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DOGAL Aspergillus sp. iZOLATLARI KULLANILARAK GLUKONIK
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Yil: 2019, Sayfa: 75
Jiiri :Prof. Dr. Sadik DINCER
:Prof.Dr.Osman GULNAZ
:Prof.Dr.Sevil TOROGLU

Bu calismada, sogan kabugu, sarimsak kabugu ve ekmek gibi kiiflenmis
cesitli gida materyallerinden izole edilen Aspergillus sp. suslar1 ve substrat olarak
dekstroz monohidrat kullanilarakglukonik asitinbatik  kiiltiir (submerged)
fermantasyonu ve optimizasyonu yapilmistir. Fermantasyon iiriiniiniin HPLC’de
kalitatif ve kantitatif analizleri yapilarak glukonik asit fermantasyonu i¢in optimum
sartlar belirlenmistir.

Dogal izolat Aspergillus sp. kullanilarak yapilan glukonik asit
tiretimindeki optimum sartlar; % 10 dekstroz monohidrat iceren fermantasyon
ortaminda 600 rpm, pH 5.5, 30°C sicaklik, 0.5 vwm%]100 oksijen ilavesi ile
fermantasyon siiresi 8 giin olarak belirlenmistir. Optimizasyon sonucu % 69’luk
verimle glukonik asit iiretimi elde edilmistir. Ayrica fermantasyon besiyeri
ortamina3000 {inite glukoz oksidaz ve 500 iinite katalaz ilavesinin fermantasyon
stiresini3 giine indirdigi ve %95 verimle glukonik asit {iretimielde edildigi
gbzlemlenmistir.

Bu sonuglara gore c¢alismada kullanilan dogal izolat Aspergillus sp.,
dekstroz monohidratin belirlenen optimum kosullar altinda tamamina yakini
glukonik aside doniistiirdiigii sdylenebilir. Elde edilen glukonik asit insaat, tarim,
saglik ve gida gibi bircok sektdrde giivenle kullanilabilecek, dogada kolaylikla
biyodegrede olabilir bir {iriindiir.

Anahtar Kelimeler:Glukonik asit, Aspergillus sp.,Optimizasyon, HPLC



ABSTRACT

M.Sc. THESIS

BY USING NATURAL ISOLATED Aspergillus sp. PRODUCTION AND
OPTIMIZATION OF GLUCONIC ACID

Ecem Gizem KIZILKAYA

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOLOGY

Supervisor : Prof. Dr. Sadik DINCER
Year: 2019, Pages:75

Jury : Prof. Dr. Sadik DINCER
: Prof.Dr.Osman GULNAZ
: Prof.Dr.Sevil TOROGLU

In this study,submerged fermentation and optimization of gluconic acid
was performed by using Aspergillus spp. strains isolated from moldy food
materials such as onion peel, garlic peel,bread and dextrose monohydrate as
substrate. The qualitative and quantitative analyzes of the fermentation product
were performed on HPLC to determine the optimum conditions for gluconic acid
fermentation.

By using natural isolatedAspergillus sp.optimum conditions for the
production of gluconic acid was determinated as at 600 rpm, pH 5.5, 30°C with
addition 0.5 vvm pure oxygen on the 7th day including in fermentation medium
containing10% dextrose monohydrate. As a result of the optimization, gluconic
acid production was obtained with a yield of 69%.In addition, it was observed that
the addition of 3000 units of glucose oxidase and 500 units of catalase to the
fermentation medium reduced the fermentation time to 3 days and yielded 95%
yield of gluconic acid.

According to these results, it can be said that using by natural isolated
Aspergillus sp. almost completely of dextrose monohydrate converted gluconic
acid under the determined optimum conditions.Gluconic acid is a product that can
be used safely in many sectors such as construction, agriculture, health, food and
can be easily biodegraded in nature.

Key Words: Gluconic Acid, Aspergillus sp., Optimization, HPLC
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GENISLETILMIS OZET

Bu calismada c¢esitli sogan kabugu, sarimsak kabugu ve ekmek gibi
kiiflenmis gesitli gida materyallerinden izole edilen Aspergillus spp. ile glukonik
asitin batik kiiltiir (submerged) fermantasyonu ve optimizasyonu yapilmistir. Yag
fabrikas1 yan {riinii olan dekstroz monohidrat karbon kaynagi olarak tercih
edilmistir.

Aspergillus sp. ile substrat miktar1 10 giinlik fermantasyonsiiresince,
hacimce %10, %20, %30 dekstroz monohidrat kullanilarak gézlenmistir. Hacimce
%10’luk dekstroz monohidrat kullanilarak %11, %16, %36, %51, %54, %54,
%.55, %359, %59, %59 glukonik asit verimi elde edilmistir. Hacimce %20 dekstroz
monohidrat kullanildiginda %11, %11, %11, %12, %13, %18, %21, %21, %24,
%24, %23 iretimverimi saglanmistir. Hacimce %30’luk dekstroz monohidrat
kullaniminda glukonik asit tiretim veriminin %10, %10, %10, %11, %12, %12,
%11, %12, %12, %13 oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuglara gore optimum
dekstroz monohidrat miktar1 hacimce %10 olarak belirlenmistir.

Optimum sicaklik miktarimi tespit etmek amaciyla 10 giinliik fermantasyon
stiresince 25°C, 30 °C ve 35 °C sicaklik parametreleri ile ¢aligilmistir. Glukonik asit
tiretim verimi 25°C’de %11, %16, %17, %17, %23, %25, %24, %23, %23, %23,
%22 olarak gozlenmistir. 30°C’de %11, %16, %36, %51, %54, %54, %55, %59,
%359, %59 glukonik asit tiretim verimi elde edilmistir. 35 °C’ta %10, %12, %13,
%14, %23, %24, %24, %23, %22, %21 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore
optimum sicakligin 30°C oldugu belirlenmistir.

pH 5.0, pH 5.5, pH 6.0’daoptimum kosullar1 belirlemek amaciyla 10 giin
stiresince fermantasyon yapilmistir. pH 5.0°da %11, %11, %11, %17, %19, %19,
%25, %29, %31, %31, glukonik asit iiretimielde edilmistir. pH 5.5’te verim %11,
%16, %36, %51, %54, %54, %55, %59, %59, %59 olmakla birlikte ph 6.0’da %11,
%11, %12, %24, %29, %32, %44, %43, %45, %45°tir.
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Oksijen, glukonik asit fermentasyonunda glukozoksidaz ve katalazin
substratiolmakla birlikte reaksiyon i¢in sinirlayici faktordiir. 0.5 vvm atmosferik
havalandirma (%21 oksijen) ile fermantasyonsiiresinin 8. giiniinde %59’luk
glukonik asit verimi elde edilmistir. 1.0 vvm %100 oksijen ilavesi ile %72’lik
iretim verimi elde edilmigtir.

Ortamda biriken hidrojen peroksidinglukoz oksidaz iizerindeki tersinmez
inaktive etme 0zelligi bilindigi i¢in besiyeri ortamina 500iinite katalazilave edilmis
ayrica reaksiyon verimini arttirmak amaciyla 3000 {inite glukoz oksidaz ilavesi
yapilmistir. Sonugta fermantasyon siiresi3 giline diismiis ve %95°lik glukonik asit
verimi elde edilmistir.

Bu sonuglara gore dogal izolat Aspergillus sp.,ile glukonik asit {iretiminde
optimum kosullar 8 giin fermantasyon siiresinde % 10 dekstroz monohidrat iceren
fermantasyon besiyeri ortaminda pH 5.5, 30°C sicaklik,% 69’luk glukonik asit
iiretim orani elde edilmistir.Glukoz oksidaz ve katalaz ilavesi ile artan iiretim
maliyeti goz ardi edildiginde fermantasyon periyodu 3 giine diigmiistiir ve %95
verim ile glukonik asit iiretimi elde edilmistir.

Elde edilen glukonik asit ingaat, tarim, saglik ve gida gibi bir¢ok sektdrde
giivenle kullanilabilecek, dogada kolaylikla biyodegrede olabilir bir iiriindiir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ug : Mikrogram

uM : Mikromolar

umol : Mikromol

uL : Mikrolitre

A : Aspergillus

sp. : Species (tiir, tekil)
spp. : Species (tiir, ¢ogul)
CO2 : Karbondioksit

Cz :Czapex Dox Agar
H202 : Hidrojen Peroksit

IUPAC :The International Union of Pure and Applied Chemistry
KH2PO4 : Potasyum Dihidrojen Fosfat

L : Litre

MEA : Malt Ekstrakt Agar

mM : Milimolar

mU/ml : Milli units per milliliter

PDA : Potato Dextrose Agar

U/mg : Unit/miligram

U/mL : Units per milliliter

v/iv : Hacim/Hacim (volume/volume)
w/v : Agirlik/Hacim (weight/volume)
GOX, GOD :Glukoz Oksidaz

GA :Glukonik Asit

ATP : Adenozin Trifosfat

FAD :Flavin Adenin Diniikleotit

CAT : Katalaz

Pt : Platin
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Pd

kDa
MPa
HPLC

vvim

: Paladyum

: Altin

: Kilodalton

: Megapaskal

: High Performance Liquid Chromatography

:Biyoreaktor kiiltiirii igin kullanilir. Ik “v” hava hacmi, ikinci

[T 1)

A%

besiyeri hacmi, “m” dakika ifadelerini simgeler.Omegin 5vvm; bir

dakikada bir litre besiyeri icinden gecen 5 litre hacimli hava

anlamindadir.
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1.GIRIS Ecem Gizem KIZILKAYA

1.GIRiS

Mikroorganizmalar tim canli formlarin hayat dongiisiinde &nemli rol
oynamaktadir. Boyutlarinin kiigiik olmasi nedeniyle biyosferde kolayca her yere
ulasabilmektedirler. Krater agzindan buzullara uzanan ekstrem ¢evre kosullar1 da
dahil hemen hemen her ortama uyum saglamakta ve kolayca tlireyebilmektedirler.
Bu ozellikleri nedeniyle mikroorganizmalar,M.0.3000’lerdebiyoteknolojinin
baslangici olan ekmek ve bira mayalama isleminde karsimiza ¢ikarken giinlimiizde
blyiik olcekteki endiistriyel iiretimlerde kullanilmaktadir.Sagliktan gidaya,
ingaattan zirai sektorlere kadar uzanan genis bir faaliyet alanina sahiptirler.
Mikroorganizmalar bazen uzun raf dmrii saglayan gida koruyucusu olarak bazen
tadi veya kokusuyla biyiilendigimiz katki maddelerinin iiretimini {istlenen
uzmanlardir.Bugiin tiikkettigimiz hemen hemen her {iriinde mikrobiyal iiretimin
etkisi goriilmektedir.

Mikroorganizmalarca iiretilen organik asitlerden birisi de glukonik asittir.
Glukonik asit; tlikettigimiz meyve sulari ve saraplardaki ferahlatict eksi tadin
sahibi olmakla birlikte ac1 tadi gideren, kalsiyum glukonat formu ilekalsiyum
ihtiyacimizi karsilayan, su ictigimiz siselerdeki kire¢ lekelerini yok eden,
¢imentonun hizli kurumasini saglayip daha dayanikli hale getirmek gibi gozle
goriinmeyen biiyiik katkilari bulunmaktadir.

Endiistriyel iiretimlerde maliyet en Onemli kriter olmasi nedeniyle az
substrata karsi ¢ok iiriin ve hizli iiretim 6ncelikli hedeflerden biridir.Bucalismadaki
glukonik asit iiretimindemaliyeti yiiksek kimyasal ve fiziksel yontemler yerine
mikrobiyal yol tercih edilmigtir. Elde edilen bulgular c¢ercevesinde mikrobiyal
glukonik asit liretim yoOnteminin daha verimli ve etkili hale gelmesi amaci

edinilmistir.
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1.1.Fermantasyon

Fermantasyon, organik substratlarda enzim etkisi ile kimyasal degisiklikler
meydana gelmesini saglayan metabolik katabolizma siirecidir. ATP bu siirecte
substrat diizeyinde fosforile edilirken organik maddeler hem elektron alicis1 hem de
elektron vericisi gorevini {istlenir.

Endiistriyel anlamda  fermantasyon, mikroorganizmalar  veya
mikroorganizma enzimleri kullanilarak iiretilen, ticari degeri olan, biiylik olc¢ekli
iiretimleri ifade eder. Mikroorganizmalar endiistriyel fermantasyon proseslerinde
sekerler, nisasta, seliiloz ve proteinler gibi organik bilesenleri ayristirir ve bunlari
cesitli nihai {iriinlere donistiiriir. Mikroorganizmalarin gergeklestirmis olduklari
fermantasyon sonucu elde edilen {iriin “fermente iirlin adin1 alir.Fermente tirlinler
basit probiyotik yiyeceklerden alkollii fermente igeceklere veya gida katki
maddelerinden kimyasal maddelerin iiretimi ve hatta antibiyotik iiretimine kadar
degiskenlik gosterir. Ornegin, tursu ve yogurt gibi fermente iiriinlerin iiretimi icin
laktik asit bakterileri gorev alirken silire¢ laktik asit fermantasyonu adini alir.
Ayrica sarap ve bira gibi alkollii icecekler de fermente iiriinler olup yapim
asamasinda fermantasyon teknigi kullanilir.

Endiistriyel fermantasyon i¢in kullanilan mikroorganizmalar agirlikli
olarak bakteriler ve mantarlar olmakla birlikte bir mikrobiyal sus endiistriyel

amagla kullanilacak ise belli basl 6zelliklerinin olmas1 gerekir. Bunlar;

e  Patojenik olmama,
e  Biiyiik 6l¢ekli kiiltiirde tireme ve fermentore kolayca inokiile edilebilme,

e Istenilen iiriinii kisa zamanda iiretebilme yetenegidir.

Mikroorganizmalar1 dogrudan etkileyen ¢evresel faktorler yani biiylime
ortam kogsullarifermantasyon siireci iizerinde de etkilidirler. Bunlar arasinda
sicaklik, pH, oksijen diizeyi, substrat igerik ve miktar1 sayilabilir.Fermantasyon

icin kullanilan biiyiime ortamlar1 ¢esitlilik gosterse de degismez bilesenler; karbon
2
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kaynag1, azot kaynagi, su, tuzlar ve mikro besinlerdir.Karbon kaynagi olarak seker,
seker kamisi melasi veya diger karbonhidratlar kullanilir. Organizmalarin
proteinler, niikleik asitler gibi temel hiicresel bilesenleri sentezlemesi icin sabit
azot kaynag1 gereklidir. Azot kaynagi olarak pepton, tripton amonyak veya nitrat
tuzlarn kullanilir. Fosfor ise hiicresel membranin yapisina katilan fosfolipidlerin
iiretimi ve niikleik asitlerin iiretimi i¢in gereklidir.

Bu ¢alismada agirlikli olarak mikrobiyal fermantasyon yolu ile elde edilen,
ticari degeri yiiksek Glukonik Asit’in optimizasyonu gercgeklestirilmistir.
Mikroorganizma olarak patojenik olmayan, biiyiik ol¢ekli iiretimde rahatlikla
kullanilabilen ve istenilen {irlinli kisa zamanda tiretebilen Aspergillus sp.tercih

edilmistir.

1.1.1. FermantasyonTeknikleri
Fermantasyon yolu ile {iriin eldesinde kullanilan metotlar iki grupta

toplanabilir.

1.1.1.1.Yiizeysel veya Ustel Fermantasyon Metodu

Yiizeysel fermantasyon tekniginde mikroorganizmalar kati sivi veya yari
kat1 besiyeri igerisinde ve yiizeyinde kolonize olabilirler. Fermantasyon isleminde
kat1 besiyeri kullanilacaksa islem kati hal fermantasyonu (solid state fermentation —
SSF) adimi alir. Kat1 besiyeri besleyiciliginin yani sira destek goérevi de listlenir.
Metot i¢in maliyeti son derece diisiik atik 6zelligindeki {irlinler kullanilir. Kati
besiyerine sekerkamisi kiispesi ve tahil kepegi Ornek olarak wverilebilir.
Mikroorganizma olarak kati yiizeye rahatlikla tutunarak tiretim ve gelisimlerini
stirdiirebildikleri i¢in hifli yapiya sahip mantarlar tercih sebebidir.

Bu fermantasyon tekniginde az su ihtiyaci, mantar sporlarin dogrudan
kullanilmasi1 ve ucuz substrat kullanilmast metodu avantajli kilar. Tim bu
avantajlarinin yaninda yiizey alaninin arttirilmasi oksijen kullanimini arttiracagi

icin biiylik dlgekli iiriin eldesi miimkiindiir (Pandey, 2003).
3
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1.1.1.2. Batch Fermantasyon Metodu
Bu yontemde mikroorganizmalar besin ¢ozeltisinin dogrudan igerisinde
geligir. Kesiklifermantasyon, yari kesikli fermantasyon, siirekli fermantasyon

olmak iizere 3sekilde uygulanir.

1.1.1.2.(1). Kesikli Fermantasyon

Kesikli fermentasyon sisteminde ilk olarak sivi besiyeri hazirlanir ve
biyoreaktdre doldurulur. Inokulum ile asilanir ve fermantasyon baslamis olur. Daha
sonra biyoreaktdre hava beslemesi disinda hicbir sey eklenmez. Fermantasyon
ortamina besin eklenmeyip iirliin ¢ikarma islemi yapilmadigi icin hacmen ayni
kalir. Inkiibasyon sirasinda ortama besiyeri eklenmedigi igin besin
konsantrasyonunda siirekli azalma meydana gelir. Yani substrat miktar1 azalirken
biyokiitle miktarinda artis gozlenir. Bununla birlikte ortamda cesitli toksik
maddeler birikir. Sistem lag fazi, log fazi, stationer faz, 6lim fazi seklinde
karakteristik biiylime egrisi gosterir.

Fermantasyon tamamlanmasiyla birlikte biyoreaktdr bosaltilir ve yeni bir
isleme hazir hale getirilir. Islem siiresince ortama herhangi bir madde veya
organizma ilavesi olmadig1 i¢in kontaminasyondan uzak ¢aligma gergeklestirilmesi

miimkiindiir.Diisiik tiriin eldesi sistemin dezavantajidir.

1.1.1.2.(2). Yar1 Kesikli Fermantasyon

Yarn kesikli fermantasyon tekniginde sivi besiyeri hazirlanir, biyoreaktdre
eklenir ve inokulum asilamasi gergeklestirilerek fermantasyon islemi baglatilir.
Biyoreaktorefermantasyon islemi siiresince belirli araliklarla substrat besleme
yapilirken yine belli araliklarla reaktorden iirlin uzaklastirma yapilir. Ortama
siirekli substrat ilavesi yapildigi icin kiiltiir ortaminin hacmi zamanla artar.
Besleme miktar1 ve siireleri istege bagli olarak degistirilecegi i¢in farkli besleme
metotlart uygulanabilir. Bu sistemde iiriin derisimi ve biyokiitlede siirekli artis

gozlenir.Kesikli fermantasyona gore daha ¢ok iiriin eldesi miimkiindiir fakat ortama
4
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stirekli bir girdi oldugu i¢in kontaminasyonlara agik olmasi sistemin dezavantajini

olusturur.

1.1.1.2.(3).Siirekli Fermantasyon

Siirekli fermantasyon teknigi ayni zamanda agik uygulama sistemi olarak
da adlandirilmaktadir.Teknikte biyoreaktore siirekli steril besiyeri ilavesi
gergeklestirilir ve kiiltiir ve iiriin igeren ortam ayni oranda sistemden uzaklastirilir.
Boylece hacim ve kiiltiir yogunlugu daima sabit kalir. Kiiltiir stirekli biiylime

gosterir.Bu yontem ile tek hiicre proteini ve atik su aritma islemi gergeklestirilir.

Cizelge 1.1 Batch fermantasyon cesitleri

Kesikli Yarn - Kesikli Siirekli
Fermantasyon Fermantasyon Fermantasyon
Kiiltiir Sistemi Kapal1 Sistem Yar1 Kapali Sistem Agik Sistem
Ort.a ma o . Yok Var Var
Besiyeri Ilavesi
Kiiltiir Hacmi Sabit Artar Sabit
Atiklarin
Uzaklastirilmasi Yok Yok Var
Kontaminasyon Minimum Orta Diizey Maximum
I~ Lag, Log, Durgun | Lag, Log, Durgun Lag And Log
Bilyime Fazlari And Oliim Faz1 And Oliim Faz1 Fazi
Log Fazi Kisa Uzun Uzun Ve Siirekli
Organizma Zamanla o .
Yogunlugu Degisken Zamanla Degisken Sabit
Uretim Verimi Diisiik Orta Yiiksek

Bu c¢alismada kesikli fermantasyonteknigi kullanilmigtir. Endiistriyel

fermantasyon islemlerinde genellikle kesikli fermantasyon metodu kullanilir.
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1.2.Fermentor (Biyoreaktor)

Fermentorler, fermantasyon islemlerini gergeklestirmek amaciyla
kullanilan tanklar olupbiyoreaktdrler olarak da bilinirler. Havalandirma, karistirma
orani, sicaklik, pH gibi parametrelerin dogrudan kontrol edildigi 6l¢iim cihazlari ile
donatilmis olup cam, metal malzeme kullanilarak yapilirlar.Biiyiikk o6l¢ekli
endiistriyel fermentorler hemen hemen her zaman paslanmaz ¢elikten imal edilir.
Fermentor {initeleri laboratuvar uygulamall i¢in 5 — 10 L hacimli olup biiyiik
Olcekli endiistriyel iiretimler i¢in kullanilan tiplerinde hacim 10.000 L’ye kadar
cikar.

Anaerobik iglemler icin kullanilan fermentorler tam kapali sistemler
olduklarn i¢in fermantasyon islemi sirasinda olusan 1siin uzaklastirilmasi disinda
fazladan ekipmana ihtiya¢c duyulmaz. Aerobik fermentdrler siirekli ve yeterli
havalandirma gerektigi i¢in ayrintili ekipman gerektirir.

Aerobik fermantasyon islemlerinde mikrobiyal kiiltiir ortami yiiksek
popiilasyon yogunluguna sahip oldugu i¢in havalandirma sistemleri kritik 6neme
sahiptir. Bu tip tiretimlerde kiiltiir tarafindan muazzam bir oksijen ihtiyac1 vardir.
Fermantasyon ortami igindezayif bir sekilde ¢oziinen oksijen, bilylime ortami
boyunca hizh bir sekilde aktarilmaz. Bu nedenle, kiiltiir boyunca oksijenin uygun
sekilde havalandirilmasint saglamak igin stirrer adi verilen fermentor sistemine
bagh karistirict metal aksam bulunur.Hava bu karistiricinin alt kismindan tank
icine dagilir.Karistirma iglemi ile gaz kabarciklarini sivi kiiltiir ortamina karisirken
aynt zamanda mikrobiyal hiicreler de ortam ig¢ine homojen dagilim gosterir.
Sistemin bu sekilde ¢alismasi mikrobiyal hiicrelerin besin maddelerine homojen
erisimini de saglar.

Biyoreaktorler yardimiyla gergeklestirilen endiistriyel fermantasyon
islemlerine su aritimi ve farmasotik endiistride ilag, antikor, as1, antibiyotik iiretimi

veya mikrobiyolojik biyotransformasyon islemleri 6rnek verilebilir.
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Sekill.1. Biyoreaktor (fermentor) (Lakna,2018)

1.3.0rganik Asitler

Organik asitler, yapilarinda daima karbon ve hidrojenin mevcut oldugu
fakat oksijen, kiikiirt ve azot ve fosfor elementlerini de icerebilen ve asidik 6zellik
gosteren organik bilesiklerdir. En yaygin organik asitlerden biri, RCOOH
molekiiler formiiliine sahip olan karboksilik asittir. Organik asitler gida
endiistrisinden farmasétik endiistriye pek ¢ok alanda kullanilirlar. Organik asitler
gida koruyucusu olarak siklikla karsimiza gikar. Iyonlasmamis organik asitler
bakteri hiicre duvari i¢ine pasif olarak difiize olurlar pH duyarlilifina sahip
bakterilerde bu durum bakteri i¢ pH’m1 diisiirlir ve bu da bakteri biiylimesini

engelleyerek bir siire sonra organizmanin 6liimiine neden olur. Iyonize formdaki
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organik asitler ise bakteri i¢inde birikerek metabolik islevi bozmasinin yaninda
ozmotik basincin artigina neden olarak yine organizmanin Sliimiine sebep olur.

Organik asitler c¢esitli bitki ve hayvan substratlarinda dogal olarak
bulunmalarinin yani sira dogal biyokimyasal metabolizmanin sonucu olarak ortaya
¢ikmaktadirlar (Theron ve Lues, 2011).

Organik asitlerde asitlik derecesi zincir uzunluguyla ilgili olup kisa zincirli
organik asitlerin asitlik derece uzun zincirli olanlara kiyasla daha fazladir.

Organik asitler zayif asitler olup gii¢lii asitlerin yaptig1 gibi suda tamamen
¢Oziinmezler. Fakat cogu organik asit organik ¢oziiciilerde ¢ok iyi ¢oziiniir.

Organik  asitler yapilarindaki  karboksil —grubu sayismma  gore
simiflandirilirlar. Buna gore organik asitler monokarboksilli, dikarboksilli ve
trikarboksilli asitler olmak iizere 3 ana gruba ayrilirlar.

Canli hiicreler tarafindan tiretilen sitrik, glukonik, ikonik ve laktik asit gibi
organik asitler mantar kullanilarak biiyiik 6lgekli biyoproseslerle ticari olarak
tiretilebilir. Sitrik asit ve glukonik asit, Aspergillus niger'in segilmis suslari
kullanilarakglukozdan veya siikrozdan ticari olarak {iretilen mantar organik
asitlerin en biiyiigiidiir. Itakonik asit, Aspergillus terreus ve Zygomycetae fungus
Rhizopus oryzaetiirlerikullanilarak firetilebilir. Oksalik, fumarik ve malik asit gibi
diger fungal asitler su anda kii¢iik piyasa talebi nedeniyle daha ekonomik kimyasal

doniisiim yollari ile tiretilmektedir.

1.4.Enzimler

Enzimler canli organizmalarda reaksiyon sonunda tiiketilmeyen,
aktivasyon enerjisini azaltarak metabolik reaksiyon hizin1 arttiranbiyolojik
katalizorlerdir. Enzimlerin kii¢lik bir grubu RNA katalitik birimlerinden olusurken
genellikle ¢oklu protein alt birimlerinden meydana gelenmultiprotein
komplekslerdir (Harvey ve ark, 2007). Katalize edilmemis bir reaksiyona gore

reaksiyon hizin1 10°-10" kat arttirirlar.
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Hiicre icindeki organik maddelerin anabolik vekatabolik reaksiyonlarinin
timil enzim etkisi ile mimkiin olmaktadir. Bu nedenle yasam, enzimlerin
faaliyetleri sonucu meydana gelen sistemdir ve dogal olarak enzimler sadece
canlilar tarafindan sentezlenirler (Lehninger,1982).

Ekmek ve bira yapimi gibi enzimlerin basrol oynadigi islemler ilk
enzimolojik ve biyoteknolojik calismalar olarak tanimlanabilir.Enzimler hakkinda
bilimsel denebilecek arastirma ve bulgular ancak1700'lerin sonlarinda ve 1800'lerin
baglarinda karsimiza ¢ikar.1783 yilinda Spallanzani’nin etin mide salgilar ile
sindirimi iizerine yapmis oldugu calisma ve 1811 yilinda Kirrchoff’un bitki
0zlerindeki nigastanin tiikiiriik ile sekere doniisiimiine dair ¢alismasi enzimoloji
alanindaki ilk bilimsel ¢alismalar olarak kabul edilir(Telefoncu,1999).

Endiistriyel biyoteknoloji alaninda bitkisel ve hayvansal orijinli enzimler
tercih edilse degenellikle maliyet ve yiiksek katalitik aktiviteleri gdz Oniine

alindiginda mikroorganizma orijinli enzimler tercih sebebidir.

1.4.1.Enzimlerin Yapisi

Enzimler, ii¢ boyutlu yapiya sahip 100-500 aminoasit uzunlugunda protein
makromolekiiller olup substratlar1 i¢in son derece spesifiktirler.Enzimler,
laboratuvar ortaminda gergeklesmesi zorlayici kosullar ve bazen uzun siirelere
ihtiya¢ duyulan pH, sicaklik ve basincin yasam sinirlarindaki alt ve iist limitlerini
gerektiren reaksiyonlara kiyasla hiicre i¢i sartlarda birkag¢ saniye gibi ¢ok kisa siire
icerisinde  gerceklesmesini  mimkiin  kilan  katalizleme  yetenegine
sahiptirler(Stryer,1981).

Bazi enzimler yalnizca mevcut protein yapilart ile katalizleme islemini
yerine getirirler. Bazi enzimler ise katalizleme islevlerini yerine getirirken
mevcutta bulunan protein yapilarina ek inorganik veya organik yapilara ihtiyag
duyarlar. Bu maddelere kofaktdr adi verilir. Inorganik kofaktorlere metal iyonlari,
organik kofaktorlere koenzim adi verilir. Olusan enzim-kofaktor birlikteligi ise

holoenzim olarak adlandirilir. Yapisina kofaktdr katilmamis inaktif durumdaki
9
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holoenzime apoenzim denir.Apoenzim yapisina kofaktdr katilirsa holoenzim

katalitik olarak aktif hale gelir.

+ =

APOENZIM KOFAKTOR HOLOENZIM

Sekil 1.2 Enzim yapisi

1.4.2.Glukoz Oksidaz

Glukoz oksidaz(B-d-glukoz: oksijen 1-oksidorediiktaz), molekiiler oksijeni
kullanarak (-d-glukozun glukonik aside oksidasyonunu katalize ederken siire¢
icerisinde es zamanli olarak hidrojen peroksit iiretimi gerceklesir. GOD gida
maddelerinin lezzeti, rengi, oksijenin ortamdan uzaklastirilmasiyla raf omriiniin
uzatilmasina kadar pek ¢ok ticari alanda kargimiza ¢ikar (Pluschkell ve ark, 1996).

Glukoz oksidaz, molekiiler kiitlesi ve kaynagina bagli olarak 120 kDa ile
290 kDa arasinda ¢esitlilik gosteren, dimerik veya tetramerik bir
proteindir.Molekiilde kaynak ve yapiya bagli olarak %10-24 karbonhidrat bilesimi
icerir. Yapidaki her bir monomerin kofaktér olarak flavin adenin diniikleotid
(FAD) bulunur. Bir glukoz oksidaz molekiiliinde iki FAD baglanma bolgesi vardir.
FAD cikarildig1 zaman geriye kalan apoenzim yapisi biyolojik olarak aktiflige
sahip degildir. FAD kofaktorii yapay veya dogal yollardan tekrar apoenzim
yapisina baglanabilir FAD’in reaksiyondaki gorevi elektron akseptorii gibi
davranarak glukozu yiikseltgemektir.Hidrojen FAD'ye aktarilirken, glukozun
glikon-d-laktona dehidre edilir. Bu arada molekiiler oksijeni indirger ve H,O,

olusur ve boylece FAD tekrar oksitlenmig forma doniisiir. Olusan H,Osanti

10
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mikrobiyal aktivite gosterir (Keilin ve Hartree, 1948). Glukoz oksidazin enzimatik
aktivitesi, ortamda biriken hidrojen peroksit konstanrasyonu ile dogrudan ilgilidir.
Yiiksek hidrojen peroksit akiimiilasyonu glukoz oksidaz aktivitesini azaltir
(Kleppet, 1966). Enzim aktivitesi sonucu ortamda akiimiile olan glukonik asit,
¢Ozeltinin pH'in1 diisiiriir bu da GOD aktivitesini azaltir. GOD’un katalizleme
aktivitesi sonucu a¢iga c¢ikan hem glukonik asit hem de hidrojen akiimiilasyonu

sagirtici bir sekilde GOD'un inhibisyonu ile sonuglanabilir (Miron ve ark, 2004).

Karbonhidrat

Sekil 1.3Glukoz oksidaz yapisi ( Goodsell,2006)

11
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a-D-Glukoz
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Glukonik asit

Sekil 1.4. Glukoz oksidaz ve glukonik asit(Sauer ve ark, 2013)

1.4.2.1.Glukoz Oksidaz Kullanim Alanlari

Glukoz oksidaz gida endiistrisindegenellikle antioksidan, koruyucu ve
stabilizator ozellikleri ile siniflandirilir. Glukoz oksidaz, likid ya da toz formda
gida maddelerine eklenmektedir. Gida maddesi igerisindeki glukozun glukonik asit
ve hidrojen perokside katalizlendigi i¢in meydana gelen hidrojen peroksit anti-
fungal ve anti-bakteriyel 6zellik gdstererek iiriiniin bozulmasini engeller. Glukozu
glukonik aside ve H,O,’ye oksitledigi i¢in genellikle seker ihtiva eden igeceklerin
raf Omriinii uzatmak amaciyla kullanilir. Glukoz oksidaz firincilikta da kullanilir.
Siine nedeniyle gliiten c¢apraz baglari bozulan unlar ekmek yapiminda
kullanilamaz. Glukoz oksidaz aktivitesi sonucu agiga ¢ikan hidrojen peroksit bu
capraz baglari onararak unu tekrar iglevsel hale getirir ve ekmegin dokusunu
giiclendirerek hacim kazanmasina yardimci olur.

Glukoz oksidaz tarafindan katalize edilen reaksiyonda glukonik asit
molekiilii iiretimi i¢in glukoz veoksijen molekiilii tiilketimi gerceklesir.Bu durum
GOD’un aktif bir oksijen tutucu rol kazanmasini saglar. Gida maddelerine GOD
ilavesi ile oksijen giderimi saglanir. Ornegin konserve, yiiksek yagiceren mayonez

ve salata gibi iirlinler ortamda oksijenin olmasibakteriyel biiyiimeyi tesvik ettigi
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icingabuk bozulma gergeklesir. Bu nedenle anaerobik bir ortami korumak veya var
olan oksijeni minimum diizeye indirgemek amaciyla GOD ile oksijenuzaklastirilir.
Kuru yumurta tozu hazirlamak igin de glukoz oksidazdan yararlanilir.
GOD kullanilmadan {iretilen yumurta tozlarinda protein ve aminoasitlerin amino-
seker gruplaribozunarak istenmeyen esmerlesmeye ve istenmeyen tat olusumuna
neden olmaktadir. Bu durumun giderimi igin glukozun yapidan uzaklastirilmasi
gerekir. GOD  kullanilarakglukoz giderimi ile istenilen goriinti ve tada
kavusulurkenhidrojen peroksit etkisi ile gelisen mikrobik tolerans avantaji uzun raf
omrii eldesi saglar.Patates {iriinlerinde de ayni sorun mevcuttur.GOD, glukoz
icerigini azaltarak kizarirken kahverengilesmeyi azaltmak i¢in kullanilabilir (Low

ve ark, 1989).

1.4.3.Katalaz

Katalaz, aerobik solunumun bir yan Triinii olarak {iretilen hidrojen
peroksitin su ve molekiiler oksijene ayrigtirilmasini saglayan oksidorediiktaz
enzimidir. Dolayistyla bir antioksidan gorevi gorerek hiicreyi oksidatif strese karsi
korur.Katalaz, her biri 500 aminoasit uzunlugunda olan dort polipeptid zincirinin
bir tetrameridir. Enzimin hidrojen peroksit ile reaksiyona girmesini saglayan dort
porfirin demir grubu igerir. pH 4 - 11 aralifinda oldukga genis bir ¢alisma araligina
sahip olup 240 kDa agirliga sahip bir enzimdir. Katalaz aerobik organizmalarin
tamaminda karsimiza ¢ikar (Bergmeyer ve Grabl, 1983). CAT’in baslica
fonksiyonu, ortamda molekiiler oksijen bulunmasi durumundametabolizma
faaliyeti sonucu sentezlenenen hasar verici radikal tiirii olan hidrojen peroksidin
giderimini saglamaktir. Hidrojen peroksit hiicresel membranlarda geri doniisi
olmayan hasarlara sebep olabilir. CAT bu hasar1 engelleyen bir enzimdir (Keha ve
Kiifrevioglu, 1997). Hidrojen peroksit sadece metabolizma faaliyeti sonucu
olusmakla kalmay1p suyun iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucu da meydana
gelebilmektedir. Yarilanma 6mrii oldukga kisadir fakat karsilastigi her biyomolekiil

ile tepkimeye girerek hasar olusturur.Oncelikli hedefi piirin-pirimidin gibi niikleik
13



1.GIRIS Ecem Gizem KIZILKAYA

asitler, aromatik aminoasitler gibi elektronca zengin bilesiklerdir (Halliwell ve

Gutteridge., 1989).

1.4.3.1.Katalaz Kullanim Alanlari

Gida sektoriinde pastdrizasyon islemindeuygulanan yiiksek 1s1, peynire
lezzet kazandiran enzimlerin yapisini bozdugu igin pastOrizasyon yerineyapim
asamasinda dogal siit enzimlerini korumak i¢in gii¢lii oksitleyici 6zelligi olan ve
hiicreler iizerindeki toksik etkisi ile hidrojen peroksit kullanilir. Bu isleme soguk
pastorizasyon denir. Bununla birlikte uygulama sonrasi siitteki hidrojen peroksit
kalintilar1, gercek peynir iretim islemi i¢in gerekli olan bakteri kiiltiirlerini
engelleyebilir.Bu  nedenle tim  H,O, kalintilarinin  uzaklastirilmasi
gerekir.Uzaklastirma iglemi i¢in karsimiza katalaz ¢ikar.Bu islem pastorizasyona
oranla son derece diisiik maliyet gerektirir (Geciova ve ark, 2002).

Gida bozulmalarmin temeli bilesenlerin oksidasyonu veya bakteri, kiif gibi
mikroorganizmalarin faaliyetleri sonucu meydana gelir. Gida maddelerinin
muhafazasi i¢in oksijenden arinmayi saglayacak glukoz oksidaz - katalaz bazli gida
ambalajlar1 veya ambalaj malzemeleri kullanilabilir. Bu uygulamada glukoz
oksidaz aktivitesi sonucu hidrojen peroksit giderimi gerekecegi i¢in ortama katalaz
ilavesi zorunluluk arz eder (Floros ve ark, 1997).

Tekstil endiistrisinde kumas agartma isleminde agartma maddesi olarak
hidrojen peroksit kullanilir bunu parcalamak i¢in katalaz kullanimi1 gereklidir.Bu
islemde sicakligin 60°C' nin iizerindeve yiiksek pH degerlerindegerceklesir. Bu

nedenle bu ekstrem kosullar igin alkali organizma katalazindan faydalanilir.

1.5.Hidrojen Peroksit (H,0)

Biyolojik  sistemlerdeki en toksik radikaldir. Karsilagtigi tiim
biyomolekiillerle reaksiyona girer. En biiyiik hasar1 zar yapisindaki lipitlere verir.
Lipitlerin zarar gérmesi sonucu zar gecirgenligini artar ve bu kontrolsiizliik hiicre

Olimiine neden olabilir (Nishiyamave ark, 1998).Organizmalarda hidrojen
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peroksidiortamdan kaldirmanin en bilinen yolu katalazla su ve oksijen molekiiliine

ayristirmaktir.
KATALAZ
2H,0, 2H,0 + O,
Blosgmy s B

Sekil 1.5. Hidrojen peroksit ve katalaz

Hidrojen Peroksit giiclii bir agartic1 ve oksitleyicidir. Bu nedenle tekstil
endiistrisinde kumas agartmave kagit endiistrisinde geri doniigiim kagit agirtma
isleminde, seker endiistrisinde parlak seker eldesi igin kullanilir. Ayrica gida
endiistrisinde iiriinlerin raf dmriinii uzatan anti mikrobiyal madde olarak ve siitte,
bugday ununda, yemeklik yagda beyazlatici ajan olarak kullanilir. Kozmetik ve ilag
endiistrisinde ise antiseptik 0zelligi nedeniyle kontakt lens ¢dzeltisindeve
enfeksiyon Onlemek amaciyla, dezenfektan 6zelligi nedeniyle cerrahi aletler igin

kullanilir. Kozmetikte dis beyazlatma, sa¢ agartma soliisyonlari igin kullanilir.

1.6.Glukonik Asit

Glukonik asit, C¢H;,07; molekiiler formiiliine sahip organik bir bilegiktir.
2,3,4,5,6-pentahidroksiheksanoik  asidin 16 stereoizomerinden  biridir.
Yogunlastirilmig yapisal formiili HOCH, (CHOH) 4COOH’dir.N6tr pH'l1 sulu
¢ozeltilerde glukonat iyonunu olusturur. Glukonik asidin tuzlar1 glukonatlar olarak

bilinir.
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H
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Sekil 1.6. Glukonik asit

Glukonik asit ve tiirevleri pek ¢ok endiistriyel {irlinlerde ve proseslerinde
kullanilirlar. Kozmetik iiriinleri, deterjanlar, beton iiretimi, zirai iriinler, metal ve
yiizey kaplamalari, mikro elektronik sektorii bu triinlerin kullanildiklar1 sektorlere
ornek olarak sayilabilir.

Glukonik asit ve tiirevleripek ¢ok endiistriyel uygulamada kullanilirlar.
Ozellikle, endiistriyel temizleyicilerde, su sartlandirma iiriinlerinde, sise yikama
ajanlarinda, deri, kagit ve tekstil sanayisinde “kompleks yapici” ve “demir
baglayici” olarak yaygin bir sekilde kullanilirlar.

Glukonik asit (pentahydroxycaproic asit) glukoz oksidaz ile katalize edilen
basit bir dehidrojenasyon reaksiyonu yoluyla glukozdan elde edilir. -D-glukozun
1.C atomu tizerindeki aldehit grubunun bir karboksil grubuna oksidasyonu sonucu
Glukono-6-lakton (C¢H10O¢) ve hidrojen peroksit iiretimi ile sonuglanir. Ayrica
hidrojen peroksit, peroksidaz tarafindan su ve oksijene ayristig1 zaman Glukono-o-
lakton, kendiliginden veya lakton hidrolize edici enzim yoluyla glukonik aside
hidrolize olur. Glukozun yaklasik%100’i, uygun kosullar altinda glukonik aside

dontstiiriliir.
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Cizelge 1.2. Glukonik asit isimleri

GUKONIK ASIT ISIMLERI
IUPAC D-Gluconic acid
Sistematik ITUPAC (2R,3S5,4R,5R)-2,3,4,5,6-
Pentahidroksihekzanoik asit
Diger Dextronic acid
Maltonik Asit

Pentahidroksikaproik asit

R-D-Glikoz Glukono-8-lakton Glukonik asit
 — . |
H- (I:._ OH (I'_;: o) Héo (IJOOH
s : H~-C—OH H-C~OH
H ? OH | Glukoz oksidaz ? P ﬁ:

OH‘?“H e 7T. OH‘?‘H (o) A— OH—?—H
H™ (P- OH/| Kendiliginden H~ ?— OH

H=C~OH| eap FADH,

H™ ?— H 9— H- 53‘ OH
CH,OH CH,OH CH,OH
02 HZOZ
Katalaz
1/2 02+H20

Glikoz + 1/2 02—> Glukonik asit

Sekil 1.7. Glukonik asit reaksiyon yolu (Ramachandran ve ark, 2006)
Yenilenen ham madde kaynaklarindaki glukozun oksidasyonu sonucu
olustuklart i¢in glukonik asit ve tiirevleri dogada yaygin olarak bulunurlar ve

rahatlikla pargalanabilirler. Bu 6zellikleri nedeniyle giivenli maddeler olarak kabul

17



1.GIRIS

Ecem Gizem KIZILKAYA

edilirler. Glukonik asit, meyvelerde, bitkilerde ve bal gibi dogal iiriinlerde ve

sarapta dogal olarak bulunan yumusak bir organik asittir.

Cizelge 1.3. Glukonik asitin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Ramachandran ve ark,

2006)
GLUKONIK ASIDINFiZiKSEL ve KIMYASAL OZELLIiKLERI
Kimyasal formiilii C6H1207
Pka 3.7

Molekiiler agirhik

196.16 g/mol

Erime noktasi (%

50c¢ozelti halinde)

12 °C’den diisiik

Kaynama noktasi

(% 50 cozelti

100 °C’den yiiksek

halinde)

Yogunluk 1.24 g/mL

Goriiniim Temiz kahverengi

Kristal hali Beyaz, toz (susuz)

Céziinebilirlik Suda iyi, alkolde ¢ok az ¢oziiniir, organik¢oziiciilerde
¢Ozliinmez

Tadi Yumusak, ferah

E numarasi 574 (asitlik diizenleyici)

pH 1,8 (% 50’lik ¢ozeltisinde)

1.6.1.Glukonik Asit Uretim Yontemleri

Ticari olarak, glukonik asit iiretiminin kimyasal, elektrokimyasal,

biyokimyasal vespesifik mikroorganizmalar ile fermantasyon gibi farkli yontemleri

vardir.

Diger islemler fermantasyon ile karsilagtirildiginda daha masrafli ve daha

az verimli goriinmektedir. Bu durumda, fermantasyon glukonik asit tiretimi i¢in
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etkili ve baskin tekniklerinden biri  olmustur. Cesitli  mikrobiyal
fermantasyonsiireglerinin arasinda Aspergillus niger ile kullanan yontem en yaygin
kullanilanlardan biridir (Ramachandran ve ark, 2006).

Glukonik asit kimyasal ve biyoteknolojik yontemler kullanilarak elde
edilebilse de biyoteknolojik yontemler endiistriyel dlgekteki iiretimlerde daha ¢ok

tercih edilir.

1.6.1.1.Kimyasal Uretim

Glukonik asit iiretimi i¢in kimyasal, elektrokimyasal, biyokimyasal ve
biyo-elektrokimyasal metotlar bulunmaktadir. Atmosferik oksijenle birlikte
katalizor olarak Pt, Pd veya Au kullanilmasi ile glukoz oksidasyonu sonucu
glukonik asit eldesi miimkiindiir. Reaksiyonda katalizoriin inaktif olmasini
engellemesi ve reaksiyon hizini arttirict 6zellik gostermesi nedeniyle alkali pH (9-
10) tercih edilir.Reaksiyonda Bizmut elementinin kullanilmasi katalitik aktiviteyi
arttirsa da katalizorlerin sizintiya kars1 zayif stabilite gostermeleri elde edilen
glukonatin farmasoétik ve beslenme amaciyla kullanimini engeller.

Aukararli olmasinin yam sira yiiksek seciciligi ile ideal katalizor olarak
kabul edilir (Zhang ve ark, 2012). Ishida ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismaya
gore atmosferik oksijen kullanilmis ve Au katalizorliigiinde 50 °C'lik bir reaksiyon
sicakliginda % 98 verimle glukozun glukonik aside oksidasyonunu
raporlamislardir. Au katalizorliigiindeki glukonik asit oksidasyon reaksiyonlarinda
etkinlik ikinci katalitik dongii sonrasi azalir. Bu durum endiistriyel kullanimi
engelleyen en 6nemli faktordiir.

Pd ve Pt katalitik oksidasyonlarinda istenmeyen yan reaksiyonlar meydana
geldigi i¢in tercih edilmezler. Reaksiyon hizim1 artiran ve katalizoriin
inaktivasyonunu onleyen alkalin pH (9-10) tercih edilir.

Katalizor maliyetinin yiiksek olusu, deaktive olmalari, sizint1 ihtimali ve

katalizoriin geri kazanimin zor olmasi kimyasal iiretimin dezavantajidir.
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Fermantasyon ile liretime kiyasla kimyasal {iretimde daha az verim elde edilir ve
proses oldukg¢a maliyetlidir.

Benzer problemler, c¢ogu halojen oksidasyon potansiyeline dayanan
elektrokimyasal proseslerde de karsimiza ¢ikar. Proseste 1 - 20 A / dm2 akim
yogunlugunda bromid igeren bir glukoz ¢ozeltisi (glukoza gore yaklasik% 10 mol)
elektrolize edilir. Meydana gelen asidi nétralize etmek i¢in kalsiyum karbonat gibi
karbonatlar veya hidroksit eklenir. Uriin verimi% 80 - 97'dir. Son yillarda elektrik

maliyetindeki hizli artis, elektrolitik siireci rekabetsiz hale getirmistir.

1.6.1.2.Mikrobiyolojik Uretim

Aspergillus spp., Penicillium spp., Gliocladium spp., Fusarium spp., ve
Mucorspp., gibi 6zellikle ipliksi mantarlar basta olmak iizere Gluconobacter spp,
Pseudomonas  spp., veya Acetobacterspp., cinsinin  bakteri tiirleri
gibimikroorganizmalarin genis bir grubu glukonik asit {retebilmektedir
(Cochrane, 1958; Lockwood, 1975). Endistriyel fermantasyon agisindan
baktigimizda ozellikle Aspergillus niger glukonik asit iiretiminde biiyliik 6nem
tasir. Aspergillus niger, glukozun glukonik aside donistiirilmesi i¢in gerekli olan
glukoz oksidaz, katalaz, laktonaz ve mutarotazi da kapsayan biitiin enzimleri {iretir
(Ramachandran ve ark, 2006).

Mikrobiyolojik iiretim proseslerindemisir nisastast hidrolizatlari, piring
nisastasi hidrolizatlari, yogunlagtirilmis peynir alt1 suyu, hidrolize patates, seliilozik
madde, seker kamisi melasi, muz ve lizim pekmezi gibi tarima dayali (Agro)
sanayi yan iriinlerindeki siikroz, fruktoz, glukoz, maltoz ve ksiloz gibi farkli
karbon kaynaklarisubstrat olarak kullanilabilir. Bu prosesi son derece ekonomik
hale getirir.Bununla birlikte bu substratlarin fermantasyonda kullanilmasi i¢in 6nce
sivilagtirma ve sterilizasyon gibi ilave islemlere ihtiya¢ duyulmasimaliyetin
artmasma neden olur.Glukozdan glukonik asit tiretimi i¢in mikroorganizma

kullanilarak fermantasyon islemi, bilinen en kolay ve ekonomik islemdir. Bununla
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birlikte, sentezi gergeklestiren mikroorganizma ve {irlinlin separe isleminin

zorluklar1 ve yan iiriin sentezinin kontrolii gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.

1.6.1.2.(1).Bakteriler

Glukozu glukonik aside metabolize edebilen Pseudomonas spp.,ve
Zymomonas spp., gibi ¢esitli bakteri gruplar1 bulunmaktadir.Reaksiyonda hiicre
zarina konumlanmis olan glukonik asit dehidrojenaz (GADH), glukoz dehidrojenaz
(GDH) ve 2-ketoglukonat dehidrojenaz (KGDH) enzimleri gorev alir.

Bakteriyel glukonik asit sentezi gerceklestikten sonra glukonik asit hiicre
icine alinarak pentoz fosfat yolundaki reaksiyonlar ile katabolize edilir.Enzimlerin
aktivasyonu ortamdaki glukozkonsantrasyonu ile iligkilidir. Konsantrasyon 15
mM'den biiyiik oldugunda pentoz fosfat yolu bastirilir ve glukonik asit birikimi
gerceklesir.

Bakteriler tarafindan glukonik asit iiretimi mantarlarin glukonik asit
tiretiminden oldukca farkli bir metabolik yol izler.Bakteriyel glukonik asit
sentezinde glukoz dehidrojenazin koenzimi PQQ (pirolokinolin kinin)’dur. Fungal

glukonik asit sentezinde glukoz oksidazin koenzimi FAD’ dir.

D-Glikoz

Glikoz Glukoz
dehidrejenaz oksidaz
PQQH, FADH,

Solunu.m 6-D-Glukonolakton
Zincini

laktonaz

Glukonik asit

Sekil 1.8. Glukonik asit olusumunda enzimatik farklilik (a) G.suboxydans
(b)A.niger
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Gluconobacter oxydans, fosforilasyon ve oksidasyon yolu ile glukozu
okside ederek glukonik asit ve ketoglukonik asitin sentezini gergeklestiren iki farkli
yolaga sahiptir. Glukozu hidrojen peroksit olusumu olmadan dogrudan
glukonolaktona doniistiiren iki tip glukoz dehidrojenaz igerir. Gluconobacter
oxydans ile optimum kosullar altinda % 75-80 arasinda glukonik asit {iretimi elde
edilmistir. Gluconobacter oxydansoptimum sartlar saglanamasa dahi yiiksek
oksidatif aktiviteye sahip olmasi nedeniylebiyoteknolojik iiretim i¢in son derece
uygun (Olijve ve Kok, 1979) olsa da iiretim sirasinda glukonik asidin islenmesini
ve izole edilmesini zorlastiran nispeten biiylik miktarda keto asit {irettigi
bulunmustur (Anastassiadis ve ark,1999).

Bakteriyel glukonik asit iiretimi, istenilenden farkli organik asit sentezine
yol agan ikincil reaksiyonlarla ilerlediginden endiistriyel 6lgekte sinirl bir basariya

sahiptir.

1.6.1.2.(2).Mayalar

Anastassiadis ve arkadaslarmin  (2005) Aureobasidium pullulans
kullanilarak yapmis olduklar1 optimizasyon g¢alismalarinda pH 6.5’da % 87.1'lik
iiriin verimi elde edilmistir. pH 4.5'taverim ¢ok diismiis ve sirasiyla% 67.8 ve %
20.7olmusgtur. 29 ila 31°C sicaklik araliginin, maya ile glukonik asit {iretimi i¢in
optimum sicaklik olarak saptanmistir. 31°C tizerindeki bir derece artisin biyokiitle

ve Urlin veriminde azalmaya neden oldugu gézlenmistir.

1.6.1.2.(3).Mantarlar
Mantarlarin temel 6zelliklerinden biri, ekolojik agidan son derece onemli
olan, biliylime sirasinda organik asitler iiretme kabiliyetleridir. Habitatin asitlesmesi
konak bakterilere karsi rekabet avantaji anlamina gelir (Ruijter ve ark, 2004)
Filamentli mantarlar tarafindan gerceklestirilen glukozun glukonik aside
oksidasyonu, yiiksek oksijen gerektiren aerobik fermantasyon prosesidir. Prosesi

glukozoksidaz katalize eder. Glukoz oksidaz, agirlikli olarak hiicre duvari ve hiicre
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dist sivi iginde bulunan bir flavoproteindir. Bu biyotransformasyondaglukoz
oksidazin katalizorligiinde; D-glukoz,hidrojen giderme reaksiyonu ile d-Glukono-
d-Lakton’adoniistiiriilir ve hidrojen peroksit agiga c¢ikar.Hidrojen Peroksit daha
sonra katalaz etkisi ile oksijen ve suya ayristirilir. Laktonun kendiliginden( notr
veya alkali pH’da) veya katalitik hidroliz yolu ile ayrisir ve glukonik asit agiga
cikar.

Endiistriyel iiretimlerde en yaygin kullanilan mikroorganizma, Aspergillus
niger’dir (Silvia ve ark,2008)A. niger kullanilarak endiistriyel fermentatif glukonik
asitiiretiminde farkli glukoz besleme stratejileri veya daha uygun suslar1 deneyerek
iiretim verimini arttirma konusunda c¢aligmalar devam etmektedir. Ekstraseliiler

olarak yiiksek diizeyde glukoz oksidaz salgilayan mutant ¢aligmalar1 bunlara 6rnek

verilebilir
B-D-glukoz
g H,0,
FAD _\
Glukoz katalaz
oksidaz FADH,
‘ b 4 03
Glukono-5-lakton V140,
Laktonaz /
kendiliginden H,0
Glukonik asit

glukoz + % O, — glukonik asit

Sekil 1.9.Glukonik asit formasyonu (Ramachandran ve ark, 2006).

Aspergillus niger, glukozun glukonik aside biyotransformasyonu igin

gereken glukoz oksidaz, laktonaz, katalaz ve mutarotaz iceren tiim enzimleri iretir.
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Organizma yapisindaki laktonaz doniisiim reaksiyonuna dahil olugu igin
kendiliginden donilisiim i¢in fazladan zaman gerekmez.Glukonik asit primer
metabolit olmadigr igin siirekli iiriin eldesi miimkiin olmaz. Bu nedenle proses
partiler halinde gergeklestirilir. Aspergillus niger kullanilan endiistriyel proseslerin
cogunda, az miktarda azot bilesigi (> 20 mM N / P) kullanilarak pH4,5-6,5
araligindaki fermantasyon ortaminda partiler halinde gergeklestirilir. A. nigerile
glukozun glukonik aside biyo-transformasyonunda optimum kosullar altinda
glukozun neredeyse tamami glukonik aside transforme olur fakat miseller proses
boyunca hizla gelisecegi icin oksijenden faydalanmay1 dolayisiyla prosesi inhibe
eder. Bu nedenle homojen havalandirma ve misel morfolojisinin kontrolil i¢in
karistirma hiz1 biiyiik 6nem tagir.

Alternatif mikrobiyal suslar ve glukoz besleme yontemleri de
degerlendirilmistir. Penicillium ile yapilan iiretimlerde azot kaynagi olarak cesitli
mineral tuzlar1 ve mikolojik pepton ile kullanilirsa saatte 2.02 g GA doniisiim orani

elde edilebilir (Crognale ve ark,2008).

1.6.2.Glukonik Asit Tarihcesi

Glukonik asit iiretimi, Hlasiwetz ve Habermann kesfi ile1870 yillarina
kadar uzanmaktadir.1922 yilinda Molliard simdi adiAspergillus olarak bilinen
Sterigmatocystisnigra 'da glukonik asit iiretimini tespit etti. Daha sonra,
Pseudomonas, Gluconobacter, Acetobacter gibi bakteriyel tiirlerde ve gesitli
mantar tiirlerinde glukonik asit tretimi gosterilmistir. Bernhauer’in ¢aligmalari
yiiksek pH’mn kalsiyum karbonat ile 6nlendiginde glukonik asit liretim veriminin
arttigini gostermistir.

Currie ve arkadaslar1(1931), Penicillium Luteum ve A. Niger’in48 - 60 saat
arasinda % 90'a kadar glukonik asit verimi veren, submerged kiiltiiriinii iceren bir
patent bagvurusunda bulunmustur. Daha sonra Moyer ve arkadaslar1 (1937), pilot
caligmalarinda A. niger'i kulland1 ve 24 saatte 150 ila 200 g / L'lik glukoz

soliisyonunda teorik verimin% 95'ini kadar yiiksek bir oranda iiretti.
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Mevcut sodyum glukonatin ticari iiretimi Blom ve arkadaslari (1952),
tarafindan gelistirilen, A. niger ile submerged fermantasyon prosesine dayanir.Bu
proses feed-back glukoz beslemeli kiiltivasyon ve ndtralize edici ajan olarak
sodyum hidroksit kullanimim igerir. pH 6.0-6.5'te ve sicaklik yaklagik 34 ° C'de
tutulur. Bu islemin verimliligi ¢ok yiiksektir, ¢iinkii glukoz saatte 15 g / L oraninda

glukonik aside doniistiiriiliir.

1.6.3.Glukonik Asit’in Endiistriyel Alanlarda Kullanimi

Glukonik asit asindirmayan, toksik olmayan, kokusuz, tahris etmeyen,
kolaylikla biyolojik olarak bozunabilir, hafif asidik, u¢ucu olmayan bir organik
asittir. Multifonksiyonel bir karbonik asit olarak, glukonik asit ve onun kalsiyum
glukonat ve sodyum glukonat gibi alkali tuzlar1 kimyada, farmasotik, yiyecek,

mesrubat ve insaat endiistrilerinde yaygin olarak kullanilir (Ramachandran ve ark,

2006).

1.6.3.1.Cimento Sanayi
Glukonik asit betonunpriz siiresin gecikmesi ile birlikte ¢atlamaya direngli
beton eldesini miimkiin kilan ¢imento katki maddesi olarak uygulama alam

bulmaktadir.

1.6.3.2.Farmasotik Endiistri

Kalsiyum glukonat, oral ya da intravendz uygulama ile kalsiyum eksikligi
tedavisi igin bir kalsiyum kaynagi olarak farmasotik endiistride hipokalsemiye
karst kullanilir. Ayn1 zamanda hayvan beslemede de yer bulurken erkek kdpek
kisirlagtirilmast icin de kullanilir. Demir glukonat ve demir fosfoglukonat anemi
tedavisinde kullanilir.Cinko glukonat soguk alginligi, yara iyilesmesi ve cinsel
olgunlasma gecikmesi, mental letarji, cilt degisiklikleri, enfeksiyonlarda, derin
doku nekrozlarin1 6nlemek i¢in kullanilmasinin yaninda ¢inko yetersizliginin neden

oldugu cesitli hastaliklarin tedavi edilmesi i¢cin de kullanilir. Kinin glukonat,
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sitmanin tedavisinde intramiiskiiler enjeksiyon i¢in kullanilan bir glukonik asit ve

kinin tuzudur.

1.6.3.3.Gida Endiistrisi

Sarap, meyve sulari, vb gibi bir¢ok besin 6geleri bir serinletici eksi tadi
kazandirir. Gida maddeleri i¢inde asitlik diizenlemek, ac1 tadi inhibe etmek gibi
ilging bir 6zellige sahiptir.

Avrupa Parlamentosu ve Konseyi Direktifi No 95/2/EC i¢inde Glukonik
asit, genel olarak izin verilen Gida katki maddesi (E 574) olarak listelenir. ABD
FDA (Food and Drug Administration - Gida ve ilag¢ Idaresi) Sodyum Glukonat
GRAS (generally recognized as safe - genel olarak giivenli kabul edilen)statii
verilmistir ve gida maddelerinde kullaniminda herhangi bir sinirlama olmadan
izin verilmistir(Ramachandran ve ark, 2006).

Glukonik asit salamura yiyeceklerde kullanilir. Meyve sular1 ve balin
dogal bir bilesenidir. Glukonik asitin i¢ esteri glukono-d-lakton gida maddelerine
baslangigta tatli bir tat katar sonra hafif asidik hale doniisiir. Et ve siit iirlinlerinde
ozellikle de firinlanmis iiriinlerde, 6n mayalanma iiriinleri i¢in mayalanma ajani
bileseni olarak kullanilir. Tatlandiric1 ajan olarak (6rnegin, serbetlerde)
kullanilir ve ayrica donut ve kiilahlarda yag emilmesini azaltmak i¢in uygulama
alan1 bulur. D-glukono-6-lakton igeren gida maddeleri soya peyniri, yogurt, siizme
peynir, ekmek, sekerleme ve ettir. Glukono-d-lakton; Kuru pastalarda ve mayali
ekmek karigimlarinda kullanilan kabartma tozlarindaki gizli asittir, sosis gibi et
isleme islemlerinde yavas asitlestirici, tofu iiretiminde soya proteini pihtilastirici,
siit sektoriinde lor olusumu ve 1s1ya dayanikl siit gelistirilmesi i¢in kullanilir.

FAO / WHO (2014), Katki Maddeleri Ortak Uzman Komitesinin JECFA
sartnamesine gore Codex Alimentarius'ta bulunan gida katki maddesi olarak

kullanilan glukonik asit tiirevleri gizelge 1.4’te mevcuttur.

26



1.GIRIS Ecem Gizem KIZILKAYA
Cizelge 1.4. Katki maddesi olarak glukonik asit ve tlirevleri (Ca™nete-
Rodrigueza,2016)
INS . 3
KATKI P TEKNOLOJIK | BULUNDUG
MADDESI ISOD GORUNUM FONKSIYON U GIDALAR
Meyveve
Glukonik E-574 Agik sar1, berrak Asitlik sebzeler (dogal
Asit surup diizenleyici kokenli),
siit iirtinleri
Dogal fermente
- sut,
Glukono-96- Beyaz, kokusuz, A.:Slthk - peynir alti
E-575 . diizenleyici,
Lakton kristalveyapudra . suyu,
ayirma ajant
taze makarna
ve eriste
Tursu ve
salamura,
Ayirma ajant kurutulmus
Sodyum E-576 Beyaz, ince kristal stabilizator, mgkarna ve
Glukonat toz ¥ b eriste,
yogunias kahve, cay ve
tahil bazli sicak
icecekler
Kokusuz, Asitlik Néoizifirella
Potasyum sarimsibeyaz, diizenleyici, peymi,
E-577 N . . biskiivi ve
Glukonat graniil veyakristal | maya besini, .
.0 pandispanya,
toz gida takviyesi <
soguk et
Kokusuz, beyaz Asitlik
Kalsiyum kristal diizenleyici
E-578 N )
Glukonat graniillerveyapudr | ayirma ajani,
a gida takviyesi
Yesilimsi sar1
. graniiller hafif Renk koruyucu, Tursu ve
Ferroz e
Glukonat E-579 | yanmis seker stabilizator, salamura
benzeri bir kokuya | gida takviyesi riinler
sahip kristal toz
Asitlikdiizenleyici
Magnezyu Kirli beyaz, , Ekmek yapim
m D- E-580 | kokusuz ince sikilagtirici ajan, tiriinleri
Glukonat pudra maya besin
besin takviyesi
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1.6.3.4.Tekstil Endiistrisi
Genig bir pH araliginda Glukonik asitin demir ayirma 6zelliginden tekstil
endiistrisinde; demir tortularinin Onlenmesinde ve polyester ve polyamid

kumaglarda hasil sokmede faydalanilir.

1.6.3.5.Metalurji

Korozyona neden olmadan metal karbonat presipitatlarin uzaklagtirilmasi
gibi alkalin ile pas gidermede kullanilir. Temizleyici ajan olarak ve kire¢ giderme
islemlerinde Glukonat anyonu Ca™, Fe™, Al ve diger metalleri selatlayici
ozellige sahiptir. Bu 06zelligi nedeniyle ozellikle alkali ¢ozeltilerde mineral
birikintileri ¢6zdiigii icin temizlik tiriinlerinde kullanilir. Sise yikama bilesiklerinde
bulunarak kire¢ olusumu Onlenmesi ve camdan uzaklastirilmasina yardim eder.
Galvanizli demir ya da paslanmaz ¢elik {izerinde siit veya bira dlgeklerini de iceren
metaller ve diger yiizeylerden kireg c¢okeltilerini ¢ikarmak icin uygundur.
Aliiminyum kutularin temizliginde kullanilir. Ayn1 zamanda, gargara gibi temizlik

bilesenlerinde de kullanilir.

1.6.3.6.Kimya
Glukonik asit sodyum tuzu, kalsiyum ve diger iki ve ii¢ degerlikli metal
iyonlarini selat haline getirmek igin {istlin bir 6zellige sahiptir. Sodyum glukonat

alkali pH seviyelerinde EDTA gibi selatorlere nazaran daha iyi bir selatordiir.

1.6.3.7.Ziraat

Glukonik asitin demir tuzu, bahgecilikte yapraktan gilibreleme
formiilasyonlarina katilir.

Global fermantasyon pazarinda organik asitler antibiyotik ve aminoasitler
sonra en biiyiik ii¢lincii kategoriyi temsil etmektedir. Bu organik aside olan genel

talep biiylimekle birlikte son zamanlarda yilda 60.000 ton iiretim miktariyla
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yaklagik 20 yildir artmigtir (Singh ve ark, 1999; El-Enshasy, 2003).Glukonik asit

kiitlece % 50’si sulu ¢ozelti halinde piyasada mevcut olan bir organik asittir.

1.7.Funguslar

Funguslarin ¢ok sayida ve farkli karbon kaynaklari kullanarak cesitli
kimyasal maddeleri sentezleyebilme yetenekleri uzun yillardan  beri
biyoteknolojinin odaginda olmalarina neden olmustur. Funguslar kullandiklarini
besin maddelerini 6ncelikle metabolik faaliyetleri i¢in ihtiya¢ duyacaklar1 enerjiye,
iiremek ve biiyiimek i¢in kullanacaklar1 maddelere cevirirler. Bu maddelere
birincil metabolitler adi verilir. Primer metabolitler mikroorganizmalar igin
hayatsal Oneme sahiptir ki bunlarin baslicalar1 aminoasitler, proteinler,
karbonhidratlar, lipitler ve organik asitlerdir. Glukonik asit de primer
metabolitlerden birisidir. Primer metabolitlerin disinda mikroorganizmalar
Sekonder metabolit olarak adlandirilan ve olmayislar1 kendilerine hayatsal
herhangi bir kisitlama getirmeyen metabolitler de iiretmektedirler. Antibiyotikler,
toksinler, hormonlar, alkoloitler ve pigmentler belli bagli Sekonder metabolitlerdir.
Her iki grupta ticari olarak biiylik 6neme sahiptir. Primer metabolitlerle Sekonder
metabolitleri birbirinden ayiran en onemli o&zelliklerden biri de sentezlenme
donemleridir. Primer metabolitlerin {iretimi mikroorganizmalarin iireme egrilerinin
lag ve logaritmik fazinda gerceklestirilirken, Sekonder metabolitlerin iiretilmesi ise

logaritmik fazin sonunda ve durgunluk fazinda baglar.

1.7.1.Aspergillus spp.

Aspergillus spp. diinyanin her yerine yayilmis yaklasik 200 mantar (kiif)
tiirlinden olusan hifolarak adlandirilan yapilara sahip ipliksi mantar tiirleridir.
Rengi agirlikli olarak siyah veya kahverengimsidir. Sporlari siyah renkli olup
ultraviyole 1ginlarina karsi korunmasini saglar. Dogal yasam ortamlar1 toprak ve
clirliyen bitki materyalidir. Dogadaki temel islevleri karbon ve nitrojen ¢evrimiyle

ilgilidirve biyodegredasyonda rol alirlar. Aspergillus tiirleri aerobiktirler ve bol
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oksijenli hemen her ortamda rastlanirlar. Glukoz, fruktoz, maltoz ve nisasta gibi
karbon kaynaklart ile biiyiiyebilmelerinin yani sira ¢ogu Aspergillus spp.,tiirii besin
maddelerinin ¢ok diisiik konsantrasyonda oldugu veya baska organizmalarin
kullanmadigi besin kaynaklarinin oldugu ortamlarda da biiyiime yetenegine
sahiptir. Minimum geligsme sicakligi 6-8°C, optimum 35-37°C ve maksimum 45-
47°Cdir.

Aspergillus spp., verimli organik asit iireticisi birgok tiir i¢eren gesitli bir
cinstir. Aspergillus cinsinden filament6z mantarlar, biyolojik bazli organik asit
tiretimi i¢in ¢ok onemlidir. Aspergillus cinsinin farkli tiirleri gida katki maddeleri,
farmasotikler ve deterjanlar gibi endiistriyel uygulamalari olan genis ve degerli
metabolit spektrumuna sahiptir. Aspergillus sp. ‘nin dogal olarak ¢ok cesitli karbon
kaynaklarin1 kullanarak yiiksek miktarda organik asit akiimiile edebilme
yetenekleri raporlanmigtir (Papagianni, 2007;Brown ve ark, 2013;). Biyolojik
aktiviteleri olan pek c¢ok ikincil metabolitlerin, bir dizi enzimin ve proteinin
Aspergillus spp., tarafindan tiretimi bu cinsin endiistriyel anlamda ne kadar 6nemli
oldugunu gosterir (Frisvad and Larsen, 2015). Simdiye kadar Aspergillus spp’nin
izolatlarindan organik asitlerin (6rnegin sitrik asit, glukonik asit ve kojik asit) ,
enzimlerin (6rn., Amilazlar, seliillazlar ve hemiseliilazlar) ve fermente edilmig
gidalarin (6rn., Soya sosu) iiretimi i¢in bir dizi endiistriyel proses gelistirilmigtir
(Botella ve ark, 2007). A. niger’inen 6nemli kullanimi sitrik asit iiretimidir; bu
organizma diinya capindaki {iretiminin %99'u olan yilda 4,5 milyon ton sitrik
asitten sorumludur. A.niger ayrica hem kendisine hem baska organizmalara
ait enzimlerin iiretimi i¢in kullanilir, glukoz oksidazbuna oOrnektir. Bu tiir
iiretimlerde kiiltiir kat1 ylizey iizerinde degil S1v1 ortam
icinde, biyoreaktdrde gergeklestirilir. Bu sayede elde edilmek istenen kimyasali

veya enzimi kiiltiir ortamindan ayristirmak ¢ok daha kolay ve ekonomiktir.
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1.8.Kromatografi

Kompleks karisimlarda bulunan bilesenleri ayirmak igin kullanilan bir
yontemdir. Tiim kromatografik ayirmalarda numune, gaz veya sivi halde bulunan
bir mobil faz ile taginir. Bu mobil faz, bir kolonda veya bir kati yiizeyde
sabitlestirilmig sabit bir faz iginden ge¢meye zorlanir. Sabit ve mobil fazlar,
numune bilesenlerinin bu fazlarda farkli oranlarda dagilacagi sekilde segilir.
Kromatografik ayirma sirasinda sabit faz tarafindan kuvvetle tutunan numune
bilesenleri, mobil fazin akisiyla ¢ok yavas hareket ederler. Buna karsilik, sabit faz
tarafindan zayifca tutunan bilesenler, hizli hareket ederler. Bu hareket hizlariin
farklili§i sonucu, numune bilesenleri kalitatif ve/veya kantitatif olarak analiz
edilebilen farkli bantlar ve bolgeler seklinde ayrilirlar.

Ik kez Rus botanik¢i Mikhail Tswett(1903) tarafindan gelistirilen bir
yontemdir. Tsvett bu yontemi bitki pigmentlerinin renkli bilesenlerini ayirmakta
kullanilmistir. Tswett, Klorofil ve ksantofiller gibi cesitli pigmentleri iceren bir
¢Ozeltiyi, toz halinde kalsiyum karbonatla doldurulmus bir cam kolondan gecirerek
birbirinden ayirmayi basardi. Ayrilan maddeler kolonda renkli bdlgeler halinde
gruplar olusturdu; Bu nedenle ayirma yontemine, renkli fotograf anlamina gelen
kromatografi (chromatography ) adin1 verdi (Ettre, 2003).

Glukonik asit ve sodyum glukonatin derigiminin belirlenmesi i¢in kagit
kromatografisi, izotakoforetik metot, 13-C NMR spektroskopi ve kapiller
elektroforez, gaz kromatografisi, iyonik kromatografi ve HPLC gibi metotlar
kullanilabilir. Bu ¢alismada HPLC ¢ok fazla 6rnegin ayri ayri analiz edilebildigi,

daha ucuz ve zamandan tasarruf saglayan bir metot oldugu i¢in tercih edilmistir.

1.8.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performanshi s1vi kromatografisi (HPLC), karisimdaki bilesenleri
ayirmak, tanimlamak ve 6lgmek icin kullanilan analitikbir tekniktir. HPLC bir
numunedeki trilyonda bir kadar kadar diisiik iz konsantrasyonlardakibilesikleri

ayirma ve tamima yetene§ine sahiptir. Bu ¢ok yonliiliigii nedeniyle HPLC;
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farmasotik, adli tip ve kimya gibi ¢esitli endiistriyel ve bilimsel uygulamalarda
kullanilir,

HPLC kromatografik bir teknik olup bu teknikte temel prensip analitlerin
hareketli bir faz ile sabit faz iizerinden hizlarina gore taginmalari veya
stiriiklenmeleridir. Kolon kromatografisinde analizi yapilacak karigimi tasiyan
hareketli faz adsorbanla doldurulmus bir kolondan basing altinda ilerler. Bu
nedenle HPLC gelismis bir kolon kromatografisidir. Sisteme bagli pompa,
hareketli faz1 yiiksek basing altinda bir kolon boyunca hareket ettirmek i¢in zorlar.
Kolon i¢i materyalsabit faz olup bu adsorban tipik olarak silika veya polimerler
gibi kat1 parcaciklardan yapilmis bir graniil malzemedir. Sabit faz kiigiik
graniillerden olustugu icin ylizey alam1 daha genisler ve kolon iginden gegen
hareketli fazin tagidigi karisima ait bilesenlerin daha iyi ayrilmasini saglar.

Hareketli faz olarak genellikle su, asetonitril veya metanol kullanilir. Bu
karisim mobil faz olarak adlandirilir.

Numunenin kolonda kalma siiresi, sabit faz ile analiz edilen molekiiller ve
kullanilan solvent veya solventler arasindaki etkilesime bagli olarak degisir.
Numune kolondan gecerken, iki faz arasinda, esas olarak analitlerdeki farkli
kutuplardan dolay1 farkli hizlarda etkilesime girer. Sabit faz ile en az etkilesime
sahip olan ya da mobil faz ile en fazla etkilesime sahip olan analitler siitundan daha

hizli ¢ikmaktadir.

1.8.1.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Bilesenleri

HPLC sistemindeki ana bilesenleridegazor, pompa, kolon, kolon firm,
enjektdr sistemi ve dedektordiir.

Sistemde mobil fazin kullanilmadan 6nce degazor yardimi ile ¢oziinmiis
gazlardan arindirilmasi gerekir. Bu islem saglikli analiz i¢in son derece dnemlidir.
Mobil fazin belirli bir akistailerlemesini saglamak i¢in pompa kullanilir.
Numunelerin manuelenjeksiyonu miimkiin olsa da, cogu HPLC’de, artik bu islem

tamamen otomatiktir ve bilgisayar tarafindan kontrol edilir. Enjeksiyon sistemini
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kolon sistemi takip eder.Sistem igerisinde pompalar tarafindan saglanan belli bir
basing altinda akisa sahip mobil faza numune enjeksiyonu gerceklestirilir ve
numune mobil fazda ¢o6ziinerek sabit faz olan ve asil ayirma isleminin
gergeklestirildigi kolona tasinir. Kolon igi basing 400 bara kadar ulasabilir.Kolonun
i¢ cap1 genelde 4 ile 10 mm arasinda olup i¢indekipartikiil biiyiikligi 3,5 ve 10 um
arasinda degisir. Cogu analizlerde daha iyi bir kromatogram elde etmek i¢in kolon
firmlar1 kolonu sabit bir sicaklikta tutar. Kolondan c¢ikan numune ig¢indeki
maddeleri tespit edecek bir detektor sistemi vardir. Dedektor ayrilmak istenilen
numune i¢indeki maddenin belli bir dalga boyunda absorbansini 6lgen UV detektor
bulunur. Veriler dedektorden bilgisayara aktarilir. Mobil faz dedektorden ciktiktan

sonra ya bir ati§a gonderilir ya da istenirse toplanir (Skoog ve ark 1971)

i I Ornek

HPLC : & .
Enjektd Kol Kt
| Pompas: Fl J Jd _| olon F Dedel DTF
HPLC Cozeltisi 5
=
Veri takip

Auk

Sekil 1.10.HPLC bilesenleri

1.8.1.1.(1).Mobil Faz

Analiz Edilecek maddeleri tasiyan ve sistemde yiiksek basing altinda
ilerleyen mobil fazdir. Mobil faz genellikle su ya da sulu tampon ¢ozeltiler,
bunlarin metanol veya asetonitrille hazirlanan ¢ozeltilerinden olugur. Mobil fazin
bilesimi, sicaklik ve pH degeri ayirimi dogrudan etkiler. Mobil faz kullanilan
teknige, numune tipine ve kolona gore se¢ilmelidir. Mobil faz, HPLC'de en 6nemli

parametredir. Kullanilan mobil faza bagli olarak analit molekiillerinin
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iyonlagsmasini  desteklenebilir veya Dbastirabilir ya da sabit fazda kalinti
olusturabilir.

HPLC analizlerinde kullanilacak mobil faz ¢cok saf olmalidir. iz miktardaki
kirletici varlig1 kolonu etkileyerek analiz sisteminde olumsuz sonuglara neden
olabilirler. Mobil fazin degaze edilmesi zorunludur. Mobil fazda gaz bulunasi
durumunda kolonda kabarcik olugmasina ve buna bagli olarak pik yayilmasina
sebep olur.

Hareketli faz tipleriizokratik ve gradiyent olmak iizere iki ¢esittir. Bunlar;

Izokratikfaz: Tek tip mobil fazin kullanildig, tiim bilesenlerin ayn1 kolonda
fakat farkli hizlarda gog ettigi tekniktir.

Gradiyent faz: Polar ozelligi farkli iki veya ikiden fazla mobil fazin
kullanildig1 tekniktir. Mobil faz bilesimi siirekli veya degisik zamanlarda kademeli

olarak degistirilir. Bu sayede analizin siiresi ve kalitesi arttirilir veya azaltilir.

1.8.1.1.(2).Degazor

HPLC analizi i¢in kullanilan mobil faz gozle goriilemeyecek kadar kiigiik
gazlar igerebilir. Bu gazlar dengesiz pik olusumuna sebep olarak analizi olumsuz
etkiler. Agirlikl olarak gaz giderimi i¢in 1sitma, karistirma islemlerinin yan1 sira
sonikator sistemleri de tercih edilir. Ayrica uzun siireli analiz islemlerinde mobil
faz dinlenmeye birakildiginda gaz kendi kendine ¢6ziinerek mobil fazi terk eder ve
atmosfere karigir. Gaz giderimi saglikli analiz sonucu i¢in 6nemli unsurlardan

birisidir.

1.8.1.1.(3).Pompa

HPLC sistemindeki en oOnemli pargalardan birisi pompadir. Pompa,
eluentin sistem iginde istenilen akis hizinda ilerlemesini saglar. Sistemin
kullanildigr ilk donemlerde yiiksek basing elde edebilmek en Onemli

gereksinimlerden birisiyken giiniimiizde kontrol edilebilir akis hiz1 saglamak i¢in
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her kosulda tutarli basing saglayabilmektir. Akig hizindaki kiigiik bir degisiklik,
analizi biiyiik dl¢lide etkileyebilir.

1.8.1.1.(4).Ornekleyici (numune enjeksiyon sistemi)

Akis halindeki mobil faza numune bir enjektér yardimiyla enjekte edilir.
Bu islem icin manuel enjektorler veya zaman ayarli programlanabilen, tekrarli
enjeksiyonlara izin veren otomatik drnekleyici sistemler kullanilabilir.

Numuneler enjeksiyondan once mobil fazda ¢oziilerek filtre edilir. Bu
islem kolon kirlenmelerinin oniine geger. Numune bir siringaya manuel olarak
cekilir ve valf yardimiyla enjekte edilir. Numune enjeksiyon islemi sonrasi yiliksek
basing altinda, istenilen akis hizina sahip mobil faza karisir. Mobil faz yardimiyla
taginan ve hacmi agirlikli olarak5-1000 uL arasinda degisen numune dogrudan
kolona ulasir. Enjeksiyon sirasinda yapilan hatalar HPLC’de analizi dogrudan

etkiler.

1.8.1.1.(5).Kolon- Kolon Firim

Caligilmak istenilen numune tipi ve uygulanacak calisma prensibine gore
kolon tipi belirlenir.Kolon kromatografik sistemin sabit fazini olusturur.
Numunedeki bilesenlerin kimyasal ve fiziksel Ozelliklerinden faydalanilarak
birbirlerinden ayirt edilmesini saglar.

Kolon genellikle ¢esitli ¢oziiciilere karsi toleransli olmasi nedeniyle ¢elik
kullanilir. Biyomolekiil veya iyonik bilesiklerin analizi i¢in metal temasindan
sakinilmas1 gereken analizler i¢in polieter eter keton (PEEK) kolonlar tercih edilir.
Kolon i¢i silika veya polimer gibi belli miktarlarda sabit fazla doldurulur.Asil sabit
faz1 kolonun bu dolgu maddesi olusturur.

Sabit faz ile mobil faz igindeki ¢oziinmiis numunenin etkilesimleri ile
kolon i¢inde go¢ etme derecesi numune bilesenlerinin ayrilmasii saglar. HPLC
analizi i¢in tutarh sicaklik kosullarini saglamak ve korumak 6nem arz eder. Ciinkii

farkli sicakliktaki analizler farkli sonuglarin eldesine neden olur.
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Kolon firmi analizin gergeklesecegi sabit sicaklikla tutmanin yani sira
kolonu dis etkenlere karsi koruma gorevi de istlenir. Organik asit veya seker bazli
analizler igin sicaklik ¢ozinirligi arttiran bir faktdr oldugu igin 50°C - 80°C

sicakliklar tercih edilir.

1.8.1.1.(6).Dedektor

Numune bilegenleri kolonun iginde ayrilir ve bu ayrimi gozlemlemek igin
analit dedektore taginir. Dedektor, analit yoklugunda tutarlilik gosterirken analit
varliginda sistemde elektronik sinyaller olusur. Bu sinyaller kromatogramda pik
olarak ifade edilirler. Dedektoriin belirli 6zelliklere sahip olmasi gerekir. Bunlar;
Girtiltl, sicaklik, basing gibi ¢esitli dis etkenlere karsi analiz sonucuna olumsuz
etki olusturmadan kolondan gecen analite kars1 yiiksek duyarliliga sahip olmalidir.
Dedektoér numuneye uygun olarak segilse de siklikla ultraviyole dedektdrler tercih

edilir. Bu ¢aligmamada da ultraviyole dedektorden faydalanilmistir.

1.8.1.2.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Tiirleri
e Normal Faz (Normal Phase)
e Ters Faz (Reverse Phase)
e Boyut Diglama (Size Exclusion)

e Iyon Degistirme (Ion Exchange)

1.8.1.2.(1).Ters Faz (Reverse Phase) HPLC

En yaygin HPLC tiirli olmakla birliktesabit faz apolar 6zellikteki silika
veya notr polimerik taneciklere bagli oktadesil veya oktilsilan ligandlar1 gibi
hidrofobik o6zellikli maddeler kullanilir. Mobil faz genellikle su olmakla
birlikte metanol ya da organik ¢oziicli 6zelligindeki su ile karigabilen polar
ozellikli karigimlar tercih edilir. Numune yiiksek polar 6zellikli mobil fazda iyi

¢Oziiniir ve kolondan erken ayrilir ve apolar sabit faz ile etkilesim olusturarak
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kolondaki alikonma siiresi uzayabilir. Mobil fazin polaritesi arttirilirsa
alilkonma zamani artar benzer sekilde alikonma siiresi uzun tutulmak

isteniyorsa mobil fazin polaritesi azaltilabilir.

1.8.1.2.(2).Normal Faz (Normal Phase) HPLC

Normal faz kromatografi siklikla kullanilmaz. Sabit faz olarak genellikle
silika kullanilir ve polardir. Mobil faz ise hekzan veya kloroformun kullanildigi
apolar ¢oziiciidiir. Diisiik polariteye sahip analitler kolonu erken terk ederken
ylksek polariteye sahip analitler kolonu ge¢ terk ederler. Bunun nedeni polar

bilesiklerin apolar bilesiklerden daha uzun siire polar silikaya yapisip kalmasidir.

1.8.1.3.Standartlarla Yapilan Kalibrasyon

Kantitatif kromatografik analizde en c¢ok uygulanan yontem ornekteki
maddelerin bilesimine yakin bilesimlerdeki bir seri standart c¢ozelti ile
calisilmasidir. Standartlarin kromatogramlar1 alinarak pik yiiksekliklerinin veya
alanlarinin, madde konsantrasyonlarina gore " kalibrasyon grafigi" cizilir.Grafik

orijinden gegen bir dogru seklindedir. Ornegin analizi bu grafige gore yapilir.
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2.ONCEKIi CALISMALAR

Cok sayida mikroorganizma grubu, 6zellikle filamentli mantarlar, glukonik
asit Giretimi kabiliyetine sahiptir (Cochrane, 1958; Lockwood, 1975).

Genel olarak, mantar biiylimesi sirasinda oksijen dagilimi diizensiz olur,
gaz kabarciklart artar ve yetersiz oksijen ile sonuglanir (Philips ve Johnson,
1959).

Oksijen absorbsiyon oran1 da Kkiiltiirlin viskozitesitesi tarafindan
etkilenir. Misel yogunlugunda artisa oksijen absorbsiyon oraninda hizli diisiis eslik
eder (Steel ve Maxon 1962).

Nitrat tuzunun ortamdaki diisiikkonsantrasyonu A. niger'de glukoz oksidaz
indiiksiyonuna yol actig1 i¢in glukonik asit iiretimini dogrudan engellemesinin
yaninda % 0.25'ten daha biiyilik bir azot konsantrasyonu istenmeyen organik asit
akiimiilasyonunu engelleyerek istenilen glukoz oksidaz enzim aktivasyonunu
saglar (Gupta ve ark, 1976 ; Ray ve Banik, 1999).

A. niger ileoptimal glukonik asit dretimi i¢in% 90'dan fazla hava
doygunlugu gereklidir ( Rehm, 1980).

Oksijenin sinirlayici faktdr olma nedeni fermantasyon ortaminda karbon,
azot kaynaklarmin ve diger besinlerin ¢oziiniirliigiiyle karsilastirildiginda diisiik
¢Oziiniirlikte olmasidir. Oksijen genellikle atmosferik hava seklinde temin edilir.
Bununla birlikte bazi ¢aligmalarda, yiiksek basingli saf oksijen de ihtiyaci karsilar.
Yaklagik olarak 6 bar ve 150 ppm yiliksek basingli ¢éziinmiis oksijen ihtiyacini
kargilar (Sakurai ve ark, 1989).

Karbon kaynagi secimi mikrobiyal biiylimeyi ve glukonik asit {iretimini
etkileyen 6nemli bir faktoérdiir. A. niger i¢in farkli karbon kaynaklarinin glukoz
oksidaz aktivitesi lizerindeki etkileri arastirilmustir. A. niger test edilen tiim karbon

kaynaklar1 lizerinde biiyilirken yalnizca glukoz, siikroz ve melas kullanildiginda
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onemli miktarda glukoz oksidaz eldesinin miimkiin oldugunu raporlamistir
(Hatzinikolaou ve Macris 1995).

Glukozun biyolojik doniisiimiinde molekiiler oksijen kullanilir.Oksijen
fungal glukonik asit sentezreaksiyonlarinda dogrudan glukonik asit {iretimini ve
spesifik fermantasyon parametrelerini etkileyen en 6nemli smirlayici faktordiir
(Anastassiadis ve ark, 1999).

Flamentli mantarlarin glukonik asit sentezi i¢in optimum pH aralig1
yaklagik 4,5 - 7.0°dir. Aspergillus niger igin optimum pH 5,5 olarak kabul edilir.
pH 2-3 araliginda ise enzim aktivitesinin %5-%35 civarinda oldugu belirtilmistir.
pH 5.5 ve 23 saatte 4.583 g/L oraninda bir glukonik asit tiretimi gergeklestirilmis
ve glukonik asitin 55 saatlik reaksiyon sonu konsantrasyonu 150 g/L olarak
bulunmustur. Herhangi bir fermantasyon endiistrisinin akici g¢aligmasi biiyiik
Olciide tiretim maliyetine ve bu da hammadde se¢imine baglidir. Glukozun glukoz
monohidrat kristalleri veya fruktoz / dekstroz serbet formu % 10-15°1ik bir
konsantrasyonda % 90-95 verim ile glukonik asit {iretimi i¢in ana karbon kaynag1
olarak onerilmistir(Znad ve ark, 2004).

Gilinlimiizde, diinya genelinde yillik olarak iiretilen 50.000 - 60.000 ton
glukonik asidin neredeyse tamami fermantasyon yoluyla elde edilmektedir
(Anastassiadis ve ark, 2005).

A.niger tarafindan glukozun glukonik aside biyotransformasyonu basit bir
dehidrojenasyon reaksiyonudur. D-glukoz, FAD koenzim ile iki bagli olarak
karakterize edilen glukoz oksidaz (GOD) tarafindan; D-Glukonolakton ve hidrojen
perokside donistiiriiliir. Hidrojen peroksit, katalaz (CAT) tarafindan su ve oksijene
aynistirtlirken; D- Glukonolakton kendiliginden veya laktonaz (LAC) tarafindan
hidrolize edilir. GOD, CAT ve LAC A.niger’in misel duvarina bagli ekstraseliiler
enzimlerdir. Glukonik asit liretimini etkileyen diger énemli parametre olan pH,
besin ¢oziinlirliigiinii ve alimini, enzim aktivitesini, hiicre zar1 morfolojisini, {iriin

olusumunu ve  oksidatif indirgeyici  reaksiyonlar1  etkileyerek  bir
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mikroorganizmanin fizyolojisini etkileyen Onemli bir faktordiir. Glukonik
asitiiretiminde faydalanilan organizma ne olursa olsun reaksiyon sonucu ortam
pH’min kontrol altinda tutulmasi gerekir. Asitlik diizeyi arttikca reaksiyon
katalizorii olan glukoz oksidaz inaktive olur ve glukonik asit iiretim reaksiyonu
durur. Bu durumu 6nlemek amaciyla broth uygulamalarda ortama nétralize edici
ajan olarak sodyum hidroksit veya kalsiyum karbonat ¢ozeltileri eklenir. Reaksiyon
sonucu kalsiyum glukonat ve sodyum glukonat elde edilir. Glukonik asit iiretimi

icin genel optimal durum asagidaki gibidir :

e Glukozun 110-250 g/ L arasindaki konsantrasyonu
e (ok diisiik bir konsantrasyonda azot ve fosfor kaynaklar1 (20 mM)
e 45 ila 6,5 civarinda ortam pH degeri

Yiiksek hava basincit (4 bar) uygulanmasi ile ¢ok yiiksek havalandirma
orani Glukonik asit iiretimini etkileyen iki 6nemli parametre vardir. Bunlar, oksijen
kullanilabilirligi ve kiiltiir ortamimin pH degeridir. Ortam pH’ma baglh olarak
Aspergillus niger, glukonik asitin yaninda sitrik asit ve oksalik asit gibi zayif
organik asitler de tiretir. pH 3,5'in altindaki durumda TCA dongiisiinii uyarilir ve
sitrik asit sentezi baslar. pH 3.5 ve altindayken sitrik asit, bu degerin iizerinde ise
glukonat dominant iiriindiir. Bu nedenle Glukonik asit sentezi isteniyorsa pH 3.5
tizerinde ¢alisilmalidir.  Aspergillus, Penicillium ve Gluconobacter gibi
organizmalarla yapilan ¢alismalar pH 5- 6.5 arasindaki degerlerin aktif glukonik
asit olusumunda etkili oldugunu ve sentezde rol oynayan glukoz oksidaz veriminin
%100’e dayandigini ortaya koymustur (Ramachandran ve ark, 2006).

Fermantasyon ortami i¢ine %0.4 KH,PO, ilavesinin enzim aktivitesini
arttirdigl bulunmustur (Khurshid ve ark, 2009).

Havalandirma orani ve ¢alkalama hiz1 6zellikle flamentli mantarlarda misel
morfolojisini dogrudan etkileyerek ortamdaki oksijenin kullanilabilirligini

arttirir(Lu ve ark,2015).
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3.MATERYAL METOD

3.1.Materyal
Bu ¢aligmada sogan kabugu, sarimsak kabugu, peynir, yer fistigi, domates
salcas1 gibikiiflenmis ¢esitli gida maddelerinden izole edilen Aspergillus sp. suslari

kullanilmustir.

3.1.1. Kullanilan Besiyerleri
3.1.1.1. Potato Dextrose Agar (PDA)
Funguslarin  tanimlanmas1 ve stok kiiltiirlerin  hazirlanmas1  ve

saklanmasiamaciyla kullanilmistir (Ellis ve Ellis, 1997).

Cizelge 3.1. PDA Besiyerinin Bilesimi

Bilesimi: g/L
Potato infiision 4
D-Glukoz 20
Agar agar 15
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Yukarda belirtilen besiyeri bilesimi distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra
(pH’s1 5.6+0.2) 121°C’de 1,2 atm basingta 15 dakika sterilizasyonu saglandiktan

sonra kullanilmigtir.

3.1.1.2.Czapex Dox Agar (CZ)

Cizelge 3.2°de bilesimi belirtilen CZ besiyeri distile su igerisinde
¢oziindiikten sonra (pH’st 7.3+0.2) 121°C’de 1,2 atm basingta 15 dakika
sterilizasyonu saglandiktan sonraizole edilen mantarlarin identifikasyonu igin

kullanilmistir(Ellis ve Ellis, 1997).

Cizelge 3.2. CZ Besiyerinin Bilegimi

Besiyeri bilesimi g/L
Sukroz 30
Sodyum nitrat 3
Magnezyum siilfat 0.5
Potasyum klorid 0.5
Demir 2 siilfat 0.01
di-Potasyum Hidrojen Fosfat 13
Agar agar 15
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3.1.1.3.Malt Extrakt Agar (MEA)

Cizelge 3.3’te bilesimi belirtilen MEA besiyeri distile su igerisinde
¢oziindiikten sonra (pH’st 5.6+0.2) 121°C’de 1,2 atm basingta 15 dakika
sterilizasyonu saglandiktan sonra izole edilen mantarlarin identifikasyonu amaciyla

kullanilmigtir(Ellis ve Ellis, 1997).

Cizelge 3.3. MEA Besiyerinin Bilegimi

Besivyeri bilesimi g/L
Malt extract 30
Pepton 3
Agar agar 15

3.1.1.4.Dekstroz Monohidrath Fermantasyon Besiyeri
Cizelge 3.4’te bilesimi belirtilen besiyeri distile su igerisinde ¢6ziindiikten
sonra (pH’s1 5.6+0.2) fermentore aktarilir ve otoklav igerisinde 121°C’de 1,2 atm

basingta 15 dakika sterilizasyonu saglandiktan sonra kullanilmistir.

Cizelge 3.4. Dekstroz monohidratli fermantasyon besiyeri bilesimi(Znad ve ark,
2004; Ramachandran ve ark, 2006;Lu ve ark,2015)

Besiyeri bilesimi g/L
di-amonyum fosfat 1
Mono potasyum fosfat 0.5
Magnezyum siilfat 0.15
Dekstroz monohidrat 100
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3.1.2. Glikoz Oksidaz ve Katalaz Dozaj Hasabi
3.1.2.1. Glikoz Oksidaz Dozaj1

Caligmadalikid Optimase Glikoz oksidaz 1500L (Genencor) kullanilmustir.
Enzim karakteristik 6zellikleri ¢izelge 3.5’te belirtilmistir. Kullanilan enzim 35°C
vepH 5.1 test kosullart altinda 15 dakika i¢inde 3.0 mg glikozu glukonik aside
okside etme Ozelligindedir. Kullanilmasi gereken dozaj her gram dekstroz

monohidrat i¢in 15-20 tinitedir.

Cizelge 3.5. GC 199 Glikoz oksidaz karakteristik dzellikleri

Aktivite 1800 - 2000 U/ml
Bagil yogunluk 1.17 g/ml
pH 52-55

Toplam hacmi 2000ml olan fermantasyon besiyerinde substrat olarak
dekstroz monohidrat (100gr) kullanilmigtir. Buna karsilik kullanilmasi gereken

Optimase Glikoz oksidaz 1500L dozaji ¢izelge 3.6’daki formiil ile hesaplanmistir.

46



3.MATERYAL METOD Ecem Gizem KIZILKAYA

Cizelge 3.6.Glukoz oksidaz dozaj hesabi

Total hacmi 2000 ml olan fermantasyon besiyeri i¢in kag¢ iinite Glikoz oksidaz

kullanmak gerekir?

1 gram Dekstroz mono hidrat igin 15 {inite Glukoz oksidaz gerekiyorsa

100 gram Dekstroz mono hidrat icin A tinite Glukoz oksidaz gerekir.

_1 gram Dekstroz mono hidrat XA iinite Glukoz oksidaz

100 gram Dekstroz mono hidrat  x 15 iinite Glukoz oksidaz

A= 1500 tinite Glukoz oksidaz gerekir.

1500 {inite glikoz oksidaz ka¢ gram glikoz oksidaza esittir?

2000 iinite Glikoz oksidaz 1.0 gram Glikoz oksidaz ise
1500 iinite Glikoz oksidaz A gram Glikoz oksidazdir.

-2000 tinite Glikoz oksidaz XA iinite Glukoz oksidaz
1500 tinite Glikoz oksidaz x 1.0 gram Glikoz oksidaz

A =0.75 gram Glikoz oksidaz’dir.

3.1.2.2. Katalaz Dozajx
Calismada likid Optimase Katalaz 800L (Genencor) kullanilmistir. Enzim
karakteristik ozellikleri ¢izelge 3.7’da belirtilmistir. Kullanilmas1 gereken dozaj her

gram glikoz i¢in 5 iinitedir.
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Cizelge 3.7. Optimase Katalaz 800L karakteristik 6zellikleri

Aktivite 8.500 - 10.000 U/ml
Bagil yogunluk 1.09 g/ml
pH 50-5.6

Toplam hacmi 2000ml olan fermantasyon besiyerinde hacimce %50 kuru
madde iceren denstroz monohidrat (100gr) kullanilmistir. Buna karsilik
kullanilmas1 gereken Optimase Katalaz 800L dozaji sekil xxxdeki formiil ile

hesaplanmustir.

Cizelge 3.8.Katalaz dozaj hesabi

Total hacmi 2000 ml olan fermantasyon besiyeri i¢in kag {inite Katalaz kullanmak gerekir?

1 gram Dekstroz mono hidrat i¢in 5 tinite Katalaz gerekiyorsa
100 gram Dekstroz mono hidrat i¢in A iinite Katalaz gerekir.
-1 gram Dekstroz mono hidrat X A Unite Katalaz

100 gram Dekstroz mono hidrat  x 5 lnite Katalaz

A = 500 tinite Katalaz gerekir.

500 iinite Katalaz ka¢ gram katalaza esittir?

8500 iinite Katalaz 1.0 gram Katalaz ise
500 {inite Katalaz A gram Katalaz dir.

-8500 inite Katalaz XA iinite Katalaz

500 tinite Katalaz x 1.0 gram Katalaz

A =0.058gram Katalaz’dir.

48




3.MATERYAL METOD Ecem Gizem KIZILKAYA

3.2.Metod
3.2.1.Aspergillus sp. izolasyonu

Aspergillus sp. izolasyonu igin sogan kabugu, sarimsak kabugu, peynir, yer
fistig1, domates salcasi gibi kiiflenmis ¢esitli gida maddelerinden steril bistiiri ve
spatiiller kullanilarak 6rnekler alinmustir. Ornekler dogrudan MEA, CZ ve PDA
besiyerlerine ekilmis ve 30°C’de 7 giin ilk inkiibasyona birakilmistir. ilk
inkiibasyon sonrasi iireme gosteren orneklere tek koloni diisirmek amaciyla 107,
102,107 steril sulandirma serileri uygulanmis ve MEA, CZ ve PDA besiyerlerine
yayma ekim yapilmis olup 30°C’de 2 giin ikinci inkiibasyona birakilmstir. Ikinci
giin sonunda hif seklinde goriilen funguslar steril bistiiriler yardimi ile bulunduklari
besiyerinden kesilerek yeni MEA, CZ ve PDA besiyerlerine ekimleri yapilmis ve
30°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Boylece tek tiirden olusan koloni elde edilmistir.
Izole edilen Aspergillus sp. suslarmin besiyerlerindeki farkli koloni morfolojileri
“’Advances in Penicillum and Aspergillus Systematics’’(Pitt, 1985)’e gore
dogrulanmistir. izole edilen 14 farkli Aspergillus niger susu stok olarak kati
besiyerine ¢ekilip +4°C’de saklanmugtir. Glukonik asit tiretiminde kullanilmak
tizere kullanilan besiyerlerindeki biiylime hizlarma gore iki farkli sus secilmistir.
Segilen suslarin stok kiiltiirleri hazirlanarak buzdolabinda (+4°C) saklanmistir (Bae

ve ark, 1999; Songre-Ouattara ve ark, 2008).

3.2.2.Spor Sayimi

Stok kiiltiirler fermantasyon amaci ile kullanilacagi zaman oda sicakliginda
yaklasik iki saat kadar bekletilmistir. Stok kiiltiirler steril 1% ‘lik tween 80’¢ steril
spatiiller kullanilarak kazima metodu ile bulunduklar1 kat1 besiyerinden ayrilip
spor siispansiyonu elde edilmistir. Spor sayimi yapilacak olan bu siispansiyon sivi
Ozellikte oldugu icin sayim her bir kare alani belli olan petroff hausser lami
kullanilarak dogrudan 151k mikroskobu altinda gergeklestirilmistir.

Hazirlanan siispansiyon 151tk mikroskobunda petroff hausser lami

kullanilarak sayilmustir.
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Siispansiyon petroff hausser lami {izerine damlatilir. Lam ile lamel arasi
mesafe 0.02 mm olup toplam alan Imm?, toplam hacim 0.02 mm?® ‘tiir ve alan
igerisinde 25 kare bulunmaktadir. Lam tizerinde biiyiik kare igerisinde tiim sporlar

sayilir. Ornegin mililitresindeki spor say1sin1 hesaplamak igin;
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Sekil 3.1. Petroff hausser lam1 (Madigan ve ark 2003)

Hiicre sayis1 x 25 biiyiik kare x 50 x 10’ formiilii kullanilir. Buna gore;
Hiicre sayis1 x 25 biiyiik kare = say1 / mm”
Hiicre sayis1 x 25 biiyiik kare x 50= say1 /mm’

Hiicre sayis1 x 25 biiyiik kare x 50 x 10°= say1 / cm’ (ml) sonucunu verir.

Bu sayim teknigine gore calismada kullanilan spor sayis116x10’ spor/ml

olacak sekildebelirlenmistir.

3.2.3.Biyoreaktor Hazirhig ve inokiilasyon
Calismada Sartorius Stedim Biostad B Plus biyoreaktdr kullanilmistir. Cam
yapili iki adet 5000 ml hacimli reaktorii bulunmaktadir. Dekstroz monohidrath

2000ml s1v1 besiyeri hazirlanip biyoreaktér’edoldurulmustur.Calisma steril kosullar
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altinda gerceklestirildigi ig¢in biyoreaktoriin her bir hava giris ¢ikis bolgesi ¢api
0.4um olan filtreler ile kapatilip biyoreaktor igerisindeki besiyeri ve tim bilesenleri
ile otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyon tamamlanan biyoreaktére baglanmis
besiyeri pH’1 %50’lik NaOH ile ayarlanmigtir. Sicaklik, rpm, oksijen seviyeleri
istenilen  kosullara gore sartlandirilir.  Spor sayist  16x107olan  spor

siispansiyonundan 20 mL steril sartlarda inokiilasyonu gergeklestirilir.

3.2.4.Fermente Uriin Eldesi ve Saklama Kosullari

Glukonik asit primer metabolit olmas1 nedeniyle organizmanin metabolik
faaliyetleri basgladigi andan itibaren iiretim eldesi miimkiindiir. Fermente iiriin
istenilen 6rnekleme sikliginda 5 mL olacak sekilde alinir. Aspergillus sp. sporlari
besiyerine dogrudan inokiile edildigi i¢in fermente {iriinden spor ve hif yapilarinin
uzaklastirilmast gerekir. Bu amagla aliman 6rnekler 9000 rpm +4°C’de 20 dk

santrifiij edilir. Ust faz alinarak analiz zamanina kadar +4 derecede bekletilir.

3.2.5.HPLC Kosullari
Caligmada Agilent 1260 Infinity HPLC kullanmilmigtir. HPLC ¢alisma
kosullar ¢izelge 3.5’te belirtilmistir.

Cizelge 3.9. HPLC kosullar

Kolon 87H3 Transgenomic (Part No:
ICE-99-9861 Serial No:12916306)
Mobil Faz Immol/L H2S04
Akis hizi 1.0 mL/min
Kolon sicakligt 25°C
Dalga boyu UV 210 nm
Enjeksiyon hacmi 10 uL
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3.2.6.HPLC Standart Cozelti Hazirlama

Standart ¢ozelti hazirlanitken CAS number: 526-95-4, molekiiler agirlig
196.16, 46-53 wt. % in H,O Sigma Aldrich glukonik asit kullanilmistir. Mobil faz
olan Immol/L H,SOyigerisinde %1 olarak hazirlanmis %0.5 %0.1 oranlarina

seyreltilmisgtir.

3.2.7.HPLC Kalibrasyon Grafigi Hazirlanmasi

Hazirlanan %0.5, %1.0, %2.0, %3.0, %4.0, %5.0, %6.0, %7.0, %8.0, %9.0,
%10.0 standart glukonik asit i¢eren ¢ozeltiler mobil faz igerisinde ¢éziinmesi i¢in
vortekslenmis ve 0.2 um c¢apindaki steril filtrelerden gegirilerek 10 pL hacimde
HPLC cihazina manuel olarak enjekte edilmistir. Analiz sonucu (analiz siiresi her
bir standart 6rnek i¢in 11.95 dk) asagida korelasyonu 0.99986’a sahip kalibrasyon
grafigi elde edilmistir.

GLUCONIC ACID, VWD1 A
[ ] Area=1277.47841*Amt -7.0967241

— Rel. Res%(11): 4.844

0 — Correlation: 0.99986

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
(0] 0.5 Amount[ppm]

Sekil 3.2.Korelasyon grafigi
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4.BULGULAR ve TARTISMA

Yapilan calismada Aspergillus sp. izolasyon ve stok kiiltir hazirlama
asamalarindan sonrastok kiiltiirler +4°C’de saklandigi i¢in fermantasyon amaci ile
kullanilacagi zaman oda sicakliginda yaklasik iki saat kadar bekletilmistir. Stok
kiiltiirler steril% 1’lik tween 80 ile kazima metodu kullanarak bulunduklar1 kati
besiyerinden ayrilmistir. Hazirlanan siispansiyon 1s1k mikroskobunda Petroff
Hausser lami kullanilarak 16x10’spor/ml olacak sekilde sayimi gerceklestirilmis ve

20ml’lik steril enjektorlere ¢ekilerek asilamaya hazir hale getirilmistir.

4.1.Glukonik Asit Uretim Optimizasyonu

Fungal biiylime ve fermente iiriinlerin sentezi sicaklik, inkiibasyon siiresi,
¢Oziinmiis oksijen miktar1 gibi cesitli cevresel faktorlerin karmagik etkilesiminden
kaynaklanir. Bu nedenle her bir ¢evresel faktoriin anlasilmasi, iist diizey verim ile
iiriin eldesinin temel basamagidir.

Dogal izolat Aspergillus sp. suslarininglukonik asit tiretimini saglamak
amact ile %0.1 di-amonyum fosfat, %0.05 Mono potasyum fosfat, %0.015
Magnezyum siilfat, %10 Dekstroz monohidrat olusturdugu pH’s1 5.5 olan glukonik
asit tiretim ortam kullanilmigstir. Aspergillus sp. susu dekstroz monohidratli broth
besiyerinde 16x10’spor/ml olacak sekilde %1 v/v oraninda 1000 mL’lik besiyerine
steril kosullarda agilanmistir. Fermentdr igerisinde gergeklesen bu inkiibasyon
olayinda baslangigta 30 °C’de 600rpm karistirma hizinda, 0.5 vvm atmosferik
oksijen (%21 oksijen) ile 14 giin boyunca fermente edilmis ve fermantasyon
stiresince hergiin 6rnek alinip HPLC’de glukonik asit {iretim verimisaptanmuistir.
Sonuglar degerlendirildiginde, en yiiksek glukonik asit liretimi 30°C sicaklik, pH
5.5, %10 dekstroz monohidrat derisimi, 3000 iinite glukoz oksidaz, 500 iinite
katalaz, 5 vvm %100 oksijen ile 3 giinliik fermantasyon siiresi optimum kosullar
olarak bulunmustur.
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4.1.1. Optimum Fermantasyon Siiresi

Dogal izolat Aspergillus sp. biyoreaktor igerisinde steril edilmis 2000 mL’
lik 10%, dekstroz monohidratli fermantasyon besiyerine 16x10’spor/mL olacak
sekilde %1 v/v oraninda besiyerine steril kosullarda asilanmistir Biyoreaktoriin
baslangi¢ pH’s15.5 ve sicaklik 30°Cve 600 rpm karistirma hizinda, 0.5 vvm %21
oksijen (atmosferik oksijen) ile 14 giin inkiibe edildikten sonra maksimum

glukonik asit iiretim verimi aragtirilmistir.

100

90

80

70

50

40 /

Glukonik Asit Verimi (%)

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Fermantasyon Siiresi (Giin)

Sekil 4.1.0ptimum fermentasyon siiresi

Sonug olarak sekil 4.1.’de de goriildiigii gibi en iyi fermantasyon siiresinin

%359 oraninda glukonik asit verimi ile 8. giin oldugu tespit edilmistir.

54



4 BULGULAR ve TARTISMA Ecem Gizem KIZILKAYA

4.1.2. Dekstroz Monohidrat Derisimi

Dogal izolat Aspergillus sp. biyoreaktor igerisindeki steril 2000 mL’lik %
10, %20 ve %30 dekstroz monohidrath fermantasyon besiyerine 16x10’spor/mL
olacak sekilde %1 v/v oraninda besiyerine steril kosullarda agilanmistir.
Biyoreaktoriin baglangi¢ pH’s1 5.5 ve sicaklik 30°Cve 600 rpm karistirma hizinda ,
0.5 vvm atmosferik oksijen (%21 oksijen) ile 10 giin inkiibe edildikten sonra
maksimum glukonik asit iiretim verimi arastirilmistir.

Tim endiistriyel oOl¢ekli iiretimlerde maliyet en ©nemli unsurlardan
birisidir. Fermente endiistriyel iiretimlerde maliyet hammadde kaynagina baghdir.
Mikroorganizmalar agirlikli olarak karbonhidrat igeren ve maliyet agisindan da
engel olusturmayan, son derece ekonomik tarim iirlinleri ve bunlarin islenmesi ile
olusan yan {irlinleri hammadde kaynagi olarak kullanabilirler. Bu firiinlere seker
kamigi melasi, iizim pekmezi, pancar pekmezi, incir, misir nisastast ve gida
isletme atiklar1 6rnek verilebilir. Fakat seker kamisi melasi ve pekmez tiirevleri
agir metal iyonlar1 igerirler. Bu maddeler substrat olarak kullanilacaksa agir metal
iyonlar1 elimine edilmelidir. Eliminasyon islemi fermantasyon oncesi
gerceklestirilir ve bu da ek maliyet demektir.

Bu calismada glukonik asit iiretiminde karbon kaynagi olarak dekstroz
monohidrat kullanilmigtir. Dekstroz monohidrat yiiksek enerji kapasitesine sahip
olmasi sebebiyle organizma i¢in enerji kaynagi olarak kullanilir. Misir sekeri
olarak da bilinir ve fermantasyon sirasinda sadece hiicresel materyal olusumuna
katilmay1p polisakkarit sentezinde de gorev alir. Nisastanin hidrolizi ile agiga ¢ikan
bu hammaddemisir yagi isletmesi yan {irlinii olarak likit formda kullanilmig olup
fermantasyon ortamina %10, %20 ve %30° luk derisimlerde eklenmis ve
fermantasyon sonucu glukonik asitin kantitatif analizi yapilmaistir.

Yiiksek dekstroz monohidrat derisimlerinde hidrojen peroksit glukoz
oksidazi ¢evreler ve inaktif duruma getirir. Diisiik derisimlerde elde edilen yiiksek
verim basaris1 seyreltik derisimlerde hidrojen peroksidin inaktive etme yetenegini

kaybetmesi ile iliskilidir. Optimum dekstroz monohidrat derisimi % 10 olup
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fermantasyon siiresinin 8. giiniinde %59’luk glukonik asit {iretim verimi tespit

edilmistir .
%10
100 Dekstroz
Mono hidrat
90 =20
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Sekil 4.2.0ptimum Glukoz derigimi

4.1.3.S1cakhk

Dogal izolat Aspergillus sp. biyoreaktor igerisindesteril 2000 mL’ lik %10
dekstroz monohidratli fermantasyon besiyerinel6x10’spor/mL olarak sekilde %1
v/v oraninda steril kosullarda asilanmistir Biyoreaktoriin baslangic pH’s15.5ve

sicaklik 25°C, 30°C ve 35°C’de 600 rpm karistirma hizinda, 0.5 vvm atmosferik
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oksijen ile 10 giin {iretim slirecinden sonra maksimum glukonik asit tiretim miktari

aragtirilmugtir.

Sonugta, her ti¢ sicaklikta da 3. giinden itibaren iiretimde artis gdzlenmistir.

Optimum sicaklik 30°C olupfermantasyon siiresinin 8. giintinde % 59’luk glukonik

asit verimi tespit edilmistir.
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Sekil 4.3.0ptimum sicaklik

Zhang ve ark (2016)A. niger SIIM M276 ile misir hidrolizati

kullanilarak

yapmis olduklari sicaklik tolerans c¢aligmalarina gore 28-33°C araligindaki

sicakliklardaorganizmanin hem glukoz tiketim hizi hem de glukonik asit
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verimliliginin arttigi, 37° C ve sonraki sicakliklar i¢in diisiis yasandigi
belirtilmistir. Ayrica Shehu ve Bello (2011) Aspergillus spp., ile yapmis oldugu
caligmaya gore optimal sicaklik kosullarinin 30° C ve 35° C araliginda oldugu

belirtilmistir.

4.1.4.pH

Dogal izolat Aspergillus sp. biyoreaktor igerisinde steril edilmis 2000 mL’
lik %10 dekstroz monohidratli fermantasyon besiyerine 16x10’spor/mL olacak
sekilde %1 v/v oraninda steril kosullarda asilanmistir Biyoreaktoriin baslangic
sicakligi 30°Cve 600 rpm karistirma hizinda,0.5 vvm atmosferik oksijen ile pH 5.0
, pH 5.5 ve pH 6.0’da 10 giinliik {iretim siirecinden sonra maksimum glukonik asit
iiretim verimi aragtirilmistir.

pH, glukonik asit fermantasyonun devamlilig1 i¢in en dnemli faktorlerden
biridir. Aspergillus sp., 2.5-7.5 pH araliginda hayatsal aktivitelerini etkin bigimde
gerceklestirmekle birlikte ve pH degeri 5 ila 6.5 arasinda aktif glukonik asit tiretimi
gerceklestirmektedir(Ramachandran ve ark, 2006). pH 5.5 veya daha yiiksek
degerlerde, glukonolaktonu serbest glukonik aside doniistiiren laktonazin aktivitesi
Onlenir. Reaksiyon laktonaz etkinligi olmadan devam etse de bu enzimin aktifligini
yitirmesi sentezin siiresini ve buna bagli olarak da fermantasyon periyodunu
uzatmaktir.

Aspergillus sp. glukozu okside ederken sitrik asitgibi zayif organik asitler
meydana getirir. Bu maddelerin besiyerindeki akiimiilasyonu ortam pH’sina
baghdir. Diisiik pH araliklarinda glukoz oksidaz hizla etkinligini kaybeder. pH 3.5
ve altindayken sitrik asit, bu degerin {lizerinde ise glukonat dominant {iriindiir.
Diisiik pH degerlerinde de glukonik asit tiretimi gerceklesir fakat yiiksek derisimde
glukonat eldesi isteniyorsa pH degeri daima 3.5 {izerinde olmalidir.

Fermantasyon sonucu ortamda akiimiile olan glukonik asit ortam pH’mi1
hizli bir sekilde diisiiriir. pH degerindeki bu diisiis glukonik asitin {iretim

metabolizmasmin sekteye ugratir(Zhou ve Xu, 2019). Calismada pH dengesi %50
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NaOH beslemesi ile korunmustur. Sekil 4.4’te de goriildiigii gibi pH 5°de %31 ve
pH 6°da %45 oranda glukonik asit verimi mevcuttur, fakat optimum deger %59’luk

glukonat verim eldesi ile pH 5.5 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.4.0ptimum pH

4.1.5. Oksijen
Dogal izolat Aspergillus sp. biyoreaktor igerisinde steril edilmis 2000

mL’lik %10 dekstroz monohidratli fermantasyon besiyerine 16x10’spor/mL olarak
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sekilde %1 v/v oraninda steril kosullarda agilanmistir. Biyoreaktoriin baglangic
sicakligi 30°Cve karigtirma hizi1 600 rpm, pH 5.5 ve 0.5 vvm atmosferik oksijenle,
0.5 vvm saf oksijen (%100 oksijen), 1.0vvm saf oksijen (%100 oksijen) ilaveli
olarak 10 giinliik {iretim siirecinden sonra maksimum glukonik asit {iretim verimi
aragtirilmugtir.

Aspergillusspp., ve Penicilliumspp. Tirlerindeglukoz doéniisiimii i¢in
yiliksek oranda ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonuna ihtiya¢ duyulur. % 100 hava
doygunlugu, 30°C sicaklik, 600 rpm c¢alkalama hizi ve 1 vvm atmosferik
havalandirma orami ile elde edilir.A. niger ileoptimal glukonik asit iiretimi
isteniyorsa % 90'dan fazla hava doygunlugu gereklidir.Oksijen, genellikle
atmosferik hava seklinde saglansa da fermantasyon ortaminin yiiksek basing, saf
oksijen ve hidrojen peroksit ile desteklenmesi glukozun yiiksek verimle glukonik
asite donilisiimi icin alternetif se¢enekler olarak literatiirlerde siklikla karsimiza
cikar (Anastassiadis ve Morgunov, 2007).

Glukonik asit fermantasyonundaglukozun hiicre bliylimesi ig¢in
kullanilirken ihjtiya¢ duyulan oksijen gerekliliginin yam sira glukonik aside
oksitlenmesi igin ilave oksijen de gereklidir. Glukonik asit,glukozun oksitlenmesi
sonucu olusan bir organik asit oldugu i¢in oksidasyon verimliligi ortamdaki
¢Oziinmils oksijen derigsimine baghdir. Bu c¢aligmada, hem siselerde hem de
fermantdrlerde hiicre biiylimesinde ¢6ziinen oksijen seviyesi ve glukonik asit

verimliligi incelenmistir.

e Fermantasyon ortamina saf oksijen ilavesi olmaksizin sadece atmosferik
hava ile iiretim verimifermantasyon periyodunun 8. giliniinde % 59 ile
sinirlt kalmustir.

e Uretim ortammna 0.5 vvm saf oksijen ilavesi (%100 oksijen) ile iiretim
siireci 7 giine inmis, tiretim verimi% 70’e yiikselmistir.

e Uretim ortamma 1.0 vvm saf oksijen eklenmesiiiretim siireci 9 giin olup

iiretim verimi% 72 olarak tespit edilmistir.
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Oksijen beslemesi glukonik asit iiretiminde kilit parametredir, ¢linkil
oksijen glukoz oksidaz ve katalaz enzimatik kompleksinin bir substratidir ve
glukonik asit olusumu i¢in gereklidir (Moresi ve ark, 1991). Atmosferik oksijenin
sulu ortamda zayif ¢oziiniirligi glukonik asit tiretimini biiylik 6lgiide sinirlar. Bu
nedenle saf oksijen takviyesi ile oksijen derisimi arttirarak verim iist noktalara
tasinabilir.

Sonug olarak sekil 4.5’te de goriildiigii gibi saf oksijen ilavesi ile giderek

artan liretim miktar1 ve diisen {iretim siireci dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 4.5. Optimum oksijen derisimi
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4.1.6.Glukoz Oksidaz ve Katalaz ilavesi

Dogal izolat Aspergillus sp. biyoreaktor igerisinde steril edilmis 2000 mL’
lik %10 dekstroz monohidrathh fermantasyon besiyerine mililitresinde
16x10’spor/mL olarak sekilde %]l v/v oraninda steril kosullarda asilanmustir.
Biyoreaktoriin baglangig sicakligi 30°Cve 600 rpm Kkaristirma hizinda,pH 5.5,
oksijen ilavesi 0.5 vvmoksijen ilavesi ve 1500 {inite ve 3000 {initeglukoz oksidaz
ve 500 {inite katalaz fermantasyon ortamina eklenerek 3 giin inkiibe edilmistir. 8’er
saat araliklarlabiyoreaktdrlerden 6rnek alinarak maksimum glukonik asit iiretim
miktar1 arastirilmastir.

Hidrojen peroksit aminoasit yapisinda tersinmez degisikliklere neden olur.
Enzimleri inaktif etmesinin Otesinde ortamda yiiksek miktarlarda akiimiilasyonu
hiicre 6liimii ile sonuglanan senaryolara neden olabilir. Glukonik asit tiretiminde
reaksiyon yan iirlinii hidrojen peroksittir. Hidrojen peroksidin ortamdaki yiiksek
konsantrasyondaki varligireaksiyonun ana katalizorii olan glukoz oksidaz
yapisindaki glikoz baglanma bolgesinde bulunan metiyoninin metiyonin siilfoksite
doniisiimiine neden olur. Bu farklilagma enzimdeki substrat tanima, kataliz ve
ozgillige dogrudan etki eder. Bu nedenle canlilik ve reaksiyon devamliligi
acisindan hidrojen peroksidin ortamdan hizla uzaklastirilmas: gerekir. Bunun en
bilinen geleneksel yolu katalaz ilavesidir. Katalaz hidrojen peroksit {izerinde su ve
oksijene ayrigtirmak suretiyle etki eder. Oksijen beslemesinin glukonik asit
iretiminde kilit bir parametre oldugu diisiiniilirse hidrojen peroksidin katalaz
ilavesi ile su ve oksijene ayrigmasi sonucu glukonik asit akiimiilasyonundaki artig
sagirtict degildir.

Sekil 4.6’da da goriildiigii gibi dogal izolat Aspergillus sp. hiicreduvarina
bagl glukoz oksidaz enzimine ilave disaridan 3000 {inite glukoz oksidaz ve katalaz

destegi tiretimi %95’ yaklagan verimle ¢aligir hale getirmistir.
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Sekil 4.6.GOX ve katalaz etkisi

4.1.7. Priz Siiresi ve Hidrojen Verimliligine Etki

Su tutma ajani1 olan organik katki maddeleri, beton harci yapiminda su
ihtiyacin1  azaltip islenebilirligi  kolaylastirmalart nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. Su ve ¢imentonun birlesmesi ile betonun katilasmasina kadar
gegen siireye priz siiresi adi verilir. Bu siirenin artmasi betonda islenebilirligin

kolaylastirmasi ile birlikte beton ¢atmalarini biiyiik oranda onler.
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Zhang ve ark (2016) yapmig olduklar1 ¢alismaya gére sodyum glukonatin
priz siiresini arttirarak beton akiskanligini arttirici etki gosterdigi belirtilmistir.

Caligma sonucu elde edilen glukonik asit ile yapilan beton mukavemet
calismasinda gore betonlar TS706’ya gore uygun gradasyonda konvansiyonel
beton karisimi imal edilmistir.Katkisiz beton 28. giinde 3091 MPa’ya
dayanabilirken %4 katkili beton 56. giinde 30,92 MPa gerilime dayanmaktadir.
Calisma glukonik asit katkisinin priz siiresini arttirdigini gostermektedir. Priz
stiresinin ile birlikte betonun islenebilirliginin artmasi soguk derz olmadan siirekli
beton dokiimiinii miimkiin kilmaktadir.

Ayrica calisma sonucu elde edilen glukonik asit ile Kilincceker ve ark.
(2017)  glukonik asit ile hidrojen verimliligi iizerine yapmis olduklar
elektrokatalitik oksidasyon c¢alismasina gore gilimiis kaplanmis elektrotlar

kullanilarak hidrojen gazi iiretiminde elektrokatalitik etki incelenmistir.
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5.SONUCLAR ve ONERILER

Tarimsal sanayi Uriinlerinin iretim asamalarinda ortaya g¢ikan atik ve
kullanilamayan  yan driinlerin ~ geri  donistiirilememesi ve  ¢evresel
stirdiiriilebilirlige olumsuz etkileri baslica problemlerdir. Bahse konu atik iiriinlerin
ylksek miktarda seker igermeleri, biyoteknolojik iiretimlerde potansiyel hammadde
kaynaklar1 olmalarina ve mikroorganizmalar tarafindan ugrayabildikleri
biyotransformasyon sonucu bir¢ok sektorde kullanilabilen yeni {iriinlerin ortaya
¢tkmasina olanak saglamaktadir. Oniimiizdeki dénemlerde bu tip atiklarin ve
kullanilamayan yan {iriinlerin énemli geri doniisiim malzemesi olarak kullanilmasi
endiistriyel atik yonetiminin gelisimi adina kose tasi olmaya adaydir. Bu baglamda
2008 kiiresel finansal krizi sonrasi ortaya g¢ikan alternatif ekonomik sistemler
arasinda bulunan ve siirdiiriilebilir biiylimenin saglanmasini amacglayan mavi
ekonomideki; ekosistem ve biyolojik ¢esitliligin korunmasi, yeteri kadar iiretip,
iiretileni sonuna kadar tiiketme prensibine de hizmet eden bir liretim metodu olmasi
gelecegin ekonomik modellerinde de yer alabilecegini gostermektedir.

Caligmada dogada ¢esitli kiiflenmis gida materyallerinden izole edilen
Aspergillus sp. kullanilmistir. Fiziksel ve kimyasal glukonik asit {retim
yontemlerine kiyasla daha az maliyet gerektiren glukonik asitin batik (submerged)

fermantasyonu ile liretimi gergeklestirilmigtir.

- Optimum sartlar; % 10 dekstroz monohidrat iceren fermantasyon besiyeri
ortaminda pH 5.5, 30°C sicaklik, 8. giinde % 5.9’luk glukonik asit {iretim
orani olarak belirlenmistir.

- Oksijen glukonik asit fermantasyon reaksiyonunda glukoz oksidazin
substrati olmast nedeniyle kritik parametredir. Bu sebeple oksijen
beslemesi reaksiyonun verimi ve periyodunu dogrudan etkilemektedir.
Yalnizca atmosferik oksijen kullanimi ile 8. giinde %5.9’luk glukonik asit

tiretimi elde edilmistir
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Besiyerine  reaksiyon = boyunca  0.5vvm  saf  oksijen ilave
edildigindeperiyodun 8. giinlinde glukonik asit {iretim verimi%70 olup {iiretim
artisina sebep olmakla birlikte 1.0 vvm saf oksijen ilavesi glukonik asit {iretim
verimini %72’ye yiikseltmistir. Tiim bu sonuglarin 1s18inda 0.5 vvm saf oksijen
ilavesinin glukonik asit iiretimini arttirdig1 s6ylenebilir.

- Ayrica besiyeri ortamina dogrudan 3000 {iinite glukoz oksidaz ve 500
iinitekatalazilavesinin fermantasyon periyodunu 3giine indirdigibunulabirlikte
fermantasyon verimini %95’lere tasidig1 gézlemlenmistir. Fakat endiistriyel amacgh
biiyiik 6lgekli tiretimlerde harici enzim ilavesi siireci hizlandirip verimliligi arttirsa
da bu durum iiretim maliyeti a¢isindan elverisli olmayabilir.

Bu sonuglara gore dogal izolat Aspergillus sp., dekstroz monohidrati
calismada belirlenen optimum kosullar altinda %95 verimle glukonik aside
doniistiirmiistiir. Elde edilen glukonik asit insaat, tarim, saglik ve gida gibi bir¢ok
sektorde giivenle kullanilabilecek, dogada kolaylikla biyodegrede olabilir bir
tirlindiir.

Ulkemizde Glukonik asitinticari boyutta {iretimi bulunmamaktadir. Tiim
sektorlere hakim olan firmalar; Pfizer, Bristol Mayer Co. Premier Malt, ZhongYun
Bio Co, Blue Star, iilkeler ise; Fransa, irlanda, Almanya, Japonya ve Cin’dir. Bu
caligma ile iilkemiz mikrobiyal kaynaklar1 kullanilarak tiim endiistrilerin ihtiyaci
bioteknolojik bir iiriin olan Glukonik asit iiretilip kullanilarak ithalat kalemleri

azaltilabilir ve ihra¢ edilerek katma deger yaratilabilir.
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