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OZET

MIKROBIYAL YAG URETIMINDE GUL YAGI ATIK MATERYALININ
KULLANILABILIRLIGININ ARASTIRILMASI
Ayse GOKDAL
Ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mart 2018
Danisman: Prof. Dr. Merih KIVANC

Ulkemiz giil iiretiminde 6ncii iilkeler arasinda yer almakta olup giil yag: ve giil
suyu cikarildiktan sonra artan posa c¢evreye birakilmakta ve ekonomik olarak
degerlendirilememektedir. Yiiksek miktarda ortaya ¢ikan giil posasinin hem c¢evre
kirliligine sebep olmaktan ¢ikmasi hem de iilke ekonomisine ucuz ve ¢evreci bir yakit
olan biyodizel iiretimine bir katki saglamasi amaciyla bu calismada karbon kaynagi
olarak atik giil posasit iceren besiyerlerinde mayalar yardimiyla mikrobiyal yag
tiretilmesi amaglanmustir.

Calismada teste alman 162 maya izolatinin atik giil posast iceren Yeast extract
peptone dekstroz agarda gelisip gelismedigi incelenmis ve bu ortamda gelisen
mayalarda lipid birikimi Sudan Black B boyama yontemiyle belirlenmistir. Segilen
izolatlar 26S rDNA’nin D1/D2 bolgesi NL1 ve NL2 primerleri kullanilarak dizi analizi
ile tanimlanmigtir. Atik giil posasi igeren besi ortaminda % lipid orani 3,5’dan yliksek
olan alti maya izolat1 (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y.
lipolytica-48, P. anomola-141 ve K. marxianus-155) secilerek optimizasyon
calismalarma gecilmistir. ilk 6nce atik giil posasinin su ve asit ile 5n muamelesinin %
lipid verimine etkisi belirlenmistir. Daha sonra sicaklik, inokulum yast ve inokulum
hacminin optimizasyonu Box Behnken deney tasarimi ydntemi ile belirlenmistir.
Validasyon c¢aligsmalarindan sonra elde edilen lipidin yag asidi analizleri GC-MS cihazi
ile yapilmustir.

Atik  giil posasinin kullanildigt caligmada en yiiksek yag verimi; W.
subpelliculosus-6 ile 35°C de 38 saatlik kiiltiir ve %25 inokulum hacminde asitle
muamele edilen atik giil posasinda % 45 oraninda elde edilmistir. W. subpelliculosus-6
ile ilk kez bu calismada lipid iiretilmistir. Uretilen yag asidi profili ise %45 palmitik
asit, %42,62 stearik asit ve %7,38 oleik asit olup yag asit bilesimi bitkisel yag asitlerine
benzemektedir. Bu nedenle de biyodizel iiretimi i¢in uygun bir materyal olarak
diistiniilebilir.

Anahtar kelimeler: Maya, Atik giil posasi, Mikrobiyal yag.



ABSTRACT

SEARCHING USABILITY OF WASTE MATERIAL OF ROSE OIL
FOR MICROBIAL OIL PRODUCTION
AYSE GOKDAL
Advanced Technologies Department
Anadolu University, Gaduate School of Sciences, March 2018
Supervisor: Prof. Dr. Merih KIVANC

Our country is one of the leading countries in rose production and the pulp that is
left over after extraction of rose oil and rose water is released to environment and is not
utilized economically. This study aims to produce microbial oil with the help of yeasts
in waste rose pulp-containing media as a carbon source so that rose pulp, which emerge
in large quantities, may cease to be an environmental pollutant but may also contribute
to production of biodiesel, an environment-friendly oil that is cost-effective for the
national economy.

The study investigated whether 162 tested yeast isolates propagated in the yeast
extract peptone dextrose agar, and lipid buildup developing in this setting was assayed
using Sudan Black B staining method. The selected isolates were identified with
sequence analysis using the primers NL1 and NL2 of 26S rDNA D1/D2 domain. The
six yeast isolates with percent lipid ratio of above 3.5 in the nutrient media containing
waste rose pulp (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48,
P. anomola-141 and K. marxianus-155) were chosen, followed by optimization work.
First, the effect of pretreatment of waste rose pulp with water and acid on lipid yield %
was determined. Then temperature, inoculum age and inoculum volume optimization
was undertaken using the Box Behnken experimental design. Following validation
work, fatty acid analyses of the obtained lipid were carried out with the GC-MS.

In this study which used waste rose pulp, the highest oil yield was 45% from the
waste rose pulp following a 38-hour culture at 35°C with W. subpelliculosus-6 and
treatment with acid at 25% inoculum volume. Lipid was obtained with W.
subpelliculosus-6 for the first time in this study. The obtained fatty acid profile included
45% palmitic acid, 42.62% stearic acid and 7.38% oleic acid, with a fatty acid
composition that is similar to vegetable oil acids. It can therefore be considered as a
suitable material for biodiesel production.

Keywords: Yeast, Waste material of rose, Microbial oil.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve
bilgiler i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu
calismanin  Anadolu Universitesi tarafindan kullamilan “bilimsel intihal tespit
programi”yla tarandigmi ve higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim.
Herhangi bir zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu

bildiririm.

Ayse Gokdal
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GIRIS

Mikrobiyolojik canlilar, yapisal ve fonksiyonel gorevlerini yerine getirebilmek
icin lipid sentezlemek zorundadir. Yiiksek lipid igerigine sahip mikroorganizmalarda
biriktirilen lipid daima triagilgliserol formundadir (Ertugrul, 2010). Fakat az sayida
mikroorganizma lipidleri depo maddesi olarak biriktirebilmektedir. Bu nedenle lipid
biriktirme 0Ozelligi sadece bazi maya, fungus ve mikroalglerde goriilmektedir. Bu
Ozelligi tasiyan mikroorganizmalara da ‘yagli mikroorganizmalar’ denmektedir
(Ertugrul, 2010).

Bakteriler genellikle triagilgliserol (TAGs) dretmezler bunun yerine
polibetahidroksi biitirat ve alkanoat depo ederler. Bu yiizden yag biriktirme ozelligi
sadece bazi maya, fungus ve alglerde goriilmektedir. Mayalarin {irettigi mikrobiyal
yaglar bitkisel yaglara gére pek cok avantajlara sahiptirler. Bunlardan bir tanesi kisa
yasam dongiisiine sahip olmalar1 nedeni ile lipid eldesinin kolay saglanmasidir. Ayni
zamanda yagli mayalar, tarim ve endiistriden gelen besleyici atiklar gibi pek cok
degersiz materyali de kapsayan olduk¢a ¢esitli substratlar iizerinde 1iyi
gelisebilmektedirler. Bu da {rettikleri yaglarin maliyetini diistirmektedir (Zhu vd.,
2008).

Diinya capinda tarimsal {iretimin artmasi sonucunda hem bitkisel hem de endiistri
atiklarinin miktar1 yildan yila artis gdstermektedir (Citak vd., 2006). Ulkemizde atik
olarak ¢ikan ve geri doniigiimii yapilmayan atik materyaller diisiiniildiigiinde, Isparta’da
ki fabrikalarda giil suyu ve giil yaginin iiretilmesi sonucu olusan tonlarca atik posanin
enerji iiretimi amactyla kullanimi s6z konusu degildir. “Gilimriik ve Ticaret Bakanlig
Kooperatif¢ilik Genel Miidiirliigii” tarafindan hazirlanan 2016 yili giil¢icegi raporuna
gore Tirkiye’de ki 2008-2016 yillar1 arasindaki giil ¢igegi iiretimi Tablo 1.1°de

gosterilmistir.

Tablo 1.1. Tirkiye'deki giil c¢icegi iiretimi (Giimriik ve Ticaret Bakanhgi Kooperatifcilik Genel
Miidiirliigii 2016 yuli giilgicegi raporu, 2017)

Yillar Giil cicegi iiretimi Yillar Giil cicegi iiretimi
(Ton) (Ton)

2009 6.500 2013 6.700

2010 6.000 2014 6.750

2011 6.000 2015 6.750

2012 6.500 2016* 7.250

*2016 verileri tahminidir.



Gl cigeklerinin islenmesi sonucunda yiiksek miktarlarda atik giil posasi ortaya
¢ikmaktadir. Verilere gore, bir sezonluk siirecte 27500 ton atik posa ortaya ¢ikmakta ve
atik olarak ¢ikan giil posalar1 3 sekilde degerlendirilmektedir; ilki, iyi yanma 6zelligine
sahip oldugundan koylerde sobalara atilarak 1sinma amagli, iKincisi, posanin anaerobik
sartlarda aritilmasi sonucu biyogaz iiretme amacli ve tglinciisii ise giil posasinin
dogrudan ya da zenginlestirilmis formunun tarim alanlarinda giibre olarak kullanilmasi
s6zkonusudur (Erdal ve Aydemir, 2003). Uluslararas: literatiirlerde de giil posasinin
yalnizca yiin ipliklerine renk verme amaciyla yararlanildigi saptanmistir. Tiim literatiir
taramalarin sonucunda tilkemizde yiiksek oranlarda ve siirekli giil {iretimi oldugu, ancak
tiretim sonucu agiga ¢ikan giil posalarinin enerji amaciyla kullaniminin olmadigi
goriilmiistiir.

Giil yag1 ve giil suyu cikarildiktan sonra artan posa gevreye birakilmakta ve bu
atik yiginlart kotii bir kokuya neden olmaktadir. Ayrica bu atik ekonomik olarak
degerlendirilememektedir. Bu nedenle bu ¢alismada, yiiksek miktarda ortaya ¢ikan giil
posasinin hem c¢evre kirliligine sebep olmaktan ¢ikmasi hemde iilke ekonomisine ucuz
ve ¢evreci bir yakit olan biyodizel iretimine bir katki saglamasi amaciyla karbon
kaynag olarak atik giil posasi igeren besiyerlerinde mayalar yardimiyla mikrobiyal yag

retilmesi amaglanmustir.



1. MAYALARIN FiZYOLOJiSI VE KULLANIM ALANLARI
1.1.  Mayalarin Fizyolojisi

Mayalar, tek hiicreli fungi olarak tanimlanan, misel olusturabiliyor olsalar da tek
hiicreli olmalar1 nedeniyle kiiflerden, hiicrelerinin daha biiyiik, oval, eliptik, uzun veya
yuvarlak hiicre sekilleri ve tomurcuklanarak {iremeleri nedeniyle bakterilerden
ayrilmaktadirlar. Boyutlari, tiirlere ve kiiltiir kosullarina bagl olarak 2-50 pm arasinda
degismektedir. Mayalarin hiicre duvari, hiicrelerin plazma membranini distan saran bir
ortii olup hiicre kuru agirhiginin % 15-30’unu olusturmaktadir (Howell ve Hazen, 2011).
Hiicre duvarlarinin  biiyiik ¢ogunlugunu glukan ve mannan gibi polisakkaritler
olustururken kiigiik bir yilizdesini ise kitin olusturmaktadir. Hiicre duvarinin diger
komponentleri proteinler, lipidler ve inorganik fosfatlardir.

Mayalar, birbirlerinden eseyli iireme bigimleri, yapilari, yasam dongiileri ve bazi
fizyolojik oOzelliklerine gére simiflandiriimaktadirlar. Mayalarda eseysiz (vejatatif) ve
eseyli olmak tizere iki farkli sekilde iireme goriilmektedir. Tomurcuklanma mayalarda
goriilen en yaygin vejatatif tireme seklidir.

Eseyli tiremesi saptanmayan funguslarin tiimii Deuterumycota (Fungi imperfecti)
simfinda incelenirken, eseyli iiremeleri saptanan mayalar ise Ascomycota ve
Basidiomycota siniflarinda incelenmektedir (Dixon ve Fromtling, 1995).

Karasal ve sucul ortamlar ile havadan izole edilebilen mayalarin en yaygin
habitatlar: bitkilerdir. Mayalar kemoherotrof olduklar1 i¢in organik bilesikleri enerji
kaynagi olarak kullanabilirler dolayisiyla giines 1s18ina ihtiya¢ duymazlar. Karbon
kaynag1 olarak glukoz ve fruktoz gibi heksoz sekerleri kullanirlar. Bazi maya tiirleri
riboz, alkol ve organik asit gibi pentoz sekerlerini metabolize edebilirler (Huang ve
Tang, 2007). Hareketsiz olan mayalar tasinim igin aerosollere, hayvansal vektorlere ve
insan aktivitesine gereksinim duymaktadirlar. Dogal habitatlari disinda mayalar insan
yapimi gevrelerde, Ornegin laboratuvar ortamlarinda yaygin olarak bulunmaktadir.
Mayalar besinsel c¢evreleri ile dinamik etkilesim halindedir. Bircok maya polimorfik
olarak kabul edilmektedir ve ortamdaki besinlerden faydalanabilmek igin sekil
degisikligi yaparak filament olusturabilmektedirler (Walker, 1998).

Mayalar genellikle 20-30°C’de gelismektedirler. Psikrofil mayalar 12-15°C’de
gelisirken termofilik Kluyveromyces marxianus tiirleri 52°C’de gelismektedir.

Maksimum gelisme sicakliklar: sadece tiire bagli olmayip karbon kaynagi, oksijeni



kullanim kapasitesi, su potansiyeli ve ethanol varlig: gibi gelisme sartlarina da baglidir
(Genger, 2012).

Mayalarin gelisimi i¢in pH biiyiik 6nem tasimaktadir ve mayalarin bir¢ogu pH
4.5-6.5 arasinda iyi gelismektedir. Cevre pH’s1, mayalarin 1s1 toleransi ve kimyasal
bilesenlere kars1 dayanikliliklart gibi diger fizyolojik davraniglarint 6nemli o6lgiide
etkilemektedir (Pitt ve Hocking, 2009).

Mayalar, ¢esitli tipte lipidleri icermektedir. Ornegin triacilgliserol, diagilgliserol,
monoagilgliserol, yag asitleri, steroller, gliserofosfolipid, kardiyolipin, sfingolipid,
stearil  esterler, glikolipid bunlardan bazilaridir. Ayrica mayalar, plazma
membranlarindaki 4 farkli ¢esit lipidden ayirt edilebilirler; gliserofosfolipid, sfingolipid,
stearil ester ve mono ve diagilgliserol (Sitepu vd., 2014).

Mayalarin kullanim olanlarina bakilacak olursa, mayalar tarih 6ncesi zamanlardan
beri ekmek ve sarap yapiminda kullanilmaktadir ancak yiiksek miktarlarda gelistirilip
kullanilmalar1 19.yy’da baslamistir. Ozellikle Saccharomyces cerevisiae, bira, ekmek,
sarap ve pekgok iriiniin tiretiminde kullanilan ilk evcillestirilmis organizmadir (Sitepu
vd., 2014). Mayalar giiniimiizde, yiliksek oranlarda endiistriyel fermentasyon
islemlerinde, gida triinlerinde vitamin kaynagi olarak ve gesitli antibiyotik ve steroid
hormonlarinin iiretimlerinde kullanilmaktadirlar (Huang ve Tang, 2007). Son yillarda
mikrobiyal lipitlerin biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullanimu ile ilgili yapilan
calismalarda mayalar arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Ciinkli mayalarin irettigi
mikrobiyal yaglar bitkisel yaglara gore pek ¢ok avantajlara sahiptirler. Bunlardan en
onemlileri, biiyiime hizlart ve genetik manipulasyonlar1 nedeniyle avantajh
mikroorganizmalar olmalaridir. Mikrobiyal yaglarin biyodizel iiretiminde hammadde
olarak kullanimlarinin 6nemi son dénemde daha ¢ok 6nem kazanmistir. Ayn1 zamanda
mayalarin yiiksek metabolik aktivite gosterme oOzellikleri nedeniyle fermantasyona
onciliik ederler. Bu karakteristik Ozelliklerinden dolayr kimya, gida ve eczacilik
endriistrilerindeki geleneksel kullanimlarinin  disinda biyoteknoloji alaninda da
kullanimlarinin 6nemi giderek artmaktadir. Ayni1 zamanda mayalarin endiistriyel atik ve

atik sularinin 1iyilestirilmesinde kullanimlar1 ise ticari Onemlerini gdstermektedir

(Nguyen vd., 1973).



1.1.1. Cahsmada kullanilan maya tiirlerinin fizyolojisi ve kullanim alanlar

Candida albicans; Deuteromycetes sinifi igerisinde yer almakta ve insalarda
patojen veya kommensal olarak bulunabilmektedir. Genellikle dairesel veya oval
formlarda olup farkli ¢evresel kosullarda farkli morfolojik formlarda olabilmektedir.
Hiicre duvari %80-90 oraninda karbonhidratlardan olusmaktadir. Proteinler %6-25,
lipidler %1-7 ve kitin %8.5-9 oranindadir (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003). Gelisim
gosterdigi pH araligi 3-8 araligidir.

Vejatatif ve tomurcuklanarak tiremektedirler. Tomurcuklanma ile iirediklerinde
tomurcuklar birbirinden ayrilmadan uzayip aralarinda bogum bulunduran ve pseudohif
adi verilen hiicre zincirlerini olusturabilmektedir. Ayrica olusturabildikleri ¢imlenme
borusu (germ tiip), C. albicans’in tanimlanmasinda kullanilan 6nemli kriterlerden
birtanesidir (Genger, 2012). C. albicans’in hiicre yapisinin en disinda bulunan hiicre
duvari konak ile iliskide 6énemli bir rol oynamaktadir. Patojenlik ve virulans ile ilgili
biyolojik fonksiyonlarin bir ¢ogu hiicre duvarlarinda yerlesiktir (Kantarcioglu ve Yiicel,
2003). Biyoiyilestirme alaninda kullanimlar1 mevcuttur. Ticari amaglar amaciyla lipaz
iiretimi yapilabilmektedir.

Yarrowia lipolytica; Ascomycota sinifinda yer almaktadir. Gelisim gosterdigi pH
araligi 3-8 ve sicaklik ise 16-38°C dir (Huang ve Tang, 2007). Maya formundan hif
formuna gegebilen, dikkat ¢ekici dimorfik bir mayadir. Pseudohifsel farklilasma
gostermektedir.

Y. lipolytica’nin topraktan, tarimsal ve endiistriyel atiklardan, yag ve protein
iceren materyallerden izole edildigi bilinmektedir. Bu tiir, proteolitik ve lipolitik
aktiviteye sahip olmas: nedeni ile peynirlerin olgunlasmasinda kullanilabilmektedir
(Kesentas ve Akbulut, 2006). Biiyiime kosullarina bagli olarak hiicre yapisi degisim
gosterebilmektedir. Aerobik ozellikte olup tasidigi bazi fizyolojik ozelliklere bagh
olarak biyoteknolojik agidan onemli bir mayadir. Proteaz ve lipaz aktivitesine sahiptir
ve hidrokarbonlari kullanabilme yetenegindedir.

Farkli karbon kaynaklarindan sitrik asit, izositrik asit, a ketoglutarik asit ve
piirivik asit gibi biyoteknolojik agidan Onemli karboksilik asitleri iiretebildigi
bilinmektedir (Barth ve Gaillardin, 1996). Ayn1 zamanda yag tliretme 6zelligi nedeniyle

son donemde 6nemi daha ¢ok artmistir.



Kluyveromyces marxianus; Ascomycota smifinda yer almakta olup dogada
yayilim1 yiliksek oranda olup izole edilmesi kolaydir. Enzim (B galaktosidaz, inulinaz, 3
glukosidaz vb.), tek hiicre proteini ve etanol iiretiminde kullanimi mevcut olup
karisimlara aroma verme amaciyla da kullanilmaktadir. Gida tirtinlerindeki laktoz
miktarimn diisirme, peynir alt1 suyu iiretiminde biyolojik amagla kullanim1 ve biyolojik
iyilestirmelerde kullanimi mevcuttur (Fonseca vd., 2008). Fermente siit olarak bilinen
kefirin iiretiminde, kefir tanelerinin i¢inde bulunan mikroorganizmalar arasinda da yer
almaktadir (Yiiksekdag ve Beyatli, 2003).

Saccharomyces cerevisiae; Ascomycota smifinda yer almakta olup hiicreleri 5-
10u ¢apinda olup yuvarlak ya da yumurta seklindedir. Tomurcuklanak ¢ogalirlar. Eski
caglardan beri bira, sarap ve ekmek yapiminda kullanildiklarindan dolay1r 6nemli maya
tiirlerinden biridir.

S. cerevisiae, kisa hayat dongiisii, haploid veya diploid olarak bulunabilmesi,
transformasyonunun kolay olmasi, tireme ortaminin ucuz ve basit olmasi, patojenik
veya toksik bir etkisinin olmamasi, endiistriyel bir mikroorganizma olmasi gibi
nedenlerden dolayr okaryotik molekiiler genetik ¢alismalar igin uzun siiredir iyi bir
model sistem olarak kullanilmaktadir. Model okaryotik organizma olmasinin nedeni
genom dizisi tamamlanmig, genetik ve fiziksel oOzelliklerinin karakterize edilmis
olmasidir (Genger, 2012).

S. cerevisiae, oksijen yoklugunda enerji elde etmek icin, karbonhidratlart
karbondioksit, etanol ya da laktik aside doniistiirebilir. Etanol iiretimi igin karbon
kaynag olarak stikroz, glukoz, ksiloz, laktoz ve seliilozu, gliserol liretimi i¢in ise glukoz
ve fruktozu kullanabilmektedir.

Pichia kudriavzevii; Saccharomyces sinifinda yer almakta olup yuvarlak veya
oval hiicre yapisina sahiptir. meyvelerden, ¢ay yapragindan ve dogadan izole edilmesi
olduk¢a kolay bir maya tiiriidiir. Fermentasyon ozelligi azdir (Kurtzman ve Smiley,
1976).

Wickerhamomyces anomalus (sinonim : Pichia anomala; eski adiyla Hansenula
anomala); bu maya tiirii endiistriyel bir mikroorganizma olup icecekler, yiyecekler,
bocekler ve atiksular gibi birgok dogal ortamdan izole edilebilmekte ve ayni1 zamanda

genis bir metabolik ve fizyolojik ¢esitlilige sahiptir (Walker, 2010).



P. anomala, yiiksek ¢evresel stres kosullarinda (6rnegin diisiik veya yiiksek pH,
yiikksek osmotik basing, anaerobik kosullar vb.) gelisim gosterebilmekdir. Son
donemlerde yapilan calismalarda biyokontrol ajani olarak kullanilmakta olup ayni
zamanda salgiladig1 6liimciil toksin sayesinde antimikrobiyal ajan olma potansiyeline de
sahiptir (Passoth vd., 2006).

Wickerhamomyces subpeliculosa (sinonim: Hansenula subpelliculosa); amylolitik
Ozellik gosteren bir maya susu olup amylolitik bir enzim olan glikoamilaz iiretme
Ozelligine sahiptir (Kumar ve Satyanarayana, 2001). Yiiksek osmotik yapiya sahip
ozellikle tuz veya yiiksek sekerli gidalardan izole edilemektedir. Yiiksek osmotik
basinca sahip gida {iriinlerinde gelisebildiginden iiriiniin kalitesini diisiirebilmektedir

(Kurtzman vd., 2011).

1.2. Yagh Mikroorganizmalar ve Onemi

Maya, kiif, bakteri ve alg gibi mikroorganizmalarin uygun kosullarda yag iiretme
yetenekleri konusunda yapilan g¢alismalar gdstermistir ki tim canlilarin yapisal ve
fonksiyonel gorevlerini yerine getirebilmek igin belli miktarlarda lipid sentezlemek
zorundadirlar (Ertugrul, 2010). Ancak az sayida mikroorganizma lipidleri depo maddesi
olarak biriktirebilmektedir. Bu nedenle lipid biriktirme 6zelligi sadece bazi maya,
fungus bakteri ve mikroalglerde goriilen bir 6zelliktir (Meng vd., 2008). Yapilan
calismalara gore 590 maya cesidinden sadece 25 kadarmin %?20’den fazla lipid
biriktirebilme yetenegine, 60.000 tiir kiifiin ¢cok az bir kisminin %?25’ten fazla lipid
biriktirebilme  yetenegine sahip oldugu Dbelirtilmistir. Bu 06zelligi tasiyan
mikroorganizmalara da ‘yagli mikroorganizmalar’ denmektedir (Denli ve Tekin, 2000).

Yasayan mikroorganizmalar yapisal lipid sentezlemek zorundadirlar ancak birkag
mikroorganizma lipid iiretebilme &zelligine sahiptir ve kuru agirliklarmin %20’sinden
daha fazla lipid biriktirebilmektedirler (Donot vd., 2014). Yapilan c¢alismalar
sonucunda, kuru agirliginin %20’sinden daha fazla yag tiretebilen 70°den fazla maya
tirii saptanmustir. Y. lipolytica, Lipomyces tiirleri, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula
gaminis, Rhodosporidium toruloides, Cryptococcus curvatus ve Cryptococcus albidus
yagli mayalar kategorisinde bulunan en 6nemli mayalar olarak sayilmaktadir (Sitepu

vd., 2014).



Mikroorganizmalarin lipid {iretim kabiliyetlerini etkileyen ve smirlayan bazi
etkenler bulunmaktadir. Azot ve karbon oranlari, gelisim ortaminda ki primer besin
elementleri ve bu elementlerin tiikenmesi, inorganik tuzlar ve vitaminler
mikroorganizmalarin lipid iiretimlerine etki eden faktorler arasindadir. Ortamda lipid
birikimini arttirmak i¢in azot miktarinin azaltilmasi ve kullanilabilir karbon miktarinin
arttirllmas1 gerekmektedir. Azotun ortamda tiikenmesi sonucunda hiicresel gelisim
sinirlanacak ve buna karsilik ortamda bulunan karbon, hiicreler tarafindan kullanilmaya
baslanacaktir. Bunun sonucunda hiicreler, alinan bu karbonu 6nce yag asitlerine daha
sonra da trigliseritlere sentezleyebileceklerdir (Denli ve Tekin, 2000).

Yag ireten mikroorganizmalardan en biiyilk basarityr mayalar saglamaktadir
(Liang ve Jiang, 2013). Yiiksek lipid igerigine sahip Candida curvata (%58), C. albidus
(%65), L. strakeyi (%64), R. glutinous (%72) tiirleri yiiksek ylizdelerde yag oranlarina
sahip olduklarindan arastirmacilar tarafindan c¢alisilma sebebidir (Forde ve ark. 2014).
Ayrica Rhodosporidium, Lipomyces ve Cryptococcus tiirleri kendi biyokiitlelerinin
%70’inden daha fazla hiicre i¢i lipid (genellikle TAGs) biriktirebilme 6zelligine
sahiptirler (Dong vd., 2016).

Sitepu vd., (2014) yaptiklar1 ¢aligmayla hiicre i¢i lipid biriktirme 6zelligine sahip
12 yeni yagl tiirii daha rapor etmislerdir. Bunlar; Kurtzmaniella cleridarum, Myxozyma
melibiosi, Rhodosporidium paludigenum, Rhodotorula colostri, Rhodosporidium
babjevae, Rhodosporidium diobovatum, Rhodosporidium fluviale, Cryptococcus
terreus, Cryptococcus wieringae, Cryptococcus oierensis, Hannaella aff. zeae, Tremella
encephala, Cryptococcus victoriae, Cryptococcus aff. taibaiensis, Trichosporon
guehoae, Cryptococcus ramirezgomezianus, Prototheca aff. zopfii.

Asagidaki Sekil 1.1°de kesikli kiiltirde gelisen yaglh maya veya kiiflerde lipid
birikimini gostermektedir ve incelendiginde mikrobiyal lipid iiretiminin iki agamali bir

islem oldugu sdylenebilir.
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Sekil 1.1. Kesikli kiiltiirde iiretilen yagh maya ve kiiflerdeki lipid birikimi (Denli ve Tekin, 2000)

Birinci asamada, hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli biitlin besin elementleri
bulundugu i¢in dengeli bir gelisim vardir. Ancak ortamda azot kaynag tiikkendigi zaman
birinci asama sona ererek yag iiretim asamasi baslamaktadir. Bu asama ise ortamda
bulunan karbon kaynag: tiikeninceye kadar ya da yag iiretimi igin gerekli diger besin
elementleri hiicreler tarafindan tamamen kullanincaya kadar devam etmektedir. Eger bu
besin elementleri ortama tekrar ilave edilirse yag iiretim asamasi yeniden baslar ve bu

sekilde biyokiitleden yiiksek yag verimi elde edilebilir (Denli ve Tekin, 2000).

1.2.1. Lipid iiretim yolizi

Merkez karbon metabolizmasindan trioz fosfatin sifonlanarak uzaklagtirilmasi
sonucunda okso fonksiyonel gubun azalmasi ve asilasyon ile yag asitlerinin fosfatidik
asidi aktiflestirmesi ile lipid biyogenezi baslamaktadir. Fosfatidik asit ¢esitli membran
lipidlerinin  (6rnegin TAGs) lipid biyogenezi i¢in baslangi¢ noktasidir. TAGs
biyosentezi i¢in gerekli olan metabolik girdi ya karbon ve enerji fazlaligi ya da var olan
kaynaklarin doniisiimiidiir. Fizyolojik degisiklikler, stres kosullar1 (6rnegin 151k, pH,
sicaklik, ortamdaki besin maddeler vb.) membran lipitlerinin TAGs doniistimiinde etkili

olan faktorlerdir (Levering vd., 2015). Lipid sentezi Sekil 1.2°de gosterilmistir.
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Sekil 1.2. Yagh mayalarn lipid sentezinin metabolik yolu (Sheng vd., 2015)

Yag asidi sentezi asetil-CoA ve malonil-CoA ile baglamakta olup yag asidi sentezi
icin gerekli olan asetil-CoA’lar mitokondri ve sitoplazmada olusmaktadir. Piruvat
dehidrojenaz  kompleksi (PDH) mitokondride, piruvat dekarboksilaz (PCD)
sitoplazmada asetil-CoA iiretimi i¢in kullanilmaktadir (Sheng vd.,2015). Malonil-
CoA’dan asetil-CoA sentezlenmesi sonucunda zincir uzamasi ger¢eklesmektedir ve yag
asitleri olusmaktadir. D1 mitokondriyal membranda bulunan yagl agil CoA sentetaz
tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla aktiflenerek bir dizi tepkimeler sonucunda yag
acil CoA olusmaktadir (Qin vd., 2017).

Sitoplazmada olugan piriivatin mitokondri matriksine taginmasi sonucunda piriivat
dehidrogenaz enzim kompleksi tarafindan oksidatif dekarboksilasyon islemi sonucunda
asetil-CoA olugmaktadir. Yag asitlerinin oksidasyonu mitokondride oldugundan son
iriin aynm1 zamanda asetil-CoA’dir. Ardindan Krebs dongiisii (TCA dongiisii)
baslamakta ve asetil-CoA ve matrikste bulunan oksaloasetat birleserek sitrat
olugmaktadir. (Qin vd., 2017). Sonug¢ olarak yag asitlerinin oksidasyonu ile olusan

asetil-CoA bagska yag asitlerinin sentezinde kullanilmaktadir.
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1.2.2. Mayalar ile iiretilen yaglarin ozellikleri

Biyodizel {iretimi, elektrik enerjisi ya da 1smmma enerjisi i¢in kullanilan
materyallerden soya, kolza ve palmiye yaginin iiretiminin yavas olmasi ve talep edilme
oranlarinin her gecen giin artmasi dolayisiyla mikroorganizmalarin iirettikleri yaglara
olan ilgi giderek artmaktadir. Yagli mikroorganizmalarin yag asitleri iiretebiliyor
olmalar1 ve yag asiti tiirevlerinin gida, kimya ve enerji endiistrisi i¢in bilyilk 6neme
sahip olmasi nedeniyle mikroorganizmalarin trettikleri tek hiicre yaglar1 (Single cell
oils: SCOs) 6nem tasimaktadir (Donot vd., 2014).

Canli organizmalardan {iretilen lipidler 3 ana guba ayrilmaktadir, bunlar;
fosfolipidler, glikolipidler (membran yap1 lipidleri) ve trigliseridler (enerji kaynagi
lipidler, TAGsS).

Yag iireten mikroorganizmalar, kendi kuru kiitlelerinin %70’inden daha fazla
TAGs biriktirebilirler. TAGs, bitkisel yaglarin temel bilesenidir. Gliserol triesterler ve
polar olmayan yagh asitlerle su igerisinde ¢dziinmeyen yap1 gostermektedirler Ayrica
karbon ve enerji depolama bilesenleri olmalari dolayisiyla mekanik ve kimyasal
asamalarin sonucunda yagli tohumlardan ekstrakte edilebilirler. Enerji sektoriiniin
TAGs igin olan ilgisi, hidrofobik yaglarin mayalar, kiifler, mikro agler ve bakteriler gibi
mikroorganizmalar tarafindan tiretilebiliyor olmasindan kaynaklanmaktadir (Donot vd.,
2014). Ayrica mayalardan elde edilen mikrobiyal lipidlerin yaklasik %80-90’n1
TAGs’dir (Darcan ve Sarigiil, 2015).

Yagli mayalar, yapi lipidlerinin %90’1 kadar TAGs biriktirebilmektedirler. Bu
biriktirilen TAGs, %44 oraninda doymamis yag asitlerinden olusurken geri kalan notral
lipidleri ise serbest yag asitleri, monogliseridler, digliseridler, sterol-esterler ve polar
pargaciklar olugturmaktadir (Bonturi ve ark, 2015). Yag depolayan mayalardaki ana yag
asitleri ise miristik (C14:0), palmitik (C16:0), steroik (C18:0), oleik (C18:1),
palmitoleik (C16:1) ve linoleik (C18:2) asitlerdir (Uemura, 2012).

1.2.3. Yagh mayalar ile lipid iiretimi

Mayalarda lipid tiretimi, de novo lipid sentezi ve ex novo lipid birikimi olmak
tizere iki Yyolla olabilmektedir. Bu iki yol arasindaki fark; de novo hidrofilik
substratlardan, ex novo hidrofobik substratlar1 igeren farkli biyokimyasal yollardir.

Ayrica yagli mayalar kullanilarak de novo yoluyla iiretilebilen lipidler ekonomik olarak
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biiyiik potansiyele sahip olup uygulanabilir yontemlerdir. Buna karsilik ex novo yoluyla
lipid tiretimi ise yemek ve tibbi endiistri i¢in katma degeri yiiksek bir yoldur (Uemura,
2012). Maya hiicrelerinin ig¢indeki yag birikimi, organizmanin gelismek i¢in gerekli
olan bir besin maddesi tiikkendiginde ve ortamda kullanilabilir karbon bulundugunda

gerceklesmektedir.

1.2.4. Lipid iiretimine etki eden faktorler

De novo ve ex novo lipid sentezinde fermantasyon ortaminin igerigi oldukga
biiylik 6nem tasimaktadir. Yag iiretebilme 6zelligine sahip mikroorganizmalar karbon
kaynagi olarak fruktoz, glukoz, maltoz, ksiloz, ham gliserol vb. birgok substrati
kullanabilirken karbon-azot oraninin (C:N) zengin biyokiitleler olusturulmasinda 6nemi
biiyiiktiir. Azot kaynagi olarak mikroorganizmalar yeast ekstrakt, amonyum siilfat, malt
ekstrakt, pepton, nitrat vb. kullanabilmektedirler. Ayrica fosfat, siilfat, magnezyum,
demir gibi metal iyonlarinin da lipid iiretimini arttirici yonde etki sagladig1 saptanmigtir
(Darcan ve Sarigiil, 2015).

Lipid sentezinde fiziksel faktorler de lipid iiretimine etki etmekte olup kiiltiir
kosullar1 ile ekstraksiyon yonteminin c¢alisilan mikroorganizmaya gore seg¢ilmesi
gerekmektedir. Donot vd., (2014), yaptiklart calismada lipid tretimine etki eden
faktorleri tespit edebilmek icin coklu degiskenler kullanmis olup kesikli, duragan,
beslemeli kesikli gibi kiiltlir kosullar1 da deney planlarina dahil etmislerdir. Lipid
ekstaksiyonu asamasi ise ¢ozgen karigimlarin kullanilarak lipid ile protein arasindaki
hidrojen baglar1 ve iyonik giigleri koparacak alkolleri icermektedir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda kloroform/metanol (2:1) yonteminin en uygun yontem oldugu saptanmistir
(Darcan ve Sarigiil, 2015).

Calisilan mikroorganizmaya gore sicakligin belirlenmesi lipid liretime etki eden
onemli faktorlerden biri olup mikroorganizmanin ¢evre kosullarima adapte olmasini
membran lipid kompozisyonu saglamaktadir. Mikroorganizmanin sicaklia adapte
olmamasi durumunda membran lipid yag asidinin doymamuslik derecesi artmaktadir
(Darcan ve Sarigiil, 2015). Bunun sonucunda lipid iiretimi azalmaktadir.

Mikroorganizmalarin yasamlarini siirdiirebilmeleri ve iirlin olusturmalar1 i¢in
besiyeri pH’sinin optimal simnirlar i¢inde olmasi gerekmektedir. pH Ilimitlerinin

maksimum veya minumum sinirlarda olmasi durumunda iireme azalmakta ve hatta
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durmaktadir (Cigek ve Yalcin, 2013). Dolayisiyla optimizasyon ¢alismalariyla, ¢alisilan
mikroorganizmanin maksimum iireme ve {iriin olusturma pH limitinin belirlenmesi elde
edilen verimi arttiric1 yonde etki etmektedir.

Lipid iretimine kullanilan karbon kaynagi ile azot kaynaginin da iiretim
kapasitine etkisi mevcuttur. Cicek ve Yalgm, (2013), bir fungi tiirii ile yaptiklar
calismada en yiiksek lipid iiretimini glukoz varliginda en diisiik lipid iiretimini ise
mannitol varliginda gozlemlemislerdir. Karbon kaynagi olarak dekstroz, glukoz, maltoz,
laktoz vb. ve azot kaynagi olarak glisin, pepton, amonyum nitrat vb. kullanilmasi
olduk¢a yayginken son donemde yapilan c¢alismalar gostermistir ki, c¢evresel atik
materyaller karbon ya da azot kaynagi olarak kullanildiginda da mikroorganizmalar
gelisimlerini devam ettirebilmektedir.

Lipid iretimine etki eden diger parametreler ise; oksijen varligi, havalandirma,
yag asidi liretimini arttirict maddelerin ilave edilmesi, inkiibasyon siiresi, organizmanin
yasi, organizmanin gelisme hiz1 gibi faktorlerdir (Darcan ve Sarigiil, 2015).

Lipid ekstaksiyon asamalarinda kuru ve 1slak biyokiitle kullanilabilmektedir.
Biyokiitle 1slak biyokiitle (melas, nisastalilar, meyve sanayi atiklari vb.) ve kuru
biyokiitle (odun, zirai atiklar vb.) olmak iizere iki grupta incelenmektedir (Uggiil ve
Akgiil, 2010). Son donemde yapilan lipid ekstaksiyon calismalarda kuru biyokiitle
kullanim1 oldukc¢a yaygin olmakla birlikte 1slak biyokiitle ile yapilan c¢aligmalar
maliyetli kurutma asamalarinin atlanmasi dolayisiyla ticarilesmeye yakindir (Dong vd.,
2016).

1.3. Yagh Mayalar ile Lipid Uretiminde Atik Materyallerin Kullanimi

Biyoyakitlar kisa siire Once yasamis organizmalar ya da onlarm metabolik
ciktilarindan elde edilen alternatif enerji kaynaklarnidir ve biyodizel, biyogaz ve
biyoetanolu de kapsamaktadir. Biyoyakitlarin iiretilen en yaygin formu etil alkoldiir
(etanol). Temelde bitkisel sekerlerin mayalanmasi ile elde edilebilen ve oldukca eski bir
prosesdir. Tahillarin seker orani yiiksek tohumlar1 seker, nigasta veya seliiloz igerikli
bitkilerden elde edilebilmektedir (Forde vd., 2014).

Biyokiitle biyolojik kokenli fosil olmayan organik madde kitlesi olarak
tanimlanabilmektedir. Baska bir deyisle, petrol ve komiir gibi giines enerjisinin

depolanmis  halidir. Biyoyakitlarin igerisindeki  karbon, bitkilerin  havadaki
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karbondioksidi parcalamasi sonucu elde edildigi i¢in biyoyakitlarin yakilmasi diinya
atmosferinde net karbondioksit arttirimma neden olmaz. Bu nedenle pek cok iilke
atmosferdeki karbondioksit miktarinin artmasina engel olabilmek igin fosil yakitlar
yerine biyoyakitlarin kullanimini arttirmistir (Acaroglu, 2008).

Diinya capinda petrol kaynaklarinin hizla tiikenmesi ve fiyatlardaki artis ile
birlikte biyodizel, gelecek vaat eden bir biyoyakit konumuna gelmistir (Liang ve Jiang,
2013). Biyodizel, kolza (kanola), aycicek, soya, aspir gibi yagl tohum bitkilerinden
elde edilen bitkisel yaglarin veya hayvansal yaglarin bir katalizor esliginde kisa zincirli
bir alkol ile (metanol veya etanol) reaksiyonu sonucunda agiga ¢ikan ve yakit olarak
kullanilan bir iiriindiir (Yiicel, 2012). Evsel kizartma yaglari ve hayvansal yaglar da
biyodizel hammaddesi olarak kullanilabilir (Forde vd., 2014). Kullanilacak yag atik yag
ya da bitkisel yaglar olabilecegi gibi mikroorganizmalardan elde edilen mikrobiyal
yaglar da olabilmektedir.

Mikroorganizmalarin irettigi SCOs’nun iiretim prosesinde substrat olarak atik
materyallerin kullanilmasi yenilenebilir enerjinin kullanilmasina sebep olarak maliyeti
diisiik yollarla ¢evresel sorunlara yol agmadan ¢evreci yaklagimlar olusturulabilir. Bu
amacla karbon ve azot kaynagi olarak kullanilarak geri doniisiimii saglanabilecek bircok
madde yapilan son ¢alismalarda substrat olarak kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin
yag tretme Ozelligi kullamilarak etanol dretimi gergeklestirilmek isteniyorsa,
mikroorganizmanin gelistirildigi ortamdaki azot/karbon orani biiylik nem tagimaktadir.
Ciinkii lipid tiretiminin baslamasi igin gelisme ortamindaki primer besin elementlerinin
tilkenmesi gerekmektedir. Lipid iiretimini arttirmak i¢in azot miktarinin azaltilmasi ve
kullanilabilinir karbon miktarinin arttirilmasi gerekmektedir (Denli ve Tekin, 2000). Bu
amagcla kullanilan karbon kaynaklarindan baslicalari; glukoz, maltoz, siikroz, laktoz,
metanol, alkoller ve yag asitleri sayilabilmektedir (Huang ve Tang, 2007). Ayrica
bugday samani, kiispe (6zii alinmis meyvelerin kalan boliimii), ham glukoz, ham
gliserol, domates hidrolizat atig1, fruktoz, laktoz, nisasta, yeast ekstrakt, piring kabugu
hidrolizati, kabuklu tatli sorgum, malt ekstrakt, nitrat, salamura turp, yer elmast yumru
ekstrakti, manyok nisasta hidrolizati, seker kamisi hidrolizati son donemde

kullanilmakta olan diger maddeler arasinda sayilabilir (Donot vd., 2014).

14



1.3.1 Atik giil posasinin karbon kaynagi olarak kullanilmasi

Tiirkiye’nin giil, giil yagi, giil suyu iiretiminde 6nemli bir pozisyonda olmasi, artik
olarak ¢ikan giil posalarinin etkin bir sekilde degerlendirilememesi ve atik posanin
depolandig1 ¢ukurlarda anaerobik kosullarin olugsmasi sonucunda g¢evreyi rahatsiz edici
kokularin olusmasi atik giil posasinin bu tez ¢alismasi i¢in se¢imesinde ana etmenlerden
bir tanesidir.Yapilan ¢alismalara gore giil posasi kimyasal analiz sonuglar1 asagidaki

Tablo 1.2.’de verilmistir (Tosun vd., 2003).

Tablo 1.2. Giil posast kimyasal analiz sonuglart (Tosun vd., 2003)

Parametre 100 g kuru giil posasinda (g)
100°C’de rutubet 91,446
Mutlak kuru posa agirligt 8,5540
Ham kiil 7,8050
Organik madde 92,194
SiO, 2,2133
Ca 1,2914
Mg 0,7766
K 1,0327
Fe 0,0590
P,0s 0,0593
P 0,0258
N 3,0203

Gl posast analiz sonuglarina gére mayalarin gelistirilmesinde kullanilan YPD
(Yeast extract peptone dextrose) agar besiyerinde karbon kaynagi olarak glukoz yerine

atik giil posasi kullanilmistir.

1.4 Biyodizel ve Onemi

Tiim diinyanin kiiresel 1sinmayla miicadele ettigi, ayn1 zamanda biiyiiyen enerji
thtiyacim1 karsilamak i¢in alternatif arayislarin hiz kazandigi bir donemde tarimsal
potansiyelleri yliksek {ilkelerde biyoyakitlar; biyodizel, biyogaz ve biyoetanol yeni
firsat agilimlar1 yaratmaktadir. Yenilenebilir enerji kaynaklari, gilines, riizgar, jeotermal
enerjisi ve son donemde Onemli bir konumda olan biyokiitle olarak sayilabilinir.
Biyokiitleden elde edilen biyoyakitlar, gilinlimiizde birgok diinya iilkesinde
kullanilmaktadir. Biyoyakitlarin hammaddesi biiyiik o6l¢lide tarimsal iriinler ve
atiklardir. Bu atiklarin belli teknolojiler ile enerjiye doniistiiriilmesiyle biyoyakitlar

olugmaktadir. Giiniimiizde bir biyoyakit ¢esidi olan biyodizelin 6nemi giderek
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artmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni ise Diinya c¢apinda petrol kaynaklarinin hizla
tiikkenmesi ve fiyatlarda ki artigin, biyodizeli gelecek vaat eden bir biyoyakit konumuna
getirmis olmasidir (Liang ve Jiang, 2013).

Biyodizel, kolza (kanola), ay¢icek, soya, aspir gibi yagh tohum bitkilerinden elde
edilen bitkisel yaglarin veya hayvansal yaglarin bir katalizor esliginde kisa zincirli bir
alkol ile (metanol veya etanol) reaksiyonu sonucunda agiga ¢ikan ve yakit olarak
kullanilan bir drindir. (Yicel, 2012). Diger bir deyisle biyodizel, bitkisel veya
hayvansal yaglardan transesterifikasyon ile elde edilen uzun zincirli mono alkil
esterlerdir (Yiicel, 2012).

Biyodizel iiretiminin ¢esitli metodlar1 olmakla birlikte, giinlimiizde en yaygin
olarak kullanilan yontem transesterifikasyon (alkoliz) yontemidir. Transesterifikasyon
reaksiyonunda hammadde olarak kullanilacak yag, monohidrik bir alkolle (etanol,
metanol), katalizor (asidik, bazik katalizorler ile enzimler) varliginda ana {iriin olarak
yag asidi esterleri ve gliserin vererek esterlesmektedir (Ertugrul, 2010).

Biyodizel ham maddesi olarak, evsel kizartma yaglar1 ve hayvansal yaglar da
kullanilabilmektedir (Forde vd., 2014). Bitkisel yaglarin siilfiir igeriginin az olmasi,
yiiksek setan sayisi, yapisinda oksijen bulunmasi yiiksek parlama noktasina sahip
olmasi, yaglama Ozelliklerinin i1yi olmasi gibi avantajlart nedeniyle alternatif yakit
tiretiminde kullanilmaktadirlar (Aktas ve Segmen, 2008). Asagidaki Tablo 1.3’de
biyodizelin fiziksel 6zellikleri verilmistir (Fidan ve Alkan, 2014).

Tablo 1.3. Biyodizelin fiziksel ozellikleri (Fidan ve Alkan, 2014)

Ozgiil agirlik 0,88 Kiikiirt, wt% 0,0-0,002

Setan sayis1 48-65 Kaynama noktasi, °C 315-350

Yiiksek 1s1l degeri, 127,04 Parlama noktasi, °C 100-170

Btu/gal

Alt 151l degeri, Btu/gal 118,17 Bulut noktast, °C -3ile 15

Karbon, wt% 77 Akma noktasi, °C -5ile 10
Hidrojen, wt% 12 40°C’de kinematik vizkozite 4-6
Oksijen, wt% 11 15,5°C’de yogunluk, Ib/gal 7,3

Bitkisel yaglarin motor yakiti olarak kullanilmasi eski donemlere dayanmaktadir
ve bunun Onciisii olan Rudolp Diesel, 1898 yilinda Paris’te diizenlenen Diinya
Sergisinde fistik yagi ile ¢alistirdigi dizel motorunu sergilemistir (Alptekin ve Canaket,
2006). Diinya tizerinde birgok iilkede biyoyakitlara verilen dnemin giderek artmasiyla,

arastirmacilar da dizel yakita alternatif bulmak i¢in bitkisel yaglardan yararlanmaya
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baslamis ve biyoyakait iireticilerinin kurduklar 6rgiitler kurumsallastirilmistir (Ustiin ve
Geng, 2015).

Ulkeler enerji ve tarim politikalarinda biyoyakitlara yer vermekte ve yatirimlarin
artirilmas i¢in tesvikler saglamaktadir. Tiirkiye’de de yenilenebilir enerji kaynaklarina
yonelik destek ve tesvikler son yillarda artmaktadir.

Biyodizel iiretiminde Almanya, ABD, Fransa, Arjantin ve Brezilya diinyanin ilk
bes iilkesi arasinda sayilmaktadir. Ulkemizde, 14 Eyliil 2011 verilerine gére Enerji
Piyasas1 Diizenleme Kuruluna (EPDK) kayitli 36 firmanin biyodizel liretim lisansina
sahip oldugu tespit edilmistir. Biyodizel iiretiminin yapildig1 sehirler arasinda; Ankara,
Izmir, Adana, Istanbul, Kocaeli, Balikesir, Bursa, Afyon, Konya, Mersin, Hatay ve
Sanliurfa olarak sayilabilmektedir (Fidan ve Alkan, 2014).

1.4.1. Mayalarin biyodizel iiretiminde kullanilmasi

Biyodizel iiretiminde atik, bitkisel ve hayvansal yaglarin kullaniminin disinda son
donemde lipid lireten mikroorganizmalarin 6neminin artmasiyla, mayalar da bu amagcla
kullanilan mikroorganizmalar arasinda onemli bir pozisyonda sayilmaktadir. Ciinkii,
bitkisel ve hayvansal yaglardan enerji eldesi ham madde agisindan maliyetlidir.

Bakteri, fungus ve mayalar lipid depo edebilme 6zelligi gosterseler de maya ve
mikroalg tiirlerinden birkacinin {irettikleri yag bitkisel yaglara benzer niteliklerdedir.
Mayalar, hiicrelerindeki lipid oranlarmin ortalama olarak %20’yi ge¢mesi ve yagl
mikroorganizmalar arasinda sayilip, trettikleri yagin triagilgliserol formunda olmasi
nedeniyle ¢alisilma sebebi olarak goriilmektedirler (Meng vd., 2008). Bunlara ek olarak
mayalarin, degisen iklim ve hava sartlarindan etkilenmemeleri, hiicrelerinde diger
mikroorganizmalara oranla daha yliksek miktarda lipid igerigine sahip olmalari, kisa
stire icinde ¢ok miktarda {iiretilebilmelerinin avantaji kullanilarak biyodizel {iretiminde
kullanigh bir hammadde olduklar1 diistiniilmektedir. Ayni zamanda mayalarin {rettigi
mikrobiyal yaglar bitkisel yaglarla karsilastirildiginda pek c¢ok avantaja sahiptir.
Bunlardan en onemli faktdr ise, mayalarin bitkisel atik materyaller dahil pekgok
substratin iizerinde gelisebilme oOzellikleridir. Bu durum da mayalarin trettikleri
yaglarin maliyetini diisiirmekte ve ayn1 zamanda atik materyaller de degerlendirilmis

olunmaktadir (Zhu vd., 2008).
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2. MATERYAL VE METODLAR
2.1. Materyal
2.1.1. Cahsmada kullanilan mayalar
Calismada Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Mikrobiyoloji Biriminden
saglanan 162 maya izolat1 test edilmistir. Calismalara yiiksek yag birikimi olan 16 maya

izolat1 ile devam edilmistir.

2.1.2. Cahsmada kullanilan atik
Giil posasi

Giil tretimi ve iglenmesi konusunda iilkemizde biiylik bir 6neme sahip olan
Isparta’da bulunan 2 farkli giil isleme fabrikasindan temin edilen atik giil posalar1 bu tez
calismasinda kullanmilmigtir. Atik giil posalari, calisma siiresince -20°C soguk odada
muhafaza edilmistir. Giill posa drneklerinin nem, lignin, ham kiil, azot ve kKat1 yag miktar

analizleri yapilarak ¢alisma igin uygunlugu tespit edilmistir.

2.1.3. Besiyerleri
2.1.3.1. Yeast extract peptone dextrose agar (YPD Agar)

Yeast extract 109
Pepton 2049
Glukoz 20 g
Agar 159
Distile su 1L

YPD agar besiyeri belirtilen igeriklere gore hazirlanip 121°C’de 15 dk 1,5 atm.
basingta otoklavlanarak steril edilmis ve steril petrilere dokiilerek maya izolatlarinin

canlandirilma islemleri i¢in kullanilmistir (Salinee ve ark., 2013).

2.1.3.2. Inokiilant besiyeri

Glukoz 209
Yeast eksrakt 10 ¢
Pepton 209
Distile su 1L
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Hazirlanan besiyeri 50 ml’lik erlenlerde 20 mL olacak sekilde hazirlanip agizlar

pamuk ve folyo ile kapatildiktan sonra 121°C, 15 dk otoklavlanmustir.

2.1.3.3. Uretim besiyeri (%1 °lik H,SO,’lii)
Atik giil posast 50¢
Yeast ekstract 10 g
Pepton 209
(%1°lik H,SO4) 1L
Blenderdan gegirilerek boyutlart kiigiiltiilen atik giil posalar1 kullanilmis ve 50
mL’lik erlenlerde 20 mL olacak sekilde hazirlanip agizlar1 pamuk ve folyo ile
kapatildiktan sonra 121°C, 15 dk otoklavlanmustir.

2.1.3.4. Uretim besiyeri (distile sulu)
Atik giil posasi 504g

Yeast ekstract 10 ¢
Pepton 20¢
Distile su 1L

Blenderdan gecirilerek boyutlar kiictltiilen atik giil posalar1 kullanilmis ve 50
mL’lik erlenlerde 20 mL olacak sekilde hazirlanip agizlari pamuk ve folyo ile
kapatildiktan sonra 121°C, 15 dk otoklavlanmaistir.

2.1.4. Calismada kullanilan boyalar ve ¢ozeltiler
2.1.4.1. Sudan black B
Sudan black B 0,3¢
%70’1ik etanol 100 mL
Sudan black boya ile %70’lik etanol bir kapta homojen bir karisim elde edilene

kadar karistirilarak hazirlanmistir.

2.1.4.2. Lugol ¢ozeltisi

Iyod 509
Potasyum iyodiir 100 g
Distile su 1L
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2.1.4.3. Lizis buffer ¢ozeltisi

Triton X-100 20 mL
Sodyum dodesilsiilfat 10 g
NaCl (1M) 5,844 9
Trisma base (0,01M, pH:8) 121g
EDTA 0,292 g
Distile su 1L

1 litre lizis buffer ¢ozeltisi hazirlamak i¢in tim malzemeler tartilmis ve 1 litre

distile su icerisinde vortex yardimi ile ¢oziinmeleri saglanmistir.

2.1.4.4. 400 uL Digestion solution
Fenolkloroformizoamilalkol (24:25:1) 400 uL

Lizis buffer 400 puL
Boncuk 7 adet
Maya 6rnegi 1 kiirdan dolusu

400 pL digestion solution hazirlamak i¢in, tiim maddeler ependorfa konularak 30
dakika 11000 rpm santrifiij yapilmis ve boncuklar olmadan s1v1 kisim ayr1 bir ependorfa
almmistir. Ayni sekilde 5 dk, 11000 rpm santrifijiin ardindan siipernant faz dokiilerek

DNA ekstaksiyon basamaklarina devam edilmistir.

2.1.4.5. PCR mix (100x)
10x taq buffer+KCL-MgCIl 250 uL

MgCl, (25 um) 250 puL
dNTP mix (2,5 um) 200 pL
MQ (niikleaz free su) 1175 mL
Tagq DNA polimeraz 25 mL
NL1 250 uL
NL4 250 uL

2.1.4.6. HCI (4M)
HCI 66,12 mL
Distile su 33,88 mL
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100 mL 4M HCI ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 6nce HCI ardindan distile su eklenerek

karigim hazirlanmistir.

2.1.4.7. HySO4 (%1)
H»SO4 (%100) S5mL
Distile su 495 mL
500 mL %1’lik H,SO4 ¢o6zeltisi hazirlamak i¢in 6nce H,SO, ardindan distile

eklenerek karisim hazirlanmstir.

2.1.4.8. Dinitrosalisilik asit (DNS) ¢ozeltisi (1 L)

Ultra saf su 1L

2 Hydoxy 3,5 dinitrobenzoik asit 7,571 ¢
NaOH 14,14 g
Rochella 218,59

Calismada kullanilmak t{izere 28 mL DNS ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, yukarida ki
malzemeler uygun Olciilerde hazirlanarak disi aliminyum folyo ile kapli bir erlen
icerisine konulmus ve icerisine balik atilarak manyetik karistiricida 1 saat siiresince
¢Ozlinmesi saglanmistir. Ardindan 0,162 g fenol tartilarak 97°C sicak su banyosunda
¢Oziindiiriildiikten sonra karisima eklenmistir. Son olarak 0,166 g sodyum metabisiilfit

karisima eklendikten sonra 30 dk siireyle tamamen ¢oziinmesi saglanmistir.

2.1.4.9. 4,8 buffer

Asetik asit (0,2M) 20 mL
Sodyum asetat (0,2M) 30 mL
Ultra saf su 50 mL

100 mL 4,8 buffer ¢ozeltisi hazirlamak i¢in tiim malzemeler balon joje igerisinde

karistirilmastir.

2.1.4.10. BF3 ¢ozeltisi
%35 BF3/MeOH

%45 MeOH

%20 Hekzan
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2.2. Metodlar
2.2.1. Arastirmada kullanilan izolatlarin aktiflestirilmesi

Calismada kullanilan maya kiltiirleri oncelikle malt ekstrakt kati besiyerinde
gelistirilmistir. Gelisen kiiltiirler maya oziitii peptonlu dekstroz (YPD) sivi besiyerine
ekilerek 3-4 giin siireyle 25°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda maya
izolatlar1 YPD agar besiyerine ekilmis ve ayn1 sekilde 25°C’de 3-4 giin siireyle inkiibe
edilmistir. Gelisim gosteren tiim maya 6rneklerinin saflik kontrolleri yapilmis ve maya

izolatlar1 %20 gliserolde stoklanarak -80°C’ye kaldirilmustir.

2.2.2. Kullanilacak atik giil posasimin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi

Besiyerlerinin hazirlanmasinda karbon kaynagi olarak kullanilacak atik giil
posasinin fiziksel ve kimyasal ozelliklerini belirlemek amaciyla nem tayini, lignin

tayini, ham kiil tayini, kat1 yag miktar analizi ve azot tayini yapilmistir.

2.2.2.1. Nem tayini
Atik giil posasindan 0,5-0,6 g arasi tartilarak Mettler Toledo HB43-S Halogen
(Liebestrasse/Isvigre) marka nem tayini cihazinda kurutulmus ve nem Olgiimii

yapilmistir (Kaplan vd., 2010).

2.2.2.2. Lignin tayini

Lignin tayini hem atik giil posasina hem de atik giil posast 6n islem sivisina
yapilmustir. On islem sivisi igin, 1/10 oranina gore atik giil posast ve %1°lik H,SO, bir
erlende karistirilarak 1 saat siiresince 121°C’de otoklavlanmistir. Oda sicakligina gelen
karisim filtre kagidi ve huni kullanilarak siiziilmiis ve kurutma kagidinda kalan kati
ornekler 45°C etlivde kurumaya birakilmistir. Herbir 6rnekten 0,3 g tartilarak erlenlere
konulmus, tizerlerine 3 mL %72’lik H,SO,4 eklenmis ve 1 saat 30°C calkalamali su
banyosunda karistirilmigtir.  Ardindan 6rneklerdeki H,SO4 konsantrasyonunun %4
olmasi icin 84 mL saf su ile seyreltilmis ve 1 saat 121°C otoklavlanmistir. Erlenlerin
sicakligi oda sicakligina geldikten sonra on islem sivilan filtre kagidi ve huni
kullanilarak siiziilmiis ve kagidin {izerinde kalan kati su ile yikanarak tiim kati

maddenin toplanmasi saglanmustir. Orneklerin pH’s1 nétr hale gelinceye kadar su ile
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yikamaya devam etmis ve pH kagidi kullanilarak pH kontrol edilmistir. Herbir 6rnegin
katis1 krozelere alinmis ve 2 giin siireyle 105°C etlivde kurumaya birakilmistir. Bu
stirenin ardindan krozeler tartilmis ve bu degerler m; olarak kaydedilmistir. Ardindan
krozeler 1 giin siireyle 600°C kiil firinina konulmus ve bu stirenin ardinda sogumalar1 ve
aynt zamanda nem kapmamalar i¢in desikatore yerlestirilmistir. Ardindan krozeler
yeniden tartilmig ve bu deger ise my olarak kaydedilmistir. Elde edilen verilere gore

lignin miktar1 asagida verilen formiil ile hesaplanmistir (Kaplan vd., 2010).

ml—ma2

Lignin miktari (%)= x100

mil

Mo = baslangi¢taki hammadde
m; = 105°C’de kurutulduktan sonra kalan miktar

m, = 600°C’de yakildiktan sonra kalan miktar

2.2.2.3. Ham Kiil tayini

Bir adet kroze sabit tartima getirilmek iizere 500°C kiil firinina konulduktan sonra
sogumasi ve ayni zamanda nem kapmamasi i¢in desikatore konularak oda sicakligina
getirilmistir. Ardindan kroze tartilmis ve bu deger m degeri olarak kaydedilmistir. Daha
sonra bir miktar atik giil posasi tartilmis ve krozenin igerisine konularak yeniden tartim
yapilmistir. Tartim sonucu mj degeri olarak kaydedilmistir. Igerisinde atik giil posasi
bulunan krozeye yiizeyi 1slanacak sekilde etil alkol dokiilmiis ve ¢akmakla yakilarak
yanmanin bitmesi beklenmistir. Ardindan kroze 4 saat stireyle 500°C kiil firinina
konulmustur. Yakma islemi tamamlandiktan sonra kroze nem kapmamasi amaciyla
desikatore alinmis ve oda sicakligina gelinceye kadar sogumasi beklenmistir. Soguyan
kroze tartilarak bu deger m, degeri olarak kaydedilmistir. Elde edilen verilere gore kiil

tayini asagida verilen formiil ile hesaplanmistir (Kaplan vd., 2010).

= x 100

Ham kil (%) = —

m—
1

m = krozenin darasi
m; = igerisine atik giil posas1 konulan krozenin agirlig:

m, = 500°C kiil firininda yakildiktan sonra kalan miktar
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2.2.2.4. Yag ekstraksiyonu (Soxhelet yontemi)

Seliiloz kartusun darasi alinarak igerisine blenderdan ge¢irilmis 3 g atik giil posasi
konulmus ve seliiloz kartusun agzi pamukla kapatilmistir. Ardindan seliiloz kartus
cihaza ait hazneye yerlestirilmistir. Cihaza ait olan cam kaplar ise tartildiktan sonra 150
mL petrol eteri doldurularak cihaza yerlestirilmistir. Cihaz ¢alistirilarak ekstraksiyon
baslatilmistir. Islem sonucunda cam kaplar haznelerinden cikarilmis ve yagdan petrol
eterinin ugmasi amaciyla 1 saat stireyle ¢eker ocaga konulmustur. Ardindan cam kaplar
tartilmig ve asagida verilen formiile gore ylizde yag miktar1 hesaplanmistir (Kaplan vd.,
2010).

(B—Alxi00

Yag (%)==

A= cam kabin agirhig
B= cam kap ve i¢indeki yagin toplam agirlig

C= 6rnegin agirlig

2.2.2.5. Azot tayini

0,5-1 g araliginda olacak sekilde atik giil posasindan tartilmis ve tiipe
konulmustur. Ardindan 2 adet katalizor (Cup,SO4 ve K,;SO,) de tiiplere konulduktan
sonra 12 mL H,;SO4 eklenmistir. Yakma aparatina konulan tiipiin 1 saat 420°C’de
yakma islemi yapilmistir. Ardindan cihaz acilmis ve bos bir tip kor olarak
okutulmugtur. Yakma islemi tamamlanan tiip soguduktan sonra cihaza yerlestirilip

okumasi yapilarak giil posasinin azot miktari belirlenmistir (Kaplan vd., 2010).

2.2.3. Atik giil posas1 iceren ortamda maya izolatlarimin gelisme durumunun
belirlenmesi

YPD agar besiyerinde gelisim gosteren 162 maya o6rnegi i¢in karbon kaynagi
olarak kullanilan glukozun besiyerinden ¢ikarilip yerine atik giil posast kullanilarak
hazirlanan YPD agar besiyerine ekimleri yapilmistir. Ekimi yapilan maya 6rneklerini
iceren petriler 2-6 giin siireyle 30°C’de inkiibe edilmistir. Gelisim gdstermeyen drnekler
icin karbon kaynagi olarak atik giil posast igeren aymi igerikli sivi besiyeri

hazirlanmistir. Soguyan sivi besiyerlerine 24 saatlik maya kiiltiirlerinden 20 ml’de 5uL.
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olacak sekilde maya ekimi yapilmis ve 30°C, 120 rpm ¢alkalamali etiivde 2-6 giin siire

araliginda gelisimleri kontrol edilmistir.

224, Atik giil posasi iceren ortamda maya izolatlarimin lipid iiretiminin
belirlenmesi

Atik giil posasinda gelisen izolatlarin lipid tiretimleri Sudan Black B boyasi ile
boyanarak belirlenmeye ¢alisilmigtir. Karbon kaynagi olarak atik giil posasi i¢ceren YPD
agar besiyerinde gelistirilerek bu kiiltiirlerden haziranan preparatlar incelenmistir. Bu
amagla 162 maya orneginin yag iiretme 6zelliklerinin olup olmadigini anlamak igin lam
tizerine damlatilan 1 damla steril su iizerine petrilerden kiirdan ile alinan 6rnekler lam
lizerine yayilmistir. Ardindan her bir lam ates ilizerinde 3 kere fikse edildikten sonra
Sudan Black B ile boyanmis ve 5 dk beklenmistir. Bu siirenin ardindan preparat
tizerindeki fazla boya akitilmis ardindan lugol ile 30 saniye boyama yapildiktan sonra
preparatlar su ile yikanmistir (Pan vd., 2008).

Preparatlar faz kontrast mikroskobunda incelenmis ve hiicre igerisindeki mavi

veya gimsi yag damlalar1 gézlenmeye c¢aligilmastir.

2.2.5. Yag iiretme ozelliine sahip maya izolatlarinin molekiiler teknikle
tanimlanmasi

Hiicre iglerinde yag damlaciklar1 gézlemlenen 16 maya izolatinin (6, 7, 9, 18, 21,
24, 26, 34, 48, 73, 74, 89, 93, 141 , 152 ve 155 numarali mayalar) tiirlerinin
belirlenmesi amaciyla DNA ekstraksiyonlar1 “Maya DNA Izolasyon Kiti” kullanilarak
yapilmis olup, kit’in icerisinde bulunan kitap¢iga gore islem basamaklari
gerceklestirilmistir. Yapilan denemeler sonucunda olumlu sonu¢ alinamayinca literatiir
taramalarma gore baslangictaki islem basamaklar1 farklilastirilarak uygulanmistir.
Yapilan degisiklige gére maya hiicrelerinin parcalanmasi amaciyla herbir ependorfta ki
maya Ornegi i¢in 7 adet boncuk kullanilmis olup fenol kloroformizo amil alkol
(24:25:1) ve digestion solution ¢dzeltisi hazirlanmigtir. Daha sonra bir ependorf
icerisine 400 pL fenol kloroformizo amil alkol (24:25:1), 400 uL lizis buffer, 7 adet
boncuk ve dncesinden 24 saat siireyle 25°C etiivde YPD agar besiyerinde aktiflestirilen
maya hiicrelerinden bir kiirdan konulduktan sonra 30 dk siireyle 11000 rpm santrifiij

yapilmistir. Sonra ependorftaki siipernatant kisim ayr1 bir ependorfa alinarak yeniden 30
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dk 11000 rpm santrifiijlenmis ve ardindan kit kitapgiginda belirtilen islem
basamaklarina devam edilerek DNA izolasyonu gerceklestirilmigtir. DNA izolasyonlari
yapilan 6rnekler +4°C buzdolabinda saklanmustir.

DNA izolasyonu sonucu elde edilen DNA’lar1 gézlemlemek amaciyla 16 maya
ornegine (6, 7, 9, 18, 21, 24, 26, 34, 48, 73, 74, 89, 93, 141 , 152 ve 155 numarali
mayalar) 100 volt, 30 dk siire ile jel elektroforezinde yiiriitiilmistiir ve Uvitec marka
Uvphoto cihazina konularak jel goriintiilemesi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore
herbir maya 6rneginin jel gorlntiisii istenilen sekilde elde edilmis ve PCR i¢in uygun
olduklar1 saptanmistir.

Maya ornekleri PCR yoluyla ¢ogaltilmis olup, molekiiler tanilama igin 26S
rDNA’ nin D1/D2 bolgesi NL1 (5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) ve NL2
(5'-GGTCCGTGT TTCAAGACGG) evrensel primerleri kullanilmistir (Maoura vd.,
2005). 26S rDNA’ nin 5° bolgesine yerlesmis olan D1/D2 domaini yaklasik olarak 600
baz uzunlugunki bolge olup birgok mayanin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. D1/D2
domaini polimeraz zincir reaksiyonlart ile NL1 ve NL4 primerleri kullanilarak
cogaltilmaktadir (Genger, 2012).

Maya DNA’larina uygulanacak olan PCR i¢in 6ncelikle PCR mix hazirlanmistir.
Ardindan PCR tiiplerine 1uL 6rnek ve 24 pL PCR mix olacak sekilde konulmus ve kisa
siireyle santrifiij yapilmistir. Sonrasinda 6rnekler denatiirasyon 94°C 5 dk, annealing
94°C 45 sn, uzama 72°C 1 dk PCR dongiistinde amplifiye edilmistir.

PCR ile ¢ogaltilan rDNA bolgeleri dizi analizleri yapilmak {izere Exogene
Biyoteknoloji adli firmaya gonderilmistir ve dizi analizleri belirlendikten sonra veri
tabaninda analizleri yapilarak tanimlamada kullanilmistir (Richard vd., 2008). Firmadan
gelen dizi analizi sekans sonuglart dogrultusunda, elde edilen veriler NCBI BLAST,
CLUSTALW kullanilarak veri bankasindaki dizilerle karsilagtirllmis ve maya

izolatlarinin tiir seviyesinde molekiiler tanilar1 yapilmastir.
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2.2.6. Atik giil posasi iceren besiyerinde gelistirilen mayalarin lipid miktar: ve lipid
veriminin belirlenmesi

Yag iiretme 6zelliginin oldugu saptanan 16 maya orneginin (6, 7, 9, 18, 21, 24,
26, 34, 48, 73, 74, 89, 93, 141 , 152 ve 155 numarali mayalar) lipid {iretme
potansiyellerini gormek amaciyla lipid ekstraksiyonu agamalari Pan vd., (2008) gore
yapilmustir.

Icinde 20 mL inokiilant besiyeri (2.1.3.2.) iceren 50 ml’lik erlene, YPD agarda
gelistirilmis 48 saatlik kiiltiirden bir kiirdan dolusu olacak sekilde ekilmis ve 3 giin
stireyle, 25°C, 150 rpm ¢alkalamal: etiivde inkiibe edilmistir.

Icinde atik giil posast iceren iiretim besiyerinden (2.1.3.4.) 20 mL igeren 50 ml’lik
erlene, her bir maya drneginin inokiilant besiyerinden 1000 pL asilama yapilmis ve 3
giin siireyle 25°C, 150 rpm ¢alkalamal1 etiivde inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda maya biyokiitlesi (g/L), lipid kuru agirhig: (g) ve %

lipid verimi hesaplanmistir.

2.2.6.1. Maya kuru hiicre agirliginin belirlenmesi

Ug giin siireyle iiretim besiyerinde inkiibasyona birakilan drnekler bu siirecin
sonunda kuru kiitle agirliklarinin hesaplanmasi i¢in 6ncesinde daralari alinan 2 ml’lik
ependorfta 1,5 mL olacak sekilde her bir maya Ornegi i¢in ayri ayri ependorflara
alinmistir. Ependorflar 5000 rpm, 5 dk siire ile santrifiijlenmis ardindan siipernatant
kisim dokiilerek 1,5 mL distile su eklenmistir. Ependorflar vorteksle karistirilarak
cokelen kismin karismast saglanmis ve 5000 rpm, 5 dk siire ile yeniden
santrifiijlenmistir. Santrifiijiin ardindan siipernatant kisim dokiilerek ayni islem 2 kez
daha tekrarlanmigtir. Son santrifiij isleminin ardindan siipernatant kisim dokiildiikten
sonra ependorflar agizlar1 acik bir sekilde 55°C’lik etiivde kurumaya birakilmislardir.
Kuruduktan sonra kurukiitle tartilarak 1,5 mL deki lipid kuru hiicre agirligi belirlenmis
ve 1000 ml’deki bioyokiitle g/L cinsinden hesaplanmistir (Pan vd., 2008). Tiim deneyler
iki kez tekrar edilmistir.
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2.2.6.2. Lipid ekstraksiyonu ve lipid kuru agirliginin belirlenmesi

Maya hiicreleri igerisindeki lipid miktarinin belirlenmesi amaciyla ekstraksiyon,
kurutma ve tartimlar Bling ve Dyer, (1959) gore yapilmistir.

Uretim besiyerinde (2.2.3.4’de hazirlanan) geriye kalan o6rnekler 50 ml’lik
falkonda 15 mL olacak sekilde ayr1 ayr1 falkonlara alinmistir. Falkonlar 5000 rpm, 5 dk
stireyle santrifiijlendikten sonra siipernatant kisim dokiilerek 18 mL distile su
konulmustur. Falkonlar vorteksle karistirilarak ¢okelen kisim ile distile suyun karismasi
saglanmis ve yeniden 5000 rpm, 5 dk siire ile santrifiijlenmistir. Santrifiijiin ardindan
ayni islem bir kez daha tekrarlanmig ve siipernatant kisim dokiildiikten sonra her bir
falkona 10 mL 4M HCI ¢ozeltisi konulmustur. Bir saat siireyle 60°C su bayosunda
bekletilen falkonlar {izerlerine 20 mL kloroform:metanol (1:1) eklenmis ve bir giin
stireyle 25°C, 150 rpm ¢alkalamali etiive konulmustur. Daha sonra falkonlar 5000 rpm,
5 dk siire ile santrifiij yapilmis ve lipidlerin oldugu alt tabaka pastor pipeti kullanilarak
onceden daralar1 alinmis olan 15 mI’lik falkonlara konulmustur. Falkon tiipleri agizlar
acik olacak sekilde 55°C’lik etiivde kurumaya birakilmislardir. Gorsel 2.1°de
gosterildigi sekilde Sivilar tamamen kuruduktan sonra tartimlart yapilarak kuru

agirliklari belirlenmistir. Tiim deneyler iki kez tekrar edilmistir.

Gorsel 2.1. Lipid ekstraksiyonu sonucunda ependorflarda kalan alkollii ugmusg lipidli kistm
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2.2.6.3 Yiizde lipid veriminin hesaplanmasi

Yiizde lipid hesabi igin, ayn1 numarali maya Orneginin kuru kiitle (g) ve lipid
miktar (g/L) baz alinarak % lipid miktar1 belirlenmistir.

Yiizde lipid veriminin hesaplanmasi i¢in oncelikle kuru kiitle hesabinin yapilmasi
gerekmektedir. Bu amagla kuruyan kuru kiitlelerin bulundugu ependorflar tartilarak
daralar ile arasindaki farklar alinmistir. Ardindan “1,5 ml’de kag¢ gram kuru kiitle varsa
1000 ml’de kagtir” seklinde bir oran orant1 ile 1000 ml’deki biyokiitle g/L cinsinden
hesaplanmustir.

Kuruyan lipidlerin bulundugu falconlar da aymi sekilde tartilarak daralar ile
aralarinda farklar alinmigtir. Ardindan “15 ml’de ka¢ gram lipid varsa 1000 ml’de
kagtir” seklindeki oran orantt ile 1000 ml’deki lipid miktar1 g/L cinsinden
hesaplanmustir.

Yiizde lipid hesabi igin, ayn1 numarali maya 6rnegin kuru kiitle ve lipid hesab1 baz
aliarak “bulunan kuru kiitle ne kadar lipid igeriyorsa 100°de kagtir” oran orantisi ile %
lipid hesab1 yapilmistir.

Yapilan hesaplamalara gore yiizde lipid oran1 %3,5’ten yiiksek olan 6 maya izolati
(W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141

ve K. marxianus-155) sonraki deney asamalari i¢in se¢ilmistir.

2.2.7. Secilen maya izolatlari ile lipid iiretimi

Secilen 6 maya izolatt (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y.
lipolytica-48, P. anomola-141 ve K. marxianus-155) ile lipid iiretiminde karbon kaynagi
olarak kullanilan atik giil posasina 2 farkli muamele uygulanarak lipid iiretimi
yaptlmistir (Sekil 2.1). Bunlardan birinde giil posasi asit ile muamele edildikten sonra

kullanilmistir. Digerinde ise su ile 6n islemden gegirilerek direk olarak kullanilmistir.
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Mava kiiltiirii

3 giin 25°C
150rpm

inokiilant

1000 pl 1000 ml

| Lipid Ekstraksiyonu I

Sekil 2.1. Maya izolatlarr ile lipid iiretim basamaklar

2.2.7.1. Asitli ve sulu anik giil posast on islem swvilt besiyerinde gelistirilen mayalarin
lipid ektraksiyonu

Hazirlanan inokiilant besiyeri (2.1.3.2.) her bir maya Ornegi i¢in 2 paralel
calisilmis ve 50 ml’lik erlenlerde 20 mL olacak sekilde hazirlanip agizlar1 pamuk ve
folyo ile kapatildiktan sonra 121°C, 15 dk otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikan
besiyerleri soguduktan sonra, dncesinde YPD agar besiyerine ekilmis ve inokulum yas1
48 saat olan 6 maya 6rnegi (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y.
lipolytica-48, P. anomola-141 ve K. marxianus-155) her bir erlene bir kiirdan dolusu
olacak sekilde ekilerek 3 giin stireyle, 25°C, 150 rpm ¢alkalamali etiivde inkiibasyona
birakilmigtir. Ug giiniin ardindan inokiilant besiyerinden asilama yapmak igin iki farkli
tiretim besiyeri hazirlanmigtir.

Birinci tiretim besiyeri (2.1.3.3.) igin; 1/10 oranina gore (blenderdan gegirilmis 10
g atik giil posasi+100 mL %1°lik H,SO4 kullanilarak) hazirlanmistir.

Ikinci iiretim besiyeri (2.1.3.4.) i¢in; 1/10 oranina gore (blenderdan gecirilmis 10
g atik giil posasi+100 mL distile su kullanilarak) hazirlanmistir.

Iki farkli sekilde hazirlanana iiretim besiyerlerinin agz1 pamuk ve folyo ile

kapatildiktan sonra 1 saat, 121°C de otoklavlanmistir. Uretim besiyerleri soguduktan
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sonra hazirlanan iki iiretim besiyeri bir huni ve siizme kagidi kullanilarak iki ayri 6n
islem s1visi elde edilmistir.

Hazirlanan tretim besiyerlerinin pH’lar1 mayalarin gelisimi i¢in uygun olan pH
5’¢ NaOH kullanilarak ayarlanmis ve 2 paralel olarak ¢alisilan 6 maya ornegi (W.
subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve
K. marxianus-155) i¢in 50 ml’lik erlenlerde 20 mL olacak sekilde hazirlanip agizlari
pamuk ve folyo ile kapatildiktan sonra 121°C, 15 dk otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikan
besiyerleri soguduktan sonra her bir maya Orneginin inokiilant besiyerinden iiretim
besiyerine 1000 pL asilama yapilmis ve 3 giin siireyle 25°C, 150 rpm c¢alkalamali
etiivde inkiibasyona birakilmistir (Pan vd., 2008).

Bu siirecin sonunda maya kuru hiicre agirligi, lipid kuru agirligt ve %lipid verimi

sirasiyla 2.2.6.1, 2.2.6.2, 2.2.6.3 boliimlerinde verilen yonteme gore belirlenmistir.

2.2.8. Giil posas1 miktarin lipid iiretimine etKkisi

Atik giil posast miktarinin lipid iiretimine olan etkisini belirlemek i¢in iiretim
besiyerleri 12 g ve 15 g atik giil posasi kullanilarak hazirlanmistir. Diger islemler
2.2.5.1°de verilen yonteme gore yapilmistir. Yukaridaki asamalardan sonra kuru
kiitlelerin bulundugu ependorflar ve kuruyan lipidlerin bulundugu falkonlar tartilatak
maya kuru hiicre agirhigi, lipid kuru agirhigi ve %lipid verimi sirasiyla 2.2.6.1, 2.2.6.2,

2.2.6.3 boliimlerinde verilen yonteme gore belirlenmistir.

2.2.9. pH’nin maya gelisimi iizerine etkisi

Farkli pH’larin maya gelisimi {izerine etkisini tespit etmek icin, pH 3 - pH 7
araliginda 5 farkli pH degeri hem sulu hem de %1°’lik HSO,’lii 6n islem sivilar ile
hazirlanan iiretim besiyerlerinde denenmistir. Bu amagla dncelikle, 6 maya 6rnegi (W.
subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve
K. marxianus-155) igin inokiilant besiyeri hazirlanmistir.

Bes farkli pH degerinin %1°lik H,SO,4 ve sulu 6n islem sivilarini igeren iiretim
besiyerlerinde (2.1.3.3.) denenmesi amaciyla inokiilant besiyeri (2.1.3.2.) her bir maya
ornegi icin cam tiiplerde 5 mL olacak sekilde hazirlanip agizlar1 pamuk ve folyo ile
kapatildiktan sonra 121°C, 15 dk otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikan besiyerleri

soguduktan sonra inokulant besiyerine, YPD agarda 48 saat gelistirilen 6 maya
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izolatindan ayr1 ayr1 her bir erlene bir kiirdan dolusu olacak sekilde ekilmis ve 3 giin
stireyle, 25°C, 150 rpm ¢alkalamal: etiivde inkiibe edilmistir.

Hazirlanan bu kiiltiirden asit on islemli (2.1.3.3.) ve sulu 6n islemli (2.1.3.4.)
olarak hazirlanan ve pH’lar1 3, 4, 5, 6 ve 7 olarak ayarlanan 5 mL besiyerlerine 1000 uL
asilama yapilmis ve 48 saat siireyle 25°C, 150 rpm calkalamali etiivde inkiibasyona
birakilmustir.inkiibasyondan sonra her bir pH i¢in maya saymmlari damlatma plak
yontemi ile yapilmistir.

Bunun i¢in 900 uL FTS bulunan yedili ependorf setleri hazirlanmistir. I¢lerinden
100pL alman herbir tiip 10”ye kadar deliie edilmis ve her bir ependorftan YPD agar
besiyerine 10 pL olacak sekilde ekim yapilarak 24 ve 48 saat, 25°C inkiibe edilmis ve

inkiibasyondan sonra 24 ve 48 saat sonra gelisen koloniler sayilmistir.

2.2.10. Farkh azot kaynaklari iceren besiyerlerinde mayalarin gelistirilmesi

Farkli azot kaynaklar1 kullanilarak hazirlanan YPD agar besiyerlerinde 6 maya
orneginin (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P.
anomola-141 ve K. marxianus-155) damla ekimleri yapilarak koloni sayimlari yapilmis
ve hangi azot kaynaginda daha yiiksek gelisim oldugu saptanmistir. Bu amagla 8 farkli
azot kaynagi (tripton, yeast extract, pepton, beef extract, amonyum kloriir, sodyum
nitrat, amonyum siilfat, atik giil posas1) denenmis ve 100 ml’lik erlenlerde 50 mL olacak
sekilde 8 adet farkli YPD (Yeast extract peptone dextrose) agar besiyerleri
hazirlanmstir.

Ayrica 6 adet maya 6rnegi (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18,
Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve K. marxianus-155) 10 mL YPD sivi besiyerine 100
uL asilama yapilarak canlandirilmis ve 25°C’lik etiivde 48 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Bu silirenin ardindan maya oOrneklerini iceren deney tiipleri 5 dk, 5000
rpm’de santrifiijlenerek siipernatant kisim dokiilmiistiir. Ardindan 10 mL steril FTS
konulan deney tiipleri, dibe ¢oken peletin karigmasi i¢in vortexlenmistir. Tiim tiiplerin
bulanikligit Mc Farlant 3’e gore ayarlanmistir. Herbir tlipten 8 farkli karbon kaynagi
(tripton, yeast extract, pepton, beef extract, amonyum kloriir, sodyum nitrat, amonyum
stilfat, atik giil posasi) igeren 8 ayr1 petriye, herbir maya 6rnegi i¢in iki paralel olacak
sekilde 10 pL alinarak damla ekim yapilmistir. Petriler 3 giin siire ile 25°C inkiibe
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edilmistir. Inkiibasyondan sonra olusan gelisimleri ¢aplarinin &lgiilmesinin ardindan

degerlendirilmistir.

2.2.11. indirgen sekerin hesaplanmasi

Mayalarin kullandig1 seker miktarini saptamak i¢in, sivida ¢oziinen indirgen seker
miktart tayini DNS metodu ile belirlenmistir (Miller, 1959). Bu amagla 6ncelikle DNS
¢Ozeltisi hazirlanmistir.

28 mL DNS gozeltisi i¢cin malzemeler dis1 aliiminyum folyo ile kapli bir erlen
icerisine konulmus ve igerisine balik atilarak manyetik karigtiricida 1 saat siiresince
¢Oziinmesi Saglanmistir. Ardindan 0,162 g fenol tartilarak 97°C sicak su banyosunda
¢oziindiiriildiikten sonra karisima eklenmistir. Son olarak 0,166 g sodyum metabisiilfit
karisima eklendikten sonra 30 dk siireyle tamamen ¢oziinmesi saglanmistir (Miller,
1959).

Mayalarin kullandigir seker miktarini saptamak igin Oncelikle igerisinde maya
gelistirilmeyen atik giil posalar1 ile hazirlanmis %1°lik HoSO4 ‘lii ve sulu 6n islem
stvilart hazirlanmistir. 1/10 oranma gore %1°lik HySO,4 ve su ile hazirlanan atik giil
posal1 6n iglem sivilarmin DNS degerleri saptanmasi i¢in cam deney tiiplerine alinan 6n
islem sivilarinin pH’lar1 CaCOgs ile 4,8 e ayarlanmis ve 2 6n islem sivisi igin de 4 paralel
olarak calisilmigtir. Yapilan DNS metoduna gore tamponlu ve tamponsuz olmak {izere
UV spektrometrede 540 nm’de iki okuma yapilmustir.

Tamponlu okuma basamaklart:

1. On islem sivilarmim bulundugu tiiplerden 200 pL cekilerek, icinde 1000

puL 4,8 buffer bulunan ayr1 deney tiiplerine eklenmistir.

2. Deney tiipleri vortexlenmis ve i¢lerinden 250 pL ¢ekilerek 2 ayr1 deney

tiipline boliinmiistiir.

3. Herbir tiipe hazirlanan DNS ¢o6zeltisinden 500 uL eklenmistir.

4. Tiipler 5 dakika stire ile 96°C sicak su banyosunda ve ardindan 1 dakika

stire ile soguk su banyosunda bekletilmistir.

5. Herbir tiipteki numuneden 200 pL ¢ekilerek, icinde 2500 uL ultra saf su

bulunan deney tiiplerine konulmustur.
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Seyreltme iglemi ultra saf su ile yapildigindan kor olarak kuvarz
kiivetlerin her ikisine de ultra saf su konulmus ve sifirlama islemi
yapilmaistir.

Her bir tiip UV spektrometrede okunmadan oOnce vortexlenmis ve
ardindan ve UV-1800 Shimadzu markali spektrometrenin kuvartz

kiivetine konularak 540 nm’de okumalar1 yapilmistir.

Tamponsuz okuma basamaklari:

1.

On islem sivilarmin bulundugu tiiplerden 250 pL cekilerek 2 ayri tiipe
konulmus ve tlizerlerine 500 uL DNS ¢o6zeltisi eklenmistir.

Tiipler 5 dakika stire ile 96°C sicak su banyosunda ve ardindan 1 dakika
stire ile soguk su banyosunda bekletilmistir.

Her bir tiipte ki numuneden 200 pL gekilerek, i¢inde 2500 uL ultra saf su
bulunan deney tiiplerine konulmustur.

Seyreltme islemi ultra saf su ile yapildigindan kor olarak kuvarz
kiivetlerin her ikisine de ultra saf su konulmus ve sifirlama islemi
yapilmistir.

Herbir tiip UV spektrometrede okunmadan o©nce vortexlenmis ve
ardindan ve UV-1800 Shimadzu markali spektrometrenin kuvartz

kiivetine konularak 540 nm’de okumalar1 yapilmigstir.

Elde edilen tiim sonuglar ve derisim asamasinda kullanilan degerler, saf glikoz

cozeltileri kullanilarak &nceden hazirlanmis olan mg/mL glikoz (mg/mL)-absorbans

kalibrasyon dogrusu (R%:0,9959) baz alinarak yapilmustir ve Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Glikoz-absorbans kalibrasyonu dogrusu

Asitli ve sulu 6n islemli besiyerinde indirgen sekerin hesaplamasi igin 6 adet
maya ornegi (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P.
anomola-141 ve K. marxianus-155) oncelikle 50 ml’lik erlenlerde 20 mL olacak sekilde
inokiilant besiyerinde 3 giin siireyle, 25°C ve 150 rpm ¢alkalamali etiivde inkiibasyona
birakilmigtir. Ardindan 1/10 oranina ve pH 5 degerine gore, 50 ml’lik erlenlerde 20 mL
olacak sekilde hazirlanan %1°lik H,SO,4 i ve sulu giil 6n islem sivisini igeren iiretim
besiyerlerine inokiilant besiyerinden 1000 pL asilama yapilmis ve 3 giin siireyle 25°C,
150 rpm ¢alkalamali etiivde inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin ardindan erlenlerdeki
ornekler cam deney tiiplerine 5 mL olcak sekilde alinmis ve pH’lar1 CaCOs ile 4,8’e

ayarlanmistir. Ardindan tiim 6rnekler i¢in tamponsuz okuma basamaklari yapilmistir.

2.2.12. Atik giil posasinda lipid iiretim parametrelerinin optimizasyonu

Yapilan deneylerde mayalarin ne kadar hacimde, hangi karbon kaynaginda, hangi
pH degerinde ve hangi 6n islem sivisinda daha yiiksek oranlarda gelisim gosterdigi
tespit edilmistir. Bu sonuglara gore mayalarin, 1/10 oranina gore (10 g atik giil
posasi+100 mL %]1°lik H,SO,4) pH 5 olarak hazilanan %1°lik HoSO4°li giil 6n islem
stvisini igeren Ve azot kaynagi olarak peptonun kullanildig tiretim besiyeri ile yapilan
lipid ekstaksiyonlarinda daha yiiksek verimlere sahip olduklari saptanmaistir.

Sicaklik, inokulum yas1 ve inokulum hacmini i¢eren lipid {iretim parametrelerinin
yanit diizey yontemi ile optimizasyon deneylerinde 15 deneysel noktadan 2 tekrarli 3
degiskenden olusan “Box Behnken Deney Tasarimi Yontemi” kullanilmustir. Incelenen

sicaklik (°C) (Xj), inokulum yas1 (saat) (Xp), inokulum hacmi (ml) (Xs)
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paramatrelerinin  seviyeleri Tablo 2.1°de, bagimsiz degiskenlerin istatiksel
kombinasyonu ise Tablo 2.2°de gosterilmistir.
Cevap (Y) degerini belirlemek i¢in 6nerilen ikinci derece polinom model esitligi

asagidaki denklemde gosterilmistir.

1’r=J‘E‘Ell_I_.Igl‘j'fl_|_J|92‘1J{2 +J€3X3 +JB4X4+J€11X§ +J€22X§ +J€33X§+J€44X§ +J€12X1X2
+.I|913X1X3+314X1X4+}923X2X3+J|924X2X4+ﬁ34X3X4

Tablo 2.1. Lipid tiretiminde incelenen parametreler ve seviyeler

Seviyeler
Faktorler
-1 0 1
X; : Sicaklik (°C) 25 30 35
X, : Inokulum yas: (saat) 18 33 48
X3 : Inokulum hacmi (%) 5 15 25

Tablo 2.2. Lipid tiretiminde bagimsiz degiskenlerin istatiksel kombinasyonlar

Deney | Sicakhk | inokulum yas: Inokulum hacmi
No (°O) (saat) (%)
1 30 48 25
2 30 18 25
3 35 18 15
4 30 33 15
5 30 33 15
6 30 18 5
7 25 48 15
8 35 33 5
9 25 18 15
10 35 48 15
11 30 48 5
12 25 33 5
13 35 33 25
14 25 33 25
15 30 33 15

Box Behnken deney tasarimi yoOntemine gore, 6 maya Orneginin (W.
subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve
K. marxianus-155) lipid iiretimin hangi parametrelerde maksimum diizeyde oldugu
saptanmistr. Verilerin istatistiki olarak modele uygunluk analizleri %95 giiven
araliginda  ANOVA testi ile Minitab 17 istatistik programi kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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2.2.13. Optimize edilen kosullarda lipid iiretimi

Minitab 17 istatistik programinin yiizey optimizeri kullanilarak “Response
optimizer” se¢eneginden herbir maya 6rneginin lipid iirerimi i¢in maksimum degerleri
saptanmis ve eclde edilen verilere gore lipid ektraksiyon asamalar1 yapilmistir.
Programin optimizasyon calismasi sonuclarina gore, maksimum lipid eldesi i¢in
calisilmasi gerekilen sicaklik, inokulum yasi ve inokulum hacmi degerleri saptanmustir.

Lipid tiretimi i¢in; oncesinde YPD agar besiyerinde 48 saat siireyle 25°C etiivde
canlandirilmasi yapilan maya 6rnekleri, bu siirenin sonunda 50 mL’lik erlenlerde 30 mL
olcak sekilde hazirlanan inokiilant besiyerlerine bir kiirdan dolusu olacak sekilde
aktarilmigtir. Ardindan tablodaki inokulum yasi ve inokulum hacmi degerlerine uygun
olacak sekilde, azot kaynagi olarak pepton kullanilan asit 6n islemli ve pH 5 degerine
sahip iiretim besiyerlerine agilanarak gegirilmistir. Ug giin siireyle Tablo 2.2°de
belirtilen sicakliklarda 150 rpm calkalamali etiivde inkiibasyona birakilan orneklerin

lipidleri Boliim 2.2.6.2°de belirtilen yontemle ektrakte agsamalari edilmislerdir.

2.2.14. Uretilen Lipidlerin Yag Analizleri

Optimize edilen kosullarda yiiksek lipid iretimine sahip 6 maya (W.
subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve
K. marxianus-155) 6rneginden elde dilen lipidlerin igindeki doymus ve doymamis yag
asitlerinin saptanmasi amaciyla 6ncelikle yag asitlerinin metil esterleri (FAME) elde
edilmis ve daha sonra GC-MS ile analiz edilmislerdir.

Bu amagla 1/10 oranimna gore pH 5 olarak hazilanan %1°lik H,SO, 1 giil 6n islem
stvisint iceren ve karbon kaynagi olarak peptonun kullanildig: tiretim besiyeri ile lipid
ekstaksiyon asamalari tamamlanan 6 maya Orneginin, alkolii u¢mus lipid iceren
falkonlarinin {izerine 10 mL BF3 ¢ozeltisi eklenmis ve karisim 50 cc’lik teflon kapakli
cam tiiplere konmustur. Tiiplin agz1 ¢ok siki olmayacak sekilde kapatildiktan sonra
90°C sicak su banyosunda 45 dakika siireyle bekletilmistir. Siirenin ardindan tiipler oda
sicakligina gelene kadar sogutulmus ve karisima 10 mL hekzan ve 5 mL su eklenerek 2
dakika stiresince ayirma hunisi kullanilarak sivi-sivi ektraksiyonu yapilmistir.

Ektraksiyon sonucunda iist fazla kalan hekzanli kisim bir siringa yardimiyla
ayrilmig ve lizerine suyun uzaklastirilmasi igin géz karar1 olacak sekilde susuz sodyum

stilfat eklenerek faz ayrimi olana kadar beklenmistir. Susuz hekzanl {ist faz ayrildiktan
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sonra siringa ile ¢ekilmis ve 0,45um gozenek caph filtreden gegirilerek ayri bir cam
tipe aktarilmigtir. Filtreden gegirilen numuneden 100 pL alinarak iizerine 900 uL
hekzan eklenip karistirilmis ve GC-MS kolonuna enjekte edilmistir. GC-MS kosullar
asagida verilmistir:
Kolon: HP 88 (100 m x 0,250 mm x 0,2 um)
Akis hizi: 1,5 ml/dk Helyum
Injeksiyon volume: 1 pL
Split ratio: 50:1
Sicaklik programi: 120°C 1 dk, 10°C/min hizla
175°C 10 dk, 5°C/min hizla
210°C 5 dk, 5°C/min hizla
230°C 10 dk
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3. BULGULAR VE YORUM
3.1. Mayalarin Lipid Uretimi Ac¢isindan Mikroskobik Olarak Taranmasi

On calismalar sonucunda 162 maya &rneginden 138 tanesinin karbon kaynagi
olarak atik giil posast kullanilan besiyerlerinde gelisim gosterdigi tespit edilmistir ve
lipidleri boyama 06zelligine sahip Sudan Black B ile maya 6rneklerinin boyamalari
yapilmis ardindan maya Orneklerinin preparatlart faz kontrast mikroskobunda
incelenmistir. 138 maya 6rneginden 16 tanesinde (6, 7, 9, 18, 21, 24, 26, 34, 48, 73, 74,
89, 93, 141, 152 ve 155 numarali mayalar) yag damlaciklar1 gozlemlenmis ve yag
tiretme Ozelliklerinin oldugu saptanmistir. Lipid boyamalari yapilan maya ornekleri

asagidaki Gorsel 3.1 ila 3.6 arasinda sunulmustur.

Gorsel 3.1. Wickerhamomyces subpeliculosa-6 izolati hiicrelerindeki yag damlaciklarimn faz kontrast

mikroskobu goriintiisii (100x)

Gorsel 3.2. Candida albicans- 7 izolati hiicrelerindeki yag damlaciklarmmn faz kontrast mikroskobu

goriintiisii (100x)
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Gorsel 3.3. Yarrowia lipolytica-18 izolati hiicrelerindeki yag damlaciklarimin faz kontrast mikroskobu

goriintiisii (100x)

Gorsel 3.4. Yarrowia lipolytica-48 izolati hiicrelerindeki yag damlaciklarinin faz kontrast mikroskobu

gortintiisii (100x)

Gorsel 3.5. Pichia anomola-14 izolati hiicrelerindeki yag damlaciklarimin faz kontrast mikroskobu

goriintiisii (100x)
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Gorsel 3.6. Kluyveromyces marxianus-155 izolati hiicrelerindeki yag damlaciklarimin faz kontrast

mikroskobu gériintiisii (100x)

Gorsellerde gorildiigii gibi, lipidleri boyanan mayalar mikroskop altinda
incelendiginde, hiicrelerinin i¢lerinde yarim ay seklinde mavimsi ya da gri koyuluklar

seklinde yag damlaciklar1 gozlemlenmistir.

3.2. Yag Uretme Ozelligine Sahip Maya Izolatlarinin Molekiiler Tekniklerle
Tanimlanmasi

Hiicre iglerinde yag damlaciklarina sahip olan 16 maya 6rneginin (6, 7, 9, 18, 21,
24, 26, 34, 48, 73, 74, 89, 93, 141, 152 ve 155 numarali mayalar) DNA’larini
gozlemlemek amaciyla elektroforez yapilmistir. Jel goriintiilemesi yapilan herbir
ornegin PCR ig¢in uygun olduklar1 saptanmig ve tiir seviyesinde molekiiler tanilari
yapilmigtir. Herbir 6rnege dair jel goriintiileri Gorsel 3.7 ile 3.8’de ve tanimlamalari
yapilan 16 maya Ornegi Tablo 3.1°’de verilmistir. Bir izolat Wickerhamomyces
subpellicolosa, bir izolat Candida albicans, bir izolat Wickerhamomyces anomalus, bes
izolat Yarrowia lipolytica, iki izolat Saccharomyces cerevisiae, iki izolat Pichia
kudriavzevii, ti¢ izolat Kluyveromyces marxianus, bir izolat Pichia anomola olarak

tanimlanmustir.
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Gorsel 3.7. Maya izolatlarinin elektoforez sonrasindaki jel goriintiilemesi (100V, 30 dk) (siwrasiyla: 6, 7,
9, 18, 21, 24, 26, 34, 48, 73, 74 ve 89 numarali mayalar)

Gorsel 3.8. Maya izolatlarimin elektoforez sonrasindaki jel goriintiilemesi (100V, 30 dk) (93, 141, 152 ve

155 numarali mayalar)

42



Tablo 3.1. Tamumlamas: yapilan maya érnekleri ve tiirleri

Ornek Tiir Benzerlik Accession

no (%)

6 Wickerhamomyces subpeliculosa 91 KT972112.1

7 Candida albicans 94 KC510076.1

9 Wickerhamomyces anomalus 92 KM589472.1
18 Yarrowia lipolytica 91 NG055393.1
21 Saccharomyces cerevisiae 94 FM180538.1
24 Yarrowia lipolytica 96 AB197666.1
26 Pichia kudriavzevii 99 KM279371.1
34 Yarrowia lipolytica 99 EU239379.1
48 Yarrowia lipolytica 97 FR856618.1
73 Saccharomyces cerevisiae 99 KUB862638.1
74 Kluyveromyces marxianus 96 NGO055077.1
89 Pichia kudriavzevii 100 KX941983.1
93 Yarrowia lipolytica 99 KF810034.1
141 Pichia anomola 97 EU862177.1
152 Kluyveromyces marxianus 99 KP268079.1
155 Kluyveromyces marxianus 99 KC544466.1

3.3. Atik Giil Posasinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Atik giil posasinin nem, lignin, ham kiil, kati yag ve azot miktar1 Tablo 3.2°de
verilmistir. Atik gilil posasinin nem oram1 %7,70 olarak saptanmistir. Yapilan lignin
tayinine gore, atik giil posasi 6n islem sivisinin %42,13 lignin igerdigi ve atik giil
posasinin ise %20,91 oraninda lignin igerdigi saptanmustir. Atik giil posasinin ham kiil
miktar1 %6,30 olarak bulunmustur. Yag miktar1 ise %0,67 olarak bulunmustur. Yapilan

azot tayini sonucunda, atik giil posasinin %2,91 oraninda azot igerdigi saptanmustir.

Tablo 3.2. Giil posasinin bazi ézellikleri

Ozellik Miktar (%)
Nem 7,70
Lignin 20,91
Ham kiil 6,30
Kati yag 0,67
Azot 2,91

3.4. Mayalarin Kullandig indirgen Seker Miktar

%1’lik HoSO4 ve su ile hazirlanan atik giil posali 6n islem sivilarma yapilan
tamponlu ve tamponsuz okumalar sonucunda, tampon kullanilmadiginda elde edilen
verilerin daha yiiksek oldugu tespit edilerek sonraki deney asamalarinda tampon

kullanmadan deneyler tamamlanmis ve okumalar yapilmuistir.
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Sonuglara gore %1°lik H,SO4 “lii atik giil 6n islem sivisinda indirgen seker miktari
25,5480 mg/ml, su ile hazirlanan atik giil posali 6n islem sivisinda indirgen seker

miktar1 2,0884 mg/mL olarak bulunmustur.

3.4.1. Asit 6n islemli besiyerinde indirgen seker miktari

Tablo 3.3’te verildigi sekliyle elde edilen sonuglar, maya icermeyen %]1’lik
H,SO, 11 giil 6n islem sivisindaki indirgen seker miktari ile karsilastirildiginda 6 maya
orneginin (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P.
anomola-141 ve K. marxianus-155) seker kullandig1 saptanmistir. Bu verilere gore 6
maya izolat1 kendi i¢inde karsilastirildiginda en fazla indirgen seker degerine sahip
ornegin 1,20 mg/mL sonucu ile C. albicans-7’nin sekeri en fazla kullandigi

gOriilmiistiir.

Tablo 3.3. 4sit on islemli besiyerinde maya izolatlar gelistirildikten sonra ortamda kalan indirgen seker

miktarlar
Ornek no Ortamda kalan indirgen seker miktari
(mg/mL)
Wickerhamomyces subpeliculosa-6 1,90
Candida albicans-7 1,20
Yarrowia lipolytica-18 2,18
Yarrowia lipolytica-48 2,17
Pichia anomola-141 2,21
Kluyveromyces marxianus-155 2,30

3.4.2. Su 6n islemli besiyerinde indirgen seker miktar:

Elde edilen sonuclar maya icermeyen sulu giil 6n islem sivisindaki indirgen seker
miktari ile karsilagtirildiginda 6 maya izolatinin da (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7,
Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve K. marxianus-155) sekeri
kullandig1 saptanmistir. Tablo 3.4’teki verilere gore 6 adet maya 6rnegi kendi i¢inde
karsilastirildiginda en fazla indirgen seker degerine sahip 6rnegin 0,15 mg/mL sonucu

ile C. albicans-7’nin sekeri en fazla kullandigi tespit edilmistir.
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Tablo 3.4. Maya orneklerinin su on islemli besiyerinde indirgen seker miktarlar:

Ornek no indirgen seker miktari
(mg/mL)
Wickerhamomyces subpeliculosa-6 1,29
Candida albicans-7 0,15
Yarrowia lipolytica-18 1,18
Yarrowia lipolytica-48 1,18
Pichia anomola-141 1,10
Kluyveromyces marxianus-155 1,12

3.5. Atik Giil Posas: iceren Besiyerinde Gelistirilen Mayalarin Lipid Miktarmin
Belirlenmesi

Test mayalar1 ile atik giil posasi igeren iiretim besiyerinden elde edilen biyokiitle
ve lipid kuru agirlig ile lipid verimi Tablo 3.5’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore
% lipid verimi 3,5’dan yiiksek olan mayalar (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y.
lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve K. marxianus-155) ¢alismanin ileriki
asamalar1 i¢in c¢alisilmak {izere secilmistir. Yapilan 6n eleme sonucunda en yiiksek %
lipid degeri C. albicans-7 ile P. anomola-141 maya izolatlarinda en disiik % lipid

degeri ise S. cerevisiae-73 maya izolatinda saptanmistir.

Tablo 3.5. Atk giil posasinda mayalarin biyokiitle, lipid kuru agirlhigi, lipid verimi ve %lipid miktar

Kuru | biyokiitle Lipid kuru lipid %
Ornek no hiicre (g/L) agirh@ miktari lipid
(9) (9) (g/L) | verimi

Wickerhamomyces subpeliculosa-6 0,037 24,66 0,016 1,06 4,32
Candida albicans-7 0,035 23,33 0,025 1,66 7,11
Wickerhamomyces anomalus -9 0,038 25,33 0,006 0,40 1,57
Yarrowia lipolytica-18 0,036 24,00 0,019 1,26 5,27
Saccharomyces cerevisiae-21 0,046 30,66 0,013 0,86 2,82
Yarrowia lipolytica-24 0,039 26,00 0,012 0,80 3,07
Pichia kudriavzevii-26 0,062 41,33 0,010 0,66 1,61
Yarrowia lipolytica-34 0,031 20,66 0,007 0,46 2,25
Yarrowia lipolytica-48 0,051 34,00 0,018 1,20 3,562
Saccharomyces cerevisiae-73 0,054 36,00 0,008 0,53 1,48
Kluyveromyces marxianus-74 0,048 32,00 0,017 1,13 3,54
Pichia kudriavzevii-89 0,034 22,66 0,013 0,86 3,82
Yarrowia lipolytica-93 0,062 41,33 0,020 1,33 3,22
Pichia anomola-141 0,044 29,55 0,030 2,00 6,81
Kluyveromyces marxianus-152 0,040 26,66 0,011 0,73 2,74
Kluyveromyces marxianus-155 0,045 30,00 0,016 1,06 3,55
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3.6. Farkli On islemlerin Lipid Miktarina EtKkisi

On eleme yapilarak segilen 6 adet maya Orneginin (W. subpelliculosus-6, C.
albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve K. marxianus-155)
%1°lik HSO4 1le muamele edilen ve su ile hazirlanan atik giil posalarini i¢eren 6n islem
stvisinin liretim besiyerinde kullanilmasi sonucu elde edilen % lipid verimleri Tablo 3.6

ve Tablo 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.6. 10 gram atik giil posali asitli 6n islem sivist ile hazirlanan besiyerinde elde edilen biyokiitle,

lipid kuru agirligu, lipid verimi ve %lipid miktar:

Kuru biyokiitle Lipid kuru lipid %
Ornek no Hiicre (g/L) agirh@ miktari lipid

(9) (9) (9/L) verimi
Wickerhamomyces subpeliculosa-6 0,005 3,33 0,021 1,16 34,83
Candida albicans-7 0,007 4,46 0,025 1,38 29,61
Yarrowia lipolytica-18 0,010 6,66 0,031 1,72 25,82
Yarrowia lipolytica-48 0,010 6,66 0,028 1,55 23,27
Pichia anomola-141 0,010 6,66 0,027 1,50 22,52
Kluyveromyces marxianus-155 0,007 4,66 0,028 1,55 33,26

Elde edilen sonuglara gore, hazirlanan 6n islem sivisinin {iretim besiyerinde
kullanilmasi 6 maya 6rnegi i¢in de (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-

18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve K. marxianus-155) % lipid oranin1 arttirmistir.

Tablo 3.7. 10 gram atik giil posali sulu on islem sivili besiyeri ile hazirlanan iiretim besiyerinde

biyokiitle, lipid kuru agirligi, lipid verimi ve %lipid miktari

Kuru biyokiitle Lipid kuru lipid %
Ornek no Hiicre (g/L) agirh@ miktari lipid

(9) (9 (g/L) | verimi
Wickerhamomyces subpeliculosa-6 0,010 6,66 0,019 1,05 15,76
Candida albicans-7 0,004 2,66 0,006 0,33 12,40
Yarrowia lipolytica-18 0,010 6,66 0,012 0,66 09,90
Yarrowia lipolytica-48 0,005 3,33 0,011 0,61 18,00
Pichia anomola-141 0,004 2,66 0,012 0,66 24,81
Kluyveromyces marxianus-155 0,010 6,66 0,018 1,00 15,01

Elde edilen sonuglara gore, su ile hazirlanan 6n islem sivisinin %1°lik H,SOy ile
hazirlanan 6n islem sivisina oranla P. anomola-141 6rnegi disinda kalan tiim mayalarda
(W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48 ve K. marxianus-

155) daha diisiik %lipid degerlerine sahip oldugu saptanmustir.
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3.7. On Islem Sivisindaki Atik Giil Posas1 Miktariin Lipid Miktarina Etkisi

Onceki deneylerde 1/10 (10 g atik giil posasi+ 100 mL distile su veya (10 g atik
giil posasi+ 100 mL %]1°lik H,SO,) oranina gore hazirlanan 6n islem sivis1 12 g ve 15 g
atik giil posas1 ve 100 mL distile su ve 100 mL %1°1lik H,SOy ile muamele edilerek lipid
tiretimi gerceklestirilmistir. Elde edilen % lipid degerleri Tablo 3.8 ila Tablo 3.11°de
verilmigtir.

12 g atik giil posasi ve 100 mL distile su ile hazirlanan 6n islem sivisinin iiretim
besiyerinde kullanilmasi sonucunda 6 maya 6rnegi (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7,
Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve K. marxianus-155) i¢in elde edilen
% lipid degerleri Tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.8. 12 gram atik giil posasi kullanilarak hazirlanan sulu on islem sivili iiretim besiyerinde

biyokiitle, lipid kuru agirligi, lipid verimi ve %lipid miktart

Kuru biyokiitle Lipid kuru lipid %
Ornek no Hiicre (g/L) agirhg miktar1 | lipid
(9 (9 (g/L) | verimi
Wickerhamomyces subpeliculosa-6 0,015 10,0 0,013 0,72 7,20
Candida albicans-7 0,014 9,33 0,014 0,77 8,25
Yarrowia lipolytica-18 0,015 10,0 0,025 1,38 13,8
Yarrowia lipolytica-48 0,015 10,0 0,030 1,66 16,6
Pichia anomola-141 0,014 9,33 0,013 0,72 7,71
Kluyveromyces marxianus-155 0,012 8,00 0,014 0,77 9,62

Elde edilen sonuglara gore 12 g atik giil posasi kullanilarak hazirlanan 6n islem
stvist, 1/10 oranmna gore hazirlanan 6n iglem sivisina gore daha yiiksek % lipid
degerlerine sahiptir. Bu nedenle su ile hazirlanan 6n islem besiyerlerinde giil atik
posasinin daha yiiksek hacimde kullanilmasinin, lipid {retimini arttirict  rol
Oynayabilecegi diistiniilmiistiir.

12 g atik giil posast ve 100 mL %1’lik H,SOy, ile hazirlanan 6n islem sivisinin
iiretim besiyerinde kullanilmasi1 sonucunda 6 maya o6rnegi (W. subpelliculosus-6, C.
albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve K. marxianus-155) i¢in
elde edilen % lipid degerleri Tablo 3.9°da verilmistir.
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Tablo 3.9. 12 gram atik giil posasi kullanilarak hazirlanan asitli on islem sivili besiyerinde biyokiitle,
lipid kuru agirligu, lipid verimi ve %lipid miktar:

Kuru | biyokiitle | Lipid kuru lipid %
Ornek no Hiicre (g/L) agirhgi miktari lipid

(9) (9) (g/L) verimi
Wickerhamomyces subpeliculosa- 6 0,005 3,33 0,016 0,88 26,42
Candida albicans-7 0,004 2,66 0,025 1,38 51,87
Yarrowia lipolytica-18 0,007 4,66 0,018 1,00 21,45
Yarrowia lipolytica-48 0,006 4,00 0,019 1,05 26,25
Pichia anomola-141 0,005 3,33 0,017 0,94 28,22
Kluyveromyces marxianus-155 0,003 2,00 0,015 0,83 41,50

15 g atik giil posast ve 100 mL distile su kullanilarak hazirlanan 6n islem sivisinin
tiretim besiyerinde kullanilmasi sonucunda elde edilen % lipid degerleri Tablo 3.10°da

verilmigtir.

Tablo 3.10. 15 gram atik giil posasi kullanilarak hazirlanan sulu én islem sivili iiretim besiyerinde

biyokiitle, lipid kuru agirligi, lipid verimi ve %lipid miktart

Kuru biyokiitle Lipid kuru lipid %
Ornek no Hiicre (g/L) agirh@ miktari lipid
(9 (@) (g/L) | verimi
Wickerhamomyces subpeliculosa- 6 0,016 10,6 0,015 0,83 7,78
Candida albicans-7 0,016 10,6 0,014 0,93 8,72
Yarrowia lipolytica-18 0,015 10,0 0,026 1,44 14,4
Yarrowia lipolytica-48 0,016 10,6 0,024 1,33 12,4
Pichia anomola-141 0,015 10,0 0,016 0,88 8,80
Kluyveromyces marxianus-155 0,014 9,33 0,021 1,16 12,4

Elde edilen sonuglara gore atik giil posasinin 12 gramdan 15 grama ¢ikarilmasi 6
maya ornegi (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P.
anomola-141 ve K. marxianus-155) i¢in de daha diisiik % lipid degerlerinin elde
edilmesine yol agmistir. Bu nedenle %1°’lik H,SO, kullanilarak hazirlanan 6n islem
stvilarinda atik gilil posasinin hacminin arttirtlmasinin lipid iiretimini baskilayict bir
etkene sahip olabilecegi diistiniilmiistiir.

15 g atik giil posast ve 100 mL %1°’lik H,SO4 kullanilarak hazirlanan 6n islem
stvisinin tiretim besiyerinde kullanilmasi sonucunda elde edilen % lipid degerleri Tablo

3.11°de verilmistir.
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Tablo 3.11. 15 gram atik giil posast kullanilarak hazirlanan asitli on islem sivili besiyerinde biyokiitle,
lipid kuru agirligu, lipid verimi ve %lipid miktar:

Kuru biyokiitle Lipid kuru lipid %
Ornek no Hiicre (g/L) agirhgi miktari lipid
Q) (9) (g/L) | verimi
Wickerhamomyces subpeliculosa- 6 0,005 3,33 0,024 1,33 39,9
Candida albicans-7 0,006 4,00 0,021 1,16 29,0
Yarrowia lipolytica-18 0,006 4,00 0,017 0,94 23,5
Yarrowia lipolytica-48 0,010 6,66 0,030 1,66 24,9
Pichia anomola-141 0,005 3,33 0,019 1,05 31,5
Kluyveromyces marxianus-155 0,004 2,66 0,004 0,22 8,27

Elde edilen sonuglara gore, 15 g atik giil posasinin kullanilmasi 3 maya 6rneginde
(W. subpelliculosus-6, Y. lipolytica-18 ve P. anomola-141) 12 g atik giil posasi
kullanilmasma oranla daha yiiksek % lipid degerlerine sahiptir. 1/10 oranina gore
hazirlanan 6n islem sivisinin iiretim besiyerinde kullanilmasi sonucunda elde edilen %
lipid degerleri bu deneyde elde edilen % lipid degerleri ile karsilastirildiginda ise K.
marxianus-155 disinda kalan 5 maya ornegi (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y.
lipolytica-18, Y. lipolytica-48 ve P. anomola-141) i¢in de daha yiiksek % lipid degerleri

elde edilmistir.

3.8. Mayalarin Gelistigi Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Ug giin siireyle inokiilant besiyerinde inkiibe edilen 6 maya &rnegi (W.
subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve
K. marxianus-155), bu siirenin sonucunda atik giil posasi ve %1°lik H,SO4igeren, pH 3,
pH 4, pH 5, pH 6 ve pH 7 degerlerine gore hazirlanan iiretim besiyerlerine asilanmis ve
24. ve 48. saatlerde maya sayimlari yapilmistir. Maya kolonileri YPD ('Yeast peptone
dextrose) agar besiyerine damla ekimler halinde 10’ ye kadar diliisyonlar hazirlanarak
ekilmis ve 1 giin siireyle 25°C etiivde inkiibasyona birakildiktan sonra maya sayimlari
yapilmustir. 24. ve 48. saatler sonunda elde edilen sonuglar Tablo 3.12°de verilmistir.

Elde edilen sonuclara gore, 24 saat inkiibe olan mayalarin sayimlarinda genel
olarak pH 3 ve pH 4 degerlerinde diisiik oranda iireme oldugu saptanmistir. Tiim maya
ornekleri i¢in pH 5’te en yiiksek koloni sayimlarina ulasilmistir.

48 saat siireyle inkiibe olan maya 6rneklerinin koloni sayimlarina gore, pH 3 tiim
maya Ornekleri i¢in en diisiik koloni sayimlarinin yapildigr ve pH 6 ise 6 maya (W.
subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve
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K. marxianus-155) i¢in de en yiiksek koloni sayimlarina ulasildigi deger olarak
saptanmistir.

Sulu 6n islem sivisi ile hazirlanan iiretim besiyerinde mayalarin gelismesi 24 ve
48 saat sonra belirlenmistir. Elde edilen sonuglara goére 24 saat inkiibe olan maya
orneklerinin sayimlarinda pH 3’te en diisiik maya sayim degerleri goriilmiis olup en
yiiksek maya sayimlari tiim maya drnekleri i¢in pH 5 olarak bulunmustur.

48 saat siireyle inkiibe olan maya 6rneklerinin sayimlarinda aym sekilde pH 3
degerinde en diisik maya sayimlar1 yapilirken C. albicans-7 ile K. marxianus-155
numarali mayalar i¢in pH 5, Y. lipolytica-18 numarali maya i¢in pH 7, W.
subpelliculosus-6, Y. lipolytica-48 ve P. anomola-141 o6rnekleri i¢in pH 6 degerlerinde

en yiiksek maya sayimlari yapilmistir. Elde edilen degerler Tablo 3.12°de verilmistir.

Tablo 3.12. Sulu ve asitli on islem swvist ile hazirlanan iiretim besiyerinde 24 ve 48 saat inkiibe olan

mayalarin sayimlart (kob/ml)

~ ©
Ornek = ' 0
s 2 ~ 3 2 5 <
=5 k) o @ < & 3
7] S [&] [&] —_—
= 8 8 E= E= o] S
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Sulu on | 24 3,00x10° | 7,00x10° | 1,70x10° | 3,00x10° | 1,50x10° | 1,10x10°
pH 3 islem 48 7,00x10* | 3,00x10° | 5,00x10* | 1,10x10° | 1,70x10° | 2,00x10°
Asitli 6n | 24 1,00x10° | 2,00x10° | - 3,00x10° | 1,00x10* | 1,80x10°
islem 48 4,00x10° | 3,00x10° | 3,00x10* | 1,00x10* | 5,00x10° | 5,00x10*
Sulu on | 24 2,10x10° | 3,00x10° | 2,30x10° | 3,10x10° | 6,20x10° | 6,80x10%
pH 4 islem 48 1,05x10° | 1,70x10" | 2,10x10° | 4,20x10° | 5,10x10° | 3,30x10°
Asitli 6n | 24 3,10x10° | 4,40x10° | 2,90x10° | 1,00x10° | 6,70x10° | 2,60x10°
islem 48 1,60x10° | 2,00x10° | 5,60x10° | 4,10x10° | 6,00x10° | 3,70x10°
Sulu 6n | 24 4,60x10° | 4,30x10° | 2,90x10° | 4,40x10° | 8,40x10° | 7,20x10°
pH 5 islem 48 1,70x10° | 1,90x10" | 2,30x10° | 4,90x10° | 5,40x10° | 4,50x10°
Asitli 6n | 24 4,40x10° | 4,90x10° | 3,90x10° | 4,30x10° | 8,50x10° | 7,90x10°
islem 48 1,80x10° | 2,10x10° | 5,70x10° | 4,20x10° | 6,00x10° | 4,90x10°
Sulu 6n | 24 3,00x10° | 2,70x10° | 2,00x10° | 4,20x10° | 5,80x10° | 6,00x10°
pH 6 islem 48 2,10x10° | 4,00x10° | 2,90x10° | 5,70x10° | 5,60x10° | 4,10x10°
Asitli 6n | 24 3,20x10° | 3,30x10° | 1,50x10° | 1,10x10° | 8,20x10° | 6,30x10°
islem 48 2,70x10° | 2,80x10° | 6,10x10° | 4,90x10° | 6,10x10° | 5,30x10°
Sulu 6n | 24 2,70x10° | 2,10x10° | 1,70x10° | 3,60x10° | 4,30x10° | 5,70x10°
pH 7 islem 48 1,30x10° | 2,00x10° | 3,90x10° | 3,90x10° | 4,00x10° | 4,00x10°
Asitli 6n | 24 3,10x10° | 2,80x10° | 3,00x10° | 1,00x10° | 7,00x10° | 6,10x10°
islem 48 1,10x10° | 2,00x10° | 3,70x10° | 3,70x10° | 5,10x10° | 4,10x10°
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3.9. Farkhi Azot Kaynaklar1 iceren Besiyerlerinde Mayalarin Gelistirilmesi

YPD agar besiyerinde azot kaynagi olarak; tripton, amonyum kloriir, sodyum
nitrat, yeast ekstrakt, pepton, atik giil posasi, beef ekstrakt ve amonyum siilfat
kullanilmistir. Hazirlanan besiyerine 10 pLL maya o6rnekleri ekilerek gelisme durumlari
incelenmistir. Elde edilen gelisme miktart (mm) Ol¢im degerleri asagidaki Tablo

3.13’de verilmistir.

Tablo 3.13. Farkli azot kaynaklarinda maya gelisimleri (olusan zon ¢apt mm )

.. ©
Ornek a o
@« [Te}
% o o) by A
= ) S S S c
[ S =] = IS) S
Azot kaynagi = 8 = > £ x
a 2 g S e 3
: < = = < £
= o > > [N ¥
Tripton 0,9 +0,092| 0,9+0,076 | 1,0+0,09 | 0,8+0,07 |0,8+0,05| 0,9+0,10
Amonyum Kloriir 0,8+0,092 | 0,7+0,076 | 0,8+0,09 | 0,70+0,07 |0,7+0,05| 0,7+0,10
Sodyum nitrat 0,7+0,092 | 0,7+0,076 | 0,9+0,09 | 0,7+0,07 |0,7+0,05| 0,8+0,10
Yeast ekstakt 0,9+0,092 | 0,8+0,076 | 1,0+0,09 | 0,7+0,07 |0,7+0,05| 1,0+0,10
Pepton 1,0+0,092 | 0,8+0,076 | 1,0+0,09 | 0,9+0,07 |0,8+0,05| 0,9+0,10
Atik giil posasi 0,8+0,092 | 0,7+0,076 | 1,0+0,09 | 0,7+0,07 |0,8+0,05| 0,7+0,10
Beef ekstrakt 0,8+0,092 | 0,7+0,076 | 1,0+0,09 | 0,8+0,07 |0,7+0,05| 0,8+0,10
Amonyum siilfat 0,8+0,092 | 0,7+0,076 | 0,8+0,09 | 0,8+0,07 |0,7+0,05| 0,8+0,10
Standart sapma 0,0916 0,0755 0,0916 0,0744 0,0517 0,1035

Gorsel 3.9 ile 3.10°da gosterildigi lizere, 3 giinlin ardindan cetvelle yapilan cap
Slgiimlerine gore, mayalarin 0,6 mm™ cm arahiginda yayihim gosterdigi tespit edilmis ve
elde edilen sonuglara gore, azot kaynagi olarak segilen peptonda, 5 maya 6rnegi i¢in (W.
subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141) en
yiiksek cap degerlerine ulasilmis ve K. Marxianus-155 numarali maya 6rnegi igin ise

yeast extract’in en yiiksek cap degerine sahip oldugu belirlenmistir.
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Gorsel 3.9. Auk giil posasi, amonyum kloriir, tripton ve pepton azot kaynaklarin iceren besiyerlerinde

maya gelismesi

Gorsel 3.10. Sodyum nitrat, et ekstrakti, amonyum siilfat ve maya ekstrakti azot kaynaklarin iceren

besiyerlerinde maya gelismesi

3.10. Farkh Azot Kaynaklarinda Gelistirilen Mayalarin Lipid Boyamalarinin
Yapilmasi

8 farkli azot kaynagi (tripton, amonyum kloriir, sodyum nitrat, yeast ekstrakt,
pepton, atik giil posasi, beef ekstrakt ve amonyum stilfat) kullanilarak hazirlanan YPD
(yeast peptone dextrose) agar besiyerinde gelistirilen 6 maya Orneginin (W.
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subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve
K. marxianus-155) Sudan black B ile boyanip mikroskopta incelenmesi sonucunda azot
kaynaginin pepton oldugu preperatlarda, hazirlanan diger preparatlara oranla daha fazla
yag hiicresinin oldugu saptanmistir. Bu nedenle optimizasyon deney tasariminda azot

kaynag1 olarak peptonun kullanilmasina karar verilmistir.

3.11. Atik Giil Posas1 Kullanilarak Lipid Uretimi Parametrelerinin Optimizasyonu

Yapilan deneylerde mayalarin, 10 g atik giil posas1 gére pH 5 olarak hazilanan
%1’lik HySO41li giil 6n islem sivisini iceren ve karbon kaynagi olarak peptonun
kullanildig: iiretim besiyeri ile yapilan lipid ekstaksiyonlarinda daha yiiksek verimlere
sahip olduklar1 saptanmigtir. Lipid {iretim parametrelerinin yanit diizey yontemi ile
optimizasyon deneylerinde 15 deneysel noktadan 2 tekrarli 3 degiskenden olusan “Box
Behnken Deney Tasarimi Yontemi” kullanilmis ve Tablo 3.14°de seviyeleri verilen
sicaklik (°C) (X3), inokulum yas1 (saat) (Xz), inokulum hacmi (ml) (X3)
paramatrelerinin istatiksel kombinasyonuna karsi elde edilen lipid yiizdeleri
hesaplanmistir.  Minitab 17 istatistik programinin yiizey optimizeri kullanilarak
“Response optimizer” segeneginden herbir maya 6rneginin lipid tirerimi igin maksimum

degerlerini belirleyen kosullarda lipid iiretimi yapilmastir.

Tablo 3.14. Maksimum lipid eldesi icin ¢alisiimast gereken kosullar

Ornek no Sicakhik Inokulum yas1 inokulum hacmi

O (saat) (%)
Wickerhamomyces subpeliculosa- 6 35 38 25
Candida albicans-7 30 41 15
Yarrowia lipolytica-18 35 38 25
Yarrowia lipolytica-48 30 36 15
Pichia anomola-141 35 37 25
Kluyveromyces marxianus-155 30 35 25

W. subpelliculosus-6 ile yapilmis ve elde edilen degerler Tablo 3.15’de
verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 35°C sicaklik, 33 saat inokulum yas1 ve %25
inokulum hacmi parametreleri kullanildiginda en yiiksek % lipid degeri olan %40’a

ulasilmistir.

53



Tablo 3.15. W. subpelliculosus-6 ‘dan elde edilen biyokiitle (g/L), lipid kuru agirhigi (g) ve lipid verimleri

(%) icin Box Behnken deney tasarimi sonuglari

Deney | Sicaklik | inokulum | inokulum | Kuru | biyokiitle Lipid lipid %
no (°C) yasi hacmi hiicre (g/L) kuru miktar1 | lipid
(saat) (%) (9) agirhgi (g/L) | verimi
()
1 30 48 25 0,010 5,33 0,028 1,40 26,26
2 30 18 25 0,008 4,00 0,004 0,20 5,00
3 35 18 15 0,009 4,66 0,002 0,10 2,14
4 30 33 15 0,010 5,33 0,002 1,00 18,76
5 30 33 15 0,010 5,33 0,022 1,10 20,63
6 30 18 5 0,017 8,66 0,012 0,60 6,92
7 25 48 15 0,013 6,66 0,023 1,15 17,26
8 35 33 5 0,008 4,00 0,013 0,65 16,25
9 25 18 15 0,013 6,66 0,008 0,40 6,00
10 35 48 15 0,013 6,66 0,012 0,60 9,00
11 30 48 5 0,009 4,66 0,016 0,80 17,16
12 25 33 5 0,010 5,33 0,022 1,10 20,63
13 35 33 25 0,008 4,00 0,032 1,60 40,00
14 25 33 25 0,010 5,33 0,025 1,25 23,45
15 30 33 15 0,008 4,00 0,021 1,05 26,25
Box Behnken yanit ylizey modelinin uygulandigi deneysel tasarimda,

parametrelerin lipid yiizdesi {izerine etkisi varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmis ve

Tablo 3.16’da gosterilmistir. W. subpelliculosus-6’dan elde edilen lipid yiizdesi

inokulum yasinin (saat) (X2) artmas: ile dogrusal olarak artmistir. Inokulum yasinin

ayni zamanda kuadrik (2.derece polinom) etkisi de vardir (p<0.05). Lipid yiizdesi

tizerine parametrelerin ikili etkisi gozlenmemistir (p>0,05). Calisilan kosullarda lipid

verimi tizerine sicakligin ve inokulum hacminin etkisi goriilmemistir (p>0,05).
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Tablo 3.16. W. subpelliculosus-6 dan iiretilen lipid yiizesinin Box Behnken yanit yiizey yontemi ANOVA

testi
DF AdjSS  AdjMS F-Value P-Value
Model 9 1266,48 = 140,72 3,87 0,075
Lineer 3 454,37 151,456 4,16 0,079
sicaklik (X1) 1 0 0 0 0,998
inokulum yasi (X2) 1 320,3 320,298 8,8 0,031
inokulum hacmi (X3) 1 134,07 34,07 3,68 0,113
ikinci derece polinom 3 661,63 220,545 6,06 0,04
sicaklik*sicaklik (X1*X1) 1 2,93 2,933 0,08 0,788
inokulum yagr*inokulum yasi (X2*X2) 1 566,7 566,7 15,57 0,011
inokulum hacmi*inokulum hacmi (X3*X3) 1 61,88 61,879 1,7 0,249
ikili etkilesim 3 150,48 50,159 1,38 0,351
sicaklik*inokulum yasi (X1*X2) 1 4,84 4,84 0,13 0,73
sicaklik*inokulum hacmi (X1*X3) 1 109,52 = 106,516 3,01 0,143
inokulum yagi*inokulum hacmi (X2*X3) 1 36,12 36,12 0,99 0,365
Hata 5 181,96 36,392
Uyum eksikligi (lack of fit) 3 151,57 50,523 3,32 0,024
Saf hata 2 30,39 15,197
Toplam 14 1448,44

W. subpelliculosus-6 igin deneysel verilerin model uygulamasi sonucunda elde

edilen denklem:

lipid 6 (%) = -39 + 1,05%X1 + 4,20%X2 - 4,62%X3

- 0,036 X1*X1 - 0,0551 X2*X2
+0,0409 X3*X3 - 0,0147 X1*X2
+0,1047 X1*X3 + 0,0200 X2*X3

Modelden elde edilen lipid (%) verileri Tablo 3.17°de verilmistir.
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Tablo 3.17. W. Subpelliculosus-6 i¢in deneysel ve modelden bulunan lipid aktivitesi

Deney | Sicakhk | inokulum | inokulum Lipid Lipid
No (°C) yasi hacmi (%)* (%)?
(saat) (%)

1 30 48 25 26,26 27,01
2 30 18 25 5,00 8,35
3 35 18 15 2,14 3,38
4 30 33 15 18,76 21,88
5 30 33 15 20,63 21,88
6 30 18 5 6,92 6,17
7 25 48 15 17,26 16,02
8 35 33 5 16,25 15,76
9 25 18 15 6,00 1,17
10 35 48 15 9,00 13,83
11 30 48 5 17,16 12,81
12 25 33 5 20,63 26,21
13 35 33 25 40,00 34,41
14 25 33 25 23,45 23,94
15 30 33 15 26,25 21,88

! Modelin belirledigi parametrelerde yapilan lipid ekstraksiyonu sonucunda elde edilen deneysel % lipid
degeri

2 Modelin buldugu % lipid degeri

Incelenen parametrelerin W. subpelliculosus-6‘dan elde edilen lipid iiretimi (%)
lizerine etkisinin yanit yiizey garafikleri Sekil 3.1°de verilmistir. Parametrelerin orta
noktalar1 sabit alinarak c¢izilen inokulum hacmi ile inolulum yasi degisimi gafiginde
inokulum hacminin artmastyla lipid yiizdesi artmustir. Inolulum yasmin artmasi
sonucunda ise lipid yiizdesi belli bir degere kadar artarken bir noktadan sonra diismeye

baslamistir. Sicakligin artmasi ise yiizde lipid degerini olumlu olarak etkilemistir.
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Surface Plot of %lipid 6 vs inokulum hacmi; inokulum yasi

Hold Values
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/12 inokulum hacmi

40
inokulum yasi

Surface Plot of %lipid 6 vs inokulum hacmi; sicaklik

Hold Values
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%lipid 6

sicaklik 35

Surface Plot of %lipid 6 vs inokulum yasi; sicaklik

Hold Values
inokulum hacmi 15

%lipid 6

50
“ 40
/30 inokulum yasi

3?\\4/20

sicaklik 35

Sekil 3.1. W. subpelliculosus-6 i¢in parametrelerin lipid iiretimi (%) tizerine etkileri gafik sonuglar
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C. albicans-7 i¢in elde edilen sonuglar Tablo 3.18’de verilmis olup, 30°C sicaklik,

33 saat inokulum yas1 ve %15 inokulum hacmi parametreleri kullanildiginda en yiiksek

% lipid degeri olan %20,63’e ulasilmistir.

C. albicans-7’nin farkli parametrelerde olusturdugu lipidli kistm Gorsel 3.11de

gosterilmis olup en alttaki renksiz (seffaf) tabaka, lipidleri iceren alf faz olarak

gozlemlenmis ve Gorsel 3.12°de ilgili kisimin ayr1 bir flakona pastor pipeti ile ¢ekilerek

aktarilmis hali gosterilmistir.

Tablo 3.18. C. albicans-7’den elde edilen biyokiitle (Q/L), lipid kuru agirligi (g) ve lipid verimleri (%)

icin Box Behnken deney tasarimi sonuglart

Deney| Sicakhk | inokulum | inokulum | Kuru |biyokiitle | Lipid kuru | lipid |% lipid

no (°O) yasi hacmi hiicre (g) (g/L) agirh@ |miktar1 | verimi
(saat) (%) (0) (g/L)

1 30 48 25 0,018 9,33 0,030 1,5 16,07
2 30 18 25 0,016 8,00 0,017 0,85 10,62
3 35 18 15 0,009 4,66 0,012 0,6 12,87
4 30 33 15 0,013 6,66 0,022 1,1 16,51
5 30 33 15 0,010 5,33 0,022 1,1 20,63
6 30 18 5 0,016 8,00 0,015 0,75 9,37
7 25 48 15 0,016 8,00 0,027 1,35 16,87
8 35 33 5 0,013 6,66 0,020 1 15,01
9 25 18 15 0,017 8,66 0,014 0,7 8,08
10 35 48 15 0,014 7,33 0,024 1,2 16,37
11 30 48 5 0,013 6,66 0,019 0,95 14,26
12 25 33 5 0,012 6,00 0,016 0,8 13,33
13 35 33 25 0,012 6,00 0,014 0,7 11,66
14 25 33 25 0,016 8,00 0,016 0,8 10,00
15 30 33 15 0,013 6,66 0,024 1,2 18,01

Gorsel 3.11. C. albicans-7 'nin farkit parametrelerde olusturdugu lipidli kisim (en alt seffaf tabaka)
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Gorsel 3.12. C. albicans-7 'nin farkli parametrelerdeki lipidli kismi iceren alt fazinin pastor pipeti ile ayr

bir falkona alinmis hali

Box Behnken yanit yiizey modelinin uygulandigi deneysel tasarimda,
parametrelerin lipid yiizdesi {lizerine etkisi varyans anlizi (ANOVA) ile belirlenmistir.
Tablo 3.19°da C. albicans-7 'den elde edilen lipid yiizdesi inokulum yasinin (saat) (X2)
artmasi ile dogrusal olarak artmustir. Inokulum yasmin ayn1 zamanda kuadrik (2.derece
polinom) etkisi de vardir (p<0,05). Sicakligin lipid verimi iizerine kuadrik etkisi
gorilmistiir (p<0,05). Lipid ylizdesi iizerine parametrelerin ikili etkisi gézlenmemistir

(p>0,05).

Tablo 3.19. C. albicans-7 ‘den iiretilen lipid yiizesinin Box Behnken yanit yiizey yontemi ANOVA testi

DF AdjSS = AdjMS F-Value P-Value
Model 9 155,522 17,2802 4,09 0,068
Lineer 3 72,93 24,3099 5,75 0,045
sicaklik (X1) 1 7,277 7,2771 1,72 0,247
inokulum yasi (X2) 1 64,015 64,0146 15,14 0,012
inokulum hacmi (X3) 1 1,638 1,6381 0,39 0,561
ikinci derece polinom 3 75,518 25,1726 5,95 0,042
sicaklik*sicaklik (X1*X1) 1 22,307 22,3065 5,28 0,07
inokulum yasr*inokulum yagsi (X2*X2) 1 20,878 = 20,8781 4,94 0,077
inokulum hacmi*inokulum hacmi (X3*X3) 1 43,324 43,3236 10,25 0,024
ikili etkilesim 3 7,075 2,3582 0,56 0,665
sicaklik*inokulum yasi (X1*X2) 1 6,996 6,996 1,65 0,255
sicaklik*inokulum hacmi (X1*X3) 1 0 0,0001 0 0,996
inokulum yasi*inokulum hacmi (X2*X3) 1 0,078 0,0784 0,02 0,89
Hata 5 21,143 4,2286
Uyum eksikligi (lack of fit) 3 12,447  4,1489 0,95 0,548
Saf hata 2 8,696  4,3831
Toplam 14 176,665
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C. albicans-7 i¢in deneysel verilerin model uygulamast sonucunda elde edilen
denklem:
lipid 7 (%) = -117,6 + 6,67 *X1 + 1,401 *X2 - 0,955 *X3
- 0,0983 X1*X1 - 0,01057 X2*X2
- 0,0343 X3*X3 - 0,0176 X1*X2
- 0,0001 X1*X3 + 0,00093 X2*X3

Modelden elde edilen lipid (%) verileri Tablo 3.20°de verilmistir.

Tablo 3.20. C. albicans-7 i¢in deneysel ve modelden bulunan lipid aktivitesi

Deney no| Sicakhk Inokulum yas1 Inokulum Lipid (%)* | Lipid (%)?
(°O) (saat) hacmi
(%)
1 30 48 25 16,07 15,10
2 30 18 25 10,62 9,16
3 35 18 15 12,87 12,99
4 30 33 15 16,51 18,38
5 30 33 15 20,63 18,38
6 30 18 5 9,37 10,34
7 25 48 15 16,87 16,74
8 35 33 5 15,01 13,91
9 25 18 15 8,08 8,44
10 35 48 15 16,37 16,01
11 30 48 5 14,26 15,72
12 25 33 5 13,33 11,99
13 35 33 25 11,66 13,00
14 25 33 25 10,00 11,10
15 30 33 15 18,01 18,38

! Modelin belirledigi parametrelerde yapilan lipid ekstraksiyonu sonucunda elde edilen deneysel % lipid
degeri

2 Modelin buldugu % lipid degeri

Incelenen parametrelerin C. albicans-7 icin elde edilen lipid iiretimi (%) {izerine
etkisinin yanit yiizey garafikleri Sekil 3.2°de verilmistir. Parametrelerin orta noktalar
sabit alinarak cizilen inokulum hacmi ile inokulum yas1 degisiminde her iki parametre
degerlerinin artis1 ile lipid yiizdesi belirli bir degere kadar artarken bir noktadan sonra

bu artis hiz1 azalmistir. Ayn1 durum sicaklik i¢in de gozlenmistir.
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Surface Plot of %lipid 7 vs inokulum hacmi; inokulum yasi
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Sekil 3.2. C. albicans-7 i¢cin parametrelerin lipid iiretimi (%) iizerine etkileri Qafik sonuglar
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Y. lipolytica-18 i¢in elde edilen sonuglar Tablo 3.21’de verilmis olup, ¢aligilan
parametreler i¢cinde 35°C sicaklik 33 saat inokulum yast ve %25 inokulum hacmi

parametreleri kullanildiginda en ytiksek % lipid degeri olan %35’e ulagilmistir.

Tablo 3.21. Y. lipolytica-18 den elde edilen biyokiitle (Q/L), lipid kuru agwrligi (g) ve lipid verimleri (%)

icin Box Behnken deney tasarimi sonuglart

Deney| Sicakhk | inokulum | inokulum | Kuru | biyokiitle | Lipid kuru | lipid |% lipid

no (°O) yasi hacmi hiicre (g/L) agirh@ | miktar1 | verimi
(saat) (%) (¢) (¢) (9/L)

1 30 48 25 0,010 5,33 0,015 0,75 14,07
2 30 18 25 0,012 6,00 0,002 0,1 1,66
3 35 18 15 0,013 6,66 0,008 0,4 6,00
4 30 33 15 0,008 4,00 0,019 0,95 23,75
5 30 33 15 0,010 5,33 0,020 1, 18,76
6 30 18 5 0,008 4,00 0,006 0,3 7,75
7 25 48 15 0,010 5,33 0,011 0,55 10,31
8 35 33 5 0,005 2,66 0,014 0,7 26,31
9 25 18 15 0,010 5,33 0,001 0,05 0,93
10 35 48 15 0,009 4,66 0,020 1 21,45
11 30 48 5 0,010 5,33 0,019 0,95 17,82
12 25 33 5 0,006 3,33 0,014 0,7 21,02
13 35 33 25 0,008 4,00 0,028 14 35,00
14 25 33 25 0,012 6,00 0,022 1,1 16,66
15 30 33 15 0,008 4,00 0,013 0,65 16,25

Box Behnken yanit yilizey modelinin uygulandigi deneysel tasarimda,
parametrelerin lipid ylizdesi iizerine etkisi varyans anlizi (ANOVA) ile belirlenmistir.
Tablo 3.22°den anlasilacagi tizere Y. lipolytica-18’den elde edilen lipid yiizdesi
inokulum yasinin (saat) (X3) ve sicakligin artmasi ile dogrusal olarak artmustir (p<0,05).
Inokulum yasmin aynm1 zamanda kuadrik (2.derece polinom) etkisi de vardir. Lipid

yiizdesi tizerine parametrelerin ikili etkisi gdzlenmemistir.
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Tablo 3.22. Y. lipolytica- 18 'den iiretilen lipid yiizesinin Box Behnken yanit yiizey yontemi ANOVA testi

DF AdjSS  AdjMS F-Value P-Value
Model 9 1168,43 129,826 10,5 0,009
Lineer 3 481,98 160,659 12,99 0,009
sicaklik (X1) 1 198,4 198,403 16,05 0,01
inokulum yasi (X2) 1 279,78 279,78 22,63 0,005
inokulum hacmi (X3) 1 3,8 3,795 0,31 0,603
ikinci derece polinom 3 6333 21,1 17,07 0,005
sicaklik*sicaklik (X1*X1) 1 18,76 18,762 1,52 0,273
inokulum yasi*inokulum yasi (X2*X2) 1 546,71 546,714 44,22 0,001
inokulum hacmi*inokulum hacmi (X3*X3) 1 31,2 31,195 2,52 0,173
ikili etkilesim 3 53,16 17,719 1,43 0,338
sicaklik*inokulum yagi (X1*X2) 1 9,21 9,211 0,74 0,428
sicaklik*inokulum hacmi (X1*X3) 1 42,58 42,576 3,44 0,123
inokulum yasi*inokulum hacmi (X2*X3) 1 1,37 1,369 0,11 0,753
Hata 5 61,82 12,364
Uyum eksikligi (lack of fit) 3 32,67 10,89 0,75 0,616
Saf hata 2 29,15 14,575
Toplam 14 1230,25

Y. lipolytica-18 i¢in deneysel verilerin model uygulamasi sonucunda elde edilen
denklem:
lipid 18 (%) = 57,8 - 6,06 *X1 + 3,298 *X2 - 3,03 *X3
+0,0902 X1*X1 - 0,05408 X2*X2
+0,0291 X3*X3 + 0,0202 X1*X2
+0,0653 X1*X3 + 0,0039 X2*X3

Modelden elde edilen lipid (%) verileri Tablo 3.23’de verilmistir.
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Tablo 3.23. Y. lipolytica-18 i¢in deneysel ve modelden bulunan lipid verimi (%)

Deney no| Sicakhk inokulum yast inokulum Lipid (%)" | Lipid (%)?
(°O) (saat) hacmi
(%)
1 30 48 25 14,07 16,13
2 30 18 25 1,66 3,14
3 35 18 15 6,00 7,22
4 30 33 15 23,75 19,59
5 30 33 15 18,76 19,59
6 30 18 5 7,75 5,68
7 25 48 15 10,31 9,09
8 35 33 5 26,31 27,15
9 25 18 15 0,93 0,30
10 35 48 15 21,45 22,08
11 30 48 5 17,82 16,34
12 25 33 5 21,02 23,72
13 35 33 25 35,00 32,30
14 25 33 25 16,66 15,82
15 30 33 15 16,25 19,59

! Modelin belirledigi parametrelerde yapilan lipid ekstraksiyonu sonucunda elde edilen deneysel % lipid
degeri

2 Modelin buldugu % lipid degeri

Incelenen parametrelerin Y.lipolytica-18’den elde edilen lipid iiretimi (%) {izerine
etkisinin yanit yiizey garafikleri Sekil 3.3’de verilmistir. Parametrelerin orta noktalar
sabit aliarak c¢izilen inokulum hacmi ile inokulum yasi degisimi gafiginde inokulum
hacminin artmasiyla lipid yiizdesi artmig olmasina ragmen bu artis anlamli degildir
(p>0.05). Inolulum yasinin artmasi sonucunda ise lipid yiizdesi belli bir degere kadar
artarken bir noktadan sonra diismeye baslamistir. Sicakligin artmasi ise yiizde lipid

degerini olumlu olarak etkilemistir.
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Y. lipolytica-48 i¢in elde edilen sonuglar Tablo 3.24’de verilmis olup, ¢aligilan

parametreler i¢cinde 30°C sicaklik 33 saat inokulum yast ve %15 inokulum hacmi

parametreleri kullanildiginda en ytiksek %lipid degeri olan %39,03 e ulasilmistir.

Tablo 3.24. Y. lipolytica-48 'den elde edilen biyokiitle (Q/L), lipid kuru agwrligi (g) ve lipid verimleri (%)

icin Box Behnken deney tasarimi sonuglart

Deney| Sicakhk | Inokulum | inokulum Kuru |biyokiitle | Lipid kuru | lipid |% lipid

no (°O) yasi hacmi hiicre (g) (g/L) agirh@ miktar | veri
(saat) (%) (9) 1(g/L) | mi

1 30 48 25 0,013 6,66 0,029 1,45 21,77
2 30 18 25 0,004 2,00 0,002 0,1 5,00
3 35 18 15 0,009 4,66 0,020 1 21,45
4 30 33 15 0,009 4,66 0,029 1,45 31,11
5 30 33 15 0,008 4,00 0,026 1,3 32,50
6 30 18 5 0,017 8,66 0,008 04 4,61
7 25 48 15 0,016 8,00 0,015 0,75 9,37
8 35 33 5 0,012 6,00 0,027 1,35 22,50
9 25 18 15 0,014 7,33 0,009 0,45 6,13
10 35 48 15 0,008 4,00 0,019 0,95 23,75
11 30 48 5 0,016 8,00 0,022 1,1 13,75
12 25 33 5 0,026 13,33 0,006 0,3 2,25
13 35 33 25 0,020 10,00 0,019 0,95 9,50
14 25 33 25 0,021 10,66 0,019 0,95 8,91
15 30 33 15 0,006 3,33 0,026 1,3 39,03

Box Behnken yanit yilizey modelinin uygulandigi deneysel tasarimda,

parametrelerin lipid yiizdesi iizerine etkisi varyans anlizi (ANOVA) ile belirlenmistir.

Tablo 3.25°de Y. lipolytica-48’den elde edilen lipid yiizdesi sicaklik ile dogrusal olarak

artmistir (p<0,05). Inokulum yasmnin ve inokulum hacminin kuadrik (2. Derece

polinom) etkisi gozlenmistir (p<0,05). Lipid yiizdesi iizerine parametrelerin ikili etkisi

gozlenmemistir.
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Tablo 3.25. Y. lipolytica-48 'den iiretilen lipid yiizesinin Box Behnken yanit yiizey yontemi ANOVA testi

Model

Hata

Toplam

Lineer
sicaklik (X1)
inokulum yasi (X2)
inokulum hacmi (X3)
ikinci derece polinom
sicaklhik*sicaklik (X1*X1)
inokulum yasi*inokulum yasi (X2*X2)
inokulum hacmi*inokulum hacmi (X3*X3)
ikili etkilesim
sicaklik*inokulum yasi (X1*X2)
sicaklik*inokulum hacmi (X1*X3)
inokulum yasi*inokulum hacmi (X2*X3)

Uyum eksikligi (lack of fit)
Saf hata

DF
9
3
1
1
1
3
1
1
1
3
1
1
1
5
3
2

14

Adj SS
1741,34
443 46
319,29
123,64
0,54
1186,48
352,11
317,49
688,76
111,4
0,22
96,63
14,55
124,64
88,87
35,77
1865,98

Adj MS
193,482
147,82
319,286
123,638
0,536
395,493
352,111
317,49
688,758
37,135
0,221
96,629
14,554
24,928
29,625
17,883

F-Value
7,76
5,93
12,81
4,96
0,02
15,87
14,12
12,74
27,63
1,49
0,01
3,88
0,58

1,66

P-Value
0,018
0,042
0,016
0,076
0,889
0,005
0,013
0,016
0,003
0,324
0,929
0,106
0,479

0,398

Y. lipolytica-48 i¢in deneysel verilerin model uygulamasi sonucunda elde edilen

denklem:
lipid 48 (%) = - 481 + 26,28 *X1 + 2,89 *X2 + 6,65 *X3

- 0,391 X1*X1 - 0,0412 X2*X2
- 0,1366 X3*X3 - 0,0031 X1*X2
- 0,0983 X1*X3 + 0,0127 X2*X3

Modelden elde edilen lipid (%) verileri Tablo 3.26’de verilmistir.
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Tablo 3.26. Y. lipolytica-48 icin deneysel ve modelden bulunan lipid aktivitesi

Deney no| Sicakhk inokulum yas Inokulum Lipid (%)1 Lipid (%)2
(°O) (saat) hacmi
(%)
1 30 48 25 21,77 17,38
2 30 18 25 5,00 5,70
3 35 18 15 21,45 17,80
4 30 33 15 31,11 34,21
5 30 33 15 32,50 34,21
6 30 18 5 4,61 9,00
7 25 48 15 9,37 13,02
8 35 33 5 22,50 21,76
9 25 18 15 6,13 4,69
10 35 48 15 23,75 25,19
11 30 48 5 13,75 13,05
12 25 33 5 2,25 0,70
13 35 33 25 9,50 12,45
14 25 33 25 8,91 6,95
15 30 33 15 39,03 34,21

! Modelin belirledigi parametrelerde yapilan lipid ekstraksiyonu sonucunda elde edilen deneysel % lipid
degeri

2 Modelin buldugu % lipid degeri

Incelenen parametrelerin Y. lipolytica-48’den elde edilen lipid iiretimi (%) {izerine
etkisinin yanit yiizey garafikleri Sekil 3.4’de verilmistir. Parametrelerin orta noktalari
sabit aliarak c¢izilen inokulum hacmi ile inokulum yasi degisimi gafiginde inokulum
hacminin artmastyla lipid yiizdesi azalmistir. inokulum yagmin artmasi sonucunda ise
lipid yiizdesi belli bir degere kadar artarken bir noktadan sonra diigmeye baslamistir.
Sicakligin artmasi ise yiizde lipid degerini olumlu olarak etkilemis olup belli bir

degerden sonra artis hiz1 azalmistir.
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P. anomola-141 i¢in elde edilen sonuglar asagidaki Tablo 3.27°de verilmis olup,

incelenen parametreler iginde 35°C sicaklik 33 saat inokulum yasi ve %25 inokulum

hacmi parametreleri kullanildiginda en yiiksek %lipid degeri olan %33,26’ya

ulasilmstir.

Tablo 3.27. P. anomola-141 'den elde edilen biyokiitle (g/L), lipid kuru agwriig (g) ve lipid verimleri (%)

icin Box Behnken deney tasarimi sonuglart

Deney| Sicaklik | inokulum | inokulum Kuru Kuru |biyokiitle |Lipid kuru| lipid
no 0 yasi hacmi hiicre hiicre (g/L) agirhgr | miktar
(saat) (%) (9) (9) (9 (g/L)
1 30 48 25 0,017 8,66 0,025 1,25 14,43
2 30 18 25 0,020 10,0 0,010 0,5 5,00
3 35 18 15 0,017 8,66 0,015 0,75 8,66
4 30 33 15 0,017 8,66 0,022 11 12,70
5 30 33 15 0,013 6,66 0,024 1,2 18,01
6 30 18 5 0,020 10,0 0,006 0,3 3,00
7 25 48 15 0,017 8,66 0,028 14 16,16
8 35 33 5 0,016 8,00 0,028 14 17,50
9 25 18 15 0,017 8,66 0,011 0,55 6,35
10 35 48 15 0,016 8,00 0,024 1,2 15,00
11 30 48 5 0,016 8,00 0,015 0,75 9,37
12 25 33 5 0,016 8,00 0,022 11 13,75
13 35 33 25 0,009 4,66 0,031 1,55 33,26
14 25 33 25 0,014 7,33 0,019 0,95 12,96
15 30 33 15 0,013 6,66 0,017 0,85 12,76
Box Behnken yanit yiizey modelinin uygulandigi deneysel tasarimda,

parametrelerin lipid yiizdesi {izerine etkisi varyans anlizi (ANOVA) ile belirlenmistir.
Tablo 3.28’de P. anomola-141’den elde edilen lipid yiizdesi iizerine inokulum yasinin

(saat) haricinde diger parametrelerin anlamli bir etkisi goriilmemistir (p>0,05).
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Tablo 3.28. P. anomola-141 'den iiretilen lipid yiizesinin Box Behnken yanit yiizey yontemi ANOVA testi

DF AdjSS  AdjMS  F-Value P-Value
Model 9 619,801 68,867 3,74 0,08
Lineer 3 267,645 89,215 4,85 0,061
sicaklik (X1) 1 79,38 79,38 4,32 0,092
inokulum yasi (X2) 1 127,6 127,6 6,94 0,046
inokulum hacmi (X3) 1 60,665 60,665 3,3 0,129
ikinci derece polinom 3 28,329 92,776 5,04 0,057
sicaklik*sicaklik (X1*X1) 1 66,222 66,222 3,6 0,116
inokulum yasi*inokulum yasi (X2*X2) 1 190,48 190,48 10,35 0,024
inokulum hacmi*inokulum hacmi (X3*X3) 1 1,524 1,524 0,08 0,785
ikili etkilesim 3 73,827 24,609 1,34 0,361
sicaklik*inokulum yagsi (X1*X2) 1 3,01 3,01 0,16 0,703
sicaklik*inokulum hacmi (X1*X3) 1 68,476 68,476 3,72 0,112
inokulum yasi*inokulum hacmi (X2*X3) 1 2,341 2,341 0,13 0,736
Hata 5 91,975 18,395
Uyum eksikligi (lack of fit) 3 73,388 24,463 2,63 0,287
Saf hata 2 18,587 9,294
Toplam 14 711,776
P. anomola-141 i¢in deneysel verilerin model uygulamasi sonucunda elde edilen
denklem:

lipid 141 (%) = 130,1 - 10,39 *X1 + 2,64 *X2 - 2,57 *X3
+0,1694 X1*X1 - 0,03192 X2*X2
+0,0064 X3*X3 - 0,0116 X1*X2
+0,0828 X1*X3 + 0,0051 X2*X3

Modelden elde edilen lipid (%) verileri Tablo 3.29°da verilmistir.
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Tablo 3.29. P. anomola-141icin deneysel ve modelden bulunan lipid aktivitesi

Deney no| Sicakhk inokulum yast inokulum Lipid (%)* | Lipid (%)°
(°O) (saat) hacmi
(%)
1 30 48 25 14,43 15,46
2 30 18 25 5,00 5,94
3 35 18 15 8,66 11,57
4 30 33 15 12,70 14,49
5 30 33 15 18,01 14,49
6 30 18 5 3,00 1,97
7 25 48 15 16,16 13,25
8 35 33 5 17,50 15,63
9 25 18 15 6,35 3,53
10 35 48 15 15,00 17,82
11 30 48 5 9,37 8,42
12 25 33 5 13,75 17,60
13 35 33 25 33,26 29,41
14 25 33 25 12,96 14,83
1 30 48 25 12,76 14,49

! Modelin belirledigi parametrelerde yapilan lipid ekstraksiyonu sonucunda elde edilen deneysel % lipid
degeri

2 Modelin buldugu % lipid degeri

Incelenen parametrelerin P. anomola-141°den elde edilen lipid iiretimi (%)
tizerine etkisinin yanit yilizey garafikleri Sekil 3.5°de verilmistir. Parametrelerin orta
noktalar1 sabit alinarak ¢izilen inokulum hacmi ile inokulum yas1 degisimi gafiginde
inokulum yasinin artmasiyla lipid yiizdesi belli bir deger kadar artmigken bir noktadan
sonra diismeye baslamistir. Lipid ylizdesi inokulum hacmi ile dogrusal olarak artmis
olmasma ragmen bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Sicakligin artmasi ise yiizde lipid degerini pozitif yonde etkilemistir.
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K. marxianus-155 i¢in elde edilen sonuglar asagidaki Tablo 3.30’da verilmis olup,
35°C sicaklik 33 saat inokulum yast ve %25 inokulum hacmi parametreleri

kullanildiginda en yiiksek % lipid degeri olan %27,89’a ulasilmistir.

Tablo 3.30. K. marxianus-155’den elde edilen biyokiitle (Q/L), lipid kuru agrligr (g) ve lipid verimleri

(%) i¢in Box Behnken deney tasarimi sonuglart

Deney| Sicakhk | inokulum | inokulum Kuru Kuru |biyokiitle|Lipid kuru| lipid
no (°O) yasi hacmi hiicre (g) | hiicre (g) | (g/L) agirh@ | miktan
(saat) (%) Q) (g/L)
1 30 48 25 0,017 8,66 0,037 1,85 21,36
2 30 18 25 0,014 7,33 0,015 0,75 10,23
3 35 18 15 0,012 6,00 0,006 0,3 5,00
4 30 33 15 0,009 4,66 0,022 11 21,45
5 30 33 15 0,013 6,66 0,024 1.2 18,01
6 30 18 5 0,016 8,00 0,009 0,45 5,62
7 25 48 15 0,018 9,33 0,021 1,05 11,25
8 35 33 5 0,010 5,33 0,004 0,2 3,75
9 25 18 15 0,017 8,66 0,014 0,7 8,08
10 35 48 15 0,016 8,00 0,011 0,55 6,87
11 30 48 5 0,014 7,33 0,025 1,25 17,05
12 25 33 5 0,009 4,66 0,021 1,05 22,51
13 35 33 25 0,009 4,66 0,026 13 27,89
14 25 33 25 0,013 6,66 0,026 13 19,51
15 30 33 15 0,009 4,66 0,021 1,05 22,53

Box Behnken yanit yiizey modelinin uygulandigi deneysel tasarimda,
parametrelerin lipid yiizdesi iizerine etkisi varyans anlizi (ANOVA) ile belirlenmistir.
Tablo 3.31°de K. marxianus-155’den elde edilen lipid ylizdesi inokulum yasinin (saat)
ve hacminin artmasi ile dogrusal olarak artmustir (p<0,05). Inokulum yasinin ayni
zamanda kuadrik (2.derece polinom) etkisi de vardir. Lipid ylizdesi iizerine sicaklik ve

inokum hacminin ikili etkisi goriilmiistiir (p<0,05).
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Tablo 3.31. K. marxianus-155 ‘den iiretilen lipid yiizesinin Box Behnken yanit yiizey yontemi ANOVA testi

DF AdjSS AdjMS  F-Value P-Value
Model 9 790,001 87,778 6,34 0,028
Lineer 3 247,954 82,651 5,97 0,042
sicaklik (X1) 1 39,783 39,783 2,87 0,151
inokulum yasi (X2) 1 95,22 95,22 6,88 0,047
inokulum hacmi (X3) 1 112,95 112,95 8,16 0,036
ikinci derece polinom 3 357,457 119,152 8,6 0,02
sicaklik*sicakhk (X1*X1) 1 59,274 = 59,274 4,28 0,093
inokulum yasi*inokulum yasi (X2*X2) 1 289,627 289,627 20,91 0,006
inokulum hacmi*inokulum hacmi (X3*X3) 1 11,416 11,416 0,82 0,406
ikili etkilesim 3 184,59 61,53 4,44 0,071
sicaklik*inokulum yagi (X1*X2) 1 0,422 0,422 0,03 0,868
sicaklik*inokulum hacmi (X1*X3) 1 184,145 184,145 13,3 0,015
inokulum yasi*inokulum hacmi (X2*X3) 1 0,023 0,023 0 0,969
Hata 5 69,244 13,849
Uyum eksikligi (lack of fit) 3 58,101 19,367 3,48 0,231
Saf hata 2 11,143 5,572
Toplam 14 859,245

K. marxianus-155 i¢in deneysel verilerin model uygulamasi sonucunda elde
edilen denklem:
lipid 155 (%) =-105,8 + + 2,965 *X1 + 2,64 *X2 - 4,21 *X3
- 0,1603 X1*X1 - 0,03936 X2*X2
+0,0176 X3*X3 - 0,0043 X1*X2
+0,1357 X1*X3 - 0,0005 X2*X3

Modelden elde edilen lipid (%) verileri Tablo 3.32°de verilmistir.
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Tablo 3.32. K. marxianus-155 i¢in deneysel ve modelden bulunan lipid aktivitesi

Deney no| Sicakhk inokulum yas inokulum Lipid (%)* | Lipid (%)?
(°O) (saat) hacmi
(%)
1 30 48 25 23,36 20,70
2 30 18 25 10,23 13,95
3 35 18 15 5,00 2,44
4 30 33 15 21,45 20,66
5 30 33 15 18,01 20,66
6 30 18 5 5,62 6,28
7 25 48 15 11,25 13,81
8 35 33 5 3,75 5,64
9 25 18 15 8,08 6,26
10 35 48 15 6,87 8,69
11 30 48 5 17,05 13,33
12 25 33 5 22,51 23,67
13 35 33 25 27,89 26,73
14 25 33 25 19,51 17,62
15 30 33 15 22,53 20,66

! Modelin belirledigi parametrelerde yapilan lipid ekstraksiyonu sonucunda elde edilen deneysel % lipid
degeri

2 Modelin buldugu % lipid degeri

Incelenen parametrelerin K. marxianus-155’den elde edilen lipid iiretimi (%)
lizerine etkisinin yanit yiizey garafikleri Sekil 3.6’da verilmistir. Parametrelerin orta
noktalar1 sabit alinarak ¢izilen inokulum hacmi ile inokulum yas1 degisimi gafiginde
inokulum hacminin artmasiyla lipid yiizdesi dogrusal olarak artmigken inokulum
yasginin artmasi sonucunda lipid yiizdesi belli bir noktadan sonra diismeye baslamistir.

Inokulum hacminin azalmasi ve sicakligin artmast ile lipid yiizdesi azalmistir.
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Sekil 3.6. K. Marxianus-155 icin parametrelerin lipid tiretimi (%) iizerine etkileri gafik sonuglart
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3.12. Optimize Edilen Kosullarda Lipid Uretimi

On goriilen iiretim parametreleriyle lipid {iretiminde maksimum verimi elde etmek
icin MINITAB 17 programinin yiizey optimizeri kullanilmigtir. MINITAB 17 programi
kullanilarak her bir maya i¢in maksimize edilen degerleri saptanmistir. Programin
maksimize ettigi parametrelere uygun olarak lipid ekstraksiyon asamalar1 yapilmis ve
ulagilmas1 hedeflenen maksimum % lipid degerlerine ulasilmistir. Minitab 17 programin
herbir maya i¢in belirledigi parametreler Tablo 3.33’de verilmistir. Elde edilen % lipid
oranlari, Minitab 17 istatistiksel programimin maksimize ettigi degerler sonucunda
hedeflenen % lipid oranlari ile Ortlisme gostermis ve her bir maya 6rnegi igin optimize

edilen kosullarda en yiiksek % lipid verimine ulasilmistir.

Tablo 3.33. Maya izolatlari i¢in maksimize edilen sonuglarda lipid ektraksiyon sonuglart

[{=)
Ornek g - o 2 o g
S & : ) < P
S c 8 8 @ =
. S 8 2, 2, S g
Uretim 3 S = = g 2
parametreleri ky < = = = S
> (@) > - e
< o <
=
Sicaklik (°C) 35 30 35 30 35 30
Inokulum yagsi (saat) 38 41 38 36 37 35
Inokulum hacmi (%) 25 15 25 15 25 25
Kuru hiicre (g) 0,003 0,012 0,008 0,007 | 0,009 | 0,014
Biyokiitle (g/L) 2 8 5,33 4,46 4 4,66
Lipid kuru agirhg (g) 0.12 0,13 0,16 0,12 0,13 0,14
% Lipid verimi 0,9 1,75 1,89 1,9 15 1,35
Optimizasyondan elde edilen %lipid 35,7 19,23 33,62 33,65 | 29,93 | 27,76
hedef degeri
Elde edilen % lipid degeri 45,0 21,87 33,45 40,77 35,50 28,96

W. subpelliculosus-6 i¢in programin belirledigi optimum iiretim kosullari; 35°C,
38 saat inokulum yas1 ve %25 inokulum hacmi olarak belirlenmistir. Optimum kosulda
beklenilen lipid %35,7°dir. Beklenilen bu degeri dogrulamak amaciyla yapilan deneyler
sonucunda ise lipid %45,0 olarak bulunmustur.

C. albicans-7 i¢in programin belirledigi optimum iiretim kosullari; 30°C, 41 saat
inokulum yasi ve %15 inokulum hacmi olarak belirlenmistir. Optimum kosulda
beklenilen lipid %19,23°dir. Beklenilen bu degeri dogrulamak amaciyla yapilan
deneyler sonucunda ise lipid %21,87 olarak bulunmustur.
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Y. lipolytica-18 i¢cin programin belirledigi optimum iiretim kosullart; 35°C, 38 saat
inokulum yast ve %25 inokulum hacmi olarak belirlenmistir. Optimum kosulda
beklenilen lipid 9%33,62°dir. Beklenilen bu degeri dogrulamak amaciyla yapilan
deneyler sonucunda ise lipid %35,45 olarak bulunmustur.

Y. lipolytica-48 icin programin belirledigi optimum iiretim kosullart; 30°C, 35 saat
inokulum yast ve %15 inokulum hacmi olarak belirlenmistir. Optimum kosulda
beklenilen lipid 9%35,65°dir. Beklenilen bu degeri dogrulamak amaciyla yapilan
deneyler sonucunda ise lipid %40,77 olarak bulunmustur.

P. anomola-141 i¢in programin belirledigi optimum iiretim kosullari; 35°C, 37
saat inokulum yasi ve %25 inokulum hacmi olarak belirlenmistir. Optimum kosulda
beklenilen lipid %29,93°diir. Beklenilen bu degeri dogrulamak amaciyla yapilan
deneyler sonucunda ise lipid %35,50 olarak bulunmustur.

K. marxianus-155 i¢in programin belirledigi optimum iiretim kosullari; 30°C, 35
saat inokulum yasi ve %15 inokulum hacmi olarak belirlenmistir. Optimum kosulda
beklenilen lipid %27,76’dir. Beklenilen bu degeri dogrulamak amaciyla yapilan

deneyler sonucunda ise lipid %28,96 olarak bulunmustur.

3.13. Lipid Ureten 6 Maya Orneginin Yag Asidi Analizi

Optimize edilen kosullarda yiiksek lipid iiretimine sahip 6 maya 6rneginin (W.
subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve
K. marxianus-155) 1/10 (10 g atik giil posasi+100 mL %1°lik H,SO,) oranina gére pH 5
olarak hazilanan %1°’lik HSO, ‘1l giil 6n islem sivisini igeren ve karbon kaynagi olarak
peptonun kullanildigi tiretim besiyeri ile lipid ekstaksiyon asamalart tamamlandiktan
sonra GC-MS cihazina enjekte edilmistir.

GC-MS sonuglarina gore maya izolatlarinin icerdigi yag asitleri asagidaki Tablo

3.34’°de verilmistir.
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Tablo 3.34. Maya izolatlarimin i¢erdigi % yag asidi miktarlar: (C: Karbon sayisi)

©
" & 0
Ornek § '\(;, o‘i %_; Ej 3‘;)
Yag 3 g g g s =
asitleri T S = = g g
g < £ £ = S
3 O > > 5 E
=
Palmitik asit (16:0) 45,00 46,05 30,75 32,77 52,67 53,16
Stearik asit (18:0) 42,62 42,6 36,03 35,38 47,33 46,84
Oleik asit (18:1) 7,38 4,97 33,22 23,63 0,00 0,00
Linoleik asit (18:2) 0,00 6,38 0,00 8,22 0,00 0,00
Toplam doymamis yag asidi 7,38 11,35 33,22 31,85 0,00 0,00
Toplam doymus yag asidi 92,62 88,65 66,78 68,15 100 100

Elde edilen sonuglara gore, W. subpelliculosus-6 ve C. albicans-7 izolatlari
yiiksek oranda palmitik aside sahipken en diisiikk deger oleik asit olarak bulunmustur. Y.
lipolytica-18 i¢in ise yiiksek oanda stearik aside sahipken palmitik asit degeri en diisiik
olarak bulunmustur. Y. Lipolytica-48 yiiksek oranda stearik asit, diisiik oranda linoleik
asite sahiptir. P. anomola-141 ve K. marxianus-155 ise yiiksek oranda palmitik asit
icerirken diislik oranda stearik asit igerdikleri tespit edilmistir. Tiim maya 6rnekleri i¢in
ise, toplam doymus yag asidi miktarlar1 toplam doymamis yag asidi miktarlarina gore

daha ytiiksek oranda bulunmustur.
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Mayalar, tarih Oncesi zamanlardan beri sarap ve ekmek yapiminda kullanilan,
giinimiizde ise fermentasyon siireclerinde, besin 0gesi degerlerinin arttirilmasinda
vitamin kaynag: olarak ve bir¢ok antibiyotigin ve steroid hormonlarinin iiretilmesinde
kullanilan tek hiicreli funguslardir (Huang ve Tang, 2007). Mayalar lipid iiretebilme
ozelligine sahip olup kuru agirliklarin %20’sinden daha fazla lipid
biriktirebilmektedirler (Donot vd., 2014). Calismamizda 162 maya izolatindan 138
tanesinin karbon kaynagi olarak atik giil posasi kullanilan besiyerlerinde gelisim
gosterdigi belirlenmistir. Sudan Black B boyama sonuglarina gére 138 maya izolatindan
16°sin1n yag tiretme 6zelliginde oldugu saptanmistir. Yag iiretme 6zelligi olan mayalar
mikoskop altinda incelendiginde maya hiicrelerindeki yaglar yarim ay seklinde
gozlemlenmis olup Shakh vd., (2012) de Sudan Black B boyama yontemi ile mayalarin
icerdikleri yaglarin mikroskop altinda yarim ay seklinde goriindiigiinii belirtmislerdir.
Benzer olarak Poontawee vd., (2017) lignosellillozik biyokiitle kullanarak mikrobiyal
yag uretmek icin 418 maya susunu taramislardir. Nile red boyama yontemi ile 142
susun lipid liretebildigini ortaya koymuslardir.

Yaghh mayalarin 26S rDNA’larinin  D1/D2 bolgelerinin  dizi  analizleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen dizi bilgileri Blast programi ile degerlendirilerek her bir
izolatin NCBI gen bankasinda benzerlik gosterdigi tiirler belirlenmistir. Bu izolatlardan
biri Wickerhamomyces subpelliculosus, bir izolat Candida albicans, bir izolat
Wickerhamomyces anomalus, bes izolat Yarrowia lipolytica, iki izolat Saccharomyces
cerevisiae, iki izolat Pichia kudriavzevii, ii¢ izolat Kluyveromyces marxianus, ve bir
izolat Pichia anomola olarak tanimlanmigtir. Yapilan c¢alismalarla ozellikle V.
lipolytica, Lipomyces tiirleri, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula gaminis,
Rhodosporidium toruloides, Cryptococcus curvatus ve Cryptococcus albidus tiirleri
yagli mayalar kategorisinde bulunan en 6nemli mayalar olarak belirlenmistir (Sitepu
vd., 2014). Benzer olarak yapilan bir baska ¢alismada da ham gliserol kullanilarak Y.
lipolytica CCMA 0357, Y. lipolytica CCMA 0242, W. anomalus CCMA 0358, ve
Cryptococcus humicola CCMA 0346 yag iiretiminde kullanilmistir (Souza vd., 2017).
W. anomalus ile tarimsal ve endiistriyel atik sulardan yag iiretiminde kullanilmistir.
Ancak calismamizda W. anomalus ile atik giil posasindan yag iiretiminde (%1,57)

diisiik yag verimi elde edilmistir.Benzer sekilde ¢iiriik meyvelerden biyodizel {iretimi
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i¢in yag eldesinde kullanilan P.kudriavzevii ile ¢alismamizda diisiik yag verimi (%1,67)
elde edilmistir. Bu nedenle de optimizasyon g¢alismalarinda kullanilmamaistir.
Calismamizda literatiir bilgisine paralel olarak Y. lipolytica izolatlar1 ile yiiksek yag
verimi alinmigtir (%5,27-2,25). Buna karsin yagli mayalar i¢inde yer almamasina karsin
C. albicans ile atik giil posasinda yiiksek miktarda yag verimi (%7,11) elde edilmistir.
W. subpelliculosus, K. marxianus, P. anomola atiklardan yag tiretiminde kullanildigini
gosteren bir ¢alismaya literatiirde rastlanilmamistir.

Mikrobiyal yag oOzellikleri ¢alisilan mayalardan Cryptocossus curvatus’un kuru
kiitlesinin %60°1 kadar yag biriktirdigi bildirilmistir (Ratledge, 1990). Sankh vd., (2013)
yagli maya olarak Pichia kudriavzevii ve Wang vd., (2012) Rhodosporidium
toruloides‘i yiiksek yag olusturan yagli maya olarak belirlemiglerdir. W.
subpelliculosus, K. marxianus, P. anomola ve C. albicans yagli mayalar i¢inde yer
almamaktadir. Rhodosporidium fluviale DMKU-SP314 ile kuru biyokiitlenin % 55.0
(14,3 g/L) kadar lipid elde edilmistir (Poontawee vd., 2017).

Mayalar organik karbonu kullanarak hiicre iginde yag damlaciklar seklinde yag
biriktirmektedir. Baz1 mikroorganizmalarin lipid iiretkenliginin, yag iireten bitkilerden
daha fazla oldugu bildirilmistir (Beopoulos ve Nicaud, 2012). Baz1 mayalarin ise lipid
oraninin %25 fazlasi biriktirdigi bildirilmistir (Beopoulos ve Nicaud, 2012, Ageitos
ve Vallejo, 2011). Yagh oldugu disiiniilen Rhodosporidium toruloides 21167,
Rhodotorula toruloides AS 21389, Yarrowia lipolytica ve Cryptococcus curvatus gibi
tiirlerin ise %60 lipid biriktirdigi ortaya konmustur (Patel vd., 2017). Bu yagh mayalar
arasinda Rhodosporidium spp. hiicresel bélmesinde en yiiksek lipid miktarini irettigi
bildirilmistir (Li vd., 2007). Yagli mayalanin kiiltiirii mevsimden veya iklimden
etkilenmez bu nedenle de endiistriyel olarak bilyiikk 6nem tagimaktadirlar. Ayrica 5-9
giin gibi cok daha kisa siirede lipid biriktirebilme 6zelligine sahiptirler. Yagli mayalar
tarimsal ve endistriyel atitk materyalleri kullanabilmeleri nedeniylede ©Onem
tagimaktadir (Patel vd., 2017).

Caligmamizda seg¢ilen maya suslarinin karbon kaynagi olarak atik giil posasini
kullanabildigi goriilmiistiir. Calismada kabon kaynagi olarak kullanilan atik giil posasi
Isparta’da ki bir giil fabrikasindan getirilmis olup fiziksel ve kimyasal ozellikleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore atik giil posasinin; %7,70 nem, %20,91 lignin,

%6,3 ham kiil, %0,67 yag ve %2,91 azot degerlerine sahip oldugu saptanmistir.
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Sonrasinda Secilen maya ornekleri karbon kaynagi olarak atik giil posasinin kullanildig:
tiretim besiyerlerinde gelistirilerek hem lipid verimlerinin arttirilmas: hem de atik giil
posalariin endiistriyel bir atik olmaktan c¢ikip etkin bir sekilde degerlendirilmesi
saglanmaya caligilmistir.

Gl posasinin karbon kaynagi olarak kullanildigi yag iiretimi sonucunda % lipid
miktarlar1 altt maya izolatinda %3,5’un {izerinde oldugu diger yaghi mayalarda daha
diisiik oranlarda % lipid miktarlar1 saptanmistir. W. subpelliculosus-6 %4,32, C.
albicans-7 %7,11, Y. lipolytica-18 %5,27 , Y. lipolytica-48 %3,52, P. anomola-141
%6,81 ve K. marxianus-155 %3,55 olarak belirlenmis ve sonraki ¢alismalar bu alti
maya ile yiiriitilmustir.

Mayalar pek c¢ok materyal veya atik {iriinii karbon kaynagi olarak
kullanabilmektedir. Pan vd., (2008) yaptiklart lipid {retimi Kkapasite Ol¢iimii
caligmalarinda karbon kaynagi olarak ksiloz kullanmis ve basarili sonuglar elde
etmiglerdir. Elde edilen sonuglara gore maksimum %15,38 lipid iiretimi
gerceklestirilmis ve ksilozun %39 seviyerine kadar mayalar tarafindan kullanildigi
bildirilmistir. Yagli mayalar kullanilarak lipid tiretiminde ucuz ve bol olarak bulundugu
icin ve yiiksek seker icerigi nedeniyle melas yaygin sekilde kullanilmaktadir (Freitas
vd., 2014). Cryptococcus curvatus, Rhodosporidium toruloides ve Yarrowia lipolytica
gibi yagli mayalar karbon kaynagi olarak lignoselillozik materyalleri kullandigi
saptanmigtir (Yu vd., 2014, Zhan vd., 2013). Seker kamusi kiispesi, seker kamisi
kabugu, bugday samani, piring saman1 ve musir atiklar1 da ayn1 amagcla kullanilmaktadir
(Kim ve Dale, 2003, Kadam ve McMillan, 2003). Donot vd., (2014) ise bugday samani,
kiispe, piring kepegi, yer elmas1 yumru ekstrakti, seker kamigi hidrolizati, salamura turp,
glukoz, gliserol, ham gliserol vb. karbon ve azot kaynaklarini yaptiklar1 deneysel
calismada lipid sentezinde substrakt olarak kullanmislardir. Gong vd., (2015), yaptiklar
calismada lignoseliillozik materyallerden olan dari, misir kogani, bugday samani ve
kepegini karbon kaynagi olarak kullanmis lipid iiretimi yapmistir. Ancak yapilan
karsilagtirma c¢aligmasinda karbon kaynagi olarak glukoz veya siikrozun kullanilmasi
durumlarinda lipid tiretiminde %4 ila %8 oraninda artis kaydedilmistir. Leiva-Candida
vd., (2014) ise yaptiklar1 caligmada tatli sorgum posasi, glukoz, manyok kokiinden
cikarilan nisasta, bugday samani ile piring kabugu hidrolizati, misir maserasyon sivisi

vb. gibi cesitli karbon kaynaklar1 ile amonyum siilfat, amonyum klortir, yeast ekstrakt
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ve pepton+yeast ekstrakt vb. gibi farkli nitrojen kaynaklari ile ¢apraz caligsmalar yaparak
calistiklart mayalarin gelisimlerini saglamislardir. Yapilan ¢alismada karbon kaynagi
olarak kullanilan endiistriyel atiklarin yagli mayalarin liretimi ve biyodizel iiretimine
katki saglanarak yenilebilir bir enerji saglanabilecegi ortaya konmustur. Calismamizda
ise, karbon kaynag:i olarak tarimsal bir atik olan giil posasi secilerek mayalarin bu
karbon kaynagimmi da kullanabilecekleri ve boylece bu atigin olumlu yonde
degerlendirilebilecegi ortaya konmaya calisilmistir.

Mikroorganizmalarin lipid iiretimine etki eden birgok parametre mevcuttur; C/N
orani, sicaklik, pH, oksijen varligi, yag asidi {iretimini arttirici maddelerin ilave
edilmesi, inkiibasyon siiresi, organizmanin yasi, organizmanin gelisme hizi bunlardan
bazilaridir (Darcan ve Sarigiil, 2015). Galafassi vd., (2012), Rhodotorula gaminis tiirii
tizerinde yaptiklar1 calismada farkli kiiltiir kosullarinin biyokiitle verimi ile lipid
konsantrasyonuna etkisi {izerine ¢alismiglar ve degisen sartlarda farkli sonuglar elde
etmislerdir.

Mayalarin en iyi gelistikleri pH degerleri ise C. albicans-7 ve K. marxianus-155
icin pH 5, W. subpelliculosus-6, Y. lipolytica-48 ve P. anomola-141 igin pH 6, Y.
lipolytica-18 i¢in ise pH 7 olarak belirlenmistir. Asitle muamele edilen atik giil posasi
ortaminda ise 6 maya izolati da pH 6’da en en iyi gelismistir. Su ve %1’lik H,SO4
kullanilarak hazirlanan 6n islem sivilarina asilanan mayalarin 24 saat sonunda yapilan
saymmlarinda; pH 5°te en yliksek iireme potansiyelinin oldugu ancak %1’lik HySO4
kullanildiginda daha ytiksek miktarlarda koloni olusturduklar1 belirlenmistir. 48 saatin
sonuda yapilan sayimlarda ise pH 6’da maya koloni sayilarinin arttigi belirlenmistir.
Chang vd., (2015) mikrobiyal lipid iiretimi caligmalarinda misir kocanini karbon
kaynagi olarak kullanmig ve mayalarin asilandigi besiyerini pH 6 olarak
hazirlamiglardir. Gong vd., (2014) aym sekilde lipid tretimi c¢aligmalarinda karbon
kaynagi olarak musir koganimi kullanmis ve besiyeri ortammi pH 5,5 olarak
ayarlamiglardir. Mayalarin optimum gelisim gosterdigi pH degeri Narendranath ve
Power (2005)’a gore pH 4 ila pH 6 aralig1 olarak belirlenmistir.

Secgilen 6 maya izolat1 azot kaynagi olarak tripton, amonyum siilfat, amonyum
kloriir, sodyum nitrat, atik giil posasi, beef extract, pepton ve yeast extract kullanilan
besi ortaminda gelistirilmis ve W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y.

lipolytica-48 ve P. anomola-141’nin en iyi peptonda, K. marxianus-155 ise yeast
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ekstraktda gelistigi belirlenmistir. Farkli azot kaynaklarinda gelisim gosteren mayalarin
mikrobiyal lipid olusturup olusturmadiklarint kontrol etmek amaciyla preparatlar
hazirlanmis ve Sudan Black B boyama yontemi kullanilarak mikroskop altinda
incelenmistir. Elde edilen sonuglara goére W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y.
lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve K. marxianus-155 azot kaynagi olarak
pepton kullanildiginda daha yiiksek oranda yag hiicresi olusturdugu gézlemlenmistir.
Sankh vd., (2013), yaptiklar1 ¢alismada pepton, tripton, yeast extract, beef extract,
amonyum kloriir, sodyum nitrat, misir maserasyon sivisi, amonyum siilfat ve %2’lik
misir maserasyon sivist olmak iizere 9 farkli azot kaynagi ile calismis en yiiksek degere
%2’lik misir maserasyon sivisinda ulasmislardir. Yapilan ¢alismada pepton ise 6. sirada
yer almaktadir.

Chang vd., (2014), yaptiklar1 calismada karbon/azot (C/N) oraninin lipid iiretimi
tizerinde etkisi oldugu belirtmislerdir. Calismalarinda C/N konsantrasyonunun artmast
kuru biyokiitleyi biiyiilk oranda etkilemezken lipid {iretimi ise belli bir orana kadar
artmis ve sonrasinda diismiistiir. Yagli mikroorganizmalar asir1 karbon ve sinirli nitojen
kaynagi kosullarinda lipid biriktirmektedirler (Ageites vd., 2011).

Calismamizda segilen 6 maya izolatinin (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y.
lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve K. marxianus-155) da atik giil
posasini karbon kaynagi olarak kullandig: belirlenmistir. Ayrica karbon kaynag: olarak
kullanilan atik giil posasinin miktarinin degismesinin de (10 g, 12 g, 15 g) lipid
tiretimine etkisi ¢aligilarak ka¢ gramda en yliksek lipid veriminin alindig1 saptanmuistir.
On islem sivilarinin hazirlanmasinda kullanilan atik giil posasinin miktarinin % lipid
degerine etkisini bir parametre olarak belirlenmis ve bu amacla 12 g ve 15 g atik giil
posast kullanilarak su ile 6n muameleleri sonucunda hazirlanan iiretim besiyerlerine
mayalar agilanmigtir. Elde edilen sonuglara gore C. albicans-7, Y. lipolytica-48 ve K.
marxianus-155 12 g atik giil posasi kullanildiginda en yiiksek % lipid degerlerine
ulagirken W. subpelliculosus-6, Y. lipolytica-18 ve P. anomola-141 ornekleri ise 15 g
atik giil posast kullanildiginda en yiiksek % lipid degerlerine ulagilmistir. On islem
stvisinin hazirlanmasinda %1°lik H,SO4 ve atik giil posasinin 12 g ve 15 g kullanilarak
yapilan deneylerin sonucunda ise P. anomola-141 disinda kalan tiim maya 6rnekleri i¢in

15 g atik giil posasi1 kullanildiginda daha yiiksek % lipid degerleri elde edilmistir.
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Lignosellillozik materyalerin asit ile 6n muamelesi en ¢ok kullanilan
fizikokimyasal on islem yontemidir (Israilides vd., 1978). On islemde asitler
seyreltilmis olarak ya da konsantre olarak kullanilabilmektedir. Ancak konsantre asit
kullanimi yiiksek toksisite, korozyon gibi bazi problere yol acabilmektedir. Bu nedenle
seyreltik asit ile 6n muamale daha uygun olmaktadir. Asit ile muamele sonrasi
hemiselillozu olusturan monomerler hidrolize olmakta ve mikroorganizmalarin
kullanabilecegi karbon kaynagi olusmaktadir. Seyreltik siilfirik asit ile 6n islem
biyokiitleden sekerin biiylik bir kisminin ortama ge¢gmesini saglayabilmektedir (Mosier
vd., 2005). Yu vd., (2011) seyreltik siilfiirik asit ©n-muamelesinden sonra,
hemiseliilozdan gelen seker monomerinin, hidrolizat igerisinde %81,6 (v/v) toplam sivi
verimiyle ¢oziindiiglinii bildirmislerdir. Asidik 6n isleme tabi tutulmus misir ve bugday
kepegi hidrolizatlarinin yagli mayalarin yag iiretimi i¢in uygun besin maddelerini
icerebilecegi Dbildirilmistir (Probst ve Vadlani, 2015). Misir koganinin asitle 6n
muamelesi ile elde edilen hidrolizatin mikrobik yag iiretimi i¢in umut verici oldugu
Huang vd., (2013) tarafindan rapor edilmistir.

Atik giil posasi ile hazirlanan 6n islem sivilarmin % lipid degerine etkisini
belirlemek amaciyla 1/10 oranina gére hem su hem de %1°lik H,SO4 kullanilarak tiretim
besiyerleri hazirlanmigtir. Uretim besiyerlerinde asilamasi yapilan 6 maya izolatinin %
lipid degerleri karsilastirildiginda P. anomola-141 disinda tiim 6rneklerin %1°lik HSO4
ile hazirlanan {iretim besiyerinde daha ytiksek % lipid degerlerine ulastig1 belirlenmistir.
Daha sonra asit ve su on islemli besiyerlerinde mayalarin kullandigi seker miktarimi
saptamak icin sivida ¢oziinen seker miktar tayini DNS metoduna (Miller, 1959) gore
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore g¢alisilan tiim maya izolatlarinin iki farkl
besiyerinde de seker kullandig1 saptanmis ve ortamda kalan indirgen seker miktar1 1,20
mg/mL sonucu ve asit 6n islemli besiyerinde, 0,15 mg/mL sonucu ile Candida albicans-
7’nin su 6n islemli besiyerinde sekeri en fazla kullandig1 belirlenmistir.

Optimizasyon tasarimi c¢alismasina gegmeden yapilan deneyler sonucunda
caligilan mayalarin, 1/10 oranina gore pH 5 olarak hazirlanan %1°lik HoSO4 1l giil 6n
islem sivisini igeren ve karbon kaynagi olarak peptonun kullanildig: iiretim besiyeri ile
yapilan lipid ekstaksiyonlarinda daha yiiksek lipid verimlerine sahip olduklar
saptanmistir. Bu saptamalarin disinda kalan inokulum yasi, sicaklik ve inokulum hacmi

paramatreleri “Box Behnken” optimizasyon tasarimindan yararlanilarak belirlenmis ve
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6 maya o6rneginin (W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y. lipolytica-18, Y. lipolytica-48,
P. anomola-141 ve K. marxianus-155) hangi kosullar altinda maksimum lipid verimine
ulasabilecekleri saptanmaya ¢alisilmistir.

Box Behnken optimizasyon tasarimi sonucu K. marxianus-155, P. anomola-141,
W. subpelliculosus-6 ve yagli maya Y.lipolytica-18 asitle 6n islem uygulanmis atik giil
posasinda en yiiksek lipid iiretimini 35°C sicaklik 33 saat inokulum yast ve %25
inokulum hacminde yapmislardir. Lipid oranlari sirasiyla %27,89, %33,26, %40,00 ve
%35,00 olarak belirlenmistir. C. albicans-7 ve yagh maya Y. lipolytica-48 da ise 30°C
sicaklik 33 saat inokulum yas1 ve %15 inokulum hacmi uygulandiginda en yiiksek lipid
miktarlart elde edilmistir. Lipid oranlar1 sirastyla %20,63 ve %39,03 olarak
belirlenmistir. En yiiksek lipid oran1 W. subpelliculosus-6 ‘'da elde edilmistir. Bu lipid
orani yagli maya olan Y. lipolytica nin biriktirdigi lipidin de istiinde saptanmisgtir. Yu
vd., (2011) asitle muamele edilmis bugday samani kullanilarak C. curvatus ile elde
edilen lipid miktarmi %33,5, Y. lipolytica i¢in %4,6 olarak bildirmislerdir. On isleme
tabi tutulmus misir ve bugday kepegi hidrolizatlarin1 yagli mayanin lipide biyolojik
doniisiimii i¢in uygun besleme maddeleri olarak gorev yapabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Box Behnken deney tasarimina gore elde edilen sonuglar Minitab 17 istatistiksel
programi kullanilarak hangi maya 6rneginin hangi parametrelerde maksimum % lipid
degerine ulasacagi belirlenmistir. W. subpelliculosus-6 ve Y. lipolytica-18 igin
programin belirledigi 35°C, 38 saat inokulum yas1 ve %25 inokulum hacmi
parametreleri kullanilarak asitle 6n iglem uygulanmig atik giil posasinda elde edilen
lipid miktarlar1 sirasiyla %45 ve %35,45 olarak belirlenmistir. Y. lipolytica-48 ve K.
marxianus-155 igin programin belirledigi 30°C, 35 saat inokulum yasi ve %15
inokulum hacmi parametreleri belirlenmistir. Bu kosullarda yapilan iiretim ile lipid
miktarlart sirastyla %40,77 ve %28,96 olarak elde edilmistir. C. albicans-7 igin
programin belirledigi 30°C, 41 saat inokulum yas1 ve %15 inokulum hacmi
parametreleri kullanilarak elde edilen lipid %21,87, P. anomola-141 igin programin
belirledigi 35°C, 37 saat inokulum yas1 ve %25 inokulum hacmi parametreleri
kullanilarak yapilan lipid tiretiminde %35,50 olmustur. Kolouchova vd., (2016) farkli
azot ve karbon kaynaklari kullanrak yagli mayalar ve yagh olmayan mayalar ile lipid
dretimini c¢alismislardir. Arastiricilar mayalarin  yiikksek oaranda doymamis yag

biriktirdiklerini bildirmislerdir. Yag oranlarin1 Y. lipolytica i¢in %84, Candida sp. i¢in
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%80, R. glutinis i¢in %79, T. cutaneum, %79, K. polysporus %89, S. cerevisiae %81 ve
T. delbrueckii %67 olarak bildirmislerdir. Souza vd., (2017), mayalarin farkli karbon
kaynaklarinda farkli oranlarda gelistiklerini bildirmislerdir. Arastiricilar gliserol ve
glukoz kullanarak Yarrowia lipolytica CCMA 0357, Y. lipolytica CCMA 0242,
Wickerhamomyces anomalus CCMA 0358 ve Cryptococcus humicola CCMA 0346 ile
lipid {iretimini gergeklestirmislerdir. Y. lipolytica CCMA 0357 ile en yiiksek lipid
tiretimi gerceklestirmiglerdir (%70 (wt/wt)). Ancak kefir orijinli bir izolat olan diger bir
Y. lipolytica CCMA 0242 ile ise (%23,85 (wt/wt)) oraninda yag elde etmislerdir.
Calismamizda ise kullandigimiz iki Y. lipolytica-18 ve Y. lipolytica-48 ile optimizasyon
sonucunda sirast ile %33,45 ve %40,77 lipid tiretimi gergeklesmistir. Bu sonuglar lipid
tiretiminin sadece tiirlere gore degisebilecegine isaret etmektedir. Benzer bulgular
Souza vd., (2017)’nmin  ¢alismalarinda da  vurgulanmustir.  Arastiricilar
mikroorganizmanin izolasyon kaynagmin da lipid iretimini etkileyebilecegini
sOylemislerdir.

Bellou vd., (2016), azot kisitlamasinin yiiksek lipid {iretimi i¢in yeterli olmadigini
yag iretim mekanizmasinin 1iyi incelenmesi gerektigini belirtmislerdir. Diger
kullandigimiz mayalar W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, P. anomola-141 ve K.
marxianus-155 yagli mayalar i¢inde belirtilmese de yag ftretimi gergeklesmistir.
Ozellikle W. subpelliculosus-6 (%45) bu calismada en yiiksek yag iiretimini
gerceklestirmistir.

Mayalar tarafindan {iiretilen mikrobiyal yaglarin bilesimleri ve oranlar1 farklilik
gostermektedir. Yag iiretimin oldugu 6 maya 6rneginin igerdikleri yag asitleri GC-MS
cithazi ile tespit edilmis ve maya Orneklerinin palmitik asit, stearik asit, oleik asit,
linoleik asit olmak iizere farkli oranlarda yag asitlerinden bir ya da birkagin1 igerdikleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore tiim maya Ornekleri palmitik asit ve stearik
asit yiizdelerine sahipken oleik asit ve linoleik asit bazi maya Orneklerinde
saptanmamigtir. Mayalarin igerdikleri asit yilizdeleri toplandiginda ise toplam doymus
yag asidi oranlarimin toplam doymamis yag asidi oranlarindan daha yiiksek oldugu
belirlenmigstir. Denli vd., (2000), mayalarin yag iretimlerinin biiyliik Sl¢iide C/N
oranlarina bagl oldugunu ve maya lipidlerinin linoleik asit i¢eriginin genellikle diisiik

oldugunu belirtmislerdir.
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Souza vd., (2014), 30 g/L ham gliserol igeren bir ortamda Y. lipolytica ile lipid
tiretimini incelemislerdir. Yag asidi bilesiminde agirlikli olarak palmitik (%26.13) ve
stearik (%24,73) asitleri bulduklarin1 bildirmislerdir. Benzer olarak yapilan baska bir
calismada Y. lipolytica ile ham gliserol kullanilarak iretilen yagin yag-asit
komposizyonu palmitik (yagl asit bilesiminin %45,73’), stearik (%16,43), palmitoleik
(%13,29), linolenik (%10,77), heptadekanoik (%4,07) ve linoleik (%14,14) asit
icerdigini bildirmislerdir. Arastiricilar elde edilen yaglarin agirlikli olarak linoleik asit
igerdigini bildirmislerdir (Souza vd., 2017). Calismamizda ise C. albicans-7 ve Y.
lipolitica-48 disindaki mayalarda linoleik asit saptanamamistir. Caligmamizda giil
posasindan iiretilen yaglarin yag asit bilesiminde yiiksek oranda palmitik asit ve stearik
asit saptanmigtir. Knothe, (2009) , biyodizel iiretiminde palmitik, stearik, linoleik, oleik
ve linoleik asit iceren yaglarin 6nemli oldugunu bildirmistir. Areesirisuk vd., (2015),
yagli mayalarin tirettigi lipidlerde oleik asit (%34,40-67,28), stearik asit (%1,49-19,09)
ve linoleik asit (%6,30-17,29) bulundugunu bildirmislerdir. Seker kamis1 pekmezinde
yetisen Y. lipolytica tarafindan tiretilen lipidlerde %21.6 stearik asit ve %27.1 palmitik
asit saptanmustir. Arastiricilar substrat tiiriinlin maya tarafindan {iretilen lipitlerin
miktarini ve kalitesini etkiledigini bildirmislerdir (Karatay ve Donmez, 2010). Serbest
doymus asitleri (C16:1-C18:0) igeren kiiltiir ortaminda gelistirilen Y. lipolytica iiretilen
lipidleri depoladigi gozlenmistir (Papanikolaou vd., 2003). Kolouchova vd., (2016)
mayalarin biriktirdigi doymamis yaglarin yag asit profillerinin kullanilan azot
kaynagina bagli olarak degistigini bildirmiglerdir. Oleik (18:1), palmitik (16:1) ve
linoleik (18:2) asitler yiiksek miktarda saptanirken stearik (18:0), arasidik (20:0)
asitlerin daha diisiik miktarda oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda C. albicans ile
giil atik posasinda %21,87 oraninda yag elde edilmistir. En yiiksek yag asitleri olarak
palmitik (45.0) ve stearik asit (42,62) saptanmistir. Kolouchova vd., (2016) Candida
sp. ile yaptiklar1 calismada ise elde edilen yagin oleik ve linoleik asit icerikli oldugunu
bildirmislerdir.

Mikroorganizmalardan mayalar uygun kosullarda yag iiretebilme potansiyaline
sahiptirler. Yapilan caligmalar da gostermektedir ki mayalar biyokiitlerinin kat kat
tizerinde yag birikimi yapabilmektedir. Mikrobiyal yag liretiminin 6nemi diinya ¢apinda
giin gectikge artmakta ve yapilan caligmalarla farkli alanlarda ekonomik hedefler

belirlenmektedir. Bu ¢alismada tarhanadan izole edilmis maya 6rnekleri kullanilarak
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tirettikleri mikrobiyal yag oranlarinin arttirilabilmesi i¢in karbon kaynagi olarak atik giil
posast kullanilmig ve {iiretim igin gerekli optimum degerler saptanmistir. Atik giil
posasinin {ilkemizde degerlendirilmiyor olmasi ve bu calismaya pozitif katkisinin
olmas1 nedeniyle endiistriyel atik bir materyalin kotii kokulara sebep olmaktan ¢ikip
yararli bir sekilde degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Asitle on islem uygulanan W. subpelliculosus-6 ile %45 oraninda lipid iiretimi
gergeklestirilmis ve karbon kaynagi olarak atik giil posasinin ¢alismada kullanilmasinin
% lipid verimine daha biiyiik bir katkis1 olabilecegi goriilmistiir. Yagli mayalar i¢inde
yer almayan W. subpelliculosus-6 yagli maya olan Y. lipolytica-18 ve Y. lipolytica-
48’den daha fazla yag birikimi saglamistir. Atik giil posasini degerlendirmede W.
subpelliculosus-6 imit vaateden bir izolat olarak belirlenmistir. Ancak bu deger farkli
yagli mayalar tarafindan farkli atik materyallerden elde edilen yag miktarn ile
karsilastirildiginda daha diisilk olarak goriilmektedir. Bu farkliligin nedeni atik
materyallerin farkliligindan ve atiklarin sahip oldugu karbon kaynaklarinin miktarindan
kaynaklanabilir. Ayrica mikroorganizmalar1 tiirlerinin farkliligi hatta ayni tiiriin
suslarinin farkli olmasi nedeniyle de olabilir. Yapilacak bazi ilave caligmalarla bu yag
tiretim miktar: artirilabilir. Bunun i¢in birgok ¢alismaya ihtiyag¢ bulunmaktadir.

Calisilan maya 6rneklerinin gelisimlerinin hizli olmasi, pH 5 ve pH 6 araliliginda
yiiksek oranda lireme ve yayilim gostermeleri, karbon kaynagi olarak atik giil posasini
kullanip mikrobiyal lipid iiretebilmeleri, 25-35 °C araliginda aerobik ortamda gelisim
gosterebilmeleri, yliksek oranda mikrobiyal yag iiretebilmeleri mayalardan endiistriyel
alanlarda da yararlanabileceginin oldukca acik bir kanitidir. Ayn1 zamanda mayalardan
mikrobiyal yag liretimi agisindan baska maya tiirlerinin de denenmesinde fayda vardir.
Caligilan yagh ve yagsiz maya izolatlan W. subpelliculosus-6, C. albicans-7, Y.
lipolytica-18, Y. lipolytica-48, P. anomola-141 ve K. marxianus-155’in atik giil posasini
kullanarak lipid irettikleri ve spesifik doymamis yag asitlerini {iretme kabiliyetinde
olduklar1 goriilmistiir. Yaghh maya Y. lipolytica ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma vardir.
Ancak karbon kaynagi olarak giil posast kullanilan ilk ¢alismadir. Mayalardan elde
edilen lipitlerin yag asit komposizyonuna baktigimizda en fazla bulunan palmitik asit
(C16:0) ve stearik asit (C18:0) gibi uzun karbon zinciri igeren yag asitleridir. Bu yag
asit bilesimi bitkisel yag asitlerine benzemektedir (Yang vd 2015) ve biyodizel {iretimi

icin uygun materyallerdir.
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