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YAG URETIMI VE MIKROORGANIZMALAR

OIL PRODUCTION AND MICROORGANISMS

Yiiksel DENLI, Aziz TEKIN
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida MOhendisligi B6Iima, Ankara

OZET: Mikroorganizmalar diger bitki ve hayvanlardan farkli olarak, oldukga gesitli yag Uretebiimektediner. Buntar trigliseritier gibi basit lipitler-
den, poliisopropencid eter gibi dofada pek rastiamimayan kompleks lipitlere kadar uzanmaktadir.

Genellikle besiveri ortam mikroorganizmalann geligimi igin gerekli biitin besin elementlerini igerecek gekilde hazifanirsa, yad Grefimi
diismektedir, Hiicre sayisin artiran besin elementleri (dzaliikle N} beliri dirzeyde olmah ve ortam ghukoz gibi ferments olabilir karbon kaynakla-
nnca zengintestinimelidir. Inorganik tuzlar, vitaminler, oksijen miktan ortam sicakhg) ve pH gibi fakiGrer gerek Uretilecek yag miktanni, gerekse
bitegtmini etkilemektedir.

ABSTRACT: Microorganisms can produce a wider range of lipid types than either plants or animals. These lipids range from simple lipids
such as trigiyeerides, to complex and unusual lipids such as polyisocpropanaid ether.

Generally, a well-balanced medium reduces the prodution of oil. There should be no more than enough of growing nutrients (such as
nitrogen) to increase the production of cell population, and medium should be rich in some fermantable carbon source, The factors such as inor-
ganic salts, vitamins, oxygen suply, temperature and pH are greatly effective on either content or compasition of oil.

GiRis

Maya, kiif bakteri ve alg gibi mikroorganizmalarnn uygun kogullarda yag Gretebilecekleri bilinmektedir ve
bu yolla ticari yag Uretim olanaklar Gizerine yogun aragtirmalar yapilmigtir (RATLEDGE, 1976 ve 1978; WASEF,
1977). Yaglann fermentasyon yoluyla ticari ofarak oretilmesi dzellikle 1. ve 2. diinya Savaglan sirasinda Alman-
ya'da giindeme gelmigtir (RATLEDGE, 1978). Bu konudaki ilk ciddi ¢aligma, 1914-1918 yillant arasinda, Alman-
ya'da Linder adinda bir aragtinci tarafindan Endomyces vernalis kullanilarak gergeklegtiriimis ve bu ¢alisma
HESSE (1949) ve WOODBINE (1959) tarafindan tekrar edilmigtir. Fakat bu siralarda iglemin ekonomik fayda
saglayacag hig digiinilmemigtir.

Mikrobiyel yag tiretimi ile ilgili patentlerin ¢odu 1920-1945 yillan arasina rastianmaktadir. Ozellikle ABD,
isveg, Yugoslavya ve Almanya orijinii bu galigmalar sayesinde, mikroorganizmalarin yag iretebilmesiyle ilgili te-
mel bilgilere ulagilabilmistir. Bu yiilar arasinda, biyokitlelerin %70%lere varan yad birikimi gergeklegtirebildigi ok
sayida maya ve kif teghis edilebilmigtir. Bu organizmalar arasinda Geotrichum candidum, Torula (Candida) uti-
lis, Fusarium spp., Mucor spp. ve Rhodotorula spp. sayilabilir. Bu slregte yapilan yogun galigmalara ragmen,
dzellikie bilyik 6lgekli fermentasyon diizeneklerinin olmayigi, ticari geligmeyi simirtamigtir. Biiyiik Slgekli mikrobi-
yel islem olarak, sadece Aspergilius niger'den sitrik asit iretimi gergeklegtirebilmigtir. Ayrica blyik fermentérierin
kultanildigi anaerobik iglemler (aseton/bitanol tretimi gibi) ile bira, sarap ve laktik asit Uretimieri yapilabilmektey-
di. Ancak 1970'lere kadar ilgisiz kalan mikrobiyel yag tretimi, enduistriyel kirliligin giderek artmasi enerji maliyetle-
rinin yilkselmesi ve endustri atklannin fermentasyon yoluyla dzeliikle gida endistrisinde kullanilabileceginin an-
lagiimasindan sonra tekrar giindeme gelmistir. Bu yillarda etanol ve hayvan yemi olarak biyokitle Uretimi daha
poptiler olmasina ragmen, yag iiretimi de potansiye! bir avantaj durumuna gelmistir.

MIKROBIYEL YAG URETIMINDE FiZYOLOJIiK DURUM

Mikrobiye! ya iiretiminde ylksek ve arzulanan &zelliklerde Urlin elde edebilmek igin, Gretim koguilannin
ve mikroorganizmalarin fizyolojik durumlarinin dikkatli bir gekilde incelenmesi ve beliflenmesi oldukga Snemilidir.
Bir mikroorganizmanin yiiksek diizeyde yag lretmesi 6zellikle boyut ve hicre yapisiyla iligkilidir. Okaryot olarak
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adlandiriian maya ve kiifler, prokaryot olarak adlandirlan bakterilere gére daha biiytk hiicre yapilarina sahiptir-
ler. Cubuk geklindeki Bacillus'lar 3-5 um x 1 ym ve kok geklindeki bakteriler 1-2 pm boyutlarinda iken, oval yapi-
daki mayalar 10-20 ym ¢apindadir. Kifler ise 200 um uzuniugunda ve 5-10 um genisliginde hiflere sahiptirler.
Butdin dkaryot mikroorganizmalar yag tretme yetenegine sahip degildir. 590 maya gesitinden, sadece 25
kadarinin %20'den fazla ya§ iiretebilme yetenegdine sahip oldugu belitilmigtir. 60.000 tir kiif mantarinin ise gok
az bir bolimi (40-50 kadan) biyokitielerinde %25'in Gzerinde yag biriktirebilmektedirler. Bu yeteneklerinden dola-
y! bu mikroorganizmalara yagl (oleaginous) mikroorganizmalar denilmektedir (RATLEGE 1989).
Mikroorganizmalarin yag {iretme ka-
biliyetierini sirurlayan bazi etkenler bu- | Geligme ' Lipojenik faz —]
lunmaktadir. Yag organizmalarda [ipit fazt
dretiminin baglamas:, gelisme ortamm-
daki primer besin elementlerinin tiken-
mesine baglidir. Bu durum dzellikle or-
tamda NH*, durumunda bulunan azo-

Hiiere biyokitlest

Besinler ve Mifcre biyokitlesi
(agiarbik/Macimg

Lipit (% kuru madde)

tunr bitmesiyle iligkilidir (Sekil 1). (RAT- Lipht (%) dag
LEDGE, 1994). Ortamda yag birikimini 120
tesvik etmek igin, azot miktarinm azaltit- _— Erlukoz o
masinin yaninda, kulfarilabilir karbon . - T~ o
miktannin  artinlmasi  gerekmektedir. o] 10 20 30 40 50 60 70

Protein ve nilkletk asit sentezi igin esan- Zaman (saal)
siyel olan azotun ortamda tikenmesi,
hilere geligimini siniMayacak, buna kar-
silik ortamda bulunan karbon (6zellikle glukozdan kaynaklanan) hiicreler tarafindan asimile edilmeye devam
edecektir (Gekil 1). Hlcreler alinan bu karbonu 8nce yag asitlerine, daha sonra da trigliserittere sentezleyebil-
mektedir.

Azotun disinda baz inorganik tuzlar (fosfat, magnezyum, demir veya siilfat) vitaminler ve inozitolin de
yag uretimini sinirayici etki yaptig belirtiimigtir (WOODBINE, 1959; GILL ve ark. 1977); Karbon kaynag olarak
genellikle glukoz kullaniimasina ragmen, pentoz ve laktozun da bu amag igin kullanildigy bilinmektedir.

Sekil 1. incelendiinde, mikrobiyel lipit Gretiminin 2 agamali bir iglem oldugu gérilmektedir. 1. agamada
hicrelerin geligimi igin gerekli bitin besin elementleri bulundugu icin, dengeli bir gelisme sézkonusudur. Ortam-
da segilen besin elementi titkendigi zaman bu agama sona erer ve yag Gretim asamasi veya "lipogenik faz" bag-
lar. Bu safha, ya ortamda bulunan karbon kaynad tikeninceye veya yag tretimi icin gerekli diger besin element-
leri hiicreler tarafindan tamamen kullarwlincaya kadar devam eder. Eger bu besin elementleri ortama tekrar ilave
edilirse, lipogenik faz tekrar baglar ve kitleden oldukga yilksek yag verimi elde edilebilir. RATLEDGE (1989), baz
durumiarda maya ve kif biyokitlelerinden bu yolla %70'n iizerinde yag elde edilebilecegini belirtmistir. Buna kar-
silik biitiin yag Ureten mikroorganizmalar aerobik olduklan igin, kiiltiider igin gerekli olan oksijen bir siire sonra
gelismeyi sinirlayict faktdr hafine gelebilmektedir. Hicre gelisimi, biyokitle 60g/l diizeyinin tizerine ¢iktiginda, ol-
dukga savaglar, 100g/'nin Uzerinde ise hemen hemen imkansiz hale gelir. Buna karsilik, lipit biyosentezi biiyik
cranda oksijene bagimh degildir ve lipit Uretebilen mayalar, kontrollu kogullarda 150¢/1 yodunluguna kadar gelige-
bilirler. Bu nedenle oksijen de bir besin elementi olarak dirgtiniitmeli ve hiicre dlimlerini dnlemek igin fermentére
yeterli diizeyde oksijen verilmelidir.

Mikroorganizmalar, drettikleri lipit rezervlerini bir siire sonra metabolizma faaliytferi igin kullanmaya baglar-
lar (HOLDSWORTH ve RATLEDGE, 1988). Eger ortamda karbon diginda; diger besin elementleri ydniinden ag-
Iik yaratilirsa fipit kullanimi ve pargalanmasi oldukga yavag gergeklesecektir. Ancak ortamda karbon tiikenip N ve
fosfat fibi besin elementleri zengintestirilirse, bu durumda pargalanma oldukga hiz kazanmaktadir. Bu da lipitierin
hiicreler tarafindan karbon kaynag kullanimasindan kaynaklanmaktadir.

Sekil 1. Kesikli Kiiltiirde Geligen Yagh Maya veya Kiiflerde Lipit Birikimi
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Diger taraftan, mikoorganizmalarin geligme kogullar (sicakiik, pH, verilen oksijen miktari) Gretilen yagin
cesit ve bilegimini etkilemektedir (RATLEDGE, 1982). Substrat olarak kullanilan karbonhidrotlarin blle§|m| de,
iretiten lipitierin bilesimini ve yag asiti dagiimlanini etkilemektedir.

Mikroorganizmalar gelisme ortaminda olugabilecek herhangi bir degigime oldukga hizh reaksiyon vermek-
tedirler. Bu durum mikroorganizmalann sadece gelisme ve uretimlerini degil, ayri zamanda dretilecek lipitlerin bi-
legimlerini de etkilemektedir. Bu nedenle kogullar (sicakik, pH ve oksijen miktar) befirlenitken ve degigtirilirken
oldukga dikkatli davraniimalidir. Aynica fermentasyon sicakhiginin yag asiti kompozisyonunu en fazla etkileyen
parametre oldugu bildirimigtir (RATLEDGE, 1878).

YAG KAYNAGI OLARAK KUFLER VE MAYALAR

Maya ve Kiif Lipitler

Maya ve kiif lipitieri ve yad asiti kompozisyontar oldukga yogun bir gekilde galigimighir (WASSEF, 1977,
WEETE 1980). Fungi olarak da siniflandirilan bu grup mikroorganizmalarin yag ieriklerinin, tire ve dzellikle ye-
tistirme kosullarina bagl oldugu belirtimigtir. Yetigtirme kogullari ofarak, sicaklik, pH, karbon kaynag, inorgonik
besin maddeleri ve havalandirma sayilabilir,

Fungiler optimal yetistirme sicakliklarina gére mezotilik, psikrofilik termofilik ve termo- -tolerant olmak dzere
4 gruba ayriiriar. Bu dért grup arasinda yag icertdi agisindan bir fark yoktur. Ancak mezofillik fungiler doymamig
yag asitlerince, termofillik fungilere gére daha zengindir. Ayrica sicaklik distikge doymamighin arthd belirtil-
migtir (GUNSTONE ve ark., 1994} Fungal geligme igin en 8nemli karbon kaynad!, glukozdur. En iyi disakkarit ise
maltozdur. Bu ve dijer sekerler kolaylikla lipitlere sentezlenebilirler. Buna kargiik, fungiler farkh sekerlere gére,
farkh énemierde yad sentezleysbiimektedirler. Ornegin, Penicillum chrysogenurmtn ya Geritimi igin sukroz > fruk-
toz > glukoz siralamas! tespit edithmistir. Bunun yaninda, kullaniian seker konsantrasyonunun da yag tretiminde
gnemli bir rol oynadidr belirtilmistir (WEETE, 1980; RATTRAY ve ark; 1975). Lipit sentezi igin genel olarak %40
oraninda sukroz veya glukozun optimal oldugu ifade ediimigtir.

Fungilerin inorganik besin elementleri ihtiyaci iki agidan énemildir. Bunlardan birincisi hangi elementin ge-
rekli oldudu, ikincisi ise bu elementin miktaridir, Ornegin Candida utilis igin fosfor miktar, fosfolipit miktariny de-
Gistirirken, oranlarda bazi Candida spp. igin sodyum Klorir miktari (%0- -10) toplam lipit oranimi dedigtirmektedir
(%0.3'ten, %6.3'e kadar). Fungal lipit sentezinde, en dnemli besinsel parametre C/N oranidir. Yiiksek yag birikimi
diigiik protein senteziyle iligkilidir. Aslinda en yiksek yag igeridi , azot icermeyen ortamlardan elde edilmigtir.
(GUNSTONE, 1894).

pH'1In fungal lipid birikimi lizerine etkisi hendiz tam olarak agiklanmig degildir. Baz: tiirier icin pH'nin arttinl-
masinin lipit sentezini artirdid! belirtilicken, bazilar igin ise hig bir etk tespit edilememigtir (WEETE, 1980}. Diger
taraftan havalandirma derecesi, sterol ve doymamis yag asitleri sentezi igin dnemlidir. Ayrica havalandirma dere-
cesi fungal gelisme ve farkhilagmay: etkilemektedir. Ornegin Mucor rouixii aerobik kogullar altinda geligtirilirse, fia-
mentler seklinde anaerobik kogullarda ise maya gibi hiicreler geklinde bir gelisme gdzlenmektedir.

Bunlanin diginda baz: fungiler gelisme ve lipid sentezi igin belirli vitamin ve amino asitlere de ihtiyag duy-
maktadirlar. Genel olarak vitamin eksikligi lipit igerigini azattmaktadir.

Fungiler 10 karbondan 24 karbona kadar doymug ve doymamig diz zincirli yag asitleri sentezleyebilmekte-
dir. Paimitik asit en fazla bulunan doymus yag asiti iken, oleik asit en fazla bulunan monoenlinoleik asit ise en yay-
gin coklu doymamig yag asitlidir (Gizelge 1,2). Bunun yaninda kifler dzellikle -3 ve w8 doymamig yag asitlerini
de liretebilifler. Kitlerden bir kismi o-linolenik asit dretirken, bazitari ise ticari éneme sahip T-linolenik asit Uretebil-
mektedir. Genetik olarak oldukga kolay modifive edilebilen kiiflerin, 6zellikle digiik oranlarda Uretebitdikleri bu yag
asitlerinin (Y-linolenik asit gibi) miktarim genetik modifikasyonlaria artirma iizerine gahigmalar yoguntagmistir.

Mayalar ise gerek yag asiti dagilimlars, gerekse yad asitlerinin gliseritierdeki dagiimlan agismdan bitki li-
pitierine olduk¢a benzemektedir. Trigliseritierin 2-pozisyonarinda doymamis ya§ asitlerinin bulunmasi bu tezi
kuvvetlendirmektedir (RATLEDGE, 1982, 19889). Ozellikle Rhodotorula glutinis gibi mayalann %70'er civarinda
yag Uretebilmesi (Gizelge 2), mayalarin yemeklik yag tretimine oldukga uygun mikroorganizmalar oldugunu gos-
termektedir. Diger taraftan, maya lipitlerinin linolenik asit igerigi de oldukga digliktiir. Yapilan ¢cahgmalar mayala-
rin yag Gretiminin dzellikle C/N oranina badh oldugunu géstermistir.
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Cizelge L. Baz Mayalarm Lipit igerigi ve Yag Asidi Bilegimleri

Maya ¢esidi M(a%) Yag Yaf Asidi (%)
16:0 1:1 18:0 18:1 18:2 18:3 Digerleri (%)
Candida curvata D 58 32 - 15 44 8 -
Candida curvata R 51 31 - 13 51 6 -
Candida diddensii 37 19 3 5 45 17 5 18:4 (1)
Candida sp. 107 42 44 5 8 31 9 1
Cryptococcus albidus 65 12 1 3 73 12 -
var. aerins .
Cryptococcus albidus 65 16 iz 3 56 - 3 21:0(7)
var, albidus
Cryptococcus laprentii 32 25 1 8 49 17 1
Endomyces (Endomycopsis) 28 17 19 | 36 25 -
magnusit
Hansenula saturnus 28 16 16 - 45 16 5
Lipomyces lipofer 64 37 4 7 48 3 -
Lipomyces starkeyi 63 34 6 5 51 3
Lipomyces tetrasporus : 67 31 4 15 43 6 1
{=Zygolipomyces lactosus)
Rhodosporidium toruloides 66 18 3 3 66 - - 23:0(3)
24:0(6)
Rhodotorula glutinis 72 37 | 3 47 8 -
Rhodotorula graminis 36 30 2 12 36 15 4
Trichosporon cutaneum 45 12 - 22 50 12 -
Trichosporon fermentans 20 17 1 4 42 34 iz
Tichosporon pullulans 65 15 - 2 57 24 1
Yarrowia lipolytica 36 11 6 1 28 51 1
Cizelge 2. Ban1 Kif Mantarlanimn Lipit Igerikleri ve Yag Asitt Bilesimleri
Organizma Lipit (% Hk.m) Yaf Asidi (%)
14:0 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 Digerleri (%)
Phycomycetes
Entomophthorales
Conidiobolus nanodes 26 i 23 15 25 1 42 20:1 (13)
22:1(8)
20:4 (4)
Entomophthora coronata 43 3 9 2 14 2 1# 12:0 (40}
Entomaophthora obscura 34 8 37 7 iz Iz
Mucorales
Absidia corymbifera 27 1 24 7 46 8 10*
Cunninghamella japoniva 60 iz 16 14 48 14 g
Mortierella isabellina 86 1 29 3 35 3 K
Rhizopus arrhizus 57 19 18 6 22 10 12
Mucor alpina-peyron 38 10 15 7 30 9 la 20:0 (8)
20:3 (6)
20:4 (5)
Ascomycetes 5
Aspergillus terreus 57 2 23 tz 14 40 21 -
Fusarium oxysporum 34 iz 17 8 20 46 5 -
Pellicularia practicola 19 iz 8 2 11 72 2 -
Hyphomycetes
Cladosporium herbarum 49 iz 31 12 35 18 1 -
Ustilaginales
Tolyposporium ehrenbergii 41 1 7 5 81 2 - -
Clavicipiiaceae
Claviceps purpurea 60 Iz 23 2 19 8 - 12.HO-
18:1(42)
a Cinolenic acid (18:Co-6),
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YAG KAYNAGI OLARAK ALGLER VE

BAKTERILER _

Algler alginat ve kaeregenan gibi polisakkaritle-
ri Gretebilmeleri nedeniyle, gida kaynag olarak kul-
laniimaktadir. Diger mikroorganizmatar gibi, biyokit-
lelerinden yilksek yag elde edilebilmesine ragmen,
alglerle steril bir ortamda galisiimas) oldukga gigtiir.
Clinkil kolayhikia kontamine olabilmektedirler.

Algler tarafindan (retilen lipitler oldukga gesitli-
lik gbstermektedir. Ancak alg lipitierinin &zellikle
coklu doymamig yag asitlerince zengin olduklar
bilinmektedir (Gizelge 3). Ancak arzulanan gokiu
doymamig yag asitini zenginlestirme gabalari, dai-
ma toplam yag oranlarini diigtrmistiir,

Tath su alglerinin yag asiti dagihimlari, genel
olarak bitki lipitlerine benzemektedir. Bu tirlerde
16 karbonlu yag asiti orani ylksek, 18 karbonlu
vag asiti icerigi duglktir. Ayri zamanda, 20 kar-
bonlu yag asiti sadece bazi tirierde iz miktarda bu-
lunmaktadir. Buna karsilik deniz algleri 20 karbon-
lu yag asitlerince zengindir. Olii deniz gibi yiksek
oranda tuz igeren deniz, alglerinin lipitlerinde aragi-
donik ve eikosagentanoik asitler en yaygin yag
asitleri olarak tespit edilmiglerdir (FOHL ve ZUR-
HEIDE, 1979; HARWOOD ve JONES, 1989). Di-
ger taraftan deniz alglerinde en fazla bulunan doy-
mug yag asiti palmitik asit, en fazla bulunan doy-
musg yad asiti palmitik asit, en fala bulunan tekli
doymamig yag asiti ile palmitloeik asittir. 18 kar-
bonlu yad asitleri daha diglk orantardadir.

Bakteriler en basit ve en kiiglik mikrobiyel hiic-
relerdir, Yag Uretimleri diigiik olan bakterilerin gok
az) arzulanan oranda trigliserit sentezleyebilmekte-
dir. En yaygin depo yag: 3-hidroksibutirat polieste-
rider. Bu poliester ingiltere'de ticari olarak uretil-
mekte ve doga da pargalanabilir plastiklerin yapi-
minda kullaniimaktadir. Diger taraftan ézellikle de-
niz ve tath sulardan izole edilen bakteriler, eikosa-
pentanoik asit (20:5 «-3} gibi coklu doymarmsg yag
asitlerini sentezleyebilmektedirler.

Mikroorganizmalar tarafindan Gretilen yaglarin miktar ve bilesimleri oldukga farkhidir. Fakat yag dretimi

icin uygun kogullar yaratidiginda, Gretilen yag genellikle trigliseritierden olugabilmekte, ayrica ok az diizeylerde
fosfatid, sterol ve hidrokarbonlar bulunmaktadir. Diger taraftan, genetik modifikasyonlarla arzulanan bilegim ve
dzeliklerde yag tretebilmekte mimkiindir. Mikrobiyel yag iretimi Ozerine yapilan galigmalarda daha gok maya
ve kifler Uzerinde duruimaktadir. Giink(, ylksek yag igeriklerinin yaninda, ézellikle mayalanin yag asiti daghmia-
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rioin ve gliserit yaprlaninin, bitki yadlarina benzemesi, hizla kalabaliktagan dinyamiz igin yeni alternatif yag kay-
naklan olarak digiinllmelerine neden olmustur. Yad agid sorununu bir tiind gézemeyen ve her yil oldukga yiik-
sek miktarlarda yag ithal etmek zorunda kalan itkemizde de, bu konu tizerinde énemle durulmal ve ézellikie be-
sin dederi ve teknolojik kalitesi olan yaglarin mikrobiyel olarak dretimi Uzerinde galismatar yapiimaldir.
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