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{ZET

Ankurae Seker Fabrikam melas), ylizey hilltiicll metodu
tle fermente edilerek sitrik asidy Uretimine uygunlufu aras-
timldi. Havadan A. Niger kiif'fintin orjinal suslar elde edil-
di ve en yilksek verimi veren sug saplandi. K Fe(CN), ile
muamele edilmiy ve cdilmemis ortamda sitrlk asit fermen-
tasyonu verim balimindan karsilastirlay ve arade ook hil-
yilk bir fark gizlendi. Titrimetrik ve kolorimetrik sitrik asit
tayinlerinin egit gonuglar vermesi kullamilan suyun sef oldu-
gunu glsterdi. Ferro, magnezyum, fosfat, nitrat ivenlarmn
ve acrasyonun fermentasyona etkisl arastinldi. Pu inorga-
olk iyonlarn highirinin sporulasyona etkill olmadifn  ghz-
lendi. Sporulasyonla ferroslyaniir konsantrasyonu arasinda-
ki iligki tartimldi. 11 Glnllik fermentosyon sonucu &% 69.2
seker donligimil ve harcanun gekere ghre < 83.5 sitrik asit
olugumu sapland:.

SUMMARY

The molasses produced by Ankara Sugar Factary is uti-
lized as the raw material. Original strains of Aspergillus Ni-
ger are isolated from air and are used in  surface culture
methed of citrle aecld fermentation, The cifects of varylng
concentrations of lron, muagnesium, phosphate, nitrate and
of avration on fermantetion are examined. The relationship
between sporulation and potassium ferrocyanide concentra-
tion izdiscussed, A sugsar converslon of 60.2 % and & citrie
acld yleld of83.5 % on the basis of sugar consumed was at-
tained in eleven doys.
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GIRIS :

Seker fabrikalarinda sakkaroz elde edilisi sirasinda, sekerin
kristallenmesini onleyen bazi maddeler ortamda giderek artar ve
sonucta, icinden, ekonomik yollarla daha fazla seker elde edileme-
ven ve yvaklagk % 50 sakkaroz bulunduran viskoz, kahvercngi bir
s1v1 kalir. Seker fabrikasimin bu en énemli yan iiriiniine «Melas» ad
verilir {1, 2, 8, 12).

Melas esas olarak etil alkol fabrikalarinda, sekerden alkol elde
edilmesinde kullambr, Ayriea hayvan yemi olarak ta fnemli oranda
tilketilir. Bunlarin yanm sira melas fermente edilerek; biitil alkol,
aseton, sirke, gliserin ve sitrik, laktik, glukonik, okzalik, itakonik,
akonitik asit gibi ¢nemli organik asitlerin eldesinde kullanilmakta-
dir.

Bu asitler icinde sanayide en fazla tiiketilen sitrik asittir. Sit-
rik asit esas olarak alkolsiiz icki yapiminda kullamlir.

Tiirkiye'de melasin €nemli bir kismi 1271 yilina kadar c¢okdii-
wilk fiatla ihrac edilmekteydi. Bu oran 1870 te 9 15, 1971 de ise
% 22 di. (18, 19). Bugiin ise dwwan satilan melasin bir biliimii Fer-
mentasyon riinleri Sanayii (FURSAN) tarafindan islenmektedir.

Sitrik asit Snceleri Akdeniz Ulkelerinde limon ve ananastan el-
de edilmekteydi. Bugiin, sadece fermentasyon metodu ile sakkaroz-
dan iiretilmektedir (13, 15).

Sitrik asit fermentasyonu iki tiirlii yapilabilmektedir. DBunlar-
dan birincisi «yilizey kiiltiir metodu» ile alcak kaplarda, digeri ise
tank tipi fermentdrlerde yapilan fermentasyondur (10, 11, 13, 15).
Ik metot daha kararh olmasi ve yilksek verimi balkimindan, ikin-
cisi ise fermentasyonun devamh yapilabilmesi bakimindan avantaj-
lidhr.

FERMENTASYONA ETKi EDEN FAKTORLER :

a) pH : lyi bir fermentasyon igin ilk gart kullamlan Aspergil-
lus Niger Sus'u i¢in en uygun pH'in secilmesidir. Genellikle A, Ni-
gerler pH : 5-7T arasinda etkilidirler.

b) Havalandirma : Fermentasyon tamamen havasiz ortamda
veya oksijen yoklugunda olamamaktadir. Cok fazla cksijenli ortam-
da ise izositrat dehidrogenaz inhibe edilemedigi icin sitrik asit akii-
millasyonu engellenmektedir. En iyi sonuglar simirh  havalandirma
sonueunda alinmaktadie (7, 17).
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¢) Anyon ve katyonlarn etkileri: Fe *!, Fe '3 Mn *2
Mg **, NO ,, PO ', iyonlarimmn tiimiiniin ortamdaki miktarlar:
simrlandinlmalidir. Ozellikle Mn *" iyonunun sitrik asit olusumu

iizerinde ters etkileri vardir (5). Bu durumun oniine gecmek igin
ortam siwcakta ve diiglik pH'ta potasyumferrosivaniir ile muamele
edilir, ve kalsiyum, bakir (IT), ¢inko ve mangan coktiiriiliir. Mn **
iyonunun milyarda iki oraminda clsa dahi clugan sitrik asidi % 10
oraninda azalttigy ve kullanilan organizmanin morfolojisinde degi-
siklik olugturdugu bulunmustur (3},

GEREC VE YONTEMLER :
1 — Suslarmn fzolasyonu :

A. Niger suglanim izole etmek igin litresinde 20 gr sukroz, 2
gr sodyum nitrat, 1 gr dipotasyum fosfat K;HPO,, 0.5 gr MgS0.,.2H.0
0.5 gr KCl, 0.01 gr Fe20,TH:O ve 15 gr agar bulunduran Czapek
Agar's kullamidi (15). Cézelti otoklavda 15 Ib/in’ basingta 15 dakika
sterilize edildi, sonra sicakken steril Petri kaplarina konuldu. Oda si-
cakb@inda katilagan agarh crtamlar Ankara'nin gegitli ¥erlerinde bir
gece agzi acik birakildi, Sonra kapatilarak 25 derecede inkiibatire
kondu. 48 saat icinde kaplarda bir ¢ok diger bakteri yaninda siyah A.
Niger kiifii suglar da yetisti. A. Niger kolonileri igne uglu bir steril
bagetle veni bir agar ortamina nakledildi ve aym y&ntemle bu defa
gaf kiiltiirler elde edildi, Bunlar 3 -4 derecelik buzdolabinda stok

cdildi.
2 — Fermentasyon icin en uygun sug'un secilisi :

Izole edilen 5 sug iginden en vilksek verimi veren, pH degisken
olarak kullamlarak secildi. Suslar pH 2 ve 8 arasinda, litrede 285 gr
melas bulunduran ve 0.5 gr K\Fe(CN), ile muamele edilmiz ortam-
da denendi.

3 — Fermentasyon ortanumn hanirlamsi ve fermentasyonun
yapilis: :

5x 285 gr 5 It lik beherlerde eritilip tizerine 30 ml % 10 K.HPQ,
ve 2 ml % 10 MgSO,.TH,O ilave edildi. Radiometer Copenhagen pH
metre ile pH 5.5 a ayarlandi, ve 15 1b/in? basingta ortam sterilize
edidi. Ortam sicakken 2.4 gr potasyum ferrosiyaniir (480 ppm) ile
muamele edildi ve 8 derecede bir gece bekletildi (6). Fermentasyon,
1000 ce lik algak tip beherlere 250 cc ¢tzelti konarak yapildi. Sukroz
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konsantrasyonu biitiin deneylerde, baslangigta 140 gr/lt olarak ayar-
landi. Melas'in % 52.7 lik polarizasyon degeri pratik olarak % 52.7
sukroz olarak kullamldi

Uygun potasyum ferrosiyaniir konsantrasyonunun tayini igin
500 cc lik uzun tip beherlere 300 ml melas c¢dzeltisi kondu ve degigen
potasyum ferrosiyaniir miktarlan ilave edildi. Cékme islemi tamam-
landiktan sonra ciizeltinin 250 ml si deneyde kullanilda,

Aerasyonun etkisinin arastirildigi deneyde iki beher kullanlds,
Steril bir inkiibatér iginde birinin agz parafilmle sikica kapatildi, di-
geri ise tamamen acik birakildi. tkinei beherde evaporasvendan &tii-
rii meydana gelen su kaybi her giin saf su ile telafi edildi. Biitlin di-
ger deneylerde, simrl: havalandirma beherler saat cam ile értiilerek
sagland.

4 — Ortamin Aspergillus Niger ile asilanmasa :

Spor olugumu tamamlandiktan sonra steril bir spatiil ile spor-
lar kazind: ve 100 ce lik bir erlene aktamldi, erlenin agm steril pa-
mukla kapatihp bir gece 28 derecelik bir inkiibatirde kurutuldu.
Fermentasyon ortami, igne uclu bir baget vardimiyla, ¢ok az spor
ile asilanda.

5 — Sitrik Asit Tayini :

a) Kolorimetrik tayin : Onee bilinen miktar sitrik asit kullam-
larak standard bir egri elde edildi. Bilinmeyen numuneler icin elde
edilen kolorimetrik okuma degerleri bu egri vasitasiyla sitrik asit
miktarma gevrildi. Fermentasyon ortamindan 0,2 ml lik numuneler
pipetlenerek 100 ml ye seyreltildi, ve bunun 1 ml sindeki sitrik asit
Perlman, Lardy ve Johnson metoduna gire, siilfiirik asitli ve potas-
yum bromiirlii ortamda potasyum permanganat ile pentabromo ase-
tona gevrilerek kantitatif olarak tayin edildi (14). Pentabromo ase-
ton'un sodyum siilfiirle verdigi acik sam renk Carl Zeiss PMQ. I
apektrofotometrede 450 my da okundu.

b) Titrimetrik Tayin : Fermentasyon ortaminda 1 ml ik nu-
muneler 250 m] lik erlenler iginde 100 ml yve tamamlandi, ve 1sitila-
rak, sodyum okzalata kars: standardize edilen 0.1 N KMnO, ile tit-
re edildi.
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6 — Baslangic ve son sukroz konsantrasyonlarmin polarimetre
ile tayini :

Fermentasyondan dnee ve tamamlanmasindan sonra ortamdan
100 ml goizelti alind1 ve sukroz digindaki maddeleri ¢oktiirmek igin
10 m] bazik kursun asetat ilave edildi. Ayrica rengi agmak icin bir-
kag¢ gr aktif kémiir kondu ve siizilldii. Siiziintiiniin 10 m] =i, dairesel
dlgegi olan bir Carl Zeiss Polarimetre tiibiine aktarld: ve konsantras-
yon direkt olarak, rotasyon derecesi, polarimetre sabitesi olan 1.503
ile carpilarak bulundu,

SONUCLAR :

I — Sug'un Segilisi :

Ankara'min degisik bilgelerinden izole edilen bes A, Niger sug'u
iginden ,en iyi sitrik asit clugturani, pH degizken olarak kullamlarak
saptandi. Tablo I de gériildiigii gibi en iistiin verim Kiiciikesat'tan
izole edilen sus'tan, pH 5.5 ta elde edildi.

Tablo T : En iyi Sus'un secilisi

izale Sus'un 10 giin icinde olusan sitrik asit
edildigi Sembolii (Normalite cinsinden) L
yer _ pH 2 8 4 45 3 65 6 71 8
ODTU | M1 AB 0.22 0.56 0.66 0.70 0.60 0.60
ODTU MIT AB AB 051 0.80 0.72 0.65 0.60
—_—|— BY
Kiigiikesat | K1 BY BY 0.72 0.85 0.79 0.81 0.50
Tirkozii | TT BY BY BY 03§ 0.65 0.60 0.63]
|
Y. Mahalle | YMT| BY BY 0.42 0.55 0.50 0.53 0.30,
| ]

BY = Hﬁg_rume yok, AB = Az _E:ﬁjrﬂmn

2 — Potasyum ferrosiyantir'tin sitrik asit fermentasyonuna
etkisi :

Potasyum ferrosiyaniir kullanimayan deneylerde gok yogun

bir aporulasyon olustugu ve sitrik asit miktarmn higbir zaman
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25 mg/ml yi asmadig gbzlenmigti. Optimum potasyum ferrosiya-
niir konsantrasyonunun tayinini gsteren tablo 11 de, potasyum fer-
rogivaniir'iin sporulasyonu dnledigi de acikga gOriilmektedir.

8 — Fe'" iyonunun etkisi :

Demir (II) ivonunun fazlasimin fermentasyon i{izerinde her-
hangi bir etkisi olmadig gozlendi (Tablo III). Bu deneylerde Fe =7
ivonunun tam citkebilmesi icin 445 ppm K\Fe(CN), kullamidi,

Tablo I : Sitrik Asit Olusumu Uzerinde Ferrosiyaniir'iin Etkisi

Beher  ppm myg/mlolarak ......... |

nu- cinsinden giin sonra 7. Giinde miseller
ma- ilave edilen  olusan sitrik asit iizerindeki
rast K,Fe(CN), b N H | . spor

1 0 7.0 230 25.0 100

2 79 26.2 27.6 25.6 100

3 150 19.2 33.9 380 a0

1 225 19.2 36.4 42.3 o0

5 337 8.0 39.7 66.0 5

6 450 12.2 32.0 6.4

T 1125 14.1 26.9 42.3 0

4 — Mg ', PO, ve NO, iyonlarmm etkileri :

EBunlar tablo 1V ve V te gosterilmistir. Fosfat iyonunun sporu-
lasyonu onlemedigi gozlendi. Durum nitrat iyonu igin de aym idi,
fakal nitrat miktan arttifinda asim miktarda misel tegekkiili ol-
dugu ve fermentasyon sivisimin gok azaldigh goriildi. Magnezyum
iyonunun optimum konsantrasyonu 0.24 gr/lt olarak bulundu.
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Tablo IV : Mg '* iyonunun etkisi

P . e
Beher harcanan KMnQ, cinsinden asidite
| Ne: Mg' " (gr/lt) 7 giin 9 giin
| 1 0.00 29 5.7
_ 2 0.04 3.8 76
| 3 0.12 3.2 6.7
1 0.24 5.0 10.8
b 0.40 5.3 B.6

9 — Havalandirmanmin etkisi :

Tablo VI da goriildiigii gibi asin havalandirmanin fermentas-
yena ters bir etkisi olmadi, yalmz tamamen havasiz ortamda gerek
misel tegekkillii gerekse asit miktar cok diigitk oldu.

Tablo V : Fosfal ve Nitrat iyonlarmm sitrik asit olusumunsa etkisi

NO, Harcanan
konmadi KMnO,
ilave cinsinden
Be-  edilen asidite
her KLHPO, 7 9 11 9. giinde misellerin ¢, sporulasyon
No (gr/it) giin giin giin genel goriiniimii 7 giin 9 giin 11 giin
- tnce; giszeltinin
I 0.00 13 27 3.5 tamamen yiizeyinde 100 100 100

2 02 17 41 37 s ) . 1&_1{!’1’ 100

- : 2. beherdekinden

3 060 11 25 59 daha kalnvesa 20 95 100

' - Orta bilyiikliikte,

1 100 10 46 85 yiizeyde 5 15 50

5 140 1.1 28 45 Kaln 5 30 80
Miselin % 50'si

8 200 25 36 65 coreltiicinde 3 15 35

PO, 08gr/lt

ilave edilen NO, (gr/It)



T 0.00 12 28 56 Normal siki 60 80 80
Cok kalin, miselin

0.80 5.8 43 52 9 75 chzelt icinde 0 0 3
9 2.00 22 50 64 » 0 0 5
10 _ 3.25& 38 08 B2 » 0 0 5
11 4.80 1.7 38 62 » 0 5 5

Tablo V1: Havalandirmanm Etldsi
T : .H.ﬂmn{.}‘ B
Hava- cinsinden asidite Miselin or. sporulasyon
landirma 7 giin 9 giin 10 giin  giriiniimi v 9 10 gin
Agin 24 6.8 9.0 Normal 30 40 40

Hic 09 11 18 Cokincegevsek 0 10 20

TARTISMA :

Tiim deneylerden cikan sonuclar, yilzey kiiltlir metoduna gore
vaplan sitrik asit fermentasyonunda, ortamin ferrosiyaniir iyonu
ile muamelesinin ¢ok dnemli oldugunu gistermektedir. Eski arasti-
ricilar potasyum ferrosiyaniir'iin direkt olarak Krebs déngiisii en-
zimleri olan izositrik dehidrogenaz ve akonitaz’i inhibe ettifini, sit-
rat sentez enzimini ise aktive ettigini diisiiniiyorlardi (15, 16). Da-
ha sonraki aragtirmalar ise bu maddenin valmizca ortamdaki bircok
katyvonu, Szellikle de Mn *' iyonunu c¢iktiirmekten sorumlu oldu-
funu gistermigtir. Ayrica tank tipi fermentdrlerde ferrosiyaniiriin
30 ppm'den yiiksek konsantrasyonda sitrik asit olugumunu stimiile
ettigi fakat hiicrelerin geligimini engelledigi gosterilmigtir (3, 4, 5,
6, 9).

Burada yapilan deneyler yiizey kiiltiir metodu ile yapilan fer-
mentasyonda boyle bir sorunun olmadigini gistermektedir. Tablo
II de ferrosiyaniir'iin misel tegekkiiliinii etkilemedigi yalmz sporu-
lasyonu engelliyerek asit tesekkiiliinii arttirdign goriilmektedir. En
yiiksek verimler sporulasyon az ve misel tegekkillii orta derecede
iken elde edilmistir. Potasyum ferrosiyaniir sporulasyonu, ya buna
sebep olan bir iyonu c¢dktiirerek 6nliiyor olabilir, ya da ferrosiya-
niir'iin kendisi sporulasyonu durdurmakta ve asit olusumunu art-
tirmaktadur.
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Denenen diger iyonlardan higbiri sporulasyondan sorumlu de-
gildir, Fakat aragtinlan iyonlarin diginda ve melas icinde bulundu-
gu bilinen diger 17 element'in sporulasyon fizerinde etkisi arastinl-
madan kesin bir yargiya varmak olanaksizdir.

Tank tipi fermentasyonda inhibitér etkisinin oldugu bilinen
Fe ** iyonunun kullamlan sus’'a bu deneylerde herhangi bir inhi-
bisyonu gbzlenmemigtir.

Nitrat iyonu asit olusumuna etki etmemekle hirlikte asiri hiic-
re (misel) olugumu nedenivle verimi énemli oranda diisiirmektedir.

Deneylerin 12i§inda ortaya cikan sudur ki ; yiizey kiiltiir meto-
du ile yapilacak bir fermentasyon igin yapilacak ilk is optimum po-
tasyum ferrosiyaniir miktarimin saptanmasidir. Ciinkii belirli bir
ferrosiyaniir konsantrasyonunda sporulasyon aniden azalmakta ve
asit olusumu artmaktadir.

Deneyler ayrica Ankara seker fabrikasi melasinin  sitrik asit
iiretimi igin gok kullanigh bir hammadde oldugunu da géstermistir.
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