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OZET

Bu calismada, Torulaspora delbrueckii ve Trichoderma atroviride kullanilarak, pirinadan mikrobiyal fermentasyon
yoluyla dogal aroma maddelerinin Uretiime olanaklarinin arastirimasi amaglanmistir. Bu amagcla, Torulaspora
delbrueckii ve Trichoderma atroviride ile %10’luk pirina solisyonunun hem erlen hem de biyoreakiér dizeyinde
30°C’de 120 saat fermentasyonu gergeklestiriimigtir. Her iki fermentasyon boyunca mikroorganizmalarin pirinadaki
gelisimleri incelenmistir. T. delbrueckii ve T. atroviride tarafindan Uretilen aroma maddelerinin tanimlanmasi ve
miktarlarinin belirlenmesi gaz kromatografisi kitle spektrometresi ve gaz kromatografisi-olfaktometre ile yapiimistir. T.
delbruecki ve T. atroviride'nin erlen diizeyinde maksimum hucre sayisi artisinin sirasiyla 1.49 ve 1.07 log kob/mL
oldugu belirlenirken, biyorekatér dizeyindeki hiicre artislar ise 2.23 ve 0.92 log kob/mL diizeyinde oldugu tespit
edilmistir. 0-120 saat fermentasyon slresinde T. delbrueckii ve T. atroviride igin spesifik Greme hizlan sirasiyla
0.079/saat ve 0.0299/saat olarak hesaplanmistir. T.delbrueckiinin pirinadan fenil etil alkol (gil) ve mentol (nane), T.
atroviride’'nin ise 1 okten-3-ol (mantar) ve 2-oktenol (yanik, kirli) Urettigi belirlenmistir. Mikrobiyal fermentasyon
sonucunda Uretilen fenil etil alkol, mentol, 1-okten-3-ol ve 2 oktenol’'un maksimum Uretim miktarlari sirasiyla 6.69+0.01
pg/kg, 3.50+0.69 pg/kg, 330.75 pg/kg ve 25.65 ug/kg olarak belirlenmistir. En ylksek verimlilik degerinin 88.81 pg/
kg.saat ile 1-okten-3-ol'e ait oldudu tespit edilmistir. Yapilan duyusal analizler sonucunda, fermente pirina
orneklerinde islak bulgur, toprak, islak kirli havlu, fermente ve mantar aromalarinin yiksek yogunlukta oldugu
belirlenmistir. Yiksek yodunlukta algilan s6z konusu bu aromalar, miktari artan mentol, fenil etil alkol, 1-okten-3-ol ve
2-oktenol ile iliskilendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Pirina, Biyoaroma, Mikrobiyal fermentasyon, Gaz kromatografisi, Duyusal analiz

Production of Bioflavor from Olive Pomace (Olive Mill Waste) by Using Torulasproa
delbrueckii and Trichoderma atroviride

ABSTRACT

In this study, it was aimed that production of natural flavor compounds from olive pomace via microbial fermentation
by using Torulaspora delbrueckii and Trichoderma atroviride. For this purpose, fermentation of olive pomace solution
(10%) by Torulaspora delbrueckii and Trichoderma atroviride was carried out both shake flask and bioreactor scale at
30°C for 120 hours. Growth of microorganisms in olive pomace was investigated during fermentation at both scales.
Identification and quantification of flavor compounds which are produced by T. delbrueckii and T. atroviride were
determined by gas chromatography mass spectrometry and gas chromatography olfactometry. It was found that the
maximum cell increases of T. delbrueckii and T. atroviride were 1.49 log cfu/mL and 1.07 log cfu/mL respectively in
shake flakes, while at the bioreactor scale fermentation, the maximum cell increases were determined as 2.23 log
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cfu/mL and 0.092 log cfu/mL for respectively. Specific growth rate of T. delbrueckiiand T. atroviride were calculated
as 0.079/hour and 0.0299/hour, respectively during 120 hour fermentation. It was determined that T. delbrueckii
produces phenyl ethyl alcohol (rose) and menthol (fresh, mint), T. atroviride produces 1-octen-3-ol (mushroom) and 2-
octenol (burnt, dirty). The maximum amounts of phenyl ethyl alcohol, menthol, 1-octen-3-ol and 2-octenol produced by
microbial fermentation were determined as 6.69+0.01 ug/kg, 3.50+0.69 pg/kg, 330.75 pg/kg and 25.65 pg/kg,
respectively. The highest productivity was found as 88.81 g/ kg.hour for 1-octen-3-ol. Based on the sensory analysis,
wet bulgur, earthy, wet towel, fermented and mushroom were determine at higher intensity in fermented olive
pomace. These flavors can be associated with phenyl ethyl alcohol, 1-octen-3-ol and 2-octenol.

Keywords: Olive pomace, Bioflavor, Microbial fermentation, Gas chromatography, Sensory analysis

GiRi$

Bir gidanin aromasi; hammaddenin dogdal yapisindan ve

o gidanin iglenmesi ve depolanmasi sirasinda
uygulanan iglemlerden kaynaklanabildigi gibi, ilave
edilen baz aroma bilesiklerinden de

kaynaklanabilmektedir. Bu nedenle aroma maddeleri
gida endustrisinde sik kullanilan gida katki maddeleri
arasinda yer almaktadir [1]. Aroma maddelerinin
Ozellikle kullanildigr gida Urdnlerini sit ve sut Urdnleri,
alkolstiz igecekler ve soslar olusturmaktadir [2-4]. Birgok
aroma maddesi, hayvansal (6rn: balina yagi, balmumu)
ve bitkisel (6rn: vanilya bitkisi) kaynaklardan
ekstraksiyon, distilasyon veya kimyasal sentez yollari ile
elde edilmektedir [5]. Aroma maddelerinin bitkisel ve
hayvansal kaynaklardan c¢ok dusik miktarlarda elde
edilmesi, hammaddenin ¢evre kosullarindan etkilenmesi
ve dogal aroma maddelerinin eldesinde kullanilan
ekstraksiyon tekniginin pahali olmasi gibi nedenlerden
dolayr piyasada bulunan bircok aroma maddesinin
kimyasal sentez yoluyla dretildigi bilinmektedir [1,6].
Kimyasal sentez ile aroma maddelerinin Uretimi, daha
kolay ve ucuz olmasi ekonomik agidan avantajli
gorulebilir. Ancak istenmeyen rasemik karigimlarin veya
safsizliklarin  olusmasi (her iki durumda aroma
maddesinin  duyusal  kalitesini  olumsuz  ydnde
etkilemektedir), cevreye zararl Uretim proseslerinin var
olabilmesi, insanlarin tikettikleri gidalarda kimyasal
veya sentetik bilesenlerin  bulunmasini istememesi
(kemofobi) kimyasal sentezin dezavantajlan olarak
6nem arz etmektedir. Bu nedenle, s6éz konusu bu
dezavantajlar aroma Ureticilerini ve aroma konusunda
¢alisgan bilim insanlarini dogal aroma maddelerinin
Uretimi icin alternatif yollar aramaya y&nlendirmistir [7-9].

Dogal aroma maddelerinin biyoteknolojik yollarla Gretimi
ile ilgili hem endustriyel hem de akademik calismalar
son yillarda blytk bir ivme kazanmistir [10].
Biyoteknolojik  Uretimlerde dogal aroma maddesi
Uretiminde c¢ogunlukla tarimsal atiklarin hammadde
olarak kullanilmasi o6n plana ¢ikmaktadir. Tarimsal
atiklarin - mikroorganizmalar igin zengin bir besiyeri
olmalari, tretimler igin gerekli olan bazi bilesenleri dogal
olarak icermeleri (ferrulik asit, yagd asitleri vd.) ucuz ve
kolay temin edilebilmeleri gibi nedenlerle
biyoproseslerde kullaniimalar ekonomik ydnden ¢ok
daha avantajli olmaktadir [11]. Yapilan bir c¢ok
calismada, farkli kif ve maya gesitleri kullanilarak Gzim
kispesi, elma kabugu, portakal kabugdu, tapyoka
kiispesi, seker pancari klspesi, bugday kepegi, soya
fasulyesi kUspesi, piring kepegdi, peynir alti suyu gibi
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tarimsal atiklardan biyoteknolojik olarak aroma maddesi
Uretimi Uzerine yogunlagiimistir [7, 12-18].

Pirina, Marmara ve Ege bdlgelerimizde O6nemli
miktarlarda agida c¢ikan tarimsal atiklarin  basinda
gelmektedir. Ulkemizde agiga gikan yillik pirina miktar
829.816 ton olup, diger atiklar i¢in herhangi bir veriye
rastlanmamistir [19, 20]. Pirina, zeytinyag: fabrikalarinin
bir artigr olup, kalnti zeytinyadi, su, zeytin ¢ekirdegi ve
zeytin pulpundan olugsmaktadir. Zeytin yagi isleme
prosesine bagh olarak 100 kg zeytinden 15-22 kg
zeytinyagi, 35-45 kg pirina elde edilmektedir. Pirina
ortalama % 6-8 oraninda yag icermektedir [21]. Yilhk
aciga cikan pirina miktarlari g6z 6énine alindiginda séz
konusu tarimsal atigin dogal aroma maddesi Uretiminde
hem ucuz hammadde temini acisindan hem de Uretim
tekniginin kolayhdi acisindan degerlendirilmesi mimkin
olabilir. Bu calismada biyoteknolojik Uretimlerde
kullanim potansiyeli olan T. delbrueckii ve T. atroviride
kullanilarak, pirinadan mikrobiyal fermentasyon yoluyla
dogal aroma maddesi Uretiime potansiyelinin ortaya
konmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Pirina ve Saf Kulttrler
Calismada kullanilan pirina Edremit'te zeytinyagi
Uretimi  yapan isletmelerden temin edilmistir. Pirina
kullanilincaya kadar  -18°C’de derin dondurucuda
saklanmistir.  Mikrobiyal kdltirler  Torulaspora
delbrueckii NRRL Y-11634 ve Trichoderma atroviride
NRRL 31396 ARS Culture Collection (NRRL) (Peoria,
lllinois, ABD)’'dan temin edilmigtir. Calismada
kullanilan tim kimyasal malzemeler ve mikrobiyal
besiyerleri Merck (Darmstadt, Almanya) ve Sigma

Aldrich (St. Louis, MO, ABD)'den temin edilmis olup
analitik ve/veya kromatografik safliktadirlar.

Pirinanin Genel Bilesimi
Calismada kullanilan pirinanin pH, nem (%), kil (%),

azot (%) ve yag (%) miktarlan AOAC [22]'e gore
belirlenmistir.

Saf Kiiltiirlerin  Cogaltiimasi
Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

ve Hicre/Spor

Calismada kullanilan saf kiltdrlerden T. delbrueckii Malt
Dextrose Yeast Agar (MDYA %4) da 30°C’de 72 saat, T.
atroviride ise Malt Extract Agar (MEA) da 30°C’de, 7 glin
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inkilbe edilmistir. inkiibasyon sonunda gelisen agarda
gelisen T. atroviride sporlari ve T. delbruecki hlcreleri
steril % 0.1 (w/v)lik Tween 20-80 ile yikanarak steril
falkon tlplerine alinmigtir. Daha sonra tiipler 3000g’de 5
dk santriflj edilerek mikrobiyel pelletler elde edilmistir.
Mikrobiyel pelletler %0.85'lik serum fizyolojik su (SF,
%0.85 NaCl) ile yikanmistir (2-3 kez). Daha sonra pellet
3000g'de 5 dakika santriflij edilerek, %0.85 SF ile
seyreltilmistir. Hazirlanan mikrobiyel suspansiyonun
Thoma lami ile mikroskobik sayimi gerceklestirilmistir.
Hazirlanan mikrobiyal suspansiyonlarin konsantrasyonu
10%7 spor/mL (T. atroviride igin) veya 10%” hiicre/ mL (T.
delbrueckii igin) dizeyindedir [23, 24].

Pirinanin Erlen Diizeyinde Fermentasyon igin
Hazirlanmasi

isletmelerden alinan ve -18°C’de depolanan pirina
Oncelikle buzdolabl  kosullarinda  ¢dzindUrtldikten
sonra icerdikleri yabanci maddeler temizlenmis ve
mikron 6gutict kullanilarak 6gutilmuastdr.  Pirinanin
%10'luk (w/v distile su) solisyonu 1 L'lik schott sisede
hazirlanmis  ve 50 mLllik kapakhh erlenlere
paylastiriimigtir. Erlenlerdeki sollisyonlar 121°C'de 15
dakika steril edilmis ve oda sicakligina sogutularak

kaltdr ortamlarina 6nceden hazirlanan mikrobiyel
slispansiyondan konsantrasyonu 10%7 hiicre veya
spor/mL besi ortami olacak sekilde ayri ayn
inokulasyonlari  gerceklestiriimigtir. Erlen dizeyinde

fermentasyon denemeleri, T. delbrueckii igin 30°C’de 72
saat 120 rpm karistirma hizinda, T. atroviride igin
30°C’'de 120 saat 120 rpm kanistirma hizinda
yUratalmustar

Pirinanin Biyoreaktér Duzeyinde Fermentasyon
Icin Hazirlanmasi

Pirinanin erlen dizeyinde fermentasyonu sonrasinda
blylk hacimde Uretimlerin denenmesi ve arastiriimasi
amaciyla biyoreaktdr kosullarinda da Uretim denemeleri
gergeklestirilmistir. Bu denemelerde 5Llik kesikli
biyoreaktér (Biostat A-plus®, Sartorius, Melsungen,
Almanya) 4 L calisma hacmi ile kullaniimigtir. Pirina
solisyonu erlen diizeyindeki ¢alismalarda oldudu gibi
%10'luk (w/v distile su) olarak hazirlanmigtir. Biyoreaktor
121 °C de 30 dakika steril edilerek Uretime hazir hale
getirilmigtir. Biyoreaktor Uretimleri her iki
mikroorganizma igin 30°C’de 120 rpm karistirma hizinda

120 saat boyunca ydritilmustar. Tam UOretimler 0.325
vvm’de gerceklestirilmistir.
Mikroorganizmalarin

Geligimlerinin izlenmesi

Fermentasyon Boyunca

Pirinda hem erlen dizeyinde hem de biyoreaktor
dlzeyinde fermentasyon boyunca mikroorganizmalarin
gelisimleri dékme plak  kdltlrel ekim ydntemleriyle
izlenmigtir. Bu amagla her iki mikroorganizma tUri icin
kullanilan besiyeri Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol Agar (DRBC) dir. Petri kaplarina
ekimleri yapilan mikroorganizmalarin inkibasyonlar
saf kaltdrlerin gogaltiimasi igin kullanilan inkiibasyon
sicaklik ve sureleri ile aynidir [25]. Kullanilan her bir
mikroorganizmanin  biyorekitdr kosullarinda blyume
davranisi  maksimum spesifik Ureme hizi (y) ve
ikilenme sUresiyle (1) ifade edilmistir. Maksimum Greme
hizi ve ikilenme slresi Ray [26]'e gére hesaplanmistir.

Ucgucu Bilesenlerin Analizi

Pirinada olusan ugucu bilesenlerin ekstraksiyonu igin
kati faz  mikroekstraksiyon = metodu (SPME)
kullaniimigtir [27]. Ugucu bilesenlerin  tanimlanmasi ve
miktar  belirlemesinde Gaz  Kromatografisi-Kitle
Spektrometresi (GC-MS) ve Gaz Kromatografisi-
olfaktometre (GCO) kullaniimistir [25 ve 28].

Duyusal Analizler

Fermente pirinada meydana gelen aroma degisimlerinin
duyusal olarak belilenmesi Spectrum® analizi ile
gercgeklestirilmistir. Degerlendirmeler, deneyimli 7 kisilik
panel grubu tarafindan_yapimistir. Panel dyeleri
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Gida MUhendisligi
Bolimi  6gretim  Uyeleri ve yuksek lisans-doktora
6grencilerinden (4 erkek ve 3 bayan) olusturulmus olup
yaslarl 24-45 arasinda degismektedir. Panelistler
tarafindan pirinada belirlenen terimlerin yogunluklari 15
puanh skala ile degerlendirilmistir (0=¢ok disuk, 15=
¢ok yogun). Fermente Uriinler panelistiere 40 mL’lik
kapakl kavanozlarda 40°C’de sunulmustur. Fermente
atiklarin sicakliklarinin sabit tutulmasi icin kavanozlar
isitict  plaka Uzerinde tutulmustur. Panelistlerden
atiklarin ~ bulundugu kavanozun tepe boslugunu
koklayarak algiladiklart aroma yogunluklarini skala
Uzerine isaretlemeleri istenmigtir [29]. Fermente
pirinalarin deg@erlendiriimesi i¢in kullanilan referanslar
maddeler Tablo 1’de gbsterilmistir.

Tablo 1. Duyusal degerlendirmelerde kullanilan referanslar

Duyusal Terim Referans

Ham zeytin Zeytin ezmesi

Islak Bulgur Sicak su ile islatiimig ve 10 dakika beklemis bulgur veya kepek
Yagimsi Rafine sivi yag

Odun/bitki Yesil bitki ve talag parcalari

Tatl/ransit 10 yL Butirik asit (%1°lik poli etilen glikolde hazirlanmisg)
Toprak Nemli toprak

Islak kirli haviu Nemli kirli havlu

Fermente Fermente Tursu

Tath aromatik Bal, vanilin

Metalik, Mantar  1-okten-3-ol
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istatistiksel Analizler

Calismada hem erlen hem de reaktdr dlzeyindeki
fermentasyonlardal) ugucu bilesenlerdeki degisimleri ve
2) duyusal 6zelliklerdeki degisimleri istatistiksel olarak
belirlemek amaciyla tek yénli (One-way ANOVA) teknigi
kullanilimigtir.  Varyans analizinin  sartlarini  yerine
getirmeyen veriler (varyanslarin homojenligi ve normal
dagilim) igin varyans analizinin parametrik karsiligr olan
WELCH testi kullanilmistir. Istatistiksel olarak 6nemli
olan degisimlerin ortaya konmasi amaciyla ise TUKEY
coklu karsilagtirma (TUKEY-HDS) testinden
yararlanilmistir [30]. S6z konusu istatistiksel analizler
icin SPSS for Windows (version 20.0), Minitab (version

16.0) ve MSTAT-C istatistik paket  programlari
kullaniimisgtir.
BULGULAR ve TARTISMA

Pirinanin Genel Bilesimi

Pirinanin  genel bilesimlerini  belirlemek amaciyla
yapilan nem (%), kil (%), toplam azot (%) ve yag (%)
tayinleri sonucunda pirinanin  pH'si 5.43£0.01, nem
miktarn % 53.32+0.04, kil miktari %1.39£0.01, toplam
azot miktari% 0.38+0.01 ve kalinti yag miktari ise %
4.02+0.34 olarak belirlenmistir. Galismada kullanilan
pirinanin genel bilesimi yapilan bazi ¢calismalarda elde
edilen sonuglarla benzerlik gbstermektedir [31-34].
Ornegin; pirinanin  genel bilesiminin belirtildigi  bir
calismada [34], zeytinyagd! Uretiminde kullanilan iki veya
U¢ fazll sikma sistemine gére pirinanin kimyasal

kompozisyonunun degistigi belirtilirken, nem miktarinin
%25-70, kalinti yag miktarinin da %3-8 arasinda oldugu
ifade edilmistir. Benzer sekilde, Baeta-Hall ve ark., [31]
pirinanin  nem miktarinin  ortalama %58-67, kil
miktarinin %2-3.4, yag miktarinin %0.98-8.12, toplam
azot miktarinin kurumadde de %0.95-1.17 arasinda
degistigini bulmuglardir.

T. delbrueckii ve T. atroviride'nin Pirinadaki
Mikrobiyal Geligimlerinin Incelenmesi

Pirinada T. delbrueckii ve T. atroviride’nin erlen
dizeyinde  gelisimleri Tablo 2'de  verilmigtir.
Fermentasyon  boyunca pirinada T. delbrueckiinin
hucre sayisinda maksimum 1.49 log kob/mL’luk, T.
atroviride’'nin hicre sayisinda ise maksimum 1.07 log
kob/mL’luk bir artisin meydana geldigi belirlenmigtir.
Ayrica T. delbrueckiinin mikrobiyal gelisiminin
fermentasyon slresince devam ettigi belirlenirken, T.
atroviride’'nin mikrobiyal gelisiminin 72 saat boyunca
devam ettidi bu slre sonunda ise duragan faza gegtigi
tespit edilmistir (Tablo 2).

T. delbrueckiive T. atroviride ile biyoreaktér dizeyinde
gerceklestirilen fermentasyonda g6zlemlenen
mikrobiyal gelisimler Sekil 1°de gosterilmistir. Hem T.
delbrueckiinin  hem de T. atroviride'nin pirinada
biyoreaktér ortaminda hiicre sayisi artiginin 72 saat
fermentasyon boyunca hizli bir sekilde arttigi, bu sire
sonunda her iki mikroorganizmanin hicre sayisinda
azalmanin meydana geldigi ve gelisimlerinin duragan
faza gectigi goriimektedir.

Tablo 2. Pirinada T. delbrueckiive T. atroviride’nin erlen diizeyinde geligimleri

Fermentasyon siresi

Ortalama Hiicre Sayisi + SH (log kob/mL pirina sollisyonu)

(saat) T. delbrueckii T. atroviride
0 5.15+0.01 6.62+0.04
24 6.22+0.04 6.38+0.08
48 6.25+0.01 6.47+0.01
72 6.64+0.04 7.69+0.01
120 - 7.30+0.29

SH: standart hata, -Mikrobiyal sayim alinmamistir.

— 8,5 7
H
(=]
> 8 4 —~
3 //E ~
o
27,5 4 d \\
£ Ve \}\
_n._ 7 /2 -
Sos - ¥ -
51 €T e ==
] -~ —- - —i ----- —
=T} / . -
2 6 7 -
z s -
&€~
o
E 5 4
2
Sa
5 45 1
=
£
5 4
3,5 . ; . ‘ ‘
0 24 a8 72 26 120

Fermentasyon siiresi (saat)

—a— T. delbrueckii

— @ =T. atroviride

Sekil 1. Pirinada biyoreaktér kosullarinda T. delbrueckii ve T. atroviride’'nin gelisimleri
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Biyoreaktér ortaminda, T. delbrueckiinin maksimum
hicre sayisi artiginin 2.23 log kob/mL dlzeyinde, T.
atroviride’nin hiicre sayisi artisinin ise 0.92 log kob/mL
dlzeyinde oldugu belirlenmisgtir. Her iki
mikroorganizmanin mikrobiyal Ureme kinetigi, spesifik
Ureme hizi (n) ve ikilenme siresi (f;) agisindan
incelendiginde, 0-120 saat fermentasyon siresince T.
delbrueckii icin | de@eri 0.079/saat, ikilenme siresi (tg)
8.76 saat; T. atroviride igin Y degeri 0.0299/saat, 14
degeri ise 23.17 saat olarak belirlenmistir.

Calismamizda T. delbrueckiinin igin tespit ettigimiz
maksimum hlcre sayisi artisinin  yapilan diger
calismalarda saptanan degerlerle uyumlu oldugu ancak
spesifik Greme hizinin ise daha disik oldugu tespit
edilmigtir. T. atroviride igin belirlenen maksimum hcre
sayisl ve spesifik Ureme hizinin ise Trichoderma tirleri
icin belirlenen maksimum hiicre sayisi ve spesifik Greme
degerleri ile genel olarak uyumlu oldugu saptanmistir
[35-37]. Ornegin, sarap fermentasyonu igin S.
cerevisiae ve T. delbrueckii karigik maya kalturt
kullaniminin aragtinldigr diger bir calismada [38], 25 °C
ve 120 rpm karnstirma hizinda modifiye YPD (Yeast
Pepton Dextrose) sivi besiyerinde hiicre sayisi artisinin
T. delbrueckii igin 2-2.5 log kob/mL arasinda oldugu
tespit edilmigtir. Alves-Araujo ve ark., [35] yaptiklari bir
calismada glikoz, sakkaroz ve maltoz gibi farkl seker
turlerini iceren YP sivi besiyerlerinde, 160 rpm
kanstirma hizinda ve 30°C’de  gergeklestirilen
inklibasyon kosullarinda T. delbrueckiinin spesifik
Ureme hizini sirasiyla 0.56/ saat., 0.59/saat ve 0.48/saat
olarak belirlemislerdir. Benzer sekilde yapilan diger bir
calismada ev yapimi misir ve piring ekmegi
hamurundan izole edilmis farkli T. delbrueckii suslarinin
YPS (Yeast Pepton Sucrose) sivi besiyerinde spesifik
Ureme hizinin 0.53/saat ile 0.62/saat arasinda degistigi
belirlenmistir [39]. Buna karsin, yapilan diger bir
calismada [36] ise aneareobik kosullarda Tween 80,
Ergosterol ve kompleks mineral igeren sentetik
besiyerinde 25°C’de T. delbrueckii CBS 1146 igin
maksimum spesifik Oreme hizinin 0.03/saat oldugu
bildirilmigtir. Yapilan didger bir calismada ise, seker
pancari  klUspesi ve piring atiginda geligtirilen
Trichoderma reesei igin spesifik Ureme hizi sirasiyla
0.120/saat ve 0.100/saat olarak belirlenmigtir [40]. Felse
ve Panda [37] kitinden Trichoderma harzanium ile
kitinaz Uretimini inceledikleri bir ¢alismada, séz konusu
mikroorganizma  i¢in  spesifik  bUyime  hizinin
fermentasyon ortaminin karistirlma hizina bagl olarak
0.02/saat ile 0.05/saat arasinda  degistigini
belirlemiglerdir.

T. delbrueckii ve T. atroviride Tarafindan Pirinada
Uretilen Aroma Maddeleri

Calismada erlen dizeyinde T. delbrueckii ve T.
atroviride ile fermente edilmis pirinada belirlenen aroma
aktif bilesenler Tablo 3'te sunulmustur. Genel olarak,
pirinada yogunluklari ylksek aroma aktif bilesenler;
izovalerik asit (eksi, meyvemsi), stiren (kirli), o-kresol
(1slak kirli havlu), guaiakol (yanik seker), (E), 2-nonenal
(saman), (E,Z)-2,6-nonadienol (saman), 2,4 nonedienal
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(kizarmis yag), (E,E)-2,4-decadienal (yanik, kizarmis
yag), bilinmeyen 1 (kirli, asit) ve bilinmeyen 2 (metalik),
olarak belirlenmistir.

T. delbrueckii ile fermente edilmis pirina Orneklerinde
sadece iki aroma aktif bilesenin yogunlugunun kontrol
grubu pirina érneklerinden daha yilksek oldugu tespit
edilmistir. S6z konusu bu aroma aktif bilesenler fenil etil
alkol ve mentolddr. Kontrol grubu (kontrol 1)
Orneklerinde belirlenen diger aroma maddelerinin
yogunluklarinin T. delbrueckii ile fermente olmus pirina
Orneklerinden daha ylUksek oldugu belirlenmistir. T.
atroviride ile fermente edilmis pirina 6rneklerinde ise
sadece bir adet aroma aktif bilesenin yogunlugu kontrol
grubu pirina  6rneklerinden daha yiksek oldugu
bulunmustur. Yogunlugu artan bu aroma maddesi 1-
okten-3-ol (mantar) olarak tespit edilmistir. Diger taraftan
kontrol grubunda (kontrol 2) vylksek yogunlukta
belirlenen diasetil (tereyagi), pentanon (yag benzeri),
bilinmeyen 1 (kirli asit), izovalerik asit (kirli asit),
metiyonal (haslanmis patates), o-kresol (islak Kirli
havlu), fenil etil alkol (gul), karveol (nane) ve (E,E)-2-4-
dekadienal fermente 6rneklerde tespit edilememistir
(Tablo 3).

Erlen dizeyinde T. delbrueckii ve T. atroviride ile
fermente olmus pirinada belirlenen aroma
bilesenlerinden miktari artanlar Tablo 4’te gdsterilmigtir.
Yapilan varyans analizi sonucunda fenil etil alkol ve
mentol miktarlar agisindan kontrol grubu pirina érnekleri
ile T. delbrueckii ile fermente olmus pirina ornekleri
arasinda o6nemli fark oldugu bulunmustur (P<0.05).
Buna gbre, her iki aroma maddesinin miktarinin
fermente edilmis pirina orneklerinde kontrol grubuna
g6re daha ylksek oldugu belirlenmistir (P<0.05). Fenil
etil alkol ve mentolin fermente olmus pirina érneklerinde
yuksek olmasi, T. delbrueckiinin pirinada bu iki aroma
maddesini Urettigini gbéstermektedir. Nitekim, yapilan
GCO analizleriyle de her iki aroma maddesinin
yogunlugunun fermentasyon sunucunda arttigi tespit
edilmistir. T. atroviride ile fermente olmus pirina
Orneklerinde belirlenmemesine ragmen 2-oktenol’un
(yanmus, kirli) miktarinin fermentasyon siiresince arttigi
GC-MS analizi ile belirlenmigtir. Diger taraftan hem 1-
okten-3-ol hem de 2-oktenol kontrol grubu pirina
Orneklerinde belirlenmezken, T. atroviride ile fermente
olmus orneklerde sirasiyla 330.75 pg/kg ve 25.65 pg/
kg dlzeyinde saptanmigtir. Bu durumda, T.
atroviride’nin pirinada her iki aroma maddesini Urettigini
gOstermektedir.  2-oktenol'un GCO  analizi ile
belirlenmemesine ragmen GC-MS ile belirlenmesi
durumu aroma maddesinin esik degeri ile ilgili oldugu
sOylenebilir. GUnk( bir aroma maddesinin GCO ile
belirlenbilmesi i¢in hem “aroma egik degerinin Uzerinde
hem de ‘aroma tanima esik degerinin Ulzerine olmasi
gerekmektedir. Bir aromanin ‘aroma egik degeri’ s6z
konusu aromanin tepkiye neden olmasi igin gerekli en
dislk konsantrasyonu olarak tanimlanirken, ‘aroma
tanima esik degeri’ ise o bilesigin taninmasi igin gerekli
olan en dislUk konsantrasyon olarak ifade edilmektedir
[41].
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Tablo 3. T. delbruecki ve T. atrovirde ile fermente edilmis pirinada belirlenen aroma akif bilesenler

R Belifleme Aroma yodunlugu (OrtalamaxSH)

RIZ Aroma Aroma Tanimi yontemi | Kontrol | T. delbreck? | Kontrol T. atroviride®
524 Dimetil siiffit Snffr RI.Or 025+025 D025:025 TE TE

538  Diasetil Tereyad RI,O 2.0x0.01 TE 275025 TE

734  Pentanon Yad benzeri RI,MS,0 TE TE 1.0+0.10 TE

802 Hekzenal Cimen RI.MS,0 0.5x0.50 0.25: 2752025  1.25:0.75
856  Bilinmeyen 1 Kirli, asit RI,O 4.25:025 375075 375075 TE

862  lzovalerik asit Eksi meyvemsi RI.C 3752375 4.0+1.0 3.0x0.10 TE

869  Stiren Asit, kirli RI,MS,O 5.25£225 475075 TE TE

208  Metiyonal Haglanmis patates  RI.O 1.0+0.01 TE 3.520.50 3752175
928  Z-asetil-1-piralin Patlamig misir RI,O TE TE 050050 2.0£010
975  Bilinmeyen 1 Metalik RIMS.C 5752075  4.0£1.0 8.0+0.50 8.5+0.50
934  1-okten-3-ol Mantar RIMS O TE TE TE 10.5+0.50
999  Hekzl asetat Kolonya RI.Cr 250050 1.0=1.0 4.0+0.10 1.5+1.50
1040 Limonen Sitrus, ferah RIMS.O 1.0x010 TE 1.0£0.10 TE

1050 Benzenasetaldehit Pudra/gl RI,MS,O 3.0+0.01 0.9+0.10 3.75£1.25 351150
1058  Bilinmeyen 1 Yag RI.C 250£050 250+2.50 250050 2020
1077 o-kresol Kirli 1slak haviu RI,MS,O 3.0+0.01 3.5x0.50 350050 TE
1095  Guaiakol Yanik geker RIMS O 2752025 3.0+0.01 6.0+0.10 6.5+0.10
1120  Bilinmeyen 2 Eksi RI.Cv TE TE 125125 2010
1144 Fenil etil alkol Gl RIMS,O 2.0+0.01 4 50+0.50 6.0+0.10 TE
1157 (Z)»-2-nonenal Salatalik RI.MS,O 150050 TE 6.0+0.10 4.0+0.50
1158 (E.Z)-2,6-nonadiencl  Saman RI.O 450050 3.0+1.0 6.0+0.10 4 5050
1181 Karveol Nane RI.MS.O TE TE 3.5+0.10 TE
1186 Maftalin Katran RI.MS,C 1.0+0.01 TE 1.5+0.50 0.520.50
1180  Mentol Mane RI.MS,O TE 2.0+0.01 TE TE
1216 2 4-nonadienal Kizammig yag RI.MS5,0 4 50050  1.0+0.01 4 0+0.01 2.0+010
12580  Karveon Laktonsath RI.O 250050  3.0&0.01 254050 2.00.10
1268  Geraniol Tatl RI.O 1.75£025  1.5x0.01 2.5+050 1.0=0.10
1322 (E,E)}24-dekadienal Yanik kizarmigyad RIMS,O 4 50050 1.50£0.50 475:025 TE
1372  o-kubeben Tatl RIMS,O 1.0+0.01 1.5+0.01 140060 2.0«010
1382 Bilinmeyen 3 Saffir RO 176025 TE TE T.E

RI: Alkornma indeksi HP-& M3 kolonda hesaplanmistr. =120 s..aat fermentasyon sonunda belidenen aroma yogunlugu, SH: 5.tan|:|art hata,

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

Hacim artinm amaciyla yapilan c¢alismalarda erlen

Tablo 4. T. delbrueckii ve T. atroviride ile fermente edilmis pirinada GC-MS ile
belirlenen bazi aroma maddeleri

Ortalama Miktar+SH (ug/kg pirina sollsyonu)®

Aroma Maddesi Aroma Tanimi

Kontrol T. delbrueckii

Fenil etil alkol Gl 0.29+0.06" 6.69+0.01"
Mentol Nane 0.130.01% 3.50+0.69"
T. atroviride

1-okten-3-ol Mantar T.E 330.75+22.54
2-oktenol Yanmis kirli T.E 25.65+0.96

372 saat fermentasyon sonunda beliflenen aroma maddelerinin oransal bollugu, ®120 saat
fermentasyon sonunda belirlenen aroma maddelerinin oransal bollugu, T.E: tespit edilemedi. SH:
standart hata

mikroorganizma tarafindan Uretilen aroma maddelerinin

dlizeyinde Uretimi gerceklestiriien aroma maddelerinin miktarlarinin  fermentasyon slresine bagll olarak
biyoreaktér duzeyindeki degisimleri Tablo 5'de degisim gosterdigi belirlenmistir (P<0.05).
verilmigtir. Yapilan varyans analizi sonucunda her
Tablo 5. Biyoreakttr kesullarinda 7. delbrueckiive T. atrovitide ile fermente edilmig pirinada GC-MS ile belirlenan bazi aroma maddeleri
Ortalama miktart+SH (ug/kg pirina solisyonu)®
.:nrog;a . ._T_«roma T. delbrueckiiile fermentasyon siresi (saat) Verimlilikt
adaes! animi 0 2 48 72 % 120 OrtalamatS H
Fenil etil alkol Cicek, Gul 4.48+0.295 19.831+1.32"%  21.76+4.80"° 27.35+1.838 29.63£1.73* 27.91+1.27%8 0.30+0.01
Mentol Nane 2.59£0.12¢  2.80+0.24° 4.67+0.22% 8.18£0.89% 5.95+0.25% 6.0£0.12% 0.11+0.01
Aroma T. atroviride ile fermentasyon siresi (saat)
Aroma Maddesi Verimlilik®
Tanimi 0 24 48 72 % 120 Ortalama:SH
1-okten-3-ol Mantar TE 80.8446.47°  423.10£15.06* 308.03£5.55°°  358.45+1.37%%  333.40:2.49% 8.810.31
2-oktenol Yanik, Kirli TE 4.33£0.42° 42.45£0.33* 30.57£1.10%¢ 37.95£1.31%8 30.76£1.79%¢ 0.8840.01

“PFermentasyon suresince farkli buyuk harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark onemlidir (P=0.05). =120 saat fermentasyon boyunca belirlenen aroma maddelerinin oransal
bollugu, ®Aroma maddesinin maksimum miktannin belidendidi fermentasyon stiresine gore hesaplanmis olup binmi pg/kg pirina solisyonu.saat'dir,, T.E: tespit edilemed. SH

standart hata
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T. delbrueckii tarafindan pirinda Gretilen aroma
maddelerinin  biyoreakidér  dizeyindeki  degisimleri
incelendiginde, fenil etil alkollin 72 saat fermentasyon
stresince mikrobiyal  Uretiminin  oldudgu ve bu
fermentasyon siresinden sonra miktarinda dnemli bir
degisimin olmadigi bulunmustur. Kultir ortaminda
Uretilen mentolln ise 72 saat fermentasyon siresince
Uretildigi ve bu fermentasyon slresinden sonra
miktarinin  6nemli duzeyde azaldigi belirlenmigtir
(P<0.05, Tablo 5). T. atroviride tarafindan pirinada
Uretilen aroma maddelerinin biyoreaktdr dlzeyinde
degisimi incelendiginde (Tablo 5), hem 1-okten-3-ol’lin
hem de 2-oktenol’un kultur ortamindaki miktarlarinin 48
saat fermentasyon slresince arttigi belirlenmistir. 48
saat fermentasyon siresinden sonra her iki aroma
maddesinin  miktarinin  énemli  dizeyde azaldigi
belirlenmistir (P<0.05). Biyoreakt6ér ortaminda hem T.
delbrueckii and hemde T. atroviride tarafindan Uretilen
aroma maddelerinin konsantrasyonlarinin  belli  bir
fermentasyon suresi sonunda azalmasinin,
havalandirmali biyoreaktér ortamlarinda dretilen ugucu
maddelerin kaltar ortamindan kacmasindan
kaynaklandigi (stripping efect) disuniimektedir. Bu
nedenle bu tir sistemlerde ileri kinetik modellemelerle
Uretimlerin gerceklestiriimesi yapiimaktadir [18].

Bir aroma maddesinin verimlilik degeri esas olarak,
aroma maddesinin  maksimum degerde oldugu
fermentasyon siresi baz alinarak birim kiltdr ortaminda
birim saatte Uretilen miktarini ifade etmektedir. Buna
gore, T. delbrueckii ve T. atroviride tarafindan Uretilen
aroma maddelerinin verimlilik degerleri incelendiginde
(Tablo 5) en yiksek verimlilik degerine 1-okten-3-ol
(88.81 g/ kg.saat)’'un sahip oldugu gérilmektedir. Bu
durum  1-okten-3-olun  pirinada T.  atroviride
fermentasyonu ile belirlenen diger aroma maddelerin
daha hizh ve daha ylksek miktarda Uretildigini
gbstermektedir. Ayrica, T. delbrueckii
fermentasyonunda ise fenil etil alkolun verimlilik
degerinin mentolun verimlilik dederinden daha ylksek
oldugu goértlmektedir.

T. delbrueckii ve T. atroviride kullanilarak dogrudan
tarimsal atiklardan aroma maddesi Uretiminin incelendigi
calismalara literatirde rasttanmamasina ragmen, her iki
mikroorganizma tlrinin aroma Uretiminin arastinldigi
calismalar mevcuttur [42-44]. Bununla birlikte bitkisel
materyallerde bulunan monoterponoid tlrevli bilesikler
T. delbrueckii tarafindan mikrobiyel oksidasyona
ugratilarak farkli 6zellikte aroma maddelerinin Uretildigi
rapor edilmistir. Yapilan bir galismada T. delbrueckiinin
nerol (cicek, tatl) ve linalool (sitrus)’u
biyotransformasyona ugratarak a-terpineol (gigek, sitrus)
Urettigi, yine nerol’den geraniol (gicek, gul) Uretme
yetenegine sahip oldugu belirlenmistir [43].

Trichoderma tirine ait olan T. viride ve T. harzanum
suglarinin hindistan cevizi aromasi veren 6-pentil-piron
ve seftali aromasi veren y-dekalakton Uretimlerinin
oldugu vyapilan c¢alismalarla belirlenmigtir [45-47].
Bonnarme ve ark., [48] tarafindan yapilan c¢alismada
farkli Trichoderma spp. tirlerinin %5 oraninda hint yagdu,
findik yagi, 0zUm c¢ekirdegi yag ve keten tohumu
yaglarinin ilavesi ile yapiimis sentetik besi ortaminda 6-
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pentil-a-piron Uretimi incelenmistir. T. viride TSP2
susunun kullanilan tim yaglarda 6-pentil-a-piron (6-PP)
Uretimini iyi bir sekilde gercgeklestirdigini belirlemiglerdir.
6-pentil-a-piron’'un  Uretim  miktarinin  en  yiksek
miktardan en disik miktara dogru hint yagi, keten
tohumu, Gz0m cekirdegi yagdi ve findik yaginda oldugu
bulunmustur.

T. delbrueckii tarafindan dretilen mentol’in kaltir
ortaminda bulunan ¢esitli monoterpenoidleri mikrobiyal
oksidasyona ugratarak, fenil etil alkol Gretimi ise alkol
asetiltransferaz enziminin reaksiyonlari veya pirinada
bulunan dallanmis amino asitlerin Ehrlich metabolik
yoluna  (Ehrlich  Pathway)  girmesiyle  Uretildigi
distinilmektedir. Nitekim, yapilan calismalarda ester
tarevli bilesiklerin mayalar tarafindan Gretilen asetil
koenzimA ve asetiltransferaz enzimleriyle, alkol tirevli
bilesiklerin ise Ehrlich metabolik yoluyla dallanmis
amino asitlerin transaminasyonu, dekarboksilasyonu,
oksidasyonu ve indirgemesi ile biyokimyasal olarak
Uretildigi bildiriimektedir [49-51]. Pirinanin T. atroviride
ile fermente edilmesiyle ile yiksek miktarda olusan 1-
okten-3-ol ve 2-oktenol'un’iin ise Ozellikle ¢oklu
doymamis yag asitlerinin otooksidasyonu ve/veya
enzimatik oksidasyonu ile dretildigi  bilinmektedir.
Ozellikle lipoksigenaz enziminin linoleik asidi okside
etmesiyle olugan bilesiklerin hidroperoksit liyaz ve alkol
oksidorediktaz enzimlerinin parcalanmasi veya halkal
yapiya getiriimesiyle olusmaktadir. Ancak, mikrobiyel
olarak Uretilen ve mantar aromasi veren 8 karbonlu
bilesiklerin 6zellikle linoleik asidin lipoksigenaz enzimi
yerine heam dioksigenaz enzimi ile oksidasyonu ve
daha sonrasinda olugan bilesiklerin 10 hidroksiperoksit
enzimi ile pargalanmasi ile olustugu ifade edilmektedir
[42,52].

Aroma maddeleri konusunda yapilan calismalarin
bircogu genel olarak sadece ugucu bilesenlerin
saptanmasina ydneliktir. Her aroma maddesinin ugucu
oldugu, ancak her ugucu bilesenin aroma olmadig
distndlirse yapilan aroma c¢alismalarinin  duyusal
analizlerle de desteklenmesi  gerektigi  ortaya
cikmaktadir [29, 53]. T. delbrueckki ve T. atroviride ile
fermente edilmis pirinanin duyusal 6zellikleri sirasiyla 10
ve 12 adet duyusal tanimlayici terim ile ortaya
konmustur. Fermente pirinalara ait duyusal 6zellikler
Tablo 6’da gdsterilmistir.

Islak bulgur, toprak, kirli havlu kokusu ve fermente
aroma bakimindan T. delbrueckii ile fermente edilmis
pirina ornekleri ve kontrol 1 grubu pirina ornekleri
arasinda 6nemli farkhliklarin oldugu belirlenmistir. Buna
gbre, panelistler tarafindan T. delbrueckii ile fermente
edilmis pirina 6rneklerinde fermente, 1slak kirli haviu ve
toprak aromalari kontrol grubu pirina 6rneklerine gére
daha yiksek yogunlukta algilanmistir. Islak bulgur
aromasinin ise kontrol 1 grubu pirina érneklerinde daha
ylksek oldugu belirlenmistir. T. atroviride ile fermente
edilmis pirina &rneklerinde ise fermente ve mantar
aromalart kontrol 6rneklerine gére (kontrol 2) daha
ylksek yogunlukta algilanmistir (P<0.05). Duyusal
degerlendirme sonuglari g6z 6ndnde
bulunduruldugunda, T. delbrueckii ile fermente olmus
pirina orneklerinde fermente ve kirli havlu aromalari
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Uretilen mentol ve fenil etil alkolun Gretiimesiyle, benzer 1-okten-3-ol ve 2-oktenol’'un miktarinin artmasiyla

sekilde T. atroviride ile fermente olmus pirinada mantar iliskilendirilebilir.

ve fermente aromalarin yiksek yogunlukta algilanmasi
Tablo 6. T. delbrueckiive T. atroviride ile fermente edilmis pirinanin duyusal 6zellikleri
Aromatik zellik Duyusal Puan® (Ortalama+SH)

Kontrol 1° T. delbrueckii Kontrol 2° T. atroviride

Ham Zeytin 1.321£0.20 0.9+0.15 1.05+0.11 2.60+1.40
Islak Bulgur 2.25+0.18" 1.57+0.20° 1.50+0.30 1.40+0.10
Yagimsi 0.50+0.05 0.70+0.0 1.50£0.70 0.80+0.10
Odun/bitki 0.70+0.10 0.70+0.10 1.0+0.04 1.20£0.10
Tatli/ransit 0.35+0.16 0.60+0.20 0.90+0.03 0.80+0.07
Toprak 0.70+0.158 1.030.05" 0.70+0.15 1.03+£0.10
Kirli haviu 0.60+0.10° 1.28+0.25" 0.70+0.15 0.70+0.03
Fermente 0.80+0.40° 2.03+0.20" 0.71+0.28° 2.2140.15"
Tath aromatik 0.80+020 1.1710.20 1.20+£020 1.75£0.25
Metalik 0.40+0.20 0.40+0.15 0.65+0.0 0.70+0.15
Mantar TE TE 0.20+0.20° 1.80+0.10"
ABAyni aromatik oOzellikte farkll bilyiik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark
énemlidir (P<0.05). 120 saat fermentasyon sonunda belirlenmistir, 120 saat fermentasyon
boyunca T. delbrueckii ilave edilmeden inkiibe edilen pirina 6rnegi, °120 saat fermentasyon
boyunca T. atroviride ilave edilmeden inkibe edilen pirina érnegi, T.E: Tespit edilmedi, SH:
standart hata.

SONUC KAYNAKLAR

Yapilan bu c¢alismada zeytinyadi endistrisi atigr olan [1] Cabaroglu, T., Yimaztekin, T., 2010. Aroma

pirinadan  biyoteknolojik  yollarla  dogal aroma
maddelerinin  Uretimi  arastinimistir.  Sonu¢ olarak,
pirinadan T.delbrueckii kullanilarak fenil etil alkol (gdl) ve
mentol (ferah, nane) Uretiminin, T. atroviride kullanilarak
1 okten-3-ol (mantar) ve 2-oktenol (yanikkirli)
Uretilebilecegi belirlenmistir.S6z  konusu aroma
maddelerinin, biyoreaktdr dizeydeki maksimum Uretim
miktarlari sirasiyla 6.69+0.01 pg/kg, 3.50+0.69 pg/kg,
330.75 pg/kg 1-okten-3-ol ve 25.65 pg/kg olarak
bulunmustur. Uretilen aroma maddelerinin icersinde en
yUksek verimlilik degeri 88.81 pg/ kg.saat ile 1-okten-3-
ol’e aittir. Fermente pirina 6rneklerinde 1slak bulgur,
toprak, islak kirli havlu, fermente ve mantar aromalarinin
yiksek yogunlukta oldugu yapilan duyusal analizler
sonucunda belirlenmigtir. Yiksek yogunlukta algilanan
s6z konusu bu aromalarin fermentasyon boyunca
Uretilen mentol, fenil etil alkol, 1-okten-3-ol ve 2-
oktenol'in  artan  miktarlan ile iligkili  oldugu
dustiniiimektedir. ileride, spesifik mikroorganizma tirleri
secilerek tarimsal atiklardan belirli aroma maddelerinin
elde edilmesi ve Uretim metotlarinin optimize edilmesi
Uzerine biyoteknolojik calismalarin yapilmasi
Onerilmektedir.
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