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OZET

Doktora Tezi

SIVI BESTYERINDE Monascus purpureus’UN KIRMIZI PIGMENT URETIMININ YAPAY SINIR AGLARI
KULLANILARAK OPTIMIZASYONU VE PIGMENTIN STABILITESININ BELIRLENMESI

Serap DURAKLI VELIOGLU

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Gida Miihendisligi Anabilim Dali
1.Danisman : Prof. Dr. Osman SIMSEK
2.Danisman : Prof. Dr. Ismail Hakki BOYACI

Gida endiistrisinde dogal renklendiricilere olan talep giderek artmaktadir. Monascus pigmentleri de &zellikle
Dogu Asya’da kullanilan dogal renklendiricilerdendir. Bu ¢alismada, besin ortami olarak siine hasarli bugday
kullanilarak Monascus purpureus (M. purpureus) went DSM1604 susunun kirmizi pigment iiretimi yapay sinir
aglar1 (YSA) ile modellenmistir. Besin ortami olarak iilkemizde olduk¢a fazla miktarda bulunan bir tarim
endiistrisi at181 olan siline hasarli bugday kullanilarak 27, 30, 32, 35 ve 37°C fermentasyon sicakliklarinda ve 0,
50, 100, 150, 200, 250 devir/dak calkalama hizlarinda, 151kli ve 1s1ksiz ortam kosullarinda toplam 60 farkli
deneme gerceklestirilmistir. Bu kosullarda iiretilen pigment miktarlar1 belirlenmis, M. purpureus’un pigment
iiretiminin optimizasyonu YSA kullanilarak gergeklestirilmistir. Gelistirilen YSA’nin egitim, validasyon ve test
veri setleri i¢in R’ degerleri 0,993, 0,961 ve 0,944 olarak belirlenmistir. Elde edilen modele gore, en yiiksek
pigment {tretimi (1,874 Asionm), 29 sicaklik ve 150 devir/dak c¢alkalama hizinda, 1sikli ortamda
gerceklesmektedir. Belirlenen optimum sartlarda ti¢ deney daha gergeklestirilmis ve sonug olarak 1,787 + 0,072
Asionm degeri elde edilmistir. Optimum sartlarda gergeklestirilen iiretimde elde edilen bu deger, 35,740 Asionm
birim/g pigment verimine karsilik gelmektedir. Son iiriindeki kirmizi pigment ve sitrinin analizinde LC-MS,
gdriiniir bolge spektrofotometrisi ve HPLC yoéntemleri kullanilmustir. Ornekte yapilan sitrinin analizi sonucunda
Teshis Limitinin (10 ng/mL) iizerinde sitrinin belirlenememistir. Ayrica iiretilen renk maddesinin stabilitesinin
151, UV 151k, pH ve siire ile degisimi belirlenmis ve renk maddesi kullanilarak salam tiretimi gergeklestirilmistir.
Stabilite sonuglarina gore, Monascus pigmentlerinin, ¢ok yiiksek olmayan sicakliklarda 1sil iglem goren, hafif
asidik veya hafif bazik gidalarda kullanilabilecegi tespit edilmistir. Arastirma sonucunda endiistriyel anlamda
diisiik degeri olan siine hasarli bugdaym, M. purpureus kullanilarak kirmizi pigment iretiminde

degerlendirilmesinin miimkiin oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: M. purpureus, Kirmiz1 pigment, Siine hasarli bugday, Yapay sinir aglar1

2012, 101 sayfa



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

OPTIMIZATION OF RED PIGMENT PRODUCTION BY SUBMERGED CULTURE OF Monascus
purpureus USING ARTIFICIAL NEURAL NETWORKS AND DETERMINATION OF PIGMENT
STABILITY

Serap DURAKLI VELIOGLU

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering
Supervisor : Prof. Dr. Osman SIMSEK
Co-Supervisor : Prof. Dr. Ismail Hakk1i BOYACI

There is an increasing demand for natural food colorants in the food industry. Monascus pigments are used as
natural colorant especially in East Asia. In the present study, red pigment production of Monascus purpureus (M.
purpureus) went DSM1604 on a medium composed of bug damaged wheat was modelled using artificial neural
networks (ANN). Sixty different experiments were carried out using bug damaged wheat, an agricultural waste
product, as a medium at fermentation temperatures of 27, 30, 32, 35 and 37 , and at agitation speeds of 0, 50,
100, 150, 200 and 250 rpm, under light and dark conditions. The amount of pigment produced in these
conditions were determined and the information retrieved from the ANN was used to determine the optimal
operating conditions for pigment production of M. purpureus. The developed ANN had R-square values for
training, validation, and testing data sets as 0.993, 0.961, and 0.944, respectively. According to the model, the
highest pigment production, 1.874 Asionm, Was achieved at 29 °C and 150 rpm under light conditions. Three
additional experiments were performed in the optimum conditions and the mean value of the experimental
results obtained was 1.787 £ 0.072 Asjonn. This value corresponds to a pigment yield of 35.740 Asjgn, units/g.
The red pigment and the citrinin analysis of the coloring agent were performed using LC-MS, visible
spectrophotometry and HPLC methods. Citrinin could not be detected over the limit of quantification (10
ng/mL). The heat, UV light, pH and storage stability of the colorant was also determined and the product was
used for the production of a model food product, salami. According to the stability test results, it was determined
that the Monascus pigments can be used in slightly acidic and slightly basic foods which are not processed at
very high temperatures. The study showed that bug damaged wheat, a low priced agro-industrial product, can be

used as a substrate for red pigment production of M. purpureus.

Keywords: M. purpureus, Red pigment, Bug damaged wheat, Artificial neural networks
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1.GIRIS

Gidalarda mikrobiyolojik kalitenin disinda kalan kalite kavrami i¢ine iirlinlin rengi, tat-
kokusu, tekstlirii ve besleyici 6zellikleri girmektedir. Bu nedenle tiiketici agisindan fark edilen
kalite daha ¢ok duyusal 6zelliklere ve bunun da &tesinde gidanin rengine dayanmaktadir.
Gidanin tiikketim Oncesi gozlenen bu 6zelligi hammaddenin yetistirilmesi sirasindaki
etmenlerle ve imalat siirecindeki iiretim parametrelerinin etkisi ile degismeye ugrar. Renkte
goriilen bu farklilagmalar, tiiketici tercihini olumsuz bir bi¢cimde etkilemektedir (Saldamli ve
Uygun, 1998). Ornegin, bir tiiketici begenmedigi bir renkle karsilastiginda gidanin kalitesiz
veya bozuk oldugunu diistinebilmektedir. Diger taraftan, yesil peynir veya mavi igecek gibi
alisilmis rengin disinda olan gidalar tiiketici tarafindan reddedilmektedir. Tipik olarak bazi
renkler bazi gidalarla eslesmis durumdadir: ¢ilek-kirmizi, limon-sar1 veya havug-turuncu gibi.
Gidanin rengi, hem onu tanimlamada ¢ok 6nemli bir 6zellik hem de bozuldugunda o gidanin

tiikketilmesini engelleyen bir belirtectir (Dufosse 2006).

Renk maddeleri, gliniimiizde ayr1 ve Ozel bir onem tagimaktadir. Gida endiistrisinde
hammaddeden son iiriin elde edilinceye kadar degisik asamalarda kullanilabilen renk
maddelerini; renk verenler, renk koruyucular ve renk siddetini arttiricilar olmak {izere
gruplandirmak miimkiindiir (Gokalp ve ark. 2002). Gida endiistrisinde kullanilan renk
maddeleri, dogal renklendiriciler, dogala 6zdes renklendiriciler ve sentetik renklendiriciler

seklinde de gruplandirilabilir (Hendry ve Houghton 1992, Mapari ve ark. 2010).

Genellikle pigment, boya veya renklendirici olarak isimlendirilen renk maddeleri, (Hendry ve
Houghton 1992, Mapari ve ark. 2010), 6zellikle teknolojik islem gormiis et, meyve-sebze,
firincilik, siit¢iiliik tiriinlerinde ve sekerleme endiistrisinde kaybolan rengi geri vermek veya
kismen kayba ugramis olan ya da hi¢ olmayan rengi yapiya kazandirmak gibi amaglarla ¢ok

sik kullanilan gida katki maddeleridir (Saldamli ve Uygun, 1998).

Giliniimiizde gida endiistrisinde sentetik renklendiriciler de kullanilmasina ragmen, tiiketici
tercihlerinin dogal gida katki maddeleri lehine artmasi nedeniyle, renklendiriciler alaninda
yapilan calismalarin biiylik ¢ogunlugu dogal renklendiriciler ile ilgili olmaktadir. Dogal

renklendiriciler, bitkiler (karotenoidler ve pancar kokii kirmizisi), bocekler (karminik asit ve



kermesik asit) ve mikroorganizmalar (Monascus kirmizisi ve Penicillum kirmizist) gibi canlt

organizmalardan elde edilebilmektedir.

Endiistriyel boyutta dogal renklendirici iiretiminde mikroorganizmalar, diger yiiksek yasam
formlarina gore, yiiksek verimlilik ve iiretim kapasitesi gibi avantajlara sahiptir. Ayrica
mikrobiyal pigment tiretiminin diger kimyasal iiretim proseslerine gére daha hizli ve verimli
bir iiretim sekli oldugu bildirilmektedir (Velmurugan ve ark. 2010). Pigment {iretiminde
kullanilan bir¢ok farklt mikroorganizma tiirii icerisinde Monascus tiirleri, yiiksek kimyasal
stabiliteye sahip pigment iiretim yeteneklerinden dolayr 6zel bir 6neme sahiptir (Cho ve ark

2002).

Monascus tirleri tarafindan iiretilen metabolitler, enzimler, doymamis yag asitleri, alkol ve
esterler gibi birincil metabolitler ve pigmentler, monakolinler ve y-amino biitirik asit gibi
ikincil metabolitler olarak siralanabilir (Chang ve ark. 2006). Igerdigi bu fonksiyonel
bilesenler nedeniyle, Monascus kullanilarak {iretilen kirmizi fermente piring, birgok
endiistriyel firma tarafindan, kan kolesteroliinii diisiiriicii besin destegi olarak da satilmaktadir
(Carvalho ve ark. 2005). Japonya’da Monascus pigmentlerinin tiikketimi 1981°de 100 ton iken,
20. ylizyilin sonlarinda tiiketimin 600 tona ulastigi, bunun da yaklasik 1,5 milyon $’lik bir
degere karsilik geldigi bildirilmektedir (Dufosse ve ark 2005).

Yaygin olarak Dogu Asya’da dogal renklendirici ve geleneksel gida katkis1 olarak kullanilan
(Mukherjee ve Singh 2011) Monascus pigmentleri, ayn1 zamanda Bat1 iilkelerinde et igleme
endiistrisinde de kullanilmaktadir (Mukherjee ve Singh 2011). Ulkemiz et endiistrisinde de
kirmizi Monascus pigmentleri diger bir dogal renklendirici olan karmin ile birlikte
kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde kullanilan bir¢ok katki maddesi gibi bu renklendiriciler
de iilkemize diger iilkelerden ithal edilmekte olup, yurtiginde Monascus pigmentlerinin
tiretimi ile ilgili herhangi bir ticari faaliyet de bulunmamaktadir. Monascus pigmentleri et
tiriinlerinde yaygin olarak kullanilmasina karsin mevcut Tirk Gida Mevzuati bu iiriin
hakkinda herhangi bir bilgi icermemekte olup iilkemizde tiretimi ve kullanimi ile ilgili
bilimsel ¢alismalar da oldukg¢a sinirlidir. Konu ile ilgili yapilacak caligsmalar, iilkemizde gida
endiistrisinde kullanilmasina ragmen Tiirk Gida Mevzuatinda yer almayan bu iiriin hakkinda

yasal dlizenlemelere zemin hazirlayabilir.



Bu arastirmada M. purpureus’un sivi ortam fermentasyonu ile dogal renklendirici {iretiminin
optimizasyonu amaclanmistir. Kirmiz1 pigment iiretiminde besin ortami olarak, bir tarim
endiistrisi artig1 olan siine hasarli bugday kullanilmistir. Ulkemizde siine hasarli bugdayin
oldukca fazla bulunmasi goz oniinde bulunduruldugunda, daha degerli bir iirlin iiretimi i¢in
stine hasarli bugdayin kullanilmasi, iilkemiz ekonomisine fayda saglayabilecek bir

uygulamadir.

Calisma kapsaminda 27, 30, 32, 35 ve 37 °C fermentasyon sicakliklarinda ve 0, 50, 100, 150,
200, 250 devir/dak ¢alkalama hizlarinda, 1s1kl1 ve 151ksiz ortam kosullarinda toplam 60 farkli
deneme gergeklestirilmistir. Bu kosullarda iiretilen pigment miktarlar1 belirlenmis, pigment
iretiminin optimizasyonu YSA kullanilarak gergeklestirilmis ve optimum kosullarda
Monascus pigmenti Uretimi yapilmistir. Bir ¢ok alanda oldugu gibi, mikrobiyal iiretim
proseslerinin optimizasyonunda da kullanilan YSA, veriden Ogrenebilme, genelleme
yapabilme, sinirsiz sayida degiskenle ¢alisabilme, siniflandirma, veri iliskilendirme, teshis ve
yorumlama ve optimizasyon vb. gibi bir ¢ok Onemli 6zelligi sayesinde olduk¢a Gnemli
avantajlar saglamaktadir (Yurtoglu 2005, Bas ve ark. 2006). Klasik modelleme teknikleriyle
fermentasyon kosullarinin belirlenmesine alternatif olarak, YSA kullanilarak Monascus
pigmentlerinin {iretiminin modellenmesi, bu konu ile ilgili yapilan caligmalara farkli bir

yaklasim sunabilir.

Optimum kosullarda iiretilen dogal renklendirici 6rneginde yapilan kirmizi pigment ve sitrinin
analizlerinde, LC-MS, goriiniir bolge spektrofotometrisi ve HPLC yontemleri kullanilmigtir.
Gidanin sahip oldugu pH, gorecegi 1sil islem ve depolama siiresi, kullanilacak dogal
renklendiricinin  stabilitesini  etkileyebileceginden, stabilite analizlerinin  yapilmasi,
renklendiricinin kullanilabilme potansiyeli agisindan 6nemli bilgiler sunabilir. Bu nedenle de,
tiretilen renk maddesinin stabilitesinin 1s1, UV 151k, pH ve siire ile degisimi belirlenmis ve

renk maddesi kullanilarak laboratuar kosullarinda salam iiretimi gergeklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Gidalarda sentetik renklendiricilerin kullanimi yillardir {izerinde tartisilan bir konudur.
Gliniimiiz tliketicilerinin sentetik gida renklendiricilerine karsi negatif tutumu ve sorugturmaci
yaklasimi ise dogal renklendiricilere olan ilgiyi oldukga arttirmistir (Dufosse 2006). Dogal
renklendiricilerin iiretiminde dogada yaygin bulunan mikroorganizmalar ve mikroalgler
kullanilabilmektedir. Uretilen karotenoid, melanin, flavin ve kinon yapisindaki molekiillere
monascin, violacein, phycocyanin veya indigo isimli pigmentler 6rnek olarak verilebilir

(Dufosse ve ark. 2005).

Mikrooganizma kaynakli pigmentler i¢inde Avrupa’da izin verilen ilk pigment, Blakeslea
trispora tarafindan {retilen B-karoten olmustur. 1995 yilinda lanse edilen bu dogal
renklendiriciden sonra, Ascolor isimli bir Cek firmasi, 2004 yilinda Penicillium kullanilarak
antrakinon yapisindaki Arpink Red™ renk maddesini iirettigini bildirmistir. Bununla birlikte
pigment iireten mikroorganizma ve mikroalglerin ¢ok az miktar1 (Monascus, Penicillium,
Dunaliella, Haematococcus, Porhyridium) ticari olarak kullanilma olanagi bulmustur. Bu
dogal renklendiricilerden en eskisi, Monascus cinsi kiifler kullanilarak iiretilen “red koji”,
“ang-kak” veya “anka” olarak da bilinen kirmizi fermente piringtir. “Ang-kak” veya “ kirmizi
piring” terimlerinin gectigi ilk kaynak, birinci yiizyilda basilmis olan bitkilerle ilgili bir Cin
tip kitabidir (Dufosse ve ark. 2005). Dufosse ve ark. (2005) tarafindan bildirildigine gore,
1884’te Fransiz botanik¢i Philippe van Thieghem, patatesten ve keten tohumu kiispesinden
kirmizi-mor renkli bir kiif izole etmis ve bu kiife Monascus ruber ismini vermistir.
“Monascus” isminin secilmesinin nedeni, bu kiifiin ¢ok miktarda spor iceren bir adet
askusunun olmasidir. 1895°’te Went, Endonezya’da kirmizi fermente piringten farkli bir
Monascus tiirii izole etmis ve bu kiif de M. purpureus olarak isimlendirilmistir. Daha sonraki

zamanlarda bir¢ok farkli tiir izole edilmistir.

Monascus cinsi igerisinde ii¢ tiir (M.pilosus, M. purpureus ve M. ruber) mevcut olup,
taksonomik olarak Ascomycetae smifi, Monascaceae familyasina aittir. Cizelge 2.1°de
gortldiigli gibi Monascus cinsine ait bu ii¢ tiir daha ¢ok doguya 6zgii gidalardan izole edilmis

suslar1 igermektedir (Duffose ve ark. 2005).



Cizelge 2.1. Monascus’un smiflandirilmasi ve orijini (Dufosse ve ark. 2005)

Sus Kaynak Tiir
albidus tofu purpureus
albidus var. glaber tofu purpureus
anka anka purpureus
anka var. rubellus anka purpureus
araneosus kiiflenmis kepek purpureus
barkeri kirmiz1 koji ruber
fuliginosus kiiflenmis kepek ruber
koilang anka purpureus
major anka purpurus
paxii bitki ruber
pilosus kiiflenmis kepek pilosus
pubigerus kiiflenmis kepek pilosus
purpureus anka purpureus
ruber bitki ruber
rubiginosus anka purpureus
rubropunctatus kiiflii kepek pilosus
serorubescens tofu pilosus
vitreus tofu ruber

Monascus tarafindan fermente edilmis {iriinler, antihiperkolesterolemik bir ajan olan
monacolin K, hipotansif bir ajan olan y-amino biitirik asit ve antioksidan olan dimerumik asit
gibi maddeler icerdiginden dolay1 fonksiyonel gida olarak kabul edilmektedir (Arunachalam
ve Narmadhapriya 2011). Literatiirde Monascus cinsine ait tiirlerin pigment haricinde {irettigi
metabolik tiriinlerle ilgili de bir¢ok ¢alisma bulunmasina ragmen, gida endiistrisinde dogal
katki maddelerine olan ilginin artmasi nedeniyle, bu cinse ait tiirler esas olarak pigment

tiretimi ile ilgili ¢alismalarin konusu olmaktadir (Daroit ve ark. 2007).

Monascus cinsinin en onemli karakteristik 6zelligi, ikincil metabolit olarak ¢ok giiclii sari,
turuncu veya kirmizi pigment {iretmesidir. Pigment iiretiminde M. pilosus ve M. purpureus
daha oOnemli kabul edilmekte, M. ruber ise degisik gidalarin pargcalanma ve bozulma

reaksiyonlarindan sorumlu tutulmaktadir (Carvalho ve ark. 2005).
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Monascus pigmentleri poliketid kromoforlar ve beta-keto asitlerden esterifikasyon yoluyla
sentezlenen metabolitler olan azofilonlar grubuna dahildir (Nimnoi ve Lumyong 2011).
Monascus pigmentlerinin tipik olarak 6 ana azofilon pigmentini kapsadigi bildirilmesine
ragmen (Blanc ve ark. 1994, Mapari ve ark. 2010), son yillarda yapilan ¢aligmalar sonucu
s6zkonusu alt1 ana pigmentten tiiredigi kabul edilen yeni bazi1 pigmentlerin de bulunmus
oldugu bildirilmektedir (Arunachalam ve Narmadhapriya 2011). Sekil 2.1°de kimyasal
yapilar1 verilen Monascus pigmentlerinden, ankaflavin (Cy3H300s5) ve monaskin (C;;H3605)
sar1, rubropunktatin (C;;H2,0s5) ve monaskorubrin (Ci3Hy60s) turuncu, rubropunktamin

(C21H23NOy4) ve monaskorubramin (C,3H27NO4) kirmizi mor renklidir (Dufosse ve ark. 2005).

) )
Monaskin Ankaflavin

)
Monaskorubramin

0

Rubropunktatin Monaskorubrin

Sekil 2.1. Monascus pigmentlerinin kimyasal yapilari



Sekil 2.1°de goriildiigii gibi kirmiz1 pigmentler, rubropunktamin ve monaskorubramin, ayni
kromoforik sistemi igermektedir. Bu iki molekiiliin sadece karbonil grubuna bagli olan alifatik
zincir uzunluklar farkhidir (Zheng ve ark. 2009). Bu 6zellik turuncu ve sar1 pigmentlerde de

gozlenir (Teng ve Feldheim 1998, Zheng ve ark. 2009).

Iki turuncu pigment, monaskorubrin ve rubropunktatin, hiicre sivisi i¢inde asetil koenzim
A’dan, multienzimatik kompleks poliketid yolu ile sentezlenir. Bu pigmentler birincil
aminoasit gruplarini iceren bilesiklere karsi yiiksek afinite gosteren bir yapiya sahiptir. Bu
pigmentlerin aminoasitlerle reaksiyonu sonucu, monaskorubramin ve rubropunktamin gibi

suda ¢oziinebilen kirmizi pigmentler olusmaktadir (Babitha ve ark. 2007).

Amino asitler, peptidler, niikleik asitler gibi azotlu bilesiklerin, Monascus pigmentlerine
eklenmesi ile iiretilmis Monascus pigment tlirevlerinin olusumu ile ilgili raporlar mevcuttur.
Azotlu bilesigin azot bdlgesiyle, turuncu Monascus pigmentinin oksijen bolgesinin yer

degistirmesi sonucu rengin turuncudan kirmiziya kaydig bildirilmektedir (Jung ve ark 2011).

Monascus pigmentleri, bazi1 durumlarda indirgenebilir, okside olabilir ve aminoasitler gibi
bazi maddelerle etkilesime girerek daha biiyilk kompleksler olusturabilir. Glutamil-
monaskorubrin ve glutamil-rubropunktatin s1vi ortamlardan izole edilen pigment
komplekslerine Ornek olarak verilebilir. Bu maddelerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.2°de

verilmektedir (Blanc ve ark. 1995).
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Sekil 2.2. Kompleks Monascus pigmentlerinin kimyasal yapilari

Monascus pigmentleri, geleneksel olarak sarap, peynir ve et gibi bircok gida maddesinin

renklendirilmesi ve etlerin korunmasi amaciyla kullanilmaktadir. (Carvalho ve ark 2005).
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Sosis, jambon gibi islenmis et iiriinlerine ek olarak balik ezmesi, surimi, ket¢ap, meyveli
yogurt gibi gidalarda da renklendirici olarak kullanim uygulamalarinin oldugu rapor
edilmektedir (Dufosse ve ark 2005, Nimnoi ve Lumyong 2011). Ayrica Monascus pigmentleri
arasinda kirmizi renkli olanlarin 6zellikle et iirlinlerinde nitrit, nitrat1 ikame etmek amaciyla
talep goérmekte oldugu bildirilmektedir (Nimnoi ve Lumyong 2011, Mukherjee ve Singh
2011).

Yin ve ark (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, balik etinin yapisini gelistirmek ve yeni
bir balik iirlinii iiretmek amaciyla % 30 uskumru eti ve % 2,1 piring unu igeren ortama, M.
purpureus ve diger Monascus ¢esitleri inokiile edilmistir. 25 de gergeklestirilen
fermentasyonun 7. gilinlinde ortamda Enterobacteriaceae, Staphylococcus ve Pseudomonas
grubu bakterilere rastlanmamustir. Uretilen fermente balik {iriinlerinin aroma ve renk

Ozelliklerinin test paneli tarafindan begenildigi bildirilmektedir.

Liu ve ark (2010) tarafindan yapilan calismada ise, diisiik nitritli sosis iiretiminde M.
purpureus ile fermente edilmis piring kullanimi denenmistir. 100 mg/L nitrit eklenen kontrol
ornegine kiyasla, 25 mg/L nitrit ve % 0,5 M. purpureus ile elde edilen renklendiricinin
kullanildigr 6rnegin L, a ve b degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamuistir. Renklendirici kullanilan 6rneklerin, diger 6rneklere kiyasla daha koyu kirmizi

renge sahip oldugu rapor edilmistir.

2.1. Monascus Cinsi Kiifler Kullamlarak Kirmizi Pigment Uretimi

Giliniimiizde tiiketici tercihlerinin dogal gida katki maddeleri lehine artmasi nedeniyle,
renklendiriciler alaninda yapilan ¢alismalarin biiylik ¢ogunlugu dogal renklendiriciler ile ilgili
olmaktadir. Dogal renk maddeleriyle ilgili ¢alismalar, pigmentlerin liretim maliyetlerini,
sentetik veya bitki kaynakli pigmentlerin maliyetlerinden daha diisiik seviyeye ¢ekmek
tizerinde yogunlagsmistir. Yeni mikroorganizmalarin izolasyonu veya proses kosullarinin
optimizasyonu gibi ¢alismalarin, pigment iiretimini ekonomik anlamda gelistirmekte oldugu

da bildirilmektedir (Dufosse 2006).

Dogal renklendiriciler grubunda yer alan Monascus pigmentlerinin, ekstraseliiler olmas1 ve
suda ¢oziinme 6zelligini tagimasi nedenleriyle kullanim kolaylig1 bulunmakta ve bahsi gegen

Ozelliklerinden dolay1r gida endiistrisinde bu pigmentlere olan ilgi artmaktadir (Nimnoi ve
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Lumyong, 2011). Bu nedenle Monascus pigmentlerinin gida endiistrisinde kullanilmak iizere

tiretiminin hem kat1 ortamda hem de s1v1 ortamda denendigi ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur.

Kirmizi pigment iiretiminde katt ve sivi ortam fermentasyonlarmin her ikisi de
kullanilabilmektedir (Zhao 1998). Monascus pigment fermentasyonu genelde kat1 kiiltiirlerde
yapilmasina karsin bu tip iiretimde verim endiistriyel anlamda diistiktlir. Kim ve ark. (2002)
tarafindan bildirildigine goére pigment verimini artirmak amaci ile yapilan calismalar
kapsaminda tiirlerin mutasyonu, besiyeri bilesenlerinin degistirilmesi ve kiiltiir ortaminin

fiziksel ozelliklerinin degistirilmesi gibi yontemler denenmektedir.

Kirmiz1 fermente pirincin klasik yontemle {iretiminde biiyiik tepsilere konulmus buharda
pisirilmis piring Monascus ile inokiile edilmekte ve havalandirmali ve sicaklik kontrolli
ortamda 20 gilin inkiibasyona birakilmaktadir. Bu tip {iretimde, nem miktar1 ve gaz
ortamindaki oksijen ve karbondioksit seviyesine ek olarak ortam kompozisyonunun da énemli
bir parametre oldugu bildirilmektedir (Duffosse ve ark. 2005). Kat1 ortam fermentasyonu,
iirlin kalitesinin standart olmayisi, fermentasyon sartlarinin kontroliindeki zorluklar, 6zellikle
Penicillum ve Bacillus tiirlerinin kontaminasyonuna agik bir sistem olusu gibi dezavantajlar

tasirken, alet-ekipman ve proses maliyeti yoniinden ¢ok avantajlidir (Zhao 1998).

Yang ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, kati ortam fermentasyonu ile kirmizi
fermente piring lretiminde M. purpureus went (CCRC 31498) kullanilmistir. Malt ekstrakt
agara inokiile edilerek 25°C sicaklikta 72 saat inkiibasyona birakilan Monascus’a ait saf kiiltiir
elde edildikten sonra miseller, Potato Dextrose Agar (PDA) besiyerine yeniden inokiile
edilerek 25°C sicaklikta 7 giin inkiibe edilmistir. Elde edilen kiiltiir blenderda homojenize
edilerek, daha onceden % 45 saf su ilavesi ile otoklavda sterilize edilmis olan piring iizerine
% 5 oraninda inokiile edilmistir. 25°C sicaklikta 7 giinliik inkiibasyon sonrasinda elde edilen
tirtintin, 40°C sicakliktaki kurutmali firinda kurutularak ve 20 mesh diizeyinde 6gutiilerek

hazir hale getirildigi bildirilmektedir (Yang ve ark 2005).

Kat1 ortam fermentasyonlarinin kompleks kontrol sistemleri gerektirmekte oldugu bilinmesine
ragmen, geleneksel olarak Monascus tarafindan {retilen {iriinlerin ¢ogu kati ortam
fermentasyonu ile elde edilmektedir (Johns ve Stuart 1991, Chang ve ark 2006, Pattanagul ve
ark 2008). Ancak endistriyel anlamda ekonomik bir iiretim gerceklestirmek i¢in bu

fermentasyon seklinin verimi oldukga diisiik olmasina (Lin 1973) ragmen, endiistriyel 6lgekte

9



pigment {iretiminin daha ¢ok sivi ortam fermentasyonu ile gerceklestirildigi belirtilmektedir
(Arunachalam ve Narmadhapriya 2011). Pigment verimini arttirmak igin sivi ortam

fermentasyonu lizerinde arastirmalarin yogunlasmasi gerekmektedir (Lin 1973).

Batik kiiltiir veya s1vi ortam fermentasyonunda, pigment geri kazanim oranin diisiik olmas1 ve
yiiksek maliyet gibi dezavantajlar olmasina ragmen (Zhao 1998), bu ydntemin avantajlarini
ortaya koyan ¢alismalar da bulunmaktadir (Dominguez-Espinoza ve Webb 2003, Chung ve
ark. 2007). Sivi ortamda fermentasyonun kontroliiniin daha kolay oldugu ve fermentasyon
stiresinde 6nemli kisalmalar elde edilebildigi bildirilmektedir (Dominguez-Espinosa ve Webb
2003). Siv1 ortam fermentasyonu pH, sicaklik, havalandirma gibi parametrelerin kontrol
edilebilmesi, kontaminasyon riskinin ¢ok diisiik olmasi gibi avantajlar saglamaktadir (Zhao
1998). Bu nedenle Monascus’un sivi ortam fermentasyonu, kontrollii kosullarda istenen {iriin

iretimi i¢in alternatif bir yaklasim olmaktadir (Chang ve ark. 2006).

Monascus’un pigment liretimine etki eden faktorleri belirleyebilmek i¢in yapilan ¢alismalar
Ozellikle azot ve karbon kaynagi gibi fermentasyon ortamindaki bilesenlerin 6nemi {izerinde
durmaktadir (Dufosse ve ark. 2005, Chung ve ark. 2007). Monascus fermentasyonunda etkili
olan diger faktorler de sicaklik (Ahn ve ark. 2006), pH (Chung ve ark. 2007), karistirma hizi
(Kim ve ark. 2002), buna bagl olarak ¢oziinmiis oksijen (Chang ve ark. 2006), havalandirma
kosullar1 (Hamdi ve ark. 1996) ve 151k ( Wang ve ark. 2009) olarak ifade edilmistir.

S1vi ortamda en yiiksek pigment verimi i¢in hangi karbon kaynaginin daha uygun oldugunu
ortaya koyan c¢alismalarda farkli sonuglar mevcuttur (Dufosse ve ark. 2005). Genel olarak
Monascus, nisasta, dekstrin, glukoz, maltoz ve fruktoz igeren ortamlarda iyi gelisme
gostermektedir. Glukoz ve maltoz kullanildiginda, yliksek pigment verimi elde edildigi
bildirilmektedir (Hamdi ve ark. 1995, Dufosse ve ark. 2005). Ayrica ortama etanol
eklenmesinin pigment {iretimini gelistirdigi de ifade edilmektedir (Arunachalam ve
Narmadhapriya 2011). Azot kaynaginin ise karbon kaynagina kiyasla daha énemli oldugu ve
azot kaynagi olarak nitrata kiyasla, amonyum ve pepton kullaniminin pigment iiretimini
arttirdig1 bildirilmektedir (Hamdi ve ark. 1995). Bunun yaninda Silveira ve ark. (2008)’in
Pastrana ve ark. (1995)’den bildirdigine gore, suda ¢oziinebilen komplekslerin olusumu i¢in
gerekli olan amino grubunu igeren bilesiklerin ortamda bulunmasi nedeniyle, yiiksek pepton

igerigi pigment iiretimini tesvik etmektedir.
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Hajjaj ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir ¢aligmada glukoz, etanol gibi farkli karbon
kaynaklari, monosodyum glutamat (MSG), soya pepton ve histidin gibi azot kaynaklari
kullanilmis; karbon ve azot kaynagi olarak glukoz ve histidin kullanildig1 durumda en yiiksek
pigment iiretiminin saglandig1 belirlenmistir. Ayrica karbon/azot oraninin 6nemli oldugu
belirlenmis olup; 50 g/g diizeyinde liremenin, 7-9 g/g diizeyinde ise pigment liretiminin tegvik
edildigi ifade edilmektedir. Hajjaj ve ark. (1999) tarafindan yapilan bu ¢aligmada karbon ve
azot kaynagi olarak, glukoz-histidin, etanol-MSG, etanol-histidin kullanilmas1 durumlarinda
sirastyla, 15, 9 ve 10 g/L diizeylerinde pigment iiretildiginin belirlendigi, prodiiktivitelerin de

sirasiyla, 94, 20, 62 mg/L sa olarak hesaplandig: bildirilmektedir.

Monascus pigmentlerinin kromofor gruplarinda siibstitiisyon reaksiyonlarinin gerceklestigi
rapor edilmistir. Jung ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alisma sonucu ortamda bulunan
aminoasitlerin pigmentin yapisina katildigin1  gostermislerdir. Sozkonusu calismada,
Monascus fermentasyonunda fermentasyon ortamina azot kaynagi olarak 20 farkli aminoasit
ayr1 ayr1 eklenmis ve iiretilen renk maddelerinin analizleri gergeklestirilmistir. Sonug¢ olarak
farkli aminoasitler kullanilarak yeni renk tonlar iiretilebildigi gosterilmistir. Serin, glutamin,
glisin ve alanin aminoasitleri ile elde edilen rengin kirmizi, diger aminoasitlerle elde edilen
rengin ise kontrol drnegine kiyasla daha turuncumsu oldugu bildirilmektedir. HPTLC analizi
sonucunda, serin, glutamin, glisin, alanin ve histidin ile elde edilen renk maddelerinde ana
spotlarin % 50’den fazlasi kirmizi olarak belirlenirken, fenilalanin, valin, 16sin, izolosin ile
elde edilenlerde ise sar1 ve turuncu spot oraninin % 50’den fazla oldugu belirlenmistir (Jung
ve ark. 2003). Ortamdaki aminoasitten bagimsiz olarak, tiim renk maddesi 6rneklerindeki sar1
spotlarin Rf degerlerinin aymi oldugu, turuncu spotlarin degerlerinin ise birbirine ¢ok yakin
oldugu belirtilmektedir. Bu sonuglar, fermentasyon boyunca aminoasit ilavesinden bagimsiz
olarak aymi sar1 ve turuncu bilesiklerin iiretildigini gdéstermektedir. Kirmizi spotlara ait Rf
degerlerinin, ortama eklenen aminoaside bagli olarak 0,1 ile 0,6 arasinda degistigi tespit
edilen Jung ve ark. (2003)’e ait bu calismada; ortamdaki farkli amino asitlerin pigment

yapisina katilmasi nedeniyle, farkli kirmizi pigmentlerin iiretilebildigi gosterilmistir.

Fabre ve ark. (1993)’in M. ruber kullanarak pigment iiretimi ile ilgili yaptig1 calismada, 1
L’de 20 g etil alkol, 5 g MSG, 5g K,HPO,, 5g KH,PO4, 0,5g MgS0,, 0,1g CaCl,, 0,03 g
MnSOy4, 0,01 g ZnSO4, 0,01 g FeSO4 oranlari ile hazirlanan besiyeri kullanilmis, baslangi¢
pH’s1 6,5 olarak ayarlanmistir. 20 L’lik fermentor igerisine alinan besin ortami 120°C

sicaklikta 20 dakika sterilize edilmistir. Daha sonra 2 L M. ruber siv1 kiiltiirli inokiile edilerek
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28°C sicaklikta 80 saat, havalandirmali ve karistirmali fermentorde inkiibasyona birakilmistir.
Fermentasyon sonunda mikrofiltreden gecirilen ortamdan elde edilen filtrat dondurarak
kurutma yontemiyle kurutulmustur. 1 L ortamdan 12,5 g veriminde elde edilen kirmizi toz
haldeki pigment karisiminin, suda c¢oziinen safsizliklarin uzaklastirilmasi igin, metanol-
kloroform karigimi ile ekstrakte edildigi, filtrasyon sonrasi kirmizi renkli soliisyonun vakum
altinda konsantre edilip, kurutulan ekstraktin su igerisinde yeniden siispansiyon hale
getirildigi belirtilmektedir. Kloroform ile bir kez daha yikanarak vakum altinda yeniden
konsantre edildikten sonra 1 L ortamdan 5,2 g saf pigment elde edildigi bildirilmektedir
(Fabre ve ark. 1993).

Mukherjee ve Singh (2011) tarafindan yapilan calismada da, 250 mL’lik erlenlerdeki 50
mL’lik fermentasyon ortami, 32 ’de 150 devir/dak g¢alkalama hizinda 13 giin boyunca
inkiibe edilmistir. Uretim kosullarinin optimizasyonu igin, 25-40 araliginda, baslangic
pH’s1  2-8 arasinda olacak sekilde denemeler gergeklestirilmistir. Ayrica farkl
konsantrasyonlarda glukoz (10-40 g/L) ve farkli azot kaynaklari denenmistir. Pigment
iretiminin inkiibasyonun 3. giiniinde bagladigr ve fermentasyon periyodu boyunca devam
ettigi bildirilmektedir. Pigment veriminin en yiiksek seviyesine (64 U/g kuru hiicre kiitlesi)
10. glinde ulastig1 tespit edilmistir. Calismada denemesi yapilan bir ¢ok farkli sicaklik
derecesi i¢inde, 30  ’de yapilan fermentasyon en yiiksek pigment iiretimini saglamistir.
Pigment kalitesinin fermentasyon ortaminin baslangic pH’sina bagli olarak degisebildigi
belirlenmistir. Kirmiz1 pigment pH 6 seviyesinde daha fazla tretilirken, asidik pH degerleri
sar1 pigment iiretimini tesvik etmektedir. Diisiik baslangic pH’sinda (2,0-4,0) sar1 pigment
baskin iken, pH 5,0 iizerinde keskin bir sekilde azalmaktadir. Turuncu fraksiyonun ise pH
kosullarindan bagimsiz olarak sabit bir sekilde ortamda bulundugu belirlenmistir. Yiksek pH

degerlerinde (6,0-8,0) ise kirmiz1 pigmentin ortamda yaygin olarak bulundugu tepit edilmistir.

Ahn ve ark. (2006) tarafindan yapilan calismada, Monascus sp. J101 kullanilarak sivi ortam
fermentasyonu 25 ve 30  sicaklik degerlerinde gerceklestirilmistir. Yiiksek sicaklikta artan
mikroorganizma gelisme hizindan dolay1r fermentasyon ortaminda ortaya cikan yiiksek
viskozite, pigment verimini diisiirmiis ve sonug olarak 30  ’de elde edilen pigment verimi 25

’de elde edilen verimden 10 kat daha diisiik bulunmustur. Lee ve ark. (2004) ise 35 ’den
daha yiiksek fermentasyon sicakliginin kirmizi pigment iiretimini énemli diizeyde azalttigini

bildirmektedir.
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Chang ve ark. (2006) tarafindan yapilan M. anka ile pigment ve glukoamilaz {iretiminin yapay
sinir aglar1 ile modellenmesi ¢alismasinda fermentasyon parametrelerinden sicaklik ve
¢cOziinmiis oksijen, degisken parametreler olarak secilmistir. Sicaklik aralig1 olarak 27-42

ve ¢Oziinmiis oksijen araligi olarak da % 10-40 degerleri se¢ilmis ve bu parametre
araliklarinda modelleme yapilarak yapay sinir aglarinin basarili bir sekilde sonug¢ verdigi

belirlenmistir.

Kim ve ark. (2002) tarafindan yapilan calismada ise fermentérdeki karistirma hizinin
Monascus hiicre morfolojisi ve pigment verimi iizerine etkisi arastirilmistir. Denemelerde 350
devir/dak ve altindaki karistirma hizlarinda kiif misellerinin dibe ¢oktiigli ve pigment
veriminin yaklasik 37,5 optik dansite (OD) birim oldugu ancak hizin 500 devir/dak seviyesine
arttirilmasiyla 220 OD birim pigment verimi elde edildigi belirtilmistir. 600 ve 700 devir/dak
seviyelerinde yapilan denemelerde ise asir1 hizdan dolayr kiif misellerinin zarar gordiigii

belirlenmistir.

Hamdi ve ark. (1996) M. purpureus kullanilarak yaptiklar1 ¢caligmada, fermentasyon ortamina
kisa siireli ve uzun siireli olarak ¢oziinmiis oksijen vererek iki farkli deneme yapmiglardir.
Kisa siireli oksijen verilen fermentasyon ortaminda pigment iiretim hizinin 0,08 g/sa, uzun
stireli oksijen verilen ortamda ise bu degerin 0,2 g/sa oldugu belirlenmis olup ortamdaki

¢ozlinmiis oksijen miktarinin pigment tiretimini olumlu yonde etkiledigi vurgulanmaigtir.

Silveira ve ark. (2008) tarafindan bildirildigine gore, oksijenin kismi basincinin diisiik
olmasimin hem kati ortam fermentasyonunda (Han ve Mudgett 1992) hem de sivi ortam
fermentasyonunda (Lee ve ark. 1994) Monascus’un pigment liretimini inhibe etmektedir.
Wang ve ark. (2009) Monascus cinsi kiiflerin s1vi ortam fermentasyonu ile pigment ve sitrinin
iiretimine mavi 15181 etkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda aydinlatmada mavi 151k
kullanilan fermentasyon ortaminda, karanlik ortamda yapilan fermentasyona gore % 28,5

daha fazla pigment ve % 79 daha az sitrinin olustugu belirlenmistir.

2.2. Monascus Uriinlerinde Sitrinin Varhg

Uzun zamandir Cin’de sindirimi ve kan dolagimini diizenleyici geleneksel bir ilag olarak
tiikketilen kirmizi1 fermente piring, ticari olarak Mevacor, Cholestin, Lovastatin gibi isimler ile

de bilinen ve viicudun kolesterol iiretimini azaltarak kandaki yag seviyesini diizenleyen
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monacolin-K gibi fonksiyonel maddeler icermesinden dolay1 tiim diinyada besin destegi
olarak da tiiketilmektedir (Velioglu ve Yilmaz 2006, Arunachalam ve Narmadhapriya 2011).
Ancak son 10 yilda, baz1 arastirmacilar tarafindan bazi Monascus tiirlerinin, esas olarak
Aspergillus ve Penicillum tirlerinin trettigi bir nefrotoksin olan, sitrinini iiretebildigi

belirlenmistir (Chen ve Hu 2005).

Sitrinin, insan ve hayvanlarda karaciger, bobrek veya sinir sistemi hasarlari, bagisiklik sistemi
baskilanmasi ve karsinojenik etkilere yol acarak ¢ok farkli saglik sorunlarina sebep olabilen
bir mikotoksindir. Bu mikotoksin ilk olarak filamentli bir kiif olan Penicillum citrinum’dan
izole edilen ve diger Penicillum, Aspergillus ve Monascus tiirleri tarafindan da iiretilen bir
ikincil metabolittir. Antibakteriyel etkilerinden dolayi ilk olarak antibiyotik olarak aragtirilmis
fakat hayvanlarda bobrek tiiplerinde nefrotoksik etki gostererek Balkan nefropatisinin sebebi

oldugu belirlenince ¢aligmalar bu yonde yogunlasmistir (Xu ve ark. 2006).

Eski caglardan beri uzak doguda Monascus kullanilarak iiretilen kirmizi fermente pirincin
gida renklendiricisi olarak kullanimina Japonya yasalari izin vermekte fakat Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) ve Avrupa Birligi (AB) yasalar1 izin vermemektedir (Hendry ve Houghton
1992). Bunun yaninda Japonya, ABD, Fransa ve Almanya’da gida amachi Monascus
pigmentleri ile 1ilgili verilmis 50°’den fazla patent mevcuttur (Dufosse ve ark. 2005).
Ulkemizde ise Monascus pigmentleri ile ilgili herhangi bir yasal diizenleme bulunmamaktadir

(Anon. 2002).

Monascus pigmentlerinin tiretiminin yani sira, birgok arastirmaci kirmizi fermente piringteki
sitrininin kontrol altina alinmasina ¢alismaktadir. Japonya’da kirmizi fermente piringte izin
verilen maksimum sitrinin degeri 200 ng/g’dir. Cin ve Avrupa Birligi’nde de bu degere yakin
sitrinin degerleri tartisilmaktadir. Bu yilizden, diisiik sitrinin igerigine sahip kirmizi fermente

piring iiretilmesi tizerinde ¢alismalar yapilmaktadir (Chen ve Hu 2005).

Literatiirde sitrinin iiretme yeteneginin, kullanilan susa bagli oldugu kadar besin ortami ve
inkiibasyon kosullarina da bagl oldugu bildirilmektedir (Mapari ve ark. 2010). Bu sebeple
Monascus ile yapilan pigment liretme g¢aligmalarinda sitrinin analizlerinin de yapilmasi
gerekmektedir. Son yillarda yapilan caligmalar, sitrinin iiretmeyen Monascus suslarinin
belirlenmesi (Chen ve ark. 2008), Monascus iirtinlerindeki sitrinin oraninin diisiiriilmesi (Lee

ve ark. 2007a), farkli fiziksel ve kimyasal metotlarla sitrininin ortamdan uzaklagtirilmasi (Lee
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ve ark. 2007b) lizerine yogunlasmistir. Yapilan calismalarda Monascus tiirlerinin hepsinin
toksijenik olup olmadigi arastirilmis ve koleksiyonlarda bulunan bazi Monascus tiirlerine ait
toksijenik olmayan suslarin bulundugu gosterilmistir (Dufosse vd., 2005). Ayrica genetik
yontemlerle sitrinin liretmeyen mutant M. purpureus suslarinin iiretimi ile ilgili ¢aligmalar (Jia

ve ark 2010) da yapilmaktadir.

Monascus iriinlerinde sitrininin bulunmasini engellemenin bir diger yolu ise, bu metabolitin
biyosentezini kontrol etmektir. Fermentasyon ortaminda sitrinin liretimini en aza indirmek
icin yapilan ¢aligmalarda bu mikotoksinin iiretiminde kullanilan metabolik yolun
anlasilmasina agirlik verilmistir. Sitrinin ve pigment iiretiminin ayni metabolik yol ile
iretildigi ortaya konmustur. Pigment iiretiminde, metabolik yolun sonunda kromofor grubuna
bir yag asidi baglanarak renkli molekiiller olugsmaktadir. Ortama yag asitleri eklemenin
pigment iiretimini tesvik ettigi fakat sitrinin miktarini degistirmedigi bildirilmektedir. Glukoz
ve farkli aminoasitleri iceren sivi besiyerinde, M. ruber kullanilarak gerceklestirilen
fermentasyonda, sitrinin {iretimini azaltmak i¢in, azot kaynagi olarak bircok aminoasit
denendigi ve sonug¢ olarak histidin kullanilmasi durumunda sitrinin {iretiminin inhibe
edilebildigi bildirilmektedir (Hajjaj ve ark. 2000b, Xu ve ark. 2003, Dufosse ve ark. 2005).
Ayn1 biyosentetik metabolik yola sahip olmalarina ragmen, besiyeri bilesimi ve ortam
kosullarinin sitrinin ve pigment iiretimini farkli sekilde etkiledigi bildirilmektedir. Hajjaj ve
ark. (2000a) yaptiklar1 calismada, M. ruber taratindan kirmizi pigment ve sitrinin iiretiminin
kinetik analizini, organik asit birikiminin fonksiyonu olarak incelemislerdir. Glukoz ve
glutamat iceren sentetik besiyerinde, sinirli oksijen iceren ortamda M. ruber tarafindan
kirmiz1 pigment ve sitrinin tiretiminin, primer metabolitlere benzer olarak hiicre gelisimi ile
iliskili oldugu belirlenmistir. Oksijenli ortamda ise sitrinin tiretim profilinin tipik bir sekonder
metabolitinkine benzer oldugu, daha ¢ok duragan fazda iiretildigi belirlenmistir. Pigment
iretiminin ise fermentasyon boyunca hizli bir sekilde azaldig1 gosterilmistir. Fermentasyon
boyunca fiiretilen organik asitlerin, pigment {iretimi lizerinde hafif inhibitor etkisi oldugu,

ancak sitrinin tiretimini etkilemedigi belirtilmektedir (Hajjaj ve ark. 2000a).

2.3. Tarim Endiistrisi Atik/Artiklarinin Pigment Uretiminde Kullanim

Monascus pigmentlerinin iiretiminde kullanilan teknoloji halen oldukg¢a maliyetli oldugu ig¢in,
diisiik maliyetli proseslerin gelistirilmesine gereksinim duyuldugu bildirilmektedir (Nimnoi

ve Lumyong 2009). Mikrobiyal pigment iiretiminde fermentasyon ortami yani substratin
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maliyeti oldukca yiiksek olmaktadir. Bu ylizden son yillarda farkli tarim enddistrisi atik ve
artiklarinin pigment iiretiminde substrat veya besin ilavesi olarak kullanilmasi c¢alismalari

yapilmaktadir (Babitha ve ark. 2007).

Tarim endiistrisi artiklarinin ¢esitli mikroorganizmalarin iiretilmesinde substrat olarak
kullanilmast, enerjinin korunmasi ile ilgili artan bilince uygun bir yaklasim olarak, endiistriye
deger katacak bir uygulamadir (Silveira ve ark. 2008). Bu maddelerin mikrobiyal
metabolitlerin liretiminde substrat olarak kullanilmasi, nihai {iriin maliyetine etki etmenin
yaninda, atik yonetiminin bir yolu olarak da goriilmektedir. Bu nedenle giiniimiizde diisiik
maliyetli bu maddelerin biyoteknolojik proseslerde kullaniminda artis gorildigi

bildirilmektedir (Daroit ve ark 2007, Silveira ve ark 2008, Silveira ve ark 2011).

Piring iiriinleri ve sentetik besin ortamlarindan Monascus cinsi kiifler kullanilarak pigment
tiretimini konu alan olduk¢a fazla miktarda calisma bulunmasina ragmen, Monascus
pigmentlerinin bunlar haricindeki besin ortamlar1 kullanilarak iiretimi ile ilgili sinirli sayida
calisma bulunmaktadir. Ozellikle de tarimsal atik / artiklarin bu amagla kullanimu ile ilgili ok

az sayida c¢alisma mevcuttur (Silveira ve ark. 2008).
Bugday artiklari, siit entistrisi atiklari, sarap endiistrisi atiklar1 gibi atik / artiklarin farkh
Monascus tiirlerinin fermentasyonunda besin ortami veya besin takviyesi olarak kullanimi

tizerinde ¢aligmalar bulunmaktadir.

Cizelge 2.2°de Monascus pigmentlerinin liretiminde besin ortami olarak tarimsal

atik/artiklarin kullanildig1 ¢alismalardan bazilar ile ilgili bilgiler verilmistir.
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Cizelge 2.2. Monascus pigmentlerinin {iretiminde besin ortami olarak tarimsal atik/artiklarin

kullanildig: ¢aligmalar

) Fermentasyon
Besin Ortami Ilave bilesenler Kaynak
sekli
Pepton, NH4Cl1
Soya protein
' izolati, o
Seker kamisi kiispesi ‘ S1vi ortam (Silveira ve ark 2011)
Soya kepegi,
Peynir alt1 suyu
tozu,
Maisir kirmasi, Glukoz,
Fistik kirmasz, galaktoz, . .
o o Kat1 ortam (Nimnoi ve Lumyong 2011)
Hindistan cevizi artigi, sorboz,
Soya kirmasi mannitol
Kirik piring,
Kirmizi piring,
- Kati ortam (Gilimiis ve ark 2009)
Patates
Stine hasarli bugday
Sarap endiistrisi atig1 Pepton, MSG S1vi ortam (Silveira ve ark 2008)
Jackfruit meyvesi ‘
. _ - Kat1 ortam (Babitha ve ark 2007)
cekirdegi
Tapyoka nigastasi - S1v1 ortam (Timotius 2005)
(Dominguez-Espinosa ve
Tam bugday unu POy4, Zn, NH4 S1v1 ortam

Webb 2003)

Silveira ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, M. purpureus’un kirmizi pigment
iretiminde karbon kaynagi olarak seker kamisi kiispesi, buna ek olarak da cesitli azot
kaynaklar1 kullanilmistir. Seker kamisi kiispesine ek olarak pepton ve soya proteini izolatinin

en yiiksek pigment verimini sagladigi bildirilmektedir.
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Nimnoi ve Lumyong (2011) tarafindan yapilan ¢alismada ise, M. purpureus’un kati ortam
fermentasyonu ile kirmizi pigment iretiminde, ucuz tarimsal {rlinler veya artiklar
kullanilmas1 denenmistir. Misir kirmasi ile elde edilen renk degeri (19,40 A/g kati madde),
fistik kirmasi (3,03 A/g kat1 madde), soya kirmasi (3,01 A/g kati madde) ve hindistan cevizi
artigiyla (0,59 A/g kat1 madde) elde edilen degerlerden yiiksek bulunmustur. Misir kirmasina

% 8 oraninda glukoz eklenmesiyle ise, pigment miktarinin 6 kat arttig1 bildirilmistir.

Silveira ve ark. (2008) tarafindan yapilan calismada, pigment iiretiminde, sarap endiistrisi
atig1, lif icerigi yiiksek soya fasiilyesi kalintisi, soya fasiilyesi kepegi, piring kepegi ve peynir
alt1 suyu tozu gibi atiklar ayr1 ayri denenmistir. Ilave bilesen olarak pepton ve MSG’in
denendigi bu c¢alismalarda kullanilan ortamlar igerisinde en iyi gelisme {izim atiginda
gbzlenmis, onu soya fasiilyesi kepegi takip etmistir. Diger atiklarda ise daha az pigment
tiretiminin gerceklestigi bildirilmektedir. Calismada M. purpureus ile pigment iiretiminde
sarap enddistrisi atiZinin kullanimi faktoriyel dizayn ve cevap ylizeyi yontemleri ile optimize
edilmistir. Uziim ¢ekirdegi ve kabuklarindan olusan {iziim atif1, pepton ve MSG
konsantrasyonu olmak iizere ii¢ farkli degiskenin degerlendirildigi ¢alisma icin, pepton
konsantrasyonunun en 6nemli parametre oldugu belirlenmistir. MSG eklenmesinin de sadece
yiikksek pepton konsantrasyonlarinda, pigment iiretimini artirdigi belirlenmistir. Pepton
konsanrasyonunun 20-22,5 g/L, iizim atiginin 5-30 g/L oldugu ortamda pigmet iiretiminin 5,0
ODsgonm diizeyinde oldugu, 0,1 g/ MSG eklenmesiyle de bu degerin 9,0 ODsoonm’e ¢1ktigi
bildirilmektedir (Silveira ve ark. 2008).

Dominguez-Espinosa ve Webb (2003) tarafindan yapilan calismada ise, Monascus
pigmentlerinin sivi ortamda tretimi igin tek besin kaynagi olarak farkli bugday unlar
kullanilmistir. Calisma sonucunda pigment sentezinin un miktar1 ve fermentasyon boyunca
gelisen viskozite profili ile iligkili oldugu belirlenmistir. Artan karistirma hizi nedeniyle artan
¢cozlinmiis oksijen orani, hem sar1 hem de kirmizi pigment iiretimini artirmistir. Farkli un
oranlarinin (% 3-10) denendigi ¢alismanin sonucunda, kirmizi pigment iiretiminin en yiiksek
olarak belirlendigi un konsantrasyonun % 5 (w/v) oldugu bildirilmektedir. Bugday unu iceren
substrata az miktarda ¢inko siilfat eklenmesi ile de kirmizi pigment iiretiminin artmakta
oldugu belirtilmistir. Glimiis ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada da bugdayin pigment

tiretiminde M. purpureus icin substrat olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

2.4. Bugday ve Bugdayda Siine Zarar
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Bugday diinyada en fazla tarimi yapilan ve bir¢ok firincilik mamulii i¢in ¢ok uygun bir
hammadde 6zelligi tasiyan tarimsal bir {iriindiir. i¢erigindeki énemli vitamin ve minerallerle
beraber alternatif bir nisasta ve protein kaynagi olarak kabul edilmektedir (Dominguez-
Espinoza ve Webb 2003). Monascus kullanilarak renk maddesi iiretiminde geleneksel olarak
pirin¢ kullanilmasina ragmen yapilan bilimsel calismalarda bugdayin veya farkli bugday

tirtinlerinin besin ortami olarak kullanilabilecegi vurgulanmaktadir.

Monascus pigmenti {iretiminde, {iretilecek kirmizi pigmenti ve pigment stabilitesini
etkileyebilecegi icin (Jung ve ark 2003, Jung ve ark 2005), kullanilacak substratin hem protein
miktar1 hem de bu proteinin amino asit bilesimi 6nemlidir. Bugday ve pirincin protein
oranlar1 karsilastirildiginda, bugday % 11,7 protein igerigi ile % 7,4 protein igeren pirince
gore daha zengin bir protein kaynagi olarak bilinmektedir. Kinact ve Kinac1 (2004)
tarafindan yapilan ¢alismada da incelenen 8 farkli bugday cesidine ait ortalama protein igerigi

% 11,45-12,20 araliginda bulunmustur.

Bugdayda bulunan proteinler igerisindeki aminoasit dagilimi incelendiginde ise glutamik asit
(% 31,1), prolin (% 12,6), 16sin (% 6,8) ve serin (% 6,6) en fazla bulunan aminoasitler olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Buna ilaveten piring proteinleri icerisinde glutamik asit (% 15,4),
aspartik asit (% 8,8), 16sin (% 8,1) ve alanin (% 8,1) en ¢ok bulunan aminoasitlerdir (Belitz ve
Grosch, 1987). Ning ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada iki piring ¢esidinin aminoasit
icerikleri belirlenmistir. Iki cesit i¢in aminoasit icerikleri sirasiyla 80,2 ve 81,2 mg/g olarak
bulunmustur. Glutamik asit 13,2 ve 13,7 mg/g, l6sin 7,0 ve 6,9 mg/g, aspartik asit 7,1 ve 6,9

mg/g, arjinin 5,4 ve 5,9 mg/g olarak belirlenmistir.

Jiang ve ark. (2008) bugday lizerine yaptiklar1 ¢alismada toplam aminoasit miktarini 109,7
mg/g olarak belirlemislerdir. Bugday 6rneklerinde aminoasit dagilimi ise 78,2 mg/g esansiyel
olmayan aminoasit, 31,5 mg/g esansiyel aminoasit, 8,3 mg/g 16sin, 9,9 mg/g prolin ve 35,2

mg/g glutamik asit olarak belirlenmistir.

Bugdayin olgunlasma periyodundaki iklim kosullarina bagli olarak siine (Eurygaster spp.,
Aelia spp.) hasar1 gérmesi, bugdayin verimini, gluten kalitesini (Olanca ve ark. 2009) ve
islenebilme kalitesini (Werteker ve Kramreither 2008) etkilemektedir. Bununla birlikte,
Kinact ve Kinact (2004)’ iin Ertugay ve ark. (1995)’ ten bildirdigine gore; siine zararlisi

tarafindan salgilanan proteolitik ve amilolitik enzimlerin bugday proteini lizerine sinirli bir
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etkisi olmaktadir. Hariri ve ark. (2000) tarafindan, siine hasarli ekmeklik ve makarnalik
bugday iizerinde yapilan ¢alisma sonucunda da siine zarart sonucu protein iceriginin énemli
oranda etkilenmedigi belirlenmistir. Bu etki ortalama olarak ekmeklik bugdayda protein
oraninda % 2,8 oraninda, makarnalik bugdayda ise % 1,9 oraninda diisme seklinde rapor

edilmistir.

Kinaci1 ve Kinaci (2004) tarafindan yapilan ¢alismada ise, % 3 oraninda siine zararina ugramis
bugdaylarin protein miktarlarinin en az % 3,3 en fazla % 9.4 oraninda azaldig1 belirlenmistir.
Arastirmacilar bugdaydaki siine zarar arttikca protein miktarindaki diisiisiin de arttigini ve
yumusak bugday cesitlerinin sert cesitlere gore bocek zararindan daha fazla etkilendigini de

vurgulamiglardir.

Siine zararina ugramis bugdayimn firmcilik endiistrisinde kabul gérmeyecegi ve ekonomik
kayiplara sebep olacagi agiktir. Ancak, sline hasarli bugdayin mikrobiyal iiretim yoluyla daha
degerli iirtinlere (pigmentler, enzimler) doniistliriilmesi, firincilik endiistrisi acgisindan diisiik
kaliteli kabul edilen bu hammaddenin degerlendirilmesi yolunda o©nemli faydalar
saglayabilecektir. Ulkemizde ¢ok fazla bulunabilen siine hasarli bugday, M. purpureus ile
pigment iiretiminde geleneksel olarak kullanilan pirincin yerine denenebilecek potansiyel bir

kaynak olabilir.

2.5. Monascus Pigmentlerinin Stabilitesi

Mikrobiyal metabolitlerin ticari/endiistriyel potansiyeli degerlendirilirken, bu maddelerin
stabilite ol¢iimlerinin olduk¢a onemli oldugu bildirilmektedir. Ozellikle farkli proses
kosullarinda gida renklendiricisi olarak kullanilacak pigmentlerin degradasyonu ile ilgili

bilgiler, gida teknolojisi uygulamalari agisindan 6nemlidir (Silveira ve ark. 2011).

Bir¢ok bilesen gibi, Monascus pigmentleri de ¢esitli faktorlerin etkisiyle parcalanmaktadir.
Monascus pigmentlerini etkileyen faktorler; asitlik, sicaklik, 1s1k, oksijen, su aktivitesi ve
zaman olarak siralanabilir (Dufosse ve ark. 2005). Parcalanma etkisiyle meydana gelen renk
kaybi, dogal renk maddelerinde rastlanan bir olgudur. Dogal renk maddelerinin gida
uygulamalar1 sirasinda, uygun dozajda kullanimlar ile renk kaybinin telafi edilebilecegi

bildirilmektedir (Carvalho ve ark 2005).
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Saridan kirmiziya farkli renklerde olan Monascus pigmentlerinin, genel olarak pH 2-10
araliginda stabil Ozellik gosterdikleri ve otoklav sicakligima dayanikli olduklari

bildirilmektedir (Mapari ve ark. 2006).

M. anka tarafindan {iretilen pigmentlerin 6zellikleri ve stabilitesi ile ilgili yapilan bir
calismada, bu pigmentlerin UV ve floresan 151k altinda stabil oldugu ancak giines 15181na
duyarh oldugu belirlenmistir. Ayn1 ¢alisma, tartarik ve sitrik asidin Monascus pigmentleri
lizerinde zarar verici etki gosterdigini ve en yiiksek zararli etkinin bakir iyonlar1 tarafindan
olusturularak bu pigmentlerde renk degisimlerine sebep oldugunu ortaya koymustur (Kim ve

ark. 1997).

Monascus pigmentlerinin stabilitesinin artirilmasi ile ilgili yapilan bir ¢calismada, 18 farkh
aminoasidin azot kaynagi olarak kullanilmasiyla elde edilen pigmentlerinin fotostabilitesi,
giines 15181 ve UV 151k kullanilarak belirlenmistir. UV (365 nm) 1s18a maruz kalan pigmentin
stabilitesinin glines 15181ina maruz kalan ¢ozeltiler ile benzer 6zellik gosterdigi belirlenmistir.
Stabilitenin artan pigment konsantrasyonu ile arttigi, pH 7’den daha diisiik ve daha yliksek
pH’larda azaldigir bildirilmektedir. 30  ’de 30 giin boyunca inkiibe edilen pigment
cozeltilerinin % 80’den daha biiylik oranda stabil kaldigi, ancak azot kaynagi olarak sadece
NH4NO;3 kullanilan kontrol orneginin sadece % 29’unun parcalanmadan kalabildigi

bildirilmektedir (Jung ve ark. 2005).

Silveira ve ark. (2011) tarafindan yapilan, M. purpureus 'un kirmizi pigment tiretiminde seker
kamis1 kiispesinin kullanildig1 ¢aligmada, {iretilen pigmentlerin 1s1l ve pH stabiliteleri
incelenmistir. Isil stabilitenin belirlenmesi i¢in, pigment ¢6zeltileri 30, 40, 60 ve 80  ’lerde 6
saat inkiibe edilmistir. Pigment stabilitesi otoklavlama islemi (121 ’de 15 dak.) sonrasinda
da belirlenmistir. Ayrica, pH 4,0-8,0 aralifinda pH stabilitesi tespit edilmistir. Aragtirma
sonuclarina gore pigmentin, diisiik sicakliklarda (30-60 ) ve nétral pH degerlerinde (6,0-
8,0), daha yiiksek sicaklik (60  {izeri) ve asidik pH’lara (4,0-5,0) kiyasla daha stabil oldugu
belirlenmistir. Arunachalam ve Narmadhapriya (2011) da Monascus kullanilarak elde edilen

kirmizi1 pigmentlerin pH 6,0-8,0 arasinda stabil oldugunu rapor etmistir.

Nimnoi ve Lumyong (2011), misir kirmasiin substrat olarak kullanildig1 ¢alisma sonucu
tiretilen kirmiz1 pigmentin, 1s1l stabilitesini ve fotostabilitesini belirlemislerdir. 40, 50 ve 60
’de 6 saat inkiibe edilen pigment ¢ozeltilerinin absorbanslarinda sirastyla, % 21,65, % 25,50
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ve % 31,27°1ik azalma tespit edildigi bildirilmistir. 121~ ’de 15 dak otoklavlama ve 70  ’de
10 s pastorizasyon islemleri sonrasi sirastyla, kirmizi pigment miktarinda % 30,57 ve % 5,41
diizeylerinde azalma tespit edilmistir (Nimnoi ve Lumyong 2011). 6 saat boyunca UV 1s18a
maruz birakilan pigment ¢Ozeltisinin absorbansinda ise % 35,29’luk bir azalma tespit
edilmistir. Sonug olarak pigmentin yliksek sicakliga ve UV 1s18a duyarli oldugu bildirilmistir
(Nimnoi ve Lumyong, 2011).

Stabilite calismalar1 pigmentin iiriindeki stabilitesi seklinde de gergeklestirilebilmektedir.
Dufosse ve ark. (2005)’in Fabre ve ark. (1993)’dan bildirdigine gore sosislere ve konserve
pateye eklenen pigmentlere ait stabilite degerleri, 4 ’de 3 aylik bir depolama boyunca % 98-

92 diizeylerinde belirlenmistir.

Bir renk maddesinin parcalanmasina iliskin, reaksiyon derecesi ve buna ait kinetik degerler,
parcalanmanin gerceklestigi ortama ve bu ortamda bulunan ¢esitli bilesiklere baglidir. Bu
nedenle, gida bilesenlerinin 1s11 degradasyonunu modellemek igin farkli kinetik esitlikler
onerilmektedir. Silveira ve ark. (2011), Monascus pigmentlerinin 1s1l degradasyonu i¢in
Onerilen 5 farkll esitligi, istatistiksel yontemlerle incelemis ve en diisiik )(2 (Ki kare) ve
ortalamanin standart hatas1 degerlerine, en yiiksek R’ (belirleme katsayisi) degerine sahip olan
birinci derece esitligi en 1yi model olarak se¢mistir. Farkli sicakliklara maruz kalan Monascus
pigmentlerinin 111 degradasyonu igin énerilen birinci derece esitliklere ait R’ degerleri, 0,802-

0,995 araliginda bulunmustur.

Birinci derece reaksiyon kinetiginin, meyve suyundaki antosiyaninler gibi dogal pigmentlerin
1s1l degradasyonunu agiklamak {izere yaygin olarak kullanildig1 bilinmektedir (Silveira ve ark.
2011). Literatiirde yer alan diger calismalarda da Monascus pigmentlerinin pargalanmasi
genellikle birinci derece bir reaksiyon kinetigi ile agiklanmistir. Ornegin, Jung ve ark. (2005)
tarafindan yapilan calismada, Monascus pigment tiirevlerinin birinci derece reaksiyon
kinetigine uygun olarak pargalandigi; histidin kullanilan 6rnek harig, giines 15181 etkisiyle
gerceklesen parcalanma reaksiyonlarmim hepsine ait R° degerlerinin 0,99°dan biiyiik oldugu

belirlenmistir (Jung ve ark. 2005).

2.6. Monascus Uriinlerinde Renk Ol¢iimii
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Renk algisal bir olgu olarak kabul edilmesine ragmen, rengin sayisal olarak ifade edilmesi
hem gida maddelerinde kullanilan renk maddeleri iizerinde yapilan bilimsel ¢aligmalar, hem
de endiistriyel uygulamalar i¢in 6nemlidir. Fiziksel spektrumlar ve maksimum absorbans gibi
kalitatif arastirmalar her zaman dogru rengi belirtmemektedir. Bu nedenle rengi tanimlamak
icin daha sayisal bir yaklasima ihtiya¢ vardir. Rengi sayisal olarak tanimlamada kullanilan
yontemlerden biri Lambert-Beer kanununa bagli olarak renkli c¢ozeltilerin maksimum

absorbans yaptiklar1 dalgaboyunda ekstinksiyonlarinin kullanilmasidir (Zolinger 2003).

Literatiirde Monascus pigmentlerinin analizi i¢in, 480 nm (Hajjaj ve ark. 2000a), 495 nm
(Dominguez-Espinosa ve Webb 2003), 500 nm (Chang ve ark. 2006, Silveira ve ark. 2008) ve
510 nm (Lim ve ark. 2000) gibi farkli dalga boylarinda asorbans Ol¢iimiine dayali

spektrofotometrik yontemler kullanilmaktadir.

Rengi tanimlamada bagvurulan bir diger yontem ise farkli dalga boyu ve yogunluktaki
gorliniir 15181n insan goziinde olusturdugu uyarinin kullanilmasidir. Bu sistem, herhangi bir
renkli yiizeyden yansiyan 1518in gorsel olarak ii¢ temel renk olan kirmizi, yesil ve mavinin
karigimi olarak tanimlanmasi temeline dayanir (Zolinger 2003). Bu kolorimetrik sistem su
sekilde yorumlanmaktadir: L* degeri 0 (siyah) ile 100 (beyaz) arasinda parlaklig1 ifade eder.
Pozitif a* degeri kirmiz1 rengi ifade ederken, negatif a* degeri ise yesil rengi ifade eder.
Benzer sekilde, pozitif ve negatif b* degerleri sirasiyla sar1 ve mavi renkleri ifade etmektedir

(Mapari ve ark. 2006).

2.7. Modelleme ve Yapay Sinir Aglarinin Kullanim

Farkli Monascus tirlerinin fermentasyon prosesleri birgok optimizasyon teknigi kullanilarak
modellenmistir (Chang ve ark. 2002, Panagou ve ark. 2003, Chatterjee ve ark. 2008). YSA
proses optimizasyonu (Goncalves ve ark. 2005, Movagharnejad ve Nikzad 2007, Bas ve ark.
2007a, Bas ve ark. 2007b), tahmine dayali mikrobiyoloji ve mikrobiyal gelisme modelleme
(Dutta ve ark. 2004, Panagou ve ark. 2007, Yin ve Ding 2009) ve ayn1 zamanda Monascus
fermentasyonunun modellenmesi (Chang ve ark. 2006) gibi bir¢cok caligmada kullanilmis

dogrusal olmayan, kesin bir modelleme teknigi olarak bilinmektedir.

YSA modelleme teknigi giiniimiizde bir c¢ok alanda yaygin bir sekilde kullanilmaya
baslanmigtir. Basit bir sekilde insan beyninin ¢alisma seklini taklit eden YSA, Yapay Zeka
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caligmalar1 i¢cinde 6nemli bir yere sahiptir. YSA metodolojisi veriden 6grenebilme, genelleme
yapabilme, sinirsiz sayida degiskenle ¢alisabilme, siniflandirma, veri iligkilendirme, teshis ve
yorumlama ve optimizasyon vb. bircok onemli 6zellige sahiptir. Bu o6zellikleri sayesinde
oldukca 6nemli avantajlar saglayan YSA metodolojisi bir¢ok alanda oldugu gibi miihendislik

alaninda da kullanim olanag1 bulmaktadir (Yurtoglu 2005, Bas ve ark. 2006).

Chang ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, kontrol edilen parametreler, fermentasyon
sicakligt ve c¢oziinmiis oksijen, ciktilar ise glukoamilaz aktivitesi ve kirmizi pigment
konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada M. anka fermentasyonu igin sicaklik 27-
42°C araliginda, ¢6ziinmiis oksijen ise % 10-40 araliginda degistirilmis, toplam fermentasyon
siiresi ise 120 saat olarak belirlenmis, her 24 saatte bir glukoamilaz ve pigment Ol¢limii
yapilmistir. Calismada, gelistirilen YSAnin hiz fonksiyonunun tahmin yetenegi gosterilmis ve
M. anka’nin s1v1 ortam fermentasyonu i¢in optimum operasyon kosullarinin belirlenmesinde
kullanilabilecegi bildirilmistir. Chang ve ark. (2006), klasik modelleme teknikleriyle
kosullarin belirlenmesinin zor oldugu kompleks proseslerde, YSA modeli yaklagiminin

uygulanabilecegini belirtmektedir.

Klasik modelleme teknikleriyle fermentasyon kosullarinin belirlenmesine alternatif olarak
YSA kullanilarak Monascus pigmentlerinin {liretiminin optimizasyonu, bu konu ile ilgili

yapilan ¢alismalara farkli bir yaklasim sunabilir.

Bu arastirmanin amaci, M. purpureus went 1604’{in s1vi ortam fermentasyon prosesinde, siine
hasarli bugdayin baglica besin ortami bileseni olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktir.
Oncelikle kirmizi pigment {iretimi igin optimum fermentasyon periyodu belirlenmis, daha
sonra sicaklik, karistirma hizi ve 1s18im kirmizi pigment liretimi iizerine birlesik etkisi
arasgtirtlarak bu parametrelerin optimum degerleri YSA kullanilarak modellenmistir. Son
tirtindeki kirmizi pigment miktar1 ve sitrinin miktar1 HPLC, LC-MS ve goriinlir bolge
spektrofotometresi ile analiz edilmistir. Ayrica iiretilen renk maddesinin stabilitesinin 1s1, UV
151k, pH ve siire ile degisimi belirlenmis ve renk maddesinin salam iiretiminde kullanimi

denenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

Calismada yurtdisindan (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Almanya) saglanmis olan ve Namik Kemal Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Kiiltiir

Koleksiyonu’nda bulunan M. purpureus Went DSM 1604 susu kullanilmistir.

Analiz ve denemelerde kullanilan Potato dextrose agar (PDA) besiyeri, sodyum hidroksit
(NaOH), hidroklorik asit (HCI), siilfiirik asit (H,SOy), laktik asit, fosforik asit (H;POy), etanol
(EtOH), 2-propanol (IPA), bromfenol mavisi, ¢inko siilfat (ZnSOy), glukoz (CsH;20g), LC
grade asetonitril (MeCN), metanol, kloroform ve su Merck KGaA (Darmstadt, Almanya)’dan

temin edilmistir. Standart sitrinin ise Acros Organics (Geel, Belgika) firmasindan alinmistir.

Substrat olarak kullanilan siine hasarli bugday, yerel bir un fabrikasindan (Tekirdag, Tiirkiye)
temin edilmistir. Denemelerde kullanilan karabugday ve salam iiriin denemesinde kullanilan

% 25 yagl tavuk kiymasi ise yerel bir marketten alinmistir.

Katki maddesi olarak kullanilan izole soya proteini (ADM Company, ABD), modifiye patates
nisastas1 (Roquette Freres, Fransa), nitritli tuz (% 0,6 sodyum nitrit igeren sofra tuzu) ve
baharat karigimi (karabiber, yenibahar, kisnis, kirmizi biber) ise katki maddeleri saglayan

yerel bir firmadan tedarik edilmistir.

3.2.Yontem

3.2.1.Kiif gelisimi ve inokiilasyon

Monascus kiiltlirlerinin saklanmasi, gelistirilmesi ve sayiminin yapilmasi amaciyla PDA
besiyeri kullanilmistir (Baumgart 1993). 30°C’de 7 giinde PDA besiyerinde gelismis olan
kiiltiirlerden misel/spor siispansiyonu steril saf su ile hazirlanmis (Hajjaj ve ark. 2000a) ve bu
siispansiyondan % 3 oraninda (yaklasik 10° spor/mL olacak sekilde) inokiilasyon yapilmistir.
Sterilize edilmis besin ortamlarina inokiilasyon, steril kabin igerisinde aseptik ortamda

mikropipet yardimi ile yapilmstir.
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3.2.2. Kiiltivasyon ortaminin hazirlanmasi

3.2.2.1. Kiiltivasyon ortami se¢imi icin yapilan on denemeler

Yapilan 6n denemelerde M. purpureus’un kiiltivasyonunda kullanilacak besin ortamini

belirlemek amagly, siine hasarli bugday, karabugday, misir ve kepekli piring kullanilmastir.

Aragtirma kapsaminda ayrica optimum ortam kosullar1 tespit edildikten sonra, besin ortami
bilesimi degistirilerek renk maddesi {iretiminin artip artmadigi belirlenmeye ¢alisilmigtir. Bu
amacla da siine hasarli bugdaya ek olarak kara bugday unu, etanol, glukoz ve ZnSO4 besin
ortami ilavesi olarak kullanilmistir. Cevap ylizeyi yontemi ile deney tasarimi yapilan 6n
caligmalarda bugday unu (0,5-10,5 g/100mL), glukoz (1-9 g/100mL), etanol (0,1-0,9 mL/100
mL) ve ZnSO4 (0-0,0075 g/100 mL) oranlarinda ilave edilerek sivi besin ortamlari
hazirlanmis ve Monascus inokiilasyonu ve inkiibasyon sonrasi absorbans (A) degerleri

belirlenmistir.

3.2.2.2. Substrat olarak kullamlacak siine hasarl bugdayin 6zelliklerinin belirlenmesi

Substrat olarak un iiretiminde kullanilmayacag: tespit edilip, iade edilen siine hasarli bugday
kullanilmistir. Yerel bir un fabrikasindan (Tekirdag, Tiirkiye) temin edilmis olan siine hasarl
bugdayin, nem (%), kiil (%), protein (%), yag (%), gluten index, yas gluten (%), Zeleny
sedimentasyon (mL) ve beklemeli sedimentasyon (mL) ve hektolitre agirlig1 (kg/hL) degerleri
AACC onayli yontemlere gore belirlenmistir (Anon. 1990). Siine hasarli bugday orani,
Koksel ve ark. (2002) tarafindan onerilen yonteme goére belirlenmistir. Cizelge 3.1°de siine

hasarli bugdayda yapilan analizler ve kullanilan yontemler verilmistir.
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Cizelge 3.1. Siine hasarli bugdayda yapilan analizler

Ozellik Kullanilan Metod

Stine hasarli tane orani1 (%) Koksel ve ark. (2002)

Nem (%) AACC Metot 44-15.02
Kiil (%) AACC Metot 08-01.01
Protein (%) AACC Metot 46-12.01
Yag (%) AACC Metot 30-25.01
Gluten index AACC Metot 38-12.02
Yas Gluten (%) AACC Metot 38-12.02
Zeleny sedimentasyon AACC Metot 56-60.01

Beklemeli sedimentasyon AACC Metot 56-60.01
Hektolitre agirligr (kg/hL) AACC Metot 55-10.01

3.2.2.3. Siine hasarh bugday kullanilarak kiiltivasyon ortaminin hazirlanmasi

Siine hasarli bugday, IKA® Werke M20 Model laboratuvar tipi degirmende (IKA®-Werke
GmbH Co., Staufen, Almanya) parcalandiktan sonra, 70 mesh elekten elenerek bugday
kirmasi elde edilmistir. Siine hasarli bugday kirmasimni % 5 (w/v) oraninda igeren 50’ser

mL’lik siispansiyonlar saf su ile erlenmayerlerde hazirlanmis, gerektiginde baslangic pH’s1

0,1 N NaOH veya 0,1 N HCI kullanilarak 6,5’e ayarlanmistir.

Besin ortamlari, Hirayama Hiclave HV-85 model otoklavda (Hirayama, Saitama, Japonya)
121°C sicaklikta 15 dakika sterilize edilmis ve oda sicakligina sogutulduktan sonra misel/spor

stispansiyonu inokiile edilmistir.

3.2.3. Kiif sayimi

Inokiilasyonda kullanilacak misel/spor siispansiyonundan PDA besiyerine ekim yapilmis ve
inkiibasyon sonunda gelisen koloniler sayilmistir. inkiibasyon sonunda PDA besiyerinde

gelisen koloni adetleri belirlenmistir (Chen ve Hu 2005).
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3.2.4. pH degerinin belirlenmesi

Fermentasyon boyunca Hanna pH 211 model pH metre (Hanna, ABD) kullanilarak 24 saatte
bir pH 6l¢iimii yapilmastir.

3.2.5. Spektrofotometrik kirmizi pigment 6l¢iimii

Monascus pigmentlerinin maksimum absorbans yaptigi dalgaboyunu (A max) belirlemek
amaglh olarak, etanol ekstraktlarinin 380-750 nm aralifindaki absorbsiyon spektrumu
olusturulmustur. Bu islem Agilent 8453 UV-Visible Spektrofotometre (Agilent Technologies,
Inc., Palo Alto, CA, ABD) kullanilarak gercgeklestirilmistir. Kirmiz1 pigment ekstraksiyonu
icin sivi kiltirden 10 mL almmis ve 20 mL % 95°lik etanol ile birlikte 100 mL’lik
erlenmayere eklenmistir. Calkalayicida 1 saat boyunca 30 °C’de 180 devir/dak hizla ekstrakte
edilmistir (Lim ve ark. 2000). Ekstrakte edilen besin ortami, 3000 devir/dak hizla 15 dakika
santrifiij edilmis ve bodylece pigment ¢ozeltisi elde edilmistir (Johns ve Stuart 1991,
Pattanagul ve ark 2008).

Kirmizi pigment miktarini belirlemek amaciyla, pigment ¢ozeltisinin maksimum absorbans
yaptig1 dalga boyundaki absorbans degerleri UV-Vis spektrofotometre (UV-1208 Shimadzu,
Japonya) ile dlgiilmiistiir. Negatif kontrol olarak taze besin ortami kullanilmistir. Maksimum
absorbans yaptig1 dalgaboyundaki absorbans degeri kirmizi pigment miktar1 olarak ifade
edilmistir (Babitha ve ark. 2007). Calismada sadece ekstraseliiler pigment dikkate alinmis ve
pigment verimi, gram katti madde basina maksimum absorbansin gergeklestigi
dalgaboyundaki absorbans birim (A/g kat1 madde) olarak da hesaplanmistir (Johns ve Stuart
1991).

3.2.6. Deneme dizaym
Inkiibasyon, farkli sicaklik ve ¢alkalama hizlarinda, 1s1kl1 ve 1s1ksiz olarak, WiseCube WIS-

S10 model ¢alkalamali inkiibator (Dahian Scientific, Seoul, Kore) kullanilarak 120 saat

boyunca gerceklestirilmistir. Calkalamali inkiibatordeki erlenler Sekil 3.2°de goriilmektedir.
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Sekil 3.1. Calkalamali inkiibatordeki inkiibasyon

M. purpureus went 1604’lin pigment iretimi, 27-37°C arasinda 5 farkli fermentasyon
sicakliginda ve 0-250 devir/dak arasinda 5 farkli calkalama hizinda, 1s1kl1 ve 1s1ksiz ortamda

gergeklestirilmistir. 2 tekerriirlii olacak sekilde 60 deneme tamamlanmustir.

Erlenler 151k kaynaginin (Cool Day Light, 100 W, 6500 K, Philips Electronics, Hollanda)
altinda olacak sekilde ¢alkalamali inkiibatre yerlestirilmis ve 120 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Isiksiz ortam elde etmek icin ise erlenler aliiminyum folyo ile kaplanmistir.
Kiiltivasyon periyotlarinin sonunda her farkli deneme i¢in ortam pH degeri ve kirmizi
pigment miktar1 belirlenmistir. Bu asamalar Sekil 3.2°de verilmistir. Analizler ii¢ paralel

olacak sekilde gerceklestirilmistir.
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ussisemnyou

Su ckleme

pH sy arlama

Absorbans élgumi Ornek alma Son iiriin

Sekil 3.2. Kirmiz1 pigment iiretim asamalar1

3.2.7. Yapay sinir ag1 tasarim ve pigment iiretiminin optimizasyonu

Arastirmada kullanilan YSA dizaym Windows Vista™ Professional ortaminda, MATLAB®
Versiyon 7.5.0 Neural Network Toolbox kullanilarak yapilmistir (The Mathworks, Natick,
MA, ABD). On denemelerin sonucunda iki katmanl ileri beslemeli, giris katmaninda iic
noron, gizli katmanda alti néron ve c¢ikis katmaninda bir ndéron olan YSA modeli
olusturulmustur. Giris katmanindaki ii¢ noron; sicaklik, karistirma hizi ve 1sik, ¢ikis
katmanindaki bir ndron ise absorbansi temsil etmektedir. Giris katmani1 ve gizli katmani
arasindaki transfer fonksiyonu ‘tansig’, gizli katman ve ¢ikis katmani arasindaki fonksiyon ise

‘logsig’ olarak secilmistir.
Yapilan 60 deneme sonucunda elde edilen veriler YSA’nin egitimi, dogrulanmasi ve test

edilmesi amaciyla iice ayrilmistir. Najjar ve ark. (1997) tarafindan 6nerilen sekilde verilerin

% 60’1 egitim, % 20’si dogrulama ve kalan % 20’si test verisi olarak kullanilmistir.
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Ag girdileri farkli 6l¢lim araliklarinda dogabilecek dalgalanmalar1 azaltmak icin asagidaki

esitlik kullanilarak [-1 1] araligina normalize edilmistir.

— (xz - (xmaks + xmin)/z)
((xmaks - xmin)/z)

Xn

Bu esitlikte kullanilan X;, Xj, Xmaks V€ Xmin Sirastyla, girdilerin normalize, ger¢ek, maksimum ve

minimum degerlerini ifade etmektedir.

YSA, Levenberg-Marquardt optimizasyon kurali kullanilarak egitilmistir. Deneme yanilma
yaklasimi ile denenen ¢ok sayida iterasyon sonucu optimum YSA modeli olusturulmustur.
YSA i¢in performans degerlendirmesi deneysel ve tahmini absorbans degerleri arasinda hata
kareleri ortalamasi ve regresyon analizi sonuglar ile yapilmistir. Arastirmada kabul edilen

hedef hata kareleri ortalamasi degeri 1 x 107 tiir.

YSA’ndan elde edilen ¢iktilar, M. purpureus ile en yiliksek kirmizi pigment iiretimi prosesinin
optimizasyonunda kullanilmistir. Belirli kiiltivasyon kosullarinda elde edilecek absorbans
sonuglarin, herhangi bir laboratuar denemesi yapmadan YSA ile tahmin edilmesi
saglanmistir. Girdi matrisinde 252 farkli kiiltivasyon kosulu 6ngériilmiis ve bu kosullarda
tiretilebilecek kirmizi pigmentin absorbans degeri YSA ile tahmin edilmistir. Bu veri setleri
kontor plot grafigine aktarilarak optimum iiretim kosullar1 belirlenmistir. Calisma sonucunda
elde edilen optimum kosullarda ii¢ laboratuar denemesi yapilarak tahmin edilen absorbans

degerlerinin dogrulugu arastirilmistir.

3.2.8. Kirmizi pigment ve sitrinin icin LC-MS analizi

Orneklerin etanol ekstraktlarina ait ayirma islemi HPLC (LC-20 AT, Shimadzu, Japonya)
cihazinda gergeklestirilmistir. Renk maddelerinin LC/MS spektrumu Micromass® ZQ™
Mass Spectrometer (Waters Corporation, Milford, MA, ABD) sisteminde ger¢eklestirilmistir.
Analiz ESI kullanilarak pozitif iyon modunda gerceklestirilmistir. Kiitle spektrometresi,

rubropunktamin (354,1717 m/z), monaskorubramin (382,1990 m/z) ve sitrinin (251,0387 m/z)

pozitif iyonlarmi 1 saniyelik tarama siirecinde tespit edebilmek amaciyla, daughter iyon
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taramast modunda calistirilmistir. Iyonlar herbir pigment ve sitrinin igin protonlanmis

molekiiler iyonu [M+H] + gostermektedir.

3.2.9. Sitrinin analizi

Sitrinin analizi, izokratik kosullarda Shimadzu RF-10AXL model floresans dedektorlii
(Shimadzu, Japonya) Shimadzu HPLC sistemi (LC-20 AT, Shimadzu, Japonya) kullanilarak
gergeklestirilmistir.

3.2.9.1. HPLC mobil fazinin hazirlanmasi

Mobil faz (0,33 N H3;PO4/ asetonitril/ 2-propanol (75:20:5 v:v:v)), 750 mL 0,33 N H3;PO4, 200
mL Asetonitril ve 50 mL 2-propanol karistirilarak hazirlanmigtir. Hazirlanan bu ¢ozelti, 0,45
um 47 mm capinda PTFE (politetrafloretilen) membran filtre kullanilarak vakum pompasi

yardimiyla vakum altinda siiziildiikten sonra HPLC sisteminde kullanilmistir.

3.2.9.2. Sitrinin standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

5 mg olarak satin alinan % 98 saflikta toz sitrinin standard1 amber renkli sisede 3 mL metanol
kullanilarak ¢oziilmiis ve bu ¢ozelti 25 mL’lik balon jojeye aktarilarak hacmi 25 mL’ye
tamamlanmistir. Bu sekilde 200 mg/L konsantrasyonunda sitrinin stok standart ¢ozeltisi

hazirlanmis ve bu ¢ozelti -18°C’de muhafaza edilmistir.

4 mg/L sitrinin ¢alisma ¢dzeltisinin hazirlanmasi amaciyla stok ¢ozeltiden 500 pL alinmis ve
25 mL’ye tamamlanmistir. Calisma standardi -18°C’de muhafaza edilmis ve maksimum 3 ay
icinde kullanilmistir. Calisma standart ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce, sicakliginin oda

sicakligina gelmesi beklenmistir.

3.2.9.3. Sitrinine ait kalibrasyon grafiginin olusturulmasi, alikonma zamani, belirleme

sinir1, nicelik sinir1 ve geri alma oranlarimin belirlenmesi

Sitrinin standardi kullanilarak hazirlanan stok ¢ozelti ile 25, 50, 100 ve 200 ng/mL olmak
tizere 4 farkli konsantrasyonda sitrinin standart ¢ozeltisi hazirlanmigtir.  Sitrinin

konsantrasyonuna karsilik, HPLC kromatograminda elde edilen pik alanlari grafige
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gecirilerek  sitrinin  kalibrasyon  grafigi  olusturulmustur.  Orneklerdeki sitrinin
konsantrasyonlar1 da sitrinin kalibrasyon grafigi kullanilarak LC Solutions (Shimadzu,

Japonya) paket programi ile hesaplanmistir.

Belirleme siirt (Limit of Detection; LOD), metodun ve cihazin hassasiyetini yansitan bir
parametredir. Nicelik sinir1 (Limit of Quantification; LOQ) ise, diisiik konsantrasyonda
madde iceren 6rnekler i¢in kullanilmasi durumunda metodun giivenilirligini ifade eder. LOD,
kromatogramda olusan giiriiltii seviyesinin 3 kati, LOQ ise giiriiltii seviyesinin 10 kati olarak

hesaplanmistir (Zheng ve ark. 2009).

Aragtirmada kullanilan yontem performansinin belirlenmesi amaciyla geri alma caligsmasi
yapilmistir. Bu amagcla, ¢ozelti konsantrasyonu 40, 80 ve 160 ng/mL olacak sekilde 4 mg/L
konsantrasyonunda sitrinin ¢alisma ¢dzeltisi ile kontamine edilmis, geri alma oranlar1 ayri
ayrt belirlenmistir. Bu c¢alismada iki farkli ekstraksiyon yontemi denenmistir. Birinci
yontemde, ekstraksiyon islemi, % 95’lik etanolle gerceklestirilmistir. Cozelti 65 °C’de 30
dakika etiivde bekletilmis, bu ¢ozeltiden 1 mL alinmis ve ependorf tiipiine eklenmis, diisiik
sicaklikta etanol uzaklastilmistir (Lee ve ark. 2006). ikinci yontemde ise sitrinin
ekstraksiyonunda kloroform kullanilarak deneme gerceklestirilmistir. 1 mL s1v1 6rnek iizerine
4 mL kloroform eklenmis ve 100 devir/dak ¢alkalama hizinda 37 °C’de 30 dakika ekstrakte
edilmistir. Bu siispansiyondan 1 mL alinmis, ependorf tiipiine eklenmis ve diisiik sicaklikta

kloroform uzaklastirilmistir (Lee ve ark. 2006).

3.2.9.4. HPLC ile sitrinin analizi

Cam deney tiipiine 1 mL 6rnek alinmis, lizerine 5 mL kloroform eklenmis ve 65 °C’de 30
dakika etiivde bekletilmistir. Bu ¢ozeltiden 1 mL alinmis ve ependorf tiipiine eklenmis, diistik
sicaklikta etanol uzaklagtirllmistir (Lee ve ark. 2006). Kurutulan ekstraktlarin {izerine 1’er mL
Asetonitril eklenmis ve bu ¢ozeltiler 0,45 um 25 mm capinda PTFE Syringe filtre kullanilarak
siiziildiikten sonra 1,5 mL kapasiteli viallere alinarak HPLC’de analiz edilmistir. Ornekler

analiz edilinceye kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

Sitrinin miktar1, izokratik kosullarda floresans detektorlii HPLC sisteminde belirlenmistir. 20
ul o6rnek direkt olarak HPLC sistemine enjekte edilmistir. Inertsil (GL Sciences, Inc., CA,
ABD) ODS-3 C18 paslanmaz ¢elik kolon (150 x 4,6 mm, 5 pum) kullanilmistir. Akis hiz1 1,0
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mL/dakika olarak ayarlanmistir. Floresans dedektorii, 330 nm eksitasyon ve 500 nm emisyon
dalga boylarina ayarlanmistir. Mobil faz, pH degeri 2,5 olan 0,33 N H3;POy/ asetonitril/ 2-
propanol (75:20:5 v:v:v) karisimi olarak hazirlanmistir (Franco ve ark. 1996, Orti ve ark.

1986, Lee ve ark. 2006).
3.2.10. Pigment tiirevlerinin saflastirilmasi

Fermentasyon ortami, Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) yontemi ile analiz edilmistir.
Konsantre edilmis etanol ekstrakti, Silika jel tabakaya (Silica Gel 60 plates, Merck,
Darmstadt, Germany) spotlanmis ve kloroform/ metanol/ su (90:25:4) ¢6zeltisinin bulundugu

tanka yerlestirilmistir (Jung ve ark. 2003).

Kromatogram goriintiisii UV 151k altinda elde edilmigtir. Kirmizi pigment spotuna ait Rf

degeri asagidaki sekilde hesaplanmistir.

__ Bilesigin uygulama noktasmdan itibaren aldig: yol
S Coziiciiniin orijinden itibaren aldig: yol

3.2.11. Pigment stabilitesinin belirlenmesi

Uretilen pigmentin sicaklik, siire, 151k ve pH stabilitesi belirlenmistir. 100 mL besin ortamu,
500 mL’lik erlene alinarak tizerine 100 mL etil alkol eklenmis, ¢alkalayicida 30 °C’de ve 180
devir/dak hizla ekstrakte edilmistir (Jung ve ark. 2005). Ekstrakte edilen besin ortami, 3000
devir/dak hizla 15 dakika santrifiij edilmistir (Johns ve Stuart 1991, Pattanagul ve ark. 2008).

Elde edilen pigment ¢ozeltisi stabilite analizlerinde kullanilmistir.

Tiim stabilite testlerinde, pigment 6l¢iimii, 3.2.5 Pigment Ol¢iimii bdliimiinde anlatildig: gibi
yapilmistir. Stabilite degerlerine ait sonuclar, ¢zeltinin baslangi¢c absorbansina gore % olarak

asagidaki sekilde hesaplanmustir.

A =100
Ay

A, t aninda pigment ¢ozeltisinin maksimum absorbans yaptig1 dalgaboyundaki absorbansi

% Stabilite =

Ao, t =0 aninda pigment ¢dzeltisinin maksimum absorbans yaptig1 dalgaboyundaki absorbansi
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3.2.11.1. Isil stabilitenin belirlenmesi

Pigmentin 1s1l stabilitesinin belirlenmesi amaciyla, kapakli tiiplere 2’ser mL pigment ekstrakti
eklenmis, 0 °C, 4 °C, 12 °C, 25 °C, 72 °C’lerde 6 saat boyunca inkiibe edilmistir. Her saat
sonunda Orneklerin absorbanslari okunmus ve % stabilite degerleri hesaplanmistir. Ayrica

pastorizasyon ve sterilizasyon islemleri sonrasindaki stabilite degerleri de hesaplanmistir.

4 °C, buzdolabr sicakligi olarak kabul edildigi i¢in secilmistir. 12 °C, et {irtinleri {iretim
tesisinde kullanilmak tiizere iiretilen boya maddesinin, tesiste maruz kalacagi maksimum
sicaklik olarak diisiiniildiigii i¢in secilmistir. Ciinkii, Tiirk Gida Kodeksi “Kirmiz1 Et ve Et
Uriinleri Uretim Calisma ve Denetleme Usiil ve Esaslarina Dair Yonetmelik” uyarinca,
irlinlin teknolojisi bagka bir sicaklik derecesini gerektirmedikge liretim islemlerinin yapildig
odalarin sicakligi 12 °C’yi gegmemelidir (Anon. 2005). 25 °C, depolanan iirlinlerin maruz
kalacag1 oda sicakligi olarak kabul edilmis ve bu nedenle se¢ilmistir. Salam ve sosiste hastalik
etmeni bakterilerin inaktivasyonu ile ilgili literatiir tarandiginda uygulanan pisirme
sicakliklariin ¢ok farkli oldugu goriilmektedir. Thomas ve ark. (2008) uzun raf 6émiirlii sosis
iretimi lizerine yaptiklar1 ¢calismada pisirme islemini buharda gergeklestirmisler ve sosislerin
merkez sicakligit 75 ’ye ulasana dek pisirme islemine devam etmislerdir. Oteiza ve ark.
(2003) yerel bir sosis tiirlinde E.coli O157:H7 bakterisini sicaklikla inaktive etmek iizerine
yaptiklar1 bir calismada pisirme kosullar1 olarak 54-62  ’ler arasinda farkli siireler
kullanmiglardir. Ulkemizde genel olarak uygulanan pisirme isleminin de {iriin merkez
sicakligi 72 ’ye ulasana dek pisirme seklinde oldugu bilinmektedir. 72 °C salam tiiretiminde
pisirme isleminde iirlin merkez sicakliginin yaklagik bu degere c¢ikmasi gerektigi icin

se¢ilmistir.

3.2.11.2. Stabiliteye depolama siiresinin etkisinin belirlenmesi

Boya maddesinin bir isletmede ortalama ii¢ ay depolanabilecegi ve olast depolama
sicakliginin buzdolab1 sicakligi veya oda sicakligl olabilecegi kabul edilmistir. Bu nedenle
stabilite icin 0rnekler, ayrica 4°C ve 25°C’de 12 hafta boyunca 1s1ksiz ortamda, VELP FTC 90
E model sogutmali inkiibatorde (VELP Scientifica, Usmate, Italya) depolanmistir. Depolama
siiresince 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 ve 12. haftalarin sonunda ¢6zeltilerin absorbanslari

belirlenmistir.
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3.2.11.3. Fotostabilitenin belirlenmesi

Pigmentin fotostabilite testi icin UV 1sik kullanilmistir. Pigment ¢ozeltilerini igeren cam
vialler, siyah bir kutu igerisine yerlestirilmis ve i¢ cepheye bagl 4 adet UV lamba (365 nm,
15 W, PL15, Philips Electronics, Hollanda) kullanilarak UV 1s18a maruz birakilmistir. 1, 2, 3,
4, 5,6, 7, 24, 29, 48, 72 ve 120. saat sonunda ¢ozeltilerin absorbans Ol¢iimleri yapilmistir
(Jung ve ark. 2005).

Fotostabilite testi igin kullanilan sistem Sekil 3.3’te goriilmektedir.

A

Sekil 3.3. Pigment ¢ozeltilerinin UV 1s18a maruz birakildigl ortamin goriiniimti

3.2.11.4. pH stabilitesinin belirlenmesi
pH stabilite testleri i¢in, 5 farkli pH degerinde (4,5 — 8,5) tampon ¢ozelti hazirlanmistir.

Pigment ¢ozeltileri 1:1 oraninda bu tampon ¢dzeltiler ile karistirilmistir. Cozeltilerin

absorbanslar1 6 saat sonra Ol¢iilmiistiir (Jung ve ark 2005).
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Tiirk Gida Kodeksi “Et Uriinleri Tebligi” uyarinca salam, sosis gibi emiilsifiye et iiriinlerinde
pH en ¢ok 6,4 olmalidir (Anon. 2000). Uretilecek renk maddesinin et iiriinlerinde kullanim1

denenecegi icin, stabilite 6l¢timii de bu degeri kapsayan bir aralikta gerceklestirilmistir.
3.2.11.5. Kinetik analizlerde kullanilan prosediirler

Pigmentin parcalanma reaksiyonunun birinci dereceden bir reaksiyon oldugu kabul edilmis ve

reaksiyon esitligi asagidaki sekilde ifade edilmistir (Jung ve ark. 2005).

dA _

== —kA

Bu esitlik asagidaki sekilde integre edilmistir.

In(A/Ag) = —kt
Yukaridaki esitlikte;
A, t anindaki pigment konsantrasyonunu
Ay, t = 0 anindaki pigment konsantrasyonunu
k, hiz sabitini

t, siireyi ifade etmektedir.

3.2.11.6. Reaksiyon hiz sabitinin (k) hesaplanmasi

Her faktor i¢in t’ye karsilik In(4/4¢) degerleri grafige gecirilmistir. Yar1 logaritmik 6lgekli bu
grafiklerde elde edilen egrilere linear regresyon analizi uygulanarak egrilerin denklemi
hesaplanmis ve elde edilen denklemler kullanilarak, reaksiyon hiz sabitleri (k) hesaplanmigtir
(Jung ve ark. 2005).

3.2.11.7. Yarilanma siiresinin (t;;;) hesaplanmasi

Yarilanma siiresi, incelenen bilesenin % 50’sinin pargalanmasi igin gerekli silire olarak

tanimlanabilir. Birinci derece kinetige uyan reaksiyonlar icin asagidaki esitlige gore

hesaplanmaktadir.

37



ti2 = —In(0,5) x k™!

Yukaridaki esitlikte;
k, hiz sabitini

t,/, stireyi ifade etmektedir.

3.2.12. Boya maddesinin salam iiretiminde kullanilmasi

Salam tiiretim denemesi, 8 litre kapasiteli Hobart 84186 Model laboratuar tipi kuter (Hobart,
Offenburg, Almanya) kullanilarak gergeklestirilmistir. Dolum islemi 60 kalibrelik plastik
kiliflara laboratuar tipi dolum makinesi ile yapilmistir. Kiliflara doldurulan salamlar 90  su
icerisinde merkez sicaklik 72 olana kadar pisirilmistir. Sicaklik kontrolii saplama tipi

termometre ile yapilmis ve pisirme islemi yaklasik 2,5 sa stirmiistiir.

Pisirme isleminin ardindan oda sicakliginda yaklasik 30 dk bekletilen salamlar soguk su
banyosuna alinmis ve renk Olgiimleri yapilincaya kadar buzdolabi sicakliginda muhafaza
edilmistir. Salam iiretiminde kullanilan regete 100 kg toplam salam hamuru iizerinden Cizelge

3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Salam iiretiminde kullanilan recete

Tavuk kiymas1 (% 25 yagli) 70 kg
Izole soya proteini 5kg
Su/buz 15 kg
Nitritli tuz 2 kg
Modifiye nisasta 5kg
Baharat karigimi 2 kg
Tiitsii aromasi 0,1L

Bu temel recete kullanilarak oncelikle hi¢ boya maddesi igermeyen kontrol drnegi tiretilmistir.
Aragtirmada elde edilen boya maddesi, 100 kg salam hamurunda; 0,2 L, 0,4 L, 1,2 L, 2,4 L,
48 L, 7,2 L ve9,6 L olacak sekilde hamura ilave edilmistir.
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3.2.13. Uretilen salamlarin renk analizi

Salamlarin renk analizi Hunter-Lab tristimulus kolorimetre (D25LT, Hunter Associates
Laboratory, Reston, Virginia, ABD) sistemi kullanilarak yapilmis, sonuglar L*, a*, and b*
degerleri olarak verilmistir.

3.2.14. istatistiksel analizler

Gruplar aras1 farkliliklar, tek yonlii varyans analizi uygulanarak % 5 giiven araliginda (P <

0,05) belirlenmeye calistlmistir. Ortalamalarin  karsilastirilmasinda  Duncan’s  Coklu

Karsilastirma Testi MSTAT-C istatistik paket programi kullanilmistir (Anon. 1988).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1.Kiiltivasyon Ortaminin Hazirlanmasi

4.1.1.Substrat secimi icin yapilan 6n denemeler

M. purpureus’un kiiltivasyonunda kullanilacak besin ortamini belirlemek amagli yapilan 6n
denemelerde, siine hasarli bugday, karabugday, misir ve kepekli piring ornekleri arasinda,
stine hasarl1 bugday ile en yiiksek A degeri elde edildigi belirlenmistir.

4.1.2.Siine hasarh bugday ornegine ait 6zellikler

Hammadde olarak kullanilan siine hasarli bugdayin o6zelliklerine ait sonuglar istatistiksel

olarak degerlendirilerek, sonuclar ortalama + standart sapma olacak sekilde Cizelge 4.1°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.1. Siine hasarli bugday 6rnegine ait 6zellikler

Ozellik Sonug® Kullanilan Metot

Stine hasarli tane orani1 (%) 5+ 1 Koksel ve ark. (2002)
Nem (%) 10,36 £+ 0,04  AACC Method 44-15.02
Kiil (%) 1,62 + 0,01 AACC Method 08-01.01
Protein (%) 10,29 £ 0,27  AACC Method 46-12.01
Yag (%) 0,84 + 0,03 AACC Method 30-25.01
Gluten index 69,67 £ 5,69  AACC Method 38-12.02
Yas Gluten (%) 24,00 = 2,65 AACC Method 38-12.02
Zeleny sedimentasyon 46 + 1 AACC Method 56-60.01
Beklemeli sedimentasyon 34 £ 1 AACC Method 56-60.01
Hektolitre agirligi (kg/hl) 79,57 £ 0,57 AACC Method 55-10.01

*Sonuglar, ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.
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Cizelge 4.1°de goriildiigli gibi ¢alismada kullanilan bugday 6rneginde siine hasarli tane orani
% 5 £ 1 olarak belirlenmistir ve bu deger Ornegin firmcilik {irlinleri iiretimine uygun

olmadigini ifade etmektedir (Koksel ve ark. 2002).

Analiz sonuglart incelendiginde Ornege ait Zeleny sedimentasyon degeri ve beklemeli
sedimentasyon degerlerinin sirasiyla 46 = 1 ve 34 + 1 oldugu goriilmektedir. Beklemeli
sedimentasyon degeri, Zeleny sedimentasyon degerinden diisiiktiir. Greenway ve ark. (1965)
tarafindan bildirildigine gore bu iki sedimentasyon degeri arasindaki fark ornekteki siine
zarart yogunlugu hakkinda fikir vermektedir. Arastirma sonuclari, kullanilan bugday
Orneginin siine zararina ugramis olan bir 6rnek oldugunu dogrulamaktadir. Bugday 6rnegine
ait fizikokimyasal 6zellikler incelendiginde de {iriiniin firincilik endiistrisi i¢in kabul edilemez

Ozellikte oldugu goriilmektedir.

Siine hasar oran1 % 5 + 1 olarak tespit edilen bugday 6rneginin, protein igeriginin % 10,29 +

0,27 olmasi protein miktarinin siine hasar ile ¢ok fazla azalmadigini gostermektedir.

4.2. Kirmiz1 Pigment Uretimi

4.2.1. Kirmizi pigment miktarinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi

Monascus pigmentlerinin maksimum absorbans yaptig1 dalgaboyunu (A max) ve inkiibasyon
stiresini  belirlemek amagli olarak, 11 giinlik inkiibasyondan olusan bir 6n deneme
yapilmistir. Kiiltivasyon ortamlarinin etanol ekstraktlarinin  380-750 nm araligindaki
absorbsiyon spektrumu olusturulmustur. Bu islem Agilent 8453 UV-Visible Spektrofotometre
(Agilent Technologies, Inc., Palo Alto, CA, ABD) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Degerler
Ek 1’de verilmistir.

11 giinliik kiiltivasyonun baslangi¢ (D0), 1., 2., 3.,4.,5.,9. ve 11. (D11) giinlerine ait pigment
coOzeltilerinin goriiniir bolgedeki absorbsiyon spektrumlari, Sekil 4.1°de verilmistir. 11 gilinliik
kiiltivasyonda, 3. giinde pigment iiretiminin bagladigi, maksimum pigment iiretiminin 5.
giinde gerceklestigi, inkiibasyonun ilerleyen giinlerinde absorbans degerlerinin diistigii
belirlenmistir. Bu nedenle inkiibasyon siiresi 5 giin olarak tespit edilmistir. Mukherjee ve

Singh (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, 25-40  araliginda, baslangi¢c pH’s1 2-8 arasinda
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olacak sekilde denemeler gerceklestirilmis ve pigment {iretiminin inkiibasyonun 3. giinlinde

basladig1 ve fermentasyon periyodu boyunca devam ettigi bildirilmektedir.

Absorbsiyon degerleri kullanilarak olusturulan spektrumda, inkiibasyonun 5. giinline ait

¢ozeltinin 410 nm ve 510 nm dalgaboylarinda maksimum absorbans yaptig1 goriilmiistiir.

D1
D

—Dd
D9

)11

—T) 5

2.8

Absorbans

0 400 450 300 330 600
Dalga boyu (nm)

0.0
300

E—

d

L3

Sekil 4.1. Pigment Cozeltilerine Ait Absorbsiyon Spektrumu

Gortiniir bolgedeki absorbsiyon spektrumunda, 3. gilinden itibaren biri 410 nm civarinda
digeri de 510 nm civarinda olmak iizere ikiser adet pik goriilmektedir. Babitha ve ark (2007)
tarafindan yapilan calismada da, baslangi¢c pH’lar1 4,5-7,5 arasinda degisen farkl kiiltivasyon
ortamlarina ait absorbsiyon spektrumlarinda, 410 nm ve 510 nm civarinda ikiser pik oldugu
bildirilmigtir. Literatiirde, Monascus ekstraktlarinda sentezlenmis iki tip pigmentin mevcut
oldugu bildirilmektedir (Dominguez-Espinosa ve Webb 2003). Bu iki pigment, goriiniir
bolgedeki spektrumda iki biiyiik pike karsilik gelmektedir. A max degeri 400-410 nm arasinda
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olan ilk pik sar1 pigmentlerin varligini, 490-500 nm arasinda olan ikinci pik ise kirmizi

pigmentlerin varligini gostermektedir (Juzlova ve ark 1996).

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi, farkli giinlere ait 6rneklerin A max degerlerinde hafif kaymalar
mevcuttur. Ancak elde edilen bu degerler daha 6nceki ¢aligmalarla uyumludur (Babitha ve ark
2007, Dominguez-Espinosa ve Webb 2003, Juzlova ve ark 1996). Cizelge 4.2.’de kiiltivasyon

boyunca Monascus pigmentlerinin maksimum absorbans yaptiklar1 dalgaboylar1 verilmistir.

Cizelge 4.2. Kiiltivasyon boyunca Monascus pigmentlerinin maksimum absorbans yaptiklari

dalgaboylari
Absorbsiyon spektrumu (nm)

Kiiltivasyon siiresi Mmax1 Amax2
3. giin 401 510
4. glin 395 509
5. glin 410 510
9. giin 393 504
11. glin 381 509

Literatlirde kirmiz1 Monascus pigmentlerinin analizi i¢in kulllanilan, 480 nm (Hajjaj ve ark
2000a), 495 nm (Dominguez-Espinosa ve Webb 2003), 500 nm (Silveira ve ark 2008, Chang
ve ark 2006) ve 510 nm (Lim ve ark 2000) gibi farkli A max degerleri mevcuttur. Bu
calisgmada kirmizi pigment i¢in belirlenen A max degeri, 510 nm olup, bu deger

spektrofotometrik analizlerde kullanilmistir.

4.2.2.0rtam kosullarina bagh olarak pigment iiretim miktarindaki degisim

M. purpureus went 1604’{in pigment iretimi, 27-37°C arasinda 5 farkli sicaklikta ve 0-250
devir/dak arasinda 5 farkli ¢calkalama hizinda, 151kl ve 1s1ksiz ortamda gergeklestirilmistir. 2

tekerriirlii olacak sekilde 60 deneme tamamlanmaistir.

Uretilen  pigment  soliisyonlarmin 510 nm’deki  absorbans  degerleri UV-Vis

spektrofotometrede (UV-1208, Shimadzu) okunmustur. 120 saatlik kiiltivasyon sonunda
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iretilen kirmizi pigment miktari, diliisyon faktorii de dikkate alinarak Asj nm birim olarak
hesaplanmistir. Sonuglar ayrica, Asjo nm birim/ g kuru madde olarak hesaplanmis, 4.3°te

ortalama ve standart sapma seklinde verilmistir.

Gruplar aras1 farkliliklar, varyans analizi uygulanarak % 5 giiven araliginda (P < 0,05)
belirlenmis, Duncan’s Multiple Range Test ile ortalamalar karsilastirilmis ve sonuglar
Cizelge 4.3’ te verilmistir. Kirmizi1 pigment iiretim miktarlarina iligkin sonuglar 6’ sar verinin

ortalamasidir.

Cizelge 4.3. Calkalama hizi, sicaklik ve 1s18a bagl olarak pigment iiretim miktarlar

Calkalama

Kirmiz1 Pigment Uretim Miktarlar1*

(A510 n/ € kuru madde)

Kiiltivasyon sicakhig: (°C)

(devir/dak) Isik 27 30 32 35 37

0 - 0,0£0,0°%"  4,3+0,17* 1,7£0,1%%0  3,8+0,2%%  1,2+0,1%°¢
50 - 3,840,3%°  9,1+0,4%% 4,602  7.8+0,8*5° 2,740,219
100 - 11,1£0,3%B4 13,040,350 3,5+0,1%P°  53+0,3"C°  53+0,2%°°
150 - 30,740,4%B% 35,140,485 24,740,157 24,9+0,5%%* 17,1+0,3*P*
200 - 23240,2%M 21,140,47P¢  8,9+0,4%%¢  7,040,2"P9  52+0,3%F0
250 - 21,3+0,3%BC 22,9404 12,740,257 11,4£02*P°  4,6+0,3*"¢
0 + 0,0£0,0°7"  54+0,1%0° 1,740,1%T  3,740,2%B¢  1,3+0,1%C°
50 +  43+0,3*P°  93+03%%  50+02°“  7,4+0,8%° 2.7+0,1%"9
100 + 11,320,359 14,3+0,6*°  3,7+0,2*"°  6,7+0,5°“7  56+0,4*P°
150 +  30,6£0,2°%* 357+0,6™  26,8+0,3%%* 25,440,3%P° 17,4+0,4%"°
200 + 23,5£02%* 222402 9,0+£0,5%%°  7,7+0,1%P¢  54+0,3%"°
250 + 21,8404 21,8+0,3%*  13,8+0,2*P" 11,6+02%“" 4,5+0,3*P*

* Degerler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

* ¥ Her bir siitunda farkli harfle gosterilen, ayni ¢alkalama hizi, sicaklik ve farkli 151k degerine sahip ortalamalar istatistiki

olarak birbirinden farklidir (P < 0,05).

AB.C.D.E Her bir satirda farkli harfle gosterilen, farkh sicakliklar igin ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farkhidir (P <

0,05).

a b e d e ffer bir siitunda farkh harfle gdsterilen, ayni 151k, ayn1 sicaklik ve farkli galkalama hizi degerine sahip ortalamalar

istatistiki olarak birbirinden farklidir (P < 0,05).
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Cizelge 4.3’de gorildugl gibi M. purpureus kullanilarak kirmizi pigment tiretimine sicaklik
ve karigtirma hizi, 1s1kli ve 1s1ksiz ortamda 6nemli (P < 0,05) etki yapmaktadir. Isik etkisi
incelendiginde ise etkinin sadece 30 ’de Onemli (P < 0,05) oldugu, diger sicaklik
degerlerinde (27, 32, 35, 37 ) ise 151k varlig1 ya da yoklugunun 6nemsiz (P > 0,05) oldugu
gozlenmistir. Aragtirma sonuglar1t Wang ve ark. (2009) tarafindan bildirilen sonuglarla kismen
de olsa uyumlu goziikmektedir. Bu calismada M. ruber fermentasyonu ile iiretilen pigment
konsantrasyonuna mavi 1518 etkisi incelenmis ve fermentasyonun erken evrelerinde (3-5
giin) 151kl ve 151ksiz ortam arasinda pigment konsantrasyonlarinin istatistiki olarak farkli
olmadig1 sonucu elde edilmistir. Mevcut aragtirmada ise ozellikle 30  civarinda optimum
kosullarin saglanabileceginin dikkate alinmasi gerektigi sonucuna ulasilmistir. Sekil 4.2. (a)
ve (b)’de farkli sicaklik ve farkli karistirma hizlarinda kiiltivasyon sonu ortam pH’sindaki

degisim grafigi verilmistir.
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46



Tiim sicaklik degerleri i¢in 150 devir/dak degerinde, nihai pH’nin 4,70-4,10 arasinda oldugu
goriilmektedir. 200 devir/dak degerinde pH 4,10 degeri civarinda, 250 devir/dak degerinde ise
tiim sicakliklarda elde edilen nihai pH 4,10-3,90 civarindadir. 150 devir/dak degerinden daha
diisiik karistirma hizlarinda, farkl: sicakliklardaki kiiltivasyon sonrasi nihai pH degerleri, daha
genis araliklarda degismektedir. Karigtirma hizi, ortam homojenizasyonunu saglayarak
¢Oziinmiis oksijen miktarini ve kiifiin ortamdaki substrata erigimini etkilemistir. Bu degisimler

de mikrobiyal gelismeyi etkilemis ve farkli pH degerleri elde edilmesine neden olmustur.

Sekil 4.3 ve 4.4’te karistirma hizina bagl olarak renk {iretimini gosteren grafikler verilmistir.
Denenen tiim kiiltivasyon sicakliklarinda, karistirma hizinin 150 devir/dak civarinda oldugu
durumda, kirmizi pigment liretim miktarinin maksimum oldugu belirlenmistir. Bu durum hem
151kl1 ve hem de 1s1ksiz ortamda gergeklestirilen kiiltivasyon icin gecerlidir. Daha diisiik
karigtirma hiz1 ile pigment iiretiminde gozlenen diisiis, viskozitesi yiiksek kiiltivasyon
ortaminda kiif ile substratin bir sekilde temas edememesinden kaynaklanabilir. Yiiksek
karistirma hizlarinda ise kiifiin morfolojisinin olumsuz yonde etkilenmesi s6z konusu olabilir.
Ayrica, optimum karistirma hizi degerinde ortamda optimum diizeyde oksijen varligi
saglanmis olabilir. Lee (2004) tarafindan yapilan ¢calismada da karistirma hizindaki degisimin

ortamdaki ¢cozlinmiis oksijen miktarin1 degistirdigi belirtilmistir.
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Sekil 4.3. Isiks1z ortamda karistirma hizina bagh olarak renk tiretimi
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Sekil 4.4. Isik varliginda karistirma hizina bagli olarak renk tiretimi
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Sekil 4.5 ve 4.6°da ise sicakliga bagli olarak renk tiretimi grafikleri verilmistir. Sicakliga bagh
olarak renkteki degisim incelendiginde de 30 °C civarinda en yiiksek pigment {iretimi elde
edildigi gorilmektedir. Bu sonuglar literatiir bilgileriyle uyumludur. Sicaklik, metabolik
aktiviteyi ve mikrobiyal gelismeyi etkileyen 6nemli bir faktordiir. Babitha ve ark. (2007)
Monascus’un maksimum pigment iiretiminin 30 °C’de ger¢eklestigini bildirmektedir. Babitha
ve ark. (2007)’1mn Domsch ve ark. (1980)’den bildirdigine gore, farkli Monascus izolatlar i¢in
optimum sicaklik 30-37 °C arasindadir. Nimnoi ve Lumyong (2011) da M. purpureus
CMUO001 ile en yiiksek pigment iiretiminin elde edildigi sicakligi 30 °C olarak

belirlemiglerdir.
Mukherjee ve Singh (2011) tarafindan yapilan ¢alismada da, 25-40  araliginda, baslangic

pH’s1 2-8 arasinda olacak sekilde denemeler gergeklestirilmistir. 30 ’de yapilan

fermentasyonun en yiiksek pigment {iretimini sagladig: bildirilmektedir.
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4.2.3. Besin ortami denemeleri

Aragtirma kapsaminda ayrica en yiiksek miktarda renk maddesinin iiretilebilecegi besin
ortam1 bilesiminin belirlenmesi i¢in denemeler yapilmistir. Literatiir incelendiginde Monascus
ile renk maddesi iiretiminde birgok farkli besin ortami veya besin ortami ilavesinin
kullanildig1 goriilmektedir. Bu ¢alismada da besin ortami 6n denemeleri kapsaminda siine
hasarli bugday ile karsilastirma yapabilmek amaciyla bugday unu ve kara bugday unu ana
besin maddesi olarak, etanol, glukoz ve ZnSO4 besin ortami ilavesi olarak kullanilmistir.
Cevap ylizeyi yontemi ile deney tasarimi yapilan 6n ¢aligmalarda bugday unu (0,5-10,5 g/100
mL), glukoz (1-9 g/100 mL), etanol (0,1-0,9 mL/100 mL) ve ZnSO4 (0-0,0075 g/100 mL)
oranlarinda ilave edilerek sivi besin ortamlar1 hazirlanmis ve Monascus inokiilasyonu ve
inkiibasyon sonrast A degerleri belirlenmistir. Bu denemelerde en yiiksek A degeri 3 g/100
mL bugday unu, 3 g/100 mL glukoz, 0,3 mL/100 mL etanol ve 0,0025 g/100 mL ZnSOy, ilave
edilen besin ortaminda 1,752 Asgonm Olarak belirlenmistir. Bir diger 6n denemede bugday (0-
3,0113 g/100 mL), karabugday (0-3,0113 g/100 mL) ve etanol (0-1,1704 mL/100 mL)
oranlarinda ilave edilerek sivi besin ortamlar1 hazirlanmis ve Monascus inokiilasyonu ve
inkiibasyon sonrasi A degerleri belirlenmistir. Bu denemelerde ise en yiiksek A degeri 1 g/100
mL bugday kirmasi, 1 g/100 mL karabugday kirmasi ve 1 mL/100 mL etanol ilave edilen
besin ortaminda 1,770 Asgonm olarak belirlenmistir. Sadece siine hasarli bugday kirmasinin
kullanildig1 ve herhangi bir besin ortami ilavesinin bulunmadigi 6n denemelerde daha yiiksek
Asoonm degerleri belirlendigi igin ¢aligmada besin ortami olarak sadece siine hasarli bugday

kullanilmistir.

4.3. Sitrinin Analizi

4.3.1. Sitrinine ait kalibrasyon grafiginin olusturulmasi, allkonma zamani, belirleme

sinir1, nicelik sinir1 ve geri alma oranlariin belirlenmesi

Kalibrasyon grafiginin c¢izilmesi amaciyla degisik konsantrasyonlarda hazirlanan sitrinin
standart ¢ozeltileri HPLC cihazina enjekte edilmistir. Kalibrasyonda 25, 50, 100 ve 200
ng/mL olmak iizere 4 farkli konsantrasyonda sitrinin standart ¢6zeltisi kullanilmistir. Cizelge
4.4’te farkli konsantrasyonlarda hazirlanan sitrinin standart ¢ozeltilerine ait pik alanlari

verilmistir.
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Cizelge 4.4. Kalibrasyon grafiginin olusturulmasinda kullanilan sitrinin konsantrasyonu ve

pik alanlar

No Sitrinin Konsantrasyon (ng/mL) Alan

1 25 128775
2 50 300497
3 100 654753
4 200 1263283

Sitrinin konsantrasyonuna karsilik, HPLC kromatograminda elde edilen pik alanlar1 grafige
gecirilerek sitrinin kalibrasyon grafigi olusturulmustur (R°=0,999). Sekil 4.7°de sitrinin
kalibrasyon grafigi verilmistir. Orneklerdeki sitrinin konsantrasyonlarina iliskin hesaplamalar
da sitrinin kalibrasyon grafigi kullanilarak LC Solutions (Shimadzu, Japonya) paket programi1

ile hesaplanmustir.

1407

v=0472 2% 20059
R? 0909

1201

1001

]
o

Alan (x104)
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Sekil 4.7. Sitrinin Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 4.8’de sitrinin standardina ait HPLC kromatogrami verilmistir. Sitrininin alikonma

zamani 16,1-17,3 dakika arasinda belirlenmistir.

my Wax Intensity . 15,385

1Detector AEx:331nmEm.S00nm Time 29958 Inten. 10.668]
7.7

15.n-f
12.5—5
10.0—5
L—
s.u-z
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1.4 % —rrsm

00 25 50 15 100 125 150 475 20  »5  ®I 25 mn
Sekil 4.8. Sitrinin Standardina Ait Kromatogram

LOD, kromatogramda olusan giiriiltii seviyesinin 3 kati, LOQ ise giiriiltli seviyesinin 10 kati
olarak hesaplanmis (Zheng ve ark. 2009) ve bu degerler sirasiyla yaklasik 3 ng/mL ve 10

ng/mL olarak belirlenmistir.

Sekil 4.9’da 1 ng/mL diizeyinde sitrinin igeren 0rnek ¢dzeltisine ve sitrinin icermeyen Ornege

ait HPLC kromatogrami verilmistir.
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Sekil 4.9. 1 ng/mL Diizeyinde Sitrinin Iceren Ornege Ait HPLC Kromatogrami
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Geri alma oranlarini belirlemek amaciyla, ¢ozelti konsantrasyonu 40, 80 ve 160 ng/mL olacak
sekilde 4 mg/L konsantrasyonunda sitrinin ¢alisma ¢ozeltisi ile kontamine edilmis, geri alma

oranlar1 ayr1 ayr1 belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.5°te verilmistir.

Cizelge 4.5. Sitrinin geri alim oranlar1

Konsantrasyon Geri alinan miktar Geri alma oram
(ng/mL) (ng/mL) (%)
40 31,35 78,37
80 63,10 78,87
160 149,47 93,42

4.3.2. S1v1 ortamdan sitrinin ekstraksiyonu yonteminin belirlenmesi

Sekil 4.10’da etanol ve kloroform ile yapilan ekstraksiyonlar ile hazirlanan Orneklere ait

kromatogramlar verilmistir.

Ayni sitrinin konsantrasyonunu igeren ornekler ile elde edilen kromatogramlardan, kloroform
ile yapilan ekstraksiyon ile daha biiyiik pik alani elde edildigi goriilmektedir. Buna gore,
kloroform kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon yonteminin geri alma oranlarinin etanolle
yapilan ekstraksiyonda elde edilen oranlardan daha yliksek oldugu goriilmiis ve calismada

kloroform ile ekstraksiyon yontemi kullanilmstir.
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Sekil 4.10. Ekstraksiyon sonucu sitrininin geri alimina ait kromatogramlar

Etanol ile ekstraksiyon(a) Kloroform ile ekstraksiyon(b)
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4.3.3.S1v1 besin ortamindaki sitrinin miktarmin belirlenmesi

Belirlenen yontem ile farkli sicaklik ve karigtirma hizlarn kullanilarak gergeklestirilen
kiiltivasyon ortamlarindan alman Orneklerde sitrinin analizi yapilmistir. Bu Orneklerin
hicbirinde LOQ degerinin (10 ng/mL) {iizerinde sitrinin belirlenememistir. Calismada
inkiibasyon periyodu 5 giin olarak belirlenmistir. Kat1 ortam yerine sivi ortam fermentasyonu
kullanim1 kiiltivasyon periyodunu kisaltmaktadir; boylece de sitrinin liretimi ger¢eklesmeden
kiiltivasyon sonlandirilmistir. 5 gilinlilk periyot sekonder metabolit olan sitrininin tespit
edilebilir diizeyde iiretilmesi i¢in kisa bir siiredir. Shimizu ve ark. (2005, 2007), M. purpureus
BCRC33325 (IFO30873) tarafindan sitrinin iiretimi ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmalarda,
kiiltivasyon boyunca sitrinin liretiminin arttigini tespit etmislerdir. Chen ve ark. (2008) de
Monascus spp. tarafindan iiretilen sitrinin miktarim 14 giinliik kiiltivasyon sonrasinda
gerceklestirmistir. Sitrinin iiretimi inkiibasyon kosullar1 ve besin ortaminin bilesiminden
etkilenmektedir. Calisma sonucunda, sitrinin icermeyen kirmizi pigment liretimi igin siine
hasarli bugdayin, sivi ortam fermentasyonunda M. purpureus’un substratt olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

4.4.Sitrinin ve Pigmentlerin LC-MS Analizi

Orneklerin etanol ekstraktlart LC-MS ile analiz edilmis ve iiretilen pigmentlerin kolonda
kalma stireleri ve molekiiler agirliklar1 6l¢iilmiistiir. Pigmentlerin alikonma zamanlar1 yan
zinciri CsHj; olan i¢in 3.35 dakika, C;H;s olan igin ise 4.23 olarak belirlenmistir. Molekiil
agirliklart CsHj, ve C7H;s i¢in sirasiyla, 354.1717 m/z ve 382.1990 m/z olarak ol¢iilmiistiir.
Bu molekiil agirliklarina gore, elde edilen maddelerin rubropunktamin ve monaskorubramin
oldugu belirlenmistir. LC-MS analizine gore, kiiltivasyon orneklerinde sitrinin belirlenmistir.

Bu sonu¢ da HPLC ile sitrinin analizini dogrulamaktadir.
4.5. Maksimum Pigment Uretimi I¢in Ortam Kosullarinin Modellenmesi
27, 30, 32, 35 ve 37°C kiiltivasyon sicakliklarinda ve 0, 50, 100, 150, 200 ve 250 devir/dak

calkalama hizlarinda toplam 60 deneme tamamlanmistir. Her farkli deneme i¢in kirmizi

pigment miktar1 belirlenmistir.
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Elde edilen renk wverileri, YSA kullanilarak pigment {retiminin modellenmesinde
kullanilmistir. Farkli kosullarda {iiretilen renk degerlerine ait verilerin % 60’1 yapay sinir
aginin egitiminde, % 20’si validasyonda, % 20’si de test amacli kullanilmistir. Cizelge 4.6’da

ise Olusturulan YSA’na ait degerler goriilmektedir.

Cizelge 4.6. Renk degerleri ile olusturulan YSA’na ait degerler

Egitim Validasyon Test
R 0,993 0,961 0,944
RMSE 0,045 0,101 0,170
Egim 1,032 0,950 1,026
Kesim Noktasi -0,007 0,056 0,044

Sekil 4.11°de kullanilan YSA dizayni verilmistir.

Sicaklik
Karistirma
hizi
Absorbans
Isik
Agirliklar
Girdi katmam 6 néronlu gizli katman Cikti katmam

Sekil 4.11. Renk Degerlerinin Tahmin Edilmesinde Kullanilmak Uzere Olusturulan YSA
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Gergek degerlere karsilik, olusturulan YSA’nin tahmin ettigi degerler grafige gecirilmistir.
Sekil 4.12°de egitim, validasyon ve test verilerine ait grafikler goriilmektedir. Bu grafikler
i¢in elde edilen R’ degerleri sirasiyla, 0,993, 0,961 ve 0,944 olarak belirlenmistir. Bu
degerler, olusturulan YSA modelinin kirmiz1 pigment iiretimine, sicaklik, karigtirma hizi ve

151810 etkisini yiiksek korelasyonda tahmin edebilme yeteneginde oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.12. YSA’nin egitim verilerine ait grafik (a), YSA’nin validasyon verilerine ait grafik (b), YSA’nin test verilerine ait grafik (c)
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Calisilan araliktaki belirli kiiltivasyon kosullarma karsilik gelen A degerleri, YSA
kullanilarak tahmin edilmis ve Ek 2’deki ¢izelgede verilmistir. Bu veri serisi kullanilarak
Sekil 4.13’de verilen grafikler olusturulmustur. Bu grafikler yardimi ile optimum pigment

iiretim kosullar1 belirlenmistir.

0 50 100 150 0 50 0 50 100 150 00 250

L3

J /M- 16 L 94

Sicak ik (°*C)

0 50 00 B30 20 50 0 % 10 1[0 2 2
5 kanstinua bz rpm
Foaresternss hazi f rpm

(a) (b)
Sekil 4.13. Karistirma Hizi ve Sicakliga Bagli Olarak Absorbans Degisim Grafikleri, Isik
Varliginda Gergeklesen Uretim (a), Isiksiz Ortamda Gergeklesen Uretim (b)

Sekil 4.13°de en yiiksek pigment iiretiminin 151kl1 ortamda 29 °C ve 150 devir/dak ¢alkalama
hizinda gergeklestigi goriilmektedir. Olusturulan model ile, bu noktadaki pigment miktar
1,874 Asjonm olarak tahmin edilmistir. Bu degeri test etmek amacli olarak bu noktada {i¢ deney

daha gerceklestirilmistir.

Sekil 4.14’te Monascus pigmentinin optimum kosullarda tiretiminin gergeklestigi 120 saatlik
fermentasyon boyunca, renk tiretimi ve pH degerlerindeki degisim goriilmektedir. 3. giiniin
sonuna kadar renk iiretiminin baglamadigi, ortam pH’sinin ise 2. giine kadar degismedigi, 2.
giinden sonra ise ¢ok az bir diisiis gosterdigi tespit edilmistir. 3. glinden sonra renk iiretiminin

cok hizli gergeklestigi, es zamanl olarak da pH’da hizli bir diisiis oldugu goériilmektedir. Renk
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miktarinin en yiiksek seviyeye ¢iktig1 4. gilin sonrasinda, pH’ nin tekrar yiikselmeye basladig:

belirlenmistir. 5. giin en yiiksek renk degeri elde edilmis ve inkiibasyon sonlandirilmistir.

-1
)
a

s 1.2

- 1.0

pH

L 0.8

( Ty SV) S'['[rfq.l quV

- 0.6

- 0.4

]
i

o 211

el Abgorbans (A< FO

0 T T T T T 2
0 20 40 60 30 100 120

Zaman (saat)

Sekil 4.14. Monascus pigmentlerinin optimum kosullarda iiretim grafigi

Optimum noktada yapilan denemede elde edilen sonu¢ 1,787 = 0,072 Asjonm olarak

bulunmustur. Cizelge 4.7°de optimum kosullarda pigment iiretimine iliskin degerler

verilmigtir.

Hajjaj ve ark. (1999), 1 birim Augonm degerinin, 15 mg/L kirmizi pigmente esdeger oldugunu
ve bu esitligin absorbans degerlerini kirmizi pigment agirhigina ¢evirmede kullanilabilecegini
rapor etmistir. Calismada siline hasarli bugday kullanilarak elde edilen en yiiksek pigment
tiretim degeri, bu esitlik yardimi ile 0,027 g/L olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu deger,
Dominguez-Espinosa ve Webb (2003) tarafindan % 10 tam bugday unu kullanilarak yapilan
calismada elde edilen 0,01 g/L kirmiz1 pigment degerinden yiiksektir.
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Uretim miktarlar1 A/g kati madde olarak da verilebilir. Buna gore siine hasarli bugday
kullanilarak M. purpureus’un kirmizi pigment iiretim miktar1 35,740 Asjonn/g kati madde
olarak hesaplanmistir. Mukherjee ve Singh (2011) tarafindan yapilan ¢alismada ise 10. giinde
ulasilan maksimum pigment verimi 64 A/g kuru hiicre kiitlesi olarak verilmistir. Bu ¢alismada
elde edilen 35,740 Asjonm/g katt madde degeri, Mukherjee ve Singh (2011) tarafindan elde
edilen degerden diisiiktiir. Bunun nedeni ise, Mukherjee ve Singh (2011)’in sentetik besin
ortami1 kullanmis olmas1 ve farkli ortam kosullarinin secilmesi olabilir. Bu ¢calismada bulunan
pigment iiretim miktarini, literatiirdeki M. purpureus kullanilarak yapilan diger ¢alismalardaki
ait pigment Uretim miktarlar ile karsilastirirken, besin ortamlariin farkli oldugu géz oniinde

bulundurulmalidir.

Cizelge 4.7. Optimum kosullarda pigment iiretimine iliskin degerler

Yapay Sinir Ag1
Deneysel
Tarafindan Tahmin .
Deger
Edilen Deger
( As10nm) 1,874 1,787 £ 0,072
Ortalama
Pigment (g/L) - 0,027 + 0,001
Miktan

(As10nm/g kuru madde) - 35,740 £1,440

" Deneysel deger, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Babitha ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada ise, M. purpureus’un kirmizi pigment
iretimi i¢in substrat olarak “jackfruit” isimli tropikal meyvenin ¢ekirdegi, palm g¢ekirdegi
kiispesi, bugday kepegi, tapyoka unu, hint hurmasi g¢ekirdegi, susam kiispesi, yer fistigi
kiispesi, hindistan cevizi kiispesi gibi tarim endiistrisi artiklar1 denenmis ve liretim miktarlari
sirastyla 12,113 OD/g kat1i madde, 7,650 OD/g kati madde, 3,525 OD /g kat1 madde, 1,458
OD /g kat1 madde, 1,146 OD /g kat1 madde, 0,375 OD /g kat1i madde, 0,150 OD /g kati
madde, 0,118 OD /g kati madde olarak belirlenmistir. Calismamizda elde edilen maksimum
iretim miktar1 degeri, Babitha ve ark. (2007) tarafindan elde edilen degerlerden daha
yiiksektir.
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Sonug olarak diisiik ekonomik degerli tarimsal bir {iriin olan siine hasarli bugdayin, kirmiz
pigment liretiminde M. purpureus’un substrati olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Bocek
hasarli bugdaym, genellikle hayvan beslemesinde kullanilmasi ve maliyetinin piring (870
TL/ton), patates (600 TL/ton) ve normal bugdaydan (640 TL/ton) daha diisiik olmas1 (500
TL/ton) nedeniyle, dogal gida renklendiricisi gibi degerli bir iiriin iiretiminde kullanilmas1 bu

hasar ile olugsan ekonomik kayb1 azaltmaya yardim edebilir (Anon. 2012 a, 2012 b).

4.6. TLC ile Ayirma

Kirmiz1 pigmente ait TLC kromatograminin UV 1s1k altindaki goriintiisii Sekil 4.15°te

verilmistir.

Sekil 4.15. Kirmiz1 pigmente ait TLC kromatogrami

Pigmente ait Rf degeri 0,46 olarak belirlenmistir. Mukherjee ve Singh (2011) ise, kirmizi
pigmente ait Rf degerini 0,42 olarak belirlemistir. Jung ve ark (2003)’iin ¢alismasinda ise
farkli amino asitlerle iiretilen kirmizi pigmentlerin Rf degerleri, 0,1-0,6 arasinda
belirlenmistir. Nimnoi ve Lumyong (2011) da, pigment ektraktlarim1 TLC ile ayirmustir.
Pigmentlerin farkli Rf degerlerine sahip olmalarini, bunlarin farkli substratlar kullanilarak

iretilmis olmalariyla agiklamistir.
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4.7. Renk Maddesinin Stabilite Analizleri

Uretilen renk maddesinin stabilitesinin belirlenmesi amaciyla, siire, 151k, sicaklik ve pH gibi

stabiliteyi etkileyen faktorler incelenmistir.

4.7.1. Isil stabilite

Cizelge 4.8’de pigment stabilitesinin farkli sicakliklarda ve farkli 1s1l islemler etkisiyle
degisimi verilmistir. Cizelge 4.8’den, 0 ve 4 ’de 6 saat boyunca inkiibe edilen
cozeltilerin stabilitelerinin % 99’un iizerinde oldugu, 12 ve 25 ’ler i¢in ise bu degerlerin %
98’in tizerinde oldugu goriilmektedir. Sicakligin 72 oldugu durumda ise stabilite degeri %
95,31 £ 0,96 olarak tespit edilmistir. Pastorizasyon (85 ’de 30 dakika) ve sterilizasyon (121

’de 20 dakika) islemleri sonrasindaki stabilite degerleri ise sirasiyla, % 85,82 = 1,19 ve %
46,84 + 0,93 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore pigmentin yiiksek sicakliklara duyarh

oldugu sonucuna varilabilir.

Isil stabilite ile ilgili sonuglar, daha onceki ¢alismalar ile uyumludur. Seker kamigi kiispesi
kullanilarak iiretilen Monascus pigmentinin 1s1l stabilitesinin belirlendigi bir calismada, 6
saatlik inkiibasyon sonunda 30 ve 40 ’ lerdeki pigment degradasyonunun % 5 ve 7 olarak
tespit edildigi belirtilmistir. 60 ’de 6 saat sonunda pigmentin % 86’sinin parg¢alanmadigi,
sicaklik 80  ’ye ciktiginda ise rengin % 32’sinin kayboldugu rapor edilmistir (Silveira ve ark
2011). Pigment ¢ozeltilerinin 30, 40, 60 ve 80  ’lerde 6 saat inkiibe edildigi ve pigmentin,
diisiik sicakliklarda (30-60 ), daha yiiksek sicaklik (60  iizeri) kiyasla daha stabil oldugu
belirlenmistir. Monascus pigmentlerinin pastorizasyon kosullari tolere edebilecegi de
bildirilmigtir. Otoklavlama islemi sonrasinda (121  ’de 15 dakika) ise rengin % 40’min
kayboldugu tespit edilmistir (Silveira ve ark 2011). Nimnoi ve Lumyong (2011) tarafindan
yapilan ve misir kirmasi kullanilarak tretilen renk maddesinin stabilitesi ile ilgili ¢aligmada
ise, 40, 50 ve 60 ’de 6 saat inkiibe edilen pigment ¢ozeltilerinin absorbanslarinda sirasiyla,
% 21,65, % 25,50 ve % 31,27’lik azalma belirlenmistir. Bu c¢alismada, 72  ’de 6 saat
inkiibasyon i¢in belirlenen belirlenen % 95’in {izerindeki stabilite degerleri, yani % 5’in
altindaki parcalanma degerleri, Nimnoi ve Lumyong (2011) tarafindan rapor edilen stabilite
degerleri ile uyumlu degildir. Sonuglardaki farkliligin nedeni; calismamizda siine hasarli

bugday kullanilarak iiretilen pigmentin stabilitesinin misir kirmasi kullanilarak {iretilen
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pigmentin stabilitesinden yiiksek olmasi olabilir. Ciinkii daha 6nceki ¢aligsmalarda, substratin,

pigment stabilitesi lizerinde dnemli etkisi oldugu (Jung ve ark 2005) vurgulanmustir.

Pigmentin yliksek sicaklikta stabil olmadigi tespit edilmistir. 70 ’de 10 s pastdrizasyon ve
121 ’de 15 dak otoklavlama islemleri sonrasi sirasiyla, kirmizi pigment miktarinda % 5,41
ve % 30,57 diizeylerinde azalma tespit edilmistir (Nimnoi ve Lumyong 2011). Calismamizda
pastorizasyon (85  ’de 30 dakika) ve sterilizasyon (121  ’de 20 dakika) islemleri
sonrasinda, renkteki azalma degerleri sirasiyla, % 14,18 ve % 53,16 olarak hesaplanabilir.
Rengin pargalanmasina iligkin degerleri ise, Nimnoi ve Lumyong (2011) tarafindan belirlenen
degerlerden yiiksektir. Bunun nedeni ise pastorizasyon ve starilizasyon islemleri icin segilen
sicaklik-siire normlarinin Nimnoi ve Lumyong (2011) tarafindan kullanilan degerlerden daha

yiiksek olmasidir.
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Cizelge 4.8. Farkl sicakliklara maruz kalan pigmentin 1s1l stabilite degerleri

t

% Stabilite®

(saat) Pastorizasyon Sterilizasyon
0 4 12 25 2 85 ’de30dk 121 ’de 20 dk

0 100,00 + 0,00 100,00 £ 0,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
85,82+ 1,19 46,84 + 0,93

1 99,94 £ 0,10 99,89 £ 0,20 99,83 £ 0,45 99,55+ 0,43 99,04 £ 0,52

2 99,89 £ 0,10 99,83 £0,17 99,55+ 0,10 99,21+ 0,71 98,19 + 0,52

3 99,83 £ 0,00 99,77 £ 0,10 99,21 £ 0,20 98,93 £ 0,68 97,97 £ 1,28

4 99,66 £ 0,29 99,60 + 0,54 99,15+ 0,34 98,59 £ 0,49 96,95 £ 1,22

5 99,60 £ 0,26 99,44 + 0,60 99,04 + 0,93 98,36 + 0,60 95,82 £ 0,80

6 99,55 + 0,26 99,27 + 0,35 98,81 + 1,02 98,25+ 0,76 95,31 £0,96

*Sonuglar, ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.
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Pigmentin 1s1 etkisiyle parcalanmasi ile ilgili deneysel verilerin, birinci dereceden esitlige
uygunlugunu gosteren grafik ise Sekil 4.16’da verilmistir. 0,4 ,12 |, 25 ve 72
icin cizilen grafiklere ait R’ degerleri sirastyla, 0,964, 0,949, 0,965, 0,962 ve 0,985 olarak

tespit edilmistir.
1 (saal)
0 1 2 3 4 5 6 7
0 4 '
w=-00008x
Ri=0.961
¥=-0.00L1x
-0.01 - 0.949
: v -0.0021x
Ri— 0,065
. v—-0.0033%
0,02 Ri= (062
&
A
0,031
0,044
y— 0008 %
9054 Ré-0.083
o 5C
jio
0,06

Sekil 4. 16. Farkli sicakliklara maruz kalan pigmentin 1s1 etkisiyle parcalanma grafigi

72 °C igin,
In(A/Ag) = —kt esitliginden hiz sabiti k, 0,0081 saat™ olarak hesaplanmustir.

ti = —In(0,5) x k=1 esitligi kullanilarak da yarilanma 6mrii;
t1/, = 85,57 saat olarak hesaplanmistir.

Pigmentin 1s1 etkisiyle par¢alanma reaksiyonuna ait par¢calanma hiz sabiti ve yarilanma omrii

degerleri Cizelge 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Pigmentin 1s1 etkisiyle par¢alanma reaksiyonuna ait degerler

Sicaklik (°C) Parcalanma hiz sabiti Yarilanma omrii

k tin
(sa™) (sa)

0 0,0008 866,43

4 0,0011 630,13

12 0,0021 330,07

25 0,0033 210,04

72 0,0081 85,57

Monascus pigmentine ait par¢alanma hiz sabitleri, 0  ’de 0,0008 sa'l, 4 ’de 0,0011 sa'l, 12
"de 0,0021 sa’, 25  ’de 0,0033 sa’, 72 ’de ise 0,0081 sa’ olarak belirlenmistir.
Yarilanma omrii degerleri de sirasiyla, 866,43 sa, 630,13 sa, 330,07 sa, 210,04 sa, 85,57 sa

olarak hesaplanmistir.

Silveira ve ark (2011) tarafindan yapilan ¢alismada 1s1l degradasyon i¢in yarilanma Omiirleri,
30, 40, 60 ve 80 ’ler icin sirasiyla, 107.52 + 4.81, 63.99 + 4.16, 29.77 + 1.35 ve 10.23 £
4.09 saat olarak tespit edilmistir.

Birbirine yakin olan sicaklik degerlerinde elde edilen yarilanma dmiirleri karsilastirildiginda,
sonuclarin uyumlu oldugu goriilmektedir. Ornegin, 25 ’de 210,04 sa olarak belirlenen
yarilanma omrii degeri, Silveira ve ark (2011) tarafindan 30  i¢in belirlenen 107.52 sa degeri
ile uyumludur. 25  i¢in tespit edilen yarilanma 6mrii degerinin, 30  i¢in Silveira ve ark
(2011) tarafindan belirlenen degerden fazla olmasi, diigiik sicaklikta pigment parcalanmasina

iliskin yarilanma 6mriiniin daha yiiksek olmasi ile agiklanabilir.

4.7.2. Depolama boyunca pigment stabilitesi

Pigment ¢ozeltileri, 4°C ve 25°C’de 12 hafta boyunca 1s1ksiz ortamda depolanmistir. Cizelge
4.10’da pigment stabilitesinin farklt depolama sicakliklarindaki degisimi verilmistir. 12

haftalik depolama sonunda, 4 ve 25 i¢in belirlenen stabilite degerleri sirasiyla, % 84,24

+ 0,45 ve % 78,25 + 0,26 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.10. Depolama boyunca pigment ¢ozeltisine ait stabilite degerleri

% Stabilite®

t (giin) 4 ’de depolama 25 ’de depolama
0 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
7 99,27 + 0,43 97,91 +£0,10
14 98,31 £ 0,68 94,86 £ 0,26
21 95,54 +0,43 92,77 £ 0,43
28 93,90 £ 0,68 90,62 £ 0,10
35 92,32 +0,35 89,15+ 0,17
42 90,68 + 0,34 88,08 £ 0,10
49 89,72 + 0,26 86,38 + 0,10
56 88,36 + 0,54 84,52 + 0,10
63 87,63 £ 0,45 82,60 + 0,43
70 86,33 + 0,20 81,30+ 0,10
77 84,75+ 0,17 79,72 £ 0,26
84 84,24 + 0,45 78,25 £ 0,26

*Sonuglar, ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.

Elde edilen degerler, literatiirdeki caligmalar ile benzerlik gostermektedir. Jung ve ark (2005)
tarafindan yapilan ¢alismada, 30  ’de 30 giin boyunca inkiibe edilen pigment ¢ozeltilerinin
% 80’den daha biiyiikk oranda stabil kaldigi bildirilmektedir. 25  ’de 28 giin depolama
sonucu % 90,62 + 0,10, 35 gilin depolama sonucu ise % 89,15 + 0,17 diizeylerinde belirlenen
stabilite degerleri, Jung ve ark (2005) tarafindan belirlenen degerlerle uyumludur. Jung ve ark
(2005)’in ¢alismasinda, 4 ’de 30 giin depolama sonucu ise pigmentin % 95’ten fazlasinin
parcalanmadan kaldig1 bildirilmistir. Calismamizda 4  ’de 30 giin depolama sonucu
stabilitenin % 93,90 + 0,68 olarak belirlendigi gbz 6niinde bulunduruldugunda, bu degerin de

Jung ve ark (2005) tarafindan tespit edilen deger ile uyumlu oldugu sonucuna varilabilir.

Elde edilen deneysel verilerin birinci dereceden esitlige uygunlugunu gosteren grafik Sekil
ve 25 ’de depolama icin ¢izilen grafiklere ait R? degerleri sirasiyla,

0,990, 0,991 olarak tespit edilmistir.

4.17°de verilmistir. 4
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Sekil 4.17. Farkl1 sicakliklarda depolanan pigmentin depolama etkisiyle par¢alanma grafigi

Farkl1 sicakliklarda depolanan pigmentin depolama etkisiyle par¢calanma reaksiyonuna ait hiz
sabitleri ve yarilanma Omdtirleri hesaplanarak Cizelge 4.11°de verilmistir. 4 ’de depolama
icin pargalanma hiz sabiti 0,0021 giin ! yarilanma omrii 330,07 giin olarak hesaplanmistir.

1

25  igin ise bu degerler sirastyla, 0,0030 giin ~— ve 231,05 giin olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.11. Pigmentin depolama boyunca par¢alanma reaksiyonuna ait degerler

Sicaklik (°C) Parcalanma hiz sabiti Yarillanma omrii
k ) tin
(giin™) (giin)
4 0,0021 330,07
25 0,0030 231,05
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4.7.3. Fotostabilite

Siyah bir kutunun i¢ cephesine bagli 4 adet UV lamba ile 365 nm dalgaboyuna sahip UV 1s18a
maruz birakilan pigment c¢ozeltilerinin 120 saat sonunda, 510 nm’de absorbanslari
Olciilmiistiir. Sekil 4.18’de UV 1s18a maruz birakilmig 6rnekler goriilmektedir. UV 15181
pigment stabilitesine etkisi de Cizelge 4.12°de verilmistir.

Sekil 4.18. UV 1s18a maruz birakilmis pigment ¢ozeltileri

Cizelge 4.12. UV 151k ile muamele edilmis pigmentin stabilitesi

t (saat) % Stabilite®
0 100 = 0,00
1 98,87 £0,43
2 95,54+ 0,10
3 94,35+ 0,43
4 93,22 +0,00
5 92,20+ 0,61
6 90,68 + 0,00

24 76,21 £ 0,64
48 59,44 + 0,10
72 44,12 £ 1,09
120 32,15+0,10

* Sonuglar, ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.
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Cizelge 4.12°den UV 151k ile muamele edilmis pigmentin stabilitesinin, 6 saat sonunda %
90’dan fazla oldugu, ancak UV 1s18a maruz kalma siiresi 120 saate ¢iktiginda stabilitenin %

32,15 degerine indigi goriilmektedir.

Nimnoi ve Lumyong (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada ise misir kirmasi kullanilarak elde
edilen pigmentin sulu ekstraktinin fotostabilitesi belirlenmistir. 6 saat boyunca UV 1s18a
maruz birakilan pigment ¢ozeltisinin absorbansinda % 35,29’luk bir azalma tespit edilmistir.
Bu deger de, calismamizda elde edilen pigmentin UV stabilitesinin, Nimnoi ve Lumyong
(2011) tarafindan elde edilen pigmentin stabilitesine gore daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Bu sonug, substratin pigment stabilitesine etkisinin oldugunu gdsteren

caligmalar1 (Jung ve ark 2005) da dogrulamaktadir.

UV 151k etkisiyle pigmentin par¢alanma degerlerinin birinci dereceden esitlige uygunlugunu

gosteren grafik Sekil 4.19°da verilmistir.

1 (saat)
0 20 40 60 30 100 120 140

v=-0010Ix
-0,21 R*=10.985

-0.47

-0.6

Ln VA,

-0.8 1

14!

Sekil 4.19.UV 151k ile muamele edilmis pigment 6rneginin pargalanma grafigi
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In(A/Ag) = —kt esitliginden hiz sabiti k, 0,0101 saat™ olarak belirlenmistir.

ti; = —In(0,5) x k=1 esitligi kullanilarak da yarilanma 6mrii;
t1/, = 68,63 saat olarak hesaplanmistir.

Pigmentin UV 151k etkisiyle par¢alanma reaksiyonuna ait degerler Cizelge 4.13°de verilmistir.

Cizelge 4.13. Pigmentin UV 151k etkisiyle par¢alanma reaksiyonuna ait degerler

Parcalanma hiz sabiti Yarilanma omrii
k tin
(saat'l) (saat)
0,0101 68,63

Pigmentin UV 151k etkisiyle parcalanma reaksiyonuna ait hiz sabiti degeri 0,0101 sa’,
yarilanma Omrii ise 68,63 sa olarak belirlenmistir. Elde edilen yarilanma 6mrii degeri, Jung ve
ark (2005) tarafindan gercgeklestirilen ve amino asit bulunmayan kontrol 6rnegi igin tespit
edilen 24.02 sa degerinden yiiksektir. Bu durum da bugday kullanilarak iiretilen pigmentin
UV stabilitesinin Jung ve ark (2005) tarafinda elde edilen degerden yliksek oldugunu
gostermektedir. Jung ve ark (2005), yapisinda farkli amino asitler bulunan kirmizi pigment
tiirevlerinin k hiz sabiti degerlerinin 0,002-0,004 sa” arasinda, yarilanma émrii degerlerinin
ise 167,84-351,07 sa arasinda oldugu rapor etmistir. Tek amino asidin azot kaynag: olarak
kullanilmas1 ile elde edilen degerlerin hepsi, 68,63 sa degerinden yiiksektir (Jung ve ark

2005).

Uretimlerinde azot kaynag olarak farkli amino asitlerin kullamldig1 Monascus pigmentlerinin
stabilitesine iliskin ¢alismada, Jung ve ark (2005) bazi amino asitlerin pigment stabilitesini
artirdigin1 belirlemislerdir. Giines 15181 etkisiyle pargalanan pigmentlerin yarilanma dmiirleri,
azot kaynagi olarak sadece NH4NOs; kullanilan kontrol grubunda 0,22 sa iken, farkh
aminoasitler kullanilarak tretilen pigmentlerde 1,45-5,58 sa araliginda belirlenmistir. Bu
calisma sonucu Jung ve ark (2005) farkli amino asitlerle iiretilen pigmentleri, ii¢ gruba

ayrrmugtir. Bunlardan asparajin, tirozin, alanin, treonin, glisin veya izoldsin icerenler, glines
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15181 maruziyetinde yarilanma Omdiirleri en yliksek yani giines 1s181ina en dayanikli pigment
tiirevleri olarak nitelendirilmistir. Asparajin, tirozin, alanin, treonin ve glisin amino asitleriyle
iiretilen pigmentlerin yarilanma Omiirleri sirasiyla, 5,58, 5,28, 5,25, 5,07, 5,06 sa olarak
verilmistir. Glutamik asit, serin, triptofan, valin ve fenilalanin icerenlere ait degerlerin ise 4-5
sa arasinda oldugu bildirilmistir. Diger amino asitleri igeren pigmentlere ait degerler ise 4
saatin altinda tespit edilmistir (Jung ve ark. 2005). Birinci ve ikinci grupta yer alan amino
asitleri  yapisinda  bulunduran substratlar  kullanildiginda, iiretilecek  pigmentin
fotostabilitesinin de goreceli olarak yiiksek olacagi diisiiniilebilir. Glutamik asit igeren
pigment tiirevi i¢in, direkt giines 15181 etkisiyle gerceklesen parcalanma reaksiyonuna ait
yarilanma omrii 4,96 sa olarak tespit edilmistir. Bu deger glutamik asidin, stabiliteyi artiric
Ozellik gosterebilecek bir amino asit oldugunu disiindiirmektedir. Monascus pigmenti

tiretiminde bugday kullanilmasi, {iretilen boya madesinin stabilitesini etkilemis olabilir.

Bugday ve pirincin amino asit igerikleri incelendiginde, hem bugday hem de piring
proteininde en ¢ok bulunan amino asidin glutamik asit oldugu goriilmektedir. Bugday
proteinlerinde % 31,1, pirin¢ proteinlerinde ise % 15,4 oranlarinda glutamik asit mevcuttur.
Bugday ve pirincin protein oranlar1 karsilastirildiginda, bugdayin (% 11,7) piringten (% 7,4)
daha iyi bir protein kaynagi oldugu goriilmektedir. (Belitz ve Grosch, 1987). Bugday ve
pirincin protein oranlar1 ve igerdikleri aminoasitler diisiiniildiiglinde ise bugdaydaki glutamik

asit miktarmin, piringtekinin yaklasik 4 kati1 olabilecegi tahmin edilebilir.
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4.7.4. pH stabilitesi

8 farkli pH degerine (5-8,5) sahip pigment cozeltilerinin 6 saatlik inkiibasyon sonucu 510

nm’de absorbanslar1 belirlenmistir. Stabilite degerleri Cizelge 4.14’de verilmistir.

Cizelge 4.14. pH etkisiyle pigment stabilitesi

pH % Stabilite”
5 92,04 £ 0,89
5,5 92,88 £1,02
6 94,56 £ 0,59
6,5 99,32 +£0,31
7 99,95 + 0,08
7,5 99,21 £ 0,69
8 95,83 £0,48
8,5 93,33 +£0,31

*Sonuglar, ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.

100 7
25 9
98 1
97 |
96 7

95

Stabilite (o)

94 7

93 1

a2 1

a1 7

90
pH

Sekil 4.20. Pigment stabilitesinin pH ile degisimi
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Sekil 4.20°de goriildiigli gibi pigmentin stabilitesinin pH 6,5-7,5 araliginda % 99’un iizerinde
oldugu belirlenmistir. pH’nin bu araligin iizerine ¢iktig1 veya altina diistiigii durumlarda,
stabilitenin diistiigli goriilmektedir. Bununla birlikte, belirlenen pH araliginda stabilite %
92’nin iizerindedir. Elde edilen stabilite degerleri oldukg¢a yiiksek degerlerdir. Buna gore, siine
hasarlt bugday kullanilarak iiretilen Monascus pigmentinin ndtral pH’larda stabilitesinin
olduk¢a yiliksek oldugu sonucuna varilabilir. Bu sonu¢ Silveira ve ark. (2011) tarafindan
yapilan calismada elde edilen sonug ile uyumludur. Silveira ve ark. (2011), seker kamisi
kiispesi kullanilarak {iretilen Monascus pigmentinin nétral pH degerlerinde (6,0-8,0), daha
asidik pH’lara (4,0-5,0) kiyasla daha stabil oldugunu belirlemiglerdir. Bahsi gegen ¢aligmada,
pH 6, 7 ve 8de 6 saatlik inkiibasyon sonucu, baslangi¢c renginin % 81, 84 ve 85’inin

parcalanmadan kaldig1 tespit edilmistir.

4.8. Monascus ile Uretilen Renk Maddesi Kullanilarak Salam Uretimi ve Salamlarin

Renk Analizi

Optimum noktada gerceklestirilen liretim sonucu elde edilen renk maddesi, salam {iretimi
denemesinde kullanilmistir (Sekil 4.21). Monascus ile iretilen renk maddesi kullanilarak
tiretilen salamlarin, L, a, and b degerleri HunterLAB sistemi kullanilarak belirlenmistir.

Cizelge 4.15°de renk maddesi ilave edilen salamlara ait renk degerleri verilmistir.

Sekil 4.21. Monascus kullanilarak tiretilen renk maddesi ilave edilen salam Ornekleri

76



Cizelge 4.15. Monascus kullanilarak tretilen renk maddesi ilave edilen salamlarin renk (Z, 4,

b) degerleri
Renk Maddesi (%) L a b
Kontrol 53,18 +0,02° 8,13 +0,03" 12,20 + 0,04°
0,2 52,80 + 0,08° 8,22 +0,07° 12,40 + 0,08
0,4 52,93 +0,01° 8,48 + 0,04 12,32 + 0,02°
1,2 51,23 +0,02¢ 8,61 +0,05° 11,62 +0,01¢
2,4 50,49 + 0,05° 10,25 + 0,07° 11,91 + 0,06°
4,8 49,88 + 0,078 9,92+ 0,07 11,56 + 0,03¢
7,2 49,89 + 0,05% 9,84 + 0,03° 11,24 +0,07¢
9,6 50,31 +0,01° 9,90 + 0,08° 11,24 +0,01°
a,b,c

Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiki olarak onemli (P < 0,05) fark

bulunmaktadir.

Tavuk kiymasi kullanilarak iiretilen salam orneklerine ait renk degerlerinin renk maddesi
ilavesi ile anlaml sekilde degistigi goriilmektedir. Kirmizi rengi ifade eden a degerinin hig
renk maddesi ilave edilmemis kontrol 6rneginde 8,13 iken % 2,4 renk maddesi ilavesi ile
10,25 seviyesine yiikseldigi belirlenmistir. Bu seviyeden sonra bir miktar diisen a degeri, %
4,8, 7,2 ve 9,6 renk maddesi ilavesi sonucunda istatistiki olarak degismemistir. % 2,4 renk
ilavesinin salamda en yogun kirmizi rengin eldesi i¢in optimum nokta oldugu goériilmektedir.
Asir renk maddesi ilavesine karsin kirmizilik degerinin diismesi ise eklenen renk maddesinin
sulu ¢ozelti olmas1 ve ortamdaki su miktarmin artisina bagl olarak rengin acgilmasindan
dolay1 gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bu diisiinceyi destekleyen bir diger gosterge de % 2,4
seviyesine kadar diisen ve bu asamadan sonra yiikselmeye baslayan beyazlik ya da agiklik
olarak tanimlanan L degeridir. Sariligin ifadesi olan b degeri ise ¢izelgeden de goriilecegi gibi
L ve a degerlerinden bagimsiz olarak smirli bir degisime ugramis olup renk maddesi
ilavesinden anlamli olarak etkilenmedigi ortaya ¢ikmistir. Sonug olarak tavuk kiymasi ile

tiretilen salamlara % 2,4 renk maddesi ilavesinin en yiiksek kirmizi rengi elde etmede

optimum seviye oldugu goriilmiistiir.

Liu ve ark. (2010) tarafindan yapilan ve diisiik nitritli sosis tiretiminde, M. purpureus ile elde
edilen renklendirici kullanimimin denendigi calismada ise, % 1,5 diizeyinde renklendirici
kullanilmast durumunda, {iretilen diisiik nitritli sosisin kabul edilebilir 6zellikte oldugu

sonucuna varilmistir. Renklendirici kullanilmayan kontrol 6rneginde 11,51 olan a degeri, %
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0,5, % 1 ve % 1,5 oranlarinda renklendirici iceren 6rneklerde sirasiyla, 14,43, 16,54 ve 20,05
olarak belirlenmistir. L degerleri, kontrol i¢in 33,91, 6rnekler icin ise sirastyla 32,67, 31,26 ve
30,66 olarak verilmistir. b degerleri ise kontrol i¢in 6,89, drnekler i¢in ise sirasiyla 7,75, 8,04
ve 8,16 olarak rapor edilmistir. Bununla birlikte, kontrol 6rnege kiyasla, renklendirici
kullanilarak nitrit igeriginin azaltildig1 6érneklerde mikrobiyal yiikiin daha yiiksek bulundugu
bildirilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Giliniimiizde dogal gida katki maddelerine olan talep artmaktadir. Bu nedenle dogal
renklendiricileri konu alan ¢alismalar, renklendiriciler alaninda yapilan ¢aligmalarin 6nemli
bir kismint olusturmaktadir. Dogu Asya’da dogal renklendirici ve geleneksel gida katkisi
olarak kullanilan Monascus pigmentleri, Bat1 {ilkelerinde et isleme endiistrisinde de
kullanilmaktadir. Ulkemiz et endiistrisinde de kirmizi Monascus pigmentleri diger bir dogal
renklendirici olan karmin ile birlikte kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde kullanilan bir¢ok
katki maddesi gibi bu renklendiriciler de iilkemize diger iilkelerden ithal edilmekte olup,
yurtiginde Monascus pigmentlerinin tretimi ile 1ilgili herhangi bir ticari faaliyet de
bulunmamaktadir. Monascus pigmentleri et iiriinlerinde yaygin olarak kullanilmasina karsin
mevcut Tiirk Gida Mevzuati bu {irlin hakkinda herhangi bir bilgi igermemekte olup tilkemizde

tiretimi ve kullanimu ile ilgili bilimsel ¢alismalar da oldukca sinirlidir.

Bu c¢alismada M. purpureus’un sivi ortam fermentasyonu ile dogal renklendirici iiretiminin
optimizasyonu amaglanmistir. Kirmizi pigment iiretiminde besin ortami olarak iilkemizde
olduk¢a fazla miktarda bulunan bir tarim endiistrisi artifi olan siline hasarli bugday
kullanilmistir. Calisma kapsaminda 27, 30, 32, 35 ve 37°C fermentasyon sicakliklarinda ve 0,
50, 100, 150, 200, 250 devir/dak g¢alkalama hizlarinda, 1s1kl1 ve 1siksiz ortam kosullarinda
toplam 60 farkli deneme gergeklestirilmistir. Bu kosullarda iiretilen pigment miktarlar
belirlenmis, pigment {retiminin optimizasyonu yapay sinir aglar1  kullanilarak
gerceklestirilmis ve optimum kosullarda Monascus pigmenti lretimi yapilmistir. Kirmizi
pigment ve sitrinin analizinde, LC-MS, goriiniir bolge spektrofotometrisi ve HPLC yontemleri
kullanilmistir. Ayrica iiretilen renk maddesinin stabilitesinin 1s1, UV 151k, pH ve siire ile
degisimi belirlenmis ve renk maddesi kullanilarak laboratuar kosullarinda salam iiretimi

gerceklestirilmistir.

Klasik modelleme teknikleriyle fermentasyon kosullarinin belirlenmesine alternatif olarak,
yapay sinir aglar1 kullanilarak Monascus pigmentlerinin liretiminin modellenmesi, bu konu ile

ilgili yapilan ¢alismalara farkli bir yaklagim sunabilir.

Calismada, siine hasarli tane oram1 % 5 £ 1 olan ve firincilik endiistrisi i¢in kabul edilemez

fizikokimyasal 6zelliklere sahip bugday 6rnegi kullanilmistir. 5 giinliik inkiibasyon sonucu
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elde edilen renk maddesinin, 410 nm ve 510 nm dalgaboylarinda maksimum absorbans

yaptig1 goriilmiistiir.

Ornekte yapilan sitrinin analizi sonucunda Teshis Limitinin (10 ng/mL) {izerinde sitrinin
belirlenememistir. Kat1 ortam yerine sivi ortam fermentasyonu kullanimimin kiiltivasyon
periyodunu kisaltarak, sitrinin {iiretimi gerceklesmeden inkiibasyonun sonlandirilmasini
sagladigi sonucuna varilmistir. Calisma sonucunda, sitrinin igermeyen kirmizi pigment
iiretimi i¢in siine hasarli bugdayin, sivi ortam fermentasyonunda M. purpureus’un substrati

olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.

27, 30, 32, 35 ve 37°C kiiltivasyon sicakliklarinda ve 0, 50, 100, 150, 200, 250 devir/dak
calkalama hizlarinda kirmizi pigment miktar1 belirlenmistir. Renk verileri, YSA kullanilarak
pigment {retiminin modellenmesinde kullanilmistir. Farkli kosullarda {iretilen renk
degerlerine ait verilerin % 60’1 yapay sinir agiin egitiminde, % 20’si validasyonda, % 20’si
de test amacgh kullanilmistir. Gergek degerlere karsilik, olusturulan YSA’nin tahmin ettigi
degerler grafige gecirilmistir. Egitim, validasyon ve test verilerine ait grafikler i¢in elde edilen
R’ degerleri sirastyla, 0,993, 0,961 ve 0,944 olarak belirlenmistir. Olusturulan YSA
modelinin, kirmizi pigment {iretimine, sicaklik, karigtirma hizi ve 15181n etkisini yiiksek

korelasyonda tahmin edebilme yeteneginde oldugunu sonucuna varilmistir.

Calisilan araliktaki belirli kiiltivasyon kosullarina karsilik gelen A degerleri, YSA
kullanilarak tahmin edilmis ve bu veri serisi kullanilarak olusturulan grafikler yardimi ile
optimum pigment tiiretim kosullar1 belirlenmistir. En yiiksek pigment {iretiminin, 151kl
ortamda 29 °C sicaklikta ve 150 devir/dak ¢alkalama hizinda gergeklestigi belirlenmistir. Bu
noktadaki pigment miktar1 1,874 Asjonm olarak tahmin edilmistir. Bu degeri test etmek amagl
olarak bu noktada ii¢ deney daha gerceklestirilmis ve sonu¢ 1,787+ 0,072 Asjonm olarak

bulunmustur.

Calisma kapsaminda gergeklestirilen stabilite analizleri ile, Monascus pigmentlerinin, ¢ok
yiiksek sicakliklart icermeyen 1s1l islemlere tabi tutulan, hafif asidik veya hafif bazik gidalarda
kullanilabilecegi sonucuna varilabilir. Diger dogal pigmentlerde oldugu gibi, Monascus
pigmentlerinde de ¢esitli faktorler etkisiyle bir miktar renk kayb1 gerceklesmektedir. Bununla
birlikte, uygun kosullarin saglanmasi ve pigment dozunun ayarlanmasi ile bu renk kaybinin

etkisinin azaltilabilecegi de unutulmamalidir.
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Sonug olarak genellikle hayvan beslemesinde kullanilan diisiik ekonomik degerli tarimsal bir
tirtin olan siine hasarli bugdayin, kirmiz1 pigment iiretiminde M. purpureus 'un substrati olarak
kullanilabilecegi belirlenmistir. Diisiik ekonomik degerli siine hasarli bugdayin, dogal gida
renklendiricisi gibi degerli bir iirlin liretiminde kullanilmasi bu hasar ile olusan ekonomik

kayb1 azaltmaya yardim edebilir.

Konu ile ilgili yapilmasi gereken oncelikli oneri ise, Tirk Gida Mevzuati’'nda hakkinda
herhangi bir bilgi bulunmayan Monascus pigmentlerinin  kullanimiyla 1ilgili yasal

diizenlemelerin yapilmasi olabilir.

Renklendiriciler, koruyucular gibi katki maddelerinin ithalinden kaynaklanan doviz kaybinin
Oniine gecmek amaciyla, bu maddeler ile ilgili daha fazla sayida ¢alisma yapilmali ve
bunlarin iilkemizde {iretiminin saglanmasi ile ilgili Sanayi-Universite isbirligiyle yapilan
bilimsel ¢alismalara daha fazla destek verilmelidir. Ozellikle tarim endiistrisi atik/artiklarnimn
degerlendirilerek, dogal katki maddeleri gibi daha degerli {iriinlerin iiretimini ele alan bilimsel

caligmalara agirlik verilmesi gerekmektedir.

Ayrica dogal katki maddelerinin ticari potansiyeli degerlendirilirken, bu maddelerin stabilite
Olctimlerinin de mutlaka yapilmasi gerektigi géz onilinde bulundurulmalidir. Bu konuda
yapilacak caligmalara, iiretilen maddelerin {irtindeki stabilitelerinin belirlenmesi de

eklenebilir.
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EKLER

Ek 1. Pigment ¢ozeltilerinin goriiniir bolgedeki (380-750 nm) absorbsiyon degerleri

Dalgaboyu DO D1 D2 D3 D4 D5 D9 D11
(nm)

380 0 0,032 0,076 0,173 0,589 0,551 0,811 0,907
381 0 0,032 0,075 0,175 0,595 0,558 0,816 0,913
382 0 0,031 0,075 0,176 0,599 0,562 0,820 0,912
383 0 0,031 0,074 0,178 0,602 0,567 0,823 0,911
384 0 0,031 0,073 0,179 0,605 0,572 0,826 0,911
385 0 0,030 0,073 0,180 0,608 0,577 0,829 0,907
386 0 0,030 0,072 0,182 0,612 0,582 0,831 0,909
387 0 0,030 0,072 0,184 0,615 0,588 0,834 0,906
388 0 0,030 0,071 0,185 0,617 0,592 0,836 0,903
389 0 0,029 0,071 0,187 0,620 0,597 0,838 0,903
390 0 0,029 0,070 0,188 0,622 0,603 0,840 0,901
391 0 0,029 0,070 0,190 0,624 0,608 0,841 0,899
392 0 0,029 0,070 0,191 0,625 0,613 0,841 0,897
393 0 0,029 0,069 0,192 0,627 0,618 0,842 0,894
394 0 0,029 0,069 0,193 0,627 0,623 0,842 0,892
395 0 0,029 0,068 0,194 0,628 0,627 0,842 0,888
396 0 0,029 0,068 0,195 0,628 0,632 0,841 0,884
397 0 0,029 0,068 0,196 0,628 0,637 0,839 0,882
398 0 0,029 0,067 0,197 0,627 0,641 0,837 0,877
399 0 0,029 0,067 0,197 0,626 0,644 0,835 0,873
400 0 0,028 0,067 0,197 0,625 0,648 0,834 0,868
401 0 0,028 0,066 0,198 0,623 0,651 0,830 0,864
402 0 0,028 0,066 0,198 0,621 0,654 0,828 0,857
403 0 0,028 0,066 0,197 0,618 0,656 0,824 0,850
404 0 0,028 0,065 0,198 0,616 0,659 0,820 0,846
405 0 0,028 0,065 0,197 0,613 0,661 0,816 0,838
406 0 0,028 0,065 0,197 0,609 0,662 0,811 0,831
407 0 0,028 0,065 0,196 0,605 0,664 0,806 0,824
408 0 0,028 0,064 0,196 0,601 0,665 0,800 0,816
409 0 0,028 0,064 0,195 0,596 0,665 0,793 0,808
410 0 0,028 0,063 0,194 0,592 0,665 0,786 0,799
411 0 0,028 0,063 0,193 0,587 0,664 0,779 0,789
412 0 0,028 0,063 0,193 0,581 0,663 0,771 0,780
413 0 0,028 0,063 0,191 0,575 0,663 0,762 0,770

88



414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453

S O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO 0O o0 0o 0o o o o0 o0 0o 0o o o <o <o o o<

0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,027
0,027
0,027
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,029
0,029
0,029
0,029

0,063
0,062
0,062
0,062
0,061
0,061
0,061
0,060
0,060
0,060
0,060
0,060
0,059
0,059
0,059
0,059
0,058
0,059
0,059
0,058
0,058
0,058
0,058
0,057
0,057
0,057
0,057
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
0,056
0,055
0,056
0,055
0,055
0,055
0,055
0,055

0,190
0,189
0,188
0,187
0,186
0,184
0,183
0,182
0,180
0,179
0,177
0,176
0,174
0,173
0,171
0,170
0,168
0,166
0,164
0,162
0,160
0,158
0,156
0,153
0,151
0,148
0,146
0,143
0,140
0,137
0,134
0,131
0,128
0,126
0,123
0,120
0,118
0,115
0,113
0,111

0,569
0,563
0,556
0,550
0,543
0,536
0,529
0,522
0,514
0,508
0,500
0,493
0,486
0,478
0,470
0,463
0,456
0,447
0,439
0,431
0,423
0,415
0,406
0,398
0,389
0,380
0,372
0,362
0,353
0,344
0,336
0,327
0,319
0,311
0,303
0,295
0,288
0,280
0,274
0,267

0,661
0,660
0,657
0,655
0,653
0,649
0,647
0,643
0,640
0,637
0,634
0,630
0,625
0,621
0,616
0,611
0,606
0,600
0,594
0,586
0,580
0,572
0,564
0,555
0,545
0,536
0,526
0,515
0,505
0,494
0,484
0,473
0,463
0,452
0,442
0,432
0,422
0,413
0,404
0,397

0,753
0,744
0,735
0,725
0,716
0,705
0,695
0,684
0,674
0,665
0,654
0,644
0,633
0,622
0,612
0,601
0,590
0,580
0,569
0,557
0,546
0,535
0,524
0,513
0,501
0,489
0,477
0,465
0,454
0,443
0,432
0,421
0,410
0,400
0,390
0,380
0,371
0,362
0,353
0,345

0,760
0,749
0,738
0,726
0,715
0,702
0,690
0,679
0,666
0,654
0,643
0,631
0,618
0,606
0,593
0,581
0,568
0,556
0,544
0,531
0,517
0,505
0,492
0,479
0,467
0,453
0,441
0,428
0,415
0,404
0,391
0,379
0,368
0,357
0,346
0,335
0,326
0,316
0,308
0,299

89



454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493

S O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO 0O o0 0o 0o o o o0 o0 0o 0o o o <o <o o o<

0,030
0,030
0,030
0,029
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,031
0,031
0,031
0,031
0,031
0,031
0,032
0,032
0,033
0,033
0,033
0,033
0,033
0,033
0,033
0,033
0,034
0,033
0,034
0,034
0,034
0,034
0,032
0,032
0,031
0,033
0,035
0,035
0,035
0,035
0,035

0,055
0,055
0,055
0,055
0,054
0,054
0,054
0,055
0,054
0,054
0,054
0,053
0,054
0,054
0,054
0,054
0,054
0,054
0,054
0,054
0,053
0,053
0,054
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,052
0,049
0,049
0,052
0,054
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053

0,109
0,107
0,106
0,104
0,103
0,102
0,101
0,100
0,099
0,099
0,099
0,099
0,099
0,099
0,099
0,099
0,100
0,101
0,102
0,103
0,103
0,105
0,105
0,106
0,108
0,109
0,110
0,111
0,113
0,114
0,115
0,118
0,118
0,118
0,120
0,122
0,123
0,124
0,125
0,127

0,262
0,256
0,251
0,246
0,241
0,237
0,234
0,231
0,228
0,226
0,225
0,223
0,221
0,221
0,220
0,220
0,220
0,221
0,221
0,222
0,222
0,223
0,224
0,225
0,227
0,228
0,230
0,231
0,233
0,235
0,237
0,239
0,238
0,240
0,244
0,246
0,248
0,250
0,252
0,254

0,389
0,382
0,376
0,371
0,366
0,363
0,360
0,357
0,355
0,355
0,354
0,354
0,355
0,356
0,358
0,360
0,362
0,365
0,368
0,372
0,375
0,379
0,383
0,388
0,392
0,397
0,402
0,407
0,412
0,416
0,422
0,428
0,430
0,436
0,442
0,447
0,452
0,457
0,462
0,467

0,339
0,332
0,325
0,320
0,314
0,310
0,307
0,303
0,301
0,298
0,295
0,294
0,294
0,293
0,292
0,293
0,293
0,294
0,294
0,295
0,297
0,299
0,300
0,302
0,304
0,306
0,308
0,311
0,314
0,316
0,318
0,320
0,320
0,327
0,331
0,331
0,334
0,336
0,338
0,340

0,292
0,284
0,278
0,272
0,266
0,261
0,258
0,254
0,250
0,248
0,245
0,244
0,242
0,242
0,242
0,241
0,242
0,242
0,243
0,244
0,246
0,248
0,250
0,252
0,254
0,256
0,259
0,262
0,265
0,268
0,271
0,276
0,275
0,278
0,284
0,286
0,289
0,291
0,294
0,296

90



494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533

S O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO 0O o0 0o 0o o o o0 o0 0o 0o o o <o <o o o<

0,036
0,036
0,036
0,036
0,036
0,036
0,037
0,037
0,037
0,037
0,037
0,037
0,037
0,038
0,038
0,038
0,039
0,039
0,039
0,039
0,039
0,039
0,040
0,040
0,040
0,040
0,040
0,040
0,040
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041

0,053
0,053
0,052
0,053
0,053
0,052
0,053
0,052
0,053
0,052
0,053
0,052
0,052
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,053
0,052
0,052
0,052
0,052
0,052

0,128
0,129
0,130
0,131
0,132
0,133
0,134
0,134
0,135
0,136
0,136
0,136
0,137
0,137
0,137
0,137
0,138
0,138
0,138
0,137
0,138
0,137
0,137
0,137
0,137
0,137
0,136
0,136
0,135
0,135
0,135
0,134
0,133
0,133
0,133
0,132
0,131
0,130
0,130
0,129

0,256
0,258
0,259
0,261
0,262
0,264
0,265
0,266
0,267
0,268
0,269
0,270
0,270
0,271
0,271
0,272
0,271
0,272
0,272
0,271
0,271
0,271
0,271
0,270
0,269
0,268
0,268
0,267
0,266
0,266
0,265
0,263
0,262
0,261
0,260
0,259
0,257
0,256
0,254
0,253

0,471
0,476
0,480
0,484
0,488
0,491
0,495
0,498
0,501
0,503
0,506
0,508
0,509
0,511
0,512
0,513
0,514
0,514
0,515
0,515
0,515
0,514
0,514
0,513
0,512
0,511
0,509
0,508
0,507
0,505
0,503
0,501
0,499
0,497
0,494
0,492
0,489
0,486
0,483
0,480

0,342
0,345
0,346
0,348
0,350
0,350
0,352
0,353
0,354
0,354
0,355
0,355
0,355
0,355
0,355
0,355
0,355
0,353
0,353
0,351
0,350
0,350
0,349
0,348
0,346
0,344
0,343
0,341
0,339
0,338
0,336
0,335
0,332
0,330
0,328
0,326
0,324
0,321
0,319
0,317

0,299
0,302
0,304
0,306
0,309
0,310
0,312
0,313
0,315
0,316
0,317
0,318
0,318
0,319
0,319
0,320
0,320
0,320
0,320
0,319
0,319
0,318
0,318
0,316
0,316
0,315
0,313
0,312
0,311
0,309
0,308
0,306
0,304
0,302
0,300
0,298
0,295
0,293
0,291
0,288

91



534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573

S O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO 0O o0 0o 0o o o o0 o0 0o 0o o o <o <o o o<

0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,040
0,040
0,040
0,041
0,041
0,041
0,040
0,040
0,041
0,041
0,040
0,041
0,041
0,041
0,040
0,041
0,041
0,041
0,040
0,040
0,040
0,041
0,040
0,040
0,040
0,039
0,039
0,038
0,037
0,036
0,036
0,035

0,052
0,052
0,052
0,052
0,051
0,051
0,051
0,051
0,051
0,051
0,051
0,051
0,051
0,051
0,050
0,050
0,050
0,051
0,050
0,050
0,050
0,050
0,050
0,050
0,050
0,050
0,049
0,049
0,050
0,049
0,049
0,049
0,049
0,048
0,048
0,047
0,046
0,045
0,045
0,045

0,128
0,127
0,126
0,125
0,124
0,123
0,122
0,121
0,120
0,118
0,117
0,116
0,115
0,114
0,112
0,110
0,109
0,108
0,107
0,105
0,104
0,102
0,100
0,099
0,097
0,096
0,094
0,092
0,091
0,089
0,087
0,086
0,084
0,082
0,080
0,079
0,076
0,074
0,072
0,071

0,251
0,249
0,247
0,246
0,243
0,241
0,239
0,237
0,235
0,233
0,230
0,228
0,226
0,224
0,221
0,218
0,216
0,213
0,210
0,207
0,205
0,202
0,199
0,196
0,193
0,190
0,187
0,183
0,180
0,177
0,174
0,171
0,168
0,164
0,160
0,157
0,153
0,149
0,146
0,143

0,477
0,473
0,470
0,467
0,463
0,459
0,455
0,451
0,447
0,443
0,438
0,433
0,429
0,424
0,418
0,414
0,408
0,404
0,398
0,392
0,387
0,381
0,375
0,369
0,363
0,357
0,350
0,344
0,338
0,331
0,325
0,318
0,312
0,304
0,298
0,290
0,283
0,276
0,270
0,263

0314
0,312
0,309
0,307
0,304
0,301
0,299
0,295
0,292
0,290
0,286
0,283
0,280
0,277
0,273
0,270
0,267
0,264
0,260
0,256
0,253
0,249
0,245
0,242
0,238
0,234
0,230
0,225
0,222
0,218
0,214
0,210
0,206
0,201
0,197
0,192
0,188
0,183
0,179
0,175

0,286
0,283
0,280
0,278
0,274
0,271
0,268
0,264
0,261
0,258
0,254
0,250
0,247
0,243
0,239
0,235
0,231
0,227
0,223
0,219
0,214
0,210
0,206
0,201
0,197
0,192
0,188
0,183
0,179
0,174
0,169
0,165
0,160
0,156
0,151
0,147
0,142
0,137
0,133
0,129
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574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613

S O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO 0O o0 0o 0o o o o0 o0 0o 0o o o <o <o o o<

0,035
0,035
0,035
0,034
0,033
0,034
0,034
0,032
0,032
0,034
0,034
0,034
0,034
0,034
0,034
0,035
0,036
0,037
0,036
0,035
0,036
0,035
0,036
0,037
0,037
0,036
0,036
0,036
0,036
0,035
0,036
0,037
0,037
0,037
0,037
0,037
0,037
0,037
0,037
0,038

0,044
0,044
0,044
0,043
0,043
0,044
0,043
0,042
0,042
0,044
0,044
0,042
0,043
0,043
0,043
0,044
0,045
0,045
0,044
0,043
0,044
0,043
0,044
0,045
0,044
0,044
0,044
0,043
0,044
0,043
0,044
0,044
0,044
0,044
0,044
0,044
0,044
0,044
0,044
0,044

0,069
0,067
0,066
0,064
0,062
0,061
0,059
0,058
0,055
0,054
0,054
0,052
0,050
0,050
0,048
0,047
0,046
0,045
0,044
0,042
0,041
0,040
0,039
0,039
0,038
0,037
0,036
0,035
0,034
0,033
0,032
0,032
0,031
0,030
0,030
0,029
0,029
0,028
0,028
0,027

0,139
0,136
0,133
0,129
0,125
0,123
0,120
0,116
0,112
0,111
0,109
0,105
0,103
0,100
0,097
0,095
0,093
0,091
0,089
0,085
0,083
0,081
0,079
0,078
0,075
0,073
0,071
0,069
0,068
0,066
0,064
0,063
0,061
0,060
0,059
0,058
0,056
0,055
0,054
0,053

0,255
0,249
0,243
0,236
0,229
0,223
0,217
0,210
0,203
0,199
0,193
0,186
0,181
0,176
0,169
0,165
0,160
0,155
0,150
0,144
0,140
0,135
0,131
0,127
0,122
0,118
0,113
0,110
0,106
0,102
0,099
0,096
0,092
0,089
0,086
0,084
0,080
0,078
0,076
0,073

0,171
0,167
0,163
0,159
0,155
0,152
0,148
0,143
0,139
0,138
0,134
0,129
0,126
0,123
0,119
0,117
0,114
0,111
0,108
0,104
0,102
0,099
0,097
0,094
0,091
0,089
0,086
0,084
0,082
0,079
0,077
0,076
0,073
0,072
0,070
0,068
0,066
0,064
0,063
0,062

0,124
0,120
0,116
0,111
0,107
0,103
0,099
0,095
0,090
0,087
0,083
0,079
0,075
0,072
0,068
0,065
0,062
0,058
0,055
0,052
0,049
0,046
0,043
0,041
0,038
0,035
0,033
0,031
0,028
0,026
0,024
0,022
0,020
0,018
0,016
0,014
0,013
0,011
0,009
0,008
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614
615
616
617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653

S O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO 0O o0 0o 0o o o o0 o0 0o 0o o o <o <o o o<

0,038
0,038
0,038
0,038
0,039
0,039
0,039
0,040
0,039
0,039
0,039
0,040
0,040
0,040
0,040
0,040
0,041
0,043
0,043
0,041
0,040
0,039
0,040
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,042
0,042
0,042
0,042
0,041
0,040
0,041
0,041
0,041
0,041

0,044
0,044
0,045
0,045
0,045
0,045
0,045
0,046
0,045
0,045
0,045
0,046
0,046
0,046
0,045
0,044
0,044
0,048
0,049
0,048
0,045
0,046
0,049
0,048
0,046
0,046
0,046
0,047
0,046
0,046
0,046
0,047
0,047
0,047
0,046
0,046
0,047
0,046
0,046
0,046

0,027
0,026
0,026
0,026
0,025
0,025
0,025
0,024
0,024
0,023
0,023
0,023
0,023
0,022
0,022
0,022
0,022
0,023
0,022
0,021
0,020
0,020
0,021
0,021
0,020
0,020
0,020
0,020
0,020
0,020
0,020
0,020
0,020
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019
0,019

0,051
0,050
0,050
0,049
0,048
0,047
0,046
0,046
0,045
0,044
0,043
0,043
0,042
0,041
0,041
0,040
0,040
0,041
0,041
0,039
0,037
0,037
0,037
0,037
0,037
0,036
0,036
0,035
0,035
0,035
0,035
0,035
0,035
0,034
0,034
0,033
0,033
0,033
0,033
0,033

0,071
0,068
0,066
0,065
0,063
0,061
0,059
0,058
0,056
0,054
0,053
0,051
0,050
0,049
0,047
0,045
0,044
0,046
0,046
0,044
0,041
0,041
0,043
0,041
0,038
0,038
0,038
0,037
0,036
0,036
0,035
0,035
0,035
0,034
0,033
0,033
0,033
0,033
0,032
0,032

0,060
0,059
0,057
0,057
0,055
0,054
0,053
0,052
0,051
0,049
0,049
0,048
0,047
0,046
0,045
0,042
0,041
0,044
0,045
0,042
0,041
0,042
0,044
0,042
0,038
0,038
0,038
0,038
0,037
0,036
0,036
0,035
0,035
0,035
0,034
0,035
0,035
0,034
0,034
0,034

0,006

0,005

0,004

0,003

0,001

0,000

-0,001
-0,002
-0,003
-0,004
-0,005
-0,006
-0,007
-0,008
-0,009
-0,011
-0,012
-0,009
-0,008
-0,011
-0,013
-0,013
-0,013
-0,013
-0,014
-0,015
-0,015
-0,016
-0,017
-0,017
-0,017
-0,017
-0,017
-0,017
-0,018
-0,018
-0,018
-0,019
-0,019
-0,019
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654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693

S O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO 0O o0 0o 0o o o o0 o0 0o 0o o o <o <o o o<

0,041
0,036
0,023
0,031
0,038
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,040
0,040
0,041
0,041
0,041
0,041
0,040
0,040
0,040
0,040
0,040
0,040
0,040
0,039
0,039
0,040
0,040
0,040
0,040
0,040
0,039
0,039

0,046
0,040
0,030
0,039
0,046
0,045
0,046
0,046
0,046
0,046
0,046
0,046
0,046
0,046
0,046
0,046
0,046
0,045
0,045
0,045
0,045
0,045
0,045
0,045
0,045
0,045
0,045
0,045
0,044
0,045
0,044
0,044
0,044
0,044
0,044
0,044
0,044
0,044
0,044
0,043

0,019
0,019
0,016
0,012
0,018
0,018
0,019
0,019
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,017
0,018
0,017
0,018
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017

0,033
0,032
0,024
0,025
0,033
0,032
0,032
0,032
0,032
0,032
0,032
0,031
0,031
0,031
0,031
0,031
0,031
0,031
0,031
0,030
0,031
0,031
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029

0,032
0,030
0,023
0,024
0,031
0,030
0,031
0,031
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,028
0,029
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,026
0,026

0,033
0,031
0,024
0,026
0,035
0,032
0,032
0,032
0,032
0,032
0,031
0,031
0,031
0,031
0,031
0,030
0,031
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,030
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,027
0,027

0,019
0,017
-0,021
-0,021
0,018
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,021
-0,021
-0,020
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
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694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
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0,040
0,040
0,040
0,039
0,039
0,039
0,039
0,039
0,039
0,039
0,039
0,039
0,039
0,038
0,039
0,039
0,039
0,039
0,039
0,039
0,038
0,039
0,039
0,039
0,039
0,038
0,039
0,038
0,039
0,039
0,039
0,038
0,038
0,038
0,038
0,038
0,038
0,038
0,038
0,038

0,044
0,044
0,044
0,043
0,043
0,043
0,043
0,044
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,043
0,042
0,042
0,042
0,042
0,042
0,042
0,041
0,042
0,042

0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,016
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,016
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,016
0,016
0,017

0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,029
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,028
0,027
0,027
0,028

0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,025
0,025
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,025
0,025
0,025
0,026
0,026
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025

0,027
0,027
0,028
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,027
0,027
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,026
0,025
0,025
0,025

-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,021
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
-0,020
0,019
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734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749
750

S O O O O O O O O o o o o o o o o

0,037
0,038
0,038
0,038
0,038
0,038
0,037
0,038
0,038
0,038
0,038
0,038
0,038
0,038
0,038
0,038
0,037

0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,040

0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016

0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,026

0,024
0,025
0,024
0,024
0,025
0,024
0,024
0,024
0,024
0,024
0,024
0,024
0,024
0,024
0,024
0,024
0,023

0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,024
0,025
0,025
0,025
0,025
0,025
0,024
0,024
0,024
0,024
0,024

-0,020
-0,020
-0,019
-0,019
-0,019
-0,019
-0,019
-0,019
-0,019
-0,019
-0,019
-0,019
-0,019
-0,019
-0,019
-0,019
-0,019

97



Ek 2. Belirli ortam kosullar1 i¢in YSA tarafindan tahmin edilen absorbans degerleri

. Isikhi ortam Isiks1z ortam
T( ) devir/dak Absorbans
27 0 0,014 0,001
27 50 0,090 0,127
27 100 0,233 0,295
27 150 1,317 1,328
27 200 1,062 1,137
27 250 1,041 1,128
27,5 0 0,078 0,086
27,5 50 0,215 0,247
27,5 100 0,381 0,433
27,5 150 1,534 1,533
27,5 200 1,227 1,283
27,5 250 1,225 1,286
28 0 0,174 0,168
28 50 0,341 0,354
28 100 0,523 0,549
28 150 1,721 1,689
28 200 1,356 1,378
28 250 1,361 1,383
28,5 0 0,251 0,226
28,5 50 0,437 0,421
28,5 100 0,623 0,610
28,5 150 1,842 1,767
28,5 200 1,417 1,396
28,5 250 1,424 1,403
29 0 0,288 0,249
29 50 0,473 0,432
29 100 0,649 0,602
29 150 1,874 1,760
29 200 1,389 1,333
29 250 1,401 1,345
29,5 0 0,282 0,241
29,5 50 0,447 0,395
29,5 100 0,600 0,536
29,5 150 1,820 1,686
29,5 200 1,275 1,203
29,5 250 1,297 1,222
30 0 0,254 0,220
30 50 0,385 0,337
30 100 0,508 0,447
30 150 1,714 1,581
30 200 1,105 1,039
30 250 1,139 1,066
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30,5
30,5
30,5
30,5
30,5
30,5
31
31
31
31
31
31
31,5
31,5
31,5
31,5
31,5
31,5
32
32
32
32
32
32
32,5
32,5
32,5
32,5
32,5
32,5
33
33
33
33
33
33
33,5
33,5
33,5
33,5
33,5
33,5
34
34
34
34

50
100
150
200
250

50
100
150
200
250

50
100
150
200
250

50
100
150
200
250

50
100
150
200
250

50
100
150
200
250

50
100
150
200
250

50
100
150

0,229
0,323
0,414
1,600
0,925
0,973
0,216
0,278
0,345
1,507
0,769
0,836
0,213
0,253
0,304
1,439
0,646
0,741
0,217
0,241
0,284
1,388
0,554
0,680
0,222
0,237
0,277
1,346
0,485
0,641
0,226
0,235
0,278
1,305
0,435
0,614
0,228
0,234
0,283
1,261
0,400
0,589
0,228
0,232
0,291
1,214

0,201
0,283
0,363
1,479
0,876
0,914
0,189
0,243
0,301
1,396
0,736
0,790
0,184
0,218
0,261
1,335
0,622
0,701
0,183
0,204
0,239
1,287
0,531
0,643
0,183
0,196
0,229
1,246
0,460
0,604
0,184
0,192
0,226
1,206
0,405
0,576
0,185
0,190
0,229
1,165
0,364
0,553
0,185
0,188
0,235
1,121
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34
34
34,5
34,5
34,5
34,5
34,5
34,5
35
35
35
35
35
35
35,5
35,5
35,5
35,5
35,5
35,5
36
36
36
36
36
36
36,5
36,5
36,5
36,5
36,5
36,5
37
37
37
37
37
37

200
250

50
100
150
200
250

50
100
150
200
250

50
100
150
200
250

50
100
150
200
250

50
100
150
200
250

50
100
150
200
250

0,374
0,562
0,225
0,228
0,300
1,162
0,355
0,528
0,217
0,221
0,309
1,104
0,339
0,488
0,201
0,207
0,316
1,041
0,322
0,441
0,173
0,182
0,317
0,968
0,300
0,390
0,126
0,140
0,307
0,882
0,269
0,333
0,049
0,072
0,279
0,776
0,218
0,267

0,335
0,528
0,183
0,185
0,242
1,072
0,314
0,499
0,178
0,180
0,251
1,020
0,297
0,463
0,168
0,171
0,259
0,963
0,282
0,419
0,149
0,154
0,264
0,899
0,264
0,370
0,115
0,123
0,261
0,824
0,239
0,317
0,054
0,069
0,240
0,731
0,198
0,254
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OZGECMIS

08.12.1979 tarihinde Kirklareli’nin Pmarhisar ilcesi’nde dogdum. ilkdgrenimimi Pinarhisar
flgesinde, ortaokul ve lise 6grenimimi Corlu Mehmet Akif Ersoy Anadolu Lisesi’nde
tamamladim. 1997-2001 yillar1 arasinda Hacettepe Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii’'nde lisans egitimi aldim.

Edindigim temel miihendislik bilgi ve becerilerine, isletmecilik bilgi ve becerilerini eklemek
ve bdylece meslegimi daha etkin bir sekilde icra edebilmek igin Istanbul Universitesi Isletme
Fakiiltesi Isletme Iktisad1 Enstitiisii Uluslararasi Isletmecilik Ihtisas Programi’na basvurdum
ve egitim dili Ingilizce olan bir yil siireli programi, dénem ikincisi olarak tamamlayarak
06.07.2002 tarihinde Uluslararas: Isletmecilik Thtisas Programi’ndan mezun oldum.

17.06.2003 tarihinde, Marmarabirlik Genel Miidiirliigii’niin agmig oldugu sinavi kazanarak
Miifettis Yardimcisi olarak goreve basladim. Sanayi ve Ticaret Bakanligi onayi ile
Marmarabirlik’e bagl {li¢ kooperatifte Bakanlik kontrolorleri refakatinde Genel Denetim
caligmalarinda yer aldim. Bununla birlikte Marmarabirlik Teftis Kurulu biinyesinde ilgili
Kooperatiflerde inceleme ve denetim islerini gerceklestirdim.

19.11.2004 tarihinde Tarim ve Koyisleri Bakanhg Kirklareli i1 Miidiirliigi’'nde gida
miithendisi olarak goreve basladim. 24.01.2005-04.09.2007 tarihleri arasinda Trakya
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’nde 04.09.2007-26.04.2011 tarihleri arasinda ise Namik
Kemal Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’nde Arastirma Gérevlisi olarak gdrev yaptim.

2003-2006 yillar1 arasinda Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Gida Miihendisligi
Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans Egitimini tamamladim. 2006 yilinda Namik Kemal
Universitesi’nde Gida Miihendisligi Anabilim Dali'nda doktora programina basladim.
26.04.2011 tarihinde Namik Kemal Universitesi biinyesinde Ziraat Fakiiltesi’ne Arastirma
Gorevlisi olarak atandim ve halen ayn1 kurumda gérev yapmaktayim.

Serap DURAKLI VELIOGLU
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