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OZET

FUNGAL LiPID URETIMIi: OPTIMiZASYON CALISMALARI VE B iYODIZEL
URETIMINDE KULLANILAB ILIRLIGI

CICEK, Figen
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali, Yiksek Lisans Tezi
Dansman: Do¢. Dr. Emine YALCIN
HAZIRAN 2012, 49 sayfa

Bu calsmada Fusarium proliferatum, Fusarium semitectunfrugarium culm
mantarlarindan lipid dretimi ve elde edilen lipiddede biyodizel Uretimi
gerceklatirilmistir. Maksimum lipid Uretim kegullarinin belirlenmesi amaciyla pH,
farkli karbon ve azot kaynaklari, demir vgrlgibi ¢ssitli sistem paremetrelerinin etkisi
incelenmitir. Kultr ortamlarindan lipid ekstraksiyonu gekistirilmis ve elde edilen
lipidler biyodizel uretiminde kullanilngtir. Biyodizel Uretimi transesterifikasyon
yontemi ile gercekigiriimistir. Elde edilen biyodizelin karakterizasyonu kamb
kalintisi, viskozite, parlama noktasi ve kukurt roranalizleri gergekigirilmi stir.
Calisma sonucunda maksimum fungal lipid tretimi Fusarpnoliferatum ile 24.96g/L
olarak bulunmstur. Lipidlerden elde edilen biyodizelin ataulan karbon kalintisi,
kukurt orani, kinematik vizkozite ve parlama noktézellikleri standartlara uygun

bulunmutur.

Anahtar kelimeler: Fusarium proliferatum, Fusarium semitectum, Fusariculm,

biyodizel, transesterifikasyon



ABSTRACT

FUNGAL LIPID PRODUCTION: OPTIMIZATION STUDIES AND BAGE IN
BIODIESEL PRODUCTION

CICEK, Figen
University of Giresun
Graduate School of Natural andAppliedSciences
Deparment of Biology, Master Thesis
Supervisor: Assoc.Prof. Dr.Emine YALCIN
JUNE 2012, 49pages

In this study lipid production fromFusarium proliferatum Fusarium
semitectumve Fusarium culmorumwas studied, and biodiesel production from these
lipids was investigated. The effect of system paatams such as pH, carbon source type,
nitrogen source type and presence of iron on |gabuction was investigated. Fungal
lipid exraction from fungal biomass was achieved #me exracted lipids were used in
biodiesel production. Transesterification method waed in biodiesel production. Flash
point, viscosity, sulfur content and carbon residualysis were used in biodiesel
characterization. In the result of study, maximuipidl production were found as
24.969/L byFusarium proliferatum Flash point, viscosity, sulfur content and carbon
residue properties of the biodiesel produced ia #tudy was found as in the range of
standards.

Key Words:Fusarium proliferatum Fusarium semitectumFusarium culmorum

biyodiesel, transesterification
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KISALTMALAR

NaOH Sodyum hidroksit
TAG Triacilgliserol
TCA Trikarbosilik asit dongusi



1. GIRIS

Dunya nufusunun ve insan ihtiyaglarinin hizl sana bgl olarak enerji
tuketimi de gun gectikgce artmaktadir. Bu gatbali olarak hizli sanayikgne ve fosil
kaynaklarinin gri kullanimi sonucu artan cevresel sorunlar Ulkdse sorun
olmaktan cikmy ve kiresel bir sorun haline gektii [1]. DUnyanin tim enerji
ihtiyacinin %85 kadari komdr, petrol, gddgaz, bitimlisist gibi fosil yakitlardan
uretilmektedir. Turkiye'deki elektrik dretiminin %8 fosil kaynakli, %35 ise
hidrolik kaynaklidir. Fosil yakitlar insan @aginda tehlike yaratacak zararli gazlar
icermektedir. Bu tUr yakitlarin tiketimi ile hemvge zarar gérmekte hem de kiresel
Isinma gin gectikce artmaktadir. Fosil yakitlamtidnimi sonucu yakit icerisindeki
karbonun havadaki oksijen ile bigteesi sonucu COveya CO gazlari ortaya
ctkmaktadir. Ayrica fosil yakitlarda eser miktarBalunan kugun, kukart gibi
elementler yanma sicafinda oksijen ile birlgerek insan g#igl acisindan tehdit
olusturan bilgiklere (SQ, PbO, NQ...) donmektedir. Bu yanma UurUnleri
atmosferde birikmekte, gugee yerylzi arasinda tabii olmayan bir katman megda
getirmekte, insan ve bitki hayat! Uzerinde negeiikiye neden olmaktadir [2]. Fosil
yakitlardan dolayl yayllan gazlar ve parcaciklafusom yollari hastaliklarina,
kanserlere ve erken olimlere sebep olmaktadir§8h zamanlarda kullanim orani
artan ve cok sik tagima konusu olan der bir enerji kayn@ ise nukleer enerjidir.
Nukleer santraller, fosil yakith santrallerin aksj cevreye zararli olan G5O, ve
NOx gazlarinin olsumuna neden olmazlar. Fakat maliyetinin yiuksekswolue bir
kaza sonrasinda cevreyi temizlenemgekilde kirletme olasifii daha farkh ve
guvenli alternatif enerji kaynaklarinin argiym gindeme getirmektedir [4]. Bu
amagcla enerjide gin ba&imli olmak istemeyen ve enerji arzinda sorurgayan
Ulkeler, sahip olduklari alternatif enerji kaynakia arttirmaya ve gilendirmeye

calismaktadirlar [4-7].

ithal yakitlara olan kamlilik ulkelere 6nemli miktarlarda ekonomik
maliyet yuklemektedir. Alternatif enerji kaynakladogal enerji kaynaklarindan
meydana geldikleri icin enerji ithalatina olangbaliligl azaltmakta ve istihdamin



gelismesine 6nemli oranda katkida bulunmaktadir [8]elatif enerji kaynaklari
petrol, komir ve hidrolik potansiyele dayanmayargalove yenilenebilir enerji
kaynaklaridir. Yenilenebilir enerji kaynaklariniallanimi tim insanfiin gelecgini
glvence altina almak icin y@msal bir 6neme sahiptir. Kiresel 1sisanii 6nlemenin
ilk kosulu, fosil yakit kullanimini azaltarak, enerji apsini yenilenebilir enerjileri
kullanmaya uygun duruma getirmektir [9]. Yenilebilienerji kaynaklari,
miktarlarinin sinirli olmamasi, ¢cevreye daha aarzaermeleri ve givenli olmalari
nedeniyle fosil yakitlardan daha avantajlidirlan tazla bilinen alternatif enerji
kaynaklari arasinda gigenerjisi, rizgar enerjisi, biyokitle ve su gucimdieetilen
enerji kaynaklaridir [10].

1.1.Alternatif Enerji Kaynaklari

Petrol, komur ve hidrolik potansiyele dayanmayaitimisel terminolojide
Alternatif Enerji Kaynaklari yeni enerji kaynaklaolarak giindeme gelstir. Bu
kaynaklarin en énemli 6zelii her lGlkede bulunmasi ve kolay glebilir olmasidir.
Klasik enerji kaynaklari olan hidrolik enerji vesib yakitlara alternatif olabilecek
enerjiler Tablo 1.1'de siniflandirilgtir.

Tablo 1.1.Alternatif enerji kaynaklari

Alternatif Enerji Turi Kaynak veya Yakiti
Nukleer enerji Uranyum gibi &r metaller
Gune enerjisi Gung

Ruzgar Enerjisi Atmosferin hareketi
Dalga enerjisi Okyanus ve denizler
Jeo-termal eneriji Yeralti sulari

Hidrolik potansiyel Nehirler

Hidrojen Su ve hidroksitler
Biyokautle, biyodizel, biyogaz Biyolojik atiklar, y&as




1.2.Biyoyakitlar

Hidrojen gazlari, dgal gaz ve sentetik gazlar en sik rastlanan altérnat
enerji kaynaklari arasinda yer almaktadir. Bu a##f yakitlarin ¢cevre dostu olmasi
ve pek cok avantaj sunmasi gun gectikce fosil {akmn yerine kullaniimalarini
salamaktadir [11-13]. Biyoyakitlar kaynaklarina welérine gore d@isik sekillerde
siniflandinlabilmektedirler. Pek ¢ok endustriyek&rlere ait Griin ve bu drdnlerin
atiklarindan Uretilebilen biyoyakitlar kati ya dazgozellikte olabilmektedir. Kati
biyoyakitlara odun, odun kdmurid ve odun parcalgaz formundaki yakitlara ise
etanol, biyogaz, biyodizel ve piroliz yakitlar 6knelarak verilebilir. Biyoyakitlar;
birincil (islenmems) ve ikincil (islenmis) biyoyakitlar olmak tzere iki temel sinifa
ayrilmaktadir $ekil 1.1). Primer yakitlar dgal yakacak odun, odun talave
parcalari, dgal haliyle kullanilan organik materyaller gibi gkl ve slenmems
yakitlardir. Bu tir yakitlar elektrik, 1sitma,spime ve 1sinma amacl olarak direkt
kullanilabilmektedir. ikincil biyoyakitlar ise primer yakitlarin modifiyedilmis
halidir. Bu tur yakitlar etanol, biyodizel gibi sisekilde ve biyogaz, sentetik gaz ve
hidrojen gibi gazseklinde Uretilebilmektedir. Bu tir yakitlar, glen ve yiksek isi
kullanimini  gerektiren endustrilerde genicapta kullanilabilen yakitlardir
[14].

BIYOYAKIT

PRIMER YAKITLAR SEKONDER YAKITLAR

BIRINCIL URETIM IKINCIL URETIM UCUNCUL URETIM

SubstratSeker Substrat: Lignoselilozik Substrat: Alg,

Uriin; Fermentasyonla | | biyokiitle mikroorganizma,
uretilen biyoetanol yadd § Urlin: Enzimatik hidrolizle Urun: Biyodizel,
biyobitanol uretilen alkoller Biyoetanol, Hidrojen gazi

Sekil 1.1. Biyoyakitlarin siniflandiriimasi



Sivi biyoyakitlar dizel ve petrol gibi geleneksalkytlara alternatif olarak
gindeme gelmektedir. Sivi biyoyakitlar birincil time ve ikincil Gretim olmak lzere
iki sinifta incelenmektedir [15]. Bu siniflandirmeatlaz alinan unsur yakit kokenidir.
Bilimsel gelsmeye bgli olarak uctncul dretim yakitlarda siniflandirmagerini
almstir [16].

Birincil Uretim yakitlar, hammaddessekerlerden, ¢cim ve tohum gibi
materyallerden okan yakitlardir. Bu tir yakitlarin Gretimi icin basjontemler
uygulanmaktadir. En iyi bilinen birincil Gretim ydlarindan biri biyoetanoldir ve
nisasta ile bitkisel drunlerdeksekerin fermentasyonu sonucu elde edilmektedir
[17,18]. Biyoetanol yiiksek orandgeker iceren materyallerin mayalar tarafindan
Uretilen enzimlerle fermentasyonu sonucu uretilmekt Birincil Uretim yakitlardan
bir digeri ise biyodizeldir ve y@#arin katalizor variginda transesterifikasyonu ile
elde edilmektedir [19]ikincil Uretim yakitlar ise yenilenebilir ya da yésebilir
olmayan lignoselilozik biyokutle kaynaklarindanydojik ya da termokimyasal
yontemlerle uretilebilmektedir [15]kincil Uretim biyoyakitlar tretim yontemlerine
gore siniflandinimaktadir. Etanol ve butanol gyaikitlar biyokimyasal yéntemle
uretilirken diger tim ikincil Uretim yakitlari termokimyasal yalla tretiimektedir.
Metanol ve dimetil eter gibi termokimyasal Uretilgakitlarin ¢gu fosil yakitlardan
koken almaktadir. Termokimyasal d@din yontemlerinde ytksek sicaklik ve basing
kullaniimaktadir. Bu dorgiimin ilk basamaklarini gaz haline détiiime ve piroliz

olusturmaktadir [20].

Bilimsel gelsmeye ve teknolojik ilerlemeye Bl olarak mikroorganizmalar
ve alglerden kdken alan dguncil dretim yakitlam gdlarda dikkat ceken konular
arasinda yer almaktadir. Bu tur yakitlar birinad ikincil Uretim yakitlarinin bazi
dezavantajlarini  bertaraf etmektedir. Ozellikle ikacive kithk g6z o6nunde
bulunduruldgunda bitkisel/hayvansal §tar gibi tarimsal ve besinsel 6neme sahip
gidalarin yakit Uretiminde kaynak materyal olarakldnilmasi uzun vadede ciddi
sorunlar olgturacaktir ve biyodizel Uretimi bu nedenle kisae$lbir ¢6zim
olmaktan 0Ote gecemeyecekti., Hammaddeden kayndklanak bu gibi

olumsuzluklar Gg¢tincdl Gretim yakitlarinin Gretinke iortadan kalkmaktadir. Cunki



hammadde olarak besinsel ya da tarimsal 6neme sdmigyan mikrobiyal/algal
lipidler kullaniimaktadir [21].

1.2.1. Biyodizel

Biyodizel, bitkisel ya&larin, kullanilmg atik yaglarin veya hayvansal
yaglarin alkol ile uygun bir katalizér kullanilarak rhiyasal tepkimesi sonucunda
acga clkan ve yakit olarak kullanilan bir Grinddr. Kiepe sirasinda bitkisel ga
molekdlinun (trigliserid) yapisinda bulunan gyasitleri alkol ile yeni esterler
olusturmaktadir. Tepkimenin yan Grind olarak gliseritusmaktadir. Gliserin,
saflgtirihp parfum ve kozmetik sanayi gibi alanlardageidendirilebilmektedir.
Biyodizel, orta uzunlukta C16-C18 gaasidi zincirlerini iceren metil veya etil ester
tipi bir yakittir. Biyodizel, ¢gunlukla 16 ile 20 arasinda karbona sahip hidrokarbo
zinciri icermektedir ve @arliginin yaklgik %2121'ini oksijen olgturmaktadir.
Biyodizel, dizel motor yanma verimini ve emisyorugimunu olumsuz etkileyen
kikurt, aromatik hidrokarbon, metaller ve ham pletndiklar icermez. Isil deer,
yogunluk ve viskozite degerleri gibi 6zellikleri dizel yakit dgerlerine ¢ok yakindir.
Ayrica dizel yakitina gore gtama 6zellginin daha iyi, setan sayisinin daha yiksek

ve daha az toksik olmasi sugduonemli avantajlardandir.

Biyodizelde 9%310-11 oraninda oksijen bulunmaktade tu durum
biyodizeli yuksek yanma oOzelliklerine sahip yakialine getirmektedir [22].
Biyodizel klasik dizel yakitla karastirildiginda ygam doéngisu esnasinda net
karbondioksit emisyonlarini %78 oraninda azaltndikta [23]. Biyodizel
yenilenebilir, toksik olmayan, yanici olmayangsitebilir, kolayca bulunabilen,
biyolojik olarak parcalanabilir, surddrtlebilir gev dostu bir yakittir ve ayni
zamanda sulfir ve aromatik icerikten muaftir bubdandizeli oldukga kirlisehirler
icin ideal yakit haline getirmektedir. Biyodizel rayzamanda ortam havasindaki
parcacik madde icgini azaltmakta ve boylece hava kirdini de azaltmaktadir. Bu
durum kanser riskinde ve neonatal kusurlarda %0z sglamaktadir [24,25].
Biyodizel kirsal kalkinmanin zamanla vasfini yitignmarazilerin yenilenmesine de
yardimci oldgu bilinmektedir. Ayni zamanda kirsal istihdam icde iyi bir

potansiyele sahiptir [26]Petrol dizeli gibi sondaj, nakliye veya rafingdemleri



gerektirmedsi icin daha az maliyet ve zamanla yuksek biyodizetim kapasitesine
rahatlikla ulailabilmektedir. Bundan dolayr her ulke vyerel biyogli Gretme
kapasitesine sahiptir. Ayrica petrol ve petrol tizéhal edildigi tlkeler icin gecerli
vergilerin ve dcretlerin de 6denmesi gerekmez [@]7,Biyodizelin daha ustin
yaglihk 0©zelliklerine sahip olmasi pompalarindaki venjektdr birimlerindeki
yaglanmay! lyilestirir, motorun ainma ve yipranmasi azaltir ve motor verimi
arttirmaktadir [27,29]. Biyodizel petrol dizelindei0-80°C) daha yiksek olan
parlama noktasindan dolayr (100-170°C’nin Usturtdg)macilik, ulgim, daitim,

kullanma ve depolama i¢in daha gtvenlidir [30,31].

Tdm bu avantajlarina ganenbiyodizelin dizele gore %12 dahagiik eneriji
icerigine sahip olmasi 6nemli bir dezavantajdir. Ayriggodizelin bulutlanma ve
akma noktasi ve nitrojen oksit emisyonlari dizeléreg daha yuksektir.
Tamamlanmangiyanma 6zelliklerinden dolayr motorlarda ¢cokeltigphasina neden
olan daha dfik ucuculga da sahip olmasi, dizele gore nispeten daha yuksek
viskoziteye (dizelin 11-18 kati) ve dahasdl ucuculga sahip olmasi ve bundan
dolay1 daha yuksek enjektor basinci gereklildiger bazi dezavantajlardandir
[31,33].

1.2.1.1.Biyodizelin Teknik Ozellikleri

Biyodizelin kullanimi, tainmasi ve depolanmasi teknik Ozellikleri ile
yakindan ilgkilidir.  Biyodizelin akskanligini belirleyen viskozite, bulutlanma
noktasi ve akma noktasi g&leri ile setan sayisi gibi teknik 6zellikleri akta
onemlidir. Bununla birlikte setan sayisi, bulutlammoktasi, akma noktasi vegs&
filtre tikanma noktasi, oksidasyon stabilitesi \aglgma 0Ozellikleri gibi bazi ger
teknik Ozellikler de biyodizelin petrodizel ve gér yakitlarla kiyaslanabiligi

acisindan onemli bazi parametrelerdir.



1.2.1.1.1. Kinematik Viskozite

Viskozite maddenin akma kapasitesini gost@rdgin yakitin en énemli
Ozelligidir. Bundan dolay! yakit enjeksiyon ekipmanininligaasini ve sprey
otomasyonunu etkiler. Biyodizelin kinematik viskiedi dizel fosil yakitlarin
viskozitesinden 10-15 kat daha fazladir. Bu duruimix molekdler kitle ve blyuk
kimyasal yapi ile aciklanabilir. Bk sicakliklarda biyodizelin viskozitesi
degsisebilir ve katilgma gOsterebilir. Yapilan bazi cgahalarda biyodizel
viskozitesinin  hacim akini ve motordaki enjeksiyon sprey Ozelliklerini
etkileyebilecgi belirtiimistir. ASTM D445’ye gore maksimum izin verilebilirnhit
(1.9-6.0 mmysn) ve EN ISO 3104'te (3.5-5.0 nisn)'dir [22,34-39].

1.2.1.1.2. Y@unluk ve Bagil Yogunluk

Yogunluk birim hacim bgna a&irligl ifade etmektedir. Daha gan olan
yakitlar daha fazla enerji icermektedir [40]. ENDIS675/12185 ve ASTM D1298’e
gore ygunluk 15 veya 20°C’lik sicaklik referansinda tediiraelidir [39,41]. Ball
yogunluk suyun y@unlugu ile kasilastirildiginda bilgenin ygunlugudur.
Biyodizelin ba&il yogunlugu kutleden hacim dostiirmeleri yapmak, aki ve
viskozite Ozelliklerini hesaplamak ve biyodizel kéarin homojenigini belirlemek

icin gereklidir [42].

1.2.1.1.3. Parlama Noktasi

Bir yakitin parlama noktasi aleve veya kivilcimarumakaldgl zaman
tutusacazl sicakliktir. Parlama noktasi yakitin uguduuile ters orantildir.
Biyodizelin parlama noktasi gema ve depolama amaclari icin guvenli olan dizel
fosil yakitin belirtilen limitinden daha yiksek{#3,44]. Biyodizelin tutgma noktasi
genellikle 150°C’den daha yuksek iken klasik digekitin tutyma noktasi 55-



66°C’dir [43]. ASTM D93'de yer alan parlama noktasaliklarinin limiti 93°C ve
EN ISO 3679’da yer alan limit ise 120°C’dir [35,45]

1.2.1.1.4. Bulutlanma ve Akma Noktasi ve gok Filtre Tikanma Noktasi

Biyodizelin dsuk sicakhktaki davragi énemli bir kalite kriteridir. Bunun
nedeni yakitin kismen veya tamamen ketnlasinin yakit borularinda ve filtrelerde
tikanmaya neden olmasidir. Bulutlanma ve akma tenktASTM D2500 EN ISO
23015 ve D97 prosedurleri ile Olcilmektedir. Germbarak klasik dizel ile
karsilastirildiginda biyodizel icin daha yuksek bulutlanma noktasiakma noktasi
s6z konusudur [35,45,46]. 8uak filtre tikanma noktasi test filtresinin jejlaeye
veya kristallemeye balayan yakit bilgenlerinden dolayr tikanmaya dadig
sicaklgl ifade eder. Yaygin olarak yakitlarinsdik sicaklikta glerligini gostergesi
olarak kullanilir ve sguk hava performansini yansitir. fdik calsma sicakiginda
yakit kalinlgabilir ve yakit borularinin, yakit pompalarinin \anjektorlerinin
performansini etkileyerek uyguekilde akmayabilir. Sguk filtre tikanma noktasi
dizel ve biyodizel i¢in bulutlanma noktasindan dayiakorelasyona sahip olarak
yakitin suzdlebilirlik limitini tanimlar. Sguk filtre ttkanma noktasi, ASTM D6371
ile 6lctlmektedir [43-45,47].

1.2.1.1.5. Setan Sayisl

Setan sayisi yakitin tugma 6zelliklerinin bir gostergesidir. Yakitin dalya i
tutusma nitelgi daha yiksek setan sayisigda ile iliskilidir. Biyodizel kullanimi
icin metil ester secimslemi sirasinda goz o©nunde bulundurulan en o6nemli
parametrelerden bir tanesidir [22,29,35]. Setanssaygz asidi zincir uzunlgu ve
artan doygunluk ile artar. Daha yuksek setan sduisgma ve atgeme odasina
yakit enjeksiyonunun BkEmasi arasinda kisa zaman @uaiou gostermektedir
[48,49]. Biyodizel klasik dizel yakitlardan dahakgék setan numarasina sahiptir bu
da daha yiksek tufma etkinlgi ile sonuclanmaktadir [49,50]. ASTM D613'te



belirtilen dizelin setan sayisi 47 ve EN ISO 51693elirtilen setan sayisi ise 51 dir
[39,51].

1.2.1.1.6. Oksidasyon Stabilitesi

Biyodizel oksidasyonu biyodizelin kalitesinin @elendiriimesine yardimci
olan en o©nemli faktorlerden bir tanesidir. Oksidasystabilitesi oksidasyon
derecesinin, hava ile potansiyel reaktivitesinistgégesidir ve antioksidan ihtiyacini
da belirleyebilir. Biyodizel kimyasal bigeninden dolayi fosil dizel yakitlara kiyasla

oksidatif degradasyona kadaha duyarlidir [45].

1.2.1.1.7. Yg@lama Ozellikleri

Atadashi ve arkadtari [23] biyodizelin yalama o6zelliklerinin dizelden
daha iyi oldgunu ve bunun da motorun hizmet dmrina argirdi belirtmglerdir.
Lapuerta ve arkadkr [49] ise yag asidi alkil esterlerin (biyodizel) ytama
Ozelliklerini iyilestirdigini fakat tortu olgumuna, temel olarak parcalanabifigi
soguk aks oOzelliklerine bgl olarak filtre tikaniklgina katkida bulunabilegei
bildirmistir. Demirba [52] biyodizelin dizel yakita gére o6nemli §ganma
sagladigini ifade etmgtir. Xue ve arkadgar [38] ise biyodizelin yuksek gl ginin
azalan surtinme kaybiyla sonuclanabifgtieve bundan dolayi frenin etkin gicini

iyilestirebilecezini bildirmistir.

1.2.1.1.8. Asit Dgeri

Asit sayisi veya noétralizasyon sayisi yakit @nde yer alan serbest ya
asitlerinin olgumuddr. Serbest gasitleri ya&larda, sivi ydlarda veya greslerde
dogal olarak meydana gelen doysmeya doymamgimonokarboksilik asitlerdir. Ya
asitleri karbon zinciri uzunju veya doymami baz sayisi (cift bg) acisindan

farklhilik gosterir. Daha yiksek serbestsyasidi miktari daha yuksek asitggine



neden olmaktadir. Asit geri 1 g’lik yag asidi metil esteri notralize etmek igin
gerekli olarak KOH (mg) miktaridir. Asit geri ASTM D664 ve EN 14104’U
kullanarak belirlenir [27,53,54].

1.2.1.1.9. Serbest Gliserol

Serbest gliserol biyodizelde kalan gliserol miktarifade etmektedir.
Biyodizeldeki serbest gliserol i¢gritiretim surecine Qgaidir. Biyodizeldeki yiksek
gliserol verimi ester Urinin yikanmasi sirasindgdapea gelen yetersiz ayrilmadan
kaynaklanabilir. Gliserol temel olarak biyodizelgézilmez ve neredeyse gliserolin
tamami kolaylikla santrifljleme veya c¢oktlirme ileldylikla giderilebilir. Serbest
gliserol asili damlaciklar olarak kalabilir veyayddizelde ¢ok kicguk miktarlarda
cOzillebilir. Yuksek serbest gliserol yakit enjeksiyna zarar verebilir. ASTM
D6584'te gliseroliin nihai biyodizel Grindnidn %0.24den az olmasart kasulur ve
EN 14105/14106’da limit maksimum %0.02 olarak higfirektedir [45,55,56].

1.2.1.1.10. Toplam Gliserol

Toplam gliserol, metil esterlere ddgniirilmeden kalan trigliseridin bir
Olcusudur. Toplam gliserol serbest gliserol, moisagid, digliserid ve trigliserid

miktarindan hesaplanmaktadir [57]. Reaksiyonagi@aki gibidir:

Trigliserid ——  digliseril—>  mogliserid——>  gliserol

l l |

metil ester metil ester metil ester

Her reaksiyon gamasinda ya asidinden metil ester molekili
Uretilmektedir. Bilgiklerin her biri yayillmayan gliserol molekdll iceri Bu
bilesiklerin gliserol kismi bgl gliserol olarak belirtilir. Bgh gliserol ve serbest
gliserol birlikte toplam gliseroli ifade etmektef®5,45].
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1.2.1.1.11. Karbon Kalintisi

Yakitin karbon kalintisi tutmadan sonra yakitin karbon kalintisi
egilimlerinin gOstergesidir. Biyodizel icin kanradsokarbon kalintisi dizel yakittaki
kalintidan daha dnemlidir. CUnkl serbesg gaitleri, gliseritler, sabun, polimerler,
daha yiksek doymamyag asitleri ve inorganik kirletici maddeler vatile yiksek
korelasyon sergiler. Bu kalintinin sadece karbonolasmamasina @gmen karbon
kalintisi terimi tim standartlarda gorultr. ASTM 30 standardinda limit argli
maksimum 9%0.050 (m/m) ve EN 1SO10370’'de ise makaini0.30’dur (m/m)
[35,44,45].

1.2.1.2. Biyodizel Uretimi

Biyodizel Udretiminde c¢gtli yontemler kullaniimaktadir. En yaygin
kullanilan yéntemler piroliz, mikroemdlsifikasyodilisyon, transesterifikasyondur.
Yaglarin icerginde serbest yaasitleri, fosfolipitler, steroller, su, koku veiar ve
diger safsizliklar bulunur. Ygar yiuksek viskozite seviyesi, glik ucuculuk ve
yaglardaki doymany hidrokarbon zincirlerinin diilk reaktivitesinden dolay! direk
yakit olarak kullanilamaz [58,59]. ¥krin yakit olarak kullanilmasi igin
viskozitelerinin azaltiimasi gerekir. Bu amaglasitte yontemler uygulanmaktadir
(Sekil 1.2).

Bu yontemlerden 1sil yontem ve kimyasal yontem c¢akk
kullanilanlardandir. Isil yontemde, 6n 1sitma uymarak sicaklik yikseltiimekte ve
viskozite azaltilmaktadir. Fakat bu yoOntemin hatiekdir ara¢ motorunda
uygulanmasi sirasinda problemler sphaktadir. Kimyasal yontem kendi igcerinde
piroliz, mikroemdlsiyon, seyreltme, transesterifikan olmak tzere dort alt gruba

ayrilmaktadir.
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Viskozite Azaltma Yontemleri

I_I_l

Isil yontem Kimyasal yontem

Mikro emilsiyon Seyreltme] | Transesterifikasyo

Sekil 1.2.Viskozite azaltma yontemleri

Piroliz, yiksek sicakliklarda yuksek molekullt kilderin distik molekulli
bilesiklere parcalanmasidir. Bitkisel §larda piroliz iki farkli yontemle
gerceklemektedir. Birinci yontemde bitkisel gkar kapali bir ortamda isinin
etkisiyle parcalanmakta iken ikinci yontemdeghgat damitma yardimi ile 1sinin
etkisiyle parcalanmaktadir [60]. Piroliz 1s1 veys-katalizér kullanilarak bitkisel
yaglarin biyodizele dongitiriimesidir. Cok secici bir yontem gildir ve genellikle
cesitli bilesikler elde edilir. Trigliserid kaynana ve kullanilan pirolitik yonteme
bagli olarak alkanlar, alkenler, aromatik bileler, esterler, CQ CO, su ve H
uretilmektedir. Seyreltmeslemi yagin viskozitesini dgirmek amaciyla bitkisel ve
atik yaslarin dizel yakiti veya B#a bir ¢oziciu ile inceltiimesisliemidir. Bu
yontemde atik y&ar, yer fistgl, aycicei, kolza gibi bitkisel yglar kullaniimaktadir.
Mikroemulsifikasyon, metanol ya da etanol gibi déncirli alkoller ile y&in
karstirllmasidir [61,62]. Transesterifikasyon, triglskerin katalizor varlginda

alkollerle reaksiyona girmesi sonucu metil estémletustugu reaksiyondur.
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1.2.1.2.1. Transesterifikasyon

Transesterifikasyon @ik maliyetli ve kolay olmasindan dolayr en c¢ok
tercih edilen yontemdir [24]. Bu surecin ana Urinmgodizeldir. Transesterifikasyon
cesitli ardisik, tersine cevrilebilir reaksiyonlardan einaktadir. Bu reaksiyonlarda
trigliseridler gama @aama digliseritlere, monogliseride ve son olarakddse ¢oken
gliserole ve biyodizele dogihektedir. Gliserol dnemli bir yan Grindir ve 1sitigia
yakilabilir veya kozmetik sanayisinde hammadde akarkullanilabilmektedir.
Metanol ve etanol nispeten gik maliyetli olmasindan dolay! transesterifikasyon
yonteminde kullanilan iki temel hafif alkoldir. Aga propanol, isopropanol, tert-
butanol, dalli alkoller de kullanilabilir. Fakat kalkollerin maliyeti daha yuksektir
[63,64]. Transesterifikasyon reaksiyonunda hammadtigak kullanilacak ya
monohidrik bir alkolle (etanol, metanol), katalizasidik, bazik katalizérler ile
enzimler) varlginda ana Urin olarak §Faasidi esterleri ve gliserin vererek
esterlemektedir Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Transesterifikasyon Reaksiyonu
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Genellikle transesterifikasyon, katalitik ve kati&li olmayan iki ana
yontemden olgmaktadir. Reaksiyonu klatmak icin bir katalizor kullanilmaktadir
ve kullanilan katalizér sivi veya katl g@a zor ¢ozundgil icin ¢cok onemlidir.
Katalizér alkolin ¢ozunurigiint arttirmakta ve bundan dolayl tepkime hizini da
arttirmaktadir. En sik kullanilan yontem katalitikansesterifikasyon yontemidir.
Sekil 1.4'te transesterifikasyon yonteminin ayrintdiniflandirmasi gosterilrgtir
[45].

Biyodizel Uretiminde en sik kullanilan katalizorlsodyum hidroksit veya
potasyum hidroksittir. Pek cok atamaci alkali katalitik ydnteminin der
katalizorlere gore en hizh ve en ekonomik katalisfdusunu rapor etnstir. Bir
alkali katalizor varlginda transesterifikasyon ayni miktarda asit kabalin
kullanildigi reaksiyona kiyasla yakdgk 4000 defa daha hizli ilerlemektedir. Ayrica
bu yontemle kisa bir sirre icinde (30-60 dakika)sgkksaflik ve ylksek biyodizel
arin verimi elde edilebilmektedir [48,65]. Asit kéizorleri arasinda suilfirik asit,
hidroklorik asit, ferrik sulfat, fosforik ve orgdasilfonik asitler yer almaktadir. Bazi
argtirmacilar asit katalizérlerinin yiksek serbesttlast ve suya sahip bitkisel
yaglar icin alkali katalizorlerden daha fazla tolerarsahip oldgunu ileri sGrmitdr.
Benzer cakmalarda asit katalizér vaginda reaksiyonun esterlerde cok yiuksek

verim verdgi fakat reaksiyonun oldukca yayderledigi rapor edilmgtir [66,67].

Transesterifikasyonda enzimatik katalizérler de gyay bir kullanima
sahiptir. Enzimatik katalizor olarak en sik lipazanleri kullanilmaktadir. Katalitik
lipazlarin kullanildgl reaksiyonlarda sabunun giderilmesi ve gliserok@zanimi
gibi karmaik islemler gerekli dgildir. Bu avantaja ramen reaksiyon verimlerinin
disUk ve reaksiyon suresinin uzun olmasi 6nemli bdeavantajdir. Ayrica lipazlar
bliylk 0&lcekli endustriyel Uretim icin ¢ok pahalidve ASTM vyakit sartlarini

karsilayacak dlcide tepkime tamamlama derecegaszaz [48,66].
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Sekil 1.4. Transesterifikasyon yontemlerinin siniflandiribna

Trigliserid/alkol mol orani, katalizor tirl ve méd, serbest yaasidi turd,
reaksiyon sicakdi gibi ¢esitli parametreler transesterifikasyon reaksiyondmemli
derecede etkilemektedir.

i. Trigliserid/alkol mol orani: Trigliserid/alkol mol orani biyodizelin saginin
belirlenmesinde dnemli bir role sahiptir. ik trigliserid/alkol mol orani kullanimi
durumunda ayirma ve arindirma yontemleri oldukgsttaa[32].

ii. Katalizor tori ve miktari:Katalizor secimi ygdaki serbest yaasidi miktarina
baglidir. Katalizor olarak alkali, asidik ve enzimatkatalizérler kullaniimaktadir.
Alkali katalizor olarak sodyum hidroksit, potasyummidroksit, karbonatlar ve
alkoksitler kullanilirken, asidik katalizor olarakidrojen klortr, sulfirik asit ve
sulfonik asit kullaniimaktadir. Enzimatik katalizoolarak ise novozim 435,

lipozymeTL IM, amona AK kullanilmaktadir. Enzimatikatalizérler yuksek
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maliyetli oldusu icin tercih edilmemektedir. Alkali katalizorlt aksiyonlarin 4000
kez daha hizli olmasi, dahasdid sicakliklarda gercekymesi ve daha ucuz olmasi
yaygin kullanimini agiklamaktadir [32,68].

iii. Serbest yag asidi turl: Biyodizel Uretiminde miristik asit, palmitik asistearik
asit gibi doymy yag asitleri ve oleik asit, linoleik asit gibi doymagnyag asitleri
kullaniimaktadir.ideal bir biyodizel Uretiminde doymagnyag asitlerinin yiiksek
olmasi tercih edilir. CUnkii doymagniyag asitleri daha kolay esteglme
reaksiyonuna girmektedir [69].

Iv. Reaksiyon sicalgh: Transesterifikasyon kullanilan ga b&li olarak deisik
sicakliklarda gercek$ebilir. Sicaklgin yiksek olmasi transesterifikasyon hizini ve
biyodizel verimini dnemli derecede arttirmaktadir.

V. Su ve serbest yaasidi miktari: Sivi ve kati yalardaki su ve serbest gaasidi
transesterifikasyon sirasinda énemli bir sorunitita®zellikle yiiksek sicakliklarda
su, trigliseridleri digliseridlere hidrolize edebilve serbest y&a asidi olwturabilir.
Ortalama sicakliklarda syia sabun olsumuna neden olabilir. Sabun glumunun
negatif etkileri arasinda katalizor tuketimi, k&al etkinliginin azaltilmasi, gliserol

ayirmada zorluk ve ham biyodizel saflananin engellenmesi vardir [32].

1.2.1.3 Biyodizel Uretiminde Kullanilan Lipidler

1.2.1.3.1. Bitkisel Lipidler

Bitkisel yaglarin temel bilgeni trigliseridlerdir. Bitkisel yalar %90-98
oraninda trigliserid ve az miktarda monogliseriddigliserid icermektedir. Bitkisel
yaglar yapilarinda fosfolipit, fosfatid, karotenoiakbferol, silftr bilgikleri, %1-5
oraninda serbest gaasidi ve az miktarda su icermektedir. Biglgada ¢cgunlukla
stearik, palmitik, oleik, linoleik ve linolenik yaasitleri bulunmaktadir [70]. Bitkisel
yaglarin yg asidi kompozisyonu bitkinin genetik g#ili gi, yetistirildi gi mevsim,
iklim sartlari, toprak tipi gibi keullara bl olarak degismektedir. Soya, pamuk,
aycicesi, jojoba, kolza, kanola, jatropha curcas gibi ibék biyodizel tretiminde
kullaniimaktadir Bitkisel yaslar, yakit olarak ilk defa Rudolf Diesel tarafindan
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denenmgtir. Biyodizelin %95’ten fazlasi bitkisel géardan yapildil icin bunun daha

fazla ekonomik sorunlara neden olabilgioe dair pek ¢ok iddia vardir. Yemeklik
yaglarl biyodizele dongtirerek gida kaynaklari otomotiv yakitlar olarak
kullaniimaktadir. Yemeklik ygdan buyuk o6lcekli biyodizel Uretiminin gida arz ve

talep piyasasinda global dengegielneden olabile@e distunulmektedir [17].

1.2.1.3.2. Hayvansal Lipidler

Hayvansal yglar yiksek oranda doymuyag asidi icerdikleri icin oda
sicaklginda kati ve viskoz yapidadir. Hayvansaklgada en fazla bulunan ga
asitleri oleik, miristik, palmitik ve stearik asitt Biyodizel Uretiminde en yaygin
olarak kullanilan yglar arasinda kiimes hayvanlari, domuz \@rdan elde edilen
yaglar vardir. Wyatt ve arkadkari [71] sgir i¢c yagl, domuz ygl ve tavuk ygindan,
Ma ve arkadglar [72] sgir i¢ yagindan, Altun [73] hayvansal i¢ gmrdan baz
katalizorli transesterifikasyon ile, Bhatti ve atkgdari [74] hayvansal ygardan
hem asit hem de baz katalizorlu transesterifikasy@nReyes ve Sepulveda [75]
balik ygsindan, Dias ve arkagar [76], domuz ygindan, Guru ve arkaglari [77]
Artukoglu [78] atik hayvansal ygardan yuksek serbestgasidi icerginden dolayi
Oonce asit ve sonra baz katalizorli transesterjasile hayvansal ydardan

biyodizel Gretimini argtirmiglardir.

1.2.1.3.3. Algal Lipidler

Algler tarafindan uretilen lipitler oldukca gigkenlik géstermektedir. Alg
lipidlerinin blylk c@unlugu doymanmy yag asitleridir. Alglerle gercekkgirilen
coklu ygs asitlerini zenginlgtirme c¢alsmalari total yg miktarini azaltgg icin hentz
olumlu sonug¢ alinamastir. Tath su alglerinde 16 karbonlu asidi orani yuksek,
18 karbonlu ya asidi digukttr. Deniz algleri 20 karbonlu gaasitlerince zengindir.
Bu nedenle algal yhar da geni olcekli biyodizel Uretiminde hammadde olarak
kullanilabilmektedir [79].
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1.2.1.3.4. Mikrobiyal Lipidler

Pek cok mikroorganizma lipid Uretme ve biriktirmetg@nsiyeline sahiptir.
590 maya turd arasinda sadece 25 kadari %20 denyaz Gretebilme yeterigne
sahiptir. 60.000 tur kif mantarinin ise ¢ok az bolimi %25 oraninda ya
biriktirebilmektedir. Bu nedenle bu mikroorganizmaa ya&si (oleaginous)
mikroorganizmalar denilmektedir. Butingy@reten mikroorganizmalar aerobiktir ve
oksijen gelgmeyi sinirlayici bir faktérdir. Mikroorganizmalarrettikleri lipid
depolarini besin azi durumunda metabolizma faaliyetleri icin kullanraay
baslamaktadir. Ortamda karbon kaymain bulunmasi durumunda ise lipid kullanimi
yavaglamaktadir. Fakat karbon azlidurumunda mikroorganizma karbon kagna
olarak lipidi kullanacai igin lipoliz artacaktir. Y&si mikrobiyal turler mikroalg,
bakteri, mantar ve mayalardir. glodurumda bu mikroorganizmalardan elde edilen
lipid trigliserid seklindedir, bunlar da bitkisel ve hayvansaghgadaki ana bilgendir.
Bundan dolayr mikrobiyal lipidler biyodizel Gretimicin ham madde olarak

kullanilabilmektedir. Bakterilerde galiretimi genelde diiilk diizeydedir [80].

1.2.1.3.5. Fungal Lipidler

1980’li yillardan bu yana funguslar (tek hicreli yakar ve filamentli
funguslar) tirden ture geen ya& Uretim kapasiteleri ile ilgi cekmektedir. Fungusla
10 karbondan 24 karbona kadar doymue doymany diz zincirli y& asitleri
sentezleyebilmektedir. En ¢ok Uretilen doynyag asiti palmitik asit iken, oleik asit
en fazla Uretilen doymamyag asitidir. Ayrica kiflerde 6zellikle emega-3 ve ayae
6 doymamy yag asiti Uretimine rastlanmaktadiRhodosporidium spRhodotorula
sp. veLypomyces smibi bazi maya turlerine ait hiicrelerde kugurleklarinin %70’
kadar lipit biriktirebilme kapasitesi gozlenmektedliksek lipit icergine sahip
funguslaraMortierella sp 6rnek olarak verilebilmektedir. & mayalar ve kifler

coklu doymamy yag asitlerince zengin triacilgliserol biriktirmekteliir. Bu
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hiicrelerde en fazla rastlanangyasitleri arasinda C18:1, C18:2, C16:0 ve C16:1
gelmektedir. Bu bilgilersigi altinda y&l maya ve funguslarin biyodizel Gretimi igin

alternatif yg kaynaklari oldgu séylenebilmektedir [81].

1.2.1.4. Fungal Lipid Uretimi Biyokimyasi

Fungal lipid Uretiminde iki faz gozlenmektediilk faz dengeli bir
gelismenin gozlendii fazdir ve bu fazda butin besin elementleri ortanyéterli
miktarda bulunmaktadir. Besin maddelerinin azalniesllikle azot sinirlamasinin
basladigi durumda ikinci faz olan lipogenik faz fyar. Bu faz ise lipid tretimi icin
gerekli olan tim besin elementleri tikenene dekadeweder. Lipid Uretimi igin
gerekli besin elementlerinin ortama yeniden iladéneesi durumunda lipogenik faz
yuksek dizeyde devam eder ve biyokitleden lipidiareacisindan yiksek verim
elde edilir [79,82]. Mikroorganizmalarin gailretme kapasiteleri bazi sistem
parametreleri tarafindan sinirlanmaktadir. Lipi@timi birincil besin maddelerinin
varhgi ile dogrudan alakalidir. Ortamdaki azot kagnman azalmasi lipid Gretimini
induklemektedir. Benzeekilde karbon kayna miktarindaki ary da lipid Gretimini
arttirmaktadir. Azot kayrandaki azalma, protein ve nikleik asit sentezinde
yavglamaya neden olmaktadir. CuUnki bu metabolik yoHarazot esansiyel
elementtir ve azotun azalmasina gloa olarak protein ve nukleik asit
metabolizmasinin durmasi sonucu hiicre sgeini sinirlamaktadir. Bu durumda
kullanilan karbon, lipid Uretiminde ve depolanmasinkullaniimaktadir [79,83].
Kisaca azot sinirlamasi fungal kuitlelerde iyi bipogenez indikatorudir.
Mikroorganizmalar karbon kisitlamasi giusu durumda lipid depolarini metabolik
faaliyet icin kullanmaktadirlar. Clnkd fungal kitieidleri karbon kayngi olarak
enerji temininde kullanmaktadir [84]. Organizmalgeid birikimini triagilgliserol
(TAG) depolayarak gerceldtrmektedir. TAG’lar 6karyotlardan prokaryotlarada
pek cok turde lipidin depgeklidir. Mayalar ve kufler gibi pek ¢ok fungal kékér iyi
birer TAG Ureticisidir ve depolayicisidir. Lipid riimi ve Uretimi biyosentetik

yollarin diizenlenmesi ve dnctu molekullerin v@&rlile yakindan ilgkilidir. Lipid
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uretiminde onemli olan 6ncti molekullerden bazilagetilCoA, malonil CoA,
gliserol-3-fosfat, NADPH'tir.

Lipid uUretim basamanda sitozolik yg asidi sentaz enzimi goérev
almaktadir. Bu enzimd and @ olmak Uzere multimerik bir yapiya ve 48 aktif
merkeze sahiptir. Ya asidi sentezinde Bangi¢c reaksiyonlar icin sabit bir asetil
CoA kayna&! ve uzama safhalari igcin malonil-CoA gereklidib[8 Azot kisitlamasi
AMP-deaminaz enzimini aktive etmektedir. Bu aktiw@sa mitokondri AMP
konsantrasyonu azalmakta ve bunglbalarak izositrat dehidrogenaz aktivitesi
dismektedir. izositrat dehidrogenaz enzimi trikarboksilik asitndisu (TCA)
dongusun kontrolinde 6nemli bir enzimdir ve bu emaiazalmasi, izositrat birikime
ve TCA siklusunun bloke olmasina neden olmaktadlgiri biriken izositrat, sitrat
seklinde mitokondriden sitoplazmaya malat sitrat i@t taima sistemi ile
pompalanmaktadir. Sitozolik ATP-sitrat liyaz enzimitoplazmaya pompalanan
sitrati okzoloasetat ve asetil CoA’ya d@gtiiimektedir. Asetil CoA ise lipid

sentezinde dncu molekul olarak kullaniimakta veyblla lipid tGretimi artmaktadir.

1.2.1.5. Biyokiitle

Endustriyel anlamda biyokitle, ggyan ya da yakin zamandasgms
biyolojik maddelerden yakit elde edilmesi ya dasedi endistriyel amaclarla
kullaniimasi ile ilgilidir. Yenilenebilir ya da tdrnatif enerji kaynaklari arasinda
"Biyokutle" en buyuk teknik potansiyele sahip oleynak ttradir. Ana bikenleri
karbohidrat bilgikleri olan bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal koketum maddeler
"Biyokutle Enerji Kayn&" olarak adlandirilirken, bu kaynaklardan uretikemerji
ise "Biyokiitle Enerjisi" olarak tanimlanmaktadiu Balsmada biyodizel Uretiminde
kullanilan lipidler Fusarim cinsine ait funguslardan elde ediitivi ve bu kapsamda

biyodizel Uretiminde biyokiitle olarak funguslar leudiimistir.
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Fusarium

20’nin Gzerinde turd oldtu bilinen Fusarium cinsi mantarlar toprakta ve
bitkide bulunabilen filament6éz funguslardir [86]Fusarium turelerine ait
makroskobik morfoloji farkli ortamlarda Onemli Obyé deismektedir. Turler
patates dekstroz agarda 25°C’de her 12 saatte birzlblyime gostermektedir.
Koloniler hava miselyumlari ile birlikte kahverenginkte iken spor keseleri turuncu
renktedir. Septali ve hiyalinli hif yapisi gozlenktedir. Konidioforlar basit veya
dallanmg monoploid ve poliploidlerdir. Mikrokonidiumlar sesk veya hi¢ yoktur.
Makrokonidiumlar iki tiptir. Bu tiplerde hava mideti cogunlukla diz 3-5 septall ve
7.5-35 x 2.5-4 um boyutundadir. Makrokonidiumlasger keseleri kivriktir ve 3-7
septall, 20-46 x 3-5.5 um boyutuna sahigdfusarium semitecturkoloni rengine,
mikrokonidiumlarin azfii, hava keseleri ve makrokonidiumlagekline gore dier
klinik 6énemli turlerden kolaylikla ayirt edilebilifFusarium proliferatumtirinde
konidioforlar orta uzunlukta, basit veya dallid&onidium htcreleri monoploid ve
poliploid yapidadir. Mikrokonidiumlar bol, tek higr ve 4.5-10.5 x 1.3-2.5 um
boyutuna sahiptirFusarium culmorumtirlerine ait hava miselyumlari agik sari
renktedir. Bu tdriin mikrokonidiumlari yok fakat nrakonidiumlari boldur. Spor
keseleri kahverengi ve sik bulunur. Makrokonidiunma buydkIlgt 4-7 pm
gengliginde ve 25-50 um uzurgundadir. Septa sayilari 3-5 adet arasindasohe
gostermektedir [87].

1.2.1.6. Yapilmg Calismalar

Literatiirde biyodizel Uretimine ait pek cok gala mevcuttur. Bu caimalarda
biyodizel hammaddesi olarak galukla atik yg&lar, hayvansal ve algal lipidler
kullaniimistir. Fungal lipidlerin kullanimina dair yapiljngalsmalar heniiz yeterli
dizeyde dgldir. Wang ve arkadgari atik yemek yglarindan asit katalizorllsiem

ile %20 metanol vafinda 10 saat reaksiyon suresince %90, cift katdlizglem
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ile %10 metanol varinda 4 saat reaksiyon siresince %97.22 oranindadizisi
Uretimini rapor etnglerdir. [88]. Artuk@lu calsmasinda sicakdin biyodizel verimi
Uzerine etkisini ardirmis ve 63+1°C sicak# en uygun sicaklik olarak kaydetnvie
bu sicaklikta hayvansal atikglardan %89’luk biyodizel tretimini gercekkamistir
[78]. Ustiin cakmasinda hayvansal §&aynas olarak sgir i¢ yagini kullanms ve
calsma sonucunda %93.4 Uk biyodizel dretimini rapomigtir [89]. Lu ve
arkadalari, Jatropha curcasitkisinden biyodizel tUretiminde metanolgyanol orani
olarak 6:1 oranini kullanmi ve % 1.3 luk KOH Kkatalizorgiinde 64°C
sicaklikta %98’lik biyodizel Uretimini rapor etgerdir [90]. Hossain ve arkaglari,
Spirogyra ve Oedigonium alglerinden biyodizel Uretimini gercekteémislerdir.
Calisma sonucund&pirogyrdadan elde edilen biyodizel verimini@edigoniundan
elde edilen biyodizel verimine kiyasla daha ytke&kugunu rapor etngierdir [91].
Miao ve arkadglari, Chlorella protothecoidesmikroalginden 30°C’de 56:1
metanol:yg& mol oraninda yaklak 4 saat reaksiyon siresince biyodizel Uretimini
gerceklgtirmislerdir [92]. Li ve arkadslari Chlorella protothecoidesnikroalginden
%75’lik lipaz ve 3:1 metanol:y@ mol oraninda 12 saat icerisinde % 98.15'lik
biyodizel Uretimini rapor etngierdir [93]. Vicente ve arkagkri Mucor
circinelloides mantarindan biyodizel Gretimini gerceftiemislerdir. Calsmalarinda
sicakhk ve katalizoriin biyodizel tretimi Gzeringikerini arastirmislardir. 25C
de %90'lik 65C'de %98'lik biyodizel Uretimini rapor etslerdir. BR;, HCI ve
H,SOy katalizorlerini kullanarak her bir katalizor i¢cgirasiyla %98, %95.8, %91.5
saflikta biyodizel tretimini rapor etgherdir [94]. Dai ve arkadgari yassi bir maya
olan Rhodotorula glutinis’den lipid eldesi sonrasinda transesteai$ijon

ile %81.7’lik biyodizel Gretimini rapor etrglierdir [95].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Mikroorganizmalarin temini ve saklanmasi

Calismada Fusarium culmorum, Fusarium proliferatum ve Fusamiu

semitectuniunguslar kullanilmgtir.

Mikroorganizmalar Kirikkale Universitesi, Mantar trgiricili gi Programi
koleksiyonundan temin edilgtir. Mikroorganizmalarin  stok kdltdrlerinin
surekliligini sagglamak amaciyla, Patota Dekstroz Agar (Fluka) kasibortami
kullaniimistir. Stok fungus kultirleri haftada bir yatik tabesi ortamina transfer
edilmis, 28°C’de 7 gun sure ile inkibe edikti. Elde edilen tum kulturler ileriki
calismalarda kullaniimak tizere %@'de muhafaza edilngiir.

2.2.Mikroorganizmalarin tretimi

Calismada kullanilan fungal biyokutlenin tretimi icinlkanilan besiyeri
bilesimi Tablo 2.1 'de verilmitir.

Tablo 2.1.Besiyeri igergi

I Besiyeri icergi |

‘I Glukoz 50g I‘

|| Maya ekstrakti 1g |
KH.PO, 59
NaNG; 29

‘I MgSO:.7H,0 500 mgl‘

I FeSQ.7H,0 10 mg |
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Besiyeri pH'1 0.1 M HCI ile 7.0’a ayarlangwve 1.5 atm basing altinda
110°C’'de 25 dakika slreyle otoklavda sterilize mdtir. Funguslarin stok
kaltarlerinden, hazirlanan besiyeri ortamlarinanekfapiimstir. Stok kultarleri 5 ml
steril distile su icerisinde suspanse edildiktennrao hazirlanan miselyum
suspansiyonu steril kallarda 100 ml besiyeri iceren 250 mllik erlenmaye
siselerine ekilmgtir. Kaltirler 28°C inkibasyon sicaglnda 150 r.p.m. calkalama
hizinda, 2 giin sireyle inkiibe edigtin. inkiibasyon siiresi sonunda her bir kiiltiirde

lipid Uretim duzeyi argiriimistir.

2.3. Total Lipid Uretim Diizeyinin Belirlenmesi

Toplam lipid tayininde sulfo-fosfo-vanillin  yontemuygulanmgtir. Bu
yontem hizli, gavenilir ve uygulamasi oldukca kolaly yontemdir [96,97]. Lipid
analizi amaci ile besiyerinden ayrilan fungal biyt& kloroform-metanol kagimi
ile ekstrakte edilmi ve santrifijleme sonrasinda elde edilen sUperhatipid
analizinde kullanilimgtir. Bu amacla 0.010 ml stpernatant 1.0 ma68, icerisinde
tamamen ¢6zunmive kargim sicak su banyosunda 10 dk sire ile inkube egtiimi
Sure sonunda tupler hizli bgekilde sgutulmus ve tuplere 1.0 ml fosfovanilin
ayiraci ve 1.0 ml distile su ilave ediktir. Standart olarak etanol icerinde ¢6zimu
zeytinyal kullaniimstir. Standart ve 6rnek ¢ozeltilerinin 530 nm’de @bsins arti

tayin edilmg ve total lipid miktari gagidaki ssitlik kullanilarak hesaplanrgiir.

Total lipid dergimi (g/L) == _Absorbans asii (AA)

aBtlart kalibrasyon grafinin egimi
Fosfovanilin ayiraci0.6 g vanilin 10 ml etanol icerisinde ¢6zirgnie 100

ml distile su ile seyreltilmgtir. Karisima 400 ml fosforik asit ilave edilmive

homojen goruntt okana dek kastiriimistir.
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2.4. Optimum Lipid Uretim Diizeyinin Belirlenmesi

Mikroorganizmalar gef$ime ortaminda okabilecek herhangi bir geme
oldukca hizli cevap vermektedir. Bu durum sadecegdl gelsimi degil ayni
zamanda fungal lipid Uretimini de etkilemektediu 8macla maksimum lipid Gretimi
elde edebilmek icin ¢éli sistem parametrelerinin lipid Gretimi Gzerinetkisi
incelenmgtir. Maksimum lipid Uretim kegullarinin belirlenmesi amaciyla pH, karbon

kaynasl, azot kayng ve demir varlgl gibi sistem parametreleri incelenti.

2.4.1. Lipid Uretimi Uzerine pH Etkisi

Lipid Uretimi Gzerine pH etkisini belirlemek rgibesiyeri pH'1 5.5, 6.0,
6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0 olacajekilde ayarlanmgtir. Her bir mikroorganizma farkli
pH’lardaki bu besiyeri ile 3&’'de 10 gun sire ile inkiibe edilgnve lipid analizi
gerceklgtirilmi stir.

2.4.2. Lipid Uretimi Uzerine Karbon Kayna g1 Etkisi

Lipid sentezine karbon kaynaklarinin etkisini irgakek amaciyla sivi
besiyerlerinde karbon kaypaolarak glukoz, laktoz, dekstroz, maltoz ve maminit
kullaniimistir. Bu amacla temel besiyerine ilgili karbon kagn&ol (w/v, v/v)
oraninda ilave edilngtir. 35°C’de 10 glin sire ile inkiibasyon sonrasinda karbon
kaynaklarinin lipid tretimi Uzerine etkisi, farkktarbon kayngi iceren kulttrlerde
lipid miktarinin 6lcimu ile belirlenmgtir.

25



2.4.3. Lipid Uretimi Uzerine Azot Kayna gI Etkisi

Lipid Gretiminde azot kayr@anin etkisini belirlemek amaciyla sivi besi
yerlerine %0.2 oraninda potasyum nitrat, amonyutrat)i pepton ve glisin ilave
edilmistir. Inkiibasyon siresi sonunda kultir ortamlarindan mlgvaeklerde lipid

miktari belirlenmgtir.

2.4.4. Lipid Uretimi Uzerine Demir Varli ginin Etkisi

Lipid Uretiminde demir metal iyonunun vagini belirlemek amaciyla sivi
besi yerlerine 0.0, 10, 20, 30, 40, 50 mg/L gerierinde FeSO4 ilave edilmtir.
Inkiibasyon suresi sonunda kultir ortamlarindan mlideneklerde lipid miktari

belirlenmitir.

2.5. Lipid Ekstraksiyonu

Fungal biyokitle tarafindan dretilen lipidlerin &leksiyonu Bligh ve
Dyer’in dnerdgi yonteme gore uygulangtir [98]. Besiyeri ve fungal biyokitle bir
homojenizator ile utiimis ve kloroform:metanol (2:1, v/v) karmi ile 20 dakika
sure ile orbital kastiricida (Heidolph Ins., Unimax 1010) ekstraktelmdtir. Stre
sonunda kagima kloroform:su (1:1) kagimi ilave edilmg ve 10 dakika sure ile
karistirilmistir. Stre sonunda ekstrakte edilen faz santriféflek (Sigma, Sartorius)
ayrilmistir. Elde edilen organik faz evaporatérde ucurdigit kalintisi ince tabaka

haline getirilmg ve toplanarak biyodizel tretiminde kullaniktar.

2.6. Biyodizel Uretimi

Metanol ve sodyum hidroksit (NaOH) cam behere alktak 1siticida
30°C’ye kadar isitiingtir. Katalizor olarak kullanilan NaOH'in alkol igile tamamen

cbzinmesi sdanmstir. Alkol + katalizor kagimi Uzerine fungal lipid ilave edilmi
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ve reaksiyon 60+LC’'de yaklalk 1 saat siresince devam ettirifthi Reaksiyon
suresinin bitiminde kagim ayirma hunisine alingwve sicak su eklensitir. Gliserin
fazinin ayrilmasi igin kagim 12 saat oda sicaginda bekletilmg ve ayrilan gliserin
fazi ayirma hunisinden alingir. Kalan metil ester, iki kati miktarda 8D'deki saf
su ile reaksiyon kabinda bir sire kanldiktan sonra ayirma hunisine alipmwe faz

ayrimi olisumu sonrasinda alinan ester filtreden gecistimi

2.6. Biyodizelin Fiziksel ve Kimyasal Karakterizasyonu

Her bir mikroorganizmadan maksimum verimle elde lezdibiyodizel
ornekleri ile karbon kalintisi, kiktrt orani, kinatik viskozite ve parlama noktasi
tayini gercekletirilmi stir. Karbon kalintisi TS 6148 EN ISO 10370, kukdrani TS
EN ISO 4264 kinematik viskozite TS 1451 EN ISO 3108drlama noktasi ise TS EN
ISO 121185 analiz yontemlerine gore yapsknni
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Biyodizel retimi hedefli bu ¢caima iki gamadan olgmustur. ilk asamada
fungal biyoktlelerden lipid Uretimi gnmsg ve lipid Uretiminde optimizasyon
calismalari gerceklgirilmi stir. Calismanin ikinci @amasinda ise elde edilen lipidler,
biyodizel dretiminde kullaniingi ve biyodizel karakterizasyon cahalari
gerceklatirilmistir.  Optimizasyon cajmalarinda maksimum lipid  Gretimi
hedeflenmitir. Bu amacla fungal lipid tretimi Gzerine sistgrarametrelerinden pH,
karbon kayngi, azot tirt ve demir vaginin etkisi incelenmgi ve yiuksek dizeyde

lipid Uretimi elde edilmytir.

3.1. Lipid Uretimi Uzerine pH Etkisi

Mikroorganizmalarin ~ Grin  oktiurmalari  ve ygamlarini  devam
ettirmelerinde besin ortaminin pH’1 6énemli bir paetredir. Mikroorganizmalarin
dremeleri icin, besiyerinin pH 'sinin optimal slairicinde bulunmasi gereklidir.
Minimal ve maksimal pH limitlerine yakjakca Greme azalir ve durur. Bu amagla
fungal lipid Uretimi tGzerine pH etkisi 5.0-8.0 agahda incelenngi ve sonuclasekil
3.1'de verilmitir. Tim biyokatleler icin 5.5-6.0 ve 7.5-8.0 pHahklarinda diik
lipid Uretimi, pH 6.5-7.0 arghinda ise yuksek lipid tGretimi gbzlengtir.

En yiksek lipid dretimiFusarium proliferatumile 24.96 g/L olarak
bulunmutur. pH deerinin 5.0'dan 7.0’a arttirilmasi ile lipid Uretikapasitesinin
Fusarium proliferatum igin  1.56, Fusarium semitectumicin 1.48, Fusarium
culmorumigin ise 1.51 kat artki belirlenmitir. pH deserinin 7.0’dan 8.0’a azalmasi
durumunda ise lipid Uretim kapasitesiminsarium proliferatumcin 1.19,Fusarium
semitectumicin 1.22, Fusarium culmorumigin 1.32 kat azalga belirlenmitir. Bu
sonugclardan biyokutlelerin lipid dretimi icin notree notrale yakin pH derlerini

tercih ettikleri belirlenmytir.
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Sekil 3.1. Lipid Gretimi tzerine pH etkisi

3.2. Lipid Uretimi Uzerine Karbon Kaynagi Etkisi

Fungal lipid Uretimi tzerine karbon kayheetkisi Sekil 3.2’de verilmitir.
Karbon kayngi olarak dekstroz, glukoz, laktoz, maltoz, mannitelsikrozekerleri
test edilmgtir. En yuksek lipid Uretimi @er fungal kutlelere kiyasld&usarium
proliferatum ile elde edilmgtir. Fusarium proliferatumen yuksek lipid Gretimini
glukoz varlginda gosterirken, en diik lipid Uretimi ise mannitol vaginda
gozlenmgtir. Mannitole kiyasla glukoz vaginda Fusarium proliferaturda lipid
Uretim kapasitesi 2.73 kat artigbzlenmgtir. Fusarium semitectumile lipid
Uretiminde en yuksek Uretim kapasitesi dekstrodigada 15.38 g/L olarak, en
disUk dretim ise yine mannitol vaginda 4.7 g/L olarak bulunngtur. Fusarium
culmorumbiyokdtlesi ile lipid Uretim kapasitesi laktoz vigrhda maksimum dizeye
ulasmistir. Stikroz varkginda ise tim biyokutleler arasinda minimum dizenat.5

g/L lipid Uretimi gbzlenmitir.
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Sekil 3.2. Lipid Uretimi Uzerine karbon kayggetkisi

3.3. Lipid Uretimi Uzerine Azot Kaynagi Etkisi

Azot kayn&inin lipid tretimi Gzerine etkis$ekil 3.3'de verilmgtir. Fusarium
proliferatum en yiksek lipid Gretimini amonyum nitrat v@hda gosterirken, en
disuk lipid dretimi potasyum nitrat vaginda gozlenngtir. Fusarium semitectunte
lipid Uretiminde en yuksek Uretim kapasitesi glisiarliginda 25.6 g/L olarak, en
disuk Uretim ise pepton vaginda 14.1 g/L olarak bulunmtwr. Fusarium
culmorum biyokiitlesi ile lipid Gretim kapasitesi amonyumtrat varlginda
maksimum diizeye ueistir. Farkli mantar turleri farkli azot kay@iai tercih
ederken, genel olarak mantarlar tarafindan amonyutratin tercih edildii

gOzlenmgtir.
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Sekil 3.3. Lipid Uretimi Gzerine azot kaygaetkisi

3.4. Lipid Uretimi Uzerine Demir Varli ginin Etkisi

Demir varlginin lipid Uretimi Uzerine etkis§ekil 3.4'te verilmitir. Besi
ortaminda demir konsantrasyonununsama b&li olarak lipid Uretiminde de 6nemli
artislar oldysu belirlenmgtir. Fusarium proliferatumen yiksek lipid dretimini 20
mg/l demir varlginda, Fusarium semitecturile lipid Uretiminde en yuksek Uretim
kapasitesi 30 mg/l demir vaginda gozlenirkenFusarium culmorunbiyokiitlesi ile

lipid Gretim kapasitesi 40 mg/l demir vayinda maksimuma uganistir.
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Sekil 3.4. Lipid Uretimi Gizerine demir vaglinin etkisi

3.5. Biyodizel Ozellikleri

Biyodizel 6zelliklerinin belirlenmesinde karbon kaisi, viskozite, parlama
noktasi ve koklrt orani analizleri gercekiglmistir. Sonuclar Tablo 3.1'de
verilmistir. Viskozite degeri TS 1451 ENISO 3104 standartlarina gére (408¢C’d
1.0-6.0 mn¥sn aralginda, parlama noktasi TSEN ISO 121185 standardagire
100-176C aralgindadir. Kiikiirt orani TSEN I1SO 4264 standartlamyise %0.0-
0.0024 arafiindadir. Karbon kalintisinin TS 6148 ENISO 1037andartlarinda
limit araligi maksimum %0.030(m/m)’du-usarium proliferatundan elde edilen
biyodizelin viskozitesi 5.8 mffsn, parlama noktasi 110°C kiikiirt orani %0.0020,
karbon kalintisi %0.012 olarak olgulurkéfusarium semitectundan elde edilen
biyodizelin viskozitesi 4.9 mffsn, parlama noktasi 126°C kiikiirt orani %0.0019,
karbon kalintisi %0.014 olarak olculgtiir. Fusarium culmorundan elde edilen
biyodizelin viskozitesi 5.1 mffsn, parlama noktasi 105°C kiikiirt orani  %0.0014,
karbon kalintisi %0.025 olarak olgulghdr.
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Tablo 3.1.Biyodizel karakterizasyonu

zlr:]srl;cz)/zsfzg Parlama Kukart orani Karbon
(40 °C ) noktasi (°C) (%) kalintisi (%)
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4. TARTISMA

Son yillarda enerji kaynaklarinin azalmasi ve k&irasinmanin artmasi
alternatif enerji kaynaklari argyna sebep olmgiur. Alternatif kaynaklardan biri
olan biyodizel, bitkisel, hayvansal ve mikrobiyadgiardan Uretilebilen ¢cevre dostu
bir enerji kayngidir. Pek ¢ok olumlu 0Ozefli ile aracglarda, isinmada, havacilik
sanayinde guvenilir bikekilde kullanilabilmektedir. Fakat tarimsal ve ssil
Oneme sahip y@arin enerji eldesi icin feda edilmesi pek ¢cok sarula beraberinde
getirmis ve kisa vadeli ¢ozim olarak kaknr. Bu calsmada biyodizel Gretimi igin
yeni hammadde olarak mikrobiyal lipidlerin kullaabilirligi arastiriimistir.
Literatiirde biyolojik kdkenli lipidlerden en ¢okgall lipidlerin biyodizele dorgiimi
aragtinimig, fungal lipidlerin kullanilabilirlgi  yeterince argtirlmamstir.  Bu
kapsamda calmada yuksek lipid Uretme kapasitesine sahip @ichilinenFusarium
turleri ile lipid Uretimi ve elde edilen lipid ilbiyodizel tretimi gercekkgirilmi stir.
Pek cok biyokutlede lipid Uretimi ve birikimi getdesmektedir. Biyodizel
uretiminde ytksek oranda lipid dretimi, biyokutledeanan dnemli bir 6zelliktir.
Lipid Uretimi, biyokatlenin bulundgu ortamsartlarinin iyiletiriimesi ve modifiye
edilmesi ile arttirilabilir. Bu c¢ajmada, biyokitle olarak kullanilafrusarium
turlerinin  besiortaminin  modifiye edilmesi ile Igi Gretiminin arttirilmasi
amaclanmgtir. Bu kapsamda ilk olarak besiyerinin pH’nin tpiiretimine etkisi

incelenmitir.

Besiyeri pH’si mikroorganizma Uretiminde etkili alaynemli bir cevresel
parametredir. Mikrobiyal metabolizmayr 6énemli dexde etkileyen pH’nin lipid
uretimi Gzerine etkisi farkli pH gerlerinde incelenngive tim fungal biyokiitleler
icin maksimum lipid Uretimi pH 6.5-7.0 arginda gozlenmiir. Bu aralgin altinda
ve Uzerindeki pH degerlerinde lipid Uretiminin azalg belirlenmitir. Fungal lipid
dretimi Gzerine pH'nin etki mekanizmasi tam olaragdinlatilamangtir. Bazi
turlerde pH dgisikli ginin lipid Gretimini 6nemli derecede etkilerden bézlerde pH
degisikliginin ~ herhangi bir  etki  gostermegi belirlenmgtir  [99].
Mikroorganizmalarin bulunduklari ortamdaki hidrojetyonlari  yggunlugunun

derecesi 0zellikle enzimatik etkinlikler icin blyidnem taimaktadir. Bakterilerin
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bazi metabolizma Urlnlerini sentezlenmesinde basipepH’si olduk¢ca 6nemlidir
ve pH dgisimlerine kagl hassas olan mikroorganizmalarda metabolizma alams
yonde etkilenmektedir. pH, molekillerin ganmasi ve etkigmi gibi
mekanizmalarda 6nemli bir faktor olan iyonizasyomerine oldukca etkilidir.
Ornezin mikroorganizmalar igin iz element olan bazi niletafarkli pH degerlerinde
farkli iyonizasyon derecelerine sahiptir ve bu deremetalin mikroorganizma
tarafindan kullanilabilirgini de etkilemektedir. pH, fungal kitlelerin ihtiya
duydygu c¢ogu molekdllerin  ¢ozunuriginid de  etkilemektedir.  Ayrica
mikroorganizmalar tarafindan uretilerels drtama salinan ekstraselliler enzimler de
besiortaminin pH’sindan etkilenmektedirler. pH'aglbaolarak enzim molekull
Uzerinde cgtli elektrik yiuklenmeleri ve buna Iga olarak enzim aktivitesi icin
gerekli olan konformasyonel yapi meydana gelmekteswbstratla-enzim etkiieni
gerceklemektedir. Ortam pH’sindaki deimler enzim yiklenmesi Uzerinde
farkhliklara neden olagandan enzim-substrat etkgieni azalacak ve fungal
metabolizmada aksamalar meydana gelecektir. Tum sbbeplerden dolayi
besiyerinin pH’sI mikrobiyal blyimede ve metabdlietiminde oldukca énemlidir.
Literatirde de cajma kapsaminda elde ¢itniz verileri destekleyici pek cok

calisma mevcuttur.

Lipid dretiminde kultir ortamina ilave edilen karb&ayn&inin etkisini
belirlemek amaciyla farkli karbon kaynaklar varida lipid tretimi test edilngtir.
Biyokutlelerin maksimum lipid Uretiminde farkll Kaon kaynaklarini tercih egfi
belirlenmitir. Fusarium proliferatumen yiksek lipid Uretimini glukoz vaginda
gosterirken,Fusarium semitecturiie lipid Uretiminde en yuksek Uretim kapasitesi
dekstroz varkiinda,Fusarium culmorunbiyokutlesi ile lipid tGretim kapasitesi laktoz
varhiginda maksimum diizeye ghaistir. Bu sonuclar ile biyokutlelerin farkli karbon
kaynaklarini tercih etti gozlenmgtir. Easterling ve arkadkari Gretilen lipit
miktarinin ve bilgiminin mikroorganizmalarin tirlerine, kiltgartlarina ve karbon
kaynaklarina gore g@gstigini belirtmislerdir [100]. Genel olarak maksimum lipid
Uretiminde monosakkaritlerin daha etkili offlugdzlenmgtir. Cinkli monomerlerin
parcalanmasi der sekerlere gore daha kolaydir. Shinmen ve arilada[101] ve
Aki ve arkadalari [102] sirasiylaViortierella alpinave Mortierella alliace turlerini
kullanarak argidonik asit dretimi igin cgtli karbon kaynaklarini agarmiglar ve
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argidonik asit Uretimi icin glukozun en uygun karbomaykgsl oldugunu rapor
etmislerdir. Papanikolaou [103] lipid Gretimi igin Weca karbon kaynanin glukoz
oldugunu, Chen ve Liu [104] en uygun karbon kagmman c6zUnebilir rjasta
oldugunu, Papanikolaou ve Aggelis, [105] ise gliseralugunu rapor etnsierdir.
Ortamda yg birikimini arttirmak igin karbon kayr@anin arttirilmasi gerekmektedir.
Hucreler aldg karbonu ©6nce ya asitlerine daha sonra trigliseridlere
donistirmektedir. Y& Uretebilme 0Ozelfiine sahip mikroorganizmalar glukoz,
fruktoz, maltoz ve ksiloz gibi farkli bircok karbdwaynaklarini tercih edebilmektedir
[106].

Lipid Uretiminde kaltir ortamina ilave edilen azkaynaginin etkisini
belirlemek amaciyla farkli azot kaynaklari vanhda lipid dretimi test edilngtir.
Biyokutlelerin maksimum lipid Gretiminde farkll azdaynaklarini tercih egi
belirlenmitir. Fusarium proliferatumen yiksek lipid Gretimini amonyum nitrat
varhiginda gosterirkenFusarium semitecturite lipid Gretiminde en yiksek Uretim
kapasitesi glisin vaginda, Fusarium culmorum biyokitlesi ile lipid dretim
kapasitesi amonyum nitrat vainda maksimum dizeye ghaistir. Bu sonuclar ile
biyokutlelerin farkli azot kaynaklarini tercih etsige r&men, genel olarak
mantarlar tarafindan amonyum nitratin tercih edildg6zlenmgtir. Huang ve
arkadalar organik azot kaynaklarinin lipid Gretimi vepidanmasinda etkin bir role
sahip oldgunu fakat hicre buylmesi agidan iyi birer azot kayrga olmadgini
belirtmislerdir. Benzersekilde inorganik azot kaynaklarinin ise hiicre bug8mcin
oldukca kullargli oldugunu fakat lipid Gretimi icin etkili olmagini rapor
etmislerdir. Bu kapsamd&hodosporidium toruloidede maksimum lipid tretiminin
azot kayn@ olarak pepton vaginda elde edildgi rapor edilmgtir [107].
CalismamizdaFusarium semitecturile elde ettgimiz sonuclar bu genel fenomeni
dogrulamaktadir. Fusarium semitectumle lipid Uretiminde en yuksek dretim
kapasitesi organik azot kayhaolan glisin varlginda elde edilnstir. Fakat dger
biyokutlelerde en yuksek verim inorganik azot kdgtaa varliginda elde edilnstir
ve bu nedenle boyle bir genellemenin bu spahida kullanilamayaga aciktir.
Fungal lipid Gretimi birincil besin maddelerininrig! ile dosrudan etkilenmektedir.
Ortamdaki azot kayr@nin tlrd kadar ve miktari da lipid tretim dizeygmemli
derecede etkilemektedir. Azot kagmadaki azalma, azotun esansiyel element
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oldugu protein ve nukleik asit metabolizmasinda ywaaya neden olmaktadir.
Ortamdaki azot kayrganin azalmasina & olarak bazi metabolik yollarin
yavglamasi hicre galimini sinirlamaktadir. Bu durumda besin kagnalarak

kullanilan karbon dier metabolik yollar yerine lipid Gretiminde ve déamasinda
kullanilmaktadir [79,83]. Kisaca azot sinirlamasmdal kutlelerde iyi bir lipogenez
indikatoradur. Sinirli azot duzeyi mitokondriyal AMdeaminaz enzimini aktive
etmektedir ve mitokondri AMP dizeyi azalmaktadiru Bizalma ile izositrat
dehidrogenaz aktivitesi azalmakta ve izositrat glizetmaktadir. Bu argj TCA

siklusunun bloke olmasina ve biriken izositratintogiazmaya transferi ile
sitoplazmik asetil CoA dlizeyinde yukselmeye nedematadir. Sitoplazmik asetil
CoA lipid sentezinde dnct molekil olarak kullanikteave bu yolla lipid Gretimi ve

depolanmasi artmaktadir [108].

Besiyerindeki eser element hileinin optimizasyonu daha yuksek drtn
verimi elde etmek icin 6énemlidir. Demir fungal kiHt ortaminin énemli temel
inorganik bilgenlerinden biridir [109]. Bu nedenle gahamizda lipid Gretiminde
kltar ortamina ilave edilen demir vaxinin etkisi ve miktar agriimistir. Demir
konsantrasyonunun agtiile lipid Gretiminde énemli arflar gozlenmgtir. Fusarium
semitectunile en yuksek lipid tretimi 30 mg/l demir vayinda,Fusarium culmorum
ile en yuksek lipid uretimi 40 mg/l demir vafinda goOzlenirken,Fusarium
proliferatum ile en yiksek lipid Gretimi 20 mg/l demir vatinda gozlennsiir.
Demirin yiuksek konsantrasyonlarinda lipid Gretimirdzaldgl tespit edilmstir.
Totani ve arkadgari [110] Mortierella alpina kultirinde mineral vaganin lipid
Uretimi Gzerine etkisini agirmislardir ve hicre buyimesi icin fosfor, potasyum,
demir ve manganezin temel ofgltnu ve demirin lipid sentezinde 6nemli rollere
sahip oldgunu rapor etmsierdir. Benzersekilde Kyle [111] demir, ¢inko ve bakir
ilavesinin M. alpina kaltirindeki argidonik asit verimini arttirdgini ispatlamgtir.
Bu durum asetil-CoA’nin malonil-CoA’'ya dostiirilmesini katalize eden ve
kofaktor olarak bivalent metal iyonlarini gerektireasetil-CoA karboksilaz

aktivitesinin artmasi ile aciklanabilir [112].

Maksimum lipid dretimi cabdmalari sonrasinda elde edilen lipidler,
biyodizel tretiminde kullaniingtir. Elde edilen biyodizelin standartlara uyguinau

belirlemek amaciyla karbon kalintisi, viskoziterlpaa noktasi ve kukurt orani
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analizleri gerceklgirilmi stir. Biyodizele ait bu 6zelliklerin tamami standdegserler
aralgindadir ve elde effimiz tum biyodizel 6rneklerinin standartlara uygdu
gorilmektedir. Fungal lipidler, doymagniipid icerigi bakimindan zengindirideal
bir biyodizel Gretiminde doymamyag asitlerinin yiksek olmasi tercih edilmektedir.
Cunktu doymangi yag asitleri daha kolay estegime reaksiyonuna girmektedir.
Fungal lipitlerle elde edilen biyodizelin standard uygun olmasi ve iyi 6zellik
gostermesi fungal lipid icetinde doymamy lipidlerin bulunmasi ile aciklanabilir.
Benzersekilde Demirba [113] yaptgl calsmada elde eii biyodizelin viskozitesini
3.59-4.63 mrfisn olarak rapor etrtir. Antolin ve arkadslari calsmalarinda, %100
aycicezi yagindan elde ettikleri biyodizelin viskozitesini 4Bm2/sn bulmsglardir
[114]. Artukaglu hayvansal atik ydardan elde etfi biyodizelin parlama noktasini
138°C olarak rapor etstir [78]. Sanli atik kizartma y&andan elde et biyodizelin
karbon kalintisini %0.04 olarak rapor egtini[115].

Gelismeyle birlikte artan enerji kullanimi ve cevresararlar, dinyada
oldugu gibi uUlkemizde de biyodizel yakiti gibi yenilenkb enerji cesitlerinin
kullanimini - zorunlu hale getirgtir. Biyodizel konusunda gerekli Uretim
potansiyeline sahip olan Ulkemizin hammadde veinarehaliyetleri konusundaki
sikintilar biyodizel konusunda istenilen noktayalngamizi engellemektedir.
Biyodizel daha c¢ok bitkisel urtnlerden elde edilteeke bu durum ileride besin
azligi ve kithk gibi daha 6nemli sorunlari beraberirgdgirebilmektedir. Bu nedenle
biyodizel Uretiminde hammadde acisindan yeni aiftar giindeme getirilmelidir.
Bu calsmada fungal lipidler bu anlamda kullanikmve 6nemli sonuglar elde
edilmistir. Elde edilen biyodizel 6zelliklerinin standath yakin bir dger gostermesi

ise oldukg¢a umut vericidir.
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