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Ksiloz ve Gliserol Ortamlarinda Cesitli Mayalarin Lipit Uretim Kapasitelerinin Belirlenmesi
Derya BERIKTEN'", Emir Zafer HOSGUN?

OZET: Biyodizel, fosil yakitlara alternatif ve gevre dostu bir yakit olarak dikkatleri iizerine gekmektedir.
Biyodizelin, mikrobiyal yaglardan siirdiiriilebilir ve diisiik maliyetli karbon kaynaklarinin kullanilmasi ile daha
ekonomik olarak iiretilebilecegi diisiiniilmektedir. Atik veya yan iiriin olarak siklikla karsimiza ¢ikan gliserol ve
ksiloz mikrobiyal lipitlerin diisiik maliyetli iiretimi i¢in uygun karbon kaynaklar arasinda yer almaktadir. Bu
calismada, yedi farkli maya tiiriinden (Rhodotorula mucilaginosa, Wickerhamomyces anomalus, Saccharomyces
cerevisiae, Clavispora lusitaniae, Pichia fermentans, P. cactophila, Yarrowia lipolytica) olusan 12 maya
izolatinin tek karbon kaynagi olarak ksiloz veya gliserolii kullanma ve kimyasal olarak tanimlanmis bir ortamda
lipit biriktirme yetenekleri karakterize edilmistir. izolatlarin tamannin test edilen iiretim ortamlarinda lipit
iiretme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Ancak izolatlardan Y. lipolytica (%81.34) ve P. fermentans 1
(%79.11) ksiloz igeren fermentasyon ortaminda, P. fermentans 2 (%98.90) ve Y. lipolytica (%94.62) ise gliserol
igeren fermentasyon ortaminda en yiiksek lipit miktar1 elde edilen tiirlerdir. Her iki iiretim ortaminda da lipit
miktarinda en yiiksek sonuglar Y. lipolytica izolati ile elde edilmistir. Sonuglar, tiim izolatlarin gliserol ve ksiloz
tizerinde bliylime kabiliyetine sahip oldugunu ve 6zellikle Y. lipolytica'nin ikinci nesil biyodizel tiretimi igin
kullanim potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Maya, lipit, ksiloz, gliserol, fermantasyon, biyodizel
Determination of Lipid Production Capacities of Various Yeasts in Xylose and Glycerol Media

ABSTRACT: Biodiesel attracts attention as an alternative and environmentally friendly fuel to fossil fuels. It is
thought that biodiesel can be produced more economically by using sustainable and low-cost carbon sources from
microbial oils. Glycerol and xylose, which are frequently encountered as waste materials or by-products, are
suitable carbon sources for the low-cost production of microbial lipids. 12 yeast isolates from seven yeast species
(Rhodotorula mucilaginosa, Wickerhamomyces anomalus, Saccharomyces cerevisiae, Clavispora lusitaniae,
Pichia fermentans, P. cactophila, Yarrowia lipolytica) were characterized for their ability to use xylose or
glycerol as the sole carbon source and to accumulate lipid in a chemically defined medium. All of the isolates
were found to be capable of producing lipids in the production mediums tested. However, Y. lipolytica (81.34%)
and P. fermentans 1 (79.11%) of the isolates are the species with the highest lipid content in fermentation medium
containing xylose, and P. fermentans 2 (98.90%) and Y. lipolytica (94.62%) in fermentation medium containing
glycerol. obtained species. In both production media, the highest results in lipid content were obtained with Y.
lipolytica isolate. The results showed that all isolates have the ability to grow on glycerol and xylose, and
especially Y. lipolytica has the potential to be used for second generation biodiesel production.
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GIRIS

Biyodizel, diisiik toksisitesi, biyolojik olarak pargalanabilirli§i ve motorlu tasitlarda
kullanildiginda egzoz gazinda diisik konsantrasyonlarda kii¢iik partikiil madde ve SOz icermemesi
nedeniyle alternatif ve gevre dostu bir yakit olarak dikkatleri tizerine ¢ekmistir (Areesirisuk ve ark.,
2015). Biyodizel tiretmek igin ¢esitli mikrobiyal yaglar kullanilabilmektedir. Giiniimiizde biyodizel,
genellikle bitkisel yaglarda bulunan triagilgliseridlerden (T AG'ler) tiretilmektedir. Biyodizel, mikrobiyal
yaglardan siirdiiriilebilir ve daha ekonomik olarak firetilirse, fosil yakitlarin yerini daha kolay alabilecegi
diistiniilmektedir (Thanapimmetha ve ark., 2019).

Bir yag asidi bilesimi olan mikrobiyal lipitler, birinci nesil biyodizel iiretimi i¢in alternatif bir
hammadde kaynagidir (Chang ve ark., 2013). Heterojen mikroorganizmalar grubu olan lipit iireten
mikroorganizmalara 6rnek olarak algler, bakteriler, kiifler ve mayalar verilebilir. Lipit iiretiminde kiifler
ve mayalar, farkli karbon kaynaklarindan beslenebildikleri ve biiylime siirelerinin kisa olmasi nedeniyle
bu mikroorganizmalar arasinda yaygin olarak tercih edilmektedir (Ma ve ark., 2018). Karmasik kimyasal
bilesime sahip lipitlerin kimyasal bilesimleri, mikrobiyal tiirlere ve biiylime kosullarina baghdir.
Palmitik, stearik, oleik ve linoleik asitler, mikrobiyal lipitlerde bulunan tipik yag asitleridir (Doan ve
ark., 2021).

Mikrobiyal lipitlerin iretimi i¢in diisiik maliyetli karbon kaynaklarinin kullanilmasi, {iretim
maliyetin diisiiriilmesi a¢isindan 6nemlidir. Bu sayede yenilenebilir enerji iiretimi, fosil yakit tiretimi ile
rekabet edebilir hale gelebilecektir (Hashem ve ark., 2021). Son yillarda lignoseliilozik biyorafineri
sayisinin artmastyla birlikte mikrobiyal lipit iiretimi i¢in lignoseliilozik hidrolizatlar, ham gliserol,
melas, atik pisirme yagi, atik su ve hayvan veya bitki yemi atiklar1 gibi diisiik maliyetli substratlarin
degerlendirilmesi 6nem kazanmistir (Diaz-Fernandez et al 2019). Ayrica, biyo-dizel ve oleokimyasal
iiretim tesisleri ile biyo-etanol ve/veya alkollii icecek iiretim tesisleri tarafindan 6nemli miktarlarda
gliserol igeren su atik olarak tiretilebilmektedir. Bu nedenle, ham gliserol, miktar1 giderek artan, ilgi
cekici bir endiistriyel atik haline gelmistir (Diamantopoulou ve ark., 2020). Ksiloz ve glikoz dogal
ortamlarda yaygin olarak bulunan, lignoseliilozik biyokiitlenin ve yenilenebilir hammadde kaynagi olan
seliiloz ile hemiseliilozun hidrolizi sonucu agiga ¢ikan temel sekerlerdir. Ayrica, bu sekerler diisiik
maliyetli olmalar1 nedeniyle siv1 yakit liretimi i¢in alternatif hammadde kaynagidirlar. Sekerleri lipitlere
dontistirmek i¢in diisiik maliyetli islemler tercih edilmektedir (Yamada ve ark., 2017). Bu
karbonhidratlar, topraktan veya diger dogal kaynaklardan izole edilen yag {ireticisi mayalar tarafindan
fermente edilerek bilesimi bitkisel yaga benzeyen ve biyodizele doniistiiriilebilen bazi mikrobiyal yaglari
iretmek icin kullanilabilmektedirler (Pan ve ark., 2009; Li ve ark., 2011).

Son yillarda, genetik stabilite, gevresel adaptasyon ve 6zel biyoteknolojik nitelikler gibi dnemli
ozelliklere sahip olmalarindan dolay1 lipit iiretimi de dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik iiretim
stireclerinde farkli ortamlardan izole edilen yeni mayalara olan ilgi 6nemli dl¢lide artmistir (Maina ve
ark., 2017; Filippousi ve ark., 2019). Ayrica bu yabani tip mayalarla ¢esitli fermantasyon siireglerinde
elde edilen ilging sonuglar (Berikten ve ark., 2021; Filippousi ve ark., 2019; Taccari ve ark., 2012), yeni
izole edilen mayalarla yapilan tarama ¢alismalarinin lipit tiretimi agisindan ¢ok onemli oldugunu
diistindiirmektedir. Son birka¢ yilda, lipit iireticisi mayalar tarafindan gliserol veya ksilozdan lipit
birikimine odaklanan makaleler yayinlanmistir (Diamantopoulou ve ark., 2020; Diaz-Fernandez ve ark.,
2019; Yamada ve ark., 2017; Sriwongchai ve ark., 2013), ancak yeni izole edilmis yag {ireticisi maya
tirlerinin bu iki substratta karsilastirmali taramasina iliskin sinirli sayida calisma mevcuttur. Bu
caligmada, biyodizel endiistrisinin bir yan {iriinii olan gliserol ve lignoseliilozik biyorafineri yan {irlinii
olan ksilozun biyodizel iiretiminde kullanilabilirligin arttirilmasina yonelik olarak bu ucuz karbon
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kaynaklarii metabolize ederek lipit iiretme potansiyeli olan yeni tiirlerin tespit edilmesi i¢in yabani tip
mayalarin taranmasi ve lipit iiretimlerinin karakterizasyonu amaclanmustir.

MATERYAL VE METOT

Mikroorganizmalar

Bu calismada ¢esitli boza 6rneklerinden izole edilmis olan ve 6nceki bir ¢alismamizda (Berikten
ve ark., 2021) ITS ve 26S rDNA’nin D1/D2 bdlgelerinin dizilenmesi yoluyla tanilanan 12 maya izolati
(Rhodotorula mucilaginosa 1-2-3-4, Wickerhamomyces anomalus, Saccharomyces cerevisiae,
Clavispora lusitaniae, Pichia fermentans 1-2-3, Pichia cactophila, Yarrowia lipolytica) kullanilmastir.

Mayalarin gliserol ve ksiloz ortaminda yag iiretim potansiyellerinin taranmasi

Maya izolatlari, Sudan Black B boyama teknigi (Kitcha ve Cheirsilp, 2011) ile kalitatif analiz
yoluyla tek karbon kaynagi olarak gliserol veya ksiloz igeren kati besiyerinde gelisen kolonilerinden
lipit tiretme yetenekleri agisindan taranmistir. Taze maya kiiltiirleri, gliserol petrileri [g/L. Yeast nitrogen
base amino asitler, ammonium sulfate icermeyen (YNB w/0 aa-AS) - 1.67, gliserol - 50, NH4NO3 — 5,
agar - 20] (Sriwongchai ve ark., 2013) ve ksiloz petrileri [g/L: ksiloz - 20, (NH4)2SO4 - 5, KH2PO4- 1,
MgSOQO4-7H20 -0.5, yeast extract - 0.5, Agar — 20] ( Pan ve ark., 2009) {izerine bir 6ze dolusu ekilmistir.
Petri kaplar1 30 °C'de iki giin inkiibe edildikten sonra her iki ortamda biiyiiyen maya kiiltiirlerinden
hazirlanan preparatlar Sudan Black B teknigi ile boyanmistir. Hazirlanan preparatlar, faz kontrast
mikroskobunda 100X’lik objektif altinda incelenmistir. Hiicre i¢inde mavi veya grimsi renkli lipit
globiillerinin varhigi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Pozitif sonu¢ alinan maya suslar1 lipit
iiretimi i¢in kullanilmustir.
Lipit iiretimi

Inokulum kiiltiir, Yeast Ekstrakt Pepton Dekstroz (YPD) agar iizerindeki gelistirilen maya
kolonilerden bir 6ze dolusu hiicre alinip 125 ml YPD broth'a (inokulum ortami) aktarilarak ve 150 rpm,
28 °C'de 72 saat inkiibe edilerek hazirlanmistir. Hazirlanan inokulum kiiltiirlerinden 1 mL, gliserol
fermentasyon ortami [g/L. Yeast nitrogen base amino asitler, ammonium sulfate icermeyen (YNB w/o
aa-AS) - 1.67, gliserol - 50, NH4NO3 — 5] (Sriwongchai ve ark., 2013) ve ksiloz fermantasyon ortami
[g/L: ksiloz - 40, (NH4)2SO4 - 5, KH2PO4 - 1, MgSO4-7H20 -0.5, yeast extract - 0.5] ( Pan ve ark.,
2009) olarak hazirlanan 50 ser mL’lik ortamlara ilave edilmistir. Karisimlar 28 °C'de 180 rpm'de
calkalanarak 4 giin boyunca inkiibe edilmistir. Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar Merck
Millipore'dan satin alinmistir. Hiicre kuru agirligi, lipit ekstraksiyonu ile lipit kuru agirligi ve
fermantasyon sonrasinda besiyerinde kalan gliserol ve ksiloz konsantrasyonu tayini asagidaki
yontemlerle gergeklestirilmistir. Tiim deneyler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Maya kuru agirhgmin belirlenmesi

Kiiltiirlerin 2 mL'si 5000xg'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Pelet iki kez 5 mL distile su ile
yikanmistir ve 60 °C'de sabit agirliga gelene kadar (yaklasik olarak 24 saat) kurutulmustur. Kuru hiicre
agirligi gravimetrik olarak belirlenmistir (Pan ve ark., 2009).

Lipit bilesiklerinin ekstraksiyonu

Toplam lipitler, tam lipit ekstraksiyonuna izin veren hizli bir prosediir ile elde edilmistir. 50 mL
hiicre kiiltiirleri 5000xg'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Maya peletleri iki kez distile su ile yikandiktan
sonra, icerisine 10 mL 4 M HCL ilave edilerek 60 °C'de 1-2 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra asitle
hidrolize edilmis maya peletleri, 20 mL kloroform/metanol soliisyonu (1:1) ile oda sicakliginda 2-3 saat
karistirtlmistir. Karigimlar, sulu ve organik fazlari ayirmak icin 2000xg'de 5 dakika santrifiijlenmistir.
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Lipitleri iceren alt fazlar, bir pastor pipeti ile alinarak kurumaya birakilmistir. Kuru lipit agirlig:
gravimetrik olarak belirlenmistir (Pan ve ark., 2009).
Gliserol ve ksiloz konsantrasyonunun belirlenmesi ve lipit iiretim parametrelerinin hesaplanmasi

Kiiltiir ortamindaki kalan gliserol ve ksiloz konsantrasyonu yiiksek basing sivi kromotografi
(HPLC) yontemi ile miktarlariin belirlenmesi ¢alismalarinda dortlii pompa, refraktif indeks dedektor,
otomatik enjeksiyon iinitesi ve kolon firinindan olusan Agilent 1100 serisi HPLC sistemi kullanilmgtir.
Analizler 60 °C de Aminex HPX 87H kolonda (300 mm x 7.8 mm, Biorad, Hercules/lUSA)
gerceklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL dir. Hareketli faz olarak 0,6 mL/dk akis hizinda 0.005 M
H2SO4 kullanilmigtir. Analiz siiresi toplam 60 dakikadir. Gliserol (Sigma Aldrich, %99) standardi 0.2-8
mg/mL derisim araliginda, ksiloz (Sigma Aldrich, %99) standardi ise 0.2-4 mg/mL derisim araliginda
hazirlanarak kalibrasyon dogrular1 hazirlanmis ve bu kalibrasyon dogrularina bagl olarak 6rneklerin
gliserol ve ksiloz derisimleri hesaplanmistir (Sluiter ve ark., 2008).

Besiyerinde kullanilmadan kalan ksiloz ve gliserol miktarlar1 kullanilarak mikroorganizmalarin
metabolize ettikleri ksiloz ve gliserol miktarlar1 hesaplanmistir. Biyokiitle (g/L) ve lipit miktar1 (g/L)
ile bu sonuglar kullanilarak lipit ylizdeleri hesaplanmistir. Lipit miktar1 (g/L)x1 g gliserol/ kalan gliserol
miktar1 (g/L) ve lipit miktar1 (g/L)x1 g ksiloz/ kalan ksiloz miktar1 (g/L) kullanilarak lipit verimi
hesaplanmustir.

Istatiksel Analiz

Mikrobiyal lipit iiretiminde yapilan analizlerin sonuglar1 en az {i¢ deneyin ortalamasi olarak ve
standart sapmalar1 (£) ile birlikte verilmistir. Yontemlerin ve uygulanan proseslerin karsilagtirilmasinda
alman verilere, Statgraphics 3.1 istatistik programi kullanilarak tekyonlii ANOVA testi uygulanmis ve
gruplar arasindaki farkliliklarin anlamlilik testleri, 0=0.95 giiven araliginda en kiigiik anlamli fark (Least
Significant Differences) testi uygulanarak gerceklestirilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Yag iireticisi mayalarin belirlenmesi

Maya izolatlar1 gliserol ve ksiloz igeren kat1 besiyeri ortamda gelistirildikten sonra ve lipit lireten
tiirlerin secilmesi i¢in Sudan Black B boyamasi yapilmistir. Sudan Black B boyamasi sonucunda (Sekil
1) test edilen 12 maya izolatinin tamaminin her iki ortamda da lipit tirettikleri belirlenmistir (Cizelge 1).
Gergeklestirilen boyama yontemine gére Rhodotorula mucilaginosa 2 ksiloz ortami i¢in Pichia
fermentans 3 ve Yarrowia lipolytica ise gliserol ortami i¢in hiicreleri igerisinde en ¢ok lipit damlasi
gbzlenen tiirler olarak belirlenmistir. Bu teknik, hiicresel lipit igerigi hakkinda kesin bir bilgi vermese
de kismen test edilen maya kolonilerinin lipit biriktirme yetenegi hakkinda hizli bir sekilde fikir sahibi
olunmasini saglamaktadir. Kitcha ve Cheirsilp (2011) yapmis olduklari ¢alismada 889 adet maya
izolatinin lipit liretim yetenegine sahip olup olmadiklarini Sudan Black B boyamasi ile belirlemigler ve
23 izolatin potansiyel lipit iireticisi olduklarini ortaya koyarak bizim ¢alismamizda oldugu gibi hizli bir
tarama gergeklestirmislerdir.
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Cizelge 1. Sudan Black B boyama ile lipit tiretiminin degerlendirilmesi

Maya tiirii Yag damlalary/Ksiloz ortamm Yag damlalary/Gliserol ortam
Pichia fermentans 1 ++ +
Pichia fermentans 2 +/- ++
Pichia fermentans 3 ++ +++
Rhodotorula mucilaginosa 1 =~ ++ ++
Rhodotorula mucilaginosa 2~ +++ ++
Rhodotorula mucilaginosa 3~ + +
Rhodotorula mucilaginosa 4 + ++
Wickerhamomyces anomalus ~ +/- +
Clavispora lusitaniae ++ +
Saccharomyces cerevisiae + +
Yarrowia lipolytica + +++
Pichia cactophila + ++

(Not: hiicre igerisindeki yag damlalarinin yogunlugu +/- nadir, + sinirli , ++ az yogun, +++ ¢ok yogun)

g3 g
Sekil 1. Pichia cactophila’nin gliserol ortaminda lipit tiretiminin Sudan Black B boyama ile mikroskobik
goriintiisii [Faz kontrast mikroskobu (Nikon Eclipse 80i) ve immersiyon objektifi (100x)]

Lipit iiretiminin degerlendirilmesi

Calismada kullanilan 12 maya izolatinin lipit taramasi ile tamaminin her iki ortamda da lipit
tirettiklerinin belirlenmesi sonucunda lipit {iretiminin karakterizasyonu i¢in fermantasyon ortamlarina
gelisimleri ile hazirlanmis olan hiicreler kullanilarak lipit ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Her bir
maya kiltiirti iki farkli besiyeri ortamindan elde edilen hiicrelerin biyokiitleleri, lipit yiizdeleri, lipit
icerigi ve lipit verimi dahil olmak {izere Cizelge 2-3'te listelenen bir dizi parametre i¢in karakterize
edilmistir.

Lipit iiretimi sonrasinda hiicrelerin ayrilmasi neticesinde arta kalan besiyeri numunelerinde kalan
gliseroliin ve ksilozun analizi NREL metoduna gore gerceklestirilmistir. Gliserol ve ksiloz standartlari
icin elde edilen HPLC kromatogramlar1 ve kalibrasyon denklemleri Sekil 2 ve 3’te verilmistir. HPLC
ile elde edilen sonuglara gore besiyeri igerisinde mikroorganizmalarin metabolize etmedikleri ksiloz ve
gliserol miktarlar1 belirlenmistir. Mikroorganizmalarin kullandiklar1 ksiloz ve gliserol miktart, lipit kuru
agirhig1 ve maya kuru agirliklar: kullanilarak hesaplamalar yapilmis ve Cizelge 2°de ksiloz fermantasyon
ortaminda, Cizelge 3’te ise gliserol fermantasyon ortaminda {iretilen tiim suslarin biyokiitle ve lipit
karakterizasyon parametreleri verilmistir.
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nRIU ]
25000 —

20000 ]
15000 -
10000 -

5000 -] |

s

-5000 ]

-10000

T T T T
o 20 30 40 50

Sekil 2. Gliserol standarti1 icin HPLC kromatogrami (Gliserol RT=12.7, kalibrasyon denklemi
y=199317x — 7851)

RID1 A, Refractive Index Signal (2017O0ON~1\20141140130002-0201.D)
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Sekil 3. Ksiloz standarti igin HPLC kromatogrami (Ksiloz RT=9.05, kalibrasyon denklemi y=229300x
— 3288)

Lignoseliilozik malzemelerin hidrolizinin birincil bileseni olan ksilozun lipit tiretiminde kullanimu,
ksilozun tam olarak metabolize edilememesinden dolay1 arastirilmasi devam eden onemli bir sorun
haline gelmistir. Yag lireticisi mayalar, ksiloz ve glikozu ayni anda kullanabildikleri i¢in endiistriyel
uygulamalarda 6nemli beklentilere sahiptirler (Pan ve ark., 2009). izolatlardan Yarrowia lipolytica
(%81.34) ve Pichia fermentans 1 (%79.11) ksiloz igeren fermantasyon ortaminda en yiiksek lipit yiizdesi
elde edilen tiirlerdir. Tarama ile lipit tiretimleri belirlenen 12 maya izolatindan ksiloz fermentasyon
ortaminda az veya c¢ok lipit eldesinin gergeklestirilmis olmasi taramanin dogrulugunun gostergesidir.
Yarrowia lipolytica’dan %81.34 ile en yiiksek lipit icerigi elde edilirken Pichia fermentans 2’den 0.84
g/L olarak en yiiksek lipit verimi belirlenmistir.

Dort giinliik inkiibasyon sonrasinda besiyerinde kullanilmadan kalan ksiloz analizi yapilmistir ve
analiz sonucu ¢ogu mikroorganizmanin besiyerine ilave edilmis olan ksilozun ¢ok az kismini
kullanabildiklerini gostermistir (Cizelge 2). Yalnizca Clavispora lusitaniae besiyerine konulan ksilozun
biiyiik bir boliimiini (34.84g/L) kullanmigtir. Ancak, kullanilan ksilozu lipitlere doniistiirmede yiiksek
bir oran (%7.69) elde edilememistir. ileride ksiloz ortaminda lipit {iretimi igin secilecek olan mayalarda
yapilacak optimizasyon ¢aligmalari ile ksiloz kullanim oraninin arttirilabilecegi diistiniilmektedir. Bunun
yaninda besiyeri ortaminda fermantasyon sonrasinda karbon kaynaginin kalmis olmasi hiicresel lipitlerin
lipit dis1 yapilarin sentezinde heniiz kullanilmadigini da gostermektedir (Fakas ve ark., 2007). Lipit
katsayisina bakildiginda Pichia fermentans 1’in 0.79 g /g ksiloz ile en yiiksek 1 g ksiloz basina iiretilen
lipit miktarint verdigi goriilmiistiir. Bu miktar benzer 20 yag {ireticisi mayanin ksiloz iizerindeki lipit
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tiretimlerinin karakterize edildigi bir ¢aligmada en yiiksek lipit kat sayisi olarak elde edilen 0.15 g/g
ksiloz miktarinin oldukga tizerindedir (Pan ve ark., 2009).

12 izolattan Pichia fermentans 2 (%98.90) ve Yarrowia lipolytica (%94.62) gliserol iceren
fermentasyon ortaminda en yiiksek lipit katsayisi ile yiiksek lipit ylizde degeri elde edilen tiirlerdir.
Cizelge 3, gliserol fermentasyon ortaminda iiretilen tiim suslarin biyokiitle ve lipit verim parametrelerini
gostermektedir. Tarama ile lipit liretimleri belirlenen 12 maya izolatindan elde edilen en diisiik lipit
yiizdesinin (%19.18) olmasi taramanin dogrulugunun gostergesidir. Pichia fermentans 2 'nin %98.90
lipit igerigi ve 12,86 g/L lipit verimi (12 g/L biyokiitle) verdigi belirlenmistir. Gliserol ortaminda yiiksek
lipit birikimi ve ayrica yiiksek lipit verimi, atik ham gliserol ile yapilacak lipit tiretim ¢aligmalarinda
Pichia fermentans 2’nin kullanilabilecegini gostermistir.

Gliserolden lipit tiretiminde ¢alismada test edilen mayalarin kullanilabilirligini gostermek igin,
caligmanin lipit liretim sonuglar1 ile tek karbon kaynagi olarak ham gliserol kullanan diger
mikroorganizmalar karsilastirilmistir. Yarrowia lipolytica ATCC 20460'in fermentasyondan sonra
biyokiitlesi, lipit igerigi ve lipit miktar1 sirasiyla 11.6 g/L, %31 ve 3.6 g/L olarak belirlenmistir (Sestric
ve ark., 2014). Fermentasyondan sonra Cryptococcus curvatus ATCC 20509'un biyokiitlesi, lipit i¢erigi
ve lipit miktar sirasiyla 29.2 g/L, %26.0 ve 7.7 g/L olmustur (Leiva-Candia ve ark., 2015). Rhodotorula
glutinis TISTR 5159'un biyokiitlesi, lipit igerigi, lipit miktar1 ve lipit verimi sirasiyla 8.17 g/L, %53, 4.3
g/L ve %7 dir (Saenge ve ark., 2011). 8 giinliikk fermentasyondan sonra Trichosporon fermentans ve
Trichosporon cutaneum'un biyokiitlesi, lipit i¢erigi, lipit miktar1 ve lipit verimi sirastyla 16.0 g/L, %32.4,
52¢/L,%16.5ve 17.4 g/L, %32.2,5.6 g/L, %17.0 olmustur (Liu ve ark., 2017). Bu ¢aligmada kullanilan
12 izolatin biyokiitle ve lipit verim parametreleri, yukaridaki ¢aligmalardaki suslarinkilere yakin veya
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismadaki suslar ile tek karbon kaynagi olarak ham gliseroliin
kullanilacag1 lipit liretim caligmalarinda iiretim parametrelerinin optimizasyonu sonrasinda verimli
sonuglarin alinabilecegini gostermistir.

Cizelge 2. Ksiloz liretim ortaminda lipit karakterizasyon sonuglari

Maya tiirii Kuru Biyokiitle Lipit kuru Lipit verimi Kullamlan % lipit Lipit Kkatsayisi
hiicre (g/L) agirhiklan (g/L) ksiloz (g lipit/g ksiloz)
agirhg (mg) miktari (g/L)
(mg)
Pichia fermentans 1 2+0.14 1+0.07 34+1.94 0.79+0.05 1.00+0.09 79.11+1.04  0.79%£0.026
Pichia fermentans 2 14+0.73 7+0.36 36+0.76 0.84+0.02 17.45+1.26 11.97%+0.37  0.05%0.002
Pichia fermentans 3 10+0.53 5+0.27 27+0.86 0.63+0.02 19.80+0.65 12.57%+0.26  0.03°+0.001
Rhodotorula
mucilaginosa 1 10+1.10 5+0.55 47+3.43 1.09+0.08 18.03+0.96 21.92+0.82  0.06%+0.001
Rhodotorula
mucilaginosa 2 8+0.62 4+0.31 33+1.42 0.77+0.03 14.13£0.62 19.22°40.66  0.054%+0.001
Rhodotorula
mucilaginosa 3 7+0.70 3.5¢0.35  34+2.99 0.79+0.07 14.95+1.23 22.61%+0.27  0.053%+0.001
Rhodotorula
mucilaginosa 4 15+0.50 7.5£0.25  39+1.87 0.91+0.04 14.38+0.91 12.09%+0.18  0.06°£0.001
Wickerhamomyces
anomalus 9+0.65 4.5+0.32  3+0.33 0.07+0.01 17.65+0.78 1.55%0.06  0.004%£0.0001
Clavispora lusitaniae ~ 26+0.83 13+0.42 43+2.37 1+0.06 34.84+1.46 7.69%£0.18  0.03°+0.001
Saccharomyces
cerevisiae 4+0.22 2+0.11 22+1.96 0.51+0.05 4.424+0.30 25.559+0.87  0.12%+0.002
Yarrowia lipolytica 2+0.05 1+0.03 3542.38 0.81+0.06 13.80+0.52 81.34'+3.34  0.06%+0.002
Pichia cactophila 14.6x1.12  7.3x0.56 11+0.44 0.26+0.01 18.46+1.02 3.51°+0.3 0,0120.0001

Not: ortalama degerler + standart sapmalart ile verilmistir. Ayni parametrenin farkli etkilerindeki farkli harfler ortalama degerler arasinda

anlamli bir (p<0.05) fark oldugunu gostermektedir.
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Yag iireticisi mayalar tek hiicre yaglarinin (SCO) iiretimi igin siklikla kullanilmaktadir. Bu
biyoproseslerin ekonomik hale getirilmesi, karbon veya azot kaynaklari olarak sifir veya negatif degerli
atik substratlarin kullaniminda daha elverisli hale gelmektedir. Calismamizda kullanilan hem ksiloz hem
de gliserol ¢esitli iiretim siireglerinde ortaya ¢ikan degerli atiklar arasinda yer almaktadir. Lipit yiizdeleri
acisindan degerlendirildiginde her iki iiretim ortaminda da en yiiksek sonuglar Yarrowia lipolytica izolati
ile elde edilmistir. Y. lipolytica tiiriiniin yag iireticisi (oleaginous) oldugu pek ¢ok calisma ile
gosterilmistir (Sestric ve ark., 2014; Ageitos ve ark., 2011). Bizim ¢alismamizda elde edilen sonuglar
hem bunu dogrulamis hem de bu mikroorganizma ile karbon kaynagi olarak ksiloz ve gliserol igeren
ortamlarda gergeklestirilecek lipit liretim ¢aligmalarinda kullanilabilecegini gostermistir.

Cizelge 3. Gliserol iiretim ortaminda lipit karakterizasyon sonuglari

Maya tiirii Kuru Biyokiitle Lipit kuru Lipitverimi Kullanilan % lipit Lipit katsayisi
hiicre (g/L) agirhklan (g/L) gliserol (g lipit/g
agirhg (mg) miktari (g/L) gliserol)
(mg)

Pichia fermentans 1 27+0.67 13.5¢0.34 52+1.66 2.97+0.10 27.13+0.95 22.012°+0.15 0.112+0.0003

Pichia fermentans 2 24+1.85 12+0.92 225+15.30 12.86+0.87 16.82+0.74 107.19"+0.97 0.76%+0.018b

Pichia fermentans 3  19+1.05 9.5+0.52 60+3.42 3.43+0.20 12.80+0.87 36.096+0.07 0.27°+0.003

Rhodotorula

mucilaginosa 1 13+0.59 6.5+£0.29 56+2.24 3.2+0.13 7.37£0.55 49.24%+0.25 0.44°£0.015

Rhodotorula

mucilaginosa 2 26+1.17 13+0.59 59+6.49 3.37+0.37 12.35+0.93 25.88°£1.69 0.27°+0.01

Rhodotorula

mucilaginosa 3 25+1.75 12.5+0.88  42+3.74 2.4+0.21 17.94+1.61 19.18%+0.37 0.13%0.001

Rhodotorula

mucilaginosa 4 21+2.31 10.5¢1.16  56+3.08 3.24+0.18 13.27+0.70 30.60%£1.70 0.24°+0.001

Wickerhamomyces

anomalus 31+0.84 15.5+0.42 63+2.71 3.6£0.15 32.89+1.25 23.220¢+0.37 0.112+0.001

Clavispora

lusitaniae 28+0.92 14+0.46 55+2.64 3.14+0.15 25.20+1.59 22.44%°+£0.34  0.13%0.002

Saccharomyces

cerevisiae 27+0.89 13.5+0.45 49+4.31 2.8+0.25 20.93+1.32 20.72%+1.14 0.13%0.003

Yarrowia lipolytica  6.80+0.68  3.40+0.34 56+1.18 3.20+0.07 1.84+0.15 94.629+7.52 1.74%+£0.107

Pichia cactophila 28+0.76 14+0.38  75+5.47 4.29+0.31 17.40+0.66 30.59%+1.41 0.25P+0.009

Not: ortalama degerler = standart sapmalart ile verilmistir. Ayni parametrenin farkli etkilerindeki farkl: harfler ortalama degerler arasinda
anlamli bir (p<0.05) fark oldugunu gosterir.

SONUC

Bu c¢alismada, tek karbon kaynagi olarak gliserolii veya ksilozu metabolize eden yag iireticisi
mayalarin belirlenmesi ve lipit tiretimlerinin karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Test edilen 12 maya
sugunun tamaminin potansiyel lipit Uireticileri olduklar1 belirlenmistir. Biyodizel endiistrisinin bir yan
iriinii olan ham gliserol ve lignoseliilozik biyorafineri yan iirlinii olan ksilozun biyodizel iiretiminde
kullanilabilirligin arttirilmasi i¢in bu karbon kaynaklarini metabolize ederek lipit liretme potansiyeli olan
mikroorganizmalarin taranmasi olduk¢a oOnemlidir. Potansiyel lipit {reticisi mayalarin taranmasi,
tanimlanmas1 ve lipit iiretiminin karakterizasyonu, mikrobiyal biyodizel {iretiminin ilk agamasidir.
Yabani tip mayalar kullanilarak yapilmig olan bu tarama ¢alismasi ile bu iki ucuz karbon kaynaginin
katma degeri yliksek bir iirline mikrobiyal doniisiimiiniin ilk ve en 6nemli basamag: gerceklestirilerek,
bu doniisiimde kullanilabilecek yeni tiirlerin tespitine ¢alisiimistir. Ksiloz ve gliserolden lipit iiretimini
artirmak icin, gelecekteki arastirmalarin mayalar tarafindan lipit {iretimi i¢in fermantasyon kosullarmin
optimizasyonu ve lipit {retici tiirlerin verimini arttirmak i¢in mutogenez, genetik miihendisligi
caligmalarina yogunlasmasi gerektigini diislinmekteyiz. Bu calismadan elde edilen tiim sonuglar,

biyodizel iiretiminde kullanilabilecek mikrobiyal lipitleri sentezleyecek alternatif mikroorganizmalarin
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bulunmasi ic¢in yag ireticisi mikroorganizmalarin taranmasmin 6nemli oldugunu ve c¢aligmada
kullanilmig olan 12 maya susunun bu anlamada potansiyele sahip oldugunu gostermistir.
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