinin yani sira fermentasyona ait kinetik
parametreler de fermentasyonun basarisini gosteren onemli etkenlerdir. Maksimum
laktik asit dretimi (59.27 g/L) ve maksimum tiiketim hizi (2.51 g/L/h) invertaz
enziminin kullanildig1 katkili keciboynuzu ekstraktinin laktik asit fermentasyonundan
elde edilmistir. Invertaz enzimli katkili keciboynuzu ekstraktinin  kullanildig
fermentasyonlarda laktik asit liretiminin yiiksek olmasi1 yaninda maksimum {iretim hizi
da (2.41 g/L/h) bu fermentasyondan elde edilmistir. Cizelge 4.32’den de goriildigii gibi
laktik asit liretimi ve seker tiiketimi diger fermentasyonlardaki orneklerle istatistiksel
olarak karsilastirildiginda iki kati1 daha yiiksek degerler almistir (P<0.05). Bu durum
acikca gostermektedir ki; fermentasyon ortamindaki sakarozun pargalanmasi sonucu
monosakkaritler L. casei tarafindan kolaylikla substrat olarak kullanilmistir. Invertaz
enzimi kullanilarak gerceklestirilen laktik asit fermentasyonlarinda en yiiksek spesifik
gelisme hiz1 (0.43 g/L/h) olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.32. Invertazli ve invertazsiz 6rneklere ait kinetik parametreler

o Fermentasyon ortami
Kinetik parametreler

YE YEI NA NAI
Seker tiiketimi (g/L) 4558"  88.85° 48.44°  50.36"
Laktik asit tretimi (g/L) 31.35°  59.27° 20.09° 18.83°
Verim (Yp/s) (%) 68.79 66.70 41.46  37.38
Max. Tiiketim hiz1, (-ds/dt)max (g/L/h) 2.16" 2.51° 1.20°  1.19°
Max. Uretim hiz1, (dp/dt)max (g/L/h) 1.97° 2.41° 0.68°  0.64°
Max. Gelisme hiz1, (dx/dt)max (g/L/h) 0.56° 0.51° 034" 0.32°
Spesifik gelisme hizi (h™) 0.36" 0.43 0.20°  0.20°
Ikiye katlanma siiresi (tq) (h) 1.95 1.60° 3.44%  3.48

* YE; Maya ekstrakth keciboynuzu, YEI; Invertaz enzimli-katkili ekstrakt, NA; katkisiz
keciboynuzu ekstrakti ve NAI; invertaz enzimli katkisiz ke¢iboynuzu ekstrakti
** Ayni satirda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Inversiyonlu ve inversiyonsuz yapilan laktik asit tretimlerinden elde edilen
sonuclara gore tim Gretimlerde elde edilen kinetik parametreler icerisinde istatistiksel
olarak en yiiksek degerler invertazli-katkili ekstraktin kullanildigi iiretimlerden elde
edilmistir (Cizelge 4.32) (P<0.05).
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2,00 1 \ / Katkisiz-invertazsiz keciboynuzu ekstrakti
100 + " Katkisiz ke¢iboynuzu ekstrakti
| / Katkili-invertazli kegiboynuzu ekstrakti
0,00 - : /" Katkili kegiboynuzu ekstrakt
B
Laktik asit . .
111il<ta1‘: Laktik asit
«/100g) Uretim hizi
(s 8) (2/L/h)

Sekil 4.28. Keciboynuzu ekstraktinda invertazli ve invertazsiz fermentasyon igeriginin

laktik asit miktar1 ve iiretim hizlar1 agisindan karsilastirilmast
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Fermentasyon ortamina eklenen, invertaz enzimi ve zenginlestirme katkilarinin
laktik asit miktar1 ve tiretim hiz1 lizerine etkisi Sekil 4.28’de goriilmektedir. Kinetik
parametrelerin degerlendirilmesinden sonra, laktik asit miktar1 ve laktik asit liretme
hizlarmin karsilastirilmasi fermentasyon ortaminin daha iyi anlasilmasina olanak
vermektedir. Sekil 4.28°de, invertaz eklenmis-katkili kegiboynuzu ekstraktinin
kullanildig1 fermentasyona ait laktik asit tiretim hizi1 ve laktik asit miktar1 diger
Uretimlere ait degerlerden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Beklendigi gibi kinetik
acidan en iyi sonuclar invertaz enzimi uygulanmis katkili kegiboynuzu ekstrakti

kullanilarak gerceklestirilen fermentasyon sonunda alinmaistir.

Herhangi bir katki kullanmadan ke¢iboynuzu ekstraktinin laktik asit iiretiminde
kullanilmasindan elde edilen tim kinetik parametreler diger iiretimlere gore daha diistik
degerlere sahiptir (Cizelge 4.32). Katkisiz kegiboynuzu ekstraktinin kullanilmasi
sonucunda laktik asit miktar1 20.09 g/L, seker tiiketimi 48.44 g/L ve verim de 41.46 g/L
olarak belirlenmistir. Bundan dolay1 keg¢iboynuzu ekstraktinin laktik asit {iretiminde
kullanilmasinda fermentasyon ortamima mayalarin besin ihtiyacin1 karsilayacak

bilesikleri eklemek gerekmektedir.
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Sekil 4.29. Kegiboynuzu ekstraktinda invertaz enzimi uygulanmasiyla elde edilen laktik

asit gelisimi
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Laktik asit miktari, katkili-invertazli keciboynuzu ekstraktinin kullanildig:
fermentasyonda en yiiksek degerlere sahip olmustur (Sekil 4.29). Katki yapilmadan
kullanilan kegiboynuzu ekstraktinin seker igerigi L. casei’nin kullanmasi igin uygun
olsa bile fermentasyon ortaminda mikroorganizma igin gerekli gelisme sartlarina ait
mineral, azot ve tuzlarin yeterli miktarda olmamasi fermentasyonun basarisiz olmasina

neden olmustur.

4.3.4. Laktik asit iiretiminde keciboynuzu pulpu, posanin pulpu ve posanin

ekstraktinin kullanilmasi

Kegiboynuzu ekstraktinin laktik iiretiminde kullanilmasinin yaninda meyvenin
pulpu, ekstraksiyondan sonra elde edilen posasi, posanin parcalanmasi ile elde edilen
pulpu ve posanin ikinci ekstraksiyonu sonucu elde edilen posa ekstrakti etanol
fermentasyonunda oldugu gibi laktik asit fermentasyonunda da kullanilmistir. Meyvenin
parcalanmasi ile elde edilen pulp =zenginlestirilerek laktik asit fermentasyonuna
birakilmistir. Cizelge 4.33’de kegiboynuzu meyvesi pulpunun fermentasyonuna ait
laktik asit ve seker miktar1 degerleri ve ortalamalarina ait Duncan g¢oklu karsilastirma

testi sonuglart verilmistir.
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Cizelge 4.33. Keciboynuzu pulpunda laktik asit fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Laktik asit (g/L)
B * 100.16%+1.32 0.00"+0.00
0 * 98.22%+0.75 1.34%+0.43
2 * 96.67°+0.45 2.35'+0.12
4 * 93.37°+0.79 3.73°+0.13
6 * 89.85°°+0.79 4.33%+0.24
8 * 84.22°+1.98 5.78°+0.27
12 * 75.57%+1.75 8.45°+0.02
15 * 73.45°+0.72 12.56"+0.32
24 * 70.42%+1.22 13.44°+0.21
30 * 68.35°+0.72 15.78°+0.54
36 * 65.23°+1.13 19.34%+1.01
48 * 60.92'+1.44 22.90°+0.34

Ayni siitunda farkli harfleri tagsiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Meyvenin homojenize edilmesi ile iiretilen meyve pulpunda karistirma hizi
normal ekstrakta gore daha yliksek tutulmustur. Daha iri parcaciklar ve viskoz bir
yapiya sahip pulp 500 d/d hizinda karistirilmistir. Yiiksek karigtirma hizi kullanilmasina
ragmen fermentasyon ortaminin iri partikiilleri icermesi hem karigtirmayr hem de
sistemden Ornek almayi zorlastirmistir. Her ne kadar tiretim gerceklestirmeye calisilsa
da elde edilen laktik asit miktar1 ve verim yiiksek olmamuistir. Ayrica ortam asir1 bulanik
oldugu ve biyokiitle miktar1 bulaniklik esasina goére belirlendigi igin biyoktle
miktarinin hesaplanmast miimkiin olmamistir. Alinan &rneklerdeki pargacik iriliginin
biiyiikliigii 6l¢limleri olumsuz etkilemistir. Kegiboynuzu pulpu kullanilarak elde edilen
laktik asit miktar1 21.56 g/L, tiiketilen seker miktar1 39.24 g/L olurken verim %54.94

olmustur.

Yine keciboynuzu meyvesinin ekstraksiyonundan sonra geriye kalan posanin
homojenize edilmesi ile Gretilen posa pulpuna ait laktik asit degerleri, direkt olarak
meyvenin pulpunun kullanilmasi ile elde edilen fermentasyona ait degerlerle benzer

cikmistir. Cizelge 4.34’de kegiboynuzu meyvesinin ekstraksiyonundan sonra elde edilen
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posanin homojenize edilip pulp haline doniistiiriilerek fermentasyona birakilmasi
sonucu belirlenen laktik asit ve seker miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan g¢oklu

karsilagtirma testi sonuclar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.34. Kegiboynuzu posasinin pulpunda laktik asit fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Laktik asit (g/L)
B * 53.21%1.21 0.00"+0.00
0 * 52.24%+0.34 1.22%40.21
2 * 50.67%°+0.78 2.34'+0.22
4 * 48.34°+0.45 3.56°+0.45
6 * 47.78°+0.45 4.85+0.87
8 * 45.67°°+1.62 5.76%+0.13
12 * 40.32°+1.76 8.32°+0.01
15 * 35.93°+0.23 11.12°+0.34
24 * 32.86%+1.21 12.32"+0.56
30 * 30.51°40.72 13.17°+0.31
36 * 25.90+1.21 14.34°+1.32
48 * 20.219+1.09 16.78%+0.21

Ayni siitunda farkli harfleri tagsiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)

Meyvenin ekstraksiyondan sonraki posasinin homojenize edilmesi ile iiretilen
posa pulpunda karistirma hizi normal ekstrakta gore daha yiiksek tutulmustur. Daha iri
parcaciklar ve viskoz bir yapiya sahip posa pulpu 500 d/d hizinda karigtirilmistir. Daha
onceki denemelerde oldugu gibi fermentasyon ortaminin iri partikiilleri igermesi hem
karistirmayr hem de sistemden ornek almayi zorlastirmistir. Bu nedenle laktik asit
fermentasyonunu gerceklestirmek miimkiin olsa bile elde edilen laktik asit miktar1 ve
verim yiiksek olmamistir. Mikroorganizma miktarinin belirlenmesinde kullanilan
spektrofotometrik yontem, biyokiitle miktarim1 optik yogunluga gore belirdigi icin
alman  Orneklerdeki  parcacik  iriliginin  fazlalifi ~ nedeniyle  Ol¢limleri
gergeklestirememistir. Kati partikiillerin varligi biyokiitle miktarinin dogru 6lgiilmesini
engellemistir. Kegiboynuzu posasinin pulpu kullanilarak elde edilen laktik asit miktar

15.56 g/L, tiiketilen seker miktar1 30.00 g/L olurken verim % 51.87 olmustur.

171



Kegiboynuzu meyvesinin dogrudan homojenize edilip pulp haline getirilerek
fermentasyonda kullanilmasi sonucu elde edilen laktik asit miktar1 (21.56 g/L) ve verim
(% 54.94) degerleri, meyvenin ekstraksiyonundan sonra elde edilen posanin homojenize
edilmesi ile olusan posa pulpuna ait laktik asit miktar1 (15.56 g/L) ve verim (% 51.87)
degerlerinden istatistiksel olarak yiiksek olmustur (P<0.05). Bunun sebebi posa
pulpunda kalan seker miktarinin meyve pulpunda bulunan seker miktarindan daha az
olmasidir. Fermentasyon gerceklesmesine ragmen, harcanan enerji ve zaman gibi
masraflar goz oniine alindiginda elde edilen {iriiniin degerinden daha fazla olmasi da s6z
konusudur. Ancak maliyet hesab1 endiistriyel kosullarda yapilabilecegi i¢in bu konuda

daha fazla yorum yapilmamuistir.
Keciboynuzu meyvesinin ikinci kez ekstrakte edilmesi sonucu elde edilen
ekstrakta ait biyokiitle, seker ve laktik asit miktarlar1 ve ortalamalarina ait Duncan goklu

karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.35’de verilmistir.

Cizelge 4.35. Kegiboynuzu posa ekstraktinin laktik asit fermentasyonu

Stire (saat) Biyokdtle (g/L) Seker miktar1 (g/L) Laktik asit (g/L)
B 0.00°+0.00 59.99°+0.89 0.00™+0.00
0 0.02°+0.58 58.89%+0.25 1.40°+0.89
2 0.06°+0.89 57.71%+0.47 1.47°40.12
4 0.10%+1.23 55.98"°+0.69 1.64°+0.47
6 0.23°+1.58 54.89"+0.95 1.82°+1.25
8 1.25°+0.25 54.25°+1.23 5.11%1.47
12 2.40°+0.58 48.47°+0.58 9.84°+0.12
15 2.44°+0.69 45.69°+0.68 11.64°+0.12
24 2.68%+0.89 36.18°+0.47 19.23%+0.14
30 2.44°+0.12 35.63%+0.47 18.53%+0.15
36 2.08%°+0.01 35.27°+0.68 18.70%+0.01
48 2.02%+0.25 33.94%+0.89 18.82%+0.59

Ay siitunda farkli harfleri tagtyan degerler arasindaki fark 6nemlidir ( P<0.05)
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Sekil 4.30.’da keciboynuzu meyvesinin ikinci ekstraksiyonu sonucu elde edilen
ekstrakttaki biyokiitle, seker ve laktik asit miktarlar verilmistir.
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Sekil 4.30. Ke¢iboynuzu meyvesinin ikinci ekstraksiyonu elde edilen posa ekstraktinda

laktik asit miktar1, seker tiikketimi ve biyokiitle olusum grafigi
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Keciboynuzu meyvesinin ikinci ekstraktinda fermentasyon sonucu elde edilen
laktik asit miktari, ekstraktin seker miktar1 diisiik oldugu igin 17.42 g/L diizeyinde
kalmstir (Cizelge 4.36).

Cizelge 4.36. Keciboynuzu meyvesinin birinci ve ikinci ekstraksiyonundan elde edilen

ekstraktlarin fermentasyonlarinin kinetik parametreleri

Kinetik parametreler Ehstraktler
1. Ekstraksiyon 2. Ekstraksiyon

Seker tiiketimi (g/L) 45.58 26.04
Laktik asit tretimi (g/L) 31.35 17.42
Verim (Yp/s) (%) 68.79 66.88
Max. Tiketim hizi, (-ds/dt)max (g/L/h) 2.16 1.23
Max. Uretim hiz1, (dp/dt)max (g/L/h) 1.97 1.10
Max. Gelisme hizi, (dx/dt)max (g/L/h) 0.56 0.25
Spesifik gelisme hizi (h™) 0.36 0.36
Ikiye katlanma siiresi (tq) (h) 1.95 1.95

Keciboynuzu meyvesinin ikinci ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrakta ait
kinetik degerler, aymi sartlar altinda fermentasyona birakilan birinci ekstraksiyona ait
degerlere verim ve mikroorganizma gelisimi agisindan yakin ¢ikmigtir. Seker tiiketimi,
laktik asit tiretimi, tiikketim hizi, tiretim hiz1 ve gelisme hiz1 degerleri baslangictaki seker
miktar1 ve buna bagli olarak seker tiiketimi ve laktik asit iiretimine bagli degerler
oldugundan birinci ekstraksiyona gore diisiik ¢ikmistir. Ancak ekstraktin igerdigi seker
miktarina gore tiiketilen sekere (26.04 g/L) karsi iiretilen laktik asit miktarinin (17.42
g/L) bir sonucu olan verim (% 66.88) birinci ekstraksiyona oldukga yakin belirlenmistir.
Yine spesifik gelisme hizlari (0.36 h™) ve mikroorganizmanin ikiye katlanma siiresi
(1.95 h) her iki tiretimde de aynmi ¢ikmistir. Bu sonuglara gore kegiboynuzu meyvesinin
birinci ekstraksiyonundan geriye kalan posanin, tekrar ekstrakte edilmesi ile olusan posa
ekstraktinin fermentasyonda kullanilabildigi goriilmiistiir. Ancak elde edilen posa
ekstraktinin diisiik seker icerigine sahip olmasi laktik asit tiretiminin de diistik degerlere

sahip olmasina neden olmaktadir.
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5. SONUC

Bu tez calismasinda kegiboynuzu meyvesinin en iyi ekstraksiyon sartlari cevap
yuzey metodu ile belirlenerek, meyveden elde edilen ekstrakt, pulp, posa ve posanin
ekstrakti derin kiiltliir fermentasyonuna birakilarak laktik asit ve etanol uretimi
gerceklestirilmistir. Bunun yaninda fermentasyon ortamima eklenen farkli azot
kaynaklariin etanol ve laktik asit iiretimi tizerine etkisi de incelenmistir. Ayrica etanol
Uretiminde pH ve inokiilasyon oraninin etanol tiretimi ilizerine etkileri belirlenmistir.
Laktik asit dretimi sirasinda mikroorganizma tarafindan tiiketilemeyen ve
fermentantasyon ortaminda kalan sakaroz, invertaz enzimi ile pargalanarak laktik asit

tiretimi artirilmaya caligilmistir.

Ekstraksiyonda kullanilacak olan kegiboynuzu meyvesi 3-5 cm uzunlukta
parcalar halinde Box-Behnken Cevap Yiizey Metodu ile belirlenen sicaklik, stre ve
meyve:su orant kombinasyonlarinda ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Cevap
Yiizey Metodu kullanilarak belirlenen sartlarda gerceklestirilen ekstraksiyon
denemelerinden elde edilen sonuglar, Minitab Istatik Programi kullanilarak ekstraksiyon
sartlar1 optimize edilmeye calisilmistir. Bu sonuglara gore kegiboynuzu meyvesinin
80°C’de, 1:4 meyve:su oraninda ve 2 saat siireyle ekstraksiyonu en iyi ekstraksiyon

sartlar1 olarak belirlenmistir.

Cevap Yiizey Metodu’nun belirledigi optimum sartlarda elde edilen ve
ortalama 100 g/L seker igeren 1.5 L kegiboynuzu ekstrakti, etanol fermentasyonu igin
kullanilarak fermentasyon lizerine pH, inokiilasyon orani ve farkli azot kaynaklarinin

etkisi incelenmistir.

Tiim analiz sonuglarina gore, fermentasyon ortamindaki pH kontroliiniin etanol
iiretiminde Onemli bir etken oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar kinetik
parametreler 1s18inda degerlendirildiginde, keg¢iboynuzu ekstraktindan fermentasyon
yoluyla etanol iiretiminde fermentasyon ortaminda pH kontroliiniin yapildig: iiretime ait

parametrelerin, reaktdorde pH kontrolii yapilmadan gergeklestirilen iiretimlerden daha
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yikksek oldugu saptanmistir. Bu sebeple, ¢alismanin tiim etanol fermentasyonu

denemeleri pH kontrolli olarak yapilmustir.

Keg¢iboynuzu ekstraktinin fermentasyonunda etanol Uretimi (zerine pH
kontroluniin etkisi incelendikten sonra, inokile edilecek maya miktarinin (inoculum
size) etkisi de incelenmistir. Bu amagla 3 farkli inokilasyon orani (% 1, % 3 ve % 5)

kullanilarak pH kontrollii iiretimler gergeklestirilmistir.

Kinetik parametrelerin degerlendirilmesinden sonra en iyi sonuglar % 3

inokiilasyon miktarinda gerceklestirilen fermentasyondan alinmigtir.

Kegiboynuzu ekstraktindan etanol iiretiminde pH’ nin ve inokiilasyon oraninin
fermentasyon iizerine etkisi incelendikten sonra, farkli azot kaynaklarinin pahali bir
kaynak olan maya ekstraktina (yeast extract) alternatif olarak kullanilmas {izerine de
fermentasyon calismalar1 gergeklestirilmistir. Bu amagcla tavuk eti tozu (Poultry Meal),
kabuk ve tirnak karisim tozlar1 (Hull and Fines Mix), tiiy tozlar1 (Feather Meal) ve et ve
kemik tozlar1 (Meat-Bone Meal) kullanilmistir. Alternatif azot kaynaklar1 kullanilarak
gerceklestirilen etanol liretimleri maya ekstrakti kullanilarak gergeklestirilen etanol

tiretimleri ile karsilagtirilmastir.

Tim iyi sonuclarin maya ekstraktinin azot olarak kullanildig1 fermentasyondan
alinmasina ragmen, kullanilan 4 farkli alternatif azot kaynaginin da pahali olan maya
ekstraktina ekonomik agidan alternatif olabilecegi goriilmistiir. Yine keciboynuzu
ekstraktinin herhangi bir katki kullanmaksizin etanol iiretiminde kullanilabilecegi
belirlenmistir. Ancak herhangi bir katki kullanmadan keg¢iboynuzu ekstraktinin etanol
Uretiminde kullanilmasindan elde edilen kinetik parametreler diger liretimlerden daha

diisiik degerlerde oldugu goriilmiistiir.

Kegiboynuzu ekstraktinin etanol iiretiminde kullanilmasinin yaninda meyvenin
pulpu, ekstraksiyondan sonra elde edilen posasi, posanin par¢alanmasi ile elde edilen
pulpu ve posanin ikinci ekstraksiyonu sonucu elde edilen posa ekstrakti da

fermentasyon amaciyla kullanilmaya caligilmistir.
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Etanol fermentasyonunda kullanilmak iizere meyvenin homojenize edilmesi ile
uretilen meyve pulpunda her ne kadar tiretim gergeklestirmeye ¢alisilsa da elde edilen
etanol miktar1 ve verim yiliksek olmamistir. Yine keciboynuzu meyvesinin
ekstraksiyonundan sonra geriye kalan posanin homojenize edilmesi ile iiretilen posa
pulpuna ait etanol fermentasyonu degerleri, dogrudan meyve pulpunun kullanilmas: ile
elde edilen fermentasyona ait degerlerle benzer ¢ikmistir. Ancak her ne kadar Gretim

gerceklestirilmeye ¢alisilsa da elde edilen etanol miktar1 ve verim yiiksek olmamustir.

Kegiboynuzu meyvesinin ekstraksiyonundan sonra geriye kalan posanin ikinci
ekstrakti da etanol fermentasyonuna birakilmistir. Bu ekstraksiyona ait kinetik degerler,
ayni sartlar altinda fermentasyona birakilan birinci ekstraksiyona ait degerlere verim ve
mikroorganizma gelisimi agisindan yakin c¢ikmistir. Seker tiiketimi, etanol iiretimi,
tiiketim hizi, iiretim hiz1 ve gelisme hiz1 degerleri baslangictaki seker miktar1 ve buna
bagli olarak seker tiiketimi ve etanol {iretimine bagli degerler oldugundan birinci
ekstraksiyona gore diisiik ¢ikmistir. Bu sonuglara gore kegiboynuzu meyvesinin birinci
ekstraksiyonundan geriye kalan posanin, tekrar ekstrakte edilmesi ile olusan posa
ekstraktinin fermentasyonda kullanilabildigi goriilmiistiir. Ancak elde edilen posa
ekstraktinin diisiik seker icerigine sahip olmasi etanol {iretiminin de diisiik degerlere

sahip olmasina neden olmaktadir.

Cevap Yiizey Metodu’nun belirledigi optimum sartlarda elde edilen ve
ortalama 100 g/L seker iceren 1.5 L ke¢iboynuzu ekstrakti, laktik asit fermentasyonu
icin kullanilarak fermentasyon iizerine zenginlestirme islemi, farkli azot kaynaklar1 ve
ekstrakta invertaz enziminin eklenmesinin etkisi incelenmistir. Bu amagcla tiim laktik
asit fermentasyonlar1 %1 bakteri inokiilasyon oraninda, pH 5.0’da 37°C’de ve 200

d/d’da gergeklestirilmistir.

Kegiboynuzu ekstraktindan fermentasyon yoluyla laktik asit {iretiminde ilk
olarak ekstrakt igeriginin biyokiitle ve laktik asit miktar1 lizerine etkisi hesaplanmaistir.
Bu amagcla reaktordeki fermentasyon ortamina eklenen mineral maddelerin disinda

maya ekstrakti miktarinin laktik asit fermentasyonu tizerine etkisi incelenmistir. Bu
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amacla mineral maddeler eklenerek zenginlestirilen fermentasyon ortaminda 2 farklh
miktarda (8 ve 10 g/L) maya ekstrakti kullanilmistir. Ayrica karsilastirma yapilabilmesi
amaciyla ekstraktta hicbir zenginlestirme yapilmayarak kontrol 6rneginde de laktik asit

fermentasyonu gerceklestirilmistir.

Kinetik parametreler arasinda karsilagtirma testi yapildiginda 10 g/L maya
ekstrakti kullanilan denemelerin daha yiiksek sonuglar verdigi belirlenmistir. Bunun
yaninda katkisiz keg¢iboynuzu kullanilan laktik asit fermentasyonuna ait kinetik

parametreler en diisiik degerlere sahiptir.

Kegiboynuzu ekstraktinin laktik asit iiretimi lizerine fermentasyon ortamina
eklenen maya ekstrakti miktarinin etkisinin 6nemli oldugu gériilmiistiir. Bu amagla 2
farkl1 miktarda (8 g/L ve 10 g/L) eklenen maya ekstraktlarina ait kinetik parametreler
incelendiginde tiim yiiksek sonuclar 10 g/L maya ekstraktinin kullanildig
fermentasyondan elde edilmistir. Dolayisyla tim laktik asit fermentasyonlarinda maya
ekstrakti miktar1 10 g/L olmustur. Ancak {tretimler sonucunda gorilmektedir ki
kegiboynuzu ekstraktinin laktik asit fermentasyonunda fermentasyon ortamindaki
sekerin yaklasik olarak yarisi tiiketilmeden kalmaktadir. Bunun sebebi de L. casel
bakterisinin  ke¢iboynuzu  ekstrakti  igerisindeki  sakarozu substrat  olarak

kullanamamasidir.

Kegiboynuzu ekstraktindan laktik asit liretiminde maya ekstrakti miktarinin
fermentasyon iizerine etkisi incelendikten sonra, farkli azot kaynaklarinin pahali bir
kaynak olan maya ekstraktina alternatif olarak kullanilmasi iizerine de fermentasyon
calismalar gergeklestirilmistir. Bu amacla etanol fermentasyonunda da kullanilan tavuk
eti tozu, kabuk ve tirnak karisim tozlari, tily tozlari ve et ve kemik tozlar1 kullanilmistir.
Alternatif azot kaynaklar1 kullanilarak gergeklestirilen laktik asit tiretimleri, maya

ekstrakt1 kullanilarak gergeklestirilen laktik asit tiretimleri ile karsilastirilmistir.
Tiim iyi sonuglar maya ekstraktinin azot olarak kullanildig1 fermentasyondan

alinmasina ragmen, kullanilan 4 farkli alternatif azot kaynaginin da maya ekstraktina

ekonomik ac¢idan alternatif olabilecegi goriilmiistiir. Yine kegiboynuzu ekstraktinin
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herhangi bir katki kullanmaksizin laktik asit tiretiminde kullanilabilecegi belirlenmistir.
Ancak herhangi bir katki kullanmadan keciboynuzu ekstraktinin laktik asit tiretiminde
kullanilmasindan elde edilen kinetik parametreler diger iiretimlerden daha distiik

degerlere sahiptir.

Kec¢iboynuzu ekstrakti basta toplam sekerin yaklagik yarisini olusturan sakaroz
olmak tzere glukoz ve fruktoz gibi monosakkaritleri icermektedir. L. casel ilk olarak
fermentasyon ortaminda monosakkaritleri parcalamaktadir. Bu nedenle sakaroz
parcalanmadan fermentasyon ortaminda kalmaktadir. Bunun sonucunda da Gretilen
laktik asit miktar1 ile tiiketilen seker miktar1 diisilk olmaktadir. Bunlara bagl olarak
degisen verim, iiretim ve tiiketim hiz1 gibi kinetik parametreler de istenilen diizeyde
olmamaktadir. 12 saat siire ile inversiyona birakilan ekstraktta sakarozun par¢alanmasi
saglandiktan sonra fermentasyon baslatilmistir. Invertaz enziminin etkisini incelemek
amaciyla katkisiz kegiboynuzu ekstrakti (mineral, maya ekstrakti katkis1 olmadan) da

invertaz enzimiyle muamele edildikten sonra fermente edilmistir.

Invertaz enzimli ve enzimsiz gerceklestirilen laktik asit {iretimlerinden elde
edilen sonuclara gore, tum Gretimlerde hesaplanan kinetik parametreler igerisinde en
yiiksek degerler invertazli-katkili ekstraktin kullanildigi iiretimlerden elde edilmistir.
Kinetik parametrelerin yaninda, bunlarin birbirleri ile karsilastirilmasi sonucunda da en
iyl sonuclar invertaz enzimi uygulanmis katkili kegiboynuzu ekstrakti kullanilarak
gerceklestirilen fermentasyondan almmustir. Herhangi bir katki  kullanmadan
keciboynuzu ekstraktinin laktik asit tiretiminde kullanilmasindan elde edilen kinetik

parametreler diger iiretimlerden daha diisiik degerlere sahiptir.

Kec¢iboynuzu ekstraktinin laktik {iretiminde kullanilmasinin yaninda meyvenin
pulpu, ekstraksiyondan sonra elde edilen posasi, posanin pargalanmasi ile elde edilen
pulpu ve posanin ikinci ekstraksiyonu sonucu elde edilen posa ekstrakti da
fermentasyon amaciyla kullanilmaya calisilmistir. Bu fermentasyonda da etanol

fermentasyonunda oldugu gibi diisiik liretim ve verim elde edilmistir.
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Kegiboynuzu meyvesinin ikinci ekstrakti da laktik asit fermentasyonu igin
denenmistir. Birinci ekstraksiyondan geriye kalan posanin, tekrar ekstrakte edilmesi ile
olusan posa ekstraktinin fermentasyonda kullanilabildigi goriilmiistiir. Ancak elde
edilen posa ekstraktinin diisiik seker igerigine sahip olmasi laktik asit {iretiminin de

diisiik degerlere sahip olmasina neden olmustur.

Keciboynuzu meyvesinden fermentasyon yoluyla etanol ve laktik asit Gretimi
sonucunda elde edilen veriler, bu meyvenin fermentasyon teknolojisi agisindan iyi bir
substrat oldugunu gdstermistir. Bunun yaninda meyvenin zengin karbonhidrat ve azot
icerigine sahip olmasi bu alanda diger yeni iretimler icin de kullanilabilecegini
gostermistir. Bu calismada elde edilen verilerin endiistriye aktarilabilir nitelikte ve

gelecek calismalara da 151k tutacak 6zellikte oldugu diistiniilmiistiir.
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7. EKLER

Ek-1. Alternatif azot kaynagi olarak kullanilan hammaddelerden tavuk eti tozu (a), tily tozlari
(b), et ve kemik tozlar1 (c) ve kabuk ve tirnak karisim tozlar1 (d) ve kimyasal bilesimleri

a. Tavuk eti tozu

Ham Protein : % 60

Yag %12
Ham lif 1% 2,5
Kl 1% 18
Nem %45

b. Tiiy tozlar

Ham Protein : % 80

Yag £ %65
Ham lif : %15
Kl :%4,5
Nem %75

c. Et ve kemik tozlari

Ham Protein : % 50

Yag %11
Ham lif 1% 2,5
KUl 1% 26
Nem %4
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d. Kabuk ve tirnak karisim tozlari

Ham Protein : % 75

Yag %8
Ham lif %4
Kl t%9
Nem %4



Ek-2. Fermentasyon isleminin gerc¢eklestigi biyoreaktorler
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Ek-3. Etanol ve laktik asit fermentasyonlarinda her iiretim i¢in gerc¢eklestirilen iglemler

Mineraller CaCO; Besinler
Stok kalttr .L l
Liyofilize kultar Coztndarme hazirlama Kaltar medyasi
D . - (100 ml)
S NaOH Besinler
Haftalik
degisim | l
A
inokulasyon hazirlama -
Calkalamali inkubatér o
Fermentor 196
y v
HPLC "

Spektrofotometre




EK-4. DNSA yontemi kullanilarak gergeklestirilen seker analizlerinin spektrofotometreden
alinmig degerlerle olusturulan standart seker ¢ozeltilerine ait egri ve degerleri (a), seker

konsantrasyonun belirlendigi formiil (b)

40
- /
= 30 *
= /
g 25 -
"5.
E 20 &
z
g 15 <
>
[ ol =
S <
0

O

0.2

ABS (575 nm)

0.4 0.5
v=79677x+ 1.7041
R== 0.9918

0.3

a DNSA metodu ile seker analiz i¢in degerlendirme kurvesi

DNSA Kalibrasyon Kurves Verileri

Seker konsantrasyonu ABS
(g/L) (575 nm)
0 0

5 0.024

10 0.102

15 0.155

20 0.241

25 0.300

30 0.340

35 0.424

b. Seker konsantrasyonu = Hidrolize 6rnegin ABS(575 nm)* kalibrasyon kurvesinin egimi
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Ek-5. Cevap Y lizey Metodu Kontur Plot Grafikleri

a. Sicakligin orta degerinde seker konsantrasyonun Zaman ve Meyve:Su Orani’nin fonksiyonu olarak {i¢ boyutlu gésterimi
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Seker Miktari (g/l)

-1
o

o]
" MEYVE:SU ORANI

Sabit Deger: SICAKLIK: 80.0



b. Zamanin orta degerinde seker konsantrasyonun Sicaklik ve Meyve:Su Orani’nin fonksiyonu olarak ii¢ boyutlu gosterimi
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Seker Miktari (g/l)

g
" MEYVE:SU ORAN|

70

SICAKLIK ™ B

Sabit Deger: ZAMAN: 2.0



C. Meyve:Su Oraninin orta degerinde seker konsantrasyonun Sicaklik ve Zaman’in fonksiyonu olarak ii¢ boyutlu gosterimi

80
80 200

Seker Miktari (g/l)

-1

o

B0

50

70

SICAKLIK ™ =

Sabit Deger: MEYVE:SU: 6.5
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