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Bu caligmada sitrik asit tiretimi arastirilmstir. Aspergillus niger ve Akdeniz
Bolgesi’nde yogun iiretimi yapilan narenciyelerden portakalin kabuklari fermentasyon
icin kullanilmustir. Ilave substrat olarak seker pancar1 melasi kullanildi. Substratlar igin
optimum hidroliz ve 6n islem kosullar1 belirlenmistir. Calismada ilk olarak sitrik asit
fermentasyonu igin Sakkaroz igerikli ortamda kesikli diizende calisan calkalamali
biyoreaktorde optimum inkiibasyon siiresi, baslangi¢ pH degisimi, baslangi¢ subsrat
derisimi, metanol oraninin sitrik asit tiretimi tizerine etkileri arastirilmistir. Daha sonra
substrat olarak narenciye kabuklar1 ve melas karisgimi kullanilarak kesikli diizende
calisan ¢alkalamali biyoreaktorde optimum kosullar1 belirlenmistir. Elde edilen
sonuglardan faydalanarak iki tip fermentorde (kesikli diizende g¢alisan havalandirmali
biyoreaktor ve kesikli diizende ¢alisan kule fermetorii) optimizasyon ¢alismasi
yapilmistir. Fermentorlerde substrat olarak portakal hidrolizat1 ve melas kullanilmagtir.
Kule fermentoriinde optimum havalandirma orant ve mikroorganizma orani da
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore fermentor tiirii ve fermentOriin c¢alisma

prensibine bagli olarak sitrik asit iiretiminin degistigi belirlenmistir.

Sakkarozun substrat olarak kullanildigi ¢alismada maksimum sitrik asit iiretimi
21,6 g/L olarak tespit edildi. Portakal kabugu ve melas karisiminin kullanildigi kesikli
diizende galisan ¢alkalamali biyoreaktor ¢alismasinda ise maksimum sitrik asit 35,6 g/L
olarak tespit edildi. Kesikli diizende ¢alisan havalandirmali biyoreaktor sisteminde elde
edilen sonuglar, kesikli diizende calisan ¢alkalamali biyoreaktor ¢alismasinda belirlenen
optimum kosullarla ayni oldugu ve kesikli diizende calisan calkalamali biyoreaktor
calismasma gore verimliligi daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kesikli diizende
¢alisan havalandirmali biyoreaktérde optimum kosullarda elde edilen maksimum sitrik
asit derigimi 38,7 g/L olarak belirlenmistir. En yiiksek sitrik asit tiretimi ve mikrobiyal
gelisim yar1 siirekli havalandirmali kule fermentdriinde saptanmustir. Kesikli diizende
calisan kule fermetorii ¢alismasinda optimum mikroorganizma oram1 % 3 ve
havalandirma hiz1 da 1 L/dakika olarak belirlenmistir. Ayrica Kesikli diizende caligan
kule fermentoriinde optimum kosullarda sitrik asit derisiminin 52,33 g/L oldugu
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore substrat olarak narenciye hidrolizatlarinin

verimli bir sekilde kullanilabilecegi, ancak ortamda yeterli toplam seker derisiminin



saglanmasi icin melasla zenginlestirilmesi gerekliligi, fermentor tipine bagli olarak
sitrik asit Giretim verimliliginin degistigi ve Kesikli diizende ¢alisan kule fermentoriiniin

cok verimli galistig1 ve sitrik asit tiretimi agisindan uygun oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler. Sitrik asit, Aspergillus niger, hidroliz, portakal hidrolizati, melas,
yart sirekli havalandirmali kule fermentorii, yar1 siirekli

havalandirmali biyoreaktor.



ABSTRACT

In this study citric acid production was investigated. Aspergillus niger and
orange peels of citrus fruit that is grown in the Mediterranean region were used for
fermentation. Sugar beet molasses were also used as an additional substrate. Optimum
hydrolyzing and pre-treatment conditions were determined for substrate. For
determining optimum citric acid production conditions, first saccharose used as a
substrate in batch aerated shaker . Optimum incubation period, the effects of initial pH,
effect of initial substrate concentration and the effect of methanol concentration onto the
production yield of citric acid were investigated. After this study, orange peels of citrus
fruit and molasses used as substrates and optimum conditions were investigated again.
With utilizing these results optimization studies were done in two types of fermenter
was used. (Batch Aerated Bioreactor, Batch Aerated Tower Fermenter). Orange
hydrolysate as substrate is used for the fermenter studies. At the Batch Tower
Fermenter, optimum aeration ratio and concentration of microorganisms were
determined. According o the experimental results, it was determined that citric acid
production changes with depending on fermentor type and working principle of

fermentor.

At the first optimization study including saccharose as a substrate, maximum
citric acid production was determined as 21,6 g/L. At the second optimization study
with flask in shaker we used orange peels of citrus fruit and molasses as substrates,
maximum citric acid determined as 35,6 g/L The fermenter optimization studies were
verified with batch shaker bioreactor but also it was determined that yield was higher
than the one in batch shaker bioreactor studies. During the optimum conditions of Batch
Aerated Bioreactor maximum citric acid was established as 38,7 g/L. The maximum
citric acid production and microbial growth were determined at batch aerated tower
fermenter. At the Batch Aerated Tower Fermenter, optimum microbial concentration
and aeration rate were determined as 3 %, 1 L/min, respectively. Citric acid
concentration was established as 52,33 g/L at the optimum production conditions of
Batch Aerated Tower Fermenter. Obtained results show that citrus hydrolysate can be

used as substrate but it has to be enriched with molasses to provide sufficient total sugar



during the fermentation period. Citric acid production provided a distinct difference in

batch aerated tower fermenter compared with other fermenters.

Key Words. Citric acid, Aspergillus niger, hydrolyze, orange hydrolysate, molasses,

tower fermenter, aerated bioreactor.
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1. GIRIS

Tiirkiye narenciye tiretimi ve ihracati agisindan dnemli bir yere sahip olup
diinyadaki talebin %2 ’sini karsilamaktadir. Akdeniz Bolgesi narenciye tiretiminde
Tiirkiye’de ilk siray1 almakta ve iiretimin biiyiik bir kismini1 portakal olusturmaktadir.

Narenciyenin ¢ogu taze olarak tiiketilmekte, kalan kismi ise meyve suyu, sekerleme,

recel v.b amaglar i¢in kullanilmaktadir.

Akdeniz Bolgesinde yetistirilen ve islenen narenciyeden arta kalanlarin
ekonomik degere sahip bir liriine doniistiiriilerek atik sinifindan ¢ikarilmasi

calismanin temel amacini olusturmaktadir.

Tiirkiye’de narenciye meyvelerinin iglenmesi daha ¢ok meyve suyu iiretimi ve
meyvelerin dilimlenmesi seklinde olmaktadir. Meyve suyu iiretimi sonucunda yas
meyvenin %40-65’lik kismi atik olarak ¢ikmaktadir. Tiirkiye’de narenciye
meyvelerinin dogrudan dogruya kendisini kullanarak meyve suyu lireten toplam 4
fabrika bulunmaktadir. Bu fabrikalar; ETAP Tarim A.S., MERKO KONFRUT Gida
San Tic. A.S., ERSU A.S. ve¢ MEYKON Meyve ve Kaynak Su Tic. A.S.’dir.
Genellikle meyve suyu iiretimi i¢in yurt disindan ithal edilmis aromalar ve
konsantreler kullanilmaktadir. PEPSI firmas1 hem yurt disindan ithal ettigi aroma ve
konsantrelerini hem de meyvenin kendisini kullanarak meyve suyu iiretmektedirler.
Ancak tretimi ile ilgili disariya bilgi verilmemektedir. TADIM Meyve-Sebze
Isletmeleri San. A.S. (Adana) adli ihracat firmasi, Mersin ve Adana basta olmak
iizere c¢evre sehirlerden temin ettiZi meyveleri kendi isletmelerinde soyup
dilimlemektedir. Dilimlenmis meyveleri paketleyerek yurt disma ihrag etmektedir.
Dilimlemede kullanilan meyveler; tanelenmis iiziim, elma, greyfurt, kavun, karpuz,
mandalina, portakal, limon, ananas gibi meyvelerdir. Su anda bu firma, narenciye
kabuklarin1 problem olarak gordiigiinden bu atiklar1 degerlendirme yollarmi
arastrmaktadir. Bu isletmede narenciye yilin sekiz ay1 boyunca islenmektedir.
Giinde yaklasik olarak 40 ton dilimlenmis meyve ihracati yapilmaktadir. 3,3 kg
meyveden 1 kg dilimlenmis meyve iiretilmektedir. Yaklasik 40 ton dilimlenmis
meyve icin ise 130 ton meyve kullanilmata ve bunun 90 tonu giinliik atik olarak

cikmaktadir. Bu atiklar dogrudan dogruya ¢op deponi alanina gonderilmektedir.



Narenciye posasi, protein igerigi diisiik, karbonhidrat igerigi yiiksek oldugu
icin hayvan yemi olarak uygun bir atiktir [1,2,3]. Ancak %80 — 92 oraninda fazla su
icermesinden dolayr doniisim sirasinda birgok probleme neden olur. Depolama
sorunu nedeniyle bu materyal ¢ok simirlt bir sekilde kullanilmakta ve genellikle atik
olarak goz oniinde tutulmaktadir [4]. Ulkemizde 6zellikle narenciye isleyen gida
isletmelerine yakin olan bolgelerde bu posalar ¢ogunlukla silolarda depolanarak

degerlendirilmektedir [2].

Meyve suyu iretim sonucunda ¢ikan posalar; kabuk, pulp ve meyvenin
cekirdeklerini igermekte olup, kimyasal yapisi narenciye ¢esidine, yetistirme

kosullarina, iklime ve meyvenin hasat zamanina gore degisiklik gostermektedir [5,6].

Giliniimiizde narenciye kabuklar1 yaygin olarak hayvan yemi [3, 7] ve pektin
iretiminde [8, 9, 10] kullanilmaktadir. Bununla birlikte, narenciye kabuklar1 sitrik
asit lretimi agisindan da uygun bir substrat oldugu bu ¢alisma ile belirlenmistir.
Sitrik asit endiistride genis kullanim alanma sahip ve yogun talep géren degerli bir
sanayi ham maddesidir. Giiniimiizde sitrik asit; gida sanayi, eczacilik, kozmetik,
metal isleri, tekstil, deri, baski, miirekkep, fotograf¢ilik vb gibi birgok alanda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Sitrik asit, turunggiller, ananas, armut, seftali, incir ve diger
meyvelerin yapraklarimda bulunur, bu meyvelerden elde edilir ve buna sitrik asit
fermentasyonunun aksine dogal sitrik asit denir. Limon ve ananas baslica dogal sitrik
asit kaynaklaridir [11]. Sitrik asit meyvelerde %5, meyve sularinda ise %9 civarinda
bulunur [12]. Bu oran fermentasyon islemleri ile daha yiiksek derisimlerde eclde
edilebilmektedir.

Bu ¢alismada mikroorganizma olarak Aspergillus niger kullanilmistir. Substrat
olarak ise narenciye posasindan elde edilen hidrolizat ve Onislemden gecirilmis
melas kullanilmistir. Calismada melasin kullanilma amaci, besiyeri ortaminin toplam
seker iceriginin desteklenmesi i¢in sukroz yerine kullanilmistir. Ucuz ve kolay elde
edilmesi nedeniyle melastan yararlanilmistir. Melas seker endiistrisinin bir yan
driintidiir. Kristal sekerin seker pancarindan ayrilmasindan sonra kalan, yaklagik %50

seker iceren ve sekeri kristallesmeyen kisimdir.

Calisma 5 kisimdan olusmustur. Birinci asamada substrat kaynagi olarak

sukroz ile kesikli diizende ¢alisan ¢alkalamali biyoreaktdrde optimizasyon ¢alismasi,



ikinci asamasinda narenciye posasi hidroliz c¢alismasi, ii¢lincii asamada substrat
kaynag1 olarak narenciye posast ve melas ile kesikli diizende ¢alisan calkalamali
biyoreaktorde optimizasyon g¢aligmasi, dordiincii asamada kesikli diizende calisan
havalandirmali biyoreaktorde optimizasyon ¢aligmasi ve son olarak kesikli sistemde
calisan havalandirmali kule fermentoriinde optimizasyon calismasi yapilmistir.
Yapilan literatiir taramas1 sonucunda portakal posasi ile ilgili ¢alisilmis tek bir
makaleye ulasilmistir. Aranyantinos ve ark. [13] 1992°de “Sitrik Asit Uretimi igin
Portakal Isleme Atiklarmin  Fermentasyonunda Optimizasyon Calismasi”
yapmuglardir. Bu ¢alismada substrat olarak portakal meyve suyu iiretiminde posa
yikama sular1 kullanilmigtir. Literatiirde portakal posalarinin hidrolizati ve kule

fermentorlerinin sitrik asit tiretimi ile ilgili ¢alismas1 mevcut degildir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. NARENCIYE

Narenciye; turung, portakal, mandalina, greyfurt, bergamot ve limon gibi
ekonomik degeri yiiksek olan Citrus cinsi meyve agaci tiirlerini igine alan bir bitki
toplulugudur. Bu bitkilerin meyvelerinden gida olarak faydalanildigi gibi meyve
kabuklarindan, yapraklarindan veya c¢igeklerinden parfiimeride koku vermekte
kullanilan ugucu yaglar da elde edilmektedir. Yurdumuz, diinya narenciye iiretim
alaninin en kuzey sinirinda yer almaktadir. Tiim diinyada toplam narenciye tiretimi
yaklasik 100 milyon ton olup, 20 milyon ton ile Brezilya bas1 ¢ekmektedir. Akdeniz
iilkelerinin toplam tretim rakami ise 17 milyon ton civarmdadir ve en biiyiik tlretici
Ispanya’dir. Tiirkiye yillik 2 601 138 ton (2005) iiretim ile diinyada ilk on iiretici
arasinda yer almaktadir [14]. Ulkemizde yaklasik 90.000 hektar alanda narenciye
iiretimi yapilmaktadir. Akdeniz Bolgesinde 2005 yilinda narenciye iiretim alanlarina

ait bilgiler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1:Akdeniz Bolgesinde 2004 ve 2005 yili narenciye iiretimi ile ilgili veriler
[18]

Meyve veren Meyve
Kapladigi yasta agac vermeyen yasta | Uretim

il ad: Narenciye Turii  |alan (hektar) |sayist agac sayist (ton)
Akdeniz | Toplam (2004) 88364 21783852 2220306 2366562
Akdeniz | Toplam (2005) 88253 22137909 2258521 2601138
Adana | Turung 30 35203 12142 1795
Adana | Altintop 3226 657142 7000 95758

Portakal
Adana | (washington) 7030 1644660 68600 259304
Adana | Portakal (yafa) 665 159000 1250 19324
Adana | Portakal (diger) 5310 1205364 25150 148089

Mandalina
Adana | (satsuma) 1131 261420 60040 35181

Mandalina
Adana | (clemen.) 1354 363912 29017 33342
Adana |Mandalina (diger) | 5424 1554365 101100 159084




Cizelge 2.1 (devam)

Meyve
vermeyen
Kapladig1 Meyve veren yasta agac Uretim
il ad: Narenciye Tiirii alan (hektar) |yasta agag sayisi | sayisi (ton)
Antalya | Limon 1928 525570 84355 58111
Antalya | Turung 30 200 8060 12
Antalya | Altintop 167 36550 2950 4598
Portakal
Antalya | (washington) 9163 2553692 122913 313590
Antalya | Portakal (yafa) 484 96200 13600 11091
Antalya | Portakal (diger) 2256 443490 128930 41567
Mandalina
Antalya | (satsuma) 450 136930 10456 12983
Mandalina
Antalya | (clemen.) 267 99479 13496 8837
Antalya | Mandalina (diger) |82 20990 3560 2080
Hatay Limon 1376 207710 94458 21368
Hatay Turung 10 2190 9000 61
Hatay Altintop 687 150065 5800 24877
Portakal
Hatay (washington 6086 1592399 200550 233409
Hatay Portakal (yafa) 136 34000 0 4080
Hatay Portakal (diger) 1222 289470 53080 27118
Mandalina
Hatay (satsuma) 6382 1533500 574420 172524
Mandalina
Hatay (clemen.) 135 38700 100 3619
Hatay Mandalina (diger) |840 217400 32000 17225
Mersin Limon 13554 3628420 300162 363804
Mersin Turung 30 1800 1200 121
Mersin Altintop 596 127703 12726 23408
Portakal
Mersin (washington 6362 1767820 63456 203073
Mersin Portakal (yafa) 1138 338724 6058 31320
Mersin Portakal (diger) 610 181598 4311 17939
Mandalina
Mersin (satsuma) 2560 702571 31064 68538
Mandalina
Mersin (clemen.) 161 48988 1884 4272
Mersin Mandalina (king) | 179 46120 6850 4156
Mersin Mandalina (diger) |588 176529 13927 17287
K.maras |Limon 7 1500 150 150
K.maras | Turung 17 0 5000 0
K.maras | Portakal (diger) 14 3500 680 525
K.maras | Mandalina (diger) |23 5000 750 750




Cizelge 2.1 (devam)

Meyve
Kapladigi veren yasta | Meyve vermeyen | Uretim
il ad: Narenciye Tiirii alan (hektar) |agac¢ sayis1 |yasta agag sayist | (ton)
Osmaniye | Limon 74 14750 6120 983
Osmaniye | Turung 15 3300 0 297
Portakal
Osmaniye | (washington 402 84050 6800 12329
Osmaniye | Portakal (yafa) 160 40000 1000 8000
Osmaniye | Portakal (diger) 475 115550 3910 16221
Mandalina
Osmaniye | (satsuma) 194 23700 32166 1846
Mandalina
Osmaniye | (clemen.) 27 1870 5090 168
Osmaniye |Mandalina (king) |10 2230 640 201
Osmaniye |Mandalina (diger) |172 35900 1700 3545
Antalya Mandalina (diger) |82 20990 3560 2080
Hatay Limon 1376 207710 94458 21368
Hatay Turung 10 2190 9000 61
Hatay Altintop 687 150065 5800 24877
Portakal
Hatay (washington 6086 1592399 200550 233409
Hatay Portakal (yafa) 136 34000 0 4080
Hatay Portakal (diger) 1222 289470 53080 27118
Mandalina
Hatay (satsuma) 6382 1533500 574420 172524
Mandalina
Hatay (clemen.) 135 38700 100 3619
Hatay Mandalina (diger) |840 217400 32000 17225

Tirkiye’de oldukga eski bir gecmise sahip olan narenciye yetistiriciligi,
Cumhuriyetten sonra hizla gelismeye baslamis ve 1930 yilindan itibaren tiretimde
onemli artiglar olmustur [15]. Tiirkiye narenciye yetistiriciligi bakimindan ekolojik
kosullar acisindan son derece uygundur. Narenciye alanlar1 Ege Bolgesinde marjinal
olmakla beraber, Akdeniz Bolgesinde narenciye

liretim smirma ulagmis

yetistirilebilecek alanlar turizme agilmistir. Bunun sonucunda da fireticiler tarla
bitkileri yetistiriciligi yaptiklar1 alanlarda narenciye yetistirmeye baslamiglardir [16].
[k hasat Mersin’de eyliil aymda Enterdonat limon ile baslayip, batiya izmir’e kadar

kiy1 boyunca devam etmektedir [17].

Ulkemizde narenciye iiretim potansiyeli ¢ok yiiksek olmasina ragmen yeterli

iiretim ve ihracat rakamlarina heniiz ulasilamamistir. Halen {iretimin biiyiik kism1



yurt icinde tiiketilmekte ve %30’luk kismi ise ihra¢ edilmektedir. Ulkemizde kisi
basma yillik 30 kg olan tiiketimin alternatif kullanim sekilleriyle birlikte gelismis
tilkelerde oldugu gibi 40 kg’a ¢ikartilmasi miimkiindiir [14].

Narenciyeler lilkemizde en fazla Akdeniz, Ege ve kismen de Dogu Karadeniz
bdlgelerinde yetistirilmektedir. Cukurova bolgesinde Tiirkiye’deki toplam
narenciyenin %70’ i tretilmektedir. Gene, greyfurt ve limonun %90°1, portakal ve
mandalinanin %60’1 bu bolgede iiretilir. Mersin limon liretiminde ilk sirada iken
Adana ve Hatay’da portakal en fazla iiretilen tirindiir. Adana, greyfurt ve mandalina
iretiminde lilkemizde birinci sirada yer almaktadir. Antalya, Tiirkiye narenciye
iretimindeki %20°lik payi ile ikinci biiyiik narenciye liretim bolgesidir. Antalya’da
en ¢ok portakal iiretilmekte olup, tilkemiz portakal iiretimindeki pay1 %30’dur. Ege
bolgesinde narenciye iiretiminde Izmir 6ne c¢ikmakta olup, toplam narenciye
{iretiminin %5°1 bu bdlgeden karsilanmaktadir. Izmir yoresinde en fazla yetistirilen
narenciye iirlinli mandalinadir. Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de en ¢ok

portakal yetistirilmektedir [14].

2001 yili verilerine gore yaklasik 460 milyon ton olan diinya yas meyve
iretiminin 11 milyon tonu Tiirkiye tarafindan karsilanmistir.  Bu tiretimin de 2,5
milyon tonu narenciye tiretiminden saglanmustir [3]. 2002 yilinda 92 bin hektar olan
narenciye dikim alaninin %46°s1 portakal, %281 mandalina, %22’si limon ve %4’i
de greyfurttan olusmaktadir. Tiirkiye’de 2002 yilindaki toplam narenciye liretiminin
%065°1 taze olarak tiiketilirken %25°1 ihra¢ edilmekte, %10’u ise islendikten sonra
kullanilmaktadir.  Ancak o6zellikle eski Sovyetler Birligi ve Avrupa Birligi
iilkelerinden gelen narenciye sularia olan taleple beraber islenmeye ayrilan kismin
artmas1 beklenmektedir. Islenerek kullanilan narenciye potansiyeli Cizelge 2.2°de
verilmigtir. Cizelge 2.2°de 1997 yilinda devlet sektoriiniin tamamu ile 6zel sektorde
10 ve daha fazla kisi ¢alisan isyerlerinden tiiketim degerlerinin %80 'ini olusturan
igyerleri kapsama alinmistir.1997-2001 yillar1 arasinda 6zel sektérde 10 ve daha fazla

kisi calisan igyerleri ile devlet sektoriiniin tamami kapsama alinmistir [18].



Cizelge 2.2: 1997-2001 tarihleri arasinda sanayide kullanilan portakal miktarlar1 [18]

Yil | Tiiketim Miktar1 (kg) Tiiketim degeri (milyon TL) Isyeri Sayis1
1997 31.327.177 545.001 14
1998 50.546.557 2.873.706 16
1999 241.417.242 10.717.480 14
2000 86.445.392 10.381.880 16
2001 115.198.573 36.004.715 23

Narenciyeler su oranlar1 yiiksek iirinler oldugu i¢in uzun siireli depolamaya
dayanikli degillerdir. Bu nedenle de ekonomik anlamda stok yapilamamaktadir.
Yalnizca toptancilar arz1 daha uzun bir doneme yayabilmek ve fiyatlardaki diisiisii
onlemek amaciyla 6zellikle limon ve az miktarda da portakal ve greyfurdu Orta
Anadolu’daki dogal magaralarda ve Kapadokya yoresindeki peri bacalarinda belli bir
stire muhafaza edebilmektedirler. Buna karsilik konsantre meyve sularinda smirh
oranda stok yapilabilmektedir. Tiirkiye’de yas meyve ve sebze ihracat1 2001/2002
sezonunda rekor seviyelere ulasmis, tiim f{irtinlerin ihracatinda bilyiik artislar
yasanmis, narenciye de bu artistan paymni almistir. Ihracattaki bu artism nedeni,
Tirkiye’de yasanan ekonomik kriz sonucunda Tiirk lirasinin degerinin diismesi ve
Tiirk ihracat iiriinlerinin dis pazarda rekabet giiciiniin artmasidir. 2002 yilinda 1.616
bin ton olan yas meyve ve sebze ihracatinin %51’i narenciye ihracatindan
saglanmigtir. Narenciye i¢inde en fazla ihracati1 yapilan iiriin ise mandalina olmustur.
Toplam narenciye ihracat1 2002 yilinda 253 milyon dolar olarak gergeklesmis ve

ihracatta %33 ile en fazla pay1 mandalina almistir [17].

Diinyada narenciye {iretimi 35° Kuzey ve Giiney paraleller arasindaki
bolgelerde yapilmaktadir. Kuzey Yarimkiirede, Kuzey ve Orta Amerika ile Akdeniz
iilkeleri, Giiney Yarimkiirede ise Giiney Amerika, Gliney Afrika ve Okyanusya’da
ekonomik olarak iiretilmektedir. Diinyadaki en biiylik narenciye iireticisi lilkeler;
Brezilya, ABD ve Cin’dir. 2002 yili itibari ile toplam 103 milyon ton olan diinya
narenciye lretiminin %44°i bu ii¢ {lilke tarafindan karsilanmaktadir. Tirkiye ise
2.193 bin tonluk tiretim miktari ile 10. sirada yer almakta ve diinya toplam narenciye
{iretiminin %2’sini karsilamaktadir [18]. Onemli narenciye iireticisi iilkelerin {iretim

miktarlarindaki degisim incelendiginde iiretim miktarlarinda son yillarda 6nemli



degisiklikler olmadig1 sadece en biiyiik lretici ililke olan Brezilya’nin {iretiminde

azalma oldugu dikkat ¢ekmektedir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3: Ulkeler itibari ile Diinya Narenciye Uretimi (bin ton) [4]

1999 2000 2001 2002
Brezilya 24.216 19.489 18.393 20.251
Amerika 12.348 15.648 14.702 14.874
Cin 11.274 9.224 12.017 10.290
Meksika 5.381 6.062 6.325 6.875
Ispanya 5.628 5.365 5.547 5.734
Hindistan 4.600 4.870 4.870 4.870
Italya 2.798 3.103 3.068 3.084
Iran 3.759 3.671 3.770 3.770
Nijerya 3.040 3.250 3.050 3.250
Tiirkiye 2.263 2.222 2.478 2.193
Pakistan 1.943 1.897 1.897 1.897
Diinya 102.825 101.040 102.648 103.290

2.1.1. Narenciye Meyvelerinin Yapisi Ve Bilesimi

Botanik ag¢idan narenciye meyveleri birbirleriyle ayni yapiy1 gosterir. Fakat
diger meyvelerden oldukga farkli yapidadirlar. Bu nedenle narenciye meyvelerinden
meyve suyu iiretim teknolojisi, diger meyvelere uygulanandan ¢ok daha farklidir.
Sekil 2.1°de gosterildigi tizere bir narenciye meyvesi, diger meyvelerde oldugu gibi
kabuk ve meyve etinden olusur. Ancak hem kabuk hem de meyve eti kendine 6zgii
niteliklerdedir [19]. Tim meyvenin yaklasik %85’den fazlas1 sudur. Elde edilen
posa da yiiksek oranda su igerir. Tiim meyvenin %15lik kat1 kismmim igerigi ise
%10 ¢oziinmiis seker, %2 lif, %1 organik madde, aminoasit ve protein igerigi %1,
yag igerigi ise %0,3’diir [20]. Calismada kati igerik kullanildigi i¢cin bu oran
diizeltilecek olursa sitrik asit {iretimi ve hidroliz i¢in yeterli seviyede lif ve ¢oziinmiis

seker icerdigi goriiliir.



4 /;.cekirdek

__———»Flavedo

7> Albedo

\Dilim
\

Dilim zar1
Sekil 2.1 Bir narenciye meyvesinin kesiti
2.1.1.1. Kabuk

Narenciye kabuklari; flavedo ve albedo denen iki katmandan olusur. Flavedo,
en distaki, saridan kirmiziya kadar degisen ince tabakadir. Burada karotenoid
pigmentleri ve i¢inde yeteri kadar yag iireten guddelerin bulundugu yag hiicreleri
bulunmaktadir. Uretilen yag damlaciklari, gergin hiicrelerin arasinda adeta basing
altinda bulunur. Bu nedenle eger kabuk sikistirilir, bir darbe etkisinde kalir veya
yiizeye igne gibi ince bir cisim sokulursa, hiicrelerin basing altida tuttugu yag
damlaciklar1 disar1 adeta figkirarak ¢ikar. Kabuk yagi denen bu madde, narenciye
sular1 tiretiminde Onemli sorunlar olusturmakta ve teknolojiyi zorlamaktadir.
Flavedo katmaninin en disinda yani meyvenin ylizeyinde, ince bir mum filmi bulunur
Ki bu epidermisi; yagmura, su kaybina ve mantar enfeksiyonlarina karsi koruyan
dogal bir bariyerdir. Flavedonun hemen altinda; adeta devami olarak, beyaz renkte,
kalinca kege benzeri bir katman olan albedo ise daha iri hiicrelerden olusmaktadir.
Burada besin maddeleri ve suyu tagiyan damarlar yer almaktadir. Albedo pektince
zengin oldugundan narenciye kabuklari, pektin {iretiminde ham madde olarak

kullanilmaktadir [19].
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2.1.1.2. Meyve eti

Meyve eti yani andokarp radyal olarak yerlesmis dilimlerden olusur. Dilimler,
paransim hiicrelerinin bir¢ogunun yan yana gelmesiyle, i¢inde meyve suyu bulunan
keseciklerden olusan bir yap1 gosterir. Dilim i¢indeki iist {iste y1gili bu meyve suyu
keseciklerini, yiiksek molekiillii materyalden olugsmus bir dilim zar1 sarar. Dilimlerin
etrafinda dizildigi eksenin ortasina gelen bolgede, dilimler icinde ¢ekirdekler veya
cesidine gore ¢ekirdek izleri bulunur. Meyve olgunlastik¢a yine ¢eside bagl olarak

meyve eti ile kabugun siki baglantist pektolitik enzimlerin etkisiyle gevser [19].

Narenciye meyvelerinin tiir ve c¢esitlerine gore, kabuk ve meyve eti oran1 ¢ok
degismektedir. Bir genelleme yapilirsa; kabuk oran1 %25-50, meyve eti orant %50—
75 civarinda bulunmaktadir. Portakallarda ise kabuk meyve oraninin genellikle %50
civarinda oldugu kabul edilmektedir. Kabugun yaklasik %30’unu flavedo %70’ini
albedo olusturmaktadir[19].

2.1.2.3. Meyve bilesimi

Kuskusuz ¢esitli narenciyelerden iiretilmis meyve sularmin bilesimi oldukga
farklidir. Narenciye sularinin bilesiminin en ilging yonii, kendine 6zgli aromalari,
kabuktan gegen yag ve bazilarinda bulunan acilik bilesikleridir. Portakallarin tipik
aromasmi, asitler, alkoller, aldehitler, esterler, hidrokarbonlar ve ketonlar
olusturmaktadir. Bunlardan esterler ve aldehitler, taze portakal suyu aromasmnin
olusmasmda birincil rol oynayan bilesiklerdir.  Aldehitlerden en Onemlileri,
asetaldehit, hekzanal, oktanal ve dekanal’dir. Esterlerden ise baslicalari; etli asetat,
metil butirat ve etil butirat’tir. Etil butirat portakal aromasinin olusmasinda en
onemli rol oynayan esterdir. Alkollerden aromada rol alanlar, metil alkol, etil alkol,
hekzanol, cis-3-hekzanol, trans-2-hekzanol, linalool ve a —terpineol gibi bilesiklerdir.
Etil alkol en fazla bulunan alkol olup taze portakal suyunda bile 400 mg/L

civarindadir. Linalool ise kabuktan gelen bir alkoldiir [19].

Aromada rol alan hidrokarbonlarin 6nemli bir kismi kabuk yagindan
kaynaklanir. Bunlardan o—pinen, aroma iizerinde olumlu rol oynamaktadir. Meyve
suyunda kabuk yag1 arttikca bunun miktar1 da artmaktadir. Kabuk yagi kdkenli diger

bir hidrokarbon y-terpinen’dir. Ayrica sabinen ve valensen gibi hidrokarbonlar da

11



bulunur. Fakat portakal sularinda etanolden sonra en fazla bulunan ugucu bilesik

limonendir [21].

Diger taraftan narenciyelerde bulunan bir¢ok bilesigin antikanser aktiviteye
sahip olduklar1 belirtilmektedir. Narenciye meyveleri ve bunlarin sular1 belki de
higbir meyvenin icermedigi kadar farkli tipte antikanser bilesikler (anticancer

phytochemiclas) icermektedir [22, 23, 24, 25].

Bunun gibi pektinin kan sekeri ve kolesterol seviyesini diisiirdiigii ve pektince
zengin olan narenciye meyvelerinin bu amagla tiiketilmesi ve fakat meyve suyundan

ziyade meyve olarak tiiketilmesi dnerilmektedir [26].
2.1.2. Onemli Narenciye Cesitleri

Narenciyelerin ¢ok c¢esitli iirtinleri vardir. Bunlarin bir kismi {ilkemizde
yetistirilmekte, bir kismi ise yetistirilmemekte ve hatta taninmamaktadir. Sistematik
bir ayrim olmasa da Cizelge 2.4’de narenciye meyveleri kabuk rengine gore

smiflandirilarak gosterilmistir.

Cizelge 2.4: Narenciye meyvelerinin kabuk rengine gore smiflandirilmasi[19]

1.SARI-RENKLI TURLER

Citrus medica . Zetrat — limon
Citrus lemon (L) Burmf : Limon

Citrus aurantifolia Swing : Lumie, limitte
Citrus grandis (L) Osbeck : Pampelmuse
Citrus paradisi Macfadyen . Gerypfrut
2.0RANJ RENKLI TURLER

Citrus aurantium (L.) . Aci1 portakal
Citrus sinensis (L) Osbeck . Tath portakal
Citrus reticulata Blanco : Mandalin

Narenciyelerin bir kismi sofralik, bir kismi endiistride islenmeye elverisli
oldugu gibi, her iki amaca uygun olanm1 da vardir. Baslica narenciye cesitleri ve

meyve suyuna igslenmeleri agisindan bazi1 6nemli 6zelliklerine asagida deginilmistir.
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2.1.3. Portakal Cesitleri
2.1.3.1. Valencia

Tatl portakal sinifindadir, hem taze tiiketime hem de meyve suyuna islenmeye
cok elverislidir. Verimi yiiksek ve hasat siiresi uzundur. Ulkemizde hasadi Subat
ortalarindan Nisan sonlarina kadar siirmektedir. Meyve irilikleri birbirine ¢ok yakin,
kabuklar1 ince ve meyve suyu randimani yiiksektir. Meyve suyunun aromatik,
dengeli ve yumusak bir tadi, ¢ekici, yogun bir rengi vardir. Meyve suyunda pektin
miktar1 diisik, C vitamini igerigi yiiksektir. Seker: asit orami 5,5:1, toplam
karotenoid igerigi 12—-15 mg/L, limon igerigi ise 1-5 mg/L diizeyindedir [19]. Biitiin
bunlar bu ¢esidin meyve suyuna cok elverigli oldugunu gostermektedir. Zor
soyulmasi, sofralik 6zelliginde 6nemli bir olumsuzluktur. Ayrica boceklere direngsiz
olmasi, silkeleme ile toplanamadigi i¢in hasadin 6nemli bir i gilicli gereksinimi
gostermesi gibi olumsuz yonleri de vardir. Valencia, en ¢ok Kaliforniya, Florida ve

Israil’de yetistirilmektedir. Ulkemizde iiretimi ¢ok smirhidir [19].
2.1.3.2. Navel

Ulkemizde sofralik olarak en ¢ok yetistirilen cesit Washington Navel
portakalidir. Bu ¢esidin en onemli 6zelligi ¢ok sulu olmasi, kolay soyulmasi, meyve
eti zedelenince hafif bir acilik olusmasidir. Bu portakallarda; seker: asit orani 5,5:1,
toplam karotenoidler 5-8 mg/L diizeylerindedir. Portakal suyuna elverisli degildir

veya aciligin giderilmesi i¢in adsorbent teknolojisinden yararlanilmasi gerekir [19].
2.1.3.3. Shamouti

Diger adiyla “Jaffa” (Yafa) olarak isimlendirilen bu cesit, ¢ekirdeksiz, kalin
kabuklu, kolay soyulan, tath ve ¢cok aromatik, hemen hemen sadece sofralik olarak

tiiketilen bir ¢esittir. Seker:asit orani 5:1 diizeyindedir [19].
2.1.3.4. Hamlin

Brezilya ve Florida’da yogun olarak {iretilen, ince kabuklu, asit ve renk
bakimindan zayif meyve suyu veren bir ¢esittir. Cesidin en onemli 6zelligi ¢ok

mahsuldar olmasi, meyve veriminin agag basina 1200 kg’a kadar yiikselmesidir [19].
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2.1.3.5. Kan portakallar1

Baslica kan portakallar1 Moro ve Tarocco ¢esitleridir. Bu portakallar, meyve
suyu rengi, aromasi ve “Brix: asit” orani agisindan taze sikmalik olarak kullanilmaya
c¢ok uygundur.  Kan portakallarinin pembe-viole renkleri antosiyaninlerden
kaynaklandig1 icin 1siya ¢ok duyarhidirlar. Bu nedenle pastdrizasyon gibi bir 1s1l
islem uygulamasi sonucunda ve depolama sirasinda meyve suyunun baslangigtaki
cekici rengi, kahve renk tonu kazanir. Bu nedenle meyve suyuna islenmeye uygun

degildir. Dondurulmus halde saklaninca meyve suyu rengi korunabilmektedir [19].
2.1.3.6. Yerli gesitleri

Ulkemizde, “Dértyol Yerlisi”, “Kozan Yerlisi”, “Alanya Yerlisi” gibi bir takim
portakal gesitleri yetistirilmekte ve meyve suyuna daha ¢ok bunlar islenmektedir.
Ancak genelde iilkemizde meyve suyu endiistrisine uygun nitelik ve miktarda
portakal yetistirilmektedir. Bu nedenle de portakal suyu ve konsantresi iiretimi
nitelik ve miktar agisindan yetersizdir. Bununla birlikte Cizelge 2.5’de tilkemizde
iiretilen bazi yerli ve yabanci portakallarin meyve suyu agisindan bazi 6zellikleri

verilmistir[19].

Cizelge 2.5: Ulkemizde iiretilen portakal cesitlerinin nitelikleri

CESITLER

Dortyol Kozan Magnum
Nitelikler yerlisi yerlisi | Valencia | Hamlin | bonum
Meyve agirligi, g 103 144 128 140 119
Meyve suyu randimani, % 42 48 42 45 44
Briks 12,8 13 12 11,5 11,3
Titrasyon asitligi, g/100 mL 1,96 1,66 1,84 1,50 1,41
Briks:asit orani 6,7 8,0 6,7 1,7 8,1
pH 3,42 3,56 3,48 3,40 3,49
Askorbik asit mg/100 mL 61 69 63 62 55

2.1.4. Narenciye D1s Ticareti
2.1.4.1. Tirkiye’nin narenciye ihracati
Ulkemizin yenilen meyve ihracat1 2005 yilinda bir 6nceki yila gére %29,8

oraninda artarak 2.469.892.000 $ olarak ger¢eklesmistir. ~ Miktar agisindan
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baktigimizda yaklasik 2 milyon ton olan yas meyve ve sebze ihracatimizin yarisini

narenciye lriinlerinin olusturdugunu séylemek miimkiindiir [14].

2004 — 2005 Yillarn Tiirkiye Narenciye IThracati: Ulkemizin 2005 yili toplam
taze meyve ve sebze ihracatinin miktar bazinda %49’u, deger (ABD $) bazinda
%42’si narenciye {lriinlerinden olusmaktadir. Deger bazinda baktigimizda 2005
yilinda tilkemizin narenciye ihracatinin bir dnceki yila goére %36 oraninda arttigi

gozlemlenmektedir [14].

2004 ve 2005 yillar1 itibariyle Tirkiye’nin portakal ihracatinda ilk bes
ilkenin ve iriin bazinda iilkelere yapilan ihracatin miktar ve deger yoniinden

degerlendirilmesi Cizelge 2.6’de verilmistir.

Cizelge 2.6: 2004 ve 2005 yillarinda Tiirkiye’de portakal ihracat durumu

2004 2005
ULKELER Miktar (kg) | Deger ($) Miktar (kg) | Deger ($)
Rusya Federasyonu 46.321.491 | 17.276.453 | 70.060.338 | 27.943.679
Ukrayna 21.208.676 | 8.449.914 31.848.960 | 13.237.161
Romanya 15.996.881 | 6.115.711 21.819.659 | 8.504.780
Almanya 2.229.423 1.657.889 5.096.210 3.410.240
Mersin Serbest Bolge 7.686.570 3.025.798 6.449.362 2.954.777

Uriin Bazinda Tiirkive Narenciye Ihracati: Deger ($) bazinda baktigimizda
Tirkiye’nin 2005 yili narenciye ihracatinda %42 ile en yiliksek pay limonundur.
Tirkiye’nin toplam narenciye ihracatinda mandalinanin pay1r %27, portakalin payi
%18, greyfurtun payr ise %13°diir. Narenciye ihracatimizda en onemli tlkeler;
Rusya Federasyonu, Ukrayna, Suudi Arabistan, Romanya, Almanya, Polonya,
Yunanistan, Hollanda, Birlesik Krallik (ingiltere), Makedonya, Macaristan,
Bulgaristan ve Cek Cumbhuriyeti olarak sayilabilir. 2004 ve 2005 yillar itibariyle
Tiirkiye’nin Portakal ihracatinda ilk bes iilkenin ve iiriin bazinda iilkelere yapilan
thracatin miktar ve deger yoOniinden goriiniimii asagidaki Cizelge 2.6’da

gosterilmektedir [14]

2005 yilinda Polonya ve Rusya Federasyonu’na gergeklestirilen narenciye
ithracatimiz bir Onceki yila nazaran sirasiyla %183 ve %128 oranlarinda artis

gostermistir.
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2.1.4.2. Tirkiye’nin narenciye ithalati

Tiirkiye’nin narenciye ithalat1 yok denecek kadar az olup, 2005 yili itibariyle
15.137.145 ABD $’dir. En fazla ithal edilen iiriin taze portakaldir ve 2005 yili
itibariyle ithalatin hemen hemen tamaminin Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyeti’nden
yapildigi soylenebilir. Greyfurt ve Pomelo ithalati 2005 yili itibariyle 2.945.992
ABD $’dir.  Ithalatin yaklasik %94’lik kismi gene Kuzey Kibris Tiirk
Cumhuriyeti’nden gergeklestirilmistir.  Kurutulmus portakal ile taze/kurutulmus
limon ithalatina baktigimizda 2005 yilinda yaklasik 1.1 milyon ABD $’lik ithalat
yapildig1 goriilmektedir [14].

2.2.  MELAS BILESIMi

Melas, seker endiistrisinin bir yan triindiir. Sakkarozun temizlenmis ve
buharlastirilmis seker pancari 6ziinden kristalize ve santrifiij edilmesinden sonra elde
edilir. Seker fabrikasyonu teknolojisinde var olan teknik olanaklar ile i¢inden seker
elde edilemeyen bir kisimdir. Buharlastirma ve kristalizasyon iglemi genellikle ii¢
defa tekrarlanir. Bu tekrarlama ham seker, seker olmayan organik maddeler ve
melasin yiiksek viskozitesinin sakkarozun daha ileri diizeyde kristallenmeye izi

vermemesine kadar yapilir [27].

Seker fabrikalarinda seker pancarindan ve seker kamisindan sakkaroz elde
edilirken, hasat sekli, depolanma kosulu ve kullanilan yonteme bagli olmak tizere

kristallenmeyen kismin yaklagik %4’{i melas olarak ¢ikar [28]

Melasin bilesimindeki maddeler makro ve mikro maddeler olarak ayrilabilir.
Makro maddeleri su, seker ve sekersiz maddeler; mikro elementleri ise iz elementler,
vitaminler ve gelisme faktorleri olusturur. Melas fermente olabilen sakkaroz,
fruktoz, glikoz ve rafinozun yani sira fermente olmayan indirgeme maddelerini de
icerir. Melasin fermente olmayan indirgeyici igerigi %17’ ye kadar ¢ikabilir ve %5’e
kadar diisebilir. Seker fabrikalarinda 6ziiniin islenmesinde kullanilan yiiksek 1s1 ve
melasin sicak gilines altinda depolanmasi fermente olmayan maddelerin miktarimi

arttirmaktadir [27].

Melasin yaklasik olarak %15°i su, %50’si sakkaroz ve %35’ de sakkaroz disi

maddelerden olugsmaktadir. Melasin bilesimi Cizelge 2.7°de verilmistir.

16



Cizelge 2.7: Seker Pancar1 Melas Bilesimi [27]

Seker Dis1 Maddeler
Seker % Inorg. Mad. % Org. Mad. % Vitaminler pg/kg
Sakkaroz  48-50 | Kiil 10,09 | Toplam N 22 | inozit ‘2888
Rafinoz (1’2 Siilfat 11,73 | Glutomik Asit 0,53 | Biotin 823
Kestoz 82 Potasyum 4,68 Asparagin 0,23 Zz;?:otenlk 50-110
Galaktoz 0,3 Sodyum 0,73 | Losin 0,41 | VitaminBl1 1,3
Ind. seker 0,3 | Kalsiyum 0,35 | Glikokol 0,27 | VitaminB2 0,41
Magnezyum 0,08 | Alanin 0,22 | VitaminB3 54
Demir 0,04 Valin 0,22 Folik Asit 0,29
Alliminyum 0,12 Aminobitrikasit 0,26 Niyosin 51
Klor 1,03 Betain 55
Sulfit 0,03 Aminoasit 0,6
Fosfor 0,06 Laktik asit 1,88
Nitrat 0,29 Asetik asit 0,81
Nitrat(ug/ke) 280 Stearik Asit 0,29
SO, (pg/kg) 10-2 | Formik Asit 0,23
Biitirik asit 0,18
Propiyonik asit 0,11
Okzalik asit 0,068

Melastaki sakkaroz dis1 maddeler organik ve inorganik maddeler olmak {izere

ikiye ayrilabilir.
2.2.1. Organik Maddeler

Organik maddeler iginde en 6nemlisi azotlu maddelerdir. Bunlarin %20’si
aminoasit azotu olusturur. Melastaki asitler arasinda en fazla gliitamik asit bulunur.

Protein yaklasik %0,6’lik kismin1 olusturur. Bu da toplam azotun %1,6’sin1 ge¢gmez.

Melasta bulunan azotsuz organizk maddeler ise pektin, dikarboksilik asitleri
(okzalik, malonik, siiksinik, glitarik, adipinik asitler) ve oksikarboksilik asitleri
(glikolik, laktik, malik, tartarik asitler) sayilabilir. Ugucu asitlerden (formik, biitirik,

propiyonik asitler) de melasta az miktarda bulunur [27].

2.2.2. Inorganik Maddeler

Bu maddelerin miktar1 ve bilesimi toprak ve meteoroloji kosullarina ve pancar
cesidine baghdir. Sodyum, potasyum, kalsiyum miktarlar1 mikroorganizma gelisimi

i¢in yeterli olmakla beraber magnezyum ve fosfor miktar yetersizdir [27].
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Melasin  %3,1’1 ciftgilere, %54,6’s1 sanayiye, %37,6’s1 Tirkiye Seker
Fabrikalarma ait 4 alkol fabrikasinda islenmekte ve %4,7’si melasli kuru kiispe imali
icin kiispe kurutma tesislerine verilmektedir. Melasla ilgili olarak ihracat ve ithalat
bilgileri Cizelge 2.8’de ve 1997-2001 yillar1 arasindaki melas tiretim ve kullanimi ile
ilgili bilgiler ise Cizelge 2.9°de verilmistir. Bu gizelgeye gore Tiirkiye’de melas ¢ok
cesitli kullanim alanina sahip bir yan iiriindiir [29].

Cizelge 2.8: Ulkemizin son bes yila ait melas ve kams melasina ait ithalat ve ihracat
degerleri [29]

Yil Maddenin Adi Dolar ($) Miktar(kg)
— | 2003 Diger melaslar 1848 8 720
52004 | Diger melaslar 6537 6 796
% 2005 | Diger melaslar 1554 960
= 12007 Diger melaslar 3986 2 097
2003 Kamis melaslari 6058601 79 790 326
Diger melaslar 2694657 31 758 140
2004 Kamis melaslari 4862768 56 080 494
; Diger melaslar 11801560 110 914 387
— 2005 Kamis melaslar1 9317752 76 734 588
é Diger melaslar 13402435 108 458 295
= 2007 Kamis melaslar1 6768001 62 823 090
Diger melaslar 22482843 178 735 709
2008 Kamis melaslari 9135781 59 429 614
Diger melaslar 10372424 67 319 927

Cizelge 2.9: Ulkemizde 1997-2001 yillar1 arasindaki melas iiretim ve kullanim
rakamlar1 [29]

1997 1998 1999 2000 2001

Isyeri Sayis1 | 27 29 28 28 33
Miktar (kg) |678.094.129 | 894.145.442 |891.818.669 | 853.558.631 724.607.486
Deger

Uretim | (milyonTL) |9.390.094 |12.704.553 16.793.706 |19.383.258 58.412.151
Isyeri Sayis1 | 70 132 93 89 96
Miktar (kg) |451.798.518 | 639.120.843 |436.415.304 | 529.212.495 641.497.998
Deger

Tiiketim | (milyonTL) |8.619.595 | 13.646.617 8.245.278 | 29.719.833 60.543.786
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2.3. SITRIK ASIT
2.3.1. Sitrik Asitin Ozellikleri

Sitrik asit (2—hidroksi-1,2,3, propanatri karboksilik asit,) bitki ve hayvanlarin
bilinen metobolitleri olan dogal bir bilesiktir. Asagida agik formiilii verilen sitrik

asit; gida, icecek ve ila¢ sanayisinde genis olarak kullanilan ¢ok yonlii bir bilesiktir.

CH;—COOH
HO—CH—COOH
CH;—COOH

Ik olarak 1784 yilinda, Scheele limon suyundan sitrik asit izole edilmistir.
1893 yilinda Wehmer, funguslarin seker ¢ozeltisinde cogaldiktan sonra sitrik asit
tirettiklerini gostermistir. Giiniimiizde, mikrobial fermentasyonla ticari olarak sitrik

asit iiretimi lizerine ¢aligmalar gelistirilmektedir [30].
2.3.1.1.Fiziksel 6zellikleri

Sitrik asit, susuz, sicak ¢dzeltisinden elde edilen kristalleri yar1 seffaf, renksiz
ve beyaz kristal tozlar1 halindedir. Sitrik asit nemli havada eriyebilir. Bazi fiziksel

ozellikleri Cizelge 2.10°de verilmistir.

Sitrik asitin sulu ¢ozeltileri degerli tampon ¢ozeltilerdir. Ciinkii sitrik asit zayif
asit olmasi ve {i¢ karboksilik grubun olmasindan dolay1 3 pK’ya sahiptir. Bunlar;
20°C’de pK1=3,14, pK,=4,77, pK3=6,39. Sitrat ¢dzeltisinin tampon aralig1 2.5 ile

6.5 arasindadir. Tampon ¢ozeltisi olarak sitrik asit ve sodyum kullanilir [31].

Cizelge 2.10: Sitrik asitin fiziksel 6zellikleri

Ozellik Deger
Molekiil formiili CeHs O7
Molekiil agirhigi 192,13
Gram egdeger agirhigi 64,04
Erime noktasi, °C 153
Isil bozulma sicakhigi, °C 175
Yogunlugu, g/mL 1,665
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2.3.1.2. Kimyasal 6zellikleri

Sitrik asit 175°C’nin iizerinde 1sitilirsa akonitik asit, sitrakonik asit, aseton

dikarboksilik asit, karbon dioksit ve suya parcalanir.

Sitrik asit, peroksitler, hipokralit, persiilfat, permanganat, periyot, hipobromit,
kromat, mangan dioksit ve nitrik asit gibi okside edici farkli maddelerin varliginda
kolaylikla okside olabilir. Sitrik asit hidrojenasyona ugradiginda 1,2,3—propanetri

karbonsilik asit olusur.

Sitrik asit, alkaliler, amonyak ve aminler gibi katyonlarla mono, di ve tribazik
tuzlar1 olusturur. Uygun bir baz kullanarak sitrik asitin sudaki ¢6zeltisiyle dogrudan

notrallesme tepkimesiyle asagidaki denkleme gore tuzlari elde edilebilir [30, 31].

Trisodyum sitrat, sitrik asitin diger tuzlarma gore, genis olarak kullanilan
tuzudur. Noétrallesme reaksiyonu oldukea yiiksek ekzotermik bir reaksiyondur (1109
J/g sitrik asit).

Sitrik asit, cok degerlilikli metal iyonlar1 ile selatlar1 olusturacak pek cok
kompleksler verirler. Bu 6nemli 6zelliginden dolayi, sitrik asit veya sitratlar metal

bulagmasinin kontroliinde kullanilir.

Metal iyonu normalde renkli olup; sitrat varhginda ise renksiz veya ¢ok az
renklidir. Farkli pH kosullarinda metal hidroksitler ¢okebilir; sitrat kompleksi
¢Oziinebilir.  Metal iyonlar1 varliinda, organik molekiiller katalitik olarak

bozunabilir; sitrik asit ile metal iyonlar1 olusturarak kararh kalabilir.

Selat bir denge reaksiyonudur. Daima, selat iyonlariyla birlikte serbest halde

metal iyonlar1 da bulunabilir.
Metal iyonu + sitrat iyonu <+——— selatlasmis metal iyonu

Sitrik asitin sulu ¢ozeltisi karbon ¢eliklerine orta derecede korozif etki gosterir.
Genellikle cam, fiberglas, polietilen, poliprolen, polivinil kloriir ve ¢apraz bagl vinil

kloriir gibi plastikler sitrik asitle tepkimeye girmezler.

Sitrik asit, bitki ve hayvan dokularinda genis olarak bulunur. Sitrik asit, biitiin

organizmalarda, Kreps c¢evrimiyle olusur.  Trikarbosilik asit ¢evrimi veya
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proteinlerin suya doniisiimiinii i¢erir. Bu ¢evrim, organizmanin biiyliimesi hareket
etmesi, kemosentezi ve yenilenebilmesi i¢in gerekli enerjiyi saglar. Ayni zamanda
bu ¢evrim hiicre sentezindeki aminoasit ve yaglar gibi karbon igeren maddelerin
sentezinde saglar. Bir¢ok maya, mantar ve bakteri tiirli sitrik asit ¢evrimini igerir.
Sitrik asit tiretim prosesinde bunlardan maksimum {iriin verecek tiirleri segilir. Bu
temele dayanarak, giiniimiizde sitrik asit tiretmek igin, ticari fermentasyon prosesleri
gelistirilmektedir [30,31].

2.3.2. Sitrik Asit Uretimi ve Tarihsel Gelisimi

Tarihte ilk kez, simyager Vincentius Bellovacensis limon suyunun bir asit
icerdigini belirtmistir. 1784’te Scheele limon suyundan ilk sitrik asit kristallerini
izole etmistir. 1834°de Liebig sitrik asidin ii¢ hidroksil gruplu tribazik bir asit
oldugunu belirtmistir. 1893’de  Wehmer Penicilium glaucum kiiltiiri  ile
fermentasyon yoluyla iiretilmis kalsiyum okzalat ile birlikte sitrik asit tiretildigini
gozlemis ve sonraki caligmalarinda da mantar tiirlerinin incelenmesine Onciiliik

etmistir.

Wehmer fermentasyon ile sitrik asit iiretiminin yiiksek ticari potansiyele sahip
oldugu anlasilmistir. Fakat uygun olmayan fermentasyon ortami ve kirlenme
problemleri endiistriyel iiretime gegisi Onlemistir. Bu donemde, haftalarca liretimden
sonra fermentasyon yolu ile iiretilen sitrik asit verimi sadece %40’di. Wehmer
kirlenmeyi ortadan kaldirmak igin, Kirlenmenin olmayacagi bir pH’ninn saptanmasi

gerektigini belirtti.

Bu yilizyilin basinda, sitrik asit tiretimi %7 — 9 sitrik asit i¢ceren turunggillerin
preslenip kalsiyum tuzu ile ¢oktiirilmesi ile yapilmaktaydi. Bu presle 1 ton sitrik
asit tiretmek i¢in 30—40 ton limon preslemek gerekiyordu. Bu donemde, turunggilleri

bol olan italya sitrik asit iiretimini tekelinde bulunduruyordu.

1913’de Zahorsky Aspergillus niger ile birlikte Stergmatocystus tiirii ile
calisarak sitrik asit tiretimi ile ilgili bir patent almigtir. 1917’de Currie Aspergillus
niger ile sitrik asit tretimini gerceklestirerek endiistriyel {iiretime katkida
bulunmustur. En 6nemli bulgu, pH 2,5 — 3,5 ¢evresinde A. niger biyiitiildiigiinde

elde edilmis ve pH=2’nin altinda sitrik asit {iretiminin arttif1 goézlenmistir.
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Wehmer’in de gayreti ile steril kosullar saglanmis ve 1-2 hafta kadar az bir siirede
%60 verimle sitrik asit tiretimi gergeklestirilmistir. Currie fermentasyon ortaminin
optimizasyonuna Onciiliik etmistir. Optimum sitrik asit tretimi, yiiksek seker
derisimleri igceren fermentasyon ortamimda misel gelisimi diisik oldugunda elde

edilmistir.

Endiistriyel olgekte ilk sitrik asit {ireten firma, 1919°da Belgika’da kurulan
Societe des Produits Organiques de Tirlemont’dur. Bunu Currie’nin katkilariyla
New York (1923) ve England J. ve E Sturge Ferbach’in patentleri takip etmistir.
1928’de Cekoslovakya’da Plazen yakinlarinda insa edilen bir fabrikada sitrik asit
iretimi i¢in ucuz karbon kaynagi olarak pancar melasi kullanilmigtir. Fakat, melas
icindeki eser elementler iiretiminde problem olusturmaktaydi. Melas i¢indeki eser
metaller, hekzosiyano ferrat (HCF) ile ¢oktiiriilerek uzaklastirilmasina ragmen bu
bulgu 1938’e kadar gizli tutulmustur. 1933’de Perquin (1938) tarafindan aktarilan
bilgilere gore, diinyada iiretilen sitrik asit 10 400 tondu. Bunun 1800 tonu Italya’da

limondan elde edilirken, geri kalan1 fermentasyonla tiretilmekteydi.

Mikrobiyal ve biyolojik ozelliklerin agiklanmasi ile ilgili c¢alismalar da
yapilmistir. Karbonhidratlarin genel bozunma metabolik yol izleri ve sitrik asidin
(piruvattan olusan CoA ve okzala-asetatin kondensasyon anahtar reaksiyonuyla)

birincil bir metobolit oldugu anlagilmistir.

Klasik sitrik asit fermentasyonu yiizey kiiltiirii ile yapilmaktaydi. Daldirilis
fermentasyon prosesi ile de sitrik asit tiretimi gergeklestiriyordu, fakat endiistriyel
Olcekte uygulamasi elli y1l once gergeklestirilmistir. Sziics (1944), ortamda asimile
olabilen bir karbon kaynagi bulunursa daldirilmis fermentasyonun kullanilabilecegini

Onermistir.

1960’larda amino asitler, vitaminler ve koenzim ve organik asitler gibi ¢esitli
irlinler karbon kaynagi olarak n-—alkanlardan faydalanmak icin genis calismalar
baslatildi.  Ayrica, 1966/67 Japon ¢alismacilar Corynebacterium, Arthorebakterium
ve Brevibacterium gibi bakteri ve bakteri mutantlar1 ile n—parafinler (Cy — Csg) Ve
benzer substratlardan sitrik asit {iretimi lizerinde c¢alistilar. Ticari bir agiklamasi
olmayan bu bulgular patentlendi. Son on yil ise belirli mayalar iizerinde

durulmaktadir. Ozellikle Candida mayasi, karbon kaynag1 olarak n—parafinlerden
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faydalanarak izositrik asit olusumu {izerinde ¢aligilmaktadir. Ancak, bugiin mevcut
endiistride, Aspergillus niger mantar1 kullanilmakta ve daldirilmig fermentasyon

yontemiyle tiretim yapilmaktadir.

Son yillarda sitrik asit iiretim ¢aligmalar1 yeni atik arayislari i¢indedir. Ayrica
metabolik yol hakkinda da ¢aligmalar yapilmaktadir. Jhongh ve Nielsen (2008) nin
yaptiklar1 ¢calismada sitrik asit iiretiminin mitokondride gerceklestigi ve liretimden
sorumlu genlerin bulundugu bildirilmistir [32]. Ozellikle kati faz fermentasyonunda
yasanilan zorluklar g6z oniine alinarak lignoseliilotik atiklarin sivilastirilmasi veya

hidrolizi ile yeni substratlar olusturulmaktadir.

Sitrik asit iiretiminin daha verimli iiretimi i¢in yapilan diger bir ¢alisma da
mutasyon ¢alismasidir. A. niger filamentli funguslar1 UV veya kimyasal yontemlerle
mutasyona ugratilarak cesitli mutantlar elde edilmektedir. Bu mutantlar iizerine
yapilan c¢alismalarda orijinal tiire gore daha yiiksek sitrik asit trettikleri ancak
olduk¢a dayaniksiz olduklar1 belirlenmistir. Lotfy ve ark. (2007)’de yaptiklari
calisgmada UV radyasyonu ile ethyl methane sulfonate ve acridine orange kimyasal
islemle mutantlar elde edilmistir.  Elde edilen mutantin sitrik asit iiretim
verimliliginin %60 oldugu ve 6zgiil iireme hiz1 ve 6zgiil liretim hizinin sirasiyla 4,5
ve 7,5 kat arttig1 tespit edilmistir. Ayrica biiyiime ortaminda melas varliginda azot

ve karbon kaynaklarmi verimli kullandig1 belirlenmistir [33].

Pakistan’da bulunan bir biyoteknoloji grubu sitrik asit tiretim verimliliginin
arttirilmasi tlizerine bir¢ok ¢alisma yapmustir. Yaptiklar: calismalar Mn*? iyonlarmin
etkisi [34], mutasyonun etkisi [35, 36, 37, 38, 39], sitrik asit tiretimi en yiiksek A.
niger suslarmin topraktan izolasyonu [40], sicakligin etkisi [41], vermiculite [42] ve
CaCl; [43] gibi ilave kimyasallarin etkisi, alkol sinirlamalarinin etkisi [43, 44],
fosfat siirlamalarinin etkisi [37], ¢alkalama hizinin etkisi [36] iizerinedir. Ayrica
fermentasyonlar1 erlen veya biyoreaktorlerde yiiriitmiisler ve substrat olarak

sakkaroz, glikoz veya melas kullanmiglardir.
2.3.2.1. Daldirilmis (siv1 faz) fermentasyon

Diinyanin ihtiyact olan sitrik asidin %80’den ¢ogu daldirilmis fermentasyon

prosesi ile tretilmektedir. Daldirilmig fermentasyonda yiizey prosesinden daha
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yiiksek verimde sitrik asit tiretilir ve isletme masraflar1 diisiiktiir [45]. Bu yontemde
onemli olan temel faktorler: misel morfolojisi, ortam bilesimi, pH, havalandirma ve

fermentor insasidir (Sekil 2.2).

Yiiksek sitrik asit iretimi i¢in, misel morfolojisinin gelismesine izin
verilmelidir. Hammaddelerdeki Fe™ ve Mn*? gibi agir metallerin diisiik diizeylerde
olmas1 peleti etkileyebilir [46, 47]. Sitrik asit fermentasyonlarinin ilk 2-3 giinii

misel bitylimesi ve pelet olusumu i¢in kritik periyottur.

pH NaOH Hava
Steril

Besleme

Akimi v l T

A

25-30 °C

O Misel

!

Steril Hava

A 4
Filtrasyon

|

Sivi

'

Saflagtirma

Sekil 2.2: Daldirilmus kiiltiir ile sitrik asit tiretimi [48]

Fermentasyon i¢in asilama ¢ok dnemlidir. Ciinkii iiretimin niceligini biiyiik bir
sekilde etkileyebilir. Onun i¢in agilama etkin olmalidir. Mantar {iretimi i¢in gerekli
sporlar, agar, silika jel, diisik sicaklikta gliserol, laktoz ve liyofileze gibi
kaynaklardan saf su ile alinip kat1 ortama aktarilir. 7 giinliik inkiibasyon sonunda

steril saf su ile sporlar kat1 ortamdan s1v1 ortama aktarilir. Sivi ortamda, sporlar 6nce
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misellesip sonra sitrik asit tretirler. Fermentasyonun sonunda sivi, siiziilerek

miselden ayrilir ve sitrik asit ayirma birikiminde kristallendirilir [49].

Daldirilmig fermentasyonla birlikte kat1 hal ve yilizey fermentasyon yontemleri
ile de sitrik asit iiretimi yapilmaktadir. Ancak, en yaygin olarak kullanilan yontem

daldirilmis fermentasyondur.

2.3.2.2. Yiizey Fermentasyonu

Seker iceren steril ortam, celik veya aliiminyum tepsilere dokiilerek 06zel
odalara yerlestirilir. Bu odalar, sicaklik kontrollii, nemli ve hava sirkiilasyonludur.
Cogaltilmis A. niger sporlar1 ortama asilanir ve 28-30°C sicaklik, %40-60 nemde
8-12 giin beklenir (Sekil 2.3). Organizma ¢ogalir, biitiin yiizeyi kaplar ve ortam
asidiklesmeye baslar. Fermentasyon sonunda ortam pH’s1 dl¢iiliir, siv1 bosaltilir ve

sitrik asit kristallendirilir. Miseller taze ortama eklenerek devam edilir [49].

Barington ve Kim (2008) tarafindan yapilan ¢aligmada substrat olarak turba
yosunu glikozla zenginlestirilerek kullanilmistir.  Sitrik asit iiretimi icin yilizey
fermentasyonu kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore 120 saatlik fermentasyon

stireci sonunda maksimum sitrik asit tiretimi 354,8 g/kg olarak bulunmustur [50].

Yiizey prosesleri ¢ok eski prosesler olmasina ragmen, hala kullanilmaktadir.

Son zamanlarda bunlarin yerini sivi tiretim prosesleri almaktadir.
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Sekil 2.3: Yiizey Kiiltiirii ile Sitrik Asit Uretimi [47]

2.3.2.3. Kat1 hal fermentasyonu

Bu proses ilk olarak 1935 yilinda Chan tarafindan kullanilmigtir.

geleneksel uygulamasi olup KOJI yontemi olarak da bilinmektedir. Uygulamasi giic

oldugundan endiistriye uygulanmamistir. Fermentasyon ortami, uygun oranda seker

kamisg1 melasi, patates ve et piiresi gibi gézenekli kat1 materyallere tutturulur. Daha

sonra spor siispansiyonu asilanir. Karisim, tepsilerde 25-30°C’de 6-7 giin inkiibe

edildikten sonra su ile ekstrakte edilerek deristirilir ve sitrik asit ekstrakte edilir [51].

Bu fermentasyonla ilgili son yillarda ¢alismalar hiz kazanmistir. Ozellikle seker

pancar1 kiispesi gibi kat1 atiklar iizerine bir¢ok ¢aligma vardir. Maddox ve Brooks

(1997) kat1 faz fermentasyonunda substrat olarak nisasta icerigi yiiksek olan kumara
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adli bitkiyi kullanarak dolgulu yatak reaktorde sitrik asit tiretimi g¢alismiglardir.
Calisma sonucunda tek katl sistemde 42,7 g/kg, dort kath sistemde ise 83,5 g/kg
sitrik asit tiretmislerdir [52]. Roukas (1997) ise substrat olarak keg¢iboynuzu kiispesi
kullanmistir. Elde edilen sonuglara gore maksimum sitrik asit iiretimi 176 g/kg,
sitrik asit verimliligi ise %55 olarak belirlenmistir [53]. Vanderberghe ve ark (2000)
yaptiklar1 ¢aligmada ise substrat olarak seker pancari kiispesi, kahve atig1 ve kasava
bagazi kullanilmistir. En iyi adaptasyonun kasava bagazinda oldugu ve 120 h,
26°C’de baslangi¢ neminin %62 oldugu kosulda sitrik asitin maksimum derisimde
(82 g/kg) oldugu belirlenmistir [54]. Kumar ve ark(2003) kat1 faz fermentasyonunda
sitrik asit Uretiminde substrat olarak seker pancart kiispesi kullanmuglardir.
Calismada ortami nemlendirmek i¢in Onislemden gecirilmemis melas kullanilarak
sitrik asit tretimi lizerine etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda sakkarozlu
ortamda 20,2 g/kg, 6nislemden gegirilmemis melash ortamda 17,9 g/kg, 6n islemden
gecirilmis melash ortamda ise 19,8 g/kg maksimum sitrik asit saptanmistir[55].
Shojaosadati ve Babaeipour (2002) tarafindan yapilan ¢alismada substrat olarak elma
posasi ve reaktor olarak ¢ok tabakali dolgulu yatak sistemi kullanilmistir. Elde
edilen sonuglara gére maksimum sitrik asit derisimi 124 g/kg’dir [56]. Darani ve
Zaoghi (2008) tarafindan yapilan ¢alismada seker pancari melasindan sitrk asit
iretim calismas1 yapilmis ve ¢aligma sonucunda 137,6 g/kg sitrik asit iiretilirken

substrat tiikketiminin %96 oldugu belirlenmistir [57].

Yar1 kesikli, siirekli ve c¢ok basamakli prosesler patentlidir ve tiim detayi

bilinmez.
2.3.3. Sitrik Asit Uretim Kosullarina Etki Eden Faktorler

2.3.3.1. Makro bilesenler

Kiiltiir sartlar1 mikroorganizmanin tiiriinden tiiriine degisir. Bu ylizden, belli
tiire gore en iyi substrati belirlemek ¢ok 6nemlidir. En iyi sitrik asit iiretimi basit
sentetik ortamda olur. Kompleks ortamdaki verim, metaller ve diger bilesiklerin
etkisinden dolay1 genellikle diisiiktiir. Karbon kaynagi olarak glukoz, sakkaroz,
melas, seker kamis1 suyu, nisasta, seker kamisi, seker pancari kiispesi kullanilir.

Secilen substrata gére uygulanan fermentasyon tipi de degismektedir.
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A.niger’den sitrik asit ve diger organik asitlerin tiretiminde baslangic seker
derisimi verimi ¢ok etkiler. Genellikle A.niger, yiiksek baslangic seker derisimi
(%15-18) ister. Diisiik derisimlerde okzalik asit olusur ve sitrik asit verimi diiser.
Yiksek derisimlerde ise, artik seker derisimi de yiliksek olur ve proses daha az

ekonomik olur.

Melas %50-60 sakkaroz igerir. Siyah surup ve rafineri gibi farkli tipte
melaslar vardir. Melas kullannommin dezavantaji yiiksek kiil (ash) igerigine sahip
olmasidir. Bu sitrik asit tiretimini inhibe etmektedir. Melas %15-20 oraninda
seyreltilir ve H,SO, ilavesiyle pH 5,5-6,5’e ayarlanir. Diger temel besinler eklenir
ve ortam 30 dk. steril edilir. Metallerden ayirmak i¢in, genellikle iyon degistirici
recinelerden gecirilerek on isleme tabi tutulur. Diger uygulanan islemler ise Cizelge

2.11°de verilmistir.

Cizelge 2.11: Sitrik asit tiretimi i¢in hammaddelerin islenmesi [58]

Hammadde Saflastirma prosesi

Saf sakaroz Katyon degistirici

Saf nigasta Katyon degistirici

Saf glikoz Katyon degistirici

Ham seker Ferrosiyanat ile temizleme
Melas Ferrosiyanat ile temizleyici
Yiiksek test melas1  Kimyasal islem

Ham nisasta Kimyasal iglem

Misir 6zii Kimyasal islem

A.niger ile sitrik asit iiretimi, cogalma ve iiretim basamaklarin1 icerir. Ozellikle
ortamda bulunan azot, fosfat, kikiirt ve farkli eser elementler sitrik asit lretim
verimliligini etkiler. Inorganik azot kaynagi olarak, genellikle, (NH4)2SO4, NH4NO3,
KNO3 ve iire kullanilir. Fakat azot kaynagmin tiirii ve derisimi ¢ok Onemlidir.
(NH,4)2S04 ¢ogalmay1 uzatirken, NH4NO3 bu ¢ogalma periyodunu kisaltir. Ancak,
NHsNO3; %0,25’den daha yiiksek oldugunda okzalik asit olusumu gergeklesir.
Genellikle yiliksek azot kaynagi derisimi ¢ogalma periyodunu uzatir ve uzatim
baslangicini geciktirir. A.niger ile sitrik asit iretiminde, KNO3z ve NaNO3, NH;sNO3’
den ¢ok daha etkilidir.

Ortamdaki fosfat derisimi de sitrik asit olusum miktarmi etkiler. Yiiksek

derisimleri ¢gogalmay arttirirken asit tiretimini disiiriir. Genellikle fosfat derigimi
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%0,1-0,2 arasinda kullanilir. Fosfat kisitlamasmin sitrik asit iiretimini uyardigi

belirtilmektedir [59]. Makro bilesenleri ayr1 ayri ele alacak olursak;

Seker: Fungusun karbon kaynagini kolaylikla asimilasyonunu ve yiiksek sitrik
asit birikimi saglayabilmesi i¢in ortamda karbon kaynagi olarak glikoz, fruktoz ve
sakkaroz kullanilmaktadir [60,61]. A. niger B60 tiirleri i¢cin maltoz ve sakkaroz gibi
disakkarit tiirleri glikoz ve friikktoz gibi monosakkaritlere gore sitrik asit birikimi i¢in
en iyi karbon kaynagidir. Genellikle sitrik asit iretiminde sakkaroz ve ticari olarak
en ucuz kaynak olan melas kullanilmaktadir. Ayrica bazi ham karbonhidrat
kaynaklar1 da sitrik asit tiretimi i¢in kullanilmaktadir. Hurma surubu, pamuk atigi,
peynir alt1 suyu, bira fabrikasi atiklari, seker pancar ve kamisi melasi, islenmemis
sakkaroz, kamis suyu, %2 metanol ilave edilmis filtrelenmis peynir alt1 suyu ve muz
ekstrakti kullanilan temel substratlara Ornek olarak verilebilir.  Sitrik asit
fermentasyonunda karbon kaynaginimn tipinin yaninda kullanilan miktar da oldukca
onemlidir. Maksimum sitrik asit {iretimi i¢in ortamda %14-22 arasinda seker

bulunmasi gerektigi bugiine kadar yapilan ¢alismalarda belirlenmistir [60,62,63].

Azot kaynagr. Genellikle amonyum siilfat veya amonyum nitrat azot kaynagi
olarak kullanilmaktadir. Fiziksel olarak ortam pH’mnin 2’nin altina ¢ekilmesinde
tercih edilmektedir.  Farkli azot kaynaklarmin kullanilmasi sitrik asit {iretim
verimliligini degistirmektedir. Amonyum siilfatin optimum 5 kg/m3 derisiminde
kullanilmas1 halinde 32 kg/m® sitrik asit iretilebildigi gosterilmistir.  Ancak
Yigitoglu ve ark., en iyi baslangic amonyum siilfat derisiminin 3 kg/m® olmasi
gerektigini bir seri fermentasyonla gostermislerdir. 10 m*liik bir ortamda yapilan
seri fermentasyonda amonyum siilfat derigsimi 0,5-4 kg/m® arasinda kullanilmistir
[63]. Hiicre dist amonyum iyonu derisimi 2-3 mmol/g hiicre arasinda oldugunda
sitrik asit iiretim hizi en yliksek olmaktadwr. Ancak hiicre disi amonyum iyonu

derigimi 1 mmol/g hiicreye diistiigiinde sitrik asit tiretimi durmaktadir [62, 63].

Fosfat: Fosfatin sitrik asit tiretimi {izerine etkisi olmadigi diisiiniilse de
mangan, c¢inko ve fosfat arasindaki denge ¢ok kritiktir. Fosfatin sinirlandirilmasi
sitrik asit iiretim verimliligi lizerinde yararli bir etkiye sahiptir. Fungal biiylime i¢in
fosfatin %0,1-0,2 arasinda olmasi1 gerekmektedir. Ancak ortamda bakirm varligi

optimum fosfat degerini diisiirebilmektedir. Fosfat daha ¢ok ikincil metabolitlerin
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iretiminde anahtar fonksiyona sahiptir. Ortamda fosfatin varligi fermentasyon
zamaninit da onemli seviyede diisiirmektedir [63]. Vassileva ve ark. (1998)’nin
yaptiklar1 ¢alismada besiyeri ortami kaya fosfatsiz, 3 g/l ve 7 g/L kaya fosfath
olarak kullanilmigtir. Maksimum sitrik asit verimliligi kaya fosfatsiz olan kosulda

0,15 g/L/h olarak bulunmustur [65].

Magnezyum: Hiicre i¢inde enzim reaksiyonlarinda bir kofaktér olarak rol
aldig1 icin sitrik asit iiretimi ve hiicre bliylimesi i¢in gereklidir. Maksimum sitrik asit
dretimi i¢cin magnezyum siilfatin optimum derigimi  %0,02-0,025 arasinda

belirlenmistir [62,64].
2.3.3.2. Eser elementler

Fermentasyon ortaminda eser element derisimi sitrik asit fermentasyon
verimliligini (gram seker basmna gram sitrik asit) etkileyen en 6nemli faktorlerden
biridir. Ozellikle, mangan, demir, bakir ve ¢inko miktarlar1 ¢ok kritiktir. Eger bu iz
elementlerin seviyeleri dogru tespit edilmisse, diger faktorlerin etkisi daha az olur.
Eger ortamda yiiksek sitrik asit tespit edilemiyorsa mutlak olarak iz element

derisiminin kontrol edilmesi gerekmektedir [66,67,68].

A.niger ¢ogalmasi ve sitrik asit tiretimi i¢in bazi anyon ve katyonlara ihtiyaci
vardir (Fe*?, Cu™?, Mn*? ve Mg*?). Bu metal iyonlarmm derigimleri belki de sitrik
asit verimini etkileyen tek 6nemli faktordiir. Mg*? kinazlar gibi, hem ¢ogalmay: hem
de sitrik asit tiretimini uyaran enzim reaksiyonlar1 i¢in gereklidir. Maksimum sitrik
asit iiretimi i¢in, optimum derisimi %0,02-0,025’dir. Fe*? ve Zn*? fermentasyon
verimliligini belirlemede 6nemli rol oynar. Optimum derisim tiirden tiire degisir.
Fakat genellikle, cogalmay1 uyarmak i¢in derigimi kii¢lik tutulmalidir. Melas iceren
stvi ortamda A.niger ile sitrik asit tiretiminde baslangig Fe*? derigimi 0,2 ppm’den
diistik olmalidir. Fakat, 0,5-500 ppm Cu*? iyonlarinin asilama sirasinda veya
fermentasyonunun ilk 50 saatinde eklenmesi Fe**nin inhibitér etkisini kaldirdig
bulunmustur. Zn*? derisimi 1-2 ppm oldugunda ¢ogalma fazi uyarilir. Buna karsin,
1 ppm’den daha az oldugunda sitrik asit tiretimi uyarilir. Uretim faz1 sirasinda Zn*?
eklenmesi ¢ogalmay1 etkilemez ve sitrik asit iiretimini inhibe eder. Bu yiizden
Zn*#nin ¢ogalma ve iiretimin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig1 kabul edilmistir.

Zn*#nin tiikenmesi, ¢cogalma fazindan iiretim fazina gectiginin sinyallerini verir.
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Zn*? ilavesi tiretimi geciktirmektedir. Ba™®, Al vb. gibi diger eser elementler de
iretimde Onemli rol oynamaktadir. Fakat onlarin etkilerinin neler oldugu

anlagtiimamustir [49].

Besiyeri ortaminda Mn*? derisimi A. niger’m yiiksek oranda sitrik asit
biriktirmesinde anahtar bir rolii vardir [34, 66, 69, 70]. Fermentor ortamindaki Mn*?
derisimi, 0,002 mM altma diistiriiliirse biyokiitle ¢ogalmamasma ragmen, biiyiik
miktarlarda sitrik asit tiretilir [72]. Clark ve ark., pancar melasiyla sitrik asit tiretim
calismalarinda ortama 2 ppb ile 100 ppb arasinda manganez eklenmesinin sitrik asit
verimliligini %10 ile %25 arasinda azalttigini gostermislerdir [73]. Manganez ayni
zamanda protein sentezini inhibe etmektedir, bu nedenle sitrik asit birikimi i¢in
ortamda Fe iyonlarinin olmas1 gerektigi de once yapilan calismalarda belirtilmistir
[62]. Bakir iyonlar1 ise sitrik asit iiretiminde demir ve mangan iyonlarmnimn etkisini
gidermektedir. Bu nedenle sitrik asit iretimi i¢in ortamda bulunmasi gereken

optimum bakir derigimi 40 ppm olarak belirlenmistir [63].
2.3.3.3. Asilama

Fermentasyon ortamina asilama, ya sporla ya da miselle yapilabilir. Eger spor
kullanilacaksa, %0,1 Tween 80 ile sporlanmis kiiltiirden taze spor ¢ozeltileri alnir ve
baslangi¢ derisimi 10°-10° spor/mL olacak sekilde fermentdre verilir. Eger misel
peletleri ferment6re asilamada kullanilacaksa, sporlar once taze ortamda 2-3 giin
cogaltilir ve daha biiylik fermentore asilanir. Spor yas1 6nemlidir. 7—8 Glinden daha

yaslilarin ¢ogalmasi zayif olur ve sitrik asit verimini distiktiir [49].
2.3.3.4. Lipitler

Kumar ve ark (1976) bitkisel yaglar ve yag asitlerinin mikroorganizmalarin
enzim aktivitelerini etkilediklerini rapor etmislerdir. Asetil-CoA aktivitesini de
arttirmaktadir [68]. Kilig (2001) tarafindan yapilan yiiksek lisans tezinde melastan
sitrik asit liretimi sirasinda misir 6zii yagi kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
%2 (v/v) musir 6zl yag1 derigimine kadar sitrik asit derisimi artmakta daha sonra
azaldigr bulunmustur. Kontrol grubuna gore iiretimin 2,5 kat arttigi goriilmiistiir
[74]. KsFe(CN)g varliginda musir 6zii yagmin sitrik asit iretimini daha g¢ok

arttiracagl diisliniilmiigtiir.  Sadece musir 6zii yagir kullanildiginda sitrik asit
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derisiminin daha yiliksek oldugu goriilmiistir. Misirdzi yagi derisimi %5 (v/v)’e
ciktiginda hiicre membran yapisi kalinlasmis oldugundan sitrik asitin hiicre digina
¢ikmasit engellenir ve iriin inhibisyonu etkisini gosterir [74, 75]. Yapilan bu
calismada melas koplirmesini engellemek icin % 2 oraninda muswr 6zl yagi

kullanilmastir.
2.3.3.5. Diisiik alkoller

Alkol olarak metanol ve etanol kullanilmaktadir. Hamissa ve Hang [76,77],
metanol ve etanoliin %1-3 oldugu ortamlarda sitrik asit iiretiminin en yiliksek
oldugunu rapor etmislerdir. Bu alkoller metanol, etanol, izopropil alkol gibi alkoller
olup fermentasyon ortamindaki eser elementlerin negatif etkisini ortadan kaldirarak
sitrik asit iiretimini hizlandirmaktadirlar. Alkol derisimi karbon kaynaklarina gore
degismektedir. Manonmani ve ark (1988) alkollerin mikroorganizma aktivitesini

hizlandirdigini ve sitrik asit tiretimini %75 arttirdigini rapor etmislerdir [78, 79].
2.3.3.6. Sicaklik

Kullanilan mikroorganizma tiirline gore ¢esitlilik gdstermekte olup inkiibasyon
sicakligr 28 ile 32°C arasinda degismektedir [60,62]. Kubicek (1980), en yiiksek
sitrik asit {iretiminin 30-32°C sicaklikta gergeklestigini; sicakhigin 35°C’ye
yiikseldiginde verimin %15 ve 25°C’ye diistiigiinde ise verimin %22 azaldigimn1 rapor

etmistir [80].
2.3.3.7. Fermentasyon pH’s1

Karbon kaynaklarina gore ortam pH’s1 degismektedir. Kahlon (1982) melasla
yapilan ¢alismalarda en yiiksek sitrik asit verimliliginin 6,0-6,5’da gergeklestigini
rapor etmistir [81]. Shadufzu ve ark (1980) diisiik pH’larda kontaminasyonun ve
okzalik asit olusumun engellendigini rapor etmislerdir[82]. Srivastava ve ark. [83]
ve Bizukoje ve Ledakowicz [84] diisiik pH’larda ¢alisirken Ikram-Ul Hak ve ark [34,
35, 36, 37, 59, 65] ise pH 6,0 da ¢alismiglardir.  Sitrik asit iiretiminde baslangic
pH’st olduk¢a 6nemlidir. Sitrik asit tiretimi i¢in ortam pH’smin 1,95 ile 3,10
arasinda olmast gerekmektedir.  Sitrik asit liretimi pH degerinin artmasiyla
artmaktadir. A4.niger’in gogalmas i¢in pH 5 civarinda olmasi gerekir. Uretim fazi

esnasinda pH’1n 2’nin altina diismesi kritiktir. Bu diisiik pH, glukonik asit ve okzalik
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asit iiretiminde muhtemel gen regiilasyonu ve enzim inhibisyonunu bilinmeyen
mekanizmasiyla engellenmektedir. Yigitoglu ve ark. (1998) ortam pH degerinin son
triin derigimi i¢in 2,5 oldugunu tespit etmislerdir. Yine ayni rapora gore kiiltiir
ortamimim pH’sinin 1,8 ile 2,5 arasinda kontrol edilmesi gerektigi rapor edilmistir.
[63,68, 85]

Ortamin pH degerine gore iiretilen iiriinler degisiklik gostermektedir. A. niger
ile fermentasyon kosullarinda pH 3,0-3,5 arali§inda sitrik asit, pH 6,0-7,0 araliginda
okzalik asit tretilmektedir [86,87]. Okzalik asit tiretiminden sorumlu enzim olan
okzaloasetat hidrolaz enzimi pH>4’de ¢alismaktadir [8]. pH 6,0 degerinde baglayan
bir fermentasyonda oncelikle okzalik asit olugmakta ve daha sonra tiretilen diger yan
iiriinlerle, ortamda H* iyonu derisiminin artmasiyla fermentasyon sitrik asit iiretimine
donmektedir.  Eger besiyeri ortaminin pH’s1 6,0’a ayarlandiktan sonra tiim
fermentasyon siireci boyunca pH sabitlenirse oksalik asit birikimi saglanmis olur
[87]. Fermentasyon kosullar1 degistirilecek olursa glukonik asit birikimi saglanmis
olur [88]. Bu durum A. niger’m ortam pH’sina ve besiyeri igerigine gore bir¢ok
uriinii sentezleyebildigini gostermektedir. Melas ortaminda A.niger ile sitrik asit
iretim calismasinda baslangic pH degerinin diisiikk oldugu calismada sitrik asit

iiretiminin azaldig1 tespit edilmistir [35].
2.3.3.8. Havalandirma-Karistirma

Fermentasyon aerobik kosullarda gergeklesmektedir. Kubicek ve ark [80] 20
dakika oksijenin kesilmesinde verimin %9-19 arasinda diistiigii, Hanissa [76] en
yiiksek sitrik asit {iretiminin ger¢eklesmesi i¢in ortamdaki ¢6ziinmiis oksijenin %12-
13 olmasi gerektigini rapor etmislerdir. Bizukoje ve Ledakowicz (2004) yaptiklari
calismada karbon kaynagi olarak sakkaroz kullanmislar ve {iriin olusumu ve substrat
kullanim kinetigini olusturmuslardir. Yaptiklar1 ¢aligmada sitrik asit liretiminin
maksimum olabilmesi i¢in ortamin oksijenle doygun olmasi gerektigini

bildirmislerdir. Bunun i¢in havalandirmali biyoreaktdrde havalandirma oranini 1

L/dakika’dan 20 L/dakika’ya ¢ikarmislardir [84].

Yiiksek hava akis hiz1 ya da saf oksijen ile havalandirma sitrik asit iiretimini

arttirmaktadir [45]. Fermentasyonda saf oksijen kullanimi prosesi maliyeti arttirir.
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Ancak, proseste kullanilan gaz kullanildiktan sonra CO’i ayrilip tekrar sisteme

verilebilir.

Kishore ve ark [89, 90] fermentasyon islemi sirasinda fermentér ortaminda
¢oziinmiis oksijen doygunlugunun (DO;) %80’e ¢ikarildiginda, ¢oziinmiis oksijen
doygunlugunun %20, %40, %60 oldugu sartlara goére maksimum sitrik asit

derisimlerinde yaklasik %50’lere varan artislar gozlendigini rapor etmislerdir.

Daldirilmis kiiltiirle sitrik asit iiretim proseslerinde havalandirma kritik bir
degere sahiptir. Bu nedenle havalandirma degeri 0,6 vwm (dakikada litre ortam
basina litre hava degeri) olarak Onerilmistir. Ancak bazi ¢alismalarda 30,3 ile 48,7
kg/m3’h'ik sitrik asit tretimi i¢in 0,9 ile 1,3 vvm arasinda havalandirma orani

kullanilarak elde edildigi gosterilmistir [62, 68, 85].

Calkalama hiz1 ozellikle ¢alkalamali fermentdrlerde 6nemli bir kriterdir.
Calkalamanin hiz1 arttikga peletlerin blyilikligi artmakta ve sonug olarak sitrik asit
iretimi de artig gostermektedir. Maksimum {iretim i¢in ¢alkalama hizi kullanilan

organizmaya gore gesitlilik gostermektedir [62,85].
2.3.3.9. Fermentasyon siiresi

Sitrik asit fermentasyonunun 8 giinde tamamlandigi rapor edilmistir [82].
Fermentasyon siiresini arttirmak sitrik asit iiretim verimliligini arttirmamaktadir.
Ancak fermentasyon siiresi kullanilan fermentasyon ¢esidine (sivi, derin kiiltlir ve
kat1 faz) ve kullanilan mikroorganizma tiiriine gore ¢esitlilik géstermektedir [62, 68,

85].
2.3.3.10. Digerleri

Manomani ve Sreekantiah [79], potasyum ferrisiyanid, sodyum mono
fluoraasetat, sodyum florid’in mikroorganizma gelisimini arttirdig1 yaptiklar
caligmalarda rapor etmislerdir. Bu sekilde mikroorganizma enzim aktivitesini

artirarak daha fazla asit tiretimi saglanmaktadir [79, 91].

Tokatman (2001) tarafindan yapilan yiiksek lisans ¢aligmasinda sitrik asit
iiretiminde verim lizerine bazi poliollerin etkisi arastirilmistir. Bu amagla mannitol,

xylitol ve sorbitol iceren fermentasyon ortamlari olusturulmustur. Mannitol ve
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sorbitoliin sitrik asit iiretim verimliligini arttirdigi, xylitoliin ise degistirmedigi

bulunmustur [92].
2.3.4. Sitrik asitin geri kazanilmasi

Sitrik asit fermentasyon ¢ozeltisi biyokiitleden, santrifiij veya filtrasyon ile
ayrilir.  Sitrik asit ise, genellikle, ya kalsiyum hidroksit (kireg)-siilfiirik asit metodu

veya s1vi ekstraksiyon metoduyla ayrilir[51].
2.3.4.1. Kalsiyum hidroksit — siilfiirik asit metodu

Kimyasal sistemlerde oldugu gibi bu metot da, mithendislik temelleri ayirma
teknikleri ve temel islemleri i¢eren, kompleks ticari bir sistemdir. Bu metot da,
¢oziinmeyen biyokiitleden ayrilan fermentasyon c¢ozeltisi kalsiyum hidroksit ile
muamele edilir ve kalsiyum sitrat halinde coktiiriiliir. Belli bir siireden sonra,
kalsiyum sitrat keki tekrar sivi ortama alinir ve siilfiirik asit ile asitlendirilerek sitrik
aside dontistiriiliir ve kalsiyum siilfat ¢oker. Hem kalsiyum sitrat, hem de kalsiyum

stilfat reaksiyonlar1 karistirmali reaktorlerde gerceklestirilir.

Sitrik asit ¢Ozeltisi, eser miktardaki kalsiyum, demir ve Kkatyonik
safsizliklardan arindirmak igin, deiyonize edilir ve kristallendirilir. Sulu sitrik asit
coOzeltisi, bir seri kristalizasyon basamaklariyla kalan safsizliklardan, fiziksel

yontemle ayrilir.

Son olarak, sitrik asit kurutulur ve simiflandirilir. Ciinkii susuz sitrik asit ¢ok
hidroskopiktir; bu nedenle, yiiksek sicaklik ve yiiksek nem alanlarinda korumak igin,

depolamasi ve paketlenmesi 6nem arz eder [51].

2.3.4.2. Swvi-siv1 ekstraksiyonu

Bu geri kazanma prosesi 1970°li yillarda gergeklestirilmistir. ~ Sitrik asit
fermentasyon ortamindan trilaurilamin, n—oktanal ve Cyy veya C;; hidrokarbonlarin
karigimiyla ekstrakte edilir. Bunu, ¢6ziicii fazdan su fazma sitrik asidin tekrar

ekstraksiyon basamagi takip eder. Sitrik asit, ¢ozlicli faza tamamen alindiktan sonra,
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cok basamakli zit akimli sistem kullanilarak tekrar ekstraksiyon islemiyle suya almir.

Bu iki basamak da farkli sicakliklarda gergeklestirilir.

Prosesin son basamaginda, sulu sitrik asit ¢dzeltisi hidrokarbon ¢ozeltisiyle
yikanir ve aktif karbon kolundan gecirilir.  Karbon kolundan ¢ikan akim,
buharlastiric, kristalizasyon, kurutma ve paketleme basamaklarindan gecirilerek

proses tamamlanir[51].
2.3.5. Sitrik Asidin Depolanmasi

Sitrik asit kristalleri yiiksek nem ve sicakliktan korunacak sekilde kuru halde
depolanmalidir. Nemli hava ile temas1 kesmek i¢in, i¢inde bulundugu kaplarin ¢ok
sik1 sekilde kapatilmasi gerekir. Biiyiik taneciklerin kek olusturma egilimleri daha

zor oldugu i¢in, sitrik asidin graniiler hali ticari olarak daha uygundur.

Siv1 sitrik asit, ticari olarak farkli derisimlerde bulunmakta olup; en c¢ok
bulunan %50 w/w’dir. Smiflandirilmasi, goériiniisiine, safligina ve rengine gore

yapilir. Kristallenmeyi dnlemek igin, siv1 sitrik asit, 0°C’nin iizerinde tutulur.

Sitrik asit ¢ozeltisi normal betona, karbon ¢eligine, bakira, bakir alasimlarina
kars1 korozitifdir. Ayrica, polikarbonatlar, poliamidler veya akrilikler de

kullanilmamalidir.

Borular, tanklar ve pompalar i¢in donerilen materyaller 316 (stainles steel) ¢elik
fiberglas ile zenginlestirilmis poliester, polietilen ve polivinil kloriirdiir. Yiiksek
sicaklikta 304 (stainles steel) onerilmez [51].

2.3.6. Sitrik asitin saglik, giivenlik ve ¢evre sartlari

Birlesmis Milletler FAO/WHO tarafindan, sitrik asidin gidalarda kullanilmasi

onaylanmistir.

Sitrik asit ve Na, K tuzlari, ABD gida ve ilag yonetimi (U.S. Food and Drug

Administration) tarafindan ¢ok amacl gida maddeleri olarak kabul edilmistir.

Testler sitrik asidin deriye karst korozyon etkisinin olmadigini gostermistir.

Fakat deriyi ve gozi tahris edicidir. Bu sebeplerden dolayi, direkt sitrik asit ¢ozeltisi
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ve tozlar1 kullanilacaksa, elleri, deriyi, gozleri, burunu ve agzi korumak

gerekmektedir.

Sitrik asit, dogal ¢evrede, organizma tarafindan, aerobik ve anaerobik atik su

islemleri sirasinda biyolojik olarak pargalanabilir[51].
2.3.7. Sitrik asitin kullanim alanlar1

Gida endiistrisindeki tiiketim amaci, asitlendirme ajani olarak, pH tamponu
olarak, diger bilesiklerle bilesik olusturmasi amaciyla ve koruyucu ajan olarak
kullanilmaktadir. Ayrica diger kullanim alanlar1 icecek, siit tiriinleri, sekerleme ve
sucuk, salam gibi bir¢ok gida endiistrisinde gida katki maddesi (asidik, antioksidan
madde) olarak kullanilmaktadir. Ayrica koruyucu madde olarak c¢esitli yemek

tirtinlerinde kullanilir[51]

Sitrik asit yaygin olarak kullanilan organik asitlerden biridir. 1986 verilerine
gore tahmini olarak diinyada yilda 350.000 ton sitrik asit iiretilmektedir. Diinya
capmda yilda 500.000 ton ila 750.000 ton arasinda iiretim yapilmaktadir [53, 54, 59,
61, 62, 67]. En son yapilan arastirmalarla sitrik asit talebinin diinya ¢apmda 1,6
milyon tonu buldugu tespit edilmistir [93]. Sitrik asidin ve tuzlarinin kullanim

alanlar1, amaglar1 ve takribi miktarlar1 Cizelge 2.12.’de verilmektedir.
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Cizelge 2.12: Sitrik asidin ve tuzlarm kullanim alanlari, amaclar1 ve kullanilmasi
gereken yaklasik miktarlari

Kullanilmasi
gereken miktarlar

Kullan Sitrik asit ve tuzlarm Kullanim amaglari
m Alani
Mesruba | Hos ve eksimsi bir tat verir. Sodyum sitrat-zararli ve agir metal iyonlar1 | 2,5—-4g/L
t baglar. Karbondioksiti kararli hale getirir.
Meyve Sterilizasyon sicakliginin diisiik tutulabilmesi saglar. Diisiik sicakliktan dolayr | %0,1
ve sebze | tat ve goriiniisiin tabii kalmasim saglar, yumusamasin 6nler.
konserv
eleri
Marmel | Sitrik asit/sodyum sitrat- Optimal Jel olusumu i¢in pH ayarlanmasim saglar, | %3- 4
at ve | sekerin kristalize olmasini 6nler. Jel olusumunu kolaylastirir.
receller
Joleli Sitrik asit/sodyum sitrat—Optimal Jole koyulugu i¢in pH ayarlamak amaci ile | %3- 4
Pastalar | kullamilir.
Yag Koku giderici, oksidatif bozulmayr Onleyici, mikrobiyolojik bozulmayr | 0,1- 0,5 g/kg
sanayi Onleyici, eser miktardaki agir metalleri baglayict olarak, margarinlerde tat
diizenleyici.
Eritme Sodyum sitrat-emiilsiyon halindeki yagin stabile saglar. Kalsiyum iyonlarint | %3 —4
peynirle | kompleks halinde baglar. Mikrobiyolojik kararlilik saglar.
ri
Seker ve | Meyvelerin aromasini kuvvetlendirir. Sekerin inversiyonunu kolaylastirir. %0,5
sekerle
meler
Tursucu | Tatlarn iyilestirilmesini saglar. %1-5
luk
Yesil Tatlarin  iyilestirilmesinde, rengin  korunmasinda ve yumusamanin
zeytin 6nlenmesinde kullanilir.
ilag Kan plazmalarimin hazirlanmasinda, bobrek tedavi maddelerinde, kemik
sanayi bozukluklarint giderici maddelerin hazirlanmasinda, tedavi tesirli katyonlarin
daha iyi coziilebilmesi ve viicut tarafindan kolayca erimesini saglamak
amactyla kullanilir.
Kozmeti | Hafif baglayici ve renk agict Ozelligi dolayisiyla kremlerin taze tutulmasi,
k ve | istenen sekilde hazirlanmasi ne pH ayarlamast i¢in kullanilir.
Sampua
n Sanayi
Deterjan | Sodyum sitrat—Cevreyi kirleten fosfatlarin yerini almig Sitrik asit — pH
Sanayi ayarlamak amaciyla kullanilir.
Sarap Tannik asidi, demir veya fosfat-demir komplekslerinin sebep oldugu | %0,05-0,4
bulaniklig: giderir.
Balik Soguk depolanan taze baliklari, renkli, lezzetli ve kokulu olarak saklayabilmek | Temizlen-mis
Isletme icin kullanilir. baliklar  %2’lik

cozeltiye batirilir.
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Cizelge 2.12 (devam)

Kiimes
Kesimi

Hayvanlar

Yapiskanligini 6nlemek igin. Daha az besin kaybi firesi i¢in kullanilir.

Beton,
Alg1 Sanayi

Havuz ve | Sertlesme zamanini uzaktan olarak kullamilmaktadir.

Galvaniz Teknigi

Bilhassa bakir alagimlari i¢in ¢esitli galvaniz banyolarmna ilave edilir.

Kuyu Insast ve | Demir ¢okeleginin ¢oziilebilmesi amactyla kullanilir.
Petrol Sondaj1

Metal Temizleme

asitlenmesinde kullanilir.

Kazan sicak su sistemlerindeki kireg tasi ve pas tabaklarinin temizlenmesinde,
aliminyum, bakir ve diger renkli metallerin kimyasal olarak parlatilmasi ve

Sitrik asit kullanim kapasitesi hakkinda bilgi edinmek i¢in ithalat ve ihracat

durumuna bakilabilir. Tiirkiye’de sitrik asitin ithalat ve ihracat durumu Cizelge 2.13

ve Cizelge 2.14°de verilmistir.

Cizelge 2.13: Son bes yila ait Tiirkiye’de sitrik asit ihracat durumu [29]

Yil | Madde ads Dolar ($) Miktar (kg)
2003 | Sitrik asit 563 359 480 889
Magnezyum sitrat 250 1000
Sodyum sitrat 34 139 12 650
Sitrik asitin diger tuzlar 6 108 3 445
Sitrik asitin diger esterleri 8 842 6 459
2004 | Sitrik asit 566 229 467 225
Sodyum sitrat 40 505 10 950
Sitrik asitin diger tuzlar 25511 15 895
Sitrik asitin diger esterleri 13 250 5751
2005 | Sitrik asit 397 640 300 862
. Sodyum sitrat 58 411 36 095
2:) Potasyum sitrat 430 220
é Sitrik asitin diger tuzlar 4218 2 493
= Sitrik asitin diger esterleri 16 927 3032
2006 | Sitrik asit 493 284 417 201
Sodyum sitrat 36 531 11727
Sitrik asitin diger tuzlar 6 668 3 646
2007 | Sitrik asit 799 230 677 609
Sodyum sitrat 60 178 36 023
Sitrik asitin diger tuzlar 14 208 7991
Sitrik asitin diger esterleri 13 816 3530
2008 | Sitrik asit 474 266 339 001
Sodyum sitrat 28 556 20 500
Sitrik asitin diger tuzlar 41726 27 340
Sitrik asitin diger esterleri 17 500 5 956
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Cizelge 2.14: Son bes yila ait Tirkiye’de sitrik asit ithalat durumu [29]

ITHALAT

Y1l |Madde Adi Dolar ($) Miktar(kg)
2003 | Sitrik asit 14 951 638 19 494 574
Demir sitrat 545 50
Sodyum sitrat 744 892 570 643
Potasyum sitrat 3434 500
Sitrik asitin diger tuzlari 151 805 46 427
Trietil sitrat 37 880 2 878
Tributil sitrat 654 220
Sitrik asitin diger esterleri 105 489 22 659
2004 | Sitrik asit 18 904 984 21 483 706
Magnezyum sitrat 4479 182
Sodyum sitrat 1019 432 779 944
Potasyum sitrat 39 312 20 220
Sitrik asitin diger tuzlari 670 834 256 058
Trietil sitrat 52 360 4 376
Sitrik asitin diger esterleri 98 332 15294
2005 | Sitrik asit 19 933 914 22 875 877
Magnezyum sitrat 149 5
Sodyum sitrat 1305 231 1034 714
Potasyum sitrat 8 761 2 304
Sitrik asitin diger tuzlar1 394 265 134 583
Trietil sitrat 35 602 2782
Sitrik asitin diger esterleri 60 328 9713
2006 | Sitrik asit 17 176 183 21 048 478
Sodyum sitrat 1 203 965 1012 714
Potasyum sitrat 52 141 23948
Sitrik asitin diger tuzlari 576 364 123 002
Trietil sitrat 66 020 5984
Sitrik asitin diger esterleri 102 432 19 224
2007 | Sitrik asit 29 313 986 31 454 688
Sodyum sitrat 1398 527 1100 215
Potasyum sitrat 75215 32529
Sitrik asitin diger tuzlari 363 551 105 782
Trietil sitrat 53 077 4 692
Sitrik asitin diger esterleri 158 084 31161
2008 | Sitrik asit 18 856 236 16 647 826
Sodyum sitrat 700 829 356 999
Potasyum sitrat 9448 807
Sitrik asitin diger tuzlari 253 334 42 969
Trietil sitrat 33601 2533
Sitrik asitin diger esterleri 58 443 7 664
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2.3.8. Sitrik Asit Biyokimyasi

Biyokimyasal yollarla A. niger ile sakkaroz, sitrik asit ¢evrimi Sekil 2.4’te

verilmistir. Bu yontem ii¢ yonteme ayrilabilir [59]:

1.  Heksozlarin glikoz yolu ile asetil-C0A’ya ve piruvata pargalanmasi.
2. Oksaloasetat olusumu.

3. Oksaloasetat ile asetil-CoA’nin kondenzasyon reaksiyonu olusur.

Oksaloasetat ile asetil linitelerinin reaksiyonu, sitrik asit sentezini olusturur.
Stirekli sitrik asit tiretimi icin ortamda siirekli oksaloasetatin olugsmasi gerekir.
Asagida verilen reaksiyon mekanizmalarmin dordii de Oksaloasetatin yeniden

olusumunu igerir [45].

1. Malik enzim vasitasiyla maleatin dogrudan katalizlenmesi ile maleat hizlica

ylikseltgenir.
2.  Pirtivatin karboksilasyonunu Piriivat karboksilaz katalizler.

Mg®*
Pirtivat + CO, + H,O +ATP Oksalasetat + ADP + P;
PC

[
|

A

3 — Fosfoenolpiriivat karboksilaz ile katalizlenmis Fosfoenolpiriivat’in (PEP)

karboksilasyonu.

PEP + ADP + CO, — Oksalasetat + ATP
PEP. PK

4 — Glioksilat ¢evrimi izositrat liyaz ve sentez gibi anahtar enzimleri igerir.

[zositrat > Oksalasetat + ATP

|
CoA + Maleat > Glikozit + Asetil — CoA

Oksal asetat
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Asetil -CoA
o

Il
CH3—C—5-CoA |,

N-SH
Sitrat — -
Sentetaz c|H2 Ok

0=C—C00~ HO—C—CO00~
CH,—C00™ CH,—CO00™
Okzalaasetat Sitrat

Akonitaz H20
coo™ dAeHidergenaz
HO—(::H CH ,—C00™
Malat CH, C—C00~ Cis-Aconitat
I Il
oo™ C—CO0O0,
i Hy0
’ 2
Fumaraz .
NADH Akonitaz
H,0 %
00~ CH,—C00™
Fumarat CH H—C—CO00~
Hg FADH, HO —C—H Isositrat

izositrat co0~
suksinat dehidrogenaz

dehidrogenaz

CH;—C00~ a-ketoglutarate CH,—C00™ Co>
Suksinil -CoA dehidrogenaz |
CH, ! H;
_ sentetaz ¢y co0 |
oo | .
Suksinat CHy | « -Ketoglutarat
% Co0~
. SG:P C—S-CoA
@&T®  aop co,
suksinil- CoA
+ P;
Sekil 2.4.:Sitrik asit ¢gevrimi (TCA)
Piriivatkarboksilaz, sitrik asit {retimi i¢in Onemli enzimdir. Piriivat

karboksilaz sadece 2—oksalgluterat ile zayifca inhibe edilir, Asetil-CoA tarafindan da
etkilenir [31]. Aspergillus niger ile sitrik asit {iretimi, derigimin yiikselmesi ile
inhibe olur. Ancak amonyum iyonlari, inorganik fosfatlar, ADP ve AMP tarafindan
aktive edilir.  Sitrik asit lretimi esnasinda amonyum iyonlar1 ATP ve sitrat
vasitasiyla PFK’nin inhibisyasyonunu durdurur.  Sitrik asit fermentasyonunda
anahtar enzimler olan asetonitaz ve izositratdehidrogenaz ¢ok 6nemli enzimlerdir.
Cevrim siiresince sitrat sentezinin aktifliginin artmasi, ¢evrimin veriminin
azalmasina sebep olur. Uretim basamaklarinda seviyenin gok diismesi, enzim

aktifliginin azalmasindandir [59].
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Sitrik asit fermentasyonunda akonitaz ve izositrat dehidrogenaz onemli iki
anahtar enzimdir. Bu enzimlerin aktivitelerinin azalmasi iiretim esnasinda sitrat
sentetaz enziminin aktivitesinde artmaya neden olur. Akonitaz bu iki anahtar
enzimden biridir ve Fe*?’nin yiiksek derisimleri bu enzimin aktivitesini smrlar. Bu
da sitrik asit fermentasyonuna olumlu ydnde etki eder. Iizositrat dehidrogenaz
enziminin aktivitesi de potasyum ferrosiyaniir ve tiamin gibi maddelerle azaltilarak

sitrik asit iretiminin verimi artirilir [94,95].

Sitrik asit ¢evrimi mitokondride meydana gelen bir seri reaksiyondur ve asetil
CoA’nin metabolizmas1 sonucu enerji elde edilir. Sitrik asit ¢evriminin temel
fonksiyonu, karbonhidrat, lipit ve protein oksidasyonunun son ortak yolu olarak
davranmasidir [94].

2.3.9. Sitrik Asit Olusum Kinetigi

Sitrik asit liretim sistemlerinde genellikle kesikli sistemler kullanilmaktadir.
Uretim ortam pH’sina gdre zamana bagli olarak degistigi i¢in siirekli sistemler
verimli degildir. Kesikli sistemlerde kiiltiir ortaminin kompozisyonu, biyokiitle
kompozisyonu ve metabolit derisimi siirekli olarak degisir. Steril besiyeri ortamina
asilama yapildiktan sonra fizyolojik sartlar altinda mikroorganizmalarin ¢ogalma ve
gelismesinde baslica 4 evre goriilmektedir. Bu evreler; gelisme evresi (lag fazi),

logaritmik ¢ogalma evresi (log fazi), sabit evre (duragan faz) ve 6liim evresidir.

Gelisme evresi; ortama asilanan bir mikroorganizma hiicresinin yeni ortama
adapte olup, cogalmaya baslamasina kadar gecen siiredir. Bu siire zarfinda, hiicre
sayisinda herhangi bir artis olmaz ancak agirligi degisebilir. Bu siirenin endiistriyel
fermentasyonlarda olduk¢a kisa olmasi istenir. Bunun i¢in as1 mikroorganizmalar,
fermentordeki fermentasyon sartlarina uygun hazirlanmali ve miimkiinse bu evreyi

laboratuar kiiltiirlerinde ge¢irmesi saglanmalidir.

Ekim sirasinda mikroorganizma yeni bir ortama transfer edildiginde, inokulum
hiicre i¢in baz1 parametreler degisiklige ugramaktadir (pH degerinde degisme, besin
saglamada artig, bilylime inhibitorlerinde azalma). Bu evrede besin maddeleri i¢in
yeni tasima sistemleri harekete gegirilmeli ve primer metabolizma enzimleri yeni

sartlara ayarlanmalidir. Bu evrede inokulumun fizyolojik sartlar1 evrenin uzunlugu
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acisindan 6nemlidir. Sayet inokulum olarak kullanilacak kiiltiir logaritmik fazda ise

gelisme evresi meydana gelmeyebilir ve derhal cogalmaya baglar.

Gelisme evresinin sonlarinda hiicre, fermentasyon ortamindaki yeni sartlara
artik adapte olmus durumdadwr. Logaritmik evre, mikroorganizmanin siiratle

cogaldig1 bir devredir. Bu evrede mikroorganizma canli ve gengtir.

Hiicre kiitlesinin geligsmesi kantitatif olarak birim zamanda hiicre sayismnin
ikiye katlanmasi olarak tanimlanwr. Ortamdaki substratlar1 kullanmalarmdan ve
ortama metabolik {irlinler1 salgillamalarindan dolayr ortami degistirirlerse de
logaritmik faz sirasinda hiicrelerin ¢ogalma hizlar1 sabittir. Hiicrelerin gogalma hiz1
ortamda asir1t miktarda substrat mevcut oldugu miiddetce substrat derisiminden

bagimsizdir.

Logaritmik  fazda  mikroorganizma  biyokiitlesindeki ~ artis  hizi,
mikroorganizmanin 6zgiil biiyime hizi (u) ve biyokiitle derisimi (x=g/L) ile

korelasyon halindedir.
Mikroorganizma biyokiitle artis hiz1 — dX/dt=p X (2.1)

Birinci derece reaksiyon denklemini ifade eden bu denklem, sinir sartlarina
bagli olarak (t=0 i¢in X=Xo ve t=t i¢in X=X) integre edilirse ve gerekli diizenlemeler

yapilirsa
X=Xg "' (2.2)

Bu esitlikte X, t anindaki mikroorganizma derisimi (g/L), Xo, t=0 anindaki
mikroorganizma derisimi (g/L), p 6zgiil biiyiime hizi (zaman™)’dir. Ozgiil biiyiime

hizi (1/giin) genel olarak 3 parametrenin fonksiyonudur;
—sinirlayict substrat derigimi (S)
—maksimum biiyiime hiz1 (um)
—0zgiil substrat derisimi (Ks)

Bu parametreler arasindaki baglant1 asagidaki gibidir ve buna Monod esitligi

denir.
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Ozgiil biiyiime hiz1 —— u=pimax

(2.3)

L+Hs=

Ks, maksimum &zgiil biiyiime hizinin yarisma ulagmak igin harcanan substrat
derisimi (u=0,5um) substrat derigimidir. Sayet ortamda asir1 substrat var ise Ks
ihmal edilir ve p=pn,’dir. Yani 6zgiil biiyiime hizi, maksimum biiyiime hizina esittir.
Bu durumda kiiltiir ortami logaritmik fazdadir. Ozgiil biiyiime hiz1, endiistride biiyiik
Ooneme sahip olup mikroorganizmaya ve ortam sartlarina bagli olarak degiskenlik

gostertr.

Genel olarak ticari fermentasyonlarda, fermentasyon islemine mikrobiyal
tiremenin logaritmik evresinin bitiminde son verilmektedir. Bu sekilde optimum
maliyet ve zamanda maksimum iirlin sentezi saglanmis olur. Bu durum sadece

primer metabolitlerin iretimi i¢in gegerlidir.

Sabit evrede, fermentasyon ortamindaki substrat, metabolize edilir edilmez
veya ortamda toksik maddeler olusur olusmaz mikroorganizma gelismesi gitgide
yavaglar ve sonunda tamamen durur. Biyokiitle derisimi ya ¢ok az artar ya da
tamamen durur. Mikroorganizma hiicrelerinin kompozisyonu degismez. Bir
mikroorganizma hiicresinde, ortam sartlarma bagl olarak, hidrolitik ve lipolitik
enzimlerin meydana getirdigi parcalanmaya lizis denilmektedir.  Lizis olay1
mikroorganizmanimn hiicre digsina salgiladiklar1 enzimlerle gergeklestirmekte ve bu
olay sonucunda mikroorganizma hiicresi parcalanmaya ugramaktadir. Lizis olay1
nedeniyle, ortamda yeni substratlar meydana gelir ve bu substratlar ortamda canh
kalabilen mikroorganizmalarin  gelisebilmesi i¢in yeni enerji kaynaklarini

olusturmaktadir.

Fermentasyon prosesinde kinetik modelleme, iriin derisimi ve reaksiyon
maddelerinin derigimleri ve olusum hizlar1 arasindaki iliskinin matematiksel olarak
aciklanmasidir.  Kiitle denkligini agiklayabilmek i¢in substratin kullanimimi ve
olusacak baslangi¢ iriinlerinin verimliliginin 6nceden tahmin edilmesi gereklidir

[94,96].
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2.3.9.1. Kinetik modellerin baz1 tipleri

Kinetik modeller bi¢imlendirilmemis ve bi¢imlendirilmis modeller olmak
iizere iki kisimda incelenir. Yatigkin durgun kosullarda biyokiitle miktarmni
tanimlamak i¢in bigimlendirilmemis modeller kullanilir. Bu modeller farkli igletim

kosullarinda ¢alisildiginda olusabilecek sonuglar icin bir fikir verir.

Bigimlendirilmis modeller ise daha deterministiktir. Ancak bu modeller
bicimlendirilmemis modeller iizerinden gelistirilmistir. Bu modeller farkli liretim ve
gelisim fazlarin1 gostermek icin esitliklerin kullanilmasindan daha fazla kullanim
alanina sahiptir.  Bu modellerde fermentasyonda mikroorganizmanm fiziksel

kosullarmni tanimlamak i¢in biyokiitle degeri de model iginde kullanilir.

Bu mekanistik modellerde, bir reaksiyon serisi i¢indeki tiim enzimlerle bu
enzimlerin tiim Ozellikleri ve bilinen metabolitlerin derisimleri aracilifiyla
uygulanmada substratin hangi iiriinlere doniisecegi bilinir. Bu model i¢in se¢ilmis
mikroorganizmalarla ilgili 6n arastirmalarin belli bir kismmin agiklanmis olmasi ve
baz1 enzimatik basamaklarin bir kisminin reaksiyon adimlariyla agiga kavusturulmus
olmas1 gereklidir. Bu tarz modeller, baslangi¢ enzim aktivitelerinin reaksiyon hizi
iizerine etkilerinin bagli oldugu metabolik kontrol analizlerinin modellerine olduk¢a

yakindir.
2.3.9.2. Monod esitligi

1942 yilinda tanimlanan monod esitligine gore, yeterli substrat varliginda
biyokiitlenin olusum hizi sinirli substratlardan birinin derisimine baghdir. p, S ile
orantihdir. S’nin artigina bagli olarak kademe kademe artan p’niin bir pumax degeri
vardir. Maksimum biiyiime hiz1 (umax) Ve doygunluk katsayisi (Ks) deneysel olarak
saptanmalidir. Bu model bir¢ok farkli mikroorganizmaya ait fermentasyon verilerine
bagli olarak gosterilmistir.  Ancak en iyi tek hiicreli karisik kiiltlirler icin

belirlenmistir [96]

H=Hmax ﬁ (2.3)
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2.3.9.3. Diger biiylime modellerinin esitlikleri

Trinci, 1970 yilinda Aspergillus nidulans’a ait biiylimeyi; koloni, pelet yarigap1
ve kuru agirhigina bagh olarak hesaplamistir [97]. Bu g¢alismada, pelet gelisimi
exponansiyel fazda gelisim gosterir. Daha sonra kiipkok fazma gecer ve en son

lineer fazla sonlanmaktadir [97].

Zamana bagl logaritmik gelisim  InX=In Xo + pt (2.4)
Zamana bagl kiip kok sathasi Xtm:Xol’3 + Kt (2.5)
Zamana bagl lineer geligim X=X0 + kit (2.6)

Bu model hem peletlerin gelisimi ile hem de mikroorganizmanin diger
gelisimleriyle yakidan ilgilidir. Ciinkii mikroorganizma niitrienti tiikettigi
zamanlarda eksponansiyel olarak gelisim gosterir. Bu esitlikler mikroorganizmanin

hifsel biiylime ve pelet formulasyonu gosterdigi zamanlarda oldukca kullanishdir.

Olusum hizi ve fermentasyon igindeki tiiketim, verimlilik katsayisiyla

biyokiitlenin olusumuna baghdir. Bu durum matematiksel olarak asagidaki gibi

tanimlanir.
=X @.7)
ro =52 = 521y (28)
e (2.9)

Buradaki ry, rs, ry sirastyla biyokiitle birikim hizi, karbon kaynagi tiikketim hizi

ve azot kaynagi tiiketim hizidir.

Leudeking-Piret (1959) esitligi hem biyokiitle derisimi ve hem de biyokiitle

olusum hizina ve tiriin olusum hizina bagli olan bir esitlik kullanilmigtir[98].

re=(a 1x) + (B x) (2.10)
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o ve P katsayilar1 6zgiil biiylime ve 6zgiil olmayan iiriin olusumuna bagli

olarak verilir.
2.3.9.4. Aspergillus temelli modeller

Flamentli mikroorganizmalar tek hiicreli mikroorganizmalardan daha farkl bir
bliylime kinetigine sahiplerdir. Miselyum ic¢indeki tiim hiicrelerin gelisimi i¢
kosullar1 korumaya yoneliktir. ~ Ancak bu mikroorganizmalar hifsel gelisim
gosterirler. A. niger’in sitrat salgilamasini apikal hiicreler smirlarlar. Flamentli
funguslarn modellenmesi basamak basamak olusturulur. Biiylime basamaklar1
arasinda farkli gelisim gosterdigi ikincil metabolitlerin olusturuldugu basamaklar da
vardir.  Ancak heniiz sitrik asit modellenmesi ile ilgili ileri bir basamak

gelistirilmemistir [97].

2.3.9.5. Aspergillus niger ile sitrik asit tiretimi ve mikroorganizma gelisimi igin

gelistirilen basit modeller

Sitrik asit iiretimi kosullarinda A. niger’m tipik gelisim egrisi Kubicek ve Rohr
(1989) tarafindan gosterilmistir [99]. Bu egride yavas gelisim fazin1 hizli gelisim
fazinin izledigi goriiliir. Biiyiime hizindaki bu degisim, normal gelisim formundan
sitrat salgilama formuna gegen misellerin fiziksel gelisimi ile ilgilidir. Sakkarozun
karbon kaynagi olarak kullanildigi bir ortamda A. niger’in sitrik asit {iretim
kinetiginin hesaplanmasi bir pilot tesiste basariyla gosterilmistir. Hiicre gelisimi ve
irlin olusumu, cesitli basamaklarla birbirinden ayrilir ve her bir basamak basit
deterministik bir modelle tanimlanir. Biiylime fazi, hifsel bliylime faz1 (Bx), pelet
gelisim fazi1 (Cx), kisitlanmig biiyiime fazi1 (Dx), trofaz ve idiofaz arasindaki gecis

periyodu (Ex) ve idiofaz (Fx) olarak tanimlanir.

Her fazdaki biiyiime logaritmik, kiip kok ve lineer esitlikler tarafindan
tanimlanir ve en uygun esitlik; maksimum %35 sapma limiti i¢inde lineerligin

derecesinin degerlendirilmesi olarak tanimlanir.

Uriin olusumu modifiye Leudeking-Piret esitligine gore iireme hizina baghdir,
Ancak benzer esitlikler hem biiyiime hem de asit olusumuna uygulanabilir. Asit
olusum kinetikleri lag fazinda gosterildigi gibi biliylime kinetiginden farklilik

gosterir. Lag zamani olgunlasma zamani olarak bilinir. Kiiltlir ortamindaki tiim
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amonyum iyonlarmi kullansa bile sitrik asit {iretimi ag¢isindan yeterli degildir. Uriin
olusum hiz1 fiziksel basamagin girigsindeki hiicrenin olusum hiziyla belli bir katsay1

ile baglantilidir [98].
rp=K rx (t-tm) (2.11)

Bu esitlikteki k degeriyle ilgili sorunlar ortaya ¢ikmistir. Cilinkii fermentasyon
periyodu boyunca sabit bir k degeri saptanamamistir. K Degerindeki bu degisim
farkli triinler tireten miselyumun hiicresel yapisindaki degisim olarak tahmin

edilmektedir. Bu nedenle Luedking-Piret esitligi yeniden diizenlenmistir [98].
Fp=Kz Ix (t-tm) + K2 (X)ttm (2.12)

Bu formiildeki ki, biiylimeye bagli olan bir sabit olup k» ise biiyiimeye bagh

olmayan bir sabittir.
2.3.9.6. Karisik biyokiitle ¢esitlerinde matematiksel ifade

Yukaridaki modelde fermentasyondaki hiicrelerin durumu ayri tutulmamisti,
hiicre bliytime hizi her durumdaki hiicrenin tanimi i¢in uygulanabilir. Bodyle bir
biyoprosesin modellemesinde ortam igerisinde en az iki tip hiicrenin aktif oldugu
bilindiginden degisik durumlar i¢in ayr1 ayr1 hiicre biiylime hizi ifade etmek daha

pratik olacaktir.

Tek basamakli ideal CSTR sisteminde fermentasyonda bulunan degisik tiirdeki
hiicreler i¢in farkli biiyiime tanimlamalar1 Krisitansen ve Sinclair tarafindan 1979 da
tespit edildi [100].

Ixp=pbXp - KeXp - DXp (2.13)
rXc:McXc + KeXp — kgXc + DX, (2.14)
Ixg= KaXc - DXp (2.15)

D seyreltme orani; b, ¢ ve d temel sitrik asit iretme (karbon deposu)
aktivitesini kaybetmis hiicreler. Kesikli fermentasyon yapiliyor ise seyrelme orani

(D) bu formiilde genel biiyiime hiz1 yerine (p) kullanilabilir

Bu durumda matematiksel ifadeler su sekli alir;
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Ho=Hmb—— (2.16)
S

uc:”mcgc-:.:—s (217)

ke=Ktm ﬂ: (2.18)

4 I".'.'

Ik hiz sabiti pp sinirh substratta bityiimede Monod ifadesidir, ikinci sabit p¢
sitrat iireten pelet hiicrelerin kiitlesi ve k; temel hiicreden depo hiicresine

transformasyon hizini ifade eder.
2.3.10. Sitrik Asit Uretiminde Kullanilan Mikroorganizmalar

Fermentasyonda kullanilabilen mikroorganizmalar mayalar, bakteriler ve
kiifler olmak tizere 3’e ayriliwr.

sayilabilir (Cizelge 2.15).

Bu mikroorganizmalara ornek olarak sunlar

Cizelge 2.15: Sitrik asit biriktirme yetenegine sahip bazi mikroorganizmalar

Kiifler Maya Bakteri

Aspergillus niger
Carbonarius sp.

A. aculeatus

A. awamori

Penicillium janthinellum
Mucor spp

Phizopus spp

Saccharomycopsis lipolytica
S. cereviae

S. carlsburgeneses
Sekizosaccharomyes pompe
Candida tropicalis

C. oleophila

C. Guilliermondii

Bacillus licheniformis
Arthobacter paraffines
Corynebacterium
Zymomonas mobilis

C. Citroformans

Hansenula anamola
Toralopsis cvemoris
Comolida tropicaslis

Aspergillus niger, Aspergillus clavatus, Penicillium liiteum, Penicillium
citrinun, Paecilomyces divaricatum, Mucor piriformis, Ustilina vulgaris ve baska
Mucor tiirleri laboratuarlarda veya ticari alanda sitrik asit iiretiminde
kullanilmaktadir. Sadece Aspergillus niger tiirleri endiistriyel alanda kullanim igin

onemli ve gereklidir [51].

Aerobik proseste seker ¢ozeltisinden sitrik asit iiretim ¢aligmalarinda ilk olarak
Penicillium kullanilmistir. Daha sonra Penicillium tiirlerinin daha disiik sitrik asit

tiretim verimliligi oldugu i¢in A. niger’in kullanildig1 bir proses gelistirilmistir [61].
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Her ne kadar A. niger sitrik asit iiretim proseslerinde kullaniliyor olsa da Aspergillus
(A. wentii gibi) cinsine bagh birgok tiir ve c¢esitli maya (Yarrowia lipolytica,
Candida, Saccharomycopsis, Endomycopsis lipolytica) ve bazi bakteri tiirlerinin de
sitrik asit biriktirebildigi tespit edilmistir [67,102]. Levinson ve ark. (2007)
yaptiklar1 ¢aligmada substrat olarak gliserol kullanmislar ve 40 g/L gliserolden 21,6
g/L (%54 verimlilikle) sitrik asit tiretmislerdir [104].

2.3.11. Sitrik Asit Uretiminde Kullanilan Baz1 Biyoreaktorler

Biyoreaktorde fermentasyon, mikroorganizmalarin akigkan ortamda tiremesini
saglamak veya kati1 bir ortama tutuklanmasini saglamakla yapilabilir. Akiskan
yatakli reaktor veya kesikli reaktor gibi askida gelisim siireglerinde organik madde
havalandirma ile sirkiile edilmekte ve organik madde mikroorganizmalar tarafindan
aerobik kosullarda pargalanmakta ve karbondioksit, su ve biyokiitle olusmaktadir.
Biyokiitle, durultucuda ¢oktiiriilmekte ve ihtiyaca bagl olarak havalandirma tankina
verilebilmekte veya camur olarak ortamdan alinabilmektedir.  Yukar1 akigh
sabitlenmis film reaktdrler, donen biyolojik kondaktorler ve damlatmali filtreler gibi
tutuklanmis gelisim sistemlerinde, mikroorganizmalar kat1 destek {initesinde
biyofilm seklinde ¢ogalmaktadir ve biyofilm lizerine difiize olan kontaminantlar
parcalanmaktadir. Kat1 destek ortamlar1 bakteriyel tutulma i¢in genis yiizey alanlar1

ihtiva etmektedir [104].

Doner Biyolojik Kondaktor reaktorler, evsel ve endiistriyel atiksularm aritimi
i¢in son on yildan beri kullanilan popiiler bir metottur. Bu sistemde petrol rafinerisi
atik sularmin basarili bir sekilde aritilabildigi gosterilmistir [105]. Aymi1 zamanda
fumarik asit tiretiminde de basariyla kullanilmistir. Calismada kullanilan kondaktér,
2L Kkapasiteli, 1L calisma hacmine sahip, 120 cm?®lik plastik 5 adet diskten
olugmaktadir. Caligma sonunda 86 g/L’lik sitrik asit tiretildigi tespit edilmistir [106].

Diger bir biyoreaktor tiiriine 6rnek olarak Magnetik Drum Kondaktor’i
verebiliriz. Saha ve ark (1999)’nin bu tip bir rektorde yaptiklari caligmada yine canli
olarak A. niger dolgu yatakli reaktdr sisteminde sitrik asit tiretim caligmalari
ylritiilmiistiir [107]. Dolgu yatakli reaktorler hem akis hizlarinin hem de sicakligin

kontrol altinda tutulabiliyor olmas1 nedeniyle diger reaktorlerden daha avantajlidir.
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Bu reaktorde hava akis hizinin verimli ¢alisabilmesi i¢in partikiil bliylikliigii ve dolgu

yatagimin yiiksekligi ¢ok 6nemlidir [108].

Bayraktar (1998) tarafindan yapilan doktora tezi ¢alismasinda birinci kisimda
A. niger mikroorganizma ile sitrik asit iiretimi iizerinde ¢alisilmistir [51]. Serbest
mikroorganizma ile sitrik asit ortann modifiye edilmis, pH etkisi arastirilmistir. On
aktivasyon siireci incelenmis ve bu siirenin 2 giin oldugu ortamdaki azot derisiminin
ise 0,05 g/L olmas1 gerektigi tespit edilmistir. Calismanin ikinci kisminda dolgulu
kolon biyoreaktorde c¢alisma yapilmistir. Elde edilen deney sonucglarina gore
tutuklanmig mikroorganizma ve dolgulu kolon biyoreaktorlerinde elde edilen sitrik

asit liretimi ve optimum baslangi¢ sakkaroz derigimleri farkli belirlenmistir [51].

Calismada kullanilan kule fermentorii ile ilgili herhangi bir sitrik asit {iretim
calismasina rastlanmamuistir. Kule fermentérlerinin ¢alisma prensibi  Airlift
biyoreaktorlere benzemektedir. Endiistriyel 6lgekte, tipik olarak 0,91 m ¢apinda ve
6,4 m yiiksekliginde dikey, silindirik bir kule olarak tanimlanmaktadir. Alt kismi
konik olup sivi ortamin tam olarak dagilmasini saglayan perfore bir plaka
icermektedir. Bu tip fermentorler genellikle cam, 1stya dayanikli polipropilen bir
maddeden imal edilirler. Yapisinin basitligi ve mekanik karistiricisinin olmamasi ile
kule sistemleri sermaye ve isletme masraflarini indirme bakimindan diger istemlerle
karsilastirildiginda avantajli olabilir [109]. Bu tip biyoreaktoérler, bira ve sirke
tiretiminde kullanilmaktadir [110, 111]. Havalandirmali Kule fermentérii ile yapilan
bir ¢alismada, zeytin karasuyunda maya ve funguslar gelistirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore sistemin c¢alismasit ve mikroorganizmalarin gelisimi bu tip

fermentasyon i¢in verimli bulunmustur [112].
2.4. TARIMSAL ATIKLARIN HIDROLIZI

Lignoseliilozik yapi, asit veya enzimatik olarak pargalanarak hidroliz edilirler.
Enzimatik reaksiyonlarda seliiloz ve ligninin hidrolizi, sorumlu enzimler tarafindan
gerceklestirilir. Bu tiir ¢aligmalarda kullanilan seliilaz enziminin endiistriyel dl¢ekte
tretimi i¢in Aspergillus niger ve Trichoderme viride gibi fungus tiirleri
kullanilmaktadir.  Lignoseliilozik yapida bulunan lignin biyodegradasyonundan
sorumlu enzimler daha ¢ok beyaz ¢iiriik¢iil funguslarda rastlanmustir [113]. Beyaz

clirlik¢iil funguslarin sekonder metabolizma olgusuna dayanan ve oksidatif

52



enzimlerinin senteziyle lignin parcalandigi bulunmustur. Ham seliiloz hamurunun
elde edilmesinde kullanilan ligninaz enzimi de kismi hidroliz ¢aligmalarinda
kullanilmaktadir.  Enzim hidroliz c¢alismalar1 asit hidroliz g¢aligmalarina gore
mikrobiyal aktivite i¢in daha zararsiz islemlerdir. Asit hidroliz ¢alismalarinda olusan
son {lriinler mikrobiyal olarak inhibisyona neden olacagindan hidroliz sonrasi

detoksifikasyon islemleri uygulanir [113].

Lignoseliilozik yapmin bozunmas: sirasinda hidrolizat, sadece fermente
edilebilir sekerleri icermez, bu arada genis bir aralikta mikroorganizmay1 inhibe edici
bilesik de olusur. Bu bilesikler seyreltik asitler, furfural, hidroksimetilfurfural ve
fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikleri ortamdan uzaklastirmak ic¢in, notrlestirme, CaO
ile muamele (over-liming), iyon degisimi, ¢oziicii ekstraksiyonu, aktif karbonla
muamele, mikroorganizmanin hidrolizata adaptasyonu, CaO ile muamele + sodyum

stilfit ilavesi gibi ¢esitli zehir giderme metotlar1 gelistirilmistir [114].

Bugday sap1 gibi iirlin atiklarinda bulunan hemiseliiloz pektonik seker igerigi
nedeniyle, fermentasyonda seliilozdan daha ilgi ¢ekici bir bilesiktir. Hemiseliiloz ise
propionik asit {iretimi i¢in ¢ok uygun bir substrattir. Propiyonik asit, seliiloz plasik,
herbisit, parflim, gida ve yem koruyucu maddesi olarak kullanilan fermentatif bir
uriindir. Ramsay ve ark. (1998) tarafindan propiyonik asit, enzimatik olarak
hidrolize edilmis hemiseliilozun kesikli kiiltiirde Propionibacterium acidipropionici
bakterisi tarafindan tretilmistir. Bu ¢alismada Populus tremuloides’dan elde edilen
sulu hemiseliiloz fraksiyonu kullanilmistir. Sulu karisim enzimatik olarak %10’luk
ksilenaz 431 ile 50°C’de 1 saat pH 4,4°de siirekli karistirlarak hidrolize edilmistir.
Numuneler 30 dakika dinlendikten sonra kat1 i¢erik 4000 rpm 10 dakika santrifiij
edilmistir. Elde edilen hidrolizat 29,6 g/L ksiloz esdegerinde indirgenmis seker
icermektedir. Calisma sonucunda maksimum 6zgiil biiyiime hizi ve maksimum

6zgiil propiyonik asit iiretim hiz1 0,1 h™ ve 0,23 g/g/h olarak bulunmustur[115].

Martin ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada Saccharomyces cerevisiae
ile etanolik fermentasyon igin tiitiin saplarindan hidrolizat hazirlanmigtir. Bu
calismada enzimatik hidrolizden once 5-10 dakika on islemden gegirilmistir.
Hidrolizatin 15,4-17,1 g/L glikoz ve 4,5-5,0 g/L ksiloz olmak {izere monosakkarit

icerdigi bulunmustur. On islemin siiresinin uzamasiyla hidrolizatin seker iceriginin
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arttigr bulunmustur.  Uygulanan Onislem, 2,2 ve 10 mm aralifinda pargacik
biiyiikliigiine sahip tiitiin saplar1 205°C’de 5 dakika ve 10 dakika geri sogutuculu bir
sistemde kaynatilmistir. On islemden gecirilmis tiitiin saplar1 Celluclast 2L ve pB-
glycosidase ile karistirilarak hazirlanan seliilaz ile hidrolize edilmistir. Tiit{in saplar1
su ile sulandirilmis, pH 4,8’e¢ ayarlanmis 2,3 g Celluclast ve 0,5 g Novozym ile
karistirtlmigtir.  En son olarak %5 kuru madde igerecek sekilde su ilave edilmistir.
En son olarak hidrolizat 40°C°de 96 saat bekletilmistir [116].

Rudolf ve ark. (2005) yaptiklari ¢alismada on islemden gegirilmis ladinin
fermentasyonu ve sakkarifikasyonu arasinda (kesikli ve yari-kesikli sitemlerde)
karsilagtirma yapilmistir. Ladin kimiklar1 2-10 mm biiyiikligiinde par¢alanmistir.
Daha sonra oda sicakliginda SO, (w/w, nemli) odun kiymiklar1 ile doldurulmustur.
Plastik posetler i¢ine konulan odun pargalar1 verilerek performansi arttirilmastir.
Daha sonra bu posetlerden 10 litrelik reaktdre almarak 215°C°de basing altinda 5
dakika tutulmustur. Ortaya ¢ikan c¢amur, suda ¢oOziinmeyen glukan ve lignin
icermektedir. Sulu kismui ise hidrolizat olup pargalanabilir seker triinleri ve asetik

asit i¢erir [117].

Moagheghi ve ark. (2006) yaptiklar1 calismada, fermentasyon i¢in hazirlanan
hemiseliiloz hidrolizatlarinin igerikleri belirlenmistir. Etanol {iretiminin yapildigi
calismada uygulanan hidroliz islemi; misir koganlarinin 190°C°de %25 (w/w) kati
icerigi olacak sekilde sulu siilfiirik asit iginde akis hizi 1 ton/giin olan stirekli
reaktdrde bekletilmistir. Onislemden ¢ikan likdr 8500 rpm’de 20 dakika santrifiij
edilmistir. Elde edilen hidrolizatin igerigi, sellobiose 2,03 g/L, glikoz 14,3 g/L,
ksiloz 67,27 g/L, arabinoz 11,78 g/L, galaktoz 7,33 g/L, mannoz 5,58 g/L olarak
belirlenmistir. Toplam seker igerigi 106 g/L’dir [118].

Villarreal ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada Candida guilliermondii
tarafindan ksilitol iiretimi i¢in hazirlanan okaliptiis hemiseliiloz hidrolizatinin
detoksifikasyon prosediirleri belirlenmistir. Calismada kullanilan okaliptiis %40,2
seliiloz, %15,7 hemiseliiloz, %26,9 lignin, %1,23 diger iriinler ve %1,4 kiil
icermektedir.  Calismada uygulanan hidroliz, islemi ise 50 L’lik biyoreaktor
icerisinde kat1 oram1 1:8,6 olacak sekilde %0,65’lik siilfiirik asitle 157°C’de 20

dakika kaynatilmistir. Filtrasyonla kat1 s1v1 faz ayrilmigstir. Sivi faz hidrolizat olarak
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kullanilmistir.  Detoksifikasyon islemi olarak aktif karbon adsorpsiyonu ve iyon
degistirme recineleri kullanilmigtir. Aktif karbon islemine girmeden 6nce hidrolizat
CaO ile pH 7’ye kadar onislemden gegirilmis filtre edilmis ve daha sonra pH 5,5
oluncaya kadar siilfiirik asitle asitlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore seker
kayb1 olmaksizin inhibitér bilesiklerinin uzaklastirilmasi; iyon degistirme

reginelerinde aktif karbona gore daha yiiksek oldugu bulunmustur [119].

Larsson ve ark (2001) tarafindan yapilan ¢aligma ise aerobik ve oksijence
smirlandirilmis kosullarda fenilakrilik asitlerin ve lignoseliilozik hidrolizatlarin
Saccharomyces cerevisiae iizerine etkisi ile ilgilidir. Calismada uygulanan hidroliz
islemi iki basamaktan olusmaktadir. Ilk basamakta materyal parcalara ayrildiktan
sonra %0,5 (w/v) siilfiirik asitle 250 L’lik kesikli reaktore doldurulmustur. 12 bar
basingta 190°C’de 10 dakika tutulmustur. Sivi ve kat1 fraksiyon filtrasyonla ayrilmis
ve Kat1 fraksiyon tekrar ilk basamakta oldugu gibi siilflirik asitle doldurulduktan
sonra 21 bar basingta 215°C’de 10 dakika tutulmustur. Yine kati fraksiyon ayrilmis
ve elde edilen sivi hidrolizatlar bir araya toplanmistir. Hidrolizat icerigi 1.4 g/L
arabiyoz, 2,9 g/L galaktoz, 20,5 g/L glikoz, 14,9 g/L mannoz, 7,0 g/L ksiloz, 2,8 g/L
asetik asit, 1,1 g/L levulinik aist, 0,7 g/L formik asit, 1,4 g/L furfural ve 2,3 g/L 5-
HMF (furalaldehitler)igermektedir [120].

Kurbanoglu ve Kurbanoglu (2003) tarafindan yapilan ¢alismada ko¢boynuzu
kullanilmustir [121]. Kogboynuzu lifli protein yapisinda olan ve diinya ¢apinda genis
bir liretime sahip bir atiktir. Tiirkiye’de mezbahanelerden ¢ikan yillik ko¢gcboynuzu
miktar1 600 tonu bulmaktadir [122,123]. Bu atik driinler biyokiitleye,
mikroorganizmalar  araciligiyla  protein  veya aminoasit  konsantrelerine
dontstirilebilmektedir.  Kogboynuzlar1 yiiksek oranda sistein ve o-kretain igerir.
Uretilen hidroliz ile tek hiicre protein iiretimi [124] ve sitrik asit iiretiminde
kullanilmistir. Calisma sonucunda ko¢boynuzu hidrolizatlarinin mikroorganizmalar
icin ¢ok uygun bir pepton kaynagi oldugu ve verimliligin oldukca yiiksek oldugu
tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. MATERYAL
3.1.1. Calismada Kullanilan Mikroorganizma

Calismada kullamlacak olan Aspergillus niger 22910 saf kiiltiirleri TUBITAK
MAM Kiiltiir Koleksiyonundan saglanmistir. Sabouraud Potatodextroxe-agar (SPA)
besiyerlerine ekim yapilip inkiibatorde (Elektro-mag M7040R), 30°C’de 5 giin
inkiibe edilerek kiiltiirler hazirlanmistir. Kiiltiirlerin devamliligi, SPA besiyerlerine

periyodik pasajlarla saglanmaktadir.

Aspergillus tiirleri diinyada ¢ok genis bir yayilim sahasina sahiptir. Sporlar1
havada ve toprakta bol miktarda bulunmaktadir. Aspergillus’un hem eseyli hem de
eseysiz lireme yapisma sahip tiirleri vardir. Eseyli lireme yapisi saptanan tiirleri
Ascomycota filumunda Eurotium genusu altinda incelenmektedir Eseyli iireme
yapisi saptanamayan tiirler ise Deuteromycota filumunda Aspergillus form genusu
altinda incelenmektedir. Ancak Aspergillus adi1 ¢ok yaygin oldugundan Ascomycota
filumunda incelenen 6rnekler i¢in de ayni ad kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde,
soya sosu, sake ve miso gibi fermentasyon tiriinlerinin {iretiminde “koji kiifi” olarak
bilinmektedir. Aspergillus niger’in filogenetik taksonomisi Cizelge 3.1’de

verilmektedir.

Cizelge 3.1. A.niger’in filogenetik taksonomisi

Alem Fungi

Filum Ascomycota
Alt filum Pezizomycotina
Smf Eurotiomycetes
Takim Eurotiales
Familya Trichocomacea
Cins Aspergillus

Tiir niger
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Sekil 3.1: Aspergillus genusuna ait tiirlerin eseysiz lireme evlerinin genel sematik
gosterimi (A) ve bu yapilari sematik goriiniimii (B)

Aspergillus tiirleri 151k mikroskobunda incelendiginde iplik seklinde yapilardan
olustugu goriiliir. Birka¢ hiicreden olusan kii¢iik iplik¢iklerden her birine hif
(hyphae) adi verilmektedir. Bir tiire ait bir yerde bulunan hiflerin tiimiine birden
misel (mycelium) adi verilmektedir. Hiicreler septum adi verilen bdlmelerle
birbirinden ayrilirlar (Sekil 3.1.). Spor, fungus biiylimesinin baglangic1 ve sonu
olarak tanimlanmaktadir. Fungal sporun, uygun cevre kosullarinda c¢imlendigi
belirtilmektedir. Cimlenen hiicre biiyliyerek ipliksi yapidaki hifi meydana
getirmektedir. Hifler belirli biiyiikliige ulastiktan sonra genellikle dallanmaktadir.
Kat1 ortamda miselyum belirli olgunluga ulastigi zaman miselyum iizerinde
konidioforlar meydana gelerek konidiosporlar1 tiretmektedir (Sekil 3.1.). Sivi
ortamda, fungal bliylime, filamentli biiyime ya da pellet olusumu seklinde
gozlenmektedir. Hiicre biiyliimesi ve sekli, ortam bilesenleri ve ortam pH’s1 ile
degisiklik gostermektedir. Sitrik asit {iretiminde optimum {retim igin pellet
olusumunun goézlenmesi gerekmektedir. Verimli iiretim pellet genisligi ile yakindan
ilgilidir.

3.1.2 Calismada Kullanilan Substratlar

Caligmada substrat olarak; sakkaroz (Merck), 6n islemden geg¢irilmis melas

ve hidrolize edilmis portakal posa suyu (narenciye hidrolizati) kullanilmigtr.
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3.1.2.1. Portakal posasi

Calismada kullanilan portakal posasi giinliikk tiiketim sirasinda c¢ikan
kabuklardan elde edilmistir. Portakal kabuklar1 direk giines 15181 almayan bir yerde
acik havada kiiflenmemesine dikkat edilerek kurutulmustur. Daha sonra el
ogiitiiciisiinde  dgiitiilmiistiir. Ogiitiilen numuneler 60°C’de Nuve FN500 marka
etiivde kurutulmustur. Bosch marka kahve dgiitiiclisiiyle 6giitiilmiistiir. 10 g numune
iizerine 100 mL hazirlanan %5°lik HCI asit ¢ozeltisi ilave edilerek 1 saat geri

sogutucu altinda kaynatilarak sogutulmustur.

Sekil 3.2.Caligmada kullanilan kurutulmus (1) ve 6giitiilmiis portakal kabuklar (2)

Sekil 3.2°de c¢alismada kullanilan kurutulmus ve ogiitiilmiis portakal
kabuklar1 verilmistir. On islemden gecirilmemis ve gegirilmis melas ve hidrolize
edilmis portakal posa suyu (narenciye hidrolizat1) ise Sekil 3.3’de gosterilmistir.

Besiyeri ortaminda kullanilan tiim kimyasallar Mercktir.
3.1.2.2. Melas

Calismada kullanilan 2004 ve 2005 iiriinii olan melas Konya Seker ve Ticaret
A.S. fabrikasindan temin edilmistir. Temin edilen seker yaklagik %350 seker

icermektedir.
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Sekil 3.3. Hidrolize edilmis portakal posasi (1), 6n islemden gecirilmemis melas (2)
ve On islemden gegirilmis melas (3)

3.1.3. Cihazlar

Calismada calkalamali inkiibatér olarak iki ayr1 cihaz kullanilmistir.
Kullanilan cihazlardan ilki, Cevre miihendisligi Bolimii Cevre Mikrobiyolojisi
Laboratuarinda bulunan 9 erlen kapasiteli ahsap el yapimi calkalamali inkiibatér,
termostath (sogutma sistemi yok) ve sabit hiz ayarma (170 rpm) sahiptir. Kullanilan
diger calkalamali inkiibator ise, Cevresel Biyoteknoloji Laboratuvarinda bulunan
calkalamali inkiibator, 24 erlen kapasiteli, el yapimi, termostath (sogutma sistemi
var) ve hiz ayar1 mevcuttur. Mikroorganizmalarin devamlilifi i¢in yapilan
inkiibasyonlar i¢in Elektro-mag M7040R marka inkiibator kullanildi. Ortam sicakligi
30°C’de sabitlenmis ve ortammn nem igerigi sabit tutulmustur. Havalandirma
amaciyla dakikada 3,2 L/dakika (1 adet, Hailea ACO 9601, 2W, 220-240 V/50 Hz,
0.012 MPa) ve 0,099 L/dakika (2 adet, Champion CX-0098, kule fermentoriiniin yan
giriglerinden karisimin saglanmasi amaciyla) hava orami ayarlanabilen 3 adet
akvaryum pompast kullanildi. Besiyeri ortaminda havanin homojen dagilim
amaciyla hava difiizorleri kullanildi.  Ortamin oksijen igerigi igin WTW
multiparameter 340i; pH 6l¢iimii i¢in Hanna 8521 marka pH metre, sitrik asit tayini
ve toplam seker tayininde SHIMADZU UV-160A UV visible marka
spektrofotometre, Elektromag Marka su banyosu ve Yellowline marka vorteks
kullanildi. Kuru misel kiitlesi tayininde siiziintiilerin sabit tartima gelmesi icin NUVE
FN 500 marka etiiv kullanildi. Calisma erlenlerde, kesikli diizende ¢alisan

havalandirmali biyoreaktorde ve kesikli diizende calisan kule fermentoriinde
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Sekil 3.4. Calismada kullanilan fermentorler (A: Havalandirmali Biyoreaktor

Kule fermentorii)

3.2. METOT

" Numune Alma Muslugu

B:

3.2.1. Calismada Kullanilan Substratlara Uygulanan Onislemler

3.2.1.1. Portakala uygulanan 6nislem

60°C’de kurutulan Portakal posalari Bosch marka kahve ogiitiiciisiinde

ogiitlildiikten sonra elek analizi yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda -212 pm (70

mesh alt1), -300 pm +212 pm (70 mesh iistii), -600 pm +300 um (50 mesh iistii)

kalan numunelerde hidroliz ¢aligmasi yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda optimum

tane biiytikliigli belirlenmistir.
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Portakal posasma toplam 9 hidroliz islemi uygulanmistir (Cizelge 3.2.).
Ogiitiilmiis portakal posasinm 10 g’1 iizerine 100 mL hazirlanan asit ¢dzeltisi ilave
edilerek 1 saat geri sogutucu altinda kaynatildi ve sogutuldu. Notralizasyon i¢in baz

ilavesi yapild.

Cizelge 3.2. Portakal posasina uygulanan 6n iglemler

Hidroliz i¢in kullanilan asit Notralizasyon i¢in kullanilan Baz
1. islem | 4M HCI 3N KOH
2. Islem | 4M H,S04 derisik NH4OH
3. Islem | 2M HCI derisik NH,OH
4. islem | 8,75M CH;COOH derisik NH4OH
5.Islem | 3M H,SO, derisik NH40OH
6. Islem | derisik CH3COOH derisik NH,OH
7.Islem | 1M H,SO4 3N KOH
8. Islem | %5 H,SO, 3N KOH
9. Islem | %5 HCI 3N KOH

Hazirlanan hidroliz ¢ozeltileri bir gece steril kosullarda bekletildikten sonra
siyah bant filtre kagidindan siiziilerek inkiibasyonda kullanilmistir. Hazirlanan
hidrolizat bir gece bekletilerek pargalanma sonucunda olusan ugucu asit ve furfural
yapinin uzaklagtirilmas: amacglanmistir. 8. ve 9. hidroliz islemleri seliilozun
parcalanarak saptanmasi deneyinde kullanilan yontemdir [126]. Oda sicakliginda
kurutularak dgiitiilen numuneler kullanilmadig: siirede -40°C’de derin dondurucuda

saklanmustir.
3.2.1. 2 Melasa uygulanan 6nislem

Literatiir taramas1 sonucu elde edilen 6nislemlerin bir¢ogu calismada 6n iglem
olarak kullanilabilmesi i¢in denenmistir. En verimli olabilecek 6n islem modifiye
edilerek kullanilmistir. Caligmada melasa uygulanan 6nislem su sekildedir: Melas 35
mL/L olacak sekilde 1N H,SO, ilave edildi ve 100°C’de 1 saat su banyosunda
kaynatilmistir. Numune sogutularak derisik kire¢li suyla ortam notralize edilerek, 1
gece bekletilmis ve iist sivi siyah bant filtre kdgidindan siiziilmistiir. Melas
¢ozeltisinde alt sivi ortamdan uzaklastirilmistir. Derigik Ca(OH), ¢ozeltisi (6N) ile
notralizasyon, manyetik karistirict da karistirilarak yapilmistir.  Notralizasyon
sirasinda renkte agilma gozlenmistir. Elde edilen siiziintii igerisine %0,1 kiitle/hacim

KsFe(CN)g ilave edilerek otoklavda 15 dakika pH 4,5’te kaynatilmistir. Elde edilen
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Substratin tabaninda olusan ¢okelti ortamdan uzaklastirilarak substrat olarak
kullanilmustir [35, 36, 38].

Yapilan caligmalarda melasin dogal yapisinda bulunan bazi agir metallerin
mikroorganizma gelisimini ve sitrik asit tiretimini inhibe ettigi tespit edilmistir [35].
Melasa on islem uygulanmasmin asil amaci, agir metallerin uzaklastirilmasidir. Bu
amagla potasyum ferrosiyaniir ve diger kompleksler kullanilir. Potasyum
ferrosiyaniir, bircok agir metalle reaksiyona girer ve reaksiyon ortaminda ¢okelme
gozlenir. Melasin dogal yapisinda tespit edilen 21 mikroelementin 19°u ile
reaksiyona girdigi saptanmistir [35]. Bu reaksiyon sirasinda mikroorganizma ig¢in
gerekli elementler de uzaklastirilabilir [35]. Melas tipine bagli olarak ferrosiyaniiriin
optimum miktar1 200 ile 1000 mg/L arasinda degismektedir [35]. Reaksiyon
sirasinda ortama ilave edilen potasyum ferrosiyaniiriin %80-85 metal iyonlar1 ile
kompleks olusturmakta, %7-14 reaksiyona girerek olusturulan kompleks ortamda
¢oziinmiis halde bulunmakta, %7-10 reaksiyon olusturmadan kalmaktadir. Bu
ylizden potasyum ferrosiyaniiriin ortama ilave edilme zamanmi ve miktar1 ¢ok
onemlidir [35]. Normalde potasyum ferrosiyaniir sterilizasyondan oOnce ilave
edilmektedir. Ancak son zamanlarda sterilizasyondan sonra ve iki asamali olarak

sterilizasyondan 6nce ve sonra ilave edilebilmektedir [35].

Calismada yapilan tiim fermentasyonlarda; melasa K4;Fe(CN)g ile Onislem
uygulamasi da yapildig1 igin besiyeri ortamina sterilizasyondan sonra 200 mg/L
K4sFe(CN)g ilave edildi. Reaktér asamasinda hazirlanan besiyeri ekim ortamina
almmadan once bir gece bekletildi ve tabanda biriken ¢okelek inkiibasyon ortamina

alinmadi.
3.2.2. Besiyeri bilesimi

On inkiibasyon ve diger inkiibasyonlarda mikroorganizmalarin gelismesi ve
{iriiniin en verimli sekilde {iretilmesini saglamak amaciyla besiyeri hazirlanmistir. On
inkiibasyon i¢in kullanilan besiyeri icerigi Cizelge 3.3’de, inkiibasyon i¢in kullanilan
besiyeri igerigi Cizelge 3.4’de verilmistir. Erlen asamasinda karbon kaynagi olarak
oncelikle sakkaroz daha sonra portakal hidrolizat-melas karigimi kullanilmistir.
Kesikli diizende g¢alisan havalandirmali biyoreatérde ve kesikli diizende caligsan

havalandirmali kule fermentdrii c¢aliymasinda karbon kaynagi olarak portakal
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hidrolizati-melas karisimi kullanilmistir. On inkiibasyon asamasinda toplam seker
icerigi 2 g/L iken diger inkiibasyonlarda caligmaya gore degisiklik gostermistir. pH
ayar1 sterilizayondan Once besiyeri igerigi karisimmnin hazirlanmasindan sonra
yapilmistir. Sterilizasyon sonrasi pH degisimi kontrol gruplar1 ile kontrol edilmistir.

Baslangic pH ayar1 igin 3N KOH ve 1N H,SO4 ¢ozeltisi ile kullanilmustir.

Cizelge 3.3.0n inkiibasyonda kullamilan besiyeri icerigi

Maddenin Adi Miktar1
NH,4CI 4 g/L
KH,PO, 1g/L
MgSQO, 7H,0 0,25 g/L
pepton 0,1 g/L
maya Oziitll 0,2 g/L
FeSO,4 7H,0 0,3 mg/L
ZnSQ,4 7H,0 0,4 mg/L
CuSQO, 5H,0 0,4 mg/L
MnSQ, 2H,0 0,15 mg/L

Cizelge 3.3. Inkiibasyonda kullanilan besiyeri icerigi

Maddenin Adi Miktar1
NH4NO; 5¢g/L
KH,PO4 1g/L
pepton 1g/L
maya Oziitii 2 g/L
MgSQO, 7H,0 0,25 g/L
FeSO, 7H,0 0,3 mg/L
ZnS0O, 7H,0 0,4 mg/L
CuSQO, 5H,0 0,4 mg/L
MnSO,4 2H,0 0,15 mg/L

3.2.3. Mikroorganizmanin Fermentasyon Ortamima Ekimi
3.2.3.1. Spor siispansiyonunun hazirlanmasi

50 mL %0,9°luk NaCl (Fizyolojik tuz ¢ozeltisi) ¢ozeltisi ve %1°lik Tween 80
¢ozeltisi (1 mL tween 80 + 99 mL distile su) hazirlanip ayr1 ayr1 steril edildi.
Fizyolojik tuz ¢6zeltisi (50 mL) iizerine %1’lik Tween 80 ¢ozeltisi (1 mL) ilave
edildi. 5 giinlik yatik agar A. niger 200910 kiiltiirii tizerine 6 mL fizyolojik tuz
cozeltisi-Tween 80 karigimi ilave edilip karistirildiktan sonra steril cam pamugundan
stiziilerek miseller uzaklastirilarak stok spor siispansiyonu hazirlanmustir [127]. Stok

spor siispansiyonu sitrik asit liretim ¢alismalarinda kullanilmistir.
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3.2.3.2. Spor Saymmi1

Spor siispansiyonunun homojen olup olmadigmi saptamak ve mL’deki spor
sayisini belirlemek icin hazirlanan farkli seyreltmelerdeki spor siispansiyonlarinda
Thoma lami ile spor sayim yapilarak seyreltme oranina bagli olarak spor sayisi

8,8x10° spor/mL olarak tespit edilmistir.
3.2.4. On inkiibasyon asamasi

Deney tiiplerinde yatik agarda 5 gilinliikk inkiibasyonla hazirlanmis olan
mikroorganizmalar %0,9’luk steril NaCl ¢ozeltisi ile fermentasyon ortamina
aktarildi. Kiltiirlerin 5 giinliik inkiibasyonlarini yeni tamamlamis olmas: sitrik asit
iretiminde onemli etkenlerden biridir. Buzdolabinda bekletilen kiiltiirlerin sitrik asit
iretim kapasitelerinin yeni hazirlanan kiiltiirlere gére daha diisiik oldugu yapilan

denemeler sirasinda tespit edilmistir.

Erlen ve fermentordeki sitrik asit iiretim ¢alismasinda mikroorganizmalarin
ortama alismas1 amaciyla 48 saatlik 6n inkiibasyon uygulanmistir. On inkiibasyon
100 mL’lik erlenlerde 20 mL sivi besiyeri olacak sekilde 2 g/L’lik toplam seker
icerigine sahip (seker olarak kullanilan fermentasyon kosullarina bagli olarak
sakkaroz veya portakal hidrolizati ile 6n islemden gegirilmis melas) besiyeri igerikli
ortam hazirlanmis ve pH 6’ya IN HCI ile ayarlanmistir. On inkiibasyon ortamu;
121°C’de 1,2 atm basingta 15 dakika steril edilerek, stok spor ¢dzeltisinden %0,9
NaCl ¢ozeltisiyle 8,1x10° adet A. niger 200910 fungal spor asilanmustir. inokiile
edilen besiyeri ortami, ¢alkalamali inkiibatorde 170 rpm calkalama hizi ve 30°C
inkiibasyon sicakliginda 2 giin inkiibe edilmistir. Olusan pellet genislikleri ortamda
seker iceriginin diisiik olmasi ve stres ortaminin olmamasi dolayisiyla inkiibasyon
ortaminda olusan pelletlere gore daha genistir. Fermentdr ortamina sadece pelet

formunda gelisen mikroorganizma siispansiyonlar1 eklenmistir.
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3.2.5. Inkiibasyon Asamasi

Kesikli diizende calisan calkalamali biyoreaktor c¢alismasi 500 mL’lik
erlenlerde ¢alisma hacmi 100 mL olacak sekilde ¢alisilmistir. 1500 mL toplam
hacme sahip kesikli diizende ¢alisan havalandirmali biyoreaktdrde ¢alisma hacmi
olarak 1000 mL, 1000 mL toplam hacimdeki kesikli diizende ¢alisan havalandirmali
kule fermentoériinde ¢alisma hacmi 750 mL olarak belirlenmistir. Besiyeri ortami
121°C’de 1,2 atm basingta 15 dakika steril edilmistir. Havalandirmali kule

fermentorii ve besiyeri ayr1 ayri steril edilmis ve steril kosullarda aktarim yapilmstir.

Fermentasyon sirasinda melastan kaynakli bir kopiirme gozlendi. Kopiirmeye
engel olabilmek i¢in steril edilmis miswrdzii yagr kullanilmistir. Misir 6zii yagi
ortama %6 oraninda ilave edilmistir. Misir 6zii yag1 ayn1 zamanda sitrik asit tiretimi

tizerinde olumlu etkilere sahip bir yagdir [49].

3.2.6. Substrat Olarak Sakkaroz, Narenciye Hidrolizat1 ve Melas Kullanilan
Besiyerleri ile Farkli Fermentorlerde Sitrik Asit Uretimi Igin Optimum Ortam

Kosullarinimn Belirlenmesi

Calismaya uygun olarak hazirlanan besiyerleri steril edildikten sonra yine
calismaya uygun olarak On inkiibasyondan c¢ikmis pelletler steril kosullarda
aktarilmistir. Erlenler sabit sicaklik ve c¢alkalama hizinda calisilabilen ¢alkalayicida
calkalanmistir. Inkiibasyonun 12. saatinden sonra belli araliklarla 6rnek alinarak
mavi bant filtre kagidindan siiziilmiistiir. Ayrilan kati kisimda kuru misel agirhigi
analizi yapilarak mikroorganizma gelisimi takip edilmistir. S1vi kisimda ise ortam pH
degisimi, sitrik asit analiziyle lretim durumu, toplam seker tayini ile substratin
verimli kullanimi takip edilmistir. Optimizasyon calismasinda havalandirma hizinin
etkisi, mikroorganizma oranmin etkisi, baglangic pH’sinin etkisi, baslangi¢ subsrat
derisiminin etkisi ve metanol oranmn etkisi ¢alisilmistir. Ortam sicaklign 30°C,
calkalama hizi 150 rpm ve eser element derisimi sabit tutulmustur. Calismada spor

asilamasi yapilmayan ortam kontrol grubu olarak kullanilmistir
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3.2.6.1. inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Inkiibasyon siiresi, deneysel ¢aligma sirasinda belirlenmistir. Farkli inkiibasyon
ortamlarinda iiretimin, substrat kullanimmin ve pH azalismin sabitlendigi zaman
inkiibasyon siiresi olarak belirlenmistir. Erlen asamasinin sonunda inkiibasyon siiresi
8 giin olarak belirlenmistir. Bu siireyi belirlemek icin ilk ¢alismalarda inkiibasyon

stiresi 15 giin olarak secilmistir.
3.2.6.2. Havalandirma hizmin etkisi

Havalandirma daldirilmas sitrik asit fermantasyonunda kritik bir etkiye sahiptir.
Yiiksek hava akis hizi ya da saf oksijen ile havalandirma sitrik asit liretimini
arttirmaktadir [45]. Fermantasyonda saf oksijen kullanimi prosesi pahali yapar.
Ancak, prosesde kullanilan gaz kullanildiktan sonra CO’i ayrilip tekrar sisteme
verilebilir [49].

Havalandirma hizinin sitrik asit iiretimi iizerine etkisi, kesikli diizende ¢alisan
havalandirmali biyoreaktér ve kesikli diizende ¢alisan havalandirmali  kule
fermentoriinde belirlenmistir. Havalandirma hizi, hiz ayar1 ayarlanabilen akvaryum
pompalari ile yapilmistir. Besiyeri ortaminda oksijen igerigi WTW multiparameter
340i ile olgiilerek kontrol altinda tutulmustur. Havalandirma hizi olarak 0,5 L/L/dk,
1L/L/dk, 1,5 L/L/dK olarak ayarlanan ortamda, inkiibasyon sicakligi 30°C, baslangic
substrat derisimi 140 g/L, baslangic pH degeri 6,0, metanol orami %4,

mikroorganizma orani %3 olarak sabit tutulmustur.
3.2.6.3. Mikroorganizma oraninin etkisi

On inkiibasyon sonucunda iiretilen mikroorganizmalarin kesikli diizende
calisan havalandirmali biyoreaktor ve kule fermentoriine aktarilma orani ile ilgilidir.
On inkiibasyonda spor asilamasi sabit tutulmustur. Kesikli diizende calisan
havalandirmali biyoreaktdrde ¢aligma hacmi 1000 mL’dir. On inkiibasyonda gelisen
mikroorganizmalarin fermentore steril kosullarda aktarilmast %2 (20 mL), %3 (30
mL), %4 (40 mL) olacak sekilde yapilmustir. Kesikli diizende ¢aligan havalandirmali
kule fermentdriiniin ¢alisma hacmi 750 mL’dir. On inkiibasyonda gelisen
mikroorganizmalarin fermentore steril kosullarda aktarilmasi %2 (15 mL), %3 (22,5

mL) ve %4 (30 mL) olacak sekilde yapilmistir. Ekim derisimi sitrik asit tiretimini
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arttirmaktadir. Ancak asirt mikroorganizma orani ideal degildir [128, 129]. Calisma
kosullari; 1/L/dk havalandirma hizi, baslangic pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker

derigimi 140 g/L, metanol oran1 %4 olarak sabit tutulmustur.
3.2.6.4. Baslangi¢ pH’smin etkisi

Baslangi¢ pH’lar1 5,0, 5,5, 6,0, 6,5’¢ ayarlanan besiyeri ortamlarmna (kesikli
diizende calisan calkalamali biyoreaktor, kesikli diizende c¢alisan havalandirmali
biyoreaktor ve kesikli diizende c¢alisan havalandirmali kule fermentorii) on
inkiibasyonda gelisen mikroorganizmalar ilave edilmistir. On inkiibasyon
kosullarinda gelisen mikroorganizmalarin baslangic pH’lar1 inkiibasyon ortamida
hazirlanan besiyerlerinin pH’lar1 ile aynidir. Bu sekilde mikroorganizmalarin ortama
alisma evreleri kisaltilmaya ¢alisilmistir. Baslangic pH’lar1 ayarlanan besiyerlerinde,
inkiibasyon sicakligi 30°C, havalandirma hiz1 1 L/L/dk, baslangi¢ substrat derisimi

140 g/L, metanol oran1 %4, mikroorganizma orani %3 olarak sabit tutulmustur.
3.2.6.5. Baglangi¢ substrat derisiminin etkisi

On inkiibasyonda gelisen mikroorganizmalar, 100g/L, 140 g/L ve 180 g/L
toplam seker icerigine sahip besiyerlerine aktarilmistir. Erlen ¢aligmasmin birinci
kisminda substrat olarak sakkaroz kullanilmustir. Diger ¢alismalarda ise portakal
hidrolizatinin toplam seker igerigi belirlenmis ve istenilen toplam seker icerigine
tamamlayabilmek i¢in Onislemden gecirilmis melas kullanilmistir. Toplam seker
icerigi ayarlanan besiyerlerinde sabit tutulan diger parametreler sunlardir: Baslangi¢
pH’s1 6,0, inkiibasyon sicaklig1 30°C, havalandirma hiz1 1 L/L/dk, metanol oran1 %4,

mikroorganizma orani %3 diir.
3.2.6.6. Metanol oraninin etkisi

Besiyerinin baslangig pH’s1 6,0, inkiibasyon sicaklig1 30°C, havalandirma hizi
1 L/L/dK, baslangi¢c substrat derisimi 140 g/L, mikroorganizma orani %3 olan
ortamlar hazirlanmis ve On inkiibasyondan gelisen pelletler steril kosullarda
hazirlanan bu ortamlara aktarilmustir. Inkiibasyonun 24. saatinde metanol oranmin
sitrik asit tiretimi tizerine etkisini belirlemek amaciyla %3, %4, %5 metanol ilavesi

yapilmistir. Metanol orani, %3, %4, %5 olan ortamlarda sitrik asit iiretimi,
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mikroorganizma gelisimi ve substrat kullanimi takip edilmistir. Bu ¢aligma tiim

biyoreaktdrlerde yapilmstir.
3.3. ANALIZ YONTEMLERI:
3.3.1. pH

Filtrasyon sonunda kalan siiziintiide Hanna 8521 marka pH metre kullanilarak

pH ol¢iimii yapildi.
3.3.2. Kuru Misel Kiitlesi

Belli zaman araliklarinda inkiibasyon ortamindan alinan numune ve kontrol
grubu filtre kadgidindan siiziilerek ayrilan miseller Nuve FN500 marka etiivde sabit

tartima gelinceye kadar 50°C’de kurutulup tartild1 [130].

3.3.3. Sitrik Asit Tayini

Inkiibasyon boyunca belirli zaman araliklarinda alman &rnekler siyah bant
filtre kagidindan siiziilen siiziintiide sitrik asit tayini Marrier&Boulet Yontemi ile
belirlendi [131]. Bu yonteme gore, piridin ortamda su tutucu ve ortamu bazik yapici

olarak gorev almaktadir. Sitrik asit ve asetanhidrit denklemi agagidaki gibidir

o) 0 CH,—COOH
CH;—COOH I i

HO—CH—COOH 4 CH;—C—0—C—CH, —= CH;—C—0—C——COOH + CH,CO0H
|
CH;—COOH CH, —COOH

Kolorimetrik olarak yapilan bu yonteme gore 0,5 mL siiziintii iizerine 0,65 mL
piridin ilave edilerek vortekslendikten sonra 2,85 mL asit-anhidrit ilave edilerek
tekrar karistirildi. Tiim islemler tiiplerin kapaklar1 kapali ve buz banyosunda
yapilmustir. 32°C’deki su banyosunda 30 dakika bekletildikten sonra numuneler saf
suyla hazirlanan tanik ¢ozeltiye karst 425 nm’de okunup kalibrasyon grafiginden

sitrik asit miktar1 belirlendi. Analizlerin 30 dakika iginde yapilmasi gerekmektedir.
3.3.4. Toplam Seker Miktar1 Tayini

Inkiibasyon ortamidaki substratin mikrobiyolojik olarak kullanildigmin
belirlenmesi icin siiziilen siizlintiide fenol siilfiirik asit yontemiyle toplam seker

tayini yapildi [132]. Fenol siilfiirik asit metodu ile 1 mL 6rnek alinip {izerine 0,5 mL
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%5°lik fenol ¢ozeltisinden yavas yavas eklenerek vortekslendi ve daha sonra hizli bir
sekilde 2,5 mL derisik %98’lik H»SOs’den ilave edilerek vorteks yardimiyla
karigtirildi. Oda sicakliginda yarim saat bekletildikten sonra 488 nm dalga boyunda

absorbansi okundu.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. SAKKAROZ ICERIKLI BESIYERI ORTAMINDA Aspergillus niger iLE
KESIKLI DUZENDE CALISAN CALKALAMALI BiYOREAKTORDE
OPTIMUM SITRIK ASIT URETIM KOSULLARININ BELIRLENMESI

Sitrik asit iiretiminde substrat yapisi, substrat icerigindeki iz elementler tiretim
verimliligini olumlu ya da olumsuz yonde etkiler. Bunun i¢in segilen A. niger susu
icin etkileri bilinen bir ortam kullanilmistir. Bu sekilde elde edilen optimum
kosullar, portakal hidrolizati ve melasin substrat olarak kullanildigi optimizasyon
caligmasinda baz olarak alinmistir. Calisma sonucunda optimum baslangic pH,
baslangi¢ toplam seker ve metanol orani belirlenmistir. Calkalama hiz1 (150 rpm),
calisma hacmi 100 mL ve inkiibasyon sicakligi (30°C) yapilan literatiir ¢alismalar ve
laboratuar imkanlar1 dogrultusunda sabit tutulmustur. Haq ve ark (2002) tarafindan
yapilan calismada inkiibasyon sicakligmi 25-40°C arahiginda degistirmislerdir.
Optimum sicaklik olarak 30°C bulmuslardir. 30°C’den diisiik sicakliklarda sitrik asit
derisiminin azalmasini enzim aktivitesinin azalmasina, yiiksek sicakliklardaki azalma
da enzimlerin denatiirasyonuna veya okzalik asit gibi diger triinlerin birikimine
baglamiglardir [36]. Ali ve ark [133] ve Pazouki ark [134] tarafindan yapilan
calismalarda da aym sekilde A. niger i¢in en uygun inkiibasyon sicakligmm 30°C
oldugu belirlenmistir. Calkalama hiz ile ilgili yapilan optimizasyonlarda Pazouki ve
ark [134] 160 rpm, Haq ve ark [36] ve Rehman ve ark [40] ise 200 rpm olarak
belirlenmistir. Laboratuarda temin edilen cihazlarin kapasitesine bagl kalinarak
calismada c¢alkalama hizt 150 rpm olarak kullanilmistir. Bu sekilde optimum

calkalama hizina yakin ¢calisma yapilabilmistir.
4.1.1. Baslangi¢c pH’smin Etkisi

Optimum sitrik asit Uretim kosullarmin belirlenmesi amaciyla yapilan ilk
calismada sakkaroz icerikli ortamda baslangic pH’st belirlenmistir.  Besiyeri
ortaminda sakkaroz derisimi 140 g/L, %4 metanol, inkiibasyon sicaklig1 30°C ve

calkalama hizi 150 rpm olarak ayarlanmigtir.

Sitrik asit liretiminde en Onemli parametre baslangic pH’sidir. pH ayari

yapilmayan kosullarda sitrik asit {iretiminin diisiik oldugu yapilan ilk denemelerde
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belirlenmistir. Hazirlanan ortamin dogal pH’s1 4,5 ile 4,75 arasinda degistiginden ilk
asamada baslangic pH’s1 belirlenmistir. Optimum baslangic pH’simin belirlenmesi
amaciyla pH 4,5 ile pH 6,5 arasinda bes farkli baslangic pH’st (pH
4,5;5,0;5,5;6,0;6,5) kullanilmustir. Baslangi¢ pH’s1 kullanilan A. niger susuna bagl
olarak degistigi ve genel olarak sitrik asit iiretimi i¢in baglangic pH’smin tiire bagh

olarak pH 3,5 ile pH 6,5 araliginda oldugu literatiirde belirlenmistir [53].

Farkli pH’larda yapilan ¢aligmalardan goriilecegi gibi en iyi pH azalis1 pH
6,0’da olmustur. Uygulanan tiim baslangic pH kosullarinda inkiibasyon periyodu
boyunca pH degerinde bir azalma gozlenmistir. Bu sonug¢ tiim inkiibasyon
periyotlarinda belirli degerlerde sitrik asit tretildigini gostermektedir. Baslangig
pH’s1 4,5 ve 5,0’de pH azaliginin birbirine ¢ok yakin olup, pH 6,5’da pH azaligmnin
en az oldugu ve pH 6,0 ve pH 5,5°da pH azalisinin birbirine yakin oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.1A). Baslangig pH’s1 6,0°da pH azalis1 ve sitrik asit derisiminin
zamana bagl degisimi birlikte degerlendirilecek olursa pH’nin 3’{in altina diistigi
evrede sitrik asit iiretiminin maksimuma ulastig1 belirlenmistir (Sekil 4.1B). pH,
3’lin altina diistiigli anda sitrik asit iretimindeki hizli artig iiretilen iirliniin sitrik asit

oldugunu gostermektedir.

sitrik asit derigimi(g/L)

7 oH - 30
6 6 —{—sitrik asit degisimi g/L. | 25
1
5 5
4
I
o
3
3
2
2 1
1 T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
inkiibasyon zamani (giin) inkiibasyon zamani (giin)

Sekil 4.1: Sakkaroz igeriki ortamda baslangic pH’sina bagh olarak ortam pH’smin
zamanla degisimi (A) ve sitrik asit liretimi ile ortam pH arasindaki iliski(B) (100 mL
calisma hacmi, 150 rpm, 30°C, 140 g/L baslangi¢ toplam seker, %4 metanol)

Sitrik asit liretiminde toplam seker icerigindeki azalma ve sitrik asit derisimi
arasinda bir iligki vardir. Primer metabolitlerin {iretimi sirasinda mikroorganizmanin

gelisimi i¢in hicbir stres ortami mevcut degildir. Bu nedenle mikroorganizma ortama
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alistiktan sonra kiitlesini artirirken primer metaboliti de salgilamaktadwr. Sitrik asit
iretimi sirasinda ise sitrik asit liretiminden sorumlu enzimlerin gelisimi ve ara
iriinlerin olugsmasi icin mikroorganizma yiiksek substrat derisimine ve bazi iz
elementlere ihtiyag duyar. Bu durum bir bakima stres ortami gibi goriilse de
biyokiitle artisina bagl olarak sitrik asit iiretilmesi tirliniin primer metabolit oldugu
gostermektedir. Uretilen hiicre sayismm fazla olusu kullanilan substratmn ve iiretilen

sitrik asitin fazla olmasini gerektirmektedir.

Sitrik asit tiretimi lizerine pH’nin etkisi incelendiginde pH, Kreps cevrimi
iizerine dogrudan etki etmemektedir. pH muhtemelen enzim aktivitesi veya hiicre

zarindan sekerin ve sitrik asitin gegirgenligine etki etmektedir[100].

Sitrik asit derisimlerinin zamana bagl olarak degisimleri incelendiginde ilk 4
giin boyunca sitrik asit iiretiminin ¢ok diisiik oldugu, ancak 4. glinden sonra sitrik asit
tretiminde hizli bir artis gosterdigi goriilmistir (Sekil 4.2A). Bu durum ise ortam
pH’sini tiretilen okzalik asit, glukonik asit gibi diger tiriinlerle diistiigli ve sitrik asit
iiretimi i¢in en uygun kosulun pH 6 oldugunu gostermektedir. Ayrica bu ¢alismada
A.niger’m ortama aligmasi i¢in On inkiibasyon uygulanmamistir. Bu durum da

mikroorganizmanin ortama aligmasini geciktirmistir.

Sekil 4.2B’de goriildiigii gibi A. niger’in ortama alisma stireci 2 giindiir. 2.
Giinden sonra kuru misel agirliginda artis goriilmiistiir. Bu durum A.niger’in sitrik
asit Uretimine 2. giinden sonra basladigini gostermektedir. Zamana bagli olarak
iiretilen kuru misel agirligi karsilastirilacak olursa pH 6,0<6,5<5,5<5,0<4,5 oldugu
belirlenmistir. Baslangi¢c pH’sina bagh olarak Kuru misel agirligindaki bu degisim

A. niger i¢in ortam kosullarinin uygunlugu ile yakindan ilgilidir.

Baslangic pH degeri substrat kullanimini da degistirmektedir. Mikrobiyal
iremenin en iyi oldugu kosulda substrat kullanimi da en yiiksektir. Substrat
kullanim1 agisindan degerlendirildiginde pH 6,0<5,5<6,5<5,0<4,5 oldugu Sekil

4.6’de goriilmektedir. Bu durum kuru misel agirligi ile yakinlik gostermektedir.

Sitrik asit iiretimi ve kuru misel agirhig1 acisindan degerlendirildiginde ayni
siralamanin substrat kullanimi acisindan da gegerli oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2

B ve C) Substrat kullanimy, sitrik asit {iretimi ve biyokiitle gelisiminin inkiibasyonun
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8. giinlinde paralel olmasi fretilen iriiniin primer bir metabolit oldugunu
gostermektedir. Inkiibasyonun 8. giiniinde elde edilen deneysel veriler
degerlendirildiginde baslangic pH 6 olan kosulda maksimum iiretim ve substrat

kullaniminin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2D)
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Sekil 4.2 Sakkaroz igerikli besiyeri ortaminda baglangi¢c pH’sinin sitrik asit iiretimine
etkisi (A:Sitrik asit derisiminin zamana bagli degisimi, B: kuru misel agiliginin
zamana baglh degisimi, C: Toplam seker derigiminin zamana bagli degisimi, D: tiim
parametrelerin toplu degerlendirilmesi) (100 mL ¢aligma hacmi, 150 rpm, 30°C, 140
g/L baslangi¢ toplam seker, %4 metanol)

Uriin verimliliginin belirlenmesi ve sistem tasarimlarmda kullanilan kinetik
parametreler baslangic pH’larma gore zamana bagh olarak hesaplanmistir (Cizelge
4.1).  Kullanilan seker temelinde hesaplanan sitrik asit {retim verimliligi

inkiibasyonun 8. giiniinde pH 4,5’da 10,35, pH 5,0’da 10,82, pH 5,5°da 15,92, pH
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6,0’da 19,07, pH 6,5’da 16,32 olarak hesaplanmistir. Baslangi¢ pH’sinin 5,5’dan
diisiik olan kosullarda sitrik asit verimliliginin oldukca diistiigli ve baslangic pH’s1
diistiikce sitrik asit tiretim verimliliginin sabitlendigi goriilmektedir (Sekil 4.3). Bu
durum baslangi¢c pH’sinin sitrik asit iiretimi agisindan olduk¢a 6nemli oldugunu
gostermektedir. Uretilen biyokiitlenin sitrik asit {iretim verimliligini gdsteren ypx
degerleri inkiibasyonun 8. giiniinde pH 4,5’da 0,718, pH 5,0’da 0,714, pH 5,5°da
0,726, pH 6,0°da 0,748, H 6,5’da 0,723 olarak hesaplanmustir. Degerler arasindaki

farklilik A.niger’in gelisim morfolojisi ile yakindan ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

25,0
20,0
15,0

10,0

% Sitrik asit

5,0

0,0
pH4,5 pH5,0 pH5,5 pH 6,0 pH 6,5

—o—%sitrik asit| 10,93 10,82 15,92 19,07 18,04

Baslangi¢c pH

Sekil 4.3: Substrat kaynagi olarak sakkarozun kullanildigi ortamda inkiibasyonun 8.
giiniinde, baslangi¢ pH’smna bagli olarak sitrik asit tiretim verimliligi (100 mL
calisma hacmi, 150 rpm, 30°C, 140 g/L baslangi¢ toplam seker, %4 metanol)
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Cizelge 4.1: Sakkaroz igerikli ortamda baslangi¢ pH’sina bagli olarak elde edilen
deney sonuglartyla hesaplanan kinetik parametreler (100 mL c¢alisma hacmi, 150
rpm, 30°C, 140 g/L baslangi¢ toplam seker, %4 metanol)

pH 4,5
YT

Zaman | Yox | Yois | Yws Qp Qs ap (9/g | Qx (9 as (9/g "i;}{"‘
(gtin) |(9/9) |(g/g) | (ghiicre/g)| (g/L/n) | (g/L/h) | hiicre/h) | hiicre/l/h) | hiicre/h)
2 0,598 | 0,048 | 0,080 0,023 |0,479 0,012 0,038 0,260 4,78
4 0,571 |0,058 |0,102 0,029 |0,500 0,006 0,051 0,102 5,83
6 0,658 |0,069 |0,105 0,036 |0,521 0,005 0,055 0,066 6,93
8 0,718 |0,103 |0,144 0,046 |0,448 0,004 0,065 0,036 10,35
10 0,781 |0,120 |0,153 0,050 |0,421 0,003 0,065 0,027 11,98
pH 5,0

Vs (9 Ysitrik
Zaman | Yy Yors hiicre/g | Qp Qs ap (9/g | Qx (9 as (9/g |asit
(gtin) | (0/9) (o/g) |) (g/L/n) | (g/L/n) | hiicre/h) | hiicre/I/h) | hiicre/h)
2 0,401 |0,028 |0,069 |0,017 0,604 0,008 0,042 0,303 2,76
4 0,226 |0,027 |0,120 |0,017 0,615 0,002 0,074 0,087 2,71
6 0,734 0,086 |0,118 |0,053 0,611 0,005 0,072 0,059 8,64
8 0,714 (0,108 |0,152 |0,055 0,510 0,004 0,077 0,034 10,82
10 0,728 |0,123 |0,168 |0,054 0,442 0,003 0,074 0,025 12,26
pH 5,5

Yiis Qy %sitrik
Zaman | Yo Yors (ghticre/ | Qp Qs dp (9/9 | (ghiicre |45 (9/g | asit
(gin) |[(g/g9) |(g/g) |9) (g/L/h) | (g/L/h) | hiicre/h) | /1/h) hiicre/h)
2 0,934 |0,046 |0,049 0,044 0,958 0,019 0,047 0,426
4 0,356 |0,047 |0,132 0,033 0,708 0,004 0,094 0,079 4,71
6 0,635 |0,093 |0,147 0,065 0,701 0,004 0,103 0,047 9,31
8 0,726 |0,159 |0,219 0,085 0,536 0,004 0,118 0,024 15,92
10 0,741 |0,164 |0,221 0,075 0,458 0,003 0,101 0,019 16,36
pH 6,0

Vs Qx %sitrik
Zaman | Yox | Yois (ghticre/ | Qp Qs dp(9/9 | (ghiicre |qgs (9/g | asit
(giin) | (g/g) |(g/g) |9) (g/L/n) | (g/L/h) | hiicre/h) | /1/h) hiicre/h)
2 0,728 |0,039 |0,054 0,042 1,063 0,015 0,057 0,387 3,92
4 0,210 |0,037 |0,177 0,030 0,813 0,002 0,144 0,059 3,72
6 0,501 |0,116 |0,232 0,085 0,729 0,003 0,169 0,030 11,62
8 0,748 |0,200 |0,267 0,113 0,563 0,004 0,150 0,019 20,00
10 0,722 |0,193 | 0,268 0,096 0,496 0,003 0,133 0,016 19,33
pH 6,5

Vs Qx %sitrik
Zaman | Yo |Yps | (ghiicre/ [Q, Qs oy (0/g | (ghiicre |qs (g/g | asit
(gin) | (g/9) |(g/g) |9) (9/L/h) | (g/L/h) | hiicre/h) | /1/h) hiicre/h)
2 0,754 0,046 |0,061 0,038 0,813 0,016 0,050 0,340 4,62
4 0,160 |0,026 |0,164 0,018 0,677 0,002 0,111 0,064 2,62
6 0,615 |0,110 |0,179 0,075 0,681 0,004 0,122 0,039 11,02
8 0,723 0,164 |0,226 0,087 0,531 0,004 0,120 0,023 16,37
10 0,726 |0,163 |0,224 0,076 0,467 0,003 0,104 0,019 16,25
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g/g, g hiicre/g, g/L/h

Inkiibasyonun 8. giiniinde hesaplanan kinetik parametreler baslangic pH’larma
gore grafiklendirilmistir (Sekil 4.4A). Elde edilen grafikle optiumum baglangic
pH’smin hem iirlin iiretimi hem de substrat kullanimi1 agisindan pH 6,00 oldugu
belirlenmistir. Mikroorganizma basma {iretilen sitrik asit miktar1 (qs) pH 6,0°da
diger baslangic pH’larina gore diisiik olsa da kullanilan substrat basina en yiiksek
sitrik asit (Qs) tiretimi pH 6,0’da goriilmiistiir. Disiik pH degerlerinde sitrik asit
iretim verimliligi yiiksek olsa da iiretilen biyokiitle miktar1 daha diisiikk oldugu i¢in

verimlilik diismektedir.

Sitrik asit iiretiminin birim zamanda hiicre basina sitrik asit tiretimini gosteren
p degerleri birbirine olduk¢a yakindir (Sekil 4.4B). Hiicre basimna substrat kullanimi
ise diisiik pH’larda daha yiiksektir. Bu durum A.niger’in diisiik pH’larda substratin
verimli bir Sekilde kullanildig1 ancak sitrik asit ve biyokiitle iiretimi acisindan zayif
oldugu goriilmektedir. Biyokiitle artisinin az olmast géz Oniine alinacak olursa bu
kosullarda sekonder metabolitlerin tretildigi diisiiniilebilir. Fermentasyon siireci
sonucunda elde edilen {irliniin tanimlanabilmesi icin ileri diizeyde arastirma

yapilmas1 gereklidir.

10 - 0,05
' mpH 4,5 0,05
08 - 0,04
< 0,04
0,6 T a ’
20,03
04 - 2 0,03
02 - 20,02
’ 0,02
00 - 0,01
0,01
& 0,00
\‘\}
K

ap (g/ghiicre/h)

as (g/ghiicre/h)

Sekil 4.4: Sakkaroz icerikli ortamda inkiibasyonun 8. giiniinde, baslangi¢ pH’sinimn
kinetik parametreler iizerine etkisi (100 mL ¢alisma hacmi, 150 rpm, 30°C, 140 g/L
baglangic toplam seker, %4 metanol)
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Mikroorganizmalarin gelisim siiregleri icerisinde iireme kinetikleri ortam
kosularina gore degismektedir. Mikrobiyal biiyiime kinetiklerinin olusturulmasi
sirasinda hesaplanan 6zgiil biiyiime hizina ortam pH’s1 oldukga etkili olmaktadir.
Diistik pH’larda 6zgiil biiyime hizinin diisiik oldugu, pH arttikga 6zgiil biiylime
hizinin arttig1 belirlenmistir. Baslangic pH’sinm belirlendigi bu calismada, 6zgiil
biiyiime hizi, pH 6,0°da 0,5459 giin™ ile en yiiksek, pH 4,5°da 0,3643 giin™ ile en
diistik degerler hesaplanmustir (Sekil 4.5). Filamentli funguslarin, biiyiime ortaminda
olusabilecek fiziksel degisimlerden etkilenmektedirler. Gelisimleri sirasinda ortama
salgiladiklar1 enzimler ve organik asitlerin birikiminden dolay1 strese girdikleri rapor

edilmistir [135]. Bu durum sitrik asit iiretimini ve misel gelisimini etkilemektedir.

0,6 -

0,4 -

1/giin

0,2 -
—o— Ozgiil Biiyiime hiz1 (n) (1/giin)

pH45 pHS50 pHS55 pHG6,0 pHB5

Baslangic pH

Sekil 4.5: Sakkaroz igerikli ortamda baslangi¢ pH’sinin 6zgiil biiylime hizi {izerine
etkisi (100 mL g¢alisma hacmi, 150 rpm, 300C, 140 g/L baslangi¢ toplam seker, %4
metanol)

4.1.2. Baslangic Toplam Seker Derisiminin Etkisi

Sitrik asit tiretim optimizasyon c¢aligmasi i¢in belirlenmesi gereken ikinci
onemli parametre baslangi¢ toplam seker derisimidir. Maksimum 6zgiil biiylime hiz1
gibi parametrelerin de hesaplanmasi i¢in bu tarz c¢alismalarin yapilmasi
gerekmektedir. Sitrik asit iiretimi i¢in kullanilan substrat ve mikroorganizma tiir ve
susuna bagli olarak degisen bir substrat derisimi vardwr. Literatiirde optimum
substrat derisiminin belirlenmesi igin yapilan ¢alismalarda 50 g/L ile 200 g/L
arahginda toplam seker derisimler kullanilmistir. Elde edilen sonuglarda optimum

substrat derigiminin 100 ile 180 g/L araliginda degistigi goriilmektedir. Bu nedenle
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caligmada 100 g/L, 140 g/L ve 180 g/L baslangi¢ toplam seker derisimi

kullanilmaistir.

Calismada baslangic pH’s1 6,0, metanol oran1 %4, ortam sicakligi 30°C ve
calkalama hizi 150 rpm olarak sabit tutulmustur. Inkiibasyonun 8. giiniinde
baslangi¢ toplam seker derisimi 100 g/L’de; pH 3,04, sitrik asit 11,2 g/L, kullanilan
toplam seker derisimi 93,9 g/L ve kuru misel agirlig1 19,1 g/L; 140 g/L’de pH 2,06,
sitrik asit 20,06 g/L, kullanilan toplam seker derisimi 108 g/L ve kuru misel agirlig
28,9 g/L ve 180 g/L’de ise pH 3,72, sitrik asit 9,5 g/L, kullanilan toplam seker
derigimi 128 g/L ve kuru misel agirligi 41,1 g/L olarak bulunmustur. Bu sonuglar ise

Sekil 4.6°da gosterilmistir.

Baslangi¢ toplam seker derisimi sitrik asit iiretiminde onemli bir parametredir.
Diisiik toplam seker derisimlerinde substratin daha verimli kullanildigi ancak kuru
misel agirhigi artis1 ve sitrik asit iiretimi agisindan substrat derisiminin verimli
olmadig1 goriilmektedir.  Inkiibasyonun 8.giiniinde ortam pH’sindaki degisim
incelendiginde 140 g/L baslangi¢ toplam seker derisimde pH azalisiin en yiiksek
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.6A) En ¢ok pH azalis egiliminin 140 g/L’de oldugu, en
az azalis egiliminin ise 180 g/L’de oldugu saptanmistir. Yiksek substrat derisimleri
sirasinda A. niger’m okzalik asit gibi farkli tirtinler veya bazi poliollerin sentezlemesi

gibi nedenler pH azalisinin diisiik olmasina neden olmus olabilir.

Kuru miselin zamana baglh olarak degisimi ve inkiibasyonun 2. giiniinden
sonra kuru misel agirliginda bir artis gézlenmesi A .niger’m alisma siirecinin iki giin
oldugunu gostermektedir. A. niger filamentli fungusunun gelisimi ise ortam
kosullarina bagl olarak alisma evresi, gelisim ve duragan evrelerde farkli kinetik
modellere bagh olarak artis gosterdigi daha 6nce yapilan caligmalarla belirlenmistir
[96, 97]. Sakkarozun kullanildig1 bu ¢aliymada inkiibasyonun 8. giinlinden sonra
irlin sentezinin ve kuru misel agirligmin sabitlenmesi nedeniyle inkiibasyon
periyodu 8 giin olarak belirlenmistir. Sakkaroz derisimi artik¢a kuru misel agirligi da

artmustir (Sekil 4.6).

Toplam seker igeriginin artisiyla ortamda bulunan tiim substratin tiiketilme
oraninin azaldig1 Sekil 4.6C’de goriilmektedir. Buna gore A. niger’m substrat

derisimini tam olarak kullamig1 ortam %96 ile 100 g/L baslangic toplam seker
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icerigidir. 140 g/L’de %86, 180 g/L’de ise %67 oraninda substrat kullanilmistir.
Verimli bir tikketim ve sitrik asit {iretimi i¢in en iyi derisiminin 140 g/L baslangi¢

toplam seker derisimi oldugu bulunmustur.

Sitrik asit liretimi i¢in en verimli baglangi¢ toplam seker derisimi zamana bagl
sitrik asit iiretim garfigyle belirlenmeya ¢alisiimistir (Sekil 4.6D). Bu grafige gore
100 g/L baslangic toplam seker derisiminin sitrik asit iiretimi i¢in yetersiz oldugu,
180 g/ sakkaroz igeriginin ise sitrik asit Uretimi i¢in fazla oldugu ortaya
bulunmustur. 100 g/L sakkaroz ortaminda sitrik asit tiretiminin 180 g/L sakkaroz
ortamma gore yiksek olmasi ise fazla substrat igeriginin sitrik asit Uretimini
baskilayabilir.  Sitrik asit tiretimi mikroorganizmanm tiireme sekli ile yakindan
ilgilidir. Uretilen ortama bagl olarak mikroorganizmanin pellet formunda (kiigiik,
orta ve bliylik formda), jelatimsi, yapigskan, filamentli yapida gelisme gosterebilir
[42]. Sitrik asit iiretiminin yeterli seviyede oldugu durumlarda mikroorganizmanin
orta biyiikliikte pellet formu gosterdigi saptanmustir [136]. Deneysel
calismalarimizda orta biiylikliikte pellet formu iceren ortamda sitrik asit liretiminin

daha yiiksek oldugunu gozlemledik.
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Sekil 4.6: Sakkaroz igerikli ortamda baslangi¢ toplam seker derisiminin ortam pH’s1
iizerine etkisi (A:,ortam pH’sinin zamana bagh degisimi, B: kuru misel agiliginin
zamana bagl degisimi, C: Sitrik asit derisiminin zamana bagli degisimi, D: Toplam
seker derisiminin zamana bagli degisimi) (100 mL ¢alisma hacmi, 150 rpm, 30°C,
baslangi¢ pH degeri 6,0, %4 metanol)

Inkiibasyonun 6.  giiniinde elde edilen deneysel parametreler
grafiklendirildiginde kuru misel agirlig1 ve substrat kullanimi agisindan 180 g/L’nin
en iyi kosul oldugu tespit edilmistir. Ancak sitrik asit iiretimi agisindan bakildiginda

140 g/L’nin sitrik asit {iretimi i¢in en uygun kosul oldugu goriilmektedir (Sekil 4.17).

Toplam seker igeriginin belirlendigi bu calismada elde edilen deneysel veriler
araciligiyla hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.2°de verilmistir. Buna gore
inkiibasyonun 8. giiniinde biyokiitle basma sitrik asit {iretimini gosteren yp/x
degerleri 100g/L baslangi¢ toplam seker icerigi ortaminda 0,586, 140g/L’de 0,713,
180 g/L’da 0,231 hesaplanmistir. Kullanilan substrat bagina iiretilen sitrik asit olan
Ypis degerleri 100g/L baslangic toplam seker icerigi ortamimnda 0,119, 140g/L’de
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0,191, 180 g/L’da 0,074 hesaplanmistir.  Kullanilan substrat basina iiretilen
biyokiitleyi veren yys degerleri 100g/L baslangi¢ toplam seker icerigi ortaminda
0,203, 140g/L’de 0,267, 180 g/L.’da 0,321 hesaplanmistir. Kullanilan substrat bagina
iretilen sitrik asit verimliligini gosteren %ositrik asit degerleri; 100g/L baslangic
toplam seker igerigi ortaminda 11,93, 140g/L’de 19,07, 180 g/L’da 7,42
hesaplanmistir. Bu hesaplamalar sonucunda sitrik asit verimliliginin hem biyokiitle
hem de substrat tiiketimi agisindan baslangi¢ toplam seker derigiminin 140 g/L

olmasi gerekliligi bulunmustur.
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(g/L) (g/L) (g/L)

Agirhigr (g/L)

Sitrik asit (g/L), Kalan Substrat (g/L),
Kullanilan Substrat (g/L), Kuru Misel

Sekil 4.7: Sakkaroz igerikli ortamda baslangic toplam seker derisiminin
inkiibasyonun 6. giiniinde deneysel parametreler iizerine etkisi (100 mL calisma
hacmi, 150 rpm, 30°C, baslangic pH degeri 6,0, %4 metanol)
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Cizelge 4.2: Substrat kaynagi olarak sakkarozun kullanildigi ortamda baslangi¢
toplam seker derisiminin kinetik parametreler lizerine etkisi (100 mL ¢alisma hacmi,
150 rpm, 30°C, baslangi¢ pH degeri 6,0, %4 metanol)

100 g/L

Yiis Qx %Sitrik asit
Zaman | Yo Yors (ghtier | Qp Qs Up (9/9 | (ghiicre |gs (9/9
(gin) |(g/9) |(g/g) |el9) (9/L/n) | (g/L/n) | hiicre/h) | 1/h) hiicre/h)
2 0,417 |0,034 |0,082 |0,029 |0,854 |0,009 0,070 0,255 3,41
4 0,360 |0,041 |0,113 |0,032 |0,792 |0,004 0,090 0,092 4,08
6 0,458 |0,091 |0,198 |0,057 |0,629 |0,003 0,124 0,035 9,05
8 0,586 |0,119 |0,203 |0,058 |0,489 |0,003 0,099 0,026 11,93
10 0,642 |0,144 |0,225 |0,057 |0,393 |0,003 0,088 0,019 14,42
140 g/L

Qp %Sitrik asit

Zaman | Yy Yors Yiis (9 |Qs(9/ |ap(9/g |Qx(g ds (9/9
(giin) | (09/9) (9/g) | (ghticre/g) | L/h) |L/h) hiicre/h) | hiicre/l/h) | hiicre/h)
2 0,728 |0,039 |0,054 0,042|1,063 |0,015 |0,057 0,387 |3,92
4 0,210 |0,037 |0,177 0,030/0,813 |0,002 |0,144 0,059 |3,72
6 0,501 |0,116 |0,232 0,085|0,729 {0,003 |0,169 0,030 |11,62
8 0,713 |0,191 0,267 0,107|0,563 |0,004 |0,150 0,019 19,07
10 0,753 |0,202 |0,268 0,100/0,496 |0,003 {0,133 0,016 |20,17

180 g/L
Qx %Sitrik

Zaman | Yy Yors Vs Qp Qs o (9/9 | (ghticre | s (9/g | asit
(giin) | (0/9) (9/g) | (ghiicre/g) | (g/L/h) | (9/L/h) | hiicre/h) | /1/h) hiicre/h)

2 0,180 |0,034 |0,191 0,023 |0,667 |0,004 0,127 0,109 |3,44

4 0,094 |0,021 |0,229 0,019 (0,875 |0,001 0,200 |[0,045 |2,14

6 0,172 {0,052 |0,300 0,044 0,847 |0,001 0,254 0,023 |5,16

8 0,231 |0,074 |0,321 0,049 |0,667 |0,001 |0,214 (0,016 |7,42
10 0,247 |0,083 |0,336 0,045 |0)546 |0,001 0,184 0,012 8,32

Inkiibasyonun 8. giiniinde elde edilen deneysel veriler garfiklendirildiginde
sitrik asit Tiretimi ile ilgili tiim parametrelerde 140 g/L toplam seker igeriginin, misel
iretimi ve toplam seker kullanimi agisindan ise 180 g/L toplam seker iceriginin

uygun oldugu goriilmektedir(Sekil 4.18).
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Sekil 4.8: Sakkaroz igerikli ortamda baslangic toplam seker derisiminin
inkiibasyonun 8.giiniinde Kinetik parametreler iizerine etkisi (100 mL ¢alisma hacmi,
150 rpm, 30°C, baslangic pH degeri 6,0, %4 metanol)

Sitrik asit tiretim verimliliginin degerlendirildigi Sekil 4.19°da, 180 g/L toplam
seker igeriginde sitrik asit verimliliginin ¢ok diisiik oldugu, 140 g/L toplam seker
icerigi iceren ortamda ise en yliksek oldugu goriilmiistiir. Navaratnam ve ark. (1998)
tarafindan yapilan caligmada baslangi¢ toplam seker derisiminin (50 g/L, 100 g/L,
150 g/L) artis1 ile sitrik asit Uretiminin arttigi ve buna bagh olarak kuru misel
agirhiginin da arttig1 tespit edilmistir [137]. Substrat derisimi arttik¢a hiicre i¢i sitrik
asit derisiminin distiigii, hiicre dis1 sitrik asit derigiminin arttigi belirlenmistir.
Calismada 100 ve 150 g/L sakkaroz ortaminda 30 mL/L metanol igeriginde
inkiibasyonun 7. giinlinde maksimum sitrik asit derisimi 12,1 g/L olarak

belirlenmistir [137].
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Sekil 4.9: Sakkaroz igerikli ortamda baslangic toplam seker derisiminin
inkiibasyonun 8.gliniinde sitrik asit tiretim verimliligi tizerine etkisi (100 mL ¢aligma
hacmi, 150 rpm, 30°C, baslangic pH degeri 6,0, %4 metanol)

Substrat olarak sakkarozun kullanildig1 kosullarda farkli baslangic sakkaroz
derisimlerine gore biyokiitle artisia bagli olarak 6zgiil biiyiime hizi hesaplanmistir.
Elde edilen sonuglara gore substrat derigimi arttikca 6zgiil bliylime hizi da artig
gostermistir (Sekil 4.20). Ancak 140 g/L sakkaroz derisimi ile 180 g/L sakkaroz
derisimi arasindaki artis oldukg¢a diisiiktiir. Mikrobiyal biiyiime kinetiklerinin
hesabinda substrat derisimine bagli p degerleri hesaplanarak elde edilen sonuglar
substrat derisimine karsi 6zgiil biiyiime hiz1 olacak sekilde grafiklendirilir. Bu

grafikten umax degeri hesaplanir.

— 06
g . ¢
&D /
S 04
a
[}
5
= 02
m
=
N
:Q 0
100 g/L 140 g/L 180 g/L
—— Ozgiil Bﬁyﬁme hiz 04187 0.5459 0.5465
() (1/giin) ' ' ’

Sekil 4.10: Sakkaroz igerikli ortamda baslangic toplam seker igeriginin 6zgiil
biiyiime hiz1 {izerine etkisi (100 mL ¢alisma hacmi, 150 rpm, 30°C, baslangic pH
degeri 6,0, %4 metanol)
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4.1.3. Metanol oranmin Sitrik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

Sitrik asit hiicre i¢inde sentezlenir ve iiretilen sitrik asitin bir kismi hiicre iginde
kalmaktadir. Hiicre i¢inde birikmis halde bulunan sitrik asit bazi alkollerin ilavesi ile
hiicre zar1 gegirgenligi degistirilerek disariya alinir [38, 44, 137, 139]. Ayrica
metanol hiicre proteinlerinin aktivitesini baskilayarak enzimin metabolik aktivitesini
arttirir.  Sonugta inkiibasyonun erken basamaklarinda sitrik asit liretimi artig gosterir.
Ancak yiiksek derisimlerde metanol ilavesi fungal metabolizmay1 bozdugundan sitrik
asit liretiminin diistigii tespit edilmistir [38, 43, 44]. A. niger’dan sitrik asit
iretiminde metanol glikozun yerine kullanildiginda, metanoliin besin kaynag1 olarak
kullanilamadig tespit edilmistir [137]. Bu durum, sitrik asit tiretiminde metanoliin

hiicre gecirgenligini degistirdigi fikrini desteklemektedir.

Bu ¢alismada 100 mL ¢alisma hacmi, 150 rpm, 30°C, baslangi¢ pH degeri 6,0,
140 g/L baslangi¢ toplam seker derisimi besiyeri ortaminda sabit tutulmustur. Elde
edilen sonuglara gore %3 metanol kullanilan ¢alismada inkiibasyonun 8. giiniinde
ortam pH’s1 2,38, sitrik asit derisimi 14,8 g/L, kuru misel agirligi 23,31 g/L ve
kullanilan toplam seker derisimi 101 g¢/L olarak belirlenmistir. %4 metanol
kullanilan ¢alismada inkiibasyonun 8.giiniinde ortam pH’s1 2,06, sitrik asit derigimi
20,6 g/L, kuru misel agirhigr 28,9 g/L ve kullanilan toplam seker derisimi 108 g/L
olarak belirlenmistir. %5 metanol kullanilan ¢alismada inkiibasyonun 8. giiniinde
ortam pH’s1 3,97, sitrik asit derisimi 5,7 g/L, kuru misel agirligi 15,73 g/L ve
kullanilan toplam seker derisimi 94 g/L olarak belirlenmistir (Sekil 4.11).

Farkli metanol derigimlerinde inkiibasyon ortaminda olusan pH degisimlerinin
zamana bagh grafigi Sekil 4.11A’da verilmistir. Buna gore olusturulan her ortamda
mikrobiyal lireme olmustur. Ancak %5’den fazla metanol derisimlerinde mikrobiyal
iiremenin olmadig: tespit edilmistir. Inkiibasyonun 8. giiniinde ortam pH’lar1
karsilastirildiginda en az pH azalis1 %5 metanol oraninde goriilmiistiir (Sekil 4.11A).
%5’den daha az metanol ilavesi yapilan ortamlarda ortam pH’st 2’ya kadar
diigmiistiir. Yiiksek metanol derisimleri mikroorganizmalarin gelisimi tizerine toksik
etki gosterebilir. Ayrica endiistriyel iiretim agisindan degerlendirildiginde metanol

ilavesinin artig1 ekstra maliyet gerektirmektedir.
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Inkiibasyon ortamina metanoliin ilave edilme zamani da sitrik asit {iretimini
etkilemektedir. Bununla ilgili yapilan arastirmalar metanoliin mikrobiyal geligimin
log safhasina ge¢gmeden ancak ekimle beraber ilave edilmemesi gerektigini
gostermektedir. Metanoliin 24. saatten sonra ilave edilmesi Fe*?, Mn*?, Zn*? gibi iz
elementlerin mikroorganizma tarafindan tolere edilmesini saglamaktadir [44]. Elde
edilen literatiir verilerine gore galismada metanol, inkiibasyonun 24. saatinde ilave

edilmistir.

Metanol oran1 misel liretimini de etkilemektedir. Metanol oraninin artmasi ile
mikrobiyal iireme diismektedir. %4 metanol oraninde misel iiretiminin %3 metanol
oranine gore yiiksek olmasi ise mikrobiyal liremede diisilk derisimde metanoliin
olumlu etki gosterdigini diislindiirebilir. Ayrica %3 metanol oraninde misel geligim
grafigi %4 metanol derisim grafigine olduk¢a benzemektedir. Ancak her kosulda
mikroorganizmanin gelistigi ve kuru misel agrhgmm arttigit Sekil 4.11B’de

goriilmektedir.

Navaratnam ve ark. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada A. niger ile sitrik asit
iiretimi sirasinda metanol ve glukoz degisiminin etkisi incelenmistir. Elde edilen
sonuglara gore diisiik glukoz derisimlerinde metanoliin kuru misel agirlig1 iizerine
ters etki gosterdigi ancak yiliksek glukoz derisimlerinde kuru misel agirligmin da
arttig1r bulunmustur. Ayrica 50 g/L’lik glukoz derisiminde kuru misel agirligi
metanol ilave edilmeksizin 15,6 g/L iken 30 mL/L metanol ilavesi sonucunda ise 3,7
g/L olarak bulunmustur. 150 g/L glukoz derisiminde ise kuru misel agirligi metanol
ilave edilmeksizin 16,0 g/L iken 30 mL/L metanol ilavesi sonucunda ise 17,4 g/L
olarak bulunmustur. Bu sonuglara gére ayn1 zamanda glukoz derisiminin artisi ile

misel agirliginin arttig1 da goriilmiistiir [137].

Toplam seker derisminin zamana bagl olarak farkli metanol derisimlerindeki
azaligt Sekil 4.11C’de verilmektedir. Buna goére substratin en iyi %4 metanol
oraninde kullanildig1 goriilmektedir. Yiiksek metanol derisimlerinde sakkarozun
kullanim1 azalmaktadir. Bu durum mikrobiyal tiremedeki degisimle baglantili
oldugunu gostermektedir. Pazouki ve ark. (2000) tarafindan yapilan calismada
substrat olarak melas ve gliikoz kullanilmig ve mikroorganizma olarak A. niger ve

Candida lipolytica’nin sitrik asit tiretimi karsilastirilmistir.  Elde edilen sonuglara
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gore A. niger'in 30 kg/m3 metanol ilavesi ile glukozun daha verimli kullanildig1 ve
bu durumun melasin kullanildig1 kosulda daha net olarak tespit edildigi bildirilmistir

[134].

Sitrik asit derisimi agisindan deneysel sonuglar degerlendirildiginde %5
metanol oraninin sitrik asit tiretimi agisindan fazla oldugu, %3 metanol oraninin de
yetersiz oldugu bulunmustur (Sekil 4.11D). Optimum metanol orani segilen
mikroorganizma ve A. niger susuna bagl olarak degismektedir. Bazi ¢aligmalarda
sitrik asit {iretimi agisindan optimum metanol oram1 30 mL/L [137] iken bazi
calismalarda 40 mL/L [138, 139, 140], baz1 ¢alismalarda ise 10 mL/L [44] olarak
belirlenmistir. Glikoz yoklugunda metanoliin A. niger iizerine toksik etki gosterdigi

belirlenmistir [137].

Metanol 2. giinde ilave edildigine gore 4. giine kadar sitrik asit tiretiminin
diisiik olmasinin nedeni sitrik asit iiretimi i¢in ara iirlinlerin 4. gline kadar maksimum

degere ulasmis olmasindan kaynaklanabilir.
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Sekil 4.11: Sakkaroz igerikli ortamda metanol oraninin sitrik asit tiretimi tizerine
etkisi (A:,ortam pH’smin zamana bagl degisimi, B: kuru misel agiliginin zamana
bagl degisimi, C: Toplam seker derisiminin zamana bagli degisimi, D: Sitrik asit
derisiminin zamana bagli degisimi) (100 mL ¢ahsma hacmi, 150 rpm, 30°C,
baslangi¢ pH degeri 6,0, 140 g/L baslangi¢ toplam seker derigimi)

Inkiibasyonun 8. giiniinde elde edilen deney sonuglar1 birlikte
degerlendirildiginde substrat kullanimi, mikrobiyal {ireme ve sitrik asit {iretimi
acisindan %4 metanol oran1 sakkaroz kaynakli besiyeri ortamu i¢in en uygundur
(Sekil 4.12). Sitrik asit iiretimi ac¢isindan ve misel {iretimi agisindan bakildiginda %5

metanol oraninin toksik etki gosterdigi acik¢a goriilmektedir.
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Sekil 4.12: Sakkaroz igerikli ortamda metanol oraninin inkiibasyonun 8.giiniinde
deneysel parametreler iizerine etkisi (100 mL ¢alisma hacmi, 150 rpm, 30°C,
baslangi¢c pH degeri 6,0, 140 g/L baslangi¢ toplam seker derisimi)

Substrat kaynagi olarak sakkarozun kullanildigi ortamda farkli metanol
derisimlerinin zamana bagl olarak hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.3’de
verilmektedir. Elde edilen sonuglara gére inkiibasyonun 8. giiniinde biyokiitle
basma sitrik asit tiretimini gosteren ypx degerleri %3 metanol oraninde 0,635, %4
metanol oraninde 0,715, %5 metanol oraninde 0,362 hesaplanmistir. Kullanilan
substrat basina iiretilen sitrik asit olan yps degerleri %3 metanol oraninde 0,147, %4
metanol oraninde 0,191, %5 metanol oraninde 0,061 hesaplanmistir. Kullanilan
substrat basmna tiretilen kuru miseli veren yys degerleri %3 metanol oraninde 0,231,
%4 metanol oraninde 0,267, %5 metanol oraninde 0,167 hesaplanmistir. Kullanilan
substrat basina tretilen sitrik asit verimliligini gosteren %sitrik asit degerleri; %3
metanol oraninde 14,65, %4 metanol oraninde 19,07, %5 metanol oraninde 6,06
hesaplanmustir (Cizelge 4.3). Bu hesaplamalar sonucunda sitrik asit
verimliliginin hem biyokiitle hem de substrat tiiketimi agisindan metanol oraninin

%4 olmasi gerekliligi bulunmustur.
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Cizelge 4.3: Substrat kaynagi olarak sakkarozun kullanildigi ortamda farkli metanol
derisimlerinde zamana bagli olarak kinetik parametreler (100 mL c¢aligma hacmi, 150
rpm, 30°C, baslangi¢ pH degeri 6,0, 140 g/L baslangig toplam seker derisimi)

%3

zaman | Yox | Yors | Yws Qp Qs ap (9/g | Qx (g as (9/g | %sitrik
(giin) |(9/9) |(9/9) |(ghiicre/g)| (g/L/h) | (g/L/h) |hiicre/h) |hiicre/l/h) | hiicre/h) | asit

2 0,711]0,033 | 0,047 0,031 (0,938 0,015 0,044 0,444 13,33
4 0,285|0,047 | 0,165 0,033 [0,708 |0,003 0,117 0,063 |4,71
6 0,54210,103 | 0,190 0,071 |0,688 |0,004 0,131 0,037 110,30
8 0,635|0,147 | 0,231 0,077 [0,526 |0,003 0,121 0,023 |14,65
10 0,612]0,142 | 0,233 0,067 [0,471 0,003 0,110 0,018 |14,25
%4

Zaman yp/x yp/s Yxis Qp QS qp (g/g QX (g gs (g/g Ysitrik
(giin) |(9/9) | (d/9) (ghticre/g) | (9/L/h) | (g/L/h) | hiicre/h) | hiicre/I/h) | hiicre/h) | asit

2 0,421/0,039 0,093 0,042 1,063 |0,009 0,099 0,224 3,92
4 0,297|0,053 |[0,177 0,043 |0,813 |0,003 0,144 0,059 5,26
6 0,501(0,116 |0,232 0,085 |0,729 |0,003 0,169 0,030 |11,62
8 0,713/0,191 |0,267 0,107 |0,563 |0,004 |0,150 0,019 19,07
10 0,753|0,202 | 0,268 0,100 |0,496 |0,003 0,133 0,016 20,17
%5

zaman |Yox | Yois | Vs Qp Qs ap (/g | Qx (9 as (9/g | %sitrik
(gin) | (9/9) |(g/g) | (ghtiicre/g) | (g/L/h) | (g/L/h) |hiicre/h) | hiicre/I/h) | hiicre/h) | asit

2 0,240|0,037 |0,154 0,015 (0,396 [0,005 |0,061 0,136 |3,68
4 0,213|0,042 ]0,198 0,017 (0,396 |0,002 |0,078 0,053 |[4,21
6 0,347|0,051 |0,146 0,027 (0,535 {0,002 0,078 0,048 |5,06
8 0,362|0,061 |0,167 0,030 (0,490 {0,002 0,082 0,031 |6,06
10 0,342|0,063 |0,185 0,027 |0,421 |0,001 0,078 0,022 6,34

Hesaplanan kinetik parametreler grafiklendirildiginde substratin %4 metanol

oraninde daha verimli kullanildigi, maksimum sitrik asit tiretiminin de %4 metanol

oraninde {tretildigi Sekil 4.13’de goriilmektedir.

Mikrobiyal aktivite agisindan

degerlendirildiginde maksimum substrat kullanimi ve iirlin sentezi siralamasi

%4>%3>%5 seklinde olur. Substrat basina sitrik asit tiretim verimliligini gésteren %

sitrik asit verisi grafiklendirildiginde de maksimum sitrik asit tiretiminin %4 metanol

oraninde minimum sitrik asit iiretiminin ise %5 metanol oraninde oldugu Sekil

4.14’de goriilmektedir.
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Sekil 4.13 Sakkaroz igerikli ortamda metanol oranmin inkiibasyonun 8.giiniinde

kinetik parametreler iizerine etkisi (100 mL ¢alisma hacmi, 150 rpm, 30°C, baslangi¢

pH degeri 6,0, 140 g/L baslangic toplam seker derigimi)

25

20

15

% Sitrik Asit

10

0

3%

4%

5%

|—I—% sitrik asit

14,65

19,07

6,06

metanol (%)

Sekil 4.14: Sakkaroz igerikli ortamda metanol oranmin inkiibasyonun 8. giiniinde
sitrik asit tiretim verimliligi iizerine etkisi (100 mL ¢alisma hacmi, 150 rpm, 30°C,

baslangi¢c pH degeri 6,0, 140 g/L baslangi¢ toplam seker derigimi)
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Metanol orani 6zgiil lireme hizin1 da etkilemistir (Sekil 4.15).

%4’den yiiksek derisimlerde 6zgiil tireme hizi azalmis, daha diisiik derisimlerde ise
onemli bir etkileme olmadigi goriilmiistiir.
gelisimi ile yakindan ilgilidir. Ortaya atilan hipotezlere gére metanol hiicresel yapiy1
veya enzim sentezini etkilemektedir.

kullanimini etkileyebilir. Bu ylizden metanol oranine bagl olarak 6zgiil biiylime hiz1

Ozgiil biiyiime hizi mikroorganizma

Metanoliin bu etkisi substrat alimmi ve

da artabilir.
0,6
0,4
S
50 0,2
0
3% 4% 5%
—&— Ozgiil Biiyiime hiz1 (n) 0.5445 0.5459 0,3367
(1/giin) ! ’ ’

Sekil 4.15: Sakkaroz igerikli ortamda metanol oraninin 6zgiil biiyiime hiz1 {izerine
etkisi (100 mL ¢alisma hacmi, 150 rpm, 30°C, baslangic pH degeri 6,0, 140 g/L

baslangi¢ toplam seker derisimi)
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4.2. CALISMADA KULLANILAN PORTAKAL POSASI ILE ILGILI HIDROLIZ
CALISMASI

Portakal posasi kuru madde temelinde %96-97 oraninda organik madde
icerigine sahiptir. Dogal yapis1 %7,4 ile 10,9 araliginda ham lif (Seliiloz), %10,6-
19,1 araliginda asit deterjan ¢oziinmeyen lif (hemiseliiloz), %1,0-2,1 araliginda asit
deterjan ¢oziinmeyen lignin (lignin) igermektedir. Geriye kalan kismi ise seker, ham
yag ve diger organik bilesenleri i¢ermektedir [141,142]. Uygulanan hidroliz
islemleri ile portakal posasinda bulunan organik yapmin seker iceriginin arttirilmasi

saglanmustir.

Hidroliz ¢alismasinda oncelikli olarak daha derisik asit ¢ozeltileri kullanildi.
Ancak portakal posasinin yapisindaki materyallerin bir kismmin ¢éziinmiis olmasi
veya yapisinda bulunan organik yapinin bozulmasi nedeniyle toplam seker icerigi
diisiik bulunmustur. Hidroliz sonrast nétralizasyon asamasinda asir1 baz kullanimi
kullanilan asidin derisiminin ayarlanmasi yoluna gidilmesine neden olmustur.
Calismada baz olarak NaOH, KOH, NH,OH kullanilmistir. NaOH ile ilgili yapilan
notralizasyon c¢aligmasinda elde edilen hidrolizatlarda mikrobiyal {ireme

gozlenmemistir. Bu nedenle bu islemlerle ilgili sonuglar verilmemistir.

Uygulanan islemlerle portakalin dogal yapisinda bulunan ¢éziinebilecek forma
sahip dogal materyaller ile hemiseliiloz ve seliilozun bir kismi ¢oziinlir forma
gecirilmistir.  Hidrolizde kullanilan asitler ve bu asitlerin farkli derisimleri,
parcalama siiresi ve notralizasyonda kullanilan kuvvetli bazlar hidrolizatin toplam
seker icerigini degistirmektedir [142]. Ozellikle derisimi yiiksek olan asitlerde
parcalama islemi sonucunda elde edilen hidrolizatlarin ¢6zlinmiis madde igerigi
%5’lik HCI ve H2SO4’un kullanildig: hidrolize gore daha diisiik bulunmustur (Sekil
4.16).
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Sekil 4.16. Portakal posasina uygulanan hidroliz islemleri sonucunda elde edilen

stiziintiide toplam seker igeriklerindeki degisim

Hazirlanan hidrolizatlarda mikrobiyal {iremenin olup olmadigmin tespit
edilmesi amaciyla fermentasyon ortami hazirlanmistir. 8 giinliikk inkiibasyon
periyodu boyunca mikrobiyal tiremenin olup olmadigi gozlenmistir (Cizelge 4.4).
Ureme olan ortamlarda pellet genisligi orta genislikte olan ve pH diisiisii (pH 6’dan
3’¢) en 1iyi olan hidroliz kosulu bundan sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere
secilmistir. Bunun i¢in posanin parcalanmasinda %5’lik HCl ¢o6zeltisinin
kullanildig1 ve 3N KOH ile nétralizasyon yapilan 9. ortam hidroliz yontemi olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Portakal posa hidrolizinde kullanilan yontemler ve mikrobiyal lireme
durumu

Parcalama i¢in Notralizasyon i¢in | Mikrobiyal
Kullanilan Asit Kullanilan Baz Ureme

1. islem 4M HCI 3N KOH -

2. islem 4AM H,S0, derisik NH,OH -

3. islem 2M HCI derisik NH,OH +

4. islem 8,75 M CH3;COOH | derisik NH,OH +

5. islem 3 M H,S0, derisik NH,OH +

6. islem derisik CH3COOH | derisik NH,OH -

7. islem 1M H,SO, 3N KOH +

8. islem %5 H,S0O, ¢ozeltisi | 3N KOH +

9. islem %35 HCI ¢ozeltisi 3N KOH +
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4.2.1. Portakal Posa Tanecik Biiyiikliigi ve Posa Derisiminin Toplam Seker
Icerigine Etkisi

Hidroliz ortaminda &giitiilen portakal posasinin tanecik biiylikligii ¢oziinmiis
toplam seker icerigini degistirmektedir. Bu nedenle 6giitiilen posalara elek analizi
uygulanarak fraksiyonlarma ayrilmistir. Elde edilen fraksiyonlar, 100 mL’lik %5’lik
HCI ¢ozeltisi varliginda hidrolize ugratilmistir. Hidroliz sirasinda 3 farkl fraksiyon
ve 3 farkli derigsim kullanilmistir. Deney sonuglarma gore, 30 g/L’lik derisim ve -
300um +212um (70 mesh f{istii) fraksiyonu optimum tanecik biiylikligli olarak

belirlenmistir.

Hidroliz ortaminda, portakal posa derisimi ¢6ziinmiis toplam seker igerigini
degistirmektedir (Sekil 4.30). Hidroliz ¢aligmasi sirasinda 10 g/L, 20 g/L ve 30 g/L
posa derigimi ve 70 mesh alti, 70 mesh iistii ve 50 mesh alt1 tanecik biiytlikliigiine
sahip posalar kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore posa derisimi arttik¢a toplam
seker icerigi artmistir. 70 mesh alt1 tanecik biiyilikliigiiniin toplam seker igeriginin 50
mesh altma gore daha disik oldugu tespit edilmistir. ~ Optimum tanecik

biiytikligliniin 70 mesh iistii olmas1 gerektigi belirlenmistir.

100
— 070 mesh alt1
= 80 -
e 070 mesh tstii
% 60 - B 50 mesh alt1
Ur
g
<, 40 A
o
F

20 A
. J:%

10 g/L posa 20 g/L posa 30 g/L posa

Sekil 4.17. Portakal posasinin hidrolizinde posa derisimi ve tanecik biiyiikliigiiniin
toplam seker derisimine etkisi

Optimum posa derisiminin belirlenmesi amaciyla, 100 mL’lik %5’lik HC1 (0,6
M) ¢ozeltisine 2, 4, 6, 8, 10 ve 20 g 6giitiilmiis posa ilavesi yapilmistir. Elde edilen
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verilere gore 100 g posa/L hidroliz ortaminda optimum derisim olarak belirlenmistir

(Sekil 4.18).

90 -
80 -
) i
E) 70
- 60 -
V_g} 50 ~
40 -
E‘ 30 ~
& 20
10
O T T T T T

0 40 80 120 160 200
Posa derisimi (g/L)

Sekil 4.18. Portakal posasmin hidrolizinde posa derisiminin toplam seker icerigine
etkisi

43. PORTAKAL HIDROLIZATI VE MELAS ICERIKLI BESIYERI
ORTAMINDA Aspergillus niger ILE KESIKLI DUZENDE CALISAN
CALKALAMALI BIYOREAKTORDE OPTIMUM SITRIK ASIT URETIM
KOSULLARININ BELIRLENMESI

Portakal hidrolizati ve melasin substrat olarak kullanildigi bu c¢alismada
optimum {iretim kosullar1 belirlenmistir.  Inkiibasyon periyodunun belirlenmesi
amaciyla yapilan g¢alismada toplam inkiibasyon periyodu 8 giin siirdiiriilmiistiir.
Besiyeri ortami 30°C’de, 150 rpm devir hizinda, 100 mL c¢alisma hacminde, %1
mikroorganizma orani, %2 misirézii yagi, 140 g/L toplam seker temelinde substrat
miktar1, 200 mg/L KsFe(CN)g derisimi, ve baslangi¢ pH’s1 6 olarak ayarlanmistir.
Inkiibasyon pediyodu boyunca 12 h, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 giinlerde alinan numunelerde
pH, kuru misel agirligi (KMA) (g/L), toplam seker derisimi (g/L) ve sitrik asit (g/L)

analizi yapilmustir.

Elde edilen sonuglara gore inkiibasyon ortami pH’s1 diizenli bir azalis
gdstermistir (Sekil 4.19A). Inkiibasyon periyodunun 2. giiniinde pH 4’e diismiistiir.
Bu zamandan sonra sitrik tiretiminin tetiklendigi goriilmiistir. Ortam pH degerinin

3-4 araligma diismesiyle sitrik asit tiretimindeki artig sitrik asit tiretiminin pH’ya
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baglt oldugunu gostermektedir (Sekil 4.19A). Ortam pH degerindeki azalmanin
nedeni iiretilen iiriinler ve enzimlerdir. Ozellikle A. niger filamentli fungusu ortam
icerigi (iz elementler, substrat derisimi, nutrientler vb.) ve ortamin oOzelligine
(calkalama hizi, pH vb) bagli olarak primer ve sekonder metabolitlerin iiretimini
yapabilen bir fungustur. Bu tir mikroorganizmalara heterofermentatif
mikroorganizma denilmektedir. Fermentasyon ortaminda bulunan bir sakkarozdan
tek bir iirlin sentezi yapan mikroorganizmalara homofermentatif, fermentasyon
kosullarma bagli olarak bir veya daha fazla lriin ya da farkli diriinler treten
mikroorganizmalara heterofermentatif mikroorganizmalar denilmektedir [143].
Inkiibasyon periyodu boyunca pH degerindeki degisimiyle sitrik asit iiretimi
arasindaki 1iliski optimum inkiibasyon periyodunun 6. giin olmasi gerektigini

gostermektedir.

Sitrik asit tiretiminde inkiibasyon ortamindaki toplam seker icerigindeki azalma
ve sitrik asit derisimi arasinda bir iliski oldugu Sekil 4.19B’de belirlenmistir.
Uretilen hiicre sayismm artis1 kullanilan substratin ve iiretilen sitrik asitin artigini
gerektirmektedir. .Sekil 4.19C’de goriildiigli tizere inkiibasyonun 2. giiniinden
itibaren sitrik asit iiretimindeki yiikselme kuru misel agirhigindaki artisla paralellik
gostermektedir. Bu iliski ise sitrik asitin A. niger’mn drettigi primer metabolit
olabilecegini gostermektedir. Sekil 4.19C’de inkiibasyonun 4. giinlinden sonra
gelisen mikroorganizmanin tirettigi sitrik asitin arttig1 gézlenmistir. Bu durum pelet
gelisiminin 4. giinde tamamlandigini ve sitrik asit tiretiminin 4. glinde maksimuma

ulastigini gosteriyor olabilir.

Kuru misel agirligindaki degisim incelendiginde inkiibasyon periyodunun 6.
giiniinde mikroorganizmanm duragan faza gectigi Sekil 4.19C’da goriilmektedir
Kullanilan fermentasyon ortamina gére kuru misel agirlig1 degisiyor olsa da her A.
niger susu farkli gelisim gostermesi nedeniyle tirettigi kuru misel agirhi@: farklilik
gosterebilmektedir. Rahmen ve ark (2003) tarafindan yapilan ¢alismada topraktan
izole ettikleri 25 adet A. niger susu ile 250 mL’lik erlenlerde 50 mL olacak sekilde
hazirlanan ortamda sitrik asit iiretilmistir. Calisma, 30°C’de 148 saatlik inkiibasyon

periyodunda, 150 g/L baslangi¢ seker ve pH 6 (baslangi¢ pH) degerinde melas iceren
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ortamda yiiriitiilmiistiir. Fermentasyon sonunda her susun kuru misel agirliklari

degisiklik gosterdigini kaydetmislerdir [40].

Sitrik asit liretimi mikroorganizmanm iireme sekli ile yakindan ilgilidir.
Uretilen ortama bagli olarak mikroorganizma pellet formunda (kiiciik, orta ve biiyiik
formda), jelatinimsi, yapiskan, flamentli yapida gelisme gosterebilir [42]. Sitrik asit
iiretiminin yeterli seviyede oldugu durumlarda mikroorganizmanin orta biiytikliikte
pellet formu gosterdigi saptanmustir [136].  Deneysel c¢aligmalarimizda orta
biiyiikliikte pellet formu igeren ortamda sitrik asit iiretiminin daha yiliksek oldugu

belirlendi.
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Sekil 4.19 Portakal hidrolizat1 ve melas igerikli ortamda sitrik asit tiretimi igin
optimum siirenin belirlenmesi (A:sitrik asit {iretimi ile ortam pH’sinin degisimi, B:
Sitrik asit iiretimi ile toplam seker derisiminin degisimi, C:sitrik asit {iretimi ile
MLSS degisimi) (30°C’de, 150 rpm, 100 mL ¢alisma hacmi, mikroorganizma orani
%1, %2 muisirdzii yagi, substrat miktar1 toplam seker temelinde 140 g/L, K4Fe(CN)s
derisimi 200 mg/L, ve baslangi¢ pH’s1 6, %4 metanol)
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Inkiibasyon ortammnda optimum siire olarak belirlenen 6. giinde toplam
substrat iceriginin %60,6’m1, 8. giinde ise %66 kullanmiglardir (Cizelge 4.5).
Inkiibasyon periyodu sonunda ortamda kalan substrat, bu tiir bir fermentasyonun
kullanildig1 sistemin siirekli olmas1 durumunda kontrol altina alinabilir. Saatte g
hiicre bagina {iretilen sitrik asit miktart (qp) 6. giinde 0,009 g/L/h olarak
hesaplanmistir. Topraktan izole edilen A. niger suslarindan melas ortaminda sitrik
asit Uretimi tlizerine yapilan ¢alismada qp degeri 0,036 olarak hesaplanmistir [133]
Bu oran se¢ilen mikroorganizma susuna gore farklilik géstermekle birlikte, portakal
hidrolizat1 ve melasin kullanildig1 ortamda hesaplanan oran sitrik asit liretimi i¢in
uygundur. Cesitli mutant tiirlerde bu oran oldukc¢a yiikseltilmistir. Ancak mutant
tiirlerin kararliligi yetersiz ve stres durumunda yasamini devam ettirmesi zordur.
Toprak gibi dogal ortamlardan izole edilen tiirler hem normal sartlarda yasamini
devam ettirmekte hem de {iriin sentezi i¢in dogal enzim sistemleri
gelistirebilmektedir [144]. Aymi sekilde iiretilen g hiicre basina kullanilan substrat
miktart (gs), optimum giin olarak belirlenen 6. giinde 0,026 g/L/h olarak
hesaplanmistir. Bu deger topraktan izole edilen tiirlerden elde edilen degere (0,035

g/L/h) gore yakinlik gostermektedir.

Cizelge 4.5. Portakal hidrolizati ve melas igerikli ortamda zamana bagl olarak
kinetik parametrelerdeki degisim (30°C’de, 150 rpm, 100 mL c¢alisma hacmi,
mikroorganizma orant %1, %2 musirézi yagi, substrat miktar1 toplam seker
temelinde 140 g/L, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L, ve baslangi¢c pH’s1 6, %4 metanol)

Zaman |yp/x |yp/s |yx/s |Qp Qs gp Qx (g |gs %sitrik
(gin) | (9/9) [(9/g) |(9/g) |(g/L/n) |(g/L/h) |(g/g/h) |I1h) | (g/g/h) |asit

0,5 0,721 0,058 | 0,080 | 0,133 2,308 |0,060 (0,185 |[1,040 |5,776

1 0,973 10,056 | 0,058 | 0,118 2,112 |0,041 |0,122 |0,723 |5,604

0,614 10,082 {0,134 | 0,104 1,269 |0,013 0,170 |0,155 |8,227

0,758 10,161 | 0,212 | 0,169 1,054 0,011 |0,224 |0,065 |16,078

1,045 0,284 10,272 | 0,244 0,858 |0,011 |0,233 |0,038 |28,398

1,209 | 0,332 {0,275 | 0,256 0,771 |0,010 |0,212 |0,030 |33,189

1,240 | 0,330 | 0,266 | 0,247 0,749 10,009 |0,199 |0,026 |32,994

1,174 /0,320 {0,273 | 0,213 0,665 |0,007 |0,182 |0,022 |32,021

O N OO B WN

1,146 | 0,332 {0,290 | 0,196 0,589 |0,006 |0,171 |0,018 |33,245
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Zamana bagl olarak tretilen mikroorganizmanin sitrik asit tiretim hizinin bir
gostergesi olan yp/x degeri optimum siire olarak belirlenen 6. giinde 1.240 g/g
olarak hesaplanmistir. Ham nisastanin dogrudan kullanildig1 sitrik asit iiretim
caligmasinda mutasyonda kullanilan saf kiiltiirin sitrik asit tiretim verimliligi yp/x
degeri 1,050 g/g’dan mutasyonla 2,950 g/g’a yiikseltilmistir [136]. incelenen
referanslara gore mikroorganizmanim sitrik asit fermentasyon verimliligi {iretim

asamasinda kullanilmasi agisindan yeterlidir.

Saatte tiretilen sitrik asit derisiminin bir gdstergesi olan Qp degeri 6. giinde
optimum degere (0,256 g/L/h) ulasmistir. Pancar melasinda gelistirilen farkli A.
niger suslarmin sitrik asit {iretim parametrelerinin karsilagtirildigi ¢alismada Qp
degeri 0,149 (g/L/h) ile 0,290 (g/L/h) arasinda farklilik gostermistir [44]. Bu
calismada elde ettigimiz Qp degeri bu araliga diismektedir. Gram hiicrenin saatte
kullandig1 substrat degerini veren qs degeri, mikroorganizmanin Sakkarozu 24.
saatte kadar maksimum derecede kullandigi ve bundan sonraki siirelerde substrat
kullaniminin daha minimum seviyede oldugu gézlenmistir. 2. Giinden itibaren sitrik
asit {iretiminin yiikselmesi, mikroorganizmanin substrati Oncelikli olarak kendi

gelisimi i¢in kullandig1 daha sonra {iriinii sentezlemede kullandig1 sdylenebilir

4.3.1. Portakal Hidrolizat1 Ve Melas Icerikli Besiyeri Ortammnda Sitrik Asit
Uretimine Baslangi¢ pH’smin Etkisi

Sitrik asit tiretimi baslangic pH degeriyle degisebilmektedir. Baslangic pH
degerinin sitrik asit iiretimi lzerine etkisi incelendiginde Kreps ¢evrimi lizerine
dogrudan etki etmemektedir. pH’nin sitrik asit iiretimi lizerine etkisi tam olarak
bilinmemekle birlikte, enzim aktivitesi tizerine bir etki yapabilecegi veya hiicre
zarmin yapisint  degistirerek substrat girisi ve Uriiniin hiicre disma atigini
kolaylastirdig1 distiniilmektedir [86]. Ayrica iiretimde kullanilan mikroorganizma
heterofermentatif bir mikroorganizma olup baslangic pH degeri ile irettigi triin
degisebilmektedir. A. niger’m diisik pH degerlerinde firiin sentezinin yiiksek
olmasina ragmen baglangic pH degerinin 3’iin altina diisiiriilmesi mikroorganizmanin
gelisimini etkilemektedir. Bu nedenle baslangic pH degeri 4,5, 5, 5,5, 6,0 ve 6,5
secilmistir.  Daha yliksek baglangic pH degerlerinde {iretilen iiriin degisiklik

gostermektedir. Baglangi¢ pH degeri 6,5 ve iizerinde ayarlandiginda glukonik asit
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veya okzalik asit iiretimi yaptigi tespit edilmistir. Bu pH araliginda sitrik asit analizi
yapildiginda sitrik asidin minimum seviyede oldugu tespit edilmistir [91] Ortamin
pH degerine gore fretilen triinler degisiklik gostermektedir.  A. niger ile
fermentasyon kosullarinda pH 3,0-3,5 araliginda sitrik asit, pH 6,0-7,0 araliginda
okzalik asit tretilmektedir [53]. Okzalik asit tiretiminden sorumlu enzim olan
okzaloasetat hidrolaz enzimi pH>4,0’da ¢aligmaktadrr [53]. pH 6,0 degerinde
baslayan bir fermentasyonda dncelikle okzalik asit olusmakta ve daha sonra iiretilen
diger yan iiriinlerle, ortamda H" iyonu derisiminin artmasiyla fermentasyon sitrik asit

uretimine donmektedir.

Substrat olarak portakal hidrolizat1 ve melasin kullanildig1 ¢alismada baslangic
pH degerinin belirlenmesi ile ilgili bir calisma seti kurulmustur. Calisma 250 mL’lik
erlenlerde yiritilmistiir. Besiyeri ortammin sakkaroz igerigi 140 g/L, metanol

igerigi %4, ortam sicakhig1 30°C ve ¢alkalama hiz1 150 rpm’dir..

Hazirlanan her besiyeri ortaminda inkiibasyon periyodu boyunca ortam pH’s1
degismistir (Sekil 4.20A). Sekil 4.20A’da goriilecegi gibi en iyi pH degisimi
baslangi¢c pH’s1 6,0 olan kosulda gozlenmistir. Bu durum sitrik asit iiretimi agisindan
kritik pH degerinin 6,0 oldugunu gostermektedir. pH azalislarini siralayacak olursak
pH6,0< pH 5,0< pH 5,5< pH 4,5<pH 6,5 olur. Ayni zamanda pH azalislarindaki
farklilik sitrik asit tiretimi ve A. niger agisindan baslangi¢ pH’sinin 6nemli bir yeri

oldugunu gostermistir.

Portakal hidrolizat1 ve melasin substrat kaynagi olarak kullanildig1 ¢alismada
baslangic pH’smin belirlenmesi amaciyla kurulan g¢alisma setinden elde edilen
sonuglar sitrik asit iiretimi agisindan incelenecek olursa en yiiksek sitrik asit iiretimi
pH 6,0’da belirlenmistir (Sekil 4.20B). En az sitrik asit iiretimi pH 4,5’da
gozlenmistir. Elde edilen sonuglar1 sitrik asit tiretimi agisindan siralayacak olursak
siralama, pH 6,0<pH 6,5<pH 5,5<pH 5,0<pH 4,5 oldugu goriiliir. Elde edilen
siralama pH azalisi i¢in elde edilen siralamadan oldukga farklidir. Bu durum
ortamda H* iyonundaki artigm sitrik asit iiretimini tetikledigini gdstermektedir.
Optimal sitrik asit tiretimi pH 6,0’da gozlenmis olsa da sitrik asitin pH 6,5’da daha

az olmasi kritik pH degerinin pH 6,0 olma ihtimalini arttirmaktadir.
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Her farkli baslangi¢c pH’da mikroorganizmanin misel fizyolojisi ve kuru misel
agiliklar1 farklilik gostermistir (Sekil 4.20C). Orta biyiikliikte pellet genisligi pH
6’da saptanmustir. pH 6,5°da pellet genisligi en fazla, pH 4,5’da ise en kiiclik pellet
genisligine sahip oldugu gozlenmistir. Ayrica pH 6 ve 6,5’da inkiibasyon siiresinin
son asamalarinda pellet fizyolojisinin dagmnik forma doniistiigli gozlenmistir.
Bununla ilgili yapilan bir ¢alismada, melas substrat olarak kullanilmis ve topraktan
izole edilen saf kiiltiire mutasyon uygulanmistir. Elde edilen mutant tiirlerden sitrik
asit liretim kapasitesi yiiksek mutant tiirle yapilan ¢alismada baslangic pH degeri 6
olarak ayarlanmistir. 6 giinliik inkiibasyon sonucunda saf kiiltlirlin misel
fizyolojisinin orta diizeyli pellet genisligine sahip oldugu, sitrik asit tiretimi diigiik
olan mutant tiiriin fizyolojik yapisinin ise yapiskan biyokiitle formunda oldugu
gozlenmistir. Yapiskan yapiya sahip olan mutant tiirlin substrat1 verimli bir sekilde
kullandig1 ancak kuru misel agirhigmin diger mutant tiirler ve saf kiiltiire gore diistik

oldugu belirlenmistir [60].

Sitrik asit tiretimi misel miktarindaki artigla da yakindan ilgilidir. Ciinki sitrik
asit primer bir metabolittir. Bu nedenle ftiretilen hiicre sayisinin artisi sitrik asit
tretimini de arttirabilmektedir. Ancak metanol orani gibi etkenlerin degismesi
durumunda, hiicre sayis1 arttikga sitrik asit dtretimi artmaz.  Bununla ilgili

aciklamalar ise metanol oraninin etkisi béliimiinde ayrintili olarak islenmistir.

Baslangic pH’sma bagl olarak substrat kullanim verimliligi toplam seker
derisimindeki degisimle belirlenebilir. En az substrat kullanimi pH 4,5’da en iyi
substrat kullanim1 da pH 6,0’da gézlenmistir. Ancak tiim baslangic pH kosullarinda
substratin verimli bir sekilde kullanildig1 s6ylenebilir (Sekil 4.20D).
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Sekil 4.20 Portakal hidrolizat1 ve melas igerikli ortamda baslangi¢c pH’simin sitrik asit
iiretimi {izerine etkisi. (A:Inkiibasyon ortaminda pH degisimi, B:Sitrik asit
derisiminin degisimi, C:Kuru misel agirhiginin degisimi, D:Toplam seker derisiminin
degisimi). (30°C’de, 150 rpm, 100 mL calisma hacmi, mikroorganizma oran1 %1, %2
musirézii yagi, substrat miktar1 toplam seker temelinde 140 g/L, K4;Fe(CN)g derisimi
200 mg/L, %4 metanol)

Inkiibasyonun 6. giiniinde elde edilen deney sonuglar1 toplu halde
degerlendirilecek olursa sitrik asit tretimi, substrat kullanimi ve misel {iretimi

acisindan baslangi¢c pH’smnin 6,0 olmasmin en optimum kosul oldugu Sekil 4.21°de

goriilmektedir.
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Sekil 4.21. Portakal hidrolizat1 ve melas icerikli ortamda baslangic pH’simin deneysel
parametreler iizerine etkisi (Inkiibasyon sicaklig1 30°C’de, ¢alkalama hiz1 150 rpm,
100 mL ¢alisma hacmi, mikroorganizma orami %1, %2 miswrézii yagi, substrat
miktar1 toplam seker temelinde 140 g/L, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L, %4 metanol)

Inkiibasyonun 6. giiniinde elde edilen deney sonuglarmma gére; kullanilan
substrat agisindan sitrik asit tiretim verimliligine bakildiginda, en disiik %sitrik asit
21,31 ile pH 4,5’da, en yiiksek %sitrik asit ise 32,99 ile pH 6,0’da bulunmustur
(Sekil 4.22). Baslangi¢ pH degeri arttikga sitrik asit tiretim verimliligi artmaktadir.
Ancak pH 6,0’dan yiiksek baslangic pH degerlerinde sitrik asit verimliligi
diismektedir.

35
30
25
20
15
10

5
0

% Sitrik asit

pH4,5 | pH50 | pH55 | pH6,0 | pH6,5

——%sitrik asit| 21,31 | 22,94 | 28,74 | 32,99 | 29,38
Baslangic pH

Sekil 4.22. Portakal hidrolizati1 ve melas igerikli ortamda baslangi¢ pH’sma bagh
olarak sitrik asit iiretim verimliligi (Inkiibasyon sicaklig1 30°C°de, calkalama hiz1 150
rpm, 100 mL ¢aligma hacmi, mikroorganizma orant %1, %2 misir6zii yagi, substrat
miktar1 toplam seker temelinde 140 g/L, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L, %4 metanol)
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Baslangic pH’smin belirlendigi bu calismada elde edilen deneysel veriler
araciligryla hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.6’de verilmistir. Substrat
olarak sakkarozun kullanildig1 ¢alismada tiretilen biyokiitlenin sitrik asit {iretim
verimliligini gdsteren Y degerleri inkiibasyonun 8. giiniinde pH 4,5’da 0,718, pH
5,0’da 0,714, pH 5,5da 0,726, pH 6,0’da 0,748, pH 6,5’da 0,723 olarak
hesaplanmigtir. Substrat olarak portakal hidrolizat1 ve melasin kullanildig1 ¢aligmada
ise Ypix degerleri inkiibasyonun 6. giiniinde pH 4,5’da 1,018, pH 5,0°da 1,067, pH
5,5°da 1,018, pH 6,0’da 1,240, pH 6,5°da 1,131 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara
gore calismada kullanilan substrata gore mikroorganizmanin sitrik asit iiretim
verimliligi degismektedir. Ayrica portakal hidrolizat1 ve melas, sakkaroza gore sitrik
asit iiretimi acisindan daha uygun bir substrattir. Substrat kullanim1 basina {iretilen
sitrik asiti gosteren yps degerleri inkiibasyonun 6. giiniinde pH 4,5’da 0,287, pH
5,0’da 0,229, pH 5,5da 0,287, pH 6,0’da 0,330, pH 6,5°da 0,294 olarak
hesaplanmistir. Kullanilan substrat basima iiretilen biyokiitleyi gosteren yys degerleri
inkiibasyonun 6. giiniinde pH 4,5’da 0,276, pH 5,0°da 0,215, pH 5,5’da 0,282, pH
6,0’da 0,266, pH 6,5°da 0,260 olarak hesaplanmistir. Bu hesaplanan degerler
sakkaroz ortaminda elde edilen degerlerden daha yiiksektir. Baslangi¢c pH degisimi
iiretilen mikroorganizma basia {iretilen sitrik asit verimini ve kullanilan substrat

basina iiretilen iirtin degerini etkilemistir.

Cizelge 4.6. Portakal hidrolizati ve melas icerikli ortamda baslangi¢ pH’sinin kinetik
parametreler iizerine etkisi (30°C’de, 150 rpm, 100 mL ¢alisma hacmi,
%1mikroorganizma orani, %2 misirézii yagi, 140 g/L substrat miktar1 toplam seker
temelinde, 200 mg/L K4Fe(CN)g derisimi, %4 metanol)

pH 4,5

Zaman | Yox | Yos Yxis Qp Qs | G (99 | Qx(g | as (9/g | %Sitrik
(Saat) | (g/9) | (g/9) |(ghiicre/g) | (g/L/h) | (g/L/h) | hiicre/h) | hiicre/I/h) | hiicre/h) | asit

12 | 0,600 | 0,064 | 0,107 0,075 | 1,167 | 0,050 0,125 0,778 5,71

24 10,897 |0,057 | 0,064 0,084 | 1,458 | 0,037 0,093 0,651 | 10,00

48 10,311 /0,068 | 0,219 0,067 | 0,979 | 0,006 0,215 0,095 | 10,00

72 1057210132 | 0,230 0,115 | 0,875 | 0,008 0,201 0,060 | 13,14

9% ]0,852]0,235| 0,276 0,174 | 0,740 | 0,009 0,204 0,038 | 26,04

120 | 0,950 | 0,308 | 0,324 0,205 | 0,667 | 0,008 0,216 0,026 | 25,47

144 11,018 0,287 | 0,282 0,199 | 0,691 | 0,007 0,195 0,025 | 21,31

168 10,990 0,279 | 0,281 0,179 | 0,643 | 0,006 0,181 0,021 | 23,22

192 | 1,028 | 0,305| 0,296 0,170 | 0,557 | 0,005 0,165 0,018 | 24,27
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Cizelge 4.6 (devam)

pH 5,0
Zaman| Yo | Yoo | Yur | Qo | Q | G (@9 ] Q@ | & (99 |%Sitrik
(Saat) | (9/9) | (9/9) | (ghticre/g) | (9/L/h) | (g/L/h) | hiicre/h) | hiicre/l/h) | hiicre/h) | asit
12 | 0,511 | 0,140 | 0,274 | 0,058 | 0,417 | 0,043 0,114 0,304 | 14,00
24 | 0,557 |0,089| 0,159 | 0,067 | 0,750 | 0,023 0,120 0,261 | 8,89
48 | 0,410 | 0,086 | 0,210 | 0,052 | 0,604 | 0,009 0,127 0,099 | 8,62
72 |0,634 0,131 0,207 | 0,099 | 0,750 | 0,009 0,156 0,067 | 13,15
96 | 0,973 |0,218| 0,225 | 0,148 | 0,677 | 0,010 0,152 0,046 | 21,85
120 | 1,074 10,269 | 0,251 | 0,168 | 0,625 | 0,009 0,157 0,033 | 26,93
144 11,067 | 0,229 | 0,215 | 0,155 | 0,675 | 0,007 0,145 0,032 | 22,94
168 | 1,043 | 0,238 | 0,228 | 0,145 | 0,607 | 0,006 0,139 0,026 | 23,82
192 | 1,023 | 0,261 | 0,255 | 0,140 | 0,536 | 0,005 0,137 0,020 | 26,12
pH 5,5
Zaman | Ypx | Y Yxis Qp Qs | g(9/g | Q«(@ | (9/g |%Sitr
(Saat) | (9/9) | (9/9) | (ghticre/g) | (g/L/h) | (9/L/h) | hiicre/h) | hiicre /I/h) | hiicre/h) | ik asit
12 0,600 | 0,064 | 0,107 0,075 | 1,167 | 0,050 0,125 0,778 | 6,43
24 | 0,897 [0,057| 0,064 | 0,084 | 1,458 | 0,037 0,093 0,651 | 5,74
48 0,311 | 0,068 | 0,219 0,067 | 0,979 | 0,006 0,215 0,095 | 6,81
72 0,572 {0,132 0,230 | 0,115 | 0,875 | 0,008 0,201 0,060 | 13,17
96 0,852 | 0,235 0,276 | 0,174 | 0,740 | 0,009 0,204 0,038 | 23,52
120 | 0,950 | 0,308 | 0,324 | 0,205 | 0,667 | 0,008 0,216 0,026 | 30,75
144 | 1,018 | 0,287 | 0,282 0,199 | 0,691 | 0,007 0,195 0,025 | 28,74
168 | 0,990 | 0,279 | 0,281 0,179 | 0,643 | 0,006 0,181 0,021 | 27,87
192 | 1,028 | 0,305| 0,296 | 0,170 | 0,557 | 0,005 0,165 0,018 | 30,47
pH 6,0
Zaman Yo |Yois Vs (9 | Qp Qs a0 (9/g | Qx(g 0s(9/g | %sSitrik
(Saat) |(9/g) |(o/g) |hiicre/g)|(g/L/h) |(g/L/h) |hiicre/h) | hiicre/l/h) | hiicre/h) | asit
12 0,721 |0,058 [0,080 |0,133 |2,308 |0,060 |0,185 1,040 |5,78
24 0,973 |0,056 {0,058 |0,118 |2,112 |0,041 |0,122 0,723 |5,60
48 0,614 |0,082 |0,134 |0,104 |1,269 |0,013 |0,170 0,155 8,23
72 0,758 |0,161 [0,212 |0,169 |1,054 |0,011 |0,224 0,065 |16,08
96 1,045 |0,284 |0,272 0,244 |0,858 |0,011 |0,233 0,038 |28,40
120 1,209 |0,332 |0,275 |0,256 |0,771 |0,010 |0,212 0,030 33,19
144 1,240 |0,330 |0,266 |0,247 |0,749 |0,009 |0,199 0,026 |32,99
168 1,174 10,320 (0,273 |0,213 |0,665 |0,007 |0,182 0,022 32,02
192 1,146 |0,332 (0,290 |0,196 |0,589 |0,006 |0,171 0,018 |[33,24
pH 6,5
Zaman| Yo | Yes | Yus(9 | Qp Q9 | % (9/g | Q«(@ | as (9/g |%sSitrik
(Saat) | (9/g) | (9/g) |hiicre/g)| (g/L/h) | /L/h) |hiicre/h) | hilcre/I/h) | hiicre/h) | asit
12 0,779 | 0,120 | 0,154 | 0,100 | 0,833 | 0,065 0,128 0,541 |12,00
24 | 0,824 |0,101| 0,123 | 0,080 | 0,792 | 0,034 0,097 0,340 |10,11
48 0,423 | 0,111 | 0,261 | 0,088 | 0,792 | 0,009 0,207 0,080 |11,05
72 0,696 | 0,163 | 0,234 | 0,133 | 0,819 | 0,010 0,192 0,059 |16,27
96 1,022 | 0,249 | 0,243 | 0,197 | 0,792 | 0,011 0,193 0,043 |24,87
120 | 1,132 {0,324 | 0,286 | 0,229 | 0,708 | 0,009 0,203 0,029 |32,35
144 | 1,131 | 0,294 | 0,260 | 0,210 | 0,714 | 0,008 0,185 0,027 29,38
168 | 1,122 | 0,302 | 0,269 | 0,192 | 0,637 | 0,007 0,171 0,022 |30,19
192 | 1,057 | 0,300 | 0,284 | 0,175 | 0,583 | 0,006 0,166 0,018 |30,00
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Inkiibasyonun 6. giiniinde hesaplanan kinetik parametreler baslangic pH’larma
gore grafiklendirilmistir (Sekil 4.23). Elde edilen grafikle optiumum baslangic
pH’smin hem iirlin iiretimi hem de substrat kullanimi1 agisindan pH 6,00 oldugu
belirlenmistir. Ancak diisiik pH degerlerinde mikroorganizma basima sitrik asit
iretimi pH 6,0°da elde edilen sonuglara olduk¢a yakindir. Mikroorganizma basina
iiretilen sitrik asit miktar1 (qs) pH 6,0°da diger baslangi¢ pH’larma gore diisiik olsa
kullanilan substrat basina en yiiksek sitrik asit (Qs) tiretimi pH 6,0’da goriilmiistiir.
Diisiik pH degerlerinde sitrik asit iiretiminin daha verimli goriinse de firetilen

biyokiitle miktari daha diistik oldugu i¢in verim oldukea diisiik olmaktadir.

1,4 -
mpH4,5
12 7 pH 5,0
1,0 1 WpHS5,5
0,8 - W pH 6,0
0,6 - ®pHE5
04 -
0,0 . . : . . .

yp/x(g/g)  yp/s(g/g) yx/s Qp (g/l/h)  Qs(g/l/h) Qx (g

(ghticre/g) hucre/l/h)

0,05 -
0,04 - W pH4,5
pH5,0

0,03 -
W pHS5,5
0,02 1 mpH 6,0
0,01 - B pH6,5

0 ' .
ap (g/ghtcre/h) gs (g/ghticre/h)

Sekil 4.23. Portakal hidrolizat1 ve melas icerikli ortamda inkiibasyonun 6. giiniinde,
baslangi¢ pH’smin kinetik parametreler iizerine etkisi (30°C’de, 150 rpm, 100 mL
caligma hacmi, mikroorganizma orani %1, %2 misirdzii yagi, substrat miktari toplam
seker temelinde 140 g/L, K4sFe(CN)g derisimi 200 mg/L, %4 metanol)

108



Ozgiil biiyiime hizi, ortam pH degerinden oldukca etkilenmektedir. Bu durum
Sekil 4.24°de de goriilebilir. Diisiik baslangic pH degerlerinde mikrobiyal iireme
olduke¢a diistiktiir. pH degeri arttikga 6zgiil biiylime hizi artmaktadir. Bu durum
hiicresel yapmin degismesi olarak agiklanabilir. Ciinkii diisiik pH degerlerinde
ortamda bulunan H* iyonu derisiminin artis1 hiicre zarinda degisiklige neden olur.
Sakkaroz ortaminda pH 6,0’da 6zgiil biiylime hizi diger ortamlara gore yiiksek
olurken, portakal hidrolizat1 ve melas ortaminda pH 5,5’da en yiiksek degere
ulagmigtir.  Bunun nedeni ise substrat kaynaklarimdan ve substrat iceriginden
kaynakl1 olabilir. Ayrica portakal hidrolizat ve melasin her inkiibasyon sonucunda
ara Urtinlerin HPLC-MS ile belirlenmesi gereklidir. Bu ¢alismada bu analizler teknik

imkansizliklardan dolay1 yapilamamustir.

5 Farkli pH degerine ayarlanan fermentasyon ortamlarinda optimum
inkiibasyon siiresi olarak belirlenen 6. giinde sitrik asit tiretiminin optimum
seviyesinin, optimum substrat kullanimi ve iiretilen optimum kuru misel agirhiginin
pH 6’da oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.43). Bundan sonraki caligmalarda
hidrolizatin hazirlanmasi1 ve melasin 6n igslemi sirasinda ortam pH degerinin notr hale

getirilmesi sirasinda, ortam pH’s1 6,0’a ayarlanmustir.

0,7

Ao ©
ul o

Ozgiil Bityiime Hizi (1/giin)
o
EN

o
w

pH4,5 | pH5,0 | pH55 | pH6,0 | pH6,5

—o— Ozgiil Biiyiime

hiza () (1/giin) 0,5177 | 0,5488 | 0,6849 | 0,6792 | 0,6546

Baslangic pH

Sekil 4.24. Portakal hidrolizat1 ve melas igerikli ortamda baslangig pH’sinin 6zgiil
biiyiime hiz1 iizerine etkisi (30°C’de, 150 rpm, 100 mL ¢alisma hacmi,
mikroorganizma orant %1, %2 muswrdzii yagi, substrat miktar1 toplam seker
temelinde 140 g/L, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L, %4 metanol)
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4.3.2. Portakal Hidrolizat1 Ve Melas Icerikli Besiyeri Ortaminda Sitrik Asit

Uretimine Baslangi¢ Toplam Seker Derisiminin EtKisi

Calismada baslangic pH’st 6,0, metanol oram1 %4, ortam sicakligi 30°C,
calkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon sicakligi 30°C, ¢alisma hacmi 100 mL,
mikroorganizma oran1 %1, misirdzi yagir %2, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L olarak
sabit tutulmustur. Inkiibasyonun 6. giiniinde 100g/L toplam seker derisiminde pH
3,01, sitrik asit 31,8 g/L, kullanilan toplam seker derisimi 79 g/L ve kuru misel
agirhgi 24,3 g/L oldugu bulunmustur. 140 g/L toplam seker derisiminde pH 2,36,
sitrik asit 35,6 g/L, kullanilan toplam seker derisimi 108 g/L ve kuru misel agirhigi
28,7 g/L oldugu bulunmustur. 180 g/L toplam seker derisiminde pH 3,84, sitrik asit
18,8 g/L, kullanilan toplam seker derisimi 132 g/L ve kuru misel agirhigt 42,7 g/L

olarak bulunmustur.

Kullanilan mikroorganizma tiir ve susuna ve fermentasyon materyaline gore
optimum seker derisimi degisiklik arz etmektedir. Her arastirmacinin kullandigi
melas tiirii ve materyale gore fermentasyon isleminde kullanacagi seker optimum
derisimi degismektedir. 50 g/L’den diisiik seker derisimlerinde sitrik asit
uiretilememektedir [11, 28]. Literatiirde optimum seker derisimin 100 g/L ve 140 g/L
seker derigimleri arasinda yogunlasmasi nedeniyle baslangic toplam seker derisimini
100 g/L’den baslayarak deneyler yapilmis ve 180 g/L’de tamamlanmistir. Yiiksek
derisimdeki substrat tarafindan olusturulan substrat inhibisyonu gibi metabolik

kontrol mekanizmasindan ileri geldigi diistiniilmektedir [28].

Substrat olarak portakal hidrolizat1 ve melasin kullanildigi1 calismada baslangig
substrat derisimi belirlenmesi i¢in hazirlanan erlenlerde pH azalis1 Sekil 4.44A’da
verilmistir. Substrat olarak sakkarozun kullanildigi ¢alismada substrat derisimine
bagli olarak pH azalis1 100g/L toplam seker derisiminde 2,97, 140 g/L toplam seker
derisiminde 2,12 ve 180 g/L toplam seker derisiminde ise 3,67 oldugu belirlenmisti.
Portakal hidrolizat1 ve melasin substrat olarak kullanildig1 ¢aligmada ise pH azalis1
100g/L toplam seker derisiminde 3,01, 140 g/L toplam seker derigiminde 2,36 ve 180
g/L toplam seker derisiminde ise 3,87 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.25A). Genel
olarak her iki ¢alismada da pH azalis1 birbirine yakindir. Ancak sakkarozun substrat

olarak kullanildig1 calismada pH azalis1 daha ytiksektir. Bu durum ortamda iiretilen
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sitrik asit verimliliginin yiiksek olmasimni gerektirir. ~Ancak sitrik asit {retimi
acisindan da portakal hidrolizat1 ve melasin kullanildig1 ¢calismada sitrik asit {iretimi

daha ytiksektir.

Substrat derisimine bagli olarak kuru misel agirligi da degisim gostermistir.
Sekil 4.25C’de goriildiigii gibi en yiiksek kuru misel agirhigr 180 g/L’de, en diisiik

kuru misel agirligi ise 100 g/L’de gdzlenmistir.

Baslangic seker derisimi mikroorganizma misel fizyolojisini de etkilemektedir.
Bu nedenle inkiibasyon periyodu boyunca olusan misel morfolojisi gozlenmistir.
Yiiksek baslangic substrat derisimlerinde misel morfolojisinin bozuk pellet yapisinda
oldugu, diisiik baslangi¢c substrat derisimlerinde ise genis pellet genisligine sahip
oldugu saptanmustir [133]. Yiiksek substrat derisimlerinde KMA’nin ve kullanilan
toplam seker degerinin diger ortamlara gore daha yliksek oldugu ancak sitrik asit
iretiminin daha disiik oldugu Sekil 4.25’de goriilmektedir.  Diigiik substrat
derisimlerinde okzalik asit olusturmasi nedeniyle sitrik asit verimi diiser. Yiiksek
substrat derisimlerinde polioller olugsmakta ve sonugta sitrik asit {iretimi azalmaktadir

[12].

Toplam seker derisminin zamana bagl olarak azalisi Sekil 4.25D’de
verilmektedir. Buna gére bu ¢alismada hazirlanan baslangi¢ toplam seker igerigi
farkli {i¢ kosulda da substrat verimli bir sekilde kullanilmistir. Ancak sitrik asit
tretim verimliligi birbirinden farklilik gostermis ve bu durumun misel fizyolojisi ile
de yakindan ilgili oldugu goriilmiistiir. Bu yiizden 180 g/L baslangi¢ toplam seker
derisiminde substrat en verimli sekilde kullanilmis olsa da sitrik asit {iretimi
acisindan 140 g/L. baslangi¢ toplam seker derisiminde sitrik asit iiretimi daha
yiiksektir.
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Kuru misel agirligi (g/L)
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Sekil 4.25. Portakal hidrolizat1 ve melas igerikli ortamda baglangic substrat
derisiminin sitrik asit {iretimi {izerine etkisi (A:inkiibasyon ortaminda pH degisimi,
B:Sitrik asit derisiminin degisimi, C:Kuru misel agirhiginin degisimi, D:Toplam
seker derisiminin degisimi) (Baslangic pH’s1 6,0, %4 metanol orani, 30°C ortam
sicakligt, 150 rpm calkalama hizi, 100 mL c¢aligma hacmi, %1 mikroorganizma orani,
%2 musirozi yagi, 200 mg/L KsFe(CN)g derigimi)

Substrat derigiminin sitrik asit derisimi tizerine etkisi Sekil 4.25D’de
gosterilmistir. Buna gore en yiliksek sitrik asit iretimi 140 g/L toplam seker
derisiminde en diisiik sitrik asit {iretimi ise 180 g/L toplam seker derisiminde tespit

edilmistir. Inkiibasyonun 6. giiniinde substrat derisimine bagh olarak kullanilan
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substrat temelinde sitrik asit verimliligi Sekil 4.26°de verilmistir. Her iki sekilde de
en uygun baslangic substrat derisimi 140 g/L. toplam seker derisimi oldugu

gorilmektedir.

35
30
25
20
15
10

5

0

%Sitrik Asit

100 g/L 140 g/L 180 g/L
—o— 9% sitrik asit 26,24 32,99 14,24

Baslangic Toplam Seker Derisimi (g/L)

Sekil 4.26. Portakal hidrolizati ve melas icerikli ortamda baslangi¢ toplam seker
derisime bagli olarak sitrik asit tiretim verimliligi (Baslangi¢ pH’s1 6,0, metanol orani
%4, ortam sicakligi 30°C, calkalama hizi 150 rpm, calisma hacmi 100 mL,
mikroorganizma oran1 %1, misir6zi yagi %2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Sekil 4.27°de inkiibasyonun 6. giiniinde elde edilen deney sonuglar1 birlikte
degerlendirilmistir. Buna gore substrat kullanimi ve misel liretimi en ¢cok 180 g/L
baslangi¢ toplam seker derisiminde olmustur. En yiiksek sitirk asit tiretimi ise 140

g/L toplam seker derisminde gozlenmistir.
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Sekil 4.27. Portakal hidrolizat1 ve melas igerikli ortamda baslangi¢ toplam seker
derisiminin deneysel parametreler lizerine etkisi (Baslangig pH’s1 6,0, %4 metanol
orani, 150 rpm calkalama hizi, 30°C inkiibasyon sicakligi, 100 mL ¢alisma hacmi,
%1 mikroorganizma orani, %2 misirézi yagi, 200 mg/L KsFe(CN)g derigimi)

Baslangi¢ toplam seker derisiminin belirlendigi bu g¢alismada elde edilen
deneysel veriler araciligiyla hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.7°de
verilmistir. Substrat olarak sakkarozun kullanildigi ¢alismada iiretilen biyokiitlenin
sitrik asit Uretim verimliligini gosteren yyx degerleri inkiibasyonun 8. giiniinde
100g/L toplam seker derisiminde 0,586, 140g/L’de 0,713, 180 g/L’da 0,231
hesaplanmistir. Substrat olarak portakal hidrolizat1 ve melasin kullanildig1 ¢alismada
ise Ypix degerleri inkiibasyonun 6. giiniinde 100g/L toplam seker derisiminde 1,099,
140g/L’de 1,240, 180 g/L’da 0,557 olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara
gore, portakal hidrolizat1 ve melas sakkaroza gore sitrik asit {iretimi i¢in daha uygun
bir substrattir. Kullanilan substrat basina iretilen sitrik asit olan yp/s degerleri 100
g/L baslangi¢ toplam seker icerigi ortaminda 0,269, 140 g/L’de 0,330, 180 g/L’da
0,141 hesaplanmistir. Kullanilan substrat basina tiretilen biyokiitleyi veren yys
degerleri 100 g/L baslangi¢ toplam seker igerigi ortaminda 0,245, 140 g/L’de 0,266,
180 g/L’da 0,252 hesaplanmistir. Kullanilan substrat basmna iiretilen sitrik asit
verimliligini gosteren % sitrik asit degerleri; 100 g/L baslangi¢ toplam seker igerigi
ortaminda 26,87, 140 g/L’de 32,99, 180 g/L’da 14,06 hesaplanmistir.  Bu
hesaplamalar sonucunda sitrik asit verimliliginin hem biyokiitle hem de substrat

tiketimi agisindan baglangic substrat derisiminin 140 g/L olmast gerekliligi
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bulunmustur. Ayrica portakal hidrolizat1 ve melasin substrat olarak kullanildigi
caligmada elde edilen sonuglar, sakkarozun substrat olarak kullanildigi ¢alismadan

elde edilen sonug¢lardan daha ytiksektir.

Saatte g hiicre bagina iiretilen sitrik asit miktar1 (qp) 140 g/L toplam seker
derisiminde 6. giinde 0,0096 g/L/h olarak hesaplanmistir. Topraktan izole edilen A.
niger funguslardan melas ortaminda sitrik asit tiretimi tizerine yapilan ¢alismada qp
degeri 0,036 olarak hesaplanmistir [133]. Bu oran mikroorganizma susuna gore
farklilik gostermekle birlikte, portakal hidrolizat1 ve melasm kullanildig1 bir ortamda
hesaplanan oran sitrik asit iiretimi i¢cin uygundur. Cesitli mutant tiirlerde bu oran
oldukca ylkseltilmistir.  Ancak mutant tiirlerin kararlili§i1 yetersiz ve stres
durumunda yasamini devam ettirmesi zordur. Ayni Sekilde iiretilen g hiicre bagina
kullanilan substrat miktari (gqs), optimum giin olarak belirlenen 6. giinde 0,026 g/L/h
olarak hesaplanmistir. Bu deger topraktan izole edilen tiirlerden elde edilen degere

(0,035 g/L/h) gore yakinlik gostermektedir.
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Cizelge 4.7. Portakal hidrolizat1 ve melas igerikli ortamda baslangi¢ toplam seker
derisiminin kinetik parametreler iizerine etkisi (Baslangi¢ pH’s1 6,0, metanol orani
%4, ortam sicakligi 30°C, calkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon sicakligi 30°C,
caligma hacmi 100 mL, mikroorganizma orant %1, misirézi yagi %2, KsFe(CN)g
derigimi 200 mg/L)

100g/L

Zaman |yp/x |yp/s  |yx/s(g |Qp(9 |Qs(g |ap(d9/g [Qx(g |as (9/g |%sitrik
(Saat) |(g/g) |(d/9) hiicre/g) | /L/h) | /L/h) hiicre/h) | hiicre/1/h) | hiicre/h) | asit
12 0,692 0,138 0,199 0,092 |0,667 |0,058 |0,133 0,419 13,75
24 1,105 |0,105 |0,095 |0,105 |1,000 |0,046 |0,095 0,437 10,54
48 0,915 |0,111 0,221 0,088 |0,792 |0,019 |0,096 0,172 11,08
72 0,976 |0,189 0,194 0,124 |0,653 |0,014 |0,127 0,072 18,94
96 1,403 /0,300 |0,214 0,181 |0,604 |0,015 |0,129 0,049 30,00
120 1,242 10,301 |0,243 |0,171 |0,567 |0,010 |0,138 0,034 30,15
144 1,099 |0,269 [0,245 [0,455 |0,576 0,008 0,141 0,028 26,87
168 0,979 [0,280 0,286 0,142 |0,506 |[0,006 |0,145 0,021 28,00
192 0,892 |0,260 0,291 |0,120 |0,464 |0,005 |0,135 0,018 25,96
140g/L

Zaman |yp/x |yp/s |yx/s(g |Qp Qs gp (of Qx (g gs (g/g | %sitrik
(Saat) |(9/g) |(g/g) |hiicre/g) |(g/L/h) | (g/L/h) | ghiicre/h) | hiicre/l/h) | hiicre/h) | asit
12 0,721 {0,058 |0,080 0,133 |2,308 |0,060 0,185 1,040 5,78
24 0,973 |0,056 |0,058 0,118 |2,112 |0,041 0,122 0,723 5,60
48 0,614 |0,082 |0,134 0,104 1,269 |0,013 0,170 0,155 8,23
72 0,758 [0,161 [0,212 0,169 |1,054 |0,011 0,224 0,065 16,08
96 1,045 |0,284 | 0,272 0,244 0,858 |0,011 0,233 0,038 28,40
120 1,209 |0,332 |0,275 0,256 |0,771 |0,010 0,212 0,030 33,19
144 1,240 |0,330 | 0,266 0,247 |0,749 |0,009 0,199 0,026 32,99
168 1,174 10,320 | 0,273 0,213 |0,665 |0,007 0,182 0,022 32,02
192 1,146 |0,332 | 0,290 0,196 |0,589 |0,006 0,171 0,018 33,24
180g/L

Zaman |yp/x |yp/s |yx/s(g |Qp Qs gp (9/g | Qx (g gs (g/g | %sitrik
(Saat) |(9/g) |[(g/g) |hiicre/g) |(g/L/h) |(g/L/h) |hiicre/h) | hiicre/l/h) | hiicre/h) | asit
12 0,323 |0,100 |0,310 0,067 |0,667 0,027 |0,207 0,269 ]10,00
24 0,704 {0,125 (0,177 0,088 |0,708 0,029 0,125 0,235 12,47
48 0,261 {0,081 |0,310 0,066 |0,813 0,005 |0,252 0,067 8,10
72 0,295 |0,063 |0,214 0,073 |1,153 0,004 |0,247 0,065 6,33
96 0,453 0,122 |0,269 0,121 |0,990 |0,005 |0,267 0,039 |12.21
120 0,516 |0,121 |0,235 0,124 |1,025 0,004 0,241 0,035 |12,11
144 0,575 |0,142 |0,248 0,131 |0,917 0,004 |0,227 0,028 |14,24
168 0,557 {0,141 |0,252 0,115 0,821 |0,003 |0,207 0,024 |14,06
192 0,578 |0,152 | 0,264 0,112 |0,734 |0,003 |0,194 0,020 |15,25

116




Substrat kaynagi olarak portakal hidrolizat1 ve melasin kullanildig1 ortamda
inkiibasyonun 6. giiniinde, baslangi¢ toplam seker derisiminin kinetik parametreler

iizerine etkisi siitun grafik seklinde Sekil 4.28°de degerlendirilmistir.
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Sekil 4.28. Portakal hidrolizatt ve melas igerikli ortamda baslangi¢ toplam seker
derigiminin kinetik parametreler ilizerine etkisi (Baslangic pH’s1 6,0, metanol orani
%4, calkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon sicakligi 30°C, ¢aligma hacmi 100 mL,
mikroorganizma orani %1, misirdzi yagi %2, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L)
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Kuru misel agirliklarinin zamana bagl grafiginden hesaplanan 6zgiil biiylime
hizlar1 ¢izgi grafikle Sekil 4.29°de gosterilmistir. Substrat derigimi arttikga 6zgiil
bliylime hizi da artmis ancak 140 g/L baslangi¢ substrat derigiminden sonra 6zgiil

biiylime hizinda 6nemli bir degisim gézlenmemistir.
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Baglangi¢ Substrat Derigimi (g/L)

Sekil 4.29. Portakal hidrolizat1 ve melas icerikli ortamda baslangi¢ toplam seker
iceriginin 6zgil biiylime hiz1 {izerine etkisi (Baslangi¢c pH’s1 6,0, metanol oran1 %4,
calkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon sicakligi 30°C, ¢alisma hacmi 100 mL,
mikroorganizma oran1 %1, misirézi yagi %2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Deney sonuglari incelendiginde maksimum sitrik asit tiretiminin 140g/L toplam
seker temelinde substrat derisiminde oldugu gézlenmistir (Sekil 4.25B). Daha diisiik
ve daha yliksek substrat derisimlerinde sitrik asit iiretiminin azaldig1 belirlenmistir.
Benzer sekilde Demirel ve ark (2005) yaptiklar1 ¢aligmada substrat olarak
sakkarozun kullanildigi ortamda A. niger ile sitrik asit tiretimi iizerine baslangi¢
seker derisiminin 140 g/L degerinde maksimum sitrik asit lretimine ulagtigini
gozlemislerdir [65]. Ayni sekilde Ali ve ark.(2001) topraktan izole ettikleri A. niger
suslar1 ile melas ortaminda sitrik asit {izerine baslangic seker derisimini 140 g/L

olarak saptamiglardir [133].
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4.3.3. Portakal Hidrolizat1i Ve Melas Icerikli Besiyeri Ortamimnda Sitrik Asit

Uretimine Metanol oraninm EtKisi

Substrat olarak portakal hidrolizat1 ve melasin kullanildig1 ortamda metanol
oraninin sitrik asit liretimi iizerine etkisinin incelendigi c¢alismada elde edilen
sonuglar yardimiyla sitrik asit, ortam pH degisimi, toplam seker derigimi ve kuru

misel agirliklarinin zamanla degisimleri grafige gegirilmistir.

Calismada ortam sicaklig1 30°C, calkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon sicakhig
30°C, calisma hacmi 100 mL, mikroorganizma orani %1, musiwdzii yagr %2,
K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L, baslangic pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi
140g/L olarak sabit tutulmustur. Inkiibasyonun 6. giiniinde %3 metanol iceren
besiyerinde pH 2,86, sitrik asit 22,5 g/L, kullanilan toplam seker derisimi 96 g/L ve
kuru misel agirligi 23,5 g/L oldugu bulunmustur. %4 metanol igeren besiyerinde pH
2,36, sitrik asit 35,6 g/L, kullanilan toplam seker derisimi 108 g/L ve kuru misel
agirhigi 28,7 g/L oldugu bulunmustur. %5 metanol igeren besiyerinde pH 4,02, sitrik
asit 11,6 g/L, kullanilan toplam seker derisimi 89 g/L ve kuru misel agirhig: 15,6 g/L

olarak bulunmustur.

%4 metanol orani igeren ortamda elde edilen sitrik asit derisimi (35,6 g/L), %3
metanol oran1 (22,5 g/L) ve %5 metanol oran1 (11,6 g/L) igeren ortamda elde edilen

sitrik asit derisiminden daha yiiksektir.

Sekil 4.30A’da, %3, %4, %5 metanol igerigine sahip besiyerlerinde zamana
bagli ortam pH degerleri verilmistir. pH azalis1 sitrik asit iiretimi ile dogru orantil

oldugu i¢in en uygun pH azalis1 %4 metanol igerigine sahip besiyerinde goriilmiistiir.

Metanol oraninin sitrik asit iiretimi iizerine etkisi besiyerler ortaminda deneysel
olarak belirlenen sitrik asit derisiminden de goriilmektedir. Sakkaroz igerikli substrat
ortaminda metanol ile ilgili kistmda metanol oranmnin etkisi ile ilgili gerekli
aciklamalar yapilmistir. Metanol derisimlerine gore sitrik asit derigiminin zamana
bagl garfigi Sekil 4.30B’de verilmistir. Buna gore en yiiksek sitrik asit tiretimi %4

metanol oraninda, en diisiik sitrik asit tiretimi ise %5 metanol orani da belirlenmistir.

Metanol oran1 misel gelisimini de etkilemektedir. Metanol oranine gore kuru

misel agirhigmin zamana bagh degisimi Sekil 5.30C’de verilmistir. Buna gore %4
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metanol orani misel gelisimini de tetiklemektedir. Ciinkii %4 metanol oraninda
gelisen kuru misel agirligi %3 metanol oranininkinden daha biiyiktiir. Ancak %5
metanol oraninda kuru misel agirhgmdaki degisim diger kosullara gore oldukca

duisiktiir.

Toplam seker derisiminin zamana bagli degisimi Sekil 4.30D’de verilmistir.
Buna gore diisiik metanol derisimlerinde mikrobiyal gelisime de bagli olarak substrat
kullannmi da degismektedir. %5 metanol orami ortamda toksik etki gostermis

olabilir. Bundan dolay1 besiyerinin verimli kullanilmamis olmasi sézkonusu olabilir.
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Sekil 4.30. Portakal hidrolizat1 ve melas igerikli ortamda metanol oranmim ortam
sitrik asit {iretimine etkisi. (A:Inkiibasyon ortammnda pH degisimi, B:Sitrik asit
derisiminin degisimi, C:Kuru misel agirhiginin degisimi, D:Toplam seker derisiminin
degisimi). (150 rpm calkalama hizi, 30°C inkiibasyon sicakligi, 100 mL calisma
hacmi, %1 mikroorganizma orani, %2 misirzii yagi, 200 mg/L K4Fe(CN)g derigimi,
baslangic pH’s1 6,0, 140g/L baslangi¢ toplam seker derigimi)

Metanol oranine gore inkiibasyonun 6. giiniinde elde edilen sonuglar birlikte
degerlendirilecek olursa %4 metanol orani sitrik asit iiretimi i¢in en uygun kosuldur
(Sekil 4.31). Sitrik asit derisimi, kuru misel agirh@gi ve kullanilan substrat derisimi

acisindan metanol derigimleri siralanacak olursa %5<%3<%4 seklinde oldugu Sekil

4.30 ve Sekil 4.31°de de goriilebilir.
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Sekil 4.31. Portakal hidrolizat1 ve melas igerikli ortamda metanol oraninin deneysel
parametreler iizerine etkisi (Calkalama hiz1 150 rpm, inkiibasyon sicakligi 30°C,
calisgma hacmi 100 mL, mikroorganizma orant %1, misirézi yagi %2, KsFe(CN)g
derisimi 200 mg/L, baslangi¢c pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi 140g/L)
Kullanilan substrat basma sitrik asit {retim verimliligi Sekil 4.32°de
gosterilmistir. Elde edilen grafik diger kosullarda elde edilen sonuglara paralellik

gostermistir. Buna gore maksimum sitrik asit verimliligi %4 metanol oraninda

hesaplanmastir.
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Sekil 4.32. Portakal hidrolizat1 ve melas igerikli ortamda metanol derisime bagl
olarak sitrik asit tiretim verimliligi (Calkalama hiz1 150 rpm, inkiibasyon sicaklig1
30°C, ¢alisma hacmi 100 mL, mikroorganizma orani %1, muswrdzii yagr %2,
K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L, baslangi¢c pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi
140g/L)

Metanol oraninin belirlendigi bu c¢alismada elde edilen deneysel veriler
araciligiyla hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.8’de verilmistir. Bu deneysel
calismada tiretilen biyokiitlenin sitrik asit {iretimini veren ypx degerleri inkiibasyonun
6. gliniinde %3 metanol oraninda 0,957, %4 metanol oraninda 1,240, %5 metanol
oraninda 0,744 olarak hesaplanmistir. Kullanilan substrat basina iiretilen sitrik asit
olan yps degerleri %3 metanol oraninda 0,234, %4 metanol oraninda 0,330, %5
metanol oraninda 0,141 hesaplanmistir.  Kullanilan substrat bagma {iretilen
biyokiitleyi veren yys degerleri %3 metanol oraninda 0,245, %4 metanol oraninda
0,266, %5 metanol oraninda 0,189 hesaplanmistir. Diger Kinetik parametrelerin
zamana bagli degisimi Cizelge 4.8’de verilmistir. Bu hesaplamalar sonucunda sitrik

asit verimliliginin hem biyokiitle hem de substrat tiiketimi agisindan metanol

oraninin %4 olmasi gerekliligi bulunmustur.
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Cizelge 4.8. Portakal hidrolizat1 ve melas igerikli ortamda metanol oraninin Kinetik
parametreler iizerine etkisi (Calkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon sicakligi 30°C,
calisma hacmi 100 mL, mikroorganizma orani %1, misirdzii yagr %2, KiFe(CN)g
derisimi 200 mg/L, baslangi¢c pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi 140g/L)

%3

Zaman | yp/x yp/ls  |yx/is(g |Qp Qs gp (9/g Qx (g gs (g/g Y%sitrik
(Saat) |(9/g) |(g/g) |hicre/g) | (g/L/n) |(g/L/h) | hiicre/h) | hiicre/l/h) | hiicre/h) | asit
12 0,592 |0,041 |0,069 0,075 1,833 |0,049 0,127 1,206 4,09
24 0,705 |0,063 |0,089 0,092 1,458 |0,029 0,130 0,467 6,29
48 0,461 |0,079 |0,172 0,088 1,104 |0,010 0,190 0,121 7,92
72 0,613 |0,119 |0,194 0,106 0,889 |0,009 0,172 0,072 11,88
96 0,891 |0,213 |0,239 0,153 0,719 0,009 0,172 0,044 21,30
120 0,883 |0,230 |0,261 0,158 0,683 |0,007 0,178 0,032 23,05
144 0,957 0,234 |0,245 0,156 0,667 |0,007 0,163 0,028 23,44
168 0,911 |0,231 |0,254 0,140 0,607 |0,005 0,154 0,023 23,14
192 0,941 |0,250 |0,265 0,142 0,568 |0,005 0,151 0,020 24,95
%4

YT
(Zg‘argg“ yp/x 1ypls |yxis(g | Qp Qs ap (9/g | Qx(g gs (o/ a/;?t'”'k

(9/g) |(g/g) |hiicre/g) | (9/L/h) | (g/L/h) |hiicre/h) | hiicre/l/h) | ghiicre/h)

12 0,721 {0,058 | 0,080 0,133 2,308 | 0,060 0,185 1,040 5,78
24 0,973 |0,056 | 0,058 0,118 2,112 0,041 0,122 0,723 5,60
48 0,614 |0,082 |0,134 0,104 1,269 |0,013 0,170 0,155 8,23
72 0,758 |[0,161 |0,212 0,169 1,054 |0,011 0,224 0,065 16,08
96 1,045 |0,284 |0,272 0,244 0,858 |0,011 0,233 0,038 28,40
120 1,209 |0,332 |0,275 0,256 0,771 0,010 0,212 0,030 33,19
144 1,240 |0,330 |0,266 0,247 0,749 0,009 0,199 0,026 32,99
168 1,174 {0,320 |0,273 0,213 0,665 |0,007 0,182 0,022 32,02
192 1,146 |0,332 |0,290 0,196 0,589 |0,006 0,171 0,018 33,24
%5
Zaman |yp/x |yp/s yxls(g |Qp Qs gp (9/g Qx (g gs (g9/g | Yesitrik
(Saat) |(g/g) |(g/g) |hiicre/g) | (g/L/h) | (g/L/n) | hiicre/h) | hiicre/l/h) |hiicre/h) | asit
12 0,134 0,050 |0,373 0,017 (0,333 |0,011 0,124 0,224 5,00
24 0,458 |0,069 |0,150 0,046 |0,667 |0,019 0,100 0,278 6,88
48 0,317 |0,088 |0,276 0,044 0,500 |0,007 0,138 0,075 8,75
72 0,512 0,119 |0,233 0,060 |0,500 |0,007 0,117 0,060 11,94
96 0,642 |0,155 |0,241 0,071 |0,458 |0,007 0,110 0,043 15,45
120 0,626 |0,124 |0,198 0,068 |0,550 |0,005 0,109 0,042 12,42
144 0,744 10,141 |0,190 0,081 [0,569 |0,005 0,108 0,037 14,15
168 0,762 |0,144 |0,189 0,076 0,530 |0,005 0,100 0,032 14,38
192 0,811 |0,157 |0,194 0,074 |0,474 |0,004 0,092 0,027 15,71

Deneysel sonuglardan hesaplanan kinetik parametrelerin inkiibasyonun 6.
giiniinde elde edilen sonuglar1 Sekil 4.33’de grafiklendirilmistir. Elde edilen grafikte
%4 metanol oraninda yp/x, yp/s, yx/s, Qp, Qs,Qx ve qp degerleri maksimum olarak

hesaplanmuigtir.
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Sekil 4.33. Portakal hidrolizat1 ve melas igerikli ortamda metanol oraninin Kinetik
parametreler iizerine etkisi (Calkalama hiz1 150 rpm, inkiibasyon sicakligi 30°C,
calisma hacmi 100 mL, mikroorganizma orani %1, misirdzi yagi %2, KiFe(CN)g

derisimi 200 mg/L, baslangi¢c pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi 140g/L)

Kuru misel agirliklarinin zamana bagli grafiginden hesaplanan 6zgiil biiylime
hizlar1 ¢izgi grafikle Sekil 4.34°de gosterilmistir.  Metanol orani arttikga 6zgiil
biiylime hizt da artmusg ancak %4 metanol oranindan sonra 6zgiil biiylime hizi
olduk¢a diismiistiir. Bu durum sakkarozun substrat kaynagi olarak kullanilan
kosulda Metanoliin sitrik asit tiretimi iizerine etkisi boliimiinde agiklanmistir. Ayrica
%5 metanol oraninda 6zgiil biiylime hizinin diismesi Metanoliin toksik etkisinden
kaynaklanabilir. %4 metanol oraninin oldugu besiyeri ortaminda 0,6792 1/giin iken,
%3 metanol oranmin oldugu besiyerinde 6zgiil biiylime hizi 0,5304 1/giin ve %5
metanol oraninda ise oldugu besiyerinde 6zgiil bilyiime hiz1 0,4693 1/giin olarak

hesaplanmuigtir.
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Sekil 4.34. Portakal hidrolizat1 ve melas igerikli ortamda metanol oranmnin 6zgiil
bliylime hiz1 iizerine etkisi (Calkalama hizi 150 rpm, inkiibasyon sicakhigi 30°C,
calisma hacmi 100 mL, mikroorganizma orani %1, misirdzii yagi %2, KiFe(CN)g
derisimi 200 mg/L, baslangi¢c pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi 140g/L)
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4.4. KESIKLI DUZENDE CALISAN HAVALANDIRMALI BiYOREAKTORDE
Aspergillus niger ILE PORTAKAL HIDROLIZATI VE MELAS ICERIKLI
BESIYERI ORTAMINDA OPTIMUM SIiTRIK ASIT URETIM KOSULLARININ
BELIRLENMESI

Kiltiir ortammda mikroorganizmalarin geligserek, iireyebilmeleri i¢cin bazi
sartlarin saglanmig olmasi gerekmektedir. Bunlar; mikroorganizmanin yasamasi,
gelismesi ve iliremesi i¢in gereken besin maddeleri ve enerji kaynagimi igeren
besiyeri, asillama (ortama canli mikroorganizmanim ilave edilmesi) ve gelismeyi
onleyen maddelerin bulunmamasidir. Optimum pH, substrat derigimi, havalandirma

hizi, iyon derigiminin saglanmasi gereklidir.

Bu calismada substrat olarak portakal hidrolizati ve Onislemden gecirilmis
melas kullanmilmistir. Fermentasyon sicakligi (30°C), havalandirma hiz1 1L/L/dakika,
1000 mL ¢aligma hacmi, mikroorganizma orant %1, %2 musirézii yagi ve iyon
derisimi literatiir verilerine dayali olarak belirlenmis olup sabittir. Optimum {riin
sentezi igin diger parametrelerin optimizasyonu yapilmistir. Diger parametreler;
baslangic pH’s1, baslangic toplam seker derisimi ve metanolun derisiminin
belirlenmesidir. Ayrica sitrik asit iiretiminde substrat olarak melas kullanildiginda
(iceriginde bazi iyonlarm nicel ve nitel 6zelligi nedeniyle fermentasyonda inhibit6r
etkisinin ortadan kaldirilmasi amaciyla) tiim inkiibasyonlar da sterilizasyondan once
ve sonra, toplam 200 mg /L K4;Fe(CN)g ilave edilmistir. Sterilizasyondan sonra ilave
edilen K4Fe(CN)s UV 15181 altinda steril edilmistir.

Inkiibasyon bir onceki calismada belirlendigi {izere 8 giin siirdiiriilmiistiir.
Calkalamali sistemde erlenlerde elde edilen optimum kosullar iki tip fermentore
uygulanmistir. Ozellikle portakal hidrolizi ve melasdan gelen iz elementlerin siirekli
degiskenlik gostermesi ¢alismanin siirdiiriilebilirligini etkilemistir. ~ Melas ve
portakal hidrolizat1 igeren ortamlar 6n inkiibasyonda kullanilmistir bu durum inokiile
edilen mikroorganizmalarin ortama aligmasini saglar. Optimum siirenin yapilan
denemeler sonucunda 6 giin oldugu bulunmustur. Optimum siirenin belirlendigi
kosulda baslangi¢ pH’s1 6, 140 g/L toplam seker igerigi ve 200 mg/L KsFe(CN)g’dir.
Inkiibasyon pediyodu boyunca 12 h, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 giinlerde alinan numunelerde
pH, kuru misel agirhgi (KMA) (g/L), inkiibasyon ortaminda kalan substrat miktar1
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(toplam seker (g/L) temelinde) ve sitrik asit (g/L) analizi yapilmistir. Caligma 2
paralel, analizler ise 3 paralel olarak yiiriitiildii. Sonuclar i¢in paralellerin ortalamasi

alindi. Caligmalarda kontrol grubu olarak spor siispansiyonu asilanmamig ortamlar
kullanild.

8 giinliik inkiibasyon periyodu sonunda optimum siirenin 6. giin oldugu tespit
edilmistir. Bu tespit, substrat olarak portakal hidrolizatt ve melasin kullanildigi
calkalamali erlen asamasinda elde edilen optimum siire ile aymdir. Inkiibasyon
periyodu boyunca ortam pH’smin siirekli olarak duastigi  Sekil 4.35°de
goriilmektedir. Ortam pH’sinin belli bir degerinden sonra sitrik asitin liretimin
durdugu ve sonra azaldig1 saptanmistir. Sitrik asit {iretiminde sitrik asit iiretiminin
sabitlendigi veya diismeye basladigi nokta optimum siire olarak verilmektedir.
Optimum siire olarak belirlenen 6. giinde KMA’nm sabitlendigi goriilmektedir.
Genel olarak ticari fermentasyonlarda, fermentasyon islemine logaritmik evrenin

bitiminde son verilmektedir.
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Sekil 4.35. Kesikli diizende galisan havalandirmali biyoreaktor kullanilan ¢alismada
optimum siirenin belirlenmesi (Baslangi¢c pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi
140 /L, metanol oram1 %4, ortam sicakhigi 30°C,havalandirma hizi 1 L/L/dakika,
¢alisma hacmi 1000 mL, mikroorganizma orant %1, misirézii yagi %2, K4Fe(CN)g
derigimi 200 mg/L)
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Sekil 4.35’de fermentasyon ortaminda kuru misel agirhigindaki artis ile sitrik
asit iretimi birbirine paralellik gostermektedir. Bu durum ise sitrik asit tiretiminin
primer metabolit oldugunun bir gostergesidir.  Ciinkii primer metabolitler
mikroorganizmanin logaritmik fazi boyunca maksimum seviyede iiretilmekte olup,
duragan safhada iiretim azalmaktadir. Sekonder metabolitler ise logaritmik fazla

iiretilmeye baslar ve duragan fazda maksimum seviye ulasir.

Her mikroorganizmanin, her bir tiiriin ve hatta her bir susun ayn1 besiyeri
ortaminda tiremesi farklilik gdostermektedir. A. niger kiif mantarinin her bir susu
gelisim agisindan birbirinden farklidir [145]. Ozellikle belli bir besiyeri ortaminda
degisik suslarin gelisim hizi ve trettigi iriinler farkli olabilir. Rahmen ve ark
(2003)’nin topraktan izole ettikleri 25 adet A. niger susunu 250 mL’lik erlenlerde 50
mL olacak sekilde hazirlanan ortamda 30°C’de 148 h’lik inkiibasyon periyodunda,
150 g/L baslangi¢ seker ve pH 6 (baslangic pH) degerinde melas i¢eren ortamda
inkiibe etmislerdir. izole edilen A. niger suslarmin 0,24 ile 16,04 g/L arasinda sitrik
asit trettikleri bulunmustur [40]. Fermentasyon sonunda her susun kuru misel
agirliklar1 ve buna bagl olarak 6zgiil biiylime hizlarinin degisiklik gosterdigini
kaydetmislerdir [40]. Ali ve ark (2001) tarafindan yapilan ¢alismada da topraktan A.
niger suslar1 izole edilmistir. Elde edilen suslarin 2,63 ile 47,5 g/L arasinda sitrik asit
iretme yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir [133]. Bu durum A. niger suslarmin
birbirinden farkl sitrik asit liretme yetenegine sahip olduklar1 a¢ik¢a goriilmektedir.
Lotfy ve ark (2007), sitrik asit tiretiminde verimliligi arttirmak ve iiretilen sitrik ast
derisimi maksimuma ¢ikarmak i¢in izolasyon ve mutasyon g¢alismasi yapmuslardir.
Elde ettikleri izole suslar iizerine uygulanan mutasyon sonucunda {iiretilen mutant
tiirlerin saf tiirden 4,5 ile 7,5 kat daha fazla sitrik asit iirettikleri tespit edilmistir [33].
Bu calismada da goriilmektedir ki mutasyon ¢alismalar sitrik asit {iretimi i¢in dnemli

bir alandir.
4.4.1. Baslangic pH’smin Etkisi

Sitrik asit fermentasyonunda baslangi¢ pH’s1 mikroorganizmanin segecegi
metabolik yolun belirlenmesi acisindan olduk¢a Onemlidir. Ortam pH’s1 elde
edilecek iiriin, gesidine ve degisimine mikroorganizma tiir ve susuna gore degisir.

Ayrica fermentasyon boyunca, olusan ara iriinlere ve son iirlinlere bagli olarak

129



ortamin pH’st1 siirekli olarak diismektedir. A. niger sitrik asitin yaninda oksalik ve
glukonik asit olmak iizere birgok asiti de iiretme yetenegine sahiptir. Bu asitlerin

iiretim derigimleri ise baslangi¢ pH’s1 ile yakindan ilgilidir.

Substrat olarak portakal hidrolizat1 ve melasin kullanildigi ¢alismada baglangig
pH degerinin belirlenmesi ile ilgili bir ¢alisma seti kurulmustur. Calisma 1,5 L’lik
kavanozlarda 1L ¢alisma hacminde yiriitilmistir. Besiyeri ortaminin sakkaroz
icerigi 140 g/L, metanol igerigi %4, ortam sicakligr 30°C ve havalandirma orani 1
L/L/dakika olacak sekilde hava pompasi ile saglanmistir. Baslangic pH’sinin
belirlenmesi amaciyla 4 farkli pH belirlenmistir. Bunlar pH 5,0, pH 5,5, pH 6,0 ve
pH 6,5 dur.

Baslangi¢ pH’s1 6,0’nin {izerine ¢iktig1 durumlarda zamana bagl olarak pH’da
meydana gelen azalma diger pH’lara gore farklilik gdstermistir. Bu durum da
tiretilen iriiniin farkli olmasindan kaynakli olabilir (Sekil 4.36A). Ortamm pH
degerine gore iiretilen iriinler degisiklik gostermektedir. A. niger ile fermentasyon
kosullarinda pH 3,0-3,5 araliginda sitrik asit, pH 6,0-7,0 araliginda okzalik asit
uretilmektedir [146]. Okzalik asit iiretiminden sorumlu enzim olan okzaloasetat
hidrolaz enzimi pH>4’de c¢aligmaktadir [53]. pH 6,0 degerinde baslayan bir
fermentasyonda Oncelikle okzalik asit olusmakta ve daha sonra iiretilen diger yan
iiriinlerle, ortamda H" iyonu derisiminin artmasiyla fermentasyon sitrik asit {iretimine
donmektedir. Bu caligmalarin yaninda Saad (2006) tarafindan ham hurma surubu
lizerine sitrik asit ¢alismasinda optimum baglangigc pH’s1 6,5 olarak belirlenmistir
[147]. Bu durum sitrik asit ¢alismalarinda baslangic pH’s1 ayn1 zamanda susa ve

kullanilan substrata bagl olarak da degisebildigini géstermektedir.

Mikroorganizmanin substrat kullanimina ve ortam pH’s1 azaligina bagl olarak
irtin verimliliginin en yiiksek oldugu kosulu belirlemek imkansizdir. Baslangic
pH’smna bagl olarak {iriin birikimi en iyi pH 6,0 olan fermentasyon ortaminda
goriilmiistiir. Ciinkii diisiik pH’larda mikroorganizma substrat1 verimli kullansa da
iretilmek istenilen son iriin olan sitrik asit icin en uygun baslangic pH’sinm 6
oldugu Sekil 4.36B’de goriilmektedir. Sitrik asit {iretimi en diisiik pH 5,0 ve daha
sonra pH 6,5 da goriilmiistiir. Ozellikle 48. saate kadar sitrik asit iiretimi ayn1 gibi

goriinse de fermentasyonun ilerleyen zamanlarinda sitrik asit birikimi degisiklik
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gostermistir. Birikimin yiiksek olmasi ise kullanilan mikroorganizmanin
karakteristik Ozelliginden kaynaklanmaktadir.  48.  saatten sonra sitrik asit
birikimindeki farkliklar 48. saatte ortama ilave edilen metanolden de
kaynaklanabilir. Metanoliin sitrik asit iiretimi iizerine tam etkisi heniiz tespit
edilememis olsa da ortaya atilan bir hipoteze gore, metanol hiicre proteinlerinin
aktivitesini baskilayarak enzimin metabolik aktivitesini arttirmakta ve hiicre i¢inde

olusan sitrik asitin hiicre disina salinimin1 kolaylastirmaktadir.

Besiyeri ortaminda mikroorganizmanin gelisim hizi, trliniin tretim hiziyla
dogru orantihidir. Baslangic pH 6,0’da en yiiksek sitrik asit birikimi ve en yiiksek
biyokiitle olusumu goriilmiistiir (Sekil 4.36C). Inkiibasyonun baslangicindan 144.
saate kadar mikroorganizma gelisiminin grafiksel egrisinin logaritmik olmasindaki
neden ise 6n inkiibasyon olabilir. On inkiibasyonda gelisen ve ortam kosullarma
(substrat tiirti, ortam pH’s1, sicaklik gibi) alisgan mikroorganizmalar inkiibasyon

ortamina alindiklarinda hizli gelisim gostermislerdir.

Deneysel calismadan elde edilen sonucglar degerlendirildiginde optimum giin
olarak belirlenen 6. giinde optimum baslangi¢ pH’s1 6,0 olarak belirlenmistir. KMA
ve sitrik asit birikimi agisindan en yliksek deger pH 6,0°da goriilmiistiir. Substratin
en yiksek seviyede pH 5,0’da kullanilmasindaki neden ise kullanilan

mikroorganizmanin dogal gelisimi ile ilgili olabilir (Sekil 4.36C).

Baslangic pH’sma bagli olarak mikroorganizma gelisimi degisiklik
gostermektedir.  Kiif mantarlar1 genel olarak zayif asit kosullarinda maksimum
gelisim gosterirler.  En yiiksek seker kullannommnim baslangic pH’st 5,0’da
goriilmesinin nedeni bu olabilir. Besiyeri ortaminda baslangic pH’sindaki artis
substrat kullanimi ile ters orantilidir. Yani baslangic pH’s1 ylikseldik¢e substratin
kullanimi  diismektedir (Sekil 4.36D).  Substrat olarak melasin kullanildig:
calismalarda baslangi¢ pH’sinin diisiik olmasi sitrik asit iiretimini azaltmaktadir.
Diistik pH degerlerinde ferrosiyaniir iyonlar1 ortamda misel gelisimine toksik etki

gostermektedir. pH>6 oldugunda ise glukonik asit birikimi gézlenmistir [36]
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Sekil 4.36. Kesikli diizende ¢alisan havalandirmali biyoreaktorde baslangig pH’sinin
Strk asit iiretimi iizerine etkisi (A:Inkiibasyon ortammda pH degisimi, B:Sitrik asit
derisiminin degisimi, C:Kuru misel agirhiginin degisimi, D:Toplam seker derisiminin
degisimi). (Baslangi¢ toplam seker derisimi 140 /L, metanol oran1 %4, ortam
sicakligt  30°C,havalandirma hizi 1 L/L/dakika, c¢alisma hacmi 1000 mL,
mikroorganizma orani %1, misirézii yagi %2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Sekil 4.37°de inkiibasyonun 6. gilinlinde baslangic pH’smna bagli olarak
kullanilan toplam seker derisimi basina iiretilen sitrik asit degerini veren %sitrik asit
hesaplanmis ve grafiklendirilmistir. FElde edilen sonuglara gére ortam pH degeri

artikca sitrik asit iretimi artmaktadir. Bu da ortam pH’smin 6.0 olmas1 gerekliligini

ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.37. Farkli baslangic pH degerlerinin sitrik asit tiretim verimliligi {izerine
etkisi (Baslangi¢ toplam seker derisimi 140 /L, metanol oran1 %4, ortam sicakligi
30°C,havalandirma hiz1 1 L/L/dakika, ¢alisma hacmi 1000 mL, mikroorganizma
orant %1, misir6zii yagi %2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Optimum zamanda eclde edilen sonuglar1 baslangic pH’smna bagli olarak
grafiklendirildiginde optimum baslangi¢ pH’smin 6,0 oldugu goriilmektedir (Sekil
4.38).
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Sekil 4.38: Optimum baslangic pH degerinin belirlenmesi (Baslangic toplam seker
derisimi 140 /L, metanol orami %4, ortam sicakligi 30°C,havalandirma hizi 1
L/L/dakika, ¢aligma hacmi 1000 mL, mikroorganizma orant %1, misirézi yagt %2,
K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)
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Sitrik asit fermentasyonun da spor gelisiminin ve uygun pelet olusumu igin
pH>5 olmas1 gereklidir. Bu nedenle fermentasyon ortamima mikroorganizmalarin
pelet formunu ge¢mis olmasi istenir. Diger dnemli bir konu ise sitrik asit {iretiminde
ortam pH’sinin 2 civarma inmesi gerekliligidir. Bu durum ayn1 zamanda
kontaminasyonu da engellemektedir.  Ancak pH’nin 2’nin altma diismesi
mikroorganizmanin gelisgimini engellediginden pH’nin 2’nin altna diismesi
istenmemektedir.  Ayrica pH’nin 2 civarma diismesi besiyerinde olusmasi
istenmeyen glukonik ve okzalik asitlerin sitrik asite doniismesini ve bu asitlerin sitrik

asite doniismesini saglayan enzimlerin aktivasyonunu saglamaktadir [148].

Uygulanan inkiibasyonla ilgili olarak kinetik parametreler, mikroorganizmanin
gelisim kinetigi agisindan 6nemlidir. Substratin mikroorganizma tarafindan en iyi
sekilde kullanilmasi ve sitrik asit {iretim verimliliginin tespiti ticari fermentasyonlar
icin hesaplanmasi zorunlu parametrelerdir. Ozgiil besi maddesi kullanim hiz1 olan g
ve Ozgil trin olusum hiz1 olan qp’nin hesaplanmasi p’niin hesaplanmasi kadar
gereklidir. Cizelge 4.9’da birim zamanda kinetik parametreler hesaplanmistir. 144.

saatte bulunan sonuglar ¢izelgede belirginlestirilmistir.
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Cizelge 4.9. Optimum baslangic pH’smimn belirlenmesi ¢aliymasinda hesaplanan
Kinetik parametreler (Baslangi¢ toplam seker derisimi 140 /L, metanol orani1 %4,
ortam sicakligi 30°C,havalandirma hiz1 1 L/L/dakika, ¢alisma hacmi 1000 mL,
mikroorganizma orani %1, misir6zii yagi %2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)

pH 5.0

zaman | Ypx Yos | Yus(@ | Qp Qs Qx | ap(g/g | as(9/g
(saat) (9/9) (9/g) |hiicre/g) | (g/L/h) | (g/L/h) | (g/L/h) | hiicre/h) | hiicre/h)

12 0,104 | 0,021 | 0,205 | 0,017 | 0,783 | 0,161 | 0,009 0,406

24 0,305 | 0,041 | 0,234 | 0,050 | 1,229 | 0,164 | 0,013 0,312

48 0,733 | 0,115 | 0,157 | 0,127 | 1,104 | 0,174 | 0,015 0,132

72 0,95 | 0,144 | 0,150 | 0,156 | 1,083 | 0,163 | 0,013 0,092

96 0,758 | 0,127 | 0,168 | 0,135 | 1,060 | 0,178 | 0,008 0,062

120 0,826 | 0,138 | 0,167 | 0,138 | 0,998 | 0,167 | 0,007 0,050

144 0,815 | 0,453 | 0,188 | 0,130 | 0,847 | 0,159 | 0,006 0,037

168 0,805 | 0,150 | 0,186 | 0,110 | 0,736 | 0,137 | 0,005 0,032

192 0,801 | 0,156 | 0,195 | 0,100 | 0,640 | 0,125 | 0,004 0,027

pH 5.5

zaman | Ypx Yos | Yus(@ | Qp Qs Qx | ap(g/g | as(9/g
(saat) (0/9) (9/g) |hiicre/g) | (g/L/h) | (g/L/h) | (g/L/h) | hiicre/h) | hiicre/h)

12 10,237 0,143 |0,603 0,042 [0,292 0,176 |0,020 0,138

24 10659 0,15 0,236 |0,117 [0O,750 0,177 0,027 0,176

48 10920 (0,193 (0,210 (0,277 0,917 |0,193 |0,019 0,099

72 1274 0,248 0,195 0,234 [0943 0,183 0,018 0,071

9 [1,007 |0,206 0,205 0,189 [0917 0,188 0,010 0,051

120 0,973 (0,236 ]0,243 [0,201 |0,850 [0,207 0,008 0,034

144 11,052 [0,257 0,244 0,209 |0,815 [0,199 0,007 0,028

168 1,029 (0,248 (0,241 |0,178 |0,716 [0,173 |0,006 0,025

192 11,003 [0,240 ]0,240 [0,153 |0,638 [0,153 0,005 0,022

pH 6.0

Yxis(9

zaman | Yox Ypis | hilcre/g | Qp Qs Qx | ap(9/9 | as(9/g
(saat) | (g/g) (0/9) ) (g/L/n) | (g/L/n) | (g/L/h) | hiicre/h) | hiicre/h)

12 10,226 |0,250 [1,105 |0,042 |0,167 [0,019 |0,184 0,075

24 11,090 (0,219 |0,201 |0,146 |0,667 |0,045 |0,134 0,208

48 1,247 10,225 (0,180 |0,211 [0,938 |0,026 |0,169 0,116

72 10,780 (0,220 0,283 0,202 |0,917 |0,011 |0,259 0,049

9% 10941 0,240 |0,255 [0,225 |0,938 |0,010 |0,239 0,041

120 |1,203 |0,319 |0,265 |0,274 |0,858 |0,010 |0,228 0,031

144 11,249 (0,332 |0,266 |0,2/0 0,813 |0,009 |0,216 0,026

168 |1,160 |0,309 |0,267 0,221 |0,714 |0,007 |0,190 0,022

192 |1,176 |0,314 |0,267 0,198 |0,630 |0,006 |0,168 0,019
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Cizelge 4.9 (devam)

pH 6.5

zaman Ypix Ypis Yis(9 Qp Qs Qx ap(g/g | as(a/g

(saat) (9/9) (9/g) |hiicre/g) | (g/L/h) | (g/L/h) | (g/L/h) | hiicre/h) | hiicre/h)
12 0,191 | 0,182 | 0,950 | 0,033 | 0,183 | 0,174 | 0,016 0,088
24 0,648 | 0,260 | 0,401 | 0,108 | 0,417 | 0,167 | 0,027 0,104
48 0,882 | 0,271 | 0,308 | 0,164 | 0,604 | 0,186 | 0,018 0,068
72 1,211 | 0,264 0,218 | 0,202 | 0,764 | 0,167 0,017 0,064
96 0,856 | 0,242 | 0,283 | 0,159 | 0,656 | 0,186 | 0,009 0,037
120 0,872 | 0,250 | 0,286 | 0,171 | 0,683 | 0,196 | 0,007 0,029
144 0,932 | 0,250 | 0,268 | 0,170 | 0,682 | 0,183 | 0,006 0,026
168 0,760 | 0,206 | 0,271 | 0,121 | 0,590 | 0,160 | 0,005 0,022
192 0,782 | 0,209 | 0,267 | 0,110 | 0,528 | 0,141 | 0,004 0,020

Sekil 4.39°de baslangic pH’sinin belirlendigi ¢alismada hesaplanan kinetik
parametrelerin optimum giin olan 6. giindeki degerler grafige ge¢irilmistir. Elde
edilen grafiklerden substratin sitrik aside doniigmesi ve mikrobiyal olarak substratin
kullanim verimliligi agisindan baslangi¢ pH’smin 6 oldugu belirlenmistir. Kullanilan
besiyeri veya biyoreaktoriin degismesi optimum baslangic pH’sin1 degistirmemistir.

Bu durum ise A. niger 200910 i¢in baslangic pH’smin 6,0 olmasi gerektigini

gostermektedir..
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Sekil 4.39. Optimum baslangic pH’sinin belirlenmesi calismasinda inkiibasyonun
6.giinlinde kinetik parametrelerdeki degisimi. (Baslangi¢ toplam seker derisimi 140
g/L, metanol oran1 %4, ortam sicakligi 30°C, havalandirma hizi 1 L/L/dakika,
calisma hacmi 1000 mL, mikroorganizma orant %1, misirézii yagi %2, K4sFe(CN)g
derigimi 200 mg/L)

Ozgiil biiyiime hizi, ortam kosullarinin degismesi ile degisiklik gosterir.
Baslangi¢ pH’sinda degismesiyle 6zgiil bliylime hiz1 da degismistir. Sekil 4.40°da
goriildiigi tizere, baslangic pH’larma bagl 6zgiil bliylime hizi degisimi pH 5,0 <pH
6,5 <pH 6,0<pH 5,5 olarak belirlenmistir.

Ozgiil biiyiime hizmin baslangic pH degerine gore degisimi Sekil 4.40’da

verilmigtir. Ozgiil biiyiime hiz1 mikroorganizmanin gelisim hizin1 vermektedir ve
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yapilan bu ¢alismada pH 6,0°da en yiiksek bulunmustur. Bu ise, pH 6,0 degerinin
fermentasyon ortami i¢in uygun oldugunu gostermektedir. Yapilan g¢alismada
kullanilan baglangic pH’larinda, en diisiik 6zgiil biiyiime hizi ise pH 5,0’da
bulunmustur. Bunun nedeni ise diisiik pH degerlerinde ferrosiyaniir iyonlar1 ortamda
misel gelisimine toksik etki gostermektedir. Baslangic pH’s1 6,0’nin iizerinde olan
ortamlarda ise 6zgiil biilyiime hizinin diismesi ortam kosullarinin misel gelisimi i¢in

uygun olmamasindan kaynakli olabilir.
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Sekil 4.40. Farkli baglangic pH degerlerinde 6zgiil biiylime hiz1 (Baslangi¢ toplam
seker derisimi 140 /L, metanol oran1 %4, ortam sicakligi 30°C,havalandirma hiz1 1
L/L/dakika, ¢alisma hacmi 1000 mL, mikroorganizma orant %1, misirozii yagt %2,
K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Ali ve ark (2002) tarafindan yapilan ¢alisma havalandirmali biyorekatérde
yuriitiilmiis ve substrat olarak melas kullanilmistir. Bu ¢alismada baslangi¢ pH’sim1
belirlemek i¢in pH 4,5 ile 7,0 arasinda baslangi¢c pH’lar1 ¢alisilmistir. Elde edilen
sonuglara gére maksimum sitrik asit tretimi baslangic pH’st 6,0 olan kosulda
bulmuslardir [149]. Baslangic pH’s1 her A niger susu igin farklilik gostermekle
birlikte optimum baslangi¢ pH’s1 1,5 ile 6,5 arasinda degismektedir. Pazouki ve ark
(2000) tarafindan yapilan ¢alismada substrat olarak glikoz ve melas, mikroorganizma
olarak Candida liolytica ve A.niger’in kullanilmistir. Bu ¢aligmada mikroorganizma
tiirli ve substrat tiirlinlin sitrik asit tiretimini nasil etkiledigi ile ilgili karsilastirma

calismasi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gére A niger i¢in baslangig pH’s1 5,5
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olan kosulda maksimum sitrik asit tretimi gozlenmistir [134]. Ham hurma
atiklariyla yapilan diger bir calismada ise baslangic pH’st 6,5 olan ortamda
maksimum sitrik asit iretimi belirlenmistir [147]. Ates tarafindan yapilan yiliksek
lisans tezinde substrat olarak melas mikroorganizma olarak A. niger kullanilmis ve
maksimum sitrik asit tiretimi pH 4,5’da tespit edilmistir. Optimum baslangi¢ pH’s1
ile ilgili olarak oksalik asit birikimi i¢in gerekli pH degeri de kullanilan susa gore
degisiklik gosterecektir. Ayni sekilde ferrosiyoniin toksik etki gosterecegi diisilk pH

degerleri de A. niger susuna gore farklilik gosterecektir.
4.4.2. Baslangi¢ Toplam Seker Derigiminin EtKisi

Besiyeri ortaminda substrat derisimi mikroorganizmalardan son iiriinlin elde
edilmesi agisindan oldukga Onemlidir.  Besiyeri ortaminda ¢6ziinmiis madde
derisiminin degiskenligi mikroorganizmanin farkl tirlinler tiretmesine neden olabilir.
Ferment6r ortaminda hazirlanan besiyeri ortaminin baslangic pH’s1 6,0 iken, metanol
oran1 %4, ortam sicaklig1 30°C ve havalandirma oram 1 L/L/dakika, ¢caligma hacmi
1000 mL, mikroorganizma oranit %1, misirdzii yagr %2, KsFe(CN)g derisimi 200

mg/L olarak ayarlanmustir.

Zamana bagli olarak ortam pH’sindaki degisim incelendiginde 140 g/L
baslangi¢ substrat derisimde diger ortamlara gére daha fazla azaldig1 goriilmiistiir.
Bunun nedeni sitrik asit {iretiminden kaynaklanmaktadir. Diger substrat
derisimlerinde pH azalmasinin 140 g/L’ye gore yiiksek olmamasindaki neden ise
iretilen son {irlinlerden olabilir. 140 g¢/L baslangic toplam seker derisimin
kullanildig1 fermentasyonda inkiibasyonun 6. giiniinde pH’smin 2,3 oldugu diger
baslangi¢ substrat derisimlerinde 3—4 araliginda oldugu saptanmistir. 144. saatten
sonra fermentasyon ortaminda ¢ok yiiksek olmamakla birlikte pH degerinde bir artis

gozlenmistir (Sekil 4.41A).

Sitrik asit iiretimi yiiksek toplam seker derisimine ihtiya¢ duyar. Genel olarak
A. niger susuna baglh olarak optimum baslangi¢ toplam seker derisimi 100-200g/L
arasinda degismektedir. Peksel ve Kubicek (2003) tarafindan yapilan ¢aligmada
sitrik asit tiretimi lizerine sakkaroz derisiminin etkisi arastirilmis ve ¢alisma sonunda
maksimum  sitrik asit Uretiminin 100g/L  sakkaroz derisiminde oldugu

bulunmustur[150]. Ali ve ark. [133] ve Haq ve ark.[36] tarafindan yapilan melasla
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sitrik asit iretim ¢aligmalarinda optimum toplam seker derisimi 150 g/L, Saad[143]
tarafindan ham hurma atiklartyla yapilan calismada ise 240 g/L, Roukas ve
Kyriakides [146] tarafindan yapilan ¢alismada ise 200g/L baslangic toplam seker
derisiminde maksimum sitrik asit liretimi bulunmustur. Muhtar(2000) tarafindan
yapila yiiksek lisans tez calismasinda ise maksimum sitrik asit tiretimi 140 g/L
baslangi¢ toplam seker igeriginde gozlenmistir [28]. 140 veya 150 g/L toplam seker
derisimi ise genel olarak tespit edilen optimum toplam seker derisimidir. Bu doktora
calismasinda da diger calismalara paralel olarak 140 g/L toplam seker derisimi
belirlenmistir. Inkiibasyonun 144. saatinden sonra sitrik asit derisiminde meydana
gelen azalma fungusun yaslanmasindan, fungus tarafindan {iretilen inhibitorlerden,
sekerin ve azotun sitrik asit Uretimi i¢in gerekli olan derisimin ¢ok altina

diismesinden kaynaklanabilir (Sekil 4.41B).

Yiiksek substrat derisimlerinde KMA’nin ve kullanilan toplam seker degerinin
diger ortamlara gore daha yiiksek oldugu ancak sitrik asit iiretiminin daha diisiik
oldugu Sekil 4.41°de goriilmektedir. Diisiik substrat derisimlerinde okzalik asit
olusturmas1 nedeniyle sitrik asit verimi diiser. Yiiksek substrat derisimlerinde

polioller olugmakta ve sonugta sitrik asit iiretimi azalmaktadir [92].

Inkiibasyon periyodu boyunca tiim kosullarda mikroorganizmanmn substrati
kullandig1 gorilmiistiir (Sekil 4.41D). Diistik baslangi¢ substrat derisimlerinde
(100g/L) ortamdaki tiim sekerin kullanildig1 (6. giinde 10,3 g/L) yiiksek olan
derisimlerde ise (6. giinde 61 g/L) daha az subtratin kullanildig1 goriilmektedir.
Substrat kullanim verimleri 100 g/L i¢in %89,7, 140 g/L i¢in %79,6, 180 g/L i¢in
%66,1°’dir.  Bu sonuglara gore en diisiik baslangic toplam seker derisiminde

substratin daha verimli bir sekilde kullanildig1 goriilmektedir.

140



7 - ——100g/L 40 100g/L
6 C C140g/L 35 1 _o—140g/L
O-1800/L 30 | —a—180g/L
5 S
2 25
4 | - —
e 2 20
37 2 15
2 7 10
1 - A 5
0 T T T T T T T ] O T T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Inkiibasyon zamani (saat) Inkubasyon zamani (saat)
200
40 - —O—100g/L 180
= 140g/L 160 —0—100g/L
g ——140g/L
=2 2120 ——180 g/L
1
< 2
S 15 60
A4
10 40
5 20
05 T T T . ; ; , . 0 T T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 0 24 48 72 96 120 144 168 192

i nkiibasyon zamani (saat
Inkiibasyon zamani (saat) ubasyon z (saat)

Sekil 4.41. Baslangi¢ toplam seker derisimini sitrik asit liretimi {izerine etkisi
(A:Inkiibasyon ortammda pH degisimi, B:Sitrik asit derisiminin degisimi, C:Kuru
misel agirhigmin degisimi, D:Toplam seker derisiminin degisimi). (Baslangi¢c pH 6,0,
metanol oram1 %4, ortam sicakligi 30°C, havalandirma hiz1 1 L/L/dakika, ¢alisma
hacmi 1000 mL, mikroorganizma oran1 %1, misirézi yagi %2, K4Fe(CN)g derisimi
200 mg/L)

Sitrik asit iretiminin baslangi¢c toplam seker igerigine bagli olmasi Sekil
4.42°de agikca goriilmektedir. Buna gore 100g/L baslangic toplam seker derisiminde
sitrik asit liretim verimliligi 180 g/L baslangi¢c toplam seker derisimine gére daha
yiiksektir. Ancak en yliksek sitrik asit tiretimi baslangi¢ seker derisimi 140g/L olan
ortamda goézlenmistir. Kiel ve ark (1981) yilinda pamuk saplar1 ile yaptiklar
caligmada ortami glikoz ile takviye etmisler ve 140 g/L glikoz takviyesi ile 87 g/L
sitrik asit tiretimi gézlemislerdir. Bu makalede glikozun yaninda pamuk saplarmin
da mikroorganizmalar tarafindan kullanilabildigini gostermistir. Bu durum ise

ortamda toplam seker derisiminin 140g/L’den yiiksek olmasini gerektirir [151].
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Sekil 4.42. Baslangi¢ toplam seker derisimine bagli sitrik asit tiretim verimliligi
(Baslangi¢c pH 6,0, metanol oran1 %4, ortam sicakligi 30°C, havalandirma hiz1 1
L/L/dakika, ¢alisma hacmi 1000 mL, mikroorganizma orani %1, misir6zii yagi %2,
KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Ortamda bulunan seker ve tuz gibi maddelerin konsantrasyonlarina bagli olarak
fermentasyon ortaminda osmotik basing olusmaktadir. Osmotik basing ortamdaki
mikroorganizma faaliyetini 6nemli derecede etkiler. Ortamda yliksek ¢Oziiniir
madde konsantrasyonuna bagli olarak olusan yiiksek osmotik basing mikroorganizma
faaliyetini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle fermentasyon ortaminda
osmotik basincin kontrol altinda tutulmasi, mikrobiyal aktivite ve doniisiim agisindan
son derece onemlidir [145]. Calismada kullanilan substrat derisimlerinden 180
g/L’de mikroorganizma gelisiminin yiiksek olmasinin yaninda sitrik asit {iretiminin

az olmasinin nedeni bu olabilir.

Baslangic seker derisimi mikroorganizma misel fizyolojisini de etkilemektedir.
Bu nedenle inkiibasyon periyodu boyunca olusan misel morfolojisi gézlenmistir.
Yiiksek baglangi¢ substrat derisimlerinde misel morfolojisinin bozuk pelet yapisinda
oldugu, diisikk baslangi¢c substrat derisimlerinde ise genis pelet genisligine sahip
oldugu saptanmustir [133]. Papagianni ve Mattew (2004) tarafindan sitrik asit
tretiminde c¢esitli sakkaroz derisimlerinin organizma fiizerindeki fiziksel etkileri
incelenmistir. Calisma sonucunda 150 g/L glikoz derisiminde peletlerin fiziksel

durumu kisa, ince, yapiskan filament seklinde ve kaparmis oldugu bulunmustur. 50
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g/L Glikoz derisiminde ise daha biiyiik ve daha kalin pelet yapisinda oldugu ancak
yapigkan durumun olmadigi gézlenmistir. 100 g/L glikoz derisiminde ise peletler
orta biiylikliikte yapiskanimsi yapmin olmadigi gozlenmistic. Bu calismada
maksimum sitrik asit tiretimi 100 g/L baslangic glikoz derigsiminde bulunmustur
[152]. Bu galismada da aym sekilde diisiik baslangi¢ seker derisimlerinde pelet
biiyiikliigiiniin genis oldugu, yiiksek derigimlerde ise olduk¢a kiiciik ve yapiskan
filament formunda oldugu, 140 g/L seker derisiminde ise orta genislikte oldugu

gorilmiistiir.

Sitrik asit tretim verimliligi en yiiksek 140 g/l baslangi¢ substratinda
goriilmiistiir. Diger ortamlarda sitrik asit tiretiminin ¢ok diisiikk oldugu Sekil 4.43’de
goriilmektedir. 144. saatte 140 g/L’de 36,11 g/L; 100 g/L’de 19,20 g/L ve 180
g/L’de 15,20 g/L oldugu bulunmustur. Her ne kadar substrat derigimi arttikca KMA
degeri de artiyor olarak goriilse de {iriin sentezi agisindan ayn1 durum gegerli degildir
(Sekil 4.41C, Sekil 4.43). Deneysel c¢alismada bir gozlem olarak yogun substrat
derisimlerinde misellerin yapis1 sitrik asit iiretiminin yiiksek oldugu kosullardan

farklidir.
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baslangi¢ Toplam Seker derisimi (g/L)

7 kullanilan toplam Seker (g/L) === Sitrik asit (g/L)
= KMA (g/L) —*—pH

Kullanilan Substrat (g/L), KMA (g/L),
Sitrik Asit Derisimi (g/L)
o

Sekil 4.43. Optimum baglangi¢ toplam seker degerlerinin belirlenmesi (Baslangic pH
6,0, metanol oran1 %4, ortam sicakhigi 30°C, havalandirma hizi 1 L/L/dakika,
calisma hacmi 1000 mL, mikroorganizma orani %1, misirdzi yagt %2, KiFe(CN)s
derigimi 200 mg/L)
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Kinetik parametreler incelendiginde substrat derigiminin artmasiyla {retilen
irin  verimliliginin ~ degiskenlik  gdsterdigi  Cizelge 4.10°da  verilmistir.
Mikroorganizmanin iriin sentez verimliginin 140 g/L’de 1,195 g/g iken
mikroorganizmanin iiriin sentez hizi ise 140 g/L.’de 0,251 g/g/h iken 100g/L’de 0,133
g/g/h ve 180 g/L’de 0,106 g/g/h’dir. Bu sonuglara gore sitrik asit tiretimi igin
optimum baslangi¢ konsantrasyonunun 140 g/L oldugu goriilmektedir (Sekil 4.44).
Endiistriyel 6lgekte biiyilk oneme sahip olan qp ve gqx degerleri de hesaplanmustir.
Bu degerler lirliniin olusum hizin1 ve substratin tiiketim hizin1 vermektedir. 140 g/L
icin gp ve gs degerleri sira ile 0,005 g/g/h ve 0,026 g/g/h iken; 100 g/L i¢in 0,008
g/g/h ve 0,023 g/g/h; 180 g/L icin i1se 0,003 g/g/h ve 0,022 g/g/h olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.10).
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Sekil 4.44. inkiibasyonun 6. giiniinde farkli baslangi¢ toplam seker derisiminin
kinetik parametreler iizerine etkisi (Baslangic pH 6,0, metanol orani %4, ortam
sicakhigi 30°C, havalandrma hizi 1 L/L/dakika, calisgma hacmi 1000 mL,
mikroorganizma orani %1, misirozii yagi %2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)
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Cizelge 4.10. Farkli baslangi¢ toplam seker derisiminin Kinetik parametreler tizerine
etkisi (Baslangi¢ pH 6,0, metanol oran1 %4, ortam sicakligi 30°C, havalandirma hizi
1 L/L/dakika, ¢aligma hacmi 1000 mL, mikroorganizma oranit %1, misirézii yagi %2,
KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

100 g/L
ap as
zaman | Ypix Yois Yiis Qp Qs Qx | (g/ghiicre | (g/ghticre/
(saat) | (g/9) (9/g) | (ghicre/g) | (g/L/h) | (g/L/h) | (g/L/h) /n) h)
12 0,302 | 0,184 0,611 0,058 0,317 | 0,193 0,025 0,136
24 0,458 | 0,148 0,324 0,096 0,646 | 0,209 0,019 0,129
48 0,830 | 0,162 0,195 0,123 0,758 | 0,148 0,017 0,107
72 0,832 | 0,167 0,200 0,135 0,808 | 0,162 0,012 0,069
96 0,754 | 0,171 0,227 0,136 0,797 | 0,181 0,008 0,046
120 | 0,697 | 0,193 0,277 0,136 0,705 | 0,195 0,006 0,030
144 | 0,694 | 0,214 0,308 0,133 0,623 | 0,192 0,005 0,023
168 | 0,708 | 0,213 0,300 0,118 0,557 | 0,167 0,004 0,020
192 | 0,667 | 0,204 0,306 0,100 0,488 | 0,149 0,003 0,017
140 g/L
ap as
zaman | Ypix Yors Yxis Qp Qs Qx (9/9 | (g/ghiicre/
(saat) | (g/9) (0/g) | (ghicre/g) | (g/L/h) | (g/L/h) | (g/L/h) | hiicre/h) h)
12 10,226 (0,250 (1,105 0,042 0,167 /0,184 |0,019 0,075
24 1,090 (0,219 0,201 0,146 0,667 |0,134 |0,045 0,208
48 1,247 10,225 {0,180 0,211 0,938 0,169 |0,026 0,116
72 (0,780 (0,220 0,283 0,202 0,917 |0,259 0,011 0,049
96 (0,941 (0,240 0,255 0,225 0,938 0,239 0,010 0,041
120 |1,203 |0,319 |0,265 0,274 0,858 0,228 0,010 0,031
144 11,249 ]0,332 |0,266 0,270 0,813 |0,216 |0,009 0,026
168 |1,160 |0,309 |0,267 0,221 0,714 0,190 |0,007 0,022
192 1,176 |0,314 |0,267 0,198 0,630 |0,168 |0,006 0,019
180 g/L
ap as
Zzaman Ypix Ypis Yxis Qp QS QX (g/ ghﬁcre (g/ ghﬁcre/
(saat) | (9/9) (9/9) | (ghicre/g)| (g/L/h) | (g/L/h) | (g/L/h) / h) h)
12 0,210 | 0,167 0,793 0,042 0,250 | 0,198 0,018 0,105
24 0,193 | 0,100 0,518 0,050 0,500 | 0,259 0,008 0,080
48 0,416 | 0,111 0,266 0,088 0,792 | 0,210 0,009 0,078
72 0,326 | 0,091 0,280 0,083 0,917 | 0,256 0,005 0,050
96 0,396 | 0,105 0,264 0,094 0,896 | 0,237 0,004 0,039
120 | 0,392 | 0,110 0,282 0,097 0,875 | 0,247 0,003 0,030
144 | 0,407 | 0,128 0,314 0,106 0,826 | 0,259 0,003 0,022
168 | 0,411 | 0,124 0,301 0,093 0,750 | 0,226 0,002 0,020
192 | 0,398 | 0,119 0,299 0,079 0,667 | 0,199 0,002 0,017
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Baslangic toplam seker derisimine gore 6zgiil biiyiime hizinda olusan degisim
ise Sekil 4.45°de verilmistir. Buna gore substrat derisimi arttik¢a 6zgiil bliylime hiz1
artmaktadir.  Substrat derisiminin armasiyla mikroorganizma hacmi substrat
yogunlugundan dolay1r artabilmektedir. Ancak asir1 substrat derigimi stres
kosullarinin olusmasma neden olabilmekte ve {iriin sentezini engelleyebilmektedir.
Papagianni ve Mattey (2004) tarafindan yapilan calismada glikoz derisiminin
fermentasyon hizin1 etkiledigi, yliksek derisimlerde mikrobiyal biiylimenin arttig
ancak iriin sentezini degistirdigi rapor edilmistir [152] Yapilan deneysel ¢alismada
elde edilen p degerlerinin degisimi p(100 g/L)<wp(140 g/L)<u(180 g/L) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.45. Farkli baslangi¢ toplam seker derisimlerinde 6zgiil biiylime hizina etkisi
(Baslangic pH 6,0, metanol oram %4, ortam sicakligi 30°C, havalandirma hiz1 1
L/L/dakika, ¢calisma hacmi 1000 mL, mikroorganizma orani %1, misirozii yagi %2,
K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)

4.4.3. Metanol oraninin Etkisi

Sitrik asit iiretimi iizerine metanoliin etkisi ile ilgili aciklamalar heniiz agik
degildir. Bu konu ile ilgili birkag hipotez mevcuttur. Maddox (1986), metanoliin
sitrik asit Uretimini artrrmasmi ilgili olarak metanoliin hiicre gegirgenligini
arttirdigint ve hiicre i¢ine substrat girisini kolaylastirdigint belirtmektedir. Fazla

miktarda metanoliin ise hiicre zarm eriterek hiicrenin 6liimiine yol agtig1 tahmin
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edilmektedir [52]. Metanoliin sitrik asit iiretimini arttrmasi ile ilgili diger bir
fenomen de Kapoor ve ark. (1982) tarafindan ortaya atilan, mikroorganizma
gelisimini geciktirerek sporulasyonu geciktirdigi ve boylece sitrik asit iiretimini
arttirdigidir [153]. Bu fenomen hiicre zarinin gegirgenliligini arttirdigi fenomeni de
desteklemektedir. Hiicre, 2-0x0-glutarate dehidrogenaz solunumu yoluyla hiicre ici

sitrik asit sentezinin azaltilmasi seklinde tepki vermektedir.

Yapilan caligma tiim bu fenomenleri destekler niteliktedir. Ancak yapilan
calismalar fermentasyonda kullanilan metanol konsantrasyonlarinda degisiklik
gostermektedir. Pazouki ve ark (2000) tarafindan yapilan ¢alismada %3 metanol
orant kullanilmistir.  Literatiirde %1-4 arasinda metanol oraninm kullanildig:
goriilmektedir  [132]. Metanol oran1 diger parametrelerde oldugu gibi
mikroorganizmanin 6zelligine baglh olarak degiskenlik gosterir. Bu calisma
kapsaminda metanol orani olarak %3, %4, %5 derisimler secilmis ve optimal derisim
saptanmaya ¢aligilmistir. %4 metanol oranmin uygulandig1 fermentasyonlarda pH
azalisinin, toplam substrat kullaniminin, KMA artisinin ve sitrik asit iiretiminin daha

yiiksek oldugu tespit edilmistir.

% 4 metanol oraninda optimum zaman olan 144. saatte pH’nin 2,32’e; diger
kosullarda %3’de 3,31, %5°de 3,58’¢ kadar azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.46A).

Yiiksek metanol oraninda mikroorganizma gelisim gosterse de sitrik asit
iretimi oldukca diisiiktiir. Bu da mikroorganizma yapisinin bozulmasindan veya
iirlin sentezinin degismesinden kaynaklanabilir. Ciinkii metanoliin asir1 ilavesi toksik
etki edeceginden enzim aktivitesini de degistirecektir. 144, saatte %3 metanol
oraninda 32 g/L, %4 metanol oraninda 38,9 g/L ve %5 metanol oraninda 22,8 g/L
sitrik asit derisimi saptanmustir (Sekil 4.46B).

Sitrik asit Uretimi ile KMA’nin zamana bagh degisim grafigi birbirine
benzerlik gdstermistir. %4 metanol oraninda diger derisimlere oranla

mikroorganizma gelisimi daha yiiksektir (Sekil 4.46C).

Toplam seker derisiminin 144. saatte 140 g/L’den; %3’°de 28 g/L’ye, %4’de 23
g/L’ye, %5°de 34 g/L’ye azaldig: tespit edilmistir. Substratin kullanim yiizdesinin
sirastyla %80, %83,5 ve %75 olarak belirlenmistir. Mikroorganizmanin yiiksek
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derisimlerde substratt verimli kullanmamasindaki neden hiicresel yapinin

bozulmasindan kaynaklanabilir. Ancak bu kosullarda verimlerin birbirine yakin

olmasi1 substratin mikroorganizma tarafindan verimli bir sekilde kullanilabilecegini

gostermektedir (Sekil 4.46D).
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Sekil 4.46. Metanol oraminmn sitrik asit {iretimi iizerine etkisi. (A:Inkiibasyon
ortaminda pH degisimi, B:Sitrik asit derisiminin degisimi, C:Kuru misel agirlhigmin
degisimi, D:Toplam seker derisiminin degisimi). ((Baslangic pH 6,0, baslangi¢
toplam seker derisimi 140 g/L, ortam sicaklig1 30°C, havalandirma hiz1 1 L/L/dakika,
calisma hacmi 1000 mL, mikroorganizma orani %1, misirdzi yagt %2, KiFe(CN)s
derigimi 200 mg/L)

148



Kullanilan toplam seker basina sitrik asit iiretim verimliligi hesaplandiginda
%3 metanol oraninda %28,57, %4 metanol oraninda %33,22, %5 metanol oraninda
ise %20,51 olarak bulunmustur (Sekil 4.47).Bu sonuglara gore sitrik asit {iretimi i¢in

calismada kullanilan sus ve besiyeri ortamina gore en uygun metanol orani1 %4’diir.

35
30
25
20
15
10

5

% sitrik asit

0

3% 4% 5%
|+% sitrik asit 28,57 33,22 20,51

Metanol Derisimi (%)

Sekil 4.47. Inkiibasyonun 6. giiniinde metanol oranma bagl sitrik asit iiretim
verimliligi (Baslangic pH 6,0, baslangic toplam seker derisimi 140 g/L, ortam
sicakligt 30°C, havalandrma hizi 1 L/L/dakika, c¢alisma hacmi 1000 mL,
mikroorganizma orani %1, misirdzii yagi %2, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L)
Inkiibasyonun 6.  giiniinde elde edilen tiim deney sonuglar1 birlikte

degerlendirilecek olursa optimum metanol orami %4 oldugu Sekil 4.48’da da

goriilmektedir.
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Sekil 4.48. Optimum metanol oranin belirlenmesi (Baslangic pH 6,0, baslangig
toplam seker derisimi 140 g/L, ortam sicaklig1 30°C, havalandirma hiz1 1 L/L/dakika,
caligma hacmi 1000 mL, mikroorganizma orant %1, misirézii yagi %2, K4sFe(CN)g
derisimi 200 mg/L)

Kinetik parametreler diger ortamlarda oldugu gibi belirlenmistir (Cizelge 4.11).
Mikroorganizmanin sitrik asit iiretme verimliliginin en yiiksek 1,249 g/g ile %4’liikk
metanol oraninda, en diisikk ise %5’lik metanol oraninda 0,946 g/g oldugu
hesaplanmustir. Uriin olusum hiz1 olan qp’nin en yiiksek %4 metanol oraninda 0,009
g/g/h, en dustk ise 0,007 g/g/h ile %5 metanol oraninda oldugu gorilmiistiir.
Substrat tiiketim hiz1 olan gs’nin, en yiiksek %5 metanol oraninda 0,031 g/g/h, en

diisiik ise %4 metanol oraninda 0,029 g/g/h’dir.
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Cizelge 4.11. Optimum metanol oraninin belirlenmesi ¢alismasinda hesaplanan
Kinetik parametreler (Baslangic pH 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi 140 g/L,
ortam sicakligi 30°C, havalandirma hiz1 1 L/L/dakika, ¢alisma hacmi 1000 mL,
mikroorganizma orani %1, misir6zii yagi %2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)

%3 metanol

zaman | Yo Yois Yxs(9 Qp Qs Qx ap (9/9 gs

(saat) (09/9) (9/g) | hiicre/g) | (9/L/h) | (g/L/h) | (g/L/h) hiicre/h) (g/ghticre/h)
12 0,274 |0,150 0,548 0,050 0,333 0,183 0,023 0,152
24 0,524 |0,250 0,477 0,125 0,500 0,238 0,022 0,087
48 0,758 | 0,205 0,271 0,145 0,708 0,192 0,016 0,077
72 0,993 |0,224 0,226 0,180 0,806 0,182 0,014 0,062
96 1,145 0,240 0,209 0,202 0,844 0,177 0,012 0,050
120 1,472 10,311 0,211 0,254 0,817 0,172 0,012 0,040
144 1,207 |0,286 0,237 0,222 0,778 0,184 0,008 0,029
168 1,247 10,319 0,256 0,214 0,673 0,172 0,007 0,023
192 1,236 |0,320 0,259 0,190 0,594 0,154 0,006 0,020

%4 metanol

Yxis ap

zaman | Yo Yors (9 Qp Qs Qx (9/g gs

(saat) (0/9) (9/g) | hiicre/g) | (9/L/h) | (g/L/n) | (g/L/n) hiicre/h) (g/ghiicre/h)
12 0,226 | 0,250 1,105 0,042 0,167 0,184 0,019 0,075
24 0,586 |0,219 0,373 0,146 0,667 0,249 0,024 0,112
48 1,038 |0,225 0,216 0,211 0,938 0,203 0,022 0,096
72 0,968 |0,220 0,228 0,202 0,917 0,209 0,013 0,061
96 1,136 |0,240 0,211 0,225 0,938 0,198 0,012 0,049
120 1,214 0,319 0,263 0,274 0,858 0,225 0,010 0,032
144 1,249 0,332 0,266 0,270 0,813 0,216 0,009 0,026
168 1,160 ]0,309 0,267 0,221 0,714 0,190 0,007 0,022
192 1,176 |0,314 0,267 0,198 0,630 0,168 0,006 0,019

%5 metanol
Yy ap

zaman | Yo Yors (9 Qp Qs Qx (9/g gs

(saat) (09/9) (9/g) | hiicre/g) | (9/L/h) | (g/L/n) | (g/L/n) hiicre/h) (g/ghiicre/h)
12 0,045 |0,033 0,733 0,008 0,250 0,183 0,004 0,114
24 0,458 |0,244 0,533 0,102 0,417 0,222 0,019 0,078
48 0,645 |0,204 0,317 0,119 0,583 0,185 0,013 0,066
72 0,648 |0,135 0,208 0,101 0,750 0,156 0,009 0,067
96 1,027 |0,198 0,193 0,157 0,792 0,153 0,011 0,054
120 0,947 |0,194 0,205 0,144 0,742 0,152 0,008 0,041
144 10,946 |0,215 0,227 0,158 0,736 0,167 0,007 0,031
168 |0,850 |0,197 0,232 0,129 0,655 0,152 0,005 0,026
192 0,856 |0,199 0,233 0,115 0,578 0,135 0,004 0,022
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Kinetik parametrelerden tasarim i¢in onemli olanlarin zamana bagli grafigi

¢izildiginde optimal metanol oraninin %4 oldugu Sekil 4. 49’da goriilmektedir.
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Sekil 4.49. Inkiibasyonun 6. giiniinde metanol oranina bagli kinetik parametrelerdeki
degisim (Baslangi¢ pH 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi 140 g/L, ortam sicakligi
30°C, havalandirma hizi 1 L/L/dakika, ¢alisma hacmi 1000 mL, mikroorganizma
orant %1, misir6zii yagi %2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Kesikli diizende ¢alisan havalandirmali biyoreaktor sisteminin kullanildigi bu
calisgmada optimum baslangic pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi 140 g/L,
metanol oram1 %4 olarak belirlenmistir. Sicaklik (30°C), potasyum ferrosiyaniir
derigimi (200 mg/L), kopiik onleyici olarak kullanilan musir 6zii yagi derigimi (%2)

ve havalandirma orani sabit tutulmustur.

Yar1 kat1 ve sivi faz fermentasyonlarda A. niger’n morfolojisi sitrik asit
iiretimi ile yakindan ilgilidir. Morfolojiyi etkileyen ana faktorler ise, ¢alkalamanin
uygulanma sekli ve hizi, ortamin baslangi¢ pH’s1, mikroorganizmanin biiylime hizi,

iz elementler ve inokulasyonun derisimi ve tipidir [39].

Sitrik asit liretiminde metanol ilavesi sitrik asit liretimi yaninda mikrobiyal

biiylimeyi de etkilemektedir. Optimal metanol oram1 olarak belirlenen %4 liik
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metanol oraninda kuru misel agirligi, diger metanol derisimlerinde elde edilen kuru
misel agirliklarma gore daha yiiksektir. Buna gore p katsayilarindaki degisim
w(%5)<p(%3)<u(%4) olarak belirlenmistir. %35’lik metanol oraninda 6zgiil bitylime
hiz1 disiik c¢ikmasindaki neden ise, ortama ilave edilen metanol oraninin

mikroorganizma i¢in toksik etki gostermesinden olabilir (Sekil 4.50).
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hiz1 (1/giin)

0,4548 0,4679 0,3172

Sekil 4.50. Farkli metanol derisimlerinin 6zgiil biiytime hizina etkisi (Baslangig pH
6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi 140 g/L, ortam sicaklig1 30°C, havalandirma hizi
1 L/L/dakika, ¢aligma hacmi 1000 mL, mikroorganizma oranit %1, misirézii yagi %2,
KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

45 KESIKLI DUZENDE CALISAN HAVALANDIRMALI  KULE
FERMENTORUNDE Aspergillus niger ILE PORTAKAL HIDROLIZATI VE

MELAS ICERIKLI BESIYERI ORTAMINDA OPTIMUM SIiTRIK ASIT URETIM
KOSULLARININ BELIRLENMESI

4.5.1. Havalandirma Hizinin Etkisi

Kesikli diizende calisan havalandirmali kule fermentoriine hava, akis hizi
ayarlanabilen akvaryum pompalar1 ile verildi. Diizenli olarak oksijen degeri
Olgtilerek icerdeki havalandirmanin sabit kalmasi saglandi. Optimum havalandirma

hizinin belirlenmesi i¢in 0,5 L/L/dakika, 1,0 L/L/dakika ve 1,5 L/L/dakika olacak
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sekilde havalandirma yapilmistir. Sisteme ii¢ farkli yerden hava verilerek igerdeki

hava orani oksijen metre ile l¢tilmiistiir.

Belirlenen hava oranlarinda pelet yapisinda degisiklik oldugu tespit edilmistir.
Diisiik havalandirma yapildiginda peletlerin daha kiigiik ve daginik oldugu
gorlilmiistiir.  Optimum havalandirma olarak 1,0 L/L/dakika belirlenmistir. Bu

kosullarda gelisen mikroorganizma Sekil 4.51°de verilmistir.

L -
. o *\*‘ l‘
« 5 &'.' ':. . .‘ P
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Sekil 4.51. Portakal Hidrolizat1 ve 6n islemden gecirilmis melasin substrat olarak
kullanildig1 ortamda sitrik asit iiretimi (Kesikli diizende ¢alisan kule fermentoriinde
optimum kosullarda gelisen peletler)

Kesikli diizende ¢alisan havalandirmali kule ferment6rii calismasinda optimum
havalandirma hizinin belirlenmesi i¢in yapilan calismada elde edilen deney
sonuglarina gore, 1 L/L/dakika’dan fazla havalandirma hizlarinda sitrik asit
iiretiminin diisiik oldugu gorilmiistiir. Havalandirma hizlarina bagl olarak toplam
seker kullanimi, sitrik asit {Uretimi ve mikroorganizma gelisimlerinin de

degismektedir.

Endiistriyel sitrik asit iireticiler kesikli sistemlerde havalandirma hizinin farkli
ve yliksek olmasi iirlin lizerinde zarar verici etkiye neden olmaktadw. Eger
havalandirma hizi ¢ok yiiksek olursa ortamdaki ¢oziinmiis CO, orami ¢ok diisiik
olabilir. Karbondioksit, priivat karboksilat i¢in 6nemli bir substrattir. Kullanilabilir
karbondioksit, piirivat karboksilat reaksiyonunun devaminda piirivat dekarboksilaz
reaksiyonu sonucu TUretilir. Eger havalandirma ¢ok yiiksek olursa bu enzimlerin
aktivasyonlarindan dolay1 iiretim az olacaktir. Mcintyre ve McNeil (1997) bu

reaksiyonlar sonucu son kuru misel agirligi ve sitrik asit iiretiminin de az olacagim
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tespit etmislerdir [154]. Besiyeri igeriginde oksijenin doygunluga ulasmasi igin
cesitli calismalar yapilmistir. Bunun icin yapilan en onemli ¢alisma ise cesitli
yaglarin ilave edilmesidir. Adham (2002) tarafindan yapilan ¢aligmada sitrik asit
iiretimi i¢in ¢esitli yaglarin etkinsi aragtirmustir. Sitrik asit tiretiminin misirézii yagi,
zeytinyagl, aygicegi yagmin kullanildigi kosullarda daha yiiksek oldugu bulunmustur
[130]. Kilig tarafindan yapilan yiiksek lisans tezinde substrat olarak melasin
kullanildig: sitrik asit iretim ¢alismasinda %2 musir 6zii yagi derisiminin sitrik asit
tretimini arttirdigi tespit edilmistir [74]. Bu doktora ¢alismasinda da misir 6zii yagi,
hem kopilik kirici olarak hem de oksijenin doygunluk seviyesine ulasmasi icin

yardimci1 katk1 maddesi olarak kullanilmistir.

Ortam pH’sindaki azalma en iyi 1,0 L/L/dakika havalandirma hizinin oldugu
kosulda gdzlenmistir. Inkiibasyonun 6. giiniinde 0,5 L/L/dakika havalandirma
hizinda 2,78, 1,0 L/L/dakika havalandirma hizinda 2,01, 1,5 L/Ldakika havalandirma
hizinda ise 3,02’ye azalmstir. 1,5 L/L/dakika’lik havalandirma hizinin oldugu
kosulda pH degisiminde bir dalgalanma gozlenmistir (Sekil 4.52A). Dalgalanmanin

nedeni enzimatik reaksiyonlar olabilir.

Havalandirma hizina baglh olarak sitrik asit tiretim verileri Sekil 4.52B’de
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yliksek sitrik asit tiretimi 1,0
L/L/dakika’da, en diisiik asit tretimi ise 1,5 L/L/dakika’da tespit edilmistir.
Havalandirma hiz1 arttik¢a enzimatik reaksiyonlarda inhibisyonlar nedeniyle sitrik
asit liretimi azalmaktadir. Diisiik havalandirma oranlarinda ise mikroorganizmanin
gelisimi yavasladigr icin sitrik asit iiretimi de diismektedir.  Ayrica diisiik
havalandirma oranlarda pelet gelisimi de zayiftir. Inkiibasyonun sonuna dogru

daginik iiremeler gozlenmis ve pelet yapisi bozulmustur.

Inkiibasyonun 6. giiniinde iiretilen sitrik asit derisimi; 0,5 L/L/dakika
havalandirma hizinda 24,39 g/L, 1,0 L/L/dakika havalandirma hizinda 52,39 g/L, 1,5
L/L/dakika havalandirma hizinda ise 16,32 g/L olarak hesaplanmistir.

Kuru misel agirligi, mikroorganizma gelisimi ile ilgilidir. On inkiibasyonda
ortama hazirlanan mikroorganizmalar Kesikli diizende ¢alisan havalandirmali kule
fermentoriine alindiktan hemen sonra numuneler alinmistir. 24. saate kadar 3. kez

ornekleme yapilmistir. 24.saatten sonra numuneler 24 saat araliklarla alinmistir.
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Metanol ilavesi 24. saatte yapilmistir. Mikrobiyal biiylime kiitlesel olarak en yiiksek
1,0 L/L/dakika havalandirma hizinda gdzlenmistir (Sekil 4.52C). Inkiibasyonun 6.
giiniinde kuru misel agirligi; 0,5 L/L/dakika havalandirma hizinda 27,67 g/L, 1,0
L/L/dakika havalandirma hizinda 34,19 g/L, 1,5 L/Ldakika havalandirma hizinda ise
20,14 g/L olarak hesaplanmistir.  En diisik mikrobiyal gelisme en yiiksek
havalandirma kosulunda (1,5 L/L/dakika) belirlenmistir.

Havalandirma hizina bagl olarak toplam seker kullanimu ile ilgili veriler Sekil
4.52D’de degerlendirilmistir.  Ortama ilave edilen substratlarin en iyi sekilde
kullanilmasi i¢in ortam havalandirma hizinin ¢ok énemli oldugu tespit edilmistir. En
yiiksek substrat kullammmu 1,0 L/L/dakika da, en disiik ise 1,5 L/L/dakika’da
belirlenmistir. Havalandirma hizinin ytliksek olmasi mikroorganizma gelisimini
etkilemesi nedeniyle substratin kullanimin1 da etkilemektedir. Sitrik asit tiretimi ise
mikroorganizma morfolojisi ve gelisimi ile yakindan ilgilidir. Inkiibasyonun 6.
giiniinde kalan toplam seker igerigi; 0,5 L/L/dakika havalandirma hizinda 48 g/L, 1,0
L/L/dakika havalandirma hizinda 15 g/L, 1,5 L/Ldakika havalandirma hizinda ise 62
g/L olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.52. Farkhi havalandirma hizlarinin sitrik asit iiretimine etkisi (A:inkiibasyon
ortaminda pH degisimi, B:Sitrik asit derisiminin degisimi, C:Kuru misel agirliginin
degisimi, D:Toplam seker derisiminin degisimi). (Baslangic pH 6,0, baslangic
toplam seker derisimi 140 g/L, %4 metanol, ortam sicakligi 30°C, ¢aligma hacmi 750
mL, mikroorganizma orani1 %2, misirézii yagi %2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Havalandirma oran1 da diger parametrelerde oldugu mikroorganizmaya
degisiklik gostermektedir. Ancak sitrik asit iiretimi swrasinda A. niger yiiksek
havalandirma hizina ihtiya¢ duymaktadir. Havalandirma ihtiyaci ayrica kullanilan
besiyeri ortami ve fermentoriin biiyiikliigiine gore de degismektedir[36]. Besiyeri
icerisinde doygun ¢oziinmiis oksijen derigiminin yiiksek olmasi sitrik asit tiretimini
tetiklemektedir [154] Bu calismada maksimum sitrik asit {iretimi ve kullanilan topla

seker temelinde sitrik asit iretim verimliligi 1L/L/dakika havalandirma oraninda
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bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore kullanilan toplam seker temelinde sitrik asit
iretim verimliligi 0,5 L/L/dakika da %26,51, 1 L/L/dakika da %41,86, 1,5
L/L/dakika da %20,92 olarak hesaplanmistir (Sekil4.53)

45
40
35
30
25
20
15
10

% Sitrik Asit

0,5 L/L/dk 1L/L/dk 1,5 L/L/dk
|+% sitrik asit 26,51 41,86 20,92

Sekil 4.53. Farkli havalandirma hizlarinda kullanilan substrat basina hesaplanan
sitrik asit verimliligi (Baslangic pH 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi 140 g/L, %4
metanol, ortam sicakligi 30°C, ¢alisma hacmi 750 mL, mikroorganizma oran1 %2,
musirézii yagi %2, K4yFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Inkiibasyonun 6. giiniinde {iretilen sitrik asit derisimi, kullanilan substrat
derisimi, ortam pH’s1 ve kuru misel agirligi sonuglarini bir arada degerlendirilmistir
(Sekil 4.54). 1 L/L/dakika havalandirma hizi sitrik asit tiretimi i¢in en uygun
havalandirma oldugu gorilmistir. Bu kosul, substratin en verimli sekilde
kullanildig, sitrik asit iiretiminin en yliksek oldugu, mikroorganizmanin en verimli

sekilde tiredigi kosuldur (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. Farkli havalandirma hizlarinin sitrik asit tiretimi tizerine etkisi (Baslangig
pH 6,0, baslangi¢c toplam seker derisimi 140 g/L, %4 metanol, ortam sicaklig1 30°C,
calisma hacmi 750 mL, mikroorganizma orani %2, misirdzii yagi %2, KiFe(CN)g
derisimi 200 mg/L)

Havalandirma hizi ile ilgili deney sonuglarinin degerlendirilerek hesaplanan
kinetik parametreler Cizelge 4.12°de verilmistir. Buna inkiibasyonn 6. giiniinde
mikroorganizma bagma iretilen sitrik asit derisimi (ypx ); 0,5 L/L/dakika
havalandirma hizinda 0,882 g/g, 1,0 L/L/dakika havalandirma hizinda 1,531 g/g, 1,5
L/L/Ldakika havalandirma hizinda ise 0,810 g/g olarak hesaplanmistir. Kullanilan
substrat bagina iiretilen sitrik asit derigimi (yps); 0,5 L/L/dakika havalandirma hizinda
0,265 g/g, 1,0 L/L/dakika havalandirma hizinda 0,419 g/g, 1,5 L/L/Ldakika
havalandirma hizinda ise 0,209 g/g olarak hesaplanmistir. Kullanilan substrat basina
tiretilen mikroorganizma orani (Yys); 0,5 L/L/dakika havalandirma hizinda 0,301 g/g,
1,0 L/L/dakika havalandirma hizinda 0,274 g/g, 1,5 L/L/Ldakika havalandirma
hizinda ise 0,258 g/g olarak hesaplanmistir. Diisiik havalandirma hizinda substrat
daha yiiksek kullaniliyor goriinse de iretilen {iriin agisindan 1,0 L/L/dakika en
optimum havalandirma hizidir.  Diger kinetik parametreler de ayni sekilde

belirlenmistir.
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Cizelge 4.12. Optimum havalandirma hizinin belirlenmesi ¢alismasinda hesaplanan
Kinetik parametreler(Baslangi¢ pH 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi 140 g/L, %4
metanol, ortam sicaklig1 30°C, ¢alisma hacmi 750 mL, mikroorganizma oran1 %2,
musirdzil yagi %2, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

0,5 L/L/dakika

zaman | Yoi Yos | Yws (9] Qp Qs gp(g/g | Qx (9|as (9/g
(saat) (0/9) (9/g) |hicre/g) | (g/l/h) | (9/l/h) | hiicre/h) | hiicre/l/h) | hiicre/h)
12 0,448 0,333 | 0,744 0,050 0,150 |0,037 0,112 0,115
24 2,291 0,446 |0,194 0,167 0,375 |0,095 0,073 0,192
48 1,911 0,318 | 0,166 0,126 0,396 |0,040 0,066 0,149
72 2,292 0,397 |0,173 0,182 0,458 |0,032 0,079 0,101
96 1,269 0,263 | 0,207 0,159 0,604 |0,013 0,125 0,074
120 1,131 0,277 |0,245 0,173 0,625 |0,009 0,153 0,041
144 0,882 0,265 |0,301 0,169 0,639 |0,006 0,192 0,032
168 0,743 0,229 |0,308 0,131 0,571 |0,004 0,176 0,027
192 0,677 0,203 | 0,300 0,106 0,521 |0,004 0,156 0,023
1 L/L/dakika

zaman | Yo Yos  |Yus (9] Qp Qs gp  (9/g| Qx (9| as(a/g
(saat) (0/9) (9/g) | hiicre/g) | (a/l/h) | (g/l/h) | hiicre/h) | hiicre/l/h) | hiicre/h)
12 0,365 0,250 | 0,685 0,042 0,167 0,030 0,114 0,122
24 1,728 0,254 |0,147 0,148 0,583 0,072 0,086 0,283
48 2,880 0,202 | 0,070 0,211 1,042 0,060 0,073 0,297
72 2,781 0,260 | 0,093 0,249 0,958 0,039 0,090 0,149
96 2,335 0,375 |0,161 0,359 0,958 0,024 0,154 0,065
120 1,977 0,433 |0,219 0,386 0,892 0,016 0,195 0,038
144 1,531 0,419 |0,274 0,363 0,868 0,011 0,237 0,025
168 1,516 0,390 |0,257 0,300 0,768 0,009 0,198 0,023
192 1,405 0,373 | 0,266 0,253 0,677 0,007 0,180 0,020
1,5 L/L/dakika

zaman | Yoix Yos . |Yus (9] QP Qs agp  (9/g|Qx (9|as (979
(saat) | (g/9) (9/g) | hiicre/g) | (g/l/h) | (g/l/h) | hiicre/h) | hiicre//h) | hiicre/h)
12 0,231 0,300 | 1,300 0,025 |0,083 |0,019 0,108 0,062
24 0,615 0,200 |0,325 0,050 |0,250 |0,026 0,081 0,143
48 1,555 0,515 |0,331 0,086 |0,167 |0,032 0,055 0,053
72 1,451 0,273 0,188 0,091 |0,333 |0,020 0,063 0,058
96 1,427 0,299 |0,210 0,122 0,406 |0,015 0,085 0,034
120 0,945 0,276 |0,292 0,120 |0,433 |0,008 0,126 0,024
144 0,810 0,209 |0,258 0,113 |0,542 |0,006 0,140 0,020
168 0,728 0,187 | 0,257 0,091 |0,488 |0,004 0,125 0,017
192 0,653 0,172 | 0,264 0,076 |0,443 |0,003 0,117 0,015
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Inkiibasyonun 6. giiniinde hesaplanan kinetik parametreler Sekil 4.55°da
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda optimum havalandirma hizi kesin
olarak ortaya ¢cikmustir. 1 L/L/dakika’da iiretilen mikroorganizmanin sitrik asit
iiretimi diger kosullara gore oldukca yiiksektir. Ayrica saatte kullanilan substrat ve
iriin sentezi ag¢ismndan da maksimum tiretim ve kullanim miktar1 1 L/L/dakika’lik
havalandirma kosulunda goézlenmistir. Kubicek ve Rohr (1986) yiiksek hava akis
hiz1 ya da saf oksijen ile havalandirma sitrik asit liretimini arttirdigini tespit
etmiglerdir. Bu makaleye gore fermentasyonda saf oksijen kullanimi prosesi pahali
yapacagi ve proseste kullanilan gaz kullanildiktan sonra CO32’1 ayrilip tekrar sisteme
verilebilecegi bildirilmistir. [45]. Ancak son yillarda yapilan calismalarda 1 1
L/L/dakika’lik havalandirma hizinin sitrik asit tretimi ig¢in uygun oldugu
saptanmistir. ve Babeipour (2002) tarafindan elma posalariyla yapilan sitrik asit
iiretim ¢alismasinda sitrik asit tiretiminin 0,8 L/L/dakika’lik havalandirma kosulunda
maksimum oldugu ve havalandirma hizinin 1,4 L/L/dakika’e ¢ikmasiyla sitrik asit
iiretiminin yar1 yariya diistiigli goriilmiistiir [56]. Haq ve ark [36] ve Sanjay ve
Sarma [155] tarafindan yalpan ¢alismalarda maksimum sitrik asit dretimi 1
L/L/dakika havalandirma hizinda saptanmis ve bu degerin iizerindeki havalandirma
hizinda tiretimin diistiigii saptanmigtir. Portakal hidrolizati ve melasin substrat olarak
kullanildig1 bu ¢alismada da diger ¢alismalarda da elde edildigi gibi maksimum sitrik

asit tiretimi 1L/L/dakika’da belirlenmistir.
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Sekil 4.55. Farkli havalandirma hizlarinin inkiibasyonun 6. giiniinde kinetik
parametreler iizerine etkisi (Baslangic pH 6,0, baslangi¢c toplam seker derisimi 140
g/L, %4 metanol, ortam sicakhigi 30°C, ¢ahisma hacmi 750 mL, mikroorganizma
orant %2, misir6zii yagi %2, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Ozgiil biiyiime hiz1 (), ortam kosullarma baglidir. Mikroorganizma biiyiimesi
ile yakindan ilgilidir. Havalandirma hizina baglh olarak hesaplanan 6zgiil biiyiime
hizlar1 0,5 L/L/dakika havalandirma hizinda 0,6018 gﬁn’l, 1,0 L/L/dakika
havalandirma hizinda 0,6622 gi'm'l, 1,5 L/L/Ldakika havalandirma hizinda ise 0,5827
giin™ olarak hesaplanmustir (Sekil 4.56).
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—— §zgiil biiyiime hiz1

h 0,6018 0,6618 0,5827
(1/giin)

Havalandirma hiz1 (L/L/dk)

Sekil 4.56. Farkli havalandirma hizlarmin 06zgiil biiyiime hizi iizerine etkisi
(Baslangi¢ pH 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi 140 g/L, %4 metanol, ortam
sicaklig1 30°C, galigma hacmi 750 mL, mikroorganizma oram %2, misirdzii yag1 %2,
KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

4.5.2. Mikroorganizma oraninin Etkisi

Calismanin  bu  asamasi, ©On  inkiibasyon  sonucunda {iretilen
mikroorganizmalarin Kesikli diizende calisan havalandirmali kule fermentoriine
aktarilma orani ile ilgilidir. On inkiibasyonda ortama mikroorganizmalar daha dnce
yapilan ¢aligmalarda oldugu gibi aktarildi. Kesikli diizende ¢alisan havalandirmali
kule fermentdriiniin ¢alisma hacmi 750 mL’dir.  On inkiibasyonda gelisen
mikroorganizmalarin fermentore steril kosullarda aktarilmast %2 (15 mL), %3 (22,5
mL) ve %4 (30 mL) olacak sekilde yapilmistir. Ekim derisimi sitrik asit tiretimi
arttirmaktadir.  Ancak asir1 mikroorganizma orani ideal degildir [ 128, 129].
Caligma kosullar1; 1 L/L/dakika havalandirma hizi, baslangic pH’s1 6,0, baslangic
toplam seker derisimi 140 g/L, metanol oram1 %4, ortam sicakligi 30°C, calisma
hacmi 750 mL, mikroorganizma orant %2, misirézii yagi %2, K4sFe(CN)gs derisimi

200 mg/L olarak sabit tutulmustur.

Deney sonucu elde edilen verilere gore; inkiibasyonun 6.giiniinde %2, %3 ve
%4’liikk mikroorganizma orani kosullarinda ortam pH’s1 swrasiyla 2,68, 2,01, 2,34
olarak; kuru misel agirhig1 sirasiyla 21,14 g/L, 34,19 g/L, 48,32 g/L olarak, sitrik asit
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derisimi sirasiyla 38,7 g/L, 52,33 g/L,46,08 g/L; kalan toplam seker derigimi ise 48
g/L, 15 g/L, 26 g/L olarak bulunmustur.

Inokiile edilen mikroorganizma orani arttik¢a mikroorganizmalarm gelisimi de
degismektedir. Yiiksek derisimlerde mikroorganizma gelisimi daha hizli ve hacimce
fazla olsa da morfolojisi degisiklik gostermektedir. Inokiilasyon derisimi arttik¢a

pelet yapisi kiigilmekte ve daginik iiremeleri artmaktadir.

Ortam pH’sindaki degisim incelendiginde mikroorganizma orani en diisiik olan
ortamda pH azalmasi mikroorganizma orani en fazla olan ortama gore daha azdir.
Ancak en iyi pH azalmasi %3’liik mikroorganizma oraninin oldugu kosulda
gozlenmistir (Sekil 4.57A).

Sitrik asit tiretimi de substrat kullanimina ve mikroorganizma gelisimine bagl
olarak degismektedir. Kuru misel agirliginda ve toplam seker derisiminde olusan
degisime paralel olarak sitrik asit tretimi de %3’lik mikroorganizma oraninin
oldugu kosullarda en yiiksektir. Inkiibasyonun 144. saatinde sitrik asit derisimindeki
azalma ise mikroorganizmalarin sitrik asidi besi maddesi olarak kullanmasindan
kaynaklanmaktadir (Sekil 4. 57B). Sitrik asit iiretimi ¢calismasinda yiiksek asilama
orani, fermentasyonun ilk fazinda diisiik ¢6ziinmiis oksijen seviyesine neden olur.

Bu durum da amonyum iyonlarinin yavas alim ile iliskilidir.

Miseller dagilmis morfolojide gelisirken besiyeri ortaminda 6nemli seviyede

glikozamin olusur bu da sitrik asit tiretimi engeller [148].

En yiiksek mikroorganizma gelisimi, mikroorganizma oranit %4 olan kosulda
goriilmiistiir (Sekil 4.57C). Inkiibasyonun 72. saatine kadar mikroorganizmalar
pelet yapilarini olusturmus ortama alisma siireleri tamamlanmis ve gelisimleri hizli
bir gekilde artmaya devam etmistir. 72. saatten sonra ise mikroorganizma orani
yiiksek olan %4 ’liikk kosulda mikroorganizma gelisimi daha fazla olmus, en diisiik

olan %2’lik kosulda en az olmustur (Sekil 4.57C).

Substrat kullanimi agisindan veriler degerlendirildiginde mikroorganizma orani
substrati kullanimini etkilemektedir. Substrat kullanimi, %3’ik mikroorganizma
oraninda en yiiksek, %2’lik mikroorganizma oraninda ise en diisiiktiir. Pelet yapis1

ise %2’lik mikroorganizma oraninda belirgin ve daha biyiiktiir. Pelet genisligi asit
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verimliligini artirsa da mikroorganizma oranmin yetersizligi nedeniyle substrat

kullanim1 diisiiktiir (Sekil 4.57D).
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Sekil 4.57. Farkli mikroorganizma derigimlerinin zamana bagli ortam pH’sindaki
degisim (A:Inkiibasyon ortaminda pH degisimi, B:Sitrik asit derisiminin degisimi,
C:Kuru misel agirhiginm degisimi, D:Toplam seker derisiminin degisimi) (1
L/L/dakika havalandirma hizi, baslangi¢c pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker derigimi
140 g/L, metanol oran1 %4, ortam sicakligi 300C, ¢alisma hacmi 750 mL,, misirozi
yag1 %2, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Farkli mikroorganizma derisimlerinin sitrik asit {iretimi iizerine etkisinin
belirlenmesinde sitrik asit verimliligi olduk¢a onemlidir. Kullanilan toplam seker
temelinde sitrik asit iiretim verimliligi %2 mikroorganizma oraninda %41,17, %3
mikroorganizma oraninda %41,86, %4 mikroorganizma oraninda ise %40,42 oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.58). Her calismada kullanilan mikroorganizma orani
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birbirinden farklidir. Melasin substrat olarak kullanildig1 bir ¢aligmada
mikroorganizma oraninda maksimum iretim %1 mikroorganizma oraninda
belirlenmistir [149].  Melasla ilgili yapilan diger bir calismada ise %4
mikroorganizma oraninda sitrik asit liretimi agisindan maksimum sonu¢ bulunmustur
[36]. Yapilan bu ¢alismada ise maksimum sitrik asit tiretimi %3 mikroorganizma

oraninda bulunmustur.

42,00
41,50
41,00

40,50

% Sitrik Asit

40,00

39,50
2% 3% 4%

—&— % sitrik asit 41,17 41,86 40,42

mikroorganizma derisimi (%)

Sekil 4.58. Farkli mikroorganizma derisimlerinde kullanilan substrat basma iiretilen
sitrik asit tiretim verimliligi (1 L/L/dakika havalandirma hizi, baslangic pH’s1 6,0,
baslangic toplam seker derisimi 140 g/L, metanol oran1 %4, ortam sicaklig1 30°C,
caligma hacmi 750 mL,, misirdzii yagi %2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Inkiibasyonun 6. giiniinde {iretilen sitrik asit derisimi, kullanilan substrat
derisimi, ortam pH’s1 ve kuru misel agirlig1 sonuglarini bir arada degerlendirilmistir
(Sekil 4.59). %3’lik mikroorganizma orani sitrik asit iiretimi i¢in en uygun
havalandirma oldugu belirlenmistir.  Bu kosul, substratin en verimli sekilde
kullanildig, sitrik asit iiretiminin en yiiksek oldugu, mikroorganizmanin en verimli
sekilde iredigi kosuldur (Sekil 4.59). Sitrik asit tiretim verimliligi agisindan
mikroorganizma oraninin etkisinin diisiik gibi goriinse de sitrik asit {iretimi substratin

kullanilmas1 ve misel yapis1 agisindan optimum mikroorganizma orani %3’diir.
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Sekil 4.59. Farkli mikroorganizma derisimlerinin sitrik asit {iretimi tizerine etkisi (1
L/L/dakika havalandirma hizi, baslangi¢c pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker derigimi
140 g/L, metanol oran1 %4, ortam sicaklig1 30°C, ¢alisma hacmi 750 mL,, misirozii
yag1 %2, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Mikroorganizma oran1 ile 1ilgili deney sonuglarmin degerlendirilerek
hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.13’de verilmistir. Buna inkiibasyonn 6.
gliniinde mikroorganizma basma iretilen sitrik asit derigimi  (ypx ); %2
mikroorganizma oraninda 1,831 g/g, %3 mikroorganizma oraninda 1,531 g/g, %4
mikroorganizma oraninda ise 0,954 g/g olarak hesaplanmistir. Kullanilan substrat
basina iiretilen sitrik asit derisimi (yps); %2 mikroorganizma oraninda 0,421 g/g, %3
mikroorganizma oraninda 0,419 ¢g/g, %4 mikroorganizma oraninda ise 0,404 g/g
olarak hesaplanmistir. Kullanilan substrat bagina iiretilen mikroorganizma orani
(Yxss); %2 mikroorganizma oranmda 0,230 g/g, %3 mikroorganizma oraninda 0,274
g/g, %4 mikroorganizma oraninda ise 0,424 g/g olarak hesaplanmistir. %2
mikroorganizma oraninda sitrik asit iiretimi daha ylksektir. Ancak
mikroorganizmanin substrati kullanim verimliligi %4 mikroorganizma oraninda daha
yiksektir. Bu da tamamen mikroorganizma orani ile ilgilidir. Ancak sitrik asit

iiretimi en yliksek %3 mikroorganizma oraninda tespit edilmistir.
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Cizelge 4.13.

Optimum mikroorganizma oraninin belirlenmesi ¢alismasinda
hesaplanan kinetik parametreler (1 L/L/dakika havalandirma hizi, baslangic pH’s1
6,0, baslangi¢c toplam seker derisimi 140 g/L, metanol oran1 %4, ortam sicakligi
30°C, galisma hacmi 750 mL,, misirdzii yagi %2, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

%2

zaman |Yox — |Ypis | Yws Qp  |Qs gp  (9/9|Qx  (g|gs (9/g
(saat) |(g/g) |(9/9) |(ghiicre/g)|(g/l/h) |(g/l/h) |hiicre/h) |hiicre/I/h) | hiicre/h)
12 0,388 |0,200 | 0,515 0,033 |0,167 |0,032 0,086 0,162
24 0,982 0,178 0,181 0,067 0,375 |0,041 0,068 0,230
48 1,115 {0,144 0,129 0,075 |0,521 |0,023 0,067 0,161
72 1,952 0,283 (0,145 0,157 |0,556 |0,027 0,080 0,096
96 1,795 {0,306 {0,171 0,191 |0,625 |0,019 0,107 0,061
120 |1,720 {0,411 0,239 0,271 |0,658 |0,014 0,157 0,035
144 11,831 |0,421 0,230 0,269 |0,639 |0,013 0,147 0,030
168 |1,859 {0,407 |0,219 0,233 |0,571 |0,011 0,125 0,027
192 |1,784 |0,400 |0,224 0,208 |0,521 |0,009 0,117 0,023
%3

zaman \Yoix | Ypis | Yws Qp Qs d (9/9|Qx (9las (99
(saat) |(9/g) |(a/g) |(ghiicre/g)| (g/l/h) | (g/l/h) |hiicre/h) | hiicre/l/h) | hiicre/h)
12 0,365 | 0,250 | 0,685 0,042 |0,167 |0,030 |0,114 0,122

24 1,728 10,254 | 0,147 0,148 |0,583 |0,072 0,086 0,283

48 2,965 | 0,202 | 0,068 0,211 |1,042 {0,062 0,071 0,305

72 2,474 10,260 | 0,105 0,249 [0,958 |0,034 0,101 0,132

96 2,335 10,375 0,161 0,359 (0,958 |0,024 |0,154 0,065
120 1,896 |0,433 |0,229 0,386 (0,892 |0,016 |0,204 0,036
144 1,531 (0,419 |0,274 0,363 |0,868 [0,011 0,237 0,025
168 |1,516 |0,390 | 0,257 0,300 |0,768 |0,009 0,198 0,023
192 1,405 0,373 |0,266 0,253 |0,677 |0,007 0,180 0,020
%4

zaman | Yoix | Ypis | Yxis Qp Qs O (9/9|Qx (90s

(saat) |(g/9) |(g/g) |(ghiicre/g)|(g/l/h) | (g/l/h)|hiicre/h) |hiicre/I/h) |(g/ghiicre/h)
12 0,567 0,550 {0,970 0,092 {0,167 |0,047 0,162 0,086

24 0,687 0,179 0,260 0,104 |0,583 |0,029 0,152 0,160

48 1,163 0,137 /0,118 0,108 {0,792 |0,024 0,093 0,177

72 2,029 /0,306 | 0,151 0,217 |0,708 |0,028 0,107 0,092

96 1,355|0,375 0,277 0,269 {0,719 (0,014 0,199 0,038

120 10,909 | 0,368 | 0,405 0,304 |0,825 |0,008 0,334 0,021

144 10,954 0,404 | 0,424 0,320 (0,792 0,007 0,336 0,016

168 0,935 (0,365 0,390 0,267 {0,732 |0,006 0,285 0,015

192 10,918 (0,353|0,384 0,230 |0,651 |0,005 0,250 0,014
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Inkiibasyonun 6. giiniinde hesaplanan kinetik parametreler Sekil 4.60’de
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda optimum mikroorganizma orani
%3 olarak ortaya ¢ikmistir. Mikroorganizma basina sitrik asit liretiminin ve saat

bagina substrat kullanimi %3 mikroorganizma oraninda maksimumdur.
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gs (g/ghiicre/h)

Sekil 4.60. Farkli mikroorganizma derigimlerinin kinetik parametreler lizerine etkisi
(1 L/L/dakika havalandirma hizi, baslangi¢ pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker
derisimi 140 g/L, metanol oran1 %4, ortam sicaklig1 300C, ¢alisma hacmi 750 mL,,
misirdzil yagi %2, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L)
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Ozgiil biiyiime hiz1 (n), mikroorganizma orani ile yakmdan ilgilidir.
Mikroorganizma oranma bagli olarak 0zgiil bliyime hizi da artmgtir.
Mikroorganizma oranma bagli olarak hesaplanan 06zgil biiylime hizlar1 %2
mikroorganizma oraninda 0,5866 giin™, %3 mikroorganizma oraninda 0,6622 giin™,

%4 mikroorganizma oraninda ise 0,7490 giin™ olarak hesaplanmustir (Sekil 4.61).

0,8
0,7 /
0,6

0,5
0,4
0,3
0,2

0,1
0

1/ glin

2% 3% 4%

—— 0zgiil lireme hizi

(1/giin) 0,5866 0,6622 0,749

Mikroorganizma derigimi (%)

Sekil 4.61. Farkli mikroorganizma derisimlerinin 6zgiil biiyiime hizina etkisi (1
L/L/dakika havalandirma hizi, baslangic pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi
140 g/L, metanol oran1 %4, ortam sicakligi 30°C, ¢alisma hacmi 750 mL,, misirozii
yag1 %2, K4sFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

4.5.3. Baslangi¢ pH Degerinin Etkisi

Calismanin bu asamasi, hazirlanan besiyeri ortaminin pH’s1 ile ilgilidir. A.
niger sitrik asitin yaninda oksalik ve glukonik asit olmak tizere bir¢ok asiti de iiretme
yetenegine sahiptir. Bu asitlerin iiretim derisimleri ise baslangi¢c pH’s1 ile yakindan
ilgilidir. pH 6,0 degerinde baslayan bir fermentasyonda oncelikle okzalik asit
olusmakta ve daha sonra iiretilen diger yan iiriinlerle, ortamda H" iyonu derisiminin

artmastyla fermentasyon sitrik asit liretimine donmektedir.

Bu caligsmada elde edilen sonuglara gore baslangic pH’s1 degistikce inkiibasyon
zamanina bagli olarak ortam pH’sinda azalma farklilik gostermistir. Ayrica substrat
kullanim1 ve {iriin iiretimi de degiskenlik gdstermistir. Inkiibasyon periyodunun 144,
saatinde baglangic pH’s1 5,5 olan ortamda pH 2,56, sitrik asit 34,57 g/L, kalan
toplam seker 31 g/L ve kuru misel agirhgi 27,76 g/L olarak bulunmustur. Baslangi¢
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pH’s1 6,0 olan kosulda ise ortamda pH 2,01, sitrik asit 52,33 g/L, kalan toplam seker
15 g/L ve kuru misel agirligr 34,19 g/L olarak bulunmustur. Baslangic pH’s1 6,5
olan kosulda ise ortamda pH 2,82, sitrik asit 26,41 g/L, kalan toplam seker 41 g/L. ve

kuru misel agirhigi 17,18 g/L olarak bulunmustur

Sitrik asit liretim ¢aligmalarinda en Onemli parametrelerden biri baglangig
pH’sidir. Fermentasyon sirasinda tampon ¢ozelti kullanilmaz. A.niger bulundugu
kosullara uygun olarak sentezleyecegi tiriinii belirler. Secilen baslangi¢c pH araligi
oldukca hassas belirlenmistir. Bundan 6nce yapilan calismalarda elde edilen veriler
dogrultusunda bu aralik secilmistir. En fazla pH azalis1 pH 6,0’da en az pH azalis1
ise pH 6,5’da goriilmiistiir (Sekil 4.62A).

Sitrik asit liretimi acisindan ise, baslangic pH’s1 6,0 olan kosulda en yiiksek,
pH 6,5’da ise en diisiik seviyede iiretildigi tespit edilmistir. Yiiksek pH degerlerinde
sitrik asit Uretiminin az olmasi bir yandan mikroorganizmanm dogal yapisindan

kaynaklanabilecegi gibi iiretilen yan tiriinlerden de kaynaklanabilir (Sekil 4.62B).

Deneysel calismadan elde edilen KMA sonuglar1 degerlendirildiginde optimum
baslangi¢c pH’s1 6,0 olarak belirlenmistir. Baslangic pH’s1 6,0 da en yiiksek, pH 6,5
da ise en diisiik kuru misel agirligma sahiptir (Sekil 4.62C).

Substrat kullanim1 agisindan deneysel veriler incelendiginde, baslangig pH’s1
6,0 olan kosulda en yiiksek verimde oldugu, baslangic pH’sinin ise 6,5’da en diisiik
verimlilikte kullanildig1 goriilmektedir (Sekil 4.62D).

171



B al (o2}
o o o
]

Sitrik asit Derisimi (g/L)
w
o

20
10
1 |
A 0 T T T T T T T 1
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 24 48 72 96 120 144 168 192
0 24 48 72 96 120 144 168 192 Inkiibasyon zaman (saat)

Inkiibasyon zamani (saat)

40 - 160

35 | TOTPHSS 140

—{—pH 6,0 -

30 4 ——pH6S5 &iil20
= =
25 - £100
Y50 2
T; 20 - 8 80
& 5 60
5 197 %
2 -
g 10 - §40
2 5 S 20 D

0 f T T T T T T T ] 0 T T T T T T T 1

0O 24 48 72 96 120 144 168 192 0 24 48 72 96 120 144 168 192

. Inkii t
Inkiibasyon zamani (saat) nkiibasyon zamani (saat)

Sekil 4.62. Farkli baglangi¢ pH degerlerinin zamana bagli ortam pH’sindaki degisim
(A:Inkiibasyon ortammda pH degisimi, B:Sitrik asit derisiminin degisimi, C:Kuru
misel agrligmin degisimi, D:Toplam seker derisiminin degisimi) (1 L/L/dakika
havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani, baslangic toplam seker derisimi 140
g/L, metanol oran1 %4, ortam sicakligi 30°C, calisma hacmi 750 mL,, misirdzii yag:
%2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L).

Kullanilan toplam seker derisimi basina sitrik asit {iretim verimliligi pH 5,5’da
%31,43, pH 6,0’da %41,86, pH 6,5’da ise %26,41°dir (Sekil 4.63). Elde edilen
sonuglar bir 6nceki calismada kullanilan elde edilen sonuglardan daha yiiksektir.
Sitrik asiti tiretimi acisindan Kesikli diizende ¢alisan havalandirmali kule

fermentoriiniin kullanilmasi halinde sitrik asit iiretiminin artacagini gostermektedir.
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Bu durum sitrik asit iiretiminde kullanilan sus ve besiyerinin yani sira kullanilan

fermentoriin de etkili oldugunu gdstermektedir.

45
40
35
30
25
20
15
10

5

0

% Sitrik Asit

pH 5,5 pH 6,0 pH 6,5
—&— % sitrik asit 31,43 41,86 26,41

Baslangic pH

Sekil 4.63. Farkli baslangi¢ pH degerlerinde kullanilan toplam seker derigimi bagina
tiretilen sitrik asit verimliligi (1 L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma
orani, baslangic toplam seker derisimi 140 g/L, metanol oran1 %4, ortam sicakligi
30°C, galisma hacmi 750 mL,, misirdzii yag1 %2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Optimum zaman olarak belirlenen 6. giin (144 h)’de clde edilen sonuglar1
baslangic pH’sma baglh olarak grafiklendirildiginde kullanilan substrat verimliligi,
iretilen sitrik asit derisimi ve pH azalmasma bagli olarak optimum baslangi¢

pH’sinin 6,0 oldugu goriilmektedir (Sekil 4.64).
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Sekil 4.64. Farkli baslangic pH degerlerinin sitrik asit {iretimi tizerine etkisi (1
L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani, baslangi¢c toplam seker
derisimi 140 g/L, metanol oran1 %4, ortam sicaklig1 30°C, calisma hacmi 750 mL,,
misirdzil yagi %2, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L).

Baslangic pH’s1 ile ilgili deney sonuclarinin degerlendirilerek hesaplanan
kinetik parametreler Cizelge4.14’de verilmistir. Buna inkiibasyonun 6. giiniinde
mikroorganizma bagina iiretilen sitrik asit derisimi (ypx ); pH 5,5’da 1,245 g/g, pH
6,0’da 1,531 g/g, pH 6,5°da ise 1,537 g/g olarak hesaplanmistir. Kullanilan substrat
bagina tiretilen sitrik asit derisimi (yys); pH 5,5’da 0,317 g/g, pH 6,0’da 0,436 g/g,
pH 6,5°da ise 0,267 g/g olarak hesaplanmistir. Kullanilan substrat basina iiretilen
mikroorganizma orani (Yys); pH 5,5’da 0,255 g/g, pH 6,0°da 0,285 g/g, pH 6,5’da ise
0174 g/g olarak hesaplanmuistir.
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Cizelge 4.14. Kesikli diizende calisan havalandirmali kule fermentoriiniin kullanilan
optimum baslangic pH degerinin belirlenmesi ¢alismasinda hesaplanan kinetik
parametreler (1 L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani, baslangig
toplam seker derisimi 140 g/L, metanol oram1 %4, ortam sicakligi 30°C, calisma
hacmi 750 mL,, misirozii yagi %2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L)

pH 5,5

zaman | Ypix | Ypis Yxis Qp Qs ap Qx  (9]gs
(saat) |(9/g) |(g/g) |(ghiicre/g)|(g/l/h) |(g/l/h) |(g/ghiicre/h) |hiicre/l/h) | (g/ghiicre/h)
12 0,226]0,038 |0,166 0,025 0,667 |0,019 0,111 0,501
24 1,207(0,263 |0,218 0,088 /0,333 |0,050 0,073 0,192
48 2,183/0,156 |0,072 0,137 0,875 {0,045 0,063 0,291
72 2,809|0,235 |0,084 0,196 /0,833 |0,039 0,070 0,166
96 2,177]0,237 {0,109 0,205 /0,865 |0,023 0,094 0,096
120 1,817]0,293 |0,161 0,240 0,817 |0,015 0,132 0,052
144 1,245|0,317 |0,255 0,240 0,757 {0,009 0,193 0,027
168 1,165(0,272 |0,233 0,196 |0,720 {0,007 0,168 0,026
192 1,103 /0,263 |0,238 0,167 0,635 {0,006 0,151 0,022
pH 6,0

zaman | Yp/x Yois | Vs Qp Qs ap Qx  (g|gs
(saat) |(0/g) (9/9) | (ghiicre/g) | (g/l/h) | (g/l/h) | (g/ghiicre/h) | hiicre/1/h) | (g/ghiicre/h)
12 0,365 0,250 |0,685 0,042 (0,167 0,030 0,114 0,122
24 1,728 0,254 |0,147 0,148 0,583 0,072 0,086 0,283
48 2,965 0,202 | 0,068 0,211 [1,042 0,062 0,071 0,305
72 2,474 10,260 |0,105 0,249 (0,958 |0,034 0,101 0,132
96 2,335 10,375 |0,161 0,359 (0,958 |0,024 0,154 0,065
120 1,896 (0,433 0,229 0,386 (0,892 |0,016 0,204 0,036
144 1,531 |0,436 | 0,285 0,363 (0,833 |0,011 0,237 0,024
168 1,516 (0,390 (0,257 0,300 (0,768 |0,009 0,198 0,023
192 1,405 0,373 | 0,266 0,253 [0,677 0,007 0,180 0,020
pH 6,5

Zaman |\ Yox | Ypis | Yxis Qp Qs ap Qx  (9]gs
(saat) (9/9) |(g/g) |(ghiicre/g) | (g/l/h) | (g/l/h) | (g/ghiicre/h) | hiicre/l/h) | (g/ghiicre/h)
12 0,310 | 0,200 | 0,645 0,033 | 0,167 |0,026 0,108 0,129
24 0,842 /10,189 | 0,224 0,071 {0,375 |0,035 0,084 0,186
48 1,237 {0,194 | 0,157 0,073 {0,375 |0,026 0,059 0,133
72 2,405 | 0,250 | 0,104 0,135 [ 0,542 0,033 0,056 0,134
96 1,969 | 0,245 0,124 0,138 | 0,563 |0,021 0,070 0,084
120 1,722 0,268 | 0,156 0,179 | 0,667 |0,014 0,104 0,054
144 1,537 10,267 |0,174 0,183 [ 0,688 |0,011 0,119 0,040
168 1,450 {0,252 |0,174 0,157 {0,625 |0,009 0,109 0,034
192 1,381 {0,244 0,177 0,137 {0,563 |[0,007 0,099 0,029
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Inkiibasyonun 6. giiniinde hesaplanan kinetik parametreler Sekil 4.65°de
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda optimum baslangic pH’sinin 6,0

oldugu ortaya ¢ctkmustir.
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Sekil 4.65. Farkli baslangic pH degerlerinin kinetik parametreler iizerine etkisi (1
L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani, baslangi¢ toplam seker
derisimi 140 g/L, metanol oram1 %4, ortam sicaklig1 30°C, caligma hacmi 750 mL,,
musirozi yagi %2, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L).

Ozgiil biiyiime hiz1 (u), ortam kosullarmdan etkilenen bir parametredir.
Baslangic pH degerine baglh olarak 6zgiil biiyiime hizi da degisiklik gostermistir.
Baslangic pH degeri farkli olan kosullarda gelisen mikroorganizmalarm kuru misel

agirliklarina bagh olarak hesaplanan 6zgiil biiyiime hizlar1 pH 5,5’da 0,5560 giin
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pH 6,0°da 0,6622 giin*, pH 6,5’da ise 0,4940 giin* olarak hesaplanmistir (Sekil
4.66).

0,7
0’6 ‘/\‘
0,5
0,4
§D 0,3
02
0,1
0
pH5,5 pH 6,0 pH 6,5
—— {zgiil buy}.mle hiz1 0,556 0,662 0,494
(1/giin)
Baslangic pH

Sekil 4.66. Farkli baslangic pH degerlerinin 6zgiil biiyime hizina etkisi (1
L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani, baslangi¢c toplam seker
derisimi 140 g/L, metanol oran1 %4, ortam sicaklig1 30°C, calisma hacmi 750 mL,,
misirézii yagi %2, K4yFe(CN)g derisimi 200 mg/L).

4.5.4. Baglangic Toplam Seker Derigiminin Etkisi

Bu deneysel c¢alismada, melas ve portakal hidrolizatlar1 i¢in sitrik asit liretimi
maksimum olan seker derisimi 140 g/L olarak belirlenmistir. 140 g/L baslangic
toplam seker derisiminin oldugu kosullarda inkiibasyonun 144 saatinde sitrik asit
derisimi 52,33 g/L olarak olciilmiistiir. Inkiibasyonda substratin seker derisimi
arttikca sitrik asit derisimi azalma gostermistir.  Ortamin viskozitesinin seker
derisimi nedeniyle artmasi miselyum yapisinin artmasina neden olabilir. Diisiik
seker derisimlerinde ise oksalik asit birikimi nedeniyle sitrik asit verimliligi

diisecektir.

100 g/L baslangic toplam seker derisiminin oldugu kosulda 144 saatte sitrik
asit derisimi 41,20 g/L, 180 g/L baslangi¢ toplam seker derisiminin oldugu kosulda

ise sitrik asit derisimi 29,2 g/L olarak 6l¢tilmiistiir.

Farkli baslangic seker derisimlerinde mikrobiyal morfoloji de farklilik

gostermektedir. Optimum seker derisimi olarak belirlenen ortamda renkte bir agilma
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da gozlenmistir (Sekil 4.67). Farkli substrat derisimlerinde gelisen A. niger peletleri,
substrat derisiminin artigiyla kii¢iilmektedir. En biiyiik pelet yapis1 100 g/L substrat
derisiminde gézlenmistir. Papagianni ve Mattey (2004) tarafindan yapilan ¢calismada
sitrik asit iiretimi icin 50, 100 ve 150 g/L glikoz derisimleri kullanilmistir. Bu
ortamlarda gelistirilen mikroorganizmalarm pelet genislikleri sirasiyla 3,4, 3 ve 2.2

mm’dir[ 152].

Sekil 4.67. Farkli baglangi¢ seker derisimlerinde gelisen A. niger peletleri

Sekil 4.68A’de goriildigi gibi, baslangig toplam seker icerigi 100 g/L olan
ortamda diger ortamlara gore pH azalis1 daha az olmustur. Bunun nedeni diisiik
substrat derisimlerinde oksalik asit birikiminden kaynaklanabilir [34]. pH azalisi
mikroorganizmanin gelisimi ile ilgili de bilgi verebilmektedir. Ortam substrat
derisimi ise iretilecek triinde degisiklik gostermesine neden olabilir.  Yiiksek
substrat derisimlerinde polioller olusmakta ve sonugta sitrik asit tiretimi azalmaktadir

[148].

Substratin toplam seker icerigi arttikca sitrik asit tiretimi diigsmektedir. Diisiik
substrat derisimlerinde ise sitrik asit tiretimi diigiiktir. Sitrik asit veriminin 6. giine
kadar gittik¢e artmakta oldugu, 7. ve 8. giinlerde sitrik asit verimliliginin azaldig1
Sekil 4.68B’de goriilmektedir. 144. saat sonrasindaki azalma ise sitrik asidin
mikroorganizma tarafindan kullanilmasi ve degisik yan fUriinlere donligmesinden
kaynakli olabilir. Kesikli diizende calisan havalandirmali kule fermentdriiniin
verimliligi havalandirmali biyorekatdrdeki verimlilikten daha yiiksektir. Bu durum
inkiibasyonun 6. giiniinde sitrik asit derisiminde azalmaya neden olmustur. Ciinkii

substrat bu fermentdrde daha verimli kullan1ldigindan ortamda sitrik asit iiretimi i¢in
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yeterli substrat derisimi bitmistir. Bundan dolay1 inkiibasyonun 6.giiniinden sonra
sitrik asit parcalanmis olabilir. Ciinkii sitrik asit mikroorganizmalarca ¢ok kolay

parcalanma yetenegine sahiptir.

Substrat igerigi arttikga kuru misel agirliginda artis gdézlenmistir.  Diistik
substrat derisimlerinde ise daha diisilk misel gelisimi gozlenmistir. Tiim kosullarda
144 saate kadar diizenli bir artig gézlenmistir. 144 saat sonrasinda ise mikrorbiyal
biyokiitle sabitlenmistir. 144 saat sonrasina biyokiitle duragan evreye geg¢mistir
(Sekil 4.68C). Bu durum sitrik asit iiretimi ile dogru orantilidir. Ciinkii sitrik asit

primer bir metabolittir.

Farkli baslangi¢ toplam seker derisimlerinde A. niger besiyeri ortamini verimli
bir sekilde kullanmistir. 144 saate kadar 100g/L ve 140 g/L olan kosullarda ortam
toplam seker igeriginde diizenli bir azalis gozlenmis ve 144 h sonra ise toplam seker
iceriginde sabitleme oldugu goriilmiistiir. Ancak 180 g/L olan kosulda substrat
kullanim1 144 h sonra da devam etmistir (Sekil 4.68D). Roukas ve Kyriakides
(2002) tarafindan yapilan c¢alismada artan substrat derisimine bagli olarak
mikroorganizmanin substrat1 kullanim verimliliginin arttig1 200g/LL  substrat
derisiminde sonra ise azaldigi tespit edilmistir. Bunun neden yiiksek substrat
derisiminin mikroorganizmalar iizerinde inhibisyon etkisinden kaynaklanmaktadir.
Bu calismada optimum baslangic toplam seker derisimi 200g/L olarak tespit
edilmistir[ 146].
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Sekil 4.68. Farkli baslangi¢ toplam seker derisiminin zamana bagli ortam pH’sindaki
degisim (A:Inkiibasyon ortaminda pH degisimi, B:Sitrik asit derisiminin degisimi,
C:Kuru misel agirhiginin degisimi, D:Toplam seker derisiminin degisimi) (1
L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani, baslangi¢ pH 6,0, metanol

oram1 %4, ortam sicakligi 30°C, ¢ahsma hacmi 750 mL,, musirézii yagr %2,
KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L).

Elde edilen verilere gore sitrik asit {iretimi i¢in optimum substrat derisimi 140
g/L’dir (Sekil 4.69). Bu derisimi Kesikli diizende ¢alisan havalandirmali biyoreaktor
kisminda anlatildig1 gibi mikroorganizma tiir ve susuna bagli olarak degismektedir.
Ayrica kullanilan substratin  6zellikleri ve kaynagina gore de degisiklik

gosterebilmektir.
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Sekil 4.69. Farkli baslangic toplam seker derisimine bagli sitrik asit iiretim
verimliligi (1 L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani, baslangic pH
6,0, metanol oran1 %4, ortam sicaklig1 30°C, galigma hacmi 750 mL,, misirdzii yagi
%2, K4Fe(CN)g derisimi 200 mg/L).

Optimum zaman olarak belirlenen 6. giin (144 h)’de elde edilen sonuglari
baslangi¢c toplam seker derisimine baglh olarak grafiklendirildiginde kullanilan
substrat verimliligi, iiretilen sitrik asit derisimi ve pH azalmasma bagli olarak
optimum baslangi¢ toplam seker derisiminin 140 g/l oldugu goriilmektedir (Sekil
4.70).

140 - -3
é ~ 120 o\-/ - 25
@100 1
Lz [ -2
S
a0 G - 1,5
% ﬁ o 0,5
EER |
=% o 0
z =) 100 g/L 140 g/L 180 g/L
Baslangi¢ Toplam Seker Derigimi (g/L)
7 Kullanilan Substrat (g/L) mmm Kuru Misel Agirhigi (g/L)
mm Sitrik Asit (g/L) —e—pH 6,0

Sekil 4.70. Farkli baglangic toplam seker derisiminin sitrik asit iiretimi lizerine etkisi
(1 L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani, baslangic pH 6,0,
metanol oran1 %4, ortam sicakligi 30°C, calisma hacmi 750 mL,, misirdzii yag1 %2,
KsFe(CN)g derigimi 200 mg/L).
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Baslangic toplam seker derisimi ile ilgili deney sonuglarinin degerlendirilerek
hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.15°de verilmistir.  Inkiibasyonn 6.
giinlinde mikroorganizma basina iiretilen sitrik asit derisimi (ypx ); 100 g/L i¢in
1,987 g/g, 140 g/L i¢in 1,531 g/g, 180 g/L i¢in ise 0,708 g/g olarak hesaplanmistir.
Kullanilan substrat bagima tiretilen sitrik asit derisimi (yps); 100 g/L igin 0,461 g/g,
140 g/L i¢in 0,436 g/g, 180 g/L icin ise 0,247 g/g olarak hesaplanmigtir. Kullanilan
substrat basina liretilen mikroorganizma orani (Yyss); 100 g/L i¢in 0,232 g/g, 140 g/L
icin 0,285 g/g, 180 g/L i¢in ise 0,350 g/g olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4.15. Baslangic toplam seker derisiminin kinetik parametreler {izerine etkisi
(1 L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani, baslangic pH 6,0,
metanol oran1 %4, ortam sicaklig1 30°C, calisma hacmi 750 mL,, misirdzii yag1 %2,
KsFe(CN)g derigimi 200 mg/L).

100 g/L

Zaman yp/x yp/s Yxis Qp QS ap (g/ g QX (g gs
(saat) |(g/0) (9/9) (ghiicre/g) | (g/l/h) | (g/l/h) |hiicre/h) | hiicre/I/h) | (g/ghiicre/h)
12 0,534 |0,167 |0,312 0,058 0,350 |0,045 0,109 0,267
24 1,402 |0,158 0,112 0,096 |0,608 |0,058 0,068 0,371
48 2,285 0,167 |0,073 0,127 0,760 |0,048 0,056 0,285
72 2,220 0,168 |0,075 0,135 (0,804 0,031 0,061 0,184
96 2,528 0,235 0,093 0,189 0,803 |0,026 0,075 0,112
120 2,163 10,384 |0,177 0,269 0,702 |0,018 0,124 0,047
144 1,987 |0,461 0,232 0,286 |0,620 |0,014 0,144 0,030
168 1,847 0,414 0,224 0,231 0,558 |0,011 0,125 0,027
192 1553 0,359 |0,231 0,176 0,490 ]0,008 0,113 0,023
140 g/L

zaman | Ypix Yois Yxis Qp Qs ap Qx  (g|as
(saat) (o/g9) |(9/g) |(ghiicre/g) |(g/l/n) | (g/l/h) | (g/ghiicre/h) | hiicre/l/h) | (g/ghiicre/h)
12 0,365 | 0,250 |0,685 0,042 |0,167 |0,030 0,114 0,122
24 1,728 | 0,254 |0,147 0,148 |0,583 0,072 0,086 0,283
48 2,965 |0,202 |0,068 0,211 |1,042 |0,062 0,071 0,305
72 2,474 10,260 [0,105 0,249 |0,958 |0,034 0,101 0,132
96 2,335 (0,375 |0,161 0,359 |0,958 |0,024 0,154 0,065
120 1,896 | 0,433 |0,229 0,386 |0,892 |0,016 0,204 0,036
144 1,531 | 0,436 |0,285 0,363 |0,833 |0,011 0,237 0,024
168 1,516 | 0,390 |0,257 0,300 |0,768 |0,009 0,198 0,023
192 1,405 | 0,373 |0,266 0,253 |0,677 |0,007 0,180 0,020
180 g/L

zaman | Yo Yors | Vs Qp Qs a  (9/g|Qx  (g|as
(saat) |(g/0) (9/g9) |(ghticre/g) | (g/l/h) |(g/l/h) |hiicre/h) | hiicre/l/h) | (g/ghiicre/h)
12 0,269 |0,167 |0,620 0,042 0,250 |0,022 0,155 0,134
24 0,405 |0,144 |0,357 0,054 0,375 |0,017 0,134 0,117
48 0,830 |0,106 |0,127 0,077 0,729 |0,017 0,093 0,163
72 0,814 0,098 |0,121 0,085 0,861 |0,011 0,104 0,115
96 0,610 |0,149 | 0,244 0,121 0,813 | 0,006 0,198 0,043
120 0,472 |0,155 | 0,328 0,134 0,867 |0,004 0,284 0,025
144 0,708 |0,247 |0,350 0,203 0,819 |0,005 0,286 0,020
168 0,612 |0,210 |0,343 0,152 0,726 | 0,004 0,249 0,017
192 0,573 0,189 |0,329 0,126 0,667 0,003 0,220 0,016
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Inkiibasyonun 6. giiniinde hesaplanan kinetik parametreler Sekil 4.71°de
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda optimum baslangi¢ toplam seker
derisimi 140 g/L oldugu ortaya ¢ikmistir. Uretilen mikroorganizma basma iiretilen
iriin sentezi 140 g/L ile 180 g/L birbirine olduk¢a yakindir. Ancak substrat
derisiminin yiiksek oldugu kosullarda sitrik asit tiretim verimliligi 140 g/L ‘de daha

yiiksektir.

2,0
15 | m100g/L ®140g/L = 180g/L
1,0 -

0,5 -

hiicre/L/h)

0,0

yp/x(g/g hiicre), yp/s(g/g), yx/s(g
hiicre/g), Qp(g/L/h, Qs(g//h), Qx(g

0,050 - m100g/L
= 140 g/L
180 g/L

0,000 T 1
qp (g/ghticre/h) gs (g/ghiicre/h)

qp(g/g hiicre/h), gs(g/g hiicre/h)

Sekil 4.71. Inkiibasyonun 6. giiniinde farkli baslangig toplam seker derisimine bagl
kinetik parametrelerin karsilastirilmas1 (1 L/L/dakika havalandirma hizi, %3
mikroorganizma orani, baslangic pH 6,0, metanol oran1 %4, ortam sicaklig1 30°C,
¢alisma hacmi 750 mL,, misirézii yagi %2, K4sFe(CN)g derisimi 200 mg/L).
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Baglangic toplam seker derisimine bagli olarak 6zgiil biiyiime hizi (n) da
degisiklik gostermistir (Sekil 4.72). Doktora tezi kapsaminda yapilan diger
optimizasyon c¢aligmalarinda da bu ¢aligmada elde edilen optimum substrat derigimi
olan 140g/L toplam seker icerigi belirlenmistir. Elde edilen bu sonug substrat veya
biyoreaktoriin farkli olusu optimum baslangi¢ substrat derisimini etkilememektedir.
Ancak substrat veya biyoreaktor farkliligi sitrik asit tretim verimliligini

degistirmektedir.

0,8
0,7

0,6 //
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1
0

1/glin

100g/L 140 g/L 180 g/L

——§zgiil biiylime hiz1

(1/giin) 0,5658 0,6622 0,7036

Baslangi¢ Substrat Derisimi (g/L)

Sekil 4.72. Farklh baslangi¢c toplam seker derisiminin zamana bagli 6zgiil biiyiime
hizindaki degisim (1 L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani,
baslangic pH 6,0, metanol oran1 %4, ortam sicaklig1 30°C, ¢alisma hacmi 750 mL,,
musirézii yagi %2, K4yFe(CN)g derisimi 200 mg/L).

4.4 5. Metanol oraninin Etkisi

Metanol oranmnin belirlenmesi amaciyla yapilan deneyde ¢alisma kosullari; 1
L/L/dakika havalandirma hizi, baslangi¢c pH’s1 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi

140 g/L, mikroorganizma orani1 %3 olarak sabit tutulmustur.

Bu calismada elde edilen sonuglara gore inkiibasyon periyodunun 144.
saatinde 9%3’liik metanol orani olan ortamda pH 2,94, toplam seker derisimi 28 g/L,
kuru misel agirhigr 27,16 g/L ve sitrik asit 38,3 g/L olara belirlenmistir. % 4’liik
metanol oraninin oldugu ortamda pH 2,01, sitrik asit 52,33g/L, kalan toplam seker 15

g/L ve kuru misel agirlig1 34,19 g/L olarak bulunmustur. %35°lik metanol oraninin
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oldugu ortamda ise, pH 3,56, sitrik asit 22,7 g/L, kalan toplam seker 54 g/L ve kuru
misel agirlig1 20,56 g/L olarak belirlenmistir.

Sekil 4.73A’da goriildiigl iizere metanol orani ortam pH’s1 {izerinde de etkili
olmustur. Mikrobiyolojik aktiviteyi etkilemesi nedeniyle her ortamda pH azalisi
birbirinde farklidir. Sekil 4.73B’de ise metanol orani arttikca Sitrik asit tiretimi arttigi
belirlenmistir.  Ancak metanol oraninin %5 ve lizerine ¢iktigi durumlarda asit
iretiminde azalma goriilmektedir. Bu durum mikroorganizmanin morfolojisinde
veya enzimatik yapisinda meydana gelen bir degisiklikten kaynaklanabilir. Diisiik
metanol derigimlerinde asit liretiminin az olmasi ise metanolun asit iiretimi lizerine

olumlu etkisini gostermektedir.

Elde edilen deneysel sonuglara gore, metanol oranimin sitrik asit iretimi
iizerine etkisine bakildiginda %4 metanol orani sitrik asit {iretimini arttirmustir. En
diisiik sitrik asit tiretimi %5 metanol oraninda gozlenmistir (Sekil 4.73B). Diger
verilerle birlikte degerlendirilecek olursa %4 metanol oraninda substratin daha
verimli kullanildigi, kuru miselin daha fazla iiredigi ve asit iiretiminin daha etkin

oldugu goriilmiistiir.

Metanol oranmin kuru misel agirliklar1 tizerine etkisi Sekil 4.73C’de
gosterilmistir. En yiiksek kuru misel artisi %4 metanol oraninda goézlenmistir.
Metanol mikrobiyal gelisime olumlu etki gostermistir. Hiicre zarinda olusan
degisiklik substratin hiicre igine alimini arttrmis olabilir. Bu sekilde substrat
kullanim1 ve sitrik asit tiretim verimliligi de artmis olabilir. Sekil 4.73 metanol
oraninin mikrobiyal yapida degisikliklere neden oldugunun bir gostergesi olabilir.
Ciinkii %5 metanol oranmin ilave edildigi ortamda mikrobiyal biiylime gostergesi
olan kuru misel agilig1 artist en diisiiktiir. Daha yiiksek seviyeli metanol
derisimlerinde ise mikrobiyal biiylime olmamistir. Bununla ilgili caliyma yapilarak

gbzlem yapilmistir. Ancak olumlu bir gelisme olmadigi i¢in sonuglar verilmemistir.

Inkiibasyon periyodu boyunca substratin mikroorganizmalarca
kullanilabilirligini gosteren zamana baglh toplam seker igerigi ile ilgili grafik Sekil
4.73D’de verilmistir. Metanolun hiicresel yapida olusturdugu degisiklik hipotezine
dayali olarak diislinecek olursak hiicre zarinda gecisin kolaylagsmasi substratin hiicre

icine rahat alimini saglamaktadwr. Bu sekilde sitrik asit {iretimi ve susbstratin
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kullanim artacaktir. Sekil 4.73D’de goriildiigii gibi %3 metanol iceriginde toplam
seker icerigindeki azalma %4 metanol igerigine gore daha azdw. %5 metanol
iceriginde ise toplam seker azalmasi en azdir. Bu sonuglara gore optimum metanol

icerigi substrat kullanimini arttirmaktadir.
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Sekil 4.73. Farkli metanol derisimlerinin zamana bagli ortam pH degerindeki
degisim. (A:inkiibasyon ortaminda pH degisimi, B:Sitrik asit derisiminin degisimi,
C:Kuru misel agirhiginin degisimi, D:Toplam seker derisiminin degigimi). (1
L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani, baslangic pH 6,0,
baslangi¢ toplam seker derisimi 140 g/L, ortam sicakhgi 30°C, ¢alisma hacmi 750
mL,, misirdzii yagi %2, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L).

Kullanilan toplam seker derigimi basma sitrik asit tiretim verimliligi metanol
oranima bagh olarak degismistir (Sekil 4.74). Hesaplanan sonuglara gére %3 metanol
oraninda %34,21, %4 metanol oraninda 41,86, %5 metanol erisiminde ise %26,44

sitrik asit tiretim verimliligi bulunmustur. Bu sonuglar, portakal hidrolizatinin sitrik
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asit iretimi i¢in uygun bir substrat oldugunu ayrica kule fermentrdiiniin sitrik asit
iiretimi i¢in uygun oldugunu gostermektedir. Metanol orani kullanilan substrata ve
mikroorganizma ve susuna bagli olarak degismektedir. Yapilan ¢aligmalarda %1 ile
%6 araliginda optimum metanol orani saptanmistir. Navaratnam ve ark [136]
tarafindan yapilan ¢alismada %30mL/L, Roukas ve Kyriakides [146] tarafindan
yapilan ¢alismada %4, Roukas [53] tarafindan yapilan ¢alismada %6, Mazhar ve ark
[43] tarafindan yapilan ¢alismada %1, Pazouki ve ark [134] tarafindan yapilan
calismada %3 metanol orant maksimum sitrik asit tiretimi i¢in gerekli oldugu
belirlenmistir. Alkol olarak metanol yerine diger alkoller de kullanilabilir. Ali ve
ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada %0,5 metanol oraninda sitrik asit derigimi
50,70 g /L iken %1 metanol oraninda 76,02 g/L olarak bulunmustur. Bu ¢alismada
Etanoliin metanol yerine kullanilabilirligi de incelenmistir. Calisma sonucunda
0,2:0,8 metanol etanol derisiminde sitrik asit derisimi 55,05 g/L, 0,4:0,6 metanol
etanol derisiminde sitrik asit derisimi 62,76 g/L, metanol etanol derisiminde sitrik

asit derisimi 48,55 g/L olarak tespit edilmistir [44].
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—— % sitrik asit 34,21 41,86 26,44
Metanol derisimi (%)

Sekil 4.74: Farkli metanol derisimlerinde kullanilan toplam seker basina sitrik asit
tretim verimliligi (1 L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani,
baslangic pH 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi 140 g/L, ortam sicaklig1 30°C,
¢alisma hacmi 750 mL,, misirézii yagi %2, K4yFe(CN)g derisimi 200 mg/L).

Optimum zaman olarak belirlenen 6. giin (144 h)’de elde edilen sonuglar1

metanol oranma bagl olarak grafiklendirildiginde kullanilan substrat verimliligi,
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iiretilen sitrik asit derisimi ve pH azalmasina bagli olarak optimum metanol oran1 %4

olarak goriilmektedir (Sekil 4.75).
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Sekil 4.75. Farkli metanol derisimlerinin sitrik asit iiretimi tizerine etkisi (1
L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani, baslangic pH 6,0,
baslangic toplam seker derisimi 140 g/L, ortam sicakhig1 30°C, ¢alisma hacmi 750
mL,, misirozii yagi %2, KyFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Metanol oranmin belirlenmesi ile ilgili deney sonuglarinin degerlendirilerek
hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 10°da verilmistir. Inkiibasyonun 6.
gliniinde mikroorganizma basina iiretilen sitrik asit derisimi (ypix ); %3 metanol orani
icin 1,411 g/g, %4 metanol orani i¢in 1,531 g/g, %5 metanol orani i¢in ise 1,106 g/g
olarak hesaplanmigtir. Kullanilan substrat basna iretilen sitrik asit derigimi (yps);
%3 metanol orani i¢in 0,342 g/g, %4 metanol orani i¢in 0,419 g/g, %5 metanol orani
icin 0,264 g/g olarak hesaplanmistir. Kullanilan substrat basma iiretilen
mikroorganizma orani (Yys); %3 metanol orani i¢in 0,243 g/g, %4 metanol derisim

icin 0,274 g/g, %5 metanol orani i¢in ise 0,239 g/g olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4.16: Optimum metanol oranmm belirlenmesi ¢alismasinda hesaplanan
Kinetik parametreler (1 L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orant,
baslangic pH 6,0, baslangic toplam seker derisimi 140 g/L, ortam sicakligi 30°C,
calisma hacmi 750 mL,, misirézi yagi %2, K4yFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

%3

zaman |Ypx | Ypis | Yxs Qp Qs ap Qx (9|as
(saat) |(g/g) |(9/g) |(ghiicre/g)|(g/l/n) |(g/l/h) |(g/ghiicre/h) |hiicre/l/h) | (g/ghiicre/h)
12 0,435 | 0,150 | 0,345 0,050 /0,333 |0,036 0,115 0,242
24 1,613 {0,231 | 0,143 0,125 0,542 |0,067 0,078 0,291
48 1,897 | 0,156 | 0,082 0,123 /0,792 {0,040 0,065 0,254
72 1,891 0,241 | 0,127 0,180 |0,750 |0,026 0,095 0,109
96 1,715 10,246 |0,143 0,202 /0,823 |0,018 0,118 0,073
120 1,498 {0,331 | 0,221 0,254 0,767 |0,012 0,169 0,038
144 1,411 10,342 | 0,243 0,266 0,778 [0,010 0,189 0,029
168 1,412 0,335 | 0,237 0,227 0,679 {0,008 0,161 0,025
192 1,177 10,292 |0,248 0,170 /0,583 {0,006 0,144 0,021
%4

Zaman | Ypix | Ypis Yxis Qp Qs ap Qx  (g|gs
(saat) |(g/g) |(g/g) (ghticre/g) | (9/l/h) | (g/l/h) | (g/ghiicre/h) | hiicre/1/h) | (g/ghiicre/h)
12 0,365 | 0,250 |0,685 0,042 0,167 {0,030 0,114 0,122
24 1,728 {0,254 |0,147 0,148 (0,583 |0,072 0,086 0,283
48 2,965 | 0,202 |0,068 0,211 [1,042 |0,062 0,071 0,305
72 2,474 10,260 |0,105 0,249 10,958 |0,034 0,101 0,132
96 2,335 (0,375 |0,161 0,359 (0,958 |0,024 0,154 0,065
120 1,896 {0,433 |0,229 0,386 (0,892 |0,016 0,204 0,036
144 1,531 10,419 0,274 0,363 (0,868 |0,011 0,237 0,025
168 1,516 {0,390 |0,257 0,300 [0,768 {0,009 0,198 0,023
192 1,405 {0,373 | 0,266 0,253 (0,677 {0,007 0,180 0,020
%5

Zaman | Yp/x Ypis | Yxis Qp Qs ap Qx (9]as
(saat) |(o/g) |(9/9) |(ghiicre/g)| (g/l/h) | (g/l/h) | (g/ghiicre/h) | hiicre/l/h) | (g/ghiicre/h)
12 0,079 ]0,033|0,420 0,008 |0,250 | 0,007 0,105 0,198
24 0,873 ]0,240|0,275 0,060 |0,250 | 0,036 0,069 0,152
48 0,841 ]0,108|0,129 0,050 0,458 {0,018 0,059 0,162
72 1,377 |0,137|0,099 0,087 0,639 {0,019 0,063 0,140
96 1,867 [0,213|0,114 0,146 |0,688 | 0,019 0,078 0,091
120 1,209 [0,206{0,170 0,135 0,658 {0,010 0,112 0,049
144 1,106 |0,264 0,239 0,158 ]0,597 | 0,008 0,143 0,029
168 0,951 ]0,231|0,243 0,124 0,536 | 0,006 0,130 0,025
192 0,755 10,184 0,244 0,087 0,474 | 0,004 0,115 0,021
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Inkiibasyonun 6. giiniinde hesaplanan kinetik parametreler Sekil 4.76’da
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda optimum metanol oran1 %4 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.76. inkiibasyonun 6. giiniinde hesaplanan Kinetik parametrelerin farkl
metanol derigsimlerine bagli olarak karsilagtirilmasi: (1 L/L/dakika havalandirma hizi,
%3 mikroorganizma orani, baslangic pH 6,0, baslangi¢ toplam seker derisimi 140
g/L, ortam sicaklig1 30°C, ¢alisma hacmi 750 mL,, misirdzii yagr %2, KsFe(CN)g
derisimi 200 mg/L)

Metanol oranina bagl olarak 6zgiil biiyiime hizi(pn) da degisiklik gostermistir.
Metanol orani farkli olan kosullarda gelisen mikroorganizmalarin kuru misel

agrrliklarina bagli olarak hesaplanan 6zgiil biiylime hizlar1 Sekil 4. 77°de verilmistir.
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Sekil 4.77. Farkli metanol derisimlerinin 6zgiil bliylime hizi(p) tizerine etkisi (1
L/L/dakika havalandirma hizi, %3 mikroorganizma orani, baslangic pH 6,0,
baslangi¢ toplam seker derisimi 140 g/L, ortam sicakhigi 30°C, ¢alisma hacmi 750
mL,, misirozii yagi %2, KsFe(CN)g derisimi 200 mg/L)

Kule fermentériinde yiiriitiilen bu ¢alismada diger optimizasyon g¢alismasinda
oldugu gibi substrat olarak portakal posasi hidrolizat1 ve melas kullanilmistir. Kule
fermentorii kesikli diizende calismaktadir. Kesikli diizende ¢alisan havalandirmali
kule fermentoriinden elde edilen sonuglarin diger biyoreaktorlere gore yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu durum ise kule fermentorlerinin sitrik asit tiretiminde verimli bir
sekilde kullanilabilecegini gostermektedir. Su anda kule fermentorleri zeytin
karasuyunun aritimi, ¢esitli biralarin yapiminda ve sirke tiretiminde kullanilmaktadir
[156, 157, 158]. Sitrik asit tiretimi ile ilgili herhangi bir ¢alisma veya uygulama

bulunmamaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

v’ Narenciye posalar1 ile ilgili bircok ¢alisma vardir. Bu ¢alismalar narenciye
posalarini degerlendirme gereksinimini ortaya koymaktadir. Yaptigimiz bu
calisma ile narenciye posasi degerlendirilmesine yeni bir katki saglanmistir.
Sitrik asit ihtiyac1 da giin gectikge artmaktadir. Bu ¢aligma ile sitrik asit

iiretiminde kullanilabilecek yeni bir substrat bilesimi belirlenmistir.

v Yapilan doktora ¢alismasi 5 kisimdan olusmustur. Birinci asamada sakkaroz
ile kesikli diizende ¢alisan ¢alkalamali biyoreaktorde optimizasyon ¢aligmasi,
ikinci asamasinda narenciye posast hidroliz calismasi, {¢ilincli asamada
narenciye posast ve melas ile kesikli diizende c¢alisan calkalamali
biyoreaktdrde optimizasyon caligmasi dordiincii asamada kesikli diizende
calisan havalandirmali reaktorde optimizasyon ¢alismasi ve son olarak kesikli
diizende calisan havalandirmali kesikli diizende ¢alisan havalandirmali kule
fermentorii optimizasyon calismasi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gére
tiim biyoreaktorlerde sitrik asit tiretimi birbirinden farkli olmustur. Bu durum
sitrik asit Uretiminin kullanilan fermentor tiiriine baglh olarak degistigini

gostermektedir.

v Calismanin ilk kisminda ¢aligma hacmi 100 mL, c¢alkalama hizi1 150 rpm,

inkiibasyon sicaklig1 30°C olarak sabit tutulmustur.

v Calismanin ilk asamasinda substrat olarak sakkaroz kullanilmistir. Bu
calisma kapsaminda baslangic pH’s1 (4,5-6,5), baslangi¢ toplam scker
derigimi (100 g/L-180 g/L) ve metanol oraninin sitrik asit tiretimi iizerine
etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda optimum sitrik asit
iiretiminin baglangic pH’s1 6,0, baslangi¢c toplam seker derisimi 140 g/L ve
metanol oraninin %4 olan kosulda saglandigi bulunmustur.  Sukrozun
substrat olarak kullanildigi ¢alismada maksimum sitrik asit derigimi 21,6 g/L

bulunmustur.
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v Bu caligma asamasinda baslangi¢c pH’sinin sitrik asit iiretimi {izerine etkili
oldugu; pH 4,5 ve pH 6,5 degerlerinde sitrik asitin minimum, pH 6,0

degerinde ise maksimum seviyede iiretildigi bulunmustur.

v Baslangi¢ substrat derisiminin belirlenmesi ¢alismasinda 100 g/L, 140 g/L ve
180 g/L’lik toplam seker igerigine sahip ortamlar hazirlanmistir. Bu
ortamlardan elde edilen sonuglara gore 140 g/L baslangic substrat derisimi
olan kosullarda sitrik asit iiretiminin en yiiksek oldugu bulunmustur.
100g/L’lik baslangi¢ toplam seker derisiminde pelet yapisinin diger ortamlara
gore oldukca genis oldugu ancak sitrik asit liretiminin diger ortamlara gore
diisiik oldugu belirlenmistir. Toplam seker derisimi arttikga pelet yapisinin

kii¢iildiigii ve bozuldugu makroskobik incelemeler sonucunda belirlenmistir.

¥’ Sakkaroz ortaminda metanol oranmin sitrik asit iiretimi tizerine etkinsinin
belirlenmesi amaciyla inkiibasyonun 24. saatinde ortama %3, %4 ve %5
oraninda metanol ilavesi yapilmistir. Makroskoik incelemeler sonucunda
pelet yapisinin belirginlestigi ve bozulmanin geciktigi tespit edilmistir. B
durum metanoliin hiicre yapisina etki ettigini géstermektedir. Metanol orani
arttik¢a sitrik asit iiretiminin arttigi ancak %5 metanol oraninda sitrik asit

iiretiminin diger ortamlara gore oldukca diistiigii goriilmiistiir.

v Calismanm ikinci asamasmnda substrat olarak portakal posasi ile ilgili
calismalar yapilmistir.  Portakal posasinin direk veya yar1 kati fazda
kullaniminin sitrik asit tiretimi i¢in uygun olmadigi belirlenmistir. Bu amagla
portakal posasmnin yapisinda bulunan sekerlerin su fazina gegmesi
saglanmistir. Bunun icin gesitli asitler ve bazlar hidroliz i¢in kullanilmastir.
Yapilan c¢alismada yiiksek derigimlerde asit kullaniminin posa yapisinda
bulunan polisakaritlerin tamamen bozuldugu ve asir1 baz kullanimina neden
oldugu bulunmustur. Denemeler sonucunda mikrobiyal iiremenin oldugu ve
baz kullaniminin diistiigli optimum hidroliz kosullar1 belirlenmistir. %5

HCI’lik asit ve 3N KOH’in hidroliz i¢in optimum oldugu tespit edilmistir.
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v Ayrica hidroliz ¢aligmasinda optimum hidroliz i¢in en uygun partikiil
biiyiikliigii ve derisimi de belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore 1009
posa /L optimum derisim olarak ve -300um +212um (70 mesh {istii)

fraksiyonu ise optimum tanecik biiyiikligii olarak belirlenmistir.

v Calismanin glincii asamasinda kesikli diizende c¢alisan ¢alkalamali
biyoreaktorde substrat olarak hidroliz calismasinda belirlen yonteme gore
hazirlanan posa hidrolizatlarinin kullanilmistir.  Ancak optimum seker
derisimi acisindan posanin toplam seker icerigi yetersiz kalmistir. Bunun i¢in
ortamin seker agisindan desteklenmesi igin Onislemden gegirilmis melas

kullanilmistir.

¥’ Melasin substrat olarak kullanimi icin c¢esitli Oniglemler denenmis ve en

uygun 6nislem kosulu caligmanin diger asamalarinda da kullanilmistir.

v Ayrica melas yapisinda bulunan agir metallerin sitrik asit iiretimi ve
mikrobiyal aktiviteyi engellememesi i¢in sterilizasyondan once ve sonra

olmak tizere toplamda 200mg/L K4Fe(CN)g ilave edilmistir.

v Melas kullanimindan kaynaklanan koptigiin kirtlmasi i¢in ve fermentor
kosullarinda suda doygun oksijen derisimini arttirmak i¢in %2 oraninda

misirozii yagi kullanilmastir.

¥ Bunun haricinde diger sabit tutulan parametreler ¢aligma hacmi 100 mL, 150
rpm c¢alkalama hizi, 30°C inkiibasyon sicakligi ve %1 mikroorganizma
oranidir. Ayrica inkiibasyon ortamina mikroorganizmalar 6n inkiibasyondan
sonra ilave edilmistir. Ayarlanan bu kosullar dolayisiyla sitrik asit iiretimi

sakkaroz ortamina gore oldukg¢a artmistir.
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v’ Portakal hidrolizat1 ve onigslemden gecirilmis melasin substrat olarak
kullanildigit bu ¢alismada alisma evresi On inkiibasyon asamasinda
tamamlanmistir. Mikroorganizma aktivitesinin yliksek olmasi i¢in yeni geng
hiicreler kullamlmistir.  On inkiibasyondan inkiibasyon ortanna alinan
kiilttirlerin direk logaritmik faz gdstermesi, alisma evresinin 6n inkiibasyonda

tamamlandigini gostermektedir.

v’ Bu caligma kapsaminda baslangic pH’s1 (4,5-6,5), baslangi¢ toplam seker
derigimi (100 g/L-180 g/L) ve metanol oraninin sitrik asit iiretimi {izerine
etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda optimum sitrik asit
iiretiminin baslangi¢ pH’s1 6,0, baslangi¢c toplam seker derisimi 140 g/L ve
metanol oranmin %4 olan kosulda saglandigi bulunmustur. Calisma
sonucunda iretilen maksimum sitrik asit derisimi 35,6 g/L’dir. Bu deger
substrat olarak sakkarozun kullanildigi ¢alismada elde edilen degerden daha
yiiksektir. Bu durum mikroorganizma oranindan, ©6n inkiibasyon

uygulanmasindan kaynaklanmaktadir.

¥’ Sakkaroz ortammda belirlenen optimum kosullara portakal hidrolizat1 ve
melas i¢in belirlenen kosullarla ayni bulunmus olup sitrik asit iiretim
verimliliginin portakal posa hidrolizati kullanilan kosulda daha yiiksek

oldugu bulunmustur.

v’ Belirlenen optimum kosullarda sakkaroz ortaminda kullanilan toplam seker
temelinde sitrik asit iiretim verimliligi %19,07 iken, portakal hidrolizat1 ve
melas ortaminda %32,99 oldugu tespit edilmistir. Bu durum portakal

hidrolizatinin sitrik asit iiretimi i¢in uygun oldugunu gdstermektedir.

¥" Her iki substrat ortaminda da 0zgiil bilylime hizinin baglangi¢ pH, baslangi¢
substrat derigimi ve metanol oranina bagl olarak degistigi belirlenmistir. Her
fermentasyon ortaminda zamana bagli olarak tiim kinetik parametreler ve

0zgiil bliylime hizlar1 hesaplanmastir.
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v Calismanin dordiincii asamasinda kesikli diizende g¢alisan kesikli diizende
calisan havalandirmali biyoreaktdrde ve besinci agamasinda kesikli diizende
calisan havalandirmali kesikli diizende c¢alisan havalandirmali  kule
fermentorii kullanilmistir. iki fermentdr kosullarinda substrat olarak portakal
hidrolizat1 ve melas birlikte kullanilmig ve ¢alismada seker derisimi (100g/L-
180 g¢/L), pH (5,5-6,5) ve metanol oranit (%3-%5) agisindan en uygun
kosullar belirlenistir.  Kesikli diizende g¢alisan calkalamali biyoreaktorde

kullanilan optimizasyon aralig1 fermentor asamasinda daraltilmastir.

¥’ Fermentor olarak kesikli diizende calisan havalandirmali biyoreaktorde
kullanilan ¢alismada sabit tutulan parametreler; 1 L/L/dk havalandirma hizi,
calisma hacmi 1000 mL, 30°C inkiibasyon sicakhg1 ve %1 mikroorganizma
orant, 200mg/L olacak sekilde KsFe(CN)g ve %2 misirdzii yagidir.

¥ Kesikli diizende caligan havalandirmali biyoreaktorde kosulunda belirlenen
optimum kosullar kesikli diizende c¢alisan ¢alkalamali biyoreaktorde
belirlenen optimum kosulla ile aymidir. Sitrik asit iiretim kosullar1 her
mikroorganizma ve susuna gore farklilik gostermektedir. A. niger 200910

susu ve portakal hidrolizat1 i¢in en uygun kosullar belirlenmistir.

v’ Kesikli diizende calisan havalandirmali biyoreaktorde optimum kosullarda
maksimum sitrik asit derigimi 38,7 g/L. olarak belirlenmistir. Bu deger
sakkaroz ortaminda elde edilen maksimum degerlerle birbirine olduk¢a yakin

oldugu tespit edilmistir.

v’ Kullanilan toplam seker temelinde sitrik asit tretim verimliligi Kkesikli
diizende ¢alisan havalandirmali  biyoreaktorde de %37,40 olarak
hesaplanmistir. Kesikli diizende ¢alisan ¢alkalamali biyoreaktorde sitrik asit
dretim verimliligi ise %32,99 olarak hesaplanmistir. Fermentor ve erlen

kosullarinda sitrik asit liretiminin birbirine ¢ok yakindir.
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v’ Kesikli diizende calisan havalandirmali biyoreaktdrde 6zgiil biiyiime hizi ve
kinetik parametreler hesaplanmis ve belirlenen etkinin kesikli diizende

calisan ¢alkalamali biyoreaktdrde etkiye benzer oldugu saptanmustir.

v Sitrik asit {iretiminin reaktor ortamina gore degisip degismedigini belirlemek
amaciyla diger bir fermentor olarak kesikli diizende calisan havalandirmali
kule fermentorii kullanilmistir. Kullanilan besiyeri igerigi ve ortami kesikli
diizende calisan havalandirmali biyoreaktorle aynmidir. Kesikli diizende
calisan  havalandirmali  biyoreaktorden farkli olarak bu kosulda
mikroorganizma oranimnin (%2-%4) ve havalandirma hizinm (0,5-1,5 I/L/dk)

sitrik asit iiretimine etkisi de belirlenmistir.

¥ Kesikli diizende calisgan havalandirmali kule fermentorii 52,33 g/L olan
maksimum sitrik asit dretimi 1L/L/dk havalandirma hizinda ve %3
mikroorganizma oraninda belirlenmistir. Diger kosullar diger ortamlarda
elde edilen optimum kosullarla aynidir. Sitrik asit iiretiminin kesikli diizende
calisan havalandirmali biyoreakér kosuluna goére iki kati oraninda arttigi

belirlenmistir.

¥ Kesikli diizende calisan  havalandirmali  kesikli  diizende c¢alisan
havalandirmali kule fermentdriinde gelisen peletler makroskobik olarak
incelendiginde diger kosullarda gelisen peletlerden daha belirgin oldugu ve
daginik iiremenin olmadigi gézlenmistir. Ayrica kesikli diizende calisan
havalandirmali kule fermentdrii inkiibasyonun ileriki agamalarinda besiyeri

ortaminin renginin agildig1 ve berraklastigi gdzlenmistir.

v’ Daha 6nce yapilan ¢alismada portakal posalaridan tek hiicre proteini tiretimi
yapilmig ve protein icerigi yiiksek Tlriinler elde edilmisti. Bu c¢aligma
kapsaminda {iretilen sitrik asit yaninda {retilen biyokiitle de tek hiicre
proteini olarak kullanilabilir. Ciinkd sitrik asit primer bir metabolittir ve

mikroorganizma oraniyla sitrik asit tiretimi dogru orantilidir.
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v’ Sitrik asit {iretimi mikroorganizmaya gore degismekle birlikte iz elementlere
de oldukga hassastir. Ayrica gesitli yaglar ve kimyasal maddeler de sitrik asit
tretimi de etkilemektedir. Bu tip parametrelerin optimizasyonuyla da sitrik

asit derisimi arttirilabilir.

v Sitrik asit iiretim icin en onemli asama pilot 6lgekli ¢calismalarin yapilmasidir.
Portakal hidrolizatlarinin ve malsin substrat olarak kullanilacak ¢alismada
polipropilenden imal edilmis pilot olgekli kule fermentori ile ilgili

calismalarin yapilmas1 gereklidir.

v Bu caligma sonucunda substrata ve kullanilan fermentore gore sitrik asit
derisiminin degistigi belirlenmistir. Ancak kullanilan mikroorganizma tiiriine

gore optimum kosullar degismedigi tespit edilmistir.

¥ Kesikli diizende calisan havalandirmali kule fermentorii kullanilan toplam
seker temelinde sitrik asit iretim verimliligi %41,86, kesikli diizende calisan
havalandirmali biyoreaktérde ortaminda ise %32,99 olarak hesaplanmistir.
Bu sonuclara gore kesikli diizende calisan havalandirmali kesikli diizende
calisan havalandirmali kule fermentdriinde sitrik asit iiretimi havalandirmali

reaktorden %50 oraninda daha verimli olmustur.

v Calisma kesikli sistemlerde yiiriitiilmistiir. Stirekli sistemler sitrik asit liretimi
icin uygun olmadigr belirlenmistir. Ciinkii sitrik asit iiretimi ortam
kosullarinin pH azalisgina bagh olarak {tretilmektedir. Bu yiizden kesikli
sistemlerin daha sistematik olarak isletilmesi icin gerekli c¢aligmalarin

yapilmas1 gereklidir.

v’ Kesikli diizende calisan havalandirmali kule fermentorii bira ve sirke yapimi
haricinde kullanimi kisitli olan bir biyorektordiir. Karigtirma maliyetinin
olmadig1 bu sistemler sitrik asit iiretimi i¢in olduk¢a verimli oldugu bu
calismada saptanmistir. Ancak kule fermentoriiniin havalandirma ve sitrik

asit iiretimi i¢in modifiye edilmesi gerekliligi ¢calisma sirasinda saptanmustir.
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Bu nedenle kesikli diizende c¢alisan havalandrmali kule fermentori

havalandirma i¢in modifiye edilmistir.

v’ Akdeniz Bolgesinde yogun iiretimi yapilan portakal, hem {ilke i¢i kullanimi1
hem de ihracat agisindan diger meyvelerden daha onemli bir yere sahiptir.
Bu durum atik potansiyelini arttirmaktadir. Atik potansiyeli yliksek olan bir
atigmm hem proteince zengin biyokiitle olusturulmas: hem de sitrik asit gibi

degerli tirtinlerin olusturulmasi agisindan olduk¢a uygundur.
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