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OZET

Aspergillus niger uygun ortamda yiiksek verimde sitrik asit iiretebilen bir Kkiif
mantandir.

Bu cahsmada, A.niger tarafindan sitrik asit iiretme yontemlerinden; Yiizey Kkiiltiir,
derin kiiltir ve yer degistirme yontemleri karsilastinldi. Derin kiiltiir yonteminin en
uygun olan yontem olduguna karar verildi.

Baz1 poliollerin sitrik asit iiretiminin verimi iizerine etkisi incelendi. Sorbitol ve
mannitol’ iin sitrik asit verimi iizerinde olumlu etkisi gozlendi. Xylitol’ de ise benzer bir
etki saptanmada.
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ABSTRACT

Aspergil]us' niger is a filamentous fungus which accumulates high amount citric acid
when cultivated optimum conditions.

In this study, three methods which are surface, submerged and replacement culture
have been compared. It is conculated that submerged method is the optimum citric acid
production method.

The effect of polyols during citric acid accumulation by A.niger were investigated.
According to the resulits, sorbitol and mannitol increased the efficiency of citric acid
accumulation. No effect was found by using Xylitol.
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1. GIRIS

Aspergillus niger gibi flament6z mantarlar, yitkksek miktarda seker igeren besi- yerlerinde
uygun kosullarda kultive edildiklerinde ortama bazi organik asitleri salgilamalariyla bilinirler.

Bunlardan sitrik asit ve itakonik asit ticari yénden 6nem tagir.

Cok aktif bir glikoliz sonucu olusan substratlann sitrat ¢evrimini tamamlamamalan sonucu

organik asitler ve dzellikle de sitrik asit olustugu bilinmektedir.

Kif mantarlarimn kullamldigi organik asit fermantasyonlarindan en iyi bilineni A.niger’ in
¢esitli mutantlan ile yapilan sitrik asit ferman’tasyonhdur. Bu fermantasyon son 50 senede pek

¢ok aragtirmact tarafindan incelenmigtir.

Sitrik asit (2-hidroksi propan-1,2,3-trikarboksilik asit) ilk olarak limondan izole edildiginden
onceleri sadece limona 6zgii bir madde olarak duginiilmiistir. Daha sonralan ise sitrat
¢evrimin bir pargasi oldugu ve dolayisiyla da her canlida bulundugu tespit edilmistir. Toksik

olmamasi nedeniyle endiistride genig kullanim alanina sahiptir.

Sitrik asidin diinya yillik tiretimi 0,5 milyon ton kadardir. Fermantatif sitrik asit uretiminde
daha ¢ok A niger turti kif mantarlan kullanilmakla birlikte nadiren Yarrowia lipolytica adli

maya da kullamlmaktadir.

Yizey kultir yontemi eski bir teknik olmasina ragmen halen bir ¢ok fabrikada fermantasyonla
sitrik asit tiretiminin en 6nemli uygulamalanndan biridir. Bu nedenle ¢alismalarimizda 6nce

bu yontemi kullanmay1 uygun bulduk.

A.niger’ den sitrik asit eldesinde oksijenin katkis1 goz éniine alinarak zamanimzda daha ¢ok
derin kultir yontemine gegilmistir. Biz de verim arttirmada poliollerin etkisini aragtirmay:
amagladifimiz i¢in galismalanimizin ikinci agamasinda derin kiltiir yontemini laboratuvar

kosullarina uygulamay: 6ngérdiik.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda sitrik asit iiretiminde gliserol’ in verim arttirmadaki etkisi
incelenmigtir. Buna dayanarak diger poliollerin de verim arttirmada etkin

olabilecegi duginiilerek mannitol, xylitol ve sorbitol’ iin etkisi aragtinlmustir.



2. SITRIK ASIT

Kimyasal olarak sitrik asit: 2-hidroksi-1,2,3-propan tri karboksilik asit tir.

H,C — COOH

l
HO —C— COOH

|
H,C — COOH

21 Kullanim Yerleri

Sitrik asit, pasta, sekerleme vb. yiyeceklerde, igeceklerde, eczacilikta, kozmetik sanayii ve
diger endiistriyel alanlarda kullamlmaktadir. Buralarda kullamlmasimin nedeni; asitligi, tat

vermesi ve tuz olusturmast gibi ti¢ 6nemli 6zelliginden kaynaklanir.

Sitrik asit Cu, Fe, Min, Mg ve Ca metalleri ile gesitli metalik tuzlar olugturmaktadir. Bu tuzlar
endistriyel proseslerde c¢elat olusturucu etkilerinden dolaytr ve kanda antikoagilan
( pihtilagmay1 onleyen) madde olarak kullamilir. Aynica katt ve sivi yaglarda, eser miktarda
bulunan demir gibi metallerle g¢elat yaparak metal katalizli oksidasyonu azalttifn igin
antioksidan olarak da kullamilir. Sitrik asit hafif, hos, eksimsi bir tat biraktigi igin gida

sanayiinde eksi tat verici madde olarak kullamlir.

Siilfir dioksidi akict gazlardan uzaklagtirmak igin yapilan proseslerde ovalayici olarak
kullanilmaktadir. Kompleks yapict iyon olarak kullamlmakta ve sonra H,S ile elementel
silfiiri verecek sekilde reaksiyona girmekte ve sitrati yeniden olusturmaktadir. Bu proses

cevresel basing arttirildiginda daha verimli hale gelmektedir.

Sitrik asidin bir ¢ok alkol ile yaptiga esterleri; trietil, biitil ve asetiltributil esterler olarak
bilinir ve plastik filmlerde plastize edici olarak kullamlir. Monositril sitrat, sitrik asit yerine
katt ve siv1 yaglarda antioksidan olarak kullanihir. Cizelge 2.1 de sitrik asidin uygulama

alanlar1 6zet olarak verilmisgtir.



Cizelge 2.1 Sitrik asitin uygulama alanlarn

Endiistri Ozellik Kullanim; Market pay:
Yiyecek %75 civan
Icecek Asitligi diizenleyici Eksi tat verici

Marmelat, regel vb. Eksi tat verici Aside edici

Kat1 ve stv1 yaglar Antioksidan Metal kompleks yapict

Donmus yiyecekler Antioksidan

Tta¢ %10 civari
Koptrici Asit Eksi tat verici

Vitaminler Anti oksidant

Anti koagilanlar Baglayici, ¢oktiiriici Tampon

Demir preperatlan Tuz formasyonu

Kozmetik Tampon

Endiistriyel %15 civan
Temizleyici(Metaller) Baglayici, ¢oktiriicti

Deterjan Tampon Baglayici, ¢okturiicii

Fotografik Tampon

Birinci baglayici Baglayici, ¢oktiiriicii

Polimerizasyonlar Baglayici, ¢oktiiriicii

2.2 Uretimi

2.2.1 Kimyasal Sentez

CH,.COOH

CH,Cl1 CH,(CI CH,(C1 CH,CN

CO -» C(OH)CN ~» C(OH)COOH —» C(OH)COOH -» C(OH)COOH

CH,Cl1 CH,Cl1 CH,C1 CH,CN CH,COOH

@ (ii) (iii) (iv)

Sekil 2.1 Sitrik asit Sentezi



Sitrik asit, ilk olarak Grimoux ve Adams (1880) tarafindan gliserolden sentezlenmistir. Sonra
simetrik dikloroaseton (i) hidrojen siyaniir ve hidroklorik asit etkisi ile dikloroasetonik asiti
(ii) verir, ve potasyum siyanir ile disiyano-asetonik aside donustirilir (ii1), hidroliz
sonucunda da sitrik asit (iv) olugsmaktadir. (Sekil 2.1)

Baglangic maddesi degigik olan birgok ¢alisma yapilmigtir. Butin kimyasal metotlar
ckonomik olarak hi¢ uygun degildir ve diger metotlarla yarigamamaktadir, {irin baslangig
maddesinden ¢ok daha azdir, sentezin basamaklarimin sayisina bagh olarak daha az verim
olugmaktadir ve tehlikeli bilesikleri beraberinde tasidigindan bu problemi 6nceden uyarmak
gerekmektedir.

2.2.2 Limon ve narenciye atiklar:

Sitrik asit ismini Latince cifrus kelimesinden almugtir, sitron afaci, limona benzer bir meyve
vermektedir. Sitrik asit ilk olarak 1784 yilinda Isvigreli bir kimyager olan Carl Scheele

tarafindan limon suyundan izole edilmistir.

Belgika’ da 1919 yilinda ilk olarak A. niger endustriyel proseslerde kullanilincaya kadar
limon suyu ticari kaynak olarak kullamlmistir. Limon suyu yinede 6nemli bir iiriin olarak

kalmugtir.

2.2.3 Fermantasyon

Pasteur’ iin fermantasyon ilizerine olan 6ncii galigmalarimi takip eden kiuf mantarlan ve
bakteriler iizerine yapilan sistematik aragtirmalarin sonucu olarak mikrobiyolojik olaylarla
cok kullamgh irinlerin elde edildigi goralmigtir. Ik olarak Wehmer 1983 yilinda
Citromyces pfefferianus’ un seker ve inorganik tuzlan igeren ortamda sitrik asit Urettigini
bulmustur. Bu ¢aligma direkt olarak ticari amagh kullamlmasa da sonradan gelen
aragtirmalarda diger organizmalarin da bu sentezi yapabildigi anlasilmistir. Bu organizmalann
arasinda A.niger ve A.awamori suslan yiiksek sitrik asit tiretme verimlerinden dolay1 en gok
kullanilanlaridir.

Currie 1917 yilinda A. niger suglanimn, digiik pH degerleri, yiksek konsantrasyonda seker ve
mineral tuzlarnnin bulundugu ortamlarda kiltirlendiginde sitrik asit Urettigini bulmustur.
Yaptign calismalarda A. niger’ in diasuk pH’ larda (2,5-3,5) sitrik asit drettigini ve yiikselen
pH degerlerinde toksik olabilen okzalik asit ve ¢ok fazla miktarda glukonik asit trettigini
bulmugtur.
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3. ASPERGILLUS NIiGER’ DA SIiTRIK ASIT BIRIKIMININ BiYOKIMYASI

Aniger’ da sitrik asit birikiminin biyokimyasal mekanizmasi, 1930’ larin sonlarinda ticari
uygulamalarin baglamasiyla birlikte aragtirmacilann ilgisini ¢ekmigtir. Yiksek verimli sitrik
asit birikimini agtklamak igin gesitli teoriler 6nerilmig ve yapilan aragtirmalardan genel
biyokimyasal bilgiler de elde edilmigtir. Bu aragtirmalara son elli yildir yiksek bilgi girdisi
oldugu halde, bu fermantasyonda gézlenmis faktorlerin biyokimyasal temellere etkisini tam
olarak agiklayan hig¢ bir bilgi yoktur. Sitrik asit birikimi ya seker konsantrasyonu, hidrojen
iyonlan1 ve ¢oziinmemis oksijen miktar gibi faktorlerin agin bulundugu ya da iz elementler,
nitrojen ve fosfat miktarinin uygun miktarlarinin bulundugu kosullarda olmaktadir. Yiksek
miktarda asit birikimi i¢in bitiin bu faktorler bir arada bulunmalidir. Bu olay multifaktoriyel
etkinin konusudur. Bu yiizden tek bir biyokimyasal olay sitrik asit birikiminden sorumlu

degildir.

3.1 A.niger Hakkinda Genel Bilgi

A.niger endiistride yaygin olarak kullamlan bir kif mantaridir. Mantarlar, fotosentetik
olmayan 6karyotik mikroorganizmalardir. Gorimiim bakimindan iki tiir yap: gosterirler. Kaf’
ler diye isimlendirilen tirit ¢ok hiicreli ipliksi yapilar olugturarak gelisirler. Maya diye
isimlendirilen mantarlar tek hiicreler seklinde tremek suretiyle bir bakima bakterilerin

goériinimiine benzerlik gosterirler.

Kiiflerin vegetatif bigimlerinin temel elementi hif (hypha) adim ahr. Hifler yaklagik 2-10 um
eninde, bakterilerden daha genis ve dallanan ipcik bigiminde olusunﬂardlr. Uygun bir ortamda
¢ogalan bu mantarlarin olugturduklan, gozle goriinen sinirh kitlelerine miselyum (mycelium)
ad1 verilir. Miselyumlar, hiflerin uglarindan uzamalan, dallanmalart ve birlesmelerinden

olugmus bir orgidir (Sekil 3.1).



Sekil 3.1 A.niger’ de miselyum olusumu.

C

Sekil 3.2 A.niger’ in tireme ¢evrimi; a: konidiaspor, b: hif olusumu, c: hif, d: vesikil olugumu
e: konidiofor (konidiasporlan tagtyan)



Aniger kiif mantarlarimin fungi imperfecti (deuteromycotina) alt grubundadir. Bu grupta
bulunan mantarlar A.niger’ de oldugu gibi hiflerin uglarinda konidiosporlar (conidia)

~ olustururlar.

Konidiosporlart (konidyumlan) tagtyan hifler 6zel goriinimde olup bunlara konidiofor adi
verilir. Omegin Aspergillus cinsinde bu konidioforlarin ucu tokmak gibi siser, bu kisma
vesikiil (vesicl) denir. Bunun etrafinda bir ¢igek dizisi gibi swrali uglan sivri ve oval
olusumlara sterigma denir. Konidiumlar bu sterigmalarin ucundan itibaren boncuk dizisi gibi
siralamirlar (Sekil 3.2).

3.2 A.niger’ de Glukoz Katabolizmasi ve Diizenlenmesi

3.2.1 Sitrik Asit’ in Biyosentetik yolu

Cleland ve Johnson (1954), Martin ve Wilson' un (1951) tnlii caligmalarindan dolay1 bu yol
1yi bilinmektedir. Sitrik asit baghca glikolitik yol reaksiyonlar ile olusmaktadir. Glukoz ve
diger sekerler, A. niger ve diger mantarlarda oldugu gibi sirastyla glikolitik yol ve pentoz
fosfat yolundaki reaksiyonlar sayesinde hem enerji kazamilmast hem de hiicre sentezi igin
kaynak olarak kullanmaktadir. Sitrik asit fermantasyonunda kullanilan karbon’ un sadece
kucuk bir kism pentoz fosfat yolunda kullanilmaktadir, uzun sireli kiiltivasyonlarda ise
pentoz fosfat yolu daha da az kullanilir (Legisa ve Mattey, 1986).

Legisa ve Mattey (1988) bu olayin sitratin 6-fosfoglukonat dehidrogenazi inhibe etmesi
sonucu oldugunu tahmin etmektedirler. Fakat bu olayr kamitlayacak bilgiler eksiktir.
Fermantasyonun son safhalarina kadar arabitol ve eritritol yan riin olarak birikmektedir

(Roehr, 1987). Bu da pentoz fosfat yolunun tam olarak bloke olmadigim gosterir.

A niger glukoz oksidaz enzimi ile katalizlenen glukoz katabolizma yoluna sahiptir. Bu enzim
yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda, diger besin maddelerinin diigiik konsantrasyonlarinda ve
giclii havalandirmada indiiklenmektedir. Sartlar yiiksek verimli sitrik asit fermantasyonu igin
tipiktir. Glukoz oksidaz mutlaka sitrik asit fermantasyonunun baslangi¢ sathasinda olugur ve
onemli miktarda glukoz’ u glukonik aside gevirmektedir, bununla birlikte enzimin hiicre
disinda olusu nedeniyle digsarinin pH’ 1 ile direkt olarak etkilenmekte ve pH< 3.5 ise inaktif
hale gelmektedir. Sitrik asit miktan ile pK arasindaki iligki nedeniyle sitrik asit birikimi kultir
ortammin pH> m1 1.8 e digirecek, bunun sonucu olarak glukoz oksidaz inaktif olacaktir.
Glukonik asidin sitrik aside yikilisginin olup olmadigi veya hangi mekanizma ile oldugu
bilinmemektedir (Mattey ve Kristiansen, 1999).



b Glucose
2 Pyruvate
2 CO,
a Glucose
2 Acetyl-CoA
Citrate
Oxaloacetate
Pyruvate + Pyruvate
Co,
Succmate
a-Ketoglutarate
Acetyl- CoA Oxaloacetate y
Cltrate CO,

Sekil 3.3 Sitrik asit olusumunun metabolik yollart; a) Anaplerotik karbondioksit katilim
oldugunda, b) Sadece sitrik asit cevrimi ile, sitnk asit eldesi.

Glukozun yikilis1 glikoliz yoluyla iki mol piruvata kadar olur ve piruvatin sirali dénigimlert
sopucu sitratin dncit maddeleri olusur. (6r: oksalasetat vb.) Cleland ve Johnson(1954),
A.niger’ n asetil-CoA olusumu sirasinda ortama birakilan karbon dioksidi kullandigi ve bir
mol oksalasetat olusturdugunu bulmustur (sekil 3.3a). Bu reaksiyon yitksek sitrik asit verimi
igin Onemlidir. Cinkii sitrik asit siklistnin bir doniginde bir molekill oksalasetat
olugabilecekti, boylece iki molekiil karbon dioksit kaybi olacakti ve glikozun sadece g’ de iki
karbonu sitrik asit olarak birikecekti (sekil 3.3b). Bu reaksiyonu katalizleyen enzimin piruvat

karboksilaz oldugu bulunmustur.



Diger birgok okaryotlardaki enzimlerden farkli olarak A. nigerdeki piruvat karboksilaz
sitoplazmada bulunmaktadir (Bercovitz, 1990; Jaklitsch, 1991).

Glikolitik piruvat daha sonra oksalasetata donigmekte ve sonra da sitoplazmik malat
dehidrogenaz izoenzimi ile malata doniismektedir. Dolayisiyla glikolitik tretilen NADH’ 1n
yuzde ellisi rejenere edilmektedir (sekil 3.4) (Kubicek, 1988). Bu olay esas olarak yiksek
okaryotlar ile benzerlik gostermektedir. Sitoplazmik malat, mitokondriyal trikarboksilik asit
siklisii tagtyicilarimin substrati gibi gérev yapar ve artan malat konsantrasyonu sonucu
mitokondriden sitoplazmaya sitrat taginmasimi uyarir. Karbon diokside agirt diskinligin

fermantasyonun erken sathalarinda meydana geldigi gozlenmemigtir .

Kubicek (1979b) pilot denemelerde karbon dioksit ve oksijen miktan gozlemis:
Fermantasyonun ilk yetmis saati boyunca solunum katsayisimin (verilen karbon di oksit /
alinan oksijen) 1’ e yakin olduu daha sonra azalmaya basladifn gozlemlenmis ve sitrat
birikiminin sabit kaldigi fermantasyon safhasinda ( <120 saat ) piruvat karboksilazin
reaksiyonunun etki ettigi tahmin edilmektedir (solunum katsayisi: 0.66). Cleland ve Johnson
fermantasyonun ileri safhalarinda piruvat karboksilaz reaksiyonunun daha onemli oldugunu
sOylemektedir, oysaki erken sathadaki sitrik asit birikimi anaplerotik karbon dioksit kaynag:

olmadan olugmaktadir.
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Sekil 3.4  Anniger de sakkarozdan sitrik asit biyosentezinin metabolik ve diizenleyici ag. Hiicre igine alinimim
kolaylagtirmak igin sakkaroz ekstraselliiler invertaz enzimi ile glukoz ve fruktoza pargalanmigtir (Mattey ve Kristiansen,
1999) ve sadece monosakKaritler igeri almmustr. Igi bos gifte gizgi plazma membranm, ii kesikli gifte ¢izgi ise mitokondri
membranim géstermektedir. Membranlara yerlestirilmis daireler, bilinen veya varsayilan transport basamaklaridir (dairelerin,
igi ¢izgili olanlar: A.niger’ de tamimlanmis olan; igi dolu olanlar: oldugu varsayilan fakat daha tammlanmamus olan; igi bos
olanlar ise: kargilikhi transport olan transport adimlarin gostermektedir.). Kalin gizgiler ve oklar metabolik reaksiyonlar,
ince gizgiler ise diizenleyici reaksiyonlan (*aktivasyon - //inhibisyon) isaret etmektedir. Ortamlar aras: dnemili diizenleyiciler

ise kutu igine ahnmislardyr.
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3.3 Glukoz Metabolizmasi ve Diizenlenmesi

Segilen genlerin ¢ogaltilmasimin A. niger’ de sitrik asit verimini arttirmadigim gormek hayal
kinkligi yaratmigtir. Bu A. niger’ de en az birkag enzimi igeren ¢ok iyi bir kontrol
mekanizmas: oldugunu gostermistir. Doksanlarin basindan beri bu kontrol mekanizmasi
aragtirmalarin esas hedefi olmugtur. Bu mekanizmanin iyt tanimlanms ve karsilagtinlabilir
bir ¢ok enzimi igerdigi bulunmustur. Son zamanlarda A.niger’ in hiicre i¢indeki
metabolitlerinin konsantrasyonu ile ilgili ¢alismalar yeniden gézden gegirilmektedir. Elde
edilen bilgilere dayanarak Sekil 3.4 de A. niger’ de sitrik asit biyosentezinin
diizenlenmesinde Onemli oldugu inanmilan enzimlerle metabolitler arasindaki diizenleyici
iligkiler gosterilmektedir. Benzer iligkiler maya ve ileri okaryotlarda da vardir. Sitrat ve fosfo
enol piruvatin (PEP) glikolitik yolu negatif olarak etkileyen ana faktérler oldugu
gorilmektedir, oysa Fru-2,6-P, ve Fru-1,6-P, esas aktivatorler gibi davranmaktadirlar

(Mattey ve Kristiansen, 1999).

3.4 Sitrik asit Biyosentezinin Diizenlenmesi

Sitrat, glikolizin en énemli inhibitérlerinden biridir. A. niger’ de aktif glikolitik yol sebebiyle
fazla sitrat iiretimi uzun zamandan beri biyokimyacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Fermantasyon
verimi i¢in esas onemli olanin sitrat oldugu diisiniilmektedir. Bununla birlikte uygun kosullar
altinda, A. niger’ in PFK1 , NH,", inorganik fosfat, AMP, Fru-2,6-P, gibi aktivatorleriri
birikmesiyle sitrat inhibisyonuna daha gok kars1 koymakta oldugu gozlenmistir. Yani bu sitrat
feedback’ i olugmayacaktir(Habison, 1983; Arts, 1987).

>

Kubicek ve meslektaglan sitrat inhibisyonuna karst koymada Fru-2,6-P,” in bas rolii
oynadifim varsaymaktadirlar. Kubicek-Pranz (1990) A. niger, yiksek konsantrasyonlarda
(%14) sakkaroz veya glukoz (Shu ve Johnson, 1948b; Xu 1989a) igeren ortama koyuldugunda
hiicre igindeki Fru-2,6-P, konsantrasyonundaki artis ile sitrik asit birikmesindeki artigin
paralellik gosterdigini gézlemislerdir. Aym zamanda yiiksek oranda sitrik asit iiretebilen
karbon kaynaklar (Hossain, 1984; Kubicek ve Roehr, 1986; Xu, 1989a) ile yapilan miselya
kultivasyonunda  Fru-2,6-P, konsantrasyonunun  arttifyn  gorilmustir.  Fru-2,6-P,
konsantrasyonu ile sitrat tretimi arasinda pozitif bir iligki vardir. Bu etki PFK1’ in sitratin
inhibisyonun azalmasindan sorumlu olabilir. Artan Fru-2,6-P, seviyesinin nedeni tam olarak
bilinmemektedir. PFK2, Fru-2,6-P,” nin artmasindan sorumlu oldugu i¢in A. niger’ da bu

enzimin diizenlenmesi zayiftir (Harmsen, 1992).
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Fru-2,6-P,” 1n biyosentezi ve diizenlenmesi ile PFK1’ in diizenlenmesi arasinda iligki vardir
ve bunlar glikolizin erken basamaklarinda gerceklesmektedir. Teorik ¢aligmalar sitrik asit
tretiminin asil kontroliniin 6nemli kismimin heksoz titketimi ve/veya fosforilasyonunda
oldugu sonucuna varmugtir (Mattey ve Kristiansen, 1999). A.niger glukolizinin erken
safhalanmn biyokimyasi tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte Steinbock (1994) sitrat
ile inhibe edilen ve trehaloz-6-fosfata az duyarl tek heksoz/glukokinaz’ 1 sadece sitrik asit
iireten soy olan ATCC 11414’ de bulmugtur. Sitrik asidin inhibisyonu Mg?" un gelat
olugturmast sonucu olmaktadir. ATP’ nin 6n maddesinin de celat olugturmasi gerekir ve
baslangigtaki fizyolojik kosullar altinda Mg®* bulundupundan buyik bir olasihikla iliskisi
yoktur. Ancak trehaloz-6-fosfat ile inhibisyonun sitrik aside dogru akimla iligkili oldugu

gorilmektedir,

Trehaloz-6-fosfat’ 1 sentezleyen gen olan tpsA (Wolschek ve Kubicek, 1997) kesilip
¢tkartilmig olan bir rekombinant zincirli A. niger’ de sitrik asit Uretiminin oram artrmigtir
(Ansan-Atag vd., 1996). Benzer olarak tpsA genlerinin birgok kopyasim iginde bulunduran
zincirli A. niger bu yizden asin miktarda trehaloz-6-fosfat sentezlemistir. Bu da sitrat
uretimini azaltmigtir. Bu bilgi trehaloz —6-fosfat’ i hiicredeki seviyesinin glukozdan sitrik
aside dofru akigi diizenledigini gdstermistir ve bu bilgi Torres’ in (1996) sonuglan ile
uyumludur, Bu heksokinaz’ 1n esas onemi glikolizin erken basamaklarim diizenlemesidir. Bu

yiizden PFK2 igin substratin artan konsantrasyonu gerekmektedir.

Bununla birlikte son zamanlarda Panneman (1996) A. niger N400* den glukokinazi izole
etmig ve tammlamistir. Bu A. niger cinsi sadece diigiik seviyede sitrik asit iiretmektedir. Bu
glukokinaz Steinbock (1994) in saflastirdigt hekso/glikokinaz’ dan farkli 6zelliktedir.
A.nidulans (Rujiter, 1996a)’ a benzer olarak en az bir ayn heksokinazin da bulundugu
sonucuna varmigtir. Steinbock (1994) ve Panneman (1996) 1n sonuglan arasindaki fark halen

¢cOzilmemigtir.

Aniger ATCC 11414 un DNA zinciri ile Kluyveromyces lactisin, heksokinaz kodlayici
geninin hibridizasyonu incelendiginde sadece tek bir parcanin hibridizasyon oldugu
gézlenmigdr. ATCC 11414 in geni son zamanlarda klonlanmaktadir ve genin
tanimlanmasinin bu durumu agiklayacagi umulmaktadir. Bu galigmanin sonuglari Arisan-
Atag’ 1n sonuglar gibi olabilir. Bu ¢aligmada trehaloz-6-fosfat inhibisyonunun glikolitik
akima pozitif etkide bulundugu agikga gozlenmistir ve bu yiizden heksoz fosforilasyonu

adimi bu fermantasyonun asil diizenleyici noktasidir.
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Glukozun alim1 ve kullamlmas: Torres (1996) tarafindan arastinlmigtir. A.niger ATCC 11414,
farkl Ky, ve Ve lara sahip iki tagiyiciya sahiptir. Ancak yiiksek afiniteli permeaz enziminin
disik glukoz konsantrasyonunda (%1) olustugu gozlenmistir. Bununla birlikte az afiniteli
permeaz ise yilkksek glukoz konsantrasyonunda mantarin biiylimesi sirasinda glikolitik akimin

artmasina yardimci olmaktadir.

Fru-2,6-P, ile PFK1’ in diizenlenmesinin sitrik asit birikiminin diizenlenmesinde tek
parametre olmadifi gesitli kanitlarla 6ne suriilmistir. PFK1° in sitrat inhibisyonu in vivo
ortamda amonyum iyonlan ile antagonize edilmekte gibi goriilmektedir (Habison, 1979). Bu
antagonizma sitrik asit birikiminde iz metal iyonlaninin (6zellikle mangan iyonlarinin) iyi
bilinen etkileri ile fonksiyonel olarak baglidir (Shu ve Johnson, 1948). Bu etkilerden biri de
manganez eksikliginin sonucunda A. niger’ da makromolekiiler sentezi bozulmasidir. Bu da
protein sentezinde azalmaya neden olacaktir. NH," konsantrasyonunu yiikseldigi zaman sonug
olarak miselya birikmektedir (Kubicek, 1979a).
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Sekil 3.5 A.niger’ de Mn ve Fe’ in (a) bulunmadigy, (b) yitksek konsantrasyonda
bulundugu ortamlarda miselyum olusumunun morfolojist.

Mangan igeren ve mangan icermeyen ortamlardaki sitrik asit fermantasyonlari

karsilagtinldiginda mangamn idiofaz metabolizmasit kuvvetlice etkiledigi gérilmustir

(Sekil 3.5).
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Manganli ortamlarda hiicre bitytimesi artar, seker tikketimi azalir ve asidogenezin siddeti bariz
sekilde azalir. Glikolizin, pentozfosfat yolunun, TCA sikliistiniin, nitrojen metabolizmasinin
anahtar enzimleri aragtirildifinda mangan yokken anabolik ve TCA sikliisii enzimleri
uzerinde sitrat sentez enzimleri hari¢ baskilama gozlenmigtir. Sitrat sentez enzimleri ve
glikoliz enzimlerinin aktivitesi artinca seker tiikketim hiz1 da artmaktadir. Mangan bulundugu
ortamlarda enzim sentezi lizerine baski gozlenmemistir. 2-oksoglutarat dehidrogenaz ve
izositrat liyaz aktiviteleri tzerinde de aym sekilde baskilama gozlenmemistir. Sonugta
mangan eksikliginin esas olarak A. niger’ in biyosentetik reaksiyonlarinin stirecini etkiledigi
hipotezini desteklemektedir, bu da glikolizin son iiriinii olan sitrik asidin bol miktarda

olugmasim saglayacaktir. (Kubicek ve Rohr; 1977)

Manganez roluniin delili olarak bu prosesde A. niger’ in mutantlan izole edilmistir. Bu
mutantlarin PFK1” leri kismen sitrata duyarsizdir ve sitrik asit birikimine es zamanli olarak
Mn”* bulunmasina daha toleransh olmaktadir (Schrefer], 1986). Aym zamanda bir gok
aragtirmaci sitrik asit fermantasyonu sirasinda NH," ilavesinin sitrat iiretiminin verimini
situmule ettigini fark etmisti. NH, " un etkisi PFK1 tizerinedir. Son zamanlarda aragtirmacilar
eklenen NH," un hem zamammn hem de konsantrasyonunun onemli oldupunu iddia
etmektedirler ve NH," un eklenmesi fermantasyonun kritik fazlar sirasinda olursa sitrik asit

birikimini azaltacaktir (Mattey ve Kristiansen, 1999).

Manganezin olmadigi kiltivasyon ortaminda makromolekiiler sentezin bozulmasinin
nedeninin esasinda translasyon agsamasinda olmasi gerektigi farz edilmigtir. Bununla birlikte
A. niger’ de besin ortaminda mangan iyonlarinin olmamasinin geri doniigimlii DNA (RNA
degil) biyosentezinin inhibisyonuna neden oldugu ispatlanmugtir. Riboniikleotid rediiktazin
inhibitérii olan hidroksitirenin eklenmesi ile mangan eksikliginin etkilerinin taklit edilebildigi
bulgular ile bu teori desteklenmigtir. Manganezin bulunmamasinin esas olarak DNA
replikasyonu icin gerekli olan dezoksiriboniikleotidlerin eksikligine sebep olarak DNA

sentezinin bozuldugu ileri stirilmistir (Mattey ve Kristiansen, 1999).

Legisa ve meslektaglan tarafindan PFK1’ in diizenlenmesinin esas mekanizmasimn PFK1’ in
siklik-AMP’ ye bagli protein kinaz A tarafindan diizenlenmekte oldugu ileri sirilmiistir
(Legisa ve Bencina, 1994). Yiiksek sakkaroz konsantrasyonunda PFK’ in, fosforilasyonuna
neden olan miselyal siklik-AMP” nin diizeyinin artmasina neden oldugu tahmin edilmektedir.
Bu yiizden inaktif (fosforillenmemis) PFK1, aktif (fosforillenmig) PFK’ a doniigmektedir
(Legisa ve Gradisnik-Grapulin, 1995). Alkali fosfataz ile muamele edilen PFK1’ in inaktif

olmasini gozlemlemeleri bu modele destek olmustur ( Legisa ve Bencina, 1994 ).
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Bununla birlikte bu model kanmitlanmamis olmakla birlikte wstinde saglam kamtlar
bulununcaya kadar caligilmalidir. PFK1’ in molekil agirhifi Legisa ve Bencina (1994)
tarafindan bulunmus ve galismalarinda 48 kDa olarak kullamlmistir, ancak bu deger dogal
PFK1’ in agithg degildir (84 kDa), ayrica ¢aligmalarin metodik kismi, alkali fosfataz’ in
vzaklagtinlms olup olmadifim veya PFK1’ in o6ncelikle inaktive edilip edilmedigini
gostermemektedir. Eger bu olaylar yapilmamis ise PFK1’ in aktivasyonu Fru-6-fosfat’ in
uzaklagtinlmast yoluyla olmustur ve bu olay bir yan etki nedeniyledir. PFK’ 1n
duzenlemesinin fosforilasyon ile olmasimin kamti bu nedenden saglamir (Mattey ve
Kristiansen, 1999).

Sitrik asit birikiminin, siklik-AMP diizeyinin arttiriimasi1 yolu ile stimule edilmesi 6nce
(Mattey ve Kristiansen, 1999) stimule edici etkilerin ortamdaki Zn*" konsantrasyonuna bagh

2+,

oldugu iddia edilmigtir. A. niger’ deki adenilat siklazin Zn“" a bagh oldugu gosterilmistir.
Aragtinlmalarin dezavantaji ise ne yazik ki %1’ lik sakkaroz kullanmalaridir ve bu yiizden
sitrik asit fermantasyonunda ¢inkonun etkileri ile ilgili bilgiler agik degildir. Xu (1986b) A.
niger’ de sitrik asit biyosentezi boyunca siklik-AMP” nin hiicre igi konsantrasyonu ile ilgili
calismalarim, ortamda Mn?" iyonlani varken ve yokken , yiksek (%14) ve disik (%1)
sakkaroz konsantrasyonlarinda yapmistir. Siklik-AMP miktan ile biiytime oranlan birbirlerine
baghdir. Siklik AMP’ nin gercekten sitratin fazla tretiminin diizenlenmesi i¢in gerekip

.gerekmedigi hakkinda daha ¢ok aragtirma yapilmas: gerekmektedir.

3.5 Sitrat Birikiminde Sitrat Yikilmasinin Rolii

Sitrik Asit Sikliisiiniin Rolii

A.niger’ in bityitk miktarlarda sitrik asit biriktirmesinin nedeni birgok aragtirmacimn ilgisini
cekmigtir.  Sitratin agin dretim Griinii oldugu kabul edilmekle birlikte Foster (1949) limitli
katabolizmadan ziyade agiri substrat kaynaginin sonucu sitrat birikimi oldugunu belirtmigtir.
Bir ¢ok arastirma sitratin agin birikiminin sonucu trikarboksilik asit sikliisiinii engellemesini
aciklamaya caligmugtir, Birgok aragtirmaci enzim azaltilmas: sonucu (akonitaz veya izositrat
dehidrogenaz) sitratin inaktivasyonunun sitrik asit birikimi igin gerekli oldufunu iddia
etmektedirler (Roehr 1983b, 1996, Kubicek ve Roehr 1986).

Baz1 metal iyonlarinin eksikliginde (Mn®", Fe*") TCA-siklisiinde bazi enzimlerin inhibisyonu
oldugu ve boylece sitrik asit birikimi olugtugu bilinmektedir (Kubicek ve Roehr, 1986)

4 %

Demir eksikliginin akonitazi inhibe ettigi iddia edilmistir Sitrik asit bmkm\y sth

enzimin aktivitesi in vitro, in vivo ortamda oldugu kadar guﬁw Diizenleme
vﬁ
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mekanizmasindaki demire bagimli enzimlerin sitrik asit birikimi boyunca yiiksek aktiflikte
oldugu unutulmamalidir. Benzer mantikla Mn?* eksikliginde iki izositrat dehidrogenazdan
aktivitesi igin iki degerlikli metal iyonu gereken dehidrogenazin inhibe oldugu iddia
edilmektedir. Bununla beraber gelat olusumu igin substrat gerekmektedir. Mg”* iyonunun
(baglangigta bulunmaktadir) etkisine baktigumizda Mn®" nin gelat olusturma gorevini ele
aldifi disunilmektedir. Bu yorum Mn*" mn bilinen etkisinden farkhdir (Mattey ve
Kristiansen, 1999).

Sitrik asit birikimi ile ilgili diger birgok agiklamalar sitrat (Mattey, 1977) veya gliserol
(Legisa ve Mattey, 1986) tarafindan NADP’ ye spesifik izositrat dehidrogenaz’ in metabolik
inhibisyonu {izerine kurulmugtur . Trikarboksilik asit sikliisinde engel yaratmasit ve
akonitazin K., 1 nedeniyle sitrat tizerine bu rol dugmektedir. Ne yazik ki in vivo ortamda
yapilmig aragtirmalarla desteklenmis NAD veya NADP’ ye spesifik izositrat dehidrogenaz’ in
inhibisyonu temeline dayanan higbir agiklama yoktur.

“Gliserol teorisi” (Legisa ve Mattey, 1986; Gradisnik—Grapulin ve Legisa, 1996) son
zamanlarda, artan miselyal gliserol konsantrasyonlarinin miselya ile A. niger’ den izole
edilmis mitokondride 1,5-*C-sitrat” i oksidasyonu iizerine etkisi arastilmistir (Arisan-
Atag ve Kubicek, 1996). Isaretli pozisyonda ki (1,5-"*C-sitrat) eklenmesi sonucu olusan Hc
1saretlt CO, sadece sitrat’ in a-ketoglutarata metabolik doniisimii boyunca ortaya gikar. Bu
olayda gliserol konsantrésyonunun hicbir etkisi yoktur. Bu yiizden gliserolun izositrat
dehidrogenaz aktivitesi lizerine etkisi vardir tezini agik¢a giiritmektedir. Ayrica hiicre diginda
ekstraktlardan elde edilmis enzimlerle tezatlik gostermektedir (Legisa ve Mattey, 1986).
Saflagtinnimig NADP-spesifik izositrat dehidrogenaz, sitrat tarafindan inhibe edilmektedir
(Arnsan-Atag ve Kubicek, 1996).

Bizi sasirtan soru TCA-siklisiiniin izositrat dehidrogenaz basamagmm sitrik  asit
fermantasyonu stiresince aktif olup olmadigidir. Simdiye kadar hi¢ gézlenmemis teorik bir
bakis agis1 vardir: Glikozdan a-ketoglutarata metabolik akigta indikator gibi davranan protein
bagh veya serbest glutamik asitin hiicre igi konsantrasyonunu kullanmak, mantar bitytimesinin
durdugu (glutamik asit i¢in istenen) fermantasyonun son safhalarina kadar bu akigta 6nemli
bir degisimin oldugunun delili yoktur. Normalden % 78 daha az sitrik asit birikimi olan
kiltirde olusandan %17 daha az sitrik asit birikmektedir (Zehentgruber ve Kubicek, 1980).

Bu yiizden de sitrik asit birikimi mekanizmasinin aragtirilmasina bityiik ilgi olmamaktadir.
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Sitrat birikiminin ilk basladigi mekanizmanin mitokondride oldugu kabul edilmektedir.
Trikarboksilat transporter (Tagiyicis1)’ mun aktivitesini bulabilmekten ¢ok uzaktayiz. Bu
tastyic1 akonitaz ile sitrat icin yangmaktadir, sitrata ilgisi akonitazinkinden daha fazla ise
TCA-siklustt enzimlerinin birisinin inhibisyonuna gerek duymadan sitrati mitokondriden
disart atmaktadir. Memelilerin dokularinda mantarlarin da malata karsi trikarboksilat
tasiytcilan vardir (Mattey ve Kristiansen, 1999), bu durum sitoplazmada malat birikimi
olunca olusmaktadir. Gergekten de malat birikiminin sitrik asit birikimi gibi oldugu
goriilmektedir (Roehr ve Kubicek, 1981). Bununla birlikte A. niger’ de sitrat tagiyicilan heniiz

arastirilmamigtir ve bu hipotez i¢in daha gok aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Ayn1 zamanda hangi basamagin akis yolunu degistirdigi, NAD-bagimh veya NADP-bagimh
izositrat dehidrogenazin m1, a-ketoglutarat veya suksinat dehidrogenazin mi mitakondri igi
sitrat konsantrasyonuna katkida bulundugu bilinmemektedir. Bu enzimlerin mitakondriyal
NADH/NAD ve NADPH/NADP oranlan ile diizenlendigi bilinmektedir. AMP ile diizenlenen
cis-akonitaz ve okzalasetatm (Meixner-Monori, 1985,1986) mitakondriyal TCA

metabolitlerinin diizeylerinin degisimleri de ayni sekilde olmaktadir.

3.6 Solunum Aktivitesi ve NAD Rejenerasyonunun Yolu

Sitrik asit olusumu kuvvetli havalandirmaya baghdir ve A. niger’ m istem dig1 biyiimesi igin
gerekenden daha fazla ¢6zinmiis oksijen basmcinin olmast sitrik asit fermantasyonunu
uyaracaktir. Diger yandan, havalandirmamn birden kesilmesi miselyal biiyiimeye zararli bir
etki olmamaksizin sitrik asit birikimini geri doniigimsiiz olarak bozmaktadir (Kubicek, 1980;
Dawson, 1988). Bu aragtirmanin temelinin, yitksek oksijen basinci ile glikolitik olarak
uretilen NADH’ 1n yeniden oksidasyonu sonucu olugan alternatif solunum yolu ile iligkisi
oldugu goriilmektedir (Zehentgruber, 1980; Kubicek, 1980). Bu yolun aktivitesinin hava
kaynaginmin kisa siireli kesilmesi ile zayifladigi goérilmektedir. Sitrik asit birikiminde standart
ve alternatif solunum yollarimin rolii aynintth olarak aragunlmigtir. Proton pompalayict
NADH’ 1 biriktigi bulunmustur. Alternatif yolun aktivitesinin 6neminin nedeni olabilecek
ubikinon oksidorediiktazin sitrik asit birikimi siiresince zayifladigy gozlemlenmigtir (Mattey
ve Kristiansen, 1999). NADH baglayict kompleks I* in alt dnitesini kodlayan geni
cikardiklarinda sitrik asit iiretimi az olan A. niger cinsinde katabolik akigin arttif
gorilmistir. Fakat bu cins A. niger’ de akrabalanna gore daha az sitrat tiretmektedir. Bu

bulgular sitrik asit birikiminin tek bir nedene dayali bir proses olmadif1 gercegini
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kuvvetlendirmistir. Biiyitkk miktarda sitrat birikimi heniiz birbirleri ile etkilegimleri tam olarak

anlasilmayan birgok faktoriin ince dengesine dayanmaktadir.

Yiiksek oksijen saglanmasmin gerekmesi A. niger izerine Mn®* iyonlannin diger bir etkisidir;
Or: mantarn  morfolojisi iizerine etkisi : A. niger Mn®' iyonlaninin  uygun

konsantrasyonlarinda diiz ve uzun iplikler gibi bayir (Sekil 3.5 b).

Mn®* eksikliginde biyiiyen miselya kuvvetlice vakule edilmis (kigik bosluklar olusmus)
yiksek sayida dallanmis, kuvvetli kalin hiicre duvarlan ve ampul seklinde hiicreler gibi
gorlilmektedir (3.5 a). Bu gesit morfolojinin daha iyi reoloji sagladig: ve daha yiiksek oksijen
transferi yapabildigi gorilmiistir ve bu gartlar da optimum sitrik asit verimi igin
gerekmektedir (Mattey ve Kristiansen, 1999) .

NAD- rejenerasyonu ile pH’ 1n sitrik asit fermantasyonu iizerine etkisi arasinda iligki vardir.
Glikozun sitrik aside kantitatif doniigimii fermantasyonun hemen idiofaz déneminde
olusmaktadir, 1ATP ve 3NADH olusmaktadir. NADH havuzunun bir kism alternatif olarak
reokside edilmektedir, salisil hidroksamik aside (SHAM) duyarli solunum yolunun
tanimlandiginin iistinde ATP miktarim agmamasi i¢in hiicre korunmasi gerekmektedir. Roehr
(1992) ekstraselliler ortam ve de sitozol arasinda pH derecesinin korunmast siiresince ATP’
nin plazma-membran bagli ATPaz tarafindan harcandif1 tahmin etmektedir. Mattey (1988)
A. niger’ da sitrik asit tiretimi sirasinda pH derecesinin korunmasi igin ATPaz’ in gerektigini
iddia etmektedir. Sitrik asit birikimi i¢in diisik pH degeri gerekmesinden dolayr birden gok
turn-over’ Ju ATP olusumu gerekmektedir. Yoksa metabolik dengesizlik olusmasi ve
asidogenezisi durdurmasi gerekmektedir. Bununla beraber bu hipotezler igin hala deneysel
calisma yaptlmalidir. Son zamanlarda bitki ATPaz’ in tek noktali mutajenezinde ve bunun
mantarlarda gosterdigi sonuglarda H' pompalanmasimn artigs ve disik pH® da biyiime

oraninin artti1 goriilmustiir (Mattey ve Kristiansen, 1999).

3.7 Sitrik Asidin A. niger’ den Salinmasi

Torres (1994a) mitokondriden sitoplazmaya ve miselya’ dan kiltir ortamina olmak tzere
iki sitrik asit transport basamagi oldugu tezini ileri stirmiistiir ve bunlar yiiksek verimler elde

etmek igin gok 6nemli diizenleme noktalaridirlar.

Mitokondriyal sitratin sitoplazma sivisina transportu hala tam olarak bilinmemektedir,
glikolitik yan uriin olarak fazla tretilen malat ile sitratin ters transport prensibine gore
tagindiklan kabul edilmektedir.
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ATP-sitrat liyaz, diger hicrelerde sitoplazmik sitratin lipit biyosentezinde kullamilan bir
enzimdir, bu enzimin yiksek akigi yonetemeyecek gibi oldugu diistniilmektedir. Fakat sitrik
asit Uretimi kogullart altinda diizenlenmesi tam olarak bilinmemektedir. Son zamanlarda
aragtirmacilar benzer kinetik ve fizikokimyasal ozellikler gosteren sitoplazmik ve
mitokondriyal karnitine asetiltransferazt A. niger’ den saflastrmislardir (Mattey ve
Kiristiansen, 1999). Bu enzimin aktivitesi sonucu ATP-sitrat liyazin da 6nemli derecede
arttifim gérmuslerdir, bunun sonucu karnitin esterinin transferinin lipit biyosentezi igin asetil-
CoA’ nin esas fizyolojik kaynak oldugu sonucuna varmiglardir. Eger bu gergekten oluyor ise
sitoplazmik sitrat havuzunun neden sabit oldugunu agiklayacaktir. Karnitin asetil transferazin
sitoplazmik izo enziminin bulunmasindan dolayi, bu enzimin asetil-CoA’ y1 sitrat biyosentezi
i¢in mitokondriye transfer ettigi tahmin edilmektedir (Mattey ve Kristiansen, 1999). Bu merak
edilen bir spekilasyondur, fakat piriivattan asetil-CoA’ ya giden yolun tammlanmasi
gerekmektedir.

Mattey ve meslektaglart (1992) sitratin genis pH derecelerinde plazma membramndan
sitoplazma ile hiicre dis1 ortam arasinda tasgmmasim agiklamiglardir, hiicrelerden sitrat
akigmin 2(-) sitrat anyonunun difizyonu ile ve pH derecesinin etkisi ile olustugu tezini
onermiglerdir. Eger bu varsayim dogru ise, diigiik pH degeri transport igin gerekli sitrat
miktanindan sorumludur ve sonug olarak daha yiksek pH degerlerinde daha az sitrat
salgilanacaktir. Bununla birlikte son zamanlannda yapilan laboratuar ¢aligmalan, sitrat
taginmasi i¢in ATP gerektifi ve Ve min dig ortamin pH’ in dan kuvvetlice etkilendigini
acikca gostermektedir (Netik, 1997); bu olay difiizyon hipotezinden tam tersi farklidir. Netik
(1997) manganez ecksikligi altinda biyliyen miselyalarda sitrat tasgiomasinin artthgim
bulmuglardir. Onceki ¢aligmalarda manganezin yeterli miktarda bulundugu ve bulunmadig
ortamlarda biyiiyen miselyalarda hiicreler arasi sitrat konsantrasyonunun énemli miktarlarda
farkli olmadig: gozlenmigtir (Kubicek ve Roehr, 1985; Legisa ve Kidric, 1989). Sonraki
ortamlar altinda 5-7 kat yiiksek ekstra selliler seviye gozlemlenmistir. Sitrat taginmasi igin
manganaz eksiklifinin gerekmesinin nedeni tam olarak anlagilamamistir fakat sitrat’
kullamlmas: i¢in mangan iyonlarimin gerekmesi ile alakali olabilir, belki de sitrat’” 1n

permeaz igin substrat olmasi i¢in ¢elatlanmig olmasi gerekmektedir (Netik, 1997).

Sitrik asidin salinmasi (export) ve igeri alinmasinda (import) Mn*"’ min kargihkl etki
etmesinin nedeni manganez eksiklifinin difer bir etkisi olabilir, 6rnegin biitiin miselyal
lipitlerin doymus yag asitleri ile doymamis yag asitlerinin oranlan degigtirilirse bu olay

trigliserid ve fosfolipid sentezini inhibe etmektedir. Izole edilmis membranlarin sentezi de
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inhibe edilmektedir (Meixner, 1985). Omegin adi alkollerin, lipitlerin veya iigiincii
dereceden aminler gibi membran étkileyici bilesiklerin manganaz’ 1in zararh etkilerim
antagonize etmesi gibi 6nceki bilgilerin 1518inda A. niger’ in sitratin salinmast (export) ve
iceri alinmasi (import) sistemlierinin degisik davramglan anlagilabilecektir (Mattey ve
Kristiansen, 1999).

Cu®" iyonlarimin 6nemli teknik kabiliyetlerinden biri olan Mn*" iyonlarimin zararh etkilerini
antagonize etmesi sitrat salinmasi ile iligkili olabilir, Cu®* ortamda sitrik alinmasi ve
kullanilmasimt kuvvetli sekilde inhibe eder (Netik, 1997). Cu** iyonlarmin etkisi, aym
zamanda A. niger’ da Mn®” min alinmasi ve kullamlmasim inhibe etmesi olarak yerini
alacaktir. Spesifik ve yiiksek afiniteli transport sistemleri boylece olusur. Alim, kullaniima ve
salinma sistemlerinin 6zellikleri birbirine benzerdir ve aym enzim sistemleri ile katalizlendigi

santimaktadir (Mattey ve Kristiansen, 1999).
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4. MATERYAL VE METOTLAR

4.1 Kullamlan aletler
— Sterilizasyon islemi i¢in, fissler marka 10 L hacimli didiiklii tencere kullanilmigtir.

— Enzimatik yontemle sitrik asit tayininde asagida belirtilen spektrofotometre kullanilmisgtir;
Philips PU 8740 UV/VIS Spectrofotometer

— Derin kiltir yontemi ile yapilan ¢ahismalarda fermantasyon sartlarimi (1s1 ve oksijen

alimtmim) saglamak amaciyla Nitve marka calkalayict su banyosu kullamlmgtir.

— Dekatyonize seker ¢ozeltisinin hazirlanmasi sirasinda katyon degistirici regine olarak: AG

50W-x8 100-200 mesh ‘H' form’; Biorad kullamlmugtr,

4.2 Uygulanan Metotlar

4.2.1 Organizma

Bu caligmada yiksek verimde sitrik asit tireten Aspergillus niger ATCC 11414 susu
kullanilmigtir (Shu ve Johnson, 1947).

4.2.2 Kat1 Besi yeri Hazirlanmasi, Ekimi ve Saklama Kosullar:

Kati besi yeri olarak %3’ lik malt ekstresi ve %2’ lik agar agar destile suda ¢oziiliir ve buharh
basingla sterilize edilir. Kontamine olmamasi igin steril kogullarsa tiiplere konur, Tipler
soguma esnasinda egik tutulur. Bu sartlarda hazirlanan kat1 besi yerine saf kiiltir ekilir. 30 °C
inktibatorde 3-4 gin tutulur. Yizey tamamen sporlarla kaplanmig olur (A.niger’ de siyah).
Bu sekilde hazirlanan saf kiltiir (sug) +4 °C de 3 ay kadar saklanabilir. Daha uzun siire igin

kultirin yenilenmesi gerekir.

4.2.3 Spor ¢ozeltisi, Ekim

4.2.2° de agiklandigs gibi hazirlanmig tiipiin igine yaklagik 3 ml %0.9” luk NaCl ¢ozeltisi ilave
edilir ve ekim ignesi yardimiyla sporlar kazinarak g¢ozeltiye alinir. Bu sekilde hazirlanan spor

¢ozeltisinden 0,5 ml alimir, hazirlanan stvi besi yerine koyularak ekim iglemi tamamlanir.
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4.2.4 Dekatyonize Seker Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bitin karbohidratlann dekatyonize edilerek metal iyonlarimin uzaklagtinlmas: gerektigi
(yoksa sitrik asit Gretimine miudahale ettifi) Kubicek ve Roehr (1977) tarafindan

gosterilmigtir.

%10 sakkaroz ¢ozeltisi hazirlanir. 1 litrelik seker ¢ozeltisi igin 50 gr. katyon degistirici regine
kultanilir. Seker ¢ozeltisi regine ile 10 dakika magnetik kangtirict yardimyla kangtirilarak
muamele edilir. Sonra regine rejenere edilmesi i¢in 1 N HCl ile 10 dakika kangtinlir ve su ile
10 dakika kangtirilarak yikanir. Yikanan regine yeniden seker ¢ézeltisine ilave edilir ve aym
islem Gg defa tekrarlandiktan sonra dekatyonize seker ¢ozeltisi hazirlanmig olur. 1IN NaOH ile

pH 7’ ye ayarlanir ve 4 °C* de saklanir.

4.2.5 Fermantasyon Ortam

Karbon Kaynag:

Sitoplazmanin esas maddeleri olan polisakkarit, lipit ve proteinlerin yapisindaki karbonun
saglanmasi igin butiin mikroorganizmalarin bir veya gesitli karbon kaynaklarina gereksinimi
vardir. Mikroorganizmalar karbon gereksinimlerini CO,, karbonatlar veya ¢esitli organik
kaynaklardan saglarlar (Bilgehan, 1999).

A. niger’ da sitrat uretiminde cesitli karbon kaynaklarimn ve onlann konsantrasyonlarinin
etkisi halen arastinlmaktadir. Maltoz, sakkaroz, mannoz ve fruktoz sekerleri karbon
kaynaklar1 olarak yazilma sirasina gore sitrik asit tiretiminde yilksek verim vermektedir. En
uygun verimler seker konsantrasyonunun % lO’luk oldugu zaman gézlenmisgtir. Glikozda bu
deger %7,5° dir. %2,5° den daha az seker igeren ortamlarda sitrik asit tiretimi olmamigtir
(Xu, 1989 vd.).

Azot kaynagi

Ozellikle ototrof ve bir kisim heterotrof mikroorganizmalar tek azot kaynag olarak amonyum
tuzlarindan yararlanabilme yetenegindedirler. Azot, mikroorganizmalarin proteinlerinin
vapisina girdigi gibi 6zellikle niikleik asitlerin buna bagh piirin ve pirimidinlerin, ¢esitli

enzimlerin yapisina girer (Bilgehan, 1999).
Mineraller

Mikroorganizmalar gesitli yap1 maddeleri ve enzimlerinin yapilarna goére cesitli mineralleri

gereksinirler. Bunlardan kiikiirt birgok organik madde ve enzimlerin yapisina girer. Organik
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kiikiirt ve stlfat seklini alimr. Fosfor, niikleik asitlerin, ATP” nin ve bazi koenzimlerle
flavinlerin yapisina girer. Hiicre igerisine gogu kez inorganik fosfat seklinde alimr. Bunlardan
baska gesitli enzimlerin aktivasyonunda rol oynayan Mg ™, Fe ©", K *, CI", Zn ", Cu ™" gibi
iyonlarin ve daha bagka eser miktardaki mineraller mikroorganizmalarin beslenmesinde yer
almaktadirlar (Bilgehan, 1999).

Sitrik asit fretimi i¢in, Shu ve Johnson fermantasyon ortamm (Shu ve Johnson, 1948)

kullamimugtir.

1 litre s1v1 besi yeri :

Sakkaroz 100 g
KH,PO4 1 g
MgS0,.7H,0 025¢g
(NH4),S04 0,5 g igermektedir.

Yukarida belirtilen maddelere ilaveten;

Yuzey kultiir yontemi ile yapilan denemelerde asafida gosterildigi sekilde hazrlanmig iz

element ¢ozeltisi ilave edilir;

Iz element ¢ozeltisi 1 litresinde;

Zn™* 0,086 g
Fe ™" 0,04 g icermektedir.

Daha sonraki agamada c¢alistifimiz derin kiltir yonteminde sivi besi yeri hazirlamirken iz

element ¢ozeltisinde literatiire gore bazi degisiklikler yapilmigtir.

Derin kiiltiir yontemi i¢in hazirlanan iz element ¢ozeltisinin 1 litresinde;

Cu™ 0,06 ug
Zn™ 0,25 mg

Fe ™ 1,3 mg icermektedir.
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Ortamdaki hidrojen iyonlan yogunlugunun derecesi (pH) ozellikle enzimatik etkinlikler igin
Onem tagir. A.niger’ de sitrik asit salgilanmas1 pH degisiminden etkilenmektedir. Sitrik asit

dretmek i¢in ortarmn pH’ 1 HCl ile 3.5 e ayarlanmigtir.

4.2.6 Fermantasyon Yontemleri

4.2.6.1 Yiizey Kiiltiir Yontemi

Sitrik asit tiretimi i¢in klasik bir yontemdir. Kiltir ¢ozeltisi tepsilerde tutulur ve mantar, misel
(birbirine tutulmus iplik seklinde ince uzantilarin olugturdugu mantar govdesi) seklinde
ortamin yizeyinde gelisir. Bu, sivi faz ile miselyum arasinda daha fazla temas alam
saglamaktadir ve hava destekleyici oksijen gerekmektedir. Sivinin derinlerine dogru
konsantrasyon ve sicaklik arttigindan sivi fazin karigmasi gerekmektedir. Sistem, sabit raflar
tizerine dizilmig ¢ok sayida tepsilerden meydana gelmektedir. Tepsiler genellikle aliiminyum
veya ozel paslanmaz gelikten yapiimaktadir. Tepsilerin boyutlar1 2 m x 2,5m x 0,25m ile 2,5m

x 4m x 0,25m arasinda degigmektedir ve kullamlabilen sivi derinligi 0,1-0,18m arasindadar.

Fermantasyon odalarinda o6zellikle sicakhk ayarimi yapan ayrica oksijen saglayan ve nem
kontrolini yapan etkili hava sirkiilasyon sistemleri vardir (Sekil 4.1).Yiizey yonteminde seker

kaynag olarak genellikle melas kullamlmaktadir.

Agilama degisik yollarla yapilabilir. Gerekli miktardaki (100-150 mg/m®) Conidia
stispansiyon veya kuru sporlar seklinde hava akim ile kangtirihip sisteme verilir. Filizlenme
igin 1-2 gin gerekmektedir. Bu siirede sicakhigin azalmast sicak nemli hava verilerek
engellenebilir. Bu safthada ve sogutma safhalarinda kirlenmeden kaginmak ¢ok onemlidir. Bu
yuzden Messing ve Wamser (1975) bu safhada 6zel sterilize edilmis bir hava kullamimasini
tavsiye etmektedir, asil fermantasyon safhasinda ise filtre edilmis hava kullamlmalidir
(Roehr, 1996). Miselyum olusumunun baglamast ile, sitrik asit liretimi de baglamakta ve pH
degeri digmektedir (<2), ve 6-8 giin i¢inde proses tamamlanmaktadir.

Pratikte uygulanmasi

Calismalarimiz kiigiik ¢apta ve laboratuvar kosullarinda oldugundan imkanlarimz dahilinde
ylizey kultir yonteminde fermantasyon 1litrelik erlenlerde i¢inde yapilmigstir. 1 litrelik erlene
200 ml hazirlanan besi yeri konduktan sonra ekim yapildi ve belli araliklarla yiizeyde olusan

mantar1 sarsmadan kaltiir stvisindan 6rnek alind1.
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Derin kiiltiir fermantasyonu
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Sekil 4.1 Yiizey kiltir yontemi ve derin kiiltiir yontemi ile sitrik asit tiretiminin akig
semasi (Roehr, 1992).
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4.2.6.2 Derin Kiiltiir Yontemi

Derin kiltir yontemi daha karigik teknolojilerden biri olmasina ragmen sitrik asit tiretiminde
kullanilmas: sarekli olarak c¢ogalmaktadir (Sekil 4.1). Yaklagik olarak diinya sitrik asit
tretiminin %80 1 derin kiltir fermantasyonu ile gergeklestirilmigtir. Daha yiksek verim
eldesi, tretim ve iggiicii maliyetinin disik olmasi bu yontemin tercih edilmesini

saglamaktadir.

Organizma 6zellikle Fe ve Mn gibi gecis iz elementlerine agin derecede duyarlidir (Clark vd.,
1966). Fe iyonlan igin kritik konsantrasyon degeri 1 mg/L, Mn iyonlan i¢in ise 2 pg/L’ dir
(Snell ve Schweiger, 1949) (Roehr, 1996).

Sistemin havalandirmasimn ¢ok 1yi olmasi gerekmektedir. Oksijen konsantrasyonu
doygunlugunun %25’ ten fazla olmasi gerekmektedir. Oksijen teminindeki kesintiler zararli

olabilir.
Pratikte uygulanmasi

Laboratuvarimizda fermant6érimiz bulunmadifindan ¢aligmamizi erlenlerde yurittik. 250 ml
lik erlenler i¢ine 50 ml sivi besi yeri konduktan sonra galkalayicili su banyosunda belli bir
1sida (30 °C) ve hizda sirekli galkalayarak oksijen miktarimi belli bir dizeyde tutmaya
cahigtik. Ortamin kontamine olmamasi i¢in erlenlerin usti s‘gerilize edilirken pamuk ile

kapatildi.

4.2.6.2.1 Yer Degistirme (Replacement) Yontemi

Aspergillus niger %1 sakkaroz igeren 6n kiiltivasyon ortaminda iiretildikten sonra elde edilen
misel, %14 geker igeren yeni ortama transfer edilirse sitrat birikiminin arttif1 goriilmustir. Bu
fermantasyon yontemi maltoz, sakkaroz, glikoz mannoz, fruktoz ve hatta normal
fermantasyonla sitrik asit birikimi gorillmeyen gliserol gibi sekerlere uygulansa bile sitrik asit
birikiminde artisa neden olmaktadir (Xu, 1989a; Hossain, 1984).

%2’ den daha diisitk konsantrasyonlarda sakkaroz igeren ortamlarda sitrik asit birikimi olmaz.
Bu nedenle %1 fermantasyon ortaminda sadece misel olusumu saglamir. Bu 6n kiltivasyon
ortaminda iretilen misel yitksek sakkaroz igeren ortamlara transfer edilirse sitrik asit
birikiminin arttifn gozlenir. Inkibasyon calkalayicih su banyosunda 30 0C de
yapilmaktadir. o

"
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Pratikte uygulanmasi

%1 Sakkaroz i¢eren on kiiltivasyon ortaminda (pH 3.5) 48 saat inkiibe edilen misel steril
ortamda filtrasyonla alinarak onceden hazirlanmis sterilize edilmis yiiksek konsantrasyonda

sakkaroz igeren (%35-10) yeni ortama (pH 2.0) transfer edilir.

4.2.7 Sitrik asidin tayini

4,2.7.1 Titrasyon Yontemi

Kiltir sivist igindeki toplam asit miktannin saptanmast igin kiltéir sivisindan alinan 6mekler

fenol ftalein indikatérliginde 1 N NaOH ile titre edilir.

10 ml kiiltir sivisi igine birkag damla fenol ftalein damlatilir ve pembe renk donugiimii
gorilinceye kadar 1 N NaOH eklenmeye devam edilir. Bulunan NaOH sarfiyatindan
asagidaki formiil kullamlarak asit miktan belirlenir.

S-03
C= —— [g/l] 4.1)
0,14

C = Asit konsantrasyonu (g/1)
S = NaOH sarfiyati

4.2.7.2 Enzimatik Yontem

Kultir sivis1 igindeki sitrik asit miktari, sitrik asit tayin kiti (Boehringer, Mannheim,
Almanya) kullamilarak enzimatik analiz (Dagley, 1974) ile kesin olarak bulunur. Bu yéntem

son derece spesifik, hassas ve kesin sonug vermektedir.
Prensibi

Bu metodun prensibi sitrat liyaz enziminin (CL) reaksiyonu katalizlemesi ile sitrik asidin

oksalaasetat ve asetat’ a donugtirilmesidir.

CL
Sitrat —_— oksalaasetat -+ asetat
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L-malat dehidrogenaz (L-MDH) enzimi oksalaasetat’ 1 NADH yardimi ile L-Malata,
L-laktat dehidrogenaz da oksalasetat’ in dekarboksilasyon tirtinii piruvat’ 1 yine NADH
yardimiyla L-Laktat’ a dontgtiiriir.

L-MDH
Oksalasetat + NADH + H'" ——— 5 L-malat + NAD"

L-MDH
Piruvat + NADH + H° ———» L-laktat + NAD"

Bu reaksiyonlarda okside edilmis NADH’ in miktan stoikometrik olarak ortamda bulunan
sitrat' in miktarina esitti. NADH” 1 saptadigimizdan dolay: onun absorbansi olan 340 nm de

Olgtim yapilir.
Prosediir:

Omek ¢ozeltisi temiz ve pH’ 1 nétral olmahdir. Ilk olarak kiiltir stvist santrifiij edilerek kati
safsizliklar uzaklastirihr, 1N NaOH eklenerek pH 7-8 arasina ayarlamr. Omek daha sonra

sitrik asit konsantrasyonu 0,04-0,4 g/l arasinda olacak sekilde seyreltilir,

Seyreltme, absorbans farkimin (AA) 1,00’ dan biyik olduu durumlarda yapilir. Ormek

cozeltisine seyreltme ¢izelge 4.1° e gore yapilir.

Cizelge 4.1 Seyreltme tablosu.

Ornegin litresinde Su Seyreltme
bulunan tahmini ile Faktort
sitrik asit miktan Seyreltme (F)

0,449 - 1
04409 1+ 9 10
40-40¢g 1+ 99 100

40g 1+999 1000

Biitiin enzimatik denemeler 1cm’ lik kuvars kiivetlerde 340 nm’ de 6lgutir. Olgiim islemi

cizelge 4.2 de gosterildigi sekilde gergeklestirilir.



Cizelge 4.2 Enzimatik y6ntémle 6lgtim tablosu.
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Kiivetlere koyulan Blank Ornek Standart
Cozelti 1 1,00 ml 1,00 ml 1,00 ml
Ormek ¢ozeltisi - 0,20 ml -
Standart ¢ozelti - - 0,20 ml
Distile Su 2,00 ml 1,80 ml 1,80 ml

Karigima, ¢ozelti 1 eklendikten yaklasik 5 dakika sonra absorbanslar
6lculir (A1) ve agagidakiler eklenerek yeni reaksiyon baslatilir.

Cozelti 2 0,02 ml 0,02 ml 0,02 m]

Karigima, ¢ozelti 2 eklendikten yaklagik 5 dakika sonra reaksiyon biter,
absorbanslar olgiiliir (A2).

Hesaplamalar

Absorbans farklan (A; - A,) hem blank hem de 6mek igin hesaplamr, Ornegin absorbans
farkindan blank’ in absorbans fark: ¢ikartilir.

AA = (A1 - Adomek - (A1— Alblank (4.2)

Konsantrasyon 4.3 kullanilarak hesaplanir;

V x MW
C = x AA [g/1] 4.3)
e xdxvx 1000

V = son hacim [ml]

v = Ornek hacmi [ml]

MW = ol¢illen maddenin Molekil agirhigs [g/mol]
d = 15m yolu [cm]

e = NADH igin batma (extinction) katsayist 340 nm’ de = 6,3 [1 x mmol™ x cm™]
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4.3’ de degerler yerine koyuldugunda su sekli alir.

3020 x 192.1
C = x AA [g/] =046 x AA (4.4)
6,3 x 1,00 x 0,200 x 1000

Eger 6rnek seyreltilmigse bu denklemin seyreltme faktori ile garpilmasi gerekir;

C=046xAAxF [gl] (4.5)
4.4, 4.5 seklini alir ve hesaplamalarda kullanihr.

4.2.8 Sterilizasyon

Mikroorganizmalarla ¢ahgilirken en 6nem kazanan konulardan biri de sterilizasyondur.
Hazirlanan besi yerleri, kullanilan aletler ve cam egyamin steril olmasi kadar caligma

esnasinda da ortamin steril olmasina ¢alisilarak kontaminasyonun engellenmesi gerekir.

Stvi besi yerlerinin buharli basingla yani otoklavliarda sterilize edilmesi zorunludur.
Boliumiuimiizde otoklavin bulunmamasi ve maddi imkansizliklar nedeniyle projeden alinan bir

dudiikla tencere ile basingh buharla sterilizasyon saglanmaya ¢ahisilmigtir.

Normalde 121 °C ve 1,2 atmosfer basingta 15 dakika tutulmas gereken siv1 besi yeri didikli
tencerede yaklapik 120 B oldugu bilinen basingta ortalama 30 dakika tutularak isi
sterilizasyon tamamlanmigtir. Ayrica sterilizasyonun kontroliinii saglayan bantlardan da

yararlandik,

Cam esyalanin sterilizasyonu ise (erlen, pipet vb.) 110 °C ye getirilmis etivde bir gece

tutularak saglandi.
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5. SONUCLAR

Materyal ve metod (4.2.5-4.2.6)’ da anlatildifx sekilde fermantasyon ortamlan hazirlanarak
yapilan bir seri denemelerde 24 saat araliklarla omekler alinmig, elde edilen sonuglarin

ortalamalan alinarak grafikler ¢izilmustir.

5.1 Yiizey kiiltiir yontemiyle alinan senuglar

P G G QI G QT G Y
COANWErOON®
IR TR ST AU VU N R T

L !

i

" Sitrik Asit Konsantrasyonu (g/l)

O=2NWHPONO N

| S T
N

120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360
inkubasyon Siiresi (Saat)

Sekil 5.1 %S sakkaroz igeren yiizey fermantasyon ortaminda A niger’ i bilytimesi esnasinda

sitrik asit konsantrasyonu (g/1) degisimi.

Sitrik asit tretiminin 240. saatte artmaya bagladigi goriilmiis. 264. saatte gok az bir miktar

sitrik asit olugmustur.
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Sitrik Asit Konsantrasyonu (g/l)
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T . t H T T 1 1
120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360

inkubasyon Siiresi (Saat)
Sekil 5.2 %5 sakkaroz’ a ilaveten %1 mannitol i¢eren yiizey fermantasyon ortaminda

A niger’ in bityiimesi esnasinda sitrik asit konsantrasyonu (g/1) degigimi.

Sitrik asit tiretiminin 240. saatte artmaya baglamis, %1 mannitol ilavesi verimi

esas olarak verim 264., saatten sonra arttirdigy géralmustiir.
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Sitrik Asit Konsantrasyonu (g/l)
©

O T T T T T 7 T T 7 T &l T T T T T

120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480 504 528
inkubasyon Siiresi (Saat)

Sekil 5.3 %S5 sakkaroz’ a ilaveten %4 mannitol igeren yiizey fermantasyon ortaminda
A niger’ 1n bilytimesi esnasinda sitrik asit konsantrasyonu (g/1) degisimi.

Ortama ilave edilen mannitol miktart arttitkga sitrik asit birikiminin 168. saatten Once

basladigi, daha sonra hizla arttif1 ve 360. saatten sonra diismeye basladig gozlenmigtir.
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5.2 Derin kiiltiir yontemiyle alinan sonuclar

Sitrik Asit Konsantrasyonu (g/i)

1

O=NWHGTM N
il

T T T 1

24 48 72 96 120
inkubasyon Siiresi (Saat)

o

Sekil 5.4 %10 Sakkaroz iceren derin kultir fermantasyon ortaminda A.niger’ 1n

biiytimesi esnasinda sitrik asit konsantrasyonu (g/l) degisimi. .

Sitrik asit tretiminin 72.saatte maksimum degere ulastigi, daha sonra azalmaya bagladigi
gorulmilg, bu saatten sonra deney bitirilmigtir. Bu yontemle yizey kiltir yontemine gore ¢ok

daha kisa siire i¢inde ve ¢ok daha fazla miktarda sitrik asit birikiminin oldugu gorulmustir.
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B

Sitrik Asit Konsantrasyonu (g/l)

)

-

O=2NWHPOONDO
L

1 i T 1

24 48 72 96 120
inkubasyon Siiresi (Saat)

o

Sekil 5.5 %10 sakkaroz’ a ilaveten %1 mannitol igeren derin kiiltiir fermantasyon ortaminda
A.niger’ 1n bayiimesi esnasinda sitrik asit konsantrasyonu (g/1) degisimi.

Mannitol ilavesinin sitrik asit Gretiminin verimini arttirdign gorilmiigtior. 72. saatten sonra
sitrik asit diretimi maksimum degerine ulagmis ve sonra azalmaya baglamigtir. Sadece %10

sakkaroz iceren ortama nazaran daha az bir dasis gozlenmistir.
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Sitrik Asit Konsantrasyonu (g/l)

.
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24 48 72 96 120
inkubasyon Siiresi (Saat)

o

Sekil 5.6 %10 sakkaroz” a ilaveten %1 xylitol igeren derin kiiltiir fermantasyon ortaminda
A niger’ 1n bitylimesi esnasinda sitrik asit konsantrasyonu (g/1) degisimi.

Xylitol” iin, sitrik asit veriminde herhangi bir degisiklik yapmadif1 goriilmugtiir.
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Sitrik Asit Konsantrasyonu (g/l)

Rl i 1 i T

0 24 48 72 96 120 144
inkubasyon Siiresi (Saat)

Jekil 5.7 %10 sakkaroz’ a ilaveten %! sorbitol iceren derin kiiltir
fermantasyon ortaminda A.niger’ 1n biiylimesi esnasinda sitrik asit konsantrasyonu
(g/1) degisimi.

%1 sorbitol eklendiginde sitrik asit birikiminde 96. saatten sonra diisme goriilmedigi tersine

daha da artarak devam ettigi gézlemlenmistir.
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Sitrik Asit Konsantrasyonu (g/l)

O 1 R} T t T
0 24 48 72 96 120 144
inkubasyon Siiresi (Saat)

Sekil 5.8 %10 sakkaroz’ a ilaveten %1 sorbitol igeren derin kiiltir fermantasyon ortaminda |
A.niger’ in buyumest esnasinda sitrik asit konsantrasyonu (g/1) degisimi.

% 4 Sorbitol ilavesinde de sitrik asit {iretiminin verimindeki artisin devam ettigi goralmiistiir.
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5.3 Yer degistirme yontemiyle alinan sonuclar

O G T G QT QY
NWbhOON®
| i | 5 )] L

Sitrik Asit Konsantrasyonu (g/l)
O-=2NWAhUGIONDOO—

| L i | i L L L I} L 5

t T T i T

0 24 48 72 96 120 144
inkubasyon Siiresi (Saat)

Sekil 5.9 %35 sakkaroz igeren yer degistirme yontemiyle yapilan derin kiltiir fermantasyon
ortaminda A niger’ in biyiimesi esnasinda sitrik asit konsantrasyonu (g/1) degigimi.

Yer degistirme yonteminde %5 sakkaroz, tek seker kaynag: olarak kullanilsa bile sitrik asit
birikiminde yiiksek degerler elde edilmigtir.
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Sitrik Asit Konsantrasyonu (g/l)
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0 24 48 72 96 120 144
inkubasyon Siiresi (Saat)

Sekil 5.10 %10 sakkaroz igeren yer degistirme yontemiyle yapilan derin kiltiir fermantasyon

ortaminda A.niger’ 1n bilyiimesi esnasinda sitrik asit konsantrasyonu (g/1) degigimi.

Direkt derin kiltiir yontemine gore daha yiiksek verimde sitrik asit elde edilmistir. Fakat
ekonomik olmamas: ve endustride uygulanmasinin zor olmasi nedeniyle bazi poliollerin sitrik
asit verimini artirmadaki rolinii incelerken direkt kiltir yonteminin kullamimasi uygun

gorilmistir.
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6. TARTISMA

Endiistride yaygin olarak kullanilan kiif mantani Aspergillus niger, yiizyilimizin baglarindan
beri aragtirma konusu olmustur. Yapilan ilk aragtirmalar dogrudan sitrik asit verimini
arttirmaya yonelik olmustur (Hossain, 1984). Sitrik asit birikiminin biyokimyasinin
aragtirilmast caligmalarin  yonini  degistirmigtir. Sitrik  asit g¢evrimindeki enzimlerin
diizenleyici etkilerini aragtirmak gok uzun yillar sirmustir (Kubicek, 1980). Iz elementlerin
etkilerini, 6rnegin tireme igin gerekli olan Mn’ in sitrat birikimine olan olumsuz etkisi
incelenmis (Kubicek, 1977), oksijen ve pH gibi dig etkilerin oénemi anlasilmigtir (Roehr,
1983). Son yillarda genetik mithendisligi ¢ergevesinde yapilan aragtirmalar (Panneman, 1996)
sitrik asit verimini artttrmada yeterli olmamugtir. Son wyillarda A.niger’ in hicre igi

metabolitlerinin konsantrasyonlari yeniden gozden gegirilmektedir.

Legisa ve arkadaglan (1986), gliserol’ iin sitrat birikimine inhibe edici etkisi oldugunu one
sirmuglerdir. Daha sonra yapilan ¢alismalar, izositrat dehidrogenaz enzimi aktivitesi lizerine
gliserol’ in etkisinin olmadifini, bu enzimin sitrat tarafindan inhibe edildigini ispatlamigtir
(Ansan-Atag, 1996). Buna dayanarak diger poliollerin sitrik asit verimine etkileri incelenmek
istenmistir. Bu ¢aligmada endiistride kullanilan yiizey fermantasyonu yontemi ile oksijenin
katkisimin da goz oniine alindig1 derin kultiir yontemi kargtlagtinlomgtir. Derin kiiltiir yontemi,
direkt derin kiltir ve yer degistirme yontemlerinin tiimii kullanilarak uygulanmistir. Yer
degistirme yonteminin ekonomik olmadipr ve endistriye uygulanmasimn zor oldugu igin

direkt derin kiiltiir yontemi segilmistir.

Bu caligmada sitrik asit verimi iizerine bazi poliollerin etkileri incelenmistir. Bu amagla,
mannitol, xylitol ve sorbitol igeren fermantasyon ortamlart kullanilmigtir. Mannitol ve
sorbitol’ Un sitrik asit Gretiminin verimini arttirdifi bulunmustur. Xylitol’ @in ise etkisi

saptanmamigtir.

Direkt derin kultlir yonteminde mannitol, ilk 72 saat iginde verimi arttirnng daha sonra
inkiibasyon zamanlarinda verimde azalma gézlenmistir. Sorbitol” {in verim iizerine etkisi ise

daha ileri inkiibasyon zamanlarinda da artarak devam etmisgtir.

Yizey kiiltir yontemi ile yapilan ¢ahgmalar daha uzun zaman almig, inkiibasyon zamani 20-

30 giine kadar devam etmig ve az verimde sitrik asit elde edilmistir.
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