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OZET

TARIMSAL ATIKLAR KULLANILARAK BIYOAROMA URETIMIi VE
OPTIMiZASYONU

Onur GUNESER
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Mithendisligi Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Dog. Dr. Yonca KARAGUL YUCEER
25/06/2014, 136

Bu ¢alismanin amaci farkli bilesimlere sahip tarimsal atiklardan mikrobiyal fermentasyon
yoluyla dogal bazi aroma maddelerinin iiretilmesi ve segilen mikroorganizmalarin aroma
iretme potansiyellerinin ortaya konmasidir. Calismada Kluyveromyces spp, Debaryomyces
spp., Candida spp., Rhizopus spp., Aspergillus spp., Pseudomonas spp., ve Lactobacillus
spp. gibi segilmis baz1 mikrobiyal kiiltiirlerin pirina, domates ve biber kiispeleri tizerinde
gelisimi saglanmistir. Aroma bilesenlerinin liretimi ve optimizasyonu i¢in erlen ve
biyoreaktor diizeylerinde derin kiiltiir fermentasyonu kullanilmigtir. Olusan aroma
bilesenlerinin belirlenmesi igin gaz kromatografisi-olfaktometre teknigi (GCO), miktar
belirlemesi i¢in gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) kullanilmustir.
Fermentasyon sonucu tarimsal atiklarda olusan triinlerin duyusal algilari ile kimyasal
aroma bilesenleri arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla Spectrum™ metodu

uygulanmigtir.

Calismada kullanilan tarimsal atiklarda secilmis olan maya ve kiiflerin gelisebildikleri ve
aroma maddesi iretebildikleri, ancak kullanilan bakterilerin sec¢ilen tarimsal atiklarda
gelismedigi belirlenmistir. Domates ve biber kiispesi aroma maddelerinin iiretimi
konusunda daha uygun besi ortamlar1 olarak tercih edilebilir. Genel olarak maya ve
kiiflerin tarimsal atiklarda gelisimi sonucu esterler, alkoller, asitler, aldehitler ve ketonlar
olusmustur. Ornegin, pirinada kiiflerin gelisimi sonucu 1-okten-3-ol ve limonen
tiretilmistir. Domates ve biber kiispesinde kiif gelisimi sonucu yogunlugu artan bilesenler

mantar aromasi ile iliskilendirilmis (Z)-1,5-oktadien-3-ol, 1-okten-3-ol, (E)-2-oktenal ve

vii



(E)-2-oktenol’diir. Maya fermentasyonu sonucu pirinada mentol, fenil etil alkol ve
metilbiitirat; domates ve biber kiispelerinde izoamil alkol, fenil etil alkol ve fenil etil asetat
iiretilmistir. Genel olarak mayalarla fermente edilmis tarimsal atiklarin duyusal 6zellikleri
‘cigegimsi’, ‘fermente meyve’ ve ‘tathi aromatik’ olarak tanimlanirken, kiiflerin gelistigi
atiklardaki karakteristik terimler ‘findigims1’ ve ‘fermente sebze’ dir. Bu ¢alisma mikrobial
kiiltiirler kullanilarak tarimsal atiklardan dogal aroma iiretimi konusunda temel ve

uygulamali bilgiler saglamaktadir.

Anahtar kelimeler: Biyoaroma, mikroorganizma, biyoteknoloji, tarimsal atik
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ABSTRACT

PRODUCTION AND OPTIMIZATION OF BIOAROMA BY USING
AGROWASTES

Onur GUNESER
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Food Engineering
Advisor : Assoc. Prof. Dr. Yonca KARAGUL YUCEER
25/06/2014, 136

The objectives of this study were production of some natural aroma compounds from
agricultural wastes which have different compositions by microbial fermentation, and
statement of aroma production potentials of the selected microorganisms. In this study, the
growth of selected microbial cultures including Kluyveromyces spp, Debaryomyces spp.,
Candida spp., Rhizopus spp., Aspergillus spp., Pseudomonas spp., and Lactobacillus spp.
was provided on olive pomace, tomatoes and pepper pomaces. Deep culture fermentations
in Erlenmayer and bioreactor conditions were used to produce and to optimise aroma
compounds. The resulting aroma compounds were identified by gas chromatography
olfactometry (GCO) technique and quantified by using Gas Chromatography-Mass
Spectrometry (GC-MS). Moreover, to determine the relationship between sensory
perceptions of the products resulting from agricultural wastes by fermentation and

chemical aroma compounds, Spectrum™ analysis was conducted.

Selected yeasts and molds can grow and produce aroma compounds on agricultural wastes
used in this study, but it was determined that bacteria did not grow on these waste
materials. Agricultural wastes of tomatoes and pepper pomaces can be preferred as
suitable nutrient medium to produce aroma compounds. In general, esters, alcohols, acids,
aldehydes and ketones were produced by the growth of yeasts and molds on agrowastes.
For example, 1-octen-3-ol and limonene were produced by the growth of molds on olive
pomace. Aroma compounds which had higher intensities in tomatoes and pepper pomaces
were (Z)-1,5-octadiene-3-ol, 1-octen-3-ol, (E)-2-octenal and (E)-2-oktenol associated with



mushroom aroma note. Yeast fermentation resulted in production of menthol , phenyl ethyl
alcohol and methyl butyrate in olive pomace; isoamyl alcohol , phenyl ethyl alcohol and
phenyl ethyl acetate in tomato and pepper pomaces. In general, sensory descriptors of
agricultural wastes fermented by yeasts were ‘floral’, ‘fermented fruit’ and ‘sweet
aromatic’, while characteristic terms for wastes fermented by molds were ‘nutty’ and
‘fermented vegetable’. This study provides basic and applied knowledge on natural flavor

production from agricultural waste using microbial cultures.

Key words: Bioaroma, microorganism, biotechnology, agrowaste
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BOLUM 1
GIRIS

Gidalarin tiiketilmesi ve tercih edilmesi insanin gérme, tatma ve koklama gibi
duyularinin uyarilmasiyla ilgilidir. Gorilinlis ve yapisal ozellikleri ile birlikte gidalarin
aroma Ozellikleri, o gidanin tercih edilmesinde 6nemli derecede etkili kalite kriterlerinden
biridir (Reineccius, 1994). Bir gidanin aromasi; hammaddenin dogal yapisindan ve o
gidanin islenmesi ve depolanmasi sirasinda uygulanan islemlerden kaynaklanabildigi gibi,
disaridan ilave edilen bazi aroma bilesiklerinden de kaynaklanabilmektedir. Bu nedenle
aroma maddeleri gida endiistrisinde ¢ok sik kullanilan gida katki maddeleri arasinda yer
almaktadir (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2010). Diinyada gida ve diger sanayi kollar1 (6rn;
parfiim, boya vd.) icin lretilen aroma maddelerinin (flavours and fragrances) satisindan
elde edilen gelirin 2012 yil1 itibariyle 22.9 milyar dolar oldugu ve bu gelirin yaklasik %50’
sinden fazlasinin gida aromalarinin satisindan elde edildigi tahmin edilmektedir. Aroma
maddesi liretiminin ve satisinin yapildigi en biiyiik market Asya-Pasifik iilkeleri olup, bunu
Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Birligi iiyesi lilkeler takip etmektedir. Givaudan ve
Firmenich (Isvigre), IFF, Sensient Technology ve Mane (ABD), Symrise (Almanya),
Takasago ve T. Hesegawa (Japonya), Robertet (Fransa) ve Frutarom (Israil) aroma
iiretiminde diinya pazarinda yeralan ilk on firmadir. Ulkemizde ise en biiyiik aroma

tireticisi firma Aromsa’dir (Gebze) (Anonim, 2013).

Aroma maddeleri kimyasal olarak, asitler, esterler, alkoller, aldehitler, ketonlar ve
laktonlardan olusabilmektedir. Giiniimiizde 6.500 tane aroma maddesinin bilindigi ancak
bunlardan yaklagik 300 kadarinin yaygin olarak kullanildigi ifade edilmektedir (Scragg,
2007). Aroma maddelerinin 6zellikle kullanildig1 gida tirlinlerini siit {riinleri, alkolsiiz
icecekler ve soslar olusturmaktadir (Anonim, 2011 ve 2013; Ziegel, 2007). Birgok aroma
maddesi hayvansal (6rn: balina yagi, balmumu) ve bitkisel (6rn: vanilya bitkisi)
kaynaklardan ekstraksiyon, distilasyon veya kimyasal sentez yollar1 ile elde edilmektedir
(Vandamme ve Soetaert, 2002). Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa Birligi iiyesi tlilkeleri
ve Tiirkiye’de hayvansal ve bitkisel kaynaklardan ekstraksiyon, distilasyon, konsantrasyon,
kristalizasyon gibi yontemlerle elde edilen aroma maddeleri “dogal aroma maddeleri”,
kimyasal sentez yoluyla iiretilen ve kimyasal yapist dogal aromalardan farkli olan aroma
maddeleri ise “yapay aroma maddeleri” olarak adlandirilmaktadir. Ayrica Amerika
Birlesik Devletleri’ndeki yasal diizenlemelerden farkli olarak iilkemizde ve Avrupa Birligi

tiyesi iilkelerde, kimyasal yolla sentezlenen veya izole edilen, kimyasal yap1 olarak dogal



aromalar ile aynmi1 Ozellikteki aroma maddeleri “dogala 6zdes aroma maddeleri” olarak

tanimlanmaktadir (Anonim, 1985; 1988; 1997).

Aroma maddelerinin bitkisel ve hayvansal kaynaklardan ¢ok diisiik miktarlarda elde
edilmesi, hammaddenin ¢evre kosullarindan etkilenmesi ve dogal aroma maddelerinin
eldesinde kullanilan ekstraksiyon tekniginin pahali olmasi gibi nedenlerden dolay1
piyasada bulunan bircok aroma maddesinin kimyasal sentez yoluyla iiretildigi
bilinmektedir (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2010; Gounaris, 2010). Kimyasal sentez yoluyla
tiretimi en ¢ok yapilan aroma maddelerine 6rnek olarak “vanilin” verilebilir. Vanilinin
kimyasal ad1 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit olup, vanilya bitkisinden (vanilya ¢ubuklari)
ekstraksiyon yoluyla tiretilmektedir. Kimyasal yolla iiretimi ise, petrokimya hammaddesi
olan guaiakol veya kagit endiistrisi atig1 olan siyah likérden oncelikle glikosilat ile vanil
mandelik asitin (MVA) sentezlenmesini ve daha sonra bu bilesigin ileri oksidatif
dekarboksilasyonu ile vanilinin (tatli, vanilya) tiretilmesini icermektedir. Kimyasal sentez
yoluyla iretilen vanilinin fiyati yaklagik 15 $/kg olurken, dogal vanilyanin fiyati ise
ekstrakt kalitesine bagli olarak 4000$/kg olmaktadir (Dignum ve ark., 2001; Lomascolo ve
ark., 1999). Kimyasal sentez ile aroma maddelerinin tiretiminin, daha kolay ve ucuz
olmast ekonomik ag¢idan avantajli goriilebilir. Ancak kimyasal sentez yoluyla
gerceklestirilen iiretimlerde; istenmeyen rasemik karigimlarin veya safsizliklarin olugmasi
(her iki durumda aroma maddesinin duyusal kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir),
cevreye zararli iiretim proseslerinin var olabilmesi, insanlarin tiikettikleri gidalarda
kimyasal veya sentetik bilesenlerin bulunmasini istememesi (kemofobi) kimyasal sentezin
dezavantajlar1 olarak 6nem arz etmektedir. Bu nedenle, s6z konusu bu dezavantajlar aroma
iireticilerini ve aroma konusunda g¢alisan bilim insanlarin1 dogal aroma maddelerinin
tiretimi icin alternatif yollar aramaya yonlendirmistir (Dastager, 2009; Longo ve
Sanroman, 2006; Reineccius, 1994). Dogal aroma maddelerinin biyoteknolojik yollarla
tiretimi ile ilgili hem endiistriyel hem de akademik calismalar son yillarda biiyiik bir ivme

kazanmistir (Xu et al., 2007).

Mikrobiyal biyosentez yoluyla &zellikle dogal aroma maddeleri (fenil etil alkol,
izoamil alkol vd.), organik asitler (laktik asit, sitrik asit vd.), enzimler (lipaz, galoksidaz

vd.), gumlar (ksantan gum, ekzopolisakkaritler vd.), biyorenk pigmentlerinin (zeaxanthin,



monascorubramine vd.) tretimi gergeklestirilebilmektedir. Suan itibariyle, 50-100 adet
kadar aroma maddesinin mikrobiyal yolla iretildigi bildirilmektedir (Scragg, 2007). S6z
konusu bu yontemle yapilan biyoteknolojik iiretimlerde cogunlukla tarimsal atiklarin
hammadde olarak kullanilmasi 6n plana c¢ikmaktadir (Vandamme, 2009). Tarimsal
atiklarin mikroorganizmalar i¢in zengin bir besiyeri olmalari, iiretimler i¢in gerekli olan
baz1 bilesenleri dogal olarak icermeleri (ferrulik asit, yag asitleri vd.), ucuz ve kolay temin
edilebilmeleri gibi nedenlerle biyoproseslerde kullanilmalar1 ekonomik yonden ¢ok daha
avantajli olmaktadir (Madeiros ve ark., 2001; Neto ve ark., 2004; Haffner ve Tressl, 1996;
Christen ve ark., 2000; Vandamme, 2009). Yapilan bir ¢ok ¢alismada iiziim kiispesi, elma
kabugu, portakal kabugu, tapyoka kiispesi, seker pancar1 kiispesi, bugday kepegi, soya
fasulyesi kiispesi, piring kepegi, peynir alt1 suyu gibi tarimsal atiklarin biyoteknolojik
tiretimlerde kullanilmasi {izerine yogunlasilmigtir (Araujo ve ark., 2002; Besson ve ark.,
1997; Christen ve ark., 1997; Dastager, 2009; Lalou ve ark., 2013; Pandey et al., 2000;
Rossi ve ark., 2009; Urit ve ark., 2011).

Pirina, domates kiispesi ve biber kiispesi Marmara ve Ege bolgelerimizde dnemli
miktarlarda acia cikan tarimsal atiklardir. Ulkemizde acgia c¢ikan yillik pirina miktar:
829.816 ton olup, diger atiklar i¢in herhangi bir veriye rastlanmamistir (Basgetingelik ve
ark., 2009; Elibol ve ark., 2008). Pirina, zeytinyag: fabrikalarinin bir artigi olup, kalinti
zeytinyagi, su, zeytin ¢ekirdegi ve zeytin pulpundan olusmaktadir. Zeytin yagi isleme
prosesine bagli olarak 100 kg zeytinden 15-22 kg zeytinyagi, 35-45 kg pirina elde
edilmektedir. Pirina ortalama % 6-8 oraninda yag icermektedir (Nas ve ark., 2001).
Domates ve biber kiispeleri, 6zellikle salga ve sos tretiminde agiga ¢ikan kabuk ve
cekirdeklerden olusan atiklardir. Domates kabugunda yiiksek miktarda karotenoid
(likopen, B-karoten) bilesikleri ile diger lipid tiirevli bilesiklerin oldugu bilinmektedir.
Literatiirde karotenoidlerin termal, enzimatik ve mikrobiyal pargalanmasi sonucu
norizoprenoids olarak adlandirilan aroma maddelerinin olustugu bildirilmektedir (Aguedo
ve ark., 2000; Pinto, 2009; Del Valle et al., 2006; El-Adawy and Taha, 2001). Biber
kabugunda ise Ozellikle pirazin grubu aromatik bilesikler bulunmaktadir. Pirazinler
firnlanmis ve kizartilmis gida iirtinlerinin aromasina katkida bulunmaktadirlar. Pirazinler
ayrica dogal olarak ¢ig sebzelerde bulunabilmektedir. Ozellikle 2-izobiitil-3-

metoksipirazin yesil biber aromasini veren en iyi bilinen pirazin bilesigidir (Herent ve



Colin 1998). Son yillarda pirazinlerin bakteriyel fermentasyon yoluyla iiretimleri de s6z

konusudur (Adams ve Kimpe 2007).

Yillik atik miktarlar1 g6z oniine alindiginda s6z konusu tarimsal atiklar dogal aroma
maddesi iiretiminde hem ucuz hammadde temini agisindan hem de {iretim tekniginin
kolaylig1 acisindan degerlendirilebilir. Bu ¢ercevede, bu ¢alismada farkli bilesimlere sahip
tarimsal atiklardan mikrobiyal fermentasyon yoluyla dogal bazi aroma maddelerinin
tiretilmesi ve secilen bazi mikroorganizmalarin aroma iiretme potansiyellerinin ortaya

konmas1 amaglanmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Dogal aroma maddelerinin biyoteknolojik yollarla tretimi 3 farkli yontemle
olabilmektedir. Bunlar; 1) bitki doku kiiltiri, 2) enzim-kataliz ve 3) mikrobiyal
fermentasyon/biyodoniisiim yontemleriyle dogal aroma maddelerinin tiretimidir (Hrazdina,
2006; Krings ve Berger, 1998; Schrader ve ark., 2004). Mikrobiyal fermentasyon/
mikrobiyal biyodoniisim dogal aroma maddelerinin {iretiminde kullanilan en yaygin
yontem olup (Harlander, 1994), bitki doku kiiltiirii ve enzim-kataliz yontemleri ise dogal
aroma maddelerinin iretiminde kullanilan fakat ¢ok yaygin olmayan metotlardir
(Hrazdina, 2006; Schrader ve ark., 2004).

Bitkisel hiicre kiiltiirleri, nutrasotikler gibi yiliksek degerli besin ve saglik
ingredientlerinin dretimi igin Onerilen sistemler olup aroma bilesiklerinin {iretimi igin
1970°den beri kullanilmaktadir. Temel olarak bu tip biyoteknolojik iiretim, bitkisel
hiicrelerin modifiye edilmis bir ortamda hizli bir sekilde ¢ogaltilarak aroma bilesikleri gibi
ikincil metabolitlerin olusumunu kapsamaktadir. Modifiye kiiltiir ortamlarinin dogrudan
besin bilesenleri igcermesinden dolay1 bitki hiicreleri, kiitlesini artirmak i¢in fotosentez ile
enerji iretimine ¢ok fazla bagli kalmamaktadirlar. Buna ragmen ilk bitkisel hiicre
topluluklarinin (callus) ortamda olusturulmast zaman alabilmektedir. Bitkisel hiicre
kiiltiirleri ile aroma maddelerinin {iretiminde temel problem, iiretilen aroma bilesigi ya da
o6n maddesi miktarinin diisiikk olmasi ya da iiretilen ikincil metabolitin tek bir bilesenden
degil bircok bilesenden olusmasidir. Bu nedenle bitkisel doku kiiltiirii tekniginin sadece
biyokimyasal olusum yollart aydinlatilmis aroma maddelerinin iiretiminde kullanilabilmesi
s06z konusu olmaktadir (Hrazdina, 2006; Davies ve Deroles, 2014). Bu kapsamda yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada (Grover ve ark., 2012) 2,4 diklorfenoksi asetik asit (5 mg L
1, 6-benziladenin (1 mg L) ve sakkaroz (30 g L!) igeren Murashige ve Skoog sentetik
ortaminda karanlik sartlarda ve pH 5.8’de gelisen Camellia sinensis (¢ay bitkisi) hiicre
kiiltiirlerinde monoterpenoid, aldehit ve alkol tlirevli aroma maddelerinin dnemli diizeyde
tiretildigi belirlenmistir. S6z konusu aroma maddelerinin a-terpineol (lavanta), nerol (tatl

lime), 2-etilhekzanol (sitrus), benzilalkol (¢icek), benzenasetaldehit (bal), nonanal



(yagimsi), feniletilalkol (giil) oldugu ifade edilmistir. Bir bagka ¢aligmada, Agastache
rugosa Kuntze yaprag hiicre kiiltiirlerinde 2,4 diklorfenoksi asetik asit (1 mg L) ve
sakkaroz (50 g L) igeren Murashige ve Skoog ortaminda 1600 lux 1sik altinda ve pH
5.7’de basta asetoin (krema) olmak iizere, 2,4,5-trimetil-oksazolin, 1,2,4-trimetilbenzen ve
1,3 biitandiol (222 pg L) gibi ugucu bilesiklerin  olustugu belirlenmistir. Ancak
aragtiricilar, hiicre kiltiirii karakteristik aromasinda 2,3-butandion (tereyagi/peynir), (E,Z)-
2,6-nonadienal (salatalik/kavun) ve (E,Z)-2,6-nonadienol (salatalik/tatli) aroma-aktif
bilesiklerinin rol oynadigmi ve hiicre kiiltirii ugucu profilinin tiim bitkinin ugucu

profilinden tamamen farkli oldugunu belirtmislerdir (Kim ve ark., 2001).

Aroma bilesenlerinin karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesinde enantiyomer veya
isomer kavrami Onemli bir konudur. Ciinkii ayni1 kimyasal yapiya sahip olan aroma
bilesenleri, farkli enantiomerlere ya da bolgesel izomerlere (regioisomerler) sahip
olabilmektedirler. S6z konusu enantiyomerler veya izomerler duyusal agidan ¢ok farkl
ozelliklere sahiptirler (Reineccus, 2006). Ornegin; terpinen ugucu bileseninin alfa izomeri
limon aromasi ile iliskilendirilirken, gamma izomer formu benzin ve terepentin yagi
aromas! ile iliskilendirilmektedir (Anonim, 2014). Ozellikle aroma maddelerinin kimyasal
sentezinde, reaksiyon seg¢iciliginin zayif olmasi, reaksiyon sartlarinda arzu edilmeyen farkl
izomer ya da enantiyomerlerin olusmasi son {Uriiniin dogal olarak kabul gormesini
zorlastirmaktadir. Bu bakimdan enzim-kataliz yontemleriyle substrata 0zgii davranan,
bolgesel ve enantiomerik secicilik gdsterebilen uygun bir enzimle, yiiksek proses etkinligi
ve diisiik sistem maliyetiyle tek basamakta enantiomerik olarak saf aroma maddelerinin
elde edilmesi miimkiin olmaktadir. Reaksiyon sonucu olusan lezzet maddeleri de dogal
riinler olarak kabul edilmektedir. Gida aromalarmin enzim-kataliz sistemleriyle
uretiminde Ozellikle lipazlar, lipoksigenazlar, proteaz/peptidazlar, glukozidazlar,
peroksidazlar ve oksidorediiktazlarin kullanimi yaygindir. Hali hazirda alkol dehidrojenaz,
vanilil alkol oksidaz, glutaminaz, siklodekstrin glukanotransferaz, seskiterpen sentaz ve
flavorzyme® gibi spesifik enzimlerin kullanimi da mevcuttur (Longo ve Sanroman, 2006;
Dubal ve ark., 2008).

Enzim-kataliz yontemleriyle dogal aroma maddelerinin iretimi ile ilgili olarak Wu

ve Cadwallader (2002) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, et benzeri aroma iiretmek igin



yagsiz soya fasulyesi unu ticari proteolitik enzim olan flavorzyme® ile belli sicaklik ve pH’
larda muamele edilerek pismis tavuk ve kirmizi et aromalar1 iiretimi gergeklestirmislerdir.
Elde edilen hidrolize sebze proteininde yapilan aroma analizleri sonucunda hidrojen siilfit
(pismis yumurta), methanetiol (lahana), 2-metil-3-furantiol (et), 3-merkapto-2-pentanon
(iire), 2-furanmetanetiol (kahve, siilfiir), metional (haslanmis patates), maltol (yanik seker)
ve furaneoliin (yanik seker) olustugu ve olusan bu aromalarin pismis et aromasi ile
iliskilendirilebilecegi belirtilmistir.  Temino ve ark., (2005) yaptiklar1 c¢alismada
Lactobacillus kefir’den izole edilmis ve polivinil alkol ile immobilize edilmis alkol
dehidrogenaz enzimi ile organik hekzan ortaminda asetofenondan (ac1 badem), 2-fenil etil
alkol (giil) Gretiminin yapilabilecegini gostermislerdir. Kuo ve ark., (2014) tarafindan ise
Candida rugosa’dan elde edilmis lipaz poliviniliden florid tizerine immobilize edilmis ve
bu immobilize lipaz kullanilarak transesterifikasyon ile fenil etil asetat (gigek) liretimi
incelenmistir. Calisma sonucunda 38 saat reaksiyon siiresince 35.85 °C’de ve 3.65:1
alkol:asetat oraninda % 95.33 verim ile fenil etil asetat iiretiminin gerceklestirilebilecegi
belirlenmistir. Yapilan diger bir ¢caligmada ise, Fusarium solani pisi’den izole edilmis
kutinaz enzimi ile izooktan organik solvent ortaminda elma ve ananas aromalar ile
iliskilendirilen etil butirat, etil valerat ve etil kaproat gibi esterlerin sirasiyla %84, %96 ve

%97 verimle Uretilebilecegi belirlenmistir (Barrosa ve ark., 2009).

Bu c¢alismanin temel konusunu olusturan mikrobiyal fermentasyon/biyodoniisiim
yoluyla aroma maddelerinin {iretimi ii¢ farkli yaklasim ile gerceklestirilmektedir. So6z
konusu yaklagimlar; 1) katma degeri diisiik tarimsal atiklarin ¢esitli ortam kosullarinda
farkli mikroorganizma tiirleriyle kontrollii sekilde mikrobiyal fermentasyona birakilmasi,
2) mikroorganizmalarin gelisimi i¢in gerekli olan besinsel bilesenleri (karbon, azot,
mineral maddeler vd.) igeren sentetik Kkiltiir ortamlar1 kullanarak dogal aroma
maddelerinin tretimi ve 3) farkli bilesimlere sahip sentetik besiyerlerine aroma
maddelerinin 6n maddelerinin ilave edilmesi ve bu maddelerinin biyodoniisme ugratilarak

aroma maddelerinin tretilmesi olarak siralanabilir.

Her ii¢ yaklasimda da ortak olarak kullanilan teknik, kat1 faz kiiltiir (ylizey kiiltiir)
yontemi veya derin kiiltiir yontemidir (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2010). Derin kiiltiir

yonteminde sivi substrat ortaminda mikroorganizmalarin gelisimi saglanirken, olusan



tiriinler siv1 ortamdan elde edilmekte ve saflagtirllmaktadir. Fermentasyon i¢in gereken
gaz/hava karigimi belli oranda dogrudan steril olarak kiiltiir ortamina verilmektedir. Bu
amacla karigtirma ve havalandirma diizenegine sahip biyoreaktorler kullanilmaktadir.
Ayrica soz konusu biyoreaktorler pH, ¢ozlinmiis oksijen, sicaklik, kopiik sensorleri gibi
sensorlere sahip olup, mikrobiyal gelisimin iyi bir sekilde kontrol edilmesi saglanmaktadir
(Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2010; Yesiladali ve ark., 2010). Kat1 faz kiiltiir yonteminde ise
mikroorganizmalar ¢Ozlinmeyen kati veya yar1 kati kiiltiir ortaminda gelismektedir. Bu
yontem derin kiiltiir yontemine gore daha ucuz ve verimi yiiksek oldugu i¢in kat1 veya yar1
katt hammaddelerin (6rn; tarimsal atiklar) fermentasyonunda ve farkli enzimlerin
tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kati faz kiltiir yonteminde kullanilan
materyalin partikiil bliyiikliigii/ylizey alani, sicaklik ve nem miktart mikrobiyal gelisme ve
mikrobiyal aktivitenin kontrol edilmesinde en Onemli etkenlerdir. Kiiltiir ortaminda
sicaklik artigi, 1s1, oksijen ve nem transferinin kontrolliiniin zor olmasi, kati faz kiiltiir
tekniginin 6nemli bir dezavantaji olarak goriilmektedir (Couto ve Sanroman, 2006).
Biyoreaktdor ortaminda aroma maddelerinin {iretilmesinde kesin olarak reaksiyon
kosullarinin belirlenmesi 6nemlidir. Ciink{i tiim biyokimyasal reaksiyonlar mikrobiyal
enzim temelli olup, fermentasyon ortamindaki mikrobiyal gelisimin optimum kosullarda
tutulmas1 ve lretilen aroma maddelerinin spesifik yapilarinin iiretim sartlarindan en az

diizeyde etkilenmesi (par¢alanma, izomere doniisme vb.) istenmektedir (Tretzel ve Marx,
2007).

Mikrobiyal fermentasyon/biyodoniisim yoluyla aroma maddelerinin {iretiminde
birinci ve en fazla kullanilan yaklasim incelendiginde, katma degeri diisiik tarimsal
atiklarin gesitli ortam kosullarinda ¢ogunlukla farkli tiirden kiif ve mayalarla mikrobiyal
fermentasyona birakilmasini icermektedir. Bu kapsamda yapilan bir calismada Neurospora
spp. ATCC 46892 kiifii kullanilarak 6nceden jelatinize edilmis piring, misir ddvmesi, bira
fermentasyon artig1 ve fusumadan (bugday kepegi) kat1 kiiltiir fermentasyonu ile meyve
aromast Uretimi incelenmistir (Yamauchi ve ark., 1989). Kullanilan tiim atiklardan 1-2
haftalik fermentasyon sonunda meyve aromasi {retiminin gerceklestigi ve meyve
aromasini veren bilesenlerin etil kaproat (meyvemsi), izoamil alkol (muz) ve etil alkol

(tatl1) oldugu belirlenmistir. Calismada meyve aromasini veren ana bilesenin etil kaproat



oldugu saptanmistir. Etil kaproat liretimi i¢in 6zellikle 6nceden jelatinize edilmis pirincin

kullaniminin diger atiklardan daha uygun oldugu belirtilmistir (Yamauchi ve ark.,1989).

Bramorski ve ark., (1998) farkli oranlarda karistirilan tapyoka kiispesi, elma posasi,
amaranth, soya fasulyesi keki ve soya fasulyesi yaginin Rhizopus oryzae ile fermente
edilmesiyle aroma maddesi tiretimini incelemislerdir Calismada R. oryzae 'nin amaranth ve
mineral tuz soliisyonu igeren ortamda toplam ugucu madde konsantrasyonunun diger
ortamlara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Yapilan tepeboslugu analizlerinde tiim
ortamlarda etil alkoliin (tatl1) baskin oldugu (% 80), ancak asetaldehit (yogurt), 1-propanol
(fermente), etil asetat (meyve), etil propiyonat (iiziim), izoamil alkol (muz) gibi fermente
ve meyvemsi aroma veren bilesenlerin olustugu saptanmistir. Amaranth igeren ortamda s6z
konusu bilesenlerin 36-48 saat inkiibasyon sonunda maksimum konsantrasyona ulastigi

belirlenmistir.

Ceratocystis fimbriata CBS 374.83 kullanilarak bugday kepegi, tapyoka kiispesi ve
seker pancarindan meyvemsi aroma liretiminin incelendigi diger bir ¢aligmada (Christen ve
ark., 1997), oligo element ilaveli tapyoka kiispesi ve sentetik besin elementi ilaveli seker
pancart kiispesi kiiltlir ortamlarinda s6z konusu mikroorganizmanin toplam ugucu madde
tiretiminin oligo element ilaveli bugday kepegi igeren kiiltiir ortamina gore daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Aroma iiretimi bakimindan tek tek kiltlir ortamlar1 incelendiginde
bugday kepegi igeren ortama iire ilavesi yapildiginda izoamil asetat (¢igek) ve izoamil
alkol (muz) olustugu, azot ilavesi yapilmadiginda ise asetaldehit (fermente), etil alkol
(tatli), etil asetat (meyve) ve etil propiyonat (¢i¢ek) olustugu belirlenmistir. Ayni ortama
16sin 1ilavesi yapildiginda ise ortamda meydana gelen aroma maddelerinin
konsantrasyonunun arttig1 goézlenmistir. Tapyoka kiispesi igeren ortama losin ve valin
amino asitlerinin eklenmesiyle muz aromasmin daha gii¢lii ve yliksek konsantrasyonda
oldugu tespit edilmistir. Seker pancari igeren ortama azot ilavesi yapilmadiginda izoamil
alkol veya bu bilesigin asetat esterlerinin olusmadigi, ancak olusan etil asetat (tatl), etil
propiyonat (meyve) ve etil bitirat (tatl, ¢icek) gibi bilesiklerden dolayr meyvemsi
aromanin olustugu belirlenmistir. Seker pancari iceren ortama 16sin ilavesi yapildiginda
etil asetat ve 3-metil biitil asetatin konsantrasyonunun artmasi ile yogun bir muz

aromasinin meydana geldigi belirlenmistir. Yapilan c¢alismada biyoteknolojik yollarla



dogal aroma maddesi tiretiminde ortamin bilesiminin énemli rol oynadigr goriilmektedir.
Bu nedenle biyoteknolojik yollarla aroma iiretiminde iiretilen ugucu aromatiklerin tiim

karakteristiklerinin kolayca kontrol altina alinabilecegi goriilmektedir.

Yapilan diger bir ¢alismada (Madeiros ve ark., 2003) C. fimbriata’ nin CBS 374.83
ve CBS 146.53 suslar1 kullanilarak kat1 faz fermentasyon teknigi ile kahve bitkisinin posasi
ve kabuklarindan meyve aromasi iiretimi arastirilmistir. Calismada maksimum toplam
ucucu bilesen iiretimi 6n islem uygulanmayan kahve bitkisi kabuklarinin 48 saat boyunca
C. fimbriata CBS 374.83 ile fermentasyonu sonucunda elde edilmistir. Arastirmacilar
kahve posasinin s6z konusu mikroorganizma kullanilarak ugucu bilesen {iretimi i¢in uygun
olmadigin1 saptamiglardir. Kahve kabuklarindan elde edilen toplam ucucu bilesen
konsantrasyonunun %84.7’sini etil asetat (meyve), %7.6’smi etil alkol (tatli,) ve %2’sini
asetaldehit (fermente, yogurt) olusturmaktadir. Arastiricilar, biyoteknolojik yollarla dogal
aroma maddesi liretiminde C. fimbriata i¢in kahve kabuklarinin uygun bir substrat kaynagi

oldugunu ifade etmislerdir.

Soare ve ark., (2000) buhar uygulanmis kahve kabuklarina glikoz, 16sin, soya
fasulyesi yag1 ve 0Ozel tuz soliisyonu ilave edilerek olusturulan kiiltiir ortaminda C.
fimbriata nin aroma maddesi {iiretim yetenegini incelemislerdir. Kahve kabuklariyla
olusturulan ortama %20 ve %35 glikoz ilavesi ile yogun bir ananas aromasi elde edildigi
saptanmigtir. Calismada her iki ortamin toplam ugucu madde miktarlar1 sirasiyla 6.58
mmol g ve 52.4 mmol g? olarak belirlenmistir. Yapilan tepeboslugu analizlerinde %20
glikoz ilave edilen ortamin toplam ugucu bilesen miktarinin %80.5’ini, % 35 glikoz ilave
edilen ortamin toplam ugucu bilesen miktarinin ise %75.4’linli etil asetatin olusturdugu,
kalan kismi ise asetaldehit, etil alkol, izopropanol (meyvemsi), etil izobiitirat (rom),
izobiitil asetat (gicek), izoamil asetat (muz) ve etil 3-hekzanoat (gigek) gibi bilesiklerin
olusturdugu tespit edilmistir. Diger taraftan, kahve kabuklarina 16sin ilavesi ile olusturulan
ortamda ugucu bilesenlerin toplam miktarinin %358.2 oraninda arttig1, ortamda gii¢lii bir
muz aromasi meydana geldigi ve bunu da 6zellikle izoamil asetat ve etil asetatin sagladigi
belirtilmistir.  Ayn1 mikroorganizma tiiriiyle limon kiispesinden aroma iretiminin
incelendigi diger bir ¢alismada (Rossi ve ark., 2009) ise, limon kiispesine %50 soya

kiispesi, %25 seker pancarit melast ve mineral tuz soliisyonu eklenmesiyle toplam ugucu
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bilesen miktarinin arttigs (en yiiksek 99.6 pmol L g?) belirlenmistir. Toplam ugucu
bilesenlerin ise asetaldehit, etil alkol (tatli), etil asetat (meyve), propil asetat (armut), etil
izobiitirat (¢igek), 2-hekzanon (eterimsi), 2-hekzanol (sarapsi), izoamil asetat ve
bilinmeyen bir bilesikten olustugu saptanmistir. Calismada 6zellikle muz aromasi veren
izoamil asetat miktarinin gesitli ¢aligmalarda belirtilen tiretim miktarlarindan 5.5 kat daha

fazla oldugu belirlenmistir.

Christen ve ark. (2000) dort farkli Rhizopus kif cinsini tapyoka kiispesi, elma posasi,
soya fasulyesi, amaranth tohumu ve soya fasulyesi yagi gibi tarimsal atiklar ve tarim
iriinleri lizerinde gelistirerek dogal aroma maddesi tliretimini gerceklestirmis ve optimum
liretim prosesi i¢in en 1yi ortamin hangisi oldugunu belirlemislerdir. Calismada, s6z konusu
atiklardan {dretilen ugucu bilesenlerin Rhizopus kif tiirlerine bagli olmasindan ¢ok
kullanilan ortamin bilesiminden 6nemli derecede etkilendigi bulunmustur. En ¢ok ugucu
bilesen iiretiminin amaranth tohumlar1 ve mineral tuz soliisyonu kullanilan ortamda oldugu
belirlenmistir. Ayrica, ¢alismada Rhizopus tiirlerinin {irettigi aroma maddelerinde ¢ok az
farkliliklarin oldugu ve kullanilan ortamlarda R. oryzae ATCC 34612’in {irettigi aroma
maddelerinin asetaldehit(fermente), etil alkol(tatli), 1-propanol (solvent) , etil asetat

(meyve), etil propiyonat (ananas) ve izoamil alkol (muz) oldugu saptanmustir.

Yilmaztekin ve ark. (2008) seker pancar1 melasindan Williopsis saturnus ’'un HUT
7087, 1AM 12217 ve NCYC 22 suslarm kullanarak biyoteknolojik yolla izoamil asetat
(muz) iretimini arastirmislardir. Calisma sonucunda en iyi verimle izoamil asetat
tiretiminin 25 °C’de anaerobik kosullarda Williopsis saturnus HUT 7087 tarafindan
gergeklestirildigi bulunmustur. Uretim miktar1 132 saat fermentasyon sonucunda 20.4 mg
izoamil asetat L kiiltiir ortam1 olarak saptanmustir. Arastiricilar seker pancarr melasinin
s06z konusu aroma maddesi iiretimi i¢in ideal bir karbon kaynag: oldugunu belirtmislerdir.
Ayni arastiricilarin yaptiklar: benzer bir ¢alismada (Yilmaztekin ve ark., 2009) ise seker
tiretiminden arta kalan melasa farkli oranlarda fuzel yag: karistirilarak hazirlanan ortamda
Williopsis saturnus var. saturnus HUT 7087’ in izoamil asetat {iretimini incelemislerdir.
Melas ortamina yiiksek alkolleri igeren fuzel yaginin %1 oraninda ilave edilmesinin,
izoamil asetat iiretimini artirdigi belirlenmistir. Calismada 144 saat fermentasyon sonunda

fuzel yag ilave edilmeyen 1 L gelisme ortamindan (melas) 87.3 mg izoamil asetat elde
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edilirken, melas ortamina %1 fuzel yagi ilave edilmesi ile aynmi kosullarda 354.1 mg

izoamil asetat elde edildigi yani aroma tiretiminin yaklasik 4 kat arttig1 saptanmustir.

Medeiros ve ark. (2000) yaptiklari bir ¢alismada elma posasi, tapyoka kiispesi, seker
pancar1 kiispesi, aygigegi tohumlarinin kabugu ve palm kabugunu kullanarak
Kluyveromyces marxianus’un aroma tiretme potansiyelini incelemisler ve 6zellikle tapyoka
kiispesi ve palm kabugunun K. marxianus ile fermente edilmesi ile diger ortamlara gére
daha yiiksek yogunlukta meyve aromasiin dretildigini belirtmislerdir. Calismada
tepeboslugu teknigi kullanilarak yapilan gaz kromatografisi analizlerinde tapyoka
kiispesinde 11 adet, palm kabugunda ise dokuz adet aroma maddesinin olustugu
saptanmigtir. Belirlenen aroma maddeleri asetaldehit (fermente, yogurt), etil alkol (tatl),
etil asetat (meyve), propil asetat (armut), biitil asetat (eterimsi), etil propiyanat (meyve),
etil izobiitirat (rom), izoamil alkol (muz) ve iki tane de bilinmeyen bilesen olup, her iki
ortamda da etil alkol, asetaldehit ve etil asetatin yiliksek konsantrasyonda oldugu

saptanmistir.

Madeiros ve ark. (2001) yaptiklar1 bir ¢calismada dolgulu kolon biyoreaktdrde kati
faz fermentasyon teknigi ile K. marxianus kullanarak tapyoka kiispesinden biyoteknolojik
yolla aroma maddesi iiretim olanagimni arastirmislardir. Calisma sonucunda 0.06 L sa? g*
havalandirma hizinda toplam wugucu bilesen konsantrasyonunun yiiksek oldugu
belirlenirken, toplam ugucu bilesenlerin biiyiik bir kisminin ise etil asetat, etil alkol, ve
asetaldehit gibi bilesenlerde olustugu tespit edilmistir. Diger taraftan ayni arastiricilar
ucucu bilesenlerin iretiminin mikrobiyal biiyiime ile iligkili oldugunu belirtmislerdir.
Garavaglia ve ark., (2007) tarafindan yapilan ¢alismada ise, fenil alaninin K. marxianus
tarafindan fenil etil alkole (giil) doniistiiriilmesi i¢in kiiltiir ortami olarak iiziim maysesi
kullanilabilecegi belirlenmistir. Bu amagla maksimum fenil etil alkol tiretim kosullarinin, 3
g fenil alanin L? ilave edilmis iiziim maysesinin 37 °C de pH 7°de fermentasyonuyla
gerceklestigi bulunmustur. Diger taraftan, Manuel Salgado ve ark., (2012) ise sarap
tiretiminde agiga ¢ikan tiziim kabuklarmin hemiselulozik hidrolizatlarindan Debaryomyces
hansenii’nin iirettigi aroma maddelerini belirlemislerdir. Buna gore D. hansenii NRRL Y-
7426 susunun sO6z konusu atiktan fenil etil alkol (giil) tretimini yiiksek miktarda

gergeklestirdigini belirlemislerdir.
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Mantzouridou ve Paraskevopoulou (20013) portakal kabugu ilave edilmis kiiltiir
ortaminda Saccharomyces cerevisiae’in meyve aromasi veren ugucu ester bilesiklerini
incelemislerdir. Calismada mikrobiyal basal ortama portakal kabugu ilavesinin, izoamil
asetat, fenil etilasetat (gigek), etil hekzanoat (meyvemsi), etil oktanoat (tathi armut), etil
dekanoat (brendy) ve etil dodekanoat (gigek, sabun) iretimini tesvik ettigini
belirlemislerdir. Lalou ve ark., (2013) tarafindan yapilan ¢alismada ise asit ile hidrolize
edilmis portakal kabuklarin kiiltiir ortamina ilave edilmesiyle hem kalsiyum alginat ile
immobilize edilmis hem de serbest S. cerevisiae’ nin ester tretimi incelenmistir. Calisma
sonucunda immobilize S. cerevisiae’ nin fenil etilasetat, etil hekzanoat, etil oktanoat, etil
dekanoat ve etil dodekanoat iiretiminin serbest S. cerevisiae’dan daha iyi oldugu

belirlenmistir.

Araujo ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise yogun hindistan cevizi
aromas1 ile iliskilendirilen 6-pentil-a-piron (6-PP)’un seker pancari kiispesinden
Trichoderma spp. kullanilarak kati faz fermentasyonu ile iiretilebilecegi belirlenmistir.
Seker pancart kiispesinin kati faz fermentasyon teknigi kullanilarak 5 giin boyunca
Trichoderma spp. fermentasyon edilmesiyle, ortamda 3 mg ¢! kurumadde
konsantrasyonunda 6-PP’nin elde edilebilecegi tespit edilmistir. S6z konusu iiretim
miktarmin literatiirde s1vi kiiltiir fermentasyonu ile iiretilen miktardan daha yiiksek oldugu

belirtilmistir.

Yag iiretimi sonucu agiga ¢ikan pirina, aygigegi yagi pres keki, keten tohumu yagi
pres keki ve hint yagi pres kekinde farkli mikroorganizmalar kullanilarak kati
fermentasyon teknigi ile dekalakton iiretiminin incelendigi bir ¢alismada (Laufenberg ve
ark., 2004), hint yag pres kekinden Moniliella suaveolens ve Trichoderma harzianum
fermentasyonu ile y-dekalakton (seftali), o-lakton (tatli krema) ve 6-pentil-a-piron
(hindistan cevizi) tretilebilecegi belirlenmistir. Ayrica, diger pres keklerinde s6z konusu
mikroorganizmalarin mikrobiyal olarak gelistigi ama Onemli miktarlarda lakton

tretimlerinin olmadig bulunmustur.

Loser ve ark., (2011) 23 farkli K. marxianus susunu peynir alt1 suyundan etil asetat
tiretim potansiyellerini incelemek i¢in kullanmiglardir. Calismada her susun etil asetat ve

etil alkol liretme potansiyelinin farkli oldugu belirlenirken, 6zellikle K. marxianus BEL
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5637 ve K. marxianus DSM 5421 suslarinin, peynir alti suyundan etil asetat liretme
potansiyelinin yiiksek ve umut verici suslar oldugunu belirlenmistir. Yapilan diger bir
calismada (Urit ve ark., 2011) K. marxianus DSM 5422 kullanilarak 70L’lik biyoreaktérde
etil asetat iiretiminin modellemesi yapilmistir. ifade edilen modelde tiiketilen seker
miktari, olusan etil asetat miktari, olusan biyokiitle miktari, ortalama mikroorganizma

solunum hiz1 gibi degerler farkli peynir alt1 suyu ortamlari i¢in hesaplanmaistir.

Biyoteknolojik yolla dogal aroma maddelerinin iiretimi i¢in kullanilan ikinci
yaklagima ait yapilan calismalar incelendiginde, farkli mikrobiyal besin kaynaklari,
mineral tuzlar ve fermentasyon kosullarinin denenerek aroma maddelerinin tiretimlerinin
arastirildigi goriilmektedir (Bluemke ve Schrader, 2001; Kalyani ve ark., 2000; Mdaini ve
ark., 2006). Mdaini ve ark. (2006) zeytin karasuyundan izole edilen Geotrichum
candidum’un farkli kiiltiir ortamlarinda meyvemsi aroma iretimini incelemislerdir.
Sentetik olarak hazirlanmis MS ortaminda (20 g L? glikoz, 1 g L™? KHPO4, 5 g L™
(NH4)2S04, 0.5 g Lt MgSO4-7H,0, ve 3 g L? tripton) G. candidum’un olusturdugu etil
alkol (tatl), etil asetat (meyve), 2-metil propil asetat (tatli, muz), etil biitirat (ananas), etil
izovalerat (elma) gibi ugucularin ananas ve elma aromasi olusturdugu hem duyusal hem de
kromatografik olarak belirlenmistir. Calismada 6zel olarak hazirlanmis ve karbon kaynagi
olarak glikoz kullanilan MOG ve MOGE Kkiiltiir ortamlarinda da s6z konusu kiifiin aroma
olusturma &zelligi incelenmistir. Ozellikle MOGE ortaminda 22 saat inkiibasyon sonunda
etil asetat (meyve), izoamil alkol (muz), etil biitirat (konyak), 2-etil hekzanoat (ananas) ve
izobiitanol (viski) iiretiminin en yiiksek seviyede oldugu ve ortamda meyve aromasinin
hakim oldugu, 44 saat inkiibasyon sonunda ise etil asetat liretiminin maksimum seviyede
oldugu belirlenmistir. MOG ortaminda ise aroma maddelerinin olusumu farkli inkiibasyon
siirelerinde gerceklesmistir. Ayrica MOGE ortaminda olusmayan benzaldehitin (ac1 badem

aromas1) MOG ortaminda 1.6 g L diizeyinde olustugu tespit edilmistir

Bluemke ve Schrader (2001) biyoreaktor ortaminda Ceratocystis moniliformis’den
aroma maddesi liretimini incelemislerdir. Calisma sonucunda patates dekstroz broth, {ire,
tiamin, magnezyum siilfat, demir siilfat, kalsiyum kloriir ve ¢inko siilfat tuzlarini igeren
sentetik ortamda C. moniliformis tarafindan ¢igek ve meyve aromasi veren etil asetat,

propil asetat, izobiitil asetat, izoamil asetat, sitronellol (¢icek) ve geraniol (gicek) gibi
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aroma maddelerinin iiretildigi belirlenmistir. Yapilan diger bir ¢calismada (Kalyani ve ark.,
2000), T. harzanium’un patates dekstroz sivi besyeri ve patates dekstroz agarda bir lakton
olan  ve hindistan cevizi aromasi ile karakterize edilen 6-pentil-a-pirol irettigi
belirlenmistir. Benzer sckilde, Keszler ve ark., (2000) sentetik sivi besiyerinde T.
atroviride tarafindan 19 adet prion, dioksolan ve 2 adet aldehit tiirevli aroma
bilesenininiiretildigini belirlemislerdir Ancak, arastiriclar s6z konusu aroma maddelerinin

kimyasal formiilleri hakkinda detayli bir bilgi sunmamuislardir.

Sanchez ve ark., (2002) C. fimbriata’nin sentetik sivi ortamda diisiilk molekdllii
ester, alkol, aldehit, keton, alkan ve karboksilik asit tiirevli aromatiklerin iretimini
gerceklestirdigini belirtmislerdir. S6z konusu bu aromatik bilesikler icerisinde etil asetat ve
etil alkol iretimlerinin en yiiksek seviyede oldugu bulunmustur. Ayrica, ayni sentetik
besiyeri ortamina 16sin ilavesinin etil alkol (tatl), etil asetat (meyve) ve asetaldehit
(fermente) miktarinda 6nemli diizeyde artis sagladigi da belirlenmistir. Yapilan benzer bir
caligmada ise (Sanchez ve ark., 2004), sentetik besiyeri ortamina tiamin ilavesinin C.
fimbriata’nin aroma maddesi iiretimini arttirdigi, ortamin su aktivitesinin diisiirilmesinin

i1se aroma maddesi liretimini diisiirdiigli belirlenmistir.

Dogal aroma maddelerinin mikrobiyal sentez ile iretimlerinde kullanilan Gglincii
yaklagim konusunda yapilan ¢alismalarda (Alchihab ve ark., 2010; Braga ve Bello, 2013;
Etschmann ve ark., 2003; Fabritius ve ark., 1998; Haffner ve Tressl, 1996; Mendes-
Ferreira ve ark., 2009; Thibault ve ark., 1998; Zheng ve ark., 2007) ise, Haffner ve Tressl
(1996) tarafindan seftali aromasina sahip (Z)-6-y—dodekalakton ve y—dodekalaktonun
sentetik kiiltiir ortaminda Sporobolomyces odorus mayas: kullanilarak oleik asitten
sentezlenmesi incelenmistir. Calisma sonucunda S. odorus tarafindan lakton iiretiminde
linoleik asit yaninda ilk defa 18 karbonlu oleik asidin de kullanildig1 tespit edilmistir. Bu
biyodoniisiimde oleik asidin S. odorus tarafindan ftiretilen 10-lipoksigenaz ve/veya 10-
hidrataz ve 9,10-epoksigenaz enzimleri tarafindan s6z konusu laktonlara katalizlendigi

ifade edilmistir.

Thibault ve ark. (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada vanilinin biyoteknolojik
olarak iki asamal1 bir biyolojik iiretim siireci ile iiretilebilecegi ifade edilmistir. Uretimin

birinci asamasinda Aspergillus niger’ den elde edilen ferulik asit esteraz veya T. viride ve
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Pseudomonas fluorescens’ den elde edilen ksilaz enzimi ile bugday kepegi ve seker
pancar1 kiispesinin muamele edilmesi ve {rlinlerde bulunan ferulik asitin ortaya
¢ikarilmasi, ikinci asamada ise ortaya ¢ikan ferulik asidin A. niger ve P. cinnabarinus
kullanilarak vaniline biyodoniisiimii ger¢eklestirilmistir. Yapilan diger bir calismada
(Zheng ve ark., 2007) piring kepegi yag1 eldesinde ortaya ¢ikan kat1 atigin alkali (NaOH)
ve 1s1l islem On uygulamasindan sonra, A. niger ve P. cinnabarinus ile fermentasyona
birakilmasiyla vanilin ve vanil alkolun tretildigi gosterilmistir. Ayrica, % 3.1 ferulik asit
katkili musir kepeginden  A. niger 1-1472 ve P. cinnabarinus MUCL 39533
fermentasyonuyla kritalize vanilin iretiminin  gergeklestirilebilecegi gosterilmigtir
(Laurance Lesage ve ark., 2002). Biyoteknolojik yolla vanilin tiretimi {izerine yapilan diger
bir ¢alismada (Stentelaire ve ark., 2000), P. cinnabarinus MUCL 39533 susu kullanilarak
vanilik asit ilave edilmis sentetik kiiltiir ortaminda 30°C’de hem mekanik karistirmali
biyoreaktérde hem de hava tasimali biyoreaktorde (airlift) vanilin tretimi arastirilmistir.
Calisma sonucunda en iyi vanilin iiretiminin mekanik karistirmali biyoreaktorde 0.28 vvm
(vvm: dakikada her bir unite siv1 ortam igin verilen gaz hacmi) ve 0.83 vvm havalandirma

oranlarinda oldugu belirlenmistir.

Neto ve ark. (2004) Geotrichum spp. ve G. fragrans kiif tiirlerini kullanarak,
mikrobiyal lipaz ile hidrolize ettikleri hint yagindan biyokatalist ve biyodoniisiim yoluyla
cikolata ve meyve aromasi karakteristigi gosteren y-dekalakton (krema) diretimini
incelemislerdir. % 5 oraninda hidrolize hint yagi, %1 otolize maya ve %1 glikoz iceren
ortamda G. fragrans’ in en yiiksek y-dekalakton {retimini gergeklestirdigi saptanmustir.
Uretim miktar1 olarak ise 30 °C’de 96 saat inkiibasyon sonunda 1L kiiltiir ortamindan 600
mg v-dekalakton elde edilmistir. y-dekalakton diretimi ile ilgili yiritilen diger bir
calismada ise (Moradi ve ark., 2013), 3L’lik kesikli ve kesikli beslemeli biyoreaktor
kosullarinda Yarrowia lipolytica nin kullanimi incelenmistir. Calisma sonunda maksimum
y-dekalakton {retiminin kesikli beslemeli reaktér kosulunda ve saf oksijen
havalandirmasiyla gergeklestigi belirlenmistir. Y. lipolytica ile yapilan diger bir ¢alismada
ise (Celinska ve ark., 2013), sentetik besyeri ortaminda fenil alaninin fenil etil alkole,
“0.09 g fenil etil alkol g™*” fenil alanin verimi olacak sekilde doniistiiriildiigii belirtilmistir.
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Sanchez ve ark. (2006) yaptiklar bir ¢aligmada, kadife ¢i¢egi bitkisinden izole edilen
S. cerevisiae’nin yalanct safran bitkisi tohumlarmin (Ditaxis heterantha) karotenoid
ekstraktlarindan aroma olusturma potansiyelini incelemislerdir. Calismada bitki
ekstraktlarinin toplam pigment iceriginin % 80’inin heteranthin ve diaksinden olustugu ve
bu pigmentlerden heteranthinin S. cerevisiae tarafindan pargalanarak aroma maddesi
tiretiminin gergeklestigi belirlenmistir. S. cerevisiae tarafindan toplam pigment igeriginin
36 saat siireyle pargcalanmasi sonucu lretilen aromanin yogun baharat/bitkisel 6zellikte
oldugu ve 4-okso-izoforon (kiiflii), izoforon (odun), sinnamik aldehit (bitkisel), 3-hidroksi-
[B-siklositral, safranal (safran), geranil (bitkisel), 3-okso-a-ionon (bitkisel), 3-okso-a-ionol
(bitkisel), 3-okso-7,8-dihidro-a-ionon  (bitkisel) ve eugenol (karanfil) icerdigi
belirlenmigtir. Calismada geteranthinin 60 saat fermentasyonu ile olusan aroma
maddesinin ise bitkisel/gigek dzelliginde oldugu ve 4-okso-izophoron, sinnamik aldehit, 3-
hiroksi-B-siklositral, 2,6,6-trimetil-1,3-siklohekzandien-1-karboksialdehit, 3-okso-4-(2,6,6-
trimetil-2-siklo hekzen-1-yl)-3-buten-2-on, 3-okso-4-(2,6,6-trimetil-2-siklohekzen-1-yl)-3-

buten-2-ol’ dan olusan uguculari i¢erdigi saptanmistir.

Lomascolo ve ark., (2001) yaptiklari bir ¢alismada farkli A. niger tiirlerinin sentetik
olarak hazirlanmig sivi besyerinde fenil alanini fenil etil alkole doniistiirmesini
incelemislerdir. Calismada A. niger CMICC 298302 susunun fenil alanini fenil etil alkole
dontistiirdiigii ve doniisiimiin molar veriminin %74 oldugunu belirlemislerdir. Ayrica,
calismada kiiltiir ortaminda fenil etil alkol konsantrasyonun artmasi ile s6z konusu kiifiin

misel gelisiminin de azaldig1 saptanmuistir.

Bonnarme ve ark., (1997) farkli Trichoderma spp. tiirlerinin %5 oraninda hint yag,
findik yagi, Uziim cekirdegi yagi ve keten tohumu yagi ilavesi yapilmis sentetik besi
ortaminda 6-pentil-a-piron (hindistan cevizi) iiretimini incelenmisler T. viride TSP2
susunun kullanilan tim yaglarda 6-pentil-o-piron {retimini iyi bir sekilde
gerceklestirdigini  belirlemiglerdir. 6-pentil-a-piron’un {iretim miktarinin en yiiksek
miktardan en diisiik miktara dogru hint yagi, keten tohumu, iiziim ¢ekirdegi yagi ve findik

yag1 varliginda gergeklestigi saptanmustir.

B,B-karoten’den terpen tiirevli aromatiklerin tliretilmesinin arastirildig bir ¢aligmada

(Zorn ve ark., 2003), Ischoderma benzoinmu, Marasminus scorodonius ve Trametes
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versicolor kiif mantarlarinin sentetik besi ortaminda 8, B-karoten’den -iyonen (¢icek), B-
siklositral (bitkisel), dihidroaktinidiolid (kumarin), 2-hidroksi-2,6,6-trimetilsiklohekzanon
(tatl, tiitiin) aromalarmi irettigi belirlenmistir. Ozellikle her ii¢ mikroorganizmanin P-
iyonen iiretimlerinin yiiksek oldugu belirtilmistir. Yapilan diger bir ¢alismada (Marostica-
Junior ve ark., 2007) Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp., Mucor spp., ve
Chrysosporium spp. kiifleri kullanarak portakal kiispesinden ve okaliptiis agaglarinin
atiklarindan elde edilen esansiyel yaglarda bulunan monoterpenik bilesiklerin sentetik
besiyerinde biyodoniisiimleri incelenmistir. Calismada, tiim kiiflerin d-limonen (sitrus,
limon), a- ve B-pinen (odun, agag)’den biyodoniisiimle a-terpineol (gigek), perillil-alkol,
verbenol (balsamik) ve verbenon (mentol) iirettigi belirlenmistir. Bicas ve ark., (2008) ise
d-limonenin o-terpineol’e biyodoniisiimiiniin F. oxysporum 152b susunu kullanarak da
gerceklestirilebildigini ifade etmislerdir. Arastiricilar optimum a-terpineol iretiminin
gerceklestirildigi kosullar1, sadece saf su ile hazirlanmis ve %0.5 oraninda limonen igeren
0.25 inokulum/kiiltiir oraninda asilanmig kiiltiir ortaminda, 200-310 rpm karistirma hizi ve
24-28 °C’de 72 saat fermentasyon siiresi seklinde ifade etmislerdir. Benzer sekilde A. niger
ATCC 9642 susunun da kiiltiir ortaminda etil alkol bulunmasiyla B-pinen’i a-terpineol’e

dontistiirdigii ifade edilmistir (Toniazzo ve ark., 2005).

Aroma maddelerinin mikrobiyal yolla {iiretiminde maya ve kiiflerin yaninda
bakterilerin kullamldig1 ¢alismalar da bulunmaktadir. Ozellikle son yillarda bu konu
tizerindeki ¢alismalarda genetik modifiyeli Escherichia ve Pseudomonas cinsi bakterilerin
sentetik ortamda aroma iiretme potansiyelleri arastirilmaktadir (Adams ve Kimpe 2007,
Deetae ve ark., 2007; Liu ve ark., 2003; Larroche ve ark., 1999).

Adams ve Kimpe (2007) yaptiklart bir ¢alismada Plate Count Agar’da (PCA)
Bacillus cereus ATCC 14737, B. cereus ATCC 27522, B. cereus DSM 487 ve DSM 2896
suslarinin 2-asetil-1-prolin (patlamis misir) ve ¢esitli pirazinleri olusturma potansiyellerini
incelemislerdir. Calismada B. cereus DSM 487 ve DSM 2896 suslarinin s6z konusu agarda
herhangi bir aroma iiretme potansiyelinin olmadigi, ancak B. cereus ATCC 27522’nin
besiyerine inokulasyonundan sonra 2-asetil-1-prolin’i yiiksek miktarda {irettigi
belirlenmistir. Diger taraftan aragtirmacilar PCA’ya L-ornitin veya %2 lisin hidrokloriir

ilave edilmesiyle B. cereus ATCC 27522’nin pirazin (kavrulmus), metil pirazin, 2,5-

18



dimetilpirazin (kavrulmus findik), 2-asetil-1-prolin (patlamis misir), trimetil pirazin ve 3-

etil-2,5-dimetilpirazin (toprak) iiretiminin arttigini belirlemislerdir.

Deetae ve ark., (2007) Fransiz peynirlerinin yiizeyinden izole ettikleri 12 tiir
bakterinin %50 yagsiz siit ve %5 gliserol iceren Brain Heart Infusion (BHI) Broth’da
aroma turetme yeteneklerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda Brevibacterium linens,
Microbacterium foliorum, Proteus vulgaris ve Psychrobacter spp.’in s6z konusu ortamda
yiiksek aroma iiretme potansiyeline sahip olduklari saptanmistir. Ozellikle dort bakteri
tirtinden P. vulgaris’in kantitatif olarak yiiksek miktarda dimetil disiilfit ve diger siilfiir
iceren bilesikleri olusturdugu belirlenmistir. Diger taraftan, P. vulgaris ve Psychrobacter
spp.’ in dallanmis aldehitleri (6rn; 2-Metil propanal), alkolleri (6rn; 3/2-metil-1-biitanol)

ve esterleri (6rn; izopropil asetat) yiiksek miktarda iirettigi belirlenmistir.

Liu ve ark. (1998) tarafindan 22 adet starter ve 49 adet starter olmayan laktik asit
bakterisinin alkol ve biitirik asit eklenmis fosfat tamponu igerisinde etil biitirat olusturma
yetenekleri incelenmistir. Calismada Streptococcus thermophilus’un etil butirat olusturma
yeteneginin s6z konusu kiiltiir ortaminda yiiksek oldugu (156 iinite 100 mg™? hiicre kuru
agirligi), Lactococcus cremoris ve Lactococcus lactis’in ise orta diizeyde (sirasiyla 39
{inite 100 mg? hiicre kuru agirhg, 27 iinite 100 mg? hiicre kuru agirhg) oldugu
belirlenmistir. Starter olmayan laktik asit bakterileri ve Propionibacteria spp’nin ise etil
biitirat olusturma yeteneginin gesitlilik gosterdigi saptanmustir. L. cremoris 2272 ve L.
rhamnosus 2615 ’in ester olusturma yeteneginin ortam pH s1 4.8-5.0 oldugunda %175
arttig1, ancak ortamda NaCl bulundugunda ve ortamin su aktivitesi diisiiriildiigiinde her iKi
bakteri ¢esidinin etil biitirat iretme yeteneginin %99 oraninda azaldigi belirlenmistir. Ayni1
aragtirmacilarin yaptiklari benzer bir ¢alismada (Liu ve ark, 2003) S. thermophilus ST1 ve
19 adet diger laktik asit bakterisinin alkol ve tribiitirin eklenen sulu ortamda alkolizis
yoluyla ester iiretme potansiyellerini incelemislerdir. Calisma sonucunda S. thermophilus
ST1 ’in tribiitirat ve alkolden sulu ortamda etil biitirat olusturabilecegi ve fenil etil alkol ve
2-hekzanondan 2-fenil hekzanoat’in sentezlenmesini yiiksek oranda katalizleyebildigi
belirlenmistir. Ayrica diger laktik asit bakterilerinin aroma iiretme potansiyellerinin
incelendiginde Lc. lactis subsp. lactis’in ML3 ve ML8 suslart ile Lc. lactis subsp.

cremoris’in E8 ve 2272 suslarinin etil biitirat olusturma potansiyelinin yiiksek oldugu
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saptanmustir. Diger taraftan, Lb. paracasei subsp. paracasei B3062 susunun ise ayni sulu

ortamda biitil butanoat’1 olugturma yeteneginin yiiksek oldugu belirlenmistir.

Larroche ve ark. (1999) ogiitiilmiis soya fasulyesini derin kiiltiir fermentasyon
tekniginde Bacillus subtilis ile fermentasyona tabi tutarak, 2,5-dimetilpirazin (kavrulmus
findik, kakao) ve tetrametil pirazin (kavrulmus findik) liretimleri i¢in optimum biyoreaktor
kosullarini incelemislerdir. Calisma sonucunda her iki aroma maddesi liretiminin optimum
sekilde yapilmasi igin kiiltiir ortamina L-treonin (40g/L) ve asetoin (60g/L) eklenmesi,
kiltir ortammin sicakliginin 40 °C’de olmasi, ortam pH’sinin 7.5 ve havalandirma
oraninin 0.1vvm den biiylik olmas1 gerektigi saptanmistir. Benzer sekilde, biitiin halde
kabuklar1 soyulmus soya fasulyelerini kati faz fermentasyon teknigi ile Bacillus subtilis
IFO 303 ile fermentasyona birakilmasiyla 2,5- dimetil prazin, tetra metil pirazin
(findigims1) aromalarinin iretilebilecegi saptanmistir (Besson ve ark., 1997). Yapilan
diger bir calismada ise (Yamada ve ark., 2007), Achromobacter, Aeromonas,
Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Micrococcus, Rhodabacter,
Rhodococcus ve Pseudomonas cinslerini igeren 17 adet farkli bakteri tiiriniin sentetik
ortamda izodjanolden vanilin iiretme kapasiteleri incelenmistir. Calisma sonucunda, P.
putida IE27’nin vanilin tiretme aktivitesinin diger bakteri tiirlerinden daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Buna gére, 150 mM izodjanol igeren sentetik ortamda 20 °C’de 24 saat
inkiibasyon sonunda % 71 verimle 16.1 g/L vanilin {retilebilecegi ifade edilmistir. P.
putida tiirti ile yapilan diger bir ¢alismada ise (Simmonds ve Robinson,1998), benzol
formattan sentetik besiyerinde biyodoniisiimile benzaldehit  (aci badem) iretimi
aragtirtlmistir. Buna gére pH 5.4’de 37 °C’de P. putida ATCC 12633 susunun benzol
format1 % 85 verimle benzaldehite doniistiirdiigii belirlenmistir. Esmaeili ve Hashemi
(2011) yaptiklart bir ¢alismada ise P. aeruginosa’nin mirseni (myrcene) dihidrolinalol
(yaban mersini), 2,6-dimetiloktan ve o-terpineol (gigek)’e biyodoniisiimiini
gerceklestirdigini belirlemislerdir. Calismada sentetik besiyerinde 27 °C’de 1.5 giin
inkiibasyon sonunda 9%79.5 verimle dihidrolinaloliin, ti¢lincii giin fermentasyon sonunda
ise %90 verimle 2,6-dimetiloktan ve %7.7 verimle a-terpineol iiretiminin gerceklestigi

ifade edilmistir.
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Wang ve ark., (2010) yaptiklar1 ¢alismada TispA, PSNA plazmidlerini barindiran
genetik modifiye E. coli ile ozellikle parfiimlerde ¢i¢cek aromasini gii¢lendiren (E,E)-
farnesol tretiminin yapilabilecegini gostermislerdir. Calismada kullanilan E. coli ile
sentetik 2YT besiyerinde 48 saat fermentasyon siiresince 135.5 mg/L diizeyinde farnesol
tiretimi gergeklestirilmistir. Yapilan diger bir calismada ise yabani domatesten shmks2
ve shmksl genleri aktarilmis genetik modifiye E.coli ile metil ketonlarin iiretimi
arastirtlmistir (Park ve ark., 2012). Calisma sonucunda her iki geni tasiyan E. coli
MG1655’nin sentetik besyerinde (neidhardt MPOS) yiiksek miktarda 2-nonanon, 2-
undekanon ve 2-tridekanon iirettigi bulunmustur. Di Gioia ve ark., (2011) yaptiklar bir
calismada biyoteknolojik olarak ferulik asitten vanilin tiretimi i¢in genetik modifiye P.
fluorescens’in kullanimini incelemislerdir. Calismada vanilin dehidrogenez aktivitesini
iceren ve P. fluorescens BF13-1p4 (pBB1) susu ile vanilin dretiminin
gergeklestirilebilecegi, tiretim miktariin 30 °C’de pH’s1 6.8 olan sentetik kiiltiir ortaminda

yaklasik 1.28 g L™! diizeyinde belirlenmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Tarimsal Atiklar

Calismanin materyalini pirina, domates ve kapya biber kiispesi olusturmaktadir.
Pirina Edremit'te zeytinyagi iretimi yapan isletmelerden, domates ve biber kiispesi
Canakkale’de faaliyet gdsteren DEMKO Demirci Konservecilik AS ve GURE salca
fabrikalarindan temin edilmistir. Tim atiklar kullanilincaya kadar -18 °C’de derin

dondurucuda saklanmustir.

3.2. Mikrobiyal Kiiltiirler

Calismada kullanilan mikrobiyal kiiltiirler ~Ege Universitesi Biyomiihendislik
Bolimii veya Biyoloji Bolimlerinden ya da ARS Culture Collection (NRRL) (Peoria,
lllinois, ABD)’dan temin edilmistir. Calismada, bakteri tiirleri olarak; Pseudomonas
putida, Psuedomonas fluorescens, Streptomyces spp., Lactobacillus buchneri NRRL B-
1837, Acetobacter aceti NRRL B-746 ve Celulosimicrobium cellulans Y-2381, Maya
tirleri olarak; Kluyveromyces marxianus NRRL Y-6373, Debaryomyces hansenii NRRL
Y-155, Torulaspora delbrueckii NRRL Y-11634, Candida tropicalis spp., ve kiif tiirleri
olarak; Rhizopus oryzae, Aspergillus sojae NRRL 1988, Trichoderma atroviride NRRL

31396’nin saf kiiltiirleri kullanilmagtir.

3.3. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar ve bunlara ait 6zellikler Cizelge 3.1'de verilmistir.

3.4. Kullamilan Kimyasal Malzemeler ve Mikrobiyal Besiyerleri

Calismada kullanilan tiim kimyasal malzemeler ve mikrobiyal besiyerleri Merck
(Darmstadt, Almanya) ve Sigma Aldrich (St. Louis, MO, ABD)'den temin edilmistir. Bazi
aroma maddeleri AROMSA Besin Aroma ve Katki Maddeleri Sanayi ve Ticaret A.S

(Gebze) den saglanmistir. Kimyasal malzemeler analitik ve/veya kromatografik safliktadir.
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Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan besiyerleri ve inkiibasyon kosullar1 Cizelge 3.2°de

yeralmaktadir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar ve 6zellikleri

Cihaz Marka-Model
Gaz kromatografisi- Agilent HP 6890 GC and 7895C mass selective detector,
kiitle spektorometresi  Agilent Technologies, Wilmington, DE, ABD
Biyoreaktor (5L) Biostat A-plus®, Sartorius, Melsungen, Almanya
Isik mikroskobu Olympus CX31, Filipinler
Calkalamali Inkiibatér ~ Sartorius-Certomat IS, Goettingen, Almanya
Inkiibator Binder, BD-115, Almanya
Santrifiij Sigma2-16K, Sigma Zentrifugen, Almanya
Homojenizator IKA-WERKE GmbH, Almanya
Mikron 6giitiicti Restch GM 200,Haan, Almanya
Otomatik pipetler Eppendorf, Research® plus, Hamburg, Almanya
Vorteks Biosan V-1, Riga, Letonya
Analitik terazi RADWAG, Polonya
Hassas terazi Sartroius TE 214 S, Almanya
Su banyosu GFL, Almanya
Manyetik karistirici VELP Scientific, Inc.,ABD
pH metre Sartorius PB-11, Goettingen, Almanya
Derin dondurucu Argelik, Tirkiye

3.5. Yontem

3.5.1. Tarimsal atiklarin genel bilesiminin belirlenmesi
Caligmada kullanilan tarimsal atiklarin pH, nem (%), kiil (%), azot (%) ve yag (%)
miktarlar1 AOAC (2000)’e gore belirlenmistir.

3.5.2. Saf kiiltiirlerden hiicre/spor siispansiyonlarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan tiim saf kiiltiirlerin hazirlanmasi ig¢in Sekil 3.1’de gosterilen
islemler uygulanmistir. Saf kiiltiirlerin spor/hiicre soliisyonlar1 hazirlanirken prosediir
degisikligi sadece kullanilan besiyeri ¢esidi ve inkiibasyon siiresidir (Atlas, 2004; Temiz,
2000) (Ek sekil 2.4-2.5).
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Cizelge 3.2. Saf kiiltiirlerin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan besiyerleri ve inkiibasyon sicaklik ve

sureleri

Mikroorganizma

Kullanilan besiyeri

Inkiibasyon
sicakhik, siiresi

Kluyveromyces marxianus NRRL
Y-6373

Debaryomyces hansenii NRRL Y-
155

Pichia fermentans NRRL Y-1619

Torulaspora delbrueckii NRRL Y-
11634

Candida tropicalis spp

Rhizopus oryzae

Aspergillus sojae NRRL 1988

Trichoderma
31396

Pseudomonas putida NRRL B1603

Psuedomonas fluorescens NRRL B-
252

Lactobacillus buchneri NRRL B-
1837

Acetobacter aceti NRRL B-746
Streptomyces spp.
Celulosimicrobium cellulans Y-
2381

atroviride  NRRL

Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD) Medium

0.3 M NacCl ilaveli Yeast Yeast Extract Peptone
Dextrose (YEPD) Medium

Yeast Extract Peptone Dextrose YPD (DSMZ
Medium 393)

Malt 4% Dextrose Yeast Agar
(MDYA4

Potato Dextrose Agar (PDA)
Potato Dextrose Agar (PDA)
Dichloran Rose  Bengal
Agar (DRBC)

Malt Extract Agar (MEA)

Trypton Glucose Yeast Extract (TGY) Broth,
TGY Agar
Trypton Glucose Yeast Extract (TGY) Broth,
TGY Agar

DE MAN, ROGOSA and SHARPE Agar (MRS)

Sorbitol Medium
GYM Streptomyces Agar (DSMZ medium 65)

GYM Starch Agar (DSMZ Medium 214)

Chloramphenicol

30°C, 72 saat
30°C, 72 saat
30°C, 72 saat

30°C, 72 saat

30°C, 7 giin
30°C, 7 giin

30°C, 7 giin
30°C, 7 giin
25-28 °C, 48 saat
25-28 °C, 48 saat

37 °C 48 saat

30 °C 48 saat
25-28 °C 48 saat

25-28 °C 48 saat
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Saf kiltir

l

Uygun besiyerinde inkiibasyon

Inkiibasyon sonunda gelisen spor ve hiicrelerin %0.1 Tween 20-80 ile yikanarak falkon
tiiplerine alinmasi

l

3000g 'de 5 dk santrifiij

Elde edilen mikrobiyal pelletin %0.85'lik serum fizyolojik su (SF, %0.85 NaCl) ile
yikanmasi (2-3 kez)

3000 g’ de 5 dk santrifuj

l

%0.85 SF ile hiicre/spor siispansiyonun hazirlanmasi
Hiicre/spor siispansiyonunun Thoma lam1 ile mikroskobik sayimi

Siispansiyon konsantrasyonu (10% hiicre veya spor mL™)

Sekil 3.1.Saf kiiltiirlerin hiicre/spor siispansiyonlarimin hazirlanmasi

3.5.3. Atiklarn erlen diizeyinde fermentasyon icin hazirlanmasi

Isletmelerden alian ve -18 °C’de depolanan atiklar dncelikle buzdolab1 kosullarinda
¢Oziindiiriildiikten sonra icerdikleri yabanci maddeler temizlenmis ve mikron ogltiicii
kullanilarak 6giitiilmiistiir. Her bir atigim %10'luk (w v distile su) soliisyonu 1 L' lik
Schott sisede hazirlanmis ve 50 mL'lik kapakli erlenlere paylagtirilmistir. Erlenlerdeki
solusyonlar 121 °C'de 15 dakika steril edildikten sonra, oda sicakligina sogutulmus ve
kiiltiir ortamlarina 6nceden hazirlanan mikrobiyal siispansiyondan konsantrasyonu 10%7
hiicre veya spor mL?' besi ortam: olacak sekilde ayri ayr1 inokulasyonlar
gerceklestirilmistir (Christen ve ark, 2000; Medeieros ve ark., 2001; Rossi ve ark., 2009).
Erlen diizeyinde fermentasyon denemeleri R. oryzae ve C.tropicalis i¢in 30 °C’ de 288
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saat, diger kiifler i¢in 30 °C’de 120 rpm karigtirma hizinda 120 saat, maya tiirleri igin ise
yine 30 °C’de 120 rpm karigtirma hizinda 72 saat boyunca yiirttiilmiistiir (Ek Sekil 2.6).

3.5.4. Atiklarin biyoreaktor diizeyinde fermentasyon i¢cin hazirlanmasi

Atiklarin erlen diizeyinde fermentasyonu sonrasinda biiyiik hacimde iiretimlerin
denenmesi ve arastirilmasi amaciyla biyoreaktér kosullarinda da iiretim denemeleri
gerceklestirilmistir. Bu denemelerde 5L°lik kesikli biyoreaktor 4 L g¢alisma hacmi ile
kullanilmigtir (Sekil 3.2). Atik soliisyonlar1 erlen diizeyindeki c¢aligmalarda oldugu gibi
%10'luk (w v distile su) olarak hazirlanmistir. Reaktdr, 6 bigak, bir adet karistirici, 1 adet
pH metre probu, sicaklik sensorii ve hava kontrol sistemi icermektedir. 4 L atik soliisyonu
biyoreaktor haznesine konduktan sonra sistemin tiim baglantilar1 silikon hortumlarla
kapatilmigtir. Daha sonra reaktér 121 °C de 30 dakika steril edilerek iiretime hazir hale
getirilmistir (Sekil 3.2). Reaktor tiretimleri R. oryzae ve C.tropicalis i¢in 30 °C’ de 288
saat, diger mikroorganizmalar i¢in 30 °C’de 120 rpm karigtirma hizinda 72 ve 120 saat
boyunca yiiriitiilmistiir. Tiim tretimler 0.325 vvm *de ¢alisiimistir (Ek Sekil 2.7).

3.5.5. Mikroorganizmalarin gelisiminin izlenmesi

Atiklarin fermentasyonu boyunca mikroorganizmalarin gelisimleri dokme plak
veya yayma plak kiiltiirel ekim yontemleriyle izlenmistir. Bu amagla kullanilan besiyerleri
saf kiiltiirlerin ¢ogaltilmasinda kullanilan sivi besiyerlerinin agar eklenmis halleri veya
maya kiifler i¢in c¢ogunlukla kullanilan Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol
Agar (DRBC) dir. Petri kaplarina ekimleri yapilan mikroorganizmalarin inkiibasyonlari
saf kiiltiirlerin ¢ogaltilmas1 i¢in kullanilan inkiibasyon sicaklik ve siireleri ile aynidir

(Cizelge 3.2). (Ek sekil 2.8)

3.5.6. Mikroorganizmalarin spesifik iireme hizi (n) ve ikilenme siirelerinin (td)
hesaplanmasi

Kullanilan her bir mikroorganizmanin atik ortaminda biiyiime davranisi spesifik
iireme hiz1 ve ikilenme siiresiyle ifade edilmistir. Maksimum tireme hiz1 ve ikilenme stiresi

Ray (2004)’e gore belirlenmistir. Mikroorganizmalarin iireme degeri ve ikilenme
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stirelerinin hesaplanmasi i¢in Esitlik 3.1 ve Esitlik 3.2 kullanilmistir.
Inx =Inxo + ut Esitlik (3.1)

Burada; x: t zamandaki aktif canli mikroorganizma konsantrasyonu, X0:baslangig

mikroorganizma konsantrasyonu, t: siire, J: spesifik tireme hizin1 gostermektedir.
ty = 0.693/u Esitlik (3.2)

Burada; tq :ikilenme siiresi, p: spesifik iireme hizini géstermektedir.

Sekil 3.2. Kesikli biyoreaktor denemeleri i¢in kullanilan 5L’lik biyoreaktor

3.5.7. Bakteri calismalar1 icin tarimsal atiklara uygulanan asit ve enzim
uygulamalari

Pirina, biber ve domates kabugunda bakteriyel gelisimlerin izlenmesi igin tarimsal
atiklara ayr1 ayr1 enzim ve asit muamelesi yapilmis ve P. fluoresans, P. putida ve C.
cellulans gelisimleri izlenmistir. Her ti¢ tarimsal atiga enzim olarak hemiselulaz muamelesi

(Ferzim, Kocaeli-Tiikiye 60.000 unit/g) yapilmistir. Bu amagla, her ii¢ tarimsal atigin
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%10’luk soliisyonlart hazirlanmis ve 100mL olarak erlenlere boliinmiistiir. pH’lar
hemiselliilaz enziminin ¢alisabilecegi optimum 5 pH’ya ayarlanmistir. Daha sonra her I1mL
atik i¢in 10 unit olacak sekilde toz hemiselliiloz ilave edilmis ve 55 °C’de 24 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Daha sonra atiklar baslangic pH'larina getirilmis ve 121 °C 15 dk.
otoklavlanarak hem enzimin inaktivasyonu hem de atiklarin sterilizasyonu saglanmistir.
Atiklara asit uygulamasi ise atiklarin % 10 luk soliisyonlarina 1M H2SO4 % 1 oraninda
ilave edilerek 90 °C’de 20 dk. siireyle yapilmistir. Daha sonra atiklar 1IN NaOH ile
baslangi¢ pH'larina getirilmis ve 121 °C 15 dk. siireyle sterilize edilmistir.

3.5.8. Bazi1 mikroorganizmalar icin adaptasyon ¢alismasinin yapilmasi

D. hansenii ve K. marxianus‘in domates ve biber kiispesinde gelisiminin saglanmasi
icin her iki mikroorganizmanin ortama adaptasyon g¢aligmasi da yapilmistir. Bu amagla, her
iki maya tiirti oncelikle sentetik YEDP besiyerinde gelistirilmis ve hiicre soliisyonlari
hazirlanmistir. Daha sonra steril edilmis %10 'luk domates ve biber kiispelerine ayri1 ayri
inokiilasyonlar1 yapilarak 30 °C'de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu yapilan biber
kiispelerinden DRBC kat1 besiyerine mikrobiyal ekim yapilarak mikroorganizmalarin kati
besiyerinde gelismesi saglamistir. Kati besiyerinde gelisen mikrobiyal kiiltiirlerin hiicre
soliisyonu hazirlanarak ikinci kez steril domates ve biber kiispelerine inokulasyonu
yapilmigtir. 1kinci kez domates ve biber kiispelerinde gelistirilen kiiltiirler DRBC agara
ekim yapilarak kati besyerinde gelisim saglanmigtir. Kat1 besiyerinde gelisen mikrobiyal
kiltirler tekrar YEPD sivi besiyerinde gelistirilerek hiicre soliisyonlart hazirlanmistir.
Boylece, iki kez pasajlamasi yapilarak domates ve biber kiispesine direncgli hale getirilen

K. marxianus ve D. hansenii gergek fermentasyon denemelerinde kullanilmistir.

3.5.9. Fermente atiklarda olusan ucucu bilesenlerin ekstraksiyonu

Fermente atiklarda olusan ucucu bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in kati faz
mikroekstraksiyon metodu (SPME) kullanilmistir (Pawliszyn, 2012). Bu amagla 3 g
fermente kiiltiir 6rnegi 40 mL SPME vialine (Supelco, Bellafonte, ABD) alinmis ve
icerisine 1 g NaCl ve 10 uLL i¢ standart (1 mL'sinde 0.1uL 2-metil valerik asit ve 0.6

puL  2-metil-3-heptanon igermektedir) ilave edilmistir. Daha sonra ornekler vorteks
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yardimiyla 1 dk. karistirilmistir. Ornegi iceren vial 20 dakika boyunca 40 °C’lik su
banyosunda bekletilerek ugucu bilesenlerin vialin tepe boslugunda dengeye gelmesi
saglanmistir. Bu siire sonunda SPME fiberi (2 ¢m-50/30 pum DVB/Carboxen/PDMS
stable flex, Bellafonte, ABD) vialin tepe bosluguna batirilarak 40°C'de 20 dk. bekletilerek
ucucu bilesenlerin fiber lizerine toplanmasi saglanmig ve  SPME fiberi GC-MS’e enjekte
edilmistir. (Ek sekil 2.9)

3.5.10. Fermente atiklarda olusan ucucu bilesenlerin tanmimlanmasi ve
miktarimin belirlenmesi

Fermente atiklarda olusan ucgucu bilesenlerin tanimlanmasi ve miktarlarinin
belirlemesinde Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (Sekil 3.3) kullanilmistir. (EK
sekil 2.1;2.2;2.3)

GC-MS kosullar asagidaki sekilde belirlenmistir;

Kolon: Polar olmayan HP5 MS kolonu (30m x 0.25mm i.d.x0.25um film thickness,
J&W Scientific, Folsom, CA)

Tasiyict gaz: Helyum, 1.2 mL dk?,

Firm programi: Baslangic sicakhigi 40 °C’de 5 dk., Ramp 10 °C dk?, 230 °C,
son sicaklik ve stire 230 °C’de 20 dk.’dur.

MS sartlari: Kapiler arayliz (capillary interface) sicakligi 280 °C, iyonizasyon
enerjisi (ionization energy): 70 eV; kiitle araligi (mass range) 35 ile 350 amu,

tarama hizi (scan rate) 4.45 scans sVdir.

Ucucu bilesenlerin  tanimlanmasinda National Institute of Standards and
Technology (NIST, 2008) ve Wiley Registry of Mass Spectral Data (Wiley, 2005)
kiitiiphaneleri kullanilmigtir.  Ugucu bilesenlerin miktarlarinin belirlenmesi ise oransal
bolluklarina (relative abundance) gore Avsar ve ark. (2004)’ tarafindan 6nerilen yontem

kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 3.3. Ugucu bilesenlerin belirlenmesinde kullanilan GCO ve GC-MS sistemi

Asidik karakterdeki ucucu bilesenler i¢in 2-metil valerik asit, bazik/notral
karakterdeki aroma maddeleri i¢in 2-metil-3-heptanon i¢ standart olarak kullanilmistir.
Aroma maddelerinin miktarinin belirlenmesi igin Esitlik 3.3 kullanilmistir. Belirlenen
ucucu bilesenlerin alikonma indeksleri (RI) ise Van den Dool ve Kratz (1963) 'e gore
alkan serisinin (C5-C22) alikonma zamanlar1 dikkate alinarak hesaplanmistir. Aroma

maddelerinin alikonma indeksleri Esitlik 3.4 kullanilarak hesaplanmustir.

IS konsantrasyonuxugucu maddenin pik alani

Ortalama oransal bolluk (ng/kg)= Esitlik (3.3)

IS’ nin pik alam

IS: i¢ standart 1 mL'sinde 0.1yl 2-metil valerik asit ve 0.6 pL 2-metil-3-heptanon

icermektedir.
RI = 100n + 100 ((tRa — tRn))/((tRN — tRn)) Esitlik (3.4)

Burada; Rl:alikonma indeksi, n: kii¢iik alkanin karbon sayisi, tRa:ilgilenilen aroma
maddesinin alikonma zamani, tRn:kiigiik alkanin alikonma zamani, tRn:biiyiik alkanin

alikonma zamanini géstermektedir.
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3.5.11. Aroma aktif bilesenlerin gaz kromatografisi-olfaktometre ile
belirlenmesi

Fermente atiklarda olusan aroma aktif maddeler gaz kromatografisi-olfaktometre
teknigiyle analiz edilmistir. Aroma aktif bilesenlerin ekstraksiyonunda GC-MS analizleri
icin gelistirilen SPME ekstraksiyon metodu degistirilmeden kullanilmistir. Kiiltiir
ortamindan ekstrakte edilen aroma aktif bilesenler GCO’ya enjekte edilerek belirlenmistir.

GCO kosullar1 asagidaki sekilde belirlenmistir;

Kolon: HP-5 (30 m x 0.32 mm i¢ ¢ap (id) x 0.25 um film kalinligi, J&W Scientific,
Folsom, CA, ABD).

Tasiyict gaz: Helyum, inlet basinci: 7.07 psi, toplam akis: 54.3 mL dk™,

Dedektor: FID-Alev Iyonizasyon Dedektorii, sicakligi: 250 °C, Kolon akist 1:1 split
FID ve olfaktometre portu i¢in

Firm programi: baslangic sicaklik ve siiresi: 40 °C, 5 dk, Ramp: 10 °C dk? final
sicaklik ve stire: 200 °C, 25 dk.

Olfaktometre portu: 90 cm x 0.25mm i¢ ¢apa sahip aktif olmayan kolon (deactived

fused silica)
Olfaktometre port sicakligi: 200 °C

GCO prosediirii deneyimli bir panelist (1000 saat) tarafindan iki tekerriir ve iki
paralelli olarak gergeklestirilmistir. Aroma aktif bilesenlerin yogunluklar1 10 puanl skala
(0: yok-10:¢ok fazla) kullanilarak belirlenmistir. Aroma aktif maddelerin tanimlamalari
hem GCO kosullarinda belirlenen alikonma indeksi hem de saf standartlarin ayni

kosullarda koklanmasiyla saglanmistir.

3.5.12. Fermente atiklara uygulanan duyusal analizler
Fermente atiklarda meydana gelen aroma degisimlerinin duyusal olarak belirlenmesi
Spectrum® analizi ile gerceklestirilmistir. Spectrum® analizleri, deneyimli 7 kisilik panel

grubu tarafindan yapilmistir (Sekil 3.4).

Panel iiyeleri Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Gida Miihendisligi bdliimiinde
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caligan Ogretim tiyeleri ve yiiksek lisans-doktora ogrencilerinden olusturulmustur.
Panelistlerin yaslari 24-45 arasinda degismekte olup panel 4 erkek ve 3 bayandan
olusmaktadir. Panelistler, fermente atiklarda duyusal terimlerin belirlenmesi, tanimlanmasi

ve skalalarin kullanilmasi konusunda 300 saatlik bir deneyime sahiptir.

Panelistler tarafindan atiklarda belirlenen terimlerin yogunluklar1 15 puanli skala ile
degerlendirilmistir (O=cok diisiik, 15= ¢ok yogun). Fermente {iriinler panelistlere 40 mL’lik
kapakli kavanozlarda 40 °C’de sunulmustur. Fermente atiklarin sicakliklarmin sabit
tutulmasi igin kavanozlar 1sitict plaka tizerinde tutulmustur. Panelistlerden atiklarin
bulundugu kavanozun tepe boslugunu koklayarak algiladiklari aroma yogunluklarini skala
lizerine isaretlemeleri istenmistir (Meilgaard ve ark., 1999) Tarimsal atiklarin
degerlendirilmesi i¢in kullanilan skor kagitlar1 ve referanslar Ek Cizelge 1 ve Ek Sekil 1'

de gosterilmistir.

Sekil 3.4. Panelistler tarafindan tarimsal atiklarda duyusal degerlendirme aktivitesi
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3.5.13. Istatistiksel analizler

Caligmada hem erlen diizeyindeki fermentasyonlarda hem de reaktor diizeyindeki
fermentasyonlarda; 1) Mikrobiyal gelisimdeki farkliliklari, 2) ugucu bilesenlerdeki
degisimleri ve 3) duyusal 6zelliklerdeki degisimleri istatistiksel olarak belirlemek amaciyla
tek yonlii (One-way ANOVA) ve ¢ift yonlii (Two way-ANOVA) Varyans Analizi teknikleri
kullanmilmistir. Varyans analizinin sartlarin1 yerine getirmeyen veriler (varyanslarin
homojenligi ve normal dagilim) i¢in varyans analizinin parametrik karsilig1 olan WELCH
testi kullanilmistir. Istatistiksel olarak onemli olan degisimlerin ortaya konmasi amaciyla
ise TUKEY c¢oklu karsilastirma (TUKEY-HDS) testinden yararlanilmustir. Istatistik
analizlerinde kullanilan modeller Esitlik 3.5 ve 3.6’da gosterilmistir (Sheskin, 2004). S6z
konusu istatistiksel analizler icin SPSS for Windows (version 20.0) (SPSS, 2011), Minitab
(version 16) (Minitab, 2010) ve MSTAT-C istatistik paket programlarindan

yararlanilmistir.
Yij= u + ai + €jj Esitlik (3.5)

Burada, Yij: i fermentasyon siiresinde j deneyinin degeri, p: genel popiilasyon ortalamasini,

eij: rastgele hata terimini gostermektedir.
Yijk = p + ait Bjt+ (af)ij + €ijk Esitlik (3.6)

Burada, Yij: i fermentasyon siiresinde j atigindaki k deneyinin degerini, p: genel
poplilasyon ortalamasini, oj: kullanilan mikroorganizmanin etkisini (i = 1, 2), fj:

fermentasyon siiresinin etkisini (j = 1, 2, 3, 4, 5, 6), eijjk: rastgele hatay1 gostermektedir,

3.5.14. Calismada takip edilen basamaklar
Calismada takip edilen basamaklar genel hatlar ile sekil 3.5'de gosterilmisti
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Tarimsal atiklar
¥

Pirina Domates Kiispesi Kapya Biber Kiispesi

Tarimsal Atiklarin Hazirlanmasi (%10) ve
Sterilizasyon islemleri

Mikrobiyal Saf
Kiiltiirler

Mikrobiyal Saf Kiiltiirlerin
Cogaltilmasi ve Soliisyonlarinin
Hazirlanmasi

2
Erlen Diizeyinde Fermentasyon Denemeleri
Mikrobiyal Ureme Kinetigi
GCO Analizleri, GC-MS Analizleri, Duyusal Analizler
3

Biyoreaktor Diizeyinde Fermentasyon Denemeleri

Mikrobiyal Ureme Kinetigi
GC-MS Analizleri

Sekil 3 5. Calismada takip edilen basamaklar
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Tarimsal Atiklarin Genel Bilesimi

Calismada kullanilan tarimsal atiklarin genel bilesimlerini belirlemek amaciyla nem
(%), kiil (%), toplam azot (%) ve yag (%) tayinleri yapilmistir. Tarimsal atiklarin kimyasal
bilesimleri Cizelge 4.1’ de gosterilmistir. Cizelge 4.1 incelendiginde pirinanin kalint1 yag
miktarinin yaklasik %4 oldugu goriilmektedir. Domates ve biber kabuklarinin ise yaklagik
%80 diizeyinde nem igerdigi goriilmektedir. Diger taraftan her ii¢ tarimsal atigin azot
iceriklerinin birbirine benzer oldugu ve %0.35-0.48 arasinda degisim gosterdigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Tarimsal atiklarin genel bilesimi

Kimyasal Ozellikler (Ortalamaz S.D)
pH %Nem %Kil %Azot %Yag
Pirina 5.43+0.01 53.32+0.04  1.39+0.01 0.38+0.01 4.02+0.34
Domates kiispesi  4.59+0.01 86.01+0.15  0.65+0.01 0.35+0.03 -

Biber kiispesi 4.57+0.02 79.42+0.50  0.69+0.01 0.48+0.01 -
- Yag miktar1 belirlenmedi. S.D: standart sapma

Tarmmsal atik

Tarimsal atiklarin genel bilesimi (Cizelge 4.1) yapilan bazi ¢alismalarda elde edilen
sonuglarla benzerlik gostermektedir (Baeta-Hall ve ark., 2005; Del Valle ve ark., 2006;
Georgieva ve Ahring, 2007; Vlyssides ve ark., 2004; Anonim, 2000 ve 2003). Ornegin;
Pirinanin genel bilesiminin belirtildigi bir ¢alismada (Anonim, 2003) zeytinyagi
tiretiminde kullanilan iki veya i¢ fazli sikma sistemine gore pirinanin kimyasal
kompozisyonunun degistigi belirtilirken, nem miktarinin %25-70, kalint1 yag miktarinin da
%3-8 arasinda oldugu ifade edilmistir. Benzer seklide, Baeta-Hall ve ark., (2005) pirinanin
nem miktarmin ortalama %358-67, kiill miktarinin %2-3.4, yag miktarinin %0.98-8.12,
toplam azot miktarinin kurumadde de %0.95-1.17 arasinda degistigini bulmuslardir. Del

Valle ve ark., (2006) 21 farkli yerden alimmis domates kiispesinin kimyasal
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karakterizasyonunu yaptiklar1 bir ¢aligmada, domates kiispelerinin ortalama lif, toplam
seker, protein, yag ve mineral madde miktarlarinin kurumaddede sirasiyla %59.03,
%25.73, % 19.27, % 5.85 ve % 3.92 oldugunu ifade etmislerdir. Del Campo ve ark.,
(2006) farkli tarimsal atiklardan biyoetanol tiretimini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, domates
kiispesinin ortalama nem, kiil ve kurumaddede protein miktarlarin1 sirasiyla %74.36,
%3.77 ve %17.35; biber kiispesinde ise nem, kiil ve kurumaddede protein miktarlarini

%83.10, %9.41 ve %15.40 olarak belirtmislerdir.

4.2. Tarimsal Atiklarda Yapilan On Denemeler

On denemelerde pirina, biber ve domates kiispelerinde gelisebilen ve aroma iiretme
potansiyeli olan mikroorganizmalarin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amagla farkli tiirden
bakteri, maya ve kiiflerin tarimsal atiklarda gelismeleri ve aroma iiretme potansiyelleri
izlenmistir. Ilk denemelere pirinada, R. oryzae ve C. tropicalis kiiltiirleri kullanilarak
baglanmistir. Bu amagla pirina kiispesinin pH’sinin gelismeye etki edebilecegi 6n
goriilmiis ve farkli pH larda hazirlanmis pirina soliisyonlarinda 288 saat boyunca R. oryzae
ve C. tropicalis i¢in fermentasyon denemeleri gergeklestirilmistir. R. oryzae i¢in sirasiyla
5, 6, 7; C. tropicalis i¢in 6, 7, 8 baslangi¢c pH’larinda ¢alismalar yiiriitilmistiir. R. oryzae
ve C. tropicalis haricindeki diger mikroorganizmalar igin tarimsal atiklarin dogal
pH'larinda c¢alisgilmistir. Tarimsal atiklarda mikrobiyal gelisme gdstermeyen veya
mikrobiyal gelisme belirlendigi halde aroma tiretimi olmayan mikroorganizmalarla esas

fermentasyon ¢aligmalar1 yapilmamustir.

Ozellikle bakterilerin dogrudan tarimsal atiklarda gelismedigi gdzlemlendiginden
tarimsal atiklarda bulunan seliiloz, diyet lifi gibi polisakkaritlerin ve diger bilesenlerin
monomerlerine pargalanarak daha kolay metabolize edilmelerini saglamak ve bdylece
mikrobiyal gelisimi tesvik etmek amaciyla pirina, biber ve domates kiispelerine asit (1.0 N
HCI) ve hemiseliilaz enzimi uygulamasi gibi 6n islemler yapilmistir. Ancak bu durumda da
tarimsal atiklarda bakteriyel gelisim saglanamamistir. Tarimsal atiklarin fermentasyonu
i¢cin kullanilan bakteriler Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Calismada kullanilan bakterilerden
P. putida NRRL B1603, P. fluorescens NRRL B-252'nin pirina, biber ve domates

kiispelerinde hem dogal hallerinde, hem asit hem de enzim uygulanmis durumlarda
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gelismedikleri belirlenmistir. Bununla birlikte biber ve domates kabuklarinda gelisimleri
gozlenen ancak aroma iretimleri olmayan bakteriler ise Lactobacillus buchneri ve
Acetobacteri spp. olarak belirlenmistir. Benzer sekilde tiim atiklarda C. cellulans B-2381
ve Streptomyces spp. tiirlerinin de gelismedigi gozlenmistir. Bunun nedeninin atiklarda
bulunan bazi mindr bilesenlerin o6zellikle bakteriyel (6rn; pirinada bulunan fenolik
maddeler, biber kiispesinde bulunan kapsaisin maddesi) gelisimi engellemesinden (Kurita
ve ark., 2002; Tafesh ve ark., 2011; Cichewicz ve Thorpe, 1996) veya bakterilerin
vitaminler, amino asitler, iz elementler ve iyonlar vb. gelisme faktorlerini tarimsal
atiklardan tam olarak karsilayamamasindan kaynaklanabilecegi diisiniilmektedir (Tunail,

2009; nee’ Nigam vd., 2009).

4.3. C. tropicalis ve T. delbrueckii Kullamlarak Pirinada Yapilan Calismalar

4.3.1. C. tropicalis ve T. delbrueckii'nin pirinadaki mikrobiyal gelisimlerinin
incelenmesi

Farkli baslangi¢ pH lar1 (6, 7 ve 8 pH) denenerek pirinada C.tropicalis ile yapilan
caligmalarda baslangig pH’s1 7 olan pirina soliisyonunda C. tropicalis’in gelisiminin daha
iyi ve hizli oldugu belirlenmistir. Bu nedenle s6z konusu pH daki pirinada C. tropicalis
gelisimi ve aroma iretme potansiyeli ele alinmis ve T. delbrueckii ile karsilagtirmasi
yaptlmistir. C. tropicalis ve T. delbrueckii ile erlen diizeyinde gerceklestirilen

fermentasyonda gozlemlenen mikrobiyal gelisimler Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Pirinada C. tropicalis ve T. delbrueckii’nin erlen diizeyinde gelisimleri

Fermentasyon Ortalama Hiicre sayisi+S.EQ

siiresi (saat) (log kob mL™* pirina soliisyonu)
C. tropicalis T. delbrueckii

0 6.15+0.14 5.15+0.01

24 7.97+1.13 6.22+0.04

48 7.61+£0.01 6.25+0.01

72 9.21+2.25 6.64+0.04

120 9.38+0.01 -

168 9.05+0.14 -

288 9.28+0.01 -

P degeri 0.837

"‘Mikrobiyal sayim alinmamustir, kob: koloni olugturan birim, SE: standart hat
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Yapilan varyans analizi sonucunda pirinada C. tropicalis ve T. delbruckeii’nin
mikrobiyal gelisimlerinin fermentasyon siiresi ve mikroorganizma ¢esidine bagli olarak
onemli bir degisim gostermedigi belirlenmistir (P=0.837). Buna goére, fermentasyon
boyunca pirinada T. delbrueckii’nin hiicre sayisinda maksimum 1.49 log’luk, C.
tropicalis’in  hiicre sayisinda ise maksimum 3.23 log’luk bir artisin meydana geldigi
belirlenmistir. T. delbrueckii’nin mikrobiyal gelisiminin fermentasyon siiresince kiiltiir
ortaminda devam ettigi belirlenirken, C. tropicalis’in mikrobiyal hiicre artisinin T.
delbrueckii’ye gore daha yiiksek oldugu ve 72 saat sonra gelismenin duragan faza gectigi
tespit edilmistir. Ayrica, 120 saatlik fermentasyon sonunda C. tropicalis’in hiicre sayisinda

onemli bir degisimin olmadig1 belirlenmistir(P<0.05).

C. tropicalis kullanilarak tek hiicre proteini liretmek igin yapilan bir ¢alismada
(Cayabyab ve ark., 1977), farkli pH’lara sahip hidrolize olmus piring kamis1 soliisyonunda
s0z konusu mikroorganizmanin 29 °C’de hiicre sayis1 artiginin 2-2.5 log arasinda degistigi
belirlenmistir. Calismada 12 saat inkiibasyon sonunda ise C. tropicalis’in hiicre gelisiminin
kademeli olarak azaldigi belirlenmistir. Sarap fermentasyonu igin S. cerevisiae ve T.
delbrueckii karisik maya kiiltiirii kullaniminin arastirildigi diger bir ¢alismada (Nissen ve
ark., 2003), 25 °C ve 120 rpm karistirma hizinda modifiye YPD (Yeast Pepton Dextrose)
s1vi besiyerinde T. delbrueckii’nin hiicre sayist artiginin fermentasyonun 30. saatine kadar
devam ettigi ve bu siire sonunda hiicre gelisiminin duragan fazda 240 saat fermentasyon

stiresince siirdiigii belirlenmistir. Calismada T. delbrueckii igin maksimum hiicre sayisi

artisinin ise 2-2.5 log arasinda oldugu tespit edilmistir.

Erlen diizeyinde yapilan iiretimlerin hacmi artirilarak 4L’lik c¢alisma hacmiyle
biyoreaktor diizeyinde her iki maya ¢esidiyle farkli zamanlarda pirinada fermentasyon
gerceklestirilmigtir.  C. tropicalis ve T. delbrueckii ile biyoreaktor diizeyinde
gerceklestirilen fermentasyonda gozlemlenen mikrobiyal gelisimler Sekil 4.1°de
gosterilmigtir.  Sekil 4.1 incelendiginde, erlen diizeyinde gelisime benzer olarak
C.tropicalis’in gelisiminin 72 saat fermentasyondan sonra duragan faza gectigi
goriilmektedir. C.tropicalis’ in hiicre sayisinin 72 saat fermentasyon siiresi sonunda
azaldig1 ancak 288 saatte kadar hiicre sayisinda onemli bir degisimin olmadigi

goriilmektedir. T. delbrueckii’nin hiicre sayisi artisinin ise 72 saat fermentasyon boyunca
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hizli bir sekilde arttigi, bu siire sonunda T. delbrueckii’nin hiicre sayisinda azalmanin
meydana geldigi ve mikrobiyal gelisiminin duragan faza gegtigi goriilmektedir. Diger
taraftan biyoreaktor diizeyinde, erlen diizeyindeki sonuglardan farkli olarak C.tropicalis’in
maksimum hiicre sayisi artisinin 1.18 log oldugu, T. delbrueckii’nin hiicre sayisinda ise
2.23 log’luk bir artisin meydana geldigi belirlenmistir. Her iki mikroorganizmanin
mikrobiyal ireme kinetigi, spesifik tireme hizi (u) ve ikilenme siiresi (tq) agisindan
incelendiginde, C. tropicalis icin p degerinin 0.042 sa.™ oldugu, T. delbrueckii igin ise bu
degerin 0.079 sa. oldugu tespit edilmistir. ikilenme siireleri ise sirasiyla 16.26 sa. (C.

tropcalis) ve 8.70 sa. (T. delbrueckii) olarak hesaplanmustir.

Mikroorganizma Saysi (log kob mL™ pirina sollisyonu)

0 24 a8 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312
Fermentasyon Slresi (Saat)

—m— C.tropicalis —a— Torula delbruckeii

Sekil 4.1. Pirinada biyoreaktor kosullarinda C. tropicalis ve T. delbrueckii 'nin gelisimleri

Calismamizda C. tropicalis ve T. delbrueckii’nin pirinada gelisimlerine iliskin
bulunan kinetik degerler diger ¢alismalarda saptanan degerlerden daha disiiktiir (Alves-
Arajo ve ark., 2007; Sanchez ve ark., 2008; Oh ve Kim 1998). Ornegin, Alves-Araujo ve
ark., (2007) yaptiklar1 bir ¢alismada glikoz, sakkaroz ve maltoz gibi farkli seker tiirlerini

iceren YP siv1 besiyerlerinde, 160 rpm karistirma hizinda ve 30 °C’de gergeklestirilen
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inkiibasyon kosullarinda T. delbrueckii’nin spesifik iireme hizin1 sirasiyla 0.56 sa.™, 0.59
sa.! ve 0.48 sa.! olarak belirlemislerdir. Benzer sekilde yapilan diger bir ¢alismada ev
yapimi misir ve piring ekmegi hamurundan izole edilmis farkli T. delbrueckii suslarinin
YPS (Yeast Pepton Sucrose) sivi besiyerinde spesifik iireme hizinm 0.53 sa.™ ile 0.62 sa.™
arasinda degistigi belirlenmistir (Almedia ve Pais, 1996). Buna karsin, yapilan diger bir
calismada (Visser ve ark., 1990) ise anearcobik kosullarda ergosterol ve Tween 80 ile
kompleks mineral igeren sentetik besiyerinde 25 °C de T. delbrueckii CBS 1146 igin
maksimum spesifik iireme hizinin 0.03 sa.! oldugu bildirilmistir. Ksiloz ve glikoz
fermentasyonu ile ksilitol iiretiminin sentetik besiyerinde incelendigi bir calismada ise
baslangi¢ glikoz ve ksiloz miktarina bagli olarak C. tropicalis NBRC 0618 igin
maksimum spesifik {ireme hizinin 0.174 sa.™ ile 0.568 sa.™ arasinda degistigi belirlenmistir
(Sanchez ve ark., 2008). Farkli konsantrasyonlarda ksiloz igeren sentetik besiyerinde C.
tropicalis KFCC-10960’n ksilitol iiretiminin incelendigi diger bir ¢alismada, 30 °C 220
rpm karigtirma hizindaki fermentasyon kosullarinda C. tropicalis’e ait spesifik lireme
hizinin 0.3 sa. ile 0.52 sa.™ arasinda degistigi belirlenmistir (Oh ve Kim, 1998). Kim ve
ark., (1999) yaptiklar1 ¢alismada, farkli miktalarda glikoz igeren sentetik besiyerlerinde C.
tropicalis ATCC 13803’nin 30 °C’de 500 rpm karigtirma hizinda spesifik tireme hizinin
glikoz konsantrasyonuna bagh olarak 0.01 sa.! ile 0.03 sa.! arasinda degistigini

belirlenmislerdir. Caligma sonucunda hesaplanan spesifik tireme hizinin, C. tropicalis igin

elde edilen spesifik tireme hizi ile benzer oldugu goériilmektedir.

Sonug olarak, hem C. tropicalis hem de T. delbrueckii’nin pirinada erlen ve
biyoreaktor diizeyinde mikrobiyal gelisimlerine ait elde edilen hiicre sayisi artist ve
duragan faza gegis siiresi incelendiginde, her iki maya i¢in hiicre sayist artisinin yapilan
diger ¢alismalardaki sonuglarla benzelik gosterdigi, duragan faza gegis siirelerinin daha
uzun oldugu sodylenebilir. Her iki mikroorganizmanin da duragan faza gegis siiresinin uzun
olmasi, pirina ortaminda logaritmik gelisme fazinin yavas seyretmesine ve boylece ikincil
metabolitlerin iiretimlerinin yavas olmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Diger
taraftan biyoreaktor {retimleri incelendiginde T. delbrueckii’nin gelisiminin C.
tropicalis’den daha hizli oldugu tespit edilmistir. Ayrica biyoreaktér kosullarinda T.
delbrueckii’nin hiicre sayis1 artisinin C.tropicalis’ den daha fazla oldugu belirlenmistir.

Buna karsin, biyoreaktor kosullarinda C. tropicalis’ in pirinada canliligin1 T. delbrueckii’
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den daha iyi korudugu goriilmiistiir.

4.3.2. C. tropicalis ve T. delbrueckii'nin pirinada iirettigi aroma maddelerinin
incelenmesi

Calismada erlen diizeyinde T. delbrueckii ve C.tropicalis ile fermente edilmis
pirinada toplam 25 adet aroma aktif bilesen belirlenmistir. Fermente pirinalarda GCO ile
belirlenen aroma aktif bilesenler ve yogunluklar1 Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Cizelge 4.3
incelendiginde, hem T. delbrueckii hem de C. tropicalis ile fermente edilmis pirina
orneklerinde belirlenen aroma aktif bilesenlerinin asit, aldehit, alkol ve terpen tiirevli
bilesikler oldugu goriilmektedir. Pirinada yogunluklari yiiksek aroma aktif bilesenler;
izovalerik asit (kirli), stiren (kirli), o-kresol (islak Kirli havlu) (E,Z)-2,6-nonadienol
(saman), 2,4 nondienal (kizarmis yag), (E,E)-2,4-decadienal (yanik, kizarmis yag) ve
bilinmeyen 1 (metalik) olarak belirlenmistir. T. delbrueckii ile fermente edilmis pirina
orneklerinde sadece iki adet aroma aktif bileseninin yogunluklarinin kontrol grubu pirina
orneklerinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Yogunluklar1 artan aroma maddeleri
fenil etil alkol (giil) ve mentol (nane) diir. Diger taraftan, kontrol grubu orneklerinde
belirlenen diger aroma maddelerinin yogunluklarinin fermente pirina drneklerinde bulunan
yogunluklarindan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica, kontrol grubunda
belirlenen diasetil (terayagi), metiyonal (haslanmis patates), (Z)-nonenal (salatalik) ve

limonenin (sitrus-limon) fermente pirina kiispesinde bulunmadig tespit edilmistir

Cizelge 4.3 incelendiginde, hem T. delbrueckii hem de C. tropicalis ile fermente
edilmis pirina orneklerinde belirlenen aroma aktif bilesenlerinin asit, aldehit, alkol ve
terpen tiirevli bilesikler oldugu goriilmektedir. Genel olarak, pirinada yogunluklari yiiksek
aroma aktif bilesenler; izovalerik asit (kirli), stiren (Kkirli), o-kresol (1slak Kirli havlu) (E,Z)-
2,6-nonadienol (saman), 2,4 nondienal (kizarmis yag), (E,E)-2,4-decadienal (yanik,
kizarmis yag) ve bilinmeyen 1 (metalik) olarak belirlenmistir. T. delbrueckii ile fermente
edilmis pirina 6rneklerinde sadece iki adet aroma aktif bileseninin yogunluklarinin kontrol
grubu pirina 6rneklerinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Yogunluklari artan aroma
maddeleri fenil etil alkol (giil) ve mentol (nane) diir. Diger taraftan, kontrol grubu
orneklerinde belirlenen diger aroma maddelerinin yogunluklarinin fermente pirina

orneklerinde bulunan yogunluklarindan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

41



0)%

Cizelge 4.3. T. delbrueckii ve C.tropicalis ile fermente edilmis pirinada belirlenen aroma aktif bilesenler

RI?

Aroma

Aroma Tanim

Belirleme yontemi

Aroma yogunlugu (ortalama=SE)

Kontrol* T. delbrueckii® Kontrol? C. tropicalis®
524 Dimetil siilfit Silfiir RI1,0 0.25+0.25 0.25+0.25 T.E T.E
598 Diasetil Tereyagi RI1,0 2.0+£0.01 T.E 4.75+0.75 4.50+1.50
802 Hekzenal Cimen RI,MS,0 0.5+£0.50 0.25+ 2.0+£0.10 T.E
856 Bilinmeyen 1 Kirli, asit RI,O 4.25+0.25 3.75£0.75 0.75+0.75 TE
862 Izovalerik asit Eksi,meyvemsi RI,O 3.75+3.75 4.0£1.0 1.75+0.25 1.50+1.50
869 Stiren Asit, kirli RI,MS,0 5.25+2.25 4.75+0.75 2.754+0.25 T.E
898 Metiyonal Haslanmus patates RI,O 1.0£0.01 T.E 0.75+0.75 0.25+025
975 Bilinmeyen 1 Metalik RI,MS,0 5.75+0.75 4.0£1.0 4.50+1.50 3.75+0.25
999 Hekzil asetat Kolonya RI,O 2.50+0.50 1.0£1.0 1.50+0.50 0.75+0.75
1040 Limonen Sitrus, ferah RI,MS,0 1.0.£0.10 T.E 1.5+0.50. 2.5040.10
1050 Benzenasetaldehit Pudra/giil RI,MS,0 3.0+£0.01 0.9£0.10 T.E T.E
1058 Bilinmeyen 3 Yag RI,O 2.5040.50 2.504+2.50 T.E T.E
1077 o-kresol Kirli 1slak havlu RI,MS,0 3.0+0.01 3.54+0.50 3.0+1.0 2.25+0.25
1095 Guaiakol Yanik seker RI,MS,0 2.75+0.25 3.0+£0.01 3.50+1.50 T.E
1144 Fenil etil alkol Giil RI,MS,0 2.0+£0.01 4.50+0.50 1.0+£0.50 1.75+£0.25
1157 (2)-2-nonenal Salatalik RI,MS,0 1.50+0.50 TE 2.50+0.50 TE
1158  (E,2)-2,6-nonadienol Saman RI,O 4.50+0.50 3.0£1.0 2.754+0.75 1.0+1.0
1186  Naftalin Kirli RI,MS,0 1.0+0.01 TE 0.75+0.75 1.0£1.0
1190  Mentol Tatl, RI,MS,0 TE 2.0+0.01 TE TE
1216  2,4-nonadienal Kizarmis yag RI,MS,0 4.50+0.50 1.0+0.01 3.25+0.75 2.0+2.0
1250  Karveon Lakton/tatly RI,O 2.50+0.50 3.0+0.01 TE TE
1268  Geraniol Tath RI,O 1.75+0.25 1.5+0.01 2.0£0.10 1.0£1.0
1322  (E,E)-2,4-decadienal Yanik kizarmis yag RI,MS,0 4.50+0.50 1.50+0.50 4.50+0.50 1.0+0.50
1372 o-kubebene Tath RI,MS,0 1.0£0.01 1.5+0.01 T.E T.E
1382 Bilinmeyen 4 Siilfiir RI,O 1.75+0.25 T.E T.E T.E

aRI:Alikonma indeksi HP-5 MS kolonda hesaplanmistir.,’120 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma yogunlugu, 135 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma maddelerinin

yogunlugu,'dogal pH’daki fermente olmamus pirina,?7 pH’ya sahip fermente olmamus pirina, SE: standart hata, T.E: Tespit edilmedi, MS:kiitle spektrometresi, O: Koku



Ayrica, kontrol grubunda belirlenen diasetil (terayagi), metiyonal (haslanmis
patates), (Z)-nonenal (salatalik) ve limonenin (sitrus-limon) fermente pirina kiispesinde

bulunmadig tespit edilmistir.

C. tropicalis ile fermente edilen pirina kiispeleri incelendiginde sadece limonen
(sitrus, limon)’in yogunlugunun arttigi belirlenmistir. Bununla birlikte, kontrol grubu
pirina orneklerinde belirlenen diger aroma maddelerinin yogunluklarmin C. tropicalis ile
fermente olmus pirina 6rneklerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Diger yandan,
kontrol grubu pirina 6rneklerinde belirlenen hekzanal (¢imen), stiren (kirli), guaiakol
(yanik seker), (Z)-2-nonenal (salatalik) C. tropicalis ile fermente olmus pirina 6rneklerinde

belirlenmemistir (Cizelge 4.3).

Erlen diizeyinde T. delbrueckii ile fermente olmus pirinada belirlenen aroma
bilesenlerinden miktar1 artan aroma maddeleri Cizelge 4.4’ de gosterilmistir. Yapilan
varyans analizi sonucunda fenil etil alkol ve mentol miktarlar1 agisindan kontrol grubu
pirina drnekleri ile T. delbrueckii ile fermente olmus pirina 6rnekleri arasinda 6nemli fark
oldugu bulunmustur (P<0.05). Buna gore, her iki aroma maddesinin miktarinin fermente
edilmis pirina orneklerinde kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(P<0.05).

Cizelge 4.4. T. delbrueckii ile fermente edilmis pirinada GC-MS ile belirlenen bazi1 aroma

maddeleri
. Aroma Ortalamq Miktar+S.E
Aroma Maddesi Tanimt (ug kg! pirina soliisyonu)?
Kontrol T. delbrueckii
Fenil etil alkol Giil 0.29+0.06° 6.69+0.014
Mentol Nane 0.13+0.01B 3.50+0.694
P degeri 0.01 0.04

472 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma maddelerinin oransal bollugu, T.E: tespit edilemedi. SE:

standart hata

Fermente pirina orneklerinde belirlenen fenil etil alkol (giil) ve mentol (nane)
miktarlar1 sirasiyla 6.69 pg kg™ ve 3.50 ug kg dir. Fenil etil alkol ve mentoliin fermente
olmus pirina orneklerinde yiiksek olmasi, T. Delbrueckii’nin pirinada bu iki aroma
maddesinide trettigini gostermektedir. Nitekim, yapilan GCO analizleriyle de her iki

aroma maddesinin yogunlugunun fermentasyon sunucunda arttig: tespit edilmistir. Erlen
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diizeyinde C. tropicalis ile fermente olmus pirinada belirlenen aroma bilesenlerinden

miktar1 artan aroma maddeleri Cizelge 4.5 de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. C.tropicalis ile fermente edilmis pirinada GC-MS ile belirlenen bazi aroma

maddelerinin miktar:

Ortalama Miktar+S.E(ng kg* pirina soliisyonu)

Aroma Maddesi Aroma Tanim

Kontrol?@ 72 saat 288 saat
Etil alkol Tatht 6.48+ 4.48 24.73+17.54 0.23+0.16
Metil butanoat Meyvemsi T.E 4.67+0.20° 0.40+0.208
D-limonene Sitrus, limon 119.64+77.0"8  249.54+30.82"  8.93+6.268

@72 saat fermentasyon sonunda mikroorganizma inokulasyonun yapilmamis pirinada belirlenen aroma
maddelerinin oransal bollugu, #BAyn1 ucucu bilesende farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki
fark onemlidir (P<0.05). SE: standart hata

Cizelge 4.5 incelendiginde GCO analizi sonucunda C. tropicalis ile fermente olmus
pirina orneklerinde belirlenmemesine ragmen, etil alkol (tatli)) ve metal butanoat
(meyvemsi)’in miktarinin fermentasyon siiresince arttigt GC-MS analizi ile belirlenmistir.
Bu durumun, aroma maddelerinin esik degeri ile ilgili oldugu sdylenebilir. Ciinkii bir aroma
maddesinin GCO ile belirlenebilmesi igin hem “aroma esik degeri’nin, hem de ‘aroma
tamima esik degeri’nin lizerinde olmasi gerekmektedir. Bir aromanin ‘esik degeri’, s6z
konusu aromanin tepkiye neden olmasi i¢in gerekli en diisiik konsantrasyonu olarak
tanimlanirken, ‘aroma tamima esik degeri’ ise 0 bilesigin taninmasi i¢in gerekli olan en

diisiik konsantrasyon olarak ifade edilmektedir (Belitz ve ark., 2009).

Yapilan varyans analizi sonucunda C. tropicalis tarafindan pirinada iretilen metil
butanoatin (meyvemsi) 72 saat fermentasyon siiresince onemli diizeyde artis gosterdigi
belirlenmistir. Bununla birlikte C. tropicalis tarafindan ftretilen etil alkol (tatli)) ve d-
limonenin 72 saatlik fermentasyon siiresince belirlenen miktarlarinin arasinda istatistiksel
olarak onemli bir fark bulunmazken (P<0.05), pratikte her iki aroma maddesinin
miktarlariin fermentasyon siiresince arttigr gézlemlenmistir (Cizelge 4.5). Fermentasyon
stiresince her iki aroma maddesinin miktarinda bir artis gézlenmesine ragmen, istatistiksel
olarak 6nemli bir fark bulunmamasinin C. tropicalis ile yapilan fermantasyon denemelerinin
ve/veya analiz tekerriirleri arasindaki standart hatanin biiyiik olmasindan kaynaklandigi
disiiniilmektedir. C. tropicalis ile fermente edilen pirina 6rneklerinde belirlenen etil alkol,
metil butanoat ve d-limonen’in 72 saat fermentasyon siiresince belirlenen miktarlar sirasiyla

24.73 ng kg, 4.67 pg kgt ve 249.54 ug kg olarak tespit edilmistir. Ayrica, sdz konusu
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aroma maddelerinin miktarlarinin fermentasyon siiresinin artmasi ile azaldigi belirlenmistir.

Biyoreaktor diizeyindeki T. delbrueckii ve C. tropicalis ile fermente olmus pirinada
belirlenen aroma bilesenlerinden miktar1 artan aroma maddeleri sirasiyla Cizelge 4.6 ve
Cizelge 4.7°de gosterilmigtir. Yapilan varyans analizi sonucunda her iki kif tarafindan
iiretilen aroma maddelerinin miktarlarinin fermentasyon siiresine bagli olarak degisim
gosterdigi belirlenmistir (P<0.05). T. delbrueckii tarafindan pirinda iretilen aroma
maddelerinin biyoreaktor diizeyindeki degisimleri incelendiginde, fenil etil alkoliin (giil) 72
saat fermentasyon siiresince mikrobiyal iiretiminin oldugu ve bu fermentasyon siiresinden
sonra miktarinda dnemli bir degisimin olmadig1 bulunmustur. Kiiltiir ortaminda iiretilen
mentol (nane)’iin ise 72 saat fermentasyon siiresince lretildigi ve bu fermentasyon
stiresinden sonra miktarinin 6nemli diizeyde azaldig1 belirlenmistir (P<0.05 ¢izelge 4.6). T.
delbruecki ile pirinanin biyoreaktor diizeyinde fermentasyonunda fenil etil alkol (giil) ve
mentol (nane)’iin kiiltiir ortaminda belirlenen maksimum miktarlar 29.63 ug kg™ ve 8.18 pg
kg! olarak tespit edilmistir. C. tropicalis tarafindan pirina iiretilen aroma maddelerinin
biyoreaktor diizeyindeki degisimi incelendiginde, erlen diizeyinde belirlenen etil alkol (tatl1)
in biyoreaktor diizeyinde tiretilmedigi belirlenmistir. Ancak hem metil butanoatin hem de d-

limonenin biyoreaktor kosullarinda tiretildigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6. Biyoreaktor kosullarinda T. delbrueckii ile fermente edilmis pirinada GC-MS ile belirlenen bazi aroma maddeleri

Ortalama miktar+S.E (ug kg pirina soliisyonu) 2

Aroma Maddesi ?;ﬁ:?:l Fermentasyon siiresi (saat)

0 24 48 72 96 120
Fenil etil alkol (P=0.039) Cicek, Giil ~ 4.48+0.298 19.83+1.3248 21.76+4.8078 27.35+1.83%8  29.63+1.73A 27.91£1.2748
Mentol (P=0.01) Nane, Ferah  2.59+0.12°€ 2.80+0.24¢ 4.67+0.22B¢ 8.18+0.894 5.95+0.25"8 6.0+0.128

A€ Fermentasyon siiresince farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark onemlidir (P<0.05). 2120 saat fermentasyon siiresince belirlenen aroma maddelerinin
oransal bollugu. T.E: tespit edilemedi. SE: standart hata

Cizelge 4 7. Biyoreaktor kosullarinda C. tropicalis ile fermente edilmis pirinada GC-MS belirlenen bazi aroma maddeleri

Ortalama Miktar +S.E (ug kg* pirina soliisyonu)?

. Aroma
Aroma Maddesi Tanimi Fermentasyon siiresi (saat)
0 12 24 72 135 180 230 288
'(\é',i%'g’lu)tanoat Meyvemsi  T.E 0.2240.018 0.27+0.01°8 7264025  6.27+0.93A  6.0£120°8  523+0.77°8  4.72+0.338
?P'z'g‘gggr)‘ Sitrus 6.2540.08°°  8.68+0.015¢ 6.15+0.45° 9.58+0.018  10.73+0.61°® 11.95+0.69" 5.61+0.01°  6.44:0.78%0

AD Fermentasyon siiresince farkl biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05). ®288 saat fermentasyon siiresince belirlenen aroma maddelerinin
oransal bollugu. T.E: tespit edilemedi. SE: standart hata



Metil butanoatin ve d-limonenin erlen diizeyinde iiretilen miktarlarindan daha diisiik
oranda oldugu tespit edilmistir. Biyoreaktdr diizeyinde iretilen metil butanoat
(meyvemsi),’in kiiltiir ortamindaki maksimum miktarinin 72 saat fermentasyon siiresinde
7.26 pg kgt diizeyinde oldugu saptanmistir. D-limonenin maksimum miktar1 180 saat
fermentasyon siiresinde kiiltiir ortaminda 11.95 ug kg diizeyinde oldugu belirlenmistir.
Cizelge 4.8°de gosterilen T. delbrueckii ve C. tropicalis tarafindan pirinada iiretilen aroma
maddelerinin verimlilik degerleri incelendiginde, en yiiksek verimlilik degerine fenil etil
alkoliin (giil) sahip oldugu belirlenmistir. Bu durum fenil etil alkol’iin pirinanin T.
delbrueckii ile fermentasyonu sonucu belirlenen diger aroma maddelerinden daha hizli ve

daha yiiksek miktarda iiretildigini gostermektedir.

Cizelge 4.8. T. delbrueckii ve C. tropicalis tarafindan pirinada {iiretilen aroma maddelerinin
verimlilikleri

. Ortalama?+S.E kg pirina soliisyonu sa.”
Aroma Maddesi (ng kg™ p y )

T. delbrueckii C.tropicalis
Fenil etil alkol 0.30+0.01 -
Mentol 0.11+0.01 -
Metil butanoat - 0.10+0.01
d-limonen - 0.06+0.01

2Aroma maddesinin maksimum miktarinin belirlendigi fermentasyon siiresine gore hesaplanmistir. S.E:
standart sapma, “Verimlilik degeri hesaplanmamustir.

T. delbrueckii ve C. tropicalis kullanilarak dogrudan tarimsal atiklardan aroma
maddesi tiretiminin incelendigi ¢alismalara literatiirde rastlanmamistir. Ancak literatiirde
her iki maya tirli kullanilarak aroma iiretiminin arastirildigi calismalar mevcuttur
(Chatterjee ve ark., 1999; King ve Dickinson 2000; Plata ve ark., 2003). Bununla birlikte,
bitkisel materyallerde bulunan monoterponoid tiirevli bilesiklerin bazi1 mayalar tarafindan
mikrobiyal oksidasyona ugratilarak farkli Ozellikte aroma maddelerinin iretildigi
bildirilmektedir (King ve Dickinson 2000; Velankar ve Heble, 2003). Ornegin, Chatterjee
ve Bhattacharyya, (1999), a-pineni (terepentin) C. tropicalis MTCC230’nin a-terpineol
(¢igek, sitrus)’e doniistiirdiigiini bildirilmislerdir. Benzer sekilde, yapilan diger bir
calismada (King ve Dickinson, 2000) T. delbrueckii’nin nerol (¢igek, tatl) ve linalooldan
(sitrus) a-terpineol (¢igek, sitrus) iirettigi, ayrica nerolden geraniol (gicek, giil) iiretme

yetenegine sahip oldugu bildirilmistir.
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Sonug olarak, T. delbrueckii ile pirinanin fermente edilmesiyle fenil etil alkol (giil)
ve mentoliin, C. tropicalis ile fermente edilmesiyle etil alkol, d-limonen ve metil
petanoatin iiretildigi tespit edilmistir. Ancak, tiim aroma maddelerinin verimliliklerinin de
diisiik oldugu belirlenmistir. Mentol ve d-limonen fiiretiminin T. delbrueckii ve C.
tropicalis’in kiiltiir ortaminda bulunan ¢esitli monoterponidleri mikrobiyal oksidasyona
ugratarak, metil pentanoat ve fenil etil alkol iiretiminin ise alkol asetiltransferaz enzimin
reaksiyonlar1 veya pirinada bulunan dallanmig amino asitlerin Erlich metabolik yoluna

sokulmasiyla tiretildigi diistiniilmektedir.

4.3.3. C. tropicalis ve T. delbrueckii ile fermente edilmis pirinamin duyusal
ozellikleri

Biyoteknolojik yontemlerle aroma tiretiminin arastirildigir bircok ¢alismada genel
olarak duyusal degerlendirmeler yapilmamistir. Bununla birlikte, aroma maddeleri
konusunda yapilan c¢alismalarin birgcogu genel olarak sadece ugucu bilesenlerin
saptanmasina yoneliktir. Her aroma maddesinin ugucu oldugu, ancak her ugucu bilesenin
aroma olmadig1 disiiniiliirse yapilan aroma ¢aligmalarinin duyusal analizlerle de
desteklenmesi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir (Giineser ve Karagiil, 2010. Meilgaard ve ark.,
1999). Bu c¢alismada bu konularin da Onemi dikkate alinarak ilk defa farkli
mikroorganizmalarla fermente edilen tiim tarimsal atiklarda {iretilen aroma maddeleri, hem
GCO hem de duyusal analizlerle belirlenerek duyusal kalitelerinin de degerlendirmesi
yapilmistir. Bu gergevede, T. delbrueckii ve C.tropicalis ile fermente edilmis pirinanin
duyusal oOzelliklerinin ortaya konulmasi amaciyla on adet duyusal tanimlayict terim
belirlenmistir. S6z konusu duyusal tanimlayici terimler Cizelge 4.9°da gosterilmistir.
Yapilan varyans analizi sonucunda 1slak bulgur, toprak, ayak kokusu ve fermente aroma
bakimindan T. delbrueckii ile fermente edilmis pirina 6rnekleri ile kontrol grubu pirina
ornekleri arasinda onemli farkliliklarin oldugu belirlenmistir. Panelistler tarafindan T.
delbrueckii ile fermente edilmis pirina 6rneklerinde fermente, islak kirli havlu ve toprak
aromalarmin kontrol grubu pirina drneklerine gore daha yiiksek yogunlukta algilanmistir.
Islak bulgur aromasmin ise kontrol grubu pirina orneklerinde daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.9, P<0.05).
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Ham zeytin ve odun/bitki aromasinin C. tropicalis ile fermente edilmis pirina 6rneklerinde
kontrol grubu pirina 6rneklerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (P<0.05, Sekil
4.2). Ancak, diger aromatik Ozellikler bakimindan kontrol grubu pirina 6rnekleri ve C.
tropicalis ile fermente olmus pirina 6rnekleri arasinda onemli bir farkliligin olmadigi

belirlenmistir (P>0.05).

Cizelge 4.9. T. delbrueckii ve C.tropicalis ile fermente edilmis pirinanin duyusal 6zellikleri

Duyusal Puan? (Ortalamaxz S. E)

Aromatik dzellik  Kontrol! . P Kontrol2  C.tropicalis P degeri
delbrueckii  degeri

Ham zeytin 0.9+£0.15 1.05+0.11 0.53 1.75+£0.118  3.58+0.834 0.01
Islak Bulgur 2.25+0.18" 1.57+0.208  0.03 4.41+0.35% 1.25+0.528 0.01
Yagimsi 0.50+0.05 0.70+0.0 0.15 1.91+0.83%  3.16+0.40 0.01
Odun/bitki 0.70+0.10 0.70+0.10 0.87 1.92+0.27 1.83+0.16 0.79
Tatli/ransit 0.35+0.16 0.60+0.20 0.33 1.08+0.23 1.16+0.21 0.80
Toprak 0.70+0.15%  1.03+0.05* 0.01 0.83+0.10 1.0£0.10 0.14
Islak kirli havlu 0.60+0.108  1.28+0.25%  0.02 0.75+£0.52 0.75+£0.27 1.0
Fermente 0.80+0.40%  2.03+0.204  0.01 1.66+0.35 1.33+0.30 0.49
Tatli aromatik 0.80+020 1.17+£0.20 0.06 0.91+0.15 1.00+0.10 0.59
Metalik 0.40+0.20 0.40+0.15 0.89 0.50+0.20  0.50+0.10 1.0

ABAym aromatik 6zellikte farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05).
472 saat fermentasyon sonunda belirlenmistir, *dogal pH’da fermente olmamus pirina,?7 pH’ya sahip fermente
olmamus pirina T.E: Tespit edilmedi, SE: standart hata.

Ham zeytin
4 -
3,5 #
’
3/

Tath Aromatik . " . Islak Bulgur

Fermente Yagimsi

Islak Kirli Havlu Toprak

T.delbrueckii ----- C.tropicalis

Sekil 4.2. T. delbrueckii ve C.tropicalis ile fermente edilmis pirinalarin bazi duyusal 6zelliklerine

ait driimcek ag1 diyagrami
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4.4. R. oryzae ve T. atroviride Kullamlarak Pirinada Yapilan Calismalar

44.1. R. oryzae ve T. atroviride'nin pirinadaki mikrobiyal gelisimlerinin
incelenmesi

Farkl1 baslangi¢ pH lar1 (5, 6 ve 7 pH) denenerek R. oryzae ile yapilan ¢alismalarda
baslangi¢ pH’s1 5 olan pirina soliisyonunda R. oryzae gelisiminin daha iyi ve hizli oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle s6z konusu pH’da pirinada R. oryzae gelisimi ve aroma {iretme

potansiyeli ele alinmis ve T. atroviride ile karsilastirmasi yapilmastir.

R. oryzae ve T. atroviride ile erlen diizeyinde gergeklestirilen fermentasyonlarda
belirlenen hiicre sayilar1 Cizelge 4.10°da verilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda
pirinada mikrobiyal gelisimin fermentasyon siiresi ve mikroorganizma c¢esidine bagl

olarak degisiklik gosterdigi belirlenmistir (P=0.04).

Cizelge 4. 10. Pirinada R. oryzae ve T. atroviride’ nin erlen diizeyinde gelisimleri

Fermentasyon
siiresi (saat)

Hiicre sayis1
Ortalama+S.E
(log kob mL™* pirina soliisyonu)

R. oryzae T. atroviride
0 5.92+0.0852 6.62+0.04%2
24 6.76+0.65°82 6.38+0.08F2
48 7.65+£0.0142 6.47+0.01PP
72 6.69+0.0148> 7.69+0.0142
120 6.68+0.01452 7.30+0.2982
168 6.83+0.04 -
216 6.69+0.01 -
288 6.84+0.03 -

P degeri 0.04

A€ Ayni mikroorganizma gesidinde farkli bilyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark onemlidir
(P<0.05), *® Aym fermentasyon siiresinde farkli kiigiik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark
onemlidir (P<0.05), kob: koloni olusturan birim, SE: standart hata,Mikrobiyal sayim alinmamustir.

120 saat fermentasyon boyunca pirinada T. atroviride’nin hiicre sayisinda maksimum
1.07 log’luk bir artigin oldugu, R.oryzae’nin hiicre sayisinda ise maksimum 1.73 log’luk
bir artisin meydana geldigi belirlenmistir. T. atroviride’nin mikrobiyal gelisiminin duragan
faza 72 saat sonunda gectigi, R. oryzae’nin ise mikrobiyal gelisiminin T. atroviride’ye gore
daha hizli oldugu ve gelisiminin duragan faza 48 saat sonunda gectigi tespit edilmistir.
Ayrica, R. oryzae ile pirinanin fermentasyonunda 72 saatten sonra 288 saatlik
fermentasyon siiresinin tamamlanmasina kadar hiicre sayisinda 6nemli bir degisim

olmadig1 belirlenmistir (P<0.05).
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Mikroorganizma Sayisi (log keb mL pirina soliisyonu)

4] 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312
Fermentasyon Siiresi (Saat)

—=—R. oryzae —=—T. atroviride

Sekil 4.3 Pirinada biyoreaktor kosullarinda T. atroviride ve R. oryzae’nin gelisimleri

C. tropicalis ve T. delbrueckii ile biyoreaktor diizeyinde gergeklestirilen
fermentasyonda gozlemlenen mikrobiyal gelisimler Sekil 4.2°’de gosterilmistir. Sekil 4.2
incelendiginde, erlen diizeyinden farkli olarak biyoreaktor diizeyinde R. oryzae’ nin
gelisiminin fermentasyon boyunca iki farkli bliyiime hizi ile devam ettigi goriilmektedir.
Buna gore R. oryzae’ nin hiicre sayist artisinin fermentasyonun ilk 24 saatinde
gerceklestigi ve bu siire sonunda R. oryzae gelisiminin fermentasyonun 120. saatine kadar
duragan fazda seyrettigi belirlenmistir. Bu durumda maksimum hiicre sayist artiginin 1.53
log oldugu belirlenmistir. 120 saatlik fermentasyondan sonra, R. oryzae’nin hiicre
sayisinda yeniden bir artisin meydana geldigi tespit edilmistir. Bu durumda ise hiicre sayisi
artisinin - 1.47 log oldugu belirlenmistir.  Diger taraftan, hiicre sayis1 artiginin
fermentasyonun 72. saatine kadar devam ettigi ve bu siire sonunda T. atroviride’nin
gelisiminin duragan faza gegtigi belirlenmistir. Ayrica T. atroviride’nin maksimum hiicre
sayist artiginin ise 0.92 log oldugu tespit edilmistir. Biyoreaktor diizeyinde fermentasyon
boyunca R. oryzae’da goriilen iki farkli zamandaki hiicre artisinin  fermentasyon
ortamindaki besin elementlerinin kademeli olarak tiiketilmesinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. ilk olarak gdzlemlenen duragan fazda R. oryzae tarafindan iiretilen bazi
ikincil metabolitlerin (enzim ve organik asitler) pirinada bulunan bazi1 besin 6gelerini
parcalayarak daha kolay metabolize hale getirdigi ve boylece ikinci bir iireme fazinin

tesvik edilmesinin gergeklestigi de diistintilebilir (nee’Nigam ve ark., 2009).
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Jin ve ark., (2005) yaptiklar bir ¢alismada patates, bugday nisastasi, misir ve ananas
isletme atik sularmin iki farkli R. oryzae tiirii ile fermentasyonu sonucu laktik asit
tiretimini incelemislerdir. Calisma sonucunda, tiim gelisme ortamlarinda R. oryzae FB
30617 ve FB 2062’nin hiicre biyokiitlesi artiglarinin fermentasyonun 4-12. saatleri arasinda
hizli bir sekilde oldugu, her iki mikroorganizmanin da mikrobiyal gelisiminin duragan faza
fermentasyonun 20. saatinde girdigi gozlenmistir. Ayn1 R. oryzae cinsleri ile patates
nisastasi tretiminde ortaya ¢ikan atik suyun fermentasyonundan laktik asit {iretiminin
arastirildigr diger bir ¢alismada ise, her iki kiif i¢in biyokiitle artisinin fermentasyonun 12.
saatine kadar devam ettigi, R. oryzae FB 2062 i¢in 12 saat fermentasyon siiresi sonunda
biyokiitlenin kademeli olarak azaldigi belirlenmistir. R. oryzae FB 36017 igin ise biyokiitle
artisinin  fermentasyonun 12-36. saatlerinde duragan oldugu belirtilmistir (Huang ve
ark.,2005). Her iki ¢aligmada elde edilen bulgular incelendiginde, ¢alismamizda R. oryzae
i¢in elde dilen duragan faza gegis siiresinin daha uzun oldugu goriilmektedir. Bu durumun
kullanilan kiiltiir ortaminin ve fermentasyon kosullarinin farkli olmasindan kaynaklandig:

diistiniilmektedir.

Her iki kiifiin mikrobiyal ireme kinetigi spesifik tireme hizi (pn) ve ikilenme siiresi
(te) acisindan incelendiginde, 0-120 saat fermentasyon siiresinde R. oryzae igin p
degerinin 0.146 sa., ikilenme siiresinin (tg) ise 4.76 sa. oldugu belirlenmistir. T.
atroviride icin p degeri 0.0299 sa.! (ts) degeri 23.17 sa olarak hesaplanmustir.
Calismamizda hem R. oryzae hem de T. atroviride ig¢in bulunan spesifik tireme hizlarinin
literatiir degerleri ile genel olarak uyumlu oldugu goriilmektedir. Ancak, fermentasyon
kosullart ve kullanilan kiiltiir ortamina bagh olarak hem Rhizopus hem de Trichoderma
kiifleri icin spesifik iireme hizlariin ¢ok fazla degiskenlik gosterdigi saptanmistir.
Naranong ve Poocharoen, (2001) topyaka kiispesi nisastasinin karbon kaynagi olarak
kullanildigi besiyerinde 30 °C’de gelistirilen R. oryzae NRRL 395’in biyoreaktor
kosullarinda karigtirma hizi ve havalandirma miktarina bagli olarak spesifik iireme hizinin
0.030 1 sa.t ile 0.054 sa.™ arasinda degistigini belirlemislerdir. Soccol ve ark., (1993) ise
farkli oranlarda su ve mineral tuz soliisyonu ile karistirilmis topyaka kiispelerinde
gelistirilen R. arrhizus MUCL 28168 igin spesifik iireme hizinm 0.049 sa. ile 0.131 sa.™
arasinda degistigi saptanmistir. Enzim ve asit muamelesi uygulanmis topyaka kiispesinden
Rhizopus oryzae ile laktik asit ve etanol iiretiminin arastirildigi baska bir ¢alismada
(Thongchul ve ark., 2010), spesifik tireme hizinin topyaka kiispesine uygulanan isleme ve

R.oryzae’nin serbest ve immobilize olmasina bagli olarak 0.045 sa™. ile 0.061 sa.™
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arasinda degistigi belirlenmistir Yapilan diger bir ¢caligmada ise, seker pancari kiispesi ve
piring atiginda gelistirilen Trichoderma reesei icin spesifik iireme hiz1 sirasiyla 0.120 sa.™
ve 0.100 sa.? olarak belirlenmistir (Muthuvelayudham ve Viruthagiri, 2006). Felse ve
Panda (2000) kitinden T. harzanium ile kitinaz iiretimini inceledikleri ¢alismada, s6z
konusu mikroorganizma igin spesifik biiyiime hizinin fermentasyon ortaminin karigtirilma

hizina bagli olarak 0.02 1/sa. ile 0.05 sa.™ arasinda degistigini belirlemislerdir.

Sonug olarak, hem T. atroviride hem de R. oryzae nin pirinada erlen ve biyoreaktor
diizeyinde mikrobiyal gelisimlerine ait elde ettigimiz hiicre sayisi artis1 ve duragan faza
gecis siiresi incelendiginde her iki kiif i¢in hiicre sayisit artisginin yapilan diger
calismalardaki sonuglarla benzerlik gosterdigi, ancak duragan faza gecis siirelerinin daha
uzun oldugu belirlenmistir. Biyoreaktdr tiiretimleri incelendiginde R. oryzae’nin
fermantasyon siiresince iki adet gelisme fazmnin oldugu ve pirina ortaminda T.
atrovirde’den daha hizli gelistigi bulunmustur. Bununla birlikte, R. oryzae’nin hiicre sayisi

artisinin T. atroviride’ye gore daha yiiksek oldugu saptanmustir.

4.4.2. R. oryzae ve T. atroviride'nin pirinada iirettigi aroma maddelerinin
incelenmesi

Calismada erlen diizeyinde T. atroviride ve R. oryzae ile fermente edilmis pirinada
toplam 27 adet aroma bileseni belirlenmistir. Fermente pirinada GCO ile belirlenen aroma

aktif bilesenler ve yogunluklar Cizelge 4.11°de yer almaktadir.

Cizelge 4.11 incelendiginde, genel olarak pirinada yogunluklar1 yiiksek olarak
belirlenen aroma bilesenleri bilinmeyen 1 (kirli ,asit), izovalerik asit (kirli), bilinmeyen 2
(metalik), stiren (kirli,), o-kresol (1slak havlu), guaiakol (yanik seker), (E), 2-nonenal
(saman), (E,Z)-2,6-nonadienol (saman), 2,4 nondienal (kizarmis yag), (E,E)-2,4-dekadienal
(vanik, kizarmis yag) olarak belirlenmistir. T. atroviride ile fermente edilmis pirina
orneklerinde sadece bir adet aroma aktif bilesenin yogunlugu kontrol grubu pirina
orneklerinden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Yogunlugu artan bu aroma maddesi 1-
okten-3-ol olarak tespit edilmistir. Ayrica, kontrol grubunda yiiksek yogunlukta belirlenen
diasetil (tereyagi), pentanon (yag benzeri), bilinmeyen 1 (kirli asit), izovalerik asit (kirli
asit), metiyonal (haslanmis patates), 0- kresol (1slak kirli havlu), fenil etil alkol (giil),
karveol (nane) ve (E,E)-2-4-dekadienal fermente 6rneklerde tespit edilmemistir.
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Cizelge 4.11. T. atroviride ve R. oryzae ile fermente edilmis pirinada belirlenen aroma aktif bilesenler

. Belirleme Aroma yogunlugu (ortalama+SE)
RI2 Ucucu Bilesen Aroma Tanim yontemi Kontrol® T. atrovirideP Kontrol? R. oryzae®
549 Diasetil Tereyag1 RI,0 2.75+0.25 T.E 1.25+0.25 0.60+0.10
734 Pentanon Yag benzeri RI,MS,0 1.0£0.10 TE T.E 1.50+0.50
797 Hekzanal Cimen RI,MS,0 2.75+0.25 1.25+0.75 3.0£1.0 T.E
855 Bilinmeyenl Kirli asit RI,O 3.75+0.75 TE 5.50+0.50 5.25+1.25
869 Izovalerik asit Eksi, meyvemsi RI,O 3.0+0.10 T.E 5.50+0.50 4.75+0.25
898 Metiyonal Haslanmis patates RI1,O 3.5+0.50 3.75+1.75 4.50+0.50 TE
928 2-asetil-1-pirolin Patlamis misir RI,O 0.50+0.50 2.0+0.10 T.E 0.50+0.50
975 Bilinmeyen 2 Metalik RI,O 8.0+£0.50 8.5+0.50 5.75+0.25 T.E
984 1-okten-3-ol Mantar RI,MS,0 TE 10.5+0.50 T.E 3.0+£010
999 Hekzil asetat Kolonya/ferah RI,O 4.0£0.10 1.5£1.50 4.50+0.50 0.75+£0.25
1035 Limonen Sitrus,nane RI,MS,0 1.0+0.10 TE 1.75+0.25 3.00+1.0
1048 Benzenasetaldehit Giil/pudra RI,MS,0 3.7541.25 3.5£1.50 2.50+0.50 2.0£2.0
1059 Bilinmeyen 3 Bitkisel yag RI,O 2.50+0.50 2.0£2.0 2.0£1.0 2.0£0.10
1072 o-kresol Kirli 1slak havlu RI,MS,0 3.50+0.50 TE 1.0£1.0 1.50+0.50
1089 Guaiakol Yanik seker RI,MS,0 6.0+0.10 6.5+0.10 TE T.E
1120 Bilinmeyen 4 Eksi RI,O 1.25+1.25 2.0+1.0 3.0+0.10 0.50+0.50
1138 (E)-2-nonenal Saman RI,MS,0 3.50+0.50 4.0£2.50 5.0+£0.10 2.0£1.0
1145 Fenil etil alkol Giil/gicek RI,MS,0 6.0+0.10 TE 2.0+0.10 3.0+0.10
1152 (Z)-2-nonenal Salatalik RI,MS,0 6.0£0.10 4.0+0.50 2.0+2.0 1.0£0.10
1157 (E,2)-2,6-nonadien-1-ol Saman RI,MS,0 6.0+£0.10 4.5+0.50 3.5020.50 T.E
1191 Karveol Ferahlatici, nane RI,MS,0 3.5+0.10 T.E T.E T.E
1182 Naftalin Kirli, naftalin RI,MS,0 1.5+0.50 0.5+0.50 0.50+0.50 T.E
1215 2,4-nonadienal Yanik kizarmis yag RI,MS,0 4.0+0.01 2.0+0.10 5.75+0.25 1.50+0.50
1243 Karveon Lakton/tath RI,MS,0 2.5+0.50 2.0£0.10 TE T.E
1262 Geraniol Nane/kignis RI,MS,0 2.54+0.50 1.0£0.10 0.50+0.50 1.0£1.0
1319 (E,E)-2,4-dekadienal Yanik kizarmis yag RI,MS,0 4.75+0.25 T.E T.E T.E
1379 a-kubeben Tatl1, bitki RI,MS,0 1.40+0.60 2.0+0.10 3.0+1.0 T.E

aRI: Alikonma indeksi HP-5 MS kolonda hesaplanmistir., 120 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma yogunlugu, ©135 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma maddelerinin
yogunlugu, dogal pH’da fermente olmamus pirina,?7 pH’ya sahip fermente olmamms pirina,

SE: standart hata, T.E: Tespit edilmedi, MS:kiitle spektrometresi, O: Koku



Ayrica, metiyonal (haglanmig patates), benzenasetaldehit (giil), bilinmeyen 3
(bitkisel yag), guaiakol (yanik seker) ve a-kubeben (tatli, bitki)’in yogunluklarinin hem
kontrol hem de fermente pirina 6rneklerinde benzer oldugu belirlenmistir. R. oryzae ile
fermente edilen pirina kiispeleri incelendiginde ise sadece limonen (sitrus, limon),
pentanon (yag benzeri) ve fenil etil alkoliiniin yogunlugunun arttig1 belirlenmistir. Bununla
birlikte, kontrol grubu pirina orneklerinde belirlenen diger aroma maddelerinin
yogunluklarinin genel olarak R. oryzae ile fermente olmus pirina 6rneklerinden daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu pirina 6rneklerinde belirlenen bilinmeyen 2
(metalik) ve a-kubeben (bitki) R. oryzae ile fermente olmus pirina Grneklerinde

bulunmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Erlen diizeyinde T. atroviride ile fermente olmus pirinada belirlenen aroma
bilesenlerinden miktar1 artanlar Cizelge 4.12° de gosterilmistir. Cizelge 4.12
incelendiginde, GCO analizi ile T. atroviride ile fermente olmus pirina orneklerinde
belirlenmemesine ragmen 2-oktenolun (yanmis kirli) miktarinin da fermentasyon
stiresince arttigit GC-MS analizi ile belirlenmistir. Hem 1-okten-3-ol hem de 2-oktenol
kontrol grubu pirina orneklerinde belirlenmezken, T. atroviride ile fermente olmus

orneklerde sirastyla 330.75 pg kg™ ve 25.65 pg kg! diizeyinde saptanmustir.

Cizelge 4.12. T. atroviride ile fermente edilmis pirinada GC-MS ile belirlenen bazi aroma

maddeleri

Ortalama Miktar®tS.E (ug kg™ pirina soliisyonu)

Aroma Maddesi Aroma Tamimi

Kontrol T. artroviride
1-okten-3-ol Mantar T.E 330.754+22.54
2-oktenol Yanmus kirli T.E 25.65+0.96

2120 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma maddelerinin oransal bollugu, T.E: tespit edilemedi. SE:
standart hata.

Erlen diizeyinde R. oryzae ile fermente olmus pirinada belirlenen aroma
bilesenlerinden miktar1 artan aroma maddeleri Cizelge 4.13° de gosterilmistir. Yapilan
varyans analizi sonucunda, R. oryzae tarafindan pirinada iiretilen d-limonen (sitrus, limon)
ve fenil etil alkol (giil) iin miktarlariin 72 saat fermentasyon siiresince dnemli diizeyde
artis gosterdigi belirlenmistir. Buna gore her iki aroma maddesinin kiiltiir ortamindaki
maksimum miktarlar1 72 saat fermentasyon siiresinde sirasiyla 185.56 ug kg™ ve 13.91 pg

kg olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.13. R.oryzae ile fermente edilmis pirinada GC-MS ile belirlenen bazi aroma maddeleri

. Aroma Ortalama Miktar®+S.E (ug kg™ pirina soliisyonu)
Aroma Maddesi Tammi Kontrol® 72 Saat 288 Saat
Pentanon Tath 12.29+8.72 14.16+10.04 24.28+3.30
Metoksi-fenil-oksime Tath 61.744+29.17 64.954+29.73 92.26+3.32
D-limonen Sitrus, limon 40.13+1.058 185.56+17.47A 17.22+1.608
Fenil etil alkol Gil 1.35+0.965 13.9146.57~ 11.7148.30

ABAym ugucu bilesende farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05).
a72saat fermentasyon sonunda mikroorganizma inokulasyon yapilmanus pirinada belirlenen aroma
maddelerinin oransal bollugu, SE: standart hata

R. oryzae tarafinda iiretilen pentanon (tatll)) ve metoksi fenil oksime (tatli) 'nin
fermentasyon siiresince belirlenen miktarlar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
bulunmazken (P<0.05), pratikte her iki aroma maddesinin miktarlarinin fermentasyon
stiresince artmigtir. Buna gore, pentanon ve metoksi fenil oksime’nin kiiltiir ortamindaki
maksimum miktarlar1 sirasiyla 24.28 pg/kg ve 92.26 pg/kg olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.13). Pratikte fermentasyon siiresince her iki aroma maddesinin miktarinda bir
artis gézlenmesine ragmen, istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamasinin R. oryzae
ile yapilan fermantasyon denemelerinin ve/veya analiz tekerriirleri arasindaki standart

hatanin biiyiik olmasindan kaynaklanmais olabilir.

T. atroviride ve R. oryzae tarafindan pirinada iretilen aroma maddelerinin
biyoreaktor diizeyindeki degisimleri Cizelge 4.14 ve 4.15°de ayr1 ayr verilmistir. Yapilan
varyans analizi sonucunda her iki kiif tarafindan tiretilen aroma maddelerinin miktarlarinin

fermentasyon siiresine bagli olarak degisim gosterdigi belirlenmistir (P<0.05).

T. atroviride tarafindan pirinada iiretilen aroma maddelerinin biyoreaktor diizeyinde
degisimi incelendiginde (Cizelge 4.14), hem 1-okten-3-ol’iin hem de 2-oktenol’un kiiltiir
ortamindaki miktarlarinin 48 saat fermentasyon siiresince arttig1 belirlenmistir. 48 saat
fermentasyon siiresinden sonra her iki aroma maddesinin miktarinin 6nemli diizeyde
azaldig1 belirlenmistir (P<0.05). 1-okten-3-ol ve 2-oktenol’un kiiltiir ortaminda belirlenen

maksimum miktarlari sirasiyla 423.10 pg kg? ve 42.45 pg kg olarak belirlenmistir.

R. oryzae tarafindan pirina iiretilen aroma maddelerinin biyoreaktor diizeyindeki
degisimi incelendiginde (Cizelge 4.15), pentanon (tatll) ve metoksi fenil oksime (tatli)’nin
72 saatlik fermentasyon siiresince mikrobiyal tiretiminin oldugu ve bu fermentasyon
siiresinden sonra kiiltlir ortaminda konsantrasyonlarmin oOnemli diizeyde azaldig

belirlenmistir (P<0.05). Her iki aroma maddesinin  kiiltlir ortamindaki maksimum
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miktarlar1 sirasiyla 19.46 ug kg? ve 34.44 pg kg olarak belirlenmistir.

R. oryzae tarafindan iretilen d-limonen ve fenil etil alkoliin ise 180 saatlik
fermentasyon siiresince iiretiminin devam ettigi tespit edilmistir. 180 saatlik fermentasyon
stiresinden sonra ise her iki aroma maddesinin miktarlarinin 6nemli diizeyde azaldigi
bulunmustur (P<0.05). D-limonen (sitrus, limon) ve fenil etil alkoliin (giil) maksimum
miktarlar1 sirasiyla 87.73 pg kgt ve 11.25 pg kg? olarak belirlenmistir. R. oryzae ile
yapilan erlen ve biyoreaktor diizeyinde elde edilen bulgular kasilagtirildiginda biyoreaktor
diizeyinde tretilen aroma maddelerinin miktarlarinin erlen diizeyinden daha diistik oldugu
goriilmektedir. Bu durumun, hem R. oryzae gelisiminin biyoreaktor diizeyinde yavas
seyretmesi ve boylece aroma maddesi iiretiminin yavas olmasindan, hem de mikrobiyal
gelisim i¢in  biyoreaktore verilen hava ile iretilen aroma maddelerinin ortamdan

ka¢masindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Aroma maddelerinin verimlilik degeri esas olarak bir aroma maddesinin maksimum
degerde oldugu fermentasyon siiresi baz alinarak, birim kiiltiir ortaminda birim saatte
tiretilen miktarini ifade etmektedir. Cizelge 4.16’da biyoreaktor ortaminda T. atroviride
ve R. oryzae tarafindan iretilen aroma maddelerinin verimlilik degerleri gosterilmistir.
Cizelge 4.16 incelendiginde, biyoreaktor diizeyde iiretimlerinde hesaplanan en yiiksek
verimlilik degerine sahip aroma maddesi 1-okten-3-ol’dur. S6z konusu aroma maddesinin
verimlilik degeri 8.81 pg kg* sa.? olarak hesaplanmistir. Pirinada R. oryzae tarafindan
tiretilen aroma maddeleri olan d-limonene ve metoksi fenol oksime’nin verimlilik degerleri
ise birbirlerine ¢ok oldugu belirlenmistir. Her iki aroma maddesinin verimlilik degerleri

sirasiyla 0.47 pg/kg sa.™? ve 0.45 pg kg'sa.? olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.14. Biyoreaktor kosullarinda T. atroviride ile fermente edilmis pirinada GC-MS ile belirlenen bazi aroma maddeleri

Ortalama Miktar+S.E (ug kg pirina soliisyonu)?

Aroma Aroma Fermentasyon Siiresi (saat)

Maddesi Tanimi 0 4 8 7 % 120
1-okten-3-ol Mantar T.E 80.84+6.47° 423.10+15.06" 308.03+5.55¢P 358.45+1.3748 333.40+2.498¢
2-oktenol Yanik, kirli T.E 4.33+0.42° 42.45+0.334 30.57+1.108¢ 37.95+1.3148 30.76+1.798¢

ADFermentasyon siiresince farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark onemlidir (P<0.05). #120 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma maddelerinin
oransal bollugu. T.E: tespit edilemedi. SE: standart hata

Cizelge 4.15. Biyoreaktor kosullarinda R. oryzae ile fermente edilmis pirinada GC-MS ile belirlenen bazi aroma maddeleri

Ortalama Miktar+S.E (ug kg* pirina soliisyonu)?

. Aroma
Aroma Maddesi Tanmi Fermentasyon Siiresi (saat)
0 12 24 72 135 180 230 288
Pentanon Tath 0.37+021°  15.09+221~ 19.16+0.01~7 19.46+0.01~A 9.05£0.01®  9.76+0.01°  1.75+026°  1.44+0.01°
(';’i'(iti?;‘es'fe”” Tath 1.92+0.01°  3.61£1.42°  20.55+0.018 34.44+0.01A 18.24+0.018¢ 13.79+0.01€  15.69£0.018€ 14.11£0.01€
D-limonen Sitrus, limon  2.92+0.01F  2.53+0.57F  7.26+2.01° 8.94+0.01° 30.13+0.01®8 87.73+0.01A  0.67+0.01<°  0.70+0.01°E
Fenil etil alkol Cicek, giil 0.18+0.18°  1.33+0.16° 4.87+0.90C 5.08+0.01C 7.33£0.01®  11.25+0.017 0.14+0.01°  0.12+0.01°

AEFermentasyon siiresince farkl biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05). 288 saat fermentasyon boyunca belirlenen aroma maddelerinin
oransal bollugu. T.E: tespit edilmedi. S.E: standart hata



Cizelge 4.16. T. atroviride ve R. oryzae tarafindan pirinada iretilen aroma maddelerinin

verimlilikleri

Ortalama®£S.E (ug kg pirina soliisyonu sa.™)

Aroma Maddesi

T. atroviride R. oryzae
1-okten-3-ol 8.81+0.31 -
2-oktenol 0.88+0.01 -
2-pentanon - 0.26+0.01
Metoksi fenil oksime - 0.45+0.01
d-limonen - 0.47+0.01
Fenil etil alkol - 0.06+0.01

2Aroma maddesinin maksimum miktarinin belirlendigi fermentasyon siiresine gore hesaplanmistir. S.E:
standart sapma, "verimlilik degeri hesaplanmamustir.

R. oryzae ve T. atroviride kullanilarak tarimsal atiklardan 6zellikle aroma maddesi
iiretiminin incelendigi ¢aligmalar yok denecek kadar azdir. Bu kapsamda, literatlirde
sadece Christen ve ark., (2000) ve Bramorski ve ark., (1998) tarafindan R. oryzae ile
yapilan iki adet ¢alismaya rastlanmistir. Christen ve ark., (2000), R. oryzae ATCC 34612
turtinii kullanarak tapyoka kiispesi, elma posasi, soya fasulyesi, amaranth tohumu ve soya
fasulyesi yag1 gibi farkli tarimsal atiklarin fermente edilmesiyle asetaldehit (yogurt), etil
alkol (tatl), 1-propanol (keskin), etil asetat (ananas), etil propiyonat (liziim) ve izoamil
alkol (muz) gibi aroma maddelerinin iiretilebilecegini belirlemislerdir. Benzer sekilde,
Bramorski ve ark., (1998) ise farkli oranlarda karistirilan tapyoka kiispesi, elma posasi,
amaranth, soya fasulyesi keki ve soya fasulyesi yaginin R. oryzae ile fermente edilmesiyle
etil alkol, asetaldehit, 1-propanol, etil asetat, etil propiyonat ve izoamil alkol (muz) gibi
fermente ve meyvemsi aroma veren bilesenlerin olustugunu saptamiglardir. Ayni
calismada R. oryzae’nin amaranth ve mineral tuz soliisyonu igeren ortamda toplam ugucu
madde konsantrasyonunun diger ortamlara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Diger
taraftan Thongchui ve ark., (2010) hidrolize topyaka kiispesinin R. oryzae ile fermente
edilmesiyle hem laktik asit hem de etil alkol tiretilebilecegini belirtmislerdir. Jelen ve ark.,
(2013), Rhizopus cinsine ait diger bir tiir olan R. oligosporus ile tempeh (soyadan yapilan
fermente bir {iriin)’in fermentasyon siiresince 2-biitanol, izoamil alkol, hekzanal, 3-
(metilotiyo) propanal, fenil asetaldehit gibi aroma maddelerinin iretildigini
belirlemislerdir. Literatiirde (Jelen ve ark., 2013; Thongchui ve ark., 2010) R. oryzae ve R.
oligosporus ile tiiretilen aroma maddeleri incelendiginde, bu calismada farkli olarak
pirinanin R. oryzae ile fermente edilmesiyle yiiksek miktarda d-limonen {retiminin

gerceklestigi belirlenmistir. D-limonen meyvelerde ve bitkisel kaynaklarda bulunan bir

57



aroma maddesi olup gida, parfiim ve kozmetik sanayinde yogun bir sekilde kullanimi
mevcuttur. Limonen monosiklik monoterpen olup o6zellikle sitrus grubu meyvelerin
esansiyel yaglarimin en Onemli bilesenidir. Sitrus meyvelerinin  kabuklarinin
distilasyonuyla limonenin en basit formu olan d-limonen iiretilebilmektedir. Ancak bu
tiretimde temel olarak en biiylik sorun portakal kabugundan gelen kirlilik olarak
nitelendirilen ve diger bir monoterpen olan mirsen (myrecen) bileseni (iiziim sirasi,
baharat, balzamik) ile diger iz miktardaki monoterpenlerin olusmasidir. D-limonen
tretiminde mirsen bileseninin  uzaklastirilmas1 ise tetrakis (4-metil piridin)
ditiyosiyonatnikel ile miimkiin olurken, diger iz monoterpenler %0.5’lik NaOH ile
giderilmektedir. Distilasyon ile limonen iiretiminde farkl kirliliklerin olmasi, elde edilen
(% 95 oraninda saflik) limonenin esik degerinin (threshold) farkli olmasina neden
olmaktadir. Limonenin farkli enantiyomerinin (rasemik karisim) olmasi da 6nemli
konulardan bir tanesidir. Ciinkii her bir enantiyomerin dzellikleri farklidir. Ornegin (R)-
(+)-limonen (d-limonene) portakal kabugu, taze sitrus aromasi verirken esik degeri 200ppb
dir. Ancak, (S)-(-) limonen (S-limonene) ¢ok keskin neft-terepentin yagi aromasi vermekte
ve esik degeri 500 ppb olmaktadir (Anonim 2012; Thomas ve Bessiere 1989). Distilasyon
veya kimyasal yolla limonenin iiretilmesi konusunda yukarida bahsedilen enantiyomer
durumu ve distilasyon ile iretimde kirlilik durumunun dogal sonucu olarak standart ve

yiiksek saflikta istenen formda limonen tiretimi kisitlanabilmektedir.

Pirinanin T. atroviride ile fermente edilmesiyle yiiksek miktarda olusan 1-okten-3-
olin ise oOzellikle ¢oklu doymamis yag asitlerinin otooksidasyonu ve/veya enzimatik
oksidasyonu ile iiretildigi bildirilmektedir. Ozellikle enzim Kataliz oksidasyonda,
lipoksigenaz enziminin linoleik asidi okside etmesiyle olusan bilesiklerin hidroperoksit
liyaz ve alkol oksirediiktaz enzimleri ile pargalanmasi veya halkali yapiya getirilmesiyle
olustugu bilinmektedir. Ancak, mikrobiyal olarak iiretilen ve mantar aromasi veren 8
karbonlu bilesiklerin 6zellikle linoleik asidin lipoksigenaz enzimi yerine heam dioksigenaz
enzimi ile oksidasyonu ve daha sonrasinda olusan bilesiklerin 10 hidroksiperoksit enzimi
ile par¢alanmasi ile olustugu ifade edilmektedir. S6z konusu aroma maddesinin kimyasal
sentezi ise akrolein (2-propenal) ve 1-iodopetan veya vinil magnezyum bromid ve
hekzenal’in Grignard tipi reaksiyona sokulmasi ile elde edilmektedir. Bu tip reaksiyonlarda
yine paladyum, lityum aliiminyum hidroksi ve titanosene diklorit gibi kompleks ve pahali
katalizorler kullanilmaktadir (Combet ve ark., 2006; Wnuk ve ark., 1983). Sonug olarak,

hem d-limonen hem de 1-okten-3-ol gibi aroma maddelerinin gida veya diger sanayi
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kollarinda kullanilmak {izere biyoteknolojik olarak kimyasal bir reaktif kullanilmadan
dogal bir sekilde pirinada mikrobiyal fermentasyon ile iretilme potansiyellerinin

olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.4.3. T. atroviride ve R. oryzae ile fermente edilmis pirinanin duyusal 6zellikleri

T. atroviride ve R. oryzae ile fermente edilmis pirinanin duyusal 6zellikleri 12 adet
duyusal tanimlayici terim ile ortaya konmustur. S6z konusu duyusal tanimlayict terimler
Cizelge 4.17°de gosterilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda fermente ve mantar
aromasi ag¢isindan T. atroviride ile fermente edilmis pirina ornekleri ve kontrol grubu
pirina 6rnekleri arasinda 6nemli farkliliklarin oldugu belirlenmistir. Panelistler tarafindan
T. atroviride ile fermente edilmis pirina 6rneklerinde fermente ve mantar aromasi1 kontrol
grubu pirina 6rneklerine gore daha yiiksek yogunlukta algilanmistir (Sekil 4.4, P<0.05).
Duyusal degerlendirmeler sonucunda T. atroviride ile fermente pirina drneklerinde mantar
aromasinin yiiksek yogunlukta algilanmistir. GC-MS analizi ile de mantar aromasina sahip
1-okten-3-ol’un miktar1 ayn1 ornekte yiiksek bulunmustur. Diger taraftan, R. oryzae ile
fermente edilmis pirinada belirlenen duyusal 6zelliklerinden sadece ham zeytin aromasinin
kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu, odun/bitki aromasinin ise kontrol grubu

orneklerinde daha yogun algilandig1 belirlenmistir (P<0.05).

Cizelge 4.17. T. atroviride ve R. oryzae ile fermente edilmis pirinanin duyusal 6zellikleri

Duyusal Puan? (Ortalama + S.E)

Aromatik - — 5 -
ozellik Kontrol T. atroviride®* P Kontrol R. oryzae P
degeri degeri
Ham zeytin 2.60+1.40  1.3240.20 0.457 1.95+0.29% 3.99+0.10% 0.022
Islak Bulgur 1.50+0.30  1.40+0.10 0.853 2.62+0.04  2.16+0.33  0.306
Yagimsi 1.50+£0.70  0.80+0.10 0.448 1.04+0.45 1.58+0.10  0.359
Odun/bitki 1.0+0.04 1.20+0.10 0.089 2.16+0.104  1.33+0.108 0.010
Tatli/ransit 0.90+0.03  0.80+0.07 0.312 2.25+1.0 1.29+0.30  0.455
Toprak 0.70+0.15 1.03+£0.10 0.199 0.75+0.08  0.70£0.20  0.870
Islak kirli havlu  0.70+0.15  0.70+0.03 0.940 0.54+0.45 1.45+£0.20  0.159
Fermente 0.71+0.288  2.21+0.15% 0.042 0.37+0.37  0.54+0.45  0.793
Tath aromatik 1.20+£020 1.75+0.25 0.204 T.E 0.62+0.50 0.861
Metalik 0.65+0.0 0.70+0.15 0.698 0.54+0.20  0.62+0.10  0.764
Mantar 0.20+£0.208  1.80+0.10" 001 TE TE -
Meyvemsi T.E T.E - 1.04+0.54  0.20+0.20  0.288

ABAym aromatik 6zellikte farkli biiyiik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05).
2120 saat fermentasyon sonunda belirlenmistir,”135 saat fermentasyon sonunda belirlenmistir, *dogal pH’da
fermente olmamus pirina, %5 pH’ya sahip fermente olmamus pirina, T.E: Tespit edilmedi, SE: standart hata,"P degeri
hesaplanmamistir.
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Ham zeytin

4 B
3,5 RN

Mantar 37 Islak Bulgur

Tath Aromatik Yagimsi

Fermente £ Toprak

Islak Kirli Havlu

T. atroviride =----- R.oryzae

Sekil 4.4. T. atroviride ve R. oryzae ile fermente edilmis pirinalarin bazi duyusal 6zelliklerine ait

ortimcek ag1 diyagrami

4.5. Pirinada Bakteri Fermentasyonu ile Gerg¢eklestirilen Calismalar

Pirinada bakteri fermentasyonu igin Pseudomonas putida NRRL B-1603,
Pseudomonas fluorescens NRRL B-252 ve Cellosimicrobium cellulans NRRL Y-2381
bakterileri kullamlmustir. Oncelikle pirinada Pseudomans ve Enterococcus tiirleri ile farkl:
pH’larda fermentasyon denemeleri gergeklestirilmis, ancak pirinada séz konusu

mikroorganizmalarin mikrobiyal gelisimi gozlenememistir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. Erlen diizeyinde pirinada gelisen Pseudomans tiirlerine ait sayim sonuglari

Mikroorganizma/ Ortalama#S.E (log kob mL™ pirina soliisyonu)
Uygulama Fermentasyon siiresi (saat)

P. putida 0 6 24 48 72
pH 6 6.0+0.01 <4 - <4
oH 7 70£0.01 9 3040.01 <4 i <4
pH 8 7.0+0.01 <4 - <4

P. fluorescens
pH 4 7.0+0.01 3.0£0.02 <1 <1 -
pH 6 7.60+0.50 <1 <1 -

“Sayim alinmamustir. kob: koloni olusturan birim, SE: standart hata
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Cizelge 4.19. Pirinada baz1 bakteri tiirlerine ait sayim sonuglari

Ortalama#S.E(log kob mL* pirina soliisyonu)

Mikroorganizma/uygulama Fermentasyon siiresi (saat)

0 24 48 72
Streptomyces spp. <3 <1 <1
C. cellulans (asit uygulamasi) - 4.30+0.09 <3
C. cellulans (enzim uygulamasi) - 5.68+0.60 <3
P. putida (enzim uygulamast) 7.0+0.01 - <3 <1
P. putida (asit uygulamasi) - <3 <1
P.fluorescens (enzim uygulamast) - <3 <1
P. flourescens (asit uygulamasi) - <3 <1

“Sayim alinmamustir. kob: koloni olusturan birim, SE: standart hata

Literatiirde bakteriyel aroma iiretimleri ile gili ¢alismalara bakildiginda &zellikle
Pseudomonas cinsi bakterilerin aroma tretme potansiyellerinin ¢ok fazla oldugu
bildirilmekte ve g¢alismalarda kullanildigi goriilmektedir (Esmaeili ve Hashemi, 2011;
Simmonds ve Robinson, 1998; Yamada ve ark., 2007). Bu nedenle, her iki Pseudomonas
tiiriniin pirinada aroma iiretme potansiyelinin degerlendirilmesi igin pirinaya hem enzim
hem de asit uygulamasi yapilarak fermentasyon denemeleri gerceklestirilmistir. Diger
taraftan, biyoteknolojik ¢alismalarda kullanimi yaygin olan Streptomyces spp. ve C.
cellulans tiirlerine ait fermentasyon denemeleri de yapilmistir. Yapilan tiim bakteriyel
calismalarda mikrobiyal gelisimin ya ¢ok az ya da hi¢ olmadigi belirlenmistir (Cizelge
4.19). Bu durumun daha 6nce de belirtildigi gibi, pirinada bulunan bazi minér bilesenlerin
bakteriyel gelisimi engellmesinden veya bakterilerin gelisimi i¢in gerekli spesifik biiyiime

faktorlerini pirinadan saglayamamasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

4.6. K. marxianus ve D. hansenii Kulanilarak Domates Kiispesinde Yapilan
Cahismalar

46.1. K. marxianus ve D. hansenii'nin domates Kkiispesinde mikrobiyal
gelisimlerinin incelenmesi

K. marxianus ve D. hansenii ile erlen diizeyinde gerceklestirilen fermentasyon
denemelerinde gozlemlenen mikrobiyal gelisimler Cizelge 4.20°de verilmistir. Yapilan
varyans analizi sonucunda domates kiispesinde K. marxianus ve D. hansenii’nin
mikrobiyal gelisimlerinin fermentasyon siiresi ve mikroorganizma ¢esidine bagli olarak
onemli bir degisim gostermedigi belirlenmistir. Buna goére, domates kiispesinde K.

marxianus ve D. hansenii gelisiminin birbirine benzer oldugu sdylenebilir.
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Cizelge 4.20. Domates kiispesinde K. marxianus ve D. hansenii’nin erlen diizeyinde gelisimleri

Fermentasyon Hiicre sayisi
siiresi (saat) OrtalamazS.E (log kob mL! domates soliisyonu)
K. marxianus D. hansenii
0 7.0+0.01 7.0+0.01
24 7.95+0.04 8.68+0.61
48 7.88+0.11 8.06+0.18
72 8.07+0.02 8.42+0.38
P degeri 0.587

SE: standart hata, kob: koloni olusturan birim

Cizelge 4.20 incelendiginde 72 saat fermentasyon boyunca domates kiispesinde K.
marxianus’un hiicre sayisinda maksimum 1.07 log’luk bir artisin oldugu, D. hansenii’nin
hiicre sayisinda ise maksimum 1.68 log’luk bir artisin meydana geldigi goriilmektedir. K.
marxianus’un domates kiispesinde mikrobiyal gelisiminin duragan faza 24 saat sonunda,
D. hansenii’nin ise fermentasyonun 48. saatinden sonra gectigi belirlenmistir. Iki
mikroorganizma icin fermentasyon sonunda belirlenen hiicre sayilar1 arasinda 6nemli bir
farkin olmadigi da tespit edilmistir (Cizelge 4.20). Biyoreaktor diizeyindeki tiretimlere ait
K. marxianus ve D. hansenii’nin mikrobiyal gelisimleri ise Sekil 4.5’de gosterilmistir.
Biyoreaktor diizeyinde K. marxianus’un hiicre sayisi artisginin 2.74 log oldugu, D.
hansenii’nin hiicre sayisinda ise 3.77 log’luk bir artisin meydana geldigi belirlenmistir.
Erlen diizeyindeki mikrobiyal gelisime benzer olarak K marxianus ve D. hansenii’nin
gelisiminlerinin duragan faza sirasiyla fermentasyonun 24. ve 48. saatinde gegtikleri
belirlenmistir. Daha oOnceki boliimlerde ifade edildigi gibi mikroorganizmalarin
gelisimlerinin duragan faza gecis siiresi veya duragan fazin siiresi, mikroorganizmalar
tarafindan tretilen ikincil metabolitlerin ¢esidini, verimlerini ve konsantrasyonunlarini

onemli derecede etkileyen faktdrlerden birisidir (Bailey ve Ollis,1986).
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Mikroorganizma Sayisi (log kob mL* domates soliisyonu)

a8 72 96 120
Fermentasyon Siiresi (Saat)

== K. marxianus —e—D. hansenii

Sekil 4.5. Domates kiispesinde biyoreaktér kosullarinda K. marxianus ve D. hansenii’nin

geligimleri

Her iki mikroorganizmanin mikrobiyal tireme kinetigi incelendiginde, K. marxianus
icin spesifik iireme hizinmin (u ) 0.081 1sa., D. hansenii icin ise bu degerin 0.177 sat
oldugu hesaplanmigtir. Mikroorganizmalarin ikilenme siireleri (tq) ise sirasiyla 8.55 sa. (K.
marxianus igin) ve 3.89 sa. (D. hansenii i¢in) olarak belirlenmistir. Biyoreaktor diizeyinde
fermentasyon boyunca her iki maya tiiriine ait hiicre sayilar1 ile p ve tg degerleri birlikte
degerlendirildiginde, K. marxianus’un biyoreaktor kosullarinda domates kiispesinde
gelisiminin D. hansenii’den daha yavas oldugu soylenebilir. Ancak, her iki mayanin
duragan fazdaki hiicre sayilarinin birbirine yakin oldugu ve canliliklarint domates
kiispesinde Dbirbirlerine benzer sekilde koruduklarida ifade edilebilir (Sekil 4.5).
Calismamizda K. marxianus ve D. hansenii’nin erlen diizeyinde domates kiispesinde
gelisimine ait elde ettigimiz bulgular, yapilan diger bazi caligmalardaki sonuglarla
benzerdir (Wilkins ve ark., 2007; Duarte ve ark., 2008; Mantzouridou ve Paraskevopoulou,
2013; Lalaou ve ark., 2013 ). Ancak, K. marxianus ve D. hansenii’nin domates
kiispesindeki gelisimlerine ait buldugumuz spesifik {ireme hizi ve ikilenme siiresi
degerlerinin, yapilan diger c¢aligmalarda bulunan degerlerden daha diisik oldugu

bulunmustur (Fonseca ve ark., 2013; Duerte ve ark., 2008; Rech ve ark., 1999).
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Fonseca ve ark., (2013) glikoz, galaktoz, fruktoz gibi farkli karbon kaynaklari igeren
sentetik besiyerinde 30-37 °C’de gelistirilen K. marxianus CBS 6556 igin spesifik tireme
hizmin 0.39 sa?! ile 0.49 sa' arasinda degistigini belirtmislerdir. Yapilan diger bir
calismada K. marxianus CBS 6556’ nin maya ekstrakti katkili hidrolize peynir alt1 suyunda
spesifik iireme hiz1 0.61 sa.™ ve ikilenme siiresi ise 1.15 sa. olarak belirtilmistir (Rech ve
ark., 1999). Duerte ve ark., (2008) D. hansenii CCMI 941’in biracilik artig1 olan hidrolize
malt kiispesinde 30 °C ve 150 rpm karistirma hizindaki fermentasyon kosullarinda spesifik

! olarak belirtmislerdir. K. marxianus ve D. hansenii icin

bliylime hizin1 0.35 sa’
belirledigimiz spesifik biiylime hizlarin diisiik olmast kullanilan mayalarin tiirlerinden,
fermentasyon  kosullarindan ve tarimsal atigin  fizikokimyasal  bilesiminden
kaynaklanabilir. Nitekim, yapilan bir ¢alismada, kiiltlir ortaminin pH’sinin 2.0’den 7.5’¢
dogru diizenli sekilde artmasi ile D. hansenii UFV 170 ’in spesifik bliyiime hizinin 0.025

sa’den 0.038 sa.’e dogru artis gosterdigi ifade edilmistir (Sampaio ve ark., 2006).

Sonug olarak, hem K. marxianus hem de D. hansenii’nin erlen ve biyoreaktdr
diizeyinde gelisimlerine ait elde ettigimiz hiicre sayisi artisi  ve spesifik {ireme hizi
degerleri incelendiginde, domates kiispesinde D. hansenii’nin K. marxianus’dan daha iyi
tiredigi soylenebilir. Her iki mikroorganizmanin hiicre sayisi artisinin  biyoreaktor
diizeyinde belirlenenden daha yiliksek oldugu tespit edilmistir. Her iki mayanin domates
kiispesindeki gelisimleri i¢in buldugumuz spesifik biiyliime hizlar1 ise literatiirde farkli

kiiltiir ortamlarinda rapor edilen tireme hizlarindan daha diistiktiir.

4.6.2. K marxianus ve D. hansenii'nin domates Kiispesinde iirettigi aroma
maddelerinin incelenmesi

K. marxianus ve D. hansenii ile erlen diizeyinde fermente edilmis domates
kiispelerinde 28 adet aroma bileseni belirlenmistir. Fermente domates kiispesinde GCO
analizi ile belirlenen aroma bilesenleri Cizelge 4.21°de gosterilmistir. Cizelge 4.21
incelendiginde, domates kiispelerindeki aroma bilesenlerin ¢cogunlukla asit, aldehit, ester
ve alkol tiirevli oldugu goriilmektedir. Genel olarak kontrol grubu domates kiispelerinde
yogunluklari yiiksek olan aroma bilesenleri diasetil (tereyagi), hekzenal (¢imen), 1-okten-
3-ol (mantar), (Z)-1,5-oktadien-3-on (sardunya), bilinmeyen 1 (kirli), 2,3-dietil-5-metil
prazin (biber) olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.21. K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis domates kiispesinde belirlenen

aroma aktif bilesenler

Aroma yogunlugu (ortalama+SE)®

RI*  Ucucu Bilesen Aroma B.(.allrlen?e ) D.
Tanim yontemi  Kontrol ) .
marxianus hansenii
<500 Metanetiyol Stlfiir RI, O 0.5+0.4 0.4+0.3 0.7+0.01
582 Diasetil Tereyagt RI,MS, 3.0+£0.7 T.E T.E
625 Asetik asit Sirke RI,MS, 0O T.E 0.8+0.5 T.E
767 lzoamil alkol Muz RI, MS, O 1.0+£0.7 3.3+0.2 2.5+0.1
777 Hekzenal 5;3;;1 RI,MS,0 2.0+141 T.E TE
783 lzobutil asetat Sekerli sakiz RI, MS, 0 T.E 0.840.2 T.E
860 lzovalerik asit Ter, eksi RI,MS,O0 1.5£1.0 3.842.5 5.0+£0.7
872 Izoamil asetat Meyvemsi RI,MS,O0 1.0£0.7 3.0+2.0 3.5+0.4
903 Heptanon Besiyeri RI, O 0.3+0.2 T.E 0.5+0.4
910 Metiyonal Haslanmis o) ' 55017 04202 04203
patates
932 2-asetil-1-pirolin Patlamus musir RI, O 1.0+0.7  0.8+0.5 0.5+0.4
978 1-okten-3-ol Mantar RI,MS, O 53+0.2 4.0+0.7 3.7+£2.0
984 (2)-1,5-oktadien-3-on  Sardunya RI, MS,0 3.0+2.1 25425 0.5+0.4
1000 Hekzil asetat fi‘r?;ﬁ”ya’ RLO  TE 05:04  TE
1050 Benzenasetaldehit Giil, ¢icek RI,MS, O T.E 0.5+0.1 1.0£1.0
1058 Bilinmeyen 1 Kirli, tozlu RI, O 23402  4.5+04 3.5+1.7
1096 2,5-dimetil-3-etilpirazin Yanik seker RI, O 1.0£0.7  1.8£1.2 T.E
1106 Linalool Cay,cicek  RI,O TE 1.0£0.5 TE
1125 3,5-oktadien-2-on Kizarmig yag RI, MS, O T.E 0.5£0.4 T.E
1132 Fenil etil alkol Giil, ¢icek RI,MS,O0 T.E 3.5+0.4 2.040.1
1151 1zobutil-2-metil Bitkisel, tatli  RI, MS, 0 0.8+0.5 T.E 2.0+0.1
butanoat
1162 (E,Z)-2,6-nonadienol Saman RI,MS, O 0.4+04 0.3+0.2 T.E
1186 23-dietil-5-metil- Biber RLO  20+20 1310  3.840.7
pirazin
1232 2,4-nonadienal Okside yag ~ RI,MS, O 0.8+0.5 1.0+0.1 1.3+0.7
1248 3-karvomenthenon Balikhane RI,MS,O0 T.E 1.3£1.0 T.E
1263 Geraniol Cigek, RI,MS, O T.E 0.8+0.5 0.3+0.2
1294 Sitral Sitrus RI, O 03+0.2 T.E T.E

RI: Alikonma indeksi HP-5 MS kolonda hesaplanmistir, ®72 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma
yogunlugu, SE: standart hata, T.E: Tespit edilmedi, MS:kiitle spektrometresi, O: Koku

Kontrol grubu domates kiispelerinde belirlenen ancak K. marxianus ile fermente
olmus domates kiispelerinde tespit edilmeyen aroma bilesenleri diasetil (tereyag),
hekzanal (¢imen), izobutil-2-metil butanoat (bitkisel) ve sitral (sitrus) dir. Benzer sekilde
kontrol grubu domates kiispelerinde belirlenen ancak D. hansenii ile fermente edilmis
domates kiispelerinde tespit edilmeyen aroma bilesenleri ise diasetil (tereyagi), hekzenal

(¢imen), (E,Z)-2,6-nonadienol (saman), 3-karvamenthenon (biber) ve sitral (sitrus)dir.
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K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilen domates kiispelerinde belirlenen ve
yogunluklar1 kontrol grubundan daha yiiksek olan aroma maddeleri ise izoamil alkol
(muz), izovalerik asit (eksi), izoamil asetat (meyvemsi) ve fenil etil alkol (giil) diir (Cizelge
4.21). Yogunluklar1 artan aroma maddelerinin tespit edilmesi, her iki mayanin da domates
kiispesinden fermentasyon yoluyla bu aroma maddelerini tirettigini gostermektedir. Ayrica,
izoamil alkol, metil-2-metil pentanoat ve fenil etil alkoliin yogunlugunun K. marxianus ile
fermente olmus domates kiispelerinde kontrol grubu domates kiispesine gore daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Ayrica, benzenasetaldehitin yogunlugunun ise D. hansenii ile
fermente olmus domates kiispesinde Yyine kontrol grubu domates kiispesine gore daha
yiikksek oldugu tespit edilmistir.(Cizelge 4.21). Erlen diizeyinde K. marxianus ve D.
hansenii ile fermente olmus domates kiispesinde belirlenen aroma bilesenlerinden miktari

artan aroma maddeleri Cizelge 4.22° de gosterilmistir.

Cizelge 4.22. K. marxianus ve D.hansenii ile fermente edilmis domates kiispesinde GC-MS ile

belirlenen baz1 aroma maddeleri

Ortalama Miktar+S.E

Aroma Maddesi Aroma (ug kg domates Kkiispesi soliisyonu)?®
Tanim - -
Kontrol K. marxianus  D. hansenii
Izoamil alkol (P=0.461) Muz 26.18+8.92 40.49+5.22 35.70+6.93
M(itll—Z—metllpentanoat Ester, TE 9.9947 128 21.9940.01A
(P=0.01) meyve
Eksi,
Izovalerik asit (P=0.01) meyvemsi  0.99+0.01¢ 169.64+0.01~  114.28+0.148
Fermente
Izoamil asetat (P=0.01) meyve 5.56+0.59" 36.09+0.144 2.02+1.228
Fenil etil alkol (P=0.02) Cigek, giill ~ 77.50+5.388 201.12424.33”8  292.69+71.93*
Fenil etil asetat (P=0.02)  Cigek TE 140.76£6.37%  3.44+1.00°

A€ Aym aroma maddelerinde farkl biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05).
872 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma maddelerinin oransal bollugu, SE: standart hata, T.E: tespit
edilemedi.

Fermente domates kiispesinde GCO analizi ile belirlenmemesine ragmen fenil etil
asetat (bal, ¢icek)’in her iki maya tarafindan domates kiispesinde erlen diizeyinde tiretildigi
tespit edilmistir Yapilan varyans analizi sonucunda, K. marxianus ve D. hansenii’nin
metil-2-metil pentanoat (ester, meyve), izovalerik asit (eksi, peynir), izoamil asetat
(fermente meyve), fenil etil alkol (giil) ve fenil asetat tiretim miktarlar1 arasinda 6nemli

fark oldugu bulunmustur (P<0.05). 1zovalerik asit (eksi, peynir), izoamil asetat (fermente
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meyve) ve fenil etil asetat (gicek)’in miktarlarinin, K. marxianus tarafindan fermente
edilen domates kiispelerinde D. hansenii ile fermente edilmis domates kiispelerinden daha
yiiksek oldugu bulunmustur. S6z konusu aroma maddelerinin miktarlar1 sirasiyla 21.99 pg
kg?, 36.09 ng kg, 169.64 pg kgt ve 140.76 pg kg olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.22). izoamil alkol miktarlar1 acisindan kontrol grubu domates kiispeleri ile fermente
domates kiispeleri arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamasina ragmen
Cizelge 4.22 incelendiginde pratikte K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis
domates kiispelerinde hem izoamil alkoliin hem de fenil etil alkoliin kontrol grubuna gore
daha yiiksek miktarda bulundugu sdylenebilir. Ayrica, K. marxianus ve D. hansenii ile
fermente edilmis domates kiispelerinde fenil etil alkol miktar1 agsindan 6nemli bir fark
bulunmamustir. K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis domates kiispelerindeki

fenil alkol miktar1 sirastyla 201.12 pg kg™ ve 292.69 pg kg™ dir.

K. marxianus ve D. hansenii ile domates kiispesinden iiretilen aroma maddeleri,
farkli mayalar kullanilarak fermente edilen bazi tarimsal atiklarda da bulunmustur
(Mederios ve ark., 2000; Mederios ve ark., 2001; Quilter ve ark., 2003; Rossi ve ark.,
2009; Yilmaztekin ve ark., 2009). Ornegin; Mengatti de Oliveira ve ark., (2013) yaptiklari
calismada topyoka nisastas1 atik suyunun K. marxianus ile fermente edilmesiyle aroma
maddesi olarak fenil etil alkoliin tretildigini bildirmislerdir. Calismada, 120 saatlik
fermentasyon boyunca iiretilen fenil etil alkol (giil) miktarinn 190 mg L oldugu
bildirilmistir. Yapilan diger bir ¢aligmada ise (Yilmaztekin ve ark., 2008) seker pancari
melasindan Williopsis saturnus’ un HUT 7087, TAM 12217 ve NCYC 22 suslarin
kullanarak biyoteknolojik yolla izoamil asetat (muz) liretimi gerceklestirilmistir. Baska bir
bir ¢alisma da(Quilter ve ark.,2003), seker melasinin S. cerevisiae ile fermente edilmesiyle

etil asetat (meyve) ve izoamil asetat tiretilebilecegi gosterilmistir.

K. marxianus ve D. hansenii tarafindan domates kiispesinde {iretilen aroma
maddelerinin biyoreaktor diizeyindeki degisimleri sirasiyla Cizelge 4.23 ve Cizelge
4.24’de gosterilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda, her iki maya tarafindan iiretilen
aroma maddelerinin miktarlarinin fermentasyon siiresine bagl olarak degisim gosterdigi
belirlenmistir (P<0.05). Bununla birlikte, K. marxianus fermentasyonu ile erlen diizeyinde
domates kiispesinde belirlenen metil-2-metil pentanoat (ester, meyve), izoamil asetat
(fermente  meyve) ve fenil etil asetatin, biyoreaktér diizeyindeki tretimlerde
belirlenmemistir. D. hansenii ile biyoreaktdr diizeyinde fermentasyon denemelerinde

domates kiispesinde metil-2-metil pentanoat (ester, meyve), izovalerik asit (eksi,
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meyvemsi) ve izoamil asetat (¢igek) belirlenmemistir. K. marxianus tarafindan biyoreaktor
kosullarinda iiretilen aroma maddelerinin degisimi incelendiginde, izovalerik asit ve fenil
etil alkolun miktarlarinin fermentasyonun 48. saatinde maksimum diizeyde bulunduklari
belirlenmistir. Buna gore biyoreaktor ortaminda her iki aroma maddesinin maksimum
miktarlar1 sirastyla 205.60 pg kgt ve 158.72 pg kgt olarak belirlenmistir. Diger taraftan,
izoamil alkol miktarimin 24 saat fermentasyon siiresinde kiiltiir ortaminda maksimum
konsantrasyonda (34 pg kg') oldugu bulunmustur. izoamil alkoliin biyoreaktdr ortaminda
maksimum miktar1 41.48 pg kg™ ve fenil etil alkoliin maksimum miktar1 ise 119.88 pg kg
1 olarak belirlenmistir. Domates kiispesinde biyoreaktér ortaminda K. marxianus
tarafindan {iretilen izoamil alkol ve fenil etil alkoliin miktarinin sirasiyla fermentasyonun
24. ve 48. saatinden sonra 6nemli diizeyde azaldigi belirlenmistir (P<0.05). Buna karsin,
izovalerik asit miktarinin ise 96 saat fermentasyon siiresinden sonra Onemli diizeyde
azaldig1 belirlenmistir (Cizelge 4.23). D. hansenii tarafindan biyoreaktoér kosullarinda
tiretilen aroma maddelerinin degisimi incelendiginde ise, iiretilen tim aroma maddelerinin
miktarinin fermentasyonun 24. saatinde maksiumum diizeyde oldugu saptanmistir. Buna
gore izoamil alkol, fenil etil alkol ve fenil etil asetatin kiiltiir ortamindaki maksimum
miktarlar sirastyla 126.72 pg kg?, 144.27 ug kg? ve 2.58 pg kg olarak bulunmustur.
K. marxianus fermentasyonuna benzer sekilde, biyoreaktor ortaminda D. hansenii
tarafindan {iretilen aroma maddelerinin miktarlarinin fermentasyonun belli bir saatinden

sonra azaldigi belirlenmistir (P<0.05).
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Cizelge 4.23. Biyoreaktor kosullarinda K. marxianus ile fermente edilen domates kiispesinde GC-MS ile belirlenen bazi aroma maddeleri

Ortalama Miktar+S.E (ug kg domates kiispesi soliisyonu)?

Aroma Maddesi Aroma Tanimi Fermentasyon siiresi (saat)

0 24 48 72 96 120
Izoamil alkol (P=0.01) Muz 21.22+0.748  34.00+0.01* 14.30+0.208¢ 12.11+4.038¢ 7.45+0.07¢ 5.780+0.57¢
izovalerik asit (P=0.01)  Eksi,meyvemsi  25.0+0.24%  158.89+0.01"  205.60+£64.20%  147.1448.424 36.12+0.628 37.10+3.288
Fenil etil alkol (P=0.01)  Giil, Cicek 16.08+1.59°  149.90+0.07°%  158.72+4.56" 106.80+26.658C  87.7+12.945C  32.32+0.07°P

A-DFermentasyon siiresince farkl biiyiik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05). #120 saat fermentasyon boyunca belirlenen
aroma maddelerinin oransal bollugu. T.E: tespit edilmedi. S.E: standart hata.

Cizelge 4.24. Biyoreaktor kosullarinda D. hansenii ile fermente edilen domates kiispesinde GC-MS ile belirlenen bazi aroma maddeleri

Ortalama Miktar+S.E (ug kg domates kiispesi solusyonu)?

Aroma Maddesi ?;ﬁ:jl Fermentasyon siiresi (saat)

0 24 48 72 96 120
Izoamil alkol (P=0.01) Muz 0.23+0.05¢ 126.72+£6.51”  11.0+£2.03"8  7.18+0.08"B 8.71+£1.2678 6.40+3.908¢
Fenil etil alkol (P=0.01)  Giil, Cigek 6.52+0.02¢ 144.27+1.86” 122+19.078 107.70+2.1278  92.06+7.248¢ 46.50+17.67¢
Fenil etil asetat (P=0.01) Bal, Cicek 0.03+0.01B 2.58+1.064 1.43+£0.98%8  (.13+0.037B 0.05+0.018 T.E

ACFermentasyon siiresince farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05). #120 saat fermentasyon boyunca belirlenen
aroma maddelerinin oransal bollugu. T.E: tespit edilmedi. S.E: standart hata.



Domates kiispesinde K. marxianus ve D. hansenii tarafindan iretilen aroma
maddelerinin  verimlilik degerleri Cizelge 4.25’de gosterilmistir.  Cizelge 4.25
incelendiginde, en yiiksek verimlilik degerine sahip aroma maddesinin domates
kiispesinin D. hansenii ile fermentasyonu sonucu iiretilen fenil etil alkole ait oldugu
goriilmektedir. En diislik prodiitivite degerine sahip aroma maddesi ise fenil etil asetat
olarak tespit edilmistir. K. marxianus tarafindan iiretilen aroma maddelerinden verimlilik

degeri en yiiksek olan aroma maddesi ise izovalerik asittir.

Cizelge 4.25. K. marxianus ve D. hansenii tarafindan domates kiispesinde {iretilen aroma

maddelerinin verimlilikleri

Ortalama®+S.E

Ucucu bilesen (ug kg domates Kiispesi soliisyonu sa™)
K. marxianus D. hansenii

[zoamil alkol 1.41+0.01 5.27+0.27

[zovalerik asit 4.28+1.89 -

Fenil etil alkol 3.30+0.09 6.0+0.07

Fenil etil asetat - 0.10+0.04

2Aroma maddesinin maksimum miktarinin belirlendigi fermentasyon siiresine goére hesaplanmigtir. S.E:
standart hata

Sonug olarak, domates kiispesinin K. marxianus ve D. hansenii ile fermente
edilmesiyle alkol, asit ve ester tiirevli aroma bilesiklerin {iiretildigi tespit edilmistir.
Domates kiispesinden K. marxianus ve D. hansenii ile erlen diizeyinde iiretilen aroma
maddelerinin 6zellikle ¢igek ve meyvemsi aroma kalitesine sahip olan izoamil alkol,
metil-2-metil pentanoat, izovalerik asit, izoamil asetat, fenil etil alkol ve fenil etil asetat
oldugu tespit edilmistir. Biyoreaktor diizeyindeki denemelerde, izoamil alkol ve izovalerik
asitin diger aroma maddelerine gore daha yiiksek miktarda tretildigi tespit edilmistir.
Ozellikle izovalerik asit (eksi, meyvemsi)’in K. marxianus’un fementasyonunda en hizl
ve en fazla iiretimi gergeklesen aroma maddesi oldugu, D. hansenii fermentasyonunda ise

en hizli ve en fazla iiretilen aroma maddesinin fenil etil alkol oldugu belirlenmistir.

4.6.3. K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis domates kiispesinin
duyusal ozellikleri
K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis domates kiispelerinin duyusal

karakteristikleri 10 adet duyusal tanimlayici terim ile ortaya konmustur (Cizelge 4.26).
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Cizelge 4.26. K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis domates kiispesinin duyusal

ozellikleri
. a
Aromatik Ozellik Duyusal Puan (Qrtalamai SE) — P degeri
Kontrol K. marxianus D.hansenii

Pismis domates 0.96+0.198 1.714+0.14A 1.924+0.074 0.01
Cimen 0.85+0.21 1.57+0.27 1.42+0.17 0.07
Fasulyemsi 0.78+0.108B 1.10+0.158 1.82+0.23A 0.01
Islak bulgur 1.03+0.20 1.00+£0.21 1.07+0.17 0.86
Toprak 0.35+0.14 0.50+0.10 0.64+0.17 0.43
Tatli aromatik 0.35+0.14 0.64+0.07 0.71+£0.21 0.27
Metalik 0.50+0.24 0.78+0.18 0.78+0.14 0.55
Tarhana 1.2840.63B 5.46+0.824 1.2840.18B 0.01
Depo/kiif 0.89+0.24 0.57+0.42 0.64+0.41 0.37
Giil T.EB 1.07+0.424 1.42+0.38% 0.01

AB Ayni aromatik 6zellikte farkl biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05).
272 saat fermentasyon sonunda belirlenmistir, SE: standart hata.

Domates kiispelerinde belirlenen duyusal aroma terimleri; pismis domates, ¢imen,
pismis yesil fasulye, 1slak bulgur, toprak, tathh aromatik, metalik, tarhana, depo/kiif ve
giildiir. Yapilan varyans analizi sonucunda, 1slak bulgur, toprak, tatli aromatik, metalik ve
depo/kiif aromalar1 hari¢ diger aromatik oOzellikler agisindan fermente domates
kiispelerinin arasinda 6nemli farkliklarin oldugu belirlenmistir (P<0.05). Buna gore, K.
marxianus ile fermente edilmis domates kiispesinde yiiksek yogunlukta tarhana aromasi
algilanirken, D. hansenii ile fermente edilmis domates kiispesinde pismis yesil fasulye
aromas1 daha yiliksek yogunlukta algilanmistir (Sekil 4.6). Bununla birlikte, ¢imen
aromasi bakimindan kontrol grubu 6rnekleri ile K. marxianus ve D. hansenii ile fermente
olmus domates kiispeleri arasinda istatistiksel olarak fark bulnmamasina ragmen, her iki
maya ile fermente olmus domates kiispelerinde ¢imen aromasinin kontrol grubuna gore

daha yiiksek oranda algilandig1 s6ylenebilir.

Duyusal degerlendirmeler sonucunda, K. marxianus ve D. hansenii ile fermente
edilmis domates kiispelerinde kontrol grubu domates kiispelerine gore tarhana, pismis
yesil fasulye ve pismis domates aromalarinin panelistler tarafindan yiiksek yogunlukta
algilanmasi, her iki maya tarafindan fermentasyon sonucu miktarlar artan asetat ve alkol
tiirevli izoamil alkol, izovalerik asit, izoamil asetat, fenil etil alkol ve fenil etil asetat ile
iligkili olabilir. Ciinkii s6z konusu ugucu bilesenlerin aroma kaliteleri meyvemsi, ester,
floral ve fermente olarak tanimlanmistir (Reineccius, 2006). Bir aroma maddesinin farkli

matrislerde konsantrasyona bagl olarak farkli duyusal algilara neden oldugu g6z 6niinde
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bulunduruldugunda, K. marxianus ve D. hansenii’nin domates kiispesi ortaminda iiretilen
aroma maddelerinin &zellikle fermente tarhana veya pismis yesil fasulye gibi eksi bitkisel

aroma Ozelligi algisini uyandirdigi soylenebilir.

Pismis domates
6 -

| Fasulyemsi

Gigek/giil <> —
) .
L] 1 [}
[

Tarhana
— - —-Kontrol ----- K. marxianus —D. hansenii

Sekil 4.6. K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis domates kiispesinin bazi duyusal

ozelliklerine ait 6riimcek ag1 diyagrami
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47. A. sojae ve T. atroviride Kullamlarak Domates Kiispesinde Yapilan
Calhismalar

4.7.1. A. sojae ve T. atroviride'nin domates kiispesinde mikrobiyal gelisimlerin
incelenmesi

Domates kiispesinde A. sojae ve T. atroviride kiifleri ile erlen diizeyinde
gerceklestirilen denemelerde gozlemlenen mikrobiyal gelisimler Cizelge 4.27°de

verilmistir.

Cizelge 4.27. Domates kiispesinde A. sojae ve T. atroviride’nin erlen diizeyinde mikrobiyal

geligimleri
Fermentasyon Hiicre sayisi
siiresi (saat) Ortalama+SE
(log kob mL"* domates kiispesi solusyonu)
A.sojae T. atroviride
0 6.0+0.01B¢2 6.0+0.0152
24 5.47+0.01% 6.22+0.4552
48 7.0+0.01482 5.85+0.37BP
72 7.49+0.19%2 6.93+0.06"52
96 7.0+0.01482 7.56+0.1242
120 6.41+0.014BCP 7.62+0.1472
P degeri 0.01

A€ Aym mikroorganizma gesidinde farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir
(P<0.05). *® Aym fermentasyon siiresinde farkli kiiciik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark
onemlidir (P<0.05). kob: koloni olusturan birim, SE: standart hata

Yapilan varyans analizi sonucunda domates kiispesinde mikrobiyal gelisimin
fermentasyon siiresi ve mikroorganizma g¢esidine bagli olarak degistigi belirlenmistir
(P=0.01). 120 saatlik fermentasyon boyunca domates kiispesinde A. sojae’nin hiicre
sayisinda maksimum 1.49 log’luk bir artisin oldugu, T. atroviride’nin hiicre sayisinda ise
maksimum 1.62 log’luk bir artisin meydana geldigi belirlenmistir. A. sojae’nin mikrobiyal
gelisminin duragan faza 48 saat sonra gectigi, T. atroviride’nin ise mikrobiyal gelisminin
A.sojae’ya gore daha yavas oldugu ve gelisimin duragan faza 72 saat sonunda gegtigi
tespit edilmistir. 96 saatlik fermentasyon boyunca T. atroviride ve A. sojae’nin hiicre
sayilar1 arasinda Onemli bir fark olmadigi (48 saat fermentasyon siiresi haric)
belirlenmistir. Ancak fermentasyon sonunda T. atroviride’nin hiicre sayisinin 4. sojae den
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.27). A. sojae ve T. atroviride’nin
biyoreaktér diizeyinde mikrobiyal gelisimleri Sekil 4.7°de gosterilmistir. Sekil 4.7
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incelendiginde, biyoreaktdr diizeyinde A. sojae’nin maksimum hiicre sayisi artisinin 1.18
log oldugu, T. atroviride’nin hiicre sayisinda ise 2.23 log’luk bir artisin meydana geldigi
belirlenmistir. Erlen diizeyinden farkli olarak T. atroviride’nin gelisiminin 48 saatlik
fermentasyon sonunda duragan faza gectigi, A.sojae’nin ise gelisiminin ¢ok yavas oldugu
ve 48 saatlik fermentasyon siiresi sonunda mikrobiyal gelisiminin duragan bir seklide

devam ettigi belirlenmistir.

Mikroorganizma Sayisi (log kob mL domates soliisyonu)

0 24 48 72 96 135

Fermentasyon Siiresi (Saat)

—m—A. sojae —a—T. atroviride

Sekil 4.7. Domates kiispesinde biyoreaktor kosullarinda A. sojae ve T. atroviride’nin mikrobiyal

gelisimleri

Her iki mikroorganizmanin mikrobiyal {ireme kinetigi spesifik maksimum biiyiime
hiz1 (n) ve ikilenme siiresi (tq) agisindan incelendiginde A. sojae i¢in p degerinin 0.056
sa.? oldugu, T. atroviride igin ise bu degerin 0.146 sa.™ oldugu tespit edilmistir. Ikilenme
stireleri ise sirastyla 12.37 sa. (A. sojae igin) ve 4.73 sa. (T. atroviride i¢in) olarak
hesaplanmistir. A. sojae’nin biyoreaktor kosullarinda domates kiispesinde gelisiminin T.
atroviride’den daha yavas oldugu ve fermentasyon sonunda o6zellikle T.atroviride’nin
domates kiispesinde canliligini daha uzun siire korudugu soylenebilir. Genel olarak, T.
atroviride ve A. sojae’nin domates kiispesinde hiicre artisina ve spesifik lireme hizina ait

elde ettigimiz bulgular yapilan diger ¢alismalarla desteklenmektedir (Demir ve Tar, 2014;
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Felse ve Panda, 2000; Ming Lo ve ark., 2010; Sardjono ve ark., 1998). A. sojae ve A.
oryzae kullanilarak aci bakla (lupin) ve soya fasulyesinin kati kiiltiir fermentasyonuna
ugratilarak protein degeri yiiksek fermente gida {iriinii liretmek i¢in yapilan bir ¢alismada
(Sardjono ve ark., 1998), A. sojae’nin ac1 baklada (lupin) ve soya fasulyesinde 168 saat
fermentasyonu siiresince spor sayisi artiginin sirastyla ortalama 2.0 log ve 1.8 log oldugu
belirlenmistir. A. sojae’nin gelisiminin duragan faza gegis siiresinin ise aci baklada 72
saat, soya fasulyesinde 96 saat oldugu tespit edilmistir. A. sojae fermantasyonu ile
poligalakturanaz enziminin bugday kepeginden iiretiminin incelendigi bir calismada,
bugday kepeginde A.sojae’nin spor sayisi artisinin 168 saatlik fermentasyon siiresince
devam ettigi ve yaklasik spor sayisi artiginin 1.07 log oldugu belirlenmistir (Demir ve Tar,
2014). Trichoderma spp. kiifiiniin farkli bir tiirii olan T. reesei’nin seliilaz {iretimi igin
kullanildig1 bir calismada seker pancari kiispesinde spesifik biiyiime hizi 0.120 sa.™
olarak bulunurken, piring atiginda 0.10 sa.™? olarak belirlenmistir (Muthuvelayudham ve
Viruthagiri, 2006). Yapilan diger bir caligma ise T. reesei Rut 30’un hidrolize odun
talasinda 25 °C ’de siirekli kiiltiir sisteminde spesifik iireme hiz1 0.096 sa olarak rapor
edilmistir (Ming Lo ve ark., 2010). Yapilan diger bir ¢alismada ise farkli glikoz miktar
iceren sentetik besiyerinde kati kiiltiir, derin kiitir ve agar yiizey fermentasyonu
kosullarinda ve 35 °C’de  A. niger i¢in maksimum spesifik iireme hizinin 0.09 sa’-

0.313 sa! arasinda degistigi belirlenmistir (Torres ve ark., 1997).

Sonug olarak, hem A. Sojae hem de T. atroviride 'nin domates kiispesinde erlen ve
biyoreaktor diizeyinde mikrobiyal gelisimlerine ait gdzlemledigimiz hiicre sayisi artigt ve
duragan faza gegis siireleri degerlendirildiginde, T. atroviride’nin domates kiispesinde
gelisiminin daha 1yi oldugu soylenebilir. Nitekim, hem erlen diizeyinde hem de
biyoreaktor diizeyindeki tiretimlerde T. atroviride’nin hiicre artisinin ve spesifik tireme
hizinin A. sojae’den daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Diger taraftan, T.atroviride’nin

domates kiispesininde canlilifin1 daha uzun siire korudugu tespit edilmistir.

4.7.2. A. sojae ve T. atroviride'nin domates kiispesinde iirettigi aroma
maddelerinin incelenmesi

Calismada A. sojae ve T. atroviride ile erlen diizeyinde fermente edilmis domates
kiispesinde 25 adet aroma aktif bilesen belirlenmistir. Fermente domates kiispelerinde

GCO ile belirlenen aroma aktif bilesenler ve yogunluklar1 Cizelge 4.28°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.28. A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis domates kiispesinde belirlenen aroma

aktif bilesenler

. Belirleme  AToma yogunlugu® (ortalama+SE)
RI? Ucucu Bilesen Aroma Tanim <. .

yontemi . .
Kontrol  A. sojae ..
atroviride

<500 Metanetiyol Sulfur RI, O T.E T.E 0.254+0.25
582 Diasetil Tereyagi RI, MS, 2.75+0.25 0.80+0.01 1.25+1.25
647 Asetik asit Eksi, sirke RI,MS,O0 T.E T.E 0.50+0.50
761 Izoamil alkol Muz RI,MS, 0O T.E T.E 1.15+1.05
795 Hekzanal Cimen RI,MS,O 1.15£0.35 0.25+0.25 1.60+1.60
850 Izoamil asetat Meyvemsi RI,MS,0 T.E 0.40+:0.40 1.0£1.0
854 Bitirik asit Peynirimsi RI, O 2.0£2.0 T.E 2.90+2.10
863  lizovalerik sit Eksi, meyvemsi  RI, O 2.75+0.25 T.E 1.50+£1.50
876 Bilinmeyen 1 Patlamis misir RI,MS,O0 T.E 0.25+£0.25 T.E
891 2-Heptanon Okside, besiyeri  RI, MS, 0 1.50+0.01 T.E T.E
901 Metiyonal Patates RI, O 450+0.25 5.75+0.25 5.25+0.75
916 2-asetil-1-pirolin Patlamis musir RI, O 0.40+£0.40 6.75+£0.75 3.0+0.50
961 1-okten-3-ol Metalik RI, O T.E 4.25+0.75 5.50+0.50
969 2-oktanol Mantar RI, O 6.0+£0.01 4.25+0.75 T.E
974 (2)-1,5-oktadien-3-ol Sardunya RI, MS, O 4.50+1.50 5.50+1.50 7.0+£0.01
1037 Benzenasetaldehit Pudra, giil RI,MS,O0 0.90+0.10 1.65+0.85 1.0+£0.25
1049 (E)-2-oktenal Okside fistik RI, O T.E 3.0£2.0 2.0+0.01
1081  (E)-2-oktenol Toz, beton RI, O 2.75+0.25 3.75£1.25 5.0+0.01
1121  Fenil etil alkol Gul RI,MS, O T.E T.E 0.5+0.01
1135 (E)-2-nonenal Saman RI,MS, O 1.50+0.01 0.50+0.50 1.75+1.75
1166 ﬁifégi'ﬁt""r"m‘*t"' Biber RI,MS, 0 3.0:0.01  3.50£1.50 4.500.50
1186 Bilinmeyen 2 Giil, eksimsi RI, O TE 0.50+£0.50 T.E
1230 2,4-nonadienal Yag, kirli RI,MS, O 0.90+0.10 0.50+0.50 0.25+0.25
1325 (E,E)-2,4-Dekadienal Sabun RI,MS, 0 T.E 1.0+1.0 T.E
1373  Bilinmeyen 3 Lakton RI,MS,0 T.E T.E 0.25+0.25

aHP-5 MS kolonda hesaplanmustir, ® 120 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma yogunlugu, SE: standart
hata, T.E: Tespit edilmedi. RI:alikonma indeksi, MS:kiitle spektrometresi, O: Koku

Genel olarak, domates kiispelerinde yogunlugu yiiksek olan aroma aktif bilesenler,

biitirik asit (peynirimsi), izovalerik asit (eksi, meyvemsi), metiyonal (patates), , (Z)-1,5-

oktadien-3-ol (sardunya) ve 2,3-dietil-5-metil-pirazin (biber) olarak belirlenmistir. Kontrol

grubunda belirlenen ancak A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis domates

kiispelerinde yogunlugu daha diisiik olan veya belirlenmeyen aroma maddeleri diasetil

(tereyagi), biitirik asit (peynirimsi), izovalerik asit (eksi, meyve), 2-oktanol (mantar) ve 2-

nonadienal (kirli)dir.

Domates kiispesinin her iki kiif ile fermentasyonu sonucu yogunlugu artan aroma

maddeleri ise (Z)-1,5-oktadien-3-ol (sardunya), 1-okten-3-ol (mantar), (E)-2-oktenal

(okside fistik), (E)-2-oktenol (toz, beton) diir. T. atroviride ile fermente edilmis domates
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kiispesinde (Z)-1,5-oktadien-3-ol, 1-okten-3-ol ve (E)-2-oktenol’iin yogunluklarinin
kontrol grubu ve A. sojae ile fermente edilmis domates kiispelerinde daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. 2-oktenal yogunlugunun ise A. sojae ile fermente edilmis domates
kiispesinde T. atroviride ile fermente edilmis domates kiispelerinden daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Erlen diizeyindeki fermentasyon denemelerinde T. atroviride ve A. sojae
tarafindan domates kiispelerinde iiretilen aroma bilesenlerinden miktarlar1 artan aroma

maddeleri Cizelge 4.29°da gosterilmistir.

Cizelge 4.29. A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis domates kiispelerinde GC-MS ile

belirlenen baz1 aroma maddeleri

Ortalama Miktar £S.E

Aroma Maddesi Aroma Tanimi (ug kg! domates kiispesi soliisyonu)?
Kontrol A. sojae T. atroviride

(Z2)1,5-oktadien-3-ol Sardunya T.E 1.55+£0.02*  4.26+1.18%

(P=0.13)

1-okten-3-ol (P=0.02) Mantar TE 5.25+1.608  297.46+46.64"

3-oktanon Mantar T.E 3.66£0.65 T.E

3-oktanol Mantar T.E TE 13.68+6.25

(E)-2-oktenal (P=0.61)  Saman, toprak  T.E 2.48+0.834  3.38+1.27A

(E)-2-oktenol (P=0.09) Yanmus, kirli T.E 4.59+£2.60% 31.55+0.33%

ABAym aroma maddelerinde farkl biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark onemlidir (P<0.05).
2120 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma maddelerinin oransal bollugu. T.E: tespit edilemedi. SE:
standart hata

Cizelge 4.29 incelendiginde, GCO analizi ile belirlenmemesine ragmen 3-oktanonun
(mantar). A. sojae tarafindan, 3-oktanolun ise T. atroviride tarafindan {iretildigi tespit
edilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda A. sojae ve T. atroviride tarafindan domates
kiispesinde iiretilen 1-okten-3-ol, 3-oktanol (mantar) ve (E)-2-oktenol (yanmus, kirli)’{in
miktarlart arasinda 6nemli bir fark bulunmustur (P<0.05). Buna gore, T. atroviride’nin
A.sojae’dan daha yiiksek miktarda 1-okten-3-ol, 3-oktanol, (E)-2-oktenol irettigi tespit
edilmistir. S6z konusu aroma maddelerinin T. atroviride ile fermente edilmis domates
kiispesinde belirlenen miktarlar1 sirasiyla 297.65 ug kg?, 13.68 nug kg ve 31.55 ug kg?
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.29). Diger taraftan, 3-oktanon’un ise domates kiispesinde
A.sojae tarafindan tiretildigi, ancak T. atroviride tarafindan tiretilmedigi saptanmistir. 3-
oktanon’un A. sojae ile fermente edilmis domates kiispesinde belirlenen miktar1 3.66 pg

kg? *dir. A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis domates kiispelerinde belirlenen
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(E)-2-oktenal ve (Z)-1,5-oktadien-3-ol miktarlar1 agisindan istatistiksel olarak onemli bir
fark bulunmamistir (P>0.05). Ancak pratikte, T. atroviride’nin (Z)-1,5-oktadien-3-ol ’i A.

sojae’dan daha yiiksek oranda iirettigi soylenebilir.

A. sojae ve T. atroviride tarafindan domates kiispesinde iiretilen aroma maddelerinin
biyoreaktor diizeyindeki degisimleri sirasiyla Cizelge 4.30 ve Cizelge 4.31°de
gosterilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda, her iki kiif tarafindan iiretilen aroma
maddelerinin miktarlarinin fermentasyon siiresine bagli olarak degisim gosterdigi
belirlenmistir (P<0.05). T. atroviride tarafindan iiretilen aroma maddelerinin degisimi
incelendiginde (Cizelge 4.30), (Z)-1,5 oktadien-3-ol ve 3-oktanone’un 72 saatlik
fermentasyon siiresinde tiretiminin oldugu, 1-okten-3-ol, 3-oktanol, (E)-2-oktenol’iin
{iretiminin ise 24. saat fermentasyon siiresinde gerceklestigi goriilmektedir. Uretimi
gergeklestirilen aroma maddelerinin ¢ogunun belli bir fermentasyon siiresi sonunda
miktarlarinin  domates kiispesinde azaldigi tespit edilmisti. Bu durumun aroma
maddelerinin  biyoreaktér ortamindan mikrobiyal gelisim igin verilen hava ile

uzaklasmasindan kaynaklandig diistintilmektedir.

Ornegin; 1-okten-3-ol, 3-oktanon, (E)-2-oktenal, (E)-2-oktenol’un 72 saatlik
fermentasyon siiresinde ortamda maksimum diizeyde iiretildigi, 72 saat sonra o6zellikle 3-
oktanon, (E)-2-oktenal, (E)-2-oktenol’un miktarlariin onemli diizeyde azaldigi tespit
edilmistir (P<0.05). Buna karsin fermantasyon tamamlanincaya kadar 1-okten-3-ol ve (2)-
1,5 oktadien-3-ol‘tin miktarlarinda 6nemli bir degisim belirlenmemistir (Cizelge 4.30).
Fermentasyon siiresince 1-okten-3-ol ve (Z)-1,5 oktadien-3-ol’in domates kiispesinde

maksimum miktarlar sirastyla 265.55 pg kg™ ve 4.57 pg kg™ olarak tespit edilmistir.

Fenil etil alkolin (giil) erlen diizeyine domates kiispesinde GC-MS
belirlenmemesine ragmen biyoreaktér kosullarinda tretiminin gergeklestigi tespit
edilmistir. 72 saatlik fermentasyon siiresi sonrasinda fenil etil alkoliin miktarinda 6nemli
bir azalmanin meydana geldigi, 120 saatlik fermentasyon siiresi sonunda ise ortamda ¢ok

diisiik diizeyde (0.83 pug kg?) oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.30. Biyoreaktor kosullarinda T. atroviride ile fermente edilmis domates kiispesinde GC-MS ile belirlenen baz1 aroma maddeleri.

Ortalama Miktar+S.E (npg kg™ domates kiispesi soliisyonu)?

Aroma Maddesi ?;z:rrllalamam Fermantasyon siiresi (saat)

0 24 48 72 96 120
(2)1,50ktadien-3-ol (P=0.123) Sardunya TE TE TE 4.57+0.26% 4.04+0.35% 3.18+0.35%
1-okten-3-ol (P=0.01) Mantar T.E 117.21+8.46¢ 171.49+0.888 265.55+£2.794 221.66+8.8018 239.59+16.914
3-oktanon (P=0.001) Mantar T.E T.E T.E 19.99+1.324 2.69+0.268 2.954+0.578
3-oktanol (P=0.01) Mantar T.E 0.160.01°¢ 0.13+0.01°¢ 0.41+0.048¢ 0.56+0.078 1.14+0.05*
(E)-2-oktenal (P=0.01) Saman, Kirli TE TE 0.83+0.02¢ 3.68+0.19~ 2.42+0.078 2.29+0.078
(E)-2-oktenol (P=0.01) Yanik, kirli TE 18.19+1.23° 23.80+5.32°0  55.65+0.14°  38.03+0.21BC 45.12+1.7378
Fenil etil alkol (P=0.05) Gl 2.85+£1.22°8  6.17+1.73% 3.84+1.60" 0.67+0.078 0.62+0.128 0.83+0.01°8

6.

A-DFermentasyon siiresince farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05). 2120 saat fermentasyon boyunca belirlenen aroma maddelerinin oransal
bollugu. T.E: tespit edilemedi. S.E: standart hata-

Cizelge 4.31. Biyoreaktor kosullarinda A. sojae ile fermente edilmis domates kiispesinde GC-MS ile belirlenen bazi1 aroma maddeleri.

Ortalama Miktar£S.E (pg/kg domates kiispesi soliisyonu)?

Aroma Maddesi ?;ﬁrnalamam Fermentasyon siiresi(saat)

24 48 72 96 120
(2)1,50ktadien-3-ol (P=0.016) Sardunya TE TE 5.08+0.068 9.56+0.49 10.57+1.38% 10.70+0.01%
1-okten-3-ol (P=0.07) Mantar TE TE 50.91+2.358 145.81+£18.44 A 149.83+£18.08"  187.47+0.924
3-oktanon (P=0.013) Mantar TE TE 20.67+0.838 45.43+4.85% 45.31+£3.337 40.65+1.91A
(E)-2-oktenal (P=0.01) Saman, kirli TE 4.04+0.768 4.2040.858 7.99+0.9728 12.2443.74%8  34.88+3.66
(E)-2-oktenol (P=0.018) Yanik, kirli TE 5.10+0.558 4.90+0.248 7.38+0.7078 8.40+1.9248 26.05+4.52%

ABFermentasyon siiresince farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark onemlidir (P<0.05). 2120 saat fermentasyon boyunca belirlenen aroma maddelerinin oransal
bollugu. T.E: tespit edilemedi.S.E: standart hata"



A. sojae tarafindan {iretilen aroma maddelerinin degisimi incelendiginde (Cizelge
4.31), (E)-2-oktenal ve (E)-2-oktanol {iretiminin 24 saat fermentasyon siiresinde basladigi,
ve (Z)1,50ktadien-3-ol, 1-okten-3-ol, ve 3-oktanon’un ise 48 saatlik fermentasyon sonunda
A. sojae tarafindan iiretimine baslandigi belirlenmistir. Diger taraftan 72 saatlik
fermentasyondan sonra (Z)1,50ktadien-3-ol, 1-okten-3-ol, ve 3-oktanon’un miktalarinin
onemli bir degisimin meydana gelmedigi belirlenmistir. S6z konusu aroma maddelerinin
maksimum miktarlar sirasiyla 10.70 pg kg, 18.747 pg kg™ ve 45.43 pg kg olarak tespit
edilmistir. Diger taraftan, (E)-2-oktenal ve (E) 2-oktanol’iin miktarlarinin ise fermentasyon

stiresinin sonuna dogru domates kiispesinde arttig1 belirlenmistir.

Uretilen aroma maddelerinin miktarlarmin maksimum diizeyde oldugu fermentasyon
stiresi goz Oniinde bulundurularak hesaplanan verimlilik degerleri  Cizelge 4.32°de
verilmistir. Domates kiispesinin T. atroviride ile fermentasyonunda en yiiksek verimlilik
degerine sahip aroma maddelerinin 1-okten-3-ol ve (E)-2-oktenol oldugu belirlenmistir.
S6z konusu aroma maddelerinin verimlilik degerleri sirastyla 3.68 ug kg sa.* ve 0.77 pg
kg™ sa.? olarak hesaplanmistir. A. sojae’nin fermentasyununda ise en yiiksek verimlilik
degerine yine 1 okten-3-ol ve 3-oktanonun sahip oldugu belirlenmistir. 1-okten-3-ol ve 3-
oktanon’un vermlilik degerleri sirasiyla 1.56 pg kgt sa.* ve 0.56 pg kgt sa.! olarak
hesaplanmistir. T. atroviride’nin 1-okten-3-ol ve (E)-2-oktenol iiretiminin A. sojae’dan
daha fazla oldugu, A. sojae’ nin 3-oktanone iiretiminin ise T. atroviride’den daha fazla

oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.32. A. sojae ve T. atroviride tarafindan domates kiispesinde iiretilen aroma maddelerinin

verimlilikleri

Ortalama+S.E
Ucucu bilesen (ng kg! domates kiispesi soliisyonu sa.™)?

A.sojae T.atroviride

(2)1,50ktadien-3-  0.08+0.001 0.06+0.01
ol
1-okten-3-ol 1.56+0.01 3.68+0.01
3-oktanon 0.56+0.03 0.27+0.02
3-oktanol - 0.01+0.01
(E)-2-oktenal 0.29+0.04 0.05+0.01
(E)-2-oktenol 0.21+£0.05 0.77+0.01
Fenil etil alkol - 0.25+0.07

8Aroma maddesinin maksmum miktarinin belirlendigi fermentasyon siiresine goére hesaplanmistir.S.E.
standart sapma
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Literatiirde A. sojae ve T. atroviride kullanilarak tarimsal atiklardan 6zellikle enzim
tiretimi ile ilgili bir cok ¢alisma (Maraques ve ark., 2014; Demir ve ark., 2012; Giirkok ve
ark., 2011; Oztiirk ve ark., 2010; Tokatli ve ark., 2009) bulunmasina ragmen, dogal aroma
maddelerinin liretimi ile ilgili ¢alismalar ¢ok kisithidir. Ancak kiiflerin birincil ve ikincil
metabolizmast sonucu yaklasik 250 ugucu organik bilesigin olustugu belirlenmistir. Kiif
metabolizmasi sonucu olusan ugucu bilesenler basit hidrokarbon, hetero siklik bilesikler,
aldehit, keton, alkol, fenol, tiyo alkol ve tiyo ester tiirevli bilesiklerden olusmaktadir. 1-
okten-3ol, izoamil asetat, sabinen (biber) 6-pentil-a-piron (hindistan cevizi), B-karyofilen
(odunumesu), izo butirik asit (ransit peynir), benzealdehit (act badem), 1,8-sineol (kafur), 2-
metil-1-propanol (alkol), 2-heptanon (peynir), ve izoamil alkol (muz, triif)’ tn kif
metabolizmas1 sonucu iiretilen yaygin aroma maddeleri oldugu bildirilmektedir (Morath ve
ark., 2012; Marek-Nemcovic ve ark., 2008). Bununla birlikte, Trichoderma spp. kiif
cinsleri ile hindistan cevizi aromasi veren 6-pentil-a-pironun yiiksek miktarda
retilebilecegi belirtilmektedir (Araujo ve ark., 2002). Daha 6nceki boliimlerde de ifade
ettigimiz gibi, ozellikle 1-okten-3-ol gibi 8 karbonlu aroma bilesenlerinin, aldehit, keton,
ester ve lakton tiirevli aromatiklerin tiretimi yag asitlerinin enzimatik veya oto oksidasyona

ugratilmasiyla gergeklesmektedir (Schniirer ve ark., 1999; Combet ve ark., 2006).

Kalyani ve ark., (2000) yaptiklar1 bir ¢alismada T. harzianum kiifi ile 30 °C’de
sentetik besiyerinde karigtirmali (derin kiltiir) ve karistirmasiz (yiizey fermentasyonu)
fermentasyon kosullarinda sirastyla 455 mg L™ ve 167 mg L? diizeyinde 6-pentil-a-piron
tiretilebilecegini  belirlemislerdir.  Aspergillus  cinsi  kiiflerin aroma {iretimleri
incelendiginde, ozellikle Japonya ve Cin gibi Uzak Dogu iilkelerinde fermente hububat
tanelerinden tretilen soya sosu, koji, sake, miso gibi gida iriinlerinin aroma profilini
olusturduklar1 goriilmektedir. Ornegin, Feng ve ark., (2013) yaptiklar1 bir ¢calismada soya
fasulyesinin A. oryzae HN 3.042 ile fermentasyona birakilmasi ile iiretilen soya sosunda,
1-okten-3-ol, 3-oktanol, (E)-2-oktenal’in yiiksek oranda iiretildigini belirlemislerdir.
Ayrica yapilan diger bir ¢aligmada nemlendirilmis misir ve yerfistigi kabuklarinin
toksijenik olan ve toksijenik olmayan A. flavus kiifleriyle inkiibasyona birakilmasiyla
olusan metabolik ugucularin ¢cogunlukla alkol, aldehit ve ester tiirevli bilesiklerin oldugu
belirlenmigtir. Her iki 6zellikteki A. flavus kiifiniin olusturdugu aroma maddeleri etil
alkol (tatl1), 1-propanol (alkol), biitanal (keskin kakao), 2-metil propanol (viski), 3-metil
furan, etil asetat (meyvemsi), 1- biitanol (balsamik), izoamil alkol (muz), etilizobutanoat

(meyvemsi), 2-metil-1-butanol (kavrulmus), 1-pentanol (alkol), 2-pentanol (fermente), 3-
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metil-3-buten-1-ol (meyvemsi), benzaldehit (act badem), 3-octanon (mantar) ve 2-etil
hekzanol (sitrus)dur (Jurjevici ve ark., 2008). Yapilan diger bir ¢alismada da benzer aroma
maddelerinin soya fasulyesi ve bugday kepegi karisimmin A. oryzae ile fermente

edilmesiyle tiretilebildigi gosterilmistir (Yanfang ve Wenyi, 2009).

Sonug olarak, 6zellikle mantar aromasi ile iliskilendirilen 1-okten-3-ol, 3-octanon ve
3- oktanol gibi bilesiklerin domates kiispesinden T. atroviride ve A.sojae kiifleri ile
biyoteknolojik olarak iiretilebilecegi belirlenmistir. Bununla birlikte domates kiispesinin
T.atroviride ile fermente edilmesiyle literatiirde 6-pentil-o-piron iretiminin
gerceklesmedigi, ancak fenil etil alkol tiretiminin T. atroviride tarafindan domates

kiispesinde iiretildigi belirlenmistir.

4.7.3. A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis domates kiispenin duyusal
ozellikleri
A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis domates kiispesinin duyusal

karakteristikleri 10 adet duyusal tanimlayici terim ile ortaya konmustur (Cizelge 4.33).

Cizelge 4.33. A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis domates kiispesinin duyusal 6zellikleri

Duyusal Puan? (Ortalama + S.E)

Aromatik Ozellik Kontrol A. sojae T. atroviride P degeri
Pismis domates 2.07+0.26% 1.25+0.098 1.80+0.244 0.01
Fasulyemsi 1.39+0.074 1.35£0.074 0.26+0.21B 0.01
Fermente sebze 4.53+£0.22% 0.64+0.10°¢ 1.89+0.218 0.01
Toprak 0.80+0.09 0.89+0.15 0.91£0.09 0.70
Tath aromatik 0.52+0.08" 1.0+0.108 2.55+0.314 0.01
Metalik 0.87+0.094 0.42+0.08B 0.82+0.08" 0.01
Tarhana 0.89+0.14 T.E T.E -
Depo/kiif 0.64=0.094 1.21£0.59% 0.17+0.108 0.01
Peynirimsi TE 0.10+0.108 2.59+0.37A 0.01
Findigimsi/toz/beton T.E 3.0£0.614 T.E -

ABAym aromatik 6zellikte farkl biiyiik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05).

2120 saat fermentasyon sonunda belirlenmistir. T.E:tespit edilmemistir. SE: standart hata.
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Fermente sebze
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4,5
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35
3

Findigimsi Tath aromatik

Peynirimsi Depo-Kiif

— —Kontrol

A.sojae  ===-- T. atroviride

Sekil 4.8. A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis domates kiispesinin bazi duyusal

ozelliklerine ait 6riimcek ag1 diyagrami

Fermente domates kiispesinde belirlenen duyusal aroma terimleri; pismis domates,
fasulyemsi, fermente sebze, toprak, tatli aromatik, metalik, tarhana, depo/kif, peynirimsi
ve findigimsi/betondur. Yapilan varyans analizi sonucunda toprak kokusu hari¢ diger
aromatik Ozelliklerin yogunluklarinin kiif ¢esidine gore degisim gosterdigi belirlenmistir
(P<0.01). Buna gore, T. atroviride ile fermente edilmis domates kiispesinde pismis
domates, tatli aromatik ve metalik aromalari, A. sojae ile fermente edilmis domates
kiispelerine gore daha yiiksek diizeyde algilanmistir. A.sojae ile fermente edilmis domates
kiispesinde ise findigimsi/beton aromasinin kontrol grubu domates kiispesi orneklerinden
daha yiiksek algilandigi belirlenmistir. S6z konusu aroma bileseni T. atroviride ile
fermente edilmis domates kiispelerinde belirlenmemistir (Sekil 4.8). Ayrica, peynirimsi
aromaninin da T. atroviride ile fermente edilmis domates kiispelerinde hem kontrol grubu
hem de A. sojae ile fermente edilmis domates kiispelerinden daha yiiksek yogunlukta

algilandig1 tespit edilmistir.
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4.8. Domates Kiispesinde Bakteri Fermentasyonu ile Gergeklestirilen
Cahismalar

Bakteriyel fermentasyon denemelerinde Lactobacillus buchneri B1837 ve
Acetobacter spp. nin domates kiispesinde mikrobiyal gelisimlerinin oldugu ancak her iki
mikroorganizmanin da herhangi bir aroma iiretimi gerceklestirmedigi GCO analizleri ile
belirlenmistir. Cizelge 4.34’de L. buchneri ve Acetobacter spp.’nin domates kiispesindeki

gelisimleri gosterilmistir.

Cizelge 4.34 . Domates kiispesinde L. buchneri ve Acetobacter spp. erlen diizeyinde gelisimleri

Fermentasyon Hiicre sayisi

siiresi (saat) Ortalama+S.E
(Log kob/mL domates Kkiispesi soliisyonu)
L. buchneri Acetobacter spp.

0 7.0£0.0152 7.0£0.01¢@

24 7.92+0.0742 8.13+0.065

48 8.0£0.094° 8.78+0.2142

72 7.95+0.014 8.87+0.0142

P degeri 0.01

AC Aym mikroorganizma cesidinde farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir
(P<0.05). > Ayni fermentasyon siiresinde farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark
o6nemlidir (P<0.05). kob: koloni olusturan birim, SE: standart hata

Yapilan varyans analizi sonucunda domates kiispesinde L. buchneri ve Acetobacter
spp.’nin bakteriyel gelisiminin fermentasyon siiresi ve mikroorganizma c¢esidine bagl
olarak degisiklik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.34). Buna gore L. bunchneri’nin
gelisiminin 24 saat boyunca devam ettigi, fermentasyon siiresinden sonra ise hiicre sayisi
artisinda onemli bir degisim olmadigi (P<0.05) yani gelisiminin duragan faza gectigi
belirlenmistir. Buna karsin biber kiispesinde Acetobacter spp. gelisiminin 48 saat
fermentasyon boyunca devam ettigi ve 72 saat fermentasyon siiresi sonunda gelisiminin
duragan faza gectigi ve hiicre sayisinda onemli bir degisimin olmadigi belirlenmistir
(P>0.05, Cizelge 4.34). 72 saat fermentasyon boyunca L. buchneri ve Acetobacter spp.’nin
hiicre sayilarinda sirasiyla 1.0 ve 1.87 log’luk bir artisin oldugu goézlenmistir. Cizelge
4.35’de L. buchneri ve Acetobacter spp. ile fermente edilmis domates kiispesinde
belirlenen aroma aktif bilesenler gosterilmistir. Cizelge 4.35 incelendiginde L. buchneri ve
Acetobacter spp. ile fermente olmus domates kiispelerinde belirlenen aroma bilesenlerinin
yogunluklarinin kontrol grubunda daha diisiik oldugu bulunmustur. Ayrica bazi aroma
maddelerinin ise fermente domates kiispelerinde olmadigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.35. L. buchneri ve Acetobacter spp. ile fermente edilmis domates kiispesinde belirlenen

aroma aktif bilesenler.

Aroma yogunlugu® (ortalama+SE)

RI2 Ucucu Bilesen Aroma B"ellrlerpe Acetobacter

Tamimlamasi  yontemi  Kontrol° L. buchneri Kontrold spp

<500 Metanetiyol Siilfiir RI, O 0.50+0.40 0.40+030 0.50+0.40 0.40+0.30

582 Diasetil Tereyagi RI, 2.0£1.40  0.40+030 3.0£0.70  1..50+0.40

625  Asetik asit Eksi, sirke RI, O T.E T.E T.E 1.0+0.70

777 Hekzanal Cimen, yaprak RI, O T.E T.E 2.0+£1.40 T.E

806 4-metil-3-penten-2-on  Ester RI, O 0.50+0.40 T.E 0.50+0.40 0.50+0.40

858 metil 2-metil pentanoat  Ester, tath RI, O 0.40+0.30 T.E 0.40+0.30 1.0+0.70

860 Izovalerik asit Ter, eksi RI, O 1.50+1.0  2.0+0.10 1.50+1.0 2.0+0.1

872  Izoamil asetat Meyvemsi RI, O 1.0£0.70  1.0+0.70 1.0£0.70  2.0+1.40

903 2-Heptanon Besiyeri RI, O T.E 0.50+0.30 T.E T.E

910 Metiyonal Haslanms RI, O 2.50+1.80 0.75+0.53  2.50+1.80 T.E
patates

932  2-Asetil-1-pirolin Patlamig misir  RI, O 1.0+£0.70  0.75+0.53  1.0+£0.70 T.E

978 1-okten-3-ol Mantar RI, O 5.50+0.40 5.0+0.70 5.3£0.20 4.0+0.01

984 2,3-Oktadienon Sardunya RI, O 3.0£0.40 2.25+1.60  3.0+£2.0  2.5+1.80

1058 3-okten-2-on Kirli, tozlu RI, O 4.0£1.50  1.0+0.7 5.30+0.20 3.0+0.70

1081 Bilinmeyen 1 Metalik RI, O 2.0£1.0 2.25+1.60 T.E T.E

1091 Guaiakol Pamuk seker RI, O T.E 0.40+0.30 T.E 0.50+0.40

1096 2,5-dimetil-3-etilpirazin  Yanik seker RI, O T.E T.E 1.0£0.70  1.0+0.1

1106 Linalool Cay, cigek RI, O T.E T.E TE T.E

1125 3,5-oktadien-2-on Kizarmis yag RI, O 0.40+0.30 T.E T.E T.E

1151 Izobutil-2-metil butanoat Bitkisel, tatli RI, O T.E T.E 0.80+0.50 0.80+0.50

1156 (Z)-2-nonenal Salatalik RI, 0.75+0.50 0.50+0.40 T.E T.E

1162 (E,2)-2,6-nonadien-1-0l Saman RI, O T.E 0.75+0.50  0.40+0.30 T.E

1186 2,3-dietil-5-metil-pirazin, Biber RI, O T.E T.E 2.0£140 T.E

1232 2,4-nonadienal Okside yag RI, O 0.75+£0.50 0.50+0.40  0.80+0.50 T.E

1248 3-karvomenthenone Balikhane RI, O 0.75+0.50 1.0+0.70 T.E T.E

1294 Sitral Sitrus RI, O 0.25+1.80 0.50+0.40  0.30+0.20 T.E

3HP-5 MS kolonda hesaplanmustir, °72 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma yogunlugu, °37 °C L. buchneri
inokiile edilmeden inkiibe edilen domates kiispesi i¢in kontrol rnegi, 30 °C Acetobater spp. inokiile edilmeden
inkiibe edilen domates kiispesi i¢in kontrol 6rnegi, SE: standart hata, T.E: Tespit edilmedi. RI:alikonma indeksi,

O: Koku

Calismada domates kiispesinde enzim ve asit uygulamasi yapilarak P. fluorescens, P.

putida, C. cellulans ve Streptomyces spp. ile fermentasyon denemeleri de yapilmistir.

Ancak bu denemelerde de mikrobiyal bir gelisim gozlenmemistir. Cizelge 4.36’da soz

konusu bakterilere ait gelisimler verilmistir. Cizelge 4.36 incelendiginde domates

kiispesinde s6z konusu tiim mikroorganizmalarin baslangi¢da inokiile edilen hiicre sayilari

72 saat fermentasyon boyunca azalmistir. P. putida ve P. fluorescens’in 48 saatlik

fermentasyon siiresince hiicre sayilarinin azaldigi tespit edilmistir. C. cellulans hiicre

sayisinda ise 48 saatlik fermentasyon boyunca 6nemli bir degisimin olmadigi, ancak
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fermentasyonun 72. saatinde hiicre sayisinin 3 log’dan daha diisiik diizeyde belirlenmistir.

Cizelge 4.36. Domates kiispesinde bazi1 bakterilere ait sayim sonuglar1

Hiicre sayisi
Ortalama £S.E (log kob/mL domates kiispesi solusyonu)

Mikroorganizama/uygulama

Fermentasyon siiresi (saat)

0 24 48 72
Streptomyces spp. 3.77+0.07 3.65+0.04 4.38+0.60
C. cellulans (asit uygulamast) A 6.70+0.01 <3
C. cellulans (enzim uygulamasi) - 7.52+0.60 <3
P. putida (enzim ugulamasi) 7.0+0.01 - 5.00+0.01 <1
P. putida (asit uygulamasi) - <3 <1
P.fluorescens (enzim ugulamast) - <3 <3
P. fluorescens (asit uygulamasi) - <3 <1

“Sayim alinmamustir. kob: koloni olsuturan brim, SE: standart hata
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4.9. K. marxianus ve D. hansenii Kullanilarak Biber Kiispesinde Yapilan
Cahismalar

4.9.1. K. marxianus ve D. hansenii'nin biber kiispesinde mikrobiyal
gelisimlerinin incelenmesi

Biber kiispesinde K. marxianus ve D. hansenii mayalar1 ile erlen diizeyinde
gerceklestirilen fermentasyon denemelerinde gozlemlenen mikrobiyal gelisimler Cizelge

4.37°de verilmistir.

Cizelge 4 .37. Biber kiispesinde K. marxianus ve D. hansenii’nin erlen diizeyinde gelisimleri

Fermentasyon Hiicre sayisi
siiresi (saat) Ortalama+SE (log kob mL™! biber kiispesi soliisyonu)

K. marxianus D. hansenii
0 7.00+0.01¢2 7.00+£0.0182
24 8.33+0.0982 8.27+0.06"2
48 9.65+0.34" 8.80+0.36""
72 8.12+0.0752 8.76+0.23/2

P degeri 0.04

“Aym fermentasyon siiresinde farkli kii¢iik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark &nemlidir
(P<0.05). ACAyn1 mikroorganizma cesidinde farkli kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark
onemlidir (P<0.05)., kob: koloni olsuturan birim, SE: standart hata

Yapilan varyans analizi sonucunda biber kiispesinde her iki mikroorganizmanin
mikrobiyal gelisiminin fermentasyon siiresi ve mikroorganizma c¢esidine bagli olarak
degisiklik gosterdigi belirlenmistir (P=0.04). Buna gore, 72 saatlik fermentasyon boyunca
biber kiispesinde K. marxianus’ un hiicre sayisinda maksimum 2.65 log’luk bir artisin
oldugu, D. hansenii’nin hiicre sayisinda ise 1.80 log’luk bir artisin meydana geldigi
belirlenmistir. Her iki mayanin da mikrobiyal gelisiminin duragan faza 48 sonra gegtigi
tespit edilmistir.. Diger taraftan, fermentasyon boyunca her iki mayanin hiicre sayilari
arasinda onemli bir farkliligin olmadigi bulunmustur. Cizelge 4.37 incelendiginde, K.
marxianus 'un mikrobiyal gelisiminin pratikte D. hansenii’den daha hizli oldugu ve 6liim
fazina yiiksek miktarda hiicre kaybiyla gectigi sdylenebilir. Biber kiispesinde biyoreaktor
diizeyinde gergeklestirilen fermentasyonda gozlemlenen mikrobiyal gelisimler Sekil 4.9’da

gosterilmistir.

87



Mikroorganizma Sayisi (log kob mL™* biber soliisyonu)

T T T . )
0 24 48 72 96 120
Fermentasyon Siiresi(Saat)

—8— K. marxianus —&—D. hansenii

Sekil 4.9. Biber kiispesinde biyoreaktor kosullarinda K. marxianus ve D. hansenii nin gelisimleri

Biyoreaktor diizeyinde K. marxianus’un maksimum hiicre sayist artisinin 2.14 log
oldugu, D. hansenii’nin hiicre sayisindaki artisin ise 2.79 log diizeyinde oldugu
belirlenmistir. Domates kiispesindeki mikrobiyal gelisime benzer olarak K marxianus’un
gelisiminin yine 24 saatlik fermentasyon sonunda duragan faza gectigi, D. hansenii’nin
mikrobiyal gelisiminin ise 48 saatlik fermentasyon siiresi sonunda duragan bir sekilde
devam ettigi goriilmektedir. Her iki mikroorganizmanin spesifik tireme hizi () ve
ikilenme siiresi (tg) incelendiginde K. marxianus i¢in p degerinin 0.05 sa.”, D. hansenii
icin ise bu degerin 0.09 sa™* oldugu hesaplanmistir. Mikroorganizmalarin ikilenme siireleri
ise sirasiyla 14.14 sa. (K. marxianus igin) ve 7.78 sa. (D. hansenii igin) olarak
belirlenmistir. Calismamizda K. marxianus ve D. hansenii’nin erlen diizeyinde biber
kabugunda gelisimine ait elde ettigimiz bulgular yapilan diger bazi caligmalardaki
sonuglarla benzerdir. Ancak K. marxianus ve D. hansenii’nin biber kiispesinde
gelisimlerine ait buldugumuz spesifik ilireme hizi ve ikilenme siireleri yapilan diger
caligmalarda bulunan degerlerden daha diisiiktiir (Duarte ve ark., 2008; Dominguez ve
ark.,1997; Hong ve ark., 2007; Pinheiro ve ark., 2003; Rajoka, 2007).

Karbon kaynagi olarak farkli seker tiirevlerini igeren sentetik besiyerinde K.

marxianus’un B-ksilosidaz enzim iretiminin incelendigi calismada, K. marxianus’un
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spesifik {ireme hizinin 0.26 ile 0.59 sa’ arasinda degistigi belirlenmistir. En yiiksek
spesifik lireme hiz1 glikoz igeren besiyerinde hesaplanmistir (Rajoka, 2007). Lane ve ark.,
(2011) yaptiklar1 bir ¢alismada 13 adet farkli K. marxianus tiiriiniin sentetik etil alkol
tiretme potansiyelini arastirmiglardir. Calisma sonucunda, 30 °C’de 180 rpm karistirma
hizinda erlen diizeyinde fermentasyon kosullarinda K. marxianus tiirlerinin maya YPL
besiyerinde spesifik iireme hizlarinin 0.50 ile 0.99 sa™® arasinda degistigi belirlenmistir ve
en yiiksek spesifik tireme hizina K. marxianus CBS 745’in sahip oldugu ifade edilmistir.
Yapilan diger bir calismada ise 50 g L™ ile 300 g L* arasinda ksiloz igeren sentetik
besiyerinde, 30 °C, 250 rpm karistirma hizinda ve mikroaerobik fermentasyon kosullarinda
D. hansenii NRRL Y-7426’mn spesifik iireme hizzmn 0.0012 ile 0.0054 sa?® arasinda
degistigi belirlenmistir (Converti ve ark., 2002).

Sonug¢ olarak, hem K. marxianus hem de D. hanseniii’nin erlen ve biyoreaktor
diizeyinde gelisimlerine ait elde ettigimiz hiicre sayisi artis1 degerleri incelendiginde, erlen
diizeyindeki tiretimlerde K. marxianus’un biber kiispesinde gozlemlenen hiicre sayisi
artisinin ~ D. hansenii’den daha yiiksek oldugu, ancak biyoreaktor kosullarinda her iki
mayanin da hiicre sayisi artisinin benzer oldugu belirlenmistir. Her iki maya tiirii i¢in
hesaplanan spesifik iireme hizlar1 degerlendirildiginde, D. hansenii’nin biber kiispesinde
gelisiminin daha hizli oldugu sdylenebilir. Bununla birlikte, her iki mayanin duragan
fazdaki hiicre sayilarinin birbirine yakin oldugu ve fermentasyon siiresince biber
kiispesinde canliliklarini1 birbirlerine benzer sekilde koruduklar ifade edilebilir (Cizelge
4.9). Ayrica K. marxianus ve D. hansenii i¢cin domates kiispesinde hesapladigimiz spesifik
tireme hizlarinin ve ikilenme siirelerinin literatiirde her iki mikroorganizma igin sentetik

besiyerlerinde rapor edilen degerlerden daha diisiik oldugu gorilmistiir.

49.2. K. marxianus ve D. hansenii'nin biber Kkiispesinde iirettigi aroma
maddelerinin incelenmesi

Calismada erlen diizeyinde K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis biber
kiispelerinde toplam 30 adet aroma aktif bilesen belirlenmistir. Fermente biber
kiispelerinde belirlenen aroma bilesenleri Cizelge 4.38’de gosterilmistir. Fermente biber
kiispelerinde belirlenen aroma aktif bilesenler, domates kiispesinde oldugu gibi asit, aldehit

ve alkol tiirevli bilesiklerden olusmaktadir.
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Cizelge 4.38. K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis biber kiispesinde belirlenen aroma

aktif bilesenler
RI* Ugucu bilesen Aroma Belirleme _ Aroma yogunlugu® (ortalama+SE)
Tamm yontemi Kontrol K.marxianus D.hansenii
592 Diasetil Tereyag RI,MS,0 3.8+0.6  0.8+0.2 T.E
617 Asetik asit Eksi, sirke RI,MS,0 2.0+1.5 T.E 1.5+1.0
801 Hekzanal Cimen, yaprak RI, MS, 0  1.8£0.6  0.5£0.4 T.E
861 lzovalerik asit Eksi . RI, O 2.0+0.1 2.5%1.5 2.3+0.5
meyvemsi
871 lzoamil asetat Meyvemsi RI,MS, 0 03+0.2  6.0+0.1 2.5+1.5
883 Stiren Balsamik RI,MS, 0 3.0£2.0 0.5+04 T.E
899 2-Heptanon Besiyeri RI,MS,0 15+1.0 T.E T.E
907 Metiyonal ?aisalér;mls RI, O 55004 15510 2007
910 2,4 hekzadienal Haslanmis o) o TE TE 1.040.1
sebze
933 2-asetil-1-pirolin Patlamig misir RI, O 0.4+0.3 2.0+0.7 T.E
957 2-hepten-1-al Yesil yaprak RI, O T.E 0.5+0.4 TE
981 1-okten-3-ol Mantar RI, MS,0 5.8+1.5 25404 3.5£0.4
984 (2)-1,5 oktadien-3-on Sardunya RI,MS,0 1.5£1.0 2.5%1.5 2.0£0.7
952 Hekzanoik asit Eksi, asit RI,MS, 0 0.3x0.2 T.E T.E
1001 Hekzil asetat Eglrgﬂya RI,MS,0 0302 TE 1.040.7
1052 Benzenasetaldehit Giil, ¢icek RI,MS,0 0.8+0.5 0.8+0.5 1.5£1.0
1061 Bilinmeyen 1 Yanik, kirli  RI, O 1.3£0.5  2.5£1.0 3.5£1.5
1081 Bilinmeyen 3 Yogurt RI, O T.E 0.5+0.4 TE
1084 Bilinmeyen 2 Yanik, baharat RI, MS, 0 T.E T.E 0.8+0.5
1097 3,5-oktadien-2-on Kizarmis yag RI, MS, O  4.0+0.7 1.5+1.0 0.5+0.4
1106 Linalool Cay RI,MS, 0  2.5£1.7 2.0£1.5 1.5+1.0
1140 Fenil etil alkol Giil RI,MS, 0 0.5+04  2.3+1.5 4.5+0.4
1147 (E)-2-nonenal Okside yag RI, O T.E T.E 0.5+0.4
1160 (E,Z)-2,6-nonadienol Saman,titin =~ RI, O 45+04 T.E T.E
1173 Dekanal Saman RI,MS, 0  5.0+£0.7 1.5+1.0 1.0£0.7
1183 2,3-dietil-5-metil-pirazin, Biber RI, O 6.5£0.4  6.310.5 6.0+£0.7
1246 3-karvomenthenon Balikhane RI,MS,0  1.0+0.7 1.0£0.7 0.5+0.4
1333 (E,E)-2,4-dekadienal Yag RI,MS,O  3.5£0.4  0.5+£0.4 0.9+0.1
1349 a-kubenen E’ﬁﬂ}a”’ kUi o MS, 0 05£04 TE TE
1488 pB-damasenon Tatl, izim RI,MS,0 1.5¢1.0 T.E 0.8+0.5

aRI:Alikonma indeksi HP-5 MS kolonda hesaplanmustir, 72 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma
yogunlugu, SD: standart sapma, T.E: Tespit edilmedi, MS:kiitle spektrometresi, O: Koku

K. marxianus ve D. hanseni ile fermente edilmis biber kiispelerinde izoamil asetat
(meyvemsi), fenil etil alkol (giil) ve yanik kirli aroma ile iliskilendirilen bilinmeyen 1 nolu
aroma bilesenlerinin yogunlugunun kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu
belirlenirken, diger aroma aktif bilesenlerin yogunluklarinin genelde kontrol 6rneklerine

benzer oldugu bulunmustur. Kontrol grubu biber kiispelerinde belirlenen ancak fermente
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domates kiispelerinde belirlenemeyen aroma bilesenleri de tespit edilmistir. Ornegin; 2-
heptanon (besiyeri), hekzanoik asit (eksi, asit), (E,Z)-2,6-nonadienol ve a-kubenen her iki
maya ile fermente edilmis biber kiispelerinde belirlenmezken, asetik asit (sirke), hekzil
asetat (kolonya), (E)-2-nonenal ve B-damasenon K. marxinus ile fermente edilmis biber
kiispelerinde tespit edilmemistir. D. hansenii ile fermente edilmis biber kiispelerinde tespit
edilemeyen aroma bilesenleri ise diasetil (tereyag), stiren (balsamik), hekzanal (¢imen), 2-

asetil-1-pirolin (patlamis misir) dir.

Erlen diizeyinde K. marxianus ve D. hansenii ile fermente olmus biber kiispesinde

belirlenen aroma bilesenlerinden miktari artanlar Cizelge 4.39” da gosterilmistir.

Cizelge 4.39. K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis biber kiispesinde belirlenen bazi

aroma maddeleri

Ortalama Miktar+S.E
Aroma Maddesi Aroma Tanimi (ng kg biber kiispesi soliisyonu)?
Kontrol K. marxianus D. hansenii
Izoamil alkol (P=0.05) Meyvemsi TE 59.73+13.35%  176.50+23.804
Izoamil asetat (P=0.03) Fermente meyve T.E 2.62+0.838 16.90+3.814
Fenil etil alkol (P=0.019)  Cigek, giil 3.77£0.368  78.52+10.088  49.42+4.1948
Fenil etil asetat (P=0.01) Bal, ¢igek T.E 13.12+1.428 34.93+0.12A

ACAym ugugu bilesende farklr bilyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05). 272
saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma maddelerinin oransal bollugu, T.E: tespit edilemedi

K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis biber kiispesinde GCO analizi ile
tespit edilememesine ragmen izoamil alkol (muz) ve fenil etil asetat (bal, ¢igek) her iki
mikroorganizma tarafindan fermente edilen biber kiispesi 6rneklerinde GC-MS analizi ile
tespit edilmistir. Bu durum, mayalarin biber kiispesinde bu iki aroma maddesini de
rettiklerini gostermektedir. Yapilan varyans analizi sonucunda, K. marxianus ve D.
hansenii’nin biber kiispesinde trettikleri izoamil alkol, izoamil asetat, fenil etil alkol ve
fenil etil asetat miktarlar1 arasinda 6nemli bir fark bulunmustur (P<0.05,). Buna gore,
izoamil alkol, izoamil asetat, fenil etil alkol ve fenil etil asetat’in D. hansenii tarafindan
daha yiiksek miktarda ftretildigi belirlenmistir. Her iki maya tiiri tarafindan iiretimi
gerceklestirilen aroma maddeleri i¢inde izoamil alkol (muz) ve fenil etil alkoliin (bal,
cicek) diger aroma maddelerine gore daha yiiksek miktarda tiretildigi tespit edilmistir. K.
marxianus ve D. hansenii’nin 72 saatlik fermentasyon siiresince iirettigi izoamil alkol
miktarlarinin sirasiyla 59.73 ve 176.50 pg kgt oldugu belirlenirken, fenil etil alkol
iiretimleri ise sirasiyla 78.52 ve 49.42 ng kg olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.39). K.

marxianus ve D. hansenii tarafindan biber kiispesinde {iiretilen aroma maddelerinin
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biyoreaktor diizeyindeki degisimleri Cizelge 4.40 ve 4.41°de gosterilmistir. Yapilan
varyans analizi sonucunda, her iki maya tarafindan biber kiispesinde iiretilen aroma
maddelerinin miktarlarinin fermentasyon siiresine bagli olarak degisim gostermistir
(P<0.05). K. marxianus tarafindan biyoreaktor kosullarinda tiretilen aroma maddelerinin
degisimi incelendiginde, izoamil asetat ve fenil etil asetatin 24 saat boyunca iiretiminin
devam ederek maksimum diizeye ulastigi belirlenmistir. Her iki aroma maddesinin
maksimum miktarlar1 sirastyla 6.35 ve 4.54 pg kg olarak belirlenmistir. Diger taraftan,
izoamil alkol’un fiiretiminin 72 saatlik fermentasyon boyunca devam ettigi, fenil etil
alkoliin ise 48 saat boyunca devam ettigi belirlenmistir. Izoamil alkoliin biyoreaktdr
ortaminda maksimum miktar1 41.48 pug kg, fenil etil alkoliin ise 119.88 pg kg™ oldugu
belirlenmistir. Genel olarak biber kiispesinde de biyoreaktor ortaminda iiretilen aroma
maddelerinin miktarlarinin belirli bir fermentasyon siiresinden sonra Onemli diizeyde
azaldig1r belirlenmistir (P<0.05). Bu durum ikincil metabolit olarak {iretilen aroma
maddelerinin biyoreaktdr ortamidan uzaklastigini gostermektedir. Ozelikle asetat tiirevli
olan izoamil asetat (fermente meyve) ve fenil etil asetat (bal, gicek)’in 120 saatlik
fermentasyon sonunda kiiltiir ortaminda ya hi¢ tespit edilmedigi ya da cok diisiik
miktarlarda bulundugu belirlenmistir. Bununla birlikte, fenil etil alkol ve izoamil alkoliin
kiiltiir ortaminda ¢ok fazla kaybmin olmadigi bulunmustur (P>0.05). Bu durum her iki
aroma maddesinin kiiltliir ortamindan uzaklagmasimna ragmen fermentasyon boyunca
iretiminin devam etmesinden ve uguculuklarinin diger aroma maddelerine gore daha

diisiik olmasindan kaynaklanmis olabilir.
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Cizelge 4. 40. Biyoreaktor kosullarinda K. marxianus ile fermente edilmis biber kiispesinde GC-MS ile belirlenen bazi aroma maddeleri

Ortalama Miktar+S.E (ug kg? biber kiispesi soliisyonu)?

Aroma Maddesi Aroma Tanim Fermentasyon siiresi (saat)

0 24 48 72 96 120
[zoamil alkol (P=0.04) Muz T.E 18.01+3.068 26.47+0.13"%  41.48+0.324 25.15+£5.60%®  22.63+0.0178
Izoamil asetat (P=0.01) Fermente meyve  0.35+0.34%  6.35+0.93* 0.10+0.01B 0.05+0.018 0.04+0.018 TE
Fenil etil alkol (P=0.01) Giil, Cigek 5.16+0.06°  52.86+6.17° 92.43+10.64* 119.88+1.66* 101.46+£5.09%  92.93+0.014
Fenil etil asetat (P=0.01) Bal, Cigek 0.72+0.01B 4.54+0.047 2.02+0.665 0.82+0.528 0.80+0.108 0.79+0.018

€6

ADFermentasyon siiresince farkli bilyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark onemlidir (P<0.05). 2120 saat fermentasyon boyunca belirlenen aroma
maddelerinin oransal bollugu. T.E: tespit edilmedi. S.E: standart sapma

Cizelge 4.41. Biyoreaktor kosullarinda D. hansenii ile fermente edilmis biber kiispesinde GC-MS ile belirlenen bazi aroma maddeleri

Ortalama Miktar+S.E (ug kg biber Kkiispesi soliisyonu)?

Aroma Maddesi Aroma Tanimm Fermentasyon siiresi (saat)

0 24 48 72 96 120
Izoamil alkol (P=0.001) Muz T.E 66.75+12.04  19.7742.258  10.83+1.11° 12.24+3.358  4.07+0.338
Izoamil asetat (P=0.017)  Fermente meyve  0.17+0.14% 0.76+0.01% 0.36+0.06"®  0.31+0.018 TE TE
Fenil etil alkol (P=0.01) Giil, Cigek 0.16£0.09° 16.43+4.09°  26.20+3.825€ 37.82+0.94"  44.63+1.36" 37.97+3.50°B
Fenil etil asetat (P=0.029) Bal, ci¢ek T.E 1.67+£0.55 0.91+0.018 0.19+0.018 0.15+0.028 0.25+0.0478

ACFermentasyon siiresince farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05). #120 saat fermentasyon boyunca belirlenen aroma
maddelerinin oransal bollugu. T.E: tespit edilmedi. S.E: standart hata



D. hansenii tarafindan biyoreaktor ortaminda iiretilen aroma maddelerinin degisimi
incelendiginde (Cizelge 4.41), fenil etil alkol hari¢ diger tiim aroma maddelerinin 24
saatlik fermentasyon siiresince iiretildigi maksimuma ulastig1 belirlenmistir. Izoamil alkol
(muz), izoamil asetat (fermente meyve) ve fenil etil asetat (bal, ¢igek) mn maksimum
miktarlart sirasiyla 66.75, 0.76 ve 1.67 pg kg* olarak tespit edilmistir. Fenil etil alkol
miktarinin fermentasyonun 96. saatine kadar siirekli artis gosterdigi yani sz konusu aroma
maddesinin iiretiminin devam ettigi belirlenmistir. Biber kiispesinde fenil etil alkoliin
belirlenen maksimum miktar1 44.63 ug kg! dir. Bununla birlikte K. marxianus
fermentasyonunda oldugu gibi D. hansenii ile yapilan biyoreaktdr denemelerinde aroma
maddelerinin miktarlarinin belirli bir fermentasyon siiresinden sonra biber kiispesinde
azaldig1 belirlenmistir. Bununla birlikte, fermentasyonun 96. saatinden sonra izoamil asetat

kiiltiir ortaminda tespit edilememistir (Cizelge 4.41).

Cizelge 4.42 ’de K. marxianus ve D. hansenii tarafindan biyoreaktor kosularinda
biber kiispesinde firetilen aroma maddelerinin verimlilik degerleri verilmistir. Aroma
maddelerinin verimlilikleri incelendiginde, hem izoamil asetat (fermente meyve) hem de
fenil etil asetatin (bal, ¢igek) verimlilik degerlerinin diger aroma maddelerine gore daha
diisik oldugu goriilmektedir. K. marxianus tarafindan iiretilen aroma maddelerinden
verimlilik degeri en yiiksek olan aroma maddesi fenil etil alkol (giil) olarak belirlenmistir.
Diger bir ifade ile fermentasyon boyunca saatte en hizli ve en fazla tiretimi gergeklesen
aroma maddesinin fenil etil alkoldiir. D. hansenii tarafindan tiretilen aroma maddelerinin
verimlilik degerleri incelendiginde ise, en yiiksek verimlilik degerinin 2.78 pg kg™ sa. ile
izoamil alkole (muz) ait oldugu goriilmektedir. En diigiik verimlilik degeri ise izoamil
asetat (fermente meyve) i¢in belirlenmistir. Buna gore D. hansenii’nin fermentasyonu
boyunca biber kiispesinde en hizli ve en fazla iiretimi gergeklesen aroma maddesinin
izoamil asetat, en yavas ve en az ilretimi olan aroma maddesinin ise izoamil asetat

olmustur.
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Cizelge 4.42. K. marxianus ve D. hansenii tarafindan biber kiispesinde iiretilen aroma

maddelerinin verimlilikleri.

Ortalama=S.E
Ugucu bilesen (ng kg! biber Kkiispesi soliisyonu sa?)?
K. marxianus D. hansenii
[zoamil alkol 0.57+0.01 2.78+0.50
[zoamil asetat 0.26+0.03 0.01+0.01
Fenil etil alkol 1.66+0.02 0.46+0.01
Fenil etil asetat 0.18+0.01 0.06+0.02

2Aroma maddesinin maksimum miktarinin belirlendigi fermentasyon siiresine gore hesaplanmistir. S.D:
standart hata

K. marxianus ve D. hansenii ile biber kiispesinden iiretilen aroma maddeleri yapilan
diger calismalarda da belirlenmistir (Mederios ve ark., 2001; Garavaglia ve ark., 2007;
Manuel Salgado ve ark., 2012; Christen ve ark., 1997; Etschmann ve ark., 2003). Ornegin,
Mederois ve ark.. (2001) dolgulu kolon reaktorde topyaka kiispesinin K. marxianus ATCC
10022 ile kat1 faz fermentasyonu sonucu 11 adet aroma maddesinin iretilebildigini tespit
etmiglerdir. Caligmada, K marxianus tarafindan iiretildigi belirlenen aroma maddelerinin
etil asetat, asetaldehit, etil alkol, propil asetat, butil asetat, etil propionat, etil izobutirat,
izoamil alkol, izoamil asetat ve 2 adet belirlenemeyen aroma bilesenler ifade edilmistir.
Portakal kiispesi, patates kiispesi, seker pancar1 melasi, peyniralti suyu, biracilik artigi ve
malt artigi karistirilarak elde edilen tarimsal atik karisiminin kati faz fermentasyon
teknigiyle K. marxianus, K. kefir ve S. cerevisiae ile fermente edilmesiyle tek hiicre
proteini, aroma maddesi ve yag iiretimi incelenmistir (Aggelopoulos ve ark., 2014).
Calisma sonucunda karisim halindeki tarimsal atiktan, K. marxianus ve K. kefir’in izoamil
asetat, fenil etil alkol, etil alkol tretimlerini gerceklestirdigi, K. kefir’in ise e-pinen
tiretimini  gergeklestirdigi  belirlenmistir. Manuel Salgado ve ark., (2012) ise sarap
tiretiminde agiga ¢ikan iiziim kabuklarinin hemiselulozik hidrolizatlarindan D. hansenii ile
yiiksek giil aromas1 veren fenil etil alkol miktarda (38.9 mg L) iiretiminin gerceklestigini
belirlemislerdir. K. marxianus ve D. hansenii’nin biyoteknolojik kullanimlarina
bakildiginda, her iki mikroorganizmanin siit ve et iiriinlerinde aromatik kiiltiir olarak ve
farkli o6zellikteki enzimlerin tretiminde kullanildigi goriilmektedir (Breuer ve Harms,
2006; Fonseca ve ark., 2008). Bu kapsamda yapilan bir ¢aligmada, 12 farkli D. hansenii
tiirtiniin model peynir ortaminda yiiksek miktarda izo butiraldehit (¢i¢ek) izovaleraldehit
(cikolata), izobutil alkol (viski), izoamil alkol (muz) ve izopirenol (meyvemsi) aromalarini

tirettigi bulunmustur (Gori ve ark., 2012). Leclercq-Perlat ve ark., (2004) ise D. hansenii
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ve K. marxianus’un model peynir ortaminda aroma iretimlerini karsilagtirmislardir.
Calisma sonucunda, D. hansenii’'nin metil keton tiirevli aroma bilesenleri ile fenil etil
alkolli, K. marxianus’un ise meyve aromasi veren esterleri trettigi belirlenmistir. Etil
asetat ve izoamil asetatin K. marxianus tarafindan, fenil etil alkoliin ise D. hansenii
tarafindan model ortamda diger aroma maddelerine gore daha yiliksek miktarda tiretildigi

bulunmustur.

Calismamizda biber kiispesinin K. marxianus ve D. hansenii ile biyoreaktor
ortaminda iiretilen aroma maddeleri hakkinda elde ettigimiz sonuglar, literatiirde belirtilen
farklt maya ve kiiltiir ortamlarinda iretilen aroma maddeleri ile benzerlik gostermektedir
(Loser ve ark., 2011; Urit ve ark., 2011; Mantzouridou ve ark., 2013; Rossi ve ark., 2009;
Yilmaztekin ve ark., 2009). Rossi ve ark., (2009) soya fasulyesi kepegi ve seker kamisi
melast ile karigtirnllmis portakal kabugunun C. fimbriata ile erlen diizeyinde
fermentasyonuyla {iretilen etil asetat ve izoamil asetat konsantrasyonlarmin 48 saat
boyunca arttigin1 ve bu siire sonunda her iki aroma maddesinin konsantrasyonunun
azaldigini belirlemislerdir. Mederios ve ark., (2001) tarafindan topyaka kiispesinin K.
marxianus ile paketlenmis yatakli kolon biyoreaktdrde fermantasyonu sonucu iiretilen etil
alkoliin miktarinin 92 saatlik fermentasyon boyunca artis gosterdigini ve bu siire sonunda
etil alkol konsantrasyonunda bir azalmanin meydana geldigini belirlemislerdir. Ayrica ayni
ortamda tiretilen etil asetatin konsantrasyonunun 22 saat sonra maksimum diizeye ulastig
ve bu siire sonunda s6z konusu aroma maddesinin konsantrasyonunun kademeli bir sekilde
azaldigi belirlenmistir. C. fimbriata kiifti ile farkli tarimsal atiklarin kati faz fermantasyonu
yapilarak aroma maddelerinin {iretiminin arastirildigi diger bir ¢aligmada, bugday
kepeginin fermenasyonu ile iiretilen etil alkol, etil asetat, asetaldehit ve izoamil alkol
konsantrasyonlarinin 60 saatlik fermentasyon siiresince arttigi ve bu siire sonunda yine
kademeli olarak tiim aroma maddelerinin konsantrasyonlarmin azaldigi saptanmistir

(Christen ve ark., 1997).

Sonug olarak, biber kiispesinin K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmesiyle
asetat esterleri ve alkol tlirevli aroma bilesiklerin iiretildigi tespit edilmistir. Yapilan
caligmalarda ester tiirevli bilesiklerin mayalar tarafindan tiretilen asetil koenzimA ve
asetiltransferaz enzimleriyle, alkol tiirevli bilesiklerin ise Erlich metabolik yoluyla
dallanmis amino asitlerin transaminasyonu, dekarboksilasyonu, oksidasyonu ve
indirgemesi ile biyokimyasal olarak iiretildigi bildirilmektedir (Hazelwood ve ark., 2008;

Mason ve Dufour, 2000; Yilmaztekin 2009). Bu ¢alismada K. marxianus ve D. hansenii
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tarafindan iiretilen aroma maddelerinin 6zellikle ¢igek ve meyvemsi aroma kalitesine sahip
olan izoamil alkol, izoamil asetat, fenil etil alkol ve fenil etil asetat oldugu tespit edilmistir.
Yiiriitiilen erlen ve biyoreaktor diizeyindeki denemelerde izoamil alkol ve fenil etil alkoliin
diger aroma maddelerine gore daha yiiksek miktarlarda tretildigi tespit edilmistir.
Ozellikle fenil etil alkoliin K. marxianus’un fementasyonunda en hizli ve en fazla iiretimi
gerceklesen aroma maddesi oldugu, D. hansenii fermentasyonunda ise en hizli ve en fazla

iiretimi olan aroma maddesinin izoamil alkol (muz) oldugu belirlenmistir.

4.9.3. K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis biber kiispesinin duyusal
ozelliklerinin incelenmesi

K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis biber kiispelerinin duyusal
ozellikleri dokuz adet duyusal tanimlayici terim ile ortaya konmustur (Cizelge 4.43). Biber
kiispelerinde belirlenen aroma terimleri; taze biber, bitkisel, fermente sebze, pismis, odun,
fermente meyve, depo, giil/gigek ve keskin aromatiktir. Yapilan varyans analizi sonucunda,
biber kiispelerinde belirlenen duyusal 6zelliklerin yogunluklarinin bitkisel ve odun aromasi
hari¢ maya cesidine gore degisim gosterdigi belirlenmistir (P<0.05, Cizelge 4.43). Buna
gore bitkisel ve giil/¢igek aromalarinin K. marxianus ile fermente edilmis biber kiispesinde
yogunluklar yiiksek bulunurken, keskin aromatik, depo ve fermente sebze aromalarinin
yogunlugu D. hansenii ile fermente edilen biber kiispesinde daha yiiksek oldugu
bulunmustur (P<0.05). Fermente meyve aromasinin ise her iki maya ile fermente edilmis
biber kiispesinde benzer yogunlukta oldugu tespit edilmistir. Ayrica, fermente biber
kiispelerinde fermente meyve aromasinin diger aromatik oOzelliklere gére daha yogun

hissedildigi belirlenmistir (Sekil 4.10).
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Cizelge 4.43. K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis biber kiispesinin duyusal 6zellikleri

Ortalama? £+ S.E

Aromatik Ozellik - — P degeri
Kontrol K. marxianus  D. hansenii
Taze biber 2.78+0.32%  1.64+0.17° 2.14+0.09°8 0.01
Bitkisel 0.924+0.138  2.71+0.26" 1.14+0.178 0.01
Fermente sebze 2.53+0.51B 1.64+0.268 5.35+0.624 0.01
Pismis 2.71+0.18 2.64+0.21 2.03+0.23 0.10
Odun 1.0+0.10 1.07+0.17 0.92+0.07 0.90
Fermente meyve 0.28+0.14%  3.92+0.33A 3.35+0.55% 0.01
Depo 1.92+0.298  1.78+0.148 3.0+0.28A 0.01
Giil/cigek TE 2.14+0.30” 0.21+0.148 0.01
Keskin aromatik 1.0+0.18% 0.21+0.108 0.71+0.13A 0.01

ABAym aromatik 6zellikte farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05). 272
saat fermentasyon sonunda belirlenmistir. T.E: Tespit edilmedi.SE: standart hata

Fermente sebze

Depo Fermente meyve

-
————
-

Bitkisel Cicek-Gdil

===-Kontrol =-=-=-K. marxianus —— D. hansenii

Sekil 4.10. K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis biber kiispesinin bazi1 duyusal

Ozelliklerine ait 6riimcek ag1 diyagrami
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4.10. A. sojae ve T. atroviride Kullanilarak Biber Kiispesinde Yapilan
Calhismalar

4.10.1. A. sojae ve T. atroviride'nin biber kiispesinde mikrobiyal gelisimlerinin
incelenmesi

Biber kiispesinin A. sojae ve T. atroviride kiifleri ile erlen diizeyinde gergeklestirilen
fermentasyon denemelerinde go6zlemlenen mikrobiyal gelisimler Cizelge 4.44 ‘’de
verilmistir. Her iki kiifiin de biber kiispesindeki gelisimleri, domates kiispesindeki

gelisimleri ile benzer bulunmustur.

Cizelge 4.44. Biber kiispesinde A. sojae ve T. atroviride’nin erlen diizeyinde gelisimleri

Fermentasyon Hiicre sayisi
siiresi (saat) Ortalama+S.E
(log kob mL™* biber Kiispesi soliisyonu)

A. sojae T. atroviride
0 6.0£0.01¢2 6.0£0.0152
24 6.54+0.238@  6.19+0.1052
48 8.28+0.58%  5.68+0.21BP
72 8.04+0.44"2 7.58+0.0142
96 7.0£0.018° 7.80+0.034
120 7.0£0.015° 7.73+0.0342

P degeri 0.01

@ Ayni fermentasyon siiresinde farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark onemlidir
(P<0.05). A~CAyn1 mikroorganizma cesidinde farkli kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark
o6nemlidir (P<0.05). kob: koloni olusturan birim, SE: standart hata

Yapilan varyans analizi sonucunda biber kiispesinde her iki mikrobiyal gelisimin
fermentasyon siiresi ve mikroorganizma ¢esidine bagli olarak degisiklik gosterdigi
belirlenmistir (P=0.01). Buna gore, 120 saatlik fermentasyon boyunca biber kiispesinde A.
sojae’nin hiicre sayisinda maksimum 2.28 log’luk bir artisin oldugu, T. atroviride’nin
hiicre sayisinda ise maksimum 1.80 log’luk bir artisin meydana geldigi belirlenmistir. A.
sojae’nin mikrobiyal gelisminin duragan faza 48 saat sonra gectigi, T. atroviride’nin ise
mikrobiyal gelisiminin A.sojae’ya gore daha yavas oldugu ve gelisminin duragan faza 72
saatlik fermentasyon siiresi sonunda gectigi tespit edilmistir. Ayrica 72 saatlik
fermentasyon sonrasinda, fermentasyon tamamlanincaya kadar T. atroviride’nin hiicre
sayisinin A. sojae’dan daha yiiksek oldugu, diger bir ifade ile T. atroviride’nin &liim
fazinin biber kiispesinde daha yavas ilerledigi belirlenmistir. Biber kiispesinde biyoreaktor

diizeyinde gerceklestirilen fermentasyon denemelerinde gozlemlenen A. sojae ve T.
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atroviride’nin gelisimleri Sekil 4.11’de gosterilmistir.
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Sekil 4.11.Biber kiispesinde biyoreaktor kosullarinda A. sojae ve T. atroviride’nin gelisimleri

Biyoreaktorde fermentasyon siiresince A. sojae’nin maksimum hiicre sayisi artiginin
3.25 log oldugu, T. atroviride’nin hiicre sayisindaki maksimum artigin ise 0.90 log oldugu
belirlenmistir. T. atroviride’nin gelisiminin 48 ile 72 saatlik fermentasyon siiresince
duragan fazda oldugu, A.sojae’nin ise gelisiminin hizli bir gsekilde gergeklestigi
goriilmektedir. 96 saatlik fermentasyon siiresi sonunda A. sojae’nin mikrobiyal gelisiminin
duragan faza gectigi gorilmektedir (Sekil 4.11). Her iki mikroorganizmanin mikrobiyal
iireme kinetigi, spesifik tireme hiz1 (1) ve ikilenme siiresi (td) acisindan incelendiginde, A.
sojae igin p degerinin 0.109 sa., T. atroviride icin ise bu degerin 0.028 sa.™ oldugu tespit
edilmistir. Ikilenme siireleri ise sirasiyla 6.35 sa. (A.sojae igin) ve 24.75 sa. (T. atroviride
igin) olarak belirlenmistir. Biber kiispesinde T. atroviride ve A. sojae ile erlen diizeyinde
yapilan fermentasyon denemelerinde elde ettigimiz sonuglar, farkli Trichoderma spp. ve
Aspergillus spp. ile yapilan ¢alismalarda elde edilen bulgularla benzerdir. (Zuoxing ve
Shetty, 1998; Dhillon ve ark., 2011). A. sojae’nin biber kiispesinde biyoreaktor diizeyinde
saptanan spesifik tireme hiz degeri ve ikilenme siiresi, yapilan diger ¢aligmalarda farkli
Aspergillus cinsleri i¢in bulunan degerlerle uyumlu bulunmustur (Puri ve ark., 2005;
Zawadi ve ark., 2008; Singh ve ark., 2005). Buna karsin, T. atroviride i¢in buldugumuz

spesifik iireme hizi ve ikilenme siiresi degerlerinin, yapilan diger calismalarda farkl
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Trichoderma spp tiirleri i¢in bulunan degerlerden diisiik oldugu bulunmustur (Akraam-
Kashmiri ve ark., 2006; Ming Lo ve ark., 2010; Muthuvelayudham ve Viruthagiri, 2006).
Farkli kiif tiirlerinin yaban mersini kiispesinde gelisimlerinin incelendigi bir calismada %5
CaCOs, %5 NH4sNO3 ve %20 su iceren kati kiiltiir ortaminda T. viride If -26’nin
gelisminin 120 saatlik fermentasyondan sonra duragan faza gectigi, T. harzianum’un ise
gelisminin 72 saatlik fermentasyon siiresinden sonra duragan fazda seyrettigi belirlenmistir
(Zuoxing ve Shetty, 1998). Dhillon ve ark. (2011) yaptiklar1 bir ¢alismada farkli tarimsal
atiklardan A. niger NRRL 567 ve A. niger NRRL 2001 kiiflerini kullanarak sitrik asit
tiretimini incelemislerdir. Calisma sonucunda, elma kiispesinde A. niger NRRL 2001
gelisiminin duragan faza 120 saatik fermentasyon sonunda, A. niger NRRL 567 ise 72

saatte gectigi belirlenmistir.

Akraam-Kashmiri ve ark., (2006) zeytinyagi iceren sentetik besiyerinde T. viride ile
lipaz {iretimini incelemislerdir ve 30 °C’de 100 rpm karistirma hizindaki fermentasyon
kosullarinda spesifik iireme hizin1 0.48 sa™ olarak belirlemislerdir. Kancelista ve ark.,
(2013) ise misir kogani artig1, seker pancar1 kati atigi ve bugday kepegi gibi tarimsal
atiklardan T. virens TRS 107 ve T. harzianum TRS 72’in spesifik tireme hizlarmin 0.045
satile 0.194 sa! arasinda degistigini belirlemislerdir. Puri ve ark. (2005) A. niger MYCC
1344 kullanarak nariginaz enziminin tiretimini inceledikleri bir ¢alismada, farkli oranlarda
seker pancar1 melasi ile farkli baslangi¢ seker konsantrasyonuna ayarlanmis sentetik
besyeri ortamlarinda A. niger MYCC 1344 i¢in maksimum spesifik ireme hizinin 0.15 sa.”
Lile 0.23 sa! arasinda oldugunu belirlemislerdir. Buna karsin; A. oryzae kullanilarak
ksilinaz enzimi {retiminin arastirildigi bir ¢aligmada, farkli pH’lardaki (4-8 pH) kagit
endiistrisi atiginda kati faz fermentasyonu ile gelistirilen A. oryzae’nin spesifik tireme

hizlarinm 0.2 sat ile 0.39 sa™ arasinda degistigi saptanmistir (Zawadi ve ark., 2008).

Sonug olarak, hem A. sojae hem de T. atroviride’nin erlen ve biyoreaktor diizeyinde
gelisimlerine ait elde ettigimiz hiicre sayis1 artisi degerleri incelendiginde, erlen
diizeyindeki tiretimlerde A. sojae’nin biber kiispesinde gbzlemlenen hiicre sayisi artiginin
T. atroviride’den daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Her iki kif tiirii icin hesaplanan
spesifik ireme hizlart degerlendirildiginde, A.sojae’nin biyoreaktdr kosullarinda biber
kiispesinde gelisiminin T. atroviride’den daha hizli oldugu sdylenebilir. Ayrica
fermentasyon sonunda &zellikle T. atroviride’nin hiicre sayisinin fermentasyon ortaminda
¢ok fazla artmadigi ve canliligin1 duragan bir sekilde korudugu belirlenmistir. A. sojae’nin

hiicre sayisinin ise 96 saatlik fermentasyon siiresince devamli artis gostermistir.
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4.10.2. A. sojae ve T. atroviride'nin biber Kkiispesinde iirettigi aroma
maddelerinin incelenmesi

Calismada erlen diizeyinde A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis biber
kiispesinde toplam 27 adet aroma aktif bilesen belirlenmistir. Fermente biber kiispelerinde
belirlenen aroma aktif bilesenler Cizelge 4.45°de gosterilmistir. Biber kiispelerinde
belirlenen aroma aktif bilesenler; asit, aldehit ve alkol tiirevli bilesiklerdir. Cizelge 4.45
incelendiginde, kontrol grubu biber kiispelerinde belirlenen ancak fermente biber
kiispelerinde belirlenmeyen aroma bilesenleri; asetik asit (eksi, sirke), 2-heptanon
(besiyeri), (Z)-2-nonenal (salatalik)’dir. Bununla birlikte yine kontrol grubunda belirlenen
ancak fermente biber kiispelerinde yogunluklari kontrol grubundan diisiik olan aroma

bilesenleri ise diasetil (tereyagi) ve 2,3-dietil-5-metil-pirazin (biber)’ dir.

Biber kiispesinin hem A. sojae hem de T. atroviride ile fermente edilmesiyle aroma
yogunlugu artan bilesenler metiyonal (haslanmis patates), 2-asetil-1-pirolin (patlamis
musir) 1-okten-3-ol (mantar) ve (E)-2-oktenol (yanik kirli) olarak belirlenmistir. Bununla
birlikte, sadece A.sojae ile fermente edilmis biber kiispesinde yogunlugu kontrol grubuna
gore yiiksek olan aroma bilesenleri (Z)-1,5 oktadien-3-ol, 3- oktanon ve (E)-2-oktanal'
olarak tespit edilmistir. Fenil etil alkol (giil) ve etil butirat (meyvemsi) in yogunluklarinin
ise sadece T. atroviride ile fermente edilmis biber kiispesinde yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ozellikle 1-okten 3-ol yogunlugunun, T. atroviride ile fermente edilmis biber
kiispesinde hem kontrol grubu hem de A.sojae ile fermente edilmis biber kiispelerinden

daha yiiksek oldugu goriilmektedir. (Cizelge 4.45).
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Cizelge 4.45. A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis biber kiispesinde belirlenen aroma aktif

bilesenler
Aroma Belirleme  Aroma yogunlugu (ortalama+SE)°
RI?  Ugucu Bilesen e . - —
Tanim yontemi  Kontrol A.sojae  T. atroviride
577  Diasetil Tereyagy, tath  RI, O 3.0+0.01 0.75+0.25 1.0+0.5
601  2-Butanon Tath, kafur RI, MS, 1.75+0.25 0.65+0.15 T.E
614  Asetik asit Eksi, sirke RI,MS, 0 1.0+1.0 T.E T.E
762  lzoamil alkol Muz RI,MS,0 T.E T.E 0.65+0.15
799  Hekzanal Cimen,yaprak RI, MS, O 0.75+0.75 1.90+1.10 1.25+0.25
848  Etil butirat Meyvemsi RI,MS, O T.E T.E 2.50+0.50
855  Butirik asit Peynirimsi RI, O 1.0+0.01 T.E 2.50+0.50
860 Bilinmeyen 1 Toz RI, O T.E 0.25+0.25 T.E
864 lzovalerik asit Ter, eksi RI, MS, O 1.0+0.01 T.E 1.5040.50
891  2-Heptanon Besiyeri RI,MS, O 1.7540.25 T.E T.E
. Haslanmis
896  Metiyonal Patates RI, O T.E 1.25+0.75 1.75+0.25
918 2-asetil-L-pirolin Eﬁtsllarmls RI, O 0404040  4.0:0.01  4.50£0.50
968 1-okten-3-ol Mantar RI, O 3.0+1.0 5.25€1.25 7.0+0.01
976  3-oktanon Sardunya RI, O T.E 5.75+0.25 T.E
ogy (LO-OMREN ququnya  RILMsS,0 TE 30430 TE
992  Hekazil asetat Kolonya RI, MS, 0 0.5+0.5 0.75+0.75 T.E
1049 (E)-2-oktenal Saman RI, O T.E 3.0+1.0 T.E
1083 (E)-2-oktenol Yanik, kirli ~ RI, MS, 0 2.50+£0.50 3.0+1.0 4.50+0.75
1099 3,5-oktadien-2-on  Kizarmigyag RI, O T.E T.E 0.75+0.25
1128 Fenil etil alkol Giil RI, O T.E T.E 1.25+0.25
1141 (Z)-2-nonenal Salatalik RI, O 2.25+0.75 T.E T.E
1144 Bilinmeyen 2 Toz RI, O 1.0+0.01 T.E 1.0+£0.01
1156 (E:£)-26- Saman, tiitin ~ RI, MS, O 1.75+0.25 1.75+0.25 0.75+0.75
nonadien-1-ol
1165 23-dietil-5-metil- gy RI,MS,0 3.50:0.50 1.040.50 2.0£0.01
pirazin
1201 2,4-nonadienal Okside Yag RI,MS, 0 T.E 0.8£0.01  0.8+0.01
1233 3-Karvomenthenon Balikhane RI, MS, 0 3.0+1.0 T.E 0.40+0.4
1374 Bilinmeyen 3 Stulfur RI,MS, O T.E 0.40+040 T.E

aRI: Alkonma indeksi HP-5 MS kolonda hesaplanmustir., ®120 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma
yogunlugu, SD: standart hata, T.E: Tespit edilmedi, MS:kiitle spektrometresi, O: Koku

T. atroviride ile fermente edilmis biber kiispesinde GCO analizi ile belirlenmemesine
ragmen etil asetat (meyvemsi), benzenasetaldehit (giil) ve fenil etil alkoliin T. atroviride
tarafindan tretildigi GC-MS ile belirlenmistir (Cizelge 4.46). Diger taraftan fermente biber
kiispelerinde aroma yogunlugu kontrol grubu biber kiispesine gore yiiksek olan 2-asetil-1-
pirolin (patlamis misir) ve metiyonal (haslanmis patates) biber kiispesinde GC-MS ile

tespit edilememistir. Erlen diizeyindeki fermentasyon denemelerinde T. atroviride ve A.
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sojae tarafindan biber kiispelerinde iiretilen aroma bilesenlerinden miktarlarr artan aroma

maddeleri Cizelge 4.46’da gosterilmistir

Cizelge 4.46. A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis biber kiispesinde GC-MS ile bazi

belirlenen aroma maddeleri

OrtalamazS.E

Aroma Maddesi :;‘:roma (ug kg! biber Kiispesi soliisyonu) 2
animt Kontrol A. sojae T. artroviride
Etil asetat Meyvemsi T.E T.E 435.63+56.00
Etil butirat Meyvemsi T.E T.E 15.80+0.18
(2)-1,5-oktadien-3-ol Sardunya T.E 40.97+1.24 T.E
1-okten-3-ol (p=0.051) Mantar TE 53.88+8.85 81.28+11.324
3-oktanon Mantar T.E 32.96+0.69 TE
Benzenasetaldehit Giil T.E T.E 5.05+0.76
(E)-2-oktenal (P=0.024) Mantar TE 53.02+10.76* 3.71+2.138
(E)-2-oktenol (p=0.013) Mantar TE 10.08+0.598 22.68+1.974
Fenil etil alkol Gl T.E T.E 1.80+0.58

ABAyni aroma maddelerinde farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir.
(P<0.05). 2120 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma maddelerinin oransal bolugu, SE: standart hata,
T.E: tespit edilemedi

Yapilan varyans analizi sonucunda, A. sojae ve T. atroviride’nin biber kiispesinde
(E)-2-oktenol ve (E)-2- oktanol iiretim miktarlari arasinda 6nemli fark oldugu bulunmustur
(P<0.05). Buna gore, (E)-2 oktenal'm A. sojae tarafindan biber kiispesinde yiiksek
miktarda tretildigi belirlenirken, (E)-2-oktenol’iin ise T. atroviride tarafindan daha fazla
tiretildigi belirlenmistir. A. sojae ve T. atroviride tarafindan biber kiispesinde iiretilen (E)-
2-oktenol (mantar)'iin iiretim miktarlar1 sirastyla 10.08 ve 22.68 pg kg™ 'dir. A. sojae ve T.
atroviride'nin biber kiispesinde gelisimi ile (E)-2- oktenal'in liretim miktar1 sirasiyla 53.02
ve 3.71 ng kg olarak tespit edilmistir. Ayrica, biber kiispesinde etil asetat (meyvemsi),
etil butirat (meyvemsi), benzenasetaldehit (giil) ve fenil etil alkol (giil)iin sadece T.
atroviride tarafindan {retildigi, (Z)1,5-oktadien-3-ol ve 3-oktanon ise sadece A. sojae

tarafindan tiretildigi belirlenmistir (Cizelge 4.46).

Her iki kiif ¢esidinin 1-okten-3-ol iiretim miktar1 bakimindan istatistiksel olarak
onemli bir fark bulunmazken, pratikte ayni fermentasyon siiresinde (120 saat) T.
atroviride’nin daha fazla miktarda 1-okten 3-ol firettigi sOylenebilir. A.sojae ve T.
atroviride’nin 1- okten 3-ol iiretim miktarlar1 sirasiyla 53.88 ve 81.28 ug kg olarak
belirlenmistir. Etil asetat (meyvemsi) ise diger liretilen aroma maddelerden daha yiiksek
oranda T. atroviride tarafindan iiretilmistir. Etil asetatin 120 saat fermentasyon sonucunda

biber kiispesinde tespit edilen miktar1 yaklasik 436 g kg dir.
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A. sojae ve T. atroviride tarafindan biber kiispesinde iiretilen aroma maddelerinin
biyoreaktér diizeyindeki degisimleri sirasiyla Cizelge 4.47 ve Cizelge 4.48°de
gosterilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda A. sojae ve T. atroviride tarafindan
iiretilen aroma maddelerinin miktarlarinin fermentasyon siiresine bagli olarak degisim
gosterdigi belirlenmistir (P<0.05). T. atroviride tarafindan {iretilen aroma maddelerinin
degisimi incelendiginde etil asetat ve etil butiratin 24 saatlik fermentasyon boyunca
mikrobiyal iiretiminin oldugu, 1-okten-3-ol ve (E)-2-oktenol’iin iiretiminin ise 48 saatlik
fermentasyon siiresince basladigi  belirlenmistir. Diger taraftan, (E)-oktenal’in
fermentasyon siiresinin sonlarina dogru tiretiminin gerceklestigi (96 saat) tespit edilmistir.
Benzenasetaldehit ve fenil etil alkoliin fermentasyonun baslangicinda kiiltiir ortaminda
bulundugu ve her ikisinin de miktarinin sirasiyla 96 ve 72 saatlik fermentasyon siiresinde
maksimum diizeyde oldugu belirlenmigtir. Genel olarak etil asetat, etil butirat,
benzenasetaldehit ve fenil etil alkoliin miktarlarmin belli bir fermentasyon siiresinden
sonra 6nemli diizeyde azaldig1 belirlenmistir (P<0.05). Calismamizda daha 6nce de ifade
edildigi gibi bu durum ikincil metabolit olarak iiretilen aroma maddelerini, biyoraktor
ortamina mikrobiyal gelisim i¢in verilen hava ile uzaklastigin1 gostermektedir. Bununla
beraber 1-okten-3-ol, (E) 2-oktenol ve (E)-2-oktenalin fermentasyon siiresinin sonuna
kadar {retimlerinin devam ettigi ve biyoreaktor ortaminda miktarlarmin arttig
belirlenmigtir. Bu durumun aroma maddelerinin uguculugu ve s6z konusu aroma
maddelerinin T. atroviride tarafindan 120 saatlik fermentasyon siiresinde bile siirekli
olarak {retilmesinden kaynaklandigi disiiniilmektedir. 120 saat fermentasyon siiresi
gbzoniinde bulunduruldugunda, sirasiyla en fazla 1-okten-3-ol, (E)-2 oktenol, fenil etil
alkol ve etil asetat’in en fazla iiretilen aroma maddeleri oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.47). Soz konusu aroma maddelerinin maksimum miktarlar sirasiyla 71.07, 29.34, 26.83

ve 31.18 pg kg? olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.47. Biyoreaktor kosullarinda T. atroviride ile fermente edilen biber kiispesinde GC-MS ile belirlenen bazi aroma maddeleri

Ortalama Miktar+S.E (ug kg biber kiispesi solusyonu) 2

Aroma Maddesi Aroma Tanim Fermentasyon siiresi (saat)
0 24 48 72 96 120

Etil asetat (P=0.002) Meyvemsi T.E 26.83+£0.974  23.59+0.01*  23.53+1.05"%  11.92+2.628  12.85+1.058
Etil butirat (P=0.01) Meyvemsi T.E 0.09+0.018 3.71£0.18 A 0.19+0.128 0.12+0.018 0.08+0.018
1-okten-3-ol (P=0.01) Mantar T.E T.E 5.19+1.95¢ 35.3242.348  54.96+4.39”8  71.07+5.134
Benzenasetaldehit (P=0.07) Gul 1.08+£0.07%8  0.86+0.02°B¢  0.65+0.02¢ 1.19+0.338C  4.28+0.46" 0.68+0.03B¢
(E)-2-oktenal (P=0.578) Mantar TE TE TE TE 3.99+0.42% 4.96+1.427
(E)-2-oktenol (P=0.025) Mantar TE TE 0.97+0.038 12.51£0.09%8  20.02+5.86"% 29.34+5.18”
Fenil etil alkol (P=0.01) Gul 3.04+0.04°P  7.34+0.588C 16.07£1.32%8  31.18+6.08*  23.71+2.21*  1.96+0.04°

A-DFermentasyon siiresince farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark onemlidir (P<0.05). 2120 saat fermentasyon boyunca belirlenen aroma
maddelerinin oransal bollugu. T.E: tespit edilmedi. S.E: standart hata

Cizelge 4.48. Biyoreaktor kosullarinda A. sojae ile fermente edilen biber kiispesinde GC-MS ile belirlenen bazi1 aroma maddeleri

Ortalama Miktar+S.E (ug kg biber kiispesi soliisyonu) ?

Aroma maddesi Aroma Tanimi Fermentasyon siiresi (saat)

0 24 48 72 96 120
(2)-1,50ktadien-3-ol (P=0.01)  Sardunya TE TE 40.29+1.014  11.39+1.028  15.16+2.18%  22.01+3.56°
1-okten-3-ol (P=0.025) Mantar T.E T.E 66.19+3.06"® 52.99+2.288  91.354+5.33# 54.66+9.058
(E)-2-oktenal (P=0.03) Mantar TE TE 93.73+5.79~  5.1740.53%  12.30+4.0°®  15.08+0.87AB
(E)-2-oktenol (P=0.001) Mantar TE TE 4.26+0.638 11.33+£3.338  40.95+3.58%  13.96+1.378

ABFermentasyon siiresince farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (P<0.05). 2120 saat fermentasyon boyunca belirlenen aroma maddelerinin
oransal bollugu. T.E: tespit edilmedi. S.E: standart hata-



A. sojae tarafindan iiretilen aroma maddelerinin degisimi incelendiginde (Cizelge 4.48),
erlen diizeyinde tretilen 3-oktanonun biyoreaktor kosullarinda iiretilmedigi belirlenmistir.
Biyoreaktor ortaminda iiretilen tiim aroma maddelerinin 24 saatlik fermentasyon sonrasinda
tiretilmeye baslandig: tespit edilmistir. T. atroviride fermentasyonunda oldugu gibi iiretilen
aroma maddelerinin miktarlarinin, belli bir fermentasyon siiresinden sonra biyorektor
ortamindan uzaklagmasindan dolayr 6nemli diizeyde azaldigi belirlenmistir (P<0.05). Buna
gore, sardunya ve mantar aromalar1 veren (Z)-1,5 oktadien-3-ol ve (E)-2-oktenal’in
maksimum miktarlar1 48 saatlik fermentasyon siiresinde, 1-okten-3-ol ve (E)-2-oktenol’iin
maksimum miktarlar1 ise 96 saatlik fermentasyon siiresinde belirlenmistir. A. sojae tarafindan
iiretilen s6z konusu aroma maddelerinin maksimum miktarlar1 sirasiyla 40.29, 93.73 ug kg™,

91.35 ve 40.95 pg kgt olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.49 ’da A. sojae ve T. atroviride tarafindan biyoreaktor kosullarinda biber

kiispesinde tiretilen aroma maddelerinin verimlilik degerleri verilmistir.

Cizelge 4.49. A.sojae ve T. atroviride tarafindan biber kiispesinde iiretilen aroma maddelerinin

verimlilikleri
Ortalama=S.E

Ugucu bilesen (ug kg! biber Kiispesi soliisyonu sa.™!)?

A.sojae T. atroviride
Etil asetat - 1.11+0.05
Etil butirat - 0.07+0.01
(2)1,5 oktadien-3-ol 0.83+0.02 -
1-okten-3-ol 0.95+0.07 0.59+0.06
Benzene asetaldehit - 0.04+0.01
(E)-2-oktenal 1.95+0.17 0.04+0.01
(E)-2-oktenol 0.41+0.03 0.24+0.06
Fenil etil alkol - 0.43+0.11

aAroma maddesinin maksimum miktarinin belirlendigi fermentasyon siiresine gore hesaplanmstir. S.D: standart
sapma

Cizelge 4.49 incelendiginde, (E)-2-oktenalin A.sojae tarafindan, etil asetat
(meyvemsi)’in ise T. atroviride tarafindan diger aroma maddelerine gore daha yiiksek
miktarda iretildigi goriilmektedir. Her iki aroma maddesinin verimlilik degeri sirasiyla 1.95
ng kg'lsa. ! ve 1.11 pg kg'sa. ! dir. Bununla birlikte biber kiispesinde 1-okten-3-ol (mantar)’
un A. sojae tarafindan 7. atroviride 'den daha fazla miktarda tirettigi soylenebilir. T. atroviride

ile fermente edilmis biber kiispelerinde tiretilen aroma maddelerinden diisiik verimlilik
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degerine sahip olanlar ise etil butirat (meyvemsi), (E)-2-oktenal (mantar) ve benzenasetaldehit

(¢igek, giil)’tir.

Literatiirde farkli tarimsal atiklardan dogrudan A. sojae ve T. atroviride kullanilarak
aroma maddelerinin tiretiminin arastirildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamigtir. Ancak,
ozellikle Trichoderma spp. kiifiiniin farkli tiirlerinin 6-pentil-a-piron (hindistan cevizi), 2-
heptanon (besiyeri) 2-nonanon (sabun), 2-undekanon (krema), fenil etil alkol (gil), y-
kurkumen (y-curcumene) (bitkisel) a-zingiberen (baharat) gibi bilesenlerin fretildigi
bildirilmektedir (Aroujo ve ark., 2002; Bonnarme ve ark., 1997; Fiedler ve ark., 2001; Lloyd
ve ark., 2005; Kalyani ve ark., 2000). Ayrica fermente biber kiispelerinde mantar aromasi
veren bilesikler olan 1-okten-3-ol, (E)-2-oktenol ve 3-oktanon disinda, T. atroviride
tarafindan tretilen etil asetat (meyvemsi), etil butirat (meyvemsi), benzenasetaldehit (gigek),
fenil etil alkol (giil) gibi alkol ve ester tiirevli aroma bilesenlerin diger kiif tiirleriyle de
fermente edilmis soya peyniri, kiiflii peyniri, Camembert peyniri gibi gida iriinlerinde de
uretimi bildirilmektedir (Ahmad ve ark., 2008; Hayaoglu ve ark., 2008; Kubickova ve Grosch,
1997).

Bonnarme ve ark., (1997) yaptiklar1 bir ¢alismada, farkli Trichoderma spp. tiirlerinin
hint yagi, findik yag, tiziim ¢ekirdegi yagi ve keten tohumu yaglar ile katkilanmis sentetik
besiyerlerinde 6-pentil-a-piron (hindistan cevizi) tiretimini gergeklestirdigini belirlemislerdir.
Ozellikle T. viride TSP2 susunun %20 hint yag1 katkil1 besiyerinde 6 giinliik fermentasyonda
1230 mg L* konsantrasyonunda 6-pentil-a-piron iiretimi yaptigini tespit etmislerdir. Yapilan
bir bagka ¢alismada ise (Stoppacher ve ark., 2010), Potato Dextrose Agarda (PDA)’da gelisen
T. atroviride ATCC 74058 tarafindan aroma maddelerinin degisimleri incelenmistir. Calisma
sonucunda, T. atroviride tarafindan 61 adet alkol, keton, alkan, lakton, mono ve di-seskiterpen
(sesquiterpenes) tlirevli aroma maddesinin retildigi saptanmistir.  Belirlenen  bu

maddelerinden en baskin olan aroma maddesinin 6-pentil-a-piron oldugu ifade edilmistir.

Sonug olarak, biber kiispesinin A. sojae ve T. atroviride tarafindan fermente edilmesiyle
8 karbonlu ve ¢ogunlukla mantar aromasi ile iliskilendirilen (Z)-1,5-oktadien-3-ol, 1-okten-3-
ol, (E)-2-oktenal ve (E)-2-oktenol gibi aroma bilesenlerinin iiretilebilecegi belirlenmistir.
Bununla birlikte, domates kiispesi fermentasyonundan farkli olarak T. atroviride
fermentasyonu ile biber kiispesinde ester ve alkol tiirevli olan etil asetat, etil butirat ve fenil
etil alkol gibi aroma bilesenlerinin olustugu saptanmistir. Bu durumun, aroma maddesi

tiretimi i¢in kullanilan ve biber kiispesi igeriginde bulunan bilesenlerin T. atroviride
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tarafindan farkli mikrobiyal yollarla kullanmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
Nitekim, yapilan ¢aligmalarda ayni kiif tiirliniin farkli tarimsal atiklardaki aroma maddesi
tretimlerinin farkli oldugu rapor edilmistir (Christen ve ark., 2000; Soares ve ark., 2000).
Ornegin; yapilan bir ¢alismada farkli endiistriyel atiklarin R. oryzae ile fermente edilmesiyle
aroma maddelerinin iiretimi incelenmistir. Calisma sonucunda amaranth tohumlari, elma ve
kasava karisimi kiispenin fermente edilmesiyle R. oryzae tarafindan etil propionat (meyvemsi)
iiretildigi belirlenirken, kasava, soya fasulyesi ve elma kiispesi karigiminda etil propinatin
iiretilmedigi belirlenmistir (Christen ve ark., 2000). Benzer sekilde, Soares ve ark. (2000) %
35 glikoz ilave edilmis kahve atiklarin Ceratocystis fimbriata tarafindan fermente
edilmesiyle kiiltiir ortaminda izopropanal, izoamil asetat, 2-oktanon maddelerinin tiretiminin
gerceklestigini, % 35 glikoz ve soya yagi ilavesi yapilmis kahve atiklarinin kullanildig kiiltiir

ortaminda ise s6z konusu aroma maddelerinin {iretilmedigini saptanmislardir.

Uretim verimlilikleri bakimindan (E)-2-oktenal (mantar)’n A.sojae’nin etil asetat
(meyvemsi)’in ise T. atroviride tarafindan diger aroma maddelerine gore daha yiiksek
miktarda tretildigi belirlenmistir. Bununla birlikte, A. sojae’nin 1-okten-3-ol (mantar)’i T.
atroviride’den daha yiiksek miktarda trettigi tespit edilmistir. T. atroviride tarafindan
tretilen etil asetat hari¢ diger ester ve alkol tiirevli aroma maddelerinin verimlilik degerleri,

diger aroma maddelerine gore daha diisiik bulunmustur.

4.10.3. A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis biber Kkiispesinin duyusal
ozellikleri

A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis biber kiispesinde 10 adet karakteristik
tanimla terim belirlenmistir (Cizelge 4.50). Bunlar, taze biber, bitkisel, nemli toprak, fermente
sebze, pismis, odun, tatli aromatik, depo/kiif, tatli kabak ve ¢igek/giil diir. Yapilan varyans
analiz sonucunda biber kiispelerinde belirlenen duyusal 6zelliklerin yogunluklarmin kif
cesidine gore degisim gostermektedir (P<0.05). Buna gore, T. atroviride ile fermente edilmis
biber kiispesinde tath aromatik ve depo/kiif aromalarmin daha yiiksek olarak algilandigi,
cicek/giil/kolonya ve tath kabak aromalarinin ise A. sojae ile fermente olmus biber kiispesinde
daha yiiksek algilandigi belirlenmistir (Sekil 4.12). Diger aromatik 6zelliklerin ise kontrol
grubunda daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum, T. atroviride ile fermente edilmis
biber kiispesinde GC-MS ile belirlenen etil asetat, etil butirat ve 1-okten-3-ol miktarinin daha
yiiksek olmasiyla iliskilendirilebilir. Benzer sekilde ¢igek/kolonya ve pismis tathi kabak
aromasinin yiiksek olmasi A. sojae ile fermente edilmis biber kiipesinde belirlenen (E)-2-

oktenol ve 3-oktanon miktariyla iligkilendirilebilir. Nitekim, etil asetat ve etil butirat
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bilesiklerinin meyvemsi tatli aroma, 1-okten-3-ol, 3-oktanon, (E)-2-oktenol bilesiklerinin ise

mantar, toprak ve kiif kokusu gibi 6zelliklere sahip olduklar1 bilinmektedir (Reineccus, 2006).

Cizelge 4.50. A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis biber kiispesinin duyusal 6zellikleri

Ortalama? £ S.E

Aromatik Ozellik Kontrol A.sojae T. atroviride P degeri
Taze biber 7.46+0.26"  0.89+0.13B 1.28+0.08" 0.01
Bitkisel 2.60+0.17%  1.60+0.178 1.07+0.258 0.01
Nemli toprak 1.92£0.20"  0.21x0.118  0.67+0.158 0.01
Fermente sebze 0.17+0.104 T.E 0.82+0.298 0.01
Pismis 2.46+0.22"  1.82+0.108  2.89+0.30" 0.01
Odun 1.2140.12%  0.17£0.08%  1.10+0.147~ 0.01
Tatli aromatik T.E T.E 4.57+0.21 -
Depo/kiif TE TE 1.89+0.17 -
Tatli kabak T.E 4.0+0.36 T.E -
Cicek/Giil/Kolonya TE 1.924+0.16 TE -

ABAym aromatik 6zellikte farkl biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0.05).
120 saat fermentasyon sonunda belirlenmistir. T.E: Tespit edilmedi.SE: standart hata

Taze biber
8 —

/ Tath aromatik

Cicek-giil 1
2 . .
_ 3

1 0

1
!
1
I
I
I,

Tath kabak Depo-kiif

T. atroviride

Kontrol = = = A.sojae

Sekil 4.12. A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis biber kiispesinin bazi1 duyusal 6zelliklerine

ait driimcek ag1 diyagrami
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4.11. Biber Kiispesinde Bakteri Fermentasyonu ile Ger¢eklestirilen Calismalar

Biber kiispesinde bakteriyel fermentasyon denemelerinde, domates kiispesinde oldugu
gibi Lactobacillus buchneri B1837 ve Acetobacter spp.’nin mikrobiyal gelisimlerinin oldugu,
ancak her iki bakterinin de biber kiispesinde herhangi bir aroma tiretimini gergeklestirmedigi
GCO analizleri ile belirlenmistir (Cizelge 4.52). Yapilan varyans analizi sonucunda biber
kiispesinde L. buchneri ve Acetobacter spp.’nin bakteriyel gelisiminin fermentasyon siiresi ve
mikroorganizma cesidine bagli olarak degisiklik gosterdigi belirlenmistir (P=0.03, Cizelge
4.51). Buna goére L. bunchneri’nin gelisiminin 24 saat boyunca devam ettigi, 24 saatlik
fermentasyon siiresinden sonra ise hiicre sayisi artisinda 6nemli bir degisim olmadigi
(P<0.05), yani gelisiminin duragan faza gectigi belirlenmistir. Buna karsin biber kiispesinde
Acetobacter spp. gelisiminin devam ettigi belirlenmistir. 72 boyunca L. buchneri ve
Acetobacter spp.’nin hiicre sayilarinda sirasiyla 1.29 ve 3.09 log’luk bir artis gézlenmistir
(Cizelge 4.51). Cizelge 4.52°de L. buchneri ve Acetobacter spp. ile fermente edilmis biber
kiispesinde belirlenen aroma aktif bilesenler gésterilmistir. L. buchneri ve Acetobacter spp. ile
fermente olmus biber kiispelerinde belirlenen aroma bilesenlerinin yogunluklarinin kontrol
grubunda daha diisiik oldugu bulunmustur. Ayrica bazi aroma maddelerinin ise fermente biber

kiispelerinde olmadig tespit edilmistir.

Cizelge 4.51. Biber kiispesinde L. buchneri ve Acetobacter spp. erlen diizeyinde gelisimleri

Fermentasyon Hiicre sayisi
siiresi (saat) Ortalama=SE (log kob mL™! biber kiispesi soliisyonu)
L.buchneri Acetobacter spp.
0 7.0+0.01% 7.0+£0.01%
24 8.29+0.20" 8.19+0.3852
48 7.73+0.034B" 8.58+0.4152
72 7.81£0.03ABP 10.09+0.26"
P degeri 0.03

AC Aynm1 mikroorganizma gesidinde farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark onemlidir
(P<0.05). > Ayni1 fermentasyon siiresinde farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir
(P<0.05). kob: koloni olusturan birim, SE: standart hata
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Cizelge 4.52. L. buchneri ve Acetobacter spp. ile fermente edilmis biber kiispesinde belirlenen aroma

aktif bilesenler
. Aroma Belirleme Aroma yogunlugu (ortalama+SE)"
RI?  Ucucu bilesen .. . B d
Tanimi yontemi  Kontrol® L. buchneri Kontrol Acetobacter spp.
592 Diasetil Tereyagi RI, O 3.50+0.40 1.25+1.25 3.80+£0.40 1.5£1.0
617 Asetik asit Eksi, sirke RI, O 1.0+£0.75 1.0£1.0 2.0+£1.0 T.E
801 Hekzanal Cimen, yaprak RI, O 1.50+0.01 0.25+0.25  1.80+£0.40  0.40+0.40
861 lzovalerik asit Ter, eksi RI, O 1.75£1.50 2.50£1.50  2.0+0.10 2.0+1.0
871 lzoamil asetat Meyvemsi RI, O T.E T.E 0.30+0.10 T.E
883 Stiren Balsamik RI, O T.E T.E 3.0+1.50 T.E
899 2-Heptanon Besiyeri RI, O 3.50+2.0 0.50+0.50 1.50+0.80 T.E
907 Metiyonal Haslanmis o " 250020 10510 5.50:030 T.E
patates
933 2-asetil-1-pirolin  Patlamis musir RI, O T.E T.E 0.40+0.20  0.50+0.1
981 2-Oktanol Mantar RI, O 4.25+0.25 5.0+0.10 5.80+£1.10  2.0+0.01
ogs LILOOKRAEN gpgunya  RILO 2504250 20620 105050 150510
. Ferah,
1001 Hekzil asetat k RI, O 0.40£0.40 0.50+£0.50 0.30+0.10 T.E
olonya
1052 Benzenasetaldehit Giil, ¢igek RI, O 0.40+0.40 T.E 0.80+0.40 T.E
1061 Bilinmeyen 1 Yanik, kirli RI, O 3.50+£2.0 3.50+1.0 1.30+0.40 2.0+1.0
1097 3,5-oktadien-2-on Kizarmig yag RI, O 1.254+1.25 2.0£2.0 4.0+0.50 1.50+1.0
1106 Linalool Cay RI, O 1.0£1.0 T.E 2.50+1.30 2.0£1.0
1140 2-fenil etil alkol Gl RI, O 1.0+0.01 0.50+0.50  0.50+030  0.50+0.50
1160 (E:4)-26- Samanitin RI,O  150+1.50 1504150 450:0.30 1.50+1.50
nonadienol
1173 Dekanal Saman RI, O 1.25+1.0 0.80+0.25  5.0+0.50 T.E
1183 sif‘égi‘ﬁ“"&me“" Biber RLO  60£050 30+20  6.50:030 7.50+0.50
1246 3-karvomenthenon Balikhane RI, O 0.50+0.50 T.E 1.0+0.50 1.30+1.30
1333 (EE)-24- Yag RLO  075:0.50 T.E 3504030  0.40:0.40
dekadienal
1349 q-kubenen ﬁﬁ?‘a“ kuu g o TE TE 0.50£0.30 T.E
1488 B-damasenon Tath, tiziim RI, O T.E T.E 1.50+0.80 T.E

3HP-5 MS kolonda hesaplanmistir, 72 saat fermentasyon sonunda belirlenen aroma yogunlugu, ¢ 37 °C L.
buchneri inokiile edilmeden inkiibe edilen domates kiispesi i¢in kontrol érnegi, %30 °C Acetobacter spp. inokiile
edilmeden inkiibe edilen domates kiispesi i¢in kontrol ornegi, SE: standart hata, T.E: Tespit edilmedi.
RI:alikonma indeksi, O: Koku

calismada yine domates kiispesine benzer sekilde biber kiispesinde de enzim ve asit
uygulamasi yapilarak P. fluorescens, P. putida, C. cellulans ve Streptomyces spp. ile
fermentasyon denemeleri yapilmis ancak bu denemelerde de mikrobiyal bir gelisim
gbzlenmemistir. Cizelge 4.53’de s6z konusu bakterilere ait mikrobiyal gelisimler verilmistir.
Cizelge 4.53 incelendiginde, biber kiispesinde s6z konusu tiim mikroorganizmalarin
baslangigta inokiile edilen hiicre sayilarinin (7 log) 72 saatlik fermentasyon boyunca azaldigi

goriilmektedir.
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Cizelge 4.53. Biber kiispesinde bazi bakterilere ait erlen diizeyinde mikrobiyal gelisimler

Hiicre sayisi
Ortalama £S.E (log kob mL? biber soliisyonu)

Mikroorganizama/uygulama

Fermentasyon siiresi (saat)

0 24 48 72
Streptomyces spp. 3.73+0.61 3.53+0.08 <3
C. cellulans (asit uygulamast) A 4.80+0.01 <3
C. cellulans (enzim uygulamast) - 3.47+£0.31 <3
P. putida (enzim uygulamasi) 7.0+0.01 - <3 <1
P. putida (asit uygulamasi) - <3 <1
P.fluorescens (enzim uygulamast) - 4.99+0.06 <3
P. flurescens (asit uygulamasi) - <3 <1

“Sayim alinmamigtir. kob: koloni olusturan birim, SE: standart hata
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu calismada farkli bilesimlere sahip tarimsal atiklardan mikrobiyal fermentasyon
yoluyla dogal bazi aroma maddelerinin iiretilmesi ve secilen mikroorganizmalarin aroma
iretme potansiyellerinin ortaya konmasi amaglanmistir. Bu amagla Kluyveromyces spp,
Debaryomyces spp., Candida spp., Rhizopus spp., Aspergillus spp., Pseudomonas spp., ve
Lactobacillus spp. gibi secilmis baz1 mikrobiyal kiiltiirlerin pirina, domates ve biber kiispeleri
tizerinde gelisimi saglanmistir. Aroma bilesenlerinin iiretimi ve optimizasyonu igin erlen ve
biyoreaktor diizeylerinde derin kiiltiir fermentasyonu kullanilmistir. Aroma-aktif bilesenleri
belirlemek amaciyla gaz kromatografisi-olfaktometre (GCO) teknigi, aroma maddelerinin
miktar belirlemesi ve tanimlanmasi i¢in ise gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS)
kullanilmistir. Fermentasyon sonucu olusan irlinlerin duyusal aroma profilini belirlemek

amaciyla da Spectrum™ metodu uygulanmistir.

Pirinada C. tropicalis ve T. delbrueckii hiicrelerinin erlen ve biyoreaktor diizeyinde
mikrobiyal gelisimlerinde duragan faza gegis siirelerinin uzun oldugu ve ikincil metabolit
iretimlerinin yavas oldugu belirlenmistir. Aroma {iretme yetenekleri bakimindan T.
delbrueckii ile fermente edilen pirinada fenil etil alkol ve mentoliin, C. tropicalis ile fermente
edilen pirinada ise etil alkol, d-limonen ve metil petanoatin iiretildigi tespit edilmistir. Ancak,
tiim aroma maddelerinin verimliliklerinin diisiik oldugu belirlenmistir. Mayalarin kullanildigi
pirina orneklerinin duyusal degerlendirme sonuglar incelendiginde, nemli bulgur, toprak,
islak kirli havlu ve fermente aroma bakimindan T. delbrueckii ile fermente edilmis pirina
ornekleri ile kontrol grubu pirina oOrnekleri arasinda Onemli farkliliklarin  oldugu
belirlenmistir. Ham zeytin ve odun/bitki aromalarinin da C. tropicalis ile fermente edilmis

pirina drneklerinde kontrol grubu pirina drneklerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Pirinada hem T. atroviride hem de R. oryzae kiifleri kullanilarak yapilan ¢alismada
mikrobiyal gelisimlerin yavas oldugu, R. oryzae’nin hiicre sayist artiginin T. atroviride’ye
gore daha yiiksek oldugu saptanmigtir. Genel olarak pirinada yogunluklari yiiksek olarak
belirlenen aroma bilesenleri izovalerik asit, bilinmeyen 1 ve 2, stiren, 0-kresol, guaiakol, (E),
2-nonenal, (E,Z)-2,6-nonadienol, 2,4 nonadienal ve (E,E)-2,4-dekadienal’dir. T. atroviride
tarafindan pirinada iiretilen aroma maddelerinden hem 1-okten-3-oliin hem de 2-oktenolun

kiiltiir ortamindaki miktarlarinin 48 saatlik fermentasyon siiresince arttigi; R. oryzae ile
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fermente edilen pirinada ise limonen, pentanon ve fenil etil alkoliin yogunlugun arttig
belirlenmistir. Duyusal 6zellikler bakimindan T. atroviride ve R. oryzae ile fermente edilmis
pirinada 12 adet duyusal tanimlayici terim ortaya konmustur. Panelistler tarafindan T.
atroviride ile fermente edilmis pirina drneklerinde fermente ve mantar aromasi, kontrol grubu
pirina 6rneklerine gore daha yiiksek yogunlukta algilanmistir. R. oryzae ile fermente edilmis
pirinada belirlenen duyusal aroma Ozelliklerinden sadece ham zeytin aromasmin kontrol

grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Pirinada bakteri fermentasyonu i¢in Pseudomonas putida NRRL B-1603, Pseudomonas
fluorescens NRRL B-252 ve Cellosimicrobium cellulans NRRL Y-2381 bakterileri
kullanilmistir. Oncelikle pirinada Pseudomans ve Enterococcus tiirleri ile farkli pH’larda
fermentasyon denemeleri gerceklestirilmis, ancak pirinada s6z konusu mikroorganizmalarin
mikrobiyal gelisimi go6zlenememistir. Yapilan tiim bakteriyel g¢alismalarda mikrobiyal
gelisimin ya ¢ok az ya da hi¢ olmadig1 belirlenmistir. Bu durumun pirinada bulunan bazi
mindr bilesenlerin bakteriyel gelisimi engellemesinden veya bakterilerin gelisimleri icin
gerekli spesifik biliylime faktorlerini pirinadan saglayamamasindan kaynaklandig

distiniilmektedir.

Domates kiispesi ile yapilan maya c¢alismasinda K. marxianus ve D. hanseniii
kullanilmistir. Erlen ve biyoreaktor diizeyinde gelisimlerine ait elde ettigimiz hiicre sayisi
artig1 ve spesifik tireme hiz1 degerleri incelendiginde, domates kiispesinde D. hansenii’nin K.
marxianus’dan daha iyi tiredigi goriilmektedir. Domates kiispesinin K. marxianus ve D.
hansenii ile fermente edilmesiyle alkol, asit ve ester tiirevli aroma bilesiklerin tiretildigi tespit
edilmistir. Domates kiispesinden K. marxianus ve D. hansenii ile erlen diizeyinde {iretilen
aroma maddelerinin 6zellikle ¢icek ve meyvemsi aroma kalitesine sahip olan izoamil alkol,
metil-2-metil pentanoat, izovalerik asit, izoamil asetat, fenil etil alkol ve fenil etil asetat
oldugu tespit edilmistir. Biyoreaktor diizeyindeki denemelerde, izoamil alkol ve izovalerik
asitin diger aroma maddelerine gore daha yiiksek miktarda tretildigi tespit edilmistir.
Ozellikle izovalerik asitin (eksi, meyvemsi) K. marxianus’un fermentasyonunda en hizli ve en
fazla tiretimi gergeklesen aroma maddesi oldugu, D. hansenii fermentasyonunda ise en hizl
ve en fazla {iretilen aroma maddesinin fenil etil alkol oldugu belirlenmistir. Yapilan duyusal
analizlerle, K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis domates kiispelerinin duyusal
karakteristikleri 10 adet duyusal tanimlayici terim ile ortaya konmustur. Duyusal
degerlendirmeler sonucunda, K. marxianus ve D. hansenii fermente edilmis domates

kiispelerinde kontrol grubu domates kiispelerine gore tarhana, fasulyemsi ve pismis domates
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aromalariin panelistler tarafindan yiiksek yogunlukta algilanmasi her iki maya tarafindan
fermentasyon sonucu miktalar1 artan asetat ve alkol tiirevli izoamil alkol, izovalerik asit,
izoamil asetat, fenil etil alkol ve fenil etil asetat ile iliskili olabilir. S6z konusu ugucu

bilesenlerin aroma kaliteleri meyvemsi, ester, floral ve fermente olarak tanimlanmistir.

Domates kiispesinde yapilan kiif calismasinda A. sojae ve T. atroviride kullanilmig
olup, T. atroviride’nin domates kiispesinde gelisiminin daha iyi oldugu goriilmistiir. Hem
erlen diizeyinde hem de biyoreaktor diizeyinde iiretimlerde T. atroviride’nin hiicre artisinin ve
spesifik tireme hizinin A. sojae’den daha yiiksek oldugu daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Domates kiispesinin her iki kiif ile fermentasyonu sonucu yogunlugu artan aroma maddeleri
ise (Z)-1,5-oktadien-3-ol, 1-okten-3-ol, (E)-2-oktenal, (E)-2-oktenoldiir. T. atroviride ile
fermente edilmis domates kiispesinde (Z)-1,5-oktadien-3-ol, 1-okten-3-ol ve (E)-2-oktenol’iin
yogunluklarmin kontrol grubu ve A. sojae ile fermente edilmis domates kiispelerinden daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. 2-oktenal yogunlugunun ise A. sojae ile fermente edilmis
domates kiispesinde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ozellikle mantar aromas: ile
iliskilendirilen 1-okten-3-ol, 3-oktanon ve 3-oktanol gibi bilesiklerin domates kiispesinden T.
atroviride ve A.sojae kiifleri ile biyoteknolojik olarak firetilebilecegi belirlenmistir. Duyusal
ozellikler bakimindan A. sojae ve T. atroviride ile fermente edilmis domates kiispelerinde 10
adet tanimlayici terim ortaya konmustur. Fermente domates kiispelerinde belirlenen duyusal
aroma terimleri; pismis domates, yesil fasulye, fermente sebze, toprak, tatl aromatik, metalik,
tarhana gibi, depo/kiif, ransit ve findigimsi/betondur. T. atroviride ile fermente edilmis
domates kiispesinde pismis domates, tatli aromatik ve metalik aromalari, A. sojae ile fermente
edilmis domates kiispelerinden daha yiiksek diizeyde algilanmistir. A.sojae ile fermente
edilmis domates kiispelerinde findigimsi/beton aromasinin daha yiiksek diizeyd algilandig:

belirlenmistir.

Yapilan bakteri ¢alismasinda Lactobacillus buchneri B1837 ve Acetobacter spp. nin
domates kiispesinde mikrobiyal gelisimlerinin oldugu ancak her iki mikroorganizmanin da
herhangi bir aroma iiretimi gergeklestirmedigi belirlenmistir. Calismada domates kiispesinde
enzim ve asit uygulamasi yapilarak P. fluorescens, P. putida, C. cellulans ve Streptomyces
spp. ile fermentasyon denemeleri de yapilmistir. Ancak bu denemelerde de mikrobiyal bir

gelisim gozlenmemistir.

Biber kiispesi ile yapilan maya ¢alismasinda kullanilan K. marxianus ve D. hansenii’nin

erlen ve biyoreaktor diizeyinde gelisimleri incelendiginde, erlen diizeyindeki iiretimlerde K.

116



marxianus’un biber kiispesinde gozlemlenen hiicre sayisi artisinin D. hansenii’den daha
yiiksek oldugu, ancak biyoreaktér ortaminda mayalarin hiicre sayisi artiginin benzer oldugu
belirlenmistir. Her iki maya tiirii i¢cin hesaplanan spesifik {ireme hizlar1 degerlendirildiginde,
D. hansenii’nin biber kiispesinde gelisiminin daha hizli oldugu sdylenebilir. Aroma iiretme
potansiyelleri incelendiginde ise biber kiispesinin K. marxianus ve D. hansenii ile fermente
edilmesiyle asetat esterleri ve alkol tiirevli aroma bilesiklerin iiretildigi tespit edilmistir
Fermente biber kiispelerinde belirlenen aroma aktif bilesenler domates kiispesinde oldugu gibi
asit, aldehit ve alkol tiirevli bilesiklerden olusmaktadir. K. marxianus ve D. hansenii ile
fermente edilmis biber kiispelerinde izoamil asetat, fenil etil alkol ve yanik kirli aroma ile
iligkilendirilen bilinmeyen 1 nolu aroma bileseninin yogunlugunun kontrol grubuna goére daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Domates kiispesinde ve pirinadaki biyoreaktor kosularinda elde
ettigimiz aroma degisimlerine benzer sekilde, genel olarak biber kiispesinde de biyoreaktor
ortaminda iiretilen aroma maddelerinin miktarlar1 belirli bir fermentasyon siiresinden sonra
azalmaktadir. Bu durum ikincil metabolit olarak iiretilen aroma maddelerinin biyoreaktor
ortamindan uzaklagtigin1 gostermektedir. K. marxianus ve D. hansenii ile fermente edilmis
biber kiispelerinin duyusal o6zellikleri dokuz adet duyusal tanimlayici terim ile ortaya
konmustur. Biber kiispelerinde belirlenen aroma terimleri; taze biber, bitkisel, fermente sebze,
pismis, odun, fermente meyve, depo, giil/cicek ve keskin aromatiktir. Bitkisel, giil/¢igek
aromalarinin K. marxianus ile fermente edilmis biber kiispesinde yogunluklar1 yiiksek
bulunurken, keskin aromatik, depo ve fermente sebze yogunlugunun D. hansenii ile fermente

edilen biber kiispesinde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir

Biber kiispesi ile yapilan kif ¢alismasinda A. sojae ve T. atroviride kullanilmis olup
erlen diizeyindeki tiretimlerde A. sojae’in biber kiispesinde gézlemlenen hiicre sayisi artiginin
T. atroviride’den daha yiiksek oldugu belirlenmistir. A. sojae ve T. atroviride ile fermente
edilmis biber kiispesinde toplam 27 adet aroma-aktif bilesen belirlenmistir. Biber
kiispelerinde belirlenen aroma aktif bilesenler asit, aldehit ve alkol tiirevli bilesiklerdir. Biber
kiispesinin hem A. sojae hem de T. atroviride ile fermente edilmesiyle aroma yogunlugu
artan bilesenler metiyonal (haslanmis patates), 2-asetil-1-pirolin (patlamis misir) 1-okten-3-ol
(mantar) ve (E)-2-oktenol (yanik kirli) olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, sadece A.sojae
ile fermente edilmis biber kiispesinde yogunlugu kontrol grubuna gore yiiksek olan aroma
bilesenleri (Z)-1,5 oktadien-3-ol, 3- oktanon ve (E)-2-oktanaldir. Biber kiispesinin A. sojae
ve T. atroviride tarafindan fermente edilmesiyle iiretilen aroma maddeleri gogunlukla mantar

aromasi ile iligkilendirilen (Z)-1,5-oktadien-3-ol, 1-okten-3-ol, (E)-2-oktenal ve (E)-2-oktenol
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gibi aroma bilesenlerdir. Bununla birlikte, domates kiispesi fermentasyonundan farkli olarak
T. atroviride fermentasyonu ile biber kiispesinde ester ve alkol tiirevli olan etil asetat, etil
biitirat ve fenil etil alkol gibi aroma maddelerinin olustugu saptanmistir. A. sojae ve T,
atroviride ile fermente edilmis biber kiispelerinin duyusal 6zellikleri incelendiginde 10 adet
duyusal tamimlayici terim saptanmustir. Bunlar, taze biber, bitkisel, nemli toprak, fermente
sebze, pismis, odun, tatll aromatik, depo/kiif, pismis tatli kabak ve ¢igek/giildiir. T. atroviride
ile fermente edilmis biber kiispesinde tatli aromatik ve depo/kiif aromalarinin daha yiiksek
diizeyde algilandigi, ¢igek/kolonya pismis tatli kabak aromalarinin ise A. sojae ile fermente

olmus biber kiispesinde daha yiiksek diizeyde algilandig1 belirlenmistir.

Yapilan bakteri ¢calismasinda yine domates kiispesine benzer sekilde biber kiispesinde
de enzim ve asit uygulamasi yapilarak P. fluorescens, P. putida ile C. cellulans ve
Streptomyces spp. ile fermentasyon denemeleri yapilmig, ancak bu denemelerde de
mikrobiyal bir gelisim gozlenmemistir. Bu nedenle fermentasyonun gergeklesmedigi ve biber

kiispesinde herhangi bir aroma degisiminin olmadig1 gézlenmistir.

Elde edilen bulgularin genel degerlendirmesi yapilacak olursa aroma iiretiminde
kullanilan tarimsal atiklarin bazilar1 mikroorganizmalardan aroma iiretimi i¢in uygun besin
ortamlarma sahiptirler. Ozellikle tercih edilen tarimsal atiklardan domates ve biber kiispesi
maya ve kiifler kullanilarak aroma maddelerinin iretimi konusunda uygun bulunmustur.
Ancak pirinada bazi mikroorganizmalarin gelisemedigi ve buna bagli olarak aroma
tiretimlerinin diisiikk oldugu ve bunun da pirinada bulunan ve mikrobiyal faaliyeti engelleyen
baz1 bilesenlerden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Tarimsal atiklar gibi besin
ortamlarindan bu tiir bilesenlerin uzaklastirilmasiyla veya ortama mikroorganizmalarin
gelisimini tesvik edecek diger besin Ogelerinin ilavesiyle mikroorganizmalarin gelismesi
saglanabilir. Calismada kullanilan maya ve kiiflerin atiklarda gelisebildikleri ve aroma
maddesi iiretebildikleri goriilmiistiir. Tarimsal atiklarda mikroorganizmalarin gelisimi ve
aroma tiiretimi bakimindan en biiyiik sorun bakterilerde goriilmiistiir. Bir cok bakteri ¢esidi
denenmis ancak bunlarin atiklarda gelismedigi veya aroma tlretmedigi tespit edilmistir. Bu
sorunu ¢ozebilmek amaciyla g¢esitli adaptasyon c¢aligmalari, asit veya enzim uygulamalar

yapilmistir. Ancak bu denemeler sonucunda da uygun gelisimler saglanamamustir.

Calismada gerek mikrobiyal gelisimler gerekse aroma maddelerinin analizi erlen ve
biyoreaktor diizeylerinde gergeklestirilmistir. Erlen diizeyindeki ¢aligmalarla kiyaslandiginda

biyoreaktor diizeyinde yapilan aroma c¢aligmalarinda kayiplar oldugu gozlenmistir. Bunun da
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biyoreaktériin  havalandirma sisteminden kaynaklanabilecegi tahmin edilmektedir.
Biyoreaktor sistemlerinden bu tiir kayiplarin olmasi kaginilmazdir. Bu kayiplar1 engellemek
icin sisteme farkli aparatlar takilarak gaz fazin toplanmasi veya cesitli absorbantlarin gaz

cikisina baglanmasi ile kismen de olsa bazi ugucu bilesenlerin toplanmasi saglanabilir.

Gergeklestirilen bu proje, bazi tarimsal atiklarda maya, kiif ve bakteri gibi ¢esitli
mikroorganizma gruplari kullanilarak dogal aroma maddelerinin arastirildigr ilk ¢alismalardan
biridir. Olduk¢a kapsamli olan bu calismada elde edilen bulgular ileride yapilmasi planlanan
benzer ¢alismalara kaynak olusturabilecek niteliktedir. Ileride spesifik  grup
mikroorganizmalar segilerek bunlardan belirli aroma maddelerinin eldesi ve izolasyonu

iizerine ¢alismalar yapilmasi onerilebilir.
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EKLER

EK Cizelge 1. Duysal Degerlendirmelerde Kullanilan Fermente Tarimsal Atiklara ait
Degerlendirme Formlari

FERMENTE PRINADA DUYUSAL DEGERLENDIRME FORMU
isim Tarih
Size verilen fermente pirina drneklerini koklayarak hissettiginiz aroma yogunlugunu yaziniz.
Pirina soliisyonu

Aromatikler 391 185 352 928

Ham zeytin
Islak bulgur
Yagimsi
Odun/bitkisel
Tatl/ransit
Toprak

Islak kirli havlu
Fermente
Tath aromatik
Diger

FERMENTE DOMATES KUSPESINDE DEGERLENDIRME FORMU
isim Tarih
Size verilen fermente domates kiispesi orneklerini koklayarak hissettiginiz aroma yogunlugunu
yaziniz.
Domates kiispesi soliisyonu

Aromatikler 321 458 698 789

Pismis domates
Yesil ¢gimen
Toprak

Tath aromatik
Metalik
Tarhana gibi
Depo/kuf
Ransit peynir
Findigimsi

FERMENTE BIBER KUSPESINDE DEGERLENDIRME FORMU
isim Tarih
Size verilen fermente biber kiispesi 6rneklerini koklayarak hissettiginiz aroma yogunlugunu yaziniz.
Biber kiispesi sollisyonu

Aromatik 548 655 321 475

Taze biber
Bitkisel

Fermente sebze
Pismis

Odun

Tath Aromatik
Depo/kuf

Pismis tath kabak
Cicek/gul/kolonya



EK Sekil 1. Duyusal Analizlerde Kullanilan Degerlendirme Formu ve Referanslar

QIgUIendirme Caligmalar
Onunuzde bulunan kodlanmig ‘yogunlugu bilinmeyen’ ¢ozeltileri koklayarak yogunluklarini skala Gzerinde isaretleyiniz. Referens

cozeltileri koklamaniz skala Uzerindeki degerleri hatirlamaniza yardimci olacaktir.

Aromatikler

1.Ham zeytin

Referans = zeytin ezmesi

I I I | I I I I I I I I I I I I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
2. Islak bulgur/islak kepek

Referans = Sicak su ile 1slatilmis ve 10 dk. beklemis bulgur veya kepek

I I I | I I I I I I I I I I I I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
3. Yagimsi

Referans = Rafine siv1 yag

I I | | I I | I I I I I I I I I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
4. Odun/bitkisel/talas

Referans: yesil bitki, talas parcalari

I I | | I I I I I I I I I I I I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
5. Ransit/ tatli(ransit peynir)

Referans = biitirik asit

I I I | | | | I | | I | | | | |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15




6. Toprak
Referans = Nemli toprak

0 1 2 3
7. lslak kirli havlu
Referans = 1slak kirli havlu

0 1 2 3
8. Fermente/Fermente sebze
Referans = Fermente tursu

0 1 2 3
9.Tatl1 aromatik
Referans = Bal, vanilin

0 1 2 3
10.Pismis domates

Referans = Haslanmis domates

0 1 2 3
11. Yesil/cimen
Referans = Hekzenal

0 1 2 3
12. Metalik
Referans = 1-metil-3-oktan

0 1 2 3

13.Tarhana
Referans: 1slatilmis tarhana




Al

0 1 2 3
14. Depo/kiif
Referans = nemli kirli depo

10

11

12

13

14

15

0 1 2 3
15. Findigimsi
Referans = ¢ig findik

11

12

0 1 2 3
16.Biber
Referans: taze kirmizi biber

11

12

0 1 2 3
17. Tatl kabak

Referans = tatli kabak

| | | |

11

12

0 1 2 3
18. giil/cicek/kolonya
Referans = fenil etil alkol

11

12

0 1 2 3
19.Cila
Referans: Oje

11

12

0 1 2 3
20. Hamur
Referans = 1slatilmis un

11

12

0 1 2 3
21.Haslanmis misir
Referans = konserve misir

11

12




0 1 2 3 4 5 6
22 Ransit findik
Referans: beklemis acilagmis findik ici

0 1 2 3 4 5 6
23. Islak karton
Referans = 1slatilmis ve suda beklemis karton pargalari

0 1 2 3 4 5 6
24.Tahil/ambar
Referans = tane bugday, ambar kokusu

0 1 2 3 4 5 6
25. Bugday lapasi
Referans = Haglanmis bugday ezmesi

0 1 2 3 4 5 6
26. Fermente tahil
Referans = Fermente olmus tahil taneleri

0 1 2 3 4 5 6



Abundance

Time-->

Abundance

Time-->

EK Sekil 2. Fermente tarimsal atiklara ait 6rnek GC-MS kromatogramlari
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Ek Sekil 2.1. K. marxianus ile fermente edilmis domates kispesine ait 6rnek GC-MS kromatogrami
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Ek Sekil 2.2. D. hansenii ile fermente edilmis biber kiispesine ait 6rnek GC-MS kromatogrami
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Abundance

TIC:TRICO _72H _2_PRINA.D\data.ms
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Time-->

Ek sekil 2.4. K. marxianus ve D. hansenii ye ait hiicre sollisyonlari
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KU

Ek Sekil 2.6. Erlen diizeyinde biber kiispesinde fermentasyon denemeleri

VIl



Ek sekil 2.7. Biyoreaktor diizeyinde pirinaya ait fermentasyon denemeleri

Ek sekil 2.8. Calismada yurutilen mikrobiyal ekimlere ait 6rnek bir resim



Ek sekil 2.9. Fermente tarimsal atiklardan aroma ekstraksiyonu igin kullanilan SPME fiber ve 40 mL vial
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6. Projeler

1. Mikroorganizmalar KullanilarakTarimsal Atiklardan Dogal Aroma Maddelerinin Uretimi ve
Optimizasyonu TUBITAK-COST, 2011 (Bursiyer).

2. Ultraviole i1ginlarinin sitiin yagda ve suda ¢6zlinen vitaminleri Uzerine etkisi BAP, COMU.
2010. (Yardimci Arastirici).

3. Ezine Peynirinde Tiketici Tercih ve Beklenti Analizi 2011 (projenin duyusal analiz kisminda
gOrev alinmigtir) COMU BAP 2009/10.

4. Farkli Katki Maddeleri Kullaniminin Tahin Helvasi Emulsiyon Stabilitesi ve Kalitesine Olan
Etkilerinin Belirlenmesi Uzerine Bir Calisma, COMU BAP, 2007/87 (Yiksek Lisans Tezi)

5. Method Optimization For the Determination of Polar Compounds Derived from Deep-Frying
Oil Scientific Project, in Hamburg University of Applied Science, 2006 (Erasmus anlasmasi
ile Bursiyer, yardimci arastirici)

6. Sensory Preference Mappings of Different Cooking Processes of Selected Plant and
Animal Foods, Scientific Project in Hamburg University of Applied Science, 2006.
(Ereasmus anlagsmasi ile Bursiyer, yardimci arastirici)

7. Tahin Helvalarinin Kimyasal ve Mikrobiyolojik Kalitesine Uretim Agamalarinin Etkisi 2005,
TUBITAK, Proje no: TOVAG 104 O 290 (Yardimci Arastiric).

8. Ezine Peynirinin Duyusal ve Kimyasal Aroma Profilinin Belirlenmesi (Projenin Elektroforez

Uygulamalari Kisminda gérev alinmigtir), DPT projesi 2005.

7. ilgi Alanlari

St ve sut urunleri kimya ve biyokimyasi: Stt ve sit Grtnlerinin Gretim teknolojilerinin sut ve sut

Urtinlerinin aroma profi ve biyokimyasal 6zellikleri Gizerine konusunda ¢alismalar yuritmekteyim.

Aroma Uretim Teknolojileri: Doktora tez galismam kapsaminda biyoteknolojik yollarla dogal
aroma Uretimi konusunda c¢alismaktayim. Aroma biyoteknolojisi ve aroma Uretim teknolojileri
konusunda ve gida maddelerinin aroma profillerini belirlenmesi konusunda calismalar

yuratmekteyim.

Duyusal Analizler: Egitimli bir duyusal panelistim. Bu nedenle bir ¢ok gida Urindnun duyusal
degerlendiriimesinde panelist olarak goérev aldim. Bu Urinler arasinda gesitli geleneksel peynirler,
bugday ruseym yagi, yodurt, tavuk eti,cesitli meyve sulari, tereyadi, ¢ay, bal, pekmez gibi gida
drGnleri bulunmaktadir. Gidalarin Duyusal analizi konusunda (Orn;Spectrum® analizi ve Tiketici
testleri) egitimli olup bu konu Uzerinde de uzmanlagsmaktayim. Bu konuda Gida Muhendisligi
Bolimii déner Sermaye kapsaminda Dog¢ Dr. Yonca Karagiil Yiiceer ile birlikte INTERTEK

Tiirkiye LAB Ltd. duyusal egitim gerceklestirdim.

Enstrimental Gida Analizleri: Doktora tez ¢alismam kapsaminda, 6zellikle aroma maddelerinin
GC-MS ile analizleri deneyimliyim. Ozellikle aroma maddelerinin Kati faz mikroekstraksiyon
(SPME) ile ekstrakte edilmesi ve GC-MS ile belirlenmesi lizerine galismalar yiriitmekteyim. Gida
Mihendisligi Bolumi, Doner Sermaye Laboratuar analizleri kapsaminda gida maddelerinin aroma

analizlerini yapmaktayim. Bu c¢ergevede 1) Malkara Ticaret Borsasi istediyle Trakya Kasar
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peynirinde aroma maddelerinin belirlenmesini, 2) Pamukkale Universitesi "Eksi hamur Sivi Ferment
Sistemi icin Maya ve Laktik Asit Bakterisi Kombinasyonunun Belirlenmesi" FBE20011/56 (proje
yuritictist Doc¢.Dr. Raci Ekinci) projesi kapsaminda ekmek hamuru o&rneklerinde aroma
maddelerinin belirlenmesini ve 3) BANVIT A.$ icin farkh 6zellikteki ¢ig et 6rneklerinde aroma
maddelerinin belirlenmesini gergeklestirdim. Farkli arastirici gruplari ile gesitli sit GrGnlerinde
(cokelek, beyaz peynir, yogurt vd.) aroma maddelerinin belirlenmesi (izerine analizlerde
yuritmekteyim. Kromatografik analizlerden HPLC ile sitte suda ve yagda ¢dziinen vitaminlerin
belilenmesini Uzerine deneyimliyim.Ayrica sut proteinlerinin elektroforetik (jel elektoforezi)
analizlerinde deneyimliyim. Gidalarin spektorofotometrik ve tekstirel analizleri ile de yakindan

ilgilenmekteyim.

Yeni iiriin geligtirme: Fonksiyonel gida driinlerinin gelistiriimesi ilgi duymaktayim. Ozellikle farkli

fonksiyonel 6zelliklere sahip st ve sit Grlnleri ile iceceklere ilgi duymaktayim.

8. Aktiviteler ve Odiiller

1. COMU, Gida Mihendisligi Béliminden iiglinciliik derecesi ile mezuniyet
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Bagari Bursu, 2004
iTU ve Diinya Gida Dergisi tarafindan diizenlenen "Gida, Saghk ve Gida
Giivenligi:Yeni Uriin, Proses ve Sistem Tasarimlan" yarismasinda "Célyak hastalari igin
Glutensiz Pufi S6bik Kek" ile 2. cilik 2004.

4. ITO ve Diinya Gida Dergisi tarafindan diizenlenen "Gida, Saglik ve Gida
Giivenligi:Yeni Uriin, Proses ve Sistem Tasarimlan" yarismasinda "Kaktiis Meyveli
Diyabetik dondurma” ile mansiyon 6diilii 2004.

5. Leonardo da Vinci Programi ile ispanya'da staj: Proje yiiriitiiciisii: Dog¢.Dr. Yonca
Karagiil Yuiceer. 2005

6. Erasmus Ogrenci Degisim Programi ile Almanya'da Egitim: International Guest
Student at Hamburg University of Applied Science, Okotrophologie- Master of Food
Science (Nutrition and Home Economics) (for 6 month); Erasmus Kordinator: Dog¢. Dr.
Yonca Karagiil Yiiceer.

7. Ulusal Yeni Uriin Gelistirme Yarigmasi 5-6 Ekim 2007 Canakkale, Diizenleme Kurulu
Uyeligi

8. FP7 EC project CONffIDENCE Projesi ile Burs: "Advanced Food Analysis Course",
Organised by the Graduate School VLAG, (Wageningen University), Organic Chemistry,
the EC project CONffIDENCE,15-19 September 2010, Holland ,2010 (Burslu)

9. Ulusal Yeni Uriin Geligtirme Yarigmasi 5-6 Ekim 2007 Canakkale, Diizenleme Kurulu
Uyeligi

10. CIHEAM Bursu: Development of New Agro-Food Products 4-8 May, 2009 CIHEAM
Zaragoza (Spain). 2009, (Aday olup segilerek)
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11.

12.

13.

14.

15.

ingiltere'de Doktora Tez Galisma Konusu Hakkinda Teknik Kurs: "Metabolite profiling
approaches in microorganisms and higher plants" BIOFLAVOUR COST Action FA0907.
March 19th-22nd 2012 London, England. Royal Holloway University (Aday olup segcilerek)
COST FA 1001 Action Kapsaminda irlanda Yeni Uriin Gelistirme Konusunda Teknik
Kurs: Designing Food Structures With Health Benefits-From Concept To
Commercialisation, Summer School (Cost Action Fa 1001) irlanda-Dublin, 10-12 Haziran
2013 (Burslu).

Aroma Compounds Produced by Yeast in Solid-State And in Alginate-immobilized
Fermentation of Pomace.4-23 November 2013, Poland, Lodz University, COST STSM
Grant, Cost Actiton FA 0907.

CIHEAM Bursu: Innovative Packaging For Fresh And Lightly Processed Fruits And
Vegetables. 20-25 October, 2013 CIHEAM Zaragoza (Spain). 2013, (Burslu)

COST FA 0907 action bursu: Onur GUNESER. Aroma compounds produced by yeast in
solid-state and in alginate-immobilized fermentation of pomace.4-23 november 2013,
Poland, Lodz University, COST STSM Grant, Cost Actiton FA 0907 (Burslu)

9. Hobiler

Bisiklete binmek, Gida bilimi ve Teknolojisi ile ilgili ulusal ve uluslararasi bilimsel dergileri takip

etmek, dzellikle doga ile ilgili belgeseller izlemek

10. Uyelikler
1. Institute of Food Technologists (IFT) égrenci tyeligi
2. Gida Mihendisleri Odasi
3. 2009-2010 yillari arasinda Gida Mihendisligi Anabilim Dali Ogrenci Temsilcisi, Fen
Bilimleri Enstitlist (aday olup segilerek)
4. 2003-2005 yillar arasinda Mihendislik-Mimarlik Fakiiltesi Ogrenci Temsilcisi (aday olup

secilerek)
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