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OZET

Diinyada son yillarda biyoatiklardan fermantasyon yontemiyle yiiksek degerli
kimyasal tiretim potansiyeli lizerinde yogun bir sekilde calisilmaktadir. Bu
kapsamda, Tiirkiye ve Yunanistan da belirlenen tarimsal atiklar ozellikle
Yunanistan’in elinde bulundurdugu mevcut kiiltiirler kullanilarak (aerobik,
anaerboik) fermantasyon metabolitlerinin belirlenmesi, olusacak iiriin gesitliliginin
tespit edilmesi, bu {irilinler igerisinden yliksek degere sahip kimyasallarin segimi,
secilen kimyasalin tam kontrollii fermentérde iiretim optimizasyonu c¢aligsmalari
yapilmigtir. Tarimsal ve tarimsal iriinlerin islenmesine dayanan faaliyetler
Yunanistan’da oldugu kadar Tiirkiye’de de oldukga biiyiik miktarda biyolojik atik
(mikrobiyal aktiviteye elverisli atiklar) ortaya ¢ikarir. Bu tiir materyaller atiktan ¢ok
tiretim arti@i olarak degerlendirilmeli ve biyoteknolojik ve kimyasal proseslerde
karbon kaynagi olarak kullanilmalidir. Bunlar bol miktarda ve bundan dolay1 ucuz
olup aslinda bazi durumlarda negatif ticari degere sahiptir. Yaygin bazi atiklar
sunlardir: ham gliserol (biyodizel {iretim siireci sirasinda olusur), zeytin yan iriinleri
(OMW), peyniralti suyu, melas, silempe, turunggil kiispesi, bira fabrikasinda
kurutulmus tahil tanecikleri, liziim posasi, bugday kepegi, aycicegi ¢ekirdegi kiispesi,
elmanin s1vi1 atik veya yari kat1 yan tirlinleri, pancar kokii ve domates sanayii atiklari.
Cogu atik kendilerini degerlendirecek uygun bir yontemin bulunmayist nedeniyle
daha beklerken kolaylikla giiriiyerek degersiz hale gelir. Ureticilerin endiistriyel
yonetim sistemlerinde biiylik dlgekte sorunlara neden olmasinin yaninda bu atiklar
birer cevre kirliligi kaynagidir ve dogada depolanarak bertaraf edilmesi oldukca

maliyetlidir.

Anahtar Kelimeler:Biyoatik, Biyoteknoloji, Yiiksek Katma Degerli Uriinler.



SUMMARY

The recent years have witnessed intensive studies aimed at finding out the
potentials to derive high added value chemicals from biowastes by fermentation
method all over the world. Within this framework, the agricultural wastes identified
in Turkey and Greece have been subjected to the following studies, notably by use of
the cultures that are currently possessed by Greece: determination of (aerobic,
anaerobic) fermentation metabolites, detection of the prospective product range,
selection of high value chemicals from among these products, and production
optimization of the selected chemicals at fully-controlled fermenter. Production
activities that are based on the processing of agricultural products and their
derivatives in Turkey lead to a huge amount of biowastes (which are inclined to
microbial activity) just like the case in Greece. The materials of this kind must be
considered as production wastes rather than simply wastes, and be used as a source
of carbon in biotechnological and chemical processes. These materials are very
cheap, and as a matter of fact, they have negative commercial value in some cases as
they are available abundantly. The common wastes include the following: crude
glycerol (which results from the process of biodiesel production), olive by-products
(OMW), whey, molasses, vinasse, citrus pulp, brewery-dried cereal granules, grape
pulp, wheat bran, sunflower bean pulp, liquid or semi-solid by-products of the apple,
industrial wastes of beetroot and tomato. In reality, most of these wastes may readily
lose their usefulness while waiting for value-adding processes due to unavailability
of any suitable method. In addition to posing large-scale problems to the
manufacturers’ industrial management systems, each of these wastes acts as a source
of environmental pollution; what is worse, the cost of storing and disposing of these

wastes in nature is considerably high.

Key Words: Biowaste, Biotechnology, High Added Value Products.
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1. GIRIS

Son yillarda 6zellikle zirai atiklarin hammadde olarak kullanilarak degerli
kimyasal maddelerin iiretimiyle ilgili ¢ok sayida ¢alismalar yapilmaktadir. Bilindigi
gibi yliksek katma degere sahip bazi kimyasallarin kimyasal ve katalitik proseslerle
iiretilmesi ya ¢ok zor olmakta ya da imkansiz olmaktadir. Ornegin karbohidratlardan
propiyonik asit liretimi anaerobik sartlarda bakteriler tarafindan gergeklestirilmesine
ragmen kimyasal olarak gerceklestirilememektedir. Bazi degerli kimyasallarin ise
kimyasal proseslerle tiretilmesi miimkiin olmasina ragmen igermis oldugu reaksiyon
basamaklar1 ve iiretim maliyetleri dikkate alindiginda ekonomik olmamaktadir.
Ancak bu kimyasallarin fermantasyon teknolojisiyle iiretilmesi, proses basamaklarini
kisaltmasi yaninda prosesi daha ekonomik hale getirmektedir. Cesitli biyoatiklarin
biyolojik veya kimyasal yolla karbohidrata doniistiiriildiikten sonra karbohidrati
hammadde olarak kullanarak elde edilen seker yiiksek degerli yapisal kimyasallara
dontstiirtilebilir. Bu yapisal kimyasallar, iizerlerinde tasimis olduklar1 ¢ok
fonksiyonlu gruplar nedeniyle daha faydali ve degerli kimyasallara kolayca
doniistiirilebilirler.

Tarim sanayi atiklarindan kaynaklanan biyolojik atiklar pektin, nisasta, ksilan
ve ¢ogunlukla seliiloz gibi gesitli polisakkaritlerden meydana gelir [Bellou et al.,
2012]. Meyve ve sebze isleme faaliyetleri sirasinda inanilmaz miktarlarda iretilen bu
maddeler ya ¢evreye desarj edilir ya da diisiik degerli hayvan yemi olarak kullanilir
[Bellou et al., 2012].

Devasa boyuttaki diisiik degerli yan iriinleri kazangli bir sekilde yeniden
kullanima sokacak yeni yoOntemlerin gelistirilmesi tarim sanayisinin gelecekteki
karlilig1 agisindan kritik bir 6neme sahiptir. Bu yan tirtinlerin yiiksek katma degerli
triinlere donustiiriilmesi daha fazla cevresel ve ekonomik yararlar saglayabilir
[Bellou et al., 2012]. Biyoteknoloji, yan iiriinlerin iglenmesi alaninda ¢ok sayida
avantajlar saglar. Bir¢ok biyoteknolojik proses yan firiinlerin degerlendirilmesi
amaciyla gelistirilmis olmakla birlikte mikrobik fermentasyon bunlar arasindaki en
onemli teknolojidir. Mikrobiyal proseslerde ihtiyag duyulan karbon kaynaklarinin
yerine yan trlinlerin kullanilmasi biyolojik proses maliyetlerinin azalmasini
saglayacaktir. Yan triinleri olusturan polisakkaritler, proteinler, lipitler gibi degerli
maddelerin enzimlere, proteinlere, biyogaza, gilibreye, organik asitlere, polimerlere

1



ve bircok diger iiriinlere fermentasyon yoluyla biyolojik olarak dontigiimii oldukca
basittir [Bellou et al., 2012]. Ayrica yan {iriinler, biyolojik prosesin maliyetini
azaltacak inorganik maddeler, vitaminler ve biiyiime faktorleri igerebilir.

Zeytinyag liretimi sirasinda yiiksek miktarlarda (islenen her ton zeytin basina
0,5 ile 0,8 m®) zeytinyag: iiretim atiksuyu (OMW) olusur. Akdeniz iilkelerinde her
yil 30 milyon m®ten fazla bu tir atik olusmaktadir [Bellou et al., 2012].
Yunanistan’da bu tiir atik iiretimi yillik yaklasik 1,5 milyon m*tiir[Bellou et al.,
2012]. Zeytinyag: tiretim atiksuyu (OMW) (karasu) giiniimiizde a¢ik havuzlarda
buharlastirilarak konsantre edimektedir. Ancak bu metot siyah, pis kokulu ve
bertarafi zor bir atik ¢amur liretimi icerdiginden dolayr memnun edici bir metot
degildir. Tirkiye’de s6z konusu karasu atiklar1 sektoriin i¢inde bulundugu ekonomik
sikint1 nedeniyle aritilamamakta ve dnemli ¢evre kirliligine neden olmaktadir. Her
nekadar aritma teknolojileri gelistirilmis olsada 6zellikle kiiciik 6lgekli endiistrilerde
finansman yetersizligi nedeniyle bu tiir aritma teknolojilerinin uygulanmasi oldukca
zordur. Kaldi1 ki olduk¢a zengin bilesime sahip karasuyun fermentasyon ortami
olarak kullanilarak daha degerli bilesiklere donistiiriilmesi daha uygun
gozikmektedir.

Endistriyel  atiksular,  Ozellestirilmis  mikroorganizmalar  vasitasiyla
giderilebilecek yagli maddelerde icerebilir. Cesitli bakteri suslar kirli sulardaki yag
ve gresi ayristirabilirken daha az islenmis suslar ve sec¢ilmis mutantlardan olusan
karigik kiiltiirlerin kullanilmasi bazi metal bilesiklerinin giderim verimliligini tek
tirlerin kullanildig1 durumlara gore arttirir ve en yiiksek giderim verimliligine
ulagma siiresini iyilestirir [Bellou et al., 2012]. Kimyasal ve biyolojik aritma
metotlar1 arasinda endiistriyel ve evsel atiksu karigimlarindan en etkili sekilde azot ve
fosfor giderimi konusunda bir karsilastirma yapilmis ve biyolojik aritmanin, 6zellikle
azot yoniinden, daha yiiksek verimlilige ulastig1 tespit edilmistir [Bellou et al., 2012].

Sebze, patates ve meyve isleme faaliyetleri sirasinda ortaya ¢ikan biyolojik
atiklarin yanisira organik evsel atiklar da fermentasyon proseslerinde kullanilabilirler
[Bellou et al., 2012]. Uziim atiklar1 mikrobiyal seliiloz ve saraplasmay1 baslatici
kiiltir iretiminde substrat olarak kullanilabilirler [Bellou et al., 2012]. Armut
posasinda biiyiiyen Mortierella isabellina tiirii bakteri onemli miktarda gama-

linolenik asit¢e zengin lipitler tiretmistir [Bellou et al., 2012].



Domates posasi baglica pektin, selilloz ve protein igeren domates isleme
endistrisinin yar1 kati bir yan {irliniidiir. Akdeniz kiy1 seridinde biiyiilk miktarlarda
iiretilmekte olan domates posasi ciddi ¢evre sorunlarina yol agmaktadir. Simdiye
kadar bir ¢ok domates posasini degerlendirme prosesi ortaya konmasina ragmen
bunlarin higbiri su anda uygulamada degildir. Biyogaz, proteince zengin mikrobiyal
biyokiitle, ksantan, vitamin B12 ve esteraz liretimi bildirilmistir [Bellou et al., 2012].
Yakin gecmiste domates atiklarinin hidrolizati basarili bir sekilde mikrobiyal yaga
doniistirilmistir [Bellou et al., 2012].

Polisakkaritlerin (pektin, selilloz vb.) degerlendirmesi islemi mikrobiyal
biyoteknolojistler i¢in zorlu bir islemdir. Bu karbon substratlar1 gezegenimizin
organik karbon kaynaklarinin biiyiik bir ylizdesine karsilik gelirken ayn1 zamanda en
az yararlanilan kismidir [Bellou et al., 2012]. Birgok ¢esit biyolojik atik enzimler,
antibiyotikler, amino asitler, vitaminler gibi saf kimyasallarin ve ilaglarin iiretiminde
substrat olarak kullanilabilir. Farkli biyolojik atiklardan yalitilan ¢ok sayida bakteri,
maya ve mantar, biyokiitle i¢indeki polisakkaritleri ayristirma ve protein veya yiiksek
degerli tirtinler tiretme kabiliyetlerine gére ayrilmistir [Bellou et al., 2012].

Biyodizel iiretim siirecinin bir yan {riinii olan ham gliserol c¢esitli
biyoteknolojik uygulamalarda karbon substrati olarak kullanilir. Clostridium
butyricum tiirii bakteri kullanilarak anaerobik kesintili kiiltiirlerde 1,3-propandiol
tretilmis ve bu islem sirasinda substrat kullanim orani ortamdaki gliserol
konsantrasyonuyla birlikte artmistir [Bellou et al., 2012]. Kesintisiz kiiltiirlerde ise,
mikrobiyal davranis kemostat kabina 1,3-propandiol eklendikten sonra gegici
sathalar halinde ¢alisilmistir. Butirik asit ve asetik asit konsantrasyonlar1 artarken,
mikrobiyal gelisim 1,3-propandiol (kemostat kabina eklenmistir)
konsantrasyonundan etkilenmemistir. Iki asamali kesintisiz kiiltiirlerde, toplam
hacimsel verimliligi 1.33 g/L.h olan 43.5 g/L’lik 1,3-propandiol iiretilmistir.
Alisilmadik bir maya tiirii olan Yarrowia lipolytica basarili bir sekilde ham gliserolii
tek hiicreli yaglara (SCO’lara) veya sitrik aside doniistiirmiistiir [Bellou et al., 2012].
Daha detayli agiklamak gerekirse, ham gliserollii ortamdaki azot kisitli aerobik
kiiltiirlerde bulunan Yarrowia lipolytica ACA-DC 50109 yiiksek gliserol
konsantrasyonlarinda bile gozle goriiliir biyokiitle {iretimi sergilerken yiiksek gliserol

konsantrasyonlarinda tiiketim hizinda bir azalma yasanmistir [Bellou et al., 2012].



Reaksiyon ortamindaki azot azalmasi sonrasinda sitrik asit tiretimi litrede 62,8 gram
ve gliserol tiiketimine bagli verim 0.56 g g™ olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Toplam hiicresel lipidin igerisindeki yag asitlerinin analizi, gliserol
miktarindaki artisin lipidlerdeki doymamis yag asitlerinin miktarim1 bir sekilde
artttrmustir [Bellou et al., 2012]. Sinirlayict miktarda azot ve karbon kaynagi olarak
gliserin igeren aerobik kiiltiirde, Mortierella isabellina ATHUM 2935’nin biiyiimesi
tatmin edici sekilde gergeklestirilmistir. Baslangic kiiltiiriinde yiliksek miktarda
(6rnegin 100 g L) gliserin kullanildiginda, 4.4 g L% lipid olusumu
gerceklestirilmistir. Bu deger yaklasik olarak toplam kuru kiitlenin %51°lik kismina
tekabiil etmektedir. [Bellou et al., 2012].

Ilaveten, ham gliserol Zygomycete Thamnidium elegans icin etkili substrat
ozelliligine sahiptir. Yag veren bu mikroorganizma yiliksek miktardavegamma-
linolenik asit (7.3 % w/w) yoniinden zengin olan SCO {iretiminde kullanilmaktadir.

[Bellou et al., 2012].
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve i¢erigi

Bu ¢aligmanin amaci, biyoteknolojik proseslerde substrat olarak kullanilan ve
her iki iilkenin de tarimsal faaliyetlerinin tipik bir 6zelligi olan tarim endiistrisi
atiklarinin degerlendirilmesi alanindaki olanaklar1 agiga ¢ikarmak ve bu atiklardan
elde edilebilecek iirlinleri belirlemektir. Her iki laboratuarda yetistirilen
mikroorganizmalarin (Zygomycete’ler, mayalar, bakteriler v.b.) tiimii Mikrobik
lipitlerin, organik asitlerin (sitrat v.b.) ve diger degerli metabolitlerin {iretiminde
kullanilmistir.  Buna ek olarak uygun mikroorganizmalarla yan {iriinlerden
belirlenecek degerli iirlinleri iiretebilme kabiliyetleri 6l¢iilmiistiir. Kiiltiir deneyleri
ilk olarak erlenlerde gergeklestirilmistir. Uretilen metabolitler GC, TLC ve UV
cithazlarinda analiz edilmistir. En giicli treticiler belirlendikten sonra, belirli

metabolik iirlinlerin iiretimi biyoreaktorlerde gergeklestirilmistir.



2. MIKROORGANIZMALAR VE ONEMI

Mikroorganizma mikroskobik organizmalarin genel adidir. Mikroorganizmalar
ilk kez Anton van Leewenhoek tarafindan kesfedilmistir. Anton van Leewenhoek
kendi tasarimi olan mikroskobu kullanarak mikroorganizmalar1 goézlemlemistir.
Mikroorganizmalar insan aktivitelerinde ve diinyadaki yasam aginda 6nemli bir rol
oynamaktadirlar. Mikroorganizmalar var olmasaydi daha yiiksek yasam formlari
ortaya ¢ikamayacakti. Insan, bitki ve hayvanlara ait organik maddelerin yikimi1 ve
anahtar besinlerin doniisiimii ve soludugumuz hava mikrobiyal aktiviteler neticesinde
meydana gelmektedir.

Mikroorganizmalar ¢ok ¢esitlidir. Simiflandirma yapildiginda bakteriler,
planktonlar, mantarlar, protistalar, mikroskopik bitkiler ( yesil algler ), mayalar
mikroorganizma alemi igerisinde yer alan canlilardir. Ayni zamanda plankton,
planarya ve amoeba gibi mikro hayvanlarda mikroorganizma igerisinde kabul
edilmektedir. Bazilar1 virusleri mikroorganizma i¢ine dahil etse de, bunlar canh
olarak da kabul edilmemektedir [Rybicki, 1990].

Mikroorganizmalardan ayni zamanda biyoteknoloji sayesinde hem geleneksel
besin ve yiyecek hazirlama yontemlerinde hem de genetik miithendisligini kullanarak
modern teknolojilerde de kullanilabilmektedir. 21. yiizyil icerisindeki teknolojik
gelismeler ve bilgi birikimi endiistriyel liretim ve hizmete yeni potansiyel alanlar
olusturmaktadir. Bu alanlardan biri de biyoteknolojidir. Biyoteknolojiyi basitce tarif
edecek olursak;“tek veya c¢ok hiicreli canlilarin, organ doku veya hiicrelerin
ekonomik degeri olan {irlinlerin elde edilmesinde kullanilmasidir” [Yakicier, 2009].
Biyoteknoloji yeni bir bilim dali degildir. Ekmek, peynir, sirke ve sarap gibi
tiriinlerin iiretilmesi i¢in ylizyillardir kullanilan bir tekniktir. Bu teknik insan saglig
tarim, kimya miihendisligi, ¢evre koruma, gida {iretimi ve enerji iiretimi gibi pek ¢ok
alanda kullanilmaktadir. Biyoteknolojide mikroorganizmalarin sahip oldugu
yeteneklerle sinirl kalinmayip genetik miidahalelerle yeni mikroorganizma {retimi
de saglanmaktadir. Bu sayede yeni as1 maddelerinin iiretilmesi, ucuz kimyasal
maddelerin tretilmesi, Cevre dostu, saglik dostu yiyecek katkimaddelerinin
tiretilmesi ve kat1 ve s1v1 atiklarin zararsizlastirilmasi, aritilmasi saglanabilmektedir.

Bu ¢alismanin 6zgiin degeri, son yillarda biyoatiklardan c¢esitli organizmalar
kullanilarak fermantasyon teknolojisiyle degerli kimyasallarin biyoteknolojik
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yontemle lretilmesidir. Halen diinyada belirli bir biyoatiktan iiretilebilecek degerli
kimyasallarin ne olacagi tam olarak bilinmemektedir. Uretilecek degerli kimyasalin
tipi kullanilan substrat (biyoatik) ve seg¢ilen mikroorganizma tiirline gore degistigi

gibi prosesin aerobik veya anaerobik olmasi da 6nemli bir faktordiir.
2.1. Kullamilan Mikroorganizmalar ve Ozellikleri

Bu c¢alismada Yunan tarafinda mevcut koleksiyonda yer alan
mikroorganizmalar kullanilacaktir. Calisma esnasinda kullanilacak
mikroorganizmalar sunlardir: Maya tiirinde Yarrowia lipolytica, Zygomycetes
ailesine ait olan mantarlardanThamnidium elegans, Cunninghamella echinulata. Bu
mantarlarin yani sira, Pleurotus ostreatus, Aspergillus niger, Penicillium sp. tiirleri

de kullanilacak mikroorganizma tiirleri arasindadir.
2.1.1. Yarrowia lipolytica Mayasi ve Biyoteknolojik Uygulamalari

Yarrowia lipolytica, 6nemli metabolitler lireten ve gii¢lii salgi mekanizmasina
sahip olan aerobik bir organizmadir. Bu maya endiistriyel alanda (biyokataliz),
molekiiler biyoloji ve genetik alanlarda oldukca fazla kullanilan bir canlidir.
Patojenik olmayan bir mayadir ve bu organizmaya dayanan pek ¢ok proses ilag ve
Gida Kurumu (FDA, USA) tarafindan giivenli olarak onaylanmustir.

Yarrowia lipolytica, akademik amaglar i¢in protein tiretiminde giivenli, ¢ok
yonlii ve popiiler bir ve mevcut diger ticari uygulamalar kadar etkin bir sistemdir.
Diistik overglycosylation, yiiksek salgilama verimi, iyi {iriin verimi, lireme verimi
Y. lipolytica’nin diger 6zellikleridir.

Bu mikroorganizma tarafindan salgilanan ¢ok onemli iiriinlerden biri lipazdir.
Bu enzim hidrolizin yami sira  esterifikasyon, interesterifikasyon ve
transesterifikasyon gibi endiistriyel agidan Onemli pek ¢ok reaksiyonu
katalizlemektedir.

Bu enzimin yani sira gida sanayisinde kullanilan bir aroma olan y-Dekalakton
tiretimi de bu maya sayesinde gergeklestirilmektedir. Risinoleik asit hidroksillenmis

18 karbonlu bir yag asididir. Bu yag asidi y-Dekalaktonun {iretilmesinde kullanilan



bir Onciildiir. y-Dekalakton besi yeri igerisindeki birikimi hiicre tarafindan iiretilme
ve par¢alanma hizina baglhdir.

Yarrowia lipolytica ayn1 zamanda TCA ¢evrimininara iiriinleri olan sitrik asit,
izositrik asit, a-ketoglutarik asit ve plirivik asit gibi organik asitleri de tiretmektedir
[Kamzolova, 2003; Rymowicz, 2008a]. Bu proseslerde kullanilan karbon kaynaklari
n-alkanlar, bitkisel yaglar, etanol, melas ve hidrolizlenmis nisasta (mineral bilesikler
veya fosfat, tiamin, azot kaynagi gibi farkli besin faktorlerinden kaynaklanan
bliylimenin sinirlandirildigi sartlarda hidrolizlenmis nisasta).

Gliserol 6nemli yenilenebilir bir hammaddedir. Bu madde 6zellikle biyodizel
tiretim prosesinin ham maddesidir. Makri ve arkadaslari Y.lipolytica mayasini
kullanarak gliserol basarili bir sekilde tek hiicre yagi ve sitrik asit gibi cesitli
biyoteknolojik trtinlere fosforilasyon metabolik yolu ile g¢evirmislerdir [Makri,
2010]. Yine gliserol karbon kaynagini kullanarak, Levinson ve arkadaslar
Y.lipolytica NRRL YB-423 tiiriinii kullanarak yiiksek verimde sitrik asit elde
etmislerdir [Levinson, 2008].

Papanikolaou ve arkadaglari Zeytinyagi liretim atiklar1 (OMW) gibi farkli
endustriyel atiklari sitrik asit liretimi i¢in alternatif substrat olarak kullanmislardir
[Papanikolaou, 2008].

Ayni yontemle, karbon kaynagi olarak ananas atigi Imandi ve arkadaslari
tarafindan sitrik asit tretimi gergeklestirilmistir. Bu iretim igin Y.lipolytica
NCIM3589 tiirii kullanilmigtir [Imandi, 2008].

Cevresel sartlara bagli olarak maya hiicreleri serbest yag asitlerini mobilize
etme yetenegine veya trigliseroller ve steril esterler olarak (lipid bodies: LB)
depolayabilmektedirler. yag asidi veya trigliserid besiyerindeki kiiltiirleme boyunca
LB birikimi gozlemlendiginden, Y.lipolytica glukoz igeren besiyerinde biiyiitiildiigii
zaman few lipid bodies Y.lipolytica’ da gozlenebilmektedir. Aggelis ve arkadaslar
Y. lipolytica ve endiistriyel gliserol kullanarak kuru hiicrede % 43 lipid igeren maya
hiicreleri elde etmislerdir [Aggelis, 1999].

Bu mikroorganizma ¢evresel sistemlerde de biyoremediasyon olarak ta
kullanilabilmektedir. Y.lipolytica IMUFRJ 50682 mayasi, n-alkanlari, fenantren
grubu ve naftalin grubu gibi aromatik hidrokarbonlar1 ve izoprenoidleri tiiketebilme
yetenegine sahip oldugundan biyoremediasyon proseslerinde genis bir uygulamaya

sahiptir[Ferreira, 2009].



2.1.2Mantarlar ve Biyoteknolojik Uygulamalari

Mantarlar da mayalar gibi Okaryotik mikroorganizmalardir. Mantarlar
bakterilerden daha karmasik bir yapiya sahiptir. Mikroskobik boyutta olan mantarlar
oldugu gibi makroskobik boyutta olan mantarlar da bulunmaktadir [Maier, 2002].

Bu canlilar heterotrofturlar ve basit seker, kompleks yapidaki hidrokarbonlari,
seliloz ve lignin gibi Dbitkisel polimerleri karbon kaynagi olarak
kullanabilmektedirler [Maier, 2002]. Yapisal olarak bakildiginda bu canlilar rijid,
polisakkarit bakimimdan zengin hiicre duvarma sahiptirler. Flimantoz mantarlar,
hiflerin biiylimesi veya dallanmasi yolu ile veya eseysiz sporlarla eseysiz olarak
cogalirlar. Eseyli iireme eseyli sporlarla olusur [Kayser, 1998]. Eseyli tiremenin hig
bulunmadigr mantarlar Fungi imperfecti veya Deuteromycetes’ler olarak adlandirilir
[Kayser, 1998]. Deuteromycetes’lerin vejetatif yapist ya tek hiicreli veya
Ascomycota ya da basidiomycota’ a benser olan septalt miselyum halindedir.
Aspergillus ve penicillium gibi bu gruba ait tiirler ekonomik olarak biiyiik bir 6neme
sahiptirler.

Aspergillus familyasinda isimlendirilmis endiistriyel olarak ta kullanilan tiirleri
( A.niger, A.oryzae, A.awamori, A.sojae, A.terreus) iceren 250 civarinda tiir
mevceuttur

. Olaganiistii metabolik ¢ok yonliiliikleri nedeni ile, Aspergilli organik asitler,
tibbi {riinler, proteinler ve enzimler gibi c¢esitli iirlinlerin {iretilmesi i¢in
biyoteknolojide kullanilir [Meyer, 2008].

Aspergillus niger, sitrik ve glukonik asitlerin tiretiminde kullanilir. Aspergillus
oryzae, proteolitik ve amilolitik enzimlerin endiistriyel liretiminde ve soya, piring
tirtinlerinin  fermentasyonlarinda yemek endiistrisinde kullanilmaktadir [Glazer,
2007].

Koritala ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada yaglarin
mikroorganizmalar kullanilarak modifikasyonu gerceklestirilmistir [Koritala, 1987].
Bu mikroorganizmalardan bir olan Aspergillus oryzae yaglar1 %95 oraninda hidroliz
ettigi belirtilmistir. Aspergillus flavus fermentasyonundan elde edilen yag asitlerinin
orjinal soya yagindan daha az linolenik asit icerdigi de calismanin gozlemlenen
sonuclarindan biridir. Bu mikroorganizmalar soya yaginda biiyiitiildiigli zaman intra

ve ekstraseliiler olarak lipaz enzimini bulundururlar [Koritala, 1987].



Papanikolaou ve arkadaslar1 [Papanikolaou 2011] tarafindan yapilan bagka bir
calisma da Aspergillus sp. ve Penicillium expansum tirleri atik yemeklik
zeytinyaginda biiyltiilmiistiir. Papanikolaou bu calismada lipid bakimindan zengin
hiicreler elde etmeyi amacglamistir. Bunun paralelinde, diger ektraseliiler iiriinler
(organik asitler), enzim (lipaz) ve bu tiirlerin 6zgiil yag asidi substratlari iiretilmeye
calisilmistir [Papanikolaou 2011].

Calisma neticesinde Aspergillus sp. ATHUM 3482 kuru mantar hiicresinde
%64 (w/w) olacak sekilde lipid biriktirdigi ifade edilmistir [Papanikolaou 2011].

Ayni zamanda c¢alismada ekstraseliiler lipaz akvitesi de Ol¢iildii. Aspergillus
niger NRRL 363 tiiriiniin kullanildig1 ¢alismada lipaz aktivitesi maksimum 645 U
ml™ olarak Slgiilmiistiir. Baslangi¢ materyali olarak yag kullanildiginda, seliiler ve
rezidiiel lipidlerin her ikisinde olusan farkli yag asidi kompozisyonlarinin
gozlemlendigi belirtilmistir [Papanikolaou 2011].

Calismanin sonuglarindan birisi de ¢esitli kosullarda, arasit asid ile
zenginlestirilen ve doyurulan pek ¢ok seliiler lipidlerin tretildigidir. Aspergillus
tiirlerinin 5.0 gL diizeyinde okzalik asit iirettigi de belirtilmistir [Papanikolaou,
2011].

Ayrica Aspergillus ve penicillium tiirleri tarafindan ikinci metabolit olarak
antibiyotik gibi 6nemli kimyasallarda iiretilmektedir. Penicillin Alexander Fleming
tarafindan kesfedilen ve penicillium tiirii tarafindan iiretilen bir antibiyotiktir. Bunun
gibi bir ¢ok antibiyotik bu mikroorganizmalar tarafindan tretilmektedir. Lovastatin
insan ve hayvan serumundaki kolestrol diizeyini diisiiriicii bir maddedir. Bu madde
1980 yilinda, Aspergillus terreus ‘tan izole edilmistir ve bugiin marketlerde
lovastatin ticari ismi ile satilmaktadir [Glazer, 2007]

Mikroorganizmalardan elde edilen pektinaz enzimlerinin biyoteknoloji
alaninda 6nemli bir yeri vardir. Kagit, tekstil ve meyve isletme endiistrileri gibi pek
cok alandaki uygulamalar1 nedeni ile biyoteknoloji alaninda diinya ¢apinda 6nemli
bir paya sahiptir [Pandit, 2011]. Bu enzimlerden biri olan poligalakturanoz
galakturonik asit rezidiilerindeki glikozidik baglar1 hidroliz etmektedir. Rashad ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada Pleurotus ostreatus NRRL-0366
mikroorganizmasindan ekstraseliiler poligalakturanoz basarili bir sekilde saflastirilip
karakterize edilmistir. Mikroorganizmanin biiylitiildiigii besi yerinde substrat olarak

limon kabugu kullanilmistir.



Pleurotus spp. Medikal alanda umut verici bir mikroorganizmadir. Ciinkii
hematolojik, antiviral, antitimor, antibakteriyel, hipokolesterolik, antibiyotik
aktiviteleri gostermektedir [Miller, 1959]. Medikal alandak iiiretimlere 6rnek verecek
olursak; Mycelia antibiyotigi [Madigan and Martinko, 2010] Pleurotus spp.
Mikroorganizmasi kullanilarak, antibakteriyel o6zellige sahip olan B-D-Glucan
(pleuran)[Rybicki, 1990]P. ostreatus sayesinde iiretilmektedir.

Pleurotus ostreatus organzimasi kullanilarak bugday ¢opii ve pamuk sapindan
hayvan yemi iiretimine dair ¢alismalar mevcuttur [Rybicki, 1990], [Rymowicz et al,
2008].

Kocaoba ve Arisoy tarafindan gergeklestirilen bir bagka ¢alisma ile Pleurotus
ostreatusAmberlite  XAD-4 adli resine immobilize edilerek eser elementlerin
belirlenmesinde biyosorbent olarak islev gérmesi saglanmistir [Levinson et al, 2008].

DDT (1,1,1-trikloro-2,2-bis (4-klorofenil) ethan) ile kontamine olmus topragin
kazanilmasi amaciyla biyoremediasyon g¢aligmasi gergeklestirilmis ve bu calismada
Pleurotus ostreatusmikroorganizmasi kullanilmig ve basarili sonuglar elde edildigi
ifade edilmistir [Papanikolaou et al, 2008].

Aggelis ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alisma ile Pleurotus tiirlerinin yag
asidi profilleri belirlenmistir [Imandi et al, 2008]. Bu ¢alismada P.ostreatus’un da
icinde oldugu 10 farkli pleurotus tiirti kullanilmistir. Calisma neticesinde P. eryngii
tiirli i¢in en fazla tiretilen yag oleik asit olurken, Pleurotus abalonus, P. calyptratus,
P. columbinus, P. cornucopiae,P. cystidiosus, P. ostreatus, P. pulmonarius, P. sajor-
caju and P. sapidus tiirleri i¢in linoleik asit baskin olan yag asidi olmustur [Imandi et
al, 2008].

Cesitli Pleurotus spp. tiirlerinin zeytinyagi {iretim atiklarindan fenolik
bilesiklerinin fenolik oksidaz enzimi sayesinde uzaklastirildigi belirtilmistir [Fickers
et al, 2005], [Aggelis and Komaitis, 1999].

Yag iceren mantarlar lipid iiretimi i¢in alternatif kaynaklardir, {iretim i¢in atik
iceren besi yeri kullanilmasi ekonomik yonden bir avantajdir [Ferreira, 2009]. Fungal
lipidler 3 onemli fraksiyon igerirler: Noétral lipidler, sfingolipidlerinde yer aldig
glikolipidler ve fosfolipidlerdir [Maier et al, 2002]. Yag igeren Zygomycetes’lerde
bu lipid fraksiyonlar1 genellikle peroksidasyona duyarli coklu doymamis yag asitleri
icerir [Maier et al, 2002], [Meyer, 2008]. Ancak su ana kadar fungal lipid

peroksitlerin boliinmesine dair bir bilgi rapor edilmemistir. Aggelis ve arkadaslar
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tarafindan yapilan calismada yag igeren bir mantar olan Cunninghamella
echinulata’in lipid fraksiyonlar1 igerisinde yer alan hidroperoksitlerin mantarin
bliylimesi boyunca bdliinmesi incelenmistir. Calismanin sonucuna gore toplam
lipidlerin  hidroperoksit igerigi biiyiime boyunca artmistir. Fosfolipidlerin
hidroperoksit i¢eriginin bliylime boyunca miikemmel bir sekilde arttig1 belirtilirken,
Notral lipidlerde az miktarda hidroperoksit icerdigi ifade edilmistir. Sfingolipidleri
de igerisinde bulunduran glikolipidlerin ise biiyiikk oranda hidroperoksit igerdigi
belirtilmistir [Lubertozzi and Keasling, 2011].

Aggelis ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise
Cunninghamella echinulata ve Mortierella isabellina mikroorganizmalarin tim
biiylime adimlarindaki rezerv lipidin yag asidi kompozisyonu belirlenmistir [Glazer
and Nikaido, 2007]. Cesitli besiyeri sartlar1 denenerek Cunninghamella echinulatave
Mortierella isabellinahiicrelerindeki rezerv lipid biyosentezi ve bunlarin bozunmasi
ile ilgili baska bir calisma Aggelis ve arkadaglari tarafindan gerceklestirilmistir
[Glazer and Nikaido, 2007]. Zygomycetes tiirii bu canlilarda lipid birikiminin NAD"-
bagimli izositrat dehidrogenaz enziminin aktivitesinin azalmasi ile basladig
belirlenmistir. Sadece azot sinirlandirilmasinin lipid birikimini baglatmak i¢in yeterli
olodugu ifade edilirken, ¢oklu smirlandirmalarin bu canlilardaki lipid dongiisiinii
baskilamak i¢in gerekli oldugu da belirtilmektedir [Glazer and Nikaido, 2007].

Cunninghamella echinulata mikroorganizmasinin Dbilyiitiilmesi boyunca
lipogenez iizerindeki organik azot etkisini belirlemek amaci ile bu organizma
domates atik hidrolizatinda (TWH) biiyiitiilmiistiir. Bu ¢alisma sonucunda, domates
atik hidrolizatinda yer alan azotun glikoz alimini ve lipid depolanmasini arttirdig:
gozlemlenmistir [Koritala et al, 1987], [Papanikolaou et al, 2011].

Lipid depolanmasinda kullanilan substratin etkisini 6l¢gmek amaci ile
Mortierella isabellina ATHUM 2935 ve Cunninghamella echinulata ATHUM 4411
ksiloz, ham gliserol ve glukoz gibi substratlarin yer aldig1 besiyerlerinde azot miktar
siirlandirilmis sartlar altinda biiyiitiilmiistiir. Her iki hiicrenin biyokiitle veriminin
ve lipid {iretiminin gliserollii besiyerinde ksilozdan daha az oldugu gozlemlenmistir
[Moreira et al, 2001].

Cunninghamella echinulata mikroorganizmasmin iki tiirii azot bulunduran
cesitli substratlari iceren (misir gluteni, misir maserasyon sivisi, konsantre peynir alti

suyu, yeast extract ve domates atik hidrolizati (TWH) besiyerlerinde biiyiitiildiiglinde
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cesitli miktarlarda linolenik asit bakimindan zengin hiicresel lipidleri igeren
biyokiitle miktarmin 6nemli Ol¢lide arttigr belirtilmistir [Simao et al, 1997].
Mikroorganizmanin 6zellikle domates atik hidrolizatinda biiyiitiilmesi verimi biiyiik
oOl¢iide arttirmistir [Simao et al, 1997].

Cunninghamella echinulata mikroorganizmasimin glukozda biiyiitiilmesinin
besiyerindeki biyokiitle verimini ve hiicresel lipidleri yiiksek C/N orani ile arttirdigi
belirtilmistir [Kadowaki et al, 1997]. Biiyiime besiyerindeki azot tiikendikten sonra
glukozun harcanmasi ile lipid veriminin arttigi, fakat hiicresel yagdaki y-linolenik
asit (GLA) sistematik olarak lipid depolama prosesi boyunca azaldigi ifade
edilmistir. Lipid depolanmasi tamamlandiktan sonra, hiicresel lipidlerdeki y-linolenik
asit (GLA) konsantrasyonunun devamli olarak arttigi gosterilmistir. En ytliksek
linolenik asit iiretiminin portakal kabugu iceren besiyerinde elde edildigi
belirtilmistir [Kadowaki et al, 1997].

Toprakta, sogukta, 1liman bolgelerde biiyliyebilen tek tiir mantar T.elegans’tir.
Bu mikroorganizma psikrofildir yani soguk seven bir mikroorganizmadir. 1-2 °C’de
bile biiylimeyi siirdiirebilmektedir. Optimum biiylime sicakligt 18 °C ve
biiyiiyebildigi maksimum sicaklik ise 27-31 °C arasindadir [Moubasher and Mostafa,
1994].

Papanikolaou ve arkadaslar1 [Panda, 1989] 15 farkli mikroorganizmayi
biyodizel tiirevi atik olan gliserolii sindirme yeteneklerini 6lgmek amaci ile test
etmiglerdir. Bu mikroorganizmalarin igerisinde Thamnidium elegans’ta yer
almaktadir [Panda, 1989]. Calismada denenen mantarlarin misellerinde yiiksek
oranda lipid biriktirdikleri belirtilmistir. Bu lipidler degisik oranlarda y-linolenik asit
icermektedirler. Arastirmacilar, Yarrowia lipolytica, Pichia membranifaciens ve
Thamnidium elegans mikroorganizmalar1 ile ¢aligirken besiyerinde yer alan gliserol
miktarin1 giderek arttirmiglardir [Panda, 1989]. Bu kosullar altinda T.elegans in
yiiksek oranda biyokiitle meydana getirdigi ve biyokiitlenin %71’ 1 oraninda yag
depoladig: belirtilmistir. Ayn1 zamanda maksimum oranda linolenik asit {iretiminin
saglandigi da ifade edilmistir [Panda, 1989].

v-Linolenik asit tiretimi i¢in yapilan bir baska ¢alismada elma posas1 kullanilip
kat1 substrat fermentasyonu kullanilmistir [Panda et al, 1987]. Elma posas1 (AP) ve
tiiketilmis malt tahillar1 (SMQ), biyolojik olarak aktif olan y-linolenik asidi yiiksek

oranda igeren yiiksek degerlikli fungal yag iiretimi i¢in bu ¢aligmada kullanilmis olan
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Oonemli substratlardir [Panda et al, 1987]. Kati substrat fermentasyon prosesinin
substrat kompozisyonundan, nemden, havalandirma ve calkalamadan etkilenen y-

linolenik asit tretimi igin gelistirildigi belirtilmistir. Bu proses ve substratlar

sayesinde verimin arttig1 ifade edilmistir [Panda et al, 1987].
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3.MAYA VE MANTARLAR KULLANILARAK
MELASLI BESIYERINDE LIiPID VE SITRIK
ASIT URETIMI

Lipidler yapisal bilesenler veya karbon ve enerji deposu olarak ¢ok onemli
hiicre bilesenleridir [Dekker, 2004]. Bu temel molekiiller prostoglandin ve
tromboksanlar gibi hayvansal hiicrelerin fizyolojisinde 6nemli yeri olan bilesiklerin
onciil bilesenleri olarak bilinir [Dekker, 2004]. Hayvansal hiicreler yaglar1 enerji
kaynagi olarak kullanirlar, fakat ¢oklu doymamis yag asidi gibi ihtiya¢ duyduklar
¢ok spesifik molekiilleri sentezleyemezler [Dekker, 2004]. Linoleik (18:2 A*'?), »-
linolenik asit (18:3 A***?), a-linolenik asit (18:3 A**#") gibi doymamus yag asitlerini
disaridan almak zorundadirlar [Dekker, 2004].

Mikroorganizmalar hayvansal ve bitkisel kaynaklara alternatif olarak lipidlerin
tiretiminde g6z ardi edilmeyecek canlilardir [Certik and Shimizu, 1999]. Mikrobiyal
lipitlerin hayvansal ve bitkisel yaglara benzerligi nedeniyle diger lipit iireticileri ile
kaginilmaz bir yaris halindedir [Certik and Shimizu, 1999]. Bu nedenle tek hiicre
lipid sentezinde kaynak olarak diistiniilen canlilardir [Certik and Shimizu, 1999].
Mikroorganizmalardan elde edilen lipitler yiiksek spesifiklige sahiptir. Bu tiir
lipidlerin hayvansal ve bitkisel kaynaklardan elde edilmesi mevcut durumda pahaliya
mal olmakta ya da genellikle bu kaynaklar tarafindan tiretilememektedir [Certik and
Shimizu, 1999].

Coklu doymamis yag asitleri tek hiicre lipidleri (SCO) olarak
adlandirilmaktadir ve bu lipidler mikrobiyal lipidler arasinda 6nemli bir yere sahiptir.
Yap1 olarak iki veya daha cok ¢ift bag igermektedirler [Gunstone et al, 1994],
[Horrobin, 1995]. Coklu doymamis yag asitleri Okaryotik canlilarin ana
bilesenleridir. Sahip olduklar1 esneklik, akiskanlik ve secici gecirgenlik hiicre
membran yapisinin ana Ozellikleridir [Urquiza et al, 2000]. En o6nemli g¢oklu
doymamis yag asitleri gama linolenik asit (GLA), arasidonik asit (ARA),
dokosaheksaenoik asit (DHA) ve eikosapentaenoik asittir (EPA) [Ward and Singh,
2005]. Beyin arasidonik asit (ARA) ve dokosahesaenoik asit (DHA) bakimindan
zengindir [Urquiza et al, 2000]. Eikosapentaenoik asit (EPA) ise kardiyovaskiiler
sistem {izerinde faydali etkileri mevcuttur [Ward and Singh, 2005].

Mantarlarmn {rettikleri toplam lipid miktar1 kuru hiicre agirliklarmin %1°1 ile

%87’si arasinda degisir [Weete, 1980]. Oleaginous zygomycetes tiirii
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mikroorganizmalar farmakolojik ve besinsel degeri yiiksek olan ¢oklu doymamis yag
asitlerini igeren lipidlerini (tek hiicre yagi, SCO) cok miktarda biriktirebilme
yetenegine sahiptir [Dekker, 2004]. Bu canlilar peyniralti suyu [HNAA, 1994], atik
yag [Funtikova et al, 1999a], kloroanilinler [Funtikova et al, 1999b.] ve elma
posasini [Stredansky et al, 2000] igeren atik substratlari kullanarak kuru hiicre
agirliklarinin %48’1 ile % 66’si arasinda lipid iiretimini gergeklestirirler.

Coklu doymamis yag asitlerinden olan gama linolenik asit linoleik asitten
prostaglandin sentezinde 6nemli bir ara bilesiktir. Bu bilesigin normal hiicrelere zarar
vermeden tiimor hiicrelerini 6ldiirdigii yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur [Fan
and Chapkin, 1998], [Kenny et al, 2000], [Reddy et al, 1998]. Antikanser 6zelliginin
yani sira eklem iltihabina kars1 da etkilidir [Belch and Muir, 1998]. Ayni zamanda
kardiovaskiiler [Horrobin and Huang, 1987] ve hiper kolesterolemi [Horrobin and
Manku, 1983] hastaliklarinin tedavisinde, ciltle alakali kesin tedavi uygulamalar1 ve
bunun gibi ¢esitli hastaliklarin tedavi edilmesi ve engellenmesinde etkili bir bilesen
oldugu raporlanmistir. Giiniimiizde, gama linolenic acid (GLA) ticari olarak aksam
cuha ¢igegi ve hodan bitkisinden tiretilmektedir [Carvalho et al, 1999]. Ancak gama
linoleik asidin ¢ekirdek ya da tohum yagindan elde edilmesi diisik miktarlarda
gerceklesmektedir. Bu sekilde yiiksek miktarda iiriin etmek i¢in hem genis zaman
periyodu hem de genis arazi gerekmektedir [Gunstone, 1992]. Bu problemlerin
istesinden gelmek i¢in  alternatif GLA  kaynaklari  arastirilmistir  ve
mikroorganizmalardan ~ bazi  elverigli  tiirler  Onerilmistir. ~ Mortierella
isabellina[Hansson and Dostalek, 1988], Mucor sp.[Shin, 1988], Cunninghamella
japonica [Galanina et al, 1988] ve Entomophthora exitalis [Kendrick and Ratledge,
1992] gama linolenik asit (GLA) iiretimi i¢in Ongoriilen mikroorganizmalardir.
Arastirmacilar  6zellikle Mortierella, Mucor ve Cunninghamella tiirlerinin
depoladiklar1 toplam lipidin 9%15-251 arasinda gama linolenik asit (GLA)
tirettiklerini ispat etmislerdir [Ward and Singh, 2005]. Bu mikroorganizmalar kati
kiiltiirde biiyiitiildiigli zaman gama linolenik asit miktarinin yaklasik olarak 1,3 g
GLA/kg substrat giin oldugunu rapor etmislerdir [Ward and Singh, 2005]. Son
zamanlarda yalnizca Japonya Mortierella tiiri mantar1 kullanarak ticari gama
linolenik asit (GLA) iiretimini ger¢eklestirmektedir [Ratledge, 1993].

Aggelis ve c¢alisma grubunun yaptigi farkli bir ¢aligmada karbon kaynagi

olarak gliserol kullanilmistir [Bellou et al, 2012]. Kullanilan gliseroliin baslangic
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miktar1 25 g/L olarak belirtilmistir [Bellou et al, 2012]. T.elegans CCF-1465 susunun
biiyiitiilme sartlart bizim sartlarimiz ile aynidir [ Bellou et al, 2012]. Buna gore elde
ettikleri en yiiksek verim kuru hiicre basina %37,2 olarak rapor edilmistir [Bellou et
al, 2012].

Papanikolaou ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada yiiksek C/N oraninda
maksimum verimde lipid elde edildigi, bu oranin azaldik¢a lipid veriminin azaldigi
ifade edilmistir [Papanikolaou et al, 2010]. Ancak genel durumun aksine
Rhodosporidium toruloides mayasinda oldugu gibi bazi hallerde baslangic C/N
oraninin yiiksek olmasinin (6rnegin, >70) lipid birikimini azalttig1 belirtilmistir
[Moreton, 1988]. Aksi durumlarda ¢ok yiiksek baslangic C/N oranlari bile tercih
edilmektedir [Papanikolaou et al, 2007], [Angerbauer et al, 2008].

Papanikolaou yaptig1 ¢alisma esnasinda mikroorganizma olarak Thamnidium
elegans CCF-1465 susu kullanilmistir [Papanikolaou et al, 2010]. Ticari seker olarak
glukoz, fruktoz ve sukroz kullanmistir. Sekerlerin kullanilan baslangi¢ miktarlar1 80
g/l olarak belirtilmistir. Bu sekerlerden elde edilen maksimum verim sirast ile
glukozdan % 69,5; fruktozdan % 70,4 ve sukrozdan %70,0 olarak rapor edilmistir
[Papanikolaou et al, 2010]. Yapilan kinetik olgtimlere gore seker harcama hizi ve
lipid birikim hizinin amonyum tuzu tiikkendikten sonra arttigi belirtilmistir
[Papanikolaou et al, 2010]. Calisma neticesinde harcanan seker basina elde edilen
lipid miktarmin yiiksek oldugunu (%20, wt/wt) belirtmislerdir. 1 mol gliseridin
olusmasi i¢in 30 mol civarinda CH3COSCoA gerekmektedir ve 2 mol CH3;COSCoA
1 mol heksozun pargalanmasi ile elde edilmektedir. Buna gore teorik olarak elde
edilen tek hiicre yagi (SCO) yaklasik olarak %32 (wt/wt) civarindadir [Papanikolaou
et al, 2010].

Vamvakaki ve arkadaglar tarafindan yapilan ve T.elegans CCF-1465 susunun
kullanildig1 ¢alismadaki harcanan laktoz miktarlar1 (peyniralti suyu kaynakli) 8,9 ve
11,2 g/L olarak belirtilmistir [Vamvakaki et al, 2010]. Harcanan seker birimi basina
elde edilen lipid miktar1 sirast (Yyse) ile %4 ve %0,9 olarak rapor edilmistir
[Vamvakaki et al, 2010].

Aggelis ve ekibinin Cunninghamella echinulata ve Mortierella isabellina
suslari ile yaptig1 ¢alismalar neticesinde de benzer sonuglar elde edilmistir [Bellou et
al, 2012]. Cunninghamella echinulata mantar1 fermentérde 144 saat boyunca inkiibe

edilmis olup elde edilen biyokiitle 2,1 g/L lipid miktar1 ise 0,46 g/l olarak elde
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edilmistir [Bellou et al, 2012]. Flask ¢aligmasinda ise bu deger 144 saat sonunda
biyokiitle i¢in 3,9 g/L lipid i¢in ise 1,26 g/L olarak rapor edilmistir [Bellou et al,
2012]. Mortierella ramaniana ile yapilan fermentér c¢alismasinda elde edilen
biyokiitle 9,7 g/L lipid miktar1 ise 3,17 g/L olarak belirtilmistir [Bellou et al, 2012].
Flask c¢alismasindaki biyokiitle miktar1 7.0 g/L, lipip miktar1 ise 3,72 olarak
verilmistir [Bellou et al, 2012]. Mortierella Ramaniana mantarindan elde edilen
sonuglarin 216 saat inkiibasyon neticesinde elde edildigi rapor edilmistir [Bellou et
al, 2012]. Calismada karbon kaynagi olarak gliserol kullanmilmistir [Bellou et al,
2012].

Fakas tarafindan gerceklestirilen farkli bir ¢alismada C.echinulata ATHUM
4411 mantan ksilozda biiyiitiilmiistiir, buna gore elde edilen toplam tek hiicre lipidi
(SCO) 6,7 g/L olarak ifade edilmistir. Elde edilen biyokiitle miktar1 5,8 g/L olarak
rapor edilmistir.

Aggelis ve ekibi tarafindan gerceklestirilen farkli bir calismada kullanilan
mikroorganizmalarin igerisinde Thamnidium elegans CCF-1465 susunun yani sira
Cunninghamella echinulata ATHUM 4411, Mortierella ramanniana MUCL 9235,
Mucor sp. LGAM 36, Zygorhynchus moelleri MUCL 143 mikroorganizmalar1 da
kullanilmigtir [Bellou et al, 2012]. Karbon kaynagi olarak gliseroliin kullanildigt
calismada en iyi verim Mortierella ramanniana mantarindan elde edilmistir [Bellou
etal, 2012].

Papanikolaou ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada yiiksek C/N oraninin
oldugu besiyerinde biiyiitillen Mortierella isabellina mantarinda lipid tiretiminin
olduk¢a yiiksek oldugu belirtilmistir. Calismada kullanilan karbohidratlar nisasta,
pektin ve laktozdur. Mortierella isabellina ATHUM 2935 susunda en iyi verim
(%37) laktoz sekerinden elde edilmistir. Cunninghamella echinulata ATHUM 4411
susundan ise en 1yi verim (%54) nisasta sekerinden elde edilmistir. Yapilan bu
calismada Yiiksek C/N oranimnin Mortierella isabellina mantarmin seker alim hizim
etkilemedigi belirtilmistir ve bu canlinin 3,5-4 giin gibi kisa siirede besiyerinde yer
alan sekeri tiikettigi ifade edilmistir [Papanikolaou et al, 2007]

Cunninghamella echinulata ATHUM 4411 susu ile yapilan ¢alisma neticesinde
C/N oraninin artiginin seker alim hizini1 2 kat arttirdigi ifade edilmistir [Papanikolaou
et al, 2007]. Her iki mikroorganizmada da hiicre ici NAD"- ve NADP" dehidrogenaz

enzim aktivitesinin lipid birikim siiresi boyunca ¢ok diisiik oldugu ve bununda hiicre
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icerisine sekerin alim hizim diizenleyen enzim olan NADP*-malik enzimin
aktivitesini etkileyebilecegi ifade edilmistir [Papanikolaou et al, 2004-Wynn et al,
1999]. Mortierella isabellina mantarindan en iyi verim glukoz sekerinin kullanildig:
besiyerinden, Cunninghamella echinulata mantarinda ise en iyi verim laktoz
sekerinden elde edilmistir [Papanikolaou et al, 2007].

Kavadia ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada M.isabellina ATHUM
2935 ve Cunninghamella sp. LGAM(9)2 suslar1 kullanilmistir [Kavadia et al, 2001].
Calismada kullanilan tiim tiirlerde glukoz karbon kaynaginda biiylimenin ve lipid
birikiminin yiiksek oldugu ifade edilmistir [Kavadia et al, 2001]. Yag birikiminin
tipik olarak azot tiikkendikten sonra gergeklestigi ifade edilmistir [Kavadia et al,
2001]. Bu 6zelligin glukoz gibi karbohidratlarda biiyiitiilen oleaginous mayalari ve
kiiflerinde siklikla karsilasildigi ifade edilmistir [Kavadia et al, 2001]. Bu tiirlerde
besiyerinde yer alan azot tiikendikten sonra amonyum iyonlarinin AMP’den serbest
birakildig1 ve mikroorganizmalarin biiylimeye devam ettigi rapor edilmistir [Kavadia
et al, 2001]. Boylelikle depolanmis olan lipid de karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Kavadia glukozda biiyiiyen oleaginous mayalarinda depolanan
lipidin degradasyona ugradigini ifade etmistir [Kavadia et al, 2001]. Azot
siirlandirilmasi ve karbon aglik kosullarinda lipid doniisiimii hizli bir sekilde
gerceklesmektedir [Kavadia et al, 2001]. Mortierella isabellina 2935 mantarindan
elde edilen biyokiitle miktar1 10,5 g/L; Cunninghamella echinulata LGAM (9)2
mikroorganizmasindan ise 7,8 g/ biyokiitle, 2,18 g/L lipid elde edildigi
raporlanmistir [Kavadia et al, 2001].

Ksilozun karbon kaynagi olarak kullanildigi besiyeri ortaminda biiyiitiilen
C.echinulata ve M.isabellina mantarlarindan siras1 ile %57,7 ve %65,5 oraninda
verim elde edilmistir [Fakas et al, 2009]. Bu karbon kaynag kullanilarak
C.echinulata mantarindan elde edilen verim nisasta [Chen and Chang, 1996] ve
glukozdan [Papanikolaou et al, 2004], [Aggelis et al, 2002] yiiksek olmustur. Ksiloz
bu nedenle C.echinulata i¢in lipid iretiminde etkili bir substrattir. Literatiire
bakildiginda M.isabellina susu i¢in ksilozdan elde edilen verimin glukozdan daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir [Papanikolaou et al, 2004]. Yine yapilan bu ¢alisma
neticesinde alinan sonuglara goére M.isabellina mantariin ham gliserolii yaga

¢evirme orani C.echinulata mantarindan daha yiiksektir [Fakas et al, 2009].
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Chatzifragkou ve arkadaslar1 tarafindan yapilan baska bir calismada kullanilan
C.echinulata ve M.isabellina suslari kullamilmistir [Chatzifragkou et al, 2010].
Kullanilan karbon kaynaklar1 ticari glukoz, fruktoz, sukroz atik olan melas
kullanilmstir  [Chatzifragkou et al, 2010]. C.echinulata susunda 356 saat
inkiibasyondan sonra melas karbon kaynaginin kullanildig1 besiyerinden elde edilen
biyokiitle miktar1 12,1 g/L, lipid miktar1 ise 3,8 g/L olarak rapor edilmistir
[Chatzifragkou et al, 2010]. M.isabellina susunda elde edilen miktarlar 150 saat
inkiibasyon siiresinden sonra biyokiitle i¢in 9,5 g/L, lipid i¢in 5,1 g/L olarak rapor
edilmistir [Chatzifragkou et al, 2010].

Son yillardaki melas kullanilarak yapilan lipid {iretim ¢alismalarina bir 6rnek
de Chlorella zofingiensis susu ile yapilan ¢alismadir [Liu et al, 2012]. Bu ¢alisma
neticesinde lipidin yani1 sira giicli bir antioksidan olan astaxanthin bileseni de
sentezlenmistir. Elde edilen lipid ve astaxanthin miktari sirast ile 0,71 g/L.giin ve 1,7
mg/L.glin olarak belirtilmistir [Liu et al, 2012]

Fakas en yliksek yag oraninin uzun siireli (300 saat) fermentasyondan sonra
elde edildigini belirtmistir [Fakas et al, 2009]. Tek hiicre yag liretiminin yapildigi
fermentasyon sisteminde bu sekildeki uzun siireli inkiibasyonlarin yaygin oldugu
ifade edilmistir, 6rnegin C.echinulata glukoz seker bakimindan zengin besiyerinde
480 saat boyunca inkube edildiginde yiiksek oranda lipid ve gama linolenik asit elde
edildigi raporlanmigtir. [Aggelis et al, 2002].

Aspergillus sp. tiirleri lipaz tretme potansiyelleri nedeni ile ¢esitli
fermentasyon kosullarinda ¢alisilmis ve rapor edilmistir [Ohnishi et al, 1994], [Fakas
et al, 2010]. Papanikolaou ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen lipid iiretiminde
mikroorganizma olarak Aspergillus suslarindan Aspergillus sp. ATHUM 3482,
A.niger NRRL 363, A.niger 364, A.niger LFMB 1 Ve Aniger LFMB 2
kullanilmistir. Tek hiicre lipid {iiretimi besiyerine ilave edilen yemeklik atik
zeytinyagi vasitasi ile gerceklestirilmistir. Buna gore kuru hiicre basina elde edilen
en yiiksek verimler siras1 ile Aspergillus sp. ATHUM 3482, %64; Aspergillus niger
NRRL 363, %49; Aspergillus niger NRRL 364, %42; Aspergillus niger LFMB 1,
%56; Aspergillus niger LFMB 2 olarak elde edilmistir. Mikroorganizmalarin
inkiibasyon siireleri sirasi ile 191 saat, 116 saat, 95 saat, 73 saat, 96 saat olarak rapor

edilmistir.
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Literatiir calsmalarina bakildiginda Aspergillus nidulans ve Aspergillus sydowii
tiirlerinin sukroz sekeri kullanilarak lipid iiretimi yapildig1 ve verimlerinin sirasi ile
%50 ve %42 oldugu gozlemlenmistir [Azeem et al, 1999]. Biyodizel atig1 gliserol
kullanilarak yapilan ¢aligmada Aspergillus niger mantarindan elde edilen verim %57

olarak rapor edilmistir [Andre et al, 2010] .

Tablo 3.1:Aspergillus niger mantar suslar1 kullanilarak ¢esitli karbon kaynaklarindan
yiiksek verimde iiretilen lipidlere ait bir kisim literatiir bilgileri

Substrat o .
. . L - Biyokiitle | Lipid | Verim
Mikroorganizma Besiyeri Miktar; | Inkiibasyon Referans
sliresi (Saat) (g/L) (g/L) (%)
(9/L)
Aspergillus niger 116 14,4 7,1 49,3 [Papanikol
NRRL 363 122 14,8 6,1 41,2 aou, S]
Aspergillus niger 95 8,4 3,5 41,6 [Papanikol
NRRL 364 215 11,7 2,8 23,9 aou, S]
Aspergillus niger 73 9,1 51 56,0 [Papanikol
LFMB 1 Yemeklik 168 13,3 2,3 17,3 aou, S]
Aspergillus sp. Atik 15 191 12,0 7,7 64,1 [Papanikol
ATHUM 3482 Zeytinyagi 215 13,1 53 40,4 aou, S]
Aspergillus niger 215 10,6 39 36,8 [Papanikol
LFMB 2 96 17,9 39 218 aou, S]

Papanikolaou ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada Y.lipolytica susu ile
stearin olarak adlandirilan eniistriyel hayvansal yag tlirevi kullanilarak tek hiicre yagi
tiretilmeye calisilmistir [Papanikolaou et al, 2001]. Biiyiime esnasinda az miktarda
organik asit liretimi baglasa bile pH degerinde onemli bir diismenin olmadig
belirtilmistir [Papanikolaou et al, 2001]. Lipid birikim prosesinin besiyerinin
baslangi¢c pH degeri ve azot miktarindan etkilendigi ifade edilmistir [Papanikolaou et
al, 2001]. Aymi zamanda inkiibasyon sicakligi ve karban kaynaginin baslangi¢
miktarinin da lipid biriktirme prosesinde etkili oldugu ifade edilmistir [Papanikolaou
et al, 2001]. 38,5 saat inkiibasyon neticesinde stearin karbon kaynagindan elde edilen
biyokiitle miktar1 8,7 g/L iken lipid miktar1 da 3,8 g/l olarak rapor edilmistir. ayrica
literatlirde inkiibasyon siiresinin 60 saatten 100 saate ¢ikarildiginda besiyerinde
harcanmamis halde ¢ok miktarda stearin yer almasina ragmen hiicresel lipidin
degrade edildigi raporlanmistir [Papanikolaou et al, 2001].

Yarrowia lipolytica mayasi ile yapilan flask ¢alismalarindan birisi de Zhao ve

yardimcilar1 tarafindan gergeklestirilmistir [Zhao et al, 2010]. Calisma neticesinde
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elde edilen inulin karbon kaynagindan elde edilen biyokiitle miktar1 13,3 g/L, kuru
hiicre basina olusan lipid miktar1 ise 48,3 olarak ifade edilmistir [Nakahara et al,
1992]. Yine aymi grup tarafindan yapilan baska bir ¢alismada yer elmasi ekstraktini
kullanilarak 14,6 g/L Y.lipolytica biyokiitlesi elde edilmistir [Zhao et al, 2010]. Kuru
hiicre basina diisen lipid miktari ise 50,6 olarak rapor edilmistir [Zhao et al, 2010].

Literatiirde maya kullanilarak melastan lipid iiretiminin gerceklestirildigi diger
bir ¢alisma El-Fadaly ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilmistir [El-Fadaly et al,
2009]. 28 0C’de, 200 rpm, 5,5 pH degerinde 72 saat boyunca biiyiitiilen
mikroorganizmadan elde edilen hiicre miktar1 3,2 g/L, tek hiicre protein miktar1 ise
1,8 g/L olarak belirtilmistir [El-Fadaly et al, 2009].

Trichosporon capitatum mikroorganizmasinin melas ve glukoz kullanilarak
yapilan kiiltiirlemesinden elde edilen biyokiitle miktarlar1 siras1 ile 17,0 g/L ve 15,4
g/L seklinde oldugu belirtilmistir [Dimou et al, 2002]. Kuru hiicre basina diisen lipid
miktari ise sirasi ile 35,2 ve 43,0 g/L olarak raporlanmistir [Dimou et al, 2002].

Dimou ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada Pleurotus ostreatus icin
kullanilan karbon kaynaginin patates dekstroz broth oldugu belirtilmistir [Dimou et
al, 2002]. Mantar 180 rpm’de 28 °C’de 17 giin boyunca biiyiitiildiigi rapor edilmistir
[Dimou et al, 2002]. Calismada Kullanilan suslardan Pleurotus ostreatus tiiriiniin
toplam lipidin %33-68 oraninda linoleik asit iirettigini rapor etmislerdir [Dimou et al,
2002]. Kullanilan tiirlere gore oleik asit ve palmitik asit miktarlarimin da yiiksek
oldugu belirtilmistir [Dimou et al, 2002].

Bellou yapmis oldugu ¢alismada M.ramanniana mikroorganizmasindaki ¢oklu
doymamis yag asidinin biyosentezinin primer metabolik aktivite oldugunu gostermek
amaci ile organizmaya biiylime kosullarinin olmadig: ortamda, ¢esitli sicakliklarda
biiytitmistiir [Bellou et al, 2012]. Bu kosullar altinda (biiylime igin engelleyici
kosullar, nitrogen kaynag tiikenmis) ¢oklu doymamis yag asidi iiretiminde 6zellikle
linoleik asit tiretiminde biiyiik bir diisiis gézlemlenmistir [Bellou et al, 2012]. Dyel
ve Narine gore sicaklik ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) biyosentezinde
onemli bir faktordiir [Dyal and Narine, 2005]. Buna gore diisiik sicakliklarda yapilan
inkiibasyon neticesinde desaturaz aktive olmakta ve ¢oklu doymamis yag asidi
tiretimi artmaktadir [ Dyal and Narine, 2005]. Bu hipotez Mortierella tiirii ile yapilan
bazi caligmalarla desteklenmektedir [Hansson and Dostalek, 1988]. Yapilan bu

caligmalarin sonucuna gore diisiik sicakliklarda biiyiitiilen organizmadan elde edilen
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coklu doymamis yag asidi miktart normal biliylime sicakliginda biiyiitiilen
organizmadan elde edilen miktara gore biraz fazladir. Fakat, Bellou ve ekibinin
M.ramanniana organizmasi ile yaptigi ¢alisma neticesinde gliserol ortaminda uzun
siire inkube edilen canlida palmitik asit ve stearik asit miktar1 artikg¢a {iretilen ¢oklu
yag asidi miktar1 da azalmaktadir [Bellou et al, 2012]. Bu durum ¢oklu yag asidi
sentezi ve mikroorganizmanin biiylimesi arasinda gii¢lii bir bag mevcuttur. Bu bulgu
Nakahara ve ekibi tarafindan da Mortierella spp. Tiiri ile yaptiklari ¢alisma
tarafindan desteklenmektedir [Nakahara et al, 1992]. Buna gore, aslinda azalan
sicaklikla birlikte notral ve polar lipid fraksiyonlarindaki gama linolenik asit miktari
azalmaktadir.

Benzer egilim armut posasinda biiyiitillen M.isabellina [Fakas et al, 2009],
seker iceren ortamda biiyiiyen T,elegans [Papanikolaou et al, 2010], [Fakas et al,
2006] ve domates atiginda biiyliyen C.echinulata mikroorganizmasinda da
gozlemlenmektedir. Fakat Bellou tarafindan gergeklestirilen ¢calismada C.echinulata
ve Z.moelleri mikroorganizmalarinda gdzlemlenen durum farkhidir. Ozellikle
C.echinulata tiirinde artan inkiibasyon siiresi boyunca tiim lipid fraksiyonlarindaki
linoleik ve gama linolenik asit miktarinda artis gozlemlenmektedir. Inkiibasyon
stiresince palmitik ve stearik asit miktarlar1 azalmaktadir. Buna gore bu iki tiirde
desaturaz aktivitesinin ikincil metabolik biiyiime ile alakali oldugu raporlanmistir
[Bellou et al, 2012]. Benzer fizyolojik davraniglarin glukoz igeren besiyerinde
biiyiitiilmiis olan C.echinulata mikroorganizmasinda da gézlemlendigi belirtilmistir
[Meng et al, 2009].

Mucor sp. tiirii ile yapilan ¢aligma da ise bu mikroorganizmanin oleik asidi
desature etme aktivitesinin diisiik, fakat linoleik asit iizerindeki desaturaz aktivitesi
yiiksek diizeyde oldugu ve zamanla azalmadigi gézlemlenmistir [Bellou et al, 2012].
Buna gore mikroorganizmadaki linoleik asit miktar1 zamanla azalmaktadir. Aym
calismada yer alan diger tiirlerde linoleik asit miktar1 artmaktadir. Sonug¢ olarak bu
mikroorganizmadaki lipid fraksiyonlar1 oleik asit ve gama linolenik asit bakimindan
zengindir. Bu durum T.elegans mikroorganizmasinda da ayni sekildedir.

Bellou ve ekibinin gergeklestirdigi ¢alismaya gore iretilen tim lipid
fraksiyonlarinda oleik asit miktar1 maksimum diizeydedir [Bellou et al, 2012]. Bunu
siras1 ile palmitik asidin ve linoleik asidin izledigi belirtilmektedir [Bellou et al,

2012]. Calisma esnasinda kullanilmis tiirler olan Z.moelleri, C.echinulata, Mucor sp.
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tiirlerinden elde edilen gama linolenik asit (GLA) miktar1 sirasi ile % 21,4, %19,9 ve
%19,8 olarak belirtilmistir [Bellou et al, 2012]. Cesitli kaynaklarda bu
mikroorganizmalarin gama linolenik asit tireticisi oldugu ifade edilmistir [Aggelis,
2002], [Certik et al, 1993], [Ahmed et al, 2008].

Fosfolipitler ¢goklu doymamis yag asitlerinin sentezinin bir pargasidir [Certik
and Shimizu, 1999] ve bu nedenle fosfolipidin yag asidi kompozisyonu miseldeki
desaturaz aktivitesini belirlemektedir [Certik and Shimizu, 1999]. Fosfolipitlerin
coklu doymamis yag asitlerine gegisi pek ¢ok ¢alisma ile gosterilmistir [Bellou et al,
2012]. Coklu doymamis yag asitlerinin sentezini gergeklestiren sistemlerde planlanan
bir takim degisikliklerin 6zellikle gama linolenik asit {iretiminin artigin1 sagladigi
yapilan ¢alismalarla gozlemlenmistir [Bellou et al, 2012].

Yakin  zamanlarda yapilan  benzer c¢alismalarda,  M.circinelloides
mikroorganizmasindan elde edilen toplam lipidteki linoleik asit ve gama linolenik
asit miktariin yiiksek oranda ( sirast ile %12,7 ve %?22,7) oldugu belirtilmistir
[Vicente et al, 2010].

Zygomycetes tilirli mikroorganizmalar ile yakin zamanda yapilan bir baska
calismada da oleik asit farkl: tiir ve farkli fermentasyon zamanlarindan elde edilen
lipid fraksiyonlarinda en yiiksek diizeydedir [Kavadia et al, 2001]. Palmitik asitte g6z
ardi edilmeyecek diizeydedir. Bazi tiirlerde (Z.moelleri 1703, M.ramanniana,
M.isabellina) bu yag asidinin bilylime siiresi boyunca azaldigi belirtilmistir [Kavadia
et al, 2001]. Zygorhynchus spp., Rhizopus spp. ve Cunninghamella sp.tiirlerinde
GLA diizeyinin yiiksek (%15-20, w/w) oldugu ifade edilmistir [Kavadia et al, 2001].
Linoleik asit miktarinin GLA’dan diisiik oldugu raporlanmistir [Kavadia et al, 2001].

Daha 6nce de belirttigimiz gibi kullanilan seker tiirline gore toplam lipidteki
yag asidi fraksiyonlar1 da degisiklik gdstermektedir. Hanssen ve Dostalek tarafindan
gerceklestirilen c¢alisma bu duruma Ornek olarak gosterilebilir [Hansson and
Dostalek, 1988]. Caligmaya gore nisastanin karbon kaynagi olarak kullanildigi
besiyerinde biiyliyen M.ramaniana mikroorganizmasindan elde edilen gama
linolenik asit (GLA) miktar1 (%25,7, w/w) glukoz (%14,7, w/w) ve ksilozdan
(%19,5, w/w) elde edilen miktardan yiiksektir [Hansson and Dostalek, 1988].

Fakas tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise C.echinulata ksiloz igeren
besiyerinde biiyiitiilmistiir, bu sekilde elde edilmis olan hiicresel lipid miktar1 6,7
g/L, gama linolenik asit (GLA) miktar1 ise 1119 mg/L olarak raporlanmistir [Fakas et
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al, 2009]. Cunninghamella echinulata ile yapilan bu ¢aligmalara ek olarak yapilan bir
baska ¢aligmada ise Cunninghamella echinulata CCRC 31840 susu kullanilmustir.
Nisasta iceren ortamda biiyiitiillen mantardan elde edilen gama linolenik asit miktar1
ilk agsamada 964 mg/L, inokulasyon optimizasyonundan sonra ise bu deger 1349

mg/L’e yiikseldigi belirtilmistir [Chen and Chang,1996], [ChenandLiu, 1997].

Tablo 3.2:Cunninghamella echinulata ve Mortierella isabellina mantar1
kullanilarak cesitli karbon kaynaklarindan yiiksek verimde iiretilen lipidlere ait bir
kisim literatiir bilgileri

Melas .
. . L Inkiibasyon Biyokiitle Lipid Verim | Referans
Mikroorganizma | Besiyeri Miktari Siiresi / / .
) (Sact) (9/L) oL | ©)
[Papanik
Glukoz 30 410 9,2 3,2 34,8
olaou, S]
[Papanik
Cunninghamella | Nisasta 30 410 13,3 3,8 28,1
. olaou, S]
echinulata -
) [Papanik
ATHUM 4411 Pektin 30 410 4,1 0,45 10,9
olaou, S]
[Papanik
Laktoz 30 410 0,6 0,03 5
olaou, S]
30 95 10,9 5,2 47,71 [Papanik
Glukoz
71 205 241 13,0 54 olaou, S]
i Papanik
Mortierella Nisasta 30 95 10,4 3,7 33,9 [Pap
isabellina olaou, 5]
Papanik
ATHUM2935 | peytin 30 95 8,4 20 | 238 |F®
olaou, S]
[Papanik
Laktoz 30 95 9,5 3,5 36,8
olaou, S]

M.isabellina mantari i¢in laktoz ve nisasta iceren besiyeri ortamlari ile glukoz
igeren besiyeri ortamin1 gama linolenik asit (GLA) bakimindan karsilastirdigimizda
laktoz ya da nisasta sekerinin glukozdan daha iyi oldugu bildirilmistir [Papanikolaou
et al, 2007].

Yukarda bahsettigimiz karbon kaynaklarindan farkli bir iiriin olan zeytinyagi
da lipid tretimi i¢in kullanilmistir. Bu c¢alismalardan birinde Mucor mucedo
mikroorganizmasit kullanilmistir ve liretim neticesinde aciga ¢ikan gama linolenik

asit miktar1 373 mg/L olarak belirlenmistir [Certik et al, 1997].
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Zeytinyagi ve glukoz karisimini biinyesinde bulunduran besiyerinden T.elegans
araciligr ile elde edilen gama linolenik asit (GLA) miktar1 268 mg/L. olarak
Olgtilmiistiir.

Papanikolaou ve ekibinin gerceklestirdigi ¢alismada Aspergillus tiirleri
yemeklik atik zeytinyaginin substrat olarak kullanildigi besiyerinde inkiibe edilmistir
[Papanikolaou et al, 2011]. Calisma neticesinde oleik asit miktarinin maksimum
oldugu gozlemlenmistir. palmitik asit ve linoleik asit miktar1 da yliksek diizeyde yer
almaktadir. A.niger NRRL 363 ve 364 suslarinda oleik asit miktar1 ve palmitik asit
miktart yliksek diizeyde olustugu rapor edilmistir [Papanikolaou et al, 2011].

Yemeklik atik zeytinyagi ile yapilan bir baska caligmada Y.lipolytica susu
kullanilmistir [Gutierre et al, 1993]. Substrat olarak kullanilan yagda palmitik asit ve
stearik asit miktar1 yogun olmasina ragmen, elde edilen hiicresel lipitte oleik asit,
laurik asit, miristik asit ve linoleik asit yiiksek diizeyde ¢ikmistir [Papanikolaou et al,
2001].

Polioller ve seker tiirevleri karbon kaynagi olarak kullanildiginda, besiyeri
ortaminda yer alan azot sinirlandirilmalidir [André et al, 2009]. Bu kosullar altinda
27 saat igerisinde besiyerinde yer alan azotun tamamen tlikendigi Andre ve ekibi
tarafindan gergeklestirilen deney tarafindan ortaya konmustur [André et al, 2009].
Yarrowia lipolytica ACA-YC 5033 susunun kullanildigi ¢alisma neticesinde elde
edilen toplam lipitteki oleik asit ve palmitik asit konsantrasyonun yliksek oldugu
rapor edilmistir [André et al, 2009]. Tiirden elde edilen linoleik asit miktar1 da
fazladir. Biiyiime boyunca palmitik ve stearik asit miktarinda azalma oldugu ifade

edilmistir [André et al, 2009].

Tablo 3.3:Yarrowia lipolytica mantar suslar1 kullanilarak ¢esitli karbon
kaynaklarindan yiiksek verimde iiretilen lipidlere ait bir kisim literatiir bilgileri

Substrat | Inkiibasyon N . .
Mikroorganizma Besiyeri miktari stiresi Biyokiltle Lipid Verim Referans
(9/L) (9/L) (%)
(g/L) (Saat)
Y.lipolytica Icyag [Papaniko
LGAM S(7) (Stearin) 10 60 87 38 436 laou, S]
Yarrowia [André
lipolytica ACA- Gliserol 120 375 6,5 2,0 30,76 A et al’]
YC 5033 N
Y.lipolytica ACA- i¢yag [Papaniko
DC 50109 (Stearin) 20 2 1519 7.9 52 laou, S]
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Lipid {retimine ait atik olarak melasin kullanildigr c¢aligmalardan biri
Chatzifragkou ve ekibi tarafindan gergeklestirilmistir [Chatzifragkou et al, 2010].
Calisma esnasinda kullanilan suglar C. echinulata ATHUM 4411 ve M. isabellina
ATHUM 2935°tir. Bu tiirlerden neticesinde tlirlerden elde edilen ana yag asitleri
palmitik, oleik, linoleik, gama linolenik (GLA), palmitoleik ve stearik asittir
[Chatzifragkou et al, 2010]. C.echinulata mantarinda sabit biiylime fazinin ilk
evrelerinde GLA miktarinin yiiksek oldugu daha sonra azaldigi belirtilmistir
[Chatzifragkou et al, 2010]. Bu durumda tek hiicre yaginin depolanma hizi desaturaz
ile katalizlenen linoleik asidin gama linolenik aside ¢evrilme hizindan yiiksek oldugu
ifade edilmistir [Chatzifragkou et al, 2010]. M.isabellina tiiriindeki gama linolenik
asit miktar1 C.echinulta ile karsilastirilinca diisiik oldugu gézlemlenmistir. Bu tiirde
elde edilen maksimum gama linolenik asit miktar1 168 mg/l olarak rapor edilmistir.
Bu miktarin glukozdan elde edilen miktara gére az olmasina ragmen Onemli bir
miktar oldugu belirtilmistir [Chatzifragkou et al, 2010].

Papanikolaou ve ekibi yaptigi ¢alisma neticesinde C.echinulata mantarinin stok
lipidi harekete gecirdiginde, palmitik, stearik ve oleik asitin pargalandigini ve bu
asitlerin miktarinin azaldigini belirtmiglerdir. Bununla beraber gama linolenik asit

miktarinda artis oldugunu ifade etmislerdir [Papanikolaou et al, 2004].
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Tablo 3.4: Farkli fermentasyon sartlarinda kiiltiire alinan gesitli
mikroorganizmalardan elde edilen tek hiicre lipid (SCO) ve gama linolenik asit

(GLA) miktarlar1
. . Karbon Yux
Mikroorganizma Kiilttr sekli | L(g/L) GLA Referans
kaynagi (%,w/w)
Hansson and
M. ramanniana Glukoz Shake flask 3.6 24 437
Dostalek
C. echinulata Nisasta Shake flask 8.1 27 964 Chen and Chang
C. echinulata Ksiloz Shake flask 6.7 53 1119 Fakas et al.
M. isabellina Glukoz Shake flask 18.1 50 801 Papanikolaou et al.
Domates
C. echinulata Shake flask 7.8 31 800 Fakas et al.
atig1
C. echinulata Nisasta Shake flask 115 30 1349 Chen and Liu
M. ramanniana Glukoz Biyoreaktor 31,3 50 5601 Hiruta et al.
Mucor mucedo Glukoz/yag | Shake flask 12.0 62 379 Certik et al.
Mucor sp. Glukoz Shake flask 5.8 43 431 Ahmed et al.
M. isabellina Fruktoz Shake flask 7.4 61 186 Chatzifragkou et al.
M. isabellina Glukoz Biyoreaktor 12,7 72 508 Chatzifragkou et al.
C. echinulata Glukoz Shake flask 39 30 741 Chatzifragkou et al.
C. echinulata Melas Shake flask 3.8 32 490 Chatzifragkou et al.

Pleurotus tiirlerinin tek hiicre yagi iiretme potansiyeli incelemek amaci ile
Dimou ve ekibi Pleurotus tiirii mikroorganizmalarla bir ¢alisma gergeklestirmislerdir
[Dimou et al, 2002]. Bu ¢alismanin sonucuna gore P.eryngii tiiriinde linoleik miktari
en fazla olan yag asidi olmustur (toplam lipidin %33-68) [Dimou et al, 2002]. Tiirden
elde edilen oleik miktari ise toplam lipidin % 43-46 arasindadir [Dimou et al, 2002].
Stearik asit miktarmin ise diisiik oldugu belirtilmistir. P.ostretus tiiriinden elde edilen
linoleik asit miktar1 ise % 38 olarak rapor edilmistir [Dimou et al, 2002].

Mikroorganizmalar tarafindan tiretilen ve endiistriyel acidan énemli olan diger
bir iiriinde sitrik asittir. Sitrik asit trikarboksilik asittir [Smith et al, 1974]. Limon,
portakal, ananas, erik ve armut gibi meyvelerde, hayvan kemigi, kas ve kaninda
dogal olarak bulunmaktadir [Sodeck et al, 1981]. Ticari olarak iiretimin ilk kez Carl
wilhem tarafindan gerceklestirilmistir [Kapoor et al, 1983]. Wilhem sitrik asidi limon
suyunu kristallendirerek elde etmistir [Smith et al, 1974]. Mikroorganizma tarafindan
tiretilenin aksine meyvelerden elde edilen sitrik asit dogal sitrik asit olarak
bilinmektedir. Sitrik asidin kimyasal metodla iretilebilmesine ragmen, mikrobiyal
fermentasyondan daha iyi bir kimyasal metod mevcut degildir [Sodeck et al, 1981].

1983 yilinda Wehmer, Mucor ve Penicillium tiirii mikroorganizmalarla sukrozdan
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sitrik asit tretimini incelemislerdir [Sodeck et al, 1981]. Deney basarisizlikla
sonuglanmis ve bu yontem terk edilmistir [Sodeck et al, 1981].

1920 yilina kadar sitrik asidin tiim ticari tiretimi thlamurdan ve limon suyundan
saglanmistir [Milsom, 1987]. 1917 yilinda Curie Aspergillus niger ile ilk mikrobiyal
tiretimi gergeklestirmistir. Yaptigi deneyde farkli Aspergillus niger mantariin farkl
suslar ile calismistir. %15 Sukroz iceren ve pH degeri diisiik olan besiyerinde
inkubasyonu gergeklestirmistir. Elde edilen sonuca gore sekerin %55 inin sitrik aside
dondiigii rapor edilmistir [Johnson, 1949].

1930’1u yillardan itibaren pek cok iiretici sukrozdan yola ¢ikarak sitrik asit
tiretmek igin Aspergillus niger mikroorganizmas: ile fermentasyon prosesini
kullanmuistir [Milsom, 1987]. Aspergillus niger mantar: sitrik asit tiretiminde en gok
kullanilan mantar tiiriidiir. [Perlman and Sih, 1960] Giiniimiizde sitrik asidin diinya
genelindeki iretiminin %99’u ylizey veya sivi kiiltiir kullanilarak gergeklestirilen
mikrobiyal proseslerle olusturulmaktadir [Lancini and Parte, 2008]. Uretim susuz
veya mono hidrat seklinde kati olarak gergeklestirilmektedir [Lancini and Parte,
2008]. Diinya genelindeki tiretim miktarina bakildiginda her yil 1,5 milyon ton sitrik
asit iiretimi gerceklestirilmektedir [Lancini and Parte, 2008].

Seker pancart ve seker kamisindan elde edilen melas sitrik asit {iretimi igin
yillardir tercih edilen substrattir. Doelger ve Prescoot (1939) sukroz ve inorganik
tuzlar iceren besiyerinde Aspergillus tiiriinii biiyiitmeyi basarmistir [Doulger and
Prescot, 1939].

1949 yilinda, Perlman Aspergillus tiiri mantar1 ve melast kullanarak
fermentasyon prosesini gelistirdigini rapor etmistir [Perlman and Sih, 1960].

A.niger tiirii mantar ile yiizey ve sivi fermentor kiiltiiriinde melas kullanilarak
tiretilmis olan en yliksek sitrik asit miktar1 60 ile 110 g/L arasinda degismektedir
[Clark and Lentz, 1963] . Hamisa, Radwan ve Qazi yiizey ve sivi fermentasyon
yontemini kullanarak pilot ¢alisma ile sitrik asit tiretimini yapmislardir [Hamis and
Radwan, 1977]. Grup karbon kaynagi olarak seker kamigindan elde edilmis melas
kullanmistir [Hamis and Radwan, 1977]. Bu deneysel c¢alismada yiizey
fermentasyonu ile elde edilen sitrik asit miktar1 60,8 g/L, siv1 fermentasyon yontemi
ile elde edilen sitrik asit miktar1 ise 67 g/L olarak belirlenmistir [Hamis and Radwan,
1977].
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Jianlong ve yardimcilar1 fermentasyon besiyerinden sitrik asidi ayirmak i¢in
fermentor ile baglantili anyon degistirici rezinin yer aldig1 sistemle melastan sitrik
asit lretmeye c¢alismiglardir [Jianlong, 2000]. Elde edilen bu sonuca goére bu
fermentasyon teknigi ile seker doniisiimii ve sitrik asit olusumu sirasiyla %82,2 ve
0,338 g/L/h’ten %94,8 ve 0,543 g/L/h’e yiikselmistir [Jianlong, 2000] .

Hossain ve Brooks farkli bir tarimsal atik olan peyniralti suyunu kullanarak
A.niger mutant susundan sitrik asit tiretmeye calismislardir [Hossain and Brooks,
1983]. Bu calismadan elde edilen en yiiksek sitrik asit miktar1 8,3 g/L olarak
raporlanmistir [Hossain and Brooks, 1983]. Peynir alti suyuna son konsantrasyonu
140 g/l olacak sekilde laktoz eklendiginde bu miktarin 14,8 g/L’e yiikseldigi
belirtilmistir [Hossain and Brooks, 1983]. Son olarak bu besiyerine %3 civarinda
metanol ilave edildiginde ise sitrik asit miktarinin 25 g/L oldugu ifade edilmistir
[Hossain and Brooks, 1983].

Diinya genelinde iiretilen sitrik asidin %70’1 gida ve igecek endiistrisinde asit
diizenleyici ve antioksidant olarak kullanilmaktadir [Jianlong, 2000]. %12’lik kismi1
ise farmasotik endiistride efervesan ve vitaminleri koruyucu antioksidant olarak, pH
diizenleyici olarak, viicudun gereksinim duydugu demiri (demir sitrat) karsilamak,
kapatict ve kozmetik preparatlart hazirlamak amaci ile kullanilmaktadir
[Vandenberghe et al, 2000]. Geriye kalan %18’lik kisim kimya endiistrisinde ve
deterjan sanayisinde kullanilmaktadir [Vandenberghe et al, 2000]. Kimya
endiistrisinde tekstil alaninde tekstil {riinlerinin isleyis ve yumusatilmasinda
koptiklesme ajani olarak, metal temizleyici olarak kullanilmaktadir. Son olarak eksoz
gazinda yer alan siilfiirii gidermek amaciyla da sitrik asit kullanilmaktadir [Kapoor et
al, 1983].

Yakin zamanda biyodizelden elde edilmis gliserol kullanilarak Y.lipolytica
suslarindan (LFMB 19, LFMB 20, ACA-YC 5033) sitrik asit tretimi
gerceklestirilmistir  [André et al, 2009]. Uretim kosullarina bakildiginda
besiyerindeki azot miktar1 sinirlandirilmistir ve tretim shake flask igerisinde
gerceklestirilmistir  [André et al, 2009]. Kullanilan gliseroliin baslangi¢
konsantrasyonunun 30 g/L oldugu belirtilmistir. Tiim tiirlerde mikrobiyal biiyiimenin
basarili bir sekilde gerceklestigi ve gliserol tiiketiminin yiiksek diizeyde oldugu
belirtilmistir [André et al, 2009]. Bu kosullar altinda LFMB 19 susundan elde edilen
maksimum sitrik asit miktar1 69 saat sonunda 4,6 g/L, LFMB 20 susundan elde
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edilen miktar ise 90 saat sonunda 3,2 g/L olarak rapor edilmistir. ACA-YC 5033
susunda ise 187 saat inkiibasyon sonunda bu deger 5,4 g/L olarak belirtilmistir.
ACA-YC 5033 susu ile yapilan ileri denemelerde gliserol konsantrasyonun
arttirildig birkag calisma yapilmistir. Bu ¢alismalarin neticesinde en yiiksek verim
(50,1 g/L) 120 g/L gliserol igeren besiyerinden elde edilmistir [André et al, 2009].

Poliollerle yapilan calismalar netiscesinde elde edilen en yiiksek sitrik asit
miktarinin 109-148 g/L arasinda oldugu raporlanmistir [Rywinska and Rymowicz,
2009].

Literatiirdeki rapor edilmis en yiliksek verim Wojtatowicz ve ekibi tarafindan
elde edilmistir, buna gore hidroliz edilmis patates nisastasini igeren besiyerinde
biiytitiilen Y.lipolytica susundan elde edilen sitrik asit miktarmnin kuru hiicre basina
orant %93 olarak belirtilmistir [Wojtatowicz et al, 1991]. Rane ve Sims glukoz
karbon kaynagi ile biiyiitiilmiis olan Y.lipolytica mikroorganizmasinda bu degere
yakin bir verim (%77) elde ettiklerini rapor etmislerdir [Rane and Sims, 1993].
Bunun gibi pek cok literatiirde poliol ve sekerlerin mayalar tarafindan yakin
verimlerde ( %32-62) sitrik aside dontstiiriildigii aktarilmistir [Papanikolaou and
Aggelis, 2009].

Y.ys degerleri harcanan karbon kaynagi basina olusan iiriin miktarini
gostermektedir. yiiksek karbon igerigine ve indirgenme derecesine sahip olan
substratlar yiiksek oranda iiriine doniismektedirler. Ornegin Y.lipolytica susu etanol
iceren ortamda biiylitiildiigi zaman elde edilen sitrik asit verimi %87 olarak
belirtilirken ham yag gibi hidrofobik substratlardaki iiriin veriminin oldukc¢a diisiik
oldugu yapilan galigmalarla gosterilmistir [Kamzolova et al, 2005].

Klasson ve ekibinin yaptig1 ¢alismada C.lipolytica Y1095, C.lipolytica NRRL-
Y-7576 suslart kullanilmigtir [Rane and Sims, 1993]. Elde edilen verilere goére
C.lipolyica Y1095 susu ile elde edilen sitrik asit miktar1 13,6-78,5 g/L arasinda iken
diger maya susundan elde edilen sitirik asit miktar1 51,5 g/L’dir [Rane and Sims,
1993]. Mayalar kesikli fermentor sisteminde glukoz igeren besiyerinde biyoreaktorde
biiyiitilmistiir [Rane and Sims, 1993].

Y.lipolytica ATCC 20346 susu glukoz igeren besiyerinde kesikli beslemeli
fermentor sisteminde biyoreaktdrde biiyiitiildiigii zaman 50-69 g/L arasinda sitrik asit
elde edildigi ifade edilmistir [Moresi, 1994]. Ayni karbon kaynaginin kullanildig:
baska bir ¢alismada C.oleophila ATCC 20177 mayasi kullanilmistir. Bu mayadan

30



flask ve biyoreaktor kiiltiirlemesinden elde edilen sitrik asit miktar1 50-79 g/L
[Anastassiadis et al, 2002] arasinda iken siirekli sistemde biiylitme
gergeklestirildiginde ise bu degerin 37,6-57,8 g/L arasmna diistiigli belirtilmistir
[Anastassiadis and Rehm, 2005].

ACA-DC 50109 susunda ise glukoz karbon kaynagi kullanildiginda bu deger
43 g/L [Papanikolaou et al, 2006], biyodizelden elde edilen gliserol kullanildiginda
ise bu deger 63 g/L’¢ yiikselmistir [Papanikolaou et al, 2008].

Biyodizel tiirevi olan gliserol ile olan c¢aligmalardan biri de Imandi ve ekibi
tarafindan  gerceklestirilmistir  [El-Hussein et al, 2009]. Biyoreaktorde
gerceklestirilen galigsma neticesinde 78 g/L sitrik asit elde edilmistir [ElI-Hussein et
al, 2009]. Buna karsin Levinson ve ekibinin ayn sartlarda saf gliserolden elde ettigi
sitrik asit miktar1 24-31 g/L arasinda elde etmislerdir [Levinson et al, 2007].

Sonug olarak maya ile yapilan ¢aligmalarda en yiiksek verim (150 g/L) etanol
[Kamzolova et al, 2003], bitkisel yag [Kamzolova et al, 2005] ve ham gliserolde
[Rywinska and Rymowicz, 2009] kiiltiirlenmis olan mutant Y.lipolytica susundan
elde edilmistir.

Sitrik asidin ticari tiretimine baktigimizda Aspergillus niger suslar1 daha ¢ok
tercih edilmektedir. Aspergillus niger NRRL 599, 364 ve 567 suslar1 en ¢ok tercih
edilen suslardir [Max et al, 2010]. Uretimin ekonomik olmasi agisindan melasin
kullanildig1 bir takim ¢alismalar yapilmistir. Lofty ve ekibinin gegeklestirmis oldugu
calismay1 buna Ornek olarak gosterebiliriz. Calisma neticesinde Aspergillus niger
susundan elde edilen sitrik asit miktar1 113,5 g/L olarak rapor edilmistir (Tablo 3.5)
[Lotfy et al, 2007]. ITkram ve ekibi tarafindan yapilan bir bagka ¢alisma ise iiretilen
sitrik asit miktarinin 114 g/L oldugunu belirtmektedir. Aspergillus niger suslarinin
kullanildig1 melas ile yapilan c¢alismalarda melasa uygulanan farkli onislemlerle
verimin arttig1 ifade edilmistir [Khosravi-Darani and Zoghi, 2008], [Ikram-ul-Hag et
al, 2001].

Haq ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismada melas igeren ortama 2.0x10—5 M
CuSQq ilavesi yapilmistir [Haq et al, 2002]. Bu sekilde elde edilen sitrik asit
miktarinin arttig1 belirtilmistir. Ortama eklenen CuSQO, besiyerinde yer alan
mikroorganizma (Aspergillus niger GCB-47 ve onun mutantt GCMC-7) igin toksik
ozellige sahip olan Fe*“konsantrasyonunu azaltir ve bu da biyokiitle ve iiriin artisini

saglar [Haq et al, 2002].
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Tablo 3.5:Maksimum sitrik asit iretimi ile ilgili yakin zamana ait veriler

Konsantrasyon (g/L) Karbon kaynagi Organizma Kiiltiir sekli Referans
Aspergillus
200 Glukoz . Shake flask Rehm et al
niger
Seker pancari, seker Aspergillus
113,5 P P ) J Shake flask Lofty et al.
kamis1 melasi niger
Aspergillus
114 Seker kamisi melasi . Shake flask Ikram et al.
niger
. Yarrowia
40 n-parafin . . Shake flask Crolla et al.
lipolytica
Yarrowia .
429 Yag asidi, glukoz . . Shake flask Papanikolaou et al.
lipolytica
Yarrowia .
140 Sukroz . . Shake flask | Lopez-Garcia et al.
lipolytica

Melasin igerisinde yer alan organik ve inorganik bilesikler fermentasyon
prosesini inhibe edebilir, bu da {iriin veriminin diismesine neden olur. Bu sebeble
yiiksek verim elde etmek amaci ile melas yaygin yontemlerden uygun olan bir tanesi
ile muamele edilmelidir. Bu yaygin yontemlerin igerisinde ferrosiyanad [Baby and
Saad, 1996], siilfiirik asit, trikalsiyum fosfat, HCI igeren trikalsiyumfosfat, sephadeks
fraksiyonu igeren trikalsiyum fosfat (HCI igeriyor) [Kundu et al, 1984]
metodlarindan biri uygulanabilir. Angumeenal ve Venkappayya yaptiklar caligma ile
melast diamonyum fosfat uygulamasinin takip ettigi amonyum okzalat ile muamele
metodunu kullanmislardir [Angumeenal and Venkappayya, 2005]. Grup bu yontemin
yaygin yontemlere gore Uriin veriminde daha iyi sonug¢ verdigini belirtmislerdir

[Angumeenal and Venkappayya, 2005].
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AMATERYAL VE METOTLAR

4.1.Materyal

Thamnidium elegans CCF-1465, Aspergillus niger NRRL 363, C.echinulata
ATHUM 4411, M.isabellina ATHUM 2935, P.ostreatus sp.,Y.lipolytica ACA-DC
50109, melas (Pakmaya A.S., Tirkiye), KH,PO,4 (Sigma-Aldrich), Na,HPO4.2H,0
(Sigma-Aldrich), MgSQ,.7H,O0 (Merck), CaCl,.2H,O0 (Merck), FeCls.6H,0
(Merck), ZnS0O4.7H,0O (Merck), CuSQO4.5H,0 (Merck), Ca(NOs3)3.H,O (Merck),
MnSQO4.5H,0 (Merck), potato dextrose agar (Merck), Shimadzu UV-3600 UV
spektrometresi, 1sitict (Stuart Block Heater), vorteks (BioCote vortex mixer), Perkin
Elmer Spectrum 100 FT-IR spektrometre, Agilent Technologies 6890N gaz
kromatografi cihazi, Sartorius, BIOSTAT B plus Fermentor cihazi.

4.2. Metod

4.2.1. Mikroorganizmalarin Biiyiitiilmesi ve Uriin Eldesi

| Mikroorganizmalar | (©)

|

Tanimsal Biyoatiklar | Aerobik-Anaerobik |4
(Biowaste) — | Oncli iglemler ] Asilama
(1) 2

Degerli metabolit olugturma

potansiyelinin incelenmesi ®)
Metabolitlerin s.aflagtlrllmam ) Kiguk odlcekli ©)
ve karekterizasyonu fermantasyon
] l
Sonuglarin degerlendirilmesi | Buyik 6l¢ekli fermantasyon ve
ve Modellerin gelistirilmesi biyoreaktor sistemlerinin geligtirimesi
) ®)

Sekil 4. 1: Proses akis semasi.
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Stok besiyerti;

Thamnidium elegans CCF-1465, Aspergillus niger NRRL 363, C.echinulata
ATHUM 4411, M.isabellina ATHUM 2935, P.ostreatus sp., Y.lipolytica ACA-DC
50109mikroorganizmalar1 hazirlanmis olan PDA (Potato Dextrose Agar, 39 g/L, pH:
5,6 + 0,2) 28 °C’de biiyiitiildiikten sonra 4 °C’de muhafaza edildi [Chatzifragkou, et
al, 2011].

Stok besiyerinde biiyiitiilen mikroorganizmalarin iiriin besiyerlerine aktarilmasi
ve Uriin liretimi;

Yatik besiyerinde biiyiitiilen kiiltiirlerin iiriin besiyerine alinmasi i¢in yatik agar
iceren tiip igerisine %0,9 NaCl iceren distile sudan (fizyolojik su) bir miktar ilave
edilip vortekste iyice karistirilmistir. Solusyona gecen spor besiyerine aktarilmistir.
Besiyerine aktarilan tiim mikroorganizmalar 28 %C’de 180 rpm’de biiyiitiilmiistir.
Mikroorganizmalarin biiyiitiildigi besiyerlerinin pH degeri 6,0 olarak ayarlanmistir.

Lipid iiretiminin gergeklestirildigi tiim mikroorganizmalar inkiibasyon siiresi
dolduktan sonra filtre kagidindan siiziildii. Siizme isleminin ardindan soguk distile su
ile iki defa yikandi. Besiyerinden arindirilan mikroorganizmalar kurutulmasi igin 80
OC’deki etiive alindi ve 24 saat boyunca etiivde birakildi.

Yarrowia lipolytica mayasi irettigi sitrik asidi hiicre disina salmaktadir. Bu
nedenle mayanin iiretmis oldugu sitrik asit besiyerinde yer almaktadir. Bu nedenle
besiyerinde yer alan mikroorganizma ¢oktiiriiliip berrak supernatant elde edildikten
sonra besiyerinden sitrik asidin saflastirilmasi yapilmistir.

Uriin besiyerleri;

Besiyeri A;6 gram melas tartilip toplam hacim 150 ml ( %4 melas) olacak
sekilde distile su ile seyreltildi. Hazirlanmis olan melas solusyonu sterilizaston i¢in
otoklav edildi. Besiyeri i¢in kullanilmis olan melas 6n islemden gegmedi (Tablo 4.1).

Besiyeri B;KH,PO4 7(g/L), Na;HPO4.2H,0 2,5 (g/L), MgSO,4.7H,0 1,5 (g/L),
CaCl,.2H,0 0,1 (g/L), FeCls.6H,O 0,08 (g/L), ZnSO47H,O 0,001 (g/L),
CuS04.5H,0 0,0001 (g/L), Ca(NO3)3.H,0 0,0001 (g/L), MnSO4.5H,0 0,0001 (g/L),
melas (%4, w/v), pH: 6.00. Besiyerinde yer alan eser elementlerin solusyonu
hazirlanip besiyerine ekleme yapildi. Eklenen melas 6n isleme tabi tutulmadi (Tablo

4.1).
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Besiyeri C;besiyeri B’den tek farki icerdigi melas miktarnin farkliligidir.
Besiyerinin icerdigi melas miktart % 5 (w/v)’dir. Ayn1 zamanda bu besiyerinde
kullanilan melas 6n islemden gecti (Tablo 4.1). Eser element solusyonu i¢cermektedir.

Besiyeri D; mevcut melas miktar1 % 5 (w/v)’dir ve fosfat ve magnezyum
tuzlarinin miktart besiyeri B’de Ongdriildiigii gibidir. Melas 6n islemden gecti.
Besiyerine eser element solusyonu yerine distile su ile %50 oraninda seyreltilmis
silempeden 2 ml ilave edildi (Tablo 4.1).

Besiyeri E ve F; icerdigi melas miktart %10 (w/v)’dur (Tablo 4.1). Bu
besiyerlerinden birine eser element solusyonu digerine de silempeden ( distile su ile
%50 oraninda seyreltilen silempe) 2 ml ilave edildi (Tablo 4.1).

Besiyeri G ve H; igerigi besiyeri B’nin igerigi gibidir. Yalniz besiyerinde
kullanilan melas 6n isleme tabi tutuldu (Tablo 4.1). Besiyeri H’de eser element
yerine silempe yer almaktadir (Tablo 4.1). Cunninghamella echinulata biiyiime
besiyerinde 28 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra G ve H besiyerlerine
aktarilmistir. Biiylime besiyerindeki melas oram1 %1 (w/v) seklinde belirlenmistir.
Biiyiime besiyeri ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Eser element solusyonu igeren biiyiime
besiyerinde biiyliyen mantar G besiyeri, silempe ( distile su ile %50 oraninda
seyreltilmis,1 ml) i¢eren biiylime besiyerinde yer alan Cunninghamella echinulata H
besiyerine aktarilmistir. M.isabellina mantarinda ise 3. 5. ve 7.glinde sirasi ile
1:0,6:2,5 gram melas ilavesi gergeklestirilmistir.

Besiyeri I;besiyerinin besiyeri C’den farki eser element solusyonunun
icerigidir. On islem uygulanmis olan melasin besiyerindeki oran1 %5 (w/v)’dir.

Eser element solusyonu: CaCl,.2H,O 0,15 (g/L), FeCl3.6H,O 0,15 (g/L),
ZnS0,4.7H,0 0,02 (g/L), MnS0,4.5H,0 0,06 (g/L) [Papanikolaou et al, 2006].

Besiyeri J ve K; bu besiyerlerinde bulunan fosfat ve eser element miktarlar
besiyeri B’de oldugu gibidir, besiyerleri magnezyum tuzlari igermemektedir.
Besiyeri J’da on islem gormiis melastan % 4 (w/v), besiyeri K’de ise %8 (w/v)

oraninda yer almaktadir.
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Tablo 4. 1:Maya ve mantarlarin biiyiitiilmesi ve iiriin eldesinde kullanilan
besiyerlerinin igerikleri

Besiyerleri | KH2PO4 | Na2HPO4 | MgS04.7H20 Eser Silempe Melas
Element M@ MP
A +
B + + + + +
C + + + + +
D + + + + +
E + + + + +
F + + + + +
G + + + + +
H + + + + +
| + + + +
J + + - + - +
K + + - + - +

a: On islem gérmiis melas, b: 6n islem gdrmemis melas
4.2.2.Melasa Uygulanan On Islemler

50 gram melas (1slak agirlik) tartilip distile su ile 250 ml’ye tamamlandi
[Karaalp, 2007]. Cozelti homojen oluncaya kadar karistirildi ve kati partikiillerin
ayrilmasi i¢in 6000 rpm’de 20 OC>de 30 dakika boyunca santrifiij edildi [Karaalp,
2007]. Coken kisim siiziilerek ayrildi. Siiziilen melas soliisyonu 1s1l isleme maruz
birakildi. Isil islemde, ¢ozelti 120 °C’de 15 dakika boyunca otoklav edildi [Karaalp,
2007] ve 25°C’de bir gece bekletildi. Ertesi giin ¢ozelti 6000 rpm’de 20 dakika
boyunca santrifiij edilip siiziildii. Siizme isleminden sonra 4 N H,SOy ¢ozeltisi ile pH
degeri 3,00’e ayarlanip oda sicakliginda bir gece bekletildi. Ertesi giin ayni
kosullarda santrifiij edilip vakum altinda filtre kagidindan siiziildii. Siiziilen sivi
kisim tekrar otoklavlanip oda sicakliginda bir gece bekletildi. Ertesi giin santrifiij ve
vakum altinda siizme islemi gerceklestirildi. Sterilizasyonun saglanmasi i¢in son kez

otoklava atildi. Melasta yer alan sukrozun pargalanmasi ve elde edilen indirgen
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sekerler TLC metodu takip edildi [Karaalp, 2007]. Toplam indirgen seker miktari
DNS metodu [Miller, 1959] 6l¢iildii.

4.2.3. DNS Metodu Ile indirgen Seker Ol¢iimii

DNS soliisyonu (100 ml): 0,2 gram fenol, 50 mg Na,CO3 ve 1,6 gram NaOH
100 ml su igerisinde ¢oziildi [Karaalp, 2007].

0

HO
(0]
H e OH N
NO, NH,
HO m—r—tH HO H ot OH Ho
H et OH + ——>  HOM{-mH
HO HO
H—1—OH NO, H e OH NO,
O
H——OH o
\OH
N
OH
GLUKOZ DNS

Sekil 4. 2: Glukoz ve dinitro salisilat arasindaki indirgeme/yiikseltgeme
reaksiyonu

Numune hazirlanmas1:100 pl numune ve 100 ul DNS soliisyonu mikrosantrifiij
tiipl icerisine eklenip ve vorteks vasitasi karistirildi [Karaalp, 2007]. Daha sonra 100
OC’de 5 dakika siiresince kaynatildi. Ornekler sogutulduktan sonra distile su ile 1 ml
ye seyreltildi [Karaalp, 2007]. Orneklerin absorbans degeri 575 nm’de o&lgiildii.
Standartlar ticari glukoz veya fruktoz sekerinden hazirlanabilir. Fruktozdan
hazirlanmis olan standart konsantrasyonlar1 (mg/ml) 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 1,25; 1,50;
1,75 seklinde belirlendi.

4.2.4. Lipid Ekstraksiyonu (Folch Metodu)

Kurutulmus olan mikroorganizma {zerine kloroform: metanol (2:1, v/v)
cozeltisi ilave edilip Homojenizasyon iglemi uygulandi. Mikroorganizma iizerine
solusyon 1 gram {lizerine 20 ml olacak sekilde eklendi [Folch and Sloane, 1957].
Homojenize edilmis olan ¢ozelti 15 dakika boyunca g¢alkalayicida oda sicakliginda
calkaland1 [Folch and Sloane, 1957]. 14.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilip berrak supernatant elde edildi. Supernatant hacmi OSl¢tiliip bir tiip igerisine
alindi. Hacmi belli olan supernatant {izerine hacminin 0,2 kati1 kadar %0,9 NaClI

¢ozeltisi ilave edildi [Folch and Sloane, 1957] ve ardindan vorteks ile maksimum
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derecede 1 dakika boyunca karistirildi [Folch and Sloane, 1957]. iki faz1 ayirmak
i¢in solusyon 2000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi [Papanikolaou et al,
2008]. Lipid igeren alttaki faz toplandi [Folch and Sloane, 1957]. Lipid ekstrakti %
0,88 (w/v) KCI (3 X 20 ml) ¢ozeltisi ile yikandi ve susuz Na,SO4 ¢ozeltisinden
gecirilerek su uzaklastirlldi.  Liyofilizatdor veya azot akisi altinda solvent

buharlastirilip ve -80°C’de sakland.

4.2.5. Yag Asitlerinin Metil Esterlerine Doniistiiriilmesi ve Gaz
Kromatografi Analizi

100 mg 6rnek tizerine 2 ml hekzan ve 4 ml 0,5 M NaOH-metanol ¢ozeltisinden
ilave edildi. Karisim 65 C°de 45 dakika boyunca 1sitildi. Isitma islemi sona erdikten
sonra oda sicakligina sogutuldu. Numune soguduktan sonra tizerine 200 pl asetik asit
ilave edildi. Ilave edilen asetik asit ortamda NaOH olusumunu engellemektedir [Lall
et al, 2009]. Asit ilavesinden sonra numune tizerine 5 ml distile su, 5 ml hekzan ilave
edildi ve tiip 2 dakika boyunca hizli bir sekilde karistirildi. Fazlarin ayrilmasi igin
3000 g’de 3 dakika boyunca santrifiij yapilip hekzan faz1 ekstrakte edildi. Numune
15-20 saniye boyunca susuz sodyum siilfat {izerinden gegirilerek kurutuldu [Folch
and Sloane, 1957]. Tekrar 5 ml hekzan ilave edilip 2 dakika boyunca karigtirildi.
Hekzan fazi tekrar susuz soydum siilfat {izerinden gegirilerek kurutuldu [Lall et al,
2009]. Islemin ardindan numuneler gaz kromatografi cihazinda analiz edildi. Estere
cevrilmis olan numuneler 3 mg/ml olacak sekilde heptanla seyreltildikten sonra gaz
kromatografi cihazinda (Agilent Technologies 6890N) FID detektorde ( dedektor
sicaklig1 280 0C) okunmustur. Tasiyici gaz olarak helyum gazi (1 ml/dk akis hizinda)
kullanilmustir. Analiz 200 °C’de yuriitilmistiir.

4.2.6. Sitrik Asit Miktarinin Belirlenmesi

Test tiipii igerisindeki 1 ml 6rnek iizerine 1,3 ml pridin ve ardindan 5,7 ml
asetik anhidrit ilave edildi [Marier and Boulet, 1958]. Karisim maksimum hizda
karnigtirildi ve hemen su banyosuna (32 £ 0,5) alindi ve renk doniigiimiiniin
saglanmasi i¢in su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi [Marier and Boulet, 1958].
Renk doniisiimiiniin  gozlendigi numunin absorbans degeri 420 nm’ de Uv

spektrometrede Olciildii [Marier and Boulet, 1958]. Olgiim icin gerekli olan
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standartlar graniiler sitrik asidin distile suda ¢dziinmesi ile hazirlandi. Olgiimde kor
nokta olarak kiiltlir filtratinin distile su ile seyreltilmis hali ya da graniiler sitrik

asitten hazirlanmis olan seyreltik standart kullanilabilir.
4.2.7. Sitrik Asidin Anyon Degistirici Rezin Ile Saflastiriimasi

Anyon degistirici rezinin hazirlanmasi; Anyon degistirici rezin sitrik asidin
besiyerinden ayrilmasi igin kullanildi. Rezin kullanilmadan nce o6n islemden
gecirildi. Oncelikle rezinin su ile doyurulmas icin iizerine distile su ilave edilip 24
saat boyunca bekletildi [Jianlong et al, 2000]. ikinci asama olarak rezine 2 M HCI
cozeltisi ilave edildi ve bir saat bekletildi [Jianlong et al, 2000]. Bir saat sonra rezin
distile su ile yikandi ve iizerine 2 M NaOH ¢ozeltisi ilave edildi [Jianlong et al,
2000]. Rezin NaOH ¢ozeltisi igerisinde 1 saat bekletildi [Jianlong et al, 2000]. Siire
sonunda rezin bazik ¢ozelti uzaklasana kadar distile su ile iyice yikandi [Jianlong et
al, 2000]. Son asama olarak rezin kolon igerisine dolduruldu [Jianlong et al, 2000].

Sitrik asidin rezinden eliisyonu; On islemden gegirilmis olan rezin iizerine
berrak supernatant ilave edilip 2ml/ hizda dk rezinden akitildi [Jianlong et al, 2000].
Rezin tizerine absorbe olan sitrik asit 1 N H,SQ, ile eliie edildi [Jianlong et al, 2000].
H,SO, ilave edildikten sonra rezinden 2 ml/dk hizda akitildi. Toplanan numunenin

konsantrasyonu UV-spektrometre ile 6l¢iildii [Marier and Boulet, 1958].
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1.Farkh Maya ve Mantarlarla Lipid Uretimi

5.1.1. Elde Edilen Biyokiitle ve Lipid Miktar:

T.elegans mantar1 temel olarak igerigi ayni olan farkli besiyerlerinde buiyiitiildii
(Tablo 5.1). Bu besiyerlerinin birbirinden farki igerdigi melas miktar1 ve melasin
ozelligidir (Tablo 5.1). Besiyerlerinin bir kisminda yer alan melas 6n islem gordii
(Tablo 5.1). Yapilan bu biiyiitme islemlerinde kuru hiicre miktarina gore elde edilen
en 1yl verim besiyeri C’de biiyiitiilmiis olan mantardan elde edilmistir. besiyerinde
yer alan melas miktar1 50 g/L’dir. Buna gore baslangi¢ seker miktar1 26,3 g/L olarak
Olciilmistiir. Elde ettigimiz lipid verimi kuru hiicre bagina %38,3 olarak Sl¢iilmiistiir
(Tablo 5.1).

Besiyerine mantarin mineral tuz ihtiyacini karsilamak amaci ile eser element
solusyonu ilave edilmistir. Ayn1 miktarda melas igeren D besiyerinden elde edilen
verim daha diigiik olmustur. Bu besiyerine mineral tuz ihtiyacin kargilamak amaci ile
silempe ilave edilmistir. E ve F besiyerlerindeki melas miktar1 C ve D besiyerlerine
gore 2 kat1 oranindadir (Tablo 5.1). Yapilan seker dl¢iimlerine gore igerdikleri seker
miktar1 da 2 katina yakin bir oranda olmasina ragmen verim diisiik ¢ikmistir. Melas
miktar1 arttikga artan seker miktar1 ile birlikte azot miktar1 da artmaktadir .
Besiyerinde yer alan C/N oranmi diistiik¢e lipidin mantar hiicrelerindeki birikimi
azalmaktadir [Papanikolaou et al, 2010]. 50 g/l melasin kullanildig1 besiyerinde eser
element solusyonunun yer aldig1 besiyerinden elde edilen iirlin miktar1 kuru hiicre
basma verimi % 38.3 iken silempenin kullanildig1 besiyerinde bu oran %21,1°e
diismektedir (Tablo 5.1).

Bizim yaptiZimiz calisma neticesinde en yiiksek Ysc orant ( %13) 50 g/L
melas igeren C besiyerinde ve G besiyerinde iiretilen M.isabellina mantarindan elde
edilmistir (Tablo 5.1 ve 4.1). Kullandigimiz seker miktar1 literatiirdeki bazi
calismalara [Papanikolaou et al, 2010] gore diisiik kalmaktadir. Karbon kaynaginin
baslangi¢ miktar1 az oldugu zaman seker tiilkenmeye bagladiginda tek hiicre yaglar

glioksilat dongiisii ile bazi degradasyonlara maruz kalir. ATP: sitrat liyaz enzimi
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sekerin depo lipide doniisiimiinii saglayan anahtar enzimdir. Izositrat liyaz enzimi ise
trikarboksilik asit ve glioksilat dongii metabolizmasini diizenleyen enzimdir. izositrat
liyaz mikrobiyal hiicrelerin C; bilesiklerle (etanol, asetat gibi) veya C, bilesiklerine
(lipidlerin B-oksidasyon metabolik yolu yardimi ile parcalanmasi gibi) parcalanan
substratlarla biiyiimesine neden olur [Papanikolaou and Aggelis, 2010]. Bu durum
lipid miktarinin azalmasina neden olur [Holdsworth et al, 1988].

Thamnidium elegans CCF-1465 ile yapilan biyoreaktér calismasinda elde
edilen verim flask ¢alismalarina gore diisiik olmustur. Biyoreaktorde elde ettigimiz

biyokiitle miktar1 6,335 g/L, lipid miktar1 da 0,52 g/Lolarak belirlenmistir.
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Sekil 5. 1: a) T.elegance ve b) A. niger mikroorganizmalarinin kiigiik 6l¢ekte
biiyiitiilmesi

Sekil 5. 2: Maya ve mantarlarin biiyiitiilmesinde kullanilan fermentor.
a) vessel b) ferment6r
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Tablo 5. 1:Thamnidium elegans mantar1 kullanilarak ¢esitli karbon kaynaklarindan
yiiksek verimde iiretilen lipidlere ait bir kisim literatiir bilgileri

Substrat | Inkiibasyon . .
) ) Biyokiitle | Lipid | Verim
Mikroorganizma | Substrat miktar1 | Siiresi Referans
(9/L) (@lL) | (%)
(g/L) (Saat)
Gliserol
o 271 6,8 2,9 42,6 | [Lall, R,
(biyodizel 30
308 10,1 5,9 58,41 Al
atig1)
Gliserol
o [ Lall, R,
(biyodizel 90 550 16,3 11,6 71,1 Al
at181)
Thamnidium _
Ticari [ Kundu,
elegans CCF- 80 350 13,5 9,2 69,5
Glukoz S.,etal]
1465 _
Ticari [ Kundu,
80 350 12,5 8,8 70,4
Fruktoz S., etal]
Ticari [ Kundu,
80 350 13,3 9,3 70,0
sukroz S.,etal]
Aygigegi
5 15 120 10,37 18,62 | 55,7 | [Max, B.]
yagt

Karbon kaynag1 olarak melas kullandigimiz ¢alismalarimiz neticesinde besiyeri
G’de biyitilen C.echinulata ATHUM 4411 susundan elde ettigimiz biyokiitle
miktar1 7,03 gram, lipid miktar1 ise 0,5 g/L olarak belirlenmistir (Tablo 3.1). Mineral
kaynag1 olarak silempenin kullanildig1 besiyerinden elde edilen biyokiitle miktar
7,97 g/L, lipid miktar1 ise 0,7 g/L olarak olgiilmustiir (Tablo 3.1). C.echinulata
ATHUM 4411 susundan elde edilen sonuglara gore silempenin yer aldigi
besiyerinden elde edilen sonug eser elemente gore daha iyi verimle sonuclanistir.
Silempe iceren besiyerlerinden H besiyeri disinda diger besiyerleri distile su ile
seyreltilmis silempeden 2 ml igerirken H besiyeri 1 ml i¢cermektedir. Toplam azot
(binde 3-4) ve toplam fosfor (binde 1-2, P,0s) bakimindan olduk¢a fakir olan
silempe potasyum bakimindan ise (% 1.0) hayli zengindir, potasyum siilfat seklinde
bulunur. Cok ytiksek bir organik kirlilik potansiyeline sahip olan silempenin tuz
icerigi de ¢ok fazladir [Ekmek¢i, 1987]. Bu nedenle fazla miktarda silempenin yer
aldig1 besiyerlerinde verim diisiik olmustur.

Baslangi¢ pH degerinin 6,0 oldugu 180 rpm calkalama hizinda ve 28 ° C’de
bliyiitiilen mikroorganizmadan elde edilen lipid verimi kuru hiicre basina % 44,1

olarak rapor edilmistir. Calismamiz esnasinda en 1iyi verim Mortierella
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isabellinasusundan elde edilmistir, bu mikroorganizma ile elde edilen lipid verimi %
45,14 olarak belirlenmistir.

Yaptigimiz 6l¢iimlerde Mortierella isabellina susunun literatiirde belirttigi gibi
kisa siire igerisinde sekeri tiikettigi gozlenlenmistir. Bu nedenle besiyeri igerisine
belirli araliklarla melas ilavesi yapilmistir. Yapilan bu ilave lipid verimini
arttirmistir.

Bizim elde ettigimiz sonuglariliteratiir ile karsilastirdigimizda C.echinulata’dan
elde ettigimiz hiicre basina lipid miktar1 az iken M.isabellina mantarindaki verim
litaretiir ile desteklenmektedir.

Lipid iiretiminde kullandigimiz sustan elde edilen lipid verimi %2,06 olarak
belirlenmistir. Inkiibasyon siiresi 168 saat olarak belirlendi. Kullandigimiz melas 6n
isleme ugradigindan igerisinde yer alan sekerler glukoz ve fruktozdur.

Melas karbon kaynagini kullanarak lipid iiretmeye calisigimiz diger bir
mikroorganizma Y.lipolytica mayasidir. Elde ettigimiz verimlere baktigimizda eser
element solusyonunun yer aldigi besiyerindeki biyokiitle miktar1 6,63g/L lipid
miktar1 ise 0,3 g/L iken silempenin yer aldigi besiyerinde elde edilen biyokiitle
miktar1 7,95 g/L ve lipid miktari ise 0,2 g/Lolarak belirlenmistir.

Calismamizda Y.lipolytica mayas1 144 saat inkiibe edilmistir. Bu stire lipid
miktarinin azalmasinda etkili olmus olabilir.

Literatlirden de anlasildig1 gibi melastan elde edilen kuru hiicre miktar1 ticari
sekerden elde edilenden yliksek olmustur. buna ragmen kuru hiicre basina diisen lipid
miktar1 ticari sekerden diisiik olmustur. Bu da bize melasin mikroorganizmanin
biiylimesi i¢in 1yi bir kaynak oldugunu gostermektedir. Bu agidan bizim ¢alismamiz
bu literatiir ile de desteklenmektedir. Melas yiiksek oranda azot ve mineral madde
icermektedir. Melas igerisinde yer alan azotun ¢ok miktarda olmasi biyokiitle artigini
olumlu sekilde etkilerken lipid iiretiminde sikintiya sebep olmaktadir.

Calismamiz  esnasinda lipid iiretimini  gerceklestirdifimiz  en  son
mikroorganizma Pleurotus ostreatus mantaridir. Yapilan ¢alismada en diisiik lipid
verimi bu canlidan elde edilmistir. Kullanilan melas miktar1 ve melastan gelen seker
miktarina gore biyokiitlede artis gozlenmesine ragmen lipid miktarinda bir degisme

olmadig1 gozlemlenmistir.
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Tablo 5. 2:1gerigi farkl cesitli besiyerlerinde biiyiitiilen T.elegans, Aspergillus niger,
Cunninghamella echinulata, Mortierella isabellina, Pleurotus ostreatus mantarlari
ve Yarrowia lipolytica mayasina ait lipid verileri

Melas
Mlkroorga Besieri | Mikiar | So s, flnkﬁbgisiigi Biyokiitle | Yxsc Lipid Yoo | Verim @
nizma o (o/L) | (g/L) (Saat) (/L) (o/L)
A 3308 | ND | ND 120 553 - 1,00 - 18
B 3308 | ND | ND 216 3.25 - 0,905 | - 278
Thamnidiu c 4135 | 263 | 231 288 7,83 034 3 | 013 383
m elegans D 4135 | 268 | 223 288 9,01 040 | 1,90 | 008 211
CCF-1465 E 82,7 | 46,8 | 41,8 288 12,60 030 | 3,70 | 0,09 294
F 827 | 433 | 37,3 288 8.80 023 | 210 | 005 2338
G 3308 | 200 | 155 216 6,335 041 | 065 | 0,04 10,3
Aspergillus
niger B 3308 | ND | ND 168 437 - 0,09 - 2,06
NRRL 363
C.echinula G 3308 | 248 | 195 264 7,03 036 | 05 | 002 711
ta
ATHUM H 3308 | 233 | 199 264 7,97 040 | 07 | 003 8,78
4411
J 2630 | 20,1 | 156/ 408 4,60 03 0.1 6’;;1 217
P.ostreatus
K 526 | 431 | 285/ 408 6,70 02 0.1 3';1 1,49
Y lipolytica [ 4135 | 325 | 260 144 6,63 025 | 03 | 001 452
ACA-DC
50100 D L3 322 | 293 144 7,95 030 | 02 | 001 2,52

*:Mantar biyoreaktdrde biiyiitiildii, ND: Olgiim alimadi.

Tablo 5. 3: G ve H besiyerinde biiyiitiilen M.isabellina mantarina ait veriler.

T.Melas .
. . L Melas Miktar1 Inkiibasyon Siiresi
Mikroorganizma Besiyeri Miktar1
(/L) (Saat)
(9/L)
33,08 62,25 240
M.isabellina
62,25
ATHUM 2935 33,08 240
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Tablo 5. 4: G ve H besiyerinde biiyiitiilen M.isabellina mantarina ait lipid

verileri.
. . . So St Sc Biyokiitle Yxsc | Lipid Veri
Mikroorganizma Besiyeri Yuse
(g/L) (g/L) (g/L) (/L) (9/L) m (%)
M.isabellina G 25,0 41,5 36,0 10,5 0,3 4,74 | 0,13 | 45,14
ATHUM 2935 H 24,0 455 40,0 12,09 0,3 2,20 | 0,05 | 18,20

5.1.2. Lipid Fraksiyonlarinin Yag Asidi Kompozisyonu

Thamnidium elegans tiirii ile yapilan ¢alismalar neticesinde elde edilen lipid
analiz edildiginde oleik asit miktarinin fazla oldugu palmitik asit miktarmin da goz
ard1 edilemeyecegi belirtilmistir [Meng et al, 2009]. Mikrobiyal lipidin yag asidi
profilinin substrat olarak kullanilan seker tarafindan etkilendigi belirtilmistir
[Vicente et al, 2009]. Sukroz igeren besiyerinde biiyiitillen mantardan elde edilen
lipidin gama limolenik asit miktar1 fruktoz ve glukoz igeren besiyerinde biiyiitiilen
mikroorganizmadan daha fazla oldugu belirtilmistir [Papanikolaou et al, 2010].
Grubun c¢alisma neticesinde elde ettikleri maksimim gama linolenik asit miktari
sukroz sekerinden elde edilmis olup bu miktarin 510 mg/L (9,3 g/L toplam tek hiicre
yag asidinde) oldugu rapor edilmistir. Buna gére gama linolenik asidin toplam tek
hiicre yagina oran1 % 5,48 olarak belirtilmistir. Bizim T.elegans CCF-1465 susu ile
yaptigimiz ¢aligmada literatiirden [ Papanikolaou et al, 2010] farkli olarak stearik asit
miktar1 maksimum diizeyde ¢ikmistir (Tablo 5.5). B, D ve F besiyerlerinde inkube
edilen T.elegans mantarinda oleik asit olusumu gozlemlenmistir (Tablo 5.5). Bu
besiyerlerinden elde edilen gama linolenik asit miktar1 da diger besiyerlerindekine
gore fazla miktardadir (Tablo 5.5). Bu duruma zit olan biyoreaktdrde inkiibe edilmis
olan T.elegans ¢anlisinda gozlemlenmistir. Biyoreaktorde biiyiitiilen bu canlidan elde
edilen lipidin biiytik bir kismin kaprik, laurik ve gama linolenik asit olugturmaktadir.
Bu canlinin farkli besiyerlerinde inkube edilmesi neticesinde elde edilen palmitik asit
miktar1 da azimsanacak Olciide degildir. Tamponsuz besiyerinde (Besiyeri A)
tiretilen mikroorganizmadaki palmitik asitin toplam yag asidine orani tamponlu
besiyerinde (Besiyeri B) iiretilen mantara gore daha diistiktiir. Stearik asit miktar1 ise
besiyeri A’da inkube edilen T.elegans’ta daha fazla olmustur (Tablo 5.5). Besiyeri
A’da dretilen gama linolenik asit iiretilmedigi ya da oOlgiilemeyecek kadar az

miktarda tretildigi gozlemlenirken besiyeri B’de iiretilen mantardan elde edilen bu
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yag asidinin oran1 % 7,4’¢ yilikselmistir (Tablo 5.5). Bu besiyerlerindeki oleik asit
miktarlarin1 karsilastirdigimizda A besiyerinde inkube edilen mantarda oleik asit
iiretimi Ol¢lilemeyecek miktarda iken besiyeri B’deki mantarda bu yag asidinin orani
%7’ e yilikselmistir. Gama linolenik asit miktar1 bakimindan degerlendirildiginde ise
oleik Lipid fraksiyonlar1 icerisinde oleik asidin miktarinin fazla olmamasi bu
mantarlarin sentezlenmis olan oleik asidi etkili bir sekilde desaturaz edebildigini ya
da bu yag asidinin yeterince iiretilemedigini gostermektedir. Bellou tarafindan
yapilan ¢alisma sonucunda oleik asit miktarinin fazla miktarda oldugu belirtilmis ve
bu durumun desaturaz aktivitesinin diisiik olmasina baglanmistir [Bellou et al, 2012].
B besiyerinde inkube edilen T.elegans mantarindan elde edilen linioleik asit miktar1
daha yiisek olmustur. C, D, E ve F besiyerlerinde inkiibe edilen T.elegans
mantarindaki lipid fraksiyonunu inceledigimiz zaman palmitik asit, palmitoleik asit
ve stearik asit miktarinin yiiksek oleik asit miktarinin bu yag asitlerine gore diisiik
oldugunu gormekteyiz. Papanikolaou ve ekibi M.isabellina susu ile yaptiklar
calismada benzer sonuglart almislardir. Buna gore pektin iceren besiyerinde
biiytitiilen M.isabellina susu farkli lipid profili sergilemistir. Literatiire gore oleik asit
miktar1 az iken stearik, miristik ve gama linolenik (GLA) asidin miktarinin fazla
oldugu belirtilmistir [Papanikolaou et al, 2007]. T.elegans mantar1 ile yapilan
biyoreaktor ¢alismasindan elde edilen lipid profili de literatiirden farkli bir sekilde
olmustur. Elde edilen verilere gore kaprik, laurik asit ve gama linoleik asit miktar
yiiksek diizeyde iken stearik, oleik, palmtik asit miktarlar1 6lclilemeyecek diizeyde
gerceklesmistir.

Bizim yaptigimiz c¢aligmada T.elegans mikroorganizmasinin biyiitiildigii
besiyerlerinden A besiyeri tampon igermemektedir. Igerisinde mikroorganizmanin
biiyiimesi i¢in gerekli olan fosfat tuzlar1 mevcut degildir. B besiyeri ise bilylime
kosullarin1 barindiran bir besiyeridir. Bu besiyerlerinden elde edilen sonuglara
baktigimizda A besiyerinde biiyiitiilen mikroorganizmadan elde edilen stearik asit
miktar1 B besiyerinde elde edilen miktarlara gore ¢oktur (Tablo 5.5). Bu sonuglarla
paralel olarak A besiyerinden elde edilen gama linolenik asit miktar1 B besiyerinden
elde edilenden daha azdir. Inkiibasyon siirelerini karsilastirdigimizda B besiyerindeki
inkiibasyon siiresi daha uzun olmustur. A besiyerinde elde edilen palmitik asit

miktar1 ¢ok az olmustur (Tablo 5.5). Stearik asit ve gama linolenik asit miktarindaki
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degisimlere baktigimizda bizim elde ettigimiz sonuclar Bellou ve Nakahara’nin elde
ettigi sonuglarla ortiismektedir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada kullanmis oldugumuz tiim suslarda linoleik asit
miktar1 yok denecek kadar azdir. B, C, D, E, F ve G besiyerlerinde biiyiitiilen
T.elegans, H besiyerinde biiyiitilen Cunninghamelle echinulata, Mortierella
isabelline ve Yarrowia lipolytica tiirii mikroorganizmalarda linoleik asit yok denecek
kadar az iken gama linolenik asit (GLA) mevcuttur. Buna gore mucor sp. tiirtinde
oldugu gibi bu mikroorganizmalarda da desaturaz aktivitesinin linoleik asit lizerinde
yiiksek olabilecegini soyleyebiliriz (Tablo 5.5).

Calismis oldugumuz ¢ogu suslarda linoleik asit miktar1 yok denecek kadar az
iken gama linolenik asit miktar1 mevcuttur (Tablo 5.5). Sadece besiyeri A’da
biiytitillen T.elegans, Aspergillus niger ve G besiyerinde biiyiitiilen C.echinulata
mikroorganizmasinda gama linolenik asit tiretimi ger¢eklesmemistir (Tablo 5.5).
Aspergillus niger susunun biiylime evresini tamamlayamadigi i¢in bu sekilde bir
sonug elde edildigi diistintilmektedir.

C.echinulata mikroorganizmasi ile yapmis oldugumuz galisma neticesinde H
besiyerinde iiretilen mikroorganizmadan %7,4 (w/w) verimle gama linolenik asit
(GLA) elde edilmistir (Tablo 5.5).

Mortierella isabellina mantarindan elde edilen en iyi gama linolenik asit verimi
% 4,5 olarak belirlenmistir (Tablo 5.5).

Bizim elde ettigimiz sonuglara gore genel olarak palmitik asit ve stearik asit
miktarlar fazla ¢ikmistir.

Bizim Y.lipolytica ile gergeklestirmis oldugumuz ¢alismada en iyi gama
linolenik asit (GLA) verimi besiyeri H’dan elde edilmistir. bu tiirde stearik asit ve
palmitik asit miktar1 diger yag asitlerine gore yiiksek ¢ikmustir.

Elde ettigimiz verilere gore C.echinulata mantarinda palmitik ve oleik asit
miktar1 azaldiginda, Y.lipolytica mayasinda oleik ve palmitik asit azaldiginda ve
P.ostreatus sp. susunda palmitik ve stearik asit miktar1 azaldiginda gama linolenik
asit miktar1 artmistir (Tablo 5.5).

Kavadia ve ekibi tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada elde ettikleri sonuglara
gore miseldeki lipid miktar arttikca gama linolenik asit konsantrasyonunda azalistan
bahsedilmistir. Linoleik asit miktarinin gama linolenik asit miktarindan az oldugu

belirtilmistir. Bahsedilen bu durum T.elegans numunelerinde elde edilmistir. Buna
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gbre biyoreaktor, besiyeri B, besiyeri D, besiyeri F ve besiyeri C’den elde edilen
toplam lipit miktarlar1 (g/L) sirast ile 0,65; 0,90; 1,90; 2,10; ve 3,00 sekilndedir
(Tablo 5.5). Elde edilen gama linoilenik asit verimi ise sirasi ile 41,2; 7,4; 6,0; 4,3 ve
3,7 seklindedir (Tablo 5.5).

P.ostreatus mantarini biiylitmek i¢in kullandigimiz karbon kaynagi literatiirden
farkli bir kaynak olan melastir. Yapilan ¢aligma neticesinde literatiir verilerine ters
diisen sonuglar elde edilmistir (Tablo 5.5). Elde edilen verilere gore stearik asit
miktar1 ve palmitik asit miktar1 diger yag asitlerine gore yliksek ¢ikmistir. Linoleik
asit miktar1 yok denecek kadar azken literatiirden farkli olarak gama linolenik asit

tiretimi her iki besiyerinde de saglanmistir (Tablo 5.5).
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Tablo 5. 5:Farkli besiyerlerinde biiyiitiilen maya ve mantarlara ait lipid fraksiyon

verileri. Tabloda toplam yag asitleri igerisindeki fraksiyonlarin % miktar1
belirtilmistir. C18:3 GLA’nin toplam yag asidi i¢erisindeki % miktarini

gostermektedir.
Wt-%
Mikroorganizm | Besiyer | C10: | C12: | Cl4: | C15: | Ci16: | Cl1l6: | C17: | C18: | C18: | C18: | *Cl8:
a i 0 0 0 0 0 1 0 0 1 2 3
A - - - 2,6 - - 94,0 - - -
B - 048 | 0,15 14,5 - 0,85 | 69,6 7,0 - 74
C - - - 12,4 2,0 25 79,3 - - 37
T. elegans D - - - 13,2 25 2,7 72,9 2,8 - 6,0
CCF-1465
E - - - 10,8 12 1,0 82,2 - - 4,7
F . - - 123 | 84 - 71,6 34 - 43
G 3,6 55,0 - - - - - - _ _ 41,2
Aspergillus B - - - - 0,73 - - 99,0 - - -
niger NRRL
363
C. echinulata G 0,7 - 0,7 18,57 | 08 0,6 66,4 | 12,04 - -
ATHUM 4411
H 11 - - - 12,52 | 1,30 - 72,0 5,6 - 74
Mortierella G 0,1 - 0,7 - 1533 | 3,0 0,2 72,7 | 357 - 45
isabellina
ATHUM H - 0,5 - 16,30 | 3,0 - 743 | 2,30 - 3,60
2935
Yarrowia D 0,1 - - - 19,6 9,0 - 63,8 5,0 - 2,15
lipolytica
ACA-DC | - - - - 16,23 | 94 - 67,7 11 - 3,6
50109
Pleurotus 0,7 - - - 21,3 2,7 - 68,6 4,0 - 2,8
ostreatus sp. K - - - - 17,0 18,5 - 50,6 6,8 - 73

G’: Mantar biyoreaktorde biiyiitiildii.
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5.2. Yarrowia lipolytica Mayasi ile Sitrik Asit Uretimi

5.2.1. Elde Edilen Sitrik Asit Miktar1

Elimizde mevcut olan Y.lipolytica susu yaklasik %5 oraninda melas iceren
besiyeri ortaminda 144 saat boyunca inkube edilmistir. Silempe iceren besiyerinde
eser element slousyonu igeren besiyerine gore az da olsa verim yiiksek ¢ikmistir
(Tablo 5.6). Eser element i¢eren solusyondan elde edilen biyokiitle miktar1 6,63 g/1
iken bsilempe igeren besiyerinden elde edilen biyokiitle miktar1 7,95 g/L olarak
belirlenmistir (Tablo 5.6). Kullanilan seker miktarina gore elde edilen biyokiitle
verimi her ikisinde de %25 oraninda ¢ikmistir (Tablo 5.6). Olusan sitrik asit
miktaria bakildiginda ise silempe igeren besiyerinden elde edilen {iriin miktar1 daha
yiiksek c¢cikmistir (Tablo 5.6). Harcanan seker miktarina gore verim silempe igeren

besiyerinde daha yiiksektir (Tablo 5.6).

Tablo 5.6:1 ve D besiyerinde biiyiitiilen Y.lipolytica mantarina ait sitrik asit

verileri.
Melas Inkiibasyon Sitrik )
. . o Biyokiitle | Yxsc . Verim
Mikroorganizma | Besiyeri | Miktar So Se stiresi Asit Yease
(V) | (/L) (9/V) (%)
(g/L) (Saat) (g/L)
325 | 26,0 0,25
Y.lipolytica | 50 144 6,63 1,085 0,04 16,36
32,2 | 293 0,25
ACA-DC 50109 D 50 144 7,95 1,371 0,05 17,24

Yaptigimiz calisma neticesinde elde ettigimiz {irlin verimi diisiik olmustur.
Melasa uyguladigimiz 6n islem yetersiz geldiginden ya da C/N orami diisiik

oldugundan verimin diisiik oldugu diisliniilmektedir.

5.2.2. Elde Edilen Sitrik Asidin Saflastirilmasi

Elde etmis oldugumuz sitrik asidi kullandigimiz anyon rezini (Ambersep 900
OH, Fluka) ile kiiltlir besiyerinden saflastirdik. Kolonu hazirladiktan sonra ilave
etmis oldugumuz besiyerini 2 ml/dk hizla kolondan akittik. Topladigimiz
numunelerde sitrik asit konsantrasyonunu belirledikten sonra saflagtirmanin % 84, 70
oraninda oldugunu hesapladik. Kolona uyguladigimiz besiyerinin pH degeri 6,00
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olarak ol¢iilmiistiir. Sitrik asidin kolona baglanip baglanmadigin1 anlamak amaci ile
kolondan ¢ikan numuneye pH 6l¢timii gergeklestirdik ve bu degerin 12,00 oldugunu
belirledik. Kolondan gelen eliisyonlar1 zamana karsi topladik ve en yiiksek
konsantrasyonun 7.dk’da geldigini gézlemledik (Sekil 3.3, 3.4). Gelen eliisyonlarin
da pH degerleri ol¢iildii. 9.dk’daki eliisyonun pH degeri 2,05 olarak o6l¢iildi. Kati
sitrik asitten hazirlanmig olan sitrik asit standardinin (3,0 mg/ml) pH degeri de 2,22
olarak olctilmiistiir.

7.dk’da toplamis oldugumuz eliisyona ve hazirlamis oldugumuz sitrik asit
standardina IR spektrumu c¢ekildi ve iki spektrumun cakistigi gozlemlendi (Sekil

3.3). Bu da bize kolondan gelen numunenin sitrik asit oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5. 3: Anyon degistirici rezin kullanilarak sitrik asidin saflastirilmasi

100

70

50 4

-— 77— 71—
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Dalga boyu cm’

Sekil 5. 4:Sitrik asit sivi standart (1 mg/ml) ve 7.dk’da toplanmis numuneye ait IR
spektrumu; C.A Sv: Sitrik asit sivi standart (1 mg/ml), C.A 7 dk: Sitrik asit
numunesinin 7.dk eluati
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Sekil 5. 5: Sitrik asit saflagtiritlmasi; a) Soldaki sise kolona verilmeden onceki
numune goriintiisii, sagdaki sise kolndan ¢ikan numuneye ait goriintii, b) Sirasi ile
1.dk, 2.dk, 3.dk, 4.dk, 7.dk, 9.dk, 11.dk, 13.dk, 15.dk, 17.dk, 24.dk’da regineden
eliie edilen numune goriintiiler
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