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OZET

Bu c¢aligmada pancardan seker iiretimi sirasinda bir yan iiriin olarak elde edilen melastan
A.niger kullanilarak fermantasyonla glukonik asit iiretimi aragtirtlmistir. Glukonik asit iiretimi
amaciyla derin, yar1 kat1 hal ve kat1 hal fermantasyon yontemleri i¢in deneysel sartlar, cevap
yiizey yontemi (CYY) ve merkezi kompozit dizayn (MKD) teknigi kullanilarak optimize
edilmistir. Derin fermantasyonla glukonik asit iiretimi i¢in optimum sartlar, 257,8 g/L. melas
konsantrasyonu, 30 g/L CaCOs miktari, 31,8 °C sicaklik ve 135,2 d/dk ¢alkalama hizi olarak
belirlenmis olup bu sartlarda elde edilen maksimum glukonik asit konsantrasyonu 192 saatlik
bir fermantasyonla 58,76 g/L’dir. Yar1 kat1 hal fermantasyonu i¢in optimum sartlar 245 g/L
melas konsantrasyonu, 15,5 g/L kiispe miktari, 30 g/ CaCOz miktar1, 30,2 °C sicaklik ve
145,7 d/dk ¢alkalama hiz1 olup, elde edilen maksimum glukonik asit konsantrasyonu 74,64
g/L’dir. Kat1 hal fermantasyonunda ise optimum sartlar 0,18 melas kesri, 0,22 kiispe kesri,
0,03 CaCO:z kesri ve 30,9 °C sicaklik olup, bu sartlarda maksimum glukonik asit tiretimi 9 giin
sonunda 0,262 g/g salt kati madde’dir. Her ii¢ fermantasyon biciminde glukonik asit
olusumuna eslik eden 6nemli seviyede sitrik ve oksalik asit olusumunun da var oldugu tespit
edilmistir. Calismada, ayrica yar1 kat1 hal ve kati hal fermantasyonunda kullanilan kiispenin
partikiil boyutunun glukonik asit liretimine etkisi de incelenmis ve azalan kiispe boyutuyla

tiretimin bir miktar arttig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Seker Pancar1, Melas, Kiispe, Glukonik Asit, A. niger, Fermantasyon



ABSTRACT

Gluconic Acid Production from Sugar Beet Molasses by Using A. niger

In this study, gluconic acid production by fermentation has been investigated from molasses
which is obtained as a by-product during sugar production from beet by using A. niger. The
experimental conditions have been optimized for gluconic acid production by deep, semi solid
state and solid state fermentation routes by using Response Surface Methodology (RSM) and
Central Composite Design (CCD) technique. The optimum conditions for gluconic acid
production by deep fermentation were determined as 257.8 g/L of molasses concentration, 30
g/L of CaCOs amount, 31.8 °C of temperature and 135.2 rpm of shaking speed and the
maximum gluconic acid concentration was obtained as 58.76 g/L under this conditions for 192
h of fermentation period. The optimum conditions for semi solid state fermentation were
determined as 245 g/L of molasses concentration, 15.5 g/L beet pulp amount, 30 g/L CaCOs3
amount, 30.2 °C of temperature and 145.7 rpm of shaking speed and the maximum gluconic
acid concentration was 74.64 g/L under these conditions at the end of 192th hour of
fermentation period. For the solid state fermentation, maximum gluconic acid production was
obtained as 0.262 g/g absolute solid substrate at the end of 9-day fermentation period under
the conditions of 0.18 of molasses ratio, 0.22 of beep pulp ratio, 0.03 of CaCOs ratio and 30.9
°C of temperature. It has been determined that citric and oxalic acid productions together with
gluconic acid are being occurred in the significant levels for all three fermentation shapes. It
was also investigated that the effect of beet pulp particle size on the gluconic acid production
by semi solid and solid state fermentation and it was determined that the production increases

in a moderate extent by the decreasing of particle size.

Keywords: Sugar Beet, Molasses, Pulp, Gluconic Acid, A. niger, Fermentation
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1. GIRIS

CeH1207 kapali formiiliine sahip olan glukonik asit, esasen glukozun oksidasyonu
neticesinde olusmaktadir. Dogal olarak insanlarda, bitkilerde ve diger organizmalarda
bulunmasinin yani sira meyve, fermante caylar, sarap (% 0,25), bal (% 1), et gibi dogal
kaynaklarda da bulundugu bilinmektedir Insanlarda, glukozun metabolize edilmesi ile
giinliik 25-30 gr glukonik asit tiretimi dogal olarak ger¢eklesmektedir (Initial Assessment
Report For SIAM 18, 2004). Alkali ¢ozeltilerde iki ve ti¢ degerlikli metal iyonlariyla
birlikte bulunan glukonik asit, sulu c¢ozeltilerde ortamda bulunan metal iyonlarinin

etkisiyle glukonat iyonu olusturmaktadir.

Ticari olarak en fazla iretilen {iglincii organik asit olan glukonik asit basta
cimento endiistrisi olmak tlizere, gida, tekstil, farmasotik, deterjan gibi endiistrilerde
kullanilmaktadir. Diinya genelinde her yil ortalama 100,000 ton glukonik asit ihtiyaci
vardir. Ulkemiz ne yazik ki glukonik asit {iretimini gerceklestirmemekte, bu ihtiyacini
ithalat yontemiyle karsilamaktadir. Bir aragtirma firmasi1 olan Orbis Research ile yapilan
goriisme neticesinde, Tiirkiye’nin 2015 yilinda glukonik aside duydugu ihtiya¢ 1800 ton
iken 2016 yili basinda bu talebin % 8°‘lik bir artig ile 1950 tona ulastigi aktarilmistir.
Ulkemiz glukonik asit ve tiirevlerine her yil ortalama 10 milyon $ harcamaktadir. 2014
verilerine gore bu rakamin 13,9 milyon § oldugu bilinmktedir. Gelisen teknoloji ve
biiyliyen endiistrilesme neticesinde artan niifusa paralel olarak glukonik aside duyulan
talebin zamanla artacag: bir gergektir. Glukonik asidin, ¢ok yeni olmamakla birlikte 2004
piyasa verilerine bakacak olursak, bu organik asidin en fazla insaat ve gida endiistrisi
tarafindan talep gordiigli, bununla birlikte bu endiistrilerde birim fiyatin ortalama 3 $/kg
oldugu goriilmiistiir. Thtiyag duyulan endiistrilere gore uygulanan saflastirma prosesleri
neticesinde bu rakam 8 $/kg’a kadar ¢ikmaktadir. Glukonik asit {iretiminin yaklasik %

85’1, ¢ogu ilag endiistrisinde kullanilan glukonat formundadir.

Mevcut glukonik asit liretim yontemlerini géz oniinde bulundurdugumuzda temel
olarak kimyasal ve enzimatik kataliz olarak iki ana baslik altinda inceleyebiliriz. Kimyasal
glukonik asit tretimi endiistriyel amagla kullanilmamakla birlikte {iriin verimi % 80
civarindadir. Alkali kosullarda gergeklestirilen kimyasal kataliz prosesinde, glukoz igeren
ortama uygun bir katalizoriin eklenmesiyle oksidasyon islemi gergeklesir. Cozeltiye
oksijen, ozon, hidrojen peroksit gibi oksidantlarin ilavesi ve 3-10 bar basing altinda
oksidantlarin taginmasi ile proses tamamlanir.

1



Enzimatik kataliz ile glukonik asit proseslerinde, enzim direk olarak ortama
katilarak iiretim gergeklestirilebilecegi gibi mikroorganizmalar vasitasiyla ortama
salgilanan enzimler aracilifiyla da {retim gerceklestirilebilir. Biyoteknolojik {iretim
yontemleri disindaki yontemlerde istenmeyen yan iiriinlerin olusmasi, iiriin izolasyonu,
isletme maliyeti, katalizor stabilizasyonu ve saflastirma islemlerindeki giigliikler nedeniyle
endiistriyel olarak iretim agirlikli olarak (% 60) mikrobiyal fermentasyonla
gerceklestirilmektedir. Biyoteknolojik islemler, yiiksek glukonik asit verimi (% 90), 1liml
calisma sartlar1, diisiik enerji gereksinimleri, az miktarda yan iiriin olusmasi ve g¢evresel
acidan zararsiz atiklar olusturmasi tercih nedenleridir. Mikrobiyal fermantasyonu fungal ve
bakteriyel glukonik asit {iretimi olarak ikiye ayirmamiz miimkiindiir. Endiistriyel 6l¢ekte
funguslarla glukonik asit tliretimi genellikle Aspergillus niger kiifii kullanilarak derin
fermantasyon teknigi ile yar1 kesikli sistemde gerceklestirilmektedir. A. niger glukonik asit
tretimi igin gerekli temel enzimleri (glukoz oksidaz ve Kkatalaz) biinyesinde

bulundurmaktadir.

Funguslarla glukonik asit tiretiminde ortam pH’sinin ve kullanilabilir oksijen
miktarinin iki 6nemli parametre oldugu bilinmektedir. Glukonik asit tiretimi, oksidasyonu
saglayan glukoz oksidaz enziminin etkinligi ile dogrudan iliskilidir. Reaksiyon sonucu
asidik tirlin artig1 gergeklesir ve notralize edici madde ilavesi (kalsiyum karbonat, sodyum
hidroksit vb.) ile ortam nétralize edilir. Aksi halde asitligin artmasiyla glukonik asit tiretimi
icin gerekli olan glukoz oksidaz enzimi inaktif hale gelerek oksidasyon mekanizmasi bloke
olur. Mantarlarla glukonik asit iiretimi, yiiksek miktarda ¢dzlinmiis oksijen gereksinimi
duyulan aerobik bir fermantasyon prosesidir. Oksijen ihtiyaci hem funguslarin gelisimi igin
hem de glukozun glukonik aside biyodéniisiimii i¢in 6nem arz etmektedir. A. niger
susunun kullanildig1 proseslerde ortamin % 90 hava doygunluguna ulagmasi gerektigi
bilinmektedir. Saf oksijen beslenerek glukonik asit {iretim hizinin hava beslemesine gore 4
kat daha fazla olmasmnin yan sira (Ikeda vd., 2006) biiyiime hizinda da yaklagik 1,5 kat
artig oldugu bilinmektedir (Bankar vd., 2009).

Bakterilerde glukonik asit iiretimi funguslardan farkli olarak glukoz dehidrogenaz
enzimi ile gergeklesir. Funguslarda oldugu gibi glukozun oksidasyonu biiyiik 6l¢iide ortam
pH’sina baghdir (Velizarov vd., 1998; Olijve vd., 1979). Funguslarin aksine bakteriyel
iiretimde ortam pH’sinin asidik olmasi istenir. Endiistriyel iiretimlerde pH 3,5-4,0

degerlerinde glukozdan glukonik aside doniisiim daha yiiksektir (yaklasik % 87). Optimal



endiistriyel kosullar altinda, Gluconobacter oxydans’in pH, glukoz konsantrasyonu ve
havalandirma derecesine belirgin derecede bagli olarak, glukonik asit verimlerinin
ortalama %75-80 (Ramachandran vd., 2017) arasinda olmasina ragmen, oksoglukonik
asitlere yol acan ikincil reaksiyonlar olusturmasi nedeniyle, bakteriyel glukonik asidin

endiistriyel 6lgekteki iiretim basarisi sinirlidir (Ramachandran vd., 2006).

Herhangi bir fermantasyon endiistrisinin diizenli ¢alismasi, biiyiik dlgiide iiretim
maliyetine baglidir ve bu da hammadde secimi ile iligkilidir. Mikrobiyal fermantasyon
prosesleri ile enzim ve organik asit liretimlerinde tarimsal ve endistriyel atiklar ile yan
tirtinler substrat olarak degerlendirilmektedir. Tarim iilkesi olan Tiirkiye’de sakkaroz esasli
seker iiretimi pancardan saglanmaktadir. Ulkemiz pancar sekeri iireten iilkeler arasinda
diinyada dordiincli, Avrupa’da ise Almanya ve Fransa’dan sonra gelen iiciincii iilkedir.
Seker fabrikasyonu sirasinda elde edilen seker orani yiiksek melas ve kiispe gibi yan
iriinlerin fermantasyon ve yem sanayinin Onemli girdileri olmasi nedeniyle, pancar

tariminin iilke ekonomisi agisindan biiylik 6neme sahip oldugu diisiintilmektedir.

Tiirkiye’de endiistriyel boyutta glukonik asit liretiminin gerceklestirilmemesi ve
onemli bir sanayi prosesi olan seker tiretimi sirasinda olusan melasin bu amag igin daha
once kullanilmamis olma fikri ile yola g¢ikilan bu g¢aligmanin, iilkemiz i¢in 6nemli bir
katma deger olusturabilecek nitelikte oldugu sdylenebilir. Endiistriyel iiretimlerde siklikla
kullanilan A.niger susu, bu tez calismasi kapsaminda kullanilan mikroorganizma olarak

secilmistir.

Zengin bir enzim kaynagi olan A. niger, glukonik asit {iretimi igin gerekli olan
glukoz oksidaz ve Kkatalaz enzimleri disinda bir takim enzimleri de biinyesinde
barindirmaktadir. Ornegin sahip oldugu invertaz enzimi sayesinde sakkarozu metabolize
ederek glukoza ve fruktoza pargalanmayir gergeklestirebilir. Karbon kaynagi olarak
kullanilan melasin neredeyse tiim seker igeriginin sakkaroz oldugu distiniildiigiinde, A.
niger’in sahip oldugu bu enzim bizim i¢in melasa uygulanacak 6n hidroliz agamalari
gereksinimini ortadan kaldirmustir. Ayrica A. niger susunun tiim karbon kaynaklari
icerisinde iiretim yetenegine baktigimizda, glukoz oksidaz enzim saliniminin temel iki
karbon kaynag1 olan glukoz ve sakkarozda 6nemli seviyelerde gergeklestigi bilinmektedir
(Hatzinikolaou ve Macris, 1995). Glukozun (saf halde veya mikroorganizma igerisindeki
invertaz enzimi ile sakkaroz hidrolizinin bir iiriinii olarak) glukoz oksidaz geni i¢in temel

bir uyaricisi oldugu sdylenebilir.



A. niger, sahip oldugu diger bir enzim olan glukoz izomeraz (ksiloz izomeraz)
sayesinde glukozun fruktoza doniistimiinii saglayabilir. Fosfofruktokinaz enzimi ile diisiikk
pH degerlerinde ve Mn*? iyonlarmin varliginda sitrik asit dongiisiinii (Krep cemberi) aktif
kilarak sitrik asit {iretimini gergeklestirir. Ayrica, dnemli oldugunu diisiindiigiimiiz diger
bir enzim olan oksaloasetat asetilhidrolaz enzimi sayesinde yiiksek pH degerlerinde (6 ve
yukarisi) g¢esitli karbon kaynaklarinda oksalik asit liretimini gergeklestirebilir. Oksalik asit
esasen toksik etki gostermesi ve istenen {irlin verimliligini azaltmasi gibi nedenlerden

dolay1 istenmeyen bir yan tiriin olarak da nitelendirilebilir.

Bu c¢alismada A. niger susu kullanilarak glukonik asit tiretimini gergeklestirmek
icin kesikli sistemde derin, yar1 kat1 hal ve kat1 hal fermantasyon tekniklerinin glukonik
asit liretimi tlizerine etkileri arastirilmistir. Calismada temel substrat ortami olarak melas,
kat1 destek materyali olarak yine bir baska seker {iretim fabrikasyon ¢iktisi olan kiispe
kullanilmistir. Cevap Yiizey Yontemi ile ortam sartlarmmin optimizasyonu saglanarak
maksimum glukonik asit iiretim noktalar1 tespit edilmistir. Ayrica glukonik asit prosesi
sirasinda meydana gelen oksalik asit, sitrik asit ile glukoz, fruktoz ve sakkaroz
konsantrasyonlarinda ki degisim takip edilmistir. Laboratuvar dl¢eginde tasarlanan bu
caligmadan elde edilen bulgularin, biiyiik 6l¢ekli sistemlerin tasarlanmasi agisindan 6nemli

oldugu diisiiniilmektedir.



2. GLUKONIK ASIiT HAKKINDA GENEL BiLGi

Glukonik asit (CeH1207) aldonik asit ailesine bagl bir seker asididir. Glukozun
oksidasyonu sonucu olusan bu asit, dogal olarak insanlarda, bitkilerde ve diger
organizmalarda bulunmasinin yani sira meyve, fermante caylar, sarap (% 0,25), bal (% 1),
et gibi dogal kaynaklarda da bulundugu bilinmektedir (Ramachandran vd., 2006).
Glukonik asidin (GA) genel karakteristik 6zellikleri Tablo 2.1°de verilmistir. Ugucu ve
asidiric1 olmayan glukonik asit, ayn1 zamanda kostik ve toksik etkiler gostermeyen hafif
bir organik asittir. Su ve alkolde ¢oziinmesinin yani sira, biyolojik olarak kolayca
parcalanabilir ve hafif asidik tadi ile neredeyse renksiz olan agik kahverengi surubumsu bir

sividir.

Konsantre glukonik asit ¢ozeltisi notr glukono delta lakton (GDL) igerir. Oda
sicakliginda bulunan % 50°lik glukonik asit ¢ozeltisi yaklasik % 5 oraninda GDL
icermektedir (Anoniml). Glukonik asidin Sekil 2.1°de gosterildigi gibi mevcut 2 laktonu
bulunmaktadir. Bunlar hem kat1 formda, hem de sulu ¢ozeltide birbirleriyle ve serbest asit
ile denge halinde bulunurlar. 1,5-lakton hafif tatlimsi bir tada sahip beyaz kristal bir madde

iken, 1,4-lakton kii¢iik ignesel gériiniimlii kristalize bir maddedir.

Tablo 2.1. Glukonik Asidin Baz1 Karakteristik Ozellikleri (Hustede vd., 1989)

Dogasi Asindiric1 degildir. Az tahris edici, kokusuzdur. Kolayca
biyolojik olarak parcalanabilen ugucu olmayan organik
asittir.

Molekiil agirligt, g/gmol 196,16

Kimyasal formiilii CeH1207

pKa 3,7

Erime noktasi (% 50’lik ¢ozelti) 12 °C den daha diisiik

Kaynama noktasi (% 50°lik ¢ozelti) 100 °C den daha yiiksek

Yogunluk (% 50°lik ¢6zelti) 1,24 g/mL

Gorlintis Acik kahverengi sivi

Coziniirlik Suda ve alkolde ¢oziiniir

Tad1 Hafif asidik, yumusak ve ferahlatici




Glukonik asidin alt1 fonksiyonel grubu esasen alkoller, asitler gibi ¢esitli reaktif
maddelerle tepkimeye girebilir. Bununla birlikte, elde edilen tiirevleri reaksiyonu
tamamlamak i¢in kararli olma egilimi gosterirler. Kismi reaksiyonlar hidrolize duyarli olan

ve iiniform olmayan karigimlara yol agar. Bu tiir reaksiyonlar ¢ok az Oneme sahiptir

(Hustede vd., 1989).

Glukonik asit, alkali g¢ozeltilerde iki ve ii¢ degerlikli metal iyonlariyla birlikte
bulunur. GA sulu ¢ozeltilerde glukonat iyonu olusturur ve tuzlar1 da glukonatlar olarak
anilir. Bunlar agik kimyasal yapilar1 Sekil 2.2°de verilmis olan, kalsiyum glukonat (A),
ferro glukonat (B), bakir glukonat (C), ¢inko glukonat (D), mangan glukonat (E) ve
sodyum glukonatdir (F) (Brookes ve Neville, 2005). Glukonik asit mevcut piyasada %50
sulu ¢ozelti formunda bulunurken, glukonatlar ve glukono-lakton formlart %97-103
saflikda bulunmaktadir. Glukonik asit, glukonat tuzlar1 ve glukonat esterleri, glukozun

oksidasyonu sonucu olustuklari i¢in dogada yaygin olarak bulunmaktadir (Henk, 1972).

2.1. Glukonik Asidin Kullanim Alanlari

Glukonik asit sahip oldugu oOnemli karakteristik 6zellikleri nedeniyle ¢ogu
endiistride kullanim1 mevcuttur. Ornegin metal veya metal olmayan yiizeylerde reaksiyon
olusturmaksizin suda ¢oziinebilir formda olmasi nedeniyle, metal kaplamalarda ve
metallerin temizlenmesinde kullanilmaktadir. Multifonksiyonel bir organik asit olan
glukonik asidin, tuzlarinin (6zellikle sodyum glukonat) ve laktonlarinin, fizyolojik ve
kimyasal karakteristikleri ve sahip olduklari hidroksil ve karboksil gruplari nedeniyle gida,
yem, igecek, kozmetik, tekstil, ilag ve insaat sektorlerinde yaygin olarak kullanildig:
bilinmektedir (Singh vd., 1999; Hustede vd., 1989; Singh, 1976; Roehr vd., 1996). Tablo

2.2.”de glukonik asit ve tiirevlerinin uygulama alanlar1 verilmistir.

Glukonik asit, Amerika Birlesik Devletleri'nde FDA’ya (Gida ve Ilag Idaresi) gore
GRAS (Generally recognized as safe) statiisiine sahiptir. Ayn1 zamanda Avrupa Birligi'nde
kullanimina izin verilmis gida katki maddelerinden biri olarak kabul edilmektedir (Kubicek
vd., 2010). Tablo 2.3.’de glukonik asit ve tiirevlerinin gida katki maddesi olarak
kullanimina dair bilgiler verilmistir. icecek sanayinde gida katki maddesi olarak sarap ve
meyve suyu gibi igeceklerin tadinin iyilestirilmesi amaciyla kullanilir. Glukono delta

lakton, ekmek, tofu, mozerella, deniz iiriinleri gibi ¢esitli gidalarda asitlik diizenleyici ve
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Sekil 2.2. Glukonik asit tuzlarinin yapilari (Brookes ve Neville, 2005)

tatlandirict olarak, corek ve kiilahlarda yag emilimini azaltma amaciyla

kullanildig1 bilinmektedir (Znad vd., 2004).

Glukonik asit ve tiirevleri, su bazli boya formiilasyonlarinda ve alkali boya

cikarma formiilasyonlarinda, sise yikamada, metal yiizlerin temizlenmesinde pas ve leke

¢ikarmada siklikla kullanilir (Ramachandran vd., 2006). Bunun yaninda tekstil sektoriinde

boya banyolarinda ve agartma banyolarinda stabilizator, kagit ve deri sektoriinde kompleks

yapict olarak rol alir. Ayrica kalsiyum, sodyum, potasyum, mangan gibi glukonat

tuzlarmin tiretiminde hammaddedir. Tablo 2.4 ve 2.5’de glukonik asit ve tiirevlerinin

kullanildiklar1 endiistrilere gore sSirasiyla tiikketim miktarlar1 ve pazar biiytklikleri

verilmistir.



Tablo 2.2. Glukonik Asit ve Tiirevlerinin Kullanim Alanlar1 (Ramachandran vd., 2006)

Komponentler Uygulama alanlari

Glukonik asit Siit endustrisinde siit taginin 6nlenmesi

Aliiminyum kutularin temizlenmesi,

Glukono 1,5 lakton ~ Kuru pastalarda kullanmilmak iizere pisirme tozlarinda
gizli asit olarak kullanilir.
Sosis gibi et iirtinlerinde asitlestirici olarak,
Soya iiretiminde soya proteinlerinin koagiilasyonunda,
Peynir lor olusumunu iyilestirmek ve siitiin 1s1
stabilitesini saglamak i¢in siit endiistrisinde

Sodyum glukonat Metallerde paslanmay1 6nleyici ajan,
Insaat endiistrisinde harg katki maddesi,
Tekstil endiistrisinde agir metallerin uzaklastirilmast ve
boya banyolarinda stabilizator,

Kalsiyum glukonat  Kalsiyum terapileri,

Hayvan yemi 1slahi,
Ferro glukonat Anemi hastaligi tedavisi,
Gida ve icecek endiistrisinde katki maddesi

Glukonik asit ila¢ sanayinde genellikle glukonat formda kullanilmaktadir. Farkli glukonik
asit tuzlari, kendilerine ait Ozellikleri nedeniyle farkli uygulama alanlarina sahiptir.
Ornegin kalsiyum glukonatlar kalsiyum terapilerinde kullanilirken, demir glukonatlar
anemi hastaliklar1 tedavisinde kullanilabilir. Ilag sanayinde yaygmn olarak kullanilan

glukonat tuzlar1 hakkinda bilgiler asagida verilmistir.

Kalsiyum Glukonat

Ilag sanayisinde genellikle kalsiyum terapilerinde kullanilir. Annenin gebelik ve
emzirme donemlerinde maternal kemiklerden kalsiyum sapmasi gergeklestiginde, bebek
tarafindan kalsiyum ihtiyac1 dogar. Bu amacgla kalsiyum preparatlari genellikle bebek
gelisiminde kullanilir (Anonim 2). Gida endiistrisinde ise besin/saglik degeri nedeniyle
katk1 maddesi olarak bebek mamalarina, biskiivilere ve meyve sularina eklenir (Brookes ve
Neville, 2005). Glukonik asit tiirevleri arasinda énemli bir iiriin olup, diyet takviyeleri igin

tablet, toz ve sivi olarak kullanilabilir. Sudaki ¢oziiniirliigii oda sicakliginda 35 g/L’dir.



Sodyum Glukonat

Daha ¢ok ingsaat sektoriinde beton prizi ig¢in geciktirici ve su diigiiriicii olarak

kullanilir. Metal tedavisinde, metal iyonlar1 i¢in bir baglama maddesi olarak, tekstil

sanayinde ise agir metallerin alikonmasinda kullanilir (Brookes ve Neville, 2005). 25°C

deki suda ¢oziintirliigi 590 g/L olarak bilinmektedir.

Tablo 2.3. Glukonik Asit ve Tiirevlerinin Gida Katki Maddesi Olarak Kullanimi (Rodriguez vd., 2016¢ )

Katki maddesi INS kodu  Sonrevizyon  Fonksiyonu Eklendigi gidalar
tarihi
Glukonik Asit E-574 - Asit diizenleyici  Meyve ve sebzeler,
Yiikseltgen ajan  Siit {irlinleri
Glukono-1,5 lakton E-575 1998 Asit diizenleyici  Dogal fermente edilmis siitler
Ayirma ajani Whey protein peyniri
Emzikli bebekler ve yeni
doganlar i¢in ek gida
Sodyum glukonat E-576 1998 Ayirma ajani Fermente edilmis bahge
Stabilizator sebzeleri ada deniz yosunu
Yogunlastiric iceren gidalarda
Kurutulmus makarna ve
nodullarda
Tuzlarmn yerine
Sicak i¢eceklerde(kahve, cay
ve bitkisel igeceklerde)
Potasyum glukonat E-577 1998 Asit diizenleyici Mozerella peyniri, biskiiviler
Dogal takviye Pandispanya
Soguk et
Kalsiyum glukonat E-578 1998 Asit diizenleyici  Biskiivi ve meyve sularinda
Sertlestirici Diyet takviyelerinde
Demir glukonat E-579 1999 Renk koruma Bahge sebzeleri, deniz
Stabilizator yosunu
Dogal takviye Soya sosu, sirke, salamura
Magnezum D-glukonat  E-580 1999 Asit diizenleyici  Ekmek ve ekmek iirtinlerinde

Sikilastirici ajan
Dogal takviye

Su




Potasyum Glukonat

Potasyum glukonatlar, potasyum tiikkenmesinin oldugu ve potasyum eksikliginin
oldugu her durumda kullanilir. Potasyum kaybi diyabetik asidoz, ishal, kusma gibi
durumlara neden olabilir. Potasyum glukonat hafif tuzlu tadi olmasi nedeniyle potasyum

Kloriire gore daha ¢ok tercih edilir (Anonim 2).
Mangan Glukonat

Mangan glukonatlar kozmetikte mineral kaynagi olarak ve aymi zamanda
hipomanganizm tedavisi i¢in tablet formunda bulunmaktadir. Birincil olarak vitamin,
mineral ve diyet preparatlarina eklenir. Ayn1 zamanda yeterli mangan iyonlarin1 saglamak

icin hayvan yemine de eklenmektedir (Anonim 2).

Organik asitler, kiiresel fermantasyon pazarinda antibiyotik ve amino asitlerden
sonra iigiincii biiyiik {iriin grubunu olusturur. Izole edilmis mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen glukonik asit, oksalik asit ve sitrik asitten sonra en yaygin tiretilen organik asittir.
Ancak nispeten pazar payr daha kiigiiktiir. Glukonik asit ve tiirevlerine duyulan talebin
yillik ortalama 100,000 ton oldugu bilinmektedir (Anastassiadis vd., 2007). Uretimin
biiyiik bir kism1 (% 85°1), sodyum glukonat ve diger alkali glukonat tuzlar1 formundadir
(Hustede vd., 1989). Yillik GA ve tiirevlerine duyulan ihtiyacin iirlinlere gore dagilimi
Tablo 2.6°da, farkli sektorlerde kullanilan iriinlerin piyasa degerleri ise Tablo 2.7°de

verilmistir.

GA’nm ilk sanayi Uretimi, Birlesik Devletler Tarim Boliimii laboratuarlarinda
pilot tesis ¢aligsmalar1 sonrasinda gergeklestirilmistir. Ticari olarak glukonik asitin temin
edilebilecegi kuruluslar; Sigma Chemicals (ABD), ADM-Decatur (ABD); Akzo (ABD);
Penta Mfg. (ABD) ve PMP (ABD)’dir. Baslica glukonik asit tireticileri; Pfizer Inc., (New
York/ABD), Bristol-Meyers Co. (New York/ABD), Premier Malt Products Inc.
(Wisconsin/ABD) Roquetta Freres (Fransa), Pfizer (Irlanda), Benckiser (Almanya),
Fujisawa (Japonya, Kyowa Hakka’dir (Japonya).

Tablo 2.4’de goruldiugi gibi glukonik asit ve tiirevleri % 46’lik bir oranla en fazla
ingaat sektoriinde ve daha sonra yiyecek sektoriinde kullanilmakla birlikte, % 9,2’lik bir
oranla ila¢ endiistrisinde kullanilmaktadir. Birim fiyati ortalama 3 $ diyebilecegimiz GA ve

tuzlarma harcanan biit¢e diinya genelinde ortalama 300 milyon $ oldugu sdylenebilir. 2015
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verilerine gore Tiirkiye’nin GA ve tuzlarina duydugu talep 1800 ton iken 2016 verilerine
gore bu talep 1950 tonu bulmustur (Orbis Research, 2016). GA’ya duyulan ihtiyacin bir
onceki yila gore % 8 oraninda artis gdsterdigi goriilmektedir. Ulkemiz bu talebin tamamini
yurt disindan ithal etmektedir. 2014 verilerine gére Tirkiye 13,9 Milyon $ ile, Asya
tilkeleri arasinda Hindistan’dan sonra ikinci, diinya genelinde ise Hindistan ve ABD’den
sonra ti¢iincii biiylik ithalatgi roliindedir (Anonim 3). Literatiirdeki veriler esas alindiginda,
Tiirkiye’nin GA ve tiirevlerinin ithalati i¢in her yil yaklagik 10 milyon $ harcadigim
sOylemiz miimkiindiir. Artan niifus ve endiistrilesme ile glukonik asit ve glukonatlara
duyulan talebin daha da artacagi 6n gortilmektedir.

Tablo 2.4. Glukonik Asit ve Tiirevlerinin Diinya Capinda Endiistriyel Alanlardaki Tiiketim Oranlar1 (BCC,
2004; Singh vd., 2007°den)

Uygulama Miktar (ton) Toplam tiiketim (%)
Ila¢ endiistrisi 8,000 9,2

Yiyecek endiistrisi 30,000 34,5

insaat endiistrisi 40,000 46,0

Digerleri 9,000 10,3

Toplam 87,000 100,0

Tablo 2.5. Glukonik Asidin Yillara Gore Kiiresel Pazar Bityiikligii (BCC, 2004; Singh vd., 2007°den)

Uygulama 2004 (ABD $, milyon) 2009 (ABD $, milyon) % YOBO (2004-2009)
Insaat 60 76 4.8
Yiyecek 150 153 0,4
flag 63 51 -5,6
Digerleri 55 31 -10,8
Toplam 333 311 -1,4

*YOBO: Yillik Ortalama Biiyiime Orant

Tablo 2.6. GA ve Tiirevlerine Duyulan Yillik Thtiyag (Initial Assessment Report For SIAM 18, 2004)

Uriin Yilhik ihtiyac (ton)
Glukonik Asit 4.000- 6.000
Glukono-delta-lakton 10.000-20.000
Sodyum glukonat 50.000-70.000
Kalsiyum glukonat 4.000-6.000
Potasyum glukonat 1.000-2.000
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Tablo 2.7. Glukonik Asit ve Tiirevlerinin Piyasa Degerleri (BCC, 2004; Singh vd., 2007°den)

Uriin ve tuzlar Uygulama alanlan Ortalama fiyat($/ kg)
Glukonik asit Cimento endiistrisi 1,20
Sodyum glukonat Cimento endiistrisi 2,00
Saf sodyum glukonat Yiyecek endiistrisi 3,00
Sodyum glukonat ve 1,5 lakton Yiyecek ve ilag endiistrisi 8,50

2.2. Glukonik Asit Uretimi

Glukozdan glukonik asit tiretiminde mikrobiyal fermantasyon, enzimatik kataliz,
kimyasal, biyokimyasal, elektrokimyasal ve biyoelektrokimyasal gibi g¢esitli {iretim
yontemleri mevcuttur (Rao vd., 1995; Roehr vd., 1996; Sahasrabudhe vd., 2001; Bao vd.,
2001; Biella vd., 2002). Kimyasal ve elektrokimyasal katalitik yontemler, biyoreaktorlerde
serbest ya da immobilize enzimler ile gergeklestirilen enzimatik katalitik tretimler ve
immobilize edilmis ya da serbest biiylime gosteren Penicillium sp., Aspergillus niger,
Gluconobacter gibi ¢esitli mikroorganizmalar ile gerceklestirilen enzimatik iiretimler,

kesikli ya da siirekli proseslerde yiiriitiilmektedir.

Endiistride glukonik asit ve tiirevlerine duyulan talebin karsilanmasinda
gelistirilen mevcut iiretim yontemlerini genel olarak, kKimyasal kataliz ve enzimatik kataliz
olarak iki baslik altinda inceleyebiliriz. Proses maliyeti ve etkinli§i g6z Oniinde
bulunduruldugunda enzimatik kataliz yOntemleri arasinda yer alan mikrobiyal

fermantasyonun glukonik asit tiretimi i¢in en iyi yontem oldugu tespit edilmistir.

2.2.1. Kimyasal Kataliz Yontemi ile Glukonik Asit Uretimi

Glukozun glukonik aside kimyasal oksidasyonunun saglandigi bu yontemde
oksidasyon islemi, alkali ortamda 1-2 mol/L konsantrasyondaki bir glukoz ¢ozeltisine
uygun bir katalizoriin eklenmesi ile gerceklestirilir. Oksijen, ozon ve hidrojen peroksit gibi
oksidantlar sayesinde gergeklestirilen yiikseltgeme islemi, 3-10 bar arasindaki bir basing
degerinde oksidantlarin taginmasi ile saglanir (Deller vd., 1992). Glukozun oksidantlar ile

glukonik aside kimyasal doniisiimii asagidaki esitlikle temsil edilebilir.
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Reaksiyon sirasinda alkali ¢ozelti ilavesi ile pH 8-11 ( tercihen 9) arasinda tutulur.
Daha aktif ve daha segici olan kursun, selenyum, talyum, bizmut ve platin grubu metalleri
veya altin destekli katalizorler varliginda glukonik asit tiretimi gergeklestirilebilir (Besson
vd., 1995; Biella vd., 2002; Ishida vd., 2008). Baslangigta kullanilan katalizorler aktif
karbon, aliiminyum oksit veya bagska bir adsorbent ile ortamdan etkin bir sekilde ayrilir. Bu

yontem sonunda katalitik aktivite kayb1 minimum seviyededir (Hustede vd., 1989).

pH, sicaklik, ¢6ziinmiis oksijen miktar1 gibi gesitli fiziksel parametreler glukozun
glukonik aside oksidasyonu i¢in biiyiikk 6nem arz etmektedir. Reaksiyon kosullar1 optimize
edilip kontrol altma alinsalar bile, bu optimum sartlarin korunmasi oldukga giictiir.
Istenmeyen yan iiriin olusturabilir ve {iriiniin saflastirilmas1 ve izolasyonu da oldukga
zordur. Her ne kadar doniisiimii kolay ve tek bir adimda gergeklesse de bu etmenlerden
dolay1 kimyasal yontemlerin kullanimi avantajli olarak kabul edilmemekle birlikte, iiriin

veriminin % 60-80 arasinda oldugu bilinmektedir (Hustede vd., 1989).

Elektrokimyasal kataliz yontemi ile glukonik asit tiretiminin gergeklestirildigi
proseslerde oksidasyon vasitasi olarak halojenler kullanilir. Doniisiim, halojen oksidasyon
potansiyeline bagli oldugu i¢in kimyasal yontemlerdeki benzer sorunlar elektrokimyasal
proseslerde de kendini gosterir. Bu yontemde bromiir igeren glukoz ¢ozeltisi (yaklagik
glukozun molce % 10’u) 1-20 A/dm? akim yogunlugunda elektroliz edilir. Karbonatlar
(tercihen kalsiyum karbonat) ya da hidroksitler (Sodyum hidroksit), elde edilen asidi
noétralize etmek igin ortama ilave edilir. Glukoza dayali verim % 80-97 arasindadir
(Hustede vd., 1989).

2.2.2. Enzimatik Kataliz Yontemi ile Glukonik Asit Uretimi

Enzimatik prosesler, konvensiyonel fermantasyon proseslerine gore daha az
zaman gerektirir ve doniisiim verimi % 100’e oldukga yakindir. Glukonik asidin enzimatik

tretimi igin siirekli bir sistem uygulamasinda, siirekli pH ve sicaklik kontrollerinin
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uygulandig sartlar altinda glukoz oksidaz (GO) enzimi (EC 1.1.3.4) kullanilarak tiretim
gerceklesebilir.

Immobilize enzimlerin kullanildif1 enzimatik proseslerde ise iiriin saflastirma
adimlarina ihtiyag duyulmamasi biiyiik bir avantaj olarak belirtilmistir. Cesitli teknikler ile
tim hiicrenin ya da sadece GO enziminin immobilizasyonunun, metabolit tiretimi ya da
glukonik asit iiretimi i¢in oldukca kullanigli oldugu bazi patent (US 4,572,897, US
5,916,789) ¢alismalariyla ortaya konmustur (Markussen vd., 1978; Amotz vd., 1986).

Biiyiik 6l¢ekte glukonik asidin enzimatik {iretimi, enzimlerin stabil olmamasi ve
prosesin yiiksek maliyet gerektirmesi gibi nedenlerden dolayr ekonomik olarak uygun
bulunmamaktadir. Enzimatik olarak glukonik asit tiretimine dair genel akis semasi Sekil
2.3’de verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi alfa formunda olan kristal glukoz monohidrat,
beta formuna kendiliginden doniisebilmektedir. A. Niger, mutarotaz enzimini igerdigi i¢in

bu dontisiim A. niger‘da daha hizli ger¢eklesmektedir (Ramachandran vd., 2006).

Glukozun, glukonik aside oksidasyonunu saglayan GO enziminin, yiiksek
maliyeti nedeniyle glukonik asit iiretiminde ticari kullanim: hemen hemen yoktur. Bazi
patentlerde (US 4460686 ve US 3050444) ¢oziinebilir GO/katalaz karigimlari, invert
sekerlerden (glukoz ve fruktoz karigimi) glukonik asit tiretimi i¢in arastirilmistir (Holstein

vd., 1962; Hartmeier, 1984).

Enzimatik tretimlerde mikroorganizmalar vasitasiyla glukozun glukonik aside
dontisiimii, mikroorganizmalarda mevcut olan fungal enzim GO ya da bakteriyel enzim
olan glukoz dehidrogenaz (GDH) yardimi ile gerceklesmektedir (Hustede vd., 1989).
Aspergillus, Penicillum gibi baz1 mikroorganizmalarda, glukonik asit iiretimi i¢in gerekli
olan GO/katalaz enzim kompleksi mevcuttur (Hayashi ve Nakamura, 1981). Aspergillus
niger’da, enzimlerin her ikisinin de hiicre duvarinda yer alan hiflerin dis ylizeyinde
bulundugu bilinmektedir  (Witteveen vd., 1992). Bakterilerde oksidasyon yolag:
funguslardan biraz daha farklidir. Ornegin G.oxydans hidrojen peroksidaz olmaksizin

glukozu glukonolaktona ¢eviren iki tip GDH enzimi i¢ermektedir.
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Sekil 2.3. Glukozun enzimatik yontem ile glukonik asit iiretim yolagi (Hustede vd., 1989)

2.2.3. Mikrobiyal Fermantasyon ile Glukonik Asit Uretimi

Mikrobiyal fermantasyon yontemleri diger yontemlere kiyasla hafif caligma
kosullari, diisiik enerji gereksinimleri, az miktarda yan iirin olusmasi ve cevresel agidan
zararsiz artiklar olusturmasi, ucuz karbon kaynagi temini gibi nedenlerden dolay: ticari
glukonik asit tiretimi i¢in etkili ve baskin yontemler olarak degerlendirilmektedir (Hustede
vd., 1989). Glukonik asit tiretiminde genellikle karbon kaynagi olarak, glukozun yani sira

tarimsal endiistri yan Uriinleri/atiklar1 gibi 6nemli biyokiitle kaynaklar1 kullanilabilir.

Genis bir mikroorganizma grubu, Ozelliklede ipliksi funguslar glukonik asit
tiretim yetenegine sahiptir (Cochrane, 1958; Lockwood, 1975). Giiniimiizde Aspergillus ya
da Gluconobacter suslar1 kullanilarak ticari glukonik asit tiretimi mikrobiyal fermantasyon

yontemi ile gergeklestirilmektedir. Bu yontemlere dair bilgiler asagida verilmistir.
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Funguslar ile Glukonik Asit Uretimi

Glukonik asit tiretimine dair alinmis ilk patent Penicillium luteum ve Aspergillus
niger suslar1 kullanilarak, derin fermantasyon teknigi ile Curie tarafindan
gerceklestirilmistir.  Endiistriyel uygulamasi olan bu c¢alisma sonunda 48-60 saatleri
arasinda glukonik asit veriminin % 90 oldugu belirtilmistir (Curie vd.,1931). Mevcut
sodyum glukonat iiretim prosediiriine baktigimizda, Blom ve ekip arkadaslari (1952)
tarafindan gelistirilen proseste Aspergillus niger susu kullanilarak pH 6.0-6.5’da, 34°C
sicaklikta glukozdan, kesikli-beslemeli sistem ile derin fermantasyon teknigi
kullanilmaktadir.

Daha once de belirtildigi gibi A. niger glukonik asit i¢in gerekli olan temel
enzimleri (GO ve katalaz) igermektedir. A. niger in kullanildigi endiistriyel glukonik asit
tiretimlerinde optimum verim igin ortam sartlar1 100-250 g/L glukoz, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda (20 mM) azot ve fosfor kaynagi, 30 g/L MnSQOg4, 4.5-5.5 civarinda pH
olarak belirlenmistir (Rohr vd., 1983).

Funguslarla glukonik asit tiretiminde, Sekil 2.4’de goriildiigii gibi koenzim olarak
flavin adenin diniikleotit (FAD) baglh glukoz oksidaz enzimi (GO) ve hidrojen peroksidi
hidrolize eden katalaz enzimi iiretimde rol almaktadir. Bunun yani sira iiretimi artirmaya
yonelik laktonaz ve mutarotaz enzimleri de tiretim ortamina eklenebilir (Ramachandran
vd., 2006).

Glukonik asit tiretiminde verimliligi etkileyen iki 6nemli parametre mevcuttur
(Hustede vd., 1989; Ramachandran vd., 2006). Bunlar kiiltir ortaminin pH’s1 ve
kullanilabilir oksijen miktaridir. Glukonik asit iretimi, oksidasyonu saglayan GO
enziminin etkinligine dogrudan baglidir. Reaksiyon sonucu asidik iiriin artig1 gerceklesir ve
notralize edici madde ilavesi ile ortam notralize edilir. Aksi halde asitligin artmasiyla
glukonik asit tretimi igin gerekli olan glukoz oksidaz enzimi inaktif hale gelerek
oksidasyon mekanizmasi bloke olur. Uygulamaya bagl olarak, fermantasyon ortaminda
notralizasyon islemi sodyum hidroksit veya kalsiyum karbonat ilavesiyle saglanir
(Ramachandran vd., 2006; Znad vd., 2004). Boylece sodyum glukonat veya kalsiyum
glukonat iiretimi gerceklesir. Buna karsin mikroorganizmanin biiylime ortamina % 4-5

oraninda CaCOs ilavesinin glukoz oksidaz aktivitesini indiikledigi de bilinmektedir.

Mantarlarla glukonik asit tiretimi, yliksek miktarda ¢oziinmiis oksijen gereksinimi

duyulan aerobik bir fermantasyon prosesidir (Gibson vd., 1964; Reuss vd., 1986;
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Ramachandran vd., 2006). Oksijen gradyen konsantrasyonu ve hacimsel oksijen transfer
katsayis1 ortamdaki oksijenin kullanilabilirligini izlemek i¢in Onemlidir. Bu faktorler
gazdan sulu faza gegen oksijen transfer oranini etkiler. Mantar biiylimesi sirasinda, yetersiz
oksijen kaynag1 nedeniyle oksijen dagilimi esit olmaz. Oksijen ihtiyact hem funguslarin
gelisimi i¢in hem de glukozun glukonik aside biyodoéniisiimii i¢in 6nem arz etmektedir.
Glukonik asit iiretimi, asir1 oksijen tiiketen bir biyodoniisiim prosesi olarak bilinmektedir.
Literatiirde saf oksijen kullanimina yonelik c¢alismalarda, yiiksek verim elde edildigi
belirtilmekle birlikte hem hiicre kayiplar1 hem de maliyet agisindan sorunlar olusturabildigi
de ifade edilmistir (Ikeda vd., 2006).

Bir flavoprotein olan GO enzimi hiicre duvarinda ve ekstraselliller sivida yer
almakla birlikte %16-25 karbonhidrat kiitle yiizdesine sahiptir (Pazur vd., 1964; Swoboda
vd., 1965). Enzim ilk kez Miiller tarafindan meyve suyundan Penicillium glaucum ile
tiretilerek izole edilmistir (Miiller, 1928). Enzimin ilk kristalizasyon ¢alismasi ise Kusai
vd. (1960) tarafindan P. amagasakiense susu kullanilarak gergeklestirilmistir. A. niger’da
bulunan glukoz oksidaz enzimi, disiilfid baglariyla kovalent olarak baglanan iki ayni
polipeptid zincir alt biriminden (80,000 Da) olustugu bilinmektedir (Malley vd., 1972). Her
alt birim 1 mol Fe ve 1 mol FAD igermesinin yani sira molekiiliin yaklasik % 74’0
protein,% 16’s1 notr seker ve % 2’si amino sekerlerden meydana gelmektedir (Tsuge vd.,
1975). A. niger i¢in glukoz oksidazin aktif oldugu pH araligi 4 ile 7 olmakla birlikte
optimum oldugu deger 5,5 dir (Bright vd., 1969).

A. niger susunun tim karbon kaynaklar1 igerisinde iretim yetenegine
baktigimizda, glukoz oksidaz enziminin sadece iki karbon kaynaginda (glukoz ve siikroz)
onemli seviyelerde iiretiminin gergeklestigi bilinmektedir (Hatzinikolaou ve Macris 1995).
Glukozun (saf halde veya mikroorganizma igerisindeki invertaz enzimi ile siikroz
hidrolizinin bir triinii olarak) glukoz oksidaz geninin temel bir uyaricist oldugu
sOylenebilir.

Glukoz oksidaz enzimi hidrojen peroksit yardimiyla glukozun karboksil
grubundan iki hidrojen atomunu oksijene transfer eder. Glukonik asit, laktonun dogal
yollarla ya da laktonun katalitik hidrolize ugramasi sonucu olusur. Lakton nétral ve alkali
pH’larda dogal yollarla hidrolize olur. A¢iga ¢ikan hidrojen peroksit, katalaz enzimi
aktivitesi ile su ve oksijene doniisiir. Sekil 2.5’da A.niger’ dan glukonik asit tiretimi yolagi

gosterilmistir.
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FAD
Hiicre Dist Ortam — /_.F ADH, @
/ h-":":lf"_‘H:DQ = H,0+ 120:' Hz@
i \
D-Glukoz D-Glukono-lakton D-Ghlukonat
\ A
M M0y K0+ 20,
Y yr——-> -m-'“'------.--------------.-qm--
. . FAD
Sitoplazmik T FADH,
Membran

TrsTev liverwrresressrerrr e T srTs T s s s s rrssss v s v s s e s el v wew

= 6-Fosfo-glikono-lakton

D-Ghakoz D-Glukoz-6 P
Sitopl |ATP NADP@ADPH H,0

Pentoz Fosfat

Yolag

ﬁiGhlkOﬂﬁt

G-Fosfo-ghlkona‘F W
NADF | ADP ATP

/)
NADFH )/

co,

-~ D-Riboz ‘Vﬁ D-Ribuloz-5-P

Sekil 2.5. A. niger ile glukozdan glukonik asit iiretim yolagi (Rodriguez vd.,2016c)
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A.niger tarafindan iretilen katalaz ve GO enzimlerine ekstraseliiler olarak FAD
eslik etmektedir ve neredeyse glukozun tamamini glukonik aside donistiiriir. FAD’a
hidrojen transfer edilirken, B-D-glukozu GO enzimi tarafindan glukono-1,5-laktona
katalitik olarak oksitlenir. Elde edilen FADH: hidrojen peroksit olusturmak i¢in hidrojen

ve oksijen iletimi ile yeniden FAD‘a doniistiiriiliir.

Fungal biiyiime ve GA olusumu arasinda bir lineerlik olmadigi igin, siirekli
prosesler GA fiiretimi igin elverisli degildir. Bu amacgla A. niger igeren endiistriyel
proseslerde kesikli sistemler kullanilir (Rodrigueza vd., 2016¢). Genellikle fermantasyon
ortami yiikksek miktarda glukoz (100-250 g/L) ve eser miktarda da azot kaynagi
icermektedir (>20mM N/P). Reaksiyon sonucu asidik iiriin artist gerceklestigi icin
notralize edici madde ilavesi ile ortam nétralize edilir (Znad vd., 2004; Ramachandran vd.,
2006).

A.niger; glukoz oksidaz, mutarotaz ve katalaz enzimleri disinda, sakkarozun
glukoz ve fruktoza hidrolize olmasini saglayan invertaz enzimini de icermektedir (Peberdy,
1993; James vd., 1996; Vargas vd., 2004). Genel olarak mantarlarda invertaz, intraseliiler
ve ekstraseliiler olarak bulunmaktadir. A. niger' da bu enzimin birden fazla formunun var
oldugu ve yaklasik % 40-60’1min intraseliiler formda oldugu bilinmektedir (Vainstein ve
Peberdy, 1991; Peberdy, 1993).

Bakteriler ile Glukonik Asit Uretimi

Bakteriler ile glukonik asit iiretimine dair bir¢ok caligma literatiirde yer almakla
birlikte bunlarin pek azi bilyiik 6lgekte endiistriyel amagla kullanilmaktadir. Bakteriyel
glukonik asit iiretimine dair yapilan ilk patent ¢alismalar1 Verhave (1930), Currie ve Carter
(1933) gibi arastirmacilar tarafindan gergeklestirilen Gluconobacter oxydans (Acetobacter
suboxydans) susunun kullanildigi fermantasyon ¢alismalaridir. Currie ve Finaly (1993)
derin fermantasyon ile bakteriyel GA iiretimine dair ilk patenti almiglardir. Biitiin bu patent
caligmalari, endiistriyel 6lgekte optimum bakteriyel glukonat iiretimi i¢in yiiksek glukoz
konsantrasyonu, diisik pH degerleri ve yiiksek oksijen konsantrasyonlarina ihtiyag

oldugunu vurgulamistir.

Bakterilerde de funguslarda oldugu gibi glukoz oksidasyonu biiyiik 6l¢iide ortam
pH’sina baglhidir (Velizarov vd., 1998; Olijve vd., 1979). Funguslarin aksine bakteriyel

tiretimde ortam pH’sinin asidik olmasi istenir. Endistriyel iiretimlerde pH 3,5-4,0
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degerlerinde glukozdan 5-KGA’ya donilisimiin daha yiiksek oldugu (yaklasik %87)
bilinmektedir (Ano vd., 2011). Glukoz konsantrasyonu 15mM’n istiinde ve pH degeri
3,5’in altinda keto-asitlerin olusumu ise baskilanir. (Olijve vd., 1979; Roehr vd., 1996).

Optimal endiistriyel kosullar altinda, G. oxydans’in pH, glukoz konsantrasyonu ve
havalandirma derecesine belirgin derecede bagli olarak, GA verimlerinin ortalama % 75-
80 arasinda oldugunu bilinmektedir (Ramachandran vd., 2017). Buna ragmen
oksoglukonik asitlere yol agan ikincil reaksiyonlar olusturmasi nedeniyle, bakteriyel
glukonik asidin endiistriyel 6lgekteki liretim basarist sinirlidir (Ramachandran vd.2006).
Gluconobacter suboxydans fermantasyonu, Aspergillus niger ile glukonik asit {iretimine
gore oksijene daha fazla gereksinim duyar. Fakat G. oxydans 621H (DSM 2343) susunun
biiyiime olmayan kosullar altinda bile yiiksek oksidatif aktiviteye sahip olmasindan dolay1
endiistriyel tiretimlerde kullanimi i¢in uygun oldugu sdylenebilir (Olijve vd.,1979; Sievers
vd., 2005).

Mantarlarin aksine, bakterilerde glukonik asit iiretimi glukozu okside eden GDH
enzimi aracilig1 ile gergeklestirilir. Prostetik bir grup olan pirolo kinolin kinon (PQQ) ile
birlikte GDH sitoplazmik membranin yilizeyinde yer alir. Bazi Gluconobacter suslar
glukonatlar1 keto-asitlere metabolize ederek, oksidatif prosesi daimi kilar. Flavoprotein
olan glukonat dehidrogenaz enzimi (GADH) araciligi ile GA, 2-ketoglukonik aside (2-
KGA) dontigiir. Doniisiim mekanizmast Sekil 2.6’da verilmigtir. Son olarak 2,5-diketo
glukonik asit (2,5-DKG), 2-ketoglukonat dehidrogenaz (2KGDH) enzimi ile elde edilir. Bu
enzim sitoplazmada yer alan NADP-bagli bir proteindir (Klasen vd., 1995). Glukozun
intraseliiler oksidasyonu NAPH+ bagli ¢oziinebilir dehidrogenazlar (GDH, GADH)
tarafindan Katalizlenir. Gluconobacter’de glukonik asit {iiretim yolagi Sekil 2.7’de

verilmistir.

Bakteriyel GDH genellikle periplazmik membranin dis yiizeyinde yer alir. Glukoz
dehidrogenaz enzimi, PQQ varligina bagl olarak glukozu GA okside eder. Escherichia
coli ve Salmonella typhirnurium gibi baz1 organizmalar apo-GDH sentezleyebilirler fakat
enzimin aktif olmasini saglayan PQQ sentezini gergeklestiremezler. Bu ve benzeri
organizmalarda ekstraseliiler PQQ ilavesi, apo-GDH’1n aktif formu olan holo-GDH forma
doniismesini saglar (Ameyama vd., 1986; Hommes vd, 1984; Van Schie vd., 1987).
Klebsiella pneumoniae gibi bazi organizmalar holo-GDH sentezleyebilir (Neijssel vd.,

1983). Bakteriyel GA iiretiminde rol alan PQQ sentezini gerceklestiremeyen bakterilere,
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pgg gen aktarim g¢alismalar1 son yillarda popiiler olan metabolik miihendislik sayesinde

gerceklesmektedir.

Uretilen GA, metabolik olarak pentoz fosfatla katabolize edilir ve reaksiyon
tirtinleri hiicre i¢ine verilir. Ortamda glukoz konsantrasyonu 15 mM'dan daha biiyiik
oldugunda pentoz fosfat baskilanir ve boylece GA birikimi ger¢eklesir (Ramachandran vd.,
2006).

D-glukoz
l Glukoz dehidrogenaz

Ghikonik asit

l Ghukonat dehidrogenaz

2-ketoghkomk asit

X-ketoghikond asit
dehidrogenaz

2.5 diketoghukonik asit

Sekil 2.6. Glukoz dehidrogenaz enzimi ile glukonik asit tiretim basamaklari (Ramachandran vd., 2006)
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Sekil 2.7. Gluconobacter ‘de glukonik asit tiretim yolagi (Rodriguez vd., 2016c)
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2.3. Glukonik Asit Uretiminde Kullanilan Fermantasyon Cesitleri ve Sistemleri

Fermantasyon genel olarak bakteri ya da funguslar gibi mikroorganizmalar
vasitasiyla kompleks substratlarin basit bilesiklere biyolojik olarak doniisiimiidiir. Bu
doniisiim sirasinda alkol, karbondioksit gibi fermantasyon olagan iiriinlerinden baska,
sekonder metabolit olarak adlandirilan antibiyotiklerden biiyiime faktorlerine kadar bir¢ok
ek bilesikler de ortama salinir (Balakrishnan vd., 1996; Machado vd., 2004; Robinson vd.,
2001). Fermantasyon teknikleri ekonomik ve gevresel avantajlarindan dolayr zamanla daha
onem kazanmistir. Bununla birlikte eski teknikler zamanla verimliligi artirmak icin
modifiye edilmistir. Bu siire¢ ayn1 zamanda yeni makinelerin ve proseslerin gelismesini de
saglamistir. Glukozdan glukonik asit iiretimi i¢in fermantasyon prosesleri ekonomik ve
kolay olmasi nedeniyle oldukga tercih edilen yontemlerdir. Literatiir tarandiginda GA ve
glukonatlarin iiretimi i¢in g¢esitli fermantasyon teknik ve sistemlerinin kullanildig

goriilmektedir.

2.3.1. Glukonik Asit Uretiminde Kullamlan Fermantasyon Cesitleri
Kati Hal Fermentasyonu

Kati hal fermantasyon (KHF), serbest sivinin olmadigi veya ¢ok az oldugu
ortamlarda mikroorganizmanin ¢éziinmeyen kat1 bir destek materyal {izerinde bilyiimesinin
gerceklesmesi esasina dayanir (Mitchell vd., 2002; Pandey, 2003). Mikrobiyal biiylimenin
gereklesmesi i¢in ortamda yeteri miktarda nem olmasi gerekmektedir (Pandey, 2003). Kati
hal fermantasyonun daha az nem igerigi gerektiren funguslar gibi mikroorganizmalarin
kullanildig1 caligsmalar icin oldukg¢a ideal oldugu, buna karsin bakteriler gibi yiiksek su
aktivitesine gereksinim duyan mikroorganizmalarin bulundugu galismalarda bu yontemin

kullaniminin uygun olmadig: bilinmektedir (Babu ve Satyanarayana, 1996).

KHF yaygin olarak endiistriyel enzimlerde ve organik asit {iretimlerinde
kullanilmaktadir (Ramachandran vd., 2005; Pandey vd., 2000; Pandey, 1992). Kati destek
materyali olarak; limon kabugu, bugday kepegi (El-Bendary vd., 2008; Kagliwa vd.,
2009), portakal kabugu, elma ezmesi, fistik kabugu, (Orzua vd., 2009), bugday samani
(Dinis vd., 2009), piring saman1 (Yu vd., 2009; Huang vd., 2009), kahve posasi (Orozco
vd., 2008) gibi malzemelerin kullanildig1 bilinmektedir.
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KHF proses degiskenleri; havalandirma, pH, sicaklik, inokiiliim miktari, su
aktivitesi, nem igerigi, biiyiime ortamina ilaveler, KHF ortaminin sterilizasyonu ve ortam
malzemeleri olarak tanimlanabilir (Nigam ve Pandey, 2009). Kat1 hal fermantasyonda,
diisiik su hacminin kullanilmasinin yani sira, fermantor boyutunun kii¢iikliigii, az miktarda
karistirma ve sterilizasyon maliyetlerinin disiikliigii gibi faktorlerin proses maliyeti

tizerine biiyiik bir etkisinin oldugu séylenebilir (Holker vd., 2005; Nigam, 2009).

Fermantasyon proseslerinde kati hal fermantasyon ve derin fermantasyon en ¢ok
calisma yapilan fermantasyon sekilleri olup, yapilan ¢alismalar sonucunda kati hal
fermantasyonunun yiiksek verim sagladig1 ve derin fermantasyona gore isletme yatirimi ve
isletme maliyetinin diisiik olmast gibi bazi istiinliiklere sahip oldugu i¢in tercih edildigi
belirtilmektedir. Tarimsal ve endiistriyel atiklarin substrat olarak kullanildigi bu prosesin
enzim ve organik asit iiretiminde siklikla tercih edildigi bilinmektedir (Ramachandran vd.,
2006; Pandey vd., 2000; Pandey vd., 1992). Daha kii¢iik reaktor ile ayni miktarda
substratin varhg: igin kullanilabilir olmasi, kiiltiir ortamlarinin oldukg¢a basit ve
substratlarin genellikle mikroorganizma biiyiimesi i¢in gerekli besinleri igermesi gibi
ozellikleri nedeniyle derin fermantasyona gore daha avantajlidir. Buna karsin kati hal
fermantasyon, sadece disiik nem seviyelerinde biiyiiyebilen mikroorganizmalarin
kullanilabilir olmasi, genellikle substratlara bir 6n iglem uygulanmasi (fiziksel, kimyasal,
enzimatik hidroliz, 6giitme ile boyutlarin ayarlanmasi, buhar ile muamele vb.), yiiksek
inokiilum hacimlerine ihtiyag duyulmasi ve istenmeyen funguslar tarafindan
kontaminasyon riskinin olmasi gibi baz1 dezavantajlara sahiptir (Perez-Guerra vd., 2003).
Kat1 hal fermantasyon ile biiyiik 6lgeklerde oksijen ve kiitle transferindeki zorluklar

asmaya yonelik reaktor tasarimi son yillarda iizerinde ¢alisma yapilan konular arasindadir.
Yari Kat Hal Fermantasyon

Kati hal fermantasyonun sahip oldugu dezavantajlar goz Oniine alindiginda
fermantasyon ortaminda besin bulunabilirligini artirmak ve fermantasyon kontroliinii
kolaylastirmak i¢in ortamdaki serbest sivi igerigi artirilmistir. Bu tip fermantasyon yar1 kati
hal fermantasyon olarak adlandirilir (Rodriguez-Couto, 2012; Economou vd., 2010). Bu tip
fermantasyonda mikroorganizmanin biiylimesi kati hal fermantasyona gore daha kolaydr.
Derin fermantasyon prosesleriyle karsilastirildiginda tiretim maliyetlerinin ¢cok daha diigiik
olmasimin yani sira liretim veriminin daha fazla olabilecegi bilinmektedir (Machado vd.,
2013). Trametes pubescens ile lakkaz enzim iiretiminin incelendigi bir ¢alismada {iretim
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maliyetlerinin derin fermantasyona gore 50 kat daha diisiik oldugu belirtilmistir (Osmaa
vd., 2011).

Derin Fermantasyon

Daldirilmis  kosullar altinda mikroorganizmalar kullanilarak yapilan rutin
fermantasyon islemleri, GA iretimi i¢in derin fermantasyon prosesinin gelismesine yol
acmistir. Bu proseste mikroorganizma tamamen sivi bir ortamda biiylimektedir. Derin
fermantasyonda ortam genellikle melas ya da besiyeri gibi substratlardan olusmakla
birlikte biyoaktif bilesenlerin fermantasyon ortamina salinmasi esasina dayanir. Kati hal
fermantasyonla kiyaslandiginda substratlar daha hizli tiiketilir. Bu yiizden siirekli olarak
ortama besin maddelerinin eklenmesi ya da degistirilmesi gerekir (Subramaniyam vd.,
2012). Derin fermantasyonun rekombinant mikorganizmalarin kullanimi i¢in uygun olmasi
ve biiyiik olgekli sistemlere uyarlanabilir olmasi nedeni ile endiistriyel uygulamalarda
oldukca sik kullanilmaktadir (Subramaniyam vd., 2012). Endistriyel enzim iiretimin
yaklasik %75’inin derin fermantasyon ile yapildigi bilinmektedir. Yiiksek nem ihtiyaci
olan bazi mikroorganizmalar i¢in olduk¢a uygun bir yontem olmasina ragmen yliksek
enerji tiiketimi, bakim masraflar1 ve siirekli eklenen nétralize ajanlart bu yontemi zorlu
kilar. Ilave edilen nétralize ajanlar fermantasyonun verimli calismasim tehlikeye atar. Bu
nedenlerden dolay1 derin fermantasyona alternatif yontemler aranmistir (Singh ve Kumar,

2007).
Immobilize Hiicre Fermantasyonu

Immobilizasyon teknolojisi, organik asitlere karbonhidratlarin hizli bir sekilde
dontistimiinti gergeklestirmede yliksek hiicre yogunluklari elde etmede cazip bir yontemdir
(Vasillev ve Vasilleva, 1992; Vasillev vd., 1993; Sankpal ve Kulkarni, 2002).
Mikroorganizmalarin kullanildigi endiistriyel prosesler fermantasyon ortaminda bulunan
hiicrelerin kullanilmas: esasina dayanir. Polimerik aglarda fiziksel olarak immobilizasyon,
onceden olusturulmus bir tasiyiciya baglanma veya adsorpsiyon, membran tutma,
mikrokapstilleme gibi ¢esitli metotlar mevcuttur. Bu tekniklerin amaci, biyoreaktor
igerisindeki Yyiiksek hiicre konsantrasyonunu kaybetmemek ya da hiicreleri dis ortamdan

gelecek zararlara kars1 korumaktir.
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Istenen bilesiklerin biyoteknolojik fermantasyonu, genel olarak fermantasyon
ortamindaki canli mikrobiyal hiicre yogunluguna baglidir (Singh ve Kumar, 2007). Buna
ek olarak, serbest hiicrelerle gergeklestirilen siirekli fermantasyon hiicre 6liimleri ve hiicre
lizizleri tarafindan olumsuz etkilenir. Bu yiizden immobilize sistemler genellikle
kemostatik ortam sartlarinda ¢alistirilmak i¢in uygundur. Bu teknikte biyokiitle, destek
materyali {izerine immobilize edilebilecegi gibi baz1 durumlarda da kiiltiirden izole edilen

enzimler immobilize edilir.

2.3.2. Glukonik Asit Uretiminde Kullamlan Fermantasyon Sistemleri

Glukonik asit tiretiminin kesikli, yar1 kesikli ve siirekli sistemler kullanilarak
genellikle hava kaldirmali reaktérler ve karistirmali reaktorlerde gerceklestigi
bilinmektedir. Hava beslemesi, pH kontrolii ve 1s1 kontrolii ile donatilmis bir fermantor,
A.niger ya da Gluconobacter oxydan gibi bazi mikroorganizmalar ile endiistriyel boyutta
glukonik asit tiretimi amaciyla kullanilir (Anastassiadis vd., 1999). Sekil 2.8’de kesikli,

stirekli ve yar1 kesikli sistemler gosterilmistir.
Kesikli Sistem

Kesikli sistemlerde fermantasyon ortami hazirlanir ve mikroorganizma ortama
astlanir. Sistemin pH, sicaklik ve diger degerleri ayarlandiktan sonra ortama yeni substrat
veya mikroorganizma ilavesi gergeklesmez. Proses sirasinda giris ve ¢ikis akisi
gerceklesmemektedir (Enfors vd., 2000). Fermantasyon, ortamdaki besin elementleri
tilkeninceye kadar veya cevresel kosullarda gozlemlenen degisikliklere gore sonlandirilir.
Kesikli sistemler nonlineer 6zellikler gosterme egilimindedirler. Yiiksek iscilik maliyeti
gerektirmesiyle birlikte zamanin bir kismu sterilizasyon ve mikroorganizmanin biiylimesi
gibi isler ile bosa ge¢mektedir. Buna karsin her seyin steril olmasi nedeniyle oldukc¢a
giivenlidir. Mikroorganizma ve ortam kontaminasyon riskinin ¢ok diisiikk olmasi ve

substratin tamaminin iiriine dontisme ihtimali gibi avantajlara sahiptir.
Yart kesikli Sistem

Yar1 kesikli sistemlerde, proses sirasinda reaktdrden higbir ¢ikis saglanmaz. Bu
sistem konsantrasyon ile reaksiyon hizini kontrol etmek amaciyla substrat bilesenlerinin

ortama eklenmesi esasina dayanir. Fermantorler kesikli ve siirekli sistemlerin avantajlarin
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birlikte tasidig1 i¢in endiistride yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Enfors vd., 2000). Sekil
2.9’da goriildigi gibi proses baslangicta kesikli olarak bagslar ve besin elementleri
tilkkenmeye baglayinca substrat, fermantasyon sirasinda belirli zaman araliklariyla ortama
ilave edilir. Giris substrat beslemesi seyreltmeyi minimize etmek amaciyla miimkiin

oldugunca konsantre olmalidir.

Besleme Uriin Besleme
A 4 A 4
Kesikli Sistem Sirekli Sistem Yar kesikh

Sekil 2.8. Fermantasyon Sistemleri
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Sekil. 2.9. Yar1 kesikli prosesde zamana bagli biyokiitle konsantrasyon degismi (Enfors vd., 2000)
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Yar kesikli prosesler, substrat besleme hizi sayesinde hem reaksiyon hizin1 hem
de metabolik reaksiyonlart kontrol etme avantajina sahiptir. Oksijen transferinin ve

sogutmanin neden oldugu sinirlamalar, reaksiyon oraninin kontrol edilmesi ile 6nlenebilir

(Enfors vd., 2000).

Stirekli fermantasyonda anahtar degiskenler sabit tutulurken, yar1 kesikli
fermantasyon tekniginde proses ilerledik¢e hemen hemen her 6nemli degisken degisim
gostermektedir. En iyi biiylime kosullarin1 saglamak amaciyla pH ve sicaklik seviyeleri
genellikle bu sistemlerde sabit tutulur (Gregersen vd., 1999). Fermantasyon sistemleri,
calisma kosullarindaki anormal degisikliklere karsi c¢ok hassastir. Fermentasyonun
performansi, sistemin sorunsuz ¢aligabilmesine baglidir (Lennox vd., 2000). Boylelikle

sistemin performansi ve iiriin verimi daha yiiksek olacaktir (Lennox vd., 2001).

Yart kesikli proseslerde farkli substrat sinirlamalart kullamlabilir. Ornegin azot,
fosfat ya da seker kaynaklarinin biiyiime hizin1 baskilamak i¢in kullanildigi bilinmektedir.
Eger reaksiyonun hizi kontrol altina alinmaz ve hiicreler katlanarak biiyiimeye devam
ederse, reaksiyon oksijen veya 1st ile smirlandirilmis olacaktir. Yari kesikli oldugu
proseslerde metabolizma kontrolii, antibiyotikler gibi sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in
de kullanilir. Hiicre biiylimesinin kontrol altina alinmamasi durumunda antibiyotik sentezi

baskilanacaktir (Enfors vd., 2000).

Siirekli Sistem

Bu sistemlerde hem giris hem de ¢ikis akimi bulunmasinin yani sira ortam hacmi
sabit tutulur (Enfors vd.,2000). Steril besin biyoreaktore ilave edilirken, esit miktarda iiriin
ve onunla birlikte mikroorganizma sistemden alnir. Uriiniin alim1 sirasinda kaybedilen
mikroorganizmalar, reaktordeki hiicre boliinmesiyle dengelenir. Stirekli sistemlerde ytliksek
maya konsantrasyonu ve karistirma oldugu i¢in kesikli sisteme kiyasla fermantasyon daha
hizli gergeklesir. Kontrol ve test edilecek tek bir fermantasyon sistemi olmasi nedeniyle
is¢ilik ve yatirnrm maliyetleri diisiiktiir. Bunun yan1 sira mikrobiyolojik safligin korunmasi
oldukca giictiir. Stirekli sistemler glukonik asit ve tuzlariin sanayi iiretimi i¢in alternatif
bir uygulama olarak gortilmektedir. Sitrik asit ve glukonik asit iiretiminde siirekli
fermantasyon islemlerinin gelistirilmesi, geleneksel siirekli olmayan islemlere gore bir ¢ok

avantaj gostermistir (Anastassiadis vd., 1999-2001).
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2.4. Glukonik Asit Fermantasyon Prosesinin Degerlendirilmesi

Tiim fermantasyon proseslerinde oldugu gibi glukonik asit fermantasyonu i¢in de
temel besin maddelerinin varligi, substrat konsantrasyonu, iz elementler, ¢6zlinmiis oksijen
miktari, pH ve sicaklik proses {izerine etkili olan en Onemli parametreler olarak
degerlendirilebilir. Bu boliimde bu parametrelerin glukonik asit fermantasyonuna etkileri

hakkinda bilgiler verilecektir.

2.4.1. Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Herhangi bir fermantasyon endiistrisinin diizenli ¢alismasi, biiyiik 6l¢lide tiretim
maliyetine baghdir ve bu da hammadde se¢imi ile iligkilidir. % 10-15 konsantrasyondaki
glukoz, (ya glukoz monohidrat kristalleri ya da fruktoz / dekstroz surubu bigiminde) % 90-
95 verim ile glukonik asit iiretimi i¢in ana karbon kaynagi oldugu bilinmektedir. Baslangig¢
glukoz konsantrasyonu glukonik asidin mikrobiyal biiyiimesi ve iiretimi ig¢in oldukca
Oonemli bir parametredir. Yiiksek glukoz konsantrasyonunun bakteriyel glukonik asit
tiretimi icin inhibe edici Ozelligi oldugu bilinmektedir. Kesikli proseslerde baslangic
glukoz konsantrasyonun 20-400 g/L oldugu bir ¢alismada A. pullulans i¢in glukonik asit
iiretiminde optimum konsantrasyonun 150 g/L oldugu belirtilmistir (Anastassiadis vd.,

1999).

Ayrica yapilmis birka¢ caligma fermantasyon ortamindaki yiiksek glukoz
konsantrasyonlarininn glukoz oksidaz enzimini indiikledigini gostermektedir (Petruccioli

ve Federica, 1993; El- Enshasy, 2003).

2.4.2. iz Elementlerin Etkisi

Farkli substratlarin kullanilmasi sonucu mikroorganizmalarin gelisimi agisindan
thtiya¢ duyulan bir takim inorganik birlesikler vardir. Bu nedenle, inorganik bilesenlerin

dengelenmesi, GA iiretimi i¢in ortam hazirlamada énemlidir.

Demir, manganez, magnezyum gibi eser elementlerin uygun konsantrasyonlari,
ortamdaki azot konsantrasyonunun bir fonksiyonudur. Ortamdaki 3 g/L NH4CI’ ¢ karsilik,

demir, manganez ve magnezyum miktarlart 0,5 mM ile 3 mM arasinda (demir iyonu), 2,5
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ile 5 mM arasinda (manganez iyonu igin) ve son olarak 1 mM ile 2 mM arasinda

(magnezyun iyonu) olmasi gerektigi belirtilmistir (Anastassiadis vd., 1999).

Her mikroorganizma fermantasyon ortamina sahip oldugu o6zellikler temelinde
uyum saglar. Fermantasyon reaksiyonu i¢in gerekli olan birka¢ temel besin vardir.

Magnezyum, potasyum ve fosfat tuzlarinin varligi A.niger ile olan iiretimlerde gereklidir.

A. pullulans susu ile glukonik asit iiretimi i¢in, yaklasik 3 g/L NH4CI igeren bir
azot konsantrasyonu ve 1 mM ve 2 mM (magnezyum iyonlar1) arasinda degisen
magnezyum iyon konsantrasyonu ile ekonomik bir glukonik asit iiretimi gergeklestirildigi
bilinmektedir (Anastassiadis vd., 1999). Ortamdaki metal iyon konsantrasyonuna ek
olarak, fosfat konsantrasyonu da olduk¢a 6nemlidir. Her mikroorganizma fermantasyon
ortamina sahip oldugu 6zellikler temelinde uyum saglar. Fermantasyon reaksiyonu i¢in
gerekli olan birka¢ temel besin vardir. Magnezyum, potasyum ve fosfat tuzlarinin varlhig

A.niger ile olan tiretimlerde gereklidir.

Besin ortam1 ayn1 zamanda, ¢inko, kobalt, bakir, kalsiyum, iyot, klor, borik asit,
siilfat ve molibden iyonlarnin yani sira tiamin, biyotin, pantotenat ve nikotinik asit ve

piridoksin gibi vitaminleri de igermelidir (Anastassiadis vd.,1999).

2.4.3. Oksijenin Etkisi

Oksijen kaynag1 mikroorganizmalar i¢in 6nemli bir parametredir. Oksijen, glukoz
oksidaz-katalaz enzim kompleksinin substratidir ve fungal glukonik asit iiretim i¢in en
onemli parametre olarak literatiirde yer almaktadir. (Hartmeier ve Doppner, 1983; Moresi
vd., 1991) Biitiin aerobik organizma hiicrelerinde var olan katalaz enzimi tarafindan suya
ve oksijene bozunan yan {irlin olan hidrojen peroksit ve FADH, formlari, glukozun
oksidasyonu sonucu glukonolakton araciligiyla glukonik asit eldesini gergeklestirmek

amaciyla direk elektron alicist olarak molekiiler oksijeni kullanr.

Oksijen kaynagi ile baglantili problemler, 6zellikle viskoz fermantasyon besi
yerlerinde ve yiiksek oksijen tiiketimine sahip, ¢ok miktarda hiicre igeren kiiltiirlerde
ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Bu problemler farkli yollar ile ¢oziilebilir. Basitge, yiiksek
calkalama hiz1 bu problemleri ortadan kaldirmak i¢in yeterlidir. Calkalama hizinin artmasi

besi yerinde olusan hava kabarciklarinin daha kii¢iik hava kabarciklarina doniismesi ile gaz
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ve sivi arasinda ki ara yliziin artmasia neden olarak havalandirma verimliligini artirir.
Karigtirma hizinin artmast ile glukoz oksidaz {iretiminin arttigi bazi ¢aligmalarla
bildirilmistir (Zetelaki ve Vas, 1968). Glukoz oksidaz enzim aktivitesinin artmasi
neticesinde glukonik asit iiretimi de artacaktir. Hava besleme hizindaki artisla glukonik asit

tiretim hizinin 6nemli dlglide arttigi bilinmektedir ( Zhang vd., 2016; Dronovat vd., 1995).

Havalandirmanin ana kaynagi olarak atmosferik havadan alinan O2’nin
kullanilmasinin yani sira saf oksijen, hidrojen peroksit ve yiiksek basincin alternatif olarak
uygulandigr durumlar da mevcuttur. Saf oksijen beslenerek glukonik asit tiretim hizinin
hava beslemesine gore 4 kat daha hizli artmasinin yani sira (Ikeda vd., 2006) biiyiime
hizinin da yaklagsik 1,5 kat arttigi bilinmektedir (Bankar vd., 2009).

A.niger icin optimal glukonik asit iiretiminde %90°dan fazla hava doygunlugunun
olmasi gerektigi bilinmektedir (Rehm, 1980).

2.4.4. pH’min Etkisi

Ortam pH’s1, glukonik asit fermantasyonunun yiiriitiilebilmesi i¢in 6nemli olan
etmenlerden biridir. A. niger nétr ortamlarda sitrik asit, glukonik asit ve oksalik asit gibi
hafif asitlerin tiretimini gergeklestirebilir. pH 3,5’in altinda TCA gemberi aktif hale gelir ve
sitrik asit liretimi tetiklenir. Fungal glukonik asit tiretimi i¢in gerekli olan glukoz oksidaz
enzimi yalnizca notr pH degerinde aktiftir. A. niger ile maksimum glukonik asit {iretimi
icin ortam pH’s1t 5,5 olarak verilmistir (Znad vd., 2004). Franke (1963) yaptigi bir
calismada glukoz oksidaz enziminin farklt pH ortamlarindaki aktivitesini incelemistir.
Yaptig1 ¢calismada pH 2 ve 3 i¢in sirstyla % 5 ve % 35 enzim aktivitesi oldugu belirtilirken,
pH 5,6’da % 100 enzim aktivitesi gozlendigi ifade edilmektedir.

Genellikle noétralize edici madde olarak fermantasyon ortamina, kalsiyum
karbonat veya sodyum karbonat eklenir ve bu durumda glukonik asidin g¢ogunlugu
glukonat forma doniisiir. Dikkat edilmesi gereken nokta, kalsiyum glukonatin (30 °C 'de %
4) ve sodyum glukonatin sudaki ¢6ziiniirligiidiir (30 °C’de 36 g/L). CaCO3’in olmadigi
duruma goére, CaCOs varliginda A. niger miseli igerisinde glukoz oksidaz enziminin

birikimi ger¢eklesmektedir (Hatzinikolaou ve Macris, 1995; Rogalski vd., 1988).
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2.4.5. Sicakhgin Etkisi
Mikroorganizmanin i¢ sicakliginin ortam sicakligina es olmasi gerektigi
bilinmektedir. Mikrobiyal aktivitenin g¢evre sicakligina karsi olduk¢a hassas oldugu

bilinmektedir.

A. niger, Penicillium janthinellum, P. luteum, P. purpurogenum, Z. mobilis gibi
mikroorganizmalarin kullanildig1 fungal proseslerde, uygun sicakligin 24-32 °C, o6zellikle
29-30 °C’nin ideal sicaklik oldugu literatiirde belirtilmistir (Anastassiadis, vd., 1999;
Scopes vd., 1988). Optimum sicaklikta yiiksek GA iiretiminin gerceklesmesi, ortamdaki

enzim aktivitesinin artmasi ve enzim salgilanmasi ile agiklanabilir.

2.5. Fermantasyon Ortamindan Glukonik Asitin Kazanimi

Ham fermantasyon ¢ozeltilerinden elde edilen glukonik asit, ¢oklu saflastirma
basamaklarma tabi tutulur. Biyokiitlenin uzaklastirilmasi (filtrasyon), aktif karbon
muamelesi (dekolorizayon), buharlastirma (konsantre etme), kristalizasyon (saflastirma)
islemleriyle yiiksek saflikta glukonik asit eldesi miimkiindiir (Anastassiadis ve Morgunov,
2007).

Esasen bu basamaklar1 ikiye ayirabiliriz. Ilk adimda biyokiitlenin ortamdan
uzaklagtirilmasi saglanir. Bu adimda biyokiitlenin ortamdan uzaklastirilma islemi ¢apraz
akisli  mikrofiltrasyon teknigi ile gergeklestirilir.  Filtrede kalan biyokiitle,
mikroorganizmanin 6lmesi i¢in buhar verilerek veya 1sitilarak temizlenmelidir. Diger adim
ise s1v1 ortamdan glukonik asit kazanilmasidir. Filtrasyon islemi sonrasinda iyon degistirici
kolonlar kullanilir. Nihai iiriiniin kalitesini diigiiren inorganik maddeler ortamdan anyon ve
katyon degistirici regineler vasitasiyla uzaklastirilir. Daha sonra glukonik asit igeren ¢ozelti
vakum altinda buharlagsmaya tabi tutularak konsantre glukonik asit elde edilir. Nihai iiriin
olarak elde edilen glukonik asit nétralizasyon, kristalizasyon, filtrasyon, santrifiij ve
kurutma gibi basamaklardan gecerek gerekli metallerin de ilavesiyle farkli glukonatlar elde

edilir.

Giliniimiizde, sodyum glukonat glukonik asidin esas imal seklidir. Serbest
glukonik asidin iyon degistiriciler yardimiyla sodyum tuzundan hazirlandigi bilinmektedir.
(Kubicek vd., 2010) Sodyum glukonat, pH'm 7,5'e yiikseltilmesi ile % 45’e (agirlik/

hacim) ¢ozelti konsantre edildikten sonra ¢okeltilir. Katyon degistirici ve elektrodiyaliz ile
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sodyum tuzlarindan glukonik asit eldesi gerceklestirilir. Daha sonra gii¢lii bir anyon

degistirici recine kullanilarak glukonatin adsorplanmasi saglanir (Hustede vd., 1989).

Bunun yani1 sira Glukona-1,5 lakton 36 °C ve 57 °C’de doygun sulu glukonik asit
¢ozeltisinden Kristalize edilebilir. Kristalizasyon islemi 2 basamakta gergeklestirilir, birinci
adimda doygun glukonik asit ¢ozeltisi 65-75 °C ye kadar 1sitilarak kristalin siispansiyonu
(% 3-10 kristalin materyali) saglanir, ikinci adimda ise kontrollii olarak 40-45 °C ye kadar
sogutma islemi gergeklestirilerek kristalizasyon islemi tamamlanmis olur (Hustede vd.,
1989).
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3. SEKER PANCARI MELASI VE KUSPESI HAKKINDA GENEL BIiLGi

Diinyada 2013/14 pazarlama yili itibariyle sekerin % 80’i kamistan, % 20’si
pancardan tretilmektedir. Diinya seker lretimini yillara gore dagilimi Tablo 3.1°de
verilmistir. Kamis ve pancardan elde edilen sekerler arasinda kalite bakimindan bir
farklilik bulunmadigi bilinmektedir. Tiirkiye’de sakaroz kokenli ve nisasta kdkenli olmak
tizere iki tliir seker dretimi mevcuttur. Sakaroz kokenli olarak pancar sekeri tretimi
yapilirken, nisasta kokenli olarak glukoz surubu, izoglukoz, (yiiksek fruktozlu misir
suruplar1) ve kristal fruktoz iiretimi yapilmaktadir. Ulkemiz pancar sekeri iireten iilkeler
arasinda diinya da dordiincii, Avrupa’da ise Almanya ve Fransa’dan sonra gelen tiiglincii
iilkedir. Seker pancarmin kimyasal icerigi Tablo 3.2°de verilmistir. Uretimin % 70 i Orta
Anadolu bolgesinde gergeklesmektedir. Ulkemiz seker sektdriiniin yillik ekonomik
biytikligii 3 Milyar $ olup, diinya pancar sekeri tretimindeki payi, 2012/13 dénemi
itibariyle % 6'dir (Anonim 4).

Tiirkiye, tarih boyunca cesitli uygarliklara ev sahipligi yapmis bir cografyadir. Bu
uygarliklarda tarimsal faaliyetler, bolgenin iklim cesitliligi nedeniyle ¢esitli alanlarda
yogun bir sekilde yapilmistir. Tarimin Tiirkiye ekonomisindeki dnemi nispeten azalmis
olmakla birlikte, yurt i¢i gida gereksiniminin karsilanmasi, sanayi sektdriine girdi temini,
ithracat ve yarattig1 istthdam olanaklar1 agisindan hala biiyiik 6nem tagimaktadir. Bir donem
tilke tariminda 6nemli bir yere sahip olan seker pancarinin, yurt disindan daha ucuza seker
temin edilmesi nedeniyle tariminin &nemli seviyelerde azaldig1 goriilmektedir. Ote yandan
seker fabrikasyonu sirasinda elde edilen melas ve kiispe gibi yan iiriinlerin fermantasyon
ve yem sanayinin onemli girdileri olmasi nedeniyle, pancar tarimimin iilke ekonomisi

acisindan biiyiik neme sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Tablo 3.1. Diinya Seker Uretimi (Milyon ton) ( Tosun, 2015)

1970’ler 1980’ler 1990’lar 2000’ler 2013/14 2014/15 2014/15

Diinya Uretimi 81,9 101,8 118,4 140,2 171,4 1712 163,9
Pancardan 32,6 37,9 37,4 32,0 33,8 36,4 32,7
Kamstan 49,3 63,9 81,0 108,2 137,6 134,8 131,2
Kams Sekeri Pay1 % 60,2 62,8 68,4 77,2 80,3 78,7 80,1
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Tablo 3.2. Seker Pancarinin Kimyasal Bilesimi (Yasar, 2003)

Bilesen Taze Pancarda, % Kuru Maddede, %
Su 76,5 -
Toplam Kuru Madde 23,5 100
Sakkaroz 16,5 70,2
Pektin 2,5 10,7
Seliiloz 1,2 51
Azotlu maddeler 11 4,6
Madensel maddeler 1,7 7,2
Lipidler 0,1 0,4
Digerleri 0,4 1,8

3.1. Pancardan Seker Uretimi

Ciftciden alinarak fabrikaya sevk edilen pancar, tartimi yapilip toprak firesi
hesaplandiktan sonra silolara bosaltilir. Bosaltma islemi basingli suyla veya mekanik
bosaltma ile gerceklestirilir. Silolarda bulunan pancar, yiizdiirme kanallariyla fabrikaya
sevk edilir. Bu kanallar sayesinde pancar i¢inde bulunan otlar ot tutucuda, taslar ise tas
tutucuda ayrigir. Kismi temizlikten sonra doner kollu yikama teknesinde 10-15 dakika
kadar yikanir. Yikama teknesinin tabaninda bulunan siizge¢ sayesinde kum, ¢amur ve
bulunan yabanci maddelerin temizlenmesi saglanmaktadir. Daha sonra kiyim makinelerine
aliman pancar, hiicre dokusu bozulmadan kiyma islemine tabii tutulur. Kiyilan pancar
tartimi alindiktan sonra haslama {tinitelerine verilir. Burada kule difiizoriinden ¢ekilen
sirkiilasyon serbet ile kiyillan pancarlar isitilarak difiizyon sicakligi olan 70-72 °C’ye
getirilip, pancar hiicrelerinin denatiirasyonu saglanarak seker ¢ikisinin aktif hale getirilmesi
amaclanmaktadir. Haglama teknesinde serbet ile karistirilan pancarlar diflizyon kulesinin
alt siizgecine basilir ve burada ters akim prensibine gore su ile sekerin ekstraksiyonu
gerceklestirilir. Ters akim prensibine gore ¢alisan diflizérde pancar posasi (kiispe) i¢indeki
sekeri ¢ozen sicak su ile prese suyu difiizoriin posa giris tarafindaki siizgecten ham serbet
olarak ¢ikar. Daha sonra birinci kirecleme iinitesine gelen ham serbet, icindeki seker disi
maddelerin kireg siitii ile pH 11 e getirilerek ¢oktiiriilmesi ile siiziiliip ikinci kirecleme
tinitesine girer. Bu tinitede pH 12,6 ya c¢ikarilarak 10-15 dakikalik siire zarfinda bakteri

faaliyetlerini  durdurmak ve serbet igerisindeki invert sekerleri pargalamak
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amaglanmaktadir. Bu iiniteden sonra ham serbet 1. karbonatlama {initesine girer. Yine ters
akim prensibiyle serbet iistten karbondioksit gazi alt kisimdan verilerek, serbet pH 10,8-

11,2 arasinda bu {initeyi terk eder.

Camurlu serbet, dekantdrde yogunluk farki dolayisiyla ¢gamurun dibe ¢okmesi ile
¢oktiriiliir. Daha sonra pompa yardimiyla doner ya da pres filtrelere gonderilen ¢amur,
serbetten ayrilir. Siiziiliip 1sitilan serbet 2. karbonatlama {initesine basilir. Filtre edilen
serbet i¢inde kalan kirecin alinabilmesi i¢in bu {initede, 92-95 °C de filtrelerden siiziilerek
sulu serbet elde edilir. Sulu serbetin koyulastirildigi boliim olan buharlastirma tinitesinde,
kademeli olarak basing diisiiriiliir ve serbetin kaynamasi kolaylasir. Pisirilmeye uygun hale

geldigi i¢in rafineriye yollanir.

Rafineride Ki ilk is % 60-65 kuru maddeli serbetin siiziilmesidir. Bu islem i¢in
basingli filtreler kullanilmaktadir. Stizme islemi sonunda akis tersi yoOniinde hava-su
karisimi verilerek temizlenme islemi gergeklestirilir. Daha sonra seker pisirme {initelerine
gecilir. Pigirim i¢in gerekli olan surup buharlastirilarak asir1 doygun hale gelinceye kadar
koyulastirilir. Asir1 doygun hale gelen suruba pudra sekeri maya olarak verilerek kristal

taneler olusturulur.

Lapanin kuru maddesi % 92-94’e¢ gelince pisirme islemine son verilir. Lapa
igerisindeki sekerin yaklasik % 50’°si kristal kalint1, diger %50’s1 sicaklik yiiksek oldugu
igin sivi1 haldedir. 40-45 °C deki lapa kristalizasyon islemi bittikten sonra 800-1000 d/dk
hizla santrifiijlenerek surup ve kristal sekere ayrilir. Ayrilan bu suruba, artik surup veya
yesil surup adi verilir. Ilk elde edilen sekere I ham seker bundan sonra elde edilen sekerlere
sirastyla I ve III ham seker denir. Ham seker % 96 oraninda seker % 1-2 oraninda su, % 1
kil ve % 2 diger maddeleri igerir. Rengi sarimtirak olup kristal biiylikligi 2-4 cm
arasindadir. Sekerin ndtr pH’da olmasi mikroorganizma, etkinligini arttirdigindan ve
sekerin inversiyona ugramasina neden oldugundan pH bazik tarafta tutulur (Yasar, 2003;
Anonim 5). Seker iiretim prosesi Sekil 3.1°de verilmistir. Seker pancarinin seker tiretimi ve
hayvan yemi olarak kullanilmasinin yani sira biyopolimer, biyoyakit, farmasotik
maddelerin iiretimi gibi proseslerde substrat olarak degerlendirildigi de bilinmektedir

(Khardenavis vd., 2009).
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Sekil 3.1. Seker iiretim prosesi (Anonim 6)

3.2. Kiispe

Seker fabrikalarinda yan {iriin olarak bertaraf edilmesi bir hayli gii¢ olan, yiiksek
miktarda melas ve kiispe olusmaktadir (Nigam ve Vogel, 1991; Anonim 4). Diisiik
ekonomik degere sahip olan kiispe dogrudan veya melas ile karistirilarak hayvan yemi
olarak degerlendirilmektedir (Olmos ve Zuniga-Hansen, 2012; Michel, 1988). Kiispe, kuru
agirliginin yaklagik % 22-24’1 seliilozdan, % 30’u hemiseliilozdan ve %15-25’lik kism1 da
pektinden olusan bir polisakkarittir (Sun ve Hughes, 1998; McCready, 1966). Kiispenin
kimyasal yapis1 Sekil 3.2°de verilmistir. Ayrica yiiksek miktarda “diisiik enerjili besinsel
lif” icermesi, nisasta ve fitat icermemesi nedeniyle bugday kepegiyle kiyaslandiginda
onemli bir lif kaynag: olarak kabul edilmektedir (Bertin vd., 1988). Uretim miktar1 islenen

pancar miktari ile paralellik gostermektedir.
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Sekil 3.2. Kiispenini kimyasal yapis1

3.3. Melas

Sekerin kristalizasyonu sonucu olusan bir yan fiiriin olan melas, kolay temin
edilmesi, ucuz olmasi ve yiiksek oranda sakkaroz (% 48-51) icermesi gibi nedenlerden
dolay1 biyoteknolojik iiretimlerde siklikla kullanilan bir karbon kaynagidir. Kahverengi
renkte olan ve viskozitesi yiiksek olan bu sivinin kati madde igerigi % 80 civarindadir.
Bunun yaklastk % 60’1 seker, % 20’si organik maddeler ve tuzlardan meydana
gelmektedir. Bilesiminde sakkaroz, invert seker, rafinoz, pektinin pargalanma tiriinleri,
laktik asit ve azotlu maddeler yer alir. igerisinde bulunan polifenoller, melanoidinler ve
heksozlarin alkali bozunma {irtinleri melasa koyu kahve rengini verdigi sOylenebilir.
(Arimi vd., 2014) Icerdigi agir metaller ve renk bilesenleri fermantasyon calismasi
sirasinda ortam pH’sini etkileme, enzimleri inaktif hale getirme ve mikrobiyal gelisimi
inhibe etme gibi problemlere yol agmaktadir. Bu nedenle bazi kimyasal 6n islemlere tabii
tutularak biyoteknolojik iretim Oncesi kullanima uygun hale getirilebilinir. Melasa
uygulanan kimyasal 6n islemlerden en c¢ok kullanilanlart siilfiirik asit uygulamasi,
trikalsiyum fosfat uygulamasi, potasyum ferrosiyanit uygulamasi ve aktif karbon
uygulamasidir (Kiiciikasik vd., 2011; Roukas, 1998).

2004 yilinda 550.000 ton olan melas iiretiminin 2015 yilinda 710.000 ton oldugu
bilinmektedir (Tosun, 2015). 2015 yilinda hayvan yemi olarak kullanilmak tizere 3.892 ton
melasin, 2.675 ireticiye satist yapilmistir (Tosun, 2015).
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Daha oncede soylendigi gibi kamis ve pancardan elde edilen sekerler arasinda
kalite bakimindan bir farklilik bulunmamasina ragmen, fabrikasyon yan {iriinii olan
melasin kimyasal bilesimleri olduk¢a farklidir. Tablo 3.3’de bu farkliliklar gésterilmistir.
Bu farkliliklardan en 6nemlisi % 51 sakkaroz igeren pancar melasinda toplam indirgen
seker (glukoz+fruktoz) miktar1 % 1’in altinda iken, kamis melasinda % 30’dur.

Yaklasik % 50 seker igeren melas, ekmek mayasi tiretiminde, ilag sanayinde, sirke
yapiminda, briket komiir imalinde, insaat harglarinda, kozmetik sanayinde ve dogrudan
hayvan yemi olarak kullanilmaktadir (Yasar, 2003; Anonim 4). Ayrica melasin 6zelikle
alkol tiretimi (Nurhayati vd., 2016; Taskin vd., 2016; Tosun, 2015) ve biyopolimer {iretimi
(Lazaridou vd., 2002; Kalogiannis vd., 2003) gibi fermantasyon galismalarinda karbon

kaynagi olarak kullanildigi da bilinmektedir.

Tablo 3.3. Pancar ve Kanus Melasi igerikleri (Olbrich, 1963)

Bilesenler Pancar Melas1(%) Kams Melasi (%)
Su 16,5 20,0
Organik Bilesikler
Sekerler: 53,0 62,0
Sakkaroz 51,0 32,0
Glukoz <0,1 14,0
Fruktoz <0,1 16,0
Invert Seker Toplami 1,0 30,0
Rafinoz 1,0 -
Seker olmayan bilesikler: azotlu 19,0 10,0
maddeler, serbest ve bagli asitler
inorganik Bilesikler 115 8,0
SiO, 0,1 0,5
K20 39 3,5
CaO 0,26 1,5
MgO 0,16 0,1
P20s 0,06 0,2
Na20 1,3
Fe,O3 0,02
Al,O3 0,07
Soda ve karbonat kalintilar1 (CO2) 3,5
Siilfat kalintilar1 (SO olarak) 0,55 1,6
Kloriirler 1,6 0,4
Toplam 100,0 100,0
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4. GLUKONIK ASIT URETiMI KONUSUNDA YAPILMIS CALISMALAR

Glukonik asit tiretim yontemleri, daha once genel olarak kimyasal kataliz ve
enzimatik kataliz yontemleri olarak ikiye ayrilmisti. Bu nedenle glukonik asit tiretimi
konusunda yapilan ¢alismalar verilirken 6nce kimyasal kataliz yontemleriyle glukonik asit
tretimine iliskin ¢alismalardan bahsedilecektir. Literatiirdeki kimyasal kataliz
yontemleriyle glukonik asit tiretimi konusunda yapilan bir patent ¢caligmasinda paladyum-
bizmut katalizorii aktif karbon ile desteklenerek alkali c¢ozeltilerde, oksijen ile
yiikseltgenerek glukozdan glukonik asit {iretiminin gergeklestirildigi aciklanmustir.
Calismada ortam pH’s1 10, calisma sicakliginin 50-55 °C oldugu sartlarda % 2
paladyum/aktif karbon ve agirlikca % 10 glukoz ¢ozeltisi kullanilarak 5-8 saat arasinda
optimum glukonik asit tiretiminin gerceklestirildigi belirtilmektedir. % 99’a varan glukoz
dontisiimiinlin  gergeklestirildigi bu calismada, tasiyici karbonun hazirlanmasinda 6nce

bizmutu daha sonra paladyumu adsorbe ettigi belirtilmistir (Saito vd., 1989).

Yapilan baska bir caligmada, elektrokatalitik reaktor kullanilarak glukozun
glukonik aside oksidasyonu incelenmistir. Elektrokimyasal reaktoriin, katot olarak
paslanmaz ¢elik ag ve anot olarak da nano MnO: yiiklenmis boru bi¢iminde gozenekli bir
titanyum (Ti) elektrotdan (MnO2/Ti elektrot) olustugu belirtilmektedir. Reaktoriin sematik
yapisi Sekil 4.1°de verilmistir. Bu sistemde glukoz oksidasyonuna, MnO; yiiklemenin, pH
degerinin, glukoz konsantrasyonunun, reaksiyon sicakliginin, bekleme siiresinin ve akim
yogunlugunun etkisi incelenmistir. Belirli ¢alisma kosullar1 altinda % 98 doniisiim
gergeklestigi belirtilmigtir. Toplam glukozdan GA iiretiminde MnO> yiiklemesi arttik¢a
donlistimiin arttigt fakat MnO; yiiklemesinin agirlikga % 4,5 istiine ¢ikildiginda
doniisimiin azaldig: ifade edilmektedir. Elde edilen glukoz doniisiimlerinin, asidik veya
alkali kosullardan bagimsiz bir sekilde % 90°dan yiiksek bir seviyede oldugu
belirtilmektedir (Bin vd., 2014).

Oksijen basinct altinda, su igerisinde seliiloz/sellebiyozlardan direk glukonik asit
eldesi miimkiindiir. Hidroliz ve oksidasyon reaksiyonlarinin birlestirildigi bu proseslere
yonelik calismalar ise oldukga kisithidir. Bu ¢alismalar arasinda, duvarlarina pristin ve
nitrik asit fonksiyonellestirilmis karbon nanotiip destekli altin nanopartikiiller (Tan vd.,
2009) ya da Keggin-tipli poliogzometalatlar kullanilarak GA iiretiminin saglanabilecegi
belirtilmektedir (An vd., 2012).
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An. vd. (2012) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, poliokzametalat destekli altin
nanopatikiillerin katalizor olarak kullanilarak oksijen varliginda su icerisinde seliilloz ve
sellebiyozlardan glukonik asit tiretimini arastirmislardir. Doniisiim mekanizmasi Sekil
4.2’de verilmistir. Calisma sonunda 415 K sicaklikta, 11 saat sonunda GA {iretim

veriminin % 85 oldugu belirtilmistir.

Bagka bir ¢alismada, Onda vd. (2011) siilfonatlanmis karbon destekli platin
kullanarak seliilozlarin glukonik aside oksidatif doniisiimiinii arastirmiglardir. Yeni bir
yaklasim barindiran bu yontemde glukonik asit, bifonksiyonel siilfone aktif karbon destekli
platin (Pt/AC-SOsH) katalizorii kullanilarak atmosferik sartlarda sulu ¢ozeltide tek bir
adimda 393 K’de, nisasta gibi polisakkaritlerden tretilmistir. Sekil 2.3’de oksidasyon
mekanizmasi gosterilmistir. (Pt/AC-SOzH) Pt/AC’nin siilfatlanmasi ve AC {izerine platin
emdirilmesi ile hazirlanmistir. Calismada katalizoriin suya son derece dayanikli oldugu ve
polisakkaritlerin sicak suda hava oksidasyonu ile glukonik aside doniisiimiiniin

gerceklesebilecegini gostermislerdir (Onda vd., 2011).
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Sekil 4.1. Elektro katalitik reaktor sistemi (Bin vd., 2014)
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Sekil 4.2. Seliilozdan hidroliz ve oksidasyon islemleriyle glukonik asit eldesi (An vd., 2012)
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Sekil 4.3. Pt/ AC-SOsH katalizorii ile nisastanin glukonik aside doniistiiriilmesi (Onda vd., 2011)

Eblagon vd. (2016) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, aktif karbon destekli bi
fonksiyonel altin katalizor kullanarak sellobiyozlarin glukonik aside oksidasyonunu
incelemislerdir. Fonksiyonellestirilmis karbon kserojel tizerine agirlikca % 1 Au igerecek
sekilde altin yiiklenerek aktif ve seciciligi yiiksek bifonksiyonel bir katalizor elde
edilmistir. Sekil 4.4’de Kkatalizoriin kullanimiyla gergeklesen hidroliz ve oksidasyon
adimlar1 gosterilmektedir. Su igersinde 418 K ve 5 bar oksijenin bulundugu ortam
sartlarinda, Sadece 75 dakika gibi kisa bir zaman igerisinde % 80 secicilik ile GA {iiretimini

gerceklestirmeyi basardiklarimi agiklamiglardir. Dontisiim sirasinda formik asit, glikolik
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asit, fruktoz, asetik asit, gliserik asit ve oksalik asitin de olustugu belirtilerek Sekil 4.5’de

gosterilen kinetik model onerilmistir.

Oldukga yeni bir ¢alismada Amaniampong vd. (2014) tarafindan gelistirilen
yontem de ise Au ve TiO: arasinda bir etkilesim olusturularak, % 92 sellobiyoz
dontisimii ve % 71 GA seciciligi ile yiiksek GA veriminin elde edildigi bir yontem
onerilmektedir (Amaniampong vd., 2014). Yine aymi arastirmacilarin yaptiklari bir
calismada bimetalik Cu-Au/TiO; katalizorii kullanilarak umut verici sonuglar elde edildigi

ifade edilmektedir (Amaniampong vd., 2015).
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Sekil 4.4. Aktif karbon destekli altin katalizorii ile sellebiyozlarin glukonik aside doniisimii (Eblagon vd.,
2016)

OH  sellobivoz
OH

N oo
OH

oH
k
Glukonik Asit

Glukoz
HO HO kg OH OH O
ks I ) HO A
H OH i : OH
lo} HO HO OH OH
ks
l Ky
¥ wan Grinler
o (0] o] o Q
: I pi :
AL JoH ] e A_on
" x;. TA‘" HO,AHH,GH H’C'“ oH ’JLOH HO I‘H OH Ho”
o OH o
fruktoz glikolik asit  formik asit asetikasit  gliserikasit  oksalik asit

Sekil 4.5. Sellebiyozlarin glukonik aside oksidatif doniistimiiniin kinetik modeli (Eblagon vd., 2016)
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Diger bir iiretim yontemi olan enzimatik kataliz yontemlerinde kullanilan
mikroorganizmalarin ¢esitli karbonhidrat kaynaklarinda gelisebilmeleri nedeniyle tarim ve
gida endistri yan triinleri, glukonik asit fermantasyonu i¢in ekonomik bir karbonhidrat
kaynagi olarak kabul edilir. En 6nemli tarim-gida endiistri yan {riinleri arasinda, yiiksek
oranda seker igeren seker kamisi/pancart melasi ve iiziim sirast gelir. Bunlarin yani sira
alternatif karbonhidrat kaynaklar1 olarak misir nisastasi, lizim sirasi, muz sirasi, gida
isleme artiklari, incir, peynir alti suyu, pancar melasi ve sekerlestirilmis atik kagit ¢cozeltisi
de kullanilabilir (Kundu ve Das, 1984; Roukas ve Harvey, 1988; Buzzini vd., 1993; Rao ve
Panda, 1994; Roukas, 2000; Fischer ve Bipp, 2005; Singh vd., 2005; Ikeda vd., 2006).

Tablo 4.1°de GA iiretimi amaciyla arastirilmis bazi karbonhidrat kaynaklari verilmistir.

Glukonik asit tiretimi daha once de belirtildigi gibi bakteriler ve funguslar ile
gerceklestirilir. Bakteriyel glukonik asit tretiminde Asetik asit bakterileri (AAB) ve
Pseudomonas savastanoi kullanilan ilk kiiltiirlerdir. Daha sonralar1 Pseudomonas ovalis,
(Bull ve Kempe, 1970; Tsao ve Kempe, 1960) P.fluorescens (Haug vd., 1990), P.
acidovorans (Haug vd., 1990), P. putida (Haug vd., 1990), P.rubra (Haug vd., 1990),
Streptococcus acidovorans (Haug vd., 1990), Streptococcus faecium (Haug vd., 1990),
Acetobacter methanolicus (Loffhagen ve Babel, 1993) Azospirillum Dbrasiliense,
(Rodriguez vd., 2004) Zymomonas mobilis (Kim ve Kim, 1992; Haug vd., 1990; Mattey,
1992), Acetobacter diazotrophicus (Attwood vd., 1991) gibi bakterilerle de galismalar
yapilmustir. Ayrica Acetobacter methanolicus susunun glukozu glukonik aside katalizledigi
de bilinmektedir. Bu mikroorganizmanin kullanimindaki en 6nemli avantaj, bu susun diger
bakterilerin aksine substrat olarak metanolii metabolize edebilmesidir. Boylece ortamdaki
glukoz, mikroorganizmanin biiyiimesi i¢in kullanilmayarak teorik verim katsayisi

artacaktir (Ramachandran vd., 2006).

Tsao ve Kempe (1960) Pseudomonas ovalis tarafindan glukozun glukonik aside
dontisgiimii  sirasinda oksijen transferine yonelik calismalarda bulunmustur. Calisma
sonunda oksijen transferinin doniisiim hizini etkileyen bir parametre oldugunu, hiicre

konsantrasyonu ve oksijen transfer hizi arasinda lineer bir iliski oldugunu belirtmistir.

Zymomonas mobilis‘in kullanildigr bir ¢alismada, es zamanli olarak glukozdan

glukonik asit, fruktozdan sorbitol {iretimi arastirilmistir. Toplam seker konsantrasyonunun
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Tablo 4.1. Mikrobiyal Fermantasyon ile Glukonik Asit Uretiminde Kullanilan Karbon Kaynaklari

(Rodriguez vd., 2016¢)
Karbon kaynagi  Mikroorganizma Kiiltiir metotu Substrat 6n GA Referans
veya kullamlan islemi verimi
enzim (%)
Misir nisastast A.niger ORS-4 Kesikli kiiltiir/ytizey Yok 24,39 Singh ve Singh,
fermantasyonu 2002
Kesikli kiiltiir/derin
Immobilize A.niger ~ fermantasyon
JCM 5549 Hidroliz 35,92 Matsui vd., 2013
Nisasta Immobilize Kesikli kiiltiir/derin Hidroliz 82,00 Zhao vd., 2014
glukoamilaz ve fermantasyon
glukoz oksidaz
(A.niger dan) Kimyasal olarak
indirgenmis grafen
oksit(CRGO)
Lignoseliilozik A.niger SIIM M276  Kesikli kiiltiir /derin Hidroliz 94,83 Zhang vd., 2016
biyokiitle fermantasyon
Seker kamus1 A.niger ORS-4 Kesikli kiiltiir/ytizey Yok 8,27 Singh ve Singh.,
melasi fermantasyon 2002
Temizleme 38,47
Kesikli kiiltiir/derin
A.niger ORS- fermantasyon Yok 15,30 Singh vd., 2005
4410(mutant)
Kesikli kiiltiir/kat1 hal ~ Temizleme 61,30
A.niger ARNU-4 fermantasyon Sharma vd., 2008
(mutant) Yok 85,20
Peynir alt1 suyu A.niger NCIM 548 Kesikli kiiltiir/derin Deproteinizasyon 69,00 Mukhopadhyay vd.,
fermantasyon 2005
92,00
Immobilize A.niger  Kesikli kiiltiir/derin
NCIM 548 fermantasyon
Atik kagit A.niger IAM 2094 Kesikli kiiltiir/derin Hidroliz 84,84 Ikeda vd., 2006
fermantasyon
Incir A.niger ATCC 1057  Kesikli kiiltiir/kat1 hal ~ Sterilizasyon 63,00 Roukas, 2000
fermantasyon
Kesikli kiiltiir/ytizey Roukas vd., 2002
fermantasyonu Ekstraksiyon/ 79,70
sterilizasyon
Uziim sirasi A.niger ORS- Kesikli kiltiir/derin Yok 60,40
4410(mutant) fermantasyon Rektifikasyon 80,60
Yar1 kesikli
Immobilize A.niger kiiltiir/derin Rektifikasyon 89,50 Singh, 2008
ORS-4410 fermantasyon
Cilek piiresi G. japonicus CECT  Kesikli kiiltiir/derin pastorizasyon 95,00 Rodriguez vd.,
8443 fermantasyon 2016a; 2016b; 2015
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(300 g/L glukoz ve 300 g/L fruktoz) % 60’indan 15 saat iginde, 290 g/L sorbitol ve 283
g/L glukonik asit iiretimi gergeklestirildigi belirtilmistir. Prosesin kesikli olarak toluenle
muamele edilmis serbest hiicreler tarafindan gerceklestirildigi vurgulanmastir. Siirekli bir
proseste immobilize hiicreler kullanilarak 120 saat sonra enzim aktivitesinin % 5 den ¢ok

daha az miktarda kayba ugradigi da agiklanmistir (Chun vd., 1988).

Bagka bir ¢alismada, 20 L mekanik karigtirmali reaktorde ¢alisma hacmi 12 L
olarak belirlenmis, Pseudomonas fluorescens AR4 susu vasitasiyla misir nisastasi
hidrolizatindan 2-ketoglukonik asit (2KGA) iiretimi arastirilmistir. 30 °C sicaklik, % 2
inokulum miktari, pH 5,0-6,5 beslenen glukoz konsantrasyonu 180 g/L olarak belirlenen
kesikli ortam sartlarinda optimum {iretimin 16 saat igerisinde gerceklestigi belirtilmektedir.
Bu sartlarda 135,92 g/L konsantrasyonunda ve 8,83 g/L.st hacimsel verimlilikle {iretim
verimliliginin 0,959 KGA/g glukoz olarak elde edildigi ifade edilmektedir (Sun vd., 2013).

Gluconabacter Oxydans tarafindan glukonik asit iiretimi gerceklestirildigi bir
calismada, sicaklik 32 °C, havalandirma hiz1 2 ml/ml.dk, ¢alkalama hiz1 1000 d/dk olarak
belirlenen ortam sartlar1 altinda pH kontrolii yapilmaksizin maksimum spesifik biiyiime
hizi, 0,39 st/L, hacimsel verimlilik 53 mmol/st ve maksimum doéniisiimiin % 90,4 olarak
elde edildigi belirtilmektedir (Velizarov vd., 1998).

Bagka bir ¢alismada Gluconobacter oxydans‘in 4 susu (ATCC 621H, DSM 3503,
DSM 3504, NCIMB 8084) ile glukozdan ketoglukonatlarin tiretimi arastirilmigtir. Vahsi
tipe kiyasla mutant suslarin, endiistriyel olarak ketoglukonat iiretiminde yiliksek verim
gosterdigi belirtilmistir. Vahsi sus 24 saatte 85,5 mM GA iiretimi gerceklestirirken, mutant
suslarin 93 mM GA {iretimi gerceklestirdigi belirtilmistir (Elfari vd., 2005).

Fungal glukonik asit iiretimi amaciyla yapilan ¢alismalarda, Penicillium luteum,
(Curie vd., 1931) P. Variabile, (Petruccioli vd., 1994) Aspergillus niger (May vd. 1934;
Moyer 1940; Stubbs vd.1940; Wells vd. 1937), siklikla kullanilan funguslar arasinda yer
almaktadir. Aspergillus niger isleme kolayligi, yiiksek verim saglamasi, mayalanma
yetenegi, ucuz ve kolay bulunmasi gibi 6zelliklerinden dolay1 fermantasyon islemlerinde
en ¢ok calisilan ve yaygin olarak kullanilan bir mikroorganizma olmakla birlikte glukonik
asit tiretimi i¢in de olduk¢a sik kullanilan bir mikroorganizmadir (El-Enshasy, 2003;
Roukas, 2000; Sankpal vd., 1999; Sankpal vd., 2002; Kazemi ve Papari, 2013). Ayrica

Saccharomyces cerevisiae (Kapat vd., 2001), Aureobasidium pullulans (Anastassiadis vd.,
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2005), Tricholoma robustum (lwase, 1991), Candida tenuis (Haug vd., 1990), Talaromyces
flavus (Kay vd., 1990), Phanerochaete chrysosporium (Kelly vd., 1986), Penicillium
chrysogenum (Richter, 1983; Ramachandran vd., 2006), Penicillium notatum (Richter,
1983; Ramachandran vd., 2006), Penicillium glaucum (Richter, 1983; Ramachandran vd.,
2006), Penicillium luteum purpurogenum (Mattey, 1992) gibi funguslarla da glukonik asit

tiretim ¢aligsmalarmin yapildig1 bilinmektedir.

Yapilan c¢alismalara bakildiginda funguslarin gerek glukoz gerekse c¢esitli
biyokiitlelerden glukonik asit {iretimi i¢in yaygin olarak arastirilan mikroorganizma grubu
oldugu goriilmektedir. Yapilan bir c¢alismada, bazi yerel mantarlar ile derin
fermantasyonda glukonik asit iiretimi arastirilmis ve en fazla tiretimin Aspergillus niger ile
58 g/L olarak, % 14 (agirlik/hacim) glukoz konsantrasyonu, pH degerinin 6, ortam
sicakliginin 30 °C, inkiibasyon siiresinin 7 gilin oldugu sartlarda elde edildigi
belirtilmektedir. Bu ¢alismada klasik optimizasyon uygulanmis pH, sicaklik, ¢alkalama
hiz1, inkiibasyon siiresi, karbon kaynaklari, fermantasyonda kullanilan erlenlerin boyutu,
glukoz konsantrasyonunun yani sira azot, pepton, magnezyum siilfat, potasyum dehidrojen
fosfat ve potasyum kloriir konsantrasyonunun glukonik asit iiretimi tiizerine etkileri
incelenmistir. Derin fermantasyon ile kesikli sartlar altinda gergeklestirilen bu ¢alismada
baglangic konsantrasyonu % 10 (agirlik/hacim) olarak belirlenen farkli karbon
kaynaklarindan glukoz 60 g/L glukonik asit verimi saglarken, sakkarozun yaklasik 40 g/L
glukonik asit verimi sagladig1 ifade edilmistir (Shindia vd., 2006).

Singh vd. (2003) yaptiklar1 bir c¢alismada ¢esitli fermantasyon sekilleriyle
Aspergillus niger tarafindan glukonik asit tiretimini incelemislerdir. Calismada derin
fermantasyon, yari kat1 hal fermantasyonu, yiizey fermantasyonu ve kati hal fermantasyonu
yontemleri karsilastirmali olarak aragtirilmistir. Bu caligmada optimum sartlar glukoz
konsantrasyonu igin 120 g/L, pH 6,6, sicaklik 30 °C ve inokulum orami % 2 olarak
belirlenmistir. Bu sartlar altinda glukonik asit iiretiminin kat1 hal fermantasyonunda 106,5
g/L, yiizey fermantasyonunda 62 g/, yari-kati hal fermantasyonda 86 g/ ve derin
fermantasyonda 85,9 g/L oldugu belirtilmektedir.

Curie vd. (1931) yaptiklar1 patent ¢alismasinda Penicillium luteum ve A. niger
kullanarak derin fermantasyonda glukonik asit iiretimini arastirmislar ve glukonik asit
veriminin 48-60 saat i¢inde % 90 a ¢iktigini belirtmislerdir. Bu ¢alisma mevcut endiistriyel

glukonik asit iiretim prosodiirii olarak bilinmektedir. Baska bir ¢alismada %15 glukoz
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iceren ortamda, Penicillium puberulum tarafindan % 3 CaCOs ilavesi ile pH 6,1°¢e
ayarlanarak 7 giin igerisinde glukozdan % 91 glukonik asit doniisiimii gergeklestirildigi
belirtilmektedir (Elnagy vd., 1975).

Glukozdan glukonik asit iiretimi ig¢in tercih edilen fermantasyon cesitlerine
bakildiginda, kati hal fermantasyonunun diger fermantasyon tiirlerine gore, daha etkili
oldugu goriilmektedir. Buna karsin kat1 hal fermantasyon ile yapilan ¢alisma sayisi oldukca
sinirlidir. Buna neden olarak kati destek materyalinin ortamdan uzaklastirilmasi,
fermantasyonun daha uzun ve yavas ilerlemesi gosterilebilir. Yapilan bu caligmalardan
birinde, incirden kati hal fermantasyonu ile Aspergillus niger kullanarak glukonik asit
tiretimini arastirmiglardir. % 63 liik bir verimle, 1 kg kuru incir i¢in 490 gr maksimum
glukonik asit tiretimi elde ettiklerini belirtmislerdir. Bunun yani sira % 8 sitrik asit verimi
ile 64 g/kg konsantrasyonunda iiretim gerceklestirilmistir. Nem igeriginin % 75 olarak
belirlendigi, baslangic pH nin 7 oldugu ve ortam sicakliginin 30 °C olarak belirlendigi bu
calismada fermantasyon stiresi 15 gilindiir. Seker kullanimi % 90 olan bu c¢alismada,
substrata % 6 metanol ilavesi ile glukonik asit konsantrasyonu 685 g/kga, sitrik asit

konsantrasyonunu ise 96 g/kg’a yiikseldigi belirtilmistir (Roukas vd., 2000).

Yine Roukas vd. (2002) kuru incirden Aspergillus niger ATCC 10577 susu
kullanilarak  ylizey fermantasyonu ile sitrik asit ve glukonik asit {iretimi
gerceklestirilmistir. Maksimum sitrik asit ve glukonik asit konsantrasyonlarinin sirasiyla
20,5 ve 97,0 g/L oldugu belirtilmistir. Sitrik asit veriminin %12 olarak bulundugu ortamda
baslangi¢ seker konsantrasyonu 200 g/L iken, glukonik asit veriminin % 79,7 olarak tespit
edildigi baslangi¢ seker konsantrasyonun 100 g/L oldugu belirtilmistir. Incir ekstraktina
%4 metanol ilavesi ile sitrik asit konsantrasyonun 30,7’ye, glukonik asit konsantrasyonun

ise 145,5 g/L’ye yiikseldigi bildirilmistir.

Karbon kaynagi olarak seker kamisi melasi, kat1 destek materyali olarak da cay
atig1 kullanilarak glukonik asidin kati hal fermantasyon ile {iretiminin incelendigi bir
calismada, % 70 nem seviyesi, 30 °C sicaklik, % 3 inokulum miktar1 ve 2,5 L/dak
havalandirma hizinin maksimum glukonik asit iretimi (76,3 g/L) i¢in uygun oldugu
saptanmistir. Ayni ¢alismada 8-12 giinliik fermantasyon dongiisii gergeklestirilmistir ve
Aspergillus niger ARNU-4 susu kullanilmistir. Ayni ¢alismada farkli konsantrasyonlardaki
peynir alt1 suyu, kiispe, soya yagi, maya 6zii gibi katki maddelerinin mikroorganizmanin

liretim yetenegine etkisini incelemek iizere ilave edilmistir. Maya ekstrakt ilavesinin (%
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0,5) glukonik asit tiretimini (82,2 g/L) gelistirmek i¢in indiikleyici oldugu sonucu ortaya
konulmustur (Sharma vd., 2008).

Moksia vd. (1996) yaptiklar1 bir ¢alismada, destek materyali olarak karabugdayin
kullanildigi kati hal fermantasyon c¢alismasinda, glukozdan glukonik asit {retimi
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada mikroorganizma olarak A. niger NRRL 3, 567 ve 599
suslar1 kullanilmistir. 750 mL ¢alisma hacmine sahip karigtirmali reaktérde gergeklestirilen
fermantasyon c¢alismasinda optimum degerler olarak, karistirma hizi 600 d/dk,
havalandirma hizi 0,1 ml/ml.dk, c¢alisma sicakligi 33,5°C olarak belirlenmistir.
Fermantasyon sonunda 1,06 g GA/g glukoz verimi ile NRRL 3 susunun glukonik asit
tiretim yeteneginin digerlerine gore daha iyi oldugu tespit edilerek, 200 saat igerisinde 190
g/L glukoz beslenmesi sonucu 200 g/L GA iiretimi gergeklestirdigi belirtilmistir (Moksia
vd. 1996).

Zhang vd. (2016) Aspergillus niger SIIM M276 susu kullanarak erlenlerde ve
biyoreaktorde misir koganindan glukonik asit liretim sartlarin1 optimize etmeye yonelik
yaptiklart bir ¢alismada, maksimum verimin % 94,99 oldugunu ve 76,67 g/L
konsantrasyonunda {iriin elde edilebildigini belirtmislerdir. Bu ¢alismada hem erlenlerde
calkalama hizinin hem de reaktorde karistirma hizinin {iretim verimini olumlu yonde
etkiledigi belirtilmektedir. Ayrica reaktor sartlarinda hava besleme hizindaki artigla
glukonik asit tretim hizinin 6nemli Olgiide arttigi da vurgulanmaktadir. 3 L’lik
biyoreaktorlerde 33°C sicaklikta pH’nin 6.0 ve havalandirma hizinin 1.6 mL/mL.dk oldugu
sartlarda maksimum glukonik asit tiretimi i¢in 800 d/dk karigtirma hizi, yine 33 °C, pH 6,0
ve karistirma hizi1 500 d/dk olan ortam sartlarinda maksimum glukonik asit iiretimi igin
havalandirmanin 2.4 ml/ml.dk oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada glukonik asidin yan1 sira
farkli miktarlarda HMF, asetik asit, furfural, formik asit, vanilin gibi kimyasallarin da

hidrolizat ortaminda bulundugu belirtilmektedir.

Fermantasyon amaciyla immobilizasyon tekniklerinin kullanimi konusunda
olduk¢a 6nemli gelismeler olmasina ragmen, glukonik asit liretimi amaciyla bu tekniklerin
kullanilmas1 konusunda ¢ok fazla ¢alismaya rastlanmamaktadir. A. niger kullanilarak cam
halkalar lizerine (Heinrich vd., 1982), sentetik elyaf malzemeler {izerine (Sakurai vd.,1989)
ve Ca-aljinat tizerine (Moresi vd., 1991; Rao ve Panda, 1994) immobilizasyon
calismalarinin gergeklestirildigi bilinmektedir. Tam bir hiicrenin ya da ¢esitli teknikler ile

glukoz oksidaz enziminin immobilizasyonu ile glukonik asit veya diger metabolitlerin
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tiretiminin gerceklestirilebilecegi bazi ¢alismalarda belirtilmistir (Hartmeier ve Ddppner,
1983; Pronk vd., 1989; Sakurai vd., 1989; Gromada ve Fiedurek, 1997; Nakao vd., 1997;
Kara ve Bozdemir, 1998; Velizarov ve Beschkov, 1998; Anastassiadis vd., 1999).

Immobilize enzim hiicrelerin kullanildig1 bir ¢alismada, saf oksijen beslemesiyle
% 15 ¢oziinmiis glukozdan % 95 verim ile GA {iretiminin A. niger susu kullanilarak 24

saat igerisinde gergeklestirildigi belirtilmektedir (Linko, 1981; Linko ve Linko, 1983).

Vasillev vd. (1993) poliiiretan kopiik tizerine immobilize edilmis Aspergillus
niger susu ile glukonik asit iiretimi i¢in fermente edilebilir seker olarak misir nisastasi
hidrolizat1 kullanmislardir. immobilize hiicreler serbest hiicrelere gore, daha uzun siire (65-
70 saat) muhafaza edilerek iirlin olusumu i¢in basarili bir sekilde yeniden kullanilmigtir.
Calisma sonunda optimum glukonik asit konsantrasyonunun yaklasik 143 g/L olarak

bulundugu belirtilmistir.

Serbest ve immobilize Aspergillus niger ile peynir alti suyundan glukonik asit
tiretiminin arastirildigi bir ¢calismada ise immobilize miseller ile serbest miseller glukonik
asit iretim miktarlar itibariyle karsilagtirildiginda, % 9,5 laktoz ve % 0,5 glukoz igeren
peynir alt1 sulu ortamda serbest hiicreler ile 92 g/L ve immobilize hiicreler ile 69 g/L

glukonik asit tiretimi gergeklestirildigi belirtilmektedir (Mukhopadhyay vd. 2005).

Bagka bir ¢alismada EI-Enshasy vd. (2003) serbest ve immobilize rekombinant
Aspergillus niger tarafindan glukonik asit {iretimini incelemisler ve vahsi tipe kiyasla
rekombinant suslarla hacimsel tiretim veriminin (% 43) ve spesifik liretim veriminin (%
61) daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Vahsi tipde 96 saat igerisinde gerceklesen
maksimum {iretimin rekombinant susda 48 saat icerisinde gergeklestigi ifade edilmistir. 20
ile 160 g/L arasinda degisen glukoz konsantrasyonlarinda yapilan ¢alismalarla, 160 g/L
glukoz varliginda yaklagik 135 g/ maksimum glukonik asit eldesinin gergeklestigi
belirtilmistir. Cam halkalar {izerine immobilize edilen hiicrelerle % 90 glukonik asit

dontisiim verimi saglandig: belirtilmektedir.

Diger bir ¢alismada, Petruccioli vd. (1994) P. variabile P16 susunu farkli
tastyicilar (kalsium aljinat, agar ve poliliretan siinger) iizerine immobilize ederek
tekrarlanan kesikli proseslerde glukonat, glukoz oksidaz ve katalaz iiretimini
incelemislerdir. Caligmada tasiyicilarin mekanik stabilitesi, kalsiyum aljinat, agar ve
poliiiretan siinger ile elde edilmistir. Caligsma sirasinda poliiiretan siingerin glukoz oksidaz
ve katalaz enzim aktivitesi icin iyi bir tasiyict oldugu belirtilmistir. Poliiiretan siinger ile
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elde edilen hacimsel verimlilik katalaz i¢in, 123,8 U/L.st; glukoz oksidaz igin 10,9 U/L.st
ve son olarak glukonat i¢in 0,118 g/L.st *dir.

Glukonik asit tretiminde kesikli, stirekli ve kesikli-besleme sistemlerinin
kullanildig1 bilinmektedir. Tablo 4.2’de yapilmis bazi ¢alismalar 6zetlenmistir. Yapilan bir
calismada kesikli fermantasyon sisteminde iiziim sirasi ve konsantre {iziim sirasinda A.
niger susu kullanarak GA iiretimi incelenmistir. Derin fermantasyon teknikleri altinda 120
d/dk karistirma hiz1 ve 30 °C sicaklikta 72 saat igerisinde GA veriminin 1,60 g/L.st olarak
bulundugu bildirilmistir (Buzzini vd., 1993).

Bir c¢alismada tiirbin bigakli bir reaktor kullanilarak ofis artigi kagitlardan
glukonik asit sentezi arastirilmistir. Erlenlerde tekrarlanan kesikli kiiltiirlerde, kagit
hidrolizat1 ortami ile glukoz ortami karsilastirildiginda, hidrolizat ortaminin glukonik asit
iiretimi lizerine inhibe edici bir etki gdstermedigi belirtilmektedir. Bu ¢alismada, ¢ogunda
oldugu gibi Aspergillus niger susu kullanilmistir. Ortalama glukonik asit verimleri
hidrolizat ortami i¢in % 92 ve glukoz ortami i¢in % 80 olarak ifade edilmektedir. Ayni
zamanda saf oksijenin beslendigi ortamda ki tiretim hizinin, hava beslenen ortama gore 4
kat daha yiiksek oldugu da tespit edilmistir (Ikeda vd., 2006).

Anastassiadis (2006) yaptigi bir ¢alismada siirekli sistemde karigtirmali reaktor
icerisinde Aureobasidium pullulans mikroorganizmas: ile glukonik asit {iretimini
incelemistir. Calismada mikroorganizmanin serbest oldugu ve immobilize edildigi
durumlar karsilastirilmistir. Immobilizasyon islemi karistirmali reaktdre monte edilen
capraz akis filtrasyon igerisine yerlestirilen gézenekli sinter cam boncuklar (yaklasik 350
g) sayesinde gerceklestirilmistir. Fermantor icerisinde, serbest biiylime gdsteren hiicreler
ile 450 g/L konsantrasyonunda glukoz ile 21 saatte 315 g/l GA tiretimi gergeklestirildigi
belirtilmistir. Hiicrelerin immobilize edildigi durum i¢in ise 450 g/L glukozdan 22 saatte
375 g/L GA iiretimi gerceklestirildigi ifade edilmektedir.

Nakao vd. yaptiklart bir arastirmada, hava kaldirmali reaktorde (Sekil 4.6),
immobilize edilmis glukoz oksidaz enzimi ile glukonik asit tiretimini incelemislerdir. Bu
proseste hidrojen peroksidin ayrigmasinda katalaz enziminin yerine paladyum
parcaciklarinin kullaniminin yani sira, glukoz oksidazin immobilize edilmesinde kalsiyum
aljinat jel kullanildig1 ifade edilmistir. 70 saat i¢erisinde A. niger susu kullanilarak 600 g/L
glukoz doniistimii gergeklestirilerek, {iriin veriminin % 95 oldugu, iiretim verimliliginin 8,6

g/L.st oldugu belirtilmistir (Nakao vd., 1997).
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Benzer bir calismada hava kaldirmali biyoreaktdr kullanilarak kiitle transferi
incelenmis ve glukozdan glukonik asit iiretiminin avantajlar1 ortaya konmustur. Bu test
sisteminin en 6nemli 6zelliklerinden biri biiyiime olmayan kosullar altinda gerceklesmis
olmasidir. Bu biyosistem 10 dm?® hacimli dahili hava kaldirmali biyoreaktorde hacimsel
oksijen transfer katsayist kia da, akis hizi ve biyokiitle konsantrasyonunun etkisinin
arastirtlmasi i¢in kullanilmistir. kia 6l¢timleri, oksijen sensorlerinin membrani ile hava
kabarciklarinin  sik stk temas etmesi nedeniyle ¢oziinmiis oksijen konsantrasyon
degerlerinin dagilimin1 gostermistir. Sonuclar biyotransformasyon sistemlerinin, hava
kaldirmali biyoreaktorlerde oksijen transfer hizin1 belirlemede basarili olacagim
gostermistir. Biyokiitlenin artmasiyla iiretim hizinin sabit bir sekilde azaldigi belirtilmigtir

(Klein vd., 2002).

Tablo.4. 2. Kesikli Kiiltiir ile Glukonik Asit Uretimine Dair Bazi Calismalar (Ramachandran vd., 2017’den)

Kiiltiir Metodu Glukonik Asit ~ Hacimsel Verimlilik  Kaynak

(9/L) (9/L.h)
Tekrarlanan Kesikli Kiiltiir 143 1,44 Vassilev vd., 1993
Hava kaldirmali biyoreaktorde kesikli 150 2,30 Klein vd., 2002
kiiltiir
Stirekli Reaktor 158 6,00 Tsao ve Kempe,

1960

Kesikli Kiiltiir 80 0,50 Singh vd., 2003
Tiirbin Bigakl Reaktorde Kesikli Kiiltiir 100 1,13 Ikeda vd,. 2006
Kesikli Kiiltiir 150 4,58 Znad vd., 2004

]_DEU crkig

i
|
Jﬂ— Su girisi 1303K)

Ak metresi

Hava

Sekil 4.6. Harici hava kaldirmali kabarcik kolonu (Nakao vd., 1997)
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5. MATERYAL VE METOT
5.1. Materyaller

Bu ¢alismada kullanilan melas Torku Seker Fabrikasi’ndan (Konya) temin edildi.
Calisma boyunca melas 151k gormeyen plastik kapali kaplarda 20 °C sicaklikta bulunan
odada muhafaza edildi. Kat1 hal ve yar1 kati hal fermantasyon deneylerinde kullanilan
kiispe ise kampanya doneminde Elazig Seker Fabrikasi’ndan temin edildi. Islak halde
alinan kiispe, plastik branda iizerine yayilarak ve iiflecler yardimiyla bir giin boyunca kaba
neminin uzaklastirilmast i¢in kurutuldu. Daha sonra cam kaplara alinarak 60 °C
sicakligindaki etiivde 24 saat kurutma islemine tabi tutuldu. Ayrica farkli partikiil boyut
fraksiyonlarinda kiispe ornekleri hazirlamak i¢in kurutulmus kiispeye, 6giitme ve eleme
islemleri uygulandi. Ogiitme amaciyla laboratuvar dlgekli bir blender kullanildi (Waring,
IC-10B-25000 d/dk). Kiispe blenderde ogiitiildiikten sonra, ASTM serisi bir elek serisinde
elenerek, -8+16; -16+30; -30+50; -50+100 ve -100 mesh fraksiyonlarinda ornekler
hazirlandi1. Hazirlanan bu farkli boyut fraksiyonundaki kiispe 6rnekleri, tekrar 60 °C’de 4

saat siireyle etiivde kurutularak, deneylere kadar kapakli plastik kaplarda muhafaza edildi.

Calismaya konu edilen mikroorganizma (A.niger NRRL-3 susu) uluslararasi
American Type Culture Collection (ATCC) hiicre kiiltiir koleksiyonundan temin edildi.
Deneylerde besi ortami hazirlamada kullanilan PDA (Potato Dextrose Agar) (Lab M,
LABO098), glukoz (Merck, 1.08342), kalsiyum karbonat (Tekkim, TK200.200), sodyum
nitrat (Tekkim, TK210.00), potasyum dihidrojen fosfat (Merck, 1.048.73), magnezyum
stilfat hepta hidrat (Duchefa, M05.13), potasyum kloriir (Tekkim,TK.150440 ), demir (II)
stilfat hepta hidrat (Merck, 1.03.965), diamonyum hidrojen fosfat (Tekkim, TK.201796),
amonyum siilfat (Tekkim,TK.010020), disodyum hidrojen fosfat (Tekkim, TK50230)
mikrobiyolojik safliktadir. Deney ortamlarinin pH ayarlamalarinda kullanilan hidroklorik
asit (Merck, 1.00314) ve sodyum hidroksit (Sigma, 06203) analitik safliktadir. HPLC
analizlerinde standart ve mobil faz olarak kullanilan sakkaroz (Carlo-erba, 477187), glukoz
(Merck, 1.08342), fruktoz (Merck, 1.04007), glukonik asit (Merck, 8.220507), sitrik asit
(Merck, 10523643) oksalik asit (Merck,2349897) ve siilfiirik asit (Sigma, 30743) HPLC
safligindadir. Numunelerin analizi dncesi uygulanan filtrasyon iglemi igin ISOLAB marka
PTFE 0,45 um’lik filtreler kullanilmastir.

Calismada yapilan tim tartim iglemleri, 0,0001 g’lik bir hassasiyete sahip bir
analitik terazi ile (Radwag AS220.R2) gergeklestirildi. pH okuma ve ayarlama iglemleri
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icin Thermo Scintific marka pH metre kullanildi. pH metre’nin kalibrasyonu {i¢ noktali
olarak diizenli araliklarla yapildi. Sterilizasyon amaglari igin Nuaer ST-G Model otoklav,
sabit sicaklikta ¢alkalama amaglari i¢in Zhecheng ZHWY-200B c¢alkalayicili inkiibatorler

ve mikrobiyolojik ekim ¢aligmalari i¢in Bilser Class | laminar hava kabini kullanildu.

5.2. Mikroorganizmanin in vitro Kiiltiirii

Liyofilize halde temin edilen sus (A. niger NRRL-3) % 0.05 NaCl sivi ortaminda
oda sicakliginda ¢oziiniinceye kadar bekletildi. PDA dehidre besiyeri, 39 g/L olacak
sekilde distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C de 15 dakika otokolavda sterilizasyona tabi
tutuldu. Sterilize edilmis agar 100x15 mm lik petrilere dokiilerek donduktan sonra,
mikroorganizma ekimi gergeklestirildi. Mikroorganizma ekilmis petriler, 30 °C de etiivde
inkiibasyona birakilarak ¢ogalmasi takip edildi. Hiicreler petri yiizeyini tamamen
kapladiginda, pasajlanarak yeni besi ortami igeren erlenlere aktarildi. Etiivde 7 giin
boyunca ¢ogalan mikroorganizma calismalarda kullanilmak {izere, stok ¢ozelti ortaminda
+4°C’de depolandi. Stok ¢ozelti bilesimi Tablo 5.1°de verilmistir. Ikinci ve iigiincii
pasajdan sonra hiicreler dondurularak bir sonraki kullanim igin saklandi. Hiicreler % 20
gliserol % 80 serum igeren kriyo tiiplerde -80 °C sartina, +4 °C’de 1 saat ve -20 °C’de 2

saat tutularak asamali bir sekilde alindi.

5.3. On Denemeler

A. niger NRRL-3 susunun glukonik asit {iretim yetenegine sahip olup olmadigini
belirlemek i¢in baz1 6n denemeler gerceklestirilmistir. Bu amacla ti¢ farkli sentetik besi
yeri ortaminda glukozdan glukonik asit {iretimine yonelik deneyler yapildi. Bunun igin, 6n
denemeler daha oOnce yapilan arasgtirmalarda belirlenmis olan optimum sartlarda
gerceklestirildi. Bu nedenle sicaklik 30 °C, pH 6,6, asilama miktar1 % 2 (hacim/hacim) ve
calkalama hiz1 150 d/dk olarak segildi. Bu parametreler her ti¢ ortam igin de ayn1 tutulmus,
farkli ortam bilesenleri ve konsantrasyonlartyla glukonik asit tiretimindeki degisim takip
edilmistir. On denemeler icin kullanilan besi yeri bilesenleri Tablo 5.2, 5.3 ve 5.4’de
verilmistir.

On denemeler, 250 mL’lik erlenlerde 50 mL ¢alisma hacminde kesikli derin
fermantasyon seklinde gergeklestirildi. Hazirlanan karisimlar belirtilen oranda as1 ilavesi
gerceklestirildikten sonra orbital calkalamali bir inkiibatorde yiiriitiildii. Fermantasyon

karisimlarinin pH’s1, otoklavlanmadan 6nce 0,1M HCl ile 5,5’¢ ayarlandi. Besi yerleri ve
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ilave edilen CaCOs ayr1 ayr1 otoklavlanarak steril hale getirildi. Sterilizasyon islemi sonrasi
besi yerine CaCOz ilave edilerek, ortam pH’s1 6,6’ya getirilip orbital calkalayicida
inkiibasyona birakildi. 24 saatte bir numune alinarak, pH Olglimii yapilarak, orneklerde
glukonik asit ve seker analizleri yapildi.

Benzer sartlarda karbon kaynagi olarak melasin kullanildigi 6n denemeler de
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in melasin igerigi géz oniinde bulundurularak sentetik ortam
bilesenlerinin hepsini igeriyor olmasi nedeniyle, herhangi bir besi yeri bileseni ilave
edilmeksizin ve yaklasik % 50 seker icerigi g6z oOniinde bulundurularak 240 g/l melas
iceren ¢ozeltiler destile suda ¢oziiliip hazirlanarak ayni sekilde deneyler yapildi. Bunun
yani sira farkli melas konsantrasyonlarinin glukonik asit {retimi iizerine etkisinin
incelenmesi amaciyla melas 120,240 ve 360 g/L’ye seyreltildi.

On denemelerde son olarak, melasli besi yerinden glukonik asit iiretimi {izerine
otoklav sterilizasyonu Oncesi kritik bir parametre olan pH’nin etkisini gozlemlemek iizere
bazi deneyler yapilmistir. Bunun igin otoklav dncesi konsantre HCI ile melasli ortamlarin
pH degerleri 1,0-5,5 arasinda farkli degerlere ayarlanarak deneyler yapildi. Ayrica bir grup
deneyde de, hazirlanan melasli ortamlar sterilizasyon oncesi herhangi bir pH ayarlamasi

yapilmaksizin fermantasyon deneyleri gergeklestirildi.

Tablo 5.1. PDA Besi Yeri Bilesimi

Icerik Konsantrasyon (g/L)
Patates Infiizyonu 4,0
D-Glukoz 20,0
Agar 15,0

Tablo 5.2. Besiyeri-1 (Ahmed vd., 2015)

Besi Yeri Bilesimi Konsantrasyon (g/L)
Glukoz 120,0
NaNOs; 3,0
KH2PO4 1,0
MgS0O4.7H20 0,5
KCI 0,5
FeS04.7H,0 0,01
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Tablo 5.3. Besiyeri-2 (Roehr vd., 1996)

Besi Yeri Bilesimi Konsantrasyon (g/L)
Glukoz 130,0
(NH.)2HPO,4 0,388
KH2PO4 0,18
MgSQO4.7H.0 0,156
CaCOs3 26,0

Tablo 5.4. Besiyeri-3 (Ikeda vd., 2006)

Besi Yeri Bilesimi Konsantrasyon (g/L)
Glukoz 70,0
(NH4)2SO4 1,35
Na;HPO, 0,20
MgS04.7H,0 0,15
CaCOs 60,0

5.4. Glukonik Asit Uretiminin Optimizasyonuna Yonelik Deneysel Tasarim

Yapilan 6n denemeler ve incelenen literatiir 15181nda glukonik asit tiretimi tizerine
etkin degiskenlerin neler oldugu ve hangi araliklarda 6nemli oldugu belirlenmistir. Bu
calismada Cevap Yiizey Yontemi (CYY) kullanimi ile etkin parametrelerin degistirilerek
glukonik asit tretimi iizerine etkisi incelenmistir. CYY, esasen proseslerin
optimizasyonunda matematiksel ve istatistiksel tekniklerin bir arada kullanildigi bir
yontemdir (Myers ve Montgomery, 1995). CYY 'nin ¢esitli dizaynlar1 mevcuttur. En ¢ok
kullanilanlart Merkezi Kompozit Dizayn (MKD) ve Box-Behnken Dizaynidir. MKD’da a,
-1, 0, +1, +a olarak adlandirilmak suretiyle bir faktoriin 5 farkli seviyesi incelenir. O
merkez nokta yani literatiirden ve 6n denemelerden yola ¢ikilarak bulunan optimum deney
ortam degerleri iken -o ve +a iki u¢ degerleri ifade etmektedir. -1 ve +1 noktalari ise diisiik
ve yiiksek seviyeyi ifade eder. Kesikli olarak gergeklestirilen derin, yar1 kat1 hal ve kati hal
fermantasyon deneyleri igin etkin olan parametrelerin sonug¢ degiskeni iizerine etkilerinin
ortaya konulmasi amaciyla yapilacak deneylerin tasarimi Merkez kompozit dizayn (MKD)

ile gerceklestirilmistir.

55



Literatiir verilerinden ve 6n deneme sonuglarindan yola ¢ikilarak, glukonik asit
tiretimini etkileyecegi diisliniilen derin fermantasyon icin, 4 (melas konsantrasyonu,
sicaklik, calkalama hizi ve CaCOs miktar1), yar1 kati hal fermantasyon i¢in 5 (melas
konsantrasyonu, sicaklik, ¢alkalama hizi, kiispe miktar1 ve CaCO3z miktar1) ve kati hal
fermantasyonu icin 4 (melas konsantrasyonu, sicaklik, kiispe miktar1 ve CaCOz miktart)
degiskenin etkileri MKD yontemi ile tasarlanan deneylerle incelenerek sonuglar
istatistiksel olarak ANOVA ile analiz edilmistir. Ug¢ farkli fermantasyon sekli icin,
glukonik asit tiretimini etkiledigi diistiniilen bagimsiz parametreler ve incelenen deger

araliklar sirastyla Tablo 5.5, 5.6 ve 5.7 de verilmistir.

MKD ile derin fermantasyon i¢in 5 farkli konsantrasyonda, 4 bagimsiz degisken
ve 3 kez tekrarlanan merkez noktasi ile toplam 30 deney, yar1 kati1 hal fermantasyonda 5
farkli konsantrasyonda, 5 farkli bagimsiz degisken ve 6 tekrarlanan merkez noktasi ile
toplam 50 deney, son olarak kati hal fermantasyon igin 5 farkli konsantrasyon, 4 bagimsiz
degisken ve 4 tekrarlanan merkez nokta ile toplam 30 deney gergeklestirilmistir. Her iig
fermantasyon cesidi i¢in degisen parametrelere gore elde edilen glukonik asit miktarlar
cevap olarak kullanildi. Deneylerin tasariminda ve elde edilen sonuglarin analizinde
DesignExpert 8.0 yazilimi kullanilmistir. Varyans analizleri ve degiskenlerin etkilesimli
olarak cevap iizerine etkileri ti¢ boyutlu grafikler halinde elde edildi.

Tablo 5.5. Derin Fermantasyon icin Belirlenen Degiskenler ve MKD ile Incelenen Deger Araliklart

Faktor Bagimsiz Degiskenler -q, -1 0 +1 -

Melas Kons. (g/L) 100 175 250 325 400
B CaCOs (g/L) 10 20 30 40 50
C Sicaklik(°C) 20 25 30 35 40
D Calkalama Hiz1 (d/dk) 80 115 150 185 220

Tablo 5.6. Yar1 Kati Hal Fermantasyonu igin Degiskenlerin Deger Araliklart

Faktor Bagimsiz Degiskenler -a, -1 0 +1 +a

Melas Kons. (g/L) 100 186 250 313 400
B CaCOs (g/L) 10 20 30 40 50
o Sicaklik(°C) 20 25 30 34 40
D Kiispe Mikt.(g/L) 5 10 15 20 25
E Calkalama hiz1 (d/dk) 80 120 150 180 220
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Tablo 5.7. Kat1 Hal Fermantasyonu i¢in Degiskenlerin Deger Araliklari

Faktér Bagimsiz Degiskenler - -1 0 +1 +a
Melas Kesri (g/g) 0 0,1 0,2 0,3 0,4
B CaCOs Kesri (9/9) 0 0,0125 0,025 0,0375 0,200
o Sicaklik(°C) 20 25 30 35 40
D Kiispe Kesri (g/9) 0,10 0,175 0,25 0,325 0,40

5.5. Deneylerin Yapihsi

A. niger kullanilarak melastan glukonik asit tiretiminin incelendigi bu ¢alismada,
derin, yar1 kati hal ve kati hal fermantasyon bicimleriyle iiretim sartlarinin optimize
edildigi deneysel calismalar gergeklestirilmistir. Daha Once belirtildigi gibi yapilan
deneyler cevap yiizey yontemi ve merkezi kompozit dizayn kullanilarak tasarlanmistir.
Tiim tasarlanmis deneyler, belli araliklarla 6rnek alinmak iizere zamana bagli olarak
yirlitiilmistlir. Tasarlanan deneylerin ne sekilde gerceklestirildigi bu bdliimde izah

edilmistir.

5.5.1. Derin Fermantasyon Deneyleri

Derin fermantasyon deneyleri i¢in distile su kullanilarak 250 mL’lik erlenlerde 50
mL sivi hacmi olacak sekilde besi yerleri hazirlandi. Besi yeri bilesimleri deneysel
tasarima gore farkli konsantrasyonlarda melas igerecek sekilde olusturuldu. Hazirlanan
besi yerlerinin pH’s1 otoklavda sterilizasyon 6ncesi 0,1M’lik HCl ile 5.5 ‘e ayarlandi. Daha
sonra otoklavda 121°C’de 15 dk siireyle tutularak sterilizasyon sonrasi, benzer sekilde
otoklav ile steril edilen 6nceden tartilmis CaCOs ilave edildikten sonra 0,1M’lik HCI ve
0,1M NaOH kullanilarak karisimim pH’s1 6,6°ya getirildi. 30°C de 7 giin boyunca etiivde
inkiibe edilmis A. niger NRRL-3 susu, % 0,1’lik Tween-80 ile kat1 ortamdan alinarak besi
ortamina Thoma laminda say1lip 108 spor/mL olacak sekilde ilave edildi. Mikroorganizma
asillamas1 gerceklestirilen erlenler sicakligi sabit tutulabilen bir orbital calkalayiciya
yerlestirilerek deneysel dizaynin 6n gordiigii sicaklik ve hizlarda c¢alkalanmaya birakildi.
Calkalanan karisimlardan belli araliklarla 2 ml hacminde 6rnekler alindi. Erlen icerisindeki
buharlagsma nedeniyle gerceklesen su kaybini minimize etmek amaciyla her numune alimi
sirasinda erlenler tartilarak, alinan numune miktar1 hari¢ tutularak erlenlerde gerceklesen

kiitle kayb1 kadar ortama steril su ilave edildi. Boylece buharlagmadan kaynaklanan deney
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hatalar1 minimize edildi. Ortamdan almman 2 ml’lik numuneler 0,45 pm’lik filtrelerden

gecirilerek zaman kaybedilmeden analiz edildi.

5.5.2. Yar1 Kati Hal Fermantasyonu Deneyleri

Yar kat1 hal fermantasyon deneyleri igin deneysel dizayn ile belirlenen sartlarda
hazirlanan besi yerlerine -16+30 mesh partikiil boyutundaki kuru kiispe, ilave edilerek
karisimlarin sterilizasyonu saglandiktan sonra derin fermantasyon calismasina benzer
olarak CaCOzg ilavesi ile pH degeri 6,6’ya ayarlandi. Sivi hacmi 50 mL olacak sekilde
ayarlanan besi yerine % 2 asilama miktarinda mikroorganizma ekimi gerceklestirilerek
sicakligi sabit orbital ¢alkalayicida deney tasarimlarinin 6n gordiigii sartlarda inkiibasyona
birakildi. Derin fermantasyon deneylerine benzer olarak, belli araliklarla 6rnek alinirken,
erlenlerde meydana gelen buharlasma neticesinde meydana gelen su kaybinin iiretim
verimliligini etkilememesi adina ortama steril saf su ilavesi gerceklestirildi. Ortamdan
alinan 2 ml’lik numuneler 0,45 pm’lik filtrelerden gegirilerek hemen analiz edildi.

Bu sekilde, glukonik asit {iretiminin optimizasyonu amactyla MKD ile tasarlanan
tim yar1 kati hal deneylerine ilave olarak, kiispe partikiil boyutunun etkisini ortaya
koymaya yonelik deneyler de gergeklestirilmistir. Bunun i¢in tasarim deneyleriyle
belirlenen optimum sartlarda, daha 6nce hazirlanan -8+16, -30+50, -50+100 ve -100 mesh

fraksiyonundaki kiispe 6rnekleriyle de benzer sekilde deneyler yapildi.

5.5.3. Kat1 Hal Fermantasyonu Deneyleri

Kat1 hal fermantasyon deneyleri i¢in -16+30 mesh partikiil boyutuna sahip kiispe,
melas, distile su ve CaCOz deneysel tasarimin 6n gordiigi farkli oranlarda ve toplam kiitle
50 g olacak sekilde iyice karigtirilarak 100x15 mm’lik petrilere ilave edildikten sonra
otoklavlanarak steril hale getirildi. Sterilizasyon sonrasi petrilere % 2 oraninda olacak
sekilde % 0,1 Tween-80 yardimi ile mikroorganizma ekimi gerceklestirilerek etiivde
inkiibasyona birakildi. Ayn1 sartlara ait fermantasyon karisimlarindan, siirenin etkisini de
gozleyebilmek i¢in 10 adet hazirlandi. Etiiv igerisindeki nemliligi saglamak amaciyla 50
ml distile su etiiv icerisine yerlestirildi. Belli araliklarla etiivden alinan petriler, otoklavda
121°C’de 15 dk siireyle steril edildikten sonra 1000 mL’lik beherlerde 200 mL distile su
ilavesi ile ekstrakte edildi. Ekstraksiyon igslemi ¢oklu manyetik karistirict yardimiyla 400
d/dk hizda 6 saat siireyle karistirarak gergeklestirildi. Ekstraksiyon sonunda elde edilen
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karisimlar, mavi bant filtre kdgidindan siiziildii. Elde edilen siiziintiler 0,45 um’lik
filtrelerden gegirilerek analiz edildi.

Bu sekilde, glukonik asit iiretiminin optimizasyonu amaciyla MKD ile tasarlanan
tim deneylere ilave olarak, kat1 hal fermantasyonuna kiispe partikiil boyutunun etkisini
ortaya koymaya yonelik deneyler de gergeklestirilmistir. Bunun i¢in tasarim deneyleriyle
belirlenen optimum sartlarda daha 6nce hazirlanan -8+16, -30+50, -50+100 ve -100 mesh

fraksiyonundaki kiispe 6rnekleriyle de benzer sekilde deneyler yapildi.

5.6. Analiz Yontemleri
5.6.1. Melasa Iliskin Analizler

Bu calismada melasdaki seker icerigi, HPLC analizleriyle belirlendi. RID
dedektorii ve COREGel 87H3 iyon degistirici esasli kolon kullanilarak belirlendi. Bu
yontemin en biiyiik avantaji melastaki indirgen sekerlerin yani sira disakkaritlerin de analiz
edilebilir olmasidir. Bu amagla, kolon sicakligi 45° C, akis hizi 0,60 ml/dk olarak
belirlendigi ortam sartlarinda mobil faz olarak 0,05 M siilfiirik asit ¢ozeltisi kullanildi. Esit
konsantrasyonlarda glukoz, fruktoz ve sakkaroz g¢ozeltileri hazirlanarak cihazda her ii¢
seker i¢cin de kalibrasyon grafikleri olusturuldu. Daha sonra, melas c¢ozeltisi farkli

konsantrasyonlara seyreltilerek, igerdigi seker miktarlar1 ve cinsleri tayin edildi.

Melasin su igerigini tespit etmek amaciyla, Karl-Fischer titrasyon yontemi
kullanildi. Boliimiimiiz laboratuvarinda bulunan Mitsubishi CA-31 Karl-Fischer titrasyon
cihaz1 kullanilarak, melasdaki su igerik tayini gerceklestirildi. Olduke¢a viskoz olan ve su
igerigi itibariyla cihazin tayin sinirlarini asan, melas 2.0 g agirliginda tartilip son agirlik 4.0
gram olana kadar glacial asetik asit (MERCK- 1.00063.2511) ilave edilmek suretiyle
seyreltildi ve viskozitesi diisiiriildii. Bu sekilde titratérde su igerigi belirlendikten sonra,

asetik asitle seyrelme miktart goz 6niinde bulundurularak su icerigi hesaplandi.

Melasin kuru madde igerigi, A. Kriiss Optronic Abbe refraktometre cihazi
kullanilarak tespit edildi. Oncelikle cihazin sicakligi 20° C’ye ayarlandi. Saf su ile kirilma
indisinin 1,333 olup olmadig1 kontrol edildi. % kuru madde tayini igin saf su ile kuru
madde skalas1 0‘a ayarlandi. 5 kat seyreltilen melas cihazin prizma haznesine pastor pipeti
yardimuiyla bir iki damla damlatildi. Okiilerden bakilarak netlestirme islemi gergeklestirildi.

Goriintiide karanlik ve aydinlik alanlar esitlenerek kirilma indisi degeri ve % kuru madde
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degerleri okundu. Daha sonra seyreltme faktorii goz 6niinde bulundurularak, melasin kuru

madde icerigi hesaplandi.

5.6.2. Kiispeye Iliskin Analizler

Yar1 kat1 hal ve kat1 hal ¢alismalarinda kullanilan bir biyokiitle olan kiispenin nem,
ucucu madde, sabit karbon ve kiil igerigini belirlemek tizere, yaklasik (proximate)
analizleri gerceklestirildi. Bunun i¢in 100 g kadar kurutulmus kiispe Ornegi alinarak
tamami1 100 mesh’lik elekten gececek sekilde 6giitiildii. Bu 6rnegin nem igerigi, bir etiivde

105°C’de sabit tartima gelene kadar bekletilerek gerceklestirildi.

Ugucu madde analizleri i¢in, 900 °C’ye ayarlanmis kiil firin1 igerisine 2 adet
porselen kroze konarak 90 dakika boyunca 1sinmasi saglandi. Boylece krozelerdeki agirlik
kaybina neden olabilecek bilesenlerin uzaklastirilmasi saglandi. Kiil firinindan ¢ikarilan
krozeler desikatore alinarak oda sicakligina gelene kadar sogutulup hassas terazide
agirliklar1 belirlendi. Hassas bir sekilde 1.0 g kadar tartilan kuru kiispe, 900 °C’ye
ayarlanmis kiil firinina konularak, agzi kapali olmak kaydiyla 7 dakika boyunca 1sitilarak
ucucu maddenin uzaklastirilmasi saglandi. Krozeler tekrar desikator igerisine alinarak oda
sicakliginda sogutulmaya birakilip agirlik kayiplari hassas terazi ile belirlendi. Tartim
sonrast krozeler tekrar kiil firinina konularak 750 °C’de agz1 agik olarak 4 saat bekletildi.
Krozeler desikatdorde sogumaya birakilarak agirlik kaybi belirlenerek kiil tayini

gergeklestirilmis oldu.

Kiispeyi olusturan temel bilesenlerin analizleri, Li vd. (2004) tarafindan onerilen
yontemler kullanilarak gergeklestirildi. Buna gore kiispede ekstraktif madde, hemiseliiloz,

seliiloz ve lignin analizleri i¢in kullanilan yontemler asagida izah edilmistir.

Ekstraktif madde analizi i¢in kiispeden 12 gram tartilarak, tizerine 150 ml aseton ilave
edildikten sonra geri sogutucu altinda 3 saat siire ile karistirilarak ekstrakte edildi. Islem
sonunda, siizge¢ kagidinda siiziilerek toplanan kalintt bir siire oda sicaklifinda
kurutulduktan sonra 80 °C’de tutulan etiivde sabit tartima gelene kadar kurutuldu. Son

olarak sogutulup tartilarak ekstraktif madde miktar1 hesaplandi.

Hemiseliiloz analizi i¢in ekstraksiyon analizi sonucunda kalan kalintidan 6 gram numune
balona konuldu ve iizerine 150 ml, 0,5 M NaOH ¢ozeltisi ilave edildi. Karisim geri

sogutucu altinda 3,5 saat karistirlldi. Atik, siizge¢ kagidindan siiziildiikten sonra nétral
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pH’ya ulasincaya kadar destile su ile yikandi. Sabit tartima gelene kadar etiivde kurutulup
desikatorde sogutulduktan sonra tartildi. Meydana gelen agirlik kaybindan hemiseliiloz

miktar1 belirlendi.

Lignin analizi igin, ekstraksiyon analizi sonucunda kalan kalintidan 1 g alinarak sabit
tartima kadar kurutuldu. Balona konulan 6rnek {izerine daha sonra yavasga % 72’lik 30 mL
H2SO4 ¢ozeltisi eklendi ve bu karigim 14 °C sicaklikta 24 saat bekletildi. Daha sonra 300
ml saf su ilave edilip geri sogutucu altinda 1 saat kaynatildi. Karigtm soguduktan sonra
stizgec kagidinda siiziilerek saf su ile siilfat iyonu kalmayana kadar yikandi. Kalint1 etiivde
sabit tarttma gelene kadar kurutulduktan sonra desikatérde sogutulup tartilarak lignin

miktar1 hesaplandi.

Seliiloz miktar1 ise, deneysel olarak belirlenen lignin, hemiseliiloz ve ekstraktif madde

yiizdeleri toplaminin yiizden ¢ikarilmasi ile hesaplanarak belirlendi.

Kiispenin seker igerigini belirlemek ig¢in, 2,5 gr kuru kiispe tartilip, 250 mL’lik
beher icerisine alindi. Uzerine 50 mL saf su ilave edilerek manyetik karistiricili 1siticida
kaynayana dek 1sitildi. Daha sonra karisim, mavi bant filtre kagidindan siiziildii ve kati
bakiye bir miktar saf su ile yikandi. Yikama ¢ozeltisi de siizlintii {izerine ilave edilerek,
¢ozelti belirli bir son hacme tamamlandi. Bu ¢ozelti 0,45 um filtreden gegirilerek HPLC ile
seker tayini i¢in kullanildi. Analizler sonucu belirlenen seker miktar1 baglangicta alinan

kiispe miktarina oranlanarak agirlik¢a seker igerigi hesaplandi.

5.6.3. Cozeltilerde Sakkaroz ve indirgen Seker Tayini

Fermante edilmis indirgen sckerler ve sakkaroz, HPLC ile Transgenomic
COREGel 87H3 kolon ve Shimadzu RID-20A (Refraktif indeks Dedektodrii) dedektorii
kullanilarak tayin edildi. Kolon sicakligi 45°C, akis hiz1 0,600 mL/dk ya sabitlenmistir.
Mobil faz olarak izokratik modda 0,05 M’lik H2SOs kullanilmistir. Shimadzu HPLC
sistemi, DGU-20A5R degaz iinitesi, LC-20AT pompa ve CTO-10AS kolon firmindan
olusmaktadir. Mobil faz kullanilmadan 6nce ultrasonik su banyosunda degaz islemine tabi
tutuldu. Analitik safliktaki glukoz ve fruktoz ile kalibrasyon grafigi cizilerek indirgen seker
konsantrasyonlar1 belirlendi. Cozeltilerin hazirlanmasinda filtre edilmis distile su
kullanildi. Kolona zarar verebilecek maddelerin uzaklastirilmasi i¢in ¢ozeltiler 0,45 pm’lik

filtreden gegirildi. Seker tayini yapilacak melas 6rnekleri 10 kat mobil faz ile seyreltilip,
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0,45 um’lik filtreden gecirilerek cihaza enjekte edildi. Analizlerden 6nce cihaza purge
islemi iki kez wuygulanarak yaklagitk 1 saat mobil faz ile kolon sartlanmasi
gerceklestirilmistir. Numuneler cihaza 20 ul hacim olacak sekilde bir mikro enjektorle

enjekte edildi.

5.6.4. Glukonik, Sitrik ve Oksalik Asit Analizleri

Glukonik, sitrik ve oksalik asitlerin kantitatif analizleri, HPLC Transgenomic
COREGel 87H3 kolon ve Shimadzu SPD-20A UV-VIS dedektorii ile gergeklestirildi. 210
nm’de kolon sicaklig1 45 °C, akis hiz1 0,600 mL/dk olacak sekilde ayarlanip, yine mobil
faz olarak izokratik modda 0,05 M lik H2SO4 kullanilarak s6z konusu organik asitlerin
tayini gergeklestirildi. Kalibrasyon grafiklerinin olusturulmast igin, organik asit
standartlarinin mobil faz ile seyreltilmesiyle farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlandi.
Bu ¢ozeltiler HPLC sisteminde yiiriitiilerek her bir organik asit i¢in elde edilen pik alanlar
ve konsantrasyonlar arasinda kalibrasyon grafikleri cizildi. Kolon kirliliginin 6nlenmesi
icin ¢ozeltiler ve numuneler cihaza 0,45 um’lik filtrelerden gegirilerek 20 ul enjeksiyon
hacmi ile verilmistir. Analizlerden 6nce purge islemi ve mobil faz ile yikama islemi

gerceklestirilmistir.
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6. BULGULAR VE TARTISMA

Her yil diinya ¢apinda ortalama 100.000 ton glukonik asit ve glukonat talebine
karsin tilkemizde glukonik asit iiretimi mevcut olmadigindan bu ihtiyag, ithalat ile
karsilanmaktadir. Bu caligmada iilkemizdeki pazar payr belli olan ve artmasi beklenen
glukonik asidin, iilkemiz i¢in Onemli bir endiistriyel yan iriin olan seker pancari
melasindan {iretimi hedeflenmistir. Literatiirde seker kamisi melasindan glukonik asit
tiretimi konusunda yapilmis ¢alisma ¢ok olmakla birlikte, seker pancar1 melasindan {iretim
konusunda kayda deger ¢alisma sayisi oldukga sinirlidir. Bu ¢alisma ayrica derin, yar1 kati
hal ve kati hal fermantasyon yontemlerinin karsilastirmali olarak arastirilmasini
amaglamasi yoniiyle de 6nemlidir. Yar1 kat1 hal ve kat1 hal fermantasyonu ile glukonik asit
tiretimi amaciyla, seker iiretimi sirasinda elde edilen baska bir yan iiriin olan seker pancari
kiispesinin kullanilmasi nedeniyle, kiispenin bir kat1 destek materyali ve substrat olarak

degerlendirilmesi agisindan da ¢alismanin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Calismaya konu edilen seker pancar1 melasi ve kiispesinin analizleri yapilmis olup

elde edilen sonuglar Tablo 6.1°de verilmistir.

Tablo 6.1. Calismada kullanilan Seker Pancar1 Melasi ve Kiispesinin Analiz Sonuglar

Kiispe

Yaklasik Analizler Agirhikea %
Ugucu Madde Miktar1 76,39
Sabit Karbon 12,96
Nem 6,12
Kiil 4,53
Bilesen Analizleri Agirhikea %
Seliiloz 26,68
Hemiseliiloz 32,21
Ekstraktif Madde 28,69
Lignin 12,42
Toplam sekerler 2,80
Melas

Bilesen Analizleri Agirhikea %
Kuru madde 79,84
Sakkaroz 49,35
Indirgen sekerler 1,50
Seker dis1 katt madde* 29,01

Su igerigi 20,05
Kiil 8,12

*Hesapla bulunmustur.
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Bu boliimde oncelikle gergeklestirilen 6n denemelere ait bulgular1 takiben,
deneysel dizayn yontemleriyle incelenen derin, yar1 kati hal ve kati hal fermantasyon

caligmalarina iliskin bulgular verilecektir.

6.1. On Deneme Calismalarina Ait Sonuclar

A. niger susunun glukonik asit iiretim yeteneginin arastirilmasina yonelik yapilan
On calismada ii¢ ayr1 sentetik besi yerine mikroorganizmanin ekimi gerceklestirilmistir.
Sekil 6.1°de goriildiigii gibi her ii¢ besi yeri i¢in artan siire ile glukonik asit konsantrasyonu
artmaktadir. Ozellikle 2 ve 3 kodlu besi yerleriyle kayda deger bir glukonik asit iiretimi
gerceklestirilirken, 1 kodlu besi yeri i¢in ciddi bir glukonik asit iiretiminin elde edilemedigi
goriilmektedir. Bu durumun biiyiik 6l¢iide besi yerlerinin CaCOs igerigiyle alakali oldugu
izlenimi olusmustur. Zira 2 ve 3 numarali besi yerleri CaCOs igerirken, 1 numarali besi
yeri icermemektedir (Tablo 5.2, 5.3 ve 5.4). Buna bagli olarak artan siireyle 1 numarali
besi yeri i¢in pH’nin 4’e kadar diismesi s6z konusu olmaktadir. Daha once yapilan
calismalarda diisiik pH’larda glukoz oksidaz enzim aktivitesinin dnemli Ol¢lide azaldigi
belirtilmektedir (Franke,1963). Dolayisiyla CaCOs igeren besi yerlerinde gerceklesen

notralizasyon nedeniyle

pH

—@— Besi Yeri 1
60 ——Besi Yeri 2

——Besi Yeri 3
50 A

40 A
30 A
20 1

10 A

Glukonik Asit Konsantrasyonu, g/L

0 T T T
0 50 100 150 200

Siire, saat

Sekil 6.1. A. niger’in farkli besi yeri ortamlarinda glukonik asit tiretimi gerceklestirmesine yonelik

on deneme sonuglari (Sicaklik:30°C; pH: 6,6; agilama miktar1 % 2; ¢alkalama hizi: 150 d/dk).
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glukoz oksidaz aktivitesinin daha yiiksek oldugu ve buna bagli olarak glukonik asit
konsantrasyonlarinin da nispeten yiiksek oldugu goriilmektedir. En yiiksek glukonik asit
konsantrasyon degerleri 2 numarali besi yeri i¢in yaklasik 7 giiniin 66,34 g/L ile olarak
gerceklesmistir. Ayrica, 2 ve 3 numarali besi yerlerinin igerdigi glukoz miktarlarmin farkl
olmasi nedeniyle, elde edilen ¢ozeltilerin glukonik asit konsantrasyon degerlerine bu
durumun yansimasi beklenen bir husustur.

Baska bir 6n deneme serisinde, sentetik besi yeri-2 ile benzer sartlarda seker
pancart melast iceren besi yerinden glukonik asit {lretimi zamana bagli olarak
incelenmistir. Karsilastirmali olarak yapilan bu deneylerin sonuglart Sekil 6.2°de
goriilmektedir. Melasin seker igeriginin yaklasik % 50 oldugu diisiiniilerek, melas igeren
besi yerleri, besi yeri-2’de yer alan glukoz disindaki bilesenlere ilave olarak 240 g/L melas
icerecek sekilde hazirlanmistir. Sekilden de goriildiigii gibi melas iceren besi yeri
ortaminda glukonik asit tiretim hizi baslangigta 2 numarali besi yerine gore oldukca
diisiiktiir. Ancak ilerleyen siireyle melastan glukonik asit {iretim hizinin yiikseldigi ve daha
yiiksek glukonik asit konsantrasyonlarina ulasildigr goriilmektedir. Bu durumun melasin

kompleks yapisi ve basta

pH
ON W b~ oo N
L

—8&— Besi Yeri 2
—&— Melas (240 g/L)

60 -

50 4

40 A

30 A

20 A

10 A

Glukonik Asit Konsantrasyonu, g/L

0 T T T T
0 50 100 150 200

Siire, saat

Sekil 6.2. Karsilastirmali olarak Besi Yeri-2 ve melas igeren besi yerinden glukonik asit {iretimi 6n deneme
sonuglari (Sicaklik:30°C; pH: 6,6; asilama miktar1 % 2; ¢alkalama hizi: 150 d/dk).
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agir metaller olmak iizere A. niger iizerine inhibe edici etkiler gosterebilecek bilesenlerden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu nedenlerden dolayr mikroorganizmanin bir aligma
evresi sergiledigi ve baslangi¢ tiretim hizinin diisiikliigiiniin biiyiik 6l¢iide nedeninin bu
oldugu sdylenebilir. Ayrica her iki ortam i¢in de artan glukonik asit konsantrasyonu belli
bir siireden sonra diisme egilimine girmektedir. Bu durumun da yine azalan pH nedeniyle

glukoz oksidaz aktivitesindeki azalmadan kaynaklandigi izlenimi olusmustur.

Diger bir 6n deneme ¢alismasinda ise ayni besi yeri bilesenleri kullanilarak melas
konsantrasyonunun glukonik asit iiretimi lizerine etkisini ortaya koymaya yonelik deneyler
yapilmistir. Elde edilen deney sonuclar1 Sekil 6.3°de goriilmektedir. Sekilden de goriildiigii
gibi 120, 240 ve 360 g/L konsantrasyonlarinda melas igeren besi yerleri i¢in zamana bagl
olarak elde edilen glukonik asit konsantrasyonlar1 ilging bir davrams sergilemektedir.
Maksimum glukonik asit konsantrasyonu 240 g/L i¢in elde edilirken, melas
konsantrasyonunun 360 g/L. degerine ¢ikarilmast durumunda elde edilen glukonik asit
konsantrasyonu daha diisiik olmaktadir. Bilindigi iizere seker pancari melasi neredeyse
kiitlesinin yaris1 kadar sakkaroz icermektedir. Invert sekerlerin toplami ise % 1

civarindadir.
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Sekil 6.3. Melas igeren besi yerinden glukonik asit {iretimi tizerine melas konsantrasyonunun etkisinin
incelendigi 6n deneme sonuglar1 (Sicaklik:30 °C; pH: 6,6; asilama miktar1 % 2; calkalama hizi:
150 d/dk).
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A. niger fermantasyon sirasinda invertaz enzimi de olusturabilen bir fungustur
(Kulshrestha, 2013; Ahmed vd., 2014). Invertaz enzimi sakkarozu, glukoz ve fruktoza
dontistiiriir ve fungusun iirettigi glukoz oksidaz enzimi de glukonik aside yiikseltger. Elde
edilen sonuglar, 240 g/L’nin iizerindeki yliksek melas konsantrasyonlarinda, ortamdaki
sakkarozun, parcalanma firlinleri olan glukoz ve fruktozun veya melasdan gelen diger
bilesenlerin inhibe edici bir etki olusturdugu seklinde degerlendirilebilir. Zira degisen
melas konsantrasyonuyla gozlenen pH degerlerinin birbirlerine yakin olusu sebebiyle
azalmanin, diisik pH nedeniyle glukoz oksidaz enzim aktivitesindeki diisiisten
kaynaklandig1 sdylenememektedir.

Bagka bir 6n deneme ¢aligmasinda 240 g/L melas iceren besi yerlerinin baslangic
pH degerleri HCI ¢ozeltisi ile 1,0-5,5 arasinda farkli degerlere ayarlanarak, baslangic pH
degerinin iiretilen glukonik asit konsantrasyonu iizerine etkileri incelenmistir. Elde edilen
sonuclar Sekil 6.4’de gorilmektedir. Anlagilacagi tizere, ortama eklenen CaCOs’in
meydana getirdigi ndtralizasyon etkisi nedeniyle tiim baslangi¢ pH degerleri icin ilk anda 6
civarinda olan pH’lar, artan fermantasyon siiresiyle olusan glukonik asit konsantrasyonuna
bagli olarak yaklasik 3 civarina kadar azalmaktadir. Bu nedenle tiim baslangi¢ pH degerleri
icin elde edilen iiretim miktarlarinin paralellik arz ettigi goriilmektedir. Ote yandan
nispeten yiiksek baslangic pH degerlerinde glukonik asit tiretim hizinin ve ulasilan
maksimum asit konsantrasyonlarinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durumun yine
pH’ya bagl olarak degisen glukoz oksidaz aktivitesinden kaynaklandig: agiktir.

Yapilan 6n denemeler g¢alismaya konu edilen A. niger NRLL3 susunun gerek
sentetik besi yeri ortamlarindan, gerekse melas igeren besi yeri ortamlarindan glukonik asit
iiretme kabiliyetine sahip oldugunu gostermektedir. On denemeler ayrica, melas
konsantrasyonu ve CaCOs varliginin glukonik asit iiretimi agisindan kritik parametreler
oldugunu acik¢a gostermektedir. Ote yandan sicakhigin ve oksijen miktarmin da
mikroorganizma agisindan kritik parametreler oldugu diisiiniilerek, tiim bu parametrelerin
birbiri {lizerine etkilesimlerini de ortaya koyabilecek caligmalara ihtiya¢ oldugu aciktir.
Yapilan 6n denemelerden ortaya ¢ikan bir diger husus da, melasin zengin organik madde
ve mineral madde icerigi nedeniyle (Tablo 3.3) sentetik besi yeri bilesenlerinin disaridan
ilavesine ihtiya¢ olmaksizin fermantasyonun yiiritiilebilecegi kanaatine varilmistir.
Calismanin bundan sonraki kisminda, sadece melas iceren besi yerinden glukonik asit
liretimi amaciyla yiritilen farkli fermantasyon bi¢imlerinin kullanildig1 tasarim

deneylerinin sonuglart verilecektir.
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Sekil 6.4. Melas igeren besi yerinden glukonik asit iiretimi {izerine baslangi¢ pH’siin etkisinin incelendigi
6n deneme sonuglar1 (Melas kons.: 240 g/L; Sicaklik: 30 °C; asilama miktar1: % 2; ¢alkalama hizi:
150 d/dk).

6.2. Deneysel Tasarim Sonuclari

Materyal ve Metot boliimiinde belirtildigi gibi, derin yar1 kat1 hal ve kati hal
fermantasyon tiirleri i¢in etkin parametrelerin glukonik asit {iretimi iizerine etkilerini
belirlemek, parametrelerin birbiri lizerine etkilesimlerini ortaya koymak ve iiretim prosesi
tizerinde etkili olan parametrelere bagl bir model esitligi elde etmek {izere cevap yiizey
yontemi ve merkezi kompozit dizayn kullanilarak deneyler tasarlanmistir. Bu amagla
DesignExpert 8.0 yazilimi kullanilarak tasarlanan deneylerin sonuglari ve yapilan

degerlendirmeler, her ii¢ fermantasyon sekli i¢in bu boliimde verilecektir.

6.2.1. Derin Fermantasyon Calismalari

Derin fermantasyon ile glukonik asit liretimine yonelik MKD ile olusturulan
yazilimin 6nerdigi dizayn matrisi ve elde edilen maksimum glukonik asit konsantrasyonlari
Tablo 6.2°de goriilmektedir. Etkin parametreler olarak melas konsantrasyonu, CaCOs
miktari, sicaklik ve calkalama hizi belirlenmis olup, cevap degeri olarak da glukonik

konsantrasyonlari se¢ilmistir. Her bir deney zamana bagl olarak yiiriitiilmiis olup,
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Tablo 6.2. Derin Fermantasyon ile Glukonik Asit Uretimi i¢in Olusturulan MKD Dizayn Matrisi ve Elde
Edilen Glukonik Asit Konsantrasyonlari

DENEY Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Maksimum G.A
NO A: Melas B: CaCOs C: Sicaklik  D: Calkalama Kons. (g/L)
Kons.(g/L) (g/L) °O) Hiz1 (d/dk)
1 175 20 25 115 19,24
2 325 20 25 115 18,53
3 175 40 25 115 18,93
4 325 40 25 115 18,64
5 175 20 35 115 40,21
6 325 20 35 115 35,32
7 175 40 35 115 31,21
8 325 40 35 115 46,21
9 175 20 25 185 24,31
10 325 20 25 185 19,34
11 175 40 25 185 28,36
12 325 40 25 185 18,65
13 175 20 35 185 21,06
14 325 20 35 185 17,34
15 175 40 35 185 23,34
16 325 40 35 185 18,34
17 100 30 30 150 11,98
18 400 30 30 150 26,91
19 250 10 30 150 25,03
20 250 50 30 150 22,69
21 250 30 20 150 30,93
22 250 30 40 150 27,26
23 250 30 30 80 36,83
24 250 30 30 220 18,64
25 250 30 30 150 54,32
26 250 30 30 150 55,26
27 250 30 30 150 55,51
28 250 30 30 150 57,90
29 250 30 30 150 59,61
30 250 30 30 150 55,00

glukonik asit konsantrasyonunun maksimum oldugu siiredeki degeri cevap degeri olarak
alinmistir. Dolayisiyla her bir deney i¢in elde edilen sonucglarin farkli zamanlardaki

glukonik asit konsantrasyon degeri olma durumu s6z konusudur.

Deney sonuclarina bakildiginda maksimum glukonik asit konsantrasyonlarinin
gozlendigi sartlarin, on denemeler ve literatiir bilgileri goz Oniinde bulundurularak
belirlenmis olan merkez noktalarda elde edildigi goriilmektedir. Elde edilen deney
sonuclari, yazilim yardimiyla ¢esitli matematiksel modellere uygulanmis olup, en uygun

modelin ikinci derece (quadratic) model oldugu belirlenmistir. Ortaya konulan ikinci
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derece modele ait uygunlugun testi i¢in kullanilan istatistik verileri ve ANOVA verileri
sirasiyla Tablo 6.3 ve 6.4’de goriilmektedir. Tablo 6.3’de verilen ANOVA verilerinden
elde edilen Fisher-F test degeri (21,999) ve Prob>F degerinin 0,05’den kiigiik olusu,
onerilen modelin 6nemli oldugunu belirtmektedir. Ayrica tabloda yer alan Prob>F degeri
0,05den kiiciik olan terimler 6nemli model terimleri olarak degerlendirilmektedir.
Gergeklestirilen istatistiksel degerlendirmeler sonucunda onerilen ikinci derece

model denklemi asagidaki gibidir.

Glukonik Asit Konsantrasyonu (g/L)= -636,865+0,823xA+4,589xB (6.1)
+20,854xC+2,776xD+0,001xAxB
+0,003xAxC-0,001xAxD-0,032xCxD
-0,002xA2-0,081xB2-0,272xC2-0,006xD?

Tablo 6.3. A. niger ile Melastan Derin Fermantasyon ile Glukonik Asit Uretimi igin Onerilen Ikinci Derece
Modele Ait Istatistikler

Standart sapma 4,737 R? 0,939
Ortalama 31,232 Adj. R? 0,897
Varyans (C.V.) 15,168 Pred. R? 0,734

Tablo 6.4. A. niger ile Melastan Derin Fermantasyon ile Glukonik Asit Uretimi icin MKD ile Elde Edilen
Ikinci Derece Denklemin ANOVA Sonuglar1

Kaynak Kareler Kareler F Degeri P degeri

Toplam Ortalamasi Prob>F
Model 5924,345 493,695 21,999 < 0.0001
A 10,101 10,101 0,450 0.5113
B 0,555 0,555 0,025 0.8769
C 148,454 148,454 6,615 0.0198
D 368,402 368,402 16,416 0.0008
AB 12,763 12,763 0,569 0.4611
AC 18,212 18,212 0,812 0.3803
AD 66,056 66,056 2,944 0.1044
CD 486,092 486,092 21,661 0.0002
A? 2332,766 2332,766 103,950 <0.0001
B2 1807,790 1807,790 80,557 <0.0001
C? 1271,913 1271,913 56,677 < 0.0001
D? 1399,6 1399,644 62,369 < 0.0001
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Burada A, B, C ve D fermantasyon degiskenleri olup sirasiyla melas
konsantrasyonu (g/L), CaCO3 miktar1 (g/L), sicaklik (°C) ve g¢alkalama hizidir (d/dk).
MKD dizayn matrisinde yer alan deneylerden elde edilen sonuglar ile model esitliginden
hesaplanan degerler arasindaki uyum Sekil 6.5’de goriilmektedir. Sekilden goriildiigi gibi
deneysel sonuglarla model esitliginden hesaplanan degerler arasinda oldukga iyi bir

yaklagim oldugu soylenebilir.

Glukonik asit tretimi iizerine etkili olan parametrelerin birbirleriyle olan
etkilesimleri de Sekil 6.6’da goriilmektedir. Elde edilen ii¢ boyutlu grafiklerde mevcut olan
merkez noktalar civarindaki maksimum bdlgelerinin uglara dogru gidildikge minimum
degerler arz etme durumu, dort parametrenin sonu¢ cevabini degistirecek Olclide sonug
cevabi iizerine etkide bulundugu seklinde yorumlanabilir. Ote yandan degiskenlerin
birbiriyle olusturdugu etkilesimler agisindan bir degerlendirme yapildiginda, melas
konsantrasyonuyla sicaklik arasinda (Sekil 6.6.c) simrli bir etkilesim oldugu

degerlendirilebilir.

60.00 —

50.00 —

40.00 —

30.00 —

20.00 —

Teorik Glukonik Asit Konsantrasyonu, g/L.

10.00 —

\ I \ [ I [
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Deneysel Glukonik Asit Konsantrasyonu, g/L.

Sekil 6.5. A. niger ile seker pancar1 melasindan derin fermantasyonla glukonik asit iiretimi deneyleri igin elde
edilen model esitligi ile deneysel sonuclar arasindaki uyum
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Sekil 6.6. A. niger ile seker pancart melasindan derin fermantasyonla glukonik asit {iretimi deneyleri igin elde
edilen etkilesim grafikleri: (a) Sicaklik-¢alkalama hizi, (b) CaCO3 miktari-melas konsantrasyonu, (c)
Sicaklik- Melas konsantrasyonu, (d) Melas konsantrasyonu-¢alkalama hiz.

DesignExpert programi, ayrica maksimum glukonik asit konsantrasyonunun elde
edildigi sartlar i¢in ¢oziim degerleri de 6nermektedir. Program tarafindan 257,8 g/L. melas
konsantrasyonu, 30,1 g/L CaCO3s miktar1, 31,8 °C sicaklik ve 135,2 d/dk calkalama hizi
sartlarinda elde edilen glukonik asit konsantrasyonunun 57,59 g/L olduguna dair bir ¢6ziim
onermektedir. Bu sartlarda yapilan bir fermantasyon ¢aligmasinda elde edilen sonuglar Sekil
6.7’de goriilmektedir. Zamana bagl olarak gergeklestirilen deneylerde, glukonik asit
konsantrasyonun zamanla artarak maksimum degerinin 192 saat sonunda 58,76 g/L. oldugu
belirlenmistir. Muhtemelen meydana gelen inhibisyon etkileri sonucu daha ileri siirelerde
konsantrasyon diismektedir. Buradan 6nerilen model ifadesinin deneysel sonuglarla olduk¢a

iyi bir uyum igerisinde oldugu sdylenebilir.

Coziim noktasinda zamana bagli olarak gerceklestirilen fermantasyon deneyleri
sirasinda ortamdaki diger onemli organik asitler ve sekerler de takip edilmistir. Sekil 6.7°den
goriildiigl gibi ilerleyen fermantasyon siiresiyle belli bir siireden itibaren sitrik ve oksalik asit
olusumunun gerceklestigi gozlenmektedir. Glukonik asit olusumunun maksimuma ulasip

diisme egilimine girdigi bolgede sitrik ve oksalik asit olusumunun artarak devam ettigi
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gorilmektedir. Bu durumun, fermantasyon ortaminin pH’sindaki degisimle A. niger
tarafindan {iretilen enzimlerin aktivitesine bagli oldugu diisiiniilebilir. Diigiik pH’larda
glukoz oksidaz aktivitesinin 6nemli 6l¢lide diistiigii bilinen bir durumdur. Glukozu substrat
olarak kullanan A.niger’in glukonik, sitrik ve oksalik asit olusumuna neden olan metabolik

yolagi, daha 6nce yapilan ¢alismalarda ortaya konulmus olup Sekil 6.8°de verilmistir.

Esasen sitrik asit, biitlin canlilar tarafindan gerceklestirilen oksijenli solunum
neticesinde olusan bir organik asittir. A. niger’in, gerceklestirdigi oksijenli solunum
basamaklarindan biri olan glikolizis evresi neticesinde kreps dongiisii ad1 verilen dongii
sirasinda metabolik olarak sitrik asit tiretimini gergeklestirdigi bilinmektedir. A. niger,

sitrik asit tiretimini fosfofruktokinaz (EC 7.1.11) enzimi sayesinde gerceklestirir.

Seker pancar1 melasinin kullanimi ile oskalik asit iiretiminin gergeklestirildigi bazi
caligmalar mevcuttur (Guru vd., 2001). Oksalik asit tiretimi A. niger susunda bulunan
okzaloasetat asetilhidrolaz enzimi sayesinde gerceklesmektedir. Bu enzim okzaloasetatin
okzalat ve asetata parcalanmasini katalizlemesine ragmen, kiiltlir ortaminda asetat

bulunmamaktadir.

Ortamda bulunan substratin tiiketimine iligkin bazi degerlendirmeler yapmak
miimkiindiir. Sekil 6.7°de organik asitlerin ve sekerlerin zamana bagli olarak
konsantrasyonlarindaki degismelerin yani sira, sekerler toplaminin ve asitler toplaminin
zamanla degisimi de verilmistir. Goriildiigli gibi sekerler toplami zamanla azalirken, asitler
toplami artmaktadir. Melasin seker igerigi gz Oniine alindiginda baslangicta 257,8 g/L
melasin olusturdugu toplam seker konsantrasyonu yaklasik 124 g/L’dir. Zamana bagh
olarak sekerler toplam1 degerleri ile asitler toplam1 degerlerinin toplaminin bu degerden
biiyiik oldugu goriilmektedir. Bu durum iki nedenle agiklanabilir. ilk neden asagidaki
sakkarozun inversiyonu ve glukozdan glukonik asit olusum reaksiyonlar1 sirasinda,
reaksiyon stokiometrisine bakildiginda meydana gelen artis olarak degerlendirilebilir.
Ikinci neden, melas biinyesinde bulunan seker dis1 organik maddelerin hidrolizi neticesinde
monosakkarit ve organik asit olusumlarinin miimkiin olusudur. Zira melasin yaklasik % 80
kat1 madde igerigine sahip oldugu ve bu miktarin % 30’luk kisminin seker dis1 katilardan
olustugu bilinmektedir. Inorganik bilesenler diisiildiigiinde toplam melas kiitlesinin %
20’ye yakin bir kisminin seker dis1 organik maddelerden olustugu sdylenebilir. Bu organik

maddelerin de azotlu bilesikler ve serbest ve bagli asitlerden olustugu bilinmektedir.
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Sekil 6.7. A. niger ile seker pancari melasindan derin fermantasyonla glukonik asit iiretimi i¢in Onerilen
modelden maksimum {iretim sartlarindaki ¢6ziim noktasi icin elde edilen siireye bagli deney
sonuglar1 (Melas kons.:257,8 g/L; CaCO3 miktart: 30,1 g/L; Sicaklik: 31,8 °C; Calkalama hizi:

135,2 d/dk)
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Sekil 6.8. A.niger’de glukonik asit, oksalik asit ve sitrik asit liretiminin metabolik yolagi (Cameselle vd.,
1998)

Sakkarozun inversiyonu:

CpH 0y, +H,0—1082 ¢ H 0, +CgH,,0 (Glukoz ve fruktoz) (6.2)
Glukozdan glukonik asit olusumu: CeH,0; +1/20,—5%5C H,,0, (6.3)
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6.2.2. Yar1 Kati Hal Fermantasyon Calismalar1

A. niger ile seker pancart melasindan glukonik asit liretimi amaciyla seker pancari
kiispesi kullanilarak yar1 kat hal fermantasyon calismalar1 gergeklestirilmistir. Yine 6n
denemelere ve literatiir bilgilerine dayali olarak belirlenen bes farkli parametre i¢in merkez
ve u¢ nokta degerleri kullanilarak MKD ile bir dizayn matrisi hazirlanmis olup elde edilen
deney sonuglart ile birlikte Tablo 6.5°de verilmistir. Melas konsantrasyonu, CaCO3
miktari, sicaklik, calkalama hiz1 ve kiispe miktar1 bagimsiz degiskenlerine karsi glukonik
asit konsantrasyonunun cevap degiskeni olarak secildigi deneyler, derin fermantasyon
deneylerine benzer olarak siireye bagli olarak yapilmis olup maksimum konsantrasyon
degerleri baz alinmistir.

Deney sonuclarina bakildiginda maksimum glukonik asit konsantrasyonlarinin
gozlendigi sartlarin, derin fermantasyon c¢alismasina benzer olarak merkez noktalar
civarinda elde edildigi goriilmektedir. Sonuglarin derin fermantasyon ¢alismasinda elde
edilen sonuglarla kiyaslandiginda kati halde kiispe varliginin, elde edilen glukonik asit
konsantrasyonlarini ciddi ol¢iide arttirdigr goriilmektedir. Derin fermantasyon ve yari kati
hal fermantasyonu i¢in merkez nokta sartlar1 yaklasik ayni olup, yar1 kati hal
fermantasyonunda ortamda fazladan 15 g/L kiispe bulunmaktadir. Bu sartlarda elde edilen
glukonik asit konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda glukonik asit konsantrasyonunda 18
g/L’ye varan artislar oldugu goriilmektedir. Bu durumun tamamen ortamda bulunan kati
kiispenin varligimnin bir sonucu oldugu agiktir. Kiispenin kimyasal yapisina bakildiginda,
biiyiik dlcilide seliiloz, hemiseliiloz ve pektinden olustugu ve az da olsa bir miktar seker
icerdigi diisiiniildiigiinde, yar1 kat fermantasyonu sirasinda olduke¢a karmasik biyokimyasal
olaylarin meydana geldigi izlenimi olusmaktadir. Ornegin bazi parcalanma ve hidroliz
olaylarmin olusmas1 ve kat1 ylizeylerin oksidasyon sirasinda katalitik etkiler meydana
getirmesi muhtemeldir.

Elde edilen deney sonuclari, yazilim yardimiyla ¢esitli matematiksel modellere
uygulanmis olup, en uygun modelin ikinci derece (quadratic) model oldugu belirlenmistir.
Ortaya konulan ikinci derece modele ait uygunlugun testi i¢in kullanilan istatistik verileri
ve ANOVA verileri sirasiyla Tablo 6.6 ve 6.7°de goriilmektedir. Tablo 6.6’da verilen
ANOVA verilerinden elde edilen Fisher-F test degeri (18,539) ve Prob>F degerinin
0,05°den kiiciik olusu, 6nerilen modelin 6nemli oldugunu belirtmektedir. Ayrica tabloda
yer alan Prob>F degeri 0,05’den kiiclik olan terimler dnemli model terimleri olarak

degerlendirilmektedir.
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Tablo 6.5. Yar1 Kat1 Hal Fermantasyonu ile Glukonik Asit Uretimi i¢in Olusturulan MKD Dizayn Matrisi ve
Elde Edilen Glukonik Asit Konsantrasyonlari

DENEY Faktor 1 Faktor 2  Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Maksimum
NO A:Melas B:CaCOs C:Sicaklik  D: Calkalama E: Kiispe Glukonik Asit
Kons.(g/L) (g/L) (°C) Hizi (d/dK) (g/L) Kons. (g/L)
1 186,93 21,59 25,80 120,57 10,80 19,97
2 313,07 21,59 25,80 120,57 10,80 19,65
3 186,93 38,41 25,80 120,57 10,80 25,60
4 313,07 38,41 25,80 120,57 10,80 25,04
5 186,93 21,59 34,20 120,57 10,80 25,00
6 313,07 21,59 34,20 120,57 10,80 26,21
7 186,93 38,41 34,20 120,57 10,80 20,24
8 313,07 38,41 34,20 120,57 10,80 15,23
9 186,93 21,59 25,80 179,43 10,80 20,64
10 313,07 21,59 25,80 179,43 10,80 20,16
11 186,93 38,41 25,80 179,43 10,80 23,31
12 313,07 38,41 25,80 179,43 10,80 21,41
13 186,93 21,59 34,20 179,43 10,80 21,61
14 313,07 21,59 34,20 179,43 10,80 18,36
15 186,93 38,41 34,20 179,43 10,80 19,34
16 313,07 38,41 34,20 179,43 10,80 17,31
17 186,93 21,59 25,80 120,57 19,20 28,31
18 313,07 21,59 25,80 120,57 19,20 17,31
19 186,93 38,41 25,80 120,57 19,20 26,01
20 313,07 38,41 25,80 120,57 19,20 22,67
21 186,93 21,59 34,20 120,57 19,20 33,31
22 313,07 21,59 34,20 120,57 19,20 38,41
23 186,93 38,41 34,20 120,57 19,20 42,23
24 313,07 38,41 34,20 120,57 19,20 22,25
25 186,93 21,59 25,80 179,43 19,20 27,86
26 313,07 21,59 25,80 179,43 19,20 24,98
27 186,93 38,41 25,80 179,43 19,20 25,64
28 313,07 38,41 25,80 179,43 19,20 23,75
29 186,93 21,59 34,20 179,43 19,20 19,05
30 313,07 21,59 34,20 179,43 19,20 22,43
31 186,93 38,41 34,20 179,43 19,20 17,05
32 313,07 38,41 34,20 179,43 19,20 18,58
33 100 30 30 150 15 44,55
34 400 30 30 150 15 50,47
35 250 10 30 150 15 20,01
36 250 50 30 150 15 24,97
37 250 30 20 150 15 20,62
38 250 30 40 150 15 26,57
39 250 30 30 80 15 33,81
40 250 30 30 220 15 21,28
41 250 30 30 150 5 14,02
42 250 30 30 150 25 22,02
43 250 30 30 150 15 68,74
44 250 30 30 150 15 68,51
45 250 30 30 150 15 67,12
46 250 30 30 150 15 69,67
47 250 30 30 150 15 70,03
48 250 30 30 150 15 73,94
49 250 30 30 150 15 75,34
50 250 30 30 150 15 70,03
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Adj. R? degeri 0 ile 1 arasinda yer almasi beklenmektedir. Bu degerl’e ne kadar
yakin olursa modelin o kadar uygun oldugu anlamina gelir. Buna ek olarak R? degerinin
0,92 olmasi, modelin cevaptaki degisikligin %92 ‘sini a¢iklama yetenegi oldugunu ifade
eder. Model i¢in ve modelde yer alan terimler igin Prob >F degeri 0,05’den kiigiik olmasi
genel olarak modelin ve ilgili terimlerin 6nemini ifade eder. Bu durumda A?, B?,C? D?ve
E2 en énemli model terimleridir.

Gergeklestirilen istatistiksel degerlendirmeler sonucunda Onerilen ikinci derece

model denklemi asagidaki gibidir.

Glukonik Asit Konsantrasyonu (g/L)=  -1083,98+0,632x A+9,833xB+35,037xC (6.4)
+3,505x D+18,651xE-0,001xAxB

+0,003xAXC +0,004xAxD-0,001xAXE

-0,041x BxC-0,008xBxE-0,018xCxD

+0,051XCXE -0,009xDXE -0,001xA?

-0,135xB?-0,530x C2-0,010xD?-0,586xE?

Tablo 6.6. A. niger ile Melastan Yar1 Kat1 Hal Fermantasyonu ile Glukonik Asit Uretimi i¢in Onerilen Ikinci
Derece Modele Ait istatistikler

Standart sapma 6,611 R? 0,920
Ortalama 31,813 Adj. R? 0,871
Varyans (C.V.) 20,782 Pred. R? 0,692

Tablo 6.7. A. niger Ile Melastan Yar1 Kar1 Hal Fermantasyonu ile Glukonik Asit Uretimi i¢in MKD ile Elde
Edilen Ikinci Derece Denklemin ANOVA Sonuglari

Kaynak Kareler Kareler F Degeri P degeri

Toplam Ortalamasi Prob> F
Model 15389 809,96 18,539 <0,0001
A 17,257 17,26 0,395 0,5344
B 0,77 0,77 0,018 0,8952
C 7,86 7,86 0,18 0,6745
D 211,718 211,718 4,85 0,0355
E 186,322 186,322 4,26 0,0476
AB 19,44 19,44 0,44 0,5099
AC 0,34 0,34 0,01 0,9298
AD 21,75 21,75 0,49 0,4859
AE 8,76 8,76 0,20 0,6576
BC 68,15 68,15 1,56 0,2213
BE 2,74 2,74 0,06 0,8040
CD 163,534 163,534 3,74 0,0625
CE 26,75 26,75 0,61 0,4400
DE 41,31 41,31 0,95 0,3386
A? 1474,33 1474,33 33,74 <0,0001
B2 5094,29 5094,29 116,60 <0,0001
c? 4887,62 4887,62 111,87 <0,0001
D? 4186,91 4186,91 95,84 <0,0001
E? 5970,85 5970,85 136,67 <0,0001
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Bu esitlikte yer alan A, B, C, D ve E, fermantasyon degiskenleri olup sirasiyla melas
konsantrasyonu (g/L), CaCO3 miktar1 (g/L), sicaklik (°C), ¢alkalama hiz1 (d/dk) ve kiispe
miktaridir (g/L). MKD dizayn matrisinde yer alan deneylerden elde edilen sonuglar ile
model esitliginden hesaplanan degerler arasindaki uyum Sekil 6.9°da goriilmektedir.
Sekilden gorildiigii gibi deneysel sonuclarla model esitliginden hesaplanan degerler

arasinda oldukga iyi bir yaklagim oldugu sdylenebilir.

Yart kati hal fermantasyonu ile glukonik asit tretimi iizerine etkili olan
parametrelerin etkilesim grafikleri de Sekil 6.10°da goriilmektedir. Elde edilen ii¢ boyutlu
grafiklerde mevcut olan merkez noktalar civarindaki maksimum bolgelerinin uglara dogru
gidildikce minumum degerler arz etme durumu, bes parametrenin sonu¢ cevabi {lizerine
etkide bulundugu seklinde yorumlanabilir. Ote yandan degiskenlerin birbiriyle olusturdugu
etkilesimler agisindan bir degerlendirme yapildiginda, derin fermantasyondan farkli olarak

ortamda bulunan kiispe miktarinin sonug cevabi {lizerine etki yaptigi sdylenebilir.

80.00 —

50.00 —

40.00 —

20,00 —

Teorik Glukonik Asit Konsantrasyonu, g/L.

0.00 —

10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00

Deneysel Glukonik Asit Konsantrasyonu, g/L.

Sekil 6.9. A. niger ile seker pancart melasindan yar1 katt hal fermantasyonuyla glukonik asit tiretimi deneyleri
icin elde edilen model esitligi ile deneysel sonuglar arasindaki uyum
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Sekil 6.10. A. niger ile seker pancart melasindan yari kati hal fermantasyonuyla glukonik asit {iretimi
deneyleri i¢in elde edilen etkilesim grafikleri: (a) Melas kons.-CaCOs miktari, (b) Melas kons.-
sicaklik, (¢) Calkalama hizi-sicaklik, (d) Melas kons.-kiispe miktari, (e) Kiispe miktari-CaCOs
miktari, (f) Kiispe miktari-¢alkalama hizi, (g) Calkalama hizi-sicaklik, (h) Kiispe miktari-sicaklik.
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Yar1 kat1 hal fermantasyonu calismalarinda ortamda bulunan kiispenin glukonik
asit iiretimine etkisi kayda deger seviyelerdedir. Olusturulan deneysel dizayn matrisinde
yer alan, merkez nokta deneyleri ile (43-48 nolu deneyler), kiispe miktar1 agisindan ug
nokta deneyleri (41 ve 42 nolu deneyler) kiyaslandiginda bu etki agik bir bicimde
goriilebilmektedir. Tiim sartlar ayn1 olmak kaydiyla, 5 ve 25 g/L kiispe miktara sahip ug
noktalarda glukonik asit konsantrasyonlar sirasiyla 14 ve 22 g/L civarinda olurken, 15 g/L
kiispe igeren merkez nokta deneylerinde bu deger, 68-75 g/l arasinda olmustur.
Dolayisiyla belli bir noktaya kadar kiispe miktarindaki artisin glukonik asit {liretimini
arttirdig1 ancak daha ileri seviyelerdeki artigla iiretimin azaldigi sdylenebilir. Bu durumun
muhtemel nedenleri, arasinda artan kiispe miktariyla, c¢alkalamanin giiclesmesi ve
dolayisiyla da oksijen transferinin giiclesmesi ve kiispe yapisinda bulunan inhibe edici

bilesenlerin fermantasyon ortamindaki konsantrasyonlarinin artigi gibi nedenler sayilabilir.

Yazilim tarafindan maksimum glukonik asit konsantrasyonunun elde edildigi sartlar
icin Onerilen ¢6ziim degerleri, 245 g/L melas konsantrasyonu, 30 g/L CaCOs3 miktari, 30,2
°C sicaklik, 145,7 d/dk g¢alkalama hiz1 ve 15,5 g/L kiispe miktar1 sartlarinda elde edilen
glukonik asit konsantrasyonu 69,5 g/L. oldugu seklindedir. Bu sartlarda yapilan bir
fermantasyon ¢alismasinda elde edilen sonuglar Sekil 6.10’da goriilmektedir. Zamana bagli
olarak gerceklestirilen deneylerde, glukonik asit konsantrasyonun zamanla artarak
maksimum degerinin 192 saat sonunda 74,64 g/L oldugu belirlenmistir. Muhtemelen
meydana gelen inhibisyon etkileri sonucu daha ileri siirelerde konsantrasyon diismektedir.
Buradan oOnerilen model ifadesinin deneysel sonuglarla bir uyum igerisinde oldugu
sOylenebilir. Uyumun derin fermantasyon caligmasina gore diisiik olusu, Tablo 6.5’de
verilen 6nerilen modele ait istatistiksel parametrelerden biri olan R? degerinin daha diisiik

olmasi nedeniyle beklenen bir durumdur.

Coziim noktasinda zamana bagl olarak gergeklestirilen fermantasyon deneyleri
sirasinda ortamdaki diger onemli organik asitler ve sekerler de takip edilmistir. Sekil
6.11°den goriildiigii gibi ilerleyen fermantasyon siiresiyle belli bir siireden itibaren sitrik ve
oksalik asit olusumunun gergeklestigi gozlenmektedir. Glukonik asit olusumunun
maksimuma ulasip diisme egilimine girdigi bolgede sitrik ve oksalik asit olusumunun
artarak devam ettigi goriilmektedir. Bu durumun, fermantasyon ortaminin pH’sindaki
degisimle A. niger tarafindan iretilen enzimlerin aktivitesine bagl oldugu diisiiniilebilir.

Diisiik pH’larda glukoz oksidaz aktivitesinin 6nemli 6l¢iide diistiigli bilinen bir durumdur.
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Sekil 6.11. A. niger ile seker pancari melasindan yar1 kati hal fermantasyonla glukonik asit {iretimi i¢in
onerilen modelden maksimum {iretim sartlarindaki ¢6ziim noktasi i¢in elde edilen siireye bagh
deney sonuglar1 (Melas kons.:245 g/L; CaCO3 miktari: 30 g/L; Sicaklik: 30,2 °C; Kiispe miktari:
15,5 g/L; Calkalama hiz1: 145,7 d/dk; Kiispe fraksiyonu: -16+30 mesh).

Fermantasyon ortaminda tiiketilen substrat ve iiretilen asitlerin ve sekerlerin miktari
hakkinda, derin fermantasyon ¢alismasindaki duruma benzer yorumlar yapilabilir. Ancak
yar1 kat1 hal fermantasyonunda ortamda substrat olarak kiispenin varliginin da géz 6niinde
bulundurulmas: gerekir. Zira kiispe yapisindaki, lignoseliilozik bilesenler ve pektinin de
hidrolize olarak sekerlere ve asitlere doniisimii mimkiindiir. Stokiometrik agidan bir
degerlendirme yapildiginda maksimum glukonik asit tiretiminin gerceklestigi stlirede

ortamdaki asitlerin ve sekerlerin toplaminin melastan ve kiispeden gelen fermante olabilir

sekerlerden daha yiiksek olma durumu bu diisiinceyi desteklemektedir.

6.2.3. Kati Hal Fermantasyon Calismalari

Organik asitlerin melas gibi zengin igerige sahip bir materyalden {iiretimi i¢in
kullanilabilecek bagka bir fermantasyon bi¢imi, kat1 hal fermantasyonudur. Kati hal
fermantasyonunda uygun bir kat1 destek materyalinin bulundugu sartlarda fermantasyon
olay1 statik olarak yiiriitiiliir. Kullanilan kat1 destek materyali tamamen inert bir yapiya
sahip olabilecegi gibi, substrat 6zelligi de tasiyabilir. Bu agidan bakildiginda seker pancari

kiispesinin yapisal ozellikleri nedeniyle substrat 6zelligi gosteren bir kati hal destek
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materyali olarak kullanilabilecegi diislinlilmiistiir. Bu nedenle farkli agirlik kesirlerinde
melas, CaCOs ve kiispe igeren karigimlarla yiiriitiilen kati1 hal fermantasyon karigimlari,
inkiibasyonu takiben distile su ile ekstraksiyona tabi tutularak elde edilen ¢ozeltilerdeki
glukonik asit miktarlari, salt kat1 substrat (melastan gelen kati + kiispeden gelen kati)
miktar1 bagina ifade edilmek iizere deneyler yapilmistir. RSM ve MKD yontemi
kullanilarak olusturulan deney matrisi ve elde edilen sonuglar toplu olarak Tablo 6.8’de
gorilmektedir.

Tabloda yer alan deney sonuglarina bakildiginda maksimum glukonik asit
tiretiminin merkez noktalarda gergeklestigi goriilmektedir. Bu deney sartlarinda ortamdaki
salt kat1 substratin kiitlece dortte biri kadar glukonik asit liretiminin s6z konusu oldugu
goriilmektedir. Ote yandan uc noktalardaki deney sonuglarinin oldukca dikkat cekici
oldugu goriilmektedir. Beklendigi iizere u¢ noktalara gidildik¢e glukonik asit iiretim
miktarinin azalmasi s6z konusu olmakla birlikte, ortamda hi¢ melasin olmadig1 ve substrat
olarak sadece kiispenin bulundugu sartlarda (Deney no: 19) dnemli seviyede (0,176 g
GA/g substrat) bir tiretimin gerceklestigi goriilmektedir. Bu durum aslinda kiispenin
yapisinda bulunan sekerin yani sira, selilloz, pektin ve hemiseliilloz yapilarinin, A. niger
tarafindan iiretilen enzimler ile fermantasyon sirasinda bir parcalanmaya ugrayarak olusan
glikozun glukonik aside doniistiigii seklinde yorumlanabilir.

Elde edilen kati1 hal fermantasyonu deney sonuglari, yazilim yardimiyla gesitli
matematiksel modellere uygulanmis olup, en uygun modelin, derin ve yar1 kat1 hal
fermantasyon c¢aligmalarinda oldugu gibi, ikinci derece (quadratic) model oldugu
belirlenmistir. Ortaya konulan ikinci derece modele ait uygunlugun testi i¢in kullanilan
istatistik verileri ve ANOVA verileri sirasiyla Tablo 6.9 ve 6.10°da goriilmektedir. Tablo
6.9°da verilen Adj. R? degeri 0 ile 1 arasinda yer almas1 beklenmektedir. Bu deger 1°e ne
kadar yakin olursa modelin o kadar uygun oldugu anlamina gelir. Buna ek olarak R?
degerinin 0,917 olmasi, modelin cevaptaki degisikligin % 91,7‘sinin agiklama yetenegi
oldugunu ifade eder. Tablo 6.10°da verilen ANOVA verilerinden elde edilen Fisher-F test
degeri (15,7122) ve Prob>F degerinin 0,05’den kiiciik olusu, 6nerilen modelin énemli
oldugunu belirtmektedir. Ayrica tabloda yer alan Prob>F degeri 0,05’den kii¢lik olan
terimler dnemli model terimleri olarak degerlendirilmektedir. Model i¢in ve modelde yer
alan terimler i¢in Prob >F degeri 0,05’den kiigiik olmas1 genel olarak modelin ve ilgili
terimlerin 6nemini ifade eder. Bu durumda model i¢in 6nemli goriilen terimler B, C, D, A2

B2, C2 ve D? terimleridir.
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Tablo 6.8. Kat1 Hal Fermantasyonu ile Glukonik Asit Uretimi igin Olusturulan MKD Dizayn Matrisi ve Elde
Edilen Glukonik Asit Konsantrasyonlari

DENEY  Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 ilave Su Maksimum GA
NO A:CaCOs B:Melas C:Kiispe D: Sicaklik Kesri* Uretimi**
Kesri (g/g) Kesri(g/g) Kesri(g/g) (°C) (0/9) (g GA/ g sks)
1 0,0125 0,1 0,175 25 0,712 0,060
2 0,0375 0,1 0,175 25 0,687 0,068
3 0,0125 0,3 0,175 25 0,512 0,079
4 0,0375 0,3 0,175 25 0,487 0,066
5 0,0125 0,1 0,325 25 0,562 0,046
6 0,0375 0,1 0,325 25 0,537 0,040
7 0,0125 0,3 0,325 25 0,362 0,022
8 0,0375 0,3 0,325 25 0,337 0,039
9 0,0125 0,1 0,175 35 0,712 0,102
10 0,0375 0,1 0,175 35 0,687 0,156
11 0,0125 0,3 0,175 35 0,512 0,083
12 0,0375 0,3 0,175 35 0,487 0,130
13 0,0125 0,1 0,325 35 0,562 0,098
14 0,0375 0,1 0,325 35 0,537 0,103
15 0,0125 0,3 0,325 35 0,362 0,065
16 0,0375 0,3 0,325 35 0,337 0,082
17 0 0,2 0,250 30 0,550 0,136
18 0,0500 0,2 0,250 30 0,500 0,115
19 0,0250 0 0,250 30 0,725 0,176
20 0,0250 0,4 0,250 30 0,325 0,062
21 0,0250 0,2 0,100 30 0,675 0,205
22 0,0250 0,2 0,400 30 0,375 0,098
23 0,0250 0,2 0,250 20 0,525 0,054
24 0,0250 0,2 0,250 40 0,525 0,038
25 0,0250 0,2 0,250 30 0,525 0,230
26 0,0250 0,2 0,250 30 0,525 0,238
27 0,0250 0,2 0,250 30 0,525 0,235
28 0,0250 0,2 0,250 30 0,525 0,233
29 0,0250 0,2 0,250 30 0,525 0,236
30 0,0250 0,2 0,250 30 0,525 0,237

*[lave su kesri=1-(CaCOj3 Kesri+Melas Kesri+Kiispe Kesri)

**Maksimum GA iretimi (g GA/ g sks): Cozeltideki GA miktarmin (g) salt kat1 substat (Kiispe ve melasdan
gelen kati madde) miktarina (g) oranidir. Salt katt madde miktarlar1 hesaplanirken melasin % 20,05 olan su
igerigi ve kiispenin % 6,12 olan nem igerigi goz oniinde bulundurulmustur.

Gergeklestirilen istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, kati1 hal fermantasyonu ile
glukonik asit iiretimi i¢in Onerilen ikinci derece model denklemi asagidaki gibidir.
Glukonik Asit Uretimi (g GA/g sks)= -2,339+8,536xA+1,784xB+2,265xC (6.5)

+0,133xD-4,789xAxC+0,112xAxD

-0,472xBxC-0,012xBxD-207,618xA?
-3,577xB?-4,609xC2-0,002xD?
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Tablo 6.9. A. niger ile Melastan Kat1 Hal Fermantasyonu ile Glukonik Asit Uretimi i¢in Onerilen Ikinci
Derece Modele Ait istatistikler

Standart sapma 0,027 R? 0,917
Ortalama 0,116 Adj. R? 0,859
Varyans (C.V.) 23,497 Pred. R? 0,599

Tablo 6.10. A. niger ile Melastan Kar1 Hal Fermantasyonu ile Glukonik Asit Uretimi icin MKD ile Elde
Edilen Ikinci Derece Denklemin ANOVA Sonuglart

Kaynak Kareler Kareler F Degeri P degeri
Toplanm Ortalamasi Prob> F
Model 0,1412 0,0118 15,7122 < 0,0001
A 0,0003 0,0003 0,4622 0,5058
B 0,0038 0,0038 5,0309 0,0385
Cc 0,0087 0,0087 11,6094 0,0034
D 0,0068 0,0068 9,1106 0,0077
AC 0,0003 0,0003 0,4305 0,5206
AD 0,0008 0,0008 1,0378 0,3226
BC 0,0002 0,0002 0,2679 0,6114
BD 0,0006 0,0006 0,7715 0,3920
A? 0,0289 0,0289 38,5294 < 0,0001
B2 0,0351 0,0351 46,8421 <0,0001
c? 0,0184 0,0184 24,6123 0,0001
D? 0,0806 0,0806 107,5763 <0,0001

Bu model esitligi fermantasyon degiskenlerine bagli olarak verilmis olup esitlikte, A,
CaCOs kesri (g/g); B, melas kesri (g/g); C, kiispe kesri (g/g) ve D, sicaklik (°C)
parametreleridir. MKD dizayn matrisinde yer alan deneylerden elde edilen sonuglar ile
model esitliginden hesaplanan degerler arasindaki uyum Sekil 6.12°de goriilmektedir.
Sekilden goriildiigii gibi deneysel sonuclarla model esitliginden hesaplanan degerler

arasinda oldukea 1yi bir yaklasim oldugu sdylenebilir.

Kat1 hal fermantasyonu ile glukonik asit liretimi iizerine etkili olan parametrelerin
etkilesim grafikleri de Sekil 6.13’de goriilmektedir. Elde edilen ii¢ boyutlu grafiklerde
mevcut olan merkez noktalar civarindaki maksimum bdlgelerinin uglara dogru gidildikce
minimum degerler arz etme durumu, parametrelerin sonug¢ cevabi lizerine etkide

bulundugu seklinde yorumlanabilir. Yar1 kati hal fermantasyon calismalar1 i¢in verilen
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etkilesim grafikleri ile kiyaslandiginda az sayida grafigin var olma durumu, derin
fermantasyon caligmalarinda oldugu gibi, model ifadesinde yer alan Onemsiz terimlerin
cikarilmasindan kaynaklanmaktadir. Diger bir deyisle cevap iizerine etkili olan parametre
ciftleri CaCOs-kiispe kesri, sicaklik-CaCOz kesri, sicaklik-melas kesri ve melas kesri-
kiispe kesri ciftleridir. Ote yandan kat1 hal fermantasyonunda, fermantasyon ortamimnin su
iceriginin Onemli bir parametre olarak degerlendirilmesine karsin bu grafiklerden, su
igeriginin etkisine dair bir sonu¢ ¢ikarmak giictiir. Bu nedenle kat1 hal fermantasyon
caligmalar1 i¢in olusturulan MKD deney matrisinde her bir deneydeki ilave edilen su kesri
Tablo 6.7°de verilmistir. Tabloda su icerigi bakimindan birebir karsilastirilabilir diger bir
deyisle su icerigi disinda ayn1 sartlara sahip deney bulunmadigindan net bir sonu¢ vermek
miimkiin degildir. Ancak genel olarak su kesri yiiksek deneylerde elde edilen iiretim
miktarlarinin daha yiliksek oldugu noktasindan hareketle, nem igeriginin fermantasyona

olumlu bir katki yaptig1 seklindeki genel kaninin gegerli oldugu sdylenebilir.
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Sekil 6.12. A. niger ile seker pancari melasindan kati hal fermantasyonuyla glukonik asit {iretimi deneyleri
icin elde edilen model esitligi ile deneysel sonuglar arasindaki uyum
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Sekil 6.13. A. niger ile seker pancari melasindan kati hal fermantasyonuyla glukonik asit iiretimi deneyleri igin
elde edilen etkilesim grafikleri: (a) CaCOjs kesri-kiispe kesri, (b) Sicaklik-CaCOjs kesri, () Melas
kesri-sicaklik, (d) Kiispe kesri-melas kesri.

DesignExpert yazilimi tarafindan maksimum glukonik asit iretiminin elde edildigi
sartlar i¢in Onerilen ¢6ziim degerleri, 0,18 melas kesri, 0,22 kiispe kesri, 30,9 °C sicaklik, ve
0,03 CaCOs kesri sartlarinda elde edilen glukonik asit iiretiminin 0,24 g GA/g sks oldugu
seklindedir. Bu sartlarda yapilan bir fermantasyon c¢alismasinda elde edilen sonuglar Sekil
6.14’de goriilmektedir. Zamana bagli olarak gerceklestirilen deneylerde, glukonik asit
konsantrasyonun zamanla artarak maksimum degerinin 9. giinde 0,26 g GA/ sks oldugu
belirlenmistir. Muhtemelen meydana gelen inhibisyon etkileri sonucu daha ileri siirelerde
konsantrasyon diigmektedir. Buradan 6nerilen model ifadesinin deneysel sonuglarla bir uyum

icerisinde oldugu sdylenebilir.

Sekil 6.14°den goriilecegi gibi, kat1 hal fermantasyon sartlarinda baslangigta ortamda
bulunan sekerler biiyiik 6l¢lide sakkaroz halindeyken, ilerleyen siireyle glukoz ve fruktozunun
olustugu, Ote yandan glukonik asitle birlikte sitrik ve oksalik asit miktarlarinin da arttig
soylenebilir. 9. giinde glukonik asit tiretimi maksimum degerine ulagmakta olup, sitrik ve
oksalik asit Uiretimi siirekli artig egilimi gostermektedir. Fermantasyon hizi agisindan, bir

degerlendirme yapildiginda kati hal fermantasyon hizinin derin ve yar1 kat1 hal fermantasyona
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Sekil 6.14. A. niger ile seker pancari melasindan kati hal fermantasyonuyla glukonik asit iiretimi i¢in 6nerilen
modelden maksimum firetim sartlarindaki ¢6ziim noktasi icin elde edilen siireye bagli deney
sonuglar1 (Melas Kesri:0,18 g/g; CaCOs kesri: 0,03 g/g; Kiispe kesri: 0,22 g/g; Sicaklik: 30,9 °C;
Kiispe fraksiyonu: -16+30 mesh).

gore daha yavas gerceklestigi sdylenebilir. Ortamdaki substratin tiiketimi agisindan bir

degerlendirme yapmak iizere birim salt kat1 substrat basina seker toplami ve organik asitler

toplamina bakildiginda 11. giin sonunda, bu degerlerin sirasiyla 0,06 ve 0,68 g/g sks
oldugu goriilmektedir. Melas ve kiispeden gelen baslangictaki fermente olabilir sekerler
toplaminin 0,27 g/g sks civarinda oldugu diisliniildiigiinde, iiretim sirasinda sadece
sekerlerin degil melas ve kiispenin bilinyesinde bulunan diger hidrokarbon yapilarinin da
substrat olarak tiiketildigi aciktir. Dolayisiyla kati hal fermantasyon ortaminin, A. niger

tarafindan tretilen enzimlerin rol aldigi hidroliz, glikolizis, oksidasyon vb. olaylarin es

zamanl olarak gerc¢eklestigi kompleks bir durum arz ettigi sdylenebilir.

6.3. Kiispe Partikiil Boyutunun Etkisi

Yar1 kat1 hal ve kat1 hal fermantasyon ¢alismalarinda kiispenin kat1 bir substrat ve
destek materyali olarak kullanilmasiin glukonik asit iiretimine olumlu katkilar yaptigi
aciktir. Bu nedenle deneysel dizayn yontemiyle belirlenen ¢oziim noktalarinda glukonik
asit Uretimi tizerine partikiil boyutunun etkisini ortaya koymaya yonelik deneyler de

yapilmigtir. Bu boéliimde bu deneylere ait sonuglar verilecektir.
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6.3.1. Yar1 Kati Hal Fermantasyonuna Kiispe Partikiil Boyutunun Etkisi

Yar1 kati hal fermantasyonu icin Onerilen maksimum glukonik asit {iretim
sartlarinda -8+16, -16+30, -30+50, -50+100 ve -100 mesh fraksiyonlarinda hazirlanmis
kiispe ornekleriyle zamana bagli fermantasyon deneyleri yapilmistir. Zamana bagl olarak
elde edilen organik asit ve seker konsantrasyonlari Sekil 6.15°de toplu olarak
goriilmektedir. Partikiil boyutunun basta glukonik asit olmak iizere, iiretilen organik asit
miktarlar lizerine kayda deger bir etkisinin oldugu agiktir. En iri partikiil biiytlikliigii olan -
8+16 mesh fraksiyonu i¢in glukonik asit konsantrasyonu oldukg¢a sinirli degerlerde (~25
g/L) seyrederken, daha ince partikiil biiylikliiklerinin tiimii i¢in yaklasik benzer egilimle,
zamana bagli olarak belirgin dl¢giide artis gézlenmektedir. -8+16 mesh’den daha ince olan
fraksiyonlarda elde edilen maksimum glukonik asit konsantrasyonlar1 75-80 g/L araliginda
olmaktadir. Sitrik ve oksalik asit iiretimi agisindan bakildiginda, partikiil biiylikligiine
bagli olarak iiretim hizinin degisme egiliminin daha yumusak oldugu goriilmektedir. Bu
nedenle yar1 kati hal fermantasyonuyla glukonik asit {retimi acisindan, partikiil
biiyiikliigiiniin kritik bir faktdr oldugu sdylenebilir. Ogiitme maliyetleri gdz Oniine
alindiginda -16+30 mesh fraksiyonunun optimum bir partikiil biiyikliigli olarak

degerlendirilmesi miimkiindiir.

6.3.2. Kat1 Hal Fermantasyonuna Kiispe Partikiil Boyutunun Etkisi

Kat1 hal fermantasyonuyla substrat olarak seker pancart melast ve kiispesinin
kullanildig1 glukonik asit {iretimine, kiispe partikiil boyutunun incelendigi deneyler, MKD
ile elde edilen optimum sartlarda yiiriitlilmiistiir. Buna gore Kiispe kesrinin 0,18, melas
kesrinin 0,22, CaCOs kesrinin 0,03 ve dolayli olarak ilave su kesrinin 0,57 oldugu
karisimlar ile 30,8 °C sicaklikta -8+16, -16+30, -30+50, -50+100 ve -100 mesh
fraksiyonlarindaki kiispe 6rnekleriyle zamana bagl olarak ytiriitiilen deneylerin sonuglar
Sekil 6.16’da goriilmektedir. Sekillerden anlasilacag tizere iiretilen organik asitlerin ve
ortamdaki sekerlerin miktarlar1 yar1 kat1 hal fermantasyonunda oldugundan ¢ok daha fazla
partikiil biiyiikliigiine baghdir. Bu durumun kati hal fermantasyon calismalarinin statik
sartlarda gerceklestirilmesi nedeniyle, fermantasyon olayinin kiitlenin olusturdugu toplam
yiizey alanina biiyiik 6lclide bagli olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Dolayisiyla
kiiciik partikiil boyutlarinda olusan yiizey alaninin biiyiik olusu, atmosferik oksijen ile
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Sekil 6.15. A niger ile seker pancari melasindan yar1 kat1 hal fermantasyonu ile glukonik asit iiretimi iizerine
kiispe partikiil bliyiikliigiiniin etkisi (Melas kons.:245 g/L; CaCO3 miktar1: 30 g/L; Sicaklik: 30,2
°C; Kiispe miktari: 15,5 g/L; Calkalama hizi: 145,7 d/dk).
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Sekil 6.16. A niger ile seker pancari melasindan kati hal fermantasyonu ile glukonik asit {iretimi iizerine
kiispe partikiil biiyilikliigiiniin etkisi (Melas Kesri:0,18 g/g; CaCOs kesri: 0,03 g/g; Kiispe kesri:

0,22 g/g; Sicaklik: 30,9 °C).
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reaksiyona girme egilimini arttiran bir faktor olarak diisiiniilebilir. Ornegin glukonik asit
i¢in tretimin maksimum oldugu 9. giinde, elde edilen iiretim miktarlar1 -8+16, -16+30, -
30+50, -50+100 ve -100 mesh fraksiyonlari i¢in sirasiyla 0,16; 0,26; 0,28; 0,29 ve 0,32 g
GA/g sks’dir. Benzer egilimin sitrik ve oksalik asit icin de var oldugu soylenebilir. Ote
yandan zamana bagli olarak gozlenen seker miktarlarinda belli bir sistematikten
bahsetmenin pek miimkiin olmadig1 sdylenebilir. Genel bir egilim olarak biiyiik partikiil
boyutlar i¢in seker miktarlarinin daha yiiksek oldugu izlenimi olugsmustur. Bu durum da
partikiil boyutu biiyiidiik¢e asit doniisiimiiniin diisiik olmas1 nedeniyle beklenen bir durum

olarak degerlendirilebilir.
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7. SONUCLAR VE ONERILER

Seker pancari melasindan A.niger kullanilarak kesikli sartlarda fermantasyonla
glukonik asit iiretiminin arastirildigt bu calismada elde edilen sonuglar asagidaki gibi

siralanabilir:

1. Calismalara konu edilen A.niger NRRL 3 susu, gerek farkli bilesimlerde hazirlanan
ve karbon kaynagi olarak glukozun kullanildigi sentetik besi yerlerinden, gerekse
melas iceren sentetik besi yerlerinden glukonik asit iiretimini gergeklestirebilme
kabiliyetine sahiptir. Ote yandan seker pancar1 melasinin, yiiksek seker iceriginin
yant sira, protein yapili organik maddeleri, vitaminleri ve inorganik besin
maddelerini de iceriyor olmasi nedeniyle oldugu haliyle disaridan herhangi bir

besin ilavesi yapilmaksizin fermente olabilecegi ortaya konulmustur.

2. Seker pancar1 melasindan kesikli olarak A.niger kullanilarak glukonik asit {iretimi
icin derin, yar1 kat1 hal ve kat1 hal yontemleriyle fermantasyon sartlarinin optimize
edilmesine yonelik olarak cevap ylizey yontemi ve merkezi kompozit dizayn
teknigi kullanilarak deneysel tasarimlar yapilmistir. Bu deneysel tasarimlarda
incelenecek parametreler ve araliklari literatlir bilgilerinden ve yiiriitilen 6n
denemelerin sonuglarindan elde edilmistir. Olusturulan deneysel dizayn
matrislerinde yer alan tiim deneyler zamana bagli olarak gergeklestirilmis olup,
maksimum glukonik asit tiretiminin gergeklestigi sartlardaki sonuglar cevap degeri

olarak alinmistir. Yiiriitiilen ¢aligmalarda elde edilen sonuglar asagiya ¢ikarilmistir:

a) Derin fermantasyon i¢in yapilan dizayn deneyleri sonunda en yiiksek glukonik
asit konsantrasyonu, 257,8 g/L melas konsantrasyonu, 30 g/L CaCO3s miktari,
31,8 °C sicaklik ve 135,2 d/dk galkalama hizinda elde edilmis olup, bu sartlarda
192 saatte ulasilan glukonik asit konsantrasyonu 58,76 g/L’ dir. Ayn sartlarda
ortamdaki sitrik ve oksalik asit konsantrasyonlarinin 17,25 ve 30,35 g/L oldugu
belirlenmigtir. ~ Ayrica  ortamdaki  glukoz,  fruktoz ~ve  sakkaroz
konsantrasyonlarinin da sirasiyla 10,38; 22,89 ve 5,02 g/LL oldugu tespit

edilmistir.

b) Yar kat1 hal fermantasyonu i¢in yapilan dizayn deneyleri sonunda en yiiksek
glukonik asit konsantrasyonu, 245 g/LL melas konsantrasyonu, 15,5 g/L kiispe

miktar, 30 g/ CaCOs miktar1, 30,2 °C sicaklik ve 145,7 d/dk c¢alkalama
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hizinda elde edilmis olup, bu sartlarda 192 saat sonunda ulasilan glukonik asit
konsantrasyonu 74,64 g/L’ dir. Ayni sartlarda ortamdaki sitrik ve oksalik asit
konsantrasyonlarinin 19,92 ve 32,65 g/l oldugu belirlenmistir. Ayrica
ortamdaki glukoz, fruktoz ve sakkaroz konsantrasyonlarmnin da sirasiyla 9,97;

21,29 ve 5,72 g/L oldugu tespit edilmistir.

c) Kati hal fermantasyonu i¢in yapilan dizayn deneyleri sonunda en yiiksek
glukonik asit konsantrasyonu, 0,18 melas kesri, 0,22 kiispe kesri, 0,03 CaCO3
kesri ve 30,9 °C sicaklikta statik sartlarda elde edilmis olup, bu sartlarda 9 giin
sonunda ulasilan glukonik asit miktar1 0,26 g/g salt kati substrat’ dir. Ayni
sartlarda ortamdaki sitrik ve oksalik asit miktarlarinin 0,13 ve 0,21 g/g sks
oldugu belirlenmistir. Ayrica ortamdaki glukoz, fruktoz ve sakkaroz

miktarlarinin da sirasiyla 0,038, 0,016 ve 0,014 g/g sks oldugu tespit edilmistir.

3. Ug farkli fermantasyon bicimini birbirleriyle iiretim verimi agisindan karsilastirmak
icin, bir yontem olarak kati hal fermantasyonunda oldugu gibi, ortamdaki salt kati
substrat miktar1 basina lretilen glukonik asit miktarlar1 karsilagtirilabilir. Buna
gore, derin, yar1 kat1 hal ve kat1 hal fermantasyon bi¢imleri i¢in bu degerler
sirastyla, 0,285; 0,354 ve 0,262 g/g sks seklindedir. Fermantasyon siireleri de goz
onlinde bulundurularak, elde edilen bu degerlerin siireye de oranlanmasiyla
verimlilik agisindan da bir karsilastirma yapilabilir. Buna gore, derin, yari kat1 hal
ve kat1 hal fermantasyon bi¢imleri i¢in verimlilik degerlerinin sirasiyla 0,036; 0,044
ve 0,029 g GA/g sks.giin oldugu goriilmektedir. Bu yoniiyle yar1 kati hal

fermantasyonu en verimli fermantasyon big¢imi olarak ortaya ¢ikmaktadir.

4. Yar1 katt hal ve kat1 hal fermantasyonlar: i¢in kullanilan kiispenin partikiil
biiylikliigiiniin etkisini ortaya koymak iizere, elde edilen optimum sartlarda
deneyler gerceklestirilmistir. Bu deneylerin sonunda yar1 kat1 hal fermantasyonu
icin en uygun kiispe boyut fraksiyonunun, Ogiitme maliyetleri de gbéz Oniine
alindiginda, -16+30 mesh fraksiyonu oldugu, kati hal fermantasyonunda ise azalan
tanecik boyutuyla tliretim miktarinin kayda deger seviyede arttig1 tespit edilmistir.
Kat1 hal fermantasyonunda -16+30 mesh faraksiyonu i¢in 0,26 g/g sks olan iiretim

miktari, -100 mesh fraksiyonu i¢in 0,32 g/g sks degerine kadar ¢ikmustir.
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5. Her ii¢ fermantasyon bi¢imi i¢in, maksimum iiretimin gerceklestigi sartlarda
ortamda yan iirlinler olarak dnemli miktarlarda sitrik ve oksalik asit de bulundugu
tespit edilmistir. Bu nedenle nihai hedef glukonik asit iiretimi olmakla birlikte,
ticari degeri olan sitrik ve oksalik asit iiretiminin de gerg¢eklesmesi nedeniyle,
prosesin bu yoniiyle de degerlendirilmesi gerektigi aciktir. Bu konuda, 6zellikle
ayirma saflagtirma maliyetleri prosesin fizibilitesini belirleyici en 6nemli unsur

olarak diisiiniilebilir.

Nihai bir sonug¢ olarak, seker pancari melasindan A. niger kullanilarak glukonik asit
tiretiminin miimkiin oldugu, bunun i¢in de en uygun fermantasyon yontemi olarak yari kati
hal fermantasyonu ydnteminin 6ne ¢iktig1 sdylenebilir. Ozellikle seker sanayinin bir yan
tiriinii olan seker pancarinin kati1 destek materyali ve substrat olarak kullanilmaya elverigli
olusu prosesin fizibilitesini arttiran bir unsurdur. Seker sanayinin Tirkiye’de yaygin ve
gelismis olusu, aslinda pancara dayali iirlinlerin iiretimini de beraberinde getirmesi
beklenen bir durum iken, melasin ve kiispenin sadece alkol sanayinde ve yem sanayinde
kullaniliyor olmasi bir eksiklik olarak degerlendirilebilir. Bu ¢alismanin sonuglarindan da
goriildiigli  gibi organik asitlerin melasdan ve kiispeden ¢ikilarak fermantasyon
teknikleriyle iiretimi miimkiindiir. Bu iirlinlerin ekseriyetle ithalat yoluyla karsilanmasi
yerine, seker fabrikalarinin i¢inde kendi tirettigi melas, kiispe ve karbonatlama keki gibi
yan trilinleri ve artiklar1 kullanarak organik asitlerin liretimi saglanabilir. Bu nedenle bu
calismanin sonuglarindan hareketle, seker sanayinde organik asitlerin liretimine yonelik
proseslerin olusturulmasi igin gerek laboratuar ve gerekse pilot 6lgek caligmalarin
yapilmasi, bu proseslerin teknolojik, egzerjik ve ekonomik acgilardan degerlendirilmesine
yonelik caligmalarin yapilmasi Onerilebilir. Boylece iilke ekonomisine 6nemli katkilar

saglanabilecegi diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK.1. HPLC Analizleri i¢in Kromotogram Goriintiileri ve Kalibrasyon Grafikleri
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EK.2. Deneysel Verilere Ait Sayisal Degerler

Tablo E2.1. Sekil 6.1°¢ Ait Deney Sonuglari

Besiyeri 1’e Ait Sayisal Veriler

Kons., Siire, saat
g/L 16 24 40 48 64 72 89 97 137 168 174 187
G.A. 1,68 2,35 3,16 4,95 5,96 6,17 6,46 8,80 6,51 6,12 6,55 6,15
Glukoz 110,26 106,24 101,03 98,17 95,17 92,06 90,16 87,17 84,34 80,16 80,03 78,49
pH 6,21 5,83 4,93 4,85 4,61 4,39 4,21 4,19 4,14 4,07 4,03 4,01
Besiyeri 2’ye Ait Sayisal Veriler
Siire, saat
Kons.,

g/L 16 24 40 48 64 72 89 97 137 168 174 187
G.A. 1,85 5,46 13,57 20,06 29,90 38,82 48,96 58,84 62,37 66,34 64,31 62,59
Glukoz 115,29 110,26 107,46 100,47 97,46 93,17 90,07 98,59 96,57 92,15 90,36 87,49
Fruktoz 20,16 23,19 25,17 26,59 27,84 29,79 31,26 35,18 36,59 39,74 38,76 38,01
pH 6,15 6,02 5,96 5,94 5,86 5,83 5,76 5,61 5,53 5,49 5,37 5,29
Besiyeri 3’e Ait Sayisal Veriler

Siire, saat
Kons.,

g/L 16 24 40 48 64 72 89 97 137 168 174 187
G.A. 1,82 4,67 12,74 17,65 25,33 29,07 31,42 33,39 34,06 35,94 33,21 30,16
Glukoz 62,14 60,16 56,47 53,24 50,79 48,58 45,56 41,01 40,25 36,58 11,45 30,27
Fruktoz 10,26 11,26 13,24 12,24 11,69 10,64 8,59 6,54 5,03 5,01 4,28 3,21
pH 6,19 6,13 6,01 5,93 5,89 5,84 5,82 571 5,63 5,55 5,49 5,42
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Tablo E2.2. Sekil 6.2°ye Ait Deney Sonuglari

240 g/L Melasli Ortama Ait Sayisal Veriler

Siire, saat

Kons.,

g/L 16 24 40 48 64 72 89. 97 137 168 174 187
G.A. 3,24 13,82 15,67 19,37 20,34 28,34 38,61 56,37 68,06 72,34 66,25 65,36
Glukoz 70,59 64,29 60,39 58,49 54,28 50,19 40,29 37,59 31,26 30,24 25,19 23,15
Fruktoz 40,16 35,29 31,25 23,17 24,17 26,47 27,15 21,26 20,15 16,57 13,24 10,24
Sakkaroz 30,27 23,19 20,17 15,34 10,23 5,18 5,01 2,56 2,17 1,03
pH 6,42 5,57 5,34 5,06 4,95 4,65 4,02 3,34 3,21 3,01 2,94
Besiyeri 2’ye Ait Sayisal Veriler

Siire, saat
Kons.,

g/L 16 24 40 48 64 72 89 97 137 168 174 187
G.A. 1,85 5,46 13,57 20,06 29,90 38,82 48,96 58,84 62,37 66,34 64,31 62,59
Glukoz 115,29 110,26 107,46 100,47 97,46 93,17 90,07 98,59 96,57 92,15 90,36 87,49
Frutoz 20,16 23,19 25,17 26,59 27,84 29,79 31,26 35,18 36,59 39,74 38,76 38,01
pH 6,15 6,02 5,96 5,94 5,86 5,83 5,76 5,61 5,53 5,49 5,37 5,29
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Tablo E2.3. Sekil 6.3¢ ait Deney Sonuglari

120g/L Melasli Ortama Ait Sayisal Veriler

Siire, saat
Kons.,

g/L 16 40 48 64 72 97 137 168 174 187 200
G.A. 2,41 7,64 14,34 20,16 21,06 22,15 27,37 36,09 39,04 42,02 38,15
Glukoz 33,69 30,58 28,45 21,12 18,46 13,65 10,41 9,57 8,36 5,46 3,24
Frutoz 21,47 20,14 18,46 15,49 13,24 10,54 9,57 10,65 12,49 13,54 12,48
Sakkaroz 10,36 9,51 8,59 8,01 7,54 6,47 5,13 3,04 2,51 2,16
pH 6,10 5,46 5,39 5,00 4,81 4,33 3,67 3,17 3,02 2,86 2,81
240 g/L Melasli Ortama Ait Sayisal Veriler

Kons., Siire, saat

g/L 16 24 40 48 64 72 89. 97 137 168 174
G.A. 3,24 13,82 15,67 19,37 20,34 28,34 38,61 56,37 68,06 72,34 66,25
Glukoz 70,59 64,29 60,39 58,49 54,28 50,19 40,29 37,59 31,26 30,24 25,19
Fruktoz 40,16 35,29 31,25 23,17 24,17 26,47 27,15 21,26 20,15 16,57 13,24
Sakkaroz 30,27 23,19 20,17 15,34 10,23 5,18 5,01 2,56 2,17 1,03
pH 6,42 5,57 5,34 5,06 4,95 4,65 4,02 3,34 3,21 3,01 2,94
360g/L Melasli Ortama Ait Sayisal Veriler

Siire, saat
Kons.,

g/L 16 40 48 64 72 97 137 168 174 187 200
G.A. 4,88 14,37 16,37 19,13 22,09 29,16 32,04 41,09 48,34 56,37 52,21
Glukoz 86,54 76,59 74,31 70,24 65,29 64,01 63,28 60,15 52,17 50,16 48,79
Frutoz 66,84 66,57 60,12 60,03 54,59 56,87 55,28 52,11 50,16 42,51 41,05
Sakkaroz 42,69 33,26 30,15 28,49 25,41 20,17 15,49 18,42 12,04 10,64 10,03
pH 6,51 6,34 6,04 5,91 5,34 4,76 3,95 3,22 3,12 2,94 2,83
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Tablo E.2.4. Sekil 6.4’¢ ait deney sonuglari

Baslangi¢ pH Degeri 1’¢ Ayarlanmig 240 g/L’lik Melasli Ortama Ait Sayisal Veriler

Kons., Siire, saat

g/L 16 40 48 64 72 97 137 168 174 187 200
G.A. 1,41 4,41 851 12,04 1567 19,64 24,06 31,27 38,06 5346 52,16
Glukoz 55,28 52,16 50,36 42,17 4518 3527 36,87 3518 30,24 30,01 26,57
Fruktoz 33,16 38,42 4057 3416 3541 33,17 30,28 28,49 30,51 3164 33,59
Sakkaroz 10,36 3,27 3,06 2,94 2,41 2,29 2,13 1,69 1,02
pH 6,04 527 5,01 4,71 4,68 4,34 3,87 3,12 3,02 2,84 2,79
Baslangi¢ pH Degeri 2’ye Ayarlanmig 240 g/L’lik Melasli Ortama Ait Sayisal Veriler

Siire, saat
Kons.,

g/L 16 40 48 64 72 97 137 168 174 187 200
G.A. 1,63 4,62 9,27 12,28 16,05 19,08 26,37 32,08 38,64 5507 5424
Glukoz 60,57 63,16 60,47 52,17 46,51 44,47 30,28 31,49 30,27 30,03 2548
Fruktoz 39,47 31,42 40,27 4527 41,09 36,57 30,29 30,01 31,26 3357 34,61
Sakkaroz 10,07 9,54 829 8,01 761 3,17 2,07 1,67 1,06 0,90
pH 6,12 5,33 513 482 471 449 406 331 3,13 2,93 2,81
Baslangi¢ pH Degeri 3’e Ayarlanmig 240 g/L’lik Melasli Ortama Ait Sayisal Veriler

Siire, saat
Kons.,

g/L 16 40 48 64 72 97 137 168 174 187 200
G.A. 1,84 761 1234 1416 17,34 2234 28,61 3416 41,07 57,34 56,86
Glukoz 68,26 64,26 61,27 5597 53,61 48,24 44,06 34,49 3305 31,26 26,74
Fruktoz 39,14 4426 46,97 40,16 3859 36,52 34,16 36,29 36,59
Sakkaroz 14,59 10,06 9,24 9,01 8,46 5,07 4,06 2,52 2,04 1,06
pH 6,19 5,54 532 4,93 4,76 4,41 4,17 3,29 3,16 2,87 2,82
Baslangi¢ pH Degeri 4’e Ayarlanmig 240 g/L’lik Melash Ortama Ait Sayisal Veriler

Siire, saat
Kons.,

g/L 16 40 48 64 72 97 137 168 174 187 200
G.A. 2,25 9,69 1329 16,38 18,29 2483 3572 49,09 58,06 62,19 61,25
Glukoz 3517 48,27 53,67 50,19 46,57 4228 36,54 30,16 30,04 2658 24,54
Fruktoz 20,63 23,92 2451 2574 26,47 30,63 31,27 32,06 31,47 30,25 30,04
Sakkaroz 76,24 55,17 50,16 4527 30,17 2519 20,47 1859 10,96 9,57 5,04
pH 6,43 5,57 532 5,01 4,95 4,63 4,26 3,21 3,18 2,96 2,89
Baslangi¢c pH Degeri 5,5’¢ Ayarlanmig 240 g/L’lik Melasli Ortama Ait Sayisal Veriler

Siire, saat
Kons.,

g/L 16 40 48 64 72 97 137 168 174 187 200
G.A. 3,24 13,82 1567 19,37 20,34 2834 3861 5637 6806 7234 66,25
Glukoz 7059 60,39 5849 5428 50,19 40,29 3759 31,26 30,24 25,19 23,15
Fruktoz 40,16 36,26 23,17 24,17 26,47 27,15 21,26 20,15 16,57 1324 10,24
Sakkaroz 30,27 20,17 15,34 10,22 5,18 5,01 2,56 2,17 1,03
pH 6,42 5,57 5,34 5,06 4,95 4,65 4,02 3,34 3,21 3,01 2,94
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Tablo E2.5. Sekil 6.7°ye ait sayisal veriler

Derin Fermantasyon Ile Glukonik Asit Uretimi i¢in Onerilen Céziim Noktas: i¢in Elde Edilen Deney Sonuglari

Kons.. Siire, saat

g/L 12 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
GA 4,32 8,61 16,11 16,92 19,02 28,78 3591 42,48 58,76 53,23 45,1
S.A 044 069 098 1,12 1,83 5,01 9,37 12,71 17,25 21,551 23,53
O.A 0,23 057 0,79 0,95 1,64 449 12,84 2284 30,35 38,73 50,51
Glukoz 69,62 7057 6883 59,64 46,57 39,79 3511 2552 10,38 10,02 9,69
Fruktoz 33,15 36,92 3151 2989 2885 23,18 21,72 21,47 22,89 22,34 22,04
Sakkaroz 25,62 22,78 18,82 10,55 10,44 8,21 6,17 5,41 5,02 4,56 3,82
pH 6,59 6,565 6,31 6,135 5,89 5,58 5,03 4,06 3,12 2,13 1,37

Tablo E2.6. Sekil 6.10a ait sayisal veriler

Yar1 Kat1 Hal Fermantasyon Ile Glukonik Asit Uretimi I¢in Onerilen C6ziim Noktasi i¢in Elde Edilen Deney

Sonuglari

Kons.. Siire, saat

g/L 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 268
G.A 6,23 1487 16,86 26,32 29,12 39,63 5450 7464 63,94 4795 42,70
S.A 0,44 082 1,74 3,60 579 10,12 15,88 19,92 22,16 23,14 25,12
O.A 0,25 0,43 0,99 4,265 544 17,02 27,05 32,64 4721 51,15 52,12
Glukoz 67,93 63,73 57,39 4568 37,21 33,14 2431 9,97 10,02 9,69 9,54
Fruktoz 32,47 3356 32,63 31,73 3298 2578 2645 21,29 2547 21,55 18,33
Sakkaroz 27,43 22,13 14,49 12,02 10,37 9,88 8,89 5,72 5,19 5,09 5,01
pH 5,73 531 490 4,58 3,63 3,09 2,90 2,17 1,68 1,52 1,49

Tablo E2.7. Sekil 6.13 ‘e ait sayisal veriler

Kat1 Hal Fermantasyon ile Glukonik Asit Uretimi I¢in Onerilen Coziim Noktas1 I¢in Elde Edilen Deney

Sonuglari
Kons., ksg/g Siire, giin

3 5 7 9 11 13
G.A 0,083 0,131 0,183 0,262 0,228 0,199
SA 0,048 0,059 0,088 0,128 0,170 0,149
O.A 0,036 0,064 0,157 0,217 0,284 0,314
Glukoz 0,116 0,049 0,047 0,038 0,029 0,022
Fruktoz 0,037 0,019 0,033 0,016 0,013 0,009
Sakkaroz 0,078 0,028 0,028 0,015 0,017 0,013
pH 6,552 6,561 6,532 6,415 6,345 5,931
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Tablo E2.8. Sckil 6.14 ‘e ait sayisal veriler

-8+16 Mesh Partikiil Boyutlu Kiispe ile Gergeklestirilen Yar1 Katt Hal Fermantasyon Sonuglari

Kons. Siire, saat
g/L 24 37 61 84 108 132 156 180 204 228
G.A 1153 12,89 1361 1649 26,79 2514 24,17 23,76 22,48 22,01
O.A 1,39 2,69 9,54 15,49 20,16 26,54 30,15
SA 1,46 3,15 4,67 8,34 12,12 16,49 18,97
Glukoz 62,16 61,17 58,64 50,31 46,51 40,27 34,25 23,17 14,58
Fruktoz 40,31 37,48 3547 3321 2957 26,54 23,68 22,69 20,48 18,57
Sakkaroz 28,64 20,36 16,98 13,25 10,48 8,63 6,59 5,23 5,04 4,96
pH 6,24 5,97 5,06 4,69 3,36 3,21 2,15 2,07 1,97
-16+30 Mesh Partikiil Boyutlu Kiispe ile Gergeklestirilen Yar: Kati Hal Fermantasyon Sonuglari
Kons., Siire, saat
g/L 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 268
G.A 14,87 16,86 26,32 29,12 39,63 5450 7464 6394 4795 42770
O.A 099 427 544 17,02 27,05 32,64 4721 51,15
SA 0,44 0,82 1,77 360 579 10,12 1588 19,92 22,16 23,14 2512
Glukoz 71,93 63,73 57,39 4568 3721 3314 2931 997 10,02 969 954
Fruktoz 39,47 40,57 37,63 31,73 3298 2578 2645 21,29 2547 2155 18,33
Sakkaroz 27,43 22,13 1449 12,02 1037 988 889 572 519 509 501
pH 5,73 5,31 490 458 363 309 29 217 168 152 149

-30+50 Mesh Partikiil Boyutlu Kiispe ile Gergeklestirilen Yar1 Kat1 Hal Fermantasyon Sonuglari

Kons., Siire, saat

g/L 24 37 61 84 108 132 156 180 204 228
GA 1092 10,35 17,34 17,85 30,46 32,47 4225 60,24 70,17 70,03
O.A 2,19 498 18,47 29,67 32,19 36,54 39,21
SA 3,27 467 537 10,49 1598 20,31 21,58
Glukoz 66,64 65,16 63,04 5517 43,05 3504 33,62 2624 20,89 13,04
Fruktoz 36,54 38,49 3831 3652 26,37 2351 2254 21,05 2057 17,63
Sakkaroz 15,47 12,57 10,32 10,06 948 926 847 831 7,16 7,04
pH 584 569 512 512 484 462 404 316 2,27
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-50+100 Mesh Partikiil Boyutlu Kiispe ile Gergeklestirilen Yar1 Katt Hal Fermantasyon Sonuglari

Kons. Siire, saat
g/L 24 37 61 84 108 132 156 180 204 228
GA 9,89 954 18,34 21,01 3314 3576 46,76 62,13 7561 7242
O.A 3,47 523 2241 33,16 3504 4261 46,57
S.A 3,64 512 596 11,04 16,13 22,14 23,64
Glukoz 69,27 62,04 53,06 41,61 33,61 30,15 23,05 16,57 12,48

Fruktoz 3523 36,21 37,69 3549 28,16 2547 23,69 22,69 21,69 16,32
Sakkaroz 13,64 10,36 10,22 1009 949 9,05 831 807 749 731
pH 576 572 567 449 436 418 357 3,16

-100 Mesh Partikiil Boyutlu Kiispe ile Gergeklestirilen Yar1 Kat1 Hal Fermantasyon Sonuglari

Kons.. Siire, saat
g/L 24 37 61 84 108 132 156 180 204 228
G.A 9,72 10,01 19,61 27,44 34,58 36,48 4957 63,27 78,24 75,69
O.A 3,61 6,58 2316 38,46 42,65 46,79 50,13
S.A 369 527 6,04 1326 19,68 2564 25,01

Glukoz 70,45 60,16 54,39 50,17 3957 31,49 28,46 21,68 1549 9,34
Fruktoz 31,06 33,08 3526 31,18 27,46 21,36 22,78 20,68 18,56 16,03
Sakkaroz 10,36 964 931 915 886 851 827 748 736 654
pH 549 546 539 423 417 404 421 349 342

Tablo E2.9 Sekil 6.15 ‘e ait sayisal veriler
-8+16 Mesh Partikiil Boyutlu Kiispe ile Gergeklestirilen Kat1 Hal Fermantasyon Sonuglart

Kons., Siire, giin

9/g sks 5 6 7 9 10
G.A 0,105 0,119 0,150 0,164 0,138
O.A 0,058 0,119 0,141 0,170 0,225
S.A 0,037 0,058 0,074 0,111 0,141

Glukoz 0,057 0,056 0,051 0,036 0,033
Fruktoz 0,041 0,036 0,035 0,034 0,029
Sakkaroz 0,041 0,040 0,035 0,025 0,023
pH 6,51 6,55 6,48 6,41 6,38

-16+30 Mesh Partikiil Boyutlu Kiispe ile Gergeklestirilen Kat1 Hal Fermantasyon

Kons., Siire, giin

g/g sks 5 7 9 11
G.A 0,131 0,183 0,262 0,228
O.A 0,064 0,157 0,217 0,284
S.A 0,059 0,088 0,128 0,170
Glukoz 0,049 0,047 0,038 0,029
Fruktoz 0,019 0,033 0,016 0,013
Sakkaroz 0,028 0,015 0,017 0,017
pH 6,56 6,53 6,42 6,35
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-30+50 Mesh Partikiil Boyutlu Kiispe ile Gergeklestirilen Kat1 Hal Fermantasyon Sonuglart

Kons., Siire, giin

o/g sks 5 6 7 9 10
GA 0141 0222 0260 0277 0237
0.A 0091 0143 0180 0270 0,305
SA 0076 0103 0119 0130 0186
Glukoz 0,050 0049 0047 0045 0,038
Fruktoz 0024 0022 0018 0015 0015
Sakkaroz 0030 0027 0024 0021 0,019
pH 6,58 6,5 6,43 6,34 6,32

-50+100 Mesh Partikiil Boyutlu Kiispe ile Gergeklestirilen Kati Hal Fermantasyon Sonuglari

Kons., Siire, giin

0/g sks 5 6 7 9 10
GA 0157 0279 0288 0201 0273
0.A 0091 0153 0192 0304 0,323
SA 0082 0105 0138 0157 0,187
Glukoz 0041 0038 0037 0032 0,029
Fruktoz 0025 0020 0019 0015 0012
Sakkaroz 0,027 0025 0024 0022 0,023
pH 6,44 6,48 6,46 6,3 6,26

-100 Mesh Partikiil Boyutlu Kiispe ile Gergeklestirilen Kat1 Hal Fermantasyon Sonuglari

Kons. Siire, giin
g/g sks
5 6 7 9 10
G.A 0,160 0,286 0,313 0,317 0,288
O.A 0,092 0,190 0,228 0,323 0,313
S.A 0,087 0,107 0,157 0,177 0,212
Glukoz 0,045 0,042 0,039 0,030 0,024
Fruktoz 0,025 0,023 0,020 0,017 0,015
Sakkaroz 0,029 0,027 0,026 0,022 0,022
pH 6,32 6,3 6,26 6,23 6,21
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