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OZET
TOPRAK VE GIDALARDAN IZOLE EDILEN
MIKROORGANIZMALARIN SISTEIN, GLUTAMIK ASIT VE
BETA KAROTEN URETIiM POTANSIYELLERININ
BELIRLENMESI

Cihat GUNER
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Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Ertan ERMIS
Ekim-2020, 172 + XIX Sayfa

Bu ¢alismanin amact; gida endiistrisinde gida katki maddeleri olarak kullanilan sistein,
glutamik asit ve beta karoteni iiretme yetenegine sahip mikroorganizmalar1 ¢esitli gida
ve toprak numunelerinden izole etmek, en iyi iiretim yetenegine sahip tiirlerin
tanimlamasini yaparak cesitli besiyerlerinde iiretim potansiyellerini arastirmaktir. Bu
amagcla, Tiirkiye’nin yedi bolgesinden farkli lokasyonlardan 37 adet toprak ve 9 adet
gida iirlinli olmak {izere toplamda 46 6rnek alinmis ve bu 6rneklerden toplamda 262
koloni izole edilmis ve bu tiirlerin sistein, glutamik asit ve beta karoten liretim

potansiyelleri ortaya konulmustur.

Calismada elde edilen verilere gore en yiiksek metabolit {iretme yetenegi gdsteren
izolatlar tespit edilmis ve 16S rRNA dizi analizi ile tiir identifikasyonlar1 yapilmistir.
Elde edilen DNA dizilimlerinin gen bankasi ile karsilastirilmasi sonucu en yiiksek
sistein liretimi gozlemlenen izolatin Bacillus sp. strain CG1; en yliksek glutamik asit
iretimi gozlemlenen izolatin Stenotrophomonas sp. strain CG2; ve en yiiksek beta
karoten iretimi gozlemlenen izolatin ise Enterococcus sp. strain CG3 oldugu

anlasilmstir.

Arastirmada,; Bacillus sp. strain CG1’in en yliksek sistein iiretimi yaptig1 optimum
besiyeri icerigi ve diger proses parametreleri (pH 7,5, 40 °C sicaklik, 175 rpm
calkalama hiz1 ve 84 saat fermantasyon siiresi) tespit edilmistir. Yine uygulanan
optimum kosullar ve belirtilen siirede Bacillus sp. strain CG1’in 4,24+0,47 g/L sistein

iiretebildigi belirlenmistir. Uretilen sistein Dowex 50 marka katyonik iyon degistirici
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recine kullanilarak besiyeri ortamindan ayristirilmis ve %64,26 oraninda geri kazanim

verimi saglanmigtir.

Arastirmada,; Stenotrophomonas sp. strain CG2’nin en yliksek glutamik asit iiretimi
yaptig1 optimum besiyeri igerigi ve diger proses parametreleri (pH 7, 30°C sicaklik,
200 rpm calkalama hizi ve 84 saat fermantasyon siiresi) tespit edilmistir. Yine
uygulanan optimum kosullar ve belirtilen siirede Stenotrophomonas sp. strain CG2’nin
3,76+0,65 g/L glutamik asit iiretilebildigi belirlenmistir. Uretilen glutamik asit
Amberlite IR 120 marka katyonik iyon degistirici regine kullanilarak besiyeri

ortamindan ayristirilmis ve %53,48 oraninda geri kazanim verimi saglanmistir.

Arastirmada,; Enterococcus sp. strain CG3 ’lin en yiiksek beta karoten iiretimi yaptig1
optimum besiyeri icerigi ve diger proses parametreleri (pH 7,5, 40°C sicaklik, 175 rpm
calkalama hiz1 ve 84 saat inkiibasyon) tespit edilmistir. Yine uygulanan optimum
kosullar ve belirtilen siirede Enterococcus sp. strain CG3’iin 53,36+5,34 mg/L beta
karoten iiretebildigi belirlenmistir. Uretilen beta karotenin bakteri hiicrelerinden
ayristirllmasinda ise hekzan ile saflagtirma yontemi tercih edilmis ve %80,75 oraninda

verimde geri kazanim saglanmistir.

Sonug olarak, Tiirkiye'deki farkli bolgelerden toplanmis ¢esitli kaynaklardan izole
edilen mikroorganizmalar1 kullanarak iilkemizde iiretilmeyen ve yurt disindan tedarik
edilen sistein, glutamik asit ve beta karoten gibi endiistriyel dneme sahip gida katki
maddelerinin ayn1 konuda yapilan diger ¢alismalara benzerlik gosterdigi saptanmustir.
Elde edilen veriler dogrultusuna izolatlarda yapilacak genetik modifikasyonlar ve
endistriyel atiklar kullanilarak yapilacak proses optimizasyonlar: ile bu gida katki
maddelerinin ekonomik ve siirdiiriilebilir sekilde lilkemizde de yerli kaynaklar ile

tiretilebilecegi on goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gida Katki Maddesi, Sistein, Glutamik Asit, Beta Karoten, Tiir

Izolasyonu, Biyoproses, Saflastirma.



ABSTRACT

DETERMINATION OF CYSTEINE, GLUTAMIC ACID AND BETA
CAROTENE PRODUCTION POTANTIAL OF THE MICROORGANISMS
ISOLATED FROM DIFFERENT SOIL AND FOOD SAMPLES

Cihat GUNER
PhD Dissertation, Food Engineering
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ertan ERMIS
October-2020, 172+ XIX Pages

The aim of this study was to isolate microorganisms from food and soil samples to
assess their production ability of cysteine, glutamic acid and beta carotene and to
identify the best productive strains. For this purpose; 46 soil and food samples were
collected from different locations in Turkey and 262 colonies were isolated and their

cysteine, glutamic acid and beta carotene production potentials were investigated

Based on the data obtained in this research, the isolates which produced higest amount
of metabolites were identified by using 16S rRNA sequence analysis. As a result of
the searching the DNA sequences of the isolates in the GenBank® database, the
highest cysteine producing isolate was identified as Bacillus sp. strain CG1; the highest
glutamic acid producing isolate was identified as Stenotrophomonas sp. strain CG2
and the highest beta carotene producing isolate was identified as Enterococcus sp.

strain CG3.

In this research, the growth media composition which provided highest cystein
production using Bacillus sp. strain CG1 was determined in addition to the optimum
other process parameters like (pH 7,5, temperature 40°C, mixing speed 175 rpm and
fermentation time 84 hours). Under the optimum conditions, Bacillus sp. strain CG1
produced 4,24 £ 0,47 g/L cysteine during the incubation period. The produced cysteine
was separated from the fermentation medium using the Dowex 50 cationic ion

exchange resin with 64,26% recovery efficiency.

In this research, the growth media composition which provided highest amount of
glutamic acid using Stenotrophomonas sp. strain was determined in addition to the

optimum other process parameters like (pH 7, temperature 30°C, mixing speed 200
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rpm rpm and fermentation time 84 hours). Under the optimum conditions,
Stenotrophomonas sp. strain CG2 produced 3,76 + 0,65 g/L glutamic acid during the
incubation period. The produced cysteine was separated from the fermentation
medium using the Amberlite IR 120 cationic ion exchange resin with 53,48% recovery

efficiency.

In this research, the growth media composition which provided highest amount of beta
carotene using Enterococcus sp. strain CG3 was determined in addition to the optimum
other process parameters like (pH 8, temperature 40 °C, mixing speed 150 rpm rpm
and fermentation time 84 hours). Under the optimum conditions, Enterococcus sp.
strain CG3 produced 53,36 + 5,34 mg/L glutamic acid during the incubation period.
The produced cysteine was separated from growth media using the hexan with 80,75%

recovery efficiency.

As a result, the microbial strains isolated from food and soil samples which were
collected from different regions of Turkey, shows industrial production ability of
cysteine, glutamic acid and beta carotene. Based on the data obtained, it is anticipated
that these food additives can be produced economically and sustainably. Applying
genetic modifications may result in increased yield of production using optimized
fermentation conditions. In addition, the cost of production might be reduced by using

industrial food by-product or wastes as growth media.

Keywords: Food Additives, Cysteine, Glutamic Acid, Beta Carotene, Strain

Identification, Bioprocess, Purification.
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GIRIS

Glinlimiizde enddistrisinin odak noktasi, insanlarin yasamsal faaliyetlerini ve
refahlarmi ilgilendiren gida ve saglik endistrileridir. Gida insanligin hayatta
kalabilmesi i¢in ihtiya¢ duydugu en temel kaynaklardan biridir. Ancak gelisen diinya
ve beraberinde getirdigi yeni diizenle beraber insanligin beslenme aliskanliklar1 da
degisme ugramistir. Hizla artan diinya niifusu ve yeni olusan kalabalik sehir hayatinin
dogurdugu zaman darlig1, insanligin beslenme ihtiyaglarin1 dogal gidalardan ziyade
pratik ve ¢ekici goriintiye sahip endiistriyel hazir yiyecekler ile karsilamasina neden
olmustur. Ancak bu endiistriyel gida iriinlerinin iiretim siireclerinde gerek proses
gereksinimi olarak gerekse tiiketicinin begenisini kazanmak amaciyla gida katki
maddeleri (Yoriik ve Danyer, 2016) olarak adlandirilan g¢esitli kimyasallar
kullanilmaktadir (Kaya, 2011). Gida katki maddeleri; gidalarin tiretilmesi, islenmesi,
hazirlanmasi, ambalajlanmasi, taginmas1 ve depolanmasi sirasinda gida maddesinin
tad, koku, goriiniis, yap1 ve diger hususiyetlerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen
degisikliklere engel olmak amaciyla kullanilan maddeler olarak tanimlanmakta olup

giinliimiiz endiistriyel gida tiretiminin ayrilmaz bir par¢asidir (Erdem, 2014).

Ote yandan hizla biiyiiyen gida endiistrisine paralel olarak gelisen gida katki
maddesi endiistrisinin ekonomik biiyiikliiglinlin global diizeyde 40 milyar dolara
ulagtigr tahmin edilmektedir. Genel olarak bitkisel veya hayvansal kaynaklardan
ekstrasyon yontemiyle, kimyasal sentez yoOntemiyle veya mikroorganizmalar
yardimiyla biyolojik prosesler ile iiretilen bu gida katki maddelerinin gerek insan
saghig iizerindeki etkileri gerekse Miisliman toplumlar tarafindan helallik ve
haramliklar1 giinlimiizde hala tartisma ve arastirma konusudur. Gida katki
maddelerinin iiretimi sirasinda kullanilan hammaddelerin kaynaklar1 ve iiretim
proseslerinde kullanilan kimyasallarin, islam dini agisinda uygunlugu; bu gida katki

maddelerinin hellalligini dogrudan etkileyen unsurlardir (Yenen, 2019).



Ulkemizin endiistriyel gida katki maddesi ihtiyac1 gdz oniine alindiginda; bu
alanda biiylik oranda disa bagimlilig1 s6z konusudur. Buna karsin ihtiya¢ duyulan gida
katk1 maddelerini yerli olarak iiretmek i¢in yapilan ¢alismalar oldukga kisithdir. Gida
endiistrisinde kullanilan gida katki maddelerinin pek ¢ogu mikroorganizma kaynakli
olarak iiretilebilmektedir. Ulkemizin farkl1 iklim kosullarina sahip olmas1 ve ayrica
cesitli geleneksel fermente gidalarin  varligt bizlere olduk¢a zengin bir
mikroorganizma cesitliligi saglamaktadir ve bu mikroorganizmalarin gida katki
maddesi olarak kullanilabilecek metabolitleri iiretme yeteneklerinin arastirilmasi bu

yiizden ¢ok biiylik bir 6nem arz etmektedir.

Gida endistrisinde kullanilan gida katki maddelerini biyoteknolojik yollardan
iireten bazi yabanci firmalar mevcuttur ve bu amagla kullanilan mikroorganizma
suslar1 patent altina alinmiglardir. Ekonomik agidan disa bagimliligin azaltilmasi ve
yerli gida katki maddelerinin biyoteknolojik yoOntemlerle elde etme siireclerinin
gelistirilmesi, bu alanda yapilacak arastirma ve gelistirme c¢alismalarinin basarisina

baglidir. Bu konu ekonomik ag¢idan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Yapilan ¢aligmanin temel amaci, gida endiistrisinde 6nemli kullanim alanlarina
sahip olan gida katki maddeleri arasinda yer alan sistein, glutamik Asit ve beta-
karoteni {iiretme potansiyeline sahip mikroorganizmalar1 gida ve toprak
numunelerinden izole etmek, izole edilen bu mikroorganizmalardan helal
standartlarina  uygun sistein, monosodyum glutamat ve beta-karoten’in
uiretilebilirliginin arastirilmasidir. Yapilan ¢alisma neticesinde elde edilecek veriler ile
ele aliman bu ii¢ gida katki maddesinin endiistriyel olarak iiretimine yonelik yeni
mikroorganizma suglar1 tespit edip, bu mikroorganizmalarin optimum iiretim
sartlarinin tespit edilmesi ile endiistiyel olarak iilkemizde de {iretilebilerine katki

saglayacaktir.



BIRINCIi BOLUM

GENEL BILGILER

1.1. Gida Katki Maddeleri

1.1.1. Gida Katki Maddelerinin Tarihi ve Kullanim Amaclari

Gida, insanligin yasaminin siirdiiriilmesinde en 6nemli 6ge olmakla beraber,
insanhi@in sagligi ve refahim1i dogrudan etkilemektedir. Geg¢miste oldugu gibi
giiniimiizde de gida olmaksizin yasamin slirmesi miimkiin degildir. Beslenme ihtiyaci
caglar boyunca degismeden kalsada, gida maddelerini tiiketme bi¢imimiz ciddi
degisimlere ugramistir. Giinlimiizde gidalar gida isleyen isletmelerde tiiketici
begenileri gozetilerek islenip TUretilmekte ve daha sonrasinda diinyanin farkl
yerlerinde pazarlara sunulmaktadir (Atkins ve Bowler, 2001). Bu durum, fretilen
gidanin tiiketiciye ulasana kadar tadinm1 ve, dokusunu kaybetmeden ulastirilmasi
gereksinimi dogurur. Rekabetci kiiresel pazarda, en diisiik maliyetle tiiketicinin
begenisini kazanan gidalarin iiretilmesinde ve iiretilen bu gidalarin giivenle tiiketiciye

ulastirilmasinda gida katki maddeleri biiylik 6nem tasimaktadir (Carocho vd., 2014).

Gida katki maddeleri, lezzeti korumak, bozulmayi1 engellemek veya tat ve
goriiniimdeki ¢ekiciligi arttirmak i¢in gidaya eklenen maddelerdir. Gida katki
maddesi, tiiketilen gidanin ana bileseni olmayan fakat o iriiniin iiretilmesinde,
paketlenmesinde veya stoklanmasinda fayda saglamasi amaci ile gidaya eklenen dogal
veya sentetik kimyasal maddeler olarak tanimlanabilir. Ancak Tiirk Gida Kodeksi
Yonetmeligi’nde gida katki maddeleri “Tek basina gida olarak tiiketilmeyen veya gida
hammaddesi ya da yardimci madde olarak kullanilmayan; tek basina besleyici degeri
olan veya olmayan; secilen teknoloji geregi kullanilan, islem veya imalat sirasinda
kalintt veya tiirevleri mamul maddede bulunabilen; gidanin iiretilmesi, tasnifi,
islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi, taginmasi, depolanmasi sirasinda gida

maddesinin tat, koku, goriiniis, yapt ve diger niteliklerini korumak, diizeltmek veya
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istenmeyen degisikliklere engel olmak ve diizeltmek amaciyla kullanilan maddelerdir”

seklinde agiklanir (Tiirk Gida Kodeksi, 2013).

Giliniimiizde ¢ogu insan, evde hazirlamak yerine piyasada bulunan hazir gida
tirlinlerini kullanmaya meyillidir. Bu tiir gidalarda tiiketicinin begenisini kazanacak
sekilde uzun siirede raflarda kalabilmesi i¢in g¢esitli katki maddeleri ve koruyucular
kullanilmalidir. Bu gida katki maddeleri gidalarin kalitelerini ve lezzetlerini
diizenledigi gibi bakteriler, kiifler ve mayalar gibi bozulmalara neden olabilecek
mikrobiyal faktorlerden koruyabilmektedir. Tarihte ilk olarak gidalarin korunmasi
amaci ile kullanilmaya baglanan gida katki maddeleri, zamanla gidanin tat, aroma ve
tekstiirlini diizenlemek i¢in de kullanilmaya baslanmistir (Pandey, 2012). Gida katki
maddelerinin geleneksel gidalarda kullanimi yiizyillar Oncesine dayanmaktadir.
Insanlik tarihinde kullanilan ilk gida katkilar tuz ve baharatlar olmustur. Ilk caglarda
etin kiirlenerek saklanmasinda tuzdan faydalanildigi goriilmektedir. Ayrica milattan
onceki yillarda birgok baharat gidalarin lezzetlendirilmesinde kullanilmis, ayni sekilde
musirlilar tarafindan gidalarin renklendirilmesinde gida boyalart kullanilmistir. Orta
caglara gelindiginde ise etlerin bozulmasinin 6nlemenin yani sira rengini de korumak
i¢in tuzla beraber nitratin da kullanildig1 gériilmektedir. Sirke kullanilarak salamura
yapmak, tuz ile pastirma yapmak veya bazi saraplara siilfiir dioksit ekleyerek
bozulmasmi engellemek tarihte kullamilan geleneksel gida katki maddelerinin
kullanimina 6rnek gosterilebilir. 19. Yiizyildan itibaren artan insan niifusu ve gida
tilketimi yeni gidaiiriinlerine ihtiya¢ dogurmus, bu durum ise gida katki maddelerine
olan ihtiyact1 ve kullanimi hizla arttirmistir. Giinlimiizde kullanilan gida katka
maddelerinin pek cogu 19. ylizyilin baslarinda ortaya ¢ikan gida talebinin karsilanmasi
stirecinde bulunmustur (Arslan G., 2011). 20, yilizyilin ikinci yarisinda islenmis
gidalarin ortaya ¢ikmasi ile gerek dogal gerekse dogayla 6zdes ve yapay kaynakli daha
bircok katki maddesi gida iiretim teknolojisine dahil olmustur. Bu donemde artan
niifusla beraber talep edilen sadece gida miktarinda degil ayni zamanda gida
cesitliliginde de artis yasanmaya baslamistir. Gida cesitliligindeki yenilikler bu
donemde gida katki maddesi kullanimina olan ilgiyi de arttirmistir. Gida endiistrisinde
katki maddelerinin kullaniminin temelini tiiketicinin gidaya olan ilgisini arttirilmasi,
gidalarin raf Omriliniin uzatilmasi, duyusal Ozelliklerinin gelistirilmesi, kalite
karakteristiklerinin korunmasi, gida hazirlanmasina yardimci olarak besleyici

degerinin korunmasi olarak 6zetlenebilmektedir (Y 6riik ve Danyer, 2016).



21. yiizyilin degisen yasam kosullar1 tiiketim davranislarini etkilerken beslenme
aligkanliklarinda ve gidaya ulasim kosullarinda da degisime neden olmaktadir.
Toplumlarin sosyoekonomik diizeyinin artmasi, perakende sektdriindeki biiyiik
gelisim, ulasim olanaklarinin artmasi ile pazar sinirlarinin uluslararasi boyutlara
ulagmasi, bireylerin  beslenme aligkanliklarinin ~ temel nedenleri  olarak
gosterilmektedir. Beslenme aligkanliklarindaki bu degisim gida iiretiminde ve
teknolojisinde yenilikleri ve hizli gelismeleri ortaya ¢ikarmistir. Gida teknolojisinde
yenilikler, degisen iiretim teknolojileri, uzun raf Omrii gereksinimleri, kalitenin
arttirilmasi ve maliyetlerin azaltilmasina yonelik gida katki maddelerinin kullanimin
zorunlu kilmaktadir. Tim bunlarin Gtesinde gidalarda bu katki maddelerinin
kullanilmasindaki temel neden bu gidalarin tliketiciye ulastiginda tat, koku ve
goriinim gibi duyusal 6zelliklerini korumak miimkiin oldugunca tazeye yakin ve
lezzetli olmasini saglamaktir (Kaya, 2011). Gida katki maddeleri kullanim amaglarinin
basinda hastalik yapic1 mikroorganizmalarin gelismelerini  Onleyerek gidanin
dayanikliligin1 ve raf dmriinii uzatmaktir. Ayrica gidalarin lezzetini ve rengini tiiketici
icin ¢ekici hale getirip veya dokusal 6zelliklerini koruyup gelistirmek gida katki
maddelerinin kullaniminda bir diger temel amactir. Bunlarin yani sira gidalarin besin
degerlerindeki ve lezzetlerindeki kayiplari onlemek iginde siklikla gida katki
maddelerine basvurulmaktadir. Ozel tiiketici guruplarma 6zgii diyetlere 6zgii gidalar
tiretmek ve gida cesitliligini arttirmak gida katki maddelerinin kullanim amaglari
arasindadir. Tiim bunlarin Gtesinde gida iiretim teknolojisinde iiretim proseslerindeki
problemlerin ¢oziimiinde, kayiplarin 6nlenmesinde ve maliyetlerin azaltilmasinda gida

katki maddeleri biiyiik 6nem tagimaktadir (Erisik, 2012)
1.1.2. Gida Katki Maddelerinin Kaynaklari ve Ozellikleri

Gida katki maddeleri hayvansal kaynaklardan, bitkisel kaynaklardan ekstre
edilerek iretilebildigi gibi laboratuvar ortaminda sentetik olarak veya
mikroorganizmalar kullanilarak biyoproses yontemi ile de iiretilebilmektedir.
Hayvansal kaynakli gida katki maddelerine guanilik asit, mono ve digliseritler,
jelatinkarminler ve kosinal (bocek), vb. maddeler O6rnek gosterilebilir. Bitkisel
kaynakli gida katki maddelerine agar, karragenan, pektin, lesitin, karotenler, klorofil,
guar gam v.b. Ornek gosterilebilir. BHA gibi antioksidanlar, allura red gibi
renklendiriciler, askorbik asit ve malik asit ise sentetik gida katki maddelerine 6rnektir.

Mikroorganizmalart kullanarak biyoproses yontemi ile ise tiim bunlarin Gtesinde



enzimlerden renklendiricelere kadar hemen her tiirde gida katki maddesi sentezlemek
miimkiidiir. Bu gida katki maddeleri pancar suyundan elde edilen kirmizi renklendirici
gibi dogal, dogada bulunmayip sadace insanlar tarafindan sentezlenen yapay veya
vanilin (vanilya) gibi dogadaki 6rnegine birebir olarak insanlar tarafindan sentezlenen

dogayla 6zdes yapida olabilirler (Erdem, 2014).

Dogal, yapay veya doga ile 6zdes olmasina bakilmaksizin gida katki maddeleri
tirtinde kullanilabilmesine izin verilen en yiiksek miktar otoritelerce belirlenen saglik
i¢in risk olugturmayacak kadar ¢ok diislik oranlarda kullanilabilmektedir. Bu oranlar
Avrupa ve Amerika istatistiklerine bakildiginda yillik ortalama kisi bas1 2 kg katki
maddesi diizeylerindedir. Ayrica giinlimiizde 3 bine yakin gida katki maddesi gida
endustrisinde kullanilmakta olup bu gida katki maddelerinin yaklasik %90°1 dogal,
ancak%10 kadar1 doga ile 6zdes veya yapay gida katki maddeleridir. Bir maddenin
hangi amagla kullanildigi 6nemli olmaksizin gida katki maddesi olarak
kullanilabilmesi i¢in agagidaki su nitelikleri barindirmasi gerekmektedir (Yilmaz,

2018):

e (ida katki maddesinin tiiketici saglig1 agisindan herhangi bir risk teskil
etmedigi yasal otoritelerce belirtilmis olmasi gerekir.

e (Gida katki maddesi kullanildigi gida maddesinin besin degerini ve
kalitesini diistirmemelidir.

e (ida katki maddelerinin yasal otoritelerce belirlenen biitiin niteliklere
sahip olmas1 gerekmektedir.

e (ida katki maddeleri karmasik yapida degil, basit yapida olmalidir.

e (ida katki maddelerinin reaksiyon alan1 genis olmali ve ilave edildigi
gida maddesinde yapiya homojen olarak dagilmalidir.

e Bozulmus gidayr maskeleyici ve tiiketiciyi aldatmak amaciyla
kullanilmamalidir.

e Kullaniminda teknolojik zorunluluk bulunmalidir.



1.1.3. Gida Katki Maddelerinin Siniflandirilmasi

Gidalarin katki maddeleri elde edilis sekillerine bakilarak dogal, yar1 sentetik
veya sentetik maddeler; kullanim sekillerine bakilarak {iretim proseslerinde dogrudan
veya dolayli olarak kullanilan maddeler; kullanim amaglarina bakilarak ise raf
Omriiniin uzatilmasi, duyusal 6zelliklerin gelistirilmesi, gida kalitesinin korunmasi,
gida iretimini kolaylastirilmasi, gidanin tat ve besin degerlerinin gelistirilmesinde

kullanilan maddeler olarak cesitli kategorilerde siniflandirilmistir.

Dogrudan kullanilan gida katki maddeleri, gida tirtinlerine kontrollii seviyelerde
belli amaglar i¢in eklenen maddelerdir. Dolayl1 olarak kullanilan gida katki maddeleri
ise isleme veya paketleme sonucunda genellikle ¢ok diisiik seviyelerde yenilebilir bir

tiriiniin pargasi haline gelen maddelerdir (Pandey, 2012).

Gida katki maddelerini smiflandirilmasinda, tanimlamak ve tiiketiciyi
bilgilendirmek icin kullanilan E-kodlar1 “Avrupa Bilim Komitesi” tarafindan
belirlenen giivenlik testlerinden geg¢mis ve spesifikasyonlari belirlenmis gida
katkilaria verilen E harfi ve 3 rakami bulunan kodlardir. Teknolojinin ilerlemesi gida
katk1 maddelerinin de her gecen giin yeni formiilasyonlarda ve iiretimlerde yer
almasimm1 saglamakta olup bu durum gida katki maddelerinin tanimi1 ve

siniflandirilmalar1 zaman i¢inde degisimlere sebebiyet vermektedir.

FAO/WHO Birlesik Gida Katki Maddeleri Uzmanlar Komitesinin (The Joint
FAO/WHO Expert Commitee on Food Additives) onayladig: listelerde gida katki
maddeleri; ait olduklar1 grubun adi ve The European Food Safety Authority’nin
(EFSA) belirledigi E kodlarina gore smiflandirilir. Bu siniflandirma Tablo 1.1°deki
gibidir (Igoe, 2011).

Tablo 1.1 Gida Katki Maddelerinin E Kodlar

Katki Maddesi E Kullamim Amaci

Grubu Kodu
Gidaya eklendiginde, gidanin oksidatif bozulmasini 6nleyerek arzu
L E300- edilmeyen, koku, tat, renk degisimlerini 6nleyen veya geciktiren;
Antioksidanlar E399 ozellikle yagli besinlerde acilasmay1 dnleyerek raf dmriinii uzatan

kimyasal maddelerdir

Aroma vericiler gidanin islenmesi, stoklanmasi ve tiiketilmeye hazir
E 620- hale gelmesi sirasinda ortaya ¢ikabilecek lezzet degisimlerini
640 engellemek veya gidanin tat ve kokusunu degistirmek amaci ile
gidalara katilan; dogal, dogayla 6zdes veya yapay kimyasallardi

Aroma Vericiler
ve Lezzet
Arttiricilar




Asitler gidalardaki tadi ve kokuyu daha belirgin hale
Asitler

getirmek, istenmeyen tatlar1 gizlemek veya baskin tadin
E500-E509 disindaki tatlar1 ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmaktadir.

Ayrica antimikrobiyal etkiye sahip olan asitler istenmeyen

mikroorganizmalarin tiremelerinin kontrolii amaci ile de

gidalara eklenebilmektedir.
Asitlik

Diizenleyiciler £260-E300

Bir diger adi eksilestiriciler olan asit diizenleyiciler
kullanildiklar1 gidanin pH’n1 degistirmeye veya kontrol
etmeye yarayan kimyasallardir.

Selat ajanlar1 olarak da isimlendirilen ayiricilar; gidalarda
Aywicilar - E510-E599

acilagmaya, renk degisimine ve besin degerinin
azalmasina neden olan serbest metal iyonlar etkilesime
giren kimyasal maddelerdir

Emiilgator

Emiilgatorler

Gidalarda normal sartlarda birbiriyle ¢6ziinmeyen
maddelerin tekstiir 6zelliklerini koruyarak yapilari
E440-E449 4 . -
bozulmadan uzun siireler stabil kalmalarini saglayan
kimyasallardir.

Tuzlart E450-E459

Emiilgator tuzlar tek degerlikli katyonlar ve polivalent
anyonlardan olusan iyonik bilesikler olup 6zellikle siit
endiistrisinde proteinleri dispers hale getirerek yag ve
diger bilesenlerin yap1 igerisinde homojen dagilimini
saglayan maddelerdir.

Hacim

Enzimler katalitik aktiviteye sahip protein yapisinda
Enzimler E 11008

bilesikler olup gida teknolojilerinde, biyosentez,
bilesenlerin par¢alanmasi, akiskanligin ayarlanmasi ve
1105 I oo ) .
lezzetlerin diizenlenmesi gibi pek ¢ok iglem igin

kullanilmaktadir.

Dolgunlastiricilar veya hacim verici ajanla olarak da
Arttiricilar E1200

bilinen hacim arttiricilar; gidanin kalori degerini
etkilemeksizin hacminin artmasini saglayan kimyasal
bilesiklerdir.

Itici Gazlar

Jellestirme

Gidalarin bozulmasini 6nlemek amaci ile kullanilan gaz
formundaki kimyasallardir. Gidalarda

mikroorganizmalarin gelisimini saglayan gaz ortaminin

yerini alarak gidalarin stoklanmasi ve ambalajlanmasi

sirasinda bozulmalarin 6nlenmesi i¢in kullanilmaktadir.

E 938-949

Ajanlar

Gidalarda suya baglanarak suyu akigkan formdan jolemsi
E400-440 . .
bir jel yapisi olusturan kimyasallardir.

Kabarticilar

Kivam
arttiricilar

Bir diger adi kabartma ajan1 olan kabarticilar, unlu
mamullerde karbondioksit gazi olusturarak hamurun

E920-E929 . ; . :
hacminin artmasini ve gézenekli yumusak bir yap1

almasimi saglayan kimyasal maddelerdir.
E400-440

Gidanin akigkanligini diizenleyen, viskozitesini arttirarak
kalinlagtiran gida katki maddeleridir.




Koruyucular

E200-E299

Bir bagka adi antimikrobiyal olan koruyucular, gidalarda
mikroorganizmalarin geligmesini engelleyerek
bozulmalara kars1 koruyan ve bu sayede raf dmriinii
uzatan kimyasal maddelerdir.

Kopiiklenmeyi
Onleyiciler

E900-E905

Gida iiretim prosesleri sirasinda olugan kopiirmeyi kontrol
ederek teknolojik avantaj saglayan, genelde silikon bazli
olan kimyasal maddelerdir.

Modifiye Nisasta

E1404-
E1451

Modifiye nigastalar gidalarin kivamim arttirmak amactyla
nigastay1 kimyasal igleme tabi tutularak istenilen nitelikler
kazandirilmastyla olusan bir katki maddesidir.

Nem Tutucular

E1517-
E1518

Islatma ajani olarakta adlandirilan nem tutucular kek,
recel ve pasta gibi iiriinlerde kurumay1 6nlemek; nemi ve
yumusakligi korumak, bayatlamay1 geciktirmek amaciyla

eklenen su tutucu kimyasallardir.

Parlaticilar

E910-E919

Gidanin tiiketicinin ilgisini ¢gekebilmek amaci ile dig
ylizeyini cilali parlak hale getirmek veya dis yiizeyde
parlak bir tabaka olusturmak amaci ile kullanilan
kimyasallardir.

Renklendiriciler

E100-E199

Gidalarin ¢ekiciligini arttirmak veya liriiniin iglenmesi,
depolanmasi veya tiiketime hazir hale getirilmesi
asamalarinda olusacak renk kayiplarinin giderilmesi i¢in
kullanilan dogal veya sentetik kimyasal pigmentlerdir.

Sertlestiriciler

E 509

Basta konserve endiistrisi olmak iizere pek cok alanda

islenen meyve ve sebzelerin dokularini gevrek hale getiren

veya jellestirici ajanlar ile reaksiyona girerek olusan jel
yapisini giiclendiren kimyasal maddelerdir.

Stabilizatorler

E400-440

Hidrokalloid olarakda adlandirilan stabilizatérler gidanin
kristallesme, dibe ¢okme, faz ayrimi gibi tekstiirlinii
bozacak durumlarin engellenmesi amaci ile gidalara

katilan kompleks yapidaki hidrokarbonlardir.

Tatlandwricilar

E950-E969

Gidalarin lezzet ve aromalarinin tiiketici i¢in daha cazip
hale getirmek ve kalorisiz olarak seker tadini vermek
amaciyla gidalara katilan yapay kimyasallardir.

Topaklanmayt
Onleyiciler

E 535-
ES536,
E551-E559

Topaklanmay1 6nleyiciler tuz, seker vb. 1slanmamasina
ragmen nem tutarak akigkanligi azaltan topak olusumlarim
onlemek icin gidalara ilave edilen 6nleyici kimyasal
maddelerdir.

Un Isleme
Ajanlart

E920-E928

Un ile yapilan hamurun kivamini ve islenme becerisini
olumlu yonde etkileyen, ayrica hamurun pigsme kalitesini
arttiran kimyasal maddelerdir.




1.1.4. Gida Katki Maddelerinin Kullanimini Diizenleyen Kuruluslar

Giivenlik standartlar1 belirlenmis gida iiretimi ve toplumun giivenli gida
tiketimi tiim diinyay: ilgilendiren global bir konudur. Bu durum, ilgili giivenlik
standartlarin1  olusturan ve denetleyen uluslararasi yapilanmalara gereksinim
dogurmustur. Gida katki maddelerinin kullanilabilirliginin ve giivenliginin sistematik
bir sekilde incelenmesi ilk olarak Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler
Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) nun 1956’da 43 diinya iilkesinde yaptig1 tarama
caligmalari ile baglamistir. Daha sonra 1962°de gida katki maddesi olarak kullanilan
maddelerin toksikolojik olarak incelenmesi i¢in FAO ve WHO’ biinyesinde
uzmanlarin olusturdugu gida komisyonu (CAC) ve bu kurulusun alt komitesi olan
Birlesik Gida Katki Uzman Komitesi (JECFA) kurulurmustur. Giiniimiizde gida katki
maddelerinin gilivenilirligi konusunda calismalar yapan ve hangi maddelerin hangi
dozlarda insan saglig1 acisindan giivenilir oldugunu belirleyen ilgili listeleri hazirlayan

birimler asagida belirtilmistir (Arslan G., 2011).

Ulkemizde ise ilk olarak gida katki maddeleri ile ilgili olarak Saglik ve Sosyal
Yardim Bakanlig: tarafindan 1983°de bir yonetmelik ¢ikarilmis, buna ek bir yonetmelik
1984°te yiirtirliige girmistir. Daha sonra 1990 yilinda Saglik Bakanligi bu alanla ilgili
olarak yeni bir yonetmelik yayimlamistir. Son olarak Tarim ve Koyisleri Bakanliginin 16
Kasim 1997 tarihinde yayinladigi Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi (TGKY) ile gida katki
maddelerinin kullanim1  diizenlenmistir. Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi (1997)
tilkemizde hangi katki maddelerinin hangi gidalara ve ne miktarda katilabilecekleri

belirlenmistir (Y1lmaz, 2018).

o Codex Alimentarius Commission (CAC) - Uluslararast Gida Kodeks

Komisyonu:

Birlesmis milletlere bagli olarak calisan, diinya ¢apinda gida uygulamalarinin
teknoloji ve saglik acgisindan standardize eden komisyondur. Bu konuda diinyanin en
yetkili insanlarindan olusan bu komisyonun hazirladig: standartlar diinya tizerindeki
biitiin iilkeler i¢in giivenli gida iiretiminde referans olarak degerlendirilmektedir.

(Y1lmaz, 2018).

10



e Codex Committee on Food Additives and Contaminants (CCFAC) — Gida Katki

ve Kontaminantlar: Kodeksi Komitesi:

Gida katki maddelerinin hangi gida smiflarinda kullanilabilecegini ve
kullanildig1 gida siniflarinda hangi oranlarda bulanabileceginin {ist limitleri belirleyen

komitedir (Arslan G., 2011).

o The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA)-Gida
Katkilari FAO/WHO Ortak Uzmanlar Komitesi:

Gida katki maddelerinin toksikolojik a¢idan giivenirliligini belirleyen ve bu

maddelerle ilgili giinliik alim limiti degerlerini belirleyen komitedir (Yilmaz, 2018).
o  The European Food Safety Authority (EFSA)-Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi:

Bir Avrupa Birligi komisyonu olan EFSA 2002 yilinda kurulmustur. Bu kurulus
avrupada gida zincirindeki her basamaktaki riskler ile ilgili degerlendirme ve iletigim

yapmakla gorevlidir (Erdem, 2014).
e Food and Drug Administration (FDA)-Birlesik Devletler Gida ve Ila¢ Dairesi:

Bir Amerika Birlesik Devletleri’nin (ABD) kurulusu olan FDA kararlar1 tim
diinya genelinde referans olarak kabul goren bir yapidadir. Gida katki maddeleri ile
ilgili GRAS (Genelde giivenli kabul edilenler) listelerini hazirlayan ve (kabul edilebilir
giinliik tiiketim) ADI degerlerini arastirip onaylayan kurumdur (Erdem, 2014).

1.1.5. Gida Katki Maddelerinin Etiketlenmesi ve E Kodlari

Gida katki maddelerini smiflandirilmasinda, tanimlamak ve tiiketiciyi
bilgilendirmek i¢in kullanilan E-kodlari; “Avrupa Bilim Komitesi” tarafindan
belirlenen giivenlik testlerinden gegmis ve spesifikasyonlart belirlenmis gida
katkilarina verilen E harfi ve 3 rakam1 bulunan kodlardir. Avrupa birligi iilkeleri 1979
yilindan itibaren her gida maddesinin "Scientific Committee on Food (SCF)"
tarafindan E kodlar1 ile tanimlanmasina karar vermistir. E numarali maddelerin
kullanim1 her {ilkenin ilgili otoritelerince belirlenir ve tlkeden iilkeye farklilik
gosterebilir. Bir diger degisle ilgili komisyonca onay alarak E numarasi verilen bir
gida katki maddesi bir Avrupa Birligi iilkesinde kullanilabilirken bir baska Avrupa
veya diinya iilkesinde kullanimu yasaklanabilir (Altun, 2014).
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1.2. Gida Katki Maddelerinin Uretimi

Giliniimlizde endiistride 5000’den fazla sayida gida katki maddesi
kullanilmakta olup bu gida katki maddeleri iiretim sekline gore dogal, dogala 6zdes
veya yapay olmak iizere ii¢ ana katagoriye ayrilmaktadir (Erdem, 2014). Kaynaklari
bakimindan gida katki maddelerini inceledigimizde ise hayvansal, bitkisel, mikrobiyal
ve mineral kaynakli gida katki maddeleri olmak iizere dort temel katogoriye
ayirabiliriz (Tiirker, 2020). Gida katki maddelerinin tiretiminde daha 6nceleri bitkisel
ve/veya hayvansal kaynaklardan cesitli ekstraksiyon yontemleri kullanilmig olmakla
birlikte, son yillarda ¢esitli ekonomik ve sosyal bazli nedenlerden dolayr mikrobiyal

iretim yontemlerinin endiistrideki pay1 glinden giine artmaktadir (Seviour vd., 2013).

Mikrobiyal {iiretimlerde gida proseslerinde ortaya cikan cesitli yan/atik
tirtinlerin hammadde olarak kullanilabilmesi ekonomik avantaj saglamaktadir. Ayrica
hayvansal kaynakli gida katki maddelerinin iiretiminde kullanilan bazi hayvanlarin
veya bunlarin ve bitkisel kaynakli gida katki maddelerinin iiretiminde kullanilan
yardimc1 kimyasallarin tiikketilmesinin dini gereksinimler acisindan sakincali
olabilmesi, dini hassasiyetleri olan tiiketicilerin de mikrobiyal gidalara olan talebini
arttirmig, bu durumda {reticilerin mikrobiyal iiretim proseslerini gegisini tesvik

etmistir (Giindiiz, 2009; Ermis, 2017).

1.2.1. Mikroorganizmalarin Gida Endiistriside Kullanimi

Insanlik  farkinda olmadan binlerce  yildir gida  iiretimi  igin
mikroorganizmalardan yararlanmaktadir. Siimerler ve Cinlilerin M.O 7000 li y1llarda
Saccharomyces cerevisiae1 kullanarak bira iirettigi goriilmektedir. Sarap liretiminin
M.O. 6000'de Iran'da, MO 3000'de Misir'da oldugu ve daha sonra da Avrupa'ya
yaylldigi bilinmektedir. Ayrica MO 4000 yilinda Misir'da mikroorganizmalar
kullanilarak ekmek ve peynir iiretimi yaptigr goriilmektedir. Cogunlukla anaerobik
olan bu islemler, meydana gelen kimyasal degisikliklerden hangi faktorlerin sorumlu
oldugunu anlagilmadan, ¢okta kontrollii olmayan geleneksel kosullar altinda kiiciik

Olceklerde gerceklestirilmistir (Bentley ve Bennett, 2008).

Mikroorganizmalar gida katki maddesi, enzim ve antibiyotik gibi pek cok
biyokimyasalin iliretiminde ve gidalarin islenmesinde kullanilabilmektedir. Ekonomik

onemi olan bir iirlin veya hizmet elde etmek i¢in mikroorganizmalarin kullaniimasi
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mikrobiyal biyoteknoloji veya biyoproses olarak tanimlanir (Lopes vd., 2017).
Endiistride enzimlerin ve mikroorganizmalarin kullanimi 1950'lere kadar nispeten
yavas ilerlesede; mikrobiyal cesitlilik ve fonksiyon arastirmalarinda biiyiik gelismeler
saglanmistir. Biyoproses endiistrisi ilk zamanlarda sistemlerin standartlagtirma,
izlenme ve kontrol edilmeden uzak olarak, kat1 hal fermantasyonlar1 veya sivi besiyeri
inkiibasyonlari1 ile bazi endiistriyel metabolitlerin iiretimleri gerceklestirilebilmistir.
Gelisen teknoloji ile artik bir¢ok endiistriyel iiriiniin biiyiik 6l¢ekli ticari tiretimleri igin
mikroplardan faydalaniyoruz. Giiniimiizde basta gida katki maddeleri olmak iizere
bircok endiistriyel iiriin kat1 gida giivenligi standartlarini1 karsilar sekilde ve oldukca
ekonomik kosullarda; biyoreaktorler icerisinde mikroorganizmalar tarafindan
tiretilmektedir (Bentley ve Bennett, 2008). Biiyiik ol¢ekli gida katki maddelerinin
mikroorganizmalar yardimi ile liretimlerinde hammadde olarak endiistriyel artiklarin
kullanim1 {iretim maliyetlerini diisiirmesi ve elde edilen {riiniin katma degeri

biyoprosesi sektoriin vazgecilmez bir parcasi haline getirmistir (Seviour vd., 2013).
1.2.2. Biyoproses ile Gida Katki Maddelerinin Uretimi

Biyoreaktorlerde mikroorganizmalar yardimi ile gida ve gida katki maddesi
tretimi dis kosullardan etkilenmeden her zaman istenilen standartta ve kalitede
kesintisiz sekilde iiretim yapmayr miimkiin kilmaktadir. Istenilen gida ve gida katki
maddesi liretim siirecinin gelistirilmesi dncelikle mikrobiyologlarin ve miihendislerin
kiigiik 6lgekli laboratuvar ¢alismalari ile baslayip optimize edilerek endiistriyel dlcekte
etkili bir sekilde calisan bir sisteme doniistiirmesini takip eden disiplinler arasi
faaliyetleri igerir. Yapilan ¢alisma sonucunda {liretilecek {iriine ait biyoproses siire¢
verimive iretkenligi optimize etmekte; yiiksek verimlilikte ve sabit standartta siirekli
tiriin elde edilmesini miimkiin kilinmaktadir (Mateles, 1979). Kimyasal sentez ile gida
katkilar tiretmenin yiiksek saflikta ve istenilen 6zellikte {irlin elde etme avantajlarinin
yani sira, bu yontemde kullanilan girdilerin her gegen giin artan maliyeti, yiiksek
yatirim ve enerji girdileri, toksik ara {irtinlerin {iriinlerin ortaya ¢ikmasi ve biyolojik
kokenli kimyasallarin iretilmesindeki zorluklar gibi gdzardi edilemeyen ciddi
dezavantajlart vardir. Buna karsilik, mikroorganizmalarin kullanildigi biyoproses
yontemiyle gida katkilar1 iiretiminde hammadde olarak tarimsal {iriin veya endiistriyel
artiklarin kullanilabilmesi, katma degeri yiiksek bu bilesenlerin iiretimi i¢in giderek
daha uygulanabilir bir ekonomik alternatif haline gelmistir. Bunun yam sira

biyomiihendislik yontemleri ile mikroorganizmalarin metabolit iiretim yeteneklerinin
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artirilmasina yonelik tekniklerin hizla gelismesi, gerek biyoproses ile iiretilebilen iiriin
cesitliliginin arttilmasinda gerekse mevcut iiriinlerin daha diigiik maliyette ve yliksek
standartlarda {iretimine olanak saglamis, bu durum da ¢esitli gida katki maddelerinin
biyoteknolojik yontemlerde {iretilebilmesine biliylik katki saglamistir (Lopes vd.,
2017).

Gida endiistrisinde biiylik 6nemi olan proteinlerin, aminoasitlerin, organik
asitlerin, enzimlerin ve antibiyotiklerin iiretiminde kontrollii ve izlenebilir {iretim
ortami saglayan biyoreaktorler kullanilmaktadir. Biyoreaktdrde gergeklesecek
biyoproseslerin temel girdileri ilgili liretimi yapacak saf kiiltiir ve saf kiiltiiriin
iiretimde kullanacag1 besi ortamudir. flgili mikroorganizma reaktér igindeki kontrollii
sartlarda besiyerini hammadde olarak kullanarak istenilen biyolojik tiriinleri sentezler,
daha sonra ise biyoreaktor disina alinan bu girdilerden iiretilen biyolojik {iriinler
saflastirma prosesleri ile ayrilarak kullanima hazir hale getirilirler (Sekil 1.1).
Biyoprosesin en onemli girdisi olan biyosentezi gerceklestirecek saf kiiltiir, basta
toprak olmak flizere su, bitki, hayvan ve gida {irlinlerinden izole edilerek elde
edilebilmektedir. Bu kiiltiirler dogadaki orijinal hali ile proseslerde kullanilabildigi
gibi cesitli genetik modifikasyonlar ile de istenilen 6zelliklere sahip hale getirilip
proseslerde kullanilabilmektedir. Biyoprosesin bir diger onemli girdisi olan besi
ortami, mikroorganizmanin gelismesi ve istenen {iriinli sentezleyebilmesi i¢in gereken
su, karbon kaynagi, azot kaynagi ve bazi vitaminler ile mineralleri igeren steril
karisimlardan olusmaktadir. Gida endiistirisinde ortaya ¢ikan pek ¢ok iiretim artiginin
bu bilesenlerin pek cogunu igermesi, onlarin farkli biyoloji iiriinlerin sentezinde
ekonomik hammaddeler besiyeri olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir.
Biyoreaktor igerisinde; saf mikroorganizma kiiltiirlerinin ortama eklenen besiyeri
igeriklerini kullanarak sentezledigi biyolojik iiriinler bir sonraki asamada ortamdan
ayristirilarak geri kazanilmasi gerekmektedir. Bu islem i¢inse hiicre pargalama,
coktiirme, filtrasyon veya kromotografi gibi bir dizi islem uygulanarak istenen
metabolit(ler) diger hiicre bilsenlerinden ayrilarak gerekli islemlerden gegirildikten

sonra endiistrinin kullanimina hazir hale getirilir (Aran, 2014).
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1.2.3. Uretiminde Mikroorganizmalarin Kullanldiga Gida Katki Maddeleri

Biyoproses endiistrisindeki gelismeler ve yenilikler pek ¢ok gida ve gida katki
maddesinin mikrobiyal prosesler ile basit ve ekonomik olarak iiretilmesini saglamistir.
Gerek mikroorganizmalarin enzimleri yardimi ile belirli substratlar1 istenilen bir
biyolojik iirline c¢evrilmesi, gerekse mikroorganizmalarin besiyeri ortamindaki
karbonhidrat ve azot kaynaklarini kullanarak istenilen biyolojik iiriinleri sentezlemesi,
gida endiistrisinin gida katki maddesi tiretiminde her gegen giin biyoproses tekniklerini
daha ¢ok kullanmasini saglamistir. Giinlimiizde mikroorganizmalar yardimi ile en

fazla tiretilen gida katki maddeleri ise sunlardir (Lopes vd., 2017):

e Aminoasit ve tlirevleri (Sistein, Lizin)

¢ Antioksidanlar (Glukoz Oksidaz, Askorbik Asit)

e Aroma Vericiler (Vanilin, Benzaldehit)

e Bakteriosinler (Laktosin, Nisin)

e Enzimler (Alfa Amilaz, Lipaz)

e Kivam Arttiricilar ve Gamlar (Ksantan Gam, Gellan Gam)
e Organik Asitler (Sitrik Asit, Laktik Asit)

e Polisakkaritler ve Oligosakkaritler (Dekstran, Alginat)

e Renklendiriciler (Riboflovin, Beta Karoten)

e Yag Asitleri (Arasidonik Asit, Dokosahekzaenoik Asit)

1.3. Mikrobiyal Gida Katkilari

Mikrobiyal gida katki maddeleri iiretim avantajlart ve tiiketici talepleri
dogrultusunda giin gectikce hayvansal ve bitkisel kaynakli gida katki maddelerinin
yerini almaktadir. Daha once bahsedildigi gibi gilinlimiiz teknolojisi ile daha 6nce
hayvansal veya bitkisel kaynaklardan elde edilen pek cok gida katki maddesi artik
mikrobiyal prosesler ile de iiretilebilmektedir. Mikrobiyal prosesler ile iiretilen sistein,
glutamik asit ve beta karoten gibi gida katki maddelerinin maliyet avantaji lireticiler
icin bir avantaj sagladig1 gibi; bu gida katki maddelerinin geleneksel iiretiminde insan
ve hayvanlardan elde edilen killarin kullanilmasi da vejetaryan, koser ve helal
hassasiyeti olan tiiketicilerininde mikrobiyal yontemler ile iiretilen gida katki

maddelerini tercih etmesine sebep olabilmektedir.
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1.3.1. Sistein
1.3.1.1. Sistein Tanimi, Biyokimyasal Yapisi ve Tarihi

Insan hayati i¢in hayati 6neme sahip olan proteinlerin, vitaminlerin ve bazi
biyomolekiillerin ana bilesenlerinden olan kiikiirt; basta insanlar olmak tizere bitksel
ve hayvansal organizmalarda bulunan ve bu organizamalarin metobolizmalarinda
kritik éneme sahip olan 6nemli bir elementtir (Y1lmaz, 2019). Insanlar genel olarak
kiikiirt gereksinimini, inorganik kiikiirtii viicutlarinda depolayan bitkilerden veya bu
bitkileri yiyerek kiikiirtleri biinyelerine transfer eden hayvanlarin {iriinlerini tiiketerek
saglamaktadir. Kiikiirt igeren baslica amino asitler metiyonin, homosistein ve en
onemlisi sisteindir (Bin, Huang ve Zhou , 2017). Beslenme yoluyla insan viicuduna
giren kukiirt, kiikiirt iceren amino asitlerin sentezi amaciyla organizmada
kullanilmaktadir. Kiikiirt iceren amino asitler siilfidril (tiyol) grubu igeren proteinlerin
yapisinda, metabolizma reaksiyonlarinda ve bagisiklik sisteminde ¢cok 6nemli bir rol
oynamaktadirlar. Bu amino asitler arasinda metiyonin, sistein, homosistein ve taurin

bulunur.

Sistein C3H7NO, kimyasal formiile sahip, 121.16 g.mol™! molekiiler agirliginda
olup dogada genel olarak L ve D izomeri yapisinda bulunan, insan viicudu tarafindan
sentezlenebilir olmasindan dolay1 yar1 esansiyel olarak gruplandirilan, 20 amino
asitten biridir (Sekil 1.2). Sistein, asetik asit ve amonyak gibi c¢oziiciilerde
coziinebilirken eter, aseton, benzen gibi ¢oziiciilerde ¢ézlinemeyen bir aminoasittir.
Sistein genel olarak renksiz ve kristal bir yapiya sahiptir. Sistein siilfidril fonksiyonel
bilesiklerinden olan thiol gruplari igeren bir aminoasit olup polar ve yiiksiiz bir yapiya
sahiptir. Disiilfit baglarinin olusmasi, ¢ogu proteinin ii¢ boyutlu yapilarinin
olusmasinda kritik 6neme sahip olup; bu baglar iki sistein arasindaki thiol gruplarinin

okside olmasiyla miimkiin olabilmektedir (Ismail vd., 2014).

O

HS OH
NH.,

Sekil 1.2. L-Sisteinin Kimyasal Yapisi
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Ik sistein izolasyonu 1810 yilinda bobrekten gerceklestirilmistir.1899 yilmna
gelindiginde ise sistein hayvan boynuzundan elde edilerek bir proteinin
yapitaglarindan biri oldugu ortaya ¢ikartilmistir (Ruzanna, 2007). Daha sonraki
yillarda da boynuz, tiiy, kil, penge gibi hayvan organlarinin yiiksek oranda sistein
aminoasidi igerdigi tespit edilmistir. Sadece hayvansal kaynaklarda degil sebze ve
meyvelerin de yapisinda dogal olarak sistein bulundugu tespit edilmistir. Ancak
hayvansal kaynaklarda, bitkisel kaynakli proteinlere kiyasla daha yiiksek oranlarda
sistein yer almaktadir. Sistein igerigi bakimindan bugday, sert kabuklu yemisler,
brokoli, sarimsak, sogan ve kegiboynuzu oldukca zengin bitkisel kaynaklardir. Insan
metabolizmasinda anahtar roller {istlenen sisteinin viicudumuza temini diyet yoluyla;
yemiglerden, et iiriinlerinden, tahillardan, bazi meyve ve sebzelerden veya takviye

edici gidalardan gergeklesmektedir (Simsek, 2019).

Sistein biyolojik ve ticari olarak dnemli bir amino asittir. Biyolojik olarak insan,
hayvan ve bitkilerin metabolizmasinda kritik gorevlere sahiptir. Sistein siilfiir iceren
antioksidanlar, vitaminler gibi bilesiklerin biyosentezi, agir metallerin detoksifikasyon
redoks dongilisii, protein katlanarak {ic boyutlu yapisini olusturmasi ve stabilitesi,
ikincil metabolitlerin olusumu gibi reaksiyonlarin gerceklesmesini saglamaktadir
(Ismail, 2014). Ayrica sistein metiyonin, tiyamin, biotin, koenzim ve kofaktorler gibi
siilfiir iceren bilesiklerin biyosentezinde ve Demir/Kiikiirt arasindaki dengenin

saglanmasinda goérev almaktadir (Arslan, 2016).

Sistein aminoasitinin en biiyiik 6zelliklerinden biri yapisinda bulunan tiyol
gruplar1 redoks reaksiyonlarina sebep olmaktadir. Tiyol guruplar arasindaki redoks
reaksiyonlart sonucunda iki sistein aminoasidi birbirlerine disiilfit bag1 baglanarak
sistinin ortaya ¢ikmasini saglarlar. Sisteinin yapisinda bulunan bu disiilfit baglar
cesitli proteinler meydana olugmasinda, proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarinin
olugmasinda, baska aminoasit ve proteinlerle etkilesiminde ve kararli bir yap:
saglamasinda da 6nemli bir role sahiptir (Wirtz ve Droux, 2005). Metabolizmadaki
coklu rolleri ve ¢esitli endiistriyel alanlardaki sayisiz uygulamadan dolay1 sistein

endiistrinin yliksek talep gosterdigi bir aminoasittir.
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1.3.1.2. Sistein Kullanim Alanlari ve Pazar:

Sistein basta gida ve ila¢ endiistrisinde olmak iizere tarim, hayvancilik ve
kozmetik gibi endiistrilerde kullanilan ticari agidan olduk¢a 6nemli bir aminoasittir
(Wada ve Takagi, 2006). Sistein insan metobolizmasindaki etkileri nedeni ile ilag
endiistrisinde ¢ok farkli uygulama alanlarinda kullanilmaktadir. Emilim sendromu
bozuklugu olan ve glutahiane eksikligi bulunan bireylerde, genetik ve kronik obstriiktif
akciger hastalig1 olanlarda sistein, bu metobolik hastaliklarin giderilmesi amaciyla
siklikla kullanilmaktadir (Simsek, 2019). Ayrica sistein agiz i¢i iltihaplari, baz1 kanser
tiirleri ve HIV gibi viral hastaliklarin tedavi edilmesinde kullanilmaktadir (Ismail vd.,
2014). Premature bebekler, cocuklar ve yaslilar gibi biinyelerinde sistein sentezi
yetersizligi goriilen kisilerde takviye edici olarak kullanilmaktadir. Tiim bunlarin yani
sira parasetamol ve asetominofen zehirlenmesine karsi panzehir olarak da siklikla

kullanilmaktadir (Nur, Yumi ve Jamal, 2014).

Sistein gida endiistrisinde de olduk¢a yaygin kullanilan bir gida katki maddesi
olup; L-sistein (E910), L-sistein hidrokloriir (E920) ve L-sistein hidrokloriir monohidrat
(E921) formlarinda gidalarda kullanilmaktadir. Sisteinin gidalarda sektoriinde en
yaygin kullanildig: iiriinler unlu mamiiller ve bitkisel proteinlerden elde edilen et
benzeri tirlinleridir. Sistein riboz sekeri ile reaksiyona girerek olusturdugu bilesiklerle
et aromasi olusturdugu ve mevcut et aromasinit giiclendirdigi belirtilmektedir
(Renneberg vd., 2016). Sisteinin unlu mamiillerde kullaniminin temel amaci ise
hamurun islenmesini kolaylagtirmak, elastikiyetini arttirmak ve hamurun kabarmasini
gelistirmektir. Hamur tiretimi sirasinda harca katilan sistein, hamur olusumu sirasinda
oksijen ile etkilesime ge¢ip molekiil i¢i ve molekiiller arasi disiilfit bag olusumu
tetikleyerek gluten aginin olusumuna ve stabilitesine yardimci olur (Ertugay, 1982).
Bu durum hamurun reolojik 6zelliklerini etkilemekte, iiretilen unlu mamdiliin kalitesini
arttirmaktadir. Hamuru yumusatmak ve boylece daha esnek ve genisletilebilir hamur
gelistirmeye, isleme siiresini azaltmaya yardimci olmasi sisteinin pizza, baklava ve
yufka gibi diren¢li hamurlara ihtiyag duyulan alanlarda siklikla kullanilmaktadir.
(Majzoobi vd., 2011). Tiim bunlarin yani sira sistein enzimatik esmerlesmeleri 6nlemek
amaci ile tiikketime hazir olarak dogranmis ve yikanmis olarak satilan meyve ve

sebzelerde proses yardimci malzemesi olarak kullanilmaktadir (Simsek, 2019).

Sisteinin kullanildig: bir diger 6nemli endiistriyel alan ise kozmetik sektoriidiir.

Sistein antioksidan 6zelligi ile yaslanmay1 geciktirme ve cildi glinesin ultraviyole 1ginlarin
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etkilerine koruma amac1 kozmatik tiriinlerinde siklikla tercih edilmektedir (Nur, Yumi ve
Jamal, 2014). Ayrica sistein kalict perma uygulamalarinda sagin igeriginde bulunan
keratindeki disiilfit baglarii kirmak i¢in thioglycolic asit substrati olarak kuafor
triinlerinde kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira sistein, sag, tirnak ve cilt bakim
iriinlerinde destekleyici olarak ve cilt beyazlatici ajan olarakta kullanilmaktadir

(Renneberg vd., 2016).

Sistein hayvanlarin ihtiyag duydugu kiikiirt ihtiyacim1 karsilamak amaci ile
hayvan yemi endiistrisinde de yogun olarak kullanilmaktadir. Hayvanlarin gelisim
metobolizmasinda birgok kritik role sahip olan sistein, siilfiir iceren aminoasitler,
antioksidanlar, vitaminler gibi bilesiklerin biyosentezi ve ikincil metabolitlerin
olusumu gibi reaksiyonlarin tetiklemek; bu sayede biiylimelerini hizlandirmak
amactyla kullanilmaktadir. Ozellikle tily, yiin ve deri gibi ticari degere sahip hayvansal
iriinlerin yapisinda yiiksek oranda sistein bulunmasi sisteinin hayvan yemleri
araciligiyla hayvan metobolizmasina dahil edilip ilgili hayvansal {irlinlerin verimini ve
kalitesini arttirmak ic¢in kullanimini tetiklemektedir (Yin vd., 2015). Ayrica sistein
ruminant hayvanlarda nitrat zehirlenmesini Onleyici olarak da hayvan yemlerinde

kullanilabilmektedir (Ismail vd., 2014).

Kiiresel sistein tiretimi 2014 yilinda 8.3 bin ton civarindayken 2019 yilina
gelindiginde bu rakam 12 bin tona ulagsmistir. Bu iiretimin %12’si biyolojik prosesler
ile iretilirken, %1 kadar1 kimyasal sentezle ve %87 kadar1 ise protein hidrolizi
yontemleri ile gerceklestigi goriilmektedir. Sisteinin pazar biiyiikliigii ise 2018 yili
itibari ile 410 milyon ABD dolar1 olup 2025 yilina gelindiginde yillik ortalama %38.3
bliylime ile 410 milyon ABD dolarina ulasmasi 6n goriilmektedir. Kiiresel pazarda
Almanya, Cin ve Japonyanin iiretimi iistlendigi gézlemlenirlen pazardaki en etkili
sirketler Wacker (Almanya), Nippon Rika (Japonya), Ajinomoto(Japonya), Shine Star
(Hubei) Biological Engineering (Hindistan) ve Donboo Amino Acid( Cin)’dir
(Marketwatch, 2020).

1.3.1.3.  Sistein Uretim Yontemleri

Diinyada artan sistein talebi sisteinin endiistriyel dl¢ekce yenilik¢i, verimli ve
ekonomik iiretim yontemleri ile {iretimi ihtiyacin1 dogurmustur. Sistein endiistriyel
olarak ilk zamanlarda keratince zengin kaynaklardan hidrolize edilip ekstrasyon ile

elde edilmekteydi. Giiniimiizde ise endiistriyel diizeyde sistein iiretimi keratin hidrolizi
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ve ekstrasyonu, enzimatik biyodoniisiim ve mikrobiyal biyoproses olmak {izere li¢

temek yontem ile gerceklestirilmektedir (Ismail vd., 2014).

Keratin hidrolizi yonteminde; hayvan ve insandan alinan tily, sag, kil ve
toynaklar gibi keratince zengin kaynaklardan hidroklorik asit yardimiyla geleneksel
protein hidrolizati elde edip, daha sonra bu hidrolizattan ekstrasyon yontemiyle sistein
izole edilmektedir. Tily, sag, kil ve toynaklar gibi malzemelerin kolay ve ekonomik
olarak temin edilebilmesinden dolay1 Cin ve cevresindeki asya iilkelerinde sistein
iiretimi i¢in en ¢ok tercih edilen yontem keratin hidrolizidir (Renneberg vd., 2016).
Keratin hidrolizi sistein liretmenin en kolay yolu olmasina ragmen, diisiik verim, hos
olmayan bir koku ve atik aritma problemi gibi birgok dezavantaja sahiptir (Takagi ve
Ohtsu, 2017). Bu ekstrasyon yontemi i¢in yiiksek miktarlarda aktif komiir ve konsantre
hidroklorik asit ihtiya¢ duyulmaktadir. Hidrolizi yontemi ile 10 kg sactan ancak 1 kg
keratin elde edilebilmekte olup bu proses icin ise 27 kg yliksek konsantrasyonda
hidroklorik asite ihtiya¢ duyulmaktadir. Buna ragmen keratin igerisinde yer alan
sisteinin ancak %60°1 geri kazanilabilmektedir (Haas vd., 2009). Son yillarda deli dana
hastalig1 (BSE), siddetli akut solunum yolu sendromu (SARS) ve kus gribi gibi hayvan
kaynakli viriislerin artisi; insan ve hayvan kokenli kaynaklardan elde edilen sisteinin
vejeteryanler, helal gida ve koser iirlinleri tecih eden tiiketicilerin bu yontemle elde edilen
sisteinli gidalardan uzak durmasi; sistein lretiminde farkli iiretim yollarina yonelimi

arttirmistir (Simsek, 2019)
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Sekil 1.3. Enzimatik Doniisiim Yontemi ile Sistein Sentezi (Takagi ve Ohtsu, 2017)

Ajinomoto Co. firmasi tarafindan gelistirilmis olan enzimatik doniisiim yontemi
sistein liretimi Japonya’da uzun yillardir tercih edilmektedir (Wada ve Takagi, 2006).
Enzimatik biyolojik doniisiim yonteminde sistein, hammadde olarak kullanilan
sentetik DL-2-amino-A2-thiazoline-4-carboxylic (DL-ATC) asidin Pseudomonas

thiazolinophilum susunun bulundugu biyoproses ortaminda enzimatik olarak hidrolizi
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sonucu elde edilmektedir (Sekil 1.3). Bu enzimatik doniisiimde L-NCC
amidohydrolase, L- ATC hydrolase and S-carbamoyl-L-cysteine hydrolase enzimleri
olmak iizere ii¢ enzim yer almaktadir (Ohmachi vd., 2002). Ug asamada gerceklesen
biyodoniisiim isleminin ilk asamasinda D-ATC'min L-ATC'ye doniistiiriilmektedir.
Ikinci asamada L-ATC halka agilma reaksiyonu ile L-ATC'nin N-karbamil-L-sisteine
(L-NCC)’ye donistiiriilmekte; son asamada ise bu L-NCChin L-sisteine
dontistiiriilmesi ile proses son bulmaktadir (Takagi ve Ohtsu, 2017). Enzimatik
biyodoniisiim yontemi ile kolaylikla ayirilip saflastirilabilen yiiksek saflikta sistein
iiretilebilmektedir. Bu proses ¢evre dostu, diisiik enerji gereksinimi duyan ve yiiksek
verimlerde ¢aligabilir olmasina ragmen hammadde maliyetinin ¢ok yiiksek olmasi bu
yontemin endiistriyel iiretimde daha az tercih edilmesine neden olmaktadir (Ivanov

vd., 2013).

Bilim diinyasindaki gelismeler ile; sisteinin mikrobiyal proses yoOntemi
kullanilarak endiistriyel olarak tiretimi tercih edilir bir teknoloji konumuna gelmistir.
Mikrobiyal iiretim yonteminde, mikroorganizmalarin uygun besiyerinde ve proses
sartlarinda  inkiibasyonu neticesinde sistein {iretimi  gerceklestirilmektedir
(Leuchtenberger vd., 2005). Mikrobiyal proses yontemi ile sabit kosullarda hedeflenen
saflikta ve kalitede; cevre dostu yontemler ile sistein iiretimi miimkiindiir. Giintimiizde
sistein pazarmin en biiylik aktorlerinden birisi olan Wacker Fine Chemicals isimli
Alman kimya firmas: gelistirdikleri rekombinant mikroorganizmalar ile mikrobiyal

biyoproses yontemi ile sistein iiretimi gergeklestirmektedir (Haas vd., 2009).

Endiistriyel boyutta mikrobiyal biyoproses yontemi ile sistein liretimi, ticari
boyutta fermantasyon tanklar1 igerisinde, optimize edilmis proses kosullarinda
mikroorganizmalarin ¢ogalmasi ile gerceklesmektedir. Sistein iiretme yetenegine
sahip mikroorganizmalara Escherichia coli, Corynebacterium  glutamicum,
Pseudomonas putida, Saccharomyces cerevisiae, Bacillus sphaericus ve Streptomyces
sp. verilebilir (Hashim, 2014). Ancak; ilgili suslar metobolizmalar1 geregi ortamdaki
sistein konsantrasyonu artinca liretimlerini durduracaklari i¢in daha yiiksek verimler
elde edilebilmesi adina bu organizmalarin genetik olarak modifiye edilerek inhibasyon
metobolizmalarinin ~ diizenlenmesine  gereksinim  duyulmaktadir.  Ayrica
mikroorganizmalarin gerek gelisebilmeleri gerekse sistein sentezleyebilmeleri i¢in
karbonhidrat, azot, su, vitamin ve mineral gibi bilesenleri iceren besi ortamina ihtiyag

vardir. Yiiksek verimde sistein iiretiminin saglanacagl besiyeri igerigi ticari
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kimyasallarla labaratuar Olgeginde belirlendikten sonra, bu igerige benzer sartlari
saglayacak diisiik maliyetli gida endiistrisi atiklar1 endiistriyel Olgekli {iretimlerde

hammadde olarak kullanilabilmektedir (Takagi ve Ohtsu., 2017).

Biyoreaktorler igerisinde belirlenen mikroorganizma ve besiyeri ortaminda,
optimum proses sartlar1 ile fermentasyonu sonrasinda elde edilen sisteinin ayirma
saflastirma yontemleri ile izolasyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir. Mikrobiyal proses
yontemi ile sistein {iretim maliyetinin biliylik bir kismini olusturan ayirma ve
saflagtirma siirecinde sirasi ile hiicre parcalama, santrifiij, filtrasyon, iyon degistirici
recine ile absorsiyon, kristalizasyon ve ¢oktiirme asamalar1 uygulanmaktadir (Boehm,
2008). Her ne kadar iiretici mikroroganizmanin genetik olarak diizenlenmesinde, ideal
proses kosullarinin ve besiyer igeriginin belirlenmesinde detatli molekiiler
aragtirmalara ihtiya¢ duyulsada; biyolojik proses yontemi ile %90’lara varan
verimlilikte sistein {retilebilmesi, hammadde maliyetlerinin diisiikk olmasi, son
tiriindeki istenmeyen kontaminasyonlarin engellenebilmesi ve — %98.5 varan
safliklarda sistein liretiminin saglanabilmesi bu yontemi diger iki yonteme oranla daha

avantajli hale getirmektedir (Renneberg vd., 2016).
1.3.1.4. Literatiirde Sistein Uretimi Ile ilgili Yapilan Calismalar

Literatiire bakildig1 zaman mikrobiyal prosesler ile sistein liretimine yonelik
sinirli sayida calisma karsimiza ¢ikmaktadir. ilk olarak Dhillon vd. (1986), topraktan
izole ettikleri Bacillus sphaericus ile fermantasyon ortaminda 3-Chloro-L-alaninin
sisteine enzimatik doniisiimii ile 7 g/L sistein elde etmislerdir. Takagi vd., (1999),
Arabidopsis thaliana’dan izole ettikleri Serine Acetyltransferase liretiminden sorumlu
geni klonlama yontemi ile E. Coli’ye aktararak 1.7 g/L sistein sentezi saglamiglardir.
Daha sonra ise Wada vd., (2002), Corynebacterium glutamicum’un cysteine
desulthydrase’den sorumlu geninde mutasyan saglayarak; Corynebacterium

glutamicum’un sistein liretimini ikiye katliyarak 290 mg/L sistein elde etmislerdir.

Ali vd., (2011), sistein iiretimini gelistirmek {iizerine yaptiklar1 caligmada
toprak, su, bal, siit ve atik su Orneklerinden izole ettikleri izolatlarin inkiibasyonu
sonucu Streptomyces sp. tiirli mikroorganizmanin 8.76 g/L sistein iiretimi sagladigini
bildirmislerdir. Shakoori vd., (2012), atik su, taze siit, bal, yogurt and toprak
orneklerinden elde ettikleri 65 izolatin farkli kosullarinda inkiibasyonu sonuncunda
farkli Bacillus ve E. coli tiirlerinde 9.7-13.2 g/L araliginda sistein tiretimi sagladiginm
bildirmislerdir. Takumi vd., (2017), Pantoea ananatis kullanarak glikoz ve tiyosiilfat
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igeren besi ortaminda yaptigl inkiibasyon sonunda 2.2g/L sistein elde etmislerdir.
Simsek (2019) ise Hatay ve Antakya illerinden elde ettigi peynir, atik su, aga¢ kabugu,
yaprak, pul kirmizi biber, zeytinyagi, toprak, salca, zeytin, ¢ig siit, bal ve yogurt olmak
tizere 28 farkli kaynaktan izole ettigi 224 adet bakteri susunun sistein {iretme
potansiyelini incelemis olup; Bacillus pumilus’un 0,096 g/L ile en yiiksek sistein

tireten mikroorganizma oldugunu bildirmistir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2. Mikrobiyal Sistein Uretimi Konusunda Yapilmis Bazi Calismalar

) ) Uretim Yaptig1
No Mikroorganizma o Kaynak
Sistein Miktar1 (g/L)

1 Bacillus sphaericus 7 (Dhillon vd.,1986)
2 Escherichia coli IM109 1.7 (Takagi vd., 1999)
3 Corynebacterium Glutamicum 0,29 (Wada vd., 2002)
4 Streptomyces sp. 8.76 (Alivd., 2011)

5 Bacillus sp. 10,07 (Shakoori vd., 2012)
6 Bacillus anthracis 13.28 (Shakoori vd., 2012)
7 Bacillus cereus 11.4 (Shakoori vd., 2012)
8 Escherichia coli H 10,4 (Shakoori vd., 2012)
9 Escherichia coli M2 9.7 (Shakoori vd., 2012)
10 Pantoea ananatis 2.2 (Takumi vd., 2017)
11 Bacillus pumilus 0,096 (Simsek, 2019)

1.3.2. Glutamik Asit
1.3.2.1. Glutamik Asitin Tanimi, Biyokimyasal Yapisi ve Tarihi

Glutamik asit, insanlar, hayvanlar ve bitkiler gibi kompleks organizmalarda
bolca bulunan ancak insanlar i¢in esansiyel olmayan asidik bir aminoasittir. Dogada
en ¢ok bulunan amino asit olan glutamik asit 6zellikle et ve siit {iriinleri, mantar ve
tahil gibi proteince zengin gidalarda dogal olarak bulunan bir aminoasittir (Ding,
2012). Ayn1 zamanda bazi bitkilerde bulunan glutamik asit, viicudumuzda da glutamik

asitin sodyum tuzu olan glutamat (L- Glutamat, L-glutamik asit veya monosodyum
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glutamat olarakta adlandirilmakta) formunda bulunup, insan metobolizmasinda bir¢ok

hayati gorev listlenmektedir (Barut, 2015).

Viicudumuzun doku ve organlarinda bolca stoklanan glutamat; ayn1 zamanda
protein sentezi metobolizmasinda da kritik gorevler listlenmektedir (Young ve Ajami,
2000). Metobolizmada piirinlerin, nikotinamid adenin diniikleotidin, flavin adenin
diniikleotidin, glutatyon ve ¢esitli temel bilesiklerin sentezine gérev almakla beraber,
enerji ve nitrojen metabolizmasinin diizenlenmesinde hayati 6neme sahiptir. Ayrica
metobolizmadaki baslica enerji kaynaklarindan biri olan glutamat ancak tiamin,
riboflavin, niasin, vitamin B6, pantotenat, lipoat, ubikinon, demir ve magnezyumun
varliginda tamamen okside olabilmektedir (Kohlmeier, 2003). Tiim bunlarin yani sira
beyin fonksiyonlari i¢in elzem olan glutamik asit kuvvetli bir ndrotransmitter madde
olma 6zelligi tasimakta ve sinapslar arasi iletisimin hizlandirilmasinda anahtar gérev

tistlenmektedir (Duran, 2017).

Esansiyel olmayan bir aminoasit olan glutamik asit (Glu), diger aminoasitlerin
sentezi i¢in amino grubu saglayicisidir. Molekiiler formiiliic CsHsNNaOs Glutamik
asitin molekiil agirligi 169,112 g/mol olup, %9,5 oraninda nitrojen i¢ermektedir
(Freeman, 2006). Kokusuz beyaz veya beyazimsi kristal toz formda bulunan glutamik
asidin ¢Oziiniirliik katsayist (pKa) 9,67 ve izoelektirik noktas1 (pl) 3,22°dir (Fleck ve
Petrosyan, 2014). Viicutta 5,5-8 pH araliginda, L-formunda aktivite gdsteren glutamik
asit (Sekil 1.4) D-formunun ise herhangi bir aktivite gdstermemektedir. Bunun yam
sira 1s1ya kars1 oldukca hassas bir yapiya sahiptir ve 1s1tya maruz kaldiginda hemen bir

mol su kaybederek laktan formunu doniismektedir (Rogers ve Blundell, 1990).

O O

HO OH
NH>

Sekil 1.4. L-Glutamik Asitin Kimyasal Yapisi

Glutamik asitin sodyum tuzu formunda olan monosodyum glutamat (MSG)
(E621) gida endiistrisinde lezzet arttirici olarak kullanilan katki maddelerinin basinda
gelmektedir. Tarihte ilk olarak yiiksek glutamik asit icerikli yosunlarin geleneksel ¢in

mutfaginda kullanimi ile karsimiza ¢ikan monosodyum glutamat; 1866 yilina
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gelindiginda Alman kimyaci Ritthausen tarafindan laboratuvarda saf bir kimyasal
olarak elde edilmistir (Niijima, 1980). 1907-1908 yillarinda ise Japon Kikunae Ikeda,
kombu yosundaki (Laminariaceae) farkli lezzet algisindan yola ¢ikarak, yosuna bu
lezzet algisini veren glutamik asit igerigini saflastirmay1 basarmistir (Duran, 2017).
Sonrasinda lkeda, saflastirdigZi bu tuzun umami tadim1 ortaya c¢ikardigini
kanitlayabilmek amaciyla kalsiyum, potasyum, amonyum ve magnezyum glutamat
gibi ¢ok sayida glutamat tuzunun tat 6zelliklerini kiyaslamis ve minerallerden farkli
olarak umami tadi ortaya ¢ikardigini1 kanitlamistir. Yapmis oldugu bu kesifin ismini
monosodyum glutamat koyan Ikeda; ayni zamanda kendi buldugu monosodyum

glutamat ekstrasyon yonteminin de patentini almistir (Soysever, 2018).

1960 yillarda yogun olarak endiistride kullanilmaya baslanan glutamik asit, ilk
zamanlarda Ikeda tarafindan ortaya konan bitkisel ekstrasyon yontemi ile iiretilirken,
giiniimiizde kimyasal sentezle ve mikrobiyal proseslerlede iiretilebilmektedir. Ancak
gida ve diger endiistrilerden artan talebinin karsilayabilmesi i¢in ekonomik, islevsel
ve standart iiriin iretimine imkan taniyan mikrobiyal proses yontemi endiistride en ¢ok

tercih edilen liretim yontemi konumuna gelmistir (Ault, 2004).
1.3.2.2. Glutamik Asitin Kullanim Alanlari ve Pazart

Glutamik asit basta gida sektorii olmak tlizere kozmetik sanayinde, medikal
endistrisinde, su aritma islemlerinde ve tarimsal {riinlerde yogun olarak
kullanilmaktadir. Glutamik asit tip ve saglik sektoriinde ¢esitli fonksiyonlarindan
faydalanilan bir aminoasittir. Kalsiyum ile proteinlerin etkilesim metobolizmasinda rol
alan glutamik asit; osteoporos hastalarinda kalsiyum emiliminin arttirmasi igin
kullanilmaktadir (Rizzoli, Bonjour ve Ferrari, 2001). Ayrica biyouyumlu tasiyicilik
ozelligiyle kanser ilaclarin hedef organlara tasinmasinda da glutamik asit etkin rol
oynamaktadir (Tozkoparan ve Aytag, 2007). Kozmetik alaninda ise 6zellikle krem ve
sampuanlarda; cilt kirisikliklariin 6nlenmesi ve giderilmesi, saclara dolgunluk ve
form verilmesi, kisisel bakim ve cilt bakim iriinlerinin etkinliginin arttirilmasi igin
kullanilmaktadir. Ayrica kozmetik endiistrisinde dogal bir nemlendirici olarak yogun
olarak kullanilan Pirolidon karboksilik asit (PCA) glutamik asitten sentezlenmektedir
(Specialchem, 2020). Su aritma ve 1slahinda ise radyoniiklid gruplarin ve agir
metallerin izole edilmesinde kullanilmaktadir. Tiim bunlarin 6tesinde glutamik asit
bitki gilibrelerinde verimi arttirict inhibitor olarak; hayvansal yemlerde ise emilim

metobolizmasint diizenleyerek kemik gelisimini ve yumurta kabugu sertligini
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arttirmak, viicuttaki enerjiyi de proteine cevirerek yag depolanimini azaltmada

kullanilmaktadir (Chemicalceo, 2015).

Gida sanayinde glutamik asit her ne kadar gidalarin duyusal karakteristiklerini
arttirmak amaciyla kullanildigi bilinse de; ayni zamanda sivi gidalarda ve unlu
mamiilllerde kivam arttirici olarak da yogun olarak kullanilmaktadir. Diinyada en ¢ok
bilinen ve kullanilan lezzet arttiric1 olan glutamik asit, dil iizerindeki tat almadan
sorumlu sinirleri uyararak gidanin lezzetini gliglendirerek daha ¢ok ve sik yeme istegi
dogurmaktadir. EFSA tarafindan E621 olarak kodlanmis olan glutamik asit; sos, ¢orba,
cips, atistirmaliklar, dondurulmus gidalar, islenmis et {riinleri, marine edilmis et,
vejeteryan burger gibi gidalarda umami tadi ortaya ¢ikarmak igin lezzet arttirici olarak

siklikla kullanilmaktadir (Bojani¢ vd., 2009).

Kiiresel glutamik asit tiretiminin 2014 yilinda 2,9 milyon ton dolaylarindayken
2020 yilia gelindiginde bu rakamin 4 milyon tonun iizerine ¢iktig1 goriilmektedir.
Glutamik asit pazar buyiikligii ise 2020 yili itibari ile 15,5 milyar ABD dolarinin
yakalamis olup yillik olarak yaklasik 7,5 biiylime gostermektedir (Glutamic Acid
Market Research Report, 2020). Glutamik asit tiretimi ucuz ve kolay hammadde temini,
ucuz iscilik maliyetiyle gibi avantajlardan dolay1 asya iilkelerinde yogunlagmis olup;
toplam glutamik asit tiretiminin %96’s1 Cin, Vietnam, Endonezya, Tayvan, Tayland
vb asya lilkelerinde gergeklestirilmektedir. Kiiresel glutamik asit pazari temelde belirli
biiyiik sirketlerinlerin etkisinde olup bu sirketler Ajinomoto Co (Japonya-Cin), Kyowa
Hakko Bio Co (Japonya-Cin), Evonik Co (Almanya), Hebei Huayang Biological
Technology Co (Cin), Global Bio-chem Technology Group Company (Honkong-Cin),
Acerblend Ingredients Co. (Cin), Emeishan City Dragon Biological Technology Co.
(Cin) ve Suzhou Organic Bio-Tech Co. (Cin)’dur (Gminsights, 2020).

1.3.2.3. Glutamik Asit Uretim Yontemleri

Saf glutamik asitin endiistride kullanilabilmesi i¢in bazi 6n islemlere tabi tutulmasi
gerekmektedir. Kristal yapidaki saf glutamik asiti endiistride kullanilan monosodyum
glutamat tuzuna c¢evimek i¢in oncelikle igerisine %10-20 oraninda sodyum tuzu tuz
eklenip su i¢inde ¢oziindiiriiliir ve sodyum hidroksit ilave edilir, ardindan da aktif
karbondan gegcirilip renksizlestirilerek vakum altinda konsantre edilir ve satisa hazir
hale getirilir. Endiistriyel olarak kristal saf glutamik asit iretimi ise protein
hidrolizatlarinin ekstrasyonu yontemi, kimyasal sentez yontemi ve mikrobiyal proses
yontemi olmak iizere 3 temel metot ile yapilmaktadir (Soysever, 2018).
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Glutamik asit 1900’lii yillarin basindan 1965°1i yillarin sonuna kadar protein
hidrolizatlarinin ekstrasyonuyla iiretilmekte olup 1965°1i yillardan sonra mikrobiyal
proses yontemine gegilmistir. Bu yontem glutamik asitce zengin glutenli gidalarin
asitle pargalanip daha sonra serbest kalan glutamik asitlerin ekstraksiyonu prensibine
dayanmaktadir. Islemin ilk asamasinda gluten icerikli hammadde sulu hidroklorik asit
cozeltisi ile pargalanarak protein yapisinin hidrolize ugramasi saglanir. Daha sonra bu
hidrolizatlar diisiik basin¢ altinda yogunlagtirilarak {lizerine tekrar hidroklorik asit
eklenip sogutulmaya birakilir. Bu islem kristalize (S)-glutamik asit hidrokloriiriin
olusarak ¢okelmesini saglar. Kristal haldeki (S)-glutamik asit hidrokloriiriin
filtrelenerek soliisyandan uzaklastirilip ardindan sicak su igerisinde ¢oziindiiriilerek
tizerinde kalan safsizliklardan arinmasi saglanir. Elde edilen son ¢ozeltinin pH’1
glutamik asidin izoelektririk noktas1 olan 3,2’ye ayarlanarak, 25 C° saf kristalize
glutamik asit elde edilmektedir (Barut, 2015). Glutamik {iretiminin bir diger yontemi
ise kimyasal sentezdir (Sekil 1.5). Ikinci Diinya Savasi’ndan sonra kimya bilimindeki
gelismeler ve kesfedilen yeni reaksiyonlar ile glutamik asit kimyasal olarak
sentezlenebilmestir. Kimyasal sentezle glutamik asit iiretimi okso reaksiyonun kesfi
ve bu yolla B-siyano propiyon aldehit sentezi olagan hale gelmistir. Prosesin ilk
asamasinda amonyakli ortamda oksidasyon yoluyla, akrilonitrile ile asetilen ve
propilen reaksiyona sokularak kilit ara {iriinii olan B-siyano propiyon aldehit elde
edilir. Daha sonra Strecker ara reaksiyonu ile B-siyano propiyon aldehit su ile
reaksiyona girerek glutamik asidi olusturmaktadir. Kimyasal sentez ile yiiksek saflikta,
istenilen kalitede triin elde edilebilmesine ragmen; reaksiyon hammaddelerinin
yiiksek maliyetli olmasi bu yontemin endiistriyel liretimden ziyade, giivenilir referans

standartlarin tiretiminde tercih edilmesine neden olmaktadir (Ault, 2004).

H
— - |
N=C—=CH=CH, * C=0 *+ H-H N=C—CH;—CH,—C—C=N
|
Akrilonitril NH,
Strecker Ara Reaksiyonu
Oxo NaOH 2H;0
Reaksiyonu Notralizasyonu
I
|
N=C—CH,—CH,—C—H o e
HO—C—CHy—CH,—C—C—0H + 2NH,
p-siyano propiyon aldehit rlmz
Glutamik Asit

Sekil 1.5. Glutamik Asitin Kimyasal Sentez Yontemi Ile Uretimi (Ault, 2004).
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Giliniimiizde endiistriyel glutamik asit tiretiminin biiyiik bir boliimii mikrobiyal
proses yontemi ile gerceklestirilmektedir. 1950’li yillarin sonunda mikrobiyoloji ve
biyoproses alanindaki gelismeler glutamik asidin fermentasyon yontemi ile ¢ok daha
ekonomik sartlarda iiretilebilecegini ortaya koymustur. Ozellikle Corynebacterium
glutamicum susunun karbonhidrat kaynaklarini kullanarak yiliksek verimlilikte
glutamik asit sentezleyebilmesinin kesfi, biyoproses ile glutamik asit {iretimi i¢in bir
doniim noktas1 olmustur. Glinlimiizde glutamik asidin fermentasyonunda genel olarak
Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium lactofermentum ve Brevibacterium

flavum suslar1 tercih edilmektedir (Sadamli, 2014).

Biyoproses ile glutamik asit sentezi endiistriyel fermentasyon tanklari icerisinde
karbonhidrat, azot, su, vitamin ve mineral kombinasyonundan olusan kiiltiir
ortamlarinda gerceklesmektedir. Ancak kiiltiir ortamindan glutamik asitin izolasyonu
yalnizca sentezlenen glutamik asit miktarma degil, ayn1 zamanda hiicre tarafindan
sentezlenen  glutamik asidin  kiiltiir ~ortamina salinmma da  baghdir.
Mikroorganizmanin biliylime metobolizmasin1 kontrol eden biyotin, hiicre i¢inde
cogalma i¢in yeterli metobolit konsatrasyonu saglandiginda hiicre duvarinin
gecirgenligini azaltip aminoasit sentezini durdurmaktadir. Ancak fermentasyonda
karbonhidrat kaynagi olarak seker kamisi suyu ve pancar melast kullanimi, biyotini
inhibe ederek glutamik asit sentezinin devamini saglamaktadir. Biyoproses metodunun
en biiylik avantaji endiistriyel atik olan seker kamisi suyu ve pancar melast bu
ozellikleri ile glutamik asitte temel besiyeri girdisi olarak kullanarak diger yontemlere
gore biliyiikk maliyet avantaji saglamasidir. Ancak bu yontemin kesikli prosesler ile
uretilebilmesi ve karmasik bir biyoseperasyon asamasina ihtiyag duymasi ise
dezavantajlar1 arasindadir (Ault, 2004.) Glutamik asidin saflastirilmasinda da aym
sisteinde oldugu gibi sirasi ile hiicre parcalama, santrifiij, filtrasyon, iyon degistirici
recine ile absorsiyon, kristalizasyon ve ¢oktiirme asamalar1 uygulanmaktadir. Gerek
yatirim maliyeti olarak gerekse isletim maliyeti olarak ayirma saflagtirma adimlar
toplam tiretim maliyetinin yarisini olusturabilmektedir. (Kumar, Vikramachakravarthi

ve Pal, 2014)
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1.3.2.4. Literatiirde glutamik asit iiretimi ile ilgili yapilan ¢calismalar

Gilinlimiizde endiistriyel glutamik asit iiretiminin biiyiik bir b6liimii mikrobiyal
proses yontemi ile gerceklestirilmekte olup, farkli mikroorganizmalar ile glutamik asit

iiretimine yonelik literatiirdeki ¢alismalar asagidaki gibidir.

Chattopadhyay and Baknerjee (1978), Hindistanda topraktan izole ettikleri
mikroorganizmalar1 farkli proses kosullarinda ve besiyeri igeriklerinde inkiibasyona
birakip, Bacillus cereus tiirii mikroorganizmadan 5,2 g/L glutamik asit elde ettiklerini
bildirmiglerdir. Shakoori vd., (2012), atik su, taze siit, bal, yogurt ve toprak
orneklerinden elde ettikleri 65 izolatin iire ve glikoz bazli besiyeri igeriklerinde ve
farkli proses kosullarinda inkiibasyonu sonuncunda ¢esitli Bacillus ve E. coli
tiirlerinde 9.6-11.1 g/L glutamik asit iiretimi sagladigini bildirmislerdir. Zareian vd.,
(2012), Malezyadan ¢esitli fermente gidadan izole ettigi cesitli laktik asit bakteri
suslarinin  glutamik asit {retim potansiyelini incelemis olup; Lactobacillus
plantarum un 1.032 mmol/L (0,174 g/L) ile en yiiksek en yliksek glutamik asit tiretimi
gosteren mikroorganizma oldugunu bildirmistir. Adeogun vd., (2017), toprak ve
endiistriyel atik su numunlerinden izole ettikleri mikroorganizmalar ile Luria Bertani
Broth igerisinde yaptiklar1 fermentasyon sonucunda Bacillus firmus’tan 0,27 g/L,
Enterobacter cloacae’den 0,52 g/L, Bacillus validus’tan 0,63 g/L. ve Paenibacillus
alvei’den 2,09 g/L glutamik asit elde etiklerini bildirmisleridir. Gul vd., (2012)
pakistandan elde ettikleri toprak numunelerinden izole ettikleri 230 mikroorganizmay1
glikoz bazli besi ortaminda 4 giin siire ile inkiibe etmis ve inkiibasyon sonunda tiirleri
belirlenmis bu mikroorganizmalardan 14 tanesinde 18 g/L ile 30 g/L arasinda yiiksek
glutamik asit tiretimi gézlemlediklerini rapor etmislerdir. Kebede ve Abate (2016) ise,
Etopyadan elde ettikleri toprak numunelerinden izole edilen mikroorganimalar1 farkli
glikoz ve nitrojen kaynaklari i¢eren besiyeri ortaminda 2 giin siire ile inkiibe etmis ve
inkiibasyon sonunda tiirleri belirlenmemis DSSI2, DSSIS ve DSSI7 kodlu izolatlardan
sirast ile 52.18 g/L, 92.53 g/L ve 49.97 g/L glutamik asit elde ettiklerini bildirmislerdir
(Tablo 1.3).
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Tablo 1.3. Mikrobiyal Glutamik Asit Uretimi Konusunda Yapilmis Bazi Calismalar

Glutamik Asit

No Mikroorganizma Miktari (g/L) Kaynak

1 Bacillus cereus 5.2 (Chattopadhyay vd.,1978)
2 Brevibacterium divaricatum 3,97 (Jyothi vd., 2005)

3 Brevibacterium linens 5.6 (Moosavi vd., 2010)

4 Lactobacillus plantarum 0,174 (Zareian vd., 2012)

5 Bacillus sp. 6.1 (Shakoori vd., 2012)

6 Bacillus anthracis 9,6 (Shakoori vd., 2012)

7 Bacillus cereus 11,06 (Shakoori vd., 2012)

8 Escherichia coli H 10,02 (Shakoori vd., 2012)

9 Escherichia coli M2 12,05 (Shakoori vd., 2012)
10 CongabnngZ”m 24 (Ahmed vd., 2013)

11 Bacillus firmus 0,27 (Adeogun vd., 2017)
12 Enterobacter cloacae 0,52 (Adeogun vd., 2017)
13 Bacillus validus 0,63 (Adeogun vd., 2017)
14 Paenibacillus alvei 2,09 (Adeogun vd., 2017)
15  Pseudomonas reptilivora 3 (Shyamkumar vd., 2014)

Jyothi vd., (2005), Brevibacterium divaricatum ile islenmis manyok bitkisi
atigini besiyeri olarak kullanarak yaptigi 30 °C ve pH 7.0 de 48 saatlik inkiibasyon
neticesinde 3,97 g/L glutamik asit iiretimi gozlemlediklerini bildirmislerdir. Moosavi
vd., (2010), Brevibacterium linens ile glikoz ve mineral kaynaklari ile zenginletirilmis
endiistriyel patates atigi hidrolizatin1 besiyeri olarak kullanarak yaptigir 4 giinliik
inkiibasyon sonunda 5.6 g/L glutamik asit liretimi sagladiklarini bildirmislerdir.
Ahmed vd., (2013) ise, Corynebacterium glutamicum ile hurma surubunu glikoz
kaynagi olarak kullanarak proses kosullarini optimize ettikleri inkiibasyon kosullari
neticesinde 24 g/L glutamik asit iiretim kristalize ettiklerini bildirmislerdir. Bunun

yant sira Shyamkumar vd., (2014), Corynebacterium glutamicum yalmz ve
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Pseudomonas reptilivora ile birlikte kullanarak ayni besiyeri igeriklerinde ve proses
sartlarda  gergeklestirdigi  glutamik asit inkiibasyonunda, Corynebacterium
glutamicum yalnmiz yapilan inkiibasyon sonrasinda 13 g/L. glutamik asit iiretimi
gozlemlenirken, Corynebacterium glutamicum ve Pseudomonas reptilivora’nin ortak

kullanilmas1 neticesinde 16 g/L glutamik asit iretimi gézlemlediklerini bildirmislerdir.
1.3.3. Beta Karoten
1.3.3.1. Beta Karotenin Tanimi, Biyokimyasal Yapisi ve Tarihi

Karotenoidler dogal veya sentetetik olarak olusturulan oldukca fazla g¢eside
sahip olan pigment grubu igerisinde yer alan molekiillerdir. Genel olarak yagda
¢oziinebilen bu pigment gurubu organizma fonksiyonlarinda kilit rol oynamasinin yani
sira endiistride de renk ve tad verici olarak yogun olarak kullanilan maddelerdir. Dogal
olarak insan ve hayvanlarda sentezlenmeyip diyet yoluyla alinan bu karotenoidler;
bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilmektedir (Sui, 2013). Dogada
en ¢ok bulunan, bazi sentetik ve dogal yollarla sentezlenen karotenoidlerin basinda [3-
karoten, o—karoten, likopen, liitein, kriptoksantin, zeaksantin, nerosporen, astaksantin
gelmektedir ancak endiistriyel olarak en ¢ok kullanilan karotenoid beta karotendir

(Yilmaz, 2010).

Beta Karoten (B-karoten), C40Hse formiiliinde konjuge ¢ift bag zincirinin sonunda
iki halkaya sahip, 40 karbonlu, sekiz isopren biriminden olusan 536,89 g.mol’!
molekiiler agirliga sahip, hekzanda 0,1 g/L ¢oziiniirlige sahip karotenoid ¢esididir
(Sekil 1.6). Beta Karoten turuncu renkli bir renk pigmenti olup, suda ve etanolde
¢Oziinmeyip endiistriyel kullanimlarinda daha ziyade yagda ¢dozdiriilerek
kullanilmaktadir. Beta karoten bircok sebze ve meyvede bulunan, en Onemli
karotenoidlerden biridir. Kimyasal sentez ile, mikrobiyal prosesler ile ve bitkilerden
ekstraksiyon ile elde edilebilen beta karoten endiistride cogunlukla bitkilerden ekstakte
edilerek iiretilmektedir. Havug, yag palmiyesi, portakal, kayisi, mango, seftali ve biber
gibi gidalar 1y1 bir Beta karoten kaynagi olmakla beraber iiretiminde en ¢ok kullanilan
bitki su yosunlaridir (Barth vd.,1995). Beta karoten dogada cis ve trans geometrik
izomer yapisinda bulunabilmektedir. Beta karoten dogada cis ve trans olmak {izere iki
farkli izomer yapisinda dogada farkli kaynaklarda bulunabilmektedir. Cogu bitkisel
kaynakta tamamen trans formunda bulunan B-karotenin yesil bir alg tiirii olan
Dunaliella salina’da kristal yapida olan ve ¢oziiniirliigli trans formuna gore daha cis
izomer formu da mevcuttur (Britton, Liaaen-Jensen, ve Pfander, 1995).
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Sekil 1.6. Cis-Beta Karotenin Kimyasal Yapisi

Beta karoten ilk olarak 1820 yilinda Wachenroder tarafindan havugtan
ekstrasyon yolu ile elde edilmis ve tanimlanmistir; ardindan yillar 1827 yilim
gosterdiginde ise Guibourt yesil yapraklarda karoten pigmentlerinin var oldugunu
ortaya c¢ikarmig; 1906 yilinda ise Willstaetler tarafindan beta karotenin molekiiler
formiilii bulunmus olup molekiiler yapisinin ¢oziilmesi ancak 1931 yilinda Karrer
tarafindan gergeklestirilmistir. Fakat 1911 yilindan itibaren karotenoid tiirleri
kromatografi yardimiyla ayristirilmaya baslanmistir ve 1943’e gelindiginde diger
karotenoidlerinde kimyasal yapisit spektroskopik davranislari ortaya g¢ikartilmistir

(Hart ve Scott, 1995)

Karotenoid alanindaki bu gelismelerin ardindan Karrer ve ark., (1953) ilk
kimyasal beta karoten sentezini gerceklestirmis ve sonrasinda Inhoffen bu sentezi
endiistriyel liretime uyarliyarak 1954 yilindan itibari ile ticari iiretime baslamistir
(Strain, 1976). Ancak biyoteknolojideki gelismeler yavas yavas beta karoten iiretim
endiistrisini mikrobiyolojik proseslere yoneltmistir. Kimyasal yontemlere oranla daha
ekonomik ve kolay olmasi, bitkisel ekstrasyonla kiyasla da yiiksek verimlilikte kolay
ve hizli kiiltive edilebilmesinden dolayr mikroalgler endiistriyel beta karoten

tiretiminde daha fazla talep gormeye baslamistir (Clinton ve Giovannucci, 1998)

Ilag ve gida sektoriinde yogun olarak kullanilan beta karotenin baslica kullanim
alanlari; tereyagi, margarin, peynirler, aromalandirilmamis eritme peynirleri, sirke,
salamura sebzeler, kahvaltilik tahillar, regeller, joleler, marmelatlar, islenmis et
urlinleri, sekerlemeler, icecekler, alkollii icecekler soslar, tursu ¢esitleri, cerezler ve

unlu mamullerdir (Atli, 2019).
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1.3.3.2. Beta Karotenin Kullanim Alanlari ve Pazart

Endiistride en ¢ok kullanilan karotenoid olan beta karoten; renk verme 6zelligi,
besin degeri ve canli metobolizmalara olan etkileriyle basta gida sektdrii olmak tizere
ilag sanayinde, kozmetik sanayinde ve hayvan yemi endiistrisinde yogun olarak
kullanilmaktadir. Kozmetik sanayinde, Dunaliella gibi alg tiirii kaynaklardan veya
palm gibi bitkisel kaynaklardan elde edilen B-karoten; UV 1siklarinin ve oksidasyonun
cilde verdigi hasarlar1 engelleme Ozelligi ile anti-aging kremlerde, cilt bakim
iirlinlerinde, fond6tenlerde ve giines kremlerinde kullanilmaktadir. Beta karoten gerek
bliyiilk ve kiiciik bas hayvancilik gerek kiimes hayvanciligr gerekse Kkiiltiir
balik¢iliginda vitamin destegi ve pigmantasyon saglamak amaciyla yem katkisi olarak
kullanilmaktadir. Biiyiik ve kii¢lik bas hayvancilikta vitamin katkisi ve stresi azaltarak
gastrik iilserlerinin 6nlemek amaciyla yemlere B-karoten ilavesi yapilmaktadir. Ayrica
kiimes hayvanlarinin et ve yumurta renginin diizenlenmesi amaciyla da beta karoten
yem katkist olarak tercih edilmektedir (Lee vd., 2010). Buna ek olarak balik yemi
sanayinde de saf beta karoten veya beta karoten icerikli katkilar kiiltiir balikgiliginda

renklendirme amaciyla kullanilmaktadir (Harpaz vd. 1998).

B-karoten saglik sektoriinde timus, lenf bezleri ve dalak gibi lenfoid organlarda
bulunan hiicrelerin korunmasinda kullanilmaktadir. Kuvvetli bir antikoksidan olan
beta karotenin Ozellikle anti kanserojen ozelliginden faydalanilmaktadir. Beta
karotenin akciger kanseri, karaciger kanseri, mide kanseri, meme kanseri, prostat
kanseri ve cilt kanserine kars1 Onleyici ve tedavi edici etkileriyle ilag sektdriinde
kullanilmaktadir. Beslenme diyetlerinde B-karoten ve diger karotenoidleri yeterli
diizeylerde alan bireylerin kansere yakalanma olasiklarinin daha diisiik oldugu ve B-
karotenin baslangi¢ asamasindaki kanser hastalarinda tedavi edici bir etkisi bulundugu
bildirilmistir (Temple ve Basu, 1988). Oksidatif stresi azaltan beta karoten
kardiyovaskiiler, romatizmal, oto-immiin ve norolojik bir¢ok hastaligin tedavisinde
etkili olmaktadir (Maccarrone ve Ulrich, 2004). G6z saglhiginda da oldukga etkili olan
beta karoten yaslilikta korliige neden olan yasa bagli makular dejenerasyonun (AMD)
onlenmesinde ve porfirisi hastalarinda UV’ye kars1 toleransi arttirmak amaciyla
kullanilmaktadir (Erzi, 2019). B-karoten, antioksidan oOzellikleri ve provitamin-A
aktiviteleri sebebiyle; gida takviyesi ve renklendiricileri olarak da kullanilmaktadirlar
(Bloukas vd., 1999). Beslenme diyetlerine ve bebek mamalarinda A vitamini kaynagi

olarak ilave edilmektedir. Ayrica vitamin destegi iceceklerde de hem boyar madde
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olarak hemde vitamin kaynagi olarak kullanilmaktadir. Gida alaninda gidalarin
renklendirilmesi i¢in bir ¢ok alanda kullanilan beta karotenin en ¢ok kullanildig: gida
maddeleri ise; tereyagi (yagi azaltilmis ve konsantre tereyaglari dahil), margarin,
minarin ve diger yag emiilsiyonlari, turuncu, sari ve krem renkli olgunlastiriimig
peynirler, aromalandirilmamis eritme peynirleri, sirke, tuzlu su (salamura) ve yagda
sebzeler, kahvaltilik tahillar, regeller, joleler, marmelatlar, meyve preparatlari, sosis,
salam ve pateler, sekerlemeler, igecekler, distile alkolli ickiler, meyve saraplari,
aromalandirilmis saraplar, soslar, salata soslari, tursu ¢esitleri, ¢erezler ve unlu

mamullerdir (Hammaddeleransiklopedisi, 2013).

Toplam karotenoid pazarinin tigte birini olusturan kiiresel beta karoten pazari
2013 yilinda 280 milyon ABD dolar1 dolaylarindayken 2020 yilina gelindiginde bu
rakamin 314 milyon ABD iizerine ¢iktig1 goriilmektedir. Pazar biiyiikligi ise 2020
y1l12025 yil1 arasinda %3,9 biiytime gostererek 2025 yilinda 380 milyon ABD dolarina
ulagmasi beklenmektedir. Kiiresel beta karoten pazarinin en etkili sirketleri ise ; BASF
SE (Almanya), Kemin Industries Inc (ABD), Algatechnologies Ltd (Yeni Zellanda),
Chr. Hansen (Danimarka), Royal DSM (Hollanda), LycoRed Ltd (ABD), Overseal
Natural Ingredients Ltd (Ingiltere) ve Sensient Technologies Corporation (ABD)’dir.
Beta karoten pazarinin en biiyiik boliimiinli beslenme ve yiyecek igecek sektorii
olustursa da pazarin yaklasik %40°1 kozmetik ve hayvan yemi sektdrne aittir

(Marketdataforecast, 2020).
1.3.3.3.  Beta Karotenin Uretim Yintemleri

Giicli bir antioksidan olarak tanimlanan renk pigmenti, beta-karoten giinlimiizde
cogunlukla sentetik olarak tretilmektedir. Sentetik beta karotenin trans formunu
icerdiginden, yagda diisiik ¢oziinebilirligi ve diisiik antioksidan aktivite 6zelliginden
dolayr daha ¢ok dogal formu tercih edilmektedir. Yapilan baz1 ¢aligmalarda sentetik
formun kansorejen etki gosterebileceginin ortaya ¢ikartilmasi dogal beta karotene olan
ilgiliyi de gilinden giline arttirmaktir. Dogal beta karoten bitkilerden solvent
ekstrasyonu yontemiyle veya mikroorganizmalardan biyoteknolojik yontemler ile elde

edilebilmektedir (Kahyaoglu ve Kivang 2007).

Beta karoten molekiil yapilarindan dolay1 1s1k, sicaklik, pH degisimi ve
oksijene karsi hassas bir karotenoid olup kolayca oksidasyona ugrayabilmektedir. Bu
nedenle, iiretim asamasinda ve ticari olarak iiretilmis fomlarinda stabilitesinin
korunmas: gerekmektedir. Bitkisel kaynaklardan beta karoten ekstraksiyonu genel
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olarak klasik solventlerler olan hekzan, etanol, aseton ve eter gibi kimyasallar ile
yapilabilmektedir. Endiistriyel liretimde ise toksik etkisi az olan ve diisiik sicakliklarda
buharlasabilen hekzan ve etanol gibi ¢oziiciiler ile basing altinda solvent ekstraksiyonu
tercih edilmektedir (Rebecca, 2014). Isi, 151k, nem ve oksijene karsi yiiksek
hassasiyetleri, beta karotenlerin stabilitesini bozarak raf omriinii kisaltmaktadir.
Endiistriyel tiretimlerde iiriiniin stabilitesini artirmak i¢in gida koruyucu takviyeleri
eklenerek dondurarak kurutma (freze drying) ve piiskiirterek kurutma (spray drying)
yontemleri ile stabilizasyonlarinin korunmasi saglanmaktadir (Martelli vd., 2014).
Bitkisel kaynaklardan beta karoten izolasyonun yiiksek maliyet diisiik verim ve gida
tiriiniin zahiyat1 gibi dezavantajlari endiistrinin farkli yontemler ile beta karoten tliretim

arayisina girmesine neden olmustur (Szterk, 2008).

Kimyasal sentez, 1950 yilinda Karrer, Eugster, Inhoffean ve Milas tarafindan
gelistirildiginden 4 y1l sonra, sentetik beta karoten endiistriyel 6l¢ekte tiretilip, yem ve
gida boyasi olarak kullanilmaya baslanmistir. Dogal olarak olusan yaklasik 700
karotenoidden, B-karotenininde i¢inde oldugu sadece birkac karotenoid endiistriyel
Olcekte sentezlenmektedir. Beta karoten iiretiminde Wittig reaksiyonlar: veya
Grignard bilesikleri kullanilmaktadir (Alvarez, 2014). Wittig reaksiyonlari, aldehitler
veya ketonlardan aldehitler iiretir. Trifenilfosfinin spesifik tiirevleri bu reaksiyonda
onemli rol oynar. Wittig reaksiyonunda karotenoidler elde etmek icin kullanilan ilk
strateji, 15 karbon atomu igeren iki fosfonyum tuz molekiiliinii ve 10 karbon igeren bir
dialdehit molekiiliinii birlestirip elde edilen reaksiyon tiriinlerini izomerizasyona tabi
tutmaktir. Izomerizasyon sonunda simetrik bilesikler 40 karbon atomulu beta karoteni
olusturur. Beta karotenin kimyasal sentezindeki bir diger yaklasim ise organometalik
Grignard bilesiklerinin kullanimidir. Grignard bilesiklerini kullaniminda, bir diketon
molekiilii ve iki metanol molekiilii reaksiyona girerek 40 karbon atomu igeren beta
karoten elde edilmektedir (Britton, Liaaen-Jensen, ve Pfander, 1996). Kimyasal
yontem ile beta karoten liretimi her ne kadar ekonomik bir yontem olsada; sentetik
beta karotenin kanser gibi saglia olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikmasi, endiistriyi
ekonomik prosesler ile dogal beta karoten liretimi arayisina yonlendirmistir (Black,

2004).

Dogal B-karoten elde etmek icin bilinen tiim yontemler arasinda, mikrobiyal
prosesler 6zellikle ilgi ¢ekicidir. B-karoten gibi bir ¢cok dogal pigment ihtiyaci; bakteri,

maya, kiif ve alglerin kullan1ldig1 biyoproses ortaminda endiistriyel 6l¢ekte tiretilmesi

36



miimkiindiir. Dunaliella spp. tiirii alg kullanilarak endiistriyel 6l¢eklerde B-karoten
tiretilebilmektedir (Rathinam, Shanmugam ve Rengasamy, 2007). Rhodococcus maris
ve Rhodobacter sphaeroides gibi bazi bakterilerde de beta karoten sentezi tespit
edilmistir (Ichiyama, Shimokata ve Tsukamura, 1989). Ayrica pek ¢cok maya tiiriide
hizli biiyiime Ozellikleri beta karoten iiretimi arastirmalarina konu olmustur.
Mikrobiyal biyosentez sonrasi saflastirma adimlari beta karoten tiretiminde 6nemli bir
adimdir. Beta karotenin stabilitesinin bozulmasinda hiicre zarlarinin pargalanmasi ile
hiicre bilesenlerin iginden beta karotenin uygun yontemle c¢ikartilmasi, iiretim
prosesinin gelistirilmesinde ¢ok kritik bir adimdir. Biyoproses yontemi ile dogal beta
karoten {iretimi; yiiksek biyoteknolojik bilgi gerektirse de, ekonomik olusu,
stirdiiriilebilir olusu ve ayni1 proseste gliserol gibi ekonomik degeri olan yan iiriinlerin
elde edilmesine imkan vermesinden dolay1 endiistrinin ilgisini ¢eken bir yontem

olmustur (Radomska, 2018).

1.3.3.4. Biyoproses Yontemi ile Beta Karoten Uretimine Yonelik Onceki

Calismalar

Literatiire bakildiginda mikroorganizmalar ile beta karoten iiretimene yonelik
bircok calisma olup, bu calismalar endiistriyel iiretim kapasitesi daha yiiksek
olmasindan dolay: algler, mayalar ve genetik olarak diizenlenmis bakteriler iizerine

yogunlagmistir.

Kahyaoglu ve Kivang (2007), Tiirkiyedeki gida isletmelerinden topladiklari
melas, silempe ve peynir alt1 suyu gibi proses atiklarini besi ortami olarak kullandiklar
fermentasyon neticesinde Blakesleea trispora ile 43,3 mg/L, Phycomyces
blakesleeanus ile 27.9 mg/L beta karoten liretimi sagladiklarini bildirmislerdir. Iriani
vd., (2008) ise Brezilya’daki toprak numunelerinden izole ettigi Rhodotorula
mucilaginosa, Rhodotorula graminis, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula minuta ve
Sporobolomyces sp. tiirii mikroorganizmalardan beta karoten elde etmek i¢in yeast
malt broth igerisinde, 25 °C’de 5 giin siire ile inkiibe etmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda Rhodotorula mucilaginosa’min 139 mg/L, Rhodotorula graminis’in 303
mg/L, Rhodotorula glutinis’nin 382 mg/L, Rhodotorula minuta’nin 23 mg/L ve
Sporobolomyces sp.’nin ise 118 mg/LL beta karoten iirettimi gerceklestirdigini
bildirmistir. Bhosale ve. Gadre (2002) Rhodotorula glutinis’in yaklasik oalrak 250
mg/L beta karoten sentezledigini bildirmistir. Wang vd., (2012), ciirtimiis odundan

izole ettikleri Serratia marcescens tirii mikroorganizma ile beta karoten iiretimi
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yapabilmek  amaciyla  besiyeri  igeriklerinde  optimizasyon  ¢alismalari
gerceklestimistir. Yapilan ¢aligma sonucunda 2.0% laktoz, 2.0% pepton, 0,3% et
ekstrati, 1.0% sodyum kloriir ve 0,05% demir iceren besiyeri ortaminda Serratia
marcescens’nin 2,45 g/L beta karoten liretimi sagladig1 rapor edilmistir. Valduga vd.,
(2013), ise orman endiistrisi atiklarindan izole ettikleri Sporidiobolus pararoseus tiirii
mikroorganizma ile Ph’1 4.0 olan 40 g/L gliserol, 40 g/L misir abartili likor ve 20 g/L
kaynatilmis misir suyundan olusan besiyer1 ortaminda 25 °C’de 96 saat siire yaptiklari
inkiibasyon sonunda 396 mg/L beta karoten elde ettiklerini bildirmislerdir. Zhao vd.,
(2013), Escherichia coli’nin 2-C-Methyl- d-erythritol 4-phosphate (MEP) yolaginda
yaptiklar1 genetik modifikasyon ile 2.1 g/L beta karoten iiretimi sagladiklarinm
bildirmislerdir. Yang ve Guo (2014) ise, E.coli'nin MEP yolagmin yani sira
Mevalonate metabolik yolaginda da modifikasyon yaparak ile ilgili rekombinant
mikroorganizmadan 56 saatlik inkiibasyon sonunda 3.2 g/L beta karoten iiretimi

sagladiklarini bildirmislerdir (Tablo 1.4).

Tablo 1.4. Mikrobiyal Beta Karoten Uretimi Konusunda Yapilmis Bazi Calismalar

Beta Karoten

No Mikroorganizma Miktart (mg/L) Kaynak

1 Rhodotorula glutinis 250 (Bhosale ve. Gadre 2002)
2 Blakesleea trispora 43.3 (Kahyaoglu ve Kivang 2007)
3 Phycomyces blakesleeanus 27.9 (Kahyaoglu ve Kivang 2007)
4 Rhodotorula mucilaginosa 139 (Iriani vd., 2008)

5 Rhodotorula graminis 303 (Iriani vd., 2008)

6 Rhodotorula glutinis 382 (Iriani vd., 2008)

7 Sporobolomyces sp 118 (Iriani vd., 2008)

8 Serratia marcescens 245 (Wang vd., 2012)

9 Sporidiobolus pararoseus 396 (Valduga vd., 2013)

10 Escherichia coli (Mutant) 2100 (Zhao vd.,2013)

11 Escherichia coli (Mutant) 3200 (Yang ve Guo 2014)
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1.4. Mikrobiyal Gida Katkilarinin Helal Standartlar1 A¢isindan

Degerlendirilmesi

Insan yasamim diizen icerisinde siirdiirebilmesi i¢in toplumsal alanlarda
kurallara gereksinim vardir. Insanligin yasamini siirdiirdiigii toplumsal alanlarda
kuralsizlik bir¢ok sorunun ortaya ¢ikmasina neden olur. Toplum ve birey yasantisinin
vazgecilmez pargasi olan kurallar inaniglara ve toplumlara gore degiskenlikler
gdsterebilmektedir. Islam dininde ise yapilmas1 serbest olanlar1 ifade eden helaller ve
yapilmasi yasak olan haramlar ile bireylerin belirli sinirlar igerisinde diizenli bir yasam
siirdiirmeleri gerektigi ifade edilmektedir. (Yenen, 2019). Diinya iizerindeki hemen
hemen biitiin inanislarda insanlarin beslenme sekillerine yonelik baz1 diizenlemeler
mevcuttur. Islam dini de diinya iizerindeki tim nimetleri insanligin hizmetine
sunarken, insanlarin yagamlarini stirdiirebilmeleri i¢in ihtiya¢ duyduklar1 yeme, igme,

giyinme gibi konularda uyulmasi gereken bazi prensipler getirmistir.

Islam dini helal ve tayyib seylerin yenmesine izin verirken, haram ve habis
seylerin yenmesini yasaklayarak, Miisliimanlarin beslenecegi kaynaklara bazi sinirlar
getirmistir (Yetim, 2019). Kur’an-1 Kerim’de helal kavrami; Allah (CC) 'in insanlara
ayet ve hadislerle kisitlama getirmeyip izin verdigi fiilleri, yenilip-i¢ilmesi ve
kullanilmas1 dinen yasak olmayan gidalar1 ifade eder. Haram kavramu ise; Allah (CC)
"In insanlara ayet ve hadislerle kesin ve baglayici tarzda yasakladig: fiileri, yenilip-
icilmesi ve kullanilmasi dinen yasak olan gidalar: ifade eder. Bir¢ok ayette helallik
kavrami ile beraber kullanilan tayyip kavrami insanin begendigi, hoslandigi, temiz,
giizel, iyi ve yararli buldugu iiriinler i¢in kullanilirken Buna karsin habis kavramu ise,
pis, kotii, sagliksiz, zararli ve tat ve koku olarak bozuk olan seyler tarif edilirken
kullanilmaktadir (Saygili, 2019). Bu kapsamda helal ve haram kildig1 gidalar Kur’an-
1 Kerimde kesin olarak belirtilmekte olup hadisler ile de bu ayetler desteklenerek, daha
detayli durumlara aciklik getirilmistir. Temelde Islam dini, zararli ve temiz olmayan
gidalan yasaklayarak haram kilmis, temiz ve faydali gidalar helal kilmistir. Ayet ve
hadisler ile helalligi ve haramlig1 kesin olarak belirtilen gidalarda herhangi bir kafa
karisiklig1 bulunmamakta ancak endiistriyel gidalarda kullanilan baz: iiriinleri helalligi
veya haramlig1 hakkinda kesin kaidelerin bulunmamast; bu siipheli {irlinlerin gidalarda

kullanilmasinda ihtilaflar ortaya ¢ikarmistir (Yenen, 2019).
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Giliniimlizde Miisliimanlarin en biiylikk problemlerinden biri, tlikettikleri
endiistriyel gidalarin helallik durumudur (Cayiroglu, 2013). Ozellikle halihazirda
tiiketilen endiistriyel gidalarin iretim proseslerinde bir¢ok bilesen kullanilmasi ve bu
bilesenlerinin helal olmayan kaynaklardan da iiretilebiliyor olmasi; Ozellikle
uluslararasi ticaretin gelismesi sonucu Miisliiman olmayan iilkelerden ¢esitli gida katki
maddelerinin ithal edilmesi; Miislimanlarin bu endiistriyel gidalar tiiketirken helal
gida bilincinin ve arayisinin zaruretini ortaya ¢ikarmustir (Ozkan, 2011). Gelisen gida
teknolojisiyle birlikte ise endiistriyel gidalarin liretim asamasindan gidanin normalde
iceriginde olmayan ancak gidaya teknolojik avantajlar saglamak amaciyla bitkisel,
mikrobiyal veya hayvansal kaynaklardan elde edilmis sekiz binden fazla katki
maddesinin gida iiretiminde kullanilmasi, bunun yani sira bitkilerin ve hayvanlarin
genetikleri degistirilerek farkli bazi nitelikler kazandirilmas: gibi endiistriyel gida
tiretimindeki gelismeler, pazardaki gida iiriinleri ile ilgili hem “helallik ve haramlik*
durumunu hem de “saglik ve beslenme® iizerine potansiyel olumsuz etkilerini

giindeme getirmistir (Cayiroglu , 2013).

Gida katki maddelerinin hellalligini etkileyen iki unsur; bu gida katk:
maddelerinin elde edildigi kaynaklar ve insan sagligina olan etkileridir. Gida katki
maddeleri sentetik, maden kaynakli, mikroorganizma kaynakli, hayvansal koékenli
veya bitkisel kokenli olabilmektedir. Ozellikle hayvan kkenli gida katki maddelerinin
islam dininin tiiketilmesini yasakladigi hayvanlardan elde edilmis olmasi, islami
usullere gore kesilmeyen veya Olii hayvanlardan elde edilmis olmasi helalligini
etkileyen temel unsurlardir. Sentetik, maden kaynakli ve bitkisel kokenli gida katki
maddeleri ise iiretilirken alkol benzeri kullanimina izin verilmeyen iirlinlerler ile temas
etmedigi, sarhosluk verici veya insan sagligina zarar olmadig: siirece temiz ve helal
kabul edilmektedir (Yiiksel, 2003). Ancak mikrobiyal gida katki maddelerinin
helalliginin incelenmesi ¢ok daha karmasik bir konudur. Mikrobiyal bir gida katki
maddesinin helalligini etkileyen; kullanilan mikroorganizmanin transgenik olup
olmamasi, mikroorganizmanin  ¢ogaltildigi  besiyeri  igerikleri,  prosesin
gerceklestirildigi besiyeri ortami, ayirma ve saflastirma adimlarinda kullanilan
coziiciiler ve mikrobiyal iriiniin paketlenerek saklanmasi1 asamasinda stabilitesinin
korunmasi i¢in eklenen maddeler gibi pek ¢ok etken bulunmaktadir (Ermis, 2017).
Ozellikle mikrobiyal bir gida katki maddesinin helalliginin sertifikalandirilmasi

sirasinda; mikroorganizmadan baglayarak {iretim prosesinin her bir agamasi tek tek ele
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alinarak, her bir asamada proses girdilerinin helal olmayan kaynaklardan elde edilmis
olup olmadig1 veya helal olmayan bilesenler icerip icermedigi incelenerek karar

verilmelidir (Kii¢iikoner, 2011; Ermis, 2017).

Islamiyetin ilk dénemlerinde mikroorganizma kaynakli gidalarin yaygin
olmayisi, ayet ve hadislerde dogrudan mikrobiyal gidalarin helalligine yonelik
hiikiimlerin olmayis1 ve gilinlimiizde kullanilan mikrobiyal gida iiretim proseslerin
oldukca karmasik olmasi, mikroorganizmalarin kullanildig1 biyolojik prosesler ile
iretilen gida katki maddelerinin helalligi hakkinda hiikiim verilmesini hayli
zorlastirmaktadir. Mikrobiyal gida katki maddeleri helalligi hakkinda hiikiim
verilirken veya helal sertifikasi verilirken iiretim prosesi bir biitiin olarak ele alinarak
prosesin her bir adimindaki helalligi etkileyecek riskler ayr1 ayr1 degerlendirilmelidir.
Bu kapsamda mikrobiyal bir gida katki maddesinin helalligi degerlendirilirken
stirastyla prosesde kullanilan mikroorganizma, bu mikroorganizmanin ¢ogaltildigi
besiyeri ortami, prosesin gerceklestirildigi besiyeri ortami, ayirma-saflagtirma
adimlar1 ve mikrobiyal {iriiniin paketlenip saklanma siireci helalligi etkileyecek riskleri

igeren birer helal kritik noktadir (Karahalil, 2020).

Biyoproses ile iiretilen gida katki maddelerinin helalligi hakkinda hiikiim
verilirken ilk helal kritik nokta proseste kullanilan mikroorganizmadir. Saglik
acisindan bir risk olusturmayan veya sarhosluk verici etkisi bulunmadigi siirece
mikroorganizmalarin gida olarak tiiketilmesinin veya gida ile iliskili iirlinlerin
tiretiminde kullanilmasinin ilgili iirliniin helalligine sliphe diisirmeyecegi hiikmii
genel kabuldir (Tiirker, 2020). Ancak genetik olarak modifikasyona ugramis
mikroorganizmalar ayrica degerlendirmeye alinmalidir. Giinlimiiz gida endiistrisinde
verimliligin arttirilmas1 amaciyla, gida iriinlerinin ve gida katki maddelerinin
tiretiminde genetigi degistirilmis mikroorganizmalar siklikla kullanilmaktadir. Bu
mikroorganizmalarin helalligi degerlendirilirken yapilan genetik modifikasyonun
insan sagligina olan etkisi, helal olmayan hayvanlarin genetik materyalinin kullanilip
kullanilmadig1 ve yaratilist bozma niteligi tasiyip tasimadigi temel kriterlerdir.
Gilinlimiizde genetigi degistirilmis mikroorganizmalarin sagliga veya dogaya herhangi
bir zarar1 olduguna dair herhangi somut bir delil bulunmamasi sebebi ile bu
mikroorganizmalarin helal olmasina herhangi bir engel olmadig: diisiiniilmektedir
(Yenen, 2019). Ancak mikroorganizmanin genetiginin degistirilmesinde kullanilan

genetik materyal; ayet ve hadislece tiiketilmesi yasaklanmis hayvanlardan elde
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edilmesi  durumunda ilgili  mikroorganizmalarin  tiiketilmesi veya bu
mikroorganizmalar kullanilarak {iretilen gida bilesenlerinin tliketilmesinin mekruh

veya haram hiikmiinde olacag1 goriisii savunulmaktadir (Tiirker, 2020).

Mikrobiyal gida katki maddelerin helalligi incelenirken diger bir helal kritik
nokta ise mikroorganizmalarin biiyltiildiigii ve prosesin gerceklestigi besiyeri
bilesenleridir. Bu besiyeri bilesenleri mikroorganizmanin ihtiyag duydugu azot
kaynagi, karbonhidrat kaynagi, vitamin ve minerallerin yani sira proseste ortaya
cikacak problemlerin giderilmesi i¢in kullanilan proses yardimci maddelerinden
olusmaktadir. Burda 6nemli olan bu besiyeri igeriklerinin elde edildigi kaynaklarin
helal olup olmadigidir. Besiyeri iceriklerinde siklikla et ekstresi, et peptonu, kan,
jelatin, kolajen, gliserol, yag, hidrolize protein, enzimler, yag tiirevleri, kan serumu ve
koptlik oOnleyici maddeler gibi helallik riski olan bilesenler kullanilmaktadir. Bu
kapsamda mikrobiyal bir gida katki maddesinin helalligi incelenirken, kullanilan
besiyeri ortaminda kan, domuz veya ayet ve hadisler ile haram oldugu belirtilen
bilesenler icermemesi; hayvan kaynakli icerikler kullaniliyor ise bu iceriklerin Islam
dininde tiiketimine izin verilen hayvanlardan elde edilmesi ve bu hayvanlarinda islami

usullere uygun kesilmis olmasi temel kayidelerdir (Ermis, 2017).

Besiyeri ortaminda tretilen gida iirlinlerinin saflagtirilmasi ve stabilitesini
koruyacak sekilde paketlenmesi de bir diger dnemli halal kritik noktadir. Uretilen gida
maddesinin besiyeri ortamindan ayrilmasinda gesitli absorbe edici ve ¢oziicii maddeler
kullanilmaktadir. Absorbe edici maddelerin igeriklerinde hayvansal {iriinler
kullaniliyorsa gene yukarida bahsettigimiz helal ve Islami usullere gore kesilen
hayvanlarin kullanilip kullanilmadigi helalligi dogrudan etkileyebilecek kriterler
arasindadir. Ayrica ayirma saflastirma asamalarinda etil alkoliin ¢dziicii olarak
kullanilmast siklikla karsilasilan bir durum olup her ne kadar son iiriinde alkol
kalmiyor olsada genede giday1 necaset yoniinden etkileyip etkilemedigi fikihgilar
tarafindan tartisilan bir konudur. Son olarak ise saflastirilan gida katki maddesinin
stabilitesini koruyacak sekilde stoklanabilmesi i¢in kullanilan koruyucu ve standarde
edici maddelerin ve ambalaj malzemelerin helal standartlarini tagimasi gerekmektedir

(Mohamed ve Mohd, 2012).
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1.5. Biyoproses ile Uretilen Mikrobiyal Gida Katki Maddelerinin

Izolasyonu ve Saflastiriimasi

Biyoproses ile istenilen bir {iriiniin besiyeri ortaminda sentezi, ilgili {irliniin
fermantasyon sivisi igerisinde diger hiicre bilesenlerinden, istenmeyen veya kirletici
yan triinlerinden ayrilmasini gerektirir. Biyoseparasyon olarakta adlandirilan bu
siireg, yliksek katma degerli biyomolekiillerin iiretiminin en 6nemli ve maliyetli
asamalarindan biridir (Carvalho, 2017). Bir biyoproses {iriiniiniin tiretim maliyeti goz
Ontline alindiginda, ayirma saflagtirma maliyeti toplam maliyetin yarisindan fazlasini
kapsamaktadir. Fakat {iretilen iirliniin saflik oran1 direk olarak katma degerini ve satig
fiyatin1 etkilemektedir. Dolayisi ile saflastirma prosesleri beklenen son iiriin niteligine
gore maliyet kalite dengesine dikkate alinarak tasarlanmaktadir (Hubbuch ve Kula,

2007).

Bir biyoproses siireci sonunda fermantasyon sivisi icerisinde kati, sivi ve gaz
fazlarinda, mikroorganizma hiicreleri ve hiicre parcalari, hiicre metobolitleri, ortam
bilesenleri ve proses katkilarinin yaninda, bu diger bilesenlere gore daha diigiik
konsantrasyonlarda sentezlenen firiin (metabolit) bulunmaktadir. Biyoproses ile
tiretilen bu iiriiniin ticari bir degere sahip olmasi i¢in fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine
gore tasarlanmis bir dizi biyoseperasyon asamasindan gecirerek diger bilesenlerden

ayrilarak miimkiin oldugunca saf hale getirilmesi gerekmektedir (Aran, 2009).

Saflagtirma  asamalar1  tasarlanirken baz1  faktorleri g6z  Oniinde
bulundurulmalidir. Bunlarin en basinda {iriiniin fiyati ve proses maliyeti gelmektedir.
Uriiniin saflik oranmina goére olan fiyatlandirilmas: ile maliyet biyoseperasyon
tasariminda ana kriter durumundadir. Uriiniin kullanim alan1 ve gerektirdigi
satilabilirlik standartlarida gene saflastirma prosesinin tasarirminda en Onemli
etkenlerden biridir (Hacking, 1987). Saflastirma asamasinda ise {iriiniin
sentezlendikten sonra hiicre i¢inde mi tutuldugu, yoksa hiicre disinda fermantasyon
stvistna mi salindigr hiicre parcalama prosesinin gerekliligini ortaya koyan bir
parametredir. Tim bu parametreler dikkate alindiktan sonra istenilen {iriiniin
konsantrasyonu, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri dikkate alinarak saflagtirma metotlar1
secilir ve lirlin diger biyoproses bilesenlerinden ayrilir (Stanbury, Whitaker ve Hall,

1995).
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Biyoseperasyonun temelinde, hedeflenen biyolojik maddenin sahip oldugu
¢ozlinlirliigli, uguculugu, elektrik yiikii veya boyutu gibi niteliklerinin belirlenip bu
nitelikler degerlendirilerek diger biyoproses bilesenlerinden ayirma yatar (Carvalho,
2017). Biyoproses islemi sonrasi saflastirma siirecine baglarken ilk bakilmasi1 gereken
kriter, istenilen biyolojik iirliniin hiicre i¢indemi depolandig1i yoksa sentez sonrasi
fermantasyon ortaminami salindigidir. Eger elde edilmek istenen hiicre icinde
sentezleniyorsa saflastirma basamaklarindan 6nce hiicre duvarmin biitiinliigii mekanik
veya mekanik olmayan yontemler ile bozularak elde edilmek istenen biyoiiriiniin
ortaya cikartilmast gerekmektedir (Middelberg, 1998). Bir sonraki adim ise
fermentasyon sivisi igerisinde yer alan parcalart boyutlarina gore ayirilmasidir.
Hedeflenen {irtine gore oldukca kaba olan biyoproses bilesenlerinin boyut ve agirlik
ozelliginin kullanilarak ayrilmasinda siklikla kullanilan yontemler ise santrifiij,
filtrasyon ve ¢oktiirmedir. Kaba proses artiklarindan ayrilan fermentasyon bilesenleri
bu asamada kimyasal 6zelliklerine bagli olarak ayristirma islemine tabi tutulur. Bu
ayristirma igsleminde ise ultra filtrasyon, sivi sivi ekstraksiyon, temel kromotografi
ayirma yontemleri veya ¢oktlirme yontemleri kullanilmaktadir. Bu asamalar ile genel
olarak proses bilesenlerinden ayrilan hedef iiriin; biyoseperasyonun son basamaginda
ise karakteristik kendine 0Ozgii fiziko kimyasal oOzellikleri kullanilarak hassas
kromotografi ve kristalizasyon yontemleri ile de tamamen saflastirilip konsantre hale

getirilir (Aran, 2009).
1.5.1. Hiicre Parcalama

Biyoproses sonrasi sentezlenen {iriinlin hiicre i¢inde depolanmasi durumunda
saflastirilmast i¢in hiicrenin pargalanarak {iriin disar1 cikartilmasi gerekmektedir.
Hiicrenin parg¢alanmasindan kastedilen durum ise hiicrenin bilesenlerini dis ortamdan
ayiran hiicre duvarinin biitiinliigliniin bozulmasidir. Hiicre duvarinin pargalanmasinda
hedeflenen {riiniin zarar gérmeyecek sekilde mekanik veya mekanik olmayan
yontemlerden en uygun olanin belirlenmesi oldukc¢a onemlidir. Mekanik olmayan
yontemlerin basinda enzimler ve solventler ile hiicre duvarindaki bilesenlerin
¢oziindiiriilmesi yer almaktadir. Bu yontemler diger yontemlere oranla daha etkili ve
endistriyel olarak uygulanabilir olmakla beraber proses maliyeti yliksek olan
yontemlerdir. Ayrica ozmotik sok ve dondurup eritmek gibi mekanik olmayan fiziksel
yontemler hiicre duvarinin biitiinliigiiniin bozulmasinda oldukg¢a etkili yontemlerdir.

Endiistriyel olarak ise daha ¢ok mekanik yontemlerden olan sonikatorler, blendirl
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homojenizatérler ve presler hiicre duvari biitlinliiglinlin  bozulmas1 i¢in
biyorseperasyon proseslerinde tercih edilmektedir. Ancak segilecek yontemlerden her
biri farkli yap1 ve boyutlarda hiicre fraksiyonlari ortaya c¢ikarmakta ve farkli
biyoseperasyon yontemleri gerektirmekte, dolayisi ile hiicre parcalama yontemi
seciminde kullanilacak biyoseperasyon prosesinin tiimiiniin dikkate alinmasi olduk¢a

onemlidir (Chisti ve Moo-Young, 1986).
1.5.2. Coktiirme

Coktiirme islemi bir sivi igerisinde ¢oziinmiis halde bulunan maddenin i¢inde
bulundugu ¢oziicii ortaminin sartlarinin degistirilmesi ile veya solvent, iyon ve tuz gibi
maddelerle etkilesime girerek c¢oziinilirliigliniin kaybolmasi prensibine dayanir.
Genellikle ortam pH’n1 degistirerek ve hizli sogutma ile ¢okeltme saglanabilsede, bazi
biyomaddelerin c¢oktiiriilmesinde etanol, kalsiyum ve amonyumsiilfat gibi 6zel

coktiiriiciiler de kullanilabilmektedir (Kumar, Galaev ve Mattiasson, 2003).

Uygulanmadaki kolaylik, laboratuvar ortaminda gelistirilen metodun dogruda
endistriyel Olgekte uygulanabilmesi, protein gibi karmagik ve hassas yapidaki
biyolojik iirlinler i¢in bile basit ve gilivenilir bir yontem olmasi, bazi durumlarda
dogrudan son iirliniin elde edilebilmesi ¢oktiirme yoOntemini endiistride {iriin
saflagtirmanin bir¢ok asamasinda kullanilir hale getirmistir. Ancak c¢oOktiirmede
kullanilan ajan dogrudan son {iriinii ve proses maliyetini etkileyebildigi i¢in hedef
tiriinden kolay ayrilan, ucuz ve miimkiinse tekrar kullanilabilir olmasi oldukca

onemlidir (Hilbrig ve Freitag, 2003).
1.5.3. Santrifiij

Gerek fermantasyon sivisindaki kati partikiillerin boyutlarina gore ayrilmasinda,
gerek kat1 stvi ayriminda gerekse farkli sivilarin ayriminda santrifiij hem labaratuvar
6lceginde hemde endiistride siklikla kullanilan bir ayirma metodudur. Kiiciik dlgekli
sistemlerde genelde kesikli proseslerde kullanilan santrifiij yontemi endiistride ise ya
stirekli ya da yari siirekli proseslerde tercih edilmektedir. Santrifiij yontemi merkezkag
kuvvetine maruz kalan partikiillerin sedimantasyon hizindaki farkliliklara gore
ayrilmasi prensibine dayanir. Burada sedimentasyonun hizini etkileyen parametreler
ise kat1 parcaciklarin boyutu ve agirlig ile sivilarin yogunlugu ve viskozitesidir.
Santrifiij isleminde fermantasyon sivisindaki agir veya yogun maddeler merkezkac

kuvvetinin etkisiyle alt kisma ¢okerek peleti olustururken, daha hafif ve az yogunluklu
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maddeler veya sivilar {ist tarafta kalir. Siispansiyon ve emiilsiyon halindeki karigimlarin

birbirinden ayrilmasinda oldukga etkili bir yontemdir (Voisard, 2003).
1.5.4. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon kimya endiistrisinin yaninda gida ve ila¢ endiistrisinde de siklikla
kullanilan bir yontem olup sivi veya kat1 karisimlarindan hedef maddelerin organik
coziiciiler igerisinde ¢oOziindiiriilerek ayirma prensibine dayanir. Biyoteknoloji
endistrisinde ekstraksiyon, penisilin gibi antibiyotiklerin fermantasyon sivisindan
izolasyonunda siklikla kullanilan bir metotdur. Ekstraksiyonda, fermantasyon sivisi
icindeki hedef maddeleri ¢6zen fakat diger istenmeyen maddeleri ¢6zmeyen ve ayni
zamanda fermantasyon sivisina karigmayan bir ¢ozgen yardimiyla saflastirma
saglanmaktadir. Proteinler organik ¢oziiciide ¢6ziinmedigi icin saflagtirilmalarinda
ekstraksiyon yontemine pek basvurulmaz ancak gida ve kimya endiistrisinde renk
bilesenlerinin ayristirilmasinda siklikla bagvurulan oldukea etkili bir metotdur (Ruffer,

2004)
1.5.5. Kristalizasyon

Kristalizasyon, ¢oziicii i¢cinde ¢Ozlinmiis kati bir maddenin kristal hale
getirilmesi ile katt ve sivi fazlarimin birbirinden ayrilmasi prosesidir. Bu teknik,
sicaklik, pH ve ¢6ziicii bilesimi ile doygunluga ulastirilan bir ¢ozelti i¢erisindeki hedef
iriinline gerekli sartlar1 saglayarak kristal yap1 olusturup dibe ¢okmesi prensibine
dayanmaktadir (Zhou, 2006). Kristallesme teknigi, biyoteknoloji endiistrisinde
steroidler, antibiyotikler ve amino asitlerlerin saflastirilmasinda yogun olarak
kullanilmaktadir. Ancak makromolekiillerin kristallestilimesi olduk¢a zor oldugu i¢in
bu yontem daha kiiciik molekiiller i¢in tercih dilmektedir. Coktiirme yonteminin
aksine kristalizasyon yontemi genel olarak fermantasyon sivisindaki diger bilesenler
elimine edildikten sonra uygulanmalidir ¢linkii bu safsizliklar kristallenmeyi
yavaslatabilmekte hatta durdurabilmektedir. Hedeflenen {iriin kristallestirilip
coktiiriildiikten sonra siiziilerek veya solvent ugurularak ayristirllmaktadir (Lee ve

Kim, 2003).
1.5.6. Filtrasyon

Filtrasyon yontemi fermentayon sivisi igerisindeki parcaciklarmin gézenekli
bariyerler yardimiyla boyutlarina gore ayrilmasi prensibine dayanir. Endiistrinin pek

cok alaninda farkli 6l¢eklerde kullanimi miimkiin olan bu teknik pek ¢ok farkli
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yontemi olan etkin ve yaygin bir metotdur. Filtrasyon yonteminin belirlenmesinde
filtre edilecek tirtiniin 6zelligi, ayrilmak istenen bilesenlerin boyutu, stvinin yogunlugu
gibi bircok parametre goz Oniine alinmalidir. Endistriyel dlgekte ise vakumlu ve
basingli filtrasyon teknikleri kullanilabilmektedir. Bu se¢im yapilirken proses
siirekliyse vakum filtrasyonu yontemi kullanilirken kesikli proseslerde basingh
filtrasyon yontemi tercih edilmelidir (Shao ve Zydney, 2004). Filtre malzemesi olarak
ince, poroz, seliiloz asetat veya seliiloz nitrattan olusan membranlarin kullanimi gida
sanayinde yaygin olarak kullanilan bir filtrasyon yontemidir. Membran filtre gézenek
boyutlar1 10 nm‘den 10 um’ye varan boyutlarda olmasi, ¢ok kii¢iik boyutlara sahip
biyolojik tiriinlerin membran filtrasyonla ayrigtirilmasi kromotografik saflastirma ve
kristalizasyon agamalarindan Once On saflastirma saglayarak proses verimini
arttirmaktadir. Gida ve ilag endiistrisinde kullanilan baslica membran teknolojileri

sunlardir (Baruah, Venkiteshwaran, ve Belfort , 2005);

e Mikrofiltrasyon: Bu filtrasyon fermentasyon sivisindan 0,05 ile 2 um araligindaki
kiigiik partikiilleri aymrmak icin kullanmilir. Tipik olarak nisasta, yag ve
mikroorganizma benzeri maddeler fermentasyon atiklart bu mikrofiltrasyon

yontemi ile giderilir (Aslan, 2016).

o Ultrafiltrasyon: Ultrafiltrasyonda membran gézenek boyutlar1 0,05-1 nm arasinda
degisebilmekte olup; biiyiikk boyutlu makro molekiillerin, polisakkaritlerin ve

proteinlerin ayristirilmasinda kullanilabilmektedir (Aslan, 2016).

e Nanofiltrasyon: Nanofiltrasyonda membran gozenek boyutlar1 0,001-0,005 nm
arasinda  degismekle beraber 200-300 dalton agirhik araligindaki
oligosakkaritlerin, antibiyotiklerin ve renk pigmentleri gibi organik bilesenlerin

ayristirtlmasinda kullanilabilmektedir (Aslan, 2016).
e Ters ozmos filtrasyon: Ters ozmos membran prosesi 0,1 nm ila 1.5 nm goézenek

cap1 ile aminoasitler, monosakkaritler gibi diisiik molekiil agirhikli ¢oziinmiis

maddelerin, ¢ozeltiden ayristirilmasinda kullanilmaktadir (Aslan, 2016).
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1.5.7. Kromatografi

Kromatografi; ila¢ sanayiinden biyoteknoloji, gida ve tip ve kimya gibi bircok
alanda protein ve aminoasit gibi biyolojik {iriinlerin yiiksek saflikta elde edilmesinde
en yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Kromotografik ayirma; 6zellikle biyoproses
sonrasinda on saflastirma ile kaba hiicre bilesenlerinden arindirilan fermentasyon
stvisindaki diisiik konsantrasyondaki protein ve aminoasitlerin biyoseperasyonundaki
en kritik adimdir. Bu yontem bir karisim igerisindeki ¢esitli maddelerin birbirinden
ayirmak ve maddeleri saflastirmak icin c¢esitli bilesenler igeren ¢dziicliden olusan
hareketli bir fazin, bilesenleri cesitli fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore ayiran,
gozenekli bir yatak, tabaka veya film seklinde ve genellikle hareketsiz olan sabit bir
faz lizerinden gecirilirken ayrilmasi esasina dayanir. Proseste, sabit fazdan gegilirken
hedeflenen iirlinlin ¢oziiniirlikk, ylik, boyut ve spesifik baglanma gibi kendine has
nitelikleri onun fermentasyon sivisi igerisinde yer alan diger bilesenlerden ayrilmasina
olanak wverir. Saflastirllmak istenen {iriiniin niteliklerine gore kullanilacak

kromotografi yontemi tespit edilir (Muller, 2005).

o Absorbsiyon Kromotografisi

Ik kullamlan kromotografik teknik olan adsorpsiyon kromotografisi,
fermentasyon sivisinda bulunan sivi veya gaz halindeki maddelerin, inorganik veya
organik gozenekli recineler {lizerine tutunmasidir. Gida iiretiminde pek ¢ok alanda
kullanilan bu yontem iirline 0zgii saflastirmadan ziyade sivi faz igerisindeki
safsizliklarinin farkli basamaklarda ayrilmasini hedefler (Hubbuch, Thommes ve

Kula, 2005).
. Iyon Degistirme Kromotografisi

Iyon degisim kromotografisi, yiikii bilinen hedef iiriin ile bu iiriine z1t yiike
sahip iyon degistirici re¢ine arasindaki tersinir adsorpsiyon prensibine dayanir. Bu
proseste oncelikle hedef {irliniiniin niteliklerine gore iyon degistirici re¢ineler tampon
cozeltiler yardimi ile pH ve iyonik giic agisindan diizenlenmektedir. Daha sonra
icerisinde hedef {iriiniin de oldugu ¢ozelti kolondan gegcirilerek {iriinlerin reginelere
baglanmas1 saglanir. Bu asamadan sonra kolon yikanarak regineye baglanan iiriin
disindaki safsizliklarin giderilmesi saglanir. Son asamada ise tampon ¢ozeltiler ile pH
ve iyonik glic dengesini bozarak iiriinlin recineden ayrilarak saf halde elde edilmesi

saglanir (Konak, Turhan ve Certel, 2014).
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. Jel Filtrasyon Kromotografisi

Jel filtrasyon kromatografisi, ¢ozelti icerisindeki bilesenlerin boyutlarindaki
farkliliklara gore ayrildigi bir tekniktir. Bu teknikle; hedef iirliniin diger bilesenlerden
izole edilmesi saglanirken ayni zamanda molekiiler agiriliklarinin belirlenmesinede
olanak vermektedir. Jel filtrasyon kromatografisinde dogal veya sentetik molekiiller
kullanarak olusturulan farkli boyutlardaki ii¢ boyutlu ag matriks yapisindaki
gozeneklerden; boyutlar1 gdézenek biiyiikliigiinden daha kiiciik olan bilesenleri
rahatlikla gegebilmekte, biiylik boyutlu bilesenlerin ise gozeneklerden gecisi daha
yavas olmakta; bu sayede zamanla bilesenler boyutlarina bagl olarak birbirinden

uzaklasarak ayrilabilmektedir (Konak, Turhan ve Certel, 2014).
o Affinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, biyolojik {irliniin saflagtirilmasi molekiiler 6zellikleri
bakilarak tasarlanan spesifik ligandlar (antijeni ve antikor, enzim siipsrat 6rnegi gibi)
yardimi ile fermantasyon sivist igerisinden ayirilip saflastirilmasinda kullanilan
yontemdir. Affinite Kromatografiler kolon igerisine baglanan saflastirilmasi
hedeflenen iirline 6zgii tasarlanan ligantlarin bu {iriinii spesifik ve geri doniistimlii
olarak absorbe etmesini temel alan, olduk¢a secici ancak bir okadar da maliyetli bir
yontemdir. Ligand ile hedef {iriin arasindaki baglanma hidrofobik, elektrostatik
interaksiyonlar veya van der Waals ve hidrojen baglar ile gerceklesebilmektedir. Bu
yontem ile hedef {iriin tek bir adimda fermantasyon sivisinda ayrilmasini
saglayabilmekte ancak endiistriyel olarak kullanimi her zaman miimkiin

olmayabilmektedir (Kobayashi, 2013).
o Gaz ve Sivi Kromatografiler

Saglik, gida, ila¢ ve kimya sanayi gibi alanlarda daha ¢ok 6l¢iim amacr ile
kullanilan bu yiiksek ¢oziintirliiklii kromotografik tekniklerin, en yaygin olani ise sivi
kromotografi temelli HPLC ve gaz kromotografi temelli GC cihazlaridir. Bu
cithazlardan hazirlanan ¢ozelti igerisindeki maddeleri farkli 6zelliklere sahip olan
kolonlarindan ¢ikis zamanlarina gore analiz etmektedir. Ayrica bu cihazlara kiitle
kromotografileri de entegre edilerek c¢ozelti icerisindeki maddelerin hem kiitle
oranlarina gore hem de kolondan ¢ikis zamanlarina gore analiz edilmeleri miimkiin

olabilmektedir (Giiler, 2020).
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1.6. Uretilen Mikrobiyal Gida Katki Maddelerinin Enstriimental

Analizleri

Biyoproses ile gida katki maddesi iiretimi arastirmalarinda fermentasyon sivisi
icerisinde ilgilenilen iiriin veya triinlerin nitel ve nicel analizler ile derisimlerinin
tespiti oldukca onemlidir. Bununla beraber proses sonunda elde edilen son iiriin veya
irlinlerin istenilen standartlar1 karsilayip karsilamadig1 yine nicel, nitel ve molekiiler
karakterizasyonun ile miimkiin olmaktadir. Bu siirecte ihtiya¢ duyulan nicel, nitel ve
molekiiler analizlerin gergeklestirilmesinde ¢esitli spektroskopik ve kromotografik

enstriimental analiz yontemleri kullanilmaktadir.

Gida katki maddelerinin nitel ve nicel analizlerinde UV-Vis spektrofotometre
en yaygm kullanilan enstriimental analiz cihazidir. Bir gida katki maddesinin
spektrofotometre yardimiyla 15181 sogurtma miktarina bakarak, absorbsiyon ile ¢ozelti
icindeki konsantrasyon etkilesimin tespit edilebilmektedir. UV Spektrofotometre de
bu sogurma degerini ve miktarini analiz ederek ¢ozelti igerisindeki madde ile ilgili

nicel ve nitel bilgiler vermektedir (Sener, 2006).

Gida katki maddeleri gibi organik bilesliklerin molekiiler karakterizasyonunda
cogunlukla RAMAN ve Fourier doniistimii kiziltesi (FTIR) spekroskopisi yontemleri
kullanilmaktadir. Bu sekilde analiz edilen gida bileseninde bulunan molekiillerde
bulunan baglar hakkinda karakterize edici bilgiler edinilebilmektedir. FTIR
spektroskopisi, organik veya inorganik bilesenlerin kesin bir hassasiyetle molekiiler
karakterizasyonunda kullanilan faydali bir enstiiman olarak ortaya ¢ikmistir (Jacksen,
1995). Kizilotesi (IR) absorbsiyon spektroskopisi bir tiir titresim spektroskopisi olup
bu 1smlarimin hedef iirin molekiillerinin titresim hareketleri tarafindan absorplanmasi
ilkesine dayanmaktadir(Biiytiksirit ve Kuleasan, 2014). Raman Spektroskopisi ise
molekiildeki baglarin 15181 sagmasi prensibiyle ¢alisir. Raman sagilimi ancak titresim
sirasinda degisen bag kutuplasmasiyla gerceklesir ve kizildtesi aktifligi olmayan
molekiiller eger kutuplagsma degisimi gercgeklestirebiliyorlarsa Raman-aktif 6zellik
gosterirler. Raman Spektroskopisinde incelenecek maddelerin atom, molekiil veya
iyonlarin farkli enerji diizeylerine gegisleri sirasinda yayilan elektromanyetik 1s1manin
analizi ile kimyasal yapilar1 ve fiziksel formlarmin karakterize edilmesi amaciyla

siklikla kullanilmaktadir (A¢ikgoz, 2017).
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Gida analizinde kullanilan enstriimental analizlerin basinda gelen “Yiiksek
Performansli  Sivi  Kromatografisi” kisaca HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) olarak adlandirilmis olup sivi ¢ozeltilerin hareketli faz olarak
kullanildig1 ve bu ¢ozeltilerin icindeki bilesenlerin incelenebildigi bir kromatografik
yontemdir. (Giiler, 2020). LC-MS/MS (Siv1 kromatografisi ile birlestirilmis kiitle
spektroskopisi) sistemi ise molekiil tanimlamada kullanilan, HPLC ve MS
sistemlerinin birbiriyle entegre olarak calistigi bilinen en hassas ve segici
kromotografik yontemlerden birtanesidir (Arslan, 2016). Ozellikle s1vi kromatografi
ve kiitle kromatografi 6zelliklerini beraber tasimasi bir karigimdaki aminoasit ve
proteinleri ileri diizeyde ayirip, yiiksek segicilikle tanimlayabilme 6zelligi LC-MS/MS

kullanimin1 avantajli ve kolay bir yontem haline getirmistir. (Bilgin vd, 2018).

Bu caligmada, Tiirkiye’nin yedi farkli bolgesinden toplanan cesitli gida ve
toprak numunelerinden elde edilen mikroorganizmalarin endiistriyel dneme sahip gida
katki maddeleri olarak sistein, glutamik asit ve beta karoten iiretim potansiyellerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Ulkemiz gida katki maddesi tedarigi noktasinda biiyiik
oranda yurt disina bagimli durumda olup, sistein, glutamik asit ve beta karoten gibi
mikrobiyal yontemler ile iiretilebilen gida katki maddelerinin iilkemizde iiretilmesinin
ekonomik anlamda katma deger olustrurabilecegi diisiiniilmektedir. Ulkemiz, yedi
farkli bolgesinde barindirdigi birbirinden farkli iklim kosullar1 nedeni ile genis bir
mikroorganizma cesitliligi barindirmaktadir. Bu genis mikroorganizma c¢esitliliginin
basta bahsi gecen gida katki maddeleri olmak iizere yurt disindan temin edilen ¢ogu
gida katki maddesinin yerli imkanlar ile iiretimi i¢in potansiyel tasimasina ragmen
tilkemizde bu alanda yapilan calismalar sinirli ve yetersizdir. Tiirkiye’nin 7 farkl
bolgesinden toplanan 46 farkli gida ve toprak numunesinden izole edilen 262 koloni
olusturan mikroroganizmanin sistein, glutamik asit ve beta karoten {retim
potansiyellerini analiz edip ilgili gida katki maddelerini en fazla iireten izolatlarin
tespit edilerek optimum proses ve besiyeri iceriklerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Optimize edilmis fermentasyon prosesleri sonucundaiiretilen sistein, glutamik asit ve
beta karoten, iyon degistirici recine ve c¢ozgenler yardimi ile besiyeri ortamindan
ayristirilarak saflastirma islemi yapilmistir. Yapilan calisma neticesinde elde edilen
gida katki maddesi liretim potansiyeli oldugu belirlenen mikroorganizma tiirlerinin,
elde edilen proses optimizasyonu ve elde edilen saflastirma verilerinin gelecekte

yapilacak endiistriyel ¢caligmalara bilimsel alt yap1 olusturacag: diisiiniilmektedir.
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IKINCI BOLUM

MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Mikroorganizma Kaynaklarinin Belirlenmesi ve Numunelerin

Toplanmasi

Endiistriyel o©Oneme sahip gida katki maddesi iiretebilen potansiyel
mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in Mutlu (2015) tarafindan rapor edilen yontem
modifiye edilerek kullanilmistir. Mikroorganizma izolasyonu amaciyla farkl
bolgelerden rastgele O6rnekleme ile toplamda 46 adet gida (Tablo 2.1) ve toprak
ornekleri (Tablo 2.2) toplanmistir. Numune alinacak alanlarin se¢iminde farkli iklim

ve cografi kosullar tercih edilerek ayni tiir mikroorganizmalarin izole edilme olasilig

azaltilmistir.
Tablo 2.1. Gida Numunelerinden Toplanan Ornekler
O;:)ek Ornek ismi Numunenin Bolgesi T;gz;:il a
G.1 Elazig Tulum Peyniri Dogu Anadolu Bolgesi 20.04.2018
G.2 Tereyagt Karadeniz Bolgesi 20.04.2018
G.3 Antep Peyniri Gilineydogu Anadolu Bolgesi 20.04.2018
G4 Yoriik Peyniri Akdeniz Bolgesi 20.04.2018
G5 Orgii Peyniri Marmara Bolgesi 20.04.2018
G.6 Otlu Peynir Dogu Anadolu Bolgesi 20.04.2018
G.7 Izmir Tulum Peyniri Ege Bolgesi 20.04.2018
G.8 Eski Kasar Dogu Anadolu Bolgesi 20.04.2018
G.9 Mihalic Peyniri Marmara Bolgesi 20.04.2018

G: Gida Numunesi
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Tablo 2.2. Cesitli Bélgelerden Toplanan Toprak Ornekleri

O;r:)ek Ornek ismi Allndllig;lg:graﬁ T(}});:ir;:ina
TA.1 Sera Topragi Akdeniz 23.06.2018
TA.2 Kayac1 Vadi Topragi Akdeniz 23.06.2018
TA.3 Sahil Kumu Akdeniz 23.06.2018
TD.1 Bahge Topragi Dogu Anadolu 15.07.2018
TD.2 Yayla Toprag: Dogu Anadolu 15.07.2018
TD.3 Cimlik Alan Toprag: Dogu Anadolu 15.07.2018
TD.4 Dag Etegi Topragi Dogu Anadolu 15.07.2018
TD.5 Mera Topragi Dogu Anadolu 15.07.2018
TD.6 Daglik Arazi Topragt Dogu Anadolu 15.07.2018
TE.1 Yol Kenar1 Otlak Topragt Ege 4.06.2018
TE.2 Camlik Arazi Topragi Ege 4.06.2018
TE.3 Tarim Arazisi Topragt Ege 5.05.2018
TE.4 Bahge Topragi Ege 5.05.2018
TE.5 Cimlik Alan Toprag1 Ege 2.05.2018
TE.6 Yol Kenar1 Otlak Topragt Ege 2.05.2018
TE.7 Cigeklik Alan Topragi Ege 2.05.2018
TG.1 Uziim Bag1 Topragi Giineydogu 17.08.2018
TG.2 Fistik Bahgesi Topragi Gilineydogu 17.08.2018
TG.3 Ev Bahgesi Topragi Giineydogu 17.08.2018
TL.1 Bahge Topragi I¢c Anadolu 4.08.2018
TIL.2 Mera Toprag I¢c Anadolu 4.08.2018
TL3 Dag Etegi Toprag I¢c Anadolu 4.08.2018
TL.4 Agaglik Alan Toprag: I¢c Anadolu 4.08.2018
TLS Tarim Arazisi Topragi I¢c Anadolu 4.08.2018
TK.1 Cay Bahgesi Topragi Karadeniz 1.09.2018
TK.2 Findik Bahgesi Topragi Karadeniz 1.09.2018
TK.3 Mera Topragi Karadeniz 1.09.2018
TK.4 Yol Kenar1 Otlak Topragi Karadeniz 1.09.2018
TK.5 Findik Bahgesi Topragi Karadeniz 1.09.2018
T™M.1 Sahil Kumu Marmara 3.06.2018
T™.2 Tarim Arazisi Topragi Marmara 3.06.2018
TM.3 Sile Bahce Topragi Marmara 21.06.2018
T™.4 Sile Sahil Kumu Marmara 21.06.2018
TM.5 Camlik Arazi1 Topragi Marmara 15.05.2018
TM.6 Cimlik Alan Toprag: Marmara 15.05.2018
T™.7 Ciceklik Alan Topragi Marmara 15.05.2018
TM.8 Golciik Orman Topragi Marmara 21.06.2018

TA: Akdeniz bogesinden toplanan, TD: Dogu Anadolu bdlgesinden toplanan, TE: Ege bolgesinden toplanan, TG:
Giineydogu Anadolu Bélgesinden toplanan, TI: I¢ Anadolu Bélgesinden Toplanan, TK: Karadeniz Bdlgesinden
toplanan, TM: Marmara bolgesinden toplanan toprak numunesi
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2.1.2. Kullamlan Besiyerleri ve Cozeltiler
e Tryptic Soy Broth Sivi Besiyerinin Hazirlanmasi (TSB)

Tryptic Soy Siv1 Besiyerinin hazirlanmasinda 17 g/L kazein peptonu, 3 g/L
soya peptonu, 2.5 g/L glikoz, 5 g/L sodyum kloriir ve 2.5 g/L di potasyum hidrojen
fosfat igerigine sahip Tryptic Soy Broth kullanilmistir. Bu kapsamda 30g TSB hassas
terazide tartilip 1000 ml’lik otoklavlanabilir cam siseye konarak iizerine 300 mL saf
su eklenip ultrasonik su banyosunda 15 dk siire ile ¢ozdiiriilerek hacmi 1000 mL’ye
tamamlanmistir. Sonrasinda sisenin kapagi aliiminyum folyoyla kapatilarak 15 dk siire

ile 121 °C’de otaklavlanarak hazir hale getirilmistir.
o Tryptic Soy Agar Besiyerinin Hazirlanmast (TSA)

Tryptic Soy Kat1 Besiyerinin hazirlanmasinda Tryptic Soy Broth ve Agar Agar
kullanilmistir. Bu kapsamda 30 g TSB ve 15 g Agar hassas terazide tartilip 1000 m1’lik
otoklavlanabilir cam siseye konarak iizerine 300 mL saf su eklenip ultrasonik su
banyosunda 15 dk siire ile ¢ézdiirlilerek hacmi 1000 mL tamamlanmistir. Sonrasinda
sisenin kapagi aliiminyum folyoyla kapatilarak 15 dk siire ile 121 C’de otaklavlanip,
plastik petri kaplarina her biri 20 mLhacimde olacak sekilde dokiilerek hazir hale

getirilmistir.
o Nutrient Kati Besiyerinin Hazirlanmasi (NA)

Nutrient Kat1 Besiyerinin hazirlanmasinda 20 g/L et peptonu, 10 g/L et
ekstrakt: icerige sahip Nutrient Broth ve Merck Agar kullanilmistir. Bu kapsamda 8
gram Nutrient Broth ve 15 gram Agar hassas terazide tartilip 1000 ml’lik
otoklavlanabilir cam siseye konarak iizerine 300 mL saf su eklenip ultrasonik su
banyosunda 15 dk siire ile ¢ozdiiriilerek hacmi 1000 mL tamamlanmistir. Sonrasinda
sisenin kapagi aliminyum folyoyla kapatilarak 15 dk siire ile 121 °C’de otaklavlanip,
plastik petri kaplarina her biri 20 mL hacimde olacak sekilde dokiilerek hazir hale

getirilmistir.
e Peptonca Zenginlestirilmis Nutrient Kati Besiyerinin Hazirlanmasi (PNA)

Peptonca zenginlestirilmis nutrient kat1 besiyerinin hazirlanmasinda nutrient
broth, pepton ve agar kullanilmistir kullanilmistir. Bu kapsamda 8 g Nutrient Broth, 5
gram pepton ve 15 gram agar hassas terazide tartilip 1000 mL’lik otoklavlanabilir cam

siseye konarak tizerine 300 mL saf su eklenip ultrasonik su banyosunda 15 dk siire ile
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¢Ozdiirtilerek hacmi 1000 mL tamamlanmistir. Sonrasinda sisenin kapagi aliiminyum
folyoyla kapatilarak 15 dk siire ile 121 °C’de otaklavlanip, plastik petri kaplarina her

biri 20ml hacimde olacak sekilde dokiilerek hazir hale getirilmistir.
e Plate Count Kati Besiyerinin Hazirlanmast (PCA)

Plate count kat1 besiyerinin hazirlanmasinda 5 g/L kazein peptonu, 2.5 g/L
maya ekstrati, 1 g/L glikoz ve 14 g/LL agar agar icerigine sahip plate count agar
kullanilmistir. Bu kapsamda 22 gram PCA hassas terazide tartilip 1000 mL’lik
otoklavlanabilir cam siseye konarak iizerine 300 mL saf su eklenip ultrasonik su
banyosunda 15 dk siire ile ¢ozdiirlilerek hacmi 1000 mL tamamlanmistir. Sonrasinda
sisenin kapagi aliminyum folyoyla kapatilarak 15 dk siire ile 121 °C’de otaklavlanip,
plastik petri kaplarina her biri 20 mL hacimde olacak sekilde dokiilerek hazir hale

getirilmistir.
o Violet red bile glucose kati besiyerinin hazirlanmasi (VRBGA)

Violet red bile glucose kat1 besiyerinin hazirlanmasinda 7 g/L pepton, 3 g/L
maya ekstrati, 10 g/L glikoz, 5g/L sodyum kloriir, 1.5 g/L ox bile, 0,002 g/L kristal
viyole ve 13 g/L agar agar igerigine sahip violet red bile glucose agar kullanilmistir.
Bu kapsamda 38 gram VRBGA hassas terazide tartilip 1000 ml’lik otoklavlanabilir
cam sigseye konarak iizerine 300 mL saf su eklenip ultrasonik su banyosunda 15 dk
stire ile ¢ozdiiriilerek hacmi 1000 mL tamamlanmistir. Sonrasinda sisenin kapagi
aliminyum folyoyla kapatilarak 15 dk siire ile 121 °C’de otaklavlanip, plastik petri

kaplarina her biri 20 mL hacimde olacak sekilde dokiilerek hazir hale getirilmistir.
o 2%0,2’lik Pyrogallol Cozeltisinin Hazirlanmasi

%0,2’lik pyrogallol ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 50 mL’lik balon jojeye 10 mg
pyrogallol konulup, tizerine 50 mL %95’lik metanol eklenmis ve ultrasonik su

banyosunda 15 dk siire ile homojenize edilmistir.
o %060’lik Potasyum Hidroksit (KOH) Cézeltisinin Hazirlanmasi

%60’lik potasyum hidroksit ¢dzeltisi hazirlamak i¢in 50 ml’lik balon jojeye 30
mg KOH konulup, tizerine 50 mL distile su eklenmis ve ultrasonik su banyosunda 15

dk siire ile homojenize edilmistir.
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o %15’ lik Izotonik Cézeltinin Hazirlanmast

%15’lik izotonik ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 100 mL’lik balon jojeye 15 mg
Sodyum Kloriirii konulup, lizerine 100 mL distile su eklenmis ve ultrasonik su

banyosunda 15 dk siire ile homojenize edilmistir.
o Ninhidrin Cézeltinin Hazirlanmasi

Ninhydridin ¢6zeltisini hazirlamak i¢in 100 mL’lik balon joje igerisine 1 g
ninhidrin, 16 mL 0,6 molar fosforik asit ve 64 mL asetik asit eklenmis ve ultrasonik

su banyosunda 15 dk siire ile homojenize edilmistir.

e Beta Karoten Ekstrasyon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Beta Karoten Ekstrasyon ¢dzeltisini hazirlamak icin 500 mL’lik balon joje
igerisine 250 mL metanol ve 250 mL tetrahidrofuran eklenip ultrasonik su banyosunda

15 dk siire ile homojenize edilmistir.
o 0,02 M Amonyum Asetat Cozeltisinin Hazirlanmasi

Amonyum asetat ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 200 mI’lik balon joje igerisine 310
mg amonyum asetat eklenip hacim 200 ml’ye tamalanmis ve ultrasonik su banyosunda

15 dk siire ile homojenize edilmistir.

e Beta karoten HPLC Mobil Fazinin Hazirlanmas:

Beta karoten ekstrasyon ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 1000 mL’lik cam sise
igerisine 490 mL metanol ve 50 mL tetrahidrofuran eklenip ultrasonik su banyosunda

30 dk siire ile homojenize edilmistir.
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2.2.Metot

2.2.1.Mikroorganizmalarin izolasyonu, Aktiflestirilmesi ve Stoklanmasi

Mikroorganizma izolasyonu i¢in Demirddgen, (2015) tarafindan kullanilan
yontemler modifiye edilerek kullanilmistir. izolasyon igin laboratuvara gelen numune
orneklerinden 2 gram alinarak cam tiiplere konulup, tizerine 5 mL daha 6nce 120 °C
de 15 dk sterilizasyon islemine tabi tutularak hazirlanan %15 lik izotonik ¢ozelti
eklenerek 30 sn siireyle vortekslenmis ve ardindan 5 dakika siire ile 37 °C’lik su
banyosunda  bekletilmistir. Sonrasinda  bu ornekler, barindirdiklar
mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in tek kullanimlik steril 6ze kullanilarak daha
onceden hazirlanan nutrient agar, tryptic soy agar, 5 g/L hayvansal peptonla
zenginlestirilmis nutrient agar, plate count agar ve violet red bile glucose agar olmak
tizere 5 farkli agar besiyerine tarama yontemi ile ekimi yapilmis ve 48 saat siiresince
37 °C etiivde inkiibasyona birakilmistir. Besiyeri igeren pertilerde gelisen
mikroorganizmalarin saflastirilmasinda Giiven (2014)’in kullandig1 yontem modifiye
edilerek kullanilmistir. inkiibasyon siiresi sonucunda petrilerde iireyen izolatlar, saf
tek tiir mikroorganizma elde edilmesi i¢in bir kez daha tireme gosterdigi kati besiyerine
(Ek-1) seyreltme yontemi ile ekilmis ve24 saat sonunda ayni islem saf koloni elde
etmek amaci ile 2 kez tekrar uygulanmistir. Toplam 72 saatlik 3 farkli inkiibasyon
sonucunda tek diistiriilen koloniler koloni morfolojisini incelemek amaciyla tekrar
tiredigi tiir agar besiyerine nokta ekim yontemi ile ekilmistir. Nokta ekim sonrasi
tireyen saf kolonilerin koloni morfolojileri analiz edilmistir (Ek-2). Ayn1 zamanda
mikroorganizmalarin gida katki maddesi tiretim potansiyellerinin belirlenmesi ve -86
derecede canliligini yitirmeden dondurulabilmesi amaci ile iki ayr1 steril cam tiipde
120 °C ‘de 15 dk sterilize edilmis 10 mL TSB icerisinde 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Mikroorganizmalarin -86 °C stoklanmasi siirecinde “Saglik Bakanlig
Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar1 Gliserol Buyyon Igerisinde Dondurarak Sus
Saklama Prosediirii “uygulanmistir (Giiven, 2014). Daha 6nce 24 saat siire ile TSB
icerisinde inkiibe edilen mikroorganizmalardan laminar flow igerisinde pipet yardimi
ile 1 mL alinarak steril ependorf tiip i¢erisine konulmustur. Sonrasinda iizerine toplam
hacmin %16’s1 olacak sekilde 0,19 mL, daha 6nce 120 °C ‘del5 dakika sterilize
edilmis gliserol eklenmistir. Mikrosantrifuj tlipliniin kapagi kapatilip kontaminasyonu
ve acilmay1 engellemek amaciyla parafilme sarilarak -86 °C derin dondurucuda

muhafaza edilmistir.
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2.2.2.Mikroorganizmalarin inkiibasyonu ve Gida Katki Maddelerinin

Uretilmesi

Mikroorganizmalarin, gida katki maddesi iiretim potansiyellerinin
belirlenmesinde Shakoori vd. (2012) tarafindan rapor edilen yontem revize edilerek
kullanilmastir. Ilgili analiz igin referans inkiibasyon besiyeri olarak segilen 100 mL
TSB’nin pH’1 7,5’e ayarlanarak, daha once saf su ile yikanan 250 mL cam siseler
icerisine konulumustur. Ardindan otoklav kullanilarak ile 120 °C’de 15 dakika sterilize
edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra ise mikroorganizmalarin gida katki maddesi
tiretmesi i¢in; bolim 2.2.1°de belirtildigi gibi hazirlanan, 24 saat siire ile TSB
icerisinde inkiibe edilen izolatlardan 1 mL alinip cam siselerde sterilize edilen
inkiibasyon besiyerine eklenmistir. Son olarak hazirlanan inkiibasyon besiyerleri
calkalamal1 inkiibator igerisinde 37,5 °C derecede ve 125 rpm de 48 saat siire ile inkiibe

edilerek ilgili metabolitlerin olusmasi saglanmaistir.
2.2.3.Mikrobiyal Sistein Uretimi ve Tespiti

2.2.3.1. Mikroorganizmalarin Urettigi Sistein Miktarinin Spektroskopik

Yontemler ile Tespiti

Izolatlarin sistein iiretim potansiyellerinin belirlenmesinde Ali ve ark. (2011)
tarafindan uygulanan asidik ninhidrin yontemi modifiye edilerek uygulanmistir. ilk
asamada daha once izole edilen izolatlarin inkiibe edildigi besiyerleri homojenizator
yardimi ile 5000 rpm’de 30 sn siire ile homojenize edilip, icerisinden 10 mL 6rnek
aliarak 4100 rpm karistirma hizinda 7 dakika boyunca santrifiij edilmis ve ardindan
siipernatant kismi1 membran filtreden (0,45 pm) gecirilmistir. Sistein miktarinin
saptanmasinda asidik ninhidrin metodu kullanilmistir. Bu amagla steril mikrosantrifuj
tiipli icerisine hazirlanan siipernetantlardan 50 pLL numune konulmustur. Daha sonra
mikrosantrifuj tiipi 550 pL ninhidrin ¢6zeltisi eklenip 80 °C de su banyosunda 1 saat
bekletilmistir. Su banyosundan alinan numuneler oda sicakligina geldikten sonra 1600
uL glasial asetik asit ilave edilmistir. Asidik ninhidrin yontemiyle 6n hazirliklar:
tamamlanan numunelerin spektrofotometre ile 365 nm dalga boyunda UV absorbans
olgiimii yapilmistir. Uretilen sistein miktar1 kalibrasyon egrisi kullanilarak g/L

cinsinden hesaplanmustir.

Kalibrasyon egrisi hazirlamak i¢in ticari olarak satilan standart sistein saf su

igerisinde 2.5, 1.0, 0,5, 0,25, 0,01 g/L derisimlerinde ¢ozdiiriilmiis, daha sonra ise
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asidik ninhidrin yontemi ile 6n hazirlig1 yapilarak spektrofotometrede 365 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢limii yapilmistir. Derisimi bilinen standart sistein ¢ozeltilerinin
absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon egirisi olusturulup (Sekil 2.1), elde edilen
denklem kullanilarak en iyi liretim yapan 5 numunenin sistein derisimleri tespit

edilmistir.

Son agamada ise en iyi sistein liretimi gozlemlenen 5 izolatin {iretim verilerini
dogrulamak amaciyla validasyon ¢aligsmasi yapilmistir. Bu islem i¢in; izolatlar 5 tekrar
halinde daha 6nce oldugu gibi 100 mL Tryptic Soy Broth igerisinde pH’s1 7,5’ye
ayarlandiktan sonra 37,5 °C, 125 rpm de 48 saat siire ile calkalamali inkiibatorde
inkiibe edilmistir. Ardinda da tiim Ornekler tekrar asidik ninhidrin yontemi ile

spektrofotometrede analiz edilmistir.
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Sekil 2.1. Sistein Kalibrasyon Egrisi

2.2.3.2. En lyi Uretim Yapan Mikroorganizmalarin Fenotipik ve Genotipik

Olarak Tanimlanmasi

En yiiksek sistein iiretimi yapan, I¢ Anadolu bdlgesinden alinmis tarim arazisi
topragindan izole edilen TL5.8.1 kodlu (Tablo 4.2) mikroorganizmanin
tanimlanmasinda koloni morfolojisi, gram boyama gibi konvansiyonel yontemler ve

molekiiler 16S rRNA dizi analizi yontemi uygulanmaistir.
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Fenotipik karakteizasyon icin; petri kabinda tretilen TI.5.8.1 kodlu izolat
oncelikle kolonisinin goriiniim, biiylikliik, kenar yapist ve yiiksekli gibi morfolojik
ozelliklerine gore degerlendirilmistir. Daha sonra ise izolat gram boyama ile
boyanarak mikroskop altinda incelenmistir (Giiven, 2014). Gram boyama igin ilk
asamada lam Tlizerine distile su damlatilidi ve petri kabinda iiretilen izolattan 6ze
yardimi ile bir miktar alinarak distile su icerisine dagitilarak lam yiizeyine yayilmasi
saglanmistir. Sonrasinda lam atesten gegirilerek mikroorganizma lama sabitlenmesi
saglanip, ardindan da kristal viyole ile boyanarak 1 dakika bekletilmistir. Daha sonra
lam {izerindeki boya, distile su yardimiyla temizlenip, ardindan tekrardan lam tizerine
lugol ¢o6zeltisi damlatilmis ve 1 dakika bekletilmistir. Lugol lam tizerinden 6ncelikle
etil alkol ile ardindan da distile su ile yikanmistir. Son asamada ise lam, sulu karbol
fiiksin ile 30 saniye silireyle boyanmis, distile su ile yikanmis ve kurumaya
birakilmistir. Kuruyan preparat 151k mikroskobu altinda hiicre sekilleri ve olusan renge

gore degerlendirilmistir (Bilginer, 2018).

TI.5.8.1 kodlu izolatin genotipik tanimlanmasi i¢in, karsilastirilmali 16S rRNA
dizi analizi yontemi Bioeksen Ar-Ge Teknolojileri Limited Sirketi’nden hizmet
aliarak yapilmistir. 16S rRNA dizi analizi i¢in ise sirasi ile bakteriyel DNA
izolasyonu, ger¢ek zamanli PCR, PCR iiriiniin saflastirmasi, DNA dizi analizi ve
analiz edilen dizinin gen bankasi ile kiyaslanmasi protokolleri uygulanmistir (Carozzi
vd., 1991). DNA Izolasyonu igin Biospeedy® Bakteriyel DNA Izolasyon Kiti
kullanilmistir. Oncelikle petri kabinda inkiibe edilen izolat besiyeri yiizeyinden
kazinarak (200 mg), igerisinde 500 pL %0,1 Tris buffer bulunan 1.5 mL’lik mikro
santrifiij tiiplerine alinip 10 sn siire ile vortekslenmistir. Sonrasinda 14000 g’de 1 dk
santrifiij edilip tst faz atilmig, 150 pL baglama tamponu, (6.75 M guanidinium
thiocyanate, 15mM Tris-Cl pH 8.0) eklenip vorteks ile karistirilmis ve ardindan 5. 95
°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi tekrar 14000 g’de 1 dakika
santrifiij edilip, iistteki sivi faz yeni bir tiipe transfer edilmis, 150 uL 2-propanol
eklenmis ve vorteks ile karistirilmistir. Daha sonra toplama tliptine DNA kolonu
yerlestirilmis ve karisimin timii DNA kolonuna transfer eklenmis; 14000 g’de 1
dakika santrifiij edilmis ve alttaki siv1 (filtrat) atilmistir. Sonrasinda DNA kolonuna
500 pL yikama tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5; 80% v/v ethanol)
eklenip ve 14000 g’de 30 saniye santrifiij edilirek ve alttaki siv1 (filtrat) atilmistir. Son
asamada DNA kolonuna 100 pL 60 °C’ye 1sitilan ¢oziici Tampon (MGW) ilave
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edilerek, 3 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve sonrasinda 14000 g’de 1 dakika
santrifiij edilip ve kolon atilmustir. izole edilen DNA tiipte kalan s1vidadir. DNA -20
°C’de muhafaza edimistir (Giiven, 2014). Bakterilerin identifikasyonu i¢in gergek
Zamanli PCR (Q-PCR) ile bakteri genomik DNA’sinda 16s rRNA’nin 1400-1550 baz
ciftlik bolgesi ileri primer (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) ve geri primer
(AAGGAGGTGATCCAGCCGCA) ¢ifti kullanilarak ¢cogaltilmistir (Edwards vd., 1989).
Reaksiyonlar i¢in Biorad CFX Connect (Bio-Rad Laboratories, Amerika) Real Time
PCR cihaz1 kullanilmistir. Reaksiyon 1.5 mM MgCI2, 0,2 mM dNTP mix, 1x
reaksiyon tamponu, 0,1U Fast Start Taq DNA Polimeraz, 1x EvaGreen, 4 ng/uL kalip
cDNA ve her bir primerden 0,5 uM iceren karisimla gergeklestirilmistir. Cihazda,
Dorak (2007) tarafindan belirtilen bu primerlere 6zgli optimim PCR kosullarinin 1s1
dongiisii programi uygulanmistir. Q-PCR sonuglari, Biorad CFX Connect Software
3.0’da analiz edilmistir. PCR Uriinii Saflastirmasi i¢in elde edilen qPCR amplikonlari,
DNA dizi analizi 6ncesi primerler ve diger qPCR bilesenlerinden Biospeedy® PCR
tiriin saflastirma Kiti kullanilarak temizlenmistir. Bu amagla 6ncelikle PCR iiriinleri
bir mikrosantrifiij tiipiine alinmistir. Ardindan iizerine birinci asamadaki toplam
hacmin 3 kat1 kadar baglama tamponu (6.75 M guanidinium thiocyanate, 15mM Tris-
CI (pH 8.0) eklenerek 10 saniye boyunca vorteks yapilmistir. Bu agamadan sonra DNA
Kolonunu Toplama Tiipii’ne yerlestirilip karistm DNA Kolonu’na eklenmis, ardindan
da 14.000 g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Sonrasinda ise toplama tiiplindeki siviy1
atilarak, DNA kolonuna 500 pl yikama soliisyonu (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH
7.5; 80% v/v etanol) eklenmis akabinde de 14.000 g’de 1 dakika santrifiij edilip,
toplama tliptindeki sivi atilmistir. Hemen sonrasinda DNA kolonunu 14.000 g’de 1
dakika bos olarak santrifiij edilirck DNA kolonunu yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
takilip lizerine 50 pl eliisyon ¢ozeltisi (MGW) eklenerek 1 dakika oda sicakliginda
(+15°C ile +25°C aras1) inkiibe edildikten sonra 14.000 g’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Elde edilen bakteriyel amplikonlarin dizileri Sanger yontemiyle, ABI prism
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit ile ABI Prism 377 DNA
Sequencer’da (Applied Biosystems, USA) belirlenmistir. Son asamada izolattan elde
edilen diziler, uluslarasi olarak kabul goren gen bankasi olan NCBI DNA
databankasinda 16s rRNA bolgesi belirlenmis bilinen bakteriyel tiirler ile
karsilastirilmis ve en ¢ok benzeyen tiirler, benzerlik oranlar1 belirlenmistir (Sun,

2011).
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2.2.3.3. Proses Kosullar1 ve Besiyeri iceriklerinin Sistein Uretimine Etkisinin

Incelenmesi (Optimizasyonu)

En iyi sistein tiretimi yapan Bacillus sp. strain CG1 farkli besiyeri igeriklerinde
ve proses kosullarinda sistein iiretimi incelenerek proses kosullar1 optimize edilmistir.
Bacillus sp. strain CG1’in hangi proses sartlarinda daha iyi liretim yaptigini
saptayabilmek icin 4 temel ¢evresel proses parametresi olan pH, sicaklik, zaman ve
calkalama siiresinin farkli varyasyonlarinda, TSB igerisinde inkiibe edilerek sistein
tiretimi incelenmistir. Bu amag ile 100 mL TSB igerisine 1 mL mikroorganizma
asilanarak Plackett—Burman dizayni ile olusturulan Tablo 2.3’te belirtilen proses
kosullarinda inkiibe adilmis, ardindan da asidik ninhidrin yontemi ile spektrofotometre

yardimi ile iiretilen sistein miktari tespit edilmistir.

Tablo 2.3. Inkiibasyon Proses Parametreleri

Orne| pn Sire Goletams SN e e Sare Gl St
1 7,5 48 75 37,5 17 7,5 24 125 37,5
2 7,5 48 100 37,5 18 7,5 36 125 37,5
3 7,5 48 125 37,5 19 7,5 48 125 37,5
4 7,5 48 150 37,5 20 7,5 60 125 37,5
5 7,5 48 175 37,5 21 7,5 72 125 37,5
6 7,5 48 200 37,5 22 7,5 84 125 37,5
7 7,5 48 225 37,5 23 7,5 96 125 37,5
8 7,5 48 250 37,5 24 7,5 108 125 37,5
9 7,5 48 125 10 25 5,5 48 125 37,5
10 7,5 48 125 15 26 6 48 125 37,5
11 7,5 48 125 20 27 6,5 48 125 37,5
12 7,5 48 125 25 28 7 48 125 37,5
13 7,5 48 125 30 29 7,5 48 125 37,5
14 7,5 48 125 35 30 8 48 125 37,5
15 7.5 48 125 40 31 8,5 48 125 37,5
16 7,5 48 125 45
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Ilgili mikroorganizmanin inkiibasyonunda, farkli besiyeri iceriklerinin sistein
tiretimine etkisini saptayabilmek adina Tablo 2.4’te belirtilen recetelerdeki farkl
karbonhidrat, protein, aminoasit ve minerallerin iiretime etkileri incelenmistir. Bu
amacla belirlenen regete icerikleri ile hazirlanan 250 mL sivi besiyerine 1 mL
mikroorganizma asilanarak pH 7,5’te, 37,5 °C’de, 150 rpm’de 48 saat siire
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonucunda besiyeri iceriklerinin sistein

tiretimine etkisi spektrofotometre ile tespit edilmistir.

Optimum proses sartlar1 ve besiyeri igerikleri belirlenen ilgili izolat; oncelikle
TSB igerisinde optimum proses sartlarinda ardindanda belirlenen besiyeri igerigi
icerisinde optimum proses sartlarda inkiibe edilerek maksimum sistein iiretim

kapasitesi tespit ve valide edilmistir.

Tablo 2.4. Besiyeri Receteleri

R Al A2 Bl B2 B3 B4 C1 C2 C3 D1 D2 D3 E1 E2 E3 E4
gL g/L g/lL g/L g/L g/L g/L g/L gL gL gL gL g/L gL gL gL gL

Glucose D+) 2,5 2,5 2,5 25 25 25 25 5 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Lactose - - - - - - - = 2,5 - . - - 3 - - -
Fructose - - - - - - - - - 2,5 - . - - A - -
Urea - - - - - - 8§ - - - - - - - - - -
Peptone - - - - 3 - - - - - - - - - - - -
Casein Peptone 17 17 17 17 17 20 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
SoyaPeptone 3 3 3 6 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Beef Extract - - - - - - - - - - 1 - - - - - _
Malt Extract - - - - - - - - - - - 1 - - - - -
Yeast Extract - - - - - - - - - - - - 1 - - - -
NaCl 5 5 5 5 s 5 S5 5 5 5§ 5 5 5 5 5 5 5
KH2PO4 - - - - - - - - - - . - 0,5 - - -
KoHPO4 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 2525 25 5

FeSO4 7H20

0,25 - -
MgSO4 7TH20 - - - - - - - - - - - - - 0,25 -
Methionine - 2 - - - - - - - - - - - - _ - _

Serine - - 2 - - - - - - - - - - - _ _ _
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2.2.3.4. Uretilen Sisteinin Besiyeri Ortamindan Aynistirilarak Geri Kazanim

Inkiibasyon sonrasi iiretilen mikrobiyal sisteinin besiyeri ortamindan
uzaklagstirarak geri kazanabilmek i¢in Pu Wang vd., (2015)’in uyguladigr yontem
yontem modifiye edilerek 3’er paralel calisilmistir. Bu kapsamda oncelikle,
inkiibasyon sonrasi elde edilen sivi besiyerinden istenmeyen hiicre bilesenlerinden
ayirigtirilmasi i¢in 4200 rpm’de 15 dk siire ile santrifiij edilip 45 pm filtreden
gecirilerek iyon degistirici recineye yiiklemeye hazir hale getirilmistir. Iyon degistirici
regine ile sisteinin geri kazanimi siirecinde ise sirasi ile iyon degistirici regineyi

sartlama, dillisyon ve kristalizasyon iglemleri uygulanmustir.

Sisteinin besiyeri ortaminda geri kazanimi i¢in Dowex 50W x 8 isimli regine
kullanilmistir. Recinenin sartlandirilmasi asamasinda, dncelikle 10 g recine alinarak 1
litrelik erlene konulmus ve 100 mL saf su ile yikanmistir. Bu asamadan sonra ise recine
strast ile 100 mL 2 N HCI ve 100 mL 2 N NaOH ile yikanmis; bu islem 3 kez
tekrarlanmigtir. Daha sonra elde edilen regine alkali olana kadar saf su ile yikanmus,

stiziilmiis ve dillisyon islemine hazir hale getirilmistir.

Inkiibasyon sonras: santrifiij edilip, 45 um filtreden gegirilerek biiyiik hiicre
bilesenlerinden ayrilan ve sistein konsantrasyonu spektrofotometre ile 6l¢iilen 500 mL
stvi besiyerinin pH’s1 8.0’e ayarlanarak icinde recine bulundugu erlene ilave
edilmistir. Daha sonra ise siireye bagh diliisyon miktarinin tespiti i¢in regine-besiyeri
karisimi 42 °C ve 200 rpm de ¢alkalamali inkiibatore birakilarak 30 dakikalik araliklar
ile numune alinarak UV spektrofotometrede 365 nm dalga boyunda absorbans dl¢timii
yapilmistir. Maksimum absorbasin tespit edildigi 150, dakikanin sonunda erlenin
icinden, sisteini absorbe etmis olan regine siiziilerek tizerine 500 mL 1N HCI eklenmis
ve 30 °C, 200 rpm’de ¢alkalamali inkiibator igerisinde recinelerden sisteinin ayrilmasi
saglanmistir. Bu siirenin sonunda elde edilen eliisyon s1visi behere alinarak, igerisinde
yer alan sisteinin kristalize olmast i¢in pH’s1 sisteinin izoelektirik noktasi olan 5.0’e
ayarlanmistir (Arslan, 2016). Sonrasinda ise eliisyan sivisi 60 °C’lik su banyosuna
konularak solventi ugurulmus, beherin alt kisminda kristal formda olusan sistein

kazinarak ayrilmistir.
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2.2.3.5. Elde Edilen Sisteinin Enstriimental Analiz Cihazlari ile

Karakterizasyonu
2.2.3.5.1. Elde Edilen Sisteinin FTIR Analizi

Uretilen sisteinin molekiiler analizinde, karakterizasyonunda ve standart sistein
ile kiyaslanmasinda, ilk olarak ATR-FTIR spektroskopisi kullanilmistir. FTIR analizi
Erzurum Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezinden hizmet alinarak Bruker Verter 70 marka spektroskopisi ile
Andrzej vd., (2005)’in uyguladigt metod kullanilarak gergeklestirilmistir.
Spektrumlarin eldesi i¢in kullanilan, Bruker Verter 70 spektroskopi, DLaTGS
detektorii ve Elmas ATR hiicresi ile techizatlandirilmistir. Orneklerin ATR-FTIR
spektrasi herbir spektrada 50 tarama biriktiren 4 cm™’lik ¢dziiniirliik ile 4000°den 400
cm’! dalgasayis1 aralifinda kaydedilmistir. Olgiimler éncesinde 6lgiim haznesinde
ornek olmadan arka plan ol¢iimii yapilarak sifirlama yapilmistir. Elde edilen veriler
OPUS (version 5.5) kullanilarak analiz edilmis ve literatiirdeki veriler ile

kiyaslanmistir.
2.2.3.5.2. Elde Edilen Sisteinin RAMAN Analizi

Uretilen sisteinin molekiiler analizinde, karakterizasyonunda ve standart sistein
ile kiyaslanmasinda kullanilan bir diger yontem ise RAMAN spektroskopisi olmustur.
RAMAN analizi Erzurum Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezinden hizmet alinarak Witecalpha 300 R marka raman
spektroskopisi ile Andrzej vd., (2005)’in uyguladigi metod kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Spektrumlarin  eldesi i¢in kullanilan, Bruker Verter 70
spektroskopi; Back-illuminated CCD dedektor ve 532 nm dalga boyuna sahip lazer
kaynagi ile techizatlandirilmistir. Raman ol¢timleri 100 mW ise lazer giicii ile, 25 sn
integrasyon siiresinde 4 lazer Ol¢limiiyle alinmistir. Elde edilen veriler OriginLab

(2020b) kullanilarak analiz edilmis ve literatiirdeki veriler ile kiyaslanmigtir
2.2.3.5.3. Elde Edilen Sisteinin LC-MS/MS Analizi

Uretilen sisteinin LC-MS/MS analizi, JASEM Laboratuvar Sistem ve
Coziimleri San. Tic. A.S.'den hizmet alim1 yontemi ile Agilent Infinity 1260 HPLC
sistemine entegre Agilent 6460 Triple Quad LC/MS kiitle spektrometresi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Orneklerin LC-MS/MS analizi 6n hazirligs; Bilgin vd., (2018)’de
belirtilen metot ile Jasem LC-MS / MS amino asit kiti (Sem Laboratuvar Cihazlar
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Pazarlama San. Ve Tic. A.S. Istanbul/Tiirkiye) kullanilarak gerceklestirilmistir. ilgili
kiti kullanarak kalibrasyon standartlar1 ve numunelerin 6n hazirliginin yapilmasi i¢in
oncelikle 50 pL standart ve 50 pL numune bir numune sisesine aktarilmigtir. Daha
sonra, dahili standart olarak 50 pL etiketli kararli izotop karisimi ilave edildi ve 700
uL reaktif-1, 5 saniye siireyle dondiiriilmeden &nce numune sisesine ilave edildi. On
hazirlik islemi tamamlanan numuneler, ultrasonik su banyosunda 1 dk bekletildikten
sonra, 0,45 pl filtreden gegirilerek LC-MS/MS viallerine aktarilmig ve ardindan cihaza
yiiklenmistir. HPLC sistemi, 30°C'de tutulan amino asit analizi i¢in (analiz kitine bagl
olarak) belirtilen Jasem analitik kolonuna 3 pL hazirlanmis numuneyi enjekte etmek
icin ¢alistirildi. Kromatografik ayirma, 0.7 mL/dakikalik bir akis hizinda gradyan

eliisyonu ile Jasem mobil faz A ve B kullanilarak gerceklestirildi.

HPLC eliisyonu i¢in %22 mobil faz A 'nin ilk LC gradyan1 1 dakika siireyle
tutuldu. Daha sonra gradyan 3 dakikada %78 mobil faz A 'ya yiikseltildi ve 0,5 dakika
tutuldu. Son olarak, siitun 3 dakika %22 mobil faz A 'da dengelendi. Toplam ¢alisma

stiresi 7,5 teki olarak ayarlandi.

Kiitle spektrometrik algilama, pozitif iyon modunda bir ESI kaynag: ile
donatilmis Agilent 6460 ti¢lii dort kutuplu MS iizerinde gerceklestirildi. MS dedektor
ayarlari; Kurutma gazi sicakligi 150°C, kurutma gazi akis1 10L/dak, nebiilizér basinci
40psi (Gosterge-Nebulizasyon, atmosfer basincinin altinda vakumda olmayan bir
odada gerceklesir) ve kapiler voltaj 2000 V (+) olarak diizenlendi. Pozitif ESI modu,
protonlanmis form olarak sistein ve IS'nin saptanmasi i¢in ¢alistirildi (m/z = [M+1]+).
Bu Oncii iyonun carpismayla indiiklenen ayrismasi (CID), sistein ve IS i¢in bir ana
iriin iyonu {iretti. Sistein ve karsilik gelen [S'nin (6ncii iyondan iiriin iyonuna) MRM
gegcisleri, optimum parcalanma voltajlarinda (FV) ve optimum ¢arpisma enerjilerinde

(CE) izlendi.

2.2.4.Mikrobiyal Glutamik Asit Uretimi ve Tespiti

2.2.4.1.Mikroorganizmalarin Urettigi Glutamik Asit Miktarmin Spektroskopik

Yontemler ile Tespiti

Izolatlarin glutamik asit iiretim potansiyellerinin belirlenmesinde Gul vd., (2012)
tarafindan uygulanan asidik ninhidrin yontemi modifiye edilerek uygulanmustir. Ik

asamada Boliim 2.2.3.1°de belirtildigi gibi homojenizator yardimi ile 5000 rpm de 30
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sn siire ile homejenize edilen numunelerden 10 mL 6rnek alinarak 4100 rpm’de 7
dakika boyunca santrifiij edilmis, ardindan siipernatant kisim membran filtreden
(0,45um) gegirilerek ninhidrin yOntemine hazir hale getirilmistir. Ninhidrin
reaksiyonu ic¢in Oncelikle steril mikrosantrifuj tlipleri igerisine 200 pl numune
konulmustur. Numunelerin iizerine de 550 pl ninhidrin ¢6zeltisi eklenip oda
sicakliginda 1 saat bekletilmistir. Daha sonra {izerine 1600 pL glisial asetik asit ilave
edilmistir. Hazirlanan numuneler spektrofotometrede 470 nm dalga boyunda UV
absorbans 6l¢iimii yapilmistir. Gézlemlenen glutamik asit miktarlar1 kalibrasyon egrisi

kullanilarak g/L cinsinden hesaplanmustir.

Kalibrasyon egrisi hazirlamak icin; ticari olarak satilan standart glutamik asit
saf su igerisinde 5.0, 2.5, 1.0, 0,5, 0,25, 0,01 g/L derisimlerinde ¢ozdiiriilmiis, daha
sonra ise asidik ninhidrin yontemi ile ise spektrofotometrede 470 nm dalga boyunda
absorbabsorbans ol¢ctimii yapilmistir (Sekil 2.2). Derisimi bilinen standart glutamik
asit ¢ozeltilerinin absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon egirisi olusturulup, elde
edilen denklem kullanilarak en iyi liretim yapan 5 numunenin glutamik asit derisimleri

tespit edilmistir.

2,00 y =0,347x + 0,0036
1,80

1,60
1,40 T y=0347x+0,0036
1,20 R2=10,9993
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00 &%
000 0,550 1,00 1,50 2,00 2,550 3,00 350 4,00 450 500 550
Konsantrasyon (g/L)

Absorbans

Sekil 2.2. Glutamik Asit Kalibrasyon Egrisi

Son asamada ise en iyi glutamik asit iiretimi gozlemlenen 5 izolatin iiretim
verilerini dogrulamak amaci ile validasyon calismasi yapilmistir. Bu amagla izolatlar
5 tekrar halinde 100 mL TSB igerisinde 37,5 °C, 125 rpm de 48 saat siire ile inkiibe

edilmis, ardinda da asidik ninhidrin yontemi ile spektrofotometrede analiz edilmistir.
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2.2.4.2.En iyi Uretim Yapan Mikroorganizmanin Genotipik Olarak

Tanimlanmasi

En iyi glutamik asit tiretimi yapan, Karadeniz bolgesindeki ¢ay bahgesinden
alinan toprak numunesinden izole edilen TK.1.4.1 kodlu mikroorganizmanin (Tablo
4.2) fenotipik tanimlanmasinda koloni morfolojisi, gram boyama gibi konvansiyonel
yontemler, genotipik tanimlanmasinda ise molekiiler tan1 yontemleri arasinda olan 16S
rRNA dizi analizi yontemi uygulanmugtir. ilgili izolatin fenotipik ve genotipik

analizinde boliim 2.2.3.2 de belirtilen protokoller kullanilmistir.

2.2.4.3. Proses Kosullar1 ve Besiyeri I¢eriklerinin Glutamik Asit Uretimine

Etkisinin Incelenmesi (Optimizasyonu)

En iyi glutamik asit iiretimi yapan Stenotrophomonas sp. strain CG2; farkl
besiyeri igeriklerinde ve proses kosullarinda inkiibasyonu neticesinde {iretilen
glutamik asit miktar1 incelenerek proses kosullar1 optimize edilmistir. Ilgili izolatn
hangi proses sartlarinda daha iyi iiretim yaptigini1 saptayabilmek icin Tablo 2.3’te
belirtilen 4 temel ¢evresel proses parametresi olan pH, sicaklik, zaman ve ¢alkalama
stiresinin farkli varyasyonlari ile TSB igerisinde glutamik asit inkiibasyonuna
birakilmustir. ilgili mikroorganizmanin hangi besiyeri ortaminda daha iyi glutamik asit
iiretimi yaptigininda yine 2.2.3.3’te uygulanan yontem kullanilarak analiz edilmistir.
Bu amag ile Tablo 2.4’te belirtilen regete igerikleri ile hazirlanan 100 mL sivi
besiyerine 1 mL mikroorganizma asilanarak pH 7,5’te, 37,5 °Cde, 150 rpm de 48 saat
stire inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon siiresi sonucunda proses kosullarinin

glutamik asit iiretimine etkisi 2.4.1°de belirtilen yontem kullanilarak tespit edilmistir.

Optimum proses sartlar1 ve besiyeri igerikleri belirlenen izolat; oncelikle TSB
icerisinde optimum proses sartlarinda, ardindanda belirlenen besiyeri recetesi
icerisinde optimum sartlarda inkiibe edilerek maksimum glutamik asit iiretim

kapasitesi tespit edilerek validasyon Ol¢timleri yapilmistir.
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2.2.4.4. Uretilen Glutamik Asitin Besiyeri Ortamindan Aynistirilarak Geri

Kazanimi

Inkiibasyon siiresi sonunda iiretilen glutamik asitin besiyeri ortaminda
ayristirilmasinda Nampoothiri vd., (1999) tarafindan bildirilen yontem modifiye
edilerek 3’er paralel halinde calisilmistir. inkiibasyon sonrasi elde edilen s1vi besiyeri,
istenmeyen hiicre bilesenlerinden ayirmak amaciyla 4200 rpm’de 15 dk siire ile
santrifiij edilip 45 um filtreden gegirilerek iyon degistirici regineye yliklemeye hazir
hale getirilmistir. Iyon degistirici regine ile ayristirma siirecinde ise yine siras1 ile iyon

degistirici recineyi sartlama, diliisyon ve kristalizasyon islemleri uygulanmistir.

Glutamik Asitin geri kazaniminda Amberlite IR 120 (Hi-media) tiirli regine
kullanilmistir. Reginenin sartlandirilmasi asamasinda; o6ncelikle 50 g recine alinarak 1
litrelik erlene konulmus, sonrasinda ise safsizliklarindan arindirmak i¢in iki kez 200
mL saf su ile yikanip ve siiziilmiistiir. Sartlandirma i¢in ise saf su ile yikanan regine,
200 mL 4 N HCI ile yikanmis ve ardindan iki kez saf su ile yikanmip siiziilmiistiir.
Ardindan siiziintii recine alkali olana kadar 2 N NaOH ile yikanmistir. Alkali hale
getirilen regine 200 mL 1 N HCI igerisinde 2 saat siireyle 50 °C ve 200 rpm’de
yikanmaya birakilmistir. 2 saat sonrasinda regine siiziimiis ve bir kez daha ayni1 isleme
bir kez daha maruz birakilmistir. Ikinci kez 2 saat siiresince 50 °C’de 200 rpm’de
yikanan recine tekrar siizlilmiis ve alkali olana kadar saf su ile yikanarak ¢alisilmaya

hazir hale getirilmistir.

Inkiibasyon sonrasi santrifiij edilip 45 um filtreden gegirilerek biiyiik hiicre
bilesenlerinden ayrilan ve glutamik asit konsantrasyonu 6l¢iilen 500 mL inkiibasyon
besiyerinin pH’s1 kademeli olarak Once 4.0’¢ sonrasinda ise 2.0’ye ayarlanarak
sartlandirilan reginenin bulundugu erlene eklenmistir. Oncelikle siireye bagli recine
sistein absorbsiyon degerini belirleyebilmek adina regine-besiyeri karigimi 30 °Cve
150 rpm’de calkalamali inkiibatore birakilmis ve 1 saat arayla ortamdaki serbest
glutamik asit Olgiilmistiir. Maksumum absorbasin 6l¢iildiigii 5. saatin sonunda
glutamik asitleri absorbe etmis olan recine siiziilmiis ve absorbe edilen glutamik asidin
ayristirilmast igin iizerine 500 mL pH’1 3.9’a ayarlanmis saf su eklenerek 30 °C ve 150
rpm’de 2 saat ¢alkalamali inkiibator birakilmistir. Bu siirenin sonunda eliisyon sivisi
siizlilerek regineden ayrilmis ve igindeki glutamik asidin kristalize olmasi i¢in beher
igerisine alinarak pH’s1 glutamik asitin izoelektirik noktasi olan 3.2’ye ayarlanarak

beherin alt kisminda kristal formda biriken glutamik asit ayrilmigtir.
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2.2.4.5. Elde Edilen Glutamik Asitin Enstriimental Analiz Cihazlarn ile

Karakterizasyonu
2.2.4.5.1. Elde Edilen Glutamik Asidin FTIR Analizi

Uretilen glutamik asidin molekiiler analizinde, karakterizasyonunda ve
standart glutamik asit ile kiyaslanmasinda, bolim 2.2.3.5.1’de belirtildigi gibi
oncelikli olarak ATR-FTIR spektroskopisi kullanilmistir. Uretilen glutamik asidin
FTIR analizi; Bruker Verter 70 marka spektroskopisi ile Andrzej vd., (2005)’in
uyguladigi metod kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler OPUS (version

5.5) kullanilarak analiz edilmis ve literatiirdeki veriler ile kiyaslanmistir.
2.2.4.5.2. Saflastirilan Glutamik Asidin RAMAN Analizi

Uretilen glutamik asidin molekiiler analizinde, karakterizasyonunda ve
standartlar1 ile kiyaslanmasinda da ikincil olarak RAMAN spektroskopisi
kullanilmistir. RAMAN analizi; boliim 2.2.3.5.2°de belirtildigi gibi Witecalpha 300 R
marka spektroskopisi ile Andrzej vd., (2005)’in uyguladigi metod kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler OriginLab (2020b) kullanilarak analiz edilmis

ve literatiirdeki veriler ile kiyaslanmaistir.

2.2.4.5.3. Elde Edilen Glutamik Asidin LC-MS/MS Analizi

Uretilen glutamik asitin LC-MSMS analizi, yine JASEM Laboratuvar Sistem
ve Coziimleri San. Tic. A.S.'den hizmet alim1 yontemi ile Agilent Infinity 1260 HPLC
sistemine entegre Agilent 6460 Triple Quad LC/MS kiitle spektrometresi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Orneklerin LC-MS/MS analizi 6n hazirhigr; béliim 2.2.3.5.3’te
belirtildigi gibi Bilgin vd., (2018)’de belirtilen metot ile Jasem LC-MS / MS amino
asit kiti (Sem Laboratuvar Cihazlar1 Pazarlama San. Ve Tic. Inc. Istanbul / TURKIYE)
kullanilarak gergeklestirilmistir. On hazirlik islemi tamamlanan numuneler, ultrasonik
su banyosunda 1 dk bekletildikten sonra, 0,45 pL filtreden gecirilerek LC-MS/MS
viallerine aktarilmis ve ardindan cihaza yiiklenmistir. LC-MS/MS analizinde gene
Jasem LC-MS / MS amino asit kitinde yer alan mobil fazlar kullanilarak, Bilgin vd.,
(2018)’de belirtilen metot ile gergeklestirilmistir.
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2.2.5. Mikrobiyal Beta Karoten Uretimi ve Tespiti

2.2.5.1 Mikroorganizmalarin Urettigi Beta Karoten Miktarinin

Spektroskopik Yontemler ile Tespiti

[zolatlarmnrin beta karoten iiretim potansiyelerinin belirlenmesinde ise Kodal
(2016)’in  kullanilan ydntem uygulanmustir. Oncelikle homojenize edilmis
numunelerden 10 mL 6rnek alinarak 4100 rpm de 7 dakika santrifiij edilmistir. Bu
analizde sistein ve glutamik asitin aksine silipernetant degil dipte kalan
mikroorganizma kiitlesi kullanilmistir. Daha sonra dipte kalan mikroorganizma
kiitlesine 1 damla %37’lik HCI asit ilave edilerek 30 saniye vortekslenmistir. Olusan
bu karistma 5 mL %80 lik aseton ilave edilerek 24 saat boyunca karanlikta
bekletilmistir. Bu siire sonunda tekrardan santrifiij edilerek siv1 faza (aseton faz) gegen
beta karoten 455 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6lgiim yapilmistir. Uretilen

glutamik asit miktar1 kalibrasyon egrisi kullanilarak mg/L cinsinden hesaplanmistir.

Kalibrasyon egrisi hazirlamak icin ticari olarak satilan standart beta karoten
aseton igerisinde 0,1, 0,05, 0,025, 0,010, 0,005 g/L derisimlerinde ¢6zdiiriilmiis daha
sonra ise spektrofotometrede 455 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmistir
(Sekil 2.3). Derigimi bilinen standart glutamik asir ¢ozeltilerinin absorbans degerleri
kullanilarak kalibrasyon egirisi olusturulup, elde edilen denklem kullanilarak en iyi

iiretim yapan 5 numunenin beta karoten derisimleri tespit edilmistir.
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Sekil 2.3. Beta Karoten Kalibrasyon Egrisi

71



Son asamada en iyi beta karoten iiretimi gozlemlenen 5 izolatin iiretim
verilerini dogrulamak amaci ile validasyon ¢aligmasi yapilmistir. Bu amagla izolatlar
5 tekrar halinde 100 mL TSB igerisinde 37,5°C derecede, 125 rpm’de 48 saat siire ile
inkiibe edilmis ve ardindan Kodal (2016) belirtilen %80 lik asetonda ¢ozdiirme

yontemi ile UV spektrofotometrede analiz edilmistir.

2.2.5.2 En iyi Uretim Yapan Mikroorganizmanin Genotipik Olarak

Tanimlanmasi

En iyi beta karoten {iretimi yapan G.4.3.1 kodlu izolatin koloni morfolojisinin
incelenmesi, gram boyama ile boyanmasi ve 16S rRNA dizi analizleri boliim 2.2.3.2

de belirtilen protokoller kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.2.5.3  Proses Kosullar ve Besiyeri Iceriklerinin Beta Karoten Uretimine

Etkisinin Incelenmesi (Optimizasyonu)

En 1yi beta karoten iiretimi yapan, Antalya yoresine ait YOrikk peyniri
numunesinden izole edilen Enterococcus sp. strain CG3’nin (Tablo 3.2) farkli besiyeri
igeriklerinde ve proses kosullarinda glutamik asit iiretiminin incelenmesinde de gene
bolim 2.2.3.3’te belirtilen Tablo 2.3’teki proses parametreleri ve Tablo 2.4’te
belirtilen besiyeri igerikleri kullanilmistir. Belirtilen proses kosullart ve besiyeri
igerikleri ile inkiibasyona birakilan izolat, inkiibasyon siiresi sonunda Bolim 2.2.5.1

de belirtilen metod ile analiz edilerek iirettigi beta karoten miktar1 tespit edilmistir.

Optimum proses sartlar1 ve besiyeri igerikleri belirlenen ilgili izolat; oncelikle
TSB igerisinde optimum proses sartlarinda ardindan da belirlenen besiyeri recetesi
icerisinde optimum sartlarda inkiibe edilerek maksimum beta karoten iiretim kapasitesi

tespit ve valide edilmistir.
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2.2.54 Uretilen Beta Karotenin Besiyeri Ortamindan Ayristirilarak Geri

Kazanim

Inkiibasyon siiresi sonunda iiretilen Beta Karoten’nin besiyeri ortamindan
ayristirilarak geri kazanilmasinda Aslan (2018) tarafindan uygulanan yontem modifiye
edilerek kullanilmistir. Inkiibasyon sonrasi iireyen mikroorganizma hiicrelerini
ayirmak i¢in sivi besiyeri 4000 rpm de 10 dk siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij
islemi sonrasinda siipernatantlar dokiilmiis, pelette toplanan hiicreler ise -80 °C

ayristirma islemine kadar miithafaza edilmistir.

Beta Karotenin hiicre i¢inden ekstrasyonu islemi, hekzan (Cs¢Hi4) ¢ézgeni
kullanilarak yapilmigtir. Beta karoten ekstraksiyonu baslamadan once deneyde
kullanilacak olan tiim cam malzemeler su ve deterjan artigindan armmdirmak igin
hekzanla yikanmistir. Sonrasinda ise -80 °Cde muhafaza edilen donmus hiicreler
kapali cam tiiplere konulup, lizerine 2 mL distile su eklenerek 2 dk siire ile
vortekslenmis; sonrasinda da tlizerine 1 gram, Imm’lik cam boncuk eklenmistir. Daha
sonra tiipler 2’ser dakikadan 6 tur olacak sekilde toplamda 12 dakika vortekslenmistir.
Bu asamadan sonra her bir tiipe daha Onceden hazirlanan %0,2’lik pyrogallol
¢ozeltisinden 5 mL ve %60’ ik KOH ¢dzeltisinden ise 2,5 mL ilave edilerek 10 sn siire
ile vortekslenmis ve ardindan cam tiipler 75 °C’de 1siticili su banyosu igerisinde

sabunlagma tepkimesine girmesi i¢in 1 saat siire ile beklemeye birakilmistir.

Sabunlagsma tepkimesi sonrasinda cam tiipler alinip iizerine 2 mL %95’lik
hekzan eklenerek 1 dakika siirel ile vortekslenmis, sonrasinda da 2800 rpm’de 2 dakika
stire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonunda tiipte; dip kistmda cam boncuklar,
orta kistmda mikroorganizmanin parcalanmasi sonucu olusan protein, karbonhidrat
gibi hiicresel atiklar ve en iist kisimda da hiicrenin i¢indeki beta karoteni tutan ve bu
yiizden sar1 renk almis hekzandan olusan 3 faz olusmustur. Beta karotenin bulundugu
iist faz pastor pipet yardimi ile ayr1 bir cam tiipe toplanmis ve en son asamada ise
ayrilan ¢ozelti son bir kez daha 2800 rpm’de 2 dakika daha santrifiij edilerek bulasan

kalintilardan ayristirilmistir.
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2.2.5.5 Elde Edilen Beta Karotenin Enstriimental Analiz Cihazlari ile

Karakterizasyonu
2.2.5.5.1 Elde Edilen Beta Karotenin HPLC Analizi

Elde edilen karonteni HPLC analizine hazirlamak icin, Oncelikle
mikroorganizmalar yardimi ile iirettigimiz karoten numunesinden ve standart beta
karoten ile hazirlanmig 10 mg/L, 50 mg/L ve 100 mg/L derisime sahip numunelerden
Sml alinarak 250 mL siselere konulup tlizerine 45 mL beta karoten ekstrasyon ¢ozeltisi
eklenmistir. Cozelti vorteks yardimiyla 5 dakika siireyle karistirilip 0,45 pl filtreden
gecirilip, HPLC ye analiz i¢in yiiklenmistir. HPLC analizinde ise Mobil faz olarak
Metanol: Tetrahidrofuran(95:5) ¢ozeltisi kullanilmis olup; 450 nm dalga boyunda Ultra
Viyole (UV) dedektorde, 0,8 ml/dakika akis hizinda ve Merck C18 (250x4.6 mm, 5

pum) kolonkullanilarak 6l¢iim gerceklestirilmistir.
2.2.5.5.2 Elde Edilen Beta Karotenin FTIR Analizi

Uretilen Bete karotenin molekiiler analizinde, karakterizasyonunda ve
standartlar1 ile kiyaslanmasinda ATR-FTIR spektroskopisi kullanilmistir. FTIR
analizi; boliim 2.2.3.5.1°de belirtildigi gibi Bruker Verter 70 marka spektroskopisi ile
Andrzej vd., (2005)’in uyguladig1 metod kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen
veriler OPUS (version 5.5) kullanilarak analiz edilmis ve literatiirdeki veriler ile

kiyaslanmistir
2.2.5.5.3 Elde Edilen Beta Karotenin RAMAN Analizi

Uretilen beta karotenin molekiiler analizinde, karakterizasyonunda ve standart
beta karoten ile kiyaslanmasinda da RAMAN spektroskopisi kullanilmistir. Analiz;
bolim 2.2.3.5.2°de de belirtildigi gibi Witecalpha 300 R marka spektroskopisi ile
Andrzej vd., (2005)’in uyguladigr metod kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen

veriler OriginLab kullanilarak analiz edilmis ve literatiirdeki veriler ile kiyaslanmistir.

2.2.6 Istatistiki Analizler

Calismalar kapsaminda yapilan 6l¢iimler en az ii¢ tekrarli olarak yapilarak
ortalama degerleri hesaplanmistir. Ortalama deger arasindaki farklarin Onem
derecelerinin belirlenmesi i¢in ANOVA tek yonlii varyans analizi ve Tukey ¢oklu
karsilastirma testleri (p< 0,05) uygulanmistir. Bu ¢alismalar Minitab 17(Minirab Ltd,
Coventry, UK) paket programi kullanilarak yapilmistir.
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3 UCUNCUBOLUM
BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Mikroorganizma Izolasyon Sonuclari

Endiistriyel ©Oneme sahip gida katki maddesi {iretebilen potansiyel
mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in Tiirkiye’nin 7 bolgesinin farkli kosullarindan, 37
adet toprak ve 9 adet gida olmak iizere toplam 46 numune toplanmistir (Tablo 3.1 ve
Tablo 3.2). Ilgili toprak ve gida numunelerinden 262 mikroorganizma izole edilmis
olup, bu 262 mikroorganizmanin ancak 212’sinde inkiibasyon ger¢eklesmis, 50 sinde
herhangi bir lireme gozlemlenmemistir. Toplanan 9 gida numunesinden 23
mikroorganizma izole edilirken; 37 toprak numunesinden ise 239 mikroorganizma
izolasyonu gerceklestirilmigtir. Marmara bolgesinden toplanan numunelerden 52
mikroorganizma, Ege bolgesinden toplanan numunelerden 44 mikroorganizma,
Karadeniz bolgesinden toplanan numunelerden 41 mikroorganizma, Akdeniz
bolgesinden toplanan numunelerden 22 mikroorganizma, I¢ Anadolu bdlgesinden
toplanan numunelerden 34 mikroorganizma, Dogu Anadolu bdlgesinden
numunelerden 27 mikroorganizma ve Giliney Dogu Anadolu bdlgesinden toplanan

numunelerden 19 mikroorganizma izole edilmistir.

Tablo 3.1. Gida Orneklerinden Elde Edilen izolatlar

Ornek Ornek Tiirii Izolat Mikroorganizma izolat Numarasi
No Sayisi
G.1 Elazig Tulumu 2 G.1,1.1,G.1,2.1
G.2 Tereyagi 4 G.2.1.1,G.2.2.1,G.2.3.1,G.24.1
G3 Antep Peyniri 3 G.3.1.1,G3.2.1,G.3.3.1
G4 Yoriik Peyniri 3 G4.1.1,G4.2.1,G43.1
G5 Orgii Peyniri 2 G.5.1.1,G.53.1
G.6 Otlu Peynir 2 G.6.1.1,G.6.2.1
G.7 [zmir Tulumu 2 G.7.1.1,G.7.2.1
G.8 Eski Kasar 3 G.8.1.1,G.8.2.1,G.8.3.1
G.9 Mihalic Peyniri 2 G.9.1.1,G.9.2.1

G: Gida Numunesi
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Tablo 3.2. Toprak Orneklerinden Elde Edilen izolatlar

Ornek izolat

No Saysi izolat Kodu

TA.1 8 TA.1.1.1, TA.1.2.1, TA.1.3.1, TA.1.4.1, TA.1.5.1, TA.1.6.1, TA.1.7.1, TA.1.8.1

TA.2 8 TA.2.1.1, TA2.2.1, TA2.3.1,TA.24.1, TA.2.5.1, TA.2.6.1, TA.2.7.1, TA.2.8.1

TA.3 5 TA.3.1.1, TA.3.2.1, TA3.3.1, TA.3.4.1, TA3.5.1

TD.1 6 TD.1.1.1, TD.1.2.1, TD.1.3.1, TD.1.4.1, TD.1.5.1, TD.1.6.1,

TD.2 3 TD.2.1.1, TD.2.3.1, TD.2.5.1,

TD.3 5 TD.3.2.1, TD.3.3.1, TD.3.4.1, TD.3.5.1, TD.3.7.1

TD.4 3 TD.4.1.1,TD.4.2.1, TD.4.7.1

TD.5 4 TD.5.4.1, TD.5.5.1, TD.5.6.1, TD.5.8.1

TD.6 6 TD.6.1.1, TD.6.2.1, TD.6.3.1, TD.6.5.1, TD.6.7.1, TD.6.8.1

TE.1 8 TE.1.1.1, TE.1.2.1, TE.1.3.1, TE.1.4.1, TE.1.5.1, TE.1.6.1, TE.1.7.1, TE.1.8.1

TE.2 5 TE.2.1.1, TE.2.2.1, TE.2.5.1, TE.2.6.1, TE.2.7.1,

TE.3 7 TE.3.1.1, TE.3.3.1, TE.3.3.2, TE.3.4.1, TE.3.5.1, TE.3.6.1, TE.3.7.1

TE.4 5 TE.4.1.1, TE4.2.1, TE.4.3.1, TE4.5.1, TE4.6.1

TE.5 6 TE.5.1.1, TE.5.2.1, TE.5.3.1, TE.5.4.1, TE.5.5.1, TE.5.6.1

TE.6 6 TE.6.1.1, TE.6.2.1, TE.6.3.1, TE.6.4.1, TE.6.5.1, TE.6.6.1

TE.7 7 TE.7.1.1, TE.7.2.1, TE.7.3.1, TE.7.4.1, TE.7.5.1, TE.7.6.1, TE.7.7.1

TG.1 7 TG.1.1.1, TG.1.2.1, TG.1.3.1, TG.1.4.1, TG.1.5.1, TG.1.6.1, TG.1.7.1

TG.2 7 TG.2.1.1,TG.2.2.1,TG.2.3.1,TG.24.1, TG.2.5.1, TG.2.6.1, TG.2.7.1,

TG.3 5 TG.3.1.1, TG.3.2.1, TG.3.3.1, TG.3.4.1, TG.3.5.1

TI.1 6 TI.1.1.1, TI.1.2.1, TI.1.3.1, TI.1.4.1, TI.1.5.1, TI.1.6.1

TI.2 9 TI.2.1.1, TL.2.2.1, T1.2.3.1, T1.2.4.1, T1.2.5.1, T1.2.6.1, T1.2.7.1, T1.2.8.1, T1.2.9.1

TI.3 5 TI1.3.1.1, T1.3.2.1, T1.3.3.1, T1.3.4.1, T1.3.5.1

TI.4 6 TI1.4.1.1,TL.4.2.1, T1.4.3.1, T1.4.4.1, T1.4.5.1, TL4.6.1

TI.5 8 TL.5.1.1, TL.5.2.1, T1.5.3.1, T1.5.4.1, T1.5.5.1, T1.5.6.1, T1.5.7.1, T1.5.8.1

TK 1 9 TK.1.1.1, TK.1.2.1, TK.1.3.1, TK.1.4.1, TK.1.5.1, TK.1.6.1, TK.1.7.1, TK.1.8.1,
TK.1.9.1

TK.2 5 TK.2.1.1, TK.2.2.1, TK.2.3.1, TK.2.4.1, TK.2.5.1

TK3 11 TK.3.1.1, TK.3.2.1, TK.3.4.1, TK.3.5.1, TK.3.6.1, TK.3.6.2, TK.3.7.1, TK.3.8.1,
TK.3.9.1, TK.3.10,1, TK.3.11.1

TK 4 9 TK.4.1.1,TK.4.2.1, TK.4.3.1, TK.44.1, TK.4.5.1, TK.4.6.1, TK.4.7.1, TK.4.8.1,
TK.4.9.1

TK.5 7 TK.5.1.1, TK.5.2.1, TK.5.3.1, TK.5.4.1, TK.5.4.2, TK.5.5.1, TK.5.6.1

T™.1 8 T™.1.1.1, TM.1.2.1, TM.1.3.1, TM.1.4.1, TM.1.5.1, TM.1.6.1, TM.1.7.1, TM.1.8.1

™.2 5 ™.2.1.1, TM.2.2.1, TM.2.3.1, TM.2.4.1, TM.2.5.1

™.3 7 ™.3.1.1, TM.3.2.1, TM.3.3.1, TM.3.4.1, TM.3.5.1, TM.3.6.1, TM.3.7.1

™.4 6 ™.4.1.1,TM.4.2.1,TM.4.3.1, TM.4.4.1, TM.4.5.1, TM.4.6.1

s o TM.5.1.1, TM.5.2.1, TM.5.3.1, TM.5.4.1, TM.5.5.1, TM.5.6.1, TM.5.7.1,
T™.5.8.1, TM.5.9.1

T™.6 8 ™.6.1.1, TM.6.2.1, TM.6.3.1, TM.6.4.1, TM.6.5.1, TM.6.6.1, TM.6.7.1, TM.6.8.1

™.7 7 ™.7.1.1, TM.7.2.1, TM.7.3.1, TM.7.4.1, TM.7.5.1, TM.7.6.1, TM.7.7.1

™.8 3 T™.8.1.1, TM.8.2.1, TM.8.3.1

TA: Akdeniz bogesinden toplanan, TD: Dogu Anadolu bdlgesinden toplanan, TE: Ege bdlgesinden toplanan, TG:
Giineydogu Anadolu Bélgesinden toplanan, TI: I Anadolu Bolgesinden Toplanan, TK: Karadeniz Bélgesinden
toplanan, TM: Marmara bdlgesinden toplanan toprak numunesi
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Izole edilen mikroorganizmalarm inkiibasyonundan ve -86 °C’de
dondurulmasindan 6nce koloni morfolojisi analiz edilmistir. Mikroorganizmalarin
koloni morfolojisi incelenirken S (Diizgiin - Smooth), R (Piiriizli - Rough), M (Pelte
- Mukoid), L (L Formda) tipi koloni olmak iizere dort temel sinifta degerlendirme
yapilmistir. Izole edilen mikroorganizmalar smiflandirildiginda 25 tanesi L tipi koloni
olustururken, 11 tanesi M tipi, 10 tanesi R tipi ve kalan 216 tanesi S tipi koloni
olusturdugu goriilmektedir. Kolonilerin sekilleri incelediginde ise 83 tanesinin
dairesel, 27 tanesinin flamentli, 95 tanesinin gayri muntazam, 51 tanesinin noktasal ve
6 tanesinin ise rizoid yapida oldugu tespit edilmistir. Tiim mikroorganizmalar
morfoloji analizinin ardindan inkiibasyona tabi tutulmus, ayni zamanda ihtiyag
duyuldugunda veya farkli ¢aligmalarda tekrar kullanabilmek amaciyla mikrosantrifiij

tiiplerinde -86 derecede stoklanmustir.
3.2 Mikrobiyal Sistein Uretimi

3.2.1. Mikroorganizmalarin Urettigi Sisteinin Analizi

Tiirkiyenin 7 farkli bolgesinden elde edilen 9 gida ve 37 toprak numunelerinden
izole edilen mikroorganizmalarin TSB besiyerinde inkiibasyonu neticesinde elde
edilen sistein miktarlar1 Ek-3A’da belirtildigi gibidir. Toprak numunelerinden elde
edilen izolatlarin sistein {iretim miktar1 ortalamalas1 0,784 + 0,259 g/L iken, gida
numunelerinden elde edilen izolatlarin sistein iretim miktar1 ortalamas1 0,617 + 0,217
g/L belirlenmistir. En yiiksek sistein iiretimi 2,124+0,004 g/L ile i¢ Anadolu
bolgesindeki bir meralik alandan alinan toprak numunesinden izole edilen EM 5.8.1
kodlu izolat oldugu tespit edilmistir. Ayrica 1,637+0,014 g/L ile Karadeniz
bolgesindeki tarim alanindan alinan toprak numunesinden izole edilen TK.3.1.1 kodlu
izolat ile Marmara bolgesindeki sahilden alinan toprak numunesinden izole edilen
TM.4.6.1, TM.4.5.1 ve TM.3.7.1 kodlu izolatlardan sirayla 1,524 + 0,005 g/L, 1,499
+ 0,004 ve 1,449 + 0,007 g/L sirast iiretim gozlemlenmistir. Gida numunelerinde ise 1

g/L lizerinde sistein iiretimi gdsteren herhangi bir izolat gozlemlenmemistir.
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Tablo 3.3. Gida Orneklerinden Elde Edilen izolatlarin Sistein Uretim Degerleri

izolatlarin Sistein Uretim

NUK::J‘G Ornek Tiirii izolat Sayisi miktarlari (g/L)
(ortalamazstandart sapma)
G.1 Elazig Tulumu 2 0,74+0,16°
G.2 Tereyagi 4 0,41+ 0,02¢
G3 Antep Peyniri 2 0,74+0,30°
G.4 Yoériik Peyniri ) 0,55+0,29¢
G5 Orgii Peyniri ) 0,600,264
G.6 Otlu Peynir 2 0,40+0,03¢
G.7 [zmir Tulumu 2 0,59+0,102
G.8 Eski Kasar 2 0,65+0,14¢
G.9 Mihalic Peyniri 2 0,83+0,222

Ayni siitundaki farkli harfler ortalama degerler arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamli oldugunu
belirtmektedir (p<0,05)

Tablo 3.3’de 9 farkli gida Orneginden elde edilen izolatlarin sistein {iretim
miktarlart goriilmektedir. Gida 6rneklerinden elde edilen bu mikroorganizmalarin
sistein iiretim ortalamalar1 0,617+0,217 g/L belirlenmistir. Gida numuneleri arasinda
en yiiksek sistein iiretimi ortalamasi 0,827+0,216 g/L ile Balikesir bolgesinde tiretilen
Mihali¢ peynirden elde edilen izolatlarda gozlemlenmistir. 0,742+0,163 g/L
ortalamasi ile Elazig Tulum peynirinden elde edin izolatlarda ve 0,738+0,297 g/L
ortalamasi ile Antep Peynirinden elde edilen izolatlarda, Mihali¢ peynirden elde edilen
izolatlara yakin bir sistein iiretim ortalamasi gostermistir. 0,645+0,137 g/L ortalamasi
ile Kars Eski Kasarindan elde edilen izolatlar, 0,604+0,256 ortalamas1 ile Adapazari
orgii peynirinden elde edilen izolatlar, 0,589+0,105 g/L ortalamasi ile Izmir tulum
peynirinden elde edilen izolatlar ve 0,549+0,294 g/L ortalamas: ile Antalya Yoriik
peynirinden elde edilen izolatlar; genel gida 6rnekleri ortalamasina yakin sonuglar
gostermektedir. Ancak 0,407+0,023 g/L ortalamasi ile Trabzon Tereyagindan elde
edilen izolatlar ile 0,396+0,032 g/L. ortalamasi ile Van otlu peynirinden elde edilen
izoatlarda diger gida numunelerinden elde edilen izolatlara oranla daha diisiik sistein

tiretim ortalamalar1 elde edilmistir.

Tablo 3.4’te ise Tirkiyenin 7 farkli cografi bolgesinden toplanan toprak
orneklerinden elde edilen izolatlarin glutamik asit {iretim ortalamalar1 goriilmektedir.
Toprak orneklerinden elde edilen bu mikroorganizmalarin sistein iiretim ortalamalari

0,784 + 0,259 g/L belirlenmistir.
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Tablo 3.4. Topraktan Elde Edilen izolatlarin Bolgelere Gore Sistein Uretim

Miktarlan
Srmek . ﬁrnelften Elde B6Ige.den Elde
Alinan Numune Srnek Tiirii Izolat Edilen.lzglatlfs\rln Edilenllzglatllarln
Bolge Kodu Sayisi Sistein Uretim Sistein Uretim
Ortalamasi (g/L)  Ortalamasi(g/L)
TD.1 Bahce Topragi 6 0,76+0,14
TD.2 Yayla Topragi 3 0,88+0,11*
Dogu TD.3 Cimlik Alan Toprag: 3 0,72+0,07 *
Anadolu Dag Etegi Topragi ac 0,79:+0,13%
Bolgesi TD.4 g Etegi Toprag 3 0,82+0,05
TD.5 Mera Topragi 4 0,87+0,13 *
TD.6 Daglik Arazi Topragi 6 0,73+0,14 %
TL1 Bahge Topragi 5 0,75+0,29 *
' TI2 Mera Topragi 7 0,94+0,32 %
IQB%?;:;M TI3 Dag Etegi Toprag 4 0,98+0,33 % 0,94+0,39°
TL4 Agaglik Alan Topragi 6 0,89+0,36
TL5 Tarim Arazisi Topragt 6 1,13+0,60%
Giineydogu ~ TG1 Uziim Bag1 Topragi 6 0,64+0,09 be
Anadolu G2 Fistik Bahgesi Topragi 5 0,67+0,10% 0,66+0,10 °
Bolgesi TG.3 Bahge Topragi 4 0,70+0,14
TK.1 Cay Bahgesi Topragi 8 0,70+0,11%¢
TK.2 Findik Bahgesi Topragi 5 0,77+0,17
KSEZZISIIIZ TK3 Mera Toprag 9 0,84+0,32 % 0,80+0,21
TK.4 Yol Kenar Otlak Toprag: 7 0,90+0,12
TK.5 Findik Bahgesi Topragi 5 0,74+0,16 %
' TA.1 Sera Topragi 7 0,65+0,06 °°
%l:li;:;lz TA.2 Kayac1 Vadi Topragi 6 0,70+0,15 be 0,7240,20 ®
TA3 Sahil Kumu 5 0,83+0,32 %
T™M.3 Sile Bahge Topragi 7 0,93+0,29 %
TM.4 Sile Sahil Kumu 6 1,2540,23 ®
TM.5 Camlik Arazi Topragi 5 0,56+0,16 ¢
Cimlik Alan Topragi 0,66+0,15 b¢
hé%rlrgn;ria ixs Cigeklik Alan Topragi Z 0,73£0,07 * 0,8240,29 **
TM.8 Gol Kenar1 Topragi 2 0,69+0,71 *
T™M.1. Sahil Kumu 7 0,75+0,28 ¢
T™.2 Tarim Arazisi Topragi 3 0,83+0,23 *°
TE.1 Yol Kenar1 Otlak Topragi 7 0,72+0,28 be
TE.2 Camlik Arazi1 Topragi 2 0,75%0,01 3¢
TE.3 Tarim Arazisi Topragt 5 0,69+0,10 3¢
Bgiz i TE4 Bahge Topragi 5 0,74+0,30 % 0,67+0,20 ®
TE.S Cimlik Alan Topragi 4 0,67+0,08 *
TE.6 Yol Kenar1 Otlak Topragt 2 0,61£0,16 3¢
TE.7 Ciceklik Alan Topragi 6 0,56+0,20 ¢

Ayni siitundaki farkli harfler ortalama degerler arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamli oldugunu

belirtmektedir (p<0,05)
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Toprak numuneleri arasinda en yiiksek sistein tiretimi ortalamasi 0,941+0,391 g/LL
ile I¢ Anadolu bolgesinden elde edilen izolatlarda gozlemlenmistir. 0,818+0,293 g/L
ortalamas: ile Marmara bolgesinden elde edilen izolatlar, i¢ Anadolu bdlgesinden
sonra sistein {iretim ortalamasi en yiiksek bolgedir. I¢ Anadolu ve Marmara bélgesini
ise 0,798+0,206 g/L sistein iiretim ortalamasi ile Karadeniz bdlgesi takip etmektedir.
Tiim izolatlar arasinda en yliksek sistein tiretimini yapan 5 izolatta bu 3 bdlgeden elde

edilmistir.

Bu boélgeler disinda 0,788+0,126 g/L sistein iiretim ortalamasi ile Dogu Anadolu
bolgesinden elde edilen izolatlar Tiirkiye genelinde elde edilen izolatlarin sistein
tiretim ortalamalarina yakin bir ortalama gostermistir. Yine 0,718+0,197 g/L sistein
tiretim ortalamas1 ile Akdeniz bolgesinden elde edilen izolatlarda; Tiirkiye
ortalamalarina yakin bir ortalama gostermistir. Ancak bu iki bolgeden elde edilen
hicbir izolatta yliksek miktarda sistein iiretimi gozlemlenmemistir. Ege bolgesinden
toplanan numunelerden elde edilen izolatlar ise 0,675+0,205 g/L ile Tiirkiye genelinde
elde edilen izolatlarin sistein iiretim ortalamasinin altinda bir iiretim ortalamasi
gostermistir. Giineydogu Anadolu bolgesinden toplanan numunelerden elde edilen
izolatlarin sistein {iretim ortalamasi ise 0,665+0,103 g/L ile 7 cografi bolge arasindaki

en diisiik sistein tiretimi ortalamasi oldugu gozlemlenmistir.

Yapilan spektrofotometrik analiz neticesinde toprak numunelerinden elde edilen
izolatlarn sistein iiretim ortalamalarinin, gida numunelerinden elde edilen izolatlarin
sistein Uretim ortalamalarinin iizerinde oldugu; gida Orneklerinden elde edilen
izolatlarin yiiksek sistein iiretimi gdstermedigi gibi, sadece I¢ Anadolu, Karadeniz ve
Marmara bolgelerine ait toprak numunelerinden izole edilen mikroorganizmalarda

yiiksek sistein tiretim potansiyeli tespit edilmistir.

Yapilan spektrofotometrik analiz sonucunda iyi sistein iiretimi yapan EM 5.8.1,
TK.3.1.1, TM.4.6.1, TM.4.5.1 ve TM.3.7.1 kodlu 5 izolatin iiretim verilerini
dogrulamak amaci ile validasyon ¢alismasi yapilmistir. Bu amacla tekrar izolatlar 5
tekrar halinde Shakoori vd. (2012) tarafindan rapor edilen yontem kullanilmistir. Buna
gore, 100 mL Tryptic Soy Broth igerisinde pH’s1 7,5’e ayarlanmig 37,5 °C, 125 rpm’de
48 saat siire ile inkiibe edilmis ve spektrofotometre ile 365 nm dalga boyunda
absorbans degeri Ol¢lilmiistiir. Validasyon (dogru bir sekilde tekrarlanabilirligini tespit
etmek i¢in) i¢in ayni sartlarda 5 tekrarl olarak yapilan analizlerin sonucu Tablo 3.5’te
belirtildigi gibidir.
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Tablo 3.5. En Yiiksek Sistein Uretimi Gozlemlenen 5 izolatin Uretim Validasyon

Verileri
izolat Kodu (Sg;l;}) (Sg;rlf) (Sg"/l“l:’,) (Sg;rli‘) (SgTE) Ortalama
T1.5.8.1 1,38 1,68 2,05 2,35 1,90 1,87+0,37
TK.3.1.1 1,68 1,74 1,15 1,36 1,23 1,43+0,13
™™ .4.6.1 1,21 1,61 1,50 1,04 1,41 1,36+0,09
™ .4.5.1 1,34 1,35 1,22 1,52 1,09 1,31+0,03
T™.3.7.1 1,23 1,70 1,47 1,60 1,56 1,51+0,18

Validasyon ¢aligmasi sonrasinda en yiiksek sistein tiretimi 1,871+0,368 g/L ile
I¢c Anadolu bélgesinden izole edilen EM 5.8.1 kodlu izolat oldugu dogrulanmistir. Ik
yapilan analizde 1,449+0,007 g/L ile 5. en iyi liretim yapan TM.3.7.1 numarali izolatin
ise yapilan 5 tekrar sonucunda 1,512+0,180 g/L ile 2 en yiiksek iiretim yapan izolat
oldugu anlasilmistir. TK.3.1.1 izolat numarali 1.432+0,264 g/L ile 3 en yiiksek sistein
tiretimi yapan, TM.4.6.1 numarali izolat 1,364+0,217 g/L ile 4 en yiiksek sistein
tiretimi yapan ve TM.4.5.1 numarali izolat 1.306+0,159 g/L ile 5 en yiiksek liretim
yapan mikroorganizma oldugu tespit edilmistir. Yapilan validasyon caligsmalari
sonucunda elde edilen degerlerin ilk analiz ile biiylik oranda ortiistiigii, ilk 6l¢lim ile
sonrasinda yapilan 5 tekrarli validasyon 6l¢limleri arasindaki farklarin kabul edilebilir
diizeyde oldugu ve literatiirde ayn1 konuda daha 6nceden yapilan ¢aligmalara benzer

oranlarda oldugu tespit edilmistir.
3.2.2. En Yiiksek Sistein Uretim Yapan izolatin Tanimlanmasi

En yiiksek sistein iiretim potansiyeli gozlemlenen EM 5.8.1 kodlu izolatin
oncelikli olarak konvansiyonel yontemler ile koloni morfolojisi incelenip 11k
mikroskopu altinda gram boyamas: yapilarak hiicre yapisi analiz edilmistir. Ilgili
izolatin koloni yapisina bakildiginda; flamentli yapida, R (Rough) tip1 vizkos sekilli
koloniler olusturdugu gozlemlenmektedir. izolatin 151k mikroskopu altinda gram
boyamas1 ile hiicre yapisi incelendiginde ise gram pozitif, ¢ubuk seklinde ve
endosporlu hiicrelerden olustugu gézlemlenmektedir. ilgili izolatin molekiiler tolarak
tanimlanmasinda  karsilagtirmali  DNA  dizi analizi yontemi kullanilmistir.
Karsilastirmalt DNA dizi analizi i¢in B6liim 2.2.3.2 de anlatildig iizere izole edilen
ve saflastirilan 16S rRNA gen bolgesi sekanslanmistir. Sekanslama sonunda elde

edilen 730 bazlik bolgenin kromotogrami (Ek-4A) BLAST kullanilarak NCBI gen
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bankasindaki verilerle kiyaslanmistir (Tablo 3.6). Elde ettigimiz gen bdlgesinin gen
bankasindaki veriler ile kiyasladigimizda (Ek-5A) elimizdeki mikroorganizmanin
Bacillus sp. oldugu ve genbankasinda bu mikroorganizmaya en yakin susun 724/270
eslesen niikleotid benzerligi ve %99.18 benzerlik ylizdesiyle Bacillus toyonensis
(KP326368.1) oldugu tespit edilmistir. %100 benzerlik bulunamamasi nedeniyle

tanimlanan bu tiir, Bacillus sp. strain CG1 olarak adlandirilmistir.

Tablo 3.6. T1.5.8.1 Kodlu izolatin 16S rRNA Gen Dizilimine NCBI Gen Bankasinda

Karsilik Gelen Tiirler
Benzerlik Gosteren Tiir . Benzer. Benzerlik ]%sleser.l NCBI BLAST
ve Cins fsmi Mikroorganizma Yiizdesi Niikleotid Benzerlik
Kodu Sayisi Skoru

Bacillus toyonensis KP326368.1 99% 724/730 1312 bits (710)
Bacillus pseudomycoides MT573519.1 99% 723/730 1306 bits (707)
Bacillus mycoides MT478147.1 99% 723/730 1306 bits (707)
Bacillus anthracis MN329991.1 99% 723/730 1306 bits (707)
Bacillus cereus MK285635.1 99% 723/730 1306 bits (707)
Bacillus subtilis MH422001.1 99% 723/730 1306 bits (707)
Bacillus samanii KJ590517.1 99% 723/730 1306 bits (707)

Literatiirde ise bizim sonuglarimiza benzer olarak Dhillon vd., (1986), topraktan
1zole ettigi Bacillus sphaericus’den; Shakoori vd., (2012), Atik su, gida and toprak
orneklerinden izole ettigi Bacillus tiirlerinden ve Simsek (2019) ¢esitli gida, toprak ve
aga¢ numunelerinden izole ettigi Bacillus pumilus’dan yiiksek oranda sistein liretimi

gozlemlediklerini bildirmislerdir.
3.2.3. Inkiibasyon Kosullar1 ve Besiyeri I¢eriklerinin Sistein Uretimine Etkisi
3.2.3.1.  Inkiibasyon Kosullarinn Sistein Uretimine Etkisi

Bacillus sp. strain CG1’in hangi ¢evre sartlarinda daha iyi liretim yaptigini
saptayabilmek adina 4 temel cevresel proses sarti olan pH, sicaklik, zaman ve
calkalama siiresinin farkli varyasyonlar1 ile TSB ortaminda yapilan inkiibasyon
sonundan {retilen sistein miktarlar1 Sekil 3.1°deki gibidir. Proses paremetreleri
etkilesimlerinin sistein iiretimine etkilerini gosteren ylizey grafikleri ise Sekil 3.2°deki

gibidir.
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Inkiibasyon siiresi mikroorganizmalarin gida katki maddesi sentezini en gok
etkileyen parametre olarak gozce carpmaktadir. Bacillus sp. strain CGl’in sabit
kosullarda (pH:7,5, sicaklik: 37,5 °C, calkalama hizi: 125 rpm ve TSB referans
besiyeri igerisinde) farkli inkiibasyon siirelerinde sistein iiretimi sirasi ile 24 saatte
0,955+0,003 g/L, 36 saatte 1,372+0,005 g/L, 48 saatte 1,996+0,002 g/L, 60 saatte
2,316+0,001 g/L, 72 saatte 2,8914+0,003 g/L, 84 saatte 3,047+0,005 g/L, 96 saatte
3,027+0,003 g/L ve son olarak 108 saatte 2,927+0,003 g/L olarak tespit edilmistir.
Verilere bakildiginda 84. saatin sonunda 3,047+0,005 g/L ile maksimum sistein

iiretimi izlenmisken daha sonra tiretimin diistiigli gézlemlenmistir.

Mikroorganizmalarin gida sistein sentezinde besin ortammin pH’1 ve
inkiibasyon ortaminin sicakligi olduk¢a Onemli diger parametrelerdir. Her
mikroorganizma belirli bir pH araliginda optimum gelisme ve {iriin sentezi
gostermektedir. Bacillus sp. strain CG1’in sistein liretimine, sabit kosullarda (Sicaklik:
37,5 °C, Calkalama Hizi: 125 rpm, Inkiibasyon siiresi: 48 Saat ve TSB referans
besiyeri igerisinde) pH’1n etkisi 5,5-8,5 araliginda incelenmistir. Verilere bakildiginda
izolatin, pH 6.5 altinda diisiik sistein iiretimi gosterdigi, pH 6.5-8.5 araliginda ise
yiiksek sistein iiretimi gosterdigi belirlenmistir. Bu izolat i¢in en yiiksek sistein iiretimi

pH 7,5’te 2,063+0,004 g/L olarak tespit edilmistir.

Bacillus sp. strain CG1’1n sistein iiretimine, sabit kosullarda (Calkalama Hizi:
125 rpm, pH: 7,5, Inkiibasyon siiresi: 48 Saat ve TSB referans besiyeri igerisinde),
sicakligin etkisi ise 10-45 °Caraliginda incelenmis ve 25 °Caltinda ortalamanin altinda
sistein Uretimi gosterdigi, pH 25-45 °Caraliginda ise daha yiiksek sistein {liretimi
gosterdigi belirlenmistir. lgili izolatin igin en yiiksek sistein iiretimi 40 °C’de

1,917+0,003 g/L olarak tespit edilmistir.

Inkiibasyon kosullarinda bir baska inceledigimiz parametre ise inkiibasyon
sirasinda kullanilan calkalama hizidir. Bacillus sp. strain CG1’in sistein iiretimine,
sabit kosullarda (pH: 7,5, sicaklik: 125 rpm, inkiibasyon siiresi: 48 saat ve TSB
referans besiyeri igerisinde) inkiibasyon calkalama hizinin etkisi ise 75-250 rpm
araliginda incelenmist ve 100 rpm’in altinda diisiik seviyelerde sistein iiretimi
gosterdigi tespit edilmistir. Bu izolat i¢in en yiiksek sistein liretimi 175 rpm’de

gbzlenmis olup bu degerde iiretim miktar1 ise 2,2824+0,003 g/L olarak tespit edilmistir.
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3.2.3.2.

Besiyeri Igeriklerinin Sistein Uretimine Etkisi

Bacillus sp. strain CG1’in hangi besiyeri ortaminda daha iyi liretim yaptigini

saptayabilmek adina farkli karbonhidrat, azot, aminoasit ve minerallerin iiretime

etkileri incelenmistir. Bu amagla Tryptic Soy Broth referans alinarak belirlenen recete

igerikleri ile hazirlanan 100 mL siv1 besiyerine 1 mL mikroorganizma asilanarak pH

7,5 de, 37,5 °C de, 125 rpm’de 48 saat siire inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon

sonrasinda liretilen sistein miktar1 spektrofotometre ile tespit edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Bacillus sp. strain CG1 Icin Tablo 2.4’te Belirtilen Besiyeri Iceriklerinin

Sistein Uretimine Etkisi [Farkl1 harfler ortalama degerler arasindaki farklarin

istatistiki olarak anlamli oldugunu belirtmektedir (p<0,05)]

Yapilan ¢alismada karbonhidratlarin sistein iiretimine etkisini incelemek i¢in
standart TSB icerisine siras1 ile 2,5 g/L glikoz, frilkktoz ve laktoz eklenmis ve
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 3 farkli karbonhidratin da
sistein Uiretimini arttirdig1 izlenirken %30 luk artis ile en yiiksek artis1 glikoz yaparken,
%3 liik artigla frikktoz glikoz takip etmistir. Bir disakkarit olan laktoz ise sistein
tretimine % 1 lik artis saglamistir. Ayrica methionin ve serin gibi amino asit
kaynaklarindan da besi ortamina 2 g/L ekleyerek sistein iiretimine etkisi incelenmis,
methionin’in sistein iiretimini baskilayarak iiretimi %38 oranda diistirdiigii, serinin ise
sistein liretime ¢ok fazla etki etmeyip liretimde sadece %8 oranda kiiciik bir diisiise

sebep oldugu tespit edilmistir.

Yapilan calismada azot kaynagi olarak besiyerine; iire, hayvansal pepton,
kazein peptonu ve soya peptonu, yeast exract, beef extract ve malt extract eklenerek
sistein iiretimine olan etkileri incelenmistir. Besiyeri ortamina 8 g/L Ure eklendiginde
sistein iretiminin ciddi oranda baskilandigi, iretimin %70 oranda distigi
gozlemlenmistir. Besiyeri ortamina 3 g/L hayvansal pepton eklendiginde %20’luk
artis izlenirken, 3 g/L kazein peptonu eklendiginde sadece %2 gibi kayda deger
olamayan bir artis, 3 g/L soya peptonu eklendiginde ise liretimin baskilandig1 ve % 26
lik oranda sistein liretiminin azaldig1 gézlemlenmistir. Ayrica besiyeri ortamina 1 g/L
beef, malt ve yeast extract eklenerek sistein liretimine etkisini incelenmis ve bu fig tiir

besi igeriginin de sistein Uretimini artirdigini; bitki kaynakli malt ekstrati sistein
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tretimini %17 arttirirken, hayvansal kaynakli et ekstratt %12, mikroorganizma

kaynakli maya ekstrat1 da sistein {iretimini % 8 oraninda arttirdig1 gozlemlenmistir.

Yapilan ¢alismada minerallerin sistein liretimine etkisini incelemek i¢in ise
besiyeri ortamma monopotasyum fosfat, dipotasyum fosfat, demir siilfat ve
magnezyum siilfat eklenerek inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
yapilan analizde besiyeri ortamina 0,25 g/L Demir Siilfat eklemenin sistein iiretimini
%25 oraninda arttirdifi gozlemlenmistir. Ayrica 0,5 g/L monopotasyum fosfat
ilavesinin sistein lretimini %18 oranda; 2,5 g/L dipotasyum fosfat ilavesinin ise
tiretimi %14 oranda arttirdigi tespit edilmistir. Fakat besiyeri ortamina eklenen 0,25
g/L magnezyum siilfatin sistein {retimini baskiladigr ve {iiretimi %36 oranda

diisiirdiigii tespit edilmistir.
3.2.3.3. Optimum Inkiibasyon Kosullarinda Uretilen Sistein Miktarinin Tespiti

Bacillus sp. strain CG’in proses optimizasyonu verilere bakildiginda; pH 7,5
de, 40 °C sicaklikta, 175 rpm’de, 84 saat siire ile inkiibe edildiginde maksimum sistein
tiretimi yaptig1 saptanmistir. Bu veriler kullanilarak 100 mL TSB igerisinde 5 tekrarl
olarak yaptigimiz validasyon c¢alismasi sonucunda izolatin ortalama 3,10+0,21 g/L
sistein Uretebildigi tespit edilmistir. Bacillus sp. strain CG1’in besiyeri igeriklerine
gore sistein liretim verilerine bakildiginda ise; Sg/L glikoz, 3 g/L hayvansal pepton, 17
g/L kazein peptonu, 1 g/ malt ekstrati, 5 g/L. sodyum kloriir, 5 g/L dipotasyum fosfat,
0,5 g/L monopotasyum fosfat ve 0,25 g/L demir siilfat optimum besiyeri iceri olarak
tespit edilmistir. Bu optimum besiyer igerigi ile ve optimum proses kosullar1 olan pH
7,5 de, 40 °C sicaklikta, 175 rpm’de, 84 saat siire parametreleri ile 5 tekrarli olarak
yaptigimiz validasyon c¢alismasinda izolatin ortalama 4,244+0,47 g/L sistein

tiretebildigi tespit edilmistir (Tablo 3.7).

Tablo 3.7. Besiyeri ve Proses Optimizasyonunun Sistein Uretimine Etkisi

Uretilen Sistein Miktari

Besiyeri Icerigi Proses Kosullari
yer e (g/L)
Tryptic Soy Broth Standart Proses Kosullari 1,87+0,37
. Optimize Edilmis Proses
Tryptic Soy Broth Kosullar: 3,10+0,21
Optimize Edilmis Besiyeri igerigi ~ OPtimize Edilmis Proses 4,24+0,47

Kosullar1
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Literatiirde bakildiginda bizim calismamiza benzer olarak Ali vd. (2011),
toprak, su, bal, siit ve atik gibi kaynaklardan su izole ettikleri mikroorganizmalardan
besiyeri ve proses optimizasyonu neticesinde 8,76 g/L sistein iiretimi saglamislardir.
Shakoori vd., (2012) ise, atik su, gida ve toprak oOrneklerinden elde ettikleri
mikroorganizmalarin besiyeri ve proses optmizasyonu sonunda maksimum 13,2 g/L
sistein liretimi saglamiglardir. Bunlarin diginda Takumi vd., (2017), Pantoea ananatis
kullanarak optimize edilmis glikoz ve tiyosiilfat bazli besi ortaminda yaptig
inkiibasyon sonunda 2,2 g/L sistein elde etmislerdir. Bu kapsamda yaptigimiz
caligmada, besiyeri ve proses optimizasyonu sonucunda elde edilen 4,24 g/L sistein

tiretim degerinin literatiirde rapor edilen degerler ile uyumlu oldugu anlasilmstir.
3.24. Besiyeri Ortaminda Uretilen Sisteinin Geri Kazanim

Mikrobiyal yontemler ile besiyeri ortaminda iiretilen sisteinin ayristirilarak
geri kazaniminda iyon degistirici recine ile ayirma metodu kullanilmistir. Bu amagla
sisteinin ayristirilmasinda Dowex 50W x 8 recine kullanilmistir. Reginenin
sartlandirilmasi agsamasinda, farkli miktarlarda regine alinarak diliisyon islemine hazir
hale gelmistir. Devaminda, inkiibasyon sonrasi santrifiij edilip, 45 pm filtreden
gecirilerek biiyiik hiicre bilesenlerinden ayrilan ve iginde 4,24+0,47 g/L sistein
bulundugu spektrofotometrik yontemler ile tespit edilen 500 mL s1v1 besiyerinin pH’s1
8.0’e ayarlanarak recinenin bulundugu erlene konmustur. Siireye bagli olarak recineye
baglanan sistein miktarini tespit edebilmek i¢in i¢in regine-besiyeri karigimi 42 °C ve
200 rpm’de calkalamali inkiibatore birakilmis ve 30 dakikalik araliklar ile numune
alimarak UV spektrofotometrede 365 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmustir.
Stireye bagli regineye baglanan sistein miktar1 Sekil 3.4 teki gibidir.
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Sekil 3.4. Siireye Bagh Recineye Baglanan Sistein Miktar:

Maksimum absorbansin tespit edildigi 150. dakikanin sonunda ise erlenin i¢inden
sisteini absorbe etmis olan regine siiziiliip, tizerine 500 mL 1N HCI eklenerek 30 °C
ve 200 rpm’de calkalamali inkiibator icerisinde sisteinlerin reginelerden ayrilmasi
saglanmistir. Bu siirenin sonunda eliisyon sivist siiziilerek re¢ineden ayrilmis ve pH’s1
sisteinin izoelektrik noktasi olan 5,0’e ayarlanarak kristalize olmasi i¢in su banyosuna
konulmustur. Sonrasinda 60 °C’lik su banyosunda solvent ugurulmus ve beherin alt
kisminda kristal formda bulunan sistein kazinarak ayrilmigtir. Sisteinin besiyeri

ortaminda ayristiralarak geri kazanim verileri Tablo 3.8’de belirtilmistir.

Yapilan calisma sonucunda % 64,26 geri kazanim verimi elde edilmistir.
Literatiire bakildiginda Wang vd., (2015) bu calismaya benzer olarak 6 farkli regine
cesidi ile sistein ayristirmasi yapmis ve bu ¢alismada elde edilen sonuglara benzer

olarak %42 ile %73 araliginda geri kazanim verimligi elde etmistir.

Tablo 3.8. Sistein Geri Kazanim Verileri

Fermantasyon sivisi igerisinde Olgiilen sistein miktari: 4,24+0,47 g/LL
Recineye baglanan sistein miktart: 3,87+0,43 g/L
Eliisyon sivisinda 6lgiilen sistein miktari: 3,39+0,36 g/L.
Kristal yapida elde edilen sistein miktari: 2,72+0,28 g/L
Geri kazanim verimi: %64,26+4,08
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3.2.5. Elde Edilen Sisteinin Karakterizasyonu

Yapilan ¢alismada mikroorganizmalar tarafindan iiretilip besiyeri ortamindan
geri kazanim yolu ile elde edilen sisteinin kimyasal yapisini inceliyip standart saf
sistein ile kiyaslayarak nicel tayin yapmak amaciyla birbirini tamamlayan iki FTIR ve
Raman spektroskopisi analizleri ger¢eklestirilmis; ayn1 zamanda bu iki yontem hassas

bir kromotografi yontemi olan LC-MSMS ile nicel olarak da dogrulanmastir.

Saf standart sistein ile mikrobiyal sisteine ait kizilotesi spektrumlar: Sekil 3.5°te
gosterilmektedir. Saf standarta ait spektrumlar 2968, 2552, 2068, 1581, 1488, 1405,
1344, 1296, 1195, 1128, 1062, 1004, 964, 941,867,846, 823, 808, 777, 752, 692, 636,
594, 555, 538, 495 ve 445 cm™! olarak tespit edilmis olup bu veriler literatiirdeki
verilerle de oOrtiismektedir (Seong, Jongsung ve Ankireddy., 2015). Sisteine ait

I bant aralig1 sistein

kizil6tesi spektrumlarda tespit edilen ve 2800-2400 cm”
molekiiliiniin parmak izi (iskelet titresimi) bdlgesini ifade eder. Bu bolgede tespit
edilen 636 cm™’deki pik degeri bu bolgede S-H baginin bulundugunu géstermektedir.
Ayrica 1968 cm™’deki yiiksek pik degeri ise yine sisteinin yapisinda bulunan amin
gurubundaki N-H bagini, ve 1128 cm™'*deki pik degeri de N-C bagini ifade etmektedir.
Yine karboksil gurubunda bulunan C = O ¢ift-bag gerilme bolgesi, 1581 cm™! bandinda
gorilmektedir (Thangakani vd., 2015). Mikrobiyal sisteine ait kizilotesi spektrumlari
inceledigimizde standart sisteinden farkli olarak geri kazanimi sirasinda besiyerinden

gelen safsizlarm neden oldugu 3160 cm™’de ve 2800-2400 cm™ bant aralifinda yer

alan hidrojen bagi bolgesinde spektrumlar da tespit edilmistir.
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Sekil 3.5. Mikrobiyal ve Standart Sisteine ait FTIR Spektrumlar:
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Mikrobiyal sistein ile standart sisteine ait Raman spektrumlar1 Sekil 3.6’de
gosterildigi gibidir. Standart sisteinin Raman analizinde elde edilen 445, 529, 632, 689,
763, 820, 863, 931, 1003, 1062, 1200, 1290, 1343, 1396, 1420 cm™ bantlar: sistein
yapisindaki mevcut kimyasal gruplara ait karakteristik raman kaymalarini géstermekte
olup bu sonuglar literatiirdeki benzer calismalar ile de ortlismektedir (Parker, 2013).
Bu pikler arasinda 940 cm™!*de elde edilen pik diger pek ¢ok aminoasitden farkli olarak
molekiiler yapisinda kiikiirt bulunan sisteine S-H bant titresimine aittir. Bunun yani
sira 1003 cm™! elde edilen pik ise bu S-H ile NH; baglar1 arasindaki etkilesime ait piki
ifade etmekte olup; bu pikler mikrobiyal iiretim sisteinde de mevcuttur (Pawlukoj¢ vd.,
2005). Fakat mikrobiyal sisteinde bulunup standart sisteinde yer almayan 493, 1225
ve 1642 cm’! gibi safsizliklarm neden olduguk kiiciik kiigiik siddetli bantlarin da
varlig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 3.6. Mikrobiyal ve Standart Sisteine ait Raman Spektrumlari
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Elde edilen FTIR ve Raman analiz sonuglarin1 kromatografik bir yontemle nicel
olarak dogrulamak amaci ile LC-MSMS kullanilmistir. Besiyeri ortamindan geri
kazanim yolu ile elde edilen sisteine ait kromotogram Sekil 3.7°daki gibidir.
Mikroorganizmalardan elde edilen sisteim numunesine ait LC-MS/MS kromotogrami
incelendiginde sisteine ait pik baskin ve net bir sekilde goriilmekte beraber bu pikin
yani sira sisteinin besiyeri ortamindan ayristirilmasi siirecinde gelen safsizligin neden

oldugu bir baska kiiciik siddetli pikin varligida gdzlemlenmistir.
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Sekil 3.7. Mikrobiyal ve Standart Sisteine ait LC-MS/MS Spektrumlar:

FTIR, Raman ve LC-MS/MS analizlerinden elde edilen veriler incelendiginde
bu calismada elde edilen mikrobiyal sistein numunesi ile sisteinin standardinin analiz
sonuglariin benzerlik gosterdigi anlasilmaktadir. Benzer sekilde elde edilen verilerin
literatlirdeki rapor edilen veriler ile ortiistiigii gézlemlenmistir (Celik, 2009; Parker,

2013; Seong, Jongsung ve Ankireddy., 2015; Karakaplan 2019).
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3.3 Mikrobiyal Glutamik Asit Uretimi

3.3.1. Mikroorganizmalarin Urettigi Glutamik Asitin Analizi

Tirkiyenin 7 farkli bolgesinden elde edilen 9 gida ve 37 toprak numunelerinden
izole edilen mikroorganizmalarin TSB besiyerinde inkiibasyonu neticesinde elde
edilen glutamik asit miktarlar1 Ek-3B’de belirtildigi gibidir. Toprak numunelerinden
elde edilen izolatlarin glutamik asit {iretim miktar1 ortalamalas1 0,848+0,167 g/L iken,
gida numunelerinden elde edilen izolatlarin glutamik asit {iretim miktar1 ortalamasi
0,921+0,165 g/L olarak izlenmistir. Ancak en yiiksek glutamik asit {iretimi yapan 5
izolatta toprak numunelerinden elde edilmis olup bunlar arasinda ilk sirada
1,426+0,020 g/L ile Karadeniz bolgesinde, c¢ay bahgesinden alinan toprak
numunesinden izole edilen TK.1.4.1 kodlu izolat oldugu tespit edilmistir. Ayrica
1,286+£0,006 g/L glutamik asit lretim ortalamasi ile Karadeniz bolgesinde tarim
alanindan alinan toprak numunesinden izole edilen TK.3.1.1 kodlu izolatta,
1,196+0,021 g/L ile yine ayn1 bolgede findik bahgesinden izole edilen TK.2.5.1 kodlu
izolatta ve 1,150+0,022 g/L ile ayn1 bolgede yol kenari otlak alandan alinan topraktan
izole edilen TK.4.2.1 kodlu izolatta da yiiksek oranda glutamik asit iiretimi
gozlemlenmistir. Karadeniz bolgesi disinda, 1,189+0,045 g/L ile i¢ Anadolu
bolgesinde, dag eteginden alinan toprak numunesinden izole edilen T1.3.2.1 kodlu

izolat en yliksek glutamik asit iiretimi izlenen 5 izolattan biri oldugu gézlemlenmistir.

Tablo 3.9. Gida Orneklerinden Elde Edilen izolatlarin Glutamik Asit Uretim

Ortalamalar:

Numune Kodu Ornek Tiirii izolat Sayisi Izolatlarcl)nrtGaII::;iII;:/sS Uretim
G.2 Tereyagi 4 0,74+0,17¢
G3 Antep Peyniri o) 0,98+0,07°
G4 Yoriik Peyniri 2 0,83+0,03°
G.5 Orgii Peyniri 2 1,0240,02°
G.6 Otlu Peynir o) 0,74+0,184
G.7 [zmir Tulumu 2 0,99+0,07°
G.8 Eski Kasar o) 1,01+0,17°
G.9 Mihalic Peyniri o) 1,03+0,03°
G.1 Elaz1g Tulumu 2 1,11+0,042

Ayni siitundaki farkli harfler ortalama degerler arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamli oldugunu
belirtmektedir (p<0,05)
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Tablo 3.10. Topraktan Elde Edilen izolatlarin Bélgelere Gore Glutamik Asit

Uretim Ortalamalari

Ornekten Elde

Bolgeden Elde

Ornek Numune izolat Edilen izolatlarin  Edilen izolatlarin
AI'|'nan Kodu Ornek Tiri Sayisi . Gl'utamik Asit GIuF'ami'k Asit
Bolge Uretim Ortalamasi Uretim
(g/L) Ortalamasi (g/L)
TD.1  Bahge Toprag: 6 0,91£0,16
TD.2  Yayla Toprag 3 0,71+0,08
All?;)illu TD.3 Cin?hk é?an TOp,ragl 3 0,7720,09* 0,79+0,15%
Bolgesi TD.4 Dag Etegi Toprag 3 0,91+0,42
TD.5 Mera Toprag: 4 0,74+0,16
TD.6 Daglhk Arazi Toprag: 6 0,69+0,12 b
TL.1  Bahge Toprag: 5 0,89+0,05
. Ti2  Mera Toprag: 7 0,90+0,10
S tloey | TL3  DagErei Toprags 4 099:0,16%  092:0,11°
Ti4  Agachk Alan Toprag 6 0,94+0,14 *
TL5  Tarim Arazisi Toprag 6 0,90+0,12
Giineydogu  TG.1 Uziim Bag1 Topragi 6 0,79+0,167
Anadolu TG.2  Fistik Bahgesi Toprag 5 0,85+0,07 0,83+0,13 %
Bolgesi TG.3 Bahge Toprag 4 0,89+0,14
TK.1  Gay Bahgesi Topragi 8 0,95+0,24
TK.2 Fmdik Bahgesi Toprag: 5 1,03+0,10 ®
K];‘g?cglzzilz TK.3 Mera Toprag 9 0,98+0,13 * 0,96+0,172
TK.4 Yol Kenar1 Otlak Topragi 7 0,94+0,19 *
TK.5 Fimdik Bahgesi Toprag: 5 0,85+0,15
TA.1  SeraToprag: 7 0,70+0,18 <
%1;‘1122;12 TA2 Kayaci Vadi Topragi 6 0,83+0,18 0,77+0,18°
TA3  Sahil Kumu 5 0,82+0,16
T™.3 Sile Bahge Toprag: 7 0,85+0,12
T™.4  Sile Sahil Kumu 6 1,04+0,08 2
TM.5 Camlik Arazi Topragi 5 0,85+0,04
Marmara ~ TM.6  Cimlik Alan Toprag: 7 0,83+0,15 0.85-0.16 2
Bolgesi T™M.7 Ciceklik Alan Toprag: 4 0,79+0,41 ’ ’
TM.8 GOl Kenari Topragi 2 0,60+0,20
T™M.1  Sahil Kumu 7 0,79+0,12 &
TM.2 Tarmm Arazisi Toprag: 3 0,86+0,15
TE.1 Yol Kenari Otlak Toprag 7 0,83+0,14
TE.2  CGamlik Arazi Toprag 2 0,90+0,04
TE.3  Tarim Arazisi Toprag 5 0,78+0,14
Bé]')EliZsi TE4  Bahge Toprag 5 0,68+0,07 ™ 0,76+0,14°
TEs  Cimlik Alan Topragi 4 0,81+0,08
TE.6 Yol Kenari Otlak Topragi 2 0,84+0,03 ™
TE.7  Ciceklik Alan Topragi 6 0,60+0,15 ¢

Ayni siitundaki farklh

belirtmektedir (p<0,05)
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Tablo 3.9°ta 9 farkli gida 6rneginden elde edilen edilen izolatlarin glutamik asit
tretim miktarlart  goriilmektedir. Gida Orneklerinden elde edilen bu
mikroorganizmalarin glutamik asit iretim ortalamalar1 0,921 + 0,165 g/L
belirlenmistir. Gida numuneleri arasinda en yliksek glutamik asit iiretim ortalamasi
1,106+0,043 g/L ile Elaz1g yoresinde liretilen Tulum peynirden elde edilen izolatlarda
gozlemlenmistir. 1,029+0,029 g/L. ortalamasi ile Mihali¢ peynirinden elde edin
izolatlarda, 1,024 + 0,016 g/L ortalamasi ile Adapazar1 Orgii Peynirinden elde edilen
izolatlarda ve 1,012 + 0,171 g/L ortalamasi ile Kars Eski Kasarindan elde edilen
izolatlarda 1g/L iizerinde glutamik asit iiretim ortalamasi1 gézlemlenmistir. 0,995 +
0,073 g/L ortalamasi ile Izmir Tulum Peynirinden elde edilen izolatlar, 0,981 + 0,066
ortalamasi ile Antep Peynirinden elde edilen izolatlar ve 0,830 + 0,027 g/L ortalamasi
ile Antalya Yoriik peynirinden elde edilen izolatlar; genel gida 6rnekleri ortalamasina
yakin glutamik asit tiretimi gdstermistir. Ancak 0,743 + 0,174 g/L ortalamasi ile
Trabzon Tereyagindan elde edilen izolatlar ile 0,747 + 0,180 g/L ortalamasi ile Van
otlu peynirinden elde edilen izolatlarda diger gida numunelerine ait izolatlara oranla

daha diisiik glutamik asit iiretimi izlenmistir.

Tablo 3.10°da ise Tirkiyenin 7 farkli cografi bodlgesinden toplanan toprak
orneklerinden elde edilen izolatlarin glutamik asit {iretim ortalamalar1 gériilmektedir.
Toprak oOrneklerinden elde edilen bu mikroorganizmalarin glutamik asit iiretim
ortalamalar1 0,848+0,167 g/L belirlenmistir. Toprak numuneleri arasinda en yliksek
glutamik asit liretimi ortalamast 0,957+0,171 g/L ile Karadeniz bodlgesinden elde
edilen izolatlarda gozlemlenmistir. 0,920+0,114 g/L ortalamas1 ile I¢ Anadolu
bolgesinden elde edin izolatlar, Karadeniz bolgesinden sonra en yliksek glutamik asit
ortalamasi izlenen bolgedir. Bu bolgeleri 0,848+0,157 g/L glutamik asit liretim
ortalamasi ile Marmara bolgesi ve 0,826+0,128 g/L glutamik asit liretim ortalamasz ile
Gilineydogu Anadolu bolgesi takip etmektedir. 0,789+0,153 g/L glutamik asit iiretim
ortalamasi ile Dogu Anadolu boélgesinden elde edilen izolatlar, 0,774+0,178 g/L
glutamik asit iiretim ortalamasi ile akdeniz bdlgesinden elde edilen izolatlar ve
0,757+0,145 g/L glutamik asit iiretim ortalamasi ile Ege bolgesinden elde edilen
izolatlar, Tiirkiye genelinde elde edilen izolatlarin glutamik asit iiretim ortalamalarinin

altinda bir ortalama gostermistir.

95



Yapilan Spektrofotometrik analiz sonucunda iyi glutamik asit iiretimi yapan
TK.1.4.1, TK.3.1.1, TK.2.5.1, T1.3.2.1 ve TK.4.2.1 kodlu 5 izolatin iiretim verilerini
dogrulamak amaci ile validasyon ¢alismasi yapilmistir. Bu amagla tekrar izolatlar 5
tekrar halinde Shakoori vd. (2012) yilinda uyguladig1 yontem ile 100 mL Tryptic Soy
Broth igerisinde Ph’1 7,5’te, 37,5 °C, 125 rpm de 48 saat siire ile inkiibe edilmis ve
spektrofotometre ile tekrar naliz edilmistir. Validasyon i¢in 5 tekrarli olarak yapilan

analizlerin sonucu Tablo 3.11°deki gibidir.

Tablo 3.11. En Yiiksek Glutamik Asit Uretimi Gozlemlenen 5 izolatin Uretim

Validasyon Verileri

GT1 GT2 GT3 GT4 GTS

izolat Kodu /L) /L) @) /L) @) Ortalama
TK.1.4.1 1,36 1,40 1,27 1,34 1,45 1,36+0,07
TK.3.1.1 1,30 1,25 1,30 1,06 1,21 1,22+0,10
TK.2.5.1 1,10 1,14 0,99 1,16 0,90 1,06+£0,11
T1.3.2.1 0,99 1,25 1,01 0,89 1,32 1,09+0,18
TK.4.2.1 1,28 1,09 0,89 1,25 1,15 1,13+0,16

Tablo 3.11°de goriildiigii iizere validasyon ¢alismasi sonrasinda en yiiksek sistein
iretimi 1,365+0,068 g/L ile Karadeniz bélgesinden izole edilen TK.1.4.1 kodlu izolat
oldugu dogrulanmistir. Yine 1,225+0,098 g/L ile Karadeniz bolgesinden izole edilen
TK.3.1.1 kodlu izolatin 2. yiiksek glutamik iiretimi yapan izolat oldugu
dogrulanmustir. Ilk yapilan analizde 1,449+0,007 g/L ile 5. iyi iiretim yapan TM.3.7.1
numarali izolatin ise validasyon amaci ile yapilan yapilan 5 tekrar sonucunda
1,512+0,180 g/L ile 2 en yiiksek iiretim yapan izolat oldugu anlasilmistir. {1k yapilan
analizde 1,150+0,022 g/L ile 5. iyi iiretim yapan TK.4.2.1 numarali izolatin ise
validasyon amaci ile yapilan 5 tekrar sonucunda 1,132+0,157 g/L ile 3. yiiksek iiretim
yapan izolat oldugu anlasilmistir. Ayn1 sekilde ilk yapilan analizde 1,196+0,021 g/L
ile 3. iyi tiretim yapan TK.2.5.1 numarali izolatin ise validasyon amaci ile yapilan 5
tekrar sonucunda 1,057+0,108 g/L ile 5. yiiksek iiretim yapan izolat oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglarin literatiirde rapor edilen sonuglar ile benzer oldugu

tespit edilmis olup, boliim 3.3.3.3’te detayli bir sekilde mukayese edilmistir.
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3.3.2. En Yiiksek Glutamik Asit Uretim Yapan Suslarin Tamimlanmasi

En yiiksek glutamik asit tiretim potansiyeli gozlenmelenen TK.1.4.1 kodlu
izolatin Oncelikli olarak konvansiyonel yontemler ile koloni morfolojisi ve 1s1k
mikroskopu altinda gram boyama ile hiicre yapisi analiz edilmistir. Ilgili izolatin
koloni yapisina bakildiginda diiz-dairesel yapida, S (smooth) tipi koloniler
olusturdugu gozlemlenmektedir. izolatin gram boyama ydntemi ile hiicre yapisi
incelendiginde ise; gram negatif, comak seklinde ve sporsuz hiicrelerden olustugu
gozlemlenmistir. Sekanslama sonunda elde edilen 639 bazlik bolgenin kromotogrami
(Ek-4B) BLAST kullanilarak NCBI’gen bankasindaki verilerle kiyaslanmistir (Tablo
3.12). Elde ettigimiz gen bolgesini gen bankasindaki veriler ile kiyasladigimizda (Ek-
5B) ise elimizdeki mikroorganizmanin Stenotrophomonas sp. oldugu ve
genbankasinda bu mikroorganizmaya en yakin suslarin 622/639 eslesen niikleotid
benzerligi ve %97 benzerlik ylizdesiyle Stenotrophomonas sp. (MK424600,1) ve
oldugu 622/639 eslesen niikleotid benzerligi ve %97 benzerlik ylizdesiyle Psedomanas
geniculata (KP890071.1) oldugu tespit edilmistir. %100 benzerlik bulunamamasi

nedeniyle tanimlanan bu tiir, Stenotrophomonas sp. strain CG2 olarak adlandirilmistir.

Tablo 3.12. TK.1.4.1 Kodlu izolatin 16S rRNA Gen Dizilimine NCBI Gen
Bankasinda Karsilik Gelen Tiirler

B Esl NCBI BLAST

Benzerlik Gosteren Tir ve Cins . enzer. Benzerlik $ eserT ¢ .S

oo Mikroorganizma N . Nikleotid Benzerlik

Ismi Yuzdesi
Kodu Sayisi Skoru

Stenotrophomonas sp. MK424600.1 97% 622/639 1079 bits(584)
Pseudomonas geniculata KP890071.1 97% 622/639 1079 bits(584)
Stenotrophomonas maltophilia EU934076.1 97% 621/638 1079 bits(583)
Stenotrophomonas pavanii MT435033.1 97% 621/638 1077 bits(583)

Literatlire baktigimizda, Stenotrophomonas suslari ile glutamik {retimine
yonelik dogrudan yapilan herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak TK.1.4.1 ile
genetik olarak benzerlik gosteren Pseudomonas reptilivoranin, Corynebacterium
glutamicum ile birlikte kullanilarak gergeklestirilen glutamik asit inkiibasyonu
neticesinde, Corynebacterium glutamicum tek basina iiretebildigi glutamik asite oranla

%13 fazla glutamik asit tiretimi saglandig bildirilmistir (Shyamkumar vd, 2014).
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3.3.3.inkiibasyon Kosullar ve Besiyeri Iceriklerinin Glutamik Asit Uretimine

Etkisi
3.3.3.1.Inkiibasyon Kosullarimin Glutamik Asit Uretimine Etkisi

Stenotrophomonas sp. strain CG2’nin hangi ¢evre sartlarinda daha iyi iiretim
yaptigini saptayabilmek adina 4 temel ¢evresel proses sart1 olan pH, sicaklik, zaman
ve calkalama siiresinin farkli varyasyonlar1 ile TSB ortaminda yapilan inkiibasyon
sonundan tiretilen glutamik asit miktarlar1 Sekil 3.8”deki gibidir. Proses paremetreleri
etkilesimlerinin glutamik asit tiretimine etkilerini gosteren yiizey grafikleri ise Sekil
3.9’daki gibidir.

Inkiibasyon siiresi, Stenotrophomonas sp. strain CG2’nin glutamik asit
sentezini en cok etkileyen parametre olarak gbzce c¢arpmaktadir. Ilgili
mikroorganizmanin sabit kosullarda (pH:7,5, sicaklik: 37,5 °C, calkalama hizi: 125
rpm ve TSB referans besiyeri igerisinde) farkli inkiibasyon siirelerinde glutamik asit
tiretimi sirasi ile 24 saatte 0,588+0,006 g/L, 36 saatte 0,920+0,006 g/L, 48 saatte
1,422+0,009 g/L, 60 saatte 1,502+0,006 g/L, 72 saatte 1,603+0,005 g/L, 84 saatte
1,463+0,004 g/L, 96 saatte 1,377+0,006 g/L ve son olarak 108 saatte 1,107+0,007 g/L
olarak tespit edilmistir. Stenotrophomonas sp. strain CG2’nin glutamik asit iiretimine,
sabit kosullarda (Sicaklik: 37,5 °C, calkalama hizi: 125 rpm, inkiibasyon siiresi: 48
saat ve TSB referans besiyeri igerisinde) pH’1n etkisi 5.5-8.5 araliginda incelenmis ve
en ylksek glutamik asit tiretimi pH 7°de 1,472+0,004 g/L olarak tespit edilmistir.
Sicakligin glutamik asit iiretime etkisi ise 10-45°C araliginda incelenmis ve 20°C
altinda ortalamanin altinda glutamik asit tiretimi gosterdigi, pH 25-45 °C araliginda
ise daha yiiksek oranlarda sistein iiretimi gosterdigi belirlenmistir. lgili izolat i¢in en

yiiksek glutamik asit tiretimi 30°C’de 2,620+0,007 g/L olarak tespit edilmistir.

Sicakligin glutamik asit tiretime etkisi ise 10-45 °C araliginda incelenmis ve 20
°C altinda ortalamanin altinda glutamik asit tiretimi gosterdigi, pH 25-45 °C araliginda
ise daha yiiksek oranlarda sistein iiretimi gosterdigi belirlenmistir. Stenotrophomonas
sp. strain CG2 i¢in en yiiksek glutamik asit iiretimi 30 °C’de 2,620+0,007 g/L olarak
tespit edilmistir. Inkiibasyon calkalama hizinin ilgili izolat igin, sabit kosullarda
glutamik asit tiretimi lizerine etkisi ise 75-250 rpm aralifinda incelenmistir. Elde
edilen veriler 100-225 rpm’in araliginda yiiksek glutamik asit iiretimi oldugunu
gostermistir. Bu bakteri i¢in en yiiksek glutamik asit iiretimi 200 rpm’de gozlenmis
olup bu degerde iiretim miktari ise 1,522 +0,003 g/L olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.8. Stenotrophomonas sp. strain CG2 i¢cin Proses Glutamik Asit Uretimine Etkisi
(Sabit Parametreler: pH 7.5, Sicaklik 37.5 °C’de, Calkalama Hizi:125 rpm, Siire 48 saat)
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Sekil 3.9. Stenotrophomonas sp. strain CG2 i¢in Proses Paremetreleri

Etkilesimlerinin Glutamik Asit Uretimine Etkilerini Gosteren Yiizey Grafikleri; A:

pH-Siire, B: pH-rpm, C: pH-Sicaklik, D: Sicaklik-, E:rpm-Siire ve F: Sicaklik-rpm
etkilesimi (Sabit Parametreler: pH 7.5, Sicaklik 37.5, Calkalama Hiz1:125 rpm, Siire 48

saat)
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3.3.3.2. Besiyeri Igeriklerinin Glutamik Asit Uretimine Etkisi

En fazla glutamik asit iireten Stenotrophomonas sp. strain CG2’nin hangi
besiyeri ortaminda daha iyi iiretim yaptigini saptayabilmek adina farkli karbonhidrat,
azot, aminoasit ve minerallerin iiretime etkileri incelenmistir. Bu amagla TSB referans
aliarak, belirlenen regete icerikleri ile hazirlanan 100 mL sivi besiyerine 1 mL
mikroorganizma asilanarak pH 7,5 de, 37,5 °C’de, 125 rpm’de 48 saat siire ile
inkiibasyona  birakilmigtir.  Inkiibasyon sonrasinda iiretilen glutamik  asit

spektrofotometre yardimiyla tespit edilmistir (Sekil 3.10).

Yapilan ¢alismada karbonhidratlarin glutamik asit tiretimine etkisini incelemek
icin standart TSB igerisine siras1 ile 2,5 g/L glikoz, frilktoz ve laktoz eklenmis ve
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda 3 farkli karbonhidratin da
glutamik tiretimini 6nemli oranda etkilemedigi gozlemlenmistir. Glikoz ve friiktoz,
glutamik asit sentezinde %2.5’1lik gibi ufak bir artis saglarken laktoz ise glutamik asit
tiretiminde % 10’luk azalma saglamistir. Ayrica methionin ve serin besi ortamina 2
g/L eklenerek glutamik asit tiretimine etkisi incelediginde iki aminoasidinde glutamik
asit liretimini benzer oranlarda arttirdig1 tespit edilmistir. Besi ortamina eklenen
Metiyonin’in glutamik asit tiretimini %37 oraninda, Serin’in ise %32 oranda artis

sagladig tespit edilmistir.
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Sekil 3.10. Stenotrophomonas sp. strain CG2 icin Tablo 2.4’te Belirtilen Besiyeri
Iceriklerinin Glutamik Asit Uretimine Etkisi [Farkli harfler ortalama degerler

arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamli oldugunu belirtmektedir (p<0,05)]
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Yapilan calismada azot kaynagi olarak besiyerine iire, hayvansal pepton,
kazein peptonu ve soya peptonu, yeast exract, beef extract ve malt extract eklenerek
glutamik asit {iretimine olan etkileri incelenmistir. Besiyeri ortamina 8 g/L iire
eklenmesinin glutamik asit tiretiminin ciddi oranda baskilandigi, iiretimin % 33
oraninda diisiirdiigli gozlemlenmistir. Besiyeri ortamima 3 g/ hayvansal pepton
eklendiginde % 30’luk belirgin bir artig izlenirken, 3 g/L soya peptonu eklendiginde
de %]15’lik bir artis gézlenmis, 3 g/L kazein peptonu eklendiginde ise iiretimin
baskilandig1 ve %5’lik oranda glutamik asit iiretiminin azaldigr gdzlemlenmistir.
Ayrica besiyeri ortamina 1 g/L beef, malt ve yeast extract eklenerek glutamik asit
tiretimine etkisini inceledigimizde bu ii¢ tiir besi igeriginin de {liretimi artirdigin;
hayvan kaynakli beef extactin glutamik asit iiretimini sadece %2 gibi énemsiz bir
oranda arttirdigini, bitki kaynakli malt extractin %10 mikroorganizma kaynakl1 yeast
exractin da glutamik asit {iretimini % 18 gibi 6nemli oranlarda artis sagladig

gozlemlenmistir.

Yapilan ¢caligmada minerallerin glutamik asit iiretimine etkisini incelemek igin
ise besiyeri ortamina monopotasyum fosfat, dipotasyum fosfat, demir siilfat ve
magnezyum siilfat eklenerek inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
yapilan analizde besiyeri ortamina 0,25 g/L demir siilfat eklemenin glutamik asit
tiretimini sadece % 3 gibi ufak bir oraninda arttirdig1 gézlemlenmistir. Ayn sekilde
besiyeri ortamina eklenen 0,2 g/L. magnezyum siilfat glutamik asit tiretiminde %1 gibi
dikkate alinmayacak kadar kiigiik bir oranda artisa yaptig1 tespit edilmistir. Ancak 0,5
g/L monopotasyum fosfat ilavesinin glutamik asit {iretimini %7, 2,5 g/L dipotasyum

fosfat ilavesinin ise tiretimi %25 gibi ciddi oranlarda arttirdig: tespit edilmistir.
3.3.3.3.0ptimum Inkiibasyon Kosullarinda Uretilen Glutamik Asit Miktarinin Tespiti

Stenotrophomonas sp. strain CG2’nin proses optimizasyonu verilerine
bakildiginda; pH 7°de, 30 °C sicaklikta, 200 rpm’de, 84 saat siire ile inkiibe edildiginde
maksimum glutamik asit iiretimi yaptig1 saptanmistir. Bu veriler kullanilarak 100 mL
TSB igerisinde 5 tekrarli olarak yaptigimiz validasyon ¢aligmasinda izolatin ortalama
2,72+0,17 g/L glutamik asit tiretebildigi tespit edilmistir. Stenotrophomonas sp. strain
CG2’nin besiyeri igeriklerine gore glutamik iiretim verilerine bakildiginda ise; 2,5 g/L
glikoz, 2,5 g/L fruktoz, 3 g/L hayvansal pepton, 6 g/LL soya peptonu, 1 g/L maya
ekstrati, 5 g/L sodyum kloriir, 5 g/LL dipotasyum fosfat, 0,5 g/LL monopotasyum fosfat,

0,25 g/L demir siilfat, 2 g/L metiyonin ve 2 g/L serin optimum besiyeri igeri olarak

102



tespit edilmistir. Bu optimum besiyer igerigi ile optimum proses kosullar1 olan pH
7°de, 30 °C sicaklikta, 200 rpm’de, 84 saat siire parametreleri ile 5 tekrarli olarak
yaptigimiz validasyon calismasinda izolatin ortalama 3,76+0,65 g/L glutamik asit

tiretilebildigi tespit edilmistir (Tablo 3.13).

Tablo 3.13. Besiyeri ve Proses Optimizasyonunun Glutamik Asit Uretimine Etkisi

Besiyeri Igerigi Proses Kosullar1 Uretilen Qlutamik Asit
Miktar1
Trytic Soy Broth Standart Proses Kosullar1 1,36+0,07 g/L
Trytic Soy Broth Optimize Proses Kosullar 2,7240,17 g/L
Optimize Edilmis Besiyeri Icerigi Optimize Proses Kosullari 3,76+0,65 g/L

Literatiirde bakildiginda bizim ¢aligmamiza benzer olarak; Chattopadhyay and
Baknerjee (1978), Hindistan’da topraktan izole edilen Bacillus cereus isimli
mikroorganizmadan 5,2 g/L glutamik asit elde ettiklerini bildirmislerdir. Shakoori vd.,
(2012) ise, Atik su, gida ve toprak orneklerinden elde ettikleri mikroorganizmalarin
besiyeri ve proses optmizasyonu sonunda maksimum 11.1 g/L glutamik asit {iretimi
sagladigin1 bildirmislerdir. Yine Zareian vd., (2012), Malezyadan c¢esitli fermente
gidadadan izole ettigi Lactobacillus plantarum’un maksimum 1.032 mmol/L (0,174
g/L) glutamik asit liretimi sagladigini bildirmislerdir. Adeogun vd., (2017) ise, toprak
ve endiistriyel atik su numunlerinden izole ettikleri Bacillus firmus’tan 0,27 g/L,
Enterobacter cloacae’den 0,52 g/L, Bacillus validus’tan 0,63 g/L ve Paenibacillus
alvei’den 2,09 g/L glutamik asit elde etiklerini bildirmisleridir. Bunlarin yan1 sira Gul
vd., (2012), Pakistan’dan elde ettikleri toprak numunelerinden izole ettikleri 230
mikroorganizmanin inkiibasyon sonunda tiirleri belirlenmis bu mikroorganizmalardan
maksimum 30 g/L glutamik asit iiretimi gozlemlediklerini rapor etmislerdir. Kebede
ve Abate, (2016) ise, benzer olarak Etopyadan elde ettikleri toprak numunelerinden
izole edilen tiirleri belirlenmemis mikroorganizmalardan maksimum 92.53 g/L
glutamik asit elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu kapsamda yaptigimiz ¢alismada
besiyeri ve proses optimizasyou sonucunda saglanan 3,76+0,65 g/L’lik glutamik asit

tretimi, literatiirdeki diger ¢alismalara benzer degerde oldugu gézlemlenmistir.
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3.3.4. Besiyeri Ortaminda Uretilen Glutamik Asidin Geri Kazanim

Inkiibasyon siiresi sonunda iiretilen Glutamik Asidin besiyeri ortamindan
ayristirilarak geri kazanilmasinda Nampoothiri vd., (1999) tarafindan uygulanan
yontem modifiye edilerek 3 tekrarli calisilmistir. Inkiibasyon sonrasi elde edilen sivi
besiyeri istenmeyen hiicre bilesenlerinden ayristirilasi i¢in 6ncelikle 4200 rpm de 15
dk stire ile santrifiij edilimis ardinda da 45 pm filtreden gegirilerek iyon degistirici
regineye yiiklenmeye hazir hale getirilmistir. Iyon degistirici recine ile ayristirma
siirecinde ise yine sirasi ile iyon degistirici regineyi sartlama, diliisyon ve

kristalizasyon islemleri uygulanmastir.

Mikrobiyal yoOntemler ile besiyeri ortaminda firetilen glutamik asidin
ayristirilmasinda da iyon degistirici regine ile ayirma metodu kullanilmistir. bu amacla
amberlite 1r 120 (hi-media) isimli katyonik re¢ine kullanilmistir. inkiibasyon sonrasi
biiylik hiicre bilesenlerinden ayrilan ve spektrofotometre yardimi ile icerisinde
3,76+0,65 g/L glutamik asit bulundugu tespit edilen 500 mL siv1 besiyerinin pH’1 2.0
ayarlanarak igerisinde 50 g sartlandirilmis re¢inenin bulundugu erlene ilave edilmistir.
Oncelikle siireye bagl diliisyon miktarmin tespiti igin regine-besiyeri karigimi 30 °C
ve 150 rpm’de ¢alkalamali inkiibatére birakilarak 30 dakikalik araliklarla numune
alinmis ve ninhidrin yontemi ile UV spektrofotometrede 470 nm dalga boyunda
absorbans 6l¢iimii yapilmistir. Siireye bagl regineye baglanan sistein miktar1 Sekil

3.11°deki gibidir.
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Sekil 3.11. Siireye Bagh Recineye Baglanan Glutamik Asit Miktari
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Maksimum absorbasin tespit edildigi 5. saatin sonunda ise erlenin iginden
glutamik asiti absorbe etmis olan regineler siiziilmiis ve ardindan glutamik asidi
recineden ayirmak i¢i 500 mL pH’1 3.9’a ayarlanmis saf su eklenip 30 °Cve 150 rpm
de 2 saat siire ile ¢alkalamali inkiibatore birakilmistir. Bu silirenin sonunda eliisyon
stvisi regineden ayrilmis ve kristalize olmasi i¢in beher igerisinde pH’1 glutamik asidin
izoelektirik noktast olan 3.9’a cekilmistir. Sonrasinda su ise banyosunda 60 °C’de
solvent ugurulmus beherin alt kisminda kristal formda bulunan glutamik asit kazinarak

ayrilmistir. Elde edilen geri kazanim verileri Tablo 3.14’te verilmistir.

Yapilan caligma sonucunda %53.48 geri kazanim verimi elde edilmistir.
Literatiirdeki benzer caligsmalara baktigimizda, Nampoothiri vd., (1999) yaptiklari
calismada %45 oraninda geri kazanim verimi elde ederken Nampoothiri vd., (1995)
yaptiklar1 calismada %67,15 oraninda geri kazanim verimi elde etmistir. Benzer
calismalar ile kiyaslandiginda elde edilen geri kazanim verimi literatiirde kabul goriir

limitlerde oldugu saptanmistir.

Tablo 3.14. Glutamik Asit Geri Kazanim Verileri

Fermantasyon sivisi igerisinde dlgiilen glutamik asit miktari: 3,76+0,65 g/L.
Regine baglanan glutamik asit miktari: 3,44+0,66 g/L.
Eliisyon sivisinda 6lgiilen glutamik asit miktari: 2,94+0,49 g/L
Kristal yapida elde edilen glutamik asit miktart: 2,01+0,39 g/L
Geri kazanim verimi: %053,48+3,28

3.3.5. Elde Edilen Glutamik Asidin Karakterizasyonu

Yapilan ¢calismada mikroorganizmalar tarafindan iiretilip besiyeri ortamindan
geri kazanim yolu ile elde edilen glutamik asitin kimyasal yapisini inceliyip standart
glutamik asit ile kiyaslayarak nicel tayin yapmak amaciyla birbirini tamamlayan iki
FTIR ve Raman spektroskopisi analizleri gergeklestirilmis; ayni zamanda bu iki
yontem yine hassas bir kromotografi yontemi olan LC-MSMS ile nicel olarak da

dogrulanmistir.
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Sekil 3.12. Mikrobiyal ve Standart Glutamik Asit Standardina ait FTIR

Spektrumlari

FTIR analizi neticesinde elde edilen saf standart glutamik asit ile mikrobiyal
glutamik asite ait kiziltesi spektrumlart Sekil 3.12°da gosterilmektedir. Saf standarta
ait spektrumlar 3027, 2962, 2737, 2652, 1660, 1637, 1614, 1585, 1504, 1434, 1414,
1373, 1350, 1309, 1255, 1230, 1211, 1149, 1124, 1074, 1053, 966, 945, 912, 864, 804,
757,702, 669, 536, 503 ve 457 cm™! olarak tespit edilmis olup bu veriler literatiirdeki
verilerlede oOrtlismektedir (Kimmel ve Saifer, 1969). Mikrobiyal glutamik asit
numunelerinde ise bu spektrumlara ek olarak glutamik asidin geri kazanimi sirasinda
besiyerinden gelen safsizlarm neden oldugu 783 cm™’, 1991 cm™ ve 2869 cm™! gibi
kiiciik siddetli spektrumlar da tespit edilmistir. Glutamik aside ait kizilGtesi
spektrumlarda tespit edilen ve 600 - 1200 cm™' bant araligi glutamik asit molekiiliiniin
parmak izi (iskelet titresimi) bolgesini ifade etmektedir. Ayrica karakteristik olarak
1504 cm™’deki pik degeri glutamik yapisinda bulunan karboksil gurubundaki
COOH’1, 1637 cm™!"deki pik degeri amin gurubundaki NHz yi ve 1350 cm™’deki pik
degeri ise CH> ifade etmektedir. Buna ek olarak karboksil gurubunun i¢inde yer alan
O-H etkilesimi 1230 cm™deki pikte goriilmektedir (Lanzilotta ve McQuillan, 2000).
Yapilan FTIR analizi sonucunda mikrobiyal yontemler ile iretilip geri kazanim
yapilan glutamik asit numunesine ait kizilotesi spektrumlarimlari ile aym sartlarda
analizi yapilan standart glutamik asite ait spektrumlar ile ve literatiirdeki ¢aligmalarda

glutamik asit i¢in belirtilen spektrumlar ile spektrumlar ile ortiistiigli gdozlemlenmistir.
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Sekil 3.13. Mikrobiyal ve Standart Glutamik Asite ait Raman Spektrumlari

Mikrobiyal glutamik asit ile standart glutamik asitin raman spektrumu alinmis
bolgeleri Sekil 3.13’da gosterildigi gibidir. Standart glutamik asitin raman analizinde
elde edilen 385, 457,493, 529, 574, 618, 671, 706, 754, 802, 867, 918, 940, 956, 1083,
1125,1146, 1208, 1241, 1306, 1347, 1400, 1436, 1508, 1653 cm-1 bantlar1 glutamik
asit yapisindaki mevcut kimyasal gruplara ait karakteristik raman kaymalarini
gostermekte olup bu sonuglar literatiirdeki benzer calismalar ile de ortiismektedir
(Cebi vd., 2020). Bu pikler arasinda 1124 cm!"de elde edilen pik NH3’e aitken, 1083
cm-1 elde edilen pik ise bu karbon iskeletiyle ile NH3 arasindaki etkilesime ait piki
ifade etmektedir (Dhamelincourt ve Ramirez, 1991). 1400 cm™’de elde edilen kuvvetli
pil ise iskeletteki karbon atomu ile cift bag ile baglandigi O atomlar1 arasindaki
titresime ait piklerdir (Navarrete vd., 1994). Bunun yan1 sira 867 cm™ ve 965 cm! elde
edilen karakteristik pikler ise OH ile O atomu arasindaki etkilesimi ifade etmektedir
(Kabischt ve Klose, 1978). 1125 cm-1 ile 1347 cm™ arasindaki bdlgede elde edilen
pikler de CH>’ deki titresimleri gostermektedir (Peica vd., 2007). Genel olarak raman
spektrumundaki mikrobiyal glutamik asite ait titresimsel bantlar, standart glutamik
asitin pikleri ile biiyiik oranda ortiistiigli gézlemlenmistir ancak; mikrobiyal glutamik
asitde bulunup standart glutamik asitde yer almayan 353, 426, 1075, 1257, 1774, 1898
ve 2006 cm™! gibi safsizliklarin neden olduguk kiigiik siddetli banlarin da varlig1 da

gozlemlenmistir.
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Sekil 3.14. Mikrobiyal ve Standart Glutamik Asite ait LC-MS/MS

Kromotogramlari

Elde edilen FTIR ve Raman analiz sonuglarini kromotogrofik bir yontemle nicel
olarak dogrulamak amaci ile LC-MSMS kullanilmistir. Besiyeri ortamindan geri
kazanim yolu ile elde edilen glutamik asite ait kromotogram Sekil 3.14’teki gibidir.
Mikroorganizmalardan elde edilen sisteim numunesine ait LC-MSMS kromotogrami
incelendiginde sisteine ait pik baskin ve net bir sekilde goriilmekte ancak, bu pikin
yani sira sisteinin besiyeri ortamindan ayristirilmasi siirecinde gelen safsizligin neden
oldugu kiictik siddetli piklerin varligida gézlemlenmistir. FTIR, Raman ve LC-MS/MS
analizlerinden elde edilen veriler incelendiginde; mikrobiyal yontemler ile tiretilip geri
kazanim yapilan glutamik asit numunesi ile standart glutamik asitin birbirleriyle
verilerinin uyumlu oldugu ve ayrica literatiirdeki veriler ile de Ortlistigi

gbzlemlenmistir (Lanzilotta ve McQuillan, 2000; Karakaplan 2019; Cebi vd., 2020 ).

108



3.4 Mikrobiyal Beta Karoten Uretimi

3.4.1. Mikroorganizmalarin Urettigi Beta Karoten Analizi

Tirkiyenin 7 farkli bolgesinden elde edilen 9 gida ve 37 toprak numunelerinden
izole edilen mikroorganizmalarin TSB besiyerinde inkiibasyonu neticesinde elde
edilen beta karoten miktarlar1 Ek-3C’de belirtildigi gibidir. Toprak numunelerinden
elde edilen izolatlarin beta karoten iiretim miktar1 ortalamalas1 9,184+2,603 mg/L
iken, gida numunelerinden elde edilen izolatlarin beta karoten iiretim miktar
ortalamasi 10,95344,152 mg/L belirlenmistir. En yiiksek beta karoten iiretimi 23,895+
0,251 mg/L ile Antalya yoresine ait Yoriik peyniri numunesinden izole edilen G 4.3.1
kodlu izolat oldugu tespit edilmistir. Ayrica 19,751+0,126 mg/L ile Ege bolgesinde,
ciceklik alandan alinan toprak numunesinden izole edilen TE.7.1.1 kodlu izolat;
19,165+0,145 g/L ile Karadeniz bolgesinde, findik bahgesinden alinan toprak
numunesinden izole TK.2.3.1 kodlu izolat ve 19,082+0,192 mg/L ile Ege bolgesinde,
tarim arazisinden alinan toprak numunesinden izole edilen TE.3.5.1 kodlu izolat diger
yiiksek iiretim gosteren toprak kaynakli izolatlardir. Son olarak 5. en yiiksek iiretim
gosteren izolat ise 17,031+ 0,261 mg/L ile Balikesir yoresine ait Mihali¢ peyniri
numunesinden izole edilen G 9.1.1 kodlu gida kaynakli izolat oldugu belirlenmistir.
Diger izolatlara oranla daha yiiksek beta karoten {iiretimi gozlenen bu 5 izolatin

verilerine dogrulamak amaci ile daha sonra validasyon ¢aligmalar: yiiriitilmiistiir.

Tablo 3.15. Gida Orneklerinden Elde Edilen izolatlarin Beta Karoten Uretim

Ortalamalar:

Numune Kodu Ornek Tiirii izolat Sayisi IZOIatIz::a?::aE?{;:e/t)u retim
G.1 Elazig Tulumu 2 9,88+2,34 ¢
G.2 Tereyagi 4 11,52+1,92°
G3 Antep Peyniri b 7,80+0,03 9
G4 Yoriik Peyniri ) 16,03+11,13 2
G5 Orgii Peyniri 2 9,18+3,11 «d
G.6 Otlu Peynir b 10,46+3,08 b
G.7 [zmir Tulumu 2 12,24+3,28 ®
G.8 Eski Kasar 7 9,04+3,31 <
G.9 Mihalic Peyniri 2 11,94+7,19°

Ayni siitundaki farkli harfler ortalama degerler arasindaki farklarmn istatistiki olarak anlamli oldugunu
belirtmektedir (p<0,05)
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Tablo 3.16. Topraktan Elde Edilen izolatlarin Bolgelere Gore Beta Karoten Uretim

Ortalamalari
,, Grekten tide TS EE
Ornek : Edilen Izolatlarin
Alinan Numune Ornek Tiirii Izolat Beta Karoten Betg Karoten
Bolge Kodu Sayist Uretim Ortalamasi Uretim
(mg/L) Ortalamasi
(mg/L)
TD.1  Bahge Toprag: 6 7,19+1,28 ®
TD.2  Yayla Toprag: 3 6,51+1,48 @
Dog imli 5 a
Anadg:lu TD.3 Cn{lhk é?an Topfagl 3 8,30+0,54 2 7.81+1.86 "
Bolgesi TD.4  Dag Etegi Toprag: 3 7,5943,14
TD.5 Mera Toprag 4 8,39+3,62 2
TD.6 Daglik Arazi Toprag 6 8,55+1,81
TL.1  Bahge Toprag 5 9,57+1,07 2
' TI2  Mera Toprag 7 9,35+1,82 %
IcB%rg;l;lu T13  Dag Etegi Topragi 4 8,74+1,93 9,27+1,75 @
TL4  Agaclik Alan Topragi 6 0,8842,49 2
TL5 Tarim Arazisi Topragt 6 8,74+1,47 @
Giineydogu ~ TG-1 Uziim Bag1 Topragi 6 7,13+1,56 ®
Anadolu 1G2  [Fistik Bahgesi Topragi 5 8,78+1,54 8,02+1,58
Bolgesi TG.3 Bahge Topragi 4 8,38+1,27
TK.1  Cay Bahgesi Toprag: I 9,25+0,03 @
TK2 Fmdik Bahgesi Toprag 5 10,8444,89
Kgﬁgzgz TK.3 Mera Topragi 9 9,03+2,77 9,3142,67
TK.4 Yol Kenar1 Otlak Toprag: 7 8,54+1,74 %
TK.5 Findik Bahgesi Topragi 5 9,88+1,90 2
. TA.1  Sera Topragi 7 9,64+2,45 @
%l:)cll;:;f TA2  Kayact Vadi Topragi 6 8,25+1,49 2 9,43+2,35
TA3  Sahil Kumu 5 10,52+2,83
TM.3  Sile Bahge Topragi 7 8,01+2,20 @
T™.4 Sile Sahil Kumu 6 8,67+1,19 2
TM.5 Camlik Arazi Toprag 5 9,19+1,52 %
Marmara TM.6 Cimlik Alan Toprag: 7 11,1443,34 2 b
Bolgesi TM.7  Ciceklik Alan Toprag: 4 10,30+4,14 296:2,51
T™M.8 G0l Kenari Topragi 2 8,47+0,80 2
T™.1.  Sahil Kumu 7 9,5943,38
T™M.2 Tarim Arazisi Topragi 3 11,2442,60
TE.1 Yol Kenari Otlak Toprag: 7 7,3242,14°
TE2  Camlik Arazi Toprag 2 8,74+0,79 @
TE3  Tarim Arazisi Topragi 5 9,2545,07 2
Bi]')alieesi TE4  Bahee Toprag 5 8,94x1,19 9,96+3,74 *
TE5  Cimlik Alan Toprag 4 12,18+3,66
TE.6 Yol Kenari Otlak Toprag: 2 11,09+1,36 2
TE.7  Cigceklik Alan Toprag: 6 12,99+4,07
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Ayni siitundaki farkli harfler ortalama degerler arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamli oldugunu
belirtmektedir (p<0,05)

Tablo 3.15°te 9 farkli gida 6rneginden elde edilen edilen izolatlarin beta karoten
tretim miktarlart  goriilmektedir. Gida Orneklerinden elde edilen bu
mikroorganizmalarin beta karoten {iretim ortalamalar1 10,953+4,152 mg/L g/L
belirlenmistir. Gida numuneleri arasinda en yiiksek beta karoten liretimi ortalamasi
16,026+£11,128 mg/L ile Antalya bolgesinde iiretilen Yoriik peynirden elde edilen
izolatlarda gozlemlenmistir. 12,238+3,285 mg/L ortalamasi ile Izmir Tulum
peynirinden elde edin izolatlarda, 11,945+7,192 mg/L ortalamasi ile Balikesir
bolgesine ait Mihali¢ peynirden elde edilen izolatlarda ve 11,516 + 1,918 mg/L
ortalamasi ile Trabzon tereyagindan elde edilen gida iirlinlerine oranla daha yiiksek
beta karoten tiretim ortalamasi izlenmistir. Van otlu peynirinden elde edilen izolatlarda
ise 10,460 + 3,078 mg/L beta karoten iiretim ortalamasi ile gida {iriinlerinden izole
edilen izolatlarin ortalamasina yakin bir ortalama tespit edilmistir. 9,811+2,338 mg/L
ortalamasi ile Elazig tulum peynirinden elde edilen izolatlar, 9,183+3,108 mg/L
ortalamasi ile Adapazar1 6rgii peynirinden elde edilen izolatlar ve 9,036+3,315 mg/L
ortalamasi ile Kars eski kasarindan elde edilen izolatlar diger gida numunelerinden
elde edilen izolatlarin ortalamasindan daha diisiik beta karoten tiretim ortalamalar1
gostermislerdir. Gida numuneleri arasinda en diisiik beta karoten iiretimi ortalamasi
ise 7,802+0,030 mg/L ile Giineydogu Anadolu bolgesinde tiiketilen ve yerel bir peynir

olan antep peynirden elde edilen izolatlarda gézlemlenmistir.

Tablo 3.16°da ise Tirkiyenin 7 farkli cografi bolgesinden toplanan toprak
orneklerinden elde edilen izolatlarin beta karoten {iretim ortalamalar1 goriilmektedir.
Toprak orneklerinden elde edilen bu mikroorganizmalarin beta karoten iiretim
ortalamalar1 9,184+2,603 mg/L belirlenmistir. Toprak numuneleri arasinda en ytiksek
beta karoten iiretimi ortalamasi 9,963+3,740 mg/L ile Ege bdlgesinden elde edilen
izolatlarda gozlemlenmistir. Daha sonra ise 9,566+2,508 mg/L ortalamasi ile
Marmara bolgesinden elde edin izolatlar gelmektedir. Bu bolgeleri 9,435+2,352 mg/L
beta karoten iiretim ortalamasi ile Akdeniz bolgesi, 9,315+2,674 mg/L beta karoten
tiretim ortalamasi ile Karadeniz bolgesi ve 9,271+1,746 mg/L beta karoten iiretim
ortalamasi ile I¢ Anadolu bélgesi takip etmektedir. Giineydogu Anadolu bélgesinden
toplanan numunelerden elde edilen izolatlar ise 8,0154+1,576 mg/L, Dogu Anadolu

bolgesinden toplanan numunelerden elde edilen izolatlarin beta karoten iiretim
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ortalamasi ise 7,808+1,864 mg/L ile 7 cografi bolge arasindaki en diisiik beta karoten

tiretim ortalamalarina sahip oldugu gézlemlenmistir.

Yapilan Spektrofotometrik analiz sonucunda iyi beta karoten iiretimi yapan
G.4.3.1, TE.7.1.1, TK.2.3.1, TE.3.5.1 ve G.9.1.1 kodlu 5 izolatin iiretim verilerini
dogrulamak amaci ile validasyon ¢alismasi yapilmistir. Bu amagla tekrar izolatlar 5
tekrar halinde Shakoori vd., (2012) yilinda uyguladigi yontem ile 100 mL Tryptic Soy
Broth igerisinde Ph’1 7,5’te, 37,5 °C, 125 rpm de 48 saat siire ile inkiibe edilmis ve
spektrofotometrede asetonda ¢ozdiirme ile tekrar analiz edilmistir. Validasyon i¢in 5

tekrarl olarak yapilan analizlerin sonucu Tablo 3.17 deki gibidir.

Tablo 3.17. En Yiiksek Beta Karoten Uretimi Gozlemlenen 5 izolatin Uretim

Validasyon Verileri

izolat BT1 BT2 BT3 BT4 BT5 Ortalama
Kodu (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
G43.1 26,03 21,26 24,65 17,62 25,28 22,97+3,50
TE.7.1.1 12,28 15,74 17,49 20,01 16,49 16,39+2,83
TK.2.3.1 19,25 17,00 20,63 20,88 16,86 19,32+1,60
TE.3.5.1 16,61 19,76 14,61 18,50 22,26 18,34+2,93
G.9.1.1 18,12 10,84 20,38 17,74 14,98 16,41+3,66

Tablo 3.17°de goriildiigli lizere validasyon calismasi sonrasinda en yiiksek beta
karoten tiretimi 22,966+3,503 mg/L ile Antalya yoresine ait yoriik peynirinden izole
edilen G.4.3.1 kodlu izolat oldugu dogrulanmustir. ik yapilan analizde 19,751+0,126
mg/L ile 2. en iyi iiretim yapan TE.7.1.1 numarali izolatin ise validasyon amaci ile
yapilan yapilan 5 tekrar sonucunda 16,386+2,833 mg/L ortalamas ile bu bes izolat
arasinda en diisiik liretim yapan mikroorganizma oldugu anlasilmistir. Bu durumda
TK.2.3.1 numarali izolat 19.324+1,605 mg/L ile 2. en yiiksek {iretim yapan izolat,
TE.3.5.1 numaral izolat 18,345+2,391 mg/L ile 3. en yiiksek iiretim yapan izolat ve
G.9.1.1 numarali izolat 16.411+3,659 mg/L ile 4. en yiiksek iiretim yapan izolat oldugu
tespit edilmistir. Sonug olarak yapilan validasyon ¢alismalari sonucunda elde edilen
degerler ilk analiz ile biiyiilk oranda ortiistiigli, ilk 6l¢iim ile sonrasinda yapilan 5
tekrarlt validasyon Ol¢iimleri arasindaki fark kabul edilebilir diizeyde oldugu ve

literatiirdeki rapor edilen veriler ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.

112



3.4.2. En Yiiksek Beta Karoten Uretim Yapan Suslarin Tanimlanmasi

En yiiksek glutamik asit tiretim potansiyeli gozlenmelenen G.4.3.1 oncelikli
olarak konvansiyonel yontemler ile koloni morfolojisi ve 151k mikroskopu altinda gram
boyama ile hiicre yapis1 analiz edilmistir. lgili izolatin koloni yapisina bakildiginda
kiiciik dairesel yapida, S (smooth) tipi koloniler olusturdugu gézlemlenmektedir.
Izolatin 151k mikroskopu altinda gram boyama yontemi ile boyanarak hiicre yapisi
incelendiginde ise gram pozitif, kok seklinde ve sporsuz hiicrelerden olustugu
gozlemlenmektedir. G.4.3.1 kodlu izolatin genotipik olarak tanimlanmasinda
karsilastirmali DNA dizi analizi yontemi kullanilmistir. Karsilastirmali DNA dizi
analizi i¢in Boliim 2.2.3.2 de anlatildig1 iizere izole edilen ve saflagtirilan 16S rRNA
gen bolgesi sekanslanmistir. Sekanslama sonunda elde edilen 881 bazlik bolgenin
kromotogram1 (Ek-4C) BLAST kullanilarak NCBI’gen bankasindaki verilerle
kiyaslanmis (Ek-5C) ve elimizdeki mikroorganizmanin Enterococcus sp. oldugu;
genbankasinda bu mikroorganizmaya en yakin suslarin %98 benzerlik yiizdesiyle
Enterococcus faecium (MF108117.1) ve Enterococcus faecalis (KF183511.1) oldugu
tespit edilmistir (Tablo 3.18). %100 benzerlik bulunamamasi nedeniyle tanimlanan bu

tiir, Enterococcus sp. strain CG3 olarak adlandirilmistir.

Tablo 3.18. G.4.3.1 Kodlu izolatin 16S rRNA Gen Dizilimine NCBI Gen Bankasinda

Karsilik Gelen Tiirler
Benzerlik Gosteren Tiir ve . Benzer. Benzerlik Eslesen NCBI BLAST
Lo Mikroorganizma .. . .. . Benzerlik
Cins Ismi Yiizdesi  Niikleotid Sayis1
Kodu Skoru
Enterococcus faecium MF108117.1 98% 861/881 1509 bits(817)
Enterococcus faecalis KF183511.1 98% 859/881 1506 bits(815)

Literatiire baktigimizda Enterococcus kullanarak dogrudan beta karoten
sentezine yonelik dogrudan yapilan herhangi bir caligsma bulunmamaktadir; ancak Kim
vd., (2009), Enterococcus faecium’den elde ettikleri mvaE and mvaS genelerini E. coli
DHS5’e klonlayarak elde ettikleri rekombinant mikroorganizma ile 663 mg/L beta
karoten sentezi sagladiklarini bildirmislerdir. Duong vd., (2017) ise, Enterococcus
faecium’den elde ettiklert mvaK1, mvaK2 ve mvaD genelerini E. Coli BL21’e
klonlayarak elde ettikleri rekombinant mikroorganizmadan 3 kat daha fazla beta

karoten sentezi sagladiklarini bildirmislerdir.
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3.4.3. Inkiibasyon Kosullar1 ve Besiyeri Iceriklerinin Beta Karoten Uretimine

Etkisi
3.4.3.1.Inkiibasyon Kosullarinin Beta Karoten Uretimine Etkisi

En iyi beta karoten iiretimi Enterococcus sp. strain CG3’nin hangi cevre
sartlarinda daha 1yi iiretim yaptigini saptayabilmek adina 4 temel ¢evresel proses sarti
olan pH, sicaklik, zaman ve calkalama siiresinin farkli varyasyonlar1 ile TSB
ortaminda yapilan inkiibasyon sonundan iiretilen beta karoten miktarlar1 Sekil
3.15’teki gibidir. Proses paremetreleri etkilesimlerinin beta karoten {iiretimine

etkilerini gosteren yiizey grafikleri ise Sekil 3.16°daki gibidir.

Enterococcus sp. strain CG3’nin sabit kosullarda (pH:7,5, sicaklik: 37,5 °C,
calkalama hizi: 125 rpm ve TSB referans besiyeri igerisinde) farkli inkiibasyon
siirelerinde beta karoten liretimi sirast ile 24 saatte 14,017+£0,384 mg/L, 36 saatte
18,705+0,192 mg/L, 48 saatte 23,351+£0,316 mg/L, 60 saatte 29,992+0,126 mg/L, 72
saatte 31,847+0,316 mg/L, 84 saatte 35,112+0,404 mg/L, 96 saatte 31,764+0,192
mg/L ve son olarak 108 saatte 28,834+0,316 mg/L olarak tespit edilmistir.Bakterinin
72 ile 96 saatleri arasinda yiiksek miktarda beta karoten sentezledigi 84. saatin sonunda
ise 35,112+0,404 mg/L ile maksimum beta karoten iiretimi izlenmistir. Bu bakterinin
sabit kosullarda (sicaklik: 37,5 °C, ¢alkalama Hizi: 125 rpm, inkiibasyon siiresi: 48
saat ve TSB referans besiyeri igerisinde) beta karoten iiretimine pH’1n etkisi 5.5-8.5
araliginda incelenmistir ve pH 6 altinda diisiik beta karoten iiretimi gosterdigi, pH 6.5-
8.5 araliginda ise yiiksek beta karoten tiretimi gosterdigi belirlenmistir. bakterinin en

yiiksek beta karoten iiretimi pH 8’da 24,774+0,217 mg/L olarak tespit edilmistir.

Sicakligin sabit kosullarda (¢alkalama Hizi: 125 rpm, pH: 7,5, inkiibasyon siiresi: 48
Saat ve TSB referans besiyeri igerisinde) beta karoten lretimi etkisi ise 10-45 °C
araliginda incelenmistir. Sicakligin 30 °C altinda oldugunda ortalamanin altinda beta
karoten iiretimi gézlemlenmis olup, sicakligin 30-45 °C aralifinda daha yiliksek beta
karoten iiretimi gozlemlenmistir. Bu izolat i¢in en yiiksek beta karoten iiretimi ise 40
°C’de 25,486+0,384 mg/L olarak tespit edilmistir. Bir bagka proses kosulu olan
calkalama hizinin sabit kosullarda (pH: 7,5, sicaklik: 125 rpm, inkiibasyon siiresi: 48
saat ve TSB referans besiyeri icerisinde) beta karoten iiretimi iizerine etkisi ise 75-250
rpm araliginda incelenmistir. Ilgili izolat icin en yiiksek beta karoten iiretimi 150
rpm’de 24,397+0,126 mg/L olarak tespit edilmis olup bu degerin iizerindeki ¢alkalama
hizlarinda beta karoten tiretimi kademeli olarak diistligii izlenmistir.
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Sekil 3.16. Enterococcus sp. strain CG3 i¢in Proses Paremetreleri Etkilesimlerinin
Beta Karoten Uretimine Etkilerini Gosteren Yiizey Grafikleri; A: pH-Siire, B: pH-
rpm, C: pH-Sicaklik, D: Sicaklik-siire, E: rpm-Siire ve F: Sicaklik-rpm etkilesimi
(Sabit Parametreler: pH 7.5, Sicaklik 37.5, Calkalama Hiz1:125 rpm, Siire 48 saat)

3.4.3.2.Besiyeri Iceriklerinin Beta Karoten Uretimine Etkisi

En fazla beta karoten iiretimi izlenen Enterococcus sp. strain CG3’iin hangi
besiyeri ortaminda daha iyi iiretim yaptigini saptayabilmek adina farkli karbonhidrat,
azot, aminoasit ve minerallerin iiretime etkileri incelenmistir. Bu amagla Tryptic Soy
Broth referans alinarak belirlenen regete igerikleri ile hazirlanan 100 mL sivi
besiyerine 1 mL mikroorganizma asilanarak pH 7,5 de, 37,5 °C de, 125 rpm de 48 saat

stire inkiibasyona birakilmistir.

Yapilan ¢aligmada karbonhidratlarin iiretime etkisini incelemek i¢in standart
TSB icerisine sirast ile 2,5 g/L glikoz, friiktoz ve laktoz eklenmis ve inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda glikoz ve friiktozun beta karoten sentezinde
%5’lik ve %2.5’lik gibi ufak oranlarda artis sagladigi gozlenmistir. Ancak bir
disakkarit olan ve genelde siit iiriinlerinde bulunan laktozun ise beta karoten {iretimini

% 28 gibi yiiksek bir oranda arttirdig1 saptanmustir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. Enterococcus sp. strain CG3 icin Tablo 2.4’te Belirtilen Besiyeri
Iceriklerinin Beta Karoten Uretimine Etkisi [Farkli harfler ortalama degerler

arasindaki farklarin istatistiki olarak anlamli oldugunu belirtmektedir (p<0,05)]
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Yapilan calismada azot kaynagi olarak besiyerine iire, hayvansal pepton,
kazein peptonu ve soya peptonu, yeast exract, beef extract ve malt extract eklenerek
beta karoten iiretimine olan etkileri incelenmistir. Besiyeri ortamma 8 g/L {ire
eklendiginde sistein ve glutamik asitdn aksine beta karoten iiretiminin %22 gibi 6nemli
bir oranda arttirdig1 goézlemlenmistir. Besiyeri ortamima 3 g/L hayvansal pepton
eklendiginde % 10’luk bir artig izlenirken, 3 g/L soya peptonu eklendiginde de %3 gibi
belirgin olmayan bir diisiis izlenmis, 3 g/L kazein peptonu eklendiginde ise liretimin
baskilandig1 ve % 6’lik oranda beta karoten iiretiminin azalttig1r gézlemlenmistir.
Ayrica besiyeri ortamina 1 g/L et, malt ve maya ekstiresi eklenerek beta karoten
tiretimine etkisini inceledigimizde bu ii¢ tiir besi igeriginin de tiretimi artirdigini; bitki
kaynakli malt ekstrat1 beta karoten {iretimini sadece %6 oraninda arttirirken, hayvan
kaynakli et ekstrati %16, mikroorganizma kaynakli maya ekstrati da beta karoten
tiretimini %39 gibi 6nemli oranlarda arttirdig1 gézlemlenmistir. Ayrica metiyonin ve
serinim besiyeri ortamina 2 g/L eklenerek beta karoten tiretimine etkisi incelediginde
iki aminoasitinde glutamik asitde oldugu gibi beta karoten {liretimini de arttirdig1 tespit
edilmistir. Besiyeri ortamina eklenen metiyoinin’in beta karoten iiretimini %16

oraninda, serinin ise %10 oraninda arttirdig tespit edilmistir.

Yapilan ¢calismada minarellerin beta karoten tliretimine etkisini incelemek i¢in
ise besiyeri ortamina monopotasyum fosfat, dipotasyum fosfat, demir stilfat ve
magnezyum siilfat eklenerek inkiibasyon birakilmigtir. Sistein ve glutamik asidin
aksine bu mineraller, mikroorganizmanin beta karoten {iretimine radikal etkiler yaptig1
gbzlemlenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda yapilan analizde besiyeri ortamina 0,25
g/L demir siilfat eklenmesi beta karoten iiretimini baskilamis ve iiretim oraninda %
12’lik diisiise neden olmustur. Fakat besiyeri ortamina eklenen 0,25 g/ magnezyum
stilfat eklentisinin beta karoten iiretiminde %28 gibi ciddi bir artis yaptig1 tespit
edilmistir. Ayni1 sekilde 0,5 g/LL monopotasyum fosfat ilavesinin beta karoten iiretimini
%18, 2,5 g/L dipotasyum fosfat ilavesinin ise liretimi %32 oranlarinda arttirdig: tespit

edilmistir.
3.4.3.3. Optimum Inkiibasyon Kosullarinda Uretilen Beta Karoten

Enterococcus sp. strain CG3’nin proses optimizasyonu verilere bakildiginda;
pH 8 de, 40 °C sicaklikta, 150 rpm’de, 84 siire ile inkiibe edildiginde maksimum beta

karoten iiretimi yapacagi saptanmistir. Bu veriler kullanilarak 100 mL Tryptic Soy
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Broth igerisinde 5 tekrarli olarak yaptigimiz validasyon ¢alismasinda izolatin ortalama

36,1545,12 mg/L beta karoten iiretebildigi tespit edilmistir.

Enterococcus sp. strain CG3’nin besiyeri igeriklerine gore beta karoten
verilerine bakildiginda ise; 2,5g/L glikoz, 2,5g/L laktoz, 8 g/L iire 3 g/L hayvansal
pepton, 17 g/L kazein peptonu, 1 g/ maya ekstrati, 5 g/L sodyum kloriir, 5 g/L
dipotasyum fosfat, 0,5 g/L. monopotasyum fosfat, 0,25 g/l magnezyum siilfat ve 2 g/L.
metiyonin optimum besiyeri igeri olarak tespit edilmistir. Bu optimum besiyer igerigi
ile optimum proses kosullar1 olan pH 8 de, 40 °C sicaklikta, 150 rpm’de, 84 siire
parametreleri ile 5 tekrarli olarak yaptigimiz validasyon ¢alismasinda izolatin ortalama

53,36+5,34 mg/L beta karoten iiretebildigi tespit edilmistir (Tablo 3.19).

Tablo 3.19. Inkiibasyon Kosullar1 ve Besiyeri iceriklerinin Beta Karoten

Uretimine Etkisi
. ... Uretilen Beta Karoten
Besiyeri Igerigi Proses Kosullari Miktari (mg/L)
Trytic Soy Broth Standart Proses Kosullari 22,96+3,50
. Optimize Edilmis Proses
Trytic Soy Broth Kosullart 36,15+5,12
Optimize Edilmis Besiyeri Icerigi Optimize Edilmis Proses 53,36+5,34

Kosullar1

Literatiirde bakildiginda bizim c¢alismamiza benzer olarak Kahyaoglu ve
Kivang, (2007), Tiirkiyedeki gida isletmelerinin proses atiklarini besi ortami olarak
kullandiklar1 fermentasyon neticesinde topraktan izole edilen Blakesleea trispora ile
43,3 mg/L, beta karoten iiretimi sagladiklarini bildirmislerdir. Bhosale ve Gadre,
(2002) Rhodotorula glutinis’in 250+7 mg/L beta karoten sentezledigini bildirmistir.
Aksan, (2005) ise Tiirkiye’de c¢esitli kaynaklardan izole ettigi 100 adet
mikroorganizma ile Sml’lik besiyeri ortaminda yaptigir inkiibasyon neticesinde
Rhodotorula mucilaginosa ile maksimum 3,94 mg/LL beta karoten iiretimi
sagladiklarini, literatiirdeki diger caligmalara oranla daha diisiik seviyelerde beta
karoten iiretimi elde etmelerinin sebebini ise mikroorganizmalarin diisiik hacimdeki

(5ml) besiyerinde gelistirilmesi ve gelisim siirecinde pH, oksijen, karbon ve azot
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kaynagi miktar1 gibi ¢esitli parametrelerdeherhangi bir optimizasyon c¢alismasi
yapilmamasindan kaynaklandigini bildirmislerdir. Iriani vd., (2008) ise, Brezilya’daki
toprak numunelerinden izole ettigi mikroorganizmalar ile yaptig1 5 giinliik inkiibasyon
stiresi sonunda Rhodotorula glutinis’nin 382 mg/L ile maksimum beta karoten tirettimi
gergeklestirdigini bildirmistir. Wang vd., (2012), ciirlimiis odundan izole ettikleri
Serratia marcescens tiirii mikroorganizma ile maksimum 2,45 g/L beta karoten iiretimi
sagladigi rapor edilmistir. Valduga vd., (2013) ise, yine orman endiistrisi atiklarinda
izole ettikleri Sporidiobolus pararoseus tiirii mikroorganizma ile inkiibasyon sonunda
maksimum 396 mg/L beta karoten elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu kapsamda
yaptigimiz ¢aligsmada besiyeri ve proses optimizasyou sonucunda saglanan 53.36 mg/L
beta karoten tiretimi, literatiirdeki diger ¢alismalara gore biraz daha diisiik olsada kabul

edilebilir sinirlar icinde oldugu gézlemlenmistir.
3.4.4. Besiyeri Ortaminda Uretilen Beta Karotenin Geri Kazanimi

Inkiibasyon siiresi sonunda iiretilen Beta Karoten’nin ayristirilarak geri
kazaniminda Aslan, (2018) tarafindan uygulanan yontem modifiye edilerek
kullanilmistir. Inkiibasyon sonrasi iireyen mikroorganizma hiicreleri santrifiij yardimi
ile pelette toplanmis ve hiicre duvarinin parcalanmasini kolaylastirmak i¢in -80 °C
derecede ayristirma islemine kadar miithafaza edilmistir. Beta Karotenin hiicrelerden
ekstrasyonunda hekzan (C6H14) ¢oziiciisii ile ayristirma yapilmistir. Bu asamada
%0,2°1ik pyrogallol ¢ozeltisinden ve %60’lik KOH ¢ozeltisinden kullanilarak beta
karoten disindaki hekzanda ¢6ziinen bilesenlerin sabunlasarak ¢okelmesi saglanmistir.
Beta karoten ekstrasyonu i¢in Oncelikle cam boncuklar yardimi ile
mikroroganizmalarin hiicre duvarlar1 par¢alanmis, ardindan da %0,2’lik pyrogallol ve
%60°11ik KOH c¢ozeltileri yardimiyla hekzan iginde ¢oziinbilen diger bilesenlerlerin

sabunlasarak c¢oktliriilmesi saglanmistir.

Son asamda ise tizerine %95°lik hekzan eklenerek 6nce homojenize edilmis,
sonrasinda da santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonunda tiipte; dipte cam
boncuklarin oldugu, ortada hiicre parcalanmasi sonucu olusan protein, karbonhidrat ve
sabunlasan hiicre atiklarinin ve en st kisimda ise beta karoteni tutan hekzanin yer
aldig1 3 faz olugsmustur. Beta karotenin bulundugu iist faz pastor pipet yardimu ile ayri
bir cam tiipe alinmig ve spektrofotometre yardimi ile 455nm dalga boyunda
Olclilmiistiir. Maksimum beta karoten miktarinin geri kazanimi i¢in 2 mL %95’1lik

hekzan eklenmesi ve ayristirma prosediirii 5 kez tekrarlanmistir. 4 fraksiyonun
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sonunda maksimum beta karoten ayristirilmasi 29+3 mg/L saglanmis olup pastor
pipetle ayrilan ¢ozelti son bir kez daha 2800 rpm’de 2 dakika daha santrifiij edilerek

bulasan kalintilardan ayrilmistir. Elde edilen geri kazanim verileri Tablo 3.20°deki

gibidir.

Tablo 3.20. Beta Karoten Geri Kazanim Verileri
Baslangic Beta Karoten konsantrasyonu 53,36+5,34 mg/L
Ayrigtirma sonucunda elde edilen beta Karoten konsantrasyonu 43,09+4,75 mg/L
Ayristirma verimi: %80,75

3.4.5. Elde Edilen Beta Karotenin Karakterizasyonu

Yapilan ¢alismada mikroorganizmalar tarafindan iiretilip besiyeri ortamindan
geri kazanim yolu ile elde edilen beta karotenin kimyasal yapisini inceliyip standart
beta karoten ile kiyaslayarak nicel tayin yapmak amaciyla birbirini tamamlayan iki
FTIR ve Raman spektroskopisi analizleri gergeklestirilmis; ayn1 zamanda bu iki

yontem bir baska kromotografik yontem olan HPLC ile dogrulanmstir.

FTIR analizi i¢in hekzan icerisinde ¢ozdiiriilen saf standart beta karoten ile yine
hekzan yardimiyla hiicrelerden elde edilen mikrobiyal beta karotene ait kizilotesi
spektrumlar1 Sekil 3.18’te gosterilmektedir. Numunelere ait spektrumlar 2968, 2552,
2068, 1581, 1488, 1405, 1344, 1296, 1195, 1128, 1062, 1004, 964, 941,867,846, 823,
808, 777, 752, 692, 636, 594, 555, 538, 495 ve 445 cm™! olarak tespit edilmis olup bu
veriler literatiirdeki verilerlede oOrtiismektedir. Ancak numunelere ait bu kiziltesi
spektrumlari inceledigimizde beta karotenin ¢oziiciisii olarak kullanilan hekzana ait
piklerin baskin oldugu, ancak beta karoteni temsil eden daha kiigiik siddetteki
karakteristik spektrumlarin varligr goézlemlenmistir. Numunelere ait kizilotesi
spektrumlarda tespit edilen 720, 1012, 1032, 1053, 1376, 1458, 2853, 2912 ve 2912
cm"deki yiiksek siddetli pikler ¢dziicii olarak kullamlan hekzanin sebep oldugu
piklerdir (Walton ve Reyes, 1983). Bununla beraber analizde goriilen 965 cm™'’deki
pik degeri ise beta karotene ait karakteristik C-H etkilesimlerini gostermektedir
(Quijano vd., 2020). Buna ek olarak 1595 cm™"deki pik degeri de yine beta karotenin
yapisindaki karakteristik C = C Cift-Bag gerilme bolgesi ifade etmektedir. Ayrica beta
karotenin yapisinda yer alan karakteristik CHs guruplar ise 1346 cm™' bandinda

gorilmektedir (Berezin vd., 2005).
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Sekil 3.18. Mikrobiyal ve Standart Beta Karoten’e ait FTIR Spektrumlari

Raman analizi i¢in mikrobiyal beta karoten ile standart beta karotenin 400-2100
cm-1 araligindan Parmak izi bolgesini de i¢ine alacak sekide raman spektrumlari
alinmis bolgeleri Sekil 3.19°de gosterildigi gibidir. Standart beta karotenin raman
analizinde elde edilen 871, 957, 1003, 1150, 1187, 1266, 1351, 1383, 1444, 1520,
1575, 2157, 2309, 2517 ve 2670 cm-1 bantlar1 beta karoten yapisindaki mevcut
kimyasal gruplara ait karakteristik raman kaymalarin1 géstermekte olup bu sonuglar
literatiirdeki benzer calismalar ile de ortiismektedir (Tschirner vd., 2008). Bu pikler
arasinda 1150 cm-1’de elde edilen pik beta karotenin karakteristik C-C, 1520 cm™’de
elde edilen pik beta karotenin karakteristik C=C bant titresimine aittir. Bunun yani sira
1003 cm™! elde edilen pik ise bu NH3 baglar arasindaki etkilesime ait piki ifade
etmekte olup; tiim bu goriilen pikler mikrobiyal iiretim beta karotende de mevcuttur
(Luyao vd., 2017). Ayrica 2157, 2309 ve 2670 cm™' bantlarida beta karoten ¢dziiciisii
olarak kullanilan hekzana ait karakteristik raman kaymalarin1 gostermektedir (Wang
vd., 2006). Genel olarak analizler sonucunda elde edilen raman spektrumlarindaki
mikrobiyal beta karotene ait titresimsel bantlar, standart beta karotene ait bantlar ile
ortiismekte; ancak mikrobiyal beta karotende bulunup standart beta karotende yer
almayan 493, 1225 ve 1642 cm™ gibi safsizliklarin neden olduguk kiigiik kiigiik

siddetli banlarin da varlig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 3.19. Mikrobiyal ve Standart Beta Karoten’e ait Raman Spektrumlari

Elde edilen FTIR ve Raman analiz sonuglarini kromotogrofik bir yontemle
dogrulamak amac1 ile HPLC kullanilmigtir. Mikroorganizmalardan hekzan yardimu ile
geri kazanilan beta karoten ile 100, 50 ve 10 mg/L derisimdeki hekzan igerisinde
¢cOziindiiriilmiis beta karotenin HPLC sonuclar1 Sekil 3.20 deki gibidir.
Mikroorganizmalardan elde edilen beta karoten numunesinin HPLC analizinin farklh
derisimlerdeki standart beta karoten 6rnekleri ile uyumlu oldugu gézlemlenmektedir.
Ancak standart beta karotenden numunelerinden farkli olarak; mikroorganizmalardan
elde edilen beta karoten numunesinin HPLC analizinde 3. ve 8. dakikalarda

safsizliklardan kaynaklanan kiiciik siddetli farkli piklerin varligida gézlemlenmistir.
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Sekil 3.20. Uretilen ve Standart Beta Karotene ait HPLC Kromotogramlari

FTIR, Raman ve LC-MS/MS analizlerinden elde edilen veriler incelendiginde;
mikrobiyal yontemler ile lretilip geri kazanim yapilan beta karoten numunesi ile
standart beta karotenin birbirleriyle uyumlu sonuglar verdikleri ve literatiirdeki veriler

ile ortiistigli gdzlemlenmistir (Berezin vd., 2005; Tschirner vd., 2008; Karakaplan

2019).
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DORDUNCU BOLUM

SONUC VE ONERILER

Artan diinya niifus ile beraberinde gelen gida ihtiyaci; buna ek olarak degisen
aligkanliklartyla pratik ve tiiketime hazir gidalara yonelim, gida katki maddelerinin
diinya ekonomilerindeki yerini gii¢lendirmektedir. Ulkemizde ise gida endiistrisinde
yasanan gelismelere ragmen, gida katki maddelerinin tedarigi noktasinda hala biiyiik
oranda disa bagimligimiz s6z konusu oldugu gibi yurt disindan temin edilen bu
katkilarinin {iretim proseslerinin de helalligi de tartisma konusudur. Endiistride
kullanilan katki maddelerinin pek ¢ogunun mikroorganizmalar araciligi ile
iretilebilmesi ve ililkemizin zengin endemik mikroorganizma popiilasyonuna sahip
olmasi; katki maddelerinin iilkemizde de iiretilmesinde i¢in biiyiik bir potansiyel
ortaya koymaktadir. Bu c¢alismada da gida endiistrisinde 6nemli kullanim alanlarina
sahip olan sistein, glutamik asit ve beta karotenin iilkemizdeki farkli kaynaklardan

izole edilen mikroorganizmalar ile iiretebilirliginin belirlenmesi hedeflenmistir.

Bu amagla, tiirkiyenin yedi farkli bolgesinden toplanan ¢esitli gida ve toprak
numunelerinden izole edilen mikroorganizma tiirlerinin endiistriyel 6neme sahip birer
gida katki maddesi olan sistein, glutamik asit ve beta karoteni liretme potansiyellerinin
belirlenmesi  amagclanmistir. Ilk asamada gida ve toprak &Orneklerinden
mikroorganizma izolasyonu gergeklestirilmis, ardindan da elde edilen izolatlar
belirlenen proses kosullarinda inkiibe edilmis ve spektrofotometre yardimi sistein,
glutamik asit ve beta karoten {iretim kapasiteleri belirlenmistir. Bu izolatlar arasinda
en yiiksek iiretimi gosteren izolatlar 16s rRNA analiz yontemi ile tanimlanmistir. Daha
sonra bu izolatlarin en fazla iirettim yaptiklariinkiibasyon kosullar1 ve besiyeri
igerikleri belirlenmistir. Son asamada ise elde optimize edilmis parametreler ve
besiyeri igerikleri kullanilarak bu izolatlardan sistein, beta karoten ve glutamik asit
sentezlenmesi saglanmis, iiretilen gida katki maddeleri iyon degistirici recineler ve

coziiciiler yardimu ile besiyeri ortamindan ayristirilarak geri kazanilmis, son asamada
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ise bu iiretilen gida katki maddeleri FTIR, Raman, HPLC ve LC-MS/MS gibi
enstriimental analiz cihazlar1 ile analiz edilerek literatiirdeki bulgular ile ve bu
metabolitlerin saf ticari standartlardan elde edilen veriler ile karsilagtirilmistir. Bu

calisma kapsaminda elde edilen 6nemli sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1. Tiirkiyenin 7 farkli bolgesinden, farkli kosullardan 37 adet toprak ve 9 adet
gida {irlinii olmak iizere 46 6rnek toplanmis ve bu orneklerden 262 adet
mikrooranizma izole edilmistir. Toplanan 9 gida numunesinden 23
mikroorganizma izole edilirken; 37 toprak numunesinden ise 239 izolat elde

edilmistir.

2. Elde edilen 162 izolat pH’1 7.5 e ayarlanmis tryptic soy broh igerisinde 48
saat siire ile 37,5 °C ve 150 rpm’de inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasinda
her izolat iirettigi gida katki maddesi spektrofotometre kullanilarak tespit
edilmistir. Yapilan analiz sonrasinda en yiiksek sistein tiretimi T1.5.8.1 kodlu
izolatta, en ytliksek glutamik asit tiretimi TK.1.4.1 kodlu izolatta ve en yiiksek

beta karoten iiretimi G.4.3.1 kodlu izolatta oldugu gozlemlenmistir.

3. Yapilan spektrofotometrik analiz sonucunda en yiiksek gida katki maddesi
iretimi yaptig1 belirlenen izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi dizilenip elde
edilen kromotogram verileri NCBI gen bankasindaki veriler ile kiyaslanarak
identifikasyon yapilmistir. Yapilan analiz neticesinde en yiiksek sistein
dretimi izlenen TL.5.8.1 kodlu izolatin Bacillus sp. strain CG1, en yliksek
glutamik asit iiretimi izlenen TK.1.4.1 kodlu izolatin Stenotrophomonas sp.
strain CG2 ve en yiiksek beta karoten iiretimi izlenen G.4.3.1 kodlu izolatin

ise Enterococcus sp. strain CG3 oldugu tespit edilmistir.

4. En yliksek sistein tiretimi izlenen Bacillus sp. strain CG1’nin besiyeri
iceriklerine gore sistein {iretim verilerine bakildiginda ise; 5g/L glikoz, 3 g/L
hayvansal pepton, 17 g/L kazein peptonu, 1 g/L malt ekstrati, 5 g/LL sodyum
kloriir, 5 g/LL dipotasyum fosfat, 0,5 g/L. monopotasyum fosfat ve 0,25 g/L
demir siilfat optimum besiyeri igeri olarak tespit edilmistir. Bu optimum
besiyer igerigi ile ve optimum proses kosullari olan pH 7,5°da, 40 °C
sicaklikta, 175 rpm’de, 84 saat siire parametreleri ile yapilan inkiibasyon
neticesinden Bacillus sp. strain CG1’nin 4,24+0,47 g/L sistein lretebildigi
tespit edilmistir.
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5. En yiiksek glutamik asit iiretimi izlenen Stenotrophomonas sp. strain
CG2’nin besiyeri igeriklerine gore glutamik iiretim verilerine bakildiginda
ise; 2,5 g/L glikoz, 2,5 g/L fruktoz, 3 g/L hayvansal pepton, 6 g/L soya
peptonu, 1 g/L maya ekstrati, 5 g/ sodyum klortir, 5 g/LL dipotasyum fosfat,
0,5 g/LL. monopotasyum fosfat, 0,25 g/L. demir siilfat, 2 g/LL metiyonin ve 2
g/L serin optimum besiyeri iceri olarak tespit edilmistir. Bu optimum besiyer
icerigi ile optimum proses kosullar1 olan pH 7°de, 30 °C sicaklikta, 200
rpm’de, 84 saat siire parametreleri ile yapilan inkiibasyon neticesinde
Stenotrophomonas sp. strain CG2’nin  3,76+0,65 g/L glutamik asit
iiretilebildigi tespit edilmistir.

6. En yiiksek beta karoten iiretimi izlenen Enterococcus sp. strain CG3’nin
besiyeri igeriklerine gore beta karoten verilerine bakildiginda ise; 2,5g/L
glikoz, 2,5g/L laktoz, 8 g/L iire 3 g/L hayvansal pepton, 17 g/L kazein
peptonu, 1 g/ maya ekstrati, 5 g/ sodyum kloriir, 5 g/L dipotasyum fosfat,
0,5 g/LL monopotasyum fosfat, 0,25 g/L. magnezyum stilfat ve 2 g/L. metiyonin
optimum besiyeri igeri olarak tespit edilmistir. Bu optimum besiyer igerigi ile
optimum proses kosullar1 olan pH 8’de, 40 °C sicaklikta, 150 rpm’de, 84 siire
parametreleri ile yapilan inkiibasyon neticesinde Enterococcus sp. strain

CG3’nin 53,36+5,34 mg/L beta karoten tiretebildigi tespit edilmistir.

7. Uretilen sistein glutamik asit ve beta karoten iyon degistici regineler ve farkli
coziiciiler yardimi ile besiyeri yeri ortaminda ayristirilarak kazanilmustir.
Sisteinin iyon degistirici recine ile saflastirma siirecinde Dowex 50 marka
katyonik iyon degistirici re¢ine kullanilmis olup %64,26 verimde ayristirma
ve geri kazanim saglanmistir. Glutamik asitin iyon degistirici regine ile
saflagtirma siirecinde ise Amberlite IR 120 marka katyonik iyon degistirici
recine kullanilmis olup %353,48 verimde ayristirma ve geri kazanim
saglanmistir. Beta karotenin ayristirilip geri kazaniminda ise hekzanla
ayristirma yontemi tercih edilmis olup %80,75 verimde ayristirma ve geri

kazanim saglanmistir.

8. Mikrobiyal yontemler ile iiretilip saflastirilan sistein glutamik asit ve beta
karoten son asamada FTIR, Raman, HPLC ve LC-MS/MS gibi enstriimental
analiz cihazlar ile analiz edilerek saf ticari standartlar ile kiyaslanmistir.

Uretilen gida katki maddelerinin analiz sonuglar1 biiyiik oranda saf ticari
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ornekleri ile ve literatiirdeki veriler ile Ortlismektedir. Bununla birlikte,
analizlerden elde edilen sonuglarda iiretilen metabolitlerin besiyeri
ortamindan ayristirilmasi ve geri kazanim siirecinde ektrakte edilen metabolit

ile beraber gelen bazi safsizliklar da gézlemlenmistir.

9. Uretim sirasinda helallik anlaminda riskli noktalarinda biri gida katki
maddelerinin  sentezlendigi besiyeri ortaminin igerikleridir. Yapilan
calismada kullanilan besiyerleri iceriklerinde hayvansal pepton disinda
tamamen bitkisel, mikrobiyal veya mineral bilesenlerden olusturulmustur.
Hayvansal pepton olarak sigir peptonu tercih edilmistir. Uriiniin besiyeri
ortamindan ayristirllmasit asamasinda ise helallik agisindan sorun
dogurabilecek herhangi hayvansal bir bilesen veya etil alkol kullanilmamustir.
Bu kapsamda laboratuvar o6lceginde iiretilen bu metabolitlerin iiretim
prosesleri endiistriyel boyuta adapte edilerek helallik sartlarini saglayacak

sekilde endiistriyel olarak {iretilebilecegi diisiiniilmektedir..

Sonu¢ olarak bu arastirmada, Tiirkiye'deki cesitli kaynaklardan izole edilen
mikroorganizmalar1 kullanarak yurt disindan temin edilen sistein, glutamik asit ve beta
karoten gibi endiistriyel 6neme sahip gida katki maddelerinin ayn1 konuda yapilan
diger ¢alismalara benzer oranda oldugu ve endiistriyel iiretim i¢in potansiyel tasidig
gbzlemlenmis ve elde edilen dnemli sonuglar yukarida kisaca 6zetlenmistir. Bu tez

calismasinda elde edilen verilerden yola ¢ikarak bazi oneriler asagida verilmistir:

1. Yapilan ¢alismada gida katki maddesi niteligindeki metabolitleri {ireten
mikroorganizma suslar1 izole edilmistir. Ancak, bu suslar kullanilarak
dogrudan ticari iiretim yapilabilmesi i¢in ileri diizeyde bazi aragtirma ve
gelistirme ¢aligmalarmin yapilmasina ihtiyag vardir. Oncelikli olarak, ticari
mikrobiyal gida katki maddesi {iireten suslar incelendiginde genel olarak
genetik olarak modifiye edilmis mikroorganizmalar karsimiza ¢ikmaktadir.
Dogal ortamlarindan izole edilen suslar herhangi bir maddeyi fazla iiretmeye
basladiginda, kendini korumak adina iiretimi inhibe eden metobolik
fonksiyonlarin1 devreye almaktadir. Yapilacak genetik modifikasyonlar ile
ilgili inhibe edici metobolik fonksiyonlar ortadan kaldirilarak
mikroorganizmanin yiiksek miktarlarda gida katki maddesi {retmesi
saglanabilmektedir. Bu kapsamda gelecek calismalarda; gida katki maddesi
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iiretim potansiyeli belirlenen bu ii¢ mikroorganizmanin genetik modifikasyon

caligmalar1 yapilarak ticari olarak kullanilabilecek nitelikler kazandirilabilir.

. Bu tezde elde edilen sonuclara degerlendirildiginde izole edilen suslarin
endiistriyel oranda sistein, glutamik asit ve beta karoten iiretimi icin
kullanilma potansiyeli oldugu sdylenebilir. Ancak gelecek c¢alismalarda
numune sayist ve cesitliligi arttirarak daha genis kapsamli bir tarama
yapilarak ilgili gida katki maddelerini daha yiiksek verimde ve daha diisiik

maliyetli proses kosullarinda iireten mikroorganizmalar tespit edilebilir.

. Yapilan c¢aligmada sabit miktarlar farkli karbon, azot ve mineral kaynaklari
kullanilarak 1ilgili gida katki maddelerinin {iretim degerleri optimize
edilmigstir. Gelecek caligmalarda ilgili gida katki maddelerinin molekiiler
ozelliklerine gore bu karbon, azot ve mineral kaynaklari g¢esitlendirilerek
iiretim verimi arttirilabilir. Ayn1 sekilde gelecek calismalarda kullanilan veya
yeni belirlenecek karbon, azot ve mineral kaynaklarinin besiyeri igerisindeki

oranlar1 optimize edilerek ilgili gida katki maddesi iiretim verimi arttirilabilir.

. Yapilan besiyeri optimizasyonu neticesinde elde edilen veriler baz alinarak
gelecek calismalarda; cesitli gida proses atiklar1 veya yan iirlinleri sistein,
glutamik asit ve beta-karoten iiretiminde kullanilabilir. Bu durum gida atiklari
icin ¢evreci ve katma deger ilireten bir ¢6ziim olurken, ilgili gida katki
maddelerinin iiretimi i¢in ekonomik ve siirdiiriilebilir bir hammadde kaynagi

saglayabilir.

. Yapilan c¢alismada iiretilen gida katki maddelerinin besiyeri ortamindan
ayristirilarak geri kazanilmasinda iyon degistirici regineler ve g¢esitli
coziiciiler kullanilarak literatiirde rapor edilen verilerle uyumlu sonuglar elde
edilmistir. Ancak ilgili gida katki maddelerinin endiistriyel boyutta piyasa ile
rekabet edebilecek ekonomik kosullarda iiretim yapilabilmesi i¢in ayirma ve
saflastirma adimlar1 optimize edilerek saflik ve geri kazanim oranlarinin
arttirtlmasina ihtiya¢ vardir. Bu kapsamda gelecek ¢aligmalarda ilgili gida
katki maddelerinin ayirma saflagtirma siiregleri ile ilgili daha ayrintili
caligmalar yapilarak saflik degerlerinin ve geri kazanim oranlarinin

arttirilmasi endiistriyel iiretim i¢in olduk¢a degerli olacaktir.
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6. Gelecek calismalarda mikrobiyal yontemler ile {iretilen bu gida katki
maddelerinin in vitro ve in vivo testlerinin yapilarak toksisitesi olmadigindan
ve insan sagligi i¢in zararli bilesenler igerip igerilmedigi arastirilarak

giivenilirligini kanitlayacak ¢alismalarin yapilmasi onerilmektedir.

7. Calisma kapsaminda elde edilen veriler kullanilarak gelicek calismalarda
ilgili gida katki maddelerinin mikroorganizmalar kullanilarak yerli imkanlar
ile {dretimine yonelik fayda, toplam maliyet ve kazan¢ degerleri

hesaplamalarina yonelik ¢alismalar yapilmasi 6nerilmektedir.

8. Calisma kapsaminda ayrica ¢esitli  kaynaklardan izole edilen
mikroorganizmalar ile kiigilk c¢apta bir mikroorganizma koleksiyonu
olusturulmus olup; bu koleksiyon, gelecekte farkli kaynaklardan izole
edilecek mikroorganizmalar ile zenginlestirilerek farkli endiistriyel iiriinlerin
iilkemizde mikrobiyal prosesler ile iiretimine yonelik ¢aligmalarda
kullanilmak tiizere alt yapi saglanabilir. Basta gida katki maddeleri olmak
iizere cesitli endiistriyel metobolitlerin, diinyadaki pazar pay1 ve iilkemizin bu
alandaki diga bagimlilig1 g6z oniinde bulunduruldugunda; ileriki ¢calismalarda
daha farkli cevre kosullarindan ve daha fazla dogal kaynaktan
mikroorganizma izolasyonu saglanip bu izolatlarinda farkli endiistriyel
metobolitleri liretme potansiyelleri incelenerek, iilkemizin bu alanda kendi
kaynaklari ile liretim yapmasina olanak saglanabilir. En iyi liretme yetenegine
sahip suslarin rekombinant DNA teknolojisi gibi molekiiler teknikler
kullanilarak iiretim yeteneklerinin artirilmasi ¢alismalar1 yapilabilir. Ayni
seklilde, iiretimden sorumlu genlerin ticari konake¢i hiicrelere klonlama
caligmalari ile bu gida katki maddelerini yiiksek verimde iiretimi ve tilkemize

0zgli patentlenmesi de miimkiin olabilecektir.
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EKLER

EK 1 Mikroorganizmalarin izole Edildigi Kat1 Besiyerleri

No: | Numune | Besiyeri | No: | Numune Besiyeri | No: | Numune | Besiyeri
1 | TM.1.11 NPA 44 | TD.15.1 VRBGA 87 TI.3.5.1 NPA
2 | TM.1.2.1 | VRBGA | 45 | TD.1.6.1 NPA 88 T.4.1.1 NA
3 | TM.1.3.1 PCA 46 | 7D.2.1.1 PCA 89 T.4.2.1 NPA
4 | TM.14.1 NA 47 | 7D.2.3.1 NPA 90 T.4.3.1 TSA
5 | TM.15.1 PCA 48 | TD.25.1 TSA 91 T.4.4.1 NPA
6 | TM.16.1 PCA 49 | 7D.3.2.1 NA 92 T1.4.5.1 NA
7 | TM.1.7.1 TSA 50 | TD.3.3.1 NPA 93 T.4.6.1 PCA
8 | TM.1.8.1 NPA 51 | TD.3.4.1 NA 94 TI.5.1.1 VRBGA
9 | TM.2.1.1 NA 52 | TD.3.5.1 NPA 95 TI.5.2.1 PCA
10 | TM.2.3.1 | VRBGA | 53 | TD.3.7.1 TSA 96 TI1.5.3.1 NA
11 | TM.24.1 TSA 54 | TD.4.1.1 TSA 97 TI.5.4.1 TSA
12 | TM.2.5.1 NPA 55 | TD.4.2.1 TSA 98 T1.5.7.1 NA
13 | TE.1.2.1 PCA 56 | TD.4.7.1 VRBGA 929 T1.5.8.1 PCA
14 | TE.1.3.1 NA 57 | TD.5.4.1 NA 100 | G.3.3.1 TSA
15 | TE.1.4.1 NA 58 | TD.5.5.1 NA 101 | G4.1.1 NPA
16 | TE.1.5.1 PCA 59 | TD.5.6.1 NPA 102 | G.8.3.1 PCA
17 | TE.1.6.1 PCA 60 | TD.5.8.1 TSA 103 | G.1.1.1 TSA
18 | TE.1.7.1 NPA 61 | TD.6.2.1 NA 104 | G.1.2.1 NPA
19 | TE.1.8.1 TSA 62 | TD.6.3.1 PCA 105 | G.2.1.1 NA
20 | TE.2.6.1 TSA 63 | TD.6.5.1 TSA 106 | G.2.2.1 NPA
21 | TE.3.3.1 PCA 64 | TD.6.7.1 VRBGA 107 | G.2.3.1 NA
22 | TE.3.3.2 NA 65 | TD.6.8.1 NPA 108 | G.2.4.1 TSA
23 | TE3.4.1 NA 66 | EM 1.3.1 TSA 109 | G.3.1.1 NPA
24 | TE.3.5.1 NPA 67 | EM2.2.1 PCA 110 | G.3.2.1 TSA
25 | TE.3.6.1 NPA 68 | EM25.1 TSA 111 | G.4.2.1. PCA
26 | TE.3.7.1 NPA 69 | EM2.7.1 NPA 112 | G4.3.1 VRBGA
27 | TE.A4A.1.1 PCA 70 | EM 341 NA 113 | G.5.1.1 TSA
28 | TE.4.2.1 NA 71 | EM55.1 TSA 114 | G.5.3.1 NPA
29 | TE.4.3.1 PCA 72 | EM56.1 TSA 115 | G.6.1.1 NA
30 | TE.4.5.1 TSA 73 T.1.1.1 TSA 116 | G.6.2.1 PCA
31 | TE4.6.1 NA 74 T.1.2.1 NA 117 | G.7.1.1 NPA
32 | TE.1.1.1 NA 75 T.1.4.1 NA 118 | G.7.2.1 PCA
33 | TE.2.2.1 PCA 76 TI.1.5.1 PCA 119 | G.8.1.1 NA
34 | TE.3.1.1 PCA 77 Tl.1.6.1 PCA 120 | G.8.2.1 TSA
35 | TE.4.1.1 NPA 78 T.2.1.1 NA 121 | G.9.1.1 NA
36 | TE.4.7.1 TSA 79 TI.2.3.1 PCA 122 | G.9.2.1 TSA
37 | TES.A1.1 NA 80 T.2.4.1 TSA 123 | TG.2.51 NPA
38 | TE4.2.1 NA 81 Tl.2.6.1 NA 124 | TG.3.51 TSA
39 | TD6.1.1 NA 82 TI.2.8.1 VRBGA 125 | 7G.1.1.1 PCA
40 | TD.1.1.1 NPA 83 TI.2.9.1 TSA 126 | TG.1.2.1 NA
41 | TD.1.2.1 NA 84 TI.3.1.1 TSA 127 | TG.1.3.1 NPA
42 | TD.1.3.1 NA 85 TI.3.2.1 NA 128 | TG.1.4.1 TSA
43 | TD.1.4.1 PCA 86 TI.3.3.1 NA 129 | TG.1.5.1 TSA
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No: | Numune | Besiyeri | No: | Numune Besiyeri | No: | Numune | Besiyeri
130 | TG.1.6.1 VRBGA | 175 | TK.4.8.1 NPA 220 | TM.2.4.1 NPA
131 | TG.1.7.1 TSA 176 | TK.4.9.1 NPA 221 | TM.3.3.1 PCA
132 | TG.2.1.1 NPA 177 | TK.5.1.1 NA 222 | TM.5.3.1 TSA
133 | TG.2.2.1 TSA 178 | TK.5.3.1 NPA 223 | TM.6.5.1 | VRBGA
134 | TG.2.3.1 NA 179 | TK.5.4.1 TSA 224 | TM.7.2.1 TSA
135 | TG.2.4.1 VRBGA | 180 | TK.5.4.2 TSA 225 | TM.5.1.1 NA
136 | TG.2.6.1 NPA 181 | TK.5.5.1 PCA 226 | TM.5.5.1 PCA
137 | 7G.2.7.1 NA 182 | TK.5.6.1 NPA 227 | TM.5.6.1 TSA
138 | TG.3.1.1. PCA 183 | TA.1l.2.1 NPA 228 | TM.5.7.1 NA
139 | TG.3.2.1 TSA 184 | TA.1.1.1 NPA 229 | TM.5.8.1 TSA
140 | TG.3.3.1 NA 185 | TA.1.3.1 NPA 230 | TM.5.9.1 NPA
141 | TG.3.4.1 NPA 186 | TA.1.4.1 PCA 231 | TM.6.1.1 PCA
142 | TK3.4.1 PCA 187 | TA.1.5.1 NPA 232 | TM.6.2.1 PCA
143 | TK5.2.1. PCA 188 | TA.1.6.1 PCA 233 | TM.6.3.1 PCA
144 | TK.1.1.1 NPA 189 | TA.1.7.1 PCA 234 | TM.6.5.1 TSA
145 | TK.1.2.1 PCA 190 | TA.1.8.1 PCA 235 | TM.6.6.1 TSA
146 | TK.1.3.1 NA 191 | TA2.1.1 TSA 236 | TM.6.7.1 | VRBGA
147 | TK.1.4.1 VRBGA | 192 | TA.2.2.1 TSA 237 | TM.6.8.1 TSA
148 | TK.1.5.1 PCA 193 | TA.2.3.1 NA 238 | TM.7.1.1 NA
149 | TK.1.6.1 NA 194 | TA.24.1 TSA 239 | TM.7.2.1 NA
150 | TK.1.7.1 PCA 195 | TA.2.5.1 NPA 240 | TM.7.4.1 TSA
151 | TK.1.8.1 TSA 196 | TA.2.6.1 NPA 241 | TM.7.6.1 NPA
152 | TK.1.9.1 TSA 197 | TA2.7.1 PCA 242 | TM.7.7.1 PCA
153 | TK.2.1.1 NPA 198 | TA.2.8.1 NA 243 | TM.8.1.1 NPA
154 | TK.2.2.1 PCA 199 | TA3.1.1 NA 244 | TM.8.2.1 PCA
155 | TK.2.3.1 NA 200 | TA3.2.1 VRBGA | 245 | TM.8.3.1 NPA
156 | TK.2.4.1 PCA 201 | TA3.3.1 PCA 246 | TE.5.1.1 TSA
157 | TK.2.5.1 TSA 202 | TA3.3.2 TSA 247 | TE.5.2.1 TSA
158 | TK.3.1.1 TSA 203 | TA3.4.1 NPA 248 | TE.5.4.1 NPA
159 | TK.3.10.1 NPA 204 | TA3.5.1 NA 249 | TE.5.5.1 PCA
160 | TK.3.11.1 NA 205 | TM.1.4.1 NPA 250 | TE.5.6.1 NA
161 | TK.3.2.1 PCA 206 | TM.1.5.1 PCA 251 | TE.6.1.1 TSA
162 | TK.3.5.1 NA 207 | TM.3.1.1 NA 252 | TE.6.2.1 VRBGA
163 | TK.3.6.1 NA 208 | TM.3.2.1 NPA 253 | TE.6.3.1 NA
164 | TK.3.6.2. NA 209 | TM.3.3.1 TSA 254 | TE.6.4.1 NPA
165 | TK.3.7.1 TSA 210 | TM.3.6.1 VRBGA | 255 | TE.6.6.1 NA
166 | TK.3.8.1 TSA 211 | TM.3.7.1 PCA 256 | TE.7.1.1 NPA
167 | TK.3.9.1 TSA 212 | TM.4.1.1 PCA 257 | TE.7.3.1 NA
168 | TK.4.1.1 VRBGA | 213 | TM.4.2.1 TSA 258 | TE.7.4.1 NPA
169 | TK.4.2.1 TSA 214 | TM.43.1 NA 259 | TE.7.5.1 NPA
170 | TK.4.3.1 PCA 215 | TM.44.1 NA 260 | TE.7.6.1 PCA
171 | TK.4.4.1 TSA 216 | TM.45.1 NPA 261 | TE.7.7.1 VRBGA
172 | TK.4.5.1 NA 217 | TM.4.6.1 NPA 262 | TM.5.4.1 PCA
173 | TK.4.6.1 PCA 218 | TM.1.2.1 PCA

174 | TK.4.7.1 NPA 219 | TM.1.3.1 NA
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EK 2 izolatlarin Koloni Morfolojisi Ozellikleri

fzolat | Koloni . . Koloni Koloni Koloni Koloni
No B Koloni Sekli | Kenar ey e | e R .
Ismi Yapisi Sekli Biiyitikliigii | Yiiksekligi| Rengi
1 |TM.1.1.1 L G.Muntzam | Dalgal Genig Diiz Beyaz
2 | TM.1.2.1 S Nokta Diiz Kiiciik Diiz Beyaz
3 |TM.1.3.1 S Nokta Diiz Kiigiik Diiz Beyaz
4 |[TM.1.4.1 S Nokta Ondiileli Kiiciik Diiz Beyaz
5 |TM.1.5.1 M Flamentli |Flamentli| Normal Diiz Beyaz
6 |TM.1.6.1 S G.Muntazam | Dalgal Genig Diiz Beyaz
7 | TM.1.7.1 L Dairesel Diiz Genis Diigmeli Sari
8 |TM.1.8.1 S G.Muntazam Diiz Genig Diiz Beyaz
9 | TM.2.1.1 S Rizoid Onduleli | Normal Diiz Beyaz
10 [TM.2.3.1 M Flamentli | Flamentli Genig Diiz Beyaz
11 | TM.2.4.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Yikselmis | Beyaz
12 | TM.2.5.1 S Nokta Diiz Kiigiik Diiz Beyaz
13 | TE.1.2.1 S G.Muntazam | Dalgali Genig Diiz Beyaz
14 | TE.1.3.1 L Dairesel Diiz Normal Diigmeli Beyaz
15| TE.1.4.1 R G.Muntazam | Dalgali Genis Yikselmis | Beyaz
16 | TE.1.5.1 M Flamentli | Flamentli| Normal Diiz Beyaz
17 | TE.1.6.1 R Dairesel Dalgali Normal | Yiikselmis | Beyaz
18 | TE.1.7.1 S Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
19 | TE.1.8.1 L Dairsel Diiz Genis Diigmeli Beyaz
20 | TE.2.6.1 S G.Muntazam | Dalgah Genig Diiz Sari
21 | TE3.3.1 S Nokta Ondiileli Kiiciik Yiikselmis | Beyaz
22 | TE3.3.2 S G.Muntazam | Dalgali Genig Diiz Beyaz
23 | TE.3.4.1 S Dairsel Diiz Genig Diiz Beyaz
24 | TE.3.5.1 S Nokta Diiz Kiiciik Diiz Sar1
25| TE.3.6.1 M Flamentli | Flamentli Genig Diiz Beyaz
26 | TE.3.7.1 L Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
27 | TEA4.1.1 L Dairesel Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
28 | TE4.2.1 S Nokta Diiz Kiiciik Diiz Beyaz
29 | TE4.3.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
30 | TE.4.5.1 S G. Muntazam | Onduleli Genig Yiikselmis | Beyaz
31 | TE.4.6.1 M Flamentli |Flamentli| Normal Diiz Beyaz
32 | TE.1.1.1 R G.Muntazam Diiz Normal Diiz Beyaz
33 | TE.2.2.1 S G.Muntazam Diiz Genig Diiz Beyaz
34 |TE.3.1.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Diiz Beyaz
35| TE.4.1.1 L Dairesel Dalgali Normal Diiz Beyaz
36 | TEA4.7.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
37 | TE.S. 1.1 S Nokta Diiz Kiigiik Diiz Beyaz
38 | TE.4.2.1 S Rizoid Ondiileli Genig Diiz Beyaz
39| TD6.1.1 S Dairesel Dalgali Genis Yiikselmis | Beyaz
40 | TD.1.1.1 S Dairesel Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
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Koloni

Izolat | Koloni . . Koloni Koloni | Koloni
No s, Koloni Sekli | Kenar e el T | e xs .
Ismi Yapisi Sekli Biiyiikliigii | Yiiksekligi | Rengi
41 | TD.1.2.1 L Dairesel Flamentli Genis Diigmeli Beyaz
42 | TD.1.3.1 S G.Muntazam | Onduleli Genis Diigmeli Sar1
43 | TD.1.4.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Diiz Beyaz
44 | TD.1.5.1 S G.Muntazam | Dalgali Normal Diiz Beyaz
45 | TD.1.6.1 S Dairesel Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
47 | TD.2.3.1 R Rizoid Ondiileli | Normal Diiz Beyaz
48 | TD.2.5.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Yiikselmis Sar
49 | TD.3.2.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Diiz Beyaz
50 | TD.3.3.1 R G.Muntazam | Dalgali Normal Diiz Beyaz
51| TD.3.4.1 S Dairesel Dalgal1 Genis Diigmeli Sar1
52 | TD.3.5.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Yiikselmis | Beyaz
53 | TD.3.7.1 S Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
54| TD.4.1.1 S Dairesel Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
55| TD.4.2.1 S Dairesel Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
56 | TD.4.7.1 S Nokta Diiz Kiigiik Diiz Beyaz
57 | TD.5.4.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
58 | TD.5.5.1 S Nokta Dalgali Normal | Yiikselmis | Beyaz
59 | TD.5.6.1 M Flamentli | Flamentli Genis Diiz Beyaz
60 | TD.5.8.1 R G.Muntazam | Ondiileli Genis Yiikselmis | Beyaz
61 | TD.6.2.1 L Dairesel Diiz Normal Diigmeli Beyaz
62 | TD.6.3.1 M Flamentli | Flamentli Genis Diiz Beyaz
63 | TD.6.5.1 S Nokta Diiz Kiigiik Diiz Beyaz
64 | TD.6.7.1 S Dairsel Dalgal1 Genis Yiikselmis | Beyaz
65 | TD.6.8.1 S G.Muntazam Diiz Normal | Yiikselmis | Beyaz
66 | TA.1.3.1 S Dairesel Diiz Genig Diiz Beyaz
67 | TA2.2.1 S G. Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
68 | TA.2.5.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
69 | TA.2.7.1 M Dairesel Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
70 | TA3.4.1 S Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
71 | TA5.5.1 S Dairesel DUZ Genis DUZ Beyaz
72 | TA.5.6.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Yiikselmis | Beyaz
73 | TL1.1.1 ] Flamentli | Flamentli Genis Yiikselmis | Beyaz
74 | TL.1.2.1 S G.Muntazam Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
75| TL.1.4.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
76 | TI.1.5.1 S Nokta Diiz Genis Diiz Beyaz
77| TL1.6.1 S Flamentli | Flamentli Genig Diiz Beyaz
78 | TL.2.1.1 S Flamentli | Flamentli Genis Diiz Beyaz
79 | T1.2.3.1 S G.Muntazam DUZ Genig Diiz Beyaz
80 | T1.2.4.1 S G.Muntazam | Flamentli Genis Diiz Beyaz
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81 | TL.2.6.1 S G.Muntazam | Dalgal Genis Diiz Beyaz
82 | TL.2.8.1 S G.Muntazam | Ondiileli Genis Diiz Turuncu
83 | T1.2.9.1 S G.Muntazam | Dalgal Genis Yiikselmis | Beyaz
84 | T1.3.1.1 S Flamentli |Flamentli| Normal Diiz Beyaz
85 | TL3.2.1 S Rizoid Loblu Genis Diiz Beyaz
86 | TL.3.3.1 S G.Muntazam Fdiiz Normal Diiz Beyaz
87 | T1.3.5.1 S G.Muntazam | Dalgal Genis Yiikselmis | Beyaz
88 | Tl.4.1.1 S G.Muntazam Diiz Normal Diiz Beyaz
89 | T1.4.2.1 S G.Muntazam | Dalgal Genis Diiz Beyaz
90 | TL4.3.1 S G.Muntazam Diiz Kiigiik Diiz Beyaz
91 | TL4.4.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
92 | TL4.5.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
93 | TL4.6.1 S Dairesel Diiz Normal | Yiikselmis Sar1
94 | TL5.1.1 R G.Muntazam Diiz Normal Diiz Beyaz
95 | TL.5.2.1 S G.Muntazam Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
96 | TL.5.3.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Diiz Beyaz
97 | TL54.1 S G.Muntazam Diiz Genis Yiikselmig Sar1
98 | TL5.7.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
99 | TL.5.8.1 S Flamentli | Flamentli Genis Yiikselmis | Beyaz
100 G3.3.1 S Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
101| G4.1.1 L Dairesel Diiz Genis Diigmeli Beyaz
102| G83.1 S Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
103 | G.1.1.1 S Nokta Diiz Normal | Yiikselmis | Beyaz
104| G.1.2.1 S Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
105| G.2.1.1 S Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
106 G.2.2.1 S G.Muntazam | Dalgal Genis Diiz Beyaz
107 G.2.3.1 S G.Muntazam Diiz Normal Diiz Beyaz
108| G.2.4.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
109| G.3.1.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
110 G.3.2.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
111 G4.2.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
112 G.4.3.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Sar1
113| G.5.1.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Diiz Beyaz
114| G.5.3.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
115| G.6.1.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
116 | G.6.2.1 L Dairesel Diiz Genis Diigmeli Beyaz
117 G.7.1.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
118| G.7.2.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
119| G.8.1.1 S Nokta Diiz Kiigiik Diiz Beyaz
120 G.8.2.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
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120| G.8.2.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
121 G.I.1.1 S Dairesel Diiz Normal Diiz Turuncu
122 G.9.2.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
123 | TG.2.5.1 S Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
124| TG.3.5.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
125] TG.1.1.1 L Dairesel Dalgali Normal Diiz Beyaz
126 | TG.1.2.1 S Rizoid Ondiileli Genis Diiz Beyaz
127| TG.1.3.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
128 | TG.1.4.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Diiz Beyaz
129 | TG.1.5.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Yiikselmis | Beyaz
130 | TG.1.6.1 S Dairesel DUZ Genis DUZ Beyaz
131 | TG.1.7.1 S Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
132| TG.2.1.1 M G.Muntazam | Ondiileli Genis Yikselmis | Beyaz
133| TG.2.2.1 S Nokta Diiz Kiiciik Diiz Beyaz
134| TG.2.3.1 S Dairesel Dalgali Genis Yiikselmis | Beyaz
135| TG.2.4.1 L Dairesel Diiz Genis Diigmeli Beyaz
136 | TG.2.6.1 S G.Muntazam Diiz Normal Diiz Beyaz
137 | TG.2.7.1 S G.Muntazam | Dalgal Normal Diiz Beyaz
138 | TG.3.1.1. S Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
139| TG.3.2.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
140 | TG.3.3.1 S G.Muntazam | Dalgal Normal Diiz Beyaz
141| TG.3.4.1 S G.Muntazam | Dalgal Genis Diiz Beyaz
142 | TK.3.4.1 L Dairesel Diiz Genis Diigmeli Beyaz
143 | TK.5.2.1 S G.Muntazam Diiz Normal Diiz Beyaz
144 TK.1.1.1 S Dairesel Diiz Genis Yikselmis | Beyaz
145| TK.1.2.1 S Dairesl Dalgali Genis Diiz Beyaz
146 | TK.1.3.1 S Dairesl Diiz Genis Yiikselmis Sar1
147 | TK.1.4.1 S Dairesl Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
148 | TK.1.5.1 S Flamentli | Flamentli Genis Diiz Beyaz
149 | TK.1.6.1 L Dairsel Flamentli Genis Diiz Beyaz
150 | TK.1.7.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
151 ] TK.1.8.1 S G.Muntazam | Dalgal Normal | Yiikselmis | Beyaz
152 TK.1.9.1 S G.Muntazam Diiz Genis Yikselmis | Beyaz
153 TK.2.1.1 L Dairsel Diiz Genis Yikselmis | Beyaz
154 | TK.2.2.1 L Dairesel Ondiileli Genis Diiz Beyaz
155| TK.2.3.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Sar1
156 | TK.2.4.1 S Flamentli | Flamentli Genis Diiz Beyaz
157 TK.2.5.1 S Nokta Diiz Genis Yikselmis Sar1
158 | TK.3.1.1 S Dairsel Diiz Genis Yikselmis | Beyaz
159 | TK.3.10.1 S Nokta DUZ Genis Diiz Beyaz
160 | TK.3.11.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
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161 | TK.3.2.1 S G.Mumtazam Diiz Genis Diiz Beyaz
162 | TK.3.5.1 S Flamentli | Flamentli Genis Diiz Beyaz
163 | TK.3.6.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Diiz Beyaz
164 | TK.3.6.2. S Flamentli | Flamentli Genis Diiz Beyaz
165 | TK.3.7.1 S Flamentli | Flamentli Genis Yiikselmis | Beyaz
166 | TK.3.8.1 S Nokta Dalgali Genis Yiikselmig Sar1
167 | TK.3.9.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Yiikselmis | Beyaz
168 | TK.4.1.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
169 | TK.4.2.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Diiz Beyaz
170 | TK.4.3.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
171 TK.4.4.1 S Dairesel Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
172 | TK.4.5.1 S G.Muntazam Diiz Genis Yiikselmis Sar1
173 | TK.4.6.1 S Flamentli | Flamentli Genis Yiikselmis | Beyaz
174 | TK.4.7.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
175 | TK.4.8.1 S Nokta Diiz Kiigiik Diiz Beyaz
176 | TK.4.9.1 S Nokta Diiz Genig Diiz Beyaz
177 | TK.5.1.1 S Flamentli | Flamentli Genis Diiz Beyaz
178 | TK.5.3.1 S Dairesel Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
179 | TK.5.4.1 S Dairsel Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
180 | TK.5.4.2 S G.Muntazam | Dalgali Genis Yikselmis | Beyaz
181 | TK.5.5.1 S G.Muntazam Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
182 | TK.5.6.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
183 | TA.1.2.1 S Flamentli | Flamentli Genigs Diiz Beyaz
184 | TA.1.1.1 S Dairesel Dalgali Genis Yiikselmis | Beyaz
185| TA.1.3.1 S G.Muntzam | Dalgal Genis Yikselmis | Beyaz
186 | TA.1.4.1 R G.Muntzam Diiz Genis Diiz Beyaz
187 | TA.1.5.1 S Nokta Diiz Kiigiik Diiz Beyaz
188 | TA.1.6.1 S G.Muntzam | Dalgal Normal Diiz Beyaz
189 | TA.1.7.1 S G.Muntzam | Dalgal Normal Diiz Beyaz
190 | TA.1.8.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
191 TA.2.1.1 S G.Muntazam Diiz Normal Diiz Beyaz
192| TA.2.2.1 S Nokta Diiz Kiigiik Diiz Beyaz
193 | TA.2.3.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Diiz Beyaz
194 TA2.4.1 S Dairesel Diiz Genis Yiikselmis | Beyaz
195| TA.2.5.1 S G.Muntazam Diiz Kiiciik Diiz Beyaz
196 | TA.2.6.1 S G.Muntazam | Dalgali Genig Diiz Beyaz
197 | TA.2.7.1 S G.Muntazam Diiz Normal Diiz Beyaz
198 | TA.2.8.1 S G.Muntazam Diiz Normal Diiz Beyaz
199 | TA3.1.1 S Nokta Diiz Kiigiik Diiz Beyaz
200| TA.3.2.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
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201 | TA.3.3.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
202 | TA.3.3.2 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
203 | TA3.4.1 L G.Muntazam | Ondiileli Genis Diiz Beyaz
204 | TA.3.5.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Sar1
205 | T™M.1.4.1 S Dairesel Dalgali Genis Diiz Beyaz
206 | TM.1.5.1 S Dairesel DUZ Genis DUZ Beyaz
207|T™M.3.1.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
208 | T™M.3.2.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
209 | T™M.3.3.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Yiikselmis | Beyaz
210| T™M.3.6.1 S Dairsel Diiz Genis Diiz Beyaz
211 | TM.3.7.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Diiz Beyaz
212 | TM.4.1.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Diiz Beyaz
213 |{TM.4.2.1 S Dairsel Diiz Genis Diiz Sar1
214| T™M.4.3.1 S G.Muntazam | Dalgali Genis Diiz Beyaz
215 TM.4.4.1 S G.Muntazam Diiz Normal DUZ Beyaz
216 | TM.4.5.1 R G.Muntazam Diiz Normal Diiz Beyaz
217 | TM.4.6.1 S G.Muntazam | Dalgali Normal Diiz Beyaz
218 | TM.1.2.1 L Dairesel Diiz Genis Diigmeli Beyaz
219 | TM.1.3.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
220 | TM.2.4.1 M G.Muntazam | Ondiileli Genis Yiikselmis | Beyaz
221 | TM.3.3.1 S Flamentli | Flamentli Genis Diiz Beyaz
222 | TM.5.3.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
223 |TM.6.5.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
224|TM.7.2.1 S Flamentli | Flamentli Genis Diiz Beyaz
225|TM.5.1.1 S Nokta Diiz Genis Diiz Beyaz
226 | TM.5.5.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
227 | TM.5.6.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
228 | TM.5.7.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
229 | TM.5.8.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
230 | TM.5.9.1 L Dairesel Diiz Normal Diigmeli Beyaz
231 | TM.6.1.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
232 | TM.6.2.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
233|TM.6.3.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
234 | TM.6.5.1 S Nokta Diiz Kiigiik Diiz Beyaz
235 | TM.6.6.1 L Dairesel Diiz Genis Diigmeli Beyaz
236 | TM.6.7.1 S Nokta Diiz Kiigiik Diiz Beyaz
237|TM.6.8.1 S Flamentli | Flamentli Genig Diiz Beyaz
238 | TM.7.1.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
239|TM.7.2.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
240 | TM.7.4.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
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241 | TM.7.6.1 S Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
242 | TM.7.7.1 S Flamentli Flamentli Genis Diiz Beyaz
243 | TM.8.1.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
244 | TM.8.2.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
245 | TM.8.3.1 L Dairesel Diiz Genis Diigmeli Beyaz
246 | TE.5.1.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
247| TE.5.2.1 M Dairesel Diiz Genis Yikselmis | Beyaz
248 | TE.5.4.1 S Flamentli Flamentli Genis Diiz Beyaz
249 | TE.5.5.1 S Flamentli Flamentli Genis Diiz Sar1
250| TE.5.6.1 L Dairesel Diiz Genis Diigmeli Beyaz
251 | TE.6.1.1. S Dairesel Diiz Genis DUZ Beyaz
252 | TE.6.2.1 S Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
253 | TE.6.3.1 S Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
254 | TE.6.4.1 S Dairesel Diiz Genis Diiz Beyaz
255| TE.6.6.1 S Dairesel Dalgali Genis Diiz Beyaz
256| TE.7.1.1 L G.Muntzam Dalgali Genis Diiz Sari
257| TE.7.3.1 S Nokta Diiz Normal Diiz Beyaz
258 | TE.7.4.1 L Dairesel Diiz Normal Diiz Beyaz
259 | TE.7.5.1 R Rizoid Diiz Genis Diiz Beyaz
260 | TE.7.6.1 S Flamentli Flamentli Genis Diiz Beyaz
261 | TE.7.7.1 S Nokta Diiz Genis Diiz Beyaz
262 | TM.54.1 S G.Muntazam Diiz Genis Diiz Beyaz
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TL.5.8.1

2,124+0,004

41

TD.1.6.1

0,939+0,008

81

TM.5.1.1

0,784+0,004

TK.3.1.1

1,637+0,014

42

G.7.1.1

0,933+0,221
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G.7.2.1

0,784+0,006
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1,524+0,005
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0,781+0,010

T™.4.4.1
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TD.1.2.1

0,897+0,006
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TK.5.2.1.

0,772+0,014

TA.3.5.1

1,399+0,012

48

T™M.2.4.1

0,886+0,003

88

TE.3.5.1

0,767+0,037

TL.2.2.1

1,385+0,007

49

TD.6.2.1

0,881+0,005
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0,764+0,008
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1,326+0,008
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TL4.5.1

1,319+0,010
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TK.2.3.1

0,877+0,032
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TM.1.2.1

0,758+0,009
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TD.4.7.1
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TL.3.2.1
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TK.3.5.1

0,863+0,014
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0,862+0,011
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TD.2.1.1

0,861+0,013
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TE.2.6.1
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1,234%0,008
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TA.2.6.1

0,858+0,014
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0,749+0,004
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TL5.4.1

1,201+0,004

57

G.1.1.1

0,857+0,073
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TE.2.1.1

0,744+0,104
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TM.3.1.1

1,163+0,005

58

TA.2.2.1

0,853+0,009
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TM.1.8.1

0,743+0,004
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TM.1.5.1

1,120+0,004

59

TM.3.3.1

0,853+0,008

99

TM.3.5.1

0,743+0,010
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TE.1.4.1

1,114+0,015
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TG.3.4.1

0,848+0,007

100

TD.3.4.1

0,743+0,009
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TM.1.7.1

1,108+0,022

61

TL.2.4.1

0,847+0,004

101

G.8.2.1
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N
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1,107+0,007

62

TK.5.4.2

0,841+0,068
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TM.8.3.1
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W
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1,086+0,049

63

TD.5.8.1

0,824+0,005
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TG.3.1.1.

0,738+0,006
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TL.2.6.1

1,080+0,004

64

TD.5.4.1

0,822+0,006

104

TK.3.10.1

0,732+0,008
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TE.4.6.1

1,059+0,001

65

TE.1.5.1

0,819+0,012
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0,730+0,042
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TD.5.6.1

1,058+0,007

66

TL4.3.1

0,809+0,005
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TA3.3.1
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TE.4.5.1

1,049+0,002

67

TE.7.4.1

0,808+0,160

107

TE.6.3.1

0,725+0,016
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TK.4.3.1

1,037+0,002

68

TK.4.2.1

0,808+0,023

108

TK.1.2.1

0,723+0,009
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TK.2.4.1

1,023+0,047

69

TE.3.3.1

0,805+0,026

109

TG.3.5.1

0,720+0,005
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TE.1.8.1

1,022+0,003

70

TD.6.8.1

0,803+0,004

110

TE.5.5.1

0,719+0,021
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TM.2.3.1

1,020+0,042

71

TD.4.2.1

0,795+0,011

111

TE.7.6.1

0,717+0,046

[98]
o

TK.3.6.1

1,018+0,007

72

TA.2.5.1

0,792+0,005

112

TG.1.1.1

0,713+0,007

[98]
W

TD.2.3.1

1,005+0,004

73

TM.7.4.1

0,790+0,043

113

TD.1.3.1

0,712+0,006

W
g

TM.3.2.1

0,991+0,013

74

TM.7.2.1

0,789+0,033

114

TK.3.11.1

0,711+0,013

(98]
W

G921

0,979+0,002

75

TD.3.5.1

0,787+0,069

115

TE.5.2.1

0,709+0,025

(98
(@)}

TM.4.2.1

0,975+0,003

76

TG.2.7.1

0,787+0,009

116

TE.5.6.1

0,708+0,041

(O8]
3

TK.1.4.1

0,954+0,020

77

TD.2.5.1

0,786+0,007

117

TG.1.7.1

0,704+0,009

[95]
e ]

G.3.2.1

0,948+0,012

78

TD.4.1.1

0,785+0,003

118

TM.6.7.1

0,703+0,003

98]
O

TL5.7.1

0,946+0,011

79

G.53.1

0,785+0,021

119

TL1.4.1

0,701+0,023

o
(e)

TK.4.9.1

0,944+0,006

80

TK.4.5.1

0,785+0,006

120

TA.1.6.1

0,701+0,006

157




izolat
Ismi

é‘istein
Uretimi
(g’L)

No

izolat
Ismi

é’istein
Uretimi
(g/L)

No

izolat
Ismi

é’istein
Uretimi
(g/’L)

121

TK.1.9.1

0,700+0,004

152

TK.2.2.1

0,637+0,007

183

TG.2.2.1

0,542+0,004

122

TA.1.8.1

0,699+0,012

153

TM.7.1.1

0,633+0,014

184

TE.3.4.1

0,536+0,016

123

TG.1.5.1

0,697+0,009

154

TE.1.2.1

0,630+0,002

185

TA2.4.1

0,535+0,005

124

TLI1.1.1

0,693+0,020

155

G.1.2.1

0,627+0,041

186

G.3.1.1

0,528+0,041

125

TD.1.5.1

0,691+0,060

156

TM.3.4.1

0,623+0,009

187

TEA4.1.1

0,523+0,061

126

TK.3.8.1

0,687+0,021

157

TA.1.7.1

0,622+0,009

188

TE.1.3.1

0,517+0,016

127

TM.6.3.1

0,687+0,023

158

TL.3.5.1

0,618+0,015

189

TM.6.6.1

0,511+0,012

128

TA.3.3.2

0,684+0,004

159

TA.1.1.1

0,616+0,004

190

TG.3.2.1

0,507+0,017

129

TE.4.2.1

0,682+0,014

160

TG.2.3.1

0,615+0,013

191

TE.7.1.1

0,501+0,018

130

TK.2.5.1

0,680+0,003

161

TM.1.3.1

0,608+0,026

192

TM.6.8.1

0,496+0,069

131

TM.3.6.1

0,680+0,006

162

TM.5.5.1

0,599+0,011

193

TE.6.4.1

0,494+0,017

132

TE.7.7.1

0,676+0,002

163

TA.1.3.1

0,597+0,002

194

TG.1.6.1

0,493+0,013

133

G.I9.1.1

0,674+0,036

164

TA3.1.1

0,585+0,010

195

TM.5.8.1

0,481+0,033

134

TK.3.7.1

0,667+0,013

165

TA.2.3.1

0,582+0,005

196

TK.5.6.1

0,469+0,108

135

TK.1.6.1

0,665+0,007

166

TG.1.3.1

0,579+0,009

197

TL1.2.1

0,469+0,013

136

TE.3.7.1

0,665+0,008

167

TM.2.5.1

0,578+0,020

198

TL.4.4.1

0,448+0,005

137

TE.3.6.1

0,657+0,007

168

TM.5.6.1

0,578+0,008

199

G.23.1

0,430+0,008

138

TK.1.1.1

0,650+0,004

169

TA.14.1

0,577+0,074

200

G.S5.1.1

0,422+0,010

139

TK.3.2.1

0,648+0,007

170

TM.6.2.1

0,568+0,034

201

G.2.1.1

0,419+0,035

140

TK.3.9.1

0,646+0,031

171

TM.1.6.1

0,567+0,027

202

G.6.2.1

0,419+£0,017

141

TL.1.5.1

0,646+0,009

172

TL2.1.1

0,567+0,004

203

G.24.1

0,405+0,024

142

TK.1.8.1

0,645+0,011

173

TE.1.6.1

0,566+0,013

204

TE.4.3.1

0,402+0,076

143

TK.2.1.1

0,642+0,012

174

TA.2.8.1

0,565+0,004

205

G221

0,376+0,058

144

TK.1.5.1

0,642+0,005

175

TL4.1.1

0,554+0,002

206

G.6.1.1

0,373+0,035

145

TD.6.7.1

0,641+0,005

176

TL.5.2.1

0,552+0,010

207

TM.5.9.1

0,360+0,027

146

TD.6.3.1

0,641+0,005

177

TD.6.5.1

0,550+0,018

208

TM.1.4.1

0,356+0,010

147

TD.3.7.1

0,640+0,004

178

G.8.1.1

0,548+0,052

209

TE.1.7.1

0,350+0,011

148

TG.1.2.1

0,640+0,005

179

TD.1.1.1

0,546+0,006

210

TE.7.5.1

0,343+0,023

149

TG.2.6.1

0,640+0,009

180

TL.5.3.1

0,546+0,005

211

G.43.1

0,341+0,044

150

TM.8.2.1

0,638+0,009

181

TE.5.4.1

0,544+0,013

212

TE.7.3.1

0,313+0,048

151

TK.1.3.1

0,638+0,004

182

T1.2.9.1

0,543+0,003

158




EK 3.B Izolatlarin Urettigi Glutamik Asit Miktar1

izolat Glu{amik izolat Glu{amik izolat Glu{_amik
No ismi Asit Uretimi | No fsmi Asit Uretimi | No ismi Asit Uretimi
(/L) (&/L) (&/L)
1 | TK.1.4.1 | 1,425+0,021| 41 | TK.2.4.1 | 1,005+0,034 | 81 | TK.4.3.1 | 0,897+0,027
2 | TK.3.1.1 | 1,286+0,005| 42 | TL.3.1.1 | 0,994+0,043 | 82 | TM.5.9.1 | 0,897+0,008
3 | TK.2.5.1 | 1,196+0,020| 43 | G.2.1.1 | 0,993+0,025 | 83 | TE.5.2.1 | 0,897+0,059
4 | TL3.2.1 |1,189+0,044| 44 | TL4.5.1 | 0,991+£0,020 | 84 | TK.5.1.1 | 0,896+0,016
5 | TK4.2.1 | 1,15+0,022 | 45 |TM.6.3.1| 0,989+0,023 | 85 | TM.4.1.1 | 0,896+0,036
6 | G.1.2.1 |1,136+0,023| 46 | TK.4.9.1 | 0,988+0,035 | 86 | TE.1.3.1 | 0,893+0,017
7 | G.8.1.1 |1,132+0,011| 47 | TG.1.2.1| 0,983+0,009 | 87 | TL1.4.1 | 0,893+0,023
8 | TM.4.6.1 |1,126+0,011| 48 |TM.1.5.1| 0,976+0,033 | 88 | TK.1.8.1 | 0,893+0,028
9 | TM.3.7.1 | 1,114+0,046| 49 |TM.2.5.1| 0,974+0,026 | 89 | G.8.2.1 0,89+0,012
10 | TD.1.6.1 | 1,107+0,025| 50 | TA.2.5.1| 0,973+0,010 | 90 | TM.1.3.1 | 0,884+0,024
11 | TD.1.2.1 | 1,105+0,031| 51 |TA.2.2.1| 0,970,015 | 91 | TG.2.4.1 | 0,884+0,016
12 | TL4.6.1 |1,103+0,340| 52 | T1.3.3.1 | 0,970,034 | 92 | TM.3.6.1 | 0,883+0,025
13 |TK.3.11.1| 1,140,031 | 53 | TL5.4.1 | 0,962+0,036 | 93 | TK.3.9.1 | 0,879+0,007
14 | TM.4.5.1 | 1,098+0,054| 54 | TL5.2.1 | 0,958+0,006 | 94 | TD.1.1.1 | 0,877+0,026
15 | TK.1.6.1 | 1,096+0,042| 55 | TK.1.2.1| 0,957+0,030 | 95 | TK.3.2.1 | 0,876+0,035
16 | TM.4.2.1 | 1,095+0,015| 56 | TK.2.3.1| 0,957+0,043 | 96 | TD.6.2.1 | 0,875+0,048
17 | TL4.2.1 |1,088+0,065| 57 | TG.2.7.1| 0,955+0,009 | 97 | G.6.2.1 | 0,874+0,012
18 | G.1.1.1 |1,075+0,041)| 58 | TK.2.2.1| 0,955+0,050 | 98 | TG.1.1.1 | 0,873+0,015
19 | TL5.1.1 | 1,07+0,012 | 59 | TL2.8.1 |0,9532+0,078| 99 | TE.2.6.1 | 0,869+0,016
20 | TK.2.1.1 | 1,055+0,007| 60 | TK.3.8.1| 0,953+0,027 {100 | TK.3.10.1 | 0,868+0,016
21 | TK.4.4.1 | 1,055+0,03 | 61 | TL1.5.1 | 0,946+0,016 (101 | TM.5.8.1 | 0,865+0,007
22 | TM.6.4.1 | 1,054+0,053| 62 | TK.3.6.1| 0,945+0,011 (102 | TM.7.4.1 | 0,862+0,007
23 | TL2.6.1 |1,049+0,148| 63 | G.7.2.1 | 0,943+0,029 (103 | TE.6.3.1 | 0,862+0,008
24 | G.9.2.1 |1,049+0,008| 64 | T1.2.3.1 0,94+0,06 1104| TD.3.5.1 | 0,859+0,025
25 | G.7.1.1 | 1,046+£0,02 | 65 | TL.2.4.1 | 0,938+0,059 [105| TL2.2.1 | 0,858+0,055
26 | TK.5.2.1. | 1,041+0,011| 66 | TE.3.7.1 | 0,934+0,015 [106 | TM.3.3.1 | 0,858+0,009
27 | TG.3.4.1 |1,039+0,014| 67 | G.3.1.1 | 0,934+0,035 [107| TE.3.3.1 | 0,856+0,003
28 | TM.7.1.1 | 1,036+0,016| 68 | TIL.1.6.1 0,93+0,11 |108| TM.5.5.1 | 0,856+0,026
29 | G.5.3.1 |1,035+0,041| 69 | TK.5.5.1| 0,926+0,027 [109| TM.6.2.1 | 0,856+0,026
30 | TD.4.1.1 | 1,032+0,02 | 70 | TK.3.5.1| 0,925+0,008 |110| TE.1.2.1 | 0,854+0,161
31 | TE.1.7.1 | 1,028+0,021] 71 |TM.2.4.1| 0,924+0,025 |111| TL1.2.1 | 0,8524+0,009
32 | TK.1.3.1 | 1,027+0,004| 72 | TE.2.1.1 | 0,922+0,007 (112 G.4.3.1 | 0,849+0,017
33 | G3.2.1 |1,027+0,037| 73 | TG.1.5.1 | 0,922+0,007 |113| TE.5.4.1 | 0,848+0,036
34 | TA3.5.1 |1,023+0,061| 74 | TK.3.7.1 | 0,92+0,025 |114| TD.5.6.1 | 0,844+0,023
35 | TA2.3.1 | 1,019+0,014| 75 | TA.3.1.1 | 0,919+0,012 (115| TE.7.5.1 | 0,839+0,006
36 | G.5.1.1 |1,012+0,013] 76 | TD.5.8.1| 0,916+0,007 |116| TA.1.7.1 | 0,839+0,018
37 | TM.4.4.1 | 1,012+0,007| 77 | TK.4.7.1| 0,914+0,024 |117 | TG.2.6.1 | 0,838+0,004
38 | TK.4.6.1 | 1,009+0,009| 78 | TL1.5.8.1 | 0,911+0,058 (118 | TG.3.5.1 | 0,838+0,007
39 | G9.1.1 |1,007+0,006| 79 | TE.1.6.1 | 0,908+0,016 |119| T1.4.4.1 | 0,831+0,029
40 | TM.4.3.1 | 1,007+0,062| 80 | TD.4.7.1 | 0,901+£0,007 |1120| TL4.1.1 | 0,831+0,017

159



No

i_zolat
Ismi

Glutamik
Asit Uretimi

(/L)

No

i;olat
Ismi

Glu{amik
Asit Uretimi
(g’L)

No

i;olat
Ismi

Glu{amik
Asit Uretimi

(/L)

121

TA.1.8.1

0,821+0,022

152

TK.1.9.1

0,782+0,042

183

TD.3.7.1

0,671+0,024

122

TA34.1

0,819+0,024

153

T™M.3.1.1

0,772+0,039

184

G.24.1

0,657+0,007

123

TE.6.4.1

0,817+0,007

154

TE.4.2.1

0,769+0,035

185

TE.1.8.1

0,646+0,002

124

TD.6.8.1

0,816+0,006

155

TM.1.7.1

0,763+0,013

186

TE.1.4.1

0,639+0,006

125

TL1.1.1

0,815+0,161

156

TM.6.7.1

0,763+0,059

187

TE.4.3.1

0,638+0,043

126

TD.1.3.1

0,815+0,049

157

TM.1.6.1

0,762+0,017

188

TA.2.8.1

0,629+0,014

127

TM.5.6.1

0,815+0,006

158

TD.1.4.1

0,761+0,023

189

TE.4.5.1

0,622+0,003

128

T™.3.4.1

0,814+0,015

159

TG.2.2.1

0,76+0,007

190

G.6.1.1

0,62+0,005

129

T1.2.9.1

0,812+0,028

160

TM.6.6.1

0,751+0,004

191

TD.2.1.1

0,619+0,018

130

TE.1.5.1

0,811+0,044

161

TM.8.3.1

0,751+0,058

192

TK.1.1.1

0,617+0,466

131

TE.4.1.1

0,811+0,047

162

TA.1.2.1

0,748+0,014

193

TM.6.1.1

0,617+0,035

132

GA4.2.1.

0,811+0,007

163

TE.5.6.1

0,748+0,016

194

TM.1.8.1

0,614+0,006

133

TL.4.3.1

0,81+0,027

164

TA3.3.1

0,746+0,025

195

TD.5.5.1

0,611+0,015

134

TM.5.1.1

0,810,006

165

TM.3.5.1

0,743+0,007

196

TA.3.3.2

0,604+0,028

135

TE.3.4.1

0,807+0,008

166

TA.1.6.1

0,734+0,022

197

TG.1.7.1

0,603+0,009

136

TG.2.3.1

0,807+0,011

167

TL2.1.1

0,734+0,009

198

G221

0,601+0,031

137

TL.3.5.1

0,806+0,012

168

TE.5.5.1

0,732+0,023

199

TD.6.5.1

0,595+0,017

138

TK.1.5.1

0,806+0,014

169

TI.5.3.1

0,729+0,003

200

TA.2.6.1

0,595+0,027

139

TA.2.4.1

0,804+0,023

170

TM.1.2.1

0,724+0,012

201

TD.6.7.1

0,592+0,022

140

TM.7.2.1

0,804+0,009

171

TG.3.2.1

0,72+0,014

202

TD.6.3.1

0,589+0,014

141

TA.1.3.1

0,802+0,017

172

TE.7.4.1

0,72+0,022

203

TD.5.4.1

0,588+0,003

142

TG.1.3.1

0,801+0,015

173

G.23.1

0,719+0,042

204

TG.1.6.1

0,581+0,017

143

TL5.7.1

0,794+0,013

174

TD.2.5.1

0,711+0,075

205

TK.4.5.1

0,561+0,004

144

TM.1.4.1

0,793+0,017

175

TK.5.4.2

0,708+0,006

206

TE.7.6.1

0,541+0,034

145

TD.2.3.1

0,789+0,016

176

TE.3.5.1

0,707+0,009

207

TE.3.6.1

0,538+0,007

146

TD.4.2.1

0,789+0,011

177

TE.4.6.1

0,705+0,004

208

TE.7.1.1

0,533+0,018

147

TM.6.8.1

0,788+0,014

178

TM.2.3.1

0,691+0,084

209

TE.7.3.1

0,506+0,009

148

TD.1.5.1

0,786+0,032

179

TA.14.1

0,689+0,016

210

TM.7.7.1

0,461+0,033

149

TD.3.4.1

0,785+0,011

180

TD.6.1.1

0,688+0,008

211

TM.8.2.1

0,459+0,015

150

TG.3.1.1.

0,784+0,013

181

TA.1.1.1

0,687+0,017

212

TE.7.7.1

0,452+0,032

151

TM.3.2.1

0,784+0,065

182

TK.5.6.1

0,684+0,024

160




EK 3.C izolatlarm Urettigi Beta Karoten Miktar

Z
o

izolat
Ismi

lieta Karoten
Uretimi (g/L)

No

izolat
Ismi

lieta Karoten
Uretimi (g/L)

No

izolat
Ismi

Beta
Karoten
Uretimi

(L)

G.43.1

23,895+0,251

41

TI.4.5.1

11,38+0,403

81

TA.1.2.1

9,374+0,261

TE.7.1.1

19,751%0,125

42

TG.2.2.1

11,336+0,332

82

TL.1.4.1

9,37240,192

TK.2.3.1

19,165+0,145

43

TM.7.4.1

11,213+0,251

&3

TM.1.8.1

9,371+0,261

TE.3.5.1

19,082+0,191

44

TE.7.7.1

11,129+0,072

84

T™™.4.3.1

9,371+0,176

G.9.1.1

17,030,261

45

TM.7.7.1

11,004+0,261

85

TM.5.5.1

9,329+0,217

TM.1.5.1

16,487+0,125

46

TM.1.4.1

10,878+0,191

86

TE.2.6.1

9,287+0,403

TE.5.5.1

16,068+0,191

47

TK.4.9.1

10,836+0,125

87

TD.5.4.1

9,245+0,289

TK.3.6.1

15,942+0,144

48

TM.2.5.1

10,836%0,251

88

TA.2.6.1

9,163+0,194

TE.7.6.1

15,566+0,44

49

TM.6.7.1

10,836+0,126

&9

TK.3.1.1

9,162+0,691

TM.6.4.1

15,273+0,191

50

TE.4.6.1

10,585+0,114

90

TE.7.5.1

9,121+0,189

—_— | —
ol I= N3 [N S N E- N [V F NG [UCR O o

G.7.2.1

14,561+1,141

51

TK.2.4.1

10,501+0,145

91

TL.2.2.1

9,12+0,441

—_
[\

TE.5.4.1

14,268+0,566

52

TL1.1.1

10,459+0,377

92

TD.1.1.1

9,079+0,332

—_
W

G221

14,059+0,475

53

TM.4.2.1

10,459+0,126

93

TG.1.5.1

9,078+0,332

._.
N

T™M.2.3.1

14,017+0,644

54

TE.5.2.1

10,334+0,125

94

TL5.1.1

9,078+0,502

—
(V)]

TM.6.1.1

13,849+£2,178

55

TL1.5.1

10,334+0,332

95

TD.6.1.1

9,037+0,475

—
[@)}

TM.6.8.1

13,682+0,191

56

TM.6.3.1

10,334+0,126

96

TE.4.3.1

9,036+0,197

—
|

TA.1.7.1

13,598+0,125

57

TA.2.8.1

10,292+0,072

97

TM.8.2.1

9,036+0,191

—_
o0

TI4.1.1

13,473+0,332

58

TM.7.1.1

10,251+0,192

98

TG.3.4.1

8,995+0,261

—
=)

TI1.2.4.1

13,180,192

59

TL5.4.1

10,208+0,332

99

TL.2.9.1

8,994+0,145

\*]
(e

TD.5.6.1

13,138+0,261

60

TK.5.4.2

10,208+0,352

100

TM.4.1.1

8,911+0,261

\S]
—

TK.5.1.1

12,845+0,251

61

G.2.1.1

10,208+0,278

101

TL.2.3.1

8,869+0,072

N
\S]

TA.3.5.1

12,719+0,332

62

TI1.4.4.1

10,166%0,192

102

TK.1.9.1

8,869+0,179

\S]
W

G.6.2.1

12,636+0,191

63

TE.6.3.1

10,125+0,316

103

TM.2.4.1

8,869+0,383

&)
N

TE.7.4.1

12,468+0,125

64

TL.5.2.1

10,124+0,192

104

TM.5.9.1

8,869+0,289

N
(V)]

TM.3.6.1

12,301+0,261

65

TK.4.6.1

10,082+0,126

105

TD.3.5.1

8,827+0,122

(\o]
(@)

TA3.3.2

12,217+0,332

66

TK.2.5.1

9,999+0,192

106

TA.2.4.1

8,787+0,261

\)
~

TA.1.6.1

12,092+0,125

67

TA3.1.1

9,957+0,146

107

TG.2.7.1

8,785+0,137

[\
o0

TE.6.4.1

12,05+0,191

68

TE.7.3.1

9,957+0,217

108

TL.5.3.1

8,783+0,261

N
O

TK.1.3.1

12,008+0,261

69

G.7.1.1

9,915+0,072

109

TG.1.2.1

8,744+0,769

(%)
[w)

G.24.1

11,924+0,145

70

G.23.1

9,874+0,182

110

TM.7.2.1

8,743+0,145

(98]
—

TA.3.4.1

11,882+0,192

71

TK.1.5.1

9,873+0,191

111

TM.5.1.1

8,702+0,127

(98}
[\

TD.6.3.1

11,84+0,251

72

TK.3.5.1

9,873+0,315

112

TG.24.1

8,660,316

(8
w

TK.1.6.1

11,757+0,384

73

TL1.2.1

9,873+0,261

113

TM.1.6.1

8,659+0,174

W
g

TL.3.1.1

11,632+0,261

74

TE.4.1.1

9,831+0,332

114

TE.1.6.1

8,618+0,079

W
W

TM.5.6.1

11,589+0,251

75

TK.1.4.1

9,789+0,192

115

TK.4.3.1

8,617+0,317

(08}
N

TE.1.5.1

11,547+0,316

76

TG.3.2.1

9,748+0,261

116

TM.3.2.1

8,617+0,386

W
3

G.1.1.1

11,464+0,332

77

TI.2.8.1

9,622+0,072

117

TK.3.2.1

8,576+0,332

W
o0

TA.14.1

11,464+0,377

78

TK.4.4.1

9,58+0,332

118

TK.5.5.1

8,45+0,111

W
\O

G.8.1.1

11,38+0,404

79

T1.4.6.1

9,538+0,191

119

TM.4.5.1

8,367+0,426

N
o

G.5.1.1

11,38+0,192

80

TK.5.6.1

9,497+0,073

120

TK.3.7.1

8,325+0,375
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) Beta ] Beta ) Beta
No I.zolat Igaroten No I_zolat Igaroten No I.zolat Igarofen.
Ismi Uretimi Ismi Uretimi Ismi Uretimi
(L) (L) (L)
121 | TD.3.7.1 | 8,324+0,139 | 152 | TM.6.2.1 | 7,822+0,129 (183 | TA.1.1.1 |6,777+0,154
122 G.6.1.1 |8,283+0,197| 153 G.3.2.1 |7,781+0,421|184| TE.1.7.1 |6,776+0,403
123 | TD.6.7.1 | 8,242+0,145| 154 | T12.6.1 | 7,780,261 [185| TE.1.2.1 | 6,735+0,441
124 | TK.1.8.1 | 8,241+0,198| 155 | TK.3.8.1 | 7,78+0,326 [186| TG.1.7.1 | 6,734+0,303
125| TD.4.2.1 | 8,2+0,174 156 | TL3.2.1 |7,739+0,211|187| G.8.2.1 |6,693+0,126
126 | TE.2.1.1 | 8,199+0,215| 157 | TD.3.4.1 |7,738+0,315(188 | TM.3.7.1 | 6,692+0,332
127| TA2.3.1 | 8,198+0,252 158 | TL4.2.1 |7,73840,902(189 | TK.3.10.1|6,651+0,441
128 | G.4.2.1. | 8,158+0,278| 159 | TM.1.2.1 |7,738+0,191[190| TA.2.5.1 | 6,609+0,261
129 G.1.2.1 |8,157+0,624| 160 | TIL3.3.1 |7,655+0,381(191| TE.1.8.1 |6,567+0,251
130| TE.4.2.1 | 8,116+0,101| 161 | TG.2.6.1 |7,655+0,269(192| TL.4.3.1 |6,567+0,217
131 | TM.3.3.1|8,115+0,191| 162 |TK.3.11.1|7,613+0,608(193| TD.4.7.1 |6,526+0,191
132 | TD.1.4.1 | 8,074+£0,218| 163 | TD.6.2.1 |7,571+0,199(194| TD.6.8.1 | 6,525+0,261
133 | TD.6.5.1 | 8,073+0,185| 164 | TK.2.2.1 |7,571+£0,267195| TA.2.2.1 | 6,483+0,191
134 | TM.3.1.1|8,074+1,121| 165 | TK.4.2.1 |7,571+0,187(196 | TK.1.1.1 | 6,441+0,126
135| TD.4.1.1 | 8,032+0,316 | 166 | TD.2.5.1 |7,529+0,193(197| TL5.7.1 |6,274+0,261
136 | TE.4.5.1 | 8,031+0,404| 167 | TE.3.7.1 |7,488+0,129(198 | TM.6.6.1 | 6,19+0,125
137| TE.5.6.1 | 8,03+0,169 | 168 | TG.2.3.1 | 7,487+0,261 (199 | TM.1.3.1 | 6,148+0,145
138 | TK.5.2.1.| 8,03+0,442 | 169 | TM.5.8.1 | 7,446+0,251 (200 | TK.4.7.1 | 6,064+0,127
139 | TA.1.51 | 7,992+0,261 | 170 | TD.1.3.1 |7,363+0,421(201| TD.5.8.1 | 5,898+0,072
140 | TA.1.8.1 | 7,991+0,258 | 171 | TK.3.9.1 |7,362+0,177(202| TE.3.3.1 | 5,897+0,072
141 TL5.8.1 | 7,99+0,261 | 172 | TG.1.3.1 | 7,320,332 (203 | TD.1.5.1 | 5,855+0,153
142 | TG.3.5.1 | 7,948+0,452 | 173 | TD.2.3.1 | 7,194+0,127(204| TA.3.3.1 |5,813+0,128
143 | T1.3.5.1 | 7,948+0,456 | 174 | TM.4.6.1 | 7,069+0,147(205| TD.1.6.1 |5,771+0,194
144 | TM.8.3.1| 7,906+0,401 | 175 | TD.1.2.1 | 7,028+0,196(206| TE.1.3.1 |5,646+0,149
145| TA.1.3.1 | 7,865+0,579 176 | TK.4.5.1 | 7,027+0,189 (207 | TG.1.1.1 | 5,604+0,267
146 | T1.2.1.1 | 7,864+0,891 177 G.5.3.1 |6,986+0,265|208 | TE.1.4.1 |5,354+0,155
147 | TM.4.4.1| 7,864+0,523 | 178 | TK.1.2.1 |6,985+0,387(209| TE.3.6.1 |5,353+0,396
148 | G.3.1.1 | 7,823+0,332| 179 | TK.2.1.1 | 6,984+0,554(210| TG.1.6.1 | 5,311+0,452
149 | TE.3.4.1 | 7,822+0,502| 180 | TM.3.5.1 |6,983+0,713 (211 | TD.5.5.1 | 5,27+0,507
150| TL.1.6.1 | 7,822+0,148| 181 G.9.2.1 |6,861+0,941)1212| TM.3.4.1 | 5,269+0,315
151 | TM.1.7.1 | 7,822+0,131 | 182 | TG.3.1.1. |6,818+0,333
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EK 4.A TL5.8.1 Kodlu izolatlarin 16S rRNA Kromotogran

ETTCE ECTATCACTTATE BATEGACCER CGTERCATT ARBCTAGT TGETAEAGOTAACESCTCACCAADB @C 4

AEE TE A AGEETEAT COBEEAEAD AETBABACAEB G CEEABACTCECETAGGEE REGCA
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s TCT TCCRCAATERACHEARMAGBTOT B ACHD AGC AACGCC R CE TOE AGTRATO AARGDTTTCGAETCRAT A4
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Taa@ct @ &c ETTd acE GTaG AABGCEACE G CT &
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Tact@fTocCAaBcadccdcEaT an Fasdies&chade AT T G86CETRAAABEBCREDB CAGE T6Y
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BTC TG ATGTOBAALAGCCCAC G CT CAACCGT OO ABGGTCAT TERAAMACT GGE AGACTTEARTECAG A AG
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TAGE G0 7T6aA4 A GATAT 6EABEAACAECEAE T BECE A AGB EE AC TT
i T AACTBACACT O A GO CECHAAN AGC BT AAGGGABE ARMALC ABSEATTARR TACCE T
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EK 4.B TK.1.4.1 Kodlu izolatlarm 16S rRNA Kromotogrami

EEGCSCAAGCCTGATECAGE CA CCECETEEG TE ARG EECCTTCGGETT &TA - -~ TTETTEGS AG A CCAGQ
™ " T 3 J v

E TE A C TAAT AC CCE QAT TOA G ATHAC AT AC ECAA A0 AAT ALBCACCA O CETAAGC T T COTOCCANGCARCCHCRHOTAATACRAAGD ST {

oL A RGBT TAGT CE G AAT TACT B CEB TR ARGBCET B LG TAEETH BT CHT T TARGTECET TETUAAABECCTEGECTERRCCT GGG &

AETGAAATECRT ABARATCA BR A GG AN

ACTECAGTAGATACT OO G CEACT AGABRTRTGGTAGH FE BT AR CE G &

gl ot D et

AAEAGE ATTAGATACE CETEGT 4B 1

TCCTRGTRT ARG

EATECATEBE0A AGE CABET AC CT GE A GE AAEAG TEACAETEAGE CAL BAA

I EC 0 CCTHGNE AA TA

CHC CCT A MCE ATE PRAACT @R AT GTT BGETGE AAT TTRG CAC GC ABT AT CRAAS

€ 687 € BE AABAE T AAAST CARAGEAAT THGAC GO B EBECEEEAC mA EEG TE A4T AT F7T GTTTTAlT T CE A TCECAREG E A ABA A EC TT

i S A | A e\l

L CTE CETTTAGATTTC AAMAACTTTER &
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EK 4.C G.4.3.1 Kodlu Izolatlarin 16S rRNA Kromotogrami

TTATAC COBCATHGCATAAB AT OARAAGAE BCTTTCRHATETCALTO ATREATABACCCGCAE TACATTAGEC TAGTTRAHOGLAAT LA GBEC

LCOACC BCAA B TTH AAACT CAAL BOLA TTHAC BOEAR CCCOG ACAS GCBO TO® AGCATAT B TTTAR TTCAH

165



EK 5.A T1.5.8.1’in 16S rRNA Sekans! ile Benzer Izolatlarin Karsilastirilmasi

TI.5.8.1
Bacillus_toyonensis_KP326368
Bacillus_pseudomycoides_MT573519
Bacillus_mycoides_MT478147
Bacillus_anthracis_MN329991
Bacillus_cereus_MK285635
Bacillus_subtilis_MH422001
Bacillus_samanii_KJ]596517

TI.5.8.1
Bacillus_toyonensis_KP326368
Bacillus_pseudomycoides_MT573519
Bacillus_mycoides_MT478147
Bacillus_anthracis_MN329991
Bacillus_cereus_MK285635
Bacillus_subtilis_MH4220€1
Bacillus_samanii_KJ596517

TI.5.8.1
Bacillus_toyonensis_KP326368
Bacillus_pseudomycoides_MT573519
Bacillus_mycoides_MT478147
Bacillus_anthracis_MN329991
Bacillus_cereus_MK285635
Bacillus_subtilis_MH422001
Bacillus_samanii_KJ]5968517

TI.5.8.1
Bacillus_toyonensis_KP326368
Bacillus_pseudomycoides_MT573519
Bacillus_mycoides_MT478147
Bacillus_anthracis_MN329991
Bacillus_cereus_MK285635
Bacillus_subtilis_MH422001
Bacillus_samanii_KJ59@517

TI.5.8.1
Bacillus_toyonensis_KP326368
Bacillus_pseudomycoides_MT573519
Bacillus_mycoides_MT478147
Bacillus_anthracis_MN329991
Bacillus_cereus_MK285635
Bacillus_subtilis_MH4220e1
Bacillus_samanii_KJ59@517

TI.5.8.1
Bacillus_toyonensis_KP326368
Bacillus_pseudomycoides_MT573519
Bacillus_mycoides_MT478147
Bacillus_anthracis_MN329991
Bacillus_cereus_MK285635
Bacillus_subtilis_MH4226€1
Bacillus_samanii_KJ]5968517

TI.5.8.1
Bacillus_toyonensis_KP326368
Bacillus_pseudomycoides_MT573519
Bacillus_mycoides_MT478147
Bacillus_anthracis_MN329991
Bacillus_cereus_MK285635
Bacillus_subtilis_MH4220e1
Bacillus_samanii_KJ59@517

TI.5.8.1
Bacillus_toyonensis_KP326368
Bacillus_pseudomycoides_MT573519
Bacillus_mycoides_MT478147
Bacillus_anthracis_MN329991
Bacillus_cereus_MK285635
Bacillus_subtilis_MH4226€1
Bacillus_samanii_KJ59@517

GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGCACCGCATGGTGCGAA
GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGCACCGCATGGTGCGAA
GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGCACCGCATGGTGCGAA
GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGCACCGCATGGTGCGAA
GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGCACCGCATGGTGCGAA
GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGCACCGCATGGTGCGAA
GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGCACCGCATGGTGCGAA
GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGCACCGCATGGTGCGAA

SR sk o o SR SR R R SR S R S R S R SR SR K B8 SRR R SRR R R SRR o RS SR S oK SR K S R SRR K R RO

ATTCAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGT
ATTCAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGT
ATTCAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGT
ATTCAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGT
ATTCAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGT
ATTCAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGT
ATTCAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGT
ATTCAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGT

S s o 8 o SR S R OR S OK S o SR S e S8 S SR SR R R SR R SR SR R ROR SR SR SR R S8 S R S SR S R K K SRR KO ORCRCE

GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC

S s o 8 o SR S RO S R S SR S e S8 S B SR SR R R SR R SR SR SR ROR SR SR SR RS S R S SR S R K S SRR K R ROR

TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG

TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
s e oSSR S R R R R KRR RS ROR SRR 3R SRR S R SRR SR SRR S 3 SRR S K KRR KK S KRR

GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTC
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTC
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTC
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTC
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTC
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTC
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTC
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTC

S s o 8 o SR S RO S R S SR S e S8 S B SR SR R R SR R SR SR SR ROR SR SR SR RS S R S SR S R K S SRR K R ROR

TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCA
TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCA
TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCA
TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCA
TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCA
TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCA
TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCA
TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCA

S5 S 3 8 o SR SRR SR Sk S SRS SR S SR SR K SR SR R SR SR SR R R S R SR S R S S R S S S SR K S KRR K S HOR R

GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATC
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATC
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATC
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATC
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATC
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATC
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATC

GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATC
s e o sk o o o o o S Sl ok SR o R oK o o R SRR oK SR o K o o R KSR R o KK S o KR

CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC

CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
s s s s s s e o o o s s o skl o 3 S o o R s SR oS o 3 s o o R K SRR o ks S o sk R
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TI.5.8.1
Bacillus_toyonensis_KP326368
Bacillus_pseudomycoides_MT573519
Bacillus_mycoides_MT478147
Bacillus_anthracis_MN329991
Bacillus_cereus_MK285635
Bacillus_subtilis_MH422001
Bacillus_samanii_KJ590517

TI.5.8.1
Bacillus_toyonensis_KP326368
Bacillus_pseudomycoides_MT573519
Bacillus_mycoides_MT478147
Bacillus_anthracis_MN329991
Bacillus_cereus_MK285635
Bacillus_subtilis_MH422001
Bacillus_samanii_KJ590517

TI.5.8.1
Bacillus_toyonensis_KP326368
Bacillus_pseudomycoides_MT573519
Bacillus_mycoides_MT478147
Bacillus_anthracis_MN329991
Bacillus_cereus_MK285635
Bacillus_subtilis_MH422001
Bacillus_samanii_KJ598517

TI.5.8.1
Bacillus_toyonensis_KP326368
Bacillus_pseudomycoides_MT573519
Bacillus_mycoides_MT478147
Bacillus_anthracis_MN329991
Bacillus_cereus_MK285635
Bacillus_subtilis_MH4220801
Bacillus_samanii_KJ590517

TI.5.8.1
Bacillus_toyonensis_KP326368
Bacillus_pseudomycoides_MT573519
Bacillus_mycoides_MT478147
Bacillus_anthracis_MN329991
Bacillus_cereus_MK285635
Bacillus_subtilis_MH422001
Bacillus_samanii_KJ590517

GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA

K K R Sk Sk Sk Sk KK S R K e e R R S R R R R R R R S S K S S S K K R K R S OR R R OR R R RR R Rk R Rk

ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA-GATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA-GATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA-GATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA-GATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA-GATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA-GATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA

ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA-GATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
sk s ook ok o SRR S SRR R S SR R KRR OROR R Rk S R R R R ok o R R R Rk R ok Rk ok

CTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGGAGCARACAGGATTAGAT
CTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGGAGCARACAGGATTAGAT
CTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGG-GAGCARACAGGATTAGAT
CTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGG-GAGCARACAGGATTAGAT
CTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGG-GAGCAAACAGGATTAGAT
CTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGG-GAGCARACAGGATTAGAT
CTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGG-GAGCAARACAGGATTAGAT
CTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGG-GAGCAARACAGGATTAGAT

S s RS R S8 S R SR S S S SR OB SRR S SRR S R OR SRER K SR SRR SR KR SRR KK 3K R S SRR SRR S K e R R R K

ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAATGT TAARAGGGTTTCCCCCCCTT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTA
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTA
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTA
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTA
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTA
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTA
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTA

EE R R L e L e S R S S S R E S I N T O O A *

TAGTGCTGAA 730
--GTGCTGAA 727
--GTGCTGAA 726
--GTGCTGAA 726
--GTGCTGAA 726
--GTGCTGAA 726
--GTGCTGAA 726
--GTGCTGAA 726

EEEE L E L 0
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EK 5.B TK.1.4.1’in 16S rRNA Sekanst ile Benzer Izolatlarin Karsilastirilmasi

TK.1.4.1
Pseudomonas_geniculata_KP890@71
Stenotrophomonas_sp_MK424600
Stenotrophomonas_maltophilia_EUS34876
Stenotrophomonas_pavanii_

TK.1.4.1
Pseudomonas_geniculata_KP89ee71
Stenotrophomonas_sp_MK42460@
Stenotrophomonas_maltophilia_EU934676
Stenotrophomonas_pavanii_

TK.1.4.1
Pseudomonas_geniculata_KP890@71
Stenotrophomonas_sp_MK424600
Stenotrophomonas_maltophilia_EU3934076
Stenotrophomonas_pavanii_

TK.1.4.1
Pseudomonas_geniculata_KP896671
Stenotrophomonas_sp_MK424600
Stenotrophomonas_maltophilia_EU934076
Stenotrophomonas_pavanii_

TK.1.4.1
Pseudomonas_geniculata_KP89ee71
Stenotrophomonas_sp_MK424600
Stenotrophomonas_maltophilia_EUS34076
Stenotrophomonas_pavanii_

TK.1.4.1
Pseudomonas_geniculata_KP89€671
Stenotrophomonas_sp_MK424600
Stenotrophomonas_maltophilia_EUS34876
Stenotrophomonas_pavanii_

TK.1.4.1
Pseudomonas_geniculata_KP89ee71
Stenotrophomonas_sp_MK42460@
Stenotrophomonas_maltophilia_EUS34076
Stenotrophomonas_pavanii_

TK.1.4.1
Pseudomonas_geniculata_KP890@71
Stenotrophomonas_sp_MK42460@
Stenotrophomonas_maltophilia_EUS34076
Stenotrophomonas_pavanii_

TK.1.4.1
Pseudomonas_geniculata_KP890@71
Stenotrophomonas_sp_MK42460€
Stenotrophomonas_maltophilia_EU934076
Stenotrophomonas_pavanii_

TK.1.4.1
Pseudomonas_geniculata_KP89ee71
Stenotrophomonas_sp_MK424600
Stenotrophomonas_maltophilia_EU934076
Stenotrophomonas_pavanii_

TK.1.4.1
Pseudomonas_geniculata_KP89€671
Stenotrophomonas_sp_MK42460@
Stenotrophomonas_maltophilia_EU934676
Stenotrophomonas_pavanii_

GGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCC
GGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCC
GGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCC
GGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCC
GGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCC

e sfe s sk sk e ok ok sk s ok sk ok sk sk ok ok sk sk e ok ok okl e ok okl e ol ok sk e e ke ke sk e e ok sk sk e ke s Sk skl ok Sk okl o ok ok ok sk ok ok

CTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGA
CTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGA
CTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGA
CTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGA

CTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGA
s o o s o R R K R R K KR R K R K K R R K K o o o K R R K KKK R K K S K K K o

ATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACT
ATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACT
ATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACT
ATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACT
ATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACT

s s e sk Sk SR S R SR S e R S R SR R K S R SR oK S o8 SRR S S SR 5K R R HR SR K SRR S R R RS S R SF K ROR RO K

CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTG
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTG
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTG
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTG
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTG

s e e o S RS SRR S R S R S8 R RN R R oK S 8 58 SR SR R SR R R RR SRR SRR B R R R 8 S R SR K R K

GGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGCGGA
GGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGCGGA
GGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGCGGA
GGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGCGGA
GGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGCGGA

s s e S S SR S R ORE S SE R S SR OB R K S R SR S S S S8 SR Sk S SR S e SR R SR SR SR SRR S SR O R SR S R K S HOR SO K

ATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGC
ATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGC
ATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGT
ATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGC
ATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGC

e ok ok ok sk s ok ok sk ok s ok K s ok ok K ok ok ok ke ok okl e ok ok ok i ok ok i R ok ok iR Ok sk ok R ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok

TACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
TACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
TACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
TACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC

TACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
s o o s o R R K R R K KR R K R K K R R K K o o o K R R K KKK R K K S K K K o

CCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGT
CCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGT
CCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGT
CCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGT
CCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGT

e sfe s sk sk e ok ok sk s ok sk ok sk sk ok ok sk sk e ok ok okl e ok okl e ol ok sk e e ke ke sk e e ok sk sk e ke s Sk skl ok Sk okl o ok ok ok sk ok ok

ATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCCCGCCTGG-GGAATACGGTCGCAAGACTAA-ACTCAA
ATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAA
ATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAA
ATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAA
ATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAA

SRR KRR KOROKCK IR IR IOR NI B R OF ROROE HORSORNCICORICICERE R OF R ROk

AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAACCGTGAATATTTG---TTTTAATTCCATCCAACG-C
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTTGGTTTAATTCGATGCAACGCG

AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTG-GTTTAATTCGATGCAACGCG
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTG-GTTTAATTCGATNCAACGCG
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTG-GTTTAATTCGATGCAACGCG
LEEEEEEEEE L E LR E LR T LT N * XKk EEEE E L L L T
AAGAACCTTACCTGCCTTTA-CATTTCAAARACTTTCCA-- 631
AAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCA- 639
AAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAAACTTTCCA 639
AAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCA- 638
AAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCA- 638
skkokdcRRRRREERR K kR EEK Kk R F *
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EK 5.C G.4.3.1’in 16S rRNA Sekansi ile Benzer 1zolatlarin Karsilastirilmasi

G.4.3.1
Enterococcus_faecium MF188117
Enterococcus_faecalis KF183511

G.4.3.1
Enterococcus_faecium MF188117
Enterococcus_fascalis KF183511

G.4.3.1
Enterococcus_fascium MF188117
Enterococcus_faecalis KF1E3511

G.4.3.1
Enterococcus_faecium MF188117
Enterococcus_faecalis KF1E3511

G.4.3.1
Enterccoccus_faecium MF188117
Enterococcus_faecalis KF183511

G.4.3.1
Enterococcus_faecium MF188117
Enterococcus_faecalis KF1E3511

G.4.3.1
Enterococcus_faecium MF188117
Enterococcus_fascalis KF183511

G.4.3.1
Enterococcus_fascium MF188117
Enterococcus_faecaliz KF1E3511

G.4.3.1
Enterococcus_faecium MF188117
Enterococcus_faecalis KF1E3511

G.4.3.1
Enterccoccus_faecium MF188117
Enterococcus_faecalis KF183511

G.4.3.1
Enterococcus_faecium MF188117
Enterococcus_faecalis KF1E3511

G.4.3.1
Enterococcus_faecium MF188117
Enterococcus_faecalis KF183511

G.4.3.1
Enterococcus_faecium MF188117
Enterococcus_faeraliz KF1E3511

G.4.3.1
Enterococcus_faecium MF188117
Enterococcus_faecalis KF1E3511

G.4.3.1
Enterococcus_faecium MF188117
Enterococcus_faecalis KF183511

GAGGAGTGECGEACGEETEAGT AL MEGGEGEAAAC T ACCCTTEAGAGGEEEAT AL CAL
GAGGAGTOECGEACGRET AT AN A aTEEETAACC T ACCCATCAGAGGEGEAT AACAL

GAGGAGTOGECGEACGEETEAGT A A aTEEETAACC T ACCCATCAGNMGGEGEAT AR CALC
L T T e T T T

TTaT AR AGETECTAATACCECATAAC AR TT TATGC CoCATGEC ATASGAGTEAS GG
TTE- AR AR TOCTAATAC O AT ARC AR TT TATGC CECATGECATAAGAGTEARAGE

TTE-GAAA ARG TOCTAATACOEC AT ARCARTT TATGC COCATGECATALGAGTEALAGE
L T T )

CECTTTOGEaTETOGC TEATEEATGEACCOGCETECATTAGC TAGT THGGGAGETAAIG
CaCTTTOGGATETOGC TEATGEATGEACCOGCETECATTAGC TAGT TR TEAGETALIG
CECTTTOGEGT e TOG  TEATGEAT GEACC OGO GETGCATTAGC TAGT TG TEAGETALIG

L R L R L e L L L R L R R L L R L Lo LA L

GUTCACCGAGE CACGATGCATAGC OB CTGAGAGGE TEATOGEC CACLCTHEEAC TGN
GCTCACCAAGE CACGA TR ATAGC OCAC T TGAGAGRE TRATCEEC CACACTREEAC TG

GCTCACCANGG CACGA TG ATARC OEACCTEAGAGEE TRATOSC CACACTGEGEAC TG
L T T Y

GACACEECCCAGAC TOCTALGEEAG G AGCAGT AGGEA AT TTCGE0CAT GEAGEAAAGT
GACAGEC I AGACTOCT AL GEEAGEC AGCAGT AGGEAATCTTCGECAAT GEACEAAAGT

GACACEECOCAGACTC - TACGEEAG G AGCAGT AGGEAATCTTOGECAAT GEACGEAAAGT
L e T T )

CTEACCGAGCAATGCOGCETEAST GAAGAAGET TTTCGGATCAT ARAACTCTET TAT TAG
CTEa CEAeC A0 0o TG TEAMGAAGET TTTCGEATCATARSACT CTATTAT TAG

CTEACCGAGC A GO G TaAGT GAAGAAGET TTTCGEATCATAAAMCTCTATTAT TAG
B R e T T

A AN A GG AT TAG T AR TEAACGTCCCCTEAC GETATC TAACAGAAAGIC AT
AN A AT TAGTAACTGAACGTCCCCTEAC GATATC TAACAGARSGCC AL

AN A GG AT TAGTAAC TEAACGTCCCCTEAC GATATC TAAICAGARAGCC AT
L S T )

GUGAACTACGT AR Al aaTAATACATAGETEECASGCGTTGTCOSEATTTATT
GCTAMCTACGTGCCAGCAGICGCOGTAATACGTAGETGECALGCSTTETCOSEATTTATT
GCTAMCTACGTE L AGC A BaTAATAC T AR TR ARG GTTETCOSEATTTATT

i dhdddbdbbbdbbdbbhdbbdb bbb da b a bbb bR R Rk aR R

GEEGCATAAAG GAGCGCAGEOGAT TTCTTAAGTC TGATATEALGCC -COORECACA AT
GEGGCATAMAGIEAGCGCAGGOEAT TTCTTAAATC TEATETEAAMGCDCCOSECTC AT

G-GECaTALLG GAGCGCAGFCEET TTCTTAAGT CTGA TETGALMGCCCC O TCARLC
R T T T T Y

LR R L R L L R e L L L R R L L L R R L)

GTAGGaTEAAATGOSTAGATATAT GRAGEAACACCAGTEECGAA -GIGGCTCTITGET
GTAGGETEAAATEOOTAGAT ATAT GEAGGEAACACCAGTEGOGAMGEIGECTCTCTEETC

ATAGCGaTEARATGOSTAGATATAT GEAGGEAACACCAGTEEC GAMGEIGECTCTLTGAT
B T T e T T

TETAMC TEACG TEAGEC TCGAALGOGT GOGEAGCAAA CAGEAT TAGATACCCTEET AT
TETAACTEACG TEAGECTCaAALGOGT GOEEAGCAAA CAGEAT TAGATACCCTRAT AT
TETAMC TEAC G TEAGECTCGAALGOGTOOGEAGC AL CAGEATTAGATACCCTRAT AGT
B T e T T

CCACGCCGTA-ALGATGAG TG TAAGTET TGGAGEITT TCCGCLCTTCAGTEC TRCAGLA
O A COTARA GATGAG TR TAAGTAT TAGAGEETT TOCGCCCTTCAGTRC TRCAGEA
O A CaT AR GATGAE TR TAAETAT TAGAGEETT TOCGCCCTTCAGTECTRCAGEA

whdddddidd bbdbbdbbdhdbbdbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb R bRk aR R

AACGCATTAAG ACCTCOGCTEEGEAGTACGALCGCAAGT TRAALC TCAANGEAAT TGN
AACGCATTAAGC ACTCCGCCTAE6GAET ACGACCGCALGET TRAALC TCAARGRAAT TG

AACGCATTAAG AT TOCGC TR0 AT ACGACCGCAA GET TRAAAC TC AANGRAAT TEA
ShdEbRER AR B b REE B d R RREEREER R

CoE6GECC0IGAT -AMGCOETEGAGCATATGT TTAATTC G- 873
CaEGeaCCIGCACAAGCGETEEAGCATATSATTTAATTLG 879

CoEeeaC0laA NG - OO0 TORAGCATATET TTAATTCG- 875
EEERRE b  RRERRRREERREEE dE &
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EK 6.A Kullanilan Cihazlar

e Biyolojik Emniyet Kabini (MN120, NUVE, TURKIYE)

e Etiiv (EN500, NUVE, TURKIYE)

e Firin (FN400, NUVE, TURKIYE)

e -86 Derin Dondurucu (DF290, NUVE, TURKIYE)

e Otoklav (NC40M, NUVE, TURKIYE)

e SuBanyosu (NB9, NUVE, TURKIYE)

e Santrifiij (NF400, NUVE, TURKIYE)

e Mikrosantrifiij (NF24, NUVE, TURKIYE)

e Ph Metre (HI2002-02 edge, HANNA, ABD)

e Calkalamal inkiibator (IS20R, DAIHAN, G.KORE)

e Calkalamali Su Banyosu (MaXturdy, DAIHAN, G.KORE)
e Hassas Terazi (AS220R2, RADWAG, POLONYA)

e Spektrofotometre (UV-5100, METAS, CIN)

e Ultrasonik Su Banyosu (USC 900 TH, VWR, ALMANYA)
e Homojenizator (T25, IKA, ALMANYA)

e Saf Su Cihazi (Direct-Q3, MILLIPORE, ABD)

e HPLC (Infinity 1260, AGILENT, ABD)

e FTIR (Verter 70, BRUKER, INGILTERE)

e Raman Spektoskopisi (Alpha 300 R, WITEC, ALMANYA)
e LC/MS (6460 Triple Quad, AGILENT, ABD)
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EK 6.B Kullanilan Kimyasallar

o Nutrient Broth (Merck, 1054430500)

. Tryptic Soy Broth (Merck 1054590500)

. Plate Count Agar (Merck,1054630500)

. Violet Red Bile Glucose Agar (Oxoid, CM0485)
o Agar Agar (Merck, 1054590500)

J Peptone from soymeal (Merck, 1072120500)

o Casein peptone (Merck, 1072131000)

. Peptone (Oxoid, LP0037)

. Sodyum Kloriir (Merck,1064045000)

o Glucose (Sigma, 16301-1KG)

o Lactose (Fluka, 17814-1KG)

. Fructose (F0127, 16301-1KG)

. Urea (Merck, 1084871000)

. Beef Extract (Sigma, B4888-500G)

. Malt Extract (Sigma, 70167-500G)

o Yeast Extract (Sigma, 70161 -500G)

. Serine (Merck, 107760100)

J Methionine (Merck, 1057070100)

o Potassium phosphate monobasic (Sigma, 04243-1KG)
o Potassium phosphate dibasic (Sigma, 60356-1KG)
o Iron sulfate heptahydrate (Sigma, 12354-1KGQG)

. Magnesium sulfate heptahydrate (Sigma, 63140-1KG)
o %37’1ik hidroklorik asit (Merck,1003172011)

. Sodyum Hidroksit (Sigma, 221465-500G)

. Asetonitril (Merck,1000302500)

. Metanol (Merck,1060092511)

. Etanol (Merck,1009832511)

J Tetrahidrofuran (Sigma, 34865-2.5L)

J Ninhydrin (Sigma, 168149-25G)

. Pyrogallol (Sigma, P0381-250G)

o Potasyum Hidroksit (Merck, 1050121000)
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Fosforik asit (Merck, 1005732500)

Asetik asit (Merck, 1018302500)

Hekzan (Merck, 270504-2.5L)

Biospeedy DNA Izolasyon Kiti (Bioeksen Ltd. Sti. Istanbul/Tiirkiye)

Jasem LC-MS / MS amino asit kiti (Sem Laboratuvar A.S. Istanbul/Tiirkiye)
DOWEX 50W X8-400 (217514-100G)

AMBERLITE IR-120 (06428-100G)
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