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oz

Arastirmada  farklh metotlar kullanidarak = 2-keto-L-gulonik asit molekiliinin esterifikasyonu  ve
laktonizasyonu ile tlkemizde ilk defa C vitamini tretiminin gerceklestirilmesi amaglanmustir. Bu amag
dogrultusunda C vitamininin tGiretimi i¢in dért metot, C vitamininin sodyum tuzunun tretimi icin dért metot
ve C vitamininin potasyum tuzunun tretimi i¢in ise bir metot olmak tizere toplamda dokuz farklt metot
kullanilarak denemeler yapilmistir. Elde edilen bulgulara gore; dogrudan C vitamini tretimi i¢in %36.07
verim ile Metot-I’in, C vitamininin sodyum tuzu Gretimi igin %658.56 verim ile Metot-VIII’in ve C vitamininin
potasyum tuzu dretimi igin ise %028.22 verim ile Metot-IXun kullanilabilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: 2-keto-L-gulonik asit, C vitamini, esterifikasyon, laktonizasyon

INVESTIGATION OF DIFFERENT METHODS FOR PRODUCTION OF
VITAMIN C FROM 2-KETO-L-GULONIC ACID MOLECULE

ABSTRACT

In the study, it was aimed to produce vitamin C for the first time in our country by esterification and
lactonization of 2-keto-L-gulonic acid molecule using different methods. For this purpose,
experiments were carried out using a total of nine different methods as four methods to produce
vitamin C, four methods to produce the sodium salt of vitamin C, and one method to produce the
potassium salt of vitamin C. According to the obtained results, it was evaluated that Method-I with
a yield of 36.07% for the direct production of vitamin C, Method-VIII with a yield of 58.56% for the
production of vitamin C sodium salt, and Method-IX with a yield of 28.22% for the production of
vitamin C potassium salt could be used.
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2-keto-L-gulonik asitten C vitamini Gretimi

GIRIS
C vitamini (L-askorbik asit) insanlar, primatlar ve
diger bazt hayvanlar icin metabolik acidan oldukc¢a
onemli olup, kiiresel pazarda en buyiik paya sahip
vitamin olarak bilinmektedir. Kesfedildigi 1912
yilinin ardindan bitkilerden izole edilmesi ve
biyokimyasal olarak sentezlenmesi ile ilag, gida,
icecek, kozmetik ve yem endustrilerinde siklikla
kullanilan bir madde haline gelmistir (Wang vd.,
2018).

C vitamini vicutta redoks reaksiyonlarina
katilmasi, toksik serbest radikaller icin indirgeyici
olmasi, metaller ve proteinlerle kompleksler
olusturmasi, bag dokusu kolajenindeki prolin
kalintidarmin - 4-hidroksiprolin -~ kalintilarina
donigtirildigi  enzimatik  hidroksilasyon
reaksiyonunun kofaktoérii olmasi, fenilalanin ve
tirozin metabolizmalarina katilmast gibi farkl
fonksiyonlara sahip olup, insanlar tarafindan
sentezlenemedigi icin ginlik olarak disaridan
altnmasi zorunlu olan bir vitamindir (Lavrenov ve
Preobrazhenskaya, 2005). Gunlik C vitamini
ihtiyact viicut agirhigina, sigara kullanimina, yasam
tarzina, fiziksel aktiviteye, saglik durumuna ve
genetik  faktorlere  bagli  olarak  farklilik
gostermekte olup (Nowak, 2021), Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) ve Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)
yetiskinler icin 45 mg/gin C vitamini alimint
tavsiye ederken, Gida ve Beslenme Kurulu ve Tip
Enstitistt C vitamini tiketimini sagliklt yetiskin
erkek ve kadinlar icin sirastyla 90 ve 75 mg/gun
olarak 6nermektedir (Abbas vd., 2012).

Insan sagligt acisindan bir¢ok faydast bulunan C
vitamini gida sektérinde de antioksidan olmasi ve
dengeleyici  Gzellikleri  nedenleriyle  siklikla
kullanilmaktadir. Uretilen C vitamininin %25
kadari gida ve %15 kadar ise icecek endistrisi
tarafindan degerlendirilmektedir (Bremus vd.,
2006). Gunimiizde C vitamininden tiretilen
sodyum askorbat, kalsiyum askorbat, potasyum
askorbat ve askorbik asidin yag asidi esterleri
(askorbil palmitat ve askorbil stearat) gibi katki
maddeleri veya dogrudan C vitamininin kendisi
farkli bircok ticari tiriinde bulunmaktadir (Varvara
vd., 2016). C vitamini temel olarak protein icerigi
ve kalitesi zayif unlardan tretilen ekmeklerin
kalitesini artirmak (Dinani vd., 2023) ve lipit

icerigi yuksek olan gidalarda oksidasyonu
engellemek (Uluata vd., 2015) gibi amaglarla
kullanilmaktadir. Ayrica o-kinonlar1 koyu renk
olusturmadan 6nce fenolik bilesiklere indirgeme
kabiliyeti nedeniyle esmerlesme Onleyici ajan
olarak da gida endustrisinde kullanilan énemli bir

katki maddesidir (Xu vd., 2020).

Bircok alanda kullanim ihtiyact bulunan C
vitamininin endustriyel tretimi ilk kez D-glikozu
C vitaminine déntstiren ve kimyasal ve
biyokimyasal siirecleri iceren Reichstein sentezi ile
gerceklestirilmistir. Bu siireclerin ilk asamasinda
D-glikoz indirgenerek D-sorbitole dénistirilir.
D-sorbitol ~ bakteriyel ~ fermantasyon  ile
gerceklestirilen oksidasyon sonucunda L-sorboza
ve L-sorboz ise daha sonra kimyasal olarak 2-
keto-L-gulonata oksitlenir. Son asamada ise 2-
keto-L-gulonat bilesigi C vitaminine laktonize
edilir. Gunlimizde ise C vitamini Uretimi icin
baskin endiistriyel stire¢ iki asamali fermantasyon
yontemidir. Bu yontemin ilk adiminda D-sorbitol,
Gluconobacter oxcydans mikroorganizmast
kullantlarak I.-sorboz bilesigine oksitlenir. Tkinci
adimda ise Ketogulonicigeninm vulgare ve Bacillus
megaterium mikroorganizmalarinin kombinasyonu
ile gerceklestirilen fermantasyon sonucunda L-
sorboz,  2-keto-L-gulonik  aside (2-KLG)
doniigtiriildikten sonra laktonizasyon ile C
vitamini elde edilit (Kuivanen vd., 2015). C
vitamininin  6nci maddesi olan 2-KLG,
esterlestirme ~ ve  laktonizasyon  adimlar
kullantlarak C vitaminine déntstarilir (Kaswurm

vd., 2013).

C vitamininin dinyada yilhk dretim miktar
yaklasik olarak 110.000 ton ve toplam ekonomik
buyukligi ise 500-650 milyon $§ kadardir (Bhand
ve Patwardhan, 2015). Dis ticaret verilerine ait
raporlarda tlkemizin; 2016 yili itibari ile kullandigt
tim C vitaminini ithal ettigi, bunun i¢in yaklasik
8.50 milyon $ d6viz 6demesi yaptigt (Anonim,
2016) ve bu urinin dig sattim potansiyeli de
dikkate alindiginda 30 milyon $ kadar bir toplam
ticari kapasiteye sahip oldugu degerlendirilmistir.
2019 yili verilerine gére ise tlkemizin 12.50
milyon § degerinde C vitamini ithal ettigi ve bu
nedenle iilkemizdeki toplam C vitamini pazarinin
30 milyon $ hacmini de gectigi dustiniilmektedir
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(Anonim, 2021). D-sorbitol ve C vitamini gida,
kimya, ila¢ ve kozmetik sektorlerinde genis
kullanim alanlart bulunan ve katma degeri yitksek
iki ticari Urtindir. Bu ticari triinler D-glikoz
kullanilarak bir seri kimyasal ve biyokimyasal
dontstim reaksiyonlart dizisi ile bazi yabanct
tlkelerde uretilmekte ve pazatlanmaktadir.

Ulkemiz kendi kaynaklarini kullanarak yillardir D-
glikoz tiretebilirken, D-glikozun hidrojenizasyonu
ile elde edilen D-sorbitolin iretimi tlkemizde
ancak birkac yil O6nce baslamis olup, D-
sorbitolden C vitamini dretimi ile ilgili ise
herhangi bir ticari girisime ve bilimsel ¢alismaya
rastlantlmamistir. Belirtilen nedenle tlkemizde C
vitamini Uretimini ilk kez konu alan bu arastirma
ile; bircok alanda kullantm imkani bulunan ve

degerli bir ticari Grtiin olan C vitamininin Gretim
yontemlerinin arastirilmasinin hem daha sonraki
bilimsel ¢alismalara hem de bu alanda faaliyet
gostermek isteyen sanayi kuruluglarina katkida
bulunacagt ve bu faaliyetlerin bir sonucu olarak da
C vitamini  agsindan  disga  bagimliligin
azaltilabilecegi degerlendirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Farkli metotlar i¢in kullanilan materyaller Cizelge
1’de verilmistir. Kimyasallar islemin niteligine
uygun olarak analitik saflikta Merck (Almanya),
Isolab Laborgerite GmbH (Almanya), Sigma-
Aldrich (Almanya) ve Haihang Industry (Cin)
firmalarindan temin edilerek kullandmustir.

Gizelge 1. 2-KLG molekilinden C vitamini Gretimi i¢cin kullanilan kimyasallar
Table 1. Chemicals used for the production of vitamin C from 2-KLG molecule

Metotlar/Methods

Kullanian Kimyasallar/ Used Chemicals

Metot-1/Method-I

Metot-11/ Method-11

Metot-111/ Method-I11

Metot-1V/ Method-IT"

Metot-V ve Metot-V1/ Method-1" and | Method-1"1
Metot-VI1// Method-1"11

Metot-VII1/ Method-1"111

Metot-1X/Method-I1X

2-KLG, Toluen ve HCI

2-KLG, Toluen, n-butanol, HCI
2-KL.G ve HCl

2-KL.G ve H2SO4

2-KLG, Metanol, H,SO4, NaHCO3
2-KL.G, Metanol, H2SO4, N22COs
2-KL.G, Metanol, H,SO4 ve NaOH
2-KLL.G, Metanol, H,SO4ve KOH

Metotlar

Arastirmada; 2-KLLG bilesiginin metil alkol ile
esterifikasyonu ve laktonizasyonu ile C vitamini
uretilmesi calismalart yapimis ve bu amagla
asagida belirtilen 9 farkli metot uygulanmustir.
Uygulanan metotlarla C vitamini ve C vitamininin
sodyum ve potasyum tuzlarnin Uretimleri
gerceklestirilmistir.

C vitamini tiretim metotlar1

Metor-I

2-KLLG bilesiginden C vitamini Uretiminde
kullandan Metot-1 icin; 250 ml. hacmindeki
amber bir cam sise icerisinde bulunan 20 ¢ 2-KLG
bilesigi tizerine sirastyla 20 mL toluen ve 1008 uL
HCI eklenmistir. Ortamda bulunan oksijenin
uzaklastirilmasi amactyla sise icerisine 30 saniye
stresince azot gazi verilmis ve sise sizdirmaz bir
sekilde kapatilmistir. Bu karigim, karisimin

stcakligs 70°C olacak sekilde 300 dakika stiresince
500 rpm hizla karanlik bir ortamda manyetik
karistirict tizerinde karistirdmistir. Stire sonunda
elde edilen heterojen karistm oda sicakhigina
sogutulmustur. Elde edilen kati kisim ayrilarak
40°C sicaklikta ve 25 mbar vakum basincinda 48
saat slresince kurutulmus ve analiz edilmistir
(Nadtochii ve Melent’eva, 2001).

Metor-1T

2-KLG bilesiginden C vitamini {retiminde
kullantlan Metot-1I"de, Metot-I’e modifikasyon
yapilmustir. Bu amagla; 250 mL hacmindeki amber
bir cam sise igerisindeki 20 g 2-KLG bilesigi
tzerine sirastyla 20 mL  n-bttanol:toluen
(%37.5:62.5) ve 1008 pL. HCI eklenmistir. Diger
asamalar  ise  Metot-I'de  belirtildigi  gibi
gerceklestirilmistir  (Nadtochii ve Melent’eva,
2001; Gholap vd., 2017).
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Metor-111

2-KLLG bilesiginden C vitamini Uretiminde
kullanilan Metot-111 icin; 3 M HCI kullanilarak
%10 konsantrasyonunda 2-KLG igeren ¢ozelti
amber bir cam sise icerisinde hazirlanmistir.
Ortamda bulunan oksijenin uzaklastirilmas:
amactyla sise igerisine 30 saniye stresince azot
gazt verilmis ve sise sizdirmaz bir sekilde
kapatidmistir. Bu katisim 90°C sicaklikta 70 dakika
stresince 500 rpm hizla kanstirdmistur. Stire
sonunda karisim oda sicakligina sogutulmustur.
Elde edilen kat1 kistm 40°C sicaklikta ve 25 mbar
vakum basincinda 48 saat siiresince kurutulmus ve
analiz edilmistir (Anonim, 2002).

Metot-IV

2-KLG bilesiginden C vitamini Uretiminde
kullanilan Metot-1V icin; 2 M H>SO4 kullanilarak
%10 konsantrasyonunda 2-KLG iceren ¢Ozelti
amber bir cam sise icerisinde hazitlanmistir.
Ortamda bulunan oksijenin  uzaklastirdmasi
amaciyla sise icerisine 30 saniye siiresince azot
gazi verilmis ve sise sizdirmaz bir sekilde
kapatdmistir. Bu karisim 80°C  sicaklikta 240
dakika siiresince 500 rpm hizla karistirilmistir.
Sire  sonunda  karisim  oda  sicakligina
sogutulmustur. Elde edilen katt kistm 40°C
sicaklikta ve 25 mbar vakum basincinda 48 saat
siresince  kurutulmus ve analiz  edilmistir
(Anonim, 2002).

C vitamini sodyum tuzu iiretim metotlar1
Metot-17

2-KLG bilesiginden C vitamini uretiminde
kullanilan Metot-V i¢in; 20 g 2-KLG bilesigi
tizerine sirastyla 60 mL metanol ve 900 uL. HoSO4
eklenmistir. Bu karistm reaktérin teflon kabi
icerisine alinmis ve sistem kapatilarak ortamda
bulunan oksijenin uzaklastirilmasi amactyla sistem
icerisine 30 saniye stresince karbondioksit gazi
verilmistir. Bu karisim, karisimin sicakligs 67-68°C
olacak sekilde 30 dakika stiresince 250 rpm hizla
karistirdarak  2-KLG  bilesiginin  metil esterini
olusturmak amactyla esterifikasyon islemine tabi
tutulmustur. Stre sonunda sistem actlarak karisim
igerisine 2.5 g sodyum bikarbonat eklenmis ve
sistem yeniden kapatilarak icerisine 30 saniye
stresince karbondioksit gazi verilmistir. Karisim
60°C sicaklikta 120 dakika stiresince 250 rpm hizla

karistirilmistir.  Siire  sonunda  sistem  yeniden
acilmis ve elde edilen karisim oda sicakligina
sogutulduktan sonra filtre edilmistir. Elde edilen
birinci katt kistm ayrilmis ve siziintd ise bir
sonraki asama icin Uzerine 2.5 g sodyum
bikarbonat  eklenerek  yeniden  reaktdre
konulmustur. Sistem kapatilarak icerisine 30
saniye siiresince karbondioksit gazi verilmistir.
Karisim 60°C sicaklikta 120 dakika siiresince 250
rpm hizla kanstirlmis ve boylece 2-KLG-metil
esterinin laktonlasarak ve sodyum ile baglanarak
C vitamininin sodyum tuzuna dontsmesi
saglanmustir. Stire sonunda sistem tekrar acilmis
ve kansim oda sicakligina  sogutulmustur.
Sogutulan karisim filtre kagidindan gecirilmis ve
filtre Gstli materyal ayrilarak 40°C sicaklikta ve 25
mbar vakum Dbasincinda 48 saat  siiresince
kurutulmus ve analiz edilmistir (Anonim, 1992).

Metor-1'1

2-KLG bilesiginden C vitamini {retiminde
kullamilan Metot-VI’da, Metot-V’e modifikasyon
yapilmistir. Bu amacla; 20 g 2-KLG  bilesigi
tizerine sirastyla 60 mL metanol ve 900 uL. HoSO4
eklenmistir. Bu karisim reaktoriin teflon kab:
icerisine alinmis ve sistem kapatilarak ortamda
bulunan oksijenin uzaklastirilmasi amactyla sistem
icerisine 30 saniye stiresince karbondioksit gazi
verilmistir. Bu karisim, karisimin sicakligi 67-68°C
olacak sekilde 180 dakika siiresince 250 rpm hizla
karistirlarak  2-KLG  bilesiginin  metil esterini
olusturmak amactyla esterifikasyon islemine tabi

tutulmustur. Diger asamalar ise Metot-V’te
belirtildigi gibi gerceklestirilmistir  (Anonim,
1992).

Metor-111

2-KLG bilesiginden C vitamini {retiminde

kullantlan Metot-VII icin; 26 g 2-KLG bilesigi
tzerine strastyla 200 mL metanol ve 546 uL
H,SO4 eklenmistir. Bu karisim reaktorin teflon
kabr icerisine alnnmis ve sistem kapatilarak
ortamda bulunan oksijenin  uzaklastirilmast
amactyla sistem icerisine 30 saniye siiresince
karbondioksit gazt verilmigtir. Bu karigim,
karisimin sicakligs 65°C olacak sekilde 180 dakika
stresince 250 rpm hizla karstirdarak 2-KLG
bilesiginin metil esterini olusturmak amactyla
esterifikasyon islemine tabi tutulmustur. Sire
sonunda sistem acilarak karisim icerisine 7.4 g
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sodyum karbonat cklenmis ve sistem yeniden
kapatillarak  icerisine 30 saniye suresince
karbondioksit gazi verilmistir. Karistm 65°C
sicaklikta 150 dakika siiresince 250 rpm hizla
karistirilmis ve béylece 2-KLG-metil esterinin
laktonlasarak ve sodyum ile baglanarak C
vitamininin ~ sodyum  tuzuna  donismesi
saglanmustir. Stire sonunda sistem yeniden agilmis
ve karistm oda sicakligina sogutularak filtre
edilmistir. Elde edilen katt kistm 40°C sicaklikta
ve 25 mbar vakum basincinda 48 saat siiresince
kurutulmus ve analiz edilmistir (Wang vd., 2012).

Metot-1111

2-KLG bilesiginden C vitamini Uretiminde
kullandan Metot-VIII i¢in; 15 g 2-KLG bilesigi
tzerine 81.2 ml metanol eklenmis ve karisim
amber Dbit cam sise icerisinde tamamen
¢coziiniinceye kadar 500 rpm hizla manyetik
katistirict tizerinde 65°C sicaklikta karistirilmustir.
Cozinme tamamlaninca karisim tzerine 80 pl
H>SO, eklenmistir. Ortamda bulunan oksijenin
uzaklastirilmasi amactyla sise igerisine 30 saniye
stresince azot gazi verilmis ve sise sizdirmaz bir
sckilde kapatilmistir. Bu kargim, karisimin
stcakligt 65°C olacak sekilde 270 dakika stresince
500 rpm hizla kanstirdarak 2-KLG  bilesiginin
metil esterini olusturmak amaciyla esterifikasyon
islemine tabi tutulmustur. Sire sonunda sise
kapag tizerinde olusturulan sistem yardimuyla sise
icerisine metanol ile hazirlanmis 3.7 N NaOH
coOzeltisi ilave edilmistir. NaOH  ¢6zeltisinin
sisteme ilave edilmesi islemi; 148 dakika siiresince
5 dakikada bir 655 pl. ve 18 dakika siiresince ise 5
dakikada bir 445 pl. NaOH eckleme seklinde
gerceklestirilmis  ve  boylece  2-KLG-metil
esterinin laktonlasmast ve sodyum ile baglanarak
C vitamininin sodyum tuzuna donismesi
saglanmustir. Siire sonunda elde edilen heterojen
karisim oda sicakligina sogutularak stiziilmistiir.
Elde edilen kat1 kisim ti¢ kez 7.5 mL. metanol ile
yikanmis ve 40°C sicaklikta ve 25 mbar vakum
basincinda 48 saat stiresince kurutularak analiz
edilmistir (Anonim, 1995).

C vitamini potasyum tuzu iiretim metodu
Metot-IX

2-KLG bilesiginden C vitamini Uretiminde
kullanilan Metot-IX icin Metot-VIIT’de kullanilan

37 N NaOH  ¢6zeltisi  yerine  aynt
konsantrasyondaki KOH ¢6zeltisi kullanilmis ve
béylece C vitamininin potasyum tuzunun
dretilmesi saglanmistir. Diger islemler ise Metot-
VIIle benzer sekilde uygulanmistir (Anonim,
1995).

D-glikozdan C vitamini tiretimi

Ayrica arastirmada  D-glikozdan C  vitamini
tretimi i¢in; D-glikozdan D-sorbitol rutenyum
katalizort varliginda 153°C sicaklik, 60 bar H»
gazi basinct ve 1 saat reaksiyon siiresince %93.30
verim ile iiretilmistir. Uretilen D-sorbitolden
biyoreaktérde L-sorboz; 127.58 g/L D-sorbitol
konsantrasyonu, 5.0 baslangic pH degeri, 35°C
sicaklik, 700 rpm karistirma hizi ve 1.5 vvm hava
akim hiz1 sartlarinda 9%99.21 verim ile elde
edilmistir. L-sorbozdan oksidasyon ile 2-KLG
uretimi; 41.30°C sicaklik, 8.23 pH degeri ve 195
dakika reaksiyon stresince ortalama %043.70
verim ile gerceklestirilmistir. Son olarak ise 2-
KLG bilesiginin belirtilen metotlar ile C vitamini
ve sodyum ve potasyum askorbata dénisimu
saglanmustir.

Analiz metotlar:

HPILC-RID sistemi ile 2-KLLG ve C vitamini analizi
2-KLG ve C vitamininin sodyum ve potasyum
tuzlarinin  analizinde, yukaridaki — metotlar
kullanilarak elde edilen katilar uygun oranda ultra
saf suile seyreltilmis ve HPLC-RID (1260 Infinity
II Agilent, ABD) sistemine enjekte edilerek analiz
gerceklestirilmistir. Analiz 75°C kolon ve 30°C
dedektor sicakliklarinda, Hi-Plex-Ca (Agilent,
ABD) kolon kullanilarak ve akis hiz1 0.6 mL./dk
olan ultra saf su mobil fazi varhiginda 10 pL
ornegin enjeksiyonu ile gerceklestirilmistir (Zhu
vd., 2012).

LC-MS sisteni ile 2-KL.G ve C vitamini analizi

2-KLG, C vitamini ve C vitamininin sodyum ve
potasyum  tuzlarinin  analizinde, yukaridaki
metotlar kullanilarak elde edilen katdar uygun
oranda ultra saf su ile seyreltilmis, LC-MS
(UltiMate 3000 UHPLC ve TSQ Fortis Triple
Quadrupole MS dedektér, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, ABD) sistemine enjekte
edilmis ve Thermo Hypersil Gold Cis kolon (50
mm x 21 mm x 1.9 pm) kullanilarak analiz
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gerceklestirilmistir. Mobil faz A olarak su:metanol
(%095:5), %0.1 formik asit ve 4 mM amonyum
asetat karisimi ve mobil faz B olarak ise
swmetanol (%5:95), %0.1 formik asit ve 4 mM
amonyum asetat karisimi kullanilmistir. Mobil
fazlarin gradiyent akis programi Cizelge 2’de

analiz siiresi ise 4 dakika olarak ayarlanmustir.
Ayrica kapiller sicakhigt 280°C, MS dedektor
stcakligt 230°C ve sprey voltaj £3500 V olarak
uygulanmistir (Dogan vd., 2019). Orneklerdeki 2-
KLG ve C vitamini miktarlarr ise farkh
konsantrasyonlardaki (0.01-1.00 g/kg) standart

verilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pL, kolon  maddelerle hazirlanan  kurveler  yardimiyla
sicakligt 40°C, akis hizt 0.25 mL/dk ve toplam belitlenmistir.
Cizelge 2. Mobil fazlarin gradiyent akis programit
Table 2. Gradient flow program of mobile phases
Zaman Mobil faz akis htzt Mobil faz A Mobil faz B
(dk) (mL/dk) (%) (%)
Time Mobile phase flow rate Mobil phase A Mobil phase B
(min) (mL/ min) (%) (%)
0 0.25 100 0
0.4 0.25 100 0
1.2 0.25 50 50
2.0 0.25 0 100
3.0 0.25 0 100
3.5 0.25 100 0
4.0 0.25 100 0
Belitlenen 2-KLLG ve C vitamini miktarlart BULGULAR VE TARTISMA

kullanidarak agagida verilen esitlik ile dretim
verimleri hesaplanmugtir.

__ Cvitamini miktart

Uretim verimi (%) = : x 100
2—KLG miktart

Esitlik 1

Metot-1

Farkli metotlar ile gerceklestirilen 2-KLG
bilesiginden C vitamini Gretimlerinden elde edilen
Orneklere ait bazt  gorseller Sekil 1’de ve

orneklerde tespit edilen 2-KL.G ve C vitamini LC-
MS miktar analiz sonuglart ise Cizelge 3’te
verilmistir.

Metot-IIT Metot-IV

Metot-V Metot-VI

Metot-VII

Metot-IX

Metot-VIII

Sekil 1. C vitamini (Metot I-II-I1I ve IV) ve C vitamini sodyum (Metot V-VI-VII ve VIII) ve potasyum
(Metot IX) tuzlarinin tGretimlerinden elde edilen 6rneklere ait bazt gorseller
Figure 1. Some images of the samples obtained from the production of vitamin C (Method I-1I-11I and I1) and sodium
(Method V-V I-VII and V'111) and potassium (Method 1X) salts of vitamin C
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C vitamini olarak tretilen ve Metot-1I ile elde
edilen 6rnek haricindeki 6rneklerin renkleri siyah
olurken, C vitamininin sodyum ve potasyum
tuzlart olarak tretilen 6rneklerin renklerinin ise
beyazimsi sar1 renkte olduklar gézlemlenmistir.
Konsantre asit c¢ozeltisinin 70-75°C  sicaklikta
kullaniminin ortamdaki bilesenlerin yanmasina
neden olabilecegi rapor edilmistir (Gholap vd.,
2017). Buna baglt olarak Metot I‘de konsantre
HCl kullantminin ve 300 dakika olan uzun
uygulama suresinin, Metot III ve IV’te 80-90°C
gibi yiksek sicakliklar ile Metot IV’te asidik
ortamda 240 dakikalikk uzun bir uygulama

siresinin neticesinde ortamdaki karbonhidrat
tirevi bilesiklerin yanmast ile siyah renkte bir
kalint1 elde edildigi degerlendirilmistir. Metot II’de
ise Metot I’e benzer sicaklik ve strelerde tretim
yapilmasina ragmen ortama eklenen bitanolin
rengi koruyucu bir etki gdstermis olabilecegi
distnilmistir. Yapilan bir calismada konsantre
HCl uygulamasindan sonra koyu renkli viskoz bir
stvinin olustugu ve bu stvidan ayrilan ¢ékeltinin n-
bitanol:toluen (%37.5:62.5) karisimi ile ytkanmast
sonucunda actk gri ham irin elde edildigi
bildirilmistir (Gholap vd., 2017).

Cizelge 3. 2-KILG molekiiliinden C vitamini tiretimlerine ait LLC-MS analiz sonuglar
Table 3. LC-MS analysis results of vitamin C production from 2-KLLG molecule

2-KL.G C vitamini/ Vitamin C Verim/ Yield

Metotlar/Methods (o/ke) (o/ke) o)

Metot-1/Method-I 536.55 360.74 36.07
Metot-11/ Method-1I 383.16 22.81 2.28
Metot-111/ Method-11T 0.28 1.54 0.14
Metot-1V/Method-1T" 0.00 0.00 0.00
Metot-V/Method-1" 26.36 46.66 4.20
Metot-V1/Method-1"T 31.46 272.24 24.50
Metot-VI1/Method-1"11 20.04 365.50 32.90
Metot-VII1/Method-1"1I1 113.29 650.69 58.56
Metot-IX/Method-IX 24.26 313.60 28.22

Elde edilen sonuclara gére dogrudan C vitamini
iretim denemelerinden olan Metot I-1I-1II ve IV
karsilastirildiginda en yiiksek tretim miktart ve
veriminin strastyla 360.74  g/kg ve %36.07
degerleri olarak Metot-1 ile elde edildigi, diger
denemelerde ise tretim verimlerinin ¢ok dusiik
oldugu ve bu yéntemlerin C vitamini Uretimi igin
uygun  olmadigt  belitlenmistir.  Metotlar
incelendiginde dogrudan C vitamini Gretiminde
yalnizca toluen kullaniminin;  toluen:biitanol
¢ozeltisi, HCI ve HaSOy4 ¢6zeltileri kullanimindan
cok daha iyi sonuglar verdigi degerlendirilmistir.
Metot-I’"de  belirtilen kosullar ile C vitamini
lretiminin yapildigt bir caligmada
diasetonketogulonik asidin %49.70 verim ile C
vitaminine donistirilebildigi ve C  vitamini

retim veriminin kullanilan HCl
konsantrasyonuna ve reaksiyon sicakligi ve
siresine bagli olarak degisiklik gOsterdigi

bildirilmistit (Nadtochii ve Melent’eva, 2001).
Metot-IIT  ve 1V, C vitamini Uretiminin

gerceklestirildigi  en eski yOntemler olarak
bilinmektedir. Her iki yontemin kullamldigi bir
aragtirmada sirastyla %065 ve %060 donisim
verimleri rapor edilmistir (Anonim, 2002). Ancak
sonuglar incelendiginde bu yontemler ile C
vitamini Uretiminin gerceklestirilemedigi tespit
edilmistir. Konsantre HCl ¢ozeltisinin 70-75°C
sicaklikta kullaniminin C vitamininin yanmasina
yol agabildigi rapor edilmistir (Gholap vd., 2017).
Buradan hareketle tdretim sirasinda 2-KLG
molekiilinin miktarinda azalma olmasina ragmen
C vitamini elde edilememesinin son Urlnin
reaksiyon sirasinda yanma sonucu kaybedilmesi ile
iliskili olabilecegi degerlendirilmistir.

C vitamininin sodyum tuzunun Uretimlerinin
gerceklestirildigi denemelerde (V-VI-VII ve VIII)
ise Orneklerin C vitamini miktarlarinin 46.66-
650.69 g/kg araliginda degistigi ve en yiiksek C
vitamini Uretim veriminin %58.56 olarak Metot-

VII’de elde edildigi tespit edilmistir. Metotlar
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incelendiginde C vitamininin sodyum tuzunun
dretiminde sodyum kaynagi olarak NaOH
¢ozeltisinin kullaniminin, sodyum bikarbonat ve
sodyum karbonat kullanimindan daha yiksek
sonuglar verdigi belirlenmistir. Ayrica Metot-V ve
VI arasindaki verim farklihgr incelendiginde ise
esterifikasyon  siresinin 30 dakikadan 180
dakikaya uzatilmasinin son urtindeki C vitamini
verimini yaklagik 5.80 kat artirdig1 tespit edilmistir.
Bununla birlikte Metot-IX ile C vitamininin
potasyum tuzu olarak Uretilen Ornekteki C
vitamini miktar ve veriminin 313.60 g/kg ve
%28.22 oldugu belirlenmistir. Yapilan farkl
calismalarda C vitamininin sodyum tuzunun
tretim verimlerinin = %90 degerinin tzerinde
oldugu rapor edilmistir (Anonim, 1992; Anonim,
1995; Wang vd., 2012). C vitamini olusum
verimini etkileyen temel faktorlerin reaksiyon
sicakligi, reaksiyon siiresi ve bu reaksiyon
sirecinde 2-KL.G bilesiginin metil esterinin
sodyum kaynagmna olan molar orant oldugu
belirtilmistir ~ (Wang  vd., 2012).  Ayrica
reaksiyonun ilk agsamasinda 2-KLLG molekiliiniin

metanol ile interaksiyonu sonucu gerceklesen
esterlesme diizeyi de C vitamini olusum verimini
etkilemekte ve metil esterinin olugsmast C vitamini
tretim verimini artirmaktadir (Bommarius ve
Riebel-Bommarius, 2004). Endistride de yaygin
olarak kullanilan yontem, 2-KLG bilesiginin
metanol ile reaksiyona girmesi ile 6nce metil 2-
keto-L-gulonatin iiretiimesi ve daha sonra bu
bilesigin alkali kataliz6r vatliginda C vitaminine
dontstirildigi ester olusturma reaksiyonudur
(Xu vd., 2008). Belirtilen faktorlere bagh olarak
elde edilen bulgularin 6nceki ¢alismalardan farkls
oldugu ve Metot-VII ve VIII temel alinarak
tretim kosullarinin optimize edilmesi ile daha
yiksek  verimlere  wulasilma  potansiyelinin
bulundugu degerlendirilmistir.

En fazla dogrudan C vitamini tiretiminin yapildig
Metot-1, en fazla C vitamininin sodyum tuzunun
tretiminin yapildigt Metot-VIII ve C vitamininin
potasyum tuzunun tretiminin yapildigt Metot-IX
ile tretilen Srneklere ait LC-MS kromatogramlart
ve kiitle spektrumlart Sekil 2’de verilmistir.
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Sekil 2. LC-MS sistemi ile yapilan analizlere ait bazt kromatogramlar (a: C vitamini/Metot-I 6rnegi, b: C
vitamini sodyum tuzu/Metot-VIII 6rnegi ve ¢: C vitamini potasyum tuzu/Metot-IX 6rnegi)
Figure 2. Some chromatograms of the analysis performed with the LC-MS systen (a: Vitamin C/Method-I sample, b:
Sodium salt of vitamin C/ Method-V'1I1 sample, and c: Potassinm salt of vitamin C/Method-IX sample)
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Yapilan  analizde  kullandan C  vitamini
standardinin karakteristik parcalanma Griintine ait
m/z oraninin 87.00 oldugu belitlenmistir. 2-KLG
standart bilesigi icin karakteristik m/z oraninin ise
103.00 oldugu tespit edilmistir. Orneklerdeki
incelemelerde C vitamini ve 2-KLG bilesiklerinin
varligi bu m/z oranlarinin karsilagtirilmasina ve
piklerin  alikonma zamanlarina gbre tayin
edilmistir.

2-KLG bilesiginden C vitamininin sodyum ve
potasyum tuzlarinin {iretimlerinin dogrulanmasi
amaciyla  yapilan  HPLC  analizine  ait
kromatogramlar ise sirasiyla Sekil 3 ve 4’te
verilmistir. 2-KL.G ve C vitamininin sodyum tuzu
piklerinin altkonma zamanlari ve yapilari referans
maddelerle karsilastirilarak 6rnek icerisinde bu
maddelerin varligi kontrol edilmistir. Ayrica C

vitamininin potasyum tuzu bilesigine ait referans
madde temin edilememis, ancak yine de uretilen
bilesiklerin ¢esitliligini  saglamak amactyla C
vitamininin sodyum tuzunun tretiminin yapildigt
Metot-VIII yonteminde sodyum kaynagi olarak
kullanilan NaOH yerine KOH ilavesi ile modifiye
edilerek gelistitilen Metot-IX ile dretilen 6rnege
ait kromatogram C vitamininin sodyum tuzu
standart maddesi ile karsilastirilmis ve her iki pikin
aynt alikonma zamaninda geldigi ve yapilarinin
benzerlik gosterdigi belirlenmigtir. Aynt zamanda
LC-MS analiz sonuglart da degerlendirildiginde
elde edilen bu 6rnekte C vitamini bulundugu ve
ortamda tuz olusturma potansiyeli bulunan tek
iyonun K* olmast nedeniyle bu bilesigin C
vitamininin ~ potasyum olabilecegi
degerlendirilmistir.

tuzu

[a]
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Z-KLG

odyum askorbat
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Sekil 3. C vitamini sodyum tuzlarinin tretimlerinin (a: Metot-V, b: Metot-VI, ¢: Metot-VII, d: Metot-
VIII) dogrulanmast amactyla yapilan HPLC analizine ait kromatogramlar
Figure 3. Chromatograms of HPL.C analysis for the verification of vitamin C sodinm salts (a: Method-17, b: Method-
V1, ¢: Method-1"11, d: Method-V'111) productions
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Sekil 4. C vitamini potasyum tuzu tiretiminin (Metot-IX) dogrulanmast amaciyla yapilan HPLC
analizine ait kromatogram
Figure 4. Chromatogram of HPLC analysis for the verification of vitamin C potassium salt (Method-1X) production

SONUC

Arastirmada kullanmilan dokuz farkll yéntemden
yedisinde %2.28-58.56 verim ile C vitamini
tretilebildigi  tespit  edilmistir. C  vitamini
tretiminde biitanol:toluen karisimi yerine yalnizca
toluen  kullandmasinin, metill alkol ile
esterifikasyon  isleminin  yapilmasinin  ve
esterifikasyon  stresinin 30 dakikadan 180
dakikaya ctkarlmasinin 2-KLG  bilesiginin  C
vitaminine déntisim miktar ve verimini artirdig
tespit edilmistir. 2-KLG bilesiginin %36.07 verim
ile C vitaminine (Metot-I) ve %58.56 verim ile
sodyum askorbata (Metot-VIII) dénisimi
saglanmistir. Metot-I ve VIII temel alinarak
tretim kosullarinin optimize edilmesi ile daha
yitksek tretim verimlerine ulagilma potansiyelinin
oldugu degerlendirilmistir. Ayrica arastirmada D-
glikozdan C vitamini iretiminde tim asamalara ait
verimler birlikte degetlendirildiginde 100 g D-
glikozdan 14.59 g C vitamini ve 23.69 g C vitamini
iceren sodyum askorbat elde edilebildigi sonucuna
ulagilmistir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlarin bu arastirma ile ilgili olarak herhangi bir
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