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BiYODIZEL ELDESINDE KULLANILMAK UZERE OLEAGINOUS MAYA
HUCRELERINDEN FARKLI KULTUR TiPi VE ORTAMLARDA LiPiT URETIMi

Seval CING YILDIRIM *”, Turgay KANAT *

! Biyoteknoloji Anabilim Dali, Biyoloji B&liimii, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, inénii Universitesi, Malatya, Tiirkiye

OZET

Bu ¢alismada oleginous maya olan Rhodotorula glutinis’ten lipit tretimi ve ekstrakte edilen lipitten biyodizel iretimi
gergeklestirilmistir. Maksimum lipit iretim kosullarinin belirlenmesi amaciyla baslangi¢ pH’si, sicaklik, ¢alkalama hizi,
farkli karbon ve azot kaynaklar1 gibi gesitli sistem paremetrelerinin etkisi kesikli fermantasyon sisteminde incelenmistir.
Biyodizel iiretim maliyetini azaltmak i¢in melas ve peynir alt1 suyu igeren besiyerleri de test edilmistir. Ayrica belirlenen
optimum kosullarda iki basamakli fermantasyon sistemiyle lipit tiretilmistir. Kiiltiir ortamlarindan lipit ekstraksiyonu
modifiye Bligh ve Dyer yontemine gore gerceklestirilmis ve elde edilen lipitler biyodizel iiretiminde kullanilmigtir. Yag asidi
ve yag asidi metil esterlerinin analizi gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi cihazinda yapilmustir. En yiiksek lipit birikimi
% 5 (v/v) ekim orani ile liretimin 4. giinii, 30°C’de, 150 rpm ¢alkalama hizinda ve baslangi¢ besiyeri pH’sinin 5 oldugu
optimum kosullarda elde edilmistir. Bu ¢aligma sonucunda iiretilen maksimum lipit igerigi ve biyodizel verimi sirastyla %
29.5340.46 ve % 80.65 olarak tespit edilmistir. Palmitik asit, oleik asit ve stearik asit igeren lipitlerin, yag asidi
kompozisyonunun biyodizel liretimine uygun oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Rhodotorula glutinis, Lipit, Biyodizel, Sistem parametrelerinin etkisi, Peyniralt1 suyu

PRODUCTION OF LIPIDS FROM OLEAGIOUS YEAST CELL IN DIFFERENT
CULTURAL TYPES AND MEDIUMS FOR USAGE IN BIODIESEL PRODUCTION

ABSTRACT

In this study, lipid production from oleaginous yeast Rhodotorula glutinis and biodiesel production from the extracted lipid
was performed. In order to determine the maximum lipid production conditions, the effect of various system parameters such
as initial pH, temperature, agitation rate, different carbon and nitrogen sources has been examined in batch fermentation
system. Media containing molasses and cheese whey were also tested to reduce the cost of biodiesel production. In addition,
under optimum conditions, lipid was produced with a two-step fermentation system. Lipid was extracted from culture media
according to the modified Bligh and Dyer method and lipids obtained were used for biodiesel production. Analysis of fatty
acids and fatty acid methyl esters was carried out on the gas chromatograph-mass spectrometer. The maximum lipid
accumulation was obtained under optimal conditions with a 5% (v / v) seeding rate on day 4 of production, at 30 ° C, a
shaking speed of 150 rpm, and an initial pH of 5. As a result of this study, maximum lipid content and biodiesel production
were 29.53 + 0.46% and 80.65%, respectively. It has been determined that fatty acid composition of lipids containing
palmitic acid, oleic acid and stearic acid is suitable for biodiesel production.

Keywords: Rhodotorula glutinis, Lipid, Biodiesel, The effect of various system parameters, Cheese whey

1. GIRIS

Insan niifusunun artmasina paralel olarak iilkelerin enerjiye olan taleplerinin artmas, enetji krizlerinin
aciga cikmasma neden olmaktadir [1]. 2007’den 2035 yilina kadar olan siiregte diinya enerji
tilketiminin % 49 oraninda artacagi tahmin edilmektedir [2]. Fosil yakitlarin kullanimi bu hizda devam
ettigi takdirde, yakin bir gelecekte fosil yakitlarin tiikkenmesi muhtemeldir [3]. Enerji krizlerinin
asilmasinda petrol tlirevli yakitlara alternatif olarak gelistirilen biyolojik yakit tiirleri bulunmaktadir.
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Biyodizel, gelecekte en ¢ok kullanilacagi tahmin edilen biyolojik yakitlar arasindadir [4]. Biyodizel,
yenilenebilir biyokiitleden elde edilen triagilgliserollerin veya serbest yag asitlerinin kisa zincirli
alkollerle transesterifikasyonu sonucu yag asidi metil veya etil esteri seklinde iiretilir [5]. Biyodizel,
eldesinin kolay ve molekiiler yapisinin giiniimiiz yakitlarina uygunlugu nedeniyle alternatif bir yakit
olarak kabul gérmiistiir. Biyodizelin yanma 6zellikleri, dizel motorlarda kullanilmaya uygundur [6].
Biyodizel diger petrol kokenli yakitlarla kiyaslandiginda CO, emisyonunda 6nemli oranda azalma
meydana getirmektedir. Ayrica biyodizel, siilfiir ve aromatik bilesikler igermeyen, toksik olmayan bir
yakit tiiriidiir [7]. Bu nedenle c¢evrenin korunmasi agisindan da bir¢cok avantajlar1 bulunmaktadir.
Cevre dostu bir yakit olan biyodizel, iilkelerin petrol ithalatina olan bagimliligin1 da azaltmaktadir [8].
Biyodizel iiretimi i¢in kullanilan hammaddeler genellikle bitkisel, hayvansal yaglar ve atik kizartma
yaglar1 seklinde cesitlilik gostermektedir [9]. Bitkisel kokenli biyodizelin fiyati petrol kaynakli dizellerle
karsilastirildiginda daha pahalidir. Buna karsin atik kizartma yaglarinin fiyat1 bitkisel yaglardan 2-3 kat
daha ucuzdur [10]. Ancak atik kizartma yaglar1 yiiksek sicakliklara maruz kaldiklarindan yag asitlerinde
hidroliz, polimerizasyon ve oksidasyon gibi istenmeyen bazi kimyasal ve fiziksel degisimler meydana
gelmektedir ve bu da elde edilen biyodizelin kalitesini etkilemektedir [11]. Biyodizel iiretimi igin
hammadde sinirlamalarini agmak iizere arastiricilar son yillarda yag asidi kaynagi olarak farkli
biyolojik kaynaklara yonelmislerdir. Bu kaynaklar arasinda mikroorganizmalar 6zellikle de yiiksek
oranda yag asidi drettikleri igin oleaginous mikroorganizmalar dikkat cekmektedir [5, 12].
Biyokiitlesinde % 20’den fazla oranda yag biriktiren oleaginous mikroorganizmalar arasinda bazi
fungus, maya, bakteri ve mikroalg tiirleri bulunmaktadir [13]. Mikrobiyal yaglar, bitkisel ve hayvansal
yaglarla kiyaslandiginda, mikroorganizmalarin kisa yasam dongiisiine sahip olup kolay tretilebilmeleri,
daha az is giici ve mekan gereksinimi olmasi, mevsimsel ve iklimsel kosullara ihtiyac duymamalari
acisindan daha avantajli bir sekilde biyodizel tiretiminde hammadde olarak kullanilabilmektedir [14].
Ayrica mikrobiyal yaglar, yapilari ve yag asidi bilesiminden dolay1 biyodizel uygulamalarinda
hammadde olarak bitkisel yaglara alternatif olmaktadir [15]. Oleaginous mikroorganizmalarm tirettigi
yag asitlerinin ana bilesenleri, soya fasulyesi ve kolza tohumu gibi bitkisel yaglarin bilesimlerine benzer
sekilde 16 veya 18 karbonludur [16]. Kisa siirede iireyen oleaginous mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen bu yaglar, mikroorganizmalardan ekstrakte edilerek, kisa zincirli alkollerle transesterifikasyona
ugratilip, giinlimiiz standartlarinda yiiksek kalitede biyodizel iiretilebilmektedir. Ayrica genis bir
yelpazeye sahip mikrobiyal yag cesitlilikleri sayesinde biyodizelin sahip olmasi gereken yiiksek setan
sayisi, 1sinma degeri ve diisiik viskozite gibi bir¢ok 6zellikleri de gelistirilebilmektedir [1].

Biitiin mikroorganizmalar lipit sentezleyebilir ancak sadece oleaginous tiirler dnemli miktarda lipiti
hiicrelerinde triagilgliserol (TAG) olarak depo ederler. Ayrica oleaginous mikroorganizmalar yag asidi
biyosentezinin temel birimi olan asetil-KoA’y1 yiiksek oranda sentezleyebilirler [17]. Mikrobiyal lipit
iiretimi iki asamali bir islemdir. Birinci asamada hiicrelerin gelisimi i¢in biitiin besin elementlerinin
bulundugu, dengeli bir gelisme olmaktadir. Ortamda besin elementleri tiikendigi zaman bu agama sona
erer ve lipit iiretim asamasi (lipojenik faz) baslar. Bu asama, ortamda bulunan karbon kaynagi ya da
diger besin elementleri hiicreler tarafindan tamamen tiiketilinceye kadar devam eder. Eger bu besin
elementleri ortama tekrar ilave edilirse, lipojenik faz tekrar baslar ve hiicrelerden oldukca yiiksek
miktarda lipit verimi elde edilebilir [18].

Diger taraftan, mikroorganizmalarin iireme kosullart (sicaklik, pH, oksijen miktar1) ve hammadde
olarak kullamilan substratlar lipit verimini, lretilen lipitlerin bilesimini ve yag asidi dagilimlarim
etkilemektedir [19]. Bu yiizden parametrelerin etkilerinin incelendigi uzun siiren ¢alismalara gereksinim
duyulmaktadir. Fakat optimum kosullar elde edildikten sonra, ucuz ve dogal karbon kaynaklari da
kullanilarak, yiiksek oranda yag elde edilebildiginden biyodizel maliyetleri disiiriilebilmektedir. Bu
sebeplerden, mayalar, biyodizel iiretiminde hammadde kaynagi olarak 6n plana ¢cikmaktadir [14].

Bu ¢alismada Rhodotorula glutinis kullanilarak, oncelikle kesikli siirecte kiiltiir kosullarini etkileyen
parametrelerin incelenmesi ve lipit verimi artirimu yapilmistir. Calismada maliyetini azaltmak amaciyla,
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melas ve peynir alti suyu igeren besiyerlerinde lipit {iretimi saglanmistir. Ayrica iki basamakli
fermantasyon yontemiyle de lipit tiretimi yapilarak verim agisindan kiiltiir tipleri karsilastirilmustir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Mikroorganizma Temini ve Saklanmasi

Calismada, kirmizi oleaginous mayalardan Rhodotorula glutinis kullanildi. R. glutinis Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii Arastirma laboratuvarindan temin edilmistir
[20]. Maya, sabouraud dekstroz agar (SDA) plaklarinda 30°C’de, 2-3 giin inkiibe edilerek, 4-6 haftada
bir taze besiyerlerine aktarilmistir.

2.2. Kullanilan Besiyeri Icerikleri ve Mikroorganizma Uretimi

Calismada iki tip besiyeri kullanilmistir; stok besiyeri (glukoz, 20 g/L; maya 6ziitii, 10 g/L ve pepton,
10 g/L) ve lipit tiretim besiyeri (glukoz, 20 g/L; maya 6ziitii, 5 g/L; pepton, 5 g/L; MgCl,.6H.0, 1.5
g/L; NH4CI, 4 g/L; NaxSOs4, 0.02 g/L; KH2PO4, g/ ve iz element karisimi). Tiim besiyerlerinin
(besiyeri baslangic pH’sinin etkilerin incelendigi ¢alismalar harig) baslangic pH’s1 sterilizasyon
oncesinde 5 olarak ayarlanmistir. SDA ortaminda iiretilen maya kiiltiiriinden, batirma yéntemiyle, 100
mL stok besiyeri iceren 250 mL’lik erlenlere ekim yapilmistir. Hazirlanan maya kiiltiirii 30°C’de, 150
rpm’de, 1 giin siire ile inkiibe edilmistir. Daha sonra sivi maya kiiltlirlinden aseptik kosullarda alinan 5
mL kiiltiir, tekrar 100 mL stok besiyeri igeren 250 mL’lik erlenlere ekilmistir ve ayni kosulda 1 giin
stireyle inkiibe edilerek lipit tiretim besiyerlerine ekilmek iizere hazir hale getirilmistir.

2.3. Lipit Uretimi Uzerine Inkiibasyon Siiresi, Sicakhk, Calkalama Hiz1 ve pH’nin EtKisi

Optimum lipit iretim kosullarinin belirlenmesi amaciyla inkiibasyon siiresinin (2., 4.ve 6. giin),
sicakligin (20°C, 25°C, 30°C, 35°C ve 40°C), calkalama hizinin (50, 100, 150 ve 200 rpm) ve
baslangi¢ besiyeri pH’sinin (pH 4, 5, 6 ve 7) oleaginous mayanin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi
lizerine etkisi saptanmustir. Tiim parametrelerin etkilerinin incelendigi calismalarda, 250 mL
hacmindeki erlenlerde 100 mL olarak hazirlanmis lipit iiretim besiyerlerine % 5 (v/v) oraninda maya
kiiltiirdi ekilmistir. Tek faktorlii yontemde, deneyler adim adim ve her adimda yalnizca bir parametre
degistirilerek ve iicerli tekrarlar halinde yapilmistir.

2.4. Lipit Uretimi Uzerine Karbon ve Azot Kaynag Etkisi

Lipit iiretimi iizerine karbon ve azot kaynagi miktariin etkisini incelemek amaciyla lipit iiretim
besiyerine ilave edilen (20 g/L) glukoz miktar1 artirllmistir (30 ve 40 g/L). Ayrica ortama inorganik
azot kaynagi olarak ilave edilen NH4Cl’lin (4 g/L) miktar1 da 8 ve 12 g/L’ye yiikseltilerek biyokiitle
degisimi ve lipit birikimi diizeyi arastirilmistir. Diger bir inorganik azot kaynagi, (NHs)2SOs
derigimleri 4, 8 ve 12 g/L olmak iizere, ortama ilave edilmistir. Ayn1 deneyler, ortamda organik azot
kaynaklar1 olmadan da yapilmistir. 5 mL maya kiiltlirii, 250 mL’lik erlenlerdeki, 100 mL’lik
besiyerlerine (baslangic pH’s1 5) ekilerek 30°C ve 150 rpm’de 4 giin inkiibe edilerek 4. giin sonunda
biyokiitle ve lipit analizi yapilmistir.

Calismanin bu asamasinda lipit {iretim besiyeri olarak bazi yenilenebilir substratlar test edilmistir.
Seker fabrikasi yan {iriinii olan melasi, farkli derigimlerde (% 1, % 5 ve % 10°luk (w/v)) iceren besiyerine
iz element karisimi ve 2 g/ NH4Cl ilave edilmistir. Ayrica peynir iiretimi sirasinda olusan peynir alt1
suyumu % 1, % 5 ve % 10 (v/v) derisimlerde iceren, besiyerilerine iz element karigimi ve 20 g/L glukoz
ilave edilerek lipit {iretim besiyerleri hazirlanip, sterizilasyon oncesi pH ayarlamasi yapilmistir. 30°C ve
150 rpm’de 4 giin inkiibe edilerek 4. giin sonunda biyokiitle ve lipit analizi yapilmuistir.

2.5. ki Basamakh Fermantasyon Sisteminin Lipit Uretimi Uzerine Etkisi

229



Cing Yildirim ve Kanat / Anadolu Univ. Bil. Tek. Der. C — Yasam Bil. ve Biyotek. 7 (X) - 2018

Lipit {iretimi tlizerine iki basamakli fermantasyon sisteminin etkisini incelemek iizere lipit iretim
besiyerinde yukarida belirtilen sekilde 72 saat inkiibe edilen mayalar, 72 saatin sonunda aseptik kosullarda
santrifijj tliplerine almarak, 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Maya hiicreleri, baglangic pH’s1 5
olan ve sadece 40 g/L glukoz igeren yeni lipit iiretim besiyerine aseptik kosullarda aktarilmustir. Kiiltiirler
ikinci iiretim agamasinda 30°C ve 150 rpm’de 312 saat boyunca inkiibe edilmistir.

2.6. Analizler

Kuru biyokiitle gravimetrik yontemle belirlenmistir. Oncelikle 50°C’de pastor firininda kurutulan bos
filtre kagitlar1 (Whatman No:1, Toyo Advantec,125 mm cap) 1 saat desikatdrde bekletilmistir. Daha
sonra bos filtre kagitlarinin agirliklar1 hassas terazide tespit edilmistir. Maya kiiltiirleri daras1 alinmis
filtre kagidindan siiziilmiigtiir. Filtre isti maya hiicrelerinin agirligi yukarida belirtildigi gibi
saptandiktan sonra kuru biyokiitle agirligi (KBK; g/100mL) olarak ifade edilmistir. Farkli kiiltiir
kosullarinda firetilen mayalarin sentezledikleri lipitlerin ekstrasyonu modifiye Bligh ve Dyer
yontemine gore yapilmistir [21]. Ekstrakte edilen total lipit miktar1 (lipit icerigi (g/g)) gravimetrik
olarak hesaplanmistir. Hiicrelerin toplam lipit miktar1 (lipit icerigi), yas hiicre agirligina karsilik gelen
kuru hiicre agirlig1 basina diisen lipit miktar1 olarak ytizde (%) cinsinden hesaplanmustir.

Optimum sartlarda tretilen ve en yiiksek lipit verimine ulasan mayalardan ekstrakte edilen lipitler,
I1SO-5509,2000 yontemine gore transesterifiye edilmistir. 0,1 g lipit, kapakli santrifiij tiipiine alinarak
iizerine 10 ml n-hekzan eklenip kuvvetlice karistirilmigtir. 0,5 ml 2 N metanolli KOH ¢ozeltisi
karisima eklenerek kuvvetlice karistirilmustir. Ust faz belirginlesinceye kadar 2 saat karanlik bir
ortamda bekletilmistir. Ust fazdan 1mL 6rnek alinarak gaz kromatografisi-kiitle spektrofotometre
cihazinda yag asidi esterleri analizi yapilmistir. Metil esterlerinin analizleri, 6890N Network GC
System, 5973 Inert Mass Selective Detector (Agilent Technologies) ve 19091N-136 60 m x 0.250 mm
x 0.25um (HP-INNOWAX) kolonunda 40-260°C’ler arasinda He gaz1 kullanilarak yapilmustir.

3. BULGULAR

Calismanin ilk asamasim teskil eden parametrelerin etkilerinin incelendigi deneylerde oncelikle lipit
igeriginin, inkiibasyon siiresince en yiiksek oldugu giin belirlenmistir. Lipit iiretim besiyerine, 5 ml R.
glutinis maya kdltiirii ekildiginde, lipit igeriginin 4. giin sonunda % 29.53+0.46 oraniyla en yiiksek
degere ulastig1 tespit edilmistir. Zamana bagh olarak kuru biyokiitle degerleri, artis gosterirken, total
lipit miktar1 6nemli dl¢lide azalmistir (Sekil 1A).
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Sekil 1. Inkiibasyon siiresinin (A), farkli sicakliklarm (B), calkalama hizlarinin (C) ve besiyeri baslangic pH’sinm (D)
biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve toplam lipit miktar1 (%) tizerine etkisi (Ekim miktari: 5 ml/100 ml).

Inkiibasyon siiresi belirlendikten sonra ortam sicakliginin lipit verimi iizerine etkisi saptannugtir. En
yiiksek kuru biyokiitle degeri (0.61+£0.01 g/100 mL) ve lipit icerigi 30°C’de tespit edilmistir (Sekil
1B). Diisiik sicakliklarda benzer biyokiitle degerleri elde edilirken total lipit miktar1 sicaklik artigina
bagl olarak artmustir. Ureme sicakligi 30°C’nin iizerine ¢iktiginda biyokiitle ve total lipit miktar1 hizla
azalmistir. Calkalama hizinin etkisinin saptandigi ¢alismada en yiiksek kuru biyokiitle degeri 200
rpm’de, en yiiksek lipit icerigi 150 rpm’de tespit edilmistir (Sekil 1C). Calkalama hizindaki artig
sonucunda R. glutinis’in biyokiitlesi ve lipit birikimi artarken, 200 rpm’de lipit birikiminde hizli bir
disiis, biyokiitle miktarinda ise artis kaydedilmistir.

Besiyeri baglangi¢c pH’sindaki degisimin, R. glutinis’in lipit biyosentezini 6nemli oranda etkiledigi
tespit edilmistir (Sekil 1D). En yiiksek biyokiitle miktar1 ve lipit birikimi besiyeri baslangi¢ pH’sinin 5
oldugu kiiltiir sartlarinda elde edilmistir. Sonuglar, fiziksel parametrelerin optimizasyonuyla, R.
glutinis lipit igeriginin % 9.51'den % 29.53'e ulastigin1 gostermistir.

Oleaginous mikroorganizmalardaki lipit birikiminin karbon kaynaginin fazla, azot, fosfor ve kiikiirt
gibi diger besinlerin sinirhi oldugu ortamlarda yiiksek oldugu bilinmektedir. Sadece organik azot
kaynaklarinin kullanildig1 kontrol grubunda, lipit igerigi % 13.05+0.08 olurken kuru biyokiitle miktar
0.56+0.06 g/100 ml olmustur. Inorganik azot kaynag ortama ilave edilmedigi durumlarda NH4*
miktar1 daha az oldugundan yiiksek oranda lipit sentezlenememistir. Sadece oleaginous mayalarda
bulunan ATP-sitrat liyaz enzimi NH4" iyonuna ihtiya¢g duymaktadir. Bu yiizden farkli derisimlerde
inorganik azot kaynaklari, NH4Cl ve (NH4)2SOs, lipit iiretim besiyerine ilave edilmistir. R. glutinis’te
artan oranlarda (8 ve 12 g/L) NH4Cl ilave edilmesi biyokiitlede artisa neden olurken lipit birikiminde
hizli bir diigsiise sebep oldugu tespit edilmistir (Tablo 1). (NH4)2SO4 eklenen tiim besiyerlerinde
mayanin lipit liretme kapasitesi en diisiik diizeyde kalmistir. Siilfatca zengin bir ortamin olusturulmasi
lipit iretimini olumsuz etkilemistir.

Tablo 1. Farkli derisimlerdeki NH4Cl’iin ve (NHa)2SO4’in, pepton ve maya Oziitii igeren ve icermeyen lipit {iretim
besiyerlerindeki R. glutinis’in biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve lipit birikimi (%) tizerine etkisi.

Pepton Maya NH4CI (NH4)2S04 Lipit igerigi Kuru biyokiitle
Oziitii (g/L) (g/L) (% wiw) (9/200mL)
+ + - - 13.05 +£0.08 0.56 £0.060
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4 - 11.39+0.127 0.26 = 0.009
8 - 9.23£0.771 0.24 +0.005

12 - 16.17 +2.559 0.21+0.019

- 4 8.35 + 1.301 0.26 = 0.009

- 8 14.15+0.778 0.24 +0.005

- 12 6.55+0.778 0.21+0.019

+ + 4 - 29.53 +0.459 0.61 £0.011
+ + 8 - 7.97 +0.931 0.66 + 0.006
+ + 12 - 6.00 +0.856 0.72 +0.010
+ + - 4 9.61+0.917 0.41+0.011
+ + - 8 7.75+1.358 0.43 +0.003
+ + - 12 4.92 +0.827 0.46 = 0.004

Pepton ve maya 6ziitii bulunmayan, sadece NH4C1 bulunan lipit tiretim besiyerlerinde ise, lipit {iretimi
yeterince olamamustir (Tablo 1). NH4Cl miktarinda artis yapilsa da pepton, maya 6ziitii ve minimum
seviyede NH.Cl (4 g/L) igeren ortama gore daha diisiik lipit birikimi elde edilmistir. R. glutinis lipit
sentezi i¢in az miktarda NH4Cl’e ihtiya¢ duymustur. Organik azot kaynagimin olmadigi durumlarda
biyokiitle artig1 da kaydedilememistir.

Calismanin bu asamasinda lipit liretim besiyerinde mevcut olan glukoz miktar1 arttirilarak karbon
kaynagi agisindan zengin bir ortam hazirlanmistir. En yiiksek lipit igerigi, en diisiik derisimde glukoz
(20 g/L) igeren besiyerinde tespit edilirken artan glukoz derisimlerinde benzer kuru biyokiitle degerleri
elde edilmistir (Sekil 2A). Glukoz miktarindaki artis mayanin lipit sentezini olumsuz yonde
etkilemistir.

Lipitin, yenilebilir substratlar igeren besiyerlerinde iiretimi basamaginda ilk olarak farkli derisimlerde
sadece melas iceren ortamlar hazirlandiginda lipit igerigi % 8.1+0.37 olarak tespit edildi. Melasin
igerigindeki azotlu bilesiklerin, azotga zengin ortam hazirlayamamasindan dolay1 ortama 2 g/L NH4ClI
ilave edilmistir. Inorganik azot kaynaklarinin, organik olanlara goére daha ucuz olmasi tercih sebebimiz
olmustur. iz elementler ve NH4Cl iceren melaslh ortamda lipit igerigi cok az artarak % 9.1+0.41
degerine ulasmistir (Sekil 2B). % 10’luk melas igeren ortamda, NH4CI’iin biyokiitle artisina sebep
oldugu tespit edilmistir. Baslangi¢ pH’s1 5 olan melasli ortamlarin 4 giinliik inkiibasyon sonrasinda
pH’larinin 7-8 araliginda oldugu yani yiikseldigi saptanmistir. Melash ortamlarda pH’ nin metabolik
faaliyetler sonucunda artmasi lipit sentezini sinirlamustir.

R. glutinis’in % 1’lik peyniralt1 suyu igeren besiyerinde en yiiksek lipit igerigi (% 21.65+1.48) tespit

edilmistir. Peynir alt1 sulu ortamda elde edilen lipit igerigi, zenginlestirilmis besiyerlerinde elde edilen
lipit igerigi degerine (% 29.53+0.46) yakin olmustur (Sekil 2C).
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Sekil 2. Farkli derisimlerdeki glukozun (A), melasin (B) ve peynir altt suyunun (C) biyokiitle degisimi (g/100
ml) ve lipit birikimi (%) tizerine etkisi (Ekim miktar1: 5 ml/100 ml, inkiibasyon siiresi: 4 giin, sicaklik:
30°C, galkalama hizi: 150 rpm ve baglangi¢ besiyeri pH’s1: 5).

Kesikli sistemde mayalarda en yiiksek lipit i¢erigine ulasildiktan sonra ortamdaki karbon tiikenip sitrik
asit gibi ara metabolitler iiretilmeye basladigi zaman sentezlenmis depo lipit hiicre ¢ogalmasi igin
yikilmaktadir. Bu ylizden lipit icerigi hizla diiserken biyokiitle artisi devam etmektedir. Ortamda,
digsal (eksternal) azot miktar1 az olmasina ragmen AMP-deaminaz enziminin etkisiyle i¢sel (internal)
azot miktari yiiksek oldugundan hiicre cogalmasi olmaktadir. Lipit iiretimi sirasinda yukarda belirtilen
durumlarin 6niine gegmek icin kesikli liretim sistemi, birinci ve ikinci agamasinda farkli besiyerlerinin
kullamldig1 iki basamakli fermantasyon ydntemine doniistiiriilmiistiir. iki basamakli fermantasyon
yonteminin birinci basamaginda biyokiitle artis1 ve lipit biyosentezi saglanmistir. Ikinci basamakta
sadece 40 g/L glukoz igeren azot siirl ortamda, biyokiitle artigin1 sinirlayarak lipit biyosentezinin
tetiklenmesi hedeflenmistir. Fermantasyonun ilk basamaginda (72. saatte) en yiiksek lipit icerigine
ulasildiktan sonra R. glutinis maya hiicreleri karbonca zengin ortama alindigi zaman lipit iceriginde
beklenen artig olmamistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Tki basamakl fermantasyon yénteminin R. glutinis’in biyokiitle degisimi (g/100 ml) ve lipit birikimi (%) iizerine
etkisi (Ekim miktari: 5 ml/100 ml, sicaklik: 30°C, ¢alkalama hizi: 150 rpm ve baglangi¢ besiyeri pH’s1: 5).

R. glutinis’den ekstrakte edilen yaglarda yogun olarak uzun zincirli, doymus ve doymamis yag
asitlerinin bulundugu saptanmistir (Tablo 2).

Tablo 2. R. glutinis hiicrelerinde biriktirilen lipitlerin yag asidi igerigi.

Yag asitleri R. glutinis
Kaprik asit (C 10:0) +
Miristik asit (C 14:0) -
Pentadekonik asit (C 15:0)
Palmitik asit (C 16:0)
Palmitoleik asit (C 16:1)
Heptadekanoik asit (C 17:1)
Stearik asit (C 18:0)

Oleik asit (C 18:1n9c)
Linoleik asit (C 18:2n6c)

T L

R. glutinis’ten en yiiksek oranda elde edilen yag asidi metil esterleri, stearik (C 18:0) ve oleik asit (C
18:1) olup oranlar1 sirasiyla % 35.43 ve % 32.93’tir (Tablo 3). Bu ¢alisma sonucunda {iretilen
maksimum lipit i¢erigi ve biyodizel verimi sirasiyla % 29.5340.46 ve % 80.65 olarak tespit edilmistir.

Tablo 3. R. glutinis’den ekstrakte edilen yag asitlerinin transesterifikasyonu sonrasi elde edilen yag
asidi metil esterleri dagilimu.

Yag asidi metil esteri (%) R. glutinis
Miristik asit(C24:00 e
Palmitik asit (C 16:0) 10.77
Palmitoleik asit (C16:1) e
Heptadekanoik asit (C 17:1) 1.52
Stearik asit (C 18:0) 35.43
Oleik asit (C 18:1n9c) 32.93
Linoleik asit (C 18:2n6c) ---
Toplam C 16, C 17 ve C18 metil ester verimi (%) 80.65

4. TARTISMA

Diinya capinda gerceklesen enerji krizleri ve fosil yakitlardan kaynaklanan cevre kirliligi nedeniyle
cevre dostu alternatif enerji kaynaklarina ihtiyag duyulmaktadir. Alternatif enerji kaynaklar1 arasinda
biyodizel pek ¢ok olumlu dzelliklerinden dolay1 6n plana ¢ikmaktadir. Ustelik biyodizel hammaddesi
olarak mikrobiyal lipitler kullanildiginda, bitkisel ve hayvansal lipitlerden kaynaklanan siirlamalar da
asilmaktadir. Mikrobiyal lipit liretim besiyeri maliyetlerini azaltmaya yonelik ¢aligmalar da hizla
devam etmektedir. Bu calismada yiiksek lipit iiretme kapasitesine sahip olan oleaginous maya, R.
glutinis’ten ekstrakte edilen lipitlerin transesterifikasyonu sonucunda biyodizel tiretilmistir. Mayanin
iiretildigi fiziksel ortam sartlar ve besiyerleri modifiye edilerek lipit iiretim kapasitesi artirilmistir.

Fiziksel parametrelerin optimizasyonu ile lipit veriminde artis elde edilmistir. En iyi lipit birikimi % 5
(v/v) ekim orani ile iiretimin 4. giinii, 30°C’de, 150 rpm calkalama hizinda ve baslangi¢c besiyeri
pH’smin 5 oldugu optimum kosullarda elde edilmistir. Monosodyum glutamat atik sulu besiyerine %
5-20 oraninda R. glutinis mayas: ekildiginde en iyi biyokiitle artis1 % 12°lik ekim miktarinda olmustur
[22]. Wu vd. [23] Trichisporon capitatum ile yaptiklar1 ¢alismada, benzer sonuglar elde etmislerdir.
Azot sinirlt besiyerine % 10 oraninda T. capitatum ekildikten sonra, 10 giinliik inkiibasyon siiresi
icerisinde en iyi biyokiitle artisi ve en yiiksek lipit icerigi 6. giinde elde edilirken ilerleyen giinlerde
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biyokiitle degisimi sabit kalmistir ve lipit igeriginde azalma olmustur. Hiicre igerisinde biriktirilen
lipidin, hiicre ¢ogalmasi igin yikildigi rapor edilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore ortam
sicakliginin biyokiitle degisimi ve lipit birikimi {izerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Asitle hidrolize
edilmis Populus euramevicana yapraklarinda tiretilen R. glutinis 28°C’de, % 28.55 oraninda lipit
biriktirmistir [24]. Sicaklik, hiicrelerdeki lipit birikimini ve yag asidi kompozisyonunu da
etkilemektedir. R. glutinis tarafindan sentezlenen yag asitlerinin, 30°C ve dustii sicakliklarda
doymusluk o6zelliginin arttigi belirtilmistir [24]. Sicaklik parametresinin etkilerinin incelendigi
calismalarda, yiiksek sicakliklarda (35-40°C) hem hiicre gelisimi saglanamamis hem de lipit sentezi
gergeklestirilememistir. Bir¢ok calisma, yiiksek g¢alkalama hizinin, hiicre biiylimesini ve glukoz
tiikketimi oranini biiyiikk oranda artiracagini gostermistir. Bununla birlikte, hizli hiicre biiyiimesi daha
disiik lipit icerigi ile sonuglanmustir. Diisiik karistirma orani, ¢esitli oleaginous suslarda yiiksek lipit
icerigi ve diisiik bir biyokiitle konsantrasyonuna yol agmistir [25, 26].

Besiyeri pH’st mikrobiyal iireme ve metabolit iiretiminde oldukg¢a Onemlidir. Ortam pH’s1
mikroorganizmalarin ihtiya¢c duydugu elementlerin ¢oziiniirliik derecesi iizerinde oldukca etkili olup
bazi metallerin mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilirligini etkilemektedir. Johnson vd. [27]
farkli besiyeri baslangic pH’larinin R. glutinis mayasinin lipit sentezi iizerine etkili oldugunu
belirterek, en yiiksek lipit iceriginin pH 4’te elde edildigini rapor etmislerdir.

Lipit birikimi {izerinde karbon-azot (C/N) oranin oOnemli bir etkisi vardir. Besiyeri
modifikasyonlarinda farkli azot ve karbon kaynaklar1 ile miktarlar1 test edilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, R. glutinis lipit biyosentezi i¢in organik ve inorganik azot kaynaklarina ihtiyag
duymaktadir. Rhodotorula 110 mayasinin firetildigi ortama hem organik hem de inorganik azot
kaynagi ilave edilmistir [28]. Azot bakimindan zengin olan ortamlar olusturuldugunda, hiicre artiginin
tesvik edilip lipit biyosentezinin sinirlanmasi literatiirdeki caligmalarin sonuglariyla paralellik
gostermistir [14, 29]. Mikroorganizmalarin lipit sentezi i¢in tercih ettikleri azot kaynaklar1 da farklilik
gostermektedir. Evans ve arkadaslart [30] Rhodosporidium toruloides ile yaptiklar1 ¢alismada azot
kaynag1 olarak NH4Cl kullandiklarinda % 18 oraninda lipit icerigi elde ederken bu oran glutamat, {ire
veya maya Oziiti kullanildiginda % 50’nin {zerine ¢ikmustir. R. toruloides, R. glutinis’in aksine
organik azot kaynaklarin tercih etmistir. Inorganik azot kaynag: ortama ilave edilmedigi durumlarda
da NH;" miktar1 daha az oldugundan yiiksek oranda lipit sentezlenememistir. Sadece oleaginous
mayalarda bulunan ATP-sitrat liyaz enzimi NH;" iyonuna ihtiya¢ duymaktadir [31]. Calismamizda en
yiiksek lipit verimi ve biyokiitle eldesi ortama pepton, maya Oziiti ve NH4Cl eklendiginde elde
edilmistir. Fakat inorganik azot kaynagi olarak (NH4)>SO4 kullanildiginda sadece azot degil siilfat
kaynag1 acisindan zengin bir ortam olusturuldugundan lipit igerigi artis goOsterememistir.
Rhodosporidium toruloides mayasinin firetildigi besiyerine, Na,SOs eklendiginde iiretim yiiksek
biyokiitle verimi ile sonuglanirken lipit verimi yetersiz olmustur. Yiiksek lipit i¢erigine ise Na,SO4’1n
az oldugu veya olmadig1 durumlarda ulasilabilmistir [30]. Elde ettigimiz sonuglara gore, bu maya tiirii
lipit biyosentezi i¢in organik ve inorganik azot kaynaklarina birlikte ihtiya¢ duymaktadir.

Karbon-azot (C/N) orani, oleaginous mayalarin tiretimi sirasinda lipid birikiminin anahtar
belirleyicisidir; yiiksek C/N orani, lipid sentezini tesvik eder [32]. Azot, bu metabolik yolakta
esansiyel bir elementtir. Ortamdaki azot miktarmin azalmasi protein ve niikleik asit sentezinin
yavaglamasina sebep olurken lipit {iretimi artmaktadir. Ciinkii oleaginous mayalarda asetil-K0oA, azot
siirlamast sonucu, sitozolde biriken sitratin par¢alanmasindan olusmaktadir (oleaginous olmayan
mayalarda asetil-KoA glikolizden saglanir). Oleaginous mikrorganizmalarda azot sinirlamasi AMP
(adenozin monofosfat) deaminazi aktive eder. Boylece azot yoklugu yasayan hiicrelerde intraseliiler
AMP parcalanir ve IMP (Inosin monofosfat) ve NH4" olusur. Mitokondriyal AMP derisimindeki
azalma, izositrat dehidrogenaz aktivitesinin azalmasina neden olur. Bundan sonra trikarboksilikasit
dongiisti (TCA) izositrat agamasinda durur. Akinotaz araciligryla sitrata dondistiiriiliir. Biriken fazla
sitrat, sitrat/malat dongiisiiyle mitokondriden ¢ikarilir [33]. Sitozolik ATP-sitrat liyaz (ACL), sitrati
once okzaloasetata sonra da asetil-KoA’ya parcalar. Bu reaksiyon oldukca fazla oranda asetil-KoA’nin
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lipit sentezi igin olugmasini saglar. Bu enzim oleaginous olmayan mikroorganizmalarda bulunmaz
[31]. iki fazdan olusan lipit birikiminin ilk fazi, dengeli bir gelisimin gdzlendigi ve metabolizmanin
biyokiitle artigina yoneldigi fazdir. Bu fazda hem biyokiitle artisi hem de lipit sentezi olmaktadir.
Fakat azot¢a zengin ortamlarda AMP-deaminaz enzimi aktive olmadigindan, mitokondride AMP
derisimi ve buna bagl olarak izositrat dehidrogenaz aktivitesi yiiksek olmaktadir. Boylece TCA
siklusu bloklanmaz ve lipit iiretimi gerceklesmez.

Lipomyces starkeyi mayasinin 40-180 g/L arasinda degisen derisimlerde glukoz bulunan besiyerindeki
lipit biriktirme kapasitesini arastirdiklari ¢alismada, en yiiksek glukoz derisiminde (180 g/L) biyokiitle
ve lipit miktarinin oldukga diisiikk oldugunu rapor etmislerdir. Bu durumun yiiksek glukoz derisiminin
ozmotik basinci arttirmasindan kaynakli oldugu belirtilmistir [34]. Ayrica lipit liretme besiyerindeki
yiiksek baslangi¢ glukoz derisiminin, lipit birikimi {izerinde inhibitor etkisi oldugu Trichosporon
fermentans mayasiyla yapilan ¢aligmalarda da rapor edilmistir [35].

% 5 melas iceren ortamda en yiiksek lipit birikimi ve biyokiitle degisimi elde edilmesine ragmen, bu
sonuglar R. glutinis’in standart lipit {iretim besiyerinde iiretildiginde elde edilen sonuglardan diisiik
olmustur. Melasin igerigindeki mevcut azotlu bilesikler yeterli olamamaktadir. Rhodotorula
mucilaginosa’nin ftretildigi melash besiyerine de 1 g/L (NH4)2SOs ilave edilmistir [36]. Steril
edilmeden melas kullanildiginda ilave bir azot kaynagi olarak da amonyum siilfat secilmistir.
Inorganik azot kaynaklari, maya 6ziitii ve pepton gibi organik azot kaynaklarina goére daha ucuzdur
[37]. Baslangi¢ pH’st 5 olan melasli ortamlarin 4 giinlikk inkiibasyon sonrasinda pH’larinin 7-8
araliginda oldugu yani ylikseldigi tespit edildi. Baslangic besiyeri pH’s1 lipit iiretiminde oldukga
onemlidir. Melasli ortamlarda pH’min metabolik faaliyetler sonucunda artmasi lipit sentezini
sinirlamistir.

Melasin icerdigi azotlu bilesiklerin orani, maya iiremesi veya lipit sentezi i¢in yeterli olmadigindan,
ortama ek bir azot kaynagi eklenmesi gerekliligi literatiirde belirtilmistir [37]. Ayrica Rhodotorula
suslarmin amonyum siilfat varliginda diger inorganik azot kaynaklar ile karsilastirildiginda daha fazla
lipit iirettigi bildirilmistir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglar, bu genel fenomenin aksine R.
glutinis’in NH4ClI varliginda yiiksek oranda lipit sentezlebildigini gostermistir. Melash ortamlar siilfat
icerdiginden, siilfat agisindan zengin ortamda lipit {iretimi sinirlanmistir [38]. Bu yiizden inorganik
azot kaynagi olarak NH4Cl tercih edilmistir.

Son donemlere kadar yapilan c¢alismalarda, peynir alti suyu igerisindeki laktozun oleaginous
mikroorganizmalar i¢in uygun karbon kaynagi olamayacag belirtilirken giiniimiizde ise laktozun ve
laktoz igeren peynir alti suyunun tek hiicre yagi {iretiminde glikoz ve nisasta igeren besiyerleri gibi
kullanilabilecegi rapor edilmistir [39]. Melas ve peynir alti suyu karigtirilarak hazirlanan ortamda,
Cryptococcus laurentii ile yiiksek lipit verimi elde edilmistir [40]. Sonuglarimiz, peynir alti suyunun
standart lipit tiretim besiyeri alternatifi olarak azot sinirhi bir ortam teskil ettigini gostermistir.

Oleaginous mayalari iirettigi lipitler agirlikli olarak biyodizel olarak kullanilmaya elverigli C16 ile
C18 yag asitlerinden olusur. Palmitik asit, oleik asit ve stearik asit igeren lipitlerin, yag asidi
kompozisyonunun biyodizel {iretimine uygun oldugu belirlenmistir.

Biyodizel gibi yenilebilir enerji gesitlerinin kullanimi, iilkemizin disa bagimli enerji politikasinin
degisebilmesine, olumlu katkilarda bulanabilmektedir. Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen
biyodizelin yaygin olarak kullanilabilmesi, olasi enerji krizlerini ¢6zmede uygun bir yOntem
olabilecektir. Calisma sonuglarimiz, oleaginous mayalardan elde edilen lipitlerin, biyodizel iiretiminde
kullanilmak tizere hammadde olabilecek nitelikte oldugu gostermektedir.
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