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OZET

Bu ¢aligmada bir kiif olan Aspergillus foetidus ile ¢alkalamali su banyolarinda ve bir
karistirmali, havalandirmali ve sicaklik kontrollii fermentérde cesitli substratlarin
fermentasyon yoluyla glukonik aside doniistimii incelenmistir.

Mikroorganizmanin {iremesi ve glukonik asit {iretimi i¢in en uygun sicaklik 30-33°C
ve besin ortami baslangig pH degeri 5-6 araliklarinda bulunmustur. Aspergillus
foetidus ile glukonik asit fermentasyonunda substrat tiirlerinin ve baslangi¢ derisim
degerlerinin etkilerinin incelendigi ¢alismalarda; glukoz, sakkaroz ve melas
kullanilmigtir. Bu substratlara ait optimum derigim degerleri sirasiyla; 57, 75 ve 150
g/L olarak bulunmugtur. Bu derisimlerdeki glukonik asit verim degerleri; glukoz igin
% 14.6, sakkaroz i¢in % 23.2 ve melas i¢in ise; % 24.6 olarak elde edilmistir. Bu
verim degerleri teorik verimlerin swasiyla % 13.3, % 404 ve % 86.0’sim
olusturmaktadir. Baglangi; substrat derigimlerinin yliksek oldugu degerlerde ise;
inhibisyonun meydana geldigi gézlenmistir. Glukoz i¢in substrat inhibisyonuna bagh
ayrigma sabiti; K;=207.872 (g glukoz/L) olarak hesaplanmugtir.

Ayrica glukonik asit iiretimine, fermentasyon ortaminda azot kaynagi olarak
kullanilan amonyum nitratin baglangi¢ derigiminin, g¢alkalama hizinin ve a1
derisiminin etkileri de incelenmistir. Bu parametrelerin mikroorganizma 6zgiil lireme
ve glukonik asit olugum hizlarmna etkilerini gosteren esitlikler Systat® lineer olmayan
regrasyon programi ve Origin Programu kullanilarak bulunmustur. Elde edilen
sonuglardan; fermentasyon parametrelerinin optimum degerleri; baslangic azot
kaynag1 derisimi 1.5 g NH;NOs/L; ¢alkalama hizt 100 vuru/dk ve as1 derigimi ise; %
0.7 (v/v) olarak hesaplanmustir.

Fermentdrde glukozla yapilan c¢aligmalarda ise; karistirma hizinin ve hava akis
hizinin glukonik asit tiretimine etkisi incelenmistir. Optimum degerler; yaklagik 650

rpm karigtirma ve 48 L/sa hava akig hizinda elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glukonik asit, Aspergillus foetidus, fermentasyon.



ABSTRACT

In this study; conversion of various substrates to gluconic acid with fermentation by a
fungus, Aspergillus foetidus, was investigated in the water bath shakers and in an
aerated, stirred and temperature controlled fermentor.

Optimum temperature and initial pH value ranges of the nutrient medium for the
microorganism growth and gluconic acid production were found to be as 30-33°C
and 5-6; respectively. The effects of substrate types and their initial concentrations
were determined for the gluconic acid production by Aspergillus foetidus. In these
runs; glucose, sucrose and molasses were used and their optimum concentrations
were found as 57, 75 and 150 g/L; respectively. Calculated gluconic acid yields with
these corresponding initial concentrations were as 14.6 % for glucose, 23.2 % for
sucrose and 24.6 % for molasses. The yields obtained were 13.3 %, 40.4 % and 86.0
% of theoretical yields; respectively. Inhibition was observed at the high initial
substrate concentrations. Dissociation constant for substrate inhibition was calculated
as K;=207.872 (g glucose/L) for glucose.

The effects of initial concentration of ammonium nitrate as a nitrogen source in the
fermentation medium, shaking rate, and inoculum concentration on gluconic acid
production were also investigated. The relationships representing the effects of these
parameters on the specific microorganism growth rate and the specific gluconic acid
production rate were determined by nonlinear regression analysis through Systat®
and Origin. Optimum values for each parameter were obtained from the experimental
results that as initial concentration of the nitrogen source 1.5 g NH4NOs/L; shaking
rate100 spm; and inoculum concentration % 0.7 (v/v).

The effects of stirring and aeration rates on gluconic acid production were also
investigated by using glucose in the fermentor runs. Optimum values were

determined as approximately as 650 rpm stirring and 48 L/h of aeration rates.

Keywords: Gluconic acid, Aspergillus foetidus, fermentation.
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1. GIRIS VE ARASTIRMANIN AMACI

D-Glukonik asit, D-glukozun kimyasal, elektrokimyasal, katalitik veya biyokimyasal
yiikseltgenmesi ile elde edilen bir iriiniidir. Gida, ilag ve tekstil endistrileri

igerisinde genig bir kullanim alani bulunmasi nedeniyle ticari dnemi biiyiiktiir.

Glukonik asit veya 8nemli bir tuzu olan sodyum glukonat sert sulardaki kalsiyum ve
magnezyum tuzlarinin ¢ékmesini 6nlemek amaciyla kullanilmaktadirlar. Bu amagla;
slit ve bira endiistrilerinde sise yikama aletlerinin temizliginde kullanilirlar. Sodyum
glukonat ayrica tekstil endiistrisinde de aym amag igin kullamlmaktadir. Kalsiyum,
potasyum, demir (+2) ve magnezyum glukonatlar ilag¢ endiistrisinde; kalsiyum,
potasyum, demir ve magnezyum eksikliklerinin giderilmesinde kullanilmaktadirlar.
Titanyum glukonat deri imalatinda, 6zellikle beyaz deri imalatinda ve gluklono-o6-
laktonun yag asitlerinin aminleri ile tepkimesi sonucu elde edilen stilfolanmis

glukonamidler ise; deterjan endiistrisinde kullanilmaktadirlar.

Glukonik asit ve tuzlan ticari olarak genellikle glukoz veya glukoz igeren
hammaddelerin  yiikseltgenmesiyle {iretilmektedir. Kimyasal yiikseltgenme
metodlarinin; ¢ok iyi kontrol edilen sistemlerde ve optimum tepkime kosullarinda
dahi elde edilen verimlerin diigiik olmas1 (% 60-80) ve istenmeyen yan tirlinlerin
olusmasi nedeniyle bazi dezavantajlar1 vardir. Bu metodlarda iirliniin geri

kazanilmasi ve saflagtirilmasi oldukga zordur.

Elektrokimyasal yiikseltgenme halojenlerin potansiyometrik olarak yiikseltgenmesine

dayanmaktadir. Bu metodda iiriin maliyeti fazla olup verim % 80-90 arasindadir.

Katalitik yiikseltgenmede; tepkime kullanilan katalistin Omriine, aktivitesine ve
seciciligine baglidir. Bu y6ntemin ayrica iiriin saflastirma islemlerinin zorlugu ve
enerji gereksiniminin fazla olmas1 nedeniyle biyokimyasal ylikseltgenmeye gore bazi
dezavantajlar1 vardir. Ayrica glukozun glukonik asite fotokimyasal olarak

yiikseltgenmesi de dnerilmis ancak bagarili olunamamistir (Ullmann, 1989).

Biyokimyasal yiikseltgenme ile glukonik asit tiretiminde gesitli mikroorganizmalar



kullanilabilmektedir. Bakteri ve kiifler gibi bir ¢ok mikroorganizma tiirii glukonik
asit, sitrik asit, laktik asit gibi maddelerin birini ya da aym anda birkagim

tiretebilmektedir.

Genel olarak glukonik asit tiretiminde kullamlan bakteriler, Acetobacter,
Pseudomonas ve Gluconobacter tirlerine ait suglardir. Glukonik asit {iretiminde
kullanilan kiifler ise Aspergillus ve Penicillium tiirlerine ait suglardir. Biyokimyasal
yilkseltgenme yiizey ve derin fermentasyon metodlariyla cesitli fermentdrlerde

yapilmaktadir.

Biyokimyasal yiikseltgenme metodlarinda iirliniin miktart ve saflifi, kullanilan
mikroorganizma tiiriine gore degismektedir. S6z konusu ydntemlerin elde edilen
glukonik asidin maliyetinin diigiik olusu ve kolay uygulanabilirlii agisindan diger

yontemlere gore bazi avantajlart vardir.

Tez c¢alismasinda, Aspergillus foetidus NRRL 337 ile glukonik asit Uretimi

incelenecektir. Kullanilan mikroorganizma bir kiiftlir.

Literatiirde Aspergillus foetidus’un sadece glukonik asit firettigi belirtilmektedir
(Miroslav et al.,1989). Deneyler siiresince glukonik asit {iretimi i¢in gerekli
optimum sartlar; substrat tiirii, substrat derisimi, pH, sicaklik, azot kaynagi, ast

derigimi, karigtirma hiz1 ve havalandirma hiz igin belirlenmistir.

Deneysel ¢alismalar 250 ml hacim kapasiteli erlenlerde 100 ml’lik ¢aligma hacmiyle
bir ¢alkalamali su banyosunda ve 500 ml hacim kapasiteli bir sicaklik kontrolld,
havalandirmali ve kangstirmali fermentérde yapimugstir. Elde edilen deneysel
sonuglardan mikroorganizma &zgiil treme ve 6zgil glukonik asit iretim hzlan,

mikroorganizma ve glukonik asit tiretim verimleri hesaplanmigtir.

Deneysel ¢aligmalar siiresince ortamda tiretilen glukonik asit, sodyum hidroksitle
titre edilerek sodyum glukonata doéniigtiiriilmiis ve analizi yapilmigtir. Aragtirmada
substrat tiirii olarak glukoz, sakkaroz ve melas incelenmig, diger fementasyon

parametrelerinin optimum degerlerinin saptanmasinda ise substrat olarak glukoz



kullanilmistir. Caligmada ayrica bir azot kaynagi olarak amonyum nitratin glukonik
asit liretimi lizerindeki etkisi de incelenmigtir. Ferment6rde yapilan deneylerde ise;
karigtirma ve havalandirma hizlarinin glukonik asit tiretim hizi ve verimi tizerindeki

etkileri aragtirilmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Glukonik Asit Uretimi
2.1.1. Giris

Glukonik asit, diger adiyla 1,2,3,4,5 pentahidroksi pentan-1-karboksilik asidin,
yapisal formiilii Sekil 2.1°de gosterilmigtir. Kapali formiilii C¢H;207 olup, molekiil
agirhig 196.16 g/gmol’diir (Ullmann, 1989).

Glukonik asit, 1870 yilinda Hlasivetz ve Habermann tarafindan glukozun klor ile
yiikseltgenmesi sirasinda kesfedilmistir. Boutroux ilk mikrobiyal yiikseltgenme ile
glukonik asit {iretimini, 1878’de bir bakteri kullanarak denemistir. Deneyde
kullanilan Acetobacter aceti (Boutroux tarafindan Mycoderma aceti olarak
tanimlanmustir) kiiltiirii, glukozdan ugucu olmayan bir asit tiretmistir. Bu asit sonraki

caligmalarda glukonik asit olarak tanimlanmstir.

Kiiflerle glukonik asit iiretimi ise; ilk kez 1922’de Molliard tarafindan Aspergillus
niger (Molliard tarafindan Sterigmatocystis nigra olarak tammlanmustir) ile

sakkarozlu besin ortaminda gergeklestirmigtir (Underkofler, 1954).

COOH
H— (:3— OH
OH—? —H
H— (II—OH
H—(lj— OH
CH,OH

Sekil 2.1. Glukonik asidin yapisal formiilii

Daha sonraki pek ¢ok aragtirmada ise; glukonik asidin ¢esitli mono, di ve
polisakkaridlerle ve ¢esitli oksitleme ajanlariyla [bakir (II) veya hegzosiyonoferrat

(1) tuzlar1 veya civa (II) oksit] eldesi incelenmistir (Ullmann, 1989).



2.1.2. Fiziksel Ozellikleri

Susuz glukonik asit beyaz, kokusuz bir kristaldir. Erime sicakligi 120-131°C
araligindadir. Susuz glukonik asit 30°C’in altindaki sicakliklarda; monohidrat sekli

ise; 0-3°C’da kristallenir. Glukonik asidin monohidrat kristallerinin erime noktasi
yaklagik 85°C’dur. Susuz glukonik asidin 6zgiil dsnme agis1 [a ]2 -6.7°, [a]2-5.4° ve

¢oOziinme sabiti ise 25°C’da K,=1 .99x10™ diir.

Glukonik asit kristali suda kolay ¢oziinen, alkolde az ¢Gzlinen, dier organik
¢oziiclilerde ise ¢oziinmeyen bir maddedir. Glukonik asidin iki laktonu vardir [y
(gamma) ve o (delta) lakton]. Her ikisi de kat1 halde veya sulu ¢ozelti igerisinde
bulunabilirler, birbirleri ile ve serbest haldeki asitle dengededirler (Prescott, et al.,

1953).

Glukonik asidi kati1 olarak hazirlamak miimkiindiir, ancak; islemler sirasindaki
zorluklar ve tiriin maliyetinin yiiksek olugu nedeniyle ticari glukonik asidin % 50’lik
sulu ¢dzeltisi halinde hazirlanmasi tercih edilmektedir. % 50’lik ¢odzeltinin 20°C’da
pH1 1.82 ve yogunlugu 1.23 g/em™diir. Glukonik asidin derisiminin artmasiyla
¢ozeltinin yogunlugu da artmaktadir. Glukonik asit oda sicakliginda bir desikator
icerisinde iken veya 50°C’in iizerinde isitidifinda laktonlart olugur. Pirolizi

200°C’1m iizerinc'e olur (Peppler, 1967).

2.1.3. Kimyasal Ozellikleri

Glukonik asidin g¢ok ¢esitli kullanim alanlarinin bulunmasma ragmen kimyasal
uygulamalarda, organik maddelerin sentezindeki kullanimu azdir. Kararsiz
tiirevleriyle kimyasal ara madde olarak kullanilir. Omegin etil glukonat, diisiik
sicaklikta hazirlanmasina ragmen biraz 1sitildiginda etil alkol ve laktona bozunur.
Glukonik asidin laktonlariyla veya kalsiyum glukonatla, nitrik asit ya da hidrojen
peroksit gibi yiikseltgeme ajanlarmin tepkimesi sonucu bir oksoglukonik asit katalist
karnigim elde edilir. Glukonik asidin sulu ¢ozeltisinin bir platin oksit katalisti
varhginda hidrojenlendirilmesiyle D-glukoz elde edilir. Aymt reaksiyon (1,5)
glukono-8-lakton ile daha ytiksek verimde gerceklestirilmektedir.



Glukonik asidin fosforilizasyonu sonucu asidin kararli fosforik asit esterleri;
asetilasyonu sonucu ise; ¢esitli tiirevleri elde edilebilir. Bunlar; pentaasetil glukonik
asit, etil pentaasetil glukonat, penta asetil glukonil fenil hidroksit ve pentaasetil D-
glukon amiddir. Glukonik asidin doymamig alkali amidleri ve tireidleri, rnegin, p-
monoallilamid, monometil allilamid ve mono alliliireidler, glukonik asitten
hazirlanmaktadirlar. Glukonik asidin alti fonksiyonel grubu alkollerle ve asitlerle
tepkimeye girebilir (Ullmann, 1989). Glukonik asidin kararli aromatik amidleri de
hazirlanabilir. Bu asitle tersiyer alifatik aminler, efidrin ve naftilamin kolaylikla

tepkimeye girmektedirler.

Ticari olarak iretilen glukonik asit metal tuzlan; kalsiyum, antimon, demir,
aliiminyum, krom, bakir, nikel, kursun, vanadyum, titanyum, sodyum, magnezyum,
mangan ve potasyum glukonatlardir (Prescott et al., 1953).

2.1.4. Tiirevleri

D-Glukono-5-Lakton: Ticari 6nemi olan bir bagka {iriin de D-glukono-8-laktondur.
Glukonik asidin sulu ¢ézeltisinin kristallendirilmesiyle elde edilir. Kristal, beyaz,
kokusuz, tath ve toz halindedir. Molekiil agirligr 178.14 g/gmol’diir. Erime sicakligs
153°C, 6zgiil donme agts1 o]’ +61.7°°dir. Suda 59 /100 ml, alkolde 1g/100 ml

olacak sekilde ¢oziintir, diger ¢oziiciilerde ise ¢ozlinmez.

Amonyum Glukonat, NH4C¢H;107: Beyaz renkli, igne seklindeki bir kristal
yapidadir. Kristalin erime sicakligi, 154°C’dir ve bu sicaklikta bozunur. Amonyum
glukonat; 25°C’da, 100 ml suda 31.6 g ¢6ziiniir; alkolde az ¢Oziiniir; diger organik

¢oziiciilerde ise ¢oziinmez.

Kalsiyum Glukonat, Ca(C¢H;107): Beyaz renkli, kokusuz, tatsiz ve igne seklindeki
bir kristal yapidadir. Derigik glukonik asit ¢ozeltisinin kalsiyum karbonat ile

nétralizasyonu sonucu elde edilir.

Kalsiyum glukonat, 25°C’da 100 ml suda 3.5 g ¢ziiniir; alkolde ya da diger organik

coziiciilerde ise ¢oziinmez (Peppler, 1967).



Bakir Glukonat, Cu(C¢H1107)2: Glukonik asidin bakir tuzu hafif yesil renkte
kokusuz, hafif metalik tatta, kristal haldedir. 25°C’da, 100 ml suda 30 g ¢dziiniir;

organik ¢oziiciilerde ¢oziinmez.

Demir Glukonat, Fe(C¢H1107); H,0: Diger demir tuzlar gibidir, sari-yesil renkte,
hafif yanik seker kokusunda, toz kristal haldedir. Havada kararlidir. Ancak, demir
glukonatin sulu ¢ozeltisi 15183a kargt duyarlidir, fotokimyasal olarak indirgenir,

100°C’da 100 ml suda 8.5 g ¢6ziiniir. Alkolde az ¢bziiniir; eterde ise ¢6ziinmez.

Magnezyum Glukonat, Mg(Ce¢H;;07)H,0: Beyaz renkli, kokusuz ve tatsiz olup
kristal yapidadir. Havada kararlidir, ancak 200°C’da bozunur. 25°C’da, 100 ml suda

16 g ¢oziniir, alkolde gok az ¢oziiniir, diger organik ¢6ziiciilerde ise ¢oziinmez.

Mangan Glukonat, Mn(CsH;;07), 3H,0: Kokusuz, igne seklinde kristal yapidadir.
Havada kararlidir, 25°C’da, 100 ml suda 10.6 g ¢0ziiniir, diger organik ¢oziiciilerde

ise ¢oziinmez.

Potasyum Glukonat, KC¢Hj107: Beyaz renkli ve kristal yapidadir. Susuz kristali

havada kararli olup, 180°C’da bozunur. Suda iyi ¢6ziiniir. Sulu ¢ozeltileri alkalidir.

Sodyum Glukonat, NaCgH;107: Kokusuz, renksiz ve kristal yapidadir. Sicakliga
baglt olarak sudaki ¢oziiniirhigii Cizelge 2.1°de verilmistir. Organik ¢6ziiciilerde

¢oztinmez. Sulu ¢ozeltisi notraldir ve 100°C’da kararlidir (Prescott, et al., 1953).

Cizelge 2.1. Sodyum glukonatin sudaki ¢oziiniirligi

Sicaklik Sodyum Glukonatin doygun
0 ¢Ozeltisi (Agulikga %)
15 34.6
20 36.7
30 39.6
50 45.9
60 49.9
70 53.0
80 56.9




2.1.5. Kullanim Alanlarx
2.1.5.1. flac¢ Endiistrisindeki Kullamm Alanlan

Glukonik asit ve tiirevlerinin ilag endiistrisinde genig bir kullanim alani vardir.
Glukonik asit ve tuzlari diyetler i¢in gerekli iz elementlerin saglanmasinda
kullamilmaktadir. Demir glukonat, beslenmeye baghh anemi tedavisinde
kullanilmaktadir ve demir eksikliginin giderilmesinde bir tedavi ajamidir.
Demirfosfoglukonat ise ikincil anemi tedavisinde kullanilmaktadir. Literatiirde,
demir glukonatlarin iiretimleri ve ilag endiistrisindeki kullanmimlar ile ilgili olarak

pek ¢ok aragtirma bulunmaktadir (Prescott et al., 1953).

Kalsiyum glukonat, viicutta gesitli hastaliklarin sebep oldugu kalsiyum eksikliginin
giderilmesinde kullanilan iyi bir kalsiyum kaynagidir. Ayrica; bu tuzla bir kas igi
madde olan d-tubokurinin suda ¢6ziinen bir tuzu olusturularak, elde edilen ftiriin
spastik gocuklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Kalsiyum glukonat ve magnezyum
glukonatin dismoneria tedavisinde etkili olduklar1 bilinmektedir. Son yillarda
potasyum glukonat da hipotassemia tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica; glukonik

asidin monoallil {ireidi ditiretik olarak kullanilmaktadir (Ullmann, 1989).

2.1.5.2. Gida Endiistrisinde ve Yem Uretimindeki Kullamim Alanlar

Hidrojenlenmis bitkisel yaglar ve diger bitkisel yaglar ile hayvansal yaglar gibi
yaglarin igerisine konan az miktardaki glukonik asit, eksimeyi engellemektedir.
Glukono-8-lakton; tartarik asit ve tuzlarimndan CO,’in ayrilmasinda etkili bir ayirma
ajan1 olarak kullaniimaktadir. Kalsiyum glukonat; buzagilarm hastaliklardan
korunmasinda ve tedavilerinde, ayrica; kiimes hayvanlarinda kaliteli yumurta
tiretiminde ve kalsiyum eksikliginin giderilmesinde yem katki maddesi olarak

kullanilmaktadir (Prescott et al., 1953).

2.1.5.3. Diger Endiistrilerdeki Kullanim Alanlary

Glukonik asit ve tiirevlerinin degisik endiistriler igerisinde ¢esitli kullanim alanlar

vardir. Tekstil endiistrisinde; glukonik asit, glukono-3-lakton ve amonyum glukonat



nontoksik ve az korozif olmalar1 nedeniyle asit katalistleri olarak kullanilmaktadirlar.
Glukonik asit ve amonyum glukonat; ayrica tekstil iiriinlerinin boyanmasinda boya
hammaddelerini giiglendirmek amaci ile de kullamlmaktadirlar. Tekstil
makinelerinde pas ve kirecin giderilmesinde ise sodyum glukonat kullanlmaktadir.

Pek ¢ok alkali temizleyici; 6zellikle cam alet ve malzeme temizliginde kullanilan
maddeler fazla miktarda sodyum hidroksit igermektedirler. Bir ¢ok endiistride;
kullanilan su sert su oldugu takdirde ekipmanlarda fazla miktarda kire¢ olugumu
gozlenmektedir. Bu kireglenme problemi ortama eklenecek ¢ok az miktardaki
glukonik asit veya sodyum glukonatla kontrol edilebilmektedir. Bu nedenle; glukonik
asit siit endiistrisinde stit taglarinin, bira endistrisinde ise; bira taglarinin
giderilmesinde ve metal yiizeylerin temizlenmesinde kullanilmaktadir. Kullamlacak
sodyum glukonatin miktar1; suyun sertligine gére degismektedir. Sodyum glukonat
genellikle ortama % 5-10 oraninda eklenmektedir (Underkofler, 1934).

Sodyum glukonat ve glukonik asit deri endiistrisinde; derinin tabaklanmasinda
kullamlmaktadirlar. Demir ve aliiminyum hidroksitlerin derinin izoelektrik
noktasindan Once ¢tkmesi ortama glukonik asit ilave edilerek engellenmektedir.
Ayrica bir glukonik asit tuzu olan titanyum glukonat beyaz deri imalatinda
kullaniimaktadir.

Sodyum glukonat ve glukono-8-lakton fotograf endiistrisinde, atmosferik sartlarda
kararli olan kimyasal karisimlarin hazirlanmasinda kullanilmaktadirlar. Glukonik asit

ve bazi tuzlar ayrica tag baski boyamada da kullanilmaktadirlar.

Glukonik asit ve tuzlari; 6zellikle; sodyum glukonat suda ¢oziinen boyalara

parlamanin ve renk degisiminin engellenmesi amaciyla da katilmaktadirlar.

Yag aminleriyle glukono-8-laktonun reaksiyunu sonucu elde edilen sulfolanmis

glukonamidler etkili birer deterjan malzemeleridir (Prescott et al., 1953).



2.1.5.4. Toksisitesi

Glukonik asit toksik bir madde degildir. Insan bobregindeki fosfat taglarin
cozeltisiyle yapilan g¢aligmalarda, serbest glukonik asidin, gidalarda insan ve
hayvanlara herhangi bir yan etki ya da zarar verdigi gézlenmemigtir. Bu diigiik
toksisite derecesi ile amonyum glukonat ve glukonik asidin insanlarda {ire pH’inin

azaltilmasinda ayni etkinlige sahip oldugu bulunmustur.

Diger bir aragtirmada da glukonik asit ve laktonunun herhangi bir gastrik zarar

olusturacak toksisiteye sahip olmadiklar1 bulunmugtur (Prescott et al., 1953).

2.1.6. Uretim Yontemleri

Glukonik asit ve tuzlarimn ticari amagh uUretimi, glukoz ve glukoz igeren
hammaddelerin yiikseltgenmesi ile yapilmaktadir. Yikseltgenme metodlar: kimyasal,

elektrokimyasal, katalitik veya biyokimyasaldir.

2.1.6.1. Kimyasal Yiikseltgenme ile Uretimi

Glukonik asidin kimyasal yiikseltgenme metodu ile tretimi; elde edilen iiriiniin
safliginin  simrh olmasi, tepkime sartlarmin kontroliiniin ve optimizasyonunun
zorlugu, diisiik verim elde edilmesi ve istenmeyen yan iirlinlerin olugmasi nedeniyle
bazi dezavantajlara sahiptir. Son yillarda kimyasal yiikseltgenme ile glukonik asit
tiretimi {izerine yapilan ¢aligmalarda, yiikseltgeyici madde olarak, hidrojen pe.oksit,

ozon ve oksijen kullanilmaktadir.

2.1.6.2. Elektrokimyasal Yiikseltgenme ile Uretimi

Elektrokimyasal yontemlerde de 6zellikle halojenlerin yiikseltgenmesinde kimyasal
yikseltgenme metodlarindaki problemlerle kargilagilmaktadir. En g¢ok kullanilan
yontemlerde glukoza gre molce yaklagik %10 bromiir igeren bir glukoz ¢dzeltisi 1-
20 A/dm’ akim yogunlugunda elektroliz edilir. Olusan asidin ndtralizasyonu igin
ortama karbonat (CaCOj;) veya hidroksitler eklenir. Glukoza gore tiriin verimi % 80-
97°dir. Elektrolitik proseslerin glukonik asit liretimindeki 6nemi son yillarda giderek

artmustir.
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2.1.6.3. Katalitik Yiikseltgenme ile Uretimi

Glukozun oksijen veya hava ile yiikseltgenme tekniklerinde meydana gelen
gelismelerin, endiistriyel Olcege aktarilmasi ile ilgili aragtirmalar halen devam
etmektedir. Yiikseltgenme islemlerinde derigimi 1-2 mol/L aralifinda degisen bir
glukoz ¢ozeltisi ve uygun bir katalizér kullanilarak ortamin pH’1 alkali ¢ozelti ilave
edilerek 8-11 (tercthen 9-10) aralifinda sabit tutulur. Kullanilan Kkatalizorler

aliiminyum oksit veya bagka bir tagtyici lizerine tutturulmusg platin grubu metalleridir.

Yiikseltgen madde olarak ozonun kullanildigi bir yontemde; D-glukoz ve O;’un
alkali sartlarda, bir metal (kursun ya da platin) oksit kataliz6riin varliginda
tepkimesiyle glukonik asidin bir tuzu elde edilir. Tepkime sonunda 40 g sodyum
hidroksit ile 192 g sodyum glukonat elde edilmektedir (Nakagawa et al., 1974).

Bu yontemlerde en 6nemli dezavantaj katalizoriin aktivitesini hizla kaybetmesidir.
Bu nedenle oldukca saf ¢ozeltilerin kullanilmasi ve tepkime kosullarinin optimize
edilerek istenmeyen cesitli yan tepkimelerle ortaya ¢ikacak yan {iriinlerin olusmasinin

Onlenmesi gereklidir.

Bu metodlarla elde edilecek iirliniin saflit % 99.5’un iizerindedir. Yontemlerin
ekonomikligi biiyikk ol¢tide kullanilacak katalizoriin aktivitesine, segiciligine,
Omriine ve maliyetine, ayrica; enetji giderleriyle {irlin ayirma iglemlerinin maliyetine

baglidir (Ullmann, 1989).

2.1.6.4. Biyokimyasal Yiikseltgenme ile Uretimi (Fermentasyon)

Glukonik asit, glukozlu besin ortaminda kiif ya da bakteri kullanilarak
fermentasyonla tiretilebilmektedir. Farkli mikroorganizmalarin ticari uygulamalara
adapte edilebilirligi acisindan aralarinda bliyiik farkliliklar bulunmaktadir. Bazi
mikroorganizmalar diigiik verimle glukonik asit iiretirken, bazilan glukozu yavas
fermente etmekte, bazilarinda ise karakteristik kiiltlir olusumu ge¢ olmaktadir

(Prescott and Dunn, 1959).

Glukonik asit fermentasyonunda pek ¢ok mikroorganizma kullanilmaktadir.
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Glukonik asit ve glukonatlarin ticari olarak iiretimi Gluconobacter, Acetobacter ve
Pseudomonas ile glukozlu besin ortaminda yiiksek atmosferik basingta ve
karistirmali ve havalandirmali derin iiretim fermentorlerinde ve Penicillium ve
Aspergillus tiirleri ile yine glukozlu besin ortaminda yiizey ve derin iiretim

fermentdrlerinde yapilmaktadir.

2.1.6.4.1. Glukonik Asidin Bakterilerle Uretimi

Asetik asit bakterileri ile glukonik asit {iretiminin Boutroux tarafindan
bulunmasindan sonra giinlimtize kadar diger bakteri tiirleri de kullanilarak pek ¢ok
aragtirma yapilmistir. Bu arastirmalarin  pek c¢ofunda Acetobacter tiirii
mikroorganizmalar kullamlmigtir. Ancak bu tire ait c¢aligmalar sonucunda,
oksidasyon ilerledikce tiretimin ketoglukonik asitler seklinde oldugu goriilmiistiir.

Pseudomonas tiirlerinde de {irtin 2-ketoglukonik asit formundadar.

Giintimiize kadar yapilmig glukonik asit fermentasyonlarinda kullanilan asetik asit
bakterileri; A. aceti, A. acetosum, A. ascenders, A. gluconicum, A. Hushigaki var.
rosea, A. irdustrianum var. Hoshigaki, A. kutzingionum, A. orleanense, A.
pasteuriarium, A. rancens, A. suboxydans, A. xylinoides, A. xylinum, A. suboxydans
muciparum ve A. melanogenum, ve diger bakteriler ise; Gluconobacter suboxydans,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve Pseudomonas aeruginosa’dir
(Underkofler, 1954; Prescott and Dunn, 1959; Atkinson and Mavituna, 1983; Mattey,
1992).

Baldan Acetobacter ve Gluconobacter tiirii bakterilerin izolasyonu ve bu bakterilerle
glukonik asit liretimi Asglieso ve Navarro tarafindan incelenmistir. Bu ¢aligmada
Gram-negatif bakterilerin glukozlu besin ortaminda biiyiik miktarda glukonik asit
iirettikleri bulunmustur (Argiieso and Navarro, 1973). Attwood ve arkadaglari ise; bir
Gram-negatif bakteri olan Acetobacter diazotrophicus ile glukonik asit Uretimini ve

glukoz metabolizmasim incelemiglerdir (Attwood et al., 1991).

Literatiirde asetik asit bakterileri ile yapilms glukonik asit {iretimi ¢aligmalarina ait

pek ¢ok patent bulunmaktadir. Currie ve Carter, 4. oxydans ile glukoz ¢ozeltisini



ince bir film halinde hava ile temas ettirerek glukonik asit Uretmislerdir. Daha
sonralar1 Currie ve Finlay 4. gluconicum ile, Takahashi 4. Hushigaki var. rosea ile,
Lockwood ise; Pseudomonas tiirleriyle glukonik asit iiretimini denemislerdir
(Lockwood and Berry, 1975). Yapilan ¢aligmalar sonucunda bakterilerle
ylkseltgenme ile glukonik asit {iretimi :ndiistriyel agidan kullanigli bulunmamugtir
(Underkofler, 1954). Glukozdan glukonik asit olusum tepkimesi Sekil 2.2°de
verilmigtir (Casida, 1964).

H OH 0
N A
~ 0"
0, I
HO—C—H O-—~ HO-—Cl—H +  H0,
H—C—OH H~C|—0H
H—C H——Cll—— OH
H—C—OH H—C—OH
|
H H
D-glukoz D-glukonik asit

Sekil 2.2. Glukozdan glukonik asit olugum tepkimesi

2.1.6.4.2. Glukonik Asidin Kiiflerle Uretimi

Yiizey Fermentasyonu ile Uretimi; May ve arkadaglari ilk olarak 1927 yilinda bir

kiif olan Penicillium Ilutemun purpurogenum ile glukonik asit {iretimini
gergeklestirmiglerdir. Herick ve May, ylizey fermentasyonu igin tavalan
kullanmiglardir (May et al., 1929). Bu yéntemde steril bir glukozlu besin ortami kiifle
agilanir ve inkiibasyona birakilir. Gelisen misel glukonik asit tiretiminin yapilacag

ortama steril olarak aktarilir.

Segilen tavann belirli 6zelliklere sahip olmasi gerekir. Korozif ve toksik olmamali,
ucuz olmalidir. Demir, ¢ginko ve aliiminyum asitten etkilenir; nikel, kursun, bakir
toksiktir; cam uygun bir tava yapi malzemesidir ancak ¢abuk kirilir ve bakalit ise
pahali olmasi nedeniyle tercih edilmemektedir (Prescott and Dunn, 1959). Moyer,

May ve Herrick bu yontemle P. crysogenum kullanarak glukonik asit iiretimini
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denemigler ve glukozlu besin ortaminda optimum sicakhii 30°C olarak
saptamuglardir. Kullanilan besin ortami bilegiminde 200-250 g/L derisiminde glukoz
ve inorganik tuzlar bulunmaktadir (Underkofler, 1954).

Derin_Fermentasyvonla Uretimi: Derin fermentasyon yontemi ilk olarak 1928

yilinda Schreyer tarafindan 4. fumaricus ile glukonik asit ve sitrik asit karigimunin
iiretiminde denenmistir. Yapilan g¢aligmalarda havalandirma, karigtirma ve ortama
kalsiyum karbonatin eklenmesinin iirlin olusumuna etkisi arastirnnimigtir. Kalsiyum
karbonatin, glukonik asit iiretimini ariirdify; sitrik asit liretimini ise etkilemedigi

bulunmugtur.

Currie ve arkadaglar1 1933 yilinda, 4. niger ve Penicillium luteum ile yliksek verimde
glukonik asit iiretimini yiiksek karigtirma hizinda besin ortamina fazla miktarda hava
gondererek gerceklestirmiglerdir. 1934 yilinda May ve arkadaglarmin yaptig:
calismada ise; P. chrysogenum kullanilmug ve ortama gonderilen havanin basinct 3

atm ve daha yiiksek bir degerde olacak sekilde artiriloustir (May et al., 1934).

Herrick ve arkadaglar1 glukonik asit fermentasyonunu daha gelismis bir ferment6rde
ve yiiksek hava basincinda ger¢eklestirmek amaciyla 1935 yilinda bir rotary-drum
fermentor tasarlamiglardir (Herrick et al., 1935). Tampon levhalar kullanilarak
oksijenin fermentor igerisinde homojen olarak dagiimi ve mikroorganizma ile iyi

temas ettirilmesi saglanmugtir.

Rotary-drum ferment6rde bir bagka ¢alisma da Moyer ve arkadaglari tarafindan P.
chrysogenum ve A. niger 67 ile yapilmistir (Moyer et al., 1937). A. niger 67 ile
yapilan laboratuvar 6lgekli bir ¢aligmada glukonik asit iiretiminde optimum sartlar,
yiiksek hava basmcinda elde edilmigtir. Ortam bilesiminde 100-150 g/L glukoz, bazi
inorganik tuzlar ve CaCOj; bulunmaktadir. Ayni ¢aligmaya benzer olarak 1937°de
Wells ve arkadaglar: pilot 6lgekte bir aliiminyum-drum fermentor tasarlamiglar ve
parametre olarak; farkli ortam bilegimlerindeki kiiltlir gelisiminin, nétralizasyon
maddesinin miktarinn, karigtirma hizinin, hava akis hizinin, glukoz derisiminin ve
fermentasyon hacminin etkilerini incelemiglerdir (Wells et al., 1937). 1938 yilinda

Gastrock ve arkadaglan A. niger ile glukoz’dan glukonik asit {iretimini bilyiik hacimli
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bir fermentdrde denemislerdir (Gastrock et al., 1938). Porges ve arkadaglar1 ise;
endiistriyel olgekte glukonik asit tiretimini 4. niger 67 ile denemislerdir (Porges et
al., 1940; 1941). 1940 yilinda Moyer ve arkadaglari, kalsiyum glukonat
fermentasyonunda, % 35 glukoz igeren bir besin ¢ozeltisine bir miktar borlu bilesik
ekleyerek, olugan kalsiyum glukonatin ¢6kmesini engelleyebilmeyi bagarmiglar ve
besin ortamina asir1  Kalsiyum karbonat eklenmesinin miimkiin oldugunu
bulmuslardir. Ayni islemi daha sonra Moyer A. niger 67 ve A. niger 3 ile denemis ve

A. niger 3’iin borlu bilesikten inhibe olmadigini saptamiglardir ( Moyer, 1944).

Ortamda olusan fazla glukonik asit fermentasyonu inhibe etmektedir. Bunu 6nlemek
amaciyla ortama kalsiyum karbonat ilave edilerek, serbest glukonik asitle kalsiyum
glukonat olugturulmaktadir. Moyer’in galigmalarina gore % 20, 25, 30 ve 35 glukoz
iceren besin ¢ozeltileri igin kalsiyum glukonatin ¢6kmesini engelleyecek borlu bilesik
derigimleri 500, 1000, 1500, 2500 ppm olarak saptannustir (Moyer, 1944). Ancak
mikroorganizmanin inkiibasyon doneminde ortama eklenen borlu bilesik
fermentasyonu inhibe etmektedir. Fermentasyon siiresince kalsiyum boroglukonat
kompleksi olugmaktadir. Ortamdan ayrilmas: gii¢ olan bu kompleksin hayvanlara
zarar verdigi saptanmig ve bu iirliniin satigmna kisitlama getirilmistir (Peppler and

Perlman, 1979).

Glukonik asit {iretiminde substrat olarak melas kullamildiginda fermentasyona
potasyum ferrosiyaniiriin etkisi Clark ve arkadaslar: tarafindan incelenmistir (Clark et
al., 1965). Roukas ve Harvey ise; A. niger’le seker pancari melasim kullanarak sitrik
asit ve glukonik asit liretiminde pH’1n etkisini incelemiglerdir (Roukas and Harvey,
1988). 4. niger’le glukonik asit tretiminde glukozlu besin ortaminda azotlu
bilesiklerin etkisi ise; Hatcher tarafindan incelenmistir (Hatcher, 1972). Novak ve
Fencl; A. niger’le kesikli ve siirekli sistemlerde, glukozlu besin ortaminda glukonik
asit tiretimini incelemigler ve iiretime etki eden parametreleri aragtimuslardir (Novak

and Fencl, 1973).

1989 yilinda Sakurai ve arkadaglari dokunmamus elyaf tizerine 4. niger’i immobilize

ederek glukonik asit iiretimini incelemisler ve 30°C’da glukonik asidi sodyum
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glukonat tiirevi gseklinde elde etmislerdir (Sakurai et al., 1989). Trager ve arkadaglart
¢oziinmiis oksijen derigimini artiran bir fermentorle 4. niger kullanarak glukonik asit
tiretimini incelemiglerdir (Trager et al., 1991). Benzer bir caligmay1 ise Moressi ve
arkadaglar1 immobilize 4. niger’le yapmiglardir (Moressi et al., 1991). 1992 yilinda
Rosenberg ve arkadaglari A. niger’le sakkarozlu besin ortamunda glukonik asit

{iretimini ve invertaz aktivitesinin 6nemini arastirmiglardir (Rosenberg et al., 1992).

Kalsivum Glukonat Fermentasyonu: Derin {iretim yontemlerinin kullaniimast ve

fermentasyon ortaminda olugan asidin CaCOj5’la nétralizasyonu sonucunda kalsiyum
glukonat elde edilmektedir. Calismalarda kalsiyum glukonat {iretimi sirasinda
optimum glukoz ¢ozeltisi derigiminin % 15 oldugu bulunmustur. Kalsiyum kaynag,
Lobry-du-Bryn-Van Ekenstein tepkimesini engellemek amaciyla besin ortamindan
ayri olarak sterillenir. Notralizasyon maddesi steril glukoz c¢ozeltisine aseptik
kojullarda ve agilamadan sonra eklenir. Fermentasyon ortamma spor olusumundan
dnce ekleneii nétralizasyon maddesi spor olusumunu engellemektedir. Fazla miktarda

cklenen alkali ¢ozelti ise miseli 6ldiirmektedir (Peppler and Perlman, 1979).

Yapilan bir ¢aligmada kullanilan kiiltiir ¢ozeltisi; D-glukoz, ¢esitli inorganik tuzlar ve
musir Oziitli sivisii igermektedir. Kalsiyum glukonat fermentasyonunda hava
basmcimnm etkisi incelenmis ve basincin 1 atm’dan biiyiik olmasinin fermentasyonu

olumlu y6nde etkiledigi bulunmustur (May et al., 1934).

Sodyum Glukonat Fermentasyonu: Sodyum ve kalsiyum glukonat iiretimleri

arasindaki 6nemli farkliliklar, fermentasyonun baglangicindaki glukoz derisimleri vi.
fermentasyon sonunda elde edilen glukonat derigimleri ile pH kontrolii arasindadr.
Sodyum glukonat fermentasyonunda, NaOH fermentasyon ortamina otomatik olarak
eklenerek pH konirol edilmekte, kalsiyum glukonat iretiminde ise; CaCOs;
eklendikten sonra pH kontrolii yapilmaktadir. Sodyum glukonat, kalsiyum
glukonattan daha kolay ¢oziiniir. Buna bagli olarak, otomatik kontrolle eklenen
NaOH’le asidin nétralizasyonu da ¢abuk olmaktadir. Sodyum glukonat {iretiminde
pH kontrolii yapilmayan metodlar da bulunmaktadir (Blom et al., 1952; Novak and
Fencl, 1973).
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Tipik bir fermentasyon ortammin bilesimi; glukoz, musir 6ziitii sivisi, gesitli
inorganik tuzlar ve lireden olugsmaktadir. 4. niger’e ait pek gok sus glukonik asit
iiretiminde kullanilmagtir. Elde edilen tiriin, glukonik asit, sitrik asit ve okzalik asitten
birini ya da bir kagini igeren bir karigimdir. Kangim igerisindeki sitrik asit, iiriinii

kontamine etmektedir (Blom et al., 1952; Peppler and Perlman, 1979).

Glukonik asit tiretiminde kullanilan mikroorganizmalar, kullanilan yontemler ve elde
edilen verimler Cizelge 2.2°de verilmigtir (Atkinson and Mavituna, 1983).

Cizelge 2.2. Glukonik asit ve bazi tuzlarinin iiretim y6ntemleri

Mikroorganizma  Glukoz Sicaklik Yontem Fermentasyon Temel Uriin verimi
derisimi(%)  (°C) siiresi iiriin (%)
Acetobacter 5 30 Havalandirma 4 giin Glukonik asit 71.8-77.2
gluconicum
Penicillium luteum 20-25 25 Yiizey 9 giin Glukonik asit ~ 55-65
purpurogenum var. Fermentasyonu
rubrisclerotium
P. chrysogenum 20-25 30 Yiizey 8-10giin  Glukonik asit, 60
Fermentasyonu kalsiyum glukonat
P. chrysogenum 20 30  Derin Uretim 8 giin Glukonik asit,  80-87
(basing) kalsiyum glukonat
P. chrysogenum 20 30 Derin Uretim 2.2 giin Glukonik asit, 80
(basing) kalsiyum glukonat
A. niger NRRL 67 15.5 30  Derin Uretim 18 saat Glukonik asit,  97.1*
(basing) kalsiyum glukonat
A. niger NRRL 67  11.5 30  Derin Uretim 9 saat * Glukonik asit, -
(basing) kalsiyum glukonat
A. niger NRRL 3 24-30 33-34.4 Derin Uretim  40saat  Sodyum glukonat -
(basing)

*kullanilan glukoz temelinde
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2.2, Uriin Kazamim, Ayirma ve Saflagtirma Islemleri
2.2.1. Mikroorganizmanin Metabolizmasi

Glukozun glukonik aside doniigiimii, glukozdaki karboksil grubunun aldehide
yiikseltgenmesi ile gergeklesir. Molliard’in A. niger kiiltiirii ile glukonik asit
{iretimini incelemesinden ii¢ y1l sonra Miiller, hiicredeki ilgili enziminin ayrilmasi ve
saflagtirilmas1 amaciyla bir ¢aligma yapmistir. Bu cahiyma ile glukonik asit
iiretiminde kullanilan enzimin glukoz oksidaz oldugu bulunmugtur.

Glukozun glukonik aside dontigiimii glukoz oksidaz enzimi varlifinda
gergeklestiginde 1 atom oksijene ihtiyag vardir. Tepkime sonunda 1 mol H;0;
olusumu sadece saf enzim kullanildiginda goriilmektedir. Canl: hiicrelerde katalaz
enzimininde bulunmasi1 H,O,’yi yok eder ve toplam tepkime asagidaki gibi
yazilabilir (Underkofler, 1954).

CH,OH(CHOH),CHO + 20, — CHzoﬂ(CHO}D4COOH

A. niger tarafindan glukonik asit tiretiminin biyokimyas1 Sekil 2.3’de gosterilmistir.

—
HO——H =0 COOH
H——OH H—tou |H° g1 —oH
Glukoz \
HO——H O » HO H O » HO H
H——OH H——OH H——O0H
H H H——O0OH
CH,OH FAD FADH, CH,OH CH,0
D-glukoz >—< glukonolakton  glukonik asit veya glukonat
katalaz .
)} HO; — . 0, + H,O

Sekil 2.3. Aspergillus niger ile glukonik asit {iretiminin biyokimyas:

FAD ve FADH; sirastyla flavin adenin diniikleotidin yiikseltgenmis ve indirgenmis



formlandir. B-D-glukoz, glukoz oksidaz enzimi ile katalitik olarak glukono-8-laktona
yiikseltgenmektedir. Laktonun ghikonik aside hidrolizi kendili§inden ve
glukonolaktonaz enziminin etkisiyle gergeklesen bir olaydir. Glukoz oksidaz (MW
186000) prostetik grup olarak iki mol FAD igermektedir. Bunlar glukozdan hidrojen
atomunun uzaklagmasimnda 6nemli rol oynarlar (FADH, formunda). Daha sonra
oksijenle birleserek H,O; olustururlar. H,O, ise katalaz enzimiyle pargalanir. Glukoz
oksidaz ve katalaz endoenzimlerdir.

A. niger’le glukonik asit tiretiminde glukoz oksidaz diginda bagka enzimler de rol
oynamaktadir. Fermentasyonun metabolik incelemesinde {i¢ basamak oldugu
bulunmugtur. Lag fazin ardindan iissel lireme donemi, daha sonra ise durgun faz
dénemi gelmektedir. Son donemde glukonik asit olusumu sabit hizla
gerceklesmektedir (Ullmann, 1989).

Literatiirde; bu tezde glukonik asit {iretiminde kullanilan Aspergillus foetidus un liriin

sentez metabolizmasi ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamagtir.

2.2.2. Glukonik Asidin Ayrilmasi ve Saflagtirnimasi

Teknik glukonik asit, kalsiyum glukonat veya sodyum glukonatin sulu
¢Ozeltilerinden hazirlanmaktadir. Sulu kalsiyum glukonat g¢ozeltisi kullanilarak
glukonik asit eldesinde izlenen yol kisaca §Oyledir; sulu kalsiyum glukonat
¢Ozeltisine stokiyometrik miktarda siilfiirik asit eklenir, elde edilen karigim 1sitilarak
kalsiyum glukonatin ¢oziiliip, kalsiyum siilfat seklinde ¢okmesi saglanir. Cokelek
¢ozeltiden aynldiktan sonra siiziintii %50°lik glukonik asit ¢ozeltisi olacak gekilde
derigiklestirilir. Iyon degistirici regine veya aktif karbondan gegirilerek renk
giderilmesi saglanir (Peppler and Perlman, 1979).

Kristal Glukonik Asit ve Laktonu: Sulu glukonik asit ¢ozeltisinde, glukonik asit,
glukono-8-lakton, glukono-y-lakton denge halinde bulunurlar. Bu bilegiklerin oranlart

sicaklifa, derisime ve zamana baghidir (Peppler, 1967).

Doygun glukonik asit ¢dzeltisinden kristallerin ayrilmas: iglemi 30°C’nin altinda
(yaklasik 0°C) yapilirsa firin baskin olarak glukonik asittir. 30-70°C araliginda
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kristaller glukono-8-lakton, 70°C’nin {izerindeki sicakliklarda ise; kristaller, glukono-
y-laktondur. Kristal iirtintin saflifx igin sicaklik kontrolii ¢ok &nemlidir. Glukonik
asidin kristalizasyonu zor ve pahali bir islem oldugu igin ticari olarak tercih
edilmemektedir (Atkinson and Mavituna, 1983).

2.2.3. Glukonik Asidin Analiz Yontemleri

Glukonik asit, fenolftalein indikatorii ile standart alkali kullanilarak (NaOH ¢6zeltisi)
titre edilebilir (Peppler, 1967). Diger bir analiz yénteminde ise; serbest glukonik asit,
kalsiyum glukonat gekline doniigtiiriiliir, ortamda kalan kalsiyum, okzalik asitle
¢oktiiriiliir ve siiziintii permanganatla titre edilir (Underkofler 1954). Glukonolakton,
galaktonolakton ve serbest glukonik asit hidroksimat metodu ile analiz edilebilirler
(Lien, 1959). Glukonik asidin enzimatik analizi ise; Moellering ve Bergmeyer’e gore
yapilabilir (Roukas and Harvey, 1988). Ayn1 mikroorganizmadan elde edilen iirlinde
karigim halinde iki ya da daha fazla organik asit bulunuyorsa, analiz iglemi kagut
kromatografisiyle yapilabilir (Kristiansen and Sinclair, 1979). Ayrica kapiler
isotachophoresis yontemiyle de glukonik asit analizi yapilabilmektedir (Rosenberg et
al., 1992).
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3. SISTEMIN MATEMATIKSEL MODELLEMES]
3.1. Mikroorganizmanin Ureme Kinetigi

Kesikli sistemlerde, iiremeyi kisitlayic1 substratin belirli bir baglangi¢ derigiminde,
mikroorganizmalarm iissel tireme bdlgesindeki ¢ogalma hiz1 Egitlik 3.1 ile gosterilir.
Ussel iireme bolgesindeki 6zgiil ireme hiz1 (u) degeri sabittir. Ureme hiz, hiicrelerin

agirlif1 veya sayisi ile dogru orantilidir.

dXx
3 oM G3.1)

Burada; X, kuru agirlik olarak mikroorganizma derisimini (g m.org./L) ve t, zamam
(saat) gostermektedir. Mikroorganizma ozgil iireme hiz1 p (saat!), birim
mikroorganizma derigimindeki lireme hizi olarak tamimlanmakta ve Esitlik 3.2 ile
gosterilmektedir (Aiba et al., 1973).

(3.2)

Sekil 3.1°den goriilecegi gibi lissel {ireme bolgesi disinda da mikroorganizma {ireme
tanim yapilabilmektedir. Ussel {iremenin oldugu lineer bolgede mikroorganizma

Ozgiil iireme hizinin substrat baglangi¢ derigimi ile degigimi sabittir.

[}

Ozgiil lireme hizinin, {iremeyi kisitlayic1 substratin baglangig derisimi ile degisimini
gOsteren bagint1 1942 yilinda Monod tarafindan bulunmustur (Esitlik 3.3). Monod
Esitligi iissel lireme bolgesinde, {lirlin ve substrat inhibisyonlarinin olmadig:
durumlarda gecerlidir.

H o

PTK, +s (3.3)

Umax: Maksimum 6zgiil iireme hiz1, (saat™)
Ks : Monod Sabiti, (g substrat/L)
S :Uremeyi kisitlayici substratin baglangig derigimi, (g/L)
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Esitlik 3.3’de yer alan maksimum mikroorganizma &zgiil ireme hizimn ve Monod
Sabiti’nin degerleri, kullamlan mikroorganizmaya ve besin ortaminda bulunan
iiremeyi kisitlayici substratin tiiriine bagh olarak degismektedir. Monod Esitligi’nin
Lineweaver-Burke denklemine benzer sekilde dogrusallagtiriimasiyla Esitlik 3.4 elde

edilir.

(3.4)

Esitlik 3.4’e gére 1/u degerlerine kars1 1/S degerleri grafife gegirilirse, elde edilen
dogrunun egiminden Kg/pumax degeri ve ordinati kestigi noktadan 1/pp. degeri
saptanabilir (Bailey and Ollis, 1986).

3.2. Substrat inhibisyonunun Oldugu Durumda Mikroorganizma Ozgiil Ureme
Hizinin Hesaplanmasi

Esitlik 3.3, substrat derigimi degerinin mikroorganizma o6zgiil lireme hizi ile
degisimini en sade haliyle tanimlamaktadir. Ancak mikroorganizma sistemlerinde
karsilagilabilecek pek ¢ok inhibisyon problemi bulunmaktadir. Mikroorganizmalarin
biiyiime hizi, hiicre derigimine, X, biiylimeyi kisitlayici substratin derigimine, S, ve
inhibitoriin derisimine, I, bagh olarak asagidaki gibi yazilabilir.

dX

—=f I .

— = 1(X,8.D (3.5)
Pek ¢ok sistemde X, S, I, degiskenleri beraber diigiiniiliir. Bu nedenle hiicre biiyiime
kinetigi lineer olmayan bir degisim gosterir. Genel olarak iiriin inhibisyonu, enzim
zehirlenmesi ve yiiksek substrat derigimlerinde ise; substrat inhibisyonu ortaya
¢ikmaktadir. Sekil 3.1°de iireme-substrat iligkisinin tipik bir degisimi gosterilmigtir.
Sekil 3.1°deki bélgelerin agiklamalan ise agagidadir (Aiba et al., 1973).

1. Bolge:

Substrat derisimi, S; ile Monod Sabiti, Ks arasindaki iligki; S<<Kg oldugu durumda,

ozgiil tireme hiz ile substrat derigsimi arasinda lineer bir degisim vardir. Bu iligki
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Esitlik 3.6 ile gosterilmigtir.
_ Mo

S

(3.6)

P

Ozgiil Ureme Hizi p
-

Substrat S

Sekil 3.1. Mikroorganizma 6zgiil fireme hizinin substrat derigimi ile degisimi

2. Bolge:

2. bolge iissel iireme bolgesi olarak alindifinda inhibisyon yokken Monod Esitligi

uygulanmaktadir. Substrat inhibisyonu i¢in ise Monod esitliginin yeniden

diizenlenmesi gerekmektedir. Yarigmasiz

esitligi agapidaki gibi gosterilmigtir.

H max

()

3. Bolge:

substrat inhibisyonu tamimu i¢in Monod

(3.7)

Yiiksek substrat derisiminin oldugu bu bolgede substratin inhibisyon etkisi de gok
fazla olmaktadir. Mikroorganizmalarin tiremesinde hiz kisitlayici basamak bir tek

substratin oldugu ortamda enzimle katalizlenen tepkime ise, enzimin aktivitesinde
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inhibisyona neden olacak bir etki mikroorganizmanin iiremesinde de inhibisyona
neden olmaktadir. Ki>>Ks oldugu durumda yarigmasiz substrat inhibisyonu igin
Esitlik 3.8 yazilabilir (Shuler and Kargi, 1992).

”‘maxs
K, +S+S? /K,

p= (3.9)
Monod grafiginde egrinin tepe noktasindaki du/dS degeri sifir olacagindan Esitlik
3.8’in birinci tiirevi alimip sifira esitlendiginde Esitlik 3.9 elde edilir. K; degeri bu
esitlik kullamlarak hesaplanmir. Substrat inhibisyonunun oldugu durum igin
maksimum &zgiil iireme Mzl (Umax;i) ise; Ks, Ki ve pmax degerleri hesaplandiktan
sonra Esitlik 3.10 kullanilarak hesaplanabilir.

S= /KK, (3.9)

- ,“l‘maxs
o = 1 S+87/K,

(3.10)

3.3. Ureme Verimi

Mikroorganizma derigimi ile besin ortamindaki iiremeyi kisitlayici substrat derigimi
arasindaki sabit oran, lireme verimi (Yxsso) olarak tanimlanmaktadir (Aiba et al.,
1973)

(3.11)

Kesikli iiretimde, baslangic am igin X, ve So; t am igin ise X ve S degerleri

alindiginda Esitlik 3.11 agagidaki gibi gsterilir.

X-X,

—ﬁ (3.12)

YX/So =

Uremeyi kisitlayic:  substratn  tiimiiniin ~ harcandigi  durumda maksimum
mikroorganizma derigimine (Xp) ulasilacag: diiiiniiliirse, mikrobiyal iireme verimi

ile substrat arasindaki iliski Esitlik 3.13 ile gosterilir.
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X, -X, = Yy.S, (3.13)

3.4, Uriin Verimi

Aspergillus foetidus ile gesitli substratlar kullanilarak yapilan ¢aligmalarda glukonik
asit verimi (Yyyso) degerleri, fermentasybn ortamlarindan elde edilen maksimum
glukonik asit miktarlarina ve liremeyi kisitlayici substratlarin baglangi¢ derisimlerine
bagli olarak, Esitlik 3.14 ile hesaplanur.

Ulll
Yo, =100 (3.14)

3.5. Ozgiil Uriin Oluyum Hizx

Kesikli fermentasyonlarda, substrat stokiyometrik olarak iirline doniigliyorsa, iiriin
olusum hiz1 agagidaki gibi tanimlanir:

— —a— (3.15)

ou: Stokiyometrik sabit

Uriin olusumu, hiicre derigimiyle bagimli ve hiicredeki enzim sistemi {iriin

olugumunu kontrol ediyorsa, iiriin olugum hiz1 Esitlik 3.16 ile tamimlanur.

dU .
7 Bx (3.16)

fB: Orant1 katsayis1
Luedeking ve arkadaglar1 Esitlik 3.15 ve 3.16’y1 birlestirerek kesikli ve siirekli

fermentasyonlara uygulanabilen bir iirlin olusum hiz1 esitligi tammlamuslardir (Aiba
et al., 1973):

ai  d&X
a —QE+BX yada
1 dU
= =—— 3.
v=ap+f X dt (3.17)

v: Ozgiil tiriin olusum hiz, zg iirlin/g m.org.zaman)
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3.6. Havalandirma Sayis1

Mekanik karigtirma yapilan havalandirmali fermentasyon sistemlerinde boyutsuz bir
say1 olan havalandirma sayist (N,), Esitlik 3.18°deki gibi tanimlanmaktadir (Bailey
and Ollis, 1986).

_Q
a_ND3

N (3.18)

Q: Havanin hacimsel akig hizi, (m?/s)
N: Kangtirma hizi, (rps)

D: Kanistiricinin ¢api, (m)
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4. DENEY SISTEMI VE YONTEMLERI
4.1. Kullamilan Mikroorganizma

Glukonik asit {iretiminde kullanilan mikroorganizma, Amerika’dan liyofilize olarak
getirtilen, NRRL 337 kod numarali Aspergillus foetidus’dur. Mikroorganizma steril
ortamda, saf su igerisinde siispansiyonu yapilarak agarli kati besin ortamlarinda
iiretilmis ve belirli zaman araliklarinda yeni kat1 besin ortamlarina aktifligini
kaybetmemesi amaciyla aktarilmistir.

4.2. Uretim Yontemleri

Calismada kullanilacak mikroorganizma, petri tabaklar1 ve deney tiiplerine
hazirlanmig agarli kat1 besin ortamlarina ekilerek 25°C’deki bir inkiibasyon etiiviine
birakilmig ve aktiflesmesi beklenmigtir. Kat1 besin ortaminda {ireyen mikroorganizma
kiiltiirii daha sonra siirekli kati1 besin ortamina aktarilarak, besin ortamina aligmasi

saglanmigtir. Mikroorganizmanin ortam kosullarnda {iretimi saglandiktan sonra ise

deneysel ¢aligmalara gegilmistir.

Aspergillus foetidus ile glukonik asit iiretiminde steril kat1 besin ortamina agilama
genellikle 72-96 saatlik kiiltiirler kullanilarak yapilmaktadir. Mikroorganizmanin
tiretilmesinde kullanilan kat1 besin ortaminin bilegimi Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Aspergillus foetidus’un iiretilmesinde kullamlan kat1 besin ortaminin

bilegimi
Bilesen Derigim (g/L)
Malt 6ziitii 30
Soya peptonu 5
Agar 15

Kat1 besin ortaminda yaklagik olarak 72 saat sonunda iire';ilen mikroorganizma
{izerine 10-12 ml steril saf su eklenir, bir 6zeyle mikroorganizma sporlar1 kazinarak
suda siispanse edilir. Bu siispansiyondan bir steril pipetle gerekli hacimde alinarak
siv1 besin ortamu agilanir. Glukozlu sivi besin ortammin bilesimi Cizelge 4.2°de
verilmistir. |
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Cizelge 4.2. Aspergillus foetidus ile yapilan ¢aligmalarda kullamlan glukozlu sivi

besin ortaminin bilegimi
Bilesen Derisim (g/L)

Glukoz 57

- MgSO4H,O 0.2
KH,PO4 0.2
(NH4),HPO4 0.5
NH4NO; 0.5
Pepton 1

Siv1 besin ortamu otoklavda sterillenmeden once pH’1 H,SO4 ve NaOH ¢ozeltileri

kullamlarak ayarlanar.

4.3. Deney Diizenekleri

Deneysel ¢alismalarn bir kismi, Aspergillus foetidus ile 250 ml hacim kapasiteli
erlenlerde, 100 ml’lik c¢alisma hacmiyle sicaklik kontrollii, calkalamali su
banyolarinda yapilmugtir.

Deneysel ¢aligmalanin diger boltimii ise, Aspergillus foetidus ile Sekil 4.1°de
gosterilen deney diizeneginde gerceklestirilmigtir. Cesitli iiretim parametrelerinin
glukonik asit {iretimindeki etkilerinin incelendigi fermentasyon ¢aligmalarinda 500
ml’lik ¢aliyma hacmine sahip pyrex camdan yapilmig bir ferment6r kullamlmigtir.
Fermentor boyutlanyla ilgili geometrik oranlar standartlara uygundur (McCabe and
Smith, 1976).

Fermentdr igerisinde, vortex olusumunu engellemek amaciyla tampon levhalar
bulunmaktadir. Ferment6riin iist kismu pleksiglastan yapilmig bir kapak ile
kapatilmigtir. Kapak iizerinde, hava gikis1, hava girisi, analiz dmegi ¢ikis1 ve yedek
besin ¢ozeltisi girisi i¢in uygun delikler ve kangtirici mil yatag yer almaktadir. Devir
ayarl bir karigtiric1 ile karigtirlan fermentor, sabit sicaklikta tutulan bir su banyosuna
yerlestirilmistir. Hava bir hava pompasi yardimiyla, yikama sigesi ve steril filtreden
gegirildikten sonra bir *rotametre ile akiy hizi ayarlanarak fermentore
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gonderilmektedir. Fermentasyon ortami, paslamaz gelikten yapilmig alt1 diiz bigakli bir
tiirbin tipi kanigtiric: ile kanigtirilmaktadir.

Fermentdre hava beslemesi karigtirict merkezine yakin bir yerden yapilmakta ve havanin
fermentasyon ortamu iginde iyi bir sekilde dagitilmasi saglanmaktadir. Substrat olarak
melas kullanlan fermentasyonda képiik olusumunu &nlemek amaciyla besin ortamina
silikon kopiik giderici eklenmigtir. Ag1 mikroorganizma kiiltiirlerinin fermentore
beslenmesinde ve analiz Orneklerinin alinmasinda, hizi ayarlanabilen bir pompa

kullanilmuagtir.

4.4. Analiz Yontemleri

Aspergillus foetidus ile glukonik asit liretiminde, fermentasyon ortammdan almnan
ornekler i¢in agagidaki analizler yapilmigtir.

4.4.1. Glukonik Asit Analizi

Fermentasyon ortamindan belirli zaman araliklarinda alinan 6rnekler kaba bir siizgeg
kagidindan siiziiliir. Stizge¢ kagidindaki mikroorganizma, mikroorganizma analizinde
kullanilmak {izere saklanir. Stizme igleminden elde edilen siiziintii ise; glukonik asit ve

glukoz analizlerinde kullanilmak amaciyla saklamr.

Fermentasyon ortamindan elde edilen siiziintiideki glukonik asit derigimi titrasyonla
tayin edilmistir. Ek 1’de anlatilan y6nteme gore olugturulan kalibrasyon grafigi
kullanilarak titrasyon sirasinda harcanan NaOH hacimlerinden glukonik asit derigimine
gecilmigtir.

4.4.2. Glukoz Analizi

Boliim 4.4.1°de anlatilan sekilde elde edilen siiziintiiniin bir kismu glukoz analizinde
kullanilir. Aynilan siiziintiideki glukoz derigimi 6mek seyreltildikten sonra Nelson’un
indirgenmis seker analizi (Nelson, 1944) yontemine gore, spektrofotometrik olarak

onceden hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak tayin edilir (Ek 2).
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4.4.3. Mikroorganizma Analizi

Aspergillus foetidus sivi besin ortamindaki geligimi sirasinda topak olusturmaktadir. Bu
nedenle mikroorganizmanin sivi besin ortaminda homojen bir dagilimi yoktur.
Mikroorganizmanin kuru agirhik tayini belirli zamanlarda acilan erlenlerdeki
fermentasyon ortamlar siiziildiikten sonra yapilmagtir.

Stizme islemi 6nceden tartilmig kuru, kaba silizge¢ kagitlarinda yapilir. Siiziilen
mikroorganizma topaklari saf su ile iki kez yikanip, 24 saat siireyle 70°C’daki etiivde
tutulur. Kurutulan mikroorganizma desikatérde 1 saat tutularak sogumasi saglanir ve
daha sonra siizge¢ kagidi ile birlikte tartilir. Bu yontemle mikroorganizma miktar1 kuru
agirlik cinsinden (g m.org./L) olarak tayin edilmektedir.
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5. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

Deneysel galigmalarda bir kiif olan NRRL 337 numarali Aspergillus foetidus ile
calkalamali ve sicaklik kontrollii su banyolarinda ve bir karistirmali ve
havalandirmal1 fermentorde gesitli substratlarin fermentasyon yoluyla glukonik
aside doniisiimii incelenmigtir. Deneysel ¢aligmalarda Aspergillus foetidus’un
se¢ilmesinin nedeni daha oncede belirtildigi gibi bu mikroorganizmanin tek

iiriin olarak glukonik asit iiretmesidir.

Calkalamali ve sicaklik kontrollii su banyolarinda yapilan ¢aligmalarda;
sicaklik, substrat tiirii ve baglangi¢ substrat derigiminin; ayrica besin ortami
baglangi¢ pH’1, karigtirma hizi ve a1 miktarinin mikroorganizmanin 6zgiil
tireme ve glukonik asit iiretim hizlarina etkileri incelenmigtir. Aragtirmada
substrat tiirli olarak glukoz, sakkaroz ve melas kullanilmistir. Caligmada, azot
kaynagi olarak amonyum nitratin baglangi¢ derisiminin etkileri de

incelenmigtir.

Fermentérde yapilan c¢aligmalarda ise; glukoz igeren besin ortaminda
havalandirma hizi ve karigtirma hizinin etkileri aragtirilmig ve fermentasyon
ortaminda substrat olarak melas kullanilarak, glukonik asit {iretimine etkileri

incelenmistir.

5.1. Uretim Yontemleri

Aspergillus foetidus ile glukonik asit iiretiminde temel substrat olarak glukoz
kullanilmaktadir. Mikroorganizma glukozu tiiketerek hem kendisi ¢ogalmakta
hem de glukonik asit iiretmektedir. Mikroorganizmamn {iremesi Gaden

siniflandirmasinin 1. tipine uymaktadir.

Mikroorganizmanin sivi besin ortamina agilanmasindan yaklagik olarak iki giin
sonra iiriin olusumu gozlenmektedir. Bu esnada mikroorganizma topaklarinin
renginde de bir degisim olmaktadir. Deneysel ¢aligmalarda elde edilen

sonuglardan; Aspergillus foetidus igin 06zgil iireme hizlann (Ek 3),
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mikrooorganizma verimleri (Ek 4), glukonik asit i¢in iiriin olusum hizlar1 (Ek

5) ve liriin verimleri hesaplanarak degerlendirilmistir.

5.1.1. Baslangi¢ Glukoz Derisiminin Etkisi

Aspergillus foetidus ile glukonik asit tiretiminde temel substrat olarak glukoz
kullanilmigtir. Baslangig glukoz derigsiminin mikroorganizma 6zgiil iireme ve
glukonik asit olusjum hizlar1 {izerindeki etkilerinin aragtirildigi ¢aligmalarda
besin ortamlarindaki baslangig glukoz derisimleri 0-182 g/L araliginda
degistirilmigtir. Her deney igin elde edilen verilerden mikroorganizma &zgiil
tireme ve iirlin olusum hizlar1 hesaplanmig ve substrat baglangi¢ derisimine

kars1 grafige alinarak Sekil 5.1°de gosterilmistir.
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Sekil 5.1. Aspergillus foetidus igin baglangig glukoz derisiminin
mikroorganizma 6zgiil lireme ve glukonik asit olusum hizlarina
etkisi (Baslangig¢ pH’1 = 6.5; 28°C; 84 vuru/dk; ag1 derisimi %
0.5)

Mikroorganizmanin 6zgiil lireme ve iirlin olusum hizlar1 baslangic glukoz

derisiminin artmasiyla 6nce artmakta; 57 g/L degerinde maksimuma ulagmakta

ve bu derisimden daha yiiksek degerlerde ise substrat inhibisyonu ortaya

¢ikmaktadir. 57 g/L baslangi¢ glukoz derisiminde elde edilen mikroorganizma
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6zgiil tireme ve glukonik asit olugum hizlar sirastyla 0.0145 (sa™') ve 0.0375 [g

glukonik asit/(g m.org.saat)]’dir.

Mikroorganizma 6zgiil lireme ve {irlin olusum hizlarinin baglangig glukoz
derisimi ile de§isimini gbsteren bagintilar lineer olmayan regrasyon teknigi

kullanilarak bulunmus ve sirasiyla Esitlik 5.1 ve 5.2°de g6sterilmistir.

(0.017S,)

p= ; (5.1)
SGo
(8.241+SGo + J

207.872

R%>=0.972

0.005S,

(5.2)

V=
Sc )
[(6.181+SG0)(1+ X +(-1.376sco)+5.713] |

R?=0.983

Substrat olarak glukozun kullamldig1 ¢aligmalarda inhibisyonun oldugu
durumda maksimum mikroorganizma 6zgiil iireme hizi, Monod Sabiti ve
substratin ayrigma sabiti; Esitlik 5.1°den sirasiyla pma; = 0.017 (sal),
Ks=8.241 (g glukoz/L) ve K;=207.872 (g glukoz/L) olarak hesaplanmistir.

Baglangi¢ glukoz derisiminin etkilerinin incelendigi deneysel ¢aligmalarda
elde edilen maksimum iirin (Up) ve mikroorganizma kuru agirlik (Xp)
derigimleri ve glukonik asit verimleri (Yusso) Cizelge 5.1°de verilmistir.
Glukozla yapilan deneysel galigmalarda, en yiiksek glukonik asit derigimi 91
g/L baslangi¢ glukoz derisiminde elde edilmistir. Bu substrat derisimindeki

glukonik asit verimi ise; %15.6 olarak hesaplanmgtir.

Glukoz kullanilan ¢alismalarda mikroorganizma verimi ise; Esitlik 3.13‘e gore
¢izilen grafigin egiminden Yys, = 0.217 (g m.org./g glukoz) olarak

hesaplanmuigtir.
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Cizelge 5.1. Aspergillus foetidus igin glukoz baglangi¢ derisiminin g&zlenen
maksimum glukonik asit ve maksimum mikroorganizma kuru
agirlik derisimleri ve glukonik asit verimine etkileri (Baglangig
pH’1 = 6.5; 28°C; 84 vuru/dk; as1 derigimi % 0.5)

SGo (g/ L) Un (g/L) Xm (g/L) Yuiso
0 0 0 0
23 3.2 7.0 13.9
46 6.5 8.8 14.1
57 83 13.6 14.6
68 10.3 16.7 15.1
91 ‘ 14.2 20.8 15.6
136 8.7 16.0 6.4
182 7.3 20.6 4.0

Substrat olarak glukozun kullanildii c¢aligmalarda ortamdaki glukoz
derigimleri fermentasyon siiresi boyunca tayin edilerek grafikler hazirlanmastur.
Baglangigta 57 g/L derisiminde glukoz igeren fermentasyon ortamindaki glukoz

derigiminin zamanla degisimi Sekil 5.3’de gosterilmigtir.

Glukozla yapilan deneyler igin grafiklerden belirli zamanlara kargi gelen
glukoz tiiketim hizlar1 hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde
fermentasyonun ilk iki giiniinde glukoz tiikketiminin ¢ok diigiik hizla
gerceklestigi, en hizli substrat tiiketiminin iissel iireme bélgesine karg1 gelen
zaman arahifinda gergeklestigi; daha sonraki giinlerde ise; tiiketim hizinin
tekrar azaldigi bulunmustur. Fermentasyonun beginci giiniindeki glukoz

tiiketim hizlar1 Cizelge 5.2°de gosterilmigtir.

Cizelge 5.2. Aspergillus foetidus igin gesitli glukoz baslangig derigimlerinde ve
fermentasyonun besinci gliniinde hesaplanan glukoz tiiketim hizlari

Sco (g/L) Glukoz tiiketim hizi

[g glukoz/(L.sa)

0 0 ~
23 0.0589
46 0.1416
57 0.2945
68 0.1244
91 0.0353
136 s 0.0137
182 0.0040
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Cizelge 5.2°deki degerler incelendiginde en yiiksek glukoz tiiketim hizinin 57
g/L’ye kars1 gelen baglangi¢ derisiminde elde edildigi bulunmugtur. Diger
glukoz baglangi¢ derisimleri igin bu deger temel alinarak bagil glukoz tiiketim

hizi yiizdeleri hesaplanmig ve Sekil 5.2°de gosterilmistir.

0 . 50 l 100 l 150 . 200
Glukoz (g/L)

Sekil 5.2. Bagil glukoz tiiketim hizi yiizdesinin glukoz baslangic derigimi ile
degisimi

Sekilden de goriildiigii gibi substrat inhibisyonuna kars1 gelen glukoz derigimlerinde

glukoz tiiketim hizinda biiyiik bir azalma olmaktadir.

5.1.2. Glukozlu Besin Ortaminda Genel Calismalar

Calkalamali su banyosunda, substrat olarak 57 g/L. baslangi¢ derisiminde
glukoz kullanilarak yiiriitiilen kesikli ¢aligmalarda; glukoz, mikroorganizma ve
glukonik asit derigimlerinin fementasyon siiresi ile degisimleri Sekil 5.3’de
gOsterilmistir. Aspergillus foetidus igin mikroorganizmanin biiylime egrisinden

asagidaki evreler belirlenmigtir.

1. Gecikme Evresi (Lag Periyod): Besin ortamina ekilen mikroorganizmanin

yeni ortama uyum gostererek ¢ogalmaya bagladigi bu evrede mikroorganizma
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derisiminde hemen hemen hi¢ bir artig gériilmemektedir. Genel olarak 10-14

saat siiresince bu evre gézlenmektedir.

2. Gegis Evresi: Gecikme evresi ile iissel {ireme evresi arasinda kalan bu
evrede mikroorganizmanin 6zgiill lireme hizi gok kiigiikk bir degerdedir.

Aspergillus foetidus igin gegis evresi 15-25. saatler arasinda siirmektedir.

3. Ussel Ureme Evresi: Gegis evresinde belli bir sayiya ulasan
mikroorganizmalar iissel iireme bdlgesine gegmektedir. Ussel iireme evresi 25-
130. saat arasinda degismektedir. Ussel iireme evresindeki 6zgiil iireme hizlar
57 g/L baslangi¢ glukoz derisiminde; baslangi¢ pH degeri 6.5 igin, u=0.0145
(sa™') ve pH degeri 5 igin p = 0.0228 (sa™") ve en diigiik deger ise; baslangig
glukoz derisimi 182 g/L olan besin ¢ozeltisinde baglangic pH degeri 6.5 igin
1=0.0057 (sa’') olarak bulunmustur.

4. Duraklama Evresi: Ussel iireme evresini izleyen bu evrede
mikroorganizmalarin ¢ogalmasinda bir yavaglama goriilmektedir. Bu evrede
mikroorganizmalarin iireme hizi iissel iireme bélgesine gore azalmaktadur.
Duraklama evresinde ortamdaki besin maddeleri giderek azalacagi ve ortamda
inhibe edici iiriinler de olusabilecegi ig¢in mikroorganizmanin ideal ve
maksimum derigime ulagmasi Onlenebilir. Aspergillus foetidus i¢in bu evre

genel olarak 130-200. saat arasinda gdzlenmektedir.

3. Sabit Evre: Bu evrede zamana g6re mikroorganizma sayisinda net bir artig
veya azalig gorillmemektedir. Bu evrede lireme hiz1 yaklagik olarak 6liim hizina
esittir. Aspergillus foetidus‘la glukonik asit iiretimi sirasinda sabit evre

genellikle 200-275. saatler arasinda g6zlenmektedir.

6. Oliim Evresi: Mikroorganizma iireme egrisinde 6lim evresinin gozlendigi
¢aligmalarda bu evreye yaklasik olarak 280. saatten sonra gegilmekte ve

mikroorganizmada belirgin bir renk ve goriiniis degisimi olusmaktadir.
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Sekil 5.3. Aspergillus foetidus igin glukozlu besin ortaminda glukonik asit,
glukoz ve mikroorganizma derisimlerinin fermentasyon siiresi ile
degisimleri (Sgo = 57 g/L; baslangi¢ pH’1 = 6.5; 28 °C; 84 vuru/dk;
as1 derigimi % 0.5)

5.1.2. Sicakligin Etkisi

Glukonik asit iiretiminde sicaklifin iirlin olusumu ve mikroorganizma 6zgiil
iireme hizina etkileri 28-40°C aralifinda incelenmigtir. Sicaklik g¢aligmalarinda
ortamdaki glukozun baslangi¢ derigimi en yiiksek hiz degerlerinin elde edildigi

57 g/L degerinde sabit tutulmustur.

Aspergillus foetidus igin laboratuvar kosullarinda optimum mikroorganizma
iireme ve glukonik asit tiretim sicaklifi 30°C olarak bulunmustur (Sekil 5.4).
Sicakligin  glukonik asit Uretimine etkisinin incelendifi ¢aligmalarda
mikroorganizma &6zgiil iireme ve glukonik asit olusum hizlarimn sicaklikla
degisimleri en kiigiik kareler regrasyon teknigi kullanilarak bulunmus ve

sirasiyla Esitlik 5.3 ve 5.4°de gosterilmistir.
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Sekil 5.4. Aspergillus foetidus igin glukozlu besin ortaminda sicakligin
mikroorganizma 6zgiil tireme ve glukonik asit olusum hizlarina
etkisi (Sgo = 57 g/L; basglangig pH’1 = 6.5; 84 vuru/dk; as1 derigimi
% 0.5)

w=-4.35252 + 0.44766 T - 0.01671 T2 + 0.00027 T>- 1.5381x106T*  (5.3)

R%=0.999
v =-6.99249 + 0.7679 T - 0.0311 T2+ 0.00055 T° - 3.6764x1075T* (5.4)
R%*=0.966

Sicaklikla ilgili deneylerde elde edilen maksimum iriin Un) ve
mikroorganizma kuru agirlik (X,) derigimleri ve glukonik asit verimleri (Yso)

Cizelge 5.3’de verilmistir.

Cizelge 5.3’e gore Aspergillus foetidus igin sicaklifin glukonik asit {iretimine
etkisinin incelendigi ¢aligmalarda en yiiksek glukonik asit verimi 33°C’da %
50.5 olarak elde edilmigtir. Bununla birlikte mikroorganizma 6zgiil {ireme ve
glukonik asit olusum hizlarinin en yiiksek bulundugu deger 30°C oldugu igin
optimum sicaklik aralii (30-33°C) olarak segilmistir. |

39



Cizelge 5.3. Aspergillus foetidus igin sicaklifin gézlenen maksimum glukonik
asit ve maksimum mikroorganizma kuru agirhik derigimleri ile
glukonik asit verimlerine etkileri (Sg, = 57 g/L; baslangig
pH’1=6.5; 84 vuru/dk; as1 derigimi % 0.5)

T (°C) U (g/L) Xm (g/L) Yurso
28 8.3 13.6 14.6
30 10.2 13.2 17.9
33 28.8 15.2 50.5
35 20.6 12.4 36.1
37 11.2 12.8 19.6
40 28.7 14.6 50.3

30°C’da elde edilen mikroorganizma &zgiil lireme hizi 0.0226 (sa™') iken
33°C’da bu deger 0.0219 (sa')’dir. Bu sicakhiklardaki glukonik asit olusum
hiz1 ise; 0.046 [g glukonik asit/(g m.org.saat)]’dir.

5.1.3. Baslangi¢c pH’1nin Etkisi

Aspergillus foetidus kullanilarak glukonik asit liretiminde baslangic pH’inin
etkisi pH 2.5-7 aralifinda incelenmistir. Maksimum mikroorganizma 6zgiil
lireme ve glukonik asit olusum hizlar1 (5-6) baslangic pH aralifinda elde
edilmigtir (Sekii 5.5). Bu aralikta mikroorganizmanin 6zgiil ireme hiz1 0.0228
(sa™) ve glukonik asit olusum hiz1 ise; 0.0667 [g glukonik asit/(g m.org.saat)]

olarak hesaplanmgtur.

En kii¢iik kareler regrasyon teknigi kullanilarak mikroorganizma 6zgiil iireme;

ve glukonik asit olusum hizlarinin baslangi¢ pH degéri ile degigimleri

bulunmus ve sirasiyla Egitlik 5.5 ve 5.6’da gosterilmigtir.
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Sekil 5.5. Aspergillus foetidus igin glukozlu besin ortaminda baglangic pH’1nin
mikroorganizma 6zgiil lireme ve glukonik asit olusum hizlarina etkisi

(Sgo= 57 g/L; 28°C; 84 vuru/dk; as1 derisimi % 0.5)

p = 0.00865 + 0.00352 pH + 0.00015 pH? - 0.00006 pH® (5.5)
R*=0.955
v =0.17976 - 0.11164 pH + 0.02994 pH? - 0.00243 pH> (5.6)
R*=10.930

Deneysel ¢aligmalar sirasinda besin ortamindan alinan 6rneklerin pH 6lgtimleri
yapilarak pH’in fermentasyon siiresince degisimi incelenmistir. Aspergillus
foetidus ile glukonik asit {iretiminin baglamasi genellikle ikinci giinden sonra
olmaktadir. Glukonik asit tiretimi sirasinda fermentasyon ortaminin pH degeri
zamanla azalmaktadir. Azalma eg@risinin egimi 90-100. saatten sonra fazla
degismemektedir. pH azalmasinin en fazla oldugu zaman aralif: ise; 10-90 saat
arasindadir. Fermentasyon ortaminin onikinci giin sonundaki pH degeri
yaklasik 2.20 dir. Glukoz igeren bir besin ortaminda pH’in zamanla degisimi

Sekil 5.6°da gosterilmigtir.
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Sekil 5.6. Aspergillus foetidus ile glukonik asit liretiminde fermentasyon

ortaminin pH degerinin zamanla degisimi (Sgo = 57 g/L; basglangi¢
pH’1=5; 84 vuru/dk; as1 derigimi % 0.5)

Optimum baslangic pH degerinin belirlenmesi i¢in yapilan deneysel

calismalarda elde edilen maksimum iiriin (Un) ve mikroorganizma kuru agirlhik

(Xm) derigimleri ve glukonik asit verimleri (Yuso) Cizelge 5.4’de verilmistir.

Cizelge 5.4. Aspergillus foetidus igin besin ortami baslangic pH degerinin

gbzlenen maksimum glukonik asit ve mikroorganizma kuru
agirlik derigimleri ile glukonik asit verimlerine etkileri (Sgo = 57
g/L; 28°C; 84 vuru/dk; as1 derigimi % 0.5)

pH Un (g/L) Xm (g/L) Yorso
2.5 7.3 8.0 12.8
4.0 8.6 12.8 151
5.0 13.4 13.8 23.5
6.0 12.2 13.0 21.4
6.5 8.3 13.6 . 14.6
7.0 8.2 14.2 144

Cizelgede yer alan sonuglar incelendiginde; en yiiksek glukonik asit iiretiminin

optimum baglangic pH aralifi olan (5-6) degerlerinde elde edildigi

goriilmektedir.
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5.1.5. Diger Substratlarin Glukonik Asit Fermentasyonuna Etkisi

Aspergillus foetidus ile glukonik asit liretiminde, mikroorganizmanin tiremesi
ve iiriin olugsumu i¢in en uygun baslangi¢ glukoz derisimi 57 g/L olarak
belirlendikten sonra; substrat olarak sakkaroz ve melas kullanilmig ve en uygun

baslangi¢ derigim degerleri bulunmustur.

Deneylerde sivi besin ortaminin baslangi¢ pH’1 5°e¢ ayarlanmig, sicaklik
28°C’da tutulmus ve galigmalar % 0.5°lik (v/v) as1 derisimi kullanilarak, 84
vuru/dk ¢alkalama hizinda yapilmigtir.

5.1.5.1. Baslangi¢ Sakkaroz Derisiminin Etkisi

Substrat olarak sakkarozun kullanildig: besin ortamlarinda sakkaroz baglangi¢

derisimleri 0-250 g/L araliginda degistirilmigtir.

Mikroorganizma 6zgiil tireme hizinin, 75 g/L baglangi¢ derisiminde sakkaroz
iceren ortamda en yiiksek degerine ulastign bulunmustur. Uriin olusum hizinin
da en yiiksek degerinin goézlendigi bu derisimden daha yiiksek sakkaroz
baslangi¢ derisim degerlerinde substrat inhibisyonu ortaya ¢ikmaktadir.

Substrat olarak sakkarozun kullanildigi deneysel ¢aligmalarda en yiiksek
mikroorganizma 6zgiil ireme ve glukonik asit olusum hizlar1 75 g/L sakkaroz
derisiminde sirasiyla; 0.013 (sa’') ve 0.0325 [g glukonik asit/(g m.org.saat)]

olarak hesaplanmistur.

Aspergillus foetidus igin baslangig sakkaroz derigiminin mikroorganizma 6zgiil

tireme ve glukonik asit olugum hizlarina etkisi Sekil 5.7’de g6sterilmigtir.

Lineer olmayan regrasyon teknifi kullamlarak mikroorganizma &zgiil iireme
hizinin ve en kiigiik kareler regrasyon teknigi kullanilarak ise; glukonik asit
olusum hizinin baglangi¢ sakkaroz derisimi (Ss,) ile degisimleri bulunmus ve

sirasiyla Esitlik 5.7 ve 5.8’de gosterilmistir.
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Sekil 5.7. Aspergillus foetidus ig¢in baslangi¢ sakkaroz derigsiminin
mikroorganizma 6zgiil tireme ve glukonik asit olusum hizlarina
etkisi (Baslangigc pH’1 = 5; 28°C; 84 vuru/dk; as1 derigimi % 0.5)

(0.0158,)
b= T (5.7)
So
(9.363+Ss° + 324239j
R?*=0.986

v =-0.00058+0.0016S,,-0.000028% +1.0971x10783 -1.7268x107'°S,  (5.8)

R?=0.947

Substrat olarak sakkarozun kullanildig1 g¢aligmalarda iﬁhibisyonun oldugu
durumda maksimum mikroorganizma &zgiil tlireme hizi, Monod Sabiti ve
substratin ayrigma sabiti; Esitlik 5.7°den sirasiyla pmaxi = 0.015 (sa™l),
Ks=9.363 (g sakkaroz/L) ve Ki=324.239 (g sakkaroz/L) olarak hesaplanmgtir.
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Substrat olarak sakkarozun kullamildig: ¢aligmalarda mikroorganizma verimi
ise; Esitlik 3.13‘e gore ¢izilen grafigin egiminden Yys, = 0.063 (g m.org./g

sakkaroz) olarak bulunmustur.

Baglangi¢c sakkaroz derisiminin etkilerinin incelendigi deneysel g¢aligmalarda
elde edilen maksimum fiirin (Uyp) ve mikroorganizma kuru agirhk (Xp)

derigimleri ve glukonik asit verimleri (Yyso) Cizelge 5.5’de verilmigtir.

Cizelge 5.5. Aspergillus foetidus igin sakkaroz baslangi¢ derigiminin gézlenen
maksimum glukonik asit ve maksimum mikroorganizma kuru
agirlik derisimleri ve glukonik asit verimine etkileri (Baglangig
pH’1=5; 28°C; 84 vuru/dk; as1 derigimi % 0.5)

Sso (g/L) Un (g/L) Xm (g/L) Yurso
0 0 0 0

40 9.0 14.0 22.5
75 17.4 21.2 23.2
100 19.8 20.8 19.8
125 24.6 22.5 19.6
150 16.3 22.4 10.9
190 15.5 23.5 8.2
250 11.2 18.0 4.5

Sakkarozla yapilan deneysel ¢aligmalarda, en yliksek glukonik asit derigimi 125
g/L baslangi¢ sakkaroz derigiminde elde edilmistir. Bu substrat derigimindeki
glukonik asit verimi ise; %19.6 olarak hesaplanmistir. Cizelge 5.5’e gére en
yiiksek glukonik asit verimi ise; 75 g/L baglangi¢ sakkaroz derigiminde elde

edilmigtir.

Optimum kogullarda Aspergillus foetidus igin besin ortamindaki glukonik asit
ve mikroorganizma derigimlerinin fermentasyon siiresi ile degisimleri Sekil

5.8’de gosterilmigtir.
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Sekil 5.8. Aspergillus foetidus igin sakkarozlu besin ortaminda glukonik asit ve
mikroorganizma derigimlerinin fermentasyon siiresi ile degisimleri
(Sso= 75 g/L; baglangi¢ pH’1 = 6.5; 28 °C; 84 vuru/dk; as1 derisimi %
0.5)

5.1.5.2. Baslangi¢ Melas Derisiminin Etkisi

Caligmalarda kullanilan melas, Ankara Seker Fabrikasi’ndan getirtilmistir.
Bilesiminde %50 sakkaroz iceren melasla yapilan deneylerde fermentasyon
siiresince mikroorganizma ve {irin olugjumunun zamanla degisimleri
izlenmigtir. Melas c¢aligmalarinda mikroorganizmanin substrati1 sakkaroz

¢aligmalarindakine benzer gekilde tiikettigi gézlenmigtir.

Aspergillus foetidus igin glukonik asit fermentasyonunda substrat olarak
melasin etkileri 0-250 g/L baslangi¢ substrat derisimi aralifinda incelenmisgtir.
Mikroorganizma o0zgiil iireme ve iriin olusum hizlarinin melas baglangig
derisimi ile degisimleri Sekil 5.9°da gosterilmistir. Ozgiil élukonik asit {iretim
hizinin 150 g/L baslangi¢ melas derisiminde maksimuma ulagtig1 bulunmugtur.
Bu degerden daha yiiksek baslangi¢ derisim degerlerinde melas igin substrat
inhibisyonu go6zlenmektedir. Fermentasyon ortaminda 150 g/ melasin

kullanildig1 deneyde mikroorganizma 6zgiil iireme ve glukonik asit olusum
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hizlarinin degerleri sirasiyla 0.0399 (sa!) ve 0.040 [g glukonik asit/(g

m.org.saat)] olarak hesaplanmistir.
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Sekil 5.9. Aspergillus foetidus 1igin baslangic melas derigiminin
mikroorganizma 6zgiil lireme ve glukonik asit olugum hizlarina
etkisi (Baglangic pH’1 = 5; 28°C; 84 vuru/dk; as1 derigsimi % 0.5)

Baslangi¢ melas derisiminin glukonik asit iiretimine etkisini gosteren model
denklemlerin tiiretilmesi amaciyla lineer olmayan regrasyon teknigi
kullanilarak mikroorganizma 06zgiil iireme hizinin ve en kiiglik kareler
regrasyon teknigi kullanilarak glukonik asit olusum hizinin baglangigc melas

derigimi ile degisimleri bulunmus ve sirasiyla Esgitlik 5.9 ve 5.10°da verilmisgtir.

0.062S,,,
n= . (5.9)
4. —Mo
(1 211+ Sy, + 212.645)
R?=0.985
v =0.00309 + 0.00019S,, + 9.9229x107' 82, - 6.7196x107°S2,, (5.10)

R%>=0.828
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Substrat olarak melasin kullanildi1g1 ¢aligmalarda inhibisyonun oldugu durumda
maksimum mikroorganizma 6zgiil lireme hizi, Monod Sabiti ve substratin
ayrigma sabiti; Esitlik 5.9°dan sirastyla pmayi = 0.062 (sa), Ks = 14.211 (g
melas/L) ve K;=212.645 (g melas/L) olarak hesaplanmigtir.

Melas kullanilan g¢aligmalarda mikroorganizma verimi; Egitlik 3.13‘e gére
¢izilen grafigin egiminden Yxiso = 0.268 (g m.org./g melas) olarak

bulunmusgtur.

Baglangi¢ melas derigiminin etkilerinin incelendigi deneysel ¢aligmalarda elde
edilen maksimum firiin (Uy) ve mikroorganizma kuru agirlik (Xp) derisimleri

ve glukonik asit verimleri (Yuyso) Cizelge 5.6’da verilmigtir.

Melasla yapilan deneysel ¢aligmalarda, en yiiksek glukonik asit derigimi 250
" g/L baslangic melas derisiminde elde edilmistir. Bu substrat derisimindeki
glukonik asit verimi % 19.0 olarak hesaplanm1$tir. Cizelge 5.6’ya gore en
yiiksek glukonik asit verimi ise; 150 g/L optimum baslangi¢ melas derisiminde

% 24.6 olarak elde edilmigtir.

Cizelge 5.6. Aspergillus foetidus igin baslangic melas derigiminin gézlenen
maksimum glukonik asit ve maksimum mikroorganizma kuru
agirhk derigimleri ile glukonik asit verimlerine etkileri
(Baglangigc pH’1 = §5; 28°C; 84 vuru/dk; as1 derigimi % 0.5)

Smo (g/L) Um (g/L) Xm (g/L) Yurso
0 0 0 0

20 3.9 7.0 19.5
50 8.2 14.6 16.4
100 20.9 31.8 20.9
150 37.0 44.8 24.6
175 41.0 45.8 . 234
250 47.2 67.8 19.0

Optimum kosullarda 4spergillus foetidus igin melas igeren besin ortamindaki
mikroorganizma ve glukonik asit derigimlerinin fermentasyon siiresince

degisimleri Sekil 5.10°da gosterilmistir.
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Sekil 5.10. Aspergillus foetidus igin melas igeren besin ortaminda glukonik asit
ve mikroorganizma derigimlerinin fermentasyon siiresi ile
degisimleri (Smo = 150 g/L; baslangi¢c pH’1 = 5; 28 °C; 84 vuru/dk;
ag1 derigimi % 0.5)

5.1.6. Baglangic Amonyum Nitrat Derigsiminin Etkisi

Aspergillus foetidus ile glukonik asit fermentasyonu g¢aligmalarmin bu
boliimiinde; besin ortaminda azot kaynadi olarak kullanilan amonyum nitratin
baglangi¢ derigiminin mikroorganizma 6zgiil iireme hizina ve glukonik asit
olusum hizina etkileri incelenmigtir. Bu deneylerde ortamdaki glukoz miktar
baglangigta 57 g/L’ye ve pH degeri 5’e ayarlanmig; sicaklik 28°C’da, ¢alkalama

hiz1 84 vuru/dk’da ve ast derigimi ise; % 0.5 (v/v)’de sabit tutulmustur.

Caligmada kullanilan amonyum nitratin baslangi¢ derigimi 0-3 g/L derigim
aralifinda  degistirilmistir.  Baglangig amonyum  nitrat derisiminin
mikroorganizma 6zgiil ilireme hizina ve firiin olusum hizina etkileri Sekil

5.11°de gosterilmigtir.
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Sekil 5.11. Aspergillus foetidus icin baslangic amonyum nitrat derisiminin
mikroorganizma o6zgiil lireme ve glukonik asit olusum hizlarina
etkisi (Sgo = 57 g/L; baslangi¢c pH’1 = 5; 28 °C; 84 vuruw/dk; ast
derisimi % 0.5)

Fermentasyon ortamindaki azotlu bilesiin glukonik asit iiretimine etkisinin

incelenmesi amaciyla en kiiglik kareler regrasyon teknigi kullanilarak

mikroorganizma 06zgiil iireme ve glukonik asit olugpum hizlarinin baglangig

amonyum nitrat derigimi ile degisimleri bulunmug ve sirasiyla Egitlik 5.11 ve

5.12°de verilmistir.

1 =0.03446 - 0.05013 A + 0.06829 A%- 0.03267 A%+ 0.00499 A* (5.11)
R%>=0.936
v =0.10767 - 0.16902 A + 0.22351 A%- 0.11059 A3+ 0.0172 A* (5.12)

R%=0.984
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Baglangi¢ amonyum nitrat derigiminin etkilerinin incelendigi deneysel
¢alismalarda elde edilen maksimum {iriin (Uy) ve mikroorganizma kuru agirlik

(Xm) derigimleri ve glukonik asit verimleri (Yuyso) Cizelge 5.7’de verilmigtir.

Cizelge 5.7. Aspergillus foetidus igin baglangic amonyum nitrat derigiminin
gbozlenen maksimum glukonik asit ve mikroorganizma kuru
agirlik derisimleri ile glukonik asit verimine etkileri (Sg, = 57
g/L; baslangi¢c pH’1 = 5; 28 °C; 84 vuru/dk; as1 derigimi % 0.5)

NH4NO; (g/L) Un (g/L) Xm (g/L) Yorso
0.0 0 0 0
0.5 13.4 13.8 23.5
1.0 13.1 12.0 22.9
1.5 16.1 11.1 28.2
2.0 9.2 10.5 16.1
2.5 8.8 10.5 154
3.0 9.4 12.2 16.5

En yiiksek glukonik asit derigimi baslangicta 1.5 g/L NH4NO; igeren besin
ortami bilesiminde elde edilmigtir. Ayrica; bu derisim degerinde en yiiksek
mikroorganizma 6zgiil lireme ve glukonik asit olusum hizlan sirasiyla 0.029
(sa’') ve 0.075 [g glukonik asit/(g m.org.saat)] olarak hesaplanmigtir. Daha
yiiksek amonyum nitrat baglangi¢ derigsimlerinde ise; glukonik asit veriminin

azaldig1 bulunmustur.

5.1.7. As1 Derisiminin Etkisi

Aspergillus foetidus ile glukonik asit fermentasyonunda as1 derisiminin etkileri
% 0.1-1 (v/v) aralifinda incelenmistir. Mikroorganizmanin sivi besin ortamina

agilanmasi Boliim 4.2°de anlatildi§1 sekilde yapilmigtir.

As1 derisiminin mikroorganizma 6zgiil iireme ve glukonik asit olusum hizlarina

etkisi Sekil 5.12°de gosterilmigtir.
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Sekil 5.12. Aspergillus foetidus igin as1 derigiminin mikroorganizma 6zgiil
ireme ve glukonik asit olusum hizlarina etkisi (Sgo = 57 g/L;
baslangig pH’1 = 5; 28 °C; 84 vuru/dk; ag1 derisimi % 0.5)

Mikroorganizma 6zgiil lireme ve glukonik asit olusum hizlarinin ag1 derigimi

ile degisimini goOsteren baZintilar en kiigiik kareler regrasyon teknigi

kullanilarak bulunmusg ve sirasiyla Egitlik 5.13 ve 5.14’de gosterilmigtir.

p=0.01772 + 0.03665 C - 0.16872 C*+ 0.32309 C>- 0.18334 C* (5.13)
R*=0.999
v =0.02789 - 0.20279 C + 0.73026 C2- 0.24093 C>- 0.299 C* (5.14)
R*=0.965

As1 derigsiminin glukonik asit fermentasyonuna etkisinin incelendigi deneysel
calismalarda elde edilen maksimum {irin (Uy,) ve mikroorganizma kuru agirlik
(Xm) derisimleri ve glukonik asit verimleri (Yyso) Cizelge 5.8’de verilmistir.
En yiiksek glukonik asit derigimine % 0.5 (v/v)’lik as1 derigimiyle yapilan
fermentasyon ortaminda Plasllmlstlr. % 0.7°lik as1 miktar: ile elde edilen en

yiiksek mikroorganizma 6zgiil ireme ve glukonik asit olusum hizi ise; sirasiyla
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0.0275 (sa™") ve 0.0875 [g glukonik asit/(g m.org.saat)] olarak hesaplanmistir.

Cizelge 5.8. Aspergillus foetidus igin asilama yiizdesinin gdzlenen maksimum
glukonik asit ve mikroorganizma kuru agirhk derigimleri ile
glukonik asit verimine etkileri (Sg, = 57 g/L; baslangi¢ pH’1 = 5;
28 °C; 84 vurw/dk; as1 derigimi % 0.5)

% As1 (V/v) Un (g/L) Xm (g/L) Yusso
0.10 7.2 11.2 12.6
0.20 7.9 11.0 13.8
0.35 8.0 12.0 14.0
0.50 13.4 13.8 23.5
0.70 10.0 13.6 17.5
1.00 9.0 13.0 15.8

5.1.8. Calkalama Hizinin Etkisi

Aspergillus foetidus ile glukonik asit fermentasyonunda ¢alkalama hizinin
etkisi bir ¢alkalamali su banyosunda 60-130 vuru/dk aralifinda incelenmistir.
Calkalama hizinin mikroorganizma 6zgiil iireme ve glukonik asit olusum

hizlarina etkileri Sekil 5.13’de gosterilmigtir.
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Sekil 5.13. Aspergillus foetidus igin ¢alkalama hizinin mikroorganizma 6zgiil
ireme ve glukonik asit olugum hizlarna etkisi (Sgo = 57 g/L;
baslangig pH’1 = 5; 28 °C; as1 derigimi % 0.5)



Mikroorganizma 6zgiil iireme ve glukonik asit iiretim hizlarinin ¢alkalama hiz
ile -degisimleri en kiigiik kareler regrasyon teknigi kullamilarak bulunmus ve

sirasiyla Esitlik 5.15 ve 5.16°da verilmisgtir.

= -0.02725 + 0.002 K-0.00003 K>+ 2.9807x1077 K* - 9.7608x107°K*  (5.15)

R%>=0.992
v = 0.20049 - 0.00749 K + 0.00011 K2- 5.001 K3 (5.16)
R%=0.914

En yiiksek mikroorganizma 6zgiil lireme hizi ve glukonik asit olusum hizi 100
vurw/dk ¢alkalama hizinda elde edilmistir. Bulunan degerler sirasiyla 0.0244
(sa’!) ve 0.0875 [g glukonik asit/(g m.org.saat)] dir.

Calkalama hiziyla ilgili deneysel galigmalardan elde edilen maksimum iiriin
(Un) ve mikroorganizma kuru agirlik (X,) derisimleri ve glukonik asit

verimleri (Yyso) Cizelge 5.9°da verilmistir.

Cizelge 5.9. Aspergillus foetidus igin galkalama hizinin gézlenen maksimum
glukonik asit ve mikroorganizma kuru agirlik derigimleri ile
glukonik asit verimine etkileri (Sgo = 57 g/L; baslangig pH’1 = 5;
28 °C; ag1 derigimi % 0.5)

Calkalama Hizi

(vurw/dk) Un (g/L) Xm (g/L) Yusso
60 10.4 11.2 18.2

84 13.6 13.8 23.5

90 12.8 12.9 22.5

100 33.5 17.2 58.8

120 44.5 17.0 ) 78.1

130 39.8 15.9 69.8

Elde edilen sonuglara gore en yiiksek glukonik asit verimine 120 vuru/dk’da
ulasilmakta; ancak mikroorganizma daha yavag bir hizla lireyerek glukonik asit

sentezlemektedir.

54



5.2. Fermentér Calismalar
5.2.1. Kanistirma Hizinin Etkisi

Aspergillus foetidus ile glukonik asit liretiminde karigtirmali ve havalandirmal:
bir fermentér kullanilarak karistirma hizinin mikroorganizma ve iiriin
derisimlerine etkileri incelenmigstir. Bu g¢aligmalarda Aspergillus foetidus igin
calkalayicida elde edilen en uygun baslangi¢ pH degeri olan 5’de, 30°C’da,
substrat olarak 57 g/L glukoz baglangi¢ derigsiminde, % 0.5 (v/v)’lik agilama
yiizdesi ile, 10 (L/sa) sabit hava akig hizinda ve 300-1300 rpm karigtirma hizi

araliginda deneyler yapilmagtir.

Aspergillus foetidus’un sivi besin ortaminda topak seklinde iiremesi nedeniyle
fermentor igerisinde homojen bir hiicre dagilimi gézlenmemigtir. Bu nedenle de
ferment6rden alinan analiz Grneklerinde zamana karsi bir kuru agirlik tayini
yapilamamig, sadece fermentasyon sonundaki mikroorganizma derigimleri
belirlenmigtir. Yapilan ¢aligmalarda elde edilen glukonik asit derigimlerinin

zamanla degisimleri ¢esitli karistirma hizlar: ig¢in $ekil 5.14’de gosterilmigtir.
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Sekil 5.14. Fermentérde farkli karigtirma hizlarinda elde edilen glukonik asit
derisimlerinin zamanla degisimi
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300. saat sonunda elde edilen glukonik asit derigimlerinin karigtirma hizi ile
degigimleri Sekil 5.15°de yer almaktadir. Bu grafikten 10 L/sa sabit
havalandirma hizinda karigtirma hizinin artmasiyla glukonik asit derigimlerinin
de arttif1 goriilmektedir. Yiiksek hizlarda; kangtirmanin iirlin derigimine

etkisinin azaldig1 bulunmugtur.
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Sekil 5.15. Fermentdr deneylerinde 300. saat sonunda elde edilen maksimum
glukonik asit derigimlerinin karigtirma hizi ile degigimi
Fermentor caligmalarinda vizkozite tayini yapilamamis ve bu nedenle de

Reynolds Sayis: hesaplanamamigtir.

Mekanik karigtirma yapilan fermentorlerde karigtirma iglemi igin gerekli olan
glic miktan sistemin havalandirmali veya havalandirmasiz olusuna gére iki

farkl: sekilde hesaplanabilir.

Farkli karigtirma hizlarinda havalandirilan ve karigtirilan fermentérdeki giig
gereksinimleri (P,) havalandirma olmayan durumdaki gii¢ gereksinimlerine (P)

bagli olarak belirlenmigtir. Bu amagla 6nce havalandirma sayilari (N,)
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hesaplanmig ve literatiirde yer alan grafikler kullanilarak (N,) degerlerine kars:
gelen (P,/P) oranlar1 saptanmigstir (Rushton et al., 1950a; 1950b; Rushton and
Olshue, 1953a; 1953b).

Fermentasyonun 300. saati temel alindiginda elde edilen maksimum glukonik
asit derigimleri, hesaplanan havalandirma sayilar1 ve (P,/P) oranlan karigtirma

hizina bagli olarak Cizelge 5.10°da gdsterilmistir.

Cizelge 5.10. Karigtirma hizinin glukonik asit derisimi, havalandirma sayisi
(N,) ve (P,/P) oranina etkisi [Hava akis hiz1 = 2.78x10°° m’/sn =

10 L/sa]
Karigtirma hizi Glukonik asit (N.) (P/P)
(rpm) derigimi (g/L)
300 5.5 0.0316 0.80
400 7.9 0.0237 0.83
650 9.6 0.0146 0.90
1300 - 137 0.0007 0.96

Cizelge 5.10°a gore kangtirma hizinin ve havalandirma ve karigtirma yapilan
durumdaki gii¢ tiiketiminin havalandirma uygulanmayan durumdaki gii¢

tiiketimine oraninin artmasiyla glukonik asit derigimleri de artmaktadir. '

Karigtirma hizinin etkilerinin incelendigi deneylerde; 300. saatteki glukonik
asit derisimlerinin havalandirma ve karistirma yapilan durumdaki gii¢
tliketiminin havalandirma uygulanmayan durumdaki gii¢ tiiketimine orani ile
degisimleri Sekil 5.16°da gosterilmigtir. Grafige gore (P,/P) oraninin artmasiyla

fermentasyon sirasinda iiretilen glukonik asit derigimleri de artmaktadar.

Fermentér ¢alismalarinda mikroorganizmanin; yiikksek kangtirma hizi
degerlerinde kabin g¢eperlerine yapigarak asir1 miktarda spor olusturmasi ve
zamanla sivinin yiizeyini de kaplayarak fermentériin kapagina dogru

yiikselmesi nedeniyle deneyler defalarca tekrarlanmagtur.
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Sekil 5.16. Fermentdr deneylerinde 300. saat sonunda elde edilen maksimum
glukonik asit derigimlerinin (P,/P) oram ile degigimi

Kangtirma hizzmin 1300 rpm oldugu fermentér deneyinde en yiiksek
mikroorganizma kuru agirlik degeri olan 14.41 g/L derisimine fermentasyonun
13. giiniinde; en yiiksek glukonik asit derigsimine (13.7 g/L) ise; 300. saatte
ulagilmigtir. En diisiik mikroorganizma kuru agirlik ve glukonik asit derigimleri

ise; 300 rpm*“de, sirasiyla 10.76 g/L ve 5.5 g/L olarak bulunmustur.

Farkli karigtirma hizlarinda fermentasyon ortamindaki glukoz derisimlerinin

zamanla degisimleri Sekil 5.17°de gosterilmigtir.

Cizilen grafiklerden farkli zamanlara karsi gelen glukoz tiiketim hizlan
hesaplanmigtir. Ussel lireme bdlgesindeki en hizli glukoz tiiketiminin 650
rpm‘de, 0.2106 [g glukoz/(L.saat)] oldugu bulunmustur. Difer karistirma
hizlarindaki ve ayn1 zamana karg1 gelen glukoz tiiketim hizlar1 bu deger temel
alinarak diizenlenmis ve bagil glukoz tiiketim hizi yiizdelerine gegilerek Sekil

5.18’de gosterilmigtir.
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Sekil 5.17. Ferment6rde farkli karistirma hizlarinda glukoz tiiketiminin
zamanla degisimi
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Sekil 5.18. Ferment6rde bagil glukoz tiikketim hizi yiizdesinin kangtirma hizi ile
degisimi
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Sekil 5.18°de yer alan grafikten de goriildiigii gibi en yliksek glukoz tiiketim h1z1 650
rpm’de elde edilmektedir.

Elde edilen sonuglara gore; Aspergillus foetidus ile kanstirmali ve havalandirmali bir
ferment6rde glukonik asit {iretimi yapilabilmesi i¢in karistirma hizinin 650 rpm’e
yakin bir aralikta tutulmasi gerektigi s6ylenebilir.

5.2.2. Havalandirma Hizimin Etkisi

Fermenttér c¢aligmalarinda havalandirma hizinin etkisi baslangic pH’1 5
degerinde, % 0.5 (v/v)’lik as1 derigimi kullanilarak, 30°C’da, 1000 rpm sabit
karigtirma hizinda, 57 g/L glukoz baglangi¢ derisiminde ve 6-60 L/sa

havalandirma hiz1 araliinda incelenmistir.

1000 rpm sabit karigtirma hizinda, farkli havalandirma hizlarinda elde edilen
glukonik asit derigimlerinin zamanla degisimleri Sekil 5.19°da gosterilmistir.
Hava akis hizinin glukonik asit derigimine etkisini gosteren Sekil 5.20’ye gore;
300. saatte tayin edilen en yiiksek glukonik asit derigimi 48 L/sa’lik
havalandirma hizinda elde edilmektedir. Bu akis hizinda elde edilen glukonik

asit derigimi; 26.0 g/L ve liriin verimi ise; % 45.6°dir.
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Sekil 5.19. Ferment6rde farkli hava akis hizlarinda elde edilen glukonik asit
derisimlerinin zamanla degisimi

60



2

Glukonik Asit (g/L)

1 pd. 1 A i " 1 " 1 i 1

[ . 10 20 30 40 50 60
Hava Akig Hiz: (L/sa)

61

Sekil 5.20. Ferment6r deneylerinde 300. saat sonunda elde edilen glukonik asit

derisimlerinin hava akig hizi ile degigimi

Incelenen hava akis hizi araliginda havalandirma sayilar1 ve (P,/P) oranlar

hesaplanarak Cizelge 5.11°de gosterilmistir.

Cizelge 5.11. Hava akig hizinin glukonik asit derigimi, havalandirma sayisi

(N,) ve (P,/P) oranina etkisi (Karigtirma hizi = 1000 rpm)

Hava akis hizi, Q Glukonik asit N, P./P
(m/s) (L/sa) derisimi (g/L)
1.67x107° 6 10.8 0.0056 0.97
1.33x10° 48 26.0 0.0454 0.73
1.67x107° 60 22.7 0.0569 0.68

Cizelge 5.11°¢ gore hava akig hizimin artmasiyla havalandirma sayisi

artmakta; (P,/P) orani ise azalmaktadir.

da

Ferment6rde, hava akig hizinin etkisinin incelendigi ¢aligmalarda elde edilen

glukonik asit derigimlerinin havalandirma sayis1 ile degigimleri Sekil 5.21°de

gosterilmigtir.
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" Sekil 5.21. Fermentdr deneylerinde 300. saat sonunda elde edilen maksimum
glukonik asit derigimlerinin havalandirma sayis1 (N,) ile degisimi

Cizelge 5.10 ve 5.11°de yer alan iiriin derigimleri incelendiginde glukonik asit
fermentasyonunda havalandirma hizinin karigtirma hizindan daha etkili bir

parametre oldugu goriilmektedir.

Fermentasyonun sonundaki en yiiksek mikroorganizma derigimine 14.33 g/L
degeri ile 48 L/sa’lik havalandirma hizinda ulagilirken en diisiik derisim degeri

olan 12.51 g/L’ye ise; en diigiik havalandirma hizinda (6 L/sa) ulagilmistir.

Farkli havalandirma hzlarinda fermentasyon ortamindaki glukoz derisimlerinin
zamanla degisimleri Sekil 5.22°de gosterilmigtir.

Ussel iireme bolgesindeki en yiiksek glukoz tiiketim hizi 0.1674 [g
glukoz/(L.saat)] olarak hesaplanmigtir. Bagil glukoz tiiketim hizlar1 bu deger
temel alinarak bulunmus ve hava akis hizi ile degisimleri Sekil 5.23’de

gosterilmistir.
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Sekil 5.22. Fermentorde farkli hava akis hizlarinda glukoz tiiketiminin zamanla
degisimi
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Sekil 5.23. Fermentorde bagil glukoz tiiketim hizi yiizdesinin hava akis hizi ile
degisimi



En yiiksek glukonik asit derigimini elde edildigi 48 L/sa degerindeki hava akig
hizindan daha yiiksek hiz degerlerinde mikroorganizmanin glukozu daha yavag
tiikkettigi ve daha az asit liretti3di bulunmugtur. Bu sonug¢ fermentasyon ortamina
gonderilen oksijenin belli bir deferden sonra inhibisyon etkisi yaptigim

gostermektedir.

5.2.3. Substrat Olarak Melasin Etkisi

Ferment6rde glukoz disinda substrat olarak melas kullanilarak da bir ¢aligma
yapilmistir. Bu deney 1000 rpm karistirma hizinda, baglangi¢c pH’1 5 degerinde,
% 0.5 (v/v)’lik ag1 derigimi kullanilarak, 36 L/sa hava akig hizinda ve melasin
baglangic derigimi 150 g/L olan bir besin ortaminda yapilmigtir. Melas
denemesinde ortamda kopiik olugtugu i¢in silikon kdplik giderici kullanilmigtir.
Fermentasyonun 11. giiniinde mikroorganizma kuru agirlik degeri 33.038 g/L,
* 300. saatteki glukonik asit derigimi 22.0 g/L olarak bulunmus ve iiriin verimi
Yus ise; % 14.7 olarak hesaplanmigtir. Bu deney igiﬁ giukonik asit derigiminin

.zamanla degigimi Sekil 5.24°de gosterilmistir.
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Sekil 5.24. Ferment6rde melas igeren besin ortaminda glukonik asit derigiminin
zamanla degisimi
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Grafikten de goriilecegi gibi glukonik asit iiretimi yetmigikinci saatten sonra hizla
artmakta ve yaklagik olarak yiizdoksaninc: saatten sonra fazla degismemektedir.

Ferment6rde glukoz ve melasla yapilan c¢aligmalar kargilastinldiginda,

mikroorganizmanin melasl besin ortaminda daha fazla iiredigi bulunmugtur.



6. SONUCLAR

Bu ¢aligmada, galkalamali su banyolarinda ve bir karigtirmali ve havalandirmali
ferment6rde bir kiif olan NRRL 337 numarali Aspergillus foetidus ile glukonik asit
liretimi incelenmigtir. Ele alinan iiretim parametreleri; mikroorganizma 6zgiil {ireme
hiz1 ve mikroorganizma verimi ile glukonik asit 6zgiil olusum hiz1 ve glukonik asit
verimine bagli olarak degerlendirilmigtir. Mikroorganizma &zgiil iireme hizinin ve
glukonik asit olusum hizinin incelenen iiretim degigkenleri ile degigimini gbsteren
esitlikler Systat® lineer olmayan regrasyon program ve Origin Programu kullanilarak
bulunmustur.

1. 84 vuru/dk sabit karigtirma hizinda, substrat olarak 57 g/L baglangi¢ derisimindeki
glukoz ve % 0.5 (v/v) ag1 derigimi kullanilarak, bir g¢alkalamali su banyosunda
yapilan erlen ¢aligmalarinda, mikroorganizma igin optimum sicaklik degeri 30-
33°C ve baslangi¢c pH degeri ise; 5-6 araliklarinda bulunmugtur.

2. Substrat tiirti ve baglangi¢ derigimlerinin etkilerinin incelendigi ¢aligmalarda ise;
substrat olarak glukoz, sakkaroz ve melas kullamlmigtir. Glukozun denendigi
caligmalarda en yiiksek mikroorganizma &zgiil iireme ve glukonik asit olusum
hizlarina 57 g/L baslangi¢ derigiminde ulagilmigtir. Bu derisim degerinde glukonik
asit verimi % 14.6 olarak elde edilmigtir. Bu verim degeri teorik verimin %
13.3’iinli olugturmaktadir. Benzer ¢aligmalar sakkaroz ve melas i¢in de yapilmig
ve en yiiksek mikroorganizma &zgiil iireme ve glukonik asit olusum hizlarina
sakkaroz i¢in 75 g/L. ve melas igin ise; 150 g/I. baglangic derisimlerinde
ulagilmugtir. Bu derigim degerlerindeki glukonik asit verimleri sirasiyla % 23.2 ve
% 24.6 olarak bulunmugtur. Bu verim degerleri teorik verimlerin sirasiyla % 40.4
ve % 86.0’sm olugturmaktadar.

Bulunan sonuglar incelendiginde substrat olarak melasin kullamldif ¢alismada en
yilkksek glukonik asit verim degerinin elde edildigi goriilmektedir.
Mikroorganizma melas igeren besin ortaminda daha iyi {iremekte ve daha ¢ok asit

sentezlemektedir.
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Yiiksek substrat baglangic derisimi degerlerinde her ii¢ substrat tiirii igin de
substrat inhibisyonu g6zlenmigtir. Glukoz, sakkaroz ve melas igin
mikroorganizmanin 6zgiil iireme hizi egitliklerindeki kinetik sabitler, substrat
inhibisyonunun oldugu durum i¢in Systat® Programi kullanilarak hesaplanmig ve
bulunan mikroorganizma verimleri ile beraber Cizelge 6.1’de gosterilmigtir.

Cizelge 6.1. Aspergillus foetidus igin, maksimum mikroorganizma 6zgiil tireme hizi,

Monod Sabiti, substrat inhibisyonuna bagli ayrigma sabiti ve
mikroorganizma verimi degerlerinin substrat tiirii ile degisimleri

Substrat  up (sa'l) Ks (g substrat/L) K (g substrat/L) Yxso

Glukoz  0.017 8.241 207.872 0.217
Sakkaroz 0.015 9.363 324.239 0.063
Melas 0.062 14.211 212.645 0.268

. Substrat olarak glukozun kullanildi1 ¢aligmalarda en yliksek bagil glukoz tiiketim
hizi, saptanan optimum deger olan 57 g/L glukoz baglangic derisiminde elde
edilmistir

. Fermentasyon ortaminda azot kayna§i olarak kullamilan amonyum nitratin
baglangi¢ derisiminin glukonik asit iiretimine etkileri de incelenmigtir. Bu bilegik
i¢cin optimum derigim degeri; 57 g/L. glukoz baglangi¢ derigiminde, 28°C’da,
baslangic pH’1 5 degerinde ve % 0.5 (v/v)’lik as1 derigimi ile 1.5 g/L olarak

belirlenmigtir.

. Fermentasyon ortammnda mikroorganizmanin a1 derigiminin glukonik asit
tiretimine etkisinin incelendigi ¢aligmalarda ise; 84 vuru/dk galkalama hizinda, 57
g/L glukoz baslangi¢ derisiminde, baglangic pH’1 5 degerinde ve 28°C’da yapilan
deneylerde en yiiksek ozgiil hiz degerleri % 0.7 (v/v)’lik as1 derisimi ile elde
edilmigtir.

. Fermentasyon ortaminda galkalama hizinin glukonik asit liretimine etkisinin
incelendigi ¢aligmalarda jse; 57 g/L glukoz baslangi¢ derigiminde, baglangig pH’1
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5 degerinde, 28°C’da ve % 0.5 (v/v)’lik a;1 derigimi kullamilarak yapilan
deneylerde optimum g¢alkalama hiz1 100 vuru/dk olarak bulunmugtur.

. Aspergillus foetidus ile glukonik asit tiretiminde karigtirmali ve havalandirmali bir
fermentor kullanilarak karistirma hizinin mikroorganizma ve iiriin derigimlerine
etkileri incelenmigtir. Bu amagla saptanan optimum baslangi¢ pH degeri olan pH
5°de, 30°C’da, 57 g/L glukoz baglangi¢ derisiminde, % 0.5 (v/v)’lik ag1 miktan
kullanilarak, 10 (L/sa) sabit hava akiy hizinda ve 300-1300 rpm kangtirma hiz:
araliginda deneyler yapilmistir. Karigtirma hizinin artmasiyla glukonik asit
iiretiminin artti1 ve mikroorganizmamn daha fazla iiredigi gézlenmistir. Bagil
glukoz tiiketim hizinin kangtirma hizi ile degisimi incelendiginde ise; en yiiksek
glukoz tikketim hizinin 650 rpm’de elde edildigi bulunmustur.

8. Fermentor ¢aligmalarinda havalandirma hizinn etkisi, baglangig pH’1 5 degerinde,

30°C’da, 1000 rpm sabit karnigtirma hizinda, 57 g/L glukoz baslangi¢ derigimde, %
0.5 (v/v)lik as1 miktarn kullanilarak ve 6-60 L/sa havalandirma hizi aralifinda
incelenmigtir. En yiiksek glukonik asit derigimi 48 L/sa’lik havalandirma hizinda
elde edilmistir. |

Bagil glukoz tiikketim hizinin hava akig hizi ile degisimi incelendiginde ise; en
yiiksek glukoz tiiketim hizinin 0.1674 [g glukoz/(L.saat)] degeri ile 48 L/sa’lik
havalandirma hizinda elde edildigi bulunmustur.

Belli bir hava akis hizi degerinden sonra fermentasyon ortamina gonderilen
oksijenin inhibisyon etkisi yaptifi gézlenmigtir. Elde edilen iiriin miktarlari
karsilagtinldiginda; glukonik asit fermentasyonunda havalandirma hizinin
karigtirma hizindan daha etkili bir parametre olduu sonucuna ulagilmugtir.

. Fermento6rde substrat olarak melasin glukonik asit tiretimine etkisinin incelenmesi,
1000 rpm kangtirma hizinda, baslangi¢ pH’1 5 degerinde, 150 g/L melas baglangig
derigimi ve % 0.5 (v/v)’lik as1 derisimi kullanilarak, 36 L/sa hava akis hizinda
yapilmugtir. Fermentdrde glukoz ve melasla yapilan ¢aligmalar kargilagtirildiginda,
mikroorganizmanin melas igeren ortamda daha iyi tiredigi bulunmustur.
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Bu deneylerin daba ileri asamasinda glukonik asit fermentasyonu pH kontrolii
yapilan ve kesikli veya siirekli sistemde ¢alisan bir fermentdrde incelenebilir. Yapilan
tez ¢aligmasinda havalandirmanin mikroorganizma i¢in oldukga etkin bir parametre
oldugu bulunmustur. Bu nedenle siirekli sistemde ¢aligan bir fermentdrde besin
ortammim havalandiriimas1 degigik havalandirma sistemleri ve saf oksijen

kullanilarak incelenebilir.

Ayrica; havalandirma ¢aligmalan igin fermentore giren hava i¢indeki oksijen ytizdesi
ile fermentérden ¢ikan gaz akimindaki oksijen ylizdesi aym anda uygun oksijen
analizérleri ile 6lgiilerek ve ortamdaki ¢6ziinmiis oksijen derigimi de tayin edilerek
hacimsel oksijen aktarim katsayilan (kia, sa”) ve mikroorganizmanin oksijen
tiikketim hizlar1 hesaplanabilir.

Aspergillus  foetidus’un sivi besin ortammnda topak olusturmasi nedeniyle
mikroorganizmanin substrat: tiiketmesi ve sentezlenen glukonik asidin fermentasyon
ortamina aktarilmasi sirasinda difiizyon kisitlamalar ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle;
daha bilyiik 6lgekli bir liretime gegilebilmesi i¢in mikroorganizma taneciklerindeki
diflizyonla ilgili bir aragtirma yapilmas: gereklidir.

Fermentérde melasla yapilan g¢aligmalarda mikroorganizmanin daha iyi iiredigi
bulunmustur. Yiiksek havalandirma ve kangtirma hizlarinda ortaya ¢ikan kopiik
olusumunun engellenmesi halinde Aspergillus foetidus ile melastan glukonik asit
{iretiminin yiiksek verimle gergeklestirilebilecegi goriilmiistiir. Bu nedenle de biiyiik

olcekli bir fermentorde substrat olarak melasin kullanilmasi &nerilebilir
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EKLER
EK 1.
GLUKONIK ASIT ANALIZ YONTEMI

Sulu glukonik asit ¢ozeltisinin derigimi sodyum hidroksitle titrasyonu yapilarak
belirlenmigtir. Ticari glukonik asidin sudaki ¢ozeltisinin bulunmasi olduk¢a zordur.
Bu nedenle glukonik asidin; bir tuzu olan kalsiyum glukonattan, eldesi asagidaki
yonteme gore yapilmig ve ortamdaki asit sodyum hidroksitle titre edilerek bir

kalibrasyon dogrusu hazirlanmigtir.

Ek 1.1. Analiz Yontemi: Tepkime i¢in gereken H,SO4 miktar, tartilan kalsiyum
glukonat 6rnegi miktar1 kullanilarak hesaplanr.

CeH1107.1/2Ca + 1/2H,SO4y ——— CcH1207 + 1/2CaS0q

Belirli miktardaki kalsiyum glukonat, 50 ml saf su ile kaynar su banyosunda (=95°C)
isitilarak ¢oziilir. Daha sonra {izerine hesaplanan hacimde H,SO,; eklenerek
CaSOy4’1n olugmasi saglanir. Elde edilen karisim sicak su banyosunda 10-15 dakika
daha tutularak CaSO,’m olugmasinin tamamlanmasi saglanir. Olusan karisim,
sogutulduktan sonra beyaz bant siizge¢ kagidindan siiziiliir ve siizgeg kagidinda kalan
kat1 saf su ile bir kez yikanir. Stizme iglemi bittikten sonra elde edilen siiziintiiniin
hacmi 6l¢iiliip %10’luk NaOH ve 3-4 damla fenolftalein indikat6rii kullamilarak titre

edilir.

Fermentasyon deneyleri sirasinda glukonik asit derisimlerinin tayini i¢in ortamdan
belirli zamanlarda 6rnekler alinarak siiziiliir. Siizlintiiden belirli hacimde alinarak
sodyum hidroksitle titre edilir ve kalibrasyon dogrusundan glukonik asit derigimine
gecilir.
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Sekil Ek 1.1. Glukonik asit derigimi tayini i¢in kalibrasyon dogrusu

Y =0.02839 + 0.17531 X R%=0.996

(1.1)
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EK 2.
GLUKOZ TAYINI
TOPLAM INDIRGENMIS SEKER ANALIZ YONTEMI

Fermentasyon ortamindan alinan 6rnekler mikroorganizma, glukoz ve glukonik asit
analizleri i¢in Onceden tartilmig kaba siizge¢ kagitlarindan siiziiliirler. Siiziilen
Orneklerden elde edilen siiziintiiler glukoz ve glukonik asit analizlerinde kullanilirlar.
Glukoz derigimi Nelson toplam indirgenmis seker analizi yontemi ile mg/L cinsinden
onceden hazirlanmig kalibrasyon dogrusu ile tayin edilir. Bu yonteme gore alinan
analiz ¢ozeltileri 500 ile 1000 kez seyreltilir ve agagidaki reaktifler kullanilarak

analiz yaptlir.

Glukoz analizi i¢in yapilan c¢aligmalarda optimum dalga boyu 530 nm olarak
belirlenmistir. Glukoz derisimleri Hitachi 150-20 Model U.V. spektrofotometre ile
okunan absorbans degerleri kullanilarak Sekil Ek 2.1°deki ¢alisma dogrusu
yardimiyla belirlenir. K6r numunede 2 ml 6rnek yerine damitik su kullanilar.

EK 2.1. Analiz Cézeltileri
A. Bakar Cozeltisi

I) 24 g susuz Na,COj ile 12 g Rochelle tuzu (Na-K tartarat) 250 ml suda ¢oziiliir.

II) %10’luk 40 ml CuSO4.5H;0O kangtinlarak birinci ¢ozeltiye eklenir. Buna 16 g
NaHCO;s ilave edilir.

IIT) Na;SO4 (susuz)’dan 18 g tartilip 500 ml sicak suda ¢oziliir, kaynatilir ve
sogutulur.

IV) Her iki ¢ozelti karigtirilip 1000 ml’ye seyreltilir.

B. Nelson Cozeltisi

I) 50 g amonyum molibdat 900 ml suda ¢oziiliir. 42 ml derisik H,SO4 eklenip,
kanigtinlir.

IT) 6 g Na,HAsO4.7H,0, 50 ml H,O’da ¢oziiliir, ¢ozeltiye eklenir ve karigtirilir.

IIT) Cozelti 37°C’de 24-48 saat tutulur.



EK 2.2. Analiz Islemi

2 ml 6rnek ¢ozeltisine 2 ml bakur ¢ozeltisi eklenir. 20 dakika kaynar su banyosunda
tutulup, musluk suyunda sogutulur. Soguyan ¢o6zelti iizerine 2 ml Nelson ¢6zeltisi
eklendikten sonra CO, ¢ikisi tamamlanincaya kadar beklenir. Gaz ¢ikist
tamamlandiktan sonra toplam hacmi 25 ml olacak gekilde saf su ile seyreltilir.
Hazirlanan 6rnegin, 530 nm dalga boyunda sadece bakir ve Nelson ¢ozeltileriyle

hazirlanmug kor ¢ozeltiye karst absorbans degeri dlgiiliir.

530 nm dalga boyunda farkli derisimlerdeki glukoz g¢ozeltileri igin absorbans
degerleri saptanmig ve Sekil Ek 2.1°deki ¢aligma dogrusu elde edilmigtir.

Fermentasyon ortamindan alinan &rneklerin bu yonteme goére okunan absorbans

degerleri kullanilarak ¢aliyma dogrusundan glukoz derisimlerine gegilir.
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Sekil Ek 2.1. Glukoz tayini igin ¢aligma dogrusu

=0.00291+0.0041*X R?=0.992 2.1)
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EK 3.
MIKROORGANIZMANIN OZGUL UREME HIZININ HESAPLANMASI

Kesikli sistemlerde iissel lireme bolgesindeki mikroorganizma &zgiil iireme hizi

Esitlik 3.2 ile tamimlanmaktadir.

p=_= (32)

Aspergillus  foeditus ile yapilan deneylerde, mikroorganizma derigimlerinin
logaritmalar1 zamana kars1 grafie gegirilmistir. Her grafikte iissel tireme bolgesi
saptanmis ve bu bolgedeki mikroorganizma 6zgiil tireme hizi, dogrunun edimi

bulunarak hesaplanmustir.

57 g/L baslangi¢ derisiminde glukoz igeren besin ortaminda yapilan galigma igin
mikroorganizma derigiminin fermentasyon siiresi ile degisimi, bir grafikle Sekil Ek
3.1°de gosterilmektedir. Mikroorganizmanin iissel lireme bolgesindeki 6zgiil {ireme

hiz1 bu grafikten p = 0.0228 (sa') olarak bulunmustur.
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Sekil Ek 3.1. Aspergillus foetidus igin mikroorganizma &zgiil iireme hizinin
hesaplanmasinda kullamilan 6mek grafik (Sg, = 57 g/L; 28°C;
baslangi¢ pH’1=15; 84 vuru/dk ¢alkalama hizi1; a1 derigimi % 0.5)
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EK 4.
MIKROORGANIZMA VERIMININ HESAPLANMASI

Aspergillus foetidus igin mikroorganizma verimi; Esitlik 3.13’¢ gére besin
ortamindaki {iremeyi kisitlayici substratin farkli baslangi¢ derisimlerinde tayin edilen
maksimum mikroorganizma derigimlerinin, baglangic substrat derigimlerine kars:
grafige gecirilmesiyle elde edilen dogrunun egiminden hesaplanmigtir.

Substrat olarak glukozun kullamldigi deneylerde elde edilen maksimum
mikroorganizma derigimlerinin baglangic glukoz derigimi ile degisimi Sekil Ek
4.1°de gosterilmistir. Yiiksek glukoz baslangi¢ derigimlerinde substrat inhibisyonu
nedeniyle grafikte dogrusalliktan sapmalar goriilmektedir. Glukozlu besin ortaminda
Aspergillus foetidus igin mikroorganizma verimi Yyso = 0.217 [(g m.org)/(g glukoz)]

olarak hesaplanmugtir.

1 L 1 R
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Sekil Ek 4.1. Glukozun substrat olarak kullamldigi deneylerde (Xu-X,) degerlerinin
baslangi¢ glukoz derigimi ile degigimi (Sgo = 57 g/L; 28°C; baslangig
pH’1=6.5; 84 vuru/dk ¢alkalama hiz1; ag1 derigimi % 0.5)
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EK 5.
O0ZGUL URUN OLUSUM HIZININ HESAPLANMASI

Elde edilen deneysel sonuglardan glukonik asit olugpum hizlariin bulunmasi
amaciyla, tayin edilen glukonik asit ve mikroorganizma derigimleri zamana karg:
grafige alinmigtir. Zamana karsi ¢izilen glukonik asit derigimlerinden farkli
zamanlardaki egim degerleri [(dU/dt), (g glukonik asit/saat)] hesaplanmigtir. Kars:
gelen mikroorganizma derigimleri ise; grafiklerden okunarak 6zgiil iiriin olusum
hizlan v, [g glukonik asit/(g m.org.saat)] Esitlik 3.17°ye gére hesaplanmugtir.

v=idU (3.17)

Sekil Ek 5.1°de Aspergillus foetidus igin glukozlu besin ortaminda 6zgiil glukonik
asit olusum hizlarmin fermentasyon siiresi ile degigsimi gésterilmektedir. Glukonik
asit olusum hiz1 25. saatte v = 0.0375 [g glukonik asit/(g m.org.saat)] olarak elde
edilmigtir.
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Sekil Ek 5.1. Ozgiil glukonik asit olusum hizinin zamanla degigimi (Sg, = 57 g/L;
28°C; baslangig pH’1 = 6.5; 84 vuru/dk ¢alkalama hizi; ag1 derisimi %
0.5)
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EK 6.
HAVALANDIRMA SAYISININ HESAPLANMASI

Mekanik karigtirma uygulanan havalandirmali sistemlerde boyutsuz bir say1 olan
havalandirma sayis1 (N,) Esitlik 6.1 kullanilarak hesaplanabilir.

_Q
a_ND3

N 6.1)
Deneylerde kullamlan fermentdr, pyrex camdan yapilmis olup 500 ml ¢aligma
hacmine sahiptir. Fermentasyon ortaminin kanigtirilmasinda 2.6 cm gapindaki, 6 diiz
bigakl1 bir tiirbin tipi karistiric1 kullanilmustir.

1000 rpm karigtirma hizinda ve 6 L/sa’lik hava akig hiz1 i¢in havalandirma sayisi
agagidaki gibi hesaplanmugtir.

Q=1.67x10% m*sn
N =16.67 rps
D=0.026 m

__ Le7x10”°
* 7 16.67x(0.026)°

=0.0056

81



OZGECMIS

Adi Soyad1 : Aysun Kara

Dogum Yeri : Eskigehir

Dogum Yili :10-02-1972

Medeni Hali : Bekar

Egitim ve Akademik Durumu :

Lise : 1986 - 1989; Sivrihisar Lisesi

Lisans : 1989 - 1990; Hacettepe Universitesi Yabanci Diller Yiiksek
Okulu Ingilizce Hazirlik Okulu

: 1990 - 1994; Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi

Boliimii

Yiiksek Lisans : Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya
Miihendisligi Anabilim Dali

Yabanci Dili : Ingilizce

Is Tecriibesi :1995-  ; Arastirma Gorevlisi

Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi B&liimii

82



