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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MIiKROORGANIZMALARIN YENILEBILiR YAG URETiMi POTANSIYELLERI
UZERINE ARASTIRMA

Meryem Selcen GOKTAS

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Danisman: Dog¢. Dr. Hakan KULEASAN

Arastirmada, gida sanayi atiklarini iceren besiyerinde mikroorganizmalar ile yag
tiretimi amaclanmistir. Mikroorganizmalarin elde edilmesinde, fazla sayida lipolitik
mikroorganizma bulunabilecegi diisiiniilen proteince zengin gidalar ve yliksek
oranda yag iceren materyaller secilmistir. Mikroorganizmalarin yag iiretim
yetenekleri incelenerek en yiiksek miktarda yag {iretenler ile biiyiikk hacimlerde
tiretime gecilmistir. Calismada kullanilan karisik besiyeri; gida atiklarini (elma
kabugu, patates kabugu vb.) igeren bir besiyeri olarak formiilize edilmistir. Hazir
besiyerinde ve atiklar1 igeren karisik besiyerinde yapilan yag iretimleri
karsilagtirilmistir. Yag iiretimi en basarili bulunan mikroorganizmalarin genetik

tanis1 yapilmistir.

Calismada en yliksek yag iiretimi Pichia membranaefaciens ile saglanmistir. Pichia
membranaefaciens’in orijinal besiyerinde kuru hiicre agirlhiginin % 64.58°1, ve
karigik besiyerinde % 32.49’si oranlarinda yag iirettigi bulunmustur. Bunun aksine
Klebsiella oxytoca susu orijinal besiyerinde % 11.63 oraninda yag iiretirken karisik
besiyerinde % 15.20 yag oranina ulagsmistir. Son olarak denemelerde elde edilen yag
orneklerinin Gaz Kromotografisi cihazinda analizleri yapilarak icerdikleri yag

asitlerinin dagilimi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyel yag, gida atiklari

2016, 73 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

RESEARCH ON POTENTIAL MICROORGANISMS IN
PRODUCTION OF EDIBLE OILS

Meryem Selcen GOKTAS

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hakan KULEASAN

In the study, the microorganisms in a medium containing food industry wastes were
employed for the production of edible oil. In order to achieve a selective isolation of
microorganisms, protein-rich foods and high fat materials were selected due to high
presence probability of various lipolytic microorganisms. The strains producing the
highest amount of edible oils were selected and carried on large volume edible oil
production. The mixed medium was a type of media which was prepared by using
food wastes (such as apple peels and potato skins, etc.). The edible oil amounts
produced in mixed medium and ready to use original medium was compared.
Microbial strains which yielded the highest amounts of edible oil were genetically

identified.

In the study, the highest edible oil production was achieved by Pichia
membranaefaciens. Pichia membranaefaciens produced 64.58% of its dry weight in
original medium and 32.49% in the mixed media. In contrast, Klebsiella oxytoca
strain produced 11.63% oil in original medium while it reached 15.20% oil
production rate in mixed medium. Finally, the oil samples obtained in the
experiments were analiyzed in Gas Chromatography for the determination of their

fatty acid distribution.

Keywords: Microbial oil, food waste

2016, 73 pages
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1. GIRIS

Yaglar, ii¢c molekiil serbest yag asidinin gliserol molekiilii ile olusturmus olduklar1
esterlerdir. Gilserolden bir yag asidi uzaklasinca digliserit, iki yag asidi uzaklasinca
monogliserit adint alir. Gliserol molekiiliine bagl ii¢c yag asiti birbirinin aynisi

olabilecegi gibi li¢ farkli yag asiti de olabilmektedir (Gtirbilek, 2011).

Yaglarin karakterlerini biiyiik Olciide yag asitleri etkilemektedir. Yag asitlerinin
gliserole baglandiklar1 yer ve icerdikleri karbon sayilar1 basta erime noktasi olmak
lizere yagin fiziksel ve metabolik 6zelliklerini belirler. Ayrica bu yag asitlerinin
yapisindaki cift bag sayis1t ve yeri de yag asitlerinin fiziksel 6zellikleri iizerinde

etkilidir (Saldamli, 2007).

Yaglar, insan biinyesinde viicut sicakligimin ve suyunun korunmasinda izolator
olarak gorev yapar. Sindirilmeleri diger besin Ogelerine kiyasla daha uzun
stirdiigiinden, canlilarda daha uzun siireli bir tokluk hissi yaratirlar. Viicuda alinan
gereksinim fazlasi enerji, gerektiginde kullanilmak izere yag olarak depolanmaktadir

(Kayahan, 2003).

Bir yagin kalitesi, yapisinda yer alan yag asitlerinin ¢esit ve miktarlari ile yakindan
ilgilidir. Bu nedenle yag asitleri beslenme fizyolojisi ac¢isindan, bulunduklar1 yaglara

onemli ozellikler kazandirir (Bayrak, 1997).

Yaglarin ortak 6zelliklerinden biri de sudan daha diisiik yogunluga sahip olmalaridir.
Oda sicakliginda sivi formdan kat1 forma kadar degisim gosteren bir erime derecesi
araliginda bulunurlar. Oda sicakliginda kati formda iseler kati yaglar (fats), sivi
formda iseler sivi yaglar (oils) olarak tanimlanirlar. Kat1 ve siv1 yaglar, gliserol ve
yag asitlerinden olusan trigliseridlerin hakim oldugu bilesikler grubudur (Nas vd.,
2001). Yaglar suda ¢ok az ¢dOziinebildikleri halde, nonpolar c¢oziiciiler diye
adlandirilan, kloroform, eter ve benzen gibi ¢dzgenlerde kolaylikla ¢oziilebilen
heterojenik yapida bilesiklerdir (Bingdl, 1976). Lipidler, trigilseritlere ilave olarak
yapilarinda mono ve digliseridler, fosfatidler, serebrosidler, steroller, terpenler, yag
alkolleri, yag asitleri, yagda ¢oziinen vitaminler (A, D, E ve K) ve diger bazi

bilesenleri de i¢eren bilesikler grubudur (Nas vd., 2001).



Giliniimiizde insan tiiketimine uygun temel yag kaynagi olarak biiyiik 6l¢iide bitkiler
ve kismen hayvanlar kullanilmaktadir. Bunun yaninda bazi mikroorganizmalar
tarafindan {iretilen degerli yaglar da biyoreaktdrlerde fermantasyon yolu ile elde
edilmektedir. Bu yaglar, kolesterol, agir metaller ve pestisitleri igermemekte ve

hayvansal yaglara gore daha basit bir bilesime sahip olmaktadirlar (Aran, 2010).

Mikroorganizmalardan yag iiretimi ¢aligmalari ilk olarak I. Diinya Savasi sirasinda
Almanya’da gercgeklestirilmistir. Daha sonraki c¢aligmalar ise 1950’lerde
yogunlagmistir. Ancak analitik cihazlarin (Gaz ve Sivi Kromatografisi vb.) ve
biyoteknoloji konusundaki bilgilerin yetersiz olmasi nedeniyle mikrobiyel yaglarin
ozellikleri yeterince ortaya konulamamigstir. Giiniimiizde ise yapilan analizler
sonucunda mikroorganizmalarin ve 6zellikle de mayalarin ¢ok farkli yag asitlerini
sentezleyebildikleri ve uygun kosullarda toplam biyokitlelerinin % 70’ ine varan
oranlarda yag depolayabildikleri belirlenmistir. Mayalar arasinda Saccharomyces
cerevisiae kolay bulunabilirligi ve metabolizmasinin ortaya konulmus olmasindan
dolay1 mikrobiyel yag iiretim ¢aligmalarinin temelini teskil etmektedir (Kuleasan ve

Hizal, 2009).

Bu yiiksek lisans ¢aligmasinda, ¢esitli dogal kaynaklardan mikroorganizmalar izole
edilerek bu mikroorganizmalarin kullanimi ile gida sanayii atiklarindan mikrobiyel
yaglarin iiretimi gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen yaglarin

oransal miktarlar1 ve yag asidi igerikleri incelenmistir.



2. LITERATUR OZETLERI
2.1. Lipidlerin Simiflandirilmasi

Lipidler, kimyasal yapilarina goére basit lipidler, bilesik lipidler ve lipid benzeri

bilesikler olmak iizere li¢ genel gruba ayrilmaktadir.

Basit Lipidler:

e Yaglar: Yag asitleri ile gliserinin olusturdugu gliseritler.

e Mumlar: Yiksek yapili yag asitleri ile mum alkollerinin olusturduklar
esterler.

e Renk Mumlari: Poliyenik yag asitleri ile poliyenik alkollerin olusturduklar
esterler.

e Sterol Esterleri: Yag asitleri ile sterollerin olusturduklar: esterler.

e Triterpenik Alkol Esterleri: Triterpenik alkollerle yag asitlerinin
olusturduklar esterler (Kayahan, 2003).

Bilesik Lipidler:
Bilesik lipidler kendi aralarinda, fosfor ve azot Igeren lipidler (gliserofosfatitler,
lesitin, sefalin, bakteri fosfatitleri vb.), ile Sfingomiyelinler, seker igeren lipidler

(serebroglikozitler, sulfatitler vb.), protein iceren lipidler gibi gruplara ayrilirlar

(Kayahan, 2003).

Lipid Benzeri Maddeler:
Bu grupta yag asitleri, hidrokarbonlar, yagda eriyen renk maddeleri, yagda eriyen

vitaminler, antioksidanlar, yiiksek alkoller ve tat-koku maddeleri yer alir (Kayahan,

2003).

2.2. Yag Kaynaklar

Insanlarin beslenmesinde énemli bir yere sahip olan yaglar, bitkisel ve hayvansal
hiicreler ile mikroorganizmalar tarafindan ozellikle bazi maya ve kif tiirlerince

sentezlenmektedir (Basoglu, 2006).



Giliniimlizde gida olarak tiiketilen yaglari, elde edildigi kaynagina, yag asitleri
bilesimine, fiziksel 6zelliklerine ya da modifiye edilis sekline bagl olarak, degisik
sekillerde gruplandirmak miimkiindiir (Kayahan, 2003).

Cizelge 2.1. Yemeklik yaglarin siniflandirilmasi (Kayahan, 2003).

Dogal Yemeklik Yaglar Modifiye Yemeklik Yaglar
Kat1 yaglar Siv1 yaglar Kat1 yaglar Yumusak Siv1 yaglar
yaglar
Kara hayvanlarn Su ve deniz Sanayi Stiriilebilir Kizartma
yaglar iriinleri yaglart | margarinleri margarinler yaglar
Siit yaglari Tohum ve meyve | Kahvaltilik Dietetik Salata yaglari
yaglari margarinler margarinler

Bitkisel kat1 Mutfak Ozel yag

yaglar margarinleri | fraksiyonlari

Bitkisel yag kaynaklari; Bugiin diinyada elde edilen yagin % 95’1 12 bitki tlirtinden
elde edilmektedir. Bitkisel yag kaynaklari; yagl tohumlardan (ay¢icegi, ¢igit, susam,
kolza, aspir, soya fasulyesi) ve yagli meyvelerden (zeytin, badem, finduk, palm
meyvesi, hindistan cevizi, ceviz avokado) elde edilenler olmak {iizere ikiye

ayrilmaktadir (Basoglu, 2006).

Diinya’da bitkisel yag iiretiminin yilda yaklasik olarak 176 milyon ton oldugu
bildirilmektedir (Statista, 2016). Yaglarin insan beslenmesindeki 6neminin yani sira
bitkisel yag asitleri, sabun, deterjan, gres, biyo-yakit, kozmetik ve boya sanayi i¢in
de hammadde niteligindedir. Bu nedenle bitkisel yaglara olan ilgi son yillarda
giderek artmaktadir. Ayrica bitkisel liretim fazlasi yagin petrole alternatif olarak

kullanilabilecegi de belirtilmektedir (Kuleasan, 2008).



Cizelge 2.2. Diinyada en fazla iiretimi yapilan yag bitkileri ve yag icerikleri
(Basoglu, 20006).

Yag Bitkisi Ortalama Yag Orani (%)
Hindistan cevizi (Kopra) 65-68
Brezilya palmi (Babassa) 60-65

Susam 50-55

Palm meyvesi 45-50
Palm ¢ekirdegi 45-50
Amerikan yer fistig1 45-50
Kolza tohumu 40-45
Aycicek tohumu 35-45
Aspir tohumu 30-35
Zeytin (meyvede) 25-30
Pamuk tohumu (¢igit) 18-20
Soya fasulyesi 18-20

Hayvansal yag kaynaklari ise ¢ok fazla degildir. Bunlar kendi i¢inde 3 grup altinda
incelenebilir:
e Kara hayvanlarinn i¢ yaglari, kuyruk yaglari: Ozellikle koyun, sigir ve
domuz gibi hayvanlardan elde edilen yaglar.
e Deniz hayvanlarindan elde edilen yaglar: Cesitli baliklardan elde edilen
yaglar ve balina i¢ yaglari ile karacigerinden elde edilen yaglar.
e Kara hayvanlarimmin siitiinden elde edilen yaglar: Koyun, inek gibi

hayvanlarn siitlerinden elde edilen tereyaglari (Basoglu, 2006).

2.3. Yag Asitleri

Yag asitleri, yagin doymusluk derecesini gosteren farkli uzunluktaki karbon
zincirinden olusan, trigliseridleri olusturduklarindan hem kompleks lipitlerin 6nemli
bir parcas1 hem de kendisinden kolayca enerji saglanan bir kaynaktir. Doymus ve
doymamis yag asitleri olarak iki ¢esidi bulunmaktadir. Doymamis yag asitleri de
tekli doymamis (monoansature) ve ¢coklu doymamis (poliansature) yag asitleri olarak

iki gruba ayrilmaktadir (Kaya, 2004).



Doymus yag asitleri oda sicakliginda kati halde bulunduklar1 igin viicutta
birikmektedir. Coklu doymamis yag asitleri ise oda sicakliginda sivi halde
bulunmakta ve ayni zamanda insan hayatinin devamliligi icin de biiyiikk Onem
tagimaktadir. Bundan dolay1 temel yag asitleri olarak adlandirilarak omega-6 ve
omega-3 yag asitleri olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. Omega -6’larin ana
kaynag yiiksek oranda linoleik asit igeren musir ve soya fasulyesi yagidir. Omega-3
ise keten tohumu, ceviz ve Ozellikle planktonlar ile yagl baliklarda bol miktarda
bulunmakta, keten tohumu ve cevizde alfa-linolenik asit, balik yaglarinda ise
Eikosapentaenoik asit (EPA) ve Dekosahegzaenoik asit (DHA) en Onemli yag
asitleridir. EPA ve DHA’nin mutlaka disardan alinmasi gerekmektedir. Ciinkii viicut

tarafindan sentezlenemedikleri icin elzem yag asitleri olarak adlandirilmaktadir

(Kaya, 2004).

Yag asitlerinin fiziksel, kimyasal ve besleme o0zellikleri; molekiiliindeki karbon
atomu sayisi, karbon atomlar1 arasinda ¢ift bag sayisi ve karbon atomlarinin
pozisyonu ile belirlenmektedir. Fiziksel oOzellikler agisindan yag asitleri ele
alindiginda, karbon sayist 10’a kadar olan biitiin doymamis yag asitlerinin oda
sicakliginda sivi ozellikte oldugu ve ugucu bir nitelik kazandigi belirtilmektedir.
Ayrica suda erimemektedirler. Daha uzun karbon zincirine sahip olan yag asitleri ise
kat1 halde bulunmaktadir. Kat1 ve siv1 yaglar, yag asidi zincirlerinden olugsmaktadir.
Omega-3; uzun zincir yapida, ¢coklu doymamis yaglarin bir grubuna verilen isimdir.
Doymamis yag asitleri molekiil dizilislerinde karbon atomlar1 arasinda gesitli sayida
cift bag icermektedirler. Doymamis yag asitlerinin belirtilmesinde isimlerin yaninda
ozel niimerik sistemler de kullanilmaktadir. Ornegin; 18:3 (n-3) seklinde gdsterilen
linolenik asidin, 3 adet ¢ift bag iceren 18 karbon atomundan olustugu, (n-3) veya ®-3
(Omega-3) ifadesi ise ilk ¢ift bagin 3. karbon atomu ile 4. karbon atomu arasinda

oldugunu belirtmekte ve formill ugta bir metil grubu (CH;) bulundurmaktadir

(Karabulut, 2006).



Cizelge 2.3. Doymamis Yag Asitleri ve Yapisal Formiilleri (Karabulut, 2006).

Yag Asidinin Molekiiler | Numerik Yapisal Formiilii
Ad1 Formiilii | Formiili
Palmitoleik Asit | C,H,,0, 16:1n7 CH,(CH,),CH=CH(CH,),COOH
Oleik Asit C,sH5,0, 18:1n9 CH,(CH,),CH=CH(CH,),COOH

Vaksonik Asit | C,Hy,0, | 181In7 | CH,.(CH,).CH=CH(CH,),. COOH

Linoleik Asit | C,H,0, | 182n6 | CH,.(CH,),,CH=CHCH,CH=CH(C
H,),COOH

Linolenik Asit | C,H,,0, | 18:3n3 | CH,CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH
=CH(CH,),COOH

Arasidonik Asit | C, H;,0, 20:4n6 CH,(CH,)4«CH=CHCH2CH=CHCH2
CH=CHCH:2CH=CH(CH,);COOH

Diiz zincir yapisindaki yag asitleri farkli uzunluk, farkli karbon sayis1 ve farkli bag
yapilari ihtiva etmektedir. Bunlardan bir ¢ift bagi olanlar tekli doymamis yag asitleri
olarak eger birden ¢ok ¢ift bag icerirlerse ¢oklu doymamis yag asitleri olarak
isimlendirilirler. Bunlarin molekiil dizilislerinde karbon atomu sayisi1 18-20 arasinda
ve 2-4 adet ¢ift baga sahip olduklarindan bu yag asitlerine PUFA (polyunsaturated
fatty acids, ¢oklu doymamis yag asitleri), 20’den fazla karbon atomu ve 4’ten fazla
sayida ¢ift bag igeren yag asitlerine ise HUFA (highly unsaturated fatty acids, asir
doymamuis yag asitleri) ad1 verilmektedir. Zincir uzunlugu, karbon sayis1 ve ¢ift bagin

pozisyonu yagin biyolojik 6zelliklerini belirlemektedir (Karabulut, 2006).

Dogada bitkiler 200°den fazla yag asidi cesidi igerirler. Bitkilerden elde edilen
yaglarda bulunan yag asitleri dallanmamis yapida, 12 ile 22 arasinda karbon sayisina
sahiptirler ve 0 ile 3 arasinda degisebilen cis formunda ¢ift bag bulunur. Bunun yam
sira bitkiler, dogada ¢ok sik goriilmese de epoksi, hidroksi, siklopropen ve asetilenik
gibi fonksiyonel gruplari olan yag asitlerini de igerirler. Diinya’da iiretilen yemeklik
bitkisel yaglarin % 71’ini soya, palm ve ay¢igegi yaglart olusturmaktadir (Statista,
2016). Yukarida bahsedilen 200’den fazla yag asitinin ancak 4 tanesi, linoleat,

palmitat, laurat ve oleat ticari 6neme sahiptir (Kuleasan, 2008).

Bir yagdaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin miktar1, o yagin diger 6zelliklerinin
yaninda kuruyan veya yar1 kuruyan karakterde olmasini da belirlemektedir. Konjuge

yapidaki polienik yag asitleri izolen yag asitlerine kiyasla kimyasal tepkimelere daha




kolay girmektedir. Bu Ozellikleri nedeniyle bu tip yaglar 1ak ve boya sanayi ig¢in

onemli ve aranan hammaddelerdir (Kuleasan, 2008).

Ayrica orta zincir uzunlugundaki doymus yag asitleri Laurik asit (12C), Palmitik asit
(16C) margarinde olusturduklar1 kristal formlar ve yapiya kazandirdigi plastisite
itibar1 ile margarin iiretimi acisindan 6nem tasimaktadir. Bu yag asitleri oksidasyona
kars1 stabildirler ve yagda ¢oziinen flavor, renk maddeleri, vitaminler ve ilag
bilesenleri i¢in de tasiyici gorevindedirler. Bu yag asitlerinin 8.3 kcal/g enerji
degerine sahip olmalar diisiik kalorili gida tiriinlerinin iiretiminde kullanilmalarini da

miimkiin kilmaktadir (Kuleasan, 2008).

Ana kaynagi hindistan cevizi ve palm ¢ekirdegi olan orta zincir uzunlugundaki yag
asitlerinden Laurik asit, ylizey aktif madde olmasindan dolay1 sabun, deterjan ve

kisisel bakim iiriinleri sanayi i¢in de 6nemli bir hammaddedir (Kuleasan, 2008).

2.4. Yaglarin Insan Sagh@ Acisindan Onemi

Hayvansal organizmalarin baslica besin kaynaklarindan birisini meydana getiren
lipidler enerji verme ve enerji depolama bakimindan karbonhidratlardan daha {istiin
bir nitelige sahiptir. Lipidlerin, yapilarinda yer alan yag asitlerine gore,
membranlarda yap1 tasi olarak bulunmak, metabolizma icin gerekli hiicresel enerji
deposu gorevi gormek, metabolizma i¢in gerekli yakitin tasinabilir sekli olmak,
bdcekler, bakterilerin hiicre duvarlari, bazi bitki yapraklar1 ve cilt i¢in koruyucu
madde olmak gibi baslica dort fonksiyonu bulunmaktadir. Bunun disinda lipidlerin
hayvanlarda cilt alti yalittm maddesi ve i¢ dokulara destek olarak ayrica onemli
gorevleri oldugu goriilmektedir. Bazi vitaminlerin absorbsiyonunun saglanmasi ve
prostoglandinler gibi 6nemli biyolojik etkiye sahip maddelerin 6n maddesi olarak
kullanilmalar1 yoniinden de lipidler ¢ok degerli organik maddelerdir (Bing6l, 1976).

Yaglar1 olusturan yag asitlerinin de insan viicudunda &nemli islevleri vardir. Insan
gbziliniin dogru bir sekilde ¢alismasina, beynin fonksiyonlarini eksiksiz olarak yerine
getirmesine yardimci olurlar ve kandaki yag konsantrasyonunu diizenlerler (Kaya,

2004).



Esansiyel yag asitleri dogal kan inceltici 6zellige sahip olup, kalp krizine yol
acabilen kan pihtilagmasini dnleyebilmektedirler. Bu yag asitleri, artrit ve otoimmiin
hastaliklarinin - semptomlarmi  hafifleten dogal iltihap giderici bilesikler de
icermektedir. Esansiyel yag asitleri acisindan fakir bir beslenme rejimi; kepek,
egzema, catlak tirnaklar, mat ve kirilgan saglar gibi deri problemlerine neden
olabilmektedir. Bagirsak sistemi boyunca uzanan hiicrelerin yapisim1 etkilemekte,
ince bagirsagin i¢ini kaplayan sindirici-emici hiicrelerin kalinligin1 ve yiizey alanini
arttirmaktadir. Bu da besinlerin daha iyi emilimi, alerjenlerin daha az emilimi
demektir. Ayrica esansiyel yag asitlerinin icerdigi bilesiklerin hayvanlarda kanser
hiicrelerini bloke edebildigi, insanlarda ise omega-3 grubu yag asitlerinin gogis
kanseri hiicrelerinin biiylimesini engelleyebildigi bircok arastirmada ortaya

konmustur (Eseceli, 2006).

Beslenmenin lipid metabolizmas iizerine olan etkisinde diyetin igeriginin yani sira
bunun ne kadar siire uygulanacagi da 6nemli bir konudur. Erken gelisim doneminde
uygulanan ve uzun siireli tiiketilen diyetin beyin lipid igerigini degistirebilecegine

dair ¢aligsmalar mevcuttur (Akan, 2000).

Orta zincir uzunlugundaki doymus yag asitlerinin sindirimlerinin, emilimlerinin,
taginmalarinin ve metabolize edilmelerinin uzun zincirli yag asitlerine gére daha hizl
oldugu belirlenmistir. Bu yag asitlerinin viicutta depolanma egilimi de daha
diisiiktiir, bu nedenle pankreatik sorunlar1 ve emilim problemi olan hastalarda tedavi
amacglt kullanildiklar1 bildirilmektedir. Orta zincir uzunlugundaki yag asitleri
ketojenik 0Ozellikte olduklarindan ilag tedavisinin yeterli olmadigi epileptik
cocuklarda faydali olduklar1 belirtilmektedir. Ayrica bu yag asitleri HIV(+)
hastalarda diarenin 6nlenmesi ve yetersiz yag asiti absorpsiyonunun tedavi edilmesi
gibi alanlarda kullanildig1 ve ketojenik diyetin timor biliylimesini azalttigi da

bildirilmektedir (Kuleasan, 2008).

Bilim adamlar1 ilk olarak, Grondland'da Eskimolarin saghigi {izerine ¢alisma
yaptiklarinda Omega-3'tin  6nemini fark etmislerdir. Eskimolarin geleneksel
gidalarinin yiiksek oranlarda yag icermesine karsin, kalp hastali§i, romatizmal
kireglenme, astim ve gelismis iilkelerde yaygin olan pek ¢ok hastaliga karst direncli

olduklar1 belirlenmistir. Bunun sebebi, doymamis yaglari igeren balik etlerinin ve



deniz memelilerinin yaglarinin Eskimolar tarafindan bitkisel yaglara gére daha ¢ok
tilketilmesidir. Yag asitleri, insan sagligina olan olumlu etkileri nedeniyle gittikce
artan bir sekilde ticari ilgi odag1 haline gelmektedir (Karabulut, 2006). Giiniimiizde
modern toplumun bir sendromu olarak omega-3 yag asitlerinden eksik beslenme s6z
konusudur. Omega-3 yag asitlerince fakir beslenen deney hayvanlarinin néron ve
retina islevleri ve kavrama yetenekleri olumsuz yonde etkilenmektedir (Akan, 2000).
Ingiliz Beslenme Vakfi diyetlerdeki kalorinin % 6'stnin Omega-6 yag asitlerinden,
%1.5’inin ise Omega-3 yag asitlerinden saglanmasi gerektigini belirtmislerdir. Buna

gore alinmasi tavsiye edilen giinliik ortalama miktarlar asagida verilmistir:

1. Linoleik asit: Erkekler 17.0 g, Bayanlar 13.0 g.
2. Alfa-linoleik asit: Erkekler 3.0 g, Bayanlar 2.0 g.
3. EPA ve DHA: Erkekler 1.4 g, Bayanlar 1.1 g. (Karabulut, 2006).

ALA, EPA ve DHA beyin ve retinanin ilk gelisimlerinde elzemdirler. ALA’dan
tiireyen DHA beyin gelisimi ve gorsel fonksiyonlar i¢in elzem iken LA’dan tiireyen

arasidonik asit (AA) neonatal bilyiime ve ovulasyon icin esansiyeldir (Isleroglu,

2005).

Omega-3 yag asidi Omega-6 yag asidi
a-linolenik asit (ALA) Linoleik asit (LA)
18:3n-3 18:2n-6
l A-6-desaturaz l
Stearidonik asit Gamma linoleik asit (GLA)
18:4n-3 18:3n-6
l 1
20:4n-3 20:3n-6
! A-5-desaturaz !
Eikosapentaenoik asit (EPA) Aragidonik asit (AA)
20:5n-3 20:4n-6
l !
22:5n-3 22:4n-6
l A-4-desaturaz l
Dokosaheksaenoik asit (DHA) 22:5n-6
22:6n-3

Sekil 2. 1. Omega-3 ve omega-6 serilerinin ¢oklu doymamus yag asitleri ile iligkileri
(Isleroglu, 2005).
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Omega 3 (alfa-linolenik asit), Omega 6 (linoleik asit) ve Omega 9 (oleik asit)'dan
olusan omega yag asitlerinin beyin gelisimi, bagisiklik sisteminin giliglenmesi,
koroner kalp hastaliklarinin 6nlenmesi gibi fonksiyonlari bulunmaktadir. Bu yag
asitlerinin en ¢ok bulundugu gida maddeleri arasinda; Omega-3 yag asidi agisindan
balik yagi, keten tohumu, soya ve yesil yaprakli sebzeler, omega-6 yag asitleri
acisindan bitkisel sivi yaglar, omega-9 yag asitleri acgisindan ise, zeytinyagi yer
almaktadir. Gerek gida maddelerinin dogrudan bilesimine eklenerek gerekse
hayvansal kaynakli gidalarda elde edildigi canli hayvanlarin rasyonlarina ilave
edilerek, gida maddelerinin omega yag asitleri acgisindan zenginlestirilmesi saglik

acisindan daha uygun gida eldesi i¢in 6nemli bir uygulamadir (Eseceli, 2006).

Yapilan aragtirmalarda omega-3 yag asitinin insanlarda kalp krizi ve diger
hastaliklarin riskini azalttig1 belirlenmistir. Karada yetisen bitkiler genellikle omega-
6 yag asitleri tiretmekle birlikte, belirli baz1 deniz ve tath su bitkileri (6zellikle algler
ve soguk su bitkileri) omega-3 yag asidi liretmektedir. Balik yaginda 6nemli olan
PUFA’lar grubunda ayrim yapmak i¢in 5 veya daha fazla ¢ift bag iceren omega-3
PUFA’lar, yiikksek doymamig yag asitleri (HUFA) olarak adlandirilir. Tiiketilen
gidalardaki yaglarin, doymamis yaglar bakimindan zengin olmasi biiyiik 6nem
tagimaktadir. Ciinkii omega-3 serisi yag asitlerinin viicutta, biyokimyasal ve
fizyolojik aktivitelerde 6nemli gorevler iistlendigi artik kesin olarak bilinmektedir

(Kaya, 2004).

Keten tohumu yagi, yag asitlerinin yaklagik % 55’ini olusturan omega 3 yag
asitlerinden a-linolenik asidin (ALA) en zengin kaynaklarindan birisidir. Keten
tohumuna gosterilen ilgi soguk presleme ile elde edilen yaginda % 50 oraninda
omega-3 yag asidi bulundugunun anlasilmasindan sonra baglamistir. Keten
tohumlar1, % 5 palmitik asit (16:0), % 3 stearik asit (18:0), % 17 oleik asit (18:1n-9),
% 15 linoleik asit (18:2n-6) ve % 59 a-linolenik asit (ALA; 18:3n-3) icermektedir.
a-linolenik asit (ALA) ve linoleik asit (LA, n-6)’in her ikisi de esansiyel yag
asitleridir ve diyetle alinmalar1 gereklidir (Isleroglu, 2005).
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2.5. Mikrobiyel Yag Sentezi

Mikroorganizmalar hiicrelerinde genel olarak yaklasik % 20-30 oraninda yag
icermektedirler. Mikroorganizma hiicrelerinde yaglarin biiylik bir kismu hiicre
zarinda  bulunmakta olup c¢esitli  fonksiyonel gorevleri vardir. Baz
mikroorganizmalarda ise yapisal yaglarin yani sira yliksek miktardaki yag hiicre
icerisinde depo materyali olarak normalin olduk¢a {izerinde bir oranda
tiretilmektedir. Normalden ¢ok daha fazla yag depolama oOzelligine sahip bu
mikroorganizmalar  “yag  iireten” (oleaginous) veya “yag depolayan”
mikroorganizmalar olarak  tamimlanmaktadirlar (Ratledge, 2004).
Mikroorganizmalar arasinda bakterilerin (prokaryot) trigliserit formundaki yag
tiretimi oransal olarak ¢ok diisiik miktarlarda olup, trettikleri yaglar biiyiik oranda
poly-B-hidroksibiitirat formundadir. Biitiin mikroorganizmalar yag iiretme
konusunda ayni yetkinlikte degildir. Ornegin, bakteriler triagilgliserol sentezlemede
nispeten zayif, bunun yani sira bazi mayalar ve &zellikle kiifler iyi birer kaynak

olabilirler. Bakteriler ise mum esterleri, polyester, poli-B-hidroksibiitirat gibi daha

spesifik yaglarin iiretimine daha yatkinlardir (Aran, 2010).

Yag depolama oOzelligine sahip mikroorganizmalarin hemen hepsini Okaryotik
yapidaki maya ve kiifler olusturmaktadir. Bu nedenle 6karyotik yap1 gosteren kiifler
ve mayalar trigliserit formundaki yag iiretimi agisindan daha zengin bir kaynaktir.
Maya ve kiiflerde normal besin kosullarinda yag depolama 6zelligine sahip olmayan
bazi tiirlerin dahi uygun kosullarda yiiksek oranda yag depolayabilme kabiliyetine
sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu nedenle Okaryotik bir mikroorganizma igin yag
depolama o6zelligi her zaman mikroorganizmanin tiiriine bagli olmayip, ortamdaki
besin elementlerinin oranina bagl olarak dnemli Olclide degisiklik gostermektedir

(Mukherjee, 2002).

Giliniimiizde hayvansal ve bitkisel yaglarin ve bu yaglarin kimyasal yapilarindaki
farkliliklarin insan metabolizmas1 ve sagligi iizerindeki etkileri kapsamli olarak
aciklanmis olup bunun sonucunda bilingli olarak tiiketilen yaglarin insan sagligini
gelistirici hatta bazi hastaliklara kars1 dnleyici etkileri iizerinde durulmaktadir (Veen
ve Lang, 2003). insan beslenmesinde doymus yag asitleri ve trans yag asitlerinin

tilketimine kars1 duyulan hassasiyet artmistir. Bu hassasiyete paralel olarak, daha
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detayli biyokimyasal caligmalar agirlik kazanmistir. Bu caligmalar sonucunda
yaglarin sadece kaynagmin degil, yag asitlerinin zincir uzunluklarimin (karbon
sayist), trigliserit molekiilii ilizerindeki bulunma yerlerinin (a, B, a'), ¢ift bag
sayillarmin ve hatta c¢ift baglarin kaginci karbon atomlari arasinda yer aldigi
konusunun dahi insan saglig1 agisindan 6nemli oldugu belirlenmistir (Adamzcak vd.,

2008).

Insan beslenmesinde sivi ve kati yaglar dogal bir enerji kaynagi olarak gida
bilesenleri arasinda Onemli bir paya sahiptir. Glinlimiizde tiiketilen yaglarin
tamamina yakini bitkisel ve hayvansal kaynaklardan saglanmaktadir. Ancak hizla
artan diinya niifusu, yaglarin sadece insan tiiketiminde kullanilmay1p sabun, deterjan,
boya ve kozmetik sanayilerinde de hammadde olarak c¢ok miktarda kullaniliyor
olmasi, bitkisel ve hayvansal kaynaklarin yetersiz kalmasina yol agmaktadir (Azeem

vd., 1999).

Genel bir ifadeyle mikrobiyel yag iiretimi ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalarin iki
temel sebebi mevcuttur. Bunlardan ilki mikrobiyel yag iretiminin ucuz
hammaddelerden yararlanilarak daha degerli bir {iriin olan yaga cevrilmesidir. Pek
cok atik veya ucuz karbon kaynaklar1 insan tiiketiminde kullanilmamakta ve dogaya
atilmaktadir. Bu durum hem ekonomik olarak biiylik bir hammadde kaybi olmakta
hem de dogada parcalanmalar: sirasinda tiiketilen yiiksek orandaki oksijenden dolay1

atildiklar1 ¢cevredeki ekolojik dengeyi de tehdit etmektedirler.

Mikrobiyel yag tretiminde iizerinde durulan ikinci Onemli sebep ise
mikroorganizmalar tarafindan oldukca 06zel ya§ asitlerini iceren trigliseritlerin
iretilebiliyor olmasidir. Bilindigi iizere baz1 ¢coklu doymamis (PUFA) yag asitleri
insan beslenmesinde 6nemli bir yer teskil etmektedir. Ancak bunlarin kaynaklari
olarak bitkisel ve hayvansal yaglar yeterli olamamaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalar, mikrobiyel yolla iiretimi hedeflenmesi gereken oOnemli yag asitleri
arasinda GLA (gama linoleik asit), AA (arasidonik asit), DHA (dokosahegsaenoik
asit), ve EPA (Eikosapentaenoik asit) gosterilmektedir (Ward ve Singh, 2005).
Ayrica Konjuge linoleik asit (CLA) ve diger bazi 6nemli yaglarin da kaynaklari
hayvansal yaglar olarak belirtilmekle birlikte, yapilan ¢alismalar bu yag asitlerinin

sentezinin biiylikk oranda cok mideli otgullarda (ruminant) bagirsak ve sindirim
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sistemlerinde bulunan mikroorganizmalara dayali oldugunu gostermistir (Medina
vd., 1998; Palmquist, 2007). Mikrobiyel yolla, y-Linolenik (GLA) (C18:3n-6)
iretimi iizerine yapilan bir calismada (Kavadia vd., 2001) arastirmacilar
Zygomycetes cinsi kiiflerde glukozu kullanarak bu yag asitini liretmeyi bagarmiglar
ve ayrica ayni yag asitinin Mucor, Mortierella, Rhizopus, Cunninghamella, ve
Zygorhynchus cinsi kiifler tarafindan da sentezlenebildigini belirtmiglerdir. Benzer
sekilde yapilan bir diger ¢alismada ise (Sakuradani ve Shimizu, 2009) arastimacilar
Mortierella alpina cinsi kiifiin, i¢lerinde 20 karbonlu arasidonik asitin de bulundugu
birka¢ farkli 6nemli coklu doymamis yag asitleri yiiksek oranda sentezledigini

gostermislerdir.

Bitkisel yag tiretimi ile karsilastirildiginda, yag iireten mikroorganizma kiiltiirlerinin
iklim sartlarindan etkilenmemesi ve yagl mikroorganizmalarda kisa bir siire i¢cinde
lipidlerin birikmesi birer Ustlinliik olarak goriilmektedir. Buna ek olarak, pek cok
yagli mikroorganizma, ¢esitli ucuz tarimsal-endiistriyel atiklardan lipid
tiretebilmektedir. Bu sayede iiretim maliyetleri daha diisiikk tutulabilmektedir.
Bakteri, maya, kiif ve mikroalg dahil olmak {izere, yagl mikroorganizmalardan elde
edilen mikrobiyel yaglar, bitkisel yaglara benzerlik gosteren yag asidi
kompozisyonlar1 nedeniyle biyodizel iiretiminde de umut verici hammaddelerdendir

(Wu vd. 2011).

Mikrobiyel yag iiretiminde yiliksek miktarda iirlin elde edebilmek igin, iiretim
kosullarinin ve mikroorganizmalarin fizyolojik durumlariin dikkatli bir sekilde
incelenmesi ve belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. Bir mikroorganizmanin yiiksek
diizeyde yag iiretmesi Ozellikle boyut ve hiicre yapisiyla ilgilidir (Denli ve Tekin,

2000).
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Sekil 2.2. Kesikli Kiiltiirde Gelisen Yagli Maya veya Kiiflerde Lipit Birikimi (Denli
ve Tekin, 2000).

Sekil incelendiginde mikrobiyel lipid iiretiminin 2 agamali oldugu goriilmektedir. 1.
asamada hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli biitiin besin elementleri bulundugu igin,
dengeli bir gelisim s6zkonusu olmaktadir. Ortamda segilen besin elementi tiikenince
bu asama biter ve yag iiretim asamasi veya “lipogenik faz”” denen asamaya sira gelir.
Bu safha, ortamda bulunan karbon kaynag tilkkeninceye veya yag iiretimi igin gerekli
diger besin elementleri hiicreler tarafindan tamamen kullanilincaya kadar stirer

(Denli ve Tekin, 2000).

2.6. Mikrobiyel Yaglarin Yag Asidi Icerikleri

Aspergillus sydowii, Fusarium oxysporum ve F. equisetti gibi kiiflerden elde edilen
mikrobiyel yaglardaki yag asidi profili ve yag asidi kompozisyonu incelendiginde, bu
yaglarda yiiksek oranda doymamis yag asitlerine, 6zellikle oleik aside rastlanmustir.
Ayrica bu mikrobiyel yaglarin yenilebilir yaglara, yerfistig1 yagina ve palm yagina
benzerlik gosterdigi bulunmustur. Kiiflerde lipid olusum oranmi ve yag asidi
kompozisyonu, beslenme ve ¢esitli fiziksel parametrelerden etkilenmektedir. Tek
Hiicre Yagi gibi iirlinlerin liretiminde kiiflerin kullanimi, tilkelerin ekonomisi i¢in

uygun ve onemli bir yontem olmaktadir (Azeem vd., 1999).
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Farkli uzun zincirli doymamis yag asitleri igermeleri nedeniyle mikroorganizmalar
ilgi ¢ekmektedir. Bunlardan dokosahegzaenoik asit (C22:6 n-3, DHA) insan
fizyolojisi iizerindeki éneminden dolay1r en ¢ok calisilan yag asidi tiirii olmustur
(Shene vd., 2010). Dokosahegzaenoik asit (C22:6 n-3, DHA), sinir dokusu ve
retinanin 6nemli yapisal bilesenlerinden olan uzun zincirli, doymamis bir yag
asididir. Beyin gelisimi s6z konusu oldugundan, bebeklerin beslenmesi i¢in gerekli
olarak kabul edilir. Giinliik DHA aliminin hipertansiyon, depresyon, artrit gibi bazi
hastalik tiirleri lizerinde olumlu etkileri oldugu bilinmektedir (Horrocks ve Yeo,

1999).

Yapilan calismalarda cesitli karbon kaynaklar1 denenerek DHA konsantrasyonlari
Ol¢iilmiistiir. Giliniimiizde, soguk deniz sular1 baliklar1 ve balik yaglart DHA igin
baslica kaynaklardir. Metabolik ve yapisal fonksiyonlarla ilgili olan PUFA’lar, %
95’in lizerinde dogal cis izomeri yapisina sahiptirler. Baliklar da tipki insanlar gibi
diisiik kapasitede DHA gibi uzun zincirli yag asitlerini sentezleme yetenegine
sahiptirler. Bu maddeleri elde edebilmek i¢in fitoplanktonlara, ototrofik bakterilere
ve zooplanktonlardaki bilesenlere ihtiya¢ duyulur. Bazi deniz bakteri-tiirleri 6zellikle
soguk ve yiiksek basingli ortamlarda yasayanlar, yiiksek oranda eikosapentaenoik
asit (C20:5 n-3, EPA) ve DHA igeren yaglar iiretebilirler. Deniz bakterileri
tarafindan sentezlenen yag asitlerinin profilleri, balik ve fototrofik mikroalglerin
yaglarmin karmasik profillerinin aksine oldukg¢a basittir. Bu mikrobiyel PUFA
kaynaginin dezavantaji diisiik lipid verimidir (Shene vd., 2010).

Doymamis yag asidi, 6zellikle oleik asit igerigi yiiksek mikrobiyel yaglar, yiiksek
kaliteli biodizel iiretimi i¢in de iyi bir hammaddedir. Trichosporon capitatum’un
azotu siirlandirilmis ortamda, yaklasik % 80 oleik asit ve % 89 toplam doymamis

yag asidi igerigine sahip bir yag biriktirdigi bulunmustur (Wu vd., 2011).

Mayalardan elde edilen yaglarin yag asidi kompozisyonlari, gelisme sicakligina,
fermantasyon siiresine ve ortama gore degismektedir. Bu yaglar 18:1, 16:0 ve 18:0
yag asitleri agisindan zengindir. Mayalarla yapilan calismalarda elde edilen yaglar
oktadekanik asit bakimindan zengin bulunmustur ve 6nemli miktarda palmitik ve

stearik asit igermektedir (Moon ve Hammond, 1978).
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Organizmanin biiyiime sicaklig1 diisiiriildiiglinde, doymamis yag asitleri genellikle
lipid akiskanligini korumak icin artmaktadir. Yag asidi kompozisyonu kiiltiiriin yas1
ile de degismektedir. ilk biiyiime asamasinda az miktarda yag birikirken, maksimum
hiicre sayisina ulasildiginda fazla miktarda sekerin yaga doniistiigii goriilmistiir.
Biiylime asamasinda, doymamislik derecesi ve/veya kisa zincirli yag asidi igerigi iyi
seviyededir. Bu asamada, hiicreler muhtemelen fosfolipit agisindan trigiliseritlere

gore daha zengindir (Moon ve Hammond, 1978).

2.7. Yag Uretiminde Kullamilan Mikroorganizmalar
2.7.1. Algler

Yagca zengin fitoplanktonlar kuru agirlik tizerinden %50’lere varan oranda lipid
depolayabilmektedir. Organik karbon kaynagi olmadan da gelisim gosterebilmeleri
alg ve fitoplanktonlara avantaj saglamaktadir. Ozmotik basinca dayanikl tiirler deniz
suyunda da gelistirilebilmektedir. Boylece bu mikroalglerden diisiik maliyetle yag
tiretimi olas1 olmaktadir. Chrysophyceae, Xanthophycea ve Eustigmatophyceae siifi
baz1 alglere ait lipidler yiiksek oranda eikosapentaenoik asit (EPA) icermektedir.
Spirulina platensi’nin igerdigi yagm yaklasitk %20’si GLA’dir. Diatomlarda
(Bacillariophyceae) temel PUFA’nin EPA oldugu bilinmektedir (Darcan ve Sangiil,
2015). Arthrospira maxima gibi alglerin {rettigi mikrobiyel yaglarin yag asidi

kompozisyonlarinin da incelendigi ¢aligmalar mevcuttur (Giirbiiz vd., 2009).

Alglerden elde edilen yaglarin, balik yaglarina kiyasla daha temiz ve konsantre EPA
ve DHA kaynaklar1 olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu 6zelliklerinin yan1 sira algal
biyomaslar, baliklarin omega-3 ¢oklu doymamis yag asidi iiretimini artirmak

amaciyla besin kaynagi olarak da kullanilabilirler (Aytuna, 2004).

Mikroalgler bitkiler gibi, yag iiretimi i¢in giines 151811 kullanirlar fakat bu enerjiyi
bitkilere oranla daha verimli kullanmaktadirlar. Bircok mikroalg tiirlinlin yag
verimliligi, en iyi yag bitkisinin verimliliginden daha {istiindiir. Son ¢alismalarda ise,
fosil kokenli yakatlar ile mikroalglere dayali biyodizel arasindaki ekonomik rekabet

sartlar1 arastirllmaktadir (Eli¢in vd., 2009).
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Uygun iireme kosullarinda bazi alglerin sahip olduklar1 yiiksek lipid igerigi ve etkili
yag Uretme potansiyelleri arastirilmistir. 2. Diinya Savasi sirasinda Almanya’da
Nitzschia palea ve Chlorella pyrenoidosa ‘nin hiicre biiyimesi durduruldugunda
lipid depoladigr bulunmustur. 1949’da ¢evre kosullarinin degisimiyle hiicrelerin
protein ve yag igeriklerinin artirilabildigi goriilmiistiir. Bu yillarda Chlorella’nin %
5-85 oraninda yag depolayabildigi saptanmistir. 1953°te alglerle yapilan
calismalarda, hiicrelerde % 40-70 oraninda yag tespit edilmistir. Sonug olarak cesitli
alglerin ¢evre sartlarindaki lipid igerikleri ve biriktirme yetenekleri arasinda

farkliliklar bulunmustur (Bunker, 1963).

2.7.2. Mayalar

Mayalarin intraseliiler olarak yiiksek miktarda yag biriktirme yetenekleri, oldukca
yiiksek biiyiime hizlar1 ve TAG fraksiyonlarmin bitki yaglarina benzemeleri
sebebiyle simdiye kadar calismalarin ¢ogu mayalar iizerine gerceklestirilmistir

(Darcan ve Sangiil, 2015).

Yagca zengin mayalar kakao yagi gibi yaglara benzer oOzellikte lipit iiretiminde
kullanilabilmektedir. Candida curvata’dan elde edilen trigliserit kakao yagininkine

benzer erime sicakligi araligina sahiptir (Aytuna, 2004).

Rhodosporidium sp., Rhodotorula sp, ve Lypomyces sp. gibi bazi maya tiirleri
hiicrelerinde kuru agirliklarinin %701 kadar lipit biriktirebilme yetenegine sahiptir

(Donmez ve Karatay, 2011).

Mayalardan Trichosporon pullulans aerobik kosullarda iyi bir yag tiretimi
gerceklestirdigi  saptanmistir.  Normalde yag {ireten mikroorganizma olarak
goriilmeyen Saccharomyces cerevisiae ve Candida utilis’in oldukga yiiksek miktarda
yag Urettigi saptanmistir. Pichia farinosa % 7-9, Candida utilis ve Geotrichum
candidum % 4-14, Hansenula anomala % 9-16 oraninda yag trettikleri bulunmustur

(Bunker, 1963).

Yapilan c¢alismalarda, yag iiretiminde en wumut verici mikroorganizmanin

Rhodotorula gracilis oldugu goriilmiistiir. Besiyerindeki sindirilebilir azot miktari
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kisitlandiginda Rhodotorula gracilis ‘te yag birikiminin arttigi gozlenmistir. Diger
umut verici yag lreticiler ise Lipomyces lipofer ve Lipomyces starkeyi olarak
bulunmustur. Lipomyces lipofer ile yapilan calismalarda % 40, Lipomyces starkeyi
ile yapilan c¢alismalarda ise % 50-63 oraninda yag birikimi gozlenmistir.
Saccharomyces cerevisiae ile yapilan ¢alismalarda ise inositol icermeyen besiyerinde

gelistirildiginde yag iceriginin yaklasik 15 kat arttig1 goriilmiistiir (Bunker, 1963).

2.7.3. Bakteriler

Bakteriler polihidroksi alkanoik asit ve diger polihidroksi asitler gibi endiistriyel
acidan Onemli o6zel lipidlerin iiretiminde kullanilmaktadirlar. Streptomyces,
Nocardia, Rhodococcus, Mycobacterium, Acinetobacter triagilgliserol (TAG) tiretimi
icin potansiyel mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar organik asitler ve n-
alkanlar gibi farkli karbon kaynaklar1 {izerinde inkiibasyon siiresince degisen
miktarlarda noétral lipid {retmektedirler. Bu mikroorganizmalar biyokiitlelerinin
%20’sinden fazlasin1 lipid olarak biriktirdikleri i¢in yag {treten bakteri olarak

tanimlanabilirler (Darcan ve Sarigiil, 2015).

Hizl1 gelisebilme 6zelligine sahip olan bakterilerin diisiik hiicre verimleri ve lipid
icerikleri, mikrobiyel lipid kaynagi olabilmelerini engellemektedir. Ancak
“Mycobacteria-Nocardia-Corynebacteria” grubu iyelerinin hiicre agirliklar
tizerinden %20 oraninda yag igerdikleri belirtilmektedir. Bu grup bakterilerin lipid
icerigi genel olarak yiiksek olmakla beraber elde edilen lipid ¢ogunlukla toksin ve
alerjen molekiiller igermektedirler. Ayrica mevcut ekstraksiyon yontemlerinin
bakterilere adapte edilememesi bu mikroorganizmalarin ¢ok fazla ¢alisilamamasina

neden olmaktadir (Aytuna, 2004).

Bakterilerde yag iiretimi ile ilgili mevcut bilgiler daha ¢ok patojenlerle ilgilidir. Bu
kategoride, yag oranlart % 7-21 arasinda degisen 5 mikroorganizmanin igerisinde
Mycobacterium tiirleri gbze carpmaktadir. Patojen olmayanlarda ise olciilebilir yag
tiretenler, Spirillum lipoferum, Serratia marcescens, Corynebacterium xerose,
Bacillus megaterium, Proteus vulgaris, Azotobacter indicum ve Aerobacter cloacae

olarak bulunmustur (Bunker, 1963).
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2.7.4. Funguslar

1980’1 yillardan bu yana funguslar ilgi ¢eken yagli mikroorganizmalar olmustur.
Yiiksek lipit igerigine sahip funguslara 6rnek olarak Mortierella sp. cinsine ait tiirler
verilebilmektedir. Yaglh mayalar ve kiifler ¢coklu doymamis yag asitlerince zengin
triacilgliserol biriktirmektedirler. Bu hiicrelerde en fazla rastlanan yag asitleri
arasinda C18:1, C18:2, C16:0, C16:1 gelmektedir. Bu bilgiler 15181 altinda yagh
maya ve funguslarin biyodizel iiretimi i¢in alternatif yag kaynaklar1 oldugu

sOylenebilmektedir (D6nmez ve Karatay, 2011).

Kiiflerden elde edilen lipitlerin yag asitleri bilesimi tiirlere bagl olarak degisiklik
gostermektedir. Aspergillus terreus ve Tolyposporium ehrenbergii, yag asidi bilesimi
bitkisel yaglarinkine benzeyen lipit iiretebilmektedir. Bununla birlikte kiifler,
rikinoleik asit gibi gida olarak kullanilan yagin bilesiminde bulunmasi istenmeyen
yag asitleri de lretebilmektedir. Ayrica kiiflerden steroid, karotenoid ve fosfolipit

gibi diger tiir lipitler de iiretilebilmektedir (Aytuna, 2004).

Kiifler genel olarak mayalara kiyasla daha yavas gelismektedirler fakat, elde edilen
yaglarin ¢oklu PUFA igerigi mayalardan elde edilen yaglara gore daha yliksektir.
Mayalar tarafindan sentezlenemeyen belirli yag asitleri kiifler tarafindan
sentezlenebilir. Fakat filamentli yapilarina bagl olarak yavas gelisim ve karbon
kaynaklarindan diisiik biyokiitle verimi gibi ¢esitli dezavantajlara sahiptirler (Darcan

ve Sarigiil, 2015).

Fungilerde kuru agirlikta miselyumlarda % 1-50 araliginda, sporlarin iginde ise %
14’e kadar yag biriktigi goriilmiistiir. Aspergillus fischeri, yiiksek konsantrasyonda
glukoz ve diisiik konsantrasyonda NH4NOs3 iceren besiyerinde yag iiretebilmistir.
Geotrichum  candidum, mikrobiyel lipid iretiminde en ¢ok kullanilan
mikroorganizmalardandir. Mucor mucedo, Pullularia pullulans da yag liretiminde
kullanilmigtir ancak en cok tercih edilenler Fusarium, Penicillium ve Aspergillus

tiirleridir (Bunker, 1963).
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2.8. Mikrobiyel Yag Uretim Kosullar

Yag {retiminde kullanilacak bir mikroorganizmanin fermantasyon Oncesinde,
sirasinda ve sonrasindaki durumlarinin pilot 6l¢eginde yapilacak bir deneyle 6nceden
bilinmesi gereklidir. Boyle bir deneyin sonunda elde edilen bilgilerden o
mikroorganizmanin fermantasyona uygun olup olmadigi, fermantasyonun hizi ve
stiresi, kopiik, zar, adacik veya halka vb. yapilar olusturup olusturmadigi, ortam
cidarina tutunup tutunmadigi, fermantasyon sirasinda ve sonrasinda sivinin berrak
olup olmadigi, yaptig1r tortunun durumu ve rengi, hangi sekerleri kullandigi vb.

Ozellikleri belirlenebilir (Pamir, 1984).

Mayalardan yag ekstraksiyonunda yeni, ekonomik, uygulanabilir bir metot
gereklidir. Ciinkii mayalarin ektsraksiyonu genellikle zordur. Fermantasyondan sonra
ortamin biyolojik oksijen ihtiyaci ¢ok diisiik olmalidir. Fermantasyon diger
yontemlerle karsilagtirildiginda ekonomik agidan daha uygun olmalidir (Moon ve

Hammond, 1978).

2.9. Mikrobiyel Yag Uretiminde Kullamlan Karbon Kaynaklar

Tim maya suglar1 karbon kaynaklarii iki agsamali olarak fermente ederler. Bunlar,
biiylime asamas1 ve ¢ok az yag birikiminin takip ettigi yaglanma asamasidir. Bu iki
asama biiylime i¢in gerekli besinlerin tiikenmesi ve artik karbonhidratlarin yaga

doniigmesi ile sonuglanir (Moon ve Hammond, 1978).

Karbonhidrat doniisiim verimi iki ifade ile tanimlanmaktadir. Bunlardan “Rippel’s
faktori”, 100 gram glukozun tiiketilmesi sirasinda iiretilen lipidin gram cinsinden

ifadesidir. Digeri ise Kleinzeller ‘in kurdugu bir baglant1 olan “doniistim katsayis1”

dir. Substrat karbon yiizdesi ve yaga doniisen karbon yiizdesi arasinda bir baglanti

gosterir (Bunker, 1963).
Karbon kaynaklar1 aralarinda yapilan testte patates tozu, en yiliksek biyokiitle

konsantrasyonuna sahip kaynak olarak bulunmustur. DHA verimi de yeast ekstrakta

gore neredeyse 2 kat daha fazla elde edilmistir (Shene vd., 2010).
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Peyniraltt suyu kullannmi  teknik olarak uygulanabilir bir  yOntemdir.
Karbonhidratlarin fermantasyon ile yaga doniistiiriilmesi, uzun yillar boyunca ciddi
ticari bir siire¢ olarak goriilmemistir. Ancak gida isleme atiklar1 ve yan {irlin bertaraf
sorunlar1 bu siireci tekrar cazip hale getirebilir. Peyniralt1 suyu ve 6zellikle ultafiltre
edilmis peyniralti suyu, yan iriinlerden gida iiretimine tipik Orneklerdir. Bunlar
seyreltiktir, genelde % 6-7 kati madde igerirler. Bu katilarin baginda laktoz
gelmektedir. Organizmalarin laktozu yaga verimli donistiirebilme yeteneklerinin
kesfedilmis olmas1 gerekmektedir. Ciinkii neredeyse tiim mikroorganizmalar
laktozdan yag tiretiminde basarisizdir. Ultrafiltre edilmis ve edilmemis peyniralti
sularindan izole edilen Candida curvata ve Trichosporon cutanecum suslarinin
laktozu fermente ederek yag tirettikleri bulunmustur. Hizli fermantasyon oranlar1 ve

laktoz kullanimi1 C.curvata tarafindan saglanmistir (Moon ve Hammond, 1978).

Singh ve Ward (1996) tarafindan yapilan ¢alismada, 7. roseum ATCC28210 ‘un
gelismesi ve DHA iiretimi i¢in olusturulan ortamda karbon kaynagi olarak 25 g/l
nisasta kullanilmistir. Amonyum siilfat (0.2 g/l) ve sodyum glutamat (2 g/l) ise N
kaynagi olarak kullanilmistir. Biyokiitle ve DHA verimleri 6.1 g/l ve 528 mg/1 olarak
5 giin sonunda elde edilmistir. Gelisme ortamimnin 2 g/l yeast ekstrakt ile
desteklenmesi, sirastyla biyokiitle ve DHA miktarlarinin, kuru hiicre agirliginda 8.6
g/l ve 892 mg/I’ye ulasmasina sebep olmustur. KH2PO4 konsantrasyonundaki 0.1
g/I'lik artis, DHA verimini % 40 oraninda yikseltmistir. Oysa tuz
konsantrasyonundaki azalmanin DHA verimi iizerinde herhangi bir etkisi olmadigi
goriilmiistiir. Maksimum biyokiitle (12.1 g/l), biyokiitlede lipid (% 23.7) ve
biyokiitlede DHA (118 mg/g) degerleri 8 giin sonunda elde edilmistir. Son DHA
verimi 1433 mg/1 olarak bulunmustur. Shene ve arkadaglar1 (2010) tarafindan yapilan
calismada; glukoz konsantrasyonunun litrede 5g’dan 20 g’a ¢ikarilmasi,
biyokiitledeki lipid oranmmi da % 2.7°den % 16.5’e yikseltmistir. 6 glinliik
inkiibasyon sonucunda DHA verimi de litrede 26 mg’dan 270 mg’a ¢ikmistir. Ayni
islemde glukoz yerine nisasta kullanildiginda daha diisiik degerlere (1130 mg/l)
ulasilmistir (Shene vd., 2010).
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2.10. Mikrobiyel Yaglarin Ticari Uretimi

Kiiflerden endistriyel boyutta GLA iretimi ilk kez 1985 yilinda Mucor
circinelloides kullanilarak Ingiltere’de gerceklestirilmistir ve iiretim iiriiniin karl
olmamast nedeniyle ancak 1990 yilina kadar devam ettirilebilmistir. Mortierella ve
Mucor tirii kiifler endiistriyel boyutta gelistirilerek yag asidi {retimi sadece

Japonya’da yapilmaktadir (Aytuna, 2004).

Mucor javanus ve Mortierella tiiri mikroorganizmalarin ticari anlamda GLA (18:3
n6) {liretiminde bitkisel kaynaklara alternatif olarak kullanildig1 bilinmektedir.
Gilinlimiizde DHA {iretimi farkli mikroorganizmalar kullanilarak (Crypthecodinium
cohnii, Schizochytrium spp., Ulkenia spp.) gerceklestirilmektedir. Ornegin,
Schizochytruim spp. bir mikroalg olup biyokiitlesinin % 70’1 yagdan meydana
gelmektedir. DHA igeriginin toplam yagin % 35’ini olusturdugu bulunmustur. Bu
mikroalgi kullanarak Martek Biosciences Corp. (ABD) ve Nagase Biochemicals Ltd.
(Japonya) tarafindan ticari DHA {iretimi yapilmaktadir (Aran, 2010).

Mikroalg, maya, kiif ve bakterilerin, triagilgilserol iceren yaglarin ve ticari 6énemi
olan diger yaglarin {retiminde kullanilmasi arastirilmistir. Ayrica izole edilen
mikroorganizmalarla ve enzimlerle yag ve yag asitlerinin doniistimleri incelenmistir

(Mukherjee, 2002).

DHA’nin insan sagligi agisindan éneminin kesfedilmesiyle gilinlimiizde endiistriyel
ve ticari olarak iiretim amaciyla yeni DHA kaynaklarina ilgi artmigtir. Giiniimiizde
iki 1izolat Schizochytrium sp., 20888 ve Ulkenia sp., ticari DHA {iretiminde
kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarda yag birikimi, karbon kaynaginin arttirildig:
ve azot miktarinin  smirlandirildigi  ortamlarda  olusmaktadir.  Bdylece
mikroorganizma gelisir, azot kaynagi hizla tikkenir ama karbon kaynagini asimile
etmeye devam eder, bu da dogrudan lipid sentezine kanalize eder. Ancak diisiik azot
konsantrasyonuna sahip kiiltiirel kosullar hiicre biiyiimesini azaltic1 yonde etki eder.

Dolayistyla diisiik lipid ve DHA verimi elde edilir (Shene vd., 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu

Calisgmada  kullanilan ~ mikroorganizmalarin ~ izolasyonu  i¢in  lipolitik
mikroorganizmalarin fazla sayida bulunabilecegi diisiiniilen proteince zengin gidalar
ile yliksek oranda yag iceren materyaller secilmistir. Bu gidalar arasinda baslicalari
dana kiymasi, tavuk eti ve sosis Ornekleri gelmektedir. Piyasadan alinan Ornekler
agz1 kapali ortamda bir siire bekletilerek lipolitik bozulmaya yol agan
mikroorganizma sayilarinin arttirilmasina g¢alisitlmistir.  Ayrica izolat sayisini
arttirmak ve ¢esitlendirmek amaciyla izolasyon islemine farkli gida 6rneklerinden de
ekimler yapilmaya devam edilmistir. Cesitli lizim Ornekleri, patates ve kabugu,
Mugla ilinden getirilen tereyagi 6rnegi, yesil zeytin 6rnegi ve marketten temin edilen
kasar peyniri, Unsiit isletmesinden alinan ¢ig siit, pastdrize ve ¢ig peyniralt: suyu da

izolasyonda kullanilan gidalar arasinda yer almistir.

Gida Ornekleri iizerindeki mikroorganizmalarin izole edilmesi amaciyla, kat1 gida
ornekleri steril FTS igerisinde seyreltilerek homojenizator (Pro-scientific CS-200
USA) yardimi ile homojen hale getirilmistir. Patates ve iiziim Orneklerinde ise
kabuktan agar yiizeyine siirme ekimler yapilmistir. Sivi gida 6rnekleri ise dogrudan
seyreltilmeksizin ekime alinmistir. Homojenizattan veya gidadan alinan 0.1 ml’lik
ornek oncelikle selektif olmayan besiyerlerine yayma yontemi ile ekilmiglerdir. Bu
amacla mayalar icin Malt Ekstrakt Agar (MEA, Merck, Almanya), bakteriler igin
Plate Count Agar (PCA, Merck, Almanya) besiyerleri kullanilmistir. MEA petrileri
28°C’de 48 saat, PCA petrileri ise 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda besiyerlerinde ¢esitli mikroorganizmalara ait kolonilerin geligimi

gozlenmistir.
Besiyerleri tizerinde gelisen koloniler arasinda farkli goriinlime sahip olanlar igne
0ze yardimiyla alinarak tekrar ayni besiyerlerine siirme ekim yontemi ile

ekilmiglerdir. Bu islem saf goriiniimlii koloniler elde edilinceye degin tekrarlanmustir.

Kat1 besiyerinde gelisen saf izolatlar, calismanin sonraki asamalarinda kullanilacak

olan sivi ortamlardaki tireme durumlarmin goézlemlenmesi amaciyla sivi

24



besiyerlerine alinmiglardir. Bu amacgla maya kolonileri 5 ml ME Broth, bakteri
kolonileri ise 5 ml Triptik Soya Broth (TSB, Merck, Almanya) sivi besiyerleri
icerisinde tekrar gelistirilmislerdir. Stv1 ortamda elde edilebilecek maksimum hiicre
kitlesinin gdzlemlenebilmesi amaciyla inkiibasyon siireleri 72 saate ¢ikartilmustir.
Yine hiicre kitlesinde farklilik olabilecegi diisliniilerek sicakliklar da degistirilmis,
ME Broth besiyerleri 30°C, TSB besiyerleri ise 37°C’de 72 saat inkiibasyona

birakilmistir. Siire sonunda tiiplerde olusan hiicre kitlesi miktarlar1 karsilagtirilmigtir.

S1vi besiyerinde yeterli gelisim sagladigi diisliniilen izolatlardan stok olusturulmasi
amaciyla 1.5 ml hacminde alinarak 0.75 ml steril gliserol ile karistirilmig 3 ml

kriyojenik tiiplerde -18°C dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2. izolatlarin Mikroskobik Yontemle incelenmesi

Bir onceki asamada elde edilen izolatlarin hiicre sekilleri ve biiyiikliikleri ile bakteri
veya maya olup olmadiklarinin belirlenmesi amaciyla once basit boyamaya tabi
tutulmuslardir. Basit boyamada biitiin izolatlar hem Safranin hem de Kristal Viyole
ile paralel boyanarak incelenmislerdir. Basit boyamanin ardindan bakteri oldugu
gozlemlenen izolatlarin Kristal Violet ve Safranin kullanimi ile Gram 6zellikleri
belirlenmistir. Bu asamada mikroorganizmalarin mikroskop altinda hiicre sekli,
bliyiikliigil, spor yapip yapmadiklari ve Gram boyama 06zellikleri belirlenmistir. Elde
edilen izolatlarin birbirlerinden ¢ok farkli 6zellikler gdstermeleri nedeniyle ilave

olarak secici izolasyon asamas1 uygulanmasina karar verilmistir.

3.3. izolatlarin Gruplandirilmasi

Yapilan literatlir arastirmasinda yag miktari/hiicre kitlesi oraninin en fazla gram
negatif bakterilerde ardindan Pichia cinsi mayalarda ve gram pozitif bakterilerden
Bacillus cinsi bakteriler arasinda oldugu belirlenmistir. Bu nedenle sadece istenen
tirlerin gelisimini saglamak ve digerlerini elimine etmek amaciyla genel amach
besiyerlerinden izole edilen mikroorganizmalar spesifik besiyerlerine alinarak belirli
mikroorganizma cinslerine yonelik spesifik izolasyon yontemine gecilmistir. Genel
izolasyon asamasi sonucunda kiyma, siyah iiziim, patates, tereyagi, kasar peyniri,

yesil zeytin, ¢ig siit, peynir alt1 suyu ve ¢ig peynir alt1 suyu gibi farkli kaynaklardan
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yapilan izolasyonlarda 95 adet farkli koloni elde edilmistir. Calismanin devaminda
bu izolatlarin kullanilmasina karar verilmistir. Segici izolasyon asamasinda tiim
izolatlar, se¢ilmis spesifik besiyerlerinin hepsine ekilerek en iyi gelisme gosterdikleri

besiyerlerinin belirlenmesine galigiimistir.

3.3.1. Bacillus tiirlerinin se¢ilmesi ve iiretilmesi

Genel izolasyon yontemleri ile elde edilmis olan 95 izolattan bakteri olduklari tespit
edilenlerin, Bacillaceae familyasinda yer alan Bacillus cinsine ait olanlarinin
belirlenmesi amaciyla, Polymyxin Egg Yolk Mannitol Bromotyhmol Blue Agar
(PEMBA-Merck, Almanya) kullanilmistir. Siirme yontemi ile ekilen Petri kutulari
Bacillus cinsi bakteriler i¢in yaygin olarak kullanilan gelisme sicakligi olan 30°C'de
48 saat tutulmuslardir. inkiibasyon sonrasinda Bacillus kolonileri PEMBA besiyeri
lizerinde piiriizlii, mumsu, turkuaz mavimsi renkte koloniler olusturmuslardir. Bu
kolonilerden bazilarimin lesitinaz aktivitesine bagli olarak seffaf renkte bir
presipitasyon halkasi ile g¢evrili oldugu, bazi kolonilerin ise mavi renk verdigi

gozlenmistir.

3.3.2. Candida tiirlerinin se¢ilmesi ve iiretilmesi

Candida cinsi mayalarin secilmesi amaciyla, 50 mg/l Kloramfenikol antibiyotigi
iceren Saboraud dekstroz-agar (SDA-C, Merck, Almanya) besiyeri kullanilmistir.
Stirme kiiltiir yontemiyle yapilan ekim sonrasinda petri kutular1 30°C’de 48 saat
siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda koloni gelisimi olan petrilerden

ornek alinarak mikroskopta incelemeleri tekrarlanmistir.

3.3.3. Saccharomyces tiirlerinin izolasyonu

Saccharomyces tiirlerinin se¢ilmesi i¢in 50 mg/ml Kloramfenikol antibiyotigi igeren
Malt Ekstrakt Agar (MEA) besiyeri hazirlanmustir. izolatlar petrilere ekildikten
sonra 30°C’de 48 saat inkiibe edilmis, morfolojik 6zelliklerine gore se¢ilen koloniler

mikroskop altinda incelenmis ve tipik maya goriiniimiinde olanlar belirlenmistir.
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3.3.4. Gram negatif bakterilerin izolasyonu

Denemelerde Gram negatif bazi bakteri cinslerine de yer verilmesi amaciyla PCA
besiyerinde elde edilen izolatlar Eosin Metilen Blue agar’a (EMB-A) siiriilmiislerdir.
37°de 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda saydam, pembe renkli ve yesilimsi metalik
renkli koloniler secilmistir. Bu koloniler arasinda Enterobacter, Pseudomonas,
Klebsiella, Hafnia ve Escherichia cinsi Gram negatif bakterilerin olmasi

amaglanmistir.
3.4. Lipolitik aktivite testi

Lipitleri fazla miktarda {ireten mikroorganizmalarin bazilar1 ayn1 zamanda kuvvetli
lipolitik aktivite de goOsterebilmektedirler. Bu mikroorganizmalar ¢ogu zaman
gidalarin bozulmasinda da rol oynamaktadirlar. Lipolitik aktivite gosteren baslica
bakteri tiirleri Pseudomonas, Alcaligenes, Moraxella ve Staphylococcus, kiif tiirleri
Rhizopus, Geotrichum, Aspergillus, Mucor ve Penicillium ve maya tiirleri ise
Candida, Rhodotorula ve Hansenula cinsleri iginde yer almaktadir. Lipolitik
mikroorganizma aranmasinda kullanilan besiyerlerinden bazilart Tributyrin Agar

(TA), yumurta saris1 icermeyen Baird-Parker Agar (BPA), Nutrient Agar (NA)’dir.

Mikroorganizmalarin lipolitik aktivitesinin belirlenmesi amaciyla Tyributyrin Agar
hazirlanmistir. 2.5 g/I et peptonu, 2.5 g/l kazein peptonu, 3 g/l maya ekstrakti ve 12
g/l agar karistirilarak litreye saf suyla tamamlanmigtir. 121°C’de 15 dakika sterilize
edildikten sonra 10 g/l tereyagi ilave edilerek petrilere dokiilmiistiir. Aktif
mikroorganizma kiiltlirleri 6ze yardimu ile petrilere siiriilerek opak zon olusumu

gbzlenmigtir (Dogan vd., 2000).

Ik uygulanan yéntemde opak zonlarin elde edilememesinden dolay1 lipaz aktivitesi
belirlenmesinde bir bagka yonteme gecilmistir. Bir polisorbat olan ve emiilgator
gorevi yapan Tween-20 maddesiyle hazirlanan besiyerinde, 8 g/l Nutrient Broth, 0.1
g/l CaCl> 2H20 ve 15 g/l Agar bulunmaktadir. 121°C’de 15 dk sterilize edilen
karisima 10 ml/l steril Tween-20 ilave edilerek petrilere dokiilmiistiir (Samad vd.,

1989).
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3.5. Sudan Black B Boyama

Yag iireten mikroorganizmalarin hiicre igerisinde depoladiklar1 veya hiicre zarinda
biriktirmis olduklar1 yag zerreciklerini gézlemlemek amaciyla Sudan Black B boyasi

kullanilarak boyama islemi Burdon yontemi ile yapilmistir.

Burdon yontemi

Basit boyamada yapildig1 gibi kat1 besiyerinden alinan koloni ile preparat hazirlanir,
kurutulur ve bek alevinde tespit edilir. Preparat iizerine Sudan Black B boya ¢ozeltisi
damlatilarak 15 dakikada boyanir. Boyanin fazlasi lam {izerinden dokiiliir ve havada
kurutulur. Ksilol igerisinde kisa bir siire tutularak boyanin fazlasi yikanir ve tekrar
kurutulur. Preparat Safranin boyast ile 5-10 saniye tekrar boyanur.
Boyanin fazlasi su ile yikanarak uzaklastirilir ve kurutulur. Hazirlanan preparat
immersiyon objektifi (x100) altinda incelenenerek yag birikimi gozlenir. Mikroskop
altinda lipid graniilleri mavi-siyah veya mavi-gri renkte goriliirler. Bakteri

protoplazmasi ise pembe boyanir (Burdon, 1946).

Yapilan mikroskop incelemesinin ardindan yag birikimi olan mikroorganizmalarin i¢

kisimlarinin mavi-siyah boyandigi gortilmistiir.

3.6. izolatlarin Secimi

Burdon yontemi ile yapilan Sudan Black B boyama sonugclarina,
mikroorganizmalarin kati ve sivi besiyerlerindeki gelisme durumlarina gore bazi
izolatlar secilerek besiyeri optimizasyon denemelerine bu izolatlarla devam

edilmistir.

3.7. Farkh Besiyeri Formiilasyonlarinin Denenmesi

Secilen mikroorganizmalarin maya veya bakteri olmalarina gore cesitli besiyerleri
hazirlanmistir. Maya olanlar i¢in hazirlanan besiyerine “karisik besiyeri” adi
verilmistir. Bu besiyerinin igerigi asagidaki sekildedir (g/1):

5g Maya oziutu,

4g Bakteriyel pepton,

2g Triptik soya besiyeri,
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8g Glukoz,
10g Malt oziiti,
12ml % 10’luk laktik asit ¢ozeltisi

Verilen oranlardaki besiyerleri énce 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize
edilmigstir. Sterilizasyon isleminden sonra laktik asit ilavesiyle pH’s1 3.5-4 araliginda

ayarlanmis ve 5 ml’lik steril tiiplere dagitilmustir.

Soguyan besiyerlerine segilen Orneklerin ekimi yapilmistir. 30°C’de 4 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda gelisme gozlenen tiiplerdeki
ornekler 100 ml’lik hacimlerde hazirlanan ayni besiyerlerine % 1 oraninda

asilanmustir.

Sekil 3.1. Kii¢iik hacimlerde gelistirilen 6rnekler.

Inkiibasyon siiresi bitiminde yapilan incelemede, &rneklerin istenen diizeyde
gelismedikleri gdzlenmistir. Bunun iizerine inkiibasyon siiresi uzatilmistir. Ancak
yine diisiik oranda gelisme tespit edilmesi ilizerine besiyeri icerigi degistirilmistir.
Yapilan literatlir arastirmasinda, besiyerine ilave edilen yag bazli maddelerin
mikroorganizmalarin yag sentezini destekledigi bulunmustur. Bu amagla yeni
besiyeri formiilasyonlarina Tween-20 maddesi eklenmistir. Mikroorganizmanin
beslenmesi, hiicre sayisini arttirmasi ve yag sentezlemesi i¢in glukoz miktarinda da

artisa gidilmistir.
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Calismada uygulanan yeni besiyeri icerigi soyledir (g/1):
3g  Maya oziti,
0.5 g Triptik soya besiyeri,
25 g Glukoz,
Sg  Malt oziiti,
S5ml Tween-20,
12 ml % 10’luk laktik asit ¢6zeltisi

Ayni sterilizasyon sartlarina tabi tutulan besiyerlerine segilen Grneklerin yeniden
ekimi gergeklestirilmistir. Glukoz orani arttirilan ve Tween-20 ilavesi yapilan karisik

besiyerinde 6rneklerin daha iyi gelistigi gézlenmistir.

Bakteri 6rnekleri i¢in Nutrient Broth, ve CASO Broth besiyerleri énce 5’er ml’lik
tiiplerde hazirlanmistir. S1vi besiyerlerine ekilen ve inkiibasyona birakilan 6rneklerin
gelisme durumlart takip edilmistir. Daha fazla verim eldesi i¢in arastirmaya bu
besiyeri iceriklerinin de degistirilmesi ile devam edilmistir. ilk kullanilan besiyeri
igerisinde 22 g/l Nutrient Broth, 10 g/l Glukoz, 5 ml/l Tween-20 mevcuttur. Ikinci
besiyerinde ise 22 g/l Triptik Soya besiyeri, 5 g/l Glukoz ve 5 ml/l Tween-20 vardir.

3.8. Biiyiik Olcekte Uretim

13, 14, 33, M5, M9 ve 50 numarali 6rnekler biiylik hacimde iiretimde kullanilmak
lizere uygun besiyerlerinde aktiflestirilmistir. Sec¢ilen ornekler i¢in 300’er ml’lik
Karisik besiyeri, zenginlestirilmis Nutrient Broth ve zenginlestirilmis Triptik Soya
Broth besiyerleri hazirlanarak 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Gerekli pH
ayarlamalar1 yapilmistir. Aktiflestirilen ornekler uygun besiyerlerine % 1 oraninda
inokiile edilmistir. Baz1 6rneklerin oksijen ihtiyacini karsilamak amaciyla siselerin
agizlarina sterilize edilmis filtre kagitlar1 kapatilmistir. 28-30 “C’lerde inkiibasyona
birakilmistir. Orneklerin 5-7 giin aras1 degisen inkiibasyon siireleri sonucu gelisme

oranlar1 incelenmistir.
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Sekil 3.2. Biiylik hacimde iiretimden 6rnekler.

3.9. Hiicresel Yagin Elde Edilmesi

Yag elde etmede kullanilan yontemler klasik ve gelismis ekstraksiyon yontemleri
olarak iki ana baslik altinda toplanmaktadir. Destilasyon, ekstraksiyon, mekanik
yontemler ve gelismis ekstraksiyon yontemleri kullanilmaktadir. Klasik ekstraksiyon
yontemlerine alternatif olarak, ekstraksiyon siiresini kisaltan, organik solvent
tilketimini azaltan ve c¢evre kirliligini dnleyen {istlinliiklerinden dolay1 enstriimental

ekstraksiyon yontemlerine olan ilgi artmaktadir (Yaman ve Kuleasan, 2016).

En yaygin kullanilan 6rnek onislem tekniklerinden, homojenizasyon, santrifiijleme,
hiicre parcalanmasi, solvent ekleme, su buhar1 kullanimi gibi islemler uygulanmistir

(Biiyiiktuncel, 2012).

Inkiibasyon sonrasi besiyeri igerisinde gelisen mikroorganizmalarin ayrilmasi
amaciyla santrifiijleme islemi yapilmistir. Santrifiij islemi (Niive NF 800 R) 50 ml
santrifiij tiiplerine alinan 6rneklerin 4100 devirde, 5°C’de 10 dakika santrifiijlenmesi

ile yapilmustir.

Santrifiijleme sonrasinda iistte kalan sivi besiyeri uzaklagtirilarak tiiplere tekrar

mikroorganizma igeren sivi besiyeri ilave edilerek tiipiin dibinde hiicre birikimi
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saglanmistir. Hiicre kitlesinin tamamen elde edilmesinin ardindan, besiyeri
kalintilarinin uzaklastirilmas: i¢in dipteki hiicre kitlesi saf su icerisinde siispanse
edilerek son kez santrifiijlenerek yikanmistir. Su uzaklastirildiktan sonra yas hiicre
miktar1 tartilarak belirlenmistir. Ardindan mikrooganizma kitlesi hiicrelerin
parcalanmas1 ve hiicre igeriginde bulunan proteinlerin denatiire edilmesi amaciyla 1
giin silireyle aseton icerisinde bekletilmistir. Asetonda bekletilmis hiicre kitlesi

60°C’ye ayarl1 su banyosuna alinarak asetonun ugmasi saglanmistir.

Mikroorganizmalardan lipid ekstraksiyonu hiicre yapilart nedeniyle goriiniiste
zordur. Saccharomyces cereviseae igin ¢esitli ardisik ekstraksiyon metotlari
karsilagtirildiginda, metanol, metanol-benzen (1:1, v/v), etanol ve hekzan gibi

¢oziicliler en verimli olarak bulunmustur (Moon ve Hammond, 1978).

Donmez ve Karatay (2011)’1mn maya ve funguslardan yag ekstraksiyonu ile ilgili

yaptiklari ¢calismada yine ¢6zgen olarak hekzan kullanilmistir.

Mikroorganizmalardan lipid eldesi icin uygulanan ekstraksiyon yontemi lipid
verimini ve yag asidi kompozisyonunu etkilemektedir. Etkili bir ekstraksiyon
yonteminin lipolizisi Onleyici, otooksidatif indirgenme reaksiyonlarini ise minimize
edici nitelikte olmasi gerekmektedir. Uygun yoOntemin se¢imi ¢alisilan
mikroorganizmanin tiirline, 6rnegin, kimyasal yapisina ve ekstraktin kullanim alani-
na bagl olarak degisiklik gosterir. Genel olarak lipid ekstraksiyonu i¢in kullanilan
¢ozgen karisimlari, lipid ve protein arasindaki hidrojen baglar1 ve iyonik giicleri
koparacak alkolleri icermektedir. Hiicrelerden lipid ekstraksiyonunda dehidrasyon,
protein denatiirasyonu ve lipid kompleksleri ile proteinler arasindaki hidrojen baginin
degradasyonu, polar ve apolar ¢ozgenlerin kombinasyon halinde kullanilmasi ile
saglanabilir. Kullanilan ¢ozgenler ekstrakte edilen lipidlerle kimyasal reaksiyona

girmeyecek 6zellikte olmalidir (Darcan ve Sanigiil, 2015).

Kloroform:metanol (2:1, v/v) ekstraksiyonu yiiksek lipid verimi sagladigi igin
standart bir yontem olarak kabul edilmektedir. Ekstraktin temel olarak nétral lipidleri
icerdigi  calismalarda ise ¢Ozgen olarak hekzan tercih  edilmektedir.
Kloroform/metanol (2:1) ekstraksiyonu, hekzan/ izopropanol (3:2) ekstraksiyonu ve

¢Ozgen olarak hekzanin kullanildigi Soxhelet ekstraksiyonu yontemlerinin farkli
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kiiflerden elde edilen yagin verimi ve yag asidi kompozisyonu iizerine etkileri
arastirilmistir ve kloroform/metanol (2:1) yonteminin en uygun ydntem oldugu

saptanmistir (Darcan ve Sarigiil, 2015).

Calismamizda, kalan parcalanmis hiicre kitlesi lizerine hiicre miktarinin 5 kati
hekzan ilave edilerek yagin ¢oziinmesi saglanmigtir. 3 giin siiresince hekzan iginde
bekletilen hiicreler, sodyum siilfat eklenmis kaba filtre kagidindan gegcirilerek kati
partikiiller ve kalan su sodyum siilfat ile uzaklastirilmistir. Hekzan iginde ¢oziinmiis
yag1 ayirabilmek amaciyla siizlintii tartildiktan sonra, hekzan fazi rotary evaporatorde
buharlastirilmistir. Islem sonunda darasi daha dénceden alinmis, yag iceren erlenlerin

tartimi yapilarak yag miktari tespit edilmistir.

Yine yapilan iiretimlerde yag verimini artirmak amaciyla metanol, benzen, kloroform

gibi ¢ozgenler de ekstraksiyona dahil edilerek denemeler yapilmistir.

Sekil 3.3. Rotary evaporatordeki erlen i¢inde biriken yag.

3.10. Atiklardan Besiyeri Hazirlanmasi

Bilesimi belirli besiyeri igerisinde yag lretimleri belirlenen mikroorganizmalarin
gida sanayi atiklarindan yag tiretimleri bu asamada gerceklestirilmistir. Yag tiretimi
i¢in asagida bilesimi verilen ve biiyiik bir kism1 gida atiklarindan olusturulan besiyeri

hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerinin igerigi:
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30 g/l elma kabugu (% 20 kuru maddeye sahip)
20 g/l patates kabugu (% 15 kuru maddeye sahip)
15 g/l glukoz

5 g/l Malt Oziitii

Bu besiyerinin hazirlanmasi amaciyla once, elma ve patates kabuklari homojenizator
yardimiyla pargalanmistir. Tartimlari yapildiktan sonra diger bilesenlerle
karistirilarak saf suyla istenen hacme tamamlanmistir. 8’er ml’lik hacimlerde tiiplere
doldurulan besiyeri 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Uretimde
kullanilan kiiltiirler aktiflestirildikten sonra tiiplerdeki besiyerlerine ekimleri
yapilmugtir. Inkiibasyon sonundaki geligsmelerine gore biiyiikk miktarli {iretime
gecilmesi planlanmistir. Atiklardan olusan besiyerindeki orneklerin gelisimi Sekil

3.4.°deki gibidir.

Sekil 3.4. Orneklerin atik besiyerindeki gelisimleri

3.11. Gida Sanayi Atiklarindan biiyiik hacimli iiretimlerin yapilmasi

Secilen mikroorganizmalar, yukarida belirtilen besiyerinin daha biiyiik hacimleri
kullanilarak denemelere alinmistir. Bu amacla kullanilan besiyerleri 800 ml

hacminde hazirlanmistir. Mayalar i¢in kullanilacak besiyerlerinin pH degeri %
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10’luk tartarik asit ¢ozeltisi yardimiyla 4.5 olacak sekilde ayarlanmistir. Yine oksijen

ithtiyaci i¢in akvaryum pompasi ile sisteme filtre edilmis oksijen saglanmistir.

Elde edilen hiicre kitlesinde olusan yag, daha Onceki iiretimlerde oldugu gibi
santrifiijleme, ¢ozgende bekletme, siizme, ayirma hunisinden geg¢irme, buharlagtirma
gibi agsamalardan gegirilerek yag elde edilmistir. Elde edilen yag miktarinin istenen
diizeyde olmamasi nedeniyle yag iiretiminin arttirilmasi i¢in mikroorganizmalar ayni
besiyerinde farkli pH’larda ve farkli sicakliklarda da test edilmislerdir. Ayrica
inkiibasyon siiresi, ¢cozgenin cinsi gibi baz1 parametrelerde degisiklikler yapilmistir.
Bu asamada denemesi yapilan 6rneklerin en verimli olduklar1 parametre degerlerinin
bulunmasi hedeflenmistir. Daha fazla hiicre kitlesi elde edilebilmesi i¢in besiyeri
hacimleri 1600 ml’ye kadar ¢ikartilmis ve igeriklerinde farkli bilesenler

uygulanmistir.

Sekil 3.5. Biiyiik hacimde tiretim
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Sekil 3.7. Ayirma hunisi ile ¢ozgenlerin ayrilmasi
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Sekil 3.8. Buharlastirma

Hazirlanan besiyerlerinde bliylik hacimlerde iiretim asamalar1 genel olarak Sekil

3.9.’da verilmistir.
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Sekil 3.9. Uretim Asamalari
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Elde edilen yag 6rnekleri hekzan ile karistirilarak -18°C’de depolanmaya alinmustir.

Yag ve hekzan karigimlart Sekil 3.10.’da gortilmektedir.

Sekil 3.10.Yag ve hekzan karisimlarindan 6rnekler.
3.12. Genetik Tanimlama

Yag iiretimi en basarili bulunan 6 adet susun genetik tanisi, Ref-Gen (Ankara-

ODTU Teknokent) firmasindan hizmet alimi seklinde yapilmustir.

3.13. Yag Asitleri Kompozisyonu

Gaz kromatografisi (GC) mol kiitlesi 2-1000 g/mol arasinda olan organik ve
inorganik gazlarin, kolayca buharlasabilen sivi ve katilarin ugucu bir ¢6ziicii iginde

¢ozlinmiis haldeki drneklerini analiz etmede yaygin olarak kullanilmaktadir (Giilcan,

2012).
Denemelerde elde edilen yag orneklerine ait GC analizleri Siileyman Demirel
Universitesi Deneysel ve Gozlemsel Ogrenci Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde

hizmet alim1 seklinde yapilmistir.

Elde edilen mikrobiyel yaglar igerdikleri yag asitlerinin cinsi ve oranlarinin

belirlenmesi amaciyla gaz kromotgrafisi ile analiz edilmistir. Elde edilen sabit
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yaglarin gaz kromatografisi analizine alinmasi amaciyla Once esterlestirme islemi

yapilmistir.

Bu amagla; TUPAC Method 2.301. modifiye edilerek uygulanmistir. 0.01 g yag
ornegi 1.5 ml izooktan icerisinde ¢6ziilmiistiir. Ardindan 0.2 ml 2 M KOH c¢ozeltisi
(kormatografik saflikta metanol igerisinde hazirlanmis) ile doyurulmustur. Daha
sonra Ornekler 30 saniye siiresince hafif sekilde karistirllmis ve karanlik ortamda 6
dakika bekletilmislerdir. Siire sonunda 6rneklere 1-2 damla metil oranj indikatorii
(1:1 v/v su/etanol karigtminda % 0.1 g metil oranj iceren) damlatilmistir. Son
asamada ise Orneklerde kalan fazla KOH ‘un nétralizeedilmesi amaciyla 6rnekler
icerisinde renk doniisiimii gdzleninceye kadar 1 N HCI ilavesi yapilmistir.
Reaksiyonlar sonrasinda faz olusumunun gerceklesmesi i¢in ornekler 25-30 dakika
sabit bir sekilde bekletilmislerdir. Siire sonunda iist kisimda olusan berrak faz pipet
yardimiyla 2 ml‘lik kromatografik tiiplere aktarilmislardir. Tiipler analize alinincaya

kadar -20 °C’de derin dondurucuda saklanmiglardir (Anonim, 1987).

Esterlestirilen yaglar gaz kromatografisi cihazinda analize tabi tutulmuslardir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu

Calismada mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in yapilan islemler sonunda, Malt
Ekstrakt Agar (MEA, pH 4, Merck, Almanya) ve Plate Count Agar (PCA, Merck,

Almanya) besiyerlerinde gelisen kolonilere 6rnekler Sekil 4.1. ve 4.2. ‘de verilmistir:

Sekil 4.1. Kasar peyniri 6rneginden  Sekil 4.2. Patates 6rneginden yapilan

yapilan ekim sonucu ekim sonucu

4.2. izolatlarin Mikroskobik Yontemle incelenmesi

Elde edilen izolatlar, basit boyamada hem Safranin hem de Kristal Viyole ile paralel
boyanarak incelenmislerdir. Basit boyamanin ardindan bakteri oldugu gézlemlenen
izolatlarin Kristal Viole ve Safranin kullanimi ile Gram 6zellikleri belirlenmistir. Bu
incelemelerden elde edilen goriintiilere 6rnekler Sekil 4.3, Sekil 4.4., Sekil 4.5.’te

verilmigtir.
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Sekil 4.3. Tereyagi1 6rneginden elde edilen mikroorganizmalarin mikroskobik
goruntusu

Sekil 4.4. Peyniralt1 suyundan elde edilen mikroorganizmalarin mikroskobik
goruntisu

Sekil 4.5. Sucuk 6rneginden elde edilen mikroorganizmalarin mikroskobik goriintiisii



4.3. izolatlarin Gruplandirilmasi

Bacillaceae familyasinda yer alan Bacillus cinsine ait mikroorganizmalarin
belirlenmesi amaciyla, Polymyxin Egg Yolk Mannitol Bromotyhmol Blue Agar
(PEMBA-Merck, Almanya) kullanilmistir. Inkiibasyon sonrasinda PEMBA besiyeri
izerinde piiriizlii, mumsu, turkuaz mavimsi renkte koloniler olusturmuslardir. Bu
kolonilerden bazilarinin lesitinaz aktivitesine bagli olarak seffaf renkte bir
presipitasyon halkasi ile ¢evrili oldugu, bazi kolonilerin ise mavi renk verdigi

gozlenmistir.

Sekil 4.6. Uziim ve kasar peyniri Sekil 4.7. Tereyagi 6rneginden yapilan ekim
orneklerinden yapilan ekim sonucu
sonucu

Candida cinsi mayalarin seg¢ilmesi amaciyla izolatlar, 50 mg/l Kloramfenikol
antibiyotigi iceren Saboraud dekstroz-agar (SDA-C, Merck, Almanya) besiyeri
kullanilmustir. Inkiibasyon sonrasinda koloni gelisimi olan petrilerden 6rnek alinarak
mikroskopta incelemeleri tekrarlanmistir. Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.°da SDA’daki

gelisimlere O6rnekler verilmistir.
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Sekil 4.8. Kasar peynirinden yapilan Sekil 4.9. Cig siit ve peyniralt1 suyundan

ekim sonucu yapilan ekim sonucu

Saccharomyces tiirlerinin se¢ilmesi i¢in 50 mg/ml Kloramfenikol antibiyotigi igeren
Malt Ekstrakt Agar (MEA) besiyeri hazirlanmistir. Morfolojik 6zelliklerine gore
secilen koloniler mikroskop altinda incelenmis ve tipik maya goriinlimiinde olanlar

secilmistir. Sekil 4.10.’da 6rneklerin gelisimi verilmistir.

Sekil 4.10. Pastorize edilmis siitten tiretilen peynirin peyniralti suyundan

ve ¢ig slitten yapilan ekimlerin sonucu
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4.4. Lipolitik Aktivite Testi

Secilen yonteme gore Tween-20 ile hazirlanan besiyerinde, 8g/1 Nutrient Broth, 0.1
g/l CaCl2 2H20 ve 15 g/l Agar bulunmaktadir. 121°C’de 15 dk sterilize edilen

karisima 10 ml/l steril Tween-20 ilave edilerek petrilere dokiilmiistiir (Samad vd.,
1989). Sekil 4. 11. ve Sekil 4. 12.°de lipolitik aktivite tespit edilen Ornekler

verilmigtir.

Sekil 4.11. Uziim ve sucuk &rneklerinden elde edilen mikroorganizmalarin
lipolitik aktivite sonuglari

Sekil 4.12. Tereyag1 ve kasar peyniri drneklerinden elde edilen mikroorganizmalarin
lipolitik aktivite sonuglari
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4.5. Sudan Black B Boyama

Burdon metodu ile yapilan boyama sonucu elde edilen mikroskobik goriintiilere

ornek Sekil 4.13.’te verilmistir.

Sekil 4.13. Cig siitten elde edilen mikroorganizmalarin boyama sonucu

4.6. Genetik Tanimlama

Yag iiretimi en basarili bulunan suslarin genetik tanisi, Ref-Gen (Ankara- ODTU
Teknokent) firmasindan hizmet alimi seklinde yapilmistir. Tanimlama sonuglari

Sekil 4.14.’te verilmistir.
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|14

| Pseudomonas stutzeri strain DA24
33

Klebsiella oxytoca strain SHD-1

0.005
| 13
| Candida catenulata isolate L1D
— 50
I Pichia membranifaciens strain CBS 635
0.005

M9-  Pantoea agglomerans

Sekil 4.14. Genetik tanimlamasi yapilan 6rnekler

Pseudomonas stutzeri dogada yaygin olarak bulunan ve insanda nadiren enfeksiyon

yapan, gram negatif bir bakteridir (Ozbek vd., 2010). Gram-negatif, aerobik,
fermentatif olmayan bir basil olan Pseudomonas stutzeri, toprak, su ve hastane
ortaminda yaygin olarak bulunur. Nadiren toplum kokenli enfeksiyonlara yol agar

(Siinbiil vd., 2009).

Bu tiirler 6zel metabolik 6zellikleri yoniinden dikkat ¢ekmektedir. Denitrifikasyon
calismalarinda model organizma olarak kullanilmaktadir (Lalucat vd., 2006). Sadece

nitrat ve nitriti degil amonyumu da kullanabilir (Zhang vd., 2011).

Birgok suslari, genlerin transferi c¢alismalari i¢in de uygun, dogal doniisiim
ozelliklere sahiptir. Baz1 suslari ise ¢evre kirletici maddelerin azaltilmasinda etkilidir.
Bazilan ise toksik metallerle etkilesime girer (Lalucat vd., 2006). Pseudomonas
stutzeri ‘den hiicre dis1 enzim olarak amilaz enzimi sentezlenmistir (Robyt ve

Ackerman, 1971).

Klebsiella oxytoca; patojenite agisindan ¢ok onemli bir Enterobactericeae tiyesidir

(Y1lmaz ve Uraz, 2011). Klebsiella tiirlerine; su yiizeylerinde, toprakta, bitkilerde ve

insanlarda rastlanir (Aydogan ve Basustaoglu, 2000).
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Klebsiella oxytoca ‘nin fermantasyon yeteneginden yararlanilarak bir¢ok {iriiniin
sentezlenmesi saglanmaktadir. Genetigi degistirilerek tiretilen Klebsiella oxytoca

suslari, ksilenden etanol iiretiminde kullanilmaktadir (Burchhardt ve Ingram, 1992).

Klebsiella oxytoca, en ¢ok pentoz, heksoz ve disakkaritleri fermente edebilmektedir.
Birincil metabolit olarak gdriinen butanediol, mikroorganizmanin enerji
metabolizmasinin bir {iriinii olarak salgilanmaktadir (Jansen vd., 1984). Yine bircok
calismada Klebsiella oxytoca ile biitanediol iiretimi arastirilmistir ( Cao vd., 1997 ; Ji
vd., 2008 ; Ji vd., 2009). Fermantasyon sartlar1 uygun hale getirildiginde, hiicre disi
irlin olarak siklo maltodekstrin glukanotransferaz iiretimi de yapilabilmektedir (Lee

vd., 1992).

Candida catenulata :Candida tirleri, 6karyot, firsat¢1 patojenlerdir. Candida’larin

200°den fazla sayida tiirii bulunmaktadir (Seyedmousavi vd., 2015). Candida
catenulata uygun sicaklik ve kosullarda giiclii proteolitik ve lipolitik 6zellik
gosterebilmektedir (Roostita ve Fleet, 1996). Uygun karbon kaynaklari
kullanildiginda izositrik asit iiretiminde kullanilabilmektedir (Nakahara vd., 1987).
Candida catenulata, fermantasyon yeteneginden yararlanilarak yag ile kirlenmis

topraklarin temizlenmesinde etkili oldugu gortilmiistiir (Joo vd., 2008).

Pichia membranifaciens, organik asit iireten ve gida bozulmalarina sebep olan bir

mikroorganizmadir (Lachance, 1995). Pichia membranifaciens suslari, yaygin olarak
gida ile ilgili ortamlarda ve Ozellikle zeytin salamuralarinda yiiksek miktarlarda
bulunur. Bozulmaya sebep olan maya ve mantarlara kars1 6ldiiriicii toksin salgilayan
suslar1 da mevcuttur (Santos vd., 2009). Asetaldehit, etil asetat ve izoamil asetat

tiretmektedir (Rankine, 1966).
Yapilan ¢alismalar, Pichia membranifaciens ‘in iiziimlerde bozulmaya sebep olan
Botrytis cinerea ‘ya karsi biyolojik kontrol organizmasi olarak kullanilabilecegini

gostermistir (Masih vd., 2001).

Pantoea agglomerans; Pantoea tiirleri, bitkilerde ve toprakta yaygin olarak bulunan,

Enterobacteriaceae ailesinde yer alan mikroorganizmalardir (Kursun vd., 2012).
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Fakiiltatif aerob, gram negatif basillerden en sik izole edilen tir Pantoea

agglomerans’tir (Yilmaz vd., 2015).

Pantoea agglomerans, (eski - Enterobacter agglomerans) bitkilerin yaprak ve
meyvelerinin yiizeyinde bulunur. Cig tiiketilen sebzeler, patojen ve firsatci
mikroorganizmalarin neden oldugu gida kaynakli enfeksiyonlara sebep olur. Ayni
zamanda bu bakteri tarimda, hasat sonrasi biyolojik mantar antagonisti olarak da
basariyla kullanilmaktadir (Mudryk, 2012). Bu mikroorganizmalar toz bebek siitii
formulasyonlarinda firsat¢i patojen olmaya adaydir (Mardaneh vd., 2013).

Saccharomyces _cerevisiae, Okaryot, kiiresel sekilli bir mayadir. Bitkilerin

ylizeylerinde, toprakta, bocek ve hayvanlarin viicut yiizeylerinde bulunur. Ekmek ve

alkollii i¢kilerin iiretiminde kullanilir (Anonim, 2010).

S. cerevisiae, 1930'larda laboratuvar caligmalar1 i¢in bir model olarak kabul
edilmistir. Genetik materyalin aktarimi ve rekombinasyonunu anlamak i¢in dnemli
bir ara¢ olmustur (Forsburg, 2007). Bu mayalar; alkol toleransina sahip olmasi,
diisiik azot tiiketimi, yiiksek biliylime hizi gibi bazi spesifik 6zellikleri nedeniyle
arastirmalar icin siklikla kullanilmaktadir (Salinas vd., 2012).

Saccharomyces cerevisiae nin, alkollii iceceklerin iiretiminde en az sekiz bin yildir
var oldugu distiniilmektedir (Hazelwood vd., 2008). Fermantasyonda, sarap

yapiminda ve bira iiretiminde yogun olarak kullanilmaktadir (Wilkins vd., 2007).

Fermantasyon sirasinda alkoliin yaninda, aldehitler, organik asitler, esterler, organik
siilfidler ve karbonil bilesikleri gibi aromatik maddeler de agiga ¢ikmaktadir
(Hazelwood vd., 2008). Saccharomyces cerevisiae nin portakal kabugu gibi gida
atig1 iceren soliisyonlarda, sekeri fermente ederek alkol iiretebildigi gortilmistiir
(Wilkins vd., 2007; Wilkins vd., 2007). Cesitli fermantasyon yontemleri ile
Saccharomyces cerevisiae nin trettigi alkol verimleri arttirllmaya ¢alisilmistir

(Maiorella vd., 1983).

S. cerevisiae tarafindan bitkilerin kullanilmasiyla iiretilen yakit formundaki etanol,

bliyiik bir ekonomik ve ¢evresel dneme sahiptir (Van Maris vd., 2006). Biyoetanol
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tiretimi ise biiyliyen bir endiistri haline gelmistir (Teixeira vd., 2009). Basit
sekerlerden yag asidi tiirevi biyoyakit ve kimyasallar1 iiretmek i¢in Saccharomyces
cerevisiae’nin de iyl bir kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir (Runguphan ve
Keasling, 2014). Karnisgik kiiltirde hiicre i¢i yag dretimi c¢alismalarinda

Saccharomyces cerevisiae’den yararlanilmistir (Shu vd., 2012).

4.7. Orneklerden Elde Edilen Yag Miktarlari

Bir mikroorganizmanin yiiksek dilizeyde yag iiretmesi Ozellikle boyut ve hiicre
yapistyla iliskilidir. Okaryot olarak adlandirilan maya ve kiifler, prokaryot olarak
adlandirilan bakterilere giire daha biiyiik hiicre yapilarina sahiptirler. Biitlin 6karyot
mikroorganizmalar yag iiretme yetenegine sahip degildir. Mikroorganizmalarin yag
iiretme kabiliyetlerini smirlayan bazi etkenler bulunmaktadir. Hiicrede lipid
liretiminin baslamasi ortamdaki primer besin elementlerinin tilkenmesine baglidir.
Azot miktarinin azaltilmasi ve karbon kaynaklarinin arttirilmas: yag miktarin etkiler.
Azotun diginda bazi inorganik tuzlar ve vitaminlerin de yag tiretimini siirlandirdigi
goriliir. Karbon kaynagi olarak genelde glukoz kullanilir. Bunun yaninda laktoz ve
pentozun da bu amacgla kullanildig1 calismalar da mevcuttur. Genellikle besiyeri
ortam1 mikroorganizmalarin gelisimi icin gerekli biitlin besin elementlerini igerecek
sekilde hazirlanirsa yag iiretimi diismektedir. Inorganik tuzlar, vitaminler, oksijen
miktari, ortam sicakligr ve pH gibi faktorler iiretilecek yag miktarini ve bilesimini
etkilemektedir. Biitiin yag {ireten mikroorganizmalar aerobik oldugu i¢in oksijen bir
stire sonra simirlayict etki gostermektedir. Bir besin elementi gibi diisiiniilerek
fermentore yeterli diizeyde oksijen verilmelidir. Mikroorganizmalar gelisme
ortamindaki herhangi bir degisime oldukca hizli reaksiyon vermektedir. Bu nedenle
kosullar belirlenirken ve degistirilirken oldukg¢a dikkatli davranilmalidir (Denli ve

Tekin, 2000).

Fungal gelisim i¢in en 6nemli karbon kaynagi glukozdur. Lipit sentezi i¢in genel
olarak % 40 oraninda sukroz veya glukozun optimal oldugu ifade edilmistir. Fungal
lipit sentezinde en Onemli besinsel parametre C/N oramidir. Yiiksek yag birikimi
diisiik protein senteziyle ilgilidir. Genel olarak vitamin eksikligi lipit igerigini

azaltmaktadir (Denli ve Tekin, 2000).
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Bakteriler en basit ve en kiigiik mikrobiyel hiicrelerdir. Yag iiretimleri diisiik olan

bakterilerin ¢ok az1 istenen oranda yag sentezleyebilmektedir (Denli ve Tekin, 2000).

Son yillarda mikrobiyel yolla {iretilen yaglarin pek ¢ok gidaya katki olarak ilave
ediliyor olmasi, 6zel yag asitlerinin ekonomik olarak elde edilebilmesinin énemini
arttirmaktadir. Bu calismada, tanimlamasi yapilan mikroorganizmalarimiz ile ilgili
literatlir arastirmasi yapilarak yag iiretimi i¢in en uygun olabilecek parametreler
belirlenmeye calisilmistir. Karbon kaynagi olarak biiyilk oranda glukoz tercih
edilmistir. Oksijen ihtiyacinin saglanabilmesi i¢in diizenli olarak fermentore steril
hava destegi saglanmistir. Fermantasyon siiresi bazi 6rneklerde uzatilarak yag

miktarinin arttirilmasi hedeflenmistir.

Mikroorganizmalarin genel gelisim sicakliklari bilindigi icin sicaklik {izerinde biiyiik
degisikliklere gidilmemistir. Gerekli 6rneklerde uygun pH araligina ulasabilmek i¢in
besiyerlerine laktik asit ilavesi yapilmistir. Besiyeri igeriklerinin degistirilmesi,

calismamizda en ¢ok lizerinde durulan kisim olmustur.

Genetik tanimlamasi yapilan mikroorganizmalardan bu ¢alisma ile elde edilen yag

miktarlar1 gram cinsinden ve yiizde olarak Cizelge 4.1.’de verilmistir.

51



Cizelge 4.1. Calismada bulunan yaglarin gram ve yiizde olarak miktarlari.

orijinal
besiyerlerinde
aliman sonuglar
. 300 ml Kuru Net 100 ml
ORNEKLER e Yas Hiicre (g) Hiicre 9 % yag | besiyeri/g
besiyeri Yag (g) 9
2 yag
Saccharomyces M5 8.46 1.46 0.65 44.52 0.22
cerevisiae
Klebsiella oxytoca 33 12.05 2.15 0.25 11.63 0.08
Pseudomonas 14 9.82 1.64 | 041 | 2500 0.14
stutzeri
Candida catenulata 13 15.82 2.82 0.31 10.99 0.10
Pichia . 50 (ME) 7.79 144 | 093 | 6458 0.31
membranaefaciens
Pantoea M9 6.54 097 | 029 | 29.90 0.10
agglomerans
karigik besiyerinde
alinan sonuglar
1500 ml 4 Kuru | Yag | o v, | 100ml
N Yas Hiicre (g) Hiicre | miktar . besiyeri/g
besiyeri miktari -
® (2 yag
Saccharomyces
cerevisiae P> 28.93 3.82 0.96 25.13 0.06
Klebsiella oxytoca 33 35.20 5.13 0.78 15.20 0.05
Pseudomonas
stutzeri 14 pl.20 382 | %7 | 2081 0.05
Candida catenulata 13 16.73 2.05 0.16 7.80 0.01
Pichia
membranaefaciens 50 i 3.57 — 32.49 0.08
Pantoea
agglomerans M9 25.62 3.86 1.02 26.42 0.07

Orijinal besiyerinde yapilan ¢aligsmalarda elde edilen hiicre gelisimi ve yag tiretim
miktarlar, farkli besiyerindeki miktarlar ile karsilastirnlmistir. Calismada
kullandigimiz Karisik besiyeri; gida atiklarii (elma kabugu, patates kabugu vb.)

iceren ve bazi gelisme faktorlerinin bulunmadigi bir besiyeri tiiriidiir.

Yapilan bir ¢alismada (Huang vd., 2009) Trichosporon fermentans kullanilarak
piring kavuzlarinin asit hidrolizi sonucu elde edilen pargalanma {iriinlerinden
biyodizel iiretimi amaciyla yag elde edilmistir. Ulkemizde ise yiiksek oranda
karbonhidrat iceren bu tip gida sanayi atiklarina verilebilecek en dnemli 6rnekler;
elma suyu sanayinde ¢ikan kabuk, posa ve atik elmalar ile donmus patates
sanayilerinden c¢ikan patates kabuklar1 ve atiklaridir. Elma suyu {retiminde

durultmada ve filtrelemede kizelgur, bentonit gibi yardime1r maddelerin kullanilmasi
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nedeniyle ¢ikan atiklar yem olarak kullanilamamakta ve genellikle giibre olarak
tarlalara atilmaktadir. Patates kabuklari ise igerdikleri toksik bilesenlerden (6zellikle
solanin) dolay1r yem rasyonlarinda ¢ok az kullanilabilmektedir. Her iki gida sanayi

atig1 da tilkemizde 6nemli miktarda ortaya ¢ikan gida sanayi atiklarindandir.

Yapilan bir ¢alismada, bazi ilave maddeler ile de yag iiretimi verimi arastirilmistir.
Xue ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, Rhodotorula glutinis’ten mikrobiyel yag
liretimi amactyla monosodyum glutamat iceren atik suyu, kiiltiir ortami olarak
kullanmiglardir. Trichosporon capitatum’un ortam sartlarinin optimizasyonu ile, 28

°C’de ve 160 rpm’de 6 giinde yag veriminde % 61 artis goriilmiistiir (Wu vd., 2011).

Atiklarin  biyoteknolojik  yolla degerlendirilmesi amaciyla yaptigimiz  bu
denemelerde, karisik besiyerinde yag iiretiminde genel bir diislis oldugu gortilmiistiir.
Bu sonuglara goére, orijinal besiyerinde Klebsiella oxytoca disindaki
mikroorganizmalardan elde edilen % yag oranlari, karisik besiyerinde yapilan

tiretimlerden daha yiiksek bulunmustur.

Bakterilerde yag iiretimi ile ilgili mevcut bilgiler daha ¢ok patojenlerle ilgilidir.
Bunker (1963) ‘in yaptig1 c¢alismada, yag oranlart % 7-21 arasinda degisen 5
mikroorganizmanin igerisinde Mycobacterium tiirleri géze carpmaktadir. Patojen
olmayanlarda ise Ol¢iilebilir yag tiretenler, Spirillum lipoferum, Serratia marcescens,
Corynebacterium xerose, Bacillus megaterium, Proteus vulgaris, Azotobacter

indicum ve Aerobacter cloacae olarak bulunmustur (Bunker, 1963).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada (Beopoulos vd., 2009) Rhodotorula glutinis’in
toplam hiicre kiitlesinin % 72 oraninda yag depolayabildigi belirtilmektedir. Yine
ayni makalede bakteriler arasinda ¢ok nadir goriilen bir durum olsa da Rhodococcus
opacus bakterisinin % 87 gibi ¢ok yiiksek bir yag birikimi olusturabildigi belirtilmis

ancak yagin hangi formda oldugu hakkinda bilgi verilmemistir.

Bizim calismamizda da &rneklerin ¢ogu patojen dzellik tasimaktadir. Orneklerden

elde edilen yag oranlar1 % 7-64 arasinda degismektedir.
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Bunker (1963) ‘in yaptig1 ¢alismada, oldukca yiliksek yag icerigine, normalde yag
tireten mikroorganizma olarak goriilmeyen Saccharomyces cerevisiae ve Candida
utilis ile ulasilmistir. Saccharomyces cerevisiae ile yapilan ¢alismalarda ise inositol
icermeyen besiyerinde gelistirildiginde yag iceriginin yaklasik 15 kat artti
goriilmistiir. Pichia farinosa % 7-9, Candida utilis ve Geotrichum candidum % 4-

14, Hansenula anomala % 9-16 oraninda yag iirettikleri bulunmustur (Bunker,

1963).

Calismamizda da aerobik kosullarin devamliligt saglanmistir. Saccharomyces
cerevisiae ile yaptigimiz denemelerde % 25 ve % 44 oranlarinda yag elde edilmistir.
Candida catenulata ile % 7 ve % 10 oraninda yag elde edilmistir. Pichia
membranaefaciens ile yapilan yag iretim caligmalarinda, % 32 ve % 64 yag

oranlarina ulagilmistir.

Calismamizda, hiicre icinde biriken yagin hiicre disina c¢ikarilmasi igin cesitli
ekstraksiyon yontemleri ve baz1 kimyasal ¢oziiciiler kullanilmistir. Benzen, aseton,
hekzan gibi ¢oziiciiler, ekstraksiyon asamasinda kullandigimiz ¢oziiciilere ornekler

olarak verilebilir.

Mayalardan lipid ekstraksiyonu hiicre duvarlarinin karakteristik yapisi nedeniyle
gorlinliste zordur. Saccharomyces cereviseae igin ¢esitli ardisik ekstraksiyon
metotlar1 karsilastirildiginda, metanol, metanol-benzen (1:1, v/v), etanol ve hekzan

en verimli olarak bulunmustur (Moon ve Hammond, 1978).

Kiiltiirler yatik Malt Ekstrakt Agar’da tutulmustur ve transferden once tekrar aktive
edilmistir. Ortam fermantasyondan once sterilize edilmistir. Ornekler 9000xg ‘de,
5°C’de 30 dakika santrifiijlenmistir ve silipernatantin kimyasal oksijen ihtiyaci
Ol¢iilmiistiir. 15°C’de yag bilesimi i¢in, maya peyniraltt suyu agara ekilip 3 hafta

inkiibasyona birakilmistir (Moon ve Hammond, 1978).

Calismamizda, besiyeri icerikleri degistirilerek bu durumun yag verimi iizerindeki
etkisi arastirilmigtir. Karbon kaynagi olarak kullanilan glukoz miktar1 bazi
denemelerde arttirilarak yag verimine etkisi incelenmistir. Ortam sartlarinin

degistirilmesi ile yag verimi degisimi arastirilmastir.
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Trichosporon capitatum’un ortam sartlarinin optimizasyonu ile, 28 °C’de ve 160
rpm’de 6 giinde yag veriminde % 61 artig goriilmiistiir (Wu vd., 2011). Singh ve
Ward (1996) tarafindan yapilan incelemede, 7. roseum ATCC28210 ‘un gelismesi ve
DHA iretimi i¢in olusturulan ortamda karbon kaynagi olarak 25g/l nigasta
kullanilmistir. Amonyum siilfat (0.2g/1) ve sodyum glutamat (2g/l) ise N kaynagi
olarak kullanilmistir. Biyokiitle ve DHA verimleri 6.1 g/l ve 528 mg/l olarak 5 giin
sonunda elde edilmistir. Gelisme ortaminin 2 g/l yeast ekstrakt ile desteklenmesi,
sirastyla biyokiitle ve DHA miktarlarinin, kuru hiicre agirhiginda 8.6 g/l ve 892
mg/I’ye ulagmasina sebep olmustur. KH2PO4 konsantrasyonundaki 0.1 g/L’lik artis,
DHA verimini % 40 oraninda yikseltmistir. Oysa tuz konsantrasyonundaki
azalmanin DHA verimi iizerinde herhangi bir etkisi olmadigi goriilmiistiir.
Maksimum biyokiitle (12.1 g/l), biyokiitlede lipid (% 23.7) ve biyokiitlede DHA
(118 mg/g) degerleri 8 giin sonunda elde edilmistir. Son DHA verimi 1433 mg/I
olarak bulunmustur. Ayni islemde glukoz yerine nisasta kullanildiginda daha diisiik

degerlere (1130 mg/1) ulagilmistir (Shene vd., 2010).

Cesitli alternatif karbon ve azot kaynaklar1 kullanim ile S./imacinum SR21 ‘in hiicre
bliylimesi ve DHA verimi incelenmistir. Bu kaynaklar glukoz ile karsilastirildiginda,
biyokiitlede (12 g/I’den fazla) ve toplam yag asidinde (2.5 g/I’den daha fazla) oleik
asit ve keten tohumu yagi ile benzer verim sonuclar1 elde edilmistir. Ancak bu
karbon kaynaklarindan elde edilen biyokiitle verimi % 10 daha disiiktiir. Yag asidi
liretimi i¢in en uygun azot kaynagi misir surubudur. N kaynagi olarak yeast ekstrakt
yerine misir surubu kullamildiginda yag asidi kompozisyonunda kiiclik farklar
bulunmustur. Ancak en yiiksek DHA verimi misir surubu ile elde edilmistir. Ham
gliserol biodizel iretiminde S. limacinum SR21’in ekiminde C kaynagi olarak
kullanilmistir. Farkli C kaynaklar1 (glukoz, fruktoz, ¢oziiniir nisasta, patates tozu ve
gliserol) ayr1 ayr1 30 g/l konsantrasyonda uygulanmistir. Bu bazal ortamda 20 g/l
konsantrasyonunda soya keki hidrolizati ve % 50 dogal deniz suyu vardir (Shene vd.,

2010).

Yapilan c¢alismalarda, besiyerindeki sindirilebilir azot miktar1 kisitlandiginda
Rhodotorula gracilis ‘te yag birikiminin arttig1 goriilmiistiir. Yag iiretiminde en umut
verici mikroorganizmanin Rhodotorula gracilis oldugu goriilmiistiir. Diger umut

verici yag iireticiler ise Lipomyces lipofer ve Lipomyces starkeyi olarak bulunmustur.
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Lipomyces lipofer ile yapilan ¢aligmalarda % 40 oraninda yag birikimi gézlenmistir.

Lipomyces starkeyi ise % 50-63 oraninda yag iiretebilmektedir (Bunker, 1963).

4.8. Yag Asitleri Kompozisyonu

Gaz kromatografisi mol kiitlesi 2-1000 g/mol arasinda olan organik ve inorganik
gazlarin, kolayca buharlasabilen siv1 ve katilarin ugucu bir ¢oziicii icinde ¢oziinmiis
haldeki orneklerini analiz etmek icin kullanilir. Cozelti halinde 6rneklerin GC ile
analizi su sekilde gergeklestirilir: Once ugucu bir ¢dziicii iginde ¢dziinmiis drnek,
mikrolitre kapasiteli bir enjektdr yardimiyla cihazin enjeksiyon {initesine enjekte
edilir. Enjeksiyon iinitesi, cihaz tarafindan sicakligi kontrol edilen bir bolmedir ve
miimkiin oldugunca, Ornekteki en yiliksek kaynama noktasina sahip bilesenin
kaynama noktasindan daha yiiksek bir sicakliga ayarlanir. Boylece enjekte edilen
ornek bilesenlerinin kolayca buharlagsmasi saglanir. Hareketli faz olarak kullanilan
tasiyict gaz ile enjeksiyon iinitesinde buharlasan Ornek bilesenlerinin kolona
taginmast saglanir. Bilesenler kolonda sabit faz ile etkilesimleri sonucu farkl
hizlarda hareket ederek kolon boyunca ilerler ve bdylece birbirlerinden ayrilarak
farkli zamanlarda kolonu terk ederler. Ornekteki bir maddenin enjeksiyon anindan
kolonu terk etmesine kadar gecen siireye alikonma zamani denir. Kolon ucunda
bulunan bir dedektor sayesinde her bilesenin miktariyla orantili sinyali elde edilir. Bu
sinyaller bir bilgisayar programi yardimiyla 6rnege ait kromatograma dontistiiriiliir

ve bdylece bir gaz kromatografisi analiz siireci tamamlanmis olur (Giilcan, 2012).

Siileyman Demirel Universitesi Deneysel ve Gozlemsel Ogrenci Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde yag oOrneklerinin GC analizleri hizmet alimi1 seklinde
yapilmistir. Analize hazirlik amaciyla yag asitlerinin esterlesmesi saglanmistir. Elde
edilen sonuclar Sekil.4.15, Sekil. 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil
4.20° de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Mikroorganizmalar Tarafindan Uretilen Yaglarda Yag asitlerinin oransal

dagilimi
Yag Asitleri MS 33 13 50 M9 14
C4:0 0.29 0.35 0.23 0.59 0.00 1.01
C6:0 0.66 3.28 0.45 0.51 1.20 4.36
C8:0 1.53 1.05 1.58 0.93 1.69 4.92
C10:0 2.11 3.63 0.98 1.02 2.89 1.79
C11:0 1.53 1.52 1,66 1.36 2.53 3.24
C12:0 1.46 2.70 1.13 1.53 3.94 1.57
C13:0 1.38 1.52 0.45 1.36 2.04 1.45
C14:0 5.83 2.34 2.41 0.93 3.31 2.46
Cl4:1 1.46 1.87 1.13 3.31 1.97 1.90
C15:1 7.65 8.79 17.04 4.58 8.87 11.51
Cleé:1 2.33 1.64 7.76 2.88 1.83 1.79
C17:0 1.02 1.76 1.21 22.04 1.41 5.48
C17:1 2.11 3.98 1.81 0.76 1.13 2.01
C18:0 2.48 1.99 4.00 2.12 3.10 0.89
C18:1n9 5.25 3.52 11.76 5.09 5.49 1.90
C18:2n6 2.33 7.03 7.24 4.58 2.96 8.38
C20:0 0.87 1.76 0.38 0.42 0.92 0.67
C18:3n6 0.95 1.52 0.30 2.03 1.06 0.78
C20:01 1.17 2.58 1.96 0.51 1.13 3.35
C21:0 1.53 1.41 0.53 0.68 1.41 0.89
C20:2 2.99 4.22 1.06 2.29 2.75 3.47
C22:0 2.84 3.28 0.83 1.27 1.62 1.79
C22:1n9 2.26 2.58 0.83 0.68 1.83 1.34
C20:3n3 4.23 2.23 2.71 1.36 4.79 1.68
C20:4n6 2.55 4.22 1.13 1.27 1.83 3.02
C23:0 291 2.11 1.06 1.61 3.52 2.01
C22:2 2.99 2.11 1.06 1.10 2.39 3.13
C24:0 8.52 6.09 4.90 10.51 6.34 7.83
C20:5n3 3.13 2.70 1.21 1.36 2.25 2.01
C24:1 3.64 4.22 4.22 10.34 2.82 4.36
Tanimlanamayan 20.00 12.00 17.00 11.00 21.00 9.00
Toplam Kiitle 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00
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Bu sonuglara gore yaglarimizda;
C18:I1n9 (Oleik asit)

C18:2n6 (Linoleik asit)

C24:0 (Lignoserik asit)
C24:1 (Nervonik asit)
C15:1 (Ginkgolik asit)
C17:0 (Heptadekanoik asit)

gibi yag asitlerine daha yiiksek oranlarda rastlanmustir.

Yaglarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini, yagin biiylik bir kismini olusturan yag
asitlerinin oranlar1 ve kompozisyonu belirlemektedir. Gidalarda yaygin olarak
bulunan doymus yag asitleri palmitik (C 16:0) ve stearik (C 18:0), doymamis yag
asitleri oleik (C 18:1), linoleik (C 18:2) ve linolenik (C 18:3) asit olmakla beraber,
tekli doymamis yag asitlerinde yaygin olan yag asidi oleik asit ve ¢coklu doymamis

yag asitlerinde yaygin olan ise linoleik asittir (Duru ve Konuskan, 2014).

Bu yag asitlerinin en ¢ok bulundugu gida maddeleri arasinda; omega-6 (linoleik asit)
yag asitleri agisindan bitkisel siv1 yaglar, omega-9 (oleik asit) yag asitleri agisindan
ise zeytinyag1 yer almaktadir. Gerek gida maddelerinin dogrudan bilesimine
eklenerek gerekse hayvansal kaynakli gidalarda elde edildigi canli hayvanlarin
rasyonlarina ilave edilerek, gida maddelerinin omega yag asitleri acisindan
zenginlestirilmesi saglik acisindan daha uygun gida eldesi i¢in Onemli bir

uygulamadir (Eseceli vd., 2006).

Ozellikle oleik asit, insan viicudunda en ¢ok bulunan yag asidi olup; yag asitlerinin
yarisini olusturur. Bilesiminde yiiksek oleik asit icerigi olan yaglarin insan sagligi
acisindan bir¢ok faydasi vardir. Oleik ve linoleik asit miktar1 yagin 6énemli kalite
ozelliklerinden olan oksidatif stabiliteyi de etkilemektedir. Bitkisel dogal yaglar,
cogunlukla oleik ve linoleik asitler iceren trigliserit karisimlardan olusmaktadir. En
onemli bitkisel yaglardan olan aycicek yagi tabi olarak linoleik asit orani zengin,

oleik asit oran1 diislik bir yagdir. Gida sanayinde uzun omiirlii stabilite gerektiren
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ticari gida faaliyetlerinde kullanilabilmeleri nedeniyle kizartma islemine uygun
olmas1 ve kozmetik sektorii dahil kimya sektdriinde kullaniminin uygun olmasidir.
Ayrica yiiksek doymamus yag asidi igeren yaglar, 6zellikle oleik asit igerigi yiiksek
olan yaglar, diisiik viskoziteli ve diisiik erime noktasina sahip oldugundan soguk
iklim kosullarinda, mikrobiyal yaglar ile yiiksek kalitede biyodizel iiretimi i¢i 1yi bir
hammaddedir (Duru ve Konuskan, 2014).

Calismada {iretilen mikrobiyel yaglarin oleik ve linoleik asit icerikleri nispeten
yiiksek bulunmustur. Yaglarin biiyiik bir kismi1 oda sicakliginda sivi haldedir.
Mikrobiyel yaglarin oleik asit ve linoleik asit igeriginin oksidatif stabilitelerini

artirdig1 diistiniilmektedir.

Ginkgolik asit (GA) Ginkgo biloba L. (Ginkgoacae) bitkisinin meyve ve
yapraklarinda bulunur (Ndjoko vd., 2000). Ginkgolik asit ve ilgili alkilfenoller,
Ginkgo biloba L. meyvesindeki lipidlerin ana bilesenlerini olusturmaktadir (Jaggy ve
Koch, 1997). Ginkgolik asit ve ilgili alkil fenoller, siipheli sitotoksik, alerjik,
mutajenik ve karsinojenik 6zellikleri ile tehlikeli bilesikler olarak kabul edilmistir
(Liu ve Zeng, 2009). Ginkgo o6zleri igeren fitofarmasotiklerin kullanimi Federal

Alman Saglik Otoritesi Komisyonu tarafindan 5 mg / g ile sinirlandirilmistir (Ndjoko

vd., 2000).

Baz1 calismalarda, ginkgolik asitin Hep-2 (antiniikleer antikor) biiylimesini inhibe
ettigi ve kromozomal DNA'nin par¢alanmasina neden olabildigi bulunmustur. Ayrica
ginkgolik asitin kanserli hiicrelerdeki antitimoér potansiyeli ve mekanizmasi
incelenerek yeni antitiimor ilact olmasina yonelik arastirmalar da mevcuttur (Zhou

vd., 2010).

Caligmada iiretilen mikrobiyel yaglarda ginkgolik asit oranlar1 yiiksek diizeyde
bulunmustur. Bu yaglarin toksik bilesenler igcermeleri sebebiyle gida olarak tiiketime
uygun olmadiklar1 diisiiniilmektedir. Ancak ginkgolik asitin ila¢ olarak kullanimi ile

ilgili caligmalara 6rnek teskil edebilecegi dngoriilmektedir.

Heptadekanoik asit (margarik asit), en ¢ok koyun kuyruk yaginda, yenilebilir
sakatatta, tereyagi, kaymak gibi siit iirlinlerinde bulunmaktadir (Tiirkomp, 2014).
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Heptadekanoik asitin koyun ve ke¢i yaglarinda at, esek, sigir, domuz yaglarina

oranla daha yiiksek miktarlarda oldugu goriilmiistiir (Turan, 2006).

Potansiyel olarak yararli doymus yag asidi olan heptadekanoik asiti igeren tam yagl
siit drlnlerinin gilinliilk diyetten c¢ikarilmasimnin, diisiik heptadekanoik asit
seviyelerine, yliksek ferritin olusumuna ve metabolik sendroma sebep olacagi

diisiiniilmektedir (Venn-Watson vd., 2015).

Calismada tiretilen mikrobiyel yaglarda heptadekanoik asit oranlarina bakildiginda,
Ozellikle 50 numarali Ornekten elde edilen yagda oldukca yiliksek miktarda
bulundugu goriilmiistiir. Hayvansal yaglarda siklikla bulunan bu yag asidinin varligi,
tiretilen mikrobiyel yaglarin gida olarak tiikketime uygun olabilecegini diislindiirse de
toksik nitelikteki diger yag asitlerinin de bulunmasi bu durumu engellemektedir.
Bunun yanisira beslenme ve saglik arasindaki iligkide heptadekanoik asitin yeriyle

ilgili caligmalara 6rnek teskil edebilecegi diistiniilmektedir.

24 karbonlu doymus bir yag asidi olan lignoserik asit en ¢ok yerfistigi, aygicek yagi,
hamsi, misir yagi ve kanola yaginda bulunmaktadir (Tiirkomp, 2014). Gidalarda ¢ok
rastlanan bu yag asidinin ¢aligmada iiretilen yaglardaki yiliksek orandaki varligi,
toksik bilesenler olmadigi miiddetce mikrobiyel yaglarin yenilebilir nitelikte

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Nervonik asite yiiksek oranda propoliste rastlanmaktadir (Digrak vd., 1995).
Nervonik asitin saglik tizerindeki etkileri de arastirmalarda yer almaktadir (Sargent
vd., 1994). Calismada iiretilen mikrobiyel yaglardan 6zellikle 50 numarali 6rnekte

ylksek oranda nervonik asit varlig1 tespit edilmistir.

Caligmamizda {iretilen mikrobiyel yaglarda bulunan yag asitlerinin miktar ve
cesitleri, bu yaglarin kullanim alanlar1 etkilemektedir. Cesitli doymus ve doymamis
yag asitlerini igeren bu yaglarin gida olarak tiiketimleri yerine saglik ile ilgili
calismalara Ornek teskil edebilecegi diisiiniilmektedir. Nadir bulunan ve tedavi edici
ozellikleri arastirilmakta olan bazi yag asitlerinin mikrobiyel yolla {iretilebiliyor

olmasi, bir¢ok yeni ¢aligmaya da 151k tutabilir niteliktedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Atiklarin biyoteknolojik yolla degerlendirilmesi amaciyla yaptigimiz denemelerde,
atiklar1 igeren karigik besiyerinde mikroorganizmalar ile yapilan yag {iretiminde
genel bir diisiis oldugu goriilmiistiir. Orijinal besiyerlerine gore biiylime faktorlerini
daha az iceren karigik besiyerinde bu sonug beklenebilir. Se¢ilen mikroorganizmanin

ihtiya¢ duydugu biiytime faktorleri uygun miktarlarda eklenebilir.

Daha biiyiik hacimli ve daha gelismis sistemli fermentorler kullanilarak ¢alismadaki

tiim mikroorganizmalarin yag tiretim miktarlarinda artis saglanabilir.

Yapilan literatiir incelemelerinde bir¢ok patojen mikroorganizmanin ve mutantlarinin
cesitli maddelerin iiretiminde kullanildig goriilmiistiir. Calismamizda da yag liretimi
acisindan basarili bulunan mikroorganizma suslarindan bazilari firsat¢1 patojenlerden
olusmustur. Bunlarin insan tiiketimi amagli yag tiretimlerinde kullanilmasi miimkiin
goriilmemekle beraber farkli amach yag iiretimlerine 6rnek olmasi miimkiindiir.
Ciinkii bu mikroorganizmalardan bazilarinin 6nemli miktarlarda yag iiretebildikleri

(yag oranlar1 % 7-64) goriilmiistiir.

Yag iretiminin artirilmasi agisindan hava besleme yoOnteminin se¢imi Onemli
bulunmustur. Bu amagla kurulacak farkli sistemlerin (¢okmenin 6nlenmesi,
oksijenle desteklenmesi, hava kabarciklarinin biiytikliigii vb.) denenmesi ile yag

tiretim miktarlarinda artig saglanabilecegi diigiiniilmektedir.

Mikroorganizmalardan elde edilen yag miktarinin diisiik olmasinda en Onemli
etkenin ekstraksiyon asamasi oldugu diisiiniilmektedir. Ileri donemde yapilmasi
planlanacak ¢aligmalarda yag kaybinin oniine gecilebilmesi i¢in farkli ekstraksiyon

yontemlerinin denenmesi yararli olacaktir.
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