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ENDUSTRIYEL MIiKROBIYOLO!Ji

Gida dretiminde ilk caglardan bu yana, biyolojik giiclerden yararlanildigi ( yogurt, alkolli ickiler,
peynir, sirke, tursu vb.) bilinmekle birlikte, bu gliclin blyuklGgl, teknikteki kullanim olanaklari yirmi
birinci ylzyilin ortalarina dogru anlasilmaya baslanmistir. Mikroorganizmalarin yalnizca hastalik
yapmadigl, uygun sartlarda reaksiyon yapabildikleri gozlenmis; bu biyokimyasal donistimlerle,
kimyasal yoldan elde edilen drinler elde edilebilmistir.

Biyokimyasal reaksiyonlarin ¢ogunlukla, kimyasal reaksiyonlardan daha ekonomik ve kolay olusu,
onceden sadece kimyasal yol ile elde edilebilen bazi tirinlerin fermantasyon yolu ile tiretilebilmelerini
ekonomik duruma getirmistir. Hatta kimyasal yol ile gerceklestirilemeyen bazi reaksiyonlar,
fermantasyon yolu ile (biyoddnisiim ile) gerceklestirilmistir. Ornegin; ilag olarak kullanilabilen bircok
kimyasal madde (6zellikle antibiyotikler) glinimizde, vyalnizca fermantasyon vyolu ile
mikroorganizmalar tarafindan Uretilmektedir.

Endistriyel Mikrobiyolojinin konusu; endistriyel bir amaca hizmet igin mikroorganizmalari
kullanmaktir.

Biyolojik elemanlar kullanilarak, endistriyel boyutlarda gerceklestirilen Uretimlere, genel olarak,
“biyoproses-biyoislem” denilmektedir.

Biyoproseslerde

Hicre Enzim

Biyokatalistlere
(serbest veya immobilize ) mutlaka gereksinim vardir.

Mikroorganizma hiicresi veya hicre bileseni olan enzim, biyoproseslerde biyokatalist olarak
kullanilirlar. Ya da hiicre, dogrudan serbest veya immobilize edilmis olarak kullanilabilir.

Biyoprosesler ile yapilan iiretimlerde su temel kosullar saglanmalidir:

1) Uygun endistriyel mikroorganizma susunun temini (seleksiyon veya mutasyon yolu ile)
2) Mikroorganizma susunun gelistirilmesi ve ¢cogaltiimasi

3) Uygun substrat secimi ve formilasyonu

4) Uygun kosullarda biyosentez

5) Uriiniin gelisme ortamindan ayrilmasi ve saflastiriimasi
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Gorildiagu gibi, biyoreaktorler prosesin kalbi konumundadir. Biyoreaktérde kontrol edilebilen cevre
kosullarina ihtiya¢ duyulur. Clinkli biyoreaktorler sicakhk, pH degisikligi, besin konsantrasyonu
(ozmotik basing) ve metal iyonlarina karsi cok hassastirlar.

Biyoproseslerin bagarisi kosullarin hangi 6lglilerde kontrol edilebildigine ve optimum degerlerin
hangi Olglilerde sabit tutulabildigine ve hangi dlglilerde optimize edilebildigine baghdir.

Endustriyel Gretimlerde mikroorganizmalar kullanilirken, genellikle tek bir tip mikroorganizma segilir.
Genellikle karisik bir kiiltdr ile calisiimak istenmez ve tek bir mikroorganizmadan ¢ogaltilmis saf kiiltur
kullanilir. Boyle bir proseste, calisma ortaminin ve besinlerin de steril olmasi ¢cok 6nemlidir. Diger
mikroorganizmalar tarafindan kontaminasyonu énlemek amaciyla, reaktére giren gaz bile steril edilir.

MiKROORGANIZMLAR HANGIi URETiM ALANLARINDA KULLANILIRLAR?

1. Biyokitle Gretimi. (Ekmek mayasi iretimi, THP Gretimi)

2. Hicre bilesenlerinin tretimi (hiicre degil). Ornegin; hiicre lizerinden enzim veya nukleik asit
Uretimi

3. Metabolitlerin Gretimi. Bunlar hiicrenin metabolik aktivitesi sonucu olusan etil alkol, organik
asitler, antibiyotik, vitamin, vb. kimyasal trUnlerdir.

4. Arntma (atik su arntimi, maden aritimi). Ornegin; disik yizdeli kiikiirt minerallerinden
madenlerin kazanilmasi.



ENDUSTRIDE KULLANILAN MiKROORGANiZMLARDAN iSTENILEN OZELLIKLER

Endistride kullanilan mikroorganizmalar, herhangi bir Gretimin basarili olup olmamasinda en énemli
etkenlerden birisidir. Bu nedenle tretimde kullanilacak mikroorganizma kiltlrinden, prosese uygun
bazi 6zellikler aranir. Bunlar, genel olarak soyle 6zetlenebilir:

1.

10.

11.

Mikroorganizma susu genetik bakimdan stabil olmalidir. Devamli ve kendiliginden baska
formlar meydana getiren bir sug istenmez.

Sus kolaylikla ve cok sayida vegetatif hiicre, spor veya diger cogalma organlari meydana
getirebilmelidir.

Sus astlamayi takiben kolaylikla cogalabilmelidir.

Mikroorganizma kiltlrld yalnizca mikroskopta gorilen diger mikroorganizmalardan degil,
ayni zamanda fajlardan da temiz olmalidir.

Sus kisa suirede ve yliksek verimde istenilen Griind olusturabilmelidir.

Sus butlin toksik maddelerden temiz bir Griin olusturmalidir (GRAS “generally recognised as
safe” kabul edilmeli).

Uriin Gretildigi ortamdan kolaylikla ayrilabilmelidir.

Sus, mimkiinse kontaminasyona karsi kendini koruyabilmelidir. Ornegin; kontaminant
mikroorganizmalardan daha disik pH’da veya daha yiiksek sicaklikta gelisebilmeli, ya da
diger mikroorganizmalarin gelismesini engelleyecek bir metabolit Gretebilmelidir.

Sus kolaylikla kiiltire alinabilmeli ve kolaylikla muhafaza edilebilmelidir.

Sus, gerektiginde bazi mutajenler tarafindan mutasyona ugrayabilmelidir. Mutasyon ile daha
yiksek verimli suslar elde edilebilir.

Sus kendi Urettigi Grinl parcalamamali ya da istenmeyen baska Urinlerin sentezinde
kullanmamalidir.

Mikroorganizma kdiltirlerinden istenilen bu o6zellikler, genel anlamda, endistride kullanilan bitin
mikroorganizmalar igin gegerlidir. Ancak; tretimde kullanilan degisik proseslerin kendine 6zgl teknik
kosullari, mikroorganizma kiltlrinin segciminde esas olmalidir.
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ASETIK ASIT URETIMI (SIRKE URETIMI)

Sirke: Degisik sekerli meyve siralarinin once alkol sonra asetik asit fermantasyonuna tabi
tutulmasi ile elde edilen bir ¢esni maddesidir.

Sirkenin tarihi sarabin tarihi kadar eskidir. Ciinkii, acik kapta bulunan bir sarap kolaylikla
sirkelesir.

Asetik asit fermantasyonunun biyokimyasi
Sirke tiretiminde iki ayr1 fermantasyon olay1 sézkonusudur.

l. CeH120p  -----m-mm-mm —ooee- 2CH3CH,OH + 2CO, + 28.2 kcal ( Alkol
fermantasyonu)
Il. 2CH3CH,0OH + O3 --------- 2CH3COOH + 2H,0 +118 k.kal  ( Asetik asit ferm.)

Asetik asit fermantasyonunun yolizi ise sOyledir.

CH3CH,0H
(etil alkol)
--------- (Alkoldehidrogenaz)

CH3CHO
(asetaldehit)

CH3CH(OH),
(asetaldehithidrat)

----------- (Aldehitdehidrogenaz)

CH3COCH
(asetik asit )

Reaksiyonda iki defa dehidrogenasyon olmakta, ayrilan hidrojen havanin oksijeni tarafindan
tutulmaktadir.

Asetik asit bakterileri
Zorunlu aerobik mikroorganizmalar olup, kisa comak seklinde, gram-negatif, katalaz-pozitif
bakterilerdir. Iki cins icerisinde gruplandirilir:

1. Gluconabacter

2. Acetobacter (Endiistride kullanilan)

Asetik asit fermantasyonunda 6nemli etkenler
Hava (oksijen): Etil alkoliin asetik asite doniismesi bir oksitlenme reaksiyonu oldugundan,

ortamda bol oksijenin bulunmasi sarttir. 1 g etilalkoliin asetik asite oksidasyonu i¢in 12 litre
hava gereklidir.



Alkol: Asetik asit bakterileri alkollii sivilarda yasadiklart ve kendilerine gerekli enerjiyi
alkolii okside ederek sagladiklar1 halde, alkole dayanikliliklar1 sinirlidir ve bu tiirlere gore
degisir. En fazla alkole (% 13-14) dayanikh tiirler; A. Shiitzenbachi, A. curvum, A.
Acetigenum dir.
Uygulamada, sirkelestirilecek alkollii sivinin alkol oran1 % 10-11’e indirilir.
Asit: Asetik asit bakterilerinin kendileriasit olusturduklar1 halde, bu aside dayanikliliklar
sinirhidir. Aside en dayanikli tiir 4. Shiitzenbachi olup, %13-14 aside dayanabilmektedir.
Sicakhik: Asetik asit bakterileri i¢in en uygun sicaklik 28-32 9C’dir. Daha diisiik ve yiiksek
sicakliklarda faaliyetleri yavaglar.
Besin maddeleri ve ortam bilesenleri:
Su: Hammadde olarak kuru meyve tahil veya ispirto kullanilmasi durumunda, sulandirma
suyunun temiz, kokusuz, berrak ve yumusak olmas1 gerekir.
Asillama: Sirkelesmeye birakilacak alkollii siviya baslangigta bir miktar (1/4-1/10) keskin
sirke katilmas1 gerekir. Bu sirke;

- lyi kalite

- Keskin

- Siiziilmemis

- Pastorize edilmemis
olmalidir. Ya da yeterince ¢ogaltilmig saf bakteri kiiltiirii ile agilanir.

Sirke Uretim Yontemleri

1. Yavas yontem: Fi¢1 damacana gibi agz1 acik ve bol havalanabilen kaplarda alkollii
sivi sirkelesmeye birakilir. Sirkelesme 1.5 -2 ay siirer. Bu yontemde 1 m? zar alani
giinde 0.5 litre saf alkolii okside eder.

2. Cabuk yontem (Jenerator yontemi): Kabi igerisine iizerine mikroorganizmanin
tutunabilecegi ve genis ylizey saglayacak yonga veya misir kogani doldurulur. Alkol
iceren ham sarap yukaridan yagmurlama suretiyle, dolgu materyali iizerine akitilir.
Dolgu materyali lizerine daha 6nce tutunmus olan mikroorganizmalar ile temas eden
alkol oksidatif bir fermantasyon sonunda asetik asite doniistiiriiliir. Alkollii sivinin
akis hiz1 alkoliin tamaminin asite doniisecegi sekilde ayarlanir. Bu amagla 6zel Frings
Jeneratorii gelistirilmistir. Jeneratérde 1 m dolgu materyali giine 2.5-3.5 litre alkolii
okside eder.

3. Daldirma (Deri Kiiltiir, Submers ) yontemi: Bu yontemde asetik asit bakterileri
alkollii sivilarin yiizeyinde degil, i¢inde c¢alisirlar. Sivinin igerisine ¢ok ince
kabarciklar halinde siirekli olarak hava verilir. Bu yontemde sirke tiretimi jenerator
yontemine gore 30 kez daha hizli olmaktadir. Giinde asite ¢evirdigi saf alkol miktari
(L) esas olmak iizere, 25 ....1800 tiplerinde asetator’ler mevcuttur. Asetatorlerde
yapilacak iiretimlerde “6zel bakteri kiiltiirlerinin™ kullanilmas1 gerekmektedir.

Alkol sirkesi: Sulandirilmis damitik alkolden iiretilir. Fermantasyon sirkesi ile suni (alkol)
sirkesi “Asetil metil karbinol “ testi ile ayirt edilir.

Melastan Asetik Asit Uretimi:
- Melas once alkol fermantasyonuna ugratilir.
- Meydana gelen alkol, derin kiiltiir yontemi ile asetik asite doniistiiriiliir.
- Elde edilen %10-12’lik asetik asit etil asetat ile eksrakte edilir. Sonra azeotropik
damitma ile %98-99’luk asetik asit elde edilir.
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BiYOGAZ URETIMIi

Organik maddeler oksijensiz ortamda, yani anaerobik olarak ¢iiriimeye ugratilirsa, aralarinda
yiiksek oranda metan gazi bulunan bir gaz karisimi elde edilir. Bu gaz karigimina “biyogaz”
denilmektedir. Cogunlugunu tarim ve sanayi artiklarmin olusturdugu bu organik maddeler
havasiz ortamlarda biyogaz’a doniistiiriilebilirler.

Biyogaz tiretimi 3 agamada olusur:

1. 1k asamada yiiksek yapidaki organik bilesikler anaerop mikroorganizmalarin
salgiladiklar1 enzimler sayesinde, kiiclik molekiillii ara iirlinlere donistiiriliir (
SIVILASTIRMA ).

2. lkinci asamada bu ara iiriinler dnce piruvik asite, sonra kiigiik molekiillii alkol ve
organik asitlere doniistiiriiliir ( ASITLESTIRME ).

3. Ugiincii asamada ise asitlestirme asamasinin iiriinleri metan iireten bakteriler
tarafindan metana déniistiiriiliir (BIYOGAZ OLUSUMU ).

ATIK SU ARITIMI

Atik su denilince, sehir kanalizasyon sulari ve endistrinin kullandiktan sonra attig1 sular
anlasilir. Akarsulara, gollere veya denizler atilan bu sular dogal olarak temizlenme giiclerinin
cok iizerinde bir kirlilik ortaya ¢ikardiklarindan, dogay1 ve halk sagligini tehdit eder duruma
gelmislerdir.

Uygun kosullar altinda sular, belli miktarda ¢6ziinmiis oksijen icerirler ve bu miktar g¢esitli
etkenlerle degisebilir. Sulardaki ¢6ziinmiis oksijenin kirlilik etmenleri tarafindan azaltilmasi
halinde, anaerobik mikroorganizmalar organik maddeleri pargalayarak anaerobik kokugmaya
neden olurlar.

Kentlerde ve endiistride atilan sularin kirlilik dereceleri, kullanim amaglarina gore, istenilen
diizeye indirilmelidir.

Atik sularn kirlilik derecelerinin saptanmasinda, su analizler yapilir:

1. Biyolojik oksijen gereksinimi (BOD )
2. Kimyasal oksijen gereksinimi ( COD )
3. Asili katt madde

4. Permanganat degeri

Atik sularin temizlenmesinde ilk asama, siispansiyon halindeki kat1 maddelerin 1zgara veya
kalburlardan gegcirilerek tutulmasi, sonra bekleme havuzlarinda ¢oktiiriilmesidir. Ikinci
asamada ise, kendi agirlig1 ile ¢okemeyen organik materyal, aktif camur muamelesi ile,
biyolojik olarak parcalanir. Biyolojik islemlerde, sudaki kirlilik unsurlarina gore, once
anaerobik parcalanma sonra oksidasyon havuzlarinda bol oksijen temini ile organik
maddelerin aerobik parcalanmasi gerceklestirilir.



Atik sularin aritilmasinda bir tiir baglatict kiiltiir olarak kullanilan aktif camur, basta

bakteriler, algler, protozoalar, mantarlar olmak iizere gok ¢esitli mikroorganizma gruplarini
icermektedir.

Aerobik islemler sirasinda, sulari oksijence zenginlestirmek i¢in acik havuzlarda sular ya
karistirilir ya da havaya pskiirtiilerek, hava ile temas etmesi ve oksijenin su i¢inde ¢oziinmesi
saglanir.
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EKMEK MAYASI URETIiMi.

Ekmek mayasi; hamurda bulunan basit sekerleri fermantasyona ugratarak, meydana gelen
CO, ile hamurun kabarmasini, diger maddeler ile de hamurun olgunlagsmasini ve aroma
olusumunu saglayan Saccharomyces cinsine ait mikroorganizmalardir.

Ekmek hamurunun hazirlanmasinda 18.yy ortalarina kadar eksi hamur mayasi kullanilmistir.
Bilindigi gibi eksi hamur mayasi, bir giin 6nce kabarmis olan hamurdan ertesi glinkii hamur
icin ayrilan kisimdir. Bu eksi hamur mayasinin i¢inde Saccharomyces cinsi mayalarin yaninda
cok sayida laktik asit bakterileri ve diger bakteriler de bulunmaktadir. Eksi hamur ile
mayalanan hamurda bir yandan mayalar ¢alisirken diger yandan da laktik asit bakterilerinin
faaliyeti sonucunda hamur eksi tatta olur.

Daha sonra hamurun kabartilmasi amaciyla bira ve ispirto fabrikasi artigi maya kullanilmaya
baslanmigtir. Bu mayalarin kalitelerinin stirekli farklilik gostermesi ve Ozellikle saf ve
dayanikli olmamalar1 nedeniyle, ekmek mayasi {iretimi i¢in yeni teknolojiler gelistirilmistir.

Ekmek mayas: tiretimi amaciyla gerceklestirilen ilk uygulamalarda maya ¢ogalmasi sirasinda
bir taraftan da alkol fermantasyonunun devam etmesi nedeniyle verim diisiik olmustur.
Ekmek mayasi iiretiminde substrata hava verilmesine 20. yy baslarinda baglanmis, boylece
son iriindeki maya verimi alkol aleyhine artirilmistir. Daha sonra havalandirilarak yapilan
iretim sirasinda az da olsa olusan alkoliin de maya tarafindan karbon kaynagi olarak
kullanilmasina olanak taniyan “Akitma Yontemi” gelistirilmistir.

Ekmek Mayas1 Uretiminde Kullanilan Mikroorganizmalar

Ekmek Mayas1 Uretiminde Saccharomyces cerevisiae tiiriine ait suslar kullanilir. Bu maya
suslart;

-Isiya dayanikli olmali

-Cabuk ¢ogalabilmeli

-Enzimatik etkinliklerini uzun siire koruyabilmeli
Ayrica;

-Hamuru fazla kabartma 6zelliginde olmali

-Ekmege yabanci tat ve koku vermemelidir.

Ekmek Mayasi Uretim Kosullar

Hammadde: Ekmek mayasi liretiminde hammadde olarak en ¢ok melas, ayrica tahillar ve
nisasta suruplar1 kullanilmaktadir. Bu hammaddeler tamamen iilke kosullar ile ilgili olup,
tilkemizde seker pancar1 melas1 kullanilmaktadir.

Ekmek mayas1 liretiminde hammadde olarak kullanilacak melasin seker disindaki diger
bilesim Ogeleri ve bunlarin miktarlar1 da dikkate alinmalidir. Seker pancari melasinin
bilesiminde yaklasik

% 80 kuru madde
% 50 seker
% 1.3-2.5 N’lu maddeler bulunur.



Melas bu bilesimi ile maya biyokitlesini olusturmak amaciyla gereken makro ve mikro
elementler yoniinden N, P ve bazen da Mg disinda, yeterlidir. Bu eksik olan besin maddeleri
organik ve anorganik bilesikler halinde disaridan ilave edilmelidir. Azot kaynagi olarak
amonyak ve amonyum tuzlari, fosfor kaynagi olarak orto-fosfatlar ve fosforik asit yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ayrica, Mg tuzlari ve vitaminler de (biotin, thiamin) ilave
edilmelidir.

Maya (kuru madde tizerinden) yaklasik,
% 46 karbon
% 32 oksijen
% 8.5 azot
% 6 hidrojen
% 7.5 kiil igerir.

Uygun kosullarda 200 g sakarozdan 100 g maya (Y x/s = 0.5) elde edildigi kabul edilecek
olursa, 100 g maya kuru maddesinin sentezi igin;

200 g sakaroz + 10.32 g NH3 + 100.44 g oksijen + 7.5 g kiil --- 100 g maya + 140.14 g CO, +
78.12 g H,0O

esitligini gerceklestirecek besin maddeleri ortamda bulunmalidir.

Oksijen Gereksinimi
Genel olarak 1 g maya kuru maddesinin elde edilebilmesi i¢in 1 g oksijene gereksinim vardir.
Endiistriyel uygulamalarda oksijen gereksinimi ortama steril hava verilerek saglanir.

Saccharomyces cerevisiae mayalari ayni zamanda alkol drettiginden ortamin
havalandirilmasiyla mayalarin fermantasyona yonelmeleri engellenecek, substrat biyokiitle
olusumu icin kullanilacaktir (Pastdr etkisi). Ornegin; anaerobik kosullarda maya verim
katsayist (Y x/s) 0.075 iken, aerobik kosullarda verim katsayist (Y x/s) 0.5’in iizerine
cikabilmektedir.

May iiretiminde ortama verilen oksijen miktarindan ¢ok oksijenin siv1 fazda ¢oziinen ve maya
hiicresi tarafindan kullanilabilecek orani (¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu) biiyiik 6nem
tasir. Bu nedenle fermentére verilen havanin kiiciik kabarciklar halinde sivi iginde
dagilmasina &zen gosterilmelidir. lyi bir karistirma sonucu verilen oksijenin % 40-50’sinin
s1v1 faza transferi ve maya tarafindan kullanimi saglanabilir.

Seker Konsantrasyonu

Substrattaki seker konsantrasyonunu yiiksek olmasi halinde maya verimi diismekte, CO, ve
etil alkol tiretimi artmaktadir. Maksimum verim i¢in seker konsantrasyonunun 0.3 g/L vyi
gecmesi istenmez. Boyle diisiik seker konsantrasyonu, bolca havalandirilan fermentore
melasin kademeli olarak verilmesi ile saglanir.

pH

Ekmek mayasi iiretiminde biyokiitle gelisimi i¢in en uygun pH 4.5 - 5.0 arasindadir. Diisiik
pH degerlerinde bakteriyel kontaminasyon riski azalacaginda, en iyisi baslangicta 4.2 — 4.5
pH' da ¢aligsmaya balanir, sonlara dogru pH 4.8 — 5.0’e ytikseltilir.



Sicakhk
En uygun sicaklik 28-30 °C dir.

Ekmek Mayasim1 Uretim Asamalar1

Melasin hazirlanmasi

Ana mayanin elde edilmesi

Mayanin elde edilmesi

Mayanin ayrilmasi, paketlenmesi, depolanmasi

el A

Melasin Hazirlanmasi

Melas, ekmek mayasi liretiminde dogrudan kullanilamaz. Fermantasyon yetenegi yiiksek ve
acik renkli maya elde etmek igin, ayni zamanda mayanin muhafazasini kolaylagtirmak
amaciyla, ozellikle melastaki renk maddelerinin ve diger yabanci maddelerin uzaklastirilmasi
gerekir.

Melas iki agsamada berraklastirilir;
1. 1: 1 oramnda sulandirildiktan sonra 4.5-5.0 pH’ya kadar H,SO, ile asitlendirilir ve
kaynatilir.
2. Sonra, santrifiif edilerek kaba tortusundan ayrilir.

Melas ¢ozeltisi hemen kullanilmayacaksa 60 %C’nin iizerinde yada 15 °C’nin altinda tutulur,
Berraklagtirilan melasa mayanin geligsmesi igin gerekli besin maddeleri ilave edilir.

Mayanin Elde Edilmesi

Maya iiretimine laboratuvarda saf kiiltiir ile baslanir. Yatik agardaki saf kiiltiir gittikge artan
hacimlara asilanarak, sonugta 25-50 kg maya kiiltiirii elde edilir. Daha sonra isletmelerdeki
15 —200 m® hacmuindaki fermentorlere 2.5-4.0 ton isletme mayas1 verilerek, 18—20 saat
sonunda maya kiitlesinde 6-7 kat artig saglanir.

Ekmek mayasi tiretiminde geleneksel olarak kesikli yontem uygulanmakta ve melas kademeli
olarak (seker maya tarafindan kullanildik¢a) fermentdre verilmektedir.

Mayanin Ayrilmasi

Yaklasik 150-200 g/L oraninda maya igeren sivi ortam separatérden gegirilerek maya kremasi
stv1 kisimdan ayrilir. Bol su ile yikanip, tekrara separatdrden gegirilir ve gerekirse bu islem
birka¢ kez tekrarlanir. Bakteriyel kontaminasyonu onlemek i¢in bu maya kremasi pH 2.0’e
kadar asitlendirilir ve bu pH’da 1-2 saat tutulur. Yikama ve separasyon islemlerinden sonra
maya tortusu 4 °C’ye sogutulur.

Pres Maya

Sogutulmus maya kremasinin bir kistm suyu, doner vakumlu filtreler veya filtre presler
yardimi ile ayrilir. Bu islem sonunda maya kuru maddesi % 27-30’a yiikselir. Filtrasyon
sonunda elde edilen maya kekine sekil verilerek ambalajlanir ve 3-4 °C’de depolanir. 24-48
saat bu sicaklikta tutulduktan sonra, sogutma donanimina sahip araglarla satisa sunulur.
Paketlenmis pres maya % 2’den fazla 6lii hiicre igermemelidir.



Aktif Kuru Maya

Aktif kuru maya, dagitimda ve depolamada soguk zincirin yetersiz oldugu durumlarda, ayrica
dagitimin uzun mesafelere ve uygun olmayan kosullarda yapilmasi halinde, pres mayanin
yerine kullanilmaktadir. Mayada g6zlenen canlilik kayb1 kurutma yontemine gore degismekte,
ancak onemli bir kaybin olmamasina c¢alisilmaktadir.

Aktif kuru maya {iiretiminde, filtrasyon ile elde edilen pres keki sekil verilerek kurutucuya
gonderilir. Kurutucu olarak, ¢ogunlukla siirekli tiinel tipi kurutucular ile akigkan yatakli
kurutucular kullanilir. Kurutma sirasinda verilen havanin sicakligi 25-45 OC arasinda degisir.
2-4 saat sonunda % 7.5-8.5 nem igeren aktif kuru maya elde edilir. Degisik boyutlarda
ambalajlanarak (birka¢ gramdan 10 kg’a kadar) satisa sunulur. Kiiglik ambalajlar azot
atmosferinde, biiyiik ambalajlar vakum altinda paketlenir. Azot gazi veya vakum altinda
yapilan ambalajlama sonunda, aktivite kayb1 ayda % 1 dolayindadir.
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SUBSTRAT FORMULASYONU

Substrat icerisinde mikroorganizmanin gelismesini, biyosentez ve diger faaliyetlerin en iyi
olmasii saglayacak gerekli besin maddeleri bulunmalidir. Gereksinim duyulan besin
maddelerini yeterli miktarda ve uygun formlarda igeren bir substrat basarili bir iiretim i¢in ilk
adimdir.

Substratin kimyasal bilesimi, hiicre ve iirlin sentezi i¢in elementel gereksinimlerin tiimiinii
karsilamasinin yanisira hiicre muhafazasi ve metabolik faaliyetler i¢cin gerekli enerjiyi de
saglamalidir.

Buradan da anlasilacagi gibi, mikrobiyal aktivite i¢in iki 6nemli beslenme faktorii vardir:
a- Hiicre metabolizmasi i¢in gerekli enerji kaynaklari,
b- Hiicreyi olusturan ve iiriinlerin biyosentezi i¢in gerekli olan madde kaynaklari.

Substrat bilesimi 6zel amaclara gore farkli diizenlenir. Ornegin, gelisme besiyeri
mikroorganizmanin aktif gelismesini saglayacak bilesiminde, buna karsilik muhafaza besiyeri
gelisme i¢in uygun olmayan kosullarda, yalnizca mikroorganizmanin canliligini korumak igin
hazirlanir. Biyokitle {iretimi amaciyla hazirlanan substratlarda karbon kaynaginin
konsantrasyonu diisiik, metabolik iirlin sentezi icin kullanilacak substratlarda daha yiiksek
tutulur.

Besiyerleri kullanilan hammaddenin tiirline bagl olarak genelde iki grup altinda toplanirlar.

* Tam olarak bilinen miktarlarda ve saf maddeler kullanilarak hazirlanan besiyerlerine “yapay
besiyeri” adi verilir.

* Kimyasal yapilar1 tam olarak belirlenmeyen; kan, et 6ziitleri, melas, pamuk ¢ekirdegi, misir
unu, soya unu, malt ¢imi, peynir suyu vb dogal maddelerle hazirlanan besiyerlerine
“kompleks” veya “dogal besiyeri” denir.

Yapay besiyerleri arastirma amaclar1 icin segilirler. Bunlar arastirictya ayni kosullarda
caligmay1 yineleme olanagi, saydamlik, az kopiirme, {iriiniin kolaylikla saflastirilmasi gibi
avantajlar saglar. Bilimsel acidan bir¢ok yararlar1 olmasina karsin bu tip besiyerlerinde elde
edilen triin verimi genellikle diisiiktiir ve daha Onemlisi maliyet yiiksektir. Bu nedenle
endiistriyel fermentasyonlarda g¢ogunlukla dogal besiyerleri kullanilir. Bununla birlikte
endiistriyel fermentasyonlarin ilk kademelerini olusturan laboratuvar doénemlerindeki
besiyerlerinde daha ¢ok saf maddeler tercih edilir.

Endiistriyel Substrat Secimi ve Formiilasyondaki Genel ilkeler
Belirli bir iiretime yonelik substrat secimi icin kesin bir yontem yoktur, bu daha ¢ok bir

uzmanlik isidir. Deneysel ve teorik ¢alismalar birlikte yiiriitiilerek en verimli ve ekonomik
substrat segilir. Bu nedenle bu bilgiler, ¢ogunlukla, endiistriyel bir sir olarak saklanir.



Substrat formiile edilirken asagidaki hususlara 6zellikle dikkat edilmelidir:

a_

b-

Substrat  hiicre gelismesi ve biyosentez i¢in gerekli besin maddelerini,
mikroorganizmalarin yararlanabilecegi uygun bilesikler halinde icermelidir. Eksik olanlar
takviye edilmeledir.

Endiistriyel substrat formiilasyonlar1 hazirlanirken yoresel hammaddenin se¢imi ve
tiretimde kullanilmasi biiyiik 6nem tasir. Belirli bir substrat i¢inde ¢ok iyi gelisen  bir
sus, aynt hammaddenin bagka bir yoreden temin edilmesi durumunda gelismeyebilir. Bu
durum hammaddenin iiretiminde yoresel kosullara bagli farkliliklardan kaynaklanabilir.
Bu farkliliklarin kimyasal analizler ile tespit edilmesi zor oldugundan, en iyisi
mikroorganizmanin yoresel hammaddeye uyumu (adaptasyonu) saglanmalidir.
Hammaddenin kimyasal kalite kontrol analizlerinin yanisira, kiiglik capta {iretim
denemeleri ile biyolojik yonden uygunlugu denenmelidir.

Hammaddedeki gereksiz fazlaliklarin olumsuz sonuglara neden olabilecegi dikkate
alimmalidir.

Subtrat formiilasyonlar1 saptanirken, hammaddeler ile ilgili birim ve tagima maliyeti,
depolama siiresi ve kosullari, korozyon gibi ekonomik faktorler gozéniinde tutulmalidir.
Hammadde igindeki toksik oOzellikteki maddeler substrattan uzaklagtirilmaya
calisiilmalidir.
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ETIiL ALKOL URETIMI

ETIL ALKOL, basta maya olmak iizere bazi mikroorganizmalar tarafindan sekerin
fermentasyonu sonucu meydana gelir. Alkol fermentasyonunu ilk kez Fransiz Gay-Lussac,
giiniimiizde de gegerli olan su esitlikle 6zetlemistir;

CeH1206 ----------- 2C,Hs0H + 2CO, + 28.2 kcal

Bu genel esitlige gore 100 g sekerden 51.1 g etil alkol meydana gelmektedir. Ancak gergcek
etil alkol verimi, teorik olarak hesaplanan verimin biraz altindadir. Ciinkii fermentasyon
sirasinda seker yalnizca alkol ve CO2 olusumu icin kullanilmamakta, sekerin yaklasik % 5'i
mayalar tarafindan yeni hiicrelerin olusumu ve diger yan {riinlerin olusumu i¢in
kullanilmaktadir.

Alkol fermentasyonunun Gay-Lussac'in belirledigi genel esitlikteki gibi basit olmadigi ve
birbirini izleyen bir seri biyokimyasal olaylarin son iriinii oldugu, daha sonraki aragtirmalar
sonucu ortaya konmustur. Bu uzun ve karmagik biyokimyasal olaylar sirasinda aciga ¢ikan
triinler, fermentasyon ana iiriinleri ve fermentasyon yan iiriinleri olarak iki grupta
toplanabilir.

*Alkol fermentasyonun ana tiriinleri etil alkol ve karbondioksittir.

*Alkol fermentasyonu sirasinda, fermentasyon kosullarina bagli olarak az miktarda da olsa,
diger baz1 triinler (gliserin, asetaldehit, yiiksek alkoller, asit ,esterler, metil alkol) de olusur ve
bunlara fermentasyon yan iiriinleri denir

Alkol Uretiminde Kullanilan Hammaddeler
Alkol iiretiminde en Onemli biyokimyasal olay, fermente olabilen sekerlerin mayalar
tarafindan alkole doniistiiriilmesi olduguna gore, bilesiminde alkol ve fermente olabilen seker
igeren maddelerle, fermente olabilen sekerlere doniistiiriilebilen tiim maddeler, bu {iretimde
kullanilabilirler.
Alkol iiretiminde kullanilan hammaddeler ii¢c grupta toplanabilir:

» Alkol igeren hammaddeler,

» Fermente olabilen seker iceren hammaddeler,

* Fermente olabilen sekerlere doniistiiriilebilen karbonhidratlar1 igeren hammaddeler.

Alkol iceren hammaddeler,
Bu maddelerden ilk gruba baska amaclarla alkol fermantasyonuna ugratilmis, kalite vb.
nedenlerle ispirtoya islenmesi daha uygun olan ve alkol iceren bira ve sarap artiklar1 gibi
maddeler girer. Ayrica bazi yontemlerle ekmek mayas: liretiminde maya ayrildiktan sonra
kalan alkollii s1v1 da bu gruptadir. ikinci grupta ise, icki alkolil iiretimi i¢in elde olunan sarap
ve bira benzeri alkollii stvilar yer alir.

Fermente olabilen seker iceren hammaddeler

Bu maddelerin icerdigi sekerler bagka bir 6n islemi gerektirmeksizin fermente olabilirler.
Bunlarda fermentasyondan once uygulanan islem, hammaddelerin parcalanmasi veya
sikilmasi ile sekerli stvinin (sira) elde edilmesidir. Bu hammaddeler seker, seker pancari veya
kamis1, melas, kuru veya taze sekerli meyveler, ke¢i boynuzu, palmiye suyu gibi bazi bitki
Ozsulari, yagsiz siit vb.dir.



Ulkemizde bunlar arasinda giiniimiizde, icki ve diger ispirtolarin iiretiminde kullanilan
hammaddeler "kuru tiziim" ve "melas"tir.

Fermente olabilen sekerlere doniistiiriilebilen karbonhidratlar: iceren hammaddeler

Bu grupta patates ve tahillar gibi nisasta igeren hammaddeler yaninda, nisasta gibi bir
polisakkarit olan inulin ve seliiloz igerenler s6z konusudur. Bu maddeler degisik bitkilerin
tohum, yumru, kok ve govdelerini olustururlar. Bu hammadelerin alkol {iiretiminde
kullanilabilmesi i¢in, i¢erdikleri karbonhidratlarin, 6n islemlerle, fermente olabilen sekerlere
doniistiiriilmeleri gerekir.

KURU UZUMDEN ALKOL URETIiMi

1. Ogiitme : Uziimler elevatorler ile kiyma makinalari gibi calisan parcalama degirmenlerine
gonderilir.Uziimlerin degirmene bulasmamasi ve topaklanmamasi igin az miktarda su siirekli
olarak wverilir. Kiyilarak parcalanan {tziimler 6zel mayseleme kazanlarina (melanjor)
gonderilir.

2. Mayseleme : Karistirma, sogutma ve isitma diizenlerine sahip olan melanjorlerde
yapilir.Melanjore alinan her bir birim iiziim i¢in dort birim su ilave edilir. Mayseleme
sicakligt 22-25°C'a ayarlanir ve bu sicaklikta devamli karigtirilmak suretiyle 30 dakika
tutulur. Elde edilen maysenin seker konsantrasyonu 15-16 balling'e ayarlanir ve fermentasyon
kaplarina gonderilir.

3. Fermentasyon: Fermentasyon kaplarina (5-50 tonluk ) gelen mayse bekletilmeden hemen
daha once hazirlanmig olan maya ile asilanir. Fermentasyonun gidisi balling veya benzeri bir
areometre ile kontrol edilir ve balling derecesi 6-6.5'e diisiince, hazirlanan ikinci parti mayse
katilir.Bu islem kap doluncaya kadar siirdiiriiliir. Toplam fermentasyon siiresi 50-60 saat,
fermentasyon sicakligi 28-32°C dir. Fermentasyonu bitiren % 8 alkollii mayse, kaba tortunun
dibe ¢okmesi i¢in 8-10 saat dinlendirilir ve sonra damitmaya gonderilir.

4. Damitma:

MELASTAN ALKOL URETIMi

Ortalama % 80 kurumadde, % 50 seker iceren ve pH 's1 yiliksek olan melas sulandirilip,
asitlendirilerek mayalarin c¢alisabilecegi bir ortam haline getirilmelidir. Ayrica melasta
bulunan tortu yapict maddelerin uzaklastirilmasi, inhibe edici maddelerin ve zararh
mikroorganizmalarin 1sitilarak yok edilmesi veya azaltilmasi gereklidir.

Melas once 6n depoya alinir. Buradan hazirlama kabma alinarak % 60 kurumaddeye
sulandirilir, asitlendirilir ve kaynatilir. Kaynatmada ayrilan kire¢ ve protein ¢okeltisi kabin
dibinde toplanir. Melas kabin yan yiiziindeki seviye musluklarindan alinir.

Bu sekilde hazirlanan melas mayseleme kazaninda %25-33 kuru maddeye sulandirilir.

Maya ¢ogaltma 6n ve asil fermentasyon i¢in melas farkli derecelerde sulandirilir.

Maya bu seyreltik sira icinde hava verilerek ve besin maddeleri katilarak ¢cogaltilir.

Kesikli fermentasyonun bizde uygulanan sekli soyledir:

Onceden hazirlanmis olan ve 10 ton kadar olan maya fermentasyon kabima almir. Uzerine
kabin 1/3-1/4'tine kadar %22 kuru maddeli melas sirast ilave edilir. Fermentasyon hizli
duruma ulasinca yeniden kabin 1/3 -1/4'i kadar sira ilave edilir. Bu isleme kap
dolduruluncaya kadar devam edilir. 10-12 saatte fermentasyon kabi dolar. Kap dolduktan
sonra fermentasyon, tiim sekerin alkole doniismesine , kuru maddenin % 6-7 'ye diismesine
kadar, 10-12 saat siirer.



Fermentasyon islemi bittikten sonra %8-10 alkollii mayse kolonlarda damitilarak,%96'lik
teknik alkol elde olunur.

NISASTALI HAMMADDELERIN ETIiL ALKOLE iSLENMESI

1. Buharlama

2. Mayseleme, sekerlendirme
3. Mayanin hazirlanmasi

4. Fermentasyon

5. Damitma

Nisasta dogrudan fermente edilemez. Once nisastanin pisirilip ¢irislenmesi, sulandirilmasi ve
sonra sekerlendirilmesi gerekir. Alkol liretiminde nisastanin sekere g¢evrilmesi genellikle
maltta bulunan enzimlerin etkisi ile saglanir. Bu amagla fark yontemler uygulanarak, nisasta
yap1 taslar1 olan maltoza ve glikoza hidrolize edilir. Nisastanin hidrolizasyonu asitlerle veya
enzimlerle olmaktadir. Hidrolizasyonda sonra elde olunan mayse maya ile asilanarak
fermentasyona birakilir.

Nisastalh Hammaddelerin Buharlanmasi

Patates ve tahil gibi hammaddeler karbonhidrat olarak biiylik Olgiide nisasta igerirler.
Nisastanin fermente olabilen sekerlere pargalanmasi gerekir. Bunun i¢in Once nisastanin
cirislenmesi ve sulanmasi gerekir. Bu da nisastali hammaddenin kapali kaplarda, yiliksek
basing altinda, buharlanmasi ile saglanir. Buharlamanin sonunda, nigastali hammaddenin
buharlama kabindan mayseleme kazanimma gonderilmesi sirasinda, basincin birden bire
diismesi sonucunda, nisasta hiicreleri parcalanir. Yiiksek basing altinda buharlama, henze
kazan1 denilen cihazlarda yapilir.

Sekerlendirme

Buharlanmig olan nisastali hammadde su ile karistirtlip, belli sicakliklarda amilaz
enzimlerinin etkisine birakilir. Sulandirma enzimi olarak bilinen alfa-amilazin ¢alismasi igin
6nce 70-75 °C’ye, daha sonra sekerlendirme enzimlerinin (beta-amilaz ve amiloglukozidaz)
caligmalari i¢in 55-60 0C’ye sogutulur.

Sekerlendirme yaklasik 30 dakika siirer. Sekerlenen mayse fermantasyon sicakligina
sogutularak maya ile asilanir ve fermantasyona birakilr.

Damitma

Fermantasyonu tamamlamis alkollii sivida yaklasik % 7-10 alkol bulunur. Bu kadar
diisiik konsantrasyonda bulunan alkoliin konsantrasyonunun yiikseltilmesi ve ayni zamanda
saflastirilmast i¢in, fermente olmus sividan ayrilmasi gerekir. Bu ise fermente olmus
stvinin damitilmastyla gergeklestirilir. Damitma ile kaynama noktalar1 birbirinden farkls,
fakat birbiri i¢erisinde kolayca ¢6ziinen maddeleri birbirinden ayirmak miimkiindiir.

Damitma; bir eriyikteki veya sivi karisitmindaki unsurlari once buharlagtirmak, sonra
sogutarak yogunlastirmak suretiyle yapilan bir ayirma iglemidir.

Eriyik veya sivi karisimini olusturan unsurlarin kaynama noktalarinin birbirinden farkl
olmasi1 nedeniyle, karisim ile o karisimdan olusan buhardaki unsurlarin konsantrasyonlarinin
farkli olmasi, ayrilmanin esasini teskil eder



Damitma islemine, damitilan sivida alkol kalmayimcaya kadar devam edilir. Elde edilen
alkolce zengin damitigin yeniden damitilmasiyla ve bu islemin tekrarlanmasiyla alkol
konsantrasyonu % 96'ya kadar ¢ikarilabilir.

ALKOL VERIMi

Etil alkol iiretiminde kullanilan hammaddelerin alkol verimleri, igerdikleri fermente olabilen
seker veya sekere doniistiiriilebilen karbonhidrat miktarina ve isletmelerde kullanilan
yontemlere gore degisir.



LAKTIK ASIT URETIMI

Laktik asit eksi tatta, kokusuz ve besinlerin muhafazas1 amaciyla kullanilabilen bir organik
asittir. Laktik asitin fermantasyon yolu ile tiretimi ilk kez 1881 yilinda Avery tarafindan
gerceklestirilmistir.

Laktik asit bir asimetrik karbon atomu igerir. Buna gore;

COOH COOH
HO-i:-H H-IC-OH

:3H3 CHs; |
(L-laktik asit) (D- laktik asit)
Biyokimyasi

Laktik asit bakterileri, Gram-pozitif, spor olusturmayan, katalaz negatif, sitokroma sahip
olmayan, asidi tolere edebilen ve karbonhidrat fermantasyonu sirasinda baslica son iirtinii
laktik asit olan bakteriler olarak tanimlanmaktadir.

LAB ( Laktik Asit Bakterileri) karbonhidrat metabolizmasina gore;
- Homofermantatif LAB ( temel olarak laktik asit iireten),
- Heterofermantatif LAB ( laktik asitin yanisira, karbon dioksit, etanol, asetik asit,
gliserin iretenler)
olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir.

Homofermantatif Laktik Asit Fermantasyonu, alkol fermantasyonunda oldugu gibi,
piruvik asit olusana kadar EMP yolunu izler. Ancak, cogu LAB “karboksilaz” enzimine sahip
olmadigindan, olusan piruvik asiti asetaldehit’e doniistiiremez. Laktat dehidrogenaz enzimine
sahip olan bu bakteriler piruvik asiti laktik asite doniistiiriirler.

Heterofermantatif LAB’nde, EMP yolunun izlenebilmesi i¢in gerekli aldolaz ve triyozfosfat
izomeraz enzimleri  yoktur. Heterofermantatif LAB’nin bir kismi “heksozmonofosfat”
yolunu, bir kismut ise “fruktoz-6-fosfat” yolunu izler.

Laktik Asit Bakterileri
- Termofil (37-60 °C)
(Lb. delbrucki, Lb. bulgaricus, Lb. thermophilus)
- Mezofil (30-35°C)
(Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. casei, Lb. pentosus)

Streptococcus lactis ve Leuconostoc’ lar da, teknikte kullanilir.

Uretimde kullamlan hammaddeler
- Melas
- Laktoz iceren hammaddeler (PAS)
- Kagit sanayii atiklar1 (odun sekeri)
- Turunggillerin meyve suyu artig1
- Nisastali hammaddeler



Hammaddenin;
- Ucuz
Bol bulunan
- Her mevsim bulunabilen
Islenmesi kolay olmas1 gerekir.

Uretim

Bakteri ¢ogaltma:
Steril 10 mL malt sirasi------- 100 mL Ca’ lu besiyeri----- 1-2 L Ca’ lu besiyeri------

Sicakhik
Termofiller (Lb. delbrucki, Lb. bulgaricus) icin 45-50 °C
Mezofiller ((Lb. plantarum, Lb. brevis) i¢in ~ 30-32°C

Seker konsantrasyonu
Uygun baslangi¢ seker konsantrasyonu, % 5-18, PAS’da % 4.5 laktoz var.

Oksijen (hava)
Anaerop’turlar. Sadece Str. Lactis fakiiltatif acrop’tur.

pH
En uygun pH 5.5-6.0 dir. pH’y1 nétralize etmek i¢in ortama CaCOj ilave edilir.

Fermantasyon Siiresi
2-8 giin

Verim: Teorik verimin yaklasik % 90-95’1 elde edilebilir. ( Teorik olarak, 100 g glikozdan
100.5 g laktik asit elde edilebiliyor).
Fermantasyon sirasinda yan {iriin olarak, % 2 oraninda asetik asit ve propiyonik asit olusabilir.

Melastan Laktik Asit Uretimi

-Seker oranm1 % 50°den % 20°nin altina inecek sekilde, melas sulandirilir.
-pH 7-8’den 5.5-6.0’ya diisiiriiliir.

-Besin tuzlar1 (malt ¢imi veya diamonyumfosfat) ilave edilir.

-Olusan asidi notralize etmesi igin, tampon olarak CaCOgs ilave edilir.
-Sonra % 5 oraninda starter ilave edilerek, fermantasyona baslanir.

Fermantasyon sirasinda;
- Asit kontrolii
- Seker kontrolii
- Biyolojik kontrol
yapilir.

Fermente olmus ortamdan laktik asitin ayrilmasi

- CaCOgsilavesi (pH 10’a kadar) ile kalsiyum laktat’in elde edilmesi
-H,SOgilavesi ile CaSQO,’ 1n (jips) ¢oktiiriilmesi

-Aktif komiil ile renk giderme

-Damitma suretiyle konsantrasyon artirma



Prof. Dr. Filiz OZCELIK
Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Gida Miihendisligi Boliimii

MIKROORGANIZMA GELISMESININ CEVRE ILE ILISKiSI

Bir mikroorganizmanin belirli bir ¢gevrede gelisme ve iirlin sentezleme yetenegi organizmanin
genetik ozellikleri ile belirlenir. Fermantasyon prosesinin basarityla ilerlemesi, Once
seleksiyon veya mutasyon yolu ile iyi bir mikroorganizma susunun elde edilmesine, sonra
cevre kosullarinin gelisme ve iirlin olusumu i¢in iyi uyarlanmasina baghdir.

1. Sicakhigin Etkisi
Mikroorganizmalarin gelismeleri ve {riin olusturmalar1 bir dizi kimyasal reaksiyonlarin

sonucudur ve tiim kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi sicaktan etkilenirler. Genel bir geligme
modelini agagidaki gibi tanimlayabiliriz.

dXx
= uX-oX
dt
veya
1 dXx
= M— a
X dt

Burada o 6zgiil 6liim hizidir. Bu esitlikte goriilen 6zgiil gelisme hizi, (1/X) dX/dt, gelisme ve
oliim arasindaki bir dengedir. Genellikle, mikroorganizmalar p > o oldugu zaman gelisirler ve
bu asamada o ihmal edilebilir. Buna ragmen, gerek p gerekse a sicakliga olduk¢a bagimli
olduklarindan burada her ikisi de birlikte diistiniilmelidir.

Sekil 4.1°de psikrofilik, mezofilik ve termofilik gelisme ile ilgili 3 degisik gelisme sicaklig
kurvesi goriilmektedir. Baz1 istisnalar1 varsa da ¢ogu mikroorganizma 20-30 °C sicaklik
smirmin igerisinde geligirler. Ayrica ¢ogu mikroorganizma da bu gruplardan birinin
icerisindedir. Maksimum gelisme sicakligi 20 °C’nin altinda olanlar psikrofilik, 30-35 °C
civarinda olanlar mezofilik ve 50 °C’nin iizerinde olanlar termofiliktir.

Kurveler sekildeki gibidir. Sicaklik optimum gelisme sicakligma dogru yiikseldikge, 10°C’lik

bir sicaklik araliginda gelisme hizi yaklagik 2 kat artar. Optimum gelisme sicakliginin
lizerinde artan sicaklikla birlikte gelisme hizi hizla diiser.

Psikrofil Mezofil Termofil Ekstrem Termofil

Ozgiil Geligme Hizi (MIM max)

4
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Sekil... Psikrofil, mezofil ve termofil mikroorganizmalar i¢in tipik gelisme kurveleri



Gelisme ve hizlar1 Arrhenius esitlikleri ile agiklanabilir:

- Ea/RT
n =Ae
ve
-Ea'/RT
a=A'e
Burada Ave A ; Arrhenius sabitleri
Ea ve E&' ; Aktivasyon enerjileri
R : Gaz sabiti (1.987 cal/mol °K)
T ; Mutlak sicaklik (°K)

Tipik aktivasyon enerjisi gelisme i¢in 15-20 k.cal/mol, 6lim i¢in 60-70 k.cal/mol’diir.
Buradan, 6liim hizinin sicakliga kars1 gelisme hizindan daha duyarli oldugu anlasilmaktadir.

Mikroorganizmalarin {irlin olusturmalar1 da, gelismedekine benzer sekilde sicakliga
bagimlidir. Buna ragmen gelisme ve {iriin olusumu i¢in optimum sicakliklar ayn1 olmayabilir
ve ayr1 ayr1 saptanmalidir. Boylece proses sirasinda her iki amaca uygun olacak bir sicaklik
sec¢ilmelidir.

Sicakligin  optimum degerin lizerine c¢ikmasiyla hiicre verimi hizla azalir. Sicaklik
yiikseldiginde hiicre veriminin azalmasinin en Onemli nedeni, hiicrenin muhafaza
gereksiniminin artmasidir. Muhafaza katsayisi artan sicaklikla birlikte 15-20 k cal/mol
aktivasyon enerjisi ile artar. Sonug olarak, gelisme sirasinda sicaklik yiikseldiginde, hiicrenin
muhafaza gereksinimini karsilamasi amaciyla karbon ve enerji kaynagi kullanimi da artar.

2. pH’nin Etkisi

Kiiltiir ortaminin pH’s1 gelisme ve iiriin olusumuna etki edecek 6nemli bir parametredir. Cogu
mikroorganizma 3-4 pH birimi araliginda fonksiyon gosterir. Maksimum gelisme hizi ise
cogunlukla 1-1.5 pH birimi genisliginde gorilir. pH, bu kadar 6nemli oldugundan, ¢ogu
fermentasyonlarda, tampon ilavesi veya pH kontrol sistemleri yardimi ile kontrol edilir.
Mikroorganizma gelismesinin pH’ya bagimliligi ile ilgili bir¢ok genelleme yapilabilir.
Bakteriler, genellikle, pH 4-8 arasinda gelisir. Mayalar 3-6, kiifler 3-7 ve yiiksek okaryotik
hiicreler pH 6.5-7.5’1 tercih ederler. Sonug olarak; kontaminasyon tehlikesini en aza indirecek
bir ¢evre kosulunun yaratilmasi amaciyla bazan bu durumdan yararlanilabilir ve bakteri
gelismesinin engellenecegi, mayalarin gelisebilecekleri bir pH se¢imi yapilabilir. Ornegin; pH
3’de yapilan bir maya fermentasyonunda bakteri kontaminasyonu riski diisiiniilemez.

Fermentasyon sirasinda pH ¢esitli nedenlerle degisme egilimindedir. Azot kaynagi olarak
amonyum kullanildiginda pH diisme egilimi gosterir. Cozelti i¢cindeki amonyak amonyum
(NH,)" halindedir ve mikroorganizma bunu hiicre icinde R-NH3" seklinde birlestirir. Buradaki
R bir karbon iskeletidir. Islem sirasinda H ortamda serbest kalir. Azot kaynagi nitrat ise,
hidrojen iyonlart NO73’ii R-NH"3 indirgemek igin ortamdan ayrilir ve pH yiikselme egilimi
gosterir.



pH’ daki degismelerin diger bir nedeni; laktik asit, asetik asit, sitrik asit vb organik asitlerin
iretimlerinde goriliir. Eger pH degisikligindeki en 6nemli etken biliniyorsa, bu degisikligi
notralize etmek i¢in ilave edilen asit veya alkalinin Ol¢ililmesiyle, gelisme ve iiriin olusumu
iizerine baz1 bilgiler elde etmek miimkiindiir.

3. Yiiksek Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Besin konsantrasyonunun yiiksek oldugu durumlarda substrat inhibisyonu meydana gelir. Bu
inhibisyonun degisik nedenleri vardir. Glikoz vb besinler i¢in inhibisyon oldukga yiiksek
seker seviyelerine kadar (100-150 g/L), genellikle, meydana gelmez, fakat konsantrasyonun
350-500 g/L’ye ulastig1 durumlarda birgok mikroorganizma i¢in gelisme olanaksizdir. Bunun
nedenine iliskin en uygun aciklama, bu konsantrasyonlarda hiicrenin dehidrasyona
ugramasidir. Boyle ¢ozeltilerde yalnizca ozmofilik veya ozmotolerant mikroorganizmalar
gelisebilir. Benzer durum 40 g/l NaCl konsantrasyonunun {izerideki gibi yiiksek tuz
cozeltilerinde meydana gelir. Boyle c¢ozeltilerde de yalnizca halofilik mikroorganizmalar
gelisebilir. Bu iki 6rnek bazi gidalarin muhafazalarinda ¢ok 6nemlidir.

Substrat inhibisyonunun goriildiigii durumlarda Monod baglantisinin

pmax Sx Ki umax S

H e - =
Ks+S Ki+S S
Ks+S (1+

)
Ki

seklinde yazilabilecegi deneysel veriler sonucunda bulunmustur. Burada Ki substrat
inhibisyonuna bagli ayrisma sabitidir.

Substratin ¢ok diisiik oldugu kosullarda, Ki yaninda S ihmal edilebileceginden, yukaridaki
esitlikler inhibisyonsuz kosullar i¢in verine normal Monod bagintisina dontismektedir.

Cok sik kullanilan besinler igin inhisibyona neden olabilecek limit degerler soyledir;
amonyum iyonu 5 g/L, fosfat tuzlar1 10 g/L, nitrat 5 g/L, etanol 10 g/L, glikoz 100 g/L.

4. inhibitorlerin Etkisi

Baz1 6zel bilesikler hiicrenin yapisal bilesenleri veya anahtar ozellikleri enzimler iizerinde
toksik etki gostererek inhibisyona neden olur ve bdylece gelismeyi yavaglatir veya tamamen
engellerler. Bircok mikroorganizma 1 g/L’nin iizerindeki konsantrasyonlardaki fenol,
formaldehit, toluen, metanol vb belisiklerden inhibe olur. Buna ragmen eger
konsantrasyonlar1 yeterince diisiikse, bu bilesikler gelisme i¢in kolaylikla kullanilabilirler.

Bu tiir engelleyici etki gosteren inhibitdrler, mikroorganizmalarin biinyelerine girebilmeleri
yoniinden bazen substratlarla rekabete girebilir ve bdylece “rekabet edici (kompetitif)
inhibisyona” neden olurlar. Kompetitif olmayan inhibisyonlarda ise inhibitor,
mikroorganizma ile substrat arasindaki iliskiye bir etkide bulunmaz.

Diger taraftan, gelisme i¢in gerekli olmayan fakat gelisme hizini artiran maddelere de
“aktivator” denilmektedir. Inhibitdr, gelisen bir mikroorganizmanmn pmax degerini azaltir ve



Ks degerini artirir, aktivatdr ise tersine pmax degerini artirir, buna karsilik Ks degerini
azaltir.

Deneysel sonuglar, kompetitif inhibitér bulunan besiyerindeki iireme kinetigi i¢in Monod
denklemenin asagidaki seklinin gegerli olabilecegini gostermektedir:

pmax.S

u
o Ks+S

Buradaki a katsayis1 mikroorganizma ve inhibitoriin tiirii ile konsantrasyonuna bagli olup;

[1]

Ki
esitligi ile belirlenmektedir. Buradan da anlasilacagi gibi inhibitorsiiz besiyerinde [ 1] =10
oldugundan yukaridaki esitlik normal Monod baglantisina doniisecektir. Ayrica Ki sabiti ¢ok
biiyiik olan inhibitorler icin [ | ]/Ki “1” yaninda yok sayilabileceginden gene ayni sekilde
normal Monod bagintis1 gecerli olacaktir.

o=1+

Kompetitif inhibisyonlar i¢in gecerli olan yukaridaki bu esitlik, Ks sabitinin a faktoriine bagh
olarak arttigini, fakat “pmax” degerinin degismedigini gostermektedir.

Kompetitif olmayan inhibisyonlar ise, Monod bagintisinin asagidaki sekli gecerli olmaktadir:
umax.S

l"l' =
a (S+Ks)

Bu esitlikten de anlasilacagi gibi bu tiir inhibisyonlarda inhibitér, mikroorganizmanin Ks
degerini degistirmeden maksimum 06zgiil gelisme hizin1 (umax) azaltmaktadir. Ks’nin ¢ok
kii¢iik oldugu durumlarda, S yaninda yok sayilabileceginden

pmax

“ =
o
esitligi gegerlilik kazanir.

5. Suda Coziinmeyen Bilesiklerin Etkisi

Mikroorganizmalar gelisme icin gerekli fakat suda ¢Ozlinmeyen besinler iizerinde
gelistirdikleri zaman, gelisme diflizyon hizi veya besinlerin ¢oziinme hizlar1 tarafindan
engellenebilir. Bu durum, hiicrelerin havali kosullarda ¢alkalamali veya c¢alkalamasiz
gelistirilmelerinde acik bicimde gozlenebilir. Oksijen suda az ¢oziinen bir gazdir ve oksijenin
hava kabarciklar1 halinde veya sivi-hava yiizeyinden kiiltiir ortamina taginmasi gerekir. Clinkii
gelisme hizi ortamdaki ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonuna bagimlidir. Cozlinmiis oksijen
konsantrasyonu kritik konsantrasyon degerinin altina diistiiglinde mikroorganizmanin 6zgiil
gelisme hizinda bir azalmaya neden olur. Bu kritik oksijen konsantrasyonu degeri
mikroorganizma tiiriine gore degisir. Ornegin, bakteri ve mayalar icin bu deger hava
doymuslugunun %3-10’u arasinda olup, kiifler i¢cin daha yiiksektir ve hava doymuslugunun
%10-50’si arasinda degisebilir.



6. Coklu Karbon kaynaklarinda ve Kompleks Ortamlarda Mikroorganizmalarin
Gelismeleri

Sekil’de goriilen gelisme kurvesi, birtek karbon ve enerji kaynag ile belirli ortamda gelisen
mikroorganizmalar igin tipik bir gelisme modelidir. Mikroorganizmanin 6zgiil gelisme hizi
kullanilan karbon kaynagima sikica baghdir. Birden fazla karbon ve enerji kaynagi igeren
ortamlardaki kesikli kiirtiirlemede, genellikle belli bir siire i¢in karbon kaynaklarindan
yalnizca biri kullanilacaktir. Yaygin olarak bilinen bir 6rnek mikroorganizmalarin glikoz ve
laktoz i¢eren bir ortamda gelistirilmeleridir.

Boyle bir ortamda gelisme ve substrat kullaniminin kinetigi Sekil’de goriilmektedir.

Siire

Sekil ... Iki karbon ve enerji kaynag iceren bir ortamda kesikli gelisme

Bu tip iki gelisme fazina sahip davranis “diauxic” gelisme olarak isimlendirilir. Glikoz ¢ok
kolay kullanilan bir karbon kaynagi olup, dncelikli kullanilir ve daha sonraki laktoz kullanimi1
iizerinde katabolik baskiya sebep olur.

Eger ortamdaki karbon substratlarinin sayist ikiden de fazla ise, birbirini izleyen gelisme
hizlarindaki azalma ile birlikte bir seri halinde gelisme fazlar1 gézlenir. Yalnizca ¢oklu karbon
kaynag1 degil, ayn1 zamanda amino asitler, nukleotidler, vitaminler ve diger metabolik ara
iriinler gibi cesitli bilesenler iceren kompleks bir ortamda, hiicreler gelismeleri sirasinda
bircok gecis devreleri gosterirler. Hiicreler dnceden ilave edilen ara iiriinlerin bulundugu
ortamlarda gelistirilirlerse bu bilesenleri katalize eden enzim sistemleri, bu bilesenler
tamamen kullanilana kadar sentezlenmez. Bu nedenle, gelisme kompleks ortamlarda
gerceklestirildiginde, hiicre ortamdaki yararlanabilecegi ara iriinleri sirasiyla tiiketilir ve
zamanla daha fazla enzim sentezine gereksinme duyulur. Boylece dnceden olusturulmus ara
tirtinler ve kolay kullanilabilen besinler tiiketilip gelisme hiz1 azalir.



7. Birden Fazla Mikroorganizma Tiirii Iceren Kansik Kiiltiirler

Fermantasyon teknolojisinde genellikle belirli ve tek tiirden mikroorganizmalar kullaniliyorsa
da toprakta, sularda, atik sularin aritilmasinda kullanilan aktif ¢amurda birden fazla tiirde
mikroorganizmalar birarada bulunurlar. Bu bakimdan gida endiistrisinin bazi dallarinda
sularin biyoteknolojik yontemlerle aritilmasinda ve bazi fermantasyonlarda (6rnegin aspartik
asit Uretimi) karisik mikroorganizmalarin (mixed culture) kinetigi bilinmelidir. Burada basit
olmas1 amaciyla, 2 tiir mikroorganizmanin birlikte gelistigi kiiltiirlere uyan kinetik bagintilar
izerinde durulacaktir. Daha ¢oklu mikroorganizma topluluklart i¢in de ilke aynidir.

Kesikli kiiltiirde ayr1 tlirdeki mikroorganizmalar kendi gelisme ve iireme hizlarina gore
fiziksel ve kimyasal ¢evre kosullarina bagimli olarak gelisirler. Ancak, bu sirada bir tiiriin
olusturdugu iiriin kendisini inhibe ettigi gibi oteki tiir mikroorganizmanin gelismesini de
engelleyebilir. Kiiltiir ortaminda bulunan herhangi bir “S” substratinin her iki tiir
mikroorganizma i¢in gelismeyi sinirlayict substrat oldugu diisiiniiliirse; A ve B tiiriindeki
mikroorganizmalar i¢in p ile S iligkisine ait ¢izilen Monod grafikleri Sekil 4.5’dekiler gibi
olabilir.

I 1
Kesismesiz durum Kesismeli durum

— S ——»S

Sekil ... Iki ayr tiir (A ve B) mikroorganizmanm Monod gelisme grafikleri

Eger A tiirinden olusan iiriin yalmiz A tiiri mikroorganizmalar1 inhibe ediyor, B tiiriine
herhangi bir etki yapmiyorsa;

um(a) S
pa =

a Ks(a)+S

um(b) S
pb =

Ks(b)+S

bagintilar1 gegerli olur. Burada;

P



o= (1+

)
Ki

olarak alinmustir.
P = 0 iken, yani fermentasyonun basinda pa>ub ise A giderek inhibe olacagi i¢in belirli bir
iirlin konsantrasyonuna ulasildigt zaman pa = pb olur. Bu durum Sekil II’ de goriilen
kesismeli duruma uymaktadir.
A tiirliniin {irtinti B tiiriinii de inhibe ediyorsa;

um(b) S

b=
o’ Ks(b)+S

olacaktir. Burada o asagidaki baginti ile belirlenmektedir.

P

o = (1+

)
K'i

A’nm iiriini B’yi aktive ediyorsa, A ve B tiirii mikroorganizmalarin gelismelerinde Monod
bagintisinin asagidaki sekilleri gegerli olur.

um(a) S
pa =
Ks(@)+S
B um(b) S
pb =
Ks(b)+S

Burada B aktivator olarak hareket eden iriiniin ve mikroorganizmanin tiiriine iligkin bir
katsayidir.

P =0 iken f = 1 dir. ub<p a ise bu durumda “P” arttik¢a [3’da artacak ve belirli bir siire sonra
ub = pa olacagi igin gene kesismeli bir grafik gézlenecektir.

Bir mikroorganizma tiiriiniin (0rnegin A’nin) olusturdugu {iriin 6teki tiiriin (bu 6rnekte B’nin)
substrati ise B tiirli mikroorganizmalarin gelismesi zamanla gene hizlanir. Bu durumda;

um(b) P

pb =
Ks(b)+P

bagintis1 gegerli olur.
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MIKROORGANIZMA GELISMESI

Mikroorganizmalarda gelisme denilince biiylimeyle, hiicre boliinmesi veya tomurcuklanmasina bagh
olarak hiicre sayisinin artmasiyla ortaya ¢ikan ve geri doniisimii olmayan canli madde artigt
anlagilmaktadir. Cok hiicreli canlilarda kiitlesel biiyiikliik artarken, tek hiicrelilerde hiicre sayisi da
artis gosterir. Dogal olarak tek hiicrelilerde de hiicrenin hacim olarak biiyiime gdstermesi gelismenin
kapsamu igerisindedir. Bu nedenle, mikroorganizmalarin gelismelerinde bu farkliliklar1 belirtebilmek
icin mikroorganizma konsantrasyonu, yogunlugu, bolinme veya tomurcuklanma degeri, bilylime
degeri, jenerasyon siiresi ve ikilenme siiresi gibi farkli tantmlamalar kullanilmaktadir.

Mikroorganizma sayist (adet/mL) veya bununla ilgili diger tanimlar1 olusturan hiicre sayisi, degisik
sayim yontemleri ile belirlenebilir. Mikroorganizma yogunlugu (g/L) ve buna baglh tanimlamalarda
ise, dogrudan veya dolayli olarak yogunluk saptamaya yonelik yontemlerden yararlanilir.

Bakterilerin gelismesi, genellikle, hiicre kiitlesi veya hiicre sayisinin iki katina ulagmasi igin gerekli
zamanla karakterize edilir. Kiitlenin ikilenme siiresi hiicre sayisinin ikilenme stiresinden farkli olabilir.
Ciinkii hiicre kiitlesi hiicre sayisinda bir artis olmaksizin artabilir. Buna karsin, eger belirli bir ¢evre
kosulunda hiicre kiitlesi ve sayisinin ikilenmesi arasinda bir benzerlik s6z konusu ise, organizma iis
cinsinden (eksponensiyel hizda) ¢ogaliyordur.

Mikrobiyel Cogalmanin Kimyasal Tanimi

Cogalma, hiicre kiitlesinin sentezi ile ilgili bir seri kimyasal reaksiyonlar olarak goriilebilir. Cogalma
icin genellestirilmis sitokiyometrik bir formiil sdyle yazilabilir.

A(C.H,O.) + B(O2) + D(NH;) — M(C,HgO,N;) + P(CO;) + Q(H-0)

Burada A, B, D, P ve Q ilgili bilesenlerin mol'leridir. C;H,O, karbon enerji kaynagi olarak
genellestirilmistir. M ise bir birim hiicrenin mol say1sidir (C,HzO,N;).

Ornegin; tipik bir maya CsH1;NOj3 seklinde gosterilebilir. Béylece hiicrenin organik fraksiyonunun bir
biriminin molekiil agirlig1 145 olacaktir. Eger hiicre %90 organik fraksiyon ve %10 kil i¢eriyorsa, bir
birim hiicrenin yaklasik olarak tiim formiil agirligi 145/0,9 = 161'dir.

Bu sitokiyometrik iliskiye dayanarak, olusan her hiicre kiitlesinin tiiketilen her substrat kiitlesine orani
(M/A), hiicre verimi olarak belirtilir. Bu verim, hem hiicre kiitlesinde birlestirilmig, hem de ¢ogalmak
icin enerji saglamak amaciyla CO, veya H,O'ya parcalanmis olan karbon kaynagmin kullanim
etkinligine baghdir.

02.03. Gelisme Egrisi (Kurvesi)
Kimyasal yonden belirli bir ortamda ve belli kosullarda gelisen bir bakterinin, kesikli kiiltiirdeki, tipik

bir gelisim kurvesi asagidaki evreleri kapsamaktadir (Sekil ). Gelisme, genellikle hiicre kiitlesi esas
almarak belirlenmektedir ve aksi belirtilmedikce bu gegerli olacaktir.



Sayi

Siire

Sekil 02.05. Bir bakterinin kesikli kiiltiirdeki gelisme kurvesi

A. Adaptasyon evresi (Lag Faz): Belirli bir besi ortamina inokiile edilen bakterinin yeni ortama
uyum gosterip ¢cogalmaya baslayana kadar belirli bir siire gecer. Bakteri kiiltiirii bu siireyi, makro ve
mikro molekiiler bilesimini yeniden diizenlemek, substrata bagli olarak enzimlerini sentezlemek icin
kullanir. Bu siirede hiicre sayisinda hemen hemen higbir artis gdzlenmez. Fakat hiicre kiitlesi artabilir.

Molekiiler diizeyde devam eden reaksiyonlar ¢ok iyi anlasilamaz, fakat hiicrede 6nemli 6lgiide RNA
sentezinin gergeklestigi bilinmektedir.

Lag fazin siiresi bakterinin fizyolojik durumuna ve inokiile edildigi besiyerinin dogasina bagli olarak
degisir. Mikroorganizmanin yasi, hasarli olup olmamasi, daha 6nce gelistirildigi ortam ve muhafaza
edildigi sicaklik lag faz siiresine etki eden faktorlerdir.

Lag asamasinda bakteri bir anlamda ¢ogalma i¢in kendini hazirlar, gerekli enzimlerini sentezler.
Bakteri bu ortama asilanmadan 6nce aktif durumda ise ve besiyeri basit bilesenlerden olusuyorsa lag
siiresi kisa olur. Tersine olarak, érnegin glikozlu bir ortamda gelistirilen laktoz" bakteri laktozlu bir
ortama aktarilirsa bakterinin gerekli enzimleri sentezlemesi i¢in daha uzun bir siire gerekir.

Mikroorganizmalar kullanilarak gerceklestirilen endiistriyel iiretimlerde bu siirenin kisaltilmasi
ekonomik yonden biiyiik yararlar saglar. Bu siireyi kisaltmak i¢in;

-Inokiilasyon orani yiiksek tutulmali (rnegin; mayalarda %5),

-Inokiilasyonda yiiksek oranda canli hiicreler kullanilmals,

-Ortamda ¢oziinmeyen substratlar bulunmamali (Ornegin; sekerlerle fosfatlar birlikte sterilize
edilirlerse bu maddeler suda c¢oziinmeyen, mikroorganizmalarin yararlanamayacagi bir form
olustururlar),

-Ortamda toksik maddeler bulunmamalidir.

Matematiksel olarak, lag fazin siiresi yalnizca inokiilim miktarina (X,) bagli olup, substrat
konsantrasyonuna (S,) bagl degildir. Fakat bu siireye yalnizca inokiile edilen hiicre sayisi degil,
hiicrelerin yas ve fizyolojik durumlar1 da etkili olacagindan, logaritmik ¢ogalma evresindeki hiicrelerin
kullanildig1 inokiilant en uygun onkiiltiirii olusturacaktir.

Lag siiresinin kisa ya da uzun olmasi, analiz edilen numunedeki mikroorganizma sayis1 hakkinda bilgi
verebilir. Empedans/ kondiiktans yontemi ile yapilan analizler bu siirenin kisa ya da uzun olmasi
esasina dayanir (bknz 08.04. boliim).

B. Hizlanma evresi: Lag faz ile logaritmik faz arasinda yer alan bu evre, genellikle kisa bir siireyi
kapsar. Matematik ve biyolojik olarak iyi agiklanamaz. Ogul hiicrelerin orani toplam popiilasyonun
yarisina ulagma ¢abasindadir.

C. Logaritmik (Us cinsinden) ¢ogalma evresi: Bu evrede mikroorganizmanin canli, geng ve ding
oldugu kabul edilir. Hiicreler en yiiksek hizla boliinme yetenegindedir. Ortamda besin fazla olup,



gelismeyi engelleyici maddeler yoktur. Bu durumda 6zgiil gelisme hizi maksimumdur (u= sabit=
Umax)- Mikroorganizmalarin 6liimii yok sayilabileceginden kinetik hesaplamalarda bu etmen gdz oniine
almmaz.

Bu evrede hiicre sayisindaki artisin, hiicre kiitlesindeki artis ile benzer oldugu gozlenir.

Logaritmik gelisme evresinde zamana bagl olarak say artis1 standart sekilde KOB/ mL olarak grafige
aktarillacak olursa (a) saglikli bir grafik elde edilemez (Sekil 02.06). Aynmi sayilarin logaritmasi
alinarak Log KOB/ mL olarak grafigi ¢izilirse (b) anlaml bir grafik elde edilir. Bu evrede de say1
artist geometrik olup 2'ye katlanma seklindedir. Logaritmik bir artis yoktur, sayilarin logaritmalari
almarak grafige islendiginde diiz bir hat elde edildigi i¢in bu isimle anilir.

300,000,000 -+ 9
250,000,000 - 84
74
200,000,000 - o
_E‘ E 61
@ 150,000,000 - @ 54
o o
X X 44
100,000,000 - =
o 31
50,000,000 - 24
14
0 + T T ) 0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 J " " " ! ! ! ! '
siire 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
sure
a) KOB/ mL b) log KOB/ mL

Sekil 02.06. Gelisme kurvesinin grafiksel ifadesi

D. Yavaslama evresi: Mikroorganizmalar hizla gogalarak en yiiksek sayiya (genellikle 10° hiicre/mL)
ulastiklarindan, kiiltiir ortaminda besinler giderek azalmaktadir. Ayn1 zamanda ortamda toksik etkenler
olabilecek metabolik iiriinler birikmektedir. Sonug olarak, ¢evre kosullart mikroorganizma aleyhine
degismektedir. Hiicre popiilasyonu hald artmaktadir (¢cogalma hizi > 6liim hiz1), fakat 6zgiil gelisme
hiz1 giderek kiigiilmekte (U < p max), gelisme gercekten yavaslamaktadir. Bu evrede, hiicrelerin
biyokimyasal ve morfolojik yapilar farklilasmaktadir. Yeni ogul hiicrelerin olusumu azalir ve durur.

E. Durma evresi (Sabit evre): Besinlerin ¢ogu kullanildiktan sonra, gittikge kisitlanan kosullar ile
gelisme daha fazla siiremez. Hiicreler boliinmeyi durdurur ve canli hiicreler 6lii hiicrelerle dengeye
ulagsirlar (gelisme hizi= 6liim hiz1). Mikroorganizmanin durma evresi, gelisme egrisinde, oldukca diiz
seyreden yatay bir ¢izgi seklindedir. Net gelisme hizi durmus olsa da ortamda veya hiicrede
metabolizma faaliyetleri siirmektedir.

F. Azalma ve o6liim evresi: Mikroorganizmalarin Olim hizlar1 arttigi  i¢in  zamanla
konsantrasyonlarinda bir azalma gbriiliir. Otoliz iiriinleri ortamda birikmektedir. Ozgiil gelisme hiz1
negatif olup (u< 0), tim hiicreler 6ldiikten sonra sifir olur. Cok uzun siire inkiibasyonda kalmis
kiiltiirlerde bu nedenle canli hiicre alinamaz ve bu durum otosterilizasyon olarak tanimlanir.

Mikroorganizmalarin gelismeleri sirasindaki evrelere gore enzimlerin olusumlari da farkli olur.
Ornegin; Bacillus subtilis gibi bazi mikroorganizmalarda; proteinaz enzimlerinin olusumu hemen
hemen yalmz logaritmik evrede, amilazlarin olusumu ise sabit evrede goriillir. Hiicrelerarasi
(intracellular) enzimler, genellikle, logaritmik evrede olustugu halde, bunlarin ortama salgilanmasi
azalma evresinde olur. Bu evrede hidrolitik ve lipolitik enzimlerin hiicre zarlarinda meydana getirdigi
pargalanma olay1 olan "liziz" gozlenir.




02.04. Gelisme Kinetigi

Gelisme kinetigi; mikroorganizmanin liremesini ve iiriin olusturmasini matematiksel bagintilarla
tanimlar. Bu yalnizca aktif hiicre gelismesini degil, ayn1 zamanda dinlenen veya gelismesini durduran
hiicrelerin aktivitelerini de icermektedir. Ciinkii, ticari 6nemi olan bircok fermantasyon iiriinii, hiicre
gelismesi tamamlandiktan sonra meydana gelir. Baz1 endiistriyel iiretimlerde hiicre dldiikten sonra
ortaya salinan enzimler gerekli biyodoniisiimleri gergeklestirerek {iriin olusumunu saglarlar.

Tiim gelisme parametrelerinin (fiziksel, kimyasal, biyolojik) optimize edilmesinden sonra limitsiz bir
gelisme diistiniilebilir. Kosullar1 en uygun hale getirebilmek i¢in, yani sinirlanmamis bir gelismenin
olmasi igin;

-Gereksinim duyulan besinlerin, ortamda talep edilenlerden fazla bulunmasi,

-Ortamda ¢dzlinmeyen elementlerin bulunmamast,

-Hiicrelerin aktif olmasi,

-Ortamda gelismeyi engelleyici inhibitorlerin bulunmamasi
gereklidir. Bu kosulda hiicre iis cinsinden (eksponensiyel hizda) cogaliyordur ve cogalma soyle
tanimlanir:

ax

dt X
dN N
dt Un
Burada;

X ; Hiicre konsantrasyonu (g/L)

N ; Hiicre konsantrasyonu (adet/mL)
t ; Zaman (h)

u ; Ozgiil gelisme hizi (h™) (kiitle)
i ; Ozgiil gelisme hizi (h™) (sayr)

-1. Esitlik zamana bagl olarak hiicre kiitlesindeki artist,
-2. Esitlik zamana bagli olarak hiicre sayisindaki artig1 gosterir.

Bu esitligin integrali alindiginda;

x2 dX t2
fxl E: ftl 'Udt

elde edilir.

Eger 0zgiil gelisme hiz1 sabitse,

veya;

_InX; -InX,
At

Mikroorganizma sayisi olarak ifade edildiginde ise,

__InN; —InN,
At



esitligi elde edilir.
X, = X olmast durumunda At; (t,—t;) = ty, yani ikilenme siiresini gosterir ve buradan;

_ In(Xa/X) _ n 2= 0,693)
u u u

seklinde gosterilir.

Problem 02.01: Bir mikroorganizma gelisme ortamindan belirli araliklar ile alinan 6rneklerde 6lgiilen
hiicre konsantrasyonu asagida verilmistir. Bu mikroorganizmanin maksimum o6zgiil gelisme hizim
hesaplaymiz.

Zaman (h) | 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
X (g/L) 0,951,063 | 1,513 | 2,010 | 2,313 | 2,550 | 2,750 | 2,906 | 3,060 | 3,068

Coziim: Oncelikle, zamana kars1 hiicre konsantrasyonundaki artis1 gdsteren gelisme kurvesi ¢izilir. Bu
kurve tizerinde, en dik egim ile belirlenen hiicre artiginin goériildiigii evre logaritmik evreyi isaret eder.
Bu evreyi kapsayan iki zaman araliginda (6rnegin; 6-8. saatler arasi) hesaplanacak 6zgiil gelisme hizi
ise, maksimum 6zgiil gelisme hizin1 verecektir.

In(X,/X In(2,010/1,513 In1,328 0,284 -
— (AZt/ 1) — ( 2/ ) — . — > :0,142hl

Hmax= 0,142 h*

Problem 02.02: Belirli kiiltiir kosullarinda 6zgiil gelisme hizi u= 0,462 h™* olan mikroorganizmanin
ikilenme siiresi (tq) ne kadardir?

ty= 2893 _20% _y 51— 90 dakikadir.
N 0,462

Logaritmik evrede mikroorganizmalarin ¢ogalmalar iissel,

N=N,ée't

ya da

X=X,ée't

esitlikleri ile verilmektedir. Burada N, veya X, ortamda baglangi¢ta bulunan hiicre konsantrasyonu, N

veya X ise herhangi bir t anindaki mikroorganizma konsantrasyonunu gostermektedir. Bu esitligin
logaritmasi alinarak;

InN=InN, + (ut)

yada

N
lnN—O = ILlf

seklinde, daha 6nce de verilen 2.4 esitligine benzer bir esitlik elde edilir.

Problem 02.03: Bir ortamda bakteriler siirekli olarak ve her saatte mevcut sayilarinin % 20'si oraninda
artryorlar. Baslangigtaki hiicre sayis1 10° KOB/mL ise 6 saat sonra bakteri sayisi ne olur?



Coziim: N = No x e**!
= 1000 x e>**°
=1000 x e
=1000 x 3,320
= 3320 KOB/mL-= 3,3x10° KOB/mL

Problem 02.04: Bir siv1 kiiltiirde canli bakteri sayis1 No= 2,5x 10° KOB/mL kadardir. Bu bakterinin
ikilenme suresi 17 dakika ise 3,5 saat sonra bakteri sayisi kaga ulagir?

Coziim: Once 6zgiil gelisme hiz1 (u= 0,693/ty), sonra N hesaplanir (N= Ny x €"). Ancak ikilenme siiresi
genelde saat (h) olarak verildiginden ty'nin de saate ¢evrilmesi gerekir.

ty= 17 dakika = 17/60 h = 0,28 h

0,693 _ 1
u= m - 2,47 h

N =25x10°x e**"**°= 1,3 x 10" KOB/mL
Problem 02.05: Oda sicakliginda ve siit ortaminda ikilenme siiresi tq = 25 dakika olan gida bozulma
etmeni bir bakterinin siitteki diizeyi baslangigta No= 10° KOB/mL olsun. Bu bakterinin siitte bozulma

diizeyini 10’ KOB/mL kabul edersek, bozulma diizeyine ne kadar zamanda ulagir?

Coziim: Once ikilenme siiresinden 6zgiil gelisme hiz1 hesaplanir (tq = 25 dakika = 0,417 h)
n=0,693/0,417=1,66h"

Sonra ilgili esitlik kullanilarak siire bulunur.

N=Noert - N/No=ert > In =pt>t= @ = In(10%/1,66 = 4,16 h
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Gelisme Hizinin Substrat Konsantrasyonu le iliskisi

Besin ortaminda bulunan ve gelismenin niteligi {izerine etki eden belirli besin maddelerine "gelismeyi
sinirlayan substrat (limitleyen substrat)" denilmektedir. Genellikle besi ortaminda gelismeyi sinirlayan
birgok tlirde ve sayida substrat bulunmaktadir. Ancak; mikrobiyel kinetik bagintilarin tiiretilmesinde
bu besinlerden yalnizca en énemli olan bir tanesini segilir, digerlerinin ortamda yeterince var oldugu
kabul edilir ve hesaplamalarin hangi substrata gore yapildigin belirtilir (6rnegin; S giikoz))-

Kesikli kiiltiirlemede mikroorganizmanin 6zgiil gelisme hizi substrat konsantrasyondaki degisime
bagimhdir. Gelisme hizi kimyasal reaksiyonlarin hizina benzer sekilde, ortamdaki kimyasal
maddelerin konsantrasyonunun bir fonksiyonudur. Gelisme hiz1 ve substrat konsantrasyonu arasindaki
matematiksel iligki Monod modeli ile 1949 yilinda soyle agiklanmustir (Sekil 02.07):

s
H = Hmax 3 =g

Burada;

u; Ozgiil gelisme hizi (h™)

Hmax; Maksimum 6zgiil gelisme hizi (h™)

S; Uremeyi smirlayan substratin konsantrasyonu (g/L)

Ks; U= % umax oldugunda substrat konsantrasyonuna esit olan bir sabite (doymusluk sabitesi

Hmax

12
pmax

Ozgiil Gelisme Hizi

Substrat Konsantrasyonu

Sekil 02.07. Mikrobiyel gelismeye iliskin Monod modeli

Cizelge 02.02'den de goriilecegi gibi, K¢ 'nin tipik degerleri "mg/L" seklinde ifade edilebilecek dlciide
cok kiiciiktiir. Boylece; genel bir yaklagimla, asagidaki varsayimlar yapilabilir.

S > 10 K oldugunda p = ppgy'dir,

S <10 K, oldugunda artik 1, pmax'dan kiigiiktiir.

Gorildigi gibi 6zgiil gelisme hiz1 substrat konsantrasyonunun kuvvetli bir fonksiyonudur. Logaritmik
evre sliresince 6zgiil gelisme hizi sabit olup umax'a esittir. Clinkli K ¢cok kiigiiktiir.



Hiicre ve Uriin Olusumuna iliskin Verim Katsayilari

Mikroorganizmalarin  gelismeleri ve {riin olusturmalar1 biyodoniisim islemleridir. Burada
fermantasyonu besleyen kimyasal besin maddeleri hiicre kiitlesi ve metabolitlere doniigiir. Besin
maddeleri ve enerji kaynaklar: ile olusan hiicre kiitlesi ve iiriinler arasindaki baglantilar1 agiklamak
icin verim etkinliginin bilinmesi gereklidir. S6zii edilen biyodoniisiimler, tiiketilen her birim besin
maddesine kars1 olusan iiriin veya hiicre kiitlesi olarak ifade edilen verim katsayilar1 seklinde kantitatif
olarak belirtilebilirler.

Yys ; hiicre kiitlesi i¢in,
Y s 5 Uiriin i¢in
kullanilan verim katsayilaridir.

Verim katsayilari, belirli bir zaman periyodunda tiiketilen substratin, olusan iiriiniin ve hiicre
kiitlesinin 6l¢timleri ile hesaplanur.

AX
YX/s = E
AP
Ypss = —5

Yukaridaki degerler gdzlemlenen verim katsayilarini ifade eder. ilgili substrat iizerinden hiicre kiitlesi

ve {lriinlerin teorik verimlerini hesaplamak da miimkiindiir. Teorik hiicre veriminin anlami {izerinde
hala tartigilmakta ise de, bu degerler denemeleri diizenlemede ve sonuglari yorumlamada bir standart
ol¢ii olarak deger kazanirlar.

Karbon veya enerji kaynagi lizerinden teorik hiicre verimini hesaplamak i¢in yaygin olarak kullanilan
2 metot vardir. Bunlardan biri mevcut elektronlar, digeri ATP'nin sabit verim kavrami {izerinden
hesaplanir.

Teorik {iriin veriminin hesaplanmasi ise, liriin olusumu icin bazi sitokiyometri bilgileri gerektirir.
Bunun i¢in glikozun etanole doniisiinii 6rnek alalim.

Glikoz — 2 C;HsOH + 2CO,
180 2Xx46

Burada, maksimum doniisiim 2 mol etanol/ 1 mol glikoz veya 0,51 g etanol/ g glikozdur. Pratikte,
substratin bir kismi hiicre kiitlesi ve diger yan iirlinlerin olusumunda harcandigi i¢in, bu teorik verime
ulagilamaz. Fakat ¢ok yakin olabilir. Etanol iretiminde teorik verimin %90-95'ine kolaylikla
ulasilabilir.

Aminoasitler ve antibiyotikler icin stikoyometri daha komplekstir ve teorik verimin hesaplanmasi daha
zordur.



ORNEK:

Glikoz iceren bir substrattan etil alkol {iretilen bir fermantasyona ait asagidaki degerler
Olctilmiistiir.

Baslangic 48h

Glikoz (g/L) 150.2 0.1
Biyoitle (g/L) 0.3 4.5
Etilalkol (g/L) 1.2 70.6

AX 45-0.3
Yyis = ————— = ————————— = 0.028

AS 150.2-0.1

AP 70.6-1.2
Y ois = —— = ——— = 0462

AS 150.2-0.1

Teorik verim % si = Uygulamadaki Verim / Teorik Verim x 100 = 0.462 / 0.51 = % 90.4

Substrat doniisiim orani ( % ) = (150.2 - 0.1) / 150.2 x 100 = % 100
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MIKROORGANIZMA KULTURLERINI MUHAFAZA YONTEMLERI

Mikroorganizma kiiltlirlerinin 6zelliklerinin ayn1 kalmasi kosuluyla muhafazalar1 ¢ok énemli
bir konudur. Kiiltiir korumanin temel prensibi, varyasyona ve mutasyona ugratmadan
mikroorganizmayi saf halde, uzun siire canli tutmaktir.

Kiiltiir muhafazas1 amaciyla cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerden herhangi
biri tiim mikroorganizmalar i¢in ayni etkinligi géstermediginden yontem se¢iminde en dnemli
faktor mikroorganizmanin 6zelligidir. Bunun yaninda laboratuvardaki cihaz ve ekipman,
teknik bilgi, depolama alani, korunacak kiiltiir sayis1 gibi faktorler de yontem seciminde etkili
olmaktadir.

Kiiltiir muhafazasinda kullanilan yontemleri genel olarak iki gruba ayirabiliriz.

1. Kisa siireli muhafaza yontemleri (Basit Y6ntemler)
2. Uzun siireli muhafaza yontemleri (Modern Y 6ntemler)

1. Kisa Siireli Muhafaza Yontemleri

1.1. Transfer (Pasaj, Subkiiltiir)

Bilinen en eski uygulamadir. Aktif kiiltiir sivi veya agarla karistirilmis besiyeri ilizerine
aktarilir. Pasajlar arasindaki siire mikroorganizmanin cins ve tiiriine, kullanilan besiyeri ve dig
kosullara (6rnegin depolama sicakligina) baglidir. Baz1 mikroorganizmalarin hergiin transfer
edilmeleri gerekirken, bazilar1 i¢in transfer siiresi 4-5 aya hatta birkag¢ yila kadar ¢ikabilir.

Genel olarak bu amagla kullanilacak besiyeri en az diizeyde besin maddeleri igermelidir.
Boylece mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri yavaslar, dolayisiyla transferler
arasindaki siire uzar.

Transfer yonteminin sakincalari ve alinacak 6nlemler sunlardir:

- Yanhs Etiketleme: Transfer sirasinda dalginlikla kiiltlirii tanitan etiketler degisebilir.
Transfer edilecek kiiltiir sayisin1 100 ile sinirlamak suretiyle dikkatin dagilmamasi
saglanmalidir.

- Bulasma: Cok dikkatli olunsa bile, kisa araliklarla yapilan transferlerde, 6zellikle Bacillus
tiirleriyle kontaminasyon riski sézkonusudur.

- Varyantlarin Ortaya Cikmasi: Uzerinden uzun siire ge¢mis Kiiltiirlerden transfer
yapiliyorsa, mikroorganizmanin karakterinde bir degisme s6z konusu olabilir.

- Kuruma: Tiiplerin agz siki bir sekilde kapatilmali, bu amagla vidal kapakli tiipler veya
lastik tipalar kullanilmalidir.

1.2. Sivi Parafin Altinda Muhafaza

Maya, kiif mantar1 ve bazi bakteriler i¢in ¢ok uygun ve kolay bir yontemdir. Uygun bir
besiyerinde veya yatik agarda gelistirilmis kiiltiiriin {izerine steril sivi parafin, besiyerini
tamamen Ortecek ve 1,5-2,0 cm kalinlikta olacak sekilde ilave edilirler.



Kiiltiir yeniden transfer edileceginde bir as1 ignesi ile parafin altindaki kiiltiire ulasilabilir.

1.3. Damutik Su Icinde Muhafaza

Mikroorganizma uygun besiyerinde iiredikten sonra veya spor yaptiktan sonra steril damitik
su i¢inde silispansiyonu yapilir. Saf su iginde metabolizma faaliyetleri yavasladigindan, agzi
iyice kapanabilen sise veya tiiplerde hiicreler 1-5 y1l canli kalabilirler.

1.4. Kurutma Yéntemi
Ozellikle spor olusturan bakteriler kurumaya kars1 dayanikli olduklarindan, bu teknik bir¢ok
mikroorganizma i¢in kullanigh bir yontemdir. Cesitli sekillerde yapilabilir.

1.4.1. Toprak veya Kum icinde Kurutma: Ozellikle spor olusturan mikroorganizmalar bu
yontemle yillarca korunabilir. Mikroorganizma siispansiyonlart dogrudan sterilize
edilmis toprak veya kuma aktarilir. Aseptik kosullarda havada veya desikator iginde
kurutulur. Tiipilin agz1 kapatilip , buzdolabina alinir.

1.4.2. Kagit Diskler Uzerinde Kurutma: Kiiltiirler steril filtre kagitlar iizerinde
kurutulduktan sonra steril plastik tabaklar arasinda kapatilir. Ayn kiiltiirii iceren ¢ok
sayida disk ayni tiip icinde buzdolabinda korunabilir. Bu 6zelligi nedeniyle depolama
yoniinden ¢ok az yere gereksinim gosterir.

Bu sekilde muhafaza edilen kiiltiirlerin posta ile ucuz ve kolay bir sekilde taginmasi
mimkiindiir. Kiiltiirlerin transferi gerektiginde steril bir pens ile bir disk alinarak sivi
besiyerine aktarilir.

Kagit diskler yerine jelatin diskler de kullanilabilir.

1.4.3. Destek Maddeleri Uzerinde Kurutma: Destek materyali olarak jelatin, nisasta veya
silikajel kullanilabilir. Steril destek materyali ilizerine damlatilan mikroorganizma
slispansiyonu aseptik kosullarda kurutularak saklanir.

1.4.4. Sw fazla kurutma (L-drying Yéntemi) : Ozellikle liyofilizasyona (dondurarak
kurutma) dayanamayan mikroorganizmalar igin uygundur. Hiicre siispansiyonu tiipii,
su banyosu i¢ine daldirilarak, vakum pompasi yardimiyla kurutulur.

2. Uzun Siireli Muhafaza Yontemleri (Modern Yontemler)

2.1. Liyofilizasyon (Dondurarak kurutma)
Cesitli tipteki mikroorganizmalar bu yontemle uzun yillar canli kalabilmektedir. Bazi
bakterilerin 30 yildan fazla canli kaldig1 goriilmiistiir.

Dondurarak kurutma islemi basit olarak, donmus materyalden suyun siiblimasyon ile
ucurulmasi seklindedir. Siispansiyon kati hale getirilip, su buhar halinde alindigindan,
mikroorganizmalar yapilar1 bozulmadan muhafaza edilmis olur.

Bu yontem sdyle uygulanir: Mikroorganizma uygun bir besiyerinde gelistirildikten sonra
kiiltiirtin koruyucu igeren bir sivida siispansiyonu yapilir. Bu siispansiyondan 0,1-0,2 ml
aseptik kosullarda ve kopiik olusturmadan liyofilizasyon tiiplerine aktarilir. Liyofilizasyon
cihazina yerlestirilerek vakum altinda birinci kurutma yapildiktan sonra pamuklar igeriye



itilip ampullerin boyun kismi inceltilir. ikinci kurutma uygulandiktan sonra ampuller ¢apraz
alev yardimiyla vakum altinda kapatilir.

Muhafaza edilecek kiiltiirler dondurma ve kurutmanin zararl etkilerini onleyecek koruyucu
ozellikteki maddeler (kriyoprotektan) iceren sivilarda siispansiyon haline getirilmelidir.

Hiicrelerin logaritmik gelisme donemlerinin sonunda veya durma devresinin basinda liyofilize
edilmeleri gerekmektedir. Bu donemde kiltiirler aktif ve islem zararlarina karsi
dayaniklidirlar.

2.2. Diisiik Sicaklik Derecelerinde Muhafaza

2.2.1. Derin Dondurucularda Muhafaza
Diisiik sicakliklarda hiicredeki metabolizma hizi, buna bagh olarak biyokimyasal reaksiyonlar
cok yavaslar. Mikroorganizma kiiltiirlerinin muhafazasinda bu 6zellikten yararlanilir.

Hiicrelerin diisiik sicakliklarda dondurulmasi islemi olanaklar dl¢iisiinde ¢abuk yapilmalidir.
Ani dondurma ile hiicre i¢inde biiyiik buz kristalleri olusmaz, dolayisiyla hiicre daha az zarar
gorur.

Muhafaza sicakliklar1 -70 °C, -90 °C veya -196 °C' ler olabilir. Hiicreler -70 °C, -90 °C
arasindaki dondurucularda ya da CO; buzunda muhafaza edilebilirler. Fakat bu sicaklik
derecelerinde bile canlilikta bir kayip sézkonusudur.

Hiicrelerin donma zararlarindan etkilenmesini en aza indirmek amaciyla hiicre siispansiyon
sivilarina "kriyoprotektan" denen koruyucu maddeler ilave edilmelidir.

Koruyucu maddeler hiicre i¢ine girebilmelerine gore 2 ayr1 grupta toplanabilir.

a- Gliserol, dimetilsiilfoksit (DMSO) gibi maddeler hiicre i¢ine girerek donma
zararlarina kars1 mikroorganizmay1 hem igerden hem disardan korurlar.

b- Sakkaroz, laktoz, glikoz sorbitol, mannitol, dekstran, nisasta gibi maddeler
koruyucu etkilerini sadece hiicre membrani disinda gosterirler.
Ayrica yagi alinmig siit, malt ekstrakti gibi kompleks besiyerleri de koruyucu
ozelliktedirler.

2.2.2. Siv1 Azot icinde Muhafaza

-196 °C' deki siv1 azot altinda muhafaza metabolizmay1 tamamen durdurur. Bu sicaklikta
muhafaza bilinen en iyi kiiltiir koruma yontemidir. Bu yontemin uygulama alani genis olup,
cesitli mikroorganizmalarin muhafazasi i¢in 6zellikle tercih edilir.
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SITRIK ASIT URETIMIi

Ticari amagla sitrik asit dnceleri tiimiiyle olgunlasmamis limondan ve ananastan iiretilmis
olup; 20. yiizyilin ilk yarisindan sonra mikroorganizmalar tarafindan fermantasyon yolu ile
elde edilmeye baslanmistir. Giiniimiizde ticari amagla sitrik asit A. niger kiifii kullanilarak
iiretilmektedir.

Sitrik Asit Olusumunun Biyokimyasi
CeH120¢ + 3/2 0p------------ CeHgO7 + 2H,0

Sitrik asit fermantasyonunun, glikozdan piruvik asite kadar bir glikoliz oldugu, yani EMP
yolu ile sekerin piruvik asite doniistiigii kabul edilmektedir. Bu asamadan sonrasi i¢in farkli
goriisler ortaya atilmis, son olarak sekerin glikolizi ile olusan piruvik asitin bir yandan
okzalasetik asite, diger yandan asetil Co A’ ya doniistiigii ve bunlarin tepkimesi ile sitrik
asitin meydana geldigi anlagilmistir.

Fermantasyon sirasinda yalnizca sitrik asit degil, bir miktar okzalik ve glikonik asitler de
meydana gelir. Fermantasyonda yan iiriin olarak olusan diger organik asitlerin miktarlart ve
birbirine oranlari;

Kullanilan mikroorganizma susuna,

Ortamin bilesimine,

Fermantasyon sicakligina

Fermantasyon pH' sina,

Ust yiizeyin hacme oranina,

. On islemlerde kullanilan potasyum ferrosiyaniir miktarina

bagli olarak degisir.

ocoarwnhE

Mikroorganizmalar:
Ticari sitrik asit {iretimi amaciyla, ¢gogunlukla A. niger ve A. wentii kiifleri kullanilmaktadir.

Hammadde:
Basta sakkaroz olmak iizere friikktoz ve glikoz iceren ortamlar, 6zellikle melas ve nisastali
hammaddeler kullanilir.

Sitrik asit iiretiminde onemli etkenler:

1. pH’nin etkisi: A. niger suslart ortam pH’sina gore sitrik, okzalik veya glikonik
asitlerinden birini fazlaca olusturur. pH diiserse sitrik asit, pH yiikselirse okzalik ve
glikonik asit olusumu artar.

*Ust yiizey yonteminde onerilen pH degeri 2.0-3.5 arasinda degisir.

2. Ortamdaki sekerin etkisi: Genellikle yiiksek konsantrasyonda sitrik asit liretimi i¢in,
yiiksek seker konsantrasyonu ( % 14-20 ) onerilir.
Melas i¢in; daldirma yonteminde % 10-13
ylizey yonteminde % 14-17



Ortam bilesiminin etkisi: Fermantasyonu gerceklestiren kiiflerin gerek gelisip
cogalmalar1, gerekse sekeri asite doniistiirmeleri i¢in ortamda C,H ve O den baska
gerekli elementler (N,K,P,S ve Mg ) bulunmalidir.

Havanin (O) etkisi: Sitrik asit fermantasyonu oksidatif bir fermantasyon,
mikroorganizmalar da aerop olduklarindan, fermantasyon sirasinda havalandirma ¢ok
onemlidir. Bu nedenle iist ylizey lretiminde derinlii az yiizeyi fazla olan kaplar
kullanilir.

Daldirma yonteminde, her bir ton asit tiretimi i¢in yaklasik 250 m® oksijen ortama
verilmelidir.

Fermantasyon sicakligi: En uygun fermantasyon sicakligi 28-32 OC* dir. 35-36 °Cde
fermantasyon hizlanir, ancak sitrik asit verimi diiser. Diger asitlerin oranlari artar.

Melas renginin etkisi: Melas rengi koyulastikca, sitrik asit fermantasyonu olumsuz
etkilenir. Melas rengi kampanya baslarinda acik, sonlarinda koyulasir.

Melastaki demiri gidermede kullanilan potasyum ferrosiyaniir’iin etkisi: Melasta
buluna ve sitrik asit olusumunu olumsuz etkileyen Fe fazlasinin giderilmesi gerekir.
Bunun i¢in laboratuvarda 6n denemeler ile, uygun potasyum ferrosiyaniir dozu
belirlenmelidir. Genellikle uygun doz, melasa gore, % 0.04-0.12 arasindadir.

Ayrica, melasta bulunan ugucu organik asitlerin fazlasi fermantasyonu olumsuz
etkiler.

Fermantasyon:

- Ust yiizey yontemi: Uretim tavalarda gerceklestirilir, A. niger suslar1 kullanilur.
- Daldirma yontemi: Daha ¢ok peletler seklinde misel olusturan A. wentii suslari
kullanilir.

Fermente olmus ortamdan sitrik asitin eldesi:

oakrwdE

Misellerin ayrilmasi

Ca bilesikleri veya kireg ilavesi ile, Ca- sitratin elde edilmesi

H,SO, ilavesi ile, Ca-sitratin pargalanmasi ve CaSO4’n (jips) ¢Oktiiriilmesi
Ham sitrik asitin berraklastirilmasi Fe’ den arindirilmasi

Buharlastirma ve yogunlagtirma

Kristalizasyon
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ENDUSTRIYEL MIKROBIYOLOJIDE STARTER HAZIRLAMA

. STARTER, Kelime anlami1; BASLATICI

. Kontrollii kosullar altinda, belli bir iiretim amaciyla kullanilan mikroorganizma
kiiltliri

Saf kiiltiir

. Mikrobiyel tiretimlerde, genellikle, tek bir mikroorganizmadan gogaltilmis saf kiiltiir
ile calisilmak istenir.

. Gelisme ortaminda yabanci bir mikroorganizmanin bulunmasi istenmez.

. Bunun i¢in gelisme ortami, asilama Oncesi sterilize edilerek  dogal

mikroorganizmalardan arindirilir.

Ya da fazla miktarda starter ilave edilerek, dogal mikroorganizmalar ¢ogalamadan,
starter kiiltiirlin ortama hakim olmasi saglanir.
. Starter tek bir mikroorganizmadan ¢ogaltilmis saf kiiltiir ya da karigik kiiltiir olabilir.

Fermantasyon endistrisinde kullanilan mikroorganizmalar herhangi bir fermantasyonun
basarili olup olmamasinda baslica etkendir. Ciinkii fermantasyonun katalisti
mikroorganizmadir. Bu nedenle bir mikrobiyel kiiltiirden prosese uygun bazi Ozellikler
aranir.

ALKOL FERMANTASYONUNDA KULLANILAN MAYALAR

Alkol fermantasyonunda kullanilan mayalar Saccharomyces cerevisiae tiiriine ait mayalar
olup, teknik olarak "ispirto mayalar1" olarak tanimlanirlar.

S.cerevisiae tiiriine dahil her maya alkol tiretiminde kullanilamaz. Alkol fermentasyonu igin
segilen S.cerevisiae susu disinda kalan, fakat bu tiire ait mayalar bile alkol endiistrisinde
"yabani maya" olarak tanimlanir.

Ancak, asil yabani mayalar, diger bir cok fermantasyon iirlinlerinin {iretiminde oldugu gibi,

zar yapan ve olusan alkolii par¢alayarak alkol kaybina neden olan mayalardir.

Alkol fermantasyonunda kullanilacak mayadan istenilen ozellikler

. Etkili substrat kullanima,

. Hizli fermantasyon,

. Yiiksek etanol verimliligi ve toleransi,

. Diistik pH'ya dayaniklilik,

. Yiiksek sicakligr dayaniklilik,

. Hiicrelerin yiiksek oranda canliligi,

. Maya kiitlesinin teknik yonden kolay islenebilmesi,
. Enfeksiyonlara kars1 dayaniklilik,

. I¢ki iiretiminde iyi aromaln {iriin vermesi



SARAP MAYALARININ GENEL OZELLIiKLERI

. Sarap mayalar1 Saccharomyces cinsine ait, ¢ogunlukla S.cerevisiae olmak iizere
S.bayanus, S.ellipsoides ve S.pastorianum tiirleri igerisindedir.
. Alt fermantasyon mayalar1 olup, fermantasyon sivisinin ig¢inde veya dibinde

fermantasyon yaparlar. Fermantasyon sonunda kolaylikla ¢cokme 6zelligindedirler.

Sarap mayalarindan istenilen 6zellikler

. Fermantasyon derecesi yiiksek olmali,

. Yiiksek ve diisiik 1s1ya dayanikli olmal,

. Kuvvetli kiikiirtlenmis sirada ¢alisabilmeli,

. Yiiksek alkole dayanikli olmali,

. Kirmizi sarap iiretiminde kullanilan maya tanene duyarli olmamali,
. Yiiksek seker konsantrasyonuna dayanikli olmali,

. Az kopiik olusturmali,

. Kap cidarina tutunmamali ve dibe kolay ¢okmeli,

. Cevre kosullarina dayanikli olmals,

. Sarapta 6zel tat ve koku maddeleri olusturabilmeli,

. Sarapta arzulanmayan fermantasyon yan tirlinlerini az olusturmali.

Bira mayalan

Bira mayalar1 teknik yonden "iist ve alt fermantasyon mayalar1" olarak iki gruba ayrilirlar.
* Ust fermantasyon mayalari (S. cerevisiae) fermantasyon sirasinda maysenin yiizeyine
ciktiklar1 halde,

* Alt fermantasyon mayalari (S. carlsbergensis)

Fermantasyon sirasinda mayse i¢inde kalirlar ve fermantasyonun sonuna dogru dibe ¢okerler.

Bira mayalarinda istenilen o6zellikler

1-Biraya yabanci bir flavor vermemelidir

2-Hizla ¢ogalabilmelidir.

3- Koplik durumu 2—3 giin siirmeli, bu silirenin sonunda kopiik hizla ¢okmelidir.
4-Fermantasyondan sonra s1v1 berrak olmalidir.

5- Tortunun saglamlig1 ve rengi de mayanin se¢iminde 6nemlidir. Tortu yeknesak olmali ve
yiizeyi diiz olmalidir.

6- Rengi agik sar1 olmali, esmer olmamalidir.

7-Fermantasyonun seyrinde kopiik olusumu, kopiik ¢okiisii, berraklasma agamalari birbirini
izlemelidir.
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SUBSTRAT FORMULASYONU

Substrat icerisinde mikroorganizmanin gelismesini, biyosentez ve diger faaliyetlerin en iyi
olmasimi saglayacak gerekli besin maddeleri bulunmalidir. Gereksinim duyulan besin
maddelerini yeterli miktarda ve uygun formlarda igeren bir substrat basarili bir liretim i¢in ilk
adimdir. Substratin kimyasal bilesimi, hiicre ve {irlin sentezi i¢in elementel gereksinimlerin
tiimiinii karsilamasinin yanisira hiicre muhafazasi ve metabolik faaliyetler i¢in gerekli enerjiyi
de saglamalidir.

Buradan da anlasilacagi gibi, mikrobiyal aktivite i¢in iki 6nemli beslenme faktorii vardir:

a- Hiicre metabolizmasi i¢in gerekli enerji kaynaklari,
b- Hiicreyi olusturan ve iirlinlerin biyosentezi i¢in gerekli olan madde kaynaklari.

Mikroorganizmalar gereksinimleri olan enerjiyi, ortamda bulunan bazi bilesiklerin kimyasal
baglarindaki depolanmis enerjiyi kullanarak saglarlar. Bunlar organik veya inorganik
maddeler olabilir. En iyi enerji kaynaklar1 karbonhidratlardir.

Ikinci beslenme faktérii ise biyokiitle olusumu ve biyosentez icin gerekli olan C, H, O, N, P, S
gibi ana elementler ve iz elementlerdir. Bunlar substrat i¢inde basit bilesikler halinde
bulunabilecegi gibi kompleks bilesikler halinde de bulunabilirler.

Substrat bilesimi 6zel amaglara gore farkli diizenlenir. Ornegin, gelisme besiyeri
mikroorganizmanin aktif gelismesini saglayacak bilesiminde, buna karsilik muhafaza besiyeri
gelisme i¢in uygun olmayan kosullarda, yalnizca mikroorganizmanin canliligini korumak i¢in
hazirlanir. Biyokiitle {iretimi amaciyla hazirlanan substratlarda karbon kaynaginin
konsantrasyonu diisiik, metabolik iirlin sentezi icin kullanilacak substratlarda daha yiiksek
tutulur.

Besiyerleri kullanilan hammaddenin tiirliine baglh olarak genelde iki grup altinda toplanirlar.
Tam olarak bilinen miktarlarda ve saf maddeler kullanilarak hazirlanan besiyerlerine “yapay
besiyeri” adi verilir. Kimyasal yapilar1 tam olarak belirlenmeyen; kan, et Oziitleri, melas,
pamuk cekirdegi, misir unu, soya unu, malt ¢imi, peynir suyu vb dogal maddelerle hazirlanan
besiyerlerine “kompleks” veya “dogal besiyeri” denir.

Yapay besiyerleri arastirma amaclar1 i¢in segilirler. Bunlar arastirictya ayni kosullarda
calismay1 yineleme olanagi, saydamlik, az kdpiirme, iirliniin kolaylikla saflastiriimas: gibi
avantajlar saglar. Bilimsel ac¢idan bir¢ok yararlar1 olmasina karsin bu tip besiyerlerinde elde
edilen iiriin verimi genellikle diisiiktiir ve daha Onemlisi maliyet yiiksektir. Bu nedenle
endiistriyel fermantasyonlarda c¢ogunlukla dogal besiyerleri kullanilir. Bununla birlikte
endistriyel fermantasyonlarin ilk kademelerini olusturan laboratuvar donemlerindeki
besiyerlerinde daha ¢ok saf maddeler tercih edilir.



1. Substrat icinde Bulunan Temel Bilesenler

Substrat icinde bulunan bilesenler temel fonksiyonlarina gore; karbon, azot kaynaklari,
inorganik bilesikler ve vitaminler olarak gruplandirilir.

a- Karbon kaynaklar:

Karbon kaynaklarinin baginda karbonhidratlar gelir. Biyokiitle yaklasik %50 C igerdiginden,
karbonhidratlar besiyerlerinde diger besin maddelerinden daha yiiksek konsantrasyonlarda
bulunurlar ve ¢ok iyi oksijen, hidrojen ve metabolik enerji kaynaklaridir.

Bazi karbon kaynaklar1 gelismeyi artirirlar, fakat bunun yanisira biyosentez hizi yavaslar.
Karbonhidratlarin mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilme kolayligi heksozlardan
polisakkaritlere dogru gidildik¢e azalir. Boyle durumlarda gelismeyi artiran karbonhidrat ile
birlikte biyosentez hizini artirici etki gosteren karbonhidrat da ortamda bulunmalidir.

En onemli karbonhidrat kaynaklar1 glikoz, sakkaroz, melas, misir, bugday, patates, piring,
arpa, yulaf nisastalari ve unlaridir. Melas karbonhidrat kaynagi olmasinin yanisira azot,
inorganik bilesikler ve vitaminler de igerdiginden ucuz ve iyi bir hammaddedir.

Bunlarin disinda hidrokarbonlar; yaglar, alkoller, seliiloz ve tlirevleri de mikroorganizmalarin
cinslerine gore substrat icerisinde karbonhidrat kaynagi olarak kullanilmaktadir.

b- Azot kaynaklari:

Hiicre yapisinda karbon ve oksijenden sonra en fazla bulunan element azottur. Azot
kaynaklar1 inorganik veya organik olabilir. Cogu mikroorganizma molekiiler azotu, nitratlari,
nitritleri, amonyag1 azot kaynagi olarak kullanabilir. Amonyak, ayn1 zamanda fermantasyon
pH’sin1 istenen diizeyde tutma amaci ile de kullanilabilir.

Mikroorganizmalarin biliylik ¢ogunlugu organik azot kullanirlar. Organik azot kullanimi
hiicrenin gelisme hizin1 artirir. Fazla kullanimi olumlu etki gosterebilecegi gibi iiretim
verimini de diisiirebilir.

Organik azot kaynaklarmin baglicalar1 amino asitler, piirinler, pirimidinler, iire, bitkisel ve
hayvansal proteinlerdir. Bu proteinler gida ve tarim endiistrisinin yan triinleri olup, saf azotlu
bilesiklerden daha ucuz olmalarinin yanisira, hiicre gelismesi i¢in gerekli olan vitaminleri,
cesitli mineralleri ve ¢esitli bliylime faktorlerini de igerirler.

Substratta bulunan azot kaynaginin hiicre tarafindan kolayca kullanilabilir olmasi dikkate
alinmalidir. Ornegin proteinler, yalnizca hiicre disi proteazlar salgilayarak proteinleri
enzimatik olarak aminoasitlere hidrolize edebilen mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilir.
Bu 6zelligi olmayan mikroorganizmanin protein hidrolizatlarina, peptonlara veya proteinli
maddeleri asit veya enzimlerle hidroliz etmek suretiyle hazirlanmis ve serbest amino asitleri
iceren azotlu maddelere gereksinimleri vardir.



c- Inorganik bilesenler:

Biyokiitlenin ortalama %5-10’u kiildiir. Kiiliin biiyiik boliimiinii fosfor (%60) ve kiikiirt
(%20) olusturur. Ayrica K, Mg, Na, Ca, Fe, Mn, Mo, Co, Zn, Cl gibi elementler bulunur.
Fosfor en fazla seker fosfatlari, kiikiirt ise en ¢ok sistin ve methionin aminoasitlerinde
bulunur. Diger elementler ¢ogunlukla enzimlerle kompleks halde bulunur.

Mikroorganizmalarin mineral gereksinimlerini tam olarak bilmek her zaman gerekli degildir.
Ciinkli endiistriyel karbon ve azot kaynaklarmin ¢ogu, hatta sehir suyu yeterli miktarda
mineral igerir. Bazan bu maddeleri azot, fosfat ve siilfatlarla, nadiren de Mg ile takviye etmek
gerekebilir.

d- Vitaminler :

Koenzim veya koenzimlerin bilesikleri olarak vitaminlerin hiicre igerisinde énemli katalitik
fonksiyonlar1 vardir ve metabolizma igin gereklidir. En sik gereksinme duyulan vitaminler
thiamin, biotin, niasin, pantotenat, riboflavin ve Bg vitaminleridir.

Vitaminler endiistriyel fermantasyonlarda kullanilan karbon ve azot kaynaklarinin iginde
cogunlukla yeterli miktarda bulunduklarindan, ayrica substrata ilave edilmeleri
gerekmeyebilir.

e- Diger katki maddeleri:
Biitiin bunlarin disinda substrata, cesitli amaclara yonelik katki maddeleri ilave edilebilir:

- Asin gelismeyi yavaglatan (misel artis hizim1 yavaslatan), metabolik {iriiniin biyosentez
hizin1 artiran maddeler (inhibitor). Ornegin; antibiyotik fermantasyonlarinda bu amagla
benzil-tiyosiyanat kullanilmaktadir.

- Biyosentez kademelerinde reaksiyona giren ve {riin verimini artiran maddeler
(prekiirsorler). Ornegin; klortetrasiklin fermantasyonunda ortama tuz ilavesi, penisilin G
fermantasyonunda fenilalalin, fenilasetik asit ilavesi,

- Fermantasyon pH’sii istenen diizeyde tutmak icin ilave edilen asit, baz veya tampon
karakterinde maddeler.

- Kopiirmeyi azaltici yiizey aktif maddeler (bitkisel ve hayvansal yaglar, silikonlar vb).
2. Hiicre Bilesimi

Substrat formiilasyona girmeden Once hiicre bilesiminin agiklanmasi yararli olacaktir.
Genellikle, hiicre bilesimi ile ilgili detayli elementel analizler burada belirtilmeyecek, fakat
kullanilacak degerler substrat formiilasyonunda bir rehber niteliginde olacaktir. Bir
mikroorganizma hiicresinin tipik elementel bilesimi Tablo 5.1’de goriilmektedir. Mikrobiyal
gelisme i¢in kullanilacak herhangi bir ortam, en azindan, bu elementleri uygun oranda
icermelidir.



Tablo1. Mikroorganizmalarin tipik elementel bilesimi

Element Hiicre kuru agirhgina gore
%

Karbon 50

Azot 7-12

Fosfor 1-3

Kiikiirt 0,5-1,0

Magnezyum 0,5

Karbon, oksijen ve hidrojen hari¢ substrat igerisindeki besinlerin formiilasyonu Tablo
5.1°deki verileri esas alir. Ornegin; azot ve kiikiirt kaynagi olarak amonyum siilfat
kullanilarak 30 g/ maya hiicresi kitlesinin sentezi arzulaniyorsa, 12 g/ (NHy), SO4” in
ortamda bulunmasi gereklidir. Bu miktar (NH4),SO4 2,4 g/L azot ve 3.0 g/L kikiirt
saglayacaktir. Azot gereksiniminin temin edilmesi ile kiikiirt gereksiniminin fazlaca
karsilanabilecegi goriilmektedir.

Benzer bir hesaplama, 3,0 g/L hiicre biyokiitlesinin sentezi i¢in Tablo 5.2’de gériilen minimal
ortamin diizenlenmesine olanak verir.

Tablo 2. Segilmis bir karbon kaynagindan 30 g/L maya iiretimi i¢in diizenlenmis bir gelisme

ortami

Ortam Bilesenleri Konsantrasyon (g/L)
Karbon enerji kaynagi

Metanol 60.0

Etanol 40.0

Glikoz 60.0
(NH,4)2SO4 12.0
KH,PO, 1.3
MgSO, 15
Iz elementler

(Cu, Co, Fe, Ca, Zn, Mo, Mn) 10*M

Biyokimyasal ko-faktorler veya yapisal komponentler olarak iz elementlere de gereksinim
duyulmaktadir. Fakat bu elementlere olan gereksinimi tahmin etmek ¢ok zordur. Buna
ragmen, bir kural olarak, Tablo 5.2.’de goriilen iz elementler 30 g/L hiicre i¢in 10™M, 3 g/L
hiicre igin 10°M konsantrasyonlarinda ilave edilebilirler. Baz1 mikroorganizmalarin bir veya
daha fazla iz elemente normalden daha fazla ihtiya¢ duyulabilecegi, ayrica hatirlanmalidir.

3. Ozel Biyokimyasal Gereksinimler

Bir¢cok mikroorganizma basit mineral tuzlari igeren ortamlarda iyi gelisebilirlerse de, bazilar
bir veya daha fazla 0zel biyokimyasal bilesiklere gereksinim duyarlar. Bu bazi
mikroorganizmalarin gereksinim duyduklar1 tiim biyokimyasal bilesikleri kendilerinin
sentezleyememesinden kaynaklanmaktadir. En fazla gereksinim duyulanlar vitaminler ve
aminoasitlerdir. Ornegin; mayalar ¢ogunlukla biotin, thiamin ve riboflavine gereksinim
duyarlar. Bazi mikroorganizmalar olduk¢a miskiilpesenttir ve 10-12 tane biyokimyasal
komponentin besiyerine ilavesi gerekir. Genellikle, vitaminlere olan gereksinim az
miktarlardadir ve bunlar tipik olarak litreye “mg” diizeyinde ilave edilirler.



4. Enerji Gereksinimleri

Mikroorganizmalar temel kimyasal maddeleri kompleks molekiillere c¢evirirlerken bu
reaksiyon serilerini gergeklestirebilmek igin, enerji kullanmaya gereksinim duyarlar.
Cogunlukla, bu enerji indirgenen organik bilesiklerin kontrollii oksidasyonu ile temin edilir.
Bu tiir karbon bilesikleri hiicrelerin elementel karbon gereksinimlerini karsilamalarinin
yanisira, biyosentez enerjisi iiretmek amaciyla da kullanilirlar. Biyosenteze ilave olarak; hiicre
yapisinin muhafazasi, molekiillerin aktif transportu, hiicre ve ¢evresi arasindaki
konsantrasyon degisimlerini dengelemek ve bazen hiicre hareketi i¢in de enerjiye gereksinim
duyulur.

Bu nedenlerle, besiyeri ortaminda tiim bu gereksinimleri karsilayacak yeterli karbon kaynagi
bulunmalidir. Hiicre gelismesi igin karbon kaynagi gereksiniminin hesaplanmasi, arzulanan
hiicre yogunlugunun {imit edilen hiicre verimine (Yys) boliinmesi suretiyle yapilir. Ornegin;
verim 0,5 g hiicre/g metanol oldugu zaman, metanolden 30 g/L hiicre elde etmek igin, Tablo
5.2’de goriildiigii gibi, 60 g/L metanole gereksinim duyulur.

Temel besinlerden biri olan oksijen, suda zor ¢6ziinen bir gaz oldugundan, fermantasyonda
ozel bir kiitle transferi sorunu getirir. Bununla birlikte, oksijen gereksiniminin
mikroorganizmaya, karbon kaynagina ve kullanimindaki etkinlige bagli oldugu séylenebilir.

5. Endiistriyel Substrat Secimi ve Formiilasyondaki Genel Tlkeler

Belirli bir iiretime yonelik substrat secimi i¢in kesin bir yontem yoktur, bu daha ¢ok bir
uzmanlik isidir. Deneysel ve teorik caligsmalar birlikte yiiriitiilerek en verimli ve ekonomik
substrat secilir. Bu nedenle bu bilgiler, ¢cogunlukla, endiistriyel bir sir olarak saklanir.

Substrat formiile edilirken asagidaki hususlara 6zellikle dikkat edilmelidir:

a- Substrat hiicre gelismesi ve biyosentez i¢in gerekli besin maddelerini,
mikroorganizmalarin yararlanabilecegi uygun bilesikler halinde icermelidir. Eksik olanlar
takviye edilmeledir.

b- Endiistriyel substrat formiilasyonlari hazirlanirken yoresel hammaddenin se¢imi ve
tiretimde kullanilmasi biiyiik 6nem tasir. Belirli bir substrat i¢inde ¢ok iyi gelisen  bir
sus, ayni hammaddenin bagka bir yoreden temin edilmesi durumunda gelismeyebilir. Bu
durum hammaddenin iiretiminde yoresel kosullara bagl farkliliklardan kaynaklanabilir.
Bu farkliliklarin kimyasal analizler ile tespit edilmesi zor oldugundan, en iyisi
mikroorganizmanin yoresel hammaddeye uyumu (adaptasyonu) saglanmalidir.

c- Hammaddenin kimyasal kalite kontrol analizlerinin yanisira, kiiciik ¢apta tiiretim
denemeleri ile biyolojik yonden uygunlugu denenmelidir.

d- Hammaddedeki gereksiz fazlaliklarin olumsuz sonuglara neden olabilecegi dikkate
alimmalidir.

e- Subtrat formiilasyonlar1 saptanirken, hammaddeler ile ilgili birim ve tasima maliyeti,
depolama siiresi ve kosullari, korozyon gibi ekonomik faktorler gézoniinde tutulmalidir.

f- Hammadde igindeki toksik oOzellikteki maddeler substrattan uzaklastirilmaya
calisiimalidir.
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SUBSTRAT FORMULASYONU

Substrat icerisinde mikroorganizmanin gelismesini, biyosentez ve diger faaliyetlerin en iyi
olmasimi saglayacak gerekli besin maddeleri bulunmalidir. Gereksinim duyulan besin
maddelerini yeterli miktarda ve uygun formlarda igeren bir substrat basarili bir liretim i¢in ilk
adimdir. Substratin kimyasal bilesimi, hiicre ve {irlin sentezi i¢in elementel gereksinimlerin
tiimiinii karsilamasinin yanisira hiicre muhafazasi ve metabolik faaliyetler i¢in gerekli enerjiyi
de saglamalidir.

Buradan da anlasilacagi gibi, mikrobiyal aktivite i¢in iki 6nemli beslenme faktorii vardir:

a- Hiicre metabolizmasi i¢in gerekli enerji kaynaklari,
b- Hiicreyi olusturan ve iirlinlerin biyosentezi i¢in gerekli olan madde kaynaklari.

Mikroorganizmalar gereksinimleri olan enerjiyi, ortamda bulunan bazi bilesiklerin kimyasal
baglarindaki depolanmis enerjiyi kullanarak saglarlar. Bunlar organik veya inorganik
maddeler olabilir. En iyi enerji kaynaklar1 karbonhidratlardir.

Ikinci beslenme faktérii ise biyokiitle olusumu ve biyosentez icin gerekli olan C, H, O, N, P, S
gibi ana elementler ve iz elementlerdir. Bunlar substrat i¢inde basit bilesikler halinde
bulunabilecegi gibi kompleks bilesikler halinde de bulunabilirler.

Substrat bilesimi 6zel amaglara gore farkli diizenlenir. Ornegin, gelisme besiyeri
mikroorganizmanin aktif gelismesini saglayacak bilesiminde, buna karsilik muhafaza besiyeri
gelisme i¢in uygun olmayan kosullarda, yalnizca mikroorganizmanin canliligini korumak i¢in
hazirlanir. Biyokiitle {iretimi amaciyla hazirlanan substratlarda karbon kaynaginin
konsantrasyonu diisiik, metabolik iirlin sentezi icin kullanilacak substratlarda daha yiiksek
tutulur.

Besiyerleri kullanilan hammaddenin tiirliine baglh olarak genelde iki grup altinda toplanirlar.
Tam olarak bilinen miktarlarda ve saf maddeler kullanilarak hazirlanan besiyerlerine “yapay
besiyeri” adi verilir. Kimyasal yapilar1 tam olarak belirlenmeyen; kan, et Oziitleri, melas,
pamuk cekirdegi, misir unu, soya unu, malt ¢imi, peynir suyu vb dogal maddelerle hazirlanan
besiyerlerine “kompleks” veya “dogal besiyeri” denir.

Yapay besiyerleri arastirma amaclar1 i¢in segilirler. Bunlar arastirictya ayni kosullarda
calismay1 yineleme olanagi, saydamlik, az kdpiirme, iirliniin kolaylikla saflastiriimas: gibi
avantajlar saglar. Bilimsel ac¢idan bir¢ok yararlar1 olmasina karsin bu tip besiyerlerinde elde
edilen iiriin verimi genellikle diisiiktiir ve daha Onemlisi maliyet yiiksektir. Bu nedenle
endiistriyel fermantasyonlarda c¢ogunlukla dogal besiyerleri kullanilir. Bununla birlikte
endistriyel fermantasyonlarin ilk kademelerini olusturan laboratuvar donemlerindeki
besiyerlerinde daha ¢ok saf maddeler tercih edilir.



1. Substrat icinde Bulunan Temel Bilesenler

Substrat icinde bulunan bilesenler temel fonksiyonlarina gore; karbon, azot kaynaklari,
inorganik bilesikler ve vitaminler olarak gruplandirilir.

a- Karbon kaynaklar:

Karbon kaynaklarinin baginda karbonhidratlar gelir. Biyokiitle yaklasik %50 C igerdiginden,
karbonhidratlar besiyerlerinde diger besin maddelerinden daha yiiksek konsantrasyonlarda
bulunurlar ve ¢ok iyi oksijen, hidrojen ve metabolik enerji kaynaklaridir.

Bazi karbon kaynaklar1 gelismeyi artirirlar, fakat bunun yanisira biyosentez hizi yavaslar.
Karbonhidratlarin mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilme kolayligi heksozlardan
polisakkaritlere dogru gidildik¢e azalir. Boyle durumlarda gelismeyi artiran karbonhidrat ile
birlikte biyosentez hizini artirici etki gosteren karbonhidrat da ortamda bulunmalidir.

En onemli karbonhidrat kaynaklar1 glikoz, sakkaroz, melas, misir, bugday, patates, piring,
arpa, yulaf nisastalari ve unlaridir. Melas karbonhidrat kaynagi olmasinin yanisira azot,
inorganik bilesikler ve vitaminler de igerdiginden ucuz ve iyi bir hammaddedir.

Bunlarin disinda hidrokarbonlar; yaglar, alkoller, seliiloz ve tlirevleri de mikroorganizmalarin
cinslerine gore substrat icerisinde karbonhidrat kaynagi olarak kullanilmaktadir.

b- Azot kaynaklari:

Hiicre yapisinda karbon ve oksijenden sonra en fazla bulunan element azottur. Azot
kaynaklar1 inorganik veya organik olabilir. Cogu mikroorganizma molekiiler azotu, nitratlari,
nitritleri, amonyag1 azot kaynagi olarak kullanabilir. Amonyak, ayn1 zamanda fermantasyon
pH’sin1 istenen diizeyde tutma amaci ile de kullanilabilir.

Mikroorganizmalarin biliylik ¢ogunlugu organik azot kullanirlar. Organik azot kullanimi
hiicrenin gelisme hizin1 artirir. Fazla kullanimi olumlu etki gosterebilecegi gibi iiretim
verimini de diisiirebilir.

Organik azot kaynaklarmin baglicalar1 amino asitler, piirinler, pirimidinler, iire, bitkisel ve
hayvansal proteinlerdir. Bu proteinler gida ve tarim endiistrisinin yan triinleri olup, saf azotlu
bilesiklerden daha ucuz olmalarinin yanisira, hiicre gelismesi i¢in gerekli olan vitaminleri,
cesitli mineralleri ve ¢esitli bliylime faktorlerini de igerirler.

Substratta bulunan azot kaynaginin hiicre tarafindan kolayca kullanilabilir olmasi dikkate
alinmalidir. Ornegin proteinler, yalnizca hiicre disi proteazlar salgilayarak proteinleri
enzimatik olarak aminoasitlere hidrolize edebilen mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilir.
Bu 6zelligi olmayan mikroorganizmanin protein hidrolizatlarina, peptonlara veya proteinli
maddeleri asit veya enzimlerle hidroliz etmek suretiyle hazirlanmis ve serbest amino asitleri
iceren azotlu maddelere gereksinimleri vardir.



c- Inorganik bilesenler:

Biyokiitlenin ortalama %5-10’u kiildiir. Kiiliin biiyiik boliimiinii fosfor (%60) ve kiikiirt
(%20) olusturur. Ayrica K, Mg, Na, Ca, Fe, Mn, Mo, Co, Zn, Cl gibi elementler bulunur.
Fosfor en fazla seker fosfatlari, kiikiirt ise en ¢ok sistin ve methionin aminoasitlerinde
bulunur. Diger elementler ¢ogunlukla enzimlerle kompleks halde bulunur.

Mikroorganizmalarin mineral gereksinimlerini tam olarak bilmek her zaman gerekli degildir.
Ciinkli endiistriyel karbon ve azot kaynaklarmin ¢ogu, hatta sehir suyu yeterli miktarda
mineral igerir. Bazan bu maddeleri azot, fosfat ve siilfatlarla, nadiren de Mg ile takviye etmek
gerekebilir.

d- Vitaminler :

Koenzim veya koenzimlerin bilesikleri olarak vitaminlerin hiicre igerisinde énemli katalitik
fonksiyonlar1 vardir ve metabolizma igin gereklidir. En sik gereksinme duyulan vitaminler
thiamin, biotin, niasin, pantotenat, riboflavin ve Bg vitaminleridir.

Vitaminler endiistriyel fermantasyonlarda kullanilan karbon ve azot kaynaklarinin iginde
cogunlukla yeterli miktarda bulunduklarindan, ayrica substrata ilave edilmeleri
gerekmeyebilir.

e- Diger katki maddeleri:
Biitiin bunlarin disinda substrata, cesitli amaclara yonelik katki maddeleri ilave edilebilir:

- Asin gelismeyi yavaglatan (misel artis hizim1 yavaslatan), metabolik {iriiniin biyosentez
hizin1 artiran maddeler (inhibitor). Ornegin; antibiyotik fermantasyonlarinda bu amagla
benzil-tiyosiyanat kullanilmaktadir.

- Biyosentez kademelerinde reaksiyona giren ve {riin verimini artiran maddeler
(prekiirsorler). Ornegin; klortetrasiklin fermantasyonunda ortama tuz ilavesi, penisilin G
fermantasyonunda fenilalalin, fenilasetik asit ilavesi,

- Fermantasyon pH’sii istenen diizeyde tutmak icin ilave edilen asit, baz veya tampon
karakterinde maddeler.

- Kopiirmeyi azaltici yiizey aktif maddeler (bitkisel ve hayvansal yaglar, silikonlar vb).
2. Hiicre Bilesimi

Substrat formiilasyona girmeden Once hiicre bilesiminin agiklanmasi yararli olacaktir.
Genellikle, hiicre bilesimi ile ilgili detayli elementel analizler burada belirtilmeyecek, fakat
kullanilacak degerler substrat formiilasyonunda bir rehber niteliginde olacaktir. Bir
mikroorganizma hiicresinin tipik elementel bilesimi Tablo 5.1’de goriilmektedir. Mikrobiyal
gelisme i¢in kullanilacak herhangi bir ortam, en azindan, bu elementleri uygun oranda
icermelidir.



Tablo1. Mikroorganizmalarin tipik elementel bilesimi

Element Hiicre kuru agirhgina gore
%

Karbon 50

Azot 7-12

Fosfor 1-3

Kiikiirt 0,5-1,0

Magnezyum 0,5

Karbon, oksijen ve hidrojen hari¢ substrat igerisindeki besinlerin formiilasyonu Tablo
5.1°deki verileri esas alir. Ornegin; azot ve kiikiirt kaynagi olarak amonyum siilfat
kullanilarak 30 g/ maya hiicresi kitlesinin sentezi arzulaniyorsa, 12 g/ (NHy), SO4” in
ortamda bulunmasi gereklidir. Bu miktar (NH4),SO4 2,4 g/L azot ve 3.0 g/L kikiirt
saglayacaktir. Azot gereksiniminin temin edilmesi ile kiikiirt gereksiniminin fazlaca
karsilanabilecegi goriilmektedir.

Benzer bir hesaplama, 3,0 g/L hiicre biyokiitlesinin sentezi i¢in Tablo 5.2’de gériilen minimal
ortamin diizenlenmesine olanak verir.

Tablo 2. Segilmis bir karbon kaynagindan 30 g/L maya iiretimi i¢in diizenlenmis bir gelisme

ortami

Ortam Bilesenleri Konsantrasyon (g/L)
Karbon enerji kaynagi

Metanol 60.0

Etanol 40.0

Glikoz 60.0
(NH,4)2SO4 12.0
KH,PO, 1.3
MgSO, 15
Iz elementler

(Cu, Co, Fe, Ca, Zn, Mo, Mn) 10*M

Biyokimyasal ko-faktorler veya yapisal komponentler olarak iz elementlere de gereksinim
duyulmaktadir. Fakat bu elementlere olan gereksinimi tahmin etmek ¢ok zordur. Buna
ragmen, bir kural olarak, Tablo 5.2.’de goriilen iz elementler 30 g/L hiicre i¢in 10™M, 3 g/L
hiicre igin 10°M konsantrasyonlarinda ilave edilebilirler. Baz1 mikroorganizmalarin bir veya
daha fazla iz elemente normalden daha fazla ihtiya¢ duyulabilecegi, ayrica hatirlanmalidir.

3. Ozel Biyokimyasal Gereksinimler

Bir¢cok mikroorganizma basit mineral tuzlari igeren ortamlarda iyi gelisebilirlerse de, bazilar
bir veya daha fazla 0zel biyokimyasal bilesiklere gereksinim duyarlar. Bu bazi
mikroorganizmalarin gereksinim duyduklar1 tiim biyokimyasal bilesikleri kendilerinin
sentezleyememesinden kaynaklanmaktadir. En fazla gereksinim duyulanlar vitaminler ve
aminoasitlerdir. Ornegin; mayalar ¢ogunlukla biotin, thiamin ve riboflavine gereksinim
duyarlar. Bazi mikroorganizmalar olduk¢a miskiilpesenttir ve 10-12 tane biyokimyasal
komponentin besiyerine ilavesi gerekir. Genellikle, vitaminlere olan gereksinim az
miktarlardadir ve bunlar tipik olarak litreye “mg” diizeyinde ilave edilirler.



4. Enerji Gereksinimleri

Mikroorganizmalar temel kimyasal maddeleri kompleks molekiillere c¢evirirlerken bu
reaksiyon serilerini gergeklestirebilmek igin, enerji kullanmaya gereksinim duyarlar.
Cogunlukla, bu enerji indirgenen organik bilesiklerin kontrollii oksidasyonu ile temin edilir.
Bu tiir karbon bilesikleri hiicrelerin elementel karbon gereksinimlerini karsilamalarinin
yanisira, biyosentez enerjisi iiretmek amaciyla da kullanilirlar. Biyosenteze ilave olarak; hiicre
yapisinin muhafazasi, molekiillerin aktif transportu, hiicre ve ¢evresi arasindaki
konsantrasyon degisimlerini dengelemek ve bazen hiicre hareketi i¢in de enerjiye gereksinim
duyulur.

Bu nedenlerle, besiyeri ortaminda tiim bu gereksinimleri karsilayacak yeterli karbon kaynagi
bulunmalidir. Hiicre gelismesi igin karbon kaynagi gereksiniminin hesaplanmasi, arzulanan
hiicre yogunlugunun {imit edilen hiicre verimine (Yys) boliinmesi suretiyle yapilir. Ornegin;
verim 0,5 g hiicre/g metanol oldugu zaman, metanolden 30 g/L hiicre elde etmek igin, Tablo
5.2’de goriildiigii gibi, 60 g/L metanole gereksinim duyulur.

Temel besinlerden biri olan oksijen, suda zor ¢6ziinen bir gaz oldugundan, fermantasyonda
ozel bir kiitle transferi sorunu getirir. Bununla birlikte, oksijen gereksiniminin
mikroorganizmaya, karbon kaynagina ve kullanimindaki etkinlige bagli oldugu séylenebilir.

5. Endiistriyel Substrat Secimi ve Formiilasyondaki Genel Tlkeler

Belirli bir iiretime yonelik substrat secimi i¢in kesin bir yontem yoktur, bu daha ¢ok bir
uzmanlik isidir. Deneysel ve teorik caligsmalar birlikte yiiriitiilerek en verimli ve ekonomik
substrat secilir. Bu nedenle bu bilgiler, ¢cogunlukla, endiistriyel bir sir olarak saklanir.

Substrat formiile edilirken asagidaki hususlara 6zellikle dikkat edilmelidir:

a- Substrat hiicre gelismesi ve biyosentez i¢in gerekli besin maddelerini,
mikroorganizmalarin yararlanabilecegi uygun bilesikler halinde icermelidir. Eksik olanlar
takviye edilmeledir.

b- Endiistriyel substrat formiilasyonlari hazirlanirken yoresel hammaddenin se¢imi ve
tiretimde kullanilmasi biiyiik 6nem tasir. Belirli bir substrat i¢inde ¢ok iyi gelisen  bir
sus, ayni hammaddenin bagka bir yoreden temin edilmesi durumunda gelismeyebilir. Bu
durum hammaddenin iiretiminde yoresel kosullara bagl farkliliklardan kaynaklanabilir.
Bu farkliliklarin kimyasal analizler ile tespit edilmesi zor oldugundan, en iyisi
mikroorganizmanin yoresel hammaddeye uyumu (adaptasyonu) saglanmalidir.

c- Hammaddenin kimyasal kalite kontrol analizlerinin yanisira, kiiciik ¢apta tiiretim
denemeleri ile biyolojik yonden uygunlugu denenmelidir.

d- Hammaddedeki gereksiz fazlaliklarin olumsuz sonuglara neden olabilecegi dikkate
alimmalidir.

e- Subtrat formiilasyonlar1 saptanirken, hammaddeler ile ilgili birim ve tasima maliyeti,
depolama siiresi ve kosullari, korozyon gibi ekonomik faktorler gézoniinde tutulmalidir.

f- Hammadde igindeki toksik oOzellikteki maddeler substrattan uzaklastirilmaya
calisiimalidir.
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1. THP

THP degisik besi yerlerinde uygun kosullar altinda ¢ogaltilan mikroorganizmalarin (bakteri,
kiif veya algler) olusturdugu biyokiitlenin bir {irtiniidiir.

Hizla artan diinya niifusu ile birlikte ortaya ¢ikan gida ve protein sorunu karsisinda, gida
formiilasyonlarinda yer alacak yeni protein kaynaklarina yonelis de artmaktadir. Giderek
biliyliyen bu protein agiginin kapatilmasinda en 6nemli alternatiflerden birisini Tek Hiicre
Proteini (THP) olusturmaktadir. Cogu bakteri, maya ve kiif hayvansal {iriinlere esdeger
protein igerigine sahiptir ve uygun kosullarda gelistirildiklerinde bitkisel proteinlerden daha
iyi bir protein kaynagidirlar. THP, ¢ogunlukla mikroorganizmalarin pahali olmayan bir azot
kaynagi tizerinde gelistirilmesi ile tiretilmektedir.

Mikroorganizmalar, bitki ve hayvanlardan daha hizli g¢ogaldiklari ve bazilar1 optimum
kosullarda ve uygun substrat iizerinde kendi hiicrelerinin %80°1 kadar protein olusturduklari
icin THP iiretiminde kullanilmaktadir. Ornegin, mayalar genellikle 1-3 saat, algler 2-6 saat,
funguslar 4-12 saat ve bir¢ok bakteri uygun ortam oldugunda 1 saatten daha kisa bir siirede
cogalmaktadirlar.

Mikroorganizmalarin olusturdugu proteinin hayvansal proteinle kiyaslanmasinda birgok
farklilik goze garpar. Oncelikle mikrobiyal protein iiretimi gok hizlidir. 500 kg agirhigimdaki
bir sigir giinde 0.5 kg protein iiretirken ayni miktarda 500 kg mayanin bir giinde {irettigi
protein miktar1 50 tondur. (100.000 misli). Mikrobiyal biyomas iiretiminin bir diger
istiinliigii, tarimsal tiretimde oldugu gibi genis alanlar ve elverigli iklim kosullarinin
saglanmasinin zorunlu olmamasidir. Bunun yani sira substrat olarak kullanilabilecek
hammadde ¢ok ¢esitli ve ucuzdur.

Mikroorganizmalarin dogrudan beslenme amaciyla kullanilmalart ilk defa 19. yiizyil
sonlarinda bira atik mayasinin hayvan yemine katilmasi seklinde olmustur. ilk defa 1910
yilinda Almanya’da THP’nin hayvan ve insan beslenmesinde kullanilmasi arastirilmaya
baglanmuis, S. cerevisiae mayasi iiretimi i¢in tesisler agilmistir. 1930 yilinda Candida utilis’in
kullanilmas ile iistiin nitelikli gida ve yem mayasi iiretilebilecegi ortaya konmustur.

Kullanilan mikroorganizmalar

Bakteriler; ¢ok sayida patojen olmayan tiir icermeleri, diger mikroorganizmalar tarafindan
metabolize edilemeyen ¢esitli substratlar1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmalar1 ve
diger mikroorganizmalara oranla cabuk ¢ogalmalar1 bakimindan iistiinliik gosterirler.

Pek cok bakteri karbon enerji kaynagi olarak ¢ok sayida substrati kullanir. Bunun igin petrol
tiriinleri, azot, doymamais hidrokarbonlar, metanol ve metan, tarimsal artiklar kullanilmaktadir.
Bakteri tiirlerinin pek ¢ogu THP {iretiminde denenmistir. THP {iretiminde uygunluk i¢in
yapilan se¢imlerde gelisme hizi, verim, pH ve sicaklik toleransi, genetik stabilite, fajlara
direng gibi pek ¢ok o6zellik aranir. Bacillus, Corynobacterium, Lactobacillus, Arthrobacter,
Brevibacterium, Pseudomonas tiirleri iizerinde c¢alisilmaktadir. Pseudomonas fluorescens ile
yapilan bir ¢aligmada, tarim artiklarinin substrat olarak kullanimi sonucu elde edilen proteinin
lisin agisindan olduk¢a zengin oldugu bildirilmistir. Hayvanlar iizerinde yapilan laboratuvar
deneyleri sonucunda E. coli’ nin iyi bir protein tamamlayicisi oldugu saptanmistir. Ancak



bakteriler metabolizmay1 olumsuz yonde etkileyen yiiksek oranda niikleik asit igerirler ve
fermentasyon sonunda protein ortamdan zor ayrilir.

THP kaynagi olarak kullanilan baslica mayalar ise Candida utilis, S. fragilis, Torulopsis utilis,
S. cerevisiae vb’ dir. Mayalarin iiretiminde melas, patates nisastasi, seker, meyvelerin etli
kisimlari, siilfit sivisi, peynir alt1 suyu kullanilmaktadir.

Son yillarda THP iiretiminde kiiflerin kullanimi da yayginlagsmistir. Kiiflerden elde edilen
protein orani yiiksektir. Maya ve bakterilerden daha diisiik oranlarda niikleik asit icerirler ve
miselleri olmasi nedeniyle besi ortamindan kolay ayrilirlar. Kiiflerden Penicillum,
Aspergillus, Fusarium, Rhizopus vb kullanilmaktadir.

THP kaynagi olarak algler fotosentez yetenekleri, yiiksek protein igerikleri ve basit
besiyerlerinde siiratle ¢ogalmalari nedeniyle kullanilmaktadir. Ancak algler diger
mikroorganizmalardan farkli olarak 1s1k yeterli oranda karbondioksit istegi gosterirler.

Mikroalgler klorofilli bitkiler oldugundan havanin karbondioksidini 6ziimlerler ve bu nedenle
ayrica bir karbon kaynagina gereksinimleri yoktur. Mikroalglerin havanin azotundan
yararlanan tiirleri de vardir. Mikroalgler fazla miktarda protein, yag, karbonhidrat, vitamin ve
ozellikle karoten ve ksantofil icerdiklerinden, beslenme yoniinden ¢ok Onemlidirler.
Fotosentetik algler fotosentez yoluyla karbondioksit, su ve mineral tuzlar gibi inorganik
maddeleri dogrudan yiiksek kaliteli proteinlere ¢evirebilmektedirler. Fotosentetik algler diger
bitkilerde oldugu gibi ortamda azota ihtiya¢ duyarlar. Bazilar1 ise kendi azotlarini fikse etme
yetenegine sahiptirler. Meksika ve Sahara’nin geleneksel gidalarindan olan Spirulina
fotosentetik bir alg olup, ¢ollerdeki alkali gélciiklerde dogal olarak yetismektedir.

Uretim

THP tiretimi igin stirekli fermantasyon kesikli fermantasyondan daha ¢ok kullanilmaktadir. Bu
yontemde mikroorganizmalar iist cinsinden ¢ogalip homojen olarak gelismektedir. Kuvvetli bir
karistirma ile her hiicrenin en i1yi diizeyde gelisebilmesi icin yeterli besin ve oksijeni almasi
saglanmaktadir. Ortamdan hiicre siispansiyonu ayrildik¢a, ortam ayni miktarda besiyeri ve ilave
edilen besiyerine esdeger miktarda oksijen ile desteklenmektedir.

Uretim sonunda hiicresel biyokiitlenin fermentdrden ayrilmast ve saflastirilmasi
gerekmektedir. Fermentdrden alinan biyokiitle, bulama¢ halinde oldugu icin saflastirma
amactyla ¢oktiirme, filtrasyon ya da santrifiijleme islemleri uygulanmaktadir. Bakteri ve
maya hiicreleri seperator yardimiyla ayrilirken, filamentli kiifler filtrasyon ile ayrilmaktadir.
Bunu izleyen islemler ise, su orani yliksek hiicresel kiitlenin korunmasi ve sindirilebilme
oraninin arttirtlmasi i¢in yapilan yikama ve kurutma iglemleridir.

THP’nin besin kalitesi:

Tek hiicre proteininin besin degeri, mikroorganizma kiitlesinin fermentorden alindig: siradaki
metabolik durumuna ve hasat sonras1 uygulanan islemlere baglidir. Uriiniin protein igerigi ve
bu proteinin biyolojik olarak yarari ile esensiyel amino asitlerin miktart THP nin protein
kalitesini, sindirilebilirlik oranini ve kullanilabilirlik durumunu ortaya koymaktadir. THP
tirlinlerinde protein icerigi, kullanilan mikroorganizmaya gore degismekte; ancak aminoasit
bilesimi hemen hemen ayni1 olmaktadir.



Mayalardan elde edilen proteinin sindirim ve emilimi %80-90 arasindadir; hiicre zarinin
parcalanmas1 sonucu bu oran artabilmektedir. Kiikiirtlii aminoasitlerin yeterli diizeyde yer
almamas1 nedeniyle protein degeri diisiiktiir. Ancak, methionin ilave edilmis maya proteini
tahillarin lisin eksikligini tamamlamakta ve tahillarla karistirilarak hayvan beslemede ve
cesitli gidalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir.

Yapilan arastirmalarda, THP’nin hayvanlar iizerindeki toksik, karsinojenik ve mutajenik
ozelliginin bulunmadigi; protein, yag, vitamin ve mineral metabolizmasinda degisikliklere yol
acmadigl gozlemlenmistir. Ancak unutulmamalidir ki THP iiretiminde mikroorganizmalarin
kurutulmasi sirasinda, toksinlerden arindirilmasi ve proteinin ekstraksiyon yontemi ile elde
edilmesiyle bu sonuglara ulasilmaktadir.

Bir¢ok THP iceren {iriinde 6nemli sorun, yliksek niikleik asit igerigidir. Yiiksek diizeyde THP
tiikketen kisilerde viicuttaki irik asit miktar1 artmakta, dolayisiyla bobrek taslart olusmakta,
doku ve eklemlerde gut hastaligi gézlemlenmektedir. Bu nedenle THP’nin niikleik asit
icerigi; mikrobiyel gelisme sirasinda niikleik asit sentezinin kontrolii, protein konsantresi ve
izolatlarinin tiretimi, tiim hiicrelerin alkali ile islem gormesi ve niikleik asitlerin enzimler
yardimuiyla hidrolizi gibi yontemlerle azaltilmalidir.

THP’nin kabul edilebilirligi ve gelecegi:

Atik maddeler gerek cevre kirlenmesine yol agtig1, gerekse diinya hammadde kaynaklarinin
azalmasina yol actig1 i¢in, insanlar endiistriyel atiklari ¢esitli sekillerde degerlendirmeye
yonelmislerdir. Genellikle endiistriyel atiklarin mikroorganizmalar tarafindan kullanilmasi
sonucu elde edilen THP, uzun yillardir ucuz ve kolaylikla elde edilebilen protein kaynagi
arayan insanlar i¢in bir limit 15181 olarak goriilmektedir. Kotii beslenmenin ve agligin
yayginlagmasi ile birlikte THP iiretimi bir alternatif olarak goriinmekte ise de, baz1 ekonomik
ve teknik sorunlar yaygin olarak kullanilmasini engellemektedir. Bu nedenle 6ncelikle atigin
tiriine, bilesimine ve ozelliklerine bagli olarak uygun isleme teknolojisinin gelistirilmesi
gerekmektedir.

Her yeni gida maddesinde oldugu gibi, mikrobiyel kaynakli bu {iriiniin de saglik yoniinden
giivenli ve yenilebilir nitelikte oldugunun saptanmasi ve ispatlanmasi gerekmektedir.

THP tek basina tiiketilemez. Ancak, bazi gidalarin protein yoniinden zenginlestirilmesi
amaciyla kullanilabilir. Elde edilen THP fiiriinii bugday unu, misir, pamuk tohumu, susam
gibi iiriinlere ilave edilerek gesitli karisimlar hazirlanabilir. Ayrica, ekmek, kek, pasta gibi
tahil kaynakli gidalarda THP ilavesi, {irliniin besin degerinin artmasina yardimci olmaktadir.
Bununla birlikte Ingiltere’de basit karbonhidratlar {izerinde Fusarium tiirii kiiflerin
gelistirilmesi ile elde edilen bir mikro protein, diger THP iirlinlerinden farkli olarak insan
tilketimine sunulmustur. Fermantasyon sonucu elde edilen renksiz, yavan tatta ve lifli
yapidaki iiriin, vejeteryanlar igin et benzeri gidalarin tretiminde ¢esitli katki maddeleri ile
birlikte kullanilmaktadir.
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URETIM YONTEMLERI
-Yiizey yontemi

Bu yontemde mikroorganizmalar sivi yar1 kati ve kati substratlar iizerinde gelistirilirler.
Cogunlukla substrat lizerinde bir zar, kiiflerde misel Ortiisii olusur. Diger mikroorganizmalar
besiyerinin yalniz bu yiizey kisminda kaldiklar1 halde kiif miselleri daha alt tabakalara kadar
inerler.

Bu yontemde substrat yiizeyinin derinlige orani ne kadar fazla ise, iiretim o denli hizli olur.
-Derin Kkiiltiir ( Daldirma- Submers) yontemi

Bu yontemde mikroorganizmalar substrat igerisinde gelistirilirler. Gerekli hava,
havalandirma diizenekleri yardimiyla substrat igerisine verilir.

Bu yontemin en basit uygulamasi calkalamadir ve laboratuvarda baslatici kiiltiiriin (6n kiiltiir)
hazirlanmasinda, siklikla kullanilir. Daha biiylik hacimli fermentorlerdeki substrat igerisine,
karigtiricinin hemen altindan hava verilir. Boylece verilen havanin substrat icerisinde iyice
dagilmast saglanmis olur. Derin kiiltiir yonteminde, 6zellikle aerop mikroorganizmalar ile
calisildiginda, yeterli miktarda havanin siirekli bir bigimde saglanmasi zorunludur.

Uretim yontemleri iiretimin siirekliligine gore, 3’e ayrilir.

-Kesikli yontem (Batch cultivation) : Bu yontemde, iiretim kabi substrat ile doldurulur,
sterilize edilir ve asilanir. Fermantasyon sonunda iiretim kabi1 bosaltilip, temizlenir. Yeni bir
parti i¢in yeniden substrat ile doldurulur. Goriildiigii gibi, biyodoniisiim (fermantasyon) siiresi
disinda doldurma, bosaltma, temizleme, sterilizasyon amaciyla, fazlaca zaman
harcanmaktadir. Bu, biyodoniisiim siiresi disinda harcanan zamandan tasarruf amaciyla, yari
stirekli ve siirekli tiretim yontemleri gelistirilmistir.

-Yan siirekli yontem ( Semi-batch cultivation): Kesikli ve siirekli yontem arasinda bir
gecis olarak diistiniilebilir. Kesikli yontemde fermantasyon en lst seviyeye ulastigi zaman,
iiretim kabindaki icerigin bir kism1 alinir, kalanin iizerine yeni substrat verilir. Bu durum her
seferinde tekrarlandig1 gibi, bazan verilen yeni substrat miktar1 azaltilip g¢ogaltilarak,
fermantasyon siiresi kisaltilip, uzatilabilir.

-Siirekli Yontem ( Continuous cultivation): Karistirtlan bir fermantasyon ortamina stirekli
olarak taze substrat verilmekte, ayni zamanda, hiicre ve iiriin i¢eren olgun ortam {iretim
kabindan uzaklastirilarak, sisteme bir siireklilik kazandirilmaktadir.

Bu yontemde kesikli fermantasyonda oldugu gibi ise baslanir. Mikroorganizmanin st
cinsinden ¢ogalma evresinin sonunda, hiz1 ayarlanabilen bir pompa vasitasiyla ortama, siirekli



ve diizenli olarak taze substrat ilave edilir. Ayn1 zamanda, verilen substrata esit miktarda
fermente olmus ortam reaktdrden ayrilir.

Stirekli  kiltirde mikroorganizma gelismesi uzun siire korunabilir. Ayrica; hiicre
konsantrasyonu, 0zgiil gelisme hizi, substrat ve {irlin konsantrasyonlar1 gibi kiiltiir
kosullarinin zamana bagli olarak degismedigi “yatiskin durum (steady state) “ muhafaza
edilebilir.
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Stirekli kiiltiirde, substrat besleme hiz1 kiiltlir ortaminin kimyasal bilesimine ( yani kimyasal
cevreye ) gore ayarlaniyorsa, buna “kemostat”; kiiltlir ortaminin optik yogunlugunu 6l¢mek
suretiyle, kiiltiir kab1 igerisindeki hiicre konsantrasyonu esas alinarak ayarlaniyorsa, buna da
“tiirbidiostat™ denir.

Gelisme

F F _dx

v Xo - v X + /UX =

Hiicre - Hiicre + Hiicre = = Hiicre

girisi  ¢ikist  ¢ogalmasi birikimi

Genellikle, besin akist sterildir ve Xo= 0'dir. Boylece Esitlik 2.25, Esitlik 2.26'da gorildiigi
sekilde basitlestirilebilir;

F — —
-7X+,le—dt

Sonug olarak, yatiskin durumda i—)t( = 0 oldugundan

F
H= Y

seklinde yazilabilir. Boylece; ozgiil gelisme hizi ortamm akis hizinin kiiltiir hacmine
boliinmesi ile belirlenir. Bu oran diliisyon hiz1 (D) olarak belirtilirse,

_ F _
D—V—,u

boylece, yatigkin durumda 6zgiil gelisme hiz1 diliisyon hizina esittir (u= D).
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