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Bu araĢtırmada Biyodizelin üretim maliyetinin düsürülmesi adına son yıllarda dünyada 

pek çok çalıĢma yapılmaktadır. Bu çalıĢmaları mikrobiyal hücrelerde biriktirilen 

yağların biyodizel üretiminde hammadde olarak kullanımları ve kimyasal katalizörlerin 

yerine mikrobiyal lipazların kullanımları olmak üzere iki önemli baĢlık altında toplamak 

mümkündür. 

Bu amaçla, gerçekleĢtirilen bu projede meyve posalarından izole edilen fungusların   

lipit birikimleri belirlenerek. Hücrelerden elde edilen lipitler alkali bir katalizörle 

transesterifikasyon reaksiyonuna uğratıldıktan sonra olusan yag asidi metil esterleri 

(biyodizel) Gaz Kromatografi cihazında belirlenmiĢtir.  
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There are a lot of studies to reduce the costs of biodiesel in the world. Some of the 

sudies are about using microbial lipids as a raw materials for biodiesel production. The 

rest of the studies are about microbial lipase usage as a catalyst. 

The goal of the project is to determine the fungal lipids which can isolated from Fungal 

lipid exraction from fruit pulp. Fungal biomass was achieved and the exracted lipids 

were used in biodiesel production. The obtained lipid was transesterified by a base 

catalyst. The methyl esters were analyzed by using gas chromotography.  
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1. GĠRĠġ 

 

Enerji üretiminde kullanılan kaynaklar enerji kaynakları olarak adlandırılır. En yaygın 

kullanılan enerji kaynakları; fosil kökenli, klasik yenilenemeyen enerji kaynakları ve 

yenilenebilir alternatif temiz enerji kaynakları Ģeklinde sınıflandırılır. Petrol, kömür, 

doğal gaz gibi fosil kökenli kaynaklar dünya üzerinde sınırlı rezervlere sahiptirler. 

GüneĢ, rüzgar, hidro, jeotermal, biyokütle ve deniz kökenli yenilenebilir enerji 

kaynakları ise; klasik enerji kaynaklarına alternatif olup çevreye zarar vermeyen, 

doğada kendisini tekrar yenileyebilen ve giderek üretimi yaygınlaĢan enerji türleri 

olarak karĢımıza çıkmaktadır. Petrolün her geçen gün azalması ve çevre bilincinin 

artması sonucunda yenilenebilir enerji kaynaklarına olan ilgi gün geçtikçe artmaktadır. 

YeĢil dizel ve dizel-bi adları ile de bilinen Biyodizel biyolojik kaynaklı yağlardan 

yenilenebilir kaynaklardan üretilebilen alternatif bir yakıttır. Avrupa Birliğinin 

2003/30/EC Direktifi ile 2005 sonunda piyasaya arz edilen fosil yakıtlarına %2 oranında 

biyoyakıt eklenmesi zorunluluğu getirilmiĢtir. 

 

Biyodizel (fatty acid methyl- yada ethyl-esters) bitkisel veya hayvansal yağların uzun 

zincirli yağ asitlerinin metil esterlerinden oluĢturulan yakıt türü olup Knothe (2010)‟e 

göre petrol dizellerle karĢılaĢtırıldığında birçok avantaja sahiptir. Biyolojik olarak 

parçalanabilir, zehirsizdir ve düĢük emisyon profiline sahiptir. Ayrıca biyodizel 

kullanımı ekolojik açıdan önemli olup; tarım, ekonomik geliĢme ve çevre arasında 

dengenin kurulmasını sağlamaktadır (Meher et al. 2006). Bitkisel yağların yakıt olarak 

ilk defa kullanımı Rudolf Diesel tarafından yer fıstığı yağı kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir (Panwar et al. 2010). Literatürde hayvansal yağların biyodizel 

üretiminde kullanımları ile ilgili yapılan çalıĢmaların baĢında kuyruk yağı ve tavuk 

artıklarından kalan yağların kullanımı gelmektedir (Bhatti et al. 2008). Günümüzde 

çalıĢmalar daha ziyade biyodizel üretiminde kızartma yağları gibi atık yağların 

kullanımı üzerinedir (Chung et al. 2009).  

 

Mikrobiyel kaynaklı yağların (tek hücre yağları) birçok mikroorganizma tarafından 

üretildiği bilinmektedir. Bu yağlar biyodizel üretiminde hammadde olarak oldukça 

yüksek bir potansiyele sahiptir. Çünkü mikroorganizmalar değiĢen mevsim ve iklim 
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Ģartlarından etkilenmezler, hücrelerinde yüksek miktarda lipid içeriğine sahiptirler ve 

çok kısa sürede çok miktarda üretilebilmektedirler (Xue et al. 2006). 1980‟li yıllardan 

bu yana funguslar ilgi çeken yağlı mikroorganizmalar olmuĢtur. Lipomyces starkeyi, 

Rhodotorula glutinis, Mucor ve Aspergillus gibi mikroorganizmaların yüksek miktarda 

yağ içerdiği ve Cryptococcus albidus, Cryptococcus albidun, Lipomyces lipofer,  

Lipomyces starkeyi,  Rhodosporidium toruloides,  Rhodotorula glutinis ve Trichosporon 

pullulans'ın benzer kültür koĢullarında lipidleri akümüle edebildiği saptanmıĢtır. Bunun 

yanı sıra Aspergullus terreus, Claviceps purpurea, Tolyposporium,  Mortierella alpina,  

Mortierella isabellina gibi birçok maya türüde lipidleri akümüle edebilmektedir. Yağlı 

mayalar ve küfler çoklu doymamıĢ yağ asitlerince zengin triaçilgliserol (TAG) 

biriktirmektedirler. Bu hücrelerde en fazla rastlanan yağ asitleri Ģunlardır C18:1, C18:2, 

C16:0, C16:1 gelmektedir. Bazı funguslar DHA, GLA, EPA ve ARA gibi özel 

lipidleride üretebilirler. 

  

Funguslar biyodizel üretiminde bazı avantajlara sahiptir  (Meng et al. 2009).  

 

a) Kısa yaĢam döngüleri ile hızlı büyüyebilmeleri,  

 

b) GeliĢimleri için ıĢığa ihtiyaç duymamaları,  

 

c) Oldukça fazla substratı karbon kaynağı olarak kullanabilmeleri, 

 

d) Tarım atıklarını gibi endüstüriyel atıkları kullanabilmeleri,  

 

e) GeliĢimlerinin mevsimsel periyotlardan bağımsız olması,  

 

f) Gliserol, kanalizasyon, su, peynir altı suyu, pekmez ve mısır koçanı gibi 

birçok substratda geliĢerek TAG biriktirmeleri Bu nedenlerle son yıllarda fungal 

lipidlerin biyodizel üretiminde hammadde olarak kullanımı ile ilgili yapılan çalıĢmalar 

araĢtırıcıların ilgisini çekmektedir 
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Kimyasal bileĢimi bakımından oldukça zengin olan meyve posalarının hayvan 

beslenmesinde kullanılanlar hariç önemli bir kısmı, kurutma ve depolama maliyeti 

yüksek olduğundan atık olmaktadır. Bugüne kadar yapılan çalıĢmalar meyve suyu 

atıklarından etenol üretimi üzerine olup substrat olarak bu atıkların kullanıldığı ve 

biyodizel üretiminin gerçekleĢtirildiği çalıĢma sayısı oldukça kısıtlıdır. Bu çalıĢmada 

elma, çilek ve portakal posalarından izole edilen fungusların, ribozomal transkripsiyonu 

yapılmayan bölgelerin (ITS bölgesi) dizi analizi ile identifiye edilmesi, izolatların lipid 

üretimi spektrofotometrik olarak belirlenmesi ve elde edilen Mikrobiyellipidlerin 

transesterifikasyonu sonucu oluĢan fungal yağ asidi metil esterlerinin Gaz Kromatografi 

cihazında belirlenmesi amaçlanmıĢtır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4 

 

2. LĠTERATÜR BĠLGĠLERĠ  

 

2.1 Mikrobiyel Yağların Biyodizel Üretiminde Kullanımı 

 

Biyodizel üretiminde kullanılan hammaddenin pahalı olması ve hammadde maliyetinin 

toplam üretim maliyetinin %70–75‟ini oluĢturması sebebiyle biyodizel kullanımı fosil 

yakıt kullanımına göre ekonomik değildir. Bu nedenle biyodizel günümüzde sıklıkla 

kullanılan bir yakıt olmayıp daha ucuz hammadde sağlanması ile maliyetin düĢürülmesi 

gereklidir Bitkisel kaynaklı biyodizel kullanımı. Dünyada hızla artan insan nüfusu ile 

besin kaynaklarına olan taleb gün geçtikçe artmaktadır. Bu sorun bitkisel yağ 

fiyatlarındada artıĢa neden olmaktadır. Bu noktadan yola çıkılarak mikrobiyel 

lipidlerden üretilen biyodizelin diğer enerji formlarına alternatif bir enerji kaynağı 

olarak ön plana çıkması kaçınılmazdır (Ma and Hanna 1999). 

 

2.2 Biyodizel Üretiminde Kullanılan Mikroorganizmalar 

 

Hücrelerindeki lipid içerikleri %20‟yi geçen mikroorganizmalar bulunmaktadır. Bu tip 

mikroorganizmalar Oleaginous mikroorganizmalar olarak adlandırılmaktadır. 

Mikrobiyal lipidler kullanılarak Biyodizel üretimi tüm dünyada Tek Hücre Yağı (SCO) 

olarak adlandırılmaktadır. Bazı mikroorganizmaların yağ içerikleri Çizelge 2.1‟de; 

mikroorganizmaların biyodizel üretiminde birinci derece önemli olan yağ asit 

kompozisyonları ise Çizelge 2.2‟de görülmektedir. 

 

Tek hücre yağı ilk ticari üretimi 1995 yılına kadar baĢlayamamıĢtır ve maliyeti fazla 

olduğu için 6 yıl önce bu üretim durdurulmuĢtur. Günümüzde birçok maya ve mikroalg 

türü bitkisel yağlara benzer nitelikte lipid üretebilmektedir. Ürettikleri bu lipidin miktarı 

ve içeriği sıcaklık, pH, inkübasyon süresi gibi geliĢtirildikleri ortam Ģartlarına göre 

değiĢmektedir (Meng et al. 2009). 

 

Son yıllarda literatürde yapılan çalıĢmalarda fungus ve mikroalglerin biyodizel 

üretiminde yağ kaynağı olarak kullanımının avantajları önemle vurgulanmaktadır. 

ġüphesiz bu avantajların en baĢında kolay üretilebilmeleri, üretimleri sırasında çok 
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iĢleme gerek duyulmaması, besi yerlerinin ucuz olması ve insan tüketimi için uygun 

olmayan sularda (atıksular gibi) geliĢtirilebilmeleri gelmektedir (Mata et al. 2010). 

 

Çizelge 2.1 Bazı mikroorganizmaların yağ içerikleri (Meng et al. 2009).  

Mikroorganizma 

 

Mikroorganizma türü 

 

Yağ içeriği (% dry wt) 

 

Mikroalgler Botryococcus braunii 25–75 

Cylindrotheca sp. 16–37 

Bakteriler Nitzschia sp. 45–47 

Schizochytrium sp. 50–77 

Arthrobacter sp >40 

Acinetobacter calcoaceticus 27–38 

Rhodococcus opacus 24–25 

Bacillus alcalophilus 18–24 

Mayalar Candida curvata 58 

Cryptococcus albidus 65 

Lipomyces starkeyi 64 

Rhodotorula glutinis 72 

Funguslar Aspergillus oryzae 57 

Mortierella isabellina 86 

Humicola lanuginosa 75 

Mortierella vinacea 66 

 

Çizelge 2.2 Mikroorganizmaların biyodizel uretiminde birinci derecede onemli olan yağ                 

asit kompozisyonları (Xue et al. 2006). 

                                                      Yağ Asitleri                                                                                       

 

 

16:0 

Palmitik 

asit 

 

16:1 

Palmiteloik 

Asit 

18:0 

Stearik 

asit 

 

18:1 

Oleik 

asit 

 

18:2 

Linoleik 

asit 

 

18:3 

Linolenik 

Asit 

Mikroalg 18 – 21  55 – 57  1 – 2  58 – 60  4 – 20  14 – 30 

Maya 11 – 37  1 – 6  1 – 10  28 – 66  3 – 24  1 – 3 

Mantar 7 – 23  1 – 6  2 – 6  19 – 81  8 – 40  4 – 42 

Bakteri 8 – 10  10 – 11  11 – 12 - 25 – 28  14 – 17 - 
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2.2.1 Bakteriler 

 

Bakteriler genellikle triaçilgliserol üretmezler bunun yerine polibeta hidroksi bütirat ve 

alkanoat depo ederler. Bu yüzden yağ biriktirme özelliği sadece bazı maya, fungus ve 

alglerde görülmektedir (Ratledge et al. 2004). Actinomycetes grubu üyelerinin kısıtlı 

büyüme koĢulları altında yüksek lipid verimliliği gösterdiği (% 70) ve TAG'leri hücrede 

biriktirdiği bildirilmiĢtir (Chisti et al. 2007). Bunun yanı sıra bir kaç bakteri kompleks 

bir lipid olan polihidroksi alkanoatları akümüle edebilir (Steinbu and Fu 1998). Her ne 

kadar mikroalgler hücrelerinde yüksek miktarda lipid biriktirebilse de, geliĢtirilmeleri 

bakterilere göre daha uzun zaman almakta ve büyük arazilere ihtiyaç duyulmaktadır. 

Genellikle bütün bakterilerin lipid içeriklerinin ortalama %20-40 olması nedeniyle 

mikroalglerden düĢük olduğu bilinse de çok kısa sürede geliĢebilmeleri bu 

mikroorganizmaları biyodizel üretiminde hammadde olarak kullanılabilirliğini akla 

getirmektedir. Fakat birçok bakteri genellikle lipid üreticisi değildir. Sadece birkaç 

bakteri türü hücrelerinde karıĢık lipoid yapılar (polihidroksialkanoat) 

biriktirebilmektedir. Bu yapılarda dıĢ zarda olduğu için ekstrakte edilmeleri çok zordur. 

Bu sebeple yüksek lipid içeriğine sahip bakterilerin biyodizel üretiminde hammadde 

olarak kullanımının hiçbir ticari önemi yoktur (Meng et al. 2009). 

 

2.2.2 Mikroalgler 

 

Mikroalgler metan üretimi için parçalanabilir, fotosentetik olarak hidrojen üretebilirler 

veya bazı algler sıvı yakıt üretiminde yağ kaynağı olarak kullanılabilirler. Bu nedenle 

son yıllarda mikroalglerin enerji kaynağı olarak kullanımı revaçtadır.  Mikroalglerin 

avantajları; fotosentetik olarak geliĢebildikleri için karbon kaynağına ihtiyaç 

duymamaları ve daha önceki tüketimlerin ürünü olan karbondioksiti enerji kaynağı 

olarak kullanıp karbondioksit nötralizasyonunu sağlamalarıdır (Sawayama 1995, Hirano 

1998, Lorenz and Cysewski 2000, Scragg et al. 2003) 

 

Mata vd. (2010) mikroalglerin, tarımsal ürünlerle ve diger sucul bitkilerle 

karĢılaĢtırıldığında geliĢme hızları çok büyük olduğunu bildirmiĢlerdir. Mikroalglerin 

biriktirdikleri lipidler genellikle (>%80) triaçilgliserol formunda olup 16 ve 18 numaralı 



 

7 

 

karbon atomlarınca zengin yağ asitleri içermektedir. Alg hücrelerinin ortalama lipid 

içeriği %1 ile %70 oranında değiĢse de, optimum koĢullar sağlandığında %90 oranında 

lipid biriktirebilen mikroalgler de vardır (Meng et al. 2009). Birçok ototrofik mikroalgin 

yağ biriktirdiği belirlenmiĢtir. Bunlar arasında Chlorella vulgaris, Botryococcus braunii, 

Navicula pelliculosa, Scenedsmus acutus, Crypthecodinium cohnii, Dunaliella 

primolecta, Monallanthus salina, Neochloris oleoabundans, Phaeodactylum 

tricornutum ve Tetraselmis sueica sayılabilir (Li et al. 2007) 

 

2.2.3 Funguslar 

 

1980‟li yıllardan bu yana funguslar (tek hücreli mayalar ve filamentli funguslar) ilgi 

çeken yağlı mikroorganizmalar olmuĢtur. Rhodosporidium sp., Rhodotorula sp, ve 

Lypomyces sp. gibi bazı maya türleri hücrelerinde kuru ağırlıklarının %70‟den fazla 

lipid biriktirebilme yeteneğine sahiptir. Yağlı maya Rhodosporidium toruloides Y4‟da 

substurat besleme modları lipid verimliliği üzerinde belirgin etkisini göstermektedir 

(Zhao et al. 2011). 

 

Yüksek lipid içeriğine sahip funguslara örnek olarak Mortierella sp. cinsine ait türler 

verilebilmektedir. Yağlı mayalar ve küfler çoklu doymamıĢ yağ asitlerince zengin 

triaçilgliserol biriktirmektedirler. Bu hücrelerde en fazla rastlanan yağ asitleri arasında 

C18:1, C18:2, C16:0, C16:1 gelmektedir. Yağlı maya ve fungusların biyodizel üretimi 

için alternatif yağ kaynakları olduğu söylenebilmektedir (Meng et al. 2009). Triaçil 

gliserol sentezi ġekil 2.1‟de verilmiĢtir. 

 

Li vd. (2007) karbon kaynağı olarak glikoz kullanarak Rhodosporidium toruloides 

mayasının mikrobiyel lipid üretimini araĢtırmıĢlardır ve pH‟ı 5,5 ve 12 g/L (NH4)2SO4 

içeren besiyerinde maya hücrelerinin 150 g/L glikoz varlığında iyi geliĢme 

gösterdikleri, glikoz konsantrasyon artıĢının hücre geliĢimini inhibe ettiğini 

belirlemiĢlerdir. 25 gün süreyle inkübe edilen kesikli beslemeli kültürlerde ise kuru 

biyokütle ve hücresel lipid içeriği sırayla 151,5 g/L ve %48 olarak bulunmuĢtur. Hücre 

lipidlerinin 16 ve 18 karbon atomlarından oluĢan uzun zincirli yağ asitlerinden 

oluĢtuğunu göstermiĢlerdir. Liu ve Zhao (2007) Lypomyces starkeyi ve Rhodotorula 



 

8 

 

toruloides maya hücrelerinin lipid üretimlerini pH‟ı 6 olan, 70 g/L glikoz, 2,0 g/L 

(NH4)2SO4 içeren besiyerinde araĢtırmıĢlar ve lipid içeriklerini sırasıyla %50,2 ve 

%58,0 olarak bulmuĢlardır. 

 

 

ġekil 2.1 Triaçil gliserol sentezi. 

 

Evans ve Ratledge (1983) tarafından gerçekleĢtirilen çalıĢmada; Candida curvata 

mayasından elde ettikleri lipidin baĢlıca bileĢenleri olan C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 

yağ asidi oranlarının azot sınırlı Ģartlarda kesikli ve sürekli sistemde değiĢken 

olduklarını bildirmiĢlerdir.  

 

Peng ve Chen (2008); kızıl ötesi reflektans spektrofotometresi ile yağ biriktirme 

kapasitesine sahip fungusların hücre içi lipid miktarını belirlemeye yönelik çalıĢmalar 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. ÇalıĢmalarında izole ettikleri Microsphaeropsis sp. Phomopsis 

sp., Cephalosporium sp., Sclerocystis sp. ve Nigrospora sp. funguslarının yanı sıra diger 

bir yağlı fungus olan Mortierella ramanniana fungusunu da kullanmıĢlardır. Bu 

fungusların lipid içerikleri %7,51, %5,12, %6,98, %5,90, %5,87, %6,95 olarak 

bulunmuĢtur. 

 

Economou vd. (2010) sorgum pekmezi ile hazırladıkları yarı katı besiyerinde 

Mortierella isabellina fungusunu lipid biriktirme kapasitesini biyodizel üretiminde 

hammadde olması bakımından incelemiĢlerdir.  Bu fungusta baĢlıca görülen yağ 
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asitlerinin palmitik ve oleik asit olduğunu bildirmiĢlerdir. Besiyerindeki su içeriği %88, 

%92 ve %98 olduğunda palmitik asit içeriği %27–34, % 24–35, %26–39; oleik asit 

içeriği ise %49–54, %49– 55 ve %37–53 olarak bildirilmiĢtir. AraĢtırmacılara göre 

fungal lipid içersinde uzun alifatik zincirlerin bulunmuyor olması bu hammaddeden 

üretilecek biyodizelin yüksek kalitede olacağını göstermektedir. 

 

Ġki endofitik fungus olan Colletotrichum sp. Ve Alternaria‟ nın optimim koĢullarda ve 

besin stresi altında lipid akumilasyon yetenekleri Dey vd. (2011) tarafından araĢtırılmıĢ 

ve lipid içeriğinin mikroorganizmanın doğası, sıcaklık, pH, kültüvasyon zamanı,gibi 

kültür koĢulları ve substrata göre değiĢtiği bildirilmiĢtir (Alvarez and Steinbuchel 2002, 

Papanikolaou et al. 2004). Genetik mühendisliği yöntemleri ile modifiye edilebilir 

(Vicente et al. 2010).  

 

Bazı funguslar, birçok farklı karbon kaynağını kullanarak kesikli sistemde 

geliĢtirildiklerinde kısa sürede çok miktarda biyokütle oluĢturabilmektedirler. 

Hücrelerinde yüksek miktarlarda bitkisel yağlara benzer özellikler gösteren yüksek lipid 

Birikitirebilmektedirler (Vicente et al. 2009). Bu nedenle son yıllarda mikrobiyel 

lipidlerin biyodizel üretiminde hammadde olarak kullanımı ile ilgili yapılan 

çalısmalarda fungal hücreler araĢtırıcıların ilgisini çekmektedir. Li vd. (2007) yaptıkları 

çalıĢmada; karbon kaynağı olarak 10-400 g/L arasında değiĢen glukoz oranlarını 

kullandıkları çalıĢmada Rhodosporidium toruloides Y4 mayasının mikrobiyel lipid 

üretimini araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmada pH‟ı 5,5 ve 12 g/L (NH4)2SO4 içeren besiyerinde 

maya hücrelerinin ortamda 150 g/L glukoz varlıgında en iyi geliĢme gösterdikleri, artan 

glukoz konsantrasyonlarının hücre geliĢimini inhibe ettiği bildirilmiĢtir. 25 gün süreyle 

inkübe edilen kesikli beslemeli kültürlerde ise kuru biyokütle ve hücresel lipid içeriği 

sırayla 151,5 g/L ve %48 olarak bulunmuĢtur. AraĢtırıcılar, kesikli beslemeli sistemde 

134 saat süreyle geliĢtirdikleri Rhodotorula toruloides Y4 hücre lipidlerinin 16 ve 18 

karbon atomlarından oluĢan uzun zincirli yağ asitlerinden oluĢtuğunu göstermiĢlerdir. 

GeliĢme periyodu boyunca miristik, palmitik, palmitoleik ve linolenik asidin baĢlıca 

sabit yağ asitleri olduğu bulunmuĢtur. Ġlerleyen inkübasyon süresinde, oleik asit 

içeriğinde azalma görülürken, stearik asit içeriğinde artıĢ saptanmıĢtır. GeliĢme 

sürecinin erken döneminde linoleik asit miktarında artıĢ olurken, geç döneminde azalma 
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görülmüĢtür. Liu ve Zhao (2007) Lypomyces starkeyi ve Rhodotorula toruloides maya 

hücrelerinin lipid üretimlerini pH 6 da, 70 g/L glukoz, 2,0 g/L (NH4)2SO4 içeren 

besiyerinde sırasıyla %50,2 ve %58,0 olarak bulmuĢlardır. Lypomyces starkeyi 

hücrelerinden elde ettikleri lipidin %0,4 miristik asit, %33,0 palmitik asit, %4,8 

palmitoleik asit, %0,4 heptadekanoik asit, %4,7 stearik asit, %55,1 oleik asit, %1,6 

linoleik asit; Rhodotorula toruloides hücrelerinden elde ettikleri lipidin ise %0,7 

miristik asit, %24,3 palmitik asit, %1,1 palmitoleik asit, %0,6 heptadekanoik asit, %7,7 

stearik asit, %54,6 oleik asit, %2,1 linoleik asit içerdiğini göstermiĢlerdir. 

 

Hansson ve Dostálek (1986) gerçekleĢtirdikleri çalıĢmada; Cryptococcus albidus var. 

albidus mayasının nitrojen sınırlı ortamda (1 g/L) hücre geliĢimine ve yağ asidi 

kompozisyonuna ksiloz, glukoz, maltoz, laktoz, nisasta, mannitol, gliserol ve etanol gibi 

farklı karbon kaynaklarının etkisini araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmada besiyerine niĢasta 15 

g/L ve etanol 10 g/L eklenirken, diğer karbon kaynaklarının besiyerindeki oranları 0,67 

mol karbon/L olarak ayarlanmıĢtır. Maya hücreleri etanol dıĢında tüm karbon 

kaynaklarını kullanmıĢ, etanol içeren ortamda geliĢememistir. Çalısmada en fazla 

biyomasın glukoz varlığında olduğu gösterilmiĢtir. Gliserol içeren ortamda hücre 

geliĢimi az olmasına rağmen en fazla lipid üretimi %43,8 olarak bu besiyerinde 

görülmüĢtür. Glukoz içeren ortamda lipid üretimi %40,1 olarak belirlenirken, en düĢük 

lipid üretimi %26,3 olarak laktoz içeren besiyerinde gözlenmiĢtir. Cryptococcus albidus 

var. albidus mayasının yağ asidi dağılımını ortamda karbon kaynağı olarak 20 g/L 

glukoz kullanarak farklı azot kaynaklarının etkisini (NH4Cl, (NH4)2SO4, üre, L-

glutaminat, -Larjinin, L-ornitin, L-prolin) araĢtırmıĢlardır.  

 

Hücreler organik azot kaynağında geliĢtirildikleri zaman C18:0 oranı %5,6 olarak 

bildirilmistir. Besiyerinde L-arjinin veya L-ornitin kullanıldığında C16:0 miktarında 

düĢme görülürken C18:2 miktarında artıĢ olmuĢtur. Denenen tüm azot kaynaklarında 

yağ asitlerinin doymamıĢlık miktarı aynı bulunmuĢtur. ÇalıĢmada maya hücrelerinden 

elde edilen lipidlerde görülen baĢlıca yağ asitleri C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, 

C18:3 olarak belirlenmiĢtir. Kullanılan karbon kaynakları farklı olmasına rağmen,  

farklı besiyerlerinde geliĢtirilen hücrelerdeki yağ asidi dağılımları birbirine çok 

benzemektedir. Glukoz, sukroz, laktoz, ksiloz ve etanol gibi farklı karbon kaynaklarının 
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Candida curvata mayasının lipid biriktirme kapasitesi üzerine etkisini araĢtırmıĢlardır. 

Karbon kaynaklarını besiyerine 30 g/L olacak Ģekide eklemiĢlerdir. Kesikli kültürde 

geliĢtirdikleri maya hücrelerinin yüksek karbon/azot oranında yüksek lipid 

biriktirebildiklerini görmüĢlerdir. inkübasyon süresinin 30. saatinden sonra ortamdaki 

azotun bittiğini bildirmiĢlerdir. ÇalıĢma sonucunda biyokütle üretiminde en etkili 

karbon kaynağının laktoz; lipid üretiminde en etkili karbon kaynağının ksiloz olduğu 

bildirilirken hem biyokütle hem de lipid üretiminin ortamda etanol varken en düsük 

miktarda olduğu bulunmuĢtur. Biyokütle üretimleri glukoz, sukroz, laktoz, ksiloz ve 

etanol içeren ortamda sırasıyla 10,2, 11,2, 12,5, 9,9, 8,5 g/L olarak bildirilirken, lipid 

üretimleri sırasıyla %33,2, %37,4, %39,2, %48,6 ve %30,1 olarak bildirilmiĢtir. 

AraĢtırıcılar, Candida curvata mayasından elde ettikleri lipidin baĢlıca bileĢenlerinin 

C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 olduğunu ve yağ asidi oranlarının azot sınırlı sartlarda 

kesikli ve sürekli sistemde değiĢtiğini göstermiĢlerdir. Kesikli sistemde glukoz içeren 

besiyerinde bu yağ asitlerinin dağılımı sırasıyla %33,0, %12,0, %42,9, %7,3 iken, 

sukroz içeren besiyerinde %32,4, %11,3, %42,0, %6,7; laktoz içeren besiyerinde %32,5, 

%11, %49, %6; ksiloz içeren besiyerinde %41,2, %14, %43, %3,5; etanol içeren 

ortamda ise %26,5, %12,5, %49,0, %8,9 olarak bildirilmiĢtir. Fakat kemostat kültürde 

nitrojen sınırlı ortamda yağ asidi kompozisyonu sabittir. En fazla C18:0 yağ asidi ve en 

düsük C18:2 yağ asidi ksilozda geliĢtirilen hücrelerde sırasıyla %15 ve %4 olarak 

bulunmuĢtur. Etanol içeren besiyerinde geliĢtirilen hücrelerde %51 oranında C18:1 ve 

%25 oranında C16:0 görülmüĢtür. 

 

Vicente vd. (2009) filamentli yapıya sahip Mucor circinelloides fungusunu biyodizel 

üretiminde hammadde olarak kullanımını gösterdikleri çalısmalarında üç farklı solvent 

sisteminin fungus hücrelerinden lipid ekstraksiyonu üzerine etkisini araĢtırmıslardır. 

Çalısmada pH 4,5‟ te ve 10 g/L glukoz içeren minimal besiyerinde 3 gün süreyle 

geliĢtirilen hücrelerden kloroform:metanol, kloroform:metanol:su ve n-hekzan 

çözücüleri ile elde edilen lipid verimleri sırasıyla %19,9, %19 ve %15,3 olduğu 

belirlenmiĢtir. Fungal lipidi oluĢturan baslıca yağ asitlerinin sırasıyla %37,1 oranında 

C18:1, %14,3 oranında C18:2 ve %18,5 oranında C18:3 olduğunusaptanmıĢtır.  
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2.3 Fungal Lipid Üretimi 

 

Fungal lipid üretiminde iki faz gözlenmektedir. Ġlk faz dengeli bir geliĢmenin 

gözlendiği fazdır ve bu fazda bütün besin elementleri ortamda yeterli miktarda 

bulunmaktadır. Besin maddelerinin azalması özellikle azot kısıtlamasının baĢladığı 

durumda ikinci faz olan lipogenik faz baĢlar. Bu faz ise lipid üretimi için gerekli olan 

tüm besin elementleri tükenene kadar devam eder. Lipid üretimi için gerekli besin 

elementlerinin ortama yeniden ilave edilmesi durumunda lipogenik faz yüksek düzeyde 

devam eder ve biyokütleden lipid üretimi açısından yüksek verim elde edilir (Keskin et 

al. 2005). Mikroorganizmaların yağ üretme kapasiteleri bazı sistem parametreleri 

tarafından sınırlanmaktadır. Lipid üretimi birincil besin maddelerinin varlığı ile 

doğrudan alakalıdır. Ortamdaki azot kaynağının azalması lipid üretimini 

indüklemektedir. Benzer Ģekilde karbon kaynağı miktarındaki artıĢ da lipid üretimini 

arttırmaktadır. Azot kaynağındaki azalma, protein ve nükleik asit sentezinde 

yavaĢlamaya neden olmaktadır. Bu metabolik yollarda azot esansiyel elementtir ve 

azotun azalmasına bağlı olarak protein ve nükleik asit metabolizmasının durması 

sonucu hücre geliĢimini sınırlamaktadır. Bu durumda kullanılan karbon, lipid 

üretiminde ve depolanmasında kullanılmaktadır (Ratledge et al. 1978, Çiçek ve Yalçın, 

2013). ġekil 2 de Yağlı mikroorganizmalarda lipid akümülasyon koĢulları verilmiĢtir 

 

 

ġekil 2.2 Yağlı mikroorganizmalarda lipid akümülasyon koĢulları 

 



 

13 

 

Organizmalar lipid birikimini triaçilgliserol (TAG) depolayarak gerçekleĢtirmektedir. 

TAG‟lar ökaryotlardan prokaryotlara kadar pek çok türde lipidin depo Ģeklidir. Mayalar 

ve küfler gibi pek çok fungal kütleler iyi birer TAG üreticisidir ve depolayıcısıdır. Lipid 

birikimi ve üretimi biyosentetik yolların düzenlenmesi ve öncü moleküllerin varlığı ile 

yakından iliĢkilidir. Lipid üretiminde önemli olan öncü moleküllerden bazıları asetil 

CoA, malonil CoA, gliserol-3-fosfat, NADPH‟tır. Lipid üretim basamağında sitozolik 

yağ asidi sentaz enzimi görev almaktadır. Bu enzim 6α ve 6β olmak üzere multimerik 

bir yapıga olup 48 aktif merkeze sahiptir. Yağ asidi sentezinde baĢlangıç reaksiyonları 

için sabit bir asetil CoA kaynağı ve uzama safhaları için malonil CoA gereklidir 

(Tehlivets et al. 2007, Çiçek ve Yalçın 2013) . Azot kısıtlaması AMP-deaminaz 

enzimini aktive etmektedir. Bu aktivasyonla mitokondri AMP deriĢimini azalmakta ve 

buna bağlı olarak izositrat dehidrogenaz aktivitesi düĢmektedir. Ġzositrat dehidrogenaz 

enzimi trikarboksilik asit (TCA) döngüsünün kontrolünde önemli bir enzimdir ve bu 

enzimin azalması, izositrat birikime ve TCA siklusunun bloke olmasına neden 

olmaktadır. AĢırı biriken izositrat, sitrat Ģeklinde mitokondriden sitoplazmaya malat 

sitrat mekiği ile taĢınmaktadır. Sitozolik ATP-sitrat liyaz enzimi sitoplazmaya 

pompalanan sitratı okzoloasetat ve asetil CoA‟ya dönüĢtürmektedir. Asetil CoA ise lipid 

sentezinde öncü molekül olarak kullanılmakta ve bu yolla lipid üretimi artmaktadır 

(Çiçek ve Yalçın 2013). 

 

Yüksek kapasitede lipid biriktirebilme özelliginde olan mikroorganizma Ģu kaskad 

reaksiyonları gerçekleĢmektedir (Ratledge et al. 2004). 

1. Ortamdaki azot miktarı azalınca yağlı hücrede AMP deaminaz aktivitesi 5 kat 

artar. 

2. Bu durum hücrenin ve mitokondrinin AMP içeriğini azaltır. 

3. Mitokondride azalan AMP içeriği yağlı hücrelerde bulunan ve AMP ye 

bağımlı izositrat dehidrogenaz enzimini durdurur.  

4. izositrat metabolize edilemez ve biriktirilir. Akonitaz aracılıgı ile sitrik aside 

dengelenir. 

5. Bunun sonucunda mitokondride sitrat biriktirilir. 

6. Sitrat malat ile değiĢtirilir. 
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7. Sitrat sitozole gelir ve ATP sitrat liyaz tarafından bağlanır, asetil CoA ve 

oksaloasetat oluĢtuĢur. 

8. Asetil CoA yağ asidi biyosentezi için kullanılır. 

9. Oksaloasetat ise malat dehidrojenaz ile sitrat akıĢ sisteminde kullanılacak 

malata dönüĢtürülür (Karatay 2010). 

 

2.4 Meyve ve Sebze ĠĢleme Tesislerinden Çıkan Katı Artıklar 

 

Meyve ve sebze iĢleme tesislerinde hammadde olarak kullanılan birçok meyve sebzenin 

iĢlenmeleri sonrası açığa çıkan katı atık ve artıklar ya aynı fabrikada değerlendirilmekte 

ya da yarı mamül ürün olarak baĢka fabrikalara nakledilerek jelleĢtirici, boya, yağ ve 

benzeri maddeler elde edilmesinde kullanılmaktadır. Meyve suyu üretiminden çıkan 

posa oldukça değerlidir. Ancak Bu atıklar taze meyve ve sebze niteliklerini 

koruduklarından gıdaların bozunabilmeleri için gerekli olan koĢullardan yüksek suya ve 

mikrobiyal yüke sahiptirler. Bu yüzden hızla bozulma eğilimi gösterirler. Bazı meyve 

ve sebzelerin iĢlenmesinden sonra ortaya çıkan katı atıklar Çizelge 2.3 de görülmektedir 

(Yurdagel et al. 1997). 

 

Çizelge 2.3 Bazı meyve ve sebzelerden çıkan katı atık oranları 

 

Ürün 

 

% Atık 

Bezelye yabancı çeĢitler 38 – 45 

Bezelye yerli çeĢitler 57 

Bakla uç atığı 4 

Taze fasulye uç atığı 28 

Kırmızı biber palper posası (0,72 mm) 28 

Domates (kabuk, lif, çekirdek) 10,52 – 17,85 

Domates palper posası (0,72 mm) 7 

Mandalin (kabuk, posa) 48,4 

ġeftali çekirdek 8,6 

ġeftali palper posası (0,72 mm) 6,7 

Çilek palper posası (0,72 mm) 19,5 

Üzüm cibresi (çöpsüz) 30 – 36 

ViĢne çekirdek 13,2 

ViĢne çöp 5,8 

ViĢne palper posası (0,72 mm) 10 

  

Kimyasal bileĢimi bakımından oldukça zengin olan meyve posalarının hayvan 

beslenmesinde kullanılanlar hariç önemli bir kısmı, kurutma ve depolama maliyeti 
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yüksek olduğundan atık olmaktadır. Meyve suyu endüstrisi atıklarının biyoproseslerde 

substrat olarak kullanımı, atıklardan doğan kirlilik probleminin çözümü için önemli bir 

alternatiftir.  

 

Meyve posalarının biyoetanol üretiminde kullanılmasıyla ilgili yapılan çalıĢmalar elma, 

üzüm ve portakal üzerine yoğunlaĢmıĢtır (Cemeroğlu et al. 2004). Elma posası yüksek 

miktarda polisakkarit içermesinin yanında fruktoz, glukoz, sakkaroz gibi fermente 

edilebilir Ģekerleri de içerir (Gullin et al. 2007). 

 

Hang vd. (1986) tarafından yapılan çalıĢmada elma posasına katı faz fermantasyonu 

uygulanarak etanol üretimi denenmiĢ ve etanol verimi ortalama 36 g etanol/kg atık 

olarak bulunmuĢtur. Üzüm posası ise üzüm suyu ve Ģarap üretiminin ilk basamağında 

elde edilen, kabuk, mayĢe, çekirdek ve saptan oluĢan bir atıktır. Selüloz, hemiselüloz, 

pektin gibi polisakkaritlerce zengindir ve bunlar ön iĢlemlerle fermente edilebilir 

Ģekerlere dönüĢtürülebilir (Zheng et al. 2012). 

 

Katı faz fermantasyonu ile üzüm posasından etanol üretilen bir çalıĢmada verim 50 mg 

etanol/g atık olarak hesaplanmıĢtır (Pourbafrani et al. 2010). Sitrus meyvelerinin meyve 

suyuna iĢlenmesinden sonra ayrılan posanın büyük bir kısmını kabuk oluĢturur. Selüloz 

ve pektince zengin olan kabuk ön iĢlemler yardımıyla biyoproseslerde kullanılabilir. 

Portakal posasının biyoetanol üretiminde kullanımında; öncelikle mayanın üremesini 

inhibe eden d-limonenin kabuktan uzaklaĢtırılması gerekmektedir (Wilkins et al. 2007). 

Bir ton sitrus meyve atığından 39,64 L (31,27 kg) etanol üretilmesi mümkündür 

(Pourbafrani et al. 2010). Kayısı ve Ģeftalinin meyve suyuna iĢlenmesinde çekirdek 

dıĢında %13-15 oranında posa ayrılmaktadır ve bu posa Ģeker, selüloz ve pektince 

zengin bir posadır (EkĢi ve Arık 1982). Nar suyu üretiminden ise %55 oranında posa 

ayrılır. Kabuk, nar çekirdekleri (aril) ve bazı organik maddelerden oluĢan nar posası 

diyet lifi bakımından oldukça zengindir (Viuda and Martos 2012). ViĢne suyu 

üretiminden ayrılan viĢne posasının ise büyük bir kısmı çekirdek olmak üzere mayve ve 

saptan oluĢur ve Ģeker miktarı yüksektir.  
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2.5 Türkiye'nin Meyve Suyu Sanayisi Atık Durumu ve Atık Potansiyeli  

 

Türkiye yılda 16,3 milyon ton meyve üretmekte ve dünya meyve üretiminde 6. sırayı 

alarak toplam üretimin %3‟ünü karĢılamaktadır. Meyve suyu sanayisinin iĢlediği baĢlıca 

7 meyve elma, viĢne, kayısı, Ģeftali, portakal, nar ve üzümdür. Bu meyvelerin 2010 yılı 

üretim miktarları toplam 9,9 milyon ton ve meyve suyuna iĢlenen miktarları yaklaĢık 

731 bin tondur (Akdağ et al. 2011). Meyve suyu sanayisine ek olarak ülkemizde 

üretilen üzümün %2‟si Ģaraba iĢlenmektedir. Temelde Ģarap ve üzüm suyu üretiminden 

çıkan posa içeriği aynıdır (Zheng et al. 2012). Türkiye‟de, meyve suyu sektöründe 

üretilen toplam posa miktarı, meyve suyu prosesi sırasındaki randımanlar kullanılarak 

ve Ģarap sanayinden çıkan üzüm posası miktarı (25,5 bin ton) da dâhil edilerek yaklaĢık 

210 bin ton olarak hesaplanmıĢtır. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM  

 

3.1 Materyal 

 

3.1.1 ÇalıĢmada Kullanılan Besiyerler 

 

Fungal Biyokütlenin Üretimi Ġçin Kullanılan Sıvı Besiyer 

 

Glukoz    50 g/L 

Maya ekstraktı   1 g/L 

KH2PO4              5 g/L 

NaNO3    2 g/L  

MgSO4.7H2O   0,5 g/L 

FeSO4.7H2O   0,01 g/L  

 

Besiyeri pH‟ı 0,1 M HCl ile 7,0‟a ayarlanmıĢ ve 1,5 atm basınç altında 110 °C‟de 25 

dakika süreyle otoklavda sterilize edilmiĢtir. Bu besi yeri fungal kütleden yağ 

ekstrasyonunda fungal biyokütle üretimi için kullanılmıĢtır. 

 

Malt Agar (MA) 

 

Malt ekstrat    30,0  

Pepton     5,0 

Agar     15,0  

 

37 °C de pH 7,6 olacak Ģekilde ayarlanmıĢtır.  

 

Malt Ekstrakt Agar (MEA)   
  

Malt Ekstrakt    20g 

 Pepton    1g 

 Glukoz    20g 

 Agar     20 g 

 Distile Su    1 L   

 

Distile suda çözülüp 121 ºC‟ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmiĢtir (Pitt 2000, 

Klich 2002).  
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Patates Dekstroz Agar (PDA) (Merck) 

 

Potato Infusion    4 g  

Dextrose     20 g  

Agar      15 g 

 

39 gram tartılarak 1000mL distile su içerisinde çözündükten sonra otoklavlanarak 

kullanılmıĢtır. 

 

3.1.2 Ayıraçlar 

 

Fosfovanilin ayıracı: 0,6 g vanilin 10 mL etanol içerisinde çözünmüĢ ve 100 mL distile 

su ile seyreltilmiĢtir. 
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3.2 Yöntem 

 

3.2.1 ÇalıĢmada Kullanılacak Fungusların Ġzolasyonu  

 

Meyve suyu posa (çilek, portakal ve elma) örnekleri fungus izolasyonu için 

kullanılmıĢtır. Tüp dilüsyon metodu ile dilüğe edilen örneklerden MA ve PDA‟ya 

dökme plak yöntemi ile ekim yapıldıktan sonra plaklardaki fungal geliĢim 27±2 °C‟de 7 

gün boyunca gözlemlenmiĢtir. Stok fungus kültürleri haftada bir yatık taze besi 

ortamına transfer edilmiĢ, 27°C’de 7 gün süre ile inkübe edilmiĢtir. Ġzolatlar daha 

sonraki çalıĢmalarda kullanılmak üzere +4 
o
C’de muhafaza edilmiĢtir. 

 

3.2.2 Saf Fungal Kültürlerin Tanımlamaları  

 

3.2.2.1 DNA Ġzolasyonu   

 

DNA izolasyonu için High Pure PCR Template Preparation (ROCHE) kiti 

kullanılmıĢtır. Genomik DNA izolasyonu için sıvı besi yerinde üretilen 7 günlük 

kültürler kullanılmıĢtır. 400 µL Lizis-buffer bulunan steril 1,5mL‟ lik ependorfa bir 

miktar kültürlerden alınmıĢ, üzerine ependorfun 0,5 mL çizgisine kadar 0,4-0,6 µm 

büyüklüğündeki asitle yıkanmıĢ cam boncuklar eklenmiĢtir ve 15 sn maximum hızda 

vortekslenmiĢtir. Üstteki fazın iyi ayrılması için 10 000 rpm (revolutions per minute= 

dakikadaki devir sayısı)‟ de 60 sn santrifüjlenip üstteki sıvı faz yeni ependorfa 

alınmıĢtır. Üzerine 400 µL binding buffer ilave edilerek  tekrar 10 000 rpm de 1 dakika 

santrifüjlenip, üstteki sıvı faz yeni ependorfa alınmıĢtır. Yeni ependorfa alınan sıvı faz 

örneğinin, üzerine 500 µL Wash Buffer ilave edilip 30 sn 10 000 rpm‟de 

santrifüjlenmiĢtir. Daha sonra tekrar 200 µL Wash Buffer ilave edilerek 30 sn 10 000 

rmp‟de santrifüjlenmiĢtir. Üstteki sıvı faz yeni ependorf tüplere alınmıĢtır. Son olarak 

30 µL distile suyu örneğin tam üzerine koyarak 30 sn 10 000 rpm‟de santrifüjlenmiĢtir 

ve üstteki filtreler atılıp alttaki faz +4 °C de beklemeye alınmıĢtır.  
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3.2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

  

Kullanılan gen bölgesi ITS1F-ITS4R izole edilen total DNA‟nın 5 µL‟si 50 µL‟lik PCR 

karıĢımına eklenerek polimeraz zincir reaksiyonu için hazırlanmıĢtır. PCR karıĢımı 

(Reaction Mix) aĢağıdaki gibidir (Çizelge 3.1). 

 

Fast start High Fidelity PCR System ve dNTPs (Roche) Pack kiti kullanılmıĢtır.Tek 

Reaksiyon (Hacim)   Tek Reaksiyon (konst.) 

 

Çizelge 3.1 PCR reaksiyonu için ortam 

Hacim Reaksiyon Konsantrasyon BileĢenler 

35,5 µL - Su, PCR-grade 

5 µL 1,8 

 

Faststart High Fidelity Reaction buffer 

(10x) 

2 µL 

 

0,4µM 

 

Forward primer (F) 

Ara stok 10µm 

2 µL 

 

0,4µM Revers primer (R) 

Ara stok 10µm 

0,5 µL 

 

2,5 U/µL Faststart high 

Fidelity enzim 

                               

ITS bölgesinin amplifikasyonları için reaksiyon Ģartları aĢağıdaki gibidir;   

                    

95 ºC 2 dakika  1 Döngü 

   95 ºC 

 55 ºC 

 72 ºC 

30 saniye 

30 saniye 

50 saniye 

35 Döngü 

35 Döngü 

35 Döngü 

  72 ºC 7 dakika 1 Döngü 

   4 ºC Süresiz  
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3.2.2.3 Amplifikasyon Ürünlerinin Saptanması 

 

Amlifiye edilen PCR ürünleri agoroz jelde gözlemlenmiĢtir. PCR amplifikasyonunu 

takiben, PCR ürünlerinin saflık kontrolleri ve miktar tayinleri thermoscientific nanodrop 

2000c cihazı kullanılarak spektrofotometrik olarak ölçülmüĢtür agaroz jel 

elektroforezleri 4µg/µL Gelred içeren %1,5 lik agaroz jelde gerçekleĢtirilmiĢtir. Jel 

hazırlanmasında ve elektroforezde TBE tamponu kullanılarak 5µL DNA solusyonu 2µL 

yükleme solusyonu ile karıĢtırılarak 90 Volt „da 45 dakika süre ile yürütülmüĢtür. 

Elektroforezde marker olarak fermantaz marker kullanılmıĢtır.  

 

3.2.2.4 PCR Ürünlerinin SaflaĢtırılması ve Dizi Analizi  

 

Jelden kesilen PCR ürünlerinin saflaĢtırılmasında, saflaĢtırma kiti (High pure PCR 

product purification kit (Roche) ) kullanılmıĢtır. Bu kitin prosedürü modifiye edilerek 

Ģu Ģekilde uygulanmıĢtır. 

 

Tüpteki PCR ürünü alınarak 150µL binding buffer ilave edilerek vorteksle 

karıĢtırılmıĢtır. Daha sonra 180µL PCR ürünümüz ve bunding buffer karıĢımından 

alınarak baĢka bir tüpe aktarılmıĢtır ve 30 saniye 10 000 rpm satrüfüjlenmiĢtir daha 

sonra 150µl wash buffer eklenmiĢtir 30 saniye 10 000 rpm de santrifüjlendikten sonra 

yıkama iĢlemi tekrarlanmıĢtır. Alttaki faz atılarak filtreler yeni ependorflara 

konulmuĢtur ve üzerine 30µl distile su ilave edilip 30 saniye 10 000 rpm de 

santrifüjlenmiĢtir filtreler atılarak ependorf tüplere geçen DNA örneği +4 °C de  dizi 

analizi yapmak için saklanmıĢtır.Ġki gen bölgesine ait elde edilen temiz PCR 

fragmentleri ABI 3100 cihazında dizi analizi gerçekleĢtirilmiĢtir Dizi analizi sonucu 

elde edilen veriler ıĢığında yapılacak flogenetik çeĢitlilik analizleri ve flogenetik ağaç 

çizimi Geneius R9 programı kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġzolatların dizi analizi 

bilgileri NCBI “National Center for Biotechnology Information” (Ġnt.Kay.1) gen 

bankasindaki verilerle BLASTN (Basic Local Aligment Search Tool) programıyla 

dizilerin benzerleri elde edilmiĢtir. Ayrıca Chromas programıyla benzer dizilerle 

karĢılaĢtırılmıĢtır. 
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3.2.3 Yüksek Kapasite ile Lipid Üreten Mikroorganizma Seçimi  

 

3.2.3.1 Mikroorganizmaların Üretimi 

 

Fungal biyokütlenin üretiminde kullanılan besiyerine meyve suyu posalarından izole 

edilen stok fungal kültürlerden 5 mL steril distile su içerisindeki miselyum 

süspansiyonundan steril koĢullarda 100 mL besiyeri içeren erlenlere ekilmiĢtir. 

Kültürler 27 ºC„de 150 rpm çalkalamada, 5-7 gün inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon süresi 

sonunda her bir fungal kültürdeki lipid üretim düzeyi araĢtırılmıĢtır (Çiçek ve Yalçın 

2013) (Resim 3.1). 

 

 

Resim 3.1 Çalkalamalı Etüvde Üretilen Fungal Miseller. 
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3.2.3.2 Total Lipid Üretim Düzeyinin Belirlenmesi 

 

Total Lipid Üretim Düzeyinin Belirlenmesi Toplam lipid tayininde Klorometrik bir 

metot olan sülfo-fosfo-vanillin yöntemi uygulanmıĢtır. Sülfo-fosfo-vanillin yönteminde 

lipid sülfürik asit ile reaksiyona girmekte ve karbonyum iyonları oluĢturmaktadır. 

Karbonyum iyonları ise vanillin fosfat esterleri ile reaksiyona girerek renkli 

kompleksler meydana getirir. Renk yoğunluğu takip edilerek ortamdaki toplam lipid 

miktarı ölçülebilmektedir (Tehlivets et al. 2007, Çiçek ve Yalçın 2013). 

 

Lipid analizi amacı ile besiyerinden ayrılan fungal biyokütle 2/1 (V:V) kloroform-

metanol karıĢımı ile ekstrakte edilmiĢ Çakmak vd. (2005) ve santrifüjleme sonrasında 

elde edilen süpernatant lipid analizinde kullanılmıĢtır. Bu amaçla 0,010 mL süpernatant 

1,0 ml H2SO4 içerisinde tamamen çözündürüldükten sonra karıĢım sıcak su banyosunda 

10 dk süre ile inkube edildikten sonra tüpler hızlı bir Ģekilde soğutularak içine 1,0 mL 

fosfovanilin ayıracı ve 1,0 mL distile su ilave edilmiĢtir (Resim 3.2). Standart olarak 

etanol içerinde çözünmüĢ zeytinyağı kullanılmıĢtır. Standart ve örnek çözeltilerinin 530 

nm‟de absorbans artıĢı tayin edilmiĢ (Resim 3.3) ve total lipid miktarı; Total lipid 

deriĢimi (g/L) == Absorbans artıĢı (∆A)/ Standart kalibrasyon grafiğinin eğimi  

EĢitliği kullanılarak hesaplanmıĢtır.  

 

 

Resim 3.2 Fosfovanilin ayıracı ilave edilmiĢ tüpler. 
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Resim 3.3 530 nm‟de absorbans artıĢı. 

 

3.2.3.3 Lipid Ekstraksiyonu 

 

Fungus hücrelerinin lipit analizleri Zhu vd. (2002) yöntemine göre yapılmıĢtır. Fungus 

hücrelerinden lipit elde edilmesi için iki kez aktifleĢtirilmiĢ kültürler 250 mL 

hacmindeki erlenlerde 100 mL olarak hazırlanmıĢ sıvı besiyerlerine ekilmiĢtir  

 

Mikrobiyel lipit eldesi için 6 adet farklı fungus hücresinin geliĢimlerinin 10. gününde 

örnekler 10 000 × g‟de 30 dakika santrifüj yapılarak çökelti alınmıĢ ve 70 ºC‟de bir 

gece boyunca kurutulmuĢtur. Kurutulan fungal hücreler toz haline getirilmiĢtir (Resim 

3.4). Toz halindeki bu hücrelerden 50 mg alınarak 2:1 oranında karıĢtırılan 

kloroform:metanol karıĢımı ile 1 saat boyunca muamele edilmiĢtir. 10 000 × g‟de 5 

dakika santrifüj yapılarak toz haldeki hücre solventten ayrılmıĢtır. Kloroform:metanol 

karıĢımı darası alınmıĢ tüpe aktarılmıĢ, 50 ºC‟de solventin uzaklaĢtırılması sağlanmıĢtır.  
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Resim 3.4 Toz Haline GetrilmiĢ Fungal Miseller 

 

3.2.3.4 Mikrobiyel Lipitlerin Transesterifikasyonu  

 

Triaçilgliserollerin dizel yakıtların yerine kullanılabilmesi için gereken kimyasal 

modifikasyonlar arasında en çok tercih edilen anahtar basamak niteliğindeki yöntem 

transesterifikasyondur. Transesterifikasyon, triaçilgliserollerin viskozitesinin 

düĢürülmesinde ve böylelikle yenilenebilen yakıtların makine performansını arttırmada 

fiziksel özelliklerinin geliĢtirilmesi amacıyla kullanılmaktadır (Fukuda 2001, Karatay et 

al. 2010).  

 

Transesterifikasyon reaksiyonu üç tane ardıĢık tersinir reaksiyondan oluĢmaktadır. Bu 

süreçte, triaçilgliserol; her bir basamakta 1 mol alkil esterinin oluĢtuğu adım adım 

diaçilgliserol, monoaçilgliserol ve son olarak gliserole dönüĢtürülür (Helwani 2009, 

Karatay et al. 2010). Diğer bir tanımla lipitlerde bulunan gliseritlerin bir katalizör 

varlığında bir alkol ile reaksiyona girerek ester ve gliserol oluĢturmasıdır.  
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ġekil 3.1 Transesterifikasyon reaksiyon ve biyodizel üretim denklemi. 

 

GeliĢtirilen funguslardan elde edilen lipitler, ISO-5509,2000 yöntemine göre aĢağıda 

belirtilen Ģekilde transesterifikasyon reaksiyonuna uğratılmıĢtır. Bunun için öncelikle 

15-32 mg örnek alınarak ependorf tüpüne alınarak üzerine 1 mL n-hekzan eklenmiĢ ve 

vortekslenmiĢtir. Daha sonra 100µL 2N metanollü KOH çözeltisi eklenerek tekrar 

vortekslenerek 300rpm de 2 dakika santrifüj edildi. Üzerine 0,08 mg Na2SO4 ilave 

edildi. 10 000 rpm de 5 dakika santrifüj edildikten sonra elde edilen organik üst faz 

viallere alındı. Üst fazdan 1 µL örnek gaz kromatografi cihazına enjekte edilmiĢtir 

(Karatay 2010).   

 

3.2.4 Ġzolatların GeliĢimine Sıcaklığın, Karbon ve Azot Kaynağının Etkisi  

 

Lipit sentezine karbon kaynaklarının etkisini incelemek amacıyla agar besiyerlerine 

karbon kaynağı olarak sukroz ve laktoz kaynağı (%1 oranında), azot kaynağı olarak 

amonyum nitrat (% 0,2 oranında)  kullanılmıĢtır. Bu amaçla besiyerine nokta ekim 

yapılarak üç farklı sıcaklıkta (40, 35 ve 25 °C) 7 gün süre ile inkübe edilmiĢ ve oluĢan 

kolonilerin çapı milimetrik olarak ölçülmüĢtür. 
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3.2.5 Yağ Asidi Metil Esterlerinin Gaz Kromatografi Cihazında Analizi  

 

Mikrobiyel lipitlerin transesterifikasyon reaksiyonu sonucu oluĢan metil esterleri Gaz 

Kromatografi cihazı ile belirlenmiĢtir. Transesterifikasyon reaksiyonundan sonra, üst 

fazdan 1 µL örnek alınmıĢ ve metillenmiĢ bu yağ asitleri GC-2010 Gaz Kromatografi 

(Shimadzu Japan) ile analiz edilmiĢtir. Gaz Kromatografi cihazında sıcaklığı 240 ºC 

olan Alev ĠyonlaĢtırmalı Dedektör (FID) ve TR-CN100, 60 m x 0,25 mm x 0,20 mm 

(Teknokroma) kolonu ve taĢıyıcı gaz olarak N2 kullanılmıĢtır. Yağ asidi pikleri karıĢık 

yağ asidi metil esteri standardına göre belirlenmiĢtir (37 Comp. FAME Mix 10 mg/mL 

in CH2CL2; Supelco, USA). Fungal izolatların hücrelerinden elde edilen lipitin 

transesterifikasyonu sonucu oluĢan metil esterleri Çizelge 3.2‟de verilmiĢtir 

 

Çizelge 3.2 Fungal izolatlardan hücrelerinden elde edilen lipitin transesterifikasyonu sonucu 

oluĢan metil esterleri. 

Ġzolat 

No 

Yağ asidi Miktar 

(%) 

P1 Siklopentan metil 

Hekzadekonoik asit, metil ester 

Pentadekonoik asit,14-metil-,metil ester 

Benzenepropanoik asit,3,5-bis(1,1-dimetiletil)-4-hidroksi-, metil ester 

siklopropaneoktanoik, 2-hekzil-, metil ester 

Heptadekanoik asit, metil ester 

8,11-oktadekadienoik asit, metil ester 

7- oktadekadienoik asit, metil ester 

oktadekadienoik asit, metil ester 

19,445 

1,005 

17,368 

1,157 

1,424 

1,464 

32,745 

12,680 

9,228 

P2 Cyclopentane methyl 

Hekzadekonoik asit, metil ester 

siklopropaneoktanoik, 2-hekzil-, metil ester 

Heptadekanoik asit, metil ester 

8,11- oktadekadienoik asit, metil ester 

9- oktadekadienoik asit, metil ester 

oktadekadienoik asit, metil ester 

19,337 

16,232 

2,563 

2,416 

30,675 

13,294 

7,810 
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4. BULGULAR 

 

4.1 ÇalıĢmada Kullanılacak Fungusların Ġzolasyonu 

 

Meyve posalarından altı fungus izole edilmiĢtir (Çizelge 4.1, Resim4.1)  

 

Çizelge 4.1 Meyve posalarından izole edilen funguslar 

Kaynak Ġzolat 

Elma E1,E2,E3 

Çilek ÇE 

Portakal P1, P2 

Toplam (n) 6 

E; Elma, ÇE; Çilek, P; Portakal 

 

 

 

Resim 4.1 Meyve posalarından izole edilen funguslar 

 

4.2 ÇalıĢmada Kullanılacak Fungusların Farklı Karbon Kaynakları ve Azot 

Kaynağı Olarak Amonyum Nitrat Kullanıldığındaki GeliĢimleri 

 

Ġzolatların farklı karbon kaynakları ve azot kaynağı olarak Amonyum nitrat 

kullanıldığındaki geliĢimleri Çizelge 4.2‟de gösterilmiĢtir. Karbon kaynağı sukrozda E1 

ve E2 izolatları en iyi üremeyi 35 °C‟de (3,7 mm ve 4,2 mm) göstermiĢlerdir E3 izolatı 

ise en iyi üremeyi 40 °C‟ de 4mm olduğu saptanmıĢtır. P1 izolatı en iyi üremeyi          

40 °C‟de 4 mm ile yaparken P2 izolatı 25 °C‟de 2,5 mm ile yapmıĢtır. ÇE izolatı 40 °C 
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ve 25 °C de  en iyi üremeyi 4,5mm ile göstermiĢtir. Karbon kaynağı laktozda E1 40 

°C‟de    2 mm ,E2 25 °C‟de 5mm , E3 40°C ve 25 °C‟de 1,5mm üreme olduğu 

belirlenmiĢtir. P1 ve P2 izolatları en iyi üremeyi 25 °C‟de sırasıyla 5,5 mm ve 1,3 mm 

olarak göstermiĢlerdir. ÇE izolatı 25 °C‟de 5mm üreme göstermiĢtir. Azot kaynağı 

amonyum nitratda E1 izolatı 35°C‟de 3.8 mm E2 izolatı 40 °C‟de 5 mm, E3 izolatı ise 

35°C‟de 5.3 mm üreme yapmıĢlardır. P1 izolatı 35°C‟de 4.5mm P2 izolatı 25 °C‟de  

4,5 mm olduğu görülmüĢtür. ÇE izolatı 35 °C ve 25 °C benzer olarak en iyi üremeyi 

göstermiĢtir (3,5 mm). 

 

Çizelge 4.2 Ġzolatların farklı karbon kaynakları ve azot kaynağı olarak Amonyum nitrat 

kullanıldığındaki geliĢimleri 

                                                            Ġzolatların zon çapı (mm) 

 °C E1 E2 E3 P1 P2 ÇE 

Karbon Kaynağı        

Sukroz 40°C 3,5  4 4 4 0,5 4,5 

35°C 3,7 4,2 3,9 1,5 0,2 4 

25°C 3 2 1,7 2 2,5 4,5 

Laktoz 40°C 2 1 1,5 1 0,3 1 

35°C 1,1 0,7 1 0,5 0,5 1,1 

25°C 1 5 1,5 5,5 1,3 5 

Azot Kaynağı 

Amonyum nitrat 40°C 1,5 5 5,2 1,2 3,7 2,9 

35°C 3,8 4,4 5,3 4,5 3,8 3,5 

25°C 2,7 1,7 3 3,1 4,5 3,5 
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4.3 Saf Fungal kültürlerin tanımlamaları 

 

4.3.1 PCR Amplifikasyon 

 

Meyve posasından izole edilen 6 fungal izolatların DNA izolasyonu yapılmıĢtır. Ġzole 

edilen DNA‟lar NanoDrop‟ta analiz edildikten sonra PCR‟da amplifikasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen Ürün UV transilluminatörde incelenmiĢ ve 

görüntülenmiĢtir. 

 

 

Resim 4.2 Ġzolatların ITS bölgesi amplifikasyonuna ait jel görüntüsü. 

 

DNA dizi analizinde kullanmak için; görüntülenen her bir PCR ürünü jelden kesilerek 

tüpte toplanıp, kit yardımıyla saflaĢtırma yapılmıĢtır. 
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Çizelge 4.3 Moleküler yöntemle identifikasyon sonuçları. 

izolatlar  ITS bölgesi E value 

ÇE  Aspergillus fumigatus %100  Aspergillus fumigatus 

%100  Eurotiomycetes sp. 

%100  Fungal sp. 

%100  Aspergillus sp. 

 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 

E1 Aspergillus fumigatus  %99   Aspergillus sp. 

 %99  Aspergillus fumigatus 

 %99  Aspergillus aculeatus 

%99  Aspergillus sp. 

 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 

E2 Aspergillus fumigatus %96 Spiribacter salinus 

%93 Schistosoma mansoni 

%93 Ceanorhabditis briggsea 

%85 Candida dupliniensis 

 

3,2 

3,2 

3,2 

3,2 

E3 Aspergillus fumigatus %100  Aspergillus fumigatus 

%100  Eurotium sp. 

%100  Fungal sp. 

%100  Aspergillus sp. 

 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 

P1 Aspergillus fumigatus %99 Aspergillus fumigatus 

%99  Eurotiomycetes sp. 

%99  Fungal endophyte 

%99  Aspergillus sp. 

 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 

P2 Aspergillus fumigatus %99 Aspergillus fumigatus 

%98  Eurotium sp. 

%99  Fungal endophyte 

%98  Aspergillus sp. 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 
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ÇE fungal izolatı ITS dizi analizi sonuçlarına göre Aspergillus fumigatus ve 

Eurotiomycetes sp’ye %100 benzerlik göstermiĢtir. E1 izolatının ise %99 Aspergillus sp 

(Aspergillus fumigatus) olduğu saptanmıĢtır. E2 izolatı ise ITS dizi analizi sonucunda 

%96 Spiribacter salinus ve %93 Schistosoma mansoni ile benzerlik göstermiĢtir. E3 

izolatı ise Aspergillus fumigatus ve Eurotium sp‟ye %100 benzerlik göstermiĢtir. P1 ve 

P2 ise dizi analizi sonucunda Aspergillus fumigatus olarak tespit edilmiĢtir. 

 

ġekil 4.1 de izolatların neighbor-joining metot kullanılarak oluĢturulan filogenetik ağaç 

verilmektedir. Portakaldan izole edilen P1 ve P2 izolatları ile elmadan izole edilen 

E1,E2 ve E3 izolatları birbirine filogenetik olarak daha yakın olduğu saptanmıĢtır. 

Çilekten elde edilen izolat ÇE izolatı ise E1 izolatına yakın bulunmuĢtur. 

 

 

ġekil 4.1 Filogenetik ağaç. 

 

 

 
 



 

33 

 

4.4 Yüksek Kapasite ile Lipid Üreten Mikroorganizma Seçimi 

 

Zeytin yağının dilüsyonlarının spektrofotometrik ölçümlerine dayanarak izolatlardaki 

total yağ oranının belirlenmesinde kullanılacak eğri ġekil 4.2 de verilmektedir. Bu 

eğriye göre fungal izolatlarlardan yağ ekstraksyonu yapıldıktan sonra 

spektrofotometrede yapılan ölçümler dikkate alınarak yağ miktarı aĢağıdaki formüle 

göre hesaplanmıĢtır.  

 

                    

 

Çizelge 4.4‟ de bu formüle göre fungal izolatların içerdiği total yağ oranı verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.2 Total yağ içeriğinin hesaplanmasında kullanılmak üzere çıkartılan standart eğri.   

 

Posalardan alınan (P1,P2,E1,E2,E3,Ç) örneklerden elde edilen fungusların üretmiĢ 

olduğu yağ miktarlarının sonuçlarını elimizde bulunan standartlarla 

(STD1,STD2,STD3,STD4,STD5) karĢılaĢtırdığımızda elde ettiğiğmiz sonuçlar Ģu 

Ģekildedir; Ç ve E2 örneklerinin sonuçları (Ç=2,22 ve E2=2,257) STD2‟ye (SDT2=211) 

yakın olduğu görülmüĢtür. E1,E3,P1,P2 örneklerininde (E1=2,456 E3=2,620 P1=2,649 

P2=2,760 ) STD3‟e (2,47) yakın olduğu görülmüĢtür. Elde edilen verilere göre 

spektrofotometre sonuçları arttıkça yağ üretiminin azaldığı görülmüĢtür. Bu sonuçlara 

göre en fazla yağ üretiimi P2 de görülmüĢtür  P1 örneğindeki yağ üretimi P2‟yi takip 

etmektedir  (Çizelge  4.4). 
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Çizelge 4.4 Fungal izolatların içerdiği total yağ oranı verilmiĢtir. 

Örnek Spektro ölçüm(OD) Ortalama OD 50 mg fungal 

kütledekiyağ 

miktarı 

Std1(1/2sulandırılmıĢ) 

 

0,678 

0,675 

0,679 

0,667 1,099 

Std2( 1/4sulandırılmıĢ) 

 

0,491 

0,492 

0,495 

0,493 2,11 

Std3(1/8sulandırılmıĢ) 

 

0,400 

0,395 

0,397 

0,431 2,47 

Std4(1/16 sulandırılmıĢ) 

 

0,112 

0,117 

0,120 

0,116 4,32 

Std5(1/32 sulandırılmıĢ) 

 

0,114 

0,113 

0,115 

0,113 4,33 

P1 

 

0,318 

0,425 

0,463 

0,402 2,649 

E1 

 

0,350 

0,462 

0,489 

0,435 2,456 

Ç 

 

0,478 

0,464 

0,483 

0,475 2,222 

P2 

 

0,455 

0,355 

0,340 

0,383 2,760 

 

 

E2 

 

 

 

0,510 

0,453 

0,445 

 

 

0,469 

 

 

2,257 

 

E3 

 

 

0,429 

0,395 

0,395 

 

0,406 

 

2,620 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

 

Enerji kaynaklarının artan enerji ihtiyacına rağmen gün geçtikçe azalması ve sera 

etkisini azaltıcı alternatif enerji kaynakları arayıĢı biyodizel üretimi üzerine yapılan 

çalıĢmaların artmasına neden olmuĢtur. Bu çalıĢmada elma, çilek ve portakal 

posalarından izole edilen funguslar moleküler metodlarla identifiye edilerek, izolatların 

lipid üretimi spektrofotometrik olarak belirlenmiĢtir.  

 

Candida, Rhodotorula, Aspergillus, Paecilomyces, Fusarium, hormoconis, 

Penicilliumve Alternaria‟ın biyodizel üretiminde kullanıldığı bilinmektedir. Bu 

çalıĢmada meyve posasından altı izolat elde edilmiĢtir. ITS dizi analizi sonuçlarına göre  

ÇE fungal izolatı Aspergillus fumigatus’a %100  benzerlik göstermiĢtir. E1 izolatının 

ise %99 Aspergillus sp (Aspergillus fumigatus) olduğu saptanmıĢtır. E2 izolatı ise ITS 

dizi analizi sonucunda %96 Spiribacter salinus ve %93 Schistosoma mansoni ile 

benzerlik göstermiĢtir. E3 izolatı ise Aspergillus fumigatus  %100 benzerlik 

göstermiĢtir. P1ve P2 ise dizi analizi sonucunda Aspergillus fumigatus olarak tespit 

edilmiĢtir. Filogenetik ağaca bakıldığında portakaldan izole edilen P1 ve P2 izolatları ile 

elmadan izole edilen E1, E2 ve E3 izolatları birbirine filogenetik olarak daha yakın 

olduğu saptanmıĢtır. Çilekten elde edilen izolat ÇE izolatı ise E1 izolatına yakın 

bulunmuĢtur. 

 

Li vd. (2007) karbon kaynağı olarak glikoz kullanarak Rhodosporidium toruloides 

mayasının mikrobiyel lipid üretimini araĢtırmıĢlardır ve pH‟ı 5,5 ve 12 g/L (NH4)2SO4 

içeren besiyerinde maya hücrelerinin 150 g/L glikoz varlığında iyi geliĢme 

gösterdikleri, glikoz konsantrasyon artıĢının hücre geliĢimini inhibe ettiğini 

belirlemiĢlerdir. 25 gün süreyle inkübe edilen kesikli beslemeli kültürlerde ise kuru 

biyokütle ve hücresel lipid içeriği sırayla 151,5 g/L ve %48 olarak bulunmuĢtur. Hücre 

lipidlerinin 16 ve 18 karbon atomlarından oluĢan uzun zincirli yağ asitlerinden 

oluĢtuğunu göstermiĢlerdir.  

 

ÇalıĢmamızda Karbon kaynağı sukrozda E1 ve E2 izolatları en iyi üremeyi 35°C‟de (3,7 

mm ve 4,2 mm) göstermiĢlerdir E3 izolatı ise en iyi üremeyi 40°C‟ de 4mm olduğu 
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saptanmıĢtır. P1 izolatı en iyi üremeyi 40°C‟de 4mm ile yaparken P2 izolatı 25°C‟de 

2,5mm ile yapmıĢtır. ÇE izolatı 40°C ve 25°C de en iyi üremeyi 4,5mm ile göstermiĢtir. 

Karbon kaynağı laktozda E1 40°C‟de 2mm, E2 25°C‟de 5mm, E3 40°C ve 25°C‟de 

1,5mm üreme olduğu belirlenmiĢtir. P1 ve P2 izolatları en iyi üremeyi 25°‟de sırasıyla 

5,5mm ve 1,3mm olarak göstermiĢlerdir. ÇE izolatı 25°‟de 5mm üreme göstermiĢtir. 

Azot kaynağı amonyum nitratda E1 izolatı 35°C‟de 3,8mm E2 izolatı 40°C‟de 5mm, E3 

izolatı ise 35°C‟de 5,3mm üreme yapmıĢlardır. P1 izolatı 35°C‟de 4.5mm P2 izolatı 

25°C‟de 4.5mm olduğu görülmüĢtür. ÇE izolatı 35°C ve 25°C benzer olarak en iyi 

üremeyi göstermiĢtir (3,5mm). Genel olarak elma posasından izole edilen fungal 

izolatların Sukrozlu besiyerinde, portakal ve çilek posasından izole edilen izolatların ise 

Laktozlu besiyerinde daha iyi üreyebildkleri saptanmıĢtır.  

 

Vicente vd. (2009) Mucor circinelloides fungusundan biyodizel üretimi ile ilgili yaptığı 

çalıĢmada üç farklı solvent sisteminin ( kloroform:metanol, kloroform:metanol:su ve n-

hekzan) fungus hücrelerinden lipit ekstraksiyonu üzerine etkisini arastırmıslardır. En 

etkili ekstraksiyonun kloroform:metanol ile gerçekleĢtiği saptanmıĢtır. Bu nedenle 

çalıĢmamızda kloroform metonol kullanılarak yağ asitlerinin ekstraksiyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Peng ve Chen (2008) kızıl ötesi reflektans spektrofotometresi ile yag biriktirme 

kapasitesinesahip fungusların hücre içi lipit miktarını belirlemeye yönelik çalısmalar 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. Çalısmalarında izole ettikleri Microsphaeropsis sp. Phomopsis sp., 

Cephalosporium sp., Sclerocystis sp. ve Nigrospora sp. funguslarının yanı sıra diger bir 

yaglı fungus olan Mortierella ramanniana fungusunu da kullanmıslardır. Bu 

fungusların lipit içerikleri belirtilen yöntemle sırasıyla %7,51, %5,12, %6,98, %5,90, 

%5,87, %6,95 olarak bulunmustur. 

 

Economou vd. (2010) sorgum pekmezi ile hazırladıkları besiyerinde Mortierella 

isabellina fungusunu lipit biriktirme kapasitesine ve biyodizel üretimine azalan azot 

kaynağının olumlu yönde etkili olduğunu bildirmiĢlerdir. Bu araĢtırmacılar palmitik ve 

oleik asitin baĢlıca görülen yağ asitleri olduğunu göstermiĢlerdir.   AraĢtırmacılara göre 
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fungal lipit içersinde uzun alifatik zincirlerin bulunmuyor olması bu hammaddeden 

üretilecek biyodizelin yüksek kalitede olacağını göstermektedir. 

 

ÇalıĢmamızda meyve posalarından alınan (P1, P2, E1, E2, E3, Ç) örneklerden elde 

edilen fungusların üretmiĢ olduğu yağ miktarının sonuçlarını elimizde bulunan 

standartlarla (STD1, STD2, STD3, STD4, STD5) karĢılaĢtırıldığında elde ettiğimiz 

sonuçlar Ģu Ģekildedir; Ç ve E2 örneklerinin sonuçları (Ç=2,22 ve E2=2,257) STD2‟ye 

(SDT2=2,11) yakın olduğu görülmüĢtür. E1, E3, P1, P2 örneklerininde (E1=2,456 

E3=2,620 P1=2,649 P2=2,760) STD3‟e (2,47) yakın olduğu görülmüĢtür. Elde edilen 

verilere göre spektrofotometre sonuçları arttıkça yağ üretiminin azaldığı görülmüĢtür. 

Bu sonuçlara göre en fazla yağ üretimi P2 de görülmüĢtür. P1 örneğindeki yağ üretimi 

P2‟yi takip etmektedir (Çizelge 4.4). 

 

Liu ve Zhao (2007) Lypomyces starkeyi ve Rhodotorula toruloides maya hücrelerinin 

lipid üretimlerini pH‟ı 6 olan, 70 g/L glikoz, 2,0 g/L (NH4)2SO4 içeren besiyerinde 

araĢtırmıĢlar ve lipid içeriklerini sırasıyla %50,2 ve %58,0 olarak bulmuĢlardır. 

Rhodosporidium sp., Rhodotorula sp. ve Lypomyces sp. gibi bazı maya türleri 

hücrelerinde kuru ağırlıklarının %70‟den fazla lipid biriktirebilme yeteneğine sahiptir. 

(Zhao et al. 2011). Bunun yanı sıra yüksek lipid içeriğine sahip funguslara örnek olarak 

Mortierella sp. cinsine ait türler verilebilmektedir. Çiçek vd. (2013) yaptıkları çalıĢma 

sonucunda maksimum fungal lipid üretimi Fusarium proliferatum ile 24,96 g/L olarak 

bulmuĢlardır. Mahmood ve Tajammul (2009) kullanılmıĢ çay üzerinde geliĢen 

Aspergillus niger den %57,49 verimle biyoetanol üretmiĢtir. Bu çalıĢma raporunda 

kullanılmıĢ çayın (katı atık) sadece biyodizel ve biyoetanol değil ayrıca hidrokarbon 

yakıt gazlarının üretimi içinde kullanılabilir olduğu gibi ilginç bulgulara ulaĢmıĢlardır.  

 

Vicente vd. (2009) Mucor circinelloides Fungal lipit oluĢturan baslıca yağ asitlerinin 

sırasıyla %37,1 oranında C18:1, %14,3 oranında C18:2 ve %18,5 oranında C18:3 

oldugunu belirlemiĢlerdir. Yağlı mayalar ve küfler çoklu doymamıĢ yağ asitlerince 

zengin triaçilgliserol biriktirmektedirler. Bu hücrelerde en fazla rastlanan yağ asitleri 

arasında C18:1, C18:2, C16:0, C16:1 gelmektedir. Yağlı maya ve fungusların biyodizel 

üretimi için alternatif yağ kaynakları olduğu söylenebilmektedir (Meng et al. 2009).  
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Triasilgliserollerden (TAG'ler) türetilen Yağ asidi metil esterleri (FAME) biyodizel 

hazırlanması için kullanılan en yaygın bileĢendir. ġu anda TAG elde etmek için bitkisel 

ve hayvansal yağlar kaynak olarak kullanılmaktadır ancak bu kaynaklardan biyodizel 

üretiminde yağlı tohumların elde edilebilmesi ve gıda rekabeti gibi bazı sınırlamaları 

vardır. Oysa biodizel üretiminde mikrobiyal yağların (Tek hücre yağı, SCO) 

kullanımında bu tür sınırlamaların olmaması dikkat çekicidir. Bu amaçla oleaginous 

(yağlı microorganismalar (bakteriler, algler ve funguslar)) kullanılabilir. Tek hücre yağı 

(THY) olarak bilinen mikrobiyal yağlar yağlı mikroorganizmalar tarafından üretilir. 

Yağlı mikroorganizmaların bazıları kuru biyokütle ağırlığı %80 w/w yağ içerir bu 

nedenle biyodizel üretiminde hammadde olarak ümit vericidir. Ayrıca 

mikroorganizmalar atık substratlar üzerinde geliĢtirilebilir. Bu hem bioremediasyon 

prosesleri için fayda sağlar hemde ekonomik önemi olan ürünler mikroorganizmalardan 

elde edilir.  Kimyasal bileĢimi bakımından oldukça zengin olan meyve posalarının 

hayvan beslenmesinde kullanılanlar hariç önemli bir kısmı, kurutma ve depolama 

maliyeti yüksek olduğundan atık olmaktadır. Meyve suyu endüstrisi atıklarının 

biyoproseslerde substrat olarak kullanımı, atıklardan doğan kirlilik probleminin çözümü 

için önemli bir alternatiftir. ÇalıĢmamızda atık meyve posalarının substrat olarak 

kullanılabilecek fungal izolatlar elde edilerek, biyodizel üretiminde verimleri 

araĢtırılmıĢtırr.   

 

Bu çalıĢma sonucunda elde edilen veriler Aspergillus fumigatus  izolatlarının biyodizel 

üretiminde kullanılabileceğini göstermektedir. Bundan sonraki çalıĢmalar. Meyve 

posalarından hazırlanacak besiyerlerinde maksimum biyodizel üretiminin sağlandığı 

optimum koĢulların belirlenmesi üzerine olmalıdır. 
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