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OZET

Biyodizel, biyolojik olarak parcalanabilen, yenilenebilir ve toksik olmayan alternatif bir
yakittir. Biyodizel iiretiminde temel hammaddenin bitkisel yaglar olmasi ve bu yaglarin
ozellikle tarim tiriinlerinden elde edilmesi, biyodizel iiretimini kisitlamaktadir. Biyodizel
tiretiminde tarim {riinleri disinda farkli kaynaklarin kullanilmasi, hem biyodizel
tiretiminde devamliligi saglayacak hem de gida bitkilerinin enerji sektdriinde heba
edilmesini onleyecektir. Bu ¢alismanin amaci, ¢esitli gida orneklerinden izole edilmis
maya tlirlerinin lipit igerigi, lipit verimi ve yag asidi profili bakimindan biyodizel iiretim
potansiyellerini belirlemektir. Bu ama¢ dogrultusunda; calismada c¢esitli gida
tiriinlerinden izole edilen 8 adet maya izolati, pH 5,5, 30 °C sicaklik 100 rpm (¢alkalama
hiz1) ve 24 saat siirede hem optimal besiyerinde (azot varliginda) hem de lipit iiretim
besiyerinde (azot yoklugu) inkiibe edilerek lipit verimi ve % lipit miktar1 bakimindan

karsilastirilmistir.

Bu ¢alismada en yiiksek % lipit miktar1 ve lipit verimine sahip olan B37 ve B53 kodlu
izolatlar sirasiyla Pichia kudriavzevii, Saccharomyces cerevisiae tlrleri olarak DNA
diizeyinde tanimlanmistir. Tiir tanimlamasi1 yapilan Pichia kudriavzevii B37 ve
Saccharomyces cerevisiae B53 suslarina 30 °C sicaklik 100 rpm ve 72 saat boyunca farkli
pH (6-8-10) degerlerinde azot yoklugu stresi uygulanmistir. Pichia kudriavzevii B37
kodlu izolatin pH 6’da % 34,4 olarak en yiiksek % lipit miktarina, pH 8’de ise 261,37

mg/L/giin olarak en yiiksek lipit verimine sahip oldugu goriilmiistiir. Saccharomyces
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cerevisiae B53 kodlu izolatin pH 10’da % 44,3 olarak en yiiksek % lipit miktarina ve
730,60 mg/L/glin olarak en yiiksek lipit verimine sahip oldugu gorilmiistiir. Maya
hiicrelerinden ekstre edilen lipitler transesterifikasyona ugratilarak elde edilen metil
esterleri gaz kromotografisi-kiitle spektrometresi kullanilarak analiz edilmistir. Pichia
kudriavzevii oldugu belirlenen B37 ve Saccharomyces cerevisiae oldugu belirlenen B53
kodlu izolatlarin kuru biyokiitlesinden ekstre edilen lipitlerin transesterifikasyonu

sonucunda sirastyla % 96,02 ve % 96,28 oraninda biyodizel verimi elde edilmistir.

Pichia kudriavzevii B37 ve Saccharomyces cerevisiae B53 kodlu izolatlarin yag asidi
dagilim1 Pichia kudriavzevii B37 kodlu izolat i¢in palmitik asit (% 15,61), palmitoleik
asit (% 9,73), stearik asit (% 15,52), oleik asit (% 37,14) ve linoleik asit (% 14,96)
olarak bulunmustur. Saccharomyces cerevisiae B53 kodlu izolatta ise palmitik asit (%
12,00), palmitoleik asit (% 41,49), stearik asit (% 9,62) ve oleik asit (% 33,17) olarak
bulunmustur. Calismada kullanilan Pichia kudriavzevii ve Saccharomyces cerevisiae
tiirlerinin yiiksek lipit icerigine ve lipit verimine sahip olmasinin yani sira elde edilen
lipitlerin biiyiik boliimiiniin C16 ve C18 metil esterlerinden olugsmasi bu mayalarin
sentezledigi lipitlerin biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullanilabilme

potansiyeline sahip oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Maya, Biyodizel, Mikrobiyal Lipit, Pichia kudriavzevii,
Saccharomyces cerevisiae

Tez Damismani: Prof. Dr. Sahlan OZTURK

Sayfa Adeti: 57
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ABSTRACT

Biodiesel is a biodegradable, renewable and non-toxic alternative fuel. The fact that the
basic raw material in biodiesel production is vegetable oils and that these oils are obtained
from agricultural products, limits the production of biodiesel. The use of different sources
other than agricultural products in biodiesel production will both ensure continuity in
biodiesel production and prevent food crops from being wasted in the energy sector. The
aim of this study is to determine the biodiesel production potential of yeast strains isolated
from various food samples in terms of lipid content, lipid yield and fatty acid profile. In
accordance with this purpose; In this study, 8 yeast isolates isolated from various food
products were incubated at pH 5,5, 30 °C temperature 100 rpm (shaking speed) and 24
hours both in optimal medium (in the presence of nitrogen) and in lipid production
medium (lack of nitrogen) to increase lipid yield and Compared in terms of % lipid

content.

In this study, B37 and B53 coded isolates with the highest lipid content and lipid yield
were identified at the DNA level as Pichia kudriavzevii and Saccharomyces cerevisiae
species, respectively. Nitrogen deficiency stress was applied to Pichia kudriavzevii B37
and Saccharomyces cerevisiae B53 strains, which were identified as species, at 30 °C
temperature, 100 rpm and different pH (6-8-10) values for 72 hours. Pichia kudriavzevii
B37 coded isolate was found to have the highest lipid content of 34,4% at pH 6, and the
highest lipid yield at pH 8 as 261,37 mg/L/day. It was observed that Saccharomyces
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cerevisiae B53 coded isolate had the highest lipid content of 44,3% at pH 10 and the
highest lipid yield of 730,60 mg/L/day. The methyl esters obtained by transesterification
of lipids extracted from yeast cells were analyzed using gas chromatography-mass
spectrometry. As a result of the transesterification of lipids extracted from the dry biomass
of B37 coded isolates, which were determined to be Pichia kudriavzevii and B53 coded
isolates, which were determined to be Saccharomyces cerevisiae, biodiesel yields of

96,02% and 96,28% were obtained, respectively.

Fatty acid distribution of isolates coded Pichia kudriavzevii B37 and Saccharomyces
cerevisiae B53 For isolate coded Pichia kudriavzevii B37 palmitic acid (15,61%),
palmitoleic acid (9,73%), stearic acid (15,52%), oleic acid (37%) ,14) and linoleic acid
(14,96%). Palmitic acid (12,00%), palmitoleic acid (41,49%), stearic acid (9,62%) and
oleic acid (33,17%) were found in Saccharomyces cerevisiae isolate coded B53. The fact
that Pichia kudriavzevii and Saccharomyces cerevisiae species used in the study have
high lipid content and lipid yield, as well as the fact that most of the lipids obtained are
composed of C16 and C18 methyl esters showed that the lipids synthesized by these

yeasts have the potential to be used as raw materials in the production of biodiesel.

Keywords: Yeast, Biodiesel, Microbial Lipid, Pichia kudriavzevii,
Saccharomyces cerevisiae
Thesis Advisor: Prof. Dr. Sahlan OZTURK

Number of Pages: 57
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1. BOLUM

GIRIS

Enerjinin, tiim iilkelerde ekonomik ve sosyal kalkinma ile yasam kalitesinin gelismesi
bakimindan temel bir ihtiya¢ oldugu asikardir. Diinyada iilkelerin giderek kalkinmasiyla
ortaya ¢ikan enerji talebindeki artig ve bu talebin giderek azalan fosil enerji kaynaklari ile
karsilanamamasi, insanligt yeni ve yenilenebilir enerji kaynaklar1 aramaya
yonlendirmistir. Diinyada ve iilkemizde alternatif enerji kaynaklar1 arasinda bulunan
biyodizel, son donemlerde 6nemi oldukca artan yenilebilir enerji kaynaklarindan biridir.
Biyodizel, bitkisel ve hayvansal yaglar ile atik yaglar gibi yerli ve yenilenebilir
kaynaklardan iiretilen bir dizel alternatifidir [1]. Uretiminde kullamlan temel
hammaddenin bitkisel yaglar olmasi ve bu yaglarin 6zellikle tarim iirtinti agirlikli olmast,

biyodizel iiretimini kisitlamaktadir.

Mikroorganizmalar, bitkiler ile kiyaslandiginda; kisa yasam dongiisiine sahip olmalari,
daha az caba gerektirmeleri, mevsimlerden daha az etkilenmeleri, kii¢iik alanda daha
biiylik 6lgekte iiretilebilmeleri gibi ¢esitli avantajlara sahiptir [2]. Bu avantajlarla birlikte
diinya genelinde fosil yakit kaynaklarinin hizla tilkenmesi ve fosil yakitlarin ¢evresel
zararlarindan dolayi, ¢evre dostu bir enerji kaynagi olan biyodizelin iiretilmesi igin

mikrobiyal yaglarin kullanilmasi ideal bir stratejidir.

Maya, mantar ve mikroalgler bilesimi bitkisel yaglara benzeyen triasilgliseritleri
(TAGs)’leri sentezleyebilirken, bakterilerin cogu spesifik yaglari
sentezleyebilmektedirler. TAG’ler biyodizel iiretimi i¢in ana materyallerdir ve bir¢ok
mikroorganizma tarafindan hiicre i¢inde yiiksek miktarlarda iiretilebilmektedir. Biyodizel
tiretimi i¢in diger 6nemli kaynak materyali ise mayalardir. Rhodosporidium toruloides,
Lipomyces starkeyi, Yarrowia lipolytica, Cryptococcus curvatis gibi baz1 mayalarin kuru
agirliklarinin %20°sinden daha fazla lipit tiretimi yapabildigi bilinmektedir [3,4]. Mayalar
glikoz, ksiloz, gliserol, nisasta, lignoselliilloz, tarima dayali sanayi atiklar1 gibi gesitli
karbon kaynaklarini lipit iiretimi i¢in kullanabilirler. Fakat her durumda lipit {iretimi
karbon haricindeki bir besin elementinin sinirlandirilmasi ile olusturulan kosullar altinda

gerceklesmektedir [5].



Genellikle yag iireten mayalar, Saccharomyces cerevisiae gibi mayalarla kiyaslandiginda
daha yavag gelistikleri goriiliir. Bu sebeple, lipit liretimi yapan mayalardan lipit iiretimi

acisindan maksimum verim alabilmek i¢in uzun bir siireye ihtiya¢ vardir [6].

Yagl mikroorganizmalarin karbon seviyesinin yiiksek oldugu durumlarda ve besiyeri
iceriginde herhangi bir element sinirlandiginda yagli mikroorganizmalar depo yag1 olan
triacilgliserolleri iiretmeye baslarlar. Yag tiretimini besiyerine ilave edilen g¢esitli
elementlerin orani tetikleyebilir. Yagli mikroorganizmalarla yapilan c¢aligmalarda yag
iretiminin arttirilmasi amaciyla 6zellikle azot sinirlamast siklikla kullanilmaktadir. Bazi
inorganik tuzlarin (fosfat, magnezyum, demir veya siilfat) ve vitaminlerin de azotun

disinda yag iiretim metabolizmasini etkiledigi belirtilmistir [7].

Bu caligmada ¢esitli gida iirlinlerinden izole edilen mayalarin mikrobiyal lipit iretim
kapasitelerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagcla ¢esitli gida tirlinlerinden maya
izalosyonu gergeklestirerek izole edilen mayalar farkli pH degerlerinde azot varligi/azot
yoklugu stresi igeren iki farkli besiyerinde biyokiitle artist ve lipit verimi acisindan
degerlendirilmistir. Daha sonra hiicre i¢i mikrobiyal lipit iiretme verimi ve % lipit miktari
en yliksek olan 2 adet maya izolatinin secilerek tiir tanimlamasinin yapilmasi ve yag asidi
kompozisyonunun belirlenmesi hedeflenmistir. Elde edilecek verilerle bu mayalarin
biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullanilabilme potansiyelinin var olup olmadig1

ortaya konulacaktir.



2. BOLUM

2.1. Mayalar

Mayalar, mantarlar ailesinin genis bir boliimiinii olusturan tek hiicreli
mikroorganizmalardir. Hiicre yapisinin bilyiik bir boliimii lipit, niikleik asitler, protein,
ve polisakkaritten meydana gelmektedir. Maya hiicrelerinin % 75'ini genel olarak su, geri
kalanin1 ise enzimler, yaglar, proteinler, peptidler, vitaminler, aminoasitler ve
karbonhidratlar olusturmaktadir [8].

Mayalar, diger mikroorganizmalara kiyasla farkli hiicre duvar yapisina sahiptirler. Maya
hiicre duvari kitin, glukan ve mannoproteinden olusmaktadir [9].

Uygun sekilde sterilizasyon ve pastorize edilememis gidalarda gesitli mikrofloralar
gelismektedir.

Gelisim aktivitelerini tamamlayabilmeleri i¢in maya hiicreleri, uygun besinlere ve gerekli

ortam sartlarina ihtiya¢ duymaktadirlar.
Maya hiicrelerinin geligimi i¢in en 6nemli etkenler:

v Uygun besi ortami
v Oksijen ve karbondioksit
v Su

v' Sicaklik

v pH

[10].

Insanlar isteyerek veya farkinda olmadan mikroorganizmalarin dogal aktivitelerini gida
tiretiminde uzun yillardir kullanmaktadirlar. Baglica 6rnekler ekmek, bira, sarap, peynir,
olarak gosterilebilir tarihsel kaynaklar da bu konuyu dogrulamaktadir. Bahsi gegen
gidalarin tiretiminde temel siire¢ler biraz degisse de, mayalar mevcut sartlarda her zaman
biyoteknolojik verimin artmasini saglayan bir ara¢ olmustur. Yeni teknolojiler ile birlikte
biyoteknoloji uzmanlari tarafindan gelistirilen yontemler ile yeni ve yararli gidalar ortaya
cikmistir. Modern gida endiistrisinin gelisiminde biyoteknolojinin biiyiik rolii vardir.
[11]. Tek hiicreli mikroorganizma tiirii olan mayalara gida biyoteknolojisi disinda genetik
miihendisleri de ilgi gostermektedirler. Hastaliklarin tedavisinde ya da dnlenmesinde
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kullanilan pek ¢ok farmasotik ajanin iiretilmesinde genetik miihendisligi ile gelistirilen
mayalar yer almaktadir. Ayrica rekonbinant DNA teknolojisinde mayalar 6nemli bir role

sahiptir [12].

Mayalarin yiiksek miktarda yag biriktirme kapasitesi, yiiksek biiyiime hizlar1 ve TAG
depo yaglarinin bitkisel yaglara benzemeleri sebebiyle simdiye kadar yapilan ¢aligsmalar

mayalar lizerinde yogunlagmistir [13].

Mayalardan yaklasik olarak %80-90 oraninda TAG formunda mikrobiyal lipit elde
edilmektedir. Bu lipitlerin biinyelerinde herhangi bir toksin ve allerjen bulunmamaktadir.
Kiiltiir ortaminda sinirlandirilmis azot miktarina bagh olarak Rhodotorula gracilis’in
hiicre agirhiginin % 65’1 kadar lipit depo ettigi rapor edilmistir. Cryptococcus curvatus
gibi ¢esitli mayalar tarafindan karbon kaynaklari kullanilarak yiiksek miktarda TAG depo
yaglari uiretilebilmekte ve azotun sinirlandirilmis oldugu ortamda kuru biyokiitle agirlig
tizerinden % 60’a kadar lipit verimi elde edilmektedir. Elde edilen lipitin % 90’1indan
fazlasin1 palm yagina benzer yag asidi kompozisyonuna sahip TAG’lar olusturmaktadir.
Yogunlastirilmis  kiiltiir ortaminda yetistirilen Saccharomyces cerevisiae kuru

biyokiitlede % 7-10 oraninda ergosterol iiretmektedir [14].

Yag verimi yiiksek mayalar, kakao yagina benzer nitelikte lipit iiretmektedir. Maya
tirlerinden Candida curvata’dan elde edilen lipit, kakao yagindan elde edilen lipitle

erime sicaklig1 acisindan benzer 6zellik gostermektedir [14].

Kuru agirliklarinin % 70’1 oraninda lipit depo etme 6zelligine sahip bazi maya tiirleri

Rhodotorula sp, Rhodosporidium sp ve Lypomyces sp’dir [15].

Maya tiirlerinden Trichosporon Pullulans’in aerobik kosullarda iyi bir yag lretimi
gerceklestirdigi saptanmistir. Normalde yag lireten mikroorganizma olarak goriilmeyen
Saccharomyces cerevisiae ve Candida utilis’in oldukca yliksek miktarda yag iirettigi
saptanmustir. Pichia farinosa % 7-9, Candida utilis ve Geotrichum candidum % 4-14,

Hansenula anomala % 9-16 oraninda yag trettikleri bulunmustur [16].

Yapilan ¢aligmalarda, yag iiretiminde en umut verici mikroorganizmanin Rhodotorula
gracilis oldugu goriilmiistiir. Besiyerindeki sindirilebilir azot miktar kisitlandiginda
Rhodotorula gracilis’te yag birikiminin arttifi gdzlenmistir. Diger umut verici yag

tireticiler ise Lipomyces lipofer ve Lipomyces starkeyi olarak bulunmustur. Lipomyces
4



lipofer ile yapilan c¢alismalarda % 40, Lipomyces starkeyi ile yapilan calismalarda ise
% 50-63 oraninda yag birikimi gozlenmistir. Saccharomyces cerevisiae ile yapilan
calismalarda ise inositol igermeyen besiyerinde gelistirildiginde yag iceriginin yaklagik

15 kat arttig1 goriilmiistiir [16].

Giliniimlizde ise yapilan analizler sonucunda mikroorganizmalarin ve Ozellikle de
mayalarin ¢ok farkli yag asitlerini sentezleyebildikleri ve uygun kosullarda toplam
biyokiitlelerinin % 70’ine varan oranlarda yag depolayabildikleri belirlenmistir. Mayalar
arasinda Saccharomyces cerevisiae kolay bulunabilirligi ve metabolizmasinin ortaya
konulmus olmasindan dolay1r mikrobiyel yag iiretim c¢alismalarinin temelini tegkil

etmektedir [17].

2.2. Mikrobiyal yaglar

Mikroorganizmalar, giiniimiiz diinyasinda pek c¢ok amacla kullanilabilmektedir. Bu
amaglar arasinda rekombinant protein eldesi, antibiyotik, insiilin {iretimi, organik
asitlerin, polisakkaritlerin tiretimi, etil alkol eldesi gibi ¢esitli maddelerin sentezi yer
almaktadir [18,19]. Biyodizel yakitlarin hammaddesi olarak kullanilan lipitlerin
tiretiminde de mikroorganizmalarin roliiniin biiyiikliigli yadsinamaz bir gercektir. Bu

canlilarin tirettigi lipitlere tek hiicre yagi (SCO) da denilmektedir [20].

Mikrobiyal yaglar ya da tek hiicre yaglari; bakteri, maya, mantar ve mikroalglerden elde
edilmektedir. Biyodizel; bitkilerden, hayvanlardan, alglerden, mayalardan ve
bakterilerden elde edilen yaglarin, bir katalizor (enzim, asit veya baz) esliginde kisa
zincirli bir alkol ile (etanol veya metanol) transesterlesmesi sonucunda ortaya ¢ikan ve
yakit olarak kullanilan bir {iriindiir. Geleneksel biyodizel esas olarak soya yagi, kanola
yag1, ay¢icegi yagi, palm yagi ve atik yaglardan elde edilmektedir. Ancak yagl bitkilerin
ekilmesi i¢in ¢ok biiylik alanlara ihtiya¢ duyulmasi ve biyodizel iiretimi i¢in bitkisel
yaglar kullanildiginda maliyetin tiim iiretim maliyetinin %70-85’ini bulmas1 nedeniyle;
arastiricilar mikroalg, maya, bakteri ve mantar gibi daha ucuz yag kaynak materyallerine

yonelmislerdir [21].

Mikrobiyal yaglar, bitkisel ve hayvansal yaglarla kiyaslandiginda, mikroorganizmalarin
kisa yagsam dongiisiine sahip olup kolay iiretilebilmeleri, daha az ig gilicii ve mekan
gereksinimi olmasi, mevsimsel ve iklimsel kosullara ihtiya¢ duymamalari agisindan daha
avantajli bir sekilde biyodizel tiretiminde hammadde olarak kullanilabilmektedir [22].
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Sucul ortamda mikroalgler, tek hiicreli ve ¢ok hiicreli yapilarda yer alan, heterotrofik ya
da ototrofik olarak gelisen fotosentetik organizmalardir [23]. Mikroalglerce
karbondioksit dogrudan yag asitlerine doniistiiriilebilmektedir. Mikroalglerin kuru hiicre
agirliklarinin yaklasik % 20 ile % 60’1 yag iceriklerinden olusur. Fakat Nannochloropsis,
Botryyococcus, Schizochytrium tiirleri yaklasik olarak kuru hiicre agirliklarinin % 80’1
oraninda yag depolayabilirler. Baz1 mikroalg tiirleri farkli formlarda yag ve hidrokarbon
iiretme yetenegine sahiptir [24]. Mikroalglerce iiretilen uzun zincirli yag asitleri,

biyodizel iiretiminde hammadde kaynagi olarak kullanilmaktadir [25].

Mikroalgler makroalglere gore bazi iistlinliiklere sahiptir. Bunlarin basinda daha kii¢iik
alanda yetisebilmeleri, daha kisa siirede ¢ogalabilmeleri ve daha fazla yag depolama
yetenegine sahip olabilmeleri gelmektedir. Mikroalgler 3.5 saat gibi kisa bir siire
icerisinde biyokiitlelerini iki katina ¢ikarabilmektedir [26]. Alglerden iiretilen biyodizelin
stlfiir igermedigi, SOx, hidrokarbon, partikiil madde, ve CO emisyonlarinin ¢ok diisiik
oranda olmasina karsin NOx emisyonunun nispeten daha yiiksek oldugu rapor edilmistir
[27].

Mikroalgler yag asidi bakimindan zengin olsa da fotosentez gereksinimleri i¢in genis
alana ihtiyag duymalarindan dolay1 iiretim maliyeti yiikselmektedir. Bunun yaninda
mikroalglerin ¢ogalmalarinin iklim ve mevsim kosullarina bagli olmasi ve yliksek

miktarda suya ihtiya¢ duymasi nedeniyle liretim maliyetleri de yiiksektir [28].

2.3. Biyodizel nedir?

Ener;ji kaynaklar ile ilgili olarak son yillarda alternatif yakitlar, enerji tasarrufu, enerji
verimliligi ve c¢evrenin korunmasi gibi konular 6nem kazanmistir. Gelismekte olan
tilkelerde bitkisel yaglar, biyokiitle, biyogaz gibi biyolojik kokenli yakitlarin tiretimi ve
kullanilmasi 6nem kazanmaktadir. Bu asamada biyodizel timit verici bir segenek olarak

goriilmektedir [29].

Biyodizel alternatif olarak iiretilen bir biyo yakittir. Yenilenebilir olmasi, toksik
etkisinin olmamasi ve emisyon degerlerinin diisiik olmasindan dolay1 ¢evre dostu
bir yakit olarak nitelendirilmektedir. Biyo kelimesi elde edilen yakit {iriiniin biyolojik
kokenli ve yenilenebilir oldugunu, dizel kelimesi ise biyodizelin dizel yakit olarak

kullanilabilecegini gdstermektedir [30].



Biyodizel, bitkisel, hayvansal ve atik yaglarin kisa zincirli bir alkol ile bir katalizér
varliginda transesterifikasyon reaksiyonu sonucu tiretilen dizel bir yakittir [31]. Bitkisel
ve hayvansal yaglar, esterlesme reaksiyonu sonucu yag asitleri metil ester (YAME)
formuna ge¢mektedir [30]. Bu reaksiyon sonucunda ortaya c¢ikan biyodizelin temel
ozellikleri dizel yakita oldukga yakinlik gostermektedir [32]. Biyodizel, yenilenebilirlik,
biyolojik parcalanabilirlik, diisiik toksisite, diisiik emisyon profili, daha yiiksek yanma
verimliligi, setan sayis1 ve oksijen icerigi Ozelliklerinden dolayr daha avantajli bir

yakattir [33].

Biyodizel igerdigi enerji ve fizikokimyasal 6zellikleri bakimindan dizel yakita benzer;
bundan dolay1 geleneksel motorlarda biiyiik degisiklikler yapilmadan biyodizel tek basina

veya biyodizel-dizel karisimi formunda kullanilabilir [33].

2.3.1. Biyodizelin cevresel ozellikleri

Fosil yakitlar petroliin birgok islemden gegcirilmesi sonucu kullanilabilir hale gelmektedir.
Bu siiregte cevreye salinan emisyon oranlari azimsanmayacak oranda yiiksektir.
Biyodizel ise bitkisel kaynakli oldugu i¢in hammaddenin yetismesi, yaginin elde edilmesi
ve biyodizele donilistim siireci bir biitiin olarak degerlendirildiginde olusan emisyon
salinimlar1 petrol esasl yakitlara gére oldukca azdir. Hatta bitkilerin fotosentez yaptigi
da diisiintildiigiinde biyodizelin ¢evreci 6zelligi olduk¢a 6n plana ¢ikmaktadir. Ayrica,
motorlarda yakit olarak kullaniminda olusan egzoz emisyonlart da genel olarak petrol
yakitlarindan daha az seviyede olusmaktadir [34]. Biyodizelin suda yasayan canlilara
zehirli bir etkisi bulunmamaktadir. Fakat bir litre ham petroliin bir milyon litre igme
suyunun kirlenmesine sebep oldugu bilinmektedir. Biyodizel suya birakildiginda 28
giinliik bir siirecin sonunda % 95'1 ¢oziiniirken, bu oran dizelde % 40 seviyelerine
diismektedir. Bu sebeple, basta ABD'nin bir¢ok eyaletinde olmak iizere, nehir ve goller
gibi sulak alanlarda kullanilan tekne ve ulasim araglarinda saf biyodizel kullanimi

mecburi hale gelmistir [35].



2.3.2. Biyodizel iiretim siirecleri

Biyodizel, her tiirlii bitkisel yaglarin bir katalizor esliginde kisa zincirli alkollerle
transesterifikasyonu sonrasi elde edilen biyolojik kdkenli dizel bir yakittir. Dizel araglarda
kullaniminda kiiciik modifikasyonlar yeterli olmaktadir. Ayg¢icegi, kanola, kenevir,
pamuk, aspir gibi yag igerigi yiiksek olan bitkiler, giiniimiizde yaygin bir sekilde
biyodizel tliretiminde hammadde olarak kullanilmaktadir. Bunun disinda atik yaglar ve
mikroalglerle de biyodizel iiretimi yapilmaktadir. Biyodizel iiretmek i¢in harcanan
enerji, dizel yakit iiretmek i¢in harcanan enerji miktarinin % 32’si kadar oldugundan

biyodizel iiretim tesislerinde 6nemli dl¢lide enerji tasarrufu da saglanabilmektedir [36].

Biyodizel iiretiminde kullanilan yontemler asagida Sekil 2.1.°de verilmistir. Bu
yontemler 1s1l yontem ve kimyasal yontem olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Isil yontem
giiniimiizde c¢ok fazla kullanilmamaktadir. Kimyasal yontemler ise seyreltme,
mikoemiilsiyon olusturma, piroliz (ayristirma) ve transesterifikasyondan olugmaktadir.
Gilinlimiizde bu yontemler arasinda en ¢ok kullanilan transesterifikasyon yontemidir.
[37]. Transesterifikasyon esnasinda yag metanol ya da etanol gibi kisa zincirli bir alkol
ile asit veya baz gibi bir katalizor esliginde reaksiyona sokularak metil ester ve gliserin
elde edilir. Katalizor olarak sik kullanilan bazlar arasinda sodyum hidroksit ve potasyum
hidroksit yer almaktadir. Asit katalizorler arasinda en sik kullanilan hidroklorik asit ve

stilfirik asittir [38].

Bitidsel Yaglann Yakit Ozeliklerinin lyillegtiiimesi

v
Viskozitenin Azaltimasi
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Seyreltme  Mikroemdlisiyon Proliz Transesterifikasyon
Olusturma (Ayngtma)

Sekil 2.1. Biyodizel iiretim yontemleri [36].



2.3.3. Diinya’da ve Tiirkiye’de biyodizel

Diinyaki hizli niifus artisi, sanayilesmenin artmasindan dolayr dogal kaynaklarin
kontrolstiz kullanilmas1 ve mevcut sartlarda kullanilan fosil yakitlarin rezervlerindeki
azalma, gliniimiizde bolgesel olmaktan uzaklasarak kiiresel bir sorun haline gelmektedir.
Bu durum karsisinda hiikiimetler yasal diizenlemeler yaparak alternatif olan enerji kaynak
arayisina baglamislardir. Bu amagla alternatif olacak enerji kaynaginin yenilenebilir ve
cevre dostu olmasi ziyadesiyle Onemlidir. Giinlimiizde kullanilabilecek alternatif
yenilenebilir enerji kaynaklari; riizgar, giines, biyokiitle, hidrolik enerji, jeotermal ve
deniz enerjisi olarak siiflandirilmaktadir. Uluslararasi Enerji Ajansi tarafindan yapilan
calisma sonuglarina gére 2000-2030 yillar1 arasinda enerji kaynaklarinin pay1 fosil enerji
icin %835, petrol ve dogalgaz i¢cin % 60 ve yenilenebilir enerji i¢in ise % 15 diizeyinde

olacaktir [39].

Yenilenebilir enerji kaynaklarindan biyodizel, artan petrol fiyatlari, fosil yakitlarin
kaynaklarmin azalmasindan dolayr Diinya’da onemli bir konumda bulunmaktadir.
Biyodizel iiretimi Bati Avrupa’da 44 (11 tesis ile Italya lider), Dogu Avrupa’da 29 (16
tesis ile Cek Cumbhuriyeti lider), Kuzey Amerika’da 8, diger iilkelerde ise 4 iiretim
tesisinde iiretilmektedir. Biyodizel tiretiminde 985 bin tonluk iiretim ile Almanya ilk
sirada yer almaktadir. Almanya’y1 Fransa, italya ve Ingiltere takip etmektedir. Diinya’da
biyodizelin %50’si Almanya ve Fransa’da tiretilmekte ve kaynak olarak biiyiik oranda
kolza kullanilmaktadir. Biyodizel iiretiminin desteklenmesi i¢in iiretim yapan tesisler

Avrupa Birligi tarafindan politik anlamda da desteklenmektedir.

Biyodizel, iiretim maliyeti yiiksek olan bir yakit tiiriidiir. Uretimi yagl bitki tohumundan
yapilan tesislerde maliyetin en biiylik pay1 tohumdur. Biyodizel iiretiminde hammadde
olarak atik yag ya da yag iiretiminin yan iriinlerinin kullanilmasi isletmelerde iiretim
maliyetini nispeten diistirmektedir. Ancak iilkemizde yagli tohum iiretimi diger iilkelere
oranla daha diisiik seviyededir. Uretilen yagl tohumlar mevcut niifusa yetmediginden
dolayi lilkemiz yagli tohum ithalat¢isi haline gelmistir. Yagli tohum iiretiminin az oldugu
tilkemizde biyodizel iiretiminin bir kismi1 yagli tohumlar kullanilarak her ne kadar yapilsa

da biiyiik bir kismi atik yaglarin islenmesiyle yapilmaktadir [40].



Tablo 2.1.

Diinya’da biyodizel iiretimi

Sira No Ulke 2019 2018 2017
(Varil/Giin) (Varil/Giin) (Varil/Giin)
1 Endonezya 137.86 96.50 48.25
2 ABD 112.49 121.16 103.81
3 Brezilya 99.95 92.19 73.94
4 Almanya 62.29 65.78 59.28
5 Arjantin 43.08 47.56 56.18
30 Tirkiye 2.37 2.15 1.31

Endonezya, biyodizel iiretiminde diinyanin en iyi filkesidir. 2019 yili itibariyla
Endonezya'da biyodizel iiretimi giinliik 137.86 bin varil olarak gerceklesmistir. i1k 5 iilke
arasinda Amerika Birlesik Devletleri, Brezilya, Almanya ve Arjantin de yer almaktadir

[41].

Resmi Gazete’de yayimlanan 25 Subat 2011 tarih ve 27857 tarihli Bakanlar Kurulu karari
ile iilkemizde biyodizel iiretiminde oto biyodizel ve yakit biyodizeline Ozel Tiiketim
Vergisi (OTV) uygulamasi getirilmistir. Biyodizel iiretimindeki maliyetin biiyiik bir
kismi hammadde kaynaklhidir. OTV uygulamasi ile maliyetler daha fazla artttigi icin
biyodizel sektorii rekabet giiclinii kaybetmis ve duraklama donemini yasamaktadir.
Lisansi olan iireticilerin ¢ogu lisanslarini iptal ettirmis, lisans1 devam edenler ise tiretim
yapamayacak durumdadir. 2005 yilinda 80 isletme biyodizel iiretimi lisans1 almis iken,
2018 yilima gelindiginde sadece 14 isletmenin lisans1 devam etmektedir. Lisansi
sonlandirilmayan ve iiretime devam eden tesislerle birlikte toplam isleme kapasitesi
yaklagik 1,5 milyon ton civarindadir. 2020 yilina gelindiginde ise Biyokiitle Enerjisi
Potansiyeli Atlasi’nda (BEPA) 5 adet biyodizel iiretim tesisi aktif goriilmektedir.
Biyodizel ile ilgili yeni diizenlemeler yapilmaz ve kapatilmalarina sebep olan engeller
ortadan kaldirilmaz ise biyodizel alaninda iiretimin artmasi ve yeni tesislerin faaliyete

gecmesi pek miimkiin olmayacaktir [42].
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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 Falkon Isolab
6 Plastik Mikro Kiivetler Isolab
7 Ependorf Tipler Isolab
8 Mikropipet Takimi Isolab
9 Etiiv Selecta 2001248 00-D 55911
10 Destile Su Cihazi Isolab Lwd-3004
11 Mikroskop Olympus CX21
12 Plastik Oze Isolab
13 Petri Isolab
14 Buzdolabi Vestel
15 Santrifiij Selecta
16 100-1000 mL erlen mayerler Isolab
17 200 pL-1000 pL Pipet Uglari Isolab
18 Su Banyosu NB 301 L
19 Calkalamali Ettiv Niive ES 110
20 Lam Isolab
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3.1.2. Cahismada kullamilan kimyasallar

Tablo 3.2. Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar

Sira No Kimyasal Marka
1 Nutrient Broth Merck
2 Etil Alkol (% 96) Neva
3 Crystal Vigole GBL
4 Lugol GBL
5 Safranin GBL
6 Metanol Merck
7 Hekzan Sigma Aldrich
8 Izopropanal Sigma Aldrich
9 Dietileter Merck
10 Asetik Asit (C2H402) Sigma Aldrich
11 Niitrient Agar Merck
12 Agar Agar Merck
13 Potato Dextrose Agar Merck
14 Yeast Extract Sigma Aldrich
15 Malt Extract Sigma Aldrich
16 Peptone Sigma Aldrich
17 Glucose Merck
18 Amonyum Siilfat (NH4)2SO4 Sigma Aldrich
19 Potasyum Siilfat KH2PO4 Sigma Aldrich
20 Magnezyum Siilfat MgSO4-7H20 Sigma Aldrich
21 Siilfirik Asit (H2SO4) Merck
22 Fosforik Asit (H3PO4) Sigma Aldrich
23 Vanilin (C8H8O3) Sigma Aldrich
24 Kloroform Sigma Aldrich
25 Butil Hidroksi Toluen (C15H240) Sigma Aldrich

3.1.3. Calismada kullamlan gida 6rnekleri

Caligmada Nevsehir ilinde ev yapimi elma sirkesi, tursu suyu, salgam, zeytinli yag, ¢ig

siit, tereyagi, yogurt, domates sosu gibi gida {irlinleri maya izolasyon kaynagi olarak

kullanilmustir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Besiyeri hazirlanmasi

Sivi besiyeri hazirlanirken kati haldeki Nutrient Broth kimyasali, kati besiyeri

hazirlanirken kat1 haldeki Potato Dextrose Agar kimyasali kullanilmistir.

3.2.2. Ornek ahmn ve izolasyon

Maya izolasyon kaynagi olarak kullanilan ¢esitli gidalar elma sirkesi, tursu suyu, salgam,
zeytinli yag, ¢ig siit, tereyagi, yogurt, domates sosundan ornek alirken plastik 6zeler
numuneler igerisine batirilarak 6rnek alimi yapilmistir. Sivi besi yerine ekim plastik
Ozelerle alinan numuneler igerisine batirilmig besi yerine drneklerin gegmesi igin plastik
0ze bir miktar icerisinde karistirilmistir. Ekim islemi bittikten sonra agzi kapatilan sivi

besi yerleri tireme olmasi i¢in 30 °C’de etiivde 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibe edilmis ve iireme gerceklesmis olan sivi besi yerlerinden batirma ydntemiyle
plastik 6ze yardimiyla 6rnek alinarak kati besi yerine ¢izgi ekim yapilmistir ve 30 °C ‘de
etlivde bir giin inkiibe edilmistir. Besiyerleri {izerinde gelisen koloniler arasinda farkli
goriinlime sahip olanlar plastik 6ze yardimiyla alinarak tekrar ayni besiyerlerine ¢izgi
ekim yontemi ile ekilmistir. Bu islem saf goriiniimlii koloniler elde edilinceye degin

tekrarlanmustir.

3.2.3. Alinan 6rneklerin gram boyama islemi
Yapilan izolasyon ¢alismasi sonucunda olusan izolatlar gram boyama ydntemi ile
boyanmistir. Gram boyama isleminde kullanilan kimyasallar; kristal viyole, lugol

cozeltisi, % 95’lik etanol, safranin boya ¢ozeltisidir.

Gram boyama ydnteminde belli bir sira izlenerek su islemler yapilmustir. ilk olarak
lamlarin iizerine saf su eklenmis ve bu islemin ardindan demir 6ze bek alevinde steril
edilmistir. Besi yerinden numune alinarak lam {izerine iyice yayilmistir. Ardindan lam
tizerinde bulunan fazla su buharlagtirmak ve lami kurutmak i¢in bek alevinden
gecirilmistir. Kurutulan lama ilk olarak kristal viyole damlatilmistir. Bir dakika
beklendikten sonra saf sudan gecirilmistir. Bu islem sonrasinda lam iizerine lugol
cozeltisi eklenmis bir dakika beklendikten sonra saf sudan gecirilmistir. Daha sonra

tizerine etil alkol ¢ozeltisi damlatilmis ve 10-15 saniye bekletilip ardindan bol saf sudan
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gecirilmistir. Son islem olarak lam {izerine safranin boyasi damlatilmis ve 30 saniye
bekletilip ardindan saf sudan gecirilmistir. Bu islemlerin sonunda 1slak olan lamlar temiz

bir kg1t havlu iizerinde kurumaya birakilmstir.
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Resim 3.1. Gram boyama yapilan izolatlar

3.2.4. lzolatlarin mikroskopta incelenmesi

Gram boyama sonucu kuruyan boyali lamlarin iizerindeki mikroorganizmalarin {izerine
immersiyon yagi damlatilarak mikroskop yardimiyla 100x immersiyon objektifinde
incelenmistir. inceleme sonucu boyama islemi yapilan lamlarda mor renkte goriilen
mikroorganizmalar gram (+), pembe-kirmizi renkte goriilenler ise gram (-) olarak
degerlendirilmistir. Mikroskopta incelemeler sonucu Ornekler igeresindeki mayalar
belirlenmistir. Elimizde bulunan toplam 60 izolat igerisinde 8 adet izolatin maya oldugu

tespit edilmistir.
3.2.5. Calismada kullamlacak maya kiiltiirlerinin iiretimi ve saklanmasi

Gida drneklerinden izole edilen maya izolatlarinin devamliliginin saglanmasi amaciyla,
mayalar Potato Dextrose Agar (PDA) igeren yatik agar besiyerlerine ekilerek 30°C’de,
24 saat inkiibe edildi. Mayalar 4-6 haftada bir taze besiyerlerine aktarilmistir. Maya
kiltiirleri +4°C’de buzdolabinda saklanmustir.
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3.2.6. Calismada kullamilan besiyerleri

Calismada maya kiiltiirlerinin {iretimi amaciyla optimal besiyeri (azot varligi) ve lipit
iretim besiyeri (azot a¢lig1) olmak iizere iki ¢esit besiyeri kullanilmistir. Tiim besiyerleri

ekim iglemleri 6ncesinde 120 °C ‘de 1 saat 15 dakika otoklavize edilmistir.

3.2.7. Optimal besiyeri

Stok maya kiiltiirlerinin tiretildigi optimal besiyerinin igerigi Tablo 3.3.’de verilmistir.

Besiyeri baslangi¢ pH’s1, HCl ve NaOH ile ayarlanmistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan optimal besiyeri igerigi

Glikoz 10 g/L
Pepton 5 g/L
Maya Oziitii 3 g/l
Malt 6zitii 3g/L

3.2.8. Lipit iiretim besiyeri

Tablo 3.4.’de igerigi verilen lipit iiretim besiyerinin baslangi¢ pH’s1 ortama 1N HCI ve
1 N NaOH ilave edilerek pH 5,5’e ayarlandi.

Tablo 3.4. Calismada kullanilan lipit tiretim besiyeri igerigi

Glikoz 70 g/L
Maya Oziitii 0.75 g/L
Amonyum Siilfat (NH4)2SO4 0.55 g/L
Potasyum Siilfat KH2PO4 0.40 g/L
Magnezyum Siilfat MgSO4-7H20 2 g/l

3.3. Azot yoklugu stresinin uygulanmasi

PDA ortaminda yatik agarda muhafaza edilen maya kiiltiirlerinin aktiflestirilmesi igin
igne uglu 6ze yardimiyla alinan maya kiiltiirii batirma yontemiyle 100 mL stok besiyeri
iceren 250 mL’lik erlenlere ekilmistir. Hazirlanan maya kiiltiirleri 30°C’de 100 rpm’de
calkalamal1 inkiibatérde (Niive ES 110) 1 giin siire ile inkiibe edilmistir. Daha sonra siv1

maya kiiltiirlinden aseptik kosullarda alinan 5 mL kiiltiir, tekrar 100 mL stok besiyeri
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iceren 250 mL’lik erlenlere ekilmistir. 30°C’de 100 rpm’de calkalamali etiivde 1 giin
inkiibe edilen maya kiiltiirleri optimal besiyeri (azot varligi) ve lipit liretimini tegvik edici

besiyerine (azot yoklugu) ekilmek {izere hazir hale getirilmistir.

Azot yoklugu stresi olusturmak igin; stok besiyerinde 1 giin ¢gogalan 6rneklerden 20 ml
alinmis ve alinan hiicreler santrifiijle toplandiktan sonra iist faz atilarak, atilan {ist faz
yerine i¢erisinde lipit {iretim besiyeri ile slispanse edilmistir. Lipit liretim besiyeri/N- ile
stispanse edilmis hiicreler, igerisinde 100 ml lipit {iretim besiyeri/N- bulunan 250 mL’lik
erlenlere ekim yapilmistir. Ekim yapilan erlenler INFORS-HT marka inkiibatérde 28°C,
80 rpm’de 1 giin inkiibasyona birakilmistir. Azot stres denemesiyle ayni anda optimal
besiyerine (optimal besiyeri/N+) de maya hiicrelerinin ekimi yapilmistir. Her izolat i¢in
hem optimal besiyeri (optimal besiyeri/N+) hem de azot yoklugu besiyerine lipit {iretim

besiyeri/N+ besiyerinde 1 giin boyunca ¢ogaltilmis tek bir stoktan ekim yapilmistir.

Toplam 1 giinliik kiiltiir siiresi sonunda hem optimal besiyeri/N+ hem de lipit {iretim
besiyeri/N- besiyerlerinde cogalan izolatlar toplanmis ve bu izolatlarda; biyokiitle
miktari, biyokiitle verimi, toplam lipit miktari, kuru agirlikta % lipit miktari, lipit verimi
saptanmistir.

3.4. Biyokiitle veriminin saptanmasi

Biyokiitle veriminin saptanmasi i¢in biyokiitle verimi: (N2-Nip)/(t2-t;) formiilii
kullanilmistir ve formiilde yer alan; N2: t2 zamanindaki biyokiitle konsantrasyonu
(mg/L), NI1: t1 zamanindaki biyokiitle konsantrasyonu, biyokiitle konsantrasyonu:
mg/litre/giin (1 giinde 1 Lt besiyerinden elde edilen mg maya biyokiitlesi) ifade
etmektedir [43,44].

T1 zamamindaki baslangi¢c biyokiitlesini (N1) belirlemek igin; ana stoktan (1 giin
boyunca optimal kosullarda ¢ogaltilmis yaklasik 100 ml hiicre) 3 defa 20’ser mL hiicre
alinmis ve hiicreler santrifiijle (3000 rpm’de 5 dk) toplandiktan sonra {ist fazlar1 atilmistir.
Sadece hiicre bulunan tiiplere saf su eklenerek saf suyla yikama yapilmistir. Yikanan
hiicreler tekrar toplandiktan ve {ist fazlar1 dokiildiikten sonra, agirligi hassas terazide
tartilmis ve agirhig1 kaydedilmis olan 1,5 mL polipropilen tiiplere aktarilmigtir. Icerisinde
hiicre bulunan tiipler 65°C’de etiivde yaklasik 15 saat birakilmistir. Kuruyan hiicrelerin

bulundugu tiipler tekrar hassas terazide tartilmis ve agirhiklar kaydedilmistir. Igerisinde
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kuru maya biyokiitlesi bulunan tiip agirlindan, ayni tiipiin bos agirligi ¢ikarilarak 20 ml

hiicrenin kuru agirlig1 saptanmistir. Saptanan kuru agirlik mg/L olarak ifade edilmistir.

T2 zamanindaki biyokiitleyi (N3) belirlemek i¢in; 1 giinliik inkiibasyonun sonunda hem
N+ (azot varligl) hem de N- (azot yoklugu) besiyerlerinde ¢ogalan hiicrelerdeki her
erlenden (her izolat i¢in 1 erlen N+, 1 erlen N-) 3’er defa 20’ser mL hiicre otomatik pipetle
cekilmis ve kuru agirliklart yukar satirlarda belirtildigi sekliyle saptanmustir. Saptanan

kuru agirlik mg/L olarak ifade edilmistir.
3.5. Toplam lipit miktarimin saptanmasi

Toplam lipit miktarinin saptanmasi i¢in spektrofotometrik bir yontem olan SPV (siilfo-
fosfo-vanilin) yontemi kullanilmistir [45,46]. Ornekler igin; 1 ml hiicre alinarak santrifiij
edilmis ve iist faz atilmistir. Tiipte kalan hiicre peletinin tizerine 100 pL saf su eklenmis
ve hiicreler cam tiiplere alinmigtir. Cam tiiplerin igerisine 2 ml siilfiirik asit (%95-98)
eklenerek 100°C'de 10 dk sicak su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra buz iizerinde
sogutulan tiiplerin icerisine 5 ml fosforik asit+vanilin ¢zeltisi eklenmis ve tiipler 30°C'de
15 dk bekletilmistir. Beklemeden sonra spektrofotometre cihazinda 530 nm'de okuma
yapilmistir. Kor i¢in igerisinde 100 pL saf su olan cam tiipler kullanilmistir. Analizler 3
tekrarli olacak sekilde yapilmig ve her numune i¢in 530 nm’de okunan OD degerlerinin
ortalamas1 alinmistir. Elde edilen OD degerleri daha 6nce Enver Ersoy ANDEDEN’in
doktora tez ¢alismasinda kanola yaginin farkli konsantrasyonlarini kullanarak olusturmus
oldugu standart egri grafigindeki denkleme konularak lipit miktar1 saptanmistir [47].
Kuru agirhkta % lipit miktari: 100 x lipit miktar1 (ug)/biyokiitle miktar1 (pg)

formiiliiyle saptanmistir.

3.6. Lipit veriminin saptanmasi

Azot yokluguna maruz birakilan ve optimal kosullarda g¢ogaltilan hiicrelerde lipit
veriminin saptanmasi i¢in; Lipit verimi (mg/L/giin): Biyokiitle verimi x kuru hiicre
agirhginda % lipit formiili kullanilmis [43,44,48] ve formiilde yer alan biyokiitle
veriminin nasil saptandigr Bolim 3.4’de anlatilmistir. Kuru hiicre agirliginda % lipit
miktarinin saptanmasi i¢in azot yoklugu stres denemesinin sonlandirildigi giin
kiiltiirlerden 1 ml hiicre alinarak -25°C’de 1 giin muhafaza edilmis ve ertesi giin hiicreler
oda sicakliginda ¢ozdiiriildiikten sonra Boliim 3.5’de bahsedilen yontem kullanilarak, 1

ml hiicredeki lipit miktar1 saptanmustir.
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3.7. Molekiiler tammmlama

Lipit verimi en yiiksek olan 2 adet maya izolatinin molekiiler tanimlamasi hizmet alim
yontemi ile BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti firmasi tarafindan yapilmstir.

1) Maya DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA izolasyon
kiti (Polonya) kullanilmistir.

2) DNA izolasyonundan sonra elde ettigimiz DNA’larin miktar ve safligini kontrol etmek

icin Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda spektrofotometrik Ol¢im
gerceklestirilmistir.

3) PCR ¢alismasinda universal primer olarak

27F (5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3")
1492R (5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT)
ITS1 (5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3")

ITS4 (5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') primerleriyle, tiir tayini i¢in hedeflenen gen

bolgeleri ¢cogaltilmistir. Kullanilan primer dizileri ve PCR kosullar1 asagida verilmistir.

Tablo 3.5. Molekiiler tanimlama konsantrasyon degerleri

Bilesen Stok Konssantrasyon 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/ ul 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
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PCR (kyratec thermocycler) ile elde edilen amplifikasyon sonuglari 1x TAE tampon ile
hazirlanan %1,5 agaroz jelde 100 volt akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitiildii ve
ethidium bromide boyas1 kullanilarak UV 15181nda goriintiisii alinmigtir

Hedeflenen bolgeyi ¢ogaltmak i¢in tek asamali PCR islemi gerceklestirilmigtir. PCR
reaksiyonunuz Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase Taq polimeraz
enzimiyle gerceklestirilmistir. Ornekleriniz i¢cin PCR sonrasinda agaroz jelde tek bant
elde edilerek, PCR isleminin basarili oldugu gézlemlenmistir.

4) PCR firiinii saflagtirma asamasinda, elde edilen tek bant 6rnekler icin MAGBIO
"HighPrep™ PCR Clean-up System" (AC-60005) saflastirma kiti kullanilip, kitin
prosediirlerine uyarak saflastirilmistir.

5) Sanger Dizileme 6rnekleriniz i¢in, Macrogen Hollanda laboratuvarinda, ABI 3730XL
Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator
v3.1 Cycle Dizileme Kiti kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster City, CA).

6) 27F — 1492R ve ITS1 — ITS4 primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus dizi
olusturmak amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin gerceklestirilmesinde BioEdit

yazilimi i¢inde CAP contig assembly algoritmas1 kullanilmistir.

3.8. Molekiiler tammmlamasi yapilan B37 ve B53 kodlu izolatlara farkh pH'larda azot
yoklugu stresi uygulanmasi

Lipit verimi, % lipit miktar1 yiliksek olan ve tiir tanimlamasi yapilan B37 ve B53 numarali
izolatlara; lipit liretim besiyerinde (azot yoklugu/N-) farkli pH’larda (6-8-10) tekrar azot

yoklugu stresi uygulanmustir.

3.9. Yag asidi analizi

Yag asidi analizi, azot yoklugu stresinde en yiiksek lipit verimine sahip B37 ve B53 kodlu
izolatlar icin yapilmistir. Lipitlerin ekstre edilmesinde Bligh ve Dyer yoOntemi
kullanilmistir [49]. Lipit ekstraksiyonu i¢in B37 ve BS53 kodlu izolatlarin kuru
biyokiitlesinden 10 mg tartildi iizerine 900 pL metanol kloroform (2:1, v/v) karisimi
eklenmigtir. 30 dk bekletildikten sonra 300 pL. kloroform ve 480 pL ultra saf su
eklenmistir. Faz ayrimi i¢in 2500 rpm‘de 1 dk santrifiij edilmistir. Alt faz ¢ekilip baska
tiipe alinmustir. Ustteki su faz1 atilarak ekstraksiyon islemi 2 defa daha tekrarlanmistir.

Yeni tiipe alinan ekstraktin berrak olmast i¢in 500 pL saf su eklenerek karistirildi ve
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santrifuj edilerek alt faz tekrar yeni bir tiipe aktarilmistir. Sonra azot gaz1 altinda ugurma
islemi yapildi ve 250 pL toluen eklenmistir. Bunun tlizerine 1,5 mL methanol siilfirik asit
karisimi (97 mL methanol + 2,5 mL siilfirik asit) eklenmistir. Cam tiipler 50°C*de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan alman tiiplerin igerisine 0,5 mL ultra saf su ve
0,7 mL hekzan eklenmis ve tiipler calkalanmistir. Calkalanan tiipler 2000 rpm‘de 1,5 dk
santrifiij edildikten sonra iist faz cam pastor pipeti ile alinarak bagka bir cam tiipe
aktarilmistir. Azot gazi altinda ugurma islemi yapilmis ve 250 uL. hekzan eklenmistir.
Numune tiiplerine aktarilan {ist fazin yag asidi analizi hizmet alim yontemi ile Diizen
Norwest Cevre, Gida ve Veteriner Saglik Hizmetleri Egitim Danigmanlik 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 asitinin profili ¢ikarilmastir.
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4. BOLUM

BULGULAR

4.1. izolatlarin kaynaklari

Maya izolasyon kaynagi olarak kullanilan ¢esitli gidalar elma sirkesi, tursu suyu, salgam,
zeytinli yag, ¢ig siit, tereyagi, yogurt, domates sosundan 6rnek alirken plastik 6zeler
numuneler igerisine batirilarak 6rnek alimi yapilmistir. Elde edilen izolatlara verilen

kodlar ve izolatlarin alindiklar1 gidalar Tablo 4.1.”de sunulmustur.

Tablo 4.1. Izolatlarin kodlar1 ve izole edildikleri gida kaynaklart

Izolasyon kodu Izolasyon kaynagi

B2 Elma sirkesi
B3 Elma sirkesi
B5 Tursu suyu

B37 Elma sirkesi
B45 Tursu suyu
B52 Zeytinyagi

B53 Elma sirkesi
B58 Tursu suyu

4.2. Maya izolatlar

Yapilan izalosyon ¢alismasi sonucunda Potato Dextrose Agar (PDA) tizerinde toplam 60

adet izolat elde edilmistir.

4.3. izolatlarin gram boyamasi ve mikroskobik tanimlama

Izolasyon ¢alismas1 sonucunda elde edilen 60 adet izolat gram boyama yontemi ile
boyanmis olup mikroskobik tanimlama iglemine hazir hale getirilmistir. Gram boyama
sonucu kuruyan boyali lamlarin iizerindeki mikroorganizmalarin iizerine immersiyon
yag1 damlatilarak mikroskop yardimiyla 100x immersiyon objektifinde incelenmistir.

Toplam 60 adet izolat igerisinde 8 adet izolatin maya oldugu tespit edilmistir.
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Resim 4.1. B37 Kodlu izolatin mikroskop goriintiisii

Resim 4.2. B53 Kodlu izolatin mikroskop goriintiisii

4.4. Azot yoklugu stresi altinda maya izolatlarinin lipit verimi bakimindan secilimi
Hem optimal besiyerinde (azot varligi/N+) hem de lipit iiretim besiyerinde (azot
yoklugu/N-) 8 adet maya izolatina ait biyokiitle verimi, % lipit miktarlar1 ve lipit verimleri

asagida tablo 4.2. de verilmistir.
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Tablo 4.2. Izolatlarin biyokiitle verimleri, % lipit miktarlar1 ve lipit verimleri

B2 N- 887,27 5,56 49,34
B2 N+ 927,27 4,18 38,73
B3 N- 113545 6,04 68,56
B3 N+ 925,45 3,00 27,74
B5 N- 367,37 16,30 59,88
B5 N+ 357,37 6,01 21,48
B37 N- 239,09 53,95 129,00
B37 N+ 432,42 3,96 17,14
B45 N- 134,44 94,40 126,91
B45 N+ 494,44 2,88 14,24
B52 N- 386,16 34,22 132,14
B52 N+ 422,83 3,80 16,05
B53 N- 1009,39 16,13 162,80
B53 N+ 846,06 2,89 24,40
B58 N- 223,74 22,50 50,34
B58 N+ 277,07 425 11,78

N+ : Azot varlig
N- : Azot yoklugu

Azot varliginda en yiiksek % lipit icerigine sahip izolatlar; B5 (% 6,01) ve B58 (% 4,25),
en diislik % lipit icerigine sahip izolatlar ise B45 (% 2,88) ve B53 (% 2,89) izolatlaridir.
Azot yoklugunda ise en yiiksek % lipit igerigine sahip izolatlar B45 (% 94,40) ve B37 (%
53,95), endiisiik % lipit i¢erigine sahip izolatlar ise B2 (% 5,56) ve B3 (% 6,04) tiir. Azot

varliginda en yiiksek lipit verimine sahip izolatlar B2 (38,73 mg/L/giin) ve B3 (% 27,74
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mg/L/glin) olarak, en diigiik lipit verimine sahip izolatlar B58 (11,78 mg/L/giin) ve B45
(14,24 mg/L/gilin) olarak saptanmistir. Azot yoklugunda en yiiksek lipit verimine sahip
izolatlar ise B53 (162,80 mg/L/giin) ve B52 (132,14 mg/L/giin), en diisiik lipit verimine
sahip izolatlar ise B2 (49,34 mg/L/giin) ve B58 (50,34 mg/L/giin) olarak bulunmustur.
Tiim izolatlarda lipit {iretim besiyerinde (azot yoklugu stresi) optimal besiyerine (azot

varlig1) gore % lipit miktar1 ve lipit verimleri daha yiiksek bulunmustur.
4.5. Molekiiler tammlama sonuclari

Lipit verimi en yiiksek olan 2 adet maya izolatinin molekiiler tanimlamasi hizmet alim
yontemi ile BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti firmasi tarafindan yapilmistir.
Sonuglar agagida tablo 4.3., 4.4.’de verilmistir. Tiir tayinleri NCBI (National Center for
Biotechnology Information) lizerindeki en yakin tiirlere gére yapilmistir. B37 kodlu izolat
Pichia kudriavzevii Isolate QC-1 tiiriiyle % 100 eslesme gosterdigi igin Pichia

kudriavzevii olarak tanimlanmaistir.

Tablo 4.3. B37 - ITS1 - ITS4: Pichia kudriavzevii

Toplam Baz Sayis1 512

Dizi Eslesme Orani % 100

Benzerlik Oram % 99.80

NBCI’daki Tiirii Pichia kudriavzevii Isolate QC-1
Accession Numarasi MKS894151.1

B53 kodlu izolat Saccharomyces cerevisiae strain levure UK tiiriiyle % 99 eslesme

gosterdigi i¢in Saccharomyces cerevisiae olarak tanimlanmistir.

Tablo 4.4. B53 - ITS1 - ITS4: Saccharomyces cerevisiae

Toplam Baz Sayisi 789
Dizi Eslesme Orani % 99
Benzerlik Orant % 100

NBCTI’daki Tiiri

Saccharomyces cerevisiae strain levure UK

Accession Numarasi

KT732655.1
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4.6. B37 ve B53 kodlu izolatlara farkh pH’larda azot stresi uygulama sonuclari

Lipit verimi, % lipit miktar1 yiiksek olan ve tiir tanimlamas1 yapilan B37 ve B53 numarali
izolatlara lipit liretim besiyerinde (azot yoklugu/N-) farkli pH’larda (6-8-10) azot yoklugu
stresi uygulanmistir. B37 kodlu izolatin pH 6’da % 34,4 olarak en yiiksek % lipit
miktarina, pH 8’de ise 261,37 olarak en yiiksek lipit verimine sahip oldugu goriilmiistiir.
B53 kodlu izolatin pH 10°da % 44,3 olarak en yiiksek % lipit miktarina ve 730,60
mg/L/glin olarak en yiiksek lipit verimine sahip oldugu goriilmiistiir. Her iki izolatin farkl
pH’lardaki en yiiksek % lipit miktar1 % 44,3, lipit verimi ise 730,60 mg/L/giin olarak pH

10 degerinde gerceklesmistir. Elde edilen tiim sonuglar tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 4.5. B37 ve B53 kodlu izolatlarin 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/gtin)
(mg/L/giin) (pg/mL/giin)
B37 pH 6 685,67 42,33 34,4 235,80
B37 pH 8 1866,33 42,04 14,0 261,37
B37 pH 10 1451,00 33,29 14,0 203,05
B53 pH 6 1203,00 83,04 41,2 495,78
B53 pH 8 1933,67 54,35 34,9 675,69
B53 pH 10 1649,00 118,91 44,3 730,60

4.7. Yag asidi analiz sonuglari

Molekiiler tanimlama sonucunda Pichia kudriavzevii oldugu belirlenen B37 ve
Saccharomyces cerevisiae oldugu belirlenen B53 kodlu izolatlarin kuru biyokiitlesinden
ekstre edilen lipitlerin transesterifikasyonu sonucunda sirasiyla % 96,02 ve % 96,28

oraninda biyodizel verimi elde edilmistir. Sonuglar tablo 4.6. ve 4.7. de verilmistir.

25



Tablo 4.6. Pichia kudriavzevii B37’den ekstre edilen yag asitlerinin transesterifikasyon

sonrasi elde edilen yag asidi metil esterleri dagilimi

Yag Asitleri %
Palmitik Asit (C16:0) 15,61
Palmitoleik Asit (C16:1) 9,73
Margarik Asit (C17:0) 2,21
Heptadesenoik Asit (C17:1) 1,79
Stearik Asit (C18:0) 15,52
Oleik Asit (C18:1) 37,14
Linoleik Asit (C18:2) 14,96
Linolenik Asit (C18:3n3) 3,06

Tablo 4.7. Saccharomyces

cerevisiae B53’den ekstre edilen yag

transesterifikasyon sonrasi elde edilen yag asidi metil esterleri dagilimi

asitlerinin

Yag Asitleri %
Kaprik Asit (C10:0) 0,15
Lavrik Asit (C12:0) 1,41
Miristik Asit (C14:0) 1,46
Miristoleik Asit (C14:1) 0,24
Pentadekanoik (C15:0) 0,10
Palmitik Asit (C16:0) 12,00
Palmitoleik Asit (C16:1) 41,49
Heptadekanoik Asit (C17:0) 0,11
Heptadesenoik Asit (C17:1) 0,11
Stearik Asit (C18:0) 9,62
Oleik Asit (C18:1) 33,17
Arasidik Asit (C20:0) 0,14
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5. BOLUM

TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Gilintimiizde temel enerji kaynaklarina ait rezervler her gecen giin azalmaktadir. Artan
enerji talebini karsilama potansiyeli hakkinda endiseler de giderek artmaktadir. Enerji
ihtiyac1 giiniimiize kadar fosil kaynakli yakitlarin kullanilmasi ile karsilanmistir.
Rezervlerin giderek tiikenmesinin yaninda ozon tabakasi, kiiresel 1sinma, asit yagmurlari
gibi pek ¢ok olumsuz durum fosil kaynakli yakitlarin  kullanilmasindan
kaynaklanmaktadir. Bunlarin Oniine ge¢mek i¢in siirdiiriilebilir bir biiyiime ve
strdiiriilebilir bir c¢evre icin acil olarak c¢evreye zarar vermeyen yeni enerji
alternatiflerinin ortaya c¢ikarilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Siirekli artan arag ve insan
sayist nedeniyle bu ihtiya¢ her gecen giin katlanarak biiyltimektedir. Artan talep fosil
yakitlarin tilkenmesine neden olmakla birlikte fiyatlarini da her gegen giin arttirmaktadir.
Fosil yakitlarin giderek tiikkenmesi ve ¢cevreye olan olumsuz etkileri sonucu biyodizel yeni

ve ¢evreci bir enerji kaynagi olarak, cesitli arastirmalara konu olmaktadir [50].

Biyodizel iiretimi i¢in kullanilan hammaddeler genellikle bitkisel, hayvansal yaglar ve

atik kizartma yaglari seklinde ¢esitlilik gostermektedir [S1].

Biyodizelin gida olarak kullanilan bitkisel yaglardan elde edilmesinden dolay1 yiiksek
olan hammadde maliyeti gida iriinii olarak kullanilmayan bitkisel yaglarin
kullanilmasiyla {iretim maliyeti daha asagiya cekilmistir [52]. Atik kizartma yaglar ve
attk motor yaglar1 gilinlimiizde biyodizel iiretiminde bitkisel yaglarin yerine maliyet

diisiirme amacl kullanilmaktadir [53].

1930 ve 1940’larda zorunlu durumlarda bitkisel yaglar dizel yakit kaynagi olarak
kullanilmistir. Biyodizel o donemde sadece bitkisel yaglarin metil esterleri olarak kabul

edilse de ekonomik bir yakit olma 6zelligine sahip olamamustir [54,55].

Biyodizel iiretiminde olusan maliyetin en biiyiik kismini, hammadde olusturmaktadir. Bu
yilizden, hammadde maliyetinde ortaya ¢ikan bir artis biyodizel fiyatin1 % 40 oraninda
arttirmaktadir. Bu nedenle biyodizel liretiminde hammadde se¢imi son derece 6nemlidir

[56].
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Biyodizel kullaniminin petrol dizeli yakita gore ekonomik olmamasinin baslica nedeni
hammadde maliyetinin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Biyodizel iiretimindeki
maliyetin toplam % 70-75’ini hammadde olusturmaktadir. Bu yiizden biyodizel
giiniimiizde fazla yayginlagamamistir. Bu kisitlamanin agilabilmesi i¢in ucuz hammadde
kaynaklarin1 ortaya c¢ikarmak gerekmektedir. Diinya niifusunun giderek artmasi
nedeniyle tarimsal {iretim i¢in gerekli alan ihtiyaci da her gecen giin artmaktadir. Bu sorun
giiniimiizde Diinya’nin bir¢ok yerinde yasanmaktadir. Bu durum bitkisel yag fiyatlarini
yiikseltmektedir. Oniimiizdeki yillarda Diinyanin geri kalaninda da benzer sorunlarin

ortaya ¢ikmasi beklenmektedir.

Bu ac¢idan bakildiginda mikrobiyel lipitler biyodizel iiretiminde kullanilan bitkisel

yaglara alternatif bir hammadde kaynag1 olabilme ptansiyeli tasimaktadir [37].
Bu ¢alismadaki sonuglara gore;

Azot varliginda en yiiksek % lipit i¢erigine sahip izolatlar; B5 (% 6,01) ve B58 (% 4,25),
en diisiik % lipit igerigine sahip izolatlar ise B45 (% 2,88) ve B53 (% 2,89) izolatlaridir.

Azot yoklugunda ise en yliksek % lipit icerigine sahip izolatlar B45 (% 94,40) ve B37
(% 53,95), en diisiik % lipit igerigine sahip izolatlar ise B2 (% 5,56) ve B3 (% 6,04)

izolatlaridir.

Biitlin izolatlarda, azot yoklugu stresinde azot varligina kiyasla % lipit miktarlarinda

yiiksek oranda artig olmustur.

Azot varliginda en yiiksek biyokiitle verimine sahip izolatlar B2 (927,27 mg/L/giin) ve
B3 (925,45 mg/L/gilin) olarak, en diisiikk biyokiitle verimine sahip izolatlar ise B58
(277,07 mg/L/giin) ve B5 (357,37 mg/L/giin) olarak saptanmistir.

Azot yoklugunda ise en yiiksek biyokiitle verimine sahip izolat B3 (1135,45 mg/L/giin),
en diisiik biyokiitle verimine sahip izolat ise B45 (134,44 mg/L/giin) olarak saptanmustir.

Lipit verimi verilerine bakildiginda ise, tiim izolatlarda azot yoklugunda lipit veriminin,

azot varligia oranla 6nemli Sl¢giide artis gosterdigi saptanmaistir.

Buna gore azot varliginda en yiiksek lipit verimine sahip izolat B2 (38,73 mg/L/giin), en
diistik lipit verimine sahip izolat ise B58 (11,78 mg/L/giin) olarak saptanmistir. Azot
yoklugunda en yiiksek lipit verimine sahip izolatlar; B53 (162,80 mg/L/giin) ve B52
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(132,14 mg/L/giin) izolatlari, en diisiikk lipit verimine sahip izolat ise B2 (49,34

mg/L/giin) izolat1 olarak saptanmistir.

Bu calismada ¢esitli gida kaynaklarindan mikrobiyal lipit {iretme kapasitelerini
arastirmak i¢in izole edilen mayalar tizerinde iki farkli besiyerinde optimal besiyeri (azot
varligl) ve lipit tretim besiyerinde (azot yoklugu) yapilan calismalar sonucu maya
izolatlarinin tamaminda azot sinirli ortamda lipit veriminin daha yiiksek oranlarda oldugu
gorililmiistiir. Bu durum, Woodbine, M. (1995) tarafindan yapilan ¢alismada 6zellikle
azot simirlamasinin yag {retiminin arttirllmasi amaciyla yagli mikroorganizmalarla

yapilan ¢alismalarda siklikla kullanildig: bilgisiyle ortiismektedir [7].

Lipit verimi en yiiksek olan maya izolatlarindan olan B37 ve B53 kodlu izolatlarin tiir
tanimlamasi yapilmustir. B37 kodlu izolat Pichia kudriavzevii Isolate QC-1 tiiriiyle % 100
eslesme gosterdigi icin Pichia kudriavzevii olarak tanimlanmistir. B53 kodlu izolat
Saccharomyces cerevisiae strain levure UK tiiriiyle % 99 eslesme gosterdigi igin

Saccharomyces cerevisiae olarak tanimlanmistir.

Ekmek ve alkollii igkilerin {iretiminde kullanilan Saccharomyces cerevisiae nin,
okaryot, kiiresel sekilli bir maya oldugu ve bitkilerin yiizeylerinde, toprakta, bocek ve

hayvanlarin viicut yilizeylerinde bulundugu bilinmektedir [57].

Saccharomyces cerevisiae ile yapilan caligmalarda inositol igermeyen besiyerinde

gelistirildiginde yag iceriginin yaklagik 15 kat arttig1 goriilmiistiir [16].

Giliniimlizde ise yapilan analizler sonucunda mikroorganizmalarin ve Ozellikle de
mayalarin ¢ok farkli yag asitlerini sentezleyebildikleri ve uygun kosullarda toplam
biyokiitlelerinin % 70’ine varan oranlarda yag depolayabildikleri belirlenmistir. Mayalar
arasinda Saccharomyces cerevisiae kolay bulunabilirligi ve metabolizmasinin ortaya
konulmus olmasindan dolayr mikrobiyel yag iiretim c¢alismalarinin temelini tegkil

etmektedir [17].

Literatiirde ¢ok az calisma, Pichia Kudriavzevii'yi oleaginous maya olarak arastirmistir,
bu nedenle yag asidi profilleri ve kiiltiir kosullarinin bu profiller iizerindeki etkisi
hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir. Son aragtirmalar, Pichia kudriavzeviimin lipit ve

etanol gibi yiiksek degerli tirlinler i¢in iyi bir kaynak olarak kabul edilebilecegini
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gostermistir [58,59]. Park vd. (2018) yapilan bir ¢alismada Pichia Kudriavzevii 'nin aside

toleransli bir maya tiirii oldugunu rapor etmislerdir [60].

Mikrobiyal lipit iiretiminde besiyeri pH’t olduk¢a Onemli bir parametredir.
Mikroorganizmalarin ihtiya¢ duydugu elementlerin ¢oziiniirlik derecesi iizerinde
oldukca etkili olan ortam pH’1, baz1i metallerin mikroorganizmalar tarafindan

kullanilabilirligine etki etmektedir [61].

Johnson vd. (1992) farkli besiyeri baslangic pH’larinin R. glutinis mayasinin lipit sentezi
tizerine etkili oldugunu belirterek, en yiiksek lipit igeriginin pH 4’te elde edildigini rapor

etmislerdir [62].

Literatiirde yer alan bazi ¢alismalarda mayalarin lipit iiretiminin pH 5.0-6.0 degerleri

arasinda optimum oldugu rapor edilmistir [63,64,65,66].

Xue vd. (2006) lipit tiretimi acgisindan Rhodotorula glutinis mayasi ile monosodyum
glutamat atiksuyu bulunan ortamda yaptiklari ¢alismada ortam pH'sinin 2.5 oldugu
durumda hiicre gelisiminin siirli hale geldigini, ortam pH’sinin 4.5-7.0 oldugu
durumlarda ise dengede oldugunu tespit etmislerdir. Calismada biyokiitle artis1 ve % lipit

miktarinin en yliksek seviyesine pH 5.5’te ulasildig1 goriilmiistiir [63].

Zhu vd. (2008) ortam pH degerinin 4-10 araliginda oldugu Trichosporon fermentans
maya hiicrelerinin lipit biriktirme kapasitesi ilizerine yaptiklar1 ¢aligmada; maya
hiicrelerinin pH 6.5 degerinde % 62,4 oraniyla en yiiksek lipit igerigine ulagtiini rapor

etmislerdir [67].

Lipomyces starkeyi mayasmin gelisme ortamindaki karbonun azota orani 100 iken,
Angerbauer vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada; besiyerinin pH degerlerini 5.0, 5.5, 6.0, 6.5
ve 7.0 olarak ayarlamis ve en yliksek % lipit miktarim1 % 56 olarak pH 5 degerinde
bulmuglardir [64].

Tir tamimlamasi yapilan Pichia kudriavzevii B37 ve Saccharomyces cerevisiae B53
kodlu izolatlara lipit iiretim besiyerinde (azot yoklugu/N-) farkli pH’larda (6-8-10) azot
yoklugu stresi uygulanmistir.

Pichia kudriavzevii B37 kodlu izolat en yiikksek % lipit miktarina pH 6°da,
Saccharomyces cerevisiae B53 kodlu izolat ise en yiiksek % lipit miktarina pH 10°da

ulagmustir.
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Pichia kudriavzevii B37 kodlu izolat en yiiksek lipit verimine pH 8’de, Saccharomyces
cerevisiae B53 kodlu izolat ise en yiiksek lipit verimine pH 10°da ulagmustir.

Pichia kudriavzevii B37 kodlu izolat en yiiksek biyokiitle verimine pH 8’de,
Saccharomyces cerevisiae B53 kodlu izolat da en yiiksek biyokiitle verimine pH 8’de
ulagsmistir. En yiiksek % lipit miktar1 % 44,3 lipit verimi ise 730,60 mg/L/giin olarak pH

10 degerinde gergeklesmis ve bu durum literatiir galismalari ile paralellik géstermistir.

Caligsmada tiretilen yag asidi metil esterinin Pichia kudriavzevii B37 kodlu izolatin %
31,13’nlin doymus yag asitlerinden % 64,89’unun ise doymamis yag asitlerinden
olustugu belirlenmistir. Toplam lipitler igerisinde tekli-doymamis yag asitlerinin orani
% 46,87, lipit igerisinde en yliksek miktarda yer alan yag asidi tekli doymamis yag asidi
olan oleik asit (C18:1) % 37,14 bunun ardindan doymus bir yag asidi olan palmitik
asitin (C16:0) % 15,61 oldugu belirlenmistir.

Saccharomyces cerevisiae B53 kodlu izolat i¢in % 21,62’sinin doymus yag asitlerinden
% 74,66 s1n1n ise doymamis yag asitlerinden olustugu belirlenmistir. Lipit icerisinde en
yiiksek miktarda yer alan yag asidi tekli doymamis yag asidi olan palmitoleik asit (C16:1)
% 41,49 bunun ardindan tekli doymamis bir yag asidi olan oleik asitin (C18:1) % 33,17
oldugu tespit edilmistir.

Xue vd. (2006) Rhodotorula glutinis hiicrelerinden ekstre ettikleri lipitleri Gaz
Kromatografi’de analiz etmisler ve bu maya hiicrelerinden elde ettikleri lipitin bitkisel
yaglar ile benzer Ozelliklere sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bu lipitlerin yiiksek
miktarda C16 ve C18 numarali karbon atomlarini igerdigini ve % 92,4 gibi yiiksek oranda

metil esteri olusturdugunu rapor etmislerdir [63].

Rhodotorula toruloides ve Lypomyces starkeyi maya tiirleri tizerinde Liu ve Zhao (2007)
tarafindan yapilan ¢alismada 70 g/L glukoz, 2.0 g/ (NH4)2S0O4 igeren pH’s1 6 olan
besiyeri ortaminda sirasiyla % 58,0 ve % 50,2 oraninda lipit igerigi elde etmislerdir [68].

Angerbauer vd. (2008) Lipomyces starkeyi mayasmi kullandiklar1 caligsmalarinda;
karbonun azota oraninin lipit birikimi iizerine etkisini arastirmiglardir. Glikoz miktari
arttirillarak karbonun azota oraninin 15, 20, 30, 60 ve 150 olarak ayarlandig1 besiyeri
ortamlar1 olusturulmus ve en yiiksek lipit miktar1 % 68 olarak karbonun azota oraninin

150 oldugu besiyerinde elde edilmistir [64].
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Bu ¢alismada karbonun azota oran1 127 olarak ayarlanmis Pichia kudriavzevii B37 kodlu
izolatin en yiiksek lipit oran1 % 34, Saccharomyces cerevisiae B53 kodlu izolatin en

yiiksek lipit orani ise % 44 olarak tespit edilmistir.

Li vd. (2010) Rhodotorula mucilaginosa TJY15 mayasindan ekstre ettikleri lipitin
transesterlestirilmesi sonucunda elde edilen metil ester verimini % 85,8 oraninda

bulmusglardir [69].

Karatay S, (2010) tarafindan yapilan doktora tez calismasinda, amonyum siilfat
(NH4)2S04 maya hiicrelerinin lipit konsantrasyonlarinin belirlenmesinde azot kaynagi
olarak kullanilmistir. (NH4)2SO4’1n besi ortaminda sinirlandirilmasi sonucunda maya

hiicrelerindeki lipit tiretiminde artis gerceklestigi bildirilmistir [70].

Farkli karbon kaynaklar1 igeren besiyerlerinde yetistirilen mayalardan ekstre edilen
lipitlerin yag asidi dagilimlarinin son derece benzer oldugu goriilmiistiir. Baslica yag

asitlerinin C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3 oldugu belirlenmistir [70].

Yapilan caligmay1 diger calismalardan 6zgiin kilan sey mikrobiyal lipit iiretimi ag¢isindan
daha o6nce tlilkemizde ¢alisilmamis bir oleaginous maya tiirii olan Pichia kudriavzevii ile
gerceklestirilmesidir. Bu izolatlarin, ekonomik ve c¢evresel faydalart birlestirerek
alternatif karbon kaynaklari kullanarak daha biiytik 6lgekli uygulamalarda tek hiicreli yag

liretimi i¢in potansiyel olabilecegi diisiiniilmektedir.

Pichia kudriavzevii oldugu belirlenen B37 ve Saccharomyces cerevisiae oldugu
belirlenen B53 kodlu maya izolatlarinin kuru biyokiitlelerinden ekstre edilen lipitlere
transesterifikasyon islemi uygulandiginda biyodizel verimleri sirasiyla % 96,02 ve %
96,28 olmustur. Elde edilen sonuca gore yagl bir maya tiirii olan Pichia kudriavzevii nin
tirettigi lipitlerin biyodizel liretiminde hammadde olarak kullanilmaya son derece uygun
oldugu Saccharomyces cerevisiae ile yapilan c¢aligmalarda ise inositol igermeyen
besiyerinde gelistirildiginde yag iceriginin yaklagik 15 kat arttigi1 ve mikrobiyel yag
tiretim ¢alismalarinin temelini teskil ettigi goriilmistiir. Bu ¢alismada izole ettigimiz
yagli bir maya tiirli olan Pichia kudriavzevii’nin yag asidi metil esterleri diger oleaginous

mayalarla benzerlik gostermektedir.
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