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Ozet

Sitrikasit, gida endiistrisinde asitlendirici, aroma gelistirici, koruyucu, emiilsifiyer, stabilizator ve antioksidan
olarak kullanilabilen bir trikarboksilik asittir. Sitrik asit giinimiizde biiyiik 6lciide, fermantasyon yolu
ile tiretilmekte ve bu amacla yaygin olarak kiiflerin ve mayalarin kullanildiklar1 bilinmektedir. Sitrik asit
Krebs (Trikarboksilik asit~TCA) ¢evriminde bir ara triin olup, bu iiriiniin hiicrede birikimi ancak belirli
kosullarda gerceklesmektedir. Sitrik asit tiretiminin biiyiik 6l¢iide susa ve ortam bilesimine bagli oldugu
ifade edilmektedir. Mikroorganizmalar tarafindan sitrik asit tiretimini etkileyen en 6nemli faktoriin,
kullanilan substratin tiirii ve derisimi oldugu belirtilmektedir. Bu amagla kullanilan ve mikroorganizmaya
gore degisen bircok substrat secenegi arasinda, cesitli endiistriyel artiklar veya yan iriinler gibi dogal
substrat kaynaklari son yillarda oldukga ilgi ¢ekici hale gelmistir.

Anahtar kelimeler: Sitrik asit, fermantasyon, Aspergillus niger, Yarrowia lipolytica, iretim metabolizmasi,
dogal substrat kaynaklar1

UTILIZATION OF VARIOUS SUBSTRATE SOURCES IN
THE PRODUCTION OF CITRIC ACID BY FERMENTATION

Abstract

Citric acid is a tricarboxylic acid which can be used in food industry as an acidifier, aroma enhancer,
preservative, emulsifier, stabilizer, and antioxidant. Today, citric acid is produced mainly by fermentation,
and it is known that molds and yeasts have been widely used for this purpose. Citric acid is an intermediate
product in Krebs (Tricarboxylic acid-TCA) cycle, whereby accumulation of this product in the cell can only
occure at certain conditions. It is stated that production of citric acid is mainly dependent on the strain and
medium composition. It is reported that the most important factor affecting to citric acid production is
the type and concentration of the substrate used. Among plenty of substrates that are used for this purpose
and varied according to the microorganism, natural substrate sources such as various industrial wastes and
by-products have attracted significant interest in recent years.

Keywords: Citric acid, fermentation, Aspergillus niger, Yarrowia lipolytica, production metabolism, natural
substrate sources
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GIRIS

Sitrik asit (2-hidroksi-1,2,3-propan trikarboksi-
lik asit), buttin canli organizmalarin oksidatif me-
tabolizmasinda yer alan bir metabolittir (1). Sitrik
asidin, basta narenciye tiirii meyveler olmak tize-
re pek c¢ok bitkide dogal olarak bulundugu belir-
tilmektedir (1, 2). Sitrik asit, pek ¢ok endiistri da-
linda genis kullanim alani bulan bir trikarboksilik
asittir. Bu organik asit, gida endiistrisinde, asitlen-
dirici, aroma gelistirici, koruyucu, emilsifiyer, sta-
bilizator ve antioksidan olarak kullanilan vazgegil-
mez bir gida katki maddesidir. Yapilan arastirma-
lara gore, 1993 yilinda diinya sitrik asit tiretiminin;
700 bin ton (3), 2004 yilinda 1.4 milyon ton (4) ve
2008 yilinda ise; 1.6 milyon tona ulastig bildiril-
mektedir (5). Guniimiizde, sitrik asit tiretiminin
%90'1ndan fazlasinin fermantasyon yolu ile gergek-
lestirildigi bilinmektedir. Mikroorganizmalar tara-
findan sitrik asit Giretiminin, hiicrede bir¢ok meta-
bolik ve morfolojik degisimleri iceren karmagik bir
proses oldugu ve pek ¢cok parametreden etkilendi-
i bildirilmektedir (6). Mikroorganizmalar tarafin-
dan sitrik asit tiretimini etkileyen en 6nemli fak-
toriin, kullanilan substratin tiirii ve derisimi oldu-
gu belirtilmektedir. Diinyada sitrik asit tiiketimin-
deki artisa paralel olarak, sitrik asit tiretiminde de
her gecen yil yeni gelismelerin kaydedildigi, tire-
timin daha ekonomik hale getirilmesi ve tirtin ve-
riminin artirilmasi yolundaki ¢abalarin da siirdii-
rildiigt belirtilmektedir. Sitrik asit tiretimi ile ilgi-
li olarak tizerinde durulan son gelismelerden biri-
sinin, prosesin daha ekonomik hale getirilebilme-
si icin bazi dogal substrat kaynaklarinin kullanil-
ma olanaklarinin arastirilmasi oldugu bildirilmek-
tedir (4, 7). Buna paralel olarak da bazi hammadde-
lerin, endiistriyel artik ve atiklarin veya yan tiriin-
lerin sitrik asit tiretiminde substrat veya destekle-
yici bilesen olarak kullanimina yonelik ¢alismalarin
arttigl goriilmektedir.

Bu derlemede; mikrobiyel yolla sitrik asit tiretimi,
tiretim metabolizmasi, tiretimde kullanilan fark-
l1 substrat kaynaklar1 ve bu konularda son yillarda
kaydedilen gelismelere yer verilmistir.

SITRIK ASIT URETIiMi

Sitrik asidin ilk olarak, 1784 yilinda Scheele tara-
findan, limon suyundan kristallendirilerek elde
edildigi bilinmektedir (8). ilk olarak Wehmer'in,
1893’te Citromyces (Penicillium) kiifii ile yaptig1 bir

arastirmada, sitrik asidin mikrobiyel bir metabolit
oldugunu kesfettigi rapor edilmistir. Bundan son-
ra, bu metaboliti tiretebilen diger mikroorganiz-
malar iizerinde yapilan arastirmalarin, mikrobi-
yel yolla sitrik asit tiretiminin ticari olarak uygu-
lanmasina oncii olduklar: bilinmektedir. 1917'de
Currie’nin, bir A. niger susunun seker iceren bir or-
tamda onemli miktarda sitrik asit trettigini kes-
fettigi belirtilmektedir. Daha sonra, baska Asper-
gillus turlerinin de sitrik asit iiretebildikleri belir-
lenmistir. Bu tirler; Aspergillus glaucus, Aspergil-
lus japonicus, Aspergillus wentii, Aspergillus fuma-
ricus, Aspergillus awamori, Aspergillus lunchvensis
ve Aspergillus fonsecaeus olarak bildirilmistir. An-
cak yapilan cesitli calismalarda sitrik asit tiretimi
icin en uygun tiriin; A. niger oldugu belirtilmis-
tir (9, 10).

1960’larin sonunda, hidrokarbon iceren bir or-
tamda Candida lipolytica'nin yiiksek miktarda sit-
rik asit tretebildigi ve sitrik asit veriminin A. #i-
ger ile elde edilenin iki kat1 oldugu rapor edilmistir
(11). 1970li yillarda, Japonya'da Candida tirleri ile
dtz zincirli parafin kullanilarak endiistriyel sitrik
asit tretiminin gerceklestirildigi rapor edilmistir.
flerleyen yillarda, mayalarin sitrik asit {iretimin-
de kullanilmasina yonelik ¢alismalarin yogunlasti-
g1 gorillmektedir. Mayalarin sitrik asit tiretiminde
kullanilmalarinin, A. niger'in kullanildig1 prosesle-
re kiyasla bazi avantajlarinin oldugu vurgulanmak-
tadir. Mayalarin kullanildig: proseslerin en 6nem-
li avantajlar1 arasinda; genis karbon kaynag: kul-
lanim olanaklarimin yani sira, substratlarin yik-
sek derisimlerine kars: tolerans, yiiksek doniisiim
oranlari, yiiksek verim degerleri, metal iyonu saf-
sizliklarina karsi kiiflerle karsilastirildiginda duyar-
liligin olmamasi ve mayalarin tek hiicreli olmalar1
nedeniyle proses kontroliiniin daha kolay yapilabil-
mesi verilmektedir (12, 13). Sitrik asit tiretimi icin
uygun olarak bildirilen mayalar arasinda; Yarro-
wia (Candida) lipolytica, Candida paratropicalis,
Candida intermedia, Candida oleophila, Candida
guillermondii, Candida zeylanoides, Candida ca-
tenulata, Candida parapsilosis, Pichia anomala ve
bazi Rhodotorula tirleri yer almaktadir (3, 7). An-
cak glintimiizde, endistriyel 6lgekte sitrik asit tire-
timinde kullanilan tek mayanin, Y. lipolytica oldu-
gu bilinmektedir (8). Sitrik asit iiretiminde maya-
larin kullanilmasinin bir dezavantaji olarak; izosit-
rik asit tiretimi gosterilmektedir. Bazi maya susla-
rinin irettikleri toplam asidin %50’sine varan mik-
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tarlarda izositrik asit tiretebildikleri, ancak bu 6zel-
ligin susa bagl olarak degisebildigi belirtilmekte-
dir. Bu nedenle, proseste izositrik asit tiretimi dii-
siik olan suslarin secilmesinin gerektigi bildiril-
mektedir (14).

Diinya sitrik asit iretiminin %90'indan fazlasinin
fermantasyon yolu ile gerceklestirildigi bilinmek-
tedir (4). Endistriyel olarak sitrik asit tiretimi ti¢
farkli yontemle gerceklestirilmektedir. Bunlar; de-
rin fermantasyon, yiizey fermantasyonu ve Koji
prosesi olarak da bilinen; kati hal fermantasyonu-
dur. Bunlar arasinda en fazla kullanilan teknigin;
derin fermantasyon oldugu ve diinyadaki sitrik asi-
din %80'inin bu yolla tretildigi belirtilmektedir (4).
Biiytik 6lgeklerde gerceklestirilen derin fermantas-
yon prosesinde, karmasik bir donanimin ve etkin
bir kontrol sisteminin gerekliligi tizerinde durul-
maktadir. Derin fermantasyon yonteminin diger
fermantasyon yontemlerine gore bazi iistiinliikle-
rinin oldugu bilinmektedir. Yiiksek verim ve iiret-
kenlik, diisiik maliyet ve kontaminasyon riskinin
daha az olmasi belirtilen tsttinliikler arasinda gos-
terilmektedir. Derin fermantasyon yonteminin ke-
sikli, kesikli beslemeli veya siirekli sistemlerle ger-
ceklestirilebildigi, ancak daha ¢ok kesikli prosesin
kullanildig: bildirilmektedir (4, 15). Swv1 ytizey fer-
mantasyonu yonteminin ise klasik bir yontem ol-
dugu, sitrik asit iiretimi amaciyla kullaniminin de-
rin fermantasyon yonteminden 6nce basladigi be-
lirtilmektedir. Yiizey fermantasyonunun kiigiik ve
orta 6lcekli isletmelerde halen kullanilabildigi bi-
linmektedir. Buna neden olarak da, gereksinim du-
yulan is giicli, donanim ve enerji maliyetlerinin
daha az olmas: gosterilmektedir. Bir diger yontem
olan kati hal fermantasyonu, Koji prosesi olarak da
bilinmektedir. Sitrik asit iiretimi icin en kolay yon-
tem olarak belirtilen bu proses, endiistriyel artikla-
rin degerlendirilmesi i¢in de alternatif bir yol ola-
rak gosterilmektedir (15). Yontem; mikroorganiz-
malarin fiziksel destek materyali ve besin kayna-
g1 olarak islev goren, diisiik su aktiviteli ve ¢oziin-
mez Ozellikteki kat1 materyaller tizerinde gelistiril-
mesi seklinde uygulanmaktadir (16, 17). Mikroor-
ganizmanin ylzeyde gelismesi yoniinden, kati hal
fermantasyonunun yiizey fermantasyonuna benzer
ozellikler tasidig1 belirtilmektedir. Kat1 hal ferman-
tasyonu ile sitrik asit iiretiminde en sik kullanilan
mikroorganizmanin A. niger oldugu bilinmektedir.
Ancak, mayalarin kullanildig1 ¢alismalar da rapor
edilmistir (4).

MIKROBIYEL SITRIK ASIT URETIM
METABOLIZMASI

Sitrik asidin hiicrede tretimi ve birikimi, bir¢ok
metabolik ve morfolojik degisimleri iceren, olduk-
¢a karmasik bir proses olarak tanimlanmaktadir
(6). Mikroorganizmalar tarafindan sitrik asit tire-
timinin biyokimyasinin incelenmesi amaciyla ya-
pilan arastirmalarin, oncelikle A. niger tzerin-
de yogunlastig1 bilinmektedir (18). Sitrik asidin,
Krebs (Trikarboksilik asit — TCA) ¢evriminde bir
ara Urtin oldugu bilinmektedir (Sekil 1). Mikroor-
ganizmanin kullanabildigi her substratin Asetil-
CoAlya parcalanmasi ve TCA ¢evrimine katilmasi
dogal bir olay olmakla birlikte, hiicrede sitrik asit
birikiminin yiiksek diizeyde olmasinin bazi neden-
lere bagh oldugu bildirilmektedir. A. niger ile sit-
rik asit diretiminin, TCA ¢evriminde yer alan re-
aksiyonlarin alisilmamis bir boyutta gerceklesme-
sinden kaynaklandig1 6ne siiriilmektedir (7). Sitrik
asit tiretimi ile ilgili, tizerinde detayli olarak calisil-
mis iki anahtar enzimin; akonitaz ve izositrat de-
hidrogenaz olduklar: belirtilmektedir. Sitrik asidin
birikimi sirasinda, bu iki enzimin aktivitelerinin
oldukgea diisiik diizeyde olduklary, sitrik asit sente-
zinden sorumlu enzimlerin spesifik aktivitelerinin
ise artt1g1 ortaya konulmustur.

Asetil - CoA
Oksaloasetat > Sitrat
4 M
NADH<—_| (9) @ | 0
NAD" | |
M‘alat cis-Akonitrat
H20 (8) (3) /HZO
\_A
v
Fumarat izositrat
4
(4) | NAD*
FADH co~—"] ¥
2‘\ 7 NADH
FAD .
Suksinat 2-Oksoglutarat

(6) CoA

CoA
GTP

Siiksinil-CoA

Sekil 1. Trikarboksilik asit (Krebs) dongust (19).

(1: Sitrat sentetaz, 2,3: Akonitaz, 4: Izositrat dehidrogenaz,
5: 2-oksoglutarat dehidrogenaz, 6: siksinat tiyokinaz, 7:
stiksinat dehidrogenaz, 8: fumaraz, 9: malat dehidrogenaz)
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Sitrat sentetaz, Asetil-CoA ve oksaloasetik asi-
din reaksiyonu sonucunda, sitrik asit biyosentezi-
ni gerceklestiren enzimdir. Bu iki ve dort karbon-
lu bilesiklerin reaksiyonu, sitrat sentezi i¢in temel
basamag1 olusturmaktadir. Diizenleyici bir enzim
olan sitrat sentetazin, butiin hiicrelerdeki sitrik asit
dongiistiniin ¢alisma hizini ayarladigr belirtilmek-
tedir (20). Sitrat sentetaz enziminin disik bir al-
losterik regiilasyona sahip oldugu belirtilmektedir.
Sitrik asit tiretiminde rol oynayan oksaloasetik asit,
TCA ¢evriminde anaplerotik bir reaksiyon sonucu
olusmakta ve yiiksek diizeyde sitrik asit tiretiminin
gerceklesmesini saglamaktadir.

Sitrik asit dongisiinde, sitrik asitten sonra gelen
triin olan izositrik asidin yikimi, TCA ¢evrimin-
de izositrat dehidrogenaz ve glioksilat ¢evrimin-
de izositrat liyaz enzimleri ile gerceklesmekte-
dir (7, 8). Glioksilat ¢evrimi, bitkiler ve bazi mik-
roorganizmalarda goriilen, sitrik asit dongiisiiniin
bir modifikasyonu olarak bilinmektedir. Bu ¢ev-
rimde izositrik asidin yikiminin izositrat dehidro-
genaz ile degil, izositrat liyaz ile gerceklestirildi-
i bildirilmektedir (20). Sitrik asit birikimi sirasin-
da ortamda, izositrat liyaz enziminin bulunmadig:
rapor edilmistir. Elektron akseptorii olarak NAD*
veya NADP* kullanan iki farkli izositrat dehidro-
genaz enziminin bulundugu bilinmektedir (20). A.
niger'in icerdigi izositrat dehidrogenazin NADH ve
NADPH bagimli olabildigi ve her iki enzimin de
tanimlandig1 bildirilmektedir. NADH-bagiml en-
zim sitoplazmada, NADPH-bagimli enzim ise mi-
tokondride yer almakta ve bu enzim ortamda sitra-
tin artmasi ile inhibe olmaktadir. NADPH-bagimli
mitokondriyal izositrat dehidrogenaz enzimini sit-
rik asidin kendisinin inhibe ettigi rapor edilmis-
tir (21). Bu ileri besleme mekanizmasinin, sitrik
asit birikiminden sorumlu oldugu distiniilmek-
tedir. Bu agiklama dogru kabul edilmesine rag-
men, sozi edilen mekanizmanin sitrik asit ire-
timinin baslamasindan sorumlu olamayacagi da
belirtilmektedir. (7, 8). Sitrik asidin hiicrede biri-
kimini agiklamak tizere, bir bagka mekanizmanin
daha 6ne stiriilldiigii bilinmektedir. A. niger tarafin-
dan %1’in tizerinde gliserinin hiicrede biriktirilme-
si, NADP-bagimli izositrat dehidrogenazin ilk in-
hibisyonu i¢in bir neden olarak gosterilmistir. Bu
inhibisyonun da sitrat birikimini baslattig1 belirtil-
migtir. Sitrat derisimi kritik bir degere ulastiginda
ise; ileri besleme mekanizmasi ile, ortamdaki glise-
rinin asimilasyonu yerine, NADP-bagiml izositrat

dehidrogenazin inhibisyonunun devam ettigi bildi-
rilmektedir (7, 8).

Hiicrede sitrik asit diizeyinin artisindan sonra, bi-
riken sitrik asidin hiicreden disar1 salinimi gerek-
mektedir. Bu salinim mekanizmasinin A. niger'de
kesin olarak aciklanamadig: belirtilmektedir (8).
Sitrik asidin hiicre icinde biriktirilmesi ve hiic-
re digsina saliniminin, birbirlerinden oldukga fark-
l1 iki mekanizma olduklar1 bildirilmektedir. Sitrik
asidin mitokondriden sitoplazmaya, sitrat malat
translokaz enzimi araciligi ile gecisinin iyi bilinme-
sine ragmen, sitoplazmadan ortama gecisinin nasil
gerceklestiginin yakin zamana kadar ¢ok iyi anla-
silamadig bildirilmektedir. 1980 yilinda, C. lipoly-
tica ile yapilan bir ¢calismada, hiicre ici ve disin-
daki sitrik asit ve izositrik asit derigsimlerinin he-
men hemen esit olduklar: belirlenmis, bu nedenle
bu asitlerin hiicre membranindan gecislerinin pa-
sif diftizyon yoluyla oldugu 6ne siirilmistiir (22).
Yapilan bir bagka calismada da, hiicre i¢i ve disin-
daki sitrat/izositrat oraninin esit oldugu ve hiicre
digina taginma mekanizmasinin pasif difiizyon yo-
luyla olabilecegi bildirilmistir. Sitrik asidin, hiicre
membranindan izositrik aside gore oncelikli ola-
rak gecisi icin bir spesifik aktif tasima mekanizma-
sinin, ilk olarak C. oleophila ile yapilan bir ¢alisma-
da ortaya koyuldugu belirtilmektedir. Bu ¢aligma-
nin, hiicre i¢i ve diginda biyiik bir derigim fark: ol-
dugunda bile, sitrik asidin hiicre disina tasinabildi-
gini gosterdigi bildirilmistir (22).

Mayalar tarafindan sitrik asit iiretiminin de, A.
niger'dekine benzer bir metabolizma ile gergekles-
tigi bilinmektedir. Mayalarda, yiiksek miktarda sit-
rik asit birikiminin gerceklesmesinin belirli kosul-
lara bagh oldugu bildirilmektedir. Sitrik asit, tire-
menin logaritmik evresinde degil, durgun fazinda
tiretilen bir tiriindiir. Mayalar ile sitrik asit tiretimi-
nin artirilmasti i¢in, ¢evrimin yeterli enerjiyi tiret-
mesine izin verecek sekilde, metabolizmanin sitrat
bilesiginde bloke edilmesinin gerektigi bilinmek-
tedir (18). Maya iiremesinin, ortamdaki azot mik-
tarinin azalmasi ile yavasglamasi, ortamda kalmis
olan karbon kaynaginin metabolize edilmesi ile so-
nuglanmaktadir. Bunun, ATP derisiminin artmasi-
na, AMP ve ADP’nin azalmasina neden oldugu bi-
linmektedir. Bu nedenle, aktivite gostermesi icin
AMP’ye ihtiya¢ duyan izositrat dehidrogenaz en-
ziminin aktivitesinin yavasladig1 ve durdugu belir-
tilmektedir (18). Anastassiadis ve ark. (2002) tara-
findan, C. oleophila ile yapilan bir ¢alismada; azot
kaynaginin tilkenmesinin, maya metabolizmasini
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hiicre iiremesinden, iiriin tiretimi yoniine cevirdi-
i bildirilmistir (6).

Sitrik asit metabolizmas: ile ilgili ¢aligmalar in-
celendiginde, ¢ok farkli sonuglar ortaya cikabil-
digi icin, literatirde bu konunun karmasikligin-
dan sikca soz edildigi rapor edilmistir (23). Buna
neden olarak da, calismalardaki suslar ve kullani-
lan ortamlarin farkliliklar1 ve bu farkliliklarin me-
tabolizmay: etkilemesi gosterilmektedir. Sitrik asit
tiretiminin biyokimyasi incelenirken, bu konula-
rin da dikkate alinmasi gerektigi bildirilmektedir
(23). Sitrik asit Gretim verimini artirmak icin; or-
tam bilesimi ve fiziksel kosullarin optimizasyonla-
rinin yanisira, sus se¢imi ve genetik caligmalarin da
onem kazandig bildirilmektedir Akonitaz aktivite-
sinin azalmasi ile sonuglanan bir mutasyonun, sit-
rik asit tiretim verimini oldukea artirdig: bildiril-
mektedir. Mutasyonun gergeklestirilebilmesi ama-
c1 ile, gama 1s1nlari, UV 1sinlar1 veya mutajenik et-
kili kimyasal maddelerin kullanilabildigi bildiril-
mektedir (4).

SITRIK ASIT URETIMINDE FARKLI
SUBSTRAT KAYNAKLARININ
KULLANILMALARI

Sitrik asit tiretiminin, ortamin kimyasal bilesimin-
den 6nemli 6l¢tide etkilendigi bilinmekte; besiye-
rinde kullanilan substratin tiirii ve baslangic deri-
simi, mineral icerigi, azot kaynaginin tiirii ve deri-
siminin, sitrik asit tiretimi {izerinde elzem 6neme
sahip olduklar1 bildirilmektedir (4). Yapilan calig-
malarla, mikroorganizmalar tarafindan sitrik asit
tiretimini etkileyen en 6nemli faktoriin, kullanilan
substratin tirt ve derisimi oldugu belirtilmistir.
Proseste kullanilacak olan karbon kaynaginin tiirt,
kullanilan mikroorganizmaya gore degisebilmekte-
dir (3). A. niger, glukoz ve fruktoz gibi basit seker-
leri hizli bir sekilde metabolize edebilmektedir. Sit-
rik asit iiretiminde A. niger'in kullanildig1 proses-
lerde en sik kullanilan sekerin ise, sakkaroz oldu-
gu belirtilmektedir (9). Buna neden olarak, A. niger
miselyumunda yiiksek diizeyde hiicre dis1 invertaz
bulunmas: gosterilmektedir (8, 24). Yapilan bir ¢a-
lismada, A. niger ile sitrik asit tiretiminde kullanila-
bilecek, en iyi sonucu veren substratin sakkaroz ol-
dugu, bunu glukoz, fruktoz ve laktozun izledigi be-
lirtilmistir. Bu kiifiin, mannoz, ksiloz ve arabinozu
da asimile edebildigi ve bunlardan sitrik asit iirete-
bildigi, ancak verimin glukozla elde edilenden daha
az oldugu da rapor edilmistir. Kullanilan substra-

tin derisiminin de sitrik asit {iretim prosesinde kri-
tik bir rol oynadig: bilinmektedir. A. niger ile ya-
pilan cesitli calismalarda en yiiksek sitrik asit iire-
tim hizina, %10-22 seker derisimi araliginda ulagil-
dig1 bildirilmistir. %2.5'den daha diistik seker deri-
simlerinde sitrik asit iiretiminin olmadig1 da rapor
edilmistir (7). Sitrik asit tiretiminde mayalarin kul-
lanildig1 proseslerde karbon kaynagi olarak daha
farkli maddelerin kullanildig: bilinmektedir. 1970’1
yillarda yapilan calismalarda, mayalar ile sitrik asit
tiretiminde genellikle hidrokarbonlarin kullanildi-
g1 ve yiiksek verimde tiretimin gerceklestigi belir-
tilmektedir. Ancak 1973-74 yillarinda gerceklesen
dtinya petrol krizi, n-alkanlarin sitrik asit tiretimin-
de substrat olarak kullanilmasini engellemistir (3,
9). Ayni yillarda, mayalar tarafindan sitrik asit tire-
timinde glukozun da 6nemli bir karbon kaynagi ol-
dugu ve yapilan bir ¢alismada en yiiksek verimin
glukoz iceren ortamda elde edildigi rapor edilmis-
tir. Candida tiirleri ile yapilan bir baska calismada
da, sitrik asit tiretimi icin en uygun substratlarin;
hidrokarbonlar, glukoz ve gliserin oldugu 6ne si-
rilmistir (9). Mayalarin kullanildigi proseslerde,
glukoz iceren ortamlarda, alkanlar: iceren ortam-
lardakine oranla daha diisiik miktarda izositrik asit
tretildigi de ifade edilmistir (25). Sitrik asit tireten
baz1 maya suslarinin, fruktozu diisiik diizeyde asi-
mile ettikleri bilinmesine ragmen, melas veya in-
vert seker karigimlarinin sitrik asit tiretiminde kul-
lanildiklar1 da bildirilmistir. C. lipolytica ile yapi-
lan bir bagka ¢alismada da, substrat olarak gliserin,
glukoz veya fruktoz kullanildiginda, yiiksek sitrik
asit verimlerinin elde edildigi bulunmustur (26). Iki
farkli Y. lipolytica susu ile yapilan bir arastirmada;
sitrik asit iiretiminde substrat olarak fermantas-
yon ortaminda; glukoz, fruktoz, sakkaroz, gliserin
ve mannitoliin kullanilma olanaklar1 arastirilmistir.
Sitrik asit iiretimi agisindan en iyi sonuglarin glu-
koz ve fruktoz iceren ortamlarda elde edildigi rapor
edilmistir (27). Son yillarda ise, karbonhidratlarin
yani sira, etil alkoliin de sitrik asit tiretiminde kul-
lanilabildigi ve yiiksek verim elde edilebildigi bilin-
mektedir (28-30). Alkanlar1 asimile edebilen bazi
mayalarin, yag asitleri, trigliseritler, bitkisel ve hay-
vansal yaglar gibi hidrofobik substratlar1 da asimile
edebildikleri bilinmektedir (31, 32). Bitkisel yagla-
rin, maya gelisimi veya bazi tirtinlerin tiretimi i¢in,
son zamanlarda yeni bir substrat olarak 6ne ¢ikti-
g1 gorillmektedir (13, 33). Y. lipolytica, C. tropica-
lis ve baz1 Rhodotorula suslarinin yenilebilir yagla-
r1 kullanarak, sitrik asit {iretebildikleri bildirilmek-
tedir (34). Bu amacla; aygicegi, soya, zeytin ve kol-
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za yag1 gibi yaglarin kullanilabildigi belirtilmekte-
dir (4).

Sitrik asit iiretiminde, hem {iretim verimini ar-
tirmak, hem de prosesin daha ekonomik olmasi-
n1 saglamak amaciyla, karbonhidrat iceren bircok
dogal substrat kaynaginin da kullanilabildigi ve bu
substratlarin kullanimina yonelik ¢aligmalarin son
yillarda arttigi goriilmektedir (3). Bu proseslerde,
bazi gida endistrisi artiklar: veya ¢esitli hammad-
delerin, dogal substrat kaynagi veya destekleyici bi-
lesen olarak fermantasyon ortamina katilabildikle-
ri belirtilmektedir (4, 35). Yiikksek miktarda seker
icermesi (%40-55) ve ucuz olmasi nedeni ile melas,
A. niger’in kullanildig1 derin fermantasyon yontemi
ile sitrik asit tiretiminde sik¢a kullanilan bir subs-
trat kaynag1 olmustur (7, 36). A. niger ile, kat1 hal
fermantasyonu kullanilarak sitrik asit iretimi ama-
ciyla degerlendirilebilecek dogal substrat kaynakla-
r1 arasinda ise, basta meyve suyu enddistrisi artik-
lar1 gosterilmektedir. Bu amacla; elma posasi, kivi
kabugu, portakal artig, ananas artigi, iziim po-
sas1, havug posasi gibi artiklarin kullanilabildikle-
ri rapor edilmistir (37-43). Bunlarin yanisira, bug-
day veya piring kepegi, artik irmik, misir kocani,
keciboynuzu kabugu, seker pancari kiispesi gibi ar-
tik veya atiklarin da sitrik asit tiretiminde kullani-
labildigi bilinmektedir (4, 44-46). Yapilan bazi ¢a-
lismalarda, et endiistrisi kesimhane artig1 olan kog
boynuzlarinin, toz haline getirildikten sonra hidro-
lize edildigi ve elde edilen hidrolizatin, sitrik asit
iretimi icin fermantasyon ortaminda azot kayna-
g1 olarak kullanildig: bildirilmistir (47, 48). Dogal
substrat kaynaklarinin degerlendirilmelerinde Y.
lipolytica’nin kullanildig1 proseslerin genellikle de-
rin fermantasyon ile gerceklestirildigi rapor edil-
mistir. Zeytinyagy, aycicegi yagi, hurma yagy, findik
yagl, kanola yag: gibi lipit kaynaklarinin yani sira,
melas, nisasta hidrolizati, ham gliserin gibi mad-
delerin de mayalar tarafindan kullanilabildikleri bi-
linmektedir (13, 49). Patates nisastasindan glukoz
tiretimi prosesinin bir yan iiriinii olan glukoz hid-
rolun da, sitrik asit tiretimi amaci ile kullanildig:
bildirilmistir. Glukoz hidrol iceren bu ortamda mu-
tant bir C. lipolytica susu ile yapilan bir calismada,
ulagilan maksimum sitrik asit derisiminin; 100 g/L
oldugu ifade edilmistir (25). Endiistriyel bir bagka
artik olan peyniralti suyunun da, sitrik asit iireti-
mi amaci ile kullanimina yo6nelik ¢esitli ¢alismala-
rin oldugu bilinmektedir (50-52). C. lipolytica ile
yapilan bir ¢calismada, peyniralt: suyuna farkl: deri-
simlerde glukoz, maltoz, sakkaroz ve hurma gekir-

degi hidrolizat1 eklenerek mayanin sitrik asit tire-
timi incelenmistir (50). A. niger ile yapilan bir bas-
ka ¢alismada da, peyniralti suyu farkli derisimlerde
galaktoz, sakkaroz ve glukoz ile zenginlestirilmis ve
farkli parametrelerin sitrik asit tiretimi tizerine et-
kileri incelenmistir (52). Gergeklestirilen bir diger
calismada; peyniralti suyu, yerelmasi suyu, zeytin
karasuyu, artik sarap, sarap tortusu ve diziim sira-
sinin Y. lipolytica ile sitrik asit tiretiminde kullanil-
ma olanaklar: arastirilmis ve en yiiksek sitrik asit
iiretiminin, fermantasyon ortami olarak kullanilan
peyniralti suyunun belirli derisimlerde glukoz veya
fruktozla desteklenmesi durumunda elde edildigi
belirlenmistir (27).

SONUC

Diinyada sitrik asit kullanimina olan talebin her
gecen y1l, artarak devam ettigi bilinmektedir (4, 53,
54). Her yil, sitrik asit tiiketiminin ortalama; %3.5-
4.0 oraninda arttig1 bildirilmektedir (4). Artan tale-
bin karsilanabilmesi ve sitrik asit tiretiminin daha
ekonomik hale getirilebilmesi i¢in, mikrobiyel sit-
rik asit tiretim metabolizmasindaki regtilasyonla-
rin iyi anlagilmalari, yeni proseslerin gelistirilme-
si, genetik calismalar ile sitrik asit iiretimi ytiksek
olan yeni suslarin elde edilmesi ve ayrica; endiistri-
yel artik ve atiklar gibi ucuz ve dogal substratlarin
kullanilmasi ile proseste yer alabilecek farkli ortam
seceneklerinin artirilmasi gerekmektedir.
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