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Biyodizel, trigliseritlerin veya serbest yag asitlerinin kisa zincirli alkollerle
transesterifikasyonu sonucu elde edilmektedir. Biyodizel, biyolojik olarak
parcalanabilen, yenilenebilir ve toksik olmayan bir yakit tiiriidiir. Biyodizel yanma
ozelliklerinden dolay1 petrol kokenli dizelere benzemektedir. Giiniimiizde genellikle
cesitli bitkisel yaglar, hayvansal yaglar ve atik kizartma yaglar1 biyodizel {iretimi i¢in
hammadde olarak kullanilmaktadir. Ancak hammadde maliyetlerinin yiiksek olmasindan
kaynaklanan sorunlardan dolayi, biyodizel iiretimi yaygin olarak yapilamamaktadir.
Mikrobiyal yaglar fungus, bakteri ve mikroalg gibi biyokiitlelerinin % 20’sinden fazla
yag biriktirebilen ve oleaginous tiirler olarak tanimlanan mikroorganizmalar tarafindan
tiretilir.

Bu c¢aligmada, Candida lipolytica ve Rhodotorula glutinis’in, lipit {retme
kapasiteleri kesikli ve iki agsamali fermentasyon sistemlerinde arastirildi. Maya miktari
(% 1, 3 ve 5 v/v), inkiibasyon zamani, sicaklik (20-40°C), baslangic pH’st (4-7),
calkalama hiz1 (50-200 rpm) gibi ¢esitli parametrelerin lipit iiretimi lizerine etkisi tespit
edildi. Mayalarin lipit {iretiminin arttirilmasi amaciyla, peynir alt1 suyu, glukoz, NH4CI,
(NH,4),SO,4 ve melas gibi ¢esitli maddeler besiyerine ilave edildi. En yiiksek lipit birikimi
pH 5, 30°C ve 150 rpm’de dordiincii giinde bulundu. Lipit ekstrasyonu modifiye Bligh
ve Dyer yontemine gore gerceklestirildi. Kesikli sistemde C. lipolytica ve R. glutinis’in
en yiiksek lipit icerigi sirastyla % 29.35+4.58 ve % 29.53+0.46 oldu. iki asamali
fermentasyon sisteminde C. lipolytica ile en yiiksek lipit igerigi oran1 (% 41.6+0.1) elde
edildi. Ekstre edilen lipitler bir baz katalizle transesterifiye edildi. Metil esterleri gaz
kromotografisi-kiitle spektrometresi kullanilarak analiz edildi. C. lipolytica ve R.
glutinis’in biyodizel verimi sirastyla % 79 ve % 80.65 oldu. Baslica palmitik asit, oleik
asit ve stearik asit iceren lipitlerin yag asidi kompozisyonunun biyodizel iiretimine
uygun oldugu belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: Candida lipolytica, Rhodotorula glutinis, lipit, biyodizel,
iki asamal1 fermentasyon sistemi, peynir alt1 suyu.
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Biodiesel is derived from triglycerides or free fatty acid by transesterification with
short chain alcohols. Biodiesel is a renewable, biodegradable and nontoxic fuel.
Biodiesel is similar to petro-diesel in combustion properties. Currently varied plant oils,
animal fats and waste cooking oils are usually adopted as feedstocks for biodiesel
production. But the high cost of these feedstocks has become a rising problem for large-
scale biodiesel production. Microorganisms, such as fungi, bacteria and microalge that
can accumulate lipids more than 20 % of their biomass are defined as oleaginous species.

In the study, lipid production capabilities of Candida lipolytica and Rhodotorula
glutinis were investigated in batch and two stage fermentation systems. The effects of
various operational parameters, namely amount of yeast (1, 3 and 5 % v/v), incubation
time, temperature (20-40°C), initial pH (4-7) of the medium, agitation speed (50-200
rpm) on the lipid production were determined. In order to increase lipid production in
yeasts various substances such as cheese whey, glucose, NH4Cl, (NH4),SO, and
molasses were added to the media. The highest lipid accumulation was found at pH 5,
30°C, 150 rpm on the fourth day. The extraction of lipid content was carried out
according to the modified Bligh and Dyer method. In the batch system the maximum
lipid content of C. lipolytica and R. glutinis were 29.35+4.58 % and 29.53+0.46 %,
respectively. The highest lipid content ratio (41.6+0.1 %) was obtained by C. lipolytica
in the two stage fermentation system. The extracted lipids were transesterified by a base
catalyst. The methyl esters were analyzed by using gas chromotography-mass
spectrometer. The biodiesel yields of C. lipolytica and R. glutinis were 79 % and 80.65
%, respectively. The fatty acid compositions of lipids were determined to be appropriate
for the production of biodiesel which contains mainly palmitic acids, oleic acids and
stearic acids.

KEYWORDS: Candida lipolytica, Rhodotorula glutinis, lipid, biodiesel, two stage
fermentation system, cheese whey.
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1. GIRIS
1.1. Mikrobiyal Yaglar

Uzun yillardan beri mikroorganizmalar tek hiicre proteini kaynagi olarak
yaygin sekilde kullanilirken giiniimiizde artik tek hiicre yagi kaynagi olarak da
kullanilmaktadir (Vamvakaki vd., 2010). Tek hiicre yagi olarak adlandirilan
mikrobiyal lipitlerin biyoteknolojik {iiretimleri gerceklestirilmektedir. Bu islemler
sirasinda gida, ilag endiistrisinde ve enerji tiretiminde kullanilan bitkisel ve hayvansal
kaynaklarda nadiren bulunan bazi 6zel lipit ¢esitleri sentezlenmektedir (Kaboosi ve
Behbahani, 2012). Mikrobiyal lipit iiretiminde yiiksek miktarda lipit liretebilme
kapasitesinden dolay1 oleaginous mikroorganizmalar tercih edilmektedir. Mikrobiyal
lipitlerin  kullanim alanlarindan biri de biyodizel {retimidir. Oleaginous
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen mikrobiyal lipitler biyodizel {iretiminde

alternatif bir hammadde kaynag1 olabilmektedir (Khot vd., 2012).
1.2. Biyodizel

Diinyamizda insan niifusunun artmasina bagli olarak gelismekte olan iilkelerin
enerjiye olan taleplerinin artmasi, enerji krizlerinin agiga ¢ikmasma neden
olmaktadir (Lombard vd., 2008). 1973’ten 2007 yilina kadar olan siirecte diinya
genelinde petrol tiiketimi iki kat artisla 256 milyon galondan 505 milyon galona
ulagsmistir. 2010 yili itibariyle diinya niifusu 6.8 milyara ulasirken petrol
rezervlerindeki azalig ise % 2 ile % 3 arasinda gerceklesmistir (Campbell, 2006).
2007 yilindan 2035 yilina kadar olan siirecte ise diinya enerji tiiketiminin % 49
oraninda artacagi tahmin edilmektedir (Shi vd., 2011). Fosil yakitlarin kullanimi bu
hizda devam ettigi takdirde, tahmin edilebilir bir gelecekte fosil yakitlarin tiikkenmesi
muhtemeldir (Carioca, 2010). Bu sebeplerden dolay1 yenilenebilir, gelecegin
ihtiyaclarina uygun ve cevreyle dost yeni yakitlarin arastirllmasina yonelik

calismalar diinya genelinde hizla devam etmektedir (Kerr, 2007).

Enerji krizlerinin asilmasinda petrol tlirevli yakitlara alternatif olarak
gelistirilen biyolojik yakit tiirleri bulunmaktadir. Biyodizel gelecekte en ¢ok
kullanilacagi  tahmin edilen biyolojik  yakitlar —arasinda  bulunmaktadir
(Stephanopoulos, 2007). Giiniimiizde biyodizel bir alkol, bir asit veya bir enzimin

katalizor olarak kullanildigi transesterifikasyon yontemiyle elde edilmektedir (Miao



ve Wu, 2006). Biyodizel, yenilenebilir biyokiitleden elde edilen triagilgliserollerin
veya serbest yag asitlerinin kisa zincirli alkollerle transesterifikasyonu sonucu yag

asidi metil veya etil esteri seklinde tiretilir (Meng vd., 2009).

Biyodizel, eldesinin kolay ve molekiiler yapisinin giiniimiiz yakitlarina
uygunlugu nedeniyle ayrintili olarak test edilmis ve kullanilabilir alternatif bir yakit
olarak kabul gormiistir. Biyodizelin yanma o&zellikleri, dizel motorlarda
kullanilmaya uygundur (Demirbas, 2002). Biyodizel diger petrol kokenli yakitlarla
kiyaslandiginda CO, emisyonunda onemli oranda azalma meydana getirmektedir.
Ayrica biyodizel, siilfiir ve aromatik bilesikler icermeyen, toksik olmayan bir yakit
tiuriidir (Demirbas, 2009). Bu nedenle ¢evrenin korunmasi agisindan birgok
avantajlar1 da bulunmaktadir. Cevre dostu bir yakit olan biyodizel tilkelerin petrol
ithalatina olan bagimliligini da azaltmaktadir (Carraretto vd., 2004). Bu nedenlerden
dolay1 diinya ¢apinda son on yillik siire i¢inde biyodizel iiretiminde gozle goriiliir

oranda ilerleme kaydedilmistir.

Avrupa Birligi biyodizel iiretiminde diinya lideri konumundadir. Avrupa
Birligi iilkelerinde biyodizel iiretimi 2005 yilinda 3.2 milyon ton iken 2006 yilinda
yaklasik 4.9 milyon tona ulagsmistir. Biyodizel tiretimindeki yillik % 54°liik ortalama
artis 2005 yili sonunda % 65°lik rekor bir orana yiikselmistir. Amerika Birlesik
Devletlerinde ise 2000 yilinda 2 milyon galon olan biyodizel tiretimi 2006 yilinda
250 milyon galona 2007 yilinda ise 450 milyon galona ulasmistir. Biyodizel
tretimindeki hizli artis sadece gelismis iilkelerle sinirli kalmayip Cin, Brezilya,
Arjantin, Endonezya ve Malezya gibi gelismekte olan tilkelerde de devam
etmektedir. Diinya genelindeki biyodizel tiretim kapasitesinin % 42’lik biiylime
oraniyla 2016 yilina kadar 37 milyar galona ulagsmasi beklenmektedir (Li vd., 2008).

1.3. Biyodizel Uretimi Iicin Hammadde Kaynaklari

Biyodizel iiretimi i¢in kullanilan hammaddeler genellikle bitkisel, hayvansal
yaglar ve atik kizartma yaglar1 seklinde ¢esitlilik gostermektedir (Felizardo vd.,
2006). Diinya genelinde {iretilen biyodizelin % 95’inden fazlasi besin olarak
tilketilen yaglardan {dretilmektedir. Fakat biyodizel maliyetinin % 70-90’1m
hammadde olarak en ¢ok tercih edilen bitkisel yaglar olusturmaktadir. Ayrica bitkisel
yaglarin {liretimi i¢in genis tarimsal arazilere ihtiya¢c duyulmaktadir. Gelismekte olan

tilkelerde tarimsal iiretime ayrilan alanlarin biyodizel igin bitkisel hammadde tiretimi
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amaciyla kullanilmasi bu iilkelerde yasayan insanlarin aglik tehlikesiyle kars1 karsiya
kalmasina sebep olacaktir. Ciinkii diinya genelinde insan niifusunun artmasina
paralel olarak gidaya ve diger kaynaklara duyulan ihtiya¢ giin gegtikce artmaktadir
(Azocar vd., 2010).

Biyodizelin pahali bitkisel yaglardan iiretilmesinden kaynaklanan yiiksek
tretim maliyeti, yemeklik olmayan yaglarin hammadde olarak kullanilmasiyla
azaltilabilmistir (Kondamudi vd., 2009). Giiniimiizde biyodizel iiretiminde yemeklik
yaglar yerine atik kizartma yaglar1 ve atik motor yaglar1 da kullanilmaktadir (Chung
vd., 2009). Biyodizel iiretiminde kullanilan atik yaglardan, sari gres denilen yag
genellikle bitkisel ya da hayvansal yaglardan elde edilir ve isitilarak yemeklerde
kullanilir. Sar1 gresteki serbest yag asidi icerigi % 15 olmak zorundadir. Eger bu oran
% 15’ten fazla olursa kahverengi gres olarak adlandirilir. ABD’de yillik ortalama
500 milyon ton gres ve hayvansal yag restaurantlarda kullanilmaktadir. Bu miktar
ortalama 5.7 milyon litre biyodizel yakit anlamina gelmektedir (Canakci, 2007).

Bitkisel kokenli biyodizelin fiyati petrol kaynakli dizellerle karsilastirildiginda
1.5 kat daha pahalidir. Buna karsin atik kizartma yaglarinin fiyati bitkisel yaglardan
2-3 kat daha ucuzdur (Phan ve Phan, 2008). Ancak atik kizartma yaglarn yiiksek
sicakliklara maruz kaldiklarindan yag asitlerinde hidroliz, polimerizasyon ve
oksidasyon gibi istenmeyen bazi kimyasal ve fiziksel degisimler meydana gelir
(Kulkarni ve Dalai, 2006). Oksidasyon ve yiiksek nem varliginda triagilgliseroliin
hidrolize olmas1 sebebiyle serbest yag asidi miktar1 artar. Serbest yag asidi ve su
transesterifikasyon reaksiyonunu olumsuz yonde etkiler. Ayrica yag asidi esterleri ve
gliseroliin ayrilmasini1 engeller. Kizartma yaglarinda dimerik, polimerik asit ve
gliseritlerin olusumu yagin viskozitesini de 6nemli 6lgiide artirir. Boylece molekiiler
kiitle ve iyot degerleri diiserken, sabunlagma degeri ve yogunlugu artar. Bu durum
transesterifikasyon reaksiyonunun yiiksek oranda meydana gelmesini engeller
(Enweremadu vd., 2009).

Hayvansal yaglarin biyodizel iiretiminde kullanimlari ile ilgili yapilan
calismalarda kuyruk yagi ve tavuk artiklarindan kalan yaglar kullanilmaktadir (Bhatti
vd., 2008). Bu yaglarin miristik (C 14:0), palmitik (C 16:0) ve stearik asit (C 18:0)
gibi doymus yag asitlerinden meydana gelmesi, yiiksek setan numarasina sahip

olmasma ve doymamis yaglara gore oksidasyona daha az yatkin olmasma neden



olmaktadir (Canakci, 2007). Sonzamanlarda bitkisel yag {iretim maliyeti, atik
yaglarin ve atik kizartma yaglarinin kullanimi ile ilgili dezavantajlarin bulunmasi
sebebiyle, biyodizel iiretiminde yeni ve farkli hammaddelerin kullanilmasina y6nelik

arastirmalar hiz kazanmistir (Peralta ve Keasling, 2010).
1.3.1. Biyodizel iiretiminde kullanilan mikrobiyal kaynaklar

Biyodizel iiretimi icin hammadde sinirlamalarini agsmak iizere arastiricilar son
yillarda yag asidi kaynagi olarak farkli biyolojik kaynaklara yonelmislerdir. Bu
kaynaklar arasinda mikroorganizmalar ozellikle de yiiksek oranda yag asidi

tirettikleri i¢in oleaginous mikroorganizmalar dikkat ¢cekmektedir (Meng vd., 2009).

Biyokiitlesinde % 20’den fazla oranda yag biriktiren oleaginous
mikroorganizmalar arasinda bazi fungus, maya, bakteri ve mikroalg tiirleri
bulunmaktadir (Vicente vd., 2009). Mikrobiyal yaglar, bitkisel ve hayvansal yaglarla
kiyaslandiginda kisa yasam dongiisiine sahip olup kolay iiretilebilmeleri, daha az is
glicii ve mekan gereksinimi olmasi, mevsimsel ve iklimsel kosullara ihtiyag
duymamalar1 agisindan daha avantajli bir sekilde biyodizel iiretiminde hammadde
olarak kullanilabilmektedir (Li vd., 2008). Ayrica mikrobiyal yaglar, yapilari ve yag
asidi bilesiminden dolay1 biyodizel uygulamalarinda hammadde olarak bitkisel

yaglara alternatif olmaktadir (Peng vd., 2008).

Kisa siirede iireyen oleaginous mikroorganizmalar tarafindan {iretilen bu
yaglar, mikroorganizmalardan ekstre edilerek, kisa zincirli  alkollerle
transesterifikasyona ugratilip, giiniimiiz standartlarinda yiiksek kalitede biyodizel
uretilebilmektedir. Ayrica genis bir yelpazeye sahip mikrobiyal yag cesitlilikleri
sayesinde biyodizelin sahip olmasi gereken yiiksek setan sayisi, 1sinma degeri ve
diisiik viskozite gibi bircok 6zellikleri de gelistirilebilmektedir. Bu avantajlara ek
olarak oleaginous mikroorganizmalarin biyodizel iiretiminde kullanilmasi tarimsal
tirlinlerin ve gidalarin {iretimini sinirlamayacaktir (Knothe, 2005). Ayrica oleaginous
olmayan bazi mikroorganizmalara yag sentezinden sorumlu gen bdlgeleri de

aktarillarak bu mikroorganizmalarin yag iiretme kapasiteleri arttirilabilmektedir

(Kalsheuer vd., 2006).



1.3.1.1. Mikroalgler

Mikroalgler, fotosentetik mikroorganizmalardir ve karbondioksidi direk olarak
yag asitlerine doniistiiriirler. Mikroalglerin kuru biyokiitlelerindeki yag igerikleri
yaklasik % 20 ile % 60 araligindadir. Ancak Botryyococcus, Nannochloropsis,
Schizochytrium cinsleri yaklasik olarak kuru biyokiitlelerinin % 80’1 oraninda yag
biriktirebilirler. Ayrica mikroalgler tiirlerine bagli olarak cesitli tipteki yaglari ve
hidrokarbonlart iiretebilirler (Guschina vd., 2006).

Mikroalglerin {trettikleri yag asitleri ¢ogunlukla doymamis yag asitleridir.
Bunlar, palmitoleik asit (C 16:1), oleik asit (C 18:1), linoleik asit (C 18:2) ve
linolenik asit (C 18:3) tir. Doymus yaglar, palmitik asit (C 16:0) ve stearik asit (C
18:0) olup, ¢ok diisiik oranlarda bulunur (Shi vd., 2011). Urettikleri uzun zincirli yag
asitleri, biyodizel iiretimi i¢in kaynak olarak kullanilabilmektedir (Beer vd., 2009).
Ayrica mikroalgler makroalglere gore kiiltiir ortam1 olarak daha az alana ihtiyag
duyarlar, daha kisa zamanda iirerler ve daha fazla yag tretirler. Mikroalgler 3.5 saat
igerisinde biyokiitlelerini iki katina ¢ikarabilirler (Shay, 1993). Alglerden iiretilen
biyodizelin siilfiir icermedigi, partikiil, CO, hidrokarbon ve SOy emisyonlarinin az
olmasina ragmen NOy emisyonunun bazi motor tiirlerinde fazla oldugu bildirilmistir

(Mata vd., 2010).

Mikroalgler yiliksek oranda yag asidi igermelerine ragmen diger oleaginous
mikroorganizmalarla Kkarsilastirildiginda fotosentez aktivitelerini gergeklestirmeleri
icin ¢ok genis alanlara ihtiyag duyarlar. Ayrica mikroalglerin {iremelerinin
mevsimsel kosullara bagli olmasi ve biiylik miktarda suya ihtiyag duymalarindan

kaynakli tiretim maliyetleri ¢ok yiiksek olmaktadir (Chisti, 2007).
1.3.1.2. Bakteriler

Birgok bakteri tiirii polihidroksibiitirik asit ve polihidroksialkonoik asit gibi
depo yaglar biriktirirken sadece birkag bakteri tiirli biyodizel iiretimine uygun
triagilgliseroller tiretmektedir (Alvarez ve Steinbiichel, 2002). Actinomycetes sinifina
ait  Mycobacterium, Streptomyces, Rhodococcus, Nocordia ve Gordonia
triagilgliserol {ireten tiirler arasinda yer almaktadir. Rhodococcus opacus PD630
yiiksek konsantrasyonda glukoz igeren besiyerinde kuru biyokiitlesinin % 38’i

oraninda triagilgliserol liretmistir ve yag asidi icerigi palmitik asit (C 16:0), stearik



asit (C 18:0) ve oleik asit (C 18:1) tir (Kurosawa vd., 2010). Gordoina sp.
biyokiitlesinin % 50’sinden fazla oranda yag asidini endiistriyel tarimsal atik iceren

besiyerinde tiretmistir (Gouda, 2008).

Gen miihendisligi ¢aligmalariyla model organizma Escherichia coli’de yag
asidi sentezi artirilabilir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada fadD geni bloke edilen E.
coli’ye agil-KOA sentetaz geni klonlanarak asetil-KoA karboksilaz ve tiyoesterazin
asir1 ifadesi saglanarak E. coli 2.5 g/L yag asidi iiretebilecek hale getirilmistir (Lu
vd., 2008). Ayrica Acinetobacter baylyi ADP1’den ekstre edilen WS/DGAT (Wax
ester sentetaz/acil-KoA: diagil-gliserol aciltransferaz) atfA geni ve Zymomonas
mobilis 'ten ekstre edilen etanol tireten pdc ve adhB genleri E. coli’ye aktarilarak bu
bakteri direk yakit iireten bir bakteriye doniistiirilmiistiir. Olusan bu yakita da
mikrodizel denilmektedir (Kalsheuer vd., 2006). Boylece, glukoz veya lignoseliiloz
gibi hammaddelerden transesterifikasyon yontemine ihtiya¢ duyulmadan direk

biyodizel iiretilebilirmektedir (Shi vd., 2011).

Bakterilerin biyokiitle artiglar1 diger mikroorganizmalara gore daha kisa siirede
olmasina ragmen, iirettikleri yag asidi igerigi diger mikrobiyal kaynaklardan elde
edilen yaglardan farklidir. Bakteriler daha ¢ok doymamis yag asitleri ve bazi
dallanmis zincirli yag asitleri gibi 6zel yaglari iiretebilme yetenegine sahiptirler. Bu
sebeplerden dolayr bakteriler biyodizel {iretim siireclerinde daha az tercih

edilmektedir (Li vd., 2008).
1.3.1.3. Funguslar

Bazi filamentli funguslarin ve mayalarin sentezledikleri mikrobiyal yaglar
biyodizel {iiretiminde hammadde olarak kullanilmaktadir. Filamentli funguslarin
biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullanilmasina doniik ¢aligmalara ¢ok yakin
zamanlarda baslanmistir. Humicola lanuginosa kuru biyokiitlesinin % 75’1 oraninda
yag biriktirebilirken, Aspergillus oryzae kuru biyokiitlesinin % 57’si oraninda yag
tiretebilmektedir ve triacilgliserolerin transesterifikasyonunda rol alan lipaz enzimini

sentezleyebilmektedir (Adachi vd., 2011).

Biyoteknolojik ¢alismalarda yogun olarak kullanilan Mortierella alpina ¢oklu
doymamus yag asitlerini sentezleyebilen bir fungus tiiriidiir (Jang vd., 2005). Yiiksek

oranda yag asidi lretebilen diger bir fungus tiiri olan Mucor circinelloides,



Zygomycetes sinifina aittir (Li vd., 2011). Bu fungus tiirti, ilk ticari mikrobiyal lipit
tretimi  ¢alismalarinda kullanilmistir (Ratledege, 2004). Mucor circinelloides,
biyodizel hammaddesi olarak triagilgliserol sentezinin ve lipit transformasyonunun
yogun bir sekilde arastirildig1 bir fungus tirtidir. Umbelopsis isabellina, biyolojik
atiklar1 biyodizele doniistirmede 6nemli bir tiir olarak ortaya ¢ikmaktadir (Vicente
vd., 2009).

Oleaginous mayalar, kuru biyokiitlelerinin % 20’si {lizerinde lipit {iretebilirler.
Sentezledikleri lipitlerin kompozisyonu ve enerji degerleri bitkisel ve hayvansal
yaglarla benzer oOzellikler gostermektedir. Ayrica mayalar, lipitleri kisa siirede
sentezleyebilir ve mayalarin tiremeleri mevsimsel degisimlerden etkilenmez (Li vd.,
2006). Oleaginous mayalarin lipit tretme kapasiteleri 1970°li yillardan beri
bilinmektedir. Ancak son yillarda, biyodizel iiretiminde hammadde olarak mayalar
tarafindan iretilen lipitlerin kullanimina yonelik c¢alismalar yogunlagmistir.
Biyodizel iiretimi amaciyla kullanilan mayalar, toprakta, tathi sularda, denizlerde,
okyanuslarin yiizey ve derinlikleri gibi dogal yasam alanlarinda bulunabilirler
(Ratledege, 2005).

Dogada genis yayilma alani bulunan mayalar, diisiik sicaklik, diisiik oksijen
seviyelerinde ve okyanus sular1 gibi ekstrem kosullarda yasayabilirler. Simdiye kadar
100 maya cinsi ve yaklasik 1500 maya tiirii tanimlanmistir. Oleaginous mayalar
arasinda Basidiomycota subesine ait neredeyse biitiin maya tiirlerinin iyi lipit
tireticisi oldugu bilinmektedir. Ascomycota subesi i¢inde Yarrowia lipolytica gibi
bazi 6nemli oleaginous tiirler tanimlanmustir (Beopoulos vd., 2009b).

Tanimlanan oleaginous mayalarin biiyilk ¢ogunlugu Yarrowia, Candida,
Rhodotorula, Rhodosporodium, Cryptococcus ve Lypomyces cinsi maya tiirlerine
aittir (Li vd., 2008). Yarrowia lipolytica, en iyi yag sentezi yapabilen maya tiiriidiir
(Beopoulos vd., 2009b). Saccharomycetales ordosuna ait olan bu maya parafin ve
yag gibi hidrofobik substratlar1 ¢ok i1yi yikabildiginden biyoteknolojik caligmalarda
yogun olarak kullanilmaktadir. Ayrica genetik ve metabolik miihendislik
calismalarinin gelistirilmesi amaciyla kullanilan model bir organizmadir (Fickers vd.,
2005).

Candida cinsi igerisinde yer alan Candida curvata, Apiotrichum curvatum ve
Candida freyschussii yiiksek oranda yag depolayabilen maya tiirleri igerisinde yer

almaktadir. Ascomycota subesine ait Candida cinsi birbirinden farkli 150 maya
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tiirlinii  igermektedir. Bu maya tiirlerinin biiyiikk ¢ogunlugu 37°C’nin {istii

sicakliklarda yasayamaz (Ratledege, 2005).

Lypomyces cinsi mayalar Saccharomycetales ordosuna aittir. Bu cinse ait maya
tiirleri hiicrelerinde yliksek oranda triacilgliserol depo etme yetenegine sahiptir.
Toprakta yasayan Lypomyces tiirleri, diinya genelinde her yerde bulunurlar.
Lypomyces starkeyi, farkli kiiltiir kosullarinda biyokiitlesinin % 70’1 {izerinde lipit
depolayabilen bir mikroorganizmadir. Ayrica bu maya tirii ksiloz ve glikoz
karigimlarini ya da atiklari kullanarak lipit tiretebilir (Zhao vd., 2008).

Cryptococcus curvatus, ¢cok cesitli substratlart kullanarak lipit iiretebilen ve
endiistriyel potansiyeli olan bir maya tiiriidiir. Uremek icin ¢ok az oranda besine
ihtiyag duyar ve biyokiitlesinin % 60’1 iizerinde lipit depolayabilir. Cryptococcus
cinsi, sudan, yapraklardan, giceklerden ve bitki koklerinden izole edilebilen ve
dogada genis yayilima sahip maya tiirlerini icermektedir (Zhang vd., 2011).

Rhodosporidium ve Rhodotorula cinsleri Basidiomycota subesine aittirler ve
oleaginous mayalar olarak tanimlanirlar. Rhodotorula tiirlerinin genis yayilim alani
vardir. Bu cinse ait maya tiirleri, ¢esitli ticari 6éneme sahip dogal karotenoidler
sentezleyen potansiyel pigment iireticileridir. Bu cinsin bir tiirii olan Rhodotorula
glutinis depo yaglar1 sentezleyebilen, glikojeni besin olarak kullanabilen kirmizi bir
maya tiiridiir (Malisorn vd., 2008).

Rhodosporidium toruloides mezofilik oleaginous bir maya tiiridiir.
Rhodosporidium, epoksidleri, bifenilleri ve oksiranlari biyolojik yikima ugratabilen,
karotein iirtebilen, ¢esitli lignoseliilozik biyoatiklar1 lipite doniistiirebilen maya
tirlerini igerir (De Miguel vd,. 1997). Rhodosporidium, bir¢ok biyoteknolojik
calismalarda kullanilabilen ve ¢ok farkli reaksiyonlar1 bir arada ytiriitebilen maya
tiirlerini kapsamaktadir (Li vd., 2006).

Bu mikroorganizmalarin hiicrelerinde en fazla rastlanan yag asitleri arasinda
stearik asit (C 18:0), oleik asit (C 18:1), palmitoleik asit (C 16:1), linoleik asit (C
18:2) ve palmitik asit (C 16:0) gelmektedir (Cheirsilp vd., 2011). Mayalarda kiiltiir
kosullarinin, besiyerindeki karbon ve azot (C/N) oraninin, iz elementlerin ve organik
tuzlarin oraninin lipit iretimi tizerinde etkili oldugu belirtilmistir (Mainul vd., 1996).
Ayrica organik azot kaynaklarinin lipit {iretimi {izerinde, inorganik azot

kaynaklarinin ise biyokiitle artis1 tizerinde olumlu etkileri tespit edilmistir (Enshaeieh
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vd, 2012). Diger taraftan Mg, zZn*?, Mn*2 Cu** ve Ca™ gibi elementlerin
konsantrasyonu da yag tiretimini etkilemektedir (Li vd., 2006).

Mayalarda kiiltlir kosullar1 ve besiyeri i¢eriginin, {iretilen yag miktar1 tizerinde
etkili oldugundan dolayr uzun siiren optimizasyon c¢alismalarina gereksinim
duyulmaktadir. Fakat optimum kosullar elde edildikten sonra, ucuz ve dogal karbon
kaynaklar1 ~ kullanilarak yag elde edilebildiginden biyodizel —maliyetleri
diislirilebilmektedir. Bundan dolayr mayalar, biyodizel iiretiminde hammadde
kaynag1 olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Li vd., 2008). Cizelge 1.1°de bazi oleaginous

mikroorganizmalarin iirettikleri yag oranlari verilmektedir.

Cizelge 1.1. Baz1 oleaginous mikroorganizmalarin sentezledikleri yag oram
yiizdeleri (Meng vd., 2009).

Mikroorganizma ¥ a%nthMI Mikroorganizma ¥ a%ni;am
Mikroalg Maya

Botryococcus braunii 2575 Candida curvaia 58
Cylindrotheca sp. 16-37 Crypitococcus albidus 63
Nitzschia sp. 4547 Lipomyces starkeyi 64
Schizochytrium sp. 50-57  Rhodotorula glutinis 12
Baklteri Fungus

Arthrobacter sp. =40 Aspergillus orvzae 57
Acmetobacter calcoac eticus 2738 Mortierella isabelling 86
Rhodococcus opacus 2425 Humicola lanuginosa 13
Bacillus alcalophilus 1824 Mortierella vinacea 66

1.4. Oleaginous Mikroorganizmalarda Yag Uretim Metabolizmasi

Yag asitleri birgok farkli alanda 0Ozellikle de biyodizel {iretiminde
kullanilmaktadir (Guschina vd., 2006). Organizmalar araciligiyla yag asidi
biyosentezi gergeklestirilmektedir (Chisti, 2007). Biitiin mikroorganizmalar lipit
sentezleyebilir ancak sadece oleaginous tiirler 6nemli miktarda lipiti hiicrelerinde
depo ederler. Bircok arastirma sunu gostermistir ki, aslinda oleaginous
mikroorganizmalar yag asidi biyosentezinin temel birimi olan asetil-KoA’y1 yiiksek

oranda sentezleyebilirler (Papanikolaou ve Aggelis, 2011).

Lipit sentezi sirasinda asetil-KoA, malonil-KoA ve gliserol gibi molekiillere
ihtiya¢ duyulurken, sentez icin gerekli olan enerji ATP’den saglanir (Botham ve
Ratledege, 1979). Lipitler iki farkli yolakta sentezlenirler (Sekil 1.1). Birincisi, yag
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asitlerinin onciilleri olan asetil-KoA ve malonil-KoA’larin depo lipitlerinin sentezine
katildiklar1 de novo sentezi, ikincisi ise yag asitlerinin, triagilgliserol ve farkli yag
tiplerine hiicre icerisinde doniistiiriildiigii ex novo sentez yoludur. Ex novo sentez
yolu hidrofobik substratlarin hidrolizine ihtiya¢ duyar ayrica triagilgliserol ve notral
lipitlerin yeniden sentezi i¢in hiicre iginde lipit tanecikleri olarak saklanmasini ve yag

asitlerinin transportunu igerir (Beopoulos vd., 2009b).

Glukoz . Trigliserol
L
glikoliz
Piiriivat Karnitin —— Agil- KoA
Yag asidi
karnitin-palmotoil transferaz | ={ = } -
" Mitokondri i !
/- \ Malonil- KoA
i -oksidasvon " ) gt .
= Asetil- KoA = Acil- KoA ' |
V asetil-CoA 4
. ; ) Ekarboksilaz
Piriivat Krebs ™ Asetil- KoA
i \ ;
| 1
L= Okzaloasetat Sitrat -~ Sitrat { ATP-sitrat
' J liyaz
. Dingiisi
Piiriivat = Malat = Okzaloasetat

malik enzim

Sekil 1.1. Yag asidi biyosentez metabolizmasinin genel gosterimi (Altinisik, 2013).

Yag asitlerinin (FA) de novo sentezi, lipit liretiminin ilk asamasi, yag asidi
sentetaz enzim kompleksince (FAS) sitozolde gergeklestirilir (Sekil 1.2). Mayalarda
FAS, fosfopantitein transferaz aktivitesini yiiklenerek, koenzim pantotein tagiyan agil
tastyici proteinleri (ACP) aktive eder. FAS, fas2 ve fasl tarafindan kodlanan 6f ve
6o iki alt tiniteden olusur. Her alt {inite, dort fonksiyonel grup icerir. Yani FAS’lar
2,6 MDa agirliginda 48 fonksiyonel merkez iceren, yag asitlerinin sentezi
asamasinda ¢oklu tiim reaksiyonlar1 katalizleyen kompleks bir enzimdir. FAS ilk
olarak asetil-KoA’y1 pB-ketoacil-ACP sentetaz’a (KS) sonra p-ketoacil-ACP
rediiktaz’a (KR), B-hidroksia¢il-ACP dehidrotaz’a (DH) ve enoil-ACP rediiktaz’a
(EAR) tasir. Bu reaksiyon palmotil-ACP olusana kadar yedi kere tekrarlanir
(Tehlivets vd., 2007).
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Sekil 1.2. Yag asidi sentetaz enzim kompleksi ve yag asitlerinin uzatilmasi
reaksiyonun genel gosterimi KS: B-ketoacil-ACP sentetaz, KR: B-ketoagil-ACP
rediiktaz, DH: B-hidroksia¢il-ACP dehidrotaz, EAR: enoil-ACP rediiktaz (Tehlivets
vd., 2007).

Oleaginous olmayan mayalarda asetil-KoA glikolizden saglanirken, oleaginous
mayalarda ise azot sinirlamasi sonucu sitozolde biriken sitratin pargalanmasindan
saglanmaktadir (Sekil 1.1). Oleaginous mikrororganizmalarda azot sinirlamast AMP
deaminazi aktive eder. Boylece azot yoklugu yasayan hiicrelerde intraseliiler AMP
parcalanir ve IMP (inosin monofosfat) ve NH;" olusur. Mitokondriyal AMP
konsantrasyonundaki azalma, izositrat dehidrogenaz aktivitesinin azalmasina neden
olur. Bundan sonra trikarboksilikasit dongiisii (TCA) izositrat agsamasinda durur.
Akinotaz aracilifiyla sitrata donistiriliir. Biriken fazla sitrat, sitrat/malat
dongiisiiyle mitokondriden ¢ikarilir (Ratledge, 2002).

ANMP—»IMP + NH™4

Sitozolik ATP-sitrat liyaz (ACL) sitrati 6nce okzaloasetata sonrada asetil-
KoA’ya pargalar. Bu reaksiyon oldukga fazla oranda asetil-KoA’nin yag asidi sentezi
icin olusmasini saglar. ATP-sitrat liyaz (ACL, EC 4. 1. 3. 8), ACL1 ve ACL2 gen
bolgeleri  tarafindan  kodlanmaktadir. Bu enzim  oleaginous olmayan
mikroorganizmalarda bulunmaz. ATP-sitrat liyaz aktivasyonu igin amonyum
iyonuna ihtiya¢ duyan ve adenozin mono ve difosfata bagimli bir enzimdir (Ratledge

ve Wynn, 2002).
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Sitrat + HS-KoA + ATP  —»  Asetil- KoA + Okzaloasetat + ADP + Pi
Asetil-KoA’ya ilaveten yag asidi sentezinde Malonil-KoA ve NADPH’a
stirekli gereksinim duyulmaktadir (Beopoulos vd., 2009a). Malonil-KoA, asetil-KoA
karboksilaz (ACC, EC 6. 4. 1. 2) tarafindan asetil-KoA’ya bikarbonat ilavesiyle elde
edilmektedir. ACC, de novo yag asidi sentezinde Onemli yere sahip anahtar bir
enzimdir (Tehlivets vd., 2007). Malonil-KoA ve NADPH seviyesi, oleaginous
mikroorganizmalarin lipit lretim mekanizmalarinda olmazsa olmaz niteliklere
sahiptir.
Asetil-KoA +HCO: +ATP & Maloni-KoA + ADP +Pi
Yag asidi sentez yolunda Asetil-KoA karboksilaz, asetil-KoA’dan malonil-
KoA sentezlenmesinde ilk basamag: katalizler ve bu basamak yag asidi sentezinde
NADPH’1 indirgeyici etkiye sahiptir (Cronan vd., 2002). Biiyilk oranda NADPH
saglayicisi olarak malik enzimin is gordigi diistintilmektedir ve malik enzim (ME,
EC 1. 1. 1. 38) NADP*ya bagiml bir enzimdir (Tang vd., 2010).
Malat + NADP™ =5 Pirivat + CO2 + NADPH
Malik enzim, geri déniisiimsiiz olarak malati piiriivata ¢evirir ve bunu NADP*
dan NADPH elde ederek saglar. Bu reaksiyonun oleaginous funguslardaki lipit
sentezini sinirlayici etkisi oldugu bilinmektedir. Malik enzim aktivitesinin oleaginous
mikroorganizmalarin birgogunda bulunmasi, lipit biyosentezine pozitif katki
sagladiginin  bir gostergesidir. Ornegin  Mucor cicinelloides’te malik enzim
aktivitesinin arttirilmasi lipit biyosentezinin 2.5 kat artmasinit saglamigtir (Zhang vd.,
2007).
Sitozolik NADPH, yag asidi sentetaz’lardan (FAS), B-ketoacil-ACP sentetaz
(KS) ve enoil-ACP rediiktaz’in (EAR) fonksiyonlar1 i¢in de gereklidir. Agil
zincirinin her uzama asamasinda iki molekiil NADPH gereklidir (Zhang, 2011). Yag
asidi sentetazlarin son {rini miristik (C 14:0) ve palmitik (C 16:0) asittir.
Reaksiyonun sonlanmasi, uzama ve doymamis yaglarin olusum siireci endoplazmik
retikulumda meydana gelir. Uzatma reaksiyonlart elongaz (malonil-palmitoil
transacilaz (MPT)) tarafindan katalizlenir. Bu organizasyon asetil-KoA karboksilaz
(ACC) tarafindan saglanan malonil-KoA’ya gereksinim duyar. Endoplazmik
retikulumda, yaglara doymamislik 6zelliginin verilmesinde hidrofobik membran-bag
proteinleri de gorev alir. Ik ¢ift baglar palmitik veya stearik asite eklenir. ikinci ¢ift
baglarda oleik (C 18:1) asit’ten linoleik asit meydana getirilir (Ratledge, 2004).
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1.4.1 Triacilgliserollerin biyosentezi

De novo senteziyle iiretilen yag asitleri, triagilgliserol ve nétral lipitler iiretmek
tizere gliserol ve sterolle esterifiye olur. Oleaginous funguslarda nétral lipitler,
triagilgliseroller (TAG) hiicre igerisinde yag cisimcikleri seklinde depo edilirler.
TAG’lar g¢ogunlukla gliserol-3-fosfat’in  (G3P) agilasyonu ile olusur ve farkli
aciltransferazlarca gerceklestirilir. G3P, gliserol kinaz tarafindan gliserolden veya
G3P dehidrogenaz tarafindan dihidrooksiaseton fosfattan (DHAP) meydana getirilir
(Sekil 1.3).

S. cerevisiae agil grup alicis1 olarak DHAP ve G3P’yi kullanir. Birinci agil
gurubun eklenmesiyle 1-agil G3P elde edilir ve lizofosfatidik asit olarak (LPA)
adlandirilir. Ayrica LPA, agil-DHAP min rediiksiyonuyla da elde edilir. Ikinci bir
aciltransferaz, bir baska a¢il gurubunu yiikler ve 1,2- diagil G3P’i meydana getirir
(fosfatik asit, PA). Fosfat, fosfatidat fosfataz izoenzimlerince PA’dan ayrilir ve
diagilgliserole dontstiiriiliir (DAG). DAG, TAG’1in Onciiliidiir ve direk fosfolipit
biyosentezine kanalize edilebilir (Papanikolaou ve Aggelis, 2011).

TAG’m de novo sentezinin son basamaginda agil-KOA agil dondrii olarak
kullanilir. Endoplazmik retikulumun integral proteini olan DAG agil tarnsferaz
(DGAT) tgiincti a¢il-KoA’y1 direk ekleyebilir. S. cerevisiae ve Y. lipolytica’da
duragan fazda oldukc¢a aktif olan DGAT eksponensiyel fazda da sentezlenir. Y.
lipolytica’da eksponensiyel fazda daha aktif olan ikinci bir DGAT enzimi de
tanimlanmustir (Czabany vd., 2007). TAG, TAG lipazlar tarafindan hidrolize edilerek
serbest yag asitlerine (FFA) ve DAG’lara dontstiiriilebilir. B-oksidasyon yoluyla
FFA’lar elde edilebilir (Fickers vd., 2005).

1.4.2. Yag asitlerinin p-oksidasyonu

B-oksidasyon yolu dort enzim tarafindan katalizlenmektedir. B-oksidasyon yolu
serbest yag asitlerinin, asetil-KoA’ya pargalandigi asamalardan olusur. Yarrowia
lipolytica da yag asitlerinin yikimi, peroksizom igerisinde B-oksidasyon yikim yolu
araciligiyla dort asamada gergeklestirilir. Alt1 farkli a¢il-KoA oksidaz B-oksidasyon
yolaginin ilk asamalarin1 katalizler. B-oksidasyon yolunun ikinci ve iiglincii
asamalarinda, hidrataz ve dehidrogenaz aktiviteleri gergeklesir. Dordiincii asamada
ise 3-ketoagil-KoA-tiyolaz enzim aktivitesi gerceklesir. [-oksidasyon yolunun
dordiincii asamas1  smirlandirildigir  taktirde, lipit i{iretiminin  arttirilacagi

diisiiniilmektedir (Wang, 1999).
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Gliserol Glukoz

glisero kinaz Glikoliz
Y

! G3P dehidrogenaz

G3P = ~ DHAP

A[}il—KﬂA ‘“'»\1 GEP ﬂl;il A[}il—KDA .,
/) Transferaz
KoA = Y NADP+ NADPH KoA
] /;
LPA = AN 1-acil- DHAP
Acil-KoA -
1-acil G3P acil
KoA = Transferaz

PA

| PAP
Pi “/

Y

DAG

Acil- KoA - — PL
DGAT PDAT |
KoA = ' "> jz0 PL
TAG

Sekil 1.3. Triagilgliserollerin de novo biyosentezinin genel gosterimi. DHAP:
Dihidrooksiaseton fosfat, G3P: Gliserol-3-fosfat, LPA: Lizofosfatidik asit, PA:
Fosfatik asit, DAG: Diagilgliserol, TAG: Triagilgliserol, PAP: Fosfatidat Fosfataz,
DGAT: Diagilgliserol agil tarnsferaz, PDAT: Fosfolipit- Diagilgliserol acil tarnsferaz
(Czabanay vd., 2007).

1.5. Yag Asitlerinin Transesterifikasyonu

Cesitli  kaynaklarca iretilen triagilgliserollerin  dizel yakit olarak
kullanilabilmesi i¢in transesterifiye edilmeleri gerekmektedir. Transesterifikasyon
reaksiyonu sonucunda triagilgliserollerin viskoziteleri diiser ve kullanildiklar1 makine
performansini artirmaya yonelik fiziksel 6zelikleri degistirilmis olur. Sekil 1.4’de
gosterildigi  gibi transesterifikasyon, biyodizel iiretiminde trigliseritlerle alkol

arasinda bir katalizor varhiginda yag asidi esterlerinin yani sira yan f{iriin olarak
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gliseroliin agiga c¢iktig1 bir reaksiyondur (Fjerbaek vd., 2009). Reaksiyon
diacilgliserol, monoagilgliserol ve gliseroliin ardisik olarak ortaya ¢iktig1 fic
basamaktan olusur (Fukuda vd., 2001).

Reaksiyonda kullanilan katalizor, reaksiyonun hizini ve verimini artirmaktadir.
Transesterifikasyon reaksiyonu geri donilisimlii bir reaksiyon olmasi nedeniyle,
ortamda bulunan asir1 alkol tepkimeyi ileri yon lehine c¢evirebilir. Bu amacla
kullanilan alkoller genellikle 1 ve 8 arasinda karbon atomuna sahip primer ve
sekonder monohidrik alifatik alkollerdir. En ¢ok kullanilan alkoller metil alkol ve etil
alkoldiir. Ticari uygulamalarda siklikla tercih edilen alkol ise ucuz olmasindan dolay1
metil alkoldiir (Baarje ve Chakraborty, 2009). Transesterifikasyonda kullanilan
katalizor tiiri hammadde olarak kullanilan yagin cesidine gore degismektedir.

Transesterifikasyonda kullanilan katalizorler baz, asit ve enzim olarak

smiflandirilmaktadir.
CH2-00C-R N R1-COO-R’ CHx-OH
! EKatalizir f
CH-O0C-R; + 3ROH {—> R2-COO-R’ + CH-OH
' I
CH:>-00C-RB3 R3-COQ-R’ CH:-OH
Trigliserit Alkol Yag asidi esteri Gliserol

Sekil 1.4. Transesterifikasyon reaksiyonu genel gosterimi (Fukuda vd., 2001).

1.5.1. Baz ile katalizlenen transesterifikasyon reaksiyonu

Geleneksel biyodizel iiretiminde transesterifikasyon reaksiyonu i¢in genelde
tercih edilen katalizor bazdir. Baglica kullanilan bazlar ise sodyum hidroksit,
potasyum hidroksit, sodyum metoksit ve potasyum metoksittir (Vincente vd., 2007).
Sekil 1.5°de bazla katalizlenen transesterifikayon reaksiyonunun sematik gosterimi
goriilmektedir (Fukuda vd., 2001). Bazla katalizlenen transesterifikasyon reaksiyonu
ayni1 oranda asitle katalizlenen transesterifikasyon reaksiyonuna gore 400 kat daha
hizlidir. Bu sebepten dolay1 bazlar, ticari olarak daha ¢ok tercih edilmektedir (Formo,
1954).

Bazlarla kisa siirede (20-60 dakika) ve yiiksek oranda (> 0.8 g/g yag asidi
esteri) % 100’¢ yakin verim elde edilebilir. Ancak kullanilan biyodizel
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hammaddesinde, serbest yag asitleri ve su olmamalidir. Ciinkii serbest yag asitleri
varhiginda, transesterifikasyon reaksiyonunda sodyum hidroksit gibi baz katalizorleri
sabunlagsmaya neden olur. Yagm icindeki su ise esterlerin hidrolizine ve biyodizel
veriminin diismesine neden olmaktadir. Bu tiir reaksiyonlarda serbest yag asidi orani
% 0.05’ten, su oran1 ise % 0.06’dan diisiik olmak zorundadir (Yan vd., 2009). Diger
kataliz yoOntemlerinden farkli olarak baz ile Kkatalizlenen transesterifikasyon
reaksiyonlarinda {irlin, transesterifikasyon karisimindan daha kolay ayrilabilir.
Reaksiyon sonrasinda hammadde kalintilarinin daha az olmasina ragmen, kalintilar

cevreye zarar verebilmektedir (Di Serio vd., 2008).

Allcali + M=0H #+———— M=0H

‘ Alleali atake su
. M=0H T
Transestenfilasy i 1
—— Lransssterifikasvon Buharlastirdmast Yilcama — % Natil esterleri
l ¥ (st faz)
Faalesivon
Vatlar kangmimin
ayrilmas MeOH
= Glizerol saf = ——F Gliserol
Buharlagtirilmasn —* 1? ?ru :
- zldasn
(alt faz)
Sabunlagmus

Sekil 1.5. Baz ile katalizlenen transesterifikasyon reaksiyonunun sematik gosterimi
(Fukuda vd., 2001).

1.5.2. Asit ile katalizlenen transesterifikasyon reaksiyonu

Asitle katalizlenen transesterifikasyon yonteminde genellikle siilfiirik ve
hidroklorik asit kullanilir. Asitle katalizlenen transesterifikasyon baz ile katalizlenen
transesterifikasyona gore daha yavastir. Yiiksek reaksiyon sicakliklarina ve basinca

ihtiya¢ duyar ayrica verim disiiktiir (Ma ve Hanna, 1999).

Bu tiir reaksiyonlar serbest yag asitlerinin, yag asidi metil esterlerine
doniistiiriilmesinde ~ yliksek  aktiviteye  sahiptir. ~ Fakat  trigliseritlerin
transesterifikasyonunda verim diisiiktiir. Cevreye verdigi asindiric1 etkileri baz ile
katalizlenen transesterifikasyon reaksiyonlariyla benzerdir (Vasudevan ve Fu, 2010).

Siilfiirik asitle katalizlenen transesterifikasyon reaksiyonlar: yiiksek sicaklik ve uzun
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reaksiyon zamani gerektirmektedir. Ayrica reaksiyonda kullanilan molar alkol ve yag

orani bazla katalizlenen reaksiyona gore daha yiiksektir (Soldi vd., 2009).
1.5.3. Enzim ile katalizlenen transesterifikasyon reaksiyonu

Son  donemlerde  biyodizel iretimi amaciyla transesterifikasyon
reaksiyonlarinda lipaz enzimi kullanilmaktadir. Baz ve asitle Kkatalizlenen
reaksiyonlara gore birgok avantaji bulunmaktadir (Sekil 1.6). Transesterifikasyon
reaksiyonlar1 oldukga diisiik sicakliklarda (40-70°C) gergeklesir. Reaksiyon boyunca
sabunlagsma meydana gelmez ayrica biyodizel ve gliseroliin ayristirilmasi kolay olur.
Lipaz biyolojik olarak parcalanabilir oldugundan, kalintilarin ¢evreye verebilecegi
olas1 zararlar1 azaltir. Tekrar tekrar kullanilabilir ve katalitik aktivitesi yiiksektir.
Reaksiyonu siirdiirmek i¢in ¢ok az miktarda metanole gereksinim duyulur
(Vasudevan ve Fu, 2010).

Lipaz + M=0H
J Realmiyan Matil ssterleri
kangminin - (st £2)
Vatlar — 4 Transesterifilbasyvon — 4 2vrilmas —
Gliserolin —_— Glizzrol
avrilmaszt
(alt faz)

Sekil 1.6. Enzim ile katalizlenen transesterifikasyon reaksiyonunun sematik
gosterimi (Fukuda vd., 2001).

1.6. Yag Asitlerinin Molekiiler Yapisi

Yag asitleri, uzun zincirli hidrokarbon zincirlerinden ve terminal karboksil
gruplarindan olusur. Pozisyonlarina, bigimlerine, karbon zincirlerinin doymusluk ve
doymamishgima gore farkl tiplerde 1000°den fazla yag asidi bulunmaktadir. Buna
ragmen sadece 20 yag asidi dogada yaygin olarak bulunur. Birgok yag asidi
dallanmamus ¢ift karbon atomlarindan (10-24) meydana gelir. Doymamiglhk c¢ift
baglarin (0-6 arasinda) bulunmasina gore derecelendirilir. Dallanmamis yag asitleri
x:y olarak sembolize edilir. x, karbon atom numarasini y, ¢ift bag sayisini temsil

etmektedir. Karbon atomlari, karboksil u¢larindan baslanarak sayilir. Cizelge 1.2°de
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gosterildigi gibi ¢ift baglarm pozisyonu A ile ve bir sayiyla temsil edilir. Ornegin A
9 18:1 ifadesi: 18 karbon atomundan meydana gelen yag asidinin, karboksil ucundan
baglamak tizere 9. pozisyonda bir ¢ift bag oldugunu goéstermektedir. Uzun zincirli
¢oklu doymamis yag asitleri (PUFAs) birden ¢ok ¢ift bag iceren 18 ve daha fazla
karbon atomundan olusurlar. Bu tip yag asitleri metil ucundan baslanarak sayilirlar
ve birinci ¢ift baglarmin pozisyonuyla tanimlanirlar. Ornegin -3 PUFA olarak
yaziliyorsa metil ucundan baslayarak 3. pozisyonda bir ¢ift bag oldugu anlamina
gelmektedir. PUFA’larin  tanimlanmasi i¢in ® ve n simgelerinin ikisi de
kullanilabilir. Ornegin a-linolenik asit (18:3, n-3) 18 karbon atomlu 9, 12, 15
pozisyonlarda ¢ ¢ift bag bulundugu ve n-3 son bagin (C 15 ve C 16 arasinda)
oldugu anlamina gelmektedir (Kraisintu, 2009).

Cizelge 1.2. Baz1 yag asitlerinin genel, sistematik ve kisa isimleri (Kraisintu, 2009).

Genel isim Sistematik Isim Kisa isim

Doymus Yag Asitleri

Laurik asit Dodekanoik asit 12:0

Miristik asit Tetradekanoik asit 14:0

Palmitik asit Hekzadekanoik asit 16:0

Stearik asit Oktadekanoik asit 18:0

Tekli Doymamis Yag

Asitleri

Palmitoleik asit A-9-Hekzadekanoik asit A9 16:1

Oleik asit A-9-Oktadekanoik asit A9 18:1

®—6 Coklu Doymamis

Yag Asitleri

Linolenik asit (LA) A9, A12-Oktadekanoik asit ®-6 18:2

y-Linoleik asit (GLA) A6, A9, A12-Oktadekanoik ®-6 18:3
asit

Aragidonik asit (ARA) AS, A8, All, Al4- ®-6 20:4
Eikosatetraenoik asit

®—3 Coklu Doymamis

Yag Asitleri

a-Linolenik asit (LNA) A9, A12, A15- ®»-318:3
Oktadekatrienoik asit

Eikosapentaenoik asit A5, A8, All, Al4,, Al7- ®-3 20:5

(EPA) Eikosapentatenoik asit

Dekosahekzaenoik asit A4, A7, A10, A13, A16, A19- ®©-322:6

(DHA)

Dekosahekzaenoik asit

1.7. BiyodizelinYakit Kalitesi ve Biyodizel Kalite Standartlar:

Biyodizelin diger petrol kokenli dizellere alternatif olabilmesi icin bazi

Ozelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu ozellikler arasinda biyodizelin

18



yogunlugu, ateslenme noktasi, akiskanligi, donma noktasi, yanma degeri gibi dnemli
kriterler bulunmaktadir. Biyodizeldeki Onemli yakit kriteri triacilgliserollerin
kalintis1 ve biyodizel kismindaki gliseritler olarak is goren gliserole baglhdir.
(Xiaoling ve Qingyu, 2006).

Biyodizel o0zelligi yag asidi metil esterlerinin bilesenlerine bagli olarak
degismektedir (Knothe, 2005). En onemli ozelliklerin basinda atesleme Kkalitesi
(6rnegin setan sayisi), soguk akis Ozellikleri ve oksidatif kararlilik gelmektedir.
Doymus yaglardan iiretilen biyodizel yiiksek setan sayisina ve ¢ok gii¢lii oksidatif
kararliliga sahipken daha diisiik yanma Ozellikleri gosterir. Doymus yaglardan
tiretilen biyodizel cevresel sicakliklarda jellesme egilimi gdstermektedir. Uzun
zincirli doymamis yag asidi bakimindan zengin hammaddeden {iretilen biyodizel ise
soguk akiskan ozellige sahiptir. Fakat bu yag asitlerinin de okside olma egilimi
digerlerine gore ¢ok yiiksektir. Bu yiizden biyodizelin uzun siireli depolanmasi
stirecinde problemler yasanabilmektedir (Hu vd., 2008).

Biyodizel yakitlar yag asidi metil esteri seklinde bulunurlar ve bircok iilkede
iretimi yapilmaktadir. ABD’deki uygun biyodizel standardi ASTM Biodiesel
Standard D 6751’iken Avrupa Birligi Ulkelerinde bu standartlar ikiye ayrilmaktadir:
Arag kullanimina yonelik standart Standard EN 14214 ve 1sinmaya yonelik standart
Standard EN 14213’tiir. ASTM D 6751 biyodizelin asit say1 limiti Avrupa biyodizel
oranina uyumlu olup 0,5 degerindedir. Isinma i¢in kullanilmak iizere tasarlanmis
biyodizel i¢in boyle bir sinirlama yoktur fakat biyodizelin kabul edilebilirligi iyot
degerinin yagin doymamislik oranina baghdir ve EN 14214 ve EN 14213
standartlarina gore biyodizelin iyot degeri 120 ve 130 g iyot/100 g degerlerini
asmamalidir (Knothe, 2006).

1.8. Cahsmada Kullanilan Oleaginous Mayalarin Siniflandirilmasi

Calismada kullanilan Rhodotorula glutinis ve Candida lipolytica’nin sistematik

siiflandirilmasi Cizelge 1.3°de goriilmektedir.
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Cizelge 1.3. Calismada kullanilan oleaginous mikroorganizmalarin sistematik
siiflandirilmast (Ncbi, 2013).

Rhodotorula glutinis Candida lipolytica
Alem Fungi Fungi
Sube Basidiomycota Ascomycota
Simf Urediniomycetes Ascomycetes
Ordo Sporidiales Saccharomycetales
Familya Spridioboiaceae Saccharomycetaceae
Cins Rhodotorula Candida

1.9. Oleaginous Mikroorganizmalarda Biyokiitle Degisimi ve Lipit Birikimi

Mikroorganizmalarin lipit Uretme yeteneklerini siirlayan bazi etkenler
bulunmaktadir. Organizmalarda lipit {iretiminin baglamasi besiyerindeki primer besin
elementlerinin tiikkenmesine baglidir. Bu durum o&zellikle besiyerindeki azotun
tilkkenmesine baghdir. Organizmalarin lipit {iretimini tesvik etmek icin, azot
miktarinin azaltilmasimnin yaninda, kullanilabilir karbon miktarinin arttirilmasi
gerekmektedir. Protein ve niikleik asit sentezi i¢in esansiyel olan azotun ortamda
tilkenmesi, hiicre gelisimini sinirlayacak, buna karsilik ortamda bulunan karbon
hiicreler tarafindan asimile edilmeye devam edecektir. Hiicreler, alinan bu karbonu

once yag asitlerine, daha sonra da trigliseritlere sentezleyebilmektedir (Ratledge,

2002).

Azotun disinda bazi inorganik tuzlar (fosfat, magnezyum, demir veya siilfat)
vitaminler ve inozitoliin de lipit iiretimini smirlayici etki yaptigi belirtilmistir.
Karbon kaynagi olarak genellikle glukoz kullanilmasina ragmen, pentoz ve laktozun

da bu amag i¢in kullanildig1 bilinmektedir (Woodbine,1995).

Sekil 1.7°de de goriildiigii gibi mikrobiyal lipit tiretimi iki asamali bir islemdir.
Birinci asamada hiicrelerin gelisimi i¢in biitiin besin elementleri bulundugu igin,
dengeli bir gelisme olmaktadir. Ortamda besin elementleri tiikkendigi zaman bu asama
sona erer ve lipit liretim asamasi veya lipojenik faz baslar. Bu asama, ya ortamda

bulunan karbon kaynag: tiikeninceye ya da lipit liretimi i¢in gerekli diger besin
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elementleri hiicreler tarafindan tamamen tiiketilinceye kadar devam eder. Eger bu
besin elementleri ortama tekrar ilave edilirse, lipojenik faz tekrar baglar ve
hiicrelerden olduk¢a yiliksek miktarda lipit verimi elde edilebilir. Baz1 durumlarda
maya ve kiif biyokiitlelerinden bu yolla % 70’in iizerinde lipit elde edilebilecegi
belirtilmistir. Buna karsilik biitiin lipit {lireten mikroorganizmalar aerobik
olduklarindan kiiltiirler i¢in gerekli olan oksijen bir siire sonra gelismeyi sinirlayici
faktor haline gelebilmektedir. Hiicre gelisimi 60 g/L diizeyinin iizerine ¢iktiginda,
oldukga yavaslar, 100 g/L’nin lizerinde ise hemen hemen imkansiz hale gelir. Buna
karsilik, lipit biyosentezi biiyilik oranda oksijene bagimli degildir ve lipit tretebilen
mayalar, kontrollii kosullarda 150 g/L biyokiitleye ulasabilirler. Bu nedenle oksijen
de bir besin elementi olarak diisiiniilmeli ve hiicre oliimlerini Onlemek igin

fermentore yeterli diizeyde oksijen verilmelidir (Denli ve Tekin, 2000).
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Sekil 1.7. Kesikli kiiltiirde gelisen oleaginous mayalarda lipit birikimi (Denli ve
Tekin, 2000).

Mikroorganizmalar, trettikleri lipit rezervlerini bir siire sonra metabolizma
faaliyetleri i¢cin kullanmaya baglarlar. Eger ortamda karbon disinda, diger besin
elementleri agisindan aglik yaratilirsa lipit kullanim1 ve pargalanmasi oldukca yavas
gergeklesecektir. Ancak ortamda karbon tiikenip azot ve fosfat gibi besin elementleri
zenginlestirilirse bu durumda pargalanma oldukg¢a hiz kazanmaktadir. Bu da lipitlerin
hiicreler tarafindan karbon kaynagi olarak kullanilmasindan kaynaklidir (Holdsworth

ve Ratledge, 1988).
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Diger taraftan, mikroorganizmalarin iireme kosullar1 (sicaklik, pH, oksijen
miktar1) tretilen lipitin ¢esidini ve bilesimini etkilemektedir. Substrat olarak
kullanilan karbonhidratlarin bilesimi de, liretilen lipitlerin bilesimini ve yag asidi

dagilimlarini etkilemektedir (Ratledge, 1982).

Mikroorganizmalar, gelisme ortaminda olusabilecek herhangi bir degisime
oldukca hizli reaksiyon verebilmektedirler. Bu durum mikroorganizmalarin sadece
gelisme ve Uretimlerini degil aym1 zamanda tretilecek lipitlerin bilesimlerini de
etkilemektedir. Bu nedenle iiretme kosullar1 (sicaklik, pH, oksijen miktar1)
belirlenirken ve degistirilirken oldukc¢a dikkatli davranilmalidir. Ayrica fermentasyon
sicakliginin yag asidi kompozisyonunu en fazla etkileyen parametre oldugu

bildirilmistir (Liu vd., 2000).

Bu ¢alismada amacimiz, R. glutinis ve C. lipolytica tiirlerinin kesikli siiregte
lipit veriminin arttirilmas: ve kiiltiir kosullarin optimizasyonunun yapilmasidir.
Calismada biyodizel hammaddesi olacak lipitlerin firetildigi besiyeri maliyetini
diistirmek amaciyla dogal ve ucuz hammaddelerin veya atiklarin kullanimi da test
edilecektir. Ayrica iki basamakli fermentasyon yontemi kullanilarak lipit veriminin

arttirlmasi saglanacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Biyodizel icin Mikroorganizmalarin Hammadde Olarak Kullanildig
Calismalar

Biyodizel yakitlar, yag asidi metil ya da etil esteri olarak tanimlanmaktadir.
Biyodizel, cesitli yag kaynaklarindan elde edilen ve toksik olmayan alternatif bir
yakit tirtidiir (Zhu vd., 2008). Mikrobiyal yaglar, biyodizel tiretiminde yag asitleri
kompozisyonunun benzerligi nedeniyle bitkisel yaglarin yerine kullanilabilir (Peng
ve Cheng, 2008). Biyokiitlelerinin % 20’sinden fazla lipit biriktirebilen ve
oleagineous mikroorganizmalar i¢inde yer alan mayalar, biyiik ilgi uyandirmistr.
Sentezlenen lipitlerin biiyiik bir orani bitkisel yaglarda oldugu gibi uzun zincirli yag
asitlerini igermektedir. Bu nedenle son zamanlarda mikrobiyal lipitlerin biyodizel
tiretiminde hammade olarak kullanilmas ile ilgili calismalarda maya hiicreleri biiyiik

dikkat ¢ekmektedir (Hong-Yong vd., 2006).

Li wvd. (2007) yaptiklar1 Kkesikli-beslemeli calismada; Rhodosporidium
toruloides Y4 mayasiin lipit tiretimini ve biyokiitle artisin1 karbon kaynagi olarak
10-400 g/L arasinda degisen glukoz kullanarak arastirmislardir. Kesikli iiretimde
baslangi¢ besiyeri pH’s1 5.5”a ayarlanarak, 12 g/L (NH4)>SO,, 1 g/L KH,PO,4 1.5 g/L
MgS0..7H,0 ve 0.5 g/L maya 6ziitii igeren besiyerinde maya hiicrelerinin, ortamda
150 g/L glukoz oldugunda en yiiksek lipit verimi ve biyokiitle degerlerine ulastiklar
gozlenmistir. Fakat artan glukoz konsantrasyonunun, yag tiretimini ve biyokiitle
artigini inhibe ettigi bildirilmistir. 25 giin siireyle inkiibe edilen kesikli-beslemeli
kiiltiirlerde ise kuru biyokiitle ve hiicresel lipit icerigi sirayla 151.5 g/L ve % 48
olarak tespit edilmistir. Arastiricilar kesikli-beslemeli tiretimde 134. saatin sonunda
Rhodotorula toruloides Y4’iin 16 ve 18 karbon atomlu uzun zincirli yag asitlerini
sentezledigini bildirmislerdir. Sentezlenen yag asitlerinin ise, miristik (C 14:0),
palmitik (C 16:0), palmitoleik (C 16:1) ve linolenik (C 18:2) asit oldugu
belirlenmistir (Li vd., 2007).

Seker fabrikasi yan iirlinii olan melas, % 47-48 oraninda seker (agilikli olarak
sukroz), % 9-14 oraninda inorganik maddeler (kiil), % 8-12 nitrojen (genelde betain
ve glutamik asit) igermektedir (Aksu ve Eren, 2005). Karbon kaynagi olarak melasin
kullanildig1 bir ¢aligmada 4 giinlikk inkiibasyon sonucunda % 8’lik melas, 1 g/L

(NH4)2SOy igeren kiiltiir ortaminda en yiiksek lipit verimi ve yag asidi metil esteri
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orani sirastyla Candida lipolytica i¢in % 59.9 ve % 84.9 Candida tropicalis igin %
46.8 ve % 93.2 Rhodotorula mucilaginosa igin ise % 69.5 ve % 92.3 olarak tespit
edilmistir. Gaz kromotografisi-kiitle spektrometresi analizleri sonucunda maya
hiicrelerinin en fazla palmitik (C 16:0) ve stearik (C 18:0) asit sentezledikleri
belirlenmistir (Karatay ve Dénmez, 2010).

Xue vd. (2010) yiiksek kimyasal oksijen istemi olan nisasta atik suyunda
Rhodotorula glutinis mayasii 30-37°C’de fermente ederek en ideal hiicre artig1 ve
en yiksek lipit verimini arastirmiglardir. Arastiricilar 5 litrelik fermentasyon
kaplarinda 60 saatlik inkiibasyon sonunda 60 g/L’den fazla biyokiitle ve % 30
oraninda (W/w) lipit elde etmislerdir. Sicakliga duyarli olan Rohodotorula glutinis’in
optimum tireme sicakligi 30°C olarak tespit edilmistir. 300 litrelik pilot fabrika
Ol¢ekli fermantasyon kaplarinda ise herhangi bir sterilizasyon ve pH ayarlamasi
yapmadan, 30-40 saatlik inkiibasyon sonucunda % 80 oraninda kimyasal oksijen
ihtiyacinda azalma gozlenirken, 40 g/L’lik biyokiitle ve % 35 (w/w) oraninda lipit
elde edilmistir. Transesterifikasyon sonucuna gore ise % 90 oraninda oleik asit (C
18:1) ve % 10 oraninda palmitik asit (C 16:0) metil esterleri elde edilmis ve elde

edilen bu lipitin biyodizel liretimi i¢in uygun oldugu bildirilmistir (Xue vd., 2010).

Oleaginous mikroorganizmalarin besiyeri igeriginde herhangi bir element
sinirlandiginda ve karbon seviyesinin yiiksek oldugu durumlarda oleaginous
mikroorganizmalar depo yagi olan triagilgliserolleri iiretmeye baslarlar. Besiyerine
ilave edilen cesitli elementlerin orani yag iiretimini tetikleyebilir. Ozellikle azot
sinirlamas1 yag tiretiminin arttiritlmast amaciyla oleaginous mikroorganizmalarla
yapilan caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Azotun disinda bazi inorganik
tuzlarin (fosfat, magnezyum, demir veya siilfat) ve vitaminlerin de yag iiretim

metabolizmasini etkiledigi belirtilmistir (Woodbine,1995).

Azot smurli, karbon/fosfat ve karbon/azot oranlarinin ayarlandigi bir ¢aligmada
Rhodosporidium toruloides Y4 mayasi kullanilarak 0-3.6 g/L fosfatin lipit birikimi
tstiindeki etkisi arastirllmigtir. 200 rpm’de ve 30°C’de yapilan ¢alismada
karbon/azot (C/N) oraninin 6.1 ve Kkarbon/fosfat (C/P) oraninin 9552 oldugu
besiyerinde, 96 saatlik inkiibasyon sonucunda lipit igeriginin % 62.2 oldugu tespit
edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda besiyerinde fosfatin hi¢ olmadigi veya ¢ok az
oldugu durumlarda lipit biyosentezinin en yliksek oldugu belirtilmistir. Calisma

sonucunda en belirgin yag asidi oleik asit (C 18:1) olurken onu sirasiyla palmitik asit
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(C 16:0), stearik asit (C 18:0) izlemistir. Fosfatin sinirlandigi durumda ise palmitik

ve oleik asit oranlarinda yilikselme gozlenirken, stearik asit oraninda azalma olmustur

(Wu vd., 2010).

Siilfat smirlamasimin Rhodosporidium toruloides Y4 mayasinin intraseliiler
lipit birikiminde etkili oldugu baska bir c¢alismada, 122.5 saatlik inkiibasyon
sonucunda en iyi lipit birikimi sitilfatin hi¢ olmadigi veya 0.02 g/L oldugu
durumlarda elde edilmistir. 200 rpm ve 30°C’de karbon/siilfat (C/S) oraninin 11.380
oldugu durumlarda % 57 oraninda lipit igerigi tespit edilmistir. Calisma sonucunda,
besiyerinde siilfatin hi¢ olmadigi veya 0.02 g/L gibi ¢ok az oranda bulundugu
durumlarda lipit igerigi sirasiyla % 58.3 ve % 57 olmustur. 122.5 saatlik inkiibasyon
sonucunda elde edilen yag asitlerinin dagilimina gore en fazla oleik asit (C 18:1)
daha az oranda ise palmitik (C 16:0) ve stearik asit (C 18:0) tespit edilmistir.
Karbon/siilfat (C/S) orani arttikga doymus yag asidi orani1 giderek artma egilimine
girmistir (Zhao vd., 2011).

Yen ve Zhang’in ¢ozlinmiis oksijenin Rhodotorula glutinis’in biyokiitle ve lipit
birikimi iistline etkisini arastirdiklar1 ¢alisma 24°C’de, 60, 150 ve 210 rpm’de ve 30,
40 ve 50 ml hacimli kiiltiir kosullarindar yiiriitiilmiistiir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
sonucunda diisiik miktarda oksijenin biyokiitle lizerinde olumsuz etkileri goriiliirken
(38.5 g/L), lipit birikimini arttirdig1 (% 63.49) belirlenmistir. Yiiksek oksijen bulunan
ortamdaki lipit icerigi (% 47.3) diisiik miktarda oksijen bulunan ortamdaki lipit
igeriginden daha diisiik oldugu rapor edilmistir. Ancak oksijen oraninin lipit birikimi
istiindeki tek belirleyici etken olmadigi da belirtilmistir. Yiiksek ve diisiik miktarda
oksijen bulunan kiiltiirlerde yag asidi oleik asit (C 18:1) % 50-60 oraninda olurken
palmitik asit (C 16:0) % 20-30 oraninda tespit edilmistir (Yen ve Zhang, 2011).

Dai vd. (2007) biyodizel iiretiminde ¢esitli karbon kaynaklarinin Rhodotorula
glutinis’in lipit birikimi tizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, glukozun yani sira
musir sap1, piring samani kullanmiglardir. 100 g/L glukoz, 8 g/L maya 6ziitii ve 3 g/L
pepton igeren besiyeri pH’s1 5’e ayarlandiktan sonra maya ekimi gerceklestirilmistir.
Kiltiir 28°C’de, 180 rpm’de 96 saat inkiibe edilmistir. Calisma sonucunda % 49.25
oraninda lipit igerigi, 14.66 g/L lipit verimi elde edilmistir. Ayn1 kiiltiir kosullar1 5
litrelik fermentorede uyguladiginda ise lipit igerigi % 60,69 olurken lipit verimi

23.41 g/L olarak gozlenmistir. Ayni kiiltiir kosullar1 farkli karbon kaynaklariyla
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tekrarlandiginda, musir sapinda, lipit igerigi % 11.78, lipit verimi 2.01 g/L, agag
yapraginda, lipit icerigi % 28.59, lipit verimi 4.73 g/L, piring samaninda, lipit i¢erigi
% 5.74, lipit verimi ise 0.21 g/L olarak tespit edilmistir. Transesterifikasyon
sonrasinda elde edilen yag asidi esterleri verimi % 81.7 olurken, yag asidi metil esteri
igerigi ise miristrik (C 14:0) % 1.29, palmitik (C 16:0) % 18.74, stearik (C 18:0) %
1.16, oleik (C 18:1) % 66.96, linoleik asit (C 18:2) metil esteri % 4.57 oldugu rapor
edilmistir (Dai vd., 2007).

Lin vd. (2011) Lipomyces starkeyi AS 2.1560’1n iki basamakli fermentasyon
yonteminde lipit birikimini arastirdiklar1 ¢aligsma iki asamadan olusmaktadir. Birinci
asamada, maya hiicreleri besince zengin kiiltiir ortaminda gelistirilirken, ikinci
asamada, igerisinde steril ve steril olmayan glukoz bulunan 7 L’lik fermantasyon
tinitelerinde 40 saat boyunca inkiibe edilmistir. Calisma sonucunda biyokiitle 104.6
g/L, lipit verimi 67.9 g/L, lipit igerigi ise % 64.9 olarak tespit edilmistir. Steril
olmayan glukozun kullanildig1 g¢alismada lipit igerigi diismiistiir. Sonug¢ olarak
aragtiricilar, lipit iiretim ve maya hiicrelerinin gelisim asamalarin ayrilmasi
gerektigi sonucuna ulagmislardir. Calismada elde edilen yag asitlerinin dagilimu,
miristrik (C 14:0), palmitik (C 16:0), palmitoleik (C 16:1), stearik (C 18:0), oleik (C
18:1), ve linoleik asit (C 18:2) olarak belirtilmistir (Lin vd., 2011).

Saxena vd. (1998) Rhodotorula minuta IIP-33 oleaginous maya tiiriinde
calkalama hizinin 600 rpm, sicakligin 30-38°C’ler arasinda degistigi, baslangi¢
pH’s1min 4.5 oldugu, 10-70 saatlik inkiibasyon siiresinde, farkli oranlarda karbon azot
(C/N) ve de karbon kaynagi olarak farkli kaynaklarin kullanildigi bir aragtirma
yiriitmiiglerdir. Aragtirma sonunda 30°C’de ve 55 saatlik inkiibasyon sonucunda
karbon kaynagi olarak glukozun kullanildigi ve karbon azot oraninin 30 oldugu
kosullarda Rhodotorula minuta 11P-33 maya tiiriiniin % 48’lik lipit igerigiyle en
yiiksek lipit ylizdesine ulastig1 belirtilmistir. Ayrica yag asidi igeriginin ve yapisinin
sicakliga bagli olarak degiskenlik gosterdigi 30-32°C’lerde 16 ve 18 karbonlu uzun
zincirli yag asitlerinin oranlarinda bir artis olurken, 38°C’de 7 ve 9 karbonlu kisa
zincirli yag asidi oraninin artig1 belirtilmistir. Sentezlenen yag asidi profilinin farkl

sicakliklarda degismesinin nedeni olarak yag asidi zinciri uzamasindan sorumlu olan

sicakliga duyarli agil tasiyici proteinler oldugu 6ne siiriilmiistiir (Saxena vd., 1998).
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Xue vd. (2006) Rhodotorula glutinis’in farkli oranlarda monosodyum glutamat
iceren besiyerlerindeki lipit iiretme kapasitesini arastirmiglardir. Bu arastirma
sonucunda 30°C’de, 140 rpm ¢alkalama hizinda, baslangic pH’siin 5.5 oldugu ve
5000 mg/L monosodyum glutamat bulunan kiiltiir kosullarinda % 11.56’lik lipit
igerigiyle en yiiksek degere ulagilmistir. Yag asidi kompozisyonunun diger bitkisel
yaglarda oldugu gibi 16 ve 18 karbonlu uzun zincirli yag asitlerinden olustugu, yag
asidi metil esterlerinin % 92.54 gibi yiiksek bir orana sahip oldugu tespit edilmistir
(Xue vd., 2006).

Wu vd. (2011) Trichosporan capitatum oleaginous mikroorganizmasinin, farkli
azot ve karbon kaynaklar1 kullanilarak lipit liretme kapasitesinin arastirildig1 ¢alisma
28°C’de, 160 rpm ¢alkalama hizinda ve 6 giin siirmiistiir. Calismalarda % 32.6 ile en
yiiksek lipit igerigi peptonun azot kaynagi olarak kullanildigi besiyerinde elde
edilirken, % 33 oraniyla en yiiksek lipit igerigi karbon kaynagi olarak glukozun
kullanildig1 besiyerinde elde edilmistir. Karbon azot (C/N) oraninin 147 oldugu besi
yerinde lipit igerigi % 36.2 olarak tespit edilmistir. Sicakligin lipit birikimine
etkisinin arastirildigi 20-35°C’ler arasindaki ¢aligmalarda ise en yliksek lipit icerigi
% 43 ile 28°C’de gozlemlenmistir. Baslangig besiyeri pH’st 5, 6 ve 7’ye
ayaralandiginda en yiiksek lipit igerigi % 43.1 ile pH 6’da gozlemlenmistir. Karbon
kaynag1 olarak melas kullanilan ¢aligma sonucunda en yiiksek lipit igerigi % 30.2 ile
% 10’luk melas kullanilan besi yerinde elde edilmistir. Elde edilen yag asitleri
igerisinde, oleik asidin % 79.8 ile en yiiksek degerde oldugu belirtilmistir (Wu vd.,
2011).

Liu ve Zhao (2007) Lipomyces starkeyi, Rhodosporidium toruloides ve
Mortierella isabellina tiirlerinden elde ettikleri lipitleri bazik ve asidik katalizorlerle
transesterifiye etmislerdir. Transesterifikasyon reaksiyonuna metanol oraninin,
kataliz konsantrasyonunun, reaksiyon sicakligi ve zamann etkilerini test etmiglerdir.
Ayrica 0.2 mol/L H,SO4 ve 0.4 mol/L HCI kullanarak asidik ve bazik katalizorlerin
reaksiyon tizerine etkilerini de arastirmiglardir. Elde edilen kuru biyokiitle 70°C’de,
20 saat, 1:20 (w/v) oraninda metanol kullanilarak, % 98’e varan oranda verim elde
edilerek kataliz edilmistir. Elde edilen biyodizelin setan numaralar1 56 ve 59 olarak
tespit edilmistir. Bazik katalizorlerin asidik katalizorlere gore reaksiyonu daha diisiik
sicakliklarda ve daha kisa siirede katalizledigini tespit etmislerdir. Direk metanoliz

sonucunda tiim tiirlerde gozlenen baslica yag asidi metil esterleri palmitik (C 16:0)
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ve oleik asit (C 18:1) olarak tespit edilmistir. Lipomyces starkeyi’nin yag asidi metil
esteri igerigi % 96.8 olurken, Rhodosporidium toruloides’in % 98.1 ve Mortierella

isabellina nin % 91 olarak tespit edilmistir (Liu ve Zhao, 2007).

Zygomycetes sinifina ait Mortierella isabellina, Thamnidium elegans ve
Mucor sp. fungus tiirlerinde peynir alti suyunun besiyeri olarak kullanildigi
calismada, fungus tiirlerinin biyokiitle gelisimleri ve lipit {liretme kapasiteleri
aragtirtlmistir. Calismada kullanilan peynir alt1 suyu igeriginin % 92-95 su, % 4-5
laktoz, % 0.8 protein, % 0.1-0.8 laktik asit, % 1 tuz, mineral, vitamin ve iz
elementlerden olustugu belirtilmistir. Calismalarin ilk asamasinda besiyeri olarak
58.5+6 laktoz g/LL ve 8.5+1.5 g/L protein bulunan peynir altt suyu kullanilmistir.
Mortierella isabellina 'nin 6nce mevcut biitiin laktozu sonra proteini tiikettigi bunun
tersine Thamnidium elegans ve Mucor sp.’nin ise Once proteini tamamen tiiketip
sonrasinda laktozu tiikettigi tespit edilmistir. Bununla beraber Mortierella
isabellina’nin bulundugu besiyerine ekstra laktoz eklendiginde lipit igeriginde artis
gozlenirken Thamnidium elegans ve Mucor sp. nin bulundugu besiyerine amonyum
stlfat eklendiginde bu iki fungus tiiriinde de lipit igeriginde artis gozlenmistir.
Calismanin ikinci asamasinda Mortierella isabellina’nin bulundugu besiyerine 25
g/L laktoz, Thamnidium elegans ve Mucor sp.’nin besiyerine 6 g/L. amonyum siilfat
eklenmistir. pH 6’da, 180 rpm’de ve 28°C’de 420 saatlik inkiibasyon sonunda
Mortierella isabellina’da 42.3 g/L biyokiitle ve % 25.3 oraninda lipit igerigi,
Thamnidium elegans’ta 29.5 g/L biyokiitle ve % 1 oraninda lipit igerigi, Mucor
sp.’de ise 28.5 g/L biyokiitle ve % 0.7 lipit igerigi tespit edilmistir. Her ti¢ tiiriin
sentezledigi yag asitlerinin, palmitik (C 16:0), oleik (C 18:1), linoleik (C 18:2),
palmitoleik (C 16:1) ve stearik (C 18:0) asit oldugu belirtilmistir (Vamvakaki vd.,
2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Cahsmada Kullamlan Kimyasallar

Calismalarda kullanilan kimyasallar, glukoz Bio Shop, pepton ve maya 6ziitii
Conda, MgCl,.6H,0, MnSO,4.H,0, NH.CI, CaCl,.2H,0, ZnSO,4 7H,0, CuSO45H,0
ve Kloroform Sigma-Aldrich, Na;SO,4, FeSO,4.7H,0, (NH4),SO4 ve Metanol Merck,
KH,PO, Carloerba, n-Hekzan ise Kimetsan firmasindan temin edilmistir. Peynir altt
suyu, Asil Siit Uriinleri Sirketi’nden, melas ise Malatya Seker Fabrikasi’ndan temin

edilmistir.
3.2. Cahismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Calismada, Ascomycetes sinifina ait oleaginous mayalardan Candida lipolytica
ve Urediniomycetes smifina ait oleaginous mayalardan Rhodotorula glutinis
kullanildi. Candida lipolytica Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Mikrobiyoloji
laboratuvarindan ve Rhodotorula glutinis Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Gida Miihendisligi Boliimii Arastirma laboratuvarindan temin edildi.
3.3. Cahsmada Kullanilan Maya Kiiltiirlerinin Uretimi ve Saklanmasi

Calismada kullanilan mayalarin devamliliginin saglanmasi: amaciyla, mayalar
Sabouraud dekstroz agar (SDA) plaklarinda 30°C’de, 2-3 giin inkiibe edildi.
Mayalar 4-6 haftada bir taze besiyerlerine aktarildi. Maya Kkiiltiirleri +4°C’de
buzdolabinda saklandi.

3.4. Cahismada Kullanilan Besiyerleri

Calismada maya kiiltiirlerinin {iretimi amaciyla stok besiyeri ve lipit iiretimini
tesvik edici lipit iiretim besiyeri olmak {izere iki ¢esit besiyeri kullanildi. Tiim
besiyerleri ekim islemleri oncesinde 121°C’de 1 atm basing altinda 20 dakika

otoklavize edilmistir.
3.4.1. Stok besiyeri

Stok maya kiiltlirlerinin iiretildigi stok besiyerinin igerigi Cizelge 3.1°de
verilmigstir. Besiyeri baslangic pH’s1, ortama 1 N HCl ve 1 N NaOH ilave edilerek
pH 5’e ayarlandu.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan stok besiyeri icerigi.

Glukoz 20 g/L
Pepton 10 g/L
Maya oziitii 10 g/L

3.4.2. Lipit iiretim besiyeri

Cizelge 3.2°de igerigi verilen lipit liretim besiyerinin baslangic pH’s1 ortama 1

N HCl ve 1 N NaOH ilave edilerek pH 5’e ayarlandi.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan lipit liretim besiyeri igerigi.

Glukoz 20 g/L
Pepton 59/L
Maya oziitii 59/L
MgCl,.6H,0 1,5¢g/L
NH,CI 4 gL
Na SO, 0,02 g/L
KH,PO, 0,1g/L
Iz element karisin 1ml/100 ml

Cizelge 3.3’de igerigi verilen stok iz element karigimi, 1L distile su iginde
hazirlanip lipit liretim besiyerinden ayri olarak steril edildikten sonra her 100 ml’lik
besiyerine 1 ml ilave edildi. Maya miktarinin, sicakligin, ¢alkalama hizinin ve
besiyeri baslangic pH’sinin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi iizerine etkisinin

saptandig1 ¢aligmalarda iz element karigimu lipit liretim besiyerine eklenmistir.

Cizelge 3.3. Caligmada kullanilan lipit tiretim besiyerine ilave edilen iz element
karisimi igerigi.

CaCl,.2H,0 4 g/L
FeSO,4.7H,0 0,55 g/L
ZnS04.7H20 0,1g/L
MnS04.H,0 0,076 g/L
CuS0O45H,0 0,13 g/L
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3.5. Stok Maya Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

SDA ortaminda iiretilen maya kiiltiirlerinden, igne uclu 6ze yardimiyla alinan
maya kiltlirii batirma yontemiyle 100 ml stok besiyeri iceren 250 ml’lik erlenlere
ekildi. Hazirlanan maya kiiltiirleri 30°C’de 150 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde
(Niive ES 110) 1 giin siire ile inkiibe edildi. Daha sonra sivi maya kiiltiiriinden
aseptik kosullarda alinan 5 ml kiiltiir, tekrar 100 ml stok besiyeri iceren 250 ml’lik
erlenlere ekildi. 30°C’de 150 rpm’de g¢alkalamali etiivde 1 giin inkiibe edilen maya

kiiltiirleri lipit {iretim besiyerlerine ekilmek tlizere hazir hale getirildi.
3.6. Optimizasyon Calismalar:

Calismanin ilk asamasinda maya miktarinin, sicaklifin, calkalama hizinin ve
baslangic besiyeri pH’sinin oleaginous mayalarin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi

tizerine etkisi saptandi. Deneyler {igerli tekrarlar halinde yapildu.

3.6.1. Maya miktarinin zamana bagh olarak biyokiitle degisimi ve lipit birikimi
iizerine etkisinin saptanmasi

Stok maya kiiltiirinden alinan 1, 3 ve 5 ml maya kiiltiirii ayr1 ayr1 250 ml’lik
erlenlerdeki 100 mI’lik lipit liretim besiyerine ekildi. Kiiltiirler 30°C’de 150 rpm’de 6
giin boyunca inkiibe edildi. 6 giinliik inkiibasyon periyodunun 2., 4. ve 6. giinlerinde

biyokiitle ve lipit analizi yapildi.

3.6.2. Sicakhigin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi iizerine etkisinin saptanmasi

Stok maya kiiltiiriinden alman 5 ml maya kiltirii ayr1 ayr1 250 ml’lik
erlenlerdeki 100 ml’lik lipit iiretim besiyerine ekildi. Kiiltiirler 20°C, 25°C, 30°C,
35°C ve 40°C’de 150 rpm’de 4 giin boyunca inkiibe edildi. 4. glinde biyokiitle ve
lipit analizi yapildi.

3.6.3. Calkalama hizimin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi iizerine etkisinin
saptanmasi

Calkalama hizinin biyokiitle ve lipit birikimi iizerine etkisinin saptanmasi
amactyla 250 ml hacmindeki erlenlerde 100 ml olarak hazirlanmig lipit iiretim
besiyerlerine % 5 (v/v) oraninda maya kiiltiirti ekildi. Kiiltiirler 30°C’de 50, 100, 150
ve 200 rpm’lerde 4 giin inkiibe edildi. 4. glinde biyokiitle ve lipit analizi yapildi.
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3.6.4. Baslangic besiyeri pH’sinin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi iizerine
etkisinin saptanmasi

Stok maya kiiltlirlerinden alinan 5 ml maya kiiltiirii 250 ml’lik erlenlerdeki
pH’lar1 4, 5, 6 ve 7’ye ayarlanmis 100 ml’lik lipit tiretim besiyerine ekildi. Kiiltiirler
30°C’de ve 150 rpm’de 4 giin boyunca inkiibe edildikten sonra 4. giinde biyokiitle ve
lipit analizi yapilda.

3.7. Lipit Uretim Besiyerine flave Edilen inorganik Azot Miktar1 ve Cesidinin
Biyokiitle Degisimi ve Lipit Birikimi Uzerine Etkisinin Saptanmasi

Cizelge 3.2°de igerigi verilen lipit liretim besiyerindeki inorganik azot kaynagi
olan NH4Cl’iin miktar1 8 ve 12 g/L’ye yiikseltilerek biyokiitle degisimi ve lipit
birikimi tlizerine etkisi arastirildi. Ayrica 4, 8 ve 12 g/L olmak tizere (NH,4)2SO4
konsantrasyonlar1 da denendi. Ayni deneyler, ortamda organik azot kaynaklari
olmadan yapildi. 5 ml maya kiiltiirii 250 ml’lik erlenlerdeki 100 ml’lik besiyerlerine
(baslangi¢ pH’s1 5) ekilerek 30°C’de ve 150 rpm’de 4 giin inkiibe edildi. 4. giinde
biyokiitle ve lipit analizi yapildi.

3.8. Lipit Uretim Besiyerine ilave Edilen Glukoz Miktarmn Biyokiitle Degisimi
ve Lipit Birikimi Uzerine Etkisinin Saptanmasi

Cizelge 3.2°de igerigi verilen lipit iiretim besiyerindeki glukoz konsantrasyonu
30 ve 40 g/L’ye yiikseltilerek, biyokiitle ve lipit birikimi {izerine etkisi arastirildi.
Calismalar, Bolim 3.7’de belirtildigi gibi kesikli olarak yiiriitildi. 4. giinde
biyokiitle ve lipit analizi yapildi.

3.9. Baz1 Dogal Hammaddelerin Biyokiitle Degisimi ve Lipit Birikimi Uzerine
Etkisinin Saptanmasi

Calismanin bu asamasinda lipit {liretim besiyeri olarak bazi yenilenebilir
substratlar test edilmistir. Seker fabrikasi yan {irinii olan melas ve peynir fabrikasi
atitk suyu olan peynir alti suyu zengin azot ve karbon igeriginden dolay1 farkh
oranlarinda besiyerlerine ilave edilmistir.

3.9.1. Melas miktarinin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi iizerine etkisinin
saptanmasi

Seker fabrikas1 yan iiriinii olan melasin, iki oleaginous maya tiiriiniin biyokiitle
degisimi ve lipit liretme yetenekleri lizerine etkisinin arastirilmasi amaciyla iki farkl
besiyeri hazirlandi. Birinci besiyeri % 1, % 5 ve % 10’luk (w/v) melas ve iz element

karisimi igerirken ikinci besiyerine birinci besiyerine ek olarak 2 g/ NH4CI ilave
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edildi. Baslangi¢ pH’s1 5’e ayarlanan besiyerlerine 5 ml stok maya kiiltiiriinden ekim
yapildi. Kiiltiirler 30°C ve 150 rpm’de 4 giin inkiibe edildikten sonra biyokiitle ve
lipit analizi yapildu.

3.9.2. Peynir alti suyunun biyokiitle degisimi ve lipit birikimi iizerine etkisinin
saptanmasi

% 1, % 5 ve % 10 (v/v) oranlarinda peynir alti suyu igeren besiyerlerine iz
element karigimi ve 20 g/L glukoz ilave edilerek lipit liretim besiyerleri hazirlandi.
Baglangi¢ pH’s1 5 olarak ayarlanan lipit iiretim besiyerlerine 5 ml stok maya
kiltiiriinden ekim yapildiktan sonra kiiltiirler 30°C ve 150 rpm’de 4 giin inkiibasyona

birakildi. 4. giinde biyokiitle ve lipit analizi yapildi.

3.10. iki Basamakh Fermentasyon Yonteminin Biyokiitle Degisimi ve Lipit
Birikimi Uzerine Etkisinin Saptanmasi

Caligmanin bu asamasinda mayalarin iiremesi ve lipit birikimi iki asamali
kiiltir ortaminda test edildi. Lipit tiretim besiyerinde Bolim 3.7°de belirtildigi
sekilde 72 saat inkiibe edilen mayalar, 72 saatin sonunda aseptik kosullarda santrifiij
tiiplerine alarak, 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij (Hettich zentrifugen EBA 20)
edildi. Santrifiij tliplerindeki siipernatant dokiiliip dipteki maya hiicreleri, baslangig
pH’s1 5 olan 40 g/L glukoz igeren yeni lipit iiretim besiyerine aseptik kosullarda
aktarildi. Kiiltiirler ikinci tiretim asamasinda 30°C ve 150 rpm’de 312 saat boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyonun 96., 168., 240. ve 312. saatlerde biyokiitle ve lipit

analizi yapildi.
3.11. Analizler
3.11.1. Kiiltiir ortamindaki kuru biyokiitle miktarinin hesaplanmasi

Kiiltiir ortamindaki kuru biyokiitle miktarin1 hesaplamak igin Oncelikle
50°C’de pastor firininda kurutulan bos filtre kagitlar1 (Whatman No:1, Toyo
Advantec, 125 mm cap) 1 saat desikatorde bekletildi. Daha sonra bos filtre
kagitlarinin agirliklar1 hassas terazide tespit edildi. 250 ml’lik erlenlerdeki 100 ml’lik
kiiltiir daras1 alinmus filtre kagidindan siiziildi. Filtre tistii maya hiicrelerinin agirligi,
yukarida belirtildigi gibi saptandiktan sonra kuru biyokiitle miktar1 g/100 ml

cinsinden ifade edildi.

33



3.11.2. Maya hiicrelerinden lipit ekstrasyonu

Farkli kiiltiir kosullarinda iretilen mayalarin sentezledikleri lipitlerin
ekstrasyonu Bligh ve Dyer yontemine gore yapildi (Burja vd., 2007). Mikrobiyal lipit

ekstrasyonu i¢in asagidaki islemler uygulandi:

e Sivi maya kiiltiirleri santrifiij tliplerine alindi.

e Besiyeri 6000 rpm’de 7 dakika santrifiij edilerek uzaklastirildi.

e Maya hiicreleri distile suyla yikanarak tekrar santrifiij edildi.

e Maya hiicreleri 100 ml hacminde kahverenkli cam siseler igine alindi.

e Maya biyokiitlesinin 1 g’1 i¢in 2.5 ml distile su ve 30 ml kloroform/metanol
karigimi (2/1, v/v) eklendi.

e Karisim 2 dakika boyunca homojenize (Heidolph RZR 2021) edildi.

e Homojenata 10 ml kloroform ilave edilerek 30 saniye daha homojenize edildi.

e Elde edilen homojenat bir gece boyunca 200 rpm’de ¢alkalanda.

e Homojenat filtre kagidindan gegirildi.

e Filtrat, ayirma hunisine alinarak 15 ml distile su ilave edildi.

e Faz ayrimi i¢in 1 saat beklendi.

e Ayirma hunisinin dibindeki kloroform tabakasi dereceli cam kaba alindi.

e Kloroform ekstrat1 darasi bilinen aliminyum kaba alindu.

e Kloroform 80°C’deki pastér firminda (Nive FN 500) 20-30 dakika siireyle
ucuruldu.

e Elde edilen lipit gravimetrik olarak tayin edildi.
Ekstre edilen total lipit miktar1 (lipit igerigi (g/g)) asagidaki formiile gore hesaplandi.

Toplam lipit miktari: (W -Wp) X V¢ x 100/ Vp X W5
Wop: Bos aliminyum tabagin agirligi (g)

W_: Aliminyum tabak ve yagin agirlig1 (g)

Ws: Mikroorganizmanin kuru biyokiitlesi (g)

Vc: Toplam kloroform miktar1 (ml)

Vp: Aliminyum tabaga aktarilan kloroform miktar1 (ml)

Hiicrelerin toplam lipit miktar1 (lipit icerigi) yas hiicre agirligina karsilik gelen kuru

hiicre agirligi basina diisen, lipit miktari olarak yilizde cinsinden hesaplanmustir.
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3.11.3. Mikrobiyal lipitlerin transesterifikasyonu

Optimum sartlarda iiretilen ve en yiiksek lipit degerlerine ulasan mayalardan
ekstre edilen lipitler, ISO-5509,2000 yontemine gore asagidaki sekilde transesterifiye

edilmistir.

e 0,1 gyag 15 ml’lik kapakli santrifiij tlipiine alindi.

e Uzerine 10 ml n-hekzan eklenip kuvvetlice karistirildi.

e 0,5 ml 2 N metanolliit KOH ¢6zeltisi karisima eklenerek kuvvetlice karistirildi.

e Ust faz belirginlesinceye kadar 2 saat karanlik bir ortamda bekletildi.

e Ust fazdan 1ml o6rnek alarak gaz kromatografisi-kiitle spektrofotometre
cihazinda yag asidi esterleri belirlendi.

3.11.4. Yag asidi ve yag asidi metil esterlerinin gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi cihazinda analizi

Maya hiicrelerinden ekstre edilen lipitler ve mikrobiyal lipitlerin
transesterifikasyonu reaksiyonu sonucu olusan metil esterlerinin analizleri, 6890N
Network GC System, 5973 Inert Mass Selective Detector (Agilent Technologies) ve
19091N-136 60 m x 0.250 mm x 0.25pm (HP-INNOWAX) kolonunda 40-260°C’ler

arasinda He gazi kullanilarak yapildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Optimizasyon Caliymalari

Mikrobiyal kaynaklardan yag eldesi ¢alismalarinda, biyokiitlenin artirilmasinin
yani sira sitoplazmada yiiksek oranda yag birikiminin saglanmasi i¢in optimum
kiiltiir kosullarinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu acidan ¢alismanin ilk asamasinda
maya miktarinin, inkiibasyon siiresinin, sicakligin, c¢alkalama hizinin ve besiyeri
baslangic pH’smnin mayalarin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi iizerine etkisi

arastirildi.

4.1.1. Maya miktarmin ve inkiibasyon siiresinin biyokiitle degisimi ve lipit
birikimi iizerine etkisi

Maya miktarinin ve inkiibasyon siiresinin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi
tizerine etkisinin arastirilmasi amaciyla stok maya kiiltiirtinden 1 ml, 3ml ve 5 ml
kiltir, lipit iiretim besiyerine ekilerek inkiibasyonun 2., 4. ve 6. giinlerinde biyokiitle
ve lipit analizi yapildi. R. glutinis kiiltiirinden lipit iiretim besiyerine 1 ml ekim
yapildiginda inkiibasyonun 2. ve 4. giinlerinde sirasiyla % 10.64+1.31, % 11+0.95
olmak {iizere benzer lipit icerigi degerleri elde edilirken 6. giinde lipit igerigi (%
6.53+0.54) yiizdesi diistli. Biyokiitle miktarinin ise zamana bagl olarak arttig1 tespit
edildi (Sekil 4.1).

15 1.2
_ E
S I I S
E 10 + + 0.8 @
< o
E I 2
= g
= 5 104 2
3 =
P E;
0 0.0
2 4 6
TLM 10.64 11.00 6.53
—o— KBK 0.44 0.60 0.84

inkiibasyon siiresi (giin)

Sekil 4.1. Maya miktarinin (Rhodotorula glutinis) biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve
lipit miktar1 (%) iizerine etkisi. Ekim miktari: 1 ml/100 ml, sicaklik: 30°C, ¢alkalama
hizi: 150 rpm ve baslangi¢ besiyeri pH’st1: 5.
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Lipit iiretim besiyerine ekilen maya miktar1 3 katina ¢ikarildiginda (3 ml/100

ml) en yiiksek lipit igerigi % 18.32+0.94 olarak inkiibasyonun 2. giiniinde tespit

edildi. Giinlere bagli olarak lipit iceriginde azalis kaydedilirken kuru biyokiitle

miktar1 zamana bagl olarak artt1 (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Maya miktarinin (Rhodotorula glutinis) biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve
lipit miktar1 (%) iizerine etkisi. Ekim miktari: 3 ml/100 ml, sicaklik: 30°C, ¢alkalama
hizi: 150 rpm ve baslangi¢ besiyeri pH’s1: 5.

Lipit iiretim besiyerine 5 ml R. glutinis maya kiiltiirii ekildiginde lipit i¢eriginin

1 ml ve 3 ml ekim yapilan ¢alismalara gore daha yiiksek oldugu tespit edildi. 4. giin

sonu itibariyle % 29.53+0.46 oraniyla en yiiksek lipit igerigine ulasildi. Zamana bagl

olarak kuru biyokiitle degerleri artis gosterdi (Sekil 4.3). Feiyan vd. (2006),

monosodyum glutamat atik suyunu besiyeri olarak kullandiklar1 ¢aligmada,

besiyerine % 5-20 oraninda R. glutinis mayasi ekildiginde en iyi biyokiitle artis1 %

12°1ik ekim miktarinda olmustur. Fakat arastiricilar ekim miktarinin lipit iceriginde

olumlu bir etkiye sahip olmadigini belirtmislerdir (Feiyan vd., 2006).
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Sekil 4.3. Maya miktarinin (Rhodotorula glutinis) biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve
lipit miktar1 (%) iizerine etkisi. Ekim miktari: 5 ml/100 ml, sicaklik: 30°C, ¢alkalama

inkiibasyon siiresi (giin)

hizi: 150 rpm ve baslangi¢ besiyeri pH’s1: 5.

C. lipolytica kiiltiiriinden lipit tiretim besiyerine 1 ml ekim yapildiginda en iyi

lipit icerigi (% 10.2+0.6) 4. giinde elde edildi. Inkiibasyonun 2. giiniinden sonra hizla

artan kuru biyokiitle degeri 4. ve 6. giinlerde benzer oldu (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Maya miktarmin (Candida lipolytica) biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve
lipit miktar1 (%) lizerine etkisi. Ekim miktari: 1 ml/100 ml, sicaklik: 30°C, ¢alkalama

inkiibasyon siiresi (giin)

hizi: 150 rpm ve baslangic besiyeri pH’s1: 5.
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Lipit iretim besiyerine ekilen C. lipolytica miktar1 3 ml’ye arttirldiginda
inkiibasyonun 4. giinlinde, en yiiksek lipit igerigine ulasildi. Kuru biyokiitle

miktarlar giinlere bagli olarak az bir artis gostedi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Maya miktarmin (Candida lipolytica) biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve
lipit miktar1 (%) iizerine etkisi. Ekim miktari: 3 ml/100 ml, sicaklik: 30°C, ¢alkalama
hizi: 150 rpm ve baslangi¢ besiyeri pH’s1: 5.

Lipit tiretim besiyerine 5 ml C. lipolytica ekildiginde 4. giinde lipit igeriginin
(% 29.35+4.58), 1 ml ve 3 ml ekim yapilan ¢aligmalara gore yaklasik 2.5 kat arttig1
tespit edildi. Fakat lipit igerigi 6. giinde hizli bir sekilde diistii. Buna ragmen kuru
biyokiitle degerleri 4. ve 6. giinlerde benzer oldu (Sekil 4.6). Wu vd. (2011)
Trichisporon capitatum ile yaptiklari ¢alismada, benzer sonuglar elde etmislerdir.
Azot sinirhi besiyerine % 10 oraninda T. capitatum ekildikten sonra, 10 giinlik
inkiibasyon siiresi igerisinde en iyi biyokiitle artis1 ve en yiiksek lipit igerigi 6. giinde
elde edilirken ilerleyen giinlerde biyokiitle degisimi sabit kalmistir ve lipit iceriginde
azalma olmustur. Hiicre igerisinde biriktirilen lipitin, hiicre ¢gogalmasi igin yikildigi

rapor edilmistir (Wu vd., 2011).
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Sekil 4.6. Maya miktarimin (Candida lipolytica) biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve
lipit miktar1 (%) iizerine etkisi. Ekim miktari: 5 ml/100 ml, sicaklik: 30°C, ¢alkalama
hizi: 150 rpm ve baslangi¢ besiyeri pH’s1: 5.

Sekil 4.1-6’daki sonuglara gore ekim miktar1 ve inkiibasyon siiresi biyokiitle
degisimi ve lipit miktar1 tizerine etkili oldu. Her iki maya tiiriinde inkiibasyonun 4.
giiniinde ve besiyerine % 5 (v/v) ekim yapildiginda en yiiksek lipit miktar1 elde
edildigi i¢in sonraki optimizasyon ¢aligmalarinda lipit tiretim besiyerine % 5 (V/v)

ekim yapilarak inkiibasyonun 4. giiniinde biyokiitle ve lipit analizi yapilmustir.
4.1.2. Sicakhigin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi iizerine etkisi

Farkli sicakliklarin R. glutinis’in biyokiitle degisimi ve lipit biriktirme
kapasitesine etkisinin aragtirildigi calismalarda en yiliksek kuru biyokiitle degeri
(0.61+0.01 g/100 ml) ve lipit igerigi (% 29.53+0.46) 30°C’de tespit edildi (Sekil 4.7).
Diistik sicakliklarda benzer biyokiitle degerleri elde edilirken total lipit miktar
sicaklik artisina bagl olarak artrmstir. Ureme sicakligi 30°C’nin iizerine ¢iktiginda
biyokiitle ve total lipit miktar1 hizla azalmigtir. Elde edilen sonuglara gore ortam
sicakliginin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi lizerinde etkili oldugu tespit edildi.
Yiiksek sicakliklarda (35-40°C) hem hiicre gelisimi saglanamamis hem de lipit
sentezi gerceklestirilememistir. Benzer sonuglar Saxena ve arkadaslari (1998)
tarafindan rapor edilmistir (Saxena vd., 1998). Tao ve arkadaslarimin (2010) asitle
hidrolize edilmis Populus euramevicana yapraklarini substrat olarak kullandiklari
calismada, R. glutinis 28°C’de, % 28.55 oraninda lipit biriktirmistir (Tao vd., 2010).

40



35 0.8

— 30 1 =
S £
b 25 _ 2
S )
x N
= 20 4 04 o - TLM
- r Y. He=}
5 15 1 = —o— BKM
= T 2
T 10 - 2
2 2

5 2

0 - 0

20 25 30 35 40
Sicaklik (°C)

Sekil 4.7. Farkli sicakliklarin R. glutinis’in biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve lipit
birikimi (%) ilizerine etkisi. Ekim miktari: 5 ml/100 ml, inkiibasyon siiresi: 4 giin,
calkalama hizi: 150 rpm ve baslangi¢ besiyeri pH’st: 5.

C. lipolytica, 4 giinliikk inkiibasyon sonunda 30°C ve 35°C’lerde, birbirine
yakin degerlerde lipit biriktirirken en yliksek kuru biyokiitle degeri ve lipit birikimi
30°C’de tespit edildi (Sekil 4.8). Karatay ve Donmez (2010) karbon kaynag1 olarak
melas kullandiklart besiyerinde, C. lipolytica’da % 59.9 lipit igerigini, optimum
tireme sicakliginin 30°C oldugu kiiltiir kosullarinda tespit etmislerdir (Karatay ve
Doénmez, 2010). 40°C’de kuru biyokiitlenin ve lipit birikiminin en diisiik seviyede
oldugu belirlendi. Nie vd (2006) optimum iireme sicakliginda yag sentezinden
sorumlu enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin hizinin arttigin1 fakat yliksek

sicakliklarda enzimlerin denatiire oldugunu rapor etmistir (Nie vd., 2006).
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Sekil 4.8. Farkli sicakliklarin C. lipolytica min biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve lipit
birikimi (%) ilizerine etkisi. Ekim miktari: 5 ml/100 ml, inkiibasyon siiresi: 4 giin,
calkalama hizi: 150 rpm ve baslangi¢ besiyeri pH’st: 5.

Her iki mezofilik maya tiiriinde de optimum iireme sicaklig1 ve en yiiksek lipit
birikiminin saglandigi sicaklik 30°C olarak tespit edildi. Sicaklik, hiicrelerdeki lipit
birikimini yag asidi kompozisyonunu da etkilemektedir. Tao ve arkadaslar1 (2010) R.
glutinis tarafindan sentezlenen yag asitlerinin, 30°C ve istii sicakliklarda doymusluk
ozelliginin arttigini, 30°C altinda ise doymamislik 6zelliginin arttigini belirtmislerdir
(Tao vd., 2010).

4.1.3. Calkalama hizinin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi iizerine etkisi

R. glutinis’in farkli ¢alkalama hizlarindaki biyokiitle degisimi ve lipit
biriktirme kapasitesi arastirilmistir. En yiiksek kuru biyokiitle degeri 200 rpm’de, en
yiiksek lipit igergi 150 rpm’de tespit edildi (Sekil 4.9). Calkalama hizindaki artis
sonucunda R. glutinis’in biyokiitlesi ve lipit birikimi artarken, 200 rpm’de lipit
birikiminde hizli bir diisiis, biyokiitle miktarinda ise artis kaydedildi. Yen ve Zhang
(2011), calkalama hizimin R. glutinis’in lipit sentezine etkisini arastirdiklart
caligsmada, yiiksek ¢alkalama hizinin biyokiitle artisina sebep olurken lipit miktarinda
azalmaya neden oldugunu rapor etmislerdir. ki farkli galkalama hizinin da ard arda
test edildigi ayni1 ¢alismada, 210 rpm’de ilk 24 saatlik inkiibasyonda biyokiitlede ve
lipit miktarinda artis olurken sonraki 60 rpm’de gergeklestirilen ikinci 24 saatlik
inkiibasyonda kontrol gurubuna gore lipit miktarinda daha fazla bir artis, biyokiitlede

diisiis oldugunu rapor etmistlerdir (Yen ve Zhang, 2011).
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Sekil 4.9. Farkli ¢alkalama hizlarimin R. glutinis’in biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve
lipit birikimi (%) tizerine etkisi. Ekim miktari: 5 ml/100 ml, inkiibasyon siiresi: 4
giin, sicaklik: 30°C ve baslangi¢ besiyeri pH’s1: 5.

C. lipolytica mayasinin, farkli c¢alkalama hizlarinda R. glutinis’e benzer
ozellikler gosterip, 150 rpm’de en yiiksek oranda lipit biriktirdigi tespit edildi (Sekil
4.10). 200 rpm’de lipit birikiminin ¢arpicit bir sekilde diistiigli ancak biyokiitle
degerlerinin arttig1 tespit edilmistir Cheirsilp vd. (2011), R. glutinis mayas1 ve
Chlorealla vurgaris alginden olusan karisik kiiltiir kullanarak yiirtittiikleri ¢alismada,
her iki tiirde de ¢alkalama hizina bagl olarak biyokiitle ve lipit birikiminde artig
tespit etmislerdir (Cheirsilp vd., 2011).
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Sekil 4.10. Farkli ¢alkalama hizlarmm C. lipolytica’nin biyokiitle degisimi (g/100
ml) ve lipit birikimi (%) tizerine etkisi. Ekim miktari: 5 ml/100 ml, inkiibasyon
stiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C ve baglangi¢ besiyeri pH’s1: 5.
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4.1.4. Baslangic pH’sinin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi iizerine etkisi

Besiyeri baslangi¢ pH’sindaki degisimin R. glutinis’in, lipit biyosentezini
onemli oranda etkiledigi tespit edildi (Sekil 4.11). En yiiksek biyokiitle miktar1 ve
lipit birikimi besiyeri baglangi¢ pH’sinin 5 oldugu kiiltiir sartlarinda elde edildi.
Johnson vd (1992) farkli besiyeri baslangic pH’larinin R. glutinis mayasinin lipit
sentezi lizerine etkilerini arastirdiklar: ¢alismada, en yiiksek biyokiitle degerinin 22.3

g/L ve lipit igerigini % 66 olarak pH 4’te rapor etmislerdir (Johnson vd., 1992).
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Sekil 4.11. Farkli besiyeri baslangic pH’larinin R. glutinis’in biyokiitle degisimi
(g/100 ml) ve lipit birikimi (%) tizerine etkisi. Ekim miktari: 5 ml/100 ml,
inkiibasyon siiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C ve ¢alkalama hiz1: 150 rpm.

Besiyeri baglangic pH’smin, C. lipolytica’in lipit birikimi {izerinde ¢ok etkili
oldugu belirlendi (Sekil 4.12). En yiiksek lipit icerigi degerine pH 5’te ulasilirken
test edilen diger pH’larda c¢ok diisiik lipit icerigi elde edildi. Benzer sonuglar,
Karatay ve Donmez (2010) tarafindan melas igeren besiyerinde iiretilen C. lipolytica
ortaminda elde edilmistir. pH 5’de maksimum lipit birikimi % 59.9 olarak
belirtilirken test edilen diger pH degerlerinde (4, 6 ve 7) yaklasik % 30 civarinda lipit
birikimi oldugu bildirilmistir (Karatay ve Donmez, 2010). Gong ve arkadaslar
(2013) farkli besiyeri baslangic pH’larinda Cryptococcus curvatus’un seliillozu
hidrolize ederek lipit biriktirme kapasitesini arastirmiglardir. Besiyeri baglangi¢ pH’s1
4.4’ten 5.5’ye cikarildiginda lipit verimi 5.5 g/L’den 6.5 g/L’ye ¢iktigini, pH 5.6 ise

lipit veriminin diisme egilimine girdigini belirtmislerdir (Gong vd., 2013).
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Sekil 4.12. Farkli besiyeri baglangic pH’larinin C. lipolytica’nin biyokiitle degisimi
(g/100 ml) ve lipit birikimi (%) iizerine etkisi. Ekim miktart: 5 ml/100 ml,
inkiibasyon siiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C ve ¢alkalama hizi: 150 rpm.

4.2. Lipit Uretim Besiyerine ilave Edilen Inorganik Azot Miktar1 ve Cesidinin
Biyokiitle Degisimi ve Lipit Birikimi Uzerine Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda inorganik azot kaynaklari, NH4Cl ve (NH4).SO4 lipit
iretim besiyerine ilave edildi. Her iki maya tiirlinde organik azot kaynaklarinin
yanisira lipit iiretim besiyerine artan oranlarda (8 ve 12 g/L) NH4CI ilave edilmesi
biyokiitlede artisa neden olurken lipit birikiminde hizl1 bir diisiise sebep oldugu tespit
edildi (Cizelge 4.1). Azot bakimindan zengin olan bu ortamlarin, hiicre artigin tesvik
edip lipit biyosentezini sinirlamasi literatiirdeki ¢alismalarin sonuglariyla paralellik

gostermistir (Li vd., 2008; Kraisintu vd., 2010; Enshaeieh vd., 2012).

Sadece organik azot kaynaklarinin kullanildig1 kontrol grubunda, lipit i¢erigi %
13.05+0.08 olurken kuru biyokiitle miktar 0.56+0.06 g/100 ml oldu. Inorganik azot
kaynagi ortama ilave edilmedigi durumlarda NH," miktar1 daha az oldugundan
yiiksek oranda lipit sentezlenememistir. Sadece oleaginous mayalarda bulunan ATP-
sitrat liyaz enzimi NH," iyonuna ihtiya¢ duymaktadir (Ratledge ve Wynn, 2002).

R. glutinis lipit sentezi i¢in az miktarda NH;Cl’e ihtiyag duymustur.
Mikroorganizmalarin lipit sentezi i¢in tercih ettikleri azot kaynaklari farklilik
gostermektedir. Evans ve arkadaslari (1984) Rhodosporidium toruloides ile yaptiklar
calismada azot kaynagi olarak NH4Cl kullandiklarinda % 18 oraninda lipit igerigi
elde ederken bu oran glutamat, lire veya maya Oziitii kullanildiginda % 50’nin
tizerine ¢ikmustir. R. toruloides, R. glutinis’in aksine organik azot kaynaklarini tercih

etmistir (Evans vd. 1984).
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Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki NH,CI’iin pepton, maya 0ziitii i¢eren ve
icermeyen lipit liretim besiyerindeki R. glutinis’in biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve
lipit birikimi (%) tlizerine etkisi.

NH,CIl [ Pepton (+), Maya oziitii (+) Pepton (-), Maya oziitii (-)
miktar1 | TLM KBK TLM KBK
4g/L |29.53 +0.459 0.61 £0.011 11.39 +0.127 0.26 + 0.009
8g/L |7.97 +0.931 0.66 £ 0.006 9.23+0.771 0.24 +0.005
12g/L [ 6.00 +0.856 0.72+0.010 26.17 + 2.559 0.21+0.019

Ekim miktart: 5 ml/100 ml, inkiibasyon siiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C, ¢alkalama hizi:
150 rpm ve baslangi¢ besiyeri pH’s1: 5.

Pepton ve maya Oziitii bulunmayan, sadece 4, 8 ve 12 g/L. NH4CI bulunan lipit
tiretim besiyerlerinde, R. glutinis’ten 12 g/L. NH4Cl igeren besiyerinde en yiiksek lipit
icerigi ve en diisiik kuru biyokiitle degeri tespit edildi (Cizelge 4.1). En yiiksek kuru
biyokiitle degeri ise 4 g/ NH4Cl iceren kiiltiir ortaminda elde edildi. Ancak azot
kaynag1 olarak 12 g/L. NH4Cl kullanildiginda elde edilen lipit verimi 0.76+2.56 g/L
iken 4 g/L NH4Cl kullanildiginda ise lipit verimi 0.84+0.46 g/L olarak tespit
edilmigtir. 12 g/l NH4Cl ortama eklendiginde elde edilen yiizde lipit miktarinin
yiiksek goriilmesi aslinda elde edilen diisiik biyokiitleden kaynaklidir. R. glutinis ile
pepton ve maya Oziitii olmayan lipit {iretim besiyerinde NH4Cl miktarinda artis
yapilsa da pepton, maya oziitii ve minimum seviyede NH4Cl (4 g/L) igeren ortama
gore daha diistik lipit birikimi elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, bu maya
tiri lipit biyosentezi i¢in organik ve inorganik azot kaynaklarina ihtiyag
duymaktadir. Enshaeieh ve arkadaslari da (2012) Rhodotorula 110 ile yaptiklar
caligsmada lipit liretim besiyerine hem organik hem de inorganik azot kaynag ilave

etmiglerdir (Enshaeieh vd., 2012).

C. lipolytica ile ayni kiiltiir kosullarinda ¢aligma yiiriitildiigiinde, R. glutinis ile
elde edilen sonuglara benzer sonuglara ulasildi (Cizelge 4.2). C. lipolytica’nin lipit
sentezleyebilmek i¢in hem organik hem de az miktarda inorganik azota (4 g/L)

ithtiyac duydugu tespit edildi.
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Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki NH,CI’iin pepton, maya 0ziitii i¢eren ve
icermeyen lipit iretim besiyerindeki C. lipolytica’nin biyokiitle degisimi (g/100 ml)
ve lipit birikimi (%) lizerine etkisi.

NH,CI Pepton (+), Maya oziitii (+) Pepton (-), Maya oziitii (-)
miktari TLM KBK TLM KBK
4g/L |29.35+4.581 0.52 +0.004 0.86 + 1.358 0.37 + 0.006
8g/L |891 +1.489 0.62 + 0.003 7.12 +1.287 0.33+0.013
12g/L | 5.82 +0.717 0.63 + 0.005 22.9 +0.845 0.29 £+ 0.005

Ekim miktart: 5 ml/100 ml, inkiibasyon siiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C, ¢alkalama hizi:
150 rpm ve baslangi¢ besiyeri pH’s1: 5.

Lipit iiretim besiyerinde bulunan organik azot kaynaklaria ek olarak ortama
artan miktarlarda (4, 8 ve 12 g/L) baska bir inorganik azot kaynagi (NH4).SO,) ilave
edilerek ¢aligmalar yiiriitiildi (Cizelge 4.3-4). Her iki maya tiiriinde de en yiiksek
lipit icerigi 4 g/L (NH4)2SO, iceren besiyerinde elde edilirken en yiiksek kuru
biyokiitle degeri 12 g/L (NH4),SO, igeren besiyerinde tespit edildi. (NH4),SO,4
miktarindaki artig lipit birikimini olumsuz yonde etkilemistir. Karatay ve Donmez
(2010) melasli besiyerine farkli konsantrasyonlarda (NH4),SO, ilave ederek maya
hiicrelerinin lipit sentezleme kapasitelerini test ettikleri ¢alismada, (NH4)2SO,4 miktar1
0.5 g/L’den 1.5 g/L’ye cikarildigi zaman maya hiicrelerinde sentezlenen lipit
miktarinda diisme oldugunu ifade etmislerdir (Karatay ve Dénmez, 2010). inorganik
azot kaynagi olarak (NH4),SO4 kullanildiginda sadece azot degil siilfat kaynagi
acisindan zengin bir ortam olusturulmustur. Oysaki her iki maya tiirii de yiliksek
oranda lipit sentezleyebilmek i¢in az miktarda inorganik azot ve siilfata ihtiyag
duymaktadir. Wu ve arkadaslar1 (2011) Rhodosporidium toruloides mayasinin siilfat
simirli besiyerinde, lipit liretme kapasitesini arastirdiklar1 ¢aligmada stilfat kaynagi
olarak farkli konsantrasyonlarda Na,SO,4 kullanmislardir. Besiyerine 2 g/L. Na;SO4
ilave ettiklerinde en yiiksek biyokiitle degerlerine ulasirken en diisiik lipit igerigini
tespit etmislerdir. Yiksek lipit icerigine ise NaSOs’in az oldugu veya olmadigi
durumlarda ulasilabilmistir (Wu vd., 2011). Elde ettigimiz sonuglara gore, NH,Cl
igeren besiyerinde tespit edilen lipit igcerigi ve kuru biyokiitle miktari, (NH4)2SO4
igeren besiyerinde tespit edilenlere gore daha yiiksek oldu. Her iki maya tiirii de

inorganik azot kaynagi olarak NH4CI’{i tercih etti.
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Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki (NH,4),SO4’1n pepton, maya 6ziitii igeren ve
icermeyen lipit liretim besiyerindeki R. glutinis’in biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve
lipit birikimi (%) tlizerine etkisi.

(NH4),SO,4 | Pepton (+), Maya oziitii (+) Pepton (-), Maya oziitii (-)
miktari TLM KBK TLM KBK
4 g/L 9.61 +£0.917 0.41 £0.011 8.35+1.301 0.51 +0.002
8 g/L 7.75 + 1.358 0.43 +£0.003 14.15+0.778 0.49 £ 0.002
12 g/L 4.92 +0.827 0.46 + 0.004 6.55 + 0.778 0.5 +0.006

Ekim miktart: 5 ml/100 ml, inkiibasyon siiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C, ¢alkalama hizi:
150 rpm ve baslangig besiyeri pH’s1: 5.

Lipit iiretim besiyerine azot kaynagi olarak sadece 4, 8 ve 12 g/L (NH;),SO,
ilave edildiginde R. glutinis’de en yiiksek lipit igerigi 8 g/L (NH.)2SO, igeren
besiyerinde, en yiiksek kuru biyokiitle degeri ise 4 g/L. (NH4)2SO4 igeren besiyerinde
tespit edildi (Cizelge 4.3). C. lipolytica’da en yiiksek lipit igerigi 4 g/L (NH4)2SO4
igeren besiyerinde en yiiksek kuru biyokiitle ise 12 g/L (NH4),SQO4 igeren besiyerinde
elde edildi (Cizelge 4.4). Wu ve arkadaglar1 (2010) Rhodosporidium toruloides
mayasinin fosfat sinirli ve farkli konsantrasyonlarda (NH4)>SO;, igeren besiyerindeki
lipit biriktirme kapasitesini arastirdiklar1 ¢alismada benzer sonuglar rapor etmislerdir.
Besiyerindeki (NH,)2SO4 miktar1 5 g/L.’den 8 g/L’ye ¢ikarildiginda biyokiitlede artis
olurken lipit igeriginde azalma oldugu belirtilmistir (Wu vd., 2010).

Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlardaki (NH4),SO4’1n pepton, maya 6ziitii igeren ve
icermeyen lipit iretim besiyerindeki C. lipolytica’nin biyokiitle degisimi (g/100 ml)
ve lipit birikimi (%) lizerine etkisi.

(NH,),SO, | Pepton (+), Maya oziitii (+) Pepton (-), Maya oziitii (-)
miktari TLM KBK TLM KBK
4 g/L 8.87 £ 0.463 0.54 +0.002 13.61 +0.417 0.34 +0.013
8 g/L 6.96 + 0.774 0.55+0.001 7.25+0.260 0.35+0.014
12 g/L 6.95 +0.198 0.56 = 0.004 8.08 + 0.587 0.37 + 0.006

Ekim miktar1: 5 ml/100 ml, inkiibasyon siiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C, ¢alkalama hiz1:
150 rpm ve baslangi¢ besiyeri pH’s1: 5.

Inorganik ve organik azot kaynaklarmin biyokiitle artisinda ve lipit birikiminde
farkli rolleri vardir. Organik azot lipit birikimini ve biyokiitle artisini arttirirken

inorganik azotun biyokiitle artisinda daha etkili oldugu belirtilmistir (Zhang vd.,
2011).
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4.3. Glukoz Miktarinin Biyokiitle Degisimi ve Lipit Birikimi Uzerine Etkisi

Calismanin bu asamasinda lipit tiretim besiyerine 20, 30 ve 40 g/L glukoz ilave
edilerek maya hiicrelerinin lipit birikimi ve kuru biyokiitle degisimleri arastirildi. R.
glutinis’de en yiiksek lipit igerigi 20 g/L glukoz iceren besiyerinde tespit edilirken
farkli glukoz konsantrasyonlarinda benzer kuru biyokiitle degerleri elde edildi (Sekil
4.13). Glukoz konsantrasyonlarindaki artis mayalarin lipit sentezini olumsuz yonde
etkilemistir. Lipit sentezinde azot/karbon orani olduk¢a dnemlidir. Lin ve arkadaslar
(2011) Lipomyces starkeyi mayasinin 40-180 g/ arasinda degisen
konsantrasyonlarda glukoz bulunan besiyerindeki lipit biriktirme kapasitesini
arastirdiklar1 ¢alismada, en yiiksek glukoz konsantrasyonunda (180 g/L) biyokiitle
(9.2 g/L) ve lipit miktarinin (5.0 g/L) oldukea diisiik oldugunu rapor etmislerdir. Bu
durumun ytiksek glukoz konsantrasyonunun ozmotik basinct arttirmasindan kaynakli
oldugu belirtilmistir (Lin vd., 2011). Ayrica lipit iliretme besiyerindeki yiiksek
baslangi¢ glukoz konsantrasyonunun, lipit birikimi iizerinde inhibitor etkisi oldugu
Trichosporon fermentans mayasiyla yapilan ¢alismalarda da rapor edilmistir (Zhu
vd., 2008).

35 0.8
A

T B 04

N N
o O o
1 1 1

TLM
—o— KBK

Total lipit miktan (%)
S o
—

[6)]
Kuru biyokiitle (g/100ml)

o
o

20 30 40
Glukoz miktan (g/L)

Sekil 4.13. Farkli konsantrasyonlarda glukozun R. glutinis’in biyokiitle degisimi
(g/100 ml) ve lipit birikimi (%) iizerine etkisi. Ekim miktari: 5 ml/100 ml,
inkiibasyon stiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C, c¢alkalama hizi: 150 rpm ve baslangi¢
besiyeri pH’st: 5.
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C. lipolytica’nin 20 g/L glukoz ig¢eren besiyerinde en yiiksek lipit i¢erigine, 30
g/L glukoz bulunan besiyerinde ise en yiiksek kuru biyokiitle degerine ulastig1 tespit
edildi (Sekil 4.14). Li ve arkadaslar1 (2007) Rhodosporidium toruloides Y4
mayasinin farkli konsantrasyonlarda glukoz igeren besiyerindeki lipit biriktirme
kapasitesini arastirdiklar1 c¢alismada, 120 g/L glukoz bulunan besiyerinde lipit
veriminin (8.63 g/L) ve biyokiitle degerinin (18.6 g/L) en yiiksek oldugunu ancak
glukoz miktarinin 200 g/L’ye ¢ikarildiginda lipit veriminin (8.6 g/L) ve biyokiitle
degerinin (18 g/L) diisme egilimine girdigini rapor etmislerdir. Bu diisiisiin glukozun

sinirlayict etkisinden kaynaklandigini belirtmislerdir (Li vd., 2007).
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Sekil 4.14. Farkli konsantrasyonlarda glukozun C. lipolytica’nin biyokiitle degisimi
(g/100 ml) ve lipit birikimi (%) tizerine etkisi. Ekim miktari: 5 ml/100 ml,
inkiibasyon siiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C, c¢alkalama hizi: 150 rpm ve baslangi¢
besiyeri pH’st: 5.

4.4. Baz1 Dogal Hammaddelerin Biyokiitle Degisimi ve Lipit Birikimi Uzerine
Etkisi

4.4.1. Melas Miktarmin Lipit Birikimi ve Biyokiitle Uzerine Etkisi

Lipit iiretim besiyeri olarak melasin kullanildigi ¢alismada melas miktarinin
etkisini test etmek lizere iki farkli ortam hazirlandi. Birinci ortamda % 1, % 5 ve %
10’luk melas ve iz element karisimi1 bulunurken ikinci ortamda melas ve iz element

karigimina ek olarak 2 g/I. NH4Cl besiyerine ilave edilmistir.
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R.glutinis’in % 5°lik melas kullanilan besiyerinde en yiiksek lipit icerigine ve
kuru biyokiitle degerine ulastig1 tespit edildi (Sekil 4.15). Cheirslip ve arkadaslari
(2011) farkli konsantrasyonlarda melas kullanarak R.glutinis mayasi ve Chlorella
vulgaris mikroalginin lipit liretme kapasitelerini arastirdiklari ¢alismada, melas orani
% 5ten % 10’a ¢ikarildiginda mikroorganizmalarin biyokiitlelerinde ve lipit
birikimlerinde hizli bir diisiis oldugunu rapor etmislerdir (Cheirslip vd., 2011). % 5
melas igeren ortamda en yiiksek lipit birikimi ve biyokiitle degisimi elde edilmesine
ragmen, bu sonuglar R. glutinis’in standart lipit iretim besiyerinde iiretildiginde elde
edilen sonuglardan oldukg¢a diisiik olmustur. Bunun nedeni olarak da ortamda
inorganik azot kaynaginin olmamasi gosterilebilir. Rhodotorula mucilaginosa’nin
tiretildigi melasli besiyerine de 1 g/L (NH4):SO, ilave edilmistir (Karatay ve
Donmez, 2010). Bu nedenden dolay1 calismamizda melas ve iz element karigimi

iceren besiyerine 2 g/ NH4Cl ilave edilmistir.
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlarda melasin R. glutinis’in biyokiitle degisimi
(g/100 ml) ve lipit birikimi (%) tizerine etkisi. Ekim miktari: 5 ml/100 ml,
inkiibasyon siiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C, c¢alkalama hizi: 150 rpm ve baslangi¢
besiyeri pH’st: 5.

% 5’lik melas iceren amonyum kloriirsiiz ortamda lipit miktart % 8.1+0.37
olurken amonyum kloriir ortama ilave edildiginde bu oran ¢ok az artarak % 9.1+0.41
oldu. NH4Cl ilavesi mayanin lipit biriktirme kapasitesi iizerinde fazla etkili olamadi.
Fakat ozellikle % 10’luk melas igeren ortamda, NH4CI’iin biyokiitle artisina sebep
oldugu tespit edildi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonlarda melas ve 2 g/ NH4Cl’iin R. glutinis’in
biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve lipit birikimi (%) iizerine etkisi. Ekim miktari: 5
ml/100 ml, inkiibasyon siiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C, ¢alkalama hizi: 150 rpm ve
baslangic besiyeri pH’s1: 5.

C.lipolytica maya hiicrelerinin % 5’ lik melas igeren besiyerinde en yiiksek
lipit (% 11.1+1.74) iiretme kapasitesine, % 10’luk melas bulunan besiyerinde ise en
yiiksek biyokiitle (0.15+£0.01 g/100 ml) degerlerine ulastig1 gézlendi. % 5 oraninda
melas bulunan besiyerinde C. lipolytica’nin lipit igeriginin R. glutinis’in lipit
iceriginden (% 8.1+0.37) daha yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Farkli konsantrasyonlarda melasin C. lipolytica’nin biyokiitle degisimi
(g/100 ml) ve lipit birikimi (%) tizerine etkisi. Ekim miktari: 5 ml/100 ml,

inkiibasyon siiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C, c¢alkalama hizi: 150 rpm ve baslangi¢
besiyeri pH’st: 5.
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Melas igerigine ek olarak lipit tiretim besiyerine 2 g/L NH4CI ilave edilen
ortamda, C. lipolytica’da % 1°lik melas i¢eren besiyerinde en yiiksek lipit icerigi (%
7.9+0.62) elde edildi. Melas konsantrasyonunun artisina bagl olarak lipit icerigi hizli
bir sekilde diistii. Buna ragmen biyokiitle degerleri ytikseldi (Sekil 4.18). Karatay ve
Donmez (2010) farkli oranlarda melas (% 6, % 8 ve %10) ve (NH4),SO4’1in bazi
oleaginous mikroorganizmalarin lipit birikimleri ve biyokiitle gelisimleri iizerindeki
etkisini arastirmiglardir. Calismada C. lipolytica’nin % 8 melas ve 1 g/L (NH4)2SO4
bulunan besiyerinde en yiiksek lipit igerigine (% 59.9) ulastigin1 ancak % 10’luk
melas igeren besiyerinde lipit iceriginin (% 32.1) diistiigiini bildirmislerdir. Bunun
sebebinin, Karatay ve Donmez’e gore yiiksek oranda melasin hiicreler iizerindeki
toksik etkisi oldugu ifade edilmistir (Karatay ve Donmez, 2011). Benzer sonuglar
Wu ve arkadaslar1 (2011) tarafindan rapor edilmistir. Aragtiricilar, ayrica melash
ortamda sentezlenen yag asidi igeriginin de, azot siirli ortamda sentezlenen yag

asidi igerigi ile benzerlik gosterdigini belirtmislerdir (Wu vd., 2011).
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Sekil 4.18. Farkli konsantrasyonlarda melas ve 2 g/ NH4CI’tin C. lipolytica’nin
biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve lipit birikimi (%) tlizerine etkisi. Ekim miktari: 5
ml/100 ml, inkiibasyon siiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C, calkalama hizi: 150 rpm ve
baslangi¢ besiyeri pH’si: 5.

Baslangi¢ pH’s1 5 olan melash ortamlarin 4 giinliikk inkiibasyon sonrasinda
pH’larmin 7-8 araliginda oldugu yani yiikseldigi tespit edildi. Bolim 4.1.4°de
aciklanan sonuglara gore baslangic besiyeri pH’s1 lipit iiretiminde olduk¢a énemlidir.
Melasli ortamlarda pH’nin metabolik faaliyetler sonucunda artmasi lipit sentezini

sinirlamistir.
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4.4.2. Peyniralt1 Suyunun Biyokiitle Degisimi ve Lipit Birikimi Uzerine Etkisi

Calismada % 1, % 5 ve % 10’luk (v/v), peyniraltt suyu, iz element karigimi ve
30 g/L glukoz igeren lipit tiretim besiyerleri kullanildi. Laktozun karbon kaynagi
olarak kullanilmasi1 glukoza gore daha zor oldugu i¢in calismamizda biyokiitle

artigini saglamak tizere ortama glukoz ilave edildi.

R. glutinis’in % 1’lik peyniralti suyu iceren besiyerinde en yiiksek lipit icerigi
(% 21.65%1.48) tespit edildi (Sekil 4.19). Peynir alti1 sulu ortamda elde edilen lipit
igerigi, zenginlestirilmis besiyerlerinde elde edilen lipit igerigi degerine (%
29.53+0.46) yakin olmustur. Son donemlere kadar yapilan c¢alismalarda, peynir alti
suyu igerisindeki laktozun oleaginous mikroorganizmalar i¢in uygun karbon kaynagi
olamayacag1 belirtilirken gilinlimiizde ise laktozun ve laktoz igeren peynir alti
suyunun tek hiicre yagi {lretiminde glikoz ve nisasta iceren besiyerleri gibi
kullanilabilecegi rapor edilmistir. Peynir alt1 suyu azot siirli bir ortam oldugundan
oleaginous mikroorganizmalarda lipit birikimi i¢in alternatif bir besiyeri olmustur
(Vamvakaki vd. 2010).
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Sekil 4.19. Farkli konsantrasyonlarda peynir alti suyunun R. glutinis’in biyokiitle
degisimi (g/100 ml) ve lipit birikimi (%) tizerine etkisi. Ekim miktari: 5 m1/100 ml,
inkiibasyon stiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C, c¢alkalama hizi: 150 rpm ve baslangig
besiyeri pH’s1: 5.

C. lipolytica’nin % 1°lik peynir alti suyu bulunan besiyerinde lipit i¢eriginin
(% 23.8+3.29) oldugu tespit edildi (Sekil 4.20). Bu maya tiiriinde de peynir alt1 sulu
ortamda elde edilen lipit igerigi, standart lipit iiretim besiyerinde elde edilen lipit
igerigi degerine yakin olmustur. Vamvakaki vd. (2010) peynir altt suyunun,

Thamnidium elegans ve Mucor sp. fungus tiirlerinin lipit birikimi ve biyokiitle
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gelisimleri iizerine etkisini test ettikleri calismada, bu tiirlerin laktozu direk
kullanamadigin1  belirtmislerdir. Laktoz tiiketimini kolaylastirmak icin ortama

(NH,)2S0y ilave ettiklerini rapor etmislerdir (Vamvakaki vd., 2010).
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Sekil 4.20. Farkli konsantrasyonlarda peynir alti1 suyunun C. lipolytica’nin biyokiitle
degisimi (g/100 ml) ve lipit birikimi (%) tizerine etkisi. Ekim miktar1: 5 ml/100 ml,
inkiibasyon siiresi: 4 giin, sicaklik: 30°C, ¢alkalama hizi: 150 rpm ve baslangi¢
besiyeri pH’st: 5.

45. 1ki Basamakh Fermentasyon Yonteminin Biyokiitle Degisimi ve Lipit
Birikimi Uzerine EtKisi

Yiiksek oranda lipit birikimini saglamak iizere {i¢ farkl kiiltiir sistemi yaygin
olarak kullanilmaktadir: kesikli, kesikli-beslemeli ve stirekli sistem literatiirdeki
caligmalar incelendiginde en ¢ok tercih edilen Kkiiltiir tipinin kesikli sistem oldugu
goriilmiistiir (Beopoulos vd., 2009a). Kesikli sistemde mayalarda en yiiksek lipit
igerigine ulasildiktan sonra ortamdaki karbon tiikenip sitrik asit gibi ara metabolitler
iretilmeye basladigi zaman sentezlenmis depo lipit hiicre c¢ogalmasi ig¢in
yikilmaktadir. Bu yilizden lipit igerigi hizla diiserken biyokiitle artisi devam
etmektedir. Ortamda, dissal (eksternal) azot miktar1 az olmasina ragmen AMP-
dehidrogenaz enziminin etkisiyle i¢sel (internal) azot miktar1 yiiksek oldugundan
hiicre ¢ogalmasi1 olmaktadir. Lipit tiretimi sirasinda yukarda belirtilen durumlarin
Online gecmek icin kesikli iiretim sistemi, birinci ve ikinci asamasinda farkli
besiyerlerinin kullanildig1 iki basamakli fermentasyon yontemine déniistiiriildii. Iki
basamakli fermentasyon yonteminin amact birinci basamakta biyokiitle artigini ve

lipit biyosentezini saglamaktir. ikinci basamakta sadece 40 g/L glukoz iceren azot
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sinirl1 ortamda, biyokiitle artisin1 sinirlayarak lipit biyosentezinin tetiklenmesi

hedeflenmistir.

Lipit tiretim besiyerinde 72 saat {iretilen mayalar, 72 saat sonunda baslangig
pH’s1 5 olan 40 g/L glukoz iceren yeni lipit liretim besiyerine aseptik kosullarda
aktarilmistir. Kiiltlirler ikinci iiretim asamasinda 30°C ve 150 rpm’de 312 saat
boyunca inkiibe edilmis ve inkiibasyonun 96., 168., 240. ve 312. saatlerinde
biyokiitle ve lipit analizi yapilmistir. Fermentasyonun ilk basamaginda (72. saatte) en
yiiksek lipit igerigine ulasildiktan sonra R. glutinis maya hiicreleri karbonca zengin
ortama alindigi zaman lipit igeriginde beklenen artis olmamustir (Sekil 4.21).
Fermentasyonun ikinci basamaginda (240. saatte) enyiiksek lipit igerigi (%
12.01+0.29) ilk basmaktakinden daha az olmustur. Buna ragmen fermentasyonun

ikinci basmaginda R. glutinis’in biyokiitle artis1 devam etmistir.
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Sekil 4.21. iki basamakli fermentasyon yénteminin R. glutinis’in biyokiitle degisimi
(g/100 ml) ve lipit birikimi (%) tizerine etkisi. Ekim miktari: 5 ml/100 ml, sicaklik:
30°C, ¢alkalama hizi: 150 rpm ve baslangi¢ besiyeri pH’s1: 5.

R.glutinis’de iki basmakli fermentasyon yontemi ile beklenen sonuglar elde
edilemezken, C.lipolytica’da fermentasyonun ikinci basamaginda simdiye kadar elde
edilen en yiiksek ipit igerigine (% 41,6+0.1) ulasildr (Sekil 4.22). Lin vd (2011)
Lipomyces starkeyi ile iki basamakli fermentasyon yonteminde glukoz diginda ekstra

besin icermeyen ikinci ortamda yiiksek lipit verimi elde etmislerdir (Lin vd., 2011).
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Sekil 4.22. Iki basamakli fermentasyon yénteminin C. lipolytica’nin biyokiitle
degisimi (g/100 ml) ve lipit birikimi (%) tzerine etkisi Ekim miktari: 5 ml/100 ml,
sicaklik: 30°C, ¢alkalama hizi: 150 rpm ve baglangig¢ besiyeri pH’s1: 5.

4.6. Maya Hiicrelerinde Sentezlenen Yag Asitlerinin Dagilim

Optimum kosullarda standart lipit iretim besiyerinde firetilen R. glutinis
hiicrelerinden ekstre edilen lipitlerin yag asidi igerigi tespit edildi. R. glutinis’in
sentezledigi yag asitlerinin yogun olarak uzun zincirli, doymus ve doymamis yag
asitlerinden meydana geldigi saptandi (Cizelge 4.5). Cheirslip ve arkadaslar1 (2011)
R. glutinis’ten ekstre ettikleri yaglarda gbzlenen baslica yag asitlerinin palmitik,
oleik, stearik ve linoleik asitten olustugunu ve doymamis yag asidi iceriginin

biyodizel iiretimi i¢in hammadde olarak uygun oldugunu bildirilmislerdir (Cheirslip
vd., 2011).

Iki basmakli fermentasyon yonteminde iiretilen C. lipolytica hiicrelerinden
ekstre edilen yag asidi igerigi tespit edilmistir. C. lipolytica’dan ekstre edilen
yaglarda yogun olarak uzun zincirli, doymus ve doymamis yag asitlerinin bulundugu
saptand1 (Cizelge 4.5). Benzer sonuglar, Karatay ve Dénmez (2010) tarafindan C.
lipolytica kullanilarak yiiriitiilen ¢aligma sonucunda elde edilmistir. Maya hiicreleri
tarafindan sentezlenen yag asitlerinin daha ¢ok palmitik (C 16:0) ve stearik (C 18:0)
asit gibi doymus yag asitlerinden olustugunu bildirmislerdir (Karatay ve Donmez,
2010).
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Cizelge 4.5. R. glutinis ve C. lipolytica hiicrelerinde biriktirilen lipitlerin yag asidi
icerigi.

Yag asitleri R glutous C. lipolytica
Caprik asit (C 10:0) - 2
Minstik asit (C 14:0) - +
Pentadekonik astt (C 15:0) - +
Palmitik asit (C 16:0) + +
Palmitoletk asit (C 16:1) - +
Heptadekanoik asit (C 17:1) - i
Steank asit (C 18:0) + -
Oleik asit (C 18:1n%¢) + - ¢
Linoleik asit (C 18:2n6¢) - +

4.7. Transesterifikasyon Sonrasi Elde Edilen Yag Asidi Metil Esterleri Dagilimi

Boliim 4.6°da belirtilen ortamlardan ekstre edilen lipitlerin transesterifikasyonu
sonucu elde edilen yag asidi metil esterleri dagilimi gaz kromotografisi-kiitle
spektrometresi ile belirlendi (Sekil 4.23-24). R. glutinis ve C. lipolytica
hiicrelerinden ekstre edilen lipitlerin transesterifikasyonu sonucunda sirasiyla %
80.65 ve % 79 oraninda biyodizel verimi elde edildi (Cizelge 4.6). R. glutinis’ten en
yiiksek oranda elde edilen yag asidi metil esterleri stearik (C 18:0) ve oleik asit (C
18:1) olup oranlar sirasiyla % 35.43 ve % 32.93tiir. Dai ve arkadaslar1 (2007) R.
glutinis hiicrelerinden elde edilen yagin transesterifikasyonu sonucunda % 81.7
biyodizel verimine ulastiklarini rapor etmislerdir. Yag asidi metil esteri icerikleri ve
verimleri sirastyla, miristrik (C 14:0), % 1.29; palmitik (C 16:0), % 18.74; stearik (C
18:0), % 1.16; oleik (C 18:1), % 66.96; linoleik asit (C 18:2), % 4.57 oldugu
bildirilmigtir (Dai vd., 2007). C. lipolytica’da tespit edilen en yiiksek metil ester
oran1 palmitik asitle (C 16:0) % 38.9’dur. Karatay ve Donmez (2010) melash
ortamda tiretilen C. lipolytica’nin yag asidi metil ester veriminin % 84.9 oldugunu

rapor etmislerdir (Karatay ve Donmez, 2010).

58



Cizelge 4.6. R. glutinis ve C. lipolytica’dan ekstre edilen yag asitlerinin
transesterifikasyonu sonrasi elde edilen yag asidi metil esterleri dagilim.

Yag asidi metil esterleri (%) R gluwvus  C lpolytica
MEristik asit (C 14:0) - 0.06
Palmitik asit (C 16:0) 10.77 389
Palmitoleik asit (C 16:1) - 3.89
Heptadekanoik asit (C 17:1) 1.52
Steank astt (C 18:0) 3543 8.12
Oleik asit (C 18:1n%) 3203 18.1
Linoleik asit (C 18:2n6¢) — 089
Toplam C 16 ve C 18 met] ester venimi (22) 80.65 79
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Sekil 4.23. Yag asidi metil esterlerinin (R. glutnis) gaz kromotografisi-kiitle
spektrometresi cihazindaki analiz sonuglart. 1: Palmitik asit, 2: Stearik asit, 3: Oleik
asit.
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Sekil 4.24. Yag asidi metil esterlerinin (C. lipolytica) gaz kromotografisi-kiitle
spektrometresi cihazindaki analiz sonuglari. 1: Palmitik asit, 2: Palmitoleik asit, 3:
Stearik asit, 4: Oleik asit, 5: Linolenik asit.
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5. SONUC VE ONERILER

Diinyada kullanilabilir fosil yakit kaynaklari, insan niifusunun ve
endiistrilesmenin artmasina bagli olarak hizla azalmaktadir. Mevcut petrol rezervleri
2010 yilindan itibaren, yilda % 2-3 arasinda azalma gostermektedir (Azocar vd.,
2010). Enerji isteginin ve diinya enerji tiikketimin 2007 yilindan 2035 yilina kadar
olan stiregte % 49 oraninda artacaginin tahmin edilmesi ve mevcut fosil yakitlarinin
tilkkenmeye baslamasi, yeni ve yenilenebilir kaynaklardan elde edilen alternatif enerji
tretimini  zorunlu hale getirmektedir (Shi vd., 2011). Yenilenebilir enerji

kaynaklarinin en 6nemlilerinden biri biyodizeldir.

Biyodizel, yenilenebilir biyokiitleden elde edilen triagilgliserollerin veya
serbest yag asitlerinin kisa zincirli alkollerle transesterifikasyonu sonucu yag asidi
metil veya etil esteri seklinde iretilmektedir. Oleaginous mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen mikrobiyal lipitler biyodizel iiretiminde alternatif bir
hammadde kaynagi olabilmektedir. Biyokiitlesinin % 20’sinden fazla yag biriktiren
oleaginous mikroorganizmalar arasinda bazi fungus, bakteri ve mikroalg tiirleri

bulunmaktadir.

Oleaginous mikroorganizmalarda kiiltiir kosullar1 ve besiyeri igerigi, iiretilen
yag miktar1 lizerinde etkili olmaktadir. Bundan dolay1 uzun siliren optimizasyon
calismalarina gereksinim duyulmaktadir. Fakat optimum kosullar elde edildikten
sonra, ucuz ve dogal karbon kaynaklari kullanilarak yag elde edilebildiginden

biyodizel maliyetleri diisiiriilebilmektedir.

Maya miktarinin ve inkiibasyon siiresinin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi
lizerine etkisinin arastirilmasi ¢alismalarinda, ekim miktarinin ve inkiibasyon
sliresinin biyokiitle degisimi tlizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Her iki maya
tiirtinde de inkiibasyonun 4. giiniinde ve besiyerine % 5 (v/v) ekim yapildiginda en

yiiksek lipit miktar1 elde edilmistir.

Farkli ortam sicakliklarinin, mayalarin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi
tizerinde etkili oldugu saptandi. R. glutinis ve C. lipolytica’da en yiiksek kuru
biyokiitle degeri ve lipit birikimi 30°C’de elde edildi. Elde edilen sonuglara gore,
yiiksek sicakliklarda (35-40°C) hem hiicre gelisimi saglanamamis hem de lipit

sentezi gerceklestirilememistir.
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Farkli ¢alkalama hizlarinda, C. lipolytica ve R. glutinis benzer ozellikler
gostererek, mayalarin 150 rpm’de lipit icerigi en yiiksek degere ulagmistir. 200
rpm’de lipit birikimlerinin ¢arpict bir sekilde diistiigii ancak biyokiitle degerlerinin
arttig1 tespit edilmistir.

Baglangic pH’sindaki degisimin R. glutinis ve C. lipolytica’nin lipit
biyosentezini onemli oranda etkiledigi gozlenmistir. En yliksek biyokiitle miktar1 ve
lipit birikimi besiyeri baslangic pH’sinin 5 oldugu kiiltiir kosullarinda tespit

edilmistir.

Farkli azot kaynaklarinin kullanildigi ¢alismalar sirasinda, lipit iiretim
besiyerinde bulunan pepton ve maya oziitii organik azot kaynag: olarak, NH4Cl ve
(NH4)2SO4 ise inorganik azot kaynagi olarak farkli konsantrasyonlarda lipit iiretim
besiyerine ilave edilmistir. Her iki maya tiirlinde de organik azot kaynaklarinin
yanisira lipit iiretim besiyerine artan oranlarda (8 ve 12 g/L) NH4CI ilave edilmesi
biyokiitlede artisa neden olurken lipit birikiminde hizl1 bir diisiise sebep oldugu tespit
edildi. Azot bakimindan zengin olan bu ortamlarin, hiicre artisin tesvik edip lipit

biyosentezini sinirlamasi literatiirdeki ¢alismalarin sonuclariyla paralellik gosterdi.

R. glutinis ve C. lipolytica’da pepton ve maya 6ziitii bulunmayan lipit tiretim
besiyerinde, NH;Cl miktarinda artis yapilmasina ragmen standart lipit {iretim
besiyerine gore daha diisiik lipit igerigi belirlendi. Elde edilen sonuglara gore bu
maya tiirlerinin lipit biyosentezi i¢in organik ve inorganik azot kaynaklarina ihtiyag
duyduklar1 tespit edildi. Organik azot kaynaklarina ek olarak 4, 8 ve 12 g/L
(NH4)2SO4 kullanilan ¢aligmalarda, her iki maya tiiriinde de en yiiksek lipit igerigi 4
g/L (NH4)2SO4 igeren besiyerinde gozlenirken en yiiksek kuru biyokiitle 12 g/L
(NH4)2SO4 igeren besiyerinde tespit edildi. (NH4),SO4 miktarindaki artisin lipit
birikimini olumsuz yonde etkiledigi saptandi. Organik azotun lipit birikimini ve
biyokiitle artisina sebep olurken, inorganik azotun biyokiitle artisinda daha etkili
oldugu belirlenmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore, NH4Cl iceren besiyerinde tespit
edilen lipit icerigi ve kuru biyokiitle miktari, (NH4)>SO, i¢eren besiyerinde tespit
edilenlere gore daha yiiksek olmustur. Her iki maya tiiri de inorganik azot kaynagi

olarak NH4CI’1i tercih etmistir.

Lipit tiretim besiyerine 20, 30 ve 40 g/L glukoz ilave edilen ¢alismalarda, R.
glutinis ve C. lipolytica’da en yiiksek lipit oran1 20 g/L glukoz igeren besiyerinde
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tespit edilirken farkli glukoz konsantrasyonlarinda benzer kuru biyokiitle degerleri
elde edilmistir. Glukoz konsantrasyonlarindaki artisin mayalarin lipit sentezini

olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir.

% 5 oraninda melas bulunan besiyerinde C. lipolytica’nin lipit igeriginin R.
glutinis’in lipit iceriginden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Melasli besiyerine
NH.CI ilavesinin R. glutinis ve C. lipolytica’da lipit biriktirme kapasitesi tizerinde
fazla etkili olamadig1 belirlenmistir. Yiiksek oranda melasin hiicreler iizerinde toksik
etki gosterebilecegi tahmin edilmektedir. Ayrica melash ortamlarda pH degerlerinin

yiikselmesi lipit sentezini olumsuz yonde etkilemistir.

Peyniraltt suyu, iz element karigimi ve 30 g/L glukoz igeren lipit tiretim
besiyerinde, R. glutinis ve C. lipolytica’nin % 1°lik peyniralt1 suyu i¢eren besiyerinde
en ylksek lipit icerigine ulastiklar tespit edilmistir. Kuru biyokiitle degerinin ise
birbirine yakin oldugu gozlenmistir. Peynir alti suyu azot smirli bir ortam
oldugundan oleaginous mikroorganizmalarda lipit birikimi i¢in alternatif bir besiyeri

olabilecegi goriilmiistiir.

R. glutinis’de iki basamakli fermentasyon yontemi ile beklenen sonuglar elde
edilemezken, C. lipolytica’da fermentasyonun ikinci basamaginda ¢alismalarimiz
sirasinda elde edilen en vyiiksek lipit icerigine (% 41.6£0.1) ulasilmustir. Iki
basamakli fermentasyon yonteminde ¢esitli parametreler degistirilerek lipit iceriginin

arttirilabilecegi goriilmiistiir.

R. glutinis ve C. lipolytica hiicrelerinden ekstre edilen uzun zincirli ve doymus
yag asidi igeren mikrobiyal lipitler, bitkisel yag asidi igerigi ile benzerlik
gostermektedir. Sonuglarimiza gore C. lipolytica ve R. glutinis’in trettikleri lipitler
biyodizel tiretimi i¢in ideal hammadde olabilmistir. Mayalardan ekstre edilen lipitler
transesterifiye edildiginde R. glutinis’in ve C. lipolytica’nin biyodizel verimi
sirastyla % 80.65, % 79 olmustur. Sonuglarimiza gore baz ile transesterifikasyon

reaksiyonunun basariyla gergeklestirildigi goriilmistiir.

Muhtemel enerji krizlerinin agilmasi amaciyla, biyodizel tiretiminde mikrobiyal
lipitlerin ~ kullanilmast  uygun bir ydntem olabilecektir. Bu agidan
mikroorganizmalardan yag elde edilmesi iiretim maliyetlerini azaltabilir. Ancak bu

yontemin gelistirilmesi ve uygulanabilirliginin arttirilmas: gerekmektedir. Ulkemizin

63



disa bagimli enerji politikasinin degisebilmesi i¢in bu alternatif enerji kaynaklarinin
arastirilmasina yonelik c¢alismalar hizlandirilmali ve desteklenmelidir. Bu tiir
biyolojik kaynaklardan elde edilen biyodizelin yaygin olarak kullanilabilmesi, olas1
enerji krizlerini ¢6zmede uygun bir yontem olabilecektir. Calisma sonuglarimiz,
onerdigimiz yontemin ek caligmalarla ileri donemlerde endiistriyel boyutta

uygulanabilir duruma getirilebilecegini gostermektedir.
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