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OZET

Doktora Tezi

YEREL Candida zeylanoides SUSLARININ SITRiK ASIT URETIM
KAPASITELERININ BELIRLENMESI

Bilge SAYIN BOREKCI

Danisman: Prof. Dr. Gilizin KABAN

Amag: Bu ¢alismada, on alt1 yerel Candida zeylanoides susunun bazi teknolojik 6zelliklerinin
incelenmesi ve elde edilen sonuglar dikkate alinarak segilen C. zeylanoides 7.12 susunun farkli
sartlarda sitrik asit iiretim kapasitesinin belirlenmesi amaglanmustir.

Yontem: C. zeylanoides suslar1 asit iiretim kapasitesi yoniinden incelenmis ve asit iiretim
kapasitesi yiiksek iki C. zeylanoides (7.12 ve 12.3) susu sitrik asit iiretim kapasitesi agisindan
da degerlendirilerek iiretici sus olarak C. zeylanoides 7.12 segilmistir. Kontrol susu olarak ii¢
farkli Yarrowia lipolytica susu arasindan en fazla asit iiretim kapasitesine gore segilen Y.
lipolytica Y-1094 kullanilmistir. Suslarin sitrik asit tiretimi {izerine baslangi¢ pH degeri (5,5-
6,5), fermantasyon siiresi (4-6 giin) ve baslangic glukoz miktar1 (125-175 g/L) faktorlerinin
etkileri cevap yiizey yontemi kullanilarak incelenmistir. Suslarin sitrik asit tiretim miktarlarinin
yant sira izositrik asit, biyokiitle ve fermantasyon boyunca tiiketilen glukoz miktarlar
belirlenerek biyoprosese ait ¢esitli verim degerleri de hesaplanmastir.

Bulgular: Deneysel tasarimda elde edilen yanitlarla kontrol susu i¢in optimum kosullar
belirlenmis (pH 5,97, 6 giin ve 125 g/L glukoz) ve 33,57 g/L sitrik asit elde edilmistir. Model
ile C. zeylanoides 7.12 susu kullanilarak elde edilen veriler arasindaki uyum eksikliginin 6nemli
oldugu, pH degerini periyodik olarak ayarlamanin ise iiretim i¢in yetersiz kaldig1 saptanmustir.
Bundan dolayi, sabit pH degerine ayarlanan besiyerinde, sadece baslangi¢ substrat miktar1 ve
fermantasyon siiresi esas alinarak gergeklestirilen deneysel tasarimda C. zeylanoides 7.12
susunun optimum kosullarda (125 g/L glukoz ve 6 giin) 11,95 g/L sitrik asit Urettigi tespit
edilmistir. Buna kargin bu tasarimda kontrol susunun iirettigi maksimum sitrik asit miktari
20,95 g/L olarak hesaplanmustir.

Sonug: Yerel C. zeylanoides 7.12 susunun sitrik asit liretimi agisindan uygun bir sus oldugu ve
degisik faktorler denenerek iiretim kapasitesinin artirilabilecegi kanaatine varilmastir.

Anahtar Kelimeler: Sitrik asit, Candida zeylanoides, Yarrowia lipolytica, izositrik asit,
biyokiitle, HPLC

Temmuz 2020, 71 sayfa



ABSTRACT

Doctoral Dissertation

DETERMINATION OF CITRIC ACID PRODUCTION CAPACITY OF
AUTOCHTHONOUS Candida zeylanoides STRAINS

Bilge SAYIN BOREKCI

Supervisor: Prof. Dr. Gilizin KABAN

Aim: In this study, it was intended for examining some technological properties of sixteen
autochthonous Candida zeylanoides strains and to determining the citric acid production
capacity of C. zeylanoides 7.12 strain selected under different conditions.

Method: C. zeylanoides strains were investigated according to acid production capacity and
two C. zeylanoides strains (7.12 and 12.3) with high acid production capacity were also
evaluated in terms of citric acid production capacity and C. zeylanoides 7.12 was selected as
producer strain. As control strain Y. lipolytica Y-1094 was selected according to the highest
acid production capacity among three different Yarrowia lipolytica strains. The effects of initial
pH value, fermentation time and initial glucose amount factors on the citric acid production of
the strains were examined using the response surface methodology. In addition to the citric acid
production amounts of the strains, various yield values of bioprocess were calculated by
determining the isocitric acid, biomass amount and amount of glucose consumed during the
fermentation.

Results: Optimum conditions were determined for the control strain (pH 5,97, 6 days and 125
o/L glucose) with the responses obtained in the experimental design, and 33,57 g/L citric acid
was obtained. It was detected that the lack of fit between the model and the data obtained by
using C. zeylanoides 7.12 strain was significant, and adjusting the pH periodically was
insufficient for production. Therefore, it was determined that C. zeylanoides 7.12 strain
produced 11,95 g/L citric acid in optimum conditions (125 g/L glucose and 6 days) in the
medium adjusted to constant pH value which performed only based on the initial substrate
amount and fermentation time in the experimental design. However, in this design, the
maximum amount of citric acid produced by the control strain was calculated as 20,95 g/L.

Conclusion: It was concluded that the autochthonous C. zeylanoides 7.12 strain is a suitable
strain in terms of citric acid production and the production capacity can be increased by trying
different factors.

Keywords: Citric acid, Candida zeylanoides, Yarrowia lipolytica, isocitric acid, biomass,
HPLC

July 2020, 71 pages
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GIRIS

Sitrik asit (2-hidroksi-propan-1,2,3-trikarboksilik asit), renksiz, kokusuz, su ve alkolde
kolayca ¢oziinebilen, oda sicakliginda kati halde bulunan ve 153°C’de eriyen bir trikarboksilik
asittir (Abonama et al. 2014). Bu asit Latince “Citrus” kelimesinden tiiretilmistir (Papagianni
2007). Molekiil agirlig1 192,12 g/mol olan sitrik asit, 3,13, 4,76 ve 6,39 olmak iizere ii¢ farkli
pKa degerine sahiptir (Cavallo et al. 2017).

Sitrik asit, ilk olarak 1784 yilinda Isvecli kimyager Carl Scheele tarafindan limon
suyundan izole edilmistir (Swain et al. 2012). Ilk ticari sitrik asit 1860 yilinda Ingiltere’de
kalsiyum sitrat olarak piyasaya siirilmiistiir (Abou-Zeid and Ashy 1984). Ayrica, Wehmer’in
(1893) Penicillium tiirlerinin seker ve inorganik tuzlar i¢eren ortamda sitrik asit {iretebildigini
gosteren ilk arastirmaci oldugu bildirilmistir (Max et al. 2010). 1917°de Amerikali gida
kimyacis1 James Currie, belirli Aspergillus niger suslarinin sitrik asit {iretim kapasitesine sahip

oldugunu kesfetmis ve Pfizer sirketi bu prosesi kullanarak endiistriyel iiretime baglamistir

(Shetty 2015).

Sitrik asit, Krebs (trikarboksilik asit-TCA) dongiisiinde olusan bir ara tirtindiir (Holness
et al. 2015) (Sekil 1). Bu organik asit, biitiin canli organizmalarin oksidatif metabolizmasinda
yer alan bir metabolittir (Hofer 2015). Ancak, bu metabolitin hiicrede birikimi belirli kogullarda
gerceklesmektedir (Karasu-Yalgin 2007).

Narenciye tiirii meyveler basta olmak iizere pek ¢ok gidada dogal olarak bulunan sitrik
asit (Ramesh and Kalaiselvam 2011), gida ve ilag gibi endiistrilerde yaygin bir sekilde
kullanilan 6nemli bir katki1 maddesidir (Soccol et al. 2006). Bu asit, JECFA tarafindan GRAS
olarak kabul edilmistir (Torres and Voit 2002; Shetty 2015). Uretilen sitrik asidin %70’i gida
sanayinde, %12’si1 ila¢ ve %181 diger endiistrilerde kullanilmaktadir (Theron and Lues 2011;
Sato and Kawaguti 2016). Yillik sitrik asit iiretiminin yaklasik 1,600,000 metrik ton oldugu ve
diinyadaki en biiytik iireticinin %40’lik pay ile Cin oldugu bildirilmektedir (Sato and Kawaguti
2016). Sitrik asit i¢in yapilan degerlendirmelere gore, kiiresel pazarm 2020 yilina kadar 3,6
milyar dolara ulasacagi tahmin edilmis ve 2015’ten 2020’ye kadar yillik %5,5’1lik bir bilesik
biiyiime orani beklenmistir (Markets and Markets 2018). Sitrik asit glinlimiizde diinyanin en
biiyiikk ikinci fermantasyon iriinii olmustur. Nanoteknoloji ve doku miihendisligindeki

uygulamalari sebebiyle kiiresel talebi artmaya devam etmektedir (Wang et al. 2016).
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Sekil 1. Sitrik asit dongiisii (Holness et al. 2015)

Sitrik asidin gida endiistrisinde genis bir kullanim alanina sahip olmasinin nedenleri
arasinda; hos lezzeti ve toksik olmamasi, antioksidan (Anastassiadis et al. 2008), asit
diizenleyici, aroma ajan1 (Waites et al. 2001; Anastassiadis et al. 2008; Csutak and Sarbu 2018),
koruyucu ve emiilsifiyer (Csutak and Sarbu 2018) gibi 0Ozelliklere sahip olmasi
gosterilmektedir. Sitrik asidin gida endiistrisinde kullanim alanlar1 ve islevleri Tablo 1’de

verilmistir.

Sitrik asit iiretimi birgok metabolik ve morfolojik degisiklikten etkilenen karmasik bir
slireg olarak degerlendirilmektedir (Anastassiadis et al. 2002). Mayalar, kiifler ve bakterilerin
sitrik asit dongiisline katildigi, ancak sadece bazi mikroorganizmalarin sitrik asit tiretimini
artirma kabiliyetine sahip oldugu belirtilmektedir (Crolla and Kennedy 2001). Sitrik asit,
mikrobiyal proseslerle tonajda tiretilen en 6nemli organik asit olarak tanimlanmaktadir (Sauer
et al. 2008; Darvishi et al. 2009; Patel and Pandya 2017). Bunun yaninda, diinyada iiretilen
sitrik asidin %90’mndan fazlas1 fermantasyon yoluyla elde edilmektedir (Soccol et al. 2006,
2008; Swain et al. 2012).
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Tablo 1. Sitrik asidin gida endiistrisinde kullanim alanlar ve islevleri

Endiistri

Fonksiyon

Referanslar

Grewal and Kalra
1995; Soccol et
al. 2006, 2008

» Beyaz saraplarda esmerlesmenin 6nlenmesi
Saraplar ve .. .
» Bulanikligin 6nlenmesi
elma sular ,
» pH’nin ayarlanmasi
» Eksilik saglanma
Alkolsiiz FHIk sagatlitiast
) Kl » Dogal meyve tadininin artirilmasi
frecerier ve » Gazli ve sukroz bazli igeceklerde asitligin
suruplar . .
diizenlenmesi
pH’nin ayarlanmasi
Joleler, Asitligin diizenlenmesi

receller ve
koruyucular

YV V VYV

Lezzet verme, keskin tat ve eksiligin 6nlenmesi
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Sitrik asit dretimi i¢in kullanilabilecek potansiyel mayalar arasinda Candida,

Hansenula, Pichia, Debaromyces, Torulopsis, Kloekera, Trichosporon, Torula, Rhodotorula,

Sporobolomyces, Endomyces, Nocardia, Nematospora, Saccharomyces ve Zygosaccharomyces

tirleri yer almaktadir (Kristiansen et al. 2002). Saccharomyces cerevisiae disindaki Candida

tiirlerinin yiliksek biiylime hiz1 ve diisiik jenerasyon siiresi gibi 6zelliklerinden dolay: sitrik asit
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fermantasyonu i¢in uygun bulundugu belirtilmistir (Napitupulu et al. 2020). Bunun yaninda; C.
lipolytica, C. tropicalis, C. oleophila, C. intermedia, C. guillermondii (Kristiansen et al. 2002;
Berovic and Legisa 2007), C. paratropicalis, C. zeylanoides, C. catenulata, C. parapsilosis
(Csutak and Sarbu 2018), C. citroformans (Murphy and Horgan 2005), C. fibriae, C.
subtropicalix (Berovic and Legisa 2007), C. albicans, C. atmosphaerica, C. brumptii, C.
chalmersii, C. hitachinica, C. krusei, C. melibiosa, C. mycoderma, C. pelliculosa, C.
petrophilum, C. pulcherrima ve C. rugosa (Anastassiadis et al. 2008) ise iiretim i¢in uygun

Candida tiirleri arasinda gosterilmektedir.

1960’larin sonunda, Yarrowia lipolytica ile gergeklestirilen sitrik asit iiretimlerinde
substrat olarak n-alkanlar kullanildiginda olduk¢a yiiksek verimler elde edildigi ve bu
tiretimlerin A. niger ile yapilan iiretimlerle yarisabilecegi bildirilmektedir (Demain et al. 1998).
Bununla birlikte, diisiik izositrik asit tiretimi nedeniyle glukoz igeren ortamlarin n-alkan igeren

ortamlar yerine tercih edilmesi gerektigi de vurgulanmaktadir (Wojtatowicz et al. 1991).

Aspergillus niger geleneksel olarak, melas, siikroz veya glukoz igeren ortamlarda
gelistirilerek ticari sitrik asit tiretiminde kullanilmaktadir (Kamzolova et al. 2011a). Bununla
beraber, tiretimde mayalarin tercih edilmesinin bazi avantajlari vardir. Bunlar arasinda, pek ¢ok
karbon kaynaginin kullanilabilme imkani, yiiksek substrat konsantrasyonlarina, metal
iyonlarina (Antonucci et al. 2001), diisiik oksijen seviyelerine kars1 tolerans ve kolay proses
kontrolii gosterilmektedir (Holz et al. 2009). Ayrica, daha az rafine substratlarin
kullanilabilmesi, substrat, atik aritimi ve geri kazanim maliyetlerinde azalma (Antonucci et al.
2001) ve molekiiler tekniklerle daha kolay genetik modifikasyonlar yapilabilmesi (Liu et al.
2010), saglik acisindan daha az tehlike (Hesham et al. 2020) de diger 6nemli nedenler arasinda

yer almaktadir.

Tiim avantajlarinin yani sira, maya kullanimindaki en biiyiik problem, tiretimde izositrik
asit olusumudur (Antonucci et al. 2001; Holz et al. 2009; Sanchez-Riera 2010). Bu istenmeyen
yan Uriin, ilk olarak 1966 yilinda Y. lipolytica suslarinin n-alkanlar iceren besi ortaminda
gelistirilmesi sonucunda tespit edilmistir (Anastassiadis et al. 2008). izositrik asit sitrik asidin
yapisal izomeridir. Demir iyonlarinin varliginda akonitaz enzimi aracilifiyla cis-akonitattan
tiretilen izositrik asidin fazla sentezlenmesi yiiksek akonitaz ve sitrat sentaz aktiviteleri ve
diisiik izositrat liyaz ve izositrat dehidrojenaz aktiviteleri ile ger¢eklesmektedir (Fickers et al.
2020). Izositrik asit olusumu kullanilan mikroorganizma tiiriine, substrat ve mevcut iiretim
kosullarina bagl olarak degisiklik gostermektedir (Antonucci et al. 2001; Holz et al. 2009). Bu
nedenle, tiretimde diisiik izositrik asit liretim kapasitesine sahip suslarin tercih edilmesi biiyiik

onem arz etmektedir (Karasu-Yal¢in vd 2010a). Gelisme kosullarina bagli olarak dogal
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suslarin, karbonhidratlar veya gliserolden yaklasik %8-16 oraninda, glukoneojenetik substratlar
alkanlar ve yenilenebilir trigliseritler, etanol veya asetat kullanilan ortamlarda %35-50 ve
karbon kaynag1 olarak etanol kullanildiginda ise %35-67 oraninda izositrik asit iiretebildikleri

bildirilmektedir (Holz et al. 2009).

Endiistriyel olarak sitrik asit {iretiminde farkli fermantasyon tipleri kullanilmakla
birlikte, sitrik asit iiretiminin yaklasik %80’i derin fermantasyon yontemi ile elde edilmektedir
(Roehr et al. 1996; Vandenberghe et al. 1999; Waites et al. 2001; Dhillon et al. 2011; Swain et
al. 2012). Derin fermentasyon, kesikli, kesikli beslemeli veya siirekli sistemlerde
uygulanabilirken, kesikli sistem en ¢ok tercih edilen yontem olarak 6n plana ¢ikmaktadir

(Swain et al. 2012; Patel and Pandya 2017).

Karistirmali tanklar (40-200 m®) veya daha biiyiik hava tasimali fermentdrler (200-900
m?) kesikli siirdiiriilen derin fermantasyon tekniginde kullanilabilmektedir (Waites et al. 2001).
Uretim igin kullanilacak biyoreaktdrler, sitrik asidin korozif etkisi ve fermantasyon sirasinda
diisen pH degerleri nedeniyle aside dayanikli olmalidir (Murphy and Horgan 2005). Kule tipi
fermentorler ise ¢ogunlukla fiyat, boyut ve isletme agisindan tercih edilmektedir. Fermentorler
yiksek ¢oziinmiis oksijen seviyesini siirdiirmek i¢in bir havalandirma sistemine sahiptir.
Sogutma ise harici bir su filmi ile yapilabilmektedir (Patel and Pandya 2017). Bu fermantasyon,

mikroorganizma gelisimine bagli olarak 6-8 giin siirmektedir (Berovic and Legisa 2007).

Derin fermantasyonda karbon kaynaginin seyreltilmesi, uygun besinlerin 6n igleme tabi
tutulmasi ve hat ya da biyoreaktorde sterilizasyon yapilmasi gerekmektedir. Bu yontem, daha
az alan (Murphy and Horgan, 2005), ileri kontrol mekanizmasi (Dhillon et al. 2011), yiiksek
verim, diisiik is giicii maliyeti (Vandenberghe et al. 1999; Dhillon et al. 2011; Swain et al.
2012) ve diisiik kontaminasyon riski (Swain et al. 2012) gibi baz1 avantajlar saglamaktadir. Ote
yandan, yiiksek maliyetli besi ortami, metal iyonlarina kars1 duyarlilik ve yiiksek miktarda geri
kazanim sonrast atik su olusumu gibi faktorler ise yontemin dezavantajlar1 olarak

degerlendirilmektedir (Dhillon et al. 2011).

Tarimsal atiklarin sitrik asit tiretiminde kullanilmasinda alternatif bir yontem olarak
kabul edilen kat1 hal fermantasyonu (Vandenberghe et al. 1999; Patel and Pandya 2017), hem
laboratuvarda hem de endiistriyel 6lgekte biyolojik olarak aktif metabolitlerin iiretilmesi i¢in
organik kati atiklarin biyodoniisiimiinde kullanilmaktadir (Abu Yazid et al. 2017). Kat1 hal
fermantasyonu kiigiik 6l¢ekli bir islemdir (Waites et al. 2001). Bu fermantasyon tipi ilk olarak
Japonya’da gelistirilmistir (Koji proses). Kat1 hal fermantasyonu sitrik asit {iretimi igin en basit
yontem olarak degerlendirilmektedir (Soccol et al. 2006; Swain et al. 2012; Patel and Pandya

2017). Bu yontem, oncelikle meyve atiklari ve piring kepegi gibi hammaddelerle uygulanmistir
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(Soccol et al. 2006; Swain et al. 2012). Erlenler, cam inkiibatorler, déner ve yatay tambur
biyoreaktorler, tek katmanli ve ¢ok katmanli dolgulu yatak kolon biyoreaktorler sitrik asit
iiretimi amaciyla bu yontem igin tercih edilebilmektedir (Soccol et al. 2008). Bu
fermantasyonda, kat1 substratin nem derecesi %70’e, kullanilan mikroorganizmaya bagl olarak
ortamin baslangigtaki pH degeri ve inkiibasyon sicakligi ise sirasiyla 4,5-6,0 ve 28-30°C’ye
ayarlanmaktadir. Fermantasyon optimum kosullar altinda 96 saat siirmektedir (Soccol et al.
2006). Bu yontemde A. niger en yaygin kullanilan mikroorganizma olmasma ragmen,
Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailli gibi bazi maya tiirlerinin de bu tiir
tiretimde kullanilabilecegi belirtilmektedir (Swain et al. 2012).

Kat1 hal fermantasyonunda diisiik su aktivitelerinde ortaya ¢ikan besin ve metabolitlerin
diisiik diflizyon oranina bagl olarak, yiiksek azot ve fosfor gereksinimine ihtiya¢ duyan maya
suslarinin kullanimi uygun bulunmamaktadir (Soccol et al. 2006). Bu yontem, daha yiiksek
safsizliga sahip triinlerin kullanimi nedeniyle daha yiiksek geri kazanim maliyetlerinin yani
sira Olgeklendirme, pH, nem, sicaklik, besin maddeleri gibi islem parametrelerinin kontroliinii
zorlastirmaktadir. Ote yandan, bu yontemin daha basit teknoloji kullanimi, daha yiiksek verim,
cesitli mikroorganizmalar i¢in dogal habitati andiran daha diisitk maliyetli ortam, daha iyi
oksijen sirkiilasyonu, diisiik enerji ve maliyet, geri kazanim sonrasi daha az atik olusumu ve
daha diisiik bakteriyel kontaminasyon riski gibi birgok avantaji vardir (Dhillon et al. 2011). iz
elementlerin sitrik asit tiretimini derin fermantasyondaki kadar etkilememesi de avantajlar
arasinda yer almaktadir (Vandenberghe et al. 1999; Soccol et al. 2006). Kati hal fermantasyonu,
fermantasyon Oncesi iglemlerde daha az su kullanimi ve fermantasyon sonrasi uygulanan
islemler sirasinda daha az atik su olusumu saglamakta ve tarimsal kalintilarin kullanimi
nedeniyle vitamin gibi baz1 kompleks besin maddelerinin eklenmesini gerektirmemektedir
(Soccol et al. 2008).

Sitrik asit iiretimini etkileyen pek ¢ok faktdr bulunmaktadir. Uretim i¢in uygulanacak
optimum sicaklik, kullanilan organizma ve ekipmana bagli olarak degismekle birlikte genellikle
26-35°C arasinda degismektedir (Crolla and Kennedy 2001). Proseste mayalar kullanildiginda
ise bu sicakligin 22-35°C arasinda degistigi vurgulanmaktadir. Bununla birlikte, fermantasyon
kosullarindan bagimsiz olarak, oksalik asit birikimi 30°C’den yiiksek sicakliklarda arttigindan,
uygulanacak sicaklik derecesinin olduk¢a 6nemli oldugu bildirilmektedir (Angumeenal and

Venkappayya 2013).

Karbon kaynagimin tiirii ve konsantrasyonu sitrik asit iiretimi i¢in olduk¢a 6nemlidir
(Soccol et al. 2006, 2008). Mayalar, galaktoz, hidrokarbonlar, melas, etanol, bitkisel yaglar,

gliserol ve glukoz gibi ¢esitli karbon kaynaklarini metabolize edebilmektedir (Anastassiadis et
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al. 2008). Mikroorganizma tarafindan ¢abuk fermente edilen karbonhidratlarin iyi bir sitrik asit
tiretimi i¢in gerekli oldugu bildirilmektedir (Soccol et al. 2006, 2008). Glukoz tizerinden verim
(9/g) 100 g/L’nin altindaki konsantrasyonda 6nemli 6l¢iide azalmakta, 50 g/L’nin altindaki

konsantrasyonlarda ise sadece az miktarda sitrik asit tiretilebilmektedir (Kubicek 2001).

Sitrik asit tiretiminde verimli ve ekonomik bir tiretim i¢in karbonhidrat i¢eren birgok
dogal substrat kullanilabilmektedir (Karasu-Yalgm vd 2010a). Y. lipolytica, C. guillermondii
ve C. oleophila gibi mayalar, kiiflerden daha genis bir karbon kaynagi kullanimina sahip
olabilmektedir. Ayrica, mayalar metal iyonlarina ve yiiksek substrat konsantrasyonlarina daha
fazla tolerans gostermekte ve yiiksek doniisiim oranlar1 gibi bazi avantajlar1 nedeniyle daha az

rafine edilmis substratlar1 kullanabilmektedir (Kamzolova et al. 2005).

Nisasta hidrolizinden elde edilen glukoz surubu, seker pancart melasi ve diisiik
kalitedeki seker kamisi yan iiriinleri, endiistriyel liretimlerde en ¢ok tercih edilen substratlardir.
Sitrik asit tiretiminin verimi, kesikli sistemlerde baslangi¢ seker konsantrasyonuna veya

kemostatta glukozun besleme hizina bagli olarak artmaktadir (Max et al. 2010).

Sitrik asit iiretimi, azot kaynaginin cinsi ve konsantrasyonundan onemli Olgiide
etkilenmektedir (Soccol et al. 2006, 2008). Azot kaynagi olarak amonyum siilfat, amonyum
kloriir, malt ekstrakti, pepton, tire (Vandenberghe et al. 1999), maya ekstrakti, et ekstrakti, soya
fasiilyesi (Hamissa et al. 1981), amonyum, sodyum ve potasyum nitrat (Grewal and Kalra 1995)
kullanilabilmektedir. Sitrik asit tretiminde pH degerinde diisiise neden oldugu igin asit
amonyum bilesikleri tercih edilebilmektedir (Soccol et al. 2006). Uretimde mayalar
kullanildiginda azot kisitlamasi yapilmasi sitrik asit birikimi igin gereklidir. Bunun nedeni,
sitrat sentazin amonyum iyonlariin varligindan negatif yonde etkilenmesidir (Fickers et al.
2020). Azot kisitlamasi yiiksek miktarda glukoz ile birlestiginde mayalar tarafindan
gerceklestirilen sitrik asit iiretimi i¢in 6nemli hale gelmektedir. Diger taraftan, sitrik asit, hiicre
ici azot kisitlamasi ile uyarilan, enerji bagimli 6zel bir tagima sistemi tarafindan

salgilanmaktadir (Demain and Sanchez 2012).

Mayalar ile yapilan sitrik asit biyosentezinde yiiksek C/N orani 6nemli bir rol
oynamaktadir. Substrattaki azot eksikligi, hiicre i¢i AMP konsantrasyonunda hizl1 bir azalmaya
yol agmaktadir. Hiicredeki AMP konsantrasyonunun asir1 azalmasi izositrik asidi o-
ketoglutarik asite doniistiiren izositrat dehidrogenaz aktivitesini azaltmaktadir. Bu tiir kosullar

ise hiicre i¢inde fazla miktarda izositrik asidin birikimine yol agmaktadir (Kieliszek et al. 2017).

Melas gibi bazi ortamlarin azot bakimindan zengin olmalari, sitrik asit tiretiminde ek
nitrojen kaynaklarina ihtiyag duyulmamasini saglamaktadir (Max et al. 2010). Amonyum

nitratin %0,25’ten daha yiiksek konsantrasyonlarinin oksalik asit birikimine neden oldugu,
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ayrica amonyum siilfatin, oksalik asit birikimine neden olmadan sitrik asit tiretimini artirdigi
bildirilmektedir (Grewal and Kalra 1995).

Sitrik asit verimi lizerinde ortamdaki fosfat varligi nemli bir rol oynamaktadir. Diigiik
fosfat seviyeleri sitrik asit tiretimi tizerinde pozitif bir etkiye sahipken, fosfat fazlaliginin CO>
fiksasyonunda bir azalmaya yol agtig1 ve bazi seker asitlerinin olusumunu ve hiicre gelisimini
tesvik ettigi bildirilmektedir (Soccol et al. 2006). Bunun yani sira, yiiksek oranda sitrik ve
izositrik asit tiretiminin, azot veya kiikiirt, fosfor ve magnezyum gibi maya gelisimini etkileyen

bilesenler tarafindan kisitlanmasiyla gergeklestirildigi vurgulanmistir (Kamzolova et al. 2005).

Uretimde kullanilacak baslangi¢ pH degeri, mikroorganizma, substrat ve iiretim teknigi
acisindan 6nemli bir parametredir. pH degeri mikrobiyal metabolik aktivitelere bagli olarak
degigmekte ve sitrik asit vb. organik asitlerin ortama salinimiyla pH degeri diismektedir (Soccol
et al. 2008). Mayalarin kullanildigi proseslerde ortamin baslangi¢ pH degerinin genellikle 5,0-
6,5 arasinda degistigini gosteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Hamissa et al. 1981; Wojtatowicz
et al. 1991; Venter et al. 2004; Anastassiadis et al. 2005; Moeller et al. 2007; Papanikolaou et
al. 2008a, 2008b; Mafakher et al. 2010; Morgunov et al. 2013; Fu et al. 2015; Kamzolova et
al. 2018). Mayalar ile yapilan sitrik asit tiretimlerinde pH degeri 5’in altina diistiigiinde sitrik
asit yerine eritritol, arabitol ve mannitol gibi polialkollerin tiretildigi belirtilmistir (Karasu et al.
2010b). Ayrica, dogal Y. lipolytica suslari ile yapilan tiretimlerde diisiik pH degerinin sitrik asit
olusumunu engelleyen bir faktor oldugu belirtilmistir (Rzechonek et al. 2019).

Oksijen, mikrobiyal gelisme ve metabolit {iretimi i¢in ¢ok 6nemli bir parametredir
(Ferreira et al. 2016). Coziinmiis oksijen konsantrasyonu, mayalar tarafindan {iretilen organik
bilesiklerin miktarini ve tiirlinii etkilemektedir (Ferreira et al. 2016). Sitrik asit {iretimi aerobik
bir siire¢ oldugundan oksijen liretimde énemli bir rol oynamaktadir (Grewal and Kalra 1995;
Soccol et al. 2006; 2008). Sitrik asit verimi, havalandirma hizindaki artisa bagli olarak artmakta
ve fermantasyon siiresi kisalmaktadir (Grewal and Kalra 1995; Soccol et al. 2006). Kesikli
fermantasyon sirasinda havalandirma kesintisi oldukca zararli bulunmaktadir (Soccol et al.
2006). Uretim i¢in calkalama oranimnin belirlenmesi ¢ok énemlidir. Bunun sebebi, havalandirma
hiz1 yiiksek oldugunda daha az hiicre-substrat etkilesimine yol agilmasi veya hiicre canliliginin
azaltilabilmesidir (Crolla and Kennedy 2004). Fermantasyonun baslangicinda diisiik oksijen
seviyelerinin seg¢ilmesi ekonomik olarak avantajli gériillmektedir. Derin fermantasyonda hava
ile oksijen kombinasyonu sitrik asit {iretimini artirmakta, ancak bu ekonomik olarak miimkiin
olmamaktadir. Gelisme faz1 sirasinda yiiksek havalandirma seviyeleri ise fazla miktarda kopiik
olusumuna neden olabilmektedir. Bu nedenle, kopiik onleyici maddelerin eklenmesi ve

mekanik kopiik gidericilerin kullanilmasi gerekmektedir (Soccol et al. 2008).
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Sitrik asit tretiminde etil alkol bir substrat olarak kullanildiginda yiiksek verimler elde
edilebilmektedir (Arzumanov et al. 2000; Finogenova et al. 2002). Saf formdaki alkoller sitrik
asit dretimini inhibe edebilmekte ancak ham karbonhidrat olarak ilave edildiginde tiretimi
artirmaktadir (Soccol et al. 2008). Sitrik asit iiretiminde kullanilan metanol, etanol, n-propanol
veya izopropanol gibi alkoller, %1-5 diizeyinde ilave edildiklerinde metallerin negatif etkilerini
genellikle notralize etmektedir (Soccol et al. 2006, 2008). Uygun miktarda metanol ve etanol
kullanimi, ortamin tiirline ve bilesimine bagl olarak degismektedir (Vandenberghe et al. 1999;
Soccol et al. 2006, 2008).

Cinko, demir, bakir, manganez ve magnezyum gibi metal iyonlar sitrik asit tiretimine
etki gosteren 6nemli minerallerdir (Soccol et al. 2006). Cinko ve demir gibi iz elementler bazi
metaloenzimlerin integral bilesenleri olarak maya metabolizmasinda Onemli bir rol
oynamaktadir. Cinko dehidrojenazlar, aldolazlar, polimerazlar ve proteazlarin bir bileseni
olarak bulunmaktadir. Etanoliin substrat olarak kullanildigi proseslerde, mayalar daha fazla
cinkoya ihtiya¢ duymaktadir. Ayrica, farkli maya tiirlerinde ¢inko kisitlamasi altinda NAD-
bagimli alkol dehidrogenaz (ADH) aktivitesinin 6nemli Ol¢iide azaldigi belirtilmektedir.
Bunlara ek olarak, hiicre yapisinin ve bazi organellerin stabilizatorii olarak rol aldigi i¢in ¢inko

onemli bir element olarak degerlendirilmektedir (Finogenova et al. 2002).

Demir iyonlari, aldehit dehidrogenaz (ALDH), akonitat hidrataz (AH), katalaz,
peroksidaz ve mitokondriyal elektron transfer zincirinin bilesenleri gibi enzimlerin aktiviteleri
tizerinde etkili olmaktadir (Finogenova et al. 2002). Sitrik asit {iretimi igin az miktarda demir
kullanilarak olusturulan ortamin daha uygun oldugu, fakat dongiideki akonitazin demire
gereksinim duydugunun unutulmamasi gerektigi vurgulanmaktadir (Waites et al. 2001). Ek
olarak, sitrik asit iiretiminde yiiksek verim, az miktarda bakir iyonu ile saglanabilmektedir

(Soccol et al. 2006).

Manganez, idiofaz metabolizmasini 6nemli dl¢iide etkilemektedir. Manganez varliginda
hiicre gelisimi artarken, seker tiiketimi ve asidogenez ise siddetli bir sekilde azalmaktadir.
Manganez eksikligi, sitrat sentaz harig, TCA dongiisii enzimlerinin baskilanmasiyla
sonuclanmakta ve bu olay, sitrik asidin fazla birikimine yol agmaktadir. Ote yandan,
magnezyum sitrik asit {iretimi ve hiicre gelisiminde rol alan bir metal olarak 6nemlidir (Grewal
and Kalra 1995).

Candida lipolytica, Endomycopsis lipolytica ve Saccharomycopsis lipolytica isimleriyle
de bilinen Yarrowia lipolytica (Barth and Gaillardin 1997) patojenik olmayan bir tiir olup FDA
tarafindan GRAS olarak siiflandiriimaktadir (Cavallo et al. 2017). Bu maya ‘lipolytica’” tiir

admu lipitleri hidrolize edebilme kabiliyetinden almaktadir. Hemiascomycetes ailesine ait

19



oldugu bildirilmistir (Nicaud 2012). Y. lipolytica’nin peynir, yogurt, sosis (Cavallo et al. 2017),
¢ig kiimes hayvan etleri (Coelho et al. 2010) gibi tirtinlerden izole edildigi bildirilmektedir.

Y. lipolytica, mayalarda dimorfizm c¢alismalar1 i¢in uygun bir model olarak
degerlendirilmektedir. Bu maya tiirli ayrica, heterolog proteinlerin ekspresyonu i¢in ¢ok yonlii
bir sistem haline gelmektedir. Bu mikroorganizma tarafindan salgilanan en 6nemli iiriinlerden
biri de lipaz enzimidir. Y. lipolytica suslarinin diger bir avantaji ise zeytindegirmeni atik suyu
bulunan besiyerinde gelisebilmeleri ve yiiksek degerli bilesikler iiretebilmeleridir. Bu maya,
hiicre duvari 6zellikleri ve siirfektan liretimi nedeniyle, biyoremediasyon uygulamalar1 i¢in de
kullanilmaktadir. Bir ¢ok Y. lipolytica susu alifatik ve aromatik hidrokarbonlar dahil gesitli
organik bilesiklerin ayristirilmasi igin biyosiirfektan iiretimi saglayabilmektedir (Coelho et al.
2010). Bunlara ilaveten, Y. lipolytica sitrik asit iiretimi i¢in iyi bir iretici olarak
nitelendirilmektedir (Rzechonek et al. 2019).

Y. lipolytica’nin yan1 sira farkli maya tlirleri de sitrik asit {iretiminde
kullanilabilmektedir. Candida zeylanoides sitrik asit {retebilen mayalar arasinda
degerlendirilirken (Csutak and Sarbu 2018), ticari lipaz tiretimi igin de iyi bir kaynak oldugu
belirtilmektedir (Klein and Favreaou 1995). Bununla birlikte, C. zeylanoides’in siiksinik asit
tiretebildigi de bildirilmistir (Kamzolova et al. 2009; Mitrea et al. 2019). Ayrica, eritritol
tiretimi (Hattori and Suzuki 1974) ve azo boyalarinin degredasyonunda (Martins et al. 1999;
Ramalho et al. 2002; Jafari et al. 2014; Slosaréikova et al. 2020) da bu tiirden
yararlanilmaktadir. Bunlarin yani sira C. zeylanoides, lipit metabolizmasi ¢alismalari i¢in bir

model olarak 6nerilmektedir (Dallé da Rosa et al. 2014).

Askili mantar smifinda olan C. zeylanoides (Ramalho et al. 2002) diger adiyla C.
cylindraceae’nin toprak, bazi bitkiler (yonca) su, et, balik derisi gibi baz1 kaynaklardan izole
edilen bir maya oldugu bildirilmistir (Klein and Favreaou 1995). C. zeylanoides, hem diisiik
sicakliklara hem de yiiksek tuz konsantrasyonlarina toleransli olmasi nedeniyle iglenmis et
tirtinlerinden de siklikla izole edilebilmektedir (Encinas et al. 2000; Mortensen et al. 2008;
Giarratana et al. 2014; Oztiirk ve Sagdig 2014; Oztiirk 2015).

Mevcut arastirmada, pastirmadan izole edilen ve genetik olarak tanimlanan 16 Candida
zeylanoides susunun bazi teknolojik ozellikleri incelenmis ve elde edilen sonuglar dikkate
alinarak segilen Candida zeylanoides susunun farkli sartlarda sitrik asit {iretim kapasitesinin
belirlenmesi amaglanmistir. Aragtirmada sitrik asit tiretiminde farkli kosullar denenmis ve en
iyl sonu¢ veren optimum iiretim sartlar1 belirlenmistir. Bunun yami sira sitrik asit iiretim
prosesinin bir yan iirlinii olan izositrik asit miktari, fermantasyon sonundaki biyokiitle ve kalan

glukoz miktar1 belirlenerek iiretim verimleri de hesaplanmistir.
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KAYNAK OZETI

Sitrik asit, gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan bir katki maddesidir. Bu asidin
endistriyel iiretiminde mayalarin kullanilmasinin baz1 avantajlarinin  oldugu siklikla
vurgulanmaktadir (West 2013; Hesham et al. 2020). Ancak, bu mikroorganizmalarin
kullanildig1 proseslerde izositrik asit {iretimi bir dezavantaj olarak ortaya ¢ikmaktadir (Karasu-

Yalgin vd 2010b; Hofer 2015; Cavallo et al. 2017).

Candida zeylanoides KY 6166 susu kullanilarak 30°C’de 600 rpm galkalama hizindaki
fermentorde gergeklestirilen sitrik asit tiretimine yonelik bir ¢alismada, substrat olarak %10
(w/v) n-alkan kullanilmis ve 100 saat sonunda en yiiksek tiretim miktar1 pH 5,5’te 87 mg/mL,
en diistik tiretim miktar1 ise pH 3,0°te 10,8 mg/mL olarak belirlenmistir. Arastirmada, farkli
azot kaynaklarinin etkisi de incelenmis ve pH 3,5’te, yine 100 saat sonunda 10 ve 30 mg/mL
misir maserasyon sivist kullanildiginda maksimum sitrik asit miktar1 sirastyla 13,4 ve 13,2

mg/mL olarak rapor edilmistir (Hattori and Suzuki 1974).

Briffaud and Engasser (1979) tarafindan yiiriitiillen arastirmada, Saccharomycopsis
lipolytica D1805 susu, 100 g/L glukoz iceren ortamda gelistirilmis ve fermentérde
gerceklestirilen 80 saatlik {iretimin sonunda sitrik ve izositrik asit miktari sirasiyla 95 ve 10 g/L

olarak tespit edilmistir.

Good et al. (1985), Saccharomycopsis lipolytica ATCC 20228 ve mutantt NTG9’un
sitrik asit Uretim miktarlarim karsilastirmak iizere yiiriittikkleri arastirmada, kanola yagini
substrat olarak degerlendirmis ve 216 saat sonunda Saccharomycopsis lipolytica ATCC 20228
ve mutantt NTG9’un sitrik asit miktarini sirasiyla 109,3 ve 137,5 g/L olarak, izositrik asit

miktarimi ise 75,3 ve 49,2 g/L olarak rapor etmistir.

Y. lipolytica mutanti ile yiiriitiilen ¢alismada, tek karbon kaynagi olarak kullanilan
etanol besi ortamina periyodik olarak eklenmis ve miktar1 1,2 g/L’yi ge¢cmeyecek sekilde
ayarlanmistir. Arastirmada, tekrarlanan kesikli sistemdeki en iyi sonuglarin her 3 giinde bir %50
ve %80 beslemeyle elde edilmesinin, kesikli ve tekrarlanan kesikli sistemler karsilastirildiginda
ise en fazla sitrik asit miktarina (116,8 g/L) kesikli sistemde ulasgilmasinin ¢alismanin 6nemli

sonuglarindan oldugu 6zellikle vurgulanmistir (Arzumanov et al. 2000).

Pazouki et al. (2000) yaptiklar1 aragtirmada, Aspergillus niger NCIM 548 ve Candida
lipolytica NCIM 3472 suslarinin sitrik asit {iretimine substrat, substrat baglangi¢ orani ve
metanol ilavesi faktorlerinin etkilerini incelemistir. Analizler sonucunda, en yiiksek sitrik asit

miktarinin (12 g/L) A. niger NCIM 548 susunun 60 g/L melas bulunan ortama metanol ilave
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edilip gelistirildiginde ulasildig1 rapor edilmistir.

Crolla and Kennedy (2001) tarafindan Y. lipolytica NRRL-Y-1095 susu kullanilarak
erlenlerde gergeklestirilen sitrik asit iiretiminde, Cevap Yiizey Yontemi (CYY) ile iiretim
sartlar1 optimize edilmis ve en yliksek sitrik asit miktarina (9,8 g/L) %10-12 baslangic
biyokiitle, %10-15 n-paraffin, 10 mg/L demir nitrat seviyesi ve 26-30°C sicaklik kosullarinda
erisildigi sonucuna varilmistir. Ayni arastirmacilar tarafindan fermentérde gerceklestirilen
diger bir ¢alismada ise sadece iire ve kalsiyum karbonat igermeyen ve baslangi¢ substrat
konsantrasyonu 157 ml/L’den 166 ml/L’ye yiikseltilmis ayni besi ortaminda 168 saat sonunda
12 g/L diizeyinde sitrik asit elde edilmistir (Crolla and Kennedy 2004).

Anastassiadis et al. (2002) tarafindan Candida oleophila ATCC 20177 ile yiiriitiilen bir
arastirmada, sitrik asit miktar1 erlenlerde 50,1 g/L, beslemeli kesikli fermentasyonda ise 80 g/L
olarak saptanmistir. Ayrica, amonyum nitrojenin sitrik asit olusumu i¢in siirlayict substrat
oldugu, sitrik asit saliniminin ortamdaki azotun tiikkenmesinden birka¢ saat sonra basladigi,
biyokiitlenin, gelisme fazinda daha az karbon ve daha fazla iz element icerdigi ve diisiik hiicre
ici azot igerigi ve hiicre i¢i NH4" konsantrasyonunun artmasinin sitrik asit tiretimini tetikledigi

vurgulanmustir.

Y. lipolytica N1 mutant: kullanilarak yiiriitiilen bir calismada, etanol, ¢inko, demir (Fe*?
ve Fe*®) konsantrasyonu ve oksijen seviyesinin hiicre gelisimine, sitrik asit ve izositrik asit
tiretimi lizerine etkileri incelenmistir. Analizler neticesinde; azotla maya gelisiminin
sinirlanmasiyla sitrik asit tiretiminin artt1g1, sitrik asit ve izositrik asidin etanolden elde edilmesi
sirasinda yiiksek konsantrasyonlarda ¢inko ve demir iyonlarina gereksinim duyuldugu, hiicre
i¢i demir konsantrasyonunun sitrik asit ve izositrik asit tiretiminde énemli bir etken oldugu, 2,5
mg/g hiicre i¢i demir igerigi ve %20 diizeyinde hava doygunlugu kombinasyonunda sitrik ve

izositrik asit miktarinin sirastyla 23,2 g/L ve 1,3 g/L oldugu rapor edilmistir (Finogenova et al.
2002).

Kamzolova et al. (2005) yiiriittikleri arastirmada, fermentorde 144 saat siire ile kolza
tohumu yag1 bulunan ortamda gelistirilen Y. lipolytica 187/1 susunun iirettigi maksimum sitrik
asit miktarin1 135 g/L olarak tespit etmiglerdir. Ayn1 arastirmada kiitle verimi ve enerji verimi

ise sirastyla 1,55 ve 0,41 olarak tespit edilmistir.

Biyoreaktorde bulunan ham gliserolde gelistirilen 3 farkl1 Y. lipolytica (K-1, AWG-7 ve
1.31) susu kullanilarak yiiriitiilen bir ¢alismada, Y. lipolytica 1.31’in daha fazla sitrik asit
urettigi tespit edilmistir. Ayrica, baglangic ham gliserol konsantrasyonunun 200 g/L diizeyinde
olmast durumunda 124,5 g/L sitrik asit elde edildigi ve bu sartlarda biyokiitle ve izositrik asit

miktarinin ise sirasiyla 16,5 ve 3,9 g/L oldugu belirlenmistir (Rymowicz et al. 2006).
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Karbon kaynagi olarak siikrozun kullanildigi bir ¢alismada, Y. lipolytica H222-S4
(p67ICL1) T5 susu ile fermentdrde gerceklestirilen iiretimde, besiyeri baslangic pH
degerlerinin sitrik asit iiretimi ilizerine etkisi incelenmistir. Analizler sonucunda pH 5,0, 6,0 ve

6,8 i¢in sirastyla 87, 127 ve 140 g/L sitrik asit miktar1 tespit edilmistir (Forster et al. 2007).

Imandi et al. (2007) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, Y. lipolytica NCIM 3589 susunun
sitrik asit tiretim kosullart CYY yontemi kullanilarak optimize edilmis ve 0,2682 g/L. maya
ekstrakti, 54,4081 g/L ham gliserol ve %13,6936 tuz i¢eren besi ortaminda optimum kosullarda
77,4 g/L sitrik asit tiretildigi tespit edilmistir.

Yirmi yedi Y. lipolytica, 2 Aciculoconidium aculeatum (NRRL YB-4297 ve YB-4298)
ve 3 Candida (C. hispaniensis NRRLY-5579, NRRLY-5580 ve C. bentonensis NRRL YB-
2364) susunun sitrik asit tiretim kapasitesinin incelendigi bir ¢alismada, Aciculoconidium
aculeatum ve Candida suslarinin sitrik asit tiretemedigi, en iyi sitrik asit/izositrik asit oraninin
ise Y. lipolytica NRRL YB-423 susu ile elde edildigi tespit edilmis ve maksimum sitrik asit
miktarma (21,8 g/L) C/N orani 686 olarak ayarlandiginda ulasilmistir (Levinson et al. 2007).

Y. lipolytica UOFS Y-1701 susunun aygicek yagir (30 g/L) igeren bir ortamda
gelistirildigi bir caligmada, besi ortamina 10 g/L. sodyum asetat ilavesinin sitrik asit miktarini
0,5 g/L’den 18,7 g/L’ye artirdigr tespit edilmistir (Venter et al. 2004). Yine aygicek yagi
kullanilan bir besiyeri ortaminda gelistirilen Y. lipolytica VKM Y-2373 susunun
mevcudiyetinde ise 144 saatin sonunda 68 g/L sitrik ve 55 g/L izositrik asit elde edildigi rapor
edilmistir (pH 4,5). Ayni1 aragtirmada, pH 6,0°da izositrik asit miktarinda artis (70 g/L), sitrik
asit miktarinda ise diisiis (50,5 g/L) tespit edilmistir. Y. lipolytica N 15 mutant1 ve aygicek yagi
kullanilarak ytiriitiilen bir arastirmada ise sitrik asit tiretiminin ortamdaki azotun tiikkenmesinden
sonra basladig1 ve maksimum sitrik asit miktarinin 144 saat sonunda 150 g/L’ye ulastig1 rapor

edilmistir (Kamzolova et al. 2008).

Papanikolaou et al. (2008b) yiiriittiikleri bir arastirmada, Y. lipolytica ACA-DC 50109
susunu gliserol bulunan azot smirli ortamda gelistirmis ve bu susun yiiksek gliserol
konsantrasyonlarinda bile iyi derecede biyokiitle tiretimi sergiledigini bildirmislerdir.
Arastiricilar maksimum sitrik asit miktarinin ise 600 saat sonunda 7,4 g/L biyokiitle ve substrat

tizerinden 0,56 verimle 62,5 g/L oldugunu belirtmislerdir.

Y. lipolytica Wratislavia K1 susu ve karistirmali tank reaktor kullanilarak yiiriitiilen bir
caligmada, 150 g/L gliserol (toplam gliserol konsantrasyonu 250 g/L) i¢eren bir ortamda 168
stire sonunda 110 g/L sitrik asit tespit edilmistir. En yiiksek biyokiitle (34 g/L) ve en diislik

sitrik asit miktar1 (72 g/L) ise 30 g/L baslangi¢ gliserol konsantrasyonu i¢eren ortam varliginda
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(toplam gliserol konsantrasyonu 200 g/L) 100 saat sonunda ¢lde edilmistir (Rymowicz et al.
2008).

André et al. (2009) tarafindan 3 farkl1 Y. lipolytica susu (LFMB 19, LFMB 20 ve ACA-
YC 5033) kullanilarak yiiriitiilen bir ¢alismada, 30 g/L gliserol seviyesinde tiim suslarin iyi bir
gelisme sergiledigi, en yiiksek sitrik asit miktarini Y. lipolytica ACA-YC 5033 susunun verdigi
tespit edilmistir. Secilen bu susun mevcudiyetinde, substrat konsantrasyonunun 70 g/L’den 120
g/L’ye artirilmasinin (artan siire ile beraber), biyokiitle ve sitrik asit miktarini artirdigi tespit
edilmistir. Maksimum sitrik asit miktar1 (50,1 g/L) ise 120 g/L gliserol igeren iiretim ortaminda

375 saat sonunda elde edilmistir.

Karasu-Yalg¢in vd (2009a) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, Y. lipolytica 57 susu 160 g/L
gliserol igeren ortamda gelistirilmis ve 418 saat sonunda 32,8 g/L sitrik asit elde edilmistir.
Ayn siirede, baslangi¢ gliserol konsantrasyonlarinin 80 veya 120 g/L olmasi durumunda ise

sitrik asit miktar1 sirastyla 14,6 ve 29,3 g/L olarak hesaplanmistir.

Makri et al. (2010) Y. lipolytica ACA-DC 50109 susuyla yiiriittikleri calismada, 27,8
g/L baslangi¢ gliserol seviyesinde 3,87 g/L, 104,9 g/L gliserol igeren ortamda ise ayni siire
sonunda 13,83 g/L sitrik asit elde etmiglerdir. Ayrica baslangi¢ substrat konsantrasyonunun

artirtlmasinin biyokiitle miktarini da énemli 6l¢iide artirdig: tespit edilmistir.

Rymowicz et al. (2010) yaptiklar1 arastirmada, biyoyakit endiistrisinin gliserol i¢eren
at1g1 ile olusturulan besi ortaminda gelistirilen Y. lipolytica A-101-1.22 susunun 112 g/L sitrik
asit Uirettigini, biyosentezin baslangicinda maksimum olan spesifik sitrik asit tiretim hizinin son
liretim asamasinda yavas yavas azaldigini ve islemin 100 saat boyunca devam ettigini

bildirmislerdir.

Biyoyakit iiretiminden elde edilen gliserol ve gliserol igeren atigin karbon kaynagi
olarak kullanildig: bir ¢alismada, 66 maya susu (Candida, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis
ve Yarrowia) asit iiretim potansiyeli agisindan incelenmistir. Sonug olarak, Yarrowia tiiriine ait
41 susun asit iiretebildigi, asit tireten bu suslardan Y. lipolytica N15’in {iretici sus olarak
degerlendirilebilecegi tespit edilmistir. Segilen bu susun saf gliserol igeren besiyerinde 144 saat
gelistirildiginde 98 g/L sitrik asit ve 3,3 g/L izositrik asit, gliserol igeren atik ortaminda
gelistirildiginde ise 71 g/L sitrik asit ve 5,6 g/L izositrik asit irettigi rapor edilmistir
(Kamzolova et al. 2011a).

Kamzolova et al. (2011a) tarafindan Y. lipolytica NG40/UV7 mutanti kullanilarak
yiiriitiilen ¢alismada, bu mutantin 168 saatin sonunda 175 g/L sitrik asit ve 5,6 g/L izositrik asit

tirettigi ve sitrik asit/izositrik asit oraninin 32:1 oldugu rapor edilmistir. Arastiricilar bu sonucun
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kolza tohumu yagi iizerinde gelistirilen bu mutantin diisiik miktarda yan iiriin, yiiksek miktarda

sitrik asit iretmesinden ileri geldigini de vurgulamislardir.

Lazar et al. (2011) yaptiklar1 arastirmada, Y. lipolytica A-101-B56-5 susunu gliserol,
stikroz ve glukoz igeren ortamlarda gelistirmis ve Sitrik asit miktarini sirasiyla 57,15 g/L, 45,02
g/L ve 46,25 olarak saptamislardir. Konu ile ilgili diger bir ¢alismada ise Y. lipolytica
Wratislavia AWG7 susu kullanilarak yapilan iiretimde, 550 saat sonunda 22,2 g/L biyokiitle
varliginda sitrik ve izositrik asit miktar1 sirastyla 97,8 ve 5,1 olarak saptanmistir (Rywinska et
al. 2011). Ayn1 sus ile biyoreaktorde gergeklestirilen diger bir ¢alismada ise substrat olarak
gliserol kullanilmis ve 16,4 g/L biyokiitle varliginda ve pH 5,5’te sitrik asit ve izositrik asit

miktarinin sirasiyla 85,7 ve 3,1 g/L oldugu rapor edilmistir (Tomaszewska et al. 2014).

Calkalama hiz1 ve havalandirma hizinin sitrik asit miktar1 tizerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla yiiriitiilen bir ¢alismada, ¢alkalama hizi (>800 rpm) ve havalandirma
hizindaki (>0,36 vvm) artisin ¢ozliinmiis oksijen konsantrasyonu ve sitrik asit tiretimi {izerinde
etkili olmadig1 sonucuna varilmistir. Calismada ayrica, maksimum sitrik asit miktar1 (92,8 g/L)
ve verimin (0,63 g/g) Y. lipolytica Wratislavia 1.31 susu ile 0,24 vvm havalandirma hizinda
elde edildigi bildirilmistir (Rywinska et al. 2012).

Morgunov et al. (2013) tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada, saf gliserol kullanarak
hazirlanan tiretim ortaminda gelistirilen Y. lipolytica NG40/UV7 susu ile 192 saat siiren kKesikli
beslemeli tiretimde 115 g/L sitrik asit elde edildigi bildirilmistir. Ayn1 arastirmada, kiitle verim
katsayis1 0,64 g/g ve izositrik asit miktar1 4,6 g/L olarak hesaplanmistir. Substrat olarak ham
gliseroliin kullanilmasi durumunda ise sitrik asit, izositrik asit ve kiitle verim katsayisi degerleri

sirasiyla 112, 5,3 g/L ve 0,90 g/g olarak rapor edilmistir.

Celik et al. (2014) 22 Y. lipolytica susunun organik asit tiretim kapasitelerini belirlemek
amaciyla yriittiikleri ¢alismada, Segici bir besi ortaminda iki susun (Y. lipolytica TEM YL 3
ve Y. lipolytica TEM YL 20) en yiiksek organik asit iiretme kabiliyetine sahip oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica aygigek yagi igeren iiretim ortaminda en yiiksek sitrik asit tiretimi Y.

lipolytica TEM YL 3 i¢in 66,2 g/L, Y. lipolytica TEM YL 20 i¢in ise 50 g/L olarak saptanmustir.

Souza et al. (2014) Y. lipolytica UFLA CM-Y9.4 susu ile optimum sitrik asit tiretim
kosullarini belirlemek amaciyla yiiriittiikleri arastirmada, baslangi¢ substrat konsantrasyonunu,
calkalama ve sicaklik parametrelerini faktdr olarak belirlemislerdir. Analizler sonucunda
maksimum sitrik asit miktar1 igin belirlenen optimum kosullar; 38,4 g/L baslangi¢ ham gliserol
miktar1, 184 rpm calkalama hiz1 ve 30°C olarak tespit edilmistir. Ayrica, sitrik asit iiretiminin
hiicre dis1 azot gelisme igin sinirlayici bir faktdr oldugunda ve duragan fazdan sonra

gergeklestigini vurgulamislardir.
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Kim et al. (2015) tarafindan yiiriitiilen arastirmada, C. tropicalis (ATCC 20115, C.
oleophila ATCC 20373 ve ATCC 20177), C. zeylanoides ATCC 20367, Y. lipolytica (ATCC
20237, ATCC 20346, ATCC 46330) ve Saccharomycopsis lipolytica IFO1658 suslarinin sitrik
asit {iretim kapasiteleri karsilastirilmistir. Uretim derin fermantasyon teknigi kullanilarak
suslarin melas bulunan ortamda gelistirilmesiyle gerceklestirilmis ve C. zeylanoides ATCC

20367 susunun 91,4 g/L ile en yiiksek iiretim kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Sabra et al. (2017) Y. lipolytica ACA DC 50109 susu ile gergeklestirdikleri sitrik asit
tiretiminde, ¢6zlinmiis oksijen konsantrasyonunun kontroliiniin, glukozun tek veya ¢ift substrat
halinde kullanilmas1 durumunda sitrik asit tiretimini 6nemli 6lglide artirdigini saptamislardir.
Substrat olarak sadece gliserol kullanilmasi1 durumunda, ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonunun
sitrik asit iiretimi lizerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi da belirlenmistir. Ayrica glukoz ve
gliserol ile karistirilmis substrat bulunan fermantasyon ortaminda gelistirilen iretici susun
substrat olarak gliserolii tercih ettigi, ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu kontrolii ile optimum
kosullarda glukoz ve karisim kullanilan besi ortamlarinda ise sirasiyla 55 ve 50 g/L sitrik asit

elde edildigi tespit edilmistir.

Etanolden izositrik asit iiretmek amaciyla yiiriitiilen bir ¢alismada, tiretim {izerinde
sicaklik, pH ve havalandirma faktorlerinin etkileri incelenmis ve iiretici sus olarak Y. lipolytica
VKM Y-2373 sec¢ilmistir. Arastirmada, 29°C’de gergeklestirilen kiiltivasyon boyunca, gelisme
fazinda pH 5,0 ve %20-25 hava doygunlugu, asit iiretim fazinda ise pH 6,0 ve %50-55 hava
doygunlugunda besi ortamina ¢inko (0,6 mg/L), demir (1,2 mg/L) ve 30 mM itakonik asit
(izositrat liyaz inhibitorii — izositrik asit metabolizmasinin anahtar enzimi) dahil edilmistir.
Belirlenen fermentasyon kosullarinda 90,5 g/L izositrik asit elde edildigi, en diisiik sitrik asit
miktarmin (12,10 g/L) pH 7,0’de, en yiiksek sitrik asit miktarinin (40,15 g/L) ise pH 4,5’te
belirlendigi rapor edilmistir. Ayrica, en yiiksek (59 g/L) ve en diistik (12,33 g/L) izositrik asit
miktarlari sirasiyla pH 6,0 ve 7,0’de belirlenmistir (Kamzolova et al. 2018).

Glukozun substrat olarak kullanildig1 azot sinirli ortamda gelistirilen Y. lipolytica W29
susunun sitrik asit ve lipit tiretiminin arastirildig1 bir ¢alismada, sitrik asit miktarinin nétr pH

degerinde arttig1 saptanmistir (Zhang et al. 2019).
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal
Mikroorganizmalar

Arastirmada pastirmadan izole edilen ve genetik olarak tanimlanan 16 adet Candida
zeylanoides susu (3.13, 4.1, 4.6, 4.12, 4.14,7.9, 7.10, 7.12, 8.1, 8.3, 8.4, 11.9, 12.3, 13.5, 13.7
ve 13.13) kullanilmistir (Kaya et al. 2017). Y. lipolytica Y-1094 (ATCC 8662), Y. lipolytica
YB 423 (ATCC 18942) ve Y. lipolytica IFP29 (ATCC 20460) suslar1 ise kontrol olarak
degerlendirilmek tizere incelenmistir. Y. lipolytica Y-1094 (ATCC 8662) kontrol olarak
secilerek deneysel tasarima dahil edilmis elde edilen sitrik asit miktarlar1 segilen yerel C.
zeylanoides 7.12 susu ile karsilastirilmistir. Suslar, Malt Extract Broth (MEB) besiyerinde
gelistirilmis ve MEB besiyeri+gliserol igerisinde (%50 v/v) -80°C’de muhafaza edilmistir.

Besiyerleri

Mayalarin aktiflestirilmesi i¢in MEB besiyeri kullanilmistir. Aktif kiiltiirler daha sonra
Tablo 2’de verilen modifiye besiyerine aktarilmis ve Tablo 7°de verilen deneysel tasarima

uygun olarak yiiriitiilen sartlarda sitrik asit iiretimi agisindan test edilmistir.

Tablo 2. Sitrik asit tiretimi i¢in kullanilan modifiye besiyeri bilesimi (Rane and Sims, 1993,;
Papanikolaou et al. 2002)

Bilesen Miktar (g/L)
Glukoz 125/150/175
Maya ekstrakti 0,5
NH4CI 1,5
KH2PO4 1
MgS0O4.7H20 1,5
CaCl2 0,15
FeCls6H20 0,15
ZnS0O47H20 0,02
MnSO47H20 0,06
(NH4)2S04 1
CuSO4 0,02
Tiamin 0,001
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Yontem
Suslarin baz 6zelliklerinin belirlenmesi
Suslarin farkli kosullarda geligimlerinin incelenmesi

Mikroorganizmalarin farkli kosullarda gelisim diizeylerinin belirlenmesi amaciyla
MEB besiyerinde gelistirilen aktif kiiltiirler, farkli glukoz ve gliserol oranlarinda (%10, 15 ve
17,5) ve pH (1,5, 2,5, 4,5 ve 6,5) degerlerinde hazirlanmis besiyerlerine (SmL besiyeri/tiip)
inokiile edilmis (100 pl) ve 28°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Besiyeri pH degerlerinin
ayarlanmasinda SN NaOH ve 5N HCI kullanilmistir. Her bir susun gelisim diizeyi inkiibasyon
stiresinin sonunda spektrofotometre (Aquamate 9423 AQA 2000E, Thermo Scientific,
England) ile 600 nm dalga boyundaki absorbans degerleri 6lgiilerek belirlenmistir.

Suslarin asit iiretme yeteneklerinin belirlenmesi

16 C. zeylanoides susundan en yiiksek asit iiretim yetenegine sahip susu belirlemek
amaciyla, Tablo 2’deki besiyerine 0,4 g/L bromkrezol yesili ve 20 g/L agar katilarak bir besiyeri
hazirlanmig (Celik et al. 2014) ve otoklav oncesi pH degeri 6,0’ya ayarlanmistir. Petri
plaklarma dokiilen ve kat1 forma gelen her bir petri plagindaki besiyerine kuyular agilmis (her
petri plagina bir kuyu) ve her kuyuya i¢cinde MEB besiyeri bulunan 250 mL’lik erlenlerde (50
mL besiyeri) gelistirilen aktif maya kiiltiirleri (50ul) ayr1 ayr ilave edilmistir. Daha sonra
28°C’de 6 giin inkiibasyona birakilan kiiltiirlerin asit olusumu sonucu meydana gelen sari renkli
zon gaplari 6l¢iilmiistiir. En fazla zon ¢apina sahip olan iki sus ise diger testlere de tabi tutulmak

lizere secilmistir.

MEB besiyerine 15 g/L agar katilarak hazirlanan besiyerinde, 24 saat gelistirilen aktif
kiiltiirlerden (50 mL besiyeri/250mL’lik erlen) yayma usulii ekim yapilmis ve fermantasyon

ortamina ilave edilen kiiltiirlerin inokiilasyon diizeyleri belirlenmistir.

Mikrobiyal geligsim egrilerinin olusturulmasi

MEB besiyerinde (5mL besiyeri/tiip) gelistirilen aktif kiiltiirler yine MEB besiyerlerine
(50 mL besiyeri/250mL’lik erlen) aktarilmis (100 puL) ve 28°C’de 180 rpm ¢alkalama hizinda
calkalamali inkiibatérde (JSR, JSSI-100, Korea) 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelisim
diizeyleri inkiibasyon boyunca kiiltiirlerden iki saatte bir alinan 6rneklerle belirlenmistir. Alinan
her bir 6rnegin absorbans degeri spektrofotometrede (600 nm) dlgiilmiis ve zamana kars1 elde

edilen absorbans degerleri ile gelisim egrileri olusturulmustur.

Sitrik ve izositrik asit miktarimin belirlenmesi

Sitrik asit {iretim prosesi ve fermantasyon siiresince kullanilan ¢alkalamali inkiibator
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sirastyla Sekil 2 ve Sekil 3’te verilmistir.

Santrifiij
9000 rpm,
4°C, 15 dk
MEB MEB Uretim besiyeri Stipernatant
(5 ml/100 pl) (50 ml/100 pl) (50 ml/1 ml) eldesi

— 7

Sekil 3. Calismada kullanilan sicaklik kontrollii calkalamali inkiibator

Suglar MEB besiyerinde (50 mL besiyeri/250 mL’lik erlen) gelistirilmis (28°C, 180
rpm, 24 saat) ve aktif kiiltiirler deneysel tasarimdaki kosullara uygun olarak hazirlanan iiretim
ortamina (50 mL besiyeri/250mL’lik erlen) aktarilarak (1 mL) ¢alkalamali inkiibatorde (28°C,

180 rpm) fermantasyona birakilmistir. Fermantasyon sirasinda pH disiisiinti engellemek igin
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besi ortamina periyodik olarak (iiretim ortamina yapilan inokiilasyondan sonraki ilk 18 saat ve
bu stlireden sonraki her 24 saatte bir olmak tizere) 5N NaOH ilave edilerek pH degerinin 5,0-
6,0 arasinda kalmasi saglanmistir. Fermantasyon sonrasi besi ortamindan hiicrelerin ayrilmasi
icin 9000 rpm’de 15 dk siire ile 4°C’de santrifiij islemi uygulanmis (Hettich Universal 320R,
Germany) ve elde edilen siipernatant siringa ucu filtreden (0,45um) gegirilerek 0,5 mL’si esit
hacimde %8’lik HC1Os4 ile seyreltilip iyice karistirildiktan sonra Sitrik ve izositrik asit dl¢iimleri
yaptlmistir. Olgiimler 210 nm’de HPLC’de (Agilent Technologies 1100 Series, USA)
yapilmistir. Kolon sicakligi 40°C, mobil fazin akis hizi ise 1 mL/dk olacak sekilde
ayarlanmustir. Sistemde mobil faz olarak 0,01 M H2SO4 ve kolon olarak ters faz kolon (Inertsil
ODS-3, 4.6x250 mm, GL Sciences Inc., Japan) kullanilmistir (Kamzolova and Morgunov
2017). Sitrik asit ve izositrik asit miktarinin belirlenmesinde standartlar kullanilarak ¢izilen
kurveden yararlanilmistir. Bu amagla sitrik ve izositrik sit standartlar1 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) hazirlanmis ve miktarlar bu standartlar kullanilarak elde edilen kalibrasyon
egrisi vasitasiyla belirlenmistir. Ornekler HPLC’de miktar tayinleri yapilana kadar -20°C’de
bekletilmistir.

Fermentasyon sonrasi biyokiitle ve pH degerinin belirlenmesi

Kuru biyokiitle, fermentasyon sivisi santrifiij edildikten sonra siipernatantin
uzaklastirilip kalan hiicrelerin bir defa distile su ile yikandiktan sonra 80°C’ye ayarlanmig
etlivde 24 saat kurutulmasiyla elde edilmistir. Hiicre biyokiitlesi (g/L) s1v1 besiyerinin litresinde

tiretilen kuru hiicre agirligi (g/L) olarak hesaplanmistir (Papanikolaou et al. 2002).

CaCOs kullanilarak hazirlanan besiyerinde yapilan denemelerdeki biyokiitle miktar1 ise
fermantasyondan sonra alinan Orneklerin tizerine 6N HCI ilave edilerek CaCOzs’iin
¢oziindiiriiliip, ardindan santrifiij edilmesiyle ayrilan hiicrelerin yine 80°C’de 24 saat
kurutulmasiyla elde edilmistir (Karasu-Yalgin vd 2010c). Fermantasyon sonrasi pH degeri ise
santrifiij isleminden 6nce erlenlerde bulunan fermantasyon sivisinda pH metre (Mettler Toledo

lon S220, Switzerland) ile 6l¢tilmiistiir.

Fermentasyon sonrasi kalan glukoz miktarinin belirlenmesi

Fermantasyondan sonra ortamda kalan glukoz miktari, HPLC (Shimadzu, Japan)
kullanilarak belirlenmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant filtreden gegirildikten sonra
sisteme verilmistir. Sistemde kolon olarak, Intersil NH2 (Sum, 250 x 4.6 mm) kolon (GL
Sciences Inc., Japan) ve mobil faz olarak %75 asetonitril (%25 su) kullanilmistir. Kolon
sicakligi 40°C, akis hizi ise 1,3 mL/min olacak sekilde ayarlanmistir (Anastassiadis and Rehm,
2006).
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Verim hesaplamalan

> Biyokiitle verimi: Y x/glukoxtiketilen) (9/0)

> Sitrik asit liretiminin kiitle verim katsayisi: Y sa/glukoz(tiketilen) (9/Q)
» Biyokiitle lizerinden sitrik asit verimi: Ysax (9/9)

» Hacimsel verimlilik: Ysax (g/L h)

» Spesifik tirlin olusum hizi: qgsa=SA/(X.t) (g/g h)

» Glukoz alim hizi: Tiiketilen glukoz miktari/(X.t) (g/g h)

> Sitrik asit tiretimi i¢in biyoprosesin se¢imliligi: Ssa (%)

100 x SA
Ssa =
SA +iSA

Deneysel tasarim

Asit tiretim yetenekleri besiyerinde olusan zonlar yardimiyla belirlenen suslardan zon
cap1 en fazla Olgiilen 2 sus (C. zeylanoides 7.12 ve 12.3) karbon kaynagi olarak 150 g/L
diizeyinde glukoz ve gliseroliin kullanildigi besi ortamlarinda (pH 6,0) 5 giin boyunca sicaklik
kontrollii ¢alkalamali inkiibatérde (28°C, 180 rpm) fermantasyona birakilmis ve HPLC’de elde
edilen sonuglara gore iiretici sus Ve iiretimde kullanilacak substrat belirlenmistir. Uretim i¢in
en uygun sus ve karbon kaynag (glukoz/gliserol) belirlendikten sonra {iretimin optimizasyonu
i¢in olusturulan deneysel tasarimdaki kosullar uygulanarak sitrik asit miktarlar1 belirlenmistir.
Cevap Yiizey Yontemi (CYY, Response Surface Methodology) kullanilarak deneysel tasarim
olusturulurken, sitrik asit liretimine etki eden dnemli parametreler oldugu bilinen baslangi¢ pH
degeri, fermentasyon siiresi ve baglangic substrat konsantrasyonu faktorleri secilmistir. CY'Y
kullanilarak bu parametrelerin en yiiksek sitrik asit tiretimi i¢cin gerekli optimum seviyeleri
belirlenmis, ayrica bu parametrelerin sitrik asit iiretimine dogrusal, lissel ve interaksiyon etkileri
de tespit edilmistir. Bu amagla Minitab 17.1.0 istatistik paket programindan yararlanilmustir.
Program kullanilarak olusturulan deneysel tasarim sonucunda elde edilen yanitlar ile
matematiksel bir model olusturulmus ve elde edilen bu model yardimiyla proses i¢in optimum
kosullar belirlenmistir. Son agamada, sitrik asit iretiminde bahsi gecen parametrelerin optimum

seviyeleri belirlendikten sonra, bir dogrulama denemesi de gerceklestirilmistir.

Istatistiksel analizler

CYY islemdeki bagimsiz degiskenlerin tek veya kombinasyon seklinde cevap
tizerindeki etkilerini incelemektedir. Bu yontemde 6ncelikli olarak bagimsiz parametreler ve

seviyeleri belirlenmektedir. Daha sonra deneysel tasarimin se¢imi ve model denkleminin
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tahmini ve dogrulanmasi yapilmaktadir. Son olarak, kontur ve yiizey grafigini elde etmek igin
optimum noktalar tespit edilmektedir. Calismada, sitrik asit iiretiminin optimizasyonu igin
uygulanacak CYY kapsaminda incelenecek parametreler Tablo 3’te verilmistir. Bu

parametrelerin seviyeleri yapilan 6n denemeler sonucunda tespit edilmistir.

Tablo 3. Sitrik asit iiretiminde etkisi incelenecek parametreler ve seviyeleri

Degiskenlerin seviyeleri

Faktorler Bagimsiz Degiskenler -1 0 +1
X1 Basglangic pH degeri 55 6,0 6,5
X2 Fermentasyon siiresi (giin) 4 5 6
X3 Baslangic substrat miktar1 (g/L) | 125 150 175

Calismada, 20 deneysel noktadan (14 farkli kombinasyona sahip ve merkezde alti
tekrarll) olusan ve ii¢ degisken ile olusturulan ylizey merkezli istatiksel dizayn (face central
statistical design, a=1) kullanilmistir. Seviyeler, 0 merkez noktasi olmak {izere, -1, 0, +1’dir.
Her faktoriin merkez noktasindaki gercek seviyesi asagidaki denklem kullanilarak

hesaplanmustir.

Gergek seviye — (yliksek seviye + diisiik seviye) / 2
Kodlanmis deger =

(yiiksek seviye - diisiik seviye) / 2

Proses degiskenlerinin sitrik asit {iretimini tahminleyen ikinci derece polinomiyal
denklem agagida verilmistir. Denklemde, fo, /1, fe........ 23 regresyon katsayilarini, X1, Xz, X3

bagimsiz degiskenleri ifade etmektedir.

Y=H + fiXi + BXo + BaXs + PuX? + [oaX? + BXZ + PuXiXe + SisXiXs +
[23X2X3

Olusturulan bu modelin deneysel verileri ne Ol¢iide karsiladigi varyans analizi
(ANOVA) ile belirlenmistir. Bu yontemle her bir faktoriin lineer, kuadratik ve interaksiyon
etkilerinin cevaplar {izerindeki istatistiksel onemlilikleri %95 giivenlik seviyesinde Fischer (F
testi) uygulanarak bulunmustur. Bir model sistemin gercek cevaba uygun bir yaklasim olup
olmadigina uyum eksikliginden (lack of fit) kaynaklanan hatanin 6nemsiz (P>0,05) ve
regresyondan kaynaklanan varyasyonun %95 giivenlik seviyesinde onemli olmas1 kosulu ile

karar verilmistir.

Yapilan analizler iki tekerriirlii olacak sekilde uygulanmis ve standart sapmalar SPSS

24.0 paket programi kullanilarak belirlenmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Sitrik Asit Uretimi i¢in Uygun Suslarin Secimi
Suslarin farkh kosullarda gelisim diizeyleri

C. zeylanoides suslarinin farkli glukoz, gliserol ve pH seviyelerindeki gelisim diizeyleri
Tablo 4’te sunulmustur. Suglarin farkli oranlarda glukoz ve gliserol igeren ortamlarda gelisme
durumlari substrat tiirii ve miktarinin belirlenmesi agisindan olduk¢a énemlidir. Suslarin diisiik
pH degerlerinde gelisim gosterebilmesi ise fermantasyon boyunca diisen pH degerleri agisindan
onem arz etmektedir. Bundan dolayi, mikrooganizmalarin se¢iminde yalnizca asit {iretim
kapasiteleri degil farkli glukoz, gliserol ve pH seviyelerindeki gelisim diizeyleri de dikkate

alinmustir.

Tablodan da anlasilabilecegi gibi, yerel suslarin %5 ve %10 glukoz seviyelerinde ¢cok
iyi gelisme gosterdigi, C. zeylanoides 8.1 ve 13.5 suslariin %15 glukoz seviyesinde iyi,
digerlerinin ise ¢ok iyi seviyede gelisebildigi tespit edilmistir. C. zeylanoides 4.1, 8.1, 8.3, 8.4,
11.9 ve 13.5 suslar1 %17,5 glukoz seviyesinde iyi derecede, diger suslar ise ¢ok iyi derecede

gelisim gOstermistir.

Farkli gliserol diizeylerindeki mikrobiyal gelisim sonuglar1 degerlendirildiginde, C.
zeylanoides 4.14 ve 13.7 suslarinin tiim seviyelerde ¢ok iyi, C. zeylanoides 3.13, 7.9, 7.12, 11.9
ve 12.3 suslarinin ise %5, 10 ve 15 seviyelerinde iyi derecede gelisme gosterdigi tespit
edilmistir. C. zeylanoides 4.1 susu %15 ve 17,5 seviyelerinde zayif gelisme gosteren tek sus

olarak dikkat ¢ekmistir.

Mikroorganizmalarin farkli pH seviyelerindeki mikrobiyal gelisim diizeyleri
incelendiginde ise pH 1,5 seviyesinde yalnizca C. zeylanoides 7.9 ve 12.3 suslarinin gelisme
gosterdigi tespit edilmistir. C. zeylanoides 4.1 ve 4.14 suslarmin pH 2,5 seviyesinde de
gelisemedigi, C. zeylanoides 8.1, 8.3, 8.4, 11.9 ve 13.5 suslarinin ise zayif derecede
geligebildigi belirlenmistir. Suslarin tamami1 pH 4,5 ve 6,5 degerlerinde iyi veya cok iyi

seviyede gelisme gOstermistir.
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Tablo 4. C. zeylanoides suslarinin farkli kosullardaki gelisim diizeyleri

Glukoz (%) Gliserol (%) pH
5 10 15 175 5 10 15 175 15 25 45 65

C.zeylanoides 3.13 +++ +++ +++ +++ ++  ++  ++  ++ GY A+ A+ -+

Sus

C.zeylanoides 4.1 +++ +++ +++ ++ ++  ++  + + GY GY +++ +++

C. zeylanoides 4.6  +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ GY

C. zeylanoides 4.12 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 4+ GY 4+

C.zeylanoides 4.14 +++ +++ +++ +++ +++  +++ +++ +++ GY GY 4+ 4+

C.zeylanoides 7.9  +++ +++ +++ +++  ++ ++ H+ HE + H+ HHE

C.zeylanoides 7.10  +++ +++ +++ +++  +++ +H+ ++ ++ GY A+ A 4+

C. zeylanoides 7.12 +++ +++ +++ +++ ++  ++  ++  ++ GY  +++ A+t

C.zeylanoides 8.1 +++ +++ ++ ++ +++ ++H+ ++ ++ GY  + ++ 4+

C.zeylanoides 8.3 +++ +++ +++ ++ +++ ++ ++ ++ GY + ++  ++

C.zeylanoides 8.4 +++ +++ +++ ++ +++ ++ ++ ++ GY + ++  ++

C.zeylanoides 11.9 +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ GY +  +++  +++

C.zeylanoides 12.3 +++ +++ +++ +++ ++  ++ 4+ HHE

C. zeylanoides 13.5 +++ +++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ GY + ++ 4+

C. zeylanoides 13.7 +++ +++ +++ +++ +++  +++ +++ +++ GY HH+ HHE

C. zeylanoides 13.13 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++  ++  GY  +++ +H+ 4+

Absorbans<0,1=Gelisme yok (GY), 0,1-0,5= + (zayif gelisme), 0,5-1= ++ (iyi gelisme), >1=+++ (¢ok iyi
gelisme)

Suslarin asit iiretim yetenekleri

Sitrik asit tiretimi i¢in kullanilacak potansiyel iiretici suslarin asit {iretim yeteneklerini
belirlemek amaciyla, 16 yerel C. zeylanoides susu ve kontrol susunun belirlenmesi igin
incelenen 3 Y. lipolytica susu hazirlanan segici besiyerlerine inokiile edilmis ve zon g¢aplar1 6
giin boyunca 0l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuclara gore, en fazla asit iiretim kapasitesine sahip
olan sus 26 mm zon olusumu ile C. zeylanoides 7.12 susu olarak belirlenmis ve onu 25 mm zon
olusumu ile C. zeylanoides 12.3 susu takip etmistir. Kontrol susu se¢imi igin 3 farkli Y.
lipolytica susu Y-1094 (ATCC 8662), YB 423 (ATCC 18942) ve IFP29 (ATCC 20460)
denenmistir. Bu suslardan Y. lipolytica Y-1094 ve Y. lipolytica IFP29 susu bahsedilen besi
ortaminda zon olustururken, Y. lipolytica YB 423 susu zon olusturmamustir. Sonug olarak, en
fazla zon ¢apina sahip (35 mm) Y. lipolytica Y-1094 deneysel tasarima dahil edilecek kontrol
susu olarak se¢ilmistir. En fazla zon olusturan yerel C. zeylanoides 7.12 susu ve kontrol olarak
secilen Y. lipolytica Y-1094 susunun 6 giin sonunda olusan zon goriintiileri ise Sekil 4’te

verilmistir.
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Tablo 5. C. zeylanoides ve Y. lipolytica suslarinin asit {iretim kapasitelerinin karsilastiriimasi

Zon ¢aplar: (mm)

Sus 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin 6.giin
C. zeylanoides 3.13  5,00+1,41 11,00+1,41 15,00+0,00 18,00+0,00 20,00+1,41 23,00+0,00
C. zeylanoides 4.1  0,50+0,71  7,50+0,71 12,00+£0,00 13,50+0,71 14,50+0,71 15,00£1,41
C. zeylanoides 4.6 4,50+£2,83 11,00£1,41 15,00+1,41 16,00+£0,00 18,50+0,71 21,00£1,41
C. zeylanoides 4.12  5,50+2,12 11,00+0,00 15,00+0,00 16,50+0,71 21,00+£0,00 24,00+1,41
C. zeylanoides 4.14  3,00+£0,00 8,50+0,71 12,00+0,00 14,00+0,00 17,00£1,41 19,00+0,00
C. zeylanoides 7.9  6,00+£0,00 11,00+0,00 16,50+0,71 19,00+1,41 21,50+0,71 24,00+0,00
C. zeylanoides 7.10  5,00+0,00 11,00+0,00 15,00+1,41 18,00+0,00 19,00+1,41 24,00+0,00
C. zeylanoides 7.12  6,50+0,71 11,00+1,41 16,00+0,00 20,00+0,00 23,50+0,71 26,00+0,00
C. zeylanoides 8.1  0,50+0,71 3,00+1,41  8,00£0,00 10,50+0,71 15,00+2,83 17,00+1,41
C. zeylanoides 8.3 1,00+0,00 4,00+0,00  8,50+0,71 12,00+£1,41 15,00£1,41 17,50+0,71
C. zeylanoides 8.4  0,50+0,71 6,00+1,41 10,00+0,00 12,50+0,71 16,00+0,00 18,00+0,00
C. zeylanoides 11.9  2,00+1,41 5,50+0,71  8,50+0,71 10,50+0,71 14,00+£0,00 15,00+1,41
C. zeylanoides 12.3  6,00+£0,00 11,50+0,71 16,50+0,71 20,00+£0,00 24,00+0,00 25,00+1,41
C. zeylanoides 13.5  1,00+1,41 4,00+0,00  8,50+0,71 12,50+0,71 17,00+£1,41 19,00+1,41
C. zeylanoides 13.7  4,00+1,41 11,50+0,71 15,50+0,71 18,00+0,00 21,00+£1,41 23,00+1,41
C. zeylanoides 13.13  5,00+2,83 11,50+0,71 13,00£2,83 16,50+0,71 19,50+0,71 22,00+1,41
Y. lipolytica Y-1094  2,75+0,35 7,50+2,12 18,00+2,83 23,00+=1,41 34,00+0,00 35,00+0,00
Y. lipolytica IFP29  1,50+0,71  4,00+0,00 10,00+1,41 19,00+1,41 26,00+1,41 30,00£1,41

Kamzolova et al. (2011a) CaCOs ile tamponlanmis kati besiyerinde 28°C’de 7 giin
inkiibasyona biraktiklari 41 maya susunun asit iiretim kabiliyetini aragtirmig ve C. zeylanoides
VKM Y-6,VKM Y-14, VKM Y-2324 ve VKM Y-2595 suslarinin hi¢ zon olusturmadigini, C.
paludigena VKM Y-2443 ve baz1 Y. lipolytica suslarinin ise zon olusturdugunu tespit

etmislerdir.

Sekil 5’te goriinen maya hiicreleri (50 mL MEB besiyerinde gelisen aktif maya
kiiltiirlerinden alman 6rneklerle/10” kob/mL) ters (inverted) 1s1k mikroskobu ile incelenmis ve
kontrol susunun hiicre boyutunun (alt tarafta) C. zeylanoides 7.12 susuna gore (list tarafta)

oldukga biiyiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. C. zeylanoides 7.12 ve kontrol susunun asit olusumuna ait zon goriintiileri

Sekil 5. C. zeylanoides 7.12 ve kontrol susunun ters (inverted) 1sik mikroskobu altindaki
goriintiileri

Mikrobiyal gelisim egrileri

Asit liretim yetenekleri 6l¢iilen 16 sustan zon gaplari en yiiksek 6l¢iilen C. zeylanoides
7.12 ve 12.3 suslar ile kontrol susu (Y. lipolytica Y-1094) 250 mL’lik erlenler igerisinde
bulunan 50 mL’lik MEB besiyerinde 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir. Bu besiyeri
aynt zamanda fermantasyon icin kullanilacak besiyerine inokiile edilen kiiltiirlerin
aktiflestirildigi  besiyeridir. Inkiibasyon sirasinda iki saatte bir alman &rneklerin
spektrofotometrede (600 nm) Slgiilen absorbans degerleri ile zamana kars1 olusturulan grafik
ile Sekil 5°teki gelisme egrileri elde edilmistir. Sekilden goriildiigii tizere, suslar yaklasik 8 saat
olan lag fazindan sonra log fazina ge¢mistir. Bununla birlikte, kontrol susunun 18 saat, C.

zeylanoides 7.12 susunun ise 22 saat sonra duragan faza gectigi goriilmektedir.
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Sekil 6. C. zeylanoides 7.12, 12.3 ve kontrol susunun gelisim egrileri

Sitrik Asit Uretimi

Uretim icin secilmesi planlanan mikroorganizmalarla yapilacak sitrik asit iiretiminin
optimizasyonu i¢in baslangi¢ pH degeri, substrat tipi ve konsantrasyonu ve fermantasyon siiresi
faktorleri ve bunlarin seviyeleri yapilan 6n denemeler neticesinde belirlenmistir. Belirlenen
faktor ve seviyeleri igcin C