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ONSOZ VE TESEKKUR
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Ayrica laboratuvar ¢alismalarim sirasinda yanimda olan ve karsilagtigim problemlere
benimle ¢dziim arayan arkadasim Candan Yilmaz’a da tesekkiir ederim.

Ozellikle alkol distilasyonu konusunda beni bilgilendiren ve pratik yapma firsat:
veren ayrica gerekli besin maddelerinin saglanmasi konusunda destek olan Pakmaya
calisanlarina siikranlarimi sunarim.

Calisma verilerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesine yardimci olan Aras.Gor.
Muzaffer Bilgin’e ve Dog.Dr. Deniz Bingdl’e tesekkiir ederim.
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Aslan’a ve kardesim Seda Cetintas’a tesekkiirlerimi sunarim.
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bugiinlere gelmemi saglayan sevgili aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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TICARI KURU MAYALARIN ETANOL URETIMi UZERINDE BAZI
BESINLERIN ETKILERIi

OZET

Bu calismada, ticari kuru maya Saccharomyces cerevisiae ile etanol
fermentasyonunda bazi besinlerin seker kullanimi ve etanol iiretimine etkisi
arastirilmustir.

Ik olarak 0,1 g/l maya, 200 g/l sakkaroz ve yeast ekstrakt, MgSO,4, KH,PO, ve
biotinin degisik konsantrasyonlari ile ayr1 ayr1 fermentasyon ortami hazirlanmistir. 6,
24, ve 48. saatlerde pH ve kalan invert seker miktarlar1 dl¢iilmiistiir. Uygun pH
degisimi ve en fazla seker kullanimini saglayan besin konsantrasyonlari
belirlenmistir.

Sonraki agamada maya miktarinin etkisini aragtirmak i¢in, 200 g/l sakkaroz ve farkli
maya konsantrasyonlar1 ile c¢alisilmistir. Boylece, son asamada kullanilacak maya
miktar1 belirlenmistir.

En sonunda, secilen besin konsantrasyonlar1 ve tiiketilen 1 g sakkaroz i¢in 5 mg
(NH4)2SO4 ile, farkli sakkaroz konsantrasyonlarinda fermentasyon ortamlari
hazirlanmistir. Fermentasyon ortamlarinda; pH, kalan invert seker ve etanol
konsantrasyonu ol¢iilmiistiir.

Calisma sonuglar1 Tukey metodu ve Regresyon analizi ile istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Besin karisimi1 ve kontrol gruplar1 arasinda farkin p < 0,05 igin
anlamli oldugu goriilmiistiir. Regresyon analiziyle etil alkol miktarini etkileyen
parametreler karsilastirilmis ve denklemler elde edilmistir.

Sonuglara gore, en yiliksek (%6,38) etanol seviyesine %15 sakkaroz
konsantrasyonunda ulagilmistir. Sakkaroz kullanimi kontrol grupta %90,4 iken
karisim grubunda %96,08 seviyesine ulagsmistir. Fermentasyon performansi ve etanol
verimini gelistirmede en iyi bilesenin yeast ekstrakt oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Beslenme, Etanol Fermentasyonu, Kuru Maya, Saccharomyces
cerevisiae, Y east Ekstrakt.
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THE EFFECT OF SOME NUTRIENTS ON ETHANOL PRODUCTION OF
COMMERCIAL DRY YEAST

ABSTRACT

In this study, influence of some nutrients to sugar utilization and ethanol production
was investigated on ethanol fermentation with commercial dry yeast Saccharomyces
cerevisiae.

Firstly, fermentation medium was separately prepared with 0.1 g/l yeast, 200 g/l
saccharose and the different concentrations of yeast extract, MgSO4, KH,PO4 and
biotin. After 6, 24, and 48 hours; pH and residual invert sugar were measured.
Concentrations of nutrients that are providing appropriate pH change and maximum
utilization of saccharose were determined.

Next stage, 200 g/l saccharose and different concentrations of yeast was studied to
investigate the effect of yeast amount. Thus, the amount of yeast to be used in final
stage of study was determined.

At last, fermentation media were prepared at different concentrations of saccharose
with the selected nutrient concentrations and 5 mg (NH4),SO4 for 1 g consumed
saccharose. pH, residual invert sugar, ethanol concentration were measured in the
fermentation media.

Results of the study were analyzed statistically with Tukey method and regression
analysis. The difference between nutrient mixture and control groups was found to be
significant for p < 0.05. The parameters affecting the amount of ethanol were
compared and equations were obtained by regression analysis.

According to results, the highest ethanol level (6,38%) was achieved at 15%
saccharose concentration. In nutrient mixture group reached to level 96,08% while
utilization of saccharose was 90,4 % in control group. Yeast extract was determined
as the best component in improving fermentation performance and ethanol yield.

Keywords: Nutrition, Ethanol Fermentation, Commercial Dry Yeast,
Saccharomyces cerevisiae, Y east Extract.



GIRIS

Glinlimiizde diinya niifusunun giderek artmasi ve daha ¢ok iilkenin endiistrilesmeye
baslamasiyla enerji tiiketimi de artmaktadir. Enerji tiiketiminin yiliksek boyutlara
ulagsmasiyla diinya petrol rezervlerinin hizla azalmasi bilim adamlarini yenilenebilir

enerji kaynaklarinin arastirilmasina yoneltmistir.

Son 150 yildir, insanoglunun faaliyetleri ile diinya atmosferinin dengesinde
degisikliklere neden olan fosil yakitlar, ¢cevre i¢in 6nemli ve geri doniisiimii olmayan
tehlikeler yaratmaktadirlar. Hem tiikenebilir enerji kaynagidirlar hem de kiiresel
1sinmay1 arttirmaktadirlar. Bu yakatlar, sera gazlari olarak adlandirilan CO,, metan,
ozon vb. gazlarin atmosferdeki miktarinda hizli bir artisa neden olmakta ve kiiresel
1sinmay1 tetiklemektedir (Sun ve Cheng, 2002; Galbe ve Zacchi, 2002). Bu da
arastirmacilar1 farkli enerji kaynaklar1 bulmaya ve kiiresel 1sinmay1 6nleme arayisina
yoneltmistir. Kiiresel 1sinmay1 kontrol altina almak i¢in alinabilecek bazi 6nlemleri;
enerji tiiketimini azaltmak, daha diisiik karbon igeren yakitlara gecis yapmak, fosil
yakitlarin kullanimin1 azaltmak, sera gazlarinin atmosfere dagilimini azaltmak, CO,
emisyonunu azaltan, temiz ve yenilenebilir alternatif enerji kaynaklarini kullanmak
ve CO, iretimi i¢in biyokiitle gibi dogal kaynaklardan elde edilen biyoyakitlar
kullanmak seklinde siralamak miimkiindiir (Balat, 2011).

1900’lerdeki enerji krizinden beri, etil alkol gibi diisiik maliyetli yenilenebilir ve
devamli enerji kaynaklar1 bilimsel arastirmalarda ana konu olmustur (Asli, 2010).
Diinyanin birgok iilkesinde etil alkol; motor yakitlarina ilave edildiginde yakitlarin
kirliligini ve sera gazlarinin emisyonunu azalttigi i¢in Avrupa Komisyonu etil

alkoliin %35 oraninda motor yakitlarina ilave edilebilecegine izin vermistir (URL-1).

Bugiin diinyada milyarlarca galon etil alkol iiretilmektedir. Artan enerji ihtiyacina
karsilik 1980’lerde 0,18 milyar galon seviyesindeyken 2006 yilinda 4,89 seviyesine
ulagilmistir (Bai ve dig., 2002).



Yillardir maya fermentasyonuyla etil alkol iiretimi Onemli bir endiistri alani
olmustur. Etil alkol etilenden sentetik olarak iiretilebilmektedir. Ancak sentetik
alkolde insan sagligina zararli yan tirtinler ve safsizliklar bulunabileceginden gida ve

ila¢ sanayinde fermentasyon iiriinii alkol kullanma zorunlulugu vardar.

Fermentasyon islemini yiiriitmede kullanilan mikroorganizmalar da substrat kadar
onemlidir ve birgok arastirmada hedef olmustur. Bira ve ekmek mayasi olarak
bilinen Saccharomyces cerevesiae, firincilik ve biracilik endiistrilerinden dolay1
fermentasyon endiistrisinde en genis ¢apta kullanilan mikroorganizmadir (Asli,

2010).

Fermentasyonun ilerlemesi i¢in maya derisimi Onemlidir. Bu nedenle
fermentasyonda ¢oziicliniin  diisiik  zehirlilikte olmast ve maya gelisimini
engellememesi gerekir. Mayalar diger mikroorganizmalarla karsilastirildiklarinda etil

alkole oldukg¢a dayaniklidirlar (Kirbaslar ve dig., 2000).

Fermentasyonla etil alkol dretimi ile ilgili yapilan calismalarda, genellikle
fermentasyon kosullarin1 degistirerek verim artirilmaya c¢alisilmistir. Etil alkol
fermentasyonunda kullanilan mayalarin etil alkol toleransinin fizyolojik durumundan
bagimsiz genetik bir 6zellik oldugu diisiiniilmiis, yapilan ¢alismalarda besiyerinin
bilesiminin degistirilmesi ile etil alkol veriminin artirilabilecegi ve ayni yontemle
ylksek alkol konsantrasyonlarinda fermentasyon yapabilen daha stabil mayalarin
saglanabilecegi bildirilmistir. Etil alkol fermentasyonunda, ortama ilave edilen yeast
ekstrakt veya diger besinlerin etki mekanizmalar1 uzun siire tartisilmis yeast ekstrakt
yaninda, amino asit karigmlari, diger azot kaynaklari ve bazi minerallerin

fermentasyonu uyarici oldugu gézlenmistir (Ar1 ve Dénmez, 2000).

Ayrica; sicaklik, etil alkol konsantrasyonu, azot asimilasyonu, besinler, oksijen ve
inhibitorlerin  etkileri konusunda bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Arastirma
calismalarinda etil alkol fermentasyonunun O&nemine odaklanilmis, optimum
fermentasyon sartlari, reaktor tasarimi, optimum hiicre biiyiimesi i¢in en 1yi besinler,
ucuz kaynaklardan maya suslariin gelistirilmesi, gelistirilmis maya suslarinin

kullanimi gibi ¢esitli alanlar ilgi ¢ekmektedir (Pramanik ve Rao, 2005; Asli, 2010).



Bu caligmada da ticari kuru mayanin etil alkol fermentasyonu i¢in optimum sartlar
saglanmig ve ortama ekledigimiz bazi besinlerin etil alkol {iretimine etkisi
incelenmistir. Etil alkoliin maksimum seviyede iiretimi ve fermentasyon siiresinin

kisaltilmasi amac¢lanmastir.



1. GENEL BILGILER
1.1. Maya Fermentasyonunun Tarihgesi

Binlerce yildir mikroorganizmalarin rol aldig1 biyolojik olaylar ve olusturduklari
tiriinler bilinmektedir. Bekletilen meyve sularini igen insanlarin keyif almalariyla
baslayan bu siire¢, toprak ve agac kaplarda, meyve kabuklarinda, tulumlarda ilk
fermentasyon tekniklerinin dogmasina baska bir deyisle mikrobiyolojik esasa dayali

bir teknigin ilk defa ortaya ¢ikmasina yol agmustir.

Arkeologlara gore, iizim suyundan sarabin eldesi asagi Misir ve arasinda kalan
bolgede en az 10000 yildan beri biliniyordu. Sarabin Avrupa’ya yayilmasi ise, Roma
Imparatoru Marcus Aurelius Probustur (M.O. 282-276) zamaninda gidilen yerlere

asma kiiltiiriiniin de gotiiriilmesiyle gergeklesmistir.

Tarihi kayitlardan, Babil’de 20 ¢esit bira benzeri ickinin yapildigi ve Hamurabi
Kanunlari’ndan bu igkileri igenler ve satanlar hakkinda ceza hiikiimleri getirildigi

bilinmektedir.

M.S. 9. ylizyilda, Arap kimyagerleri hurma sarabindan alkol elde etmek i¢in metod
gelistirmisler ve elde ettikleri iiriine de ‘‘En Asil”’ anlamina gelen ‘‘Alkol’’ (EI-

Kuul) adin1 vermislerdir.

1595°te Libavius, ilk defa fermentasyon ve kokusma olaylarinin ayri seyler oldugunu
belirtmistir. Bundan 100 yil kadar sonra, Becker seker igeren sivilarin fermente
oldugunu ve sonugcta alkol olustugunu savunmustur. 1648’de Helmont, fermentasyon

sirasinda gaz ¢iktigini, Wren ise bu gazin CO; oldugunu gdstermistir.

Daha sonra Lavosier 1789’da, sekerin fermentasyon yoluyla tamamen etil alkol ve
COy’e parcalandigimi gostermis, 1810 yilinda ise Gay-Lussac, etil alkol
fermentasyonunun kimyasal reaksiyonunu ortaya koymustur. Bu reaksiyon ile 1

molekiil sakkarozdan, 4 molekiil CO; ve 4 molekiil etil alkol meydana gelmektedir.



Buna gore,

Ci2H24012 — 4 CO2+ 4 C,HsOH (1.1)
1828’ de Dumas bu esitligi asagidaki sekilde ifade etmistir,

C¢H206 — 2 CO;+ 2 C,HsOH (1.2)

Antonius Van Leeuwenhoeck kendi yaptigt mikroskopla, ¢esitli ortamlari
inceleyerek ilk defa mikroorganizmalarin resimlerini ¢izmis ve onlara ‘Kiiciik
Hayvanciklar’ adin1 vermistir. Bu bulus fermentasyon mikrobiyolojisinde 6nemli

adimlar atilmasina yol agmustir.

Schwann, 1937°de fermentasyon reaksiyonlarinda maya hiicrelerinin 6nemli rol
oynadigin1 sdylemistir. Meyen ise, bu organizmaya ‘Seker Mantar1’ anlamina gelen

Saccharomyces adin1 vermistir.

Pasteur bir ¢aligmasinda, besin maddelerinin 1s1 etkisiyle sterilize edilebilecegini
gostermistir. Boylece ilk defa sterilizasyon tekniginin ilkeleri ortaya konmustur.
Pasteur denemeleriyle etil alkol fermentasyonunun canli varliklar tarafindan
yapildigin1 ortaya koymus, fermentasyonun kimyasal bir pargalanma olay1 degil,

biyokimyasal bir olay oldugunu ispatlamustir.

Ik defa 1958 yilinda Traube, fermentasyona maya hiicresinde bulunan, ferment adi
verilen bir maddenin sebep oldugunu ortaya koymustur. Buchner, hiicre zarmni
pargalayarak, sekeri pargalayabilen bir sivi elde etmis ve buna ‘Zimas’ (Zymase)

adin1 vermistir (Pamir, 1985).
1.2. Etil Alkol

Etil alkol, renksiz ve yanici bir kimyasal bilesik olup etil alkol veya bitkisel alkol de
denilmektedir. Alkollii ickilerin biiyiik bir kisminda bulunur. Kimyasal formiilii

C,HeO olup EtOH ya da C,HsOH olarak da ifade edilmektedir (URL-2).



T
H (i‘, (i“, O H
H H

Sekil 1.1. Etil alkoliin ac¢ik formiilii (URL-3)

Sekil 1.2. Etil alkoliin molekiiler yapis1 (URL-4)
1.2.1. Etil alkoliin kullanim alanlar

Genis capta tiretilen endiistriyel etil alkol gerek yakit olarak gerekse teknikte yaygin
olarak kullanimi1 nedeniyle essiz bir organik bilesendir. Etil alkol; alkollii igkiler,

yakit i¢in ana madde ve kimyasal {irlinlerin hammaddesi olmak {izere tiretilmektedir.
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70000

1975 1980 1985 1990 1905 2000 2005 2010
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Sekil 1.3. Diinya etil alkol tiiketiminin sektorlere gore dagilimi (URL-5)



Alkolli igkilerde sekerin fermentasyonu sonucu etil alkol olusur. Bunun yaninda etil

alkol ¢ozgen olarak, dnemli proseslerde sudan sonra ikinci sirada bulunur.

Etil  alkol; ¢ozgenler, ekstrantlar, boyalar, germisidler, farmasotikler,

kayganlagtiricilar, yapistiricilar, deterjanlar, pestisidler, yumusaticilar,

yuzey
kaplama maddeleri kozmetikler, nitroseliiloz, patlayict maddeler, suni ipek gibi
sentetik liflerin yapilmasinda kullanilan regineler ve diger organik maddelerin
sentezinde substrat olarak kullanilir. Ayrica asetaldehit, etil asetat, asetik asit, etilen
di bromiir, glikoller ve etil kloriir gibi kimyasal maddelerin hammaddesini etil alkol
sonra lastik {iretiminde de kullanilmaya

olusturur. 2. Diinya Savasi’ndan

baslanmugtir.
1.2.2. Etil alkoliin fiziksel 6zellikleri
Etil alkoliin fiziksel 6zellikleri agagidaki Tablo 1.1’°de belirtilmistir.

Tablo 1.1. Etil alkoliin fiziksel 6zellikleri (Ustiin, 1997)

Molekiil Agirlig 46.7 g.mol”
Donma noktasi -114.15°C
Kaynama noktasi 78.32 °C

Fiizyon 1s1s1 4.64 kjkg™
Buharlagma 1s1s1 70 °C‘de 855.66 kjkg™

80 °C’de 900.83 kjkg™

100 °C’de 799.05 kjkg™
Spesifik 1s1s1 (16-21 °C) 2.415jg' K

Isil iletkenlik (20 °C) 18 pW.m 'K !
Yanma 1s1s1 (sabit hacimde) 1370.82 kj/mol
Viskozite (20 °C) 1.17 mPa

Yiizey gerilimi (20 °C) 22.03 mN/m
Kirilma indeksi 1.36048
Yogunluk 0.78942

Havada alevlenme sinir1 -en diisiik %3.5 (v)=67 g/m?
Havada alevlenme sinir1 -en yiiksek | %15 (v)=290 g/m?
Tutusma noktasi (autoignition) 425 °C
Alevlenme noktasi (flash point) 13°C




1.2.3. Etil alkol iiretimi ve hammadde se¢imi

Etil alkol, seker iceren materyallerin fermentasyonu sonucu olugmaktadir. Etil alkol

iretiminde kullanilabilen hammaddeler;

e Scker iceren hammaddeler (seker pancari, seker kamisi, melas, ¢esitli meyveler)

mikroorganizmalar tarafindan dogrudan kullanilabilmektedir.

e Nisastali hammaddeler (tahillar; misir, malt, arpa, cavdar, bugday, piring, yulaf,
patates ve kassava vb.) fermentasyondan Once malt enzimleri veya kiiflerden elde

edilen enzimlerle hidrolize edilmek zorundadirlar.

e Sclillozlu hammaddeler (agag, tarimsal atiklar, kagit hamuru ve kagit
fabrikasindan elde edilen atik siilfit sivis1) kullanimdan ©nce mineral asitlerle

fermente olabilen sekerlere déniistiiriiliirler (Ustiin, 1997).

Bugiin fermentasyon endiistrisinde, substratlar 6zel yetistirilmis olabilecegi gibi gida
tiretimi sirasinda agiga c¢ikmus atiklar veya bozulmus iirlinler de olabilir. Bu
substratlara 6rnek olarak; hububat sap ve samanlar1 ile hububat kepekleri, seker
melas1 ve kiispesi, meyve-sebze artiklari, peynir alti suyu, nisasta artiklar1 veya yan
tiriinleri ile iiretim fazlasi meyve ve sebzeler verilebilir. Alkol iiretiminde tarimsal ve
endistriyel atiklarin substrat olarak kullanilmasindaki amag; hizla artan ihtiyaci
kargilamak ve c¢evre kirliligine ¢oziim getirmek, sonugta ekonomik degeri olan bir

iriin elde etmektir (URL-6).

Etil alkol iiretiminde kullanilan hammaddelerden biri olan seker pancari melas,
kaliteli, kolay bulunabilen, ucuz karbon kaynagidir. Fermentasyon teknolojisinde
biyokatalist olarak yaygin bir sekilde kullanilan Saccharomyces cerevisiae, uygun
kosullar altinda melastan etil alkol iiretimine elverislidir. Ulkemizde 4 seker
fabrikasinda (Erzurum, Eskisehir, Malatya, Turhal) alkol {iretim birimi
bulunmaktadir. Seker iiretim artig1 olan ve %50 seker iceren melastan, bu tesislerde
elde edilen etil alkol icki iiretiminde degerlendirilmektedir. Ayrica Petrol Ofisi
tarafindan misir ve bugdaydan biyoetanol iiretilerek “yurtsever yakit” adi altinda
piyasaya verilmistir. Bu yakit kursunsuz benzine %?2 oraninda katilarak 25-50 milyon

dolarlik bir ithalat tasarrufu saglanmistir (URL-7).
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1.2.4. Fermentasyon yontemi

Fermentasyon, mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri yardimiyla bitkilerde
bulunan karbohidratlar gibi bazi baskin organik bilesikleri kullanarak karmagsik
doniistimlerle alkol veya organik asit olusumunu saglayan reaksiyon zincirleridir.
Fermentasyonun basit tanimi; mikroorganizmalarin faaliyetiyle yiiksek molekiil
agirlikl organik maddelerin, daha basit maddelere parcalanmasidir. Egzotermik bir
olaydir. Fermentasyon reaksiyonlarinda, mikroorganizma hiicresi ya da
mikroorganizmanin iirettigi enzimleri igeren bir biyokatalizér kullanilir. Kullanilan

enzime gore son iriinler degisir.

Etil alkol {iretimi sirasinda kullanilan yontemlerin temel prensipleri aynidir. Etil alkol

iretiminde biyokiitle, dort ana basamaktan gecerek etil alkole doniisiir. Bu

basamaklar Sekil 1.4’te gosterilmistir. Bunlar;

e Fermente olabilir sekerin agiga c¢ikmasi i¢in hammaddenin 6n iglemler ile
fermentasyona hazirlanmasi,

e Saf maya ya da bakteri eklenerek fermentasyonla sekerin etil alkol ve
karbondioksite doniismesi,

o Etil alkoliin distilasyon yontemi ile diger bilesenlerden ayrilmasi,

e Dechidrasyon ve rektifikasyon (zenginlestirme) islemleriyle etil alkolle karigik

bulunan suyun ve yan iiriinlerin uzaklastirilmasidir (Giiven ve Giineser, 2007).

Hammadde — Ogiitme —>  Swvilasima —>| Sekerlendimme

|

h 4

Fermentasyvon —> Damitma —> Susuzlastoma —>|  Etil alkol

Sekil 1.4. Etil alkol iiretiminde temel basamaklar (Giiven ve Giineser, 2007)

Fermentasyon mekanizmasi ilk olarak Gay-Lussac tarafindan, heksoz sekerin etil

alkol ve karbondioksite sitokiometrik olarak tanimlanmistir.



Buna gore 100 kg heksoz seker = 51,1 kg etil alkol + 48,9 kg karbondioksit agirlik¢a
%51,1 lik kazang Gay-Lussac katsayist olarak bilinir ve doniisiimiin verimini ifade

eden temel bilgidir.

Bu mekanizmanin anlasilmasinda, bir adim da Louis Pasteur tarafindan atilmistir.

Tablo 1.2 de etil alkol fermentasyonunda elde edilen parametreler verilmistir.

Tablo 1.2. Ideal Pasteur alkol fermentasyonunda
elde edilen parametreler (URL-6)

Parametreler % Agirlhik
Etil alkol 48,4
Karbondioksit 46,6
Gliserol 33
Suksinik asit 0,6

Hiicre materyali 1,2
TOPLAM 100,1

Uriinlerin daha genis bir goriiniim sergilemesinin sebebi oksijen ve hiicresel biiyiime
icin gerekli olan besinlerdir. Bu yilizden Pasteur katsayisi, teorik Gay-Lussac
kazancinin %94,7’sidir. Gay-Lussac kazanci, fermentasyonunda elde edilebilecek
maksimum etil alkol kazancidir. Ticari uygulamada, ideal olmayan substratlar
kullanildig1 zaman, uygun bir fermentasyon siiresi icinde %90 Gay-Lussac
bolgesinde bir doniigim verimliligi elde edilir. Tablo 1.3’te 100 g glikozdan

fermentasyonla elde edilebilen iiriinlerin konsantrasyon sinirlart verilmistir.

Tablo 1.3. 100 g glikozun maya ile fermentasyonu sonucu elde edilmesi
gereken Uriinlerin konsantrasyon sinirlari (URL-6)

Konsantrasyon Sinirlart

Uriinler (g /100 g fermente glikoz)
Etil alkol 45-49

Karbondioksit 43 -47

Gliserol 2-5

Suksinat 0,5-1,5

Karisik alkol 0,2-0,6

Asetat 0-14

Butilen glikol 0,2-0,6

Hiicre materyali 0,7 -1,7
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Iyi bir fermentasyon prosesi i¢in bes temel unsur gerekmektedir:

Istenilen son iiriinii meydana getirecek mikroorganizma kolaylikla ve hizla
cogalmali, yeterli verimi saglayabilmelidir.

Ekonomik bir hammadde,

Kabul edilebilir verimlilik,

Hizli fermentasyon,

Kolayca ayrilabilen ve saflastirilabilen bir iiriin (Ustiin, 1997; Cataltas, 1985).

Fermentasyon boyunca ortamda asagidaki degisimler goriiliir:

Besiyerindeki substrat yapisinin degismesi ve konsantrasyonunun azalmasi,
Mikroorganizma hiicrelerinin ¢ogalmasi,

Ortam pH’sinin ve sicakligin degismesi,

Vizkozitenin degismesi,

Uriin konsantrasyonunun artmasidir (Ustiin, 1997; Cetin, 1983).

Ideal fermentasyon islemi i¢in substratin asagidaki dzellikleri icermesi gerekir:

Substrat uygun sicaklik derecesinde ve optimum pH’da olmali ve maya ig¢in
gerekli besinleri yeterli miktarda igermelidir.

Fermente olabilecek seker konsantrasyonu, belli fermentasyon metoduna uygun
olacak sekilde diizenlemeli ve islem sonunda arta kalan invert seker miktari
minimum seviyede tutulmalidir.

Substrat ortaminda asilanan mikroorganizma disindaki diger mikroorganizmalar,
pastOrizasyon, antibiyotik veya antiseptik ilavesi, sterilizasyon metodlarinin
biriyle yok edilmelidir.

Maya iizerinde toksik etki yapabilecek maddeler azaltilmali veya tamamen

kaldirilmalidir.

Osmotik basincin ters etkisi uygun seviyelerde tutulmalidir (URL-6).

1.3. Etil Alkol Fermentasyonu

Etil alkol fermentasyonu, enzimlerin etkisi ile sekerli g¢ozeltilerin etil alkol ve

karbondioksite pargalanmalaridir. Mayalarin yasamsal faaliyetlerini siirdiirmek i¢in
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sekeri parcalamalarinin sonucudur. Bu reaksiyon yalniz D-heksozlarda meydana

gelir. Glukoz, fruktoz, mannoz sekerlerinde kolay, galaktozda gii¢ olur.

Biitiin fermentasyon c¢esitlerinde ATP iiretimi, glikoliz kisminda gerceklesir. Bunun
icin biitlin fermentasyonlarin ATP kazanci da aynidir. Piriivik asitten sonra kullanilan
enzimler farkl tiirlerde degisiklik gosterdiginden fermentasyonun son iiriinleri canl

tiirlerine gore degisiklik gosterir.

Oksijensiz solunum anaerob bakteri ve mayalarda temel enerji iiretim bi¢cimiyken

bitki ve bazi1 hayvanlarin da 6zel durumlarda bagvurdugu enerji iiretim bi¢imidir.

Oksijensiz solunumun 6zellikleri;

e Glikoliz ve fermentasyon olmak {izere iki evrede gerceklesir.

¢ Glikolizde temel amag enerji liretimidir. Fermentasyonda ise temel amag glikoliz
sonucu olugan artik iiriinlerin hiicreye zarar vermesinin 6nlenmesidir.

e Glikoliz biitiin canlilarda ortaktir. Fermentasyon ise canlinin kullandigi enzime
gore olusum biciminde ve son tirlinlerde farkliliklar goriiliir.

e Fermentasyon son liriine gére adlandirilir; Etil alkol, Laktik asit, Asetik asit vb.

e Fermentasyonda O, kullanilmaz ancak asetik asit fermentasyonunda O, kullanilir.
1.3.1. Glikoliz

Glikozun, piriivik asite kadar pargalanmasi reaksiyonlarmna glikoliz denir. Bu
reaksiyonlar hem oksijenli (aerobik) hem de oksijensiz (anaerobik) solunumun
baslangicini olusturur yani iki solunumda da ortaktir. Glikolizde substrat diizeyinde
fosforilasyon ile toplam 4 ATP, net 2 ATP sentezi olur. Glikolizin ardindan son iiriin
evresinin olmasinin sebebi ise NAD molekiiliinii tekrar kullanilabilir duruma

getirmek ve piirivik asiti ortamdan uzaklastirmaktir (Soyuduru, 2007).
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Glikoz

ATP >l
ADP +P

Glikoz-6 monofosfat (6C)
Fruktoz-6 monofosfat (6C)
ATP
ADP+P € Fruktoz 1,6 bisfostat (6C)
PGAL PGAL (30)
(Fosfogliseraldehit)
NA
NADH2& S~ NADH2
DPGA DPGA (3C)
(Difosfogliserik asit)
ADP +P ADP +P
ATP <>l T3 ATP
PGA PGA (30)
(Fosfogliserik asit)
ADP +P > ADP +P
ATP < < ATP
Piruvat Piruvat

Sekil 1.5. Glikoliz semasi (URL-8)

1.3.2. Etil alkol olusumu

Glikozun glikolize olmasi, pirtivik aside oksidasyonuyla baslar ve sonucta 2 mol
piriivik asit, 2 mol ATP, 2 mol NADH; meydana gelir. Daha sonraki tepkime 2 mol
piriivik asidin 2 mol asetaldehit ve 2 mol karbondiokside doniistimii seklindedir.
Bundan sonra 2 mol asetaldehit, 2 mol NADH; ile 2 mol etil alkole indirgenir. Etil

alkol fermentasyonunda ¢ok az enerji liretilmektedir. Ciinkii enerjinin ¢ogu son {iriin

olan etil alkolde kalmaktadir (Giiven, 2003).
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i lil 2 CO,
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C=0
| |
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2 Etanol 2 Asetaldehit
2 NAD* 2 NADH
O

|
|

Y —
> |
o

2 ADP 2 ATP 2 Pirﬁvat
Sekil 1.6. Etil alkol fermentasyonu (URL-9)

1.4. Fermentasyon Uriinleri
Fermentasyonda olusan temel {iriinler:
a) Etil alkol: Etil alkol fermentasyonunun asil 6nemli iriiniidiir.

Glikoz —2 Etil alkol+2 Karbondioksit

(180,1g) (92,1g) (88g) (1.3)

Yukaridaki denkleme gore, 100 g glikozdan, 51,1 g etil alkol ve 48,9 g karbondioksit

meydana gelmektedir.

b) Karbondioksit: Etil alkol fermentasyonunun ikinci asil {iriini olan CO; bir gaz
olup Gay-Lussac’in belirledigi esitlige gore fermente olan her 100 g sekerden olusan
miktar1 kuramsal olarak 48,9 gram’dir. Renksiz, yanmayan, zayif eksi tat ve kokuda
olan asidik ozellikteki CO,’ nin molekiil agirlig1 44,1°dir. Havadan agir olan CO,,
fermentasyon sirasinda tabana ¢okerek burada toplanir. Bu tabakanin igine giren
canli Oliir. Bu nedenle siirekli etil alkol fermentasyonu yapilan yerlerde,

havalandirmanin saglanmasi zorunludur (Ustiin, 1997).



Tablo 1.4. Fermentasyon iiriinleri (Ustiin, 1997)

Temel {iriinler Yan iiriinler Diger iiriinler
Etil alkol Gliserin Asitler
Karbondioksit Fiizel yag Esterler
Asetaldehit Metil alkol
Stiksinik asit Akrolein
Asetal

1.5. Fermentasyon Yontemleri

Biyoteknolojide fermentasyonlar kesikli (batch), kesikli beslemeli (fed-batch) veya

stirekli (continous) yontemlerle yiiriitiilmektedir.
1.5.1. Kesikli fermentasyon

Kapal1 sistemler olan kesikli sistemlerde fermentasyon ortami hazirlanir ve
mikroorganizma agilanir. Sistemin pH, sicaklik gibi degerleri ayarlandiktan sonra
ortama yeni substrat veya mikroorganizma eklenmez. Fermentasyon, ortamdaki
besin elementleri tlikeninceye kadar veya cevresel kosullardaki degisikliklere gore
sonlandirilir. Fermentasyon boyunca fermentore oksijen, kopiik onleyici ve pH ayari
icin eklenen asit ve bazlar haric herhangi bir madde ilave edilmez. Hiicre
metabolizmasimnin sonucu olarak kiiltiir ortami, canli kiitle ve metabolit
konsantrasyonu siirekli olarak degisiklik gosterir. Kesikli fermentasyonda, steril
besiyerinde inkiibasyona birakilan mikroorganizmada dort temel biiylime fazi

goriliir.
1.5.1.1. Lag faz (Uyum faz)

Sterilize edilmis biiylime ortamina mikroorganizma kiiltiirii eklendikten sonra lag faz
boyunca mikroorganizma sayisinda artis olmaz. Lag fazin siiresi hiicrelerin asilama
oncesi hangi fazda olduklarina baglidir. Asinin gelistirildigi ortam ile fermentasyon

ortamui arasindaki farkliliga gore bu siire uzun veya kisa olabilir.
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1.5.1.2. Logaritmik faz

Lag fazin sonunda fermentasyon ortamina uyum gosteren hiicreler hizla liremeye
baslar. Hiicre kiitlesi hizla artar. Hiicre sayisinin logaritmik artisina karsin, kiiltiiriin

spesifik biiylime hizi1 sabit kalmaktadir.

Mikroorganizma kompleks besin ortamlarinda cogaltilirsa genellikle birden fazla
logaritmik faz goriilebilir. Mikroorganizma kolay kullanabilecegi (genellikle glikoz)
sekeri parcalamak i¢in enzimlerini sentezlerken diger kaynagi kullanacak enzimlerin

uretimini baskilar.
1.5.1.3. Durgun faz

Bu fazda ortamdaki karbon kaynaginin tiikenmesi veya metabolik son {iriinlerin
birikmesiyle hiicre kiitlesindeki hizli artis durmakta ve hiicre durgun faza
girmektedir. Canli kiitle miktar1 sabit kalir. Bu fazda sekonder metabolitlerin sentezi

yapildigindan, biyoteknolojide antibiyotikler gibi bazi lirtinlerin eldesinde 6nemlidir.
1.5.1.4. Oliim fazn

Hiicrenin enerji depolarmin tiikkendigi ve metabolik aktivitesinin durdugu dénemdir.

Ticari islemlerde degeri olmayan bu faza gelir gelmez fermentasyon kesilir (URL-7).

Durgun faz

log numarasi

Yasayan hiicre sayisinin

Zaman —»

Sekil 1.7. Kesikli kiiltiirde hiicre biiyiimesinin kinetigi (URL-7)
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1.5.2. Kesikli beslemeli (fed-batch) fermentasyon

Kesikli beslemeli fermentorler endiistride yaygin olarak kullanilirlar. Proses
baslangicta kesikli olarak baslar. Besin elementleri tiikenmeye baslayinca substrat,
fermentasyon sirasinda azar azar ortama ilave edilir. Besin eklenmesi hem logaritmik
hem de durgun faz sirasinda yapilir. Bu hem biyomas hem de ikincil metabolit
miktarinin artmasina neden olur. Bu fermentasyonun en énemli avantaji, metabolik
reaksiyon hizinin substratin ilave oranina gore kontrol edilebilmesidir. Ayrica
oksijen transferi ve sogutma gibi fermentasyona etki eden parametreler kontrol

altinda tutulabilir (URL-7).
1.5.3. Siirekli (Continuous) fermentasyon

Acik sistemlerdir. Siirekli fermentasyon yonteminde steril besin biyoreaktore
eklenirken, esit miktarda iiriin ve mikroorganizma sistemden alimir. Uriiniin alim
sirasinda kaybedilen mikroorganizmalar, reaktordeki hiicre boliinmesiyle dengelenir.
Iki temel uygulamasi vardir. Homojen karisimin saglandig1 biyoreaktdrler ve tapa
akish reaktorler, kemostat veya tlirbidostat olarak caligabilir. Kemostat sisteminde
fermentasyonun kararlilig1 substratlardan birinin konsantrasyonu ayarlanarak hiicre
biiylimesi kontroliiyle saglanir. Tiirbidostat yonteminde ise fermentasyonda canl
kiitle konsantrasyonu tiirbidimetrik olarak 6l¢iiliir ve elde edilen verilere gore besin

eklenerek kararlilik saglanir (URL-7).
1.6. Etil Alkol Fermentasyonunda Kullanilan Mikroorganizmalar

Fermentasyonda kullanilan mikroorganizmalar birbirlerinden morfoloji, tireme sekli,
serbest oksijene karst davranisi, ¢esitli maddelere etki mekanizmalar1 bakimindan

ayrilirlar. Bunlar; bakteriler, mayalar ve kiif gibi mikroorganizmalardir (Okur, 2003).

Etil alkol iretiminde en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar olan mayalarin
Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces carlsbergenesis (uvarum) tiirleridir
(URL-10). Ciinkii, bu tiirler; yiiksek etil alkol ve karbondioksit toleransi, hizli
gelisme ve fermentasyon kapasitesi, mikroorganizma sayisini endiistriyel c¢aptaki
islemler i¢in uygun sayiya indirgeme gibi maya 6zellikleri ile en c¢ok tercih edilen

tiirlerdir (URL-22).
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Belirli kosullar altinda Schizosaccharomyces torulopsis ve bazi Candida tiirlerinin
de, teknikte kullanildig1 belirtilmistir. Mucor, Rhizopus ve Aspergillus cinslerine ait
kiif tiirlerinin de etil alkol fermentasyonu yapabildikleri, ancak kiiflerin mayalar ve
bakteriler kadar hizli gelisemedikleri, bu nedenle bunlarin endiistriyel iiretim i¢in
uygun olmadiklari, ayrica yeterli ¢aligma yapilmadig: bildirilmistir. En iyi etil alkol
ireten bakterinin Zymomonas mobilis oldugu, bunlarin yiiksek konsantrasyonlardaki
glikozu hem kesikli hem de siirekli fermentasyonla etil alkole doniistiirebildikleri
aciklanmistir. Z. mobilis’ in, sadece glikoz, fruktoz ve sakkarozu fermente edebildigi,
etil alkoliin yaninda diisiik oranlarda gliserin, siiksinat, laktat, asetoin ve biitandiol de

tirettigi belirlenmistir (URL-10).

Son yillarda termofilik, etanolojenik, sakkarolitik bakteriler c¢esitli sekerleri
kullanabildiklerinden endiistriyel etil alkol tiretimi ¢alismalar1 Thermoanaerobacter,
Thermoanaerobacterium, Thermoanaerobacteroides ve Clostridium cinslerine ait
tirlerle yapilmigtir. Bunlara o6rnek olarak Thermoanaerobacter ethanolicus,
T.thermohydrosulfuricus ~ ve  Thermoanaerobacterium  thermosaccharolyticum

verilebilir (URL-10).
1.7. Maya Hiicrelerinin Genel Ozellikleri
1.7.1. Mayalar hakkinda teknolojik bilgiler

Etil alkol fermentasyonunda en biiyiik rolii iistlenen mayalar; tek hiicreli, spor
yaparak veya tomurcuklanarak cogalan 8-10 p biyikliigiinde bitkisel kokenli
mikroskobik canlilardir. Toprakta 6zellikle de karbohidrat bakimindan zengin olan
besinlerde bulunurlar. Uziim ve meyve iizerinde yabani olarak yasarlar, meyvelerin
sikilmas1 ile 6z suya gecerler, uygun sartlarda iirerler. Yaklasik 600 adet bilinen
maya tiiriinden birkag tanesi ticari 6neme sahiptir. Ekmek yapiminda kullanilan ticari

maya tiirli ‘Saccharomyces cerevisiae’dir.
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Sekil 1.8. Maya hiicrelerinin biyoteknolojik kullanimi (URL-11)
1.7.2. Maya hiicresi (Saccharomyces cerevisiae)

‘Saccharomyces’ sdzcligi Yunanca ve Latince'den tiiretilmistir, ‘seker mantarr’
demektir; "cerevisiae" Latince "biradan" anlamina gelir. Saccharomyces cerevisiae,
fungus alemine ait, tomurcuklanan bir maya tiiriidiir. Hiicreleri yuvarlak veya oval

sekilli, ¢aplar1 5—13 pm olarak kaydedilmistir (Barnett ve Robinow, 2002).

Saccharomyces cerevisiae heterotrof olup, enerjisini glikozdan elde etmekte, aerobik
ve anaerobik solunum metabolizmalarn ikisini de kullanmaktadir. Ornegin, mayanin
anaerobik kosullarda faaliyeti daha ¢ok fermentasyona, aerobik kosullarda ise daha
¢cok hiicre yapimina yoneliktir. Bu durum "Pasteur Etkisi" olarak bilinmektedir

(Barnett ve Entian, 2005).
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Tablo 1.5. Ekmek mayasinin taksonomisi (Barnett ve Robinow, 2002)

Alem Fungus
Sube Ascomycota
Alt sube Saccharomycotina
Sif Saccharomycetes
Takim Saccharomycetales
Kudrjanzev, 1960
Familya Saccharomycetacea
G. Winter, 1881
Cins Saccharomyces Meyen
Tir Saccharomyces cerevisiae Hansen, 1883

Saccharomyces kromozomlarinin lineer ¢ift iplik¢ikli DNA’dan olustugu
bulunmustur. Genomu ilk olarak 1996’da tamamlanmistir. Okaryotlar arasinda
genomu ilk okunan S.cerevisiae genomunun yaklasik 13.000.000 baz g¢iftinden ve
6275 genden olustugu, ancak yaklasik 5800 tanesinin islevsel oldugu sanilmaktadir.
Maya ve insan genom dizinlerinin % 23 oraninda ortak oldugu tespit edilmistir

(Barnett ve Robinow, 2002).

1.7.3. Mayalarin bilesimi ve fizyolojik yapisi

Tomurcuk

kofulu Salgi

| pm——" vezikilleri
Nukleus

Golgi kompleksi
Niikleer membrandaki por

Koful
Endoplazmik retikulum

Koful membram
Yaq graniili
Tomurcuk izi

Hiicre
membram

Koful
granulleri

Depo graniilii

Tel benzeri mitokondri

Sekil 1.9. Maya hiicresinin sematik goriiniimii (URL-12)
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Mikroskop ile incelendiginde maya hiicresinin hiicre zari, sitoplazma ve ¢ekirdek

olmak tizere ii¢ kistmdan olustugu gortiliir.

Maya hiicreleri yuvarlak, oval ve silindir bi¢iminde olup tek hiicrelidirler. Boyutlari,
tirlere ve kiiltlir kosullarina gore 2-10 x 3-16 mikrometre arasinda degismektedir.
Genellikle bakterilerden biiyiiktiirler Bazen hiicreleri yan yana gelerek uzun zincirler
(pseudohifa) olusturabilirler. Kromozom sayist 16 olup, diploid evre baskindir. Maya
hiicrelerinde, etrafinda delikli bir membrana (niikleer membran) sahip ve ¢ap1 1
mikrometre civarinda bulunan bir g¢ekirdek bulunur. Sitoplazmik membran ise
permeabilitesi fazla, enzimlerce de olduk¢a zengindir. Hiicre duvari, maya
hiicrelerine sekil verir ve bilesiminde glikoz ve mannoz polimerleri (mannan) ile
birlikte az oranda lipid, protein ve kitin bulunmaktadir. Hiicre i¢inde, liremenin aktif
oldugu donemde sayilar1 az olan ve liremenin sonuna dogru artan sayida graniil ve
globullere rastlanilmaktadir. Iglerinde seffaf bir sivi bulunan biiyiikce vakuoller,
boyutlar1 0,25 x 0,5 mikrometre kadar olan mitokondriumlar ve c¢ok sayida

ribozomlar da yer almaktadir (Brady ve Duncan, 1994), (URL-13).

Maya hiicresi sitoplazmasi i¢inde bulunan maddeler ise; vakuoller (bosluklar),
tanecikler, volutin (yag tanecikleri iginde bulunan niikleik asit bilesigi olan
tanecikler), yag tanecikleri, albumin, enzim, glikojen ve proteinlerdir. Maya hiicreleri
klorofil icermez ve zorunlu olarak kemoorganotrofiktirler. Karbon metabolizmalari
cok ¢esitlidir. Ornegin; basit sekerleri, polioller, organik ve yag asitleri, alifatik
alkoller, hidrokarbonlar ve g¢esitli heterosiklik ve polimerik bilesikleri karbon

kaynagi olarak kullanabilirler (Pamir, 1985).

Saccharomyces cerevisiae, endiistride ticari anlamda; ekmek mayasi, alkollii
icecekler ve son yillarda benzine karistirilarak teknik alkol iiretiminde
kullanilmaktadir (Besli ve dig., 1995). Ekmek yapiminda kullanimi1 M.O. 2600 yilina
kadar uzanmaktadir. Alkollii igeceklerin yapiminda da kullanmilmistir. 1857°de
Pasteur tarafindan fermentasyon etmeni olarak tanimlanmis ve 1888’de Christian
Hansen tarafindan izole edilmistir. B vitaminlerince, niasin ve folik asit yoniinden

zengindir ve yem katkis1 olarak kullanilir (%40-50 protein igerir).
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Saccharomyces cerevisiae mayasi ‘eucaryotik’ ve heterotrof bir mikroorganizmadir.
Besin kaynagi olarak glikoz, fruktoz, sukroz ve maltoz gibi sekerlerin yaninda laktik,
tartarik, suksinik, asetik asitleri ve etil alkolii kullanir. Aerobik ve anaerobik ortamda
tireyebilir. Gelismesi i¢in en uygun sicaklik araligi 27-30 °C, pH 4-5 araliginda
maksimum ¢ogalma saglar (Emre, 2007). Bu mayanin diinya ¢apindaki iiretimi 2,5

milyon tonu ge¢mistir.

Sekil 1.10. Saccharomyces cerevisiae'’ nin SEM
gortintiisii (URL-14)

Tablo 1.6. Ekmek mayasinin yaklasik (% kuru madde) olarak bilesimi

(URL-15)
Kuru madde 30-34
Protein (Nx6,25) 40 - 58
Karbonhidrat 35-45
Lipidler 4-6
Mineral maddeler 5.0-7.5
Thiamin (B1) 0,002-0,0015
Riboflavin (B2) 0,002-0,008
Pridoxin (B6) 0,002-0,006
Niacin (B3) 0,010-0,050
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1.7.4. Maya gelisimini diizenleyici etkiler
Maya iiremesi sirasinda gelisimi diizenleyici 6nemli etkiler asagida agiklanmustir.

Pasteur etkisi: Glikoliz hizinin azalmasi ve oksijen varliginda dokular ya da
mikroorganizmalarda laktat birikiminin bastirilmasidir. Solunum ile fermentasyon
aktivitesinin bastirilmasi mayada kesfedilen ilk diizenleyici etkidir (Barnett ve

Entian, 2005).

Crabtree etkisi: Yiiksek oranda aerobik glikoliz yapan mikroorganizmalarda ortama
glikoz ekleyerek oksijen tiiketiminin Onlenmesidir. ‘Crabtree’ etkisi, ‘Pasteur’
etkisinin tersi gibidir. Her ikisi de ekmek mayasi {liretiminin kontrolii i¢in 6nemlidir,
Ciinkii aerobik solunumda oksijenin sinirli olmasi ve ortama fazla miktarda sekerin

saglanmasi hiicrelerin fermentatif gelismesine sebep olur (Barnett ve Entian, 2005).

Glikoz etkisi: Glikozun yiliksek derisimlerde bulundugu durumlarda diger
substratlarin kullanilabilmesi i¢in gerekli olan yol izleridir. Sonugta, ortamda ytiksek
derisimlerde baska substratlar bulunsa bile baslangi¢ katabolizmasi i¢in tercih edilen

substrat glikoz olur (Emre, 2007).

Sodyum
pH <3.5 iyonu >500
(" mg/l _ N
Sicaklik F 3 | Asetik asit
35-38 °C >%0.05 (w/v)
|
Etanol stresi Laktik asit
%15 (v/v) >%0.8 (W/v )
| |
Seker \ h
osmotik | MAYA . Siilfit >100
basinci \ HUCRESI | mg/l

%25 (w/v) | \v , .

Sekil 1.11. Etil alkol fermentasyonu boyunca S. cerevisiae'da potansiyel stresler
(Ingledew, 1999)
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1.8. Ticari Maya Tipleri

“ Yas l Kuru
| Maya _ Maya
Taze Yag Pres Aktif Instant
Krem/Sivi Maya Kunu Maya
Maya ; | Maya ‘

Sekil 1.12. Ticari maya tiplerinin siniflandiriimasi
1.8.1. Kuru maya

1.8.1.1. Aktif kuru maya

Sekil 1.13. Kuru maya goriintiisii (URL-16)

Kuru maya %92-94 kuru madde miktarina kurutulmus yas pres mayadir. Diigiik nem

igerigiyle kararlhidir. Kullanmadan once 35-40 °C sicaklikta, suda 10-15 dakika

bekletilmesi gerekmektedir. Soguk su kullanildiginda maya aktivitesi azalir, yiiksek

sicakliklarda ise denatiirasyondan dolayr maya aktivitesi yok olabilir. Kuru maya,

mekanik olarak maya hiicresinden ¢ikartilamayan suyun termik kurutma islemi ile

uzaklastirilmasi ile elde edilir. Boylece mayanin %70 civarinda olan su igerigi %5

civarina digiirliliir. Bu, maya metabolizmasini yavaslatir ve mayanin raf omriinii

uzatir. Tasima ve depolamada hacimsel avantajlar saglar.
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Geleneksel kuru maya atmosferik kosullarda ambalajlanmakta ve {iriiniin pratik raf
omrii 1 y1l olmaktadir. Son yillarda aym {irtinler modifiye atmosfer (CO, ya da N,
gaz1) altinda paketlenebilmekte ve raf Omrii uzatilmaya, iirtin kalitesi artirilmaya

calisilmaktadir.

Geleneksel kuru mayanin graniil boyutlar1 0,8-1,0 mm arasinda, su igerigi ise %7-8
kadardir. Kullannm oncesi 1lik suda bekletilip aktive edilmesi gerekmektedir.
Genellikle kuru mayalarin kurutma islemleri graniil boyutundan dolayr uzun
olmaktadir. Bu ise mayalarin canliliklar1 {izerine olumsuz etki yapmakta dolayisiyla
klasik kuru mayalarin hamur kabartma yetenekleri diger iiriinlere gore daha diisiik

olmaktadir.

1.8.1.2. Instant kuru maya

Sekil 1.14. Instant maya goriintiisii (URL-16)

Geleneksel kuru mayanin dezavantajlari nedeniyle yeni kurutma yontemleri
kullanilarak, kullanilmadan 6nce suda bekletmeye gerek duyulmayan instant maya
adli kuru maya fretilmistir. Kararliligini uzun siire koruyabilmesi ve nem
degismelerinin Onlenmesi i¢in vakum altinda paketlenmistir. Agildiktan sonra
buzdolab1 kosullarinda kapali bir kapta saklanmali ve 3-5 giin igerisinde

kullanilmalidir (URL-15).

Su igerigi %4’iin altinda olup raf émrii 2 yildir. Daha diisiik su igerigi, azot gaziyla
yikandiktan sonra vakum ambalajla korunmasi, graniil boyutlarinin kiiciikligii, kisa
kurutma prosesi sayesinde az hasar gormiis olmasi, aktivasyona ihtiya¢ duymamasi
bu {iriiniin avantajlaridir (URL-16).
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1.8.2. Kuru maya kullaniminin 6nemi

1975 yilindan beri sivi mayanin yani sira kuru maya da piyasaya sunulmustur. Bunun
avantaji zaman alan ¢ogaltmaya gerek olmamasidir. Kuru maya kullanilmadan 6nce
30 °C’lik 1lik suda 5-15 dakika bekletildikten sonra sira veya mayseye ilave edilerek
karistirtlmalidir.  Sivi veya kuru mayanin avantajlari; fermentasyonun hemen
baslamasini ve diizenli seyretmesini saglamasi, fermentasyon sonrasinda ise
fermentorlerin cidarlarina tutunmadan ¢okmesidir (Akman ve Yazicioglu, 1960).

Gilintimiizde kullanim1 daha kolay olan kuru maya tercih edilmektedir.

Fermentasyonun istenen sekilde seyretmesi i¢in maya populasyonu 2-5 x 10° maya
hiicresi/ml mayse oldugunda yeterlidir. Bu konsantrasyon siranin Briksi 24’{in
altinda, pH’s1 3,1’in iistlinde ve sicaklik 15 °C’nin iistiinde oldugunda uygundur

(URL-17).
1.9. Fermentasyonu Etkileyen Faktorler

Fermentasyon tizerine etkili faktdrler sunlardir:

e Maya tiirii ve susu (alkole yiiksek tolerans ve yiiksek verimli alkol {iretimi)
e Seker konsantrasyonu

¢ Havanin bilesimi

e Sicaklik

e pH

e Maya konsantrasyonu

¢ Etil alkol konsantrasyonu

e Besiyeri bilesimi

e Fermentasyon sivisinin hareketi (Ustiin, 1997).
1.9.1. Maya tiirii ve susu

Etil alkol fermentasyonunda kullanilacak maya, maysede bulunan sekerleri fermente
etme yeteneginde olmali, ayrica istenen siire i¢inde fermentasyonu bitirebilmelidir

(Ustiin, 1997). Genellikle Saccharomyces cerevisiae tiirii mayalar kullamlir.
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1.9.2. Seker konsantrasyonu

Mayalar i¢cinde bulunduklar1 ortamdaki ¢6ziinmiis gidalarla beslenirler. Bu gidalarin
hiicre duvarlarindan igceriye osmoz yolu ile gecebilmeleri i¢in belirli bir derisimde
olmalar1 gerekir. Fermentasyonda kullanilan maysenin, maya {izerinde yaptig
osmotik basing, dnemli etkiye sahiptir. Cozelti derisimi maya aktivite hizina iki
sekilde etki eder;

e Substratin inhibisyonu (substratin enzime zehir etkisi)

e Uriin inhibisyonu (iiriiniin enzime zehir etkisi)

Substratin derisimi enzim derisiminden diisiik ise substrat derisimi belli bir noktaya
kadar arttirildik¢a reaksiyon hizi artmakta, substrat derisimi enzim derigimine esit
olunca reaksiyon hizi sabit kalmakta, substrat derisimi enzim derigimini gegince
reaksiyon hizi diigmektedir. Hizin sabit kaldigi noktadaki derisime maddenin
“doygunluk  derisimi” denir. Fermentasyonda genellikle %12’lik  seker
konsantrasyonunda calisilir. Seker konsantrasyonunun daha fazla olmasi, osmotik

basincin fazla olmasi nedeniyle, mayaya yavaslatici etki hatta durdurucu etki yapar.
1.9.3. Havanin bilesimi

Oksijen mayanin normal olarak tomurcuklanip ¢ogalabilmesi igin gerekli enerjinin
ortamdaki sekerlerden saglanmasinda gereklidir. Ozellikle maya iiretiminde verilen
havanin iki 6nemli fonksiyonu vardir;

e (ozelti icerisindeki maya hareketini saglamak,

e Karbohidratlar pargalayarak gerekli olan enerjiyi saglamak.
C6H1206 +6 Oz - 6 COz +6 HQO + 674 Kcal. (14)

Fakat etil alkol iiretiminde anaerobik sartlar istenir. Fermentasyon siiresince

karbondioksit agiga ¢ikacagindan anaerobik sartlar saglanmis olur.

Fermentasyon basladiktan sonra maysenin hava ile temas etmesi sakincalidir. Ciinkii
bu sirada ortama giren oksijenin etkisiyle maya fermentasyon yapmak yerine,

cogalma egiliminde olacak, bu da fermentasyon yan triinlerini arttiracaktir.
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Breisha caligmasinda oksijenin piruvik asit olusumu sirasinda eklenmesi gerektigini
belirtmistir. Buna dayali olarak fermentasyonun ilk 12 saatinde reaktdr hacmine
uygun hacimde oksijen eklemisler ve calisma sonucunda 350 g/l sakkarozun

tamamen tliketildigini ve %16 etil alkol olusumunu gdzlemlemislerdir (Breisha,

2010).

Havalandirilan ortamdaki sekerin fermentasyonu daha hizli olmaktadir. Bunun
nedeni, fazla hava ile meydana gelen ve fermentasyon olayma katilan maya
miktarmin artmasidir. Maya miktarinin artmasi, sekerin etil alkol iiretimi yerine
maya Uretimine harcanmis olmasindan kaynaklanmaktadir. Sonucta, daha c¢ok

havalandirilan ortamlardaki etil alkol verimi daha diisiik olmaktadir.
1.9.4. Sicakhk

Etil alkol fermentasyonu yapan mayalarin faaliyet gosterdikleri optimum sicaklik 30
°C’dir. Ortam sicakligiin artmasi ile reaksiyon hizi da artar, bu artig en yiiksek

noktaya kadar devam eder sonra enzim zarar gordiigiinden yavas yavas azalir.

Genellikle her 10 °C sicaklik artisina karsilik reaksiyon hizi iki kat artar. Bu nedenle
mayse sabit sicaklikta tutulmaya calisilir. Fermentasyon boyunca maysenin sicakligi
artacagindan optimum sicakligi saglamak icin fermentdér digsaridan sogutulmalidir

(Ustiin, 1997), (Prescott ve Dunn, 1959).
1.9.5. pH

Fermentasyon sivisi pH’min maya biiyiimesi, fermentasyon hizi ve {irlin yapisi
tizerinde etkisi vardir. Hidrojen iyonu derisimi enzimler lizerine etkilidir. Bazi
enzimler asidik ortamda, bazilar1 nétr ortamda, bazilar1 ise bazik ortamda faaliyet
gosterirler. Mayalar icin genelde fermentasyon, pH 4,0-4,5 arasinda gergeklesir. pH

genellikle siilfiirik asit ile ayarlanir.
1.9.6. Maya konsantrasyonu

Maya derisimi arttik¢a mayanin ¢ogalma hizi artar. Dolayisiyla enzim aktivitesi de
artar. Substratin derisimi sabit olmak kosuluyla enzim derigimi arttirildigr zaman

reaksiyon hiz1 artmaktadir.
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Fermentasyonda agilanan maya miktari, kullanilan mayseyi kisa siirede ve hizla
fermente ederek tiim sekeri istenen siire ic¢inde etil alkole doniistiirecek diizeyde
olmalidir. Diisiik oranli asilamalarda maya ortamdaki sekeri fermente edebilmek i¢in
once yeterli miktarda c¢ogalmak zorundadir. Bu durumda fermentasyon yavas
seyreder dolayisiyla uzun siirer. Bu da kontaminasyonlara, seker ve zaman kaybina

neden olur (Ustiin, 1997).
1.9.7. Alkol konsantrasyonu

Fermentasyon sirasinda olusan etil alkoliin, maya iizerine yaptig1 osmotik basing
onemli bir etkiye sahiptir. Cogunlukla mayalar, etil alkol konsantrasyonu %11’in
lizerine c¢ikinca fermentasyon faaliyetini yavaglatirlar. Bu nedenle mayse
konsantrasyonu olgun maysenin etil alkol miktar1 %8-10 olacak sekilde

ayarlanmalidir (Ustiin, 1997).
1.9.8. Besiyeri bilesimi

Etil alkol iiretiminde kullanilan hammaddelerin maya besini bakimindan yetersiz
oldugu durumda maya fermentasyon sirasinda yeterli besini bulamayacagi icin hem
baslangi¢ fermentasyonunda, hem de asil fermentasyonda yeterince ¢ogalip etkinlik
kazanamaz ve fermentasyon aksar. Maya besini olarak en fazla azotlu ve fosforlu

maddeler s6z konusudur (Ustiin, 1997).
1.9.9. Fermentasyon sivisinin hareketi

Etil alkol fermentasyonunda onemli diger bir etken karigtirmadir. Karistirma
olmadiginda miktar1 artan maya, dibe ¢okmeye baslar. Bu ¢okme, fermentasyon hizi
diisiip, CO; c¢ikip azalmaya basladiktan sonra giderek arttgindan daha az mayanin
sekerle temas etmesine neden olur ve fermentasyon siiresi uzar. Eger fermentasyon
stvist karistirilip, tim mayanin s1vi icinde yiizmesi saglanirsa, seker daha fazla maya
hiicresi ile temasta olacagindan fermentasyon daha hizli gerceklesir. Siirekli

fermentasyon yontemlerinin esasini bu sistem teskil eder (Ustiin, 1997).

Maya hareketi sisteme verilen hava ile de saglanmaktadir. Boylece maya dagitilmis

ve mayalarin ortamda bulunan kullanilmamis gida maddeleri ile temas: hem
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kolaylasmis olur. Bu sekilde iyi beslenen mayanin ¢ogalma hizi ve fermentasyon

kabiliyeti artar.
1.9.10. Bakteri gelisiminin 6nlenmesi ve sterilizasyon

Sterilizasyon, mikrobiyolojik c¢aligmalarda kullanilan aletlerin, kati ve sivi gida
ortamlarinin, her ¢esit zararli mikroorganizmalardan temiz hale getirilme islemidir.
Sterilizasyon; yakma, buharlama, etiivde 1sitma veya 1sinlama suretiyle

gerceklestirilir.

Ortamda sadece fermentasyonu gergeklestirecek olan mikroorganizmanin olmasi
gerekir. Istenmeyen mikroorganizmalarin proses ortamima girmesini dnlemek igin
fermentasyon sivisinin  ve kullanilan malzemelerin Once sterilize edilmesi

gerekmektedir.
1.10. Mayalarin Gelisimi ve Fermentasyonunu Etkileyen Etmenler
1.10.1. Basing

Osmotik basincin maya iiremesi lizerinde biiytik etkisi vardir. Ortamdaki asir1 madde
derisimi, osmatik basinci artirarak hiicrenin su kaybetmesine yol acar. Bunun sonucu

olarak mayanin iliremesi yavaslar veya durur.
1.10.2. Radyoaktif isinlar

Mayalar diger organizmalar gibi radyoaktif 1ginlardan etkilenirler. Enzimatik

reaksiyonlar1 yavaslar ve aktivitelerini kaybederler.
1.10.3. Zaman

Zamanla enzim aktivitesinin diismesi ile reaksiyon hizi diiser. Uzun siire calisilan

enzimlerin yenilenmesi gerekmektedir.
1.10.4. Kimyasal maddelerin etkileri

Maya fliretimi veya fermentasyon esnasinda ortama verilen bazi maddeler enzim

aktivitesini arttirirlar bazilari ise enzim aktivitesini diisiiriirler.
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e Aktivatorler: Enzim aktivitesini artiran maddelerdir.

e Inhibitdrler: Enzim aktivitesini diisiiren maddelerdir.

Aktivatorler; temas yiizey alanini artirarak substrati enzime kars1 daha aktif yaparlar.
Metal iyonlari; Na', K, Ca+2, Mg+2, Zn*, Cr™ Cu™, NH," vs. iyonlar1 birer

aktivatordur.

Melastan etil alkol iiretiminde bu metal iyonlarinin ¢cogunun olmasina karsilik enzim

aktivitesini artirmak i¢in Mgﬁ, NH.", azot ve fosfor tuzlari da ilave edilir.

Zehir etkisi yapan inhibitdrler enzime baglandigi zaman enzimin aktif merkezini

sekil degisikligine ugratarak substratin enzime baglanmasini engellerler.

Bazen de olusan iirlin enzime inhibitor etkisi yapmaktadir. Civanin ¢ézlinmiis tuzlari,
bazi proteinler, etil alkol, eter, formaldehit gibi maddeler mayalara inhibitor etkisi
gosterirler. Bunlar, mayalarda liremeye engel olarak ve fermentasyon kabiliyetini

azaltarak etkili olurlar.
1.10.5. Su

Biitiin organizmalar gibi mayanin da hiicre gelismesi ve gerekli hidrostatik ve
osmotik basinglarin diizenlenmesi agisindan suya ihtiyacit vardir. Hiicrede suyun
bulunmasi gerekli oldugu gibi besin maddelerinin ¢dziinmesi i¢in de yeterli miktarda
suyun bulunmasi gerekir. Ciinkii besin maddeleri ancak suda ¢oziinmiis bir halde

hiicre icine gegebilirler.
1.10.6. Metabolizma iiriinleri

Fermentasyon boyunca ¢esitli metabolizma tirlinleri olugur (organik asitler, etil alkol
gibi). Olusan laktik, asetik, propiyonik, valerik ve biitirik asitler ortamin pH degerini
diisiirerek maya gelisimi iizerinde zararli etkilere neden olurlar. Olusan iirlinlerden
biri olan etil alkoliin osmotik basinci da maya iizerinde etkilidir. Eger fermente
olmus sividaki etil alkol derigimi, tiim seker tiiketilmeden Once maya iizerinde

olumsuz etki gosterecek seviyeye ulasirsa kalan invert seker tiikketilemez.
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Etil alkol mayalar i¢in en 6nemli metabolizma {iiriinii olmakla birlikte mayalarin
gelisimine olan engelleyici 6zellik tasir. Kosker ¢alismasinda, maya ¢ogalmasinin
%2’lik etil alkol derisiminde yavasladigini, etil alkol derisimi %10 oldugunda ise
durdugunu gézlemlemistir (Emre, 2007).

Saccharomyces cerevisiae mayasi i¢in ortamdaki etil alkol derisiminin etkisi Wilke
tarafindan incelenmis ve yaklasik 93 g/l etil alkol derisiminde maya iireme ve etil
alkol iiretim hizinin sifir oldugu bulunmustur (Wilke, 1981). Diger bir metabolizma

iiriinii olan karbondioksitin maya iizerindeki etkisi ise oldukc¢a azdir.
1.10.7. Mayalarin beslenmesi

Mikroorganizmalarin  gelismesi, tiremesi ve fizyolojik olarak gdrevlerini
yapabilmeleri icin gerekli gida maddelerini igeren ortamlara ihtiyaci vardir. Bu
ortamlara “besiyeri” denir. Besiyeri agagidaki maddeleri i¢germelidir:

e C, H, O elementlerini i¢eren karbonlu gida maddeleri

e N elementini iceren azotlu gida maddeleri

e P, K, S, Mg elementlerini igeren mineral maddeler

e Vitaminler

e Eser elementler

Ayrica besi ortami belli bir sicaklikta ve pH da, ortamin CO; ve O, igerigi de belli bir

oranda olmalidur.
1.10.7.1. Karbonlu gida maddeleri

Karbonlu gida maddeleri, mikroorganizmalar tarafindan hem karbon hem de enerji
kaynagi olarak kullanilir. Anaerobik mikroorganizmalar karbon kaynaginin
%10’unu, aerop mikroorganizmalar ise karbon kaynaginin %50-55’ini ¢ogalmak icin

kullanirlar. Karbon kaynagi olarak; melas, nisasta, seliiloz, hidrokarbonlar kullanilir.

Ancak hidrokarbonlarin suda ¢ok az ¢ozlinmeleri nedeniyle mikroorganizmalarin
yararlanmasi gii¢ ve lireme hizlar1 yavas olmaktadir. Bunlar diginda ¢esitli alkoller,
asetatlar, yaglar ve hidrolizleri sonucu olusan gliserin ile metabolizmaya katilan yag

asitleri, seliiloz ve nisasta karbon kaynagi olarak kullanilabilmektedir.
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1.10.7.2. Azotlu gida maddeleri

Azot ve fosfat maya gelisimi ve maksimum verimde etil alkol iiretimi i¢in ana besin
ihtiyaclaridir. Her ne kadar melas maya gelisimi i¢in gerekli besinleri icerse de,
genellikle maya gelisimi ve etil alkol iiretimini gelistirmek icin azot ve fosfat

bilesikleri eklenir (Mukhtar ve dig., 2010).

Maya performansinin ve etil alkol toleransinin fermentasyon ortamina vitamin ve
azot kaynaklar1 eklenerek arttirilmasi imit verici bir basaridir. Asimile edilebilir azot
icerigi fermentasyon hizinda en fazla etkisi olan, fermentasyonun basinda maya
biyokiitlesini ve fermentasyon boyunca da seker tasinmasin etkileyen bir maddedir.
Ayrica protein sentezi, hiicre duvar bilesikleri ve enzimlerin sentezi i¢in gereklidir

(URL-18).

Biiylime fazinin sonunda azotun tlikenmesine bagli olarak protein sentezinde ve
seker tasima aktivitesinde azalma goriiliir. Azot katkisi protein sentezi ve seker
taginmasini hizlandirir bu da fermentasyon hizinda bir artis ile sonuglanir (Bely ve

dig.,1990), (Julien ve dig., 2000).

Azotlu besiyeri maddeleri de, karbohidratlar gibi suda ¢oziiniip hiicre duvarindan
gecerek kolayca hiicre igerisine girebilmelidir. Azot kaynagi olarak kullanilan

maddeler: iire, NH3, (NH4),SOy4 dir.

Mayanin, bilinyesinde bulunan proteinleri yapabilmesi i¢in en iyi azot kaynagi olarak
amonyum tuzlar1 kullanilir. Fakat nitratlar azot kaynagi olarak genellikle
kullanilmazlar. Amonyak azotunun maya hiicresi tarafindan kolayca sindirebilmesi
icin ortamda az miktarda azotlu organik maddelerin bulunmasi gerekir. Bu tuzlar

anorganik azotun sindirilmesinde katalitik etki yapmaktadirlar.

Dogal azot kaynagi olarak; soya fasiilyesi, balik unu, peynir alt1 suyu, siit kullanilir.
Art ve Donmez caligsmalarinda soya ununun farkli konsantrasyonlarini S.cerevisiae
tiriiniin bazi suglar1 iizerinde denemislerdir. Etil alkol konsantrasyonu ve seker
tilkketim oranina etkilerini incelediklerinde %9’luk konsantrasyon tiim suslar1 olumlu

etkilemis maya sayisinda artisga neden olmus ancak %12’lik konsantrasyon bazi
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suslarda fermentasyonu kisaltmis ve daha diisiik oranda etil alkol olusumuna neden

olmustur (Ar1 ve Donmez, 2000).

Bajpai ve arkadaslar yaptiklar1 ¢aligmalarda fermentasyon ortamina ilave edilen %2
soya ile 30°C’de 3. giinde 275 g/l sakkaroz kullanarak %14 etil alkol elde
edilebilirken soyasiz kosulda 48 saatlik fermentasyon siiresi sonunda 155 g/l
sakkaroz tiiketilerek %8 etil alkol elde edildigini bildirmislerdir (Bajpai ve dig.,
1988).

K (potasyum), Mg (magnezyum), P (fosfor) azot kullanimini kolaylastiric1 olarak
kullanilirlar. Gelisen maya tarafindan alinan azotlu maddelerin bir kismi proteine
dondisiir, diger kismi ise azot degisiminin bir iiriinii olarak Leuzin, izoleuzin, Triozin
gibi maddeler halinde hiicreden disar1 atilirlar. Thtiya¢ duyulmas: halinde ise tekrar

maya tarafindan alinabilirler.
1.10.7.3.Mineral maddeler

Diger organizmalarda oldugu gibi maya fizyolojisinde de minerallerin rolii biiytiktiir.
Son yillarda c¢esitli mineral katkilariyla fermentasyon performansinin arttirilmasina

iliskin ¢alismalar yapilmistir.

Mineral maddelerin biiyiik kismi enzim aktivatorii olarak gorev yapar ya da enzim ve
ya hiicre yapisina katilirlar. Bunlarin basinda K, S, P, Mg, Ca, Fe gibi elementler ile;
Zn, Cu, Co, Mn ve Mo gibi iz elementler gelir. Fosfor, niikleotit ve niikleik asitlerin
temel yapisina katilir. Potasyum, protein sentezinde gorevli enzimlerin aktivatoriidiir
(Okur, 2003). Minerallerin maya metabolizmasindaki gorevleri;

e Baz glikolitik enzimlerin kofaktorleri,

e ATP az aktivitesini arttirma ve maya hiicre zarindan bilesikleri pompalama,

o Etil alkole ve sicakliga karsi toleransi arttirma,

e Agir metallerin zehirliligine kars1 zit etki,

e Hiicresel biiyiimenin diizenlenmesi,

e Etil alkol ve esterlerin yapisinin diizenlenmesidir.

Protein olusumunda ve enzim aktivitesinin arttirllmasinda maya K, Ca, Mg, Na ve

PO4’a ihtiyag duymaktadir. Bu maddeleri igermeyen ortamlarda mayanin normal
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sekilde tiremedigi ve fermentasyon olaymnin meydana gelmedigi gorilmiistiir.
Magnezyum, hiicre metabolizmasi ve gelisimi i¢in gerekli metal iyonlarindan biridir.
Hiicreyi, 1sisal sok, osmotik basing ve etil alkol toksitesine kars1 korur (Walker,
1998). Maya metabolizmasi ve biiylimesi i¢in ¢inko ve potasyum kadar onemlidir.
Sinirli magnezyum maya gelisiminin ve fermentasyon aktivitesinin azalmasina neden

olur (Dombek ve Ingram, 1986).

Kunkee ve Bisson tarafindan yapilan c¢alismada maya iginde canliligin
yapilandirilmas: i¢in gerekli magnezyum iyonu optimum konsantrasyonu 5 mg/l

olarak belirlenmistir (Kunkee ve Bisson, 1993).

Sadece magnezyumun tek basina etkisinin yaninda magnezyum kalsiyum orani da
onemlidir. Eger gelisme ortaminda magnezyuma gore asiri miktarda kalsiyum olursa,
magnezyumun hiicre plazmasina transferi yavaslar (Walker, 1998). Dolayisiyla hiicre
gelisimi ve iyi bir fermentasyon i¢in magnezyum kalsiyum oranimin yiiksek olmasi
gereklidir. Magnezyumun da yiiksek derisimlerinde hiicre solunumu olumsuz yénde

etkilenmektedir.

Sodyum da maya i¢in gereklidir ancak ortamda yiiksek derisimde bulundugunda,

hiicre yapisi, enzim aktivitesi dolayistyla glikoliz evresi zarar goriir.

Sodyum, potasyumla hiicre igine alinmasi igin yarigir ve potasyumun hiicre

tarafindan alinmasini engeller ve yararl etkilerini inhibe eder.

Garcia ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmanin bir boliimiinde, S. cerevisiae ve C.
tropicalis mikroorganizmalarimin, ortamdaki Na® ve K' iyonlarmi biinyelerine
almalar1 ve bu iyonlarin mikroorganizma gelisimi tizerindeki etkileri iizerinde
durmuslardir. Mikroorganizmanin gelisiminin, adsorplanan Na/K oraninin artmasiyla

zarar gordiigii belirlenmistir (Garcia ve dig.,1997).
Cinko mayanin fermentasyon performansi i¢in gerekli metal iyonlarindan biridir.

Hiicre metabolizmasinda, ribofilavin ve protein sentezinde katalitik kofaktor olarak
calisir. Ayrica ¢inko, hiicre zar1 disinda serbest halde bulunan seker molekiillerinin,

zar i¢inde kimyasal reaksiyonla fosfatlanarak igeri alinmasini kolaylastirir. Cinkonun
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besi ortaminda yiiksek derisimlerde bulunmasi, potasyumun hiicre zarindan gegisini
olumsuz yonde etkileyeceginden hiicre gelisimi ve fermentasyon iizerinde zehirleyici

etki gostermistir (Kreder, 1999).

Kudo ve arkadaglari, potasyumun hidrojen iyonlarina oraninin maya gelisimi ya da
maksimum hiicre biyokiitlesi oranini etkilemedigini gostermigler, ancak ozellikle
diistik pH da potasyum eksikliginin hiicre canlilig1 iizerinde biiyiik bir etkiye sahip
oldugunu ve fermentasyonun duraklamasina yol agabilecegini belirtmislerdir (Kudo

ve dig., 1998).
1.10.7.4. Vitaminler

Biotin, tiamin ve pantotenik asit basta olmak iizere vitaminler, maya hiicresi i¢inde
gerceklesen karboksilasyon ve dekarboksilasyon reaksiyonlarmi desteklemek ve

hiicre zarin1 korumak gibi 6zelliklerinden dolay1 gerekli maddelerdir.

Alfenore ve arkadaslarinin calismasinda Saccharomyces cerevisiae mayast ile
biyoetil alkol iiretiminin yiiksek bir seviyeye ve verimlilige ulastirilmasinin etil alkol
fermentasyonu prosesinde asilmasi gereken bir engel oldugu belirtilmistir. Beslenme
stratejisi ile S. cerevisiae’in, 30 °C’de beslemeli kesikli kiiltiirde 45 saat i¢inde %19
(v/v) oraninda etil alkol iretimi agiklanmaktadir. Bu performans, fermentasyon

stireci boyunca vitamin ilavesi yapilarak elde edilmistir (Alfenore ve dig., 2002).

Breisha c¢alismasinin bir boliimiinde %30°luk sakkaroz ile fermentasyon ortaminda
0,2 g/l tiamin ilavesinin etkisini arastirmistir. Tiamin, %30 sakkaroz ile 48. saatte
%12 etil alkol konsantrasyonu ile %74 teorik verime ulagtirmis, fermentasyon
verimliligini arttirmistir. Tiamin maya canliligi ve seker tiiketimini de arttirmustir.
Daha yiiksek konsantrasyonda tiamin ilavesi (0,3 g/1) maya gelisimi ve seker
tilketiminde pozitif etkili iken etil alkol iiretiminde beklenmeyen bir negatif etki
vermigtir. 200 mg/l iizerindeki konsantrasyonun maya hiicrelerinin gelisimini

arttirmasina ragmen, prosesin yavaslamasina neden olmustur (Breisha, 2010).
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1.10.7.5.Eser elementler

Besi ortamina ilave edilen eser elementler, mikroorganizmalarin gereksinimlerine
gore Ui¢ gruba ayrilirlar:

e  Mutlak olarak gerekli elementler: Ca, Mn, Fe, Co, Cu, ve Zn’dur.

e Daha az gerekli elementler: B, Na, Al, Si, Cl, V, Cr, Ni, As, Se, Ma, Sn ve I’dur.
e  Cok ender gerekli elementler de Be, F, Sc, Ti, Ga, Ge, Br, Zr ve W’dur.

Bu elementlerin mikroorganizmalara gore gereksinim oranlar1 degisir (Soyuduru,

2007).

1.11. Fermentasyon Ortamina Eklenen Maddelerin Etil Alkol Uretimine
Etkileri

Biyokimyasal yollarla etil alkol {iretiminde etkili mikrobiyal islemler ve yiiksek {iriin
derisimlerinin saglanmasinda, uygun mayanin, reaktoér sisteminin ve fermentasyon

ortaminin se¢imi 6nemli faktorlerdir.

Literatiirde ¢esitli mikroorganizmalarla fermentasyon yoluyla etil alkol {iretiminde,
substratlar1 saflastirmak ve etil alkol iiretimini arttirmak amaciyla fermentasyon
ortamlarina maddeler eklenmistir. Bu maddelerden biri, iyon degisim, adsorplama ve
katalitik ozelliklerinden dolayi, substrat icinde bulunan ve mikroorganizmalar i¢in
zehirleyici etkisi olan eser elementlerin zararli etkilerini azaltabilen zeolitlerdir.
Killer de adsorplama ve iyon degistirme gibi 6zelliklerinden dolay:1 kullanilmaktadir.
Etil alkol {iiretimini artirmak i¢in ortama konan maddelerden bir digeri de
vitaminlerdir. Biotin, tiamin ve pantotenik asit basta olmak iizere vitaminler, maya
hiicresi ig¢inde gerceklesen karboksilasyon ve dekarboksilasyon reaksiyonlarini
desteklemek ve hiicre zarin1 korumak gibi 6zelliklerinden dolay1 gerekli maddelerdir

(URL-19).

Alfenore ve arkadaslari, Saccharomyces cerevisiae mayasi ile glikozlu ortamda,
hazirladiklar1 vitamin karistminin (pantotenik asit + nikotinik asit + inositol + tiamin
+ biyotin + para-aminobenzoik asit) degisen derisimlerinin etil alkol iiretimine
etkisini aragstirmiglardir. Calisma sonunda vitamin karisiminin artan derisimlerinden
en fazla 9,5 g/L etil alkol miktarina ulagilmistir (Alfenore ve dig., 2002).
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1.11.1. Maya fermentasyonunda en ¢ok kullanilan besinler
1.11.1.1.Tampon maddeler

Mikroorganizmalar genellikle nétr ve ndétre yakin pH' larda iyi gelisir. Bazi
mikroorganizmalar alkali pH' lar1 (6rnegin Rhizobium bakterileri), bazilar1 (6rnegin

mayalar, kiifler, asidofilik bakteriler) asidik ortamlar1 severler.

Asitlik/alkalilik, besiyerlerine selektivite kazandirmak amaciyla, kolay ve dolayisiyla
yaygin olarak kullanilan bir faktdrdiir. Ornegin maya ve kiiflerin, asidofilik
bakterilerin gelistirilecegi ortamlarda pH diisiiriilerek pek cok bakterinin gelismesi

baskilanir.

Metabolizmaya bagli olarak besiyeri pH'sinda degismeler meydana gelir. Genellikle
inkiibasyon sirasinda pH degisimi, gelistirilmesi istenen mikroorganizmaya zarar
verecegi i¢in istenmez. pH degisimini minimumda tutmak icin besiyerine gesitli

tampon maddeler ilave edilir.

Biiyiik 6l¢ekli endiistriyel iiretimlerde pH stabilitesi tampon eklenerek degil, belirli
pH araliginda tutmak iizere ‘pH-stat’ denilen sistemlerle disaridan asit ya da baz
ilavesi ile yapilir. Tampon olarak en ¢ok kullanilan maddeler; fosfatlar, karbonatlar,

asetatlar ve sitratlardir (URL-19).
1.11.1.2. KH,POy,

Tamamen suda ¢oziinebilir, kat1 tuz formundadir. P ve K besin elementlerini igeren
KH,PO4 en ¢ok tercih edilen besin kaynagidir. Klor, sodyum ve agir metaller

icermez. KH,PO4 ¢ozeltisinin pH degeri 4,5 + 0,3 tiir ve tamponlayici etkisi vardir.
1.11.1.3.MgS0O,4.7H,0

Magnezyum, glikoliz asamasinda 300’den fazla enzimin sentezinde rol oynar. Bazi
enzimlerin aktivasyonunda onemlidir ve etil alkol iiretimindeki merkezi rolii zar
yapisini kararli hale getirmesidir. Hiicre zarmdaki H'- ATP aktivitesini hizlandirir

(Walker, 1998).
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1.11.1.4.Biotin

B grubu vitaminlerden B7 vitaminidir. Vitamin H, Koenzim R, biyotin ve
Biopeiderm olarak da isimlendirilir. Yaygin olarak kullanilan ismi biotin ya da sag¢ ve

tirnak vitaminidir (URL-20).
1.11.1.5.Maya ekstrakti (Yeast ekstrakt)

Sitoplazmadan ayrilmis hiicre duvar1 maya ekstrakt1 olarak adlandirilmaktadir. Hiicre
duvarmin tamamina yakini glukan, mannan, oligosakkaritler gibi karbohidratlardan
olugmaktadir. Maya ekstrakti, proteolitik olarak pargalanmig ekmek mayasinin
(Saccharomyces cerevisiae) sulu ekstraksiyonu ile elde edilir. Hiicre kiiltiirleri ve
bakteriyel biiyiime i¢in hazirlanmis, bakteriyolojik kullanim i¢in standart hale gelmis

miikemmel bir uyaricidir.

Ozellikle, yiiksek B kompleks vitamini igerigi sayesinde cogu mikroorganizmanin iyi
bir sekilde gelismesini saglar. Yapisinda suda ¢oziinen N’lu maddeler, maltoz,
glikojen, pentozlar vb karbohidratlar, B grubu vitaminleri, K, PO4 vb tuzlar, organik
asitler bulunur. Besiyerlerine %0,5—1 oraninda katilarak ortam zenginlestirilir. Maya
ve kiiflerin gelistirilmesi i¢in de uygun besiyeridir (URL-21). Tablo 1.7°de yeast

ekstraktin 6zellikleri verilmistir.

Tablo 1.7. Yeast ekstrakt 6zellikleri (URL-21)

Parametreler Bilesim (%)
Toplam Protein 62,5-73,8
Toplam Azot 10,0-11,8
Amino Azot 4,5-5.8

Kiil ( Klortir harig ) 11,5-16,0
Sodyum Kloriir 0,5

pH (%2 ¢ozelti) 6,8-7,2
Nem <6,0

1.11.1.6. NHj4 tuzu

Mayalar i¢in en Onemli azot kaynaklarindan biridir. Maya hiicrelerinin protein

sentezinde onemlidirler.
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Taillandier ve arkadaslarinin ¢aligmasinda azot katkisinin seker seviyesi ile orantili
olmasi gerektigi ve artan seker diizeyi ile azot diizeyinde paralel artisin gerekliligi
bildirilmistir. Bu kritere gore azot konsantrasyonunun optimize edilmesi gerektigi

aciklanmistir (Taillandier ve dig., 2007).

Breisha, tiiketilen sekere gore hesaplayarak ekledikleri 1 g sakkaroz i¢in 5 mg azot
oraninin, ¢alismasindaki en iyi sonucglari verdigini bildirmistir. Yiksek seker
konsantrasyonlarinin fermentasyonu i¢in bu oranin sabit olmasi Onerilmistir. %25
sakkarozun (250 g/1) fermentasyonu i¢in ortama dogru oranda eklenen amonyum
silfat seviyesi 1250 mg/I’dir. Bu miktardaki amonyum siilfatin iiretim ortamina
ilavesinden sonra %25 sakkarozun fermentasyonu, sakkarozun tamamen tiiketimi ile
sonucglanmis ve %11,5 etil alkol iiretilmistir. Maya hiicreleri biiylik oranda aktif ve
maksimum sayiya ulagilmistir. %30 sakkaroz ile azotu denenmis ve %10,2 etil alkol
tiretilmistir. Ancak, 6nemli miktarda sakkaroz (56 g/1) fermente olmadan kalmustir.
Bunun, vitaminler gibi diger besin faktorlerindeki bir eksiklik nedeniyle olabilecegi

belirtilmistir (Breisha, 2010).

Thomas ve arkadaslar1 tarafindan azotun, fosfofruktokinaz (fermentasyon yolunun
bir anahtar diizenleyici enzim) sentezindeki diisiisii 6nledigi rapor edilmistir (Thomas

ve dig., 1996).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Laboratuvar

Bu arastirma, Kocaeli Universitesi, Kdsekdy Meslek Yiiksekokulu, Fermentasyon

Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.
2.2. Mikroorganizma ve Hazirlanisi

Mikroorganizma olarak Saccharomyces cerevisiae tiirii kullanilmistir. Pakmaya ticari
kuru ekmek mayas1 ayni iiretim tarihli ve bir sene raf 6mrii olan 100 g’lik paketler
halinde piyasadan temin edilmistir. Ayn1 giin i¢inde yapilacak bir ¢alisma i¢in bir
paket maya acilip kullanilmistir. Bu sekilde ayn1 paketten alinan graniillerdeki maya

hiicrelerinin aktifligi agisindan esitlik saglanmaya ¢aligilmistir.
2.3. Kullanilan Alet ve Ekipman

e Elektro-mag marka su banyosu

e inolab pH metre

¢ ARE manyetik karistirict ve 1sitict

e Elektro-mag M16 vorteks

e UV mini 1240 Shimadzu spektrometre
¢ Elektro-mag M420B inkiibator

e Etiiv Elektro-mag M5040 sterilizator
e Denver hassas terazi

e Sigma 3-16 K sogutuculu santrifiij

e SX 6540 Vestel elektronik buzdolab1

o Etil alkol distilasyon diizenegi

e [SOlab otoklav siseleri, deney tiipleri, mikropipetler, cam pipetler, puar, balon

jojeler, meziirler, erlenler, beherler vb. laboratuar malzemeleri.
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2.4. On Deneyler ile Uygun Fermentasyon Ortaminin Belirlenmesi

Sterilize edilmis 500 ml’ lik sise igerisine 10 g/l maya olacak sekilde steril spatiil ile
Denver marka hassas terazide 3 g kuru maya tartilarak bir miktar distile su i¢inde
¢cOziinmesi saglanmistir. Diger taraftan da 100 g/l sakkaroz olmak iizere 30 gr
sakkaroz terazide tartilip bir miktar distile su i¢cinde ¢6ziilmiis sonra siseye eklenerek
distile su ile 300 ml’ye tamamlanmistir. Seri bir sekilde seker katilmadan ve seker
eklendikten sonra inolab marka pH metre ile pH degerleri 6l¢iilmiistiir. 30 °C’ ye
ayarlanan Elektro-mag marka su banyosuna yerlestirilip 10 dakika aralikla pH
Olgtimleri yapilmistir. pH degerlerindeki degisimleri kaydedilerek mayanin aktivitesi
izlenmigtir. Daha sonraki ¢aligsmalarda fermentasyon iglemi i¢in kullanilacak maya
miktari, kalan invert seker konsantrasyonu, ortam sicakli§i ve numune alma siireleri

hakkinda bilgi edinilmesini saglanmistir.
2.5. Ureme Ortamimin Hazirlams

On deneylerde alinan sonuglara gore 30 °C maya aktivitesi icin ¢ok uygun bir
sicaklik oldugundan fermentasyon ortaminin pH degeri hizli bir sekilde diismiis,
seker tiiketimi cok hizli bir sekilde gerceklesmistir. Calismada numune alimlar
sirasinda olusacak zaman farki bile invert seker ve etil alkol analizleri sirasinda ciddi
farklara ve hatalara neden olabileceginden hem fermentasyonu yavaslatmak hem de
pratikte kullanimi i¢in ortam sicakligi, oda sicakligi olan 25 & 1 °C olarak se¢ilmistir.
Bu sekilde pH, seker tiiketimi ve etil alkol {iretiminin daha kontrollii bir sekilde
izlenecegi diisliniilmiistiir. Maya aktivitesinin neticesi olan pH degerlerindeki
degisim g6z oniinde tutularak numune alim siireleri ise; 6., 24., ve 48. saat olarak
belirlenmistir. Kontrol grubu olarak maya miktar1 0,1 g/l, sakkaroz miktar1 200 g/l
olacak sekilde Denver hassas terazi ile tartilip ayr steril beherlerde ¢oziindiiriilen
maya ve seker cozeltileri 4 sise igerisine aktarilmis ve distile su ile 300 ml hacime
seyreltilmigtir. 25 = 1 °C’ye ayarlanan su banyosunda fermentasyona birakilan

fermentasyon siseleri Sekil 2.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 2.1. Su banyosundaki fermentasyon siseleri
2.6. Farkh Besin Konsantrasyonlarinin Denenmesi

0,1 g/l maya, 200 g/l sakkaroz ve 0,3 g/l yeast ekstrakt olacak sekilde 300 ml hacime
karsilik gelen miktarlar1 hesaplanarak hassas terazide tartimlart yapilmistir. 4 ayri
siseye, kuru maya konulup bir miktar distile su ile ¢oziiliirken diger taraftan yeast
ekstrakt ve bir miktar su i¢inde ¢Oziilmiis sakkaroz eklenmistir. Hacim distile su ile
300 ml’ye seyreltilerek 25+1 °C’ye ayarlanan su banyosunda fermentasyona
birakilmiglardir. 6., 24. ve 48. saatlerde pH degerleri ol¢lilmiis ve ayni anda steril
cam pipetlerle 22’ser ml 6rnek alinmistir. Alinan 6rnekler sogutuculu santrifiijde

7000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Sekil 2.2°de santrifiij islemi gosterilmistir.

Sekil 2.2. Alinan numunelerin santrifiij islemi
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Santrifiij sonucunda ¢okelti atilip, list sividan invert seker analizi i¢in 1 ml ve etil

alkol analizi i¢in de 20 ml ayrilmistir.

Etil alkol analizinde kullanilacak olan numune tiiplerinin agizlar1 parafilm ile

kapatilarak buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Asagidaki Tablo 2.1°de calismada kullanilan diger besinlerin konsantrasyonlari

verilmigtir.

Tablo 2.1. Kullanilan besin konsantrasyonlari

Besinler Konsantrasyonlar (g/1)
Yeast

ekstrakt 0.3 1.5 3
KH,POy4 0,5 1 1,5
MgSO, 0,5 1 1,5
Biotin 0,1 0,3 0,5

2.7. Analizler
2.7.1. Invert seker analizi

Invert seker; bazik ¢dzeltide aldehit veya keton olusturan bir seker tipidir. Bu tiir
sekerler, Maillard reaksiyonu veya Benedict reaksiyonunda indirgeyici olarak
davranirlar. Fruktoz, glikoz, laktoz, galaktoz arabinoz, ve maltoz bu gruba dahildir.
Keton grubu olan monosakkaritler; ketoz, aldehit grubu bulunduranlar; aldoz olarak

adlandirilirlar. Siikroz indirgen bir seker degildir.

Benedict ayiraci ile indirgen bir sekerin varliginda karigim yesil veya turuncu veya
kirmizi olur. Fehling ¢ozeltisi de ayn1 amagla kullanilabilir ¢linkii her iki ayiracta da
bulunan bakir (II) iyonlar1 1sitildiklarinda indirgenip turuncu renkli bakir (I) oksit

cokelegi olustururlar.

Calismada invert sekerlerin kantitatif olarak belirlenmesi i¢in Nelson-Somogy

metodu kullanilmistir (Somogy, 1952).
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2.7.1.1. Malzemeler

Nelson A Reaktifi: 2,5 gr Na,COs 25 gr NaK-tartarat (KNaC4H4Og), 20 gr NaHCOs3
ve 200 gr Na,SO4 1000 ml’lik balon igerisine tartilarak, 700 ml distile suda ¢6ziiliip
hacime tamamlanmistir. Bu ¢6zelti doygun bir ¢ozelti oldugundan kristallenebilir.

Boyle durumda 30 °C’lik su banyosunda ¢oziiliir.

Nelson B Reaktifi: 15 gr CuSO45H,0 100 ml lik balon igerisine alinmis ve saf su
ilave edilerek 100 ml hacime seyreltilmis, igerisine 1-2 damla derisik H,SO4 ilave

edilmistir.

Nelson Reaktifi: 25 ml Nelson A + 1 ml Nelson B karigtirllmistir. Kullanilacagi
zaman giinliik olarak hazirlanmigtir. Bir numune i¢in 1 ml kullanildigindan gerekli

miktarda hazirlanmasina dikkat edilmistir.

Arsenomolibdat Reaktifi;

e 25 gr Amonyum molibdat (NH4)sMo07024.4H,0) 450 ml suda ¢oziiliis ve {izerine
21 ml derisik H,SO4 eklenmistir.

e 3 gr Sodyum arsenat (NaH,AsO,) 25 ml saf suda ¢oziilmiistiir.

Bu iki ¢ozelti karistirilip, koyu renkli bir siseye konulmus ve 37 °C de 24-48 saat
bekletilmistir. Hazirlanan ¢ozelti 1 sene dayaniklidir. Cozelti rengi yesile

dontstiigiinde kullanilmamalidir.
2.7.1.2. Standart egri hazirlanmasi

Stok A ¢ozeltisi 0,5 gr glikoz (CsH12,06) ve 0,5 gr fruktoz (CsH;20g) tartilip distile su
ile 100 ml’ye seyreltilmistir.

Standart egri calismasinda stok A ¢ozeltisinden 1 ml alinip distile suyla 100 ml’ye
seyreltilmistir. Bu ¢ozeltinin 0,1 ml’sinde 10 pg glikoz + fruktoz vardir. Standart egri
hazirlanmasi i¢in, 0-100 pg/ml lik konsantrasyonlarda hazirlanan standartlarin 540
nm dalga boyunda absorbanslari Ol¢iilmiis, standart egri grafigi cizilerek egim

formiilii hesaplanmustir.
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2.7.1.3. Deneyin yapihis1

Fermentasyon ortamindan alinip santrifiij edilerek mayas1 ayrilmis 6rneklerden steril
mikropipetleriyle 1’er ml alinarak paralel olarak hazirlanmis 2 deney tiipiine
konulmustur. 2 paralele ise 1’er ml distile su konularak blank olarak hazirlanmustir.
Seker yogunlugunu diisiirmek ve okunabilmesini saglamak i¢in 6rnekler 107 veya
10*¢ kadar seyreltme yapilmus ve 1 ml Nelson reaktifi ilave edilip karistirilmustir.
Baslangicta seffaf renkteki 6rnekler, Nelson reaktifi ile karisinca mavi renk almistir.
Kaynar su banyosunda 20 dk tutulmus ve siire sonunda oda sicaklifina kadar
sogutulmus ve 1 ml arsenomolibdat eklenip tekrar karistirilmistir. En son 7 ml distile
su ilave edilerek Elektro-mag M16 ile vortekslenmistir. Sekil 2.3’te bahsedilen renk

degisimleri gosterilmistir.

Kaynar su banyosunda
olusan renk degisimleri

Absorbanslari dlgiilmek |
iizere hazirlanmig
numuneler

Nelson reaktifi ile
karigmis numuneler

Sekil 2.3. invert seker analizinde renk degisimi

Numunelerin  absorbanslar;, 540 nm’de UV mini 1240 SHIMADZU
spektrofotometrede Olc¢lilmiistiir. Glikoz + Fruktoz degeri asagidaki formiile gore

hesaplanmuistir;

(Absorbans-Blank-0,0014)
Glikoz + Fruktoz = (2.1
0,06107
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Sekil 2.4. Invert seker standart egrisi
2.7.2. Fermentasyon ortaminda etil alkol analizi

Calismada fermentasyon ortamindaki etil alkol miktarimi belirlemek ig¢in

spektrofotometrik metod uygulanmistir (Bennett, 1971).
2.7.2.1. Kimyasal maddeler

e H,SO, (Siilfiirik Asit): %96
e K,Cr,07 (Potasyum Bikromat): 0,15 M Bikromat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 44,1 g
K,Cr,07 tartilarak distile su ile 1 litre hacime seyreltilmistir.

e (C,HsOH (Etil Alkol): %99,5 (% v)
2.7.2.2. Etil alkol standartlariin hazirlanmasi

Etil alkol stok ¢ozeltisi: %99,5’lik alkolden %5°lik etil alkol stok ¢dzeltisi
hazirlanmistir. Bunun i¢in 5,025 ml %99,5’lik etil alkol ¢ozeltisi alinarak hacmi

distile su ile 100 mI’ye tamamlanmustir.

Etil alkol standart ¢ozeltileri: %5°lik alkol stok ¢ozeltisinden %0,01-2 (% v) derisim
araliginda standart etil alkol ¢6zeltileri hazirlanmistir.
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Ornegin %0,1 etil alkol standard: i¢in %35°lik etil alkol ¢ozeltisinden 0,4 ml alinarak

hacmi 20 ml’ye distile su ile seyreltilmistir.
2.7.2.3. Deneyin yapihisi

Deney tiiplerine 2’ser ml H,SOs ve K,Cr,O; cozeltisi ilave edilerek iyice
karistirllmis  ve sogutulmustur. En son olarak tiiplere hazirlanan standart
cozeltilerden 1’er ml pipetlenerek karigtirllmistir. Blank i¢in 1 ml distile su
alinmistir. Blank ve tiim ¢o6zeltilerin absorbanslari, 600 nm dalga boyunda UV-

spektrofotometrede blank numuneye kars1 okunmustur.

Blankin absorbans degeri numunelerin absorbans degerlerinden ¢ikarilarak bulunan
absorbans degerlerine kars1 grafik cizilmistir. Bu grafik sadece 9%0-2 derisim
araliginda kullanilabilir. Ayrica %0,1-5 derisim araliginda yukaridaki islemler
yapilarak hazirlanan ¢ozeltilerin tizerlerine siv1 parafin eklenerek karanlikta saklanip,
numune derisimlerinin renk farki yoluyla belirlenmesinde kullanilmaktadir. Ancak

bu ¢ozeltilerin her hafta taze olarak hazirlanmasi gerekmektedir.
2.7.2.4. Mayse numunelerinde etil alkol analizi

Fermentasyon ortamindan alinan numune Sigma 3-16 K sogutmali santrifiijde 7000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmis, 20 ml st sivi alinmis ve distilasyon diizeneginde

kullanilan balon joje igerisine konulmustur.

Bu ¢ozelti, Sekil 2.5’teki diizenekte etil alkoliin buharlasma sicakligi olan yaklasik
78 °C’de 4 ml destilat toplanana kadar distile edilmistir. Toplanan alkol ¢ozeltisi

orjinal hacmi olan 20 ml’ye distile su ile seyreltilmistir.
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Sekil 2.5. Etil alkol distilasyon diizenegi

Deney tiiptine 2 ml H,SO4 ve 2 ml K,Cr,0O7 pipetlenerek iyice karistirilmis ve
sogutulmustur (Sekil 2.6).

" Etil alkol numunesinin
eklenm eayle olusan
renk deggimi

cozeltist

- Farkh yogmluktakid'er”
HQSO4+K2CQO'I J [ paralelli 2 etil aIkOIJ

numunest

Sekil 2.6. Etil alkol analizinde renk degisimi

En son olarak tiipe numuneden 1 ml pipetlenerek karistirilmis ve vortekslendikten
sonra 600 nm dalga boyunda optik yogunluk degeri UV mini 1240 SHIMADZU

spektrofotometrede okunmustur.
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Blank olarak H,SO4 + K,Cr,0O; ¢ozeltisi kullanilmistir. Okunan optik yogunluk
degerinden blankin suya karsi optik yogunlugu ¢ikarilmistir. Sekil 2.7°deki etil alkol
kalibrasyon grafiginin egim formiiliinde yerine konularak % v cinsinden karsilik

gelen etil alkol derisimi hesaplanmistir.

Standart grafigin egim formiili;

Optik yogunluk-0,0002
% Etil alkol (%v)=—tm. og:7:2 2.2)

2,0

y = 1,0865x + 0,0038
R2=10,9992

1,6

=
)

Optik yogunluk
o
o]

o
i

0,0

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Etil alkol (% v) - %ml
Sekil 2.7. Etil alkol kalibrasyon grafigi

2.8. Degisen Maya Miktariin Etkisinin Belirlenmesi

100 mg/l maya ile 200 g/l sakkaroz olacak sekilde hazirlanan 4 paralel fermentasyon
ortamindan 6, 24, ve 48. saatlerde 6rnek alinarak Nelson metoduyla ortamda kalan
invert seker miktarlari tayin edilmistir. Ayn1 ¢calisma 200 mg/I, 300 mg/1 ve 500 mg /1
maya miktarlart i¢in de yapilarak maya miktarinin seker kullanimina etkisi

arastirilmustir.
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2.9. Uygun Konsantrasyonlar: Secilen Besinlerle Fermentasyon

Yapilan 6n calismalar ile ¢caligmada kullanilacak maya miktarinin 500 mg/l olmasi
uygun goriilmiistiir. Besin maddelerinin ise seker kullanimi ve pH degisimine etkileri

incelenerek konsantrasyonlari belirlenmis ve asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.2. Besinlerin se¢ilen konsantrasyonlari

Kullanilan Besinler Miktar (g/1)
Yeast ekstrakt 3,0
KH,PO, 1,5
MgSO, 1,5
Biotin 0,5
(NH4),S04 (1 g seker icin 5 mg) 5,0

Diger taraftan besin ilavesi olmadan sadece 500 mg/l maya ve 50, 100, 150, 200 g/l
sakkaroz konsantrasyonlar1 i¢in ayri ayri denenerek kontrol grup caligsmalar1 da 4
paralel halinde yapilmistir. Kontrol grup numunelerine de 6, 24 ve 48. saatlerde pH
Olciimii yapilmistir. Her 6rnekte kalan invert seker ve etil alkol analizleri yapilmistir.
Boylece kullandigimiz besinlerin etkisini karsilastirabilecegimiz veriler de elde

edilmistir.

Calismanin son asamasinda ise 500 mg/l maya ve 150 g/l sakkaroz ile hazirlanan

fermentasyon ortaminda 5 g/l yeast ekstraktin tek basina etkisi arastirilmistir.
2.9.1. Besin ilavesinin seker kullanimina etkisinin belirlenmesi

Kuru mayanin etil alkol iiretiminde, besin ilavesinin, seker miktarindaki degisime
olan etkisini belirlemek i¢in yukaridaki besin karisimiyla (Tablo 2.2) éncelikle 500
mg/l kuru maya olacak sekilde 50 g/l sakkaroz fermentasyona birakilmigtir (NHy
tuzu miktarlar1 seker miktarina gére hesaplanarak ortama ilave edilmistir). Daha
sonra 100, 150 ve 200 g/l sakkaroz miktarlari denenerek belirli zaman araliklarinda 4
paralelden de 22’ser ml steril cam pipetlerle alinarak 7000 rpm’de 10 dk santrifiije
birakilmugtir. Ust s1vidan 1 ml invert seker analizi icin, 20 ml ise etil alkol analizinde

kullanilmak tizere steril tiiplere alinmistir.
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2.9.2. Besin ilavesinin etil alkol iiretimine etkisinin belirlenmesi

Besin ilavesinin kuru mayanin etil alkol iiretimine etkisini belirlemek i¢in 500 mg/1
kuru maya olacak sekilde yukaridaki besin karigimiyla birlikte, sirasiyla 50, 100,
150, ve 200 g/l sakkaroz kullanilmistir (NH4 tuzu miktarlar1 seker miktarina gore
hesaplanarak ortama ilave edilmistir). 6, 24 ve 48. saatlerde alinan 6rneklerden alkol
distilasyonu yapilmis ve analiz basamaklari izlenmistir. Ornekler karistirilarak
spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda absorbanslar1 okunmustur. Ozellikle etil
alkol miktar1 yiiksek olan destilatlar seyreltilerek H,SO4 + K,CryO; ¢ozeltisine
eklenmistir. Numuneler iyice karistirildiktan sonra spektrofotometrede absorbans

degerleri ol¢tilmiistiir.
2.9.3. Besin ilavesinin pH degisimine etkisinin belirlenmesi

Fermentasyon ortaminda, inolab marka pH metre ile 6, 24 ve 48. saatlerde pH

oOl¢iilerek veriler kaydedilmistir.
2.10. Cahsma Sonuclarimn istatiksel Acidan Degerlendirilmesi

Bu calismada; kontrol ve karisim gruplarimin bagimsiz 6rnek ortalamalarinin
karsilagtirilmasi tek yonlii varyans analizi (one-way Analysis Of Varience, one-way

ANOVA) SPSS 15.0 - 2006 istatistik programu ile yapilmustir.

Ayrica varyans analizi sonucunda grubun ortalamasinin birbirlerinden farkliligini test
etmek i¢in hangi grup ortalamasinin farkli oldugunun ve farkliligin hangi gruptan
kaynaklandiginin ortaya konmasi icin ¢oklu karsilastirma yontemleri ‘post-hoc

yontemler’ kullanilmigtir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. pH Etkisi

pH degisimi fermentasyon hizinin bir gostergesidir. Fermentasyon iiriinii olan CO,
fermentasyon ortaminda arttikca ortamin asitli§i artmakta ve pH degeri giderek
diismektedir. pH degerinin belirli bir siire sonunda sabitlenmesi ise fermentasyonun
tamamlandigini  gostermektedir. Buna bagli olarak, pH degisiminin belirli
noktalarinda fermentasyon ortaminda kalan invert seker ve etil alkol miktarlar

Olciilerek fermentasyon siirecinin takibi yapilmistir.

pH degisiminin giinliik takibi ile numune alma zamanlar1 belirlenerek, analizler i¢in
bir ¢alisma plan1 yapilmistir. Sekil 3.1°de ilk 6 saat pH’1n hizla diistiigli gézlenirken,
24. saatte pH degisiminin devam ettigi goriilmiistiir. Ancak 48. saatten sonra belirgin

bir degisimin olmadig1 gdzlenmistir.

[V, e RN |

pH degeri
N

0 50 100 150 200 250 300
zaman (dk)

Sekil 3.1. Etil alkol fermentasyonunda zamana bagli pH degisimi

Saccharomyces cerevisiae mayasiyla etil alkol liretiminde optimum pH degeri 4,25
oldugu belirlenmistir. Pramanik, ¢alismasinda pH degerlerine bagl olarak etil alkol
tiretim hizinin 6nemli dl¢lide degistigini gézlemlemistir. 48 g/l maksimum etil alkol

konsantrasyonu pH 4,25’de saglanmistir (Pramanik, 2003).

53



Fermentasyon sonunda
mayalarin dibe ¢okmesi

48.saatte fermentasyon

Sekil 3.2 Fermentasyon siireci
3.2. Sicaklik Etkisi

Fermentasyonda sicaklik, farkli Saccharomyces suslarinin gelisimini etkileyebilir.
Etil alkol ve diger fermentasyon triinlerinin miktar1 sicaklikla iliskilidir. Genellikle,
fermentasyon orani geleneksel ekmek mayasi kullaniminda 30 ile 40 °C arasindaki
optimum sicaklikta arttigi tespit edilmistir (Asli, 2010; Pramanik, 2003). Bununla
birlikte hiicre gelisiminde hem optimum sicaklik hem de sicaklik toleransi ile
fermentasyon arasinda gii¢lii bir bag vardir. Bu nedenle etil alkol konsantrasyonu,
seker tiiketimi ve etil alkol verimi lizerindeki 28, 30, 32, 34, 36, 38 ve 40 °C sicaklik
degerlerinin etkisi arastirilmistir. 32 °C’de, pH 4,5 ve 100 g/l sakkaroz degerlerinde

maksimum etil alkol konsantrasyonuna ulasilmistir (Asli, 2010).

Fermentasyon siiresince yiiksek sicakliklar maya gelisimi ve metabolizmasini ciddi
bir sekilde etkileyebilir. Sicaklik mayalarin etil alkole toleransini etkiler. Yiiksek
sicakliklarda, hiicre membran akiskanligir arttigindan hiicre canliligini  ve

metabolizmasni etkileyen etil alkol hiicreye girebilir.

Daha diisiik sicakliklarda, maya hiicre zarlarindaki sterol seviyeleri yiikseldiginden
etil alkole olan toleransi arttirabilmektedir. Bu da, daha az hiicre i¢i etil alkol

birikimine yol agar (Malherbe ve dig. 2007).
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Pramanik bir ¢aligmasinda, hurma igkisinden S.cerevisiae maya susunun
gelistirilmesi ve sakkarozun etil alkole fermentasyonunu kolaylagtiracak 6nemli
proses  parametrelerini  aragtirmistir.  Calismasinda  pH, sicakhik, seker
konsantrasyonu, zaman ve ortam bilesenleriyle maya susunun performansi
izlenmigtir. Optimum pH’in 4,25, sicakligim 30 °C oldugu bulunmustur.
Fermentasyon ortami 10 g sakkaroz, 0,2 g et ekstrakti, 0,04 g magnezyum siilfat, 0,2
g amonyum siilfat ve 0,5 g KH,PO;, ile hazirlanmistir. pH, siilfiirik asit ile 4,25
degerine ayarlanmis ve besiyeri otoklavda sterilize edilmistir. Oda sicakligina
sogutulan sivi besiyerine maya kolonileri agilanmis ve 30 °C’de 110 rpm’de
calkalamal1 inkiibatdrde fermentasyona birakilmistir. Baglangicta 35-38 °C’de etil
alkol iiretiminin daha yiiksek olmasina ragmen, en iyi etil alkol konsantrasyonuna 30

°C’de ulagilmistir (Pramanik, 2003).

Seker tiikketiminin ise 30, 35, ve 38 °C’de sirasiyla %100, %97 ve %87,3 oldugu
bulunmustur. Mayanin etkinligine kars1 etil alkol oranindaki azalma, daha yiiksek

sicakliklardaki enzim aktivitesinin kaybina baglanmistir (Pramanik, 2003).

Bu c¢alismada ise sicaklik 30 °C’de yapilan 6n deneme ile belirlenmistir. 30 °C maya
aktivitesi i¢in ¢ok uygun bir sicaklik oldugundan pH hizli bir sekilde diismiis, seker
tiketimi ¢ok hizli bir sekilde gergeklesmistir. Hem fermentasyonu yavaglatarak
numune alimlar1 sirasinda zaman farkindan olusabilecek hatalart minimum seviyeye
indirmek, hem de sonuglarin pratikte kullanimi i¢in ortam sicakligi, oda sicakligi

olan 25 °C secilmistir.
3.3. Maya Miktarinin Etkisi

Maya derisiminin artmasi enzim aktivitesinin de artmasi anlamina gelmektedir.
Substratin derisimi sabit iken enzim derisimi arttirildigi zaman reaksiyon hizi

artmaktadir.

Fermentasyon ortamindaki maya miktari, ortamdaki sekeri kisa siirede ve hizla
fermente ederek etil alkole doniistiirebilecek diizeyde olmalidir. Eger maya miktari
az ise ortamdaki sekeri fermente edebilmek icin Once yeterli miktarda ¢ogalmak

zorunda oldugundan. fermentasyon uzun siirer. Bu da mikroorganizma
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bulagsmalarina, seker ve zaman kaybina neden olur. Bu nedenle, ortamda yeterli

miktarda maya bulunmasi1 maksimum etil alkol orani icin 6nemli bir sarttir.

invert geker (g/1)

M 6 saat

24 saat
40

m 48 saat
30
20
10
0

100 mg/L
200 mg/L

300 mg/L

500 mg/L
Maya miktari

Sekil 3.3. Maya miktarinin ortamda kalan invert seker miktarina etkisi

pH
S = N W B~ U N N0 0

=100 mg/l
H 200 mg/l
® 300 mg/l

500 mg/1

0 6 24 48
zaman (saat)

Sekil 3.4. Maya miktarinin pH degisimine etkisi

Sekil 3.4 incelendiginde diisiik pH degerine 500 mg/l maya miktari ile ulagilmistir.

Diisiik miktarda maya iceren fermentasyon ortaminda fermentasyonun daha yavas

seyrettigi gozlenmistir. Sekil 3.3’e bakildiginda ise 24.saatte ortamdaki sekeri

¢ogalmak i¢in harcandigindan 500 mg/l maya miktarina kiyasla olduk¢a az oldugu

goriilmektedir. Diger taraftan ortamdaki maya ne kadar fazla olursa sakkaroz da o

kadar hizl1 parcalanarak kullanima hazir hale gelecektir. Dolayisiyla kalan invert

seker miktar1 fermentasyon hizi hakkinda 6nemli bir belirleyici olmustur. Bu nedenle

calismamizda 500 mg/l maya miktari tercih edilmistir.
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3.4. Kullanilan Besinlerin Etkileri

Azot ve fosfor, mayanin biliylime ve maksimum etil alkol iiretim verimliligi i¢in
temel besin gereksinimleridir. Melas maya gelisimi i¢in gerekli besinleri igerir, ancak
genel olarak azot ve fosfat maya biiylime ve etil alkol iiretimi arttirmak i¢in ortama
eklenir. Melas ortam icinde uygun maya verimi icin, azot kaynagi olarak iire ve
diamonyum fosfat olarak kullanilmistir. Fosfor, maya hiicresinde glikoliz
dongiisiinde 6nemli bir role sahiptir (Vasconcelos ve dig., 2004), (Mukhtar ve dig.,
2010). Ure, fosforik asit ve siilfiirik asit ilavesi ile etil alkol {iretiminin artti1 ve daha

ekonomik hale geldigi bildirilmistir (Arshad, 2005), (Mukhtar ve dig., 2010).

Asli galigmasinda fermente elma posasindan izole edilen S.cerevisiae susunun etil
alkol fermentasyonunu etkileyen c¢esitli durumlar arastirmistir. Fermentasyon
ortamini ise Pramanik’in ¢aligmasinda oldugu gibi 10 g glikoz, 0,2 g et ekstrakti, 0,2
g (NH4)2S04, 0,04 g MgSO4 ve 0,5 g KH,POy ile hazirlamistir. pH 4,5’e siilfiirik asit
ile ayarlanmigtir. 121 °C’de 15 dk sterilize edilen fermentasyon ortami oda i1sisina
geldiginde maya eklenmistir. Fermentasyon 30 °C’de, 110 rpm’de c¢alkalamali bir
sekilde siirdiiriilmiistiir. Bu sus i¢in optimum sartlar olarak; pH’in 4,5 sicakligin 32
°C, baglangi¢ seker konsantrasyonun 100 g/1, en iyi fosfor kaynaginin KH,PO,, azot
kaynaginin (NH4),SO4 oldugu sonucuna varilmistir (Asli, 2010), (Pramanik, 2003).

3.4.1. Farkh azot kaynaklarinin etkisi

Maya hiicrelerinin verimliligi ve azot dengesi arasinda gii¢lii bir iliski vardir. Cilinkii
kiiltiir ortami i¢indeki invertaz iiretimi lizerinde ¢ok biiylik bir etkiye sahiptir. Shafiq
ve arkadaslarinin ¢alismasinda, S.cerevisiae’nin invertaz liretiminde, nutrient broth,
pepton ve yeast ekstrakt gibi farkli nitrojen kaynaklari test edilmis ve sonugta

maksimum iiretimi peptonun sagladig: goriilmiistiir (Shafiq ve dig., 2002).

Breisha’nin  c¢alismasinda,  arastirmacilar  azot  eksikliginin  biyokiitle
konsantrasyonunu azaltacagin1i ve fermentasyonun agir ilerlemesine neden

olabilecegini bildirmislerdir (Breisha, 2010).
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Bely ve arkadaslarinin bildirdigi bir ¢calismada da azot eksikliginin maya gelisimini
ve fermentasyon hizini siirladigi sonucuna varilmistir (Bely ve dig., 1990), (Julien

ve dig., 2000).

Asli’'nin c¢alismasinda (NH4),SO4, (NH4)H,PO4, NH4NO;, NaNO; gibi azotlu
bilesiklerin etil alkol {iretimine etkisi incelendiginde (NH4),SO4 1n S.cerevisiae igin
46,1 g/l etil alkol konsantrasyonuyla etil alkol fermentasyonunda en iyi azot kaynagi
oldugu gozlenmistir. Etil alkol fermentasyonu i¢in optimum parametrelerin pH’in
4,5, sicakligin 32 °C, baslangic seker konsantrasyonun 100 g/l, fosfat kaynaginin
KH,PO,4 ve azot kaynaginin (NHy),SO4 oldugu bulunmustur (Asli, 2010).

3.4.2. Kullanilan besin konsantrasyonlarinin etkileri

(Calismada kullanacagimiz besinlerin hangi konsantrasyonlarinin maya iizerinde daha
etkili oldugunu gozlemleyebilmek amaciyla besin maddelerinin  ¢esitli
konsantrasyonlariyla hazirlanan fermentasyon ortamlarinda pH degerlerinin 6l¢iimii

ve kalan invert seker analizleri yapilmustir.

Son asamadaki karisimda kullanacagimiz besin konsantrasyonlarini belirlemek i¢in 4
paralel halinde ylirittiigiimiiz fermentasyon sonucunda elde ettigimiz verilerin

ortalamalarina gore agagidaki tablo ve grafikler hazirlanmistir.
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Sekil 3.5. Besin konsantrasyonlariin pH degerleri degisimine etkisi

Denenen besin konsantrasyonlarinin zamana bagli pH degerlerinin degisimine
etkileri incelenmis ve 48. saatte pH’1 en yiiksek seviyede tutan konsantrasyonlar,

karistmda  kullanilmak iizere secilmistir. Burada pH degerlerinin degisiminin
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minimum seviyede tutulmasi ve fermentasyonun yavaslatilmasi i¢in besinlerin
tamponlayici 6zelliginden faydalanilmistir. Sekil 3.5°e¢ gore her besin maddesinin en
yiiksek konsantrasyonu etkili olmustur. Tamponlayici etkisi en fazla olan besinin
KH,POy; en etkili konsantrasyonunun ise 1,5 g/l oldugu bulunmustur. ikinci sirada
yeast ekstraktin 3 g/l konsantrasyonunun etkili oldugu bulunmustur. Bunlari, MgSOy4

1,5 g/l ile biotin 0,5 g/l konsantrasyonlar1 izlemistir.

220 m () saat
200
180
160
140
120
100

80

2 ]L_L]I g e de LGl ilILl h

m 6 saat

m 24 saat

40

invert seker (g/1)

Sekil 3.6. Besin konsantrasyonlarinin kalan invert seker miktarina etkisi

3.4.3. Sakkaroz konsantrasyonunun etkisi

Baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonu fermentasyon prosesindeki seker tiiketimi ve etil

alkol konsantrasyonunu etkilemektedir.

Pramanik’in ¢alismasinda maksimum etil alkol konsantrasyonlar1 23, 48 ve 93 g/l
strastyla 50, 100, ve 200 g/l sakkaroz ile 50.,72. ve 105. saatlerde elde edilmistir.
Karsilik gelen substrat tiiketimleri ise sirastyla %100, %100 ve %96°dir. Gozlendigi
gibi diisiik seker konsantrasyonunda etil alkol iiretimi kisa bir siire i¢indeki maya
gelisimi ile iligkilidir ve dolayisiyla fermentasyon daha az siire gerektirmistir. Ancak
daha yiiksek bir sakkaroz konsantrasyonunda ornegin; 250 g/l sakkarozun
fermentasyonunda saglanan etil alkol konsantrasyonu ve sakkaroz tiikketiminin 200
g/l sakkaroz cozeltisi ile saglanandan daha diisiik oldugu gozlendi. Bu durum alkol
fermentasyonunda yiiksek sakkaroz konsantrasyonunun etkisiyle maya hiicrelerinin
plazmolizine baglanmistir. Ayrica etil alkoliin konsantrasyonu 95 g/l civarina

ulastiginda maya tizerinde inhibitor etkili oldugu gozlenmistir (Pramanik, 2003).
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Asli’nin ¢alismasinda, sakkaroz konsantrasyonunun etkisini arastirmak i¢in 50, 100,
150, 200, 250 g/l olmak lizere ¢esitli baslangi¢c sakkaroz konsantrasyonlar1 ayr1 ayri
calisilmistir. Sonuglara gore etil alkol konsantrasyonu substrat konsantrasyonundaki
artis ile artmistir. Fakat fermentasyonun tamamlanmasi i¢in gegen siire gesitlilik
gostermistir. Maksimum etil alkol konsantrasyonlar1 23, 46,1 ve 95,4 g/l sirasiyla
50, 100, ve 250 g/l sakkaroz ile 48.,72. ve 120. saatlerde elde edilmistir. Sonuglara
gbre 50 ve 100 g/I’de sakkaroz tiikketiminin %100; 250 g/1 sakkaroz ile %89,5 oldugu
bulunmustur. Maksimum etil alkol orani, 100 g/l; minimum etil alkol ise 250 g/

sakkaroz konsantrasyonu ile saglamistir (Asli, 2010).

Gayon ve arkadaglar1 fermentasyondaki toplam sakkaroz konsantrasyonunun
genellikle 170 g/l ve 220 g/l arasinda olmasi gerektigini bildirmislerdir (Ribereau-
Gayon ve dig., 2006).

Nishino ve arkadaglarina gore, 200 g/I’den daha yiiksek seker konsantrasyonu
fermentasyonun yavaglamasiyla sonuglanmaktadir. 250 g/l ve 300 g/l arasindaki
sakkaroz konsantrasyonu hiicre i¢i yiiksek etil alkol konsantrasyonu ve osmotik

basincin bir sonucu olarak maya gelisimini engellemektedir (Nishino ve dig., 1985).
3.4.3.1. Kontrol ve karisim gruplarinda pH degerleri degisimine etkisi

Karisim ve kontrol gruplar1 arasinda artan sakkaroz miktarlarina bagli pH
degerlerinde degisimler gozlenmistir. Bu farkliligin sakkaroz miktarindan degil
ozellikle karistm grubu igerisindeki tamponlayic1  6zellikteki  besinlerden
kaynaklandig1 goriilmiistiir. pH’1n, sakkaroz miktari ile besin ilavesine bagl degisimi

asagidaki Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kontrol ve karisim gruplarinda sakkaroz miktarinin pH degisimine etkisi

Sakkaroz 0 6 24 48
(gD Kontrol | Karisim | Kontrol | Karisim | Kontrol | Karisim | Kontrol | Karisim
50 6,21 7,21 4,10 5,80 3,70 4,78 3,57 4,43
100 6,71 7,30 4,07 5,95 3,69 4,40 3,52 4,30
150 6,67 7,30 4,47 5,67 4,07 4,60 3,71 4,21
200 6,54 7,10 4,16 5,81 3,85 4,72 3,64 4,44
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Yukaridaki tablo incelendiginde; karisim grubundaki pH degerlerinin kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Maksimum fermentasyon
performanst i¢in karigtm grubundaki pH degerleri degisiminin optimum seviyede

oldugu gbzlenmistir.
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Sekil 3.7. Kontrol grubunda sakkaroz miktarinin pH degerleri degisimine etkisi
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Sekil 3.8. Karisim grubunda sakkaroz miktarinin pH degerleri degisimine etkisi

Sekil 3.7 ve 3.8 karsilastirildiginda; karisim grubunda 150 g/l sakkaroz
konsantrasyonunda 48. saatte pH degerinin 4,21°¢ diistiigli, kontrolde ise 50 g/l

bir agidan degerlendirildiginde ise karisim grubunun pH degeri, maya gelisimine
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uygun oldugundan daha fazla sekerin kullanilmasina ve dolayisiyla yiiksek oranda

etil alkol olusumuna imkan saglamistir.

Pramanik ¢alismasinda 48 g/l etil alkol degerine pH 4,25’te ulasirken, 40 g/l etil
alkol degerine pH 5,0’ de ulasmistir. Elde ettigi maya susunun en diisiik aktivitesinin

pH 3,75 degerinde oldugunu belirtmistir (Pramanik, 2003).

3.4.3.2. Kontrol ve karisim gruplarinda kalan invert seker miktarina etkisi
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invert sekler (g/1)

zaman (saat)

Sekil 3.9. Kontrol grubunda sakkaroz miktarinin kalan invert seker
miktarina etkisi

Karisim grubunda kullandigimiz maddeler sakkaroz kullanimimi arttirmistir. Sekil
3.9 ile Sekil 3.10 karsilagtirilmistir ve 50, 100 150, 200 g/l sakkaroz
konsantrasyonlarinda sakkaroz kullanimi; kontrol grupta sirasiyla %84,3, %89,1,
%90.,4, %87,75 seviyesindeyken karisim grubunda ise bu oranlarin, %99,8, %99,2,
%96,08, %94,2 oldugu bulunmustur.
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invert seker (g/1)

200 - "50 (g

180 - =100 (g)

160 - i
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120 200 (1)

100 -

80 -

60 -

40 -

20 - -3 -5
0 6 24 48

zaman (saat)

Sekil 3.10. Karisim grubunda sakkaroz miktarinin kalan invert seker

miktarina etkisi

3.4.3.3. Kontrol ve karisim gruplarinda etil alkol miktarina etkisi

Karisim ve kontrol gruplarinda artan seker miktarlarina bagl olarak elde edilen etil

alkol miktarlarinda 6énemli derecede fark vardir. Etil alkoliin sakkaroz miktarina ve

besin ilavesine bagli degisimi asagidaki tablo ve grafiklerde gdsterilmistir.

Tablo 3.2. Kontrol ve karigim gruplarinda sakkaroz miktariin etil alkol miktarina

etkisi
Sakkaroz 0 6 24 48
(g Kontrol | Karisim | Kontrol | Karigim | Kontrol | Karisim | Kontrol | Karigim
50 0 0 0,21 0,35 0,34 2,32 0,64 2,95
100 0 0 0,27 0,56 0,42 3,69 0,51 4,71
150 0 0 0,15 0,63 0,23 3,05 0,51 6,38
200 0 0 0,14 1,21 0,25 3,2 0,46 5,96
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Sekil 3.11. Kontrol grubunda sakkaroz miktarlarinin etil alkol miktarina etkisi

Sekil 3.11 incelendiginde ortamda besin ilavesi olmayan kontrol grubunda en yiiksek

etil alkol miktar1 %0,64 oraninda 50 g/l sakkaroz konsantrasyonunda saglanmistir.

7 - 250 (gD
R =100 (g1
o\i 5 =150 (D)
g 4 200 (g0
=
E 3
o
=
< 2

: ]

0 _r‘ d d S

0 6 24 48

zaman (saat)

Sekil 3.12. Karisim grubunda sakkaroz miktarlarinin etil alkol miktarina etkisi

Sekil 3.12 degerlendirildiginde ise karigim grubunda en yiiksek etil alkol miktar
%6,38 oraninda 150 g/l sakkaroz konsantrasyonunda saglanmistir. Bu derisimin
tizerinde maya hiicrelerinde osmotik basinci arttirdiindan mayaya yavaslatict etki
gostermistir. Bu nedenle 200 g/l sakkaroz konsantrasyonunda beklenenin aksine daha

diisiik oranda (%5,96) etil alkol elde edilmistir.
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Breisha’nin ¢alismasinda da 50, 100, 150, 200 ve 250 g/l sakkaroz konsantrasyonlari
kullanilarak yas ekmek mayas1 ile 150 g/l sakkaroz konsantrasyounda 38. saatte
%6,80, 200 g/l seker ile 72. saatte %8,7 etil alkol elde edilmistir. Seker miktar1 %20
iken tamamen tiiketilirken %25 oldugunda kalan invert seker miktarinin 130 g/l,
hiicre sayis1 ve etil alkol konsantrasyonunun ise ¢ok diisiikk (%4,5) oldugu
belirlenmistir. Maya susu icin %25 seker konsantrasyonunun substrat inhibisyonuna

yol agan bir deger oldugu sonucuna varilmistir (Breisha, 2010).

Goriildiigii gibi calismamizda elde edilen etil alkol miktar1 literatiirde gegen
degerlere benzerlik gostermektedir. Kullanilan maya susunun tiirline, etil alkol ve

seker toleranslarina bagli olarak farkliliklar gézlenebilmektedir.

=pH
m Kalan invert seker (g/1)
m Etil alkol (%v)

25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

24

zaman (saat)

Sekil 3.13. 5 g/l yeast ekstraktin pH degeri kalan invert seker ve etil
alkol miktarina etkisi

Sekil 3.13’e bakildiginda karisim grupta elde edilen etil alkol oranina yakin oranda
etil alkol elde edilmesi ve ayrica fermentasyon ortaminda pH degerini istenen

seviyede tutmasi yeast ekstraktin 6nemli roliinii gostermektedir.
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Sekil 3.14. Karnisim ve yeast ekstrakt (5g/1) deney sonuglarinin
karsilagtirilmas: (K.pH: karisim grubunun pH degerleri degisimi, Y.pH:
yeast ekstrakt grubunun pH degerleri degisimi; K.e: karisim grubu etil
alkol orani, Y.e: yeast ekstrakt grubunun etil alkol oranini belirtmektedir.)

Yeast ekstraktin tek basina kullanimi 6zellikle fermentasyon ortaminin pH degerinin
kararli olmasini saglamustir. Etil alkol degerleri agisindan karsilagtirildiginda ise
karisimda elde edilen etil alkol degeri %6,38 iken, yeast ekstrakt kullanimiyla bu
deger %4,68 olarak bulunmustur.

Fermentasyon irlinlerinden elde edilecek verim iiretim ortaminin ¢esitli
bilesenlerinin maliyeti ile yakindan iligkilidir. Ayrica iiretim ortami i¢in yiiksek
maliyetli ortam bilesenleri fermentasyon liriiniinlin satis fiyatin1 etkiler. Bu ylizden
literatlirde diisiik maliyetli alternatif bilesenler bulma girisimleri bulunmaktadir.
Ornegin, Pramanik ayni fermentasyonu diger bilesenleri sabit tutup et ve yeast
ekstrakti kullanarak ¢aligmistir. Etil alkol fermentasyonunda yeast ekstrakt ve sigir
eti ekstresi kullanildiginda yeni maya susunun performansinda énemli bir degisiklik

olmadig1 gozlemistir (Pramanik, 2003).

Breisha calismasinda bir vitamin kaynagi olarak 6 g/l yeast ekstrakti, 0,2 g/l tiamin
ile birlikte eklemistir. Bu iglemler yasayan maya hiicre sayisini biiyiik oOlgiide
arttirmaya ve sekerin tamamen kullanimiyla etil alkol iiretim fermentasyonuna
yoneliktir. Bu kosullar altinda %30 sakkaroz 48. saatte tamamen tiiketilmis ve %14

etil alkol konsantrasyonu elde edilmistir (Breisha, 2010). Bu sonuglar Alferone ve
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arkadaslarinin ¢aligmasiyla karsilagtirllmigtir (Alfenore ve dig., 2002). Ayn1 kosullar
altinda, %35 sakkaroz ile hazirlanan fermentasyonda, mayanin yiiksek miktarda
sakkaroz tiiketmesine ragmen sadece %5 etil alkol irettigi tespit edilmistir. Bu

sonucu mayanin sekeri kendi gelisimi i¢in kullanmasina baglamistir (Breisha, 2010).
3.5. istatistiksel Analiz Sonuclar
3.5.1. Tukey testi sonuclar

Bu c¢alisma verilerine uygulanan es zamanl Tukey testi sonucglarina gore; etil alkol
miktarlari, kalan invert seker miktarlar1 ve pH degerleri degisimleri agisindan karisim
ve kontrol gruplari arasinda dnemli derecede fark vardir (p < 0,05). Ancak gruplarin

birimleri arasinda fark yoktur.

Tablo 3.3. Es zamanli Tukey testi sonuglari

*GRUP Ortalama SF T- Degeri p- Degeri
(a) Kontrol -2,577 0,039 -65,49 <0,0010
(b) Kontrol 4,259 0,190 22,40 <0,0010
(©) Kontrol -0,959 0,007 -146,00 <0,0010

*Grup: Karisim ve Yanit degiskeni: (a) Alkol, (b) Kalan invert seker, (c) pH

Etil alkol miktarlar1 pH degerleri degisimi ve kalan invert seker miktar1 agisindan
degerlendirildiginde karisim ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark oldugu goriilmiistiir (p < 0,05).

Ortalamalar farki dikkate alindiginda ise kontrol grup ic¢in elde edilen etil alkol
miktar1 ve pH degerlerinin karisim gruplarina oranla azaldig: (-), ancak kalan invert

seker miktarlarinin karisim gruplarina oranla arttig1 (+) belirlenmistir.

Asagidaki Tablo 3.4, 3.5 ve 3.6’da karisim grubunun 1. birimi diger grup birimleriyle
ve kontrol grubunun her birimiyle karsilastirilmistir. Karistm grubunun 1. birimi ile
diger 2., 3., ve 4. birimleri arasinda fark yoktur. Ancak kontrol grubu birimleri ile

arasinda anlaml bir fark vardir.
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Tablo 3.4. Etil alkol miktar1 bakimindan gruplarin birim diizeyleri arasindaki tim

ikili karsilastirmalar

Yanit degiskeni: Etil alkol
Grup = Karisim

Birim=1

GRUP BIRIM Ortalamalar fark SF T-Degeri p-Degeri
Karisim 2 -0,058 0,079 -0,73 0,9953
Karisim 3 0,044 0,079 0,56 0,9992
Karisim 4 -0,147 0,079 -1,87 0,5813
Kontrol 1 -2,617 0,079 -33,25 <0,0010
Kontrol 2 -2,608 0,079 -33,13 <0,0010
Kontrol 3 -2,604 0,079 -33,09 <0,0010
Kontrol 4 -2,641 0,079 -33,56 <0,0010

Tablo 3.5. Kalan invert seker miktar1 bakimindan gruplarin birim diizeyleri

arasindaki tiim ikili kargilastirmalar

Yanit degiskeni: Kalan invert seker
Grup = Karisim

Birim= 1

GRUP BiRIM Ortalamalar fark: SF T-Degeri p-Degeri
Karisim 2 -0,438 0,380 -1,153 0,9398
Karisim 3 -0,292 0,380 -0,767 0,9938
Karisim 4 -0,801 0,380 -2,107 0,4301
Kontrol 1 4,557 0,380 11,986 <0,0010
Kontrol 2 3,713 0,380 9,766 <0,0010
Kontrol 3 3,453 0,380 9,082 <0,0010
Kontrol 4 3,782 0,380 9,948 <0,0010

Tablo 3.6. pH degeri bakimindan gruplarin
karsilastirmalar

birim diizeyleri arasindaki tiim ikili

Yanit Degiskeni: pH
Grup = Karigim

Birim =1

GRUP BiRIM Ortalamalar farki SF T-Degeri  p-Degeri
Karigim 2 0,003 0,0132 0,19 1,0000
Karisim 3 0,018 0,0132 1,33 0,8829
Karigim 4 -0,012 0,0132 -0,90 0,9845
Kontrol 1 -0,928 0,0132 -70,59 <0,0010
Kontrol 2 -0,974 0,0132 -74,06 <0,0010
Kontrol 3 -0,979 0,0132 -74,49 <0,0010
Kontrol 4 -0,949 0,0132 -72,20 <0,0010

Tablo 3.7’ ye gore, sakkaroz miktar1 karisim grubunda elde edilen etil alkol miktarini

degistirirken, kontrol grubunda olusan etil alkol miktarlarin1 etkilememektedir.
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150 g/l ve 200 g/I’lik sakkaroz konsantrasyonu ile elde edilen etil alkol miktar

degismemektedir.

Tablo 3.7. Kontrol ve karisim gruplariin etil alkol miktarlarinin seker
miktarina bagl olarak gruplandirilmasi

Grup Seker N Ortalama Gruplama
Karigim 200 12 3,4617 A
Karisim 150 12 3,3528 A
Karigim 100 12 2,9898 B
Karigim 50 12 1,8752 C
Kontrol 100 12 0,4015 D
Kontrol 50 12 0,3949 D
Kontrol 150 12 0,2935 D
Kontrol 200 12 0,2806 D

Asagidaki tablolarda karisim gruplar1 ve kontrol gruplari i¢in elde edilen etil alkol

miktarlar1 ve kalan invert seker miktarlart %95 giiven diizeyinde Tukey metodu

Her

kullanilarak degerlendirilmistir.

iki

grubun birimleri arasinda yapilan

gruplandirma Tablo 3.8 ve 3.9°da verilmistir.

Tablo 3.8. Grup birimlerinde etil alkol miktar1 gruplandirma bilgisi

GRUP BIRIM N Ortalama Gruplama
Karigim 3 12 3,0039 A
Karisim 1 12 2,9601 A
Karisim 2 12 2,9023 A
Karisim 4 12 2,8132 A
Kontrol 3 12 0,3558 B
Kontrol 2 12 0,3526 B
Kontrol 1 12 0,3433 B
Kontrol 4 12 0,3188 B

Tablo 3.9. Grup birimlerinde kalan invert seker miktar1 gruplandirma

bilgisi
GRUP BiRIM N Ortalama Gruplama
Kontrol 1 12 13,2375 A
Kontrol 4 12 12,4625 A
Kontrol 2 12 12,3933 A
Kontrol 3 12 12,1333 A
Karigim 1 12 8,6808 B
Karigim 3 12 8,3892 B
Karigim 2 12 8,2425 B
Karigim 4 12 7,8800 B

*Bir harfi paylagsmayanlar 6nemli derecede farklidir.
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Tablo 3.10. Secilen faktor seviyeleri ve degerleri

Faktor Seviye Degerler

GRUP 2 Karigim; Kontrol
BIRIM (Grup paralelleri) 8 1;2:3;4;1;2;3;4
SEKER 4 50; 100; 150; 200
ISLEM (Zaman) 3 6; 24; 48

Tablo 3.11. Etil alkol miktar1 i¢in varyans analizi sonuglari

Kaynak SD KT DKO F p
GRUP 1 159,41 159,41 4288,71 <0,001
BIRIM 6 0,25 0,04 1,14 0,359
SEKER 3 8,27 2,76 74,20 <0,001
GRUP*SEKER 3 10,80 3,60 96,88 <0,001
SEKER*BIRIM 18 0,90 0,05 1,35 0,217
ISLEM 2 86,71 43,35 1166,36 <0,001
GRUP*ISLEM 2 63,63 31,81 855,88 <0,001
ISLEM*BIRIM 12 0,18 0,02 0,40 0,954
SEKER*ISLEM 6 7,48 1,25 33,52 <0,001
GRUP*SEKER*ISLEM 6 7,56 1,26 33,89 <0,001
HATA 36 1,34 0,04

TOPLAM 95 346,53

S =0,192796 R” = %99,61 R’(adj) = %98,98

Her p<0,001 degeri i¢in fark vardir.

Tablo 3.11 de verilen varyans analiz sonuglarina gore; kalan invert seker miktar1 ve
zamana bagli olarak grup birimlerinde elde edilen etil alkol miktar1 bakimindan fark

yoktur.

Tablo 3.12. Kalan invert seker miktar1 i¢in varyans analizi sonuglari

Kaynak SD KT DKO F p
GRUP 1 435244 435244 501,93 <0,001
BiRiM 6 12,132 2,022 2,33 0,053
SEKER 3 2655,568 885,189  1020,82 <0,001
GRUP*SEKER 3 59,250 19,750 22,78 <0,001
SEKER*BIRIM 18 24,049 1,336 1,54 0,132
ISLEM 2 49,674 24,837 28,64 <0,001
GRUP*ISLEM 2 627,019 313,510 361,55 <0,001
ISLEM*BIRIM 12 4,266 0,355 0,41 0,950
SEKER*ISLEM 6 79,829 13,305 15,34 <0,001
GRUP*SEKER*ISLEM 6 52,823 8,804 10,15 <0,001
HATA 36 31,217 0,867

TOPLAM 95 4031,070

S =0,931200 R” = %99,23 R*(adj) = %97,96

Her p<0,001 degeri i¢in fark vardir.
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Tablo 3.12’de ise grup birimleri arasinda sakkaroz miktar1 ve zamana bagli olarak

kalan invert seker miktarlarinda fark yoktur.

Tablo 3.13. pH degisimi i¢in varyans analizi sonuglari

Kaynak SD KT DKO F p
GRUP 1 29,472 29,472 21309,52  <0,001
BiRIM 6 0,034 0,006 4,07 0,002
SEKER 3 0,240 0,080 57,87 <0,001
GRUP*SEKER 3 0,806 0,269 194,17 <0,001
SEKER*BIRIM 18 0,155 0,009 6,22 <0,001
ISLEM 3 165,658 55,219 3992590  <0,001
GRUP*ISLEM 3 4,519 1,506 1089,01 <0,001
ISLEM*BIRIM 18 0,032 0,002 1,29 0,229
SEKER* {SLEM 9 0,751 0,084 60,34 <0,001
GRUP*SEKER* [SLEM 9 0,427 0,047 34,30 <0,001
HATA 54 0,075 0,001

TOPLAM 127 202,168

S =0,0371893 R% = %99,96 R*(adj) = %99,91

Her p<0,001 degeri i¢in fark vardir.

Tablo 3.13’e gore zamana bagli olarak grup birimlerinin pH degerleri arasinda ise

fark yoktur.
3.5.2. Regresyon analizi sonuc¢lari

Tablo 3.14. Karisim gruplar i¢in genel regresyon analizi

Terimler Katsayilar Standart hata T p
Sabit -0,826969 0,226751 -3,6470 0,001
Zaman (sa) 0,105438 0,004560 23,1226 0,000
Seker miktari (g) 0,007684 0,001523 5,0441 0,000
S =0,681250 R” = %90,18 R*(adj) = %89,86

% Etil alkol = -0,826969 + 0,105438 Zaman + 0,00768375 Seker miktar1 3.1

Tablo 3.15. Kontrol gruplari i¢in genel regresyon analizi

Terimler Katsayilar Standart hata T p
Sabit 0,145685 0,0243763 5,9765 0,000
Zaman (saat) 0,009933 0,0004902 20,2625 0,000
Seker miktari (g) -0,000675 0,0001638 -4,1219 0,000
S =10,0732360 R? = %87,51 R*(adj) = %87,10

% Etil alkol = 0,145685 + 0,0099328 Zaman - 0,000675 Seker miktar1 (3.2)
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Karisim grubunda kalan invert seker miktarlar1 zamanla azalmaktayken kontrol
grupta 24 .saatte kalan invert seker miktarinin sabitlendigi Sekil 3.15 ve Sekil 3.16’da
gorlilmektedir. Karisim grubunda kontrol grubuna kiyasla ortamda daha fazla seker
kaldigr goriilmektedir. Buna gore karisim grubuna ekledigimiz besinlerin
tamponlama etkisi, mayaya sekeri kullanabilme firsati vermektedir. Kullanilan
sakkaroz miktar1 arttikca ortamda kalan invert seker miktarlar1 da artis

gostermektedir.

Zaman (saat) Seker miktari(g)

140 4
120 1
100

80 4
60 4

40 | /
g | LK—- /

0 6 24 48 50 100 150 200

Ortdama

Sekil 3.15. Karisim grubunda zaman ve sakkaroz miktarina bagl kalan
invert seker degisimi

Zaman (saat) Seker miktari (g)

140 1
120 1
100 1

: _

0 6 24 48 50 100 150 200

Ortalama

Sekil 3.16. Kontrol grubunda zaman ve sakkaroz miktarina bagh kalan invert
seker degisimi
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Zaman (saat) Seker miktan (g)

6,5 -

6,0 4

5,5

Ortdama

5,0

4,5 *___,__,——D"'

4,0 4

3,5 1

0 6 24 48 50 100 150 200

Sekil 3.17. Kontrol grubunda pH degisimi

Zaman (saat) Seker miktan (g)

7.5 1

7,0

6,5 1

6,0 4

Ortalama

5,0 1

4,5 -

4,0 4

0 6 24 48 50 100 150 200

Sekil 3.18. Karisim grubunda pH degisimi

Sekil 3.17 ve Sekil 3.18 karsilastirildiginda sakkaroz miktarindaki artisin; kontrol
gruplarmin pH degisiminde etkili oldugu, karisim gruplarmin pH degisiminde etkili
olmadig1 goriilmektedir. Bunun sebebi karisim gruplarina tamponlayict besinlerin
eklenmis olmasidir. Karisim ve kontrol gruplarinin zamana bagh pH degisimlerine
bakildiginda kontrol grubunda pH degerinin 3,6, karisim gruplarinda ise pH degeri
4.4 tir.
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Zaman (saat) Seker miktan (g)

.—f-"’_*_—*
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Ortalama

0 6 24 48 50 100 150 200

Sekil 3.19. Karisim grubundaki etil alkol degisimi

Sekil 3.19 ve Sekil 3.20’de etil alkol miktarinda zamanla artis oldugu
gozlenmektedir. Maksimum seviyede etil alkol miktarina 48.saat sonunda
ulagilmistir. Ortama eklenen sakkaroz miktarindaki artisa bagli olarak fermentasyon
sonucunda ortamda kalan invert seker miktar1 artis gostermektedir. Ancak 150 g/l ile
200 g/l sakkaroz kullaniminda kalan invert seker miktarinda belirgin bir fark
gorliilmemektedir. Bu sonuglara gore, sakkaroz miktarinin 150 g/I’den daha fazla

olmasi osmotik basinct arttirdigindan mayaya yavaslatici etkide oldugu soylenebilir.

Zaman (saat) Seker miktari (g)

0.6 4
0.5 4

0.4 4

0.3 4 o——'—‘\\\
0.2 SN,

0.1

Ortdama

0.0 4

0 6 24 48 50 100 150 200

Sekil 3.20. Kontrol grupta etil alkol degisimi
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Sekil 3.21. Zamana bagl kontrol ve karisim grupta etil alkol miktar1 degisimi

Sekil 3.21°de karisim ve kontrol gruplarinda zamana bagh olarak etil alkol miktar
karsilastirtlmistir. 48.saatte kontroldeki etil alkol 9%0,55 iken karisim grupta %5

seviyesine ulagilmistir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢aligsma ticari kuru mayalarin etil alkol tiretimi {izerinde bazi besinlerin etkilerini

arastirmak amaciyla yapilmstir.

Laboratuvar calismalar1 siiresince steril ¢alisma kosullar1 saglanmis, herhangi bir
kontaminasyona yol agmamaya dikkat edilmistir. Ticari ambalajl bir iiriin olan kuru
mayanin O, ile temasi halinde aktifligi degisebileceginden, paralel fermentasyon

ortamlarina ayni1 zamanda ayni paketten alinan numuneler eklenmistir.

Etil alkol iiretimini arttirmak i¢in ortama pH degisimini kisitlayan tamponlama etkisi
yiiksek olan besinlerin ilavesi mayanin ortamdaki sekeri maksimum diizeyde
kullanabilmesini saglamistir. Karistma hangi besinden ne miktarda koyacagimizi
belirlemek i¢in yaptigimiz gesitli besin konsantrasyonlarini belirleme ¢alismasinda
48.saat sonunda pH degeri en yiiksek, ortamda kalan invert seker miktar1 en az olan
besin maddesinin KH,POy4; en etkili konsantrasyonunun ise 1,5 g/l oldugu
bulunmustur. Bunun yami sira karisimda oOn c¢alisma ile belirlenip segilen
konsantrasyonlardaki besinlere ilaveten seker konsantrasyonuyla orantili miktarda

NH4 tuzu kullanilarak tampon etkisi arttirilmstir.

Bu caligma ile fermentasyon ortamina eklenen besin karigimi etil alkol iiretimini
arttirmada etkili olmustur. Fermentasyon ortamina besin ekleyerek 150 g/l sakkaroz
konsantrasyonunda 500 mg/l maya ile 48 saatte %6,38 oraninda etil alkol eldesi

saglanmistir.

En son agamada sadece 5 g/l yeast ekstrakt ilavesi ile yapilan denemelerde %4,68
oraninda etil alkol degerine ulasilmistir. Bu nedenle karisim igindeki etil alkol

miktarini arttirmada en etkili besinin yeast ekstrakt oldugu sonucuna varilmistir.

Kontrol ve karisim gruplarinda fermentasyon ortaminda elde edilen pH degerlerinin
degisimi, kalan invert seker miktar1 ve etil alkol miktar1 Tukey Metodu-Varyans

Analizi ve Regresyon Analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Grup ve grup
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paralelleri arasinda anlamli bir fark olup olmadiginin belirlenebilmesi i¢in deneysel
veriler varyans analizi ile degerlendirilerek gruplandirma yapilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda elde edilen belirleme katsayisi (R?) degerlerinin
yiiksek olmasi, calismanin deneysel sonuglariyla uyumluluk i¢inde oldugunu

gostermektedir.

Fermentasyon ortaminda pH degerlerinin degisimi, kalan invert seker miktar1 ve
zaman gibi faktorlerin karistm ve kontrol grubunda elde edilen etil alkol miktarina
etkileri regresyon analizi ile belirlenmistir. Olusan etil alkol yiizdesini veren bir

regresyon denklemi elde edilmistir.

Ticari 6nemdeki bu bilginin etil alkol iireticileri acisindan degerlendirilebilmesi
miimkiindiir. Kuru maya igerisine besin karisimlarinda kullanilan maddeleri belirli
dozlarda eklemek suretiyle piyasaya siiriilebilecek ve iireticilerin kullanimina

sunulabilecek bir lirtin tasarlanabilir.

Diger taraftan bu c¢aligma; farkli meyve sularindan ya da atik sebze ve meyve
kabuklarindan S.cerevisiae ile etil alkol iiretimi gibi konularda calisma imkani

sunabilecektir.
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