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YEMEKHANE ATIKLARINDAN POLi (L(+) LAKTIK ASIT)in
ENZIMATIK POLIMERIZASYONU VE SENTEZLENEN POLIMERIN
KARAKTERIZASYONU VE BiYOBOZUNDURULMASI

OZET

Sunulan tez ¢calismasinda, yemekhane atiklarindan fermantasyon yoluyla L(+) laktik
asit tiretilmis ve laktoferment prosesi optimize edilerek en yiiksek konsantrasyonda
laktik asit tiretimine imkan veren kosullar tespit edilmistir. L(+) laktik asit ¢ozeltisi,
Amberlit IRA 400 ve Dowex maraton WBA recineleri kullanilarak iyon degisimi
yontemi ile fermantasyon ortamindan saflastirilmis ve optimum kosullar
belirlenmistir. Elde edilen L(+) laktik asitten katalizor kullanmaksizin dogrudan
polikondenzasyon yoOntemi ile diisik molekiill agirlikli poli (L(+) laktik asit)
sentezlenmistir. Laktik asit, oligomer zincirinin katalitik olarak kirilmasi ve orijinal
yapisindaki asit katalizorliigiinde siklik bir hal almas1 prensiplerine dayanarak dimer
haline doniistiiriilmiistiir. Sentezlenen dimer ve fermantasyon sonucunda elde edilen
laktik asit kullanmilarak enzimatik polimerizasyon yontemi ile yiiksek molekiil
agirlikli poli(L(+) laktik asit) iiretilmistir. Bu yontemde, Candida cylindracea lipaz,
Candida antarctica lipaz ve Candida rugosa lipaz enzimleri kullanilmis ve enzim
konsantrasyonu, sicaklik ve siire gibi  parametrelerin  polimerizasyon
mekanizmalarina etkileri ayrmtili olarak incelenmistir. Uretilen yiiksek molekiil
agirlikli polimer farkli kosullar altinda bozundurularak bozunma mekanizmalari
irdelenmistir.

Bu tezde on islem uygulanmis makarna-siit ve pilav-bezelye-salata besiyerlerinden
Lactococcus lactis subsp lactis, Lactobacillus bulgaricus ve Lactobacillus casei
bakterileri ile laktik asit iiretiminde kesikli sistem icin bazi proses degiskenleri
optimize edilmistir. Lactococcus lactis kiiltiirii ile yapilan fermantasyonda kullanilan
her iki besiyeri i¢in de, pH degerinin 6.0, sicakligin 37°C, karistirma hizinin 120 rpm
ve as1 konsantrasyonunun %4 oldugu durumda, en yiiksek laktik asit verimi elde
edilirken, Lactobacillus bulgaricus i¢in bu degerler pH 6.0, sicaklik 45°C, karistirma
hiz1 120 rpm ve as1 konsantrasyonu %4 olarak saptanmistir. Lactobacillus casei
kiiltiirii ile laktik asit fermantasyonuna iliskin optimizasyon calismalari verilerinden,
pH degeri 6.0, fermantasyon sicakligi 45°C, karigirma hizi 160 rpm ve asi
konsantrasyonu %10 oldugu durumda maksimum miktarda laktik asit elde edilmistir.

Fermantasyon ortamlarindan saflastirilan L(+) laktik asit monomerinden, dogrudan
polikondenzasyon yontemi ile 200°C’de yapilan 24 saatlik polimerizasyon sonunda
3550 g.mol'1 molekiil agirlikli polimer elde edilerek, polimerizasyon reaksiyonu
optimize edilmis ve sistemin kinetik parametreleri belirlenmistir.

Candida cylindracea lipaz, Candida antarctica lipaz B ve Candida rugosa lipaz
katalizorliigiinde 168 saatlik enzimatik polimerizasyon islemi ile, sirasiyla, 69800,
76000 ve 4260 g.mol™ molekiil agirliklarma sahip yiiksek molekiil agirlikli poli(L(+)
laktik asit) tiretilmistir.

Sunulan tezin degradasyon kisminda, poli(L(+) laktik asit) farkli kosullar altinda
bozundurulmustur. Polimerin termal olarak bozundurulmasi 303 ve 386°C olmak
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tizere iki farkli sicaklik degerinde meydana gelmektedir ve bu bozunmaya ait
aktivasyon enerjisi 26 kJ.mol" olarak tespit edilmistir. Proteaz DSM, proteaz pellucit
FS, Candida rugosa lipaz katalizorliigiinde ve enzimsiz olarak fosfat tamponda
yapilan hidrolitik bozundurma proseslerinde belirgin molekiil agirligi kayiplari tespit
edilmis ve yapilan tiim bozundurma islemlerinin kinetik parametreleri belirlenmistir.
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CHARACTERIZATION AND ENZYMATIC POLYMERIZATION OF
POLY(L(+) LACTIC ACID) FROM REFECTORY WASTE AND ITS
BIODEGRADATION

SUMMARY

In this thesis, L(+) lactic acid was produced from refectory wastes through
fermentation process. Convenient conditions were optimized for the production of
the highest lactic acid yield. L(+) lactic acid solution was purified from fermentation
medium by ion exchange method using the Amberlit IRA 400 and Dowex maraton
WBA resins. Optimum process conditions were also determined. Low molecular
weight poly(L(+) lactic acid) was synthesized by uncatalyzed direct
polycondensation reaction. Lactic acid was converted to cyclic dimmer according to
the principles of the catalytic cleavege of oligomer chains. High molecular weight
poly(L(+) lactic acid) was synthesized by enzymatic polymerization using the lactide
and lactic acid obtained from the fermantation. Enzymatic polymerization was
performed with Candida cylindracea lipase, Candida antarctica lipase and Candida
rugosa lipase enzymes and the effect of enzyme concentration, temperature and time
parameters on polymerization mechanisms were investigated in detail. High
molecular weight polymer was degraded under different conditions.Then degradation
mechanisms were examined.

Process variables for batch system were optimized for the production of lactic acid
from pretreated macaroni-milk and rice-green pea-salad broths by Lactococcus
lactis subsp lactis, Lactobacillus bulgaricus and Lactobacillus casei cultures.

For the fermention performed with Lactococcus lactis culture, the highest lactic acid
yield was obtained when medium pH was set to 6.0, temperature was held at 37°C,
agitated at 120 rpm and with 4% (v/v) inoculation ratio. Additionally, for
Lactobacillus bulgaricus, the maximum lactic acid yield was obtained when medium
pH was 6.0, temperature was 45°C, agitation rate was 120 rpm and with 4% (v/v)
inoculation ratio. Moreover, for Lactobacillus casei, the highest lactic acid yield was
achieved at the process conditions: pH 6.0, 45°C temperature, 160 rpm agitation rate
and 10% (v/v) inoculation ratio.

The maximum poly(L(+) lactic acid) molecular weight was 3550 g.mol'1 at 200°C
after 24 hours under vacuum through direct polycondensation by using L(+) lactic
acid monomer purified from fermentation medium.

The highest molecular weight of the polymers were obtained as 69800, 76000 and
4260 g.mol via lipase catalyzed polymerizations of L-lactide and lactic acid with
Candida cylindracea lipase, Candida antarctica lipase and Candida rugosa lipase
enzymes respectively after 168 hours.

At the last stage of this thesis, synthesized poly(L(+) lactic acid) was degraded under
different conditions. Thermal degradation of the polymer ocurred at the temperatures
of 303 and 386°C, and the activation energy of the degradation process was 26
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kJ.mol™. Hydrolytic degradation in protease DSM, protease pellucit FS and Candida
rugosa lipase enzymes as well as phosphate buffer without enzyme caused significant
molecular weight loss. Following this, kinetic parameters of all the degradation
processes were investigated.
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1. GIRIS

Biyoteknolojinin gelisimine paralel olarak fermantasyon ile organik ve biyokimyasal
maddelerin iiretimi ¢agimiz teknolojisinin en giincel konular1 arasinda yer
almaktadir. Cesitli sanayi dallarinda genis kullanim alanlari bulunan organik
coziiciiler, antibiyotikler ve enzimler gibi pek¢ok kimyasal madde,
mikroorganizmalarin kullanildig1 fermantasyon islemleriyle tiretilir. Sitrik asit, laktik
asit, fumarik asit, malik asit ve salisilik asit gibi besin, ilac, kimya, tekstil, plastik,
kozmetik ve kagit endiistrilerinde kullanilan bircok organik asit de fermantasyon

yolu ile iiretilebilmektedir.

Giiniimiizde biyoteknolojinin siirekli yeni arayislar ve mevcut prosesleri gelistirme
cabasi igersinde olmasi nedeniyle fermantasyon yoluyla yapilan iiretimler de
hizlanmistir. Endiistriyel iiretimde, fermantasyonda segilecek besiyeri ve bilesenleri,
tiretimi 6nemli Olciide etkilemektedir. Melas, piring kabugu, bugday kepegi, sebze ve
meyve atiklart gibi ekonomik degeri diisiik ancak mikroorganizmalar i¢in karbon
kaynagi bakimindan zengin olan maddeler fermantasyon prosesleri i¢in ¢ok
avantajhidir. Bunlarin yaninda karbon kaynagi olarak kullanilan bircok ham ve atik
madde mikroorganizmalarin yagamalar icin gerekli enerji ve besini saglarken, ¢esitli
kentsel, tarimsal ve endiistriyel atiklarin bu amagla kullanilmasi ile bir yandan da

cevre kirliliginin 6nlenmesine yardimci olacaktir.

Diinyadaki toplam laktik asit tiretiminin %90’1 bakteriyel fermantasyonla, geri kalan
%10’luk oram1 ise sentetik olarak laktonitrilin hidrolizinden iiretilmektedir.
Fermantatif iiretimde, izomerlerden sadece birini iireten laktik asit bakteri nesli
secildiginde optik¢e saf iiriin elde edilebilirken, sentetik {iretimde ise her zaman

laktik asidin rasemik karisiminin elde edilmesi 6nemli bir dezavantajdir.

Fermantasyon kaynagi olarak ucuz karbonhidratlarin secilmesi, fermantasyon
proseslerinin kimyasal sentez prosesleriyle rekabetinde bir adim daha 6ne gecmesini

saglayacaktir.



Siit tiriinleri ve yagh tohumlar, alkollii ve alkolsiiz i¢ecekler, sebze ve meyveler, et
ve balik iiriinleri, hububat bazli iiriinler fermantasyon islemlerinde kullanilabilen
hammaddelerden bazilaridir. Diinya capinda son derece yaygin olan bu iiriin
yelpazesi diinya gida tiiketiminin 1/3’iinii olusturmaktadir. Fermantasyonun, toksik
maddelerin azaltilmasi, istenmeyen bilesiklerin yok edilmesi, biyolojik olarak
gidanin amino asit, yag ve vitaminle zenginlestirilerek besin degerinin arttirilmast,
gidalara yapt ve aroma kazandirilmasi, goriiniimlerinin iyilestirilmesi ve daha

giivenli bir {iriin olusturulmasi gibi avantajlar1 da bulunmaktadir.

Son yillarda cevre duyarliliginin artmas: nedeniyle biyolojik olarak parcalanabilen
materyallerin tretimi 6nem kazanmustir. Biyolojik olarak parcalanabilir plastigin
(polilaktik asit) baslangi¢ maddesini olusturan laktik asidin, diisiik maliyetli tiretim
proseslerinin bulunmasi, bu polimerin daha yaygin olarak kullanimina imkan

saglamaktadir (Vaidya ve dig., 2005).

Giintimiizde biiyiik ilerlemelerin kaydedildigi bilim dallarindan biri  olan
biyomalzeme biliminde, biyolojik sistemlerle etkilestiginde uyum saglayabilecek
yeni malzemelerin gelistirilmesi i¢in yogun ¢aba harcanmaktadir. Biyopolimerler,
insan viicudundaki canli dokularin islevlerini yerine getirmek ya da desteklemek
amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik malzemelerdir. Polilaktik asit viicuda
mitkemmel uyumluluk, yiliksek mekanik dayaniklilik ve 1iyi islenebilirlik gibi
ozellikleri nedeniyle giiniimiizde tibbi uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Tip ve ila¢ sektoriiniin yanisira polilaktik asidin, giiniimiizde ambalaj sanayinde de
yaygin bir kullanim sahasi bulunmaktadir. Ozellikle poset, plastik catal, kasik,
bicak....vb. yapiminda petrol tiirevli polimerlere alternatif olan bir hammadde halini
almistir. Ote yandan tekstil endiistrisinde i¢c giyim ve hijyenik malzemelerde
kullanim1 artmaktadir. Ayrica perde, hali, duvar kaplama malzemeleri gibi iiriinlerde

de yaygin kullanim sahasina sahiptir.

Stirekli artan bir problem olan atik sorununa ¢6ziim olarak son yillarda,
biyobozundurmayla plastik atiklarin yok edilmesi, hem ekonomik olmasi hem de
kolay uygulanabilir olmast nedeniyle, iyi bir alternatif c¢oziim yoludur.
Biyobozunma, genellikle mikroorganizmalar ve enzimlerin varliginda gerceklesen

katabolizma reaksiyonlariyla, organik maddelerin bozunmaya ugramasi olayidir.



Dogada meydana gelen bozunma ise, termal aktivasyon, hidroliz, biyolojik aktivite,
oksidasyon, fotoliz ve radyoliz yollariyla meydana gelir. Bozunma olaylari,
maddenin kimyasal yapisinda onemli degisikliklere sebep olur ve reaksiyon sonucu
olusan son {iiriinler, aerobik ortamda karbon dioksit, yeni biyokiitle ve su; anaerobik
ortamda ise metan halinde agiga cikar. Biyobozunma, polimerlerin difiizivite,
porozite, morfoloji, saflik, capraz baglanma, kimyasal reaktiflik, mekanik dayanim,
1s1l tolerans ve elektromanyetik radyasyona olan dayanimlilik gibi kimyasal ve

fiziksel ozelliklerine de baglhdir.

Polilaktik asidin giiniimiizde iilkemizde endiistriyel 6l¢ekte iiretimi bulunmamaktadir
ve bu konuda yurt disina bagimliligimiz kagimmilmazdir. Dolayisiyla bu acigi
kapatmak amaciyla, calismamizin ana hedefi, yemekhane atiklarindan
fermantasyonla laktik asit {iretimi, elde edilen bu laktik asitten enzimatik
polimerizasyon yontemini kullanarak polilaktik asidin sentezlenmesi ve elde edilen

polimerin ¢esitli sartlar altinda bozundurulmasidir.

Sunulan bu tez calismasi iic ana adimda gergeklestirilmistir. Ilk olarak, polilaktik asit
iiretiminde monomer olarak kullanilan laktik asit, Istanbul Teknik Universitesi
Saghk, Kiiltir ve Spor Daire Baskanligi Yemek Isletmeleri’'nden temin edilen
yemekhane atiklarindan fermantasyon yoluyla elde edilmistir. Farkli kiiltiirler ve
farkli besiyerleri ile gerceklestirilen fermantasyon isleminin proses sartlar1 optimize
edilmistir. Ikinci adimda, iiretilen laktik asit monomeri kullanilarak enzimatik
polimerizasyon yontemi ile polilaktik asit sentezlenmistir. Farkli enzimler ve farkl
sentez kosullar1 uygulanarak yapilan polimerizasyonun mekanizmasi modellenmis ve
her adimin kinetik parametreleri incelenmistir. Elde edilen polilaktik asidin
karakterizasyonu gerceklestirilmis ve polimere ait belirleyici 6zellikler saptanmustir.
Son olarak, sentezlenen polilaktik asidin c¢esitli sartlar altinda bozundurulmasi
incelenmistir. Termal, hidrolitik ve enzim katalizli olarak gerceklestirilen

bozundurma islemlerinde her adimin kinetik davranimlar: tespit edilmistir.






2. LITERATUR OZETi

2.1 Laktik Asit Hakkinda Tarihce

Laktik asit ilk kez 1780 yilinda Isve¢’li kimyager Scheele tarafindan eksi siitte
bulunmustur. Diger bazi bilim adamlar1 Scheele’nin asidin saf olmadigimi ve asetik
asidin bagka bir yap1 ile birlesmis ve modifiye olmus hali oldugunu iddia etmislerdir.
Berzelius ise Scheele’nin deneylerini tekrarlamis ve laktik asidin saf bir asit
oldugunu 1808 yilinda dogrulamistir. Braconnat ise, laktik asidin varligin1 1813
yilinda tekrar ispatlamis ancak Scheele’ninkinden farkli oldugunu iddia etmistir.
Laktik asit fermantasyonu ise ilk olarak 1839 yilinda, Fremy tarafindan, seker
pancari, siit sekeri, nisasta ve dekstrin gibi maddeleri kullanarak gerceklestirilmistir.
Laktik asidin varligi en son 1833 yilinda Gay-Lussac tarafindan ispat edilmistir

(Holten ve dig., 1971).

Laktik asidin ilk ticari tiretimi ise 1881 yilinda Charles Avery tarafindan yapilmustir.
[k basarihi endiistriyel kullanim alan1 deri ve tekstil sektorlerinde 1894 yilinda

baslamis ve iiretim yillik hacmi 5 ton civarinda olmustur (Vick Roy, 1985).

2.2 Laktik Asidin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Laktik asidin (2-hidroksipropiyonik asit, 2-hidroksipropanoik asit) saf ve susuz
formu beyaz kristal yapidadir ve erime noktasi diisiiktiir. Ancak saf haldeki asiti elde
etmekteki giicliikler nedeniyle genellikle konsantre sivi ¢ozelti veya surup halinde

bulunmaktadir (Holten ve dig., 1971).

Her oranda su ile karisabilen laktik asit, konsantrasyonu %20 ve daha fazla olan
cozeltilerde icerdigi hidroksil ve karboksil fonksiyonel gruplari nedeniyle 1sinin da

etkisiyle esterifikasyona ugrar.



Esterifikasyon sonucunda H[OCH(CH3)CO],OH genel formiilii ile gosterilebilen
siklik dimerler veya lineer polimerler (laktoillaktik asit) olusur (Vick Roy,1985).

Laktik asit molekiilinde -COOH, -H, -OH ve -CHj3 olmak iizere 4 degisik grup
tasiyan bir karbon atomu vardir. Bu gruplar asimetrik karbon atomunun etrafinda iki

degisik durumda yer alirlar (Sekil 2.1).

O- Form

Sekil 2.1: Laktik asidin L ve D form optik izomerleri (Chem systems reports,
2002).

Eger ii¢ boyutlu sistemde karboksil grubunun yukariya dogru oldugu kabul
edildiginde, hidroksil grubu ya sola (L(+)-laktik asit), ya da saga doniiktiir (D(-)-
laktik asit). Birbirinin optik izomeri olan bu yapilardan L(+)-laktik asit polarize 15181
saga dondiiriirken, D(-)-laktik asit sola dondiiriir ve bu iki optik izomer arasinda

fiziksel ve kimyasal 6zellikler agisindan 6nemli farklilik yoktur (Hunger, 1984).

Sarkolaktik asit ve paralaktik asit de denilen L(+)-laktik asit, insan ve hayvan
viicudundaki dokularda glikoz veya glikojenin metabolik doniisiimii sonucunda
tiretilir. Bu asit kalp ve iskelet kaslari, karaciger, bobrek ve beyin icin 6nemli bir
enerji kaynagidir. D(-)-laktik asit ise insan viicudunda metabolize edilemez. (Hunger,

1984).



Insanlarda laktik asiti metabolize edebilecek sadece L-laktat dehidrogenaz enzimi
olmast nedeniyle gida ve ila¢ endiistrisinde L(+) laktik asit izomeri tercih
edilmektedir ve yiiksek seviyedeki D(-) laktik asit oranlart zararli olmaktadir
(Akerberg ve dig., 1998; Hofvendahl ve Hagerdal, 2000). Diinya Saglik Tegkilati
(WHO) giinliik D(-)-laktik asit aliminin 100 mg/kg viicut agirliginin {izerine
citkmamasi tavsiye ederken L(+)-laktik asit icin ise herhangi bir simirlama

getirmemistir (Hunger, 1984).

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

rasemik formdadir (Vick Roy,1985).

Cizelge 2.1 'de laktik asite ait bazi fiziksel ozellikler verilmistir. Cizelgede goriildiigii
tizere erime noktasi diginda saf izomerlerle rasemik karisim arasinda fiziksel
ozellikler acgisindan fark yoktur. Ancak rasemik karistmin erime noktasi

izomerlerinkinden daha diisiiktiir (Vick Roy,1985).

Cizelge 2.1: Laktik asidin fiziksel ozellikleri.

Molekiil agirligt 90.08 g.mol’
Erime noktasi 289.8 K

66.7 Pa’da 355 K,

Kaynama noktasi
1733.2 Pa’da 395 K
Ayrisma sabiti, 298 K’de K, 1.37x10™

Yanma 1si1s1 1361 kJ mol™

Ozgiil 151, 293 K’de C, 190 J.mol" K

Laktik asit suda ve suyla karisabilen organik coziiciilerde ¢oziinebilmektedir ve ¢ok
diisiik bir uguculuga sahiptir (Kaynama noktasi: 0.5 mm Hg’ da 82°C; 14 mm Hg’ da
122°C).



Laktik asit gida maddelerinde asitligi diizenleyici, aroma arttirici ve antimikrobiyal
olarak kullanilmaktadir. Diger organik asitlerden farkli olarak ¢ok hafif bir eksi tada
sahiptir. Ucucu olmamasi ve kokusuz olmasi nedeniyle ABD’de FDA tarafindan
GRAS (generally regarded as safe) maddesi olarak kabul edilmektedir (Narayanan ve
dig., 2004).

Laktik asit yaklasik olarak 54°C’de eriyen saf kristal formda elde edilebilmektedir.
Bu kristal yapimin elde edilebilmesi i¢in 6zel metotlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Laktik
asit hem karboksil grubu hem de hidroksil grubu igerdigi icin kendisiyle laktoil-
laktik asit ve dilaktid gibi esterleri olusturmak iizere reaksiyona girip kondanse
olabilmektedir. Laktik asit ¢ozeltisi buharlastirildiginda laktik asidin bir kismi bu
bilesenlere ve en az iki laktik asit birimi iceren polimerlere doniismekte, boylece

viskoz kristalize olmayan bir surup elde edilmektedir (King ve Cheetham, 1987).

2.3 Laktik Asit Uretimi
Laktik asit, ticari olarak kimyasal sentez ve fermantasyon iiretilmektedir.

2.3.1 Kimyasal sentez ile laktik asit iiretimi

Ticari olarak kimyasal sentez laktonitrile dayanir. Laktonitril olusturmak {iizere bir
bazin varliginda hidrojen siyaniir asetaldehite eklenir. Ham laktonitril distilasyonla
geri almir ve saflastirilir. Daha sonra konsantre HCI veya H,SO, ile hidrolize
edilerek laktik asit ve amonyum tuzu elde edilir. Laktik asit daha sonra metil asetat
tiretmek {izere metanol ile esterlestirme reaksiyonunu gerceklestirir. En sonunda
laktik asit iiretmek icin distilasyona tabi tutulur ve asit katalizoriiyle birlikte su ile

hidrolize edilir (Vick Roy, 1985). Bu proses asagidaki reaksiyonlar ile gosterilir;

¢ Hidrojen siyaniiriin eklenmesi

CH;CHO + HCN S CH;CHOHCN

Asetaldehit Hidrojen siyaniir Laktonitril
e H,SO;, ile hidroliz

CH;CHOHCN+H,0+1/2H,SO4 —— CH3CHOHCOOH + 1/2(NH4)>SO4

Laktonitril Siilfirik asit Laktik asit Amonyak tuzu



e Esterlesme

CH;CHOHCOOH + CH;OH — CH3;CHOHCOOCH; + H;

Laktik asit Metanol Metil laktat
e H,O ile hidroliz

CH;CHOHCOOCH; + Hb O —» CH3CHOHCOOH + CH30H

Metil laktat Laktik asit Metanol
2.3.2 Fermantasyon ile laktik asit tiretimi

Fermantasyon o©zellikle gida iiretimi ve korunmasinda kullanilan en eski ve en
giivenilir yontemlerden birisidir. Siit tiriinleri ve yagl tohumlar, alkollii ve alkolsiiz
icecekler, sebze ve meyveler, et ve balik iiriinleri, hububat bazli iiriinler

fermantasyon substratlar1 olarak kullanilabilirler (Bayram, 2005).

Fermantatif tiretimde, laktik asit bakteri neslinin secilmesiyle izomerlerden birinin,
optikce saf iiriin olarak elde edilmesi saglanir. Sentetik {iretim ise her zaman laktik
asidin rasemik karisimiyla sonucglanir. Ayrica fermantatif {iretim, substrat olarak
nisasta ve seliiloz gibi yenilenebilir kaynaklarin kullanilmasini da miimkiin kilmastir.
Yenilenebilir kaynaklar, atmosfere simirli yag ve fosil yakit esasli kaynaklarin
sagladig1 gibi net bir karbondioksit katkis1 saglamamaktadir. Seliiloz, hemiseliiloz ve
nisasta diinyadaki en bol bilesiklerdir ve glikoza hidroliz olduklarinda cok sayida
mikroorganizma tarafindan fermente edilebilirler. Nisasta ve seliilloza karsin
hemiseliiloz, asetat ve etanol gibi yan iiriinleri arttiran, laktik asit verimini diisiiren

pentoz icermektedir.

Fermantasyonun sagladigi en oOnemli avantajlar toksik maddelerin azaltilmasi,
istenmeyen bilesiklerin yok edilmesi, gidalarin amino asit, yag ve vitaminle
zenginlestirilerek besin degerinin arttirilmasi, yapt ve aroma kazandirilmast,
gorliniimiin iyilestirilmesi ve daha giivenli bir {irlin olusturulmas: seklinde
siralanabilir  (Bayram, 2005). Fermantasyon isleminde, ucuz hammaddelerin
kullanimi, biyolojik reaksiyonlarin diisiik sicaklikta gerceklesme ozelligine bagl az

enerji ihtiyaci, teknik uygulamalardaki kolayliklar 6nemli avantajlardir.

Fermantatif laktik asit iiretiminin kimyasal sentez ile rekabetindeki en Onemli

istiinliigli, ucuz karbonhidrat kullaniminin miimkiin olmasidir (Celen, 1986).
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2.3.2.1 Laktik asit fermantasyonunda kullanilan mikroorganizmalar

Laktik asit, bakteri ve mantarlar kullanilarak iiretilebilmektedir (Zhang ve dig.,
2007). Bu iireticiler baslica, metabolik iiriinleri laktik asit olan laktik asit bakterileri,
gram pozitif, genellikle hareketli olmayan ve spor olusturmayan bakteriler ve bazi
Rhizopus oryzae suslaridir. Biitiin laktik asit bakterileri anaerobik olarak gelisirler ve
cogu anaerobun aksine oksijene duyarli olmayip, oksijen varliginda da geligsmelerini
sirdiirebilirler. Rhizopus oryzae kiifii ise aerobik olarak gelismektedir (Kandler ve

Weiss, 1986).

Laktik asit tireten bakteriler (LAB), yiiksek tireme hizlari ve iirtin verimleri nedeniyle
biiytik ilgi gormektedir. Buna karsin LAB’larin, kisithh B vitamini ve aminoasit
sentez edebilirligi nedeniyle karmasik besinsel gereksinimleri mevcuttur ve maya
ekstresi gibi belirli besinleri ortamlarinda istemektedirler. Bu ilavelerle meydana
gelen karmagsik ortam, alt akim maliyetini ve dolayisi ile bakteriyel laktik asit

tiretiminin toplam maliyetini artirmaktadir (Zhang ve dig., 2007).

Laktik asit bakterileri morfolojilerine, sicaklikla orantili gelisimlerindeki farka,
tirettikleri laktik asit konfigiirasyonuna, asit veya alkali toleranslarina ve

fermantasyon yontemlerine gore siniflandirilmaktadirlar (Narayanan ve dig., 2004).

Laktik asit ireten mikroorganizmalar oksijen kullanimlarina gore anaerobik,
aerotolerant veya mikroaerofiliktirler. Spor olusturmayan, hareketsiz ve asite
toleransli, cubuk ve kok seklindeki laktik asit bakterileri gram-pozitif, katalaz negatif
ve oksidaz negatiftir (Bayram, 2005). Mikroorganizmanin se¢imi dncelikle fermente
edecegi karbonhidratin tiirline gore yapilir. Lactobacillus delbreuckii sukrozu
fermente edebilen bakteridir. Lactobacillus bulgaricus laktozu kullanabilmektedir.
Lactobacillus  helveticus hem laktozu hem galaktozu kullanabilmektedir.
Lactobacillus  amylophylus ve Lactobacillus amylovirus nisastayr fermente

edebilmektedirler.

Lactobacillus lactis glikozu, sukrozu ve galaktozu fermente edebilmektedir.

Lactobacillus pentosus siilfit atik likorii fermente etmek i¢in kullanilmaktadir.

Lactobacillus 'un kompleks bir besin ihtiyaci1 vardir. Sadece karbon kaynaklarinda ve

inorganik nitrojen tuzlarinda yetisemezler.
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Lactobacilluslara ait morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikler Cizelge 2.2’de

verilmistir (Wang ve dig., 2005a).

Cizelge 2.2: Lactobacilluslar’in morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri.

Cins Lactobacillus
Homolaktik +
Gram boyasi +
Katalaz -
Hiicre sekli Kisa ¢ubuk
Spor -
Mobilite -

H,S iiretimi -

Nisasta hidrolizi +
Optimum sicaklik 37°C
15°C’de biiyiime +
45°C’de biiyiime +
4.5 pH’ta biiylime +

Laktik asit bakterileri iyi tanimlanan Embden-Mayerhof glikoz yol izini kullanarak
ana son iiriin olarak laktik asit tiretebildikleri gibi (homofermentatif), laktik asidin
yaninda asetik asit, etanol ve CO, ac¢iga c¢ikan pentoz yol izini de
kullanabilmektedirler (heterofermentatif) (Vaidya ve dig., 2005). Heksozlar, Embden
Mayerhof yol izi takip edildiginde ©nce piruvata, olusan piruvat da laktat

dehidrojenaz enzimi ile laktik asite doniistiiriiliir (Sekil 2.2).

Embden Meyerhof mekanizmasinda goriilen ilk tic adim (fosforlama) glikozu 2 adet
gliseraldehit fosfata (2 triod) pargalar. Fruktoz 1,6 difosfat aldolaz enzimi Embden

Meyerhof mekanizmasindaki parcalanmay1 saglayan anahtar enzimdir.

11



Her bir triod molekiilii oksitlenerek ve fosforlanarak mekanizme icersindeki net ATP

kazanci 4 olmak tizere piriivik asit olusturur.

gliseraldehit- 3- fosfat
MNAD p
MADHZ
1,3-difosfogliserik asit
ATF
l ADP

3- fosfogliserik asit

|

2- fosfogliserik asit

l-HEO

fosfofenol pitrivik asit

ATP
A0F

pitrivike asit

ghikkoz

-

ghikoz- 6- fosfat

}

frulctoz- 6- fosfat

ATP
ADF

frulctoz- 1-6- fosfat

-

glhiseraldehit- 3- fosfat
MAD p
MADHZ
1.3 -difosfogliserik asit

ATP
ADF

3- fosfogliserik asit

|

2- fosfogliserik asit

l-HEO

fosfofenol pirivik asit

ATP
ADF

pirivik asit

-

Sekil 2.2: Glikoz disimilasyonu ile Embden Meyerhof fermantasyon yolu.

Laktik asit bakterileri piriivat1 laktik asite asagidaki mekanizma boyunca indirger

(Sekil 2.3).

NAD'

2 Pirovat

(7 3>

2NADH;

— | aklik asit

Sekil 2.3: Laktik asit fermantasyonu.
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Diger mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen fermantasyon Embden
Meyerhof mekanizmasmin degisik modifikasyonlaridir. Bu yontemler olusturulan
son {iriiniin farklihigiyla belirlenebilir. ATP/glikoz kazanci genel olarak biitiin
olusumlarda aym kalir ve piriivat veya piriivatin degisik formlar1 terminal elektron

akseptorii olarak calisir (San ve dig., 1988; Altaf ve dig., 2005).

Homofermentatif bakteriler fruktoz difosfati trioz fosfata parcalayan aldolaz
enzimine sahipken, heterofermentatif bakterilerde bu enzim olmadig icin alternatif
bir yol izi takip ederler. Homofermentatif yol izinde 1 molekiil glikozdan 2 molekiil
laktik asit elde edilirken, heterofermentatif yol izinde 1 mol laktik asit, etil alkol ve
CO; elde edilir. Ancak diger yol izlerinden asetik asit, formik asit, gliserol gibi
ikincil iirtinlerde gelebilir (Brock ve Madigan, 1991).

Homofermentatif bakteriler glikoz molekiili basina 2 mol ATP iiretirken
heterofermentatif olanlar 1 mol ATP iretirr ATP verimindeki bu fark,
homofermentatif bakterilerin aym1 miktarda glikozdan iki kat daha fazla biyokiitle

olusturmalarini saglar (Brock ve Madigan, 1991).

Laktik asidin endiistriyel {iretiminde ¢ogunlukla homofermentatif bakteriler
kullanilmaktadir, fakat iiremeyi kisitlayici karbon kaynagi seviyelerinde bazi suglarin
homofermentatif davranislari, heterofermentatife donebilmektedir (De Vries ve dig.,
1970). Mezofilik asit bakterileri icin en uygun biiyiiyebildikleri sicaklik araligi 28-
45°C iken termofilik laktik asit bakterileri icin bu aralik 45-62°C’dir.
Kontaminasyon  riskini  azaltmak icin  yiiksek  sicaklikta  iireyebilen
mikroorganizmalar tercih edilmektedir fakat mikrobiyal suslarin ¢ogu pH’ a hassastir

(Garvie, 1980; Teuber, 1992).

Buchta (1983)’ya gore bakteriyel laktik asit fermantasyonu pH 5.0 ve daha asag1 pH

degerlerinde inhibe olmaktadir, 4.5 in altinda ise tamamen durmaktadir.

Laktobasiller dogada siit iiriinleri, tahillar, et ve balik iiriinleri, su, bira, sarap,
meyveler ve meyve sulan, tursular ve daha bir¢ok kaynakta dogal olarak bulunurlar.
Gelisebildikleri sicaklik araligi oldukca genistir (2 -53°C), ancak optimum 30-40°C
arasindadir. Diger laktik asit bakterileri gibi laktobasiller de, asite dayanikh

bakteriler degildirler ve nétral veya alkali pH degerlerinde iireme hizlar1 azalir.
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En iyi gelisme gosterdikleri baslangic pH’1 hafif asidik olan 4.5 - 6.4 araligidir
(Teuber ve dig., 1992).

Lactococcus cinsi bakteriler oral ve hemolitik streptokoklardan, enterokoklardan ve
streptokoklardan, patojen olan tiirlerinden ayrilarak gruplandirilmiglar ve insan
saghigina hicbir zararlari tespit edilmemistir. Laktokoklar siit sanayinde bir¢cok
degisik iirlinde starter kiiltiir olarak genis capta kullanilirlar. Bu cinsten baslica
mikroorganizmalar arasinda Lactococcus laciis subsp. lactis, L. lactis subsp.
cremoris, L. lactis subsp. hordniae, L.parviae ve L. raffmolociis sayilabilir (Teuber

ve dig., 1992).

Belirli sayida bagka mikroorganizmalar da bilinen karbon kaynaklarindan yiiksek
miktarda laktik asit {iiretebilmektedirler. Bunlar arasinda en bilineni Rhizopus

genusudur (Vaidya ve dig., 2005).

Laktik asit bakterilerinin, ¢esitli vitaminler, aminoasitler ve bazi kiiciik peptidler gibi
karmasik besinsel gereksinimleri mevcuttur (Barton- Wright, 1952). Bu nedenle
laktik asit fermantasyonu i¢in gereken besin ortami da oldukca karmasik ve pahali
olmaktadir. Fungal Rhizopus tiirleri bu nedenle ilgi uyandirmaktadir ve laktik asit
liretimi i¢in uygun aday olarak tanimlanmaktadirlar (Zhang ve dig., 2007). Laktik
asit bakterileriyle kiyaslandiginda daha diisiik karbonhidrat tiiketimine karsin
Rhizopus arrhizus ve Rhizopus oryzae, PLA icin yiiksek saflikta laktik asit iiretimi
gerceklestirebilmeleri nedeniyle daha ilgi ¢ekici hale gelmistir (Vaidya ve dig.,
2005).

Laktik asit bakterileri, laktat dehidrogenaz ve rasemazlarinin varligina baglh olarak
D(-), L(+) ve DL-laktik asit iiretenler seklinde ayrilirlar (Garvie, 1980; Teuber,
1993). LAB’ larin aksine laktik asit iireten Rhizopus suslari, tek laktik asit izomeri
olarak L(+) laktik asit iretmektedirler (Sekil 2.4) (Zhang ve dig., 2007).
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Sekil 2.4: R.oryzae' de organik asit sentezinin kritik yolu.

2.3.2.2 Laktik asit fermantasyonunda substrat se¢cimi

Uzun yillardan beri laktik asit tiretimi icin cok sayida karbonhidrat ve azotlu
maddeler incelenmistir. Arastirmalar, yiiksek laktik asit verimi, optimum biyokiitle
tiretimi, ihmal edilebilir yan iiriin olusumu, yiiksek fermantasyon hizi, daha az 6n
muamele, diisiik maliyet, kolay elde edilebilirlik gibi 6zellikler temel alinarak
substrat se¢iminin yapildigini bildirmektedir. Buna gore laktik asit fermantasyonunda
substrat secimi; substratin fiyatina, on islem gerektirip gerektirmedigine, kolay

fermente olup olamayacagina, kullanilacak mikroorganizmaya ve istenilen {iiriine

bagli olarak yapilmaktadir (Narayanan ve dig., 2004).

Karbonhidrat iceren bircok hammadde laktik asit tiretimi icin endiistriyel olarak

kullanilmis veya kullanimi 6nerilmistir.
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Endiistriyel olarak kullanilacak bir hammaddede; diisiik maliyetli olmasi, az
miktarda kontaminant madde icermesi, fermantasyon sonucunda yiiksek laktik asit
verimi ve verimliligini saglamasi, az yan iiriin olusumunu desteklemesi, biitiin yil
boyunca temin edilebilme imkaninin olmasi, miimkiin oldugunca az ©on isleme
ihtiya¢ duymasi ve iiriiniin saflagtirnlmasinda cikabilecek safsizliklarin az olmasi gibi
baz1 oOzellikler istenmektedir (Vick Roy, 1985). Laktik asit fermantasyonunda
substrat, uygun mineral ve proteinli gidalar ile karbonhidratlardan olusur (Eyal,
2003). Yaygin olarak kullanilan substratlar rafine sekerlerdir. Ancak pahali olmalar
dolayisiyla, nisasta gibi daha ucuz substratlarin kullanilmasi tercih edilir (Altaf ve

dig, 2006).

Patates nisastasi substratinin fermente edilebilir bir karbonhidrat kaynagi olmasiyla
birlikte bir 6n hidrolize ihtiyac1 bulunmaktadir. Ham karbon substratlarindaki
kirliliklerin, fermantasyondan sonra laktik asidin kazanilmasi ve saflastiriimasi
asamasinda zorluk ¢ikarmasindan oOtiirii fermantasyonla ticari laktik asit iiretiminde
daha ekonomik olan melas, peynir altt suyu ve yari rafine misir sekeri, maltoz,

sukroz, laktoz, sakkaroz, dekstroz gibi substratlar kullanilmaktadir (Celen, 1986).

Melaslar ucuz fakat laktik asit verimleri diisiik ve saflastirma prosediirleri zahmetli
hammaddelerdir. Peynir alti suyu da ucuzdur ve kolay bulunabilir ancak melaslar
gibi saflagtirma prosesleri pahalidir. Nisasta iceren endiistriyel yemek atiklari,
bakterilerle ayrigsabilen plastiklerin doniisiimii icin uygun olan laktik asite biyolojik

olarak doniismektedirler (Tsai, 1995).

Giintimiizde ticari laktik asit iiretiminde en cok rafine sakkaroz igeren sentetik ortam,
hidrolize nisastadan elde edilen maltoz ve dekstroz, laktoz iceren peynir alt1 suyu,
sakkaroz iceren pancar ve kamis melas1 kullanilmaktadir (Vick Roy, 1985; Vaidya

ve dig., 2005).

Peynir alt1 suyu, peynir iiretimi sirasinda ortaya cikan bir atik maddedir. Uretilen
peynir tipine bagli olmakla beraber 100 kg siitten ortalama 80 - 90 kg peynir alt1 suyu
olusmaktadir. Onemli oranda laktoz ve protein iceren peynir alt1 suyunun atilmasi
yiiksek biyolojik oksijen ihtiyact (BOD) nedeniyle hem c¢evre kirlenmesine neden

olmakta, hem de ekonomik olmamaktadir (Beyatli ve Aslim, 1990).
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Cok genis degerlendirme olanaklar1 olan peynir alti suyu; etil alkol, amino asitler
(lisin, treonin), metan, tek hiicre proteini, organik asitler (laktik, propiyonik ve sitrik
asit) ve cozgenlerin (aseton ve biitanol) tiretiminde kullanilabilmektedir (Mulligan ve

dig., 1991).

Peynir alti suyundan laktik asit iiretimi lizerine ¢ok sayida bilimsel ¢alisma vardir.
Aeschlimann and Stockar (1989), peynir altt suyu ultrafiltratindan L. helveticus

kullanarak 95 g.L"' maksimum konsantrasyonda laktik asit iiretmistir.

Chiarini ve dig. (1992), peynir alt1 suyu ultrafiltratindan laktik asit tiretiminde azot
kaynag1 olarak maya ekstrakti kullandiklarinda yiiksek verim degerleri elde etmisler,
ancak pancar melasi ile de basarili sonuglar elde etmislerdir. Lund ve dig. (1992),
onceden proteaz enzimi ile hidroliz ettikleri peynir alt1 suyundan laktik asit

tiretmislerdir.

Nisasta icerikli maddeler, musir, patates, bugday, cassava ve diger bitkilerden
saglanmaktadir. Nisasta, Lactobacillus amylophilus ve L. amylovorus disinda bilinen
laktik asit bakterileri tarafindan kullanilmamaktadir. Nisasta hidrolizi, kimyasal ve
enzimatik yollarla gerceklestirilebilmekle beraber, kimyasal yontemde bazen islem
yarida kalmaktadir. Enzimatik hidrolizin ana iiriinii maltoz oldugu durumda, siirh
saylida mikroorganizma fermantasyon i¢in uygun olmaktadir. Giiniimiizde nisastanin
stvilagtirilmasi ve sakkarifikasyonu (sekere cevrilmesi), bakteriyel o- amilazlar ve
fungal glukoamilazlarin beraber kullanimlar ile gerceklestirilebilmektedir (Vaidya

ve dig., 2005).

Cheng ve dig. (1991), bakteriyel o -amilaz ile parcaladiklart misir nisastasindan L.
amylovorus ile laktik asit iiretmislerdir. Bu islemde nisastanin sakkarifikasyonu

laktik asit fermantasyonu sirasinda gerceklestirilmistir.

Bai ve dig. (2003), Rhizopus oryzae R1021 kullanarak 120 g.L"' misir nisastasindan
60 saat sonra 79.4 gL' laktik asit iiretmislerdir.

Zhang ve Cheryan (1991), ham ve enzimatik olarak parcalanmis nisastadan L.

amylovornis kullanarak 96.2 gL konsantrasyona kadar laktik asit iiretmislerdir.
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Abdel-Naby ve dig. (1992), enzimatik nisasta hidrolizatindan kalsiyum aljinatta
immobilize edilmis Lactococcus lactis hiicreleri ile siirekli ve kesikli fermantasyon

sistemlerinde laktik asit iiretmislerdir.

Klasik olarak kullanilanlar disinda misir kogani, misir sapi, bugday kepegi, saman
gibi seliilozik maddeler, kagit fabrikas1 yan iiriinii olan siilfit surubu, hidrolize odun,
yer elmasi, soya melasi, keciboynuzu gibi bazi hammaddelerle de laktik asit tiretimi

icin calismalar yapilmustir.

Bai ve dig. (2003), Rhizopus oryzae igin uygun sus se¢iminde; Rhizopus oryzae
R1021 kullanarak 34 saat sonunda 88 g.L"' glikozun tamamim tiiketmis ve 69.3 g.L"!

laktik asit iiretmistir.

Bulut ve dig. (2001), keciboynuzu ile gerceklestirdikleri bir calismada, oncelikle
%10 keciboynuzu iceren ortamda 23 gL laktik asit elde etmislerdir. Daha sonra
kolay metabolize olabilen sekerlerin ortama eklenmesinin laktik asit tiretimini
artiracagl  diisiiniilerek %10 keciboynuzuna %S5 glikoz eklenerek iiretim
gerceklestirilmistir. Bu kosulda énemli bir laktik asit artis1 gézlenmemistir. Bu da
gostermektedir ki her ne kadar keciboynuzu %40-50 seker icerse de hiicreler sekeri
bu formda kullanamamaktadirlar. Bu nedenle keciboynuzundaki sekerler ekstrakte
edilerek {iiretim ortami hazirlanmis ve bu durumda maksimum laktik asit

konsantrasyonu 58 g.L”' ile elde edilmistir.

Melas ucuz ve kolay bulunmasiyla laktik asit iiretiminde tercih edilen bir karbon
kaynagidir. Melasta bulunan baslica seker sakkarozdur. Indirgen seker olarak ise
kamis melasinda %12-35 arasinda glikoz ve fruktoz vardir, pancar melasinda

indirgen seker miktar1 % 1' den daha azdir (Schiweck, 1979).

Melasta %4-11 arasinda inorganik bilesikler bulunmaktadir. Bunlardan baglicalar
potasyum, kalsiyum, magnezyum, sodyum, demir, siilfat, kloriir ve fosfatlardir.
Pancar melasinda genellikle potasyum orani daha yiiksektir. Melasin endiistriyel
fermantasyonlarda ucuz ve kolay temin edilebilir olmas1 gibi avantajlar1 vardir ancak
kompleks bir substrat oldugu icin bazi toksik maddeler de igerir. Kiikiirt dioksit,
hidroksimetil furfurol, potasyum imidodisulfonat, fenoller ve diger bazi ucucu
bilesikler bu tip maddelerdendir. Bu maddeler disinda bazi mineral maddelerin

yiiksek konsantrasyonlar1 da inhibitor etki yapmaktadir (Burrows, 1970).
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Bulut ve dig. (2004), melasl besi ortamini, normal melas ve pastorize melash olmak
tizere iki farkli sekilde hazirlanmislardir. Pastorize melash ortamda laktik asit iiretim
hizi, islenmemis melasa oranla biraz daha fazla olsa da toplam laktik asit iiretimi
onemli bir farkhilik gostermemistir (~40 g.L'"). Bunun nedeni olarak pastorize
melastaki sekerin R. oryzae hiicreleri tarafindan daha kolay metabolize edilebilmesi
belirtilmistir. Sonucta her iki durumda da laktik asit iiretim miktar1 glikoz ve

sukrozdan daha diisiik gerceklesmistir.

2.3.2.3 Laktik asit fermantasyonunun degiskenleri

Fermantasyon sirasinda ortam pH’sinde degisim, sicaklik degisimi, mikroorganizma
hiicrelerinde ¢ogalma, iiriin konsantrasyonunda artig, substrat yapilarinda degisim ve

konsantrasyonlarda azalma gozlenebilir (Celen, 1986).

e Laktik asit fermantasyonuna pH degerinin etkisi

Fermantasyonun hizini ve verimini arttiran en onemli parametrelerden birisi oldugu
icin pH kontrolii gerekli ve 6nemlidir. Fermantasyonun verimini ve hizim etkileyen
pH degeri, kullanilan mikroorganizma ve karbonhidrat kaynagina bagli olarak
degismektedir. Bircok mikroorganizma, metabolizmanin en verimli sekilde
gerceklestigi pH araligina sahiptir. Bu nedenle fermantasyon pH’1 mikroorganizma

hiicrelerinin iiretkenligini biiyiik ol¢iide etkileyen bir degiskendir (Eyal, 2001).

Kuvvetli asidik ortamda, laktik asit iireten bakteriler inhibisyona ugradiklarindan,
fermantasyonun 3.8- 4.5 pH araliginda gerceklesmesine ragmen, optimum pH genel
olarak 5.0-6.0 arasinda seyreder. Fermantasyon siiresince karisimin notralize
edilerek, pH’1n sabit tutulmasi amaciyla ortama, asit iireten mikroorganizmalar
zehirli olmayan, suda ¢oziinebilen kalsiyum karbonat, kalsiyum hidroksit, amonyak,
amonyum karbonat ya da sodyum, potasyum veya amonyum karbonat karisimi ilave

edilebilir (Erickson, 1988; Eyal, 2003).

Yapilan deneysel calismalar incelendiginde, notrlestirici olarak alkali metallerin
kullaniminin problemli oldugu sonucuna varilmistir. Bu nedenle bazik toprak
metalleri, tercihen kalsiyum bazlar1 kullanilmaktadir. Boylece laktat tuzu, ayirac
tilketimi ve yan iriin olusumu olmaksizin suda ¢oziinebilen alkali metal laktata

doniisebilmektedir (Eyal, 2003).
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pH’nin fermantasyon {iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla, pH nin kontrol
edilmesi yerine, baslangicta ayarlanip, asit iiretimi nedeniyle diismesi de izlenebilir
(Hofvendahl ve Hagerdahl, 2000). Basarili bir fermantasyonun anahtart pH’ nin ani
distisiidiir. Bu diisiis, istenmeyen mikroorganizmalarin azalmasina neden olur ve
fermantasyonun ilk asamalarina baghdir (Norddahl, 2001; Rita, 2003). pH
kontroliiniin gergeklestirildigi durumlarda laktik asit verimin ve konsantrasyonunun,
kontrolsiiz duruma kiyasla daha yiiksek olmasi kac¢inilmazdir (Hofvendahl ve
Hagerdahl, 2000). pH’nin sabit tutulmasi icin yapilan, genellikle gaz halindeki
amonyak ilavesinin NaOH, Ca(OH), veya CaCOs’e gore tercih edilmesinin nedeni
olarak NaOH gibi diger bazlardan daha ucuz olmasi, daha iyi biiyiime saglayan bir
azot kayna@ olmasi ve Orneg8in kalsiyum iyonlarinin fermantasyon sivisinda

istenmiyor olmasi gibi faktorler gosterilebilir (Norddahl, 2001).
e Laktik asit fermantasyonuna sicakligin etkisi

Laktik asit fermantasyonu yiiksek sicaklikta gerceklesen bir islemdir. Anaerobik
fermantasyon proseslerinin tasariminda sicaklik, dikkate alinmasi gereken énemli bir
parametredir. Fermantasyon tipine gore optimum sicaklik degisiklik gostermektedir.
Bu sebeple her fermantasyon islemi i¢in optimum sicaklik deneysel olarak
belirlenmelidir. Ornegin Lactobacillus bulgaricus icin bu deger 45-50°C arasinda,
Lactobacillus delbrueckii ve 15°C’de biiyiiyen Lactobacillus amylophilus igin
45°C’dir. Lactobacillus pentosus, Lactobacillus casei ve ya Streptococcus Lactis ile
gerceklestirilen fermantasyon islemlerinde ise optimum sicaklik 30°C’dir (Celen,

1986).
e Laktik asit fermantasyonuna siirenin etkisi

Laktik asit fermantasyonunun siiresi, kullanilan mikroorganizmaya, ortam bilesimine
ve miktarina gore 1 ile 6 giin arasinda degisir ve sistem kontrol altinda tutuldugu

taktirde % 85-90 arasinda verim elde etmek miimkiindiir (Celen, 1986).

2.4 Laktik Asidin Fermantasyon Sonrasi Geri Kazamim ve Saflastirilmasi

Fermantasyon {iriinlerinin saflastirilmasi1 olduk¢a zor ve maliyetli bir islemdir. Bu
islemin amaci, yiiksek kaliteli iiriiniin, miimkiin olan en kisa siirede uygun kazanim

hizinda minimum maliyet ve isletme yatirimi ile elde edilmesidir.
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Kazanim maliyetleri toplam iiretim maliyetlerinden %15 diisiikk ya da %70 yiiksek
olabilmektedir. Fermantasyon iiriiniin kazaniminin ilk asamasinda amac, biiyiik kati
partikiillerin ve mikrobik hiicrelerin genellikle filtrasyon veya santrifiij ile
uzaklastirilmasidir. Bir sonraki asamada fermantasyon ortami, ultrafiltrasyon,
adsorpsiyon/iyon degisimi/jel filtrasyonu, sivi-sivi ekstraksiyonu, iki fazli sulu
ekstraksiyon kullanilarak ekstraksiyon ve fraksiyonlama gibi prosesler ile daha ¢ok
fraksiyonlara ayrilmalidir. Uriin iceren fraksiyon, yiiksek konsantrasyonun elde
edilmesi ve safsizliklardan arindirilmast igin kromatografik teknikler ve

kristalizasyon ile saflagtirilmalidir (Stanbury, 1995).

Laktik asidin son yillarda yeni uygulama alanlar1 bulmasi, arz edilen kalitedeki
yetersizlik ve diigiik iiretim maliyetleri gereksinimi nedeniyle verimli ve ucuz
saflagtirma tekniklerinin gelistirilmesini zorunlu kilmistir (Van Gansberghe, 2002).
Membran esashi ayirma ve saflastirma islemlerindeki son gelismeler, tuz veya jips
yan irlinlerinin olusumu olmadan laktik asit {iretimini miimkiin kilmaktadir

(Narayanan, 2001).

Fermantasyon sonunda ortam ya saf laktik asit ya da onun tuzu veya ikisinin
karistmint igerir. Laktik asit, metalik laktatlar halinde ¢okelerek ve bunu izleyen
siilfiirik asitle notrlestirme prosesi ile saflastirilabilir. Laktik asidin saflagtirilmasi
amaciyla gelistirilmis yontemlerden birinde; peynir alti suyundan laktik asit
eldesinde, kalsiyum laktatin kristalizasyonu ve siilfiirik asit ile muamelesinden
yararlanilmaktadir. Ancak sozii edilen proses, elde edilen iiriiniin kalitesinin yetersiz
olmast ve biiylik laktik asit kayiplar1 yiiziinden tercih edilmemektedir (Van

Gansberghe, 2002).

Bir diger yontem ise, kalsiyum laktatin ¢inko laktata doniistiiriilmesidir. Laktik asit,
diger laktatlara gore daha cabuk kristallesen cinko laktatin, hidrojen siilfit ilave
edilerek cinko siilfit olarak c¢oktiiriilmesiyle saf olarak elde edilmektedir. Bu
yontemlere ek olarak alkolle esterlestirilerek, distile edilerek ve esterin hidroliz
edilmesi ile de saflastirma gerceklestirilebilmektedir (Van Gansberghe, 2002).
Sodyum veya kalsiyum laktata 1/10 oraninda metanol eklenir ve c¢oziinmeyen
safsizliklar filtrasyon ile ortamdan uzaklastirilir. Laktik asidin serbest hale gecmesi
ve bir sonraki esterlesme reaksiyonunu katalizlemesi i¢in siilfiirik asit ilave edilerek,

esterlesmenin gidisatina bagli olarak 4-8 saat siireyle 1sitilir.
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Coken maddeler filtrasyonla uzaklastirilirken, distilasyonla metanoliin fazlasi
uzaklastirilir. Metil laktat diisiik sicaklikta vakum distilasyonuna tabi tutulur ve
distilat 1/3 oraninda distile su ilavesiyle seyreltilir ve fraksiyonlarina ayrilir.
Metanol, metil laktatin hidroliziyle geri kazanilir ve serbest haldeki laktik asit vakum

evaporasyonla derisiklestirilir (Celen, 1986).

Esterlesme ile laktik asit ekstraksiyonu en pahali yontemdir. Esterlesme, plastiklerin
tiretiminde kullanilmak {izere yiiksek seviye laktik asidin hazirlanmasinda

kullanilmaktadir (Rakin ve dig., 2004).

Laktik asidin kazanimi amaciyla fermantasyon ortamindan laktat tuzunun ayrilmasi;
kristalizasyon, solvent ekstraksiyonu, iyon degisimi ile ayirma, adsorbsiyon ile
ayirma, vakum distilasyon ve direk distilasyon gibi gelistirilmis ¢cok sayida prosesten
gerceklestirilecek olan prosesin se¢imi, ekstraktlarin verimli ve ekonomik kullanimi
baz alinarak yapilmalidir. Bu proseslerden kristalizasyon metodunda, atik iiretimi ve
kimyasal kullanimi i¢in yiiksek maliyet ve diisiik verim ortaya c¢ikarken, solvent
ekstraksiyonda kullanilan tehlikeli ve toksik solventler ¢evresel problemlerin ortaya
cikmasimna neden olur. Dogrudan distilasyon ise yiiksek enerji tiikketimi

gerektirmektedir (Wang ve dig., 2005a).

Son zamanlarda, yukarida sayilan saflastirma proseslerinin arasinda elektrodiyaliz,
fermantasyon besiyerinden laktik asidin ayrilmasi ve saflastirilmasi i¢in uygun bir
alternatif olarak goriilmekte ve yogun olarak uygulanmaktadir. Elektrodiyaliz, iyonik
parcaciklarin sulu ¢ozeltilerden ve diger yiiksiiz bilesenlerden ayrilmasi i¢in elektrik
yiiklii membranlar ve elektriksel potansiyel farkinin kullanildig: elektrokimyasal bir
prosestir. Elektrodiyaliz iiriinii yaklasik %35 oraninda, 60-70°C’de vakum
evaporasyon ile derisiklestirilebilmektedir (Tsai, 1995). Elektrodiyaliz, son iiriin
inhibisyonunu azaltmakta ve fermantasyon ortaminin pH’sini ayarlamak icin
notrlestirici  ilavesi olmaksizin, laktik asidin dogrudan geri dOniisimiinii
saglamaktadir (Wang ve dig., 2005a). Laktik asidin fermantasyon ortamindan
elektrodiyaliz ile kazanimi verimliligin artmasina sebep olmakta ve yiiksek laktik asit

konsantrasyonu ile sonu¢lanmaktadir (Kadam ve dig., 2006).
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Fermantasyon ortamindan laktik asidin ekstrakte edilebilmesi ig¢in, ortamin
asitlestirilmesi gerekmektedir. Bu da siilfiirik asit gibi bir mineral asit eklemesi ile
veya iyon-degisimi ile gerceklestirilebilir. ki durumda da biiyiik hacimlerde tuz
cozeltisi olugsmakta ve iiriiniin kirlenmesine neden olmaktadir. Elektrodiyaliz ise bu
problemler olmaksizin, fermantasyon ortamini asitlestirebilmektedir. Elektrodiyaliz,
bir ¢ok safsizlig1 uzaklastirir ve boylece faz ayirma problemleri de elimine edilmis

olur (Tsai, 1995).

Laktik asidin, fermantasyon ortamindan ekstraksiyonu oldukca zor bir operasyondur.
Fermantasyon iriiniiniin “in situ” uzaklastirilarak son iirlin inhibisyonun azaltilmasi
icin kullamlan alternatif yontemlerden biridir. Diisik erime noktasi (18°C) ve
konsantre ¢ozeltinin diisiik basing altinda distilasyonun laktik asit kayiplarina sebep
olmasi, asidin sulu c¢ozeltiden kristalizasyonunu imkansiz kilmaktadir. Asidin
ekstraksiyonu icin tuz olusumu dahil cesitli prosesler kullanilmustir. Ikincil ve
ticiinciil alkilaminli tuzlar, isopropil eter gibi cesitli solventler kullanilarak sulu
cozeltilerden ekstrakte edilir, solvent buharlastirilir ve tuz serbest laktik asite ayrigir
(Norddhal, 2005). Basit ve biiyilk olgekli fermantasyon sistemlerinde kolayca

uygulanabilse de maliyetli ve pahali oldugundan uygulamasi yaygin degildir.

2.5 Laktik Asidin Kullanim Alanlar:

Laktik asit fermantasyonunun patojenik bakteriler ve bozulmaya neden olan
mikroorganizmalar {izerindeki inhibitor etkisi, laktik asit bakterilerinin hizli gelisimi
ve hizl asit liretiminden ve buna baglh olarak olusan siirekli pH diisiisii, laktik asit
bakterilerinin iirettikleri bakteriosinler, hidrojen peroksit, etanol, diasetil gibi
antimikrobiyal maddelerin olusumundan kaynaklanmaktadir. Gelisimi inhibe edilen
patojenlerin miktar1 s6z konusu mikroorganizmaya, sicakliga, iiretilen laktik asidin
miktarina ve gidanin Ozelliklerine baghdir (tamponlama o6zelligi gibi). Kimi
gelismekte olan {iilkelerde gidalarin sicakta ya da sogukta giivenilir kosullarda
depolanmasi iilkelerin sosyoekonomik durumuna bagli olarak gerceklestirilmesinde
sorun yasanan bir durumdur. Bu nedenle fermantasyon prosesi, 6zellikle bu iilkelerde

halk saglig1 agisindan biiyiik 6nem teskil etmektedir (Adams ve Nout, 2001).

23



Laktik asit antimikrobiyal ozelligi dolayisiyla tavuk ve balik {iriinlerinin ambalaj
materyaline ilave edilmekte ve bdylece iriinlerin raf Omriiniin uzatilmasi
saglanmaktadir. Laktik asidin esterleri emiilsifiye edici ajan olarak mayali {iriinlerde
kullanilmaktadir. Emiilsifiye edici ajanlarin iiretimi sicakliga dayanikli laktik asite
ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle ancak sentetik olarak ya da 1stya dayanikli olarak
fermantasyon yoluyla iiretilen laktik asit kullanilabilmektedir (Narayanan ve dig.,

2004).

Teknik kalitedeki laktik asit, asitliyi diizenleyici olarak sebze ve deri endiistrisinde
kullanilmaktadir. Tekstilde ve gida alaninda ucuz inorganik asitlerle yarigabilmek
icin diisilk maliyette teknik laktik asite ihtiya¢ duyulmaktadir (Narayanan ve dig.,
2004).

Laktik asidin kullanildigr diger alanlar ise eczacilik ve kozmetiktir. Pek cok
losyonun, anti akne cozeltilerinin, nemlendiricilerin formiilasyonlarinda, diyaliz
uygulamalarinda kullanilmaktadir. Kalsiyum laktat dis ciirlimelerinde ve kalsiyum
destekli tedavilerde kullanilmaktadir. Laktik asidin biyoparcalanabilir polimeri
polilaktik asit ise medikal alaninda ortopedik implant ve kontrollii ila¢ salinim
uygulamalarinda kullanilmaktadir. Polilaktik asit molekiil agirligt ve kimyasal
kompozisyonundaki degisikliklerle parcalanabilme 0zelligi  degistirilebilen,
transparan bir maddedir. Diisiik seviyedeki polimerizasyon ile elde edilen polimerler
kontrollii ~ salintm  uygulamalarinda ve  pargalanabilir film  {iretiminde
kullanilmaktadir. Polilaktik asidin tiim bu 0©zellikleri nedeniyle petrol tiirevi

plastiklerin yerini alabilecegi diisiiniilmektedir (Narayanan ve dig., 2004).

Laktik asit fermantasyonu bitkisel {iirlinlerde dogal olarak bulunan siyanojenik
glikozitler gibi kimi toksik maddelerin yikimina da neden olmaktadir. Ayrica laktik
asit fermantasyonu hububatlardaki tanin igeriginin de azalmasim saglamaktadir. Bu
sekilde hububatlarin protein iceriginin sindirilebilirliligi ve mineral absorblama

ozellikleri arttirilmaktadir (Adams ve Nout, 2001).
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2.6 Polilaktik Asit

Polilaktik asit laktik asit tiirevi olan bir biyobozunabilen polimerdir. Misir, seker ve
un gibi nisasta igerigi fazla kaynaklardan elde edilebilir. Polilaktik asit petrol
kaynakli plastiklerden daha iyi 6zelliklere sahip oldugu i¢in giiniimiizde cok tercih

edilen bir biyopolimer halini almistir.

PLA son 25 yildir tibbi kullanim agisindan oldukca genis bir yere sahiptir. PLA
biyobozunabilir ve biyoabsorblanabilir bir polimerdir yani biyolojik sistemlere son
derece uyumludur. PLA’nin viicut i¢ersine de uyum gostermesi nedeniyle kontrollii
ilag salan sistemlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kontrollii ilag salan sistemler
ilacin gerekli miktarda ve sabit salinim hizinda viicuda verilmesini saglamaktadir.
Mekanik ozellikleri ve absorpsiyon kabiliyeti, PLA’nin yumusak doku ve kemik
dokularinda implante edilebilen bir materyal olmasini saglamaktadir. Bazi implante
edilebilir cihazlar siirekli kullanilmak iizere (kalga ve dizkapagi baglanti cihazlari,
kalp kapakgiklart), bazilari ise gecici kullanilmak iizere (kirik sabitleyici cihazlar ve

kontrollii ila¢ salan cihazlar gibi) viicuda yerlestirilir (Lin ve dig., 1996).

Laktik asit polimerleri termoplastik davranis gosterdiklerinden, ¢ok ¢esitli metodlarla
islenebilirler. Bu metodlar arasinda fiber ¢ekme, ekstriizyon ve kaliplama en ¢ok
kullanilan yontemlerdir. Sonu¢ olarak bu polimerler yara ortii materyali, implante
edilebilir cihazlarda kullanilmak iizere fiber, film, ¢cubuk, vida sekline getirilebilirler

(Agrawal ve dig.,1996).

Tibbi kullanim alaninin yanisira PLA ambalaj sanayinde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Islem kolayligi, istenilen sartlara kolaylikla getirilebilmesi,
kristallenebilme 6zelliginin istenilen iiriin yapisina uygun olarak sartlandirilabilmesi,
kivrilip biikiilme o©zelliklerinin yiiksek olmasi, diisiik sicakliklarda isleme tabi
tutulabilmesi gibi oOzellikleri nedeniyle tercih edilen bir malzemedir. Laktik asit
kopolimeri kullanilan laktatin optik¢e iki izomeri oldugundan oldukc¢a cesitlilik
gostermektedir. Polimerin yapist bilesimine bagli olarak amorf veya kristalin olabilir.
Bu da polimerin mekanik dayanikliligini istenilen bi¢cimde degistirebilme olanaginin

oldugunu gosterir (Biela ve dig., 2003).
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2.6.1 PLA eldesinde kullanilan polimerizasyon yontemleri
2.6.1.1 Enzimatik polimerizasyon

Vink ve dig. 2003 yilinda yaptiklar1 bir caligmada, diinyanin en biiyiik PLA iireten
sirketi olan Cargill’in PLA {iretim sartlar1 ve tekniklerini incelemislerdir. Cargill’in
nisasta molekiillerinden notral pH’a yakin noktalarda fermantasyon yoluyla laktik
asit tirettigi belirlenmis ve misir, patates, seker pancar1 gibi nisasta igerigi yiiksek
maddelerden PLA iiretimi i¢in iki farkli polimerizayon mekanizmasindan, (birincisi
dogrudan kondenzasyon, digeri ise halka acilmasi polimerizasyon yontemidir),
kondenzasyon yonteminin bazi sorunlu yonlerinin olmasi nedeniyle, halka agilmasi

polimerizasyon yontemini kullandig belirtmislerdir.

Organik ¢oziiciiler icersinde enzim katalizli reaksiyonlar son birka¢ yildir sentez
caligmalari icersinde 6nemli bir yere sahip olmustur. Son zamanlarda enzim katalizli
polimerizasyon yontemleri, polimer sentezi konusunda yeni bir metod halini almastir.
Enzim katalizli polimerizasyon, konvansiyonel polimerizasyon yontemlerine gore
daha zor bir yontem olarak goriilmektedir. Hidrolazlar sinifina ait olan enzimler
dogal ve/veya sentetik polisakkaritlerin sentezi icin uygundur. Bunun yanisira, son
yillarda, uygun kaynaklardan izole edilmis lipaz kullanilarak biyosentetik olmayan
proseslerin sentez uygulamalart genis arastirmalar kapsamindadir. Lipaz yag
asitlerini canli sistemlerde hidrolize eden bir enzimdir. Bununla beraber lipaz
esterlesme ve trans-esterlesme reaksiyonlarimi da katalizler. Lipazin katalitik
ozellikleri nedeniyle poliester sentezi, c¢esitli polimerizasyon modelleriyle
gerceklestirilebilir:  oksikarbosiklik asit tiirevlerinin  polikondenzasyonu ve

dikarboksilik asit tiirevlerinin kombinasyonu (Namekawa ve dig.,1988).

Lipaz katalizli halka acilimi polimerizasyon yontemi Candida cylindracea lipaz,
Pseudomonas fluorescens lipaz ve porcine pankreas lipaz kullanilarak yapilabilir.
Lipaz katalizli polimerizasyonda Pseudomonas fluorescens lipaz kullanildiginda
75°C ve 480 saatlik bir polimerizasyon ortaminda molekiil agirligi 10000
gmol’den fazla olan polimerler elde edilmistir. Ayrica 60°C’de reaksiyon
gerceklestirildiginde %95 doniisim oldugu ve molekiil agirliginin sabit kaldig
anlasilmistir. Pseudomonas fluorescens lipaz kullanilarak polimerizasyon sicaklik
araligt  30°C’den 75°C’ye arttinldiginda molekiill agirhigimin da  arttig

gozlemlenmistir.
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Porcine pankreatic lipaz ile yapilan polimerizasyonda 75°C i¢in 120 ya da 240
saatlik bir reaksiyon siiresinde molekiil agirlizi 10000 g.mol” civarinda olan
polimerler elde edilmistir. Polimerin terminal yapist 'H and '*C NMR spektroskopi

ile tespit edilmistir (Kobayashi ve dig.,1988).

Celite iizerine immobilize edilmis olan lipaz kullanilarak yapilan polimerizasyon
isleminde agirlikca %1°lik immobilize enzim, immobilize olmamis enzim ile aym

aktiviteyi gostermistir (Namekawa ve dig, 1988).

Polilaktik asidin enzimatik sentezinin, laktatlarin enzimatik halka acilmasi
polimerizasyonu (Matsumura ve dig., 1997) ve laktik asidin enzimatik
polikondenzasyonu ile miimkiin oldugu saptanmistir (Schmidt ve dig., 1999;

Sonwalkar ve dig., 2003).

Ohya ve dig. (1995) yaptiklar1 bir ¢alismada, PEG ile modifiye edilmis esteraz ve
lipaz enzimlerini kullanarak hidroksi asit iceren gruplarin polikondenzasyonunu
incelemistir. Enzimatik polikondenzasyon reaksiyonlari1 hem asit hem de ester
monomerleri ile yiiriitilmektedir. PLA’nin enzimatik olarak sentezlenmesinde

pekcok ¢oziicii kullanilmaktadir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3: Enzim aktivitesine ¢oziicii etkisi.

Coziict Novo 435 Dogal proleather Modifiye
proleather
Kloroform 0.25 0.20 1.32
Piridin 0.24 0.17 0.95
Aseton 0.16 0.14 0.35
THF 0.23 0.17 1.27
THF-CCL3 0.20 0.19 0.92

Sonwalkar ve dig. (2003) yaptiklar1 bir calismada, Novozym 435 enzimi kullanilarak
yapilan laktik asidin transesterifikasyon reaksiyonunun, enzimatik polikondenzasyon
mekanizmasina gore ¢ok daha hizli oldugu ve bu reaksiyona ait hizin 0.009 mM.saat’

'.mg enzim™' olarak saptandigini belirtilmektedir.
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Calismada, polimerizasyon mekanizmasina cesitli c¢oziiclilerin ve reaksiyon
stirelerinin etkisi incelenmistir. Ayrica Michealis-Menten sabitleri ¢ikartilmistir.
MALDITOF analizi kullanilarak, PLA’nin molekiil agirliginin 2000 Da oldugu ve

yapinin 72 Da’luk tekrarlayan iinitelerden olustugu saptanmustir.

Ohya ve dig. (1995); Szakacs-Schmidt ve dig. (1999) yaptiklar1 ¢alismada da
Sonwalkar’in ¢aligmasiyla aynit molekiil agirligi tespit edilmistir. Polimerin yapisi

NMR analizi ile saptanmaistir.

Laktik asidin enzimatik polikondenzasyonu ile ilgili bir bagka ¢alismada, lipaz, laktik
asit (substrat olarak) ve silika jel (ortamda bulunan suyu cekmek amaciyla)

kullanilmistir. Bu ¢aligmada polimerizasyon reaksiyonu su sekilde tarif edilmistir:

Lipaz, silika jel, laktik asit ve ¢oziicii 37°C’de yag banyosunda 150 rpm’de
karistiritlmis ve piridin ilavesi ile ¢oziinmeyen monomer ve oligomerlerin ¢éziinmesi
saglanmistir. Reaksiyona girmeyen enzim ve substrat, santrifiij ile c¢oktiiriildiikten
sonra, supernatant alinarak saf suda ¢oziinmiis ve bu cozelti karboksilik asit grubun
titrasyonu ile analiz edilmistir. Calismada degisik reaksiyon siireleri incelenmis ve en
yiikksek doniisiimiin %93’liik bir oranla 120 saatlik reaksiyon siiresinde gerceklestigi

gozlenmistir (Chen ve dig., 20006).

2.6.1.2 Diisiik molekiil agirhikh polimerlerin sentezi

Diisiik molekiil agirlikli polimerler laktik asidin kondenzasyonu ile hazirlanabilir.
(Kulkarni ve dig., 1971). Bu proses katalizorsiiz bir ortamda gerceklesebilecegi gibi
organik ve inorganik tuzlarin metal oksitleri (kursun, antimon oksit) ve Lewis asitleri
gibi katalizorlerin oldugu ortamlarda da gerceklestirilebilir. Diisiikk molekiil agirlikli
polimerlerin mekanik dayanikliliklar1 olmadigindan ve bozunmalar1 hizli oldugundan
biyomedikal uygulamalarda kullanimlari limitlidir. Daha ¢ok ila¢ salim sistemleri ile

ilgili uygulamalarda kullanimlari mevcuttur (Wada ve dig., 1991).
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2.6.1.3 Yiiksek molekiil agirlikli polimerlerin sentezi

Yiiksek molekiil agirlikli polimerler laktik asidin halkasal dimerleri olan laktatlarin
halka acilmasi polimerizasyonu ile uygun bir katalizor esliginde gerceklesir. Halka
acilmasi polimerizasyonunun bircok avantaji vardir. Oncelikle sistemde suyun
uzaklastirllmasi icin ¢aba gostermeye gerek yoktur. Halkasal dimerlerin ve lineer
polimerin fiziksel Ozellikleri olduk¢a farkli oldugundan saflastirma islemleri

problemli degildir (Rak ve dig., 1985).

2.6.1.4 Halka acilmasi polimerizasyonu

Laktatin halka a¢ilmasi polimerizasyonunun mekanizmasi ile ilgili tartismalar devam
etmektedir. Genel olarak polimerizasyonun, laktatin ester grubundaki oksijenlerden
birisine elektrofilik bir etki ile baslatildigi ©6ne siiriilmektedir. Polimerizasyon
mekanizmasimi aciklayan iki alternatif ¢alisma vardir. Birincisi, Vion, Kumar ve
Kissel tarafindan One siiriilmiistiir. Buna gore polimerizasyon mekanizmast Sekil

2.5’te verilmisgtir.

Sekil 2.5: Vion, Kumar ve Kissel tarafindan 6ne siiriilen halka acilim1 reaksiyon
mekanizmas.

Benzer sekilde ikinci hipotetik mekanizma calismast Kricheldorf ve Dunsing
tarafindan gergeklestirilmistir. Bu tezin One siirdiigii polimerizasyon mekanizmasi ise

Sekil 2.6’da verilmistir.
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Sekil 2.6: Kricheldorf ve Dunsing tarafindan one siiriilen halka acilimi reaksiyon
mekanizmasi.

2.6.2 Laktik asit polimerlerinin karakterizasyonu
2.6.2.1 Polimer kompozisyonunun belirlenmesi

Laktik asidin, yapisinda bir asimetrik karbon atomu bulundugundan, iki optik
izomeri vardir. Iki laktik asit molekiilii laktat olusturmak iizere biraraya geldiklerinde
farkli iriin ortaya c¢ikabilir. Bu stereoizomerler D-laktat (iki D-laktik asit
monomerinden olusur), L-laktat (iki L-laktik asit monomerinden olusur) ve
mesolaktat (her ikisinin de esit miktarlarda ortamda bulunmasi ile olusur) (Sekil 2.7)

(Benicewicz ve Hoppler, 1991).
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Sekil 2.7: Laktat steroizomerleri (a) D-laktat (b) L-laktat
(d) D,L-laktat.

(c) mesolaktat

Laktat izomerleri birbirinden morfolojik olarak farkli 4 cesit polimer olusturabilir.
Optikce aktif olan poli(D-laktik asit) ve poli(L-laktik asit) iki steroregular
polimerlerdir. Optikce aktif olmayan poli(meso-laktik asit) ve poli(D,L laktik asit)

iki rasemik polimerdir.
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Biyomateryal olarak genellikle L(+) laktik asit polimerleri tercih edilir. Ciinkii
bozunma {riinii olan L(+) laktik asit viicutta varolan bir maddedir ve kolayca

metabolize edilir (Holland ve dig., 1986).

2.6.2.2 Molekiil agirhig tayini

Molekiil agirligi polimerlerin mekanik dayamikliligini, eriyerek sekillenebilmesini
etkileyen en onemli faktordiir. Bunun yanisira, bozunma hizi da molekiil agirligina
baglhdir. Polimerin molekiil agirligin1t monomer safligi, polimerizasyon sicakligi,
polimerizasyon siiresi, katalizor konsantrasyonu ve zincir kontrol ajanlarinin varligi

etkiler.

Leenslang ve dig. (1987), poli(L-laktat) i¢cin katalizor konsantrasyonun molekiil
agirhigina etkisini incelemisler ve sonugta polimerizasyonun baglayabilmesi icin en
diisiik miktarda katalizore ihtiya¢ oldugunu ancak artan katalizor konsantrasyonunun

molekiil agirhigim diistirdiigiinti gostermislerdir.

Polimerlerin molekiil agirligi GPC veya viskozimetre kullanilarak tayin edilir. GPC
ile molekiil agirhigi 400-3000000 g.mol”' arasinda degisen monodispers polistren
partikiiller standart kabul edilerek molekiil agirligi tayin edilir. Viskozimetrik
tayinler icin Ubbelohde viskozimetresi kullanilir. Laktik asit polimerlerinin
karakterizasyonunda en ¢ok kullanilan deger molekiil agirliginin gostergesi olan

goriiniir viskozite degerleridir.

Goriiniir viskoziteyi molekiil agirligina baglayan esitlik Mark- Houwink esitligi

olarak bilinir:
(m)=K.M,a

seklinde ifade edilir. Bu esitlikte M, viskozite ortalama molekiil agirligini, n sayica
viskoziteyi, K ve a’da sabit sayilar1 gostermektedir. Bu sabitler icin yaygin olarak

kullanilan degerler Cizelge 2.4’de verilmistir (Leenslang ve Pennings, 1977).
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Cizelge 2.4: Mark- Houwink esitligindeki K ve a sabitleri.

Polimer Coziicii Kx100 a
Poli(L-Laktik asit) CHCI3* 0.00246 1.49
CHCI" 0.00302 0.94

Poli(D,L-Laktik asit) CHCI3* 0.0660 0.67
CHCI 0.0606 0.64

Etil asetat” 0.0158 0.78

Etil asetat” 0.0163 0.73

2.6.2.3 Kristalinite ve erime noktasi

Kristalinite fiziksel Ozelliklerin en Onemli gostergesidir. Polimerlerin kristalinite
yiizdesi hi¢bir zaman %100’e ulasmaz. Yarikristalin polimerlerin kristalin ve amorf
bolgeleri mevcuttur. Kristalin bolgeler daha diizenli yerlestiginden bu bdolgelerin
yogunlugu amorf bolgelerin yogunlugundan daha yiiksektir. L-PLA’nin amorf ve
kristalin bolgeleri i¢in yogunluk degerleri 1.29-1.248 g.cm'3 olarak verilir.
Kristalinite yiizdesi polimer matriksin mekanik dayanikliligini ifade ettigi icin,

polimer iiriiniin kullanim alanini da belirler (Kohn ve Langer, 1987).

2.6.2.4 Cams gecis sicakhigr ve zincir hareketliligi

Laktik asit polimerlerinin camsi gegis sicakligi 37°C’den daha yiiksektir. Camsi gegis
sicakligr polimerin yapisindaki laktik asit icerigi arttikca artar (Linhardt, 1989).
Farkli kompozisyonlardaki laktik asit polimerlerinin Camsi gegis sicakliklar1 Cizelge

2.5’de verilmistir.

Cizelge 2.5:. Baz1 laktik asit polimerlerinin Tg, Tm ve kristalinite degerleri.

Polimer Tg(°C) Tm(°C) Kristalinite(%)
Poli(Laktik asit) 60-67 172-180 37
Poli(D,L-Laktik Asit) 55-60 - -
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2.6.2.5 Mekanik Dayaniklilik

Mekanik dayaniklilik viicut icersine yerlestirilen makrocihazlar ile gerilim altinda
kalacak malzemeler i¢in ©Onemlidir. Polimer kompozisyonu, zincir diizenliligi,
kristalinite, molekiill agirligi, mekanik dayanikliligi etkileyen parametrelerdir.
Polimer igersinde L-Laktik asit miktar1 arttik¢a mekanik dayaniklilik artar (Vert ve
dig., 1981).

2.6.2.6 Coziiniirliik

Laktik asit polimerleri dogrusal ve hidrofobik poliesterlerdir. Bu polimerler bir¢cok
organik ¢oziiciide ¢oziinebilirler. Etilasetat ve metilen kloriir digerlerine gore daha az

toksik oldugundan tercih edilen ¢oziiciilerdir (Cizelge 2.6) (Linhardt, 1989).

Laktik asit polimerlerinin ¢oziiniirliglinii etkileyen pekgok parametre vardir.
Polimerin kompozisyonu ve kristalinitesi ¢oziiniirliik tizerinde ¢cok 6nemli bir rol
oynar. Laktik asidin kristalin yapidaki homopolimerleri bir¢cok organik c¢oziicii
icersinde ¢ok i1yi ¢oziinmez. Bunun yaninda amorf yapidaki D,L-laktik asit homo ve

kopolimerleri bir¢ok organik c¢oziiciide kolaylikla ¢oziiniir.

Cizelge 2.6: Laktik/Glukolik asit polimerleri i¢in ¢coziiniirliik parametreleri

Coziicii Tiirii 5(J.m>)*

Etil asetat 18.6
Tetrahidrofuran 18.6
Benzen 18.8
Kloroform 19.0
Metilen kloriir 19.8
Etilen dikloriir 20.1
Aseton 20.3
Dioksan 20.5
Hekzafloroisopropanol -

Asetnitril 24.3
Dimetil formamid 24.8
Su 47.9
Metanol 299

33



2.7 Biyobozunma ve Polimerler

Biyobozunma, polimerlerin karbon dioksit, metan, su, inorganik bilesikler ya da
mikroorganizmalarla meydana getirdikleri enzimatik reaksiyonlari1 sonucunda olusan
biyolojik kiitlelere ayrisabilme yetenegi olarak tanimlanabilir. Biyobozunma,
genellikle mikroorganizmalar ve enzimlerin varliginda gerceklesen katabolizma
reaksiyonlariyla organik maddelerin bozunmaya ugramasi olayidir. Dogada meydana
gelen bozunma ise, termal aktivasyon, hidroliz, biyolojik aktivite, oksidasyon, fotoliz
ve radyoliz yollariyla meydana gelir. Bozunma olaylari, maddenin kimyasal
yapisinda onemli degisikliklere sebep olur. Bozunma sonucu olusan son iiriinler,
aerobik ortamda karbon dioksit, yeni biyokiitle ve su; anaerobik ortamda ise metan
halinde meydana gelir. Bozunma analizinde aktiviteyi etkileyen sicaklik, pH, nem
gibi kosullarin kontrol altinda tutulmasi ©6nemli bir faktordiir. Biyobozunma,
polimerin kimyasal ve fiziksel Ozelliklerine de baghdir. Bu o6zellikler, difiizivite,
porozite, morfoloji, saflik, capraz baglanma, kimyasal reaktiflik, mekanik dayanim,
1s1l tolerans ve elektromanyetik radyasyona olan dayanimdir. Ayrica, hidrofobik
karakter, makromolekiiler agirlik, kristalinite gibi parametrelerdeki artis,
biyobozunma oranmm diisiiriirken, bozunma ortaminda polisakkaritlerin varligi,

biyobozunmay1 kolaylastirir (Shimao, 2001).

Biyobozunabilen polimerler, insan ve hayvan viicudu gibi canlhi hiicrelerde ve
mikroorganizmalarin bulundugu toprak, atik, deniz, irmak, gol gibi ortamlarda,
enzimatik ya da enzimatik olmayan yollarla hidroliz olabilen polimerlerdir. Polimer
bozunmast genellikle, makromolekiillerin ana zincirinin belirli bolgelerinde ya da
yan zincirlerinde meydana gelir. Bir polimerin bozunmasi, kimyasal, fiziksel ve
biyolojik bir ¢ok mekanizma tarafindan gerceklestirilen kompleks bir prosestir.
Bozunmanin bazi evrelerinde bu mekanizmalar es zamanl olarak da gerceklesebilir

(Tomita ve dig., 2004; Jukka, 2003).

Cok sayida biyobozunur polimer yapay olarak sentezlenebilir ya da organizmalarin
yasam cevrimleri siirecinde dogal olarak olusabilir. Sentez proseslerine gore
biyobozunur polimerler dort farkli simifa ayrilmistir. Asagida gosterilen
kategorilerden ilk {icii yenilenebilir enerji kaynaklarindan elde edilen polimerleri
gosterirken, son ii¢ kategori de biyobozunmaya ugrayabilen polimerleri ifade eder

(Averous, 2004).
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Biyokiitleden olusan polimerler, ©Ornegin toprak kaynakli agro-polimerler

(nisasta, seliiloz)

e  Mikrobiyal iiretimle elde edilen polimerler (polihidroksialkanoat-PHA)

e Toprak bazli kaynaklardan elde edilen monomerlere, kimyasal ve ticari olarak

sentezlenebilen polimerler (PLA)

e  Monomeri de kendisi de ticari olarak kimyasal sentezle elde edilen polimerler.

Biyobozunur polimerler belirli zaman araliklarinda bozunmaya ugrarlar fakat, bu
siirec boyunca olusan kiiciik molekiillerin cesitlerinin bilinmesi Onemlidir.
Oksitlenebilen polimerlerin bozunma iirlinleri ¢ok kompleks olmakla birlikte,
hidroliz olabilen polimerler en fazla 3 ya da 4 bozunma fiiriinii olusturur (Shyamroy,

2003).

Biyobozunabilen polimerler, kagit kaplama, paketleme, fiber, film ve diger tek
kullanimlik malzemelerin tiretiminde kullanildiklar1 gibi, ciiriiyebilen cerrahi dikis
ipleri iiretimi, protez {retimi, ve Kkontrolli ila¢ salimi gibi biyomedikal
uygulamalarda da giinden giine artan bir oranla kullanilmaktadir. Bu gibi uygulama
alanlar1, kullanilacak polimer ve monomer ozellikleri agisindan birgok gereklilik
getirmektedir. Bu gibi polimerler, biyobozunabilen, toksik olmayan, ya da
biyomedikal uygulamalar icin, eriyip ciirliyebilen ve viicutla uyumlu olan polimerler
olmalidirlar. Ayrica, kimyasal, mekanik ve termal Ozelliklerinin de iyi olmasi
gereklidir. Buna ek olarak, fosil kaynaklarin kullaniminin azaltilmasi agisindan
paketleme sektoriinde kullanilacak olan polimerler, yenilenebilir enerji
kaynaklarindan elde edilmeli ve c¢iirliyebilme 06zelligine sahip olmalidirlar. Bunun
disinda, hammadde ve son iiriinler, diisilk maliyetli olmali ve endiistriyel olcekli

tiretim prosesleri de ekonomik, verimli ve ¢cevre dostu olmalidir (Jukka, 2003).

Polimerlerin paketleme uygulamalarinda kullanilmasi, olusan atik iiriinlerin
ozellikleri sebebiyle, cevre acisindan Onemli etkilere sahiptir. Paketleme
uygulamalarinda kullanilan plastik atiklarin yok edilmesi, mekanik geri doniisiim

islemleriyle gerceklestirilebilir.
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Ancak bu gibi islemler, baz1 uygulamalar agisindan yiiksek enerji gerektirmekte,
pratik ve ekonomik olmamaktadir. Bu gibi uygulamalarda biyobozunabilen
polimerlerin  kullanimi, plastik kullanimina kiyasla biiylik oranda avantaj
saglamaktadir (Jukka, 2003). Biyobozunabilen polimerlerin kullaniminin diger bir
avantaji da, yenilenemeyen kaynaklardan elde edilen petrol bazli kimyasallara iyi bir

alternatif olusturmalaridir.

2.7.1 Polimerlerin biyolojik bozunma mekanizmalar

Polimerlerin biyolojik olarak bozunmasi birka¢ basamaktan meydana gelmektedir.

Ayrica bozunma islemi istenen herhangi bir basamakta durdurulabilmektedir.

e Mikroorganizmalarin, diger bozucu etkiye sahip organizmalarin ve abiyotik
faktorlerin etkisiyle, bozunabilen malzemelerin kiigiik parcalara ayrilmasina
biyodeterirasyon denir.

e Mikroorganizmalar enzim ya da serbest radikaller gibi katalitik ajanlar
salgilayarak polimer molekiillerini pargalayabilmekte ve polimer molekiillerinin
molekiil agirligini azaltabilmektedirler. Bu islem sonucunda oligomerler, dimerler ve
monomerler olusmaktadirlar. Bu  parcalanmanin  gerceklestigi  basamaga
depolimerizasyon denir.

¢ Bazi molekiiller ise mikroorganizma tarafindan taninip hiicre i¢ine alinirken bazi
molekiiller hiicre disinda kalarak ¢esitli degisimlere maruz kalmaktadirlar.

e Hiicre i¢cine alinan molekiil enerji, biyokiitle ve bir¢ok birincil ve ikincil yapiy1
tiretmek amaciyla, sitoplazmada mikroorganizmayla biitiinlesir. Bu basamaga
asimilasyon denir.

¢ Asimilasyon sonucunda aciga ¢ikan N, CH4, H,O gibi basit molekiiller hiicre
zarindan gecerek c¢evreye salinabilmektedir. Bu basamaga ise mineralizasyon

denmektedir (Lucas ve dig., 2008).
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2.8 Abiyotik Bozunma

Polimerler  ¢evre  kosullarina  maruz  kaldiklarinda  bazi  degisimler
gecirebilmektedirler. Cevre kosullar1 polimerlerin biyolojik bozunma kabiliyetlerini
etkilemektedir. Abiyotik etkenler polimerin yapisim1 zayiflatmaktadirlar. Bazen bu
etkenler bozunmayi baslatict ya da ilerletici etkiler gostermektedirler (Lucas ve dig.,
2008).

2.8.1 Mekanik bozunma

Mekanik bozunma basing, gerilim ve ¢cekme gibi kuvvetlerin uygulandig: sistemlerde
olusmaktadir. Genellikle etkisi hemen goriilmeyen makroskobik seviyede hasarlar
vermektedir, buna ek olarak molekiiler seviyede bozunmayi baslatabilmektedir.
Mekanik faktorlerin biyolojik bozunma iizerinde biiyiik bir etkisi olmamakla birlikte
verilen hasar bozunmanin baslamasina ya da hizlanmasina neden olabilmektedir

(Lucas ve dig., 2008).

2.8.2 Foto bozunma

Bir¢ok malzeme gibi polimerler de 1518a duyarhidirlar. Giines 1sinlarinin polimerler
tizerindeki etkisi abiyotik bozunma ag¢isindan 6nemli bir etkendir. Foto bozunma
polimerin fotoiyonizasyona ugramasiyla gerceklesmektedir. Ardindan zincirin

parcalanmasi gerceklesmektedir.

Foto bozunmayla parcalanmasi amaglanan polimerlere yapim asamasinda 1s13a
hassas maddeler eklenmektedir. Bu yontem 6zellikle plastik kutularin, paket
malzemelerinin ve tarimsal malzemelerin bozunmasimi  arttirmak amach

kullanilmaktadir (Lucas ve dig., 2008).

2.8.3 Termal bozunma

Termal bozunma polimerlerin erime sicakliginda katidan siviya gecisi sirasinda
meydana gelmektedir. Bozunabilen polimerler yar1 kristal yapidadirlar. Bu
polimerler amorf ve kristal boliimler icermektedirler. Yapisal degisiklikler camsi
gecis sicakliklarmi  (T,) degistirmektedir. Tg'nin iizerindeki sicakliklarda,
zincirlerdeki diizensizlik kimyasal ve biyolojik bozunmaya yardimci olmaktadir

(Lucas ve dig., 2008).
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2.8.4 Kimyasal bozunma

Kimyasal bozunma bir diger énemli abiyotik bozunma mekanizmasidir. Biyolojik
bozunmaya neden olan en giiclii kimyasal oksijendir. Oksijenin atmosferde bulunan
formlar1 (O, ve O3) kovalent baglara saldirarak serbest radikaller olusturmaktadir.
Oksidatif degredasyon polimerin doymamis bag sayist ya da dallanmis zincir icerigi
gibi yapisal Ozelliklerinden etkilenmektedir. Oksidatif degredasyon sonucunda
olusan peroksi radikalleri, capraz baglanma ya da zincir boliinmesi reaksiyonlarina

neden olabilmektedir.

Hidroliz reaksiyonlar1 bir diger kimyasal bozunma mekanizmasidir. Hidroliz
reaksiyonlart1 asidik (HCI ve H,SO,) ya da bazik (NaOH) ortamda
gerceklestirilmektedir. Suyla par¢alanmanin gerceklesebilmesi icin polimerin ester,
eter, anhidrit, amid, iire, ester amid (iiretan) gibi gruplarinin hidrolizlenebilen
kovalent bag icermesi gerekmektedir. Hidroliz pH, sicaklik ve siire gibi etkenlere
bagimlidir (Lucas ve dig., 2008). Ayrica yapinin hidrofilikligi ve sert kisim igerigi de
hidroliz reaksiyonlarini etkilemektedir. Sert kisim igerigi yiiksek olan polimerler
suyun yapinin i¢ine girmesini engelledikleri icin bozunmayi1 zorlastirmaktadirlar

(Umare ve Chandure, 2008).

Iyi diizenlenmis molekiiler yapiya sahip polimerler (kristal yap1 agirlikll) O, ve H,O
difiizyonunu engellerler. Bu nedenle bu yapilardaki kimyasal bozunma daha
stnirhidir. lyi diizenlenmemis yapiya sahip polimerlerde (amorf yap1 agirlikln)
oksidatif ve hidrolitik bozunma ¢ok daha kolay gerceklesmektedir (Lucas ve dig.,
2008).

2.8.5 Enzimatik hidroliz

Biyofragmantasyon oksidorediiktaz ve hidrolaz grubu enzimlerle ilgilenmektedir.
Seliilaz, amilaz ve kiitinaz toprakta yasayan bakteriler tarafindan dogal polimerlerin
hidrolizini gerceklestirmek amaciyla sentezlenmektedirler. Lipaz ve esterazlar
karboksilik yapmin igerdigi baglar1 kirarken, endopeptidazlar amid grubundaki
baglar1 parcalamaktadirlar (Lucas ve dig., 2008).
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2.8.6 Enzimatik oksidasyon

Eger parcalanma reaksiyonu tek bir enzim tarafindan gerceklestirilemiyorsa,
parcalanma baska enzim ilavesiyle gerceklestirilir. Ornegin; mono-oksijenaz ve di-
oksijenaz birlikte kullanilarak sirasiyla kolay parcalanabilir alkol ve peroksi gruplari
olusturlar. Peroksidazlar, peroksi molekiiliiniin, fenol, fenil, amino, karboksil gibi

elektron alic1 gruplarla reaksiyonunu katalizler (Lucas ve dig., 2008).

2.8.7 Radikal olusumuyla gerceklesen oksidasyon

Hidroksil fonksiyonuna ek olarak karbonil ve karboksil gruplarinin olusumu
molekiiliin polaritesini arttirmaktadir. Bilesigin higroskopik karakterinin artmasi
biyolojik saldirilart  arttirmaktadir. Bazi oksidasyon reaksiyonlar1  zincir
reaksiyonlarina  katilan  serbest  radikaller iireten enzimler tarafindan
katalizlenmektedir. Kristal yapili molekiillerde, yapinin i¢ kismina ulagmanin
zorlugu nedeniyle, enzimatik reaksiyon etkili olamamaktadir. Oksidasyon sirasinda
olusan serbest radikaller yapinin i¢ine difiize olup polimerin par¢alanmasini saglarlar

(Lucas ve dig., 2008).

2.9 Enzimler

Enzimler kimyasal katalizorlerle aymi etkiyi gosteren biyolojik katalizorlerdir.
Kimyasal reaksiyona uygun olmayan ortamlarda, aktivasyon enerjisini diisiirerek
reaksiyon hizini artirirlar. Enzimlerin varligiyla reaksiyon hizinda 10*-10% oraninda
bir artis gozlenir. Bircok enzimin en 6nemli 6zelligi, iic boyutlu kompleks bir yapiya
sahip olan polipeptit zincirleri olmalaridir. Enzim aktivitesi konformasyonel yapiyla
yakindan iligkilidir. Enzimlerin ii¢ boyutlu yapisi, yiizeye yakin bolgelerde, spesifik
aminoasit dizisine sahip olan ve aktif merkez olarak bilinen cep benzeri yapilar
olusturur. Aktif merkezde, enzimle substrat arasinda, belirli bir iiriin olusturan
kimyasal reaksiyon gerceklesir. Optimum aktivite gostermek amaciyla, bazi
enzimler, sodyum, potasyum, magnezyum, kalsiyum ya da ¢inko gibi metal iyonu
olabilen kofaktorlerle etkilesirler. Organik kofaktorler ise, koenzim olarak bilinir ve
B vitamini (thiamin, biyotin), NAD+, NADP+, FAD+, ATP gibi farkli yapilarda
olabilir. Enzim ve kofaktoriin birlikte olusturduklart yapi, haloenzim olarak
bilinirken, kofaktorii olmayan enzim ise apoenzim olarak adlandirilir (Chandra ve

Rustgi, 1998). Biitiin enzimler, uluslararasi enzim komisyonu tarafindan adlandirilir.
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Enzim isimleri, gerceklestirdikleri kimyasal reaksiyon ve substratlariyla ilgili bilgi
verir. Enzimle substrat arasinda gerceklesen ilk temas, aktif merkezde optimal bir
konformasyona sebep olurken, enzim-substrat arasinda maksimum bag

olusabilmesine olanak verir (Chandra ve Rustgi, 1998).

2.9.1 Proteazlar

Aoki ve dig. (1995) yaptiklar1 ¢alismada acikladiklarina goére, proteazlar, dogada
bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kalintilarin dekompozisyonunda ©Onemli rol
oynadiklarini ve boylece besin dongiisiinii sagladiklarin1 ve ayrica bitkilerin besinleri
alabilmelerine yardimci olduklarini agiklamislardir. Proteazlar, enzimlerin oldukca
kompleks bir grubunu olustururlar ve oldukca farkli fizikokimyasal ve katalitik
Ozelliklere sahiptirler. Proteaz sentezinin hiicresel kontroliinden sorumlu
mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemekle beraber alkali proteazlarin iiretimi
amino asit veya amonyum gibi hizli bir sekilde metabolize edilebilen azot kaynaklari
ile baskilanmaktadir. Mabrouk ve dig. (1998) ve Kaur ve dig. (2001), proteaz ile igili
yaptiklar1 caligmada, kiiciik sekerler ve minerallerin proteaz enziminin sentezledigi
reaksiyonlar1 etkiledigini belirtmislerdir. Potansiyel proteaz kullanimi ve maksimum
enzim tiretimi ile endiistriyel islemlerin maliyetini diisiirmek amaclanmaktadir.
Proteazlar, toplam endiistriyel enzim ticaretinin yaklasik %60’1n1 olusturmakta ve
camagir deterjanlari, deri, et, siit, ilag, bira, fotograf, organik sentezlerde ve atiklarin

muamelesinde kullanilmaktadirlar.

Proteazlar arasinda bakteriyel proteazlar, hayvansal ve fungal proteazlara kiyasla
daha etkindirler (Banerjee ve dig., 1999). Bu nedenle, ticari ilgiden dolay:
endiistriyel olarak uygun proteazlari iireten mikroplar ¢esitli arastiricilar tarafindan
calisilmistir (Mehrotra ve dig., 1998). Alkali proteazlar, bakteri, kiif, maya gibi
cesitli kaynaklardan elde edilseler de (Singh ve dig., 2000) ¢ok cesitli ortamlardan
izolasyonu nispeten daha kolay olmasindan dolayr alkalifilik Bacillus
biyoteknolojide en fazla kullanilan mikroorganizmadir. Bununla birlikte Bacillus,
hem kompleks hem de sentetik ortamda gelisebilmektedir. Termofilik ve alkalifilik
Bacillus tarafindan iiretilen alkalifilik proteazlar yiiksek sicaklik ve pH’ya
dayanmaktadir (Johnvesly ve Naik, 2001; Aunstrup, 1981; Fogarty ve Kelly, 1979).
Ayrica Bacillus tiirleri post-eksponansiyal ve durgunluk fazlarinda da ekstraselliiler

proteazlar iiretebilmektedir (Mabrouk ve dig., 1998).
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Mikroorganizmalardan elde edilen proteolitik enzimler diinya capinda deterjan
endiistrilerinde en fazla kullamim alami bulan enzimlerdir. 30 yil boyunca
deterjanlardaki proteazlarin 6nemi kiiciik bir katki maddesi olmaktan anahtar
bilesenlere kadar degismistir. Iyi bir deterjan enzimi oksitleme ajami ve agarticilarla
beraber kararliligimi koruyabilmelidir. Ticari olarak kullanilan enzimlerin biiyiik bir

kismi1 agartma/oksitleme ajanlarinin varliginda kararliligini koruyamamaktadir.

Bu nedenle enzim bazli deterjanlarin kararliliklarinin arttirilmasi icin sahip olmasi
icin rekombinant DNA teknolojisi kullanilmaktadir. Bununla birlikte mikrobiyal
cesitliligi derinlemesine inceleyerek ticari olarak daha kullanigh enzimler iiretebilen
mikroorganizmalarin bulunma olasilig1 daima vardir (Oberoi ve dig., 2001). Klasik

olarak deterjanlar yiiksek yikama sicakliklarinda kullanilmaktadir.

Diger taraftan giiniimiizde deterjan endiistrisinde, yikama sicakliginin diigiiriilmesi ve
deterjan kompozisyonunun degismesi yoniinde caligmalar yapilmakta, fosfat tabanl
deterjanlar1 uzaklastirarak, deterjan uygulamalar1 icin daha uygun yeni alkali

proteazlar izerinde durulmaktadir (Jasvir ve dig., 1998).

2.9.2 Lipazlar

Abbas ve dig. (2002), yaptiklar1 ¢alismaya gore, lipazlar, enzim gruplari icersinde
cok yonlii isleyise sahip olan katalizorlerdir. Yaglar ve yag asidi esterlerini hidroliz
ederler. Enzim, emiilsiyonun yag-su gecis fazinda katalizi gerceklestirir ve enzim
reaksiyonunun hizi, olusan yag-su yiizey alanina bagimlidir. Lipazlar yag asitlerinin
zincir uzunlugu, doyma derecesi, yag asidinin pozisyonu ve substrat’in fiziksel
durumuna uygun spesifiklik gosterirler. 4-10 C atomlu yag asitleri daha uzun C
zincirli yag asitlerinden daha hizli bir sekilde hidroliz olarak yagin yapisindan ayrilir

ve serbest hale gecerler.

Lipaz enzimi, Kkatalizledigi yag asitlerinin hidroliz reaksiyonunun yanisira,
esterifikasyon, amidasyon ve esterlerin transesterifikasyonu gibi ¢esitli reaksiyonlari
da uygun kosullarda gerceklestirirler. Lipazlar regioselektif (yer secicilik) ve
stereoselektif (geometrik izomerin optik izomerlere veya optik izomerlerin geometrik
izomerlere doniismesi) yapidaki substratlar ile c¢alismaya elverislidir. Lipazlar
organik c¢oziiciiler ve yiiksek sicaklik gibi olumsuz kosullara kars1 yiiksek kararlilik

gostermektedirler.
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Amino asit dizisi bakimindan birbirinden farkli cok sayida c¢esidi vardir, bunlar
protein yapilart ve katalitik yapilar1 bakimindan incelendiginde dahi birkag¢ tipten
olusurlar. Bunlarin ¢ogu alfa/beta hidrolaz katlanmasina sahiptirler. Kullandiklar
hidroliz mekanizmas1 kimotripsininkine benzer, bir serin niikleofil, bir asit kalint1
(genelde aspartik asit) ve bir histidinden olusur. Gram negatif bakteriler tarafindan
tiretilen ¢ogu lipaz, biyolojik olarak aktif bi¢imlerine kavusabilmek ic¢in, dogru
katlanmalarin1 saglayan, kendilerine has bir yardimci proteine gerek duyarlar.
Lipazlar gidasal trigliseritlerin rutin metabolizmasindan, sinyal transdiiksiyonu ve
enflamasyona kadar cok cesitli biyolojik siireclerde yer alirlar. Bazi lipazlar hiicre
icinde belli bolmeler ile sinirlidir, digerleri ise hiicre dis1 mekanlarda islev goriirler

(Hiol ve dig., 2002).

Lipazlar bakteri, maya ve Kkiifleri iceren mikrobiyal flora tarafindan bol miktarda
tretilmektedir.  Lipazlar gida endiistrisinde, biyomedikal uygulamalarda,
biyosensorler ve pestisitlerin yapiminda, deterjan ve deri sanayiinde, cevre
yonetiminde, kozmetik ve parfiim sanayiinde uygulama alanlar1 bulmaktadir.
Endiistriyel olarak en yaygin kullanilan lipaz iireticisi mikroorganizmalar; Candida
sp., Pseudomonas sp., Rhizopus sp. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilmektedir.
Son yillarda biyoteknoloji alaninda lipazlarin kullaniminda hizli bir artis
gozlenmektedir. Bu nedenle lipazlarin asir1 iiretimini saglamak amaciyla yonlii

mutasyonlar yardimiyla sus gelistirme calismalarina agirlik verilmistir.

2.10 PLA’nin Bozunma Mekanizmalari

Polilaktik asidin, kristalligi, yonelimi ve enzimatik bozunabilirligiyle ilgili pek cok
kantitatif korelasyon yapilabilir. Polilaktik asidin enzimatik bozunabilirligi, kristal

ozellikleri arttik¢a azalmaktadir (Scott, 2004).

Safsizliklarin ~ ve artk monomer oraninin  artisinin  yaninda  peroksit
modifikasyonlarimin da hidroliz oraninm artirdigr goriilmiistiir. Dogada, herhangi bir
molekiil agirligina sahip PLA’y1 bozunmaya ugratabilen mikroorganizmalarin varligi
hala tartisma ve arastirma konusudur. PLA’nin veya oligomerlerinin, secilmis bazi

mikroorganizma gruplarina maruz birakildig1 birka¢ calisma mevcuttur.
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Bu calismalarda genel olarak, molekiil agirligimin artisinin baslangic olarak hidroliz
oranini azalttifi, fakat baslangi¢c abiyotik bozunmadan sonra biyotik ortama maruz
birakilan orneklerin molekiill agirliklarinin, abiyotik ortama maruz birakilan
orneklerin molekiil agirliklarindan daha hizli azaldigi tespit edilmistir. Pronaz,
proteaz K gibi enzimlerin varliginin, PLA’nin bozunma oranini arttirdigi goriilmekle
birlikte, esteraz ve laktat dehidrojenaz gibi enzimlerin bozunmaya olan etkileri halen

arastirma konusudur (Scott, 2004).

PLA’nin asit katalizli hidrolizinde, ester omurga baglarinin rastgele boliinmesinin
baskin oldugu poly(e-caprolactone) (PCL) hidrolizine tezat olarak, zincir ug
boliinmesi baskindir. PLA’nin serbest karboksilik asit fonksiyonunun, esterifikasyon
gibi baz1 islemlerle sinirlanmasi, hidroliz direncini arttirmakta ve raf Omriinii

uzatmaktadir.

PLA’nin hidrolizi, hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 ortamlarda yaygin olarak
calisilan bir konudur. PLA’nin bozunma mekanizmasi, polimerin maruz kaldig
biyolojik ortama gore degisir. Memeli metabolizmasinda PLA genellikle, ilk olarak
hidrolizle bozunmaya ugrar ve olusan oligomerler, hiicreler veya enzimler tarafindan
metabolize veya mineralize edilirler.  Abiyotik hidroliz, dogada, mikrobiyel
biyobozunmanin olugmasindan 6nce, bozunmanin Onciil basamaklarinda ortaya
cikar. Fakat bozunma oraninin, mikrobiyel toplulugun bulundugu ortamlarda,
abiyotik hidrolize gore artis gosterdigi goriilmiistir. PLA polimeri pek c¢ok
uygulama i¢in uygun Ozelliklere sahiptir. PLA’nin cevresel ayrisimi iki agamali bir
prosesten meydana gelir. Bozunmanin 6nciil faz1 siirecinde, yiiksek molekiil agirlikli
poliester zincirleri, daha diisiik molekiil agirlikli oligomerlere hidroliz olur. Bu
hidroliz reaksiyonlar1 asit ve bazlar tarafindan hizlandirilabilir veya sicaklik ve nem
seviyesi gibi ozellikler tarafindan etkilenebilir. Ortamda bulunan mikroorganizmalar,
diisitk molekiil agirlikli bilesikleri karbondioksit, su ve humusa kadar parcalayarak

bozunma prosesine devam eder (Khalil, 2006).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Materyal

Calismada yemekhane atiklari, istanbul Teknik Universitesi Saglik, Kiiltiir ve Spor
Daire Baskanlifi Yemek Isletmeleri’'nden temin edilmistir. Yemekhane atiklari

olarak makarna-siit, pilav-bezelye-salata iceren karigimlar kullanilmistir.

Deneylerde kullanilan Lactococcus lactis subsp lactis, Lactobacillus bulgaricus ve
Lactobacillus casei Alman DSMZ firmasindan temin edilmistir. Calismada
kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir. MRS broth ve MRS agar Merck
firmasindan alinmistir. Bovine serum albumin, maya ekstrati, CH3COONa.3H,0 ve
CaCO; Sigma’dan temin edilmistir. Polilaktik asit, enzimatik polimerizasyon
yontemiyle elde edilmistir. Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), Carlo Erba
firmasindan temin edilmis olup fosfat tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasinda
kullanilmistir. Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,), Merck firmasindan temin
edilmistir ve potasyum dihidrojen fosfat c¢ozeltisiyle beraber fosfat tampon
coOzeltisinin ve sitrik asit ile beraber Mcllvaine tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasinda
kullanilmistir. Borik asit, Labkim firmasindan temin edilmistir. Sodyum hidroksit ve
sitrik asit Carlo Erba firmasindan alinmistir. Deneylerde, laboratuvar sartlarinda
tiretilen deiyonize su kullanilmistir. DSM proteaz ve Pellusit FS proteaz enzimleri
Cognis Kim. A.S. firmasindan temin edilmistir. Candida antarctica lipaz, Candida
cylindracea lipaz ve Candida antarctica lipaz B, Novozyme firmasindan tedarik

edilmistir. Amberlit IRA 400 ve Dowex maraton WBA BDH’dan temin edilmistir.

3.2 Ekipmanlar

e  Manyetik karistirici, Ikamag*RG

e  Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), Perkin Elmer FT-IR

Spectrum One B spectrometer

° Etiiv, Binder
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° Su banyosu, YUMATO, Shaking Bath BW 400

e  pH Metre, Inolab, TWT

e  X- Ray diffraksiyon, Pananalyticae, XPERT- PRO

° Diferansiyel taramali kalorimetri, Perkin Elmer, Diamond DSC
° Taramal1 elektron mikroskobu, Jeol, JSM-6390LV

° GPC, Agilent 1100 Serisi

° HPLC, Agilent 1100 Serisi

° Hassas Terazi, And, Gr-200

3.3 Metodlar

3.3.1 Laktik asit bakterilerinin hazirlanmasi

MRS besiyerinin igerigi Cizelge 3.1°deki gibidir.

Cizelge 3.1: MRS besiyeri icerigi.

Icerik Miktar (g)
Pepton kazein 10.0
Et oziiti 10.0
Maya oziitii 5.0
Glikoz 20.0
Tween 80 1.0
K,;HPO4 2.0
Sodyum Asetat 5.0
Diamonyum sitrat 2.0
MgS04.7H,0 0.20
MnSO4.H,O 0.05
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Calismada kullanilan mikroorganizmalar MRS Besiyerinde gelistirilmistir. Steril
kosullarda, liyofilize sus sivi besiyeriyle seyreltilmis buradan kati besiyerlerine
azaltma yontemiyle ekilmistir. Daha sonra 37°C’de anaerob olarak 72 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda piiriizli gri beyaz kolonilerin olustugu
gozlemlenmistir. Petriler incelenerek tek olarak diisen koloni belirlenmis, saf olan bu
koloni egri besiyerlerine tekrar ekim yapilarak ¢ogaltilmistir. Egri besiyerilerinden

belirli zaman araliklarinda pasajlar alinarak bakterilerin canlili§i korunmustur.

3.3.2 Yemekhane atiklarina uygulanan on islemler

Deneylerde kullanilan yemekhane atigi numuneleri Sekil 3.1°de gosterilen yonteme
gore seyreltildikten sonra, 2 N H,SOy, ile pH’lar 6 olarak ayarlanmistir. Daha sonra 5
dakika boyunca diisiik, 15 dakika boyunca yiiksek hizda karistirilan atik numuneleri
kaba filtre kagidi kullanilarak filtrasyon ile ayrilmistir. Bu islemle atik numuneleri
icersinde bulunan tortular ve fermantasyon isleminde olumsuz etki yapabilecek olan

toksik maddelerin bir kismi1 sistemden uzaklastirilmistir.

Yemekhane Atgi

|

Seyreltme
l H,S0O,
pH ayarlamasi

Santrifiij

Filtrasyon

Sekil 3.1: Yemekhane atiklarina uygulanan 6n islemler.
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3.3.3 Yemekhane atiklarinin iceriklerinin belirlenmesi
3.3.3.1 Kuru madde

Yemekhane atiklarinda kuru madde tayini 100°C’de etiivde yapilmistir.

3.3.3.2 Kiil tayini

Kiil tayininde kullanilacak porselen krozeler kullanilmadan bir giin 6nce igerisine
nitrik asit (HNO3) konularak bekletilmistir. Ertesi giin once musluk suyu ile iyice
calkalanip saf sudan gecirilerek kurutulduktan sonra sabit tartima getirilmistir. Daha
sonra numuneden 3-5 g Ornek, krozeye tartilarak alinmis ve krozeler bir gece
110°C’da etiivde bekletilmistir. Boylece numunenin yavas yavas kurumasi
saglanmistir. Daha sonra 520°C’deki kiil firinina koyularak 5-6 saat bekletilmistir.
Firindan c¢ikarilan krozeler desikatore alinarak oda sicakligina gelene kadar

bekletilmis ve tartim alinmustir.

3.3.3.3 Azot tayini

Atiklarda bulunan azot, Kjeldahl yontemine gore tayin edilmistir.

3.3.3.4 Protein tayini

Numunelerdeki protein igerigi tayini Lowry yoOntemine gore yapilmistir. Bu
yontemde 10, 20, 50, 100, 200, 500 ve 1000 pg.mL’1 protein iceren Bovine serum
Albumin standartlar1 kullanilmis ve Ol¢iimler spektrofotometrede 550 nm dalga
boyunda yapilmistir. Interpolasyon uygulanarak orneklerdeki protein oranlari tespit

edilmistir.

3.3.3.5 indirgen seker tayini

Atiklarda bulunan indirgen seker DNS (dinitrosalisilik asit) yontemine gore tayin
edilmistir. Bu yontemde 0.09, 0.18, 0.27 ve 0.36 mg.L'1 glikoz iceren standart
cozeltiler kullanilmis ve Olgiimler spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda
gerceklestirilmistir. Interpolasyon uygulanarak orneklerdeki indirgen seker oranlari

glikoz cinsinden tespit edilmistir.
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3.3.3.6 Toplam seker tayini

Fermantasyon ortamlarinda ve atiklarda bulunan toplam seker orani, Fenol- Siilfirik
Asit yontemine gore tayin edilmistir. Bu yontemde 20, 40, 60, 80 ve 100 mg.L"
sakkaroz iceren standart ¢ozeltiler kullanimis ve Ol¢timler spektrofotometrede 490
nm dalga boyunda yapilmustir. Interpolasyon uygulanarak drneklerdeki toplam seker

oranlar1 sakkaroz cinsinden tespit edilmistir.

3.3.4 Laktik asit tayini

Orneklerdeki laktik asit miktarlan HPLC ile 6lciilmiistir. Numuneler analiz
edilmeden Once santrifiijlenmis ve mikrofiltreden gecirilmistir. Agilent 1100 Series
HPLC’de, Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C8 Analytical 4.6x150 mm 5 Micron
kolon kullanilarak 1.0 mL.dakika akis hizinda 40°C sicaklikta ve UV dedektdrde
210 nm’de incelenmistir. Standart olarak 1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 50.0 ve 100.0 g.L'1
laktik asit igeren ¢ozeltiler kullanilmis ve interpolasyon uygulanarak ile drneklerdeki

laktik asit miktarlar1 belirlenmistir.

3.3.5 pH olciimii

Orneklerdeki pH degerleri pH metre ile dlciilmiistiir.

3.3.6 Laktik asit bakterilerinin sayimi

Fermantasyon ortamindan elde edilen hiicre siispansiyonunda laktik asit bakterisi
sayimi MRS Agar kullanilarak cift tabakali dokme plaka yontemine gore yapilmistir.
Bu yontemde hiicre siispansiyonunun %0.1°lik peptonlu suda seyreltildikten sonra
ekim yapilmis ve besiyeri iki kat halinde dokiilmiistiir. Ikinci kat besiyerinin gorevi,
ekim yapilan birinci kat besiyerinin {Ustiinii kapatmak ve anaerob kosullar
olusturmaktir. 37°C’de 48 saat inkiibasyon sonunda laktik asit bakterileri sayilmis ve

sonuc cfu.mL™ (g) olarak hesaplanmustir.

3.3.7 Fermantasyonla laktik asit iiretimi

Laktik asit iiretiminde kullanilan fermantasyon ortami icerigi Cizelge 3.2°de
gosterilmektedir. ITU Yemek Isletmeleri’nden elde edilen yemekhane atiklari
on islem uygulamalar1 tamamlanarak belirli sakkaroz oranlarina seyreltildikten
sonra maya ekstrati ilave edilerek otoklavda 1 atm basingta, 121°C’de 15 dakika

boyunca steril edilmistir.
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Laktik asit tiretiminde kullanilan mineral maddeler ve CaCOj3 ayr olarak steril

edilip fermantasyon islemi esnasinda sisteme ilave edilmistir.

Cizelge 3.2: Laktik asit iiretiminde kullanilan ortam kompozisyonu

Belirli oranda sakkaroz iceren yemekhane atig1
10 gL' maya ekstrati

0.5 g.L"' KH,PO,

0.5 g.L"' K,HPO,

0.63 g.L"' CH;COONa.3H,0

30 g.L"! CaCO;

Calismada kullanilan mikroorganizmalar MRS Broth veya MRS Agar’da
gelistirilmis ve +4°C’de 1 ay saklanmustir. Her ay taze ortama ekim yapilarak kiiltiir
yenilenmistir. MRS Broth’da gelistirilen taze Kkiiltiir, fermantasyon baslangicinda

aseptik sartlarda belirli oranlarda {ireme ortamina ilave edilmistir.

Kesikli sistemde gerceklestirilen fermantasyon isleminde, i¢lerinde fermantasyon
ortamlari bulunan ve anaerobik sartlar saglanmis olan erlenler calkalamali su
banyosunda 37°C’ye gelinceye kadar bekletilmislerdir. Sivi besiyerinde homojen
sekilde tiremis bakteri kiiltiiriinden, icersinde sivi atik besiyeri bulunan erlenlere
belirli as1  konsantrasyon oranlarinda olacak sekilde bakteri ekilmistir.
Fermantasyon, bakteri tiiriine bagli olarak farkli sicaklik degerlerinde, degisik
calkalama hizlarinda gerceklestirilmistir. 2-36 saat aralifinda degisik siirelerde steril
kosullarda alinan numuneler tiiplere koyulduktan sonra 5000 rpm’de 10 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiijjle bakterilerin dibe ¢Okmesi saglanmis ve
berrak sivi elde edilmistir. Bakteriden armndirilan numune, 6l¢iim yapilincaya dek

bekletilmek iizere buzdolabinda saklanmistir.
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3.3.8 Laktik asidin saflastirilmasi

3.3.8.1 Laktik asidin saflastirilmasi amaciyla kullanilan iyon degistiricilerin

hazirlanmasi

Laktik asidin saflastirilmasi prosesinde, Amberlit IRA 400 ve Dowex maraton WBA
olmak iizere iki farkli iyon degistirici recine kullanilmustir. Iyon degistiricileri
kapasitelerinin arttirilmasi amaciyla, regineler 500 mL 1.25 N NaOH c¢ozeltisi ile 1

gece muamele edilmis ve daha sonra distile su ile yikanmistir.

3.3.8.2 Laktik asit cozeltilerinin hazirlanmasi

Standart laktik asit ¢ozeltisi: %40’ ik L-laktik asit ¢ozeltisi hazirlanmastir.

Fermantasyondan elde edilen laktik asit ¢ozeltisi: Laktik asit iceren fermantasyon
ortamlart 6000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Siipernatantlar

toplanarak saflastirma iinitesi i¢in 10°C’de saklanmustir.

3.3.8.3 Laktik asidin iyon degistirici recineler ile saflastirilmasi

10-40 gL' konsantrasyonundaki standart laktik asit ¢ozeltisi ve fermantasyondan
elde edilen santrifiijlenmis laktik asit cozeltileri (siipernatantlar), 5.0 g iyon
degistirici recine iizerine ilave edilmis ve 30°C’de, 180 rpm’de homojen bir
dispersiyon olusturacak sekilde, 6 saat boyunca siirekli olarak karistirilmistir. Alinan
numuneler santrifiijlenmis ve siipernatantta kalan laktik asit konsantrasyonlar1 analiz

edilmistir.

Iyon degistirici recine tarafindan tutulan laktik asit miktari, baslangic ve son laktik
asit konsantrasyonlarindan hesaplanmistir.
e [Laktik asidin iyon degistirici regineler ile saflastirilmasi islemine pH ve

sicakligin etkisinin incelenmesi

Sicaklik ve pH’nin laktik asit/iyon degistirici sistemininin kinetigi iizerindeki etkisi
arastirtlmistir. pH’ nin Dowex maraton WBA ve Amberlit IRA-400 iyon degistirici
recineler tizerine etkisi, 1 M H,SOy4 ¢ozeltisi kullanilarak, 2.0, 5.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0,
11.0 ve 12.0 pH degerleri i¢cin incelenmistir. Benzer sekilde sicakligin etkisinin
incelenmesi i¢in 20, 30 ve 40°C’lerde ¢aligilmistir. 40°C’nin iizerinde reginelerin

yapist bozuldugundan daha yiiksek sicaklik degerleri ile calisilamamaistir.
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3.3.9 Fermantasyonla elde edilen laktik asitten diisiik molekiil agirhkh

polilaktik asit sentezi

Dogrudan polimerizasyon yontemi ile diisik molekiil agirlikli polilaktik asit
sentezlenmistir. Polimerizasyon asamas1 iki ana adimdan olusmaktadir. Ik adimda,
atmosferik basingta, fermantasyonla elde edilen laktik asit ¢ozeltisi 150°C’de 2 saat
sitilmistir. Isitma isleminden sonra, sistemde bulunan vakum pompasi ile basing 10
mmHg’ya diisiiriilmiis ve bu kosullar altinda 2 saat boyunca laktik asit ¢ozeltisi
muamele edilmistir. Boylece jelimsi ve viskoz oligomer elde edilmistir. Tkinci adim
olan polimerizasyon isleminde ise, sistem ayni basin¢ degerinde sabit tutularak,
banyo sicakligi 100°C’den 200°C’ye kadar degistirilmek suretiyle, 4 ile 20 saat
arasinda degisik siirelerde polimerizasyon yapilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra, {iriin kloroformda ¢6ziilmiis, faz ayrimi saglanmig ve dietil eter ile yikandiktan

sonra vakum etiiviinde kurutulmustur.

3.3.10 Dimer sentezi

Sentezlenen diisiik molekiil agirlikli polimerin depolimerizasyonu ile dimer sentezi
yapilmigtir. Bunun i¢in polimer, agirlikca %1’lik kalay kloriir ile iyice
karistirnlmigtir. Reaksiyon kabina alinan karisim, azot girisi ve distilasyon c¢ikislar
tamamen kapatilip sicaklik 240°C’ye c¢ikarildiktan sonra, 3 saat bu sicaklikta
reaksiyona tabi tutulmustur. Parcalanma tamamlandiktan sonra iiriin ¢cekme agzindan

laktat dimeri alinmastir.

3.3.11 Dimer ekstraksiyonu

Saflagtinlmamis dimer, oda sicakliginda diklorometan icersinde 1 dakika
karigtirilmis ve karistma 150 mL suda ¢oziilmiis 40 g NaCl ilave edilmistir. Cozelti
sodyum hidrojen karbonat ilavesinden sonra 2 dakika daha karistirilmistir.
Diklorometanin  olusturdugu aynn faz siizge¢c kagidindan  siiziilmiistiir.

Diklorometanin kalani sicaklik 25°C’yi gegmeyecek sekilde ugurulmustur.
3.3.12 Laktitten ve fermantasyonla elde edilen laktik asitten enzimatik olarak
yiiksek molekiil agirhkh polilaktik asit eldesi

Diisiik molekiil agirlikli laktik asit oligomeri kullanilarak elde edilen laktit dimeri ve
fermantasyonla elde edilen I-laktik asit c¢ozeltisi, farkli lipaz enzimleri

katalizorliigiinde polimerlestirme iglemine tabi tutulmustur.
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2.5 mmol laktit dimeri ve 450 mg laktik asit, sirasiyla 0.72 mL ve 10 mL toluenle
karistirillmig ve farkli kaynaklardan izole edilmis ve agirlikca monomer miktarlarina
bagl olarak hazirlanmis farkli konsantrasyonlardaki (%2-40) lipaz enzimleri ile
degisik sicaklik (80-100°C) ve siirelerde (1-7 giin arasinda) azot atmosferinde

muamele edilmistir.

Reaksiyon siiresi tamamlandiginda reaksiyona girmeyen enzimin alinmasi i¢in bir
miktar klorofom ilave edilmis ve bundan sonra ¢ozelti bir siizge¢ kagidindan
stizilmiigtiir. Kalan ¢ozeltideki kloroform tamamen ugurulduktan sonra elde edilen

polimer gerekli analizlere tabi tutularak karakterize edilmistir.

3.3.13 Biyobozundurma islemine tabii tutulan PLLA filmlerinin hazirlanmasi

PLLA filmleri ‘solvent casting’ yontemi ile hazirlanmistir. 1.0 g PLLA 20 mL
kloroform igersinde oda sicakliginda (yaklasik 23°C) karistirilarak ¢oziilmiistiir. Bu
karisim 24 x 30 cm biiyiikliiglinde iizeri teflonla kaplanmis cam yiizeye yayilmis ve
24 saat boyunca oda sicakliinda kurumaya birakilmistir. Olusan PLLA filmi

yiizeyden kazinmustir.

3.3.14 Polilaktik asidin termal olarak bozundurulmasi

Termal bozundurma azot atmosferinde, 10°C.dakika™ 1sitma hizinda TGA cihazi
kullanilarak yapilmastir.

3.3.15 Polilaktik asidin hidrolitik bozundurulmasi

Hidrolitik bozundurma islemleri enzim cozeltileri ve fosfat tampon (enzimsiz)
kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.3.15.1 Polilaktik asidin enzim katalizli hidrolitik bozundurulmasi

Enzim katalizli hidrolitik bozundurma islemleri degisik proteaz enzimleri ve lipaz

enzimi katalizorliiglinde yapilmustir.
¢ Polilaktik asidin DSM proteaz enzimi ile biyobozundurulmas:

‘Solvent casting” metoduna gore hazirlanan PLLA filmleri belirli biiyiikliiklerde
kesildikten sonra proteaz DSM enzim c¢ozeltisi igersinde bekletilerek enzimatik
bozundurma saglanmistir. Kullanilan proteaz DSM enziminin aktivitesi, Tris-HCl

tampon ¢ozeltisi (pH 8.6) kullanilarak 40 unit/mL degerine ayarlanmistir.
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Enzim cozeltileri 48 saatte bir yenilenerek enzim aktivitesi sabitlenmigtir. 37°C’de
calkalamali su banyosunda PLLA filmi, enzim cozeltisiyle muamele edilmistir.
Polimer filmleri analiz edilmek amaciyla, 4°C’de distile su ile yikanarak bozundurma
islemi durdurulmustur ve etiivde 70°C’de 2 saat kurutulduktan sonra gerekli

analizleri yapilmistir.

e Polilaktik asidin Pellucit FS proteaz enzimi ile biyobozundurulmasi
Proteaz pellucit FS enzimi kullanarak biyobozundurma islemi gerceklestirilmistir.
e Polilaktik asidin Mcllvaine tampon ¢ozeltisi ile biyobozundurulmasi

Kullanilan bu yontemde, Mcllvaine tampon ¢ozeltisi, hacimsel oranlar1 3.53:16.47
olacak sekilde sitrik asit ve Na,HPO, karistirilarak hazirlanir. Bu amacla, 19.69 mL
sitrik asit ile 91.875 mL Na,HPO, karistirilarak 110 ml’lik tampon ¢o6zelti
hazirlanmistir. 1.1 g Candida rugosa lipaz enzimi tartilarak, hazirlanan bu tampon
cozeltide c¢oziilmiistiir. PLA numuneleri enzim cozeltisi icersinde bekletilmistir.
Farkli siirelerde alinan numuneler belirli islemlerden gegirildikten sonra 70°C’de

etiivde kurutulmus ve analiz edilmistir.

3.3.15.2 Polilaktik asidin fosfat tampon c¢ozeltisi ile bozundurulmasi

Bu metotta, 2.35 g KH,PO, ile 9.89 g Na,HPO, tartilip 500 mL deiyonize suda
coziilerek fosfat tampon c¢ozeltisi hazirlandiktan sonra pH 7.4’e ayarlanmustir.
Polimer filmler, hazirlanan tampon ¢ozelti icersinde bekletilerek bozundurulmustur.
Fosfat tampon cozeltisi 15 giinde bir yenilenerek bozunma isleminin verimliligi
arttirilmistir. Polimer filmler analize hazirlanmak i¢in distile su ile yikandiktan sonra

etilvde 70°C’de yaklasik 2 saat kurutulmus ve analiz edilmistir.

3.3.16 Verim Hesaplari

Efektif Verim, fermantasyon sonunda olusan laktik asidin, ortamda baslangictaki

sakkaroz konsantrasyonuna yiizdesel orani olarak tanimlanmaktadir.

P
efektif verim, 0% = G e e e e s (3.1)

o

P: Fermantasyon sonunda olusan laktik asit, g.L"!

So: Baslangigta ortamda bulunan sakkaroz, g.L'1
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Hacimsel Verimlilik, birim zamanda olusan laktik asit miktar1 olarak

tanimlanmaktadir, laktik asit tiretim hizin1 gdstermektedir.

s
N 1\ _ B
verimlilik o | T e e e e e e (3.2)

Pt: belirli bir saatte ortamda bulunan laktik asit konsantrasyonu

t: siire (saat)
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4. DENEYSEL CALISMALARIN SONUCLARI VE TARTISMA

4.1 Hammadde

Calismalarda kullanilan yemekhane atiklarinin kimyasal bilesimi Cizelge 4.1°de
verilmistir. Fermantasyon isleminde kullanilan makarna-siit ortaminin kuru madde
iceri8i %85.48, pilav-bezelye-salata icerikli fermantasyon ortaminin kuru madde

igerigi ise %88.29 olarak bulunmustur.

Fermantasyon ortamlarinin pH degerleri laktik asit bakterilerinin ¢calismasina imkan

verecek diizeye getirilmis ve baslangi¢ asamasinda 6.0 olarak ayarlanmustir.

Toplam seker miktarlar ise sirasiyla %56.37 ve %61.38 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.1: Fermantasyon ortamlarinin kimyasal bilegimi.

Makarna-siit Pilav-bezelye-salata
Kuru madde, % 85.48 88.29
Nem, % 15.38 7.50
Toplam seker, % 56.37 61.38
Indirgen seker, % 0.33 0.47
Kil, % 5.12 5.68
Azot, % 1.78 2.85
Protein, % 6.50 10.41

Denemelerde kullanilan yemekhane atiklariin indirgen seker miktarlar1 makarna-siit
ve pilav-bezelye-salata fermantasyon ortamlar1 i¢in sirasiyla 0.33 ve 0.47 olarak

saptanmistir.
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Toplam seker (invert seker + sakkaroz) miktarlarindan numunelerdeki sakkaroz
miktarlarma gecilirken, 1 mol sakkarozun inversiyon sirasinda 1 mol su almasi ve 95
g sakkarozdan 100 g invert seker olugsmasindan dolayi, toplam seker miktar1 ile

indirgen seker miktar1 arasindaki fark 0.95 ile carpilmstir.

Makarna siit ortamina ait sakkaroz miktar1 53 g.L”' ve pilav-bezelye-salata ortamina

ait sakkaroz miktari ise, 58 g.L"' olarak hesaplanmustir.

Protein icerikleri sirasiyla, makarna siit ortami i¢in 6.50, pilav- bezelye-salata ortami

icin ise 10.41 olarak tespit edilmistir.

Literatiir caligmalan takip edildiginde, bir¢cok karbonhidrat iceren hammaddenin
laktik asit iiretimi i¢in kullanildig: tespit edilmistir. Endiistriyel ya da laboratuvar
bazli olarak kullanilacak bir hammaddede; diisiik maliyetli olmasi, az miktarda
safsizlik ve kirletici madde icermesi, fermantasyon sonucunda yiiksek laktik asit

verimliligi saglamasi ve az yan iirlin olusturmasi gibi 6zellikler istenmektedir.

Giintimiizde laktik asit iiretiminde en ¢ok sakkaroz igeren sentetik ortam, hidrolize
nisastadan elde edilen maltoz ve dekstroz, laktoz i¢eren peynir suyu, sakkaroz iceren
pancar ve kamis melas1 gibi klasik olarak kullanilan fermantasyon ortamlarinin
disinda, misir kogcani, misir sapi, saman gibi seliilozik maddeler, kagit fabrikasi yan
tiriinii olan siilfit surubu, odun gibi hammaddeler de 1yi bir laktik asit kaynag1 olarak

literatiir caligmalarinda izlenmistir (Celen, 1986).

Sunulan tez c¢alismasinda laktik asit {iretiminde fermantasyon ortami olarak
kullanilan yemek atiklariyla ilgili bir bilgi literatiir caligmalarinda goriilmemistir.
Yapilan deneysel islemlerde secilen fermantasyon ortamlari, literatiirde calisilan
fermantasyon ortamlarindan farklilik gostermektedir ve bu farkliliktan otiirii yapilan
calisma bilimsel anlamda bir yenilik tagimaktadir. Ayrica, yemek atiklarinin
dogrudan atik muamelesi gormesi disinda, bu sistemle geri doniisiime katkida
bulunmasi hem endiistriyel hem de ¢evresel ve ekonomik acilardan bir yenilik tegkil
etmektedir. Dolayisiyla, nisasta igerikli yemek atiklarimi kullanarak fermantasyonla
laktik asit tiretimi fikrinin, endiistriyel olcekli ¢alismalara 151k tutarak, hem bilimsel

hem de ekonomik arenaya yeni bir bakis getirmesi ongoriilmektedir.
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4.2 Lactococcus lactis subsp lactis ile Fermantasyon ile Laktik Asit Uretimi

4.2.1 Fermantasyon boyunca ortam pH degerinin degisiminin incelenmesi

Laktik asit iiretilmesi amaciyla iki farkli yemek atiginda gerceklestirilen
fermantasyon islemlerinde, Lactococcus lactis subsp lactis kiiltiirii kullanilmis ve
37°C’de 120 rpm karigtirma hizinda gergeklestirilen proseste ortamin pH degisimi
takip edilmistir. Baglangi¢ sakkaroz miktar1 53 g.L”' olan makarna- siit ortaminda,
belirtilen kosullarda denenen fermantasyon calismasi boyunca meydana gelen pH

degisikligi Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1: Lactococcus lactis subsp lactis ile makarna-siit karisimindan laktik asit
eldesinde ortam pH’sinin degisimi.

Fermantasyon isleminde, pH degerinin, laktik asit iiretimi boyunca degisimi
incelendiginde, ilk 20 saatte ortam pH’sinin 5 civarina kadar diistiigii saptanmis ve
en yliksek verimle laktik asit iiretiminin gerceklestigi 20. saatte ortamin pH degeri
5.14 olarak Olciilmiistiir. Bu siireden sonra ortam pH’inda belirgin bir azalma
saptanmis, 28. saatte pH degerinin 4’iin altina indigi tespit edilmis ve bu zamandan
sonra laktik asit iretim hizinda bir azalma meydana geldigi goriilmiistiir.
Fermantasyon islemi 30 saat boyunca devam ettirildiginde, pH degerinin 3.4’e kadar
diismesi, kiiltiiriin ¢aligmasina elverissiz bir ortam meydana getirdiginden, laktik asit
tiretiminin durdugu  tespit edilmistir. Laktik asit bakterilerinin karbonhidrat
kaynaklarim1 fermante etmeleri sonucu, laktik asit ve asetik asit gibi organik asitler

tiretilmektedir. Bircok mikroorganizma iiretilen organik asitlere hassasiyet gosterir.
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Fermantasyon siiresi uzadikca azalan pH degerlerine sahip ortami tolere
edemediklerinden dolayi, belirli pH degerlerinden sonra asit iiretimi durmaktadir.
Ayrica laktik asit bakterileri tarafindan fermantasyon esnasinda iiretilen H,O,’de

inhibitor etkisi yaparak laktik asit tiretimini durdurmaktadir.

Giiveng ve Harsa (1986), peynir suyundan, L. bulgaricus, L. casei, L. delbrueckii ve
L. leichmannii’yi karsilastirmis ve mikroorganizmalarin tiimiinde ilk 12 saatte ortam
pH’sinin 5’in altina diistiigiinii saptamis ve daha sonraki siirelerde pH degeri 4’iin

altina diistiigiinde laktik asit iretiminin tamamen durdugunu belirtmislerdir.

Lactococcus lactis subsp lactis ile pilav-bezelye-salata ortaminda gerceklestirilen
fermantasyon isleminde, ortam pH’sinin degisimi Sekil 4.2°de gosterilmektedir. Tlk
24 saatte ortam pH’sinin 4’{in altina diismedigi saptanmistir. Bu pH degeri, kiiltiiriin
islevini yerine getirmesine imkan verdiginden, laktik asit iiretiminin devaminin
s6zkonusu oldugu diisiiniilmektedir. Fermantasyonun 30. saatinde pH degeri 3.8’e
kadar inmistir ve dolayisiyla laktik asit tiretimi s6zkonusu olamayacagi i¢in ortama

pH’s1 tamponlamasi amaciyla yardimc1 komponentlerin eklenmesi gereklidir.

6 —
5 ‘\’H“ﬂ*—o————_ﬁ
— I M
=1 —e
(:. 2 |
1 |
{:} T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Zaman (saat)

Sekil 4.2: Lactococcus lactis subsp lactis ile pilav-bezelye-salata
karisimindan laktik asit eldesinde ortam pH’sinin degisimi.

Organik asitlerin mikroorganizmalar iizerine inhibitor ajan olarak etki etmeleri,
asitlerin sahip olduklar1 farkli iki 6nemli potansiyel etkiye baglanmaktadir. Kuvvetli
asitler diisiik eksternal pH degerlerine sahiptirler. Fakat kendi kendilerine hiicre
membranlarindan gecememektedirler. Bu asitler diisiik pH’lar1 nedeniyle hiicre

yiizeyindeki enzimleri denatiirasyona ugratarak inhibitor etkisi gosterebilirler.
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Ayrica hiicre i¢i ve hiicre dis1 pH gradyeni ¢ok yiiksek oldugunda hiicre zarinin

proton gecirgenliginin artmastyla sitoplazmik pH’nin diisiisiine sebep olabilirler.

Zayif asitler ise hiicre membran duvarindan kolaylikla gecebilmektedirler. Bu
asitlerin ilk etkisi sitoplazmik pH’s1 diisiirmeleridir. Fakat dogrudan disosiye

olamamig formlar1 da metabolizma iizerine spesifik inhibitor etkisindedir.

Laktik asidin zayif bir asit olmasi ve fermantasyon esnasinda yan iiriin olarak aciga
cikan farkli zayif asitlerin (fumarik asit, malik asit vb.), kiiltiiriin metabolik yapisini
bozmas1 nedeniyle inhibisyon etkisi goriiliir. Bu nedenlerden dolayi, pH kontrolii

fermantasyon islemlerinde biiylik 6nem tagimaktadir.

Guoqgiang ve dig. (1991), kalsiyum aljinat {izerine immobilize ettikleri L.lactis ile
glikoz iceren sentetik ortamdan laktik asit iiretiminde pH kontrolii yapilmadig
zaman asit olusumuna bagh olarak pH degerinin 3.5’in altina diiserek fermantasyonu

durdurdugunu belirtmislerdir.

Laktik asit fermantasyonu boyunca, ortam pH degerlerinin azalmasi ve ilerleyen
fermantasyon siirelerinde kiiltiirlerin yasamasina imkan vermeyecek kadar diisiik
seviyelere inmesi literatiir calismalariyla ortiismektedir. Ancak L.lactis kiiltiirii ile
laktik asit fermantasyonunda kullanilan her iki fermantasyon ortami i¢in de ortam pH
degerinin kritik 4.0 degerinin altina inmesi literatiir caligmalarina kiyasla daha uzun
sirmektedir. Ilk 24 saatte her iki ortamda da pH’min Kkiiltiirin calismasini
engelleyecek sekilde azalmamasi, secilen ortamlarin diger kullanilan ortamlara gore
bir avantaji olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ote yandan ortam pH’sin1 tamponlamak
amaciyla sisteme hicbir katki maddesi ilave edilmese bile belirtilen siirede olusan
laktik asit miktari, gerek laboratuvar gerekse endiistriyel Olcekli calismalar icin

yeterli miktardadir.

4.2.2 Lactococcus lactis subsp lactis ile fermantasyonla laktik asit iiretimine

CaCO; miktarimin etkisi

Literatiir ¢alismalar1 takip edildiginde, laktik asidin fermantasyonunda NaOH ve
CaCoOs; ile asitligin notralize edilerek pH'nin kontrol edildigi denemeler arasinda
laktik asit olusumu ve verim degerleri acgisindan kiiciik farkliliklar oldugu

saptanmugstir (Goksungur, 1998).
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Fermantasyon sirasinda NaOH c¢ozeltisinin siirekli olarak ortama ilave edilmesine
bagl olarak fermantasyon sivisinin hacminde 6nemli oranda bir artis oldugu ve
tiriindeki laktik asit yiizdesinde de buna bagli olarak bir azalma oldugu tespit

edilmistir.

Bu hacimdeki artis oraninin endiistriyel saflastirma ve buharlastirma asamalarinda

zamana ve enerji kaybina yol acacagi aciktir.

Bu olumsuz etkiler goz oniine alindiginda ve literatiir caligmalar takip edildiginde,
laktik asit fermantasyonunda pH tamponlayici olarak NaOH yerine CaCOs;

kullanilmasinin daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Kalsiyum karbonatin kullamildigi denemelerde, substrat konsantrasyonuna bagh
olarak hesaplanan CaCO; miktari, ortamdan ayr1 olarak sterilize edilerek
fermantasyonun baglangicinda ortama ilave edilmistir. Kullanilan CaCO; olusan
laktik asiti kalsiyum laktat halinde tutarak pH’nin 4 degerinin altina diismesini

engellemistir.

Literatiire gore, kullanilan substratin cinsine ve Kkiiltiiriin ¢esidine bagli olarak
degisen pH degerlerini tamponlamak amaciyla miktar olarak genis bir aralikta
CaCOs’m, farkli siirelerde fermantasyon ortamlarina ilave edildigi goriiliir.
Lactobasillus tiirleri i¢in kullamilan CaCOs; miktart %1-10 (w/v) araligindadir

(Goksungur, 1998).

Yapilan bu c¢alismada, makarna-siit ve pilav-bezelye-salata besiyerlerine tampon
vazifesi gormesi amaciyla ilave edilecek CaCOs’m optimum miktar1 Sekil 4.3’de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.3: Lactococcus lactis subsp lactis ile farkli ortamlarda fermantasyonla laktik
asit tretimine CaCO3; miktarinin etkisi.

Sekilde goriildiigli gibi makarna-siit fermantasyon ortamina ilave edilen %2 (w/v)
degerindeki CaCO3 miktart maksimum laktik asit olusumuna imkan verirken, pilav-
bezelye-salata ile hazirlanan fermantasyon ortaminda bu deger %3 (w/v) olarak tespit

edilmistir.

Sekil 4.3’de goriildiigii gibi CaCO3 oranindaki artig belli bir degere kadar (%2 (w/v))
laktik asit liretimini olumlu etkilemis, daha yiiksek degerlerde ise iiretilen laktik asit

miktarlarinda belirgin bir diisiise sebep olmustur.

CaCOs3 miktart %0.5 (w/v) iken makarna- siit ortami icin, olusan laktik asit miktari
38 g.L"! iken, tampon miktar1 %2 (w/v)’ye ¢iktiginda 42 gL' laktik asit iiretilmistir.
Pilav-bezelye-salata besiyeri i¢in de aynit durum s6z konusudur. %0.5 (w/v) CaCOs
icin olusan laktik asit miktar1 28 g.L"' iken %3 (w/v) CaCOs icin olusan laktik asit 36

g.L'1 olarak saptanmistir.

CaCO3 miktart %10 (w/v) olarak sisteme ilave edildiginde olusan laktik asit
miktarinda belirgin azalma goriilmiistiir. Uretilen laktik asit miktarlar1 makarna- siit
ve pilav-bezelye-salata besiyerleri icin sirasiyla, 32 g.L”! ve 21 gL degerlerindedir.

Bu degerler %60 ve %36 doniisiim verimleriyle tespit edilmistir.
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Ortamdaki tampon miktarinin az olusu, iiretilen laktik asidin tamaminin kalsiyum
laktata doniisiimiiniin saglanamamasina ve boylece fermantasyon ortamindaki laktik

asit iiretiminden kaynakli asitligin artmasina neden olmaktadir.

Ortama fazla miktarda CaCO3 konuldugunda ise besiyerinin pH’s1 mikroorganizma
icin uygun olan pH degerinin iizerine ¢ikmaktadir. Ayrica, laktik asit fermantasyon
calismalarinda, proses boyunca laktik asidin yanisira malik asit ve fumarik asit gibi
yan iriinlerin de olusumu soézkonusudur. Artan CaCO;s; miktarlarinda malik asit
tiretiminin de arttig1 literatiir calismalarinda tespit edilmistir. Bunun nedeni ise malik
asit ve fumarik asit olusumunu saglayan enzim piruvat karboksilazin aktivitesinin
CaCOs varliginda artis gostermesidir (Tkacz ve Lange, 2004). Bunun sonucunda
piruvat, malik asit ve fumarik asit olusumu icin kullanilmakta ve laktik asit iiretimi

azalmaktadir.

Dominguez ve dig. (1999), Rhizopus oryzae ATCC 52311 ile sentetik ortamda laktik
asit liretimi tizerine yaptiklar1 caligmalarinda, ilave edilen CaCOj3 oraninin ve ilave
edilme zamaninin laktik asit {iretimine etkisini incelemisler, en yiiksek hacimsel
verimliligi fermantasyonun baslangicinda CaCOs3’1n %35 oraninda ve 24, 36, 48 ve
60. saatlerde %3 oraninda tekrar ilave edildigi kosulda elde etmislerdir. Ayrica
arastirmacilar, ortama CaCOj ilave edilmedigi durumda, laktik asit olusumuna bagh
olarak azalan pH degeriyle birlikte, mikroorganizmanin glikoz tiiketiminin azaldigin

ifade etmislerdir.

Bai ve dig. (2003), Rhizopus oryzae R1021 ile yaptiklar1 ¢alismada CaCOs’1in
besiyerine ilave edildigi zamanin laktik asit olusumu iizerine etkisini arastirmislar, 8.
saat ve sonrasinda ortama ilave edilen CaCOs’in pelet yapt olusumuna neden
oldugunu tespit etmislerdir. CaCOs’1in ortama ilave edilme zamaninin, o andaki
ortamin pH’sinm1 belirlemesi sebebiyle mikroorganizmanin gelisimini de pH’ya bagh
olarak etkileyecegini belirtmislerdir. Pelet yapi, mikroorganizmanin fermantasyon
ortaminda daha genis ylizey alana sahip olmasina olanak saglamaktadir. Buna bagh
olarak mikroorganizma ortamdaki oksijenden ve substrat kaynagindan daha fazla

faydalanabilmekte ve daha fazla laktik asit iiretebilmektedir.
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Huang ve dig. (2005), R.oryzae ve R.arrhizus ile yaptiklarn ¢calismada farkli dozlarda
ortama farkli miktarlarda ilave edilen CaCOs;’in laktik asit iiretimine etkisini
arastirmiglardir. Calismalarinin sonucunda CaCOs miktarlar1 arttikga laktik asit
tiretiminin arttigini, cok yiiksek degerlere cikildiginda ise iiretimde azalma meydana
geldigini belirtmislerdir. En yiiksek verim degerine ortama %1 (w/v) CaCOj; ilave
edildigi kosulda ulasilmistir. %1 (w/v) oraninda ilave edilen CaCOj5’1n hiicresel

gelisim i¢in gerekli pH degerinin saglanmasinda yeterli olacag: ifade edilmistir.

pH degerlerinin fermantasyon boyunca sabit kalmasi amaciyla optimize edilerek
tespit edilen miktarlarda CaCOj3 fermantasyon ortamlarina ilave edilmistir. Her iki
sistem i¢in %2 (w/v) CaCOs ortam pH’simi ayarlamak i¢in yeterli diizey olarak
belirlenmistir. CaCO3 miktarinin diisiik seviyede olmasi fermantasyon ortamina ilave
edildiginde c¢cok fazla hacim ve yabanci iyon artisina sebep olmayacagindan,
saflagtirma islemlerinde zaman ve enerji kaybi da az olacaktir ki bu durum
fermantasyon islemlerinden sonra gerceklestirilen adimlarda biiyiik bir avantaj olarak

degerlendirilmektedir.

4.2.3 Lactococcus lactis subsp lactis ile fermantasyonla laktik asit iiretimine

optimum pH degerinin belirlenmesi

Lactococcus lactis subsp lactis ile makarna-siit igerikli fermantasyon ortaminda
laktik asit iiretimi i¢in optimum pH’nin bulunmasi amaciyla, fermentérde 37°C
sicaklikta, 53 g.L'1 sakkaroz konsantrasyonunda, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0 pH degerlerinde
deneyler yapilmistir. Laktik asit bakterileri belirli diizeyin iizerindeki asitligi tolere
edemediklerinden dolayr laktik asit iiretimi sonlandig1 i¢in olusan laktik asit, %?2
(w/v) CaCOs kullanilarak fermantasyon boyunca notralize edilmis ve pH’nin

belirlenen aralikta sabit kalmas1 saglanmugtir.

Sekil 4.4’de goriildiigii gibi, en yiiksek verimle laktik asit iiretimi (43.22 g.L") pH
6’da elde edilirken, bu degere tekabiil eden efektif verim degeri %81.5, hacimsel

verimlilik degeri ise 2.16 g.L"'saat ' olarak tespit edilmistir.

pH 5 degeri i¢in, 20. saatte 34.12 g.L'1 degerinde laktik asit elde edilirken, pH degeri
7 oldugunda, 30 gL' degerine inmektedir. 20. saatte laktik asidin iiretim verimi ve
hacimsel verimliligi pH 5 icin, sirasiyla %64 ve 1.70 g.L"'.saat”, pH 7 icin ise

sirasiyla, %56 ve 1.5 g.L"' saat'olarak bulunmustur.
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Sekil 4.4: Farkli pH degerlerinde Lactococcus lactis subsp lactis ile makarna-siit
fermantasyon ortaminda laktik asit iiretimi.

Benzer sekilde pilav-bezelye-salata icerigi kullanarak hazirlanan besiyerinde
baslangictaki sakkaroz miktar1 58 g.L'1 olarak belirlenmis olup bu ortamin da pH
degerleri benzer sekilde ayarlandiktan sonra, fermantasyon yapilmis ve laktik asit

miktarlar siireye bagli olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.5: Farkli pH degerlerinde Lactococcus lactis subsp lactis ile pilav-bezelye
salata fermantasyon ortaminda laktik asit tiretimi.



Sekil 4.5°de goriildiigii gibi, maksimum miktarda laktik asit tiretimi pH 6’da 12.

saatte meydana gelmistir.

Lactococcus lactis subsp lactis kullanilarak gerceklestirilen fermantasyon isleminde
pH 6 degerinde 38 g.L"' miktarinda laktik asit iiretimi saglanmis ve bu degerden yola
cikilarak, efektif verim degeri, %66, ve hacimsel verimlilik degeri ise 1.9 g.L'l.salalt'1

olarak elde edilmistir.

pH 7 degerinde ise 24 saatlik calisma sonucunda olusan laktik asit miktar1 31 g.L”,
efektif verim %53.44 ve hacimsel verimlilik degeri ise, 1.29 g.L" .saat™ olarak tespit

edilmistir.

Lactococcus lactis subsp lactis ile farkl iki besiyeri kullanarak fermantasyonla laktik
asit tiretiminde maksimum verimle {iriin elde edilen pH degeri 6 olarak tespit edilmis
olup, bu deger yapilan literatiir ¢alismalariyla paralellik gostermektedir (Cock,

2006).

Goksungur (2004), L. delbrueckii IFO 3202 ile melastan laktik asit tiretimi yaptig1
calismada, 45°C’de gerceklestirilen fermantasyon isleminde en fazla laktik asit
tiretimi 43.2 . olup pH 6 degerinde tespit edilmistir. Bu degerde efektif verim ise
%82.8 olarak belirlenmistir.

El-Sherbiny ve dig. (1986), pancar melasindan L. delbrueckii kullanarak laktik asit
tiretmigler ve arastirmalarinda maksimum efektif verimi %61.2 olarak pH 6’da elde

etmislerdir.

Monteaguda ve dig. (1994), ayn1 mikroorganizma ile melastan laktik asit iretiminde

en yiiksek hacimsel verimliligi pH 5.92 iken saptamislardir.

L.amylovorus ile laktik asit iiretiminde, 4.0 ile 6.5 arasindaki pH degerlerinde
nisastadan laktik asit {iretimi yapilmis ve bu aralikta sadece pH 5.0 ve pH 6.0
degerlerinde maksimum verim elde edilmis, pH degeri 6.5 oldugunda laktik asit

tiretiminin hizla distiigii gozlenmistir (Cheng ve dig., 1991).

Montelongo ve dig. (1993), soya melasindan L. saliverius kullanarak en yiiksek

laktik asit tiretiminin pH 6.0’da oldugunu saptamislardir.
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Dominguez ve dig. (1999), R. oryzae ATCC 52311 ile laktik asit iiretimine
fermantasyon kosullarinin etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda, farkli pH degerlerinin
etkisini arastirmislar ve pH 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 ve 6.0’ da sirasiyla 70.9 g.L'l, 72.1
gL, 69.6 gL', 71.7 gL', 69.9 gL' ve 70.6 gL' laktik asit iiretildigini
belirlemislerdir. Bu sonuglar dogrultusunda farkli pH degerlerinin laktik asit tiretimi

tizerine 6nemli bir etkisinin olmadigin ifade etmislerdir.

Yapilan pH optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda elde edilen veriler 1s18inda ve
literatiirde yer alan benzer ¢alismalarda kullanilan ortam pH’sinin siklikla 6.0-6.5
(Liu ve dig. (2005); Bai ve dig. (2003) olmasi nedeniyle, caligma pH’s1 6.0 olarak
belirlenmis ve ilerleyen asamalarda yapilan fermantasyon optimizasyon c¢aligmalari

saptanan bu degerde gerceklestirilmistir.

4.2.4 Lactococcus lactis subsp lactis ile fermantasyonla laktik asit iiretiminde

optimum sicaklik degerinin belirlenmesi

Makarna- siit ve pilav-bezelye-salata besiyerlerinden fermantasyonla laktik asit
tiretiminde optimum sicakligin bulunmasi i¢in ¢alkalamali inkiibatérde 30, 37, 40 ve
45°C’de, pH 6.0 degerinde ve CaCO3 miktarlar1 her iki ortam i¢in de optimize edilen
miktarlarda ilave edilerek, 36 saat siiresince laktik asit liretimi gerceklestirilmistir.
Makarna-siit besiyerinde optimum sicakligin belirlenmesine ait deneysel sonuclar

Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6: Farkli sicakliklarda Lactococcus lactis subsp lactis ile makana- siit
fermantasyon ortaminda laktik asit iiretimi.
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Sekil 4.6’dan izlenebildigi gibi, 37 ve 40°C’lerde yapilan laktik asit
fermantasyonunda elde edilen iiriin konsantrasyon degerleri ile 30 ve 45°C’ler igin
elde edilen degerler birbiriyle paralel bir skala icersinde bulunmaktadir. Lactococcus
lactis subsp lactis kiiltiirii ile makarna-siit besiyerinden fermantasyonla laktik asit
tiretimi i¢in maksimum verimle iiriin eldesinin gerceklestigi sicaklik degeri 40°C’dir.
36 saatte elde edilen laktik asit miktar1 48 g.L'', bu degerden yola cikilarak
hesaplanan efektif verim de8eri %86 ve hacimsel verimlilik degeri ise 1.33
g L saat™"dir. 37°C’deki laktik asit fermantasyonunda ise, ilk 24 saatte bu degerler,
44 gL' laktik asit, %82 efektif verim ve 1.83 g.L'l.salalt'1 degerinde hacimsel
verimlilik olarak bulunmustur. Sicaklik degerinin 45°C’ye ¢ikmasiyla laktik asit
tiretiminde belirgin bir azalma saptanmistir. Bu sicaklikta fermantasyon ortamindaki
mikroorganizmanin verimliligi azaldigi i¢in laktik asit iiretiminde bir diisiis meydana

gelmistir.

Optimum fermantasyon sicakliginin 5-10°C iistiindeki sicaklik degerleri, kiiltiiriin
canliligimi koruyarak iiriin olusumunu desteklemesi i¢in maksimum sicaklik degeri
olarak bilinmektedir. Ancak optimum sicakliktan daha yiiksek sicaklik degerlerine
dogru gidildikce mikroorganizmanin canliligi ve iiremesi, dolayisiyla da {iriin
olusturma kapasitesi etkilenmektedir. Cok yiiksek sicaklik degerlerinde ise sadece
kiiltiiriin tiremesinde durma meydana gelmemekte, beraberinde az veya ¢ok oranda
Olumler de goriilmektedir. Yapilan c¢alismada optimum sicaklik degeri olarak
belirlenen 40°C’den sapmalar gergeklestiginde laktik asit olusum hizinda ve

veriminde meydana gelen azalmalar yukaridaki sekilde aciklanabilir.

L.delbrueckii ile melastan laktik asit iiretiminde sicakligin etkisi {izerinde yapilan
calismalarda, El Sherbiny ve dig. (1986), en yiiksek efektif verim ve doniisiim verimi

degerlerini 45°C sicaklikta bulmuslardir.

Cheng ve dig. (1991), nisastay1 substrat olarak kullanarak, L. amylovorus igin

optimum sicaklik degerinin 40-45°C arasinda oldugunu géstermislerdir.

Goksungur (1998), L. delbrueckii TFO 3202 ile melastan laktik asit {iretiminde
45°C’de yapilan fermantasyon isleminde en fazla laktik asit iiretiminin saglandigini

ifade etmis ve artan sicaklik degeriyle laktik asit tiretiminin azaldigini belirtmistir.
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Makarna-siit besiyeri i¢in gerceklestirilen islemlere benzer sekilde pilav-bezelye-
salata besiyeri icin de optimum sicaklik degerinin belirlenmesi calismalari

uygulanmis ve sonuglar Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7: Farkli sicakliklarda Lactococcus lactis subsp lactis ile pilav- bezelye-
salata fermantasyon ortaminda laktik asit iretimi.

Sekilden de goriildiigii gibi 37 ve 40°C’lerde elde edilen laktik asit iiretim miktarlart
birbirine son derece yakindir. En yiiksek laktik asit iiretiminin gerceklestigi siire 36
saat olarak saptanmustir. Bu siire icersinde 40°C’de elde edilen laktik asit miktar1 44
g L', efektif verim degeri %76 ve hacimsel verimlilik degeri ise, 1.22 g.L"'.saat”

olarak bulunmustur.

37°C’de de yakin sonuclar elde edilmis ve laktik asit miktar1 42.5 g.L”!, efektif verim

degeri %73 ve hacimsel verimlilik ise 1.18 g.L"saat  olarak tespit edilmistir.

Incelenen optimizasyon calismalar1 neticesinde, Lactococcus lactis subsp lactis ile
yapilan her iki besiyerindeki fermantasyon islemine ait maksimum diiriin eldesine
imkan veren sicaklik degeri 40°C olarak belirlenmistir. Yapilan deneysel ¢alismalar
sonucunda elde edilen veriler ile, Lactobacillus tiirlerine ait optimum sicaklik degeri

olan 40-45°C araligi desteklenmistir.
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4.2.5 Lactococcus lactis subsp lactis ile fermantasyonla laktik asit iiretimine

optimum karistirma hiz1 degerinin belirlenmesi

Lactococcus lactis subsp lactis ile iki farkli besiyerinde laktik asit iiretiminde
optimum karistirma hizinin bulunmast i¢in sicaklik kontrollii calkalamali
inkiibatorde 37°C sicaklikta, 53 g.L'' (makarna-siit) ve 58 g.L'1 (pilav- bezelye-
salata) sakkaroz iceren besiyerleri ile pH 6.0’da, 24 saat siireyle 80, 100, 120, 160 ve
200 rpm karistirma hizlarinda denemeler yapilmistir. Lactococcus lactis subsp lactis,
belirli diizeyin {izerindeki asitligi tolere edemedigi ve laktik asit iiretimi kesildigi i¢in
olusan laktik asit, fermantasyonun 8. saatinde besiyerlerine optimize edilen

miktarlarda CaCOQjs ilave edilerek notralize edilmistir.
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Sekil 4.8: Farkli karistirma hizlarinda Lactococcus lactis subsp lactis ile makarna
siit ve pilav- bezelye- salata fermantasyon ortaminda laktik asit iiretimi.

Sekil 4.8’de goriildiigii gibi makarna- siit ve pilav- bezelye- salata besiyerleri i¢in
120 rpm’de elde edilen laktik asit miktarlar1 sirasiyla 36 ve 43 g.L™! olup en yiiksek
laktik asit iretimi bu karistirma hizinda elde edilmistir. Calisilan karistirma
hizlarinda elde edilen efektif verim ve hacimsel verimlilik degerleri ise, makarna-siit
besiyeri icin, sirasiyla %69 ve 1.5 g.L'l.saat'1 ve pilav-bezelye-salata besiyeri i¢in ise,

sirastyla, %74 ve 1.79 gL' saat” olarak hesaplanmustir.
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Karistirma hizinin artmasina bagl olarak fermantasyon ortaminda ¢oziinmiis oksijen
miktart yiikkselmekte ve buna bagli olarak mikroorganizmanin oksijenden
faydalanimi1 artmaktadir. Ancak c¢ok yiiksek oksijen degerlerinde malik asit ve
fumarik asit olusumu arttig1 icin laktik asit iiretiminde azalma meydana gelmektedir
(Tkacz ve Lange, 2004). Bu tespit yapilan bu calismada da desteklenmektedir.
Kanigtirma hizin1 ¢ok arttirdigimizda (160 ve 200 rpm) elde edilen laktik asit

tiretiminde belirgin bir diisiis tespit edilmistir.

Liu ve dig. (2005), ¢calismalarinda atik patateslerden R.oryzae ile laktik asit tiretimini
optimize etmisler ve bu amacla karistirma hizinin laktik asit liretimine etkisini
incelemislerdir. Yapilan denemeler sonucunda artan karistirma hizlarinda laktik asit
(14 gL, 26 gL', 32 gL'") iretiminin arttigini belirtmislerdir. Ayni calismada
olusan laktik asit miktariyla beraber fermantasyon ortamindaki ¢6ziinmiis oksijen
miktarlar1 da Ol¢lilmiis ve artan karistirma hizlart i¢in ortamda %6, %29 ve %60

¢Oziinmiis oksijen bulundugu tespit edilmistir.

Optimizasyon islemlerinden elde edilen veriler incelendiginde, fermantasyon
ortaminin kompozisyonu ve fermantasyonda kullanilan kiiltiiriin cinsine bagl olarak
ortamda bulunan oksijenin tolere edilebilmesi, ya da yan {iriin olusumunun
desteklemesine bagli olarak fermantasyon islemleri cesitlendik¢ce optimize edilen

karistirma hizi da degisiklik gostermektedir.

4.2.6 Lactococcus lactis subsp lactis ile fermantasyonla laktik asit iiretimine

baslangic substrat konsantrasyonunun etkisi

Her iki besiyerinde de yapilan fermantasyon islemlerine baslangic substrat
konsantrasyonunun etkisini incelemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda
fermantasyon ortamlari hazirlanmis ve Onceki boliimlerde tespit edilen optimum
sartlarda fermantasyon islemleri gerceklestirilmistir. Makarna- siit ortami icin; 10,
22, 38, 45 ve 100 gL' sakkaroz iceren on islem uygulanmis ortamlar hazirlanarak,

37°C’de, 120 rpm’de ve pH 6’da fermantasyon yapilmustir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Lactococcus lactis subsp lactis ile makana- siit fermantasyon ortaminda
laktik asit iiretimine baslangi¢c konsantrasyonunun etkisi.

Yapilan deneyler sonucunda baslangic substrat konsantrasyonu arttikca olusan laktik

asit miktarinin da arttig1 goriilmiistiir.

flk 14 saatlik fermantasyon siiresinde, 45 g.L”' sakkaroz iceren makarna- siit
besiyerinde, maksimum laktik asit olusumu 35 g.L'', efektif verim degeri %77 ve

hacimsel verimlilk degeri ise 2.5 g.L " .saat 'olarak tespit edilmistir.

Diisiik baslangi¢ konsantrasyonlarinda olusan laktik asit miktarlarinin yaklasik

olarak ayn1 degerde oldugu goriilmiistiir.

Artan substrat konsantrasyonlarinda olusan laktik asit miktarlarini tespit etmek
amaciyla, 100 g.L'1 sakkaroz iceren fermantasyon ortami ile deneyler yapildiginda,
laktik asit olusum miktarinin ¢ok az oldugu ve 10. saatten sonra olusan laktik asit
miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi gozlenmistir. Bu durum yiiksek
sakkaroz konsantrasyonunun bastirici (represor) etki yaptigim1 gostermektedir.
Ayrica, yiiksek sakkaroz konsantrasyonlarinda, kullanilan mikroorganizmanin lag

fazi uzamis ve spesifik iireme hizi diismiistiir.

Sakkarozun represyon etkisi bir c¢ok fermantasyon prosesinde gozlenmektedir

(Giirsoy, 1991, Unsacarer, 1998).
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Laktik asit Uretiminde substrat inhibisyonu pekcok arastirmaci tarafindan
incelenmistir. Mehaia ve Cheryang (1987), L. bulgaricus ile peynir suyundan laktik
asit iiretmisler ve yiiksek substrat konsantrasyonlarinda laktozun kullanilamadigin

tespit etmiglerdir.

Goncalves ve dig. (1991), L. delbrueckii ile laktik asit tretimindeki kinetik
mekanizmay1 incelemisler ve yiiksek substrat konsantrasyonlarinda substrat

inhibisyonu meydana geldigini saptamiglardir.

Ruengruglikit ve Hang (2003), R.oryzae ile misir kocanindan laktik asit {iretimi
lizerine yaptiklart calismalarinda, farkli miktarlarda misir kocani kullanmislar ve
artan substrat miktarlarinda laktik asit tretiminin azaldigim belirtmislerdir. Bu
azalmanin nedeninin, substrat konsantrasyonundaki artisa baglh olarak fermantasyon
ortamindaki su miktarinda meydana gelen azalmadan kaynakli olabilecegini ifade
etmislerdir. Substrat inhibisyonunun diger bir nedenin ise ortamda olusan glikoz ve

sellobiyoz olabilecegi belirtilmistir.

Lactococcus lactis subsp lactis ile pilav-bezelye- salata fermantasyon ortamindan
laktik asit iiretiminde degisik substrat konsantrasyonlarinin etkisinin incelenmesi i¢in
15, 25,42, 51 ve 100 g.L'1 sakkaroz iceren ortamlar hazirlanmis ve bu ortamlarda pH

6 degerinde, 120 rpm’de, 15 saatlik fermantasyon islemi gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.10: Lactococcus lactis subsp lactis pilav-bezelye-salata fermantasyon
ortaminda laktik asit iiretimine baslangi¢ konsantrasyonunun etkisi.
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Sekil 4.10’dan da goriildiigii gibi, maksimum verimle laktik asit {iretiminin
gerceklestigi baslangic sakkaroz konsantrasyonu, 51 gL’ degeridir. 15 saatlik
fermantasyon islemi sonucunda, 42 g.L'' degerinde laktik asit elde edilmis, efektif
verim degeri %82, hacimsel verimlilik degeri ise, 3.4 g.L'.saat”olarak tespit

edilmistir.

Diger fermantasyon ortamina benzer sekilde, baslangi¢c substrat konsantrasyonu ¢ok
arttirildiginda, olusan laktik asit miktar1 da buna paralel olarak bir azalma
egilimindedir. Bu durum yukarida yapilan aciklamalara benzer olarak (iriin

inhibisyonundan ileri gelmektedir.

Huang ve dig. (2005), R. oryzae 2062 ve R. arrhizus 36017 kullanarak patates
nisastast atik suyundan laktik asit irettikleri calismalarinda, baslangi¢ nisasta
konsantrasyonunun laktik asit {iretimine etkisini incelemisler ve artan nisasta
konsantrasyonunda laktik asit {iretiminin arttigini, daha yiiksek degerlere c¢ikildiginda
ise iretimin azaldigmm ifade etmislerdir. R. oryzae 2062’yi kullandiklar
denemelerinde nisasta konsantrasyonunun 12.5 gL'den 18.6 g.L e ¢ikarilmas:
durumunda, laktik asit iiretiminin 5.02 g.L'l’den 13.62 g.L'l’e ciktigini, nisasta
konsantrasyonunun 37.5 g.L"! oldugu durumda ise laktik asit iiretiminin 5.34 g.L e
distiigiinii belirtmislerdir. Azalmanin nedenini, mikroorganizmanin sahip oldugu
amilaz enziminin aktivitesinin, nigasta iceren karbon kaynaklarini hidroliz etmek icin
yeterli olmamasi, seklinde aciklamiglardir. Ayni zamanda, fermantasyonun ileri
asamalarinda yliksek miktarlarda iirlin olusumuna bagli olarak gerceklesen iiriin
inhibisyonundan kaynaklanmis olabilecegini de ifade etmislerdir. R. arrhizus 36017
ile karsilastirildiginda R. oryzae 2062°nin ayni substrat konsantrasyonunda daha az
laktik asit drettigini, ancak biyokiitle olusumunun daha yiiksek oldugunu
belirtmiglerdir. Bunun nedenini, biyokiitle olusumu ve laktik asit iiretimi prosesleri

arasinda meydana gelen karbon kaynagi yaris1 olarak aciklamaktadirlar.

Bulut ve dig. (2004), farkli karbon kaynaklarinin, R.oryzae NRRL 395 susu
kullanilarak gergeklestirilen laktik asit iiretimine etkisini incelemislerdir. Glikozun
kullanildig1 calismada baslangic substrat konsantrasyonun 25 g.L™"den 150 g.L"e
cikmast sonucunda laktik asit iiretiminin arttigi, 150 g.L """ nin iizerindeki degerlere

cikildiginda ise laktik asit tiretiminin azaldig ifade edilmigtir.
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Yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda ortamda bulunan glikozun tamamen
tilketilemedigi, baslangic glikoz konsantrasyonunun yaklasik %40-50’sinin
kullanilmadan fermantasyon ortaminda kaldigi tespit edilmistir. Bunun nedenini,
ortamda biriken laktik asit miktarinin artmasi olarak ifade etmislerdir. Ayrica {iiriin
inhibisyonunun, fermantasyonun ileri agamalarinda ortamin ihtiya¢ duyulan besin
Ogelerince zenginlestirilmesi  yoluyla Onlenebilecegini  belirtmislerdir. Aymi
caligmada karbon kaynag olarak sakkaroz  kullamilmig ve baslangig
konsantrasyonunun 5 g.L'”den 50 gLe cikarilmasi sonucunda laktik asit
iiretiminin arttig, 100 gL' sakkaroz konsantrasyonunda ise iiretimin dnemli lgiide
azaldig1 gozlenmistir. Azalmanin nedeni, yliksek konsantrasyondaki sakkaroza bagl

olarak ortam viskozitesinin artmasi seklinde ifade edilmistir.

Laktik asit fermantasyonunda substrat konsantrasyonunun optimizasyon ¢aligsmalari
sonucunda elde edilen veriler goOstermektedir ki, yliksek  substrat
konsantrasyonlarinda ¢alisildiginda ortamda bulunan kiiltiiriin - sahip oldugu
ITAlactose enziminin, her iki besiyerinde de bulunan karbon kaynaklarini hidroliz
edememesinden dolayi, iiriin inhibisyonu meydana gelmekte ve laktik asit verimi
diismektedir. Dolayisiyla, optimum kosul olarak tespit edilen, makarna-siit ve pilav-
bezelye-salata besiyerleri icin, sirasiyla 45 ve 51 gL' substrat konsantrasyonlart,
fermantasyonda kullanilan yemekhane atiklarinin substrat konsantrasyonlarina yakin
degerlerde olduklarindan, secilen fermantasyon ortamlarinin dogrudan kullanilmasi
gerek laboratuvar Olcekli caligmalarda gerekse endiistriyel iiretimde uygunluk teskil

etmektedir.

4.2.7 Lactococcus lactis subsp lactis ile fermantasyonla laktik asit iiretimine asi

konsantrasyonunun etkisi

Makarna- siit ve pilav- bezelye- salata iceren iceren fermantasyon ortamlarindan
Lactococcus lactis subsp lactis ile laktik asit tiretimine kullanilan spor sayisinin
etkisini incelemek amaciyla, 3x10° cfumL’ hiicre iceren Kkiiltiirden, gerekli
seyreltmeler yapilarak, 6x10°, 1.2x107, 1.8x10’, 3x10’ cfu.mL’ spor iceren
diliisyonlar olusturulmustur. Denenen asilama oranlart olan %?2.0, 4.0, 6.0 ve 10’a
karsilik gelen baslangic hiicre sayilar1 fermantasyon ortamlarina ilave edilerek 120

rpm, 24 saat, 37°C ve pH 6.0’da deneyler gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.11: Lactococcus lactis subsp lactis ile farkli fermantasyon ortamlarinda
laktik asit iiretiminde degisik as1 konsantrasyonlarinin etkisi.

Sekil 4.11°de goriildiigii gibi, her iki besiyeri icin de, artan as1 konsantrasyonlarinda
elde edilen laktik asit miktarlar1 artmus, 1.2x10" cfu.mL™ spor konsantrasyonunda
makarna- siit besiyeri icin en yiiksek laktik asit miktar1 36 g.L', pilav- bezelye-
salata besiyeri icin ise 43 gL olarak tespit edilmistir. Makarna siit ortami icin

efektif verim %70 iken, pilav- bezelye-salata ortami i¢in, bu deger %74 civarindadir.

Bu degerin iizerindeki spor konsantrasyonlarinda, elde edilen laktik asit miktari
azalmistir. Bunun nedeni ortamdaki hiicre sayisi arttikca besin elementlerinin

yetersiz kalmasi olarak diisiiniilmektedir.

Soccol ve dig. (1993), R.oryzae NRRL 395 ile kati1 kiiltiir ortaminda laktik asit
tiretimini arastirdiklar1 calismalarinda, inokiilasyon miktarinin laktik asit tiretimine
etkisini incelemisler ve 180 g.L"' glikoz iceren iiretim ortaminda en yiiksek laktik asit
miktarm1 120 gL' olarak, 2x10° spor.g glikoz' inokiilasyon Mhizinda elde

etmislerdir.

Yin ve dig. (1997), R.oryzae NRRL 395 kullanarak biyoreaktorde misir nisastasindan

laktik asit iiretimine, inokiile edilen spor konsantrasyonunun etkisini arastirmiglardir.
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Spor konsantrasyonlar1 sirasiyla 2x103, 2X104, 2X105, 2x10° ve 2x10’ spor.mL'1
olacak sekilde tiretim ortamlarina ekim yapildiginda, en yiiksek laktik asit miktar
olan 98.2 gL’ degerinin, 2x10° spor.mL’ konsantrasyonuyla elde edildigini
belirtmislerdir. Bu iiretim ortaminda kiiciik peletler olustugunu, 2x10° ve 2x10°
spor.mL™" araliginda yapilan denemelerde ise misel yapinin olustugunu, bu yapinin
reaktor icerisinde koagiile oldugunu, dolayisiyla ortamdaki glikozun yeterince
kullanilamadigini ve laktik asit iiretiminin diisiik oldugunu ifade etmislerdir. 2x10’
spor.mL'1 diizeyinde spor ekimi yapilan iiretim ortaminda ise pek cok sporun
gelisemedigini ve bunun nedeninin de besin elementlerinin yetersiz kalmasi oldugun

sOylemislerdir.

Dominguez ve Viazquez (1999), R.oryzae ATCC 52311 ile laktik asit iiretimine
fermantasyon kosullarinin etkisini inceleyerek spor konsantrasyonunun etkisini
arastirmiglardir. Arastirmacilar spor konsantrasyonu ve havalandirmanin birbiriyle
iliskili oldugunu goézlemlemisler ve diisiik spor konsantrasyonlarinda havalandirma
miktarindaki degisime baglh olarak laktik asit iiretiminin cok fazla degismedigini
(diisiik havalandirma: 0.51 g/g laktik asit; yiiksek havalandirma: 0.57 g/g laktik asit)
fakat; yiiksek spor konsantrasyonlarinda yiiksek havalandirma uygulandiginda diisiik
laktik asit iiretimi, diisiik havalandirma hizi uygulandiginda ise yiiksek laktik asit
tiretimi oldugunu belirtmislerdir. Yiiksek spor konsantrasyonlarinda gerceklestirilen
deneylerde, yiiksek havalandirma hizi uygulanan kosullarda elde edilen laktik asit
miktarini 46.1 gL', diisiik havalandirma hizi uygulanan kosullarda ise elde edilen

laktik asit miktarini 70.8 g.L"' olarak tespit etmislerdir.

Bai ve dig. (2003), kanstirmali tip fermentdrde R.oryzae R1021 pelet formu
kullanarak  yaptiklar1  fermantasyonda, spor  konsantrasyonunun etkisini
incelemislerdir. Arastirmacilar iiretim ortamina 1x10° ve 1x10’ spor.mL" araliginda
degisen konsantrasyonlarda spor inokiile etmisler ve en yiiksek laktik asit miktari
olan 63.25 gL’ degerini, 1x10° spor.mL’ seviyesinde ekim yapilan iiretim
ortaminda tespit etmislerdir. Inokiile edilen spor konsantrasyonunun 1x10° ve 1x10°
spor.mL'1 araliginda oldugu denemelerde misel yapinin olustugunu ve buna bagh
olarak laktik asit miktarinin azaldigin1 ve fermantasyon siiresinin uzadigin ifade

etmislerdir.
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inokiile edilen spor konsantrasyonunun 1x107 spor.mL" oldugu denemelerde ise
mikroorganizmanin yigin seklinde gelisim gosterdigini ve yigin igerisine besin
elementlerinin gegisinin ve buna bagli olarak laktik asit iiretiminin artan kiitle

aktarim transferi nedeniyle azaldigini sdylemislerdir.

Sunulan tezin bu boliimiinde yapilan deneysel calismalar sonucunda, asi
konsantrasyonunun optimizasyonu ile elde edilen verilere gore, %4 as1
konsantrasyonunda, her iki ortam i¢in de maksimum miktarda laktik asit {iretiminin
gerceklestirildigi saptanmustir.  Bu degerin {izerindeki konsantrasyonlarda ise,
ortamda bulunan karbon kaynaklarinin yetersiz kalmasindan dolay: laktik asit iiretim
veriminde diisiis gozlenmistir ki bu sonug literatiir ¢alismalar: ile uyumludur (Yin ve

dig., 1997).

Boliim 4.2’de yapilan tiim calismalar sonucunda, Lactococcus lactis kiiltiirii ile laktik
asit fermantasyon kosullar1 optimize edilmis ve fermantasyonda kullanilan her iki
besiyeri igin de, pH degerinin 6.0, sicakligin 37°C, karistirma hizinin 120 rpm ve as1
konsantrasyonunun %4 oldugu durumda, maksimum laktik asit iiretimi elde

edilmistir.

4.3 Lactobacillus bulgaricus ile Fermantasyonla Laktik Asit Uretimi

4.3.1 Fermantasyon boyunca ortam pH degerinin degisiminin incelenmesi

Lactobacillus  bulgaricus ile makarna-siit besiyerinden olusan fermantasyon
ortaminda 40°C’de 120 rpm karistirma hizinda, laktik asit iiretiminde baslangic
sakkaroz miktar1 53 g.L'1 oldugu durumda ortam pH’sindaki degisim Sekil 4.12°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.12: Lactobacillus bulgaricus ile makarna-siit karistmindan laktik asit
eldesinde ortam pH’sinin degisimi.

Makarna- siit besiyerinde gerceklestirilen fermantasyon boyunca siirekli olarak
azalan pH degisimi izlenmektedir. ilk 12 saatte pH degerinin 4’iin iistiinde oldugu
ancak bu siireden sonra pH’nin daha da azaldigi saptanmistir. Fermantasyon
isleminin 10. saatinde pH degeri 4.8 olarak 6l¢iilmiis ancak bu siireden sonra pH nin
4’iin altina azalmasi bakterinin asidik sartlarda ¢alisamiyor olmasindan dolay1, laktik

asit olusumunun meydana gelemeyecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.13: Lactobacillus bulgaricus ile pilav-bezelye-salata
karistmindan laktik asit eldesinde ortam pH’sinin degisimi.
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Benzer sekilde pilav-bezelye-salata ortami i¢in fermantasyon boyunca pH degisimi
incelendiginde yakin sonuclar elde edilmistir. Fermantasyonun 2. ile 10. saatleri
arasinda pH degerinin mikroorganizmanin c¢alismasina imkan verecek degerler
arasinda oldugu ancak bu siireden sonra hizli bir sekilde pH’nin azaldig1 saptanmistir
(Sekil 4.13). 12. saatten sonra pH degerinin 4’iin altina indigi tespit edilmistir
dolayisiyla ortama ilave edilecek olan CaCOs’1n bu siireden 6nce sisteme konulmasi

gerektigi diistiniilmektedir.

Giiveng ve Harsa (1986), yaptiklarnn caligmada sakkaroz igeren ortamdan L.
delbrueckii ile laktik asit iiretiminde pH kontrol edilmedigi zaman fermantasyonun
ilk 10-12 saatinde pH’nmin hizli bir sekilde 5’in altina diistiigiinii, daha sonra 28.
saatte pH degerinin 4.0’iin altina ulastigin1 ve kiiltiiriin calisamamasi nedeniyle laktik

asit iiretiminin tamamen durdugunu belirlemislerdir.

Banwart (1989), fermantasyon sirasinda sentezlenen ya da yan iirlin olarak aciga
cikan lipofilik asitler nedeniyle meydana gelen bakteri gelisimi ve iiretim veriminin
inhibisyonunu, amino ve keton gruplarinin etkisine baglamaktadir. Hiicre icersine
giren ve hiicre icersinde disosiye olan asitler veya asidik ortamda protanlarin pasif
olarak hiicre i¢ine girisi vasitasiyla azalan sitoplazmik pH’nin kiiltiiriin DNA’sinda

hasarlara neden olabilecegini belirtmistir.

Ayrica, Saccharomyces cerevisiae ile yapilan bir arastirmada, benzoik asit ilavesi ile
sitoplazmik pH’nin diisiiriilmesi ile, pH diisiisiine hassas olan 6- fosfofruktokinazin
inhibe oldugu ve dolayisiyla glikolizis yoluyla enerji iiretiminin durmasi ile

inhibisyonun gerceklestigi rapor edilmistir (Brooth ve Kroll, 1989).

Huang ve dig. (2005), sitoplazmik pH’s1 asetik asit ile diisiiriilmiis bakterilerde
goriilen aktivite kaybinin, hiicre i¢i proteinlerin denatiirasyonundan ileri geldigini

ifade etmektedirler.

Lactobacillus bulgaricus ile laktik asit fermantasyonunda ortam pH degerinin
fermantasyon boyunca degisimi, Lactococcus lactis kiiltiirii ile yapilan ¢aligmalara
esdeger nitelik tasimaktadir. Her iki kiiltirde de fermantasyonun belirli bir
siiresinden sonra pH, kritik 4.0 degerinin altina diismektedir. Bu durum laktik asit ve
yan iiriin olarak aciga cikan malik asit ve fumarik asit gibi maddelerin ortamin

asitligini arttirmasindan kaynaklanmaktadir.
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Buna baghh olarak, artan asitlik derecesiyle birlikte, Kkiiltiirlerin yapisindaki
dihydroorotate dehydrogenase ve IIAlactose enzimlerinin denatiirasyonu olusmakta

ve laktik asit doniisiimii verimli bir sekilde meydana gelememektedir.

4.3.2 Lactobacillus bulgaricus ile fermantasyonla laktik asit iiretimine CaCO;3

miktarmin etkisi

L. bulgaricus ile laktik asit iiretiminde fermantasyon ortamina ilave edilen optimum
CaCOj3 oraninin bulunmasi i¢in, sicaklik kontrollii ¢alkalamali inkiibatorde 53 ve 58
gL' sakkaroz iceren besiyerlerinde 40°C sicaklikta, pH 6.0’da, %2 asi
konsantrasyonu kullanilarak, ortamdaki toplam substrat miktarinin %0.5, %1, %?2,
%3 (w/v) oranlarinda CaCOs; ilave edilerek 24 saat boyunca fermantasyon

yapilmistir.
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Sekil 4.14: Lactobacillus bulgaricus ile farkli ortamlarda fermantasyonla laktik
asit tiretimine CaCO3 miktarinin etkisi.

Makarna-siit ve pilav-bezelye-salata besiyerlerindeki fermantasyonlarda, en yiiksek
laktik asit iiretimi %2 (w/v) CaCO; kullanildiginda sirasiyla 44.5 gL' ve 49 gL’
olarak elde edilmistir. Deneysel sonuglardan da goriildiigi gibi CaCO; oranindaki
artis laktik asit iiretiminde belli bir degere kadar yiikselmeye neden olmus, daha

yiiksek degerlerde ise iiretim ¢ok az azalmistir (Sekil 4.14).
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Ortamdaki tampon miktarinin az olusu, iiretilen laktik asidin tamaminin kalsiyum
laktata doniisiimiiniin engellenmesine ve bunun sonucunda fermantasyon ortaminda

laktik asit tiretiminden kaynakl asitligin artmasina neden olmaktadir.

Ruengruglikit ve Hang (2003), R.oryzae NRRL 395 ile misir kocanindan laktik asit
iretimi tizerine yaptiklar1 ¢calismalarinda, 100 mL’lik besiyerlerine 0.2 g CaCOs ilave
edildigi durumda fermantasyonun 48. saatinde en yiiksek laktik asit tiretiminin
gerceklestigini tespit etmislerdir. CaCOs ilave edilmedigi kosulda ve belirtilen
CaCO;3 miktarinin iizerinde calisildiginda, laktik asit olusumunun azaldigini

bildirmislerdir.

4.3.3 Lactobacillus bulgaricus ile fermantasyonla laktik asit iiretiminde optimum

pH degerinin belirlenmesi

L. bulgaricus kiiltirii ile makarna-siit icerikli fermantasyon ortaminda laktik asit
iiretiminde optimum pH’nin bulunmasi amaciyla, 40°C sicaklikta, 53 gL' sakkoroz
iceren ortamin pH degerleri 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0 olacak sekilde ayarlanarak
fermantasyon islemleri yapilmistir. Fermantasyonun 6. saatinden itibaren ilave edilen
%2 (w/v) CaCOs ile ortam noétralize edilmis ve pH’nin belirlenen araliklarda sabit

kalmasi saglanmistir.
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Sekil 4.15: Farkli pH degerlerinde Lactobacillus bulgaricus ile makarna-siit
fermantasyon ortaminda laktik asit iiretimi.
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Sekil 4.15’den goriildiigii gibi 30 saat sonunda pH= 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0 i¢in sirasiyla
28.77 gL', 3521 gL', 48.51 gL' ve 34.75 g L' laktik asit elde edilmistir. Her bir
pH degerinde elde edilen efektif verim degerleri, sirasiyla %54, %66, %91 ve
%71°dir. Bu degerlere karsilik gelen hacimsel verimlilik degerleri, 0.96 g.L"'.saat™,
1.17 gL' saat”, 1.61 g.L " saat” ve 1.16 g.L" saat™' olarak hesaplanmustur.

Laktik asit bakterilerinin canliliklarmi pH 7.0 degeri civarinda siirdiirebildikleri
diisiiniiliirse, pH 6.0 degerinde en yiiksek laktik asit olusumunun izlenmesi literatiir

caligmalari ile paralellik tasimaktadir.

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (strain RR) ile seker pancarindan farkli
sicaklik ve pH degerlerinde yapilan fermantasyon isleminde, pH degerinin 6.2, ve
sicakligin 44°C oldugu durumda 72 saatlik fermantasyon siiresince, elde edilen laktik

asidin maksimum verimde oldugu bulunmustur (Gassem ve dig., 2006).

Huang ve dig. (2005), Rhizopus oryzae kullanarak, atik sulardan laktik asit
tiretiminin optimum sartlarinin belirlenmesi ile ilgili calismalarinda, pH degerinin
5.0-6.0 arasinda, CaCO5 miktarinin 10 g.L”" oldugu durumda 20 saatlik fermantasyon
siresince elde edilen maksimum laktik asit miktarmm 21 gL oldugunu

belirtmislerdir.

Ching-Yu ve dig. (2007), substrat olarak 125 gL' konsantrasyonundaki glikozu
kullanarak Rhizopus oryzae ile pH degerinin 4.3-4.5 arasinda tutuldugu fermantasyon

ortaminda, efektif verimi %87 olan bir prosesle 109 g.L"' laktik asit elde etmislerdir.

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus suslan arasinda en yiiksek 10,1 mg.mL'1 laktik asit
tiretimi G12 susunda %1 melas konsantrasyonunda tespit edilmistir. Kiiltiir ortaminin
pH’s1 4.23 olarak belirlenmistir. S. thermophilus W22 susunda en yiiksek laktik asit
iiretimi 48. saat sonunda %] melas konsantrasyonunda 8.8 mg.mL™' olarak
belirlenmistir. Bu kiiltiir ortaminin pH’s1 4.27 olarak bulunmustur (Yiiksekdag ve

dig., 2008).

Lactobacillus plantarum kullanilarak sentetik laktoz ortamindan, kesikli sistemde
aerobik ve anaerobik sartlarda gerceklestirilen fermantasyonda, pH’nin 5.0-6.0
arasinda oldugu durumda %95 doniisiim oram ile maksimum miktarda laktik asit

tiretilmistir (Agraval ve dig., 2007).

84





