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OZET

Mikrobiyal yaglar (Single Cell Oil; SCO) hiicrelerinde yag
biriktiren maya, kiif, alg ve bakteriler tarafindan iiretilirler
ve SCO iiretimi uzun yillardir endiistriyel ve bilimsel aras-
tirma konusu olarak ilgi cekmektedir. Giiniimiizde tek hiicre
yaglar: gida, ilag ve bakim iiriinlerindeki fonksiyonel yag-
larin ve biyodizel iiretiminde hammadde kaynagi olarak da
onemlidir.

Bitkisel ve hayvansal yag kaynaklari ile kiyaslandiginda
SCO’nun mikroorganizmalar tarafindan iiretilmesinin
cesitli avantajlari vardir. Bu avantajlar; fermentasyon pro-
seslerinin iklim kosullarindan bagumsiz olmasi, atik iiriin-
lerin kullanilmasi ile gida olarak da kullanilabilecek kay-
naklarla rekabetten sakimilmast ve c¢evre dostu iiretim
yapumasidir. Ayrica “rekombinant biyoteknoloji” uygula-
malart ile strain gelistirilmesi sonucunda yiiksek hacimde,
farkli, degerli ve ender bulunan tek hiicre yaglarmn iiretil-
mesi saglanmaktadir.

Yiiksek fermentasyon maliyetleri gelecekteki uygulamalart
engellemektedir ve endiistriyel boyutta iiretim potansiyeli-
ne giipheli yaklasilmasina neden olmaktadir. Bu nedenle
cesitli hidrofilik ve hidrofobik substratlar SCO iiretimi icin
degerlendirilmektedir. SCO iiretimi verimi karbon kaynagi-
min tipi, azot kaynagi, sicaklik, pH, siire, ¢oziinmiis oksijen
miktari gibi cevresel kosullardan etkilenmektedir ve mikro-
organizma tiiriine ve strainine baglhidir. Tek hiicre yagt
iiretiminde iiretilen yagin miktari ve yag asidi kompozisyo-
nu da cevresel kosullardan ve fermentasyon strainlerine
bagl olarak degismektedir.

Anahtar kelimeler: Endiistriyel iiretim, mikroorganizma-
lar, tek hiicre yaglart

SUMMARY
Single Cell oil Production from Microorganisms

Microbial lipids (Single cell oil; SCO) are produced by
oleaginous microorganisms such as yeasts, molds, algae
and bacteria and SCO production has drawn attention as
a subject of industrial and scientific research for many
years. Currently, SCOs attract much importance as raw
materials of functional oils for food, drugs and healthcare
products and feedstock for biodiesel production.

The production of SCO by microorganisms has several
advantages compared to other oil resources such as plants
and animals including independency of fermentative
processes from climate and, more importantly, avoiding
the competition with resources that can be used as food by
the use of waste products and accomplishment of
environmentfriendly production. In addition, as a result of
strain development by “recombinant biotechnology”
applications production of high volumes of different,
precious and rare SCOs is ensured.

High fermentation costs prevent future applications, and
lead to uncertainity in terms of industrial production
potential. Therefore, various hydrophilic and hydrophobic
substrates are evaluated for SCO production. The
efficiency of SCO production is affected by environmental
factors such as type of carbon source, nitrogen source,
temperature, pH, time, the amount of dissolved oxygen and
is dependent on the microorganism species and strain. The
amount of lipid produced and fatty acid composition in
single cell oil production also vary depending on the
environmental factors and fermentation strains.

Key words: Industrial production, microorganisms, single
cell oils

GIRIS

Tek hiicre yaglar1 (SCO)’nin ticari olarak kulla-
nimi diger yaglara gore ekonomik olmasi halinde
gerceklesebilmektedir. Mikrobiyal {irliniin eko-
nomik olmasi ancak substrat maliyetinin ucuz ve

siirekli oldugu bir fermentasyon ile miimkiin
olmaktadir. Mikroorganizmalar biyokiitlede
%20 veya daha fazla miktarda yag icermesi
durumunda yag tireten mikroorganizma olarak
nitelendirilmektedir. Mikroorganizmalarda yag
birikimi, mikroorganizmanin gelismesi i¢in
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gerekli olan bir besin maddesi tiikkendigi ve
ortamda kullanilabilecek fazla miktarda karbon
bulundugu zaman gergeklesmektedir!-.

SCO iiretiminde yararlanilabilecek yag iireten
mikroorganizma sayisi ¢cok fazladir. Bu caligma-
larda asil amac, fermentasyon sonucu elde edi-
len {iriiniin insan gidasi olarak kullanilan bitkisel
ve hayvansal yaglarin yerine kullanilabilecek
nitelikte olmasidir. Mikrobiyal yag iiretimi tek
hiicre proteini iiretimine benzerdir. Islemin tasa-
rimi1 ve geligtirilmesinde dikkat edilecek ii¢
onemli nokta vardir. Bunlar, fermentor se¢imi,
hiicre konsantrasyonu ve yagin ekstraksiyonu-
dur®.

Tek Hiicre Yaglar: Uretimi

Ticari iiretim tesislerinde, mikrobiyal kiiltiirden
ag1 iiretimi laboratuvar ortaminda gergeklestiril-
mektedir. SCO, mikroorganizma i¢in uygun
tiretim ortaminda fermantasyon ile elde edil-
mektedir. Hiicre hasadi santrifiij veya filtrasyon
ile yapilmaktadir. Elde edilen yas biyokiitle
vakum veya sprey kurutucuda islem gormekte-
dir. Kuru biyokiitle solvent ekstraksiyonu ile
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muamele edilerek ham yag ekstrakte edilmekte-
dir. Son olarak, tiretilen ham yag nétralizasyon,
degumming (miisilaj giderme), agartma ve koku-
dan arindirma agsamalar1 ile rafine edilmek-
tedir®.

Mayalardan elde edilen yagin rafinasyonu diger
tiim yenilebilir yaglara uygulanan standart rafi-
nasyon teknolojisi ile (miisilaj giderme, notrali-
zasyon, renk agma ve koku giderme) aynidir ve
rafinasyon sonrasinda istenilen 6zelliklere ulagi-
labilmektedir. Rafine edilmis yaglar temiz,
kokusuz ve berrak parlak sar1 renktedir ve
peroksit degerleri kabul edilebilir diizeydedir.
Mayalardan elde edilen yagin kullanim alaninin
genislemesi, yagin stabilize olmasi ve saflagtiril-
mast ile olas1 olmaktadir. Saf SCO farkli uygu-
lama alanlarina sahip olabilmektedir. Kozmetik
krem ve losyonlari, gida yaglari (palm oleini,
kakao yagi gibi), gida kivam diizenleyicileri,
gida katki maddeleri, yenilebilir yaglar (marga-
rin, kizartma yagi vb.), saglik-ila¢ ve enerji
alanlarinda kullanilabilmektedir®®.

SCO iiretim hatt1 agagidaki gibi sematize edil-
migtir (Sekil 1).

MIKROBIYAL »| CALKALAMALI »| ASIRI »| SCO URETIM »| STOK
KULTUR INKUBATOR URETIMI FERMENTORU TANKI
___________ CKURU [ KURUTUCU | _ ~ YAS _ HUCRE HASATI | COzZELTI
BIYOKUTLE | Sprey - BIYOKUTLE | Santrifiij o
Vakum Filtrasyon
: ]
KURU .. -
BIYOKUTLE SUPERKRITIK ATIK
EKSTRAKSIYONU
v SAFLASTIRMA »| SAF
. L Notralizasyon SCO
SUPERKRITIK Degumming
EKSTRAKSIYONU »| naM sco »| (Miisilaj giderme)
Hekzan Agartma v
Kokudan
* Arindirma URUN
HARCANAN
BIYOKUTLE

Sekil 1. Mikrobiyal yaglar (Single Cell Oil; SCO) iiretimi akis semasi.
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Tek Hiicre Yaglarimin Kullanim Alanlar:

SCO; gida, saglik, enerji gibi bircok endiistriyel
alanda kullanilabilmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. SCO’nun fonksiyonlar: ve uygulamalar1®.

SCO Mikroorganizma
DHA Schizochytrium sp S31
Schizochytrium G13/ 28

Schizochytrium limacinum
Parietochloris incise
Crypthecodinium cohnii

AA Sirodotia Kylin
Mortierella alpine

EPA Candida guilliermondii
Achlya sp. ma-2801

PUFA Cunninghamella echinulata
Mortierella isabellina

GLA Mortierella ramanniana

Mortierella alpine
Mucor rouxii

Kakao yag1 yerine kullanilanlar Yarrowia lipolytica

Apiotrichum curvatum

Rhodotorula glutinis
Rhorosporidium toruloides
Trichosporon fermentans
Lipomyces starkeyi

Biyodizel iiretim i¢in alternatif
hammadde

Nannochloropsis oculata
Neochloris oleoabundans
Cladophora fracta

Chlorella protothecoides

Chlorella vulgaris
Cunninghamella japonica
Escherichia coli

Tek Hiicre Yaglarmin Saghk ve Gida
Endiistrisinde Kullanimi

Tek hiicre yaglari, aragidonik asit (AA) ve doko-
sahekzaenoik asit (DHA) gibi uzun C zincirleri-
ne sahip coklu doymamig yag asitleri (Poly-
unsaturated Fatty Acids; PUFA) icerebilir. Bu
asitler dogal olarak insan siitlinde bulunur ve
bebeklerin gelisimi icin vazgecilmez yag asitle-
ridir. Sekil 2°de kimyasal formiilleri verilen AA
(C,,H,,0,) ve DHA (C_H,,0,) agisindan zengin
SCO iiretimi icin arastirmacilar caligmalarini
stirdiirmektedirler®.

Sekil 2a. DHA.

Sekil 2b. AA.

PUFA’nin kalp dolasim hastaliklar, aterosklero-
zis, koroner kalp hastaliklart ve kanda yiiksek
lipid icerigi gibi sorunlar iizerinde olumlu etki-
leri bulunmaktadir ve bu nedenle diyetle alinma-
lar1 viicut gelisimi ve 6zellikle kalp-damar has-
taliklarin 6nlenmesi agisindan énemlidir. PUFA
arasinda yer alan y-linoleik asit (GLA) ticari
olarak ilgi odagi olma potansiyeline sahiptir.
GLA’nin egsiz antikanser 6zelligi oldugu kanit-
lanmigtir. GLA’nin doksorubisin, sisplatin, kar-
boplatin, idarubisin, mitoksantron, tamoksifen,
vinkristin ve vinblastin gibi antikanser ilaclari-
nin da etkinligini arttirdig1  saptanmuistir.
Oniimiizdeki yillarda saf GLA’nin kanser teda-
visinde kullanilacagi 6n goriilmektedir. GLA
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(C(H,,0,) igeren SCO en giiclii saf GLA kayna-
gidir. GLA igeren bitkisel yaglar GLA’y1 saflag-
tirmayt engelleyen diger PUFA’lar1 ozellikle
linoleik asiti yiiksek miktarda icermektedir. Bu
acidan GLA iceren SCO iiretimi biiyiik 6neme
sahiptir®?,

Zygomycetes ve Mucolares’e ait mantar tiirleri
GLA ihtiva eden mikroorganizma tiirleridir.
Mucor circineloides’den GLA iceren tek hiicre
yaglariiiretilmistir. Mortierella, Cunninghamella
ve Thamnidium gibi mikroorganizmalar da bir-
cok arastirmaci tarafindan tercih edilmistir.
Japonya’da GLA diretimi icin Mortierella
ramaniana kullanilmig ve iiretilen SCO gida
katki maddesi olarak tiiketilmigtir®.

Calismalar yalmiz Candida curvata ile
Rhodotorula glutinis’den elde edilen yagin 6zel-
liklerinin tam olarak belirlenmesi {izerinde
yogunlasmustir. C. curvata’dan elde edilen yagin
serbest yag asiti diizeyi %2’ye ayarlandigi
zaman, ham yag seklinde sabun yapiminda
direkt olarak kullanilabilir. Ayrica, hayvan bes-
leme ve tekstil yagi olarak da degerlendirilebilir.
C. curvata’dan elde edilen yagin erime noktasi-
nin trigliserit diizeyinde kakao yagi benzeri
yaglara yakin oldugu belirtilmigtir®.

Giintimiizde kakao yagi yaygin olarak bitkisel
kaynaklardan elde edilmektedir ve ticari olarak
saglik, gida ve kimya endiistrisinde kullanilmak-
tadir. Gidalarda sekerlemelerde ve beyaz ¢ikola-
ta tiretiminde, losyon, sabun ve krem igeriklerin-
de kullanilmaktadir. Arastirmacilar mikrobiyal
lipidlerin arasinda kakao yagi bulmaya caligmig-
lardir. Bitkisel kakao yaglari; palmitik, stearik
ve oleik asitlerin bir kombinasyonundan olusur.
SCO iiretimi ile dogadaki bu ender kombinas-
yonla hemen hemen ayni kombinasyona sahip
yag {liretimi olasidir. Mayalar 6zel kosullarda
kakao yagi1 iceren SCO iiretebilmektedir. Peynir
liretimi sirasinda yan iirlin olarak elde edilen
peynir alt1 suyu, mayalardan kakao yagi tiretimi
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icin gerekli besin gereksinimlerini karsilayan
zengin ve ekonomik bir hammaddedir®.

C. curvata’dan elde edilen yag, palmiye agaci
yaginin diisiik erime noktasina sahip olan “palm
olein” fraksiyonuna benzer 6zellik gostermekte-
dir. Palm olein balik koftesi, patates cipsi, par-
mak patates ve diger hafif yemeklerin kizartil-
masinda kullanilmaktadir. Mayalardan elde edi-
len SCO’nun palm oleini yerine kullanilmasi da
olasidir. Ancak bu konuda iki 6nemli sorun var-
dir. Bunlardan birincisi, palmiye agacinin ¢ok
fazla ekilmesinden dolay1r cok fazla miktarda
palmiye yag1 iiriiniiniin piyasada bulunmasidir.
Ikinci sorun ise, mayalardan elde edilen yagin
yenilebilir olduguna dair uluslararasi onay alin-
mast gerekmektedir. Bu amacla, ¢esitli hayvan
denemeleri yapilarak maya yaginin toksik etki-
sinin olup olmadigi belirlenmelidir®.

SCO’nun Enerji Endiistrisinde Kullanimi

Fosil kaynakli yakitlarin tilkkenmesi, cevre kirli-
ligine neden olmasi ve sonucta artan endiseler
son yillarda yeni, yenilenebilir alternatif enerji
kaynaklarina egilimi arttirmistir. Mikroorganiz-
malar biyoetanol ve biyodizel iiretiminde kulla-
nilmaktadir. Biyodizel iiretiminde diger bir alter-
natif de bitkisel yaglarin kullanilmasidir. Ancak
ekilebilir arazilerin yag bitkilerinin tarimina
ayrilmasi sinirl gida kaynaklariin daha da azal-
masi anlamia gelmektedir®®.

Bir¢ok arastirmaci biyodizel iiretimi i¢in baglan-
gic materyali olarak mikrobiyal yag kullanmay1
onermistir. Fosil yakitlarin tiikenmesi, cevre
kirliligine neden olmasi ve politik nedenlerle
zaman zaman kriz durumunun olugmasi biyodi-
zel tiretimine ve kullanimina olan ilgiyi artirmis-
tir. Biyodizelin biyolojik olarak pargalanabilir
olmasi nedeniyle biyodizel yakit kullaniminin
konvansiyonel dizel yakit kullammina kiyasla
cevre agisindan avantajlart mevcuttur. Biyodizel
emisyonlart kimyasal olarak dizelden farklidir;
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genellikle daha diigik CO, CO,, SOx, poliaro-
matik ve partikiiler madde emisyonlar1 igerir.
AB tarafindan yayinlanan arastirma raporu
sonuglarma gore, 1 litre dizel tiiketiminden 3.2
kg CO, emisyonu meydana gelirken, biyodizel
tiikketiminde bu miktar 0.7 kg/L seviyesine kadar
diigsmektedir®19,

Tek Hiicre Yag Uretiminde Kullanilan
Mikroorganizmalar

(a) Bakteriler

Bakteriler polihidroksi alkanoik asit ve diger
polihidroksi asitler gibi endiistriyel acidan dnem-
li 6zel lipidlerin iiretiminde kullanilmaktadirlar.
Bakterilerin kuru agirligmin yaklasik %10 unu
fosfolipidlerin olusturdugu ve fosfolipid igerigi-
nin trigliserit iceriginden daha fazla oldugu
belirtilmigtir?.
Streptomyces,  Nocardia,  Rhodococcus,
Mycobacterium, Acinetobacter triagilgliserol
(TAG) iiretimi icin potansiyel mikroorganizma-
lardir. Bu mikroorganizmalar organik asitler ve
n-alkanlar gibi farkli karbon kaynaklari {izerinde
inkiibasyon siiresince degisen miktarlarda nétral
lipid tiretmektedirler. Bu mikroorganizmalar
biyokiitlelerinin %20’sinden fazlasini lipid ola-
rak biriktirdikleri icin yag tlireten bakteri olarak
tanimlanabilirler®.

Arthrobacter cinsi bakteriler kuru biyokiitle iize-
rinden %80’lere varan diizeylerde lipid icermek-
tedir. Bu lipidin de yaklastk %90’1 TAG dir.
Photobacterium profundum deniz kaynakli bak-
teridir ve bu bakteri elde edilen SCO’nun PUFA
icerdigi belirlenmigtir. Denizden izole edilen
bakterilerin irettigi SCO’nun EPA icerdigi
belirtilmektedir!>!¥,

(b) Kiifler

Kiifler genel olarak mayalara kiyasla daha yavas

gelismektedirler fakat, elde edilen yaglarin ¢coklu
PUFA icerigi mayalardan elde edilen yaglara
gore daha yliksektir. Mayalar tarafindan sentez-
lenemeyen belirli yag asitleri kiifler tarafindan
sentezlenebilir. Fakat filamentli yapilarina bagh
olarak yavag gelisim ve karbon kaynaklarindan
diisiik biyokiitle verimi gibi cesitli dezavantajla-
ra sahiptirler®.

Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Mucor ve
Phycomyces cinsi kiifler yag iiretimi agisindan
potansiyel kaynaklardir".

Zygomycetes smifina ait Mucorales, Mortierella,
Rhizopus, Cunninghamella ve Zygorhyncus
GLA iiretimi agisindan Snemlidir. Mucorales
cinsi kiiflerin olugturdugu lipidin %30’lara varan
seviyede GLA icerdigi ve GLA iiretiminde kul-
lanilabildigi belirtilmektedir®.

Thamnidium elegans tek C kaynagi olarak ham
gliserol iceren ortamda inkiibe edildiginde GLA
acisindan zengin olan SCO’yu yiiksek miktarda
iiretmektedir. Uretilen biyokiitle %40°’tan (w/w)
fazla yag igermektedir, bu icerigin %7.3’t (w/w)
GLA iceren lipidlerdir. Gliserol GLA iiretimi
icin uygun bir substrattir'D.

Mortierella cinsi kiiflerin de GLA iiretimi agi-
sindan uygun oldugu belirtilmistir. TAG tip yag
icinde yiiksek oranda AA icermeleri nedeniyle
Mortierella iiyeleri ©Onemli kaynaklardir.
Mortierella ve Mucor’dan endiistriyel boyutta
yag asidi tiretimi Japonya’da yapilmaktadir®.

Kiiflerden elde edilen lipidlerin yag bilesimleri
tiirlere gore degisiklik gostermektedir. Aspergillus
terreus ve Tolyposporium ehrenbergii tarafin-
dan iiretilen SCO’nun bilesimi bitkisel yagla-
rin yag asidi bilesimlerine benzemektedir.
Entomophthora cinsi kiifler kisa zincirli,
Rhizopus cinsi kiifler uzun zincirli yag asitleri
tiretmektedir. Saprolegniages ve Entomophthora
sinif1 kiifler ve Thraustochyrium aureum ATCC
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34304 DHA iiretebilmektedir®.

Smirlt N (35.9 g/L’ye kadar) ve yiiksek baslan-
gi¢ seker miktar1 (6rnegin, 100 g/L) iceren iire-
tim kosullarinda Mortierella isabellina N tiike-
ninceye kadar hizli hiicre biiylimesi gostermek-
tedir. N tiikendikten sonra, kiiltiir ortaminda
18.1 g/L oraninda SCO f{iretimi belirlenmistir
(%50-55 w/w yag). Toplam kuru biyokiitle ve
lipid verimleri tiiketilen glukoz grami bagina
sirasiyla 0.34 ve 0.17 g’dir",

(c) Mayalar

Mayalarin intraseliiler olarak yiiksek miktarda
yag biriktirme yetenekleri, oldukg¢a yiiksek
biiylime hizlar1 ve TAG fraksiyonlarinin bitki
yaglarina benzemeleri sebebiyle simdiye kadar
calismalarin cogu mayalar ilizerine gerceklestiril-
migtir™®.

Mayalardan elde edilen mikrobiyal lipidin yak-
lasik %80-90’1n1 TAG’dir. Ayrica bu yaglar
toksin ve allerjen icermemektedir. Gelisme orta-
minda diisiik azot miktarina bagh olarak
Rhodotorula gracilis’in gram kuru hiicre agirligi
basina %65 lipid {irettigi belirtilmektedir.
Cryptococcus curvatus cesitli karbon kaynakla-
rim1 yiliksek verimde yag asidine doniistiirme
ozelligine sahiptir, N’un sinirli oldugu ortamda
kuru biyokiitle agirlig1 iizerinden %60’a kadar
lipid tiretmektedir. Elde edilen lipidin %90’ indan
fazlasini palm yagina benzer yag asidi kompo-
sahip TAG olusturmaktadir.
Saccharomyces cerevisiae yogunlastirilmig kiil-
tiir ortaminda gelistirilerek kuru biyokiitlede

zisyonuna

%77-10 oraninda ergosterol tiretmektedir?.
(d) Algler ve Fitoplanktonlar

Yagca zengin fitoplanktonlar kuru agirlik iize-
rinden %>50’lere varan oranda lipid depolayabil-
mektedir. Organik karbon kaynagi olmadan da
gelisim gosterebilmeleri alg ve fitoplanktonlara
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avantaj saglamaktadir. Ozmotik basinca daya-
nikli tiirler deniz suyunda da gelistirilebilmekte-
dir. Boylece bu mikroalglerden diisiik maliyetle
SCO iiretimi olas1 olmaktadir®.

Chrysophyceae, Xanthophycea ve Eustigmatophyceae
siif1 bazi alglere ait lipidler yiiksek oranda eiko-
sapentaenoik asit (EPA) icermektedir. Spirulina
platensi’nin icerdigi yagin yaklasik %20’si
GLA’dir. Diatomlarda (Bacillariophyceae) temel
PUFA’nin EPA oldugu bilinmektedir!'".

Tek Hiicre Yaglar1 Uretimini Etkileyen
Faktorler

Fermantasyon Ortam Icerigi

Karbon: Yag iiretebilme 6zelligine sahip mikro-
organizmalar glukoz, fruktoz, maltoz, ksiloz,
asetik asit, etanol, lipidler ve yaglarin endiistri-
yel tiirevleri gibi farkli birgok C kaynag: lizerin-
de gelisebilir. SCO iiretimi i¢in baglica C kay-
naklari; glukoz, ¢oziinebilir nisasta, gliserol ve
tahillardir ve kullanilan ana metot kesikli
tiretimdir"®.

Cunninghamella echinulata’dan SCO {iiretimin-
de ¢oziiniir nisasta diger C kaynaklarindan daha
yiiksek verim saglamustir. Glukoz, fruktoz, mal-
toz, nisasta ve gliserol Mortierella’dan AA ige-
ren SCO iretiminde etkili karbon kaynaklari-
dir"D,

Substrat olarak yag kullanimi1 yeni ve doymamis
ozellikteki yag asitlerinin elde edilmesini tesvik
edebilmesi agisindan ilgi cekmektedir. Besi yerine
yag ilavesinin elde edilen lipid miktarini artirdi-
81 ve yag asidi bilesimini degistirdigi tespit edil-
migtir. Palm yag1 gibi doymus ozellikteki bir
yagdan yiiksek teknik 6zellige sahip doymamig
yaglar tiretilmektedir®?.

Ham gliserol mayalardan SCO iiretiminde uygun
bir substrattir. Biyodizel iiretiminde yan {iriin
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olarak elde edilir ve atik durumdadir. Bu neden-
le, fermentasyon iglemleri icin substrat olarak
ham gliserol kullanimi ekonomiktir'®.

Azot: Kiifler basta olmak iizere mikroorganiz-
malardan elde edilen lipid miktar ve bilesimi
tiretim ortaminin N icerigi, miktart ve kaynagin-
dan etkilenmektedir. Ayrica iretilen doymusg
yagin doymamis yaga orani da ortamda bulunan
N miktarindan etkilenmektedir. Karbon-azot
orani (C:N) yiiksek tutulan besiyerlerinde gelis-
tirilen mikroorganizmalar yagca zengin biyokiit-
le olusturmaktadirlar®?.

SCO iiretiminde mikroorganizmalar i¢in N kay-
nag1 olarak maya ekstrakti, pepton, amonyum
stilfat, amonyum klorid, malt ekstrakti ve nitrat
kullanilabilmektedir. C. echinulata ATHUM
4411 ve M. isabellina’dan SCO iiretiminde N
kaynagi olarak (NH4)SO, kullanildiginda lipid
tiretim miktarlar sirastyla 2.2 g/L ve 3.4 g/L’dir.
Mortierella ramanniana var. ramanniana’dan
SCO iiretimde kullanilan en verimli N kaynagi-
nin maya ekstrakti oldugu goriilmektedir.
Amonyum SCO iiretiminde bilinen tiim maya
tiirleri icin N kaynagi olarak kullanilabilmek-
tedir-22.

Metal Iyonlari: Mikroorganizmalardan lipid
tiretiminde metal iyonlarinin tesvik edici 6zel-
likleri oldugu saptanmistir. Euglen’dan EPA
tiretiminin, mangan eksikliginde azaldig1 belir-
lenmistir. Fosfat, siilfat, demir ve magnezyum
gibi diger besin 0gelerinin de azalmasi bazi mikro-
organizmalardan SCO iiretimini arttirmaktadir®.

Fiziksel Faktorler

Ekstraksiyon Yontemi: Mikroorganizmalardan
lipid eldesi icin uygulanan ekstraksiyon yontemi
lipid verimini ve yag asidi kompozisyonunu
etkilemektedir. Etkili bir ekstraksiyon yontemi-
nin lipolizisi 6nleyici, otooksidatif indirgenme
reaksiyonlarini ise minimize edici nitelikte

olmasi gerekmektedir. Uygun yontemin se¢imi
calisilan mikroorganizmanin tiiriine, Ornegin,
kimyasal yapisina ve ekstraktin kullanim alani-
na bagli olarak degisiklik gosterir®.

Lipid ekstraksiyonunda kullanilan cozgenler,
polaritelerine bagli olarak hiicrelerde bulunan
toplam lipidin igerdigi farkli siniflari, belirli
oranda ekstrakte ettiginden ekstrakte edilen lipi-
din yag asidi bilesimi etkilenmektedir®®.

Genel olarak lipid ekstraksiyonu i¢in kullanilan
¢cozgen karisimlari, lipid ve protein arasindaki
hidrojen baglari ve iyonik giicleri koparacak
alkolleri icermektedir. Hiicrelerden lipid eks-
traksiyonunda dehidrasyon, protein denatiiras-
yonu ve lipid kompleksleri ile proteinler arasin-
daki hidrojen bagmin degradasyonu, polar ve
apolar ¢ozgenlerin kombinasyon héalinde kulla-
nilmasi ile saglanabilir. Kullanilan c¢ozgenler
ekstrakte edilen lipidlerle kimyasal reaksiyona
girmeyecek 6zellikte olmalidir. Elde edilen lipid
gida ve ila¢ sanayinde kullanilabileceginden
dolayr toksisitesi ve giivenligi biiyiik Onem
tagimaktadirV.

Kloroform:metanol (2:1, v/v) ekstraksiyonu
yiiksek lipid verimi sagladigi i¢in standart bir
yontem olarak kabul edilmektedir. Kloroform
ozellikle apolar bilesiklerin, metanol ise polar
bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in uygundur.
Ekstraktin temel olarak nétral lipidleri icerdigi
calismalarda ise cozgen olarak hekzan tercih
edilmektedir®®.

Kloroform/metanol (2:1) ekstraksiyonu, hekzan/
izopropanol (3:2) ekstraksiyonu ve ¢ozgen ola-
rak hekzanin kullanildig1 Soxhelet ekstraksiyo-
nu yontemlerinin farkli kiiflerden elde edilen
yagin verimi ve yag asidi kompozisyonu iizerine
etkileri arastirllmistir ve kloroform/metanol
(2:1) yonteminin en uygun yoOntem oldugu
saptanmigtirD,
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Organik ¢oziiciiler yerine, stiperkritik sivi 6zel-
ligi gosteren maddeler de ¢oziicii olarak kulla-
nilmaktadir. Stiperkritik sivi termofiziksel 6zel-
likleri bakimindan si1vi ve gaz arasindadir. Sivi
¢Oziiclilerin sahip oldugu ¢ozme giicii ile bir-
cok maddeyi ¢ozebilirken ayn1 zamanda gazla-
ra yakin diflizyon katsayis1 6zelligiyle de ¢ozii-
nen maddeyi hizli bir sekilde yaymaktadir.
Stiperkritik sivi ekstraksiyonunda kullanilan
¢cOziiciiler arasinda kolayca bulunabilmesi,
maliyetinin diisiik ve saflik oraninin yiiksek
olmasi, kullaniminin kolay ve cevre etkisinin
minimum olmasit nedeniyle karbondioksit
(CO,) basta gelmektedir. Siiperkritik CO, ile
ekstraksiyon da ¢ozgen kullanimina alternatif
olmaktadir®,

Sicakhik: Mikroorganizmalarin ¢evresel kosul-
lara adaptasyonunu membran lipid kompozisyo-
nu saglar ve gelisme sicakligindaki diisiise bagh
olarak membran lipid yag asidinin doymamiglhk
derecesi artar. Bu durum siyanobakteriler, okar-
yotik algler, mayalar ve kiiflerde tespit edilmig-
tir. EPA iiretiminin de diisiik sicakliklarda daha
yiiksek oldugu saptanmigtir®®.

Diger Faktorler: pH, surfaktan ilavesi, oksijen
varlig1, yag asidi tiretimini tegvik edici maddele-
rin ilavesi, inkiibasyon siiresi, organizmanin
gelisme hizi ve organizmanin yast elde edilen
lipidin miktar ve bilesimini etkileyen faktorler-
dir. C kaynagi olarak glukoz kullanildiginda ve
yiiksek C:N iceren ortamda M. isabellina 250
saatlik fermantasyon siiresi sonunda %50 yag
iceren 35.5 g/L biyokiitle iiretmistir. A. oryzae
A-4 ile yapilan ¢aligmada 48 saatlik fermantas-
yonda yag icerigi %7.8 olan 1.74 g/L biyokiitle
elde edilirken, 144 saatlik fermentasyonda yag
icerigi %18.15 olan 4.31 g/L biyokiitle elde edil-
migtir. C. echinulata 480 saatlik fermentasyon
sonunda % 49 yag iceren 8.9 g/L biyokiitle iiret-
mistir. Urettigi yagm GLA konsantrasyonu ise
% 16.4°tir12242),
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SONUC ve TARTISMA

Mikrobiyal biyokiitle iretiminin amaglari, artan
gida talebini kargilamak ve cevre kirliligine yol
acabilen substratlart ekonomik degeri olan {iriin-
lere doniistiirmektir. Bu kapsamda lipid biyotek-
nolojisi; hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kay-
naklardan yag eldesi ve yaglarin modifikasyonu
olmak lizere baglica iki alandan olugmaktadir.

Diinya yag gereksiniminin %80’ tarimsal {iriin-
lerden, geri kalani ise hayvansal kaynaklardan
ve su tiriinlerinden elde edilmektedir. Mikroorga-
nizmalardan lipid eldesi hayvansal ve bitkisel
kaynaklara alternatif olarak gelistirilmektedir.

Mikroorganizmalardan lipid iiretimi test kiiltiirii,
sicaklik, besi ortami, inkiibasyon siiresi gibi fak-
torlerden etkilenir. Besi ortaminin mikroorga-
nizma tarafindan kullanilabilirligi veya mikroor-
ganizma Ozellikleri lipid iiretimini etkiler.

SCO fermentasyonunda iiretim siiresi 48 saat ile
480 saat arasindadir. En yiiksek yag verimi 300
saat gibi uzun siiren fermentasyonlar sonucu
elde edilmektedir. C. echinulata’nin glukozca
zengin ortamda biiylimesiyle, en yliksek yag ve
GLA verimi 480 saat inkiibasyon sonrasinda
elde edilmistir. Uzun fermentasyon siiresi N
kisitlamasina baglidir, ¢iinkii N yetersizliginde
C kaynaginin mikroorganizma tarafindan kulla-
nimi azalir. Bu da fermentasyon siiresini uzatir
ve maliyeti artirmaktadir. Ancak mikroorganiz-
malarin iyi havalandirmali biyoreaktor icinde
yetistirilmesi fermentasyon siiresini kisaltabilir.

Tablo 2. Cesitli bitkilerden ve mikroalglerden yillik 1 hektarda
iiretilebilen yag miktari.

Yag kaynag Yag miktar: (galon.yil/hektar)
Misir 44 .48

Soya 118.61

Aspur 205.1

Aycicegi 252

Kolza Tohumu 313.82

Palm 1569.1

Mikroalg 12355-37065
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Bitki yaglarinin biyodizel iiretimi i¢in kullanil-
masi ile Avrupa’da yag bitkilerinin fiyati artmig-
tir. Ekilebilir topraklarin biiylik kismimin yag
bitkileri tarimina ayrilmasi bu alanlarda biyolo-
jik cesitliligi tehdit etmektedir. Bu durum biyo-
dizel iretimi i¢in bitkisel yaglarin kullanimi
yerine SCO’nun kullanimi c¢aligmalarina olan
ilgiyi artirmistir. SCO biyodizel iiriiniine tran-
sesterifikasyonu saglanabilir. Bu durumda
SCO’nun ekstraksiyonu ve yiiksek saflikta elde-
sine gereksinim duyulmaz ve maliyet biiyiik
olcilide azalir. Cesitli bitkilerden ve mikroalgler-
den tiretilen yag miktarlart incelendiginde mik-
roalglerden yiiksek miktarda yag elde edilebildi-
§i goriilmektedir (Tablo 2).

Yapilan aragtirmalar incelendiginde; calisilan
mikroorganizmalar, karbon ve azot kaynaklari,
kiiltiir siiresi, iiretilen biyokiitle ve SCO ile ilgili
Tablo 3 olusturulabilir.

Mikroorganizmalardan lipid {iretimi ekstraksi-

yon igleminin de etkisiyle pahali bir proses oldu-
gundan, yiiksek miktarda lipid iceren ve degerli
yag asitlerince zengin yeni suslarin incelenmesi
bu ydntemin uygulanabilirligi ve geleneksel
kaynaklardan yag eldesine alternatif olusturabil-
mesi acisindan 6nem tagimaktadir. Ancak bu
parametreler her zaman bir arada olmayabilir.
Ornek olarak M. circinelloides’den elde edilen
lipidin veriminin diisiik olmasina karsilik GLA
iceriginin yliksek olmasi verilebilir.

SCO iiretim maliyeti bitki yaglarmin maliyetin-
den ¢ok daha yiiksektir. SCO biyoprosesi subs-
trat olarak atiklarin kullanilmasiyla dengelene-
bilir. Ciinkii bu atiklar substrat olarak degerlen-
dirilmedigi takdirde ¢evresel sorunlara yol aca-
bilir. Mikroorganizmalardan yag eldesi beslenme
ve saglik agisindan 6nemli olan PUFA’nin iireti-
mi acisindan énemlidir. Bu ylizden ucuz karbon
kaynaklar tizerinde, farkh kiiltiirlerin ve farkli
besi ortamlarinda lipid ve degerli yag asitleri
iretimi agisindan incelenmesi siirdiiriilmelidir.

Tablo 3. Farkh kiiltiir kosullarmda mikroorganizmalarin sitoplazmik yag sentezi.

Mikroorganizma Biyokiitle SCO Sicakhk Kiiltiir Siiresi  pH C Kaynagi N Kaynagi Kaynak
gL @@L O (Saat)
1.74 48 Mikrokristal seliiloz 27
3.12 96 Mikrokristal seliiloz 27
Aspergillus oryzae A-4
43 0.8 30 144 55 Mikrokristal seliiloz Maya ekstrakti+ (NH,),SO, 20,27
6.7 1.7 30 144 6.0 Bugday samani (NH,),SO, 20,27
Aspergillus niger ICTGSVMLI 13.6 6.3 30 48 50 Glukoz Pepton+Maya ekstrakti 20,28
Aspergillus niger LFMB 54 3.1 28 96 4.8 Ham glukoz Maya ekstrakti+(NH,),SO, 20,29
6.0
Aspergillus niger NRRL 364 82 34 28 163 4.8 Ham glukoz Maya ekstrakti+(NH4),SO, 20,29
6.0
Candida oleophila ATTCC 20177 94 14 28 91 50 Ham gliserol Maya ekstrakti+(NH,),SO, 20,30
6.0
Candida boidinii ATTC 32195 6.1 0.1 28 111 50 Ham gliserol Maya ekstrakti+(NH,),SO, 20,30
6.0
Candida pulcherrima LFMB 1 11.0 0.1 28 140 50 Ham gliserol Maya ekstrakti+(NH,),SO, 20,30
6.0
155 99 30 72 Sodyum hidrolizat, kiispe Pepton+Maya ekstrakti 20,31
168 126 30 192 70 Hidrojen iiretim Maya ekstrakti 20,32
Cryptococcus curvatus atifi+asetik asit
ATCC 20509
312 13.9 28 288 55 Ham gliserol NH,CI 33
329 174 28 288 55 Ham gliserol NH,CI1 20
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Tablo 3. (devam)...

Cryptococcus curvatus 155 9.8 30 120 55 Sodyum hidrolizat 20,34
ATCC20509 (devam)
Cryptococcus curvatus 69 33.1 28 134 55 Ham gliserol Hamur mayasi+malt ekstrakti 20, 35
ATCC20508
Cryptococcus curvatus 135 6.9 30 50 6.0 iki adimda Glukoz+asetat (NH,),SO, 20
39 12 28 144 6.0 Gliserol Maya ekstrakti+(NH,),SO, 20
129 39 28 309 52 Glukoz Maya ekstrakti+(NH,),SO, 20,36
6.0
8 22 28 380 50 Glukoz (NH,),SO, 20,37
6.0
92 32 28 410 50 Glukoz (NH,),SO, 20,37
6.0
248 7.8 28 312 Glukoz Domates hidrolizat atig1 20
135 38 28 456 50 Nisasta (NH,),SO, 20,37
6.0
Cunninghamella echinulata 4.1 05 28 180 50 Pektin (NH4),S0, 20,37
ATHUM 4411 6.0
16.7 3.6 28 405 52 Fruktoz Maya ekstrakti+(NH,) SO, 20, 36
6.0
19.6 3.1 28 376 52 Sakkaroz Maya ekstrakti+(NH,) SO, 20
6.0
4.3 1.6 28 135 50 Ham gliserol Maya ekstrakti+(NH,) SO, 20, 30
6.0
17.6 6.7 28 120 Glukoz Domates hidrolizat atig1 20
12.1 38 28 356 52 Pekmez Maya ekstrakti+(NH,),SO, 20,36
6.0
Lipomyces starkeyi 133 37 30 220 50 Glukoz Maya ekstrakti+(NH,) SO, 20
DSM 70295
9.3 6.7 30 220 50 Glukoz Atik su 20
Lipomyces starkeyi 315 17.3 30 144 58 Sellobioz+ksiloz Pepton+Maya ekstrakti 20,36
AS 2.1560
132 9.9 28 237 52 Glukoz Maya ekstrakti+(NH,) SO, 20, 36
6.0
94 34 28 80 = 10 50 Glukoz (NH,),SO, 20,37
6.0
10.9 52 28 80 = 10 50 Glukoz (NH,)250, 20,37
6.0
12.1 74 28 405 52 Fruktoz Maya ekstrakti+(NH,) SO, 20, 36
6.0
52 05 28 309 52 Sakkaroz Maya ekstrakti+(NH,) SO, 20, 36
6.0
95 5.1 28 150 52 Pekmez Maya ekstrakti+(NH,) SO, 20, 36
6.0
Mortierella isabellina 5.6 3.6 28 258 6.0  Piring kabugu hidrolizati 20
ATHUM 2935 6.4
10.4 37 28 160 50 Nisasta (NH,),SO, 33,37
6.0
8.4 2 28 180 50 Pektin (NH,),SO, 20,37
6.0
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Tablo 3. (devam)...
95 35 28 190 50 Laktoz (NH,),SO, 20,37
Mortierella isabellina 3.6 28 192 6.0 Kabuklu tatl sorgum Maya ekstraktu+(NH,),SO, 20
ATHUM 2935 (devam) 6.0
359 18.1 28 250 55 Glukoz Maya ekstraktu+(NH,),SO, 20
58
Mortierella isabellina 5.6 1.9 28 168 50 Ham gliserol Maya ekstrakti+(NH4),SO, 20
MUCL 1430 6.0
Mortierella ramanniana var. 20 240 5.0 Dekstroz, fruktoz, gliserol, Maya ekstrakti 21
ramanniana malt ekstrakti
73 2.7 28 216 50 Ham gliserol Maya ekstraktu+(NH,),SO, 20
Mortierella ramanniana 6.0
MUCL 9.235
72 32 28 144 6.0 Gliserol Maya ekstraktu+(NH,),SO, 20
Mortierella alpina M6 37 142 25 192 55 Glukoz Nitrat 20
Microsphaeropsis sp 8.0 2.6 30 164 6.0 Hemiseliiloz Maya ekstrakt: 20
Mucor cinelloides f. lusitanicus 20 92 37 120 6.0 Stillage+Glukoz (Sabit 20
CBS 277.49 faz olarak 2 giin)
Mucor sp LGAM 365 1.6 0.3 28 144 6.0 Gliserol Maya ekstraku+(NH,),SO, 20
Mucor sp LGAM 365 53 1.0 28 237 50 Ham gliserol Maya ekstrakti+(NH,) SO, 20,30
6.0
Phaffia rhodozyma 7.8 3.1 28 144 55 Glukoz Maya ekstrakti 20
NRRL-Y-10921
Rhizopus oryzae CCT7560 30 120 Piring kepegi 20
Rhodotorula glutinis 244 9.0 35 48 6.0 Gliserol Maya ekstrakti +NH,C1 20
ATTC 204091
Rhodotorula glutinis 13.6 53 30 233 5.5  Glukoz+ksiloz +galaktoz ~ Maya ekstrakti+(NH,),SO, 20
ATCC 15125 +arabinoz +mannoz
Rhodoturola glutinis DM28 25 30 24 6.0 Salamura turp 20
Rhodoturola glutinis TISTR 5159 10.1 6.1 30 72 6.0 Ham gliserol (NH,),SO, 20
Rhodotorula graminis 15.1 79 30 144 6.0 Glukoz Maya ekstrakti 20
Rhodoturola mucilaginosa 14.8 72 28 72 Inulin hidrolizat Maya ekstrakti+(NH,), SO, 20
TIY15a
144 7.0 28 72 Yerelmas: yumru (NH,),SO, 20,30
ekstrakti
Rhodoturola sp LEFMB 22
19.5 102 30 108 Yerelmasi yumru (NH,),SO, 20,30
ekstrakti
8.0 1.8 28 168 50 Ham gliserol Maya ekstrakti+ (NH,),SO, 20,30
6.0
Rhodoturola sp LFMB 6
6.6 02 28 150 50 Ham gliserol Maya ekstrakti+(NH,),SO, 20,30
6.0
Rhodosporidium toruloides Y4 80.3 52.5 30 120 Glukoz Maya ekstraktt 20
Rhodosporidium toruloides 21167 22 14 28 192 Manyok nisasta Maya ekstraku+(NH,),SO, 20
hidrolizatt
Rhodosporidium toruloides AS2. 26.7 18.6 30 160 6.0 Ham gliserol Maya ekstraku+(NH,),SO, 20
1389
Sporobolomyces roseus 5.7 22 14 Glukoz Pepton+Maya ekstrakti 20
Thamnidium elegans CCF-1465 2.5 03 28 144 6.0 Gliserol Maya ekstrakti+(NH,) SO, 20
Trichosporon fermentans 17.95 745 30 68 55 Gliserol Glukoz+ Pepton+Maya ekstrakti 38,33,39
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6.8 29 28 271 5.0 Ham gliserol Maya ekstrakti+(NH,),SO, 20, 30
6.0
Yarrowia lipolytica Polg
114 6.7 26 96 Seker kamigt hidrolizati Pepton 20,40
14.5 0.8 28 72 5.0 Glukoz Maya ekstrakti 20,41
Yarrowia lipolytica 6.0
LGAM S(7)1
4.6 0.9 28 50 6.0 Ham gliserol Maya ekstrakti+(NH,) SO, 20
Zygorhynchus moelleri 8.1 35 28 45.627 6.0 Ham gliserol Maya ekstrakti+(NH,) SO, 20
MUCL 1430
0.7 0.2 28 144 6.0 Gliserol Maya ekstrakti+(NH,) SO, 20
Zygorhynchus moelleri
MUCL 1430 3.7 1.6 28 192 50 Ham gliserol Maya ekstrakti+(NH,),SO, 20,30
6.0
Zygosaccharomyces rouxii 55 0.7 28 168 50 Ham gliserol Maya ekstrakti+(NH,),SO, 20,30
LFMB3 6.0
KAYNAKLAR but not polyunsaturated fatty acids are required for
growth of the deep-sea bacterium Photobacterium
. . profundum SS9 at high pressure and low temperature.
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