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oz

Sitrik asit, oksidatif solunum yapan biitiin canl organizmalarin metabolizmasinda bulunan 6nemli bir organik
asittir. Bu organik asit; yitksek ekonomik potansiyeli, diisitk maliyeti ve distk toksisitesi nedenleriyle gida,
ilag, kimya, tanim ve kozmetik endustrilerinde genis bir kullamim alanina sahiptir. Sitrik asit ézellikle gida
endistrisinde asitlik diizenleyici, lezzet vetici, koruyucu, kivam arttirict ve stabilize edici olarak
kullantlmaktadir. Dtinyada her yil 2 milyon tondan fazla sitrik asit tiretilmesine ragmen tlkemizde sitrik asit
tretimi ve bu konu Uzetine bilimsel ¢alismalar sinirhdir. Sitrik asit tiretimi dogal kaynaklardan izolasyon,
biyokimyasal sentez veya mikrobiyel fermantasyon yontemleriyle yaptlmaktadir. Sitrik asit iretim miktarinin
%99undan fazlast Aspergillus niger ve Yarrowia lipolytica mikroorganizmalan kullanlarak mikrobiyel
fermantasyon ile gerceklestirilmektedir. Sitrik asit Gretildikten sonra farklt saflastrma yontemleri ile izole
edilerek ticati bir tirine dontstiirtilmektedir. Bu calismada sitrik asidin bazi 6zellikleri, kullanim alanlari, saglik
tzerine etkileri, Gretim ve saflastirma yontemleti detlenmistir.

Anahtar kelimeler: Sitrik asit iiretimi, fermantasyon, Aspergillus niger, Y arrowia lipolytica, saflastirma

CITRIC ACID PRODUCTION AND PURIFICATION
ABSTRACT

Citric acid is an important organic acid found in oxidative metabolism of all living organisms. It has
common usage in food, medicine, chemical, agricultural, and cosmetic industries because of its high
economic potential and low cost and toxicity. Citric acid is used in food industry as acidity regulator,
flavoring, preservative, thickener, and stabilizer. Although more than 2 million tons/year of citric
acid is produced in the wortld, citric acid production and scientific research on this subject in Turkey
are limited. Its production is conducted by isolation from natural sources, synthesis or microbial
fermentation. More than 99% of total citric acid production is performed with microbial fermentation
by using Aspergillus niger and Yarrowia lipolytica. After the production, it is isolated by different
purification methods and turned into a commercial product. In this study, some properties of citric
acid, its usage area, effects on human health, production and purification methods were reviewed.
Keywords: Citric acid production, fermentation, Aspergillus niger, Yarrowia lipolytica, purification
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GIRIS
Sitrik asit, oksijenli solunum yapan organizmalarin
metabolizmasinda yer alan bir trikarboksilik asittir
(Amato vd., 2020). Distik maliyet ve toksisiteye
sahip olmast nedenleriyle yitksek bir ekonomik
potansiyele sahiptir. Farkli endiistri alanlarinda
yaygin olarak kullanilan sitrik asidin %70 kadarn
gida, %18 kadart ilag ve %12 kadar ise kimya,
tarim, kozmetik ve diger endistri dallarinda
kullanilmaktadir (Kamzolova ve Morgunov, 2017,
Ciriminna vd., 2017; Wang vd., 2019). Sitrik asit
Ozellikle gida endistrisinde koruyucu, asitlik
diizenleyici, lezzet verici, antioksidan maddelerin
etkinligini arttirici, stabilizasyon saglayict ve kivam
arttirict olarak kullanilmaktadir (Francisco vd.,
2019).

Sitrik asidin tretim ve tiketimi yillara bagl olarak
artmakta olup 1993 yilinda 0.7 milyon ton olan
tretimin, 2004 yilinda 1.4 milyon tona ve 2015
yilinda ise 2 milyon tona ulagtigt bildirilmistir
(Yalcin vd., 2010; Addo vd., 2016; Ciriminna vd.,
2017; Wang vd., 2019). Giinimizde ise diinyada
her yil iki milyon tondan fazla sitrik asit Gretimi
yapilmaktadir (Steiger vd., 2017; Ding vd., 2018;
Motgunov vd., 2018). Yillik sitrik asit talep artis
orant %3.5 ila %5.0 arasinda degismekte olup, bu
talebin ortalama %4 artis orantyla 2022 yilinda 2.8
milyon tona kadar ulasacagl tahmin edilmektedir
(Ciriminna vd., 2017). Sitrik asidin baslica tretici
ve tuketicileri arasinda Cin, Amerika Bitlesik
Devletleri ve Avrupa Birligi tlkeleri gelmektedir
(Berovic ve Legisa, 2007; Wang vd., 2019). Cin'de
yillilk  yaklastk 1.3 milyon ton sitrik asit
tretilmektedir (Zhang vd., 2017a).

Sitrik asit Gretimi dogal kaynaklardan izolasyon,
biyokimyasal sentez ve mikrobiyel fermantasyon
olmak  tzere u¢  farkll  yontem @ ile
gerceklestirilmektedir (Yin vd., 2017; Yu vd,
2018). Ancak mikrobiyel fermantasyon yontemi
ile sitrik asit Gretimi ylksek ticari potansiyele sahip
oldugundan giinimuzde sitrik asit Gretiminin
%99’ undan fazlasi bu yontem ile
gerceklestirilmektedir (Berovic ve Legisa, 2007;
Wang vd., 2019). Sitrik asidin mikrobiyel
fermantasyon yoluyla tretimi uygun besiyeri
ortaminda bakteri, kiif ve mayalar kullamlarak
yaptlmaktadir. Ticari sitrik asit Giretiminde daha

cok Aspergillus niger kifl tercih edilmekle birlikte,
Yarrowia  lipolytica mayast da lretim icin
kullantlmaktadir (Alnassar vd., 2016; Singh vd.,
2016). Mikrobiyel fermantasyon yolu ile sitrik asit
Uretimi yiizey kiltir, derin kiltir ve katt hal
fermantasyon yontemleri ile yapilabilmektedir
(Wang vd., 2019). Bu fermantasyon ydntem-
lerinden en fazla kullanidan ve en etkili olant ise
derin kiiltiir fermantasyon yéntemidir (Chen ve
Nielsen, 2016; Dezam vd., 2017; Wang vd., 2019).
Son yillarda sitrik asit Gretimi i¢in kullanilabilen
katt hal fermantasyon yéntemi, fermantasyonda
cok cesitli ve ucuz tarimsal endistriye dayalt
atiklarin  substrat olarak kullandmasina imkan
vermesine ragmen yontem ile ilgili cesitli
teknolojik zorluklar bu yéntem ve hammaddelerin
kullandmasini kisitlamaktadir (Dhillon vd., 2011).

Sitrik asidin, fermantasyondan sonra ortamdan
ayrilmast ve saflastirilmast  farklt  saflastirma
yontemlerinin  kullanildigr  kritik bir agamadir.
Sitrik  asidin  saflagtirilmast  icin  kullanilan
yontemler, fermantasyon yontemine ve kullanilan
substrata bagh olarak degismektedir. Ayirma ve
saflastirma islemleri icin c¢Oktirme, membran
filtrasyon, renk giderme, elektrodiyaliz, solvent
ekstraksiyonu, mikroorganizmalarin hareketsiz-
lestirilmesi, adsorpsiyon, absorpsiyon ve iyon
degistirme gibi yontemler kullanilarak ticari sitrik
asit elde edilmektedir (Dhillon vd., 2011; Wang
vd., 2019). Bu calisma ile; sitrik asidin 6zellikleri,
kullanim  alanlari, saglik tzerine etkileri ve
Uretiminin derlenmesi amaclanmistir.

SITRIK ASIT VE OZELLIKLERI

Sitrik asit (2-hidroksi-1,2,3-propan trikarboksilik
asit), Latince “cirus” kelimesinden tiretilen ve
oksijenli solunum yapan canhlarda meydana gelen
biyokimyasal sitrik asit dongtstinde bir ara madde
olarak olusan bir trikarboksilik asittir (Max vd.,
2010; Zhang vd., 2017a; Sawant vd., 2018).
Saglikh bir yetiskin tarafindan disaridan alinanlar
hari¢ biyokimyasal olarak her giin ortalama 1.5 kg
kadar sitrik asit tretildigi ve metabolize edildigi
bildirilmistir (Vandenberghe vd., 2017).

Sitrik asit, 8. yiizyilda bir simyact olan Cabir bin
Hayyan tarafindan kesfedilmis ve 1784 yilinda ise
Isvecli kimyact Carl Wilhelm Scheele tarafindan
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limon suyundan ilk kez kristalize formda elde
edilmistir (Vandenberghe vd., 2018; Wang vd.,
2019). Sitrik asit bircok bitkinin meyve, tohum,
gbvde ve Ozsuyu kistmlarinda dogal olarak
bulunan bir organik asittir. Ozellikle kuru
maddesinde %8 kadar sitrik asit iceren limon ve
misket limonu gibi narenciye tlri meyveler sitrik
asit acisindan 6nemli dogal kaynaklardir. Ayrica
sitrik asit peynir ve sarap tretiminde de olugan ve
bu driinlerin atiklarinda kalan bir organik asit
olarak da dikkat cekmektedir.

Kimyasal formili CsHsO7 seklinde olan sitrik
asidin; molektl agithiginin  192.124  g/mol,
yogunlugunun 1.665 g/mlL, erime sicakliginin
153°C, sl bozulma sicakhiginin 175°C  ve
kaynama  sicakliginin  ise  310°C  oldugu
bildirilmistir (Cavallo vd., 2017; Vandenberghe
vd., 2018). Suda yiksek bir ¢ozinirlige sahip
olan sitrik asidin  20°C  sicakliktaki  suda
cozunutliginin 59.2 g/100mL oldugu rapor
edilmistir (Anonim, 2020a). Sitrik asit ti¢ karboksil
grubuna sahip olmasi nedeniyle degerleti sirasiyla
3.13, 476 ve 6.39 olan ¢ iyonizasyon sabitine
sahiptir (Show vd., 2015).

Sitrik asit ticati olarak anhidrat veya monohidrat
olmak tzere iki farkll formda uretilmekte olup,
monohidrat formu 78°C’deki 1sil iglem uygula-
mastyla anhidrat forma dontstirilebilmektedir
(Cavallo vd., 2017). Sitrik asit, sulu ¢Ozeltilerde
sitrat iyonlarina doniiserek sodyum, potasyum ve
kalsiyum  gibi  iyonlarla  cesiti  tuzlar
olusturmaktadir (Cavallo vd., 2017). Sitrik asidin
bu formlart gida, ilag, kimya, tatim ve kozmetik
sektorleri  gibi  alanlarda  gesiti  amaclarla
hammadde olarak kullanidlmaktadir.

SITRIK ASIDIN KULLANIM ALANLARI

Diinyada her yil dretilmekte olan 2 milyon ton
kadar sitrik asit; disiik toksisiteye sahip olmasi,
suda ¢6zinirliginin yiksek olmasi, lezzet ve
aroma Uzetine olumlu etkiletrinin  bulunmasi,
oksidasyonu 6nlemesi ve tirtinlerde pH ve asitligin
diizenlenmesinde kullamlmast gibi avantajla-
rindan dolayt ¢ogunlukla gida endistrisinde
kullanilmaktadir (Steiger vd., 2017; Ding vd.,
2018). Gida koruyuculart arasinda GRAS
(Generally Recognised As Safe) olarak tanimlanan

ve EFSA (European Food Safety Authority)
tarafindan E330 kodu ile ifade edilen sitrik asit;
gazli ve gazsiz iceceklerde, marmelat ve regellerde,
konservelerde, sekerleme triinlerinde,
dondurulmus yiyeceklerde ve yaglarda farkls
kullanim amaglariyla katki maddesi olarak ilave
edilmektedir (Cavallo vd., 2017).

Sitrik asit; gazli ve gazsiz icecekler, meyve sulart ve
hazir bitki ¢aylan gibi iceceklerde eksi tat vermek,
asitligi  diizenlemek ve drind korumak gibi
amagclarla  kullamlmaktadir.  Saraplara  ise
¢cokelmeyi ve oksidasyonu engellemek amaciyla
sitrik asit ilavesi yapilmaktadir (Soccol vd., 2006;
Ciriminna vd., 2017).

Sitrik asit; regel, jole ve marmelat gibi Griinlerde
tat ve kivamin artturilmasi ve Urlinin asitligin
dizenlenmesi icin siklikla kullanilan bir katki
maddesidir (Vandenberghe vd., 2018). Sitrik asit
sekerleme Urtinlerinde ise; Urlinde istenen eksi ve
asidik tadin saglanmasi, bu triinlerde bulunan
sakkarozun kristalizasyonunun engellenmesi ve
pektin  jelinin = dayaniminin  artturilmast  gibi
amaclatla  kullanilmaktadir  (Soccol vd., 20006;
Vasanthabharathi vd., 2013; Vandenberghe vd.,
2018).

Sitrik asit kimyasal ve mikrobiyel olarak gidalatin
kalitesinin  korunmast ve raf Omitlerinin
arttirilmast bakimlarindan da 6nem tasimaktadir.

Ozellikle  bitkisel ve hayvansal yaglarda,
antioksidan  sinerjisti  olarak  oksidasyonun
Onlenmesi ve bu drinlerin  stabilizasyonun
korunarak  Urtinlerdeki  kalite  kayiplarinin

azaltlmasina yardimct olmaktadir (Dhillon vd.,
2011). Ayrica sitrik asit, toksin Greten Clostridinm
botulinum bakterilerinin neden oldugu botulizme
karst gidalari korumak i¢in de meyve ve sebze
konservelerine koruyucu ve asitlik diizenleyici
olarak eklenmektedir (Anderson vd., 2011). Sitrik
asit kullanimi ile bu gidalanin pH degeri hedef
mikroorganizmalarin  faaliyet g6steremeyecegi
seviyelere dustirilmektedir.

Dondurulmus urtinlerde de bir katki maddesi
olarak sitrik asit kullanimz1 oldukea yaygindir. Sitrik
asit dondurulmus meyve ve sebzelerde iz metalleri
baglamast sonucunda uriinde bulunan askorbik
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asit oksidasyonunun engellenmesi, oksidatif
enzimlerin faaliyetlerinin yavaslatlmast ve renk,
aroma ve lezzetin bozulmasinin 6nlenmesi igin
celatlayici olarak da bu triinlere katkilanmaktadir
(Cavallo wvd., 2017; Ciriminna vd., 2017,
Vandenberghe vd., 2018). Dondurulmus et
driinlerinde de driiniin su tutma kapasitesini
arttirmak amaciyla sitrik asit kullamlmaktadir
(Cheng ve Sun, 2008).

Sitrik asit stit Urlnlerinde asitlik dizenleyici,
antioksidan  ve emilgatér madde olarak
kullanilmaktadir  (Vandenberghe vd., 2018).
Ozellikle siitiin asitligini arttirarak pthtilasmayt
saglamast  bakimindan  peynir  dretiminde
pthtilastirict madde olarak tercih edilen bir katk:
maddesidir. Sodyum sitrat kazeini stabilize
etmekte ve peynirde su ve yag fazlarinin
ayrilmasini engelleyerek emiilsifiye edici bir tuz

olarak islev gbrmektedir (Dhillon vd., 2011).

Sitrik asit gida endiistrisi disindaki alanlarda da
siklikla kullanilan bir tiriindiir. Tlac endiistrisinde,
ilaclarda  bulunan  aktif bilesenletin = hizlt
¢ozinmesi ve ilaclarda eksi tat olusturulmast
amagclariyla sitrik asit kullamlmaktadir. Ayrica
bikatbonat iceten toz ve tabletlerde suda
reaksiyon vererek karbondioksit ctkarmast ve
koagiilasyonu engellemesi amaclariyla da sitrik asit
kullanilmaktadir (Soccol vd., 2006; Cavallo vd.,
2017; Vandenberghe vd., 2018). Kimya ve
kozmetik  endustrilerinde  ise  sabun  ve
dezenfektanlarin etkinligini arttirmak, trlnlerin
asitligini diizenlemek ve beyazlatict bir 6zellik
kazandirmak amaclariyla da  sitrik  asitten
faydalanilmaktadir (Soccol vd., 2006; Ciriminna
vd., 2017). Sitrik asit tarim alaninda da Fe, Cu, Mg
ve Zn gibi iz eclementler agisindan topragin
cksikliklerini  gidermek,  bitkilerdeki  fosfor
kullanimini  arttirmak ve fitopatojenlere karst
bitkiyi korumak icin kullanilmaktadir (Soccol vd.,
2006; Cavallo vd., 2017; Morgunov vd., 2018).
Ayrica agir metallerle kirlenmis topraklarda,
kursunu uzaklastirarak topragin temizlenmesi icin
de sitrik asitten yararlandabilmektedir (Dhillon
vd., 2011; Li vd., 2017; Zhang vd., 2017b).

SITRIK ASIDIN INSAN  SAGLIGI
UZERINE ETKILERI

Sitrik asit Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) ve Amerikan Gida ve Tlag
Kurumu (FDA) tarafindan kullanimina herhangi
bir kisitlama getirilmemis ve GRAS listesinde
kullanimi kabul edilmis bir gida katki maddesidir

(Cavallo vd., 2017; Vandenberghe vd., 2018).

Sitrik  asidin  sagltk acisindan  yasal olarak
sinirflandirlmus bir giinlik tiketim limiti (QS,
quantum satis, belitlenmemis miktar) bulunmayip
yalnizca bazi gidalarda kalite icin kullanim limitleri
bulunmaktadir (Citiminna vd., 2017). Kakao ve
cikolata turiinlerinde kullanilabilecek maksimum
sitrik asit miktart %0.5 ve bu deger meyve sulari
icin 3 g/L ve saraplar icin ise 1 g/L olarak
belirtilmistit (Anonim, 2020Db).

Sitrik asidin cesitli viriislere karst antimikrobiyel
etki gOstermesi nedeniyle kullanildig
bildirilmektedir. Sitrik asit 6zellikle hapsirma ve
Oksurme sonucunda kiicik damlaciklar sekilde
yayllan soguk alginligr ve grip viriislerini inhibe
etmektedir. Bu nedenle ylzeylerin dezenfek-
siyonu icin kullanilabilmektedir (Ciriminna vd.,
2017). Ayrtica sitrik asidin sodyum tuzunun ¢ok
bulasici bir viris turii olan ve insanlarda kusma ve
ishal gibi belirtiler g&sterebilen norovirtslerin
bulasmasint 6nlemeye veya noroviris ile enfekte
olan hastalarda semptomlatin siddetini azaltmaya
yardimct oldugu rapor edilmistir (Koromyslova
vd., 2015; Ciriminna vd., 2017). Sitrik asit tuzlart
kan transfiizyonunda antikoagiilan madde olarak
da kullamilabilmektedir (Dhillon vd., 2011;
Cavallo vd., 2017).

Sitrik asidin insan saglig1 tizerine dogrudan olumlu
etkilerinin bulunmasinin yant sira dolaylt olarak da
olumlu etkileri bulunmaktadir. Sitrik asit iyi bir
metal baglayicidir ve bu  6zelligi nedeniyle
radyonuklidlerle kirlenmis niikleer sahalar ile
sanayi bolgelerine yakin olan agir metalletle
kirlenmis topraklardan bu metallerin
temizlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(i vd., 2017; Zhang vd., 2017b). Béylelikle insan
saglig1 tzerine zararl etkileri bulunan bu agir
metallerin bitki, hayvan veya su yoluyla insanlara
gecmesine engellemeye yardimctr  olmaktadir.
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Sitrik asidin polimerler arast ¢apraz baglanmayi
artirmast  nedeniyle de cevresel iyilestirme
uygulamalaninda kullanilabilecegi bildirilmektedir
(Awadhiya vd., 2016; Cavallo vd., 2017; Ciriminna
vd., 2017).

Sitrik asit saglik acisindan faydali 6zelliklerinin
yant  sira bazt  olumsuz etkilere de yol
acabilmektedir. Uzun siireli ve yiiksek miktarda
tiketimi karin agrisina neden olabilmektedir
(Sweis ve Cressey, 2018). Ozellikle kiigiik
cocuklarda sitrik asidin tiketimi, dis minesini
olumsuz etkileyerek dislerin aginmasina yol
acabilmektedir (Asher ve Read, 1987; Johansson
vd., 2001; Zheng vd., 2009). Ayrica, cilt ile temas
ettiginde sitrik asidin tahris edici bir etkisinin
bulunabilecegi, ciltte ve gbzde kizariklik ve agriya
neden olabilecegi de bildirilmektedir (Tang ve
Yang, 2018). Toz formda bulunan sitrik
asidin solunmast ile solunum sistemi ve
mukozada tahrisin meydana gelebilecegi ve bu
durumun bogaz agrist, 6kstiriik ve nefes datligina
neden olabilecegi rapor edilmistir (Sweis ve
Cressey, 2018). Ayrica cok nadir olmakla bitlikte
bazi insanlarda sitrik asit iceren gidalarin tiiketimi
ile cesitl alerjik reaksiyonlarin da ortaya
ctkabilecegi bildirilmistir (Asher ve Read, 1987;
Sweis ve Cressey, 2018).

SITRIK ASIT URETIMI
Endustriyel boyutlardaki ilk sitrik asit Gretimi
1860 yiinda Italyan narenciye endustrisi

tarafindan sitrik  asidin, kalsiyum tuzlart ile
coktirilmesiyle dogal kaynaklardan izolasyon
yontemiyle gerceklestirilmistir (Cavallo vd., 2017).
1880 wyiinda Adams ve Grimaux tarafindan
kimyasal yontemle gliserolden sitrik asit sentezi
yapilmustir (Max vd., 2010).1893 yilinda Wehmer,
Penicillinm glancum kifi, seker ve inorganik tuzlar
iceren bir kultir ortamunda sitrik asit birikimi
oldugunu bildirmistir (Soccol vd., 2006). 1917
yilinda ise James Currie, A. niger kifintin baz
suslarinin diisiik pH ortaminda, yiksek seker
konsantrasyonunda ve bazi mineral tuzlann
vathginda sitrik asit Gretimi yapabildigini tespit
etmistir (Sawant vd., 2018). Daha sonra yapilan
cesitli calismalarda farklt Aspergillus titlerinin de
sitrik asit Uretebildikleri, ancak sitrik asit Gretimi
icin en uygun ve verimi en yitksek olan tirtin A.

niger oldugu belirtilmistir (Sawant vd., 2018).
Boylece 1923  yilinda  Amerika  Birlesik
Devletleri'ndeki  “Pfizer” firmast  seker ve
inorganik tuz c¢Ozeltilerine A. niger kifh ilave
ederek mikrobiyel yontemle ticari olarak sitrik asit
Uretimine baglamis ve daha sonra ise 1970l
yillarda  Japonya’da  Yarrowia  titlerinden
endustriyel sitrik asit Gretimi gerceklestirilmistir
(Berovic ve Legisa, 2007; Cavallo vd., 2017).

Guntumiizde sitrik asit tiretimi dogal kaynaklardan
izolasyon, biyokimyasal sentez ve mikrobiyel
fermantasyon olmak iizere u¢ temel yontemle
tretilebilmektedir (Yin vd., 2017; Yu vd., 2018).
Sitrik asidin dogal yolla tretimi limon suyundan
sitrik  asidin  kristalize edilerek ayrilmastyla
gerceklestirilmektedir. Meksika, Yunanistan ve
bazi Guney Amerika tlkelerinde bu yontemle
turuncgillerin olgunlasmamis meyvelerinden sitrik
asit Uretimi yapilmaktadir (Berovic ve Legisa,
2007). Bu yontem giintimiizde ticari acidan ¢ok
tercih edilmemekle birlikte uygulama agisindan
dogal kaynaklardan sitrik asit izolasyonu icin
pratik bir yontem olarak kullanilmaktadir.

Sitrik asidin biyokimyasal sentez ile Uretimi;
glikozun pirivata déntisimi, pirtivatin oksidatif
dekarboksilasyonu ve karboksilasyonu ve sitrik
asit  birikimi  olmak lzere U¢ asamadan
olusmaktadir (Vandenberghe vd., 2018). Sitrik asit
dongistiniin  (Krebs doéngtst) ilk asamasinda
sitrat sentetaz enzimi ve metal iyonlari gibi bazi
kofaktotlerin etkisine baglt olarak asetil-CoA ve
oksaloasetik  asitten sitrik asit elde
edilebilmektedir (Vandenberghe vd., 2018). Bu
yontem ticari sitrik asit Gretimi ig¢in ekonomik
olmadigindan genellikle tercih edilmemektedir.

Gunumiizde sitrik asit tretiminin %99’undan
fazlast mikrobiyel fermantasyon yontemi ile
gerceklestirilmektedir (Berovic ve Legisa, 2007).
Bu yontem; iretim tesisleri ve proseslerinin
genellikle daha az karmasitk olmasi, kullanimi
kolay olan kontrol sistemlerine ihtiyag duyulmast
ve daha az is glicl ve enerji tiketimi gerektirmesi
nedenleriyle diger iretim yontemlerine gdre
o6nemli avantajlara sahiptir (Soccol vd., 2000).
Ayrica kimyasal ve biyokimyasal sentez yontemine
gore de daha giivenli ve ¢cevre dostu bir yontem
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oldugu icin sitrik asit tretiminde mikrobiyel
fermantasyon yontemi tercih edilmektedir (Sun
vd., 2017).

Mikrobiyel Fermantasyon Yontemi ile Sitrik
Asit Uretimi

Sitrik asidin mikrobiyel fermantasyon yoluyla
Uretimi uygun besiyeri ortaminda bakteri,
(Arthrobacter  paraffinens, — Bacillus  licheniformis,
Brevibacterium flavum, Corynebacterinm vd.), maya (Y.
lipolytica, Candida oleophila, C. guilliermondii, C.
ctroformans, C. tropicalis, Hansenula anamola vd.)
veya kif (A niger, A. wenti,
A. awamori, A. foetidus, A. fonsecaens, A. phoenicis,
Penicillinm  janthinellum ~ vd.) ilave  edilerek
yapilmaktadir (Tan vd., 2016; Cavallo vd., 2017;
Hu vd., 2018; Francisco vd., 2019; Monrroy vd.,
2019). Ancak ticari sitrik asit Uretiminde
cogunlukla maya ve kiifler kullanilmakta olup,
maya olarak Y. /ipolytica ve kif olarak ise A. niger
mikroorganizmalart tretim Ozellikleri acgisindan
diger titler arasinda 6ne citkmaktadir (Alnassar
vd., 2016; Singh vd., 2016; Tan vd., 2016; Cavallo
vd., 2017).

Y. lpobtica, lipit agisindan zengin ortamlarda
gliserol ve sakkaroz gibi karbon kaynaklarint
kullanarak cogalabilmekte ve bd&ylece sitrik asit
tretimi gerceklestirilebilmektedir (Kamzolova ve
Motrgunov, 2017). Mayalarin  yitksek substrat
derisimleri ve metal iyonlarina karst direncli
olmasi, tek hicreli olmalart nedeniyle tretim
proseslerinin ~ kontrolintn daha  kolay
yapilabilmesi ve proseslerdeki déntisim oranlar
ile verimin daha ytksek olmast gibi 6zelliklerinden
dolayt kullanim agsindan kiiflere gbre daha
avantajli olduklar: bildirilmektedir (Liu vd., 2014;
Cavallo vd., 2017). Ayrica mayalar genetik olarak
kolaylikla modifiye edilebilmekte ve béylelikle
suslar sitrik asit Uretimini arttirmak Gzere
tasarlanabilmektedir (Liu vd., 2014; Cavallo vd.,
2017). Baz1 Candida (C. guilliermondii, C. oleophila, C.
intermedia, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. fibriae, C.

catennlate) ve Brettanomyces, Debaromyces, Endomyces,

Pichia,  Rhodotorula, — Hansenula,  Saccharomyces
tirlerinin ¢esitli karbon kaynaklarini kullanarak
o6nemli diizeyde sitrik asit  Uretebildikleri

bilditilmistir (Cavallo vd., 2017; Hu vd., 2018;
Kamzolova ve Morgunov, 2017). Ancak tim bu

avantajlarina ragmen sitrik asit Gretiminde bazi
suslarin yan tiriin olarak yiiksek miktarda izositrik
asit Uretmeleri maya ile fermantasyonun en
6nemli dezavantajt olup, bu da mayalarin sitrik asit
Uretiminde  kullanimlarint  sinirlandirmaktadir
(Tan vd., 2016; Cavallo vd., 2017; Kamzolova ve
Morgunov, 2017).

A. niger kiflinlin gesitli suslart (ATTC 9142, YW-
112, BC1, NRRL 2001 vd.) kullanim kolayligt,
substrat  olarak  ¢esitli  disik  maliyetli
hammaddeleri fermente edebilme yetenegi, 2.5-
3.5 gibi diistik pH araliginda ¢ogalabilmesi, toksik
yan trlin olusturmamast, yitksek Gretim verimi ve
besiyeri ortamumin  seker konsantrasyonunu
arttirarak  verimin  de  arttirilabilmesi  gibi
nedenlerle ticari sitrik asit Uretimi icin en fazla
tercih edilen mikroorganizmalardir (Soccol vd.,
2006; Max vd., 2010; Show wvd., 2015;
Vandenberghe vd., 2017; Hu vd., 2018; Sawant
vd., 2018). Ticari sitrik asit Gretiminde A. niger
kifinin tretim Ozelliklerine en yakin tirtin A.
wentii oldugu belirtilmistir (Amato vd., 2020).

A. niger mikroorganizmast tarafindan sitrik asit
Uretim verimini etkileyen Onemli faktotler
fermantasyon ortaminin kimyasal bilesenleri ve
fiziksel kogullaridir. Sitrik asit iretiminde; karbon,
fosfat  kaynaklarn ve bunlann
konsantrasyonlari, iz elementlerin konsantras-
yonlari, fermantasyon ortaminin sicakligt ve pH
degeri, fermantasyon siiresi, havalandirma ve

kanistirma gibi faktorler fermantasyon verimini
etkilemektedir (Vandenberghe vd., 2017).

azot ve

Kullanilan karbon kaynaginin tird sitrik  asit
Uretimini 6nemli 6lcide etkilemektedir. Karbon
kaynagiun tird, kullandan mikroorganizmaya
gére degismekte olup, besiyeri ortaminda
mikroorganizma tarafindan hizla tiketilebilen
karbonhidratlarin varligr sitrik asit Gretimi igin
elzemdir. A. niger ile sitrik asit tretiminde
kullamulabilecek en iyi substratin sakkaroz oldugu
ve bu mikroorganizmanin sakkarozun yant sira
glikoz, fruktoz, galaktoz, laktoz, mannoz, ksiloz
ve arabinoz gibi basit sekerleri de metabolize
edebildigi rapor edilmistir (Vandenberghe vd.,
1999; Yalgin vd., 2010; Morgunov vd., 2018).
Seliiloz, etanol, sorboz, mannitol, laktik asit ve
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malik asit gibi diger karbon kaynaklar da sitrik asit
tretimini sinirh miktarda desteklemektedir. Ayrica
sitrik asit iretiminde melas, ¢esitli nisastaca zengin
maddeler, hidrokarbonlar ve tarimsal atiklar da
hammadde olarak kullandabilmektedir (Liu vd.,
2014). Tarimsal atik olarak musir kogant, bugday
samani ve soya, sorgum ve piring gibi tahillarn
islenmesi ile olusan attk yan dUrlinler tercih
edilmektedir (Yal¢in vd., 2010; Addo vd., 2016;
Wang vd., 2019; Amato vd., 2020). Distk
maliyeti ve %40-55 gibi yiiksek seker icerigi
nedeniyle seker endustrisinin bir yan triind olan
melas, sitrik asit dretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Morgunov vd., 2018). Ancak
melas, sitrik asit tiretimi Gzerinde geciktirici bir
etkiye sahip olan kalsiyum, magnezyum,
manganez, demir ve ¢inko gibi mineralleri
icermektedir. Bu maddelerin melas icerisindeki
konsantrasyonlarinin  disik olmasina ragmen,
hammadde olarak kullanilmadan 6nce melastan
bu iz metalletin uzaklastirlmast gerekmektedir
(Vandenberghe vd., 1999; Vandenberghe vd.,
2017). icin  genellikle  potasyum
ferrosiyantr  kullanilarak  bu iz  elementler
coktirilmektedir (Soccol vd., 2000).

Bunun

Sitrik asit Uretimi icin karbon kaynagimin tira
kadar bu kaynagin konsantrasyonu da 6nemli bir
parametredir. Seker konsantrasyonun %14 ila
%22 arasinda oldugu sartlarda daha iyi bir Gretim
verimi elde edilebilmektedir (Soccol vd., 2000;
Dhillon vd., 2011). Seker konsantrasyonunun
%2.5 diizeyinden daha dusiik olmast durumunda
sitrik  asit Uretiminin gerceklesmedigi rapor
edilmistir.

Sitrik asit Uretimi, azot kaynaginin dogasindan ve
konsantrasyonundan dogrudan etkilenmektedir.
Ure, amonyum nitrat ve siilfat, pepton, malt
ekstrakt gibi fermantasyon i¢in gerekli olan azot
kaynaklar1 ortam pH degerinin diismesine yol
agmaktadir (Vandenberghe vd., 1999). Azot
hiicresel yapinin bir parcast olarak metabolizmaya
katildigindan sitrik asit Gretimi i¢in uygun bir azot
dengesi elzemdir. Sitrik asit fermantasyonu igin
gerekli olan azot konsantrasyonunun amonyum
sulfat icin 0.1-0.4 g/L oldugu bildirilmistir
(Cavallo vd., 2017). A. niger, dusik azot
konsantrasyonundaki bir ortama konuldugunda

metabolik yol degisebilmekte ve sitrik asit yerine
oksalik asit dretimi meydana gelebilmektedir
(Soccol vd., 20006). Yiksek azot konsantrasyonlari
ise kif gelisimini ve seker tiketimini arttirirken,
tretilen sitrik asit miktarint ise azaltmaktadir
(Vandenberghe vd., 1999; Soccol vd., 2000;
Vandenberghe vd., 2018).

Sitrik asit bilesimini etkileyen bir diger faktér de
fosfat kaynagidir. Sitrik asit Gretimi i¢in en uygun
fosfat kaynagimin potasyum dihidrojen fosfat
(KH2POs4) oldugu ve degerinin 0.5-5.0 g/L
araliginda olmast gerektigi bildirilmistir (Soccol
vd., 2006; Dhillon vd., 2011). Manganez (<1
mg/kg), demir (1.3 mg/kg), bakir (0.1-500
mg/kg), magnezyum sulfat (%00.02-0.025) ve
cinko (0.3 mg/kg) gibi elementler yalnizca belitli
degerlerde bulundugunda fermantasyon prosesini
olumlu yonde etkilemektedir (Soccol vd., 2006;
Dhillon vd., 2011; Vandenberghe vd., 2018).
Bununla birlikte sitrik asit Gretimi aerobik bir
islem oldugundan, oksijen dizeyinin Uretim
tzerinde belitleyici bir etkisi olup, oksijen
konsantrasyonunun %25 doygunlugun izerinde
tutulmast gereklidir (Soccol vd., 2006; Max vd.,
2010; Vandenberghe vd., 2017).

Fermantasyon ortaminin sicakligt ve pH degerinin
yiksek olmast ve uzun fermantasyon siresi de
sitrik asit Uretimini engellemektedit.
Fermantasyon i¢in en uygun sicaklik araliginin 28-
30°C oldugu bildirilmistir (Vandenberghe vd.,
2018). .A. mgerin  yiksek miktarda  sitrik
uretebilmesi i¢in pH dizeyinin ise 2.5-3.5
arahifinda olmasi gerektigi ve daha yiksek pH
degerlerinde gergeklestirilen fermantasyonda yan
triin olarak oksalik ve glikonik asitlerin olustugu
belirtilmistir (Show vd., 2015).

Sitrik  asit Uretimi  genellikle dasik pH
degerlerinde ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinden
sonra baglamakta olup, bu islem 4-6 glin boyunca
devam etmektedir (Vandenberghe vd., 2018).
Sitrik asit retimini etkileyen parametrelerden biri
de metanol, etanol, izopropanol ve n-propanol
gibi diisik molekdl agirhkh alkollerin vatlig olup,
bu alkollerin konsantrasyonlart %1 ila %4
arasinda iken sitrik asit verimini arttirdiklar
bildirilmistir (Dhillon vd., 2011).



Sitrik asit Gretimi

Belirtilen tim bu faktorlerin yant sira bir diger
O6nemli parametre ise uygulanacak mikrobiyel
fermantasyon yontemidir. Mikrobiyel fermantas-
yon ile sitrik asit Uretimi ylizey kiiltiir, derin kiltir
ve katt hal fermantasyon yontemleri ile

yapilmaktadir (Wand vd., 2020).

Yiizey Kiiltiir Fermantasyonu

Sitrik asit Uretimi ic¢in uygulanan ilk &zgiin
fermantasyon yontemi stvi  yizey  kiltir
yontemidir.  Yuzey  kiltir  fermantasyonu,
mikroorganizmalarin substrat tzerinde gelistigi
sabit bir fermantasyon islemidir. Cok eski bir
uygulama olmasina ragmen ginimiizde de bazt
kiiciik ve orta Oleekli tesislerde bu yontemin
kullaldigs belirtiimektedir (Show vd., 2015). Bu
yontem basit ekipmanlar kullamlarak, daha az
enerji ve disitk maliyetle Gretime imkan vermesi
gibi bazi avantajlart nedeniyle giinlimizde de
kullanilmakta ve diinyada sitrik asit ihtiyactnin %5
ila %10 kadart bu yontem ile karsilanmaktadir
(Berovic ve Legisa, 2007; Dhillon vd., 2011).
Yizey kultir yontemi, besiyeri ortami igin
calkalama ve karigtirmaya ihtiya¢ duyulmamasi
nedeniyle enetji acisindan daha ekonomik bir
yontemdir. Bu yontemin bir diger avantajt ise
driiniin ortamdan ayrlmasina gerek olmamasidir.
Bu yontemde isgletim, kurulum ve enetji
maliyetleri daha ekonomik olmasina ragmen,
tretim icin daha fazla iscilik gereksinimi
bulunmaktadir (Sawant vd., 2018).

Yiizey fermantasyon yonteminde, mikroorganiz-
malar substrat yluzeyinde ¢ogalmakta ve substrat
olarak genellikle rafine veya ham sakkaroz ve
seker kamust veya seker pancart melas:
kullanllmaktadir  (Vandenberghe vd., 2017).
Ayrica bugday kepegi, patates nisastast ve glikoz
surubu gibi besin maddeleri de substrat olarak
degerlendirilebilmektedir (Alnasaar vd., 2010).
Hazirlanan steril substrat ortami c¢elik veya
aliminyumdan yapilmis 1-2.5 cm derinlige sahip
s1g tepsilere ince tabakalar halinde yayilmaktadur.
Cogalulmis 4.  niger spotlann  da  ortama
astlandiktan sonra tepsiler 50-100 L kapasiteye
sahip Ozel fermantasyon odalarina yerlestirilmek-
tedir (Vandenberghe vd., 2017). Sitrik asit Giretimi
28-30 °C sicaklikta ve 9%40-60 nispi nem
araliginda 8-12 giin siire ile gerceklestirilmektedir.

Bu yontemde havalandirma, sogutma ve isitma
sistemleri biiyitk 6nem tagimaktadir. Bu nedenle
tretimin yapildigi fermantasyon odalart sicaklik
kontrolli, nemli ve hava sirkiilasyonludur.
Fermantasyon islemi tamamlandiginda, ham
fermantasyon sivist bosaltilmakta ve Gretilen sitrik
asit kristallendirilmektedir. Genellikle fermantas-
yon verimi baslangictaki seker iceri§ine baglt
olarak %70-75 degerlerine kadar ulagabilmektedir.
Olusan kif miselleri yeniden taze ortama
eklenerek tekrar kullanidabilmektedir.

Utretim stirecinde hava ve besin maddelerinin esit

olmayan dagilimi, taban alaninin verimsiz
kullanimi ve kontaminasyon nedenleriyle sorunlar
yasanabilmektedir (Show vd., 2015).

Fermantasyon odalarina siklikla Penzcillium titleri,
diger Aspergillus titleri, mayalar ve laktik asit
bakterileri tarafindan bulasma olabilmektedir
(Vandenberghe vd., 1999; Vandenberghe vd.,
2017). Bu nedenle fermantasyon odalarinin
Ozellikle kif sporlarinin ¢imlendigi ilk 2 giin
boyunca aseptik kosullar altinda korunmast
gerekmektedir (Vandenberghe vd., 2017).

Papadaki ve Mantzouridou (2019) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, A. niger mikroorganizmast
kullantlarak ylzey kiltiir fermantasyon yontemi
ile beyaz tziim posasindan elde edilen sekerlerle
zenginlestirilmis ve Ispanyol usulii isleme prosesi
ile tretilmis yesil zeytin attk sulatindan sitrik asit
tiretimi gerceklestirilmistir. Inokiilasyon yapilarak,
kiiciik 6lcekten (250 ml) Slcek biyiitme (5 L)
islemi uygulanmustir. Prosesin miktart artirilinca
optimizasyonda ayn1 sekilde sonug elde edilmistir.
Optimizasyon faktdrleri; baslangic sakkaroz
icerigi, devir hiz1, fermantasyon zamani,
optimizasyonun cevaplart ise sitrik asit icerigi (85
g/L), verimi (0.54 g/g), biyokiitle igerigi (49 g/L)
olarak belirlenmistir. Sitrik asit Uretimi i¢in beyaz
tziim posast ve yesil zeytin attk suyunun
kanistirilmastyla, hammaddede yeterli seviyede
seker (110 g/L) ve asitlik (pH 5.2) elde edilmistir.
Optimum fermantasyon kosullars; 30°C sicaklikta,
pH degeri 4 ila 6 arasinda, fermantasyon stresi ise
5 ila 12 giin arasindadir. Yapilan fermantasyon
sonrasinda filtrasyon islemi ile mikroorganiz-
manin biyokitlesi ayrilmis kalan siviya saflastirma
islemi uygulanmustir. Bu ¢alisma sonucunda, %097
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verim ve %95 saflikta sitrik asit elde edildigi
bildirilmistir.

Sitrik asidin tretiminde uygulanan ilk yontem
ylzey kultir ydontemi olmakla bitlikte glinimiizde
sitrik asit Gretiminin %80’den fazlast nisasta veya
sakkaroz iceren bir besiyeri ortamina 4. #iger kiifia
ilave edilerek gerceklestirilen derin  kiltiir
fermantasyon yontemidir (Berovic ve Legisa,
2007; Chen ve Nielsen, 2016; Dezam vd., 2017,
Campanhol vd., 2019).

Derin Kiiltiir Fermantasyonu

Bu yontem sivi kiltir veya batnk kaltir
fermantasyonu yontemi olarak da bilinmektedir.
Derin kiiltiir fermantasyon yontemi yiksek tiretim
verimi, distik maliyeti ve kontaminasyon riskinin
daha az olmast gibi avantajlart nedeniyle en fazla
tercih edilen tretim yontemidir (Yalgin vd., 2010;
Show vd., 2015; Vandenberghe vd., 2017).
Yiksek enerji maliyeti ise bu prosesin
dezavantajidir. Ayrica diger yontemlere gére daha
karmastk kontroller gerektirdiginden tretimde iyi
egitilmis is glictine ihtiya¢c duyulmaktadir (Berovic
ve Legisa, 2007). Derin kiltir fermantasyon
yontemi ile Uretimde sitrik asit verimi; kullanilan
mikroorganizmalarin morfolojisi, karbon kaynagi,
baslangic karbon ve azot konsantrasyonlari, iz
elementlerin tiird ve konsantrasyonlar: ile sistemin
sticakhigl, pH diizeyi ve havalandirma hizi gibi
cesitli faktotlerden etkilenmektedir
(Vandenberghe vd., 2017).

Derin kiltir fermantasyonu fermentérde kesikli,
yart  surekli  veya  surekli  sistemlerle
gerceklestirilmektedir (Yalgin vd., 2010). Mekanik
olarak stirekli karistirmali tank ve kabarcikli kolon
reaktorii  olmak iki  tp fermentor
kullanilmaktadir. Ancak maliyeti, boyutlart ve
islevselligi acisindan avantajlari nedeniyle kabarcik
kolon reaktérii daha cok tercih edilmektedir
(Vandenberghe vd., 2017). Derin kiltir
yonteminde sitrik asit Gretimi iki basamakli bir
prosesten olusmaktadir. Prosesin ilk asamasinda
spotlar ¢cogalma ortamina astlanmakta ve 3-4 giin
sonra cogalan miseller ayrlmaktadir. Ikinci
asamada ise ayrilan miseller fermentdre alinan
steril  besiyeri  ortamuna  eklenmektedir.
Fermantasyon 25-30°C sicaklikta ve 3-5 glin

uzere

stresince gerceklestirilmektedir. Fermantasyon
sirasinda sistemin karistirma ve havalandirma hizt
kontrol edilmekte ve sitrik asit Uretimi sartlara
bagli olarak 5-12 giin igerisinde tamamlanmak-
tadir (Soccol vd., 2006; Dhillon vd., 2011).
Fermantasyon tamamlandiktan sonra elde edilen
ortam sitrik asit ekstraksiyonu i¢in bogaltilmakta
ve miseller ayrilarak tekrar kullanilabilmektedir.

Kamzolova ve Morgunov (2017) tarafindan derin
kiltir yontemi ile glikoz, sakkaroz ve ksiloz
kullanimiyla ve azot, fosfor ve kiikiirt varliginda
bircok maya tiir ve susu kullamlarak yapilan bir
calismada; Y. /[pohtica mayast ile %92.5-95.3
verimde, 80-85 g/L sitrik asit tiretimine ulagilmig
ve bu deger endistriyel acidan yeterli olarak
degerlendirilmistir.

Kat1 Hal Fermantasyonu

Kati hal fermantasyonu, Koji yontemi olarak da
bilinmektedir (Show vd., 2015). Sitrik asit tiretimi
icin en kolay tretim teknigi olarak belirtilen bu
yontem ilk kez 1935 yilinda Japonya'da meyve
attklart ve piring kepegi gibi bol miktarda
hammaddenin bulundugu bélgelerde
gelistirildiginden sitrik asit Gretimi i¢in uygulanan
geleneksel Japon yontemi olarak da bilinmektedir
(Vandenberghe vd., 2017; Monrroy vd., 2019).
Katt hal fermantasyonu yonteminde dogal
substrat kaynaklatt olarak cogunlukla meyve suyu
endistrisi  artiklart  kullanilmakta  olup,
lignoselilozik tarimsal endistriyel atiklar da
substrat olarak degerlendirilmektedir (Yalcin vd.,
2010; Dhillon vd., 2013; Campanhol vd., 2019).
Derin kiltiir fermantasyon yontemine gore cesitli
avantajlara  sahip olmasi nedeniyle kati hal
fermantasyon yonteminin kullanmimi son yillarda
artis gOstermistir (Campanhol vd., 2019). Bu
yontem substrat nem igeriginin diisiik olmast
nedeniyle daha az bakteriyel kontaminasyon riski
tagimaktadir. Ayrica Uretim icin daha basit
fermantasyon tesisleri kullandmakta ve daha az
enertji tiketimi gerekmektedir (Barrington ve
Kim, 2008). Katt hal fermantasyonu yénteminde
1z elementlerin varligs sitrik asit Giretimini olumsuz
ctkilemediginden  substrata bir 6n  islem
yapilmasina gerek yoktur (Soccol vd., 20006;
Berovic  ve  Legisa, 2007). Kat  hal
fermantasyonunda  en  yaygin  kullanilan
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mikroorganizma 4. niger olmakla birlikte, bu
yontemin daha dustik su aktivitesi diizeyinde
uygulanmast nedeniyle besinlerin ve
metabolitlerin diflizyon hizlarinin diismesine bagl
olarak 6zellikle azot ve fosfat ihtiyact yiiksek olan
suslarin katt hal fermantasyon yontemi i¢in uygun
olmadig bildirilmistir (Monrroy vd., 2019).

Mikroorganizmalarin ¢6ziinmeyen katt
substratlarin  bulundugu ortamdaki gelisimleri,
dogal  ortamlarina  benzer  bir  gelisme
gostermektedir (Barrington ve Kim, 2008). Bu
yontemde, uygun oranda seker kamist melasi veya
nisasta gibi kaynaklar iceren fermantasyon ortami,
gbzenekli yapiya sahip ¢ozinmez 6zellikteki katt
materyaller tzerine tutturulmaktadir. Hazirlanan
bu ortam tzerine spor slspansiyonu astlanarak
25-30°C sicaklikta, %065-70 nispi nem ve 5-5.5 pH
degeri araliginda 6-7 giinde sitrik asit Uretimi
gerceklestirilmektedir (Berovic ve Legisa, 2007;

Vandenberghe vd., 2018).

Dhillon ve diger arkadaglart tarafindan (2013), A.
niger mikroorganizmasit  kullantlarak 12 L
hacminde dénen tambur tipi bir biyoreaktorde,
katt hal fermantasyon yontemi ile elma
posasindan sitrik asit Uretimi zerine etanol ve
metanol varliginin ve fermantasyon

parametrelerinin optimizasyonu icin bir calisma
gerceklestitilmigtir. Fermantasyonun optimum
kosullart olarak belitlenen; %3 metanol, her 12
saatte 1 saat 200 rpm hizda karstirma, 1 vvm
havalandirma hizi ve 120 saat inkibasyon
suresinde 220.6 g/kg kurumadde oraninda sitrik
asit Uretim degetine ulagildigr bildirilmistir.

SITRIK ASIDIN SAFLASTIRILMASI

Fermantasyon islemi tamamlandiktan sonra elde
edilen sitrik asit, miselyum ve mineral tuzlar,
organik asitler ve proteinler gibi cesitli safsizliklar

icerebilmektedir.  Sitrik asidin  fermantasyon
ortamindan  kazanimi  saflastirma  islemleri
uygulanarak  yapimaktadir.  Sitrik  asidin

saflastirilmast icin kullanilan yontemler, uygulanan
fermantasyon yontemine ve fermantasyonda
kullanllan  hammaddeye baglt olarak farkhihik
gostermektedir. Ayirma ve saflastirma islemleri
icin coktlirme, solvent ckstraksiyonu,
elektrodiyaliz, membran filtrasyonu, renk

giderme, adsorpsiyon, absorpsiyon,
mikroorganizmalarin immobilizasyonu ve iyon
degistirme gibi yontemler kullanilabilmektedir
(Dhillon vd., 2011; Wang vd., 2019). Bu
yontemler igerisinde ise ¢oktirme ve solvent
ektraksiyonu yontemleri en ¢ok tercih edilen
saflastirma uygulamalandir (Wang vd., 2019).

Sitrik  asidin =~ fermantasyon  ortamindan
saflastirilmast  temel  olarak  Sekil  1’de
gOsterilmistir.

Coktirme islemi geleneksel bir ayirma yontemi
olup, kolay uygulanabilirligi nedeniyle siklikla
kullandmaktadir. Coktiirme isleminin verimi sitrik
asit konsantrasyonu, pH, sicaklik ve kalsiyum
karbonat ilave orant gibi ¢esitli faktSrlere baghdir.
Sitrik asidin yitksek ¢ozunirligi nedeniyle bu
ayirmada beklenen kayip yaklasik %4-5 kadardir
(Soccol  vd., 2006). Fermantasyon islemi
tamamlandiktan sonra ¢coktirme isleminden 6nce
fermantasyon stvist On filtrasyondan gecirilmekte

ve biyokiitleden ayrilmaktadir (Papadaki ve
Mantzouridou,  2019).  Filtrasyon  yapilmus
fermantasyon stvisina  ¢Oktirme  islemi

uygulanmaktadir. Bu yéntemde sitrik asit iceren
karigtma 90-95°C sicaklikta, yaklagtk pH degeri 7
olan kalsiyum karbonat (CaCO3) ilave edilmekte
ve sitrik asit ¢Oziinmeyen tri-kalsiyum  sitrata
dontstirilerek ¢oktirilmektedir (Papadaki ve
Mantzouridou, 2019; Wang vd., 2019; Amato vd.,
2020). Coken kalsiyum sitrat tuzlari, konsantre
edilmis %50-60 sulfarik asit (H2SOy) ile muamele
edilerek kalsiyam siilfat (CaSOy) ve sitrik asit
ayristirtlmakta ve olusan kalsiyum siilfat filtrasyon
yontemi ile ortamdan uzaklastirilmaktadir
(Kamzolova ve Morgunov, 2017; Delgado
Dobladez vd., 2018). Stvi igerisinde olugarak kalan
sitrik asit monohidrat, yaklagitk 35°C sicaklikta
vakum buhatlastirict ile konsantre edilmektedir.
Konsante sitrik asit ¢Ozeltisi santrifiijlenerek
kurutulmakta ve sitrik asit kristalleri elde
edilmektedir (Vandenberghe vd., 2017; Papadaki
ve Mantzouridou, 2019). Kurutma iglemi 36.5°C
alundaki sicakliklarda gerceklestirilirse kristalize
sitrik asit monohidrat, bu gecis sicakliginin
tzerinde yapilirsa kristalize sitrik asit anhidrat elde
edilebilmektedir. Sitrik asit iceren c¢ozelti aktif
karbon ile muamele edildifinde veya iyon
degistiricilerden  gecirildiginde ~ daha  fazla
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saflastirma yapilabilmekte ve rengi
acilabilmektedir  (Vandenberghe vd., 2017).
Coktirme yontemi kolay uygulanabilir olmasina
ragmen yapilan islemlerden dolay1 ¢ok fazla atik
ortaya ¢tkmast bu yoéntemin dezavantajidir

Fermantasyon sivis1

l

Filtrasyon

/ \

(Delgado Dobladez vd., 2018). Ayrica ylksek
enerji tiketimi ve farkli asamalar icermesi
saflastirma maliyetini de artirmaktadir (Sun vd.,

2017).

Biyokiitle

Filtrat

l

90-95°C’de kalsiyum karbonat ile
muamele, pH = 7

l

Filtrasyon

/7 \

Fitre keki

Kalsiyum sitrat filtrat

l Filtratm %50-6

0 konsantrasyondaki

siilfiirik asit ile muamele

Filtrasyon

Filtrat

N\

Vakum altinda evaporasyon

= 35°C

Kalsiyum siilfat

l

%90-95 verim ve saflikta elde
edilmis sitrik asit

Sekil 1. Sitrik asidin fermantasyon ortamindan saflastiriimast

Sitrik asidin geri kazamilmasinin alternatif bir
yontemi olan solvent ektraksiyonu, sulu ortamda
¢bziinmeyen veya sadece az ¢6ziiniir olan segici
bir ¢Oziici vasttastyla sitrik  asidin - ayrilmast
uygulamasidir. Coktiirme islemi, biyik o6lcekli
endistriyel isletmelerde en ¢ok kullanidan yéntem
olmasina ragmen, sitrik asidin ayrilmasi igin

solvent ekstraksiyonu ile geri kazanim yéntemi de
yaygin olarak kullanilmaktadir (Wang vd., 2019).
Ancak c¢oktiirme islemi her tirli fermantasyon
ortami i¢in uygulanabilirken, solvent
ckstraksiyonu icin daha az safsizlik iceren bir
fermantasyon sivist gerekmektedir. Bu nedenle
ekstraksiyondan once fermantasyon sivisindaki
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kiif miselleri ve siispansiyon halindeki maddelerin
filtrasyon islemi ile uzaklastirilmasi gerekmektedir
(Soccol vd., 20006). Ekstraksiyon isleminde
kullanilacak ¢6ztch maksimum miktarda sitrik asit
ve minimum miktarda safsizlik ekstrakte edecek
Ozellikte olmalidir. Bu amacla bazi alifatik alkoller,
ketonlar, etetler, estetler, tri-n-butilfosfat,
alkilstilfoksitler ve suda ¢6ziinmeyen aminler gibi
organofosfor bilesikler ile kismen veya tamamen
suyla karismayan diger organik c¢ozicller sitrik
asit ekstraksiyonunda kullamlmaktadir (Berovic
ve Legisa, 2007). Aseton, su, etanol ve metanol
cozeltleri ile 20-25°C  sicaklikta  yapilan
ckstraksiyon islemi ile sitrik asit izolasyonu
yapilabildigi bildirilmistir (Soccol vd., 2000).
Solvent ekstraksiyon yontemi ile fermantasyon
karisimindan yaklasik %090 oraninda sitrik asit elde
edilebilmektedir. Cozgenlerle aymlan sitrik asit
daha sonra ¢oziicinin damitilmast veya ekstraktin
suyla yikanmast ile ¢6zgenden aynlmakta ve
konsantre edilerek kristallendirilmektedir
(Dhillon vd., 2011).

Sitrik  asidin  geri kazaniminda ¢evre dostu
yontemlerden biri olarak bilinen elektrodiyaliz,
son yilarda endistriyel Slcekte yaygin olarak
kullanilan klasik metotlara alternatif bir yontem
olarak g6rilmektedir. Elektrodiyaliz, elektrik
yukli membranlarin ve elektriksel potansiyel
farkin yuritict giich alandaki iyonlart sulu
cozeltilerden ayirmak icin  kullanilmaktadir.
Anyon ve katyon degistirici membranlarin birbiri
ardina iki elektrot arasina yerlestirilmesi ile
olusturulan ve elektrodiyaliz membran yontemleri
arasinda yaygin olarak kullandan bu yontem,
proseste meydana gelen atik sulart azaltmayi
amaglamaktadir (Cavallo vd., 2017). Bu yéntem
tuzlarin, elektrik potansiyel farki sayesinde asit ve
baza dénustirildikten sonra elektriksel yiikli
monopolar veya bipolar membranlar araciligtyla
¢Ozeltiden ayrilmasini saglamaktadir.  Yaygin
olarak kullanilan bipolar membranlar, bir elektrik
alaninda suyun H* ve OH- iyonlarina ayrilmasim
saglayan 6zel iyon degisim membranlardir.
Bipolar membran elektrodiyalizi, geleneksel
yontemlere gore bir¢ok avantaja sahiptir (Liu vd.,
2015). Teknik olarak gelismis bir yéntem olan
clektrodiyaliz ile attk miktar1 azaltilmakta,
gelistirilmis ~ dretkenlik  ile  yiksek  verim

saglanmakta ve stirekli prosesler
gerceklestirilmektedir (Liu vd., 2015; Sun vd.,,
2017). Bu yontemin en Onemli avantaji ise,
organik  asit tuzlarindan organik  asitlerin
tretilebilmesidir (Liu vd., 2015; Sun vd., 2017).
Ancak elektrodiyaliz yontemi yiksek maliyet ve
Ozel ekipman ihtiyact gibi dezavantajlara da
sahiptir.

Sitrik asit, adsorpsiyon yéntemi kullanilarak da
geri kazanilabilmektedir. Bu amacla kullanilan
polimer regineler, yitksek adsorpsiyon kapasitesi
ve secicilige sahiptir (Delgado Dobladez vd.,
2018). Saflastirma icin kullanilan hafif bazik
regineler Uglinclil aminler veya piridin  ile
yapilmaktadir (Wu vd., 2009; Delgado Dobladez
vd., 2018). Ayrica son yillarda Ozellikle derin
kiltiir fermantasyon yontemi gibi strekli bir
proseste ortaya ¢ikan bazt sorunlart en aza
indirmek  amactyla  mikrobiyel  hicrelerin
immobilizasyonu da saflastirmayr kolaylastirmak
amaciyla kullanillan bir yontemdir (Amato vd.,

2020).  Sitrik  asit  Gretiminde A, niger
immobilizasyonu kalsiyum aljinat jeli,
poliakrilamid  jel, poliiretan  kopik  ve

kriyopolimetlestirilmis ~ akrilamid  kullanilarak
gerceklestitilmektedir (Amato vd., 2020; Behera
2020). Mikroorganizmalarin immobilize formda
canlt biyokatalizotler olarak uygulanmast yontemi
genellikle serbest mikroorganizma
uygulamalarindan  daha iyi dretim  verimi
saglamaktadir (Amato vd., 2020).

SONUC

Sitrik asit gida, ilag, kimya, tarim, kozmetik ve
diger endistrilerde yaygin olarak kullanilan bir
organik asittir. Sitrik aside olan tiketim talebi her
gecen yil artmakta ve artan taleple birlikte sitrik
asit Uretimine daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadur.
Diinyada her yil 2 milyon tondan fazla miktarda
sitrik asit Gretilmesine ragmen tlkemizde sitrik
asit Uretimi ve bu konu izerine bilimsel calismalar
son derece stnirhidir. Sitrik asit konusunda ithalat
ve disa bagimhiligin azaltdabilmesi i¢in sitrik asidin
Ozelliklerinin,  tretim  ve  geri  kazamm
proseslerinin  arastirdlmast  ve  incelenmesinin
6nemli bir konu oldugu degerlendirilmis ve bu
amagcla sitrik asidin 6zellikleri, kullanim alanlari,
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saglik tzerine etkileri, Gretim ve saflastirma
yontemleri bu detlemede agiklanmistir.

CIKAR CATISMASI
Bu makale ile ilgili olarak baska kisiler ve/veya
kurumlar arasinda bir ¢ikar catismast yoktur.

YAZAR KATKILARI
Tim yazatlar makalenin yapilmasinda,
yazilmasinda ve yaymnlanmasinda esit katki

saglamiglardir. Makalenin hazirlanmasinda baska
kisi ve/veya kurumlarin katkist yoktut.
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