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Bu calismanin amacl, ¢esitli gida 6rneklerinden izole edilmis maya tiirlerinin lipit igerigi, lipit verimi ve yag asidi profili bakimindan biyodizel iiretim
potansiyellerini belirlemektir. Bu ama¢ dogrultusunda; ¢alismada gesitli gida tiriinlerinden izole edilen 7 maya izolati, pH 5,5, 30 °C sicaklik 100 rpm
(calkalama hiz1) ve 24 saat siirede hem optimal besiyerinde (azot varliginda) hem de lipit iiretim besiyerinde (azot yoklugu) inkiibe edilerek lipit verimi
ve % lipit miktar1 bakimindan kargilagtinilmistir. Calismada kullanilan Pichia kudriavzevii tiriiniin yiiksek lipit igerigine ve lipit verimine sahip
olmasinin yani sira elde edilen lipitlerin biiyiik bolimiiniin C16 ve C18 metil esterlerinden olugmast bu mayalarin sentezledigi lipitlerin biyodizel

iretiminde hammadde olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Maya; Biyodizel; Mikrobiyal Lipit; Pichia kudriavzevi.

Production of Lipids From Yeast Isolated From Various Food Products

Abstract

The aim of this study is to determine the biodiesel production potential of yeast strains isolated from various food samples in terms of lipid content,
lipid yield and fatty acid profile. In accordance with this purpose; In the study, 7 yeast isolates isolated from various food products were incubated at
pH 5.5, 30 oC temperature, 100 rpm (shaking speed) and 24 hours in both optimal medium (in the presence of nitrogen) and lipid production medium
(lack of nitrogen) to increase lipid yield and Compared in terms of % lipid content. The fact that the Pichia kudriavzevii species used in the study has
high lipid content and lipid yield, as well as the fact that most of the lipids obtained are composed of C16 and C18 methyl esters, has shown that the
lipids synthesized by these yeasts have the potential to be used as a raw material in the production of biodiesel.
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1. Giris

Enerjinin, tiim iilkelerde ekonomik ve sosyal kalkinma ile yasam kalitesinin gelismesi bakimindan temel bir
ihtiya¢ oldugu asikardir. Diinyada iilkelerin giderek kalkinmasiyla ortaya c¢ikan enerji talebindeki artis ve bu talebin
giderek azalan fosil enerji kaynaklar ile karsilanamamasi, insanlig1 yeni ve yenilenebilir enerji kaynaklar1 aramaya
yonlendirmistir. Diinyada ve {ilkemizde alternatif enerji kaynaklar1 arasinda bulunan biyodizel, son dénemlerde énemi
oldukga artan yenilebilir enerji kaynaklarindan biridir. Biyodizel, bitkisel ve hayvansal yaglar ile atik yaglar gibi yerli ve
yenilenebilir kaynaklardan iiretilen bir dizel alternatifidir [1]. Uretiminde kullamlan temel hammaddenin bitkisel yaglar
olmasi ve bu yaglarin 6zellikle tarim {iriinii agirlikli olmasi, biyodizel iiretimini kisitlamaktadir.

Mikroorganizmalar, bitkiler ile kiyaslandiginda; kisa yasam dongiisiine sahip olmalari, daha az ¢aba
gerektirmeleri, mevsimlerden daha az etkilenmeleri, kii¢iilk alanda daha biiyiik dlcekte iiretilebilmeleri gibi cesitli
avantajlara sahiptir [2]. Bu avantajlarla birlikte diinya genelinde fosil yakit kaynaklarinin hizla tiikkenmesi ve fosil
yakitlarin ¢cevresel zararlarindan dolay1, ¢evre dostu bir enerji kaynagi olan biyodizelin iiretilmesi i¢cin mikrobiyal yaglarin
kullanilmasi ideal bir stratejidir.

Maya, mantar ve mikroalgler bilesimi bitkisel yaglara benzeyen triasilgliseritleri (TAGs)’leri sentezleyebilirken,
bakterilerin ¢ogu spesifik yaglari sentezleyebilmektedirler. TAG’ler biyodizel iiretimi i¢in ana materyallerdir ve birgok
mikroorganizma tarafindan hiicre iginde yiiksek miktarlarda iiretilebilmektedir. Biyodizel iiretimi i¢in diger nemli
kaynak materyali ise mayalardir. Rhodosporidium toruloides, Lipomyces starkeyi, Yarrowia lipolytica, Cryptococcus
curvatis gibi bazi mayalarin kuru agirliklarinin %20’sinden daha fazla lipit tiretimi yapabildigi bilinmektedir [2,3].
Mayalar glikoz, ksiloz, gliserol, nisasta, lignoselliiloz, tarima dayali sanayi atiklar1 gibi ¢esitli karbon kaynaklarini lipit
iiretimi i¢in kullanabilirler. Fakat her durumda lipit iiretimi karbon haricindeki bir besin elementinin sinirlandirilmasi ile
olusturulan kosullar altinda ger¢eklesmektedir [4].

Genellikle yag tireten mayalar, diger mayalarla kiyaslandiginda daha yavag gelistikleri goriiliir. Bu sebeple, lipit
tiretimi yapan mayalardan lipit iiretimi agisindan maksimum verim alabilmek i¢in uzun bir siireye ihtiyag vardir [5].

Yagli mikroorganizmalarin karbon seviyesinin yiiksek oldugu durumlarda ve besiyeri igeriginde herhangi bir
element sinirlandiginda yagli mikroorganizmalar depo yagi olan triagilgliserolleri liretmeye baslarlar. Yag iiretimini
besiyerine ilave edilen ¢esitli elementlerin orani tetikleyebilir. Yagli mikroorganizmalarla yapilan ¢aligmalarda yag
iretiminin arttirilmasi amaciyla 6zellikle azot sinirlamast siklikla kullanilmaktadir. Bazi inorganik tuzlarin (fosfat,
magnezyum, demir veya siilfat) ve vitaminlerin de azotun diginda yag iiretim metabolizmasini etkiledigi belirtilmistir [6].

Bu ¢aligmada gesitli gida iiriinlerinden izole edilen mayalarin mikrobiyal lipit iiretim kapasitelerinin arastirilmasi
hedeflenmistir. Bu amagla cesitli gida {iriinlerinden maya izalosyonu gergeklestirerek izole edilen mayalar farkli pH
degerlerinde azot varligi/azot yoklugu stresi igeren iki farkli besiyerinde biyokiitle artist ve lipit verimi agisindan
degerlendirilmistir. Daha sonra hiicre igi mikrobiyal lipit {iretme verimi ve % lipit miktar1 en yiiksek olan 2 adet maya
izolatinin segilerek tiir tanimlamasimin yapilmasi ve yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi hedeflenmistir. Elde
edilecek verilerle bu mayalarin biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullanilabilme potansiyelinin var olup olmadig
ortaya konulacaktir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Calismada kullanilan gida érnekleri
Calismada Nevsehir ilinde ev yapimi elma sirkesi, tursu suyu, salgam, zeytinli yag, ¢ig siit, tereyagi, yogurt,
domates sosu gibi gida iirlinleri maya izolasyon kaynagi olarak kullanilmistir.
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2.2. Ornek alimi ve izolasyon

Maya izolasyon kaynagi olarak kullanilan gesitli gidalar elma sirkesi, tursu suyu, salgam, zeytinli yag, ¢ig siit,
tereyagl, yogurt, domates sosundan ornek alirken plastik 6zeler numuneler icerisine batirilarak 6rnek alimi yapilmistir.
S1v1 besi yerine ekim plastik 6zelerle alinan numuneler icerisine batirilmis besi yerine drneklerin ge¢mesi icin plastik 6ze
bir miktar igerisinde karistirilmistir. Ekim iglemi bittikten sonra agzi1 kapatilan siv1 besi yerleri ireme olmast i¢in 30 °C’de
etiivde 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibe edilmis ve iireme ger¢eklesmis olan s1vi besi yerlerinden batirma yontemiyle plastik 6ze yardimiyla 6rnek
almarak kat1 besi yerine ¢izgi ekim yapilmistir ve 30 °C “de etiivde bir giin inkiibe edilmistir. Besiyerleri izerinde gelisen
koloniler arasinda farkli goriiniime sahip olanlar plastik 6ze yardimiyla alinarak tekrar ayni besiyerlerine ¢izgi ekim
yontemi ile ekilmistir. Bu iglem saf goriiniimlii koloniler elde edilinceye degin tekrarlanmusgtir.

2.2.1. Alinan érneklerin Gram boyama islemi

Yapilan izolasyon g¢alismasi sonucunda olusan izolatlar gram boyama yontemi ile boyanmistir. Gram boyama
isleminde kullanilan kimyasallar; kristal viyole, lugol ¢ozeltisi, % 95’lik etanol, safranin boya ¢ozeltisidir.

Gram boyama ydnteminde belli bir sira izlenerek su islemler yapilmustir. {1k olarak lamlarin iizerine saf su eklenmis
ve bu islemin ardindan demir 6ze bek alevinde steril edilmistir. Besi yerinden numune alinarak lam {izerine iyice
yayilmigtir. Ardindan lam iizerinde bulunan fazla su buharlagtirmak ve lami kurutmak i¢in bek alevinden gegirilmistir.
Kurutulan lama ilk olarak kristal viyole damlatilmistir. Bir dakika beklendikten sonra saf sudan gegcirilmistir. Bu igslem
sonrasinda lam iizerine lugol ¢ozeltisi eklenmis bir dakika beklendikten sonra saf sudan gegirilmistir. Daha sonra iizerine
etil alkol ¢ozeltisi damlatilmis ve 10-15 saniye bekletilip ardindan bol saf sudan gecirilmistir. Son islem olarak lam
iizerine safranin boyasi damlatilmig ve 30 saniye bekletilip ardindan saf sudan gegirilmistir. Bu islemlerin sonunda 1slak
olan lamlar temiz bir kagit havlu {izerinde kurumaya birakilmistir.

2.2.2. Izolatlarin mikroskopta incelenmesi

Gram boyama sonucu kuruyan boyali lamlarin iizerindeki mikroorganizmalarin {izerine immersiyon yagi
damlatilarak mikroskop yardimiyla 100x immersiyon objektifinde incelenmistir. Inceleme sonucu boyama islemi yapilan
lamlarda mor renkte goriillen mikroorganizmalar gram (+), pembe-kirmizi renkte goriilenler ise gram (-) olarak
degerlendirilmistir. Mikroskopta incelemeler sonucu Ornekler igeresindeki mayalar belirlenmistir. Elimizde bulunan
toplam 60 izolat igerisinde 7 izolatin maya oldugu tespit edilmistir.

2.2.3. Calismada kullanzlan besiyerleri
Calismada maya kiiltiirlerinin tretimi amaciyla optimal besiyeri (azot varligi) ve lipit dretim besiyeri (azot
acligi) olmak tizere iki ¢esit besiyeri kullanilmistir. Tam besiyerleri ekim iglemleri 6ncesinde 120 °C ‘de 1 saat 15
dakika otoklav edilmistir.

2.2.4. Optimal besiyeri

Stok maya kiiltiirlerinin tretildigi optimal besiyerinin igerigi Tablo 2.1.’de verilmistir. Besiyeri baslangig

pH’s1, HCI ve NaOH ile ayarlanmustir.

Tablo 2.1. Caligmada kullanilan optimal besiyeri icerigi

Glikoz 10 g/L
Pepton 5g/L
Maya Oziitii 3g/L
Malt bziitii 3g/L
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2.2.5. Lipit éiretim besiyeri

Tablo 2.2.°de igerigi verilen lipit dretim besiyerinin baglangic pH’st ortama 1N HCI ve 1 N NaOH ilave edilerek pH

5,5’e ayarlandi.
Tablo 2.2. Caligmada kullanilan lipit iiretim besiyeri igerigi

Glikoz 70 g/L
Maya Oziitii 0.75 g/L
Amonyum Siilfat (NH4)2S04 0.55 g/L
Potasyum Siilfat KH2PO4 0.40 g/L
Magnezyum Siilfat MgSO4-7H20 2g/L

2.3. Azot yoklugu stresinin uygulanmasi

PDA ortaminda yatik agarda muhafaza edilen maya kiiltiirlerinin aktiflestirilmesi i¢in igne uclu 6ze yardimiyla
alian maya kiltiirii batirma yontemiyle 100 mL stok besiyeri i¢eren 250 mL’lik erlenlere ekilmistir. Hazirlanan maya
kiiltiirleri 30°C’de 100 rpm’de ¢alkalamali inkiibatérde (Niive ES 110) 1 giin siire ile inkiibe edilmistir. Daha sonra sivi
maya kiiltiiriinden aseptik kosullarda alinan 5 mL kiltiir, tekrar 100 mL stok besiyeri i¢eren 250 mL’lik erlenlere
ekilmistir. 30°C’de 100 rpm’de ¢alkalamali etiivde 1 giin inkiibe edilen maya kiiltiirleri optimal besiyeri (azot varlig1) ve
lipit tiretimini tesvik edici besiyerine (azot yoklugu) ekilmek {izere hazir hale getirilmistir.

Azot yoklugu stresi olugturmak i¢in; stok besiyerinde 1 giin ¢ogalan drneklerden 20 ml alinmis ve alinan hiicreler
santrifiijle toplandiktan sonra iist faz atilarak, atilan iist faz yerine igerisinde lipit iiretim besiyeri ile siispanse edilmistir.
Lipit tiretim besiyeri/N- ile siispanse edilmis hiicreler, igerisinde 100 ml lipit tiretim besiyeri/N- bulunan 250 mL’lik
erlenlere ekim yapilmistir. Ekim yapilan erlenler INFORS-HT marka inkiibatérde 28°C, 80 rpm’de 1 giin inkiibasyona
birakilmistir. Azot stres denemesiyle ayni anda optimal besiyerine (optimal besiyeri/N+) de maya hiicrelerinin ekimi
yapilmistir. Her izolat i¢in hem optimal besiyeri (optimal besiyeri/N+) hem de azot yoklugu besiyerine lipit iiretim
besiyeri/N+ besiyerinde 1 giin boyunca ¢ogaltilmis tek bir stoktan ekim yapilmistir.

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

2.4. Biyokiitle veriminin saptanmasi

Biyokiitle veriminin saptanmasi i¢in biyokiitle verimi: (N2-N1)/(t>-t1) formiilii kullanilmigtir ve formiilde yer
alan; N2: t2 zamanindaki biyokiitle konsantrasyonu (mg/L), N1: t1 zamanindaki biyokiitle konsantrasyonu, biyokiitle
konsantrasyonu: mg/litre/giin (1 giinde 1 Lt besiyerinden elde edilen mg maya biyokiitlesi) ifade etmektedir [7,8].

T1 zamamindaki baslangic biyokiitlesini (N1) belirlemek icin; ana stoktan (1 giin boyunca optimal kosullarda
¢ogaltilmig yaklagik 100 ml hiicre) 3 defa 20°ser mL hiicre alinmis ve hiicreler santrifiijle (3000 rpm’de 5 dk) toplandiktan
sonra Ust fazlart atilmigtir. Sadece hiicre bulunan tiiplere saf su eklenerek saf suyla yikama yapilmistir. Yikanan hiicreler
tekrar toplandiktan ve {ist fazlar1 dokiildiikten sonra, agirlig1 hassas terazide tartilmis ve agirligi kaydedilmis olan 1,5 mL
polipropilen tiiplere aktarilmistir. Icerisinde hiicre bulunan tiipler 65°C’de etiivde yaklasik 15 saat birakilmistir. Kuruyan
hiicrelerin bulundugu tiipler tekrar hassas terazide tartilmis ve agirliklar kaydedilmistir. Icerisinde kuru maya biyokiitlesi
bulunan tiip agirlindan, ayni tiipiin bos agirligi ¢ikarilarak 20 ml hiicrenin kuru agirlig1 saptanmistir. Saptanan kuru agirlik
mg/L olarak ifade edilmistir.

T2 zamamindaki biyokiitleyi (N2) belirlemek icin; 1 giinliik inkiibasyonun sonunda hem N+ (azot varlig1) hem de N-

(azot yoklugu) besiyerlerinde ¢ogalan hiicrelerdeki her erlenden (her izolat igin 1 erlen N+, 1 erlen N-) 3’er defa 20’ser
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mL hiicre otomatik pipetle ¢ekilmis ve kuru agirliklar1 yukari satirlarda belirtildigi sekliyle saptanmistir. Saptanan kuru

agirlik mg/L olarak ifade edilmistir.

2.5. Toplam lipit miktarinin saptanmasi

Toplam lipit miktarinin saptanmast i¢in spektrofotometrik bir yontem olan SPV (siilfo-fosfo-vanilin) yontemi
kullanilmustir [9,10]

Ornekler icin; 1 ml hiicre alinarak santrifiij edilmis ve iist faz atilmustir. Tiipte kalan hiicre peletinin iizerine 100 uL
saf su eklenmis ve hiicreler cam tiiplere alinmistir. Cam tiiplerin icerisine 2 ml siilfiirik asit (%95-98) eklenerek 100°C'de
10 dk sicak su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra buz iizerinde sogutulan tiiplerin igerisine 5 ml fosforik asit+vanilin
¢ozeltisi eklenmis ve tiipler 30°C'de 15 dk bekletilmistir. Beklemeden sonra spektrofotometre cihazinda 530 nm'de okuma
yapilmigtir. Kor i¢in igerisinde 100 pL saf su olan cam tiipler kullanilmigtir. Analizler 3 tekrarli olacak sekilde yapilmis
ve her numune i¢in 530 nm’de okunan OD degerlerinin ortalamasi alinmistir. Elde edilen OD degerleri daha 6nce Enver
Ersoy ANDEDEN’in doktora tez ¢alismasinda kanola yaginin farkli konsantrasyonlarini kullanarak olusturmus oldugu
standart egri grafigindeki denkleme konularak lipit miktar: saptnmstir [11]. Kuru agirhikta % lipit miktari: 100 x lipit
miktar1 (ug)/biyokiitle miktart (ug) formiiliiyle saptanmustir.

2.6. Lipit veriminin saptanmasi

Azot yokluguna maruz birakilan ve optimal kosullarda ¢ogaltilan hiicrelerde lipit veriminin saptanmasi i¢in; Lipit
verimi (mg/L/giin): Biyokiitle verimi % kuru hiicre agirliginda % lipit formiilii kullanilmis [12,7,8] ve formiilde yer alan
biyokiitle veriminin nasil saptandig1 Boliim 3.4’de anlatilmistir. Kuru hiicre agirliginda % lipit miktarinin saptanmasi i¢in
azot yoklugu stres denemesinin sonlandirildig: giin kiiltiirlerden 1 ml hiicre alinarak -25°C’de 1 giin muhafaza edilmis ve
ertesi giin hiicreler oda sicakliginda ¢ozdiiriildiikten sonra Boliim 3.5°de bahsedilen yontem kullanilarak, 1 ml hiicredeki
lipit miktar1 saptanmuistir.

2.7. Molekiiler tanimlamast yapilan B37 izolata farkli pH'larda azot yoklugu stresi uygulanmasi

Lipit verimi, % lipit miktar1 yiiksek olan ve tiir tanimlamasi yapilan B37 numarali izolata; lipit tiretim besiyerinde
(azot yoklugu/N-) farkli pH’larda (6-8-10) tekrar azot yoklugu stresi uygulanmistir.
2.8. Yag asidi analizi

Yag asidi analizi, azot yoklugu stresinde en yiiksek lipit verimine sahip B37 kodlu izolat i¢in yapilmistir. Lipitlerin
ekstre edilmesinde Bligh ve Dyer yontemi kullanilmustir [13]. Lipit ekstraksiyonu i¢in B37 kodlu izolathin kuru
biyokiitlesinden 10 mg tartild1 {izerine 900 puL metanol kloroform (2:1, v/v) karisimi eklenmistir. 30 dk bekletildikten
sonra 300 pL kloroform ve 480 pL ultra saf su eklenmistir. Faz ayrimi i¢in 2500 rpm‘de 1 dk santrifiij edilmistir. Alt faz
cekilip baska tiipe alinmustir. Ustteki su fazi atilarak ekstraksiyon islemi 2 defa daha tekrarlanmstir. Yeni tiipe alinan
ekstraktin berrak olmasi i¢in 500 pL saf su eklenerek karistirildi ve santrifuj edilerek alt faz tekrar yeni bir tiipe
aktarilmigtir. Sonra azot gazi altinda ugcurma islemi yapildi ve 250 pL toluen eklenmistir. Bunun iizerine 1,5 mL methanol
stilfirik asit karigimi (97 mL methanol + 2,5 mL siilfirik asit) eklenmistir. Cam tiipler 50°C‘de 24 saat inkiibasyona
birakilmugtir. Inkiibasyondan alinan tiiplerin igerisine 0,5 mL ultra saf su ve 0,7 mL hekzan eklenmis ve tiipler
calkalanmistir. Calkalanan tiipler 2000 rpm‘de 1,5 dk santrifiij edildikten sonra iist faz cam pastdr pipeti ile alinarak baska
bir cam tiipe aktarilmistir. Azot gaz1 altinda ugurma islemi yapilmis ve 250 uL hekzan eklenmistir. Numune tiiplerine
aktarilan st fazin yag asidi analizi hizmet alim yontemi ile Diizen Norwest Cevre, Gida ve Veteriner Saglik Hizmetleri
Egitim Danmigsmanlik Ticaret A. S. firmasi tarafindan yapilmistir. Yag asidi analizleri GC-FID (Gaz kromatografisi-Alev
iyonizasyon dedektorii) cihazinda analiz edilmis ve yag asitleri standardi olarak Supelco 37 FAME Mix kullanilarak 37

yag asitinin profili ¢gikarilmistir.

171



Nevsehir Bilim ve Teknoloji Dergisi (2021), 10(2) 167-179

3. Bulgular

3.1. Izolatlarin kaynaklar:

Maya izolasyon kaynag olarak kullanilan gesitli gidalar elma sirkesi, tursu suyu, salgam, zeytinli yag, ¢ig siit,
tereyagi, yogurt, domates sosundan ornek alirken plastik 6zeler numuneler icerisine batirilarak drnek alimi yapilmustir.

Elde edilen izolatlara verilen kodlar ve izolatlarin alindiklar1 gidalar Tablo 3.1.’de sunulmustur.

Tablo 3.1. izolatlarin kodlar1 ve izole edildikleri gida kaynaklari

izolasyon kodu izolasyon kaynag1
B2 Elma sirkesi
B3 Elma sirkesi
B5 Tursu suyu
B37 Elma sirkesi
B45 Tursu suyu
B52 Zeytinyag1
B58 Tursu suyu
3.2. Izolatlarin Gram boyamast ve mikroskobik tamimlama

Izolasyon calismasi sonucunda elde edilen 60 izolat gram boyama ydntemi ile boyanmis olup mikroskobik
tanimlama iglemine hazir hale getirilmistir. Gram boyama sonucu kuruyan boyali lamlarin {izerindeki
mikroorganizmalarin iizerine immersiyon yagi damlatilarak mikroskop yardimiyla 100x immersiyon objektifinde

incelenmistir. Toplam 60 izolat igerisinde 7 izolatin maya oldugu tespit edilmistir.

- C—

Resim 3.1. B37 izolatinin mikroskop goriintiisii

3.3. Azot yoklugu stresi altinda maya izolatlarinin lipit verimi bakimindan secilimi
Hem optimal besiyerinde (azot varligi/N+) hem de lipit liretim besiyerinde (azot yoklugu/N-) 7 maya izolatina

ait biyokiitle verimi, % lipit miktarlar1 ve lipit verimleri asagida tablo 4.2. de verilmistir.
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Tablo 3.2. izolatlarn biyokiitle verimleri, % lipit miktarlar1 ve lipit verimleri

Maya Izolatlari Biyokiitle verimi (mg/L/giin) % Lipit miktari Lipit verimi (mg/L/d)
B2 N- 887,27 5,56 49,34
B2 N+ 927,27 4,18 38,73
B3 N- 1135,45 6,04 68,56
B3 N+ 925,45 3,00 27,74
B5 N- 367,37 16,30 59,88
B5 N+ 357,37 6,01 21,48
B37 N- 239,09 53,95 129,00
B37 N+ 432,42 3,96 17,14
B45 N- 134,44 94,40 126,91
B45 N+ 494,44 2,88 14,24
B52 N- 386,16 34,22 132,14
B52 N+ 422,83 3,80 16,05
B58 N- 223,74 22,50 50,34
B58 N+ 277,07 4,25 11,78

N+ : Azot varhig
N- : Azot yoklugu

Azot varliginda en yiiksek % lipit icerigine sahip izolatlar; B5 (% 6,01) ve B58 (% 4,25), en diisiik % lipit
icerigine sahip izolatlar ise B45 (% 2,88) ve izolatidir. Azot yoklugunda ise en yiiksek % lipit igerigine sahip izolatlar
B45 (% 94,40) ve B37 (% 53,95), en diisiik % lipit icerigine sahip izolatlar ise B2 (% 5,56) ve B3 (% 6,04) tiir. Azot
varliginda en yiiksek lipit verimine sahip izolatlar B2 (38,73 mg/L/giin) ve B3 (% 27,74 mg/L/giin) olarak, en diisiik lipit
verimine sahip izolatlar B58 (11,78 mg/L/giin) ve B45 (14,24 mg/L/giin) olarak saptanmustir. Azot yoklugunda en yiiksek
lipit verimine sahip izolat B52 (132,14 mg/L/giin), en diisiik lipit verimine sahip izolatlar ise B2 (49,34 mg/L/giin) ve
B58 (50,34 mg/L/giin) olarak bulunmustur. Tiim izolatlarda lipit {iretim besiyerinde (azot yoklugu stresi) optimal

besiyerine (azot varlig1) gore % lipit miktar1 ve lipit verimleri daha yiliksek bulunmustur.

3.4. Molekiiler tantmlama sonuclart

Lipit verimi en yiiksek olan maya izolatlarindan birinin molekiiler tanimlamasi hizmet alim yontemi ile BM
Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti firmasi tarafindan yapilmistir. Sonuglar asagida tablo 3.3.’de verilmistir.
Tiir tayinleri NCBI (National Center for Biotechnology Information) iizerindeki en yakin tiirlere gére yapilmistir. B37

kodlu izolat Pichia kudriavzevii Isolate QC-1 tiiriiyle % 100 eslesme gosterdigi icin Pichia kudriavzevii olarak

tanimlanmigtir.
Tablo 3.3. B37 - ITS1 - ITS4: Pichia kudriavzevii
Toplam Baz Sayis1 512
Dizi Eslesme Orani % 100
Benzerlik Orani % 99.80
NBCI’daki Tiiri Pichia kudriavzevii Isolate QC-1
Accession Numarasi MK894151.1

3.5. B37 kodlu izolata farkli pH’larda azot stresi uygulama sonuclari

Lipit verimi, % lipit miktar1 yiiksek olan ve tiir tanimlamasi yapilan B37 numarali izolata lipit tiretim besiyerinde
(azot yoklugu/N-) farkli pH’larda (6-8-10) azot yoklugu stresi uygulanmistir. B37 kodlu izolatin pH 6’da % 34,4 olarak
en yiiksek % lipit miktarina, pH 8’de ise 261,37 olarak en yiiksek lipit verimine sahip oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 3.5. B37 kodlu izolatin farkli pH degerlerinde biyokiitle verimi, toplam lipit miktari, % lipit miktar1 ve lipit verimi

Izolat kodu pH degeri Biyokiitle verimi Toplam lipit Kuru agirlikta % Lipit verimi
B37 pH 6 685,67 42,33 34,4 235,80
B37 pH 8 1866,33 42,04 14,0 261,37
B37 pH 10 1451,00 33,29 14,0 203,05
3.6. Yag asidi analiz sonuclart

Molekiiler tanimlama sonucunda Pichia kudriavzevii oldugu belirlenen B37 kodlu izolatin kuru biyokiitlesinden
ekstre edilen lipitlerin transesterifikasyonu sonucunda sirasiyla % 96,02 oraninda biyodizel verimi elde edilmistir.

Sonuglar tablo 3.6.’da verilmistir.

Tablo 3.6. (B37) Pichia kudriavzevii’den ekstre edilen yag asitlerinin transesterifikasyon sonrasi elde edilen yag asidi metil esterleri dagilimi

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

4, Tartisma ve Sonu¢

Giliniimiizde temel enerji kaynaklarina ait rezervler her gegen giin azalmaktadir. Artan enerji talebini karsilama
potansiyeli hakkinda endiseler de giderek artmaktadir. Enerji ihtiyact giiniimiize kadar fosil kaynakli yakitlarin
kullanilmas ile kargilanmigtir. Rezervlerin giderek tiikenmesinin yaninda ozon tabakasi, kiiresel 1sinma, asit yagmurlari
gibi pek ¢ok olumsuz durum fosil kaynakli yakitlarin kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Bunlarin 6niine gegmek igin
stirdiiriilebilir bir biiyiime ve siirdiiriilebilir bir ¢evre i¢in acil olarak ¢evreye zarar vermeyen yeni enerji alternatiflerinin
ortaya c¢ikarilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Siirekli artan ara¢ ve insan sayisi nedeniyle bu ihtiya¢ her gegen giin
katlanarak biiyiimektedir. Artan talep fosil yakitlarin tiikenmesine neden olmakla birlikte fiyatlarini da her gecen giin
arttirmaktadir. Fosil yakitlarin giderek tiikenmesi ve ¢evreye olan olumsuz etkileri sonucu biyodizel yeni ve ¢evreci bir
enerji kaynagi olarak, gesitli aragtirmalara konu olmaktadir [14].

Biyodizel iiretimi i¢in kullanilan hammaddeler genellikle bitkisel, hayvansal yaglar ve atik kizartma yaglari
seklinde cgesitlilik gostermektedir [15]. Biyodizelin gida olarak kullanilan bitkisel yaglardan elde edilmesinden dolayi
yiiksek olan hammadde maliyeti gida {irtinii olarak kullanilmayan bitkisel yaglarin kullanilmasiyla iiretim maliyeti daha
asagiya cekilmistir [16]. Atik kizartma yaglari ve atik motor yaglar giiniimiizde biyodizel {iretiminde bitkisel yaglarin
yerine maliyet diisiirme amacli kullanilmaktadir [17]. 1930 ve 1940’larda zorunlu durumlarda bitkisel yaglar dizel yakit
kaynagi olarak kullanilmistir. Biyodizel o dénemde sadece bitkisel yaglarin metil esterleri olarak kabul edilse de
ekonomik bir yakit olma 6zelligine sahip olamamugtir [18,19].

Biyodizel iiretiminde olugan maliyetin en biiyiik kismini, hammadde olusturmaktadir. Bu yiizden, hammadde
maliyetinde ortaya cikan bir artis biyodizel fiyatim % 40 oraninda arttirmaktadir. Bu nedenle biyodizel iiretiminde
hammadde se¢imi son derece 6nemlidir [20].

Biyodizel kullaniminin petrol dizeli yakita gore ekonomik olmamasinin baglica nedeni hammadde maliyetinin
yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Biyodizel iretimindeki maliyetin toplam % 70-75’ini hammadde
olusturmaktadir. Bu yiizden biyodizel glinimiizde fazla yayginlasamamistir. Bu kisitlamanin asilabilmesi i¢in ucuz
hammadde kaynaklarini ortaya ¢ikarmak gerekmektedir. Diinya niifusunun giderek artmasi nedeniyle tarimsal iiretim igin

gerekli alan ihtiyaci da her gegen giin artmaktadir. Bu sorun gilinlimiizde Diinya’nin bir¢ok yerinde yasanmaktadir. Bu
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durum bitkisel yag fiyatlarini yiikseltmektedir. Oniimiizdeki yillarda Diinyanin geri kalaninda da benzer sorunlarin ortaya
ctkmasi beklenmektedir. Bu agidan bakildiginda mikrobiyel lipitler biyodizel iiretiminde kullanilan bitkisel yaglara
alternatif bir hammadde kaynagi olabilme potansiyeli tasimaktadir [21]. Bu ¢aligmadaki sonuglara gore;

Azot varliginda en yiiksek % lipit igerigine sahip izolatlar; BS (% 6,01) ve B58 (% 4,25), en diisiik % lipit
icerigine sahip izolatlar ise B45 (% 2,88) ve B3 (% 3,00) izolatlaridir. Azot yoklugunda ise en yiiksek % lipit igerigine
sahip izolatlar B45 (% 94,40) ve B37 (% 53,95), en diisiik % lipit icerigine sahip izolatlar ise B2 (% 5,56) ve B3 (% 6,04)
izolatlaridir. Biitiin izolatlarda, azot yoklugu stresinde azot varligina kiyasla % lipit miktarlarinda ytiksek oranda artis
olmustur.

Azot varliginda en yiiksek biyokiitle verimine sahip izolatlar B2 (927,27 mg/L/giin) ve B3 (925,45 mg/L/giin)
olarak, en diisiik biyokiitle verimine sahip izolatlar ise B58 (277,07 mg/L/giin) ve B5 (357,37 mg/L/giin) olarak
saptanmustir.Azot yoklugunda ise en yiiksek biyokiitle verimine sahip izolat B3 (1135,45 mg/L/giin), en diisiik biyokiitle
verimine sahip izolat ise B45 (134,44 mg/L/giin) olarak saptanmustir.

Lipit verimi verilerine bakildiginda ise, tiim izolatlarda azot yoklugunda lipit veriminin, azot varligina oranla
onemli dlgiide artis gosterdigi saptanmugstir. Buna gore azot varliginda en yiiksek lipit verimine sahip izolat B2 (38,73
mg/L/giin), en diisiik lipit verimine sahip izolat ise BS8 (11,78 mg/L/giin) olarak saptanmustir. Azot yoklugunda en yiiksek
lipit verimine sahip izolatlar; B52 (132,14 mg/L/gilin) ve B37 (129,00 mg/L/giin) izolatlar1, en diisiik lipit verimine sahip
izolat ise B2 (49,34 mg/L/giin) izolat1 olarak saptanmuistir.

Bu c¢alismada ¢esitli gida kaynaklarindan mikrobiyal lipit iiretme kapasitelerini aragtirmak i¢in izole edilen
mayalar tizerinde iki farkli besiyerinde optimal besiyeri (azot varligi) ve lipit liretim besiyerinde (azot yoklugu) yapilan
caligmalar sonucu maya izolatlarinin tamaminda azot siirli ortamda lipit veriminin daha yiiksek oranlarda oldugu
goriilmiistiir. Bu durum, Woodbine, M. (1995) tarafindan yapilan ¢alismada 6zellikle azot sinirlamasinin yag tiretiminin
arttirilmast amaciyla yagli mikroorganizmalarla yapilan ¢aligsmalarda siklikla kullanildigi bilgisiyle 6rtiismektedir [6].

Lipit verimi en yiiksek olan maya izolatlarindan olan B37 kodlu izolatlin tiir tammlamasi yapilmistir. B37 kodlu
izolat Pichia kudriavzevii Isolate QC-1 tiiriiyle % 100 eslesme gosterdigi i¢in Pichia kudriavzevii olarak tanimlanmistir.
Ekmek ve alkollii igkilerin iiretiminde kullanilan Saccharomyces cerevisiae’nin, 6karyot, kiiresel sekilli bir maya oldugu
ve bitkilerin yiizeylerinde, toprakta, bocek ve hayvanlarin viicut ylizeylerinde bulundugu bilinmektedir [22].

Saccharomyces cerevisiae ile yapilan ¢alismalarda inositol igermeyen besiyerinde gelistirildiginde yag iceriginin
yaklagik 15 kat arttig1 goriilmiistiir [23].

Giliniimiizde ise yapilan analizler sonucunda mikroorganizmalarin ve 6zellikle de mayalarin ¢ok farkli yag
asitlerini sentezleyebildikleri ve uygun kosullarda toplam biyokiitlelerinin % 70’ine varan oranlarda yag
depolayabildikleri belirlenmistir. Mayalar arasinda Saccharomyces cerevisiae kolay bulunabilirligi ve metabolizmasinin
ortaya konulmus olmasindan dolay1 mikrobiyel yag tiretim ¢alismalariin temelini teskil etmektedir [24].

Literatiirde ¢ok az ¢alisma, Pichia kudriavzevii'yi oleaginous maya olarak arastirmistir, bu nedenle yag asidi
profilleri ve kiiltiir kosullarinin bu profiller lizerindeki etkisi hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir. Son arastirmalar,
Pichia kudriavzevii'nin lipit ve etanol gibi yiiksek degerli iriinler igin iyi bir kaynak olarak kabul edilebilecegini
gOstermistir [25,26]. Park vd. (2018) yapilan bir ¢aligmada Pichia kudriavzevii’nin aside toleransli bir maya tiirii oldugunu
rapor etmiglerdir [27].

Mikrobiyal lipit iretiminde besiyeri pH’1 olduk¢a 6nemli bir parametredir. Mikroorganizmalarin ihtiyag
duydugu elementlerin ¢oziintirliikk derecesi tizerinde oldukga etkili olan ortam pH’1, baz1 metallerin mikroorganizmalar
tarafindan kullamlabilirligine etki etmektedir [28]. Johnson vd. (1992) farkli besiyeri baglangic pH’larinin R. glutinis
mayasinin lipit sentezi {lizerine etkili oldugunu belirterek, en yiiksek lipit igeriginin pH 4’te elde edildigini rapor
etmislerdir [29].
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Literatiirde yer alan baz1 ¢calismalarda mayalarin lipit iiretiminin pH 5.0—6.0 degerleri arasinda optimum oldugu
rapor edilmistir [30,31,32,33]. Xue vd. (2006) lipit {iretimi agisindan Rhodotorula glutinis mayasi ile monosodyum
glutamat atiksuyu bulunan ortamda yaptiklari calismada ortam pH'sinin 2.5 oldugu durumda hiicre gelisiminin sinirli hale
geldigini, ortam pH’sinin 4.5-7.0 oldugu durumlarda ise dengede oldugunu tespit etmislerdir. Caligsmada biyokiitle artist
ve % lipit miktarinin en yiiksek seviyesine pH 5.5°te ulasildigi goriilmiistiir [30].

Zhu vd. (2008) ortam pH degerinin 4-10 araliginda oldugu Trichosporon fermentans maya hiicrelerinin lipit
biriktirme kapasitesi tizerine yaptiklari ¢aligmada; maya hiicrelerinin pH 6.5 degerinde % 62,4 oraniyla en yiiksek lipit
icerigine ulastigini rapor etmislerdir [34]. Lipomyces starkeyi mayasinin gelisme ortamindaki karbonun azota oran1 100
iken, Angerbauer vd. (2008) yaptiklar1 calismada; besiyerinin pH degerlerini 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 ve 7.0 olarak ayarlamis ve
en yiiksek % lipit miktarint % 56 olarak pH 5 degerinde bulmuslardir [31].

Tir tanimlamasi yapilan Pichia kudriavzevii B37 kodlu izolata lipit iiretim besiyerinde (azot yoklugu/N-) farkli
pH’larda (6-8-10) azot yoklugu stresi uygulanmustir. Pichia kudriavzevii B37 kodlu izolat en yiiksek % lipit miktarina
pH 6°da ulagsmistir. Pichia kudriavzevii B37 kodlu izolat en yiiksek lipit verimine pH 8’de ulagmustir.

Pichia kudriavzevii B37 kodlu izolat en yiiksek biyokiitle verimine pH 8’de ulasmistir. En yiiksek % lipit
miktar1 % 34,4 lipit verimi ise 261,37 mg/L/giin olarak sirasiyla pH 6 ve pH 8 degerinde gergeklesmis ve bu durum
literatiir caligmalari ile paralellik gostermistir.

Calismada iiretilen yag asidi metil esterinin Pichia kudriavzevii B37 kodlu izolatin % 31,13 nin doymus yag
asitlerinden % 64,89’unun ise doymamis yag asitlerinden olustugu belirlenmistir. Toplam lipitler igerisinde tekli-
doymamus yag asitlerinin oran1 % 46,87, lipit igerisinde en yiliksek miktarda yer alan yag asidi tekli doymamis yag asidi
olan oleik asit (C18:1) % 37,14 bunun ardindan doymus bir yag asidi olan palmitik asitin (C16:0) % 15,61 oldugu
belirlenmistir. Lipit igerisinde en yiiksek miktarda yer alan yag asidi tekli doymamus yag asidi olan palmitoleik asit
(C16:1) % 41,49 bunun ardindan tekli doymamuis bir yag asidi olan oleik asitin (C18:1) % 33,17 oldugu tespit edilmistir.

Xue vd. (2006) Rhodotorula glutinis hiicrelerinden ekstre ettikleri lipitleri Gaz Kromatografi’de analiz etmisler
ve bu maya hiicrelerinden elde ettikleri lipitin bitkisel yaglar ile benzer 6zelliklere sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bu
lipitlerin yiiksek miktarda C16 ve C18 numarali karbon atomlarini igerdigini ve % 92,4 gibi yiiksek oranda metil esteri
olusturdugunu rapor etmislerdir [30].

Rhodotorula toruloides ve Lypomyces starkeyi maya tiirleri tizerinde Liu ve Zhao (2007) tarafindan yapilan
calismada 70 g/L glukoz, 2.0 g/L (NH4)2SO. iceren pH’s1 6 olan besiyeri ortaminda sirasiyla % 58,0 ve % 50,2 oraninda
lipit icerigi elde etmislerdir [35].

Angerbauer vd. (2008) Lipomyces starkeyi mayasini kullandiklari ¢aligmalarinda; karbonun azota oraninin lipit
birikimi lizerine etkisini arastirmiglardir. Glikoz miktar arttirilarak karbonun azota oraninin 15, 20, 30, 60 ve 150 olarak
ayarlandig1 besiyeri ortamlari olusturulmus ve en yiiksek lipit miktar1 % 68 olarak karbonun azota oraninin 150 oldugu
besiyerinde elde edilmistir [31].

Bu ¢aligmada karbonun azota oran1 127 olarak ayarlanmig Pichia kudriavzevii B37 kodlu izolatin en yiiksek lipit
orani % 34 olarak tespit edilmistir. Li vd. (2010) Rhodotorula mucilaginosa TJY 15 mayasindan ekstre ettikleri lipitin
transesterlestirilmesi sonucunda elde edilen metil ester verimini % 85,8 oraninda bulmuslardir [36].

Karatay (2010) tarafindan yapilan doktora tez ¢aligmasinda, amonyum siilfat (NH4)>SO4 maya hiicrelerinin lipit
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde azot kaynagi olarak kullanilmistir. (NH4)2SO4’1n besi ortaminda sinirlandirilmasi
sonucunda maya hiicrelerindeki lipit iiretiminde artis gerceklestigi bildirilmistir [37].

Farkli karbon kaynaklar1 igeren besiyerlerinde yetistirilen mayalardan ekstre edilen lipitlerin yag asidi
dagilimlarinin son derece benzer oldugu goriilmiistiir. Baslica yag asitlerinin C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3

oldugu belirlenmistir. [37].
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Yapilan calismay1 diger caligmalardan 6zgiin kilan sey mikrobiyal lipit iiretimi a¢isindan daha once iilkemizde
calistilmamig bir oleaginous maya tiirii olan Pichia kudriavzevii ile gergeklestirilmesidir. Bu izolatlarin, ekonomik ve
cevresel faydalari birlestirerek alternatif karbon kaynaklari kullanarak daha biiyiik 6l¢ekli uygulamalarda tek hiicreli yag
iiretimi i¢in potansiyel olabilecegi diisiiniilmektedir.

Pichia kudriavzevii oldugu belirlenen B37 kodlu maya izolatlarinin kuru biyokiitlelerinden ekstre edilen lipitlere
transesterifikasyon islemi uygulandiginda biyodizel verimleri sirasiyla % 96,02 olmustur. Elde edilen sonuca gore yagh
bir maya tiirii olan Pichia kudriavzevii’nin trettigi lipitlerin biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullanilmaya son
derece uygun oldugu goriilmistiir. Bu ¢calismada izole ettigimiz yagli bir maya tiirii olan Pichia kudriavzevii’nin yag asidi

metil esterleri diger oleaginous mayalarla benzerlik géstermektedir.

5. Tesekkiir ve Katki Beyam

Bu ¢alisma, ABAP20F36 nolu proje kapsaminda gergeklestirilmistir. Bu ¢alismanin gergeklesmesi i¢in gerekli
maddi destegi saglayan Nevsehir Hac1 Bektas Veli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimine tesekkiir ederiz. M.A.B: Deney diizeneklerinin hazirlanmasi, laboratuvar ¢aligmalari, makale yazimi.

S.0.: Laboratuvar calismalarinin yiiriitiilmesi, makale yazimi diizenleme.
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