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OZET

Fermente Gidalardan izole Edilen Aromatik Mayalardan Maya
Ekstrakti Uretimi

Furkan DEMIRGUL

Gida Miithendisligi Anabilim Dal

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Osman SAGDIC

Es-Danisman: Dog. Dr. Enes DERTLI

Monosodyum glutamat (MSG) gibi gida katki maddelerine karsi toplumda artan 6n
yargl, gida bilimcilerini alternatif kaynaklar aramaya yoneltmistir. Maya
ekstraktlari, mikrobiyal kokenli olmalar1 ve iiretim prosesleri nedeniyle “dogal”
olarak kabul edilmekte ve MSG'ye benzer sekilde umami tat vermelerinin yani sira
zengin besleyici oOzelliklerinden dolayr o6ne ¢ikmaktadirlar. Bu c¢alismada,
Saccharomyrces cerevisiae TGM10, Saccharomyces boulardii S11 ve Kluyveromyces
marxianus TGM66’dan elde edilen biyokiitlelerden otoliz ile maya ekstrakti
lretilmis ve maya ekstraktlarinin kimyasal, termal, mikroyapisal, reolojik,
teknolojik ve lezzet 0Ozellikleri incelenmistir. Kimyasal analizler sonucu, tim
orneklerin dusiik yag (yaklasik olarak %1) ve ytliksek protein icerdigi; proteince en
zengin ornegin S. cerevisiae TGM10 ekstrakti (%69,17) oldugu, bunu sirasiyla S.
boulardii S11 (%66,16) ve K. marxianus TGM66 (%62,42) ekstraktlarinin takip
ettigi belirlenmistir. Benzer sekilde, esansiyel amino asitler ve lezzet arttirici amino
asitler (glutamik asit, aspartik asit, alanin ve glisin) acisindan da en zengin 6érnegin

S. cerevisiae TGM10 ekstrakti oldugu tespit edilmistir. Tim maya ekstraktlarinin,

Xiv



maya ekstraktlarinin lezzetine olumlu katki saglayan bir¢ok degerli ugucu bilesik
(2-feniletanol ve geranil asetat gibi) icerdigi tespit edilmistir. Ucucu bilesik profilleri
ve yapilan duyusal degerlendirmeler sonucu, maya ekstraktlarinin gidalara umami
tadin yani sira farkl lezzetler kazandirma potansiyellerinin oldugu belirlenmistir.
Buna ek olarak, duyusal analizler maya ekstraktlarinin gidalarda MSG ve tuz (NacCl)
kullanimini sinirlandirabilecegini gostermistir. Maya ekstraktlarinin ayrica,
teknolojik ve reolojik 6zelliklerinden dolay1 lezzet ve besinsel katkilarinin yaninda
gidalarin tekstiir ve viskozitelerine de olumlu katkilarinin olabilecegi belirlenmistir.
Bu bulgular, gidalarin lezzetinin yani sira besin degerini arttirmak i¢cin de maya

ekstraktlarinin kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Maya ekstrakti, lezzet profili, Saccharomyces cerevisiae,

Saccharomyces boulardii, Kluyveromyces marxianus

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Production of Yeast Extract from Aromatic Yeasts Isolated from
Fermented Foods

Furkan DEMIRGUL

Department of Food Engineering

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Osman SAGDIC

Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Enes DERTLI

Increasing prejudice in society against food additives such as monosodium
glutamate (MSG) has led food scientists to seek alternative sources. Yeast extracts
are considered “natural” due to their microbial origin and production processes and
stand out due to their rich nutritional properties as well as their umami taste similar
to MSG. In this study, yeast extracts were produced by autolysis from biomasses
obtained from Saccharomyces cerevisiae TGM10, S. boulardii S11 and
Kluyveromyces marxianus TGM66 and the chemical, thermal, microstructural,
rheological, technological and flavor properties of yeast extracts were investigated.
As aresult of chemical analysis, it was determined that all samples contained low fat
(approximately 1%) and high protein; S. cerevisiae TGM10 extract (69.17%) was
the richest sample in terms of protein, followed by S. boulardiiS11 (66.16%) and K.
marxianus TGM66 (62.42%) extracts, respectively. Similarly, it was determined that
the sample richest in essential amino acids and flavor-enhancing amino acids
(glutamic acid, aspartic acid, alanine and glycine) was . cerevisiae TGM10 extract.
It has been determined that all yeast extracts contain many valuable volatile

compounds (such as 2-phenylethanol and geranyl acetate) that contribute

XVi



positively to the flavor of yeast extracts. As a result of volatile compound profiles
and sensory evaluations, it was determined that yeast extracts have the potential to
add different flavors to foods as well as umami taste. In addition, sensory analysis
has shown that yeast extracts can limit the use of MSG and salt (NaCl) in foods. In
addition, due to the technological and rheological properties of yeast extracts, it has
been determined that besides their flavor and nutritional contributions, they will
also contribute positively to the texture and viscosity of the foods. These findings
show that yeast extracts can be used to increase the nutritional value as well as the

flavor of foods.

Keywords: Yeast extract, flavor profile, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces

boulardii, Kluyveromyces marxianus

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

1.1.1  Mayalarin Genel Ozellikleri

Mevcut veriler tarihteki ilk biralarin MO 7000 civarinda Cin’de, MO 3500-3100
civarinda ise Mezopotamya ve Misir’da iiretildigine isaret etmektedir [1, 2]. Bununla
birlikte, mayalarin MO 10.000’de mayali ekmek tiretmek icin kullanildigina dair
gicli gostergeler bulunmaktadir [2, 3]. Binlerce yildir gida iiretiminde
kullanilmalarina ragmen, mayalarin endiistriyel iiretimi ve ticari kullanimi 19.
ylzyilin sonlarinda Louis Pasteur tarafindan mayalarin gesitli kaynaklardan izole
edilip tanimlanmasindan sonra baslamistir. Mevcut bilimsel bilgi ve teknoloji, gida
sanayiinin ihtiyaclarini karsilamak icin belirli 6zelliklere sahip maya suslarinin

izolasyonu ve endiistriyel tiretimine imkan tanimaktadir [4].

Mayalar filogenetik olarak farkli bir grup mantari temsil eden ve bakterilerden daha
kompleks olan tek hiicreli 6karyotik mikroorganizmalardir [5]. Maya hiicreleri
genellikle daire, oval veya ince uzun sekillere sahiptir. Askospor olusturma ve
konjugasyon gibi mekanizmalarin yani sira multipolar tomurcuklanma sekliyle de
cogalabilmektedirler [6]. Baz1 maya tiirleri ger¢ek bir miselyum olusturabilirken,
Candida gibi cinsler, iyi gelismis bir yalanci miselyum (psédomiselyum)
olusturabilmekte, C. tropicalis tiri ise hem yalanci hem de gercek miselyum
olusturabilmektedir [7]. Maya hiicreleri hareketsizdir. Baz1 maya hiicrelerinin
uzunlugu sadece 2-3 pm iken, bazi tiirler 20-50 pm uzunluga ulasabilmektedir [8,
9]. S. cerevisiae gibi tipik tomurcuklanan bir maya ise yaklasik olarak 3-7 pm

genislige ve 5-15 pm uzunluga sahiptir [10].

Yapisal organizasyon acisindan, mayalar diger dkaryotik hiicrelere benzer sekilde
cekirdek, mitokondri ve bilyik vakuoller gibi hilicresel komponentler
icermektedirler [10]. Mayalarin hiicre duvar1 karbonhidratlar, proteinler ve
lipitlerden olusmakta ve hiicre zari, hiicre duvarinin altinda bulunmaktadir.

Sitoplazma, ince ve taneli bir goriinlise sahip olup, ribozom ve organelleri



blinyesinde barindirmaktadir. Cekirdek ise c¢ekirdek zarmnin iginde belirgin bir

sekilde bulunmaktadir [11].

Mayalar kara, su ve hava ortamlarindan izole edilebilmektedir, ancak 6zellikle
bitkiler mayalarin tercih ettikleri yasam alanlarinin basinda gelmektedir. Su ana
kadar birka¢ tirtiin hayvanlarla komensalizm veya parazitik iligkileri oldugu
belirlenmistir. Baz1 mayalar, bir 6l¢iiye kadar diisiik su aktivitesi (yiiksek seker veya
tuz konsantrasyonunda) ve diisiik sicakliktaki ortamlarda da gelisebilmektedirler
[9].

Mayalar fizyolojik olarak, seker metabolizmasinda yer alan enerji liretme siirecinin
tipine gore, non-fermentatif, fakiiltatif fermentatif veya zorunlu fermentatif olarak
siniflandirilabilmektedir [12, 13]. Genel inanisin aksine, tanimlanan binden fazla
mayanin yaklasik yaris1 fermentatif degildir [5]; Rhodotorula gibi baz1 mayalarin

non-fermentatif ve kat1 aerobik olduklari tespit edilmistir [7].

Pek ¢ok maya hem oksijenli ortamda hem de oksijensiz ortamda gelisebilen
fakiiltatif anaerobtur. Yeterli oksijen varliginda sekeri CO2, enerji ve biyokiitleye
donustiren mayalar, anaerobik kosullarda ise yeterince gelisemezler ve etil alkol
fermantasyonu gerceklestirerek sekeri etanol, gliserol ve CO; gibi iriinlere
dontstiirtrler [4]. Ancak, zorunlu fermentatif tiirler bile steroller gibi zar
bilesenlerinin sentezi icin oksijene ihtiya¢c duyduklarindan, kat1 anaerobik kosullar
altinda ¢ok uzun silire hayatta kalamazlar [14]. Bu nedenle, ortamdaki seker ve
oksijen konsantrasyonu, maya metabolizmasi ve fizyolojisi lizerinde giiclii etkiye

sahip olan iki temel ¢evresel faktordiir [13].

Mayalar nispeten basit besin gereksinimlerine; bir karbon kaynagina, bir azot
kaynagina, fosfat, siilfat, daha dusiik konsantrasyonlarda potasyum, magnezyum,
kalsiyum, demir, ¢inko elementlerine ve ¢ogu durumda biyotin, tiamin veya
pantotenik asit gibi vitaminlere ihtiya¢ duyarlar [15, 16]. Dogal ortamlarinda maya
tirlerinin gelismelerini destekleyebilecek genis bir karbon kaynag1 (polioller,
alkoller, organik asitler ve amino asitler gibi) bulunmaktadir [13]. Bununla birlikte,
mayalar tarafindan kullanilan ana karbon kaynagini karbonhidratlar, esas olarak
monosakkaritler (glukoz, fruktoz, galaktoz veya mannoz) veya disakkaritler (maltoz
veya siikroz) olusturmaktadir [16]. Cogu maya tiiri i¢cin ana karbon ve enerji

kaynagi, glikolitik yoldan piriivata ve Krebs dongiisiinden anabolitlere ve ATP
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formundaki enerjiye donistiiriilen glukozdur. Yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda
pek cok maya hiicresinde katabolit baskis1i meydana gelmekte, bu sirada solunum
enzimlerinin gen ekspresyonu ve sentezi bastirilmakta ve aerobik kosullarda bile
fermantasyon gerceklesmektedir [4]. Bu sartlar altinda maya (6rn. S. cerevisiae)
glukozu fermente ederek etanol ve diger yan tiriinleri tiretmektedir, ancak tiretilen
enerji miktar1 daha diisiik olmaktadir. Glukozun oksidasyonla metabolizasyonunda
ise glukoz tamamen okside oldugu i¢in, ATP sentezinde gerekli olan ytliksek diizeyde
enerji agiga ¢ikmaktadir. Maya lretim verimlilii maksimum oldugu zaman
harcanan 100 g glukoza karsilik yaklasik 50 g biyokiitle (kuru hiicre) elde
edilmektedir [17, 18]. Ortamda O miktar1 sinirlandiginda ise seker konsantrasyonu
diisiik dahi olsa, etanol iliretimiyle sonuglanan fermantatif yol etkili olmaktadir [18].
Saccharomyces cinsindeki aerobik fermantasyonu agiklamak i¢in ¢esitli hipotezler
bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi, etanole karsi nispeten direngli olan
Saccharomyces'in meyve gibi yiiksek seker iceren ortamlarda kendisiyle rekabet
edebilecek bircok mikrobiyal tiir i¢in toksik veya statik 6zellikte olan etanol
tireterek rakiplerine karsi tistiinliik sagladig1 seklindedir [19]. Diger bir hipoteze
gore ise, mayalarin fermantasyon yoluyla gelismesinin DNA replikasyonu
sirasindaki mutajenik hatalarin artmasina neden olan reaktif oksijen tiirlerinin
Uretimini azalttig1 seklindedir [20]. Endiistriyel uygulamalarda “Crabtree etkisi”
olarak da bilinen glukoz ve siikrozun katabolit baskisi, kotii lezzetteki bilesiklerin
olusmasi ve istenmeyen yan Urunlerin gelismesine neden olmaktadir. Ayrica, bu
baski nedeniyle biyokiitle veriminde (Sekil 1.1) ve maya canlilifinda azalmalar
olmaktadir [4, 21, 22, 23]. Azot miktar1 maya gelisimini etkileyen diger bir 6nemli
faktordiir. Yavas ilerleyen bazi fermantasyonlarin yetersiz azottan kaynaklandigi ve
ortama asimile azot eklenmesi ile fermantasyonun daha hizli gerceklesecegi
disiinilmektedir [24]. Bununla birlikte, asir1 azot, etil karbamat veya biyojen
aminler gibi istenmeyen metabolitlerin tliretimi de dahil olmak tlizere baska
sorunlara yol agabilmektedir [25, 26]. Mayalar azot kaynagi olarak tercihen
amonyak, asparajin, glutamin ve glutamati kullanmaktadir, ancak bu azot
kaynaklarinin yoklugunda nitrit, nitrat, amidler, ptrinler, pirimidinler, diger amino

asitler ve peptitler gibi ¢ok c¢esitli azot kaynaklari da kullanilabilmektedir [15].
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4

S. cerevisiae
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Biyokiitle Biyokiitle

Sekil 1.1 Crabtree etkisinin biyokiitle verimi lizerine etkisi (BioRender.com
kullanilarak olusturulmustur).

Mayalarin besin degeri ve temel bilesenleri, gelisme sartlarina ve tliretimlerinde
kullanilan teknolojiye bagh olarak degisiklik gostermektedir [27]. Hiicre duvari,
toplam maya kuru agirhiginin %15-30’unu olusturmaktadir [28]. Hiicre duvarinin
ise yaklasik %50-60"1 B-glukandan, %40’1 mannanoproteinden olusmaktadir. Kuru
mayanin %45-55'i proteinden olusmaktadir. Mayalar ayrica yaklasik olarak %6
oraninda yag, %7 oraninda kiil ve %32 oraninda karbonhidrat icermektedir [27,
29]. Mayalar B kompleks vitaminleri (folik asit ve biyotin gibi), mineralleri (¢inko,
krom, demir ve magnezyum gibi), pek ¢ok esansiyel amino asidi, niikleik asitleri ve
cesitli fenolik bilesikleri (ferulik asit, sinamik asit, gallik asit, protokatesik asit ve p-
kumarik asit gibi) icermektedir [30, 31]. Mayalar uzun yillardir hayvan yemi olarak
kullanilmaktadir, ancak 0Ozellikle zengin protein ve esansiyel amino asit
iceriklerinden dolay1 hayvan beslenmesinin yaninda insan beslenmesinde de
kullanilabilecek degerli bir gida bileseni olma potansiyeli tasimaktadirlar [4, 30, 32].
Endustriyel 6nemleri nedeniyle, birincil ve ikincil metabolitlerin olusumlar1 ve
bunlarin insan saghgi Uzerindeki etkileri hakkinda bilgi saglamak icin maya

metabolizmasinin daha iyi anlasilmasi gerekmektedir [16].
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1.1.1.1 Saccharomyces cerevisiae

“Saccharomyces” seker (sakkaroz) -yiyen- mantar (myces); “cerevisiae” ise bira
(Latince cervisia, ae) anlamina gelen sozciiklerden tiiretilmistir. Tarih 6ncesi
zamanlardan beri insanlar, gidalarin dayanimini, lezzetini ve sindirilebilirliklerini
arttirmak icin, sekerleri etanole ve arzu edilen lezzet bilesiklerine donitistiiren S.
cerevisia€ dan yararlanmistir [33]. Dolayisiyla, Saccharomyces cinsi ve tim mayalar
icinde S. cerevisiae, hakkinda en fazla bilgi sahibi olunan ve endiistriyel
uygulamalarda en fazla kullanilan tiirdiir. Bunun bazi o6nemli nedenleri
bulunmaktadir. S. cerevisiae biiyliik 6lcekli fermantasyon uygulamalarina karsi
uygun olup, tarimsal atiklar gibi ucuz besiyerlerinde gelisebilmektedir. Ayrica
fermantasyon, bakteriyel kontaminasyon riskini azaltan ve organik asitlerin
lretiminde daha az atik olusmasina neden olan disik pH’larda
gerceklestirilebilmektedir [34]. S cerevisiaénin nispeten yiiksek seker
konsantrasyonlarina karsi direngli olmasi ve gesitli aromatik, ucucu bilesikler
lretebilme yeteginde olmasi,, bu mayanin endiistriyel o6nemini daha da

arttirmaktadir [19].

S. cerevisiae€nin aerobik kosullarda gelistirilmesinde hem sekerler hem de etanol
karbon ve enerji kaynag olarak kullanilabilmektedir [18]. S. cerevisiae basta D-
glukoz olmak tizere; D-fruktoz ve D-mannoz gibi heksoz sekerleri fermente
edebilmektedir. Bununla birlikte, cogu S. cerevisiae susu siikroz, maltoz, maltotrioz
ve D-galaktoz gibi sekerleri de fermente edebilirken; dekstrinler ve nisasta sadece
S. cerevisiaénin bazi varyeteleri (S. cerevisiaevar. diastaticus) tarafindan fermente
edilebilmekte; laktoz ise S. cerevisiae tarafindan fermente edilememektedir [35]. S.
cerevisiae suslar1 glutamin ve asparajin gibi farkli azot kaynaklarim
kullanabilmektedir [36]. Bir¢ok inorganik amonyum tuzunun gelismeyi destekledigi
ve baz1 S. cerevisiae suslarinin Ureyi bir azot kaynag olarak kullanabildikleri

belirlenmistir [35].

S. cerevisiae suslar1 etanol ve karbondioksit ile birlikte, bircok lezzet bilesigi
tiretebilmektedir [37]. S. cerevisiaénin fermantasyon metabolizmasi, birincil ve
ikincil metabolizma olmak tizere iki evreden olusmaktadir. Birincil metabolizma,
maya hiicrelerinin gelismesi, boliinmesi ve hayatta kalmasi icin gerekli olup, bu

metabolizma sonucu etanol, gliserol, asetaldehit ve asetik asit gibi metabolitler



tiretilebilmektedir. Ikincil veya sekonder metabolizma maya gelismesi icin énemli
degildir, ancak bu metabolizma sonucu mayalar; fuzel alkoller, esterler, karboniller,
kukiirtlu bilesikler, tiyoller ve terpenoidler gibi molekiilleri iiretebilmektedir [38,
39]. Sekonder metabolitler, ¢esitli gidalarin (sarap, bira, peynir gibi) organoleptik
ozelliklerine katkida bulunabilen ve ¢esitli endiistriler i¢in 6nemi olan triinlerdir.
Sekonder metabolizma, fermente olabilen karbon, azot ve fermantasyon
kosullarindan 6nemli 6l¢lide etkilenmektedir [22, 39, 40]. Spesifik lezzet verici
molekiillerin biyosentezi, fermantasyon ortaminin dogrudan prekiirsorler (6nciil
bilesikler) veya diger ara maddelerle zenginlestirilmesi ile daha da
arttirilabilmektedir [41]. Saccharomyces cinsi mayalar ayni zamanda lezzet arttirici
ozellikleri bulunan 5’-niikleotitler yoniinden de olduk¢a zengindir. Ayrica GRAS
(Genel Olarak Giivenilir) statiisiinde olup, zengin besinsel bilesime sahiptir [30, 42,

43].
1.1.1.2 Saccharomyrces cerevisiae var. boulardii

van der Aa Kiihle ve Jespersen [44] S. boulardiitizerine yaptiklari ¢calismalarinda, S.
boulardiinin, S. cerevisiae tiiriine ait bir sus oldugunu, ancak S. boulardii suslarinin
elektroforetik karyotiplerinin S. cerevisiae¢nin diger suslarindan farkl oldugu igin,
ayni tiirtin altinda ayri1 bir kiimede siniflandirilmasi gerektigini bildirmislerdir.
Benzer calismalarla da desteklenen bu sonuclarin ardindan §. boulardiitaksonomik
olarak S, cerevisiaénin altinda S. cerevisiae var. boulardii seklinde
siniflandirilmistir [45]. S. boulardii metabolik ve fizyolojik olarak, 6zellikle gelisme
verimi ile sicaklik ve asidik streslere karsi direnclilik gibi konularda .

cerevisiae'dan farkliliklar gostermektedir [46].

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ile Diinya Saghk Orgiitii (WHO)
tarafindan probiyotikler “yeterli miktarlarda alindiginda konakgiya saglik yarari
saglayan canli mikroorganizmalar” [47] seklinde tanimlanmistir. Laktik asit
bakterileri ve bifidobakterilere kiyasla probiyotik mayalar daha az taninmasina
ragmen, S. boulardii gastrointestinal bozukluklar1 kontrol ve tedavi etmek icin
kullanilabilen probiyotik 6zellikteki bir mayadir [5, 48]. S. boulardii, onu potansiyel
bir probiyotik ajan yapan bircok oOzellige sahiptir. S. boulardii gastrointestinal
kanaldan geciste canliligini korur, optimum gelisme sicaklifi konagin (insan)

fizyolojik sicakligina uygun sekilde 37 °C’dir ve hem in vitrohem de in vivo bir dizi



mikrobiyal patojenin (Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Clostridioides
difficile, Candida albicans, rotaviris vb.) gelismesini engeller [49, 50]. &
boulardiimin antimikrobiyal aktivitesinin pek ¢ok mekanizmasi bulunmakla
birlikte, bunlardan birisi S. boulardii tarafindan iiretilen bazi peptitler araciligiyla
gerceklesmektedir. Ornegin, 54 kDa’luk serin proteazin C. difficilé nin enterotoksin
lretimini ve sitotoksik aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir [51]. Ayrica, S.
boulardii, 2-feniletanol ve orta zincirli yag asitleri gibi C. albicans'in adhezyonunu
engelleyen c¢esitli metabolitler {tretebilmektedir [52, 53]. S. boulardiinin
antibiyotige baglh olarak gelisen ishalin yaninda, ¢ocuklarda rotavirts
enfeksiyonlarina karsi da etkili oldugu gosterilmistir [54, 55]. Kurugol ve Koturoglu
[56] Tiirkiye'de; Htwe vd. [57] ise Myanmar’da yaptiklar1 ¢alismalarda diizenli S.

boulardii tiiketiminin ¢ocuklarda akut ishale karsi etkili oldugunu bildirmislerdir.

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler (EPS), gida, ila¢ ve diger endiistrilerde iiriinlerin
kompozisyon, yapi ve fiziksel 6zelliklerinde yol agtig1 degisiklikler nedeniyle bir¢ok
uygulama alanina sahiptir [58]. Mayalarin hiicre duvari, esas olarak, probiyotik
bakterilerin hayatta kalmasinda 6nemli rol oynayan ko-agregasyon ve kohezyon
fenomeninde rol oynayabilecek olan glukan, mannan ve kitin gibi
ekzopolisakkaritlerden olusmaktadir [16, 59, 60]. S. boulardiinin gesitli EPS’leri
liretme yeteneginde oldugu bilinmektedir [61]. EPS koruyucu tabakasinin varligi,
probiyotik mikroorganizmalarin, konagin gastrointestinal kanalinda daha uzun
siire kalmasinm1 saglamaktadir [62, 63]. Bunun yaninda, c¢esitli probiyotik
mikroorganizmalar tarafindan tiretilen asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asit gibi
kisa zincirli yag asitleri ile birlikte EPS’nin konagin bagirsak mikroflorasi icin
prebiyotik gorevi Ustlendigi bildirilmistir [64, 65]. Ek olarak, canli veya oli
hiicrelerin,  o6zellikle hiicre  duvar1 preparatlarinin  (glukomannanlar),
mikotoksinlerin kiimes hayvanlarinin gastrointestinal kanallarindan [66] ve meyve

sularindan [67] uzaklastirilmas1 amaciyla da kullanilabilecegi bildirilmistir [5].

S. boulardii tiketiminin en o©nemli riski kandaki fungi veya maya olarak
tanimlanabilen fungemi’dir [53, 68]. Fungemi, probiyotiklerle tedavide nadir
gorilen, ancak ciddi bir komplikasyondur [69]. Liyofilize probiyotik maya iceren
ambalajin hasta odasinda 6nleyici enfeksiyon kontrol 6nlemleri alinmadan agildigi

durumlarda, enfeksiyon riski ylksek olan hastalarda fungemi ortaya



cikabilmektedir [53]. Hekimler, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda
probiyotik kullaniminin béyle bir risk tasidiginin farkinda olmalidir [69, 70].

1.1.1.3 Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces marxianus mayasl ilk olarak E. C. Hansen (1888) tarafindan
tanimlanmis olup, bu mayay1 tiziimlerden izole eden ilk kisi olan Marx’dan sonra ise
Saccharomyces marxianus adiyla siniflandirilmistir [71, 72, 73]. Ancak daha sonra,
S. marxianus, S. fragilis ve S. lactis seklinde siniflandirilan mayalarin, diger
Saccharomyces tiirlerinden morfolojik farkliliklar: ile farkli sekerleri fermente ve
okside edebilme kapasitelerindeki farkliliklar nedeniyle, Saccharomyces
tiirlerinden ayr1 bir takson altinda siniflandirilmalarina karar verilmis ve 1956’da
van der Walt [74] tarafindan ayr1 bir K/uyveromyces cinsi tanimlanarak bu 3 maya
tlirti bu cins altinda siniflandirilmaya baslanmistir [72, 75]. Kluyveromyrces tiirleri
arasinda GRAS statiisiinde olan ve endiistriyel uygulamalarda en fazla kullanilan iki
tiir K marxianusve K. lactis'tir [76]. K. marxianus, filogenetik olarak . cerevisiaeile

iligkilidir ve K /actisile “kardes” tiirdiir [77, 78, 79].

K. marxianus ve K. lactistiirleri, st endiistrisi icin 6zel 6nem tasiyan bir 6zellik olan
laktozun glukoz ve galaktoza pargalanmasini saglayan [(-galaktozidaz (laktaz)
enzimi Uretebilmektedirler [80, 81]. K /actis'ten elde edilen laktaz enziminden
laktozsuz siit lriinlerinin liretiminde yararlanilmaktadir [82]. K. marxianus ve K.
lactis'in laktozu asimile etme ve bu sekeri karbon kaynagi olarak kullanabilme
yetenekleri, peynir alti suyu gibi laktoz igeren sut endiistrisi atiklarinin ytiksek
katma degerli lriinlere doniistiiriilmesine imkan tanimaktadir [83]. Ayrica, K
marxianus ve K. lactis bu 6zelliklerinden dolay1 kefir, yogurt ve peynir gibi stt
Urtinlerinden siklikla izole edilmektedir [79]. Bunun yaninda, pektinolitik
aktivitesinden dolayn K marxianus kakao fermantasyonuna da katkida

bulunmaktadir [84].

K. marxianus, laktozun yaninda iniilini de asimile edebilen, yaklasik 70 dakikalik
jenerasyon suresiyle oldukc¢a hizli ¢ogalabilen ve optimum gelisme sicaklig1 30 °C
olmasina ragmen 52 °C’ye kadar canliligin1 koruyabilen termotolerant bir mayadir
[72, 79]. Cesitli karbon ve azot kaynaklarini kullanabilmesine ragmen, K. marxianus

genel olarak S. cerevisiaeile benzer beslenme gereksinimlerine sahiptir [85].



K. marxianus, hem solunum hem de fermantasyonla enerji elde edebilme yetenegine
sahip respiro-fermentatif bir mayadir [73]. S. cerevisiadnin aksine hem K
marxianus hem de K /actis geleneksel olarak Crabtree negatif mayalar olarak
siniflandirilmaktadir ve bu durum sekeri etanole etkili bir sekilde fermente
edemediklerini gostermektedir [86]. K marxianusun Crabtree negatif olmasi
ylksek biyokiitle verimine (Sekil 1.1) neden olabilmekte ve bu da biyokiitleden elde
edilen (maya otolizat ve ekstraktlar1 gibi) ¢esitli lirtinlerin iiretiminde énemli bir
avantaj saglamaktadir. Ek olarak, Kluyveromyces tirlerinin de S. cerevisia€ye
benzer sekilde fermantasyonla meyve esterleri, karboksilik asitler, ketonlar,
furanlar, fuzel alkoller, monoterpen alkoller ve izoamil asetat gibi pek ¢ok énemli

aroma bilesigi tiretebildikleri bilinmektedir [72, 87, 88, 89].
1.1.2 Mayalardan Uretilen Biyoteknolojik Uriinler

Mayalar hem geleneksel olarak hem de modern biyoteknolojide cesitli gida, enzim
ve farmasotik reaktiflerin liretimi i¢cin ¢ok kullanilmaktadir [79]. Mayalardan basta
mayali ekmek, sarap, bira, distile alkollii i¢kiler, kefir, kimiz, kakao, kahve, sake, soya
sosu, c¢esitli peynirler, biyoetanol, aroma maddeleri, maya otolizat ve ekstraktlari,
pigmentler, diyet takviyeleri, probiyotikler, asilar, c¢esitli enzimler, heterolog
proteinler ve tek hiicre proteinleri olmak tlizere pek ¢ok iiriiniin tretiminde

yararlanilmaktadir (Tablo 1.1) [81, 90, 91].

Cok sayida maya cinsinin endistriyel 6neme sahip oldugu belirlenmis olmasina
ragmen, endiistriyel uygulamalarda en fazla kullanilan maya tiirii S. cerevisiaedir
[10]. S. cerevisiae Maya Genom Projesi (Yeast Genome Project) kapsaminda, genom
dizilimi yapilarak Saccharomyces genom veritabanina

(http://www.yeastgenome.org/) kaydedilen ilk 6karyotik organizmadir [92]. S.

cerevisiae, iyi aciklanmis genomu, genetik izlenebilirligi, iyi bilinen fizyolojisi ve
genel kullanim kolaylig1 nedeniyle biyoteknolojide yaygin olarak kullanilmaktadir
[73]. Bununla birlikte, endiistriyel fermantasyonlarda ve biyoteknolojide Candida,
Kluyveromyces, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Torulaspora, Cryptococ-
cus, Debaryomyces, Issatchenkia, Pichia, ~Metschnikowia, Hanseniaspora
(Kloeckera), Rhodotorula, Rhodosporidium, Trichosporon, Lipomyces, Hansenula,
Yarrowia, Brettanomyces (Dekkera) ve Zygosaccharomyces gibi pek cok maya cinsi

kullanilabilmektedir (Tablo 1.1) [39, 93, 94, 95].


http://www.yeastgenome.org/

Yasam dongiisii ve genetik materyalleri hakkinda ayrintili olarak bilgi sahibi olunan
ilk maya tiirii olan S. cerevisiae ayn1 zamanda interferon [96], hepatit B yiizey
antijeni [97] gibi heterolog proteinlerin iiretimi i¢in kullanilan ilk maya tiiri
olmustur. Daha sonra Arxula (Blastobotrys) adeninivorans, K. lactis, Hansenula
polymorpha, P. pastoris, S. pombe ve Yarrowia lipolytica gibi diger birgok maya da
heterolog proteinlerin liretimi i¢in basariyla kullanilmistir [10]. Artemisik asit [98],
isobiitanol [99] ve resveratrol [100] gibi baz1 maddelerin ticari olarak tiretimi icin
bir dizi S. cerevisiae susundan yararlanilmaktadir [34]. C. utilis mayasindan tek
hiicre proteini ve lipaz enzimi ilretiminin yaninda piridoksin (Bs vitamini),
nikotinamid adenin diniikleotit (NAD), flavin adenin diniikleotit (FAD), sitrik asit,
riboflavin (B vitamini) ve triptofan amino asidi tiretiminde de yararlanilmaktadir
[101]. C. utilis'in aseksiiel formu olarak bilinen 2. jadinii, hayvan beslenmesinde ¢ok
kullanilmaktayken, K. /actis gesitli aroma bilesikleri ve laktaz enziminin liretiminde,
R. glutinis, Sporobolomyces pararoseus ve Phaftia rhodozyma cesitli karoten ve
renklendiricilerin tiretiminde, D. (Schwanniomyces) occidentalis amilaz enziminin
Uretiminde, Eremothecium ashbyi riboflavin iiretiminde, Y. /ipolytica sitrik asit ve
lipaz enzimlerinin lretiminde kullanilan mayalardir [5, 102]. Mayalar, yiiksek
alkoller ve esterler gibi aroma bilesiklerinin endiistriyel dl¢cekte tliretilebilmesi icin
ciddi bir potansiyel tasimaktadir [103, 104]. Glinlimiizde 100’den fazla aroma
molekiilli, mikrobiyal enzimlerle veya dogal ya da genetik modifikasyona ugratilmis
maya suslarinin fermantasyonu ile Uretilmektedir [39, 93]. Endiistriyel gida
fermantasyonlarinda kullanilacak maya suslar1 genellikle tat ve aroma gibi gidanin

duyusal 6zelliklerini gelistirebilme yeteneklerine gore secilmektedirler [39].

Cesitli maya tiirleri tarimda biyokontrol ajanlar1 olarak kullanilabilmektedir. 2.
guilliermondii, P. anomala ve D. hansenii gibi baz1 maya tiirleri meyve ve tahillara
zarar veren bazi kiiflerin gelismesini engelleyebilmekte ve bdylece mikotoksin
olusumu kontrol edilerek hasat sonrasi goriilebilecek bitkisel hastaliklarin
azaltilmasi ve gida giivenliginin saglanmasi miimkiin hale gelebilmektedir [5, 105,

106, 107].
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Tablo 1.1 Modern biyoteknolojide kullanilan veya kullanilma potansiyeli bulunan

bazi mayalar

Tiirler Uygulamalar Referans
C. utilis Tek hiicre proteini, Be [101, 108]
vitamini, riboflavin,
triptofan, sitrik asit, lipaz
C. shehatae Biyoetanol [5]
C. maltosa Tek hiicre proteini [5]
C. pseudotropicalis Laktaz [95,109]
C. rugosave C. lipolytica Lipaz [95]
D. hansenii Proteaz, intilinaz, ksilitol [5,81]
D. (Schwanniomyces) occidentalis Amilaz [5]
Geotrichum candidum Lipaz [81, 95]
Komagataella pastoris Fitaz, glikolat oksidaz [81]
K marxianus Tek hiicre proteini, intilinaz, [5,95,108]
maya ekstrakti
K lactis Tek hiicre proteini, laktaz, [5,81, 95,
intlinaz, rennin 110]
Phaffia rhodozyma Astaksantin [94, 95]
Rhodotorula glutinis Karoten, invertaz [5,108]
S. cerevisiae Biyoetanol, invertaz, [5,81, 95,108,
kimozin, heterolog 111, 112]
proteinler, tek hiicre
proteini, maya otolizat ve
ekstraktlari
Zygosaccharomyces rouxii L-glutaminaz [81, 95]
Ogataea (Hansenula) polymorpha Heterolog proteinler, fitaz [81, 95]
Yarrowia lipolyticave Trichosporon Lipaz [81]

fermentum
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Endiistriyel maya iiretimi genellikle, bir dizi fermantasyon siirecini igeren yayilma,
hasat, konsantrasyon ve/veya kurutma, paketleme ve sevkiyat gibi asamalari
icermektedir [4]. Endiistriyel 6lcekte maya tlretiminde karbon kaynagi olarak
genellikle seker fabrikasi atigi olan seker pancar1 veya seker kamisi melasi
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, K. marxianus gibi laktozu kullanabilen mayalar
icin peynir alti suyu gibi siit endistrisi atiklar1 da kullanilabilmektedir [83]. S.
cerevisiae genellikle uygun sicaklik ve pH’da seker melasi, amonyak veya amonyak
tuzlari, fosfat ve B vitaminleri iceren besi ortamina bir miktar mayanin inokiile
edilmesi sonucu liretilmektedir. Maya hiicre sayisi yeterli seviyeye ulastiktan sonra
isleme daha biiyiik bir biyoreaktéorde devam edilmekte ve bu islem hedeflenen

miktarda maya biyokiitlesi elde edilinceye kadar devam ettirilmektedir [18].
1.1.2.1 Biyoetanol Uretimi

Etil alkol veya kimyasal olarak C;HsOH veya EtOH olarak da bilinen biyoetanol,
dogrudan saf alkol olarak kullanilabilecegi gibi egzoz gazi emisyonunu azaltmak i¢in
benzin veya dizelle karistirllarak yakit olarak da kullanilabilmektedir [9].
Biyoetanol aslinda yeni bir enerji kaynag1 degildir, Avrupa ve ABD’de 1900’lerin
basindan beri kullanilmaktadir, ancak petrole kiyasla daha pahali oldugu icin
kullanim miktar:1 arzulanan seviyelere ulasamamistir [113]. Oysa yenilenebilir bir
enerji kaynagi olan biyoetanol, petrol yakitlarinin aksine daha az toksiktir, biyolojik
olarak kolay parcalanabilir ve yaygin kullanilmasi durumunda sera gazi

emisyonunun azalmasina yardimci olabilir [9, 114].

Mayalar, ¢esitli karbonhidratlar1 (glukoz, fruktoz, siikroz, laktoz, nisasta, seliiloz,
lignoseliiloz vb.) iceren hammaddeleri (seker pancar1 veya seker kamisi melasi,
peynir alt1 suyu, bugday, misir, patates, arpa, saman, orman atiklar1 ve ¢imen vb.)
etanole fermente ederek (Sekil 1.2) biyoetanol liretiminde énemli bir rol oynarlar
[9, 115]. Biyoetanol liretiminde S. cerevisiae suslar1 ¢ok kullanilmaktadir [73].
Ancak, genetigiyle oynanmamis S. cerevisiae heksoz sekerleri (glukoz, fruktoz gibi)
kullanabilmekteyken, pentoz sekerleri (ksiloz gibi) kullanamamaktadir [116]. Ucuz
agro-endistriyel yan trinlerin veya atiklarin hammadde olarak kullanilmasiyla
biyoetanol iiretim maliyetleri diisiirtilebildigi i¢in; sellobiyoz ve ksilozu fermente

edebilen P. stipitis, C. shehatae veya Pachysolen tannophilus gibi mayalarla
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lignoseliilozik hidrolizatlarin etanole doéniisiimiine yonelik yapilan arastirmalar

artmistir [5, 108].

Sekil 1.2 Substrat olarak glukozun kullanildig: etil alkol fermantasyonu
(BioRender.com kullanilarak olusturulmustur)

Biyoetanol liretiminde en sik kullanilan maya olan S. cerevisiae suslarinin etanol
toleransi1 120 g/L’den fazladir [73] ancak, mayalar etanole karsi duyarhdirlar ve
ortamdaki etanol miktarinin belirli bir seviyenin iistiine ¢cikmasi, maya hiicrelerinin
inhibe olmasina neden olmaktadir [9]. Basta genetik miidahaleler olmak iizere
cesitli yollarla mayalar etanole karsi daha direngli hale getirilerek endiistriyel
biyoetanol iiretim veriminin arttirilmasi i¢in ¢esitli aragtirmalar yapilmaktadir [18,

117, 118].
1.1.2.2 Enzim Uretimi

Enzimler, ekmek ve bira endiistrisinden; kagit ve deterjan endiistrisine kadar cesitli
trtinlerin liretiminde kullanilan ve nispeten pahali olan biyolojik katalizorlerdir
[109]. Katalitik aktivitelerinin yliksek olmasi, cogu durumda istenmeyen yan iiriin
olusturmamalari, kararl ve ucuz olmalari ile yiiksek miktarlarda elde edilebilmeleri
gibi nedenlerle enzim iiretiminde mikroorganizmalarin kullanilmasina yoénelik son

yillarda artan bir ilgi vardir [110].

Mayalar, gida ve ilgili sektorlerde kullanilan enzimlerin biiytik dlcekte liretilmesi
icin onemli bir potansiyele sahiptir [119]. Mayalar tek hiicreli, uygun kosullarda

hizl1 gelisebilen ve bakteri hiicreleri gibi biyoreaktorde gelistirilebilen canhlardir.
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Mayalar, glukotironidaz, glukozidaz, lipaz, laktaz, iniilinaz, ksilanaz, pektinaz gibi

cok sayida hidrolitik enzim tiretebilmektedirler (Tablo 1.1) [10].

Candida, Saccharomyces, Pichia, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces gibi
mayalarin B-glukozidaz tirettigi bilinmektedir. Endiistriyel lipaz kaynagi olarak ise
genellikle Candida cinsinden (C. antarctica, C. cylindracea ATCC 14830, C. lipolytica,
C. rugosa) ve Geotrichium candidum’dan elde edilen lipazlar tercih edilmektedir. C.
rugosddan elde edilen lipaz, endiistriyel anlamda en yaygin kullanilan lipazlardan
bir tanesidir [10, 120]. K /actis tiir(i, laktazin yaninda endistriyel 6lgekte rennin
tretmek icin de kullanilmaktadir [110]. K. fragilis ise laktaz ve iniilinaz iiretme
yetenegindedir [109]. Invertaz enziminin endiistriyel olcekte iiretiminde
cogunlukla S. cerevisiae [109, 121] ve S. carlsbergensis mayalar1 kullanilmaktadir
[111]. Debaryomyces (D. hansenii), Hancornia (H. speciosa), Stephanoaseus (5.
smithiae), Kluyveromyces (K. wickerhamii) cinslerine ait pek ¢ok maya tiri

pektinolitik enzimler iiretebilmektedir [10, 119].
1.1.2.3 Tek Hiicre Proteini

Geleneksel protein Kkaynaklarina (bitki ve hayvanlar) kiyasla, baz
mikroorganizmalarin ytliksek protein iceriklerine ek olarak, kisa gelisme siirelerine
sahip olmalar1 ve ayrica, tiretimin iklim ve mevsim kosullarindan bagimsiz olarak
siirekli yapilabilme imkani, protein kaynagi olarak mikroorganizmalarin
kullanilmasini tesvik eden bazi 6énemli avantajlardir [4]. Genellikle tarimsal atiklar
kullanilarak gelistirilen saf veya karisik maya, kiif, alg veya bakteri kiiltiirlerinden
ekstrakte edilen proteinlere mikrobiyal protein veya tek hiicre proteini denmekte
[122] ve artan niifusun protein ihtiyacinin karsilanmasi ve tarimsal atiklarin katma
degerli tirtinlere donitistiirtlerek cevre kirliliginin azaltilmasi konularinda tek hiicre
proteinleri 6nemli bir alternatif sunmaktadir [123]. Tek hiicre proteinleri daha ¢ok
hayvan yemlerinde kullanilmakla birlikte, gidalarin besin degerini arttirmak icin

gidalarda da kullanilabilmektedir [124].

Tek hiicre proteini tretiminde genellikle Candida ve Saccharomyces gibi
mayalardan; 7richoderma, Fusarium ve Rhizopus gibi kiiflerden; Cellulomonas ve
Alcaligenes gibi bakterilerden ve Spirulina ve Chlorella gibi alglerden
yararlanilmaktadr [125]. C. utilisve S. cerevisiae gibi mayalar, iistiin besin kaliteleri,

yuksek biyokiitle iiretim verimlilikleri ve insan tiiketimi i¢in uygun olmalar: gibi
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nedenlerle tek hiicre proteini tretiminde ¢ok kullanilmaktadir [4, 125]. Buna ek
olarak, C. utilis ve S. cerevisiae gibi mayalarin tarimsal ve endiistriyel atiklar gibi
ucuz hammaddelerde kolayca ¢ogaltilabilir olmalari tek hiicre proteini tiretiminde

bu mayalarin tercih edilmesini saglayan diger faktorlerdir [4].

Tek hiicre proteinlerini insan beslenmesinde sinirlandiran en 6nemli faktor ise
niikleik asit igerikleridir. Fazla miktarda nitikleik asit tiiketilmesi insanlarda ¢esitli
saglik sorunlarina (gut hastaligi ve bobrek tasi olusumu gibi) neden olabilmektedir
[126, 127]. Bunun yaninda, bir¢ok mikroorganizmanin uygun sartlar altinda insan
ve hayvanlar icin toksik o©zellikte olan c¢esitli metabolitler {iiretebildikleri
bilinmektedir. Bu nedenle, tek hiicre proteinleri sadece niikleik asit igerikleri

acisindan degil toksikolojik acidan da dikkatle degerlendirilmelidir [128].
1.1.2.4 Aroma Metabolitleri

Gidalarin duyusal degerlendirmesi insanlik tarihi kadar eskidir. Ozellikle, lezzet (tat
ve aroma), insanlar tarafindan iggiidiisel olarak gida seciminde 6énemli bir olgiit
olarak kullanilmaktadir [129]. Bir gida agizdayken burun/geniz yoluyla algilanan
ucucu ve koku veren bilesiklere aromatik bilesikler denmekte [130] ve gidalarin
karakteristik aromalarinin ortaya ¢cikmasinda farkli siniflara ait ok sayida aromatik
bilesik (alkoller, esterler, aldehitler, terpenler, terpenoidler, pirazinler, laktonlar,

kiikiirtli bilesikler, organik asitler vb.) rol oynamaktadir [41].

Gidalarin tercih edilebilirligini etkileyen en 6nemli faktorlerden biri oldugu igin,
aroma maddeleri tiim gida katki maddeleri icerisinde en fazla kullanilan katki
maddeleri arasindadir [131]. Aroma maddeleri yapay (sentetik) veya dogal olarak
uretilebilmektedir, ancak daha ucuz oldugu icin sentetik olarak iiretilen aroma
maddeleri daha ¢ok tercih edilmektedir [130]. Bununla birlikte, 6zellikle son
yillarda tiiketicilerin sentetik katki maddelerine karsi gelistirdigi 6n yargilar
(kemofobi) nedeniyle, gidalarda dogal aroma maddelerinin kullanilmasina yénelik

artan bir talep bulunmaktadir.

Dogal aroma maddeleri geleneksel olarak bitkilerden elde edilmektedir [41], ancak
bitkiler arzu edilen maddeleri ¢ok diisiik miktarlarda igerdikleri i¢in, aroma
maddelerinin bitkilerden ekstraksiyonu hem zaman almakta hem de ¢ok maliyetli
olmaktadir [132]. Bunun yani sira, bitkilerden aroma maddelerinin iiretimi iklim ve

mevsim kosullariyla bitki hastaliklar1 ve uluslararasi ticaret politikalarindan
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etkilenmektedir [133]. Bu durum, dogal aroma bilesiklerinin iiretilmesinde
alternatif, ucuz ve surdiirilebilir yeni yollarin aranmasina neden olmustur. Bu
ihtiyaca cevap verebilmek icin arastirmalar biyoteknolojik yollarla gida
bilesenlerinin Uretilmesi lzerine yogunlasmistir [134]. Biyoteknolojik yollarla
yapilan iretim, optik saflikta, ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir oldugu ve dogal
hammaddelerden (bitkisel veya hayvansal kaynaklar) uygun fiziksel, enzimatik
veya mikrobiyolojik yontemlerle elde edildigi icin, hem AB [135] hem de ABD
mevzuatlarina [136] gore “dogal” olarak kabul edilmekte ve tiim bu nedenlerle
aroma maddelerinin tiretiminde ¢ok ciddi bir potansiyel tasimaktadir [41, 130, 137].
Bu kapsamda aroma maddelerinin sentezi i¢in ¢ekici bir alternatif yéntem, de novo
mikrobiyal proseslere veya mikrobiyal hiicreler veya enzimler kullanilarak dogal

prekiirsorlerin biyodontisiimiine dayanmaktadir [132].

Cesitli mikroorganizmalarin, de novo sentez yoluyla, seker ve alkol gibi besin
kaynaklarindan aroma bilesikleri tiretebildigi bilinmektedir [138, 139]. Farklh
bakteri, maya ve Kkiif tiirlerinden aroma bilesiklerinin iiretilebilecegi bildirilmis
olmasina ragmen, az sayidaki maya ve Kkiuf tiiri verimlilik agisindan tercih
edilmekte; bu tiirlerden ise daha az1 endiistriyel tretim icin GRAS olarak kabul
edilmektedir [140]. Mayalarin fermantasyon sirasinda irettigi bir¢ok aroma
metaboliti, de novo veya besi ortamindaki (melas ve peynir alti suyu gibi)
prekiirsorlerin transformasyonu ve ucgucu hale getirilmesiyle liretilmektedir [39,
141]. Alkoller (etanol ve yliksek alkoller), esterler (asetat esterleri ve orta zincirli
yag asidi esterleri), organik asitler (orta zincirli yag asitleri), karbonil bilesikler
(aldehit ve ketonlar) ve sulfiir bilesikleri (hidrojen siilfit, stlfiir dioksit ve dimetil
sulfit) fermantasyon sirasinda mayalar tarafindan turetilen temel aromatik

bilesiklerdir [142, 143].

Mayalar tarafindan gergeklestirilen gida fermantasyonlarinda, fermente gidalarin
aromasina katkida bulunan ve fuzel alkoller olarak bilinen alifatik ve aromatik
alkoller tretilebilmektedir [37]. Fuzel alkoller, propanol, izoamil alkol, izobiitanol,
aktif amil alkol, 2-feniletanol ve tirozolden olusmakta [144] olup; bunlar arasinda
ozellikle gul benzeri ciceksi aromayla karakterize edilen 2-feniletanol gida,
kozmetik ve ilag sektorlerinde nihai tiriinlerin organoleptik 6zelliklerini arttirmak

amaciyla yogun sekilde talep edilen degerli (piyasa fiyat1 yaklasik olarak 100
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$/kg’dir) bir bilesiktir [83, 145]. Cogu mayanin L-fenilalanin amino asidini Ehrlich
metabolik yolu ile 2-feniletanole doniistiirebilme yeteneginde oldugu bilinmektedir
[103] ve 2-feniletanol liretimi i¢in A. marxianus[89, 146, 147] ve S. cerevisiae [148]
suslarinin kullanilmasi ile umut verici sonuglar alinmistir [104]. 2-feniletanol
liretim miktari, maya susuna, kullanilan besiyerine ve ortam sartlarina bagl olarak
degismektedir [149]. Fuzel alkoller ayrica asetat esterlerinin olusumunda da rol
oynarlar [39]. 2-feniletanolden 2-feniletanole benzer sekilde GRAS statiisiine ve giil-
cicek benzeri bir aromaya sahip olan 2-fenetil asetat gibi bilesiklerin tiretimi i¢in

prekiirsor olarak da yararlanilabilmektedir [150, 151].

Esterler, sagladiklar c¢icek ve meyvemsi aromalar1 nedeniyle gida sanayiinde
(6zellikle meyve aromali gidalarda) katki maddesi olarak kullanilan ve ayrica bira,
sarap ve sake gibi fermente iceceklerin meyvemsi aroma kazanmalarina katkida
bulunan, disiik pH'da alkol ve asitlerin esterlestirilmesiyle iiretilen aroma
maddeleridir [39,41, 152, 153]. Fermantasyon sirasinda tiretilen iki ester tipi, asetat
esterleri ve etil esterlerdir [39]. En 6nemli aroma aktif esterler; etil asetat (solvent
benzeri aroma), izoamil asetat (muz benzeri aroma), izobiitil asetat (meyvemsi
aroma) ve feniletil asetat (giil-¢ciceksi veya bal benzeri aroma) gibi asetat esterler ile
etil hekzanoat (anason veya elma benzeri aroma) ve etil oktanoat (eksi elma benzeri
aroma) gibi orta-zincirli yag asitlerinin etil esterleridir [153]. Etil asetat, diinyada
yaklasik 1,7 milyon ton/yi1l iiretimiyle en 6nemli karboksilat esterlerinden birisi
olup; K. marxianus, C. utilis ve P. anomalanin sekeri etil asetata dontstiirebilen ve
endistriyel Olgekte tliretim yapabilmek i¢cin potansiyeli olan en umut verici maya
tiirleri oldugu belirlenmistir [154]. izopentil asetat olarak da bilinen izoamil asetat
gida endiistrisinde en ¢ok kullanilan aroma bilesiklerinden biridir [155, 156] ve
Williopsis tirlerinin izoamil asetat gibi ucucu esterleri 6nemli miktarlarda (12-73
mg/L) sentezleyebildikleri bildirilmistir [156, 157]. Kullanilan maya susu,
fermentasyon ortaminin bilesimi ve fermentasyon kosullari1 dahil olmak tzere
bircok degiskenin ester tiretimini etkiledigi bilinmekte ve bu durum, proses
parametrelerinin modifikasyonunun, cesitli maya suslar1 i¢in 6ngortilebilir bir

sekilde ester seviyelerini degistirmek icin kullanilabilecegini gostermektedir [158].

Kisa zincirli ucucu aldehitler, kimyasal yapilarina gore degismekle birlikte, elma,

narenciye ve findik-ceviz arasinda degisen aroma vermelerinden dolay1 cesitli
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gidalarin lezzetine katkida bulunmaktadirlar [141]. Keto-asitlerle birlikte kisa
zincirli alifatik aldehitler, mayalar tarafindan amino asitlerden ve sekerlerden
ylksek alkollerin tretimiyle sonuglanan biyokimyasal reaksiyonlardaki anahtar
bilesiklerdir [143]. Aldehitler arasinda asetaldehit, cogu fermente gidada en fazla
bulunan aldehittir [159]. Fermentatif glikolizin bir yan {riint olan asetaldehit,
genellikle mayalarin aktif gelisme asamasina ge¢tigi zaman olusmaktadir.
Fermantasyonun ilerleyen asamalarinda ise asetaldehit olusma hiz1 yavaglamakta
ve daha once lretilmis olan asetaldehitler etanole indirgenmeye baslamaktadir.
Asetaldehit ayrica asetat ve asetoin sentezi i¢in de prekiirsor metabolittir [143].
Diisiik konsantrasyonlarda asetaldehit sarap ve diger iceceklere hos bir meyve
aromas1 vermekteyken, daha yiliksek konsantrasyonlarda ¢imen veya elmayi
animsatan keskin, rahatsiz edici bir aromaya neden olmaktadir [38]. Asetaldehit
konsantrasyonu, fermantasyon sartlarinin yani sira maya susuna bagh olarak da
degismektedir [143, 160]. Ozellikle saraplar icin énemli olan bir diger karbonil
bilesik ise diasetildir. Diasetil, kizarmis ekmek, karamela ve findik aromasina sahip
bir bilesik olarak tanimlanmasina ragmen, yiiksek konsantrasyonlar: ransit (ac1)
tereyagi gibi bir aroma vermektedir [38, 39, 161]. Mayalarin fermantasyon sirasinda
diasetil sentezleyebildikleri bilinmekle birlikte, diasetil ¢ogunlukla laktik asit

bakterileri tarafindan tiretilmektedir [38].

Laktonlar kimyasal olarak y- ve &-hidroksi asitlerin siklik esterleri olarak
tanimlanmaktadirlar [132] ve kimyasal yapilarina bagh olarak seftali, kayisi veya
Hindistan cevizi notalari ile meyvemsi ve yagh 6zellikler sergilemektedirler [162].
Laktonlarin bir¢ogu, basta mayalar olmak uzere cesitli mikroorganizmalar
kullanilarak biyoteknolojik yollarla elde edilebilmektedir [163]. Cogu laktonun hosa
giden aromasinin yaninda antibakteriyel, antifungal veya anti-inflamatuvar
ozellikleri de vardir [162]. En fazla iiretilen ve ticari olarak en 6nemli lakton olan y-
dekalakton, genellikle uzun zincirli bir hidroksi yag asidi (risinoleik asit)
prekiirsoriniin, Y. /lipolytica ve Sporidiobolus salmonicolor gibi bazi mayalar
tarafindan biyotransformasyonuyla elde edilmektedir [93, 164]. Maya
fermantasyonuyla tretilen pek ¢ok gidada dogal olarak bulunan y-dekalakton,
konsantrasyonuna bagli olarak gidalarin seftali benzeri aroma kazanmasina katkida

bulunmaktadir [162].
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1.1.3 Maya Ekstraktinin Genel Ozellikleri

Maya ekstrakt, hiicre duvarinin tahrip edilmesi ve uzaklastirilmasinin ardindan
kalan ve amino asitler, peptitler, niikleotitler, mineraller ve vitaminler dahil olmak
lizere maya hiicresinin suda ¢6ziinen bilesenlerini igceren bir triin [165] olup;
gidalarin yaninda hayvan yemlerinde, c¢esitli kozmetik tirtinlerde ve mikrobiyal

kultiir ortamlarinda kullanilmaktadir [166].

Maya biyokiitlesi, fermantasyon endiistrisinin baslica yan ftriinlerinden birisidir
[32] ve 6zellikle bira ve sarap fabrika atiklarinda bol miktarda maya bulunmaktadir.
Ayrica, mikrobiyal biyokiitle liretiminde karbon kaynagi olarak tarimsal atiklar
kullanilabilmektedir. Fabrika atiklarindan izole edilen mayalarin tarimsal atiklarda
gelistirilmesiyle tlretilen maya ekstrakti, hem atik yonetiminin saglanarak cevre
kirliliginin azaltilmasina hem de gida atiklarindan katma degerli irtinlerin

iretilmesine imkan tanimaktadir [167, 168, 169].

Avrupa Birligi'nde maya ekstraktlarinin kullanimi, gidalarda kullanilmak iizere
lezzet verici maddelerle ilgili Avrupa Parlamentosu tarafindan 16 Aralik 2008
tarihinde yapilan diizenleme ile 1334/2008 sayili1 yonetmelige tabidir [135]. Bu
diizenlemeye gore, maya ekstraktlari, cok yaygin olarak mikrobiyal orijinli
materyalin kurutulmasi gibi fiziksel islemlerle elde edildiginden “dogal” lezzet
verici/arttirici olarak siniflandirilmakta ve giivenilir olduklar1 kabul edilmektedir
[32, 170]. Bu kapsamda maya ekstraktlari, kendilerine 6zgii karakteristik umami
tatlar1 ve et benzeri aromalarindan dolayr hakkinda ¢esitli 6n yargilar bulunan
monosodyum glutamata (MSG, E621) dogal bir alternatif olusturmakta ve sos,
bulyon, corba, noodle ve et trtlnleri gibi cesitli gidalar1 lezzetlendirmek igin
kullanimi yayginlasmaktadir. Maya ekstraktlarinin lezzeti, hiicre bilesenlerinin
enzimatik parcalanmasi sirasinda olusan peptitler, amino asitler, niikleotitler ve

ucucu bilesiklerden kaynaklanmaktadir [169].

Maya ekstraktlar1 gidalarda genellikle lezzeti ve /veya besin degerini arttirmak i¢in
kullanilmaktadir [166]. Azot bakimindan zengin ve sindirimi kolay olan
fermantasyon (0zellikle biracilik) atig1 mayalar hayvan beslenmesinin yaninda
insan beslenmesinde de kullanilabilecek degerli bir protein ve amino asit kaynagi
olma potansiyeli tasimaktadir [32]. Maya ekstraktlarinin ana bileseni hidrolize

proteindir [27]. Maya ekstraktinin protein miktari kullanilan maya tiiriine ve tiretim
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yontemine gore degisiklik gostermektedir. Sommer’a [171] gore, otolitik olarak elde
edilen maya ekstraktinin %73-75’i proteinojenik materyalden olusmaktadir ve
bunun %35-40"1 serbest amino asitlerden, %10-15’i di- tri- ve tetra-peptitlerden,
%40-45’i ise oligopeptitlerden olusmaktadir [172]. Maya ekstraktinin yag icerigi ise
genellikle dustiktir (yaklasik olarak %1) [172]. Sommer’a [171] gore diisiik tuz
icerikli maya ekstraktinin yag icerigi yaklasik olarak %0,5’dir [173]. Insan viicudu
ihtiya¢ duydugu tiim amino asitleri liretemez, bu amino asitlere esansiyel /elzem
amino asitler denir ve bu aminoasitlerin viicuda disaridan alinmasi gerekmektedir
[32]. Esansiyel amino asitler bakimindan da zengin olan maya ekstraktlari, bu amino
asitlerin viicuda alinabilmesi i¢in iyi bir kaynaktir [31]. Sommer [171] dusiik tuz
icerikli maya ekstraktinin yaklasik %6’sinin  (%5’i polisakkaritler ve %1’i
oligosakkaritler) karbonhidratlardan olustugunu bildirmistir. Bununla birlikte,
Vieira vd. [30] & pastorianustan mekanik bozunma ile irettikleri maya
ekstraktindaki karbonhidrat miktarinin yaklasik olarak %12,9 oldugunu
bildirmislerdir.

Maya ekstraktlarinin vitamin igerigi, kullanilan maya tiiriine ve lretim prosesine
bagh olarak farkliliklar géstermektedir. Ozellikle otolizle maya ekstrakti iiretiminde
sicaklik, pH ve reaksiyon siiresi gibi metodolojik parametreler vitamin icerigini
etkilemektedir [27]. Maya ekstraktlar1 genel olarak niasin, kalsiyum pantotenat ve
riboflavin gibi B vitaminleri a¢isindan zengindir [171, 173]. Maya ekstraktinin 100
gramyi, yaklasik olarak 68 mg niasin, 30 mg kalsiyum pantotenat, 11,9 mg riboflavin,
3,1 mg folik asit ve 3 mg tiaminden olusmaktadir [27]. Vieira vd. [30] S
pastorianus'tan Urettikleri maya ekstraktinin 100 gramindaki nikotinik asit,
pridoksin ve folik asit miktarlarini sirasiyla 77,2 mg, 55,1 mg ve 3,01 mg olarak
belirlemislerdir. Maya ekstraktinda oransal olarak kiiciik, ancak besinsel olarak
onemli farkli makromineraller ve eser elementler bulunmaktadir [172]. Maya
ekstraktlarinin mineral igerigi, maya ekstraksiyonunda uygulanan filtrasyon ve
seperasyon gibi islemlerden etkilenmektedir. Standart bir maya ekstraktinin 100
graminda bulunan mineral miktar1 yaklasik olarak 3,3 g potasyum, 200 mg
magnezyum, 120 mg kalsiyum, ve 5 mg bakirdan olusmaktadir. Disaridan tuz (NaCl)
eklenmediginde ekstraktin sodyum icerigi 0,5 g'dan azdir [27]. Vieira vd. [30] maya
(8. pastorianus) ekstraktinin 100 gramindaki potasyum, sodyum, magnezyum ve

kalsiyum miktarlarini sirasiyla 9,15 g, 1,23 g, 273 mg ve 27,1 mg olarak; c¢inko,
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demir, manganez, bakir, kobalt, selenyum, krom ve molibden iz elementlerinin
miktarlarini ise sirasiyla, 11,9 mg, 1,76 mg, 0,564 mg, 0,364 mg, 0,03 mg, 0,03 mg,
0,019 mg ve 0,003 mg olarak belirlemislerdir. Ayni ¢alismada, maya ekstraktinin
100 gramindaki nem (%), kil ve RNA miktarlarinin sirasiyla 7,70 g, 14 gve 4 g
oldugu tespit edilmistir.

Maya ekstraktlary, besin kompozisyonu acisindan hem vejetaryen hem de
geleneksel diyetlerde kullanilabilecek degerli ingrediyenlerdir [27, 174]. Vejetaryen
diyetler i¢in ekstraktlarin kullanilmasi, basta lisin, valin ve izol6sin olmak iizere tim
onemli amino asitleri ve B grubu vitaminleri icerdigi icin O6nemlidir. Maya
ekstraktlar1 bilesimleri nedeniyle amino asitler ve B vitaminlerince
zenginlestirilmesi gereken diisiik kepekli tahillar veya meyve sular1 gibi gidalarda
kullanilabilirler [27, 175]. Maya biyokiitlesi iiretiminde farkli besin maddelerinin
secici olarak ortama eklenmesi ile maya ekstraktlarinin bilesimini belirli oranda

degistirmek de miimkiindur [172].

Maya ekstraktlari ticari olarak genellikle toz veya macun seklinde tiretilmekle [176]
birlikte; ihtiyaca gore graniil veya sivi seklinde de tretilebilmektedir [173, 177,
178].

1.14 Maya Ekstrakti Uretiminde Kullanllan Hammaddeler

Maya biyokiitlesi tretiminde karbon kaynagl olarak tarimsal atiklar
kullanilabilmekte ve bu sekilde hem c¢evre kirliligi azaltilmakta hem de tarimsal
atiklarin maya otolizat ve ekstraktlar1 gibi yiiksek katma degerli triinlere
dontstiirilmesi saglanmaktadir [128]. Endiistriyel maya biyokiitlesi liretiminde bu
amacla substrat olarak genellikle tarim, ormancilik ve gida atiklari ile yan tirtinleri
kullanilmaktadir. Gelistirilmek istenen mikroorganizmaya bagh olarak nisasta,
melas, peynir alt1 suyu, kahvecilik atiklari, meyve ve sebze atiklari, odun, saman gibi
geleneksel malzemeler ile petrol yan iirtinleri, dogal gaz, etanol ve metanol gibi
geleneksel olmayan malzemeler kullanilabilmektedir [179]. Ancak, tarim ve
ormancilik atiklari seltiloz, hemiseliiloz ve lignin acisindan zengindir. Bu bilesiklerin
S. cerevisiae gibi mayalar tarafindan kullanilabilmesi icin fermente edilebilir
sekerlere doniistiiriilmesi, bunun icin de ¢esitli kimyasal 6n islemler gereklidir.
Dolayisiyla, lignoseliilozik atiklardan maya biyokiitlesi tiretimi yliksek maliyetli

oldugu icin ¢ok tercih edilmemektedir [4].
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Seker kamisi veya seker pancari melasi, nisasta, manyok, peynir alt1 suyu triinleri,
patates atiklari, biracilik atiklari ile diger tarim, gida ve endistriyel islemlerden
kaynaklanan ¢esitli atiklar daha dnceki ¢alismalarda maya biyokiitlesi tiretiminde
substrat olarak kullanilmistir [180, 181]. Mayalarin polisakkaritleri ve kompleks
karbonhidratlar1 metabolize etme yetenegi nispeten az sayida tiirle sinirhidir [179].
Nisastanin kullanilmasi, nisastali tarimsal atiklardan maya biyokiitlesinin
endistriyel tretimi i¢in 6zellikle 6nemlidir [181, 182]. Ancak, S. cerevisiae gibi
mayalar nisastayi1 parcalayabilen amilaz enzimi iiretemedikleri i¢in nisasta, maltoz
ve glukoza hidrolize edildikten sonra kullanilabilmektedir. Nisastanin glukoza
hidrolizi, asitle veya ekzoenzimlerle (amilaz) gerceklestirilebilir, ancak bu islemler
maliyetin artmasina neden olmakta ve artan maliyet maya biyokiitlesi liretiminde

nisasta kullanimini sinirlandirmaktadir [4, 179, 183].

Maya ekstrakt1 tiretiminde siklikla %50’ye yakin stikroz icerdiginden ve ucuz
olmasindan dolayi, seker endiistrisinin 6nemli bir atig1 olan seker kamisi veya seker
pancari melasindan yararlanilmaktadir. Seker pancar1 melasi, genellikle siikrozun
yaninda proteinler, vitaminler, amino asitler, organik asitler ve agir metalleri
icermekte ve maya ekstraktinin yaninda ekmek mayasy, sitrik asit, organik asitler,
amino asitler, antibiyotikler ve enzimlerin tretiminde de siklikla kullanilmaktadir
[156, 184, 185]. Optimum maya biyokiitlesi liretmek icin islemden 6nce melasta
bulunma potansiyeli olan agir metallerin uzaklastirilmas: ve melasin baslangi¢
bilesimine baglh olarak ekstra besin elementlerinin (N, P, Mg, Ca, iz miktarlarda Fe,
Zn, Cu, Mn ve biyotin, tiamin gibi vitaminler) fermantasyon ortamina ilave edilmesi

tavsiye edilmektedir [4].

Peynir alt1 suyu, siit endistrisinin degerli bir yan urtintidiir ve islenmeyip cevreye
atildigi takdirde tiretim miktarlar (1 kg peynir tiretiminde yaklasik 9 kg peynir alti
suyu aciga ¢ikmaktadir) nedeniyle 6nemli bir kirlilige neden olmaktadir [186, 187].
Peynir alti suyu, siit kati maddesinin yaklasik %55’ini icermekte olup; ana
bilesenleri yaklasik olarak 45 g/L laktoz, 2,42-10 g/L protein, 1,19-1,3mg/g
inorganik azot ve 1-4,5 g/L fosfattan olusmaktadir [83]. Peynir alt1 suyundaki ana
seker bileseni olan laktoz, sadece Kluyveromyces ve Candida mayalarinin birkag
tirii tarafindan metabolize edilerek degerli biyoingrediyen maddeler,

oligoniikleotitler ve lezzet arttiricilarin yaninda, protein agisindan zengin hiicre
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kiitlesi Uretimi i¢in de kullanilabilmektedir [4, 5, 188]. K. marxianus, -galaktozidaz
enzimi uretebildigi i¢in laktozu fermente edebilme yetenegine sahiptir [187] ve
peynir alti suyu cogunlukla ticari dlcekte K. marxianus mayasindan biyokiitle
tretiminde kullanilmaktadir [4]. Bununla birlikte, peynir alt1 suyunda gelistirilen A
marxianus'tan maya ekstrakti {retimine yonelik simirli sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde, de Palma Revillion vd. [176], K. marxianus
CBS 6556 susunu peynir alt1 suyunda gelistirerek 5’-niikleotitlerce zengin maya

ekstrakti tiretmislerdir.

Maya biyokiitlesi liretiminde tarimsal atiklar kullanilarak maliyetin dusiiriilmesi
onemli bir faktordiir, ancak maya ekstraktinin bilesimi (6zellikle ugucu bilesik
profili), biyokiitle tiretiminde kullanilan hammaddeden etkilendigi icin, hammadde

secimi tiim bu kriterler gozetilerek yapilmalidir [172].
1.5 Maya Ekstrakti Uretim Yontemleri

Maya ekstrakti liretiminde basta S. cerevisiae olmak tizere; C. utilis, K. marxianusve
K lactis gibi mayalardan c¢ok yararlanilmaktadir [173, 178]. Diger
mikroorganizmalara benzer sekilde mayalar da kalin (100-200 nm) ve saglam bir
hiicre duvarina sahiptir. Maya hiicre duvarinin temel bileseni (%80-90)
polisakkaritlerden; 6zellikle de mannan ve glukandan olusmaktadir. Bunun yaninda
daha az miktarlarda kitin, proteinler, yaglar ve fosfat bulunmaktadir. Hiicre
duvarinin etkili bir sekilde parcalanmasi, maya ekstrakti tiretimindeki en 6nemli

asamalardan birisidir [189].

Maya hiicresini par¢alamak icin kullanilabilecek cesitli yontemler bulunmakta ve
maya ekstrakti kompozisyonu secilen yonteme bagh olarak degisiklik
gostermektedir. Bu yontemler genel olarak, mekanik (hiicre 6giitiicii -cell mill-,
yuksek basin¢g uygulamalari, ultrason uygulamalar1 vb.) ve mekanik olmayan
yontemler (otoliz, plazmoliz, hidroliz vb.) seklinde kategorize edilebilir (Sekil 1.3)
[172, 190]. Bu yontemler arasinda, otoliz ucuz ve kolay oldugu icin en fazla
kullanilan yontemlerden birisidir [173, 191]. Ancak, pratikte siklikla otoliz ve
plazmoliz yontemleri birlikte kullanilmaktadir [172, 192].

Sodyum klortr (NaCl), siikroz, etil asetat, amil asetat, kloroform, eter, aseton ve
toluen gibi bilesikler maya hiicresinin pargalanmasini kolaylastirmaktadir [173,

193, 194]. Bu bilesiklerin ortama eklenmesi ile olusan ozmotik stresin maya
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hiicrelerinin par¢alanmasini hizlandirmasi islemine plazmoliz denmektedir [193].
Ozmotik sok, membranin bozularak hiicresel icerigin disari sizmasina yol agmakta
ve boylece hiicre pargalama islemi daha hizli gerceklesmektedir. Bununla birlikte,
bu yodntem, ortama eklenmis bilesiklerin islemden sonra uzaklastirilmasini
gerektirdigi icin, otolize kiyasla daha karmasiktir. Ayni zamanda nihai triiniin tuz

icerigi ve maliyeti de artmaktadir [169].

Zimolaz (B-1,3-glukanaz) [195, 196], lizozim [195], papain [196, 197], litikaz [197],
glukozidaz, glukanaz, peptitaz ve lipaz gibi enzimlerin hiicre duvarinin hizli ve
basarili bir sekilde parcalanmasini saglayan etkili enzimler oldugu bildirilmektedir
[189]. Conway vd. [198] maya par¢alanmasi iizerine ¢esitli proteaz ve glukanazlarin
etkisini arastirdiklari calismalarinda; kullandiklar: 11 farkli proteaz ve 2 glukanazin
1s1l islem uygulanmis maya biyokiitlesinden maya ekstrakti iiretim verimliligini
arttirdigini tespit etmislerdir. Otolizle elde edilen maya ekstraktlarinda, serbest
amino asitlerin di-, tri-, tetra- ve oligo-peptitlere orani nispeten sabittir, ancak
hiicreyi pargalamak i¢in ortama ekzojen proteaz ve peptitazlar eklendiginde bu oran
onemli Ol¢liide degisebilmektedir [27]. Arzulanan kompozisyonda maya ekstrakti

elde edilebilmesi icin, kullanilacak enzimin iyi secilmesi gerekmektedir.

“Asit hidrolizi” terimi, asit muamelesi ve termal etki ile enzimatik olmayan bir hiicre
bozulma siirecini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir [172]. Hidroliz isleminde
mayanin hidrolizi i¢in kendi litik enzimleri yerine hidroklorik asit (HCI) gibi kuvvetli
asitlerden yararlanilmaktadir [169]. Hidroliz islemi ile hem hiicre i¢i proteinler hem
de hiicre duvar polisakkaritleri ytliksek ¢6ziinme verimi ile hidrolize edilmektedir.
Ancak, bu yontem aside direngli ekipman kullanilmasini gerektirmekte ve nihai
lirtiniin yiiksek tuz icermesine yol agmaktadir [169, 199]. Ayrica, hem asit hidroliz
yonteminde hem de plazmoliz yonteminde tirtinlerde tehlikeli kimyasallarin olusma

ihtimali bulunmaktadir [27].
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Maya hiicrelerinin mekanik parcalanmasi, lizozomda bulunan ve hiicre membrani
ve hiicre duvariyla ilgili olan litik enzimlerin serbest kalmasina yol agmaktadir
[200]. Maya esktrakti iiretiminde hiicre parcalanmasi i¢in hiicre 6gtitiiciilerinin (cell
mills) kullanilmasi, endiistride en sik kullanilan mekanik islemlerden birisidir,
ancak enerji maliyetleri otolize kiyasla daha yiiksektir [189]. Verduyn vd. [196],
maya otolizat verimini (kuru madde ve toplam azot miktarini) arttirmak amaciyla
otolizden o6nce yliksek basing uygulamasinin etkinligini inceledikleri
calismalarinda; verimin baslangicta artmasina ragmen, ekstraktlarin hicre
atiklarinin gii¢ uzaklastirildigim1 ve ayrica nihai iiriinde kuru madde kaybina yol
actigini belirlemislerdir. Liu vd. [201], hiicre pargalama ve hiicre i¢i proteinlerin
maya hiicrelerinden salinimi tizerine ultrasonik parcalamanin etkisini arastirdiklari
calismalarinda, hiicre pargalama ve protein saliniminin ultrasonikasyonla

arttirilabildigini raporlamislardir. Bununla birlikte, Khan vd. (165) sonikasyon ve
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otolizi kiyasladiklar1 ¢alismalarinda, briks agisindan otoliz ile hiicre pargalama
isleminin daha basarili oldugunu bildirmislerdir. Dimopoulos vd. [169], otoliz
oncesi darbeli elektrik alan (PEF) uygulamasinin otoliz {zerine etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, PEF uygulamasinin otolizi hizlandirdigin1 ve ayrica

amino asit ve kuru madde salinimini arttirdigini tespit etmislerdir.
1.1.5.1 Otoliz ile Maya Ekstrakt1 Uretimi

Otoliz, uygun pH ve sicaklik kosullarinda hiicrenin 6liimiinden sonra membrand6z
sistemlerin (sitoplazmik membran ve diger organel membranlari) diizensizligiyle
baslayan dogal bir siiregtir [169, 202]. Otoliz normalde bir popiilasyonun duragan
fazinin sonunda dogal olarak baslamakta ve uzun siire devam edebilmektedir [172].
Endiistriyel otolizin amaci, dncelikle hiicre iceriginin serbest kalmasini saglamak,
daha sonra ise proteinlerin proteaz A, B ve karboksipeptitaz Y gibi endoenzimlerle
peptitlere ve amino asitlere hidrolizini saglamaktir [172, 203]. Otolizin baslamasiyla
birlikte, glukanaz ve proteinaz gibi endoenzimler hiicre duvarin1 kademeli olarak
bozarak hiicre duvarinin gézenekli hale gelmesine ve hiicre i¢i bilesiklerin ortama
salinmasina neden olmaktadir [202, 204]. Ayrica, proteaz ve niikleazlar gibi
enzimler, protein, DNA ve RNA’y1 hidrolize ederek glutamik asit ve 5’-niikleotitler
gibi cesitli lezzet arttirici bilesiklerin salinmasina neden olmaktadir [28] ve sonug
olarak, hiicrelerin siispansiyon haline getirildigi ortam, hiicre ici bilesenlerin

bozunmasiyla salinan bilesiklerle zenginlesmektedir [205].

Maya otolizi sicaklik ve pH'dan gii¢clii bir sekilde etkilenmektedir [43]. Otolizi
etkileyen en onemli fiziksel faktor ise sicakliktir [173]. Kontrollii bir sicaklik
sokunun tiim proses icin etkili oldugu bilinmektedir ve sicakligin ozmotik stres
(NaCl) ile birlikte uygulanmasi daha etkili olabilmektedir [172, 206]. Ancak, otoliz
isleminin yiliksek sicaklikta gerceklestirilmesi membran yapisinin degismesine
neden olmaktadir [173, 200]. Otoliz sirasinda, sicaklik ve reaksiyon siiresi gibi
uygun kosullar saglandig1 zaman, hiicre i¢i proteinlerin, karbonhidratlarin ve
vitaminlerin ekstraksiyonu dogal yapilarim1 koruyacak sekilde kolaylagsmaktadir
[27]. Otoliz islemi pH’dan da etkilenir. Uluslararasi Protein Konseyi'ne gore, otoliz
ile maya ekstrakti liretiminde ideal pH degerleri 4,5-6,0 arasindadir [173, 206].
Bununla birlikte, en fazla protein saliniminin ve hidrolizinin pH 5,5 [203, 207] ve

7,0’da [207] gerceklestigini raporlayan ¢alismalar bulunmaktadir [172]. Otolizle
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RNA'nin pargalanmas: tizerine de sicaklik, pH ve siirenin onemli etkileri
bulunmaktadir [208]. Zhao ve Fleet [208], S. cerevisiaenin otolizinde en hizli RNA
parcalanmasinin 50 °C ve pH 7,0’da gerceklestigini; 5’AMP ve 5’GMP olusumu icin
ise otoliz isleminin sirasiyla 50 °C’de (pH 7,0) ve 40 °C’de (pH 4,0) gerceklestirilmesi
gerektigini bildirmislerdir. Bozulmamis maya hiicreleri i¢in otolizleme siireleri tipik
olarak 24 saatten fazla siirmektedir ve bunun sonucunda diisiik ekstrakt verimliligi
bildirilmistir. Ayrica uzun siiren otoliz islemi ekstraktlarin bakteriyel
kontaminasyonuna neden olarak nihai triin kalitesini de azaltabilmektedir [169,
209]. Pek ¢ok calismada 40-55 °C'lik bir sicaklik ve 24-48 saatlik bir siirenin, hiicre
lizizi ve protein par¢alanmasi i¢in optimum parametreler oldugu gosterilmistir
[168, 172, 203, 206]. Endistriyel uygulamalarda, maya otolizi, islem stresini
kisaltmak amaciyla gesitli fiziksel (1sitma, ozmotik basing ve alternatif dondurma ve
cozlindiirme teknikleriyle), kimyasal (pH, deterjan ve antibiyotiklerle) veya

biyolojik (havalandirma ve besin yetersizligi) islemlerle indiiklenmektedir [204].

Otolizin ardindan reaksiyonu sonlandirmak, otolizatta canli halde bulunan maya
hiicreleri ve enzimleri inaktive etmek icin genellikle kisa siireli bir (80 °C’de 20-30
dakika) 1s1l islem uygulanir [173]. Maya ekstraktinin gii¢lii bir sekilde 1sitilmasi,
serbest amino asitlerin indirgen sekerlerle reaksiyona girerek (Maillard
reaksiyonu) kaybolmasina neden olabilir. Ancak, kontrollii bir Maillard reaksiyonu
ile irinlin lezzetini arttirmak da miimkiindiir [172, 210]. Maya ekstrakti iiretiminde
besince zengin fraksiyonlarin salinmasinin ve ¢éziinmesinin ardindan, ¢6ziinmeyen
bilesenlerin ortamdan ayrilmasi gerekir [172]. Bu amacgla otolizat 1s1l islemin
ardindan santrifiijlenerek sivi kissm (maya ekstrakti) ve hiicre enkazinin
birbirinden ayrilmasi saglanir [173, 211, 212]. Daha sonra nihai tiriiniin raf 6mriinii
arttirmak amaciyla, istege gore piuiskiirterek veya dondurarak kurutma islemleri
uygulanir (Sekil 1.4). Tim prosediirler vitaminler gibi 1siya karsi hassas olan

bilesikleri korumaya yonelik tasarlanmalhdir [171, 172].
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Sekil 1.4 Bira ve ekmek mayasindan otolizle maya ekstrakti tiretimi (Tangiiler ve
Erten’den [173] uyarlanmis ve BioRender.com kullanilarak yeniden
olusturulmustur)

Dondurarak
kurutma

Mayalarin otolizi, gida endiistrisinde maya ekstraktlar1 ve otolizatlar1 gibi cesitli
gida ingrediyenlerini elde etmek amaciyla en sik kullanilan islemlerden biridir.
Otolizatlar maya ekstraktlar1 ile benzerdir, ancak iiretimlerinde hiicre duvarlari
uzaklastirilmaz [205]. Maya hiicre duvari, 6nemli miktarda (%50-60) koyulastirici
ajan olarak da bilinen (-glukan igerdigi [27, 213] icin, maya otolizatlar1 katildigi

gidalarda lezzete ek olarak viskoziteyi de arttirarak tekstiirt gelistirmektedir [205].
1.1.6 Maya Ekstrakti ve Umami Tat

Tokyo Imperial Universitesi’nden Kikunae Ikeda’nin arastirmalar1 miso gibi pek cok
Japon corbasinda kullanilan “dashi” tizerine yogunlasmistir. Dashinin tadinin diger
dort tattan (acy, tatly, eksi ve tuzlu) belirgin bir sekilde farkli oldugunu diisiinen
Ikeda, dashinin temel ingrediyeni olan Laminaria japonica yosunundaki ana tat

maddesi olan glutamik asidi izole etmeyi basarmis [214] ve tanimladig1 bu yeni tadi,
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1908 yilinda [215] “umami” (Japonca umaiden tiiretilmis olup lezzetli demektir)
olarak adlandirmistir. Ancak, glutamatin ve diger umami tat veren maddelerin
(inosinat ve guanilat gibi) tadinin essizligi, 20. yiizyilin sonuna kadar yaygin olarak
kabul gormemistir [216]. Gliniimiizde ise umami tat tatli, eksi, ac1 ve tuzlu tatlarin

yaninda 5. bir tat olarak kabul edilmektedir.

MSG ve disodyum-5’-inosinat (5’-IMP) ile disodyum-5’-guanilat (5’-GMP) gibi 5'-
ribontikleotitler, gidalara umami tat kazandirmak icin siklikla kullanilan etkili lezzet
verici/arttiric1 katki maddeleridir [217]. Bu katki maddeleri, endiistriyel gidalarin
yanl sira restoranlarda yapilan yemeklerde de kullanilmaktadirlar [218]. 5'-

niikleotitler hafif tuzlu ve et suyu benzeri bir lezzet vermektedirler [219].

Mayanin ekonomik iiretimi diger organizmalarla karsilastirildiginda, 5’-niikleotitler
bakimindan zengin ekstraklarin {liretimi i¢in tercih edilmesine neden olmaktadir
[167, 219]. Lezzet arttiria 6zellikleri bulunan 5’-niikleotitlerin olusumu icin RNA
miktar1 6zellikle 6nemlidir ve mayalarin DNA miktarlar1 kuru agirlikca %1,5'ten
daha az olmasina ragmen; RNA miktarlari, %5-15 arasinda degismektedir [173,
220]. Bununla birlikte, Vieira vd. [30] S. pastorianus'dan mekanik bozunma ile
urettikleri maya ekstraktinin RNA miktarini1 %4 olarak belirlemislerdir. Maya otolizi
sirasinda ntikleik asitler umami tattan sorumlu olan 5’-monofosfat niikleotitlere
parcalanirlar. 5’-ntikleotitler arasinda, 5’GMP aktif bir lezzet arttiricidir, 5’-adenosin
monofosfat (5’AMP) ise lezzet arttirict 5’'IMP i¢in 6nciil bilesiktir [43, 221]. 5’GMP
iceren maya ekstraktlari, maya hicrelerindeki RNA'nin 1s1l islemle ve
5’fosfodiesteraz enzimiyle [220] hidrolize edilmesiyle hazirlanabilmektedir [212].
S5’niikleotitlerin Uretiminde ekmek mayas1 kullanilabilecegi gibi maliyetin
disiirilmesi amaciyla bira sanayiinin en biiytik ikinci atig1 olan bira mayalar1 (.
pastorianus gibi) da kullanilabilmektedir [43]. El-Aleem vd. [219] tarafindan 5’-
niikleotit ekstraktlarinin lezzet lzerine etkisinin arastirildigr bir ¢alismada, 5’-
niikleotitleri 6nemli miktarda iceren maya ekstraktlarinin; maya ekstraktlarina
kiyasla daha pahali ve daha az giivenilir olan saf kimyasallar yerine potansiyel

olarak lezzet arttirici madde kaynagi olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Hem inosinat hem de guanilat, mayalarin yaninda pek ¢ok gidada dogal olarak
bulunmaktadir. inosinat 100-300 mg/100 g arasinda degisen miktarlarda sardalya,

palamut, orkinos, ton baligi, at, domuz, sigir ve tavuk gibi hayvansal gidalarda
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bulunurken [222]; guanilat 10-150 mg/100 g arasinda degisen miktarlarda cesitli
mantarlarda (kurutulmus shiitake mantarlari, matsutake ve enokitake mantarlari
gibi) bulunmaktadir [216, 223]. Bir gidada glutamat ve inosinatin birlikte bulunmasi
sinerjist etkiye neden olarak daha belirgin bir umami tada neden olmaktadir [222].
Inosinat iceren dana veya tavuk etine, serbest glutamat iceren domates gibi
sebzelerin ve/veya Parmesan peyniri gibi peynirlerin ilavesiyle pisirilen yemekler
umami tat yoniinden zengin olacag i¢in genellikle daha ¢cok begenilmektedir [216].
Glutamat ve 5’-ntikleotitler kimyasal olarak kararli olmalarina ragmen; bu bilesikler
cig et, balik ve sebzeler gibi gidalarda bulunan enzimler tarafindan parcgalanabilir

[173,191].

Ribontikleotit tiirevleri ve niikleosidlerin cesitli fizyolojik etkileri oldugu
bilinmektedir [43]. Niikleotitler, hiicresel fonksiyonlar i¢in kritik 6neme sahip olup,
yenidogan beslenmesinde kullanilan formiill mamalarda niikleotitlerden
yararlanmanin bebek sagligi icin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir [224].
Niikleotitlerin, gastrointestinal sistem hasarinin onarimi, yag asidi metabolizmasi
tizerinde olumlu etki ve bagisiklik yanitindaki iyilesmeyle iliskili oldugu da

bildirilmistir [43, 225].

Ticari olarak tliretilen amino asitler arasinda en 6nemlilerinden biri olan L-glutamik
asit, gida endiistrisinde genellikle monosodyum glutamat formunda kullanilmakta
ve katildig1 gidalardaki mevcut lezzeti arttirmanin yaninda gidalara et suyu benzeri
lezzet ve tuzlu tat kazandirmaktadir [110]. Et, balik (sardalya, karides, istiridye vb.),
peynir (0zellikle Parmesan peyniri), domates, patates, kuskonmaz, soya fasulyesi,
yesil cay, deniz yosunu, sapkali mantar ve maya gibi bir¢ok gida ve gida
ingrediyeninde dogal olarak bulunan serbest glutamat ve 5’-riboniikleotitler gibi
umami tat bilesikleri gidalarin karakteristik lezzetine katkida bulunmaktadir [215].
Olgun domateslerde yiiksek konsantrasyonlarda (yaklasik olarak 140 mg/100 g)
bulunan serbest glutamat domatesin karakteristik umami tadindan sorumludur.
Parmesan peynirinde ise domatesten ¢ok daha fazla (yaklasik olarak 1200 mg/100
g) serbest glutamat bulunmaktadir [216, 226]. Insan siitii de azimsanmayak
miktarda serbest glutamat icermektedir ve bu durum insanlarin ilk gidalan
araciligiyla umami tada asina olduklarini gostermektedir [216]. Bununla birlikte,

MSG'nin islenmis gidalara katki maddesi olarak eklenmesi sonucu, islenmis
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gidalarda da serbest glutamat bulunabilmektedir [227]. Insan viicudu, gidalara katki
maddesi olarak eklenen glutamatla, gidalarda dogal olarak bulunan glutamati ayni
sekilde metabolize etmektedir [228] ve glutamat kaynagi olarak MSG'nin gidalarda
katki maddesi olarak 6nerilen kullanim miktari, domates veya Parmesan peynirinde
dogal olarak bulunan serbest L-glutamat miktarina karsilik gelen agirlik¢ca %0,1 ile
%0,8 kadardir [229]. Gidalara yiiksek miktarda glutamat katilmasi, gidalarin
lezzetini iyilestirmek bir yana kotiilestirdigi icin, yiiksek miktarda MSG kullanimini

treticiler de tercih etmemektedir [228].

MSG, FDA (Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi) tarafindan 1958 yilinda GRAS olarak
siniflandirilmasina [230] ragmen, 1968 yilinda Kwok [231] tarafindan MSG
tiiketiminin boyun ve bas agrisini da igeren bir dizi semptoma neden olduguna dair
ortaya atilan iddialardan sonra bu semptomlar “Cin Restorani Sendromu” adiyla
anilmaya baslamis ve toplumda MSG’nin olas1 toksisitesine karsi siiphe uyanmaya
baslamistir. FDA, 1980’li yillarda MSG hakkindaki saglik endiselerinin artmasi
tizerine bagimsiz bilim insanlarini gorevlendirerek MSG hakkindaki bilimsel verileri
incelemelerini istemis ve yapilan incelemeler sonucu onerilen dozlarda (gidanin
%0,1-0,8’i miktarinda) gida katki maddesi olarak kullanildiginda MSG’nin giivenilir
oldugu ve MSG'ye kronik maruziyetin genel popiilasyonda saglik sorunlarina neden
olduguna dair yeterli kanit bulunmadigi raporlanmistir [227]. Glutamat, lizerinde
en fazla ¢alisilan gida bilesenlerinden biri oldugu ve giivenli bulundugu icin FAO ve
WHO Gida Katki Maddeleri Ortak Uzman Komitesi (JECFA), glutamati gida katki
maddeleri icin en giivenli kategoriye yerlestirmistir [228], ancak yine de toplumda
MSG'ye karsi gelisen 6n yargilarnt kirmak zor oldugu igin, gida bilimcileri ve
tireticileri son yillarda MSG’ye benzer sekilde umami tat veren alternatif kaynaklara

yOonelmistir.

Mayalarda, 6nemlilezzet arttirici1 amino asitler olan glutamik ve aspartik asidin fazla
miktarda [30] bulunmasnin yani sira 5’-GMP ve 5’-IMP niikleotitlerinin varligi [43];
amino asitlerle nitkleotitlerin sinerjist etki gostererek dildeki umami tat
reseptorlerinin daha fazla uyarilmasina ve et benzeri “umami” tadin ortaya
cikmasina neden olmaktadir [27]. Maya ekstraktlari, karakteristik umami tatlari ve
zengin besin icerikleri nedeniyle hazir ¢orbalar, noodle’lar, et ve et tirtinleri, soslar,

konserve gidalar, salca ve baharatlar olmak tizere pek cok gidada genellikle lezzet
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verici/arttirici olarak MSG’ye alternatif olarak kullanilmaktadir [232]. Bunlara ek
olarak, maya ekstraktlarinin son yillarda gelistirilen ve yayginlasma egilimi bulunan
yapay veya vegan etlerde de ciddi bir kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Maya
ekstraktlarinin hazir gidalarda kullanilmasi ribontikleotit ve glutamat kullanimini
azaltmaktadir. Ayrica, otoliz isleminde, sicaklik, pH ve reaksiyon siiresi gibi
parametrelerin  modifiye  edilmesiyle, ekstraktlarin = duyusal  profili
degistirilebilmekte ve boylece bulyon, rosto et ve hatta kahvaltilik gevrek gibi
lezzetler elde edilebilmektedir [27].

1.2 Tezin Amaci

Son yillarda tiiketiciler, MSG gibi sentetik katki maddelerine karsi 6n yargil
davranmakta ve gidalarda dogal katki maddelerinin kullanilmasini talep
etmektedirler. Maya ekstraktlar1 genellikle mikrobiyal koékenli materyalin
kurutulmasi gibi islemlerle elde edildiginden, hem AB hem de ABD tarafindan “dogal
lezzet verici/arttiric1” maddeler olarak kabul edilmektedir [32, 135]. Maya
ekstraktlarinda 6nemli lezzet arttirici amino asitler olan glutamik ve aspartik
asitlere ek olarak, 5’-GMP ve 5’-IMP niikleotitlerinin varligi, maya ekstraktlarinin
MSG’ye benzer bir “umami” tada sahip olmasina neden olmaktadir [27]. Lezzet
arttiric1 6zelliklerinin yani sira proteinler, esansiyel amino asitler ve B vitaminleri
acisindan zengin olmalar1 ve gidalarda NaCl kullanimini sinirlandirma 6zellikleri

son yillarda gidalarda maya ekstrakti kullaniminin artmasina neden olmustur [233].

Simdiye kadar maya ekstrakti liretiminde basta Saccharomyces cerevisiae [197,
234] ve Kluyveromyces marxianus [176] olmak lizere, bircok maya tiirtinden
yararlanilmistir. Ancak, probiyotik oldugu kabul edilen tek maya tiirii olan .
cerevisiae var. boulardii ile bliyik hacimlerde ve kontrollii kosullarda maya
ekstrakti Uretimine literatiirde rastlanmamistir. Canli mikroorganizmalar
tarafindan salgilanan veya hiicre lizizinden sonra salinabilen ve konakg tizerinde
olumlu etkileri olan ¢ozlinlir metabolitlere postbiyotik denmektedir [235]. S.
boulardii, postbiyotik olarak kabul edilebilecek cesitli metabolitler
uretebilmektedir. Maya ekstrakti liretiminde S. boulardii susunun kullanilmasi
durumunda, bu metabolitler sayesinde maya ekstraktinin insan sagligina olan

faydalarini arttirma potansiyeli bulunmaktadir.
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Bu calismanin amaci, Saccharomyces cerevisiae TGM10, S. cerevisiae var. boulardii
S11 ve Kluyveromyces marxianus TGM66 mayalarindan seker pancari melasi
fermantasyonu ile elde edilen biyokiitlelerden maya ekstrakti tozu liretmek ve elde
edilen triinlerin ugucu bilesik ile amino asit kompozisyonlarini belirleyerek lezzet
profillerini karsilastirmaktir. Ayrica, maya ekstrakti tozlarinin kimyasal, termal,
mikroyapisal, reolojik ve teknolojik 0Ozelliklerinin belirlenmesi ve gidalarda
potansiyel kullanimlarinin arastirilmasi da ¢alismanin bir diger amacini

olusturmaktadir.
1.3 Hipotez

Bu calismanin ana hipotezini, li¢ farkli maya susundan zengin protein ve esansiyel
amino asit icerigine sahip besleyici ve lezzetli maya ekstraktlar tiretilebilecegi
olusturmaktadir. Calismanin bir diger hipotezini ise, maya ekstraktlarinin gidalara
sadece lezzet ve besin degeri acisindan degil, 6zellikle protein ve karbonhidrat
iceriklerinden dolay1 teknolojik ve reolojik acidan da olumlu katkilarinin olabilecegi

olusturmaktadir.
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2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Tez Calismasinin Deneysel Cergevesi

Tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen deneysel c¢alismalar li¢ asamadan

olusmakta olup, Sekil 2.1’de gosterilmektedir.

= ; Ty | N =
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Maya ekstrakti tozunun analizi
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1 Fonksiyonel ozellikler Duyus;i_tjzéli.ik\er
Kimyasal kompozisyon Ugucu bilesikler Amino asitler Reolojik ozellikler

Sekil 2.1 Tez calismasinin deneysel cercevesi (BioRender.com kullanilarak
olusturulmustur)

2.2 Mikroorganizmalar ve Kiiltiir Ortamlar:

Saccharomyces cerevisiae TGM10, Saccharomyces cerevisiae var. boulardii S11 ve
Kluyveromyces marxianus TGM66 izolatlar1 Yildiz Teknik Universitesi Gida

Miihendisligi Boluimi Mikrobiyal Kiiltiir Koleksiyonu’'ndan temin edilerek, -80 °C’de
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malt ekstrakt broth (LAB M, UK) ve %25 steril gliserol (Riedel-de Haén, Seelze,
Almanya) iceren ortamda saklanmistir. Tim maya suslari, ¢alisma boyunca
optimum gelisme sicakliklari olan 30 °C (S. cerevisiae TGM10 ve K. marxianus

TGM66) ve 37 °C'de (S. boulardiiS11) gelistirilmislerdir.

Maya biyokiitlesi tiretiminde kullanilacak karbon kaynaginin belirlenmesi énemli
bir faktor olup, tarimsal atiklar gibi ucuz ve kolay erisilebilir karbon kaynaklarinin
kullanilmasi tiretim maliyetinin disiirilmesi i¢cin 6nemlidir [18]. Bu nedenle,
calismada substrat olarak seker pancar1 melas1 tercih edilmistir. Calismada
kullanilan melas, Adapazar1 Seker Fabrikasi A.S."den (Adapazari, Tiirkiye) temin
edilmis ve kullanilincaya kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir. Seker pancar1 melasinin
kompozisyonu su sekildedir: Kuru madde igerigi %81,90; toplam seker miktari
%48,34 (siikroz %47,29 ve invert seker %1,05); kiil miktar1 %12,22 ve pH
(otoklavlandiktan sonra 25 °C’de %10’luk ¢ozelti) 5,8.

2.3 Kesikli-Beslemeli Melas Fermantasyonuyla Maya Biyokiitlesi
Uretimi

Biyokiitle verimi, maya hiicrelerinin kullandig1 metabolik yolla (oksidasyon veya
fermantasyon) yakindan iliskilidir. Enerji temininde fermantatif yolun kullanilmasi
durumunda etanol de tretilecegi icin biyokiitle verimi diismektedir. Bu nedenle,
yiiksek verimlilikte maya biyokiitlesi liretmek icin kesikli-beslemeli tiretim tercih
edilmelidir [18]. Maya biyokiitlesi iiretiminde maya hiicreleri kiiglik hacimlerde
yeterince gelistirildikten sonra daha biliyiik hacimlere (biyoreaktor) inokiile
edilirler [236]. Bu amagla, baslangicta stoktan alinan tiim kiiltiirler optimum
gelisme sicakliklarinda YPD (%1 maya ekstrakti, %2 pepton ve %2 dekstroz) iceren
ortamda 24 saat boyunca inkiibe edilmis ve inkiibasyonun ardindan 2 g/100mL
malt ekstrakt broth ve 2 g/100 mL glukoz iceren ortama pasajlanarak 72 saat

boyunca gelistirilmistir.

Melas, biyoreaktor (Sekil 2.2) ortaminda %5 oraninda seker bulunacak sekilde saf
su ile dilue edilmistir. Agir metalleri ¢oktiirmek amaciyla melas 1:1 oraninda saf su
ile karistirllmis ve 2 M H2SO04 ile pH’s1 4,5-5,0’e ayarlanarak kaynatilmistir. Oda
sicakligina sogutulan karisim 9000 dev/30 dk santrifiijlenmis (Hitachi Centrifuge,
Japonya) ve siipernatant kullanilmistir. Stipernatant NH3SO4 (10 g/100 g seker),
KH,PO4 (5 g/100 g seker) ve maya ekstraktiyla (2 g/100 g seker) karistirilarak
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oksijen probu, pH metre probu, sicaklik sensérii ve karistiricidan olusan
biyoreaktére (Minifors, Isvigre) doldurulmustur. 2 L melas ¢ozeltisi biyoreaktdr
haznesine doldurulduktan sonra sistemin tiim baglantilar1 silikon hortumlarla
kapatilmis ve 110 °C'de 15 dakika otoklavlanmistir. Alfenore vd. [237] tarafindan
onerilen yonteme benzer sekilde, otoklavlanip oda sicakligina sogutulan karisima,
0,45 pm por ¢apindaki filtreden gegirilen 1 mL/L vitamin karisimi (5 mg/L nikotinik
asit, 5 mg/L pantotenik asit, 5 mg/L tiamin ve 0,012 mg/L biyotin) ilave edilmistir.
Ayni islemler 2 L’lik besleme ortamina da uygulanmis olup, fermantasyon 5 L’lik
toplam hacme sahip biyoreaktérde, 4 L toplam hacimde kesikli-beslemeli (fed-

batch) olarak gerceklestirilmistir.

i \

Sekil 2.2 Maya biyokiitlesi tiretmek icin kullanilan biyoreaktor

Thoma lam1 (hemocytometer, ISOLAB, Almanya) ile sayillan maya kiiltiirleri (Sekil
2.3), aseptik kosullar altinda 106-107 kob/mL oraninda biyoreaktore inokiile
edilmistir. Fermantasyon islemi S. boulardii S11 i¢in 37 °C’de diger suslar icinse 30
°C’de ve pH 6,0’da 42 saat boyunca gergeklestirilmistir. Ortam pH’s1 5 N NaOH ve 5
N HCIl kullanilarak otomatik olarak ayarlanmistir. Fermantasyon islemi aerobik

kosullarda (>75 pO02) gergeklestirilmistir. Karistirma islemi oksijen
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konsantrasyonuna baglh olarak 450-550 rpm’de gerceklestirilmistir. Koplirmeye

karsi kopiik kirici olarak silikon yagi kullanilmistir.

Sekil 2.3 Maya hiicrelerinin Thoma lamindaki gériintiisii

Kesikli-beslemeli fermantasyonla maya biyokiitlesi iiretiminde, melasi
fermantasyon ortamina besleme hizi 6nemli olup, her maya susu i¢in bu hiz
optimize edilmelidir [18, 236]. Bu amagla, biyoreaktorden 2 saat araliklarla 6rnekler
alinarak orneklerin fenol siilfiirik asit yontemiyle seker miktarlar1 belirlenmistir.
Biyoreaktorden alinan 6rnek, maya hiicrelerini ¢oktiirmek amaciyla santrifiijlenmis
ve siipernatant (1 ml) %5’lik fenol (1 ml) ve derisik siilfiirik asit (H2S04) (5 ml) ile
vortekslenerek 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
spektrofotometrede (T60 UV-Visible Spectrophotometer, PG Instruments, Birlesik
Krallik) 470 nm dalga boyunda absorbans degeri 6l¢iilmiistiir. Seker miktarina ek
olarak Thoma lamiyla maya suslarinin sayimlari da yapilmistir. Fermantasyon
ortamindaki seker miktarina ve hiicre sayisina bagh olarak, 18 saatlik batch
fermantasyonun ardindan besleme yapilmistir. Kesikli-beslemeli fermantasyon 42
saat boyunca siirdiiriilmis ve fermantasyonun ardindan fermantasyon ortami 4
°C'de 9000 dev/30 dk santrifiijlenmistir. Santrifiijin ardindan stlipernatant
dokiilmiis ve pelet serum fizyolojik su (SFS, %0,85 NaCl) ile yikanmis ve 4 °C’de
9000 dev/30 dk tekrar santrifiijlenmistir (Sekil 2.4).
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Fermantasyon ortaminin ¢oktiiriilmesi Maya biyokiitlesinin SFS ile ylkanmasi

Sekil 2.4 Fermantasyonun ardindan fermantasyon ortaminin ¢oktiiriilmesi ve
serum fizyolojik su (SFS) ile yikanmasi (BioRender.com kullanilarak
olusturulmustur)

Santrifijiin ardindan steril falkon tiiplerde toplanan yas maya biyokiitleleri

tartilmistir (Sekil 2.5).

Sekil 2.5 Kesikli-beslemeli fermantasyonla elde edilen maya biyokitlesi
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Fermantasyon islemi her maya susu i¢in iki tekerriirli yapilmis ve elde edilen yas

biyokiitlelerin ortalamalar1 alinmistir.
2.4 Maya Hiicrelerinin Otolizi ve Kurutulmasi

Maya hiicrelerinin otolizi, Tanguler ve Erten [168] tarafindan 6nerilen yontemin
modifiye edilmesiyle gercgeklestirilmistir. 60 g maya biyokiitlesi, 500 mL’lik steril
cam sisede 340 mL steril saf su ile karistirllmis ve pH 6,0’ya (2N NaOH veya 2 N HCI
ile) ayarlanmistir. Otoliz islemi, ¢alkalamali inkiibatorde (Wise Cube) 120 PV’de 50
°C’de 36 saatte gerceklestirilmistir (Sekil 2.6a). Otolizden sonra, enzim aktivitesini
durdurarak otolizi sona erdirmek icin siispansiyon 80 °C’de 30 dakika siireyle 1s1l
isleme tabi tutulmustur (Sekil 2.6b). Siispansiyon oda sicakligina sogutulduktan
sonra, hiicre duvari bilesenlerini uzaklastirmak icin 4 °C’de 9000 rpm/30 dk
santrifiijlenmistir (Sekil 2.6¢). Santrifiijlemenin ardindan siipernatant (sivi maya
ekstrakti), liyofilizatorde (Thermo Savant ModulyoD, ABD) kurutulmustur
(kondansator sicakligi -50 °C, vakum 0,1 mbar) ve elde edilen toz maya ekstraktlari

kullanilincaya kadar 4 °C’de steril falkon tiiplerde saklanmistir (Sekil 2.6d).
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Sekil 2.6 Maya biyokiitlesinden otolizle maya ekstrakti tozu iiretimi
(BioRender.com kullanilarak olusturulmustur)

a) Maya biyokiitlesinin otolizi b) Is1l islemle enzim inaktivasyonunun saglanarak
otolizin sonlandirilmasi ¢) Maya hiicre duvarinin uzaklastirilmasi ve sivi maya
ekstrakti eldesi d) Maya ekstrakti tozu iiretimi

2.5 Kimyasal Analizler

Tiim kimyasal analizler AOAC [238] tarafindan oOnerilen prosediirlere gore
yapilmistir. Maya ekstraktlarinin toplam kuru madde igerikleri, 6rneklerin 105 + 1
°C’'de 24 saat kurutulmasiyla belirlenmistir. Kul icerikleri ise, 6rneklerin kiil
firninda 600 °C’de yakilmasiyla belirlenmistir. Toplam azot miktari, Kjeldahl

yontemi ile belirlenmis olup, toplam azot miktarinin 6,25 faktértyle ¢carpilmasiyla
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protein miktar1 hesaplanmistir. Toplam yag miktari, dietil eter kullanilarak soxhlet
ekstraksiyon yontemi ile tespit edilmistir. Toplam karbonhidrat, RNA ve diger
bilesenlerin miktari, kuru maddeden toplam protein, yag ve kiil miktar1 ¢ikarilarak

belirlenmistir.
2.6 Amino Asit Profili

Orneklerin amino asit analizi, tiretici [239] tarafindan onerilen prosediire gére
yapumistir. Maya ekstraktlarinin (0,25 g) protein hidrolizi, 24 saat boyunca 110
°C’de 6 N HCI (2,5 mL) ile gerceklestirilmistir. Oksidasyonu 6nlemek icin 125 pL 2
mM fenol; sistin, metiyonin ve tirozinin geri kazanimini optimize etmek igin ise 1
mL %2 DTDPA (ditiodipropiyonik asit) eklenmistir. Cozelti pH’s1 notre yakin (6,7-
7,3) ayarlanmis ve ultra saf ile 50 mL’ye tamamlanarak 4000 rpm’de 5 dk
santrifiijlenmistir. Daha sonra 0,22 um'’lik PTFE siringa filtreden (ISOLAB, Almanya)
gecirilen ¢ozeltinin 1 mL’si viale aktarilarak 6rneklerin amino asit profili yliksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC Agilent 1260 Infinity II, Agilent
Technologies, ABD) kullanilarak belirlenmistir. HPLC sartlar1 asagida 6zetlenmistir:

A: 40 mM Borat Tamponu pH:7,8

B: ACN (Asetonitril): MeOH (Metanol): Water (45:45:10, v/v/v)
Firin Sicakligi: 40 °C

Dalgaboyu: 338 nm

Akis: 2 mL/dk

Stoptime: 26 dk

Enjeksiyon Hacmi: 20 pL

Calismada toplam 23 amino asit incelenmis olup, sonuglar 100 g protein iizerinden
ifade edilmistir. Vieira vd. ne [30] benzer sekilde, maya ekstraktlarinin besleyici
ozelliklerini tahmin etmek i¢in, FAO/WHO [240] tarafindan aciklanan standart
proteindeki esansiyel amino asitler ve kimyasal skor ile protein verimlilik orani
(PER) dikkate alinarak hesaplanan esansiyel amino asit indeksi, Lee vd. [241]
tarafindan gelistirilen (2.1) ve (2.2) esitlikleri kullanilarak hesaplanmistir:
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% Maya ekstraktindaki esansiyel amino asit (21)

Kim | skor =
yasal sko % Standart proteindeki esansiyel amino asit

PER = 0,435(Metiyonin) + 0,780(Losin) + 0,211 (Histidin) (2.2)

- 0,944 (Tirozin) - 1,816

2.7 Ugucu Bilesiklerin Yari-Kantitatif Analizi

Maya ekstraktlarindan ucucu bilesiklerin ekstraksiyonu ve tanimlanmasi Raza vd.
[242] tarafindan Onerilen yonteme benzer sekilde yapilmistir. Maya
ekstraklarindaki ucucu bilesikler, GCMS-QP2010 gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresine (Shimadzu, Japonya) bagh auto-sampler (AOC-5000 plus,
Shimadzu, Japonya) ile entegre ¢alisan SPME fiber ile ekstrakte edilmistir. Maya
ekstraktlar1 20 mL’lik viallerde ultra saf su ile 1:2 oraninda ¢6zdiiriilerek karisima 1
uL i¢ standart (2-metil-3-heptanon, 0,816 pg / pL, %99, Sigma-Aldrich, ABD)
eklenmistir. Daha sonra hemen PTFE/silikon septum ile sikica kapatilan vialler
vortekslenmistir. SPME fiber, kullanmadan 6nce 250 °C’de 30 dakika siireyle 6n
kosullandirilmistir. Viallerdeki numuneler, SPME analizinden 6nce 60 °C’de 10
dakika siireyle 6n 1sitmaya tabi tutulmustur. Ucucu bilesiklerin ekstraksiyonu,
30/50 pm divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS)
SPME fiber (Supelco, ABD) kullanilarak 58 °C'de 55 dakika siireyle
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyonun ardindan SPME fiberi, 250 °C’de GC enjeksiyon
portuna yerlestirilmis ve termal desorpsiyon icin 6 dakika tutulmustur. Ugucu
bilesiklerin ayrilmasi i¢in RXI-5MS (uzunluk: 30 m x i¢ ¢ap: 0,25 mm x kalinlik: 0,25
um) silika kapiler kolon (Restek Corporation, ABD) kullanilmistir. Tasiyic1 gaz
olarak helyum kullanilmis ve kolon akis hizi, 1,5 mL/dk olarak ayarlanmistir. Firin
sicakligl su sekilde ayarlanmistir: baslangicta 3 dakika 40 °C’de tutulmus ve
kademeli olarak 5 °C/dk’da 140 °C’ye ytkseltilmis, sonra 10 °C/dk’da 200 °C'ye
yukseltilerek bu seviyede 5 dk tutulmustur. Nihai sicaklik, 15 °C/dk’da 250 °C’ye
yukseltilerek 2 dk tutulmustur. MS icin ara yuz sicakligi, 280 °C; iyon kaynagi, 230
°C; iyonlasma enerjisi, 70 eV; TIC SCAN modunda mass range 50-400 amu olarak
ayarlanmistir. Ugucu bilesiklerin tanimlanmasi ve bilinmeyen bilesiklerin kiitle

spektrumlari, National Institute of Standards and Technology (NIST), Wiley
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Registry of Mass Spectral Data ile karsilastirilarak belirlenmistir. Bilinmeyen
bilesiklerin konsantrasyonu, i¢ standardizasyon yontemi kullanilarak (2.3)

esitligine gore hesaplanmistir:

ug) _ IS(konsantrasyon) X X(pik) (2.3)

X(konsantrasyon) (k_g IS(pik)

(2.3) esitliginde; X(konsantrasyon) bilinmeyen bilesigin konsantrasyonunu,
[S(konsantrasyon) i¢ standardin konsantrasyonunu, X(pik) bilinmeyen bilesigin pik

alanini, IS(pik) ise i¢ standardin pik alanini géstermektedir.

2.8 Fourier Doniisiimli Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi ile

Karakterizasyon

Maya ekstraktlarinin molekiiler karakterizasyonlar1 FTIR spektroskopisi (Bruker
Tensor 27, Almanya) (Sekil 2.7) kullanilarak yapilmistir. Olgiimler, maya ekstrakti
tozlarinin saf suda c¢o6zlndirilerek %10’luk c¢o6zeltilerinin hazirlanmasiyla
gerceklestirilmistir. Olciimden 6nce saf su ile ¢calisilarak spektroskopinin saf suyu
referans olarak kabul etmesi saglanmistir. Orneklere ait él¢iimler, oda sicakhiginda
ve orta kizilotesi bolgede (500-3500 cm! dalga boyu araliginda) 3 tekrarh
gerceklestirilmistir.

Sekil 2.7 Maya ekstraktlarinin Fourier doniisiimlii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi
ile karakterizasyonu
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2.9 Termal Ozellikler

Maya ekstraktlarinin termal 6zellikleri, diferansiyel taramali kalorimetre (DSC, Q20,
TA Instruments Inc., ABD) (Sekil 2.8) ile Kavosi vd. [243] tarafindan Onerilen
prosediir tizerinde bazi degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Ornekler, aliminyum
DSC panlarina 10-15 mg agirhi§inda tartilarak 20-30 dk desikatorde bekletilmistir.
Daha sonra hermetik olarak kapatilan panlar DSC kalorimetresine yiiklenmis ve 10
°C/dk 1sitma orani ile yiiksek saflikta azot gaz1 (20 mL/dk) altinda 400 °C’ye kadar
isiilmistir. Ozdes bir bos pan kontrol olarak kullanilmistir. Elde edilen DSC

termogramlarindan maya ekstraktlarinin erime sicakliklar: hesaplanmistir.

Sekil 2.8 Maya ekstraktlarinin DSC (diferansiyel taramali kalorimetre) ile termal
ozelliklerinin belirlenmesi

2.10 Mikroyapisal Ozellikler

Maya ekstraktlarinin mikroyapisal 6zellikleri Taramali Elektron Mikroskobuyla
(SEM, Zeiss Evo LS 10, Almanya) belirlenmistir. Analizden 6nce, 6rnekler altin
kaplama cihazinda (Quorum SC7620, Birlesik Krallik) altin-paladyum ile 120 saniye
kaplanmistir. Orneklerin SEM ile incelenmesi 10 kV’da gerceklestirilmistir.
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2.11 Reolojik Ozellikler

Maya ekstraktlarinin reolojik 6zellikleri, Zehir-Sentiirk vd. [244] tarafindan
onerilen prosedir tzerinde bazi degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Maya
ekstraktlar: iki farkli konsantrasyonda (%0,5 ve %1) sebze ¢orbasinda (Penelope
Gurme; irmik, brokoli kurusu, kereviz kurusu ve 1spanak kurusundan olusmaktadir)
cozlndiirilmiis ve iki farkl sicaklikta (25 °C ve 50 °C) reometrede (Anton Paar,
MCR-302, Avusturya) (Sekil 2.9) 100 noktada 6l¢iim yapilarak kayma hizina (shear
rate, s'1) karsi kayma gerilimi (shear stress, Pa) degerleri elde edilmis ve 6rneklerin
akis davranislar1 belirlenmistir. Elde edilen veriler asagidaki (2.4) esitligi

yardimiyla Ostwald de Waele (Power Law) reolojik modeline uyarlanmistir:

T=K(y)" (2.4)

(2.4) esitliginde, t degeri kayma gerilimini (Pa), K degeri kivam (akiskanlik)
katsayisini (Pa.s), y degeri kayma hizini (s'1), n degeri ise akis davranis indeksini

gostermektedir.

Sekil 2.9 %0,5 ve %1 konsantrasyonlarda sebze ¢orbasinda ¢éziindiiriilen maya
ekstraktlarinin reolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
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2.12 Teknolojik Ozellikler

2.12.1 Su Tutma Kapasitesi

Maya ekstraktlarinin su tutma kapasiteleri Sosulski'nin [245] 6nerdigi prosediiriin
modifiye edilmesiyle belirlenmistir. Yonteme gore, santrifiij tiiplerinde 0,5 g 6rnek
5 mL saf su ile karistirilarak, vortekslenmis ve oda sartlarinda 10 dakika
bekletildikten sonra 6000 rpm’de 25 dk santrifiijlenmistir. Stipernatant
dokiildiikten sonra santrifiij tlipli sicak hava firinina 15-20°lik agiyla yerlestirilmis
ve 50 °C’'de 30 dakika boyunca kurumaya birakilmistir. Tiip daha sonra bir
desikatorde sogutularak tartilmistir. Su tutma kapasitesi, 1 g (kuru agirlik¢a) érnek

tarafindan tutulan saf su miktari olarak ifade edilmistir.
2.12.2 Yag Baglama Kapasitesi

Maya ekstraktlarinin yag baglama kapasiteleri, Lin vd. [246] tarafindan Onerilen
yontemde kiiclik degisiklikler yapilarak belirlenmistir. 0,2 g numune santrifiij
tiipiinde 2 mL aycicek yagi ile karistirilarak vortekslenmis ve oda sartlarinda 30
dakika bekletilmistir. Daha sonra karisim 6000 rpm’de 25 dakika santrifiijlenmis ve
santrifiijden sonra slipernatant dokiilerek pelet tartilmistir. Tiip duvarlarinda kalan
yag miktarini belirlemek icin sadece 2 mL aygicek yagi eklenmis tiipe ayni islemler
uygulanmis ve belirlenen miktar numune miktarindan ¢ikarilmistir. Yag baglama

kapasitesi, 1 g numunenin bagladig1 aycicek yagi miktari olarak ifade edilmistir.
2.12.3 Emiilsiyon Olusturma Ozelligi

Maya ekstraktlarinin emiilsiyon olusturma o6zellikleri, Pearce ve Kinsella [247]
tarafindan onerilen yontemde kiiciik degisiklikler yapilarak belirlenmistir. 0,3 g
numune uizerine 10 mL aycicek yagi ve 30 mL PBS (fosfat-tampon soliisyonu) ilave
edilerek homojenizatorde (Daihan HG15A, Gangwondo, Giliney Kore) 1 dakika
homojenize edilmistir. Homojenizasyondan sonra, 0. ve 10. dakikalarda tiipiin alt
kismindan 50 pL emiilsiyon alinarak, 5 mL %0,1 SDS (sodyum dodesil sulfat)
solisyonu ile seyreltilmis ve spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800

spectrophotometer, Japonya) 500 nm’de absorbanslar 6l¢iilmustiir.

Emiilsiyon aktivite indeksi (EAI) (2.5); emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) ise (2.6)
esitligine gore hesaplanmistir [248]:
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EAI (m?/g) = 2 1xhuxst (2.5)

Cx @ x10.000

(2.5) esitliginde, T = 2,303; Ao, emiilsiyon olusumundan hemen sonra 6lgiilen
absorbans; SF (seyreltme faktorii) = 100, C = emiilsiyon olusmadan dnce PBS
icindeki protein miktari/birim hacim (g/mL); ® = emiilsiyondaki yag hacmini

gostermektedir.
ESI (dk) = ﬁxm (2.6)

(2.6) esitliginde, A1o, emiilsiyon olusumundan 10 dakika sonra 6lgtilen absorbans

degerini; At = 10 dk'y1 gostermektedir.
2.12.4 Zeta Potansiyeli

Maya ekstraktlarinin kolloidal dagilim stabilitesini belirlemek i¢in zeta
potansiyelleri, Bozkurt vd. [249] tarafindan 6nerilen yonteme benzer sekilde Nano
ZSP (Malvern, Birlesik Krallik) (Sekil 2.10) kullanilarak élgiilmistiir. Olgiim, 25
°C’de elektrotlar igeren tek kullanimlik katlanmis bir kapiler hiicre kullanilarak PBS
icinde gercgeklestirilmistir. Zeta potansiyeli, Smoulokowski modeline gére Nano ZSP

tarafindan otomatik olarak hesaplanmistir.

Sekil 2.10 Maya ekstraktlarinin zeta potansiyellerinin belirlenmesi
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2.13 Duyusal Degerlendirme

Maya ekstraktlarinin duyusal degerlendirmesi, Ozdemir vd. [250] tarafindan
onerilen yontemin modifiye edilmesiyle gerceklestirilmistir. Analizlerden 6nce,
potansiyel panelistlere duyusal degerlendirme, lezzet olgusu, maya ekstrakti ve
MSG hakkinda egitim verilmistir. Maya ekstraktlarinin duyusal degerlendirmesi
sadece icme suyuyla hazirlanan sebze corbasi (Penelope Gurme; irmik, brokoli
kurusu, kereviz kurusu ve 1spanak kurusundan olusmaktadir) kullanilarak, yaslari
20-43 arasinda degisen Gastronomi ve Mutfak Sanatlar1 Boliimi 6gretim elemanlari
ve 6grencilerinden olusan ve egitim sonucu uygun bulunan 7 panelistin (4 kadin ve

3 erkek) katilimiyla gergeklestirilmistir.

Duyusal degerlendirme, farkli oturumlarda érneklerin sebze corbasina iki farkh
konsantrasyonda (%0,5 ve %1) eklenmesiyle gergeklestirilmistir. Corba
kaynatilmadan 6nce maya ekstraktlar1 ayr1 ayri ilave edilmis ve ¢orba kaynayana
kadar karnistirlmistir. Kontrol olarak maya ekstraktlariyla aymi miktarlarda
kullanilan MSG i¢in de ayni islemler yapilmistir. Ayrica, maya ekstrakti ve MSG
eklenmemis corba, diger bir kontrol olarak kullanilmistir. Tiim numuneler 50 mL’lik
cam bardaklarda rastgele numaralandirilarak karisik bir sekilde servis edilmis ve
panelistlerden ornekleri tuzlu tat, umami tat, et suyu benzeri lezzet, meyvemsi
lezzet ve genel lezzet agisindan 10 puanlik evrensel yogunluk dlcegine (1-2: ¢ok
zayif, 3-4: zayif; 5-6: orta, 7-8: giiclii, 9-10: ¢ok gli¢lii) gore puanlandirmalari
istenmistir. Duyusal degerlendirme iki tekerriirlii gerceklestirilmis ve panelistlerin

puanlarinin ortalamasi alinmistir.

2.14 istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS 18.0 (PASW 18.0) programiyla gerceklestirilmistir [251].
Veriler tek yonli varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmus ve Tukey testi
kullanilarak post hoc karsilagtirmalar yapilmistir. Duyusal degerlendirmeden elde
edilen veriler ise normal dagilim gostermedikleri icin Kruskal-Wallis testine tabi
tutulmus ve Tamhane T2 testi kullanilarak post hoc karsilastirmalar yapilmistir.
95% (P < 0,05) giiven araliginda veriler arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak

anlamli oldugu kabul edilmistir. Duyusal degerlendirme sonuglari i¢in kullanilan
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radar grafigi, Origin 2021b (OriginLab, ABD) yazilimi ile olusturulmustur. Ugucu
bilesiklerin heatmap-kiimeleme analizi ve temel bilesen analizi (PCA) ise XLSTAT
(Version 2021, Addinsoft, ABD) yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Reolojik
analizlerin degerlendirilmesinde Statistica 14.0 (TIBCO, ABD) yazilimindan

yararlanilmistur.
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3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Maya Biyokiitlesi Uretimi

U¢ farklh maya susundan maya biyokiitlesi iiretmek icin, 18 saatlik batch
fermantasyonun ardindan besleme yapilmistir. Batch fermantasyonun ardindan,
biyoreaktor ortamindan 6rnek alinarak Thoma lami yardimiyla maya hiicre sayisi
(Tablo 3.1) ve fenol-siilfiirik asit yontemiyle seker miktar: belirlenmistir. Boylece

biyoreaktor ortamina yapilmasi gereken besleme zamani ve miktari hesaplanmistir.

Tablo 3.1 §. cerevisiae TGM10, S. boulardiiS11 ve K. marxianus TGM66 suslarinin
melas fermantasyonu boyunca belirlenen hiicre sayilari (log kob/mL)

Fermantasyon sliresi (sa) TGM10 S11 TGM66
0 7,57 £ 0,29 6,88 + 0,02 7,06 £ 0,13
18 8,57 £ 0,10 8,32 + 0,02 8,751 0,07
20 8,57 £ 0,24 8,15+ 0,07 8,46 + 0,10
22 8,651 0,24 8,16 £ 0,12 8,85 £ 0,00
24 8,72 £ 0,03 7,98 £ 0,42 8,58 £ 0,33
26 8,67 £ 0,25 8,23 £0,15 8,64+ 0,01
42 8,73 £ 0,04 8,13+ 0,16 8,42 1+ 0,08

Fermantasyon boyunca gelisimleri izlenen S. cerevisiae TGM10, S. boulardii S11 ve

K. marxianus TGM66 suslarinin gelisim egrileri sirasiyla Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil

3.3'te gosterilmektedir.
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Hiicre sayisi x 108 (kob/mL)
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Fermantasyon siiresi (sa)

Sekil 3.3 K. marxianus TGM66 susunun fermantasyon siiresince gelisimi

Ortamda yeterli oksijen bulunmasi durumunda mayalar sekeri CO2, enerji ve
biyokiitleye dontstiiriirler. Ancak, ortamdaki yliksek karbon (glukoz ve siikroz)
konsantrasyonu, Crabtree etkisi olarak da bilinen, mayalarda Kkatabolit
baskilanmasina neden olarak daha az biyokiitle liretimine neden olmaktadir. Bu
nedenle yliksek miktarda biyokiitle tiretmek icin aerobik kosullarda ve diisiik seker
konsantrasyonlarinda ¢alismak gerekmektedir [4]. Bu bilgiler 1s18inda, aerobik
kosullarda 42 saat boyunca gergeklestirilen kesikli-beslemeli melas fermantasyonu
sonucunda elde edilen yas maya biyokiitle miktarlar1 ve maya suslarinin sekeri

biyoktitleye dontistiirme verimlilikleri Tablo 3.2’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.2 S. cerevisiae TGM10, S. boulardii S11 ve K. marxianus TGM66 suslarindan
melas fermantasyonuyla elde edilen yas biyokiitle miktarlari ve verimlilikleri

Maya susu Biyokiitle miktar (g/4L) Verimlilik (%)*
S. cerevisiae TGM10 178,09 £+ 18,53 89,05+ 9,26
S. boulardiiS11 153,82 + 49,24 76,91 + 24,62
K. marxianus TGM66 186,18 + 11,03 93,09 + 5,52

Sonuglar ortalama degerler (n = 2) + SS (standart sapma) olarak ifade edilmistir.
*Sekerin biyokiitleye dontstiiriilme verimliligi.
Kesikli-beslemeli fermantasyon sonucu en fazla biyokiitle elde edilen sus K
marxianus TGM66 (186,2 g) iken, en az biyokiitle elde edilen sus S. boulardii S11
(153,8 g) olmustur. K. marxianus geleneksel olarak “Crabtree negatif” olarak
siniflandirilmakta [86] ve bu 06zelligi aerobik kosullar altinda sekeri verimli bir
sekilde biyokiitleye dontstiirmesine neden olmaktadir. S. boulardii S11'in
ortamdaki yiiksek seker konsantrasyonundan diger suslara gore daha olumsuz
etkilendigi ve bunun daha az biyoktitle tretimi ile sonug¢landig: belirlenmistir. Bu
durum, bu susun Crabtree pozitif 6zelliginden kaynaklaniyor olabilir, yani mevcut
karbon miktari, maya metabolizmasini anaerobik fermantasyona yonlendirerek
etanol Uretimine neden olmus olabilir. Her ne kadar yas biyokiitle miktarlari
belirlenmis olsa da, li¢ maya susunun da sekeri biyokiitleye doniistiirme

verimliliklerinin (%77 ile %93 arasinda) oldukga yiiksek oldugu tespit edilmistir.
3.2 Kimyasal Kompozisyon

Maya ekstraktlarinin kimyasal bilesimi kuru agirlik (dw) tizerinden % olarak ifade

edilerek Tablo 3.3’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.3 S. cerevisiae TGM10, S. boulardiiS11 ve K. marxianus TGM66 suslarindan
elde edilen maya ekstraktlarinin kimyasal kompozisyonlari

Kimyasal kompozisyon

(g/100 g dw) TGM10 s11 TGM66
Nem (%) 13,93 + 0,210 14,20 + 0,200 15,37 + 0,15
Kiil 11,77 + 0,38 12,82 + 0,95 11,15 + 0,67
Protein 69,17 + 1,75 66,16 + 1,622 62,42 + 1,650
Yag 1,36 + 0,12 1,09 + 0,14 1,33 40,13
Digerleri* 17,69 + 1,860 19,93 + 2,25b 25,10 + 2,044

Sonuglar ortalama degerler (n = 3) + SS olarak ifade edilmistir. Ayni satirdaki
farkli harfler, iki deger arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamh oldugunu
gostermektedir (P < 0,05). *Karbonhidrat, RNA ve diger bilesenler, toplam kuru
agirliktan protein, yag ve kil miktarlar ¢cikarilarak hesaplanmistir.

Maya ekstraktlarinin nem icgerigi S. cerevisiae TGM10, S. boulardii S11 ve K
marxianus TGM66 icin sirasiyla %13,93; %14,20 ve %15,37 olarak belirlenmistir.
Ug maya ekstraktinin kiil iceriginin birbirine benzer oldugu (P > 0,05) ve en ¢ok kiil
iceren ornegin %12,82 ile S. boulardiiS11, en az kil iceren 6rnegin ise %11,15 ile K
marxianus TGM66 ekstrakti oldugu tespit edilmistir. Sonuclarimiz Jacob vd. [234]
tarafindan S. cerevisiaenin otolizi ile elde edilen maya ekstraktinin kil iceriginden
daha diistikken, Podpora vd. [252] tarafindan biracilik atig1 mayalardan elde edilen
maya ekstraktinda belirlenenden daha yiiksektir. Tiim 6rneklerin yag iceriklerinin
%1,36 (S. cerevisiae TGM10) ile %1,09 (S. boulardii S11) arasinda oldugu ve
ornekler arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamsiz (P > 0,05) oldugu
belirlenmistir. Sonug¢larimiz, Vieira vd. [30] tarafindan yapilan ¢alismada elde edilen
sonuclarla uyumludur. Tiim maya ekstraktlarinin yiiksek miktarda protein icerdigi
belirlenmis olup; li¢ maya ekstrakti arasinda en fazla protein icerigine %69,17 ile .
cerevisiae TGM10 ekstraktinin sahip oldugu tespit edilmistir. Protein icerigi

bakimindan S. cerevisiae TGM10 ekstraktini S. boulardii S11 ekstraktinin (%66,16)
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izledigi belirlenmistir (P > 0,05). K marxianus TGM66 ekstraktinin protein
iceriginin ise %62,42 oldugu tespit edilmistir. Maya ekstraktlarinin protein igerigi,
maya tiriine ve lretim yontemine bagli olarak onemli ol¢iide degisiklik
gostermektedir. Vieira vd., [30] S. pastorianus'tan elde edilen maya ekstraktinin
protein miktarint %64,1 olarak belirlemislerdir. Bununla birlikte, de Palma
Revillion vd. [176], K marxianus ekstraktinin ham protein igerigini Folin fenol

reaktif yontemi ile %52 olarak belirlemislerdir.
3.3 Amino Asit Profili

Maya ekstraktlarinin amino asit profili Tablo 3.4’de gosterilmektedir. Tim
orneklerin lezzet arttiric1 amino asitlerin tamami (glutamik asit, aspartik asit, alanin
ve glisin) yoniinden zengin oldugu tespit edilmesine ragmen, en zengin 6rnegin .
cerevisiae TGM10 ekstrakt1 (47,41 g/100 g protein), en fakir 6rnegin ise K
marxianus TGM66 (42,31 g/100 g protein) ekstrakti oldugu tespit edilmistir (P <
0,05). Bununla birlikte, umami tat ile karakterize edilen glutamik asit agisindan en
zengin ornegin S. boulardii S11 ekstrakt1 (20,41 g/100 g protein) oldugu ve bunu
sirasiyla . cerevisiae TGM10 (19,35 g/100 g protein) ve K. marxianus TGM66
ekstraktlarinin (16,10 g/100 g protein) izledigi belirlenmistir. Tim o6rneklerin
esansiyel amino asit miktarlarinin birbirine benzer (P > 0,05) oldugu ve 35,97
g/100 g protein (S. cerevisiae) ile 34,34 g/100 g protein (S. boulardiiS11) arasinda
degistigi belirlenmistir. Tiim 6rneklerin (histidin ve metiyonin hari¢) esansiyel
amino asit miktarlarinin, FAO/WHO [240] tarafindan yetiskinler i¢cin Onerilen
esansiyel amino asit miktarlarindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. U¢ maya
ekstraktinin kimyasal skorlari, 6zellikle treonin, valin ve lisin amino asitleri
acisindan yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte, S. cerevisiae TGM10 ekstraktinin
valin, izolosin ve metiyonin amino asileri acisindan; K marxianus TGM66
ekstraktinin ise treonin amino asidi a¢isindan kimyasal skorlarinin diger 6rneklere
kiyasla daha basarili oldugu tespit edilmistir. Tiim Orneklerin protein etkinlik
oranlarinin (Protein Efficiency Ratio, PER) ise birbirine benzer (P > 0,05) ve 2,35
(8. cerevisiae TGM10 ve K. marxianus TGM66) ile 2,29 (§. boulardii S11) arasinda

oldugu hesaplanmistir.

Vieira vd. [30] S. pastorianus'tan mekanik bozunmaiile tirettikleri maya ekstraktinin

100 gram proteinindeki toplam amino asit miktarinin yaklasik 90,9 g oldugunu ve
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bunun i¢inde toplam lezzet arttirici amino asit miktarinin yaklasik 34 g (glutamik
asit 15 g, alanin 9,29 g, aspartik asit 5,98 g ve glisin 3,69 g); toplam esansiyel amino
asit miktarinin ise yaklasik 40,2 g (histidin 11,9 g, arjinin 6 g, iz616sin 3,23 g, 16sin
3,51 g, lisin 3,16 g, metiyonin 2,28 g, fenilalanin 3,01 g, treonin 2,60 g ve valin 4,49
g) oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismayla karsilastirildiginda ¢alismamizdaki
tlim 6rneklerin, lezzet arttirict amino asitler agisindan daha zengin oldugu, esansiyel
amino asitler agisindan ise daha fakir oldugu belirlenmistir. Ayrica, galismamizdaki
tlim 6rneklerin, bu calismaya kiyasla biraz daha diisiik PER degerine sahip olduklar:
tespit edilmistir. Bununla birlikte, amino asit analizi, tim maya ekstraktlarinin
esansiyel amino asitler ve lezzet arttirict amino asitler agisindan zengin oldugunu

gostermistir.
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Tablo 3.4 S. cerevisiae TGM10, S. boulardii S11 ve K. marxianus TGM66 suslarindan elde edilen maya ekstraktlarinin amino asit

profili
Kimyasal Skor
Amino asitler TGM10 s11 TGM66 RP* TGM10 S11 TGM66
(g/100 g protein)
Lezzet arttiric1 amino asitler
Glutamik asit 19,35 + 0,482 20,41+ 0,932 16,10 + 0,64 - - - -
Aspartik asit 9,62 + 0,242 8,93 + 0,67 8,34+ 0,35b - - - -
Alanin 10,52 + 0,60 10,04 £0,75 10,64 + 0,68 - - - -
Glisin 7,93 £ 0,202 7,53 +£0,18 7,23+ 0,300 - - - -
Toplam 4741+ 1,162 46,91 + 2,522 42,31 +1,92b - - - -
Esansiyel amino asitler
Histidin 0,85+ 0,04 0,83 £ 0,02 0,83 £ 0,02 1,6 0,53 0,52 0,52
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Treonin

Triptofan

Valin

Metiyonin

Fenilalanin

Losin

[zolosin

Lisin

Toplam

5,05+0,12

2,74 £+ 0,082

6,16 + 0,15

1,24 £+ 0,062

2,69 + 0,07

6,51+ 0,22

4,63 + 0,26

6,14 + 0,24

35,97 + 0,94

Esansiyel olmayan amino asitler

Asparajin

Serin

0,06 £ 0,002

3,69+ 0,29

5,00 £0,12

2,10 £ 0,11b

592+0,17

0,86 £+ 0,02¢

2,61+0,07

6,47 £+ 0,05

4,40 £ 0,11

6,09 £ 0,15

34,34+ 0,59

0,03 £ 0,00V

3,93+0,10

53240,14

2,68 +£ 0,072

6,04 £ 0,16

1,12 £ 0,03b

2,651 0,04

6,52+ 0,34

4,23 £0,22

6,07 + 0,21

35,51+ 1,32

0,02 £ 0,00¢

3,61+0,13

0,9

1,6

1,3

1,7

1,9

1,3

1,6

561

1,71

4,74

0,73

3,43

3,56

3,84

5,56

1,31

4,55

0,51

3,41

3,38

3,81

591

1,68

4,65

0,66

3,43

3,25

3,79
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Glutamin 0,09 + 0,02 0,08 + 0,02 0,06 + 0,02
Tirozin 1,73+0,19 1,59 + 0,04 1,68 + 0,04
Sistin 0,19 +£ 0,03 0,21 £ 0,02 0,20 £ 0,01
Arjinin 2,34+ 0,062 2,18 £ 0,13 1,92 + 0,09»
Prolin 0,23 £0,01b 0,24 £ 0,01b 0,35+ 0,012
Hidroksiprolin 3,67+ 0,48 4,04 + 0,24 4,22 +0,11
Sarkozin 0,03 +0,01 0,03 +0,01 0,05 0,02

Norvalin - - -
Toplam 12,03 + 0,62 12,32 + 0,53 12,10+ 0,38
Genel Toplam 95,40 + 2,51 93,58 + 3,64 89,92 + 3,59
PER 2,35+ 0,36 2,29 £ 0,02 2,351 0,24

Sonuglar ortalama degerler (n = 3) + SS olarak ifade edilmistir. Ayni satirdaki farkl harfler, iki deger arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugunu géstermektedir (P < 0,05). *FAO/WHO [240] tarafindan 6nerilen yetiskinler i¢in esansiyel amino asit
gereksinimleri profili [30]. PER; protein efficiency ratio (protein verimlilik orani)



3.4 Ugucu Bilesikler

U¢ maya ekstraktinda toplam 24 énemli ucucu bilesik belirlenmistir: dért aldehit,
dort pirazin, li¢ ester, ti¢c hidrokarbon, iki keton, iki alkol, bir lakton, bir glikol, bir
asit, bir fenol, bir terpen ve bir terpenoid. I¢ standart yontemine gére belirlenen
ucucu bilesiklerin bagil konsantrasyonlar1 Tablo 3.5'te gosterilmektedir. U¢ maya
ekstraktindaki ucgucu bilesiklerin farkli igeriklerini ve ornekler arasindaki
farkliliklar1 kiimelemek icin bu verilere dayanarak 1s1 haritast (Sekil 3.4)
olusturulmus ve temel bilesen analizi (PCA) yapilmistir (Sekil 3.5). Kiimeleme
analizi, ugucu bilesik profilleri agisindan li¢ maya ekstrakti arasinda S. cerevisiae
TGM10 ve K. marxianus TGM66 ekstraktlarinin birbirine daha ¢ok benzedigini
gostermistir (Sekil 3.4).
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Tablo 3.5 S. cerevisiae TGM10, S. boulardiiS11 ve K. marxianus TGM66 suslarindan
elde edilen maya ekstraktlarinda bulunan énemli ugucu bilesikler

Konsantrasyon (ng/kg)*
Bilegikler RT (dk)* TGM10 S11 TGM66
Benzaldehit 10,134;10,158; 29,99+ 12,20 28,19+ 7,94 28,61 £ 11,90
10,212
Nonanal 14,56 1,22 + 0,25 - -
2-Fenil-2-butenal 19,513; 19,509 3,39+ 1,32 6,97 £ 2,90 -

2-Metilpentanal

2,3,5-Trimetilpirazin

2-Etil-3,5-

dimetilpirazin

3-Etil-2,5-

dimetilpirazin

2-Etil-6-metilpirazin

2,3-Butandiol

Pentanoik asit

B-Mirsen

(-)-Sitronellol

y-dekalakton

11,492; 11,498;
11,516

11,361; 11,361;
11,384

14,022

13,777; 13,801

11,246; 11,275

11,698; 11,707

14,265; 14,263

11,083

18,257; 18,255;
18,257

28,243

127,44 + 45,56

6,16 + 2,062

3,64 +1,17

38,31 £11,18

1,61+ 0,39

3,21+0,44

138,17 =
30,09

8,76 £ 0,32V

8,77 £ 1,272

3,75+0,172

3,99 + 3,86

2,69 + 0,86

159,24 + 39,08

4,56 +£ 1,392

1,50 £ 0,31b

1,77 £ 0,40b

14,70 + 8,06P

1,74+ 0,08

1,84+ 0,12

12,87 £+ 3,55
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Benzil alkol

2-Feniletanol

Fenol

2-Nonanon

3-Oktanon

Asetik asit, 2-feniletil

ester

Geranil asetat

Etil fenilasetat

Tetradekan

Pentadekan

Hekzadekan

12,385

14,85; 14,836;
14,833

10,905

14,195; 14,193;
14,198

10,961

19,067; 19,063

22,499; 22,497,

22,498

18,723

22,921; 22,92

16,301; 16,298;
17,587

26,78; 26,778

2,01 +0,06

80,81 + 12,75b

7,621+0,12

29,72 + 5,602

7,88 + 1,552

2,12+0,48

17,87 + 3,31

2,09 +1,08

51,94 +
13,422

7,73+ 1,19

18,40 + 7,812

1,91+ 0,61

2,60+ 0,05

18,28 £ 8,25

28,97 £+ 3,552

1,86 £ 0,29

6,77 £ 0,33

1,33 £ 0,20

5,58 + 1,24b

2,83 £0,59>

17,54 £ 7,21

1,81+0,10

*Sonuglar, i¢ standart yontemi kullanilarak ortalama deger + SS (n = 3) olarak
ifade edilmistir. Ayni satirlardaki farkl harfler, iki deger arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (2 < 0,05). “Sirasiyla S.
cerevisiae TGM10, S. boulardiiS11 ve K. marxianus TGM66 ekstraktlarinin
alikonma siirelerini gostermektedir.
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Acetic acid, 2-phenylethyl ester

Benzaldehyde

2,3-Butanediol <-1 -
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazine 1-90,71 -
Nonanal 071083 -
Benzyl Alcohol

2-Phenylethanal 043-0,14

[-}-Citronellol 0,14-0,14

Hexadecane 014-043

Pentanoic acid

Phenal 0,43-0,71 -
y-decalactone 0,71-1 -
3-Octanone 51 -
2-Methylpentanal

Geranyl acetate

2,3,5-Trimethylpyrazine
Pentadecane
2-Phenyl-2-butenal
Tetradecane
2-Nonanone

Ethyl phenylacetate

B-Myrcene
3-Ethyl-2,5-dimethylpyrazine
2-Ethyl-6-methylpyrazine

S. boulardii
S11
S. cerevisiae
TGM10
K. marxianus
TGM66

Sekil 3.4 Ug farkli maya susundan elde edilen maya ekstraktlarinin i¢ standart
yontemiyle belirlenen temel ugucu bilesiklerinin kiimeleme analizlerinin 1s1
haritasi ile gorsellestirmesi. Renk kodu, kirmizi (disiik bolluk) ile beyaz ve mavi
(yuksek bolluk) arasinda degisen nispi bollugu gostermektedir.

Kisa zincirli ugucu aldehitler, kimyasal yapilarina gore degismekle birlikte, “elma
benzeri”, “narenciye benzeri” ve “ceviz/findik benzeri” arasinda degisen aromalari
nedeniyle cesitli gidalarin lezzetine katkida bulunmaktadirlar [141]. S. cerevisiae
TGM10 ekstraktinda dort (benzaldehit, nonanal, 2-fenil-2-butenal ve 2-
metilpentanal), S. boulardii S11 ekstraktinda li¢ (benzaldehit, 2-fenil-2-butenal ve
2-metilpentanal) ve K marxianus TGM66 ekstraktinda iki (benzaldehit ve 2-
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metilpentanal) aldehit belirlenmistir. Sekil 3.4’den goriilebilecegi gibi, S. cerevisiae
TGM10 ekstrakti benzaldehit ve nonanal agisindan; S. boulardii S11 ekstrakti 2-
fenil-2-butenal, K. marxianus TGM66 ekstrakti ise 2-metilpentanal acisindan 6ne

cikmaktadir.

Pirazinler, kuruyemis ve et benzeri aromalar ile karakterize edilen azot iceren
heterosiklik bilesiklerdir ve gidalarin genel lezzet profillerine 6nemli 61¢iide katkida
bulunurlar [242]. Calismamizda toplam 4 adet pirazin belirlenmis olup, bunlardan
2,3,5-trimetilpirazin tiim orneklerde tespit edilmesine ragmen, 3-etil-2,5-
dimetilpirazin ve 2-etil-6-metilpirazin S. boulardii S11 ve K marxianus TGM66
ekstraktlarinda; 2-etil-3,5-dimetilpirazin ise sadece S. cerevisiae TGM10
ekstraktinda tespit edilmistir. S. boulardii S11 ekstrakti, 2-etil-3,5-dimetilpirazin
disindaki tiim pirazinler agisindan dikkate degerdir (Sekil 3.4). Sonuclarimiza
benzer sekilde maya ekstraktlari lizerine yapilan ¢ok sayida ¢alismada [242, 253,

254, cesitli pirazinler tanimlanmistir.

Ugucu esterler, maya fermantasyonunda tiretilen ve meyvemsi bir aroma saglayarak
gidalarin lezzetine Onemli Ol¢lide katkida bulunan bilesiklerdir [41]. Maya
ekstraktlarinda tespit edilen li¢ ester arasinda geranil asetat tiim 6rneklerde tespit
edilmesine ragmen, S. boulardii S11 ekstrakti geranil asetat agisindan diger
orneklere kiyasla 6ne ¢cikmaktadir. Bununla birlikte, asetik asit, 2-feniletil ester hem
S. cerevisiae TGM10 hem de K marxianus TGM66 ekstraktinda tespit edilmis
olmasina ragmen, S. cerevisiae TGM10 ekstraktinin bu ester agisindan one ¢iktigi
gorilmektedir (Sekil 3.4). Etil fenilasetat ¢cok az miktarda sadece S. boulardii S11
ekstraktinda tespit edilmistir. Bazi ¢alismalarda [257] maya ekstraktlarinda cesitli
esterlerin oldugu belirlenmesine ragmen, maya ekstraktlari tizerine yapilan pek cok
calismada esterler tespit edilememistir. Sonug¢larimiz, fermantasyon kosullarinin
modifiye edilmesiyle maya ekstraktlarinin esterler acgisindan

zenginlestirilebilecegini gdostermektedir.

Calismamizda ti¢ hidrokarbon tespit edilmistir; bunlar arasinda en ytiksek miktarda
ve tim Orneklerde bulunan hidrokarbonun pentadekan oldugu, pentadekana ek
olarak S. cerevisiae TGM10 ve S. boulardii S11 ekstraktlarinda tetradekan, &S.
cerevisiae TGM10 ve K. marxianus TGM66 ekstraktlarinda ise hekzadekan oldugu

tespit edilmistir. Ames ve Elmore [256], ticari maya ekstraktlar1 (S. cerevisiae)
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lizerine yaptiklari calismada maya ekstraktlarinda ¢esitli hidrokarbonlar tespit
etmigsler, ancak alifatik hidrokarbonlarin gida aromalarina 6nemli bir katkisi

olmadigini bildirmislerdir.

Ketonlarin hos bir aromasi vardir ve aroma endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadirlar [257]. Her li¢ maya ekstraktinda da benzer miktarlarda (P >
0,05) 2-nonanon tespit edilmis olmasina ragmen; 3-oktanon sadece ¢ok az miktarda

K marxianus TGM66 ekstraktinda tespit edilmistir.

Benzil alkol ve 2-feniletanol gibi benzen halkali aromatik alkoller, ciceksi aromayla
karakterize edilmekte ve maya ekstraktlarinin aromasina 6nemli 6l¢iide katkida
bulunmaktadirlar [233]. Tim 6rneklerde 2-feniletanol tespit edilmesine ragmen, S.
cerevisiae TGM10 ekstraktinin diger orneklere gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde (P < 0.05) daha fazla 2-feniletanol icerdigi belirlenmistir (Sekil 3.4).
Bununla birlikte, benzil alkol, sadece S. cerevisiae TGM10 ekstraktinda az miktarda
tespit edilmistir. Sonuc¢larimiza benzer sekilde, Wang vd. [233], 2-feniletanold,
benzil alkole kiyasla daha yiliksek miktarlarda tespit etmisler ve arastirmacilar, 2-
feniletanoliin maya ekstrakti aromasina muhtemelen daha fazla katkida

bulundugunu bildirmislerdir.

Tlm ornekler arasinda sadece K. marxianus TGM66 ekstraktinda bir lakton (y-
dekalakton) tespit edilmis ve bu lakton maya ekstrakti lizerine yapilan 6nceki
calismalarda rapor edilmistir [233, 257]. S cerevisiae TGM10 ekstraktinda
istatistiksel olarak anlaml 6l¢iide (P < 0,05) daha yiiksek olmasina ragmen, K
marxianus TGM66 ekstraktinda da glikol yapidaki 2,3-butandiol tespit edilmistir.
Sonuclarimiza benzer sekilde, 2,3-butandiol, Zhang vd. [258] tarafindan ticari maya

ekstraktlarinda tespit edilmistir.

Pentanoik asit, hem S. cerevisiae TGM10 hem de K. marxianus TGM66 ekstraktinda
tespit edilmis olup, maya ekstrakti lizerine yapilan onceki ¢alismalarda da
bildirilmistir [233, 257, 259]. Calismamizda sadece K. marxianus TGM66

ekstraktinda ¢ok az miktarda fenol tespit edilmistir.

Dogada yaygin olarak bulunan terpenoidler ¢iceksi, meyvemsi, naneli ve biberli
aromalar dahil olmak iizere ¢ok cesitli aromalar verebilmektedirler [260]. Maya

ekstrakt1 tizerine yapilan daha onceki calismalarda varligina rastlanmayan (-)-
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sitronelloliin (terpenoid) tiim oOrneklerde; (-mirsenin (terpen) ise sadece

boulardiiS11 ekstraktinda bulundugu belirlenmistir.

F2 (45,60 %)

4

1

0
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Sekil 3.5 Maya ekstraktlarinda bulunan 6nemli ucucu bilesiklerin temel bilesen
analizi (PCA) (Turuncu renk §. cerevisiae TGM10 ekstraktini, Mor renk S. boulardii
S11 ekstraktiny, Yesil renk ise K. marxianus TGM66 ekstraktini temsil etmektedir)

Temel bilesen analizi (PCA) sonucu, benzil alkol, nonanal, 2-etil-3,5-dimetilpirazin,

benzaldehit, asetik asit, 2-feniletil ester, 2,3-butandiol ve hekzadekan agisindan S.

cerevisiae TGM10 ekstraktmin; etil fenilasetat, p-mirsen, 3-etil-2,5-dimetilpirazin ve 2-

etil-6-metilpirazin agisindan S. boulardii S11 ekstraktinin ve 2-metilpentanal, -

dekalakton, 3-oktanon ve fenol agisindan ise K. marxianus TGM66 ekstraktinin 6ne

cikt1g1 belirlenmistir.
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3.5 Fourier Doéniisimli Kizilétesi (FTIR) Spektroskopisi ile

Karakterizasyon

Bir tiir titresim spektroskopisi olan Fourier doniisiimli kizilotesi (FTIR)
spektroskopisi, hem molekiiler yapiy1 hem de molekiiler ortami yansitan kolay ve
hizl1 sonu¢ alinabilen bir tekniktir [261]. Kizilotesi radyasyonun absorpsiyonu,
molekiillerin titresim gecislerini uyarmaktadir [262]. Kizilotesi spektroskopisinde
her kimyasal bagin ayr1 bir titresim frekansi mevcut olup, bu sayede kimyasal
gruplar  tamimlanabilmektedir = [263]. Maya ekstraktlarinin = molekiiler
karakterizasyonlarinin yapilmasi amaciyla FTIR spektroskopisinden yararlanilmis
olup, S. cerevisiae TGM10, §. boulardii S11 ve K. marxianus TGM66 ekstraktlarina
ait FTIR spektrumlari sirasiyla Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de gosterilmektedir.

Ug ekstraktin spektrumlarinin karsilastirmasi ise Sekil 3.9'da gosterilmektedir.
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Sekil 3.9 Ug farkli maya ekstraktinin FTIR spektrumlar (yesil renkli spektrum S,
cerevisiae TGM10 ekstraktina, kirmizi renkli spektrum §. boulardii S11
ekstraktina, mavi renkli spektrum ise K. marxianus TGM66 ekstraktina aittir)

Maya ekstraktlarinin FTIR spektrumlarindaki belirgin pikler incelenmis olup, ti¢
maya ekstraktinin da benzer dalga boylarinda pik verdikleri gozlenmistir (Seki 3.9).
Maya ekstraktlari, temel olarak proteinler, peptitler, amino asitler, ntikleik asitler,
karbonhidratlar, yaglar, vitaminler, mineraller ve fenolik maddelerden
olusmaktadir [30] ve maya ekstraktlarinin FTIR spektrumundaki titresimsel
piklerin basta protein ve amino asitler olmak tzere bu bilesiklerle iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Ortiisen bircok bant nedeniyle bir proteinin kimyasal yapisi
kizilotesi spektrumdan cikarllamaz, ancak kimyasal yapidaki degisiklikler tespit

edilebilir [262].

Yaklasik olarak 3000 cm™Vdeki bantlar genellikle C-H baglaryla
iliskilendirilmektedir ve daha 6zel olarak 3000 cm"in solunda (3150 cm-1 ile 3000
cm! arasinda) kalan bantlar aromatik (3010 cm ile 3050 cm-larasinda) ve vinil C-
H; saginda kalan bantlar ise alifatik C-H gerilmesine atfedilmektedir [264]. Bu
bilgiler 15181nda, S. cerevisiae TGM10, S. boulardii S11 ve K. marxianus TGM66
ekstraktlarindaki sirasiyla yaklasik olarak 3039 cm! ve 2975 cm1; 3045 cm! ve
2974 cm1; 3042 cm! ve 2976 cmV'deki bantlar aromatik ve alifatik C-H baglarinin
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titresiminden kaynaklaniyor olabilir. Spektrumdaki 1595 cm ile 1541 cm't
arasindaki bantlarin amino asitlerle iligkili oldugu ve antisimetrik NHs*
deformasyonundan veya antisimetrik COO- gerilmesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir [265]. S. cerevisiae TGM10, S. boulardii S11 ve K. marxianus
TGM66 ekstraktlarindaki sirasiyla yaklasik olarak 1457 cm-1, 1459 cm1 ve 1457 cm-
deki bantlar proteinlerde gesitli CHz/CH3z biikiilme titresimlerinden kaynaklaniyor
olabilir. Orneklerdeki 1406 cm1 (S, cerevisiae TGM10), 1407 cm-! (S, boulardiiS11)
ve 1408 cmVdeki (K marxianus TGM66) bantlar ise muhtemelen genellikle
proteinlerde gerceklesen C(CH3)2 gerilmesiyle iliskilidir. Yaklasik olarak 1353 cm-!
(8. cerevisiaeTGM10), 1352 cm! (8. boulardiiS11) ve 1353 cmVdeki (K. marxianus
TGM66) bantlar, lipidlerdeki CH: deformasyonundan kaynaklaniyor olabilir.
Yaklasik olarak 1236 cm (§. cerevisiae TGM10), 1224 cm (S. boulardii S11) ve
1224 cmVdeki (K marxianus TGM66) bantlarin, serbest niikleotitlerdeki C-O
gerilmesiyle iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir [266, 267]. Yaklasik olarak 1076
cml (S, cerevisiae TGM10), 1077 cm1 (8. boulardii S11) ve 1077 cmV'deki (K
marxianus TGM66) bantlar, muhtemelen RNA’daki PO;~'nin simetrik gerilmesiyle
iligkilidir [266, 268]. 900 cm™ ile 1000 cm™ civarindaki bantlar genellikle
karbonhidratlarla iliskilendirilmekte ve yaklasik olarak 936 cm (S. cerevisiae
TGM10), 994 ile 937 cm1 (8. boulardiiS11) ve 933 cmV'deki (K. marxianus TGM66)
bantlarin glikozit baglardaki titresimlerle iligkili oldugu diistiniilmektedir [266,
269].

Son yillarda, gidalarin molekiiler karakterizasyonunda hassas, hizli, kolay ve
nispeten ucuz bir yontem olmasindan dolayr FTIR spektroskopisinin kullanimi
yayginlasma egilimindedir [263]. FTIR spektroskopisinden maya ekstraktlarinin
karakterizasyonunda yararlanilabilecegi gibi, maya biyokiitlesi tiretiminde hiicre
gelisimini takip etmek ve maya ekstrakti tiretimindeki en 6énemli asamalardan biri
olan otoliz veya diger hiicre parcalama yontemlerinin etkinligini izlemek i¢in de

yararlanilabilir [267].
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3.6 Termal Ozellikler

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC), bir 6rnegin ve referansin sicakligini
arttirmak icin gereken 1s1 farkinin, sicakligin bir fonksiyonu olarak olciildiigi
kullanigh bir termoanalitik tekniktir ve suyun kristallesmesi (erime ve donma),
suyun buharlasmasi ve protein denatiirasyonu gibi bazi kimyasal reaksiyonlarin yol
actigl faz degisikliklerini hizli bir sekilde analiz etme imkani tanir [270]. Bu
kapsamda, maya ekstraktlarinin erime sicakliklarini belirlemek i¢in DSC analizi
yapilmis ve S. cerevisiae TGM10, S. boulardii S11 ve K. marxianus TGM66
ekstraktlarinin DSC termogramlar sirasiyla Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.10 S. cerevisiae TGM10 ekstraktina ait DSC termogrami

71



0.5
0.0+
89.48°C
365.4J/g

@ -0.54
=3
=
©
(T
T
£ 04

-1.5

127.96°C
20— 7 — 71 T T T [ T T T T T T T ] T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Exo Up Temperature (°C) Universal V4.5A TA Instruments
Sekil 3.11 S. boulardiiS11 ekstraktina ait DSC termogrami
0.5
0.0+
101.97°C

—_ 4 243 2
5 05 9
=3
=
o
(T
=
£ 104

-1.65+4

131.68°C
20 — 1 - - - I - 1 - - I T T T 1 T ~ T T T T T T T T
Q 50 100 150 200 250 300 350 400

Exo Up Temperature (°C) Universal V4.5A TA Instruments

Sekil 3.12 K. marxianus TGM66 ekstraktina ait DSC termogrami1

DSC termogramlar1 incelendiginde, S. cerevisiae TGM10, S. boulardii S11 ve K

marxianus TGM66 ekstraktlarinin erime noktalarina karsilik gelen sirasiyla yaklasik
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olarak 129 °C, 128 °C ve 132 °C civarinda endotermik pikler goriilmektedir. S.
cerevisiae TGM10 ve S. boulardii S11 ekstraktlarinin termal kararliliklarinin
birbirine benzerlik gosterdigi, K. marxianus TGM66 ekstraktlarinininin termal
kararliginin ise diger orneklere gore bir miktar daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
Literatiirde maya ekstraktlarinin termal 6zelliklerinin incelendigi yeterli sayida
arastirma bulunmamaktadir. Oysa, DSC analizi, maya ekstraktlar1 gibi karmasik
sistemlerde stabilite parametrelerini belirlemek i¢in ytliksek bir potansiyele sahiptir
ve Ozellikle protein ve yag asitlerinin stabilitesini incelemek i¢in kolay, hizli ve

guvenilir bir yontem olarak kullanilabilir [271].
3.7 Mikroyapisal Ozellikler

Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile numunelerin mikroyap1 morfolojileri ve
kimyasal bilesimleri hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir [272]. Maya ekstrakti
tozlarinin morfolojilerini gozleyebilmek i¢cin SEM’den yararlanilmistir. SEM ile
incelenen S. cerevisiae TGM10, S. boulardii S11 ve K marxianus TGM66
ekstraktlarina ait mikrograflar sirasiyla Sekil 3.13, Sekil 3.14 ve Sekil 3.15'de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.13 S. cerevisiae TGM10 ekstraktina ait mikrograf
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Sekil 3.15 K marxianus TGM66 ekstraktina ait mikrograf

Toz o6rneklere uygulanan kurutma islemi (dondurarak kurutma ve piskirterek
kurutma gibi), partikiillerin parcacik boyutunu etkilemektedir [213]. Dondurarak
kurutma (liyofilizasyon) isleminde, 6rneklere 6nce dondurma islemi uygulanmakta,
daha sonra su siiblimasyonla dondurulmus olan 6rnekten uzaklastirilmaktadir
[273]. Bu nedenle, liyofilize partikiiller bozularak gézenekli bir yiizeye sahip tabaka
benzeri katmanlar halinde sikismaktadirlar [213]. Liyofilize edilmis maya ekstrakti
tozlarinin mikrograflari incelendigi zaman, 6rneklerin birbirlerine benzer sekilde
gozenekli bir yiizeye sahip olduklari ve diizensiz sekilde dagildiklar: goriilmektedir.
Petravi¢-Tominac vd. [213], maya [-glukaninin dondurarak ve piiskiirterek

kurutulmus numunelerini inceledikleri calismalarinda, piskiirterek kurutulan
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orneklerde orijinal yapinin daha iyi korunarak eliptik ve oval sekillerin gézlendigini

bildirmislerdir.
3.8 Reolojik Ozellikler

Sebze c¢orbasinda iki farkli konsantrasyonda (%0,5 ve %1) ¢oziindirilmis olan
maya ekstraktlarinin 25 °C ve 50 °C’de Ostwald de Waele (Power Law) modeli
kullanilarak belirlenen kivam katsayilari, akis davranis indeksleri ve R? degerleri
sirasiyla Tablo 3.6 ve 3.7’de gosterilmektedir.

Tablo 3.6 S. cerevisiae TGM10, S. boulardiiS11 ve K. marxianus TGM66 suslarindan

elde edilen maya ekstraktlarinin iki farkl1 konsantrasyonda (%0,5 ve %1)
karistirildig1 sebze ¢orbasi 6rneklerinin 25 °C’deki reolojik 6zellikleri

Ornekler Kivam katsayisi Akis davranis indeksi (n) R2
(Pa.s)n

TGM10 (%0,5) 2,22 +0,14b 0,819 + 0,0562> 0,9923
S11 (%0,5) 2,351+ 0,46b 0,793 £ 0,023 0,9893
TGM66 (%0,5) 2,41+0,18> 0,777 £ 0,044 0,9883
TGM10 (%1) 2,54 £+ 0,392 0,787 £ 0,081 0,9938
S11 (%1) 3,00 £ 0,51 0,754 £ 0,034 0,9884
TGM66 (%1) 3,43 £+ 0,442 0,746 £ 0,035°P 0,9899
K-1 (Sade ¢orba) 2,08 + 0,14b 0,905 + 0,044 0,9953

Sonuglar ortalama degerler (n = 3) + SS olarak ifade edilmistir. Ayni stitundaki
farkl harfler, iki deger arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P < 0,05).

Ostwald modeline gore, akis davranis indeksinin (n) asagidaki araliklarda bulunma

durumuna gore akiskanin davranisiyla ilgili yorum yapilabilmektedir [274]:
n <1 — Psodoplastik akis davranisi

n =1 - Newtonian akis davranisi
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n > 1 — Dilatant akis davranisi

Yapilan 6l¢iimlerde, tiim 6rneklerin akis davranis indekslerinin 1’in altinda, ancak
1’e yakin (0,746-0,969 arasinda) oldugu belirlenmistir (Tablo 3.6 ve 3.7). Akis
davranis indeksinin 1'in altinda olma durumu, psédoplastik akis davranisi olarak
siniflandirilmaktadir. Bununla birlikte, akis davranis indekslerinin 1'e yakin
olmasindan dolay: tiim 6rneklerin akis davranislarinin zayif bir psédoplastik 6zellik
gosterdigi soylenebilir. Maya ekstraktlar icin akis davranis indeksinin yaninda
kivam katsayilar1 da 6nemlidir. Bir akigkanin kivam katsayisi, viskozite hakkinda
fikir vermekte ve kivam Kkatsayisinin yiliksek olmasi viskozitenin de yliksek
oldugunu gostermektedir [274]. 25 °C’de yapilan 6l¢iimlerde, maya ekstrakti ilave
edilmis tiim 6rneklerin sade sebze corbasinin kivam katsayisini arttirdig1 (Tablo
3.6), bu acidan en basarili 6rnegin ise K. marxianus TGM66 (%1) (P < 0,05) oldugu
belirlenmistir. Bunun yaninda, ayni konsantrasyonda kullanilmalari durumunda
tlim maya ekstraktlarinin sebze ¢orbasinin kivam katsayisini benzer miktarlarda (P
> 0,05) arttirdig tespit edilmistir. Her ne kadar K marxianus TGM66 (%1) 6rnegi
disindaki orneklerin kivam katsayisi Uzerindeki etkisinin istatistiksel olarak
onemsiz (P > 0,05) oldugu belirlenmis olsa da, maya ekstraktlarinin oda

sicakliginda ¢orba gibi gidalarin viskozitesine olumlu katkisinin olacagi soylenebilir.
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Tablo 3.7 S. cerevisiae TGM10, S. boulardiiS11 ve K. marxianus TGM66 suslarindan
elde edilen maya ekstraktlarinin iki farkl1 konsantrasyonda (%0,5 ve %1)
karistirildig1 sebze ¢orbasi 6rneklerinin 50 °C’deki reolojik 6zellikleri

Ornekler Kivam katsayisi Akis davranis indeksi (n) R2
(Pa.s)n

TGM10 (%0,5) 1,17 £ 0,11« 0,944 + 0,014~ 0,9821
S11 (%0,5) 1,34 + 0,23bcd 0,924 + 0,029 0,9795
TGM66 (%0,5) 1,40 + 0,130b¢ 0,932 + 0,015 0,9823
TGM10 (%1) 1,56 + 0,08abc 0,863 + 0,030bc 0,9819
S11 (%1) 1,81 £ 0,21ab 0,815+ 0,011 0,9761
TGM66 (%1) 1,97 £ 0,14 0,792 + 0,0324 0,9797
K-2 (Sade ¢orba) 0,88 + 0,214 0,969 £ 0,0122 0,9877

Sonugclar ortalama degerler (n = 3) + SS olarak ifade edilmistir. Ayni siitundaki
farkl harfler, iki deger arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P < 0,05).

Hem sade sebze ¢orbasinin (kontrol) hem de ayni konsantrasyonda maya ekstrakti
ilave edilmis sebze corbalarinin kivam katsayilar1 sicakligin 25 °C’den 50 °C’ye
cikarilmasiyla 6nemli dl¢iide diismiistiir (P < 0,05). Ancak yine de, kontrole kiyasla
maya ekstrakti ilave edilmis tiim orneklerin kivam Kkatsayilarinin daha ytiksek
oldugu tespit edilmistir. 25 °C’de gerceklestirilen olciimlere benzer sekilde, ayni
konsantrasyonlarda kullanilmalar1 durumunda tiim maya ekstraktlarinin sebze
corbasindaki kivam katsayisini benzer miktarlarda (P > 0,05) arttirdiklar:
belirlenmistir. %1 konsantrasyonda maya ekstrakti iceren tiim orneklerin sade
corbanin kivam katsayisi tizerindeki etkisinin istatistiksel olarak 6nemli (P < 0,05)
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, K. marxianus TGM66 6rneginin %0,5
konsantrasyonda kullanilmasi durumunda bile sade ¢orbanin kivam katsayisini

onemli 6lgide (P < 0,05) arttirdig1 gozlenmistir. Hem 25 °C’de hem de 50 °C’de
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gerceklestirilen Olciimlerde, tiim ekstraktlar arasinda K marxianus TGM66
ekstrakti O6ne ¢ikmaktadir. Bu durumun sebebinin, K marxianus TGM66
ekstraktinin karbonhidrat yapisi ve miktariyla ve/veya amino asit profiliyle iligkili

olabilecegi diistiniilmektedir.
3.9 Teknolojik Ozellikler

Maya ekstraktlarinin su tutma kapasiteleri, yag baglama o6zellikleri, emiilsiyon
aktivite indeksleri ve emiilsiyon stabilite indeksleri ile zeta potansiyelleri Tablo

3.8’de gosterilmektedir.

Tablo 3.8 S. cerevisiae TGM10, S. boulardiiS11 ve K. marxianus TGM66 suslarindan
elde edilen maya ekstraktlarinin teknolojik 6zellikleri

Teknolojik 6zellikler TGM10 S11 TGM66
Su tutma kapasitesi (mL/g dw) 11,92 + 0,16P 13,52 + 0,142 11,72 + 0,16P
Yag baglama kapasitesi (mL/g) 2,05+ 0,1b 2,03+ 0,2b 2,68 + 0,22
Emiilsiyon aktivite indeksi (m?/g) 32,76 + 2,04b 31,97 + 1,300 48,12 + 5,072
Emiilsiyon stabilite indeksi (dk) 17,60 + 1,05b 20,46 + 1,48b 54,98 + 3,812
Zeta potansiyeli (mV) -8,51 + 0,74¢ -4,72 + 0,612 -6,79 + 0,63P

Sonuclar ortalama degerler (n = 3) + SS olarak ifade edilmistir. Ayni satirdaki
farkl harfler, iki deger arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir (P < 0,05).

Su tutma kapasitesi gidalarin tekstiir, renk, lezzet ve depolanmasi tizerinde 6nemli
etkilere sahiptir [275]. Su tutma kapasitesi esas olarak maya ekstraktlarinin protein
icerikleriyle ilgilidir, ancak f(-glukan ve diger karbonhidratlar da su tutma
kapasitesini etkilemektedir. S. cerevisiae TGM10 (11,92 mL/g dw) ve K. marxianus
TGM66 (11,72 mL/g dw) ekstraktlarinin su tutma kapasitelerinin benzer oldugu
belirlenmistir (P > 0,05). Diger numunelerden istatistiksel olarak anlamli sekilde (P
< 0,05) en yiiksek su tutma kapasitesine sahip numunenin . boulardiiS11 ekstrakti

(13,52 mL/g dw) oldugu belirlenmistir.
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Orneklerin yag baglama ozellikleri incelendiginde S. cerevisiae TGM10 ve S.
boulardii S11 ekstraktlarinin (sirasiyla 2,05 ve 2,03 mL/g) ¢cok benzer yag baglama
ozelliklerine sahip oldugu, K. marxianus TGM66 ekstraktinin (2,68 mL/g) ise en

ylksek yag baglama 6zelligine sahip oldugu belirlenmistir.

Yag baglama oOzelliklerine benzer olarak S. cerevisiae TGM10 ve S. boulardii S11
ekstraktlarinin (sirasiyla 32,76 m?/gve 17,6 dk; 31,97 m?/g ve 20,46 dk) EAl ve ESI
degerlerinin birbirine benzer oldugu, K. marxianus TGM66 ekstraktinin ise (48,12
m?2/gve 54,98 dk) diger numunelere kiyasla daha yiliksek EAI ve ESI'ye sahip oldugu
belirlenmistir. Yag baglama ve emiilsifiye etme 6zellikleri, maya ekstraktlar1 gibi
protein agisindan zengin ingrediyenleri karmasik gida sistemlerine dahil ederken
onemlidir [276]. Yagin protein ve karbonhidratlar gibi gida bilesenleriyle
baglanmasi, gidalarin dokusal ve diger kalite 6zelliklerinin yani sira lezzet ve agiz
hissini de iyilestirmektedir [277]. Bir¢ok gida kismen veya tamamen
emiilsiyonlardan olusmakta ve gidalarda kalite kaybini 6nlemek igin siklikla
emiilgatorlerden yararlanilmaktadir [278]. Ozellikle S. cerevisiae TGM10 ve S.
boulardiiS11 ekstraktlarinin ESI degerleri bir miktar diisiik olmasina ragmen, maya
ekstraktlarinin yag baglama ve emiilsifiye edici 6zellikleri, diger 6zelliklerin yani
sira maya ekstraktlarinin bir¢ok gidaya ek fayda saglama potansiyeline sahip

oldugunu gostermektedir.

Orneklerin zeta potansiyelleri -8,51, -4,72 ve -6,79 mV (swrasiyla S. cerevisiae
TGM10, S. boulardii S11 ve K. marxianus TGM66) olarak belirlenmis ve sonuglar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (P < 0,05) bulunmustur. Zeta potansiyel
degerinin +30 mV’un iizerinde veya -30 mV’un altinda oldugu degerler kolloidal
sistemin kararli oldugunu go6stermektedir [249]. Sonuclarimiz, tiim maya
ekstraktlarinin PBS kullanilarak belirlenen zeta potansiyellerinin kolloidal dagilim

stabilitesi icin yeterli olmadigini gostermektedir.
3.10 Duyusal Degerlendirme

Maya ekstraktlarinin gidalarda kullanim miktar1 gidadan gidaya gore
degismektedir. Corba ve et iirtinlerinde genellikle %0,5-1,5 arasinda maya ekstrakti
kullanilmaktayken; hazir gidalar, hububat iirtinleri, soslar ve deniz tiriinlerinde
yaklasik %1,0-2,5 arasinda maya ekstrakti kullanilmaktadir [173, 206]. Umami tat

kaynag1 bilesiklerin gidalarin lezzeti tizerindeki etkisinin degerlendirilmesi
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genellikle c¢orbalar  kullanilarak  gerceklestirilmektedir  [219]. %0,5-1
konsantrasyonlarda kullanilarak duyusal degerlendirmeleri yapilan ti¢ maya

ekstraktinin duyusal 6zellikleri Tablo 3.9 ve Sekil 3.16’da gosterilmektedir.
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Tablo 3.9 Sebze ¢orbasi kullanilarak gercgeklestirilen duyusal degerlendirme sonuglari

Ornekler Tuzlu tat Umami tat Et suyu benzeri lezzet Meyvemsi lezzet Genel begeni
TGM10 (%0,5) 1,93 + 0,472 2,36 £ 0,502 2,79 + 0,582 2,07 £ 0,622 2,36 £ 0,502
S11 (%0,5) 1,86 + 0,66%b¢ 2,50+ 0,652 2,64 + 0,502 1,93 £ 0,732 2,21+ 0,432
TGM66 (%0,5) 1,64 + 0,50ac 2,07 £ 0,622 2,50 + 0,652 1,79 £ 0,80abc 2,07 £ 0,47ad
C-1 (%0,5 MSG) 4.79 + 0,584 6,93 +1,33b 7,29 + 0,83b 1,14 £+ 0,36bc 6,36 + 0,93bc
C-2 (Sade gorba) 1.14 £+ 0,36¢ 1,07 £0,27¢ 1,00 £ 0,00¢ 1,29 + 0,47b¢ 1,43 £ 0,514
TGM10 (%1) 3.50 £ 0,94 5,14 £ 0,774 5,00 + 0,554 2,43 £0,512 5,64 + 0,63be
S11 (%1) 3,29 £ 0,61¢ 4,93 + 0,734 4,71+ 0,474 2,29+ 0,612 5,214 0,58¢
TGM66 (%1) 3,43 £ 0,65¢ 4,86 £ 0,534 4,79 £ 0,584 2,21+0,432 4,93+ 0,62¢
C-3 (%1 MSG) 7,29 £ 0,61f 9,14+ 0,77¢ 9,43 £ 0,65¢ 1,07 £ 0,27¢ 8,36 £ 0,74f

*Sonuclar ortalama deger + SS (n = 2) olarak ifade edilmistir. Ayni stitundaki farkl harfler, iki deger arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugunu gostermektedir (P< 0,05). C-1 ve C-3 6rnekleri ayn1 konsantrasyondaki érnekler i¢in pozitif kontrol; C-2
ornegi ise negatif kontroldiir.



Tuzlu tat agisindan tiim Ornekler arasinda en fazla begenileni %1 oraninda MSG
ilave edilen corba olmusken, en az begenileni sade ¢orba (maya ekstrakti ve MSG
ilave edilmeyen) olmustur (P < 0,05). U¢ maya ekstraktinin da érneklere tuzlu tat
kazandirma 6zelliginin birbirine benzer oldugu belirlenmesine ragmen, daha fazla
(%1 konsantrasyonda) maya ekstrakti kullanilan érneklerin tuzlu tat agisindan
daha basarih oldugu belirlenmistir (P < 0,05). Diinya Saghk Orgiiti (WHO),
yetiskinler i¢in giinde 2 gramdan az sodyum alimini ve buna esdeger 5 g tuz
(NaCl)/gilin tiiketimini tavsiye etmektedir [279]. Maya otolizatlarinin gidalarda
%?20’ye kadar NaCl'yi azaltmaya yardimci olabilecekleri bildirilmis [280] olup,

sonuglarimiz bu bilgiyi destekler niteliktedir.

Umami tat ve et suyu benzeri lezzet agisindan en basarili 6rneklerin sirasiyla %1
MSG ilave edilen 6rnekle %0,5 MSG ilave edilen 6rnekler oldugu belirlenmistir. Ayni
konsantrasyonda kullanilmalari durumunda tiim maya ekstraktlarinin umami tat ve
et suyu lezzet verme o6zelliklerinin birbirine benzer (P > 0,05) oldugu, ancak
kullanilan maya ekstrakti miktarinin artmasiyla birlikte hem umami tatta hem de et
suyu benzeri lezzette 6nemli artislar oldugu anlasilmistir. Her ne kadar MSG’ye
kiyasla umami tat ve et suyu benzeri lezzet verme acgisindan zayif kalsalar da, daha
yliksek miktarda kullanilmalar1 durumunda maya ekstraktlarinin MSG kullanimini

sinirlandirabilecegi diisiiniilmektedir.

Mayalar fermantasyonla meyve-cicek benzeri (benzaldehit, geranil asetat ve 2-
feniletanol gibi) aromalarla iliskilendirilen ugucu bilesikler iiretebilmektedirler. Bu
ucucu bilesikler, gida katki maddesi olarak kullanilmalarinin yaninda maya
ekstraktlarinin lezzet verme o6zelliklerine de katkida bulunmaktadir. Yapilan
duyusal degerlendirmeler sonucunda tim oOrneklerin meyvemsi lezzetinin zayif
oldugu, bununla birlikte %1 maya ekstrakti ilave edilen maya ekstraktlarinin
meyvemsi lezzet acisindan en basarili ornekler oldugu belirlenmistir. Maya
biyoktitlesi tiretimindeki fermantasyon kosullarinin modifiye edilmesiyle birlikte

maya ekstraktlarinin meyvemsi lezzetlerinin arttirilmas1 miimkiin gériinmektedir.

Ayni miktarlarda kullanildiginda ti¢ maya ekstrakti da panelistler tarafindan
birbirlerine benzer oranlarda begenilmistir (P > 0,05). Bununla birlikte, %1
oraninda maya ekstrakti kullanilan c¢orbalar %0,5 oraninda maya ekstrakti

kullanilan ¢orbalardan istatistiksel olarak 6nemli 6l¢ciide daha fazla begenilmistir (P
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< 0,05). Maya ekstrakti ilave edilen tiim 6rnekler sade ¢orbaya kiyasla daha fazla;

MSG ilave edilen ¢orbalara kiyasla ise daha az begenilmislerdir (Sekil 3.16).

—m—S. cerevisiae (%0,5)
—@— S. boulardii (%0,5)
Tuzlu tat —A— K. marxianus (%0,5)
10 —v— C-1(%0,5 MSG)
—&— C-2 (sade corba)
—4—S. cerevisiae (%1)

8 —»— S. boulardii (%71)
T —@— K. marxianus (%1)
& —x—C-3 (%1 MSG)
Genel begeni Umami tat
Meyvemsi lezzet Et suyu benzeri lezzet

Sekil 3.16 Ayni konsantrasyonlarda maya ekstrakti ve MSG iceren ¢orba
orneklerinin duyusal 6zellikleri
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SONUC VE ONERILER

Bu calismada, S. cerevisiae TGM10 ve K marxianus TGM66 suslarinin yaninda,
probiyotik o6zellikteki tek maya olan S. boulardii S11’den seker pancari melasi
fermantasyonuyla yiiksek verimlikte biyokiitle elde edilmistir. Elde edilen
biyokiitlelerden ise disaridan herhangi bir kimyasal madde veya enzim eklenmeden
otoliz islemiyle uygun maliyete maya ekstraktlari iiretilmistir. Maya ekstraktlarinin
lezzet arttiric1 Ozelliklerinin yaninda kimyasal, termal, mikroyapisal, reolojik, su
tutma, yag baglama, emiilsiyon stabilite, emiilsiyon aktivite ve zeta potansiyeli gibi
ozellikleri de belirlenmis ve birbirleriyle karsilagtirilmistir. Kimyasal analizler
sonucu, lic maya ekstraktinin da yiiksek miktarda protein ve diisiik miktarda yag
icerdigi ve ayrica esansiyel amino asitler acisindan da zengin olduklar:
belirlenmistir. Bu sonuglar, maya ekstraktlarinin geleneksel diyetlerin yan sira
vejetaryenler icin de degerli ingrediyenler oldugunu gostermektedir. Maya
ekstraktlar;, gidalarda genellikle lezzet arttirici 6zelliklerinden dolay:
kullanilmaktadir. Ozellikle, icermis olduklar1 glutamik asit ve 5’-niikleotitler
nedeniyle MSG’ye benzer sekilde umami tat verebilmektedirler. Tiim 6rneklerin
glutamik asit agisindan zengin oldugu belirlenmesine ragmen, S. boulardii S11
ekstraktinin glutamik asit acisindan en zengin ornek oldugu tespit edilmistir.
Duyusal analizler, maya ekstraktlarinin ayni konsantrasyonlarda kullanilan MSG’ye
kiyasla umami tat bakimindan daha =zayif oldugunu; daha ylksek
konsantrasyonlarda kullanilmasi durumunda ise maya ekstraktlarinin gidalarda
MSG kullanimini sinirlayabilecegini ortaya koymustur. Maya ekstraktlarinin ayrica,
gidalarda tuz (NaCl) kullanimini azaltma potansiyellerinin oldugu da belirlenmistir.
Tim maya ekstraktlarinin hos ve degerli ugucu bilesikler icerdigi tespit edilmistir.
Bununla iliskili olarak, maya ekstraktlar1 duyusal degerlendirmelerde meyvemsi
lezzet acisindan en fazla begenilen drnekler olmustur. Maya biyokiitlesi liretiminde
fermantasyon kosullarinin modifiye edilmesi durumunda, maya ekstraktlarinin

gidalara umami tadin yaninda farkh lezzetler bakimindan da olumlu katkilarinin
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olabilecegi diistiniilmektedir. Maya ekstraktlarinin reolojik ve teknolojik 6zellikleri
nedeniyle lezzet artiric1 ve besleyici rollerine ek olarak gida tirtinlerinin tekstiir ve
viskozitelerine de katkida bulunabilecegi belirlenmistir. Bununla birlikte, maya
ekstraktlarinin fizikokimyasal ve teknolojik 6zelliklerinin daha detayli sekilde
arastirilmasi gerekmektedir. Calismanin tiim sonuglarina ek olarak, S. boulardiiS11
ekstraktinin diger ekstraktlara benzer bir lezzet profiline, besinsel, termal, reolojik
ve teknolojik 6zelliklere sahip oldugu belirlenmis olup, gidalarda §. boulardii S11
ekstraktinin kullanilmasi durumunda ek saglik yararlarinin ortaya ¢ikma
potansiyelinin oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, S. boulardii S11 ekstraktinin

postbiyotik 6zelliklerinin aydinlatilmasi gerekmektedir.
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C

DUYUSAL DEGERLENDIRME FORMU

Duyusal Degerlendirme Formu
Panelistin Tarih:
Adi Soyadi:
Yas ve Cinsiyeti:

# Lutfen size ikram edilen sebze c¢orbalarini, duyusal 6zelliklerin
yogunlugu ve genel begeni acisindan 10 puan tlizerinden ayri ayri

puanlayiniz.

+ Ornekler arasinda su-tuzsuz ekmek-su tiiketerek agzimzi

notrlestirmeye 6zen gosteriniz.

Duyusal Ozellikler Ornek Kodlar1
825 317 563 216 740
Tuzlu tat
Umami tat

Et suyu benzeri

lezzet

Meyvemsi lezzet

Genel begeni

Puan Skalas1 1-2: Cok zayrf 3-4: Zayf 5-6: Orta 7-8: Guigli 9-10: Cok giiglii
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