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OZET

D-SORBITOL KULLANILARAK NADIiR SEKERLERDEN
L-SORBOZUN FERMANTASYONLA URETIiM IMKANLARININ
ARASTIRILMASI

Hazal OZHANLI
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Mustafa ERBAS
Temmuz 2021; 69 sayfa

L-sorboz, CsH1206 kapali formiiliine sahip ketoz bir monosakkarittir. Dogada
nadir bir seker olarak dogal kaynaklarda olduk¢a diisiik miktarda bulunan L-sorboz
yaygin olarak Gluconobacter veya Acetobacter tiirleri kullanilarak D-sorbitoliin
mikrobiyal oksidasyonu yoluyla tiretilmektedir. L-sorbozun gida endiistrisinde en 6nemli
kullanim alan1 C vitamini sentezinde baslangi¢ veya ara materyal olarak kullanimi olup,
diinya genelinde tiretilen L-sorbozun ¢ogunlugu C vitamini iiretiminde kullanilmaktadir.

Bu tez g¢alismasinda, Gluconobacter oxydans ATCC 621 susu kullanilarak D-
sorbitolden fermantasyon ile L-sorboz iiretimi {izerine etkili olan fermantasyon
kosullarinin optimize edilmesi amaglanmig ve optimizasyon islemi ¢alkalamali inkiibator
ve biyoreaktor 6lceginde olmak {izere iki asamali olarak gerceklestirilmistir.

Calismanin ilk asamasinda; c¢alkalamali inkiibatérde L-sorboz iiretimi iizerine
etkili olan D-sorbitol konsantrasyonu, besiyeri baglangi¢ pH degeri, sicaklik ve calkalama
hiz1 parametrelerinin yanit ylizey metodu kullanilarak optimize edilmesi amaclanmistir.
Fermantasyon kosullarinin optimizasyonu i¢in bagimsiz degiskenlerin sinir degerleri; D-
sorbitol konsantrasyonu i¢in 90 ila 170 g/L, baslangic pH degeri i¢in 6 ila 8, sicaklik i¢in
25 ila 35°C ve calkalama hiz1 i¢in 150 ila 250 rpm olarak belirlenmistir. Belirlenen
parametreler ile merkezi kompozit tasarim istatistik yontemi ile orta noktanin 3 kere
tekrarlandigi toplam 27 diretimlik bir deneme deseni kullanilmistir. Fermantasyon
sliresince yapilan Orneklemeler ile optik yogunluk, D-sorbitol ve L-sorboz miktar
analizleri yapilmustir.

Calkalamali inkiibatorde gergeklestirilen tiim fermantasyon denemeleri sonunda
L-sorboz liretim miktar iizerine; D-sorbitol konsantrasyonunun, baslangi¢ pH degerinin,
sicakligim, D-sorbitol konsantrasyonu-sicaklik, pH-sicaklik ve sicaklik-galkalama hizi
interaksiyonlarinin ve D-sorbitol konsantrasyonu, pH degeri ve ¢alkalama hizi karelerinin
onemli (p<0.01; 0.01<p<0.05) seviyede etkili olduklar1 ancak c¢alkalama hizinin
istatistiksel olarak 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Calkalamali
inkiibator denemeleri sonucunda L-sorboz tiretimi i¢in optimum fermantasyon kosullari
127.58 g/L D-sorbitol konsantrasyonu, 7.20 besiyeri baslangi¢ pH degeri, 35°C sicaklik
ve 224 rpm galkalama hizi olarak belirlenmistir. Belirlenen optimum kosullarda
gerceklestirilen 168 saatlik dogrulama fermantasyonuyla %89.95 doniisiim orani ile L-
sorboz liretimi ger¢eklestirilmistir.



Calismanin  ikinci asamasinda; c¢alkalamali inkiibatorde gergeklestirilen
fermantasyon denemeleri sonucu elde edilen optimum kosullar kullanilarak, 1.5 L
calisma hacminde ve 700 rpm karigtirma hizinda biyoreaktorde 0.5, 1.0 ve 1.5 vvm hava
akim kosullarinda 1x3 faktoriyellik yeni bir deneme gerceklestirilmis ve 118 saat siiren
fermantasyonlar boyunca elde edilen 6rneklemeler ile belirlenen optik yogunluk,
biyokiitle, D-sorbitol ve L-sorboz miktar verileri ile fermantasyonlara ait Kinetik
parametreler hesaplanmustir.

Farkli hava akim hizlarinda gergeklestirilen denemeler sonucunda, L-sorboz
tiretim miktari {izerine hava akim hizinin 6nemli (p<0.01) seviyede etkili oldugu tespit
edilmistir. Biyoreaktoér denemeleri sonucunda optimum hava akim hiz1 %98.33 verim ile
en yiiksek miktarda L-sorboz iiretiminin gergeklestirildigi 1.5 vvm hava akim hizi olarak
belirlenmistir. Gergeklestirilen tiim biyoreaktdr denemelerinde ortamin pH degeri takip
edilmis ve fermantasyon ortaminin pH degeri 5 degerinin altina diismeden L-sorboz
tiretiminin baglamadig1 ve L-sorboz iiretiminin ancak 72 ila 95 saat kadar sonra basladigi
tespit edilmistir.

Fermantasyon siiresi iizerine besiyeri baslangic pH degerinin etkisi gz oniinde
bulundurularak belirlenen optimum kosullar, besiyeri baslangi¢ pH degeri 7.2 ve 5.0 olan
iki farkl iiretim ile dogrulanmistir. Dogrulama fermantasyonlari sonucunda her iki pH
degerinde L-sorboz iiretim veriminin neredeyse esit Ve ortalama %99.36 oldugu ancak
baslangic pH degeri 7.2 olan iiretim 118 saat siirerken, baslangi¢ pH degeri 5.0 olan
iiretimin 56 saat gibi kisa bir siirede tamamlandigi belirlenmistir.

Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde ise biyoreaktorde 700 rpm karistirma
hizinda D-sorbitolden L-sorboz iiretimi i¢in optimum kosullarin; 127.58 g/L besiyeri
baslangi¢ D-sorbitol konsantrasyonu, 5 baslangi¢ pH degeri, 35°C fermantasyon sicakligi
ve 1.5 vvm hava akim hizi oldugu ve bu optimum kosullarda 56 saatte, %99.21 verim ile
L-sorboz iiretilebildigi tespit edilmistir. Bu calisma ile Tiirkiye’de ilk kez C vitamini
iiretim amaglh L-sorboz iiretimi de gerceklestirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: L-sorboz, D-sorbitol, Gluconobacter oxydans,
Fermantasyon, Optimizasyon, Nadir seker, C vitamini
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PRODUCTION POSSIBILITIES OF RARE SUGAR
L-SORBOSE BY FERMENTATION USING D-SORBITOL

Hazal OZHANLI
MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa ERBAS
July 2021; 69 pages

L-sorbose is a ketose monosaccharide with the formula CeH120s. The most
common method to produce L-sorbose, which is found in very low amounts in natural
sources as a rare sugar in nature, is the bio-oxidation of D-sorbitol to L-sorbose using
Gluconobacter or Acetobacter species. The most important use of L-sorbose in the food
industry is its use as a starting or intermediate material in the synthesis of vitamin C, and
L-sorbose is mostly produced worldwide for use in the production of vitamin C.

In this thesis, it was aimed to optimize the fermentation conditions that are
effective on L-sorbose production by fermentation from D-sorbitol by using
Gluconobacter oxydans ATCC 621 strain, and the optimization process was carried out
in two stages, in a shaking incubator and bioreactor scale.

In the first stage of the study, it was aimed to optimize the D-sorbitol
concentration, initial pH value, temperature, and agitation speed parameters, which are
effective on L-sorbose production in a shaking incubator, by using the response surface
method. The limit values of the independent variables for the optimization of the
fermentation conditions were determined as 90 to 170 g/L for the D-sorbitol
concentration, 6 to 8 for the initial pH value, 25 to 35°C for the temperature, and 150 to
250 rpm for the agitation speed. A trial design of 27 productions, in which the midpoint
was repeated 3 times, was used with the determined parameters and the central composite
design statistical method. A trial design consisting of 27 productions, in which the
midpoint was repeated 3 times, was used with the determined parameters and the central
composite design statistical method. With the samples made during the fermentation,
optical density, biomass, D-sorbitol, and L-sorbose amount analyzes were made.

On the amount of L-sorbose production at the end of all fermentation experiments
carried out in the shaking incubator; D-sorbitol concentration, initial pH value,
temperature, D-sorbitol concentration-temperature, pH-temperature, and temperature-
agitation speed interactions, and D-sorbitol concentration, pH value, and agitation speed
squares were significant (p<0.01; 0.01<p<0.05), but the agitation speed was not
statistically significant (p>0.05) effect. As a result of shaking incubator experiments,
optimum fermentation conditions for L-sorbose production were determined as 127.58
g/L D-sorbitol concentration, initial pH value of 7.20, 35°C temperature and 224 rpm
agitation speed. L-sorbose was produced with %89.95 conversion rate with 168 hours of
fermentation carried out under the determined optimum conditions.



In the second stage of the study, a new 1x3 factorial trial was carried out at 0.5,
1.0, and 1.5 vvm airflow conditions in the bioreactor, using the optimum conditions
obtained from the fermentation experiments carried out in the shaking incubator. The
kinetic parameters of the fermentations were calculated with the optical density, biomass,
D-sorbitol, and L-sorbose amount data determined by the samples obtained during the
118 hours of fermentation.

As a result of the experiments carried out at different airflow rates, it was
determined that the airflow rate had a significant (p<0.01) effect on the amount of L-
sorbose production. At the end of the bioreactor trials, the optimum air flow rate was
determined as 1.5 vvm air flow rate, where the highest amount of L-sorbose production
was realized with %98.33 yield. In all bioreactor experiments carried out, the pH value
of the medium was followed, and it was determined that L-sorbose production did not
start before the pH value of the fermentation medium fell below 5 and L-sorbose
production started only after 72 to 95 hours.

As a result, it was determined that optimum conditions for L-sorbose production
by fermentation from D-sorbitol using G. oxydans ATCC 621 strain were 127.58 g/L D-
sorbitol concentration, 7.2 initial pH value, 35°C temperature, 224 rpm agitation speed,
and 1.5 vvm airflow rate, and L-sorbose was produced with a yield of %99.51 from the
fermentation carried out under optimum conditions.

The optimum conditions determined by considering the effect of the initial pH
value of the medium on the fermentation time were confirmed by two different
productions with the initial pH value of the medium 7.2 and 5.0. As a result of the
fermentations, it was determined that the production yield of L-sorbose at both pH values
was almost equal and the average yield was %99.36, but the production with the initial
pH value of 7.2 was completed for 118 hours, the production with the initial pH value of
5.0 was completed in a shorter time, such as 56 hours.

When all the results are evaluated, the optimum conditions to produce L-sorbose
from D-sorbitol at 700 rpm agitation speed in the bioreactor are 127.58 g/L initial D-
sorbitol concentration, 5 initial pH values, 35°C temperature and 1.5 vvm air flow rate,
and under these optimum conditions L-sorbose could be produced with a yield of %99.21
in 56 hours. With this study, L-sorbose production for the purpose of vitamin C
production was also carried out for the first time in Turkey.

KEYWORDS: L-sorboz, D-sorbitol, Gluconobacter oxydans, Fermentation,
Optimization, Rare sugar, Vitamin C

COMMITTEE: Prof. Dr. Mustafa ERBAS
Prof. Dr. Ahmet Hilmi CON
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ONSOZ

Nadir sekerlerden biri olan L-sorboz, gida endiistrisinde heniiz katki maddesi
olarak kullanilmamasina ragmen, C vitamini (L-askorbik asit) tiretiminde dogrudan
kullanimi1 sebebiyle gida sektorii i¢in ticari 6nemi yliksek bir bilesiktir. Diinya ¢capinda
tiretilen L-sorboz ¢ogunlukla C vitamini tiretiminde kullanilmaktadir.

L-sorboz diinyada tiretilmekte olan bir bilesik olmasina ragmen {ilkemizde heniiz
tiretimi yapilmamakta ve L-sorboz iiretimi iizerine yapilmig bilimsel bir arastirma da
bulunmamaktadir. Bu nedenle L-sorbozun {iretiminin ve L-sorboz iiretimi iizerine etkili
olan fermantasyon kosullarinin optimize edilmesinin iilkemiz i¢in bir yenilik niteligi
tasidig1 degerlendirilmistir.

Gluconobacter cinsine ait baz1 dogal veya rekombinant suslar kullanilarak elde
edilebilen L-sorbozun iiretiminde ¢esitli faktorler L-sorboz tiretim miktarini ve verimini
kisitlamaktadir.  L-sorboz iiretim  verimi fermantasyonda kullanilan {iretici
mikroorganizmanin substrat inhibisyonuna ugramasi nedeniyle besiyerinde bulunan D-
sorbitol miktarindan, oksidasyon i¢in mikroorganizmanin sentezledigi enzimlerin aktivite
gosterebilecegi ortam pH degerinden, ortam sicakligindan ya da mikroorganizmanin
zorunlu aerob karakterde olmasi nedeniyle ortamda bulunan oksijen miktarindan
etkilenmektedir. Bu gibi etkiler sebebiyle en yiiksek miktarda L-sorboz fiiretiminin
gerceklestirilebilecegi fermantasyon kosullarinin belirlenmesine yonelik aragtirmalara
ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu nedenle bu arastirmada, L-sorboz iiretimi iizerine etkili olan
D-sorbitol konsantrasyonu, baslangic pH degeri, sicaklik, calkalama hiz1 ve hava akim
hiz1 gibi parametrelerin optimize edilmesi amaglanmaigtir.

Ayrica bu ¢alisma bir ¢ati proje olarak C vitamini {iretimi iizerinde tasarlanmis ve
TUBITAK tarafindan 1180859 numara ile desteklenmis olan proje kapsaminda
gerceklestirilmis olup, bu proje ve bu tez calismasinin katkisi ile Tiirkiye’de ilk kez C
vitamini liretimi gergeklestirilmistir.

Oncelikle bana bu konuda calisma olanag saglayan, tezin tiim asamalarinda
yardim ve destekte bulunan danisman hocam Prof. Dr. Mustafa ERBAS’a tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez ¢alismam siiresince gece geg saatlere denk gelen 6rneklemelerim dahil bana
yardimet olan Ars. Gor. Ceren MUTLUya, biyoreaktorde gergeklestirdigim tiretimlere
yardime1 olan Ars. Gor. Fatma ERSOZ’e, ¢alismama destek olan Ogr. Gor. Cihadiye
Candal USLU’ya ve diger tiim ¢alisma grubu arkadaslarima tesekkiir ederim.

Bu tez calismasinin gercgeklestirilmesine 1180859 numarali 1005 projesi
araciligryla verdikleri destek nedeniyle Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu’na (TUBITAK) tesekkiir ederim.

Ayrica hayatimin her aninda maddi ve manevi destekleri ile yanimda olan ¢ok degerli
aileme de tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

% : Yiizde

°C . Santigrat derece

ulL : Mikrolitre

um : Mikrometre

cm : Santimetre

dk : Dakika

g : Gram

kcal : Kilokalori

kg > Kilogram

L . Litre

mL : Mililitre

oD : Optik yogunluk

pH : Hidrojen iyonlar1 konsantrasyonunun (mol/L) eksi logaritmasi
rpm : Dakikada devir sayis1

sa : Saat

vvm : Dakikada birim hacim besiyerinden gegen L olarak hava miktari (L/L/dK)

Bu tez kapsaminda ondalik ayiraci olarak “.” kullanilmigtir.

Kisaltmalar

2-KLG . 2-keto-L-gulonik asit

ATCC : American Type Culture Collection, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
CCD : Merkezi Kompozit Tasarim

Ccv : Varyasyon Katsayisi

EC : Enzim komisyonu



F : Istatistiksel F Degeri

FDA : Food and Drug Administration, Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi

HCI : Hidroklorik asit

HKT : Hata Kareler Toplam1

HPLC :High Performance Liquid Chromatography, Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi

ISRS : Uluslararasi Nadir Sekerler Dernegi

KO : Kareler Ortalamasi

LiAIH4 : Lityum Aliminyum Hidriir

NaOH : Sodyum hidroksit

NAD-SLDH : NAD bagimli D-sorbitol dehidrogenaz
NADP-SLDH : NADP bagimli D-sorbitol dehidrogenaz

Pred-R? : Tahmini Belirleme Regresyon Katsayisi

PRESS : En Diisiik Tahmin Edilen Hata Karelerinin Toplami

PQQ-SLDH : Pirolokinolin Kinon bagimli D-sorbitol dehidrogenaz

R? : Regresyon Katsayisi

R2dzl : Diizeltilmis Regresyon Katsayis1
RID : Refraktif indeks Dedektorii
rRNA : Ribozomal RNA

SD : Serbestlik Derecesi

SH : Standart Hata

SLDH : D-sorbitol dehidrogenaz
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1. GIRIS

Karbonhidratlar, dogada olduk¢a yaygm bulunan, bitki ve hayvan
metabolizmasinda temel rol alan organik bilesiklerdir. Karbonhidratlar, polihidroksi
alkollerin aldehit veya keton tiirevleri olan bilesiklerin monomerik, oligomerik veya
polimerik formlar1 olarak tanimlanabilmektedir. Glikanlar veya sakkaritler olarak da
isimlendirilen karbonhidratlar, temel enerji kaynagi olmalarinin yani sira tat ve tekstiir
gibi gidalarin duyusal ve teknolojik 6zelliklerini etkilemekte ve besinsel lif kaynagi
olarak da beslenmede 6nem tasimaktadir (Saldamli 2017). Beslenmede ge¢misten
giiniimiize siklikla kullanilmakta olan sekerler ise; duyusal olarak tatli tada sahip, suda
cOzuinlrligli yiiksek ve molekiil agirliklart diisik karbonhidratlar  olarak
tanimlanabilmektedir (Ozhanli vd. 2021). Sekerler ozellikle gida sanayinde gida
maddelerinin  tatlandirilmasi, donma veya erime noktalariin degistirilmesi,
renklendirilmesi ve korunmasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Gil-Campos vd.
2015).

Beslenme aligskanliklarina bagli olarak diinyada ve iilkemizde obezite,
hiperlipidemi, hipertansiyon veya diyabet gibi hastaliklarin goériilme sikligi ve bu
hastaliklara bagh olusan komplikasyonlar son yillarda artmistir. Beslenmede temel besin
Ogesi olan karbonhidratlar ve sekerler ise yliksek glisemik indeks degerine sahip
olmalarindan dolay1r prevalansi artmakta olan obezite, diyabet gibi hastaliklar ile
yakindan iligkili bulunmaktadir. Bu sebeple glinlimiizde; enerji igerigi yliksek
karbonhidratlarin ve sekerlerin tiikketiminin azaltilmasi veya diisiik kalorili tatlandiricilar
ile ikame edilmesi yoniinde aragtirmalara ihtiya¢ duyulmustur (Noronha vd. 2018). Gida
sektoriinde kullanilan tatlandiricilarin ve seker alkollerinin yani sira son yillarda nadir
sekerler de yaygin sekerler i¢in ikame edici bir bilesen haline gelmistir.

Nadir sekerler, Uluslararast Nadir Sekerler Dernegi (ISRS) tarafindan, dogada
yaygin olmayan ve az miktarda bulunan monosakkaritler veya tiirevleri olarak
tanimlanmaktadir (Zhang vd. 2017). Dogada sinirli bulunabilirlikleri ve yiiksek tiretim
maliyetlerine ragmen, sahip olduklar1 olumlu fizyolojik faydalar1 ve/veya teknolojik
onemleri nedeniyle nadir sekerler Kimya, gida, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde siklikla
kullanilmaktadir. Nadir sekerler ¢cogunlukla diisiik kalori igerigine sahip olup, insan
viicudunda oldukga diisiik miktarda metabolize edilebilmektedirler. Ayn1 zamanda nadir
sekerler genel olarak sakkarozun yaklasik %70 ila 92 esdeger tatliliginda olup, gida olarak
kullanilabilenler diisiik kalorili tatlandirict veya hacim artirict bilesenler olarak ilave
edilebilmektedirler (Carvalho ve Fernandes 2019).

Tiim heksoz ve pentoz formundaki monosakkaritler arasindan yalnizca D-glikoz,
D-galaktoz, D-mannoz, D-fruktoz, D-ksiloz, D-riboz ve L-arabinoz olmak iizere 7 tanesi
yaygin sekerler olarak siniflandirilirken kalan tiim heksoz ve pentoz monosakkaritler
dogal kaynaklarda olduk¢a az miktarlarda bulunmalar1 nedeniyle nadir sekerler olarak
siniflandirilmaktadir (Beerens vd. 2012). Nadir sekerlerin biiyiik kismini polarize 15181
sola ¢eviren L izomeri yapisindaki monosakkaritler olusturmaktadir (Zhang vd. 2017).
Ozellikle 6 karbon atomuna sahip nadir sekerler olan L-heksoz monosakkaritler, sahip
olduklar1 terapotik etkiler ile ¢ogunlukla farmakoloji ve tip alaninda antiviral ve
antikanser ilaglar1 gelistirmek igin kullanilmaktadir (Perali vd. 2011). Gida sektoriinde
ise L-sorboz, katki maddesi olarak kullanilamamakla birlikte, C vitamini (L-askorbik asit)
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tiretiminde ara bilesen veya hammadde olarak kullanim1 nedeniyle en yaygin kullanilan
L-heksoz monosakkarittir (Chen vd. 2016). Bu nedenle dogada iz miktarda bulunmasina
ragmen L-sorboz endiistriyel olarak en ¢ok iiretilen ve kullanilan L-heksoz nadir sekerdir.

L-sorboz lretimi; kimyasal, enzimatik ve mikrobiyal yontemler kullanilarak
gerceklestirilebilmektedir. L-sorbozun endiistriyel iiretiminde ¢ogunlukla maliyeti diisiik
ve verimi yiiksek bir yontem olan mikrobiyal yontem kullanilmakta ve bu yontem
Gluconobacter veya Acetobacter tiirlerinin gesitli karbonhidrat kaynaklarini L-sorboza
fermente etmesiyle gergeklestirilmektedir (Zebiri vd. 2011). Diinyada yillik yaklasik
60.000 ton L-sorboz iiretimi, Gluconobacter oxydans mikroorganizmasi kullanilarak bir
seker alkolii olan D-sorbitoliin oksidasyonu ile yapilmakta ve bu oksidasyon islemi G.
oxydans mikroorganizmasinda bulunan sorbitol dehidrogenaz enzimi ile
gerceklestirilmektedir (Seféovidova vd. 2009; Kim vd. 2019).

Diinyada D-sorbitoliin oksidasyonu ile L-sorboz iiretimi gerceklestirilmesine
ragmen, iilkemizde L-sorbozun endiistriyel iiretimi heniiz gergeklestirilmemistir. Ayrica
L-sorboz tiretimi ile ilgili tilkemizde yapilmis herhangi bir arastirma veya tez ¢alismasi
da bulunmamaktadir. C vitamini iiretiminde 6nemli bir bilesen olan L-sorbozun tiretim
parametrelerinin ¢alisilarak belirlenmesinin iilkemizde heniiz tiretimi gerceklestirilmeyen
ve gida, kimya ve ilag sektorleri gibi birgok alanda kullanim imkani bulunan C vitamini
tiretimi i¢in de dnemli bir asama olacag degerlendirilmistir.

Bu nedenlerle bu tez ¢alismasinda; D-sorbitolden, L-sorboz iiretimi igin
Gluconobacter oxydans ATCC 621 susu kullanilarak en yiiksek verimde iretimi
saglayacak optimum fermantasyon kosullarinin (baslangi¢ D-sorbitol konsantrasyonu,
besiyeri baslangic pH degeri, sicaklik ve ¢alkalama hizi) oncelikle c¢alkalamali
inkiibatorde belirlenmesi ve daha sonra ise bu sartlarin biyoreaktérde de optimize
edilmesi amaglanmistir. Bu amagla, merkezi kompozit tasarim istatistik yontemi ve orta
noktanin 3 kere tekrarlanmasi ile toplam 27 iiretimlik bir deneme deseni kullanilmis ve
buradan elde edilen optimum sartlarda 3 farkli hava akim hizinda biyoreaktorde de
optimizasyon calismasi yapilmistir. Gergeklestirilen tiim fermantasyon iiretimlerinde
belirli araliklarla alinan 6rneklerle D-sorbitol tiiketimi, L-sorboz iiretimi ve biyokiitle
gelisimi takip edilmis ve biyoreaktorde gerceklestirilen tiim tliretimler i¢in elde edilen
veriler kullanilarak kinetik parametreler de hesaplanmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. L-sorboz

Nadir bir seker olan L-sorboz, CeH120¢ kapali formiiliine sahip bir ketoheksozdur.
Kimyasal adi L-ksilo-heksiiloz olan L-sorboz, D-fruktozun karbon-5 epimeridir. L-
sorboz, dogal kaynaklarda olduk¢a az miktarda bulunmasi nedeniyle nadir seker olarak
siniflandirilmaktadir. Dogada monosakkaritlerin ¢ogunlugu dogal olarak D izomeri
halinde bulunurken, sorboz dogada L izomeri olarak bulunmaktadir. L-sorbozun yapisal
formiilii Sekil 2.1°de verilmistir.

CH,OH
=0
HO——H

H—+—OH
HO—+—H

CH,OH

Sekil 2.1. L-sorbozun kimyasal yapisi

Enerji igerigi 2.2 kcal/g degerinden diisiikk olan L-sorboz gida, kimya ve ilag
sektorlerinde kullanim alani bulunan bir bilesendir. Gida sanayinde L-sorbozun en 6nemli
kullanim alanlarindan birisi C vitamini tiretiminde baslangi¢ veya ara materyal olarak
kullanilabilmesidir. Ayni1 zamanda endiistriyel olarak iretilmis olan L-sorboz
kullanilarak diisiik kalorili, gida ve ilag endiistrisinde kullanim potansiyeli olan L-tagatoz
ve L-iditol gibi diger nadir seker ve seker alkolleri de tiretilebilmektedir (Zebiri vd. 2011).

2.1.1. L-sorbozun fiziksel ve kimyasal ézellikleri

Molekiil agirligi 180.16 g/mol olan L-sorboz; beyaz, kristal yapida ve kokusuz bir
bilesiktir. L-sorboz, 27°C sicakliktaki suda ¢oziindiigiinde yaygin olarak a-L-
sorbopiranoz (Sekil 2.2) izomeri halinde bulunmaktadir (Guzik ve Stachowicz 2016).

H
HO O OH
H
H OH
H OH
OH H

Sekil 2.2. a-L-sorbopiranozun kimyasal yapisi
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L-sorboz duyusal olarak sakkarozun %90 esdeger tatliliginda bir monosakkarittir.
L-sorbozun suda c¢oziiniirliigiiniin D-glikozun suda ¢oziniirliigiine esdeger oldugu
bildirilmistir. Tim monosakkaritler gibi higroskopik yapida bir bilesik olan L-sorbozun
higroskopisite 6zelligi, D-fruktoz ve D-sorbitoliin higroskopisitesine kiyasla oldukca
diigiiktiir. Indirgen bir monosakkarit olmasi nedeniyle Maillard reaksiyonlarina
girebilmekte olan L-sorboz, kimyasal olarak fruktoza gore daha kararli ve yavas
reaksiyona giren bir bilesiktir (Zimmermann 1978; Guzik ve Stachowicz 2016). L-
sorbozun bazi fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. L-sorbozun bazi fizikokimyasal 6zellikleri

Ozellik Deger

CAS Numarasi 87-79-6

Molekiil formiilii CsH1206

Molekiil agirlig 180.16 g/mol

Fiziksel form Kristal beyaz

Yogunluk 1.65 g/cm®

Erime sicaklig1 159-165°C

Optik ¢evirme [0]?9/D=43.4° (%12 (w/w) soliisyonda)
Cozintirlik %45.90 w/w (20°C), %65 w/w (90°C)
Tathilik 90

2.1.2. L-Sorbozun bulundugu kaynaklar

L-sorboz bitkisel kaynaklarda dogal olarak ¢ok az miktarda bulunan bir nadir
sekerdir. L-sorboz, ilk defa Théophile-Jules Pelouze tarafindan 1852 yilinda iivez agact
ismiyle bilinen Sorbus aucuparia L. bitkisine ait 6zsuyun 14 ay siiresince agikta
birakilmasi sonucu bu sividan izole edilerek tanimlanmistir (Zimmermann 1978). Daha
sonraki yiizyilda ise Gabriel Bertrand, L-sorbozun iivez agacinda dogal olarak
bulunmadigini ancak {ivez agac1 meyvelerinde dogal olarak bulunan ve bir seker alkolii
olan D-sorbitoliin Acetobacter xylinum bakterisi tarafindan fermantasyon siirecinde
yiikseltgenmesiyle olustugunu tespit etmistir (Karabinos 1952). McComb (1975)
tarafindan gergeklestirilen bir calismada da Acetobacter cinsi bakterileri kullanilarak elde
edilen elma sirkesinde elmanin dogal olarak icerdigi D-sorbitolden 0.6 g/L miktarinda L-
sorboz olustugu bildirilmistir.

Martin ve Reuter (1949) ise gerceklestirdikleri ¢alismada Sorbus cinsine ait
tiirlerin yan1 sira iilkemizde de son yillarda yetistirilmesine baglanmis olan ve c¢arkifelek
olarak adlandirilip genellikle siis bitkisi olarak kullanilan Passiflora bitkisinin (Passiflora
edulis L.) kabuklarinin dogal olarak L-sorboz igerdigini bildirmislerdir.

Bitkisel kaynaklarda tespit edilen L-sorboz miktari, L-sorbozun endiistriyel olarak
iiretimi i¢in yetersiz olmasi sebebiyle, giiniimiizde ¢ogunlukla L-sorboz tiretimi igin
hammadde olarak D-sorbitol kullanilmaktadir (Guzik ve Stachowicz 2016).
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2.1.3. L-sorbozun saghk iizerine etkileri

Enerji igerigi degeri 1.5 ila 2.2 kcal/g arasinda oldugu bilinen L-sorboz, viicutta
metabolize edilme hiz1 oldukg¢a yavas olmasi nedeniyle yaygin monosakkaritlere gore
diisiik enerji igerigine sahiptir (Tamura vd. 1991; Guzik ve Stachowicz 2016). Insan
viicuduna alimindan sonra L-sorbozun ince bagirsaklarda olduk¢a diisiik miktarda
absorbe edildigi, %12-14 kadarinin metabolize edilmeden idrar ile uzaklastirildigi ve
kalan L-sorbozun kalin bagirsakta mikroorganizmalar tarafindan diisiik miktarda
fermente edilebildigi bildirilmistir (Schiweck ve Ziesenitz 1996).

Sato vd. (2017) in vitro yontemle gergeklestirdikleri bir ¢alismada yetigskin ve
saglikli erkek bireylerin fekal kiiltiirti ile L-sorboz ve ksilitoliin kalin bagirsakta kisa
zincirli yag asitlerine fermantasyonunu incelemislerdir. Calisma sonucunda L-sorbozun
kalin bagirsakta bulunan Anaerostipes cinsine ait tiirler tarafindan fermente edilebildigini
ve fermantasyon sonucunda L-sorbozdan kolon kanserine karsi fizyolojik faydalari
oldugu bilinen biitirik asitin iretildigini, bu nedenle de L-sorbozun prebiyotik etkiye
sahip bir bilesen oldugunu bildirmislerdir.

Ayrica L-sorboz diisiik metabolize olma hizi nedeniyle viicutta kan glikoz
seviyesini yiikseltmedigi i¢in antihiperglisemik, agiz mikroflorasi tarafindan fermente
edilemedigi i¢in antikaryojenik (Schiweck ve Ziesenitz 1996) ve kanda insiilin
konsantrasyonunun azalmasini sagladigi igin ise antidiyabetik 6zelliklerde oldugu rapor
edilmistir (Siebert vd. 1980; Mitsuhiro vd. 1989).

Yapilan bir ¢alismada diyabetik fareler 6 hafta boyunca %20’si L-sorboz ve
kontrol olarak ise %20’si D-glikoz olan bir diyet ile beslenmistir. L-sorboz ile beslenen
deneklerde kontrol grubuna kiyasla kan glikoz seviyesinin ve idrarla atilan glikoz
miktarinin azaldigi ve buna bagli olarak da Tip 2 diyabet hastalarinin L-sorboz
tilketiminin hastaligi kontrol altina almada etkili olabilecegi bildirilmistir (Furuse vd.
1993).

L-sorbozun insan saghig: lizerine yukarida verilen fizyolojik faydalariin tersine
yapilan bazi calismalarda L-sorbozun olumsuz fizyolojik etkileri de tespit edilmistir.
Sindirim sisteminde ince bagirsak tarafindan metabolize edilmeden kalin bagirsaga gecen
L-sorbozun bir kisminin kalin bagirsakta fermantasyon ile propiyonik ve biitirik asit gibi
organik asitlere doniistiiriilmesi ve kalan L-sorbozun ise ishal, kramp veya siskinlik gibi
bagirsak sorunlarina neden oldugu bildirilmistir (Wiirsch vd. 1979).

L-sorboz tiiketiminin insan metabolizmasi {izerine etkisini belirlemek {izere
gergeklestirilen bir ¢calismada 10 giin boyunca giinde iki defa 20 g L-sorboz tiikketiminin
diyare ve siskinlik gibi bagirsak rahatsizliklarina neden oldugu belirlenmistir (Wiirsch vd.
1979). Yapilan bir baska ¢alismada da L-sorboz tiikketiminin kopeklerde eritrositleri
olumsuz etkileyerek hemolize neden oldugu tespit edilmis ve L-sorbozun gidalarda
kullaniminin sakincali olabilecegi bildirilmistir (Kistler ve Keller 1978).

Siebert vd. (1980) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada 90 giin boyunca fareler
%10 D-glikoz igeren kontrol grubuna kars1 %10 L-sorboz igeren bir diyet ile beslenmisler
ve kontrol grubuna gore L-sorbozun glikojene donilismesi nedeniyle karaciger agirligin
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ve inflamasyona neden oldugu i¢in de plazma laktat dehidrogenaz (LDH) enzim miktarini
arttirdig1 belirlenmistir.

Bir bagka ¢alismada ise diyabet ve obezite indiikleyici olarak altin tiyoglukoz
enjekte edilmis fareler iki esit gruba ayrildiktan sonra 2 hafta boyunca gruplardan biri 200
g/kg L-sorboz diyeti, digeri ise kontrol grubu olarak 200 g/kg sakkaroz diyeti ile
beslenmistir. Kontrol grubu farelerinin viicut agirhigi 9 g kadar artar iken, L-sorboz ile
beslenen farelerde gida aliminin kontrol grubuna kiyasla %43 kadar ve viicut
agirliklarinin ise 10 g kadar azaldigi belirlenmistir (Kazumi vd. 1992).

Cesitli calismalarda L-sorbozun saglik {izerinde olumsuz etkilerinin belirlenmesi
sonrasinda giincel literatiirde L-sorbozun fizyolojik etkilerine dair ¢alismalar kisith
kalmistir. Aymi zamanda gerceklestirilen c¢alismalarda belirlenen olumsuzluklar
nedeniyle gidalarda L-sorbozun kullanimina ait bazi belirsizlikler olusmus ve bu da gida
endistrisinde bu bilesigin kullanimin1 sinirlandirmig bulunmaktadir.

2.1.4. L-sorbozun kullanim alanlari

L-sorboz, yiiksek erime noktasi, diisitk higroskopisitesi, karyojenik etkiye sahip
olmamasi gibi Ozellikleri ile sakkaroza ikame bir bilesen olarak gida endiistrisinde
yiyecek ve igeceklerde kullammminda teknolojik avantajlara sahip bir monosakkarit
oldugu degerlendirilmektedir. Sahip oldugu fizikokimyasal ozellikleri ile L-sorbozun
sekerlemelerde, cikolatada, sakizlarda, firincilik tiriinlerinde, regel ve marmelatlarda,
dondurmada veya alkolsiiz iceceklerde kullanim1 iizerine ¢esitli caligmalar
gerceklestirilmistir. Sakizlarda yiizey kaplama karisimi igerisinde L-sorboz kullanilarak,
yapigskanliga karsi koruma saglanabilecegi bildirilmistir. Bunun yani sira L-sorboz,
higroskopisitesi diisiik bir bilesen olmasi nedeniyle yumusak sekerlemelerde dis kaplama
bileseni olarak kullanimi ile bu iirlinlerin formunun korunmasini saglama potansiyeline
sahip oldugu da belirlenmistir (Zimmermann 1978). L-sorbozun seker alkolleri gibi
sakkaroz ikamelerinin yani sira kullanim potansiyeli belirlenmis olmasina ragmen
fizyolojik etkileri konusunda var olan belirsizlikler nedeniyle giiniimiizde L-sorboz
endiistride dogrudan bir gida maddesi olarak heniiz kullanilmamaktadir.

Buna ragmen dolayli bir gida maddesi olarak L-sorbozun kullanimi Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) tarafindan 1977 yilinda Genel
Olarak Giivenilir (GRAS) kategorisinde kabul edilmistir (Siebert vd. 1980). Bu nedenle
gida endiistrisinde L-sorboz, Iyi Uretim Uygulamalar1 (GMP, Good Manufacturing
Practices) standartlarina uygun olacak sekilde gida bilesenlerinin ambalajlanmasinda
kullanilan kagit, karton veya pamuktan yapilmis materyallere ilave edilebilmektedir
(Moore 1981).

Diinyada L-sorbozun en 6nemli ve yaygin kullanim alan1 Reichstein-Griissner
yontemi ile C vitamini sentezinde baslangi¢ veya ara materyal olarak kullanilabilmesidir
(de Muynck vd. 2007). Bu yonteme gore L-sorboz Ketogulonicigenium vulgare ve
yardimer mikroorganizma olarak genellikle Bacillus megaterium kullanilarak fermente
edilip 2-keto-L-gulonik aside (2-KLG) oksitlenmekte ve elde edilen 2-KLG bilesigi
esterifikasyon ve laktonizasyon islemlerine tabi tutularak gida, kimya ve ilag¢ sektorleri
gibi bircok alanda kullanim imkéani bulunan C vitaminine doniistiiriilmektedir
(Pappenberger ve Hohmann 2014; Mutlu ve Erbas 2020; Shan vd. 2020).
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C vitamini {retiminin yani sira L-sorboz kullanilarak diisik kalorili, gida
endiistrisinde kullanim potansiyeli olan bazi nadir sekerler ve seker alkollerinin tiretimi
de gergeklestirilmektedir (Zebiri vd. 2011). L-sorbozdan D-tagatoz 3-epimeraz enzimi
kullanilarak L-tagatoz eldesi saglanabilecegi gibi; L-sorboz Candida famata, Candida
boidini gibi mikroorganizmalar ile fermente edilerek L-iditol de iiretilebilmektedir
(Vongsuvanlert ve Tani 1988; Itoh ve Izumori 1996; Kim vd. 2019).

Ayn1 zamanda L-sorbozdan farmakoloji alaninda glikozidaz enzim inhibitori
olarak kullanilan 1-deoksigalaktonojirimisinin eldesi saglanabilmektedir (Behling vd.
1991; Bilal vd. 2018).

2.1.5. L-sorbozun iiretimi
2.1.5.1. Kimyasal yontemlerle L-sorboz iiretimi

L-sorboz nadir bir monosakkarit olmasi nedeniyle dogada yaygin bulunan
karbonhidratlar ve bunlarin tiirevlerinden L-sorbozun iiretilmesi igin ¢esitli kimyasal
yontemler gelistirilmistir.

Talen (1925) tarafindan yapilan bir calismada; D-sorbitol, brom c¢ozeltisi
igerisinde 12 saat boyunca 60°C sicaklikta okside edilerek D-sorbitolden diisiik miktarda
L-sorboz elde edilebilecegi tespit edilmistir.

Gatzi ve Reichstein (1938) tarafindan yapilan bir ¢alismada; 2,4:3,5-dietiliden-L-
ksilonil klorid, diazometan ile muamele edilerek L-sorboz iiretilebildigi bildirilmistir. Bu
yontemle L-sorboz iiretimi igin 3,5:4,6-dietiliden-L-gulitol okside edilerek dietiliden-L-
ksilonik asit elde edilmis ve ortama diazometan ilave edildikten sonra ¢ozelti seyreltik
stilfirik asit ile hidroliz edilerek L-sorboz i¢eren bir surup elde edilmistir.

Sullivan (1945) tarafindan D-sorbitol tiirevi bilesenlerinin 5. karbon atomu okside
edilip, diger karbon atomlarinin uygun kimyasal bilesenlerle korunmasi yontemiyle L-
sorboz iiretim metodu gelistirilmistir. Bu metotla trietilen sorbitoliin kismi hidrolizi ile
elde edilen 1,3:2,4-dietiliden-D-sorbitol bilesigi toliien siilfonil kloriir ile isleme tabi
tutulmus, daha sonra elde edilen bilesigin 5. karbon atomu kromik asitle okside edilmis
ve asit hidrolizi isleminin ardindan L-sorboz eldesi gergeklestirilmistir.

L-sorboz iiretimi i¢in son yillarda gelistirilen kimyasal yontemlerden biri de
karbonil translokasyonu yontemi ile D-glikoz gibi yaygin bulunan karbonhidratlardan L-
sorboz iiretilmesidir. Wu vd. (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada baslangi¢c materyali olarak
metil-a-D-glukopiranozid kullanarak karbonil translokasyonu yontemi ile 5 kimyasal
asamada L-sorboz iiretimini gergeklestirmislerdir. Bu amagla metil D-glukopiranozidin
anomerik karbonu diol tiirevi verecek sekilde LiAlH; ile indirgenmis, indirgenme
sonucunda elde edilen birincil alkol secici olarak korunup ikincil alkol eldesi
gerceklestirilmis ve ikincil alkoliin oksidasyonu sonrasinda koruyucu gruplarin
uzaklastirilmasiyla %55 verimle L-sorboz iiretimi gergeklestirilmistir.

L-sorbozun iiretimi igin gelistirilen kimyasal liretim yontemlerinin fonksiyonel
gruplarin  korunmasi ve koruyucu bilesenlerin uzaklastirilmast gibi ¢oklu islem
basamaklari ile karmasik saflastirma asamalar1 gerektirmesi, kimyasal atik ve yan iirlin
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olusumuna neden olmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Bu nedenlerle L-sorbozun
kimyasal yontemlerle biiytlik 6l¢ekli tiretimi maliyetli ve diisiik verimli olmaktadir.

2.1.5.2. Mikrobiyal yontemlerle L-sorboz iiretimi

Giliniimiizde, L-sorboz yaygin olarak mikrobiyal yontemler ile iiretilmektedir. L-
sorboz iiretiminde kullanilan kimyasal iiretim yontemlerinde ¢cogunlukla nihai {iriinde
sorbozun D ve L izomerinin bulundugu rasemik bir karisim elde edilmektedir. Kullanilan
mikrobiyal yontemlerde ise oksidasyon ile sorboz dogrudan L izomeri formunda
iretilmektedir. L-sorbozun mikrobiyal fermantasyonla iiretiminde yiiksek doniisiim
verimi ile elde edilen nihai iriiniin kararli bir yapida olmasinin, C vitamini gibi
endiistriyel olarak dnemli bir {irliniin sentezinde dogrudan kullanim imkén1 saglamas1 gibi
avantajlar1 bulunmaktadir (Giridhar ve Srivastava 2002).

L-sorboz {iiretiminde kullanilan mikrobiyal yontemde temel olarak
Gluconobacter, Acetobacter veya Pseudomonas cinslerine ait tiirler kullanilarak
fermantasyon ile D-sorbitol L-sorboza okside edilmektedir. Diinyada L-sorbozun
mikrobiyal iiretiminin biiyiik bir kism1 Gluconobacter cinsine ait tiirler ile, yaygin olarak
ise Gluconobacter oxydans susu veya bu susun genetik modifikasyonu ile elde edilen
rekombinant suslar kullanilarak gergeklestirilmektedir (Azar ve Alemzadeh 2020).
Taksonomik siniflandirmada Gluconobacter cinsi bakterileri yapilan filogenetik
calismalarda 16S rRNA analizleri ile belirlenen farkliliklar nedeniyle Acetobacter
cinsinden ayrilarak yeni bir gram negatif bakteri grubu olarak smiflandirilmistir (Gupta
vd. 2001; Takahashi vd. 2006).

Gluconobacter cinsi bakterileri ile D-sorbitolden L-sorboza oksidasyon iglemi
uygun bir karbon ve nitrojen kaynaginin varliginda mikroorganizmanin sitoplazmik
zarina bagl bir enzim olan D-sorbitol dehidrogenaz (EC 1.1.1.14, SLDH) aktivitesi ile
gerceklesmektedir (de Wulf vd. 2000). L-sorbozun D-sorbitol dehidrogenaz enzimi
araciligi ile D-sorbitolden doniisiimii Sekil 2.3'te verilmistir.

CH,OH CH,OH
H——OH —O
HO——H D-sorbitol dehidrogenaz HO——H
H——OH - H——OH
H——OH HO——H
CH,OH CH,OH
D-sorbitol L-sorboz

Sekil 2.3. D-sorbitol ve L-sorbozun yapilari ve enzimatik doniistimleri
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Gluconobacter oxydans

Gluconobacter oxydans, Acetobacteraceae familyasina ait gram negatif bir
bakteridir. G. oxydans hiicreleri morfolojik olarak elipsoid veya ¢ubuk seklinde olup,
hiicreler ¢ogunlukla tek veya ciftler halinde bulunurken nadiren zincir halinde
bulunmaktadir. insan ve hayvanlarda patojenik etkiye sahip olmayan G. oxydans susu,
dogada seker igerigi yiiksek olan elma, iiziim, hurma gibi meyvelerde ve ¢igeklerde
gelisebilmektedir. G. oxydans zorunlu aerob bir bakteri olup, solunumda oksijeni terminal
elektron alicis1 olarak kullanmaktadir (Gupta vd. 2001).

G. oxydans susunun biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢in besiyeri ortaminda karbon
kaynag1 olarak ¢ogunlukla D-mannitol ve bunun yani sira tiamin, niasin, pantotenik asit
ve p-aminobenzoik asit gibi bilesenlerin bulunmasima ihtiyag duyulmaktadir. Ayni
zamanda mikroorganizma karbon kaynagi olarak D-sorbitol, gliserol, D-fruktoz ve D-
glikoz da kullanabilmektedir (Gossele vd. 1980). Ancak uygun besiyeri ortami ve
fermantasyon kosullar1 saglansa da G. oxydans hiicrelerinin biiyiime ve ¢ogalma hizi

yavas olabilmekte ve bu nedenle fermantasyon ortaminda biyokiitle gelisimi sinirl
kalabilmektedir (Kulhanek 1989).

G. oxydans mikroorganizmasi sekerleri, seker alkollerini veya seker asitlerini
cesitli oksidasyon reaksiyonlar1 ile yeni iirlinlere fermente edebilmektedir (Dwivedi
2020). Bu oksidasyon reaksiyonlari mikroorganizmanin sahip oldugu enzimlerin
aktivitesi ile gergeklesmektedir. Bu enzimler G. oxydans hiicrelerinin sitoplazmasinda
veya sitoplazma membraninda lokalize olmasi sebebiyle iki farkli grupta yer almaktadir
(Kersters vd. 1965; Kulhanek 1989).

G. oxydans mikroorganizmasinin sitoplazmasinda bulunan enzimler, intraselliiler
aktivite gostermektedir. Bu enzimlerden biri olan NADP* bagimli D-glikoz dehidrogenaz
enzimi pentoz fosfat yolagi ile D-glikozun metabolize edilmesini saglamaktadir (Gupta
vd. 2001).

G. oxydans mikroorganizmasinin sitoplazma membraninda bulunan enzimler ise
ekstraselliiler aktivite gostermektedir. Bu enzimler ¢cogunlukla flavoprotein yapida olup,
sitokrom icermektedir. Gluconobacter cinsine ait tiirler sitoplazma membraninda bulunan
enzimler ile seker alkollerini ketoz monosakkaritlere veya monosakkaritleri seker
asitlerine okside edebilmekte ve Gluconobacter cinsi bu 6zellikleri ile Acetobacteraceae
familyasina ait diger cinslerden ayrilmaktadir (Macauley vd. 2001). G. oxydans
mikroorganizmasi, D-sorbitol dehidrogenaz enzimi ile D-sorbitolden L-sorboz, NADP*
bagimsiz D-glikoz dehidrogenaz enzimi ile D-glikozdan D-glukonik asit, 2-ketoglukonik
asit veya 5 ketoglukonik asit ve gliserol dehidrogenaz ile gliserolden dihidroksiaseton
tiretimi gergeklestirilebilmektedir (Kersters ve De Ley 1963; Matsushita vd. 1979;
Shinagawa vd. 1982).

Ozellikle L-sorboz iiretiminde aktivite gdsteren SLDH enzimi hiicre igerisinde
NAD bagimli D-sorbitol dehidrogenaz (NAD-SLDH), NADP bagimli D-sorbitol
dehidrogenaz (NADP-SLDH) ve pirolokinolin kinon bagimli D-sorbitol dehidrogenaz
(PQQ-SLDH) olmak iizere 3 farkli yapida bulunabilmektedir (Macauley vd. 2001).
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NAD-SLDH ve NADP-SLDH enzimlerinin G. oxydans hiicrelerinin
sitoplazmasinda bulundugu ve enzimlerin aktivite gosterebilecegi optimum pH degerinin
8.0 ila 8.5 araliginda oldugu bildirilmistir. Ozellikle NAD-SLDH enzimi D-sorbitolden
intraselliller olarak D-fruktozu oksidasyon yoluyla iiretebilmektedir (Macauley vd.
2001).

PQQ-SLDH ise G. oxydans hiicrelerinin sitoplazma membraninda yiiksek
konsantrasyonda bulunmakta ve D-sorbitoliin L-sorboza tek asamali oksidayonunu
gerceklestirmektedir. Oksidasyon reaksiyonlarinda PQQ-SLDH enziminde prostetik grup
olarak bulunan pirolokinolin kinon bilesigi, hiicrenin elektron tasima sisteminde rol
almaktadir. Yapilan c¢alismalarla PQQ-SLDH enziminin aktivite gdosterebilecegi
optimum pH degerinin 4.5 ila 5 araliginda oldugu bildirilmistir (Kersters ve De Ley
1963). G. oxydans mikroorganizmasinin sitoplazma membraninda bulunan PQQ-SLDH
enziminin D-sorbitolden L-sorboz iiretimi Sekil 2.4’te verilmistir.

D-sorbitol L-sorboz

Hiicre duvan —
Por

D-sorbitol L-sorboz

:

Periplazma -

Sitoplazmik
membran

Sekil 2.4. G. oxydans mikroorganizmasinin sitoplazma membraninda bulunan
pirolokinolin kinon bagimli D-sorbitol dehidrogenaz (PQQ-SLDH) enziminin D-
sorbitolden L-sorboz iiretimi

Sitoplazma membraninda bulunan SLDH enzimlerinin aktif bdlgelerinin
periplazmik bosluga yonelik olmasi nedeniyle D-sorbitol, sitoplazma igerisine
tasinmadan okside edilip, elde edilen {iriin hiicre zarinda bulunan porlar ile hiicre disina
salgilanmaktadir. Boylece liretilen L-sorboz bilesiginin geri kazanimi kolaylasmakta ve
karmasgik saflagtirma iglemlerine ihtiya¢ duyulmamaktadir (Deppenmeier vd. 2002).

Endiistride G. oxydans mikroorganizmasi sekerler veya seker alkollerinin {iretimi igin
kullaniminin yani sira, mikroorganizmanin kendisi veya sahip oldugu enzimler bazi
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alkollerin, sekerlerin veya seker alkollerinin belirlenmesi amaciyla biyosensor olarak da
kullanilabilmektedir (De Muynck vd. 2007).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal malzemeler

Bu ¢alisma kapsaminda fermantasyon ortami igin saf karbon kaynagi olarak D-
sorbitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, S1876), azot kaynagi olarak maya ekstrakti
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, 92144) kullanilmistir. Arastirmada kullanilan diger
besiyeri malzemeleri ve kimyasal maddeler niteliklerine uygun olarak mikrobiyolojik ve
analitik safliklarda Merck (Darmstadt, Germany) ve Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
firmalarindan temin edilmistir.

3.1.2. Mikroorganizma

D-sorbitol kullanilarak mikrobiyal yolla L-sorboz iiretimi i¢in Gluconobacter
oxydans ATCC 621 susu, Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu (RSKK, Ankara)
Laboratuvari’ndan liyofilize formda temin edilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Arastirma plani, 6rnekleme ve istatistiksel yontemler

Bu tez kapsaminda, G. oxydans ATCC 621 susu kullanilarak D-sorbitolden en
yiikksek verimle L-sorboz iiretimini saglayacak fermantasyon kosullarmin optimize
edilmesi amaglanmistir. Optimizasyon denemeleri ¢alkalamali inkiibatorde erlen
Olceginde ve elde edilen optimum kosullarin daha biiyiik 6l¢ekte dogrulanmasi ve ayrica
hava hiz1 kosullarinin belirlenmesi i¢in biyoreaktor dlgeginde olacak bicimde iki asamali
olarak uygulanmustir.

Calismanin ilk asamasinda; c¢alkalamali inkiibatérde erlenler igerisinde
gerceklestirilen fermantasyon kosullarimin optimizasyonu i¢in degisken parametreler;
besiyerinde kullanilacak baglangic D-sorbitol konsantrasyonu (g/L), besiyeri baslangic
pH degeri, sicaklik (°C) ve c¢alkalama hizi (rpm) olarak belirlenmis ve degisken
faktorlerin sinir degerleri; D-sorbitol konsantrasyonu igin 90-170 g/L, pH degeri i¢in 6-
8, sicaklik i¢in 25-35°C ve calkalama hiz1 i¢in ise 150-250 rpm olarak uygulanmigtir.
Optimizasyon i¢in kullanilan bu sinir degerler literatiirde yapilan ¢alismalar incelenerek
diizenlenmistir. Belirlenen bu deneysel parametrelerin optimizasyonu amaciyla Design-
Expert® programi (Version 10.0.1, Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) kullanilarak,
Merkezi Kompozit Tasarim (Central Composite Design, CCD) yontemi ile Cizelge 3.1°de
verilen ve orta noktanin 3 kere tekrar edilmesi ile toplam 27 denemeden olusan deneme
deseni olusturularak kullanilmistir. Fermantasyon denemeleri Cizelge 3.1°de verilen
kosullara uygun olacak sekilde ¢alkalamali inkiibatérde erlenler icerisinde, 100 mL
calisma hacminde ve iki tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.1. D-sorbitolden fermantasyon ile L-sorboz iiretimi i¢in uygulanan deneme
deseni

Deneme D-sorbitol Calkalama

konsantrasyonu pH Sicaklik (°C) hiz1

no
(9/L) (rpm)

1 170 7 35 200
2 130 6 25 200
3 90 8 30 200
4 130 8 25 200
5 170 8 30 200
6 130 8 30 150
7 130 8 35 200
8 130 6 30 150
9 130 7 35 250
10 130 6 30 250
11 130 7 25 250
12 130 7 30 200
13 90 7 30 250
14 90 6 30 200
15 130 8 30 250
16 90 7 35 200
17 170 6 30 200
18 170 7 30 150
19 170 7 25 200
20 170 7 30 250
21 90 7 30 150
22 130 6 35 200
23 90 7 25 200
24 130 7 30 200
25 130 7 25 150
26 130 7 35 150
27 130 7 30 200

Calkalamali inkiibatorde erlenler igerisinde gerceklestirilen tiim fermantasyonlar,
on denemelerde L-sorboz miktarinin tespiti ile belirlenmis olan 72 saat siiresiyle
gerceklestirilmistir. Tiim fermantasyon denemelerinden 0., 24., 28., 32., 36., 48. ve 72.
saatlerde aseptik kosullarda 3.0 mL 6rnek alinmistir. Alinan 6rneklerde mikroorganizma
gelisimi i¢in optik yogunluk Ol¢iilmiis ve toplam D-sorbitol ve L-sorboz miktarlar
kromatografik olarak belirlenmistir.

Deneme deseninde gergeklestirilen her bir denemenin 72. saatinden elde edilen L-
sorboz miktar analizi sonuglar1 yanit olarak kullanilmis ve elde edilen bu sonuglarla
Design-Expert® programi kullanilarak optimum baslangic D-sorbitol konsantrasyonu
(g/L), besiyerinin baslangic pH degeri, sicaklik (°C) ve ¢alkalama hiz1 (rpm) degerleri
belirlenmistir. Belirlenen optimum sartlar kullanilarak ¢alkalamali inkiibatorde erlenler
icerisinde yine iki tekerrlirlii olarak tekrar edilen liretimlerle optimizasyon kosullar
dogrulanmustir.
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Arastirmanin ikinci asamasinda ise; ¢alkalamali inkiibatorde yapilan denemeler
sonucunda elde edilip, dogrulanan en yiiksek verimde L-sorboz tiretim sartlar1 (D-sorbitol
konsantrasyonu (g/L), pH degeri, sicaklik (°C) ve ¢alkalama hizi (rpm)) kullanilarak 1.5
L hacmindeki besiyeri ile 3 farkli hava akim hizinda (0.5, 1.0 ve 1.5 vvm) 5 L Biostat B
(Sartorius Stedim Biotech GmbH, Almanya) biyoreaktoriinde 1x3 faktoriyel deneme
deseninde yeni bir deneme yapilmis ve biyoreaktor 6lgeginde L-sorboz iiretimi igin de
maksimum tiretim sartlar1 belirlenmistir. Fermentor denemelerinde 0., 3., 9., 24., 48., 72.,
95.,97.,100., 103., 106., 109. ve 118. saatlerde aseptik kosullarda 4.0 mL 6rnek alinarak,
orneklere optik yogunluk, D-sorbitol ve L-sorboz analizleri gergeklestirilmistir.

Biyoreaktor denemeleri sonucunda belirlenen optimum hava akim hizinda bir
dogrulama fermantasyonu daha gerceklestirilmis ve bu optimum iiretimde de 0., 3., 9.,
24.,48.,72.,95.,97.,100., 103., 106., 109. ve 118. saatlerde aseptik kosullarda alinan 4.0
mL hacminde 6rneklere yukaridaki analizlere ilave olarak kuru hiicre agirligi (g/L) analizi
de yapilmstir.

Ayrica optimum fermantasyon sonunda elde edilen ferment, santrifiij edilip
(7100xg, 10 dk) istte kalan s1vi kisim 0.45 um gozenek boyutunda filtrelerden gegirilmis,
ardindan iyon degistirici regine dolgulu kolonlardan gecirilen siv1 ultrafiltrasyon cihazi
(Sartorius Stedim, Sartocon Slice 200, Goettingen, Almanya) ve farkli polietersiilfon ultra
filtreleme kasetleri (50, 5 ve 1 kD) kullanilarak biyokiitle ve diger safsizliklardan
ayrildiktan sonra +4°C sicaklikta depolanmustir.

Tim fermantasyon denemeleri siiresince ortamdan belli araliklarla alinan
orneklere uygulanan analizler paralelli olarak gergeklestirilmistir. Ayrica biyoreaktor
denemelerinden alinan 6rneklerden elde edilen verilere SAS istatistik programi (SAS
Institute, Cary, NC, USA) kullanilarak varyans analizi ve 6nemli bulunan parametrelere
ait ortalamalara ise Duncan Coklu Karsilastirma Testi uygulanmistir.

3.2.2. On Kiiltiir besiyerinin hazirlanmasi ve inkiibasyonu

Liyofilize formda temin edilen G. oxydans ATCC 621 susu, oncelikle erlenler
igerisinde canlandirilip, gogaltilarak on kiiltiir elde edilmistir. Bu islem i¢in ATCC kiiltiir
kosullarina uygun olacak sekilde, 25 g/L D-mannitol, 5 g/L maya ekstrakti, 3 g/L pepton
iceren On kiiltiir besiyeri hazirlanip, pH degeri 6.70’e ayarlanmistir. Hazirlanan 100 mL
besiyeri otoklavda (Niive, NC 40M, Ankara, Tiirkiye) 121°C sicaklikta 15 dakika steril
edildikten sonra, steril kabin (Esco, Class II Type A2, Singapur) icerisinde besiyerine
liyofilize G. oxydans ATCC 621 susu inokiile edilmistir. Inokiilim islemi yapilmus
besiyeri 26°C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hiz1 ile 24 saat boyunca calkalamali
inkiibatére (Mikrotest MSI-120, Istanbul, Tiirkiye) alinmis ve mikroorganizma
canlandirilip, gelistirilmistir (Anonim 1). Inkiibasyon sonras1 24 saat gelistirilen kiiltiir
+4°C sicaklikta muhafaza edilmis ve her 15 giinde bir kendisinden tazelenmistir.

Ayni zamanda mikroorganizmanin uzun siireli muhafazasi amaciyla kiiltiir %50

konsantrasyonunda gliserol icerisine alinarak stok kiiltiir olarak -80°C sicaklikta
saklanmustir.
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3.2.3. Zenginlestirme besiyerinin hazirlanmasi ve inkiibasyonu

Zenginlestirme besiyerinin hazirlanmasi i¢in; 25 g/L D-sorbitol, 5 g/L maya
ekstrakti ve 3 g/L pepton igeren 100 mL hacminde besiyeri hazirlanarak, pH degeri 6.70°¢
ayarlanmis ve hazirlanan besiyeri otoklavda sterilize edilmistir. Steril besiyeri igerisine
aseptik kosullar altinda Boliim 3.2.2°deki yonteme gore gelistirilmis on kiiltiir
besiyerinden %7.5 inokiilasyon oraninda inokiiliim gerceklestirilmistir. Inokiiliim iglemi
yapilmis besiyeri 30°C sicaklikta ve 200 rpm hizla yapilan ¢alkalama ile 24 saat boyunca
calkalamali inkiibatorde gelistirilerek, zenginlestirilmistir (de Wulf vd. 2000).
Zenginlestirme besiyerinin hazirlanmasi ve inkiibasyona alinmasina ait goriintiiler Sekil
3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Fermantasyon Oncesi zenginlestirme besiyerinin hazirlanma goriintiileri a)
Besiyeri bilesenlerinin tartilmasi1 b) Besiyeri pH degerinin ayarlanmasi ¢) Aseptik
kosullarda 24 saat gelistirilmis On kiiltiir besiyerinden zenginlestirme besiyerine
inokiilasyon islemi d) Zenginlestirme besiyerinin ¢alkalamali inkiibatérde inkiibasyona
alinmasi

15



MATERYAL VE METOT H. OZHANLI

3.2.4. L-Sorboz iiretiminin optimizasyonu
3.2.4.1. Calkalamal inkiibatorde L-sorboz iiretiminin optimizasyonu

G. oxydans ATCC 621 susu kullanilarak D-sorbitolden en yiiksek verimle L-
sorboz tiretim kosullarinin tespit edilmesi amaciyla ilk asamada ¢alkamali inkiibatorde
erlenler igerisinde fermantasyon denemeleri Cizelge 3.1°de verilen 27 iiretimden olusan
deneme desenine gore gerceklestirilmistir.

Optimizasyon denemeleri igin c¢alkalamali inkiibatorde kullanilan 100 mL
hacmindeki besiyerleri; 0.5 g maya ekstrakti, 0.1 g KoHPOs ve Cizelge 3.1°de verilen
deneme deseninde belirtilen oranlarda D-sorbitol igerecek sekilde hazirlanmistir.
Hazirlanan besiyerlerinin pH degeri deneme deseninde (Cizelge 3.1) belirtilen degere
uygun olacak sekilde HC1 ve NaOH kullanilarak ayarlandiktan sonra 250 mL hacmindeki
erlenlere aktarilmig, besiyerlerine otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika sterilizasyon
islemi uygulanmis ve erlenler oda sicakligina sogutulmustur.

Sogutulan erlenler igerisine zenginlestirme (Bolim 3.3.2) besiyerinden %10
oraninda aseptik kosullarda G. oxydans ATCC 621 susu inokiilasyonu
gerceklestirilmistir. Inokiiliim islemi yapilmis erlenler, ¢alkalamali inkiibatérde deneme
deseninde belirtilen sicaklik ve karistirma hizinda inkiibasyona alinmistir (de Wulf vd.
2000; Wang vd. 2013). Inkiibatorde gerceklestirilen denemelere ait baz1 goriintiiler Sekil
3.2’de verilmistir.

16



MATERYAL VE METOT H. OZHANLI

Sekil 3.2. Inkiibatorde gerceklestirilen denemelere ait baz1 goriintiiler a) Erlen 6lgeginde
gergeklestirilen  iretim  denemelerinin  ¢alkalamali  inkiibatorde  gelistirilmesi
b) Fermantasyon ortamindan alinan santrifiij edilmis 6rnek c) 72 saat sonunda
fermantasyon iglemi tamamlanmis liretim denemeleri

3.2.4.2. Biyoreaktorde L-sorboz iiretimi

L-sorboz {iretimi i¢in, calkalamali inkiibatorde gergeklestirilen denemeler
sonucunda optimize edilen fermantasyon parametreleri (D-sorbitol konsantrasyonu (g/L),
besiyeri baslangig pH degeri, sicaklik (°C) ve ¢alkalama hiz1 (rpm)) belirlendikten sonra
bu sartlarda 5 L hacmindeki Biostat B (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Almanya)
biyoreaktoriinde ¢alisma hacmi 1.5 L olacak sekilde fermantasyon denemeleri
gerceklestirilerek, biyoreaktor tiretimi i¢in de optimum tiretim sartlar1 belirlenmistir.

Fermantasyon denemeleri, ¢alkalamali inkiibator denemelerinden elde edilen
optimum sartlara gore baslangi¢ D-sorbitol konsantrasyonu 127.58 g/L olan 1.5 L
besiyeri ile 35°C sicaklikta, 700 rpm karigtirma hizinda, 3 farkli hava akim hizinda (0.5,
1.0 ve 1.5 vvm) biyoreaktorde 1x3 faktoriyel deneme deseninde gergeklestirilmistir.
Kullanilan besiyerinin baslangi¢c pH degeri 7.20 olacak sekilde ayarlanmis ve inokiilim
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sonrasi baglatilan fermantasyonlarda pH kontrolii yapilmamistir. Fermantasyon
denemelerinde kesikli (batch) sistem kullanilmis ve fermantasyonlar siiresince ¢oziinmiis
oksijen diizeyi takip edilmistir. Fermantasyonlar 6ncesinde biyoreaktor 1.5 L hacmindeki
besiyeri ile 121°C sicaklikta 30 dakika sterilize edilmistir.

Biyoreaktorde gergeklestirilen fermantasyonlar, zenginlestirme (Bolim 3.3.2)
besiyerinden %10 oraninda aseptik kosullarda G. oxydans ATCC 621 susunun inokiile
edilmesi ile baglatilmigtir. Yapilan 6n denemelerle fermantasyon ortamindaki karbon
kaynagi olan D-sorbitoliin G. oxydans hiicreleri tarafindan yaklasik 118 saatte tamamen
tiiketildigi tespit edilmis ve bu nedenle biyoreaktdr 6l¢egindeki tiim fermantasyonlar 118.
saatinde sonlandirilmistir. Biyoreaktorde gercgeklestirilen denemelere ait goriintii Sekil
3.3’te verilmistir.

Sekil 3.3. Biyoreaktorde L-sorboz iiretim denemeleri

Biyoreaktorde farklt hava akim hizlarinda gerceklestirilen fermantasyon
denemeleri sonucunda maksimum L-sorboz iiretiminin elde edildigi 1.5 vvm hava akim
hiz1 kullanilarak dogrulama fermantasyonu gerceklestirilmistir.

3.3. Analiz Yontemleri
3.3.1. D-sorbitol ve L-sorboz analizi

D-sorbitol ve L-sorboz bilesenleri HPLC cihazi (Agilent, 1260 Infinity II),
refraktif index dedektor (RID) ve Hi-Plex Ca kolon (Agilent, 300x7.7 mm) kullanilarak
belirlenmistir. Bu amagla fermantasyon sonrasi érnekler 7100xg hizda 10 dakika santrifiij
edildikten sonra elde edilen siipernatant fazi 0.45 um gézenek boyutlu membran filtreden
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gecirilerek mobil faz ile uygun oranda seyreltilmistir. Seyreltilen ornekler 10 pL
enjeksiyon hacmi ile cihaza enjekte edilmistir. Mobil faz olarak izokratik akista ultra saf
su 0.6 mL/dk akis hiz1 ile sisteme verilmistir. Kolon sicakligi 75°C ve dedektor sicakligi
ise 30°C olarak ayarlanmigtir. D-sorbitol ve L-sorboz bilesenlerinin tanimlanmasi ve
miktar tayini dig standart yontemi kullanilarak yapilmistir (Zhu vd. 2012). D-sorbitol ve
L-sorboz miktarlarinin belirlenmesi igin HPLC cihazinda olusturulan kalibrasyon
kurveleri Sekil 3.4’te verilmistir.

L-zorboz, RIDT A D-sorbitol, RIDT A
Arza= 141665.001"Amt-1712.3422 (a) Area = 140159.834*Amt 410.12184 (b)

dees 7| Ral, Rest(1): 2113 Aves 7| Rel, Resth(1): -7.755

2000000~ :
. 2500000

1E-DDDDD-: 2000000

Z 1500000~
1000000 :
i 1000000—
500000 :

500000

0- Comelation: 1.00000 0= Canelation: 093938
0 5 10 Amaunt[e/L] 0 5 10 15 Amcunt{z/L]

Sekil 3.4. HPLC cihazinda D-sorbitol ve L-sorboz miktarlarinin tayini i¢in olusturulan
kalibrasyon kurveleri a) L-sorboz miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan kalibrasyon
kurvesi b) D-sorbitol miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan kalibrasyon kurvesi

3.3.2. G. oxydans hiicrelerinin kuru agirhklarinin belirlenmesi

G. oxydans hiicrelerinin kuru hiicre agirliklarinin belirlenmesi amaciyla 6nceden
agirliklar belirlenmis ependorf tiiplerine alinan 1 mL hacmindeki 6rnekler 15000xg hizda
10 dakika siireyle santrifiij edilerek, siipernatant ortamdan ayrilmis ve mikroorganizma
pelletleri elde edilmistir. Mikroorganizma pelletleri yikama ile dagildigi i¢in yikama
islemi yapilamamuistir. Elde edilen pelletler 65°C sicaklikta sabit tartima gelinceye kadar
kurutulmustur. Bakterilerin kuru agirlik miktarlart Esitlik 3.1 kullanilarak g/L olarak
hesaplanmistir (de Wulf vd. 2000).

. g Dolu tiip agirligi (g) - Bos tiip agirlig (g)
Kuru h sirhigi (=) = - 3.1
Uty fuere agirist (L) Ornek hacmi (mL) x 1073 (31)

3.3.3. G. oxydans hiicrelerinin optik yogunlugunun ve biyokiitle miktarimmn
belirlenmesi

Tiim fermantasyon ortamlarindan alinan 6rnekler spektrofotometrik olarak analiz
edilerek bakteri hiicrelerinin optik yogunluklar1 (OD) belirlenmistir. Bu amagla;
calkalamali inkiibatdr denemelerinde ve biyoreaktor dlgeginde iiretimlerde inokiilasyon
anindan itibaren alinan 6rnekler uygun oranlarda seyreltildikten sonra, 600 nm (de Wulf
vd. 2000) dalga boyunda spektrofotometrede (Agilent, Cary 60 UV-Vis, Santa Clara,
USA) okumasi yapilmistir. Elde edilen deger seyreltme faktorii ile ¢arpilarak bakteri
hiicrelerinin optik yogunluklari (ODsoo) belirlenmistir.
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Orneklere ait biyokiitle miktarinin hesaplanmasi amaciyla fermantasyon
ortamindan alinan Orneklerle belirlenen optik yogunluk ve kuru hiicre agirligi analiz
verileri kullanilarak absorbans-kuru hiicre agirligi kurve grafigi olusturulmustur.
Grafikten elde edilen Esitlik 3.2 yardimiyla fermantasyon ortamindaki biyokiitle gelisim
miktar1 g/L olarak hesaplanmuistir.

Biyokiitle miktart (%) = (0.7274 x (ODeoo)) + 0.0079 (3.2)

3.3.4. Kinetik parametrelerin hesaplanmasi

Biyoreaktorde gergeklestirilen tiim fermantasyon denemelerinden elde edilen
orneklerin D-sorbitol, L-sorboz ve biyokiitle verileri kullanilarak D-sorbitol tiiketimi
(g/L) (Esitlik 3.3), L-sorboz tiretimi (g/L) (Esitlik 3.4), L-sorboz verimi (%) (Esitlik 3.5),
D-sorbitol kullanim orani (%) (Esitlik 3.5), maksimum D-sorbitol tiiketim hiz1 (g/L/sa)
(Esitlik 3.6), maksimum L-sorboz tiretim hiz1 (g/L/sa) (Esitlik 3.7) ve spesifik tireme hizi
(1/sa) (Esitlik 3.8) kinetik parametreleri asagidaki esitlikler kullanilarak hesaplanmistir
(Shuler ve Kargi 2008).

A; D-sorbitol tiiketimi (%) = S-S (3.3)

So = Baglangi¢ D-sorbitol miktar1
S1 = Fermantasyon sonunda kalan D-sorbitol miktari

B; L-sorboz tiretimi (%) =P;- Py (3.4)

Po = Baslangi¢ L-sorboz miktari
P1 = Fermantasyon sonunda iiretilen maksimum L-sorboz miktar1

B
L-sorboz verimi (%)= 7 X 100 (3.5)
. A
D-sorbitol kullanim orani (%) = 5 X 100 (3.6)
0
Maksimum D-sorbitol tiiketim hiz1 (g/L/sa) = Zamana bagli D-sorbitol (3.7)

tilketim egrisinin en dik par¢asinin egimi

Maksimum L-sorboz iiretim hiz1 (g/L/sa) = Zamana bagl L-sorboz iiretim (3.8)
egrisinin en dik pargasinin egimi

Spesifik iireme hiz1 (1/sa) = Biyokiitle miktar verilerinin n degerleri ile (3.9)
zamana kars1 olusturulan kurvenin en dik pargasinin egimi
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Calkalamah Inkiibatérde L-sorboz Uretiminin Optimizasyonu

Aragtirmanin ilk asamasinda, D-sorbitolden G. oxydans ATCC 621 susu
kullanilarak L-sorboz iiretimi T{izerine etkili olan fermantasyon kosullarinin
optimizasyonu ¢alkalamali inkiibatorde erlen dlgeginde gerceklestirilmistir. Bu amagla
bagimsiz degiskenler olan baslangi¢ D-sorbitol konsantrasyonunun (90-170 g/L), besiyeri
baslangi¢ pH degerinin (6-8), sicakligin (25-35°C) ve g¢alkalama hizinin (150-250 rpm)
yanit degiskeni olan 72. saat L-sorboz iiretim miktar1 iizerine etkilerini belirlemek igin
yanit ylizey metodunun merkezi kompozit tasarim yontemi ile olusturulan ve Cizelge
3.1°de verilen toplam 27 denemeden olusan bir deneme deseni kullanilmustir.

Calkalamali inkiibatorde 27 farkli kosulda uygulanan fermantasyon
denemelerinden elde edilen optik yogunluk, biyokiitle miktari, D-sorbitol miktari, D-
sorbitol tiikketim orani, L-sorboz miktar: ve L-sorboz iiretim orani degerlerine ait analiz
sonuclarinin 1. ve II. tekerriir verileri Cizelge 4.1’de, tiim denemelerden elde edilen
ortalama optik yogunluk, biyokiitle, D-sorbitol, L-sorboz miktar (g/L) ve D-sorbitol
tiiketim ve L-sorboz iiretim oran (%) verileri (1. ve II. tekerriir) Cizelge 4.2’de verilmistir.

Analiz sonuglarina gore fermantasyon baslangicinda 0.28 ila 0.35 absorbans
araliginda olan G. oxydans hiicrelerinin optik yogunlugunun 72. saatte minimum ve
maksimum degerlerinin 1.56 ve 2.91 absorbans degerinde oldugu ve fermantasyon
baglangicinda 0.21 ila 0.26 g/L araliginda olan biyokiitle miktarinin ise 72. saatte
minimum ve maksimum degerlerinin 1.14 ve 2.12 g/L araliginda oldugu tespit edilmistir.
Bu sonuglara gére deneme sartlarinda G. oxydans mikroorganizmasimim 72 saatlik
fermantasyon sonunda optik yogunluk degerinin ortalama 7.02 kat arttig1 ve biyokiitle
miktarmin ise ortalama 6.82 kat arttigi belirlenmistir. Ancak bu artiglarin 6nemli bir
kisminin mikroorganizma ilk 24 saatlik zamanda logaritmik artis g0sterirken
gerceklestigi ve devam eden 48 saatte ise optik yogunluk ve biyokiitle miktarlarinda
gelisimin duragan ilerledigi tespit edilmistir.

Calkalamal1 inkiibatérde deneme deseninin orta nokta kosullar1 olan 130 g/L D-
sorbitol konsantrasyonunda, 7.0 besiyeri baglangi¢ pH degerinde, 30°C sicaklikta ve 200
rpm c¢alkalama hizinda gergeklestirilen On denemelerle belirlenen G. oxydans
mikroorganizmasinin 0-176. saatler arasinda ortalama optik yogunluk, biyokiitle miktari,
pH degisimi, D-sorbitol tiiketimi ve L-sorboz liretimine ait grafik Sekil 4.1’de verilmistir.
Ayrica G. oxydans mikroorganizmasinin zamana bagl olarak ortalama optik yogunluk ve
biyokiitle miktar degisim grafigi Sekil 4.2°de verilmistir.

Analiz sonuglarina gore zenginlestirme besiyerinin inokiilasyonu ile
fermantasyon baglangicinda 0.70 ila 1.44 g/L araliginda olan L-sorbozun, D-sorbitolden
72. saatte tiretim miktarinin minimum ve maksimum degerlerinin 4.69 ve 67.73 g/L
oldugu, L-sorboz iiretim oraniin ise minimum ve maksimum degerlerinin %3.15 ve
%52.21 degerlerinde oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. G. oxydans mikroorganizmasinin 0-176. saatler arasinda optik yogunluk,
biyokiitle miktari, pH degisimi, D-sorbitol tiiketim ve L-sorboz iiretim miktarlarinin
zamanla degisim grafigi
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Sekil 4.2. G. oxydans mikroorganizmasinin ortalama optik yogunluk ve biyokiitle
miktarinin zamanla degisim grafigi

22



BULGULAR VE TARTISMA H. OZHANLI

Cizelge 4.1. Calkalamali inkiibatér denemelerine ait optik yogunluk, biyokiitle, D-
sorbitol miktar1, D-sorbitol tiiketim orani, L-sorboz miktar1 ve L-sorboz iiretim orani
verileri (I. ve IL. tekerriir)

Optik Biyokiitle D-sorbitol D-sorbitol L-sorboz  L-sorboz
Deneme  Zaman

no (saat) yogunluk miktari miktari tiikketimi miktari iiretimi
(ODso) (g/L) (g/L) (%) (9/L) (%)
0 0.30 0.23 166.14 - 0.70 -
0.30 0.23 169.75 - 0.71 -
24 1.43 1.05 137.06 18.39 13.45 7.59
1.45 1.06 141.97 15.47 15.99 9.10
)8 1.54 1.13 141.47 15.77 17.06 9.74
1.49 1.09 144.86 13.75 16.44 9.37
1 3 1.47 1.08 139.10 17.18 18.04 10.32
1.47 1.08 143.86 14.34 17.57 10.04
36 1.46 1.07 136.49 18.73 17.59 10.05
1.51 1.11 145.99 13.08 20.46 11.76
48 1.58 1.16 132.57 21.06 27.04 15.68
1.60 1.17 140.95 16.08 26.19 15.17
72 1.63 1.20 120.32 28.36 38.41 22.45
1.56 1.14 122.26 27.20 39.29 22.97
0 0.30 0.23 126.27 - 0.98 -
0.30 0.23 126.32 = 1.01 -
24 2.00 1.46 103.81 17.80 16.88 12.58
1.94 1.42 106.43 15.73 17.91 13.40
28 1.95 1.43 101.43 19.69 19.35 14.53
2.04 1.49 105.34 16.59 20.51 15.46
9 32 2.00 1.46 100.71 20.26 22.19 16.78
1.94 1.42 101.88 19.33 22.05 16.67
36 1.78 1.30 96.77 23.37 24.78 18.84
1.76 1.29 97.59 22.73 24.30 18.46
48 1.90 1.39 84.76 32.89 34.59 26.61
1.88 1.38 91.04 27.91 33.36 25.63
77 2.02 1.47 64.41 49.00 57.36 44.63
1.89 1.38 66.50 47.35 51.00 39.60
0 0.34 0.26 90.99 - 1.24 -
0.34 0.26 91.01 - 1.24 -
24 2.47 1.80 69.19 23.97 6.51 5.79
2.54 1.85 73.70 19.01 8.05 7.49
28 2.72 1.99 78.86 13.34 7.75 7.15
2.74 2.00 79.45 12.70 7.46 6.84
3 32 2.65 1.94 78.24 14.02 7.23 6.59
2.70 1.97 79.33 12.83 7.20 6.55
36 2.67 1.95 80.90 11.10 7.34 6.70
2.58 1.88 82.51 9.32 7.03 6.36
48 2.64 1.93 79.96 12.14 6.97 6.30
2.82 2.06 81.56 10.37 6.50 5.77
72 2.85 2.08 78.09 14.19 6.29 5.55
291 2.12 79.59 12.53 6.16 5.40
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BULGULAR VE TARTISMA H. OZHANLI

Cizelge 4.1’in devami

Optik Biyokiitle D-sorbitol D-sorbitol L-sorboz  L-sorboz
Deneme  Zaman

no (saat) yogunluk miktari miktari tiikketimi miktari iiretimi
(ODso) (g/L) (9/L) (%) (Q/L) (%)
0 0.31 0.23 131.27 - 0.98 -
0.31 0.23 130.32 - 1.01 -
24 2.70 1.97 120.40 7.94 5.97 3.81
2.51 1.83 117.94 9.82 7.88 5.27
)8 2.53 1.85 121.61 7.02 6.11 3.92
2.51 1.83 121.01 7.48 8.05 5.40
4 39 2.49 1.82 123.45 5.61 5.89 3.74
2.45 1.79 121.81 6.87 7.48 4.96
36 2.37 1.73 123.56 5.53 5.95 3.79
2.58 1.88 122.20 6.57 8.41 5.67
48 2.51 1.83 119.89 8.33 6.82 4.46
2.50 1.83 120.95 7.52 8.82 5.99
7 2.65 1.93 114.98 12.09 11.48 8.02
2.71 1.98 109.49 16.29 13.36 9.46
0 0.35 0.26 167.82 - 1.24 -
0.35 0.26 169.90 - 1.24 -
24 2.16 1.58 155.52 7.90 5.55 2.55
2.10 1.54 154.12 8.73 6.02 2.83
28 2.38 1.74 158.65 6.05 6.05 2.85
2.12 1.55 157.61 6.66 5.98 2.81
5 3 2.16 1.58 155.63 7.83 5.59 2.57
2.23 1.63 157.98 6.44 5.62 2.59
36 2.28 1.67 160.03 5.23 5.83 2.72
2.34 1.71 158.80 5.96 5.92 2.77
48 2.51 1.83 158.41 6.19 6.17 2.92
2.42 1.77 158.35 6.22 6.25 297
72 2.47 1.80 155.37 7.99 6.40 3.05
2.63 1.92 156.13 7.54 6.72 3.25
0 0.28 0.21 130.04 - 1.24 -
0.28 0.21 131.06 - 1.31 -
24 1.96 1.43 119.04 8.82 10.42 7.01
1.93 1.42 119.32 8.60 10.08 6.74
28 1.99 1.45 115.06 11.86 11.49 7.82
1.97 1.44 116.96 10.41 11.18 7.59
6 39 2.01 1.47 109.76 15.92 12.13 8.32
2.13 1.56 115.79 11.31 12.47 8.57
36 2.19 1.60 111.41 14.66 13.50 9.36
2.22 1.62 115.68 11.39 14.07 9.80
48 2.28 1.67 107.41 17.73 18.08 12.87
2.35 1.72 110.45 15.39 18.26 13.01
7 2.38 1.74 100.22 23.24 24.67 17.92
2.65 1.93 102.61 21.40 26.52 19.34
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BULGULAR VE TARTISMA H. OZHANLI

Cizelge 4.1’in devami

Optik Biyokiitle D-sorbitol D-sorbitol L-sorboz  L-sorboz
Deneme  Zaman

no (saat) yogunluk miktari miktari tiikketimi miktari iiretimi
(ODso) (g/L) (9/L) (%) (9/L) (%)
0 0.33 0.25 126.38 - 0.70 -
0.33 0.25 127.47 - 0.71 -
24 1.83 1.34 102.07 19.58 13.33 9.94
1.82 1.33 112.18 11.61 13.58 10.14
)8 1.79 131 104.86 17.38 15.70 11.81
1.83 1.34 112.77 11.15 15.23 11.44
7 39 1.74 1.28 106.09 16.41 18.44 13.97
1.75 1.28 111.62 12.06 16.98 12.82
36 1.73 1.26 104.45 17.70 20.06 15.25
1.75 1.28 110.88 12.64 18.83 14.28
48 1.67 1.22 99.39 21.69 28.17 21.63
1.68 1.23 101.74 19.84 26.12 20.03
7 1.73 1.26 78.74 37.96 43.54 33.75
1.77 1.29 83.94 33.87 40.92 31.68
0 0.29 0.22 126.04 - 1.24 -
0.28 0.21 127.48 - 1.31 -
24 2.01 1.47 111.68 11.90 10.51 7.29
2.07 1.51 112.99 10.86 10.20 7.04
28 2.04 1.49 110.94 12.48 11.21 7.84
2.01 1.47 111.18 12.29 12.80 9.09
8 39 2.08 1.52 104.52 17.54 12.30 8.70
1.94 1.42 106.10 16.30 12.48 8.83
36 2.14 1.56 101.18 20.18 17.19 12.56
2.26 1.65 110.66 12.70 15.89 11.53
48 2.34 1.71 102.53 19.11 18.76 13.79
2.14 1.56 105.45 16.81 20.73 15.34
7 2.58 1.89 97.66 22.96 25.79 19.34
2.44 1.78 94.44 25.50 25.95 19.46
0 0.29 0.22 125.74 - 1.44 -
0.30 0.23 126.81 - 1.41 -
24 1.76 1.29 100.13 20.70 22.36 16.58
1.73 1.27 99.17 21.47 22.66 16.82
28 1.77 1.30 97.49 22.79 25.17 18.81
1.78 1.30 98.42 22.06 25.91 19.40
9 39 1.81 1.32 94.37 25.26 28.71 21.61
2.05 1.50 95.71 24.20 29.34 2211
36 1.78 1.30 90.45 28.37 31.30 23.66
1.77 1.29 93.15 26.23 32.40 24.54
48 1.89 1.38 79.17 37.30 44.33 33.98
1.83 1.34 79.28 37.21 42.92 32.87
7 1.94 1.42 52.04 58.78 69.01 53.53
1.97 1.44 55.51 56.04 66.43 51.49
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BULGULAR VE TARTISMA H. OZHANLI

Cizelge 4.1’in devami

Optik Biyokiitle D-sorbitol D-sorbitol L-sorboz  L-sorboz
Deneme  Zaman

no (saat) yogunluk miktari miktari tiikketimi miktari iiretimi
(ODso) (g/L) (9/L) (%) (Q/L) (%)
0 0.30 0.23 127.67 - 1.06 -
0.32 0.24 130.92 - 1.09 -
24 2.63 1.92 119.01 7.95 8.55 5.78
2.75 2.01 121.30 6.18 9.59 6.59
)8 2.59 1.89 119.21 7.80 9.76 6.72
2.73 2.00 118.97 7.98 9.46 6.49
10 39 2.58 1.88 117.08 9.44 9.71 6.68
2.63 1.92 115.10 10.97 9.77 6.72
36 2.49 1.82 117.48 9.14 9.89 6.82
2.51 1.83 117.32 9.26 10.32 7.15
48 2.47 1.80 113.32 12.35 13.78 9.83
2.50 1.83 114.06 11.78 11.98 8.43
7 2.53 1.85 109.31 15.45 15.03 10.79
2.54 1.86 111.58 13.70 17.19 12.47
0 0.32 0.24 126.75 - 1.43 -
0.30 0.23 127.76 - 1.44 -
24 2.52 1.84 102.54 19.42 20.66 15.11
2.64 1.93 107.55 15.49 17.92 12.96
28 2.52 1.84 99.07 22.15 21.96 16.12
2.70 1.97 107.28 15.70 18.83 13.67
1 39 2.75 2.01 101.41 20.31 24.15 17.84
2.71 1.98 107.22 15.75 20.12 14.68
36 2.81 2.05 100.40 21.10 25.10 18.59
2.82 2.06 107.38 15.62 20.49 14.97
48 2.76 2.02 97.38 23.48 27.09 20.16
2.83 2.07 103.61 18.58 21.24 15.56
7 2.65 1.93 94.09 26.07 28.59 21.34
2.74 2.00 98.37 22.70 21.28 15.59
0 0.31 0.23 126.31 - 1.09 -
0.29 0.22 128.30 - 1.09 -
24 1.93 1.41 105.37 17.23 16.80 12.34
1.94 1.42 106.91 16.02 15.72 11.50
28 1.90 1.39 103.90 18.39 18.49 13.67
1.87 1.37 105.14 17.41 18.52 13.69
12 39 1.79 1.31 103.67 18.57 21.23 15.82
1.93 1.41 102.20 19.73 19.85 14.74
36 1.77 1.29 104.24 18.12 22.43 16.76
1.72 1.26 103.88 18.41 21.45 15.99
48 1.76 1.28 98.85 22.36 26.87 20.25
1.80 1.32 97.28 23.59 27.34 20.62
7 1.73 1.27 83.59 34.34 40.42 30.90
1.71 1.25 79.43 37.61 42.15 32.26
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BULGULAR VE TARTISMA H. OZHANLI

Cizelge 4.1’in devami

Optik Biyokiitle D-sorbitol D-sorbitol L-sorboz  L-sorboz
Deneme  Zaman

no (saat) yogunluk miktari miktari tiikketimi miktari iiretimi
(ODso) (g/L) (9/L) (%) (Q/L) (%)
0 0.33 0.25 88.05 - 1.02 -
0.31 0.23 90.95 - 1.07 -
24 2.90 2.12 85.11 4.90 2.88 2.05
3.10 2.26 85.32 4.67 3.28 2.50
)8 2.81 2.05 84.60 5.48 3.82 3.10
2.83 2.07 87.80 1.89 2.98 217
13 39 2.75 2.01 84.54 5.54 4.26 3.60
2.73 1.99 86.26 3.62 2.94 212
36 2.62 191 85.11 4.90 3.13 2.34
2.59 1.89 85.11 4.90 3.13 2.34
48 2.89 2.11 83.77 6.40 5.98 551
2.70 1.97 83.58 6.61 3.72 2.99
7 2.78 2.03 80.01 10.60 5.46 4.94
2.70 1.97 83.33 6.90 3.92 3.21
0 0.29 0.22 91.22 - 1.24 -
0.29 0.22 91.50 - 1.24 -
24 2.56 1.87 76.00 16.81 5.69 4.87
2.67 1.95 75.26 17.62 6.55 5.81
28 2.59 1.89 75.07 17.83 5.37 4.52
2.68 1.96 74.30 18.67 6.79 6.07
1 39 2.58 1.88 76.74 16.01 5.90 5.10
2.72 1.99 77.14 15.56 6.68 5.95
36 2.59 1.89 77.48 15.19 581 5.01
2.67 1.95 76.31 16.48 6.73 6.01
48 2.83 2.07 76.37 16.41 6.39 5.64
2.87 2.09 84.56 7.44 8.27 7.70
77 2.31 1.69 76.32 16.47 7.62 6.99
2.22 1.62 77.03 15.68 8.14 7.55
0 0.33 0.25 131.28 - 1.00 -
0.34 0.26 128.64 - 0.94 -
24 2.67 1.95 119.38 8.14 2.64 1.28
2.66 1.95 125.12 3.72 3.12 1.65
28 2.61 191 127.59 1.83 2.69 1.32
2.59 1.89 126.47 2.69 3.11 1.65
15 32 2.61 1.90 128.92 0.80 2.52 1.19
2.60 1.90 126.08 2.98 3.24 1.74
36 2.55 1.87 125.55 3.39 2.52 1.19
2.49 1.82 123.07 5.30 3.70 2.10
48 2.36 1.72 126.34 2.78 5.00 3.10
2.40 1.75 122.22 5.95 6.99 4.63
77 2.39 1.74 120.31 7.43 6.25 4.06
2.39 1.74 116.02 10.73 8.22 5.58
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BULGULAR VE TARTISMA H. OZHANLI

Cizelge 4.1’in devami

Optik Biyokiitle D-sorbitol D-sorbitol L-sorboz  L-sorboz
Deneme  Zaman

no (saat) yogunluk miktari miktari tiikketimi miktari iiretimi
(ODso) (g/L) (9/L) (%) (Q/L) (%)
0 0.32 0.24 88.98 - 1.18 -
0.32 0.24 89.87 - 1.23 -
24 1.87 1.37 72.20 19.26 13.02 13.21
1.85 1.36 69.32 22.47 12.11 12.20
)8 1.83 1.34 65.46 26.79 14.00 14.31
1.83 1.34 71.77 19.73 14.80 15.20
16 39 1.80 1.31 69.49 22.29 17.13 17.81
1.78 1.30 74.76 16.39 18.21 19.02
36 1.77 1.29 65.72 26.50 19.14 20.05
1.77 1.29 68.31 23.61 19.70 20.68
48 1.76 1.29 54.21 39.38 25.29 26.93
1.77 1.30 60.11 32.77 27.10 28.96
7 1.79 1.31 40.02 55.25 44,01 47.87
1.80 1.32 41.91 53.13 44.03 47.89
0 0.28 0.21 168.31 - 1.09 -
0.29 0.22 169.30 - 1.09 -
24 2.29 1.67 142.28 15.72 8.19 421
2.30 1.68 147.46 12.65 8.59 4.44
28 2.33 1.70 143.32 15.10 9.32 4.88
2.34 1.71 139.30 17.48 9.12 4.76
17 3 2.22 1.62 138.50 17.95 10.57 5.62
2.17 1.59 143.18 15.18 10.73 571
36 2.26 1.65 138.75 17.81 11.90 6.40
2.23 1.63 142.43 15.62 11.99 6.46
48 2.03 1.49 132.02 21.79 17.20 9.54
2.09 1.53 135.68 19.63 17.67 9.82
7 2.11 1.54 125.28 25.78 28.64 16.32
2.08 1.52 125.79 25.48 28.66 16.33
0 0.28 0.21 169.24 - 1.24 -
0.30 0.23 169.86 - 1.31 -
24 1.07 0.79 154.47 8.89 11.32 5.92
1.12 0.82 153.82 9.28 10.32 5.34
28 1.64 1.20 150.82 11.04 12.60 6.68
151 1.11 151.19 10.83 13.58 7.26
18 39 1.63 1.19 143.74 15.22 14.49 7.79
1.91 1.40 147.34 13.10 13.47 7.19
36 1.68 1.23 141.99 16.25 17.04 9.30
1.81 1.32 145.70 14.06 15.99 8.68
48 1.69 1.24 140.07 17.39 20.48 11.33
1.64 1.20 142.07 16.21 19.21 10.57
7 1.60 1.17 131.85 22.24 30.82 17.42
1.57 1.15 130.80 22.86 29.37 16.57

28



BULGULAR VE TARTISMA H. OZHANLI

Cizelge 4.1’in devami

Optik Biyokiitle D-sorbitol D-sorbitol L-sorboz  L-sorboz
Deneme  Zaman

no (saat) yogunluk miktari miktari tiikketimi miktari iiretimi
(ODso) (g/L) (9/L) (%) (Q/L) (%)
0 0.29 0.22 168.27 - 0.98 -
0.29 0.22 169.32 - 1.01 -
24 1.90 1.39 151.51 10.24 15.51 8.60
1.74 1.27 151.06 10.50 12.20 6.64
)8 1.84 1.35 150.22 11.00 17.50 9.78
1.71 1.25 148.94 11.76 14.12 7.78
19 39 1.91 1.39 149.07 11.68 19.44 10.93
1.72 1.26 148.92 11.77 15.47 8.58
36 1.87 1.37 143.22 15.15 21.30 12.03
1.71 1.25 146.95 12.94 17.76 9.93
48 1.89 1.38 135.10 19.96 28.85 16.50
1.73 1.27 138.90 17.71 25.11 14.29
7 1.96 1.44 118.43 29.83 43.26 25.04
1.79 1.31 122.45 27.46 40.49 23.40
0 0.33 0.25 167.18 - 0.92 -
0.31 0.23 167.11 - 1.03 -
24 2.63 1.92 150.22 10.12 16.43 9.24
2.59 1.89 152.38 8.83 17.46 9.86
28 2.54 1.86 150.00 10.26 18.43 10.44
2.50 1.82 152.06 9.02 19.82 11.27
20 39 2.64 1.93 151.21 9.53 17.89 10.12
2.74 2.00 152.29 8.88 19.98 11.37
36 2.56 1.87 145.64 12.86 18.70 10.60
2.61 191 147.70 11.63 19.97 11.36
48 2.46 1.80 140.75 15.79 22.86 13.09
2.52 1.84 142.70 14.62 24.93 14.33
7 2.51 1.83 128.99 22.82 32.97 19.14
2.54 1.86 132.35 20.81 34.35 19.97
0 0.32 0.24 91.04 - 1.24 -
0.33 0.25 90.06 - 1.31 -
24 1.88 1.38 77.44 14.48 9.63 9.23
1.89 1.38 81.50 9.99 12.05 11.90
28 2.05 1.50 69.30 23.47 11.85 11.67
2.11 1.54 75.64 16.46 12.17 12.03
1 39 2.22 1.62 73.84 18.45 12.76 12.69
2.15 1.57 70.43 22.22 14.48 14.58
36 2.35 1.72 69.85 22.86 13.60 13.61
2.38 1.74 75.51 16.61 13.57 13.58
48 2.59 1.89 67.73 25.20 13.53 13.53
2.64 1.92 73.99 18.29 14.25 14.32
7 2.67 1.95 69.13 23.66 14.87 15.02
2.67 1.95 67.54 25.41 14.32 14.41

29



BULGULAR VE TARTISMA H. OZHANLI

Cizelge 4.1’in devami

Optik Biyokiitle D-sorbitol D-sorbitol L-sorboz  L-sorboz
Deneme  Zaman

no (saat) yogunluk miktari miktari tiikketimi miktari iiretimi
(ODso) (g/L) (9/L) (%) (9/L) (%)
0 0.31 0.23 123.53 - 0.70 -
0.31 0.23 124.73 - 0.71 -
24 1.86 1.36 99.40 19.92 12.24 9.29
1.91 1.40 104.77 15.59 13.66 10.44
)8 1.78 131 98.88 20.34 13.36 10.19
1.86 1.36 105.26 15.21 15.59 11.99
29 39 1.77 1.29 100.87 18.74 15.29 11.75
1.78 1.30 106.29 14.37 17.37 13.43
36 1.68 1.23 97.89 21.14 16.20 12.48
1.70 1.24 102.18 17.68 17.70 13.69
48 1.66 1.21 98.70 20.49 23.31 18.21
1.73 1.26 96.43 22.32 24.53 19.19
7 1.73 1.27 83.86 32.44 35.80 28.27
1.76 1.29 80.95 34.79 36.98 29.22
0 0.32 0.24 89.27 - 0.98 -
0.32 0.24 88.32 - 1.01 -
24 3.00 2.19 79.78 10.15 5.77 5.38
3.09 2.26 81.80 7.88 6.59 6.31
28 2.97 2.17 80.88 8.91 6.22 5.89
2.89 2.11 79.71 10.22 6.63 6.35
23 3 2.78 2.03 81.66 8.03 6.00 5.65
2.83 2.06 81.03 8.74 6.71 6.44
36 2.69 1.96 79.05 10.97 6.66 6.39
2.72 1.99 81.30 8.43 6.28 5.96
48 2.70 1.98 79.00 11.03 6.47 6.18
2.66 1.94 77.45 12.78 7.37 7.18
7 291 2.12 76.68 13.64 7.40 7.22
2.86 2.08 75.95 14.46 8.47 8.43
0 0.31 0.23 127.41 - 1.09 -
0.29 0.22 126.47 - 1.09 -
24 1.99 1.45 110.75 12.75 16.13 11.85
1.97 1.44 110.00 13.34 13.68 9.92
28 1.99 1.45 106.69 15.95 17.93 13.27
1.98 1.45 109.50 13.74 13.41 9.71
24 39 1.81 1.33 106.31 16.25 20.49 15.28
1.95 1.42 105.87 16.60 18.34 13.59
36 1.80 1.31 104.91 17.36 21.41 16.01
1.80 1.31 106.15 16.38 20.16 15.02
48 1.78 1.30 98.00 22.80 28.73 21.77
1.79 131 97.36 23.30 29.36 22.27
7 1.74 1.28 79.70 37.21 43.50 33.41
1.74 1.28 84.99 33.05 40.19 30.80

30



BULGULAR VE TARTISMA H. OZHANLI

Cizelge 4.1’in devami

Optik Biyokiitle D-sorbitol D-sorbitol L-sorboz  L-sorboz
Deneme  Zaman

no (saat) yogunluk miktari miktari tiikketimi miktari iiretimi
(ODso) (g/L) (9/L) (%) (Q/L) (%)
0 0.33 0.25 125.97 - 1.46 -
0.30 0.23 126.88 - 1.39 -
24 1.85 1.35 112.63 9.76 8.54 5.63
1.79 131 114,51 7.91 8.72 5.77
)8 1.73 1.26 110.94 8.59 9.45 6.35
1.67 1.23 113.82 12.31 9.98 6.77
25 39 1.69 1.24 111.06 11.31 10.51 7.19
1.66 1.21 113.78 11.38 10.94 7.53
36 1.71 1.25 110.96 12.16 11.48 7.95
1.70 1.25 113.69 11.13 12.20 8.53
48 1.82 1.33 105.88 15.77 16.60 12.01
1.78 1.30 108.16 16.41 16.89 12.23
7 1.95 1.42 94.05 24.78 25.71 19.21
1.94 1.42 96.61 23.77 27.66 20.75
0 0.32 0.24 127.94 - 1.39 -
0.34 0.26 128.90 - 1.34 -
24 1.62 1.19 116.09 14.97 8.03 5.19
1.69 1.24 118.42 12.59 8.24 5.35
28 1.57 1.15 117.56 15.49 9.36 6.22
1.65 1.21 112.86 14.00 9.12 6.04
26 39 1.62 1.19 114.13 17.00 10.39 7.02
1.60 1.17 114.03 16.16 10.57 7.17
36 1.54 1.13 113.04 17.40 11.49 7.88
1.57 1.15 114.34 16.19 11.94 8.23
48 1.67 1.23 108.48 21.45 16.52 11.80
1.70 1.24 107.67 21.75 16.97 12.15
7 1.59 1.16 97.09 32.94 27.73 20.53
1.60 1.17 98.37 36.04 28.95 21.47
0 0.34 0.26 125.94 - 1.09 -
0.34 0.26 126.79 - 1.09 -
24 1.88 1.38 107.14 15.21 17.19 12.75
1.81 1.33 110.19 12.80 16.33 12.06
28 2.02 1.48 106.47 15.74 19.01 14.19
1.94 1.42 108.38 14.23 17.93 13.33
97 39 1.88 1.38 104.53 17.28 21.50 16.16
1.93 1.41 105.61 16.42 23.48 17.72
36 1.83 1.34 104.02 17.68 22.72 17.12
1.87 1.37 105.57 16.45 21.35 16.04
48 1.84 1.34 98.81 21.80 28.80 21.93
1.84 1.34 98.43 2211 28.78 21.91
7 1.79 131 84.05 33.48 40.56 31.24
1.83 1.34 80.08 36.63 41.75 32.18
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Cizelge 4.2. Calkalamali inkiibatorde gerceklestirilen 27 denemeye ait ortalama optik
yogunluk, biyokiitle, D-sorbitol miktar1, D-sorbitol tiikketim orani, L-sorboz miktar: ve L-
sorboz liretim orani verileri (1. ve II. tekerriir)

Optik Biyokiitle D-sorbitol D-sorbitol L-sorboz L-sorboz
Deneme Zaman

no (saat) yogunluk  miktan miktari tiikketimi miktar: iiretimi
(ODeuo) (g/L) (g/L) (%0) (g/L) (%)
0 0.31 0.23 127.96 - 111 -
0.31 0.23 128.73 - 1.13 -
24 2.12 1.55 111.12 13.81 11.27 7.97
2.13 1.56 113.13 12.18 11.43 8.15
)8 2.15 1.57 110.75 14.17 12.63 9.03
2.14 1.57 112.44 12.68 12.58 9.02
Uretim 32 2.13 1.55 109.95 14.61 13.88 10.03
ortalamalari 2.15 1.58 111.54 13.46 13.83 10.05
36 2.11 1.54 108.54 15.74 14.96 10.87
2.13 1.55 111.12 13.75 14.88 10.81
48 2.16 1.58 104.40 19.00 19.43 14.28
2.15 1.58 106.45 17.38 19.29 14.22
72 2.18 1.60 94.61 26.63 28.21 21.03
2.18 1.60 95.33 26.26 27.87 20.77

L-sorboz iiretiminin optimizasyonu i¢in uygulanan toplam 27 fermantasyon
denemesinden elde edilen analiz sonuglarina gore en yiiksek L-sorboz iiretim oraninin 9
numaralt deneme ile %10 oraninda inokiilasyon sonrasi 126.27 g/L D-sorbitol baslangi¢
konsantrasyonunda, besiyeri baslangi¢c pH degeri 7.00 iken, 35°C sicaklikta ve 250 rpm
calkalama hizi kosullarinda saglandig tespit edilmistir. Deneme desenindeki 9 numarali
fermantasyon denemesi ortalama 0.22 g/L biyokiitle miktar1 ile baglatilmig ve 72 saat
stiren fermantasyon sonunda biyokiitle miktar1 yaklasik 6.54 kat artarak 1.43 g/L
miktaria ulagmistir. Zenginlestirme besiyerinin inokiilasyonu ile baslangicta ortalama
1.42 g/L olan L-sorboz miktari fermantasyon sonunda %52.51 {iretim orani ile 67.72 g/L
miktarina ulagmustir.

En yiiksek miktarda L-sorboz iiretimini saglayan 9 numarali fermantasyon
denemesi sonunda elde edilen D-sorbitol ve L-sorboz analiz kromatogrami Sekil 4.3’te
ve fermantasyon siiresince yapilan tiim 6rneklemelerle elde edilen biyokiitle, D-sorbitol
ve L-sorboz (g/L) miktar verilerine ait grafik ise Sekil 4.4°te verilmistir.
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Sekil 4.3. En yiiksek L-sorboz dontisiimiinii saglayan 9 numarali fermantasyon
denemesinden elde edilen 72. saat Ornegine ait D-sorbitol ve L-sorboz analiz
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Sekil 4.4. En yiiksek L-sorboz doniisimiinii saglayan 9 Numarali fermantasyon
denemesine ait biyokiitle, D-sorbitol ve L-sorboz miktarlarinin zamanla degisim grafigi
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4.1.1. Uygun model se¢cimi

Calkalamali inkiibatorde uygulanan deneme deseninde yanit degiskeni olarak,
Cizelge 4.1°de verilen tiim fermantasyon denemelerinin 72. saat 6rneklerinden elde edilen
L-sorboz miktar (g/L) verileri kullanilmistir. Optimizasyon ig¢in en uyumlu modelin
belirlenmesi amaciyla her bir denemeye ait yanit degiskenleri ve Design Expert®
programi kullanilarak dogrusal, iki faktorli interaksiyon (2FI), kuadratik ve kiibik
modellerin uygunlugu test edilmistir.

Model uygunlugunun istatistiki olarak degerlendirilmesinde 6nem degeri (p),
uyum eksikligi (lack of fit), saf hata, varyasyon katsayisi (CV), en diislik tahmin edilen
hata karelerinin toplami (PRESS), en yiiksek regresyon katsayisi (R?), diizeltilmis
regresyon katsayisi (R%gz), tahmini belirleme regresyon katsayis1 (Pred-R?) ve yeterl
hassasiyet parametreleri kullanilmigtir. Uygulanan deneme deseni igin bu parametrelerin
en iyi ifade edildigi model olan kuadratik modelin deneme sartlarinda istatistiki olarak
(p<0.01) en uygun model oldugu tespit edilmistir. Uygun olarak secilen modele ve
optimizasyon isleminde uygulanan bagimsiz degiskenlere ait varyans analiz sonuglari
Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Bagimsiz degiskenlerin L-sorboz miktar1 iizerine etkisini gdsteren varyans
analizi verileri

Varyasyon kaynagi HKT SD KO F-degeri p-degeri
Model (Kuadratik) 6077.23 14 434.09 5.66 0.0023**
A (D-sorbitol konsantrasyonu) 741.61 1 741.61 9.67 0.0090**
B (pH) 394.49 1 394.49 5.14 0.0426*
C (Sicaklik) 667.92 1 667.92 8.71 0.0121*
D (Calkalama hiz1) 0.84 1 0.84 0.011 0.9183
AB 104.38 1 104.38 1.36 0.2661
AC 382.22 1 382.22 4.98 0.0454*
AD 45.41 1 45.41 0.59 0.4565
BC 566.52 1 566.52 7.38 0.0187*
BD 18.52 1 18.52 0.24 0.6320
CD 422.97 1 422.97 5,51 0.0368*
A? 1052.31 1 1052.31 13.72 0.0030**
B2 973.35 1 973.35 12.69 0.0039**
c? 193.31 1 193.31 2.52 0.1384
D? 430.65 1 430.65 5.61 0.0354*
Artik hata 920.61 12 76.72

Uyum eksikligi 920.43 10 92.04 1046.63 0.0010**
Saf hata 0.18 2 0.088

Toplam 6997.84 26

HKT: Hata kareler toplami, SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, *: 0.01<p<0.05, **: p<0.01
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Cizelge 4.3’te verilen varyans analizi sonuglarina gore; baslangic D-sorbitol
konsantrasyonunun, besiyeri baslangic pH degerinin ve sicakligin, D-sorbitol
konsantrasyonu-sicaklik, pH-sicaklik ve sicaklik-calkalama hizi interaksiyonlarinin ve
D-sorbitol konsantrasyonu, pH degeri ve galkalama hizi karelerinin L-sorboz iiretimi
lizerine 6nemli (p<0.01; 0.01<p<0.05) seviyede etkili olduklari tespit edilmistir. Onemsiz
parametrelerin degerlendirmeden ¢ikarilmasi ile elde edilen ¢oklu regresyon istatistik
degerleri ise Cizelge 4.4°te verilmistir.

Cizelge 4.4. Kuadratik modelin ¢oklu regresyon istatistik degerleri

Parametre Deger
R? 0.82
Rz 0.72
Pred-R? 0.47
%CV 30.96
PRESS 3744.48
Yeterli hassasiyet 9.82

R% Regresyon katsayisi, R?%y;: Diizeltilmis regresyon katsayisi, Pred-R% Tahmini belirleme regresyon
katsayisi, CV: Varyasyon katsayisi, PRESS: Tahmin edilen hatalarin karelerinin toplami1

Cizelge 4.3 ve 4.4°te verilen varyans analizi verilerine gore kullanilan deneme
deseninde L-sorboz miktarmin kuadratik model ile iyi bir uyum (R? = 0.82) igerisinde
oldugu tespit edilmistir. Yeterli hassasiyet degeri 9.82 olarak belirlenmis ve bu degerin
siir deger olan 4 degerinden biiyiikk olmasi da modelin uygunlugunu ve giiriiltiiden
etkilenmedigini gostermistir.

Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen L-sorboz verileri kullanilarak
gerceklestirilen varyans analizi ile 6nemsiz oldugu tespit edilen degiskenler cikarilip,
onemli bulunan bagimsiz degiskenlere goére olusturulan kuadratik modelin genel
regresyon esitligi, Esitlik 4.1°de verilmistir.

L-sorboz miktart (g/L)= -431.13+4.20A+133.82B-18.65C-0.05AC+2.38BC+0.05CD-
9.75%10-°A2-15.07B-3.68*10°D? (4.1)

A: Baglangi¢ D-sorbitol konsantrasyonu
B: Besiyeri baslangi¢ pH degeri

C: Sicaklik

D: Calkalama hiz1

Deneysel olarak elde edilen L-sorboz miktar verileri ile kuadratik modelin (Esitlik
4.1) kullanilmasiyla hesap edilen L-sorboz miktar verileri Cizelge 4.5’te ve deneysel
veriler ile hesap edilen veriler arasindaki uyum grafigi ise Sekil 4.5’te verilmistir.
Deneysel ve hesap edilen verilerin ortalama L-sorboz iiretim miktarlarinda yakinlik
gosterdigi ve bu nedenle de model ve model denkleminin deneme kosullarinda L-sorboz
iretiminin tahmini i¢in sistem dis1 hatalardan etkilenmedigi ve genel olarak basarili
oldugu Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5 degerlendirildiginde anlasilmaktadir.
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Cizelge 4.5. L-sorboz iiretim miktarinin deneysel ve hesap edilen (Esitlik 4.1) verileri

Deneme no Deneysel (g/L) Hesap edilen (g/L) Fark (g/L)
1 38.85 35.73 3.13
2 54.18 40.89 13.29
3 6.23 1.52 4.71
4 12.42 5.62 6.80
5 6.56 17.24 -10.68
6 25.60 15.63 9.97
7 42.23 44.35 -2.12
8 25.87 27.09 -1.23
9 67.72 56.49 11.23
10 16.11 27.40 -11.29
11 24.93 16.98 7.95
12 41.29 45.79 -4.50
13 4.69 13.27 -8.58
14 7.88 12.98 -5.10
15 7.23 15.93 -8.70
16 44.02 39.56 4.46
17 28.65 28.71 -0.06
18 30.09 28.69 1.41
19 41.87 40.36 1.52

20 33.66 28.99 4.67
21 14.60 12.96 1.64
22 36.39 32.01 4.37
23 7.94 5.08 2.86
24 41.84 45.79 -3.94
25 26.68 41.27 -14.58
26 28.34 31.59 -3.25
27 41.75 45.79 -4.03
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Sekil 4.5. L-sorboz iiretimi i¢in deneysel ve hesap edilen verilerin uyum grafigi
4.1.2. Bagimsiz degiskenlerin L-sorboz iiretimi iizerine etkisi
4.1.2.1. D-sorbitol konsantrasyonunun etkisi

Merkezi kompozit tasarim kullanilarak ¢alkalamali inkiibatorde gergeklestirilen
fermantasyon denemelerinde baslangi¢c D-sorbitol konsantrasyonu bagimsiz degiskenine
ait en diisik ve en yiiksek noktalar sirasiyla 90 ila 170 g/L olarak belirlenmistir.
Uygulanan fermantasyon denemeleri sonucunda L-sorboz iiretim miktar1 {izerine D-
sorbitol konsantrasyonu (p<0.01) ve D-sorbitol konsantrasyonunun karesinin (p<0.05)
istatistiksel olarak Onemli bir etkisinin bulundugu belirlenmistir. D-sorbitol
konsantrasyonunun ve karesinin pH 7.00 degerinde, 30°C sicaklikta ve 200 rpm
calkalama hizinda gergeklestirilen fermantasyon isleminde L-sorboz iiretim miktar
tizerine etkisi Sekil 4.6’da verilmistir.

Sekil 4.6 incelendiginde besiyeri baslangic D-sorbitol konsantrasyonunun 90 g/L
degerinden 130 g/L degerine arttirilmasi ile L-sorboz tiretim miktarinin ve verimin arttigi,
ancak 130 g/L D-sorbitol konsantrasyonundan 170 g/L konsantrasyonuna artigin L-
sorboz iiretim miktarinda ve iiretim veriminde diisise neden oldugu belirlenmistir. L-
sorboz ortalama tiretim miktarlari; 90 g/L D-sorbitol konsantrasyonunda 14.23 g/L, 130
g/L D-sorbitol konsantrasyonunda 32.84 g/L ve 170 g/L D-sorbitol konsantrasyonunda
ise 29.95 g/L olarak tespit edilmistir. L-sorboz ortalama iiretim verimleri ise; 90, 130 ve
170 g/L besiyeri baslangi¢ D-sorbitol konsantrasyonlari igin sirastyla %14.37, %24.95 ve
%17.50 olarak belirlenmistir. Bu degerler incelendiginde de 130 g/ D-sorbitol
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konsantrasyonunda G. oxydans mikroorganizmasimin en yiiksek oranda L-sorboz
tretimini  sagladigi tespit edilmistir. Disiik D-sorbitol  konsantrasyonunda
mikroorganizmanin besiyeri ortaminda D-sorbitol ile karsilasma ihtimalinin diisiik
olmas1 ve yiiksek D-sorbitol konsantrasyonunun ise koligatif etkileri nedeniyle besiyeri
ortaminin su aktivitesini diigiirmesi sebebiyle L-sorboz verim degerinin diisiik oldugu
degerlendirilmistir.
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Sekil 4.6. D-sorbitol konsantrasyonu ve karesinin L-sorboz iiretimi iizerine etkisi ve
standart hata bantlari

Yapilan bir caligmada besiyerinin i¢erdigi D-sorbitol konsantrasyonunun 170 g/L
miktarindan daha fazla olmasiin besiyeri serbest su konsantrasyonunu, su aktivitesi
degerini ve ortamin diflizyonunu diisiirdiigi ve buna bagli olarak da fermantasyon
ortamindaki ¢6ziinmiis oksijen miktarinin azalmasina neden oldugu ve ayni zamanda
fermantasyon ortaminda ¢oziinmiis madde konsantrasyonunun yiiksek olmasinin ise
hiicrelerin biyokatalitik aktivitesinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Mihaljevic ve
Bosnjak, 2003).

G. oxydans mikroorganizmasi kullanilarak yapilan bir caligmada, 100 ila 300 g/L
baslangic D-sorbitol konsantrasyonunda, 30°C sicaklikta ve pH 6.00 degerinde sabit
tutularak gergeklestirilen fermantasyon denemelerinde D-sorbitol konsantrasyonunun
100 g/L degerinden 300 g/L degerine ylikseltilmesinin mikrobiyal gelisimi 6nemli dlciide
inhibe ettigi ve buna bagli olarak fermantasyon siiresinin artip, nihai L-sorboz tiretim
veriminin azaldigi belirlenmistir (Giridhar ve Srivastava 2002).

Azar ve Alemzadeh (2020) tarafindan G. oxydans mikroorganizmasi kullanilarak
yapilan bir ¢alismada; 120 ila 180 g/L baslangic D-sorbitol konsantrasyonunda, 6 ila 18
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g/L baglangi¢ maya ekstrakti konsantrasyonunda ve %5 ila 10 inokiiliim oraninda, 28°C
sicaklikta, pH 5.10 degerinde fermantasyon denemeleri gergeklestirilmis ve maksimum
L-sorboz tiretimine 153.42 g/L baslangi¢ D-sorbitol konsantrasyonunda 42.26 g/L nihai
sorboz miktari ile ulagildigi bildirilmistir. Ayn1 arastirmada optimum L-sorboz iiretimi
i¢in baslangi¢ D-sorbitol konsantrasyonunun 150 g/L oldugu belirlenmis ve daha yiiksek
ve daha diisiik D-sorbitol konsantrasyonlarinda L-sorboz iiretim veriminin diistiigii tespit
edilmistir.

Yapilan bir ¢calismada 10 ila 600 g/L D-sorbitol konsantrasyonunda, pH 3 ila 8
degerinde, 10°C ila 50°C sicaklik araliginda fermantasyon denemeleri gerceklestirilmis
ve D-sorbitol konsantrasyonu 200 g/L ve daha yiiksek miktarlarda olan denemelerde G.
oxydans hiicrelerinin oksijen kullanim oraninin diistiigli, buna bagli olarak D-sorbitol
doniisiim oraninin azaldig belirlenmistir (Rosenberg vd. 1993).

4.1.2.2. pH degerinin etkisi

(Calkalamal1 inkiibatorde gerceklestirilen fermantasyon denemelerinde bagimsiz
degiskenlerden biri olan besiyeri baslangi¢ pH degerine ait en diisiik ve en yiiksek
noktalar sirasiyla 6 ila 8 olarak belirlenmistir. Uygulanan fermantasyon denemeleri
sonucunda L-sorboz tiretim miktari {izerine besiyeri baslangi¢c pH degeri ve pH degerinin
karesinin istatistiksel olarak énemli (p<0.05) bir etkisinin bulundugu belirlenmistir. L-
sorboz miktart lizerine 130 g/L D-sorbitol konsantrasyonunda, 30°C sicaklikta ve 200
rpm calkalama hizinda gerceklestirilen fermantasyon isleminde besiyeri baslangic pH
degerinin ve karesinin etkisi Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. Besiyeri baslangi¢ pH degerinin ve karesinin L-sorboz tiretimi lizerine etkisi
ve standart hata bantlar
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Sekil 4.7 incelendiginde pH 6-7 degerleri arasindaki besiyeri basglangic pH
degerinin L-sorboz liretim miktarin1 6nemli diizeyde etkilemedigi ancak pH degerinin 7
degerinden 8 degerine arttirilmasi ile L-sorboz iiretim miktarinin azaldigi belirlenmistir.
L-sorboz ortalama iiretim miktarlari; besiyeri baglangi¢c pH degeri 6, 7 ve 8 iken sirasiyla
28.18, 32.55 ve 16.71 g/L olarak tespit edilmistir. L-sorboz ortalama {iretim verimleri ise;
besiyeri baslangic pH degeri 6, 7 ve 8 iken sirasiyla %21.13, %24.34 ve %12.27 olarak
belirlenmistir. Bu sonuglara gore besiyeri baglangi¢ pH degerinin yaklagik 7 olmasinin
yuksek verimle L-sorboz iiretimini sagladigi ve pH 8 degerinde ise mikroorganizma
faaliyetlerini baskilandigi i¢in L-sorboz veriminin diistiigii degerlendirilmistir.

Yapilan bir ¢alismada immobilize G. oxydans susu kullanilarak L-sorboz iiretimi
gerceklestirilmis ve besiyeri baslangi¢ pH degeri 3 ila 7.5 degerinde, 100 g/L baslangig
D-sorbitol konsantrasyonunda, 30°C sicaklikta ve 220 rpm ¢alkalama hizinda erlenler
igerisinde fermantasyon denemeleri gerceklestirilmis ve pH 3 degerinde L-sorboz
tiretilmedigi ve pH 4.5 ila 7.5 degeri araliginda ise D-sorbitolden L-sorboz iiretim hizinin
onemli diizeyde degismedigi belirlenmistir (Trifonov vd. 1991).

4.1.2.3. Sicakhgn etkisi

Calkalamal1 inkiibatorde gerceklestirilen fermantasyon denemelerinde bagimsiz
degiskenlerden biri olan sicaklik degeri igin diisiik ve yiliksek noktalar sirasiyla 25 ila
35°C olarak belirlenmistir. Uygulanan fermantasyon denemeleri sonucunda L-sorboz
tiretim miktar1 {izerine fermantasyon sicakliginin istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) bir
etkisinin oldugu belirlenmistir. L-sorboz miktar1 {izerine 130 g/L D-sorbitol
konsantrasyonunda, pH 7 degerinde ve 200 rpm calkalama hizinda gergeklestirilen
fermantasyon igleminde sicakligin etkisi Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Fermantasyon sicakliginin L-sorboz iiretimi iizerine etkisi ve standart hata
bantlari
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Sekil 4.8 incelendiginde sicakligin 25°C degerinden 35°C degerine arttirilmasi ile
L-sorboz iiretim miktarmin arttig1 belirlenmistir. L-sorboz ortalama {iretim miktarlari,
25°C degerinde 28.00 g/L, 30°C degerinde 22.14 g/L ve 35°C degerinde ise 42.93 g/L.
olarak tespit edilmistir. L-sorboz ortalama liretim veriminin ise; 25°C degerinde %20.22,
30°C degerinde %15.94 ve 35°C degerinde ise %34.18 oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglara gore deneme sartlarinda sicaklik degerinin ortalama 35°C olmasinin en yiiksek
verimle L-sorboz iiretimini sagladig1 degerlendirilmistir.

G. oxydans susu kullanilarak L-sorboz iiretiminin optimizasyonu {izerine yapilan
bir ¢alismada 10°C ila 50°C arasinda sicaklikta, pH 3 ila 8 degerinde, 10 ila 600 g/L D-
sorbitol konsantrasyonunda fermantasyon denemeleri gerceklestirilmis ve maksimum L-
sorboz iiretim verimi i¢in optimum sicakligin 35 ila 40°C arasinda oldugu tespit edilmigtir
(Rosenberg vd. 1993).

4.1.2.4. Calkalama hizinin etkisi

Calkalamal1 inkiibatorde gerceklestirilen fermantasyon denemelerinde calkalama
hiz1 bagimsiz degiskenine ait en diisiik ve en yliksek noktalar 150 ila 250 rpm olarak
belirlenmistir. Uygulanan fermantasyon denemeleri sonucunda L-sorboz iiretim miktar1
lizerine ¢alkalama hizinin istatistiksel olarak 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadigi
ancak calkalama hiz1 karesinin L-sorboz iiretimini etkiledigi (p<0.01) belirlenmistir. L-
sorboz miktari {izerine 130 g/L D-sorbitol konsantrasyonunda, pH 7 degerinde ve 30°C
sicaklikta gergeklestirilen fermantasyon isleminde galkalama hizinin etkisi Sekil 4.9°da
verilmistir.
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L-sorboz konsantrasyonu (g/L)

10 —

I I I I I I
150 170 190 210 230 250

Calkalama hiz1 (rpm)

Sekil 4.9. Calkalama hizinin L-sorboz iiretimi iizerine etkisi ve standart hata bantlari
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Sekil 4.9 incelendiginde 150 rpm ve 250 rpm ¢alkalama hizlarinda L-sorboz
tiretim miktarlarinin 200 rpm ile yapilan denemelerin L-sorboz {iretim ortalamalarindan
daha diisiik oldugu belirlenmistir. L-sorboz ortalama tiretim miktarlari; ¢alkalama hizi
150, 200 ve 250 rpm iken sirasiyla 25.20, 30.14 ve 25.73 g/L olarak tespit edilmistir. L-
sorboz ortalama {iretim verimleri ise; ¢alkalama hiz1 150, 200 ve 250 rpm iken sirasiyla
%18.54, %22.88 ve %18.51 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore calkalama hizi
degerinin ortalama 200 rpm olmasinin en yiiksek verimle L-sorboz iiretimini sagladig:
degerlendirilmistir. Ancak gerceklestirilen 27 farkli iiretim denemesinde en yiiksek
verimle iiretimin yapildigt 9 numarali deneme deseninin ¢alkama hizi 250 rpm olarak
uygulanmistir. Elde edilen bulgulara goére 9 numarali deneme fermantasyonunda L-
sorboz iiretim miktar1 lizerine ¢alkalama hizinin tek basma etkili olmadigi, iiretim
miktariin D-sorbitol konsantrasyonu (130 g/L), pH (7) ve sicaklik (35°C) faktorlerinden
etkilendigi degerlendirilmistir.

Zorunlu aerob bir bakteri olan G. oxydans igin sorbitoliin sorboza oksidasyonu iglemi
sirasinda  gerceklesen ardisik oksidasyon tepkimelerinde oksijen yiiksek miktarda
gerekmekte ve bu nedenle fermantasyon ortaminda yeterli ¢oziinmiis oksijenin
bulunabilmesi i¢in ¢ogunlukla yiiksek calkalama hizina ihtiya¢ duyulmaktadir (Elenkov
vd. 1989; Zhou vd. 2019).

4.1.2.5. D-sorbitol konsantrasyonu-sicaklik, pH-sicaklik ve calkalama hizi-sicakhk
interaksiyonlarinin etkisi

D-sorbitol konsantrasyonu-sicaklik interaksiyonuna ait grafik (pH 7.00 ve
calkalama hiz1 200 rpm) Sekil 4.10°da, pH-sicaklik interaksiyonuna ait grafik (D-sorbitol
konsantrasyonu 130 g/L ve g¢alkalama hizi 200 rpm) Sekil 4.11°de ve sicaklik-¢alkalama
hiz1 interaksiyonuna ait grafik (D-sorbitol konsantrasyonu 130 g/L ve pH 7.00) ise Sekil
4.12°de verilmistir.

L-sorboz konsantrasyonu (g/L)

L-sorboz konsantrasyonu (g/L)
Sicaklik (°C)

| I
90 110 130 150 170

D-sorbitol konsantrasyonu (g/L)

Sekil 4.10. L-sorboz iiretimi {izerine D-sorbitol konsantrasyonu-sicaklik
interaksiyonunun etkisi
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D-sorbitol konsantrasyonu-sicaklik interaksiyonu grafigi incelendiginde; D-
sorbitol konsantrasyonu ve sicakligin minimum degerlerinde (90 g/L ve 25°C) L-sorboz
tiretim miktarmin diisiik oldugu ve D-sorbitol konsantrasyonunun 130 g/L ve sicakligin
35°C degerlerinde olmasi durumunda ise L-sorboz iiretim miktarin yiiksek oldugu
belirlenmistir. D-sorbitol miktarinin 130 g/L konsantrasyonundan daha yiiksek olmasi
durumunda ise sicaklik artis1 ile L-sorboz iiretiminin 6nemli miktarda degismedigi
belirlenmistir.

L-sorboz konsantrasyonu (g/L)

35

33+

B m

Sicaklik (°C)

29 -

L-sorboz konsantrasyonu (g/1.)

27 —

25 T

Sekil 4.11. L-sorboz iiretimi iizerine pH degeri-sicaklik interaksiyonunun etkisi

Sekil 4.11 incelendiginde; pH degerinin en yiiksek ve sicakligin en diisiik oldugu
degerlerde (8 ve 25°C) L-sorboz iiretim veriminin diisiik oldugu ve pH degerinin 7.00 ve
sicakligin 35°C degerlerinde olmasi durumunda ise L-sorboz iiretim miktarinin yiiksek
oldugu belirlenmistir. Sicaklik en yiiksek degerinde tutuldugunda pH 6.00 ve 8.00
degerleri arasinda L-sorboz iiretimi agisindan onemli bir miktar degisimi olmazken,
sicakligin 25°C olmasi durumunda pH 6.00 degerinde elde edilen L-sorboz {iretim
miktarlariin, pH 8.00 degerinde elde edilen L-sorboz iiretim miktarlarindan daha ytiksek
oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.12°de verilen sicaklik-calkalama hizi interaksiyonu grafigi incelendiginde
ise; sicakligin ve galkalama hizinin maksimum degerlerinde (35°C ve 250 rpm) L-sorboz
iiretim miktarinin yiiksek oldugu, ancak sicakligin 25°C olmas1 durumunda ise ¢alkalama
hizi maksimum degerde olsa dahi L-sorboz iiretim miktarinin disik oldugu
belirlenmistir. 25°C sicaklikta yaklasik 200 rpm calkalama hizina kadar L-sorboz {iretim
miktarinin arttig1 ancak bu degerden sonra artan galkalama hiz1 ile L-sorboz iiretiminin
azaldig tespit edilmistir.
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Sekil 4.12. L-sorboz iiretimi iizerine ¢alkalama hizi-sicaklik interaksiyonunun etkisi

4.1.3. Calkalamah inkiibatorde L-sorboz iiretimi icin optimum Kkosullarin
belirlenmesi

Merkezi kompozit tasarim cevap ylizey yontemiyle olusturulan deneme deseninin
onerdigi kosullarda 27 farkli fermantasyon denemesi gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen
fermantasyonlar sonucunda L-sorboz iiretimi i¢in bagimsiz degiskenler olarak kullanilan
D-sorbitol konsantrasyonu, besiyeri baslangic pH degeri, sicaklik ve ¢alkalama hizinin
tiretilen L-sorboz miktar1 iizerine etkileri ve en yiiksek istenebilirlik degeri istatistiksel
olarak degerlendirilmis ve L-sorboz iiretiminin en yiiksek miktarda gerceklestirilebilecegi
optimum kosullar olusturulmustur. Elde edilen optimum fermantasyon kosullar1 ve bu
kosullarda iiretilmesi beklenen L-sorboz miktari (g/L) Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. L-sorbozun optimum iiretim kosullar1 ve bu kosullarda tiretilmesi hesaplanan
L-sorboz miktar1

Kosullar D-sorbitol Sicakhik oH Calkalama L-sorboz Istenebilirlik
konsantrasyonu (g/L)  (°C) hizi (g/L) (%)
Minimum 90 25 6.00 150 4.69 -
Optimum 127.58 35 7.20 224 57.51 84.00
Maksimum 170 35 8.00 250 67.72 -

Elde edilen optimum kosullarin dogrulanmasi1 amaciyla konsantrasyonu 127.58
g/L olan D-sorbitol ¢ozeltisi ile 7.20 baglangic besiyeri pH degeri, 35°C sicaklik ve 224
rpm ¢alkalama hizi kosullarinda 2 tekerriirlii olarak {iretim gergeklestirilmistir.
Dogrulama fermantasyonlarinda G. oxydans hiicrelerinin %10 oraninda inokiilasyonu
sonrasinda alinan 0. saat 6rneginde D-sorbitol konsantrasyonunun ortalama 126.29 g/L
oldugu belirlenmistir. Optimum kosullarda gergeklestirilen bu iiretimlerin 72. saatinde
ortalama %42.60 doniisiim orani ile 55.01 g/L konsantrasyonunda L-sorboz iiretildigi
tespit edilmistir.
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Dogrulama fermantasyonlarinda fermantasyon islemi 72. saatten sonra da
stirdirilmiis ve dretimin 168. saatinde ortalama %89.95 verim ile 114.81 g/L
konsantrasyonunda L-sorboz iiretimi gerceklestigi tespit edilmistir.

Calkalamali  inkiibatérde optimum kosullarda uygulanan dogrulama
fermantasyonlarindan elde edilen optik yogunluk, biyokiitle miktari, D-sorbitol miktari,
D-sorbitol tiikketim orani, L-sorboz miktar1 ve L-sorboz tiretim oran1 degerlerine ait analiz
sonuclarinin 1. ve II. tekerriir verileri Cizelge 4.7°de verilmistir. Optimum kosullarda
gerceklestirilen fermantasyonun 72. saat Orneginde yapilan D-sorbitol ve L-sorboz
analizine ait kromatogram Sekil 4.13’te, fermantasyonun 168. saat rneginde yapilan D-
sorbitol ve L-sorboz analizine ait kromatogram Sekil 4.14’te ve dogrulama
fermantasyonlari siiresince yapilan tiim 6rneklemelerden elde edilen ortalama biyokiitle,
D-sorbitol ve L-sorboz miktar verilerine ait grafik ise Sekil 4.15’te verilmistir.

Cizelge 4.7. Optimum kosullarda gergeklestirilen dogrulama fermantasyonlarina ait optik
yogunluk, biyokiitle, D-sorbitol miktari, D-sorbitol tiikketim orani, L-sorboz miktari ve L-
sorboz iiretim orani verileri (I. ve II. tekerriir)

Optik Biyokiitle D-sorbitol D-sorbitol L-sorboz  L-sorboz
Deneme Zaman

no (saat) yogunluk miktari miktari tiikketimi miktari iiretimi

(ODso) (g/L) (g/L) (%) (g/L) (%)

0 0.26 0.20 126.85 - 1.20 -
0.26 0.20 125.72 = 1.24 -

24 1.74 1.27 108.93 13.74 17.33 12.76

1.77 1.29 110.54 12.47 1551 11.31

28 1.65 1.21 107.53 14.86 18.94 14.04

1.72 1.26 109.25 13.50 18.40 13.60

32 1.70 1.24 102.41 18.91 21.70 16.22

1.78 1.30 106.26 15.86 20.05 14.91

36 1.74 1.27 99.44 21.26 23.64 17.76

1.76 1.29 101.29 19.79 20.67 15.40

Optimum 48 1.82 1.33 90.02 28.72 33.21 25.34
iiretim 1.77 1.29 92.78 26.53 29.95 22.75
79 1.63 1.20 66.78 47.12 56.01 43.38

1.73 1.26 70.98 43.80 54.02 41.81

96 1.71 1.25 43.77 65.34 76.01 59.23

191 1.40 44.94 64.42 75.20 58.58

120 1.73 1.26 31.50 75.06 91.42 71.43

1.87 1.37 33.32 73.61 89.14 69.62

144 1.83 1.34 1151 90.89 106.89 83.68

1.89 1.38 14.10 88.84 103.68 81.13

168 1.60 1.17 2.02 98.40 115.68 90.63

1.75 1.28 1.62 98.72 113.95 89.26
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Sekil 4.13. Optimum kosullarda gergeklestirilen dogrulama fermantasyonundan elde
edilen 72. saat 6rnegine ait D-sorbitol ve L-sorboz analiz kromatogrami
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Sekil 4.14.0ptimum kosullarda gerceklestirilen dogrulama fermantasyonundan elde
edilen 168. saat drnegine ait D-sorbitol ve L-sorboz analiz kromatogrami
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Sekil 4.15. Optimum kosullarda gerceklestirilen dogrulama fermantasyonundan elde
edilen ortalama biyokiitle, D-sorbitol ve L-sorboz miktar verilerinin zamanla degisim
grafigi

4.2. Biyoreaktorde L-sorboz Uretimi icin Hava Akim Hizimim Optimizasyonu

Aragtirmanin ikinci agamasinda, ¢alkalamali inkiibatérde yapilan optimizasyon
denemeleri sonunda elde edilen optimum L-sorboz iiretim kosullar1 (127.58 g/L D-
sorbitol konsantrasyonu, besiyeri baslangi¢ pH degeri 7.20, 35°C sicaklik) kullanilarak
biyoreaktorde 1.5 L hacmindeki besiyeri ile 3 farkli hava akim hizinda (0.5, 1.0 ve 1.5
vvm) 1x3 faktoriyel deneme deseninde 118 saatlik fermantasyon denemeleri yapilmustir.

Calkalamal1 inkiibatorde yapilan denemeler sonucunda optimum calkalama hizi
224 rpm olarak belirlenmis fakat yapilan istatistiksel analizler sonucunda c¢alkalama hizi
parametresinin optimizasyon i¢in 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir.
Bu sebeple biyoreaktorde gerceklestirilen deneme fermantasyonlarinda literatiirde
yapilan ¢alismalara dayanilarak karistirma hiz1 700 rpm olarak uygulanmistir (Giridhar
ve Srivastava 2000; de Wulf vd. 2000; Sugisawa ve Hoshino 2002).

Biyoreaktérde 3 farkli hava akim hizi kosulunda uygulanan fermantasyon
denemelerinden elde edilen optik yogunluk, biyokiitle miktari, D-sorbitol miktari, D-
sorbitol tiiketim orani, L-sorboz miktar: ve L-sorboz iiretim oran1 degerlerine ait analiz
sonuclar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Biyoreaktdr denemelerine ait optik yogunluk, biyokiitle, D-sorbitol miktari,
D-sorbitol tiikketim orani, L-sorboz miktar1 ve L-sorboz tiretim orani verileri

Hava hizn  Zaman Optik Biyokiitle D-sorbitol D-sorbitol L-sorboz  L-sorboz

yogunluk miktar miktar tiikketimi miktar iiretimi
(vm) 629 Tobw) @) @u) k) @D (%)
0. 0.29 0.22 126.69 - 0.15 -
3. 1.48 1.08 125.84 0.67 0.15 0.00
9. 3.24 2.37 125.60 0.86 0.17 0.01
24, 3.55 2.59 123.13 2.81 0.17 0.01
48. 3.22 2.35 122.44 3.35 0.17 0.01
72. 3.40 2.48 122.82 3.05 0.24 0.06
0.5 95. 4.07 2.97 63.91 49.55 57.08 44.93
97. 4.20 3.06 48.25 61.92 73.13 57.60
100. 4.38 3.20 27.30 78.45 93.20 73.45
103. 4.52 3.29 12.13 90.43 108.11 85.21
106. 4.84 3.53 3.85 96.96 115.29 90.88
109. 4.81 3.51 3.24 97.44 116.31 91.69
118. 4.48 3.27 0.24 99.81 120.86 95.28
0. 0.27 0.20 129.09 - 0.16 -
3. 1.43 1.05 129.08 1.53 0.18 0.01
9. 3.21 2.34 128.37 2.08 0.21 0.04
24, 3.33 243 127.51 2.73 0.34 0.13
48. 3.42 2.50 126.87 3.22 0.46 0.23
72. 3.38 247 125.62 4.17 0.99 0.64
1.0 95. 4.19 3.06 60.70 53.70 66.10 51.08
97. 4.35 3.17 45.44 65.33 82.23 63.57
100. 4.46 3.25 28.48 78.28 97.58 75.46
103. 4.46 3.25 15.69 88.03 107.63 83.25
106. 4.61 3.36 6.97 94.68 117.89 91.19
109. 4.85 3.54 1.40 98.94 118.65 91.79
118. 4.53 3.30 0.61 99.53 125.19 96.85
0. 0.27 0.21 128.38 - 1.13 -
3. 0.75 0.55 127.79 0.46 1.19 0.04
9. 1.39 1.02 126.66 1.34 1.33 0.15
24, 2.70 1.97 127.41 0.75 1.35 0.17
48. 3.25 2.37 126.82 1.21 1.54 0.32
72. 3.39 2.47 125.15 251 2.56 1.11
15 95. 3.69 2.69 120.86 5.86 7.16 4.69
97. 3.00 2.19 118.90 7.38 10.05 6.95
100. 3.35 2.45 105.95 17.47 20.43 15.03
103. 3.64 2.65 101.70 20.78 26.23 19.55
106. 3.94 2.87 62.72 51.14 65.01 49.76
109. 3.94 2.87 7.99 93.78 118.42 91.36
118. 3.95 2.88 0.96 99.26 126.42 97.59

Biyoreaktérde 3 farkli hava akim hizi kosulunda uygulanan fermantasyon
denemelerinden elde edilen optik yogunluk ve biyokiitle miktar verilerine uygulanan
varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.9’da ve varyasyon kaynaklar1 ortalamalarina ait
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari ise Cizelge 4.10°da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Biyoreaktorde gerceklestirilen fermantasyonlarda farkli hava akim hizlariin
ve fermantasyon zamaninin, optik yogunluk ve biyokiitle miktar verileri {izerine etkisine
ait varyans analizi sonuglari

Optik Yogunluk (ODyoc) ~ Diyokutle mikear:
Varyasyon kaynagi (g/L)
SD KO F KO F
Hava akim hiz1 (yvm) 2 4.37 1657.63** 2.31 1616.91**
Zaman (saat) 12 10.02 3796.40** 5.29 3709.15**

** n<0.01

Cizelge 4.10. Biyoreaktorde gerceklestirilen fermantasyonlarda farkli hava akim
hizlarinin ve fermantasyon zamaninin, optik yogunluk ve biyokiitle miktar verileri
tizerine etkisine ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

Hava akim hiz N Optik yogunluk (ODi00)  Biyokiitle miktar: (g/L)
0.5 26 3.58% + 0.26 2.61% + 0.19
1.0 26 3.58% + 0.26 2.61% + 0.19
1.5 26 2.87° + 0.24 2.09° + 0.18

Zaman (saat) N
0. 6 0.28™ + 0.00 0.21™ + 0.00
3. 6 1.22' + 0.15 0.89' + 0.11
9. 6 2.62% + 0.39 1.91% + 0.28
24. 6 3.200 + 0.16 233 + 0.12
48. 6 3.30" + 0.04 2.41' + 0.03
72. 6 3.39" + 0.03 2.48" + 0.02
95. 6 3.98" + 0.10 2.91F + 0.07
97. 6 3.859 + 0.27 2.819 + 0.20
100. 6 4.07° + 0.23 2.97¢ + 0.16
103. 6 4.20% + 0.18 3.069 + 0.13
106. 6 4.46" + 0.18 3.25° + 0.13
109. 6 453 + 0.19 3.31% + 0.14
118. 6 4.32° + 0.12 3.15° + 0.08

Varyans analizi sonuglarina gore optik yogunluk ve biyokiitle miktar verileri
tizerinde farkli hava akim hizlarinin ve fermantasyon zamanimin istatistiksel olarak
onemli (p<0.01) bir etkisinin oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.10’da verilen Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari
incelendiginde 0.5 ve 1.0 vvm hava akim hizlarinda optik yogunluk ve biyokiitle miktar
verileri arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi, 1.5 vvm hava akim hizinda ise ortalama
optik yogunluk ve biyokiitle miktar verilerinin diger hava akim hizlarindan yaklasik %20
kadar diisiikk oldugu ve istatistiksel olarak bunun 6nemli oldugu belirlenmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari, fermantasyon zamanina gore
incelendiginde ise ortalama optik yogunluk ve biyokiitle miktarinin ilk 24 saat yiiksek
hizda arttig1, bu saatten sonra 109. saate kadar diisiik hizda artmaya devam ettigi ve daha
sonra ise bu degerlerin diismeye basladigi tespit edilmistir. Gergeklestirilen deneme
sartlarinda optik yogunluk ve biyokiitle miktarlarinin fermantasyonun 109. saatinde
maksimum seviyeye ulastigi belirlenmis olup, G. oxydans mikroorganizmasinin
maksimum degerde baslangica gore optik yogunluk degerinin 16.18 kat ve biyokiitle
miktarinin ise 15.76 kat arttig1 belirlenmistir.

Biyoreaktérde 3 farkli hava akim hizi kosulunda uygulanan fermantasyon
denemelerinden elde edilen D-sorbitol ve L-sorboz miktar verilerine uygulanan varyans
analizi sonuglar Cizelge 4.11°de ve varyasyon kaynaklar1 ortalamalarina ait Duncan
Coklu Karsilastirma Testi sonuglari ise Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Biyoreaktorde gerceklestirilen fermantasyonlarda farkli hava akim
hizlarinin ve fermantasyon zamaninin, D-sorbitol ve L-sorboz miktar verileri iizerine
etkisine ait varyans analizi sonuglari

D-sorbitol miktar:1 (g/LL)  L-sorboz miktar: (g/L)

Varyasyon kaynag SD

KO F KO F
Hava akim hizi1 (vvm) 2 6871.42 2710.77** 5243.25  2894.70**
Zaman (saat) 12 15089.68  5952.87** 14158.09 7816.43**

** n<0.01

Varyans analizi sonuglarina gére D-sorbitol ve L-sorboz miktar verileri {izerinde
farkli hava akim hizlarinin ve fermantasyon zamaninin istatistiksel olarak Onemli
(p<0.01) bir etkisinin oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.12°de verilen Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar
incelendiginde biyoreaktdr fermantasyonlarinda uygulanan tiim hava akim hizlarinda
ortalama D-sorbitol ve L-sorboz miktar verileri arasinda istatistiksel olarak farkin 6nemli
oldugu belirlenmistir. Fermantasyonda uygulanan 0.5 ve 1.0 vvm hava hizlarinda L-
sorboz tiretiminin belirgin bir sekilde 72. saatte baglayarak fermantasyon sonunda
yaklasik ortalama 50 ila 55 g/L kadar bir seviyeye ulastigi, 1.5 vvm hava hizinda ise
ortalama L-sorboz iiretim miktarinin yaklasik 30 g/L kadar oldugu tespit edilmis olup, bu
degerin yiiksek hava hizinda diisiik olarak tespit edilmesinin bu hava hizinda L-sorboz
tiretiminin daha gec baslamasindan (95. saatte) kaynaklandig1 degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.12. Biyoreaktorde gergeklestirilen fermantasyonlarda farkli hava akim
hizlarinin ve fermantasyon zamaninin, D-sorbitol ve L-sorboz miktar verileri tizerine
etkisine ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglart

Hava akim hizi N  D-sorbitol miktari (g/L)  L-sorboz miktar (g/L)
0.5 26 69.65¢ + 10.70 52.70° + 10.28
1.0 26 71.22° + 10.94 55.22% + 10.57
1.5 26 98.56% + 8.75 29.45° + 8.64

Zaman (saat) N
0. 6 128.05% + 0.97 0.48" + 0.21
3. 6 127.57® + 0.75 0.51" + 0.22
9. 6 126.87%¢ + 0.72 0.57" + 0.24
24, 6 126.02° + 1.14 0.62" + 0.23
48. 6 125.38% + 0.97 0.73" + 0.27
72. 6 124,53 + 0.86 1.26" + 0.43
95. 6 81.82°¢ + 12.37 43.459 + 11.60
97. 6 70.87F + 15.20 55.14" + 14.36
100. 6 53.919 + 16.46 70.41° + 15.83
103. 6 43.17" + 1853 80.66% + 17.22
106. 6 24.51' + 12.10 99.40° + 10.91
109. 6 421 + 1.25 117.79° + 1.10
118. 6 0.60 + 0.13 124.16% + 1.16

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari, fermantasyon zamanina gore
incelendiginde ise; fermantasyonun ilk 72 saatinde L-sorboz tiretiminin olduk¢a diisiik
miktarlarda (<%2) gergeklestigi ve aralarinda istatistiksel olarak fark olmadig: tespit
edilmistir. Ancak 72. saatten sonra ise L-sorboz liretiminin olduk¢a yiiksek bir hizla
gerceklesmeye basladig1r ve ornekleme zamanina gore aralarindaki farkin istatistiksel
olarak onemli oldugu tespit edilmistir. L-sorboz iiretiminin 72. saatten sonra
gerceklesmeye baslamasimin mikroorganizmanin D-sorbitolden L-sorboz iiretmek igin
gerekli enzim ve kofaktorleri sentezleme zamanindan ve enzimin aktivite gosterebilmesi
icin fermantasyon kosullariin ilgili zamanda uygun haline gelmesinden kaynaklandig:
degerlendirilmistir.

White ve Claus (1982) tarafindan G. oxydans mikroorganizmasi kullanilarak
gerceklestirilen bir calismada D-sorbitol iceren besiyeri ortaminda fermantasyon siiresi
ilerledik¢e G. oxydans hiicrelerinin polar bolgelerinde yeni bir intrasitoplazmik membran
olustugu, buna bagl olarak hiicrelerin ribozom sayisinin ve sitoplazmik membrana bagl
SLDH miktarmin arttig1 ve artan SLDH enzimi ile dogrusal olarak L-sorboz iiretiminin
hizlandig bildirilmistir.
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Fermantasyonlarda baslangicta zenginlestirme besiyerinin inokiilasyonu ile
ortalama 0.48 ¢g/L miktarinda olan L-sorbozun, fermantasyonun son saati olan 118.
saatinde 124.16 g/L miktarina ulastigi belirlenmistir. Fermantasyonlarda baslangicta
ortalama 128.05 g/L miktarinda olan D-sorbitoliin ise neredeyse tamaminin kullanildigi,
fermantasyonun 118. saatinde ortalama 0.60 g/L D-sorbitol kaldig1 tespit edilmistir. Bu
nedenle arastirmada uygulanan sartlarda fermantasyon siiresi uzun olmakla birlikte
sistemdeki neredeyse tiim D-sorbitoliin L-sorboza doniistiiriildigli belirlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada, D-sorbitoliin fermantasyon ile L-sorboza oksidasyonu
isleminde elde edilen verimin ¢ogunlukla %100’e yakin oldugu ancak G. oxydans
mikroorganizmasinin oksidasyon hizinin oldukga diisiik olmasi nedeniyle bu durumun
reaksiyon siiresinin uzamasina neden oldugu bildirilmistir (de Wulf vd. 2000).

Biyoreaktorde tiim hava akim hizlarinda gergeklestirilen fermantasyonlara ait
zamana bagli D-sorbitol ve L-sorboz miktar verilerine ait grafik Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16. Biyoreaktorde tiim hava akim hizlarinda gergeklestirilen fermantasyonlara ait
D-sorbitol ve L-sorboz miktarlarinin zamanla degisim grafigi

Sekil 4.16°da farkli hava hizlarindaki L-sorboz tiretimleri fermantasyon zamanina
gore incelendiginde 0.5 ve 1.0 vvm hava akim hizinda 72. ila 95. saat arasinda belirgin
bir sekilde iiretime bagladigi, 1.5 vvm hava akim hizinda ise belirgin iiretimin 97. saatten
itibaren basladig1 ve digerlerine gore daha yiiksek hizla ilerledigi tespit edilmistir. Ayni
zamanda ilk iki hava hiz1 sartinda belirgin {iretim basladiktan sonra 46 saat i¢inde
fermantasyon sona ererken, 1.5 vvm hava hiz1 sartinda ise belirgin {iretim basladiktan
sonra 21 saat i¢inde fermantasyon sona ermistir.
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Biyoreaktorde gerceklestirilen 3 farkli hava akim hizindaki tiretim denemelerine
ait veriler kullanilarak fermantasyonun kinetik parametreleri hesaplanmis ve Cizelge
4.13’te verilmistir.

Cizelge 4.13. Biyoreaktor denemelerine ait kinetik parametreler

Hava hiz1 (vvm)

Kinetik Parametreler

0.5 1 15
D-sorbitol tiiketimi (g/L) 126.45 128.48 127.42
L-sorboz iiretimi (g/L) 120.71 125.03 125.29
D-sorbitol kullanim orani1 (%) 99.81 99.53 99.25
L-sorboz verimi (%) 95.46 97.31 98.33
Maksimum D-sorbitol tiikketim hizi1 (g/L/sa) 3.50 3.50 7.47
Maksimum L-sorboz iiretim hiz1 (g/L/sa) 3.39 3.44 7.37
Spesifik tireme hiz1 (1/sa) 0.25 0.25 0.17

Fermantasyon tiretimlerine ait kinetik parametreler incelendiginde G. oxydans
hiicrelerinin 3 farkli hava akim hizinda da besiyerinin icerdigi D-sorbitoliin neredeyse
tamamini kullandigi ve ortalama D-sorbitol kullanim oranmin %99.53 oldugu tespit
edilmistir. Maksimum D-sorbitol tiiketim hizinin 0.5, 1.0 ve 1.5 vvm hava akim hizinda
gerceklestirilen fermantasyonlarda sirasiyla 3.50, 3.50 ve 7.47 g/L/sa oldugu; maksimum
L-sorboz iiretim hizinin ise sirastyla 3.39, 3.44 ve 7.37 g/L/sa oldugu tespit edilmistir.
Fermantasyonlar sonucunda hesaplanan ortalama L-sorboz iiretim verimi %97.03 olup,
en yiiksek L-sorboz iiretim verimi ise %98.33 ile 1.5 vvm hava akim hizinda
gerceklestirilen fermantasyondan elde edilmistir. G. oxydans mikroorganizmasinin
spesifik ireme hizi incelendiginde ise 0.5 ve 1.0 vvm hava akim hizinda 0.25 satolarak,
1.5 vvm hava akim hizinda ise 0.17 sa’* olarak hesaplanmustir.

Biyoreaktor Olcegindeki tiim fermantasyon denemeleri pH degeri sabit
tutulmadan gergeklestirilmis ve fermantasyon siiresince ortamin pH degeri takip
edilmistir. Elde edilen pH verilerine gore fermantasyon sirasinda G. oxydans hiicrelerinin
faaliyeti sonucu ortamin pH degerinin diismesinden mikroorganizmanin gelisim hizinin,
D-sorbitol tiiketim ve L-sorboz tiretim hizinin etkilendigi tespit edilmistir. Biyoreaktdrde
3 farklh hava hizinda yapilan fermantasyon denemelerinden elde edilen ortalama pH,
biyokiitle, D-sorbitol tiikketim ve L-sorboz iiretim miktarlarinin zamana gore degisimine
ait grafik Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.17. Farkli hava akim hizlarinda biyoreaktorde gergeklestirilen tiim fermantasyon
denemelerinden elde edilen ortalama pH, biyokiitle, D-sorbitol ve L-sorboz miktar
verilerinin zamana bagli degisim grafigi

Tim fermantasyon denemelerinde baslangic pH degeri ortalama 6.93 iken,
fermantasyon sonunda ortalama 4.55 degerine diistiigii tespit edilmistir. Gergeklestirilen
3 farkli fermantasyon denemesinde de ortamin pH degerinin ilk 24 saat icerisinde pH
yaklasik 7 degerinden, yaklasik 5.5 degerine hizla diistiigii ve ayn1 zamanda biyokiitle
miktarinin da eksponensiyel bir artig gosterdigi, pH degeri 5.5 degerinin altina
diistiigiinde ise biyokiitle miktarinda belirgin bir degisiklik olmadig1 belirlenmistir. Ayni
zamanda Sekil 4.16 incelendiginde tiim fermantasyon denemelerinde L-sorboz liretiminin
ortamin pH degeri 5’in altina diistiigiinde basladig1 tespit edilmistir. G. oxydans
mikroorganizmasinin D-sorbitolden L-sorboz iiretimini kataliz etmesinde gorev alan
SLDH enzimini sentezlemesi ve enzimin aktivite gosterebilmesi i¢in ortam pH degerinin
etkili oldugu ve bu nedenle fermantasyon denemelerinde pH degeri 5’in altina diistiigii
zaman L-sorboz iiretiminin bagladig1 degerlendirilmistir.

Yapilan ¢aligmalarla G. oxydans mikroorganizmasinin gelisim gosterebildigi pH
araliginin 3.5 ila 8 oldugu, mikroorganizmanin biyokiitle miktarinin optimum geligim
araliginin ise 5.5 ila 7 oldugu bildirilmistir. G. oxydans hiicrelerinin membran yapisinda
veya sitoplazmasinda lokalize olmus cesitli enzimlerinin aktivite gosterdigi optimum pH
araligi ise mikroorganizmanmn optimum gelisim gosterdigi pH degerinden farkli
olabilmektedir (Macauley vd. 2001). Yapilan bazi ¢alismalarla G. oxydans hiicrelerinde
bulunan ve D-sorbitoliin L-sorboza oksidasyonunu saglayan SLDH enziminin en yiiksek
aktiviteyi gosterdigi optimum pH degerinin 4.5 ila 5 arasinda oldugu bildirilmistir
(Shinagawa vd. 1982; Sugisawa ve Hoshino 2002).
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Yapilan bir ¢alismada, G. oxydans ATCC 621 susu kullanilarak baslangic pH
degeri 6.4 olan %10 D-sorbitol igeren besiyeri ile 30°C sicaklikta, 700 rpm karistirma
hizinda ve 1.0 vvm hava akim hizinda fermantasyon denemesi pH degeri kontrol
edilmeden gergeklestirilmis ve fermantasyon ortaminin pH degeri 5’e diisene kadar G.
oxydans hiicrelerinin logaritmik olarak gelistigi, pH degeri 5’in altina diistigiinde ise
hiicrelerin sabit bir gelisim gosterdigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda pH degerinin diisiisii
ile G. oxydans hiicrelerinin gelisimi duragan hale geldiginde L-sorboz iiretim hizinin
belirgin sekilde arttig1 fakat fermantasyon ortami pH 6.4 degerinde sabit tutuldugu zaman
L-sorboz iiretim hizinin diistiigli ve fermantasyon siiresinin 4 saat uzadigi bu nedenle

fermantasyonun pH kontrolsiiz ortamda ger¢eklestirilmesinin daha uygun oldugu
bildirilmistir (de Wulf vd. 2000).

4.2.1. Biyoreaktorde L-sorboz iiretimi icin optimum hava hizinin belirlenmesi

Biyoreaktorde 127.58 g/L baslangigc D-sorbitol konsantrasyonunda, pH 7.2
baslangi¢c pH degerinde, 35°C sicaklikta, 700 rpm karistirma hizi ve 3 farkli hava hizinda
(0.5, 1.0 ve 1.5 vvm) fermantasyon denemeleri gergeklestirilmistir. Optimum hava
hizinin belirlenmesinde maksimum L-sorboz {iretim verimi ve maksimum L-sorboz
tiretim hiz1 verileri kullanilmistir. Bu iki deger 1.5 vvm hava hizinda maksimize oldugu
(Cizelge 4.13) i¢in biyoreaktorde gergeklestirilen L-sorboz iiretimi i¢in fermantasyonda
kullanilmast gereken optimum hava akim hizimin 1.5 vvm olmasi gerektigi
degerlendirilmistir.

Yapilan bazi calismalarda, G. oxydans mikroorganizmasi kullanilarak D-
sorbitoliin L-sorboza doniistiiriilmesi isleminin, hiicrelerin sitoplazmik membraninda
bulunan SLDH enzimi ve hiicresel solunum zinciri ile baglantili bir oksidasyon
reaksiyonu olmasi nedeniyle L-sorboz iiretiminde terminal elektron alicis1 olan oksijen
miktarmin 6nemli oldugu bildirilmistir (Kim vd.1999; Zhou vd. 2019). Bu nedenle bu sus
i¢cin fermantasyon ortamina yeterli oksijen beslemesinin siirdiiriilebilmesi i¢in cogunlukla
1.5 ila 2.0 vvm gibi yiiksek hava akim hizlarina ihtiya¢ duyulmaktadir (Elenkov vd.
1989).

Biyoreaktor denemeleri ile belirlenen 1.5 vvm optimum hava akim hizi ve
calkalamal1 inkiibatér denemeleri sonucunda istatistiksel olarak 6nemli bulunan optimum
kosullar (127.58 g/L baglangig D-sorbitol konsantrasyonu, 7.2 baslangic pH degeri ve
35°C sicaklik) kullanilarak biyoreaktorde 1.5 L c¢alisma hacminde, 700 rpm karistirma
hizinda bir dogrulama fermantasyonu gerceklestirilmistir.

Bunun yani sira farkli hava akim hizlarinda gergeklestirilen biyoreaktor
denemelerinde zamana baglh pH degisim verileri degerlendirildiginde; fermantasyon
ortamimin pH degeri 7 ila 5 araligindayken L-sorboz iiretiminin gerceklesmedigi, L-
sorboz tiretiminin ortaminin pH degeri 5 degerinin altina diistiigli zaman basladig tespit
edilmistir. Bu nedenle belirlenen optimum kosullar besiyeri baslangi¢c pH degeri 5 olan
ortamda da denenmistir.

Optimum kosullarda besiyeri baslangic pH degeri 7.2 ve 5.0 olan dogrulama
fermantasyonlarindan elde edilen optik yogunluk, biyokiitle miktar1, D-sorbitol miktart,
D-sorbitol tiikketim orani, L-sorboz miktar1 ve L-sorboz iiretim orani degerlerine ait analiz
sonuclar1 Cizelge 4.14°te verilmistir.
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Elde edilen analiz sonuglarina gore optimum kosullarda uygulanan besiyeri
baslangic pH degeri 7.2 olan fermantasyonda baslangigta 0.20 g/L olan biyokiitle
miktariin, fermantasyon sonu olan 118. saatte 3.10 g/L miktarina ulagtig1 ve yaklagik
15.24 kat arttig1; besiyeri baslangi¢ pH degeri 5.0 olan fermantasyonda ise baslangicta
0.12 g/L olan biyokiitle miktarinin, fermantasyonun sonu olan 56. saatte 1.73 g/L
miktarina ulastig1 ve yaklasik 15.59 kat arttig1 belirlenmistir. Her iki fermantasyonda da
D-sorbitoliin neredeyse tamaminin tiiketildigi ve besiyeri baglangic pH degeri 7.2 olan
fermantasyonda %98.89 doniisiim orani ile 127.43 g/L L-sorboz iretildigi, besiyeri
baslangi¢ pH degeri 5.0 olan fermantasyonda ise %98.94 doniisiim orani ile 127.07 g/L
L-sorboz tiretildigi tespit edilmistir.

Farkl1 olarak besiyeri baglangi¢ pH degeri 7.2 olan dogrulama fermantasyonunun
118 saat siirdligii, besiyeri baslangi¢ pH degeri 5.0 olan fermantasyonun ise 56 saat gibi
daha kisa bir siirede tamamlandig1 belirlenmistir. Fermantasyon ortaminin pH degerinin,
mikroorganizmanin enzim {iretimini desteklemesinden ve bu pH degerinin L-sorboz
tiretimini kataliz eden SLDH enziminin aktivitesini arttirarak L-sorboz iiretiminin daha
erken baglayip, fermantasyonun daha kisa siirede tamamlanmasini sagladigi
degerlendirilmistir.

Cizelge 4.14. Optimum dogrulama fermantasyonlarina ait optik yogunluk, biyokiitle, D-
sorbitol miktari, D-sorbitol tiiketim orani, L-sorboz miktar:1 ve L-sorboz iiretim orani
verileri

Basl zaman . OPUK - Biyokiitle - p.sorpitol  D-sorbitol  L-sorboz  L-sorboz
ay angie yogunluk  miktar miktar1  tiiketimi =~ miktar1  iiretimi

pH degeri  (saat) (ODa10o) (g/L) (g/L) (%) (g/L) (%)
0 0.26 0.20 127.90 1.07
3 1.84 1.35 124.48 2.67 1.09 0.02
9 4.00 2.92 124.48 2.67 1.09 0.02
24 3.66 2.67 126.64 0.99 1.06 0.00
48 3.86 2.81 126.77 0.88 1.15 0.06
72 4.26 3.10 126.71 0.93 1.78 0.56
7.2 95 4.15 3.02 126.93 0.76 1.96 0.69
97 4.15 3.02 123.93 3.11 5.49 3.46
100 418 3.05 121.13 5.29 7.00 4.63
103 4.26 3.11 102.21 20.08 26.60 19.96
106 4.23 3.08 51.99 59.35 75.04 57.83
109 4.23 3.08 1.97 98.46 124.59 96.58
118 4.25 3.10 0.92 99.28 127.43 98.89
0 0.16 0.12 127.57 - 0.86 -
3 0.33 0.25 126.81 0.60 0.97 0.09
9 0.66 0.49 125.29 1.31 1.98 0.88
12 0.83 0.61 125.14 1.90 3.24 1.99
24 1.73 1.27 110.65 13.27 10.14 7.28
50 28 2.19 1.60 103.45 18.91 25.47 19.30
32 2.13 1.56 79.22 37.90 48.80 37.58
36 212 1.55 47.23 62.98 74.04 57.37
40 2.15 1.57 26.17 79.48 93.79 72.85
48 2.27 1.66 9.93 92.21 113.03 87.93
52 2.26 1.65 3.83 97.00 118.55 92.26
56 2.37 1.73 0.35 99.73 127.07 98.94
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Besiyeri baslangic pH degeri 7.2 olan fermantasyon siiresince yapilan tim
orneklemelerle elde edilen biyokiitle, D-sorbitol ve L-sorboz (g/L) miktar verilerine ait
grafik Sekil 4.18’de, besiyeri baslangic pH degeri 5.0 olan fermantasyon siiresince
yapilan tiim orneklemelerle elde edilen biyokiitle, D-sorbitol ve L-sorboz (g/L) miktar
verilerine ait grafik ise Sekil 4.19’da verilmistir.
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Sekil 4.18. Optimum kosullarda biyoreaktorde besiyeri baslangi¢ pH degeri 7.2 olan
dogrulama fermantasyonunda pH, biyokiitle, D-sorbitol ve L-sorboz miktar verilerinin
zamanla degisim grafigi

Sekil 4.18 ve Sekil 4.19 incelendiginde besiyeri baslangi¢c pH degeri 7.2 olan
fermantasyonda belirgin L-sorboz iiretimi 95. saatte fermantasyon ortaminin pH degeri
5.0 degerinin altina diistiiglinde basladigi, besiyeri baslangic pH degeri 5.0 olan
fermantasyonda ise 9. saatten itibaren L-sorboz iiretiminin basladigi belirlenmistir.
Ayrica baslangic pH degeri 5.0 olan fermantasyonda biyokiitle gelisiminin logaritmik
olarak arttif1 ilk 28 saatte L-sorboz iiretiminin yavas ilerledigi, biyokiitle gelisiminin
duragan hale geldigi 28. saatten itibaren ise L-sorboz iiretim hizinin arttigi tespit
edilmistir.

Yapilan bir ¢aligmada D-sorbitol bulunan besiyeri ortaminda fermantasyon siiresince
G. oxydans hiicrelerinde sonradan olusan intrasitoplazmik membranin, mikrobiyal
cogalma duragan halde ilerlemeye basladiginda olusmaya basladigi ve yeni olusan
intrasitoplazmik membran ile membrana bagli SLDH enziminin miktarinin da arttigi
belirlenmistir. Bu nedenle duragan fazdaki G. oxydans hiicrelerinin, logaritmik fazda
gelisen hiicrelere kiyasla L-sorboz iiretim hizinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(White ve Claus 1982).
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Sekil 4.19. Besiyeri baslangi¢ pH degeri 5.0 olan dogrulama fermantasyonunda pH,
biyokiitle, D-sorbitol ve L-sorboz miktar verilerinin zamanla degisim grafigi

G. oxydans ile D-sorbitoliin oksidasyonu sirasinda ¢ogunlukla 2-keto-L-gulonik
asit (2-KLG) olmak tizere bunun yani sira glukonik asit, 5-keto-D-glukonik asit, fruktoz,
5-ketofruktoz, L-idonik asit ve asetik asit gibi bazi yan iiriinler olusabilmektedir
(Macauley-Patrick vd. 2005). Biyoreaktérde optimum kosullarda iki farkli baslangic pH
degerinde gerceklestirilen iiretimlerde ise yan iirlin olarak bir miktar 2-KLG bilesiginin
olustugu tespit edilmistir. Besiyeri baslangi¢c pH degeri 7.2 olan fermantasyondan elde
edilen 118. saat 6rnegine ait D-sorbitol ve L-sorboz miktarlarina ait analiz kromatogrami
Sekil 4.20°de, besiyeri baslangi¢c pH degeri 5.0 olan fermantasyondan elde edilen 56. saat
ornegine ait D-sorbitol ve L-sorboz miktarlarina ait analiz kromatogrami ise Sekil 4.21°de
verilmistir.
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Sekil 4.20. Besiyeri baslangi¢c pH degeri 7.2 olan fermantasyondan elde edilen 118. saat
ornegine ait D-sorbitol ve L-sorboz miktarlarina ait analiz kromatogrami
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Sekil 4.21. Besiyeri baslangi¢ pH degeri 5.0 olan fermantasyondan elde edilen 56. saat
ornegine ait D-sorbitol ve L-sorboz miktarlarina ait analiz kromatogrami

Sekil 4.20 ve Sekil 4.21 incelendiginde iki farkli pH degeri kosulunda baslatilan
fermantasyonlarin sonunda D-sorbitoliin neredeyse tamaminin tiiketilip, biiyiik miktarda
L-sorboza dontistiiriildiigi fakat her iki kosulda da yan tiriin olarak 2-KLG oldugu tahmin
edilen bir miktar bilesigin olustugu gériilmektedir. Ozellikle besiyeri baslangic pH degeri
5.0 (Sekil 4.21) olan fermantasyon kosulunda olusan yan iiriiniin, baslangi¢ pH degeri 7.2
(Sekil 4.20) olan fermantasyona gore daha diisiik miktarda olustugu tespit edilmistir.
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Biyoreaktorde optimum kosullarda iki farkli baglangic pH degerinde
gergeklestirilen liretimlere ait veriler kullanilarak kinetik parametreler hesaplanmis ve
Cizelge 4.15’te verilmistir.

Cizelge 4.15. Biyoreaktorde optimum kosullarda iki farkli baslangic pH degerinde
gercgeklestirilen tiretimlere ait kinetik parametreler

Besiyeri baslangic pH degeri

Kinetik Parametreler

7.20 5.00
D-sorbitol tiiketimi (g/L) 126.98 127.22
L-sorboz liretimi (g/L) 126.36 126.21
D-sorbitol kullanim orani1 (%) 99.28 99.73
L-sorboz verimi (%) 99.51 99.21
Maksimum D-sorbitol tiiketim hiz1 (g/L/sa) 8.72 6.63
Maksimum L-sorboz tiretim hiz1 (g/L/sa) 8.54 6.07
Spesifik tireme hiz1 (1/sa) 0.27 0.10
Fermantasyon siiresi (saat) 118 56

Biyoreaktorde optimum kosullarda iki farkli baslangic pH degerinde
gerceklestirilen tiretimlere ait kinetik parametreler incelendiginde pH degeri 7.2 olan
denemenin kinetik verilerinin pH degeri 5 olan denemeye gore bir miktar yiliksek olmakla
birlikte fermantasyon siiresinin 118 saat gibi olduk¢a uzun bir siire oldugu tespit
edilmistir.

Sonug olarak 127.58 g/L. D-sorbitol konsantrasyonunda, 35°C sicaklikta, 700 rpm
karistirma hizinda ve 1.5 vvm hava akim hizinda, baslangic pH degeri 7.2 ve 5.0 olan iki
farkli tiretim denemesi gergeklestirilmistir. Denemeler sonucunda her iki pH degerinde
tilketilen D-sorbitol miktarinin, iretilen L-sorboz miktarinin ve verimin yaklasik esit
oldugu belirlenmistir. Ancak baslangi¢ pH degeri 5.0 olan iiretimde, baslangi¢c pH degeri
7.2 olan iiretime gore fermantasyon siiresinin 62 saat kisalmasi ve fermantasyon sonunda
daha az miktarda yan iirtin olusmasi sebebiyle biyoreaktor dlgeginde besiyeri baslangic
pH degerinin 5 olmasinin L-sorboz iiretimi i¢in daha uygun oldugu degerlendirilmistir.
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5. SONUCLAR

Calismada C vitamini tretiminin onemli bir ara maddesi olan L-sorbozun G.
oxydans ATCC 621 susu kullanilarak D-sorbitolden en yiiksek verimle iiretimini
saglayacak fermantasyon kosullarinin optimizasyonu gercgeklestirilmistir. Optimizasyon
denemeleri, calkalamali inkiibatorde erlen dlgceginde ve biyoreaktor dlgeginde olmak
tizere iki agamali olarak uygulanmistir.

Calismanin birinci asamasinda; c¢alkalamali inkiibatdrde erlenler igerisinde
gerceklestirilen fermantasyon kosullarinda baslangic D-sorbitol konsantrasyonunun
(g/L), besiyeri baslangi¢c pH degerinin, sicakligin (°C) ve ¢alkalama hizinin (rpm) yanit
degiskeni olan L-sorboz iiretimi {izerine etkilerini belirlemek icin yanit yiizey
metodolojisine dayali merkezi kompozit tasarim yontemi ile olusturulan Cizelge 3.1°de
verilen toplam 27 denemeden olusan deneme deseni uygulanmistir. Calkalamali
inkiibatorde fermantasyon denemeleri i¢in bagimsiz degiskenlerin sinir degerleri D-
sorbitol konsantrasyonu icin 90 ila 170 g/L, baslangic pH degeri icin 6 ila 8 degeri,
sicaklik i¢in 25 ila 35°C ve galkalama hizi i¢in 150 ila 250 rpm olarak belirlenmistir.

Gergeklestirilen tiim iiretim denemelerinde fermantasyonu en iyi sekilde temsil
edecek siklikta 6rnekler alinip, alinan tiim 6rneklerin optik yogunluk, D-sorbitol ve L-
sorboz miktar analizleri yapilmustir.

Calkalamali inkiibatérde gerceklestirilen tiim deneme ve dogrulama
fermantasyonlarina ait bulgular, istatistiksel analizler ve tartigsmalara ait sonuclar asagida
Ozetlenmistir.

e C(Calkalamali inkiibatorde 27 farkli kosulda yapilan, 72 saat siirdiiriilen
fermantasyon denemeleri sonucunda L-sorboz iiretim miktarinin 4.69 ila 67.72

PR

g/L araliginda degistigi tespit edilmistir.

e Gergeklestirilen denemelerde D-sorbitolden en yiiksek miktarda L-sorboz tiretimi;
130 g/L baslangi¢c D-sorbitol konsantrasyonunda, besiyeri baslangic pH degeri
7.00 iken, 35°C sicaklikta ve 250 rpm calkalama hiz1 kosullarinda, denemenin 72.
saatinde %52.51 doniisiim oraniyla 67.72 g/L miktarinda L-sorboz eldesi ile 9
numarali deneme olarak belirlenmistir.

e G. oxydans ATCC 621 susu kullanilarak D-sorbitolden L-sorboz iiretimi tizerine
D-sorbitol konsantrasyonunun, besiyeri baslangi¢ pH degerinin, sicakligin, D-
sorbitol  konsantrasyonu-sicaklik, pH-sicaklik ve sicaklik-galkalama hiz1
interaksiyonlarinin ve D-sorbitol konsantrasyonu, pH degeri ve calkalama hizi
karelerinin istatistiksel olarak énemli seviyede etkili olduklar1 ancak ¢alkalama
hizinin istatistiksel olarak 6nemli bir etkisinin olmadig tespit edilmistir.

e L-sorbozun fermantasyon ile iiretiminde D-sorbitol konsantrasyonunun 90 g/L
miktarindan 130 g/L miktarina arttirilmasinin L-sorboz iiretim miktarimi arttirdigi
ancak D-sorbitol konsantrasyonunun 130 g/ miktarindan 170 g/ miktarina
arttirtlmasi ile L-sorboz iiretim miktarinin azaldig: belirlenmistir.
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e Fermantasyon kosullarinda besiyeri baslangi¢c pH degeri 6 ila 7 degerleri arasinda
iken pH degerinin L-sorboz iiretim miktarini dnemli diizeyde etkilemedigi ancak
pH degerinin 7 degerinden 8 degerine arttirilmasi ile L-sorboz iretim miktarinin
onemli 6l¢iide azaldig1 belirlenmistir.

e Fermantasyon sicakligimin 25°C sicakliktan 35°C sicakliga yiikseltilmesi ile L-
sorboz tiretim miktarinin dogrusal olarak arttig1, en yiiksek miktarda L-sorboz
iiretiminin 35°C sicaklikta gergeklestigi tespit edilmistir.

e Fermantasyonda 150 rpm ve 250 rpm calkalama hizlarinda L-sorboz iiretim
miktarlarinin, 200 rpm ile yapilan denemelerin L-sorboz liretim ortalamalarindan
daha diisiik oldugu ancak L-sorboz iiretimi {izerine g¢alkalama hizinin tek bagina
etkili olmadigi, D-sorbitol konsantrasyonu, baslangic pH degeri ve sicaklik gibi
diger degisken parametrelerden etkilendigi degerlendirilmistir.

e Erlen dlgeginde, 27 farkli kosulda gerceklestirilen fermantasyon denemelerinin
72. saat L-sorboz miktar verileri yanit olarak kullanilarak Design Expert programi
ile optimum kosullar; D-sorbitol konsantrasyonu icin 127.58 g/L, besiyeri
baslangi¢c pH degeri i¢in 7.20, sicaklik i¢in 35°C ve galkalama hizi i¢in ise 224
rpm olarak belirlenmistir.

e Belirlenen optimum kosullarin dogrulanmasi1 amaciyla ¢alkalamali inkiibatdrde 2
tretim gerceklestirilmis ve fermantasyonlarin 72. saatinde ortalama %42.60
dontisim oranmi ile 55.01 g/L L-sorboz iiretildigi belirlenmistir. Dogrulama
fermantasyonlarimin sonlandigi 168. saatte ise ortalama %89.95 doniisiim orani ile
114.81 g/L L-sorboz iiretildigi tespit edilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise; ¢alkalamali inkiibatdrde yapilan denemeler
sonucunda elde edilen optimum L-sorboz iiretim kosullar1 (127.58 g/L D-sorbitol
konsantrasyonu, besiyeri baslangi¢ pH degeri 7.20, 35°C sicaklik) kullanilarak 1.5 L
hacmindeki besiyeri ile 3 farkli hava akim hizinda (0.5. 1.0 ve 1.5 vvm) biyoreaktorde,
kesikli sistemde 1x3 faktoriyel deneme deseninde yeni bir deneme uygulanmistir.
Calkalamali inkiibatorde yapilan denemeler sonucunda calkalama hizi parametresinin
istatistiksel analizler sonucunda optimizasyon i¢in Onemli (p>0.05) bir etkisinin
olmadiginin belirlenmesi sebebiyle biyoreaktdr dlgegindeki liretimlerde karigtirma hizi
literatiirde yapilan ¢alismalara dayanilarak 700 rpm olarak uygulanmustir.

Biyoreaktorde gerceklestirilen tiim iiretim denemelerinde 0., 3., 9., 24., 48., 72.,
95., 97., 100., 103., 106., 109. ve 118. saatlerde ornekler alinip, alinan tiim 6rneklerin
optik yogunluk, D-sorbitol ve L-sorboz miktar analizleri yapilmis ve elde edilen veriler
kullanilarak kinetik parametreler hesaplanmistir.

Biyoreaktorde gergeklestirilen tiim deneme ve dogrulama fermantasyonlarina ait
bulgular, istatistiksel analizler ve tartigsmalara ait sonuglar asagida 6zetlenmistir.

e Biyoreaktorde 3 farkli hava hiz1 kosulunda yapilan fermantasyon denemelerinin
yaklagik 118 saat stirdiigli ve denemeler sonucunda biyokiitle miktarinin her bir
denemede ortalama 15.04 kat artarak fermantasyon sonunda 2.88 ila 3.30 g/L

62



SONUC LAR H. OZHANLI

araliginda oldugu, kalan D-sorbitol miktarinin 0.24 ila 0.96 g/L araliginda oldugu
ve tretilen L-sorboz miktarinin ise 120.86 ila 126.42 g/L araliginda oldugu tespit
edilmistir.

e Gergeklestirilen denemelerde D-sorbitolden en yiiksek miktarda L-sorboz tiretimi
1.5 vvm hava akim hiz1 kosulunda %98.33 verim ile 126.42 g/L. miktarinda L-
sorboz tiretimi ile gerceklestigi belirlenmistir.

e Fermantasyonlarda 3 farkli hava akim hiz1 i¢in ortalama D-sorbitol kullanim
oraninin %99.53 oldugu, uygulanan sartlarda fermantasyon siiresi uzun olmakla
birlikte fermantasyon siiresince besiyerinin igerdigi D-sorbitoliin neredeyse
tamaminin kullanildig: tespit edilmistir.

e Fermantasyon denemeleri sonucunda L-sorboz iiretim veriminin %95.46 ila
%98.33 araliginda oldugu, en yiiksek L-sorboz liretim veriminin %98.33 verim ile
1.5 vvm hava akim hiz1 kosulunda gergeklestigi belirlenmistir.

e Fermantasyonlarda maksimum D-sorbitol tiiketim hizinin 3.50 ila 7.47 g/L/sa
araliginda oldugu, en yiiksek D-sorbitol tiikketim hizinin 7.47 g/L/sa ile 1.5 vvm
hava akim hiz1 kosulunda gerceklestigi tespit edilmistir.

e Fermantasyonlarda maksimum L-sorboz iiretim hizinin 3.39 ila 7.37 g/L/sa
araliginda oldugu, en yiiksek L-sorboz iiretim hizinin 7.37 g/L/sa ile 1.5 vvm hava
akim hiz1 kosulunda gergeklestigi belirlenmistir.

e Fermantasyonlarda G. oxydans ATCC 621 susuna ait spesifik gelisim hizinin 1.5
vvm hava akim hizinda 0.17 satiken, 0.5 ve 1.0 vvm hava akim hizinda ise 0.25
sat oldugu tespit edilmistir.

e Biyoreaktorde 3 farkli hava hizinda gerceklestirilen fermantasyon denemeleri
sonucunda elde edilen L-sorboz iiretim verimleri ve maksimum L-sorboz iiretim
hiz1 degerlendirildiginde, L-sorboz iiretimi i¢in optimum hava hizinin 1.5 vvm
hava akim hiz1 oldugu belirlenmistir.

e Biyoreaktorde fermantasyon denemeleri siiresince ortamin pH degeri takip
edilmis ve fermantasyon ortamimin pH degeri L-sorboz iiretiminde kullanilan
SLDH enziminin optimum c¢alisma pH degeri olan 5 pH degerinin altina
diismeden L-sorboz liretiminin baslamadigi ve bu sebeple fermantasyon siiresinin
72 ila 95 saat kadar uzadig: tespit edilmistir.

e Fermantasyon siiresi lizerine pH degerinin etkisi de géz 6niinde bulundurularak,
belirlenen optimum kosullarin (127.58 g/L. D-sorbitol konsantrasyonu, 35°C
sicaklik ve 1.5 vvm hava akim hiz1) dogrulanmasi amaciyla besiyeri baslangic pH
degeri 7.2 ve 5.0 olan iki farkli dogrulama fermantasyonu gergeklestirilmistir.

e ki farkli baslangic pH degerinde optimum kosullarin dogrulanmasi amaciyla
gerceklestirilen fermantasyonlar sonucunda besiyeri baslangi¢c pH degeri 7.2 olan
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iiretimde karbon kaynagi olan D-sorbitoliin 118 saat sonunda tiiketildigi, buna
karsilik besiyeri baslangi¢c pH degeri 5.0 olan {iretimde karbon kaynagi olan D-
sorbitoliin 56 saat gibi daha kisa bir siirede tiiketildigi tespit edilmistir.

e Besiyeri baslangic pH degeri 7.2 ve 5.0 olan dogrulama fermantasyonlari
sonucunda kalan D-sorbitol miktart sirasi ile 0.92 ve 0.35 g/L oldugu, D-sorbitol
kullanim oraninin ise sirast ile %99.28 ve %99.73 oldugu yani besiyerindeki D-
sorbitoliin neredeyse tamaminin tiiketildigi belirlenmistir.

e Besiyeri baslangi¢ pH degeri 7.2 ve 5.0 olan dogrulama fermantasyonlarinda L-
sorboz veriminin sirast ile %99.51 ve %99.21 oldugu tespit edilmistir.

e Besiyeri baslangic pH degeri 7.2 ve 5.0 olan optimum {iretimlerde bir miktar yan
uriin olustugu, ozellikle besiyeri baslangic pH degeri 7.2 olan fermantasyon
kosulunda olusan yan {iriin miktarinin, baslangic pH degeri 5.0 olan
fermantasyona gore daha fazla miktarda olustugu tespit edilmistir.

Sonug olarak, ¢alkalamali inkiibatorde gerceklestirilen denemeler ile D-sorbitol
konsantrasyonu, besiyeri baslangic pH degeri, sicaklik ve ¢alkalama hizi parametreleri
icin optimum kosullar; D-sorbitol konsantrasyonu i¢in 127.58 g/L, baslangic pH degeri
icin 7.2, sicaklik i¢in 35°C ve ¢alkalama hiz1 i¢in ise 224 rpm olarak belirlenmistir.

Bu optimum kosullar (127.58 g/L D-sorbitol konsantrasyonu, 7.2 baslangi¢c pH
degeri ve 35°C sicaklik) kullanilarak biyoreaktérde 700 rpm karistirma hizinda, 3 farklh
hava akim hizinda (0.5, 1.0 ve 1.5 vvm) fermantasyon denemeleri gerceklestirilmis ve
optimum hava hizinin %98.33 ile en yiiksek L-sorboz verimine sahip olan 1.5 vvm hava
akim hiz1 oldugu tespit edilmistir.

Fermantasyon siiresi iizerine besiyeri baslangic pH degerinin etkisi goz oniinde
bulundurularak biyoreaktor denemeleri ile belirlenen optimum kosullar besiyeri baglangig
pH degeri 7.2 ve 5.0 olan iki farkli iretim ile dogrulanmistir. Dogrulama fermantasyonlari
sonucunda her iki pH degerinde L-sorboz iiretim veriminin yakin ve ortalama %99.36
oldugu ancak baslangi¢ pH degeri 5.0 olan iiretimde, baslangi¢ pH degeri 7.2 olan tiretime
gore fermantasyon siiresinin 62 saat kisalmasi ve fermantasyon sonunda daha az miktarda
yan Uriin olusmasi sebebiyle biyoreaktdr dlgeginde besiyeri baslangic pH degerinin 5
olmasinin L-sorboz iiretimi i¢in daha uygun oldugu belirlenmistir.

Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde ise biyoreaktérde 700 rpm karistirma
hizinda D-sorbitolden L-sorboz iiretimi i¢in optimum kosullarin; 127.58 g/L besiyeri
baslangi¢ D-sorbitol konsantrasyonu, 5 baslangi¢ pH degeri, 35°C fermantasyon sicakligi
ve 1.5 vvm hava akim hizi oldugu ve bu optimum kosullarda %99.21 verim ile L-sorboz
iiretilebildigi tespit edilmistir.
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