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Eyliil 2021
OZET

Mayalar bazi kosullar altinda hiicre i¢inde yiiksek miktarda lipit iretimi yaptiklari igin
biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullanilabilme potansiyeli  olan
mikroorganizmalardir. Bu calismanin amaci ¢ok az c¢alisilmis olan gida kaynakl
mikroorganizmalardan mayalarin biyodizel iiretim potansiyellerini belirlemektir. Bu
amag¢ dogrultusunda; izole edilen mayalar arasindan azot yoklugu stresinde en yiiksek
lipit verimine ve biyodizel liretimi i¢in uygun yag asidi kompozisyonuna sahip maya
izolatlarin1 kesfetmek hedeflenmistir. Gidalardan elde edilen 8 adet maya izolat1 pH 5.5,
30 °C sicaklik, 100 rpm (calkalama hizi) ve 24 saat siirede hem optimal besiyerinde
(azot varliginda) hem de lipit liretim besiyerinde (azot yoklugu) inkiibe edilerek lipit
verimi ve % lipit miktar1 bakimindan karsilastirilmis olup en yiiksek degerlere sahip
olan A10 ve A20 kodlu izolatlar Pichia kudriavzevii tiirii olarak tanimlanmislardir. Tiir
tanimlamasi1 yapilan A10 ve A20 kodlu izolatlara 30 °C sicaklik 100 rpm ve 72 saat
boyunca farkli pH (6-8-10) degerlerinde azot yoklugu stresi uygulanmistir. Her iki
izolatin da pH 10’da en yiiksek % lipit miktarina ulastigi (A10 %40, A20 %27)
goriilmiistiir. A10 kodlu izolat pH 10’da 431,86 mg/L/giin ile en yiiksek lipit verimine
ulagirken, A20 kodlu izolat ise pH 6’da 219,37 mg/L/giin ile en yiiksek lipit verimine

ulagmustir.



Maya hiicrelerinden ekstre edilen lipitler transesterifikasyona ugratilarak elde edilen
metil esterleri GC-FID (Gaz kromatografisi-Alev iyonizasyon dedektorii) cihazinda
analiz edilmistir. Pichia kudriavzevii olan A10 ve A20 izolatlarinin metil ester
(biyodizel) verimi sirasiyla A10 izolati i¢in %96,17 ve A20 izolat1 i¢in %95,85 olarak
bulunmustur. A10 ve A20 kodlu izolatlarin yag asidi dagilimi A10 kodlu izolat i¢in
palmitik asit (%15,26), palmitoleik asit (%9,99), stearik asit (%9,72), oleik asit
(%46,36) ve linoleik asit (%13,25) olarak bulunmustur. A20 kodlu izolatta ise palmitik
asit (%12,48), palmitoleik asit (%11,42), stearik asit (%10,97), oleik asit (%44,39) ve
linoleik asit (%13,43) olarak bulunmustur. Calismada kullanilan maya lipitlerinin
(Pichia kudriavzevii) ¢ogunlugunu C16 ve C18 metil esterlerinin olusturmasi biyodizel

tiretiminde hammadde olarak kullanilabilme potansiyelini gostermektedir.
Anahtar kelimeler: Maya, Mikrobiyal lipit, Biyodizel, Pichia kudriavzevii
Tez Damismani: Prof. Dr. Sahlan OZTURK
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ABSTRACT

Yeasts are microorganisms that have the potential to be used as a raw material in the
production of biodiesel, as they produce high amounts of lipids in the cell under certain
conditions. The aim of this study is to determine the biodiesel production potential of
yeasts from food-borne microorganisms that have been little studied. In accordance with
this purpose; Among the isolated yeasts, it was aimed to discover yeast isolates with the
highest lipid yield under nitrogen deficiency stress and suitable fatty acid composition
for biodiesel production. Eight yeast isolates obtained from food were incubated at pH
5.5, 30 °C, 100 rpm (shaking speed) and 24 hours in both optimal medium (in the
presence of nitrogen) and lipid production medium (lack of nitrogen) and compared in
terms of lipid yield and % lipid content. A10 and A20 coded isolates with the highest
values were defined as Pichia kudriavzevii species. Nitrogen deprivation stress was
applied to A10 and A20 coded isolates, which were identified as species, at 30 oC
temperature, 100 rpm and different pH (6-8-10) values for 72 hours. It was observed
that both isolates reached the highest lipid content at pH 10 (A10 40%, A20 27%). The
A10 coded isolate reached the highest lipid yield at pH 10 with 431.86 mg/day, while
the A20 coded isolate reached the highest lipid yield at pH 6 with 219.37 mg/L/day. The
methyl esters obtained by transesterification of lipids extracted from yeast cells were
analyzed in the GC-FID (Gas chromatography-Flame ionization detector) device. The

Vi



methyl ester (biodiesel) yield of A10 and A20 isolates of Pichia kudriavzevii was found
to be 96.17% for A10 and 95.85% for A20 isolate, respectively. Fatty acid distribution
of isolates coded A10 and A20 For isolates coded A10, palmitic acid (15.26%),
palmitoleic acid (9.99%), stearic acid (9.72%), oleic acid (46.36%), and linoleic acid
(13.25%) was found. Palmitic acid (12.48%), palmitoleic acid (11.42%), stearic acid
(10.97%), oleic acid (44.39%) and linoleic acid (13.43%) were found in the A20 coded
isolate. The fact that C16 and C18 methyl esters form the majority of yeast lipids
(Pichia kudriavzevii) used in the study shows the potential to be used as a raw material

in biodiesel production.
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1. BOLUM

GIRIS

Enerji, tiim toplumlarda ekonomik ve sosyal kalkinma ile yasam kalitesinin
gelistirilmesi i¢in temel bir ihtiyactir. Tiim diinya iilkelerinin giderek kalkinmasiyla
ortaya ¢ikan enerji talebindeki artis ve bu talebin giderek azalan sonlu oldugu bilinen
petrol, dogalgaz ve komiir gibi fosil enerji kaynaklarindan karsilaniyor olmasinin
yaninda giderek artan gevresel kaygilar insanlig1 yeni ve yenilenebilir enerji kaynaklar
aramaya yonlendirmektedir. Diinyada ve iilkemizde alternatif enerji kaynaklari arasinda
degerlendirilen ve son =zamanlarda Onemi olduk¢a artan yenilenebilir enerji
kaynaklarindan birisi de biyodizeldir. Biyodizel, bitkisel ve hayvansal yaglar ile atik
yaglar gibi yerli ve yenilenebilir kaynaklardan tiretilen alternatif bir yakittir ve petrol
dizeli yakitlarin ikamesi olarak biiyiik ilgi gormiistiir. Biyodizel dogal kayganlik, {istiin
parlama noktasi1 ve dogada kendiliginden biyolojik olarak pargalana bilirlik gibi bir¢ok
avantaja sahiptir [1]. Fosil yakitlardan atmosfere yliksek oranda salinan karbondioksit
ve kiikiirt emisyonlar1 biyodizelde ¢ok diisiik oranlardadir. Bu nedenle kiiresel 1sinma
icin ¢evre dostu bir ¢oziim olarak kabul edilir [2]. Biyodizel, yenilenebilir biyokiitleden
elde edilen triagilgliserollerin veya serbest yag asitlerinin bazlar, asitler veya enzimler
gibi farkl tlirdeki katalizorlerin varliginda kisa zincirli alkoller ile transesterifikasyona
ugratilmast sonucu metil esteri veya etil esteri seklinde olusan biyolojik kdkenli dizel
bir yakittir [3,4]. Bugiin palmiye yag1, soya fasulyesi yagi, kolza yag1 ve aygicek yagi
gibi bitkisel yaglar, bircok iilkede biyodizel iiretimi i¢in hammadde olarak
kullanilmaktadir [5]. Bununla birlikte, bitkisel yaglar nispeten pahalidir. Yaygin bir gida
maddesi olan bitkisel yaglarin 6nemli bir miktarinin biyodizel {iretimine tahsis edilmesi,

bitkisel yag kitligina neden olabilir [6].

Mayalar, mantarlar ve mikroalgler gibi oleginous mikroorganizmalar, uygun yetistirme
kosullar1 altinda ytliksek miktarlarda (TAG) depo lipitleri biriktirebilir. Gida bilesenleri,
antimikrobiyal aktivite ve biyodizel iiretimi gibi potansiyel biyoteknolojik uygulamalar
nedeniyle tek hiicreli yaglar (SCO) olarak adlandirilan mikrobiyal lipit bilesiklerine
artan bir 1ilgi vardir [7]. Heterotrofik oleginous mikroorganizmalar biiylik ilgi
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gormiistiir. Oleginous mikroorganizma kullanimi, biyodizel iiretiminde triagilgliserol
(TAG) kaynagi olarak basariyla kullanilmistir [3,8]. Bitkisel yaglara benzer yag asitleri
bilesimi ve enerji degeri sergileyen mayalar, kisa yasam dongiisiinlin yani sira bircok
avantaja da sahiptir. Herhangi bir yerde {iretilebilirler, mevsim veya iklimden
etkilenmezler, 6lgek biiylitmeleri kolaydir ve ¢esitli maddeler lizerinde yetistirilebilirler
ve bu nedenle bitkisel yaglarin birgok sinirlamasinin {istesinden gelmeyi vaat ederler
[6]. Oleginous mayalar, lipit cisimleri olarak bilinen 6zel hiicre i¢i bdlmelerde
depolanan yiiksek miktarlarda noétiir lipitleri sentezleyebilir ve biriktirebilir [9].
Oleginous mayalarin hiicrelerinde depo ettigi yagin biiyiik cogunlugu triacilgliserol
formundadir [10]. Oleginous maya tiirleri, kuru agirliklarmin %70'ne varan lipit
verimleri ile hiicre basina oldukea iiretkendir ve 3 ila 7 giin i¢inde 10 ila 100 g / L'ye
varan biyokiitle verimleri ile yiiksek ¢ogalma hizina sahiptir [11,12]. Biyoyakit iiretimi
icin simdiye kadar incelenen en yaygin mayalar Yarrowia, Candida, Rhodotorula,
Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon ve Lipomyces’dir [11,13]. Besi yerindeki
birincil besin elementlerinin 6zellikle de azotun tiikenmesi organizmada lipit sentezini
tetiklemektedir. Ortamda azot bakimindan bir aglik yaratilirken ayni1 zamanda karbon
miktarinin arttirilmast C/N orani lipit iiretimi agisindan son derece Onemlidir.
Ortamdaki azotun azalmasi hiicre gelisimini sinirlarken, arttirilan karbon miktari
mikroorganizmalar tarafindan yag asitlerine daha sonra da trigliseritlere
donistiirilmektedir [14].

Bu ¢alisgmanin amaci, farkli gida kaynaklarindan izole edilen mayalarin biyodizel {iretim
potansiyellerini belirlemektir. Bu amag¢ dogrultusunda; izole edilen mayalar arasindan
azot yoklugu stresinde en yliksek lipit verimine ve biyodizel iiretimi i¢in uygun yag

asidi kompozisyonuna sahip maya izolatlarin1 kesfetmek hedeflenmistir.



2. BOLUM

2.1. Biyodizel

Enerji; gilinlimiizde tiim toplumlarin hayat standartlarinin  mevcut seviyede
stirdiiriilebilmesi ve bu seviyenin daha da gelistirilmesi i¢in sahip olunmas1 gereken
baslica unsurdur. Diinyada siirekli artan enerji talebine karsin fosil kdkenli enerji
kaynaklarinin giderek tilkenmesi ve ¢evreye verdigi zararlarin ortaya ¢ikmasi tlkeleri
cevreye dost, yenilenebilir temiz enerji kaynaklar1 bulmaya bu kaynaklar1 gelistirmeye
yonlendirmistir. Uluslararast Enerji Ajansi verilerine gére 2000-2030 yillarinda enerji
kaynaklarmin paymin fosil enerji i¢in %85, yenilenebilir enerji i¢in ise %15 diizeyinde

olmas1 ongoriilmektedir [15].

Biyodizel, dizel yakita alternatif olarak iiretilen emisyon degerleri daha diisiik, biyolojik
olarak dogada kolay pargalanabilen, c¢evre agisindan toksik bir etki icermeyen,
yenilenebilir bir yakit tiiriidiir. Ayrica yiiksek setan sayisi, yiikksek yanma verimliligi ve
dizel yakita gore yiiksek oksijen igerigi agisindan iistiin bir yakat tiiriidiir. Biyo kelimesi
biyolojik kokenli yenilenebilir bir yakit tiirii oldugunu gosterirken dizel kelimesi ise
petrol kokenli dizel yakit yerine kullanilabilecegini gostermektedir [16,17]. Biyodizelin
enerji diizeyi ve fizikokimyasal yapisi dizel yakita son derece yakindir. Geleneksel
motorlarin yapisinda degisiklik yapilmadan veya c¢ok kiiciik modifikasyonlar ile
biyodizel saf olarak ya da belli oranlarda dizel yakitla harmanlanarak kullanilabilir [17].
Dizel yakitlarin belli oranlarda biyodizel ile harmanlanarak kullanilmasi motor
parcalarinin uzun silire sorunsuz bir sekilde c¢alismasinda 6nemli olan yaglayicilik
Ozelligini artirmaktadir. Biyodizel saf ve dizel-biyodizel karisimlar seklinde yakat

olarak kullanilmaktadir.



Tablo 2.1. Biyodizelin petrol dizeli yakitla karigim oranlari [18]

B5 : %5 Biyodizel + %95 Dizel

B20 : % 20 Biyodizel + %80 Dizel
B50 : % 50 Biyodizel + %50 Dizel

B100 : %100 Biyodizel

Biyodizel; bitkilerden, hayvanlardan, alglerden, mayalardan ve bakterilerden elde edilen
yaglarin, bir katalizor (asit, baz veya enzim) esliginde kisa zincirli bir alkol ile (metanol
veya etanol) transesterlestirilmesi sonucunda ortaya ¢ikan biyolojik kokenli bir yakattir.
Biyoenerjinin umut verici formlarindan biri olan biyodizel, toksik olmayan, biyolojik
olarak parcalanabilen, yenilenebilir biyokiitleden elde edilmesi gibi iistiinliiklere sahip

olmasi nedeniyle son yillarda biiytiik ilgi gormiistiir [19].

Biyodizel, esas olarak bitkisel yaglarin transesterifikasyonu ile tretilir. Bitkisel yag
tiretimi iklim kosullarina, mevsimlere, ekilebilir arazilerin varligina ve is giicii gibi
cesitli faktorlere baghdir. Tek hiicre yagir (SCO) olarak bilinen mikrobiyal yaglar,
bitkisel yaglara benzer bir yag asidi bilesimine sahip olduklarindan bitkisel yaglarin
yerini alabilecek en umut verici yenilenebilir yag kaynaklaridir [20]. Alternatif bir dizel
yakitt olan biyodizelin; yenilenebilir, biyolojik olarak pargalanabilir olmasi ve ¢evreye
herhangi bir toksik etkisinin bulunmamasi nedeniyle son yillarda giderek artan bir ilgi
gormektedir. Bitkisel yaglar, hayvansal yaglar ve atik pisirme yaglar1 dahil olmak {izere
cesitli lipit kaynaklar1 biyodizel {iretimi i¢in hammadde olarak kullanilmistir [21].
Ancak, biyodizel liretiminde kullanilacak bitkilerin ekimi, arazi mevcudiyeti, mevsim
ve iklim ile sinirlidir. Bunun yaninda, biyodizel {iretimi i¢in biiyiik miktarlarda bitkisel
yag tiiketimi, yemeklik yag kithigina ve gida fiyatlarinda artisa yol agmaktadir [22].
Biyodizel iiretim maliyeti, hammadde olarak hayvansal yaglarin veya atik pisirme
yaglarmin kullanilmasiyla belli oranda azaltilabilse de, bu kaynaklar sinirlidir ve
biyodizel iiretimi i¢in artan talebi destekleyemez [23]. Bu nedenle, mikroorganizmalar
(algler, funguslar, mayalar, bakteriler) tarafindan kisa siirede iiretilebilen ve yag asidi
icerigi bakimindan bitkisel yaglara benzerlik gosteren mikrobiyal lipit {iretiminin
aragtirtlmasi gerekir. Oleginous mayalar artik biyodizel iiretimi i¢in potansiyel bir lipit

kaynagi olarak kabul edilmektedir [24].



2.2. Biyodizelin tarihcesi

Biyoyakitlarin gelisim siireci teknolojik gelismelerden daha ¢ok diinyada yasanan
ekonomik ve politik krizlerden etkilenmistir. Bitkisel yaglardan transesterifikasyon
yontemi ile gliserin tiretimi 1800°1i yillardan beri bilinmektedir. Ancak Rudolf Diesel
tarafindan icat edilen dizel motorun yer fistig1 yagi ile 1898’de Diinya Fuarinda
calistirilmasi bitkisel yag ve tiirevlerinin yakit olarak kullanilabilecegini gdstermistir.
Ancak petroliin daha revacta olmasi nedeniyle yeterli ilgiyi gérmemistir. 1970’lerde
yasanan petrol krizi nedeniyle alternatif enerji kaynaklari tekrar giindeme gelmistir.
Biyodizel ismi ilk olarak 1992 yilinda Amerika Ulusal Soydiesel Gelistirme Kurulusu
tarafindan kullanilmistir [18,25].

2.3. Diinya’da ve Tiirkiye’de biyodizel iiretimi

Diinya tizerindeki hizli niifus artisi, sanayilesmenin artmasindan dolay1 diinyada
enerjiye olan ihtiya¢ her gecen giin artmaktadir. Buna karsin fosil yakitlarin rezervleri
giderek azalirken fiyatlarindaki artig ve istikrarsizligin yaninda ¢evreye vermis oldugu
bliyiik zararlar bu zararlarin telafisi i¢in yapilan biiyiik harcamalar, tlkelerin enerji
kaynaklarini ¢esitlendirerek enerji giivenligini saglama ve disa bagimliliktan kurtulma
gibi stratejileri tiilkeleri yenilenebilir ve temiz enerji kaynaklar1 bulmaya
yonlendirmektedir [26,27]. Ulkeler bu nedenlerden dolay: biyodizel gibi ¢evre dostu ve
yenilenebilir yakit tiirlerine yonelmektedir. Biyodizel iiretiminde basar1 saglayabilmek
icin hammadde tedariginden, biyodizel iiretim siirecine kadar titizlikle planlanmalidir.
Temel gida kaynaklari arasinda yer alan yagli tohum bitkilerinin enerji iiretiminde
hammadde kaynagi olarak kullanilmas1 yerine mikroorganizmalarca iiretilen mikrobiyal
lipitlerin kullanim1 ¢ok daha faydali olacaktir. Bunun nedeni biyodizelin iiretim
miktarinin arttirilabilmesi, petrol dizeli yakitla rekabet edebilmesi Oniindeki en biiyiik
engel olan hammaddesinin insan besin kaynagi olarak da kullanilan dizel yakita gore

daha pahali olan bitkisel yaglarin kullanilmasidir.



Tablo 2.2. 2019 yil1 diinya biyodizel iiretimi [28]

SiraNo | Ulke 2019

1 Endonezya 137.86
2 ABD 112.49
3 Brezilya 99.95
4 Almanya 62.29
5 Arjantin 43.08
6 Fransa 40.02
7 Ispanya 36.61
8 Hollanda 35.08
9 Tayland 30.24
10 Malezya 29.12
30 Tirkiye 2.37

Endonezya, biyodizel iiretiminde diinyada birinci sirada yer almaktadir. 2019 yili
verilerine gore Endonezya'da biyodizel iiretimi giinliik 137.86 bin varil olarak
gergeklesmistir. Ilk 5 iilke arasinda Endonezya, Amerika Birlesik Devletleri, Brezilya,
Almanya ve Arjantin yer almaktadir. Endonezya'daki biyodizel iiretimi, diinya biyodizel
tiretiminin %17,55'ini olusturmaktadir. Diinya biyodizel iiretiminde ilk beste yer alan
iilkeler toplam {iretimin %57,99'unu olusturmaktadir. Ulkemiz biyodizel iiretiminde

2019 yil1 verilerine gore otuzuncu sirada yer almaktadir [28].

Ulkemizde 16 Haziran 2017 tarih ve 30098 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Enerji
Piyasas1 Diizenleme Kurumu (EPDK) tebligi ile 1 Ocak 2018 tarihinden itibaren
motorine %0,5 oraninda yerli tarim {riinlerinden ve bitkisel atik yaglardan iiretilmis
biyodizel yag asidi metil esteri (YAME) harmanlanmasi zorunlu hale getirilmistir [29].
Biyodizel iilkemizde en onemli alternatif yakit seceneklerinin basinda gelmektedir.
Ulkemizde petrol kaynakli enerji tiiketiminin yanlizca %15 i¢ kaynaklardan
karsilanmaktadir. Geri kalan kismu ithalat yoluyla yurt disindan karsilanmakta olup
enerji temininde yurt disina bagimliligin siirmesine neden olmaktadir. Biyodizelin
tilkemizde yayginlagsmasi petrol tiiketimini azaltacak; aym1 zamanda dizel yakittan
kaynaklanan egzoz gazi emisyonlarmi da diisiirecektir [30]. Zira Kyoto Protokolii, liye

tilkelerden iklim degisikligine ve kiiresel 1sinmaya neden olan ¢esitli emisyon gazlarinin
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salimimlarini sinirlayan ve azaltan tedbirler almalarini ayn1 zamanda yenilenebilir enerji
kaynaklarini tesvik etmelerini istemektedir. Ulkemiz Kyoto Protokoliine iiye iilkeler
arasinda yer almaktadir. Biyodizelin yenilenebilir kaynaklardan iiretilmesi ve zararh

emisyonlar1 azaltmasi Kyoto Protokolii taahhiitleri agisindan son derece énemlidir [31].

Ulkemizde biyodizel iiretim maliyetinin biiyiikk kismmi hammadde olusturmaktadir.
Hammadde fiyat1 yiliksek olan biyodizelin fiyati lizerine 6zel tliketim vergisinin de
eklenmesi ile biyodizel petrol kaynakli dizel yakitlarla fiyat agisindan rekabet
edemeyecek duruma gelmektedir. Ulkemizde sadece biyodizelin motorinle
harmanlanmis %2’lik kismu 6zel tiiketim vergisinden muaftir. Ulkemizde kullanilan
dizel motorlu araglarin sayisinin bir hayli fazla olmas1 %2 lik biyodizel ilavesini bile
onemli hale getirmektedir. Ulkemizde kullanilan motorin gesitlerinin biyodizel ile %0,5
oraninda harmanlanma zorunlulugu vardir [29]. Bu oran bagka iilkelere kiyasla
diisiiktiir. Biyodizel kullanimin1 tesvik edecek yeni diizenlemelerin yapilmasi biyodizel
{iretimini artirirken enerjide disa bagimlilig1 azaltacaktir. Ulkemizde biyodizel iiretim
lisans1 bulunan firmalardan 2020 yilinda sadece 4 adet firma iiretim gergeklestirmistir.

2020 y1l1 toplam tiiretim miktar1 74575 (ton /y1l) olarak gerceklesmistir [32].

2.4. Biyodizelin yakiat kalitesi ve biyodizel kalite standartlar:

Biyodizel {iiretiminde kullanilan hammadde kaynagi {ilkeler arasinda farkliliklar
gostermektedir. Amerika’da daha ¢ok soya yagi kullanilirken Avrupa’da kanola yagi
kullanilmaktadir. Biyodizel iiretiminde kullanilan farkli hammadde kaynaklarinin
yaninda farkli katalizér ve farkl alkol tiirleri de kullanilmaktadir. Bu yiizden biyodizel
icin belli standartlar olusturulmustur. Avrupa’da biyodizel standardi EN 14214 olarak
Amerika’da ASTM D6751 olarak adlandiriimaktadir. Ulkemizde ise Avrupa standarti
esas almmustir. Ulkemizde biyodizelle ilgili ilk standart 2005 yilinda yaymlanmustir.
Gegen siire i¢inde birgok degisiklige ugramis olup 29.04.2019 tarihinde “ TS EN
14214+A1 — Sivi Petrol Uriinleri — Yag Asidi Metil Esterleri (YAME/Biyodizel) —

Dizel Motorlarda ve Isitma Uygulamalarinda kullanilan™ adi ile kabul edilmistir [33].



2.5. Biyodizelin avantajlar1 ve dezavantajlari

2.5.1. Biyodizelin avantajlar

Biyodizel fosil yakitlara bagimliligt azaltir ve alternatif bir enerji kaynagidir.
Transesterifikasyon sonucu elde edilen biyodizel mevcut motor teknolojilerinde
dogrudan ya da kiiclik degisikliklerle kullanilabilir. Daha diisiik emisyon degerlerine
sahiptir. Setan sayis1 bakimindan petrol dizeli yakitla kiyaslandiginda iistiin oldugundan
motor giiriiltiisii diistiktiir ve vuruntu yapmaz [34]. Depolama kosullar1 agisindan petrol
dizeli yakit ile aynidir. Saf olarak kullanilabilecegi gibi petrol dizeli yakitla her oranda
harmanlanabilir. Biyodizelin yaglayic1 6zelligi petrol dizeli yakittan iistiin oldugundan
motorun Omriinii uzatir [35,36]. Biyodizel petrol dizeli yakitla kiyaslandigin da gii¢
ciktisi, alevlenme ve motor performansi agisindan yakin degerlere sahiptir [37].
Biyodizel yakit olarak tagima ve depolanma agisindan son derece gilivenlidir.
Biyodizelin parlama noktas1 149°C iken petrol dizeli yakit i¢in bu deger 125°C dir.
Yenilenebilir ve yerel kaynaklarla tretilebilir. Yapisinda bulunan C16-C18 metil
esterleri kolay ve hizli bir sekilde biyolojik olarak parcalanir. Cevreye toksik bir etkisi
yoktur ve ¢evre dostu bir yakat tiiriidiir. Biyodizel saf olarak yada dizel/biyodizel olarak
belli oranlarda harmanlanarak kullanildig1 zaman partikiil madde (PM), hidroflorik asit
(HF), kiikiirt oksitler (SOx), metan (CH4) ve karbon monoksit (CO) emisyonlari
azalmaktadir. Biyodizelin yakit olarak kullanilmasi dizel yakitlara gore hava kirliligini
%350 oraninda azaltmaktadir [38]. Kiiresel 1sinmay1 ve etkisini azaltir. Fosil kokenli
yakitlarin neden oldugu c¢evresel tahribati azaltir. Egzoz emisyonlarinin saglik agisindan
riskini azaltir. Biyodizel suya birakildiginda 28 giinde %95 ¢oziilme goriilmiis ancak bu
oran petrol dizeli yakitta %40'a kadar diismektedir. Bu nedenle, tiim diinyada deniz, gél,
nehir ve su igeren yerlerde kullanilan nakliye araglarinda ve gemilerde yakit olarak

cogunlukla biyodizel kullanilmaktadir [39].

2.5.2. Biyodizelin dezavantajlari

Ucuculugu dizel yakita oranla diisiiktiir [40]. Soguk hava sartlarinda akma ve
bulutlanma gibi 6zelliklerinin daha yiliksek olmasi nedeniyle kullaniminda sikintilar
yasanabilmektedir [41]. Isil deger olarak petrol dizeli yakittan daha diisiik oldugu igin
yakit tiiketimi artmaktadir [42]. Kinematik viskozitesi dizel yakittan daha ytiksektir

[43]. Oksijen igeriginin yiiksekliginden dolay1 yanma esnasinda nispeten daha fazla
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NOx olusumuna sebep olur. Oksidasyon kararliligimin diisiik olmasindan dolay1 uzun
siireli depolama durumunda arag¢ bilesenlerine zarar verecek iirlinler ortaya ¢ikabilir.
Biyodizel ¢oziicii 0Ozelliginden dolay1r yakit deposu ve borulardaki kalintilar
cozmektedir bu sebeple filtrelerin tikanma ihtimali i¢in bir takim Onlemler alinmasi

gerekmektedir [44].

2.6. Biyodizel iiretiminde kullanilan hammadde kaynaklar:

Biyodizel iiretiminde hammadde kaynagi olarak giinlimiizde en fazla kullanilan
kaynaklarin basinda bitkisel, hayvansal yaglar ve atik kizartma yaglar1 gelmektedir [45].
Tiim diinyada iiretilen toplam biyodizelin yaklasik %95 gibi yiiksek bir boliimii insan
beslenmesinde kullanilan yaglarin hammadde olarak kullanilmasiyla elde edilmektedir.
Bu yiizden biyodizelin maliyetinde en biiyiik pay1 besin olarak kullanilan bu bitkisel
yaglar almaktadir. Bitkisel yaglarin iiretiminde genis arazilere olan ihtiyacin yaninda bu
bitkisel yaglarin biyodizel liretiminde kullanilmasi insan yasami ic¢in temel besin
kaynaklarindan olan bu gidalara ulagsmasinda zorluklar yaratacagi gibi bu iriinlerde
kithgr da tetikleyebilir. Zira insan niifusu giiniimiizde hala artmaya devam etmektedir
[8]. Biyodizelin iiretiminde insanlarin besin olarak kullandig1 yaglar yerine besin olarak
kullanilmayan yaglarin kullanimi ile yiiksek maliyetler daha asagiya c¢ekilebilmistir
[46]. Atik kizartma yaglar1 besin kaynagi olan yaglar yerine biyodizel iiretiminde

hammadde olarak kullanilmaktadir [47].

Biyodizel iiretiminde maliyetin yaklagik %75°ni hammadde olusturmaktadir. Bitkisel
kaynakli biyodizelin fiyat1 ile atik fosil yakit kaynakli dizelin fiyatlari mukayese
edildiginde bitkisel kaynakli biyodizel fiyati petrol dizelinin yaklasik 1.5 katidir. Bunun
yaninda atik kizartma yaglarindan elde edilen biyodizelin fiyati, bitkisel yaglarin
kullanilmasi ile iiretilen biyodizelden fiyat olarak iki {i¢ kat daha az maliyete sahiptir
[48]. Atik kizartma yaglarindan biyodizel elde edilmesinde yasanan baslica zorluk ise
ylksek sicakliga ulagsan kizartma yaginda meydana gelen oksidasyon, polimerizasyon
ve yag asitlerinde meydana gelen hidroliz gibi baz1 fiziksel ve kimyasal degisimlerin
ortaya c¢ikmasidir [49]. Biyodizel iiretiminde en ¢ok kullanilan hayvansal yaglarin

basinda tavuk atiklarindan kalan yaglar ve hayvanlarin kuyruk yaglari1 gelmektedir [50].



Yapisinda bir adet yag asidi bulunan gliseritlere monogliserit, iki adet yag asidi olanlara
digliserit, ii¢ molekiil yag asidi bulunanlar ise trigliseritler olarak adlandirilir.
Trigliseritler yagin ana bilesenidir. Bitkisel ve hayvansal yaglar gliserine bagh ii¢ yag
asidinden olusmaktadir. Bu yiizden bitkisel yaglar trigliserit olarak adlandirilmaktadir

[51].
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_ CH- —OH
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Trigliserid Metanol Yag Asidi Metil Ester Gliserol

Sekil 2.1. Trigliserid ve alkoliin transesterifikasyonu [51]

2.7. Biyodizel iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar

Mikrobiyal yaglar (tek hiicre yaglari) bakteri, maya, mantar ve mikroalgler gibi bir¢cok
mikroorganizma tlirli tarafindan sentezlenebilmektedir. Bu yaglarin biyodizel
tiretiminde kullanilan  bitkisel yaglara potansiyel bir alternatif olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu yaglar1 iiretebilen mikroorganizmalar bitkisel yaglarin {iretimine
gbre cesitli avantajlara sahiptirler. Degisen iklim ve mevsim sartlarindan ¢ok fazla
etkilenmezler, kisa slirede hizli ¢ogalir ve hiicrelerinde yiiksek miktarda lipit
biriktirebilirler [52]. Oleginous mikroorganizmalar mikrobiyal lipit {iretim
kapasitelerinin yiliksek olmasindan dolay1 biyodizel {iretiminde potansiyel bir
hammadde kaynagi olarak goriilmektedir [53]. Biyodizel iiretiminde kullanilan
hammaddenin yiiksek fiyat1 ve tiim iiretim siireci i¢cindeki maliyetin yaklasik %75 ni

hammaddenin olusturmasi nedeniyle biyodizel petrol tiirevi yakitlara gore fiyat olarak
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ekonomik bir yakit olmaktan uzaktir [48]. Biyodizel iiretimi igin sinirli olan hammadde
kaynaklarina yeni alternatifler bulmak icin yiiksek oranda bitkisel yaglara benzer
nitelikte mikrobiyal yag iiretme kapasitesine sahip oleginous mikroorganizmalar
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir [2]. Mikrobiyal lipitler, toplam kuru biyokiitle
agirliklariin -~ %20'sinden  fazla lipit sentezleyen ve biriktiren oleginous
mikroorganizmalar tarafindan iretilir ve belirli kosullarda bu oran %70'e kadar
ulagabilir [21]. Azot sinirlayici kosullar altinda, karbon kaynaklarinin (glikoz) fazlaligi
biyokiitle tretimi i¢in degil, daha c¢ok biyodizel iiretiminde kullanilan baslica

trigliseritler olmak tizere lipidlerin sentezi i¢in kullanilmaktadir [54].

Fungus, bakteri, maya ve mikroalg gibi bir¢ok mikoorganizma biyokiitlelerinin
%20’sinden fazla bir oranda yag biriktirebilmektedir [55]. Ayrica mikrobiyal yaglar,
yapilart ve yag asidi bilesiminden dolay1 biyodizel uygulamalarinda hammadde olarak

bitkisel yaglara alternatif olmaktadir [56].

2.7.1. Mikroalgler

Mikroalgler ¢gogunlukla triagilgliserol formunda lipit iiretirler, bu lipitler ise ¢cok ytiksek
miktarda C16 ve C18 numarali karbon atomlari1 igerir. Mikroalg hiicrelerinin lipit
biriktirme araliklar1 %1 ile %70 araliginda degisim gosterse de mikroalgler icin yetisme
kosullarinin  optimizasyonu saglandiginda bu oranin %90 oranma ulagabildigi
bilinmektedir [2]. Palmitoleik asit (C 16:1), oleik asit (C 18:1), linoleik asit (C 18:2) ve
linolenik asit (C18:3) gibi doymamis yag asitleri mikroalgler de palmitik asit (C 16:0)
ve stearik asit (C 18:0) gibi doymus yag asitlerinden daha fazla miktarda iiretilir.
Doymus yag asitlerinin orant doymamis yag asitlerinden daha disiiktiir [57].
Mikroalgler tarafindan {iretilen uzun zincirli yag asitleri, biyodizel {iretiminde
mikrobiyal hammadde kaynaklarindan biridir [58]. Daha kisa siirede ¢ogalmalari,
fiziksel olarak daha kiiciik alanlarda iiretilebilmeleri mikrobiyal yag tiretim miktarinin
daha yiiksek olmasi mikroalglerin makroalglerden iistiin yanlar1 arasinda yer alir [59].
Alglerden iiretilen biyodizelin petrol kokenli yakitlardan iiretilen dizel yakita yakin bir
performans ortaya koydugu, emisyon agisindan degerlendirildiginde hidrokarbon, CO,
SOx ve partikiil maddenin petrol dizeli yakitlardan ¢ok diisiik oranlarda oldugu sadece

NOx emisyonunda bir miktar artis gézlendigi ortaya konulmustur [60]. Arastiricilar
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mikroalglerin diger mikroorganizmalarla kiyaslandiginda iyi bir mikrobiyal yag
ireticisi oldugunu ancak fotosentez ihtiyacindan dolay1 ¢ok genis alanlara ihtiyag
duyduklarini, cogalmalarinda mevsimsel kosullarin etkili oldugunu ve suya olan

ithtiyacinin yiiksek olmasindan dolay: tiretim maliyetleri bir hayli ytiksektir [61].
2.7.2. Bakteriler

Bakterilerden ¢ok az bir kismi biyodizel {iiretiminde kullanilan triagilgliserolleri
sentezler. Cogunlukla polihidroksialkonoik asit ve polihidroksibiitirik asit gibi depo
yaglar tretirler [62]. Bakteriler diger mikroorganizmalardan daha hizli ¢ogalmasina
kars1 bakterilerin meydana getirdigi yag asidi igerigi diger kaynaklardan elde edilen yag
asitlerinden farkli formdadir. Bakteriler dallanmis yag asitleri ve doymamis yag asitleri
gibi yag asidi sentezleme yetenegine sahiptirler. Bu nedenlerden biyodizel iiretiminde
mikrobiyal yag {reticisi olarak pek fazla tercih edilmemektedir [63]. Genel olarak
bakterilerin lipit igerikleri ortalama %?20-40 arasinda degismektedir. Bu alglerle
kiyaslandiginda diisiik bir oran olsa da bakterilerin ¢ok hizli bir sekilde ¢ogalmasi
biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullanilabilme ihtimalini desteklemektedir.
Fakat lipit iireticisi bakteri sayist ¢ok smirhdir. Birkag bakteri tiirii yapilarinda
polihidroksialkanoat biriktirebilmektedir. Dis zarda yer alan bu yapilarin ekstrakte
edilmeleri giictiir. Bu nedenle yiiksek lipit igerigine sahip olsa bile biyodizel iiretiminde

hammadde olarak tercih edilmesi ekonomik degildir [2].
2.7.3. Funguslar ve mayalar

Funguslar (filamentli funguslar ve tek hiicreli mayalar) oleginous mikroorganizmalar
olarak uzun zamandan beri dikkatleri iizerine ¢ekmektedir. Hiicrelerinde kuru
agirliklarinin %701 kadar lipit biriktirebilme O6zelligine sahip Rhodosporidium sp,
Rhodotorula sp, ve Lypomyces sp, gibi ¢esitli maya tilirleri mevcuttur. Mortierella sp.
cinsine ait tiirler ise yiiksek lipit biriktirebilme yetenegi agisindan funguslara iyi bir
ornek teskil etmektedir. Kiifler ve oleginous maya tiirleri doymamis yag asitleri
bakimindan zengin olan triagilgliserol formunda mikrobiyal lipit depo etme 6zelligine
sahiptir. Bu hiicrelerin sahip oldugu yag asitlerine bakildiginda C18:1, C18:2, C16:0,
C16:1 gibi yag asidi tiirleri yliksek miktarda bulunmaktadir. Funguslar ve oleginous

maya tiirlerinin alternatif birer mikrobiyal yag iiretici oldugu goriilmektedir [2].
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Bazi maya ve filamentli funguslarin iirettikleri mikrobiyal yaglar hammadde kaynagi
olarak biyodizel iiretiminde yer almaktadir. Filamentli funguslarin biyodizel iiretiminde
hammadde kaynagi olarak yer almasi i¢in yapilan c¢aligmalar ¢ok eski degildir.
Humicola lanuginosa kuru hiicre agirhginin %75’1 oraninda mikrobiyal yag
sentezlerken, Aspergillus oryzae kuru hiicre agirliginin  %57’si oraninda yag

sentezleyebilmektedir [64].

Oleginous mayalar, kuru hiicre agirliklarinin %20’si {izerinde lipit sentezleyebilirler.
Urettikleri bu lipitler icerigi ve enerji degerleri agisindan hayvansal ve bitkisel yaglara
benzer bir yapidadir. Bunun yaninda mayalarin iretilecegi fermentasyon prosesleri
mevsim kosullarindan etkilenmez ve lipitleri kisa bir siirede sentezleyebilir [65]. 1970°1i
yillardan beri oleginous mayalarin lipit sentezleme yetenekleri bilinse de, biyodizel
tiretiminde hammadde kaynagi olarak kullanimina iligkin arastirmalar son yillarda
artmistir. Biyodizel iiretiminde kullanilabilecek maya tiirleri bircok dogal yasam

ortaminda bulunabilir [66].

Mikrobiyal yag, maya, mikroalg, bakteri ve mantar gibi ¢esitli mikroorganizmalar
tarafindan {retilir. Aslinda mayalar, diger oleginous mikroorganizmalara kiyasla lipit
liretimi i¢in bir¢ok avantaja sahiptir. Cogalma siireleri kisadir, tek hiicreli forma

sahiptirler, kontrollii ve yogun sistemlerde biiylimeleri ¢ok kolaydir [20].

Mayalar, bakteriler ve mantarlar gibi bazi mikroorganizmalar, karbonhidratlar ve diger
benzer substratlar gibi karbon kaynaklarini lipit haline getirme konusunda biiytik bir
yetenege sahiptir. Mikroorganizmalar arasinda oleginous mayalar diger tiirlere gore
daha fazla avantaja sahiptir. Maya lipidleri, bitkisel lipidlere ¢ok benzer, bu nedenle
genellikle biyodizel {iretiminin {imit verici kaynaklar1 olarak bilinirler. Yillarca siiren
ugraslardan sonra, oleginous mayalarin giivenilir bir biyodizel kaynagi olarak lipit

tirettikleri kesfedilmistir [67].
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Tablo 2.3. Bazi oleginous mikroorganizmalarin sentezledikleri yag orani yiizdeleri [2]

Mikroorganizma Y a%n;;am Mikroorganizma Y ﬂ%ui;ﬂm
Mikroalg Maya

Botryecoccus braunii 25-15  Candida curvata 3
Cylindrotheca sp. 1637  Cryptococcis albidus 63
Nitzschia sp. 4547 Lipomyces starkeyi 64
Schizochytrium sp. 50-57  Rhodotorula glutinis 12
Bakteri Fungus

Arthrobacter sp. =40 Aspergilius oryzae 57
Acmetobacter calcoaceticus  27-38  Mortierella isabelling 86
Rhodococcus opacus 24-25  Humicola lnnuginosa 13
Bacillus alcalophiius 1824 Mortierella vinacea 66

2.8. Oleginous mikroorganizmalarda biyokiitle degisimi ve lipit birikimi

Bazi faktorler mikroorganizmalarin lipit tiretme kapasitelerini sinirlandirmaktadir.
Besiyerindeki birincil besin elementlerinin 6zellikle de azotun tilkenmesi organizmada
lipit sentezini tetiklemektedir. Ortamda azot bakimindan bir aclik yaratilirken aym
zamanda karbon miktarinin arttirilmasit C/N orani lipit iiretimi agisindan son derece
onemlidir. Ortamdaki azotun azalmasi hiicre gelisimini sinirlarken, arttirilan karbon
miktar1 mikroorganizmalar tarafindan yag asitlerine daha sonra da trigliseritlere

dontstiirilmektedir [14].

Sekil 2.2. de goriildiigi gibi mikrobiyal lipit tiretimi iki asamada gergeklesmektedir.
Ortamda biitiin besin elementleri birinci asamada mevcut oldugu i¢in dengeli bir
gelisme s6z konusudur. Ortamdaki besin elementleri tiikendigi zaman ikinci agama olan
lipit tiretim (lipojenik faz) asamasi ortaya ¢ikmaktadir. Bu asamada karbon kaynagi ya
da lipit sentezinde gerekli diger besin elementleri tamamen tiikkeninceye kadar
mikroorganizma tarafindan lipit tiretimi devam etmektedir. Tiikenen bu besin
elementleri eger ortama tekrar ilave edilecek olursa lipit iiretim agamasi olan lipojenik

faz yeniden baglar ve olduk¢a yiiksek lipit verimine ulasilabilir. Maya ve kiif gibi
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mikroorganizmalardan bu yontemle biyokiitlelerinden %70’in lizerinde lipit verimi elde
edilecegi belirtilmektedir. Lipit sentezleyen mikroorganizmalarin tiimii aerobik
olduklarindan ortamin oksijen seviyesi bir siire sonra biiylimeyi sinirlayan bir faktore
dontisiir. Hiicredeki gelisim 60 g/L diizeyinin iistiinde yavaslarken 100 g/L {izerinde ise
tamamen durabilir. Buna karsilik lipit tretimi lipit sentezleyen mayalarda kontrollii
sartlarda 150 g/L biyokiitle miktarina yaklasabilir. Bu sebeple oksijen bir besin elementi
olarak diisliniilmeli ve hiicre kaybini engellemek i¢in sistemin oksijen seviyesi belirli bir

diizeyde tutulmalidir [68].
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Sekil 2.2. Kesikli kiiltiirde gelisen oleaginous mayalarda lipit birikimi [68]

Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen lipitler belirli bir siire sonra metabolizma
faaliyetleri i¢in mikroorganizmalarca kullanilabilir. Ortamda yeteri miktarda karbon
kaynagr mevcut diger besin elementleri acisindan aglik var ise lipitlerin
mikroorganizmalarca hiicre i¢i faaliyetlerde tekrar kullanimi oldukca yavas
gerceklesmektedir. Ancak ortamdaki azot ve fosfor miktar1 artirilirken karbon miktari
azaltilirsa lipitlerin mikroorganizmalarca parcalanmasi hizlanmaktadir. Bunun nedeni
lipitlerin hiicreler tarafindan karbon kaynagi olarak kullanilmasidir [69].
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Sicaklik, pH, oksijen miktar1 gibi mikroorganizmanin i¢inde bulundugu ortam kosullar1
iretilen lipidin ¢esidi ve birlesimi iizerinde dogrudan etkili olmaktadir. Besin maddesi
olarak kullanilan karbon kaynaklar1 da sentezlenen lipitlerin bilesimini ve yag asidi
dagilimmi belirlemektedir [70]. Gelisme ortamlarinda meydana gelen degisimlere
mikroorganizmalar olduk¢a hizli tepki gosterebilmektedirler. Ortaya c¢ikan bu
degisiklikler mikroorganizmalarin sadece ¢ogalma ve lipit biriktirme miktarin1 degil
ayni zamanda {iretilecek lipitlerin birlesimi {izerinde de etkili olmaktadir. Bu yiizden
tiretim kosullar1 ( sicaklik, pH, oksijen miktar1) olusturulurken ve degisiklik yapilirken
son derece dikkatli olunmalidir. Ayrica fermentasyon sicakliginin yag asidi bilesimi

tizerinde en biiyiik etkiye sahip faktér oldugu belirtilmistir [71].

2.9. Triacilgliserollerin yakit ozelliklerinin iyilestirilmesi

Bitkisel yaglar dizel yakitla kiyaslandiginda viskozite agisindan 10-20 kat daha
yiiksektir. Ayn1 zamanda bitkisel yaglarin icerdikleri serbest yag asitleri, fosfolipitler,
steroller, su ve odorantlar gibi bilesikler nedeniyle dogrudan yakit olarak
kullanilamamaktadir [72]. Dizel yakitlar yerine kullanilan triagilgliserollerin yiiksek
viskozite, diisiik ucuculuga sahip olmast ve c¢oklu doymamis yag asidi icermeleri
nedeniyle kullanimlar1 sirasinda cesitli sorunlar ortaya c¢ikmaktadir. Bu sorunlarin
ortadan kaldirilmasi1 ve dizel yakit performansina ulasabilmesi i¢in triagilgliserollere

cesitli kimyasal islemler uygulanmaktadir [73].
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Tablo 2.4. Yaglarin yakit 6zelliklerini iyilestirme yontemleri

Viskozite azaltma yontemleri

Isil yontem Kimyasal yontem

e Seyreltme (inceltme) [73]
e Mikroemiilsiyon olusturma [74]
e Piroliz (ayristirma) [74]

e ¢ ester degisim reaksiyonu [74]

2.9.1. Isil yontem: Isil yontemde yapilacak on 1sitma ile bitkisel kaynakli yakitin
viskozitesinin azaltilmasi amaclanmistir. Fakat gilinlimiizde ¢ok fazla uygulanan bir

yontem degildir [75].

2.9.2. Kimyasal yontem

2.9.2.1. Seyreltme; Triagilgliserollerin belli oranlarda dizel bir yakit, etanol veya baska

bir ¢oziicii ile incetilmesidir [73].

2.9.2.2. Mikroemiilsiyon olusturma; Yiiksek viskoziteye sahip bitkisel yaglarin etanol

veya metanol gibi ¢oziiciilerle mikroemiilsiyonlar olugturmasidir [74].

2.9.2.3. Piroliz; Termal enerji uygulamak suretiyle yaglarin kimyasal baglarinin

pargalanarak daha kii¢iik molekiillii yapilar olusturmasidir [74].

2.9.2.4. Transesterifikasyon; Bitkiler, hayvanlar veya cesitli mikroorganizmalar
tarafindan tretilen triagilgliserollerin dizel yakit olarak kullanilabilmesi i¢in uygulanan
kimyasal yontemler arasinda en ¢ok tercih edilen ve giiniimiizde kullanim1 en yaygin
olan yontemdir. Transesterifikasyon triacilgliserollerin veya serbest yag asitlerinin kisa
zincirli alkollerle (etanol veya metanol ) bir katalizor varliginda (enzim, asit veya baz)

reaksiyona girmesi sonucu yag asidi metil veya etil esteri olusturmasidir [74].
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Transesterifikasyon reaksiyonu sonucunda triagilgliserollerin viskoziteleri diiser,
fiziksel oOzellikleri degistirilmis olur. Transesterifikasyon reaksiyonunu etkileyen
faktorler arasinda hammadde olarak kullanilan yag, alkoliin yaga orani, katalizor ¢esidi

ve miktari, reaksiyon 1sis1, ¢alkalama hizi yer almaktadir.

CH:z-00C-R e B1-COO-R’ CH:-OH
i Katalizir I

CH-OOC-Ex + 3ROH {— R3-COO-R’ + CH-OH

CH-00C-R3 Rs-COO-R’ CH:-OH

Trigliserit Alkol Yag asidi esteri Gliserol

Sekil 2.3. Transesterifikasyon reaksiyonu genel gosterimi [74]
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3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

3. BOLUM

MATERYAL ve YONTEM

Tablo 3.1. Tez kapsaminda kullanilan alet ve cihazlar

Sira No Alet ve Cihaz Marka
1 Otoklav Tetra MED 20
2 Hassas terazi KERN & Sohn Gmbh
3 pH metre Isolab
4 Spektrofotometre Tetra T60
5 Etiiv Selecta 2001248 00-D 55911
6 Destile su cihazi Isolab Lwd-3004
7 Calkalamali etiiv Niive ES 110
8 Sicak su banyosu NB 301 L
9 Santrifiij Selecta
10 Mikroskop Olympus CX21
11 Buzdolab1 Vestel
12 Falkon Isolab
13 Plastik mikro kiivetler Isolab
14 Ependorf tiipler Isolab
15 Mikropipet takimi Isolab
16 Plastik 6ze Isolab
17 Petri Isolab
18 100-1000 mL erlen mayerler Isolab
19 200 pL-1000 pL Pipet uglari Isolab
20 Lam Isolab
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3.1.2. Cahismada kullamilan kimyasallar

Tablo 3.2. Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar

Sira No Kimyasallar Marka
1 Nutrient Broth Merck
2 Etil Alkol (%96) Neva
3 Niitrient Agar Merck
4 Agar Agar Merck
5 Potato Dextrose Agar Merck
6 Metanol Merck
7 Siilfirik Asit (H2SO4) Merck
8 Fosforik Asit (H3PO4) Sigma aldrich
9 Magnezyum Siilfat MgSO4-7H20 Sigma aldrich
10 Potasyum Siilfat KH2PO4 Sigma aldrich
11 Amonyum Siilfat (NH4)2SO4 Sigma aldrich
12 Yeast Extract Sigma aldrich
13 Malt Extract Sigma aldrich
14 Peptone Sigma aldrich
15 Glucose Merck
16 Crystal Vigole Gbl
17 Safranin Gbl
18 Lugol Gbl
19 Hekzan Sigma aldrich
20 izopropanal Sigma aldrich
21 Dietileter Merck
22 Asetik Asit (C2H402) Sigma aldrich
23 Vanilin (C8H803) Sigma aldrich
24 Kloroform Sigma aldrich
25 Butil Hidroksi Toluen (C15H240) Sigma aldrich
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3.1.3. Calismada kullanilan gida ornekleri
Calismada maya izolasyon kaynagi olarak elma sirkesi, tursu suyu, salgam, zeytinli

yag, ¢ig slit, tereyagi, yogurt gibi ev yapimi gida {iriinleri kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Siv1 besiyeri hazirlanmasi

S1v1 besiyeri hazirlanirken kati haldeki nutrient broth kimyasali kullanilmistir.

3.2.2. Kat1 besiyeri hazirlanmasi
Kati besiyeri hazirlanirken kati haldeki potato dextrose agar kimyasali kullanilmistir.

3.2.3. Ornek alim ve besiyerlerine ekim yapilmasi

Elma sirkesi, tursu suyu, salgam suyu, zeytinli yag, ¢i§ siit, tereyagi ve yogurt maya
izolasyon kayna@i olarak kullamlmistir. Izolasyon kaynagimiz olan gidalardan belirli
bir miktar steril halde olan falkon tiiplere alinmistir. Plastik 6ze falkon tiipler igine
batirilarak alinan 6rnekler sivi besiyerine ekilmistir. Ekim islemi tamamlandiktan sonra
kapaklar1 kapatilan siv1 besi yerleri tireme i¢in etliivde 30 °C sicaklikta bir giin boyunca
inkiibe edilmistir. Bir giin boyunca 30 °C sicaklikta inkiibe edilmis siv1 besiyerlerinde
iireme gerceklesmis olan sivi besiyerlerinden plastik 6ze kullanilarak kati besi yerine
cizgi ekimi yapilmistir. Kat1 besiyerleri 30 °C ‘de etiivde bir giin inkiibe edilmistir.
Besiyerleri lizerinde gelisen koloniler arasinda farkli goriintime sahip olanlar plastik 6ze
yardimiyla alinarak yeni besiyerlerine ¢izgi ekim yontemi ile ekilmistir. Bu islem birkag

kez tekrarlanarak saf goriintimlii koloniler elde edilmistir.

3.2.4. lIzolatlarin gram boyama islemi

Izolasyon calismasinda elde edilen izolatlar gram boyama yontemi kullanilarak
boyanmistir. Gram boyama isleminde kristal viyole, lugol ¢ozeltisi, %95°lik etanol ve
safranin boya ¢ozeltisi kullamlmustir. 11k olarak lamlarin iizerine saf su eklenmis. Besi
yerinden 0ze ile alinan 6rnek lam iizerine yayilmistir. Daha sonra lam tizerinde bulunan
fazla suyu buharlastirmak ve lam1 kurutmak i¢in bek alevinden gegirilmistir. Kurutulan
lama ilk olarak kristal viyole damlatilmis ve bir dakikalik siire beklendikten sonra saf su
ile yikanmigtir. Bir sonraki adimda lam iizerine lugol ¢ozeltisi eklenmis bir dakika

21



beklendikten sonra saf su ile yikanmistir. Daha sonra iizerine etil alkol ¢ozeltisi
damlatilmis ve 10-15 saniye bekletilip ardindan bol saf su ile yikanmistir. Son islem
olarak lam {izerine safranin boyast damlatilmis ve 30 saniye bekletilip ardindan saf su
dan gecirilmistir. Boyama igleminin ardindan lamlar kurumasi i¢in temiz bir kagit havlu

lizerine birakilmgtir.

3.2.5. lizolatlarin mikroskopta incelenmesi

Gram boyama islemi yapilmis olan lamlarin {izerine immersiyon yagi damlatilarak
mikroskopta incelenmistir. Inceleme sonucu boyama islemi yapilan lamlarda mor renkte
goriilen mikroorganizmalar gram (+), pembe-kirmizi renkte goriilenler ise gram (-)
olarak degerlendirilmistir. Mikroskopta yapilan incelemeler sonucunda maya olan

izolatlar belirlenmistir.

3.2.6. Calismada kullanilacak maya Kkiiltiirlerinin iiretimi ve saklanmasi

Gida 6rneklerinden izole edilen maya izolatlarmin devamliliginin saglanmasi amacuyla,
mayalar potato dextrose agar (PDA) iceren yatik agar besiyerlerine ekilerek 30°C’de,
24 saat inkiibe edildi. Mayalar 4-6 haftada bir taze besiyerlerine aktarildi. Maya
kiiltiirleri +4°C’de buzdolabinda sakland.

3.2.7. Cahismada kullamilan besiyerleri
Caligmada maya kiiltiirlerinin iiretimi amactyla optimal besiyeri (azot varligi) ve lipit
iiretim besiyeri (azot yoklugu) olmak tizere iki ¢esit besiyeri kullanilmistir. Besiyerleri

ekim islemi 6ncesinde 120 °C ‘de 1 saat 15 dakika otoklavda steril hale getirilmistir.

3.2.7.1. Optimal besiyeri

Tablo 3.3. Caligmada kullanilan optimal besiyeri icerigi

Glukoz 10 g/L
Pepton 5¢g/L
Maya 6ziitii 3g/L
Malt 6ziitii 3¢g/L
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3.2.7.2. Lipit iiretim besiyeri

Tablo 3.4. Calismada kullanilan lipit liretim besiyeri igerigi [76]

Glukoz 70 g/L
Maya oziitii 0.75 g/L
Amonyum siilfat (NH4)2S04 0.55 g/L
Potasyum siilfat KH2PO4 0.40 g/L
Magnezyum siilfat MgSO4-7H20 2¢/L

3.2.8. Azot yoklugu stres denemesinin uygulanmasi

Potato dextrose agar (PDA) ortaminda yatik agarda muhafaza edilen maya kiiltiirlerinin
aktiflestirilmesi i¢in igne uclu 6ze yardimiyla alinan maya kiiltiirii batirma yontemiyle
100 ml optimal besiyeri igeren 250 mL’lik erlenlere ekilmistir. Hazirlanan maya
kiiltiirleri 30°C’de 100 rpm’de ¢alkalamali inkiibatérde (INFORS-HT) 1 giin siire ile
inkiibe edilmistir. Daha sonra sivi maya kiiltiiriinden aseptik kosullarda alinan 5 ml
kiiltiir, tekrar 100 mL optimal besiyeri iceren 250 mL’lik erlenlere ekilmistir. 30°C’de
100 rpm’de calkalamali etiivde 1 giin inkiibe edilen maya Kkiiltiirleri optimal besiyeri
(azot varlig1) ve lipit iiretim besiyerine (azot yoklugu) ekilmek iizere hazir hale

getirilmigtir.

Azot yoklugu stresi olusturmak icin; optimal besiyerinde 1 giin ¢ogalan 6rneklerden 20
ml alinmis ve alinan hiicreler santrifiijle toplandiktan sonra iist faz atilarak, atilan {ist faz
yerine (lipit iiretim besiyeri/N-) ile siispanse edilmistir. Lipit liretim besiyeri/N- ile
siispanse edilmis hiicreler, igerisinde 100 ml lipit iiretim/N- besiyeri bulunan 250
mL‘lik erlenlere ekim yapilmistir. Ekim yapilan erlenler INFORS-HT marka
inkiibatorde 30°C’de 1 giin inkiibasyona birakilmistir. Azot stres denemesiyle ayni anda
optimal besiyerine (optimal/N+) de maya izolatlarinin ekimi yapilmistir. 24 saatlik
kiiltiir siiresi sonunda hem optimal/N+ hem de lipit iiretim/N- besiyerlerinde ¢ogalan
izolatlar toplanmis ve bu izolatlarda; biyokiitle verimi, toplam lipit miktari, kuru

agirlikta % lipit miktar1 ve lipit verimi saptanmustir.
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3.2.9. Biyokiitle veriminin hesaplanmasi

Biyokiitle veriminin hesaplanmasi i¢in biyokiitle verimi: (N2-N1)/(t2-tl) formiiliinden
yararlanilmistir. Formiilde bulunan; N2: t2 zamanindaki biyokiitle konsantrasyonunu,
NI1: tl zamanindaki biyokiitle konsantrasyonunu mg/litre/giin (1 giinde 1 Lt
besiyerinden elde edilen mg maya biyokiitlesi) olarak gdstermektedir [77,78]. T1
zamanindaki baslangi¢ biyokiitlesini (N1) bulmak i¢in; ana stoktan 3 defa 20‘ser mL
hiicre alinmis ve hiicreler santrifiij (3000 rpm‘de 5dk) edildikten sonra iist fazlari
dokiilmiistiir. Sadece hiicre bulunan tiiplere saf su eklenerek saf suyla yikama
yapilmistir. Yikanan hiicreler tekrar santrifiij edilerek iist fazlar1 dokiildiikten sonra,
agirhi@l hassas terazide tartilmis ve agirhi§i daha once kaydedilmis olan 1,5 mL
polipropilen tiiplere alimmustir. Igerisinde hiicre bulunan tiipler 65°C*de etiivde yaklagik
14 saat birakilmistir. Kuruyan hiicrelerin bulundugu tiipler tekrar hassas terazide
tartilmis ve agirliklar kaydedilmistir. Igerisinde kuru maya biyokiitlesi bulunan tiip
agirh@indan, aym tiipiin bos agirhigr cikarillarak 20 ml hiicrenin kuru agirlig

saptanmistir. Saptanan kuru agirlik mg/L olarak ifade edilmistir.

T2 zamanindaki biyokiitleyi (N2) belirlemek icin; 24 saatlik inkiibasyonun sonunda
hem optimal/N+ hem de lipit liretim/N- besiyerlerinde ¢ogalan hiicrelerdeki her
erlenden (her izolat icin 1 erlen optimal/N+, 1 erlen lipit iiretim/N-) 3‘er defa 20°ser mL
hiicre otomatik pipetle ¢ekilmis ve kuru agirliklart yukar: satirlarda belirtildigi sekilde

bulunmustur. Bulunan kuru agirlik mg/L olarak ifade edilmistir.
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3.2.10. Toplam lipit miktarinin hesaplanmasi

Toplam lipit miktarinin bulunmasi i¢in spektrofotometrik bir yontem olan SPV (siilfo-
fosfo-vanilin) yontemi kullanilmigtir [79,80]. Kuru hiicre agirliginda % lipit miktarinin
bulunmasi i¢in azot yoklugu stres denemesinin tamamlandigi giin kiiltiirlerden 1 ml
hiicre alinarak santrifiij edilmis ve st faz dokiilmiistiir. Tiipte kalan hiicre peletinin
tizerine 100 pL saf su ilave edilmis ve hiicreler cam tiiplere aktarilmigtir. Cam tiiplere 2
ml siilfiirik asit (%95-98) eklenerek 100°C'de sicak su banyosunda 10 dakika
bekletilmistir. Devaminda buz iizerinde sogutulmus tiiplerin icerisine 5 ml fosforik
asit+vanilin ¢ozeltisi eklenerek, tiipler 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra
spektrofotometre cihazinda 530 nanometrede okuma yapilmistir. Kor tiip i¢in igerisinde
100 pL saf su olan cam tiipler kullanilmistir. Analizler 3 tekrarli yapilmis ve her
numune i¢in 530 nanometrede okunan OD degerlerinin ortalamasi alinmistir. Elde
edilen OD degerleri daha 6nce Enver Ersoy ANDEDEN’in doktora tez calismasinda
kanola yaginin farkli konsantrasyonlarin1 kullanarak olusturmus oldugu standart egri
grafigindeki denkleme konularak lipit miktarlar1 bulunmustur [81]. Kuru agirlikta %
lipit miktar1: 100 x lipit miktar1 (pug)/biyokiitle miktart (pug) formiiliiyle bulunmustur.

3.2.11. Lipit veriminin hesaplanmasi
Azot yoklugu stresi uygulanan hiicreler ve optimal kosullarda ¢ogaltilan hiicrelerde lipit
veriminin belirlenmesi i¢in; Lipit verimi (mg/L/giin): Biyokiitle verimi X kuru hiicre

agirliginda % lipit formiili kullanilmistir [77,82].

3.2.12. Molekiiler tanimlama

Lipit verimi ve kuru agirlikta % lipit miktar1 en yiiksek olan 2 adet maya izolatinin tiir
tanimlamasi hizmet alim yontemi ile BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti firmasi
tarafindan yapilmstir.

DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA izolasyon kiti
(Polonya) kullanilmistir. DNA izolasyonundan sonra elde ettigimiz DNA’larin miktar
ve safligin1 kontrol etmek i¢in Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda
spektrofotometrik 6lgiim gerceklestirilmistir. PCR c¢alismasinda universal primer olarak
27F (5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3" - 1492R (5
TACGGYTACCTTGTTACGACTT) ve ITS1 ( 5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3')-
ITS4 ( 5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') primerleriyle, tiir tayini i¢in hedeflenen
gen bolgeleri g¢ogaltilmistir. Kullanilan primer dizileri ve PCR kosullar1 asagida
verilmistir.
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Tablo 3.5. Molekiiler tanimlama konsantrasyon degerleri

Bilesen Stok Konsantrasyon Reaksiyon Konsantrasyonu
PCR Buffer 10X 1X

MgCl12 25mM 1,5 mM

dNTP mix 20 mM 0,2 mM

F. Primer 10 uM 0,3 uM

R. Primer 10 uM 0,3 uM

Taq DNA Polymerase SU/ pl 2U

DNA template 3 ul

PCR grade su ile35 pL’ye tamamlanir.

* 95°C 5 dakika — initial denaturation

* 40 dongii:
— 95°C for 45 saniye - denaturation
— 57°C for 45 saniye - annealing

— 72°C for 60 saniye — extension

 72°C for 5 dakika — final extension

* Sicaklik 4°C’ye diisiiriiliip PCR tamamlanmustir.

PCR (kyratec thermocycler) ile elde edilen amplifikasyon sonuglar1 1x TAE tampon ile
hazirlanan %1,5 agaroz jelde 100 volt akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitildi ve
ethidium bromide boyasi kullanilarak UV 1s18inda goriintlisii alinmistir. Hedeflenen
bolgeyi ¢ogaltmak i¢in tek asamali PCR islemi gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonunuz
Solis Biodyne (Estonya)  FIREPol® DNA Polymerase Taq polimeraz enzimiyle
gerceklestirilmistir. Ornekleriniz i¢in PCR sonrasinda agaroz jelde tek bant elde
edilerek, PCR isleminin basarili oldugu goézlemlenmistir. PCR {iriinii saflagtirma
asamasinda, elde edilen tek bant 6rnekler icin MAGBIO "HighPrep™ PCR Clean-up
System" (AC-60005) saflastirma kiti kullanilip, kitin prosediirlerine uyarak
saflastirilmistir. Sanger Dizileme 6rnekleriniz i¢in, Macrogen Hollanda laboratuvarinda,
ABI 3730XL Sanger dizileme cihaz1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye
Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster City,
CA). 27F — 1492R ve ITS1 — ITS4 primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus
dizi olusturmak amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin gergeklestirilmesinde

BioEdit yazilimi iginde CAP contig assembly algoritmasi kullanilmistir.
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3.2.13. Molekiiler taméimlamasi yapilan A10 ve A20 kodlu izolatlara farkh pH larda
azot yoklugu stresi uygulanmasi

Lipit verimi, % lipit miktar1 yliksek olan ve tiir tanimlamasi yapilan A10 ve A20
numarall izolatlara; lipit {iretim besiyerinde (azot yoklugu/N-) farkli pH’larda (6-8-10)

tekrar azot yoklugu stresi uygulanmistir.

3.2.14. Yag asidi analizi

Yag asidi analizi, azot yoklugu stresinde en yiiksek lipit verimine sahip A10 ve A20
kodlu izolatlar i¢in yapilmistir. Lipitlerin ekstre edilmesinde Bligh ve Dyer yontemi
kullanilmistir [83]. Lipit ekstraksiyonu icin A10 ve A20 kodlu izolatlarin kuru
biyokiitlesinden hassas terazide 10 mg tartilarak iizerine 900 pL metanol kloroform
(2:1, v/v) karistmi eklenmistir. 30 dakika beklendikten sonra 300 puL kloroform ve 480
pL saf su eklenmistir. Faz ayrimi i¢in 2500 rpm‘de 1 dk santrifiij edilmistir. Alt faz
cekilip baska tiipe alinmustir. Ustteki su faz1 dokiilerek ekstraksiyon islemi 2 defa daha
yapilmistir. Yeni tlipe alinan ekstraktin berrak olmasi i¢in 500 pL saf su eklenerek
karistirtlmis ve santrifuj edilerek alt faz tekrar yeni bir tiipe alinmistir. Sonra azot gazi
altinda ugurma islemi yapilmis ve 250 pL toluen eklenmistir. Bunun tizerine 1,5 mL
methanol siilfirik asit karisimi (97 mL methanol + 2,5 mL stilfirik asit) eklenmistir. Cam
tiipler 50°C‘de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan alinan tiiplerin
icerisine 0,5 mL saf su ve 0,7 mL hekzan eklenmis tiipler ¢alkalanmistir. Calkalanan
tipler 2000 rpm‘de 1,5 dk santrifiij edildikten sonra {ist faz cam pastor pipeti ile
alinarak bagka bir cam tiipe aktarilmistir. Azot gaz1 altinda ugurma iglemi yapilmis ve
250 pL hekzan eklenmistir. Numune tiiplerine aktarilan iist fazin yag asidi analizi
hizmet alim yontemi ile Diizen Norwest Cevre, Gida ve Veteriner Saglik Hizmetleri
Egitim Danismanlik Ticaret A. S. firmas1 tarafindan yapilmistir. Yag asidi analizleri
GC-FID (Gaz kromatografisi-Alev iyonizasyon dedektorii) cihazinda analiz edilmis ve
yag asitleri standardi olarak Supelco 37 FAME Mix kullanilarak 37 yag asidinin profili

¢ikarilmastir.
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4. BOLUM

BULGULAR

4.1. Calismada kullanilan maya izolatlar1

Caligmada kullanilan maya izolatlar1 Nevsehir ili ev yapimi gida kaynaklarindan izole
edilmistir. Calismada ilk etapta 50 adet izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin gram
boyamasi yapilip mikroskobik incelemesi sonucunda 8’inin maya izolat1 oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen 8 maya izolatina verilen kodlar ve izolatlarin elde edildigi gida

kaynaklar1 asagida tablo 4.1.’de sunulmustur.

Tablo 4.1. Izolatlarn kodlar1 ve izole edildikleri gida kaynaklar1

Izalasyon kodu Gida kaynagi
A2 Elma sirkesi
A3 Elma sirkesi
A6 Tursu suyu
A10 Tursu suyu
Al6 Salgam suyu
A20 Salgam suyu
A27 Zeytinli yag
AS50 Zeytinli yag

Fy

éu’ ¢ *M‘V"— ¥

Resim 4.1. A10 Kodlu izolatin mikroskop goriintiisi
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4.2. Azot yoklugu stresi altinda maya izolatlarinin lipit verimi bakimindan se¢ilimi
Hem optimal besi yerinde (azot varligi/N+) hem de lipit iiretim besi yerinde (azot
yoklugu/N-) 8 adet maya izolatina ait lipit verimleri ve % lipit miktarlar1 asagida tablo

4.2. de verilmistir.

Tablo 4.2. Izolatlarm biyokiitle verimleri, % lipit miktarlar1 ve lipit verimleri

Maya izolatlar1 Biyokitle verimi Kuru agirlikta % Lipit miktar Lipit verimi
(mg/L/giin) (mg/L/giin)

A2 N- 1160,07 5,56 64,50

A2 N+ 1119,28 4,18 50,13

A3 N- 895,69 6,04 54,10

A3 N+ 1179,00 3,00 35,37

A6 N- 116,15 30,70 35,66

A6 N+ 462,85 7,87 35,64

A10 N- 376,65 38,64 145,54

Al10 N+ 747,45 3,73 27,88

A16 N- 44,23 37,21 16,46

Al16 N+ 204,59 0,87 1,78

A20 N- 157,44 53,30 83,92

A20 N+ 251,07 2,80 7,03

A27 N- 216,78 27,40 59,40

A27 N+ 381,50 7,3 27,85

A50 N- 240,15 19,1 45,87

A50 N+ 564,74 9,7 54,78

N+ : Azot varligi

N- : Azot yoklugu

Azot varliginda en yiiksek % lipit igerigine sahip izolatlar; A50 (%9,7) ve A6 (%7,87)
en diisiik % lipit icerigine sahip izolatlar ise A20 (%2,80) ve A3 (%?3) izolatlaridir. Azot
yoklugunda ise en yiiksek % lipit icerigine sahip izolatlar A20 (%53,30) ve Al0
(%38,64) dur. En diisiik % lipit i¢erigine sahip izolatlar ise A2 (%5,56) ve A3 (%6,04)
tiir. Azot varliginda en yiiksek lipit verimine sahip izolatlar A50 ( 54,78 mg/L/giin) ve
A2 (9%50,13 mg/L/gilin) olarak, en diislik lipit verimine sahip izolatlar A16 (1,78
mg/L/giin) ve A20 (7,03 mg/L/giin) olarak saptanmistir. Azot yoklugunda en yiiksek
lipit verimine sahip izolatlar ise A10 (145,54 mg/L/giin) ve A20 (83,92 mg/L/giin) dir.
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Azot yoklugunda en diistik lipit verimine sahip izolatlar ise A16 (16,46 mg/L/giin) ve
A6 (35,66 mg/L/giin) olarak bulunmustur. Tiim izolatlarda lipit liretim besiyerinde (azot
yoklugu stresi) optimal besiyerine (azot varligi) gére % lipit miktar1 ve lipit verimleri

daha yiiksek bulunmusgtur.

4.3. Tiir tanimlama sonuclari

Tiir tayinleri NCBI (National Center for Biotechnology Information) iizerindeki en
yakin tiirlere gore yapilmistir. A10 kodlu izolat NCBI {izerinde Pichia kudriavzevii
isolate KDLYL17-1 ile dizi eslesme oram1 %100, benzerlik oram1 %99,81 oranda
eslesme gosterdiginden Pichia kudriavzevii olarak tanimlanmistir. A20 kodlu izolat
NCBI iizerinde dizi eslesme orant %100, benzerlik orant %100 oranda eslesme

gosterdiginden Pichia kudriavzevii olarak tanimlanmistir.

Tablo 4.3. A10 ve A20 kodlu izolatlarin tiir tanimlama sonuglari

A10-ITS1/ITS4: Pichia kudriavzevii

Toplam Baz Sayis1 513

Dizi Eslesme Orani %100

Benzerlik Oranmi 2099,81

NBCI’daki tiirii Pichia kudriavzevii isolate KDLYL17-1
NBCI’daki accession numarast IX174414.1

A20-ITS1/ITS4: Pichia kudriavzevii

Toplam Baz Sayisi 811

Dizi Eslesme Orani %100

Benzerlik Orani %100

NBCI’daki tiirii Pichia kudriavzevii Strain YSP6
NBCI’daki accession numarasi MW008482.1

4.4. A10 ve A20 kodlu izolatlara farkh pH larda azot stresi uygulama sonuclar

Lipit verimi ve % lipit miktar1 yiiksek olan tiir tanimlamasi yapilan A10 ve A20
numarali izolatlara lipit iiretim besiyerinde (azot yoklugu/N-) farkli pH’larda (6-8-10)
azot yoklugu stresi uygulanmigtir. A10 kodlu izolat pH degerleri yiikseldikge hem %

lipit miktar1 olarak hem de lipit verimi olarak diizenli bir artis gostermistir. En yiiksek
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% lipit miktart %40, lipit verimi ise 431,86 mg/L/giin olarak pH 10’da degerinde

gerceklesmistir.

A20 kodlu izolatta ise pH degeri yiikseldik¢e % lipit miktar1 diizenli sekilde artarken

lipit verimi birbirine yakin degerlerde ger¢eklesmistir. Elde edilen tiim sonuglar tablo

4.4. de verilmistir.

Tablo 4.4. A10 ve A20 kodlu 6rneklerin farkli pH degerlerinde biyokiitle verimi, toplam lipit

miktar1, % lipit miktar1 ve lipit verimi

izolat kodu pH degeri Biyokiitle Toplam lipit | Kuru agirlikta | Lipit verimi
verimi miktar1 % Lipit miktar1 | (mg/L/giin)
(mg/L/giin) (pg/mL/giin)

Al0 pH6 998,67 37,58 22,9 2283

A10 pH 8 926,67 55,08 35,9 332,32

Al0 pH 10 1078,67 70,62 40 431,86

A20 pH 6 1098,33 34,83 20 219,37

A20 pH 8 957,00 31,66 20,7 197,81

A20 pH 10 807,00 35,26 27 217,65

4.5. Yag asidi analiz sonuclari

Molekiiler tanimlama sonucunda her ikisininde Pichia kudriavzevii oldugu belirlenen

Al10 ve A20 kodlu

izolatlarin kuru biyokiitlesinden ekstre edilen lipitlerin

transesterifikasyonu sonucunda sirasityla %96,17 ve %95,85 oraninda biyodizel verimi

elde edilmistir. Sonuglar tablo 4.5. ve 4.6. de verilmistir.
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Tablo 4.5. Pichia kudriavzevii A10’dan ekstre edilen lipitlerin transesterifikasyonu

sonrasi elde edilen yag asidi metil esterleri dagilimi

Yag Asitleri Yag asidi tiirti Miktar (%)
Lavrik Asit (C12:0) Doymus 0,47
Miristik Asit (C14:0) Doymus 0,52
Miristoleik Asit (C14:1) Tekli-doymamis 0,53
Pentadekanoik (C15:0) Doymus 0,27
Palmitik Asit (C16:0) Doymus 15,26
Palmitoleik Asit(C16:1) Tekli-doymamis 9,99
HeptadekanoikAsit (C17:0) Doymus 0,17
Heptadesenoik Asit (C17:1) Tekli-doymamis 1,27
Stearik Asit (C18:0) Doymus 9,72
Oleik Asit (C18:1) Tekli-doymamis 46,36
Linoleik Asit (C18:2) Coklu doymamis 13,25
Linolenik Asit (C18:3n3) Coklu doymamus 1,59
Arasidik Asit (C20:0) Doymus 0,24
Gadoleik Asit (C20:1) Tekli-doymamis 0,18
Behenik Asit (C22:0) Doymus 0,23

Tablo 4.6. Pichia kudriavzevii A20’den ekstre edilen lipitlerin transesterifikasyonu

sonrasi elde edilen yag asidi metil esterleri dagilimi

Yag Asitleri Yag asidi tiirii Miktari (%)
Lavrik Asit (C12:0) Doymus 0,32
Miristik Asit (C14:0) Doymus 0,44
Pentadekanoik (C15:0) Doymus 0,32
Palmitik Asit (C16:0) Doymus 12,48
Palmitoleik Asit (C16:1) Tekli-doymamis 11,42
Heptadekanoik Asit (C17:0) Doymus 0,20
Heptadesenoik Asit (C17:1) Tekli-doymamis 1,83
Stearik Asit (C18:0) Doymus 10,97
Oleik Asit (C18:1) Tekli-doymamis 44,39
Linoleik Asit (C18:2) Coklu doymamis 13,43
Linolenik Asit (C18:3n3) Coklu doymamis 3,16
Arasidik Asit (C20:0) Doymus 0,32
Gadoleik Asit (C20:1) Tekli-doymamis 0,21
Behenik Asit (C22:0) Doymus 0,54
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Yag asidi analiz sonuglarina gore yaglarimizda C16:0 (Palmitik Asit), C16:1
(Palmitoleik Asit), C18:0 (Stearik Asit), C18:1 (Oleik Asit), C18:2 (Linoleik Asit) gibi

yag asitleri yiiksek oranda bulunmustur.

Uretilen yag asidi metil esterinin Pichia kudriavzevii A10 kodlu izolat i¢in %26,88’ nin
doymus yag asitlerinden %73,16° smin ise doymamis yag asitlerinden olustugu
belirlenmistir. Toplam lipitler igerisinde tekli-doymamis yag asitlerinin orant %58,33,
coklu doymamis yag asitlerinin orani ise %14,83 olarak tespit edilmistir. Lipit i¢erisinde
en yiiksek miktarda yer alan yag asidi tekli doymamis yag asidi olan oleik asit (C18:2)
%46,36 bunun ardindan doymus bir yag asidi olan palmitik asit (C16:0) %15,26 oldugu
belirlenmistir. Lipit icerisinde en fazla bulunan 3. yag asidinin ise ¢oklu doymamis
linoleik asit (C18:2) % 13,25 oldugu tespit edilmistir. Lipitlerin igerisindeki diger
baskin yag asitlerinin ise Palmitoleik asit (C16:1), Stearik asit (C18:0), oldugu

belirlenmistir.

Pichia kudriavzevii A20 kodlu izolat i¢in  %25,59’nun doymus yag asitlerinden
%74,44’Unilin ise doymamis yag asitlerinden olustugu belirlenmistir. Toplam lipitler
icerisinde tekli-doymamis yag asitlerinin orant %57,85, ¢coklu doymamis yag asitlerinin
orant ise %16,59 olarak tespit edilmistir. Lipit i¢erisinde en yiiksek miktarda yer alan
yag asidi tekli doymamis yag asidi olan oleik asit (C18:2) %44,39 bunun ardindan ¢oklu
doymamis bir yag asidi olan linoleik asit (C18:2) %13,43 oldugu belirlenmistir. Lipit
icerisinde en fazla bulunan 3. yag asidinin ise doymus palmitik asit (C16:0) %12,48
oldugu tespit edilmistir. Lipitlerin icerisindeki diger baskin yag asitlerinin ise

Palmitoleik asit (C16:1), Stearik asit (C18:0), oldugu belirlenmistir.
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5. BOLUM

TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Enerji, tiim toplumlarda ekonomik ve sosyal kalkinma ile yasam kalitesinin
gelistirilmesi i¢in temel bir ihtiyactir. Tiim diinya tlkelerinin giderek kalkinmasiyla
ortaya ¢ikan enerji talebindeki artis ve bu talebin giderek azalan sonlu oldugu bilinen
petrol, dogalgaz ve komiir gibi fosil enerji kaynaklarindan karsilaniyor olmasinin
yaninda giderek artan ¢evresel kaygilar insanlig1 yeni ve yenilenebilir enerji kaynaklari
aramaya yoOnlendirmektedir. Biyodizel, dizel yakita alternatif olarak {iiretilen emisyon
degerleri daha diisiik, biyolojik olarak dogada kolay parcalanabilen, ¢evre agisindan
toksik bir etki icermeyen, yenilenebilir bir yakit tiiridiir. Bugiin palmiye yagi, soya
fasulyesi yagi, kolza yag1 ve aycicek yagi gibi bitkisel yaglar, bir¢ok iilkede biyodizel
iiretimi i¢in hammadde olarak kullanilmaktadir [5]. Bununla birlikte, bitkisel yaglar
nispeten pahalidir. Yaygin bir gida maddesi olan bitkisel yaglarin 6nemli bir miktarinin

biyodizel iiretimine tahsis edilmesi, bitkisel yag kitligina neden olabilir [6].

Biyodizel tiretiminde kullanilacak bitkilerin ekimi, arazi mevcudiyeti, mevsim ve iklim
ile smirlidir. Bunun yaninda, biyodizel iiretimi i¢in biiylik miktarlarda bitkisel yag
tilketimi gida fiyatlarinda artisa yol agmaktadir [22]. Biyodizel iiretim maliyeti,
hammadde olarak hayvansal yaglarin veya atik pisirme yaglarinin kullanilmasiyla belli
oranda azaltilabilse de, bu kaynaklar smirlidir ve biyodizel iiretimi i¢in artan talebi
karsilayamaz [23]. Tiirkiye hali hazirda tiikettigi yagl tohumun biiyiik bir kismin1 ithal
olarak temin ettigi i¢in bitkisel yaglardan biyodizel elde edilmesi iilkemizin disa
bagimliligin1 arttiracaktir [84]. Bu nedenle, mikroorganizmalar (algler, funguslar,
mayalar, bakteriler) tarafindan kisa siirede tiretilebilen ve yag asidi igerigi bakimindan
bitkisel yaglara benzerlik gosteren mikrobiyal lipit {retiminin aragtirilmasi
gerekmektedir.

Mayalarin hiicrelerinde yliksek miktarda yag depo etme 6zellikleri, biiyiime hizlarinin
yiiksek olmasi ve TAG formundaki yaglariin bitkisel yaglara olan benzerligi bugiine

kadar mayalar {lizerinde bir¢ok calisma yapilmasini saglamigtir [85].

Lypomyces sp., Rhodosporidium sp., ve Rhodotorula sp gibi maya tiirlerinin
hiicrelerinde kuru agirliklarinin %70’1 kadar lipit biriktirebildikleri rapor edilmistir [86].
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Oleginous mikroorganizmalarin  besiyeri iceriginde herhangi bir element
sinirlandirildiginda ve karbon seviyesinin yiiksek oldugu durumlarda oleginous
mikroorganizmalar depo yagi olan triagilgliserolleri {iretmeye baslarlar. Azot
siirlamasi yag iiretiminin arttirilmasi amaciyla oleginous mikroorganizmalarla yapilan

caligsmalarda siklikla kullanilmaktadir [87].

Cesitli gida kaynaklarindan mikrobiyal lipit liretme kapasitelerini arastirmak icin izole
ettigimiz mayalar tizerinde iki farkli besiyerinde optimal besiyeri (azot varlig1) ve lipit
tiretim besiyerinde (azot yoklugu) yapilan caligmalar sonucu maya izolatlarinin
tamaminda azot sinirli ortamda lipit veriminin daha yiiksek oranlarda oldugu
goriilmiistiir. Bu durum literatiirde ki kiiltiir ortaminda azot sinirlamasinin lipit {iretimini

tetikleyici bir unsur oldugu bilgisiyle paralellik gostermektedir [68].

Lipit tiretme kapasitesi agisindan biitiin mikroorganizmalar ayni1 degildir. Arastirmalar
lipit igerigi %20 izerinde olan, oleginous mikroorganizmalar iizerinde
yogunlagmaktadir. Uygun kiiltlir kosullarinda bazi mikroorganizmalarin lipit i¢eriginin
%70’lere wulastig1 rapor edilmektedir [54,83]. Bu ylizden, mikrobiyal lipitlerin
iiretiminde amaca yonelik yiiksek miktarda lipit iiretebilen ve uygun yag asidi profiline
sahip olan mikroorganizma se¢imi ¢ok dnemlidir. Bu yiizden ¢alismada kullanilan maya
izolatlarinin su ana kadar saptanan lipit verimi degerleri ile % lipit miktarlar1 agisindan
kiyaslanmis olup azot yoklugu stresinde % lipit miktar1 ve lipit verimi agisindan diger
izolatlardan iistiin olan A10 ve A20 kodlu izolatlarin tiir tanimlamasi yapilmistir. A10
kodlu izolat NCBI {izerinde Pichia kudriavzevii isolate KDLYL17-1 ile dizi eslesme
orant %100, benzerlik oran1 %99,81 oranda eslesme gosterdiginden Pichia kudriavzevii
olarak tanimlanmigtir. A20 kodlu izolat NCBI tizerinde Pichia kudriavzevii Strain YSP6
ile dizi eslesme orant %100, benzerlik oran1 %100 oranda eslesme gosterdiginden
Pichia kudriavzevii olarak tanimlanmistir.

Cok az calisma, Pichia kudriavzevii'yi oleginous maya olarak arastirmistir, bu nedenle
yag asidi profilleri ve kiiltiir kogullarinin bu profiller iizerindeki etkisi hakkinda ¢ok az
bilgi vardir. Son arastirmalar, Pichia kudriavzevii'nin lipit ve etanol gibi yiiksek degerli
iriinler i¢in iyi bir kaynak olarak kabul edilebilecegini gostermistir [88,89]. Yapilan
baska bir ¢alismada Pichia kudriavzevii nin aside toleransli bir maya tiirii oldugu rapor

edilmistir [90].
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Kiiltir pH’sinin lipit verimi ve % lipit miktar1 iizerine etkisi arastirilmigtir. Tiir
tanimlamas1 yapilan Pichia kudriavzevii A10 ve Pichia kudriavzevii A20 kodlu
izolatlara lipit {iretim besiyerinde (azot yoklugu/N-) farkli pH’larda (6-8-10) azot
yoklugu stresi uygulanmistir. Pichia kudriavzevii A10 kodlu izolat pH degerleri
yiikseldikge hem % lipit miktar1 olarak hem de lipit verimi olarak diizenli bir artig
gostermistir. En yiiksek % lipit miktar1 %40, lipit verimi ise 431,86 mg/L/giin olarak pH
10°da gergeklesmistir. Pichia kudriavzevii A20 kodlu izolatta ise pH degeri yiikseldikce
% lipit miktar1 diizenli sekilde artarken lipit verimi birbirine yakin degerlerde

gergeklesmistir.

Test edilen biitiin pH’ larm % lipit miktarin1 ¢ok fazla etkiledigi goriilmiistiir. Ornegin,
Pichia kudriavzevii A10 kodlu izolat pH 6’da lipit miktar1 %22,9 iken pH 8’de %35,9
ve pH 10°da %40 olarak bulunmustur. Kiiltiir ortaminin pH degeri yiikseldik¢e % lipit
miktar1 da stirekli artmistir. Ayni durum lipit veriminde de goriilmiistiir. Lipit verimi pH
6’da 228,30 mg/L/gilin iken pH 8’de 332,32 mg/L/giin ve pH 10°da 431,86 mg/L/giin
olarak bulunmustur. Bu bulgular da kiiltiir pH’sinin mikrobiyal lipitlerin sentezini ¢cok

fazla etkiledigini gosteren Onceki ¢alismalarla paralellik tagimaktadir [91,92].

Sankh ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada ¢iiriik meyvelerden izole edilmis
oleginous maya, Pichia kudriavzevii mtcc 5493'iin %23 oraninda lipit biriktirdigi rapor
edilmistir [93]. Daha sonra yapilan bir ¢calismada ise Pichia kudriavzevii’'nin en yiiksek
lipit birikiminin yiiksek miktarda glikoz (66,21 g/L), diisiik azot i¢eriginde ve pH 8 de
%28 oraninda lipit biriktirdigi rapor edilmistir [67]. Mevcut ¢alismamizda ise 70 g/L
glikoz, diisiik miktar azot iceren ve pH 10’daki kiiltiir ortaminda %40 lipit miktar1 elde
edilmistir. Pichia kudriavzeviinin lipit miktarin1 % 28 olarak bulan 6nceki arastirmaya
gore mevcut aragtirmamiz lipit iiretiminde ylizde 12'lik bir artis saglamistir (kuru agirlik
biyokiitlesinde yiizde 40 lipit). Yiiksek karbon:azot oranmnin oleaginous
mikroorganizmlarda lipit birikimini artirdigr belirtilmektedir [7]. Calismamizda

karbon:azot oran1 127 gibi yliksek bir oranda tutulmustur.
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Daha o6nce yapilmis bir ¢alismada Pichia kudriavzevii'nin lipit biriktirme kapasitesi
tizerine farkli pH larin etkisi arastirilmis olup tablo 5.1. verilen sonuglar rapor
edilmistir.

Tablo 5.1. Farkli pH larda % lipit miktarlar1 [67]

pH % lipit miktar1
4 10,2
6 11,5
8 14,2

Tablo 5.1. de yer alan sonuglara bakildigi zaman Pichia kudriavzeviinin kiltiir
ortaminin pH seviyesi yiikseldik¢e % lipit miktarinda artis olmustur [67]. Calismamizin
sonuclar1 4. boliimde tablo 4.4. verilmis olup en yiiksek % lipit miktar1 pH 10°da %40
olarak elde edilmistir. Hem daha once yapilmis ¢alismalar hem de calismamiz Pichia
kudriavzevii’nin % lipit miktarinin pH seviyesi artikca yiikseldigini gostermis olup,
yapilacak daha sonraki ¢aligmalarda bu durumun dikkate alinarak Pichia kudriavzevii
icin % lipit miktarindaki artisin hangi pH degerine kadar devam ettigi aragtirilmalidir.
Azot yoklugunda A10 kodlu izolat icin doymus yag asitlerinin ylizdesi %26,88, tekli
doymamis yag asitlerinin yiizdesi %58,33, coklu doymamis yag asitlerinin yiizdesi
%14,83 olarak bulunmustur.

Azot yoklugunda A20 kodlu izolat i¢cin doymus yag asitlerinin yiizdesi %25,59, tekli
doymamis yag asitlerinin yiizdesi %57,85, coklu doymamis yag asitlerinin yiizdesi

%16,59 olarak bulunmustur.

Biyodizelde ¢oklu doymamis ve doymus yag asitlerinin diisiik seviyelerde olmasinin
oksidasyon kararliligim1i ve diisiik sicakliktaki akis problemlerini diisiirdiigii, tekli
doymamis yag asitlerinden palmitoleik asit (16:1) ve oleik asit (18:1)‘in yiiksek
miktarlarda olmasinin oksidasyon kararliligia ve diislik sicakliktaki akisa pozitif katki
yaptigr bildirilmistir [94]. Doymamis yag asidi akiimiilasyonu yapan hiicrelerin
biyodizel iiretimi i¢in ideal organizmalar oldugu ve tekli doymamis yag asitlerinin
miktarindaki artisin biyodizel kalitesini arttiran bir parametre oldugu rapor edilmistir
[95]. Yag asidi analiz sonuglarina gore; Pichia kudriavzevii A10 ve Pichia kudriavzevii
A20 kodlu susun biyodizel iiretimi i¢in uygun yag asidi kompozisyonuna sahip oldugu
saptanmustir.
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Yapilan arastirmalarda biyodizel kalitesinin palmitik asit (C16: 0) ve oleik asitten (C18:
1) pozitif yonde etkilendigi rapor edilmistir [96]. Bu c¢alismada, yiiksek miktarlarda
Cl16: 0 ve C18: 1 (toplam yag asitlerinin A10 kodlu izolat i¢in %61,62'si A20 kodlu
izolat i¢in %56,87 ) yag asitleri elde edilmistir. Bu durum Pichia kudriavzevii 'nin

potansiyel bir biyodizel iiretim kaynagi oldugunu gostermektedir.

Coklu doymamis yag asitleri, liretilen biyodizelin viskozitesini azalttigindan dolayz,
coklu doymamis yag asitlerini igermeyen veya bu yag asitlerini diisiik oranda iceren
mikrobiyal lipitlerin ise bitkisel yaglara alternatif olarak biyodizel iiretiminde ham

madde olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir [83,91].

Mayalarin biriktirdigi yag, agirlikli olarak oleik (C18: 1), linoleik (C18: 2), stearik
(C18: 0), palmitik (Cl16: 0) veya palmitoleik asit (C16: 1) olan triagilgliserol
formundadir [2]. Mevcut sonuglar, Pichia kudriavzevii’den elde edilen yag asitlerinin
diger oleginous mayalardan elde edilen yag asitleri ile yiiksek oranda benzerlik

gosterdigini ortaya koymustur.

Xue ve arkadaslart Rhodotorula glutinis hiicrelerinden ekstre ettikleri lipitleri gaz
kromatografide analiz etmislerdir. Maya hiicrelerinden elde ettikleri lipidin bitkisel
yaglara benzedigini ve 16 ile 18 numarali karbon atomlar1 bakimidan zengin oldugunu
ve %92,4 oraninda yiikksek metil esteri olusturdugunu rapor etmislerdir [86].
Calismamizda ise Pichia kudriavzevii’den elde ettigimiz lipitlerin transesterifikasyona
ugratilarak elde edilen metil esterleri GC-FID (Gaz kromatografisi-Alev iyonizasyon
dedektorii) cihazinda analiz edilmistir. Pichia kudriavzevii A10 hem de Pichia
kudriavzevii A20 kodlu izolatlarin metil ester verimleri sirasiyla %96,17 ve %95,85

olarak bulunmustur.
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Bu calismada elde edilen veriler, Pichia kudriavzevii A10 ve Pichia kudriavzevii A20
kodlu izolatlarin {rettigi mikrobiyal lipitlerin biyodizel iiretimi i¢in umut verici
alternatif birer hammadde kaynagi olarak kullanilabilme potansiyeli tasidigini

gostermistir.

e Ideal lipit iireticisi mikroorganizmanin kesfedilmesi,

o Kesfedilen mikroorganizmanin lipit {retimi i¢in optimum kosullarinin
belirlenmesi,

e Mikroorganizmalarin substrat olarak kullanabilecegi ucuz karbon kaynaklarinin

bulunmasi.

Biyodizel maliyetinin biiylik boliimiinii olusturan hammadde maliyetini azaltmak ve
insan beslenmesinde onemli bir yeri olan bitkisel yaglara alternatif bir lipit kaynagi

ortaya koymak i¢in ii¢ temel asama olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Yapilan ¢alismayr diger calismalardan 6zgiin kilan yOnii mikrobiyal lipit iiretimi
acisindan daha oOnce iilkemizde calisilmamis bir oleginous maya tiirii olan Pichia
kudriavzevii ile gergeklestirilmesidir. Bu izolatlar, ekonomik ve c¢evresel faydalar
birlestirerek alternatif karbon kaynaklar1 kullanarak daha biiyilik 6l¢ekli uygulamalarda

tek hiicreli yag tiretimi i¢in potansiyel adaylar olabilir.
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