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Bu arastirmada Biyodizelin iiretim maliyetinin diisiiriilmesi adina son yillarda diinyada
pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Bu c¢alismalar1 mikrobiyal hiicrelerde biriktirilen
yaglarin biyodizel tiretiminde hammadde olarak kullanimlar1 ve kimyasal katalizorlerin
yerine mikrobiyal lipazlarin kullanimlar1 olmak tizere iki 6nemli baslik altinda toplamak
miimkiindiir.

Bu amagla, gergeklestirilen bu projede meyve posalarindan izole edilen funguslarin

lipit birikimleri belirlenerek. Hiicrelerden elde edilen lipitler alkali bir katalizorle
transesterifikasyon reaksiyonuna ugratildiktan sonra olusan yag asidi metil esterleri

(biyodizel) Gaz Kromatografi cihazinda belirlenmistir.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

USABILITY OF FRUIT PULPS AS A SOURCE OF BIOENERGY

Biisra AYDIN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Ferrunh ASCI

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.

2016, ix + 46 pages

Keywords: Fruit pulp, Biodiesel, Transesterification.
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1. GIRIS

Enerji tiretiminde kullanilan kaynaklar enerji kaynaklar1 olarak adlandirilir. En yaygin
kullanilan enerji kaynaklari; fosil kokenli, klasik yenilenemeyen enerji kaynaklar1 ve
yenilenebilir alternatif temiz enerji kaynaklart seklinde siniflandirilir. Petrol, komiir,
dogal gaz gibi fosil kokenli kaynaklar diinya iizerinde simnirli rezervlere sahiptirler.
Giines, riizgar, hidro, jeotermal, biyokiitle ve deniz kokenli yenilenebilir enerji
kaynaklar1 ise; klasik enerji kaynaklarina alternatif olup ¢evreye zarar vermeyen,
dogada kendisini tekrar yenileyebilen ve giderek liretimi yayginlagan enerji tiirleri
olarak karsimiza cikmaktadir. Petroliin her gegen giin azalmasi ve cevre bilincinin
artmasi sonucunda yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ilgi giin gegtik¢e artmaktadir.
Yesil dizel ve dizel-bi adlarn ile de bilinen Biyodizel biyolojik kaynakli yaglardan
yenilenebilir kaynaklardan {retilebilen alternatif bir yakittir. Avrupa Birliginin
2003/30/EC Direktifi ile 2005 sonunda piyasaya arz edilen fosil yakitlarina %2 oraninda

biyoyakit eklenmesi zorunlulugu getirilmistir.

Biyodizel (fatty acid methyl- yada ethyl-esters) bitkisel veya hayvansal yaglarin uzun
zincirli yag asitlerinin metil esterlerinden olusturulan yakit tiirii olup Knothe (2010)’e
gore petrol dizellerle karsilastirildiginda birgok avantaja sahiptir. Biyolojik olarak
pargalanabilir, zehirsizdir ve diisiik emisyon profiline sahiptir. Ayrica biyodizel
kullanim1 ekolojik agidan onemli olup; tarim, ekonomik gelisme ve g¢evre arasinda
dengenin kurulmasini saglamaktadir (Meher et al. 2006). Bitkisel yaglarin yakit olarak
ilk defa kullanomi Rudolf Diesel tarafindan yer fistigi yagr kullanilarak
gergeklestirilmistir (Panwar et al. 2010). Literatiirde hayvansal yaglarin biyodizel
tiretiminde kullanimlar ile ilgili yapilan caligmalarin basinda kuyruk yagi ve tavuk
artiklarindan kalan yaglarin kullanimi gelmektedir (Bhatti et al. 2008). Giiniimiizde
calismalar daha ziyade biyodizel iiretiminde kizartma yaglar1 gibi atik yaglarin

kullanimi {izerinedir (Chung et al. 2009).

Mikrobiyel kaynakli yaglarin (tek hiicre yaglari) birgok mikroorganizma tarafindan
retildigi bilinmektedir. Bu yaglar biyodizel iiretiminde hammadde olarak oldukca

yiiksek bir potansiyele sahiptir. Ciinkii mikroorganizmalar degisen mevsim ve iklim



sartlarindan etkilenmezler, hiicrelerinde yiiksek miktarda lipid igerigine sahiptirler ve
cok kisa siirede ¢ok miktarda iiretilebilmektedirler (Xue et al. 2006). 1980’1 yillardan
bu yana funguslar ilgi ¢eken yagli mikroorganizmalar olmustur. Lipomyces starkeyi,
Rhodotorula glutinis, Mucor ve Aspergillus gibi mikroorganizmalarin yiiksek miktarda
yag igerdigi ve Cryptococcus albidus, Cryptococcus albidun, Lipomyces lipofer,
Lipomyces starkeyi, Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula glutinis ve Trichosporon
pullulans'in benzer kiiltiir kosullarinda lipidleri akiimiile edebildigi saptanmistir. Bunun
yani sira Aspergullus terreus, Claviceps purpurea, Tolyposporium, Mortierella alpina,
Mortierella isabellina gibi bir¢ok maya tiiriide lipidleri akiimiile edebilmektedir. Yagh
mayalar ve kiifler ¢oklu doymamis yag asitlerince zengin triagilgliserol (TAG)
biriktirmektedirler. Bu hiicrelerde en fazla rastlanan yag asitleri sunlardir C18:1, C18:2,
C16:0, C16:1 gelmektedir. Baz1 funguslar DHA, GLA, EPA ve ARA gibi 6zel

lipidleride tiretebilirler.

Funguslar biyodizel iiretiminde bazi avantajlara sahiptir (Meng et al. 2009).

a) Kisa yasam dongiileri ile hizli biiyiiyebilmeleri,

b) Gelisimleri i¢in 1518a ihtiya¢ duymamalari,

¢) Oldukga fazla substrat1 karbon kaynagi olarak kullanabilmeleri,

d) Tarim atiklarin1 gibi endiistiiriyel atiklar1 kullanabilmeleri,

e) Gelisimlerinin mevsimsel periyotlardan bagimsiz olmasi,

f) Gliserol, kanalizasyon, su, peynir alti suyu, pekmez ve misir kocani gibi

birgok substratda geliserek TAG biriktirmeleri Bu nedenlerle son yillarda fungal

lipidlerin biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullanimi ile ilgili yapilan ¢aligmalar

arastiricilarin ilgisini cekmektedir



Kimyasal bilesimi bakimindan olduk¢a zengin olan meyve posalarinin hayvan
beslenmesinde kullanilanlar hari¢ 6nemli bir kismi, kurutma ve depolama maliyeti
yiiksek oldugundan atik olmaktadir. Bugiline kadar yapilan caligmalar meyve suyu
atiklarindan etenol tretimi {izerine olup substrat olarak bu atiklarin kullanildigi ve
biyodizel iiretiminin gergeklestirildigi ¢alisma sayis1 olduk¢a kisithdir. Bu calismada
elma, cilek ve portakal posalarindan izole edilen funguslarin, ribozomal transkripsiyonu
yapilmayan bolgelerin (ITS bolgesi) dizi analizi ile identifiye edilmesi, izolatlarin lipid
tiretimi  spektrofotometrik olarak belirlenmesi ve elde edilen Mikrobiyellipidlerin
transesterifikasyonu sonucu olusan fungal yag asidi metil esterlerinin Gaz Kromatografi

cihazinda belirlenmesi amaglanmustir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Mikrobiyel Yaglarin Biyodizel Uretiminde Kullanimi

Biyodizel tiretiminde kullanilan hammaddenin pahali olmas1 ve hammadde maliyetinin
toplam tretim maliyetinin %70-75’ini olusturmasi sebebiyle biyodizel kullanimi fosil
yakit kullanimina gore ekonomik degildir. Bu nedenle biyodizel giiniimiizde siklikla
kullanilan bir yakit olmayip daha ucuz hammadde saglanmasi ile maliyetin diistiriilmesi
gereklidir Bitkisel kaynakli biyodizel kullanimi. Diinyada hizla artan insan niifusu ile
besin kaynaklarina olan taleb giin gectikge artmaktadir. Bu sorun bitkisel yag
fiyatlarindada artisa neden olmaktadir. Bu noktadan yola ¢ikilarak mikrobiyel
lipidlerden iiretilen biyodizelin diger enerji formlarina alternatif bir enerji kaynagi

olarak on plana ¢ikmasi kaginilmazdir (Ma and Hanna 1999).

2.2 Biyodizel Uretiminde Kullanilan Mikroorganizmalar

Hiicrelerindeki lipid igerikleri %20’yi gegen mikroorganizmalar bulunmaktadir. Bu tip
mikroorganizmalar ~ Oleaginous  mikroorganizmalar  olarak  adlandirilmaktadir.
Mikrobiyal lipidler kullanilarak Biyodizel iiretimi tiim diinyada Tek Hiicre Yag1 (SCO)
olarak adlandirilmaktadir. Bazi mikroorganizmalarin yag igerikleri Cizelge 2.1°de;
mikroorganizmalarin biyodizel {iretiminde birinci derece ©Onemli olan yag asit

kompozisyonlari ise Cizelge 2.2’de goriilmektedir.

Tek hiicre yag ilk ticari tiretimi 1995 yilina kadar baglayamamistir ve maliyeti fazla
oldugu i¢in 6 y1l 6nce bu liretim durdurulmustur. Giiniimiizde bir¢ok maya ve mikroalg
tiirii bitkisel yaglara benzer nitelikte lipid iiretebilmektedir. Urettikleri bu lipidin miktari
ve igerigi sicaklik, pH, inkiibasyon siiresi gibi gelistirildikleri ortam sartlarma gore

degismektedir (Meng et al. 2009).

Son yillarda literatiirde yapilan calismalarda fungus ve mikroalglerin biyodizel
iretiminde yag kaynagi olarak kullanimimin avantajlari 6nemle vurgulanmaktadir.

Siiphesiz bu avantajlarin en basinda kolay iiretilebilmeleri, tiretimleri sirasinda cok



isleme gerek duyulmamasi, besi yerlerinin ucuz olmasi ve insan tiiketimi i¢in uygun

olmayan sularda (atiksular gibi) gelistirilebilmeleri gelmektedir (Mata et al. 2010).

Cizelge 2.1 Baz1 mikroorganizmalarin yag icerikleri (Meng et al. 2009).

Mikroorganizma Mikroorganizma tiirii Yag icerigi (% 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

Cizelge 2.2 Mikroorganizmalarin biyodizel uretiminde birinci derecede onemli olan yag
asit kompozisyonlari (Xue et al. 2006).

Yag Asitleri

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3

Palmitik Palmiteloik Stearik Oleik Linoleik Linolenik

asit Asit asit asit asit 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 -




2.2.1 Bakteriler

Bakteriler genellikle triagilgliserol liretmezler bunun yerine polibeta hidroksi biitirat ve
alkanoat depo ederler. Bu yiizden yag biriktirme 6zelligi sadece bazi maya, fungus ve
alglerde goriilmektedir (Ratledge et al. 2004). Actinomycetes grubu iiyelerinin kisith
biiyiime kosullar1 altinda yiiksek lipid verimliligi gosterdigi (% 70) ve TAG'leri hiicrede
biriktirdigi bildirilmistir (Chisti et al. 2007). Bunun yani sira bir kag¢ bakteri kompleks
bir lipid olan polihidroksi alkanoatlar1 akiimiile edebilir (Steinbu and Fu 1998). Her ne
kadar mikroalgler hiicrelerinde yiliksek miktarda lipid biriktirebilse de, gelistirilmeleri
bakterilere gére daha uzun zaman almakta ve biiyiik arazilere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Genellikle biitiin bakterilerin lipid iceriklerinin ortalama %?20-40 olmasi nedeniyle
mikroalglerden diisiikk oldugu bilinse de ¢ok kisa siirede gelisebilmeleri bu
mikroorganizmalar1 biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullanilabilirligini akla
getirmektedir. Fakat bircok bakteri genellikle lipid treticisi degildir. Sadece birkag
bakteri  tiirii  hiicrelerinde  karigtk  lipoid  yapilar  (polihidroksialkanoat)
biriktirebilmektedir. Bu yapilarda dis zarda oldugu i¢in ekstrakte edilmeleri ¢cok zordur.
Bu sebeple yiiksek lipid igerigine sahip bakterilerin biyodizel iiretiminde hammadde

olarak kullaniminin higbir ticari nemi yoktur (Meng et al. 2009).

2.2.2 Mikroalgler

Mikroalgler metan {iretimi i¢in parcalanabilir, fotosentetik olarak hidrojen {iretebilirler
veya bazi algler sivi yakit iiretiminde yag kaynagi olarak kullanilabilirler. Bu nedenle
son yillarda mikroalglerin enerji kaynagi olarak kullanimi revagtadir. Mikroalglerin
avantajlar;; fotosentetik olarak gelisebildikleri i¢in karbon kaynagma ihtiyag
duymamalar1 ve daha onceki tiiketimlerin {irlinii olan karbondioksiti enerji kaynagi
olarak kullanip karbondioksit nétralizasyonunu saglamalaridir (Sawayama 1995, Hirano

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

Mata vd. (2010) mikroalglerin, tarimsal Triinlerle ve diger sucul bitkilerle
karsilastirildiginda gelisme hizlari ¢ok biiyiik oldugunu bildirmislerdir. Mikroalglerin
biriktirdikleri lipidler genellikle (>%80) triagilgliserol formunda olup 16 ve 18 numaral



karbon atomlarinca zengin yag asitleri igermektedir. Alg hiicrelerinin ortalama lipid
icerigi %1 ile %70 oraninda degisse de, optimum kosullar saglandiginda %90 oraninda
lipid biriktirebilen mikroalgler de vardir (Meng et al. 2009). Bir¢ok ototrofik mikroalgin
yag biriktirdigi belirlenmistir. Bunlar arasinda Chlorella vulgaris, Botryococcus braunii,
Navicula pelliculosa, Scenedsmus acutus, Crypthecodinium cohnii, Dunaliella
primolecta, Monallanthus salina, Neochloris oleoabundans, Phaeodactylum

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

2.2.3 Funguslar

1980’11 yillardan bu yana funguslar (tek hiicreli mayalar ve filamentli funguslar) ilgi
¢eken yagli mikroorganizmalar olmustur. Rhodosporidium sp., Rhodotorula sp, ve
Lypomyces sp. gibi bazi maya tiirleri hiicrelerinde kuru agirliklarinin %70’den fazla
lipid biriktirebilme yetenegine sahiptir. Yagli maya Rhodosporidium toruloides Y4’da
substurat besleme modlar1 lipid verimliligi {izerinde belirgin etkisini gdstermektedir

(Zhao et al. 2011).

Yiiksek lipid icerigine sahip funguslara 6rnek olarak Mortierella sp. cinsine ait tiirler
verilebilmektedir. Yagli mayalar ve kiifler ¢oklu doymamis yag asitlerince zengin
triacilgliserol biriktirmektedirler. Bu hiicrelerde en fazla rastlanan yag asitleri arasinda
C18:1, C18:2, C16:0, C16:1 gelmektedir. Yagli maya ve funguslarin biyodizel liretimi
icin alternatif yag kaynaklar1 oldugu sdylenebilmektedir (Meng et al. 2009). Triagil
gliserol sentezi Sekil 2.1°de verilmistir.

Li vd. (2007) karbon kaynagi olarak glikoz kullanarak Rhodosporidium toruloides
mayasinin mikrobiyel lipid tiretimini arastirmislardir ve pH’1 5,5 ve 12 g/L (NH,4),SO4
iceren besiyerinde maya hiicrelerinin 150 g/L glikoz varliginda iy1 gelisme
gosterdikleri, glikoz konsantrasyon artiginin  hiicre gelisimini inhibe ettigini
belirlemislerdir. 25 giin siireyle inkiibe edilen kesikli beslemeli kiiltiirlerde ise kuru
biyokiitle ve hiicresel lipid igerigi sirayla 151,5 g/L ve %48 olarak bulunmustur. Hiicre
lipidlerinin 16 ve 18 karbon atomlarindan olusan uzun zincirli yag asitlerinden

olustugunu gostermislerdir. Liu ve Zhao (2007) Lypomyces starkeyi ve Rhodotorula



toruloides maya hiicrelerinin lipid tretimlerini pH’1 6 olan, 70 g/L glikoz, 2,0 g/L
(NH4)2SO;4 igeren besiyerinde arastirmislar ve lipid igeriklerini sirasiyla %50,2 ve
%58,0 olarak bulmuslardir.

Gliserol ——p Dihidroksiaseton fosfat

ATP gliserol fotofosfat _ .
Hkinaz yag acil CoA
ADP

gliserol-3-P CoA
Acildihidroksiaseton fosfat
K NADPH
Lizofosfotik asit =* NADP

yag acil CoA
Pi
K CoA _/

Fotofosfotik asit Diacilgliserol

vag acil CoA
K CoA

Triacilgliserol

Sekil 2.1 Triagil gliserol sentezi.

Evans ve Ratledge (1983) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada; Candida curvata
mayasindan elde ettikleri lipidin baslica bilesenleri olan C16:0, C18:0, C18:1, C18:2
yag asidi oranlarinin azot smurlt sartlarda kesikli ve siirekli sistemde degisken

olduklarini bildirmislerdir.

Peng ve Chen (2008); kizil otesi reflektans spektrofotometresi ile yag biriktirme
kapasitesine sahip funguslarin hiicre i¢i lipid miktarint belirlemeye yonelik ¢aligmalar
gerceklestirmislerdir. Calismalarinda izole ettikleri Microsphaeropsis sp. Phomopsis
sp., Cephalosporium sp., Sclerocystis sp. ve Nigrospora sp. funguslariin yani sira diger
bir yagh fungus olan Mortierella ramanniana fungusunu da kullanmiglardir. Bu
funguslarin lipid igerikleri %7,51, %S5,12, %6,98, %5,90, %5,87, %06,95 olarak

bulunmustur.

Economou vd. (2010) sorgum pekmezi ile hazirladiklar1 yari kati besiyerinde
Mortierella isabellina fungusunu lipid biriktirme kapasitesini biyodizel iiretiminde

hammadde olmasi bakimindan incelemislerdir. Bu fungusta baslica goriilen yag



asitlerinin palmitik ve oleik asit oldugunu bildirmislerdir. Besiyerindeki su icerigi %88,
%92 ve %98 oldugunda palmitik asit igerigi %27-34, % 24-35, %26-39; oleik asit
icerigi ise %49-54, %49— 55 ve %37-53 olarak bildirilmistir. Arastirmacilara gore
fungal lipid igersinde uzun alifatik zincirlerin bulunmuyor olmasi bu hammaddeden

tiretilecek biyodizelin yiiksek kalitede olacagini gostermektedir.

Iki endofitik fungus olan Colletotrichum sp. Ve Alternaria’ nin optimim kosullarda ve
besin stresi altinda lipid akumilasyon yetenekleri Dey vd. (2011) tarafindan arastirilmis
ve lipid igeriginin mikroorganizmanin dogasi, sicaklik, pH, kiiltiivasyon zamani,gibi
kiiltiir kosullar1 ve substrata gore degistigi bildirilmistir (Alvarez and Steinbuchel 2002,
Papanikolaou et al. 2004). Genetik miihendisligi yontemleri ile modifiye edilebilir
(Vicente et al. 2010).

Bazi funguslar, birgok farkli karbon kaynagimi kullanarak kesikli sistemde
gelistirildiklerinde kisa siirede ¢ok miktarda biyokiitle olusturabilmektedirler.
Hiicrelerinde yiiksek miktarlarda bitkisel yaglara benzer 6zellikler gosteren yiiksek lipid
Birikitirebilmektedirler (Vicente et al. 2009). Bu nedenle son yillarda mikrobiyel
lipidlerin  biyodizel iretiminde hammadde olarak kullanimi ile ilgili yapilan
calismalarda fungal hiicreler arastiricilarin ilgisini ¢gekmektedir. Li vd. (2007) yaptiklari
calismada; karbon kaynagi olarak 10-400 g/L arasinda degisen glukoz oranlarini
kullandiklar1 ¢aligmada Rhodosporidium toruloides Y4 mayasmin mikrobiyel lipid
tiretimini arastirmiglardir. Calismada pH’1 5,5 ve 12 g/L (NH4),SO, igeren besiyerinde
maya hiicrelerinin ortamda 150 g/L glukoz varliginda en iyi gelisme gosterdikleri, artan
glukoz konsantrasyonlarinin hiicre gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir. 25 giin siireyle
inkiibe edilen kesikli beslemeli kiiltiirlerde ise kuru biyokiitle ve hiicresel lipid igerigi
sirayla 151,5 g/L ve %48 olarak bulunmustur. Arastiricilar, kesikli beslemeli sistemde
134 saat siireyle gelistirdikleri Rhodotorula toruloides Y4 hiicre lipidlerinin 16 ve 18
karbon atomlarindan olusan uzun zincirli yag asitlerinden olustugunu gostermislerdir.
Gelisme periyodu boyunca miristik, palmitik, palmitoleik ve linolenik asidin baslica
sabit yag asitleri oldugu bulunmustur. Ilerleyen inkiibasyon siiresinde, oleik asit
igeriginde azalma goriiliirken, stearik asit igeriginde artis saptanmistir. Gelisme

stirecinin erken doneminde linoleik asit miktarinda artis olurken, ge¢ doneminde azalma



goriilmiistiir. Liu ve Zhao (2007) Lypomyces starkeyi ve Rhodotorula toruloides maya
hiicrelerinin lipid iretimlerini pH 6 da, 70 g/L glukoz, 2,0 g/L (NH4),SO, igeren
besiyerinde sirasiyla %50,2 ve %58,0 olarak bulmuslardir. Lypomyces starkeyi
hiicrelerinden 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 hiicrelerinden 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 icerdigini gostermislerdir.

Hansson ve Dostalek (1986) gergeklestirdikleri ¢alismada; Cryptococcus albidus var.
albidus mayasmin nitrojen smirh ortamda (1 g/L) hiicre gelisimine ve yag asidi
kompozisyonuna ksiloz, glukoz, maltoz, laktoz, nisasta, mannitol, gliserol ve etanol gibi
farkli karbon kaynaklarinin etkisini aragtirmiglardir. Calismada besiyerine nisasta 15
g/L ve etanol 10 g/L eklenirken, diger karbon kaynaklarinin besiyerindeki oranlar1 0,67
mol karbon/L olarak ayarlanmistir. Maya hiicreleri etanol disinda tiim karbon
kaynaklarin1 kullanmig, etanol igeren ortamda gelisememistir. Calismada en fazla
biyomasin glukoz varhiginda oldugu gosterilmistir. Gliserol igeren ortamda hiicre
gelisimi az olmasma ragmen en fazla lipid tretimi %43,8 olarak bu besiyerinde
goriilmiistiir. Glukoz igeren ortamda lipid tiretimi %40,1 olarak belirlenirken, en diisiik
lipid tiretimi %26,3 olarak laktoz igeren besiyerinde gozlenmistir. Cryptococcus albidus
var. albidus mayasmin yag asidi dagilimmi ortamda karbon kaynagi olarak 20 g/L
glukoz kullanarak farkli azot kaynaklarinin etkisini (NH4Cl, (NH4),SO,, iire, L-

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

Hiicreler organik azot kaynaginda gelistirildikleri zaman C18:0 oran1 %5,6 olarak
bildirilmistir. Besiyerinde L-arjinin veya L-ornitin kullanildiginda C16:0 miktarinda
diisme goriiliirken C18:2 miktarinda artis olmustur. Denenen tiim azot kaynaklarinda
yag asitlerinin doymamislik miktar1 ayni bulunmustur. Caligmada maya hiicrelerinden
elde edilen lipidlerde goriilen baslica yag asitleri C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2,
C18:3 olarak belirlenmistir. Kullanilan karbon kaynaklar1 farkli olmasina ragmen,
farkli besiyerlerinde gelistirilen hiicrelerdeki yag asidi dagilimlart birbirine ¢ok

benzemektedir. Glukoz, sukroz, laktoz, ksiloz ve etanol gibi farkli karbon kaynaklarinin
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Candida curvata mayasmin lipid biriktirme kapasitesi lizerine etkisini arastirmiglardir.
Karbon kaynaklarini besiyerine 30 g/L olacak sekide eklemislerdir. Kesikli kiiltiirde
gelistirdikleri maya hiicrelerinin  yiiksek karbon/azot oraninda yiiksek lipid
biriktirebildiklerini gormiislerdir. inkiibasyon siiresinin 30. saatinden sonra ortamdaki
azotun bittigini bildirmislerdir. Calisma sonucunda biyokiitle tretiminde en etkili
karbon kaynagimin laktoz; lipid iiretiminde en etkili karbon kaynagmin ksiloz oldugu
bildirilirken hem biyokiitle hem de lipid iiretiminin ortamda etanol varken en diisiik
miktarda oldugu bulunmustur. Biyokiitle iiretimleri glukoz, sukroz, laktoz, ksiloz ve
etanol i¢eren ortamda sirasiyla 10,2, 11,2, 12,5, 9,9, 8,5 g/L olarak bildirilirken, lipid
tretimleri sirastyla %33,2, %37,4, %39,2, %48,6 ve %30,1 olarak bildirilmistir.
Arastiricilar, Candida curvata mayasindan elde ettikleri lipidin baslica bilesenlerinin
C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 oldugunu ve yag asidi oranlarinin azot sinirl sartlarda
kesikli ve siirekli sistemde degistigini gdstermislerdir. Kesikli sistemde glukoz igeren
besiyerinde bu yag asitlerinin dagilimi sirasiyla %33,0, %12,0, %42,9, %7,3 iken,
sukroz igeren besiyerinde %32,4, %11,3, %42,0, %6,7; laktoz igeren besiyerinde %32,5,
%11, %49, %6; ksiloz iceren besiyerinde %41,2, %14, %43, %3,5; etanol iceren
ortamda ise %26,5, %12,5, %49,0, %8,9 olarak bildirilmistir. Fakat kemostat kiiltiirde
nitrojen sinirl ortamda yag asidi kompozisyonu sabittir. En fazla C18:0 yag asidi ve en
diisiik C18:2 yag asidi ksilozda gelistirilen hiicrelerde sirasiyla %15 ve %4 olarak
bulunmustur. Etanol igeren besiyerinde gelistirilen hiicrelerde %51 oraninda C18:1 ve

%25 oraninda C16:0 goriilmustiir.

Vicente vd. (2009) filamentli yapiya sahip Mucor circinelloides fungusunu biyodizel
tiretiminde hammadde olarak kullanimini gdsterdikleri calismalarinda ii¢ farkli solvent
sisteminin fungus hiicrelerinden lipid ekstraksiyonu lizerine etkisini aragtirmislardir.
Calismada pH 4,5’ te ve 10 g/ glukoz iceren minimal besiyerinde 3 giin siireyle
gelistirilen  hiicrelerden  kloroform:metanol, kloroform:metanol:su ve n-hekzan
coziciileri ile elde edilen lipid verimleri sirasiyla %19,9, %19 ve %15,3 oldugu
belirlenmistir. Fungal lipidi olusturan baslica yag asitlerinin sirasiyla %37,1 oraninda

C18:1, %14,3 oraninda C18:2 ve %18,5 oraninda C18:3 oldugunusaptanmistir.
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2.3 Fungal Lipid Uretimi

Fungal lipid iiretiminde iki faz gdzlenmektedir. ilk faz dengeli bir gelismenin
gozlendigi fazdir ve bu fazda biitiin besin elementleri ortamda yeterli miktarda
bulunmaktadir. Besin maddelerinin azalmasi1 ozellikle azot kisitlamasinin basladig:
durumda ikinci faz olan lipogenik faz baslar. Bu faz ise lipid iiretimi i¢in gerekli olan
tim besin elementleri tiikkenene kadar devam eder. Lipid iiretimi i¢in gerekli besin
elementlerinin ortama yeniden ilave edilmesi durumunda lipogenik faz yiiksek diizeyde
devam eder ve biyokiitleden lipid iiretimi agisindan yiiksek verim elde edilir (Keskin et
al. 2005). Mikroorganizmalarin yag {iretme kapasiteleri bazi sistem parametreleri
tarafindan sinirlanmaktadir. Lipid iiretimi birincil besin maddelerinin varligi ile
dogrudan alakalidir. Ortamdaki azot kaynaginin azalmast lipid tretimini
indiiklemektedir. Benzer sekilde karbon kaynagi miktarindaki artig da lipid iiretimini
arttirmaktadir. Azot kaynagindaki azalma, protein ve niikleik asit sentezinde
yavaglamaya neden olmaktadir. Bu metabolik yollarda azot esansiyel elementtir ve
azotun azalmasia bagli olarak protein ve niikleik asit metabolizmasinin durmasi
sonucu hiicre gelisimini siirlamaktadir. Bu durumda kullanilan karbon, lipid
tiretiminde ve depolanmasinda kullanilmaktadir (Ratledge et al. 1978, Cigek ve Yalgin,

2013). Sekil 2 de Yagli mikroorganizmalarda lipid akiimiilasyon kosullar1 verilmistir
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Sekil 2.2 Yagli mikroorganizmalarda lipid akiimiilasyon kogullar1
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Organizmalar lipid birikimini triagilgliserol (TAG) depolayarak gergeklestirmektedir.
TAG’lar 6karyotlardan prokaryotlara kadar pek ¢ok tiirde lipidin depo seklidir. Mayalar
ve kiifler gibi pek ¢ok fungal kiitleler iyi birer TAG f{ireticisidir ve depolayicisidir. Lipid
birikimi ve tiretimi biyosentetik yollarin diizenlenmesi ve oncii molekiillerin varhigi ile
yakindan iligkilidir. Lipid iiretiminde 6nemli olan 6ncii molekiillerden bazilari asetil
CoA, malonil CoA, gliserol-3-fosfat, NADPH’tir. Lipid iiretim basamaginda sitozolik
yag asidi sentaz enzimi gorev almaktadir. Bu enzim 6a ve 6B olmak lizere multimerik
bir yapiga olup 48 aktif merkeze sahiptir. Yag asidi sentezinde baslangi¢ reaksiyonlari
icin sabit bir asetil CoA kaynagi ve uzama sathalar1 i¢in malonil CoA gereklidir
(Tehlivets et al. 2007, Ci¢ek ve Yalgin 2013) . Azot kisitlamast AMP-deaminaz
enzimini aktive etmektedir. Bu aktivasyonla mitokondri AMP derisimini azalmakta ve
buna bagl olarak izositrat dehidrogenaz aktivitesi diismektedir. Izositrat dehidrogenaz
enzimi trikarboksilik asit (TCA) dongiisiiniin kontroliinde 6nemli bir enzimdir ve bu
enzimin azalmasi, izositrat birikime ve TCA siklusunun bloke olmasmna neden
olmaktadir. Asir1 biriken izositrat, sitrat seklinde mitokondriden sitoplazmaya malat
sitrat mekigi ile tasinmaktadir. Sitozolik ATP-sitrat liyaz enzimi sitoplazmaya
pompalanan sitrat1 okzoloasetat ve asetil CoA’ya doniistiirmektedir. Asetil CoA ise lipid
sentezinde Oncli molekiil olarak kullanilmakta ve bu yolla lipid tretimi artmaktadir

(Cigek ve Yalgin 2013).

Yiiksek kapasitede lipid biriktirebilme o6zelliginde olan mikroorganizma su kaskad

reaksiyonlar1 gergeklesmektedir (Ratledge et al. 2004).

1. Ortamdaki azot miktar1 azalinca yagli hiicrede AMP deaminaz aktivitesi 5 kat
artar.

2. Bu durum hiicrenin ve mitokondrinin AMP igerigini azaltir.

3. Mitokondride azalan AMP igerigi yaglh hiicrelerde bulunan ve AMP ye
bagimli izositrat dehidrogenaz enzimini durdurur.

4. izositrat metabolize edilemez ve biriktirilir. Akonitaz aracilig ile sitrik aside
dengelenir.

5. Bunun sonucunda mitokondride sitrat biriktirilir.

6. Sitrat malat ile degistirilir.
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7. Sitrat sitozole gelir ve ATP sitrat liyaz tarafindan baglanir, asetil CoA ve
oksaloasetat olustusur.

8. Asetil CoA yag asidi biyosentezi i¢in kullanilir.

9. Oksaloasetat ise malat dehidrojenaz ile sitrat akis sisteminde kullanilacak

malata dondstiiriiliir (Karatay 2010).

2.4 Meyve ve Sebze Isleme Tesislerinden Cikan Kati Artiklar

Meyve ve sebze isleme tesislerinde hammadde olarak kullanilan birgok meyve sebzenin
islenmeleri sonrasi agiga ¢ikan kati atik ve artiklar ya ayni fabrikada degerlendirilmekte
ya da yar1 mamiil {iriin olarak bagka fabrikalara nakledilerek jellestirici, boya, yag ve
benzeri maddeler elde edilmesinde kullanilmaktadir. Meyve suyu iiretiminden ¢ikan
posa oldukca degerlidir. Ancak Bu atiklar taze meyve ve sebze niteliklerini
koruduklarindan gidalarin bozunabilmeleri i¢in gerekli olan kosullardan yiiksek suya ve
mikrobiyal yiike sahiptirler. Bu yiizden hizla bozulma egilimi gosterirler. Baz1 meyve
ve sebzelerin iglenmesinden sonra ortaya ¢ikan kat1 atiklar Cizelge 2.3 de goriilmektedir

(Yurdagel et al. 1997).

Cizelge 2.3 Baz1 meyve ve sebzelerden ¢ikan kati atik oranlar

Uriin % Atik
Bezelye yabanci gesitler 38 —45
Bezelye yerli gesitler 57
Bakla ug atig 4

Taze fasulye ug atig1 28
Kirmizi biber palper posasi (0,72 mm) 28
Domates (kabuk, lif, ¢ekirdek) 10,52 - 17,85
Domates palper posasi (0,72 mm) 7
Mandalin (kabuk, posa) 48,4
Seftali ¢ekirdek 8,6
Seftali palper posasi (0,72 mm) 6,7
Cilek palper posasi (0,72 mm) 19,5
Uziim cibresi (¢opsiiz) 3036
Visne ¢ekirdek 13,2
Visne ¢op 58
Vigne palper posasi (0,72 mm) 10

Kimyasal bilesimi bakimindan olduk¢a zengin olan meyve posalarinin hayvan

beslenmesinde kullanilanlar hari¢c 6dnemli bir kismi, kurutma ve depolama maliyeti
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yiiksek oldugundan atik olmaktadir. Meyve suyu endiistrisi atiklarinin biyoproseslerde
substrat olarak kullanimi, atiklardan dogan kirlilik probleminin ¢6ziimii i¢in 6énemli bir

alternatiftir.

Meyve posalarinin biyoetanol iiretiminde kullanilmastyla ilgili yapilan ¢aligmalar elma,
iziim ve portakal {izerine yogunlasmistir (Cemeroglu et al. 2004). Elma posasi yliksek
miktarda polisakkarit icermesinin yaninda fruktoz, glukoz, sakkaroz gibi fermente

edilebilir sekerleri de igerir (Gullin et al. 2007).

Hang vd. (1986) tarafindan yapilan ¢alismada elma posasina kati1 faz fermantasyonu
uygulanarak etanol iiretimi denenmis ve etanol verimi ortalama 36 g etanol/kg atik
olarak bulunmustur. Uziim posast ise iiziim suyu ve sarap iiretiminin ilk basamaginda
elde edilen, kabuk, mayse, ¢ekirdek ve saptan olusan bir atiktir. Seliiloz, hemiseliiloz,
pektin gibi polisakkaritlerce zengindir ve bunlar 6n iglemlerle fermente edilebilir

sekerlere doniistiirtilebilir (Zheng et al. 2012).

Kati faz fermantasyonu ile liziim posasindan etanol tiretilen bir ¢alismada verim 50 mg
etanol/g atik olarak hesaplanmistir (Pourbafrani et al. 2010). Sitrus meyvelerinin meyve
suyuna islenmesinden sonra ayrilan posanin biiyiik bir kismini1 kabuk olusturur. Seliiloz
ve pektince zengin olan kabuk 6n islemler yardimiyla biyoproseslerde kullanilabilir.
Portakal posasinin biyoetanol iiretiminde kullaniminda; oncelikle mayanin {iremesini
inhibe eden d-limonenin kabuktan uzaklastirilmas: gerekmektedir (Wilkins et al. 2007).
Bir ton sitrus meyve atigindan 39,64 L (31,27 kg) etanol iiretilmesi miimkiindiir
(Pourbafrani et al. 2010). Kayisi ve seftalinin meyve suyuna igslenmesinde ¢ekirdek
disinda %13-15 oraninda posa ayrilmaktadir ve bu posa seker, seliiloz ve pektince
zengin bir posadir (Eksi ve Arik 1982). Nar suyu iretiminden ise %55 oraninda posa
ayrilir. Kabuk, nar c¢ekirdekleri (aril) ve bazi organik maddelerden olusan nar posasi
diyet lifi bakimindan oldukca zengindir (Viuda and Martos 2012). Visne suyu
tiretiminden ayrilan vigne posasinin ise biiyiik bir kismi ¢ekirdek olmak iizere mayve ve

saptan olusur ve seker miktar1 yliksektir.
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2.5 Tiirkiye'nin Meyve Suyu Sanayisi Atik Durumu ve Atik Potansiyeli

Tirkiye yilda 16,3 milyon ton meyve iiretmekte ve diinya meyve liretiminde 6. siray1
alarak toplam iiretimin %3 ilinli karsilamaktadir. Meyve suyu sanayisinin igledigi baglica
7 meyve elma, visne, kayisi, seftali, portakal, nar ve liziimdiir. Bu meyvelerin 2010 y1l1
tiretim miktarlar1 toplam 9,9 milyon ton ve meyve suyuna islenen miktarlar1 yaklasik
731 bin tondur (Akdag et al. 2011). Meyve suyu sanayisine ek olarak iilkemizde
tiretilen tizlimiin %2’si saraba islenmektedir. Temelde sarap ve liziim suyu iiretiminden
¢ikan posa igerigi aymidir (Zheng et al. 2012). Tiirkiye’de, meyve suyu sektoriinde
tiretilen toplam posa miktari, meyve suyu prosesi sirasindaki randimanlar kullanilarak
ve sarap sanayinden ¢ikan iiziim posast miktar1 (25,5 bin ton) da dahil edilerek yaklasik

210 bin ton olarak hesaplanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Caliymada Kullanilan Besiyerler

Fungal Biyokiitlenin Uretimi i¢cin Kullanilan Siv1 Besiyer

Glukoz 50 g/L
Maya ekstrakti 1g/L
KH,PO4 5g/L
NaNO3; 29/L
MgSQO,47H,0 0,5¢g/L
FeS0O,4.7H0 0,01 g/L

Besiyeri pH’1 0,1 M HCI ile 7,0’a ayarlanmis ve 1,5 atm basing altinda 110 °C’de 25
dakika siireyle otoklavda sterilize edilmistir. Bu besi yeri fungal kiitleden yag

ekstrasyonunda fungal biyokiitle tiretimi i¢in kullanilmistir.

Malt Agar (MA)

Malt ekstrat 30,0
Pepton 50
Agar 15,0

37 °C de pH 7,6 olacak sekilde ayarlanmistir.

Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Malt Ekstrakt 20g
Pepton 19
Glukoz 209
Agar 209
Distile Su 1L

Distile suda ¢oziiliip 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Pitt 2000,
Klich 2002).

17



Patates Dekstroz Agar (PDA) (Merck)

Potato Infusion 49
Dextrose 209
Agar 159

39 gram tartilarak 1000mL distile su igerisinde ¢oziindiikkten sonra otoklavlanarak

kullanilmustir.

3.1.2 Ayiraglar

Fosfovanilin ayiraci: 0,6 g vanilin 10 mL etanol igerisinde ¢6ziinmiis ve 100 mL distile

su ile seyreltilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Cahsmada Kullanilacak Funguslarin izolasyonu

Meyve suyu posa (gilek, portakal ve elma) ornekleri fungus izolasyonu igin
kullanilmistir. Tiip diliisyon metodu ile diliige edilen 6rneklerden MA ve PDA’ya
dokme plak yontemi ile ekim yapildiktan sonra plaklardaki fungal gelisim 2742 °C’de 7
giin boyunca gozlemlenmistir. Stok fungus kiiltiirleri haftada bir yatik taze besi

ortamina transfer edilmis, 27° C’ de 7 giin siire ile inkiibe edilmistir. izolatlar daha

sonraki ¢alismalarda kullaniimak iizere +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.2 Saf Fungal Kiiltiirlerin Tanimlamalari

3.2.2.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in High Pure PCR Template Preparation (ROCHE) Kkiti
kullanilmistir. Genomik DNA izolasyonu i¢in sivi besi yerinde {liretilen 7 giinliik
kiltirler kullanilmistir. 400 pL Lizis-buffer bulunan steril 1,5mL’ lik ependorfa bir
miktar kiiltiirlerden alinmis, lizerine ependorfun 0,5 mL ¢izgisine kadar 0,4-0,6 um
biiyiikliigiindeki asitle yitkanmis cam boncuklar eklenmistir ve 15 sn maximum hizda
vortekslenmistir. Ustteki fazin iyi ayrilmasi i¢in 10 000 rpm (revolutions per minute=

dakikadaki devir sayisi)’ de 60 sn santrifiijlenip Ustteki sivi faz yeni ependorfa
alinmustir. Uzerine 400 pL binding buffer ilave edilerek tekrar 10 000 rpm de 1 dakika
santrifiijlenip, tistteki siv1 faz yeni ependorfa alinmistir. Yeni ependorfa alinan sivi faz
orneginin, tlzerine 500 pL Wash Buffer ilave edilip 30 sn 10 000 rpm’de
santrifiijlenmistir. Daha sonra tekrar 200 uL. Wash Buffer ilave edilerek 30 sn 10 000
rmp’de santrifiijlenmistir. Ustteki siv1 faz yeni ependorf tiiplere alinmustir. Son olarak
30 uL distile suyu 6rnegin tam tizerine koyarak 30 sn 10 000 rpm’de santrifiijlenmistir

ve Ustteki filtreler atilip alttaki faz +4 °C de beklemeye alinmstir.
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3.2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Kullanilan gen bolgesi ITS1F-ITS4R izole edilen total DNA’nin 5 puL’si 50 uL’lik PCR
karisimina eklenerek polimeraz zincir reaksiyonu i¢in hazirlanmistir. PCR karisimi

(Reaction Mix) asagidaki gibidir (Cizelge 3.1).

Fast start High Fidelity PCR System ve dNTPs (Roche) Pack kiti kullanilmistir. Tek
Reaksiyon (Hacim) Tek Reaksiyon (konst.)

Cizelge 3.1 PCR reaksiyonu igin ortam

Hacim Reaksiyon Konsantrasyon Bilesenler
35,5 uL - Su, PCR-grade
5uL 1,8 Faststart High Fidelity Reaction buffer
(10x)
2 uL 0,4uM Forward primer (F)
Ara stok 10pm
2 uL 0,4uM Revers primer (R)
Ara stok 10pm
0,5 uL 2,5 U/uL Faststart high
Fidelity enzim

ITS bolgesinin amplifikasyonlari i¢in reaksiyon sartlar1 asagidaki gibidir;

95°C 2 dakika 1 Dongii

95°C 30 saniye 35 Dongii

55°C 30 saniye 35 Dongii

72 °C 50 saniye 35 Dongii

72 °C 7 dakika 1 Dongii
4°C Siiresiz
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3.2.2.3 Amplifikasyon Uriinlerinin Saptanmasi

Amlifiye edilen PCR iiriinleri agoroz jelde gozlemlenmistir. PCR amplifikasyonunu
takiben, PCR iiriinlerinin saflik kontrolleri ve miktar tayinleri thermoscientific nanodrop
2000c cihaz1 kullanilarak spektrofotometrik olarak Olgiilmiigtir agaroz  jel
elektroforezleri 4pg/ul Gelred igeren %1,5 lik agaroz jelde gergeklestirilmistir. Jel
hazirlanmasinda ve elektroforezde TBE tamponu kullanilarak SuLL. DNA solusyonu 2uL
yiikkleme solusyonu ile karistirilarak 90 Volt ‘da 45 dakika siire ile yiirtitilmiistiir.

Elektroforezde marker olarak fermantaz marker kullanilmistir.

3.2.2.4 PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi ve Dizi Analizi

Jelden kesilen PCR diriinlerinin saflastirilmasinda, saflastirma kiti (High pure PCR
product purification kit (Roche) ) kullanilmistir. Bu kitin prosediirii modifiye edilerek

su sekilde uygulanmistir.

Tiipteki PCR friinii alinarak 150pL  binding buffer ilave edilerek vorteksle
karigtirllmistir. Daha sonra 180uL PCR iiriiniimiiz ve bunding buffer karisimindan
alinarak bagka bir tiipe aktarilmistir ve 30 saniye 10 000 rpm satriifiijlenmistir daha
sonra 150ul wash buffer eklenmistir 30 saniye 10 000 rpm de santrifiijlendikten sonra
yikama islemi tekrarlanmistir. Alttaki faz atilarak filtreler yeni ependorflara
konulmustur ve tiizerine 30ul distile su ilave edilip 30 saniye 10 000 rpm de
santrifiijlenmistir filtreler atilarak ependorf tiiplere gegen DNA 6rnegi +4 °C de dizi
analizi yapmak icin saklanmustir.ki gen bolgesine ait elde edilen temiz PCR
fragmentleri ABI 3100 cihazinda dizi analizi gergeklestirilmistir Dizi analizi sonucu
elde edilen veriler 15181nda yapilacak flogenetik cesitlilik analizleri ve flogenetik agag
cizimi Geneius R9 programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Izolatlarin dizi analizi
bilgileri NCBI “National Center for Biotechnology Information” (Int.Kay.1) gen
bankasindaki verilerle BLASTN (Basic Local Aligment Search Tool) programiyla
dizilerin benzerleri elde edilmistir. Ayrica Chromas programiyla benzer dizilerle

karsilastirilmistir.
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3.2.3 Yiiksek Kapasite ile Lipid Ureten Mikroorganizma Secimi

3.2.3.1 Mikroorganizmalarin Uretimi

Fungal biyokiitlenin iiretiminde kullanilan besiyerine meyve suyu posalarindan izole
edilen stok fungal kiiltirlerden 5 mL steril distile su igerisindeki miselyum
siispansiyonundan steril kosullarda 100 mL besiyeri iceren erlenlere ekilmistir.
Kiiltiirler 27 °C‘de 150 rpm calkalamada, 5-7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda her bir fungal kiiltiirdeki lipid tiretim diizeyi arastirilmistir (Cigek ve Yalgin
2013) (Resim 3.1).

Resim 3.1 Calkalamali Etiivde Uretilen Fungal Miseller.
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3.2.3.2 Total Lipid Uretim Diizeyinin Belirlenmesi

Total Lipid Uretim Diizeyinin Belirlenmesi Toplam lipid tayininde Klorometrik bir
metot olan siilfo-fosfo-vanillin yontemi uygulanmistir. Siilfo-fosfo-vanillin yonteminde
lipid siilfiirik asit ile reaksiyona girmekte ve karbonyum iyonlar1 olusturmaktadir.
Karbonyum iyonlar1 ise vanillin fosfat esterleri ile reaksiyona girerek renkli
kompleksler meydana getirir. Renk yogunlugu takip edilerek ortamdaki toplam lipid
miktar1 dlgiilebilmektedir (Tehlivets et al. 2007, Cigek ve Yalg¢in 2013).

Lipid analizi amaci ile besiyerinden ayrilan fungal biyokiitle 2/1 (V:V) kloroform-
metanol karisimi ile ekstrakte edilmis Cakmak vd. (2005) ve santrifiijleme sonrasinda
elde edilen siipernatant lipid analizinde kullanilmistir. Bu amagla 0,010 mL siipernatant
1,0 ml H,SO, igerisinde tamamen ¢oziindiiriildiikten sonra karisim sicak su banyosunda
10 dk stire ile inkube edildikten sonra tiipler hizli bir sekilde sogutularak igine 1,0 mL
fosfovanilin ayiract ve 1,0 mL distile su ilave edilmistir (Resim 3.2). Standart olarak
etanol icerinde ¢oziinmiis zeytinyag: kullanilmigtir. Standart ve 6rnek ¢ozeltilerinin 530
nm’de absorbans artig1 tayin edilmis (Resim 3.3) ve total lipid miktari; Total lipid
derigimi (g/L) == Absorbans artis1 (AA)/ Standart kalibrasyon grafiginin egimi

Esitligi kullanilarak hesaplanmuistir.

Resim 3.2 Fosfovanilin ayiraci ilave edilmis tiipler.
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Resim 3.3 530 nm’de absorbans artigi.

3.2.3.3 Lipid Ekstraksiyonu

Fungus hiicrelerinin lipit analizleri Zhu vd. (2002) yontemine gore yapilmistir. Fungus
hiicrelerinden lipit elde edilmesi igin iki kez aktiflestirilmis kiiltiirler 250 mL

hacmindeki erlenlerde 100 mL olarak hazirlanmis siv1 besiyerlerine ekilmistir

Mikrobiyel lipit eldesi i¢in 6 adet farkli fungus hiicresinin gelisimlerinin 10. gilinlinde
ornekler 10 000 x g’de 30 dakika santrifiij yapilarak c¢okelti alinmis ve 70 °C’de bir
gece boyunca kurutulmustur. Kurutulan fungal hiicreler toz haline getirilmistir (Resim
3.4). Toz halindeki bu hiicrelerden 50 mg alinarak 2:1 oraninda Kkaristirilan
kloroform:metanol karisimi ile 1 saat boyunca muamele edilmistir. 10 000 x g’de 5
dakika santrifiij yapilarak toz haldeki hiicre solventten ayrilmistir. Kloroform:metanol

karigimi darast alinmais tiipe aktarilmis, 50 °C’de solventin uzaklastirilmasi saglanmastir.
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Resim 3.4 Toz Haline Getrilmis Fungal Miseller

3.2.3.4 Mikrobiyel Lipitlerin Transesterifikasyonu

Triagilgliserollerin dizel yakitlarin yerine kullanilabilmesi i¢in gereken kimyasal
modifikasyonlar arasinda en c¢ok tercih edilen anahtar basamak niteligindeki yontem
transesterifikasyondur. Transesterifikasyon, triagilgliserollerin  viskozitesinin
diistiriilmesinde ve boylelikle yenilenebilen yakitlarin makine performansini arttirmada
fiziksel 6zelliklerinin gelistirilmesi amaciyla kullanilmaktadir (Fukuda 2001, Karatay et
al. 2010).

Transesterifikasyon reaksiyonu ii¢ tane ardigik tersinir reaksiyondan olusmaktadir. Bu
stiregte, triagilgliserol; her bir basamakta 1 mol alkil esterinin olustugu adim adim
diagilgliserol, monoagilgliserol ve son olarak gliserole doniistiiriilir (Helwani 2009,
Karatay et al. 2010). Diger bir tanimla lipitlerde bulunan gliseritlerin bir katalizor

varliginda bir alkol ile reaksiyona girerek ester ve gliserol olugturmasidir.
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CH,OCOR? Katalizér H,OH CHsOCOR*

CHOCOR? + 3CH:OH - HOH + CH;0COR?
CH,OCOR? CH,OH CHsOCOR?
Transesterifikasyon Reaksiyon Denklemi
H,-O-CO-R? Katalizér H,OH
H-0-CO-R? +3R*OH > 3R*0-CO-R™? + HOH
H,-0-CO-R? < H.OH
Trigliserit Alkol Biyodizel gliserin

Biyodizel Uretim Denklemi

Sekil 3.1 Transesterifikasyon reaksiyon ve biyodizel iiretim denklemi.

Gelistirilen funguslardan elde edilen lipitler, 1SO-5509,2000 yontemine gore asagida
belirtilen sekilde transesterifikasyon reaksiyonuna ugratilmistir. Bunun igin oncelikle
15-32 mg 6rnek alinarak ependorf tiipline alinarak iizerine 1 mL n-hekzan eklenmis ve
vortekslenmigtir. Daha sonra 100uL 2N metanolli KOH ¢ozeltisi eklenerek tekrar
vortekslenerek 300rpm de 2 dakika santrifiij edildi. Uzerine 0,08 mg Na,SO, ilave
edildi. 10 000 rpm de 5 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen organik iist faz
viallere alindi. Ust fazdan 1 pL 6rnek gaz kromatografi cihazina enjekte edilmistir

(Karatay 2010).

3.2.4 izolatlarin Gelisimine Sicakhgin, Karbon ve Azot Kaynagimin Etkisi

Lipit sentezine karbon kaynaklarmin etkisini incelemek amaciyla agar besiyerlerine
karbon kaynagi olarak sukroz ve laktoz kaynagi (%1 oraninda), azot kaynagi olarak
amonyum nitrat (% 0,2 oraninda) kullanilmistir. Bu amagla besiyerine nokta ekim
yapilarak tii¢ farkli sicaklikta (40, 35 ve 25 °C) 7 giin siire ile inkiibe edilmis ve olusan

kolonilerin ¢ap1 milimetrik olarak dl¢tilmiistiir.
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3.2.5 Yag Asidi Metil Esterlerinin Gaz Kromatografi Cihazinda Analizi

Mikrobiyel lipitlerin transesterifikasyon reaksiyonu sonucu olusan metil esterleri Gaz
Kromatografi cihazi ile belirlenmistir. Transesterifikasyon reaksiyonundan sonra, iist
fazdan 1 pL 6rnek alinmis ve metillenmis bu yag asitleri GC-2010 Gaz Kromatografi
(Shimadzu Japan) ile analiz edilmistir. Gaz Kromatografi cihazinda sicakligi 240 °C
olan Alev Iyonlastirmali Dedektdr (FID) ve TR-CN100, 60 m x 0,25 mm x 0,20 mm
(Teknokroma) kolonu ve tasiyict gaz olarak N; kullanilmistir. Yag asidi pikleri karisik
yag asidi metil esteri standardina gore belirlenmistir (37 Comp. FAME Mix 10 mg/mL
in CH,CL,; Supelco, USA). Fungal izolatlarin hiicrelerinden elde edilen lipitin

transesterifikasyonu sonucu olusan metil esterleri Cizelge 3.2°de verilmistir

Cizelge 3.2 Fungal izolatlardan hiicrelerinden elde edilen lipitin transesterifikasyonu sonucu
olusan metil esterleri.

Izolat Yag asidi Miktar
No (%)
P1 Siklopentan metil 19,445
Hekzadekonoik asit, metil ester 1,005
Pentadekonoik asit,14-metil-,metil ester 17,368
Benzenepropanoik asit,3,5-bis(1,1-dimetiletil)-4-hidroksi-, metil ester 1,157
siklopropaneoktanoik, 2-hekzil-, metil ester 1,424
Heptadekanoik asit, metil ester 1,464
8,11-oktadekadienoik asit, metil ester 32,745
7- oktadekadienoik asit, metil ester 12,680
oktadekadienoik asit, metil ester 9,228
P2 Cyclopentane methyl 19,337
Hekzadekonoik asit, metil ester 16,232
siklopropaneoktanoik, 2-hekzil-, metil ester 2,563
Heptadekanoik asit, metil ester 2,416
8,11- oktadekadienoik asit, metil ester 30,675
9- oktadekadienoik asit, metil ester 13,294
oktadekadienoik asit, metil ester 7,810
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4. BULGULAR

4.1 Cahsmada Kullanilacak Funguslarin izolasyonu

Meyve posalarindan alt1 fungus izole edilmistir (Cizelge 4.1, Resim4.1)

Cizelge 4.1 Meyve posalarindan izole edilen funguslar

Kaynak Izolat
Elma E1,E2,E3
Cilek CE
Portakal P1, P2
Toplam (n) 6

E; Elma, CE; Cilek, P; Portakal

R L =

E3

Resim 4.1 Meyve posalarindan izole edilen funguslar

4.2 Cahsmada Kullanillacak Funguslarin Farklh Karbon Kaynaklar1 ve Azot
Kaynag Olarak Amonyum Nitrat Kullamldigindaki Gelisimleri

Izolatlarin farkli karbon kaynaklari ve azot kaynagi olarak Amonyum nitrat
kullanildigindaki gelisimleri Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Karbon kaynagi sukrozda E1
ve E2 izolatlari en iyi tiremeyi 35 °C’de (3,7 mm ve 4,2 mm) gostermislerdir E3 izolati
ise en iyi dremeyi 40 °C’ de 4mm oldugu saptanmistir. P1 izolat1 en iyi iiremeyi

40 °C’de 4 mm ile yaparken P2 izolat1 25 °C’de 2,5 mm ile yapmustir. CE izolat1 40 °C
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ve 25 °C de en iyi liremeyi 4,5mm ile gostermistir. Karbon kaynag laktozda E1 40
°C’de 2 mm ,E2 25 °C’de Smm , E3 40°C ve 25 °C’de 1,5mm iireme oldugu
belirlenmistir. P1 ve P2 izolatlar1 en iyi tiremeyi 25 °C’de sirasiyla 5,5 mm ve 1,3 mm
olarak gostermislerdir. CE izolat1 25 °C’de 5mm lireme gostermistir. Azot kaynagi
amonyum nitratda E1 izolat1 35°C’de 3.8 mm E2 izolat1 40 °C’de 5 mm, E3 izolat1 ise
35°C’de 5.3 mm iireme yapmislardir. P1 izolat1 35°C’de 4.5mm P2 izolat1 25 °C’de

4,5 mm oldugu goriilmiistiir. CE izolat1 35 °C ve 25 °C benzer olarak en iyi liremeyi

gostermistir (3,5 mm).

Cizelge 4.2 izolatlarin farkli karbon kaynaklari ve azot kayna@i olarak Amonyum nitrat
kullanildigindaki gelisimleri

izolatlarin zon ¢ap1 (mm)

°C El E2 E3 P1 P2 CE

Karbon Kaynagi

Sukroz 40°C 35 4 4 4 0,5 4,5
35°C 3,7 42 39 15 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 11 07 1 05 05 1,1
25°C 1 5 1,5 56 13 5

Azot Kaynagi

Amonyum nitrat 40°C 15 5 5,2 1,2 3,7 2,9
35°C 38 44 53 4,5 3,8 35
25°C 2,7 1,7 3 3,1 4,5 3,5
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4.3 Saf Fungal kiiltiirlerin tammlamalari

4.3.1 PCR Amplifikasyon

Meyve posasindan izole edilen 6 fungal izolatlarin DNA izolasyonu yapilmistir. izole
edilen DNA’lar NanoDrop’ta analiz edildikten sonra PCR’da amplifikasyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen Uriin UV transilluminatorde incelenmis ve

gorlntiilenmistir.

Resim 4.2 izolatlarin ITS bdlgesi amplifikasyonuna ait jel goriintiisii.

DNA dizi analizinde kullanmak i¢in; goriintiilenen her bir PCR iiriinii jelden kesilerek

tiipte toplanip, kit yardimiyla saflastirma yapilmistir.
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Cizelge 4.3 Molekiiler yontemle identifikasyon sonuglari.

izolatlar ITS bolgesi E value
CE Aspergillus fumigatus %100 Aspergillus fumigatus 0,0
%100 Eurotiomycetes sp. 0,0
%100 Fungal sp. 0,0
%100 Aspergillus sp. 0,0
El Aspergillus fumigatus %99 Aspergillus sp. 0,0
%99 Aspergillus fumigatus 0,0
%99 Aspergillus aculeatus 0,0
%99 Aspergillus sp. 0,0
E2 Aspergillus fumigatus %96 Spiribacter salinus 3,2
%93 Schistosoma mansoni 3,2
%93 Ceanorhabditis briggsea 3,2
%85 Candida dupliniensis 3,2
E3 Aspergillus fumigatus %100 Aspergillus fumigatus 0,0
%100 Eurotium sp. 0,0
%100 Fungal sp. 0,0
%100 Aspergillus sp. 0,0
P1 Aspergillus fumigatus %99 Aspergillus fumigatus 0,0
%99 Eurotiomycetes sp. 0,0
%99 Fungal endophyte 0,0
%99 Aspergillus sp. 0,0
P2 Aspergillus fumigatus %99 Aspergillus fumigatus 0,0
%98 Eurotium sp. 0,0
%99 Fungal endophyte 0,0
%98 Aspergillus sp. 0,0
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CE fungal izolati ITS dizi analizi sonuglarmma gore Aspergillus fumigatus ve
Eurotiomycetes sp'ye %100 benzerlik gostermistir. E1 izolatinin ise %99 Aspergillus sp
(Aspergillus fumigatus) oldugu saptanmistir. E2 izolat1 ise ITS dizi analizi sonucunda
%96 Spiribacter salinus ve %93 Schistosoma mansoni ile benzerlik gostermistir. E3
izolat1 ise Aspergillus fumigatus ve Eurotium sp’ye %100 benzerlik gostermistir. P1 ve

P2 ise dizi analizi sonucunda Aspergillus fumigatus olarak tespit edilmistir.

Sekil 4.1 de izolatlarin neighbor-joining metot kullanilarak olusturulan filogenetik agag
verilmektedir. Portakaldan izole edilen P1 ve P2 izolatlar1 ile elmadan izole edilen
E1,E2 ve E3 izolatlar1 birbirine filogenetik olarak daha yakin oldugu saptanmistir.

Cilekten elde edilen izolat CE izolat1 ise E1 izolatina yakin bulunmustur.

Afumigatus strain P2

L — A.fumigatus strain P1

A. fumigatus strain E3

‘ A, fumigatus strain £2

—— A. fumigatus strain E1

- A, fumigatus strain CE

Sekil 4.1 Filogenetik agag.
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4.4 Yiiksek Kapasite ile Lipid Ureten Mikroorganizma Secimi

Zeytin yagmin dilisyonlariin spektrofotometrik 6l¢iimlerine dayanarak izolatlardaki
total yag oraninin belirlenmesinde kullanilacak egri Sekil 4.2 de verilmektedir. Bu
egriye gore fungal izolatlarlardan yag ekstraksyonu yapildiktan sonra
spektrofotometrede yapilan Ol¢limler dikkate alinarak yag miktar1 asagidaki formiile

gore hesaplanmustir.

y = —0.17x + 0.855

Cizelge 4.4’ de bu formiile gore fungal izolatlarin icerdigi total yag orani verilmistir.

0,800 -
0,700 - y =-0,1715x + 0,8555
0,600 - R?=0,9267

0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -

0,000 T T T T ==
-0.100 - 12 v 1\8 1\16

sulandirma oram

spektrofotometre degerleri

Sekil 4.2 Total yag igeriginin hesaplanmasinda kullanilmak tizere ¢gikartilan standart egri.

Posalardan alinan (P1,P2,E1,E2,E3,C) Orneklerden elde edilen funguslarin iiretmis
oldugu  yag  miktarlarinin  sonuglarmm1  elimizde  bulunan  standartlarla
(STD1,STD2,STD3,STD4,STDS5) karsilastirdigimizda elde ettigigmiz sonuglar su
sekildedir; C ve E2 orneklerinin sonuglart (C=2,22 ve E2=2,257) STD2’ye (SDT2=211)
yakin oldugu goriilmiistiir. E1,E3,P1,P2 6rneklerininde (E1=2,456 E3=2,620 P1=2,649
P2=2,760 ) STD3’e (2,47) yakin oldugu goriilmiistiir. Elde edilen verilere gore
spektrofotometre sonuclar1 arttikga yag tliretiminin azaldigir goriilmistiir. Bu sonuglara
gore en fazla yag iiretiimi P2 de goriilmiistiir P1 6rnegindeki yag iiretimi P2’yi takip

etmektedir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 Fungal izolatlarin igerdigi total yag oran1 verilmistir.

Ornek

Spektro 6l¢iim(OD)

Ortalama OD

50 mg fungal
kiitledekiyag
miktari

Std1(1/2sulandirilmis)

Std2( 1/4sulandirilmis)

Std3(1/8sulandirilmis)

Std4(1/16 sulandirilmis)

Std5(1/32 sulandirilmis)

P1

El

P2

E2

E3

0,678
0,675
0,679

0,491
0,492
0,495

0,400
0,395
0,397

0,112
0,117
0,120

0,114
0,113
0,115

0,318
0,425
0,463

0,350
0,462
0,489

0,478
0,464
0,483

0,455
0,355
0,340

0,510
0,453
0,445

0,429
0,395
0,395

0,667

0,493

0,431

0,116

0,113

0,402

0,435

0,475

0,383

0,469

0,406

1,099

2,11

2,47

4,32

4,33

2,649

2,456

2,222

2,760

2,257

2,620
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5. TARTISMA ve SONUC

Enerji kaynaklarinin artan enerji ihtiyacina ragmen giin gegtikce azalmasi ve sera
etkisini azaltic1 alternatif enerji kaynaklari arayisi biyodizel iiretimi {izerine yapilan
calismalarin artmasina neden olmustur. Bu calismada elma, c¢ilek ve portakal
posalarindan izole edilen funguslar molekiiler metodlarla identifiye edilerek, izolatlarin

lipid tiretimi spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Candida, Rhodotorula,  Aspergillus, Paecilomyces, Fusarium, hormoconis,
Penicilliumve Alternaria’in biyodizel tiretiminde kullanildigi bilinmektedir. Bu
calismada meyve posasindan alt1 izolat elde edilmistir. ITS dizi analizi sonuglarina gore
CE fungal izolat1 Aspergillus fumigatus’a %100 benzerlik gostermistir. E1 izolatinin
ise %99 Aspergillus sp (Aspergillus fumigatus) oldugu saptanmistir. E2 izolat1 ise ITS
dizi analizi sonucunda %96 Spiribacter salinus ve %93 Schistosoma mansoni ile
benzerlik gostermistir. E3 izolatt ise Aspergillus fumigatus %100 benzerlik
gostermistir. P1lve P2 ise dizi analizi sonucunda Aspergillus fumigatus olarak tespit
edilmistir. Filogenetik agaca bakildiginda portakaldan izole edilen P1 ve P2 izolatlari ile
elmadan izole edilen E1, E2 ve E3 izolatlar1 birbirine filogenetik olarak daha yakin
oldugu saptanmustir. Cilekten elde edilen izolat CE izolati ise El izolatina yakin

bulunmustur.

Li vd. (2007) karbon kaynagi olarak glikoz kullanarak Rhodosporidium toruloides
mayasinin mikrobiyel lipid tiretimini aragtirmislardir ve pH’1 5,5 ve 12 g/L (NH4),SO4
iceren besiyerinde maya hiicrelerinin 150 g/L glikoz varliginda 1iyi gelisme
gosterdikleri, glikoz konsantrasyon artiginin  hiicre gelisimini inhibe ettigini
belirlemislerdir. 25 giin siireyle inkiibe edilen kesikli beslemeli kiiltiirlerde ise kuru
biyokiitle ve hiicresel lipid igerigi sirayla 151,5 g/L ve %48 olarak bulunmustur. Hiicre
lipidlerinin 16 ve 18 karbon atomlarindan olusan uzun zincirli yag asitlerinden

olustugunu gostermislerdir.

Calismamizda Karbon kaynagi sukrozda E1 ve E2 izolatlar1 en iyi iiremeyi 35°C’de (3,7

mm ve 4,2 mm) gostermislerdir E3 izolat1 ise en iyi tiremeyi 40°C’ de 4mm oldugu
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saptanmistir. P1 izolat1 en iyi tiremeyi 40°C’de 4mm ile yaparken P2 izolat1 25°C’de
2,5mm ile yapmistir. CE izolat1 40°C ve 25°C de en iyi iiremeyi 4,5mm ile gostermistir.
Karbon kaynagi laktozda E1 40°C’de 2mm, E2 25°C’de 5mm, E3 40°C ve 25°C’de
1,5mm tireme oldugu belirlenmistir. P1 ve P2 izolatlar1 en iyi iiremeyi 25°°de sirasiyla
5,5mm ve 1,3mm olarak gostermislerdir. CE izolati 25°°de Smm iireme gostermistir.
Azot kaynagi amonyum nitratda E1 izolat1 35°C’de 3,8mm E2 izolat1 40°C’de 5mm, E3
izolat1 ise 35°C’de 5,3mm iireme yapmislardir. P1 izolat1 35°C’de 4.5mm P2 izolat1
25°C’de 4.5mm oldugu goriilmiistiir. CE izolat1 35°C ve 25°C benzer olarak en iyi
tremeyi gostermistir (3,5mm). Genel olarak elma posasindan izole edilen fungal
izolatlarin Sukrozlu besiyerinde, portakal ve ¢ilek posasindan izole edilen izolatlarin ise

Laktozlu besiyerinde daha iyi iireyebildkleri saptanmustir.

Vicente vd. (2009) Mucor circinelloides fungusundan biyodizel tiretimi ile ilgili yaptigi
calismada ti¢ farkli solvent sisteminin ( kloroform:metanol, kloroform:metanol:su ve n-
hekzan) fungus hiicrelerinden lipit ekstraksiyonu tizerine etkisini arastirmislardir. En
etkili ekstraksiyonun kloroform:metanol ile gergeklestigi saptanmigtir. Bu nedenle
calismamizda kloroform metonol kullanilarak yag asitlerinin  ekstraksiyonu

gergeklestirilmistir.

Peng ve Chen (2008) kizil otesi reflektans spektrofotometresi ile yag biriktirme
kapasitesinesahip funguslarin hiicre ici lipit miktarin1 belirlemeye yonelik calismalar
gerceklestirmiglerdir. Calismalarinda izole ettikleri Microsphaeropsis sp. Phomopsis sp.,
Cephalosporium sp., Sclerocystis sp. ve Nigrospora sp. funguslarinin yani sira diger bir
yaglt fungus olan Mortierella ramanniana fungusunu da kullanmislardir. Bu
funguslarin lipit igerikleri belirtilen yontemle sirasiyla %7,51, %5,12, %6,98, %5,90,
%05,87, %6,95 olarak bulunmustur.

Economou vd. (2010) sorgum pekmezi ile hazirladiklari besiyerinde Mortierella
isabellina fungusunu lipit biriktirme kapasitesine ve biyodizel liretimine azalan azot
kaynaginin olumlu yonde etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu arastirmacilar palmitik ve

oleik asitin baslica goriilen yag asitleri oldugunu géstermislerdir. Arastirmacilara gore
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fungal lipit icersinde uzun alifatik zincirlerin bulunmuyor olmasi bu hammaddeden

tiretilecek biyodizelin yiiksek kalitede olacagini gostermektedir.

Calismamizda meyve posalarindan alinan (P1, P2, E1, E2, E3, C) 6rneklerden elde
edilen funguslarin iiretmis oldugu yag miktarmin sonuglarimi elimizde bulunan
standartlarla (STD1, STD2, STD3, STD4, STD5) Karsilagtirildiginda elde ettigimiz
sonuglar su sekildedir; C ve E2 6rneklerinin sonuglar1 (C=2,22 ve E2=2,257) STD2’ye
(SDT2=2,11) yakin oldugu goriilmiistiir. E1, E3, P1, P2 o6rneklerininde (E1=2,456
E3=2,620 P1=2,649 P2=2,760) STD3’¢ (2,47) yakin oldugu goriilmiistiir. Elde edilen
verilere gore spektrofotometre sonuglari arttik¢a yag iiretiminin azaldigr goriilmistiir.
Bu sonuglara gore en fazla yag tiretimi P2 de goriilmustiir. P1 6rnegindeki yag tiretimi

P2’yi takip etmektedir (Cizelge 4.4).

Liu ve Zhao (2007) Lypomyces starkeyi ve Rhodotorula toruloides maya hiicrelerinin
lipid {iretimlerini pH’1 6 olan, 70 g/L glikoz, 2,0 g/L (NH4),SO, iceren besiyerinde
arastirmiglar ve lipid igeriklerini sirasiyla %50,2 ve %58,0 olarak bulmuslardir.
Rhodosporidium sp., Rhodotorula sp. ve Lypomyces sp. gibi bazi maya tiirleri
hiicrelerinde kuru agirliklarinin %70’den fazla lipid biriktirebilme yetenegine sahiptir.
(Zhao et al. 2011). Bunun yani sira yiiksek lipid i¢erigine sahip funguslara 6rnek olarak
Mortierella sp. cinsine ait tiirler verilebilmektedir. Cigek vd. (2013) yaptiklari ¢alisma
sonucunda maksimum fungal lipid tiretimi Fusarium proliferatum ile 24,96 g/L olarak
bulmuslardir. Mahmood ve Tajammul (2009) kullanilmigs ¢ay iizerinde gelisen
Aspergillus niger den %57,49 verimle biyoetanol iretmistir. Bu c¢alisma raporunda
kullanilmis caymn (kati atik) sadece biyodizel ve biyoetanol degil ayrica hidrokarbon

yakit gazlariin liretimi i¢inde kullanilabilir oldugu gibi ilging bulgulara ulagmislardir.

Vicente vd. (2009) Mucor circinelloides Fungal lipit olusturan baslica yag asitlerinin
sirastyla %37,1 oraninda C18:1, %14,3 oraninda C18:2 ve %18,5 oraninda C18:3
oldugunu belirlemislerdir. Yagli mayalar ve kiifler ¢oklu doymamis yag asitlerince
zengin triacilgliserol biriktirmektedirler. Bu hiicrelerde en fazla rastlanan yag asitleri
arasinda C18:1, C18:2, C16:0, C16:1 gelmektedir. Yagli maya ve funguslarin biyodizel
tiretimi i¢in alternatif yag kaynaklari oldugu sdylenebilmektedir (Meng et al. 2009).
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Triasilgliserollerden (TAG'ler) tiiretilen Yag asidi metil esterleri (FAME) biyodizel
hazirlanmasi i¢in kullanilan en yaygin bilesendir. Su anda TAG elde etmek igin bitkisel
ve hayvansal yaglar kaynak olarak kullanilmaktadir ancak bu kaynaklardan biyodizel
iiretiminde yagli tohumlarin elde edilebilmesi ve gida rekabeti gibi baz1 siirlamalari
vardir. Oysa biodizel iretiminde mikrobiyal yaglarin (Tek hiicre yagi, SCO)
kullaniminda bu tiir sinirlamalarin olmamasi dikkat ¢ekicidir. Bu amacla oleaginous
(yagli microorganismalar (bakteriler, algler ve funguslar)) kullanilabilir. Tek hiicre yagi
(THY) olarak bilinen mikrobiyal yaglar yagli mikroorganizmalar tarafindan retilir.
Yagli mikroorganizmalarin bazilar1 kuru biyokiitle agirligt %80 w/w yag icerir bu
nedenle biyodizel {iretiminde hammadde olarak {mit vericidir. Ayrica
mikroorganizmalar atik substratlar lizerinde gelistirilebilir. Bu hem bioremediasyon
prosesleri i¢in fayda saglar hemde ekonomik 6nemi olan iirlinler mikroorganizmalardan
elde edilir. Kimyasal bilesimi bakimindan olduk¢a zengin olan meyve posalarinin
hayvan beslenmesinde kullanilanlar hari¢c 6nemli bir kismi, kurutma ve depolama
maliyeti yliksek oldugundan atik olmaktadir. Meyve suyu endiistrisi atiklarinin
biyoproseslerde substrat olarak kullanimi, atiklardan dogan kirlilik probleminin ¢6zimii
icin Oonemli bir alternatiftir. Calismamizda atik meyve posalarinin substrat olarak
kullanilabilecek fungal izolatlar elde edilerek, biyodizel iretiminde verimleri

arastirilmistirr.

Bu ¢alisma sonucunda elde edilen veriler Aspergillus fumigatus izolatlarinin biyodizel
uretiminde kullanilabilecegini gostermektedir. Bundan sonraki calismalar. Meyve
posalarindan hazirlanacak besiyerlerinde maksimum biyodizel liretiminin saglandigi

optimum kosullarin belirlenmesi tizerine olmalidir.
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