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OZET

C5 SEKER ICEREN BIR ALTLIK UZERINDE BIYOKUTLENIN URETILMESINE
YONELIK MAYA SUSLARI

Mevcut bulus, endstrivel maya Uretimi ile uyumlu bir cogalma hzI¥e oraninb sahip en az bir
C5 seker igeren bir altlk (izerinde gogalmaya uygun olan yeni Saccharomyces cerevisiae
maya suslarCile ilgilidir. Bulus aynzamanda kiiltiriin bir uygulama etkinligine, baska bir
ifadeyle tatmin edici bir etkinlije sahip olan mayalaril elde edilmesine olanak sadlad€yeni
suslar ve bunlarl ekmek vyapm[]biyokiitle Uretimi, aroma dretimi, ikincil metabolitlerin
uretimi, protein (retimi, etanol Gretimi, bira yap[Jsarap yapm veya maya 6zGtd Gretimi

gibi endustriyel bir uygulamada kullanmhlar(de ilgilidir.
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ISTEMLER

En az bir C5 sekeri igeren bir altlk (izerinde aerobik kosulda gogalmaya uygun olan
saccharomyces cinsinde maya susu olup; ksiloz Gzerinde bir blyime testini kargll@mas(]
ile veya CP ortamizerinde bir blylime testini karglldmasCile ve genomunda pentozlar
yoluyla RPE1, RKI1, TKL1 ve TAL1 genlerinin deregile edilmesi, bir aldoz rediiktaz(]
kodlayan GRE 3 geninin kopyalar silinmesi, XKS1 dogal geninin asltlleksprese
edilmesi, bir ksiloz dehidrojenazinlllkodlayan bir Pichia Stipitis geninin en az bir
kopyasnlnl dahil edilmesi ve bir ksiloz izomerazlkodlayan bir genin en az bir kopyashinl
dahil edilmesi,

burada CP ortamOliizerinde bilylime testinin, 10 g/kg EXL tipi J100 ve 10 g/kg
baktopeptonun yan[klch, 100 g/kg sakkaroz iceren 50 mL'lik bir CP kdltird ortam(nl]
bardtdn bir ¢ozeltinin bulanKGDD gelisiminin 600 nm’lik bir dalga boyunda
spektrofotometri ile zaman iginde takip edilmesinden olusmas[lséz konusu ortaminl 150
rpm’lik sabit karGtfna altbBda 30°C'de 10° test edilecek hiicre ile inokiile edilmesi ve
burada CP ortam[lizerinde sz konusu bilyiime testinin, optik yogunluk gelisimi 3,5 ve

7,5 saat arasida Ussel cldugu zaman karsl@nmaslile karakterize edilmektedir.

Ksiloz izomerazLkodlayan genin, Clostridium ve tercihen Clostridium phytofermentans

cinsinde bakterilerden elde ediimesi ile karakterize edilen, Istem 1‘e gére sus.

Bir ksiloz (zerinde blylme testini kars@amasClle ve bir CP ortamdizerinde blylime
testini karsldamaslile karakterize edilen, énceki istemlerden birine gore sus.

Saccharomyces ve tercihen Saccharomyces cerevisiae cinsinden secilen 6nceki

istemlerden birine gdre sus.

Bir kurutma testini karslBmasCile karakterize edilen, Istemler 1 ila 4ten herhangi

birine gdre sus.

Referans niteligindeki uygulama etkinliginin en az %80’ine esit, tercihen en az %95'ine
esit ve daha tercihen en az %105‘ine esit oranda bir uygulama etkinlidine (EA) sahip

olmas(ile karakterize edilen, Istemler 1 ila 5'den herhangi birine gére sus.

Uygulama etkinliginin fermantatif kuvvet, yasayabilirlik; biyokiitle, aroma, ikincil
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metabolit, protein, RNA veya etanol Uretme verimini iceren gruptan secilmesi ile

karakterize edilen, istem 6'va gére sus.

Ekmek yap@mk yonelik bir maya susu olan, Istemler 1 ila 7'den herhangi birine gére

maya susu.

Uygulama etkinliginin fermantatif kuvvet oldugu ve 20 g undan 2 saatte 100 mL CO,
oraninda olan referans niteligindeki fermantatif kuvvetin en az %95'ine esit oldugu,

istem 8'e gore sus.

CNCM’de no.I-4670 altbda 23 Agustos 2012 tarihinde depolanan, Istem 9%a gére maya

susu.

CNCM’de no.I-4671 altfda 23 Agustos 2012 tarihinde depolanan, Istem 9% gére maya

susu.

Ekmek yaph[dbiyokiitle Uretimi, aroma Uretimi, ikincil metabolitlerin Uretimi, protein
Uretimi, RNA dretimi, etanol Gretimi veya maya 6z0tu dretimi arasiitan segilen
endiistrivel bir uygulamada, Istemler 1 ila 11'den herhangi birine goére tanMlandizere

suslarl kiltlirlenmesi ile elde edilen mayalar kullanm L]

Istemler 1 ila 11’den birine gbre bir sugtan, en az bir C5 sekeri igeren bir altlK Gizerinde
aerobik “Fed Batch” maya Uretim ydntemi.

Ekmek yaplm[dbiyokiitle Gretimi, aroma Uretimi, ikincil metabolitlerin Uretimi, protein
dretimi, RNA Uretimi, etanol Uretimi, bira yapM[Jsarap yap veya maya 6zitl Uretimi
arasdan secilen endustrivel bir uygulamada, Istem 13%e gore yontem dogrultusunda

uretilen mayalarnl kullan o[

Stz konusu C5 alti@iA en az bir C6 seker icermesi ile karakterize edilen, Istemler 1 ila

11’den herhangi birine gére sus veya Istem 13‘e gore yontem.

C5/C6 seker oran@M 0,1 ve 2 arasida bulunmasCile karakterize edilen, Istem 15%

gobre sug veya yontem.
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17. C5 sekerin ksiloz olmasOile karakterize edilen, Istem 15%e veya Istem 16°va gdre sus

veya yontem.
18. C6'larlnl glukoz, fruktoz, galaktoz, mannoz arasiodan secilmesi veya sakkaroz, meltoz,

trehaloz veya izomaltoz gibi disakkarit bozunmastan elde edilmesi ile karakterize

edilen, Istemler 15 ila 17'den herhangi birine gore sus veya ydntem.
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TARIFNAME

C5 SEKER ICEREN BIR ALTLIK UZERINDE BIYOKUTLENIN URETILMESINE
YONELIK MAYA SUSLARI

Teknik alan:

Mevcut bulug, biyokutle Gretimi, 6zellikle maya Gretimi alanCile ilgilidir. Bulug, en az bir C5
sekeri iceren bir altllk (zerinde mavyalarl (retilmesi ile ve daha ¢zellikle lignoseliilozik
malzemelerin hidrolizinden elde edilen bir altlKl Gzerinde mayalaridl Uretilmesi ile ilgilidir.
Bulug ayn[xamanda ekmek yapbhl[dbiyokitle dretimi, aroma Uretimi, ikincil metabolitlerin
retimi, protein uretimi, RNA Uretimi, etanol Uretimi, bira yapmreya maya 6zitl Gretimi

gibi maya enduistrisi igin uygulamalarda Uretilen mayalar@ kullanthasOle ilgilidir.

Onceki teknik:

Aerabik solunum sireci ile codalma icin mayalard asagldikilere ihtiyaclar(bulunmaktadic

- karbon ve enerji kaynag[dlarak karbonlu bilesikler,

- amonyum formunda indirgenmis azotlu bilesikler, bununla birlikte baz[d mayalar
proteinlerin ve niikleik asitlerin sentezi igin organik veya oksitli bilesikleri (6rnegin nitratlar
gibi) kullanabilmektedir,

- ¢esitli mineral elementleri, vitaminler ve mayalara gore degisen blylime faktorleri.

Mayanlnl 6rnegin karbonlu altlkl olarak fruktoz surubu veya glukoz surubu ve azot ve fosfat
kaynaklarCdlarak amonyum ve fosfor tuzlar[azI[Ibelirli bir bilesim ortamlizerinde uretilmesi
durumunda kultlr ortam[dmineral tuzlar(dvitaminler ve oligoelementler orankarafindan

tamamlanmalldicive bu dretimi karmasklve pahalChale getirebilmektedir.

Pancar ve seker kamisindan dretilen seker melaslarCiseker (glukoz ve fruktoz), organik
bilesikler ve mineral bilesiklerinden olusmaktadlt]l Bu nedenle bu melaslar ekonomik ve teknik
aglslndan secilen altiklardltlve ginimuzde mayalarl endistriyel olarak dretimi icin kullan@n

ana ham maddedir.

Bununla birlikte seker kamisL e pancar melaslarlnln] 6zellikle biyoetanol Gretimi igin masif
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kullanmlar@a baglCoblarak seyreklesmesi bu Uretim tlrini tehlikeye sokmaktadll Melaslar

taraflddan sadlanan sakkaroz ikameli yeni karbonlu altlklarnl bulunmasCgerekmektedir.

Bununla birlikte endiistriyel biyoetanol, &ézellikle de ikinci jenerasyon biyoetanol Gretimi diger
fermantasyon altlKlar kaynaklarinl uygunlugunu aglde ¢Kbrmaktadl] Nitekim ikinci
jenerasyon biyoetanol endustrisi, bitkilerden tlretilen lignoselillozik malzemeler
kullanmaktadl] Bitkisel olanlarim biyik ¢ogunlugunu olusturan bu malzemeler seliiloz,
hemiseliiloz ve linyinden olugsmaktad(t] Hidrolizden sonra bu lignoselllozik malzemeler C6 (6

karbon atomu) ve C5 (5 karbon atomu) sekerlerinin bir karSIm ACYermektedir.

Mayalarol tim{ C6 sekerler metabolize edebilmektedir, buna karsllkl ve genel olarak C5
sekerler, Saccharomyces, ozellikle Saccharomyces cerevisiae (S¢) cinsinde mayalar taraflodan

disik oranda fermente edilebilmektedir, hatta hi¢ edilememektedir.

Ikinci jenerasyon biyoetanol iiretimine iliskin yaklnl zamandaki literatiir, C5 sekerleri fermente
etmeye uygun hale getiriimeleri igin medifiye edilmis Sc mayalarlagklamaktadlrl Bu
dokiimanlar araslbdan 6rnek olarak basvuru sahibi adb ait olan WO 2011/128552 ve WO
2012772793 numaralCpatent dokiimanlaribkdan bahsedilebilmektedir.

WO 2011/128552 numaralpatent dokiimanhir Ksiloz rediktaz (XR) kodlayan bir gen ve bir
Ksiloz dehidrojenaz (XDH) kodlayan bir genin sus genomuna dahil edilmesini iceren genetik

modifikasyona yonelik bir yontem ile elde edilen bir maya susunu agklamaktad|(tl

WO 2012/72793 numaralCpatent dokiimanlise bir kodlayan izomerazLCkodlayan bir ekzojen
geninin bir kopyashlil susun genomuna dahil edilmesini igeren bir yontem ile elde
edilmektedir; s6z konusu gen tercihen Clostridium phytofermentanstan ve bir dehidrojenaz
ksilitoli kodlayan bir genin en az bir kopyasloklan elde edilmektedir, s6z konusu gen Pichia

stipitisten elde edilmektedir.

Attfield ve ark.a (“Use ofpopulation genetics to derive nonrecombinant Saccharomyces
cerevisiae strains that grow using xylose as a sole carbon source”, Fems Yeast research,
Wiley-Blackwell Publishing LTD, GB, NL, cilt. 6, no. 6, Eylil 2006, sayfalar 862-868) ait
makale tek karbon kaynag[blarak ksiloza sahip olan aerobik kosullarda gogalmaya uygun,

rekombinant olmayan suslarnl liretilmesini agklamaktad[tl
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Bu dokimanlarda agklanan suslar bir C5 sekeri iceren bir altlK Uzerinde ¢odalabilmelerine
ragmen, mevcut bulus sahipleri bir C5 sekerinden olusan veya bunu igeren bir altlKl lizerinde
gogalma hzInlnl diisiik oranda kald(@nl¥e herhangi bir durumda endustriyel bir maya Gretimi
icin uygun olmaddinlCartaya koymustur.

Ustelik bulus sahipleri, 6rnedin ekmek yapmioh iliskin fermantasyon mayalarCveya maya
ozitlerinin Uretimi igin tasarlanan mayalar, vs. gibi nihai endistrivel kullanimh slkkdsoda, bu
sekilde elde edilen mayalarlnl modifiye edilmemis kokenli suslardan elde edilen mayalar(ol

etkinligine gore disiik bir etkinlik sergiledigini de ortaya koymustur.

Dolaylslyla ekonomik ve endlstriyel kullanbh ile uyumlu maya Uretimi ve verimlerine sahip,
karbonlu altikl olarak C6 sekerlerinin tamamen veya klsien degistiriimesine olanak sadlayan
mayalar@ Uretilmesine yonelik yeni suslara yonelik gercek bir ihtiyac duyulmaktadd Ayrlch
bu tir suglar@l kiltlra, endistriyel olarak kullanIfalarC3lcasia ilgi gekici ve tatmin edici bir

etkinlik sergileyen mayalar vermek zorundadlrl

Bulusun k(sh a¢Klamas[

Mevcut bulus, endistriyel maya Gretimi ile uyumlu bir cogalma hzI¥e orannh sahip en az bir

C5 seker iceren bir altlKl lizerinde cogalmaya uygun olan yeni Sc maya suslarOle ilgilidir.

Bulus ayn[zamanda kiiltiiriin bir uygulama etkinligi, baska bir ifadeyle nihai endistriyel
kullanmlarifka tatmin edici olan, baska bir ifadeyle referans niteliginde uygulama etkinliginin
en az %80ine, tercihen %95’ine esit ve daha tercihen %105‘ine esit olan bir etkinlik

sergileyen mayalarl elde edilmesine olanak saglad(@lyeni suslar ile ilgilidir.

Bulusun bir baska amacldekmek yaplm[] biyokltle dretimi, aroma Uretimi, ikincil
metabolitlerin tretimi, protein Uretimi, RNA Uretimi, etanol Gretimi, bira yapbh[Jsarap yap(oh
veya maya Oz(t( Gretimi arasibdan segilen endistriyel bir uygulamada, bulus ydntemi ile

elde edilen mayalaril ve/veya yeni mayalar@l kullanIhas ]

Sekillerin k(s a¢Klamas[l]

Sekil 1, 6rnek 1'deki PCR analizinin sonucudur. Jelin sol ksmnta belirtilen dederler, baz
giftleri olarak belirtilen, boy isaretlerinin DNA fragmentlerinin boylarinh kars(k
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gelmektedir (ksImh 1). K[sImlar 2 ila 5 ise skaslda X1051, X10S2, Kentrol Mat a ve Kontrol
Mat alfaya karslklgelmektedir.

Sekil 2, CP ortaminda 150 rpm’de (dakikada devir saylsl}lve 30°C’de kiltiirleme slresine
(saat cinsinden verilmistir) gdre Log 10(DO ambda = s00 nm) Cinsinden ifade edilen ortam

bulanKI[@nin gelisimini gosteren bir grafiktir.

Sekil 3, bir YFX ortamioda 150 rpm’de ve 30°C'de, saat cinsinden verilen kiltlirleme
siresine gdre 600 nm’lik bir dalga boyunda, DO cinsinden ifade edilen ortam
bulanKI@nn gelisimini gosteren bir grafiktir.

Sekil 4, dakika cinsinden verilen sure iginde normal hamurda dakika baginh MI cinsinden

verilen gaz sal DD DCgdsteren bir grafiktir.
Bulusun ayrntiT a¢klamas(:]
Mevcut bulus, en az bir C5 seker iceren bir altllkl (izerinde cogalmaya uygun olan yeni bir
maya susunu amaglamakta olup; bir ksiloz (zerine biiylime testini karsldmasOle veya CP
ortamlizerinde biiylime testini karsl@dyacak sekilde maksimal bir codalma hizIna sahip olmas[]

ile karakterize edilmektedir.

Ksiloz izerinde bliyiime testi:

Bu test, 150 rpm’lik sabit karBtifina altilda 30°'de 10° test edilecek sus hiicreleri ile inokiile
edilen YFX kiltlir ortamihdan 50 mL oranida barbdran bir ¢ozeltinin  bulankl(Gininl
gelisiminin 600 nm’lik dalga boyuna sahip bir spektrofotometri ile zaman icinde takip
edilmesinden olusmaktad(t) Test, 24 saatte Optik Yogunluk (DO) 2'nin lzerinde ve 48 saatte

en az 3, tercihen en az 10 oldugu zaman karsI@anmaktadc]

YFX ortamQ@sadda belirlendigi sekildedir:

YFX g/kg |mL
Yeterli miktarda damElhisisu | 1000
Ksiloz 70
EXL tipi J 5
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DAP 4,7

Sitrik asit 11,4
Trisodik sitrat 13,5
ZnS04(10,6 g/L}

MgS04 7H20 (400 g/L)
Tivamin Vit B1{18,24 g/L}
Piroksidin Vit B6 (5,28 g/L)
Biyotin (1,76 g/L) + KOH
Pantotenat (3,8 a/L)
Nikotinik asit (4 g/L)
Mezoinositol (50 g/L)
Riboflavin (1 g/L)

Para aminobenzoat (1,2 g/L)

N

N
wn

Ll Il el N ol S SN Il I ol Bl B

Tween 80

CP ortamlizerinde biiylime testi:

Bu test, 10 g/kg EXL tipi J100 (Biospringer) ve 10 g/kg baktopeptonun yan[$la, 100 g/kg
sakkaroz iceren 50 mLlik bir CP kiltirli ortam@blCbarbididn bir ¢ézeltinin bulan kKl GInlol
gelisiminin 600 nm’lik bir dalga boyunda spektrofotometri ile zaman icinde takip edilmesinden
olusmaktad[EF} sdz konusu ortam, 150 rpm’lik sabit karStEna altfida 30°'de 10° test edilecek
hiicre ile inokile edilmektedir. Test, DO gelisimi 3,5 ve 7,5 saat arasiiida lissel oldugu zaman
karsI@nmaktadE] DO gelisimini temsil eden denklem DOy = DOy "™ formundad(t] burada n
0,35 ve 0,9 arasida, tercihen 0,45 ve 0,80 araslbba ve tercihen 0,65 ve 0,75 arasloda
bulunmaktadlrl

AvantajlChir yapl@ndlrina bicimine gére buluga gbdre susglar hem ksiloz Gzerinde biylime

testini hem de CP ortam[lizerinde blylme testini karsl@maktad (]

Bulusa gére maya susu Saccharomyces ve tercihen Saccharomyces cerevisiae cinsinden

secilmektedir.

Bulusa gore C5 seker ile 5 karbon atomu igeren bir oz veya pentoz anlaglithaktadEl C5 seker
arabinoz, ksiloz ve bunlarlnl kar(simlarhiliceren grup iginden secilmektedir. Tercihen C5 seker
ksilozdur.

Bulusa gore en az bir C5 seker iceren altlkl ayrich en az bir C6 geker, baska bir ifadeyle 6
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karbon atomu baridddn bir oz veya heksoz icermektedir. C6 seker glukoz, fruktoz, galaktoz,
mannoz arasibdan secilmektedir veya sakkaroz, meltoz, trehaloz veya izomaltoz ve bunlarinl
kar[slmlar[gibi disakkarit bozunmasiodan elde edilmektedir.

Tercihen bulus altlGlr10,1 ve 2 arasida bulun bir C5/C6 oranlle en az bir C5 seker ve en az
bir C6 seker icermektedir.

Bulusa gbre suslarid ¢ogalmasCile elde edilen mayalar ekmek yapm[Jbiyokitle Gretimi,
aroma (retimi, ikincil metabolitlerin Uretimi, protein Uretimi, etanol (retimi, bira yapmh[J
sarap yaphh veya maya Oz{tl Uretimi arasidan secilen endustriyel uygulamalarda faydal(l
performanslar sergilemektedir. Baska bir ifadeyle buluga gdre suslariml kiltirlenmesi ile elde
edilen mayalar amaglanan nihai endistriyel kullanimda etkilidir. Bu etkinlik mevcut bagvuru

dokiimanmida “uygulama etkinlidi” olarak adlandithaktad [l

Hedeflenen enduistriyel kullanmlarCtimi icin, bulug suslariiil kiiltiirlenmesi ile elde edilen
mavalarlnl kurutmada bozunmamasl] gerekmemektedir, yani mayalarlnl %20'den az(l

kurutmadan sonra inaktiftir.

Ozel bir yap[@ndEna bicimine gére bulusa gére suslar, asaddiaki kurutma testini karsByacak
sekildedir:

Kiiltirlemeden sonra elde edilen biyokiitle, %18-22 oranda kuru 6zt ("maya kremas)
iceren maya konsantre siispansiyonunun elde edilmesi igin istede bagdlClolarak yKbma
asamalarnlnl kullanImas[Suretiyle santrifiij ile ortamdan ayrhaktadI(r]

Bu suspansiyon, %28-34 oranlda kuru o&ziit iceren bir hamursu kitlenin (“preslenmis

maya”) elde edilmesi igin filtreleme ile bir dehidrasyon asamas(b tabi tutulmaktad(r]

Bu kitle daha sonra aklskan yatakl[hir kurutucu iginde sicak hava aklslile kurutulan, 0,2 ila 2
mm’lik capa sahip olan ince seritlerin (eristeler) elde edilmesi icin bobinaj islemine (kallptan
gekme} tabi tutulmaktadlrl

Kurutma kosullar(Islchklkl baremi), Grinin skcakl@ninl 50°'nin althida olmasCicin kat bir
sekilde kontrol edilmektedir. Ince eristeler formunda bulunan nihai kuru maya en az %95
oranhba kuru 8ziite sahiptir.

Kuru mayanl hiicrelerinin yasayabilirliginin iyilestirilmesi icin mayaya (slispansiyon veya
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preslenmis maya) %0,2 ila 2 oranida ylkseklikte emiilsifive edici maddeler olarak koruma
etkili katkCOmaddeleri eklenebilmektedir ve bunlar arasliida sorbitan monostearat (MSS)
slkikla kullanIdn standart bir katk[(inaddesidir.

Suglar, kurutmadan sonra yasayan mayalarll saySlnlnl kurutmadan dnce yasayan mayalarnl

en az %80ine esit olmasCdurumunda testi karsl@maktad ]

Bir bagka yapl@ndlka bicimine gdre bulusa goére sus, referans nitelidindeki uygulama
etkinliginin en az %80'ine esit, tercihen en az %95'ine esit ve daha tercihen en az %105'ine
esit oranda bir uygulama etkinligine (EA) sahiptir. Mevcut bulug kapsamda suslaril bir
uygulama etkinligi, séz konusu mayalarll nihai endistriyel kullanibhbda kiiltlirleme ile elde
edilen mayalaril tatmin edici bir etkinligi, baska bir ifadeyle bu kullanim igin bir referans
susunun kiltlirlenmesi ile elde edilen bir mayand uygulama etkinliginin en az %90'h esit
olan bir uygulama etkinligi (EA} anlaslfhaktad[E]l Belirli bir kullanlm igin referans susu, bu
kullan[m igin klasik olarak kullanl@n bir sugtur. Dolay(sliyla kiltiiriin ekmek yap[oh[éndustrisi
icin tasarland@Ibir sus icin uygulama etkinligi fermantatif kuvvet olacaktld ve referans
uygulama etkinligi ise no.I-2970 altda Ulusal Mikroorganizma Kiiltiirleri Koleksiyonunda
{CNCM, Institut Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris cedex 15) 12 Subat 2003
tarihinde depolanan susunki olacaktlirlve 20 g undan 2 saatte sallbbn 120 mL CO, orannda
olacaktlr] Belirleme yéntemi, Burrows ve Harris (Journal of Institute of Brewing, cilt LXV, no
.1, Ocak-Subat 25, 1959) fermentometresi yardmbida gerceklestirilen Rizograf olarak
adlandl@n yéntemdir.

Biyokitlenin Oretilmesi, “aercbik Fed Batch yontemi” olarak adlandtdn, “var($irekli modda
kiltur” veya “yar[klrekli kdltir” veya “yar[CIirekli mod” olarak da adlandltldn ydntem
dogrultusunda gergeklestiriimekte olup, burada kiiltir ortamOtarafdan asamalClolarak
beslenen bir fermantor {veya reakttr) icinde bir kdltird belirtmektedir ancak higbir ortam
hacmi cekilmemektedir. Bu tir bir yéntemde kiiltlir hacminin fermantér iginde degiskendir

{ve genellikle artmaktadIt), besleme debisi sabit veya degdisken olabilmektedir.

“Fed Batch” yontemi genellikle Van Nostrand Reinhold, ISBN 0-442-31892-8 taraflndan
yaylmhlanan, “Yeast Technology”, Bolim 6, 2.bask[11991, G. Reed ve T.W. Nagodawithana

referans kitaboda acklanan kosullarda gerceklestiriimektedir.

Kiltlriin biyokitle dretimi icin tasarland@bir sus icin uygulama etkinligi Gretim verimi
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olacaktlve referans uygulama etkinlidi ise no.995 altlida NCYC (National Collection of Yeast
Cultures, Institute of Food Research, Norwich Research Park, Colney, Norwich, Birlesik
Krallk] NR4 7UA)'de 26 Subat 1981 tarihinde depolanan susunki olacaktllve kullanldn C6
sekerine gbre %80 oranlnda verim, yani akan g melas baslnk 80 g maya orannda olacaktir)

Test, Gretilen kuru malzeme miktar il dlglilmesiyle gergeklestirilecektir.

Kiltirin alkol Gretimi icin tasarland@bir sus igin uygulama etkinligi etanol Gretimi verimi
olacaktlrlve referans uygulama etkinligi ise no.I-4071 altidda Ulusal Mikroorganizma Kiltirleri
Koleksiyonunda (CNCM, Institut Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris cedex 15) 4
EylGl 2008 tarihinde depolanan susunki olacaktive kullanl@dn g C6 seker bagha Uretilen
etanol 0,40 g oranloda olacak sekildedir. Etanol ve C6 seker miktarlar[CHPLC veya enzimatik

dozlama ile dlgilmektedir.

Kiiltiirin maya 6z(til dretimi igin tasarland @bir sus igin uygulama etkinligi elde edilen maya
Oziitlintn azot oranmlnl belirlenmesi olacaktltlve referans uygulama etkinlidi Springer 0203/ 0-
MG-L referans[Bltlhda Bio Springer sirketi taraflndan piyasaya surilen maya ozutininki
olacaktitdve kuru maddeye gére %10 azot oranlda olacaktitd Azot dozlama yanma y&ntemi

ile gerceklestiriimektedir.

Bir 6zel yapl@ndltina bicimine gore sus, referans niteligindeki uygulama etkinliginin en az
%80'ine esit, tercihen en az %95'ine esit ve daha tercihen en az %105'ine esit oranda bir
uygulama etkinligine (EA) sahiptir; uygulama etkinligi fermantatif kuvvet, biyokiitle, aroma,
ikincil metabolit, protein, etanol lretme verimini iceren gruptan secilmektedir.

AvantajlCkekilde buluga gdre sus kurutma testini karglldamaktadll ve referans uygulama

etkinliginin en az %80’ine esit olan bir uygulama etkinligi (EA) sergilemektedir.

Bulus ayn[Zamanda asagdaki yeni suslar Camaclamaktadiri

- no.I-4670 altlhda Ulusal Mikroorganizma Kiltirleri Koleksiyonunda (CNCM, Institut
Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris cedex 15) 23 Adustos 2012 tarihinde
depolanan maya susu

- no.I-4671 altlhda Ulusal Mikroorganizma Kdiltlrleri Koleksiyonunda (CNCM, Institut
Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris cedex 15) 23 Adustos 2012 tarihinde

depolanan maya susu.
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Bu suslar, ksiloz lUzerinde bliyime ve CP ortam[lizerinde blylme testlerinin her birisini
karsl@yan ve slslyla 20 g undan 2 saatte sallbbhn en az 100 mL oraninda CO, oranbda bir
fermantatif kuvvet sergileyen ekmek mayas[bkuslaridir] Bu suslar ayn[kzamanda kurutma
testini de karsl@amaktadld]

Yukaride ackland[@[]izere bir maya susunun elde edilmesine yonelik bir ydntem
agklanmaktadlrl

Bir birinci varyanta gére yontem bir C5 sekeri metabolize etmeye uygun hale getirilmesi igin
bir referans uygulama etkinligi sergileyen bir susun (B) genetik modifikasyonuna ydnelik bir

asama igermektedir.

Bir ikinci varyanta gére yontem, bir referans uygulama etkinligi sergileyen bir sug (B) ile bir
C5 sekerini metabolize etmeye uygun hale getirilen bir susun (A) bllylimesini icermektedir.

Secilen varyant hangisi olursa olsun burada agklanan ydntem ksiloz lizerinde bllylime testi,
CP ortamlizerinde blylime testi ve kurutma testi arasiidan segilen testlerden en az birisini
karsll@yan ve referans niteligindeki uygulama etkinlidinin en az %80’ine esit, tercihen en az
%95'ine esit ve daha tercihen en az %105‘ine esit oranda bir uygulama etkinligine (EA) sahip

olan bir susun (B) secilmesine olanak sadlayan en az bir eleme asamaslikerebilmektedir.

Eleme agsamasyontemin son asamaslolarak gerceklestirilebilmektedir.

Bulugsa gére bir C5 sekeri metabolize etme kapasitesi, anaerobik durumda bir C5 sekeri iceren
bir ortamdan etancl lretme kapasitesine donlismektedir. Bir C5 sekerini metabolize etmeye
uygun olan suslar genel olarak, pentoz yolunun her bir geninin deregile edildidi genetik
olarak modifiye edilmis suslardl) bir aldoz rediktazClkodlayan GREZ geninin kopyalar(d
silinmektedir; ksillilkinaz{d kodlayan dogal XAS!Z geni asll]eksprese edilmektedir ve
yonlendirilmis bir gelisime tabi tutulmaktadItl

Bir C5 sekerini metabolize etmeye uygun olan bir maya, bir izomeraz ksilozu kodlayan bir
ekzojen genin en az bir kopyashlve tercihen Pichia stipitisten elde edilen bir ksilotol

dehidrojenaz[Rodlayan bir ekzojen geninin en az bir kopyaslaliceren bir maya susudur.
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Ksiloz izomeraz Clostridium, Piromyces, Bacteroidler, Streptomyces, Haemophilus,
Burkholderia, Enterococcus, Thermotoga, Fusobacterium, Geobacillus, Arthrobacter, Ciona,
Physcomitrefla, Cellvibrio, Chitinophaga, Saccharopolyspora veya Salinibacter'den elde edilen
bir gendir ve tercihen Clostridium phytofermentans veya Piromyces alt cinsinden elde edilen

bir gendir.

Ustelik bir C5 sekerini metabolize etmeye uygun olan suslar asagidaki modifikasyonlar(]

icermektedir:

- bir aldoz rediktaz[kodlayan bir genin, tercihen GREZ geninin en az bir kopyas[Jtercihen
en az iki kopyas[3ilinmektedir, ve

- bir ksililkinazCkodlayan bir endojen geni, tercihen XKS5I geni anerobiyoz ile veya
herhangi bir karbon kaynag[arafiodan indiiklenen katabolik represyon ile bastlamls]
bir genin bir promotérinin kontrolii altlih yerlestiriimektedir ve alkol fermantasyonu
slrasinta siddetli bir sekilde eksprese edilmektedir,

- fosfat pentozlar[yolunun oksidatif olmayan klsmln] tercihen RFPE1I, RKITI, TKL1 ve TALI
arasbdan secilen en az bir endojen geni ve &zellikle tercih edilen sekilde bu genlerin
tamamCanerobiyoz ile veya herhangi bir karbon kaynag[tarafiidan indiiklenen katabolik
represyon ile bastitImamislbir genin bir promotérinin keontroll altlbl yerlestiriimektedir

ve alkol fermantasyonu slrasinda siddetli bir sekilde ekprese edilmektedir.

Genetik modifikasyon yontemleri WO 2011/128552 veya WQ2012/72793 numaralChatent
dokimanlarbkda a¢Klananlardan birisi olabilmektedir.

Burada aglklanan hibridasyon ydnteminin bir yaplandlrina bigimine gére s6z konusu ydntem

asagldaki asamalarOkermektedir:

- bir C5 sekerini metabolize etmeye uygun olan bir susun (A) secilmesi;
- bir endlstriyel uygulama ile uyumlu performanslara sahip olan bir susun (B) secilmesi;

- susun (B) ayr@@n bolimleri ile susun (A) ayrl@dn bolimandn hibridasyonu.

Bir varyanta gére stz konusu hibridasyon yontemi asagdbki ek asamalarCkermektedir:

- bir C5 sekerini metabolize etmeye uygun olan bir susun {(A) segilmesi;

- bir ayrll@n bdlimiin (X) elde edilmesi icin s6z konusu susun (A) sporlanmasl;]
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- bir endistriyel uygulama ile uyumlu performanslara sahip olan bir susun {B) secilmesi;
- bir ayrl@n bolumin (Y) elde edilmesi igin s0z konusu susun (B) sporlanmas[;]
- {X) ve (Y)'nin hibridasyonu.

Sus (A), pentoz yolunun her bir geninin deregiile edildigi genetik olarak modifiye edilmis
suglar arasdan secilmektedir, aldoz rediktazlariblkodlayan genin kopyalar(3ilinmektedir ve

yonlendirilmis bir gelisime tabi tutulmaktadlrl

AcKlaman@l bir baska formuna gdére bir C5 sekerini metabolize etmeye uygun olan bir sus
{A), bir izomeraz ksiloz rediktaz enzimini kodlayan Pichia stipitis XR geninin en az bir
kopyasl¥e tercihen ksilotol dehidrojenaz enzimini kodlayan bir Pichia stipitis XDH geninin

en az bir kopyasliteren bir sustur.

AcKlaman[l bir baska formuna gdére bir C5 sekerini metabolize etmeye uygun olan bir sus
{A), bir izomeraz ksilozu kodlayan bir ekzojen genin en az bir kopyaslhl Ve tercihen Pichia
stipitisten elde edilen bir ksilotol dehidrojenazlkodlayan bir ekzojen geninin en az bir

kopyasmldkeren bir maya susudur.

Ksiloz izomeraz Clostridium, Piromyces, Bactéroides, Streptomyces, Haemophilus,
Burkholderia, Enterococcus, Thermotoga, Fusobacterium, Geobacilius, Arthrobacter, Ciona,
Physcomitrella, Cellvibrio, Chitinophaga, Saccharopolyspora veya Salinibacter/den elde edilen
bir gendir ve tercihen Clostridium phytofermentans veya Piromyces alt cinsinden elde edilen
bir gendir.

Ustelik bir C5 sekerini metabolize etmeye uygun olan suslar (A) asagidbki modifikasyonlar(]

icermektedir:

- bir aldoz reduktazlkedlayan bir genin, tercihen GREZ geninin en az bir kopyas[Jtercihen
en az iki kopyas3ilinmektedir, ve

- bir ksililkinazOkodlayan bir endojen geni, tercihen XkKSI geni anerobiyoz ile veya
herhangi bir karbon kaynadtarafidan indlklenen katabolik represyon ile bastifIhamis]
bir genin bir promot&rinin kontroli altlhh yerlestiriimektedir ve alkol fermantasyonu
slchsnta siddetli bir sekilde ekprese edilmektedir,

- fosfat pentozlar[yolunun oksidatif olmayan klsmnlnl, tercihen RPE1, RKT1, TKLI ve TALI

araslnban segilen en az bir endojen geni ve 6zellikle tercih edilen sekilde bu genlerin
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tamamC&nerobiyoz ile veya herhangi bir karbon kaynaglarafiodan indiklenen katabolik
represyon ile bastltIthamis]bir genin bir promotériniin kontrolt altibl yerlestiriimektedir

ve alkol fermantasyonu slrdsinda siddetli bir sekilde ekprese edilmektedir.

Genetik modifikasyon ydntemleri WO 2011/128552 veya W02012/72793 numaralCpatent

dokimanlarida agKlananlardan birisi olabilmektedir.

Sus (A), susun elenmesine yénelik bir yontem ile secilebilmektedir. Yukarida da acgkland(gI]
lizere sadece ksiloz (izerinde biyilime testi ve/veya CP ortamOiizerinde bilylime testini
karsl@yan suslar secilmektedir.

Sus (B), susun elenmesine yodnelik bir yontem ile segilebilmektedir. Sadece referans
nitelidindeki uygulama etkinliginin en az %80'ine esit, tercihen en az %95'ine esit ve daha
tercihen en az %105ine esit oranda bir uygulama etkinligine (EA) sahip olan suglar

secilecektir.

Sus bir ekmek susu oldugu zaman secilecek olan sus (B), 5 mL.2sa®. g un! oranhH
iizerinde, tercinen 6 mL.2sa™’. g un’’ oranAA (izerinde ve daha tercihen 8 mL.2sa™. g un™
oranilnl (izerinde bir fermantatif kuvvet sergileyecektir.

Ayrll@n bélimlerin elde edilmesine yonelik asamalarkullanan yontem ayn[ZFamanda ayrlan
bolimin (X) elenmesine yonelik bir agama ve/veya ayrl@n bolimun (Y) elenmesine ydnelik
bir asama icerebilmektedir. Yukarlda da a¢kland(dllizere sadece ksiloz (izerinde blylime testi
ve/veya CP ortamUlizerinde bliylime testini karsldyan ayrldan bélimler (X) secilmektedir.
Sadece referans niteligindeki uygulama etkinliginin en az %80'ine esit, tercihen en az
%95'ine esit ve daha tercihen en az %105'ine esit oranda bir uygulama etkinligine (EA) sahip
olan ayr@dn bolimler (Y) secilecektir.

Tercih edilen sekilde ayrl@n bdlim (X), no.I-4672 ve [-4673 altlmda Ulusal Mikroorganizma
Kiltlirleri Koleksiyonunda (CNCM, Institut Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris
cedex 15) 23 Adustos 2012 tarihinde depolanan suslar arashian secilmektedir ve ayrl@n
bélim (Y) ise ve no.I-4669 altlolda Ulusal Mikroorganizma Kaltirleri Koleksiyonunda (CNCM,
Institut Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris cedex 15) 23 Adustos 2012 tarihinde
depolanan maya susudur.
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Bulus ayrlch yukardd ac¢klanddCizere bir sustan, en az bir C5 sekeri iceren bir altlkl
uzerinde aerobik “Fed Batch” maya retimine y&nelik bir yontemi amaglamaktad(t]l Aerobik
“Fed Batch” ydnteminden, “yarLkirekli modda kultiir” veya “yarLsurekli kiltir” veya “yar]
surekli mod” anlaslihakta olup, burada kiiltiir ortamaraflndan asamalblarak beslenen bir
fermantdr (veya reaktér) icinde bir kdltlrld belirtmektedir ancak hicbir ortam hacmi
cekilmemektedir. Bu tlir bir yontemde kiltir hacminin fermantér icinde degiskendir (ve

genellikle artmaktadlr), besleme debisi sabit veya degisken olabilmektedir.

“Fed Batch” y&ntemi genellikle Van Nostrand Reinhold, ISBN 0-442-31892-8 taraflidan
yayhlanan, “Yeast Technology”, Bélim 6, 2.bask[11991, G. Reed ve T.W. Nagodawithana
referans kitabloda a¢klanan kosullarda gergeklestiriimektedir.

Bulusa gore c¢odalma oranUClgenellikle 1,16’dlEl Genel bir sekilde bulus suslarOile C5

sekerlerinin kullanm oranCbu suslar@ dogasihb badlidlr]ve baz[kosullarda %100'e kadar

degisebilmektedir. Ekmek yapmbda nihai bir uygulama igin tasarlanan bir sus, gogalmas[]
slkdsinda, fermantasyon altiigl] icinde bulunan C5 sekerlerini %50 oranbh kadar

kullanabilmektedir, ayrich etanol Uretiminde uygulama icin tasarlanan bir sus C5 sekerini

%100 oranflda kullanabilmektedir.

Bulusun bir baska amacld ekmek vyaph[d biyokitle iretimi, aroma Uretimi, ikincil
metabolitlerin Gretimi, protein Gretimi, RNA (retimi, etanol Uretimi, bira yap[reya maya
0zutl Uretimi arasitdan secilen en az bir endistriyel uygulamada elde edilen mayalaril
kullanIhas(dir)

Asagldiki 6rnekler kapsam &k EfemakszInl bulusu gostermektedir.

Ornekler:

Ornek 1: AyrTan boliim (X)'in preparasyonu

CNCM 1-4538 susunun ayr@n bélimlerinin elde edilmesi amaclkya bu sus, 10 g/kg Maya susu
{EXL) tipi J100, 10 g/kg pepton ve 20 g/kg glukoz barnklcén YPG ortamnka 24 saat boyunca
yetistirilmistir. Elde edilen hlicrelerin slispansiyonu daha sonra 20 g/kg aragoz ve 7,5 g/kg
sodyum asetattan olusan bir SAA ortamblCbaridican bir Petri kab[izerine aktarIhEtcl
30°C'de 5 giln inkiibasyondan sonra tetratlar bir mikromanipiilatdr yardiohida parcalara
ayrlimstlr] Bu sekilde hazlrlanan kutular 30°C'de 48 saat inklibe edilmektedir.
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Elde edilen ayrldn bélimlerin kullanimnk iligkin shltlardan birisi cinsiyet isareti ile ilgilidir.
Nitekim ksilozu fermente edebilen suglarlnl molekiiler biyolojisi ile olusum sltasinida bu yol igin
esas olan baz[d@enler, Mat alfaya genetik olarak bagdlCdlan bir lokus icine girmistir. Bu nokta,
CNCM 1-4538 referanstChaltida 5 Ekim 2011 tarihinde Ulusal Mikroorganizma Kiltiirleri
Koleksiyonunda {CNCM, Institut Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris cedex 15)
depolanan sustan elde edilen ve ksilozu metabolize edebilen ayrl@n bolimlerin timiniin Mat
alfa isaretidir. Bu kEEeman kaldirIthasCamachda bu ayrldn bolimlerin cinsiyet isareti
degistirilmistir. Bunun igin dodada mevcut olan bir sireci kullandkl Nitekim bazClvahsi
mayalar, haploid durumunda olduklarClzaman cinsiyet isaretlerini dedistirebilmektedir. Bu
sure¢ rekombinaz HO eylemi altinda gergeklestiriimektedir. Bu, CNCM I-4538 referans[altinda
CNCM’de depolanan sus iginde fonksiyonel degildir ve dolaySila bu sus icinde artl islev
gdrmemektedir. Ilgili ayr@n béliimlerin icine, fonksiyonel HO rekombinazCkodlayan bir gen
bard[tdn bir replikatif plazmidi soktuk. Bu ydntem 1991 tarihinde yay[flana Herskowitz ve
Jensen’lnl callsmalarlnb dayanmaktadltl Bahsi gegen plazmit tarafloban taglhhn HO geni,
galaktoz ile indlklenen bir promotoriin bagmlIfdalthh vyerlestiriimistir. Bu sekilde
ddnistirilen ayrldn bdlimler, 10 g/kg EXL tipi J100, 10 g/kg Pepton ve 20 g/kg galaktoz
barbdFdn bir ortam iginde 16 saat boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler daha sonra 10 g/kg
EXL tipi J100, 20 g/kg agaroz ve 20 g/kg glukoz barlbdlan bir katOlortam (zerine
serilmektedir. Klonlar elde edilmesinden sonra cinsel isaretteki degisim, cinsel isaretin
ekspresyonu lokusu (izerinde bir PCR gergeklestiriimesi suretiyle dodrulanmistie]l Bu
reaksiyon, her bir potansiyel ayrl@n bdlimiin genomik DNA'slnl matris olarak kullanImasC]
suretivle gerceklestiriimektedir. Oligonlikletoidler bir yandan mayannl kromozom III'U
Uzerinde eksprese edilen MAT lokusuna has bir primer (primer Matl
AGTCACATCAAGATCGTTTATGG) ve  birisi Mat alfaya has {primer Mat2
GCACGGAATATGGGACTACTTCG) ve digeri Mat a'ya has olmak (zere {primer Mat3 :
ACTCCACTTCAAGTAA-GAGTTTG) diger iki primerdir.

Mavyalarld Mat a genotipi, %0,8 oranlbda agaroz jeli lizerinde saptanabilir 544 baz ciftinin

amplikonunun varl@Ole karakterize edilmektedir.

Elde edilen sonuglar sekil 1'de verilmistir.

Ornek 2: AyrDTan béliimlerin (Y) preparasyonu ve ayrllan béliimlerin

hibridasyondan sonra yiiksek bir fermantatif kuvvetini aktarma kapasitesinin
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Ayrldn bélimin preparasyonu: no.[-4669 altbda CNCM'de depolanan ayrldn bdlim, no.I-
2970 altinda CNCM’de depolanan ekmek susundan hazldanmtic] Sonraki preparasyon modu

ornek 1'de a¢Klanan ile ¢zdegtir.

Aktarm dogrulanmasl] 4539 ve 4550 hibritler, no.995 altbdan NCYC'de ve no.I-2970

altbda CNCM’de depolanan ekmek suslarindan elde edilen ayrldn bélimlerin hibridasyonu ile

hazlhnmaktad(c]

Asagldiki tabloda verilen Normal Hamur (PN) ve 2 g Sekerli Hamur (PS 2g) (izerinde

fermantatif kuvvetler, ayrl@n bélim I-4669'un hibridasyondan sonra yiiksek bir fermantatif

kuvvet aktarabildigini gdstermektedir.

Tablo 1
Suslar 1-2970 | NCYC-995 | 4539 | 4550
PN Uzerindeki| 161 146 187 167
kuvvet
PS Uzerindeki| 139 117 155 148
kuvvet 29

Ornek 3: hibridasyon

Hazldanan farklCayrI@n bélimler, agagdaki tabloda verildigi lizere gaprazlanmsticl

Tablo 2: Gergeklestirilen capraziamalar

Mat alfa
X10S3 X1052 X10S1 PS27 Ps28
CNCM no.I-4673 | CNCM no.I-4672

X1054 HC5-G | HC5-H
X1055 HC5-1 HC5-]
Mata | X10S6 HC5-K HC5-L

P5316 HC5-A HCS5-C HC5-B

I-4669 I1-4671 I-4670

P3s8 | HC5-D HC5-F HC5-E

Ornek 4: Eleme
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Yukarldaki 6rnek 3te elde edilen hibrit suslar, asagdiki farklCélemelere tabi tutulmustur.

1/ Ksiloz iizerinde biiyiime testi

Bu birinci test, karbon kaynag[blarak ksilozun kullanltasCkuretiyle ¢ogalma kapasitesine

iliskindir.

Karbon kaynag[olarak ksilozun kullanlthas[d suretiyle suslarlnl c¢ogalma kapasitesinin
belirlenmesi amachda, bilesimin yukarida verilen bilesim oldugu 50 mL YFX ortamnda 2x106
hiicre/mL yiksekliginde inokiile edilmistir ve 150 rpm’lik kari§lina altlida 30°C'de

tutulmustur.

Biyokutlenin gelisimi, 600 nm’lik bir dalga boyunda spektrofotometre ile dlgllen bulankl il

izlenmesi ile belirlenmigtir. Bu izlemenin sonucu sekil 2'de verilmistir.

YFX ortam[Tizerinde biyokditlenin gelisimi 4 susun secilmesine olanak saglamlistic] Karbon
kaynag[slarak ksiloz kullanmaya yénelik iyi bir kapasite sergileyen HC5-A, HC5-B, HC5-C ve
HC5-D hibritleri s6z konusudur. Ustelik bu suslar, hZIEa ksiloz yiikii alabilmektedir, burada
HC5-K ve HC5S-L hibritleri, ksiloz lzerinde bilylmelerinin baglatlhasCicin gecikme nedeniyle
tutulmamistir]

2/ CP ortamiizerinde bilyiime testi

Bir baska onemli kriter ise hiicrelerin maksimal codalma hEzIdlr] Bunun belirlenmesi icin
mavyalar, mL basfh 2 x 10° yiiksekli§inde 50 ml CP ortamBAda inokiile edilmistir. Bu ortam,
10 g/kg EXL ve 10 g/kg baktopepton, ayrich 100 g/kg sakkaroz barhdid@icin gok
zengindir. BulanklKklgelisimi 600 nm spektrofotometrisi ile élgtilmustir. Daha sonra biyokitle
ussel sekilde arttid@$irecin tanmhlanmas$uretiyle maksimal ¢ogalma hzInlnl analiz edilmesi
stz konusudur. Sekil 3, logaritmik 6lgek dogrultusunda ve kiiltiirleme siiresine gore bulan(klKI

gelisimini gdstermektedir.

3,5 ve 7,5 saat arasloda bulunan alanda bulanklkl gelisimi Usseldir ve bu, bir logaritmik

Olcedi kullanan grafigimiz izerindeki dogrusal goriinim ile dogrulanmaktadit] Cogalma hizl]
zamana gdre 600 nm’lik bulanklkl gelisimi turevi olarak belirlenmistir. Bununla birlikte farkiO
diiz hatlar paralel gibi gériind(igii igin, cogalma hZarminl da, bu ortamda NCYC 995 referans[]
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altbda NCYC'de depolanan susun ve CNCM I-4538 referansChltlida CNCM'de depolanan
susunkiler ile kars@@strIabilir olarak gorildigi anlagltaktadlrl]

3/ Bir sahte fedbatch sonrasida fermantatif kuvvet testi

HC5-B ve HC5-C Hibritleri (I-4670 ve I1-4671 suslarl karbon kaynadolarak rafinozun
kullanIhasSuretiyle yaylImlistlc]l Bu triholosidin kullanltas[Jsekerin agamallCblarak mayaya
iletilmesine olanak saglamaktadlt] Nitekim mayalarl invertazCile yavas bir sekilde hidrolize
edilmektedir. SMART System5™ (CEM sirketi ABD) aparathinl yardimyla hacim birim baslng
mayan(dl kuru madde miktarflnl dlglilmesi suretiyle farklCiiretimlerin biyokiitle miktarlarmlnl
standardize edilmesinden sonra, bir rizograf fermentometre yardmlyla gaz sallnlm[hnaliz
edilmistir. Sekil 4'de gdsterilen, normal hamur Uzerinde gerceklegtirilen bir test igin gaz

salm gelisimi asagidbki sekilde gerceklestirilmistir:

» Bir maya slspansiyonu su sekilde hazltlanmistid test edilecek mayanidl 1 g kuru
maddesine es defer miktar siispansiyon haline getirilmistir ve 27g/L NaCl ve 4g/L
(NH4)2504'e 100 ml ¢dzeltinin eklenmesi ile tamamlanmEtIc]

¢ Yukardaki sispansiyondan 15 ml {ya da mayan(il kuru maddesinden 150 mg), 15 dakika
boyunca 30°C'lik bir sicaklkta dengelenmektedir.

*» Daha onceden 30°C'de bir gece boyunca dengelenmis clan 20 g un bu slspansiyona
eklenmektedir. Karlslm 35 saniyelik bir siire boyunca homojenize edilmektedir.

e Olusturulan hamur, 30°C'de yerlestiriimis olan hermetik sekilde kapatIi§l bir kap icinde
inklibe edilmektedir. Gaz sallim1(760 mm Hg'nidl altlbbda olarak belirtiimektedir),
toplamda 120 dakikal kI bir sire boyunca kaydedilmektedir.

Sekerli Hamurda (PS) gergeklestirilen bir test icin gaz salilariinl Slglilmesine yonelik
protokol, sekerin (burada 2g) diger kuru igerikler ile eklenmemesi dlsinda PN igin

gergeklestirilen ile dzdestir.

Elde edilen profiller katabolik represyonun, CNCM I-4538 referansOaltda CNCM'de
depolanan sus icinde biyiik miktarda oldugunu ortaya koymaktaddve bu, “maltoz oyugu”
olarak adlanditlan biyUk diauksi olgusunu indiklemektedir ve ekmek yaplm[bygulamalarl]
icin kaliteyi diisirmektedir. Buna karsllkl HC5-A, B, C ve D hibritlerinin, no.NCYC 995 altioda
NCYC'de depolanan sustan daha yavas olmashb radmen, ilgi cekici profiller sergiledigi fark
edilmistir. HC5-B ve HC5-C Hibritleri (I-4670 ve I-4671 suslar[lldaha iyi sonuglar vermistir.
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Ornek 5:

No.I-4670 ve no.I-4671 altinda depolanan suglaril her birisi, ksiloz (zerinde biyilime testine
ve CP ortamlizerinde biylme testine tabi tutulmustur ve bunlar@l fermantatif kuvvetleri

olglilmustiir. Elde edilen sonuglar asagdiki tabloda verilmistir:

Sus CNCM no.I-4670 CNCM no.I-4671
Ksiloz lizerindeki blyime {cogalma hizl} 3,5 saat / jenerasyon 6 saat / jenerasyon
CP ortam Blyimesi (¢odalma hzIH 0.71 0.66
Fermantatif kuvvet 139 143

Ornek 6:

No.I-4670 ve no.I-4671 altiida depolanan suslardan her birisi, 18 saat boyunca aerobik Fed
batch ydntemi dogrultusunda cogalmlgtk] Kurutmadan sonra elde edilen mayalari
fermantatif kuvvetleri, Normal Hamur (PN) testine gore ve 2 gram Sekerli Hamur {PS2g)

testine gore dlclimistir. Elde edilen sonuglar asagda verilmistir:

NCYC 995 referans|C3usun EA’s(] 1-4670 1-4671
kiiltir ortam™ %100 C6 C5/C6 0,42 C5/C6 0,42
Uretim verimi %79,2 %65,7 %66,0
PN fermantatif kuvveti 118 116 120
PS2g fermantatif kuvveti 114 116 107
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