. Galactomyces geotrichum TS61
iLE MELAS ORTAMINDA LiPiT URETIiMi

Ramazan ALTUN

Yiiksek Lisans Tezi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah
Biyoteknoloji Bilim Dah

Prof. Dr. Mesut Taskin

2019
Her hakki sakhdir



ATATURK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

Galactomyces geotrichum TS61 ILE MELAS ORTAMINDA
LiPIT URETIMI

Ramazan ALTUN

MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILiM DALI
Biyoteknoloji Bilim Dali

ERZURUM
2019

Her hakki sakhdir



ToCo «@5\‘ i 8’(/

ATATURK UNIVERSITESI
FEN BiLiIMLERi ENSTITUSU 3 C Y%
Pl =

TEZ ONAY FORMU “ ciogze 0%

Galactomyces geotrichum TS61 ILE MELAS ORTAMINDA LiPiT URETIMi

Prof. Dr. Mesut TASKIN danigmanliginda, Ramazan ALTUN tarafindan hazirlanan bu
calisma, J2/€%2019 tarihinde asagidaki juri tarafindan Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dal1 - Biyoteknoloji Bilim Dali’nda Yiiksek Lisans tezi olarak oybirligi /e

caklugu (3./3.) ile kabul edilmistir.

Bagskan Aj_&f’[, /ﬁf ,MWQL Lt ﬂl/d/-ﬁﬁ% B
Uye ﬁ@/ﬂf /{/lef)[/% TAKIN Imza ;

Uye i 00q¢04 SU(LOW J'\/L‘T\OCV_ Imza

Yukaridaki sonuc;

Enstitii Yonetim Kurulu .2.%./R2./28/2 tarihve $¢@. .. 63 ........ nolu

karari ile onaylanmustir.

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve bagka kaynaklardan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve fotograflarin kaynak
olarak kullanimi, 5846 sayil1 Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



OZET

Yiksek Lisans Tezi
Galactomyces geotrichum TS61 ILE MELAS ORTAMINDA LiPiT URETIMI
Ramazan ALTUN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Biyoteknoloji Bilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Mesut TASKIN

Mevcut calisma yiiksek oranda lipit biriktirme yetenegine sahip olan funguslarin
izolasyonuna ve en iyi lipit lireticisi izolatla melas ortaminda lipit iiretiminin optimize
edilmesine odaklanmistir. Melas ortaminda toplam 75 fungus izole edilmis, ancak
bunlarin 7 tanesinin yiiksek oranda lipit biriktirdigi tespit edilmistir. Bu 7 izolat arasinda
en iyi lipit ireticisi izolatin TS61 oldugu belirlenmis ve bu izolat 18S rRNA analizine
gore Galactomyces geotrichum olarak teshis edilmistir. Bu izolatla lipit iiretimi i¢in en
uygun kiiltlir kosullarinin %20 melas, 1.5 g/l amonyum siilfat, 1.5 g/LL KH2POg4, pH 6
ve 8 giinliik inkiibasyon siiresi oldugu bulunmustur. Optimal kiiltiir kosullar1 altinda
fungusun lipit konsantrasyonu 11.9 g/L, lipit igerigi ise %69.6 olarak tespit edilmistir.
Uretilen lipitin yag asitlerinin gogunlugunun ¢oklu doymamis yag asitlerinden meydana
geldigi belirlenmistir. Lipit igerisinde en yiiksek miktarda yer alan %23.67 yag asidi
Linoleik asit (C18:2) (Omega 6) ve bunun ardindan da %22.14’ liik igerigi ile Oleik asit
(C18:1) (Omega 9) olarak belirlendi. Fungusun diger yag asitleri Eicosadienoik asit
(C:20), Palmitoleik asit (C16:1), Stearik asit (C18:0), Palmitik asit (16:0),
Pentadekanoik asit (C15:0) ve Miristik asit (C14:0) olarak tespit edilmistir. Calisma
sonucunda, bu fungusun lipitlerinin insan gidasi olarak kullanilabilme potansiyeli ortaya
cikarilmistir.

2019, 46 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Galactomyces geotrichum, melas, lipit tiretimi, optimizasyon



ABSTRACT

Master Thesis
LIPID PRODUCTION IN MOLASSES MEDIUM WITH
Galactomyces geotrichum TS61
Ramazan ALTUN

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Molecular Biology and Genetic
Biotechnology Science

Supervisor: Prof. Dr. Mesut TASKIN

The present study focuses on the isolation of molds with a high rate of lipid deposition
and on optimizing lipid production in molasses medium with the best lipid producer
isolate. A total of 75 molds and yeasts on molasses medium, but 7 of them were found
to accumulate high levels of lipid. Among these 7 isolates, TS61 was the best lipid
producing isolate and this isolate was identified as Galactomyces geotrichum according
to 18S rRNA analysis. The best culture conditions for lipid production with this isolate
were found to be 20% molasses, 1.5 g / L ammonium sulfate, 1.5 g/L KH2POa, pH 6
and 8 days incubation time. The majority of the fatty acids of the lipid produced were
determined to be polyunsaturated fatty acids. Linoleic acid (C18: 2) (Omega 6)
(23.67%) had the highest amount (23.67%) in the lipid, followed by Oleic acid (C18: 1)
(Omega 9) with 22.14% content. Other fatty acids of the mold include Eicosadienoic
acid (C: 20), Palmitoleic acid (C16: 1), Stearic acid (C18: 0), Palmitic acid (16: 0),
Pentadecanoic acid (C15: 0) and Myristic acid (C14: 0). As a result of this study, the
potential of lipids of this mold to be used as human food was revealed.

2019, 46 Pages

Keywords: Galactomyces geotrichum, molasses, lipid production, optimization
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1. GIRIS

Enerji diinya iizerinde yasam ile ekonomik dongiilerin devamliligi ve insan tiiriiniin
gereksinimlerinin kargilanmasi noktasinda oldukc¢a onemli bir konuma sahiptir. Diinya
lizerinde insan popiilasyonun ve yasamsal gereksinimlerinin git gide artmasi ile enerji
tiiketimi de son donemlerde yogun bir artis gostermektedir. Enerjiye olan ihtiyacin
artmasi, hem kullanilan kotii enerji kaynaklari dolayisiyla gevresel problemlere yol
acmakta hem de daha temiz enerji kaynaklari ile bu tiiketimin dengelenmesini gerekli
kilmaktadir. Bu durum iilkelere ait bir problem olmanin ¢ok 6tesinde, adeta kiiresel bir

probleme doniismektedir (Yasar, 2008).

Diinya da kullanilan enerjinin biiyiik cogunlugu fosil yakitlardan karsilanmaktadir. %85
gibi bir kullanim oranina sahip olan fosil yakitlar; komiir, petrol, dogalgaz gibi enerji
kaynaklaridir. Bu yakitlar kullanildiginda havadaki oksijen ile birleserek CO2 veya CO
gazlari ortaya ¢ikmakta, igerisinde eser miktarda bulunan kursun, kiikiirt vb elementler
de ayni sekilde bilesikler olusturmak suretiyle insan sagligini tehdit eder nitelikler arz
etmektedir. Bu lrilinlerin atmosferde birikmesi sonucu hem insan hayat1 hem de diger
canlilarm yasami iizerinde olumsuz kosullar olusmasi kaginilmaz olmaktadir (Unalan,
2012). Atmosferde birikimi s6z konusu olan bu gazlarin insanlarda solunum yolu
hastaliklarindan kansere kadar pek ¢ok hastaliga davet ¢ikardigi goriilmektedir (ATSDR
1995, Benbrahim-Tallaa et al. 2012).

Fosil yakitlara ek olarak kullanim dahilinde olan bir diger enerji kaynag: ise niikleer
enerjidir. Bu enerji kaynagi, maliyet bakimindan pahalilik arz etmesi ve olas1 bir kaza
durumunda c¢evreye verecegi tahribatin geri donilisimiiniin olmamasi nedeniyle
alternatif enerji kaynaklar1 arayisini ortaya g¢ikarmaktadir (Pamir, 2003). Enerjiye
duyulan ihtiyacin artmasi, kullanimi dogrultusunda ortaya ¢ikan olumsuz kosullar ve bu
enerjilerin eldesi noktasinda iilkelerin maddi anlamda disa bagimli hale gelmeleri;

alternatif enerji kaynaklarini ¢ok daha cazip bir konuma tasimaktadir.



Giines enerjisi, riizgar enerjisi, jeo-termal enerji gibi ¢evreye zarar vermeden enerjisi
eldesi saglayan alternatif enerji kaynaklar1 arasinda son dénemde en ¢ok dikkati lizerine
¢eken enerji kaynagi biyodizeldir (Savin 2003, Helwani et al. 2009). Cevre {izerinde
olusturdugu olumsuzluklar son derece az olan, elde edilis maliyeti fazla olmayan ve
kolay bir sekilde iiretimi saglanabilen bu enerji kaynagi bilim diinyasi tarafinca da
siklikla onerilmektedir (Yasar,2008; Akgiin et al. 2009; Demirbas, 2009; Mata et al.
2010). Biyolojik atiklar kullanilarak enerji eldesi saglayan bu yonteme kullanilmig
tirlinlerin geri doniisiimiinii saglamasi dolayisiyla yenilenebilir enerji de denilmektedir

(Helwani et al. 2009).

Biyodizel, bitkisel, atik veya hayvansal kaynakli yaglarin alkol ve uygun bir katalizorle
reaksiyona girmesi neticesinde ortaya c¢ikan bir enerji lirliniidiir. Bu enerji {riinii
karbondioksit emisyonlarini azaltabilen, toksisitesi olmayan, kolay elde edilebilen, en

onemlisi de yenilenebilir olan bir enerji kaynagidir (Atadashi et al. 2010).

Biyolojik olarak kolay parcalanabilen bu yakit kaynagi, yandiginda petrol kaynakli
yakitlar gibi zararli gazlarin salinimina neden olmamakta ve atmosferde birikmesi gibi
bir duruma sebebiyet vermemektedir. Aciga ¢ikardigi partikiiler yapilar ise fosil yakitlar
ile kiyaslandiginda son derece azdir. Yakitin kalitesini belirleyen 1s1l deger, viskosite
gibi parametreler bakimindan da biyodizel yakitlar, fosil yakitlarin niteliklerine son
derece yakin nitelikler sergilemektedir. Sahip oldugu nitelikler neticesinde igerisinde
kullanildig1 motorlarin kullanim Omiirlerini uzatmasi, motorun 6zgiin niteliklerinde
tyilesmeler meydana getirmesi ise biyodizeli daha dikkat ¢ekici hale getirmektedir
(Demirbas 2008; Tan et al. 2010; Mata et al. 2010). Biyodizel motorlarda kullanilirken
saf halde veya diger petrol kaynakli yakitlarla karistirmak suretiyle kolaylikla
kullanilabilmektedir (Cengelci et al. 2011).

Biyodizel iiretimi saglanirken bitkisel olarak kanola, soya, aygicegi gibi yaglardan
faydalanilabilecegi gibi hayvansal kaynakli lipitler de iiretimde yer alabilmektedir.
Biyodizel iiretimi i¢in lipit kaynagi olarak Avrupa kanola yagini tercih ederken,

Amerika ise soyadan elde edilen yag1 kullanmaktadir. Bu lipitler temelde gliserol ve ii¢



yag asidi iceren bir ester olan trigliseridlerden olugmaktadir. Bu yaglardan yakit
eldesinde trigliseridlerin kullanildig: transesterifikasyon metodu en sik kullanilan metot
olarak goriilmektedir. Bu olayda yag bilesenleri katalizér yardimiyla kisa zincirli bir
alkol ile birlikte tepkimeye girmekte ve sonucta gliserol ve yag asidi metil esterleri elde
edilmektedir. Elde edilen iirlinler igerisinde yer alan metil esterlerin ise, biyodizel
niteligi tasimakta oldugu ifade edilmektedir (Chisti 2007; Beopoulos et al. 2011,
Alptekin and Canake¢1 2011).

Biyodizelin yayginlastirilmasi, diinya genelinde kullaniminin tesvik edilmesi son dénem
kosullar1 g6z oniine alindiginda son derece onemli hale gelmistir. Bu dogrultuda pek
¢ok iilke (Avusturya, Almanya, Fransa, italya, Norveg, Polonya, Cek Cumhuriyeti gibi)
biyodizelin vergiye tabi olmamasina dair yasal diizenlemelerde bulunmustur (Cengelci

etal. 2011).

Ticari olarak ilk kez Avusturya’da iiretimi saglanan biyodizelin 1988 yilindaki
tretiminin ardindan 1991 yilinda da ilk ticari dretim tesisinin kurumu
gerceklestirilmistir. Endiistriyel dlgekte iiretimi ise 1992 yilindan bu yana hem Avrupa
Birligi iilkelerince hem de Amerika tarafinca gerceklestirilmektedir. Diinyadaki
biyodizel yakitlarin iiretim kapasitesi genel olarak 20 milyar litre olarak belirlenmistir.
Avrupa Birligi tilkelerinin bu iiretim skalasinin {izerine dahi ¢ikabildigi goriilmiistiir. En
yiiksek oranda iiretim yapabilen iilkeler arasinda Almanya, Ispanya, Italya ve Fransa’nmn

yer aldig1 goriilmektedir (DEKTMK 2011; Alptekin and Canakg¢1 2011).

Biyodizelin Tiirkiye’ye girisi 2000’1i yillarin ilk donemlerine denk gelmektedir. Enerji
ve Tabii Kaynaklar Bakanligi’nin projesi dogrultusunda yatirimcilarin biyoenerji ile
tanismas1 ve bu dogrultuda biyodizel tesislerinin kurulumu saglanmistir. 200’tin
tizerinde biyodizel iiretimi yapan tesis varlifina sahip Tiirkiye’de bu tesislerin ¢ogu
yerli hammadde eksikligi dolayisiyla kapanmak durumunda kalmistir. Bu tesislerin
iiretim kapasitesinin 1,5 milyon ton civarinda oldugu belirtilmektedir. Ulkemizde yerli

tarim iriinleri kullanilarak biyodizel tiretimi yapilabildigi gibi (DEKTMK 2011), atik



yaglarin geri doniisiimii amaciyla da biyodizel eldesinin saglanabildigi ¢aligmalarin da

varligindan soz edilebilmektedir (Alptekin and Canakci 2010; Isler et al. 2011).

Mikroorganizmalar, giiniimiiz diinyasinda pek ¢ok amagla kullanilabilmektedir. Bu
amaclar arasinda rekombinant protein eldesi, antibiyotik, insiilin {iretimi, organik
asitlerin, polisakkaritlerin tiretimi, etil alkol eldesi gibi ¢esitli maddelerin sentezi yer
almaktadir (Bennett 1998; Adrio and Demain 2003; Gellissen 2005). Biyodizel
yakitlarin hammaddesi olarak kullanilan lipitlerin iiretiminde de mikroorganizmalarin
roliinlin biiylikliigli yadsinamaz bir gercektir. Bu canlilarin iirettigi lipitlere tek hiicre

yagi1 (Single cell oils) da denilmektedir (Fakaset al. 2009).

Mikroorganizmalar igerdigi lipit skalasi bakimindan bitkilerin sahip oldugu lipitlere
yakinlik arz etmektedir. Trigliseridler hem bitkilerde hem de hayvanlarda hiicre
icerisindeki baskin lipit portfoyiinii olusturmaktadir. Bu yilizden bitki ve hayvanlardan
elde edilen lipitler biyodizel tiretimi i¢in ideal hammadde olarak nitelendirilmekte ve
kullanilmaktadir (Meng et al. 2009; Fakas et al. 2009; Hall et al. 2011; Beopoulos et al.
2011). Biyodizel hammaddesi olarak lipit eldesinde mikroorganizmalarin kullanimi ise
kiiltiire edilmelerinin kolay olmasi, ucuz substratlar kullanilarak gelisimlerinin
saglanabilmesi, kapladiklar1 yerin az olmasi ve kisa zamanda yiiksek oranda verim
saglayabiliyor olmalar1 gibi pek ¢ok avantaja sahiptir (Li et al. 2008; Amaretti et al.
2010).

Biyodizel hammaddesi olarak  kullanilan lipitlerin  dretimini  saglayacak
mikroorganizmalarin  se¢iminde, Ozellikle igeriginde yiikksek miktarda yag
depolayabilenlerden faydalanilmaktadir. Biyodizel iiretiminde kullanilan mikrobiyal
lipitleri yiiksek miktarda iiretebilen oleaginous mikro canlilar1 biyodizel iiretimine giden
yolda kaynak olarak kullanilan mikrobiyal lipitlerin iireticisi olarak tercih edilmektedir
(Khot et al. 2012). Bakteriler, mantarlar, mikroalgler veya mayalar gibi mikro canlilarin
ornegi oldugu oleaginous mikroorganizmalar kendi kuru agirliklarinin %20’sinden
fazlas1 lipitlerden olusmaktadir. Diger mikro canlilara kiyasla daha hizli ¢ogalma

niteligi tasiyan oleaginous bakterilerin  (Arthrobacter sp. ve Acinetobacter



calcoaceticusgibi) yapilarinda diger canli gruplarina kiyasla daha diisiikk oranda lipit
ihtiva ettigi kaydedilmistir (Meng et al. 2009; Amaretti et al. 2010). Ayn1 amagla
iceriginde yiliksek miktarda yag biriktirebilen mikroalglerin de kullanimi s6z konusudur.
Bu dogrultuda fotosentetik oleaginous mikroalglerinin (Botryococcus sp., Chlorella sp.,
Dunaliella primolecta, Nitzschia sp. Schizochytrium sp., Nannochloris sp. gibi) lipit
tiretiminde kullanimi s6z konusu oldugunda 151k ve CO2 girisinin saglanabildigi
sistemlerden faydalanilmaktadir (Chisti 2007). Botryyococcus ve Schizochytrium gibi
mikroalg cinsleri kuru biyokiitlelerinin  %70’inden fazla yag depolayabilen
mikroorganizma tiirleridir (Guschina vd., 2006). Diger taraftan Mikroalglerin biyodizel
tiretimi amaciyla yapilan kapali sistemlerinin ¢ok pahali olmasi, yiiksek miktarda suya
ithtiyaglar1 olmasi, liremelerinin mevsimsel kosullara dayali olarak farklilik gostermesi,
acik sistemlerinin de kontrol edilebilirliginin zorlugu dolayisiyla bu canlilarin

kiiltiirtiniin yapilmasi son derece zor olmaktadir (Chisti, 2007; Queiroz et al. 2011).

Birkag bakteri tiirlin uygun sartlar saglandiginda biyodizel {iretimine yararh
triagilgliseroller iretmektedir (Alvarez ve Steinbiichel, 2002). Bu oleaginous bakteri
tiyeleri genel olarak Rhodococcus, Mycobacterium, Nocordia Streptomyces ve
Gordonia gibi triagilgliserol iireten bakteri cinsleri arasinda yer almaktadir. Bu bakteri
tirlerinin irettigi yag asidi igerigi stearik asit (C 18:0), palmitik asit (C 16:0) ve oleik
asit (C 18:1)’tir (Kurosawa vd., 2010). Ayrica bakterilerinin irettigi bazi yag asidi
igerigin diger mikrobiyal kaynaklardan elde edilen yag asidi ig¢eriginden farkli oldugu
icin biyodizel iiretim siireglerinde fazla tercih edilmemektedir. Ciinkii bakteriler daha
cok doymamis yag asitleri ve dallanmis zincirli yag asitleri gibi ¢ok 6zel yaglar

tiretmektedirler (Li vd., 2008).

Oleaginous mayalarin sentezledikleri lipitlerin sagladiklart enerji degerleri ve lipit
kompozisyonlarinin hayvansal ve bitkisel yaglarla benzer o6zellikler gosterdigi
bulunmustur. Mayalar bakterilerden daha yavas {rliyor olsalar da diger
mikroorganizmalara kiyasla iyi bir iireme hizina sahiplerdir. Mayalar, ¢ok kisa bir
stirede lipitleri sentezleyebilir ve liremeleri mevsimlerin degismelerinden etkilenmez (Li

vd., 2006). Aymi zamanda igeriginde lipit biriktirme kapasitesi bakimindan diger



mikroorganizmalara kiyasla mayalar ¢ok daha iyi nitelikler sergilemektedir. Organik
maddelerin karbon kaynagi olarak kullanilacagi biyodizel iiretim c¢aligsmalarinda
mayalarin kullaniminin ¢ok daha verimli oldugu belirtilmektedir (Voltolina et al. 1999;
Li et al. 2007; Queiroz et al. 2007; Vicentea et al. 2009).

Biyodizel iiretiminde kullanilan mikroorganizmalarin biiylik kismi mayalardan
olusmaktadir. Oleaginous maya fiyeleri genel olarak Candida, Rhodosporodium,
Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon, Lypomyces ve Yarrowia cinsleri olarak ifade
edilmektedir. Bu maya tiirlerinin biiyiik bir kismi 37°C’nin dstii sicaklik olan
ortamlarda yasayamazlar (Ratledege, 2005). Bakterilerde %20 olan yag orani bu cins
mayalarda genel olarak %40 oranlarinda seyretmektedir. Uygun kosullarin (yliksek
karbon, diisiik azot varliginda) saglanmasi durumunda bu oramin %70’in iizerine
cikabildigi belirtilmektedir. Bu canlilar temelde ortamdaki yiliksek muhteviyatli sekeri
yaga doniistirmektedir. Bu isleme lipogenis denilmektedir (Amaretti et al. 2010;
Beopoulos et al. 2011). Biyoteknolojik ¢alismalarda en ¢ok tercih edilen mayalardan
biri olan Yarrowia lipolytica, oleaginous maya tiirii olarak en iyi yag sentezi yapabilen
bir mikroorganizmadir (Beopoulos vd., 2009). Ayrica bu bu maya tiirli model bir
organizma olarak genetik caligmalarin gelistirilmesinde kullanilmaktadir (Fickers vd.,
2005).

Bu mikroorganizmalarin hiicrelerinde en fazla bulunan yag asitlerinden bazilari; stearik
asit (C 18:0), palmitoleik asit (C 16:1), linoleik asit (C 18:2), oleik asit (C 18:1) ve
palmitik asittir (Cheirsilp vd., 2011). Mayalarda lipit {iretimi i¢in hazirlanan kiltiir
ortaminda ki karbon-azot orani, organik tuzlarin ve iz elementlerin orani bu mayalarin

tirettigi lipit miktari tizerinde etkililerdir (Mainul vd., 1996).

Mayalarin ihtiva ettigi lipit i¢eriginin artirilmasi amactyla dikkat edilmesi gereken bir
diger kosul ise sicakliktir (Rossi et al. 2009). Bu durumun en iyi 6rnegi termofilik
mayalarin ¢ok daha yiiksek lipit igerigine sahip olmasidir (Shivaji et al. 2008; Rossi et
al. 2009). Sicakligin yalnizca iiretim kapasitesini degil, ayn1 zamanda iiretilen lipitin

profilini de etkiledigi bilinmektedir. Termofilik mayalarin trettigi lipitlerin yiiksek



oranda doymus yag icerdigi, psikrofilik mayalarinkinde ise doymamis yag iceriginin
yiikksek oldugu dikkat ¢ekmektedir (Shivaji and Prasad, 2009; Rossi et al. 2009).
Biyodizel iiretimi i¢in ihtiya¢ duyulan mayalar, tatli sularda, toprakta ve deniz gibi
dogal alanlarda bulunabilirler (Ratledege, 2005). Mayalar, diisiik sicaklik altinda, derin
okyanus sular1 ve oksijen miktarinin az oldugu ekstrem kosullarin bulundugu alanlarda

yasayabilirler.

Bazi funguslarin 6zellikle filamentli funguslarin biyodizel {iretiminde hammadde olarak
kullanilmasina  yonelik ¢alismalar  yapilmistir.  Humicola lanuginosa, kuru
biyokiitlesinin %75’1 oraninda yag tretmistir (Adachi vd., 2011). Yiiksek oranda yag
tiretebilen bir diger fungus tiirti ise Mucor circinelloides’tir (Li vd., 2011). Zygomcetes
smifindan bir fungus olan Mucor circinelloides, biyodizel hammaddesi olarak
triagilgliserol sentezledigi ve iizerinde ¢okca ¢alismalarin yapildig: bir tiirdiir (Vicente
vd., 2009). Mucor circinelloides, Ticari mikrobiyal lipit tiretimi ¢aligmalarinda ilk
kullanilan bir fungus tiiriidiir (Ratledege, 2004).

Galactomyces geotrichum dimorfik, oleaginous ozellige sahip maya-kiif geciskenligi
gosteren dimorfik bir fungus tiiriidiir. Ayrica bu mikroorganizma tiirii patojen olmayip,
cevre korunmasi i¢inde kullanilmaktadir. Ciinkii; baz1 yiiksek diizeyde zararli maddeleri
pargalama yetenegine sahiptir. Bu maddelerden biri DDT (1,1,1-triklor-2,2-bis (4-
klorofenil) etan)’ dir. Bu maddenin gevre tizerinde toksik etkileri vardir (Tian et al.,
2015). Galactomyces geotrichum uygulanabilecegi alanlardan biri de tarimdir.
Galactomyces geotrichum fosforun kaya fosfatlarindan ¢6ziinmesini saglar ve bitkilerin
fosfat ihtiyaglarini karsilamak tizere biyogiibre olarak kullanilabilir (Yingben et al.,
2011).

Biyoteknolojik calismalarda kullanilan G. geotrichum ¢oklu doymamis yag asitlerini
sentezleyebilen bir fungus tiiriidiir. Bilim insanlari, peynirden birden ¢ok sus izole
etmislerdir (Majcher et al., 2014). Ayrica bu fungus tiiriiniin sentezledigi yag asitlerin
omega-6 ve omega-9 yag asitleridir ve insan sagligi acisindan ¢ok onemlidirler. Son

yillarda yapilan bilimsel c¢aligmalarda besin maddelerinin kronik hastaliklarin



Oonlenmesinde, tedavi edilmesinde ve sagligimizin korunmasinda etkili oldugu
gdsterilmistir (Coskun, 2005). En 6nemli besin gruplarindan biri yaglardir. insan besin
maddesi olarak ¢cok onemli bir role sahip olan yaglar, kan lipit {izerinde ki rolleri,
yiiksek enerji kaynagi olarak kullanilmasi ve omega-3 yag asitleri igermeleri nedeniyle
cok onemlidirler (Cakmak¢1 ve Kahyaoglu, 2012). Ayrica omega-3 serisinden ¢oklu
doymamis yag asitlerin insanlarda kanserin, damar sertliginin ve koroner kalp

hastaliklarinin 6nlenmesinde biiyiik bir role sahiptirlerdir (Lopez-Ferrer ve ark. 1999).

Insan viicudunda sentezlenmeyen omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin gidalarla
disardan yeterli diizeyde alimmasi sonucunda kalp krizi riskinin azaldigi yoniinde
gozlemler yapilmistir (Leaf ve Kang 1998, Ceylan ve ark. 1999). Omega-3 serisinden
coklu dogmamis yag asitleri insan sagligi acisindan ¢ok onemlidir. Coklu doymamis
yag asitleri gelisme ¢agindaki ¢ocuklarda biiylimenin uyarilmasi, erken donemde beyin
ve hiicrelerinin geligsmesi, kalp hastaliklarinin 6nlenmesi ve bazi deri hastaliklarinin
onlenmesin de biiyiik rol oynadiklar1 ortaya ¢ikmistir. Yapilan ¢aligmalarda omega-6
yag asitlerinin prostaglandin E2 ‘nin diizeyin arttirdig1 ve bu hormonun kemik gelisimini
baskiladig1 gortilmistiir. Omega-3 prostaglandin E> hormonun salinimini baskilamasi
sonucunda kemik gelisimini olumlu yonde etkiledigini gérmiislerdir (Simopoulos 1991,
Leskanich ve Noble 1997, Watkins ve ark. 1996, Horrocks ve Yeo 1999, Watkins ve
ark. 2001). Omega-3 tiiketimi ¢ocuklarda zeka gelisimini, depresyondaki insanlarin ve

kanserli hastalarinin tedavisinde olumlu yonde etki etmistir.

Saglikli beslenme agisindan omega-3 ve omega-6 arasindaki oran da onemli bir yere
sahiptir. Bu oranm 1:1 ile 4:1 olmasi 6nerilmektedir. Ingiliz beslenme vakfinin
verilerine gore yetiskin bir insanin giinde 1.25 gr omega-3 yag asidi tiiketmesi ile daha
saglikl bir hayat stirdiirmesine olanak saglar. Cilinkii omega-3 yag asitleri kalp ve damar
rahatsizliklarini azaltmaktadir (Ayerza ve ark. 2002). Dengeli beslenen toplumlar diger
toplumlara gore daha az kalp ve damar rahatsizliklar1 gibi hastaliklara yakalanirlar.
Yaglar, insanlar i¢in dnemli bir enerji kaynag1 olup, kadinlarda cinsiyet hormonlarinin

caligmasinda, hiicre ve beyin zarlarmin yapisinda ve organlarin zedelenmelerinin



onlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar (Leaf ve Weber 1988, Barlow ve Pike 1991,
Senkdyli 1999a).

Diinyada artan insan poplilasyonu ve sanayilesme siireci dolayisiyla tiiketim
fazlaligindan dogan atik maddelerin de hizli bir artis egiliminde oldugu goriilmektedir.
Atik maddelerin hizli artig1 ¢evreSel sorunlarin ortaya ¢ikmasinda pay sahibi olmakla
birlikte, ayni zamanda ekonomiye de oldukg¢a zarar vermektedir. Bu atik maddelerin
geri doniisiim ile ¢evreye faydali olacak sekilde yeniden kazandirilmalari pek g¢ok
acidan biiyilk dneme sahip olmaktadir. Son donemde yapilan bilimsel ¢aligmalar da
biyodizel kaynagi olarak kullanilabilen mikrobiyal lipitlerin bu atik maddelerin substrat
olarak kullanilarak iiretilebilecegini gostermektedir (Huang et al. 2009; Karatay and
Donmez, 2010; Hall et al. 2011; Huang et al. 2012). Bu nedenle atiklarin
degerlendirilebilmeleri ve geri doniisiimleri ¢evresel ve ekonomik agidan son derece
onemli olacaktir. Bu dogrultuda, arastirmacilar son zamanlarda melas gibi organik
atiklarin mikrobiyal c¢alismalarda biiylime substratt olarak kullanilmasiyla sadece
ekonomik kazan¢ saglanmayacagin1i ayni zamanda g¢evre kirliligi probleminin

azaltilmasina da katki yapabilecegini ileri siirmektedirler.

Melas; seker endiistrisinde seker pancari ve seker kamisindan seker liretimi sonucu
ortaya ¢ikan atik bir tiriindiir. Seker pancart melasinin (SPM) igerigi esas olarak %23-26
su, %47-48 seker, %9-14 mineral maddeler (Mg, Mn, Al, Fe ve Zn) ve %8-12 de azotlu
bilesiklerden (aminoasit, protein vb.) olusmaktadir. Ayrica yapisinda vitaminleride
icermektedir. Zengin besinsel iceriginden dolayida mikrobiyal calismalarda iyi bir
biiyiime substrati olarak kabul edilmektedir (Kalogiannis et al., 2003; Survase et al.,
2007; Yilmaztekin et al., 2008). SPM giiniimiizde mikroorganizmalar vasitasiyla etil
alkol, polisakkarit, karotenoid, enzim, laktik asit, sitrik asit, tek hiicre proteini gibi
degerli {irlinlerin tiretiminde kullanilmaktadir (Ergun and Mutlu, 2000; Kalogiannis et
al., 2003; Liu et al., 2008; Razmovski and Vucurovic, 2011; Taskin et al., 2012).
Benzer sekilde, SPM oleaginous mayalardan yag bakimindan zengin biyomaslarin
iiretilmesinde de kullanilabilir. Ozelliklede melasin yiiksek karbon ve diisiik azot igerigi

gdz Oniline alindiginda bu varsayim daha da giiclenmektedir. Cilinkii daha oncede
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bahsedildigi gibi yiiksek karbon ve diisiik azot oranli kiiltiir ortamlar1 oleaginous
mayalarda yag igerigini artirmaktadir (Amaretti et al., 2010; Beopoulos et al., 2011).

Ulkemizde Erzurum, Konya, Amasya, Ankara, Kars gibi birgok sehirde bir ¢cok seker
fabrikas1 bulunmaktadir. Bu fabrikalarin ¢ogunda seker tiretimi igin hammadde olarak
seker pancar1 kullanilmaktadir. Ulkemizdeki seker fabrikalarinda yan iiriin olarak melas
tiretilmektedir. Melas lilkemizde dogrudan hayvan yemi olarak degerlendirilebildigi gibi
etil alkol, sirke, hamur mayasi ve yemlik maya, lretiminde de kullanilabilmektedir
(Tiirkseker, 2011). Bahsedilen kullanim alanlar1 disinda, melas {ilkemizde pek fazla
uygulama alan1 bulmamaktadir. Dolayisiyla mikrobiyal lipit iiretiminde melasin
mikroorganizmalar icin substrat olarak kullanilmasi melasin ekonomimize

kazandirilmas1 agisindan 6nem arz edecektir.

Bu ylizden mevcut ¢alismada, topraktan izole edilen maya yada kiifler ile melas igeren
kiiltiir ortaminda mikrobiyal lipit liretiminin gergeklestirilmesi, lretilen lipitlerin yag
asidi kompozisyonunun belirlenmesi ve bu sayede lipit veya insan gidasi olarak

kullanilabilme potansiyelinin ortaya konulmas1 amaglanmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Literatiirde mikroorganzimalarin insan gidasi veya biyodizel hammaddesi olarak
kullanilabilme potansiyeline sahip lipitleri lirettigi belirtilmektedir. Mikrobiyal lipitlerin
tiretiminde ise ucuz organik atiklar siklikla substrat olarak kullanilmaktadir. Diger
taraftan, yapilan caligmalarda kiiltlir kosullarinin (oksijen konsantrasyonu, sicaklik, pH,
inkiibasyon siiresi vb) ve besinsel faktorlerinde (karbon ve azot kaynaklari) lipit
tretimini artirdigi belirtilmektedir. Mikrobiyal lipit iiretimiyle alakali olarak yapilan

calismalarin bazilar1 asagida verilmistir.

Li et al. (2007) kullandiklar1 Rhodosporidium toruloides Y4 mayasinin iiretecegi lipit
ve biyomas oranini artirabilmek icin 100 ile 400 g/L arasinda degisen oranlarda glukoz
kullanimi1 ile Kesikli-beslemeli bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Kesikli gogaltim
kaynakli uygulamalarinda 150 g/L glukoz igeren besiyerinde en yliksek verimli lipit
tiretimi ve biyomas oranlarma ulastiklar1 kaydedilmistir. Ancak bu noktadan sonra
artirtlan glukoz oranlarmin mayalarin tretecegi lipit ve biyomas miktarlar1 tizerinde
olumsuz bir etkiye neden oldugu kaydedilmistir. Kesikli-beslemeli olarak yapilan bir
diger kiiltlir uygulamasinda ise inkiibasyon siiresi 25 giin siirmiis, kuru biyomas degeri
151 g/L olarak hesaplanirken, lipit derisimi %48 olarak bildirilmistir. Bu uygulamanin
134. saatinin bitisiyle birlikte 16 ve 18 karbon atomu uzunlugunda yag asitlerinin
sentezlendigi belirlenmistir. Bu yag asitleri ise, miristik (C 14:0), palmitik (C 16:0),
palmitoleik (C 16:1) ve linolenik (C 18:2) asit olarak kaydedilmistir (Li et al. 2007).

Nisasta atik suyuyla yapilan bir ¢alismada Rhodotorula glutinis mayasinin kullanimi
saglanmistir. Bu maya tiirii 30-37°C sicakliga sahip ortamda kiiltiire edilerek hiicre artig
orani ile lipit liretimi seviyeleri degerlendirilmistir. Gergeklestirilen ¢calismada 5 litrelik
fermentasyon tanklarinda mayalarin 60 saat siireyle kiiltlire edilmelerinin ardindan 60
g/L oraninda biyokiitle eldesi, %30 oraninda da lipit birikimi saglanmistir. Kullanilan
maya tiirtiniin optimum gelisim sicakliginin 30°C oldugunun belirlendigi bu ¢aligmada
300 litrelik pilot fermentasyon tanklarinda ise steril kosullar ile pH optimizasyonu

saglanmaksizin, %35 oraninda lipit birikimi elde edilirken, biyomasin 40 g/L oldugu
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tespit edilmistir. Transesterifikasyon yapimimin ardindan ise %90 oleik asit, %10
oraninda ise palmitik asit eldesi saglanmig, bu yapilarin biyodizel {iretiminde

kullanilabilir oldugu ifade edilmistir (Xue et al. 2010).

Woodbine (1995) yaptig1 ¢alismada oleaginous mikroorganizmalarinin yag iceriklerinin
degisiminde yalnizca yiliksek karbon, sinirli azot oranlarinin etkili olmadigini ortaya
koymustur. Azot haricinde fosfat, magnezyum, demir, siilfat gibi inorganik maddelerin
veya vitaminlerin de kiiltiir igerisindeki oranlarinin mikroorganizmalarin yag biriktirme

oranlarinda etkili oldugu kaydedilmistir.

Yapilan baska bir ¢alismada bilim insanlar1 Galactomyces geotrichum’u atik su aritma
sistemlerinde gézlemlemisler ve ¢amurlu sudan izole etmislerdir. Bu ¢alismada suyun
bozulma siirecini ¢esitli kiiltiir kosullar1 altinda incelemek ve organik bilesiklerinin
mantarlarin biiylime oranlari tizerinde ki etkisini tespit etmek amaglanmistir (Matos et
at., 2012).

Rhodotorula glutinis mayasmin kullanildigi bir baska g¢alismada lipit birikiminde
kullanilan karbon kaynaklarimin ne derecede etki ettiginin anlagilmas: hedeflenmistir.
Caligma kapsaminda glukozun yani sira musir sap1 ile piring samani da karbon kaynagi
olarak arastirtlmistir. 100 g/L glukoz igeren besiyerinde mayalarin %49.25 oraninda
lipit birikimi saglayabildigi belirlenmistir. Ayn1 kosullarda glukoz yerine misir sap1
kullanilarak yapilan uygulamada ise lipit oraninin %11.78’de kaldig1 tespit edilirken,
piring samaninda bu oranin %5.74 oldugu kaydedilmistir (Dai et al. 2007).

Lin et al. (2011) iki basamakli bir fermentasyon deneyi gerceklestirmislerdir. Ilk
basamakta mayalar besin agisindan zengin bir inkiibasyon ortaminda iiretilirken, ikinci
basamakta ise steril ve non-steril glukoz igerigine sahip 7 litrelik hacme sahip olan
fermentasyon kaplarinda inkiibe edilmislerdir. Calismada elde edilen biyomas 104.6 g/L
olurken, lipit birikim oraninin %64.9 oldugu saptanmis, lipit verimi ise 67.9 g/L olarak
tespit edilmistir. Non-steril glukoz igeriginin uygulamada elde edilen lipit oraninda

diisiise neden oldugu belirlenmistir. Lipitlerin karakterizasyonu sonucunda lipitlerin yag
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asidi profillerinin ise miristrik (C 14:0), palmitik (C 16:0), palmitoleik (C 16:1), stearik
(C 18:0), oleik (C 18:1), ve linoleik asit (C 18:2) seklinde oldugu tespit edilmistir (Lin
etal., 2011).

Yapilan bir ¢alisma da Galactomyces geotrcihum fungusu kullanilmistir. Bu fungus
tiriniin  ¢oklu doymamis yag asitlerin {iretme yetenegine sahip oldugunu
gozlemlemislerdir (Grygier et al.,). Bilim insanlar1 peynirden 39 sus izole etmislerdir.
Bu suglar Bajpai medium (%2 glukoz, %1 maya 6ziitii) ortamin da 5 giin boyunca
bekletilmistir. Bu kiiltiir ortaminda g¢esitli yag asitlerinin sentezlendigi yoniinde
gerceklesmistir ve bu yag asitleri; o-linoleik asit, eikosapentenoik asit,
dokosapentaenoik asit ve dokosaheksaenoik asittir. Bu yag asitleri omega 3 yag
asitleridir ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisin de 6nemlidir (Adarme-Vega et al.
2012).

Rhodotorula minuta I1P-33 maya tiiriiniin kullanildig1 bir ¢alismada, farkli karbon/azot
oranlar ile farkli karbon kaynaklarmin kullaniminin degerlendirmesi yapilmistir. Bu
calismada karbon/azot orani 30 olan, karbon kaynagi olarak glukoz kullanilan
uygulamada %48’lik lipit birikimi saglanmis ve bu oran en verimli sonug¢ olarak
kaydedilmistir. Elde edilen lipitin kalitesi ve igeriginin de sicaklik ile degisim arz
ettiginin belirlendigi ¢alismada, 30-32°C sicaklik altinda 16-18 karbon zinciri
uzunlugundaki yag asitlerini igeren lipitlerce zengin igerigin elde edildigi belirlenirken,
38°C’de ise 7 ile 9 karbon zinciri uzunlugunda kisa yag asitlerinin eldesinin
gergeklestigi rapor edilmistir. Bunun nedeni olarak ise sicakliga duyarli olan ve zincirin
uzunlugunun belirlenmesinde etkin role sahip olan agil tasiyici proteinler gosterilmistir

(Saxena et al. 1998).

Melas, seker fabrikalarinda iiretim esnasinda yan {riin olarak ortaya g¢ikan %48’lik
kismi sekerden olusan, seker haricinde iceriginde inorganik maddeler ile nitrojen de
barindiran bir karbonhidrat tiyesidir (Aksu ve Eren, 2005). Melas kullanimi ile yapilan
bir calismada %8 oraninda melas igceren ortamda 4 giinliik kiiltlirtin ardindan lipit

verimleri ile yag asidi metil esterleri oranlarima bakilmistir. Bu degerler sirasiyla
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Candida lypotica tiirii i¢in %59.9 ile %84.9 olmus, Candida tropicalis tiirii i¢in %46.8
ile %93.2 olarak kaydedilmis ve son olarak Rhodotorula mucilaginosa tiirii iginse
%69.5 ile %92.3 olarak belirlenmistir. Elde edilen lipit igeriklerinin ise ¢ogunlukla
palmitik asit (C 16:0) ile stearik asit (C 18:0) yapilarindan olustugu kaydedilmistir
(Karatay ve Donmez, 2010).

Yapilan bir ¢calismada Rhodotorula glutinis (syn. Rhodotorula gracilis) NRRL Y-1091
mayast kullanilmistir. Bu mayanin karbon ve azot kaynaklarin sinirlanmasi
durumunda depolayabilecegi lipit kapasitesindeki farkliliklar incelenmistir. Bu amacla
kesikli ve siirekli kiiltlirler kullanilmistir. Stuirekli kiiltiir uygulamasinda, azot sinirlamasi
gerceklestirildiginde en diisiik dilisyon numunesinde en yiliksek lipit eldesinin
saglandig1r kaydedilmistir. 100 gr glukoz kullanilan uygulamada 16.4 gr lipit eldesi
saglandig1 belirlenmistir. Deney siiresince diliisyon oraninda yapilan artiglarin lipit
igerigi, veriminin azalmasina neden oldugu, biyokiitlenin de bu sebeple azaldig1 tespit
edilmistir. Karbonun siirlandigr siirekli kiiltiir uygulamalarinda ise diliisyon orani
arttikga biyokiitlenin azaldigi, ancak lipit oraninin degismedigi not edilmistir.
Calismadan elde edilen veriler dogrultusunda dillisyon oraninin elde edilecek yag asidi
icerigini etkiledigi ortaya koyulmustur. Artan diliisyon oraniyla birlikte doymus ve tekli
doymamis yag asitlerinin oraninda azalma egilimi sergiledigi tespit edilirken,

polidoymus yag asitlerinde ise artis gozlenmistir (Yoon and Rhee, 1983).

Bes farkli karbon kaynaZinin lipit iiretiminde etkisinin arastirildigr bir calismada,
Candida curvata tiiri mayalar kullanmilmistir. Kesikli ve siirekli olarak kiiltiir
uygulamalar1 gerceklestirilmistir. Kesikli kiiltiirde en yiiksek lipit eldesini saglayan
uygulamanin (biyokiitle %49) karbon kaynagi olarak ksilozun kullanildig1 uygulamalar
oldugu kaydedilmistir. Siirekli kiiltiir uygulamalarinda ise en yiiksek oranda lipit
eldesini saglayan karbon kaynaginin laktoz oldugu belirlenmistir. Yag asidi profilini
etkileyen temel parametrenin karbon kaynaginin sinirli kullanimi oldugunu ifade eden
calismada, ksiloz ile elde edilen lipit igeriginde ¢ogunlukla stearik asit yag asidine

rastlandigt belirtilmistir. Etanoliin karbon kaynagi olmasi durumunda ise oleik asit
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oraninda artig, palmitik asit iceriginde ise azalma ile karsilasilmistir (Evans and

Ratledge, 1983).

Lipomyces starkeyi maya tiirii ile yapilan bir ¢alismada, glukoz ve ksiloz igeren besi
ortaminda lipit eldesi oranlar1 incelenmistir. En yiiksek lipit eldesini saglayabilmek icin
kiiltiir kosullarinin optimizasyonu da yapilmigtir. Besi ortaminda yer alan dokuz
parametrenin degisikligi ile istatistiki analiz gerceklestirilmis, en ¢ok lipit iiretimini
etkileyen degiskenlerin seker karigimi, maya ilavesi ve FeSOs maddesi oldugu
belirlenmistir. En yiiksek lipit eldesinin %61 oraniyla 73 g/I seker (48.9 g/L glikoz, 24.4
g/L ksiloz), 7.9 g/L maya ekstratt ve 4.0 mg/L FeSO4 besi ortaminda elde edildigi
kaydedilmistir (Zhao et al. 2008).

Oleaginous niteliginde olan iki mantar tiirii ile yapilan bir ¢aligmada, karbon kaynaginin
farkliliginin iiretilen lipit orani ile elde dilen lipitlerin igerigindeki yag asitleri profilleri
tizerine etkisi incelenmistir. Hem Mortierella isabellina ATHUM 2935 tiiriinde hem de
Cunninghamella echinulata ATHUM 4411 tiiriine ait kiiltirlerde maksimum lipit orani
ksiloz i¢eren besi ortamlarinda elde edilmistir. En diisiik lipit oraninin ise gliserol i¢eren

besi ortamlarinda bulundugu belirlenmistir (Fakas et al. 2009).

Melasin karbon kaynagi olarak kullanildigr bir ¢alismada Cryptococcus curvatus
mayasinin lipit liretimi incelenmistir. Optimum degerlerin belirlendigi ¢aligmada 120
g/L melas ile 0.13 g/L azot kaynagi igeriginde en iyi iretimin gergeklestigi
kaydedilmistir. Kiiltiir sartlar1 kapsamindaki en iyi sicaklik degerinin 28°C oldugu
belirlenirken, 5.5 pH degerinde ve 200 rpm calkalama hizi ile en efektif gelisim
saglandig1 not edilmistir. Elde edilen lipitlerin igerigi arastirildiginda yiiksek oranda
linoleik asit, oleik asit ve palmitik asitin yer aldigi tespit edilmistir. Arastirmalar
sonucunda bu maya tiirii ile maliyeti diisiik besi ortamlar1 kullanilarak lipit eldesi

saglanabilecegi ifade edilmistir (EI-Fadaly et al. 2009).

Ug farkli maya tiirii ile yapilan calismada melas igeren besi ortamlardaki gelisim ve lipit

tiretim oranlar1 degerlendirilmistir. Bu kapsamda melas, pH ve amonyum siilfat
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parametreleri degistirilerek farkli oranlar test edilmistir. En yiiksek lipit eldesinin
saglandigr uygulamanin %8 melas iceren, pH deger 5.0 olan ve amonyum siilfat
derisimi 1 g/L olan uygulama oldugu kaydedilirken, Candida lipolytica mayasinin
%59.9, Candida tropicalis mayasimin %46.8 ve Rhodotorula mucilaginosa mayasinin
ise %69.5 lipit kuru agirhigr liretimi sagladigi tespit edilmistir (Karatay ve Donmez,

2010).

Rhodotorula glacialis DBVPG 4785 maya tiirii ile yapilan bir ¢alismada sicaklik ve
glukoz oranlarinin degisimi ile yag asidi profillerinin ne oranda etkilendigi
arastirilmistir. Maya tiirii bir psikrofil olmasi dolayisiyla -3 ile +20 °C sicakliklari
arasinda gelisim gosterdigi belirlenmistir. Glukoz oranit besi ortaminda 120 g/L
oldugunda elde edilen lipit miktar1 19 g/L olurken, biyokiitle agisindan elde edilen
degerin %68 oldugu belirlenmistir. Glukoz oranininn artisinin lipogenezin artmasina

neden oldugu belirlenmistir (Amaretti et al. 2010).

Nisasta agisindan zengin atik suyunun substrat olarak kullanildigi bir ¢alismada
Rhodotorula glutinis maya tiiriiniin lipit dretimi incelenmistir. 30-37 °C sicaklik
degerleri araliginda optimum gelisim sergileyen mayanin 60 saatlik kiiltir (5 L
fermentorde) akabinde 60 g/L biyokiitle elde ettigi, lipit oraninin ise %30 olarak tespit
edildigi ifade edilmistir. 300 L kapasitesindeki fermentdrde gerceklestirilen kiiltiirde ise
40 g/L biyokiitle eldesi, %35 oraninda lipit eldesi gerceklestigi kaydedilmistir.
Transesterifikasyon caligmalari ile elde edilen lipitlerin biyodizel iiretimi i¢in uygun

nitelik sergiledigi ifade edilmistir (Xue et al. 2010).

Funguslarin (Mortierella isabellina) lipit Gretmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada,
pirin¢ kabugundan elde edilen hidrolizatlardan faydalanilmistir. En yiiksek karbon/azot
oraninin (57) olusturuldugu uygulamalarda en yiiksek lipit (%64.3) eldesinin saglandig
tespit edilmistir. Elde edilen lipitin yag asiti profili incelendiginde, igeriginde
cogunlukla oleik asit, palmitik asit ve linoleik asitin yer aldig1 ifade edilmistir

(Economou et al. 2011).
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Ko-kiiltiirii yapilan bir mikroalg ile bir mayanin melas substratint kullanarak lipit
tiretimlerini incelemek amaciyla yapilan bir caligmada, tek kiiltiirlerde mayanin
mikroalge kiyasla daha yiliksek oranda biyokiitle ile lipit iiretimi sergiledigi
gosterilmistir. Mayanin biyokiitlesi 6.4 g/L, {rettigi lipit verimi ise 0.466 g/L olarak
bulunurken, mikroalgin biyokiitlesinin 2.53 g/L, lipit veriminin ise 0.132 g/L oldugu
tespit edilmistir. Ko-kiiltiir sonuglarma gore iki mikroorganizmanin birlikte
biyokiitlesinin 7.33 g/L oldugu, lipit veriminin de 0.808 g/L. oldugu belirlenmistir.
Calismanin ifade edildigi metinde, ko-kiiltiir i¢in melasin efektif bir substrat oldugu dile

getirilmistir (Leesing et al. 2012).

Piring kabuklar1 hidrolizatinin substrat olarak kullanildigi bir c¢alismada, piring
kabuklarinin hidrolizinin farkli materyallerle ger¢eklesmesi saglanmistir. Seker
iceriginin yiikseltilmesi i¢in yapilan bu degisimlerden en basarili olaninin %3 oraninda
stlfirik asit, 90 °C sicaklik degeri ve 6 saat inkiibasyon siiresi oldugu kaydedilmistir.
Hidrolizat igerisindeki en yogun sekerin glukoz (43.2 g/L) oldugu, bunu ksiloz (4.93
g/L) ve arabinozun (2.09 g/L) takipte oldugu ifade edilmistir (Tsigie et al. 2012).

Peynir alt1 suyu ve melasin substrat olarak kullanildigi ve bakterilerilerin gelisiminin
saglandigr c¢alismada biyosurfaktant eldesi saglanmistir. En yiiksek biyosurfaktant
eldesinin melasin %5-7 oraninda bulundugu ortamlardan elde edildigi kaydedilmistir.
Elde edilen iiriiniin ise 80°C’de 9 giinliik inkiibasyon sonucunda pH aralifi ve tuz
konsantrasyon aralig1 olduk¢a genis bir skalada aktif olarak bulunabildigi kaydedilmistir
(Joshi et al. 2008).

Transesterifikasyon yapilan bir ¢alisma ii¢ farkli maya tiirinden (Lipomyces starkeyi,
Rhodosporidium toruloides ve Mortierella isabellina) elde edilen lipitlerin kullanimi ile
gerceklestirilmistir. Transesterifikasyon isleminde katalizor olarak asidik ve bazik
katalizorlerden faydalanilmistir. Reaksiyon siirecinde metanol orani, reaksiyon sicakligi,
kataliz derisimi ve zaman gibi parametrelerin etkileri degerlendirilmistir. Buna ek
olarak katalizorlerin asidik veya baziklik durumunun da islem siirecine etkisi de

incelenmistir. Elde edilen veriler 15181inda bazik katalizorlerin digerlerine kiyasla ¢ok
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daha kisa zaman araliginda, daha diisiik sicaklik degerlerinde islem gerceklestirebildigi
kaydedilmigtir. Metanoliz sonuglar1 dogrultusunda tiim tiirlerin metil esteri olarak

palmitik ve oleik asit varligi gézlenmistir (Liu and Zhao, 2007).

Peynir alti suyunun substrat olarak kullamildigi ve ii¢ farkli fungus tiirlinde lipit
tiretiminin oranlarinin incelendigi ¢alismada, Mortierella isabellina, Thamnidium
elegans ve Mucor sp. Fungus tiirlerinin gelisimi saglanmistir. Kullanilan peynir alti
suyu analiz edildiginde, igerisinde %92-95 oraninda suyun yer aldigi, %4-5 oraninda
laktoz yogunlugundan soz edilebildigi ifade edilmektedir. Ancak ¢alismalarin ilk
boliimiinde laktoz ve protein agisindan zengin bir peynir alti suyundan faydalanilmistir.
Mortierella isabellina tiiriiniin 6nce laktozu tiikettigi, ardindan proteinin tiiketimine
gectigi kaydedilmistir. Diger iki tiiriin ise Oncelikle proteini tiiketip akabinde laktozun
tiiketimine gectigi belirlenmistir. ilk 6nce laktozu tiiketen fungus tiiriiniin gelisimi
esnasinda daha yogun laktoz ilavesi gerceklestirildiginde lipit igeriginde artig gozlendigi
ifade edilmektedir. Diger iki fungus tiirii icinse amonyum siilfat orani artirilan besi
ortaminin lipit oraninda artis sagladigi kaydedilmistir. Gergeklestirilen ¢alismanin ikinci
basamaginda laktozu Once tiiketen Mortierella isabellina tiiriinin gelisim gosterdigi
besi ortamina 25 g/L laktoz ilavesi, diger iki tiirlin kiiltiir ortami igerisine ise 6 g/L
amonyum siilfat ilavesi gerceklestirilmistir. pH degeri 6, calkalama hizi 180 rpm,
sicakligin 28°C oldugu kosullarda funguslarin 420 saat inkiibe edilmesi saglanmistir. Bu
slirecin sonunda Mortierella isabellina tiriiniin 42.3 g/L biyomas eldesi sagladigi,
%25.3’liik bir oranla lipit elde edildigi belirlenmistir. Thamnidium elegans tiiriiniin
biyomas degerinin 29.5 g/L oldugu, %1 lik lipit oran1 sagladig1 kaydedilmistir. Mucor
sp. ise 28.5 g/L biyomas, %0.7 lipit orani ile kayitlarda yerini almistir. Kiiltlire edilen
tiim fungus tiirlerinin tirettigi lipitlerin igerigi analiz edildiginde ise, siklikla palmitik
asit, oleik asit, linoleik asit, palmitoleik asit ve stearik asit yag asitleri ile karsilagildig:

rapor edilmistir (Vamvakaki et al. 2010).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar
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Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan alet ve cihazlar

NO ALET ve CIHAZ MARKA
1 Otoklav HMC HIRAYAMA
2 Hassas Terazi Denverinstument, SHIMADZU AT X224
3 pH Metre Mettler Toledo
4 Manyetik Karistirict Wisd WiseStir MSH-20A
5 Falkon Ependorf
6 \ortex Wisd WiseMix VM-10
7 Ependorf Tiipler Ependorf
8 Mikropipet Takimi Ependorf
9 Etiiv - Inkiibator
10 Destile Su Cihazi Mp MINI Pure
11 Mikroskop Boeco
12 Mikrodalga Firin Beko MD 1500
13 Petri Ependorf
14 Buzdolabi Vestel
15 Santrifiij Hettich
16 Raklar Ependorf
17 Derin Dondurucu New Brunwick Premium U140

3.1.2. Kullanilan kimyasal malzemeler

Kloroform, Metanol, Sukroz, Agar, PDA, Amonyum Siilfat, Magnezyum Siilfat,

KH2POg4, ve. Melas (Erzurum Seker Fabrikasi’ndan temin edilmistir).

3.1.3. Calismada kullamlan toprak érnekleri

Calismada Erzurum ilindeki aygicegi,

gerceklestirildigi tarla topraklarmin yanisira bahge, saksi ve orman alt1 topraklart lipit

seker pancart ve patates ekiminin

ireten funguslarin (maya yada kiif) izolasyon kaynagi olarak kullanilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Melasin kimyasal iceriginin belirlenmesi

Baslangictaki ham melas ve besiyerindeki seker miktar1 fenol-siilfirik asit metodu
(Dubois et al., 1956) ile belirlenmistir. Melasin pH’ s1 Ohaus Starter 3100 marka pH
metre ile Ol¢iilmiistiir. Toplam azot igerigi micro-kjeldal cihaziyla belirlenmis ve elde

edilen azot igerigi 6,25 faktoriiyle carpilarak toplam protein igerigi hesaplanmistir.

3.2.2. Calismada kullamilan mikroorgranizmalarin izolasyonu

Toprak Orneklerinin steril-fizyolojik su ile dilisyonlar1 hazirlanmis ve dilisyon
orneklerinin 10 liik olanindan 0.1 mL alinarak melas ile hazirlanan steril izolasyon
besiyeri iizerine yayilmistir. izolasyon besiyerinin igerigi saf su igerisine %5 melas (50
mL/L), 1 g/L KH2POg, 1 gr/L (NH4)2SO4 (amonyum siilfat), 0.25 g/L MgSO4 ve 20 g/L
agar ilavesi yapilarak hazirlanmistir (pH 6). Ekim yapilan petriler, 30 °C’de 3 — 10giin
boyunca inkiibasyona birakildi. Bu zaman dilimi igerisinde petrilerde gelisen koloniler
mikroskop altinda incelenerek maya yada kiif oldugu diisiiniilen mikrooragnizmalar

PDA (Potato Dextrose Agar) ortaminda alt kiiltiire alinarak saflastirilmistir.

3.2.3. izole edilen maya yada kiiflerin lipit iiretme yeteneklerinin karsilastiriimasi

Izole edilen mayalar yada kiifler 30 °C’de PDA iceren besiyerleri iizerinde
aktiflestirilmigtir. ~ Aktiflestirme isleminin ardindan kiif oldugu diisiiniilen
mikroorganizmalarin sporlarindan yada misellerinden, maya oldugu diisiiniilen
mikroorganizmlarin ise hiicre biyomasindan bir 6ze dolusu alinip melas ile hazirlanan
stv1 besiyerinin (mikroorganizmlarin taranmasi ve lipit iiretim deneylerinde kullanilan)
100 ml’ sini igeren 250 ml’ lik erlenlere asilanmistir. Bu besiyerinin igerigi saf su
igerisine %5 melas (50 mL/L), 1 g/L KH2POs, 1 gr/L (NH4)2SO4 (amonyum siilfat) ve
0.25 g/L MgSOs ilavesi yapilarak hazirlanmistir. Asilama isleminin ardindan besiyerleri

30 °C’de 6 giin siireyle 150 rpm’ de inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda
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kiiltiirler santrifiij edilmis ve kiiltiirlerdeki hiicre biyomasi, lipit miktar1 ve lipit igerigi
analiz edilmistir. En ytiksek lipit miktarina sahip olan izolat se¢ilmis, bu izolatin 18S

rRNA sekans analizine gére molekiiler teshisi gergeklestirilmistir.

3.2.4. En iyi izolatla melas ortaminda lipit liretiminin optimizasyonu

Calismada en 1iyi izolatla lipit dretimi icin kiltiir sartlarinin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. En iyi izolat sivi kiiltirde maya morfolojisinde biiylidigi i¢in
optimizasyon caligmalar siiresince bu izolatin 6n kiiltiiri patates dektroz besiyerinde
hazirlanarak esit inokulasyonun gergeklestirilmesi amaglannmustir. On  kiilltiiriin
hazirlanmasi sirasinda PDA iizerinde gelisen mikroorganizmanin ¢ivik kivamindaki
misel yapsindan steril patates dektroz broth besiyerinin 100 ml’sini i¢eren 250 ml’ lik
erlen igerisine bir 6ze dolusu hiicre asilanmis ve erlenler 30 °C ve 150 rpm’de 2 giin
stireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda hiicre yogunlugu 600 nm’ de 1.5
absorbansa ayarlanmis ve bu absorbansa sahip on kiiltiirtin 1 ml’si lipit {iretim
besiyerinin (melas besiyeri) asilanmasi i¢in kullanilmigtir. Asilanan besiyerleride 30
°C’de inkiibasyona birakilmistir. Optimizasyon deneyleri siiresince farkli melas
konsantrasyonlari, amonyum siilfat ve KH2PO4 konsantrasyonlari, kiiltiir pH’ lar1 ve

inkiibasyon siireleri test edilmistir.

3.2.5. Lipit iiretimi, hiicre biiyiimesi ve seker tiiketiminin analizi

Belirlenen inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiirler 5000 rpm” de 10 dk siireyle santrifiij
edilmis ve elde edilen 1slak hiicreler sabit agirliga gelinceye kadar 80 °C’de
kurultulmustur. Kurutma isleminden sonra elde edilen agirlik hiicre biyomasi (g/L)
olarak ifade edilmistir. Besiyerindeki seker tiiketimide fenol-siilfirik asit metodu

(Dubois et al., 1956) ile belirlenmistir.

Lipit mikatarinin ve igeriginin belirlenmesi i¢inse kuru hiicrelerden lipit ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Bunun iginde, kuru hiicreler iizerine 5 ml’lik kloroform-metanol
eklendi (2V\1V). Her bir tiip 5 dk boyunca vortekslendi ve 5.000 rpm’de 5 dk santrifiyj
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edildi. Daha sonra siipernatant dokiiliip tizerlerine tekrar 5 ml’lik kloroform — metanol
eklendi ve bdylece bu islem 5 kez tekrarlandi. Elde edilen siv1 kisimlar uzaklastirldi. Bu
yapilan islem sonunda geriye kalan kati kisim (hiicre) sabit agirliga gelinceye kadar
tekrar 80 °C’ de kurutuldu. Kuru hiicrelerin baslangigtaki agirligindan final agirlig
cikarilarak toplam yag konsantrasyonu (g/L) hesaplandi. Lipit icerigi (%) ise asagidaki
formiile gore hesaplanmistir. Lipit icerigi (%)=[Lipit konsantrasyonu (g/L) /Hiicre
biyomasi (g/L)] x 100.

3.2.6. Uretilen lipitlerin yag asidi profilinin belirlenmesi

Yag asidi bilesiminin tespiti i¢in, kurutulmus lipidler 500 pl BF3-metanol (FLUKA,
15716) igerisinde eritilmis ve kapali bir sisede, 20 dakika boyunca 95 ° C'lik bir 1siticida
inkiibe edildi. Suda hazirlanmis 300 pl doymus NaCl ilave edildikten sonra yag asidi
metil esterleri 300 pl n-heksan ile ekstrakte edilmistir. Daha sonra, yag asitlerinin
analizi, bir HP-88 kolonu (60 m x 0.25 mm x 0.20 um) ile donatilmig bir Agilent
Technologies 7890A-5975C GC-MS sistemi kullanilarak GC-MS ile yapilmustir.
Standart olarak yag asidi metil esterleri (FAME'ler) karisimi C8-C24 (SUPELCO,
ABD) kullamilmigtir. Yag asidi pikleri, bilinen standartlar ile karsilastirilarak

tanimlanmis ve miktarlari hesaplanmistir.

3.2.7. En iyi izolatin molekiiler olarak teshisi

En yiiksek lipid fireticisi olan TS61 kodlu izolatin molekiiler tanisinin yapilmasi
amaciyla, ilk olarak, mikroorganizma PDB besiyerinde 30°C’de 48 saat siire ile
inkiibasyona birakildi. Daha sonra safligi kontrol edildikten sonra Promega wizard®
genomic DNA purification kit (A20) protokoliine uygun olarak genomik DNA’s1 izole
edildi.

Hedef bolge olarak fungus sistematigi agisindan onemli olan ve evrimsel agidan
korunmus bdlge olma 6zelligini tasiyan ITS bolgesi, evrensel primerler (ITS1 ve 1TS4)
kullanilarak in vitro kosullar altinda g¢ogaltildi. PCR bilesenleri ve PCR programi

cizelge 3.2 ve cizelge 3.3’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. ITS gen bolgesinin amplifikasyonu amaciyla kullanilan PCR bilesenlerini
yogunluk ve miktarlari

Reaktif Konsatrasyon Miktar (ul)

PCR Buffer (sigma) 10X 3

dNTP 25 mM 0,6
MgCl: 25 mM 1,8

ITS1 5 pmol 3

ITS4 5 pmol 3

DMSO %99 1,2
DDH:20 - 14,1
Kalip DNA 100 ng 3

Cizelge 3.3. ITS gen bolgesi amplifikasyonu igin optimize edilmis PCR sicaklik
dongiisii

Islem Sicaklik (°C) Siire(dk) Déngii Sayisi
On Denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1 36
Baglanma 52 1 36
Uzama 72 2 36
Son Uzama 72 5 1
Saklama 4 0

0,9 gr agaroz tizerine 90 ml 1XTAE (%1 lik agaroz jel) soliisyonu ilave edilerek,
karisim mikrodalga firinda iyice ¢oziinlinceye kadar kaynatildi. Agaroz ¢oziindiikten
sonra kisa bir siire sogumaya birakilip, jele 0,8 ug/ml olacak miktarda etidyum bromiir
eklendi ve igerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiildii. Daha
sonra 30-35 dk beklenerek jelin donmasi saglandi ve donan jelden taraklar dikkatlice
cikarildi. Ardindan igerisinde 1XTAE tamponu bulunan elektroforez tankinin igine
yerlestirildi. Jeldeki ilk ¢ukura, 10 kb DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-
750-1000-1400-1500-2000-3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D-7058) 10 ul ve
diger ¢ukurlara ise her bir 6rnek i¢in 2,5 pl 6X yiikleme tamponu, 10 pl PCR iiriinii ile
kanigtirilarak yiiklendi. Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak 6rnekler 1 saat
yiirtitiildi. Jel tizerinde bulunan ve etidyum bromiir ile boyanan DNA bantlar1 jel
dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip bilgisayar ortaminda (Quantum Vilber Lournat

Gel Documentation System) analiz edildi.
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TS61 kodlu izolata ait ITS gen bolgesi PCR ile ¢ogaltildiktan sonra dizi analizinin
yapilmast amaciyla pGEM®-T Easy Vector Systems (PROMEGA) vektoriine

klonlandi. Klonlama basamaklar1 asagida verilmistir.
Ligasyon islemi i¢in;

» 5 ul, 2X Ligasyon buffer
» 3 ul, PCR iiriinii

» 1 pl vektor

> 1 ul T4 DNA ligaz

0,2 ml lik tliplerde bir araya getirilen karisim 1 gece 16 derecede 13-15 saat

bekletildikten sonra kullanilincaya kadar +4 °C muhafaza edildi.
Transformasyon iglemi i¢in;

e Her bir ependorf tiipiine pGEM®-T Easy Vector Systems ile birlikte gelen
kompotent hiicreden 50 pl konuldu.

e Uzerine 2,5 ul ligasyon iiriinii (ITS gen bolgesi) eklendi ve 20 dk siire ile buzda
bekletildi.

e 2 dk siire ile 42,5°C’de 1s1 sokuna ugratildi.

e Uzerlerine 900 pl LB besiyeri konulup yaklasik 2 saat siire ile 37°C’de bekletildi.

e Daha sonra buzdolabinda muhafaza edilen ve kullanilmadan 6nce oda 1sisina gelmesi
saglanan amfisilinli kat1 besi yerine, 40 ul X-Gal ve 40 ul IPTG yayild1.

e Yiizey yeterince kuruduktan sonra, ligasyon iiriinii + Kompotent hiicre karisimindan
150 pl alinarak petrinin ortasina konuldu ve drigalski ile iyice yayilimi saglandi. Daha

sonra petriler, 37°C’de yaklasik 12-14 saat siire ile inkiibasyona birakildu.
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Inkiibasyon sonunda petriler, inkiibatérden cikarilarak +4°C’de bir gece bekletildi ve
petrilerde mavi ve beyaz koloni olusumu goézlemlendi. Beyaz kolonilerin ITS gen

bolgelerini igerip icermediginin kontrolii kolon PCR ile yapildi. Bu amacla;

e 16,1 ul dH20, 3 pl tampon (MgCl2’1i), 0,6 ul ANTP mix, 1,8 ul MgClz (25mM), 2 ul
50 uM T7 (5’-AATACGACTCACTATAG-3’) primer, 2 pl 50 puM SP6 (5'—
ATTTAGGTGACACTATAG-3’) primer, 0,3 pul Tag DNA pol, 1,2 ul DMSO ve
numaralandirilmis koloni eklendi.

e Denatiirasyon (94°C 2 dk), amplikasyon (94°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 2 dk) 35
dongii, sonlanma (72°C 10 dk).

e EtBr ilaveli %]1°lik agaroz jele, markir ve igerisinde istenen geni igeren (pozitif)-
icerisinde gen bulunmayan (negatif) kontroller yiiklenerek 90 voltta 1 saat siire ile
yiritildd.

e Istenen geni tasiyan koloniler, PCR goriintiilerine gére secilip, plazmit izolasyonu
i¢in amfisilinli LB broth’a ekildi.

Plazmit izolasyonu i¢in Promega markasina (A1330) ait izolasyon kiti kullanildi.

Plazmitlerin konsantrasyonlarinin dl¢iilmesi ve ayarlanmasi igin;

1. 998 ul saf su + 2 pl plazmit konularak OD2go da 6lgiildii.

2. Azeo x 50 (sabit) x 500 (dillisyon orani) formiilii ile plazmitin konsantrasyonu 100 —
200 ng olacak sekilde ayarlandi.

3. 30-50 ul uygun konsantrasyona sahip segilerek plazmitler sekans analizi igin

Macrogen (Hollanda) firmasina gonderildi.

DNA dizi analiz sonuglarinin islenmesi igin firmanin sayfasindan indirilen sekans
sonuglar1 BioEdit ile analiz edildi ve fasta formatma cevirildi. Oncelikle primerler
bulundu ve primerlerden 6nde kalan kisimlar vektore ait DNA sekansini igeren bu
bolgeler ¢ikarildi. Ardindan diziler birlestirilerek anlamli hale getirildi. Anlamli hale
getirilen sekans verilerilerinin blast calismasi http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?
PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearch& LINK LOC=blasthome kullanilarak

gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar baz alinarak, bilgileri gen bankasina girildi.



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Melasin Kimyasal Icerigi

Seyreltme islemine tabi tutulmamis %100’ liik melasin pH’s1 8.2, toplam seker igerigi
47.2 gr/lt, toplam azot igerigi ise %]1.7 ve toplam protein igerigi %10.6 gr/lt olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Melasin kimyasal igerigi

Parametre Miktar/Seviye
pH 8.2
Toplam seker %47 (470 g/L)
Toplam azot %1.7
Protein %10.6 (106 g/L)

Melasin pH, toplam azot, toplam seker ve kiil icerigi ii¢ tekerriir olarak analiz edilmistir.

4.2. Funguslarin izolasyonu ve Lipit Uretme Yeteneklerinin Karsilastiriimasi

Materyal metot kisminda belirtildigi gibi farkli toprak oOrneklerinin diliisyonlar
hazirlanmis ve 10 liik dilisyon 6rneginin 0.2 ml’ si melas ile hazirlanan agar besiyeri
tizerine yayilmis ve petriler 25 C’de 3-10 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu
sliresi igerisinde petriler lizerinde gelisen koloniler patates dekstroz agar (PDA) besiyeri
tizerinde alt kiiltiire alinarak saflastirlmistir. Bu adimlar izlenerek farkli toprak
orneklerinden 75 tane fungus izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu izolatlar daha sonra
melas ile hazirlanan besiyerine agilanmis ve lipid iiretme yetenekleri test edilmistir. 50
mL/L melas igeren besiyerinde (%5’lik melas besiyeri) 75 izolatin sadece 7 tanesinin
%20 nin tlizerinde lipit igerigine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu yiizden, ¢izelge 4.2°
de sadece 7 izolata ait degerler verilmistir. Bu izolatlar arasinda en yiiksek lipit icerigine
(%33.3) TS19 sahip olsa da en diisiik toplam lipit miktar: (1.9 g/L) yine bu izolat i¢in
Olciilmistiir. Toplam lipid iiretkenligi agisindan ise en iyi izolat TS61 bulunmustur. %5’

lik diisiik melas konsantrasyonunda bile bu izolatla tiretilen toplam lipid miktar1 3.2 g/L,
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lipit icerigi ise %32.9 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar goz oniine alinarak takip eden
calismalar seker pancari tarlasindan izoel edilen TS61 izolati ile yiiriitiilmiis ve bu izolat

18S rRNA sekans analizine gére Galactomyces geotrichum olarak teshis edilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli fungal izolatlarin hiicre biliylime ve lipit liretme yeteneklerinin
karsilastirilmasi

izolat Kodu/ ‘ Hiicre Lipit Lipit icerigi
izolasyon kaynag onsantrasyonu konsantrasyonu (% )
(g/L) (g/L)

TS13 (Ay cicegi Tarlasi) 10.6+0.9b 3.0+£0.22a 28.2
TS19 (Seker Pancar1 Tar) 5,7+0.6d 1.9+£0.15¢ 33.3
TS25 (Orman Topragi) 11.5+0.87b 2.8+0.17ab 24.2
TS44 (Bahge Topragi) 11.6+1.0b 2.5+0.17bc 21.5
TS61 (Seker Pancari Tar) 9.7+0.7bc 3.2+0.20a 32.9
TS64 (Patates Tarlasi) 8.3+0.5¢ 2.5+0.20bc 30.1
TS70 (Saks1 Topragi) 12.9+1.1ab 2.8+0.17ab 21.7

Tarama kosullari: Sicaklik 30 °C, ¢alkalama hiz1 150 rpm, inkiibasyon siiresi 6 giin ve pH 6.0. Besiyeri
kompozisyonu: %5 melas (50 mL/L), 1 g/L KH,POs4, 1 gr/L (NH4),SO4 (amonyum siilfat) ve 0.25 g/L
MgSO4

Sekil 4.1. Galactomyces geotrichum TS61 izolatinin PDA besiyerindeki goriintiisii
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4.3. Galactomyces geotrichum TS61 ile Lipit Uretiminin Optimizasyonu

Cizelge 4.3 den de goriilebilecegi gibi besinsel faktorler (azot kaynagi ve mineral

tuzlar) ve diger kiiltiir parametreleri (pH, sicaklik, ¢alkalama hizi, ve inkiibasyon siiresi)

sabit tutuldugunda, maksimum hiicre (15.8 g/L) ve lipit konsantrasyonunun (8.8 g/L)

yanisira maksimum lipit i¢erigine (%55.7) 200 ml/L melas konsantrasyonunda (%20’lik

melas besiyeri) ulagilmistir. Bu yiizden ¢alismanin takip eden asamalar1 bu miktarda

melas igeren besiyerinde gergeklestirilmistir. Test edilen melas konsantrasyonlarinin

tamamin lipid konsantrasyonu, lipit igerigi ve hiicre konsantrasyonunu istatiksel olarak

onemli dlgiide etkilemistir.

100 7

Lipit icerigi (%)

90 1
80 1
70 A
60 1
50 1
40 A1
30 7
20 3
10 1

15.8@/L3

%55.70

8.8%/L0

—B—Lipit icerigi
—A—Hiicre konsantrasyonu
—B&—Lipit konsantrasyonu

r 16,00
r 14,00
I 12,00
[ 10,00
I 8,00
I 6,00

I 4,00

50 100 150 200 250
Melas (mL/L)

r 18,00

—~~

Hiicre/ Lipit konsantrasyonu (g/L

2,00

0,00

Sekil 4.2. Galactomyces geotrichum TS61°de lipit sentezi ve hiicre biiylimesi tizerine
melas konsantrasyonunun etkisi

Cizelge 4.3. Melas konsantrasyonunun hiicre biiylimesi ve lipit sentezi lizerine etkisi

Melas Hiicre Lipit Lipit icerigi

miktari(mL/L) | konsantrasyonu(g/L) | konsantrasyonu(g/L) (%)

50 9.5+0.7d 3.1+0.22¢ %32,6

100 11.1£1.1c 5.2+0.41b %46.8

150 12.4+0.9bc 6.4+0.33ab %51.6

200 15.8+1.2a 8.8+0.52a %55.7

250 14.0+1.3b 7.6+0.56ab %54

300 13.9+1.1b 6.9+0.34ab %49.6

Tarama kosullari: Sicaklik 30 °C, calkalama hiz1 150 rpm, inkiibasyon siiresi 6 giin ve pH 6.0. Besiyeri
kompozisyonu: 1 g/L KH2PQOs, 1 gr/L (NH4),SO4 (amonyum siilfat) ve 0.25 g/L MgSO4
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Cizelge 4.4’de gorildiigi gibi deneyler 200 m/L melas igeren besiyerinde
gerceklestirildiginde amonyum siilfat icermeyen melas besiyerinde (0 g/l amonyum
siilfat) ¢ok diisiik hiicre ve lipit konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Ilave azot
kaynagiminin (amaonyum siilfat) artan konsantrasyonuna bagli olarak hiicre
konsantrasyonunun siirekli bir artis gosterdigi ve maksimum hiicre konsantrasyonuna
(16.5 g/L) 2 g/ amonyum siilfat iceren besiyerinde ulasildigi belirlenmistir. Benzer
sekilde, melas besiyerine eklenen amonyum siilfatin lipit konsantrasyonu ve lipit
iceriginide artirdig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte, hiicre konsantrasyonunun aksine lipit
konsantrasyonu ve lipit igeriginde 1.5 g/L’ nin iizerindeki amonyum  siilfat
konsantrasyonunda azalma tespit edilmistir. Diger bir ifadeyle, hiicre biiyiimesi igin en
uygun amonyum siilfat konsantrasyonu 2 g/L, lipit birikimi i¢inse 1.5 g/L olarak
belirlenmistir. Amonyum stilfatin bu optimal konsantrasyonunda, lipit konsantrasyonu

ve lipit igerigi sirasiyla 9.6 g/L ve %58.2 olarak tespit edilmistir.
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90 1 17.48/10] 1 3
2
80 1 L 14 =
—~ 70 1 g
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S 58.2@/LE 2 2
— 60 1 =
');2_0 - 10 <
& 507 9.6%/L S
) - 8 X
B 40 =
_l - 6 i
30 1 i
20 - —B— L ipit icerigi L4 5
—A—Hiicre konsantrasyonu I:
10 1 —B— Lipit konsantrasyonu - 2
0 L] L] L] L] L) 0
0 0,5 1 15 2
Amonyum siilfat (g/L)

Sekil 4.3. Galactomyces geotrichum TS61°de lipit sentezi ve hiicre biiyiimesi iizerine
amonyum siilfat konsantrasyonunun etkisi
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Cizelge 4.4. Amonyum siilfat konsantrasyonun hiicre biiylimesi ve lipit sentezi {izerine
etkisi

Amonyum Hiicre Lipit Lipit icerigi
siilfat(g/L) konsantrasyonu(g/L) | konsantrasyonu(g/L) (%)
0 5.3+0.6¢ 1,8+0.17d %33,9
0.5 10.3+1.2b 5,1+0.32¢ %49.5
1 15.9+1.1a 8.9+0.44ab % 55.8
15 16.5+1.4a 9.6+0.42a % 58.2
2 17.4+1.5a 9.44+0.33ab %52.2

Tarama kosullari: Sicaklik 30 °C, ¢alkalama hiz1 150 rpm, inkiibasyon siiresi 6 giin ve pH 6.0. Besiyeri
kompozisyonu: %20 melas (200 mL/L)1 g/L KH2POs, ve 0.25 g/L MgSO4

Cizelge 4.5’de goriildigii gibi amonyum siilfat ilavesinde oldugu gibi test edilen
KH2POs konsantrasyonlarininin hepsi hiicre biiylimesinde siirekli bir artisa neden
olmustur. KH2POg ilavesi hiicrede lipit sentezini de olumlu olarak etkilemis ve buna
bagli olarak da 1.5 g/’ ye kadar olan KH2POs konsantrasyonlarinda lipit
konsantrasyonu ig¢in siirekli bir artis kaydedilmistir. Ancak, lipit konsantrasyonunun
yani sira hiicre konsantrasyonunda da onemli artislar meydana geldigi icin lipit igerigi
cok fazla bir artis gdstermemistir. Diger taraftan, hiicre biiylimesinin aksine lipit
konsantrasyonunun ve lipit igeriginin 1.5 g/’ nin {izerindeki KH2POg4
konsantrasyonlarinda azaldigi belirlenmistir. Lipit sentezi i¢in optimal olarak belirlenen
1.5 g/’ lik KH2PO4 konsantrasyonunda, lipit konsantrasyonu 10.2 g/L, lipit igerigi ise
%60.3 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. Galactomyces geotrichum TS61°de lipit sentezi ve hiicre biiylimesi tizerine
KH2PO4 konsantrasyonunun etkisi
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KH2PO4(g/L) Hucre konsah!c?’;tsyonu Lipit icerigi
konsantrasyonu(g/L) (g/L) (%0)
0 10.8+0.7¢c 5.9+0.29c¢ %54.6
0.5 15.9£1.0b 8.9+0.27b %55.8
1 16.6+1.2ab 9.7+0.33ab %58.4
15 16.9+1.2ab 10.2+0.45a %60.3
2 17.3t1.4a 9.84+0.42ab %56.6

Tarama kosullar1: Sicaklik 30 °C, ¢alkalama hiz1 150 rpm, inkiibasyon siiresi 6 giin ve pH 6.0. Besiyeri
kompozisyonu: %20 melas (200 mL/L), 1.5 gr/L (NH4),SO. (amonyum siilfat) ve 0.25 g/L MgSO4

Cizelge 4.6’ den gortilebilecegi gibi test edilen pH larin hiicre biiyiimesi ve lipit sentezi

cok fazla etkilemistir. Ozellikle, pH 7’ de hiicre biiyiimesi ve lipit sentezinde ¢ok fazla

azalma tespit edilmistir. Hem hiicre biiylimesi hemde lipit sentezi i¢in en uygun pH 6.0

olarak belirlenmistir. Optimal olarak belirlenen bu pH’ da hiicre konsantrasyonu 16.7

g/L, lipit konsantrasyonu ve igerigi ise sirasiyla 10.1 g/L ve %60.4 olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 4.5. Galactomyces geotrichum TS61°de lipit sentezi ve hiicre biiylimesi tizerine

pH’nin etkisi
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Cizelge 4.6. Kiiltiir pH’smin hiicre biiyiimesi ve lipit sentezi lizerine etkisi

Hiicre Lipit
P,
Baslangi¢c pH Konsantrasyonu(g/L) konsa(r;tlll’_a)syonu Lipit icerigi (%0)
4 14.6+1.2cd 6,9+0.35¢ %47.3
5 15.9+1.4bc 8.1+0.33b %50.9
6 16.7+1.2a 10.1+0.54a %60.4
7 12.1+1.3d 5.4+0.27d %44.6
8 8.3+0.6¢e 2.3+£0.22¢ %27.7

Tarama kosullari: Sicaklik 30 °C, calkalama hizi 150 rpm ve inkiibasyon siiresi 6 giin. Besiyeri
kompozisyonu: %20 melas (200 mL/L), 1.5 g/L KH2PO4, 1.5 gr/L (NH4),SO. (amonyum siilfat) ve 0.25
g/L MgSO,

Cizelge 4.7’ den goriilebilecegi gibi deneyler optimal sartlarda gerceklestirildiginde en
fazla hiicre biiyiimesi inkiibasyonun ilk 3 giiniinde meydana gelmis ve 6. giine kadar
hiicre biiyimesinde kayda deger artislar tespit edilmistir. 6- 8. giinler arasinda ise hiicre
biiyiimesinde dikkate alinmayacak derecede artislar belirlenmistir. Ornegin, 6, 7 ve 8.
giinlerdeki hiicre konsantrasyonlar1 sirasiyla 16.7, 16.9 ve 17.1 g/L olarak ol¢iilmiistiir.

8. glinden sonra ise hiicre konsantrasyonunda azalma tespit edilmistir.

Lipit sentezi ise ilk 3 giinde ¢ok diisiik seviyelerde kalmistir. S6yleki, 3. giiniin sonunda
lipit konsantrasyonu 2.2 g/L, lipit icerigi ise sadece %21.1 olarak ol¢iilmiistiir. Ugiincii
giinden sonra ise lipit sentezinde hizl1 bir artis meydana gelmis ve bu artis kademeli
olarak artarak 8. giine kadar devam etmistir. 6. giinden sonra hiicre biiylimesi ¢ok
yavaglasa da lipit sentezindeki artis 8. giiniin sonuna kadar devam etmistir. 8. giinden
sonra ise sadece hiicre konsantrasyonunda degil ayn1 zamanda lipit konsantrasyonu ve
lipit i¢eriginde de azalmalar gézlemlenmistir. 8. giiniin sonunda elde edilen maksimum
lipit konsantrasyonu 11.9 g/L, lipit igerigi %69.6 hiicre konsantrasyonu ise 17.1 g/L
olarak belirlenmistir. 200 mL/L melas igeren besiyerindeki toplam sekerin baslangig
miktar1 94 g/L olarak oOl¢iilmiistiir. Seker icerigindeki en fazla azalma inkiibasyonun ilk
3 giiniinde tespit edilmistir. Hiicre biiylimesinin ve lipit sentezinin bittigi 8. giliniin
sonunda seker icerigi 4.2 g/L olarak ol¢iilmiistiir. 8. giinden sonra ise seker iceriginde

herhangi bir azalma tespit edilmemistir.
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Sekil 4.6. Galactomyces geotrichum TS61°de seker tiikketimi, lipit sentezi ve hiicre
biiylimesi {izerine inkiibasyon siiresinin etkisi

Cizelge 4.7. Inkiibasyon siiresinin hiicre biiyiimesi ve lipit sentezi iizerine etkisi

Inkiibasyon Seker Hiicre Lipit Lipit

siiresi (giin) | icerigi(g/L) | konsantrasyonu(g/L) | konsantrasyonu(g/L) "’:(f;;sgl
3 40.243.2a 10.4+0.6¢ 2,2+0.15¢ 21.1
4 27.3+2.8b 14.3+0.8b 5,4+0.27d 37.7
5 20.4%1.4c 15.8+1.0ab 8,1+0.33¢c 51.3
6 11.9+1.1d 16.7+1.0a 10.1+0.38b 60.4
7 6.8+0.5¢ 16.9£1.2a 11.0+0.44ab 65.1
8 4.2+0.3f 17.1£1.1a 11.9+0.47a 69.6
9 4.2+0.3f 16.7+1.1a 10.9+0.56ab 65.3

Tarama kosullari: Sicaklik 30 °C, galkalama hiz1 150 rpm ve pH 6.0. Besiyeri kompozisyonu: %20 melas
(200 mL/L), 1.5 g/L KH2POg4, 1.5 gr/L (NH4)2S04 (amonyum siilfat) ve 0.25 g/L MgSO4
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4.4. Uretilen Lipitlerin Yag Asidi Profilinin Belirlenmesi

Calismanin en son asamasinda, optimal sartlarda iiretilen lipitler metanol-kloroform
karigimi ile hiicre biyomasindan ekstrakte edilmis ve daha sonra bu lipitlerin GC ile yag
asidi kompozisyonu analiz edilmistir. Uretilen lipitlerin %27,09° nin doymus yag
asitlerinden % 72.85° sinin ise doymamis yag asitlerinden olustugu belirlenmistir.
Toplam lipitler icerisinde tekli-doymamis (mono-unsaturated) yag asitlerinin oram
%30,36, ¢oklu doymamis (poly-unsaturated, PUFAs) yag asitlerinin orani ise %42.49
olarak tespit edilmistir. Lipit icerisinde en yiiksek miktarda yer alan yag asidinin ¢oklu
bir doymamis yag asidi olan Linoleik asit (C18:2) (Omega 6) (%23.67), bunun ardindan
da tekli bir doymamis yag asidi olan oleik asit (C18:1) (Omega 9) (%22.14) oldugu
belirlenmistir. Lipit igerisinde en fazla bulunan 3. yag asidinin ise Eicosadienoik asit
(C:20) (Omega 6) (%18.82) oldugu tespit edilmistir. Lipitlerin igerisindeki diger yag
asitlerinin ise Palmitoleik asit (C16:1), Stearik asit (C18:0), Palmitik asit (16:0),
Pentadekanoik asit(C15:0) ve Miristik asit (C14:0) oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.8. Galactomyces geotrichum TS61” in lipitlerinin yag asidi profili

Yag asitleri Yag asidi tiirii Miktar1 (%)
Myristik asit (C14:0) Doymus 5.06
Pentadekanoik asit(C15:0) Doymus 6.32
Palmitik asit (16:0) Doymus 6.59
Stearik asit (C18:0) Doymus 9.12
Palmitoleik asit (C16:1) Tekli-doymamis 8.22
Oleik asit (C18:1) (Omega 9) Tekli-doymamais 22.14
Linoleik asit (C18:2) (Omega 6) Coklu doymamis 23.67
Eicosadienoik asit (C:20) (Omega 6) Coklu doymamisg 18.82
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5. TARTISMA ve SONUC

Mikroorganizmalar ¢esitli enzimlerin, pigmentlerin, organik asitlerin, biyopolimerin,
rekombinant proteinlerin, antimikrobiyal peptitlerin ve antibiyotiklerin yani sira
lipitlerin tiretiminde de siklikla kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar ile gergeklestirilen
iretim c¢alismalarinda ise ucuz substrat secimi Onemli bir kriter olarak kabul
edilmektedir. Bu dogrultuda, mikroorganizmalarin gelistirilmis oldugu besiyerlerine;
peynir alt1 suyu, gliserol, melas, narenciye ve piring kabuklari, meyve ¢ekirdekleri ve
kabuklari, atik kizartma yaglari, tavuk tiiyleri, misir maserasyon sivisi ve patates
kabuklar1 gibi ucuz orgnik atiklar veya yan tiriinler karbon ve/veya azot kaynagi olarak
kullanilmaktadir (Lee et al., 2011; Gouda et al., 2001, Papanikolaou and Aggelis, 2002;
Huang et al., 2009; Taskin and Erdal 2011; Arslan et al., 2016; Unver et al., 2018; Orak
et al., 2018; Yazici et al., 2018).

Yapilan calismalarda, mikrobiyal lipitlerin insan viicudunda dogal olarak
sentezlenemeyen ve bir¢ok hastaliga kars1 koruyucu etkisi oldugu bilinen omega-3 ve
omega-6 gibi ¢oklu doymamis yag asitlerini i¢erdigi bildirilmektedir. Diger bir ifadeyle,
coklu doymamus yag asitlerine sahip olan lipitlerin daha ¢ok insan gidasi veya ilag olma
potansiyelinden bahsedilmektedir (Ochsenreither et al., 2016). Coklu yag asitleri,
tiretilen biyodizelin vizkositesini azalttigindan dolayida, coklu doymamis yag asitlerini
icermeyen veya bu yag asitlerini diigiik oranda iceren mikrobiyal lipidlerin ise bitkisel
yaglara alternatif olarak biyodizel iiretiminde ham madde olarak kullanilabilecegi
belirtilmektedir (Gui et al., 2008; Ramos et al., 2009; Katre et al., 2012; Taskin et al.,
2015).

Diger taraftan, lipit iiretme kapasitesi bakimindan da her mikroorganizma uygun
olmamaktadir. Bu dogrultuda da, arasgtirmacilar cogunlukla yiiksek oranda lipit
biriktiren (lipit icerigi %20’ nin lizerinde) yani oleaginous olarak bilinen
mikroorganizmalara yonelmektedirler. Hatta uygun kiltiir kosullar1 altinda bazi
mikroorganizmalrin lipit igerigi %70’lere ¢ikmaktadir (Amaretti et al. 2010; Beopoulos

et al. 2011; Katre et al. 2012). Bu yiizden, mikrobiyal lipitlerin iiretiminde amaca
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yonelik uygun yag asidi profiline sahip olan ve yiiksek miktarda lipit iretebilen

mikroorganizma se¢imi ¢ok 6nem arz etmektedir.

Mikrobiyal lipitlerin tiretiminde uygun substrat se¢imide ¢ok onemli bir adim olarak
kabul edilmeketdir. Uygun substrat se¢iminde ise, arastirmacilar diisiik maliyetli
olmasmin yanisira yapisinda yiiksek seker fakat diisiik oranda azot igeren melas,
gliserol, piring kabuklar1 gibi ucuz organik materyallere yonelmektedirler (Meng et al.,
2009; Vamvakaki et al., 2010; Karatay and Dénmez, 2011; Economou et al., 2011;
Mast et al., 2014). Ciinkii, yiiksek karbon:azot oraninin oleaginous mikroorganizmlarda
lipit birikimini artirdig1 belirtilmektedir (Amaratti et al., 2010). Ornegin, yiiksek azot
iceriginden dolayr bazi meyve sularinin, kanalizasyon atik suyunun ve monosodium
glutamat iceren atik sularin iyi bir lipit {iretim substrati olmadig1 agiklanmaktadir (Wu
et al., 2012). Yada, yiiksek azot igerigi probleminin tstesinden gelebilmek igin peynir
alt1 suyu gibi protein (azot) bakimindan zengin materyallere protein giderme islemleri
uygulayarak azot igeriginin azaltilmasina ¢alisilmaktadir (Taskin et al., 2015). Melas ise
yiiksek karbon ve diisiik azot igerigine sahip olmasinin yaninda maliyetininde diisiik
olmasi sebebiyle mikrobiyal lipit iiretimi i¢in iyi bir substrat olarak kabul edilmektedir
(Taskin et al., 2016).

Dogadaki bir ¢ok mikroorganizmanin sukroz sekerini karbon kaynagi olarak
kullanamadig1  bilinmektedir. Melasinda seker igeriinin ¢ogunlugunu sukroz
olusturmaktadir. Bu yiizden de, melas ile hazirlanan besiyerlerinde sukroz pozitif olan
bir mikroorganizma ile g¢alisilmasi gerekmektedir. Bu noktalar goz Oniline alinarak,
mevcut ¢calismada melas sukrozunu etkili bir sekilde kullanabilen ve yiiksek oranda lipit
biriktiren funguslarin izolasyonuna g¢alisilmigtir. Melas sukrozunu etkili kullanabilen
mikroorganizmalarin izole edilebilmesi i¢inde izolasyon ¢aligsmalart dogrudan melas
(tek karbon kaynagi), bazi mineral tuzlar ve agar ile hazirlanan besiyerinde
gerceklestirilmistir. Izolasyon ¢alismalari sonucunda farkli toprak &rneklerinden 75
fungus izole edilmistir. %5’lik diisitk melas (diisiik seker icerigi) ile hazirlan sivi
besiyerinde gergeklestirilen tarama deneyleri sonucunda bu izolatlardan sadece 7’sinin

%20’ nin tizerinde lipit biriktirdigi diger bir ifadeyle oleaginous 6zellik gdsterdigi tespit
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edilmistir. 7 izolat arasinda TS19’ un en fazla lipit igerigine sahip oldugu belirlensede
en diistik lipit tretkenligi (lipit konsantrasyonu 1.9 g/L) bu izolat i¢in kaydedilmistir.
Ay cicegi tarlasindan izole edilen TS61 kodlu izolatin ise en yiiksek lipit liretkenligine
(lipit konsantrasyonu 3.2 g/L) sahip oldugu belirlenmistir. TS61 izolatinin lipit igerigide
(%32.9) son derece yiiksek bulunmus ve bu yiizden de takip eden deneyler bu izolatla
gerceklestirilmistir. Bu izolat Galactomyces geotrichum olarak teshis edilmistir. G.
geotrichum strainlerinin literatiirde siit ve peynir gibi gidalarda, alkollii igeceklerde ve
toprakta bulundugu, maya-kiif morfoloji ge¢isli dimorfik 6zellik tasidigi ve patojen
olmadig1 rapor edilmektedir (Grygier et al., 2017). Starter olarak kullanildiginda
peynire aroma kazandirdigi ve peynirde olusan acimsi tadin giderilmesinde etkili
oldugu belirtilmektedir (Chebenova-Turcovska et al., 2011; Gamero et al., 2016;
Sadecka et al., 2016). Sahip oldugu laccase, azo reductase ve tyrosinase gibi enzimler
sayesinde azo boyalar1 pargaladigi ve bu yiizdende biyoremediyasyon ¢alismalarinda
kullanilabilecegi de agiklanmaktadir (Govindwar et al., 2014). Yine literatiirde, bu
organizmanin toksik 6zellik tastyan DDT’ yi pargaladigi belirtilmektedir (Purnomo et
al., 2010). Yapilan tek bir calisgmada da, bu organizmanin mikrobiyal lipit tiretiminde
kullanilabilecegi belirtilmistir (Marjakangasa et al., 2015). Bu yiizden, G. geotichum
dimorfik organizmasinin lipit liretme yeteneginin arastrilmasina yonelik daha cok
aragtirma yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Mevcut ¢alismada da, izole edilen 75
maya, kif ve yada dimorfik organizma arasinda en yiiksek lipit iiretkenliginin G.
geotichum izoalt1 ile basarilmasi bu tiiriin ger¢ektende lipit liretiminde detayli bir

sekilde test edilmesi gerektigini gostermektedir.

Literatiirde mikrobiyal lipitler iretimini besinsel faktorlerin (karbon, azot, fosfor vb
konsantraysonlar1) yanisira pH, sicaklik, inkiibasyon stiresi gibi parametrelerin
etkiledigi de belirtilmektedir (Ma et al., 2009; Sitepu et al., 2013;..). Bu yiizden, mevcut
calismada G. geotrichum TS61 ile Ipit iiretimi i¢in bu parametrelerin bazilarida optimize
edilmistir. Amonyum siilfat, KH2PO4 ve diger mineral tuzlarin konsantrasyonlar1 sabit
tutuldugunda, maksimum hiicre biiylimesinin, lipit iiretiminin (lipit konsantrasyonu) ve
lipit iceriginin 200 ml/L melas konsantrasyonuna basarildigi goriilmiistiir. Daha yiiksek

melas konsantrasyonlarinda (250 ve 300 ml/L) ise hem hiicre biiylimesinin hemde lipit
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sentezinin azaldigi goriilmiistiir. Bu azalma, melas bazi toksik maddelerin olast
varliina baglanabilir. Bununla birlikte, 250 ve 300 ml/L” deki melas
konsantrasyonlarinda bile en diisilk melas konsantrasyonuna oranla (50 ml/L) daha iyi
hiicre biiylimesi ve lipit senetzi gézlenmistir. G. geotrichum’ un toksik maddelerin
biyoremediyasyonunda kullanilabildigi bilgisi (Purnomo et al., 2010; Govindwar et al.,
2014) goz oniine alindiginda bu kiiftin yiiksek melas konsantrasyonlarini tolere etmesi

¢ok sasirtict olmamalidir.

Azot ilavesi (amonyum siilfat) yapilmamis besiyerinde G. geotrichum organizmasinin
lipit igerigi yiiksek bulunsada hiicre biyomas konsantrasyonunun ¢ok diisiik oldugu
belirlenmistir. Bu durum, melas igerisinde bu fungus tarafindan azot kaynagi olarak
kullanilabilecek olan maddelerin sinirli olmasiyla agiklanmistir. Cilinkii mevcut
calismada da melasin toplam azot icerigi (%1.7) son derece diisiik bulunmustur.
Literatiirde de zaten, melasin azot igeriginin hem diisiik hem de azotlu bilesiklerin
cogunun mikrobiyal biiylime veya aktiviteler icin uygun olmadigi agiklanmaktadir.
Amonyum siilfat ilavesi yapilan biitlin besiyerlerinde test edilen biitiin
konsantrasyonlarda hiicre biliylimesinde bir artis tespit edilmistir. Hiicre biiylimesinin
aksine ise 1.5 g/L’ nin iizerindeki konsantrasyonda hem lipit konsantrasyonu hem de
lipit iceriginde bir azalma gozlemlenmistir. Bu durum, daha 6nceki calismalarda da
belirtigi gibi (Katre et al. 2012; Taskin et al., 2016) besiyerinin karbon:azot oranina
baglanmistir. Bu sonuglarda, G. geotrichum ile lipit liretimi i¢in en uygun karbon:azot
oraninin 200 ml melas ve 1.5 g amonyum siilfat iceren besiyerinde saglandigini

gostermektedir.

Amonyum siilfat 6rneginde oldugu gibi besiyerine KH2POy ilave edildiginde de test
edilen biitiin KH2PO4 konsantrasyonlarinda hiicre biiyiimesinde bir artig tespit
edilmistir. Hiicre biiylimesinin aksine, lipit konsantrasyonunun ve lipit i¢eriginin ise 1.5
g/L tizerindeki KH2PO4 konsantrasyonlarinda azaldigi goriilmiistiir. Diger bir ifadeyle,
KH2PO4 ilavesi lipit iiretimini artirsada asir1 yiiksek konsantrasyonlarinin lipit
tiretiminde azalmaya neden olmustur. Lipit iiretimindeki azalma KH2POs; kaynakli

yiiksek fosfor icerigine baglanabilir. Clinkii literatiirde sadece, yiiksek azot igeriginin
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degil ayn1 zamanda yiiksek fosfor iceriginin de lipit sentezini engelledigi

belirtilmektedir (Gill et al. 1977; Li et al. 2006; Wu et al. 2010; Taskin 2015).

Mevcut ¢alismada, melas, amonyum siilfat, KH2POs konsantrasyonlarinin ardindan
kiltiir pH’smin lipit tiretimi ve hiicre biiyiimesi tizerine etkisi aragtirilmistir. Arastirma
bulgularinda da belirtildigi gibi hiicre konsantrasyonunun yanisira en yiiksek lipit
konsantrasyonu ve lipit icerigi pH 6.0’ da basarilmistir. Test edilen biitiin pH’ larin
hiicre biiyiimesini ve lipit {iretimini ¢ok faza etkiledigi goriilmiistiir. Ornegin, pH 6 nin
tizerindeki degerlerde hiicre ve lipit konsantrasyonlarinda ¢ok keskin azalmalar
goriilmiistiir. Bu bulgularda kiiltiir pH’sinin mikrobiyal lipitlerin sentezini ¢ok fazla
etkiledigini gosteren onceki galismalarla paralellik tasimaktadir (Zhu et al. 2008; Taskin
etal., 2015).

Hiicre biiylimesi {izerine inkiibasyon siiresinin etkisi arastirildiginda hiicre
konsantrasyonunun ilk 3 giin icerinsde ¢ok fazla arttig1 ancak 4-6 giinler yavasladigi
goriilmiistiir. Hatta, 6-8 giinler arasinda hiicre konsantrasyonunda sadece 0.2 g’ lik bir
artis tespit edilmistir. Bu sonuglar kiifiin hiicre biiyiimesinin yaklagik olarak 6.glinden
sonra duragan faza gectigini gostermektedir. 8. glinden sonra ise hiicre
konsantrasyonunda diisiis gézlemlenmistir. Hiicre konsantrasyonunda bu diisiis besin
tikenmesine bagl olarak (6zellikle azot kaynagi) fungal lizis gecirmesine baglanmistir.
Lipit sentezi ise ilk ii¢ giinde ¢ok diisiik seviyelerde kalmis, 3. glinden sonra ise yiiksek
artiglar gostermistir. Diger tarafatan, hiicre biiylimesi 6. gilinden itibaren durma
noktasina gelmesine ragmen lipit sentezi 6. glinden sonrada yliksek artis gostermistir.
Duragan lipit sentezinin devam etmesi kiiltlirde azotun bittiginin ama karbon
kaynaginin kaldigin1 ve buna baglh olarakta azot sinirlilifinda hiicrelerin lipogenezise
yoneldigini gostermektedir. Bu sonuglar hiicre biiyiimesinin aksine lipitlerin veya yag
asitlerinin sentezinin duragan fazda da devam ettigini gosteren Onceki ¢aligmalardaki
sonuglara paralellik tasimaktadir (El-Fadaly et al. 2009; Amaretti et al. 2010; Gohel et
al. 2013; Takin et al., 2015). Optmize edilmis kiiltiir sartlar1 altinda 8. giiniin sonunda

elde edilen maksimum lipit konsantrasyonu 11.9 g/L, lipit igerigi ise %69.6 olarak
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belirlenmistir. Bu kiif i¢in elde edilen lipit igerigi dnceki ¢aligmalarda belirtilen diger

maya veya kiiflerin lipit i¢eriklerinin ¢ogundan daha yiiksek bulunmustur.

Deneyler sonucunda, G. geotrichum kiifiinden elde edilen lipitlerin yapisinda ¢oklu-
doymamis yag asitlerinin yiiksek miktarda bulundugu tespit edilmistir. Bu doymamis
yag asitleri omega 3, 6 ve 9 tip yag asitleri grubunda yer almaktadir. Literatiirde de
¢oklu doymamis yag asitlerinin esas olarak insan gidasi ve ilag olma potansiyelinden
bahsedilirken, biyodizel iiretimi i¢in uygun olmadiklari rapor edilmektedir (Karatay and

Donmez, 2010; Katre et al., 2012; Taskin et al., 2015).

Calisma sonucunda elde edilen bulgular gostermektedir Kki;

1. Mayalarin yanisira kiiflerde yiiksek lipit igerigine sahip olabilmektedir. Bu
baglamda, patojen 6zellik tasimayan Galactomyces geotichum kiifii iyi bir lipid kaynagi
olarak kullanilabilir.

2. Bu kiifle lipid iiretiminde melas susbtrat olarak kullanilabilir ve bu kiif melasin
toksik bilesenlerini tolere edebilir.

3. Melas ortaminda bu kiifle lipit Giretiminde amonyum siilfat ve KH2POjy ilavesi lipit
tiretimini tesvik etsede asir1 yiiksek konsantrasyonlari lipit sentezini sinirlayabilir. Diger
bir ifadeyle, karbon, azot ve fosfor oranlar1 bu kiifte lipogenez yetenegini etkileyebilir.
4. Uzatilmis inkibasyon siireleri bu kiifte lipogenezi artirabilir.

5. Coklu doymamis yag asidi i¢eriginden dolay: bu kiifiin lipitleri insan gidas1 olarak

kullanilabilir.
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