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Bitkisel ve hayvansal protein kaynaklarinimn artan niifusla beraber yiikselen gida arz ve
taleplerini yeterli oranda karsilayamamasi, buytik 6l¢tide enerji, su ve arazi gereksinimine
ihtiya¢ duymalari ve tiretimlerinin siirdiiriilebilir olmamasi nedeniyle alternatif bir protein
kaynagina gereksinim vardir. Bu kapsamda gelecekte yasanabilecek protein kitliginin
Oniine ge¢ilmesi i¢in hammadde maliyeti diigiik ve siirdiiriilebilir bir tiretim prensibine
sahip iriinler gelistirilmelidir. Mikrobiyal proteinler, bakteriler, algler ve mantarlar gibi
cesitli mikroorganizmalarin saf veya karigik kiiltlirlerinin, hammaddeleri veya endiistri
atiklarin1  kullanarak, belirli bir besiyerinde inkiibasyonlar1 sonucu elde edilen
biyokiitlenin ortamdan saflastirilip kurutulmasiyla iiretilen proteinlerdir. Mikrobiyal
protein iiretimi i¢in substrat olarak gida endiistrisi atik iirtinlerinin kullanilmas1 diistik
katma degere sahip hammaddelerden yiiksek katma degerli son iirlin eldesini miimkiin
kilmakta ve ekonomik biiylimenin kaynak kullanimina bagliligin1 sona erdirmektedir. Bu
dogrultuda c¢alismada Saccharomyces cerevisiae mayas: kullanilarak meyve suyu

endiistrisi atiklarindan mikrobiyal protein iiretilmesi amaglanmistir.



Bu amagla ¢alismanin ilk asamasinda Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii
FoodOmics Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’nda (HUF) bulunan 18 adet S. cerevisiae
susu canlandirilmis, safliklar1 kontrol edilmis ve tanimlamalar1 dogrulanmistir. Ardindan
calisma kapsaminda gerceklestirilecek fermantasyonlarda hiicre gelisimlerinin izlenmesi
ve yorumlanmasi i¢in kontrol susu olarak segilen S. cerevisiae ATCC 9763 ile YPD Broth
besiyerinde calisilarak temel bir hiicre gelisim profili ¢ikarilmistir. Canlandirilan suslar
arasindan daha onceki ¢alismada teknolojik 6zellikleri belirlenen yerel suslar ve ticari S.
cerevisiae suslarinin hiicre gelisim profilleri, tiretilen protein miktar1 ve biyokiitle
verimleri beyaz liziim suyu ortaminda belirlenmistir. Elde edilen sonug¢lar dogrultusunda
HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 kodlu yerel suslar ile 9763 kodlu kontrol susu

calismanin devaminda kullanilmak iizere secilmistir.

Calismada meyve suyu endistrisi atiklari olan yas posalardan fermantasyon yoluyla
mikrobiyal protein dretimi icin model besiyeri formulasyonlarinin olusturulmasi
hedeflenmistir. Bu dogrultuda ilk olarak formulasyonda yer alacak hammadde
konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin, literatiirde S. cerevisiae susu gelisimini
destekleyici ve mikrobiyal protein (Qretimi amaciyla kullanilan Bazal besiyeri
kompozisyonu modifiye edilerek Bazal I ve Bazal II besiyeri olmak iizere iki farkli
besiyeri ile caligmalar gergeklestirilmistir. Bu besiyerlerinde kontrol susu olan S.
cerevisiae ATCC 9763 ile fermantasyon gergeklestirilerek, fizikokimyasal (pH ve protein
miktar1) ve biyolojik parametrelerin (hiicre konsantrasyonu ve biyokiitle verimi) takibi
yapilmistir. Elde edilen sonucglar dogrultusunda Bazal I besiyeri kompozisyonu, S.
cerevisiae gelisimini ve mikrobiyal protein iretimini destekleyici temel formilasyon
olarak sec¢ilmistir. Ardindan yas posalarin kompozisyon analizleri (nem, kiil, ham lif,
indirgen seker ve protein) gergeklestirilerek mikrobiyal protein {iretimi biyoprosesinde
kullanilabilirlikleri degerlendirilmistir. Bu dogrultuda nar ¢ekirdegi, nar kabugu, kayisi,
elma, armut ve seftali yas posalarmin 6ne ¢iktig1 gozlemlenmistir. Bazal | besiyeri
formulasyonu, posalarin indirgen seker profilleri ve hasat zamanlart goz Oniinde
bulundurularak elma-armut (%50-50 w/w), kayisi-¢ilek (%70-30, w/w), seftali (%100,
w/w) ve nar kabugu-nar ¢ekirdegi (%50-50, w/w) yas posalarindan dort farkli besiyeri

formiilasyonu olusturulmustur.



Yas posalar kullanilarak formiile edilen dort farkli besiyerinde HUF16M2K10004 ve
HUF16M3G11088 kodlu yerel suslarla, 9763 kodlu kontrol susu ile 28°C’de 72 saat
boyunca fermantasyon gergeklestirilmistir. Fermantasyonda fizikokimyasal (pH ve
protein miktar1) ve biyolojik parametrelerin (hiicre konsantrasyonu ve biyokiitle verimi)
takibi yapilmigtir. Sonuglar dogrultusunda, nar kabugu-nar ¢ekirdegi (%50-50, w/w)
besiyeri, yuksek biyokutle verimine (25,51-33,14 mg/mL) ve iiretilen protein miktarina
(19,20-23,51 %w/w) sahip olmasi dolayisiyla mikrobiyal protein iiretiminde substrat
olarak 6ne ¢ikmistir. Ayrica bu besiyerinde yerel suslar i¢erisinde HUF16M3G11088
kodlu S. cerevisiae susunun yuksek biyokiitle verimi ile protein Gretme kapasitesine sahip

olmasi dikkat cekmistir.

Calismanin son basamaginda nar kabugu-nar ¢ekirdegi besiyeri ve bu besiyerinde en
yuksek protein ve biyokdtle Gretimine sahip yerel HUF16M3G11088 kodlu S. cerevisiae
susu ile tretilen liyofilize kuru toz formdaki mikrobiyal proteinde kuru madde ve nem,
primer metabolit, niikleik asit miktar1 analizi ve yasam dongiisii analizi (LCA) olmak
Uzere ileri analizler gergeklestirilmistir. Sonuclar dogrultusunda iiretilen mikrobiyal
proteinin insan viicudunda metabolizma ve fizyolojik a¢idan olumlu etkileri bulunan
metabolitleri i¢erdigi, insan tiiketimi i¢in kabul edilebilir sinirlar igerisinde niikleik asit
konsantrasyonuna sahip oldugu ve iiretime ait biyoprosesin, meyve suyu endustrisi
atiklarini degerlendirmede geleneksel yontemlere kiyasla karbon ayak izinin daha diisiik

oldugu sonucuna ulagilmistir.

Anahtar Kelimeler: S. cerevisiae, meyve suyu endiistrisi atiklari, fermantasyon,

alternatif protein, mikrobiyal protein.
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As the global population continues to expand, plant-based and animal protein sources are
unable to adequately meet the growing demand for food due to their significant energy,
water, and land requirements and their unsustainable production methods. Therefore,
there is a need for alternative protein sources to address the potential future protein
shortages. To prevent future protein shortages, products with low raw material costs and
sustainable production principles should be developed. Microbial proteins are proteins
produced by purifying and drying the biomass obtained by incubating of pure or mixed
cultures of various microorganisms such as bacteria, algae, and fungi in a specific medium
which is prepared by using raw materials or industrial wastes. The use of food industry
wastes as substrates for microbial protein production enables the transformation of low-
value raw materials into high-value end products, thus ending the dependence of

economic growth on resource consumption.



In this context, the aim of this study was to produce microbial protein from fruit juice
industry waste using Saccharomyces cerevisiae yeast. In the first stage of the study, 18
strains of S. cerevisiae from the culture collection of the FoodOmics Laboratory of
Hacettepe University Food Engineering Department (HUF) were revived, their purities
were checked and their identifications were confirmed. Subsequently, a fundamental cell
growth profile was established by working with S. cerevisiae ATCC 9763, which is
selected as the control strain, in YPD Broth medium to monitor and interpret cell growth
during fermentations to be carried out within the scope of the study. The growth profiles
of cells, protein concentrations, and biomass yields of local strains which have been
previously characterized for their technological properties and commercial S. cerevisiae
strains were determined in white grape juice medium. Based on the results obtained, local
strains coded HUF16M2K10004 and HUF16M3G11088, as well as the control strain
coded 9763, were selected for further study.

Within the scope of the study model media formulations were developed for microbial
protein production using fruit pomace. To achieve this, two different nutrient media,
Basal | and Basal 11, were developed by modifying the composition of the Basal medium
commonly used to support S. cerevisiae growth and microbial protein production.
Fermentations were carried out with the control strain S. cerevisiae ATCC 9763 in these
media to monitor physicochemical (pH and protein content) and biological parameters
(cell concentration and biomass yield). Based on the results obtained, the composition of
Basal | medium was selected as the basic formulation supportive of S. cerevisiae growth
and microbial protein production. Subsequently, compositional analyses of fruit pomaces
(moisture, ash, crude fiber, reducing sugars, and protein) were performed to evaluate their
suitability for microbial protein production in the bioprocess. It was observed that
pomegranate seeds, pomegranate peel, apricot, apple, pear, and peach fruit pomaces were
outstanding this regard. Based on the sugar profiles and harvest times of the pomaces,
four different nutrient medium formulations were created as apple-pear (%50-50 w/w),
apricot-strawberry (%70-30 w/w), peach (%100 w/w), and pomegranate peel-

pomegranate seed (%50-50 w/w) fruit pomaces.



Fermentations were carried out at 28°C for 72 hours with local strains coded
HUF16M2K10004 and HUF16M3G11088, as well as the control strain coded 9763, in
four different nutrient media formulated using fruit pomaces. During fermentation,
physicochemical (pH and protein content) and biological parameters (cell concentration
and biomass yield) were monitored. According to the results obtained, the pomegranate
peel-pomegranate seed (%50-50 w/w) nutrient medium stood out as a substrate for
microbial protein production due to its high biomass yield (25,51-33,14 mg/mL) and
protein content (19,20-23,51 %w/w). Furthermore, the local strain HUF16M3G11088

exhibited high biomass yield and protein production capacity in this nutrient medium.

In the final stage of the study, advanced analyses were performed on lyophilized dry
powder form of microbial protein produced with pomegranate peel-pomegranate seed
nutrient medium and the local strain HUF16M3G11088, which showed the highest
protein and biomass production in this medium. These analyses included dry matter and
moisture content analysis, primary metabolite analysis, nucleic acid analysis and life
cycle assessment (LCA). The results indicated that the produced microbial protein
contained metabolites with positive effects on metabolism and physiology in the human
body, had nucleic acid concentrations within acceptable limits for human consumption,
and the production process had a lower carbon footprint compared to traditional methods

of managing fruit juice industry waste.

Keywords: S. cerevisiae, fruit juice industry waste, fermentation, alternative protein,

microbial protein.

Vi



TESEKKUR

Lisans egitimimden itibaren mikrobiyoloji ve biyoteknoloji alaninda ufkumu agan ve bu
alanlara yonelmemde biiylik etkisi olan, bana arastirmaci ve analitik diisiince bigimini
kazandiran, yiiksek lisans tez siirecimde beni destekleyen degerli danismanim Prof. Dr.

Remziye YILMAZ’a,

Tez slirecimde laboratuvar ¢alismalarimda bana yardimei olan Uz. Meltem YILDIRIM
ve Uz. Yelda ZENCIR’e, laboratuvar ve arag gereclerinin kullanimi igin desteklerini
esirgemeyen saygideger hocam Dog. Dr. Fahriye Ceyda DUDAK SEKER’e, ayrica
analizler igin altyapr saglayan Hacettepe Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama ve
Arastirma Merkezi’ne ve Ozellikle yardimlari icin Ogr. Gér. Dr. Melis Sardan EKiZ’e,
FoodOmics Laboratuvari 6grencileri olan degerli arkadaslarim Elif Bircan MUY ANLI,
Beyza SAYMAN, Bilge YILMAZ ve Begiim Zeynep HANCERLIOGULLARI na,

Tez caligmamda bana destek veren sayin Hilal AKIN ile Serafettin YAZICI’ya ve Tunay

Gida ailesine,

Bana bu surecte her konuda destek olan, her daim yanimda olan, benimle ilgilenen ve
hastaligina ragmen bugiinlere gelmem icin kendini hi¢ diisiinmeden biiyiik fedakarliklar
yapan, ne yapsam hakkini1 6deyemeyecegim canim annem Berrin YESILDAG’a ve canim
aile iiyelerim, babam Caner YESILDAG’a, kardesim Tamer YESILDAG’a, tez
stirecimde bana her daim inanan ve ihtiya¢ duydugum anda bana destegini hig

esirgemeyen Kemal Mert PURALTI’ya tesekkiir ederim.

Bu tez galigmast FUK-2022-20131 numaral1 proje ile Hacettepe Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.

Ipek Ceren YESILDAG
Haziran 2024, Ankara

vii



ICINDEKILER

OZET ettt ettt ettt bbbttt I
ABSTRACT et ettt ettt e b e n e bt nre e beennee s 1\
TESEKKUR ..ottt ettt en sttt s sttt en sttt es s st s s vii
ICINDEKILER........oiitititiiiicie ettt viii
SEKILLER DIZINI......cooiiiiiiiiiiiiieieicecce et Xi
CIZELGELER DIZINT ....cooiiiiiiiiiceeeecee et Xiv
SIMGELER VE KISALTMALAR .....coviviiititceeeseeecee e es st es s en s XVi
L.GIRIS oottt ettt ettt n ettt 1
2. GENEL BILGILER.....c..coititiiiiiiniitietesssie i 7
2.1. SACCNArOMYCES CEIEVISIAC ... .cvieuveiteeieerestee st eite e e ste et e e s et e st steestesraesraeneenee e 7
2.1.1. Aminoasit Uretimi ve Protein SEKreSYONU............cceuvvecuerieeverseerieeieseseessenas 11
2.2. AIErNatif ProteiNIer........ooviiiieee e 13
2.2.1. MiKrobiyal Proteinler..........cccoeiiiiiiecis st 18
2.3. Meyve Suyu Endiistrisi AtIKIart.........ccoooveiiiiiiiciiiie 23
2.3.1. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklariin Mikrobiyal Protein Uretiminde
KUITANIMT . e e e e e e e e e nbe e e e e enreeeenns 25
3. DENEYSEL CALISMALAR ..ottt 28
L IMALEIYAL ... e 28
3L L BESIVETIEIT .o 28
3.1.2. Kimyasallar Ve Sarflar...........ccoooiiii e 28
3.1.3. Saccharomyces Cerevisiae SuSlari.........cocuvvrerieiiiiieniinieieese e 29
3.1.4. Meyve Suyu Endiistrisi AtIKIart.........cccoceviiiiiiiniiiiiecee 30
B2 IMIBLOL . 31
3.2.1. Saccharomyces cerevisiae Suslarinin Canlandirilmasi ve Se¢imi ................ 31
3.2.2. S. cerevisiae ATCC 9763 Susu Hiicre Gelisim Profilinin Belirlenmesi........ 32
3.2.3. Secilen S. cerevisiae Suslarmin Beyaz Uziim Suyu Besiyerinde Hiicre
Gelisim Profillerinin ve Uretilen Protein Miktarlarinin Belirlenmesi ....... 33
3.2.4. Bazal Besiyerlerinde S. cerevisiae ATCC 9763 Susu ile Fermantasyon ...... 37
3.2.5. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklarinin Analizi..........cccoeviiiiiiiiiieiiicien, 39

viii



3.2.6. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklari ile Besiyeri Formiilasyonunun
OIUSTUTTUIMAST ..ot 45
3.2.7. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklar1 Kullanilarak Olusturulan Besiyerlerinde

FErMAaNTASYON ......vviiiiie i 45
3.2.8. Uretilen Mikrobiyal Proteinin Analiz EAiIMESi...........cccovevereveveccreieeneenne, 49
3.2.8.1. Kuru madde ve Nem ANGLIZI .......cccocvviviiiiiiciicee e 49
3.2.8.2. Primer Metabolit ANAliZi .........cccoooviiiiiiiiiii e, 49
3.2.8.3. Nukleik Asit (DNA) ANALIZI.....ccoioiiiiiiiiiiieeee e 52
3.2.8.4. Yasam Dongiisti (LCA) ANALIZI ..oovviviiiiiiiiiiicc e 53
3.2.9. IStAtiKSEl ANANIZ ....cvcvevviecececie ettt 54
4. SONUCLAR VE TARTISMA ..ottt 55
4.1. Saccharomyces cerevisiae Suslarinin Canlandirilmasi ve Se¢imi............cccue..... 55
4.2. S. cerevisiae ATCC 9763 Susu Hiicre Gelisim Profilinin Belirlenmesi.............. 62
4.3. Secilen S. cerevisae Suslarinin Beyaz Uziim Suyu Besiyerinde Hiicre Gelisim
Profillerinin ve Uretilen Protein Miktarlarinin Belitlenmesi...............cccccvveee. 64
4.4. Bazal Besiyerlerinde S. cerevisiae ATCC 9763 Susu ile Fermantasyon............. 72
4.5. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklarinin ANalizi..........cccoevvoiiiiniiiiiiencc e 76

4.6. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklari ile Besiyeri Formiilasyonunun Olusturulmasi . 81

4.7. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklar1 Kullanilarak Olusturulan Besiyerlerinde

FOIMANTASYON ...t e e e be e e ansnee s 85

4.7.1. Is1 Haritas1 ve Temel Bilesen Analizi..........ccccocoviiiiiiiiiiiiiceee e 97

4.8. Uretilen Mikrobiyal Proteinin Analizi............ccccoovevviceeriieereceeieeeee e 101
4.8.1. Kuru madde V& NemM ANANIZI .....c.ovveeiiieiee ettt 102
4.8.2. Primer Metabolit ANALIZI .......ooooeeveeiiieeeee ettt 102
4.8.3. NUKleik ASit (DNA) ANANZI.......ccccviiiiieiecieceece e, 113
4.8.4. Yasam Dongiisti (LCA) ANaliZ1 ....oooovviiiiiiiciiceeeceecc e 114

D Y O RUM . oottt e e e e e ———— 117
B. KK AY N AK L AR et ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e aas 122
o S o TR 141
EK 1.1- Bradford Protein Analizinde Kullanilan Kalibrasyon Egrisi. .................... 141
EK 1.2- BCA Protein Analizinde Kullanilan Kalibrasyon Erisi. .........cccccevvennneee. 141



EK 1.3- S. cerevisiae ATCC 9763 susunun YPD Broth besiyerindeki 0-24 saat
araliginda 6l¢iilen absorbans degerleri ve hiicre konsantrasyonlart. ................. 142
EK 1.4- Beyaz {iziim suyu besiyerinde 0-24. saatler araliginda 9763, MERIT™,
HUF16M2K10004, HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101 kodlu S.
cerevisiae suslarmna ait 6lgiilen absorbans ve hiicre konsantrasyonu degerleri. 144
EK 1.5- Beyaz (iziim suyu besiyerinde 9763, MERIT™, HUF16M2K 10004,
HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101 kodlu S. cerevisiae suslarina ait
biyokiitle verimleri ve tiretilen protein miktari. .........ccccovvveriiieniiienniee e 150
EK 1.6- Bazal besiyerlerinde gergeklestirilen fermantasyonda takip edilen
fizikokimyasal ve biyolojik parametrelerin sonuglart. ..........ccccoeecvriiicninnnnn. 152
EK 1.7- Indirgen Seker Analizinde Kullanilan Kalibrasyon Egrileri ....................... 153
EK 1.8- EIma-armut (%50-%50, w/w), kayisi-Gilek (%70-%30, w/w), seftali (%100,
w/w) ve nar kabugu-nar ¢ekirdegi (%50-%50, w/w) besiyerlerinde 9763,
HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslarin fermantasyon takibi
103110 163 F- ) DS RP 154
EK 1.9- Hacettepe Universitesi Uluslararasi Gida Biyogiivenlik ve Biyoteknoloji
Arasgtirma ve Yayim Merkezi (IFBBC) ev sahipliginde Sagenit firmasi ile
diizenlenen Yasam Dongiisii Analizi (LCA) kursuna ait poster ve program. ... 162
EK 1.10- Nar kabugu-nar ¢ekirdegi yas posalari ve HUF16M3G11088 kodlu S.
cerevisiae susu ile biyoproses yoluyla Uretilen liyofilize toz formdaki mikrobiyal
proteinde yasam dongiisii analizinde kullanilan proses akis diagrami1 ve proses
VEITIBIT ..o 164
EK 2- Tezden Tiretilmis Bildiriler...........cooovieiiiiieeeceee e 166
EK 2.2- Yesildag, I. C., Akin, H., Yazicy, S., Yilmaz, R, Yiiksek Katma Degerli
Uriinlerin Uretimi Amaciyla Meyve Suyu Endiistrisi Atiklarmnin

Kompozisyonunun Belirlenmesi, 22. Uluslararas1 Katilimli Biyoteknoloji

Kongresi, 20-22 EKim 2023, POStEr SUNUMIU. .....covverireiesieeieseesieeniesee e 167
EK 3- Tez Calismas1 Orjinallik Raporu..........ccccoviiiiiiiiiiii, 168
(0Y4€) 10)1 1T 169



SEKILLER DiZINI

Sekil 1. 1. Tez calismasinin 0zet akis diyagrami. ........cooceeieereeiiieeiiee e 4
Sekil 2. 1. Saccharomyces cerevisiae’nin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

QOFUNTUSU + +veeeitiee ettt ettt e e st e e et e e e bt e e e nbb e e e bb e e e bneeanbeaeas 8
Sekil 2. 2. S. cerevisiae metabolizmasinda fermente edilebilir sekerlerin kullanimu ..... 9
Sekil 2. 3. S. cerevisiae nin gida endiistrisinde ve biyoteknolojide kullanim alanlar1 . . 10
Sekil 2. 4. Mayalarda aminoasitlerin glukoz ve amonyak kullanilarak biyosentezi ...... 11
Sekil 2. 5. S. cerevisiae hiicresinde gergeklesen protein sekresyonu . ........ccccceceerveennene. 13
Sekil 2. 6. Bitkisel ve hayvansal bazli gida kaynaklarinin tiiketilen 1 ton protein bazinda

arazi kullanim1 (ha), iiretimlerinde harcanan su miktarlar1 (1,000 m®) ve iirettigi sera

gazi emisyon miktarlart (t CO2 €Q) . ...oovriririieiiiiiieie e 15
Sekil 2. 7. Alternatif protein kaynakIart. ...........cccooveiiiiiiiiiiieee e 17
Sekil 2. 8. Mikrobiyal protein iiretimi prosesinin genel akis diyagrami ..............c......... 19
Sekil 2. 9. Farkli kaynaklardan 1 kg protein tiretmek i¢in gereken enerji miktart . ....... 21

Sekil 2. 10. Gida atiklarinin yonetiminin katkida bulundugu Siirdiiriilebilir Kalkinma
AMACIart (SDG). ..ooiiiiiiie e 24
Sekil 2. 11. Meyve suyu endiistrisi atiklarinda bulunan lignoseliilozik bilesenlere
uygulanan 6n iglemler ve bu On iglemler ... 26
Sekil 3. 1. Beyaz Uziim Suyu besiyerinde 9763, MERIT™, HUF16M2K10004,
HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101 kodlu S. cerevisiae suslarina hiicre
gelisim  profillerinin  ve {iretilen protein miktarlarinin  belirlenmesi igin
gerceklestirilen deneysel calismalara ait is akis diyagrami. ..........ccccoeeiiieiiennene 34
Sekil 3. 2. Bazal 1 ve Bazal II besiyerlerinde 9763 kodlu S. cerevisiae susu ile
gergeklestirilen fermantasyona ait 1§ akis deseni. .......coovcveevrieiiiiiiniiie e 38
Sekil 3. 3. Meyve suyu endiistrisi atiklarindan olusturulan elma-armut (%50-%50, w/w),
kayisi-gilek (%70-%30, w/w), seftali (%100, w/w) ve nar kabugu-nar ¢ekirdegi
(%50-%50, wi/w) besiyerlerinde 9763, HUF16M2K10004 ve HUF16M3G11088
kodlu suslar ile gerceklestirilen fermantasyona ait genel is akis deseni. ................ 46
Sekil 4. 1. S. cerevisiae ATCC 9763 kontrol susunun 0-24 saat araliginda 100 mL YPD
Broth besiyerinde zamana karsilik “log (CFU/mL)” cinsinden hiicre konsantrasyonu

4 [T o153 1501 E O PR PP UPRI 63

Xi



Sekil 4. 2. Uziim suyu besiyerinde A: 9763, B: MERIT™, C: HUF16M2K10004, D:
HUF16M3G11088, E: HUF16M3H11101 kodlu suslara ait besiyerlerinde 0, 24, 48
ve 72. saatlerde gergeklestirilen fermantasyon takibi. ........ccccoccvviiiiiniiiiiiinniinnns 64
Sekil 4. 3. Beyaz tiziim suyu besiyerinde bes adet S.cerevisiae susu ile gerceklestirilen
fermantasyonda 0-24. saat araliginda elde edilen hiicre gelisim egrileri. ............... 66
Sekil 4. 4. Beyaz iiziim suyu besiyerinde 28°C’de 72 saat boyunca gerceklestirilen
fermantasyon sonucunda suslara ait elde edilen kuru biyokiitle 6rnekleri.............. 68
Sekil 4. 5. Bazal 1 (A) ve Bazal II (B) besiyerlerinde 28°C’de 72 saat boyunca
gerceklestirilen fermantasyon takibi. ........c.coceeiiiiiiiiiii 73
Sekil 4. 6. S. cerevisiae ATCC 9763 kontrol susunun 0-72. saat araliginda Bazal I (A) ve
Bazal II (B) besiyerlerinde analiz edilen fizikokimyasal (pH ve protein miktar1) ve
biyolojik (huicre konsantrasyonu ve biyokdtle verimi) parametreler. .................... 74
Sekil 4. 7. Yas meyve posalarinda gergeklestirilen HPLC-RID analizinde standart seker
¢ozeltilerinin kromotogrami (a), drneklere ait seker kromotogramlari (b). ............ 79
Sekil 4. 8. Elma(%50)-Armut(%50) besiyerinde 9763 (A), HUF16M2K10004 (B) ve
HUF16M3G11088 (C) izolasyon kodlu suslarla gergeklestirilen fermantasyon
boyunca analiz edilen hiicre sayis1 (CFU/mL), pH, tiretilen protein miktart (%) ve
biyokdtle verimi (Mg/ML) deGiSimi........ccccvrieiieieiieieiese e 86
Sekil 4. 9. Kayis1(%70)-Cilek(%30) besiyerinde 9763 (A), HUF16M2K10004 (B) ve
HUF16M3G11088 (C) izolasyon kodlu suslarla gerceklestirilen fermantasyon
boyunca analiz edilen hiicre sayis1 (log CFU/mL), pH, iiretilen protein miktar
(%w/w) ve biyokiitle verimi (mg/mL) degiSImI. .........ccoevvrriiriiiiineere e 89
Sekil 4. 10. Seftali besiyerinde 9763 (A), HUF16M2K 10004 (B) ve HUF16M3G11088
(C) izolasyon kodlu suslarla gerceklestirilen fermantasyon boyunca analiz edilen
hiicre sayis1 (CFU/mL), pH, {iretilen protein miktar1 (%w/w) ve biyokiitle verimi
(ME/ML) AEGISIMI. ...ceiveiiiiieieeeee e 92
Sekil 4. 11. Nar kabugu-nar c¢ekirdegi (%50-50, w/w) besiyerinde 9763 (A),
16M2K 10004 (B) ve 16M3G11088 (C) izolasyon kodlu suslarla gerceklestirilen
fermantasyon boyunca analiz edilen hiicre sayis1 (log CFU/mL), pH, iiretilen protein
miktar1 (%ow/w) ve biyokiitle verimi (mg/mL) degisimi. .........cccooveriiiiiiiiniinennn. 95
Sekil 4. 12. Yas posalar kullanilarak 28°C’de 72 saat boyunca gercgeklestirilen
fermantasyonda Olgiilen ortalama canli hiicre sayist (Log(CFU/mL)), biyokiitle
verimi (mg/mL), iiretilen protein miktar1 (%) ve pH degerlerine dair temel bilesen

analizi (A) ve 181 haritast (B). ..o 98

Xii



Sekil 4. 13. Nar ¢ekirdegi-nar kabugu (%50-50 w/w) besiyerinde HUF16M3G11088
kodlu S. cerevisiae susu kullanilarak gergeklestirilen fermantasyon sonucunda elde
edilen liyofilize kuru toz formdaki mikrobiyal protein .........c.ccccoecvievvciciiennnn, 101

Sekil 4. 14. Nar kabugu-nar ¢ekirdegi besiyeri ve HUF16M3G11088 kodlu sus ile iiretilen
liyofilize kuru toz formdaki mikrobiyal proteinde (PPS11088) 4-50 dk arasinda elde
edilen metabolitlerin GC-MS toplam iyon akimi1 (TIC) goriintiileri.. .................. 103

Sekil 4. 15. Nar kabugu-nar ¢ekirdegi yas posalar1 ve HUF16M3G11088 kodlu S.
cerevisiae susu ile gerceklestirilen fermantasyon biyoprosesi sonucunda elde edilen
liyofilize toz formdaki mikrobiyal proteine ait

yasam dongiisii analizinin KapSami...........occeiiiiiieiiiiienieiee e 115

Xiii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2. 1. Alternatif protein marketinde pazarlanan bazi {iriinlerin liretim metotlari,
yerine kullanildiklar1 geleneksel protein kaynaklar1 ve bu kaynaklara kiyasla sera
gazi emisyonu, arazi ve su kullanimini azaltma oranlart (%) ....ccccccevoiiiieiinninns 16

Cizelge 2. 2. Algler, bakteriler, mantarlar ve mayalar kullanilarak gerceklestirilen
calismalarda kullanilan mikroorganizma tiirleri, substratlar ve elde edilen
mikrobiyal proteindeki protein YUzdeleri. .........cccvevvivieiieie i 20

Cizelge 3. 1. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan HUF kodlu S. cerevisiae suslari.....30

Cizelge 3. 2. Calismada kullanilacak yas meyve posalarinin elde edildigi meyve tiirleri.

Cizelge 3. 3. S. cerevisiae suslarmin kiiltivasyonunda kullanilan Beyaz Uziim Suyu
besiyeri (PH 3,3) KOMPOZISYONU. .......ccveiiieieiiecieeiie e 35
Cizelge 3. 4. Yas meyve posalarinda indirgen seker analizinde kalibrasyon egrilerinin
olusturulmasinda kullanilan standart soliisyon konsantrasyonlart. ................c........ 43
Cizelge 4. 1. Tez calismasi kapsaminda canlandirilan, makroskobik ve mikroskobik
morfolojileri belirlenen HUF kodlu S. cerevisiae suslari..........c.ccccocevveveiiicieenns 56
Cizelge 4. 2. S. cerevisiae suslarinin 100 mL beyaz {iziim suyunda gerceklestirilen
fermantasyondaki spesifik tireme hizlari ve jenerasyon streleri. ............ccoccovruenne. 67
Cizelge 4. 3. Beyaz iiziim suyunda gerceklestirilen fermantasyonda, 9763, MERIT,
HUF16M2K 10004, HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101 kodlu suslara ait 48.
ve 72. saatlerde alinan 6rneklerde tespit edilen kuru biyokiitle verimleri (mg/ mL)
ve tiretilen protein miktarlart (YoW/W). .....ccoooviiiiiiii 69
Cizelge 4. 4. Bazal | ve Bazal 11 besiyerlerinin KOmpoziSyonu. ...........cccceeveieneneninnne. 72
Cizelge 4. 5. Calisma kapsaminda analiz edilen meyve suyu endiistrisi atiklarinin yiizde
cinsinden nem, kiil, protein, ham lif ve indirgen seker i¢erigi...........c.coevvrvvrnnnn. 77
Cizelge 4. 6. Calismada analiz edilen yas meyve posalarinin kompozisyonunda bulunan
seker konsantrasyonlart (%0). .....ooovevriereeniiiie e 80
Cizelge 4. 7. Calisma kapsaminda mikrobiyal protein {iretimi amaciyla fermantasyonda
besiyeri hazirlanmasinda kullanilacak yas posalara ait meyvelerin hasat takvimi .82
Cizelge 4. 8. Meyve suyu endiistrisi atiklar1 olan yas posalar ile saf su kullanilarak
olusturulan besiyerlerindeki yas posalarin ve besiyerine eklenen D-Glukoz ve D-

Fruktoz bilesenlerinin konsantrasyonlart (g/L). .......cccoiviiiiiiiniiiiiic 84

Xiv



Cizelge 4. 9. Nar kabugu-nar ¢ekirdegi besiyeri ve yerel HUF16M3G11088 kodlu sus ile
28°C’de 72 saat fermantasyon sonucu iiretilen mikrobiyal proteinin (PPS11088)
%nem ve %okuru madde deZerleri. .......ocvviiiiiiiiiiiiie s 102

Cizelge 4. 10. Nar kabugu-nar cekirdegi besiyeri ve HUF16M3G11088 kodlu sus ile
uretilen mikrobiyal proteine (PPS11088) ait primer metabolit analizi sonuglari. 104

Cizelge 4. 11. Nar kabugu-nar ¢ekirdegi besiyeri ve yerel HUF16M3G11088 kodlu sus
(PPS11088) kullanilarak {iretilen mikrobiyal proteindeki kuru madde cinsinden
niikleik asit (dsDNA) miktarlar1 (g/100 g biyokitle) ......ccovvvvveriiiiiiiiiiiiiiiiiiens 114

XV



Simgeler
L

mL

°C

nm

dk

Kisaltmalar
S.cerevisiae
CFU

NaCl

NaOH

HCI

BSA

BCA

LCA

CO2eq.

SIMGELER VE KISALTMALAR

Litre

Mililitre
Mikrolitre

gram

miligram
logaritma

saat

Santigrat Derece
Nanometre

Watt

Dakika

Saccharomyces cerevisiae
Koloni olusturan birim
Sodyum Klortir

Sodyum Hidroksit
Hidroklorik Asit

Bovine Serum Albumin
Bikinkoninik Asit Tahlili
Yasam Dongiisii Analizi

Karbondioksit esdegeri

XVi



1. GIRIS

GUnumuz ekonomisinin temel 6zelligi, geleneksel tarim temelli gida tedarik zincirleri ile
gerceklesen protein liretiminin, sera gazi emisyonlari, arazi kullanimi ve su ayak izi gibi
kiiresel cevresel kirlilik acisindan &nemli bir sorun haline gelmesidir [1]. Insan
tilkketiminde protein kaynagi olarak siklikla hayvansal ve bitkisel proteinler
kullanilmaktadir. Birlesmis Milletler raporuna gore diinya niifusunun 2030 yilinda 8,5
milyara ulasacagi ve niifus artis hiz1 yiikselerek 2050 yilinda diinya niifusunun 9,7 milyar
olacagi bahsedilmektedir [2]. Bu artigla birlikte gelen gida arz ve taleplerini
karsilayabilmek icin hayvansal ve bitkisel protein iiretimlerinin de ciddi bir sekilde
artmas1 gerekmektedir. Ancak, hayvansal ve bitkisel proteinlerin {iretimi i¢in gereken
kaynaklardan olan arazi ve su gereksinimi, siirdiiriilebilir bir nitelikte degildir. Bitkisel
protein Gretimi igin ortalama 20 bin m? su ve 10 hektar arazi gerekirken, hayvansal protein
uretimi icin 48 bin m3 su ve 15-20 hektar arazi gerekmektedir [3]. Bununla beraber gevre
icin olumsuz bir etken olan sera gazi salinimi ise bitkisel kaynaklarda 0,3-3 kg CO2eq/kg
tirlin iken, hayvansal kaynaklarda yaklagik 60 kg CO2eq/kg Urun seviyesine ulagsmaktadir
[4]. Giinimiizde bitkisel proteinlerin, hayvansal proteinlere kiyasla daha ¢evre dostu bir
nitelikte olmasi sebebiyle hayvansal proteinlerden bitkisel proteinlere dogru bir yonelim
tesvik edilmeye calisilsa da, 1 kg etin sahip oldugu oranda protein iiretebilmek i¢in 3-10
kg araliginda bitkisel iriinlerin islenmesi gerekmektedir [5]. Sonug olarak, dinya
niifusunun artmas1 ve buna bagl olarak bitkisel-hayvansal protein ihtiyacinin da artiyor
olmasi, kiiresel iklim krizinin yiikselisiyle beraber tarim arazilerinin verimli
kullanilamamas1 ve Uretim i¢in gerekli hammadde maliyetlerinin yiikselmesi, hayvansal
ve bitkisel protein kaynaklarinin iiretimi i¢in gereken hammadde, su ve arazi ihtiyacinin
fazla olmasi1 sebebiyle hayvansal ve bitkisel protein iiretiminin siirdiiriilebilir bir nitelik
tasimamaktadir. Bu durum insanligi gelecekte olast bir protein kaynagi kithigiyla
yiizlesmeye itmektedir. Bu sebeple surdurilebilir, hammadde ve kaynak tlketimi

minimal seviyelerde olan alternatif bir protein kaynagina ihtiyag vardir.

Proteinler, bitkisel ve hayvansal kaynaklarin disinda mikroorganizmalarin biyoproseste
fermentasyon yoluyla kullanilmasiyla da Uretilmektedirler. Bu kapsamda bakteriler,
algler ve mantarlar gibi gesitli mikroorganizmalarin kiltivasyonu sonucu Uretilen

proteinler “mikrobiyal protein” adimi almaktadir [6]. Mikrobiyal proteinler zengin



protein, aminoasit, karbonhidrat, mineral, yag ve vitamin igerigine sahiptirler [7]. Bu
baglamda biyodoniisiim sonucu elde edilen mikrobiyal proteinler, yeni ve degerli gida ve

gida bilesenleri Uretiminde giclu bir ¢6zim 6nerisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir [8].

Son yirmi yilda, artan niifus ve saglikli gida tiiketmeye yonelik degisen demografik
ozellikler nedeniyle meyve liretimine olan kiiresel talep artmistir [9]. Bu baglamda meyve
tiretimi icin ayrilan ekim alani da diinya genelinde giderek artmaktadir. Diinyada 2011
yilinda 640 milyon tonun, 2018 yilinda ise 870 milyon tonun iizerinde meyve hasadinin
yapildig1 tahmin edilmektedir. Uretilen meyvelerin neredeyse %50'si meyve suyu olarak
islenmekte ve sadece narenciye suyu lretiminde yilda 25 milyon ton atik olustugu
bilinmektedir. Meyvenin %?20-80'ini olusturabilen bu atik Urlnler, ciddi cevresel
sorunlara yol acabilmektedir [9]. Ortaya ¢ikan biiyiik atik miktarlari, giinlimizde énemli
bir problem olan gida kitlig1 ve dogal kaynaklarin tilkenmesi dikkate alindiginda, meyve
suyu endiistrisi atiklarinin yonetimi endise kaynagi haline gelmistir. Bu nedenle atiklarin
degerlendirilmesi son zamanlarda gida endistrisinin siirdiiriilebilirligini arttirmayi

amaglayan uluslararasi bir tartigma konusu olmaktadir.

Meyve suyu endstrisi atig1 olan meyve posast, kisaca meyvelerin preslenmesiyle beraber
suyu veya yagi ¢ikarildiktan sonra elde edilen bir yan Grlini olarak tanimlanabilir. Meyve
posasi, tipik olarak 6nemli miktarda seker, pektin, nisasta, lif ve ikincil bitki metabolitleri
(vitaminler, polifenoller gibi) iceren, yiiksek nem igerigine sahip lignoseliilozik bir
malzemedir [10]. Meyve suyu isletmelerinde iiretilen meyve posalart toplanmakta ve
kullanima veya isleme hazir hale getirilerek depolanmaktadir. Posanin toplanmasina
yonelik altyapinin mevcut olmasi, bu malzemeye diisiik maliyetle erismeyi
kolaylagtirmaktadir. Katma degeri diisiik olan meyve posalart ¢ogunlukla hayvan yemi
olarak kullanilmakta, yakilmakta veya biyolojik giibre olusturma amaciyla
kompostlanmaktadir [10,11]. Bunun disinda posalar agik alanlara birakilmakta ve bu
durum toprak ve yeralt1 suyu kirliligine neden olmaktadir. Meyve atiklar yiiksek nem
igcerigi ve biyolojik olarak parcalanabilir bilesikleri i¢ermesinden dolayr zamanla
cliriiyerek, metan gazi adi verilen atmosferde karbondioksitten 21 kat daha fazla 1s1y1
hapseden gii¢lii bir sera gazi salinimina neden olmaktadir [12]. Dolayisiyla, meyve suyu

enduistrisi atiklarinin alternatif metotlarla degerlendirilmesi bir gereklilik haline gelmistir.



Meyve suyu endiistrisi atiklar1 fermente edilebilir sekerler ve diger temel besin maddeleri
acisindan zengin olmasi dolayisiyla mikroorganizmalar tarafindan bir enerji kaynagi
olarak etkili bir sekilde kullanilabilmektedir [12]. Bu dogrultuda biyoproses yoluyla
fermantasyon uygulanarak gerceklestirilen mikrobiyal protein lretiminde meyve suyu
enduistrisi atiklart kullanildiginda, katma degeri diisiik bir hammaddeden katma degeri
yiiksek bir irlin gelistirilmesi, donglisel biyoekonomiye gecis silirecine katkida

bulunulmasi ve yeni bir alternatif protein kaynagi iiretimi miimkiindiir.

Gelecekteki protein arzinin giivence altina alinmasima yardimer olmak igin biyoproses
uygulanarak fermantasyon yolu ile mikrobiyal protein liretimi meyve suyu endiistrisi at1g1
olan meyve posalariin degerlendirilmesi i¢in kullanimi 6nemli bir olanaktir. Ham
maddeleri istenen {iriine doniistiirmek i¢in mikroorganizmalarin kullanimini gerekli kilan
fermantasyon biyoprosesi, binlerce yildir gida kalitesini ve giivenligini korumanin etkili
bir yolu olarak kullanilmistir [13]. Son on yilda bilimsel dikkati tekrar {izerine geken
fermantasyon teknolojisi ayn1 zamanda yeni gida ve gida bilesenlerinin {iretimi igin diisiik
maliyetli biyoteknolojik bir yol oldugu kanitlanmistir [14]. Bu kapsamda ilk ekmegin
pisirilmesinden ve tiziimlerin fermente edilmesinden bu yana gida islemenin temelinde
yer alan okaryotik endistriyel bir mikroorganizma olan Saccharomyces cerevisiae
mayasi, insan tiiketimi igin giivenli olmas1 (GRAS, Generally Recognized as Safe),
halihazirda fermentasyon proseslerinde sik¢a kullaniliyor olmasi, biyokiitlesinde niikleik
asit igeriginin az olmasinin yansira polisakkaritler, B vitaminleri, mineraller, esansiyel
aminoasitleri iceriyor olmasi ve heksoz sekerleri fermente edebilme yetenegi sayesinde
meyve suyu endiistrisi atiklarin1 metabolize edebiliyor olmasi onu mikrobiyal protein

uretimi icin en ideal aday haline getirmektedir [15].

Bu ¢alismada meyve suyu endiistrisi atiklarindan olan yas posalar ile, GRAS 06zellikte
oldugu bilinen ve genis bir substrat yelpazesini kullanabilme yetenegine sahip olan
Saccharomyces cerevisiae mayalar ile biyoproses yoluyla fermantasyon uygulanarak

mikrobiyal protein liretimi amaglanmistir (Sekil 1.1).
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Sekil 1. 1. Tez calismasinin 6zet akis diyagrami.

Tez ¢alismas1 amaci1 kapsaminda oncelikle Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimii FoodOmics Laboratuvar Kiiltiir Koleksiyonu’nda (HUF) bulunan 18 adet S.
cerevisiae susu canlandirilmis ve saflik durumlar1 kontrol edilerek tanimlamalari
dogrulanmistir. Calisma kapsaminda gercgeklestirilecek fermantasyonlarin planlanmasi
icin S. cerevisiae ATCC 9763 susu kullanilarak YPD Broth besiyerinde temel bir hiicre
gelisim profili olusturulmustur. Ardindan suslarin hiicre gelisimleri, protein {iretme
yetenekleri ve biyokitle verimleri beyaz Gzim suyu ortaminda belirlenerek yerel suslar

arasindan ¢aligmanin devaminda kullanilmak iizere se¢cim yapilmistir.

Calismada yas posalar kullanilarak mikrobiyal protein iiretimi amaciyla fermantasyon
gerceklestirilmesi icin besiyeri formiilasyonlar: olusturulmasi hedeflenmistir. Bu
dogrultuda formiilasyonda yer alacak posa miktarinin belirlenmesi igin, literatiirde S.
cerevisiae gelisimi ve mikrobiyal protein iiretimi i¢in kullanilan Bazal besiyeri [16]
modifiye edilerek hazirlanan Bazal I ve Bazal I besiyerlerinde S. cerevisiae ATCC 9763
kodlu kontrol susu ile fermantasyon gergeklestirilmistir. Fermantasyon sonucunda elde

edilen sonuglar dogrultusunda mikrobiyal protein iiretiminde 6ne ¢ikan 6zelliklere sahip



Bazal besiyeri kompozisyonu temel formiilasyon olarak segilmistir. Son olarak yas
posalar kullanilarak fermantasyon yoluyla mikrobiyal protein Uretimi igin besiyeri
formilasyonlar1 olusturulurken, bir o©nceki basamakta secilen Bazal Dbesiyeri
formilasyonu, yas posalarin kompozisyonlar1 ve hasat takvimleri gbéz Oniinde
bulundurulmustur. Boylelikle yas posalarin karisimlar halinde ve tek basina kullanildigi

besiyeri formiilasyonlar1 olusturulmustur.

Yas posalar kullanilarak formiile edilen dort farkli besiyerinde gerceklestirilen
fermantasyonda, fizikokimyasal (pH degisimi, protein iiretme yetenegi) ve biyolojik
parametrelerin (hiicre gelisimi ve biyokiitle liretimi) takibi yapilarak yerel ve ticari S.
cerevisiae suslarmin ve yas posa gesitlerinin mikrobiyal protein iiretim prosesindeki
etkinlikleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda mikrobiyal protein
Uretiminde 6ne ¢ikan yas posa ¢esidi ve yerel S. cerevisiae susu kullanilarak tiretilen
liyofilize toz formdaki mikrobiyal proteinde, ileri analizler (kuru madde ve nem analizi,
primer metabolit analizi, niikleik asit analizi ve yasam dongilisii analizi)

gerceklestirilmistir.

Mevcut arastirma beyaz tiziim suyu besiyerinde hiicre gelisimleri, iiretilen protein miktari
ve biyokiitle verimleri agisindan S. cerevisiae suslar1 arasinda farklilik oldugunu ve bu
farkliliklara bagli olarak mikrobiyal protein iiretimi amaciyla yerel suglar arasindan se¢im
yapilabilecegini ortaya koymustur. Biiyiik 6lgekli bir isletmeden alinan yas meyve posast
orneklerinin indirgen seker miktarlarinin 6nemli diizeyde olmasi nedeniyle mikrobiyal
fermantasyonda substrat olarak kullanilabilecekleri saptanmistir. Ayrica posalara ait lif
iceriklerinin de yiiksek olmasi dikkat gekmistir. Bununla beraber farkli tiirde yas meyve
posalari kullanilarak olusturulan besiyeri formiilasyonlart ile yerel S. cerevisiae suslarinimn
mikrobiyal protein iiretimi amaciyla kullanilabilecegi ortaya konmustur. Bu dogrultuda
Olusturulan formiilasyonlar sayesinde farkli tiirde yas meyve posalarindan karigimlar
olusturularak, atiklarin eszamanli bir sekilde biyolojik olarak degerlendirilmesi mimkin
kilinmistir. Ayrica fermantasyonda kullanilan ticari ve yerel maya suslarina ait 6lgtlen
fizikokimyasal ve biyolojik parametrelerin kullanilan fermantasyon ortaminin tiiriine

bagli oldugu gosterilmistir.



Sonug olarak bu g¢alisma ekonomik biiylimenin kaynak kullanimina bagliligini sona
erdiren, siirdiiriilebilir eylem planlarini igeren Avrupa Birligi Yesil Mutabakati’na ve
Siirdiiriilebilir Kalkinma Amaglari’na hizmet etmektedir. Bu dogrultuda doéngusellik ve
kaynak verimliligi kapsaminda gida israfina azaltmak, gida atiklarim1 kaynak olarak
kullanmak ve daha verimli endiistriyel gida siire¢lerinin olusturulmasini saglamaktadir.
Bu ¢aligsma ile sadece arazilere birakilan, hayvan yemi ve kompost iiretiminde kullanilan
yas posalarin, bilesen ekstraksiyonunda ve 6zellikle biyoproses yolu ile alternatif protein
tiretiminde yeni kaynak olarak kullanimlarin1 ve onemli bir alternatif protein olan

mikrobiyal protein retimi i¢in 6ne ¢ikmasini desteklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Saccharomyces cerevisiae

Mayalar, insan medeniyetinin ¢ok uzun siiredir 6nemli bir parcasi olmustur. Mayalar
kullanilarak sarap yapiminin en erken kanitlar1 Neolitik doneme, yaklagik 7000-7400 yil
oncesine dayanmaktadir. Abydos'taki (M.O. 3150) bir sarap testisinden izole edilen
DNA'nin, Saccharomyces cerevisiae mayasinin dizisi ile yakindan eslestigi bildirilmistir.
Saccharomyces cerevisiae mayasi, antik ¢aglardan beri firincilik, bira ve sarap yapimi
gibi medeniyetin 6nemli yapitaslarinda yer alan Okaryotik, tek hicreli ve model bir
mikroorganizmadir [13]. Saccharomyces cinsi Meyen tarafindan 1838'de kesfedilmis ve
1870'de Rees tarafindan tanimlanmistir. Ardindan 1888'de Hansen, bira mayasi olarak
Saccharomyces cerevisiae’yr tanmimlamistir [17]. Saccharomyces kelimesi “seker
mantar1” anlamina gelmekteyken, cerevisiae kelimesi kdkenini Galce bir kelime olan
kerevigia ve eski Fransizca kelime cervoise'den alir. Bu eski kelimelerin ikisi de bira

anlamina gelmektedir [13].

S. cerevisiae, Saccharomycetaceae familyasinin ve Saccharomycetoideae alt familyasinin
bir yesidir. S. cerevisiae suslarmin ¢ogu diploid (16 ¢ift kromozom) olmakla beraber
tomurcuklanma ve askosporlar araciligiyla tireyen tek hiicreli mantarlar olarak
tanimlanmaktadir [17]. Hiicreler besin agisindan zengin ortamlarda gelistirildiklerinde
her saatte bir Ureyerek tomurcuk olusturma yetenegine sahiptir. Ortamdaki besin
kaynaklarmin azalmasi durumunda ise, bazi suglarinin besin aramasini sagladigi
diisiiniilen yalanci hif (pseudohyphae) adi verilen yapilari kullanarak gelisebildikleri
tespit edilmistir [18]. Tlre ait vejetatif hicreler incelendiginde kiresel, oval veya
silindirik sekilde (Sekil 2.1) olmakla beraber yizeyleri agik krem renginde, diiz ve
purlizstizdur [17]. S. cerevisiae mayasina dogada bitkilerde, meyvelerde ve toprakta
yaygin olarak rastlanilmaktadir. Bunula beraber S. cerevisiae'nin habitatinin spesifik bir
alanla smirli kalmadigi, karbon ve azot konsantrasyonu farklilagsan ¢esitli ortamlarda

gelisebildigi goriilmiistiir [19].



Sekil 2. 1. Saccharomyces cerevisiae’nin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

goruntasu [20].

Fermantasyon, kompleks organik bilesiklerin oksijen gereksinimi duyulmadan daha basit
bilesiklere pargalanmasiyla birlikte enerji iiretiminin gerceklestigi (ATP molekill
uretimi) metabolik bir olaydir [21]. S. cerevisiae ortamdaki seker kaynagini alkol ve
karbon dioksite doniistiirme yetenegi sayesinde ge¢cmisten giiniimiize fermantasyonda
sikga kullanilmaktadir. Bununla beraber S. cerevisiae’nin aerobik fermantasyon
yapabilme oOzelligi onu diger mikroorganizmalardan ayirmaktadir. Neredeyse cogu
mikroorganizma enerji ihtiyacini (ATP) oksijen varliginda glukozu su (H20) ve
karbondioksite (CO2) parcalayarak karsilamaktadir. Ortamda oksijen bulunmamasi
durumunda, glukozu fermente ederek etanol ve karbondioksite doniistiirmekte ve sadece
iki molekiil ATP {iretebilmektedir. Bu sebeple ¢ogu mikroorganizma enerji iiretimi
bakimindan 10 kat daha verimli oldugu i¢in oksijen varliginda, glukozu okside ederek
ATP uretimini tercih etmektedir [18]. Fakat mayalar ortamda oksijen bulunmasina
ragmen glukozu fermente etmeyi se¢mektedirler (Sekil 2.2). Bu sebeple enerji
ithtiyaglarimi (ATP) karsilayabilmek i¢in biiyiik oranda glukoz molekiillerini metabolize
etmek zorundadirlar. Boylelikle fermantasyon sonucunda gesitli tirtinler iiretmektedirler.
Bu nedenle, tiziim suyu gibi seker agisindan zengin bir ¢ozeltide fermantasyon verimleri
yuksektir [18].



Fermente Edilebilir Sekerler
(Glukoz, slkroz, fruktoz, maltoz,

maltotrioz..)
Glikoliz
h 4
Pirtvat
Fermantasyon Solunum
h 4
Etanol, CO,, 2 ATP CO5, H,0, 38 ATP

Sekil 2. 2. S. cerevisiae metabolizmasinda fermente edilebilir sekerlerin kullanimi1 [22]

S. cerevisiae gelisimi igin gereken fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikler incelendiginde
D-glukoz, D-fruktoz ve D-mannoz gibi ¢esitli heksoz sekerleri fermente edebilme
yetenegine sahiptir. Bu sekerler arasindan fermantasyonda D-glukoz kullanimi en
yiiksektir. Bunlarin disinda siikroz, maltoz, maltotrioz ve D-galaktoz sekerlerini de
fermente edebilmektedir. L- optik izomeriye sahip sekerler ve pentozlar (Ksiluloz
disinda) S. cerevisiae tarafindan fermente edilememektedir. Ayni zamanda laktik asit ve
cesitli organik asitler ile polihidroksi alkolleri de fermente etme yetenegine sahiptirler.
Fermantasyon sirasinda ortamda azot kaynagi olarak bulunan inorganik amonyum tuzlari
gelisimlerini desteklemektedir. S. cerevisiae ortamdaki iireyi de azot kaynagi olarak

kullanabilmekle beraber nitratlar ve L-aminoasitleri metabolize edememektedir [17] .

S. cerevisiae yiiksek etanol konsantrasyonlarina (%8-12 v/v) dayaniklidir. Besiyeri
ortaminda gerceklestirilen glukoz fermantasyonu sonucunda %15 (v/v) konsantrasyonda
etanol liretebilmektedir. Optimum gelisim sicaklig1 25-35°C araligindadir. Oksijen hiicre
canliliginin siirdiiriilmesi i¢in gerekli bir parametre iken, mikroaerofilik kosullar altinda

da gelisim gosterebilmektedir. Ortamda anaerobik kosullar olustugunda ise cesitli



metabolitler (Or: Yag asitleri ve steroller) sentezlemekte ve en sonunda hiicre gelisimi

durmaktadir [17].

S. cerevisiae kserofil bir mikroorganizma degildir, gelisimi i¢in su aktivitesinin 0,89-0,91
araliginda olmasi gerekmektedir. Fakat ortamda su aktivitesi (aw) diisiisii gergeklestiginde
bu stres faktoriine tepki olarak gliserol liretmekte ve bu sayede hiicre membrani ile ortam
artasinda bulunan osmotik basinci dengeleyebilmektedir. Diger tlim mayalar gibi besiyeri

ortaminin asidik oldugu kosullarda (4,5-6,5 pH) optimum gelisebilmektedir [17].

Probiyotikler

Gida

ingrediyenleri Gida Atiklar

Saccharomyces
cerevisiae

Biyoetanol
Uretimi

Fermente
Uriinler

Biyofarmasétik
Uriinler

Sekil 2. 3. S. cerevisiae nin gida endiistrisinde ve biyoteknolojide kullanim alanlar

[23,24].

S. cerevisiae giinlimiizde gida endiistrisinde fermente tirlinler (sarap, bira, ekmek, kakao,
kefir vb), gida ingrediyentleri (d-dekalakton, feniletanol, maya ekstrakti,
mannoproteinler, glukomannanlar, ergosterol, glukan, fruktoz surubu), probiyotikler
(Saccharomyces boulardii), gida atiklarinin degerlendirilmesinde (meyve ve sebze
atiklari, seker kispesi, peynir alti suyu), biyoetanol ve biyofarmasotik drinlerin
uretiminde kullanilmaktadir (Sekil 2.3) [23,24].

10



2.1.1. Aminoasit Uretimi ve Protein Sekresyonu

Maya hicresinde ¢ogu amino asit, a-ketoasitlerden sentezlenmektedir (Sekil 2.4). Amino
asit sentezi trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinde bir ara bilesen olan oksaloasetat veya
alfa-ketoglutarat ile baslamaktadir. Ortamda bulunan amonyak iyonlar1 ve alfa-
ketoglutarat kullanilarak glutamat dehidrogenaz (GDH1) enzimi ile glutamat
sentezlenmektedir. Glutamat ortamdaki amonyak iyonlar1 ve glutamin sentetaz (GLN1)
enzimi araciligryla glutamin sentezinde kullanilabilmektedir. Ayrica arjinin, lizin, prolin
biyosentezleri de glutamat kullanilarak ger¢eklesmektedir. Alanin, valin ve 1dsin
aminoasitleri ortamda bulunan glukozun piriivata doniistiiriillmesi sonucu, glutamat

molekdllerinin transamaminasyonu yardimiyla sentezlenmektedir [25].

niikleotitler

Giu

a-koto- Glukoz-6-fosfat
glutarat: Gy

Gin]
Hisy riboz-5-fosfat

Fruktoz-6-fosfat

Fruktoz-1,6-bifosfat

eritroz-4-fosfat
3-fosfo-trioz

Met
korizmat Cys
7 3-fosfogliserat —————> Ser
Glu Lz Glu o-keto- s Gly
Thr
Trp Glu Tyr 2-fosfogliserat i
a-keto-
ohrtarst a-keto- eu
Phe fosfoenolpiriivat biitirat __ Val, lle
l a-keto-
Glu glutarat
p— _—— piriivat
(Gin giaarat T l o> Ala
ASDMASP glutarat
SO"}/)‘ - acetyl-CoA
Thr
Cys
Met okzalasetat sitrat NADPHH* NADP* ATP  ADP.P,
GDH1 GLN1
malat 1 2
a-Ketoglutarat Glutamat
suksinat Lys Arg, Pro

Sekil 2. 4. Mayalarda aminoasitlerin glukoz ve amonyak kullanilarak biyosentezi [25].
Glutamat (Glu) kullanilarak gergeklestirilen transaminasyon reaksiyonlar1 sar1 renkle,

Glutamin (GlIn) kullanilarak gergeklestirilen reaksiyonlar ise yesil renkle isaretlenmistir.
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Metiyonin, sistein, serin ve glisin aminoasitleri ise glukozun ara bir metaboliti olan 3-
fosfogliserat ve  glutamat  molekiillerinin  transamaminasyonu  yardimiyla
sentezlenmektedir. Asparajin, aspartik asitin glutaminin, glutamata transaminasyonu
sonucu sentezlenirken, treonin, sistein ve metiyonin aspartik asite sulfur gurubu
baglanmasiyla Uretilmektedir. Aromatik aminoasitlerden olan triptofan, tirozin ve
fenilalanin ise 3-fosfotriozdan sentezlenmektedir. Son olarak histidin aminoasidi ise

nlkleotid biyosenteziyle baglantili olarak tiretilmektedir [25] .

S. cerevisiae’da protein sekresyonu, niikleustan trankskripsiyon sonucu mesajct RNA’nin
(mRNA) iiretilmesi ile baslamaktadir (Sekil 2.5). Transkripsiyon sirasinda DNA'y1
olusturan niikleotit dizisi RNA polimeraz enzimi tarafindan bir RNA dizisi olarak
kopyalanmaktadir. Transkripsiyon sonucu iiretilen mesajct RNA (mRNA) molekiilleri,
protein sentezi i¢in gerekli kodlama dizilerini tagimaktadir. Nikleustan ¢ikarak
sitoplazmadaki ribozom organeline gelen mRNA molekilleri burada ribozoma
baglanmaktadir. Ribozom iginde yer alan Ribozomal RNA (rRNA) molekiilleri, protein
sentezinin katalitik adimlarin1 yonlendirmektedir. mMRNA'daki kodonlar (li¢li nukleotit
sekanslar1), tRNA molekiilleri tarafindan taninir ve her bir tRNA bu kodonlarla eslesen
bir amino asidi tagstyarak mRNA iizerindeki kodona baglar. Bu sekilde tRNA'larin tagidigi
amino asitler birlestirerek polipeptit zincirini olusturur. Protein sentezi, mRNA
tizerindeki stop kodonuna (UAA, UAG veya UGA) ulasildiginda durur. Bu sekilde
transkripsiyon sonucu olusan mRNA'lardaki koda uygun olarak ribozomda amino asit

zinciri veya polipeptit sentezlenmesine “translasyon” adi verilmektedir [26].
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Sekil 2. 5. S. cerevisiae hiicresinde gergeklesen protein sekresyonu [27].

Translasyon sonucu dretilen proteinler eszamanli translokasyon veya post-translasyonel
translokasyon mekanizmalari ile endoplazmik retikuluma (ER) ulasir. Burada protein
yapisinin  katlanmasi, modifikasyonunu ve degradasyonunu saglayan birtakim
islemlerden geger. Bu islemler sirasinda yapiya disiilfit baglar1 veya seker zincirleri
eklenilebilmektedir. Sadece dizglin katlanan ve Uretilen proteinler golgi aygitina zar
kesecikleri araciligiyla taginir ve burada seker zincirlerinin uzatilmasi gibi ileri
modifikasyonlar gergeklestirilir. Islemler sonucunda iiretilen proteinler, vakuollere veya

zar kesecikleri araciligtyla hiicre digina taginir [27] .

2.2. Alternatif Proteinler

Birlesmis Milletler'in (BM) verilerine gore, Diinya niifusunun 2050 yilinda 9,8 milyara
ulagmas1 beklenmekte olup, bunun sonucunda kiiresel gida talebinin %60 ile %70
arasinda artmasi ongoriilmektedir. Ve FAO tarafindan, artan talebin karsilanmasi i¢in
gida tliretiminin minimum %350 oraninda arttirilmasi gerektigi bildirilmektedir [28]. Bu
dogrultuda 1960’tan giliniimiize kadar olan hayvansal protein tiiketimini karsilamak icin
et ve siit Uretimlerinin gittikce arttigi, 2050 yilina gelindiginde niifusun ihtiyaglarim
karsilayabilmek icin 435 milyon ton et ve 843 milyon ton siit lretilmesi gerektigi
bildirilmektedir [29]. Bununla beraber tiiketim verileri g6z 6niine alindiginda ortalama

bir insanin yilda 43 kg et tiikettigi, bu durumun Afrika gibi gelismekte olan tilkelerde 10
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kg’dan daha az oldugu ifade edilmektedir [30]. Ve bu kapsamda, 6zellikle gelismekte
olan tilkeler basta olmak {izere iiretilen hayvansal ve bitkisel proteinler yetersiz kalip gida
kithgr yasanmakta; 2022 yilinda 783 milyona yakin insanin yetersiz beslendigi
bildirilmektedir [31]. Ayrica giiniimiizde kaynak ihtiyacinin fazlaligi sebebiyle hayvansal
proteinlerden bitkisel proteinlere dogru bir yonelim tesvik edilmeye calisilsa da, 1 kg etin
sahip oldugu oranda protein iiretebilmek i¢cin 3-10 kg araliginda bitkisel {iriinlerin

islenmesi gerekmektedir [5].

Bir baska sorun ise bitkisel ve hayvansal protein iiretimi i¢in gereken arazi ve su
ithtiyacidir. 1 ton protein liretimi i¢in gereken su miktari bitkisel kaynaklarda ortalama 20
bin m? civarindayken, hayvansal kaynaklarda 48 bin m%; arazi gereksinimi ise bitkisel
kaynaklarda ortalama 10 hektarken, hayvansal kaynaklar ise 15-20 hektar alandir [4].
Bitkisel ve hayvansal proteinleri Uretimindeki artisin ayni zamanda beraberinde gida
kaynakli emisyonlar da artiracagi tahmin edilmektedir [32—34]. Gunlimuzde kiresel sera
gazi emisyonlarinin %26'sinin bitkisel, hayvansal tarim ve tedarik zinciri gibi gida ve
beslenme zincirinden, %14,5'inin ise dogrudan hayvancilik faaliyetlerinden
kaynaklandigi hesaplanmigtir (Sekil 2.6) [35]. Metan gazi (CH4) emisyonlart,
karbondioksite (CO>) kiyasla 21 kat daha yiiksek bir sera gazi etkisine sahip oldugu
bilinmektedir. Ve metan gazi emisyonlarinin %40'nin tarim sektoriinden geldigi ve
0zellikle ruminant hayvanlarin sindirim sistemi fermentasyonundan ve hayvansal giibre
yonetiminden kaynaklandigi belirtilmektedir [36]. Sera gazi salinimlarinin artisiyla
beraber kiiresel sicaklik artisinin 1,5 °C’nin altinda tutulmamasi1 durumunda gelecekte
diinyamiz1 gevresel sorunlar beklemektedir [37]. Ayrica toplam tarimsal su tiiketiminin
%40'imdan fazlasiin hayvan yemi tiretiminde kullanildig1 ve bu durumun, genis ¢apta su
ve toprak kirliligine, habitat kayiplarina ve biyolojik ¢esitlilikte azalmaya neden oldugu
bildirilmektedir [38].
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Sekil 2. 6. Bitkisel ve hayvansal bazli gida kaynaklarinin tiiketilen 1 ton protein bazinda
arazi kullanim1 (ha), iiretimlerinde harcanan su miktarlari (1,000 m®) ve iirettigi sera gazi

emisyon miktarlar1 (t COz eq) [3].

Antibiyotikler hayvancilik sektdriinde besinin gelisiminde ve hastaliklarin 6nlenmesinde
one ¢ikmaktadir. Bununla beraber kiiresel antibiyotik satislarinin %73’ hayvancilikta
kullanilmaktadir [39]. Bu durum antibiyotik direncine sahip bakterilerin gelismesine
sebep olmakta, halk sagligin1 tehdit etmektedir. Hastalik Kontrol ve Korunma
Merkezi’nin (CDC) 2019°da yayinladig1 rapora gére ABD’de yilda 2,8 milyon insan
antibiyotik direngli bakterilerin yol actig1 enfeksiyona yakalanmakta, 35,000 insan ise
hayatin1 kaybetmektedir [40]. Ayrica hayvancilik faaliyetlerinin mevcut diizeni hayvan

refahi tizerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir [39].
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Hayvancilik sektoriinlin karmagsik ve cesitli etkilerini dengelemek, geleneksel gida
sistemlerini stirdiiriilebilir gida sistemlerine doniistiirmek, gida arzini ve gilivenligini
yonetebilmek 6nem kazanmaktadir. Bu dogrultuda protein agisindan zengin yeni insan
gidalar1 tretimi i¢in geleneksel kaynaklarin yani sira alternatif protein kaynaklarinin

uretilmesine yonelik ¢aligmalar artmaktadir.

Alternatif proteinler kaynaklari, geleneksel olarak iiretilen proteinlere kiyasla,
uretimlerindeki arazi ihtiyaci, su tiikketimi Ve olusan sera gazi emisyonlar1 daha azdir [37].
Bununla beraber alternatif proteinlerin Uretiminde antibiyotik kullanimi1 gerekmemesi
sebebiyle antibiyotik direngli mikroorganizmalarin gelisimini 6nlemede biiyiik 6nemleri
bulundugu bildirilmistir [41]. Bugiin tiiketicilere sunulan bazi alternatif protein Urtnleri

arasinda bir¢ok bitki bazli protein ve mikrobiyal protein secenekleri bulunmaktadir
(Cizelge 2.1).

Cizelge 2. 1. Alternatif protein marketinde pazarlanan bazi tiriinlerin iiretim metotlari,
yerine kullanildiklar1 geleneksel protein kaynaklar1 ve bu kaynaklara kiyasla sera gazi

emisyonu, arazi ve su kullanimini azaltma oranlari (%) [42].

Arazi Su
. Sera Gazi
Alternatif o Geleneksel ) Kullanimi Kullanimi
. Uretim . Emisyonunu
Protein Protein Azaltma Azaltma
. ) Metodu Azaltma
Urinleri Kaynad Oram Oram
Oram (%)
(%) (%)
Impossible o _
Bitki bazli Sigir Eti 89 96 87
Burger
Beyond
Bitki bazli Sigir Eti 89 97 99
Burger
Grillers )
Bitki bazl Tavuk Eti 85 93 95
Burger
uorn Fermantasyon  Tavuk/Sigir
Q Y e 75 78 :
Burger bazl Eti
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Alternatif proteinler genellikle bitki bazli protein, yapay et, bocekler veya mikrobiyal
proteinler (tek hicre proteini) olmak tizere gruplandirilmaktadir (Sekil 2.7). Yapay et (in
vitro), laboratuvarda iiretilmis veya hiicre bazli et olarak bilinmektedir. Hayvan kok
hiicrelerinden fiiretilmekle beraber liretimindeki ana adimlar, hayvan biyopsisinden kok
hiicrelerin izolasyonunu ve hiicre kiiltiir ortaminda bunlarin istenilen dokulara (6rnegin,
iskelet kaslar1) proliferasyonu ve farklilasarak once olgun kas hiicrelerine ardindan daha
biiyilk kas dokularma doniistiiriilerek elde edilen son ftriindiir [37]. Bitki bazh
alternatiflerin iiretiminde soya fasulyesi, bugday, bezelye ve aci bakla gibi temel tahillar
kullanilmaktadir. Bitki bazli alternatifler iiretilirken besin maddesi alimini arttirmak
amaciyla ogiitiilmesi ve islenmesi gerekmektedir [43]. Bu islemler arasinda en sik
kullanilan termoplastik ekstriizyon yontemidir [37]. Son Uriin Uretiminde ise ¢ozlculler
veya stperkritik CO» ekstraksiyon yontemi kullanilarak protein konsantreleri ve/veya
izolatlar iiretilir. Bocekler, 6zellikle Asya ve Afrika'da yiizyillardir insan beslenmesinin
bir parcas1 olmustur. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) na gore, diinya
capinda 1900'den fazla bocek tiirti tiikketilmektedir [44]. Mikrobiyal proteinler ise bakteri,
mantarlar ve algler gibi tek hiicreli mikroorganizmalar kullanilarak iiretilen, yenilebilir

biyokiitleyi ifade etmektedir [45].

Mikrobiyal Protein

( A
0061000

Bitki Bazli  Bocekler Mantarlar Algler Bakteriler Mayalar Yapay Et

Sekil 2. 7. Alternatif protein kaynaklari.

Alternatif proteinler, geleneksel protein kaynaklarina kiyasla avantajlari sayesinde
guniimizde gittikce 6nem kazanan ve pazar payi artan kaynaklar haline gelmistir. Bitki
bazli etin ve yapay etin 2040 yilina kadar sirasiyla toplam et pazarinin %35'ine ve %25'ine
sahip olacagini tahmin edilmektedir [46]. Dinya Ekonomik Formu topladigi verilere

gore, 2035 yilinda alternatif protein pazarinin mevcut biiyiikliigiiniin yedi katina ¢ikarak
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yillik 13 milyon metrik tondan 97 milyon metrik tona ulagsmasi ve genel protein pazarinda
%11'lik bir paya sahip olmas1 beklenmektedir. Alternatif proteinlerden kilogram basina
ortalama 3 dolar gelir elde edilecegi ve bu durumun yaklasik 290 milyar dolarlik bir pazar

biiyiikliigiine isaret ettigi ifade edilmektedir [47]

Bu calisma meyve suyu endiistrisi atiklarindan alternatif bir protein kaynagi olan
mikrobiyal protein lretimini hedeflediginden bundan sonraki bdéliimde mikrobiyal

proteinlere deginilecektir.

2.2.1. Mikrobiyal Proteinler

Proteinler, bitkisel ve hayvansal kaynaklarin disinda mikroorganizmalarin fermentasyon
prosesinde kullanilmasiyla da elde edilebilmektedir. Bu kapsamda mikroorganizma
kaynakli proteinler mikrobiyal protein (tek hiicre proteini) adin1 almaktadir. Mikrobiyal
proteinler, ¢esitli siniflardan mikroorganizmalarin (bakteri, mantar ve algler) saf veya
karisik kiiltiirlerinin belirli bir besiyerinde kiiltivasyonu sonucu elde edilen biyokiitlenin
filtrasyon ve piirifikasyonunun ardindan kurutma islemi uygulanmasiyla toz formunda
uretilen proteinlerdir (Sekil 2.8) [6,48]. Bu sekilde iiretilen mikrobiyal proteinler %80°e
kadar oranda protein icerebilmektedir [7]. Ve protein kompozisyonunda yer alan
esansiyel aminoasit igerigi FAO ve WHO arafindan tavsiye edilen miktarlar
karsilamaktadir [1]. Uretilen mikrobiyal proteinler, protein igeriginin yani sira iiretilen

karbonhidratlar, mineraller, yaglar ve vitaminleri de igermektedirler [49].

Alternatif proteinlerde, bitkisel kaynaklar olarak 6ne ¢ikan soya bazli proteinler sikca
kullanilmasina karsin, maliyetlerinin yiiksek olmasi, duyusal a¢idan tiiketici begenirligini
heniiz kazanamamis olmasi ve tropikal orman tahribatinin %20’sine katkida bulunmasi
sebebiyle heniiz tam anlamiyla siirdiiriilebilir kaynaklar degillerdir. Bocek bazl
proteinler ise kiiltiir farkliliklarindan dolay1 tiiketici onayini heniiz kazanamamistir. Son
olarak, bakteri, mantarlar ve alglerin kultivasyonu ile elde edilen mikrobiyal proteinler
ise, diger kaynaklara kiyasla tarimsal arazi kullanimini azaltarak, orman tahribatini ve
ilgili CO2 emisyonlarin1 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir [50]. Bununla beraber mikrobiyal

proteinin insan tiketiminde alternatif bir protein kaynagi olarak kullanilmasi yeni
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degildir. Ekmek, peynir, yogurt, tursu gibi fermente gidalarin {iretilmesinde
mikroorganizmalarin rolii bulunmaktadir. Bu baglamda mikrobiyal protein tretimi ilk
olarak 1. Diinya Savasi sirasinda Almanya’da ekmek mayasinin (Saccharomyces
cerevisiae), melas ve amonyum tuzlar1 karisimina eklenmesiyle tiretilmistir. 2. Diinya
Savasi sirasinda da mayalar mikrobiyal protein iiretiminde kullanilarak gidalara ve
hayvan yemlerine katilmiglardir [6]. Savastan sonra artan niifusla beraber gida talebinin
de artmastyla olusan dengesizligin giderilmesi icin 1960-1970’1i yillarda Ingiltere,
Fransa, Italya, Japonya, Rusya ve Tayvan’da mikrobiyal protein iiretmek icin fabrikalar

kurulmaya baglanmistir [51].

Substrat
(Gida atiklari, tarimsal
atiklar, hidrokarbonlar, CO,)

Bakteri/ Mantarlar / Al
/ Maya /Alg/ Fermantasyon

Filtrasyon ve Piirifikasyon

Kurutma

Mikrobiyal Protein

Sekil 2. 8. Mikrobiyal protein Gretimi prosesinin genel akis diyagrami [48].

Mikrobiyal protein iiretiminde genel olarak ham, atik {irtinler veya endiistri yan {iriinleri
kullanilmaktadir. Substrat olarak Ozellikle yan firiinlerin tercih edilmesiyle diisiik
maliyetli organik atiklarin katma degeri yliksek olan iiriinlere ve protein kaynaklarina
doniistliriilmesini miimkiin kilmakla beraber c¢evre dostu siirdiiriilebilir bir iiretim

saglamaktadir. Gliniimiizde endiistriyel Olgekte substrat olarak CO», etanol, nisasta,
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metan, peynir altt suyu, alkanlar, glikoz surubu, bira endiistrisi atiklar1 ve atik sular
kullanilarak mikrobiyal protein iiretilmektedir. Bunun yani sira ¢esitli ¢aligmalarda
meyve posalar1 ve kabuklari, melas, piring kepegi, bugday samani, kiispe ve kizartma
yaglar1 kullanilarak mikrobiyal protein iiretilmektedir [7]. Algler, bakteriler, mantarlar ve
mayalar kullanilarak gerceklestirilen ¢alismalarda kullanilan mikroorganizma tiirleri,
substratlar ve elde edilen mikrobiyal proteindeki protein yiizdeleri Cizelge 2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2. 2. Algler, bakteriler, mantarlar ve mayalar kullanilarak gerceklestirilen
calismalarda kullanilan mikroorganizma tiirleri, substratlar ve elde edilen mikrobiyal

proteindeki protein ylzdeleri.

Mikroorganizma Mikroorganizm

Substrat Protein (%)  Referans
Simifi Tard
Chlorella
Alg o Atik su 45 [52]
sorokiniana
_ Methylocapsa
Bakteri S Metan gazi 59 [53]
acidiphila
Fusarium Glukoz
Mantar 44 [54]
venenatum (Quorn™)
Portakal
Saccharomyces  posasi, melas,
Maya - . 39 [55]
cerevisiae bira posasi
(BSG)

Mikrobiyal proteinlerin, bitkisel ve hayvansal protein kaynaklarina kiyasla avantajlari

bulunmaktadir, bunlar:

e Jenerasyon siirelerinin kisa olmasi: Algler 2-6 saat; mayalarda 1-3 saat;
bakterilerde 0,5-2 saat siire araliginda ¢ogalirken, bu siire tavuklarda 2-4 hafta,

geng sigirlarda 1-2 ay1 bulabilmektedir. Yani protein Uretimi i¢in gereken zaman
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diger kaynaklara kiyasla daha azdir. Bu kapsamda 250 kg bir inek ile 250 gr
mikroorganizmanin {irettigi protein miktari1 neredeyse ayni olmakla beraber, ayni
kosullar altinda bir inek giinde 200 gram protein iiretirken, mikroorganizmalar
giinde 25 tona kadar protein Gretimini saglayabilmektedir [5].

e Mikrobiyal proteinlerin diger kaynaklara kiyasla {iretimleri tarima veya iklime
bagl degildir ve Uretimlerinde ekilebilir arazi veya igme suyuna ihtiyac yoktur.
Mikrobiyal protein Uretimi igin bir tesis neredeyse her yerde kurulabilir ve
potansiyel olarak kesintisiz bir sekilde galisabilir [45].

e Ham ve endiistriyel atik lirlinlerin degerlendirilmesinde kullanilabilmeleri [1].

e Bitkisel ve hayvansal proteinlere kiyasla tiretimlerinde gerekli olan arazi miktar
130 kat, harcanan su miktar1 ise 14 kat daha azdir. Endiistride elde edilen atik
tirtinlerin mikrobiyal protein liretiminde kullanilmasi sayesinde karbon ayak izi
yaklasik 1,7 ton CO2eq/ton mikrobiyal protein gibi diisiik bir seviyede olmaktadir
[1]. Ayrica 1 kg protein iiretmek i¢in gereken enerji miktart diger kaynaklara

kiyasla daha azdir (Sekil 2.9).

Enerji girisi (MJ) / 1 kg protein

Mikrobiyal Yumurta Balk Kirmizi Et
Protein

Sekil 2. 9. Farkli kaynaklardan 1 kg protein iiretmek i¢in gereken enerji miktar: (MJ) [56].

Bahsedilen nedenlerden dolay1 mikrobiyal protein iiretimi ¢evre dostu bir proses olarak
kabul edilmekte ve kiiresel siirdiirtilebilirligi ve gelecekteki gida giivenligini saglamak

i¢in glivenilir bir alternatif ¢6ziim olarak sunulmaktadir.
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Bakteriler, yiiksek protein iceriklerine ulagilmasi (%50-80) ve temel amino asitlerin yani
sira vitaminler, fosfolipidler ve diger islevsel molekiillerini iceren mikrobiyal protein
tiretimini saglayan 6énemli mikroorganizmalardir [57]. Bakteriler, kiiltivasyon sirasinda
hizli gelisme, kisa jenerasyon siiresine sahip olma, nisasta ve sekerlerden gaz ve sivi
hidrokarbonlara ve petrokimyasallara kadar degisen ¢esitli ham maddeleri substrat olarak
kullanabilme yetenekleri sayesinde one ¢ikmaktadir [50]. Ancak bakterilerin mayalara ve
mantarlara kiyasla hiicre boyutlarinin kiiciik ve yogunluklarinin az olmasi mikrobiyal
protein Uretimini zorlastirmakta, bakteri hiicrelerinin iiretimde daha yogun flokiiller
haline getirilmesi gerekmektedir [58]. Bu durum da iiretim maliyetini arttirmaktadir.
Bunun yani sira, tiiketici agisindan bakterilerin gida olarak kullanimlarinda kabuli
diisiiktiir. Ayrica diger mikrobiyal protein kaynaklarina kiyasla daha yiiksek miktarda
nikleik asit icermektedirler (%8-12). Yilksek konsantrasyondaki nukleik asitler ise

insanlarda alerjik semptomlara ve bobrek taslarina neden olabilmektedir [7].

Algler genellikle morfoloji ve boyutlarina goére iki kategoriye ayrilir; mikroalgler ve
makroalgler. Isimlerinden de anlasilacag1 gibi, mikroalgler mikroskopik fotoototrofik
mikroorganizmalardir [50]. Kimyasal bilesimleri, proteinler, temel yag asitleri
(eikosapentanoik ve dokosahesanoik asitler) ve birkac biyoaktif bilesik (pigmentler ve
fenoller) igerdigi icin mikroalgler, yem tiretiminde kullanilmaktadir. Protein igerikleri
ortalama %34 civarindadir [57]. Giines enerjisini kullanarak karbon dioksiti ve suyu
organik molekiillere doniistirme O6zelligine sahiptirler. Alglerden mikrobiyal protein
uretiminde birtakim smirlamalar bulunmaktadir. Alglerde bulunan hiicre duvari
insanlarda seliilaz enzimi bulunmadigindan sindirilememektedir. Bu sebeple {iretilen
mikrobiyal proteinin insan gidasi olarak kullanilabilmesi i¢in son Urlnde seliilaz

uygulamasi yapilmasi gerekmektedir [50].

Mantarlar, sahip olduklar1 hidrolitik enzimler ve yiiksek mikrobiyal protein verimleri ile
hiicre yogunluklar1 sayesinde mikrobiyal protein liretimi ¢aligmalarinda yaygin olarak
kullanilmigtir. Mantar kaynakli mikrobiyal proteinler, ¢esitli mikrobesinler igermesi (B12
vitamini, riboflavin, fosfor, ¢inko ve manganez gibi) ile diisiik miktarda kolesterol
icermeleri gibi saglik yararlarina sahiptir. Mantarlar organik atiklar da dahil olmak tizere

cesitli atiklarin biyolojik olarak parcalanmasinda onemli bir rol oynayan hidrolitik
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enzimlerin biiyliik miktarlarda salgilanmasiyla taninmaktadir. Filamentli mantarlar ile
tiretilen mikrobiyal protein igerigi, %10 ila %63 arasinda degismektedir. Mikrobiyal
protein iiretiminde fermantasyon sirasinda filamentli mantarlar, kati ortamlarin yiizeyinde
misel olusturarak veya daldirma kiiltlirlerde yogun pelletler olarak gelisebilmektedirler
[45]. Fusarium venenatum, ticari olarak en ¢ok bilinen mikrobiyal protein tUreten mantar
turlerinden biridir. Ve guniimiizde ticari olarak Quorn™ firmasi tarafindan mikrobiyal
protein liretmek i¢in kullanilmaktadir. 1985 yilinda basariyla piyasaya siiriilen bu iiriin
“mikoprotein” olarak adlandirilmakla beraber su anda, mikoprotein bazli kalamar,
miselyum bazli domuz eti, tavuk filetolar1 ve kaz cigeri gibi bazi iiriin prototipleri

gelistirilmede kullanilmaktadir [50,59].

Mayalar, mantarlar aleminde Okaryotik bir grup olmakla beraber ginimizde bircok
biyoteknolojik uygulamada kullanilmaktadir. Bunlar arasinda Candida utilis,
Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lipolytica ve Pichia pastoris gibi tirler yer almakla
beraber Saccharomyces cerevisiae mayasi 6ne ¢ikmaktadir. Mayalar gesitli substratlari
kullanma yetenegine, yiiksek protein icerigine (kuru agirhigin %45 ila %55'1), B
kompleksi vitaminlerine sahiptirler. Asidik pH’da gelisme yetenekleri ve hiicre
boyutlarinin biiyiikk olmasi sebebiyle ortamdan saflagtirilmalar1 kolay olmasi gibi
avantajlarinin yani sira, uzun siiredir geleneksel fermantasyonda kullanilmalarindan
dolay1 bilinirlikleri ve kabul edilebilirlikleri dnemli bir avantajdir [50]. Ayrica, mayalar
genellikle bakterilere kiyasla daha yiiksek lizin ve malik asit icerigine sahip olmakla
beraber niikleik asit miktarlart da diistiktiir. Alglere kiyasla ise maya hucrelerinin lize
edilmesine gerek yoktur. Mayalar, gida atiklari dahil olmak iizere ¢esitli karbon
kaynaklarin1 substrat olarak kullanabilmektedirler [48]. Bu tez c¢alismasinda ise S.
cerevisiae kullanilarak alternatif protein kaynagi olan mikrobiyal protein iretimi

gerceklestirilecektir.

2.3. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklar:

Insan niifusu artis1 ve artan saghk farkindalig: ile beraber, meyve ve islenmis iiriinlere
olan talepler 6nemli 6lclide artmakta ve bu dogrultuda meyve suyu endiistrisi yillik
yaklagik 887 milyon metrik ton meyve lretimi kapasitesiyle genislemektedir [60].

Bununla birlikte, meyvelerin bozulmaya egilimli ve yenilemez kisimlarindan iiretim,
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depolama, dagitim ve tiiketim siireglerinde biiylik miktarda meyve atig1 (zarar gormiis
veya clirlimiis meyve, kabuk, cekirdek, posa, pulp) meydana gelmektedir. Olusan atik
miktaria dair veriler incelendiginde, sadece narenciye suyu iiretiminden 25 milyon ton
atik elde edilmektedir [61]. Bu meyve atiklari, biyolojik olarak pargalanabilir 6zellige
sahip olduklarindan, g¢evre igin risk teskil etmekte ve dogru bir sekilde yonetimleri
saglanmazsa ciddi kirlilik sorunlarina (sera etkisi ve kiiresel 1sinma, su ve toprak kirliligi
vb.) ve insan sagligi risklerine neden olmaktadirlar. Bu sorunlara ¢dziim olarak
ginimizde meyve atiklarinin bir kismi hayvan yemi olarak kullanilsa da, uygulanan en
yaygin yaklasimi, depolama veya yakma yoOntemleridir. Ancak, uygulanan bu atik
yonetim yaklasimlari ikincil atiklarin olusumu gibi bagka sorunlara yol acabilmektedir

[62]. Bu sebeple yeni atik yonetme yaklagimlarinin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Meyve suyu endiistrisi atiklar1 polisakkaritler, polifenoller, lifler ve vitaminlerce zengin
igerige sahip oldugundan strdurulebilir ve yenilenebilir kaynaklardir [63]. Ve bu sebeple
dongiisel ekonomi kavrami dogrultusunda ticari olarak katma degeri yiiksek triinlere
doniistiiriilme  potansiyeline sahiptirler. Bununla beraber meyve suyu endustrisi
atiklarinin -~ degerlendirilmesi  Sekil 2.10°da  yer alan Sirdiiriilebilir Kalkinma

Amaglari’nin (SDG) gerceklestirilmesi agisindan da 6nem tagimaktadir.

1 YOKSULLUGA SAGLIKVE NITELIKLI 5 TOPLUMSAL
SON KALITELI YASAM EGITIM CINSIYETESITLIGI

T v

E— 12 X o 13 i 14 e
i vilieols

Sekil 2. 10. Gida atiklarinin yonetiminin katkida bulundugu Siirdiiriilebilir Kalkinma
Amaglar1 (SDG) [64].

Meyve suyu endiistrisi atig1 olan meyve posalari, kisaca meyvelerin preslenmesiyle

beraber suyu veya yagi cikarildiktan sonra elde edilen bir yan iirlinii olarak
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tanimlanmaktadir. Meyve posasi, meyvenin yenmeyen kisimlarini olusturan kabuk,
tohum, sap ve pulpunu icerir [10]. Meyve posasi, tipik olarak dnemli miktarda seker,
pektin, nisasta, lif ve ikincil bitki metabolitleri (vitaminler, polifenoller gibi) iceren,
yiiksek nem igerigine sahip lignoseliilozik bir malzemedir [10]. Bununla beraber meyve
posasinin, elde edildigi meyve suyundan daha ylksek oranda biyoaktif madde igerdigi
bildirilmistir. Dolayisiyla, posalar, biyoyakit iiretiminde, biyoaktif bilesenler ile lif
ekstraksiyonunda ve o6zellikle yeni gida ingrediyenleri gelistirmede kullanimi umut

vadeden bir kaynaktir [65,66].

2.3.1. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklarinin Mikrobiyal Protein Uretiminde Kullaninm

Boliim 3.3’te bahsedildigi iizere meyve suyu endiistrisi atiklarindan olan posalar
kompozisyon bakimindan zengin kaynaklar olmalar1 dolayisiyla dongiisel ekonomi
cercevesinde posalarin yiiksek katma degerli tirlinlere doniistiiriilmesi 6nem tasimaktadir.
Bu dogrultuda posalarin yeniden degerlendirilmesinde ve yiiksek katma degerli iiriin
tiretiminde, gida endiistrisi atiklarin1 degerlendirmede daha siirdiiriilebilir bir yaklagim

olan fermantasyon prosesi Onerilmektedir [67].

Mikrobiyal protein iiretimi, posalarin degerlendirilmesinde ve inovatif gida kaynaklar
tretiminde gliniimiizde 6ne ¢ikan konular arasindadir. Mikrobiyal protein iiretiminde
fermantasyonda substrat olarak kullanilan meyve suyu endiistrisi atiklar1 fermante
edilebilir sekerler ve mikrobiyal biiylimeyi destekleyen diger temel besin maddeleri

bakimindan diger kaynaklara kiyasla zengin oldugu igin 6ne ¢ikmaktadirlar [12].

Meyve suyu endiistrisi atiklart lifce zengin ve lignoseliilozik igerige sahip materyaller
olduklar1 i¢in yapilarini olusturan baslica bilesenler arasinda seliiloz, hemiseliilloz ve
lignin yer almaktadir. Mikrobiyal protein iiretiminde mikroorganizmalar bu yapisal
polisakkaritleri metabolize edememektedir. Bu sebeple lignoseliilozik icerigin glukoz ve
ksiloz gibi fermente edilebilir sekerlere doniistiiriilmesi proses i¢in elzemdir.
Lignoseliilozik igerigin fermente edilebilir sekerlere doniistiiriilmesinde ekstraksiyon
veya biyolojik/kimyasal/mekanik islemler, hidroliz/sakkarifikasyon (kimyasal veya
enzimatik) uygulamalari kullanilmaktadir (Sekil 2.11) [12].
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»  Sivi Ekstraksiyon

Lignoseliilozik igerik
(Seliloz, Biyolojik.'ifimyasal.'
Hemiseliiloz,Lignin) Mekanik Iglemler

Meyve Suyu
Endistrisi Atiklan

h 4

Basit Sekerler

v
v

Hidroliz
Sakkarifikasyon

Sekil 2. 11. Meyve suyu endiistrisi atiklarinda bulunan lignoseliilozik bilesenlere

uygulanan 6n islemler ve bu 6n islemler [12].

Mayalar, mikrobiyal protein dretimi igin dnde gelen bir mikroorganizma grubudur, ¢unki
onemli miktarda lizin ve triptofan icerigine, diisiik niikleik asit icerigine, diisitk pH'da
gelisme yetenegine ve diger mikroorganizmalara kiyasla daha biiylik boyutta olmalar
nedeniyle tiretim sonucunda mayalar kullanilarak elde edilen biyokiitlenin piirifikasyonu
kolaydir. Ayrica, mayalar geleneksel fermantasyonda uzun bir gegmise sahip olduklari
icin, mikrobiyal protein Gretiminde en ¢ok kabul goren ve yaygin olarak kullanilan
mikroorganizmalardir. Ekmek ve bira mayasi olarak bilinen Saccharomyces cerevisiae,
mikrobiyal protein tiretimi i¢in en ¢ok kullanilan maya tiiriidiir. Atik {iriinleri metabolize
edebilme, genis pH skalasinda (2.5-8.5) ve sicaklikta (2-45°C) gelisim gosterebilme,
biyokutlesinin B grubu vitaminleri, mineraller, polisakkaritler ve karbonhidratlarca
zengin olmas1 ve GRAS (Generally Recognized as Safe) 6zellikte olmas1 mikrobiyal
protein Uretimi icin 6nemli bir tir haline getirmektedir. S. cerevisiae ile hammaddeler
(bugday, misir vb) veya bira endiistrisi atiklari (arpa kalintilart vb), lignoseliilozik tarim
atiklari, endiistri atik sulari, melas, meyve ve sebze endiistrisi atiklar1 (posalar, kabuklar
vb) mikrobiyal protein iiretiminde kullanilabilmektedir [15]. Sonug olarak S. cerevisiae,
gida ve igecek iiretiminde uzun bir glivenli kullanim ge¢misine sahip, model bir
mikroorganizma olmasi, fermantasyon yoluyla sekerleri proteinlere yiiksek verimlilikle
dontistirme konusunda etkili olmasi, iiretilen proteinlerin insanlar ve hayvanlar i¢in temel
amino asit gereksinimlerini karsilamasi, genetik modifikasyona uygun olup, protein

iretim yeteneklerinin artirllmasina veya yeni Ozelliklerin tanitilmasi olanagina sahip
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olmasindan dolayr mikrobiyal protein iiretimi i¢in avantajli bir mikroorganizmadir

[15,68].

Bu ¢alismada meyve suyu endiistrisi atiklarindan alternatif protein tiretimi hedeflenmistir.
Bu amagla ¢alisma kapsaminda gergeklestirilecek fermantasyonlarin planlanmasi igin S.
cerevisiae ATCC 9763 susu kullanilarak temel bir hiicre gelisim profili ¢ikarilmistir.
Ardindan S. cerevisiae suslarinin beyaz liziim suyu ortaminda protein iiretme yetenekleri
ve suglara ait biyokiitle verimleri incelenerek c¢alismanin devaminda kullanilmak {izere

sus se¢imi gerceklestirilmistir.

Yas posalar kullanilarak mikrobiyal protein {iretimi amaciyla fermantasyon
gerceklestirilmesi icin besiyeri formiilasyonlar1 olusturulmasi hedeflenmistir. Bu
dogrultuda formiilasyonda yer alacak posa konsantrasyonunun belirlenmesinde
literatlirde S. cerevisiae gelisimi ve mikrobiyal protein iiretimi i¢in kullanilan Bazal
besiyeri kompozisyonu tizerinde ¢alismalar gergeklestirilmistir. Ardindan yas posalara ait
kompozisyon analizleri, Bazal besiyeri kompozisyonu ve hasat takvimleri dogrultusunda
besiyeri formilasyonlart olusturulmustur. Boylelikle yas posalardan elde edilen farkli
besiyeri formiilasyonlarinin ve Saccharomyces cerevisiae suslarinin mikrobiyal protein
tiretimi tlizerindeki etkinlikleri incelenmistir. Ayrica yas posalarin, S. cerevisiae ile
fermantasyon yoluyla mikrobiyal protein dretiminde substrat olarak kullanima
uygunluklar1 degerlendirilmistir. Bu dogrultuda yerel ve ticari S. cerevisiae suslarinin,
yas posalar kullanilarak gergeklestirilen mikrobiyal protein {iretimi biyoprosesinde sahip
olduklar fizikokimyasal (pH degisimi, protein iiretme yetenegi) ve biyolojik dzelliklerin

(hiicre gelisimi ve biyokiitle iiretimi) karsilastirilmast amaglanmustir.

Degerlendirmeler sonucunda 6ne ¢ikan besiyeri formiilasyonu ve yerel S. cerevisiae susu
kullanilarak iiretilen liyofilize toz formdaki mikrobiyal proteinde ileri analizler (kuru
madde ve nem analizi, primer metabolit analizi, niikleik asit analizi ve yasam dongiisii

analizi) gergeklestirilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal
3.1.1. Besiyerleri

Suslarin canlandirilmasi ve gelistirilmesi i¢in YPD Broth (Bacteriological peptone, 20
g/L Glucose, 20 g/L Yeast extract, 10 g/L; Sigma-Aldrich, ABD, Uriin Kodu: Y1375) ve
YPD Agar (Agar, 15 g/L Bacteriological peptone, 20 g/L Glucose, 20 g/L Yeast extract,
10 g/L; Sigma-Aldrich, ABD, Uriin Kodu:Y1500) besiyerleri kullanilmistir. Ayrica
calisma kapsaminda segilen S. cerevisiae suslarinin kiiltivasyonu igin besiyeri olarak
maya ekstrakti tozu (Yeast Extract Powder, LAB M™, Birlesik Krallik, Uriin kodu: Uriin
kodu: Q27344/210) ilave edilen Beyaz Uziim Suyu (Kavaklidere Saraplar1 A.S., Ankara),

kullanilmustir.

3.1.2. Kimyasallar ve Sarflar

Suslarin kati besiyerinde muhafazasinda tek kullanimlik steril petriler (ISOLAB,
Almanya, Uriin Kodu: 081.02.091) kullanilmistir. Fermantasyonda spektrofotometrik
olctimler spektrofotometrik kivetler (ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 098.02.002)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Besiyerlerinin pH’sinin ayarlanmasinda NaOH (Sodyum
Hidroksit, Sigma Aldrich, ABD, Uriin kodu: 1.06498.1000) ve HCI (Hidroklorik Asit,
Sigma Aldrich, ABD, Uriin kodu: 1.00314.2500) kullanilmistir. Ornek alimlari i¢in 50
mL hacimli konik tabanli polipropilen vida kapakli seffaf steril santrifiij tiipleri ISOLAB,
Almanya, Uriin kodu: 078.02.008) ve 15 mL hacimli konik tabanli polipropilen vida
kapakli seffaf steril santrifiij tiipleri (StarLab GmbH, Almanya, Uriin kodu: E1415-0200)

kullanilmistir.

Bradford protein analizi Coomassie Brilliant Blue G-250 (BostonChem, ABD, Uriin
kodu: BBM-802205), %95°lik Etanol (ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 920.026.2500) ve
%85’lik fosforik asit (Merck, Almanya, Uriin Kodu: 1.00573.2500) kimyasallar1
kullanilarak hazirlanan Bradford Ajani ile gergeklestirilmistir. BCA protein analizi igin
ise BCA Reagent A (Sigma Aldrich, ABD, Uriin kodu: B0643 ) ve BCA Reagent B’nin
hazirlanmast i¢in ise CuSO4 (ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 911.026.1000) kimyasallar1
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kullanilmigtir. Protein analizlerinde kalibrasyon egrileri BSA (Bovine Serum Albumin,
Sigma Aldrich, ABD, Uriin kodu: A2153) kullanilarak hazirlanmistir. Analizler 96
kuyulu steril hiicre kultiri petrileri (Greiner Bio-one, Avusturya, Uriin kodu: 650160)

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Calisma kapsaminda kullanilan Bazal besiyerlerinin hazirlanmasinda D-Glukoz (Sigma-
Aldrich, ABD, Uriin Kodu:G5400), D-Fruktoz (Merck, Almanya, Uriin kodu: 2491457),
Amonyum Siilfat (Sigma-Aldrich, ABD, Uriin Kodu:31119), Potasyum Dihidrojen
Fosfat (Merck, Almanya, Uriin kodu:1.04871.1000), Magnezyum Siilfat Heptahidrat
(Merck, Almanya, Uriin kodu:1.05886.0500) ve Sodyum Kloriir (Merck, Almanya, Uriin
kodu: 1.06404.1000) ve Kalsiyum Klorir (Sigma-Aldrich, ABD, Uriin kodu:21074)

kullanilmustir.

3.1.3. Saccharomyces cerevisiae Suslari

Bu calismada, materyal olarak Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii
FoodOmics Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’nda (HUF) bulunan, 6nceki ¢alismada [69]
tanimlamalar1 yapilmis ve -20°C’deki gliserol stoklarda muhafaza edilen 18 adet

Saccharomyces cerevisiae suslari kullanilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3. 1. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan HUF kodlu S. cerevisiae suslari.

No  izelasyon Kodu Kaynak NCBI Erisim
(HUF) Kodu

1 16M1C0002 S. cerevisiae ATCC 9763* 0Q876808
2 16M1C0003 S. cerevisiae ATCC 6328* 0Q912898
3 16M1C0004 S. cerevisiae MERIT™ (Chr. Hansen) * -

4 16M2K10004 Ankara 0Q912899
5 16M3B11021 Kirikkale, Uziim 0Q876789
6 16M3C11032 Kirsehir, Uziim 0Q876790
7 16M3C11033 Kirsehir, Uziim 0Q876791
8 16M3G11088 Eskisehir, Uziim 0Q876792
9 16M3H11101 Cankir1, Uziim 0Q876793
10 17M3C31063 Kirsehir, Uziim 0Q876795
11 17M3D31088 Nevsehir, Uziim 0Q876799
12 17M3E21113 Aksaray, Uziim 0Q876802
13 17M3E21114 Aksaray, Uziim 0Q876803
14 17M3F21122 Ankara, Uziim 0Q876804
15 17M3H21208 Karaman, Uziim -

16 17M3H21209 Karaman, Uzim -

17 18M2Y 10013 Ankara -

18 18M2710001 Adana -

*Tabloda HUF kodu ile gorulen kontrol suslari, ¢alisma metninde daima kaynak sus numara

kodlar1 ile kullanilacaktir.

3.1.4. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklar:

Bu c¢alismada kullanilan meyve suyu endiistri atiklar1 olan yas posalar Erzincan ilinde
2004 yilinda kurulan, her y1l ortalama %20°’nin iizerinde biiyiiyen, 2019 yilindan itibaren
thracat oran1 %98’e yiikselen meyve suyu iiretim isletmesinden temin edilmistir. Bu

isletmede organik meyve sulari, meyve suyu konsantreleri, piire konsantreleri ve meyve
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aromalar1 iiretilmektedir. Piire konsantresi iiretimi i¢in giinde 300 ton meyve islenirken,
meyve suyu ve meyve suyu konsantresi iiretimi amaciyla giinde 1000 ton meyve
islenmektedir. Uretimde elma, armut, nar, seftali, cilek, kayis1 ve siyah havug
meyvelerinin islenmesi sirasinda elde edilen yas posalarin her birinden yaklasik 2
kilogram agirhginda alinarak Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii
FoodOmics Laboratuvari’na soguk zincir kargo ile ulagtirtlmis ve ivedilikle -20°C’de
muhafaza altina alinmistir. Bu dogrultuda Cizelge 3.2’de ¢alismada kullanilan yas meyve

posalar1 ve bunlarin elde edildigi meyve tiirleri verilmistir.

Cizelge 3. 2. Calismada kullanilacak yas meyve posalarinin elde edildigi meyve tiirleri.

Yas Posa Ismi Tir
Elma Gala, Misket, Starking, Golden, Granny smith, Saki Elmas1
Armut Ankara Armudu, Deveci
Nar Hicaz
Seftali Hale, Rebir, Cardinal
Kayist Apricot, Erzincan kayisisi, Sekerpare
Cilek Tiago, Aliso, Yediveren
Siyah Havug Kirikhan Havug (Hatay)
3.2. Metot

3.2.1. Saccharomyces cerevisiae Suslarinin Canlandirilmasi ve Segimi

Cizelge 3.1°de verilen suslar YPD Broth (Bacteriological peptone, 20 g/L Glucose, 20
g/L Yeast extract, 10 g/L; Sigma-Aldrich, ABD, Uriin Kodu: Y1375) besiyerine
aktarilarak canlandirilmistir. Canlandirma islemi etiivde (Memmert, Almanya, Uriin
Kodu: DIN 12880-KL) 28 °C’de 24 saat boyunca inkiibasyonun ardindan s1vi besiyerinde
tiirbidite gézlenmesi ile sonlandirilmigtir. Daha sonra suslarin, 6ze yardimiyla YPD Agar
(Agar, 15 g¢/L Bacteriological peptone, 20 g/L Glucose, 20 g/L Yeast extract, 10 g/L;
Sigma-Aldrich, ABD, Uriin Kodu:Y1500) bulunan tek kullanmlik steril petrilere
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(ISOLAB, Almanya, Uriin Kodu: 081.02.091) tek koloni diisiirme teknigi [70,71] ile
inokiilasyonu gergeklestirilmistir. 28°C’de 3-5 giin boyunca inkiibasyonun ardindan
besiyerinde saf koloni gelisimi gbézlendiginde, elde edilen kiiltiirler +4°C’de muhafaza

edilmek tizere saklanmustir.

Ayrica Cizelge 3.1°de yer alan S. cerevisiae suslarinin makroskobik ve mikroskobik
morfolojilerinin tanimlamasi da yapilmistir [70]. Bu dogrultuda YPD Agar (Agar, 15 g/L
Bacteriological peptone, 20 g/L Glucose, 20 g/L Yeast extract, 10 g/L; Sigma-Aldrich,
ABD, Urin Kodu:Y1500) kati besiyerinde saf koloni gelisimi gdzlenen suslarin
makroskobik morfolojileri tespit edilmistir. Mikroskobik morfolojilerinin tanimlanmasi
amaciyla Loffler metilen mavisi ¢ozeltisi kullanilarak basit boyama yapilmigtir [70].
Basit boyama ile hazirlanan preparatlar basit 151k mikroskobunda (Olmypus LS, Japonya,

Uriin kodu: CX21) goriintiilenerek suslarin mikroskobik morfolojileri tespit edilmistir.

Canlandirilan, makroskobik ve mikroskobik morfolojileri dogrulanan 18 adet sustan,
onceki calismada [72] teknolojik ozellikleri (alkol tiretimi, kopiikk olusumu, pH ve
sicaklik  degisimi)  incelenen  HUF16M2K10004, HUF16M3G11088 ve
HUF16M3H11101 izolasyon kodlu 3 adet S. cerevisiae susu ile S. cerevisiae MERIT™
ve S. cerevisiae ATCC 9763 suslar1 ¢alismanin devaminda kullanilmak iizere kontrol

olarak sec¢ilmistir.

3.2.2. S. cerevisiae ATCC 9763 Susu Hiicre Gelisim Profilinin Belirlenmesi

Calismada S. cerevisiae suslar1 kullanilarak mikrobiyal protein iiretimi hedefi
dogrultusunda gergeklestirilecek fermantasyonlar i¢in temel bir hiicre gelisim profili
cikarilmasi amactyla, oncelikle kontrol olarak belirlenen S. cerevisiae ATCC 9763 susu

ile caligilmistir.

Calisma dogrultusunda fermantasyonda kullanilacak inokulumun hazirlanmasi i¢in 9763
kodlu susa ait kat1 besiyerindeki kiiltiirden 6ze ile 6rnek alinarak 10 mL YPD Broth
besiyerinde (Bacteriological peptone, 20 g/L Glucose, 20 g/L Yeast extract, 10 g/L;
Sigma-Aldrich, ABD, Uriin Kodu: Y1375) 28 °C’de 24 saat boyunca etiivde (Memmert,
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Almanya, Uriin Kodu: DIN 12880-KL) inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyonun
ardindan hiicre konsantrasyonunun 6l¢iilmesi amaciyla tek kullanimlik spektrofotometrik
kilvetler (ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 098.02.002) ile UV-Vis spektrofotometrede
(Genesys 10S UV-VIS, Thermo Scientific, ABD) ODeo 6l¢iimii yapilmistir [70,73]. Elde
edilen absorbans degerlerleri, olusturulan standart egri denkleminde yerine konularak
hlcre konsantrasyonu “log (CFU/mL)” cinsinden hesaplanmistir. Kullanilan standart egri

denklemi asagida yer almaktadir:

y=0,0949x-0,0068 (Denklem 3.1)

y= 600 nm’deki absorbans degeri (A)

x= Log cinsinden hiicre konsantrasyonu (CFU/mL)

Fermantasyonun gerceklestirilmesi amaciyla hazirlanan inokulum (~ 10** CFU/mL) 100
mL steril YPD Broth (Bacteriological peptone, 20 g/L Glucose, 20 g/L Yeast extract, 10
g/L; Sigma-Aldrich, ABD, Uriin Kodu: Y1375) besiyerine (pH 6,5) aseptik kosullar
altinda ilave edilmistir. Erlenler agizlar1 kapatilarak etiivde (Memmert, Almanya, Uriin

Kodu: DIN 12880-KL) 28°C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Calismada 9763 kodlu susun hiicre gelisim profilinin ¢ikarilmasi i¢in 0-24 saat araliginda
her 2 saatte bir iki teknik tekrarli olacak sekilde ornek alimi gergeklestirilerek ODgoo
Olglimii yapilmigtir [73]. Zamana karsilik o6lcilen optik dansisite degerleri (ODsoo)

eslestirilerek hiicre gelisim egrisi elde edilmistir.

3.2.3. Secilen S. cerevisiae Suslarimin Beyaz Uziim Suyu Besiyerinde Hiicre Gelisim

Profillerinin ve Uretilen Protein Miktarlarimin Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda HUF16M2K 10004, HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101
kodlu S. cerevisiae suslar1 ile YPD Broth yerine pastorize Beyaz Uziim Suyu
(Kavakhidere Saraplart A.S., Ankara), besiyeri olarak kullanilarak fermantasyon
gerceklestirilmesi ve suslarin bu ortamda hiicre gelisim profillerinin ve protein retme

miktarlarmin belirlenmesi hedeflenmistir. Fermantasyonda kontrol olarak S. cerevsiaie
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ATCC 9763 ve MERIT™ (Chr. Hansen) suslari kullanilmistir. Bu asamada

gerceklestirilen deneysel calismalara dair is akis diyagrami Sekil 3.1°de 6zetlenmistir.

W

Inokulumun hz_azlrlanmasw ve Erlende Fermantasyon Ornek Alimi, Biyokiitle Purifikasyonu ve Analizler
_ekim 28°C, 72 saat
28°C, 24 saat
0-24. sast -~ -_—
— L T &
- Hiicre Geligim Profillerinin
T | _ Belirlenmesi
— —_—
& ‘o
- s e
Kats Kotor 10 m. ek (o2 st e, .
i‘i{fé:jsg Fermantasyon —
Liyofilizasyon
Santrifiij Yas Pellet (24 saah)

Protein Analizi

Sekil 3. 1. Beyaz Uziim Suyu besiyerinde 9763, MERIT™, HUF16M2K10004,
HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101 kodlu S. cerevisiae suslarina hiicre gelisim
profillerinin ve iiretilen protein miktarlarinin belirlenmesi icin gerceklestirilen deneysel

calismalara ait is akig diyagrama.

Beyaz izim suyu kompozisyonunun, S. cerevisiae ATCC 9763 kontrol susu ile ¢aligilan
YPD Broth besiyerine uyumlulugunun saglanmasi i¢in protein kaynagi olarak maya
ekstrakt1 tozu (Yeast Extract Powder, LAB M™, Birlesik Krallik, Uriin kodu: Uriin kodu:
Q27344/210) ilavesi gergeklestirilmistir (Cizelge 3.3). Bunun igin 100 mL Beyaz Uziim
Suyu’na, 1 gram maya ekstrakti tozu eklenerek karisim 121°C’de 15 dakika boyunca

sterilize edilmistir.
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Cizelge 3. 3. S. cerevisiae suslarmn kiiltivasyonunda kullanilan Beyaz Uziim Suyu

besiyeri (pH 3,3) kompozisyonu.

Miktar
Bilesenler
(gr/100 mL)
Yag 0,20
Karbonhidrat 16,30
Maya Ekstrakti Tozu 1,00
Protein 0,30
Lif 0,10
Sekerler 16,00

Fermantasyonda inokulumlarin hazirlanmasi igin 9763, MERIT™ HUF16M2K10004,
HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101 kodlu S. cerevisiae suslarina ait kati
besiyerindeki kiiltiirlerden almarak ayri ayr1 10 mL steril Beyaz Uziim Suyu besiyerine
ilave edilmis ve 28°C’de 24 saat boyunca etiivde (Memmert, Almanya, Uriin Kodu: DIN
12880-KL) inkiibasyon gerceklestirilmistir.  Inkiibasyonun ardindan  hiicre
konsantrasyonunun 6l¢iilmesi amaciyla tek kullanimlik spektrofotometrik kiivetler
(ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 098.02.002) ile UV-Vis spektrofotometrede (Genesys
10S UV-VIS, Thermo Scientific, ABD) ODegoo 6l¢timii yapilmistir [70,73]. Elde edilen
absorbans degerlerleri, Denklem 3.1°de yer alan formiilde yerine konularak hiicre

konsantrasyonu “log (CFU/mL)” cinsinden hesaplanmustir.

Hazirlanan inokulumlar (=10 CFU/mL) aseptik kosullar altinda 100 mL steril Beyaz
Uziim Suyu besiyerlerine (Cizelge 3.3) ilave edilmistir. Erlenlerin agizlar1 kapatilarak
28°C’de 72 saat boyunca etiivde (Memmert, Almanya, Uriin Kodu: DIN 12880-KL)

inkiibasyonlar1 gerceklestirilmistir.

Fermantasyonda ilk olarak suslara ait hiicre gelisim profillerinin ¢ikarilmasi ve kinetik
parametrelerin hesaplanmasi amaciyla 0-24 saat araliginda 6rnek alinarak ODgoo Olgiimi

yapilmistir. Olgiilen absorbans degerleri Denklem 3.1°de verilen formiilde yerine
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konularak hiicre konsantrasyonu degerleri “log (CFU/mL)” cinsinden belirlenmistir.
Ardindan zamana karsilik hiicre konsantrasyonu grafikleri ¢izilerek suslara ait gelisim
egrileri elde edilmistir. Suslara ait elde edilen gelisim egrileri kullanilarak Denklem
3.2°de yer alan eksponansiyel gelisim modeli kullanilarak suslara ait kinetik parametreler
hesaplanmistir. Bu dogrultuda maksimum spesifik iireme hizi (umax, Saatt), jenerasyon

sliresi (saat) hesaplanmig ve lag siiresi (saat) belirlenmistir [74].

N = NO X exp (Umax X t) (Denklem 3.2)

W : Spesifik iireme hiz (saat™)
N: Hiicre konsantrasyonu (CFU/mL)
No: Baglangi¢ Hiicre konsantrasyonu (CFU/mL)

t: Zaman (saat)

Fermantasyonda suslara ait biyokiitle verimleri (mg/mL) ve iiretilen protein miktarlarinin
(%wi/w) analizi icin 48. ve 72. saatlerde analizler icin 50 mL hacimli santrif(ij tupleri
(ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 078.02.008) kullanilarak 15 mL hacimde ornekler
almmistir [75]. Bu 0Orneklerden biyokiitle verimi ve iretilen protein miktarinin
analizlerinin gergeklestirilebilmesi i¢in biyokutle purifikasyonu islemi uygulanmistir. Bu
dogrultuda ornekler 6.000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlenerek (Niive,
Ankara/Tlrkiye, NF-800) steril saf su ile 2 defa yikanmustir [76]. Islemin ardindan elde
edilen yas biyokiitlelere, 24 saat boyunca liyofilizator (Christ Alpha 1-4 LD Plus,
Almanya ) kullanarak kurutma islemi uygulanmstir [75]. Kurutma islemi sonucunda elde

edilen drneklerden biyokiitle verimleri (mg/mL) hesaplanmustir.

Liyofilize edilmis biyokiitlelerde protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in Bradford protein
analizi [77,78] uygulanmistir. Bradford ajaninin hazirlanmasinda Coomassie Brilliant
Blue G-250 (BostonChem, ABD, Uriin kodu: BBM-802205), %95°lik etanol (ISOLAB,
Almanya, Uriin kodu: 920.026.2500) ve %85’lik fosforik asit (Merck, Almanya, Uriin
Kodu: 1.00573.2500) kimyasallar1 kullanilarak, analiz 6ncesi ajan Whatman No 1
filtreden (Whatman International Ltd., Birlesik Krallik) gecirilmistir. Analiz i¢in 1
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mg/mL konsantrasyonda hazirlanan stok BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma Aldrich,
ABD, Uriin kodu: A2153) ¢ozeltisi kullanilarak saf suda 0 ila 1 mg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltiler ile diliisyonlar olusturulmustur. Olusturulan
dilusyonlardan 50 pL alinip tizerlerine 250 puL Bradford ajani ilave edilmistir. On dakika
inkiibasyonun ardindan 96 kuyulu steril hiicre kiiltiirii petrileri (Greiner Bio-one,
Avusturya, Uriin kodu: 650160) ile mikroplaka okuyucuda (BMG Labtech Spectrostar
Nano Microplate Reader, Ortenberg/Almanya) 595 nm’de absorbans 6l¢timii alinmustir.
Analiz edilen diliisyonlardaki BSA konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans

Ol¢timleri kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur (EK 1.1).

Ornekler icin diliisyonlar standart egri olusturma ydntemi ile ayn1 oranda olmak (zere,
50 pL almip ftzerlerine 250 pL Bradford ajami ilave edilerek absorbans ol¢iimii
gerceklestirilmistir. Elde edilen absorbans degerleri EK 1.1°de verilen kalibrasyon
egrisinde yerine konularak protein miktarlari hesaplanmistir. Tiim 6lgiimler iki biyolojik

ve iki teknik tekrar olacak sekilde gergeklestirilmistir.

3.2.4. Bazal Besiyerlerinde S. cerevisiae ATCC 9763 Susu ile Fermantasyon

Calismada Boliim 3.2.3’te elde edilen biyokiitle verimi ve lretilen protein miktarlar
sonuglart dogrultusunda secilen S. cerevisiae suslar1 ile biyoproses uygulanarak
fermantasyonla mikrobiyal protein iiretimi amaciyla, besiyeri olarak meyve suyu
enddistrisi atiklar1 olan yas meyve posalarinin kullanilmasi planlanmistir. Bu dogrultuda
besiyerine eklenecek yas meyve posasi ve ilave bilesenlerin miktarinin belirlenmesi icin
literatiirde S.cerevisiae gelisimi ve mikrobiyal protein iiretimi amaciyla kullanilan Bazal
besiyeri [16] kompozisyonunda (D-Glucose 20 g/L, (NH4)2SO4 5 g/L, KH2PO4 1 g/L,
MgS0..7H20 0,5 g/L, NaCl 0,1 g/L, CaClz 0,1 g/L) belirli modifikasyonlar yapilarak
Bazal | ve Bazal Il (Cizelge 4.4) olmak (zere 2 adet besiyeri formilasyonu
olusturulmustur. Ve besiyerlerinde kontrol olarak secilen S. cerevisiae ATCC 9763 susu
ile ¢alisilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3. 2. Bazal | ve Bazal Il besiyerlerinde 9763 kodlu S. cerevisiae susu ile

gerceklestirilen fermantasyona ait is akis deseni.

Bazal | ve Bazal Il besiyerleri Cizelge 4.4’te yer alan bilesenleri uygun
konsantrasyonlarda igerecek sekilde toplam 200 mL hacimde olarak hazirlanmistir.
Besiyerleri hazirlanirken indirgen sekerler ve fosfatlar ile amonyum siilfat ve metal
tuzlar1 ayn steril edilmistir (121°C’de 15 dakika). Boylelikle Maillard reaksiyonu ile
olusabilecek kayiplarin ve metal tuzu ¢okmelerinin 6niine gegilmesi hedeflenmistir [79].
Sterilizasyonun ardindan besiyerlerinin pH’s1t 1 N NaOH (Sodyum Hidroksit, Sigma
Aldrich, ABD, Uriin kodu: 1.06498.1000) ve 1 N HCI (Hidroklorik Asit, Sigma Aldrich,
ABD, Uriin kodu: 1.00314.2500) kullanilarak 5,5’e ayarlanmistir [16].

Inokulumun hazirlanmasinda 9763 kodlu S. cerevisiae susuna ait kat1 besiyerindeki
kiiltirden alinarak 10 mL YPD Broth besiyerine (Bacteriological peptone, 20 g/L
Glucose, 20 g/L Yeast extract, 10 g/L; Sigma-Aldrich, ABD, Uriin Kodu: Y1375) inokiile
edilmistir. Inokiilasyonun ardindan sivi besiyerleri 28 °C’de 24 saat boyunca etiivde
inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonucunda hiicre konsantrasyonunun
Olciilmesi amaciyla tek kullanimlik spektrofotometrik kiivetler (ISOLAB, Almanya,
Uriin kodu: 098.02.002) ile UV-Vis spektrofotometrede (Genesys 10S UV-VIS, Thermo
Scientific, ABD) ODsoo 6l¢timii gergeklestirilmistir. Elde edilen absorbans degerlerleri
Denklem 3.1°de verilen formiilde yerine konularak hiicre konsantrasyonu “log
(CFU/mL)” cinsinden hesaplanmistir. Ardindan maya hiicrelerini iceren YPD Broth
besiyerleri 3.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir [80]. Santrifiijle besiyeri kalintilar
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uzaklastirmak amaciyla NaCl (Merck, Almanya, Uriin kodu: 1.06404.1000) kullanilarak
hazirlanan %0,9 (w/v) konsantrasyonda ¢ozelti ile santrifiij ardindan elde edilen yas
pelletler iki defa yikanmistir [80]. Yikama sonucunda 200 mL steril Bazal I ve Bazal II
besiyerlerine aseptik kosullar altinda inokulum (~10'* CFU/mL) ilave edilmistir. Bazal I
ve Bazal II besiyerlerini igeren erlenler agizlar1 kapatilarak 28°C’de 72 saat boyunca

etiivde (Memmert, Almanya, Uriin Kodu: DIN 12880-KL) inkiibe edilmistir.

Fermantasyon boyunca 0, 24, 48 ve 72. saatlerde 50 mL hacimli steril santrifuj tipleri
(ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 078.02.008) kullanilarak 15 mL hacimde 6rnekler
almmigtir.  Alman Orneklerde fermantasyon takibinin gerceklestirilmesi igin
fizikokimyasal (pH ve protein miktar1) ve biyolojik degisimler (hiicre konsantrasyonu ve

biyokitle verimi) incelenmistir [16,75,81].

Besiyerlerinde fermantasyon sirasinda pH degisiminin 6l¢liimii i¢in el pH metresi (Adwa
Insturment AD14, Bulgaristan) kullanilmistir. Hiicre sayis1 (CFU/mL) takibi i¢in ylzeye

yayma yontemi kullanilarak mikroorganizma sayimi yapilmistir [70].

Alinan oOrneklerde biyokiitle verimi ve iiretilen protein miktarinin belirlenmesi i¢in
biyokiitle purifikasyonu gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda ornekler 6.000 rpm’de 5
dakika boyunca santrifiijlenerek (Niive, Ankara/Tlrkiye, NF-800) steril saf su ile 2 defa
yikanmistir [76]. Ardindan elde edilen yas biyokiitlelere 24 saat boyunca liyofilizator
(Christ Alpha 1-4 LD Plus, Almanya ) kullanarak kurutma islemi uygulanmistir [75].
Kuru biyokdtleler hassas tartida tartilarak (Radwag, Polonya, WTC200) biyokiitle
verimleri (mg/mL) hesaplanmistir. Uretilen protein miktarmin takibi igin liyofilize
edilmis biyokiitlelere BOlim 3.2.3’te anlatildigi gibi Bradford protein analizi
uygulanmustir [77,78].

3.2.5. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklarinin Analizi

Meyve suyu endiistrisi atiklarindan olan elma, armut, nar, seftali, kayisi, ¢ilek ve siyah
havug yas posalarinin kuru madde-nem, kiil, protein, ham lif ve indirgen seker analizleri

gerceklestirilmistir. Kiil, protein ve ham lif analizleri 6zel bir gida kontrol laboratuvarinda
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gerceklestirilmistir. Indirgen seker analizi Erzincan’da bulunan Tunay Gida isletmesinin

ArGe laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Kuru madde ve Nem Tayini

Analizin gerceklestirilmesi i¢in Oncelikle deneyde kullanilacak kurutma kaplart kapaklari
ile beraber etlivde (Binder GmbH, Almanya, ED115) 105°C’de sabit tartima gelinceye
kadar kurutulmustur [82]. Ardindan kaplar desikatore alinarak oda sicakligina gelene
kadar sogutulup hassas tartida (Radwag, Polonya, WTB 200) tartilmis, kurutma kabinin
daras1 alinmigtir (mz). Yas posalardan 3’er gram alinarak kurutma kaplarina homojen bir
sekilde yayilmistir. Ardindan kurutma kabmin kapagi kapatilarak tartilmistir (mp).
Icerisinde 6rnek bulunan kurutma kaplar1 kapaklar acik olacak sekilde 105°C’ye
ayarlanmis etiivde kurutulmustur. Kurutma sonunda, kurutma kabinin kapagi kapatilarak
desikatore konulmus ve igerisinde 6rnek bulunan kaplar oda sicakligina geldikten sonra
tartilmistir (ms). Islem sabit tartim alnincaya kadar tekrarlanmistir. Her 6rnekten iki

paralel olacak sekilde calisilmistir. Deney sonunda yiizde nem ve kuru madde miktari

asagidaki denklemler kullanarak hesaplanmaistir.
% Nem = 22 x 100 (Denklem 3.3)
m2-ml
% Kurumadde = 100 — % Nem (Denklem 3.4)

m1: Sabit tartima getirilmis bos kurutma kab1 ve kapaginin agirligi (g)
mM2: Analiz 6rnegi, kurutma kab1 ve kapaginin kurutma islemi 6ncesi agirhig: (g)

ma: Igerisinde analiz 6rnegi bulunan kurutma kabi ve kapagmin kurutma isleminden

sonraki agirligi (g)
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Toplam Kl Tayini

Yas posalara ait orneklerde toplam kiil tayininin gerceklestirilmesi i¢in kuru madde
analizi gerceklestirilmis Ornekler kullamilmistir. Kiil tayininde kullanilacak krozeler
(ISOLAB, Almanya) sabit tartima getirilerek hassas tartida (Radwag, Polonya, WTB
200) daras1 alinmistir (mdara). Kuru maddesi 6nceden saptanmig 0rneklerden 25 g alinarak
krozeyle beraber tartim yapilmistir (mz1). Ardindan kroze kiil firinina konarak beyaz renk
bir kiil elde edinceye kadar yakma islemi uygulanmistir. Yakma isleminin sonunda
krozeler desikatore alinarak oda sicakligina sogutulup tartilmistir (m2). Asagida verilen

denklem kullanilarak 6rneklerdeki %Kiil miktar1 hesaplanmistir [83].

m2-mdara

% Kl = x 100 (Denklem 3.5)

ml-mdara

Mdara: Sabit tartima getirilmis krozenin agirligi (g)
m1: Analiz 6rnegi ve krozenin islem Oncesi agirligi (g)

m2: Analiz 6rnegi ve krozenin islem sonras1 agirligi (g)

Toplam Indirgen Seker Miktari

Posalarda indirgen seker analizi i¢in Jin ve arkadaslar1 (2019) tarafindan uygulanan sicak
su ile ekstraksiyon yontemi temel alinarak modifikasyonlarla kullanilmistir [84]. Bunun
icin 1 g yas meyve posast tizerine 10 mL ultra saf su ilave edildikten sonra vortekslenip
ardindan seker ekstraksiyonu icin solisyon 121°C, 15 dakika normlarinda
otoklavlanmistir (Niive, Ankara/Tirkiye, OT 23S). Otoklavlanan karigim, 5.000 rpm’de
20 dakika santrifiijlenmistir (Niive, Ankara/Tiirkiye, NF 200). Santrifiij ardindan elde
edilen silipernatant, posalardaki indirgen seker igeriginin ve konsantrasyonunun

belirlenmesi i¢in kullanilmistir.

Indirgen sekerlerin analizi i¢in Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi sistemi
(Shimadzu, UFLC, Japonya) ile Refraktif Indeks Dedektdrii (Shimadzu, RID-10A,
Japonya) kullanilmistir. Sistemde degasser tinitesi (Shimadzu, DGU-20A5R, Japonya),
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pompa (Shimadzu, LC-20AD, Japonya), autosampler (Shimadzu, SIL-20A HT, Japonya)
ve CarboSep CHO 87C, 7.8x300 mm kolonu bulunmaktadir.

Sicak su ekstraksiyonu uygulanan 6rneklerden elde edilen siipernatantlar, 6ncelikle 0.45
um siringa filtreden (Sigma-Aldrich, ABD, Uriin kodu: SAMP2HNNB) gegirilip 1 mL
alinarak cam viallere (ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 0.95.00.001.100) aktarilarak
HPLC-RID sisteminde analiz yapilmistir. Kolonda mobil faz olarak ultra saf su (0.6 ml/dk
akis hiz1) kullanilmistir ve kolon sicakligi 80°C’dir. Analizde enjeksiyon hacmi 10 pL
olmakla beraber analiz siiresi 30 dakikadir. Ornekler ii¢ paralel olacak sekilde analiz

edilmistir.

Analizde dis standart olarak D-glukoz, D-fruktoz, D-sorbitol ve siikroz stok ¢ozeltileri
kullanilmistir. Stok ¢ozeltiler sirastyla 2,85, 2,62, 2,72 ve 3,01 g tartilarak 250 mL ultra
saf suda ¢ozlindiirtilerek hazirlanmistir. Ardindan stok seker ¢ozeltileri kullanilarak ultra
saf su ile 0,119-10,887 g/L konsantrasyon araliginda soliisyonlar hazirlanmistir (Cizelge
3.4). Hazirlanan soliisyonlarin HPLC-RID sisteminde analizi sonucu elde edilen pik

alanlar1 ile standart konsantrasyonlari kullanilarak kalibrasyon egrileri olusturulmustur
(EK 1.7).
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Cizelge 3. 4. Yas meyve posalarinda indirgen seker analizinde kalibrasyon egrilerinin

olusturulmasinda kullanilan standart soliisyon konsantrasyonlari.

Dis Standart Konsantrasyonu (g/L)

Diltsyon No Sukroz D-Glukoz D-Fruktoz D-Sorbitol
1 0,570 1,039 0,544 0,119
2 1,140 2,079 1,089 0,298
3 2,280 4,157 2,177 0,596
4 3,421 5,197 3,266 1,192
5 4,561 6,236 4,355 1,788
6 5,701 7,275 5,443 2,980
7 6,841 8,314 6,532 3,576
8 7,621
9 8,709
10 10,887

Protein Analizi

Orneklerde Kjeldahl Protein tayini ile analiz gerceklestirilmistir. Oncelikle 5 gram
ornekle beraber potasyum siilfat, bakir siilfat ve konsantre siilfirik asit eklendikten sonra
yakma islemi gerceklestirilmistir. Yakma isleminin ardindan %40’lik NaOH ilave
edilerek destilasyon asamasina ge¢ilmis ve olusan amonyak borik asit ¢ozeltisi igerisinde
tutulmustur. Ardindan 0,1 N HCI kullanilarak destilat titre edilmistir. Harcanan HCI
miktar1 kaydedilerek %Azot miktar1 asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir.
Hesaplamada faktor (F) olarak 6,25 kullanilarak orneklerdeki %protein miktari tespit
edilmistir [83].

(V1-VO0)XN x0.014
% Azot =

x 100 (Denklem 3.6)

%Protein = % Azot X F (Denklem 3.7)
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V1: Titrasyonda harcanan HCI ¢ozeltisi miktar1 (mL)
Vo: Kor deneme titrasyonunda harcanan HCI ¢6zeltisi miktar: (mL)
N: Titrasyonda kullanilan HCI ¢6zeltisinin normalitesi (0.1 N)

m: Alinan 6rnek miktari (g)

Ham Lif Analizi

Orneklerde ham lif analizi icin 2 gram 6rnek tartilmistir. Ardindan &rnek 0.255 N’deki
H2SO4 igeren balonda 30 dakika boyunca kaynatilmistir. Ardindan soliisyon filtre
kagidindan siiziilerek sicak saf su ile yikanmustir. Ornek iizerine 0.313 N NaOH
soliisyonu eklenerek 30 dakika boyunca kaynatilmistir. Kaynatmanin sonucunda filtra
kagidindan siiziilen 6rnek oncelikle saf su ile ardindan etil alkol ve eter ile yikanmustir.
Stizge¢ kagidindaki kalintilar daras1 dnceden bilinen krozeye alinmistir. Ardindan kroze
etlivde 130°C’de 2 saat boyunca kurutulmustur. Elde edilen kurutulmus 6rnek desikatore
alinip sogutulduktan sonra tartilmistir (mz). Ardindan kroze kiil firininda 550°C’de 2 saat
boyunca yakilmistir. Desikatore alinip oda sicaklifina sogutulan kiillendirilmis 6rnek
iceren kroze tartilmistir (m2). Orneklerdeki %ham 1if orani asagidaki denklem

kullanilarak hesaplanmistir [83].

m2-mil

% Ham Lif =

x 100 (Denklem 3.8)

m1: Ham lif iceren krozenin kurutma igleminden sonraki agirligi
m2: Ham lif ve kiil i¢eren krozenin yakma isleminden sonraki agirligi

m: Analizde kullanilan 6rnek agirligi
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3.2.6. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklar1 ile Besiyeri Formiilasyonunun Olusturulmasi

Calismada biyoproses uygulanarak fermantasyonla mikrobiyal protein {iretimi amaciyla
besiyeri olarak meyve suyu endustrisi atiklar1 olan yas meyve posalarinin kullanilmasi
planlanmistir. Bu dogrultuda besiyerinin hazirlanmasinda kullanilacak yas posalarin
seciminde Bolim 3.2.5’de gergeklestirilen indirgen seker analiz sonuglar1 goz 6niinde
bulundurulmustur. Bununla beraber meyve suyu Uretim prosesindeki hasat takvimi
incelenerek ayni donemde islenen meyvelerden elde edilen yas posalardan karigimlar
olusturulmustur. Boylelikle es zamanli bir sekilde atik degerlendirmenin saglanmasi
hedeflenmistir. Her bir karisimdaki posa c¢esidine ait % (w/w) konsantrasyon
belirlenirken yine Bolim 3.2.5°te gergeklestirilen indirgen seker analiz sonuglart
kullanilmistir. Bu sayede fermantasyonda besiyeri hazirlanmasinda kullanilacak yas posa

cesitleri ve olusturulacak karisimlardaki posa oranlari belirlenmistir.

Besiyerine eklenecek yas meyve posasi ve ilave bilesenlerin miktarlar1 Bolum 3.2.4°de
Bazal besiyerleri ile gerceklestirilen analizler sonucunda belirlenmistir. Buna gore
fermantasyonda en yiiksek hiicre gelisimi, biyokiitle verimi ve protein iiretimi gézlenen
Bazal besiyeri formilasyonu temel olarak secilmistir. Ardindan formiilasyonda yer alan
indirgen seker konsantrasyonlarini karsilayacak oranda besiyerine eklenmesi gereken yas

posa miktarlar1 hesaplanmaistir.

3.2.7. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklar1 Kullamlarak Olusturulan Besiyerlerinde

Fermantasyon

Calismada biyoproses uygulanarak S. cerevisiae suslari ile fermantasyonla meyve suyu
endiistrisi atiklart olan yas meyve posalarinin substrat olarak kullanilmasi ve mikrobiyal

protein iiretiminin gerceklestirilmesi hedeflenmistir (Sekil 3.3).
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W

Meyve Suyu Endiistrisi Atiklan inokulumun hazirlanmasi ve Erlende Fermantasyon Protein Ekstraksiyonu ve
ile Besiyerinin Hazirlanmasi ekim 28°C, 72 saat, 160 rpm Ornek Alimi, Biyokiitle Analizi
28°C, 24 saat Purifikasyonu
—
) Fizikokimyasal ve - < 7] A i
—_— — .@ J Biyolojik Degigimlerin PQ_ b ] — —
| L . A Analizi — — ?
‘ Santrifij vas Pellet L'V(‘;ﬁ"sz::g"" Mikrobiyal Protein  protein Ekstraksiyonu Protein Analizi
Mekanik Filtrasyon Otoklav
Pargalama

Mikrobiyal Protein

Sekil 3. 3. Meyve suyu endiistrisi atiklarindan olusturulan elma-armut (%50-%50, w/w), kayisi-¢ilek (%70-%30, w/w), seftali (%100, w/w) ve nar
kabugu-nar ¢ekirdegi (%50-%50, w/w) besiyerlerinde 9763, HUF16M2K10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslar ile gergeklestirilen

fermantasyona ait genel is akis deseni.
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Prosesin ilk asamasinda Boliim 3.2.6’da meyve suyu endiistrisi atiklarindan olan yas
posalar kullanilarak olusturulan formiilasyon (Cizelge 4.8) temel alinmistir. Bu
dogrultuda elma-armut (%50-%50, w/w), kayisi-gilek (%70-%30, w/w), seftali (%100,
w/w) ve nar kabugu nar kabugu-nar cekirdegi (%50-%50, w/w) posalar1 ile 500 mL
hacimde ¢alisilmistir. Cizelge 4.8’de konsantrasyonlara uyacak sekilde yas posalar hassas
tartt ile tartilmistir (Radwag, Polonya, WTC200). Ardindan posalara 500 mL saf su
eklenmistir. Lignoseliilozik icerigin degredasyonu amaciyla 5 dakika boyunca mekanik
parcalama islemi uygulanmistir (Waring, 8011 EB Set 1 Blender Commercial, ABD).
Daha sonra yas posa-saf su karigimlart 1.5 mm ¢apli 14 no’lu filtreden gegirilerek kaba
filtrasyon iglemi uygulanmistir. Elde edilen 500 mL siiziintii erlenlere aktarilarak

sterilizasyon gerceklestirilmistir (121°C 15 dakika).

Fermantasyonda kullanilacak 9763, HUF16M2K10004 ve HUF16M3G11088 kodlu
suglara ait inokulumlar BOlum 3.2.4’te bahsedildigi gibi besiyerindeki inokulum
konsantrasyonu %2 olacak sekilde hazirlanmistir. Inokiilasyonun ardindan besiyerlerini

iceren erlenler agizlar1 kapatilarak calkalamali inklbatérde 160 rpm’de (Bioevopeak
ICB-S200B, Cin) 28°C’de 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Fermantasyon boyunca 0, 24, 48 ve 72. saatlerde 50 mL hacimli steril santrif(yj tupleri
(ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 078.02.008) kullanilarak 15 mL &rnekler alinmustir.
Alinan 6rneklerde fermantasyon takibinin gergeklestirilmesi icin fizikokimyasal (pH ve
protein miktar1) ve biyolojik degisimler (hiicre konsantrasyonu ve biyokiitle verimi)
incelenmistir. Fermantasyonda hiicre konsantrasyonunun (CFU/mL) izlenmesi igin
yiizeye yayma yontemi kullanilarak mikroorganizma sayimi yapilmistir [70]. Besiyerinde

pH degisimi Boliim 3.2.4°te belirtildigi sekilde izlenmistir.
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Alman 6rneklerde biyokiitle verimlerinin ve protein miktariin belirlenmesi i¢in Bélim
3.2.4’te belirtildigi gibi biyokiitle purifikasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen
orneklerde protein miktarlarinin belirlenmesi ig¢in 6ncelikle 6rneklerden ayr1 ayri protein
ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Protein ekstraksiyonu icin uygulanan metotta Maehre
(2018) ve Mellinas (2022) ile arkadaglarina ait protokoller birlestirilerek kullanilmigtir
[85,86]. Bu dogrultuda 0,5 gr 6rnek tartilarak 15 mL hacimdeki santriflyj tlpleri icerisine
(StarLab GmbH, Almanya, Uriin kodu: E1415-0200) almmistir. Ornek (izerine NaCl
(Merck, Almanya, Uriin kodu: 1.06404.1000) ve NaOH (Sodyum Hidroksit, Sigma
Aldrich, ABD, Uriin kodu: 1.06498.1000) kimyasallar1 kullanilarak hazirlanan 30 mL
%3,5 NaCl icerisinde 0,1 M NaOH ¢ozeltisi eklenmistir. Ardindan drnekler ultrasonik
homojenizator (JY92-1IN Ultrasonic Homogenizer, Cin) ile 6 dakika boyunca
ekstraksiyon islemi uygulanmistir (98.6 W, 100% genlik, 6.48 W/cm?). Elde edilen
ekstrakt su banyosunda (Niive, Ankara/Turkiye, Uriirn kodu: NB-20) 60°C’de 90 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan 4000 g’de 4°C’de 30 dakika boyunca santrifij
(Sigma, Ingiltere, Uriin kodu: 3-18K) islemi uygulanmistir. Santrifilj sonucunda elde

edilen siipernatant protein miktari tayinine kadar -20°C’de saklanmastir.

Protein analizinde BCA (Bicinchoninic Acid Assay) Protein Analizi [87] yOntemi
kullanilmistir. BCA Reagent A (Sigma Aldrich, ABD, Uriin kodu: B0643 ) ve CuSO4
(ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 911.026.1000) kimyasal1 ile hazirlanan BCA Reagent
B 50:1 oranda karistirilarak analiz i¢in gerekli BCA ajani hazirlanmistir. Analizde
oncelikle BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma Aldrich, ABD, Uriin kodu: A2153) %3,5
NaCl icerisinde 0,1 M NaOH ¢ozeltisi kullanilarak 1 mg/mL konsantrasyonda olacak
sekilde ¢ozdiiriilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢6zeltiden 0 ila 1
mg/mL konsantrasyonlarinda diliisyonlar olusturulmustur. Olgiim igin 96 kuyulu steril
hiicre kiiltiirii petrilerine (Greiner Bio-one, Avusturya, Uriin kodu: 650160) olusturulan
dilisyonlara 1:8 oraninda BCA ajani ilave edilmistir. Steril hlicre kiltiirii petrisi 37°C’de
30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan mikroplaka okuyucuda
(BMG Labtech Spectrostar Nano Microplate Reader, Ortenberg/Almanya) 562 nm’de
absorbans olglimii alinmigtir. Dillisyon konsantrasyonlarina karsilik absorbans degerleri

kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur (EK 1.2)
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Orneklerde protein ekstraksiyonu sonucu elde edilen siipernatantlardan benzer oranlarda
diliisyonlar yapilarak, 96 kuyulu steril hiuicre kuilturt petrilerine (Greiner Bio-one,
Avusturya, Uriin kodu: 650160) 1:8 oraninda BCA ajani ilave edilmistir. Ardindan
37°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonucunda mikroplaka
okuyucuda (BMG Labtech Spectrostar Nano Microplate Reader, Ortenberg/Almanya)
562 nm’de absorbans dl¢timii alinmigtir. Elde edilen absorbans degerleri EK 1.2°de yer

alan kalibrasyon egrisinde yerine konularak 6rneklerdeki protein miktar1 hesaplanmustir.

3.2.8. Uretilen Mikrobiyal Proteinin Analiz Edilmesi

Bolim 3.2.7’de meyve suyu endistrisi atiklarindan olan yas posalar ile 9763,
HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslarla gerceklestirilen fermantasyon
sonucunda en yiksek protein tretimine ve biyokiitle verimine sahip olan besiyeri tipi ve
sus se¢imi gerceklestirilerek, bu dogrultuda elde edilen liyofilize kuru toz formdaki
mikrobiyal proteinde kuru madde ve nem, primer metabolit ve nikleik asit (DNA)

analizleri gergeklestirilmistir.

3.2.8.1. Kuru madde ve Nem Analizi

Orneklerin %nem igeriginin belirlenmesinde infrared lamba 1sitma sistemli nem tayin
cthaz1 kullanilmistir (OHAUS MB200, ABD). Darast alinan aliiminyum kaplara
orneklerden yaklasik 0,5 gram tartilmistir. Cihaz 105°C’ye ayarlanmistir [88]. Cihaz
ekraninda yilizde nem degeri sabitlendiginde kurutma islemi sonlandirilarak sonug
kaydedilmigtir. Denklem 3.4’de verilen formiil kullanilarak %kuru madde degerleri

hesaplanmustir.

3.2.8.2. Primer Metabolit Analizi

Uretilen toz formundaki mikrobiyal proteinde birincil metabolitlerin tespit edilmesi
amaciyla Gaz Kromotografisi ve Kiitle Spektrofotometresi (GC-MS) kullanilmustir.
Birincil metabolitlerin ekstraksiyonu ve derivatizasyonunda Hangerliogullar1 ve
arkadaglar1 (2023) tarafindan uygulanan metot izlenmistir [89]. Analizde 6rnekler 1,5
mL hacimli mikrosantrifiij tiiplerine (ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 078.03.021) ve
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amber renkli GC viallerine (ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 095.00.002.100)
konulmustur. Analizde kimyasal olarak %100 metanol (Supelco, ABD, Uriin kodu:
1.06007.2500), ribitol (Bostonchem, , ABD, Uriin kodu: BAM-800264) kromotografi
icin su (ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 1.15333.2500), piridin (Sigma-Aldrich, ABD,
Uriin kodu: 270970), metoksiamin hidroklortr (Sigma-Aldrich, ABD, Uriin kodu:
89803), N-metil-N-(trimetilsilil) trifloroasetamid (Sigma-Aldrich, ABD, Uriin kodu:
69479) kullamlmustir. Orneklerin karistirilmasinda vorteks (V-1plus vorteks, Biosan
Medical-Biological Research and Technologies, Letonya) ve calkaliyict inkiibator
(Bioevopeak ICB-S200B, Cin) kullanilmistir. Ultrasonifikasyon iglemi igin ultrasonik
banyo (ISOLAB, Almanya, Uriin kodu: 621.05.001) siipernatant eldesi i¢in +4°C’de
calisan santrifilj (Sigma, ingiltere, Uriin kodu: 3-18K) kullanilmustir.

Analiz i¢in 100 mg &giitiilmiis 1,5 mL hacimli mikrosantrifiij tartilmistir. Uzerine 800 pL
%100 metanol, 100 puL i¢ standart ribitol (1 mg/mL) ve 100 puL kromotografi i¢in su
eklenmistir. Ardindan tip 1 dk siireyle vortekslenmistir. Ekstraksiyonun
gerceklestirilmesi i¢in ornekler 60 dakika boyunca 35°C’de ultrasonik banyoda muamele
edilmistir. Bu stiregte her 10 dakikada bir vorteks yapilmistir. Elde edilen karigim 10.000
g’de 4°C’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijden sonra elde edilen siipernatant yeni
bir mikrosantrifiij tiipiine alinmigtir. Kalan pellet iizerine 800 pL %100 metanol ve 200
pL kromotografi i¢in su eklenmistir. Ardindan tlip tekrar 1 dakika vortekslenmistir.
Tipler tekrar ultrasonik banyoda muamele edilip, santrifiijlenmistir. Siipernatant bir
Onceki islem sonucu elde edilen siipernatant ile 1 dakika boyunca vorteks yardimiyla
karistirilmistir. Karisim 10.000 xg’de 4°C’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijiin
ardindan 1 mL s1v1 slipernatant 1,5 mL amber renkli GC viale alinarak azot gazi (Yiiksek
Saflikta Azot Gazi, Hat Grup, Ankara, Tiirkiye) akis1 altinda kurutulmustur. Kurutulan
ornek derivatizasyon islemi i¢in 200 pL piridin igerisinde ¢Oziinen metoksiamin
hidrokloriir (20 mg/mL) i¢inde ¢oziilmiistiir. Ardindan ornekler 37°C’de 90 dakika
boyunca 400 rpm’de ¢alkalanmigtir. Calkalama igleminin sonunda 6rnek {izerine 200 pl
N-metil-N-(trimetilsilil) trifloroasetamid eklendikten sonra tekrar 90 dk 37°C’de 400 rpm
calkalamayla inkiibasyon gerceklestirilmistir. Elde edilen ¢o6zelti analizden once -

20°C’de saklanmustir.
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GC-MS analizleri igin Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma
Merkezi (HUNITEK)’nde bulunan Agilent 7890B GC/ 5977A Series MSD Systems
cihazinda gerceklestirilmistir. Analizde Agilent 122-5532G DB-5MS+DG 30 m x 250
um x 0.25 pm kolonu kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 0.5 ul ve split oran1 50:1 olarak
ayarlanmigtir. Tastyici gaz olan helyum ile 1 mL/dk akis hizinda 6rnekler sisteme enjekte
edilmistir. Coziicli gecikmesi (solvent delay) 2 dk olup; firin sicakligi baslangicta 80
°C’de 1 dk ayarlanmis ve 5°C/dk sicaklik artis hiziyla 290 °C’ye c¢iktiktan sonra 7 dk
290°C’de kalacak sekilde programlanmustir. Kiitle araligi 10-600 (amu) degerleri arasinda
ayarlanmistir. Siire¢ boyunca tiim 6rnekler iki biyolojik ve iki teknik tekrar olacak sekilde

analiz edilmistir.

Analiz sonucunda elde edilen kromotogramlar ve piklere ait spektrumlar Enhanced Data
Analysis (Agilent J&W Scientific, ABD) programinda incelenmistir. Piklerin
tanimlanmas1 Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii (NIST) MS Search 2.4 ve Wiley
W10N14 (John Wiley & Sons, Hoboken, NJ, ABD) kuttiphanelerindeki spektrum verileri
karsilastirilarak gergeklestirilmistir.

Metabolitlere ait kantitatif degerlendirmede tek bir i¢ standart pikine dayali yari
kantifikasyon teknigi uygulanmigtir. Tanimlanan metabolitlerin miktar1 asagidaki

denkleme gore hesaplanmistir:

Q — Ametabolit x mis (Denklem 39)

Ars Mmateryal

Q: Metabolit miktar1

Anmetanolit : Metabolitin pik alani
Ass : I¢ standartin pik alani
M : I¢ standartin kiitlesi (mg)

Miateryal : Ornegin kiitlesi (mg)
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3.2.8.3. Nukleik Asit (DNA) Analizi

Son iirlinde niikleik asit miktarmin belirlenmesi i¢in {irlindeki DNA miktar1 analiz
edilmistir. DNA miktar1 analizi EURX markasina ait GeneMATRIX Bacterial & Yeast
Genomic DNA Purification Kit (EURX, Polonya, iiriin kodu: E3580) kullanilarak DNA
izolasyonu yapilmigtir. Analizde 2 mL hacimdeki mikrosantrifiij tiiplerinde (ISOLAB,
Almanya, Uriin kodu: 078.03.023) gerceklestirilmisti. DNA lizizi igin p-
mercaptoethanol (Sigma Aldrich, ABD) ve Lyticase (Sigma-Aldrich, ABD, Uriin No:
SAE0098-20KU) kullanilmustir. Inkiibasyonlar kuru inkiibatérde (Major Science Co.,
Ltd, Taoyuan City/Tayvan, MD-01N) gerceklestirilmistir. Analizde siipernatant eldesi
icin santrifuj (Nlve, Ankara/Turkiye, NF-800) ve belirli yerlerde karistirma igin vorteks
(V-1plus vorteks, Biosan Medical-Biological Research and Technologies, Letonya)

kullanilmustir.

DNA’nin lize edilmesi i¢in Oncelikle 2 mL mikrosantrifiij tiipiine alinan 10 mg toz 6rnek
tizerine 300 pL %0,001 (v/v) B-mercaptoethanol icerisinde Lyse BG buffer eklenmistir.
Cozelti 11.000 xg’de 1 dk boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiijiin ardindan tekrar %0,001
(v/v) P-mercaptoethanol icerisinde Lyse BG buffer eklenerek pipetle karistirma
yapilmistir. Ardindan karigima 30 pL. Lyticase (20 mg/mL) ve 2 pLL RNAse A eklenmistir.
Tupler kuru inklbator kullanilarak 30°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan izolasyon asamas: igin tiiplere 15 pL Proteinase K soliisyonu
eklenerek 3 saniye boyunca vortekslenmistir. Ardindan 6rnekler 55°C’de 30 dk boyunca
kuru inkiibatdrde inkiibe edilmistir. inkiibasyon periyodunda 10 dakikada bir tiipler
calkalanmistir. Ardindan orneklere 350 uL SOL BG eklenmis ve 3 sn boyunca
vortekslenmistir. Ornekler 55°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda
ornekler 15 sn boyunca vortekslenip 2 dk boyunca 11.000 xg’de santrifiijlenmistir.
Ardindan elde edilen siipernatant DNA baglama kolonuna aktarilmistir. Siipernatant
iceren kolonlar 11.000 xg’de 1 dk boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiij ardindan 450 pL
Wash BGX buffer eklenip tekrar 11.000 xg’de 1 dk boyunca santrifiij islemi
uygulanmistir. Ve bu islem toplamda iki kez tekrarlanmistir. En sonunda siipernatant
iceren kolona herhangi bir kimyasal eklenmeden 11.000 xg’de 1 dk boyunca

santrifiijlenmistir. Ardindan kolonlar yeni bir mikrosantrifiij tiipline yerlestirilip ve
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iizerlerine 50 pL Elution buffer eklenmistir. Ilavenin ardindan tiipler oda sicakliginda 2
dakika bekletilmistir. Son adim olarak 11.000 xg’de 1 dk boyunca gerceklestirilen
santrifiijiin ardindan elde edilen siipernatant DNA miktar1 tayininde kullanilmistir. Elde

edilen drnekler -20°C’de muhafaza edilmistir.

DNA konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in NanoDrop One Microvolume (Thermo
Scientific, ND-ONE-W) cihaz1 kullanilmistir. Analiz iki biyolojik ve teknik tekrar olacak
sekilde gergeklestirilmistir.

3.2.8.4. Yasam Dongiisii (LCA) Analizi

Yasam donglisii analizi proses sonucunda iiretilen iiriiniin mevcut kaynaklara ve kirlilige
olan etkisini biitiinsel olarak tespit edilmesi, {riiniin siirdiiriilebilirliginin Sl¢iimii ve
yonetimi agisindan onem tasimaktadir. Bu dogrultuda calismada proses sonucu elde
edilen tiriinde yasam dongiisii analizi gergeklestirilmeden 6nce, analizin 6grenilmesi igin
ve elde edilen bilginin yayginlastirilmasi igin Hacettepe Universitesi Uluslararas1 Gida
Biyogiivenlik ve Biyoteknoloji Arastirma ve Yayim Merkezi (IFFBC) ev sahipliginde
Sagenit firmasi ile birlikte bir egitim diizenlenmistir. Egitime ait poster ve program EK

1.9°da yer almaktadir.

Liyofilize kuru toz formdaki mikrobiyal proteine ait yasam dongiisii analizi (LCA),
IPPC’nin “AR6 Climate Change 2021: The Physical Science Basis” adli raporu [90] baz
alinarak ve SimaPro 9.4 yazilii igin 06zel bir firmadan hizmet alinarak
gerceklestirilmistir. Uretimde, proses sirasindaki tiim girdi/ciktilar i¢in emisyon faktorleri
SimaPro 9.4 yazilimi yardimiyla hesaplanarak driine ait karbon ayak izi (CO2 emisyon

miktart) belirlenmistir.
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3.2.9. istatiksel Analiz

Tez kapsaminda elde edilen analiz verilerine IBM SPSS v.23.0 yazilimi kullanilarak tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) dogrultusunda Tukey’in Diiriistce Anlamli Fark post
hoc ¢oklu karsilagtirma testleri (Tukey HSD) %95 giiven araliginda uygulanmistir.
Normal dagilim gostermeyen ve homojen olmayan veri setleri i¢in tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) dogrultusunda %95 giiven araliginda Dunett’s T3 testi uygulanmistir.
Anlaml fark olarak p<0.05 kabul edilmistir.

Farkli tiir besiyeri ve suslarla gerceklestirilen fermantasyonlarda analiz edilen
parametrelerin iligkilendirilebilmesi i¢in tiim analizleri kapsayacak bi¢cimde sonuglar +2
ile -2 araliginda normalize edilerek OriginLab programinda Is1 Haritas1 olusturulmus ve

Temel Bilesen Analizi (PCA) uygulanmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Saccharomyces cerevisiae Suslarinin Canlandirilmasi ve Secimi

Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii FoodOmics Laboratuvar Kiiltiir
Koleksiyonu’nda (HUF) bulunan, -20°C’deki gliserol stoklarda muhafaza edilen ve
onceki galismada tanimlamalar1 yapilan [69] 18 adet Saccharomyces cerevisiae susu,
YPD Broth sivi besiyerine ekilerek 28°C’de 24 saat boyunca inkiibasyonun ardindan
canlandirma islemi gergeklestirilmistir. Canlandirma islemi tamamlanan suslar, YPD
Agar kat1 besiyerine tek koloni diisiirme teknigi ile inokiile edilmistir [70,71]. Kati
besiyerinde saf koloni gelisimi gozlenmesinin ardindan suslarin makroskobik ve
mikroskobik morfolojileri belirlenmistir. Bu dogrultuda ¢aligilan suslara ait izolasyon
kodlar1, kaynak, NCBI erisim kodu ve makroskobik, mikroskobik morfoloji bilgileri
Cizelge 4.1°de yer almaktadir.

Saccharomyces cerevisiae suslarmin makroskobik morfolojileri oval, agik krem
renginde, plrizsiz velveya parlak yuzeyde bir profile sahipken [17,91], mikroskobik
morfolojileri ise oval, silindirik veya ovoid-kisa ve ovoid uzun sekle sahip olmalidir [92].
Bu dogrultuda Cizelge 4.1°de yer alan makroskobik morfolojiler incelendiginde 9763 ve
6328 ile HUF kodlu 16M2K10004, 16M3G11088, 16M3H11101, 17M3C31063,
17M3D31088, 17M3F21122 ve 17M3H21209 suslarinin oval, plrtzsuz ve agik krem
renginde bir profile sahip oldugu, 18M2710001 izolasyon kodlu susta ise oval, purizsuz
ve acgik krem renginde bir makroskobik morfoloji olmasiyla beraber diger incelenen
suslara kiyasla koloni yarigapiin gorece daha kiiciik oldugu gozlenmistir. Bunun yani
sira  MERIT™ ile HUF kodlu 16M3B11021, 16M3C11032, 16M3C11033,
17M3E21113, 17M3E21114 ve 17M3H21208 suslarinin ise oval, plrizsiz, parlak ve

acik krem renginde bir profile sahip oldugu gortilmiistiir
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Cizelge 4. 1. Tez galigmasi kapsaminda canlandirilan, makroskobik ve mikroskobik morfolojileri belirlenen HUF kodlu S. cerevisiae suslart.

No Izolasyon Kaynagi NCBI Erisim Makroskobik Mikroskobik
Kodu Kodu Morfoloji Morfoloji
(HUF)

“'?i
D
A

1 16M1C0002 S. cerevisiae ATCC 9763* 0Q876808

2 16M1C0003 S. cerevisiae ATCC 6328* 0Q912898

S. cerevisiae MERIT TM *
3 16M1C0004 -
( Chr. Hansen)
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16M2K10004

16M3B11021

16M3C11032

16M3C11033

Ankara

Kirikkale, Uziim

Kirsehir, Uziim

Kirsehir, Uziim

0Q912899

0Q876789

0Q876790

0Q876791

ed- ks
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10

11

16M3G11088

16M3H11101

17M3C31063

17M3D31088

Eskisehir, Uziim

Cankir1, Uziim

Kirsehir, Uziim

Nevsehir, Uziim

0Q876792

0Q876793

0Q876795

0Q876799

G
o
o
o
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12

13

14

15

17M3E21113

17M3E21114

17M3F21122

17M3H21208

Aksaray, Uzim 0Q876802

Aksaray, Uziim 0Q876803

Ankara, Uziim 0Q876804

Karaman, Uz{im -
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16 17M3H21209 Karaman, Uziim -

17 18M2Y10013 Ankara -

18 18M2710001 Adana -

*Tabloda HUF kodu ile goriilen kontrol suslar1 ¢alisma metninde kaynak sus kodlari ile kullanilacaktir.
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Suslara dair elde edilen mikroskobik morfolojiler incelendiginde 9763, 6328 ve
MERIT™ ijle HUF kodlu 16M2K10004, 16M3C11032 17M3C31063, 17M3D31088,
17M3E21113 ve 18M2210001 izolasyon suslarin hiicre goriiniimii ovoid ve kisa olarak;
16M3B11021, 16M3C11033, 16M3G11088, 16M3H11101, 17M3E21114,
17M3F21122 , 17M3H21208, 17M3H21209 ve 18M2Y 10013 ise hticre gérinimu ovoid

ve uzun profile sahip oldugu tespit edilmistir.

Canlandirilan ve mikroskobik-makroskobik karakterizasyonu elde edilen 18 adet sus
arasindan fermantasyonla mikrobiyal protein Uretme yeteneklerinin belirlenmesi
amaciyla se¢im yapilmistir. Bu se¢im, hem canlandirma ve karakterizasyon sonuglari goz
oniine alinarak hem de Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii FoodOmics
Laboratuvari biinyesinde gergeklestirilen 6nceki ¢aligmada [72] suslara ait incelenen
teknolojik oOzellikler (alkol diretimi, kopik olusumu, pH ve sicaklik degisimi)
dogrultusunda  gergeklestirilmistir. ~ Yapilan calismada [72] MERIT™ le
HUF16M2K10004, HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101 izolasyon kodlu dort adet
susun gelistikleri ortalama sicaklik, farkli pH’larda gelisim yetenekleri, alkol Grettikleri
giinler ile olusturduklar1 maksimum ké&piik hacmi incelenmistir. inceleme sonuglaria
gore bu suslarin oda sicakliginda (25°C) ve diisiik pH seviyelerinde (pH 3,07 — 3,13)
optimum diizeyde geligebildikleri bildirilmistir. Ayrica belirtilen suslarin sirasiyla pH 3,3
, 4 ve 7 gibi farkli pH degerlerinde ¢ok iyi diizeyde gelisim gosterebildigi tespit edilmistir.
Alkol iretme yetenekleri bakimindan MERIT™  HUF16M2K10004 ve
HUF16M3G11088 izolasyon kodlu suglar 5. giin alkol iiretmeye baslarken,
HUF16M3H11101 kodlu sus 4. giin alkol {iretmeye baslamistir.

S. cerevisiae susunun etanol toleransinin olmasi ¢aligma devaminda gerceklestirilecek
fermantasyonlarda 6nemli bir parametredir [93]. HUF16M3H11101 izolasyon kodlu
susun 4. giinde alkol iiretmeye baslamasi sebebiyle tez calismasinin devaminda

fermantasyon siiresi 3 giin (72 saat) olarak sinirli tutulmasina karar verilmistir.

Calismada fermantasyonda oksijen transferi i¢in dnemli olan maksimum k&ptik olusum

hacmi incelediginde HUF16M2K10004, HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101
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izolasyon kodlu suslar 1,00 cm civarinda kopiik olusturma kabiliyetine sahipken,

MERIT™ (Chr. Hansen) kodlu sus 1,5-2,00 cm araliginda képiik olusturmaktadir.

Sonug olarak suslarin S. cerevisiae kiiltivasyonunda kullanilan sicaklik (20-30°C) ve pH
(4,5-6,5) parametrelerinde ¢ok iyi gelisim gostermesi ile beraber diisiikk pH diizeylerini ve
pH degisimlerini tolere edebilmeleri, fermantasyonda aerasyon uzerinde 6nemli bir
parametre olan kopiik olusturma kabiliyetlerinin [94,95] de diisiik olmasi sebebiyle
canlandirilan  suslar  arasindan  S.cerevisiae MERIT™, HUF16M2K10004,
HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101 izolasyon kodlu suslarin tez c¢alismasinin
devaminda kullanilmasina karar verilmistir. Bu suslar arasinda yer alan S.cerevisiae
MERIT™ kodlu ile beraber ¢calismanin devaminda S. cerevisiae ATCC 9763 susu kontrol

olarak kullanilmistir.

4.2. S. cerevisiae ATCC 9763 Susu Hiicre Gelisim Profilinin Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda kontrol susu olarak segilen S. cerevisiae ATCC 9763
kullanilarak susa ait hiicre gelisim profili belirlenmistir. Bu dogrultuda 9763 izolasyon
kodlu sus ile 100 mL YPD Broth besiyerinde 28°C’de 24 saat boyunca fermantasyon
gerceklestirilmistir. Fermantasyonda 0 ile 24. saat araliginda her 2 saatte bir 6rnek alimi
gerceklestirilerek zamana karsilik optik dansite degisimi (ODeoo) Ol¢iilerek susa ait hiicre

gelisim egrisi olusturulmustur.

Tipik bir mikroorganizma biiylime egrisi biliylimenin dort farkli asamasini igerir:
adaptasyon asamasi (lag fazi), hiicre boliinmesinin maksimum hizda gerceklestigi
logaritmik faz (log fazi), hiicre boliinme hizinin 6liim hizina esit oldugu duragan faz ve
ortamdaki bilesenlerin tilkenmesi veya toksik iiriinlerin birikmesiyle meydana gelen 6lim

faz1 [96,97].
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OD600

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zaman (Saat)

Sekil 4. 1. S. cerevisiae ATCC 9763 kontrol susu ile 0-24 saat araliginda 100 mL YPD
Broth besiyerinde zamana karsilik optik dansite (ODeoo) degisimi. Farkli harflere sahip

degerler Tukey testine gore anlamli derecede farklidir, p<O0.

Sekil 4.1°de yer alan hiicre gelisim egrisi incelendiginde, S. cerevisiae ATCC 973 susuna
ait lag ve log faz hakkinda evreleri hakkinda bilgi edinilmektedir. Burada lag fazinin 0-
12. saat araliginda gergeklestigi ve bu zaman araligindaki optik dansite Ol¢timleri
arasinda istatiksel olarak anlamli fark olmadig: goriilmektedir (p>0,05). Logaritmik faz
evresi ise 12. saat itibariyle baslamistir. Ve hiicre konsantrasyonunda artisinin etkisiyle
birlikte Olgiilen optik dansitenin de arttigi, logaritmik faz evresinin 12-24. saatler

araliginda siirdiigii goriillmektedir.
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4.3. Secilen S. cerevisae Suslarinin Beyaz Uziim Suyu Besiyerinde Hiicre Gelisim

Profillerinin ve Uretilen Protein Miktarlarmin Belirlenmesi

Beyaz iizlim suyu, igeriginde yag, karbonhidrat, protein ve lif kaynaklarinin bulunmasi
ve pH degerinin 3,3 olmasi sebebiyle calismanin bir sonraki adiminda yas meyve
posalarindan olusturulacak fermantasyon ortamina benzerlik gostermektedir. Bundan
dolay1 beyaz (izim suyu burada besiyeri olarak kullanilmistir. Ayrica azot kaynagi olarak
%1,0 oraninda maya ekstrakti tozu da ilave edilen beyaz {iziim suyu besiyerinin bilesimi

Cizelge 3.3’de verilmistir.

Sekil 4. 2. Uziim suyu besiyerinde A: 9763, B: MERIT™, C: HUF16M2K10004, D:
HUF16M3G11088, E: HUF16M3H11101 kodlu suslara ait besiyerlerinde 0, 24, 48 ve

72. saatlerde gergeklestirilen fermantasyon takibi.
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Calismanin ~ bu  asamasinda, HUF16M2K10004, HUF16M3G11088  ve
HUF16M3H11101 S. cerevisiae suslari, beyaz (izim suyu besiyerinde 28°C’de 72 saat
boyunca inkiibe edilmistir (Sekil 4.2). inkiibasyonun 0-24. saat araliginda hiicre gelisim
profillerinin, 48. ve 72. inkiibasyon saatlerinde ise protein iiretme miktarlarinin
belirlenmesi amaglanmigtir. Calismada kontrol olarak S.cerevisiae ATCC 9763 ve S.
cerevisiae MERIT™ (Chr. Hansen) kodlu suslar kullanilmustir.

Hiicre gelisim profillerinin belirlenmesi i¢in 6rneklerin tamaminda, 0-24. saat aralifinda
10. saatten itibaren her 2 saatte bir ODegoo Ol¢iimii yapilmistir. Boliim 4.2°de elde edilen
sonuglar dogrultusunda YPD Broth besiyerinde lag fazi 0-12. saatler araliginda
gozlemlendiginden 10. saat itibariyle 6rnek alimina baglanmistir. Bu dogrultuda ol¢tilen
absorbans degerleri Denklem 3.1°de yerine konularak hiicre konsantrasyonu “log
(CFU/mL)” cinsinden belirlenmistir. Ardindan zamana karsilik hiicre konsantrasyonu

grafikleri ¢izilerek suslara ait gelisim egrileri ayr1 ayri elde edilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 incelendiginde sirastyla 9763 (A), MERIT™ (B) ve HUF16M3G11088 (D)
kodlu suslarda lag fazlarinin sirasiyla 0-10, 0-14 ve 0-12. saatler araliginda gergeklestigi
gorilmektedir. Hiicrenin besiyeri ortamina adapte oldugu ve heniiz hiicre bolinmelerinin
gerceklesmemesi sebebiyle bu araliklarda hiicre konsantrasyonlar1 arasinda istatiksel
olarak anlaml1 bir fark yoktur (p>0,05). HUF16M2K10004 (C) ve HUF16M3H11101 (E)

kodlu suslarda lag fazinin 0-10 saat araligindan daha kisa siirdiigii soylenebilir.

Logaritmik faz 9763 (A), MERIT™ (B), HUF16M2K 10004 (C), HUF16M3G11088 (D)
ve HUF16M3H11101 (E) kodlu suslar i¢in sirasiyla 12-22, 12-20, 10-24, 12-24 ve 10-

18. saatler araliginda gozlenmistir.

Suslarda 9763 (A) ve MERIT™ (B) kodlu olanlarm sirastyla 22. ve 20. saatten sonra
duragan faza gectigi, HUF16M3H11101 (D) kodlu susun ise 18. saat itibariyle 6liim

fazina girdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4. 3. Beyaz uzlim suyu besiyerinde bes adet S.cerevisiae susu ile gergeklestirilen fermantasyonda 0-24. saat araliginda elde edilen hiicre
gelisim egrileri (A: 9763, B: MERIT™, C: HUF16M2K 10004, D: HUF16M3G11088, E: HUF16M3H11101 kodlu sus).
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Kontrol susu olan 9763 kodlu susa ait YPD Broth (Sekil 4.1) ve beyaz {iziim suyu
besiyerindeki (Sekil 4.3) gelisim egrisine dair sonuclar karsilagtirildiginda lag fazi YPD
Broth besiyerinde 12 saat iken, beyaz iiziim suyunda 10 saat olarak gozlenmistir. Buna
gore kontrol susunun {iziim suyu besiyerinde adaptasyon fazi daha kisa slirmiistiir.

Logaritmik faz ise her iki besiyerinde de 12-22. saatler araliginda gerceklesmektedir.

Sonug olarak 9763 ile MERIT™ ; HUF16M2K 10004 ile HUF16M3G11088 izolasyon

kodlu suslarin benzer gelisim profili gosterdigi tespit edilmistir.

Ayrica Sekil 4.3’de suslara ait elde edilen gelisim egrilerindeki logaritmik faz araligi
kullanilarak, Denklem 3.2’de yer alan formiil dogrultusunda spesifik tireme hiz1 (max, S°

1) ve jenerasyon siiresi (saat) hesaplanmustir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4. 2. S. cerevisiae suslarinin 100 mL beyaz {iziim suyunda gergeklestirilen

fermantasyondaki spesifik tireme hizlar1 ve jenerasyon sureleri.

Sus Izolasyon Kodu Spesifik Ureme Hiz1 (s1) Jenerasyon Suresi (s)
9763 0,29+0,022 2,44+0,14
MERIT™ 0,260,022 2,69+0,232
HUF16M2K 10004 0,14+0,01° 5,09+0,45°
HUF16M3G11088 0,29+0,072 2,52+0,6°
HUF16M3H11101 0,11+0,02¢ 6,69+1,56°

Ornek gruplarinda kendi igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=12) Dunnett

T3 testine gore anlaml derecede farklidir, p<0.05.

Cizelge 4.2 incelendiginde suslarin spesifik iireme hizlar1 ve jenerasyon surelerinde 9763,
MERIT™ ile HUF16M3G11088 suslari arasinda istatiksel olarak anlamli fark
gozlenmemistir (p>0,05). Suslara ait kinetik parametrelerde spesifik tireme hiz1 ylksek
ve jenerasyon siiresi diisiik olanlar, besiyerinde optimum gelisim gostermektedir. Bu

dogrultuda ticari suslar olan 9763 ve MERIT™ ile HUF16M3G11088 kodlu susa ait
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kinetik parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmamasi nedeniyle
HUF16M3G11088 kodlu susun diger iki HUF kodlu susa gore besiyerinde daha iyi

gelisim gosterdigi sOylenebilir.

HUF16M2K 10004

HUF16M3H11101

Sekil 4. 4. Beyaz iiziim suyu besiyerinde 28°C’de 72 saat boyunca gerceklestirilen

fermantasyon sonucunda suglara ait elde edilen kuru biyokiitle 6rnekleri.

Calismada gerceklestirilen fermantasyonda 9763, MERIT, HUF16M2K10004,
HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101 kodlu suslara ait 48. ve 72. saatlerde alinan
orneklerden elde edilen kuru biyokiitle (Sekil 4.4) agirliklari kullanilarak hesaplanan
biyokiitle verimleri (mg/ mL) ve iretilen protein miktarlar1 (%w/w) Cizelge 4.3’te

verilmisgtir.
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Cizelge 4. 3. Beyaz liziim suyunda gerceklestirilen fermantasyonda, 9763, MERIT, HUF16M2K 10004, HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101

kodlu suslara ait 48. ve 72. saatlerde alinan 6rneklerde tespit edilen kuru biyokiitle verimleri (mg/ mL) ve liretilen protein miktarlar1 (%ow/w).

Izolasyon Kodu (HUF) Zaman Kuru Biyokiitle Verimi Uretilen Protein Miktari
(saat) (mg/mL) (Yow/w)

9763 48 4,680,344 2,28+0,19%¢

72 2,98+0,27¢ 2,44%0,21%

MERIT™ 48 3,12+0,43¢ 2,27+0,06%°

72 5,42+0,12b¢ 2,22+0,23%¢

HUF16M2K 10004 48 6,20%0,06° 1,5740,17%
72 6,04+0,010% 2,28+0,07%¢

HUF16M3G11088 48 5,76+0,27% 1,88+0,18"
72 6,21+0,10° 1,930,190

HUF16M3H11101 48 2,27+0,14f 1,16+0,49¢
72 5,02+0,12% 2,92+0,512

Ayni siitunda yer alan drnek gruplarinda kendi igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gore anlamli derecede farklidir, p<0,05.



Cizelge 4.3 incelendiginde 9763 kodlu susta 48. saatte biyokiitle verimi 4,68+0,34
mg/mL iken 72. saate gelindiginde azalarak 2,98+0,27 mg/mL’ye diistigli gorilmiistiir.
Literatiir incelendiginde S. cerevisiae ile meyve posalar1 kullanilarak hazirlanan 10 gesit
besiyerinde 25°C’de 10 giin boyunca gergeklestirilen fermantasyonda, tlim besiyerlerinde
96. saat itibariyle biyokiitle miktarinda benzer bir sekilde diisiis gozlendigi bildirilmistir
[98]. Bu azalmanin nedeni belirli siire sonunda ortamdaki besin maddelerinin ve karbon
kaynaginin sinirli mevcudiyeti olarak agiklanmaktadir. Bu ¢alismada agiklanan biyokiitle
verim sonuglarindaki diisiisiin benzer nedenle gerceklestigi Ongoriilebilir. Susa ait
tiretilen protein miktarlar1 incelendiginde ise 48. saatte 2,28+0,19 (%w/w) oraninda
protein elde edilirken 72. saate gelindiginde deger 2,44+0,21 (%w/w) olarak tespit
edilmistir. MERIT™ kodlu susta 48. saatte biyokitle verimi 3,12+0,43 mg/mL iken, 72.
saate gelindiginde artarak 5,42+0,12 mg/mL’ye ulagsmistir. Buna karsin tiretilen protein
miktarinda fermantasyon boyunca degisim goézlenmemekle beraber 72. saatin sonunda

2,22+0,23 (%w/w) oraninda toplam protein tespit edilmistir.

HUF16M2K10004 kodlu susta Tukey testine gére fermantasyon boyunca elde edilen
ortalama biyokiitle verimleri arasinda istatiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir
(p>0,05). Biyokatle verimi 48. saatte 6,20+0,06 mg/mL iken 72. saatte 6,04+0,01 mg/mL
olarak tespit edilmistir. Bununla beraber 48. saatte iiretilen protein miktari 1,57+0,17 iken
72. saate gelindiginde artarak 2,28+0,07 degerine ulasmistir. HUF16M3G11088 kodlu
susta 48. saatteki biyokitle verimi 5,76+0,27 mg/mL iken 72. saate gelindiginde artarak
6,21+£0,1 mg/mL’ye ulasmistir. Benzer sekilde 48.saatte 1,88+0,18 (%w/w) olarak tespit
edilen protein degeri 72. saate gelindiginde artarak 1,93+0,19’a (%w/w) ulagmistir.
HUF16M3H11101 kodlu susta ise biyokutle verimi 48. saatte 2,27+0,14 mg/mL iken 72.
saate gelindiginde artarak 5,02+0,12 mg/mL’ye ulagmistir. Biyokiitle verimi artisiyla
benzer bir sekilde, 48. saatteki iiretilen protein miktar1 (1,16+0,49) 72. saate (2,92+0,51)

artmigtir.

Cizelgeye gore 48 saatlik inkibasyon sonucunda en yiksek biyokutle verimleri
HUF16M2K10004 (6,20+0,06 mg/mL) ve HUF16M3G11088 (5,76+0,27 mg/mL) kodlu
suslarda elde edilmistir. En diistik biyokiitle verimine sahip sus ise HUF16M3H11101
(2,27+0,14 mg/mL) kodlu sustur. Inkiibasyonda 72. saate gelindiginde ise en yiiksek
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biyokutle verimleri sirasiyla HUF16M3G11088 (6,21+0,1 mg/mL), HUF16M2K10004
(6,04+0,01 mg/mL) ve MERIT™ (5,42+0,12 mg/mL) kodlu suslarda tespit edilmistir. En
disiik biyokiitle verimi 9763 (2,98+0,27 mg/mL) kodlu susta tespit edilmistir.
Fermantasyon sonucunda tretilen biyokiitle miktarlarinin ortalama 5 mg/mL civarinda
oldugu goriilmektedir. Sonuglar literatiirle karsilagtirildiginda elde edilen biyokitle
verimlerinin literatirle uyumlu oldugu soylenebilir. Ornegin; S. cerevisiae ile Bazal
besiyeri bilesenleri kullanilan besiyerinde 25°C’de 120 saat boyunca gergeklestirilen
fermantasyon sonucu elde edilen biyokitle verimlerinin de 0-5 mg/mL araliginda

P

degistigi tespit edilmistir [16].

Fermantasyonda 48. saatte en ylksek proteini (%w/w) 9763 (2,28+0,19), MERIT
(2,27+0,06) ve HUF16M3G11088 (1,88+0,18) kodlu suslar tiretirken, HUF16M3H11101
kodlu sus tarafindan iiretilen protein miktar1 en disiiktiir (1,16+£0,49). Fermantasyon
sonucunda ise en yuksek proteini %w/w cinsinden sirasiyla HUF16M3H11101
(2,92£0,51), 9763 (2,44+0,21), HUF16M2K10004 (2,28+0,07) ve MERIT (2,22+0,23)
suslar1 iretmistir. Elde edilen sonuglar arasindaki farkliliklar g6z 6niinde bulundurularak,
calismanin ilerleyen basamaklarinda meyve suyu endiistrisi atiklarindan olan yas posalar
ile gerceklestirilecek fermantasyon igin sus se¢imi yapilmasi hedeflenmistir. Bu
dogrultuda spesifik iireme hiz1 ylksek, kisa jenerasyon siiresine sahip, biyokutle verimi
ve lrettigi protein miktar1 yiiksek olan suslar biiyiik 6nem tasimaktadir. Cizelge 4.2 ve
4.3’teki sonuclar bu parametreler acisindan degerlendirildiginde 9763, MERIT™,
HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslar mikrobiyal protein Gretiminde 6ne
cikmaktadirlar. Bu sebeple calismanin devaminda kullanilmak tizere HUF16M2K 10004
ve HUF16M3G11088 kodlu ve kontrol susu olarak ise meyve suyu endiistrisi atiklari ile
gerceklestirilen fermantasyonlarda [99,100] sik kullanilmasi sebebiyle 9763 kodlu sus
secilmistir. MERIT™ kodlu susun ise alkol fermantasyonunda ve sarapcilikta endiistriyel
kullanimi 6nerilmektedir [101]. Calismada yalnizca bir kontrol susu ile devam edilmesi
hedeflendiginden MERIT™ kodlu sus tercih edilmemisitr
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4.4. Bazal Besiyerlerinde S. cerevisiae ATCC 9763 Susu ile Fermantasyon

Meyve suyu endiistrisi atiklart olan yas posalar ile Dbiyoproses uygulanarak
fermantasyonla mikrobiyal protein {iretimi amaciyla kullanilacak  besiyeri
formiilasyonunun tasarlanmasi hedeflenmistir. Bu dogrultuda Bolim 3.2.2°de S.
cerevisiae gelisimi i¢in temel olarak kullanilan YPD Broth besiyerindeki indirgen seker
ve azot kaynaklarinin orani ve literatiirde yer alan Bazal besiyeri kompozisyonu [16]

modifiye edilerek iki farkli besiyeri kompozisyonu olusturulmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4. 4. Bazal | ve Bazal 11 besiyerlerinin kompozisyonu.

Bazal | Besiyeri Bazal 11 Besiyeri
(g/L) (g/L)
D-Glucose 10 10
D-Fructose 10 -
(NH4)2S04 30 15
KH2PO4 1 1
MgS04.7H20 0,5 0,5
NaCl 0,1 0,1
CaCl» 0,1 0,1

S. cerevisiae metabolizmasi igin elzem bilesenler igerisinde yer alan indirgen sekerlerden
D-Glukoz ve D-Fruktoz ile azot kaynagi olan amonyum siilfat konsantrasyonlari
onemlidir [17]. Bu dogrultuda Cizelge 4.5’te verilen besiyeri formiilasyonlari
olusturulmustur. Bazal I ’de, YPD Broth besiyerinde indirgen seker kaynagi olan D-
Glukoz konsantrasyonu yari yariya azaltilmig ve azaltilan oranda D-Fruktoz (10 g/L)
eklenmistir. Azot kaynagi olarak yer alan Peptone ve Yeast Extract bilesenlerinin toplam
konsantrasyonu (30 g/L) sabit tutulmustur. Bazal II’de ise YPD Broth igerigindeki D-

Glucose ve azot kaynaklarinin orani (2/3) korunarak formiilasyon olusturulmustur.
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Sekil 4. 5. Bazal I (A) ve Bazal II (B) besiyerlerinde 28°C’de 72 saat boyunca

gerceklestirilen fermantasyon takibi.

Meyve suyu endiistrisi atiklart olan posalar ile gergeklestirilecek fermentasyon igin
besiyeri formiilasyonunun hazirlanmasi1 amaciyla ©ncelikle Bazal | ve Bazal Il
besiyerlerinde kontrol olarak segilen S. cerevisiae ATCC 9763 susu ile ¢alisilmistir. Bu
dogrultuda 28°C’de 72 saat boyunca gergeklestirilen fermantasyonda (Sekil 4.5) her iki
besiyerinde biyolojik (hiicre konsantrasyonu ve biyokutle verimi) ve fizikokimyasal (pH

ve protein miktari) parametrelerin degisimi izlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4. 6. S. cerevisiae ATCC 9763 kontrol susunun 0-72. saat araliginda Bazal I (A) ve Bazal I (B) besiyerlerinde analiz edilen fizikokimyasal

(pH ve protein miktar1) ve biyolojik (hiicre konsantrasyonu ve biyokiitle verimi) parametreler.
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Sekil 4.6 incelendiginde Bazal I besiyerinde ger¢eklestirilen fermantasyon sonucunda 0-
72. saat araliginda susun logaritmik faz evresinde oldugu gozlenirken, Bazal II
besiyerinde 48. saat itibariyle hiicre konsantrasyonu azalmaya baslamistir. Fermantasyon
sonucunda hiicre konsantrasyonu “log(CFU/mL)” cinsinden Bazal 1 besiyerinde
7,36x£0,03, Bazal Il besiyerinde 7,07£0,09 olarak tespit edilmistir. Fermantasyon
sonucunda Bazal I besiyerinde Bazal II'ye kiyasla istatiksel olarak daha yiiksek hiicre

konsantrasyonuna ulasilmistir (p<0,05).

Fermantasyonun baglangicinda inokiilasyonun ardindan biyokiitle verimleri 24. saatte
Bazal I’de 0,037 mg/mL’den 0,30 mg/mL’ye; Bazal II’de 0,053 mg/mL’den 0,38
mg/mL’ye yiikselmistir. Fakat 48. saat itibariyle Bazal I besiyerinde artis hiz1 yiikselerek
0,59 mg/mL’ye ¢ikarken Bazal II besiyerinde 0,44 mg/mL olarak saptanmistir.
Fermantasyonun 72. saatinde Bazal | igin elde edilen biyokiitle verimi (0,73 £ 0,3 mg/mL)
Bazal II ‘ye (0,48 £ 0,01 mg/mL) kiyasla daha yiiksek olup, istatiksel olarak anlamli
farklilik géstermektedir (p<<0,05). Fermantasyon siiresince hiicre konsantrasyonu artisiyla
dogru orantili olarak elde edilen biyokiitle miktarlarinin da arttigi goriilmektedir.
Literatiir incelendiginde, sentetik besiyerleri kullanilarak S. cerevisiae ile gergeklestirilen
fermantasyonlarda biyokitle veriminin ortalama 0-5 mg/mL araliginda degistigi tespit
edilmistir [16,102]. Bu dogrultuda elde edilen biyokiitle verimlerinin de literatiirle

uyumlu oldugu goriilmektedir.

Fermantasyon siiresince iki fermantasyon ortaminda da 24 saat araliklarla pH degisimi
Olciilmiistiir. Bazal I i¢in inokiilasyonun ardindan 5,36 olan pH degeri 24. saatte 3,55
diismiistiir. Bazal II besiyerinde ise 24. Saatte pH degeri 5,27’den 3,19’a diistiigii tespit
edilmistir. Bazal I ve Bazal II besiyerinde 48. saate gelindiginde pH’lar sirasiyla 3,06 ve
3,07 degerlerindeyken, fermantasyon sonucunda Bazal I i¢in pH’s1 (2,97 £ 0,01) Bazal 11
pH’sina (3,07 + 0,01) kiyasla daha diisiikk oldugu gozlenmistir. Bazal 1 besiyerinde
fermantasyon boyunca dl¢ililen pH degisimleri Bazal II besiyerinden istatiksel olarak

anlamli farklilik gostermistir (p<0,05).

Fermantasyon siirecinde iiretilen protein miktarlar: (%w/w) incelendiginde 0-48. saatler

araliginda iki besiyeri i¢in de artis gézlenmistir. Fermantasyon sonucunda ise Bazal |
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besiyerinde (7,31+0,10), Bazal II besiyerine kiyasla daha yiiksek oranda protein
tiretilmistir (5,69 + 0,30).

Bazal I ortam1 Bazal II ortamu ile karsilastirildiginda fermantasyon sonucunda elde edilen
hicre konsantrasyonu (log (CFU/mL)), iiretilen protein miktar1 (%w/w) ve biyokitle
veriminin (mg/mL) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu farkin sebebinin
besiyerlerindeki seker ve azot konsantrasyonlarinin farkliligindan kaynaklandig: agiktir.
Bazal I besiyerinde, Bazal II’den farkli olarak D-Fructose (10 g/L) bileseni bulunmakla
beraber azot kaynagi olan (NH4)2S0Os4, 2 kat daha yiiksek konsantrasyonda yer almaktadir.
Bu sebeple gergeklestirilen fermantasyonda indirgen seker ilavesi ve azot kaynaginin
konsantrasyonunun arttirilmasinin hiicre gelisimine, biyokiitle verimine ve protein
tiretimine pozitif etki ettigi goriilmiistiir. Bu dogrultuda Bazal I besiyeri formiilasyonunun

S.cerevisiae gelisimini destekleyici bir besiyeri formiilasyonu olduguna karar verilmistir.

4.5. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklarinin Analizi

Calisma materyali olan elma, armut, nar, seftali ve siyah havug posalarinin
kompozisyonlari analiz edilmistir. Analiz edilen posalara ait kompozisyon bilgileri

Cizelge 4.5’te yer almaktadir
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Cizelge 4. 5. Calisma kapsaminda analiz edilen meyve suyu endiistrisi atiklarinin yiizde cinsinden nem, kiil, protein, ham lif ve indirgen seker

igerigi. Ayn siitiin icerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gore anlaml derecede farklidir, p<0.05.

Yas Meyve Posasi Nem (%o) Kl (%) Protein (%0) Ham Lif (%0) Indirgen Seker (%)
Elma 77,63+0,19° 0,49+0,02° 1,90+0,01¢ 8,81+0,72° 2,51+0,48°
Armut 46,17+2,31¢ 0,4620,02° 1,10£0,01f 24,97+2,05° 1,9740,13°
Nar Cekirdegi 55,21+1,23° 0,98+0,04° 6,00+0,1? 8,68+0,71° 6,07+0,36"
Nar Kabugu 71,77+0,32° 1,17+0,052 1,10+0,01" 4,56+0,37¢ 9,97+2,172
Seftali 78,930,182 0,49+0,02° 1,50+0,01° 11,95+0,98" 2,23+0,25°
Cilek 55,35+0,57¢ 0,99+0,04° 5,20+0,1° 12,77+1,05° 0,5+0,18¢
Kayis1 79,46+0,16° 0,90+0,04° 3,60+0,1° 3,13+0,26 8,43+1,34%
Siyah Havug 79,210,452 1,17+0,05° 3,40%0,1° 4,34+0,36¢ 1,4340,4°
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Cizelge 4.5 incelendiginde analizler sonucu meyve posalarinin nem igeriklerinin %46,17-
%79,46 araliginda degistigi tespit edilmistir. Yizde cinsinden nem igerigi en yiiksek
meyve posast ¢esitlerinin elma (77,63+0,19), nar kabugu (71,77£0,32), seftali
(78,93+0,18), kayist (79,46+0,16), siyah havug¢ (79,21+£0,45) posalarinin oldugu
gorulmektedir.Posalardaki kiil iceriginin yilizde cinsinden 0,46-1,17 araliginda oldugu
gorulmektedir. En yiiksek kiil igerigine sahip posalarin nar kabugu (1,17£0,05), siyah
havug (1,17+0,05), ¢ilek (0,99+0,04), nar ¢ekirdegi (0,98+0,04) ve kayis1 (0,90+0,04)
oldugu gorilmektedir .En diisiik kiil i¢erigine sahip posalarin ise ortalama %0,48 kil

icerigi ile elma, armut, seftali oldugu tespit edilmistir.

Posalardaki yiizde protein igeriginin %1,1- 6 araliginda degisim gosterdigi goriilmektedir.
Istatiksel olarak en yiiksek protein igerigine sahip posa tiitlerinin nar ¢ekirdegi (6,0+0,1)
ve ¢ilek (5,20+0,1) oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ve nar posasinda, ¢cekirdek kisminda
(6£0,1) kabuga (1,1+0,01) kiyasla daha yiikksek oranda protein bulundugu
gbzlemlenmistir. Literatiirde yapilan caligmalarda da buradan elde edilen sonuglari
destekler niteklikte olan sonuclara gore nar c¢ekirdeginde %7,17 oranda protein
bulunurken kabukta %3,8 oraninda protein bulundugu tespit edilmistir [103]. Posalar
arasinda en diisiik protein igerigine sahip olanlar armut ve nar kabugu olup (1,1+0,01)
aralarinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Ham lif icerikleri
incelendiginde degerlerin %3,13- %24,97 araliginda degistigi goriilmektedir. En yliksek
ham 1if igerigine sahip posalarin armut (24,97£2,05), cilek (12,77£1,05) ve seftali
(11,95+0,98), en diisiik lif igerigine sahip olanlarin ise kayis1 (3,13+0,26), siyah havug
(4,34£0,36) ve nar kabugu (4,56+0,37) oldugu tespit edilmistir. Literatiir incelendiginde
armut posasinin lignin, seliiloz ve hemiseliiloz icerigi sebebiyle diger posalara kiyasla

lifce daha zengin oldugu belirtilmektedir [104].

Posalarin toplam indirgen seker igerikleri incelendiginde en yiiksek indirgen seker
icerigine sahip posalarin nar kabugu (%9,97+2,17), kayis1 (8,43+1,34) ve nar ¢ekirdegi
(6,07+0,36) oldugu goriilmektedir. Literatiirde de ¢alismayla uyumlu olarak narda %10-
13 ve kayis1 posasinda %5,87 oraninda indirgen seker tespit edilmistir [105,106]. En
diisiik indirgen seker igerigine sahip posalar ise ¢ilek (0,5+0,18), siyah havu¢ (1,43+0,4),
armut (1,97+0,13), seftali (2,23£0,25), ve elmadir (2,51+0,48).
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Posalardaki D-glukoz, D-fruktoz, D-sorbitol ve stkroz profillerinin ayrintili olarak
belirlenmesi icin  HPLC-RID sistemi kullanilarak tanimlama ve miktar analizi
uygulanmistir. Bu analizde kullanilan glukoz, fruktoz, siikroz ve sorbitol standartlarinin
alikonma siireleri sirasiyla 8,5, 10, 15 ve 27 dakikadir. Bu dogrultuda posalarda
gerceklestirilen analiz sonuglari, standart D-glukoz, D-fruktoz, D-sorbitol ve stikroz
soliisyonlarin alikonma siireleri ile karsilastirilarak posalardaki siikroz, glikoz, fruktoz ve

sorbitol profilleri belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 7. Yas meyve posalarinda gerceklestirilen HPLC-RID analizinde standart seker

¢ozeltilerinin kromotogrami (a), 6rneklere ait seker kromotogramlari (b).

Glukoz ve fruktoz monosakkaritleri tiim posalarda tespit edilmistir. Elma posasi ve nar
kabugu disindaki diger posalarda ise sorbitol mevcuttur. Orneklerde siikroz pikleri 8.5
dakikada; glukoz pikleri 10. dakikada; fruktoz pikleri 15.dakikada; sorbitol pikleri ise 27.
dakikada gozlenmistir. Gergeklestirilen analiz sonucu yas meyve posalarinin sahip
olduklart monosakkarit kompozisyonuna dair ayrintil bilgi ise Cizelge 4.6’da verilmistir.
Buna gore glukoz agisindan en zengin posalar nar kabugu (5,08+0,97%), kayis1 (4,8+1%)
ve nar ¢ekirdegidir (3+0,19). Glukoz igerigi en diisiik olan posalar elma, seftali, ¢ilek ve
siyah havug olup bu ornekler arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir
(p>0,05).
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Cizelge 4. 6. Calismada analiz edilen yas meyve posalarinin kompozisyonunda bulunan

seker konsantrasyonlari (%).*

Yas Meyve Glukoz (%0) Fruktoz (%) Siuikroz (%) Sorbitol (%0)
Posasi
Elma 0,78+0,09° 1,72+0,39% ND 0,26+0,03%
Armut 0,65+0,07° 1,32+0,07% 0,26+0,03% 0,38+0,05%
Nar Cekirdegi  3,00+0,19° 3,06+0,17%° 0,17+0,01¢ ND
Nar Kabugu 5,080,972 4,89+1,20° ND ND
Seftali 0,97+0,04° 1,26+0,21% 0,5620,03" 0,08+0,01°
Cilek 0,24+0,09° 0,26+0,09° 0,12+0,01¢ ND
Kayisi 4,8+1,00 3,63£0,34% 1,400,12° 0,68+0,43?
Siyah Havug 0,78+0,19¢ 0,65+0,21% 0,62+0,27° ND

*Aynt siitlin igerisinde bulunan 6rnek gruplarinda kendi igerisinde farkli harflere sahip degerler

(ortalama + SD, n=3) Tukey testine gore anlamli derecede farklidir, p<0.05.

Fruktoz igerigi yiiksek posalar ise yine ayni sekilde nar kabugu (4,89+1,2%), kayist
(3,63£0,34%) ve nar ¢ekirdegidir (3,06£0,17%). Fruktoz konsantrasyonu en diisiik
posalarin ise elma, armut, seftali, ¢ilek ve siyah havug oldugu, aralarinda istatiksel olarak
anlaml fark bulunmadigi tespit edilmistir (p>0,05). Elma ve nar kabugunda analiz
sonucunda siikroz sekeri tespit edilmemistir. Bununla beraber siikroz miktar1 istatiksel
olarak en yiiksek posanin kayisi (1,40£0,12%) oldugu sonucuna ulasilmigtir. Stikroz
icerigi en diisiik olanlar ise armut, nar ¢ekirdegi ve cilektir. Nar ¢ekirdegi, nar kabugu,
cilek ve siyah havug posalarinda sorbitol bulunmadigi tespit edilmistir. Bununla beraber
elma, armut, ve kayisida istatiksel olarak benzer oranlarda sorbitol bulundugu tespit
edilmistir (p>0,05).

Yapilan analizler kapsaminda posalarin igerigini olusturan temel bilesenlerin sirasiyla
ham lif, indirgen seker ve protein oldugu goriilmektedir. Nar ¢ekirdegi, nar kabugu ve

kayis1 yas posalari kiil, protein ve indirgen seker agisindan; elma, armut ve seftali posalari
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ham lif agisindan zengin kaynaklar olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu dogrultuda nar ¢ekirdegi,
nar kabugu, kayisi, elma, armut ve seftali yas posalar1 bilesen ekstraksiyonunda
kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu sdylenebilir. Bununla beraber nar ¢ekirdegi,
nar kabugu ve kayisi yas posalarinin S. cerevisiae tarafindan fermente edilebilen zengin
bir indirgen seker igerigine sahip olmasi, onlar1 biyoproses islemlerinde ideal karbon
kaynaklar1 yapmaktadir [12]. Meyve suyu endiistrisi atiklarindan olan posalarin yeni gida
ve gida bilesenleri iiretiminde yonelik potansiyellerinin degerlendirilebilmesi igin
kompozisyonlarinin analiz edilmesi elzem nitelik tasimaktadir. Bu bolim, gelecekteki
meyve posalarinin karakterizasyonuna dair ¢calismalara katki saglandigi gibi, ¢calismanin
devaminda mikrobiyal protein iretimi i¢in fermantasyonda kullanilacak besiyeri

formiilasyonunu olusturmada temel olarak kullanilacaktir.

4.6. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklari ile Besiyeri Formiilasyonunun Olusturulmasi

Meyve suyu endistrisi atiklari ile biyoproses uygulanarak, fermantasyon yoluyla
mikrobiyal protein iiretimi amaciyla S. cerevisiae gelisimini destekleyici bir besiyeri
formilasyonu hazirlanmasi hedeflenmistir. Bu besiyerinde kullanilacak yas posa
cesitlerinin belirlenmesi i¢in posalara ait Cizelge 4.5’de yer alan indirgen seker miktarlar
esas alinmistir. Bu dogrultuda elma, armut, nar ¢ekirdegi, nar kabugu, seftali, cilek ve
kayist posalari ile ¢alisilmaya karar verilmistir. Ayrica, meyve suyu iiretim prosesinde,
hasat takviminde (Cizelge 4.7) ayn1 donemde islenen meyve gesitlerinden elde edilen
farkli yas posa c¢esitlerinden eszamanli bir sekilde atiklarin biyolojik olarak
degerlendirilmesinin gerceklestirilebilmesi i¢in posalardan karigimlar olusturulmustur.
Bu dogrultuda elma ve armut posasindan (%50-50, w/w) ; nar kabugu ve nar ¢ekirdegi
posasindan (%50-50, w/w); kayis1 ve ¢ilek posalarindan (%70-30, w/w) karisimlar
olusturulmustur. Fermantasyonda tek c¢esit posa kullanilarak hazirlanan besiyerinin
mikrobiyal protein Uretimine etkisinin incelenmesi icin de seftali posasi tek basina

kullanilmastir.
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Cizelge 4. 7. Calisma kapsaminda mikrobiyal protein liretimi amaciyla fermantasyonda besiyeri hazirlanmasinda kullanilacak yas posalara ait
meyvelerin hasat takvimi [107].
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Karigimlarda posalara ait yiizdelerin belirlenmesinde yas posalarin sahip olduklar1 ve S.
cerevisiae gelisimi i¢in temel karbon kaynaklar1 olan, indirgen seker igerikleri goz 6niine
almmistir [12,17]. Yas posalarin kompozisyonlarma dair analiz sonuglarini igeren
Cizelge 4.5 incelendiginde ayn1 dénemde hasat edilen elma ve armut meyvelerine ait
posalarin indirgen seker icerikleri benzerdir (p>0,05), bu sebeple olusturulacak karigimda
iki posa ¢esidinden de %50 (w/w) oraninda kullanilmasina karar verilmistir. Ayni
donemde islenen kayisi ve cilek meyvelerine ait posalarda, kayisi posasinin indirgen
seker icerigi cilege gore yiiksektir. Bu sebeple kayisi ve ¢ilek posalarindan sirasiyla %70
(w/w) ve %30 (w/w) oranlarinda alinarak bir karisim olusturulmasina karar verilmistir.
Siyah havug posasinin diisiik indirgen seker igerigine sahip olmasi sebebiyle kullanilmasi
tercih edilmemistir. Nar hasadi sonucu elde edilen nar kabugu ve nar g¢ekirdegi
posalarindan da %50 (w/w) oraninda alinarak bir karisim olusturulmasina karar

verilmigtir.

Boliim 4.4°te gerceklestirilen analizler sonucunda Bazal I besiyeri formiilasyonunun S.
cerevisiae gelisimini destekleyici bir fermantasyon ortami olduguna karar verilmistir. Bu
sebeple meyve suyu endiistrisi atiklar kullanilarak gergeklestirilecek fermantasyonlarda

Baza | besiyeri kompozisyonu, besiyeri formulasyonu olusturulurken kullanilmustir.

Bazal I besiyeri formiilasyonunda yer alan indirgen seker kaynaklarindan olan D-Glukoz
ve D-Fruktoz konsantrasyonlarini karsilayacak oranda besiyerine eklenmesi gereken yas
posa konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Hesaplanan miktarlar kullanilarak yas posalar ve
saf su ile olusturulan besiyerlerinde elma-armut (%50-50, w/w) karisimi ve seftali
posalarmin yiiksek viskoziteye sahip besiyerleri olusturdugu gézlemlenmistir. YUksek
viskoziteye sahip besiyerleri fermantasyon sirasinda karistirmada zorluk yaratmakta ve
dolayisiyla oksijen transferini etkilemektedir. Ayrica fermantasyon ortaminda "6li
bolgeler" olarak adlandirilan bolgelerin olugsmasina sebep olmakta ve fermantasyonda
iiretim veriminin diismesine neden olmaktadir [108]. Bu sebeple fermantasyonda
besiyerine eklenen elma-armut karisimi ve seftali posalarina ait miktarlar azaltilarak,
gozlenen viskozitenin azaltilmasi boylelikle fermantasyon sirasinda 6lii bolgelerin
olusumunun engellenmesi hedeflenmistir. Ve besiyerinde temel indirgen seker kaynagi

olan yas posalarin miktarinin azaltilmasinin, S. cerevisiae gelisimini etkilememesi igin
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elma-armut ve seftali posalar1 kullanilarak olusturulan besiyerlerinde, azaltilan miktari

karsilayacak oranda D-Glukoz ve D-Fruktoz bilesenleri eklenmistir.

Cizelge 4. 8. Meyve suyu endistrisi atiklar1 olan yas posalar ile saf su kullanilarak
olusturulan besiyerlerindeki yas posalarin ve besiyerine eklenen D-Glukoz ve D-Fruktoz

bilesenlerinin konsantrasyonlar1 (g/L).

Besiyerine Besiyerine Besiyerine
Eklenen Yas Eklenen Eklenen
Besiyeri Icerigi Posa Kons.  D-Glukoz Kons. D-Fruktoz
(g/L) (g/L) Kons.
(9/L)
Elma-Armut 352,113 7,50 4,65
(9%50-50, wiw)
Nar Kabugu-Nar Cekirdegi 251,26 - -
(%50-%50, wiw)
Seftali 257,732 7,50 6,75
(%100, wiw)
Kayisi-Cilek 381,68 - -

(%70-30, wiw)

Yapilan analizler ve bunlarin degerlendirilmesi sonucunda meyve suyu endiistrisi atiklari
kullanilarak mikrobiyal protein iretimi amaciyla olusturulan, S. cerevisiae gelisimini
destekleyici model formilasyona ait bilgi Cizelge 4.8’de yer almaktadir. Elde edilen
formiilasyonda, farkli meyve posasi kombinasyonlarindan olusturulan besiyerlerindeki
yas posa konsantrasyonlari, posalarin indirgen seker analizi ve bazal besiyeri analiz
sonuglarma bagl olarak farklilik gostermektedir. Cizelge 4.8’de verilen karisim
miktarlar1 g6z Oniine alindiginda, farkli besiyerlerine eklenen bilesenlerin igeriginin

degisiklik gdosterdigi, buna gore kayisi-cilek karisiminin en yiiksek yas posa

84



konsantrasyonuna (381,68 g/L) sahip oldugu goriilmektedir. Nar kabugu-nar ¢ekirdegi ve
kayisi-¢ilek karigimlarinin ortalama indirgen seker igeriklerinin sirasiyla %8,02 ve %6,05

olmasi nedeniyle besiyerlerine D-glukoz ve D-fruktoz eklenmemistir.

4.7. Meyve Suyu Endiistrisi Atiklar1 Kullanilarak Olusturulan Besiyerlerinde

Fermantasyon

Cizelge 4.8’de olusturulan besiyeri formiilasyonu kullanilarak elma-armut (%50-50,
w/w) ; kayist ve ¢ilek posalarindan (%70-30, w/w), seftali (%100, w/w) ve nar kabugu-
nar g¢ekirdegi (%50-50, w/w) yas posalarindan olusan 4 ¢esit besiyerinde, 500 mL
hacimde 9763, HUF16M2K10004 ve HUF16M3G11088 izolasyon kodlu suslar ile
Bolim 3.2.7°de belirtildigi sekilde inokulum hazirlanarak ve ayri ayri inokulasyon
yapilarak 160 rpm’de 28°C’de 72 saat boyunca fermantasyon gergeklestirilmistir.
Gergeklestirilen  fermantasyon boyunca butin  orneklerde  biyolojik  (hiicre
konsantrasyonu ve biyokiitle verimi) ve fizikokimyasal (pH ve protein miktari)

parametrelerin degisimi izlenmisgtir.

Sekil 4.8’de elma-armut (%50-50, w/w) besiyerinde suslarin 160 rpm’de 28°C’de 72
saatlik fermantasyon boyunca 24 saat araliklarla 6l¢timii gergeklestirilen biyolojik (hicre
konsantrasyonu ve biyokiitle verimi) ve fizikokimyasal (pH ve protein miktari)
analizlerin sonuglar1 goriilmektedir. Inokiilasyonun ardindan “log (CFU/mL)” cinsinden
hiicre konsantrasyonlar1 9763, HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslar i¢in
sirasiyla 6,88+0,02, 5,76+0,06 ve 5,83+0,04 olan degerler 24. saate gelindiginde artarak
7,03£0,01, 7,14+0,03 ve 6,95+0,02 degerlerine ulastig1 goriilmiistiir. Fermantasyonda (i¢
sus i¢cin de 24-48. saat aralig itibariyle hiicre gelisiminin yavasladigi ve duragan faza
girildigi gorulmektedir. Fermantasyon sonucunda 72. saate gelindiginde ise 9763,
HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslar igin hiicre konsantrasyonu “log
(CFU/mL)” cinsinden sirasiyla 6,97+0,06, 7,12+0,03 ve 6,96+0,01 degerlerine ulagmistir.
Fermantasyon sonucunda HUF16M2K10004 kodlu sus, 9763 kontrol susu ve
HUF16M3G11088 kodlu susa kiyasla istatiksel olarak daha yuksek hiicre

konsantrasyonuna ulastigi tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4. 8. Elma(%50)-Armut(%50) besiyerinde 9763 (A), HUF16M2K10004 (B) ve HUF16M3G11088 (C) izolasyon kodlu suslarla

gerceklestirilen fermantasyon boyunca analiz edilen hiicre sayis1 (CFU/mL), pH, iiretilen protein miktar1 (%) ve biyokiitle verimi (mg/mL) degisimi
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Fermantasyon boyunca 9763, HUF16M2K10004 ve HUF16M3G11088 izolasyon kodlu
suslara ait besiyerlerinde 0-48. saatler araliginda biyokiitlede artig gozlenerek sirasiyla
5,72+0,17, 6,51+£0,3 ve 6,57+0,56 mg/mL biyokiitle verimleri elde edilmistir. Ardindan
72. saate gelindiginde iiretilen biyokiitle miktar1 azalarak, sirasiyla 5,01+0,14, 5,7+0,6,
5,23£0,84 mg/mL degerlerine ulasmistir. Literatirde meyve atiklarindan olusan
besiyerinde S. cerevisiae ile 30°C’de 96 saat boyunca gerceklestirilen fermantasyon
sonucunda 6,00 + 0,4 mg/mL biyokiitle verimi elde edildigi bildirilmistir [109]. Bu
dogrultuda 48. ve 72. saatte tespit edilen biyokiitle verimlerinin literatiirle uyumlu oldugu
goriilmektedir. Biyokiitle veriminin 48. saatin ardindan azalmasinin sebebi Boliim 4.3°te
tartisildig1 iizere ortamda bulunan S. cerevisiae gelisimi ig¢in gerekli olan karbon

kaynaklarinin tiikkenmeye baslamasindan kaynaklaniyor olabilir.

Besiyerinde meydana gelen pH degisimi incelendiginde, 9763, HUF16M2K 10004 ve
HUF16M3G11088 izolasyon kodlu suslarla gergeklestirilen fermantasyonda baslangigta
sirastyla 4.34+0.01, 4.29+0.01 ve 4.36+0.01 olarak olgiilen pH degerlerinin 24. saate
gelindiginde diiserek sirastyla 4,04+0,01 ,4.03+0.03 ve 4.12+0 degerlerine ulastig1 tespit
edilmistir. Fermantasyon boyunca pH diislisii devam ederek, 72. saate gelindiginde
besiyeri pH’lar1 sirastyla 3,84+0,01, 3,76+£0,01 ve 3,92+0,01 olarak oOl¢lilmiistiir.
Fermentasyon sonucunda elde edilen pH degerleri istatiksel olarak birbirinden anlaml
farklilik gostermekle beraber (p<0,05), en diisiik pH degeri HUF16M2K 10004 kodlu sus
ile calisildiginda elde edilmistir.

Fermantasyon  siiresince  iiretilen protein  miktar1  incelendiginde, 9763,
HUF16M2K10004 ve HUF16M3G11088 izolasyon kodlu suslara ait ortamlarda
baslangictaki protein miktarlari sirasiyla 1,51+0,08, 2,16£1,51 ve 2,31+0,18 (%w/w)
olarak tespit edilmistir. Fermantasyonda 48. saate gelindiginde {iretilen protein
miktarlarinda 9763, HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslarda yaklasik
%1 (2,194£0,08), %3 (5,00+0,1) ve %2 (4,02+0,05) oraninda artis goézlenmistir.
Literatiirde elma posast kullanilarak hazirlanan besiyerinde S. cerevisiae kullanilarak
25°C’de 7 giin boyunca gergeklestirilen fermantasyon sonucunda %5,0+0,1 iiretilen
protein miktari tespit edilmistir. Bu dogrultuda ¢alismada HUF16M2K 10004 kodlu sus

kullanilarak tespit edilen protein miktarinin literatiirle uyumlu oldugu sdylenebilir [110].
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Sonug olarak elma-armut (%50-50, w/w) besiyerinde 9763, HUF16M2K10004 ve
HUF16M3G11088 izolasyon kodlu suslar ayr1 ayri kullanilarak 160 rpm’de 28°C’de 72
saat boyunca gergeklestirilen fermantasyonda, ii¢ sus i¢in de en yiiksek hiicre
konsantrasyonu, biyokiitle verimi ve iiretilen protein miktarlarina 48. saatte ulagilmistir.
Bununla beraber HUF16M2K10004 kodlu susun 9763 ve HUF16M3G11088 kodlu
suglara kiyasla daha yiiksek hiicre konsantrasyonuna ulastigi, protein Uretme

kapasitesinin ve biyokdtle veriminin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Kayisi-Gilek (%70-30, w/w) besiyerinde 9763, HUF16M2K10004 ve HUF16M3G11088
izolasyon kodlu susglarla 160 rpm’de 28°C’de 72 saatlik fermantasyon boyunca 24 saat
araliklarla 6l¢iimii gergeklestirilen biyolojik (hiicre konsantrasyonu ve biyokiitle verimi)
ve fizikokimyasal (pH ve protein miktar1) analizlerin sonuglart Sekil 4.9°da
gorulmektedir. Hiicre konsantrasyonlar1 degisimleri incelendiginde, li¢ susta da 0-24.
saatler araliginda artis gozlenmistir. Fermantasyonda 9763, HUF16M2K10004 ve
HUF16M3G11088 kodlu suslar i¢in 24. saatin sonucunda hiicre konsantrasyonlar1 “log
(CFU/mL)” cinsinden sirasiyla 6,97£0,02, 7,09+0,09 ve 7,13+0,02 olarak tespit
edilmistir. Ardindan 48. saatte degerlerin sirasiyla 7,19+0,01, 6,99+0,01 ve 7,13+0,02’ye
ulastig1 goriilmektedir. Bu dogrultuda HUF16M2K 10004 kodlu susun 24. saatten sonra
duragan faza ve ardindan 6liim fazina girmeye basladigi; HUF16M3G11088 kodlu susun
ise duragan faza girdigi sOylenebilir. Fermantasyon sonucunda hiicre konsantrasyonlari
“log (CFU/mL)” cinsinden karsilastirildiginda ise en yiiksek gelisimi 9763 kodlu kontrol
susu (7,15+0,01) ve HUF16M3G11088 (7,11+0,01) kodlu sus gostermistir.
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Sekil 4. 9. Kayis1(%70)-Cilek(%30) besiyerinde 9763 (A), HUF16M2K10004 (B) ve HUF16M3G11088 (C) izolasyon kodlu suslarla

gergeklestirilen fermantasyon boyunca analiz edilen hiicre sayis1 (log CFU/mL), pH, iiretilen protein miktari (%w/w) ve biyokiitle verimi (mg/mL)

degisimi.
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Fermantasyon sirasinda elde edilen biyokiitle verimleri (mg/mL) incelendiginde 9763,
HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslar i¢in baslangigta sirasiyla
12,19+0,36, 6,61+0,09 ve 15,77+0,34 mg/mL olan degerlerin 24. saate gelindiginde
artarak 12,79+0,54, 8,29+0,36 ve 15,64+0,25¢ ulastig1 tespit edilmistir. Fermantasyonda
24. saatten sonra 9763 ve HUF16M2K 10004 kodlu suslarda biyokiitle veriminde degisim
gozlenmezken, HUF16M3G11088 kodlu susta ise fermantasyon boyunca biyokutle
veriminde degisim meydana gelmemistir. Fermantasyon sonucunda 9763,
HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslara ait tespit edilen biyokutle
verimleri sirastyla 12,71+0,18 , 8,47+£0,02 ve 15,28+0,61 mg/mL’dir.

Fermentasyonda olgiilen pH degisimlerinde inokiilasyonun ardindan 9763,
HUF16M2K10004 ve HUF16M3G11088 suslar icin pH degerlerinin sirasiyla 3.73+0.02
3,7240,01, 3,70+£0,01’den 3,66+0, 3,65+0,01 ve 3,63+£0,01’¢ diistiigli gozlemlenmistir.
Degerlerin {i¢ sus i¢in de 24. saatten sonra artis gosterdigi tespit edilmistir. Fermantasyon
sonucunda ise pH degerleri sirastyla 3,74+0,01, 3,74+0,01 ve 3,71+0,01 dir.

Fermantasyon ortaminda firetilen protein miktarlar1 incelendiginde O0.saatte 9763,
HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 izolasyon kodlu suslar i¢in sirastyla 9,34+0,92,
7,08+0,27 ve 14,47+0,17 (%w/w) oldugu tespit edilmistir. Fermantasyonda 48. saate
gelindiginde HUF16M2K10004 kodlu susta iretilen protein miktarinin %2 arttigi
(9,34+0,09) tespit edilmisgtir. Ancak 9763 ve HUF16M3G11088 kodlu suslarda
fermantasyon siresince analiz edilen protein miktarlari, baslangicta 6l¢iilen degerlerin

altinda kalmistir.

Kayisi-gilek (%70-30, w/w) besiyerinde pH degerlerinin 24. saatten itibaren arttigi
gozlenmistir. Literatiirde S. cerevisiae ile beyaz {iziim siras1 kullanilarak olusturulan
besiyerinde 20°C’de 160 saat boyunca gergeklestirilen fermantasyonda 0-50. saat
araliginda pH degerlerinin 3,32’den 3,14’e diistiigii, ardindan degerlerin fermantasyon
boyunca yiikseldigi ve 3,29 degerine ulastigt gozlenmistir [111]. Degerlerdeki bu
yukselisin ayni zaman araligindaki etanol konsantrasyonu artisindan kaynaklandigi
bildirilmistir. Buradaki ¢alismada fermantasyon ortaminda etanol 6l¢iimii yapilmamakla

beraber pH 6l¢lim profilinin benzerligi nedeni ile ortamda etanol inhibisyonu olabilecegi
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yorumlanmistir. Ayrica literatiirde %5, 10 ve 20 oranlarinda kayisi posasi kullanilarak
olusturulan besiyerlerinde biyoetanol {iretimi amaciyla 30 °C'de 72 saat siireyle
fermantasyon gerceklestirilmis ve kayisi posasindan besiyeri formiilasyonu
olusturulmadan o6nce %1 oraninda silfirik asit ve seliilaz enzimi kullanilarak
lignoseliilozik icerigin degredasyonu i¢in 6n islem uygulanmistir [112]. Bu ¢alismada ise
elde edilecek proteinin gida amaclh kullanimi hedeflendiginden lignoseliilozik igerigin
degredasyonu i¢in yalnizca mekanik olarak bir par¢alama islemi kullanilmistir. Bununla
beraber meyve posasiyla gerceklestirilen fermantasyonda yiiksek viskozite sebebiyle
oksijen transferinin etkilenecegi ve fermantasyon veriminin diisebilecegi bildirilmistir
[108]. Ayrica bir baska arastirmada S. cerevisiae ile gergeklestirilen fermantasyonda
kullanilan substratin viskozitesinin hiicre morfolojisine etki ettigi ve mikroorganizma
gelisiminde stres yaratabilecegi tespit edilmistir [113]. Bu durumda, kayisi-gilek (%70-
30, w/w) besiyerinde lignoseliilozik degredasyonun saglanmasi i¢in yapilan islemin
yetersiz kalmasi veya besiyerin viskoz yapida olmasi nedeniyle S. cerevisae suslarinin
gelisiminin etkilenmesi sonucunda suslarin karbon kaynaklarini kullanabilecegi uygun
kosullar olusmadigi yorumu yapilabilir. Dolayistyla, bu kosullar 9763 ve
HUF16M3G11088 kodlu suslar icin bir stres faktorii olusturarak fermantasyonda
beklenen sekilde protein ve biyokiitle iiretiminin gergeklesmemesine neden oldugu
seklinde aciklanabilir. Fakat olas stres faktorlerine HUF16M2K 10004 kodlu susun diger

suslara kiyasla daha iyi adapte oldugu gézlenmistir.

Seftali besiyerinde 9763, HUF16M2K10004 ve HUF16M3G11088 izolasyon kodlu
suglarla 160 rpm’de 28°C’de 72 saat boyunca gercgeklestirilen fermantasyonda 24 saat
araliklarla 6l¢iimii gergeklestirilen biyolojik (hiicre konsantrasyonu ve biyokiitle verimi)
ve fizikokimyasal (pH ve protein miktar1) analizlerin sonuglar1 Sekil 4.10°da
gorilmektedir. Bu besiyerinde ti¢ sus igin de inokilasyondan sonra 24. saate gelindiginde
hiicre konsantrasyonlar1 artis gostererek “log (CFU/mL)” cinsinden ortalama 7,6’ya
ulasmistir. Ug sus da 24. saatin ardindan duragan faza girmistir. Fermantasyonda 72.
saatin sonuna gelindiginde “log (CFU/mL)” cinsinden en yuksek hiicre konsantrasyonu
sirastyla 9763 (7,73%0,01) kodlu susta tespit edilmistir.

91



4,0+ 8,0 - 3,0 10 4.0 8,0+ r3,0 - 10
L9
Fo
7,5 F25
7,5 25
—_ | R Y-
384 T T 8 TE' 38 = 3 -
) 2 £ 704 55 =3
2.0 =) £ 3
£ 03 3 g
5701 8 E 5 8 E
- - 2 £ KF = = e Lz
o L o [} L c o
g § = . s g
g _1'5§ 6 $ -] 1 _152 L6 3
36 = 65+ a % = 3,6 a ES
o o
F1,0 L5 6.0 F1.0 L5
6,0
4 4
34~ T T T T 0,5 34- 55 T T T T 05
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Zaman (Saat) Zaman (Saat)
C
4,0 8,0 - r3.0 10
L9
7.5 F25
3,8 1 - L8 _El
ey 2 E
€ 7.0 F20 3 =)
5 £ [, €
2 S s | e
g 3 3
6.5 F15% =
K- = lse ©
3,6 1 o 2>
o
6,0 F1.0 F5
—a— |og(CFU/mL)
—e—pH
L4 oy
34 55 . . . . 05 —r— P_rotenp (%w/w)
0 20 40 60 80 —a— Biyokdtle (mg/mL)

Zaman (Saat)

Sekil 4. 10. Seftali besiyerinde 9763 (A), HUF16M2K 10004 (B) ve HUF16M3G11088 (C) izolasyon kodlu suslarla gergeklestirilen fermantasyon

boyunca analiz edilen hiicre sayisi (CFU/mL), pH, iiretilen protein miktar1 (%w/w) ve biyokiitle verimi (mg/mL) degisimi.
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Fermantasyon siiresince 9763, HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslarda
besiyerindeki biyokiitle verimi degisimi incelendiginde, fermantasyon baslangicinda
sirastyla 4,13+0,14, 7,95+0,05 ve 7,02+0,77 mg/mL olan degerlerin 24. saatte artarak
5,77+0,16, 9,41+£0,16 ve 9,11+0,52 mg/mL’ye ulastig1 goriilmektedir. Suslarda biyokiitle
verimlerinde genel olarak artig gozlenmekle beraber, artis hizi hiicre konsantrasyonu
gelisimi ile dogru orantili olarak, 48. saat itibariyle suslarin duragan faza girmesi
sebebiyle giderek yavaslamistir. Fermantasyon sonucunda elde edilen biyokiitle verimleri
(mg/mL) sirasiyla 5,88+0,19, 9,17+0,05 ve 9,68+0,21 olmakla beraber, istatiksel olarak
en yiiksek biyokiitle verimine sahip sus HUF16M3G11088 kodlu sustur (p<0,05).

Besiyerindeki pH degisimi incelendiginde 9763, HUF16M2K10004 ve
HUF16M3G11088 kodlu suslar i¢in baslangigta sirasiyla 3,97+0,01, 3,86+0 ve 3,94+0,01
olan pH degerlerinin 24. saatte azalarak 3,71+0,04, 3,59+0 ve 3,52+0,01’e diistigi

gozlemlenmistir. Ardindan pH degerlerinde 48. saat itibariyle artis gézlenmistir.

Fermantasyon siiresince {iretilen protein miktarlari  (%w/w) incelendiginde
inokiilasyonun ardindan protein degerlerinin sirasiyla 1,4+0,96, 2,31+0,94 ve 1,98+0,9
iken 24. saate gelindginde 1,53%0,59, 2,2+0,63 ve 2,24+0,59’a ulastig1 goriilmektedir.
Fermantasyonda 9763 ve HUF16M3G11088 kodlu suslarda 48. saate gelindiginde
iretilen protein miktarlar1 yaklasik %1 (w/w) civarinda artis gostererek sirasiyla
2,11+0,59 ve 2,41+0,27 degerlerine ulagsmistir. Fermantasyonda 0-48. saatler araliginda
HUF16M2K10004 kodlu susta ise iiretilen protein miktarinda degisim olmadigi ve
ardindan 48-72. saat araliginda azaldigi gézlemlenmistir. Fermantasyon sonucunda en
yuksek protein iiretimine sahip sus ise HUF16M3G11088 (2,19+0,24) kodlu sus

olmustur.

Seftali besiyerinde 9763, HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslarin 24.
saat itibariyle duragan faza girdigi ve ortamin pH degerlerinin arttig1 goriilmektedir.
Bununla beraber 9763 ve HUF16M3G11088 kodlu suslarda iiretilen protein miktarlarinin
48. saatte en yiiksek degere ulastifi ardindan azalmaya basladigr goriilmektedir.

Fermantasyonda pH degerlerindeki yiikselis, kayisi-Gilek (%70-%30, w/w) besiyerinde
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de bahsedildigi lizere etanol konsantrasyonu artisindan kaynaklaniyor olabilir. Benzer
sekilde besiyeri viskozitesinin yiiksek olmasi sebebiyle hiicre gelisimi iizerinde olusan
stres de sus gelisimini, protein ve biyokiitle verimini etkilendigi seklinde yorumlanabilir.
Bununla beraber literatiirde benzer bir durum incelendiginde ise, papaya meyvesi
kabuklarindan olusturulan besiyerinde karigik maya ve bakteri suslart kullanilarak
25°C’de 168 saat boyunca gerceklestirilen fermantasyonda iiretilen protein miktarinin
fermantasyon boyunca azalis gosterdigi ve bu durumun ortamda hiicre gelisimi igin
besleyici bilesenlerin azalmasindan veya hiicre kiiltliriiniin yaglanmas1 ve otolizinden
kaynaklandig1 bildirilmistir [114]. Sonug olarak, 9763 ve HUF16M3G11088 kodlu
suslarda olusan stres faktoriine ragmen protein iiretiminde artig gozlenirken, ortamdaki
besleyici bilesenlerin azalmasi sebebiyle artisin yavagladigi, HUF16M2K10004 kodlu
susun ise stres faktorlerinden etkilenerek fermantasyonda beklenen sekilde protein ve

biyokiitle tiretiminin ger¢eklesmemesine neden oldugu yorumu yapilabilir.

Sekil 4.11’de nar kabugu-nar ¢ekirdegi (%50-50, w/w) besiyerinde 9763,
HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 izolasyon kodlu suslarla 160 rpm’de 28°C’de
72 saat boyunca gerceklestirilen fermantasyonda 24 saat araliklarla 6l¢limii
gerceklestirilen biyolojik (hiicre konsantrasyonu ve biyokditle verimi) ve fizikokimyasal
(pH ve protein miktari) analizlerin sonuglari Sekil 4.8’de goriilmektedir. Bu besiyerinde
baslangictaki  hiicre = konsantrasyonlart  “log (CFU/mL)” cinsinden 9763,
HUF16M2K10004 ve HUF16M3G11088 izolasyon kodlu suslar igin sirasiyla 6,3£0,05,
6,26+0,01 ve 6,04+0,06 iken 24. saatte artarak 6,81+0,01, 6,78+0,01 ve 6,55+0,03
degerlerine ulasmistir. Suslarda hiicre konsantrasyonlarindaki artisin 48. saate kadar
devam ettigi dikkat c¢ekmektedir. Bu dogrultuda 48. saate gelindiginde hiicre
konsantrasyonlar1 sirastyla 7,00+0,03, 6,89+0,01 ve 6,65+0,04 degerlerine ulastig1 ve 48.
saatin ardindan ili¢ susun da duragan faza girdigi gozlemlenmistir. Fermantasyon
sonucunda, 9763, HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 izolasyon kodlu suslar i¢in
hiicre konsantrasyonlart “log (CFU/mL)” cinsinden sirasiyla 6,99+0,02, 6,92+0,07 ve
6,66+0 olarak tespit edilmistir. Bu dogrultuda fermantasyon sonucunda 9763 (6,99+0,02)
ve HUF16M2K10004 (6,92+0,07) kodlu suslar en yiiksek hiicre konsantrasyonuna
sahiptir.
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Sekil 4. 11. Nar kabugu-nar ¢ekirdegi (%50-50, w/w) besiyerinde 9763 (A), 16M2K 10004 (B) ve 16M3G11088 (C) izolasyon kodlu suslarla
gerceklestirilen fermantasyon boyunca analiz edilen hiicre sayis1 (log CFU/mL), pH, iiretilen protein miktari (%ow/w) ve biyokiitle verimi (mg/mL)

degisimi.



Fermantasyonda baslangicta 9763 kodlu sus i¢in 32,36+0,82 mg/mL olan biyokiitle
verimi 24. saate gelindiginde artarak 33,12+2,73 mg/mL’ye ulagsmistir. Fermantasyon
boyunca HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslarin biyokiitle verimlerinde
dalgalanmalar gozlenmistir. Bununla beraber 9763 kodlu susta 24. saatin ardindan
biyokiitle verimlerinde degisim gdzlenmemistir. Fermantasyon sonucunda ise istatiksel
olarak en yiiksek (p<0,05) biyokiitle verimi 9763 kodlu kontrol susu kullanilarak elde
edilirken (33,14+0,81 mg/mL), HUF16M2K10004 (26,13+0,1 mg/mL) ve
HUF16M3G11088 (25,51+0,55 mg/mL) izolasyon kodlu suslara ait biyokiitle verimleri

birbirinden anlamli fark géstermemektedir (p>0,05).

Besiyerinde meydana gelen pH degisimleri incelendiginde ii¢ susta da genel olarak
fermantasyon boyunca pH’da diisiis gozlemlenmistir. Fermantasyon sonucunda istatiksel
olarak en diisiik pH degerine HUF16M2K10004 (3,34£0,01) izolasyon kodlu sus ile
ulagilmistir (p<0,05). Baslangigta 9763, HUF16M2K10004 ve HUF16M3G11088
izolasyon kodlu suslara ait pH degeri sirasiyla 3,54+0,01, 3,50+0,01 ve 3,56+0,01 iken,
72. saatin sonunda Ol¢iilen pH degerleri sirastyla 3,38+0,01, 3,34+0,01 ve 3,41+0,01

olarak tespit edilmistir.

Suslarda fermantasyon boyunca hiicre gelisimiyle uyumlu olarak iiretilen protein
miktarinda artis oldugu goriilmektedir. Baslangicta 9763, HUF16M2K10004 ve
HUF16M3G11088 izolasyon kodlu suslar kullanilarak olglilen protein miktarlar
19,41+0,03 , 14,60+0,01 ve 18,53+0,1 (%w/w) iken, artis gostererek 24. saate
gelindiginde 21,55+0,03, 18,48+0,08 ve 21,9+0,43 (%w/w) degerlerine ulasmuistir.
Ardindan 48. saate gelindiginde 9763 kodlu susta iiretilen protein miktarinda artig devam
ederek 23,23+0,31°¢ (%w/w) ulasmistir. HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 kodlu
suslarda ise 48-72. saatler araliginda iiretilen protein miktarlarinda dalgalanmalar oldugu
gorilmektedir . Bununla beraber fermantasyon sonucunda en yiksek protein Gretimine
sahip suslarin 9763 (23,52+0,1) ve. HUF16M3G1108 (21,45+0,18) kodlu suslar oldugu
gozlemlenmistir. Literatiirde nar meyvesi atiklart kullanilarak S. cerevisiae ile 25°C’de
240 saat boyunca gerceklestirilen fermantasyonda Uretilen protein miktarinin 96. saatte
en yiiksek degere ulasarak 9,64+ 1,22% seklinde tespit edildigi bildirilmistir [98]. Buna
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gore, 9763, HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 izolasyon kodlu suslar ve nar
kabugu-nar ¢ekirdegi (%50-50 w/w) besiyeri kullanilarak gergeklestirilen bu ¢alismada

literatiire kiyasla daha yiiksek oranda protein liretilmistir.

Nar kabugu-nar ¢ekirdegi (%50-50, w/w) besiyerinde en yiiksek protein tretimine 9763
kodlu kontrol sus ile ulasilmistir. Yerel suslar arasinda ise protein {iretimi en yiiksek susun
HUF16M3G11088 oldugu tespit edilmistir. Nar kabugu-nar ¢ekirdegi (%50-50, w/w)
besiyerinde gerceklestirilen fermantasyonda, elma-armut (%50-50), kayisi-gilek (%70-
30 w/w) ve seftali (%100 w/w) besiyerlerine kiyasla daha yiiksek biyokiitle verimine ve
protein Uretimine ulasilmistir. Ayrica, nar kabugu-nar c¢ekirdegi (%50-50, wi/w)
besiyerinde 24-48 saat araliginda hiicre konsantrasyonunda artig gozlemlenirken diger
besiyerlerinde ise 24. saat itibariyle sus gelisimi yavaslayarak duragan faza girdikleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda nar kabugu-nar c¢ekirdegi (%50-50,
w/w) yas posa karigimini igeren ortam hem 9763 hem de kullanilan orijinal ve yerel
suslar i¢in fermantasyon yolu ile mikrobiyal protein iiretimi i¢in uygun oldugu tespit

edilmistir.

4.7.1. Is1 Haritas1 ve Temel Bilesen Analizi

Elma-armut (%50-50, w/w) ; kayisi ve ¢ilek posalarindan (%70-30, w/w), seftali (%100,
w/w) ve nar kabugu-nar cekirdegi (%50-50, w/w) yas posalarindan hazirlanan
besiyerlerinde 9763, HUF16M2K 10004 ve HUF16M3G11088 izolasyon kodlu suslarla
28°C’de 72 saat boyunca gercgeklestirilen fermantasyonda olgllen biyolojik (hiicre
konsantrasyonu ve biyokiitle verimi) ve fizikokimyasal (pH ve protein miktari)
parametreler ile suslar ve besiyeri gesitleri arasindaki iligkinin incelenmesi icin temel
bilesen analizi (Sekil 4.12, A) ve 1s1 haritas1 analizleri (Sekil 4.12, B) uygulanmstir.
Analiz gergeklestirilirken 72 saat boyunca suslara ve besiyerlerine ait Olgililen

parametrelere ait veriler normalize edilerek kullanilmstir.
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Sekil 4. 12. Yas posalar kullanilarak 28°C’de 72 saat boyunca gergeklestirilen fermantasyonda 6lgiilen ortalama canli hiicre sayisi (Log(CFU/mL)),
biyokiitle verimi (mg/mL), iretilen protein miktari (%) ve pH degerlerine dair temel bilesen analizi (A) ve 1s1 haritast (B). APP: Elma-Armut
(%50-50, w/w), PPS: Nar ¢ekirdegi-nar kabugu (%50-50), ASP: Kayisi-gilek (%70-30, w/w), PP: Seftali. 9763: Kontrol susu, 10004:
HUF16M2K 10004 kodlu sus, 11088: HUF16M3G11088 kodlu sus.
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Sekil 4.12°de goriildiigli iizere PCA analizinde gozlemlenen veriler, toplam
varyasyonunun %97,24’iinii olusturmustur. Birinci ana bilesenin (PC1) nar ¢ekirdegi-nar
kabugu (%50-50, w/w) ve kayisi-¢ilek (%70-30, w/w) drneklerini, elma-armut (%50-50
w/w) ve seftali (%100, w/w) Orneklerinden ayirmistir. Nar cekirdegi-nar kabugu
besiyerinde (PPS) HUF16M3G11088 kodlu susa (11088) ait 6rnegin (PPS11088) ayri

kiimelendigi gozlemlenmistir.

PCA analiz sonuglarina gére PPS 6rnek gruplarinin APP (Elma-armut, %50-50 w/w) ASP
(Kayisi-gilek, %70-30 w/w) ve PP (Seftali, %100 w/w) ornek gruplarina kiyasla daha
yiiksek protein ve biyokiitle verimine sahip olmasi sebebiyle birinci ana bilesenin pozitif
tarafinda yer aldig1 goriilmektedir. PP (Seftali, %100 w/w) 6rnek gruplarinda, Bolim
4.7'de belirtildigi gibi, besiyerlerindeki olas1 yiiksek viskozite veya etanol inhibisyonu
nedeniyle diger besiyerlerine kiyasla daha diisiik protein tiretimi ve biyokiitle verimi ile

sonuc¢lanmis olabilir.

Sekil 4.12°de yer alan 1s1 haritasinda (B) renk skalas1 6rneklere gore otomatik olarak
Olgeklendirilen, +2 ila -2 arasinda normallestirilmis analiz degerlerinin yogunluklarini
temsil ederken, koyu kirmizi ve mavi sirasiyla yiiksek ve diisiik tepe yogunluklarini
temsil etmektedir. Orneklerin iligkisini gdsteren dendrogramda sol siitunda 2 ana grup
oldugu goriilmektedir; ilk grupta APP (Elma-armut, %50-50 w/w), PP (Seftali, %100
w/w), ASP (Kayisi-gilek %70-30 w/w) ve ikinci grupta ise PPS (Nar kabugu-nar
¢ekirdegi, %505-50 w/w) ornekleri yer almaktadir. Sol siitunda protein (%) igeriklerine
gore ayrim incelendiginde PPS (Nar ¢ekirdegi-nar kabugu, %50-50 w/w) 6rnek grubunda
72 saatlik fermantasyon sonucunda ortalama %20,66 protein igeren PPS11088’in,
sirastyla %17,58 ve %21,93 protein igerigine sahip olan PPS10004 ve PPS9763’ten
ayrildigi goriilmektedir. Ortalama 24,79-32,71 mg/mL biyokutle verimine sahip PPS
(Nar gekirdegi-nar kabugu %50-50 w/w) besiyeri diger APP (Elma-armut, %50-50 w/w),
PP (Seftali, %100 w/w) ve ASP (Kayisi-gilek %70-30 w/w) besiyerlerinden
ayrilmaktadir. Uretilen ortalama protein miktar1 ve biyokiitle verimi agisindan en yiiksek
degere sahip besiyerinin PPS (nar c¢ekirdegi-nar kabugu %50-50, w/w) oldugu

goriilmektedir. PPS 6rnekleri arasinda ise liretilen ortalama protein miktar1 ve biyokiitle
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verimi en diisiikten en yiiksege sirasiyla PPS1004, PPS11088 ve PPS9763 oldugu tespit

edilmistir.

Olclilen biyolojik (hiicre konsantrasyonu ve biyokiitle verimi) ve fizikokimyasal (pH ve
protein miktar1) parametrelere ait dendrogramda ise 2 ana grup oldugu goriilmektedir.
Birinci grupta canli hiicre konsantrasyonu (CFU/mL) ve pH degerleri izlenebilirken,
ikinci grupta biyokutle ve protein degerleri goriilmektedir. Elde edilen 1s1 haritas1 profili
ve PCA analizi uyumlulugu dogrultusunda canli hiicre sayis1 (CFU/mL) degerleri ile pH;
ortalama biyokiitle verimi ve iiretilen protein miktar1 degisiminin birbiriyle baglantil

oldugu tespit edilmistir.

Meyve suyu endiistrisi atiklari olan yas posalar ile olusturulan besiyerlerinde 28°C’de 72
saat boyunca 9763, HUF16M2K10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslar ile
gerceklestirilen fermantasyon sonucunda en diisiik biyokiitle verimi elma-armut (5,01-
5,70 mg/mL) besiyerinde tespit edilmistir. En yiksek biyokutle verimi ise nar ¢ekirdegi-
nar kabugu besiyerinde (25,51-33,14 mg/mL) gdzlenmistir. En diisiik protein {iretimi
elma-armut (1,50-2,62 %w/w) ve seftali (1,05-2,20 %w/w) besiyerlerinde tespit
edilmistir. En yuksek protein iiretimi gerceklestirilen besiyeri ise nar ¢ekirdegi-nar
kabugu besiyeridir (19,20-23,51 %/w/w).

Sonug olarak 1s1 haritas1 ve PCA ile agiklanan sonuglarin Bolim 4.7°de incelenen
sonuglar1 destekler nitelikte oldugu sdylenebilir. Fermantasyonda kullanilan ortamlar
birbiriyle karsilastirildiginda nar kabugu-nar ¢ekirdegi besiyeri (PPS), mikrobiyal protein
uretimi igin yiksek biyokutle verimine ve protein retimine sahip bir substrattir. PPS
besiyerinde en yuksek biyokitle verimine sahip sus 9763 (33,14+0,81 mg/mL) kodlu
sustur. Nar kabugu-nar cekirdegi besiyerinde yerel suslar olan HUF16M2K10004
(26,13+0,10 mg/mL) ve HUF16M3G11088 (25,51+£0,55 mg/mL) kodlu suslar iirettikleri
biyokiitle miktar1 bakimindan karsilastirildiginda ikisi arasinda istatiksel olarak anlaml
farklilik yoktur (p>0,05). Uretilen protein miktarlar1 incelendiginde ise en diisiik protein
tretimi HUF16M2K10004 (19,2 0,01 %w/w) susun kullanildig1 durumda tespit
edilmistir. En yliksek protein tiretimi 9763 (23,52+0,1 %w/w) kodlu susta tespit edilirken,
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HUF16M3G11088 kodlu susun (21,45+0,18 %w/w) da orijinal ve yerel suslar arasinda

en yiiksek protein tiretimine sahip oldugu tespit edilmistir.

4.8. Uretilen Mikrobiyal Proteinin Analizi

Boliim 4.7°de yas posalar ile 28°C’de 72 saat boyunca gergeklestirilen fermantasyon
sonucunda elde edilen veriler ile temel bilesen ve 1s1 haritas1 analizleri
degerlendirildiginde, biyoproses uygulanarak fermantasyon yoluyla mikrobiyal protein
tiretiminde incelenen substratlar arasinda nar kabugu-nar ¢ekirdegi besiyerinin (PPS) 6ne
ciktig1 goriilmektedir. Bu ortamda en yuksek protein ve biyokitle tretimi 9763 kodlu
kontrol susunda gozlenmekle beraber, kontrol susuna alternatif olan yerel
HUF16M3G11088 kodlu S. cerevisiae sus ile iiretilen mikrobiyal protein ileri analizler
icin secilmistir. Bu amagla nar kabugu-nar ¢ekirdegi Dbesiyerinin (PPS)
HUF16M3G11088 kodlu S. cerevisiae sus kullanilarak gergeklestirilen fermantasyon
sonucunda elde edilen 6rnege, Bolim 3.2.4’te belirtilen biyokiitle piirifikasyonu islemi
uygulanmustir. Islem sonucunda elde edilen Sekil 4.13’de gésterilen liyofilize kuru toz
formdaki Uriinde gergeklestirilen kuru madde-nem, primer metabolit, niikleik asit (DNA)

ve yasam dongiisii (LCA) analizlerinin sonuglar1 asagida tartigilmigtir.

Sekil 4. 13. Nar ¢ekirdegi-nar kabugu (%50-50 w/w) besiyerinde HUF16M3G11088
kodlu S. cerevisiae susu kullanilarak gergeklestirilen fermantasyon sonucunda elde edilen

liyofilize kuru toz formdaki mikrobiyal protein.
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4.8.1. Kuru madde ve Nem Analizi

Orneklerde gergeklestirilen nem ve kuru madde analizlerine dair veriler Cizelge 4.9°da

gosterilmistir.

Cizelge 4. 9. Nar kabugu-nar ¢ekirdegi besiyeri ve yerel HUF16M3G11088 kodlu sus ile
28°C’de 72 saat fermantasyon sonucu iiretilen mikrobiyal proteinin (PPS11088) %nem

ve %kuru madde degerleri.

%Nem Ortalama %Kuru madde Ortalama
%Nem %Kuru madde
6,10 93,90
9,70 7,90 + 1,47 90,30 92,10 +£1,47
7,90 92,10

Literatlirdeki ¢alismalarda toz halindeki mikrobiyal proteine ait nem oaranlar yaklagik
%4-10 araliginda degismektedir [115,116]. Buna gore Nar kabugu-nar ¢ekirdegi besiyeri
ve yerel HUF16M3G11088 kodlu sus ile 28°C’de 72 saat fermantasyon sonucu liretilen
mikrobiyal proteinin (PPS11088) nem igerigi %7,90 + 1,47 oldugundan elde edilen sonug

literatiirle uyumludur.

4.8.2. Primer Metabolit Analizi

Bu caligmada nar kabugu-nar ¢ekirdegi besiyeri ve yerel HUF16M3G11088 kodlu sus ile
28°C’de 72 saat fermantasyon sonucu iiretilen liyofilize kuru toz formdaki driinde
mikrobiyal proteinde GC-MS sistemi ile iki biyolojik ve iki teknik tekrar olacak sekilde
hedeflenmemis birincil metabolit analizi Denklem 3.9 kullanilarak kantitatif analiz
gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda toplamda 71 adet metabolit varligi tespit
edilmistir. Metabolitlerin toplam iyon akimi (TIC) kromotogram goriintileri Sekil

4.14°de verilmistir.
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Sekil 4. 14. Nar kabugu-nar ¢ekirdegi besiyeri ve HUF16M3G11088 kodlu sus ile tiretilen
liyofilize kuru toz formdaki mikrobiyal proteinde (PPS11088) 4-50 dk arasinda elde
edilen metabolitlerin GC-MS toplam iyon akimi (TIC) gériintiileri. A) Birinci biyolojik

tekrara ait kromotogramlar; B) Ikinci biyolojik tekrara ait kromotogramlar.

Kromatogramlar, 4 ile 50 dakikalik GC-MS analizi slresince hedeflenmemis birincil
metabolitlere ait pikleri gostermektedir. Tiim metabolitler derivatizasyon islemi
dolayisiyla trimetilsilil (TMS) tiirevleri formunda elde edilmis ve on gruba ayrilmistir:
(1) aminoasit ve tiirevleri, (2) yag asitleri ve tiirevleri, (3) gliserolipitler, (4) organik asit
ve tiirevleri, (5) sekerler ve tiirevleri, (6) alkoller ve tiirevleri, (7) fenolik bilesikler, (8)
vitaminler, (9) fitosteroller, (10) digerleri. Metabolitlerin adi, alikonma zamani ve

metabolit miktarina dair bilgi Cizelge 4.10°da gosterilmistir.
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Cizelge 4. 10. Nar kabugu-nar c¢ekirdegi besiyeri ve HUF16M3G11088 kodlu sus ile iiretilen mikrobiyal proteine (PPS11088) ait primer

metabolit analizi sonuglari.

Metabolit Miktar1 (mg/kg)*
No Metabolit Ad1

RT (dk)  1.Biyolojik Tekrar  2.Biyolojik Tekrar Toplam
Aminoasit ve turevleri
1 L-Alanine, 2TMS derivative 6,719 0,028+0,004 0,016+0,003 0,045+0,008
2  L-Valine, 2TMS derivative 9,211 0,012+0,001 0,007+0,001 0,018+0,003
3 Urea, 2 TMS derivative 9,799 ND 0,028+0,000 0,028+0,000
4 Glycine, 3TMS derivative 11,393 0,015+0,001 0,010+0,001 0,025+0,003
5 L-Serine, 3TMS derivative 12,783 0,010+0,001 0,004+0,002 0,014+0,004
6 L-Threonine, 3TMS derivative 13,405 0,016+0,001 0,009+0,002 0,025+0,004
7 L-Glutamic acid, 3TMS derivative 19,047 0,009+0,000 0,007+0,003 0,016+0,002
Yag asitleri ve tiirevleri
8  Myristic acid, TMS derivative 23,989 0,034+0,014 0,036+0,012 0,069+0,011
9 Palmitelaidic acid, TMS 27,460 0,058+0,004 0,046+0,002 0,103+0,007
10 Palmitic Acid, TMS derivative 27,874 0,331+0,004 0,256+0,028 0,587+0,046
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11
12
13

14
15

15
16
18
19
20
21
22
23

24

9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-, TMS derivative

Oleic Acid, (Z2)-, TMS derivative

Stearic acid, TMS derivative

Gliserolipitler

1-Monopalmitin, 2TMS derivative

Glycerol monostearate, 2TMS derivative

Organik asit ve tarevleri
3-Hydroxybutyric acid, 2TMS derivative
Sorbic acid, TMS derivative

Butanedioic acid, 2TMS derivative
Glyceric acid, 3TMS derivative

Itaconic acid, 2TMS derivative
4-Hydroxybutanoic acid, 2TMS derivative
Malic acid, 3TMS derivative
2-lsopropylmalic acid, O-trimethylsilyl-,
bis(trimethylsilyl) ester

Pentanedioic acid, 2-(methoxyimino)-,

bis(trimethylsilyl) ester

30,845
30,961
31,449

37,035
39,879

5,877
9,392
11,641
12,035
12,325
13,16
15,947
17,915

18,022

0,217+0,012
0,411+0,020
0,065+0,004

0,089+0,006
0,158+0,008

ND
0,008+0,002
0,303+0,001
0,010+0,001
0,008+0,002

ND
0,190+0,001
0,136+0,002

0,027+0,001

0,179+0,053
0,288+0,011
0,058+0,025

0,057+0,019
0,109+0,021

0,009+0,001
ND
0,214+0,003
0,006+0
0,004+0,001
0,008+0
0,131+0,001
0,096+0,002

0,019+0,002

0,396+0,038
0,699+0,072
0,123+0,015

0,145+0,022
0,267+0,031

0,009+0,001
0,008+0,002
0,516+0,051
0,017+0,002
0,012+0,003
0,008+0
0,321+0,034
0,232+0,023

0,045+0,005
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25
26
27
28
29

30
31

32

33
34

35
36
37
38

3-Hydroxybenzoic acid, 2TMS derivative
Terephthalic acid, 2TMS derivative
Azelaic acid, 2TMS derivative

Citric acid, 4TMS derivative

Quininic acid (5TMS)

Sekerler ve tiirevleri

Erythritol, 4TMS derivative

2,3,4-Trihydroxybutyric acid tetrakis(trimethylsilyl)
deriv., (, (R*,R*)-)

D-Arabinose, tetrakis(trimethylsilyl) ether, ethyloxime
(isomer 2)

D-(+)-Arabitol, 5TMS

D-Galactose, 6-deoxy-2,3,4,5-tetrakis-O-
(trimethylsilyl)-, O-methyloxime

Xylitol, 5TMS

D-(+)-Ribono-1,4-lactone (R,S,R)-, 3TMS derivative
D-Ribofuranose, 1,2,3,5-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-
D-(-)-Ribofuranose, tetrakis(trimethylsilyl) ether

(isomer 1)

19,141
22,682
22,913
23,384
24,169

16,448
17,677

20,023

20,985
21,176

21,286
21,520
22,308
22,315

0,015+0
0,018+0,002
0,032+0,003
5,692+0,2
0,017+0,001

0,019+0,002
0,052+0,001

0,131+0,004

0,009+0,00
0,023+0,001

0,037+0,002

0,024+0,00
ND

0,036+0,003

0,013+0,002
ND
0,017+0,011
3,865+0,072
0,015+0,01

0,013+0,001
0,035+0,003

0,092+0,006

ND
0,027+0,01

0,029+0,006

0,018+0,008

0,035+0,014
ND

0,028+0,002
0,018+0,002
0,049+0,011
9,557+1,062
0,033+0,006

0,032+0,004
0,087+0,009

0,222+0,023

0,009+0
0,051+0,006

0,066+0,006
0,042+0,006
0,035+0,014
0,036+0,003
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39
40

41
42

43
44

45

46
47
48
49
50
51
52

53

L-Threitol, 4TMS derivative

D-(+)-Talofuranose, pentakis(trimethylsilyl) ether
(isomer 1)

D-(+)-Gluconolactone, 4TMS

D-Allose, pentakis(trimethylsilyl) ether, methyloxime
(syn)

Gluconic acid, y-lactone, 4TMS

d-Galactose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, o-
methyloxyme, (12)-

d-Galactose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, o-
methyloxyme, (1E)-

Sedoheptulose, 6TMS derivative

D-Mannitol, 6TMS

D-Galactonic acid, 6TMS

D-Gluconic acid, 6TMS

Myo-Inositol, 6TMS

D-Ribose, 4TMS derivative

D-Myo-Inositol, 1,2,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-,
bis(trimethylsilyl) phosphate

Sucrose, 8TMS derivative

22,769
23,538

24,680
24,814

24,904
24,948

25,235

25,486
25,606
26,886
26,945
28,616
33,708
34,222

39,287

0,029+0,003
0,026+0,002

0,143+0,003
0,126+0,001

0,087+0,006
0,072+0,004

0,023+0,017

0,046+0,021
7,560,136
0,072+0,002
0,282+0,013
0,272+0,004
ND
0,088+0,004

ND

ND
0,022+0,009

0,095+0,004
0,089+0,006

0,092+0,034
0,061+0,008

0,024+0,008

0,045+0,013
5,076+0,016
0,069+0,002
0,228+0,022
0,229+0,035
0,031+0,02
0,071+0,014

0,202+0,008

0,029+0,003
0,048+0,006

0,238+0,028
0,215+0,022

0,179+0,02
0,133+0,008

0,047+0,011

0,09+0,014
12,635+1,436
0,14+0,002
0,51+0,035
0,501+0,032
0,031+0,02
0,159+0,013

0,202+0,008
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54

55
56
57
58
59

60
61

62

63

D-(+)-Cellobiose, octakis(trimethylsilyl) ether,

methyloxime (isomer 1)

Alkoller ve turevleri

2,3-Butanediol, 2TMS derivative
Ethanolamine, 3TMS derivative
Glycerol, 3TMS derivative
1,2,3-Butanetriol, 3TMS derivative
Hexaethylene glycol, 2TMS derivative

Fenolik bilesikler
Gallic acid, 4TMS derivative
Epigallocatechin (6TMS)

Vitaminler

y-Tocopherol, TMS derivative

Fitosteroller
B-Sitosterol, TMS derivative

41,115

5,403
10,434
10,652
11,042
32,024

26,150
41,837

42,742

48,252

0,262+0,005

0,044+0,001

0,023+0,001

1,642+0,017

0,039+0,003
ND

1,750+0,005
0,151+0,008

0,115+0,006

0,421+0,027

0,194+0,041

0,035+0,001
0,014+0,004
1,165+0,006
0,028+0
0,041+0,03

1,321+0,285
0,125+0,019

0,132+0,05

0,287+0,074

0,456+0,046

0,079+0,006
0,038+0,006
2,807+0,276
0,068+0,007
0,041+0,03

3,072+0,297
0,277+0,019

0,247+0,031

0,708+0,09
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64
65
66
67
68

69

70

71

Digerleri

Silane, chlorotrimethyl-

Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1)
2-Pentamethyldisilanyloxybutane
3,4-Dimethyl-1-pentamethyldisilyloxycyclohexane
Phosphoric acid, bis(trimethylsilyl) 2,3-
bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester
[(2-{3,4-Bis[(trimethylsilyl)oxy]phenyl}-3,5-
bis[(trimethylsilyl)oxy]-3,4-dihydro-2H-chromen-7-
yl)oxy](trimethyl)silane
5.alpha.-Androstan-2-hydroxymethylene-17.alpha.-
methyl-17.beta.-ol-3-one, tri-trimethylsilyl
2,3,7,8-Tetrakis[(trimethylsilyl)oxy]chromeno[5,4,3-
cde]chromene-5,10-dione

5,994
10,574
13,02
15,068
22,212

41,265

42,124

47,286

0,002+0,001
0,291+0,015
ND
0,010+0,00
0,09+0,00

0,121+0,01

0,284+0,036

8,144+0,333

0,0003+0
0,199+0,005
0,004+0,00
0,010+0,00
0,07+0,006

0,041+0,044

0,208+0,006

5,588+0,595

0,002+0,001
0,49+0,053
0,004+0,00
0,018+0,002
0,154+0,012

0,162+0,053

0,491+0,049

13,732+1,528

RT: Her bir metabolitin alikonma zamani

*. Tiim degerler, analiz edilen 6rneklerin kg’1 bagina mg dahili standart (adonitol) esdegerleri cinsinden ifade edilmistir.
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Cizelge 4.10 incelendiginde nar kabugu-nar cekirdegi besiyeri ve HUF16M3G11088
kodlu sus ile tiretilen liyofilize kuru toz formdaki mikrobiyal proteinde alanin, valin,
glisin, serin, treonin ve glutamik asit olmak tizere 6 adet aminoasit tespit edilmistir. Ve
ornekte bulunan miktar bakimindan baslica aminoasitlerin alanin, glisin ve treonin oldugu
goriilmektedir. Ozellikle 6rnekte bulunan treonin ve valin aminoasitleri, FAO tarafindan
gunlik diyette tlketilmesi Onerilmekte ve esansiyel aminoasitler olarak 6nem
tasimaktadir [117,118]. Denklem 3.9 kullanilarak elde edilen treonin ve valin aminoasit
miktar1 oram1 (1,39 thr:val), FAO tarafindan yetiskinlerde giinliik diyette bulunmasi
Onerilen treonin ve valin aminoasit miktarlar1 orani (0,58 thr:val) ile uyumludur [117].
Alanin proteinlerde sikga tespit edilen esansiyel olmayan aminoasitlerden biridir [119].
Ornekte diger aminoasitlere kiyasla en yiiksek miktarda L-Alanin aminoasitinin
bulundugu goriilmektedir. Valin aminoasidi ise proteinlerin yapitaginda bulunan
esansiyel bir aminoasit olup insan viicudunda kas gelisimini ve onarimini
desteklemektedir [120]. Esansiyel olmayan aminoasitlerden biri olan glisin aminoasidi
ise peptit ve protein iiretiminde yapitasi olarak gorev almakla beraber insanlarda beyinde
norotransmitter bilesen olarak gorev almaktadir [121]. Serin aminoasidi ise bitkisel ve
hayvansal kaynaklarda bulunan esansiyel olmayan bir aminoasit olmakla beraber
insanlarda protein sentezinde, hiicre gelisiminde gorev almakta ve norolojik hastaliklara
kars1 koruyucu etkisi bulunmaktadir [122]. Treonin aminoasiti ise yumurta ve sit gibi
gidalarda sik¢a bulunan, S. cerevisiae ve bitki metaboliti olan esansiyel bir aminoasittir
[123]. Glutamik asit ise esansiyel olmayan aminoasit olup, insan viicudunda birgok
metabolik yolakta yer alan ve gidalarda umami tadin algilanmasini saglayan oncii bir
bilesendir [124,125]. Ayrica umami tat veren bilesenler giinlik diyette tuz alimini
azaltmalarindan dolayr onem tasimaktadir [126]. Bu dogrultuda {iriniin bir gida

ingrediyeni olarak kullaniminda ve tuz alimini azaltma potansiyeli oldugu sdylenebilir.

Bu calismada tespit edilen aminoasitler literatiirde muz, turunggil, patates kabugu ve
havug posasi ile S. cerevisiae kullanilarak gergeklestirilen fermantasyon sonucunda
uretilen mikrobiyal proteinde kalitatif olarak benzerdir [127]. Bunlara ek olarak kuru toz
formdaki son Urlinde bir aminoasit turevi olan Ure 0.028 mg/kg miktarinda tespit
edilmistir. Urenin fermantasyon sirasinda S. cerevisiae tarafindan arjinin aminoasitinin

ornitin ve Ureye degrede edilmesiyle tiretildigi bildirilmektedir [128].
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Son drtinde miristik, palmitelaidik, palmitik, 9,12-oktadekadienoik (linoleik asit), oleik
ve steraik (oktadekanoik asit) yag asitleri olmak tiizere toplamda 6 adet yag asidi
saptanmistir. Ornekte baslica bulunan yag asitleri ise oleik ve palmitik yag asitleridir.
Miristik asit (tetradekanoik asit) uzun zincirli doymus bir yag asidi (C14:0) olmakla
beraber insan viicudunda yag birikimine neden olmaktadir. Buna karsin insan viicudunda
protein iiretim mekanizmalarinda rol almaktadir [129]. Palmitelaidik asit (dtz zincirli,
tekli doymamis (C16:0) bir yag asiti olmakla beraber palmitoleik asitin izomeridir. Bu
yag asidinin insulin duyarliligi, kolesterol metabolizmas1 ve hemostaz iizerinde olumlu
etkilerinin oldugu ve glikoz veya doymus yag asitleri tarafindan tetiklenen beta hiicre
apoptozunu Onleyebilecegi one siiriilmiistiir [130]. Palmitik asit (C16:0), gidalarda en ¢ok
rastlanan doymus yag asidi olmakla beraber yag hiicrelerinin membran fosfolipitleri ve
triagilgliserollerin yapisini olusturmaktadir [131]. Bir omega-6 yag asidi olan 9,12-
oktadekadienoik (linoleik asit) asit cilt sagliginda ve koroner kalp hastaligi riskini
azaltmada rol alan bir yag asidir [132]. Oleik asit (C18:1) ise tekli doymamis omaga-9
yag aisidi olmakla beraber bitkisel ve hayvansal kaynaklarda sik bulunmaktadir. Yiiksek
antioksidan 0Ozelligi sayesinde yag bilesimine katildiginda {iriin oksidasyonunu
onlemektedir. Ayn1 zamanda kandaki LDL kolesterol seviyelerini diistirerek kalp
hastalig1 risklerini azaltmaktadir [130]. Stearik asit (C18:0) uzun zincirli doymus bir yag
asidi olmakla beraber diger uzun zincirli doymus yag asitlerinin aksine kandaki kolesterol
diizeylerini yiikseltmemektedir. Bu sebeple gidalarda doymus veya trans yag asitlerinin
yerine stearik asit ile degistirilmesi Onerilmektedir [133]. Literatiirde seker pancari
klspesi ve S. cerevisiae kullanilarak iretilen mikrobiyal proteinde, bu ¢alismayla benzer
bir sekilde miristik, palmitik, stearik, palmitoleik ve oleik asit tespit edilirken bilesimi

olusturan ana yag asidinin palmitik asit oldugu bildirilmistir [115].

Ornekte gliserolipitler olarak smiflandirilan [134] 1-Monopalmitin ve Gliserol
monostearat bilesenleri tespit edilmistir. Palmitik asitin gliseril esteri olan 1-
monopalmitin anti-tiimor 6zelligi olan bitkilerde tespit edilen biyoaktif bir bilesendir
[135]. Literattrde mango [136] ve Tetracera scandens [137] bitkisinde gergeklestirilen
GC-MS analizleri sonucunda 1-monopalmitin bileseni tespit edilmistir. Gliserol
monostearat ise 1l-monopalmitine benzer sekilde bitki kokenli bir metabolit olup
Tetracera scandens [137] bitkisinde ve domates ile ¢esitli maya suslar1 kullanilarak

gerceklestirilen fermantasyonda [138] metabolit olarak tespit edilmistir.
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Ornekte analiz sonucunda toplamda 15 adet organik asit ve tiirevi tespit edilmistir.
Organik asitler bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynaklarda dogada yaygin olarak
bulunan kimyasal bilesiklerdir. Bununla beraber endiistriyel 6l¢ekte organik asit tiretimi
mikrobiyal kaynakli gerceklesmekte ve giiniimiizde mikroorganizmalardan izole edilen
100°den fazla organik asit bulunmaktadir [139] . Mikrobiyal biyodoniisiim yoluyla
baslica iiretilen ve bu c¢alismada tespit edilen organik asit tiirleri arasinda sitrik asit ve
itakonik  asit yer almaktadir [140]. 3-Hidroksibdtirik asit  hayvanlarda,
mikroorganizmalarda ve bitkilerde bulunan énemli bir metabolit olup, insanlarda aglik
durumunda enerji kaynagi olarak kullanilabilmektedir [141]. Sorbik asit, dogal bir
koruyucu olup antimikrobiyal etkisinden dolay1 taze meyvelerde kullanilabilmektedir
[142]. Biitandioik asit, itakonik asit, malik asit, ve sitrik asit fermantasyon sirasinda S.
cerevisiae tarafindan iiretilebilinen baglica organik asitlerdir [143-145]. Sitrik asit ayni
zamanda meyvelerin yapisinda da yer almakla beraber klinik ¢alismalar sonucunda
hiicreler iizerinde antioksidan ve antienflamatuvar etkileri bulundugu, bagisiklik
sistemini gii¢lendirdigi ve karaciger ile beyin sagligin1 korudugu bildirilmistir [146].
Gliserik asit, 4-Hidroksibutanoik asit, pentanedioik asit esteri, azelaik asit ve tereftalik

asitin ise bitki bazli metabolitler oldugu tespit edilmistir [134,147]

Analiz sonucunda yaklagik 25 ¢esit seker ve tiirevi tespit edilmistir. Bu dogrultuda tespit
edilen metabolitler arasinda D-Mannitol, D- Sellobiyoz, D-Arabinoz, D-Glukonolakton,
D-Alloz, D-Galaktoz, D-Glukonik asit, Siikroz ve Myo-inositol 6ne ¢ikmaktadir. D-
Mannitol bir seker alkolii olup, narda bulunan bir fitokimyasaldir [148]. D-Arabinoz, D-
Galaktoz, D-Alloz, D-Glukonik asit ve siikroz metabolitlerinin de bitki bazh
fitokimyasallar oldugu bildirilmistir [149,150]. Ornekte tespit edilen Myo-Inositol
membran molekiillerinin bir pargasi olup literatlirde S. cerevisiae ile gerceklestirilen
fermantasyonda metabolit olarak tespit edilmistir [151]. inositollerin insan viicudunda
siiperoksitleri temizleme, insulin direncinde olumlu etkide bulunma, kanser olusumunda
timor baskilayict gorevi gorme, beyinde noral aktiviteyi diizenleme ve psikiyatrik
hastaliklarda kullanilma, beyindeki 3-amyloid proteinlerini stabilize ederek Alzheimer ve

demans gibi rahatsizliklarda etkili olma gibi 6zellikleri bulunmaktadir [152,153].
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Ornekte Gliserol ve 2,3-Biitandiol ana alkol bilesikleri olarak tespit edilmistir.
Fermantasyonda ¢esitli karbon kaynaklar (glukoz, gliserol, melas veya lignoseliilozik

atiklar) ile bakteri veya mayalar kullanilarak biyodoniisiim yoluyla 2,3-Bltandiol, elde
edilmektedir [154].

Analiz sonucunda fenolik bilesenler olan Gallik asit ve Epigallokatesin metabolitleri
tespit edilmistir. Gallik asit bitkisel kokenli polifenolik bir sekonder metabolit olmakla
beraber ¢ok kuvvetli bir antioksidan bilesendir [155]. Bununla beraber antikarsinojenik,
antimutajenik, antianjiogenik ve antienflamatuvar oOzellikleri bulunmaktadir[156].
Benzer bir sekilde Epigallokatesin de bitkisel kokenli polifenolik bir metabolit olup
kanser ve norolojik, kardiyovaskiiler, solunum ve metabolik bozukluklarin tedavisinde

kullanilmaktadir [157].

Analiz sonucunda 6rnekte E vitamini siifinda yer alan y-Tokoferol tespit edilmistir. E
Vitamini yagda ¢oziinebilen ve birden ¢ok formu olan bir vitamin olmakla beraber sadece
v-Tokoferol formu insan viicudu tarafindan kullanilabilmektedir. Baglica rolii, hiicrelere
zarar verebilecek serbest radikaller olarak adlandirilan serbest elektronlar temizleyerek
antioksidan olarak islev gormektir. Bununla beraber bagisikligi desteklemekte ve kalp

saglig tizerinde olumlu etkisi bulunmaktadir [158].

[-Sitosterol neredeyse tiim bitkilerde bulunan kolesterol ile ¢ok benzer bir bilesime sahip
olan bitki sterollerinin bir grup alt bileseninden biridir ve fitosteroller olarak bilinir.
Kolesterolii  diisiirme etkileri bulunmakla beraber antioksidan, anjiyogenik,
immunomodilator, antidiyabetik, anti-enflamatuar, antikanser ve antinociceptive (agri
kesici) aktivitelere sahiptir [159].

4.8.3. Nukleik Asit (DNA) Analizi

Uretilen mikrobiyal proteinin insan tiiketimine uygunlugunun belirlenmesi igin niikleik
asit miktarinin analiz edilmesi 6nem tasimaktadir. Yapilan ¢alismalarda giinde 2 gramdan
fazla niikleik asit tiiketiminin kandaki iirik asit seviyesini arttirarak gut hastaligina sebep

olabilecegi bildirilmistir [160-162]. Bu dogrultuda insan tiiketimine uygunlugu i¢in,
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mikrobiyal proteinde tespit edilen nikleik asit konsantrasyonunun maksimum %2

seviyesinde olmasi tavsiye edilmistir [163].

Cizelge 4. 11. Nar kabugu-nar ¢ekirdegi besiyeri ve yerel HUF16M3G11088 kodlu sus
(PPS11088) kullanilarak iiretilen mikrobiyal proteindeki kuru madde cinsinden niikleik
asit (dsDNA) miktarlar1 (g/100 g biyokiitle)

dsDNA (g/100g biyokdtle) Ortalama dsDNA (g/100g biyokditle)
0,326
0,327 0,327 £ 0,001
0,327

Cizelge 4.11°de 9 nar kabugu-nar g¢ekirdegi besiyeri ve yerel HUF16M3G11088 kodlu
sus (PPS11088) ile 28°C’de 72 saat fermantasyon sonucu Uretilen mikrobiyal proteindeki
kuru madde cinsinden niikleik asit miktarinin 0,327 + 0,001 (g/100g biyokdtle) oldugu
gorilmektedir. Literatirde S. cerevisiae ve fermantasyon substrati olarak silempe
kullanilarak 28°C’de 48 saat boyunca gergeklestirilen fermantasyonda 2,38 (g/100 g
biyokdtle) oraninda niikleik asit tespit edildigi bildirilmistir [164]. Bu dogrultuda iiretilen
mikrobiyal proteindeki niikleik asit miktarinin %2’den diisiik olmasi sebebiyle insan

tiketimi icin kabul edilebilir oldugu séylenebilir.

4.8.4. Yasam Dongiisii (LCA) Analizi

Nar kabugu-nar ¢ekirdegi yas posalart ve HUF16M3G11088 kodlu S. cerevisiae susu ile
biyoproses yoluyla uretilen liyofilize toz formdaki mikrobiyal proteinin besikten-kapiya
sebep oldugu CO2 emisyonlari yasam dongiisii analizi uygulanarak hesaplanmistir. Bu
analizde fonksiyonel birim, Uretilen 1 gr mikrobiyal proteindir. Yasam dongiisii analizi
gerceklestirilirken proses basamaklari {ice ayrilmustir (Sekil 4.15). ilk basamak nar
kabugu ve nar ¢ekirdegi posalarinin Hacettepe Universitesi FoodOmics Laboratuvari’na
sevkiyatini, posanin mekanik pargalanmasini ve saf su kullanilarak besiyeri hazirlama

islemlerini icermektedir. ikinci basamak ise hazirlanan besiyeri ile 28°C’de 72 saat
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boyunca gerceklestirilen fermantasyon biyoprosesini ve biyokiitle purifikasyonu yoluyla
liyofilize toz formda mikrobiyal protein iiretimi islemlerini kapsamaktadir. Son basamak
ise tiretilen liyofilize toz formdaki mikrobiyal proteine ait gergeklestirilen analizlere aittir.
Yukarida agiklanan ii¢ basamaga ait EK 1.10° da verilen detayli proses diyagrami ve
veriler kullanilarak yasam dongiisti analizi gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda proseste
kullanilan hammadde miktari, {iretimde ve analizde harcanan tim kimyasallar ile
harcanan enerji miktarlar1 ve prosesten ¢ikan atik miktarlar1 dikkate alinarak her bir
proses basamagina ait emisyon miktart CO2 esdegeri cinsinden SimaPro 9.4 yazilimi

yardimiyla hesaplanmustir.

Yakit Elektrik Su Kimyasal

Fermantasyon ve
Liyofilize toz formda Uretilen mikrobiyal Liyofilize toz formda
mikrobiyal protein proteinin analizi Mikrobiyal Protein

iiretimi

0,00373 kg CO2eq 0,0793 kg CO2eq {D 00197 kg cozeu} [ 0,085 kg CO2eq J

Karbondicksit Emisyonlar

Nar Kabuu ve Nar Hammaddenin sevKiyati,
Gekirdegi Mekanik pargalama ve
(Hammadde) Besiyeri hazirlama

Sekil 4. 15. Nar kabugu-nar g¢ekirdegi yas posalart ve HUF16M3G11088 kodlu S.
cerevisiae susu ile gerceklestirilen fermantasyon biyoprosesi sonucunda elde edilen

liyofilize toz formdaki mikrobiyal proteine ait yasam dongiisii analizinin kapsama.

Verilerin tamami sisteme girildiginde sirastyla hammaddenin sevkiyati, mekanik
parcalama ve besiyeri hazirlama basamagi i¢in 0,00373 kg CO2 eq./gr triin; fermantasyon
ve liyofilize toz formda mikrobiyal protein Gretimi icin 0,0793 kg CO2 eq./gr Urin;
uretilen mikrobiyal proteinin analizi igin 0,00197 kg CO. eq./gr {iriin emisyon miktar1
hesaplanmistir. Ve iiretilen son {iriiniin emisyon miktarmin ise 0,085 kg CO2 eq./gr Urin

oldugu tespit edilmistir.
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Literatliirde meyve posasinin yakma, araziye birakilma, kompostlama veya hayvan yemi
olarak kullanilmasi gibi durumlarda yayilan emisyon miktarlari belirlenmis ve sirasiyla
8771,13 , 1841,57 , 1273,78 ve 963,3 ton COz eq./y1l cinsinden hesaplanmistir [11].
Bildirilen sonuglarla, bu ¢alismada elde edilen mikrobiyal proteinin emisyon miktari
karsilagtirildiginda, posanin mikrobiyal protein iiretiminde kullanilmasi durumunda
%0,1°den diisiik bir oranda emisyon oranina; yakilmasi durumunda %68,3; araziye
birakilmasi durumunda %14,3 ; kompostlanmasi durumunda %9,91; hayvan yemi olarak
kullanilmasi durumunda %7,5 oranda emisyon oranina sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
dogrultuda posalarin mikrobiyal protein {iretimi biyoprosesinde degerlendirilmesinin,
geleneksel atik yonetim uygulamalarina kiyasla daha siirdiiriilebilir ve gevre dostu bir

uygulama oldugu sdylenebilir.
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5. YORUM

Meyve tiriinlerine olan talep, artan insan niifusu ve saglik farkindaligi ile dnemli 6lcide
yukselmektedir. Ancak, iiretim sonucunda olusan ve biyolojik olarak pargalanabilir
tiriinler olan meyve suyu endiistrisi atiklar1 agik alanlara birakilmakta ve bu durum toprak,
su kirliligi ve metan gazi salinimi gibi ¢evresel sorunlara yol agmaktadir. Giinlimiizde bu
sorunlara ¢6ziim olarak uygulanan atik yonetimi yaklagimlari siirdiiriilebilir olmamakla
beraber ikincil atiklarin olusumuna yol acabilmektedir. Bu sebeple strdurulebilir, cevre
dostu ve inovatif atik yonetim teknolojilerinin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir. Meyve suyu
endistrisi atiklarindan olan posalar, insan metabolizmasi ve sagligi iizerinde olumlu
etkileri olan degerli biyoaktif bilesikler (lif, polisakkaritler, fenolik bilesikler,
fitokimyasallar ve antioksidanlar) icermektedir. Kompozisyon agisindan zengin olmakla
beraber sirdurtlebilir ve yenilenebilir olan bu kaynaklar, dongiisel ekonomi kavrami
dogrultusunda ticari olarak katma degeri yiiksek gida ingrediyenlerine doniistiiriilme
potansiyeline sahiptirler. Bu dogrultuda atik yonetiminde fermantasyon prosesi

uygulanarak yenilikgi alternatif protein kaynaklarinin tiretimi 6ne ¢ikmaktadir.

Bu tez g¢alismasinin amaci GRAS o6zellikte olan Saccharomyces cerevisiae mayasi
kullanarak meyve suyu endiistrisi atiklarindan siirdiiriilebilir bir tiretim prensibine sahip,
bitkisel ve hayvansal proteinlere alternatif bir protein kaynag liretmektir. Bu amag
dogrultusunda farkli besiyerleri formiilasyonlarinin ve S. cerevisiae suslarinin mikrobiyal
protein  dretimindeki etkinlikleri ~ degerlendirilmistir. Bu kapsamda yapilan

degerlendirmeler ile asagidaki sonuglara varilmistir:

e Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii FoodOmics Laboratuvari
Kiiltiir Koleksiyonu’nda (HUF) bulunan 18 adet S. cerevisiae susu canlandirilmis

ve saflik durumlari kontrol edilerek tanimlamalar1 dogrulanmistir.

e Calisgma kapsaminda gerceklestirilecek fermantasyonlar sirasinda hiicre
gelisimlerinin izlenmesi ve yorumlanmasi i¢in temel bir hiicre gelisim profili
cikarilmistir. Bu amagla dogrulanan susglar arasindan kontrol susu olarak secilen

S. cerevisiae ATCC 9763 kodlu sus ile YPD Broth besiyerinde ¢alisiimisgtir. Elde
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edilen sonuglar dogrultusunda lag fazinin 0-12. saatler ve logaritmik fazin 12-24.

saatler araliginda gerceklestigi tespit edilmistir.

Canlandirilan suslar arasindan daha onceki ¢alismada [72] teknolojik 6zellikleri
belirlenmis olan yerel S.cerevisiae suslar1 ve kontrol olarak ticari suslar ile
28°C’de 72 saat boyunca beyaz iizim suyu ortaminda fermantasyon
gerceklestirilmistir. Fermantasyonda suslara ait hiicre gelisim profilleri, Uretilen
protein miktar1 ve biyokutle verimleri belirlenmistir. Bu dogrultuda kontrol olarak
secilen ticari suslarin birbiri ile, yerel suslardan ise HUF16M2K10004 ile
HUF16M3G11088 kodlu suslarin  benzer gelisim profili  gosterdigi
gozlemlenmistir. Fermantasyon sonucunda ise HUF16M2K10004 ve
HUF16M3G11088 kodlu yerel suslarin sahip oldugu Kinetik parametreler,
biyokdtle verimleri ile {irettigi protein miktarlar1 agisindan 6ne ¢ikmasi sebebiyle
calisgmanin devaminda kullanilmak iizere segilmistir. Boylelikle yapilan
calismada beyaz lizim suyu ortaminda {iretilen protein miktart ve biyokiitle
verimi agisindan S. cerevisiae suslari arasinda farklilik oldugunu ve bu

farkliliklara bagli olarak suslar arasindan se¢im yapilabilecegi ortaya konmustur.

Calismada fermantasyon yoluyla mikrobiyal protein iiretimi amaciyla meyve
suyu endiistrisi atiklar1 olan yas posalardan model besiyeri formulasyonlari

olusturulmustur. Formilasyonlar olusturulurken asagidaki adimlar izlenmistir:

e Ilk olarak formiilasyonda yer alacak posa konsantrasyonunun belirlenmesi
icin literatlirde S. cerevisiae susu gelisimini destekleyici ve fermantasyonla
mikrobiyal protein Uretiminde kullanilan Bazal besiyeri kompozisyonu [16]
tizerinde modifikasyonlar yapilarak Bazal I ve Bazal II besiyeri olmak iizere
iki farkli besiyeri ile ¢alisilmistir. Bu besiyerlerinde kontrol susu olan S.
cerevisiae ATCC 9763 ile fermantasyon gergeklestirilerek, fizikokimyasal
(pH ve protein miktar1) ve biyolojik parametrelerin (hiicre konsantrasyonu ve
biyokiitle verimi) takibi yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
Bazal | besiyerinde daha yiiksek hiicre gelisimi, Uretilen protein miktar1 ve
biyokiitle verimi gozlenmistir. Bu sebeple Bazal | besiyeri kompozisyonu, S.
cerevisiae gelisimini ve mikrobiyal protein iiretimini destekleyici temel

formiilasyon olarak se¢ilmistir.
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¢ Ardindan yag posalarin kompozisyonlart ayrintili bir sekilde analiz edilerek
yeni gida ve gida Dbilesenleri iiretiminde yonelik potansiyelleri
degerlendirilmis ve bu sayede gelecekteki meyve posalarinin
karakterizasyonuna dair ¢alismalara katki saglanmistir. Bu dogrultuda nar
cekirdegi, nar kabugu, kayisi, elma, armut ve seftali yas posalariin fermente
edilebilir indirgen seker igerikleri dolayisiyla mikrobiyal protein dretimi
biyoprosesinde substrat olarak kullanilmaya uygun oldugu sonucuna

varilmstir.

e Son adimda ise yas posalar kullanilarak besiyeri formilasyonlari
olusturulmasi i¢in, Bazal | besiyeri formilasyonu ve posalarin indirgen seker
profilleri gz 6niinde bulundurulmustur. Ayrica meyvelerin hasat zamanlari
da dikkate alinarak elma-armut (%50-50 w/w), kayisi-Gilek (%70-30, w/w),
seftali (%100, w/w) ve nar kabugu-nar ¢ekirdegi (%50-50, w/w) yas posalari

kullanilarak dort farkli besiyeri formiilasyonu olusturulmustur.

Meyve suyu endiistrisi atiklarindan olan yas posalar kullanilarak formiile edilen
dort farkli besiyerinde 28°C’de 160 rpm’de 72 saat boyunca gerceklestirilen
fermantasyonda fizikokimyasal (pH ve protein miktar1) ve biyolojik
parametrelerin (hiicre konsantrasyonu ve biyokiitle verimi) takibi yapilmuistir.
Boylelikle fermantasyonda 9763 kodlu kontrol susu, HUF16M2K10004 ile
HUF16M3G11088 kodlu yerel suslar olmak tizere ii¢ farkli S. cerevsiae susunun
ve yas posalardan olusan dort farkli besiyerinin mikrobiyal protein dretimi
biyoprosesindeki etkinlikleri belirlenmistir. Bu dogrultuda ¢aligmada, biyoproses
yoluyla yas posalardan mikrobiyal protein eldesinde nar kabugu-nar ¢ekirdegi
(%50-50, w/w) posa karigiminin substrat olarak one ¢iktigi ve bunu kayisi-gilek
(%70-30, wiw), elma-armut (%50-50, w/w) ve seftali (%100 w/w) posalarinin
izledigi agik¢a ortaya konmustur. Ayrica nar kabugu-nar ¢ekirdegi besiyerinde
yerel suslar arasinda yuksek biyokdtle verimi ile protein Gretme kapasitesine sahip
olmas1 sebebiyle HUF16M3G11088 kodlu S. cerevisiae susunun oOne ¢iktigi

gozlemlenmistir.
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Caligmanin son basamaginda fermantasyon yoluyla mikrobiyal protein

iiretiminde incelenen substratlar arasindan 6ne ¢ikan nar kabugu-nar ¢ekirdegi

besiyeri ve bu besiyerinde en yiksek protein ve biyokiitle tretimini sahip yerel

HUF16M3G11088 kodlu S. cerevisiae susu ile iiretilen liyofilize kuru toz

formdaki mikrobiyal proteinde kuru madde ve nem, primer metabolit, nikleik asit

miktari

analizi ve yasam doOngiisii analizi olmak tizere ileri analizler

gerceklestirilmistir.

Gergeklestirilen kuru madde ve nem analizi sonucunda nar kabugu-nar
cekirdegi besiyeri ve yerel HUF16M3G11088 kodlu sus ile 28°C’de 72
saat fermantasyon sonucu iiretilen mikrobiyal proteinin nem igeriginin

literatiirle uyumlu oldugu tespit edilmistir.

GC-MS sistemi kullanilarak gergeklestirilen hedeflenmemis primer
metabolit analizi dogrultusunda iiriinde aminoasitler, yag asitleri,
gliserolipitler, organik asitler, sekerler, alkoller, fenolik bilesikler,
vitaminler, fitosteroller ve diger molekiil gruplarina ait toplamda 71 adet
metabolit varligi tespit edilmistir. Sonuglar incelendiginde biyodoniisiim
sonucu elde edilen ve insan viicudunda metabolizma ve fizyolojik agidan
olumlu etkileri bulunan metabolitler gdzlemlenmistir. Uretilen
mikrobiyal proteinde bulunan treonin ve valin aminoasit miktar1 orani
(1,39 thr:val), FAO tarafindan yetiskinlerde giinliik diyette bulunmasi
Onerilen treonin ve valin aminoasit miktarlari orani (0,58 thr:val) [117]

ile uyumlu oldugu belirlenmistir.

Uretilen mikrobiyal proteinin insan tiiketimine uygunlugunun
belirlenmesi igin niikleik asit miktar1 analiz edilmistir. Analiz sonucunda,
urinun sahip oldugu niikleik asit i¢eriginin insan tuketimi icin kabul

edilebilir konsantrasyonda oldugu tespit edilmistir.

Uretimde kullanilan prosesin gevresel etkilerinin degerlendirilmesi igin
yasam dongiisii analizi gerceklestirilmistir. Bu analiz sonucunda ¢alisma

kapsaminda gerceklestirilen meyve posalarindan mikrobiyal protein
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uretiminin, diger atik yonetim uygulamalarina (yakma, araziye
birakilma, kompostlama, hayvan yemi olarak kullanilma) kiyasla karbon
ayak izinin daha diisiik oldugu, daha sirdurtlebilir ve cevre dostu bir

uygulama oldugu sonucuna varilmistir.

Sonug olarak gergeklestirilen tez ¢alismasi kapsaminda meyve suyu endiistrisi atiklari
olan yas posalarin, Saccharomyces cerevisiae mayalar1 tarafindan biyoproses yoluyla
mikrobiyal protein Gretimi icin surdirdlebilir bir kaynak olarak kullanilabilecegi ortaya
konmustur. Bu kapsamda yas posalarin biyoproseste kullanimi i¢in model besiyeri
formiilasyonlari olusturulmustur. Boylelikle posalardan karigimlar olusturularak ya da tek
baslarina biyoproseste substrat olarak kullanilabilecekleri gésterilmistir. Ayrica yerel ve
orijinal S. cerevisiae suslarinin da mikrobiyal protein iiretimi amaciyla kullanilabilecegi

ortaya konmustur.

Gelecek calismalarda ise liriine ait aminoasit profilinin detayli belirlenmesi i¢in protein
sekanslama uygulamalarina ihtiyag vardir. Ayrica proses 6l¢eklendirmesi yapilarak, pilot
olcekte tretimler gerceklestirilebilir ve optimize edilebilir. Uretimde biyokditle veriminin
ve lretilen protein miktarlarinin arttirtlmasi i¢in karigik kiiltiir uygulamalari yapilabilir.
Veya hammaddede mevcut olan lignoselulozik igerigin, mekanik islemlerin yani sira
kimyasal ve/veya biyolojik 6n uygulamalarla degradasyonu saglanabilir. Ayrica
mikrobiyal genetik uygulamalar1 ile mikroorganizmanin substrat kullanimi, gelisimi,
stres tolerans1 modifiye edilerek protein iiretme verimi arttirilabilir. Bununla beraber
uretilen mikrobiyal proteinin insan sagligi acisindan uygunlugunun tam anlamiyla
belirlenmesi icin patojen, toksikoloji ve alerjen analizlerinin de yapilmasina ihtiyag

vardir.
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EKLER

EK 1.1- Bradford Protein Analizinde Kullamlan Kalibrasyon Egrisi.

Z
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EK 1.2- BCA Protein Analizinde Kullanilan Kalibrasyon Egrisi.
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EK 1.3- S. cerevisiae ATCC 9763 susunun YPD Broth besiyerindeki 0-24 saat

arali@inda olgiilen absorbans degerleri ve hiicre konsantrasyonlari.

Sure (saat)  Absorbans (600 nm)  Hucre Konsantrasyonu ( log (CFU/mL))

0 0 0,000
0 0 0,000
0 0 0,000
0 0 0,000
2 0 0,000
2 0 0,000
2 0 0,000
2 0 0,000
4 0,067 0,778
4 0,067 0,778
4 0,061 0,714
4 0,061 0,714
6 0,067 0,778
6 0,067 0,778
6 0,064 0,746
6 0,064 0,746
8 0,069 0,799
8 0,069 0,799
8 0,069 0,799
8 0,069 0,799
10 0,068 0,788
10 0,067 0,778
10 0,058 0,683
10 0,058 0,683
12 0,114 1,273
12 0,115 1,283
12 0,106 1,189
12 0,105 1,178
14 0,127 1,410

[EEN
IS

0,129 1,431
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14
14
16
16
16
16
18
18
18
18
20
20
20
20
22
22
22
22
24
24
24
24

0,149
0,153
0,264
0,266
0,266
0,266
0,63
0,631
0,635
0,636
1,03
1,029
1,09
1,101
1,383
1,38
1,401
1,401
1,434
1,429
1,545
1,543

1,642
1,684
2,854
2,875
2,875
2,875
6,710
6,721
6,763
6,773
10,925
10,915
11,557
11,673
14,645
14,613
14,835
14,835
15,182
15,130
16,352
16,331
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EK 1.4- Beyaz (zUm suyu besiyerinde 0-24. saatler arahginda 9763, MERIT™,
HUF16M2K10004, HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101 kodlu S. cerevisiae

suslarina ait olciilen absorbans ve hiicre konsantrasyonu degerleri.

Saat Sus Kodu Absorbans (600 nm) Hiuicre Konst. (log CFU/mL)
0 9763 0,000 0,072
0 9763 0,000 0,072
0 9763 0,000 0,072
0 9763 0,000 0,072
10 9763 0,000 0,072
10 9763 0,001 0,082
10 9763 0,000 0,077
10 9763 0,000 0,077
12 9763 0,073 0,841
12 9763 0,074 0,851
12 9763 0,085 0,967
12 9763 0,084 0,957
14 9763 0,168 1,842
14 9763 0,176 1,926
14 9763 0,188 2,053
14 9763 0,190 2,074
16 9763 0,318 3,423
16 9763 0,319 3,433
16 9763 0,355 3,812
16 9763 0,359 3,855
18 9763 0,528 5,635
18 9763 0,530 5,656
18 9763 0,597 6,362
18 9763 0,605 6,447
20 9763 0,718 7,638
20 9763 0,714 7,595
20 9763 0,742 7,890
20 9763 0,747 7,943

22 9763 0,956 10,145
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9763
9763
9763
9763
9763
9763
9763
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT

0,970
0,865
0,861
0,948
0,940
0,927
0,924
0,050
0,049
0,050
0,050
0,225
0,225
-0,040
0,137
0,088
0,087
0,082
0,080
0,153
0,157
0,155
0,154
0,292
0,293
0,306
0,307
0,511
0,503
0,533
0,528
0,751
0,753

10,293
9,187
9,144

10,061
9,977
9,840
9,808
0,599
0,588
0,593
0,593
2,443
2,443
-0,350
1,512
0,999
0,988
0,936
0,915
1,684
1,726
1,705
1,694
3,149
3,159
3,296
3,307
5,456
5,372
5,688
5,635
7,985
8,006
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MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
MERIT
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004

0,905
0,911
0,868
0,865
0,795
0,793
0,823
0,823
0,819
0,813
-0,081
0,051
0,051
0,007
0,258
0,256
0,393
0,396
0,485
0,490
0,594
0,590
0,739
0,732
0,798
0,787
0,999
0,997
1,068
1,051
1,207
1,207
1,294

9,612
9,668
9,218
9,187
8,449
8,428
8,744
8,744
8,702
8,639
-0,782
0,609
0,599
0,142
2,790
2,769
4,213
4,244
5,182
5,235
6,331
6,289
7,859
7,785
8,481
8,365
10,599
10,577
11,326
11,146
12,790
12,790
13,707
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HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M2K10004
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088

1,292
1,126
1,129
1,340
1,339
1,653
1,648
1,384
1,376
1,800
1,800
1,538
1,543
0,032
0,032
0,041
0,040
0,032
0,032
0,042
0,042
0,070
0,070
0,102
0,100
0,142
0,141
0,159
0,156
0,304
0,299
0,220
0,219

13,686
11,937
11,968
14,192
14,181
17,490
17,437
14,655
14,571
19,039
19,039
16,278
16,331
0,409
0,409
0,504
0,493
0,409
0,409
0,514
0,514
0,809
0,809
1,146
1,125
1,568
1,557
1,747
1,715
3,275
3,222
2,390
2,379
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HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3G11088
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101

0,411
0,399
0,509
0,502
0,504
0,504
0,635
0,640
0,919
0,917
1,041
1,036
1,141
1,134
1,282
1,271
0,038
0,037
0,011
0,010
0,371
0,368
0,253
0,252
0,782
0,772
0,672
0,671
0,999
0,993
0,941
0,934
1,197

4,403
4,276
5,435
5,361
5,383
5,383
6,763
6,816
9,756
9,734
11,041
10,988
12,095
12,021
13,581
13,465
0,472
0,462
0,188
0,177
3,981
3,949
2,738
2,731
8,312
8,207
7,153
7,142
10,599
10,535
9,987
9,914
12,685
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16
16
16
18
18
18
18
20
20
20
20
22
22
22
22
24
24
24
24

HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101
HUF16M3H11101

1,190
1,156
1,155
1,352
1,342
1,236
1,237
1,128
1,129
1,097
1,096
1,066
1,059
0,830
0,819
0,906
0,899
0,843
0,837

12,611
12,253
12,242
14,318
14,213
13,096
13,106
11,958
11,968
11,631
11,621
11,305
11,231
8,818
8,702
9,619
9,545
8,955
8,891
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EK 1.5- Beyaz Uziim suyu besiyerinde 9763, MERIT™, HUF16M2K10004, HUF16M3G11088 ve HUF16M3H11101 kodlu S. cerevisiae

suslarina ait biyokiitle verimleri ve iiretilen protein miktari.

Saat Sus Kodu Biyokditle Verimi (mg/mL) Uretilen Protein (Yow/w)
48 9763 5,03 2,09
4,34 2,47
4,68 2,28
MERIT 3,55 2,33
2,69 2,21
3,12 2,27
HUF16M2K10004 6,25 1,74
6,14 1,40
6,20 1,57
HUF16M3G11088 6,03 1,70
5,49 2,06
5,76 1,88
HUF16M3H11101 2,41 1,65
2,13 0,66
2,27 1,16
72 9763 3,25 2,24
2,71 2,65
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MERIT

HUF16M2K10004

HUF16M3G11088

HUF16M3H11101

2,98
5,54
5,29
5,42
6,03
6,05
6,04
6,11
6,31
6,21
4,90
5,15
5,02

2,44
2,45
1,99
2,22
2,35
2,21
2,28
1,74
2,12
1,93
3,42
2,41
2,92
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EK 1.6- Bazal besiyerlerinde gerceklestirilen fermantasyonda takip edilen fizikokimyasal ve biyolojik parametrelerin sonuclari.

Hucre Konsantrasyonu pH Biyokutle (mg/mL) Protein (Yow/w)
(Log CFU/mL)
Zaman Bazal | Bazal 11 Bazal | Bazal Il Bazal | Bazal 1 Bazal | Bazal 11
(Saat)
0 5,56 571 5,38 5,27 0,03 0,05 2,82 3,91
5,76 5,85 5,35 5,27 0,04 0,05 2,52 4,24
5,66 5,78 5,36 5,27 0,04 0,05 2,67 4,07
24 6,71 7,02 3,55 3,19 0,29 0,38 7,53 4,40
6,92 6,90 3,54 3,20 0,31 0,39 7,85 4,67
6,82 6,96 3,55 3,19 0,30 0,38 7,69 4,54
48 7,23 7,27 3,06 3,07 0,60 0,43 7,66 5,27
7,20 7,15 3,06 3,08 0,58 0,45 8,16 5,65
7,22 7,21 3,06 3,07 0,59 0,44 7,91 5,46
72 7,39 7,13 2,97 3,07 0,71 0,48 7,21 5,38
7,34 7,00 2,97 3,07 0,76 0,48 7,42 5,99

7,36 7,07 2,97 3,07 0,73 0,48 7,31 5,69
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EK 1.7- indirgen Seker Analizinde Kullanilan Kalibrasyon Egrileri

A
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HPLC-RID ile indirgen seker analizinde kullanilan kalibrasyon egrileri. (A: Glukoz, B:
Fruktoz, C: Slikroz, D: Sorbitol)
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EK 1.8- Elma-armut (%50-%50, w/w), kayisi-Gilek (%70-%30, w/w), seftali (%100, w/w) ve nar kabugu-nar cekirdegi (%50-%50, w/w)
besiyerlerinde 9763, HUF16M2K10004 ve HUF16M3G11088 kodlu suslarin fermantasyon takibi sonug¢lari.

Ortalama Hiicre Sayim Sonuclar1 (log CFU/mL)

Sire (Saat) Sus Kodu Elma-Armut Kayisi1-Cilek Seftali Nar cekirdegi- nar
kabugu
0 9763 6,88+0,02? 5,76+0,04° 6,06+0,06° 6,3+0,05?
HUF16M2K 10004 5,76+0,06° 6,13+0,072 5,88+0,06° 6,26+0,012
HUF16M3G11088 5,83+0,04° 6,13+0,13? 6,01+0,02? 6,04+0,06°
24 9763 7,03+0,01° 6,97+0,02° 7,65+0,032 6,81+0,012
HUF16M2K 10004 7,140,037 7,09+0,09? 7,650,057 6,78+0,01?
HUF16M3G11088 6,95+0,02¢ 7,13+0,022 7,610,042 6,55+0,03°
48 9763 6,97+0,03¢ 7,19+0,012 7,640,012 7+0,03?




72

HUF16M2K10004

HUF16M3G11088

9763

HUF16M2K10004

HUF16M3G11088

7,21+0,01%

7,04+0,01°

6,97+0,06°

7,12+0,03%

6,96+0,01°

6,99+0,01°

7,13+0,02°

7,15+0,01%

6,96+0,01°

7,11+0,05°

7,59+0,02°

7,63+0,022

7,730,017

7,6+0,03°

7,55+0,05°

6,89+0,01°

6,65+0,04°

6,99+0,02%

6,92+0,07%

6,66+0,01°

Ayni siitunda yer alan 6rnek gruplarinda kendi igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gore anlamli derecede farklidir,

p<0,05.
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pH Olclim Sonuglar:

Sire (Saat) Sus Kodu Elma-Armut Kayis1-Cilek Seftali Nar ¢ekirdegi- nar
kabugu
0 9763 4,34+0,01° 3,730,022 3,97+0,01° 3,54+0,01°
HUF16M2K 10004 4,29+0,01° 3,72+0,012 3,8620° 3,5+0,01°
HUF16M3G11088 4,360,012 3,7+0,012 3,9420,01° 3,560,012
24 9763 4,04+0,01° 3,6620,05 3,71%0,04 3,460,012
HUF16M2K 10004 4,03+0,03° 3,650,012 3,59+0,012 3,42+0,01°
HUF16M3G11088 4,12+0,01° 3,63+0,01° 3,52+0,01° 3,43+0,01°
48 9763 3,88+0,01° 3,680,012 3,860,012 3,43%0,01°
HUF16M2K 10004 3,85%0,01° 3,69+0,012 3,77+0,01° 3,39+0,01°
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72

HUF16M3G11088

9763

HUF16M2K10004

HUF16M3G11088

3,98+0,01%

3,84+0,01°

3,76+0,01°

3,92+0,012

3,67+0,01°

3,74+0,01°

3,74+0,01°

3,71+0,05P

3,67+0,01°

3,82+0,01%

3,76+0,01°

3,64+0,01°

3,44+0°

3,38+0,01°

3,34+0,01°

3,41+0,012

Ayni siitunda yer alan 6rnek gruplarinda kendi igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gore anlamli derecede farklidir,

p<0,05.
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Biyokutle Verimleri (mg/mL)

Sdre Sus Kodu Elma-Armut Kayis1-Cilek Seftali Nar ¢ekirdegi- nar
(Saat) kabugu
0 9763 2,34%0,18° 12,19+0,36° 4,13+0,14° 32,360,822
HUF16M2K10004 4,54+0,23? 6,61+0,09° 7,95+0,05% 29,30,63"
HUF16M3G11088 2,99+0,05" 15,770,342 7,020,772 26,45+0,56°
24 9763 3,95+0,29" 12,79+0,54° 5,77+0,16" 33,12+2,73?
HUF16M2K 10004 5,89+0,08? 8,29+0,36° 9,41%0,16 27,44+0,63°
HUF16M3G11088 4,42+0,44° 15,64+0,252 9,11+0,522 24,81+0,6°
48 9763 5,720,172 12,03+0,88" 5,17+0,27" 32,22+0,21°
HUF16M2K 10004 6,51+0,3° 8,12+0,18° 9,49+0,12 26,30,11°
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HUF16M3G11088 6,57+0,56% 14,97+0,46% 9,22+0,27% 22,39+0,37°¢

72 9763 5,01+0,14% 12,71+0,18° 5,88+0,19° 33,14+0,81°
HUF16M2K10004 5,7+0,6% 8,47+0,02° 9,17+0,05° 26,13+0,1°
HUF16M3G11088 5,23+0,84% 15,28+0,61% 9,68+0,21% 25,51+0,55"

Ayni siitunda yer alan 6rnek gruplarinda kendi igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gore anlaml1 derecede farklidir,

p<0,05.
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Uretilen Protein Miktar: (%w/w)

Sure (Saat) Sus Kodu Elma-Armut Kayisi1-Cilek Seftali Nar ¢ekirdegi- nar

kabugu

0 9763 1,51+0,08% 9,34+0,92° 1,4+0,96% 19,41+0,032
HUF16M2K10004 2,16+1,51% 7,08+0,27¢ 2,31+0,942 14,6+0°

HUF16M3G11088 2,31+0,18° 14,47+0,172 1,98+0,9? 18,53+0,1°

24 9763 2,21+0,08" 8,68+0,74° 1,53+0,59° 21,55+0,03?

HUF16M2K10004 2,61+0,012 7,74+0,08° 2,240,632 18,48+0,08"

HUF16M3G11088 1,9+0,1° 12,01+0,122 2,24+0,59? 21,940,432

48 9763 2,19+0,08° 7,9240,14° 2,11#0,59° 23,23+0,31°

HUF16M2K10004 5,00+0,1? 9,34+0,09° 2,11+0,522 18,04+0,36°




HUF16M3G11088 4,02+0,05° 10,76+0,172 2,41+0,272 20,78+0,08°

72 9763 1,5+0,572 5,86+0,2¢ 1,05+0,15¢ 23,52+0,12
HUF16M2K 10004 1,91+0,722 8,39+0,14° 1,51+0,19° 19,2+0,01¢
HUF16M3G11088 2,62+0,832 11,12+0,072 2,240,242 21,45+0,18°

Ayni siitunda yer alan 6rnek gruplarinda kendi igerisinde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gore anlaml1 derecede farklidir,

p<0,05.
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EK 1.9- Hacettepe Universitesi Uluslararas1 Gida Biyogiivenlik ve Biyoteknoloji
Arastirma ve Yaymm Merkezi (IFBBC) ev sahipliginde Sagenit firmasi ile

diizenlenen Yasam Dongusu Analizi (LCA) kursuna ait poster ve program.

= ;‘ Uluslararasi Gida Biyogiivenlik ve Biyoteknoloji Arastirma ve Yayim Merkezi
- (IFBBC)

Gida Sektérinde Yasam Donglisu Analizi:
Cevrimici Kisa Kurs

Gida sektorii calisanlan,

Gida Mihendisleri ile

Ilgili béliim &grencileri, 6zel

ya da kamu kuruluslarinda galisan
uzmanlar

IFBBC Kis Okuluna

davetlidir!

Bu kursta:

* Yasam dongisil analiz kavrami ve

tarihcesi,

» Yasam déngiisii analizinde sireg
=1 27.01.2023 tasariminin nasil gerceklestigi
2ii] CUMA * Gida sektérinde yasam ddngasi

MICROSOFT analiz galismalarinin amaclari ve
TEAMS anemi

ey * Gida sektdrinde yasam ddngusi
@ 13.30 - 17.30 analizi yapan temel birimleri
6grenmeyi hedefliyoruz.

= KATILIMCILARA
;Ll{ﬁf SERTIFIKA

LA VERILECEKTIR

(& Kavrlcii AN

agen|
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( L A'\Q‘ Uluslararasi Gida Biyoguvenlik ve I::::::l;noloﬂ Arastirma ve Yayim Merkezi

Gida Sektoriinde Yagsam Dongiisil Analizi: Cevrimigi Kisa Kurs
Program
27.01.2023
13.30 Kayit ve Kabul

13.45 Acilis konugmasi
Prof. Dr. Remziye Yiimaz /IFBBC
14.00-15.30 Yasam Dongiisii Kavrami ve Tarihcesi
Yagam Doénglist Siregleri ve Stireg Tasanmi
ligili Standartlar (ISO 14040 Ve 1SO 14044 Serisi)
Konusmaci: Bengi Ciftci/Gida Muhendisi
15.30-15.45 Ara
15.45-17.15 Hayat Boyu Envanter Analizi
Cevresel Etkiler
Déngusel Ekonomi
Konugmacti: Yagmur Eyikogak Kog /Cevre Mihendisi
17.15-17.30 Soru&Cevap

Sagenil
. SAGENIT Yon. Hizm. Org. San. ve Tic. Ltd. Sti.
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EK 1.10- Nar kabugu-nar cekirdegi yas posalar1 ve HUF16M3G11088 kodlu S.

cerevisiae susu ile biyoproses yoluyla Uretilen liyofilize toz formdaki mikrobiyal

proteinde yasam dongiisii analizinde kullanilan proses akis diagrami ve proses

verileri

Nar Posasi Uretimi

Nar Gekirdegi
Posasi

l l Sevkiyat

Hacettepe Universitesi Gida Miih.
FoodOmics Laboratuvari

Nar Kabugu Posasi

‘ Nar Kabugu ‘ Nar Cekirdegi

Sterilizasyon

1
|
(121°C, 15aK) 15mL %0.9 NaCl |

Cozeltisi |

35mL

Nar Posasi Santrifij | Etiiv
Besiyeri (100K) (18 Saat)

Maya
(8. cerevisiae)

l

Fermantasyon
(28°C . 72 saat)

santrifuj I
(10 dk)

Dondurma
(24 saat)

Liyofilizasyon
(24 saat)

Ofiitme
(30sn)

Toz Formunda
Mikrobiyal Protein

‘ Nem Analizi ‘

l L

!
Ultrasonikator ! 2aemLoam |
(12dK) | NaOK (33,5 NaC) |

Protein Analizi

Nem Tayin Cihazi
(70K

Su Banyosu
(90 dk)

santrifuj

(30.dk)

400pl BCA |

|
| Reagent |
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¢ A.Hammaddenin islenmesi

B. Fermantasyon ve Uriin Uretimi

t €. Son Uriin Analizleri




Sistem Girdileri Birim Miktar
Nar kabugu-Nar Cekirdegi ar 125,62
Saf Su mL 540
NaCl (%0.9) mL 15
YPD Broth mL 35
0.1 M NaOH (%3.5 NaCl) mL 23,46
BCA (Bicinchoninic Acid Assay) ul 400
Reagent
Enerji Girdisi Hesabinda Kullanilan Sdre Gug
Cihazlar
Blender (Mekanik parcalama igin) 5 dakika 400 W
Otoklav (Sterilizasyon igin) 2 Saat 3.0 kW
Etlv 18 saat 800 W
Santrifuj 1&I1 20 dakika 500 W
Calkalamali Inkiibator 72 Saat 650 W
Dondurucu 24 Saat 1Ph
Liyofilizasyon 24 saat 0,85 Kva
Ogiitme, Blender 30 saniye 400 W
Ultrasonikator 12 dakika 98.6 W
Su banyosu 90 dakika 1600 W
Santriflj 30 dakika 460 Watt
Mikroplaka Okuyucu 10 saniye 15W
Cikan Atiklar Birim Miktar
Suyu Sikilmis Nar Posas1 Kalintist gr 34,56
Sevkiyat Birim Miktar
Nar Cekirdegi ve Nar Kabugu Sevkiyat1 tkm 0,000436
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EK 2- Tezden Tiiretilmis Bildiriler

EK 2.1- Yesildag, i. C., Akin, H., Riizgar, H., Yazicy, S., Yilmaz, R., “Analysis of Protein
Secretion by Baker’s Yeast Saccharomyces cerevisiae”, Birinci Uluslararast Biotech

Studies  (ICBIQOS) Kongresi,  09-11 Kasim 2022,  Sozli  Sunum.

November 9-11, 2022

Analysis of Protein Secretion by Baker’s Yeast (Saccharomyces cerevisiae)

Ipek Ceren Yesildag' . Remziye Yilmaz' . Hilal Akin® | Hilal Ruzgar® | Serafettin Yazici®
'Hacettepe University Department of Food Engineering FoodOmics Research Laboratory, Ankara,
*Tunay Food, Ankara, TURKIYE

Baker’s veast (Saccharomyces cerevisiae) is one of the most important and widely used cell factories
for protein production. Nevertheless, Its productivity is still relatively low, and with increasing market
demand, 1t 15 important to identify new strams which are valuable hosts for the production of protein
with a wide array of applications. Here, we analyzed the protein secretion level of the original
(Saccharemyces cerevisine) strains to understand their capability of protemn production. The original
and local (S.cerevisiae) strains in the FoodOmics Laboratory Culture Collection were evaluated
according to their ability to secrete microbial protein Grape juice was chosen as the medium and in
order to enhance the secretory pathway, 1% yeast extract powder was added to grape juce and
fermentation was carried out for 72 hours at 28°C. During the fermentation, to compare the original (5.
Cerevisiae) (HUF16M1C0004, HUF16M2K 10004, HUF16M3G11088 and HUF16M3H11101) and
conirol (HUF 16M1C0002) strains, the growth of the strains and the amount of secretion protein were
monitored. As a result, specific growth rate coefficients of the studied strains were found in the range
0f 0.23-2.52 h-1. The 0.66-1.62 g/L of microbial protein was obtained after 48 hours of fermentation,
and 1.64-1.96 g/L at the end of 72 hours. The protein content was found to be significantly higher than
some previous studies on (5. Cerevisige). And we have successfully detected extracellular levels of
proteins to choose some strains for further studies.
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EK 2.2- Yesildag, 1. C., Akin, H., Yazic1, S., Yilmaz, R, Yiiksek Katma Degerli Uriinlerin
Uretimi Amaciyla Meyve Suyu Endiistrisi Atiklarmin Kompozisyonunun Belirlenmesi,

22. Uluslararas1 Katilimli Biyoteknoloji Kongresi, 20-22 Ekim 2023, Poster Sunumu.

“‘aﬂ'":,‘ CUMHURIYET
E Yiiksek Katma Degerli Uriinlerin Uretimi Amaciyla Meyve Suyu Endiistrisi *i"li"
Atiklarinin Kompozisyonunun Belirlenmesi ?w

Ipek Ceren YESILDAG'2, Hilal AKIN#, Serafettin YAZICI4, Remziye YILMAZ23*
1Gida Miihendisligi Béliimii, Fen Bilimleri Enstitiisii, Hacettepe Universitesi, 06800, Ankara, Tiirkiye
2 FoodOmics Laboratuvari, Gida Miihendisligi Bélimii, Miihendislik Fakiiltesi, Hacettepe Universitesi, 06800, Ankara, Tiirkiye
3 Uluslararasi Gida Biyogiivenlik ve Biyoteknoloji Aragtirma ve Yayim Merkezi (IFBBC), Hacettepe Universitesi, 06800, Ankara, Tiirkiye
4 Tunay Gida San. Ve Tic. A.S. , Erzincan, 24000
*e-mail: remziye@hacettepe.edu.tr

OZET
Gida atiklarinin - degerlendirilmesi, atiklarin  karbon ayak izinin 2
azaltiimasi, donglisel ekonomi modelinin benimsenmesi ve surddrilebilir [0 Kurumadde [ Nem o Kl
kalkinma amaglarinin gergeklestiriimesi agisindan énem tasimaktadir. " Protein Ham Lif I indirgen Seker
Bu kapsamda gida atiklarinin  katma degeri yiksek Uriinlere
donistirilebilmesi  igin -~ kompozisyonlarinin  analiz  edilmesi 776%
gerekmektedir. Bu | da, Tunay Gida meyve suyu Uretim d65%
isletmesinden temin edilen ve Uretim atiklari olan elma, armut, nar,
seftali, gilek, kayisi ve siyah havug yas posalarinin kurumadde-nem, kiil,
protein, ham lif ve indirgen seker icerikleri analiz edilerek yiiksek katma =105%
degere sahip drGn dretimlerindeki hammadde olarak kullaniima \ P, A%
potansiyelleri degerlendirilmigtir. —I .5 % ' '
; 8% 0% 25%
E. GIRIs 25% 2%

ELMA POSASI ARMUT POSASI

FAO'nun yayinladigi rapora gore, bir yilda tretilen gidalarin  1/3'G atik
haline gelmekte ve bu yillk 400 milyar dolar ekonomik kayba yol
agmaktadir. Kaynak kaybinin yani sira gida atiklari yilda 3.3 milyar ton
CO, gazi salinmina neden olarak sera gazi emisyonlarinin artmasina
neden olmaktadir.

E T PSR
S Al

789 %

05%
15%
211% 22% 12%

SEFTALI POSASI
795%

Meyve suyu endistrisi, atik Uretiminin en fazla oldugu endstriler
arasinda bulunmakla beraber islenen meyvelerin 20-80%'’lik kismi atik
haline gelmektedir. Atiklar kompozisyonundaki su, lif, mineral, protein ve
indirgen sekerler sayesinde biyoteknolojik uygulamalar igin zengin bir
kaynak olarak 6ne gikmaktadir. Yukarida gida endustrisi atiklarinin GILEK POSASI KAYISI POSASI
degerlendirilmesi ile ilgili stirdiiriilebilir kalkinma amaglari gosterilmistir. 79.2%

12%
|.4%4.3%3'4%

SIYAH HAVUG POSASI

Protein 208%

Tayini 4

SONUC ve TARTISMA

Analizler sonucunda meyve suyu endustrisi atiklarindan olan elma,
armut, nar, seftali, gilek, kayisi ve siyah havug yas posalarindaki nem

Ham Lif icerigi % cinsinden 48.48 (Armut)- 79.46 (Kayisi) arasinda degismektedir.

Tayini@ Ayni orneklerde kil igerigi % cinsinden 0.46 (Armut)-1.07 (Nar) oranlari
B arasinda bulunmaktadir. Protein igerigi ise % cinsinden 1.10 (Armut)-5.20
= (Cilek) araliginda saptanmigtir. Ham lif igeriklerinin %3.13 (Kayisi) ile
%24.97 (Armut) araliginda oldugu bulunmustur. Indirgen seker igerigi %
0.5 (Cilek) ile %8.43 (Kayisi) arasindadir. Posalarin igerigini olusturan
bilesenlerin yiizde miktarina gore buyiikten kigige sirasiyla lif, indirgen

KAYNAKCA seker ve protein oldugu saptanmistir. Analiz edilen yas posalardaki
i 4 indirgen seker ve protein bilesenleri miktarlarinin 6nemli dlizeyde olmasi
(1) PAR Fernandes, S.S. Ferreira, R. Bastos, |, Ferreira, M.T. Cruz, A. Pinto, E. Coelho, C.P. Passos, MA. Coimbra, nedeniyle mikrobiyal fermantasyonda kullanilabilir. Ayrica bu posalar, lif
S.M. Cardoso, D.F. Wessel, Apple Pomace Extract as a Sustainable Food Ingredient. Antioxidants, 8 (2019) 189. . PPOTaN ..k k OIITIasI Sebebi 'e kmsantre lif L'Iretiminde ku"anllma
(2] AOAC-Official Methods of Analysis Of The Association of Official Analytical Chemists, 15th ed., Association of Iceﬂgmm yu Sel o : Vl el
Official Analytical Chemists, INC., Arlington, Virginia USA, 1990 potansiyeline sahiptir. Elde edilen sonuglar simdiye kadar sadece hayvan
3] Q. Jin, N. Q shi. H. Wang, H. Huang, Acet: butanol-eth: I (ABE) fe ntation of soluble and h) zed i i i1 imi 4] i
B e e ety e S, ohe S0, Bytoly yemi ve biyogaz u_rellmlnde kullanilan yas posalarin! biyoproses ve
(4] Granucei, N., Harris, P. J., & Villas-Boas, S. G. (2023). Chemical Compositions of Fruit and Vegetable Pomaces bilesen ekstraksiyonunda hammadde olarak kullanimlarini
from the Beverage Industries. Waste and Biomass Valorization, 1-16. des‘eklemek'w if.
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