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OZET

Amag: Bu calismada Fusarium proliferatum, Fusarium semitectum ve Fusarium culmorum
mantarlarindan lipid tiretimi ve elde edilen lipidden de biyodizel tiretimi ger¢eklestirilmistir.
Gere¢ ve Yontem: Maksimum lipid tiretim kosullarinin belirlenmesi amaciyla pH, farkli
karbon ve azot kaynaklari, demir varligi gibi gesitli sistem paremetrelerinin etkisi
incelenmistir. Kiiltiir ortamlarindan lipid ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve elde edilen
lipidler biyodizel tiretiminde kullanilmistir. Biyodizel iiretimi transesterifikasyon yontemi
ile gerceklestirilmistir. Elde edilen biyodizelin karakterizasyonu karbon kalintisi, viskozite,
parlama noktasi ve kiikiirt oran1 analizleri ger¢eklestirilmistir.

Bulgular: Calisma sonucunda maksimum fungal lipid liretimi Fusarium proliferatum ile
24.96g/L olarak bulunmustur.

Sonug: Lipidlerden elde edilen biyodizelin arastirilan karbon kalintisi, kiikiirt orani,
kinematik viskozite ve parlama noktasi dzellikleri standartlara uygun bulunmustur.
Anahtar Kelimeler: Fusarium proliferatum, Fusarium semitectum, Fusarium culmorum,
biyodizel, transesterifikasyon

Cikar Catismasi: Yazarlarin ¢ikar ¢atigmas: bulunmamaktadir.

ABSTRACT

Objective: In this study lipid production from Fusarium proliferatum, Fusarium semitectum
ve Fusarium culmorum was studied, and biodiesel production from these lipids was
investigated.

Materials and Methods: The effect of system parameters such as pH, carbon source type,
nitrogen source type and presence of iron on lipid production was investigated. Fungal lipid
exraction from fungal biomass was achieved and the exracted lipids were used in biodiesel
production. Transesterification method was used in biodiesel production. Flash point,
viscosity, sulfur content and carbon residue analysis were used in biodiesel characterization.
Results: In the result of study, maximum lipid production were found as 24.96 g/L by
Fusarium proliferatum.

Conclusion: Flash point, viscosity, sulfur content and carbon residue properties of the
biodiesel produced in this study was found as in the range of standards.

Key Words: Fusarium proliferatum, Fusarium semitectum, Fusarium culmorum, biodiesel,
transesterification
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Giris

Diinya niifusunun ve insan ihtiyaglarinin hizli artigina
bagli olarak enerji tiiketimi de giin gectik¢e artmaktadir.
Bu artisa bagli olarak hizli sanayilesme ve fosil kaynak-
larinin asir1 kullanim1 sonucu artan ¢evresel sorunlar iil-
kesel bir sorun olmaktan ¢ikmis ve kiiresel bir sorun ha-
line gelmistir [1]. Diinyanin tiim enerji ihtiyacinin %85
kadar1 komiir, petrol, dogalgaz, bitiimli sist gibi fosil
yakitlardan iiretilmektedir. Fosil yakitlar insan sagligin-
da tehlike yaratacak zararli gazlar icermektedir. Bu tiir
yakitlarin tiiketimi ile hem ¢evre zarar géormekte hem de
kiiresel 1sinma giin gegtikce artmaktadir. Fosil yakitlarin
kullanim1 sonucu yakit icerisindeki karbonun havadaki
oksijen ile birlesmesi sonucu CO, veya CO gazlar1 or-
taya ¢ikmaktadir. Ayrica fosil yakitlarda eser miktarda
bulunan kursun, kiikiirt gibi elementler yanma sicakli-
ginda oksijen ile birleserek insan sagligi agisindan tehdit
olusturan bilesiklere (SO_, PbO, NO...) doniismektedir.
Bu yanma triinleri atmosferde birikmekte, giines ve yer-
ylizii arasinda tabii olmayan bir katman meydana getir-
mekte, insan ve bitki hayat1 izerinde negatif etkiye ne-
den olmaktadir [2]. Bu sebepler alternatif enerji kaynagi
arayisina neden olmaktadir. Alternatif enerji kaynaklari
petrol, kdmiir ve hidrolik potansiyele dayanmayan dogal
ve yenilenebilir enerji kaynaklaridir [3]. Yenilebilir enerji
kaynaklar1, miktarlarinin sinirli olmamasi, ¢evreye daha
az zarar vermeleri ve giivenli olmalar1 nedeniyle fosil ya-
kitlardan daha avantajlidirlar. En fazla bilinen alternatif
enerji kaynaklar1 arasinda giines enerjisi, riizgar enerjisi,
biyokiitle ve su giiciinden {iretilen enerji kaynaklaridir
[4]. Biyokiitleden cesitli yontemlerle kati, sivi ve gaz ha-
linde biyoyakaitlar iiretilir. Biyoyakitlarin en yaygin olani
stv1 yakitlardan biyodizeldir.

Biyodizel, bitkisel yaglarin, kullanilmis atik yaglarin
veya hayvansal yaglarin, mikrobiyal yaglarin alkol ile
uygun bir katalizor kullanilarak kimyasal tepkimesi so-
nucunda agiga ¢ikan ve yakit olarak kullanilan bir iiriin-
diir. Yaglar yiiksek viskozite seviyesi, diisiik uguculuk
ve yaglardaki doymamis hidrokarbon zincirlerinin di-
stik reaktivitesinden dolayi1 direk yakit olarak kullanila-
maz [5,6]. Viskoziteyi azaltmak i¢in piroliz, mikroemtil-
siyon, seyreltme, transesterifikasyon ydntemlerinden
yaralanilir. Transesterifikasyon, trigliseridlerin katali-
z0r varliginda alkollerle reaksiyona girmesi sonucu me-
til esterlerin olustugu reaksiyondur. Transesterifikasyon
diisiik maliyetli ve kolay olmasindan dolay1 en ¢ok ter-
cih edilen yontemdir [7].

Biyodizel iiretiminde bitkisel, hayvansal, algal ve mik-
robiyal lipidler kullanilmaktadir. Mikrobiyal lipidleri
alg, maya, bakteri ve fungi olusturmaktadir. Fungal li-
pid iiretiminde iki faz gdzlenmektedir. i1k faz dengeli
bir gelismenin gozlendigi fazdir ve bu fazda biitiin be-
sin elementleri ortamda yeterli miktarda bulunmaktadir.
Besin maddelerinin azalmasi 6zellikle azot kisitlamasi-
nin basladig1 durumda ikinci faz olan lipogenik faz bas-
lar. Bu faz ise lipid iiretimi igin gerekli olan tiim besin
elementleri tiikenene dek devam eder. Lipid iiretimi igin
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gerekli besin elementlerinin ortama yeniden ilave edil-
mesi durumunda lipogenik faz yiiksek diizeyde devam
eder ve biyokiitleden lipid tiretimi agisindan yiiksek ve-
rim elde edilir [8,9]. Mikroorganizmalarin yag {iretme
kapasiteleri bazi sistem parametreleri tarafindan sinir-
lanmaktadir. Lipid iiretimi birincil besin maddelerinin
varlig1 ile dogrudan alakalidir. Ortamdaki azot kayna-
ginin azalmasi lipid tiretimini indiiklemektedir. Benzer
sekilde karbon kaynagi miktarindaki artis da lipid treti-
mini arttirmaktadir. Azot kaynagindaki azalma, protein
ve niikleik asit sentezinde yavaslamaya neden olmakta-
dir. Bu metabolik yollarda azot esansiyel elementtir ve
azotun azalmasina bagli olarak protein ve niikleik asit
metabolizmasinin durmast sonucu hiicre gelisimini si-
nirlamaktadir. Bu durumda kullanilan karbon, lipid
iiretiminde ve depolanmasinda kullanilmaktadir [8,10].
Organizmalar lipid birikimini triagilgliserol (TAG) de-
polayarak ger¢eklestirmektedir. TAG’lar 6karyotlardan
prokaryotlara kadar pek ¢ok tiirde lipidin depo seklidir.
Mayalar ve kiifler gibi pek ¢ok fungal kiitleler iyi birer
TAG fdreticisidir ve depolayicisidir. Lipid birikimi ve
iretimi biyosentetik yollarin diizenlenmesi ve 6ncili mo-
lekiillerin varlig1 ile yakindan iligkilidir. Lipid tiretimin-
de 6nemli olan 6ncii molekiillerden bazilar1 asetil CoA,
malonil CoA, gliserol-3-fosfat, NADPH’tir.

Lipid iiretim basamaginda sitozolik yag asidi sentaz
enzimi gorev almaktadir. Bu enzim 6a and 6f olmak
tizere multimerik bir yapiya ve 48 aktif merkeze sahiptir.
Yag asidi sentezinde baglangic reaksiyonlari i¢in sabit
bir asetil CoA kaynag1 ve uzama safhalari i¢cin malonil
CoA gereklidir [11] . Azot kisitlamast AMP-deaminaz
enzimini aktive etmektedir. Bu aktivasyonla mito-
kondri AMP derisimini azalmakta ve buna bagli olarak
izositrat dehidrogenaz aktivitesi diismektedir. izositrat
dehidrogenaz enzimi trikarboksilik asit (TCA) dongii-
stiniin kontroliinde dnemli bir enzimdir ve bu enzimin
azalmasi, izositrat birikime ve TCA siklusunun bloke
olmasina neden olmaktadir. Asir1 biriken izositrat, sitrat
seklinde mitokondriden sitoplazmaya malat sitrat meki-
gi ile tasinmaktadir. Sitozolik ATP-sitrat liyaz enzimi
sitoplazmaya pompalanan sitrat1 okzoloasetat ve asetil
CoA’ya dontstiirmektedir. Asetil CoA ise lipid sente-
zinde oncii molekiil olarak kullanilmakta ve bu yolla
lipid tiretimi artmaktadir. Bu ¢alismada Fusarium pro-
liferatum, Fusarium semitectum ve Fusarium culmorum
mantarlarindan lipid {iretimi ve elde edilen lipidden de
biyodizel liretimi gergeklestirilmistir.

Gere¢ ve Yontem

Mikroorganizmalarin temini ve saklanmasi

Calismada Fusarium culmorum, Fusarium prolifera-
tum ve Fusarium semitectum funguslar1 kullanilmistir.
Mikroorganizmalar Kirikkale Universitesi, Mantar Ye-
tistiriciligi Programi koleksiyonundan temin edilmistir.
Mikroorganizmalarin stok kiiltiirlerinin siirekliligini
saglamak amaciyla, Potato Dekstroz Agar kati besi or-
tam1 kullanilmistir. Stok fungus kiiltiirleri haftada bir
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yatik taze besi ortamina transfer edilmis, 28°C’de 7 giin
siire ile inkiibe edilmistir. Elde edilen tiim kiltiirler ile-
riki caligmalarda kullanilmak {izere +4°C’de muhafaza
edilmistir.

Mikroorganizmalarin iiretimi

Caligmada kullanilan fungal biyokiitlenin iretimi
icin kullanilan besiyeri bilesimi 50 g/L glukoz, 1 g/L
maya ekstrakti, 5 g/L KH,PO, 2 g/L NaNO,, 0.5 g/L
MgSO,.7H,0 ve 0.01 g/L FeSO,.7H,O olarak belirlen-
mistir. Besiyeri pH1 0.1 M HCl ile 7.0’a ayarlanmis ve
1.5 atm basing altinda 110°C’de 25 dakika stireyle otok-
lavda sterilize edilmistir. Funguslarin stok kiiltiirlerin-
den, hazirlanan besiyeri ortamlarina ekim yapilmistir.
Stok kiiltiirleri 5 ml steril distile su icerisinde siispanse
edildikten sonra hazirlanan miselyum siispansiyonu ste-
ril kosullarda 100 ml besiyeri igeren 250 mI’lik erlenlere
ekilmigtir. Kiiltiirler 28°C inkiibasyon sicakliginda 150
r.p.m. ¢alkalama hizinda, 2 giin siireyle inkiibe edilmis-
tir. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kiiltiirde lipid iire-
tim diizeyi arastirilmistir.

Total Lipid Uretim Diizeyinin Belirlenmesi
Toplam lipid tayininde siilfo-fosfo-vanillin yontemi uy-
gulanmistir. Bu yontem hizli, giivenilir ve uygulamasi
oldukga kolay bir yontemdir [12,13]. Lipid analizi ama-
c1 ile besiyerinden ayrilan fungal biyokiitle kloroform-
metanol karigimi ile ekstrakte edilmis ve santrifiijle-
me sonrasinda elde edilen siipernatan lipid analizinde
kullanilmigtir. Bu amagla 0.010 ml siipernatan 1.0 ml
H,SO, igerisinde tamamen ¢oziinmiis ve karisim sicak
su banyosunda 10 dk siire ile inkube edilmistir. Siire
sonunda tiipler hizl1 bir sekilde sogutulmus ve tiiplere
1.0 ml fosfovanilin ayiraci ve 1.0 ml distile su ilave edil-
mistir. Standart olarak etanol i¢erinde ¢oziinmiis zeytin-
yag1 kullanilmistir. Standart ve drnek ¢ozeltilerinin 530
nm’de absorbans artisi tayin edilmistir.

Fosfovanilin ayiraci: 0.6 g vanilin 10 ml etanol iceri-
sinde ¢oziinmiis ve 100 ml distile su ile seyreltilmistir.
Karigima 400 ml fosforik asit ilave edilmis ve homojen
goriintii olusana dek karistirilmistir.

Optimum Lipid Uretim Diizeyinin Belirlen-
mesi

Mikroorganizmalar gelisme ortaminda olusabilecek
herhangi bir degisime oldukca hizli cevap vermektedir.
Bu durum sadece fungal gelisimi degil ayn1 zamanda
fungal lipid tiretimini de etkilemektedir. Maksimum li-
pid iiretim kosullarinin belirlenmesi amaciyla pH, kar-
bon kaynagi, azot kaynagi ve demir varlig1 gibi sistem
parametreleri incelenmistir.

Lipid Uretimi Uzerine pH Etkisi

Lipid iiretimi {lizerine pH etkisini belirlemek igin besi-
yeri pH1 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0 olacak sekilde ayar-
lanmistir. Her bir mikroorganizma farkli pH’lardaki bu
besiyeri ile 35°C’de 10 giin siire ile inkiibe edilmis ve
lipid analizi gerceklestirilmistir.
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Lipid Uretimi Uzerine Karbon Kaynag Etkisi
Lipid sentezine karbon kaynaklarinin etkisini incelemek
amaciyla sivi besiyerlerinde karbon kaynag olarak glu-
koz, laktoz, dekstroz, maltoz ve mannitol kullanilmistir.
Bu amagla temel besiyerine ilgili karbon kaynagi %!
(w/v, v/v) oraninda ilave edilmistir. 35°C’de 10 giin siire
ile inkiibasyon sonrasinda karbon kaynaklarinin lipid
iiretimi lizerine etkisi, farkli karbon kaynagi igeren kiil-
tlirlerde lipid miktarinin 6l¢iimii ile belirlenmistir.

Lipid Uretimi Uzerine Azot Kaynag Etkisi
Lipid tretiminde azot kaynaginin etkisini belirlemek
amacityla sivi besi yerlerine %0.2 oraninda potasyum
nitrat, amonyum nitrat, pepton ve glisin ilave edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir ortamlarindan alinan
orneklerde lipid miktar1 belirlenmistir.

Lipid Uretimi Uzerine Demir Varliginin Etkisi

Lipid iretiminde demir metal iyonunun varligini belir-
lemek amaciyla sivi besi yerlerine 0.0, 10, 20, 30, 40, 50
mg/L derisimlerinde FeSO, ilave edilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda kiiltiir ortamlarindan alinan 6rneklerde
lipid miktar1 belirlenmistir.

Lipid Ekstraksiyonu

Fungal biyokiitle tarafindan iiretilen lipidlerin ekstrak-
siyonu Bligh ve Dyer’in onerdigi yonteme gore uygu-
lanmistir [14]. Besiyeri ve fungal biyokiitle bir homo-
jenizator ile 6giitiilmiis ve kloroform:metanol (2:1, v/v)
karisimi ile 20 dakika siire ile orbital karistiricida eks-
trakte edilmistir. Siire sonunda karisima kloroform:su
(1:1) karisimi ilave edilmis ve 10 dakika siire ile karisti-
rilmistir. Stire sonunda ekstrakte edilen faz santrifiijle-
nerek ayrilmistir. Elde edilen organik faz evaporatorde
ucurularak lipit kalintisi ince tabaka haline getirilmis ve
toplanarak biyodizel tiretiminde kullanilmistir.

Biyodizel Uretimi

1 ml %20’ lik metanol ve 0.5 gram %]1’lik sodyum hid-
roksit (NaOH) cam behere aktarilarak 1siticida 30°C’ye
kadar 1sitilmistir. Katalizor olarak kullanilan NaOH’in
metanol iginde tamamen ¢ozlinmesi saglanmistir. Alkol
+ katalizor karigimi lizerine fungal lipid (24.96 g/L) ila-
ve edilmis ve reaksiyon 60+1°C’de yaklasik 1 saat siire-
since devam ettirilmistir. Reaksiyon siiresinin bitiminde
karigim ayirma hunisine alinmis ve sicak su eklenmistir.
Gliserin fazinin ayrilmasi igin karisim 12 saat oda sicak-
liginda bekletilmis ve ayrilan gliserin fazi ayirma hu-
nisinden alinmigtir. Kalan metil ester, iki kat1 miktarda
60°C’deki distile su ile reaksiyon kabinda bir siire karis-
tirildiktan sonra ayirma hunisine alinmis ve faz ayrimi
olusumu sonrasinda alinan ester filtreden gegirilmistir.

Biyodizelin Fiziksel ve Kimyasal Karakteri-
zasyonu

Her bir mikroorganizmadan maksimum verimle elde
edilen biyodizel ornekleri ile karbon kalintisi, kiikiirt
orani, kinematik viskozite ve parlama noktas: tayini
gerceklestirilmistir. Karbon kalintist TS 6148 EN ISO
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10370, kiikiirt oran1 TS EN ISO 4264 kinematik viskozi-
te TS 1451 EN ISO 3104, parlama noktasi ise TS EN ISO
121185 analiz yontemlerine gore yapilmistir.

Bulgular

Biyodizel iiretimi hedefli bu ¢aligma iki asamadan olus-
mustur. {1k asamada fungal biyokiitlelerden lipid {ireti-
mi saglanmis ve lipid tiretiminde optimizasyon ¢aligma-
lar1 gergeklestirilmistir. Calismanin ikinci asamasinda
ise elde edilen lipidler, biyodizel iiretiminde kullanilmis
ve biyodizel karakterizasyon ¢alismalari gerceklestiril-
mistir. Optimizasyon g¢aligmalarinda maksimum lipid
iiretimi hedeflenmistir. Bu amacla fungal lipid tiretimi
iizerine sistem parametrelerinden pH, karbon kaynagi,
azot tlirli ve demir varliginin etkisi incelenmis ve yiik-
sek diizeyde lipid tiretimi elde edilmistir.

Lipid Uretimi Uzerine pH Etkisi
Mikroorganizmalarin {iriin olusturmalar1 ve yagamlarini
devam ettirmelerinde besin ortaminin pH’1 énemli bir
parametredir. Mikroorganizmalarin tiremeleri igin, be-
siyerinin pH ‘sinin optimal sinirlar icinde bulunmasi ge-
reklidir. Minimal ve maksimal pH limitlerine yaklastik-
¢a lireme azalir ve durur. Bu amagla fungal lipid tiretimi
tizerine pH etkisi 5.0-8.0 araliginda incelenmis ve so-
nuglar Sekil 1’de verilmistir. Tiim biyokiitleler i¢in 5.5-
6.0 ve 7.5-8.0 pH araliklarinda diisiik lipid iiretimi, pH
6.5-7.0 araliginda ise yiiksek lipid iiretimi gozlenmistir.
En yiiksek lipid iiretimi 7.0 pH degerinde Fusarium pro-
liferatum ile 24.96 g/L olarak bulunmustur. pH degeri-
nin 5.0’dan 7.0’a arttirilmast ile lipid liretim kapasitesinin
Fusarium proliferatum igin 1.56, Fusarium semitectum
icin 1.48, Fusarium culmorum igin ise 1.51 kat arttigi
belirlenmistir. pH degerinin 7.0’dan 8.0’a azalmasi duru-
munda ise lipid tiretim kapasitesinin Fusarium prolifera-
tum i¢in 1.19, Fusarium semitectum igin 1.22, Fusarium
culmorum igin 1.32 kat azaldig1 belirlenmistir. Bu sonug-
lardan biyokiitlelerin lipid iiretimi igin ndtral ve notrale
yakin pH degerlerini tercih ettikleri belirlenmistir.
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Sekil 1.Lipid iiretimi iizerine pH etkisi
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Lipid Uretimi Uzerine Karbon Kaynag Etkisi
Fungal lipid iiretimi iizerine karbon kaynag1 etkisi Sekil
2°de verilmistir. Karbon kaynag1 olarak dekstroz, glu-
koz, laktoz, maltoz, mannitol ve slikroz sekerleri test
edilmistir. En yiiksek lipid iiretimi diger fungal kiitle-
lere kiyasla Fusarium proliferatum ile elde edilmistir.
Fusarium proliferatum en yiiksek lipid iiretimini glukoz
varliginda gosterirken, en diisiik lipid iiretimi ise man-
nitol varliginda goézlenmistir. Mannitole kiyasla glukoz
varliginda Fusarium proliferatumda lipid iretim kapa-
sitesi 2.73 kat artig gozlenmistir. Fusarium proliferatum
ile lipid iiretiminde en yiiksek iiretim kapasitesi glukoz
varliginda 25 g/L olarak, en diisiik iiretim ise yine man-
nitol varliginda 9.18 g/L olarak bulunmustur. Fusarium
semitectum ile lipid tretiminde en yiiksek tiretim ka-
pasitesi dekstroz varliginda 15.38 g/L olarak, en diisiik
iiretim ise yine mannitol varliginda 4.7 g/L olarak bu-
lunmustur. Fusarium culmorum biyokiitlesi ile lipid tire-
tim kapasitesi laktoz varliginda maksimum diizeye ulas-
mustir. Siikkroz varliginda ise tiim biyokiitleler arasinda
minimum diizey olan 4.5 g/L lipid iiretimi gdzlenmistir.

Lipid Uretimi Uzerine Azot Kaynag Etkisi
Azot kaynaginin lipid iiretimi iizerine etkisi Sekil 3’de
verilmistir. Fusarium proliferatum ile lipid iiretiminde
en yiiksek iiretim kapasitesi amonyum nitrat varligin-
da 27.9 g/L olarak, en diisiik iiretim ise potasyum nit-
rat varliginda 14.6 g/L olarak bulunmustur. Fusarium
semitectum en ylksek lipid iiretimini glisin varliginda
gosterirken, en diisiik lipid tiretimi pepton varliginda
gozlenmistir. Fusarium culmorum biyokiitlesi ile lipid
iiretim kapasitesi amonyum nitrat varliginda maksimum
diizeye ulagmistir. Farkli mantar tiirleri farkli azot kay-
nagini tercih ederken, genel olarak mantarlar tarafindan
amonyum nitratin tercih edildigi gézlenmistir.

Lipid Uretimi Uzerine Demir Varliginin Etkisi
Demir varliginin lipid tiretimi tizerine etkisi Sekil 4’te
verilmistir. Besi ortaminda demir derisiminin artigina
bagl olarak lipid tiretiminde de dnemli artiglar oldugu
belirlenmistir. Fusarium proliferatum en yiiksek lipid
iiretimini 20 mg/L demir varliginda, Fusarium semi-
tectum ile lipid iiretiminde en yiiksek iiretim kapasitesi
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Sekil 2. Lipid tiretimi tizerine karbon kaynagi etkisi
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Sekil 4.Lipid iiretimi tizerine demir varliginin etkisi

30 mg/L demir varliginda gozlenirken, Fusarium cul-
morum biyokiitlesi ile lipid iiretim kapasitesi 40 mg/L
demir varliginda maksimuma ulagsmistir.

Biyodizel Ozellikleri

Calisma sonucunda %93.15°lik biyodizel iiretimi ve
elde edilen biyodizelin 6zelliklerinin belirlenmesinde
karbon kalintisi, viskozite, parlama noktast ve kiikiirt
orant analizleri gergeklestirilmistir. Sonuglar Tablo 1’de
verilmistir. Viskozite degeri TS 1451 ENISO 3104 stan-

Tablo 1. Biyodizel karakterizasyonu

dardlarina gore (40°C’de) 1.0-6.0 mm?/sn araliginda,
parlama noktast TSEN ISO 121185 standardlarina gore
100-170°C araligindadir. Kiikiirt oran1 TSEN ISO 4264
standardlarina gore %0.0-0.0024 araligindadir. Karbon
kalintisinin TS 6148 ENISO 10370 standardlarinda limit
aralig1 maksimum %0.030 (m/m)’dur.

Tartisma

Son yillarda enerji kaynaklarinin azalmasi ve kiiresel
1sinmanin artmasi alternatif enerji kaynaklar1 arayigina
sebep olmustur. Alternatif kaynaklardan biri olan biyo-
dizel, bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal yaglardan iireti-
lebilen ¢evre dostu bir enerji kaynagidir. Pek ¢ok olum-
lu 6zelligi ile araclarda, 1sinmada, havacilik sanayinde
glivenilir bir sekilde kullanilabilmektedir. Tarimsal ve
besinsel 6neme sahip yaglarin enerji eldesi igin feda
edilmesi pek ¢ok sorunu da beraberinde getirmis ve kisa
vadeli ¢oziim olarak kalmistir. Bu ¢alismada yiiksek li-
pid iiretme kapasitesine sahip oldugu bilinen Fusarium
tiirleri ile lipid tiretimi ve elde edilen lipid ile biyodizel
iiretimi gergeklestirilmistir. Biyodizel liretimi i¢in yeni
hammadde olarak mikrobiyal lipidlerin kullanilabilirli-
gi aragtirilmistir. Bu ¢alismada, biyokiitle olarak kulla-
nilan Fusarium tiirlerinin besi ortaminin modifiye edil-
mesi ile lipid Giretiminin arttirilmasi amaglanmistir. Bu
kapsamda besiyerinin pH’nin karbon kaynaginin, azot
kaynaginin ve demir varliginin lipid iiretimine etkisi in-
celenmistir. Besiyeri pH’s1 mikroorganizma iiretiminde
etkili olan 6nemli bir ¢evresel parametredir. Mikrobiyal
metabolizmay1 6nemli derecede etkileyen pH’nin lipid
iretimi tizerine etkisi farkli pH degerlerinde incelenmis
ve tiim fungal biyokiitleler i¢gin maksimum lipid Giretimi
pH 6.5-7.0 araliginda gozlenmistir. Bu araligin altinda ve
iizerindeki pH degerlerinde lipid tiretiminin azaldig1 be-
lirlenmistir. pH, molekiillerin baglanmasi ve etkilesimi
gibi mekanizmalarda 6nemli bir faktor olan iyonizasyon
iizerine oldukga etkilidir. Ornegin mikroorganizmalar
icin eser element olan bazi metaller farkli pH degerlerin-
de farkli iyonizasyon derecelerine sahiptir ve bu derece
metalin mikroorganizma tarafindan kullanilabilirligini
de etkilemektedir. pH, fungal kiitlelerin ihtiya¢ duy-
dugu ¢ogu molekiillerin ¢oziinlirliigini de etkilemek-
tedir. Ayrica mikroorganizmalar tarafindan iretilerek
dis ortama salinan ekstraselliiler enzimler de besiorta-

Viskozite (mm?/ Parlama noktasi Kukurt orani o
sn) (40 °C) °C) (%) Karbon kalintisi (%)
Fusarium proliferatum 5.8 150 0.0020 0.012
Fusarium semitectum 4.9 166 0.0019 0.014
Fusarium culmorum 5.1 140 0.0014 0.025
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minin pH’sindan etkilenmektedirler. pH’a bagl olarak
enzim molekiilii iizerinde c¢esitli elektrik ytliklenmeleri
ve buna bagli olarak enzim aktivitesi i¢in gerekli olan
konformasyonel yap1 meydana gelmekte ve substratla-
enzim etkilesimi gergeklesmektedir. Ortam pH’sindaki
degisimler enzim yiiklenmesi {izerinde farkliliklara ne-
den olacagindan enzim-substrat etkilesimi azalacak ve
fungal metabolizmada aksamalar meydana gelecektir.
Tiim bu sebeplerden dolay1 besiyerinin pH’s1 mikrobiyal
biiylimede ve metabolit {iretiminde olduk¢a dnemlidir.
Lipid iiretiminde kiltiir ortamina ilave edilen karbon
kaynaginin etkisini belirlemek amaciyla farkli karbon
kaynaklar1 varliginda lipid iiretimi test edilmistir. Bi-
yokditlelerin maksimum lipid {iretiminde farkli karbon
kaynaklarii tercih ettigi belirlenmistir. Fusarium proli-
feratum en yiiksek lipid iiretimini glukoz varliginda gos-
terirken, Fusarium semitectum ile lipid liretiminde en
yiiksek liretim kapasitesi dekstroz varliginda, Fusarium
culmorum biyokiitlesi ile lipid tretim kapasitesi laktoz
varliginda maksimum diizeye ulasmistir. Bu sonuglar
ile biyokiitlelerin farkli karbon kaynaklarini tercih etti-
g1 gozlenmistir. Easterling ve arkadaglar iiretilen lipid
miktarinin ve bilesiminin mikroorganizmalarin tiirleri-
ne, kiiltiir sartlarina ve karbon kaynaklarina gore degis-
tigini belirtmislerdir [15]. Monomerlerin pargalanmasi
diger sekerlere gore daha kolay oldugu i¢in maksimum
lipid iiretiminde genel olarak monosakkaritlerin daha
etkili oldugu gozlenmistir. Shinmen ve arkadaslar1 [16]
ve Aki ve arkadaglari [17] sirastyla Mortierella alpina ve
Mortierella alliace tiirlerini kullanarak aragidonik asit
iiretimi i¢in ¢esitli karbon kaynaklarini arastirmiglar ve
arasidonik asit liretimi i¢in glukozun en uygun karbon
kaynagi oldugunu rapor etmislerdir. Papanikolaou [18]
lipid iiretimi i¢in baglica karbon kaynaginin glukoz ol-
dugunu rapor etmistir.

Lipid iiretiminde kiltiir ortamina ilave edilen azot kay-
naginin etkisini belirlemek amaciyla farkli azot kaynak-
lar1 varliginda lipid iiretimi test edilmistir. Biyokiitlele-
rin maksimum lipid iiretiminde farkli azot kaynaklarini
tercih ettigi belirlenmistir. Fusarium proliferatum en
yiiksek lipid iiretimini amonyum nitrat varliginda gos-
terirken, Fusarium semitectum ile lipid liretiminde en
yiksek iretim kapasitesi glisin varliginda, Fusarium
culmorum biyokiitlesi ile lipid iiretim kapasitesi amon-
yum nitrat varliginda maksimum diizeye ulagsmistir. Bu
sonuglar ile biyokiitlelerin farkli azot kaynaklarini ter-
cih etmesine ragmen, genel olarak mantarlar tarafindan
amonyum nitratin tercih edildigi goézlenmistir. Huang
ve arkadaslar1 organik azot kaynaklarinin lipid tretimi
ve depolanmasinda etkin bir role sahip oldugunu fakat
hiicre tiremesi agisindan iyi birer azot kaynagi olma-
digin1 belirtmiglerdir. Benzer sekilde inorganik azot
kaynaklarinin ise hiicre biiyimesi i¢in olduk¢a kulla-
nislt oldugunu fakat lipid tiretimi i¢in etkili olmadigini
rapor etmislerdir. Bu kapsamda Rhodosporidium toru-
loides ile maksimum lipid liretiminin azot kaynagi ola-
rak pepton varliginda elde edildigi rapor edilmistir [19].
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Calismamizda Fusarium semitectum ile elde ettigimiz
sonuglar bu genel fenomeni dogrulamaktadir. Fusarium
semitectum ile lipid tiretiminde en ytiiksek tiretim kapa-
sitesi organik azot kaynagi olan glisin varliginda elde
edilmistir. Fakat diger biyokiitlelerde en yiiksek verim
inorganik azot kaynaklar1 varliginda elde edilmistir ve
bu nedenle bdyle bir genellemenin bu ¢alismada kulla-
nilamayacagi agiktir. Fungal lipid iiretimi birincil besin
maddelerinin varlig1 ile dogrudan etkilenmektedir. Or-
tamdaki azot kaynaginin tiiri kadar ve miktar1 da lipid
iiretim diizeyini 6nemli derecede etkilemektedir. Azot
kaynagindaki azalma, azotun esansiyel element oldugu
protein ve niikleik asit metabolizmasinda yavaglamaya
neden olmaktadir. Ortamdaki azot kaynaginin azalma-
sina bagl olarak bazi metabolik yollarin yavaslamasi
hiicre gelisimini sinirlamaktadir. Bu durumda besin
kaynag1 olarak kullanilan karbon diger metabolik yollar
yerine lipid tiretiminde ve depolanmasinda kullanilmak-
tadir [8,10]. Kisaca azot sinirlamasi fungal kiitlelerde iyi
bir lipogenez indikatoriidiir. Sinirli azot diizeyi mito-
kondriyal AMP-deaminaz enzimini aktive etmektedir
ve mitokondri AMP diizeyi azalmaktadir. Bu azalma ile
izositrat dehidrogenaz aktivitesi azalmakta ve izositrat
diizeyi artmaktadir. Bu artis, TCA siklusunun bloke ol-
masina ve biriken izositratin sitoplazmaya transferi ile
sitoplazmik asetil CoA diizeyinde yiikselmeye neden ol-
maktadir. Sitoplazmik asetil CoA lipid sentezinde oncii
molekiil olarak kullanilmakta ve bu yolla lipid tiretimi
ve depolanmasi artmaktadir [20]. Besiyerindeki eser
element bilesiminin optimizasyonu daha yiiksek iiriin
verimi elde etmek i¢in énemlidir. Demir fungal kiiltiir
ortaminin dnemli temel inorganik bilesenlerinden bi-
ridir [21]. Bu nedenle ¢alismamizda lipid iiretiminde
kiltiir ortamina ilave edilen demir varliginin etkisi ve
miktar1 arastirilmistir. Demir derisiminin artis1 ile li-
pid iiretiminde 6nemli artiglar gozlenmistir. Fusarium
semitectum ile en yiiksek lipid tiretimi 30 mg/L demir
varliginda, Fusarium culmorum ile en yiiksek lipid tire-
timi 40 mg/L demir varliginda gozlenirken, Fusarium
proliferatum ile en yiiksek lipid tiretimi 20 mg/L demir
varliginda gozlenmistir. Demirin yiiksek derisimlerin-
de lipid iiretiminin azaldig tespit edilmistir. Totani ve
arkadaslar1 [22] Mortierella alpina kiiltiiriinde mineral
varliginin lipid {iretimi {lizerine etkisini arastirmislar-
dir ve hiicre biiyiimesi i¢in fosfor, potasyum, demir ve
manganin temel oldugunu ve demirin lipid sentezinde
onemli rollere sahip oldugunu rapor etmislerdir. Benzer
sekilde Kyle [23] demir, ¢inko ve bakir ilavesinin M. al-
pina kiiltiriindeki arasidonik asit verimini arttirdigini
ispatlamistir. Bu durum asetil-CoA’nin malonil-CoA’ya
doniistiiriilmesini katalize eden ve kofaktor olarak biva-
lent metal iyonlarini gerektiren asetil-CoA karboksilaz
aktivitesinin artmasi ile agiklanabilir [24]. Maksimum
lipid tiretimi ¢aligmalar1 sonrasinda elde edilen lipidler,
biyodizel iiretiminde kullanilmigtir. Elde edilen biyo-
dizelin standartlara uygunlugunu belirlemek amaciyla
karbon kalintisi, viskozite, parlama noktas1 ve kiikiirt
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orant analizleri gerceklestirilmistir. Biyodizele ait bu
ozelliklerin tamami standart degerler araligindadir ve
elde ettigimiz tiim biyodizel 6rneklerinin standartlara
uydugu goriilmektedir. Fungal lipidler, doymamis li-
pid igerigi bakimindan zengindir. Doymamis yag asit-
leri daha kolay esterlesme reaksiyonuna girdikleri i¢in
ideal bir biyodizel iiretiminde bu yag asitlerinin ytiksek
olmasi tercih edilmektedir. Fungal lipitlerle elde edilen
biyodizelin standartlara uygun olmasi ve iyi 6zellik gos-
termesi fungal lipid igeriginde doymamis lipidlerin bu-
lunmasi ile agiklanabilir.

Gelismeyle birlikte artan enerji kullanimi ve gevresel
zararlar, diinyada oldugu gibi tilkemizde de biyodizel
yakiti gibi yenilenebilir enerji ¢esitlerinin kullanimini
zorunlu hale getirmistir. Biyodizel konusunda gerekli
iiretim potansiyeline sahip olan {ilkemizin hammadde
ve iiretim maliyetleri konusundaki sikintilar biyodizel
konusunda istenilen noktaya gelmemizi engellemekte-
dir. Biyodizel daha ¢ok bitkisel iiriinlerden elde edil-
mekte ve bu durum ileride besin azlig1 ve kitlik gibi
daha onemli sorunlar1 beraberinde getirebilmektedir.
Bu nedenle biyodizel iiretiminde hammadde agisindan
yeni alternatifler giindeme getirilmelidir. Bu ¢alismada
fungal lipidler bu anlamda kullanilmis ve dnemli so-
nuglar elde edilmistir. Elde edilen biyodizel 6zellikleri-
nin standartlara yakin bir deger gostermesi ise oldukga
umut vericidir.
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