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Bu calismada, karotenoid {ireten maya tiirleri ve bu maya tiirlerinin
karotenoid miktarlar1 arastirilarak, karotenoidlerin Tiirk sucugunda renk maddesi
olarak kullanilabilirligi incelenmistir.

Arastirmada, farkli ortamlardan izole edilen ve pigment iireten 100 farkli
maya susu, Rhodotorula sp. olarak tanimlanmis ve bu suslarin irettikleri toplam
karotenoid miktarlar1 ise 0,89-3,63 mg/L arasinda bulunmustur. Toplam karotenoid
miktar1 yliksek olan Rhodotorula glutinis (15,14, 19, 26, 27, 28), Rhodotorula
mucilaginosa (16, 25), Rhodotorula minuta (23, 31)’nin karotenoid iiretimlerini
artirmak amaci ile yapilan MNNG ve UV mutasyon uygulamalarinda en yiliksek
toplam karotenoid miktari, Rhodotorula mucilaginosa 16 mutant susunda 3,94 mg/l
olarak belirlenmistir. Karotenoid {retimi ile ilgili yapilan optimizasyon
caligmalarinda ise, Rhodotorula mucilaginosa 16 mutant susunun, %2 inokiilasyon
oraninda, pH=5,5-6,0’da ve karbon kaynagi olarak glikoz kullaniminda en yiiksek
miktarda karotenoid iirettimi gerceklestirdigi belirlenmistir.

Rhodotorula mucilaginosa 16 mutant susu, Tirk sucugu iiretiminde renk
maddesi olarak kullanmak amaci ile, 10 litrelik fermentorde gelistirilmistir. Gelisen
kiiltiirden karotenoid ekstrakte edilerek zeytinyaginda ¢oziindiiriilmiis ve dondurarak
kurutma islemi uygulanmistir.

Sucuk 6rneklerinde yapilan 30. giin renk analiz sonuglarina gore, kullanilan
karotenoid miktarinin artmasi ve nitrit miktarinin azalmasiyla sucuk renginin
aciklik/koyuluk degeri azalmig, yiiksek miktarda nitrit ve yiiksek miktarda
karotenoid kullannominda ise kirmizilik degerinin yiikseldigi belirlenmistir.
Sucuklarda sarilik degerinin de karotenoid miktarinin artmasi ve nitrit miktarinin
azalmasi ile yiikseldigi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler:Maya, Karotenoid, Sucuk, Renk
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This research was undertaken to investigate which yeast produce carotenoids,
carotenoid production by these yeast and use of carotenoids as food colouring in
sausage.

In this research, different hundred yeast cultures isolated from wvarious
materials were identified as different species of Rhodotorula sp.The amount of total
carotenoid produced by Rhodotorula sp. was in the range of 0,89-3,63mg/L. In order
to improve total carotenoid production of Rhodotorula glutinis (15,14, 19, 26, 27,
28), Rhodotorula mucilaginosa (16, 25), Rhodotorula minuta (23, 31) MNNG and
UV mutation methods were applied. It was found that the mutant obtained from
Rhodotorula mucilaginosa 16 produced a higher amount of total carotenoid
(3,94mg/L). Optimization of carotenoid production by a mutant of Rhodotorula
mucilaginosa 16 resulted in a medium containing glucose, pH of 5,5-6,0 and
inoculation rate of %?2.

Rhodotorula mucilaginosa 16 was cultered in a fermenter whose volume was
10L. Carotenoids was then extracted from the culture and dissolved in oil and freeze
dryed.

According to 30th day analysis, as the amount of carotenoid increased and the
amount of nitrite reduced, the L value of sausage colour (lightness/darkness)
decreased. A higher use of nitrite and carotenoid resulted in an increase in a* value
(redness). When the amount of carotenoid increased and nitrite reduced, b value
(yellowness) increased.

KeyWords : Yeast, Carotenoid, Sausage, Colour,
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1.GIRIS Emine AKSAN

1.GIRIS

Gida sanayinde iiriiniin renk kalitesini artirmak ya da dekoraktif amacli olarak
yapay ve dogal renk maddeleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapay renk
maddelerinin daha dayanikli bir yapiya sahip oldugu belirtilmesine karsin, astima
neden olabilecegi, toksik ve alerjik etkileri goriilebilecegi bildirilmektedir (Karaali
ve Ozgelik, 1993; Yentiir ve ark., 1998). Ayrica, yapay renk maddelerinin
kullanimindaki yasal kisitlamalar ve tiiketicinin tercihinin az olmasi gibi bazi
dezavantajlar1 da s6z konusudur (Fabre ve ark., 1993; Prasad ve ark., 1993; Zhang ve
ark., 2005). Ornegin tereyag ve margarinlerde renk maddeleri olarak kullanilmis olan
Ponso SX ABD'de 1976 yasaklanmis ve Ponso SX yerine dogal renk maddeleri olan
B-karoten kullanilmaya baslanmistir (Demirag ve Uysal, 2001). Norveg'te 1978°de,
Isvigre'de 1980°de her tiirlii sertifikali (sentetik) boyalarn gida maddelerinde
kullanim1 tamamen yasaklanmistir (Karaali ve Ozgelik, 1993).

Dogal renk maddeleri, ¢esitli bitkisel ve hayvansal kaynaklarda yaygin olarak
bulunmaktadir. Gegmisten gliniimiize kadar kullanilan dogal renk maddelerinden en
cok bilinenleri; miirver agaci c¢iceginden ve kirmizi lahanadan antosiyaninler,
havugdan karotenoidler, kirmizi pancardan betalainler, kadife c¢i¢ceginden lutein,
yabani bir bitki tiiriinden kurkumin, kinkanatlilardan bir insektin tiiriinden karmik
asittir (Geng, 1999).

1900’11 yillarin basindan beri yiiriitiilen c¢aligmalarda, mikroorganizmalar,
renk maddesi iiretimi agisindan olduk¢a zengin bir kaynak oldugu belirtilmistir
(Acheampong ve Martin, 1995). Mikroorganizmalarin {iretti§i pigmentler; melanin,
karotenoid, fotosentetik pigmentler, riboflavin, phenazine, naftokinon, monaskus
pigmentleri ve diger heterosiklik pigmentlerdir. Mikroorganizmalar, ¢ok cesitli
pigment maddesi lretmesine karsin, bunlardan birkaginin endiistriyel boyutta
kullanimlar1 s6z konusudur (Veiga-Crespo ve ark.,2005)

Monascus spp.’nin rettigi sari-kirmizi renkli pigmentler, Cin’de sarap, balik
ve peynir (Lin ve Demain, 1991) ve Japonya ile Tayvan'da ise igcecek ve bazi
gidalarda (Chen ve Johns, 1993) dogal renk maddeleri, Ashbya gossypi ve
Eremothecium ashbyii'nin irettigi riboflavin ise, birgok iilkelerde gida katki maddesi

olarak kullanilmaktadir (Vandamme, 1992). Spirulina'nin iirettigi ve mavi renk veren
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fikobiliproteinler Japonya’da sakizlarda, dondurma serbetlerinde, sekerlemelerde, az
alkollii igeceklerde, siit iirlinlerinde, Streptomyces propurpuratus ve Bacillus sp.‘nin
karigik kiiltiirleri tarafindan iiretilen pembe-kirmizi pigment olan neopurpuratinin
Cin’de az alkollii igeceklerin yani sira, jel ve tursularda potansiyel gida renk maddesi
olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Vandamme, 1992).

Karotenoidler, gidalarda renk maddesi olarak kullanimlarinin yani sira A
vitamini aktivitesine sahip olmalari, antioksidan aktivite gostererek kanser ve kalp
hastaliklar1 riskini azaltici etkileri olmasi nedeniyle, dogal renk maddeleri arasinda
Oonemli bir yere sahiptir (Rock, 1997, Chaudhry, 2003). Giiniimiizde, renk maddesi
olarak kullanilan karotenoidlerin en onemlileri, Dunaliella salina, D. bardawil
(Vandamme, 1992) ve Blakeslea trispora (Gavrilov ve ark., 1996; Tereshina ve ark.,
1996)'dan elde edilen P-karoten, Phaffia rhodozyma’dan elde edilen ksantofil
(Malgalith, 1992, Vandamme, 1993), Haematococcus ve Phaffia rhodozyma’dan
elde edilen astaksantindir.

Karotenoidler, bir¢cok bakteri, kiif, maya ve alg tarafindan iiretilmesine karsin,
tiretilmelerinin daha kolay ve daha diisiik maliyette ve giivenilir bir gida katkisi
maddesi kaynagi olmasindan dolay1 en ¢ok mayalardan 6zellikle de, Rhodotorula sp.
ve Phaffia rhodozyma’dan tiretilmektedir (Acheampong ve Martin, 1995).

Karotenoid iiretimi, Rhodotorula sp.’de logaritmik fazda, Phaffia
rhodozyma’da logaritmik fazin yani sira durgun fazda da devam etmektedir
(Acheampong ve Martin, 1995). Rhodotorula sp.’nin Tlrettigi karaotenoidlerin
basinda; a-karoten, B-karoten, torulene ve torularhodin gelmektedir (Krumphanzl ve
ark. 1971; Stabnikova ve ark., 1975; Costa ve ark.,1987; Mahattanatavee ve
Kulprecha,1991; Hari ve ark.,1992; Frengova ve ark.,1994; Ozawa ve Takahashi,
1994; Buzzini ve ark., 1995; Perrier ve ark.,1995; Shih ve Hang, 1996; Frengova ve
ark.,1997; Sandhu ve Joshi, 1997; Sakaki ve ark., 2002; Tinoi ve ark., 2005). Phaffia
rhodozyma ise, Rhodotorula sp.'den farkli olarak bir karotenoid tiirii olan
astaxanthini yiiksek oranda iiretmektedir (Reed ve Nagodawithana, 1991; Malgalith,
1992; Acheampong ve Martin, 1995; Ahn, 1996; Wang ve ark., 2005).

Phaffia rhodozyma ve Rhodotorula sp.’nin iirettigi karotenoid miktarlari, besiyeri

bilesimi, ortami sicakligi, pH ve oksijen diizeyi gibi kosullara bagli olarak
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degismektedir (Lewis ve ark.,1990; Fang ve Cheng, 1993; Fontana ve ark.,1996a;
Reynders ve ark.,1996; Fontana ve ark.,1997; Gu ve ark.,1997; Parajo ve ark.,1997;
Vazquez ve ark.,1997; Yamane ve ark.,1997a; Parajo ve ark.,1998; Vazquez ve
ark.,1998). Karotenoidlerin miktarim1 arttirmak amaciyla, bir¢ok c¢alismada
optimizasyon c¢aligmalarinin disinda ¢esitli mutajen maddeler kullanilarak mutant
kiltiirler elde edilmistir (Girard ve ark., 1994; Bon ve ark., 1997).

Karotenoidler, yenilebilir yaglar, dondurma ve ¢esitli igeceklerde renk maddesi

olarak kullanilabilmektedir (Haan ve ark., 1991; Vandamme, 1992; Vandamme,
1993). Ayrica, karotenoidlerin yagda c¢oziinebilme o6zelliginden dolayr gesitli et
tiriinlerinde de kullanilabilecegi belirtilmistir (Bloukas ve ark., 1999).
Ulkemizde sucukta renk maddeleri kullanimina izin verilmemesine (Anon, 1991)
ragmen, cesitli iilkelerde Ponceau 4R (Ibanez ve ark., 1996; Gimeno ve ark., 2001),
karmin kosinal (http://www.doremus.com.br/receita/ltoscana_in.asp), Crocerin
Scarlet 7B (http://www.fehd.gov.hk/safefood/report/lapmei/report.html#8), betanin
(Stiimpel, 1996) sucukta renk maddeleri olarak kullanilmaktadir. Ancak bilindigi
lizere sentetik renk maddelerinin saglik iizerinde olumsuz etkileri bilinmektedir.
Ponceau 4R'nin toksik etkileri nedeniyle bazi iilkelerde gida renk maddesi olarak
kullanimi1 yasaklanmistir (Chena ve ark., 1998).

Uzakdogu’da ylizyillardir ¢esitli gidalarda dogal renk maddeleri olarak Monascus
sp.’un tirettigi pigment maddeleri kullanilmaktadir. Son yillarda ise bu pigmentin
sucukta renk maddeleri olarak kullanilabilirligi aragtinlmistir (Ryu ve ark.,
1989;Fabre ve ark, 1993, Rasan ve Oztan, 2000).

Sucugun, tiiketici tarafindan se¢ilmesi ve satin alinmasinda iiriin rengi 6nemli bir
kriterdir. Sucuk renginin olusmasinda, etin rengini olusturan myoglobin, kiirleme
maddesi olarak kullanilan nitrat-nitrit ve mikroflorada bulunan mikroorganizmalar
onemli etkiye sahiptir (Uren ve Babayigit, 1996).

Nitrat-nitrit, mikroflorada bulunan indirgen mikroorganizmalarin etkisiyle
nitritoksiti, nitritoksit ise etin rengini veren myoglobin ile reaksiyona girerek
nitrosomyoglobin olusturmaktadir. Nitrosomyoglobin, dayanikli bir yapidadir ve
sucugun rengini olusturmaktadir (Oztan ve Vural, 1991). Ette myoglobin oranmin

diisiik olmasi ya da nitrit oraninin yiiksek olmasi nedenlerinden dolayr bazen
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kullanilan nitrat-nitritin tamam1 myoglobin ile reaksiyona girememektedir. Bunun
sonucunda, sucukta kalint1 olarak serbest nitrat-nitrit bulunmaktadir. Ayrica, sadece
nitrit kullanilan iirtinde de, nitriti nitrata ylikseltgeyen bakterilerin faaliyeti sonucu
iiriinde kalint1 olarak serbest nitrata rastlanabilmektedir (Oztan, 2003).

Nitrat-nitrit, sucukta 80-200 ppm arasinda kullanilmast  durumunda
Enterobacteriaceae, Clostridium sp., Staphylococcus aureus’un  gelisimini
engelleyerek antimikrobiyel 6zellik gdstermektedir (Alkin, 2003; Oztan, 2003).

Nitrat dogrudan insanlar i¢in toksik bir bilesik degildir, ancak, bagirsaklarda ya
da agizda bulunan indirgen mikroflora tarafindan toksik bir bilesik olan nitrite
indirgenmektedir. Nitritin zararli etkisi iki yonden olugmaktadir. Nitrit, bir yandan
kanda oksijenin taginmasinda rol alan hemoglobini methemoglobine doniistiirerek
oksijenin tasinmasini engellemekte, ayrica sistemik kan basincinmi diisiirmektedir.
Ayrica, nitrit aminlerle ve amidlerle reaksiyona girerek kanserojenik N-nitrozo
bilesiklerinin olusturmakta, bu bilesikte viicutta mutajenik ve teratojenik etki
gostermektedir (Vural ve Oztan, 1991; Alkin, 2003). Iran, Ingiltere ve Hawai’de
mide ve yemek borusu kanserine ¢ok sik rastlanma nedeni olarak, yiliksek oranda
nitrit iceren gida maddelerinin tiiketimi gosterilmistir (Alkin, 2003). Nitrat ve nitritin
insan sagligr iizerindeki bu olumsuz etkilerinden dolayi, sucukta nitrat-nitrit
kullanimina alternatif madde ile ilgili olarak bazi aragtirmalar yliriitiilmistiir. Yapilan
bazi caligmalarda, nitrat-nitritin antimikrobiyel o6zelligi yerine, sorbik asit ya da
tuzlarinin kullaniminda olumlu sonuglar alnmis, iiriiniin renk O6zelligi acisindan
nitrat-nitrit gibi katkis1 olmadigt i¢in kullanilamamistir. Bu nedenle de sucukta
kullanilan nitrat-nitrit miktarinin azaltilma olanaklar1 yoluna gidilmistir (Gokalp,
1985; Alkin, 2003).

Bu ¢aligmada, karotenoid iireten maya tiirleri aragtirilmis ve mayalarin {rettigi
karotenoid miktarlart incelenmistir. Arastirmada belirlenen maya tiiriiniin iirettigi
karotenoid miktarini artirmak amaciyla, ¢esitli mutajenler (MNNG, UV) kullanilarak
mutant kiltiirler elde edilmis ve elde edilen mutant susun gelisim kosullarina
(inokiilasyon orani, pH, karbon kaynaklari) yonelik optimizasyon ¢aligmalar

yapilmugtir.
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Ayrica, mutant mayadan susundan elde edilen karotenoid, degisik miktarlarda
nitrit ilavesi yapilan Tiirk sucugu liretiminde farkli miktarlarda kullanilarak, nitritin
saglik iizerindeki olumsuz etkilerini azaltmak ve diisiik nitrit kullanilmas1 nedeniyle

sucukta olusabilecek renk problemlerini iylestirmek amaglanmistir.
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2.0ONCEKI CALISMALAR

2.1.Renk Maddeleri ve Gidalarda Kullanim

Renk gidanin ¢ekiciliginde 6nemli bir rol oynamaktadir. Tiiketicinin gidanin
kalitesi hakkindaki ilk izlenimi rengi ile ilgilidir (Saldaml1 ve Uygun, 2004). Renk,
gidada olgunlugun, bozulmanin, kalitenin gdstergesi oldugu i¢in, tiiketicinin giday1
kabul ya da red etme kararimi etkilemektedir. Gidanin toplam kalitesini belirlemede
uygulanan duyusal degerlendirmede de, toplam kalite puaninin énemli bir oranini
renk olusturmaktadir (Ural, 1983).

Uygulanan gida isleme tekniklerine bagli olarak ortaya c¢ikan renk
bozukluklarin1 gidermek amaciyla bazi gidalarda renk maddeleri kullanilmaktadir.
Ayrica, tliriinde homojen renk dagilimini, goriiniimii ¢ekici hale getirmek ve yeni
formiilasyonlarda gidaya renk kazandirmak amaciyla da renk maddeleri
kullanilmaktadir (Saldamli ve Uygun, 2004).

Cesitli gida maddelerinin renklendirilmesinde duyulan gereksinim, sosyal,
cografik, etnik ve tarihsel gelisim faktorleri etkisinde olusmustur. Aslinda antik
caglarda baharatlar ve meyveler gibi ¢esitli maddeler sarap, ekmek gibi maddelerin
renklendirilmesinde kullanilmistir (Altug, 2001). On binlerce yildir, kurkuma,
kokboya, anatto, indigo ve ¢ivitotu gibi bitki materyalleri gidalarda renk maddesi
olarak kullanilmaktadir (Henry, 1980). Gidalarda kullanilan ilk ticari renk maddeler
basit bitki ekstraktlaridir. Kirmizidan maviye kadar renk araligt olusturan
antosiyaninler genel olarak iiziimlerden, miirver agaci c¢igeginden ve kirmizi
lahanadan ekstrakte edilmistir. Sari, turuncu ve kirmizi renk araligt olusturan
karotenoidler, havug, kirmiz1 domates ve biber gibi ¢ok ¢esitli meyve ve sebzelerde
bulunmustur. Kadife c¢igeginden, sar1 renkli lutein ve kirmizi pancardan da
betalainler ekstrakte edilmistir (Geng, 1999). Kurkumin, agik saridan koyu sar1 renk
aralig1 olusturan ve Asya iilkelerinde yaygin olarak yetistirilen bir bitkinin toz haline
getirilmesiyle elde edilmistir. Ayrica, yogun pembe, kirmizi renk veren karmik asit,
kinkanatlilardan bir insektin kurutulmus govdesinden elde edilmistir. Bu pigmentin
elde edilmesi azteklerin tarihine kadar uzanmaktadir. Giiniimiizde de aynm1 kaynaklar

halen renk maddesi ekstrakte edilmesinde kullanilmaktadir (Andres, 1987).
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Cesitli hayvan ve bitki materyalinden dogal renk maddelerinin elde
edilmesine yonelik arastirmalar yapilmistir. Volpe (1976), bir ¢esit kizilcik tiiriinden
kirmiz1 renkli madde ekstrakte edilerek gidalarda kullanimini arastirmistir. Sheo
(1981), Gardenia fructus’dan %99.89 saflikta, 9.28 g/100g dogal renk maddesi olan
crocin ekstrakte edildigini belirtmistir. Avila ve ark. (1983), farkli mikroorganizma
kiiltiirleri ile kirmiz1 pancar1 (Beta vulgaris var. Crosby's Egyptian) fermente etmis
ve kirmizi renk maddesi betasiyanin ekstrakte edildigini a¢iklamiglardir. Rodriguez-
Saona ve ark. (1998), kirmiz1 patatesten antosiyanin ekstrakte edildigini ve gidalarda
renk maddesi olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Mikrorganizmalarda da ¢ok fazla cesitlilikte pigment maddesi bulundugu
belirlenmistir. Imada ve ark. (1983), Streptomyces propurpuratus ve Bacillus sp.
No.751 kiiltiirlerinin birlikte gelistirilmesi ile canli eflatun renkli neopurpuratin
ekstrakte ettiklerini agiklamislardir. Kondo (1995), Chromobacterium violaceum ve
Janthinobacterium sp. tiirlerinin sivi besiyerinde gelisiminden sonra kiiltiir
ortamindan ve hiicrelerden violacein ekstrakte edildigini belirtmislerdir. Vanetti
(1992), Pachysolen tannophilus NRRL Y-2460’den 10-75 g/L riboflavin ekstrakte
edildigini saptadiklarini bildirmistir.

Ancak, cok cesitli pigment maddeleri belirlenmesine ragmen, bu dogal renk
maddelerinin miktar agisindan yeterli olmamasi, 151k, 1s1 ve oksijene kars1 duyarh
olmalar1 nedenleriyle, sadece birka¢gi gida renk maddesi olarak ticari Onem
tagimaktadir (Altug, 2001).

18. ylizyilda baslayan sanayi devrimi ile birlikte hizla sehirlesme baslamis ve
buna baglh olarak hazir gida tiiketimi yayginlagsmistir. Hazir gidalarin yiiksek
miktarda iiretilmesine ragmen, bu gidalarda kullanilacak dogal renk maddelerinin
liretim miktar1 artan talebi karsilayamamistir. Bu nedenle de bakir ve kursun tuzlari,
bakir siilfat gibi ¢esitli kimyasal maddeler renk maddesi olarak kullanilmistir. Bu
toksik maddelerle gidalarin renklendirilmesi sonucu Ingiltere’de birgok 6liim vakasi
bildirilmistir. Artan renk maddeleri talebini karsilamasi i¢in yapay renk maddeleri
tizerinde calismalar yogunlastirilmistir. Dogal renk maddelerine gore yapay renk
maddelerinin renk verme giicii, renk araliklar1 ve stabiliteleri daha yiiksek ve ayrica

kullanimlar1 daha uygundur. Bu nedenle de yapay renk maddeleri sanayide ¢ok genis
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kullanim alan1 bulmustur. Yapay renk maddelerinin kesfedildigi ve iretildigi 19.
yiizyilin ortalarindan itibaren, bu boyalar geleneksel olarak kullanilan dogal renk
maddelerinin yerini almis ve gilinlimiize kadar pek cok yapay renk maddesi
sentezlenmistir (Henry, 1980). Bu nedenle de dogal renk maddelerinin ticari olarak
yaygin kullanimi 19. yiizyilin ortalarma kadar devam etmistir (Karaali ve Ozgelik,
1993). Ancak sonraki yillarda yapilan arastirmalarda ¢esitli yapay renk maddelerinin
kullaniminda sinirlamalar yapilmasi ve tiiketicinin yapay renk maddeleri kullanilan
gidalara siipheli yaklasimi nedenleriyle, iireticiler tekrardan dogal renk maddelerini
kullanmaya yonelmislerdir (Henry, 1980). Ayrica teknolojik gelismelerle birlikte,
baslangigta iretilen dogal renk maddelerinin mat ve zayif stabilite Ozellikleri
gelistirilmis ve bodylece iireticilerin dogal renk maddesi kullanim orani artmistir
(Geng, 1999).

Glinlimiizde gidalarda kullanilan renk maddelerinin elde edilis sekillerine
gore dogal ve yapay renk maddeleri olarak iki guruba ayrilmaktadir. Dogal renk
maddeleri, mikrobiyel, bitkisel, hayvansal ve mineral kaynaklardan elde edilen
pigment maddeleridir. Yapay renk maddeleri ise kimyasal yapilar1 nedeniyle dogada
bulunmayan ancak kimyasal sentez yoluyla iiretilen renk maddeleridir. Yapay renk
maddelerinin ¢ogunlugunun sentezinde komiir katrani kullanilir. Yapay renk
maddeleri ¢ozilniirliiklerine goére suda ¢oOzlinen, yagda ¢ozinen ve lake renk
maddeler olarak ii¢ gurupta toplanmistir. Yapay renk maddelerinin yapisinda en az
bir tuz formunun bulunmasi nedeniyle suda c¢doziinebilmektedirler. Gida
maddelerinde kullanilan renk maddeleri sadece suda ¢oziinme 6zelligi gosterenler
arasindan secilmistir. Yagda c¢oOziinen renk maddeleri yapilarinda tuz formu
bulunmadigi i¢in suda ¢oziinmezler. Bu renk maddeleri toksik 6zellikleri nedeniyle
gidalarda kullanimina izin verilmemektedir. Lake renk maddeleri ise suda ¢6ziinen
yapay renk maddelerinin aluminyumoksit iizerine aluminyumkloriir ilavesi ile
aluminyum tuzu olarak c¢oktiirilmeleri yoluyla elde edilen suda ¢oziinmeyen

pigmentlerdir (Altug, 2001).
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2.2.Gidalarda Renk Maddeleri Kullaniminda Yasal Diizenlemeler

Yapilan c¢alismalarda bircok yapay renk maddesinin toksik &zellikleri
belirlenmistir. Toksik ve kanserojenik olarak degerlendirilen renk maddelerinin

gidalarda kullanimi yasaklanmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Kullanim1 Yasaklanan Yapay Renk Maddeleri
(http://www .saglikvakfi.org.tr/)

Yapay Renk Yasaklandigi Olusturdugu Saglk Problemi

Maddeleri Yil

Butter yellow 1919 Toksik, sonralari karaciger kanserine yol acgtigi bulundu

Green 1 1965 Karaciger kanseri

Orange 1 1956 Organ hasari

Orange 2 1960 Organ hasari

Orange B 1978 Kanser

Red 1 1961 Karaciger kanseri

Red 2 1976 Kanserojen

Red 4 1976 Yuksek duzeyleri kdpeklerde adrenal korteks hasarina
neden olmakta. 1965 yilindan sonra sadece maraschino
kirazlarinda ve bazi haplarda kullanildi. Halen haricen
uygulanan ilag ve kozmetikte kullaniimasina izin
verilmektedir

Red 32 1956 I¢ organlarda hasarlar ve zayif kanserojen, 1956 yilindan
beri Citrus Red 2 ismi ile sadece turuncu rengi vermek
amaciyla kullaniimaya devam edilmektedir (2 ppm)

Sudan 1919 Toksik, daha sonra kanserojen oldugu bulundu

Violet 1 1973 Kanserojen (Yenilmek uzere kesilmis sigir etleri Uzerinde
Tarim Bolimunin denetim muahri olarak kullanihirdi

Yellow 1 ve 2 1959 Yuksek dozlarda barsak lezyonlari

Yellow 3 1959 Yiksek dozlarda kalp hasari

Yellow 4 1959 Yuksek dozlarda kalp hasari

Bu nedenle de yapay renk maddelerinin sadece bir boliimiiniin gidalarda
kullanimina izin verilmistir. Ancak toksik ve kanserojenik olmadigi belirlenip
kullanimina izin verilen renk maddelerinin kullaniminda da allerjik reaksiyonlar ve

deri dokiintiileri, astim ve hiperaktivite gibi saglik sorunlar1 olusabilmektedir.
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(Karaali ve Ozgelik, 1993; Yentiir ve ark., 1998). Gidalarda renk maddelerinin
arastirilldigt gesitli ¢calismalarda, kullanimina izin verilen renk maddelerinin yiiksek
miktarda kullanildig1 ve ayrica izin verilmeyen renk maddelerine de rastlanildigi
belirtilmistir (Demirer, 1974; Yentlir ve Karakaya, 1985; Topsoy ve ark., 1991;
Kalyoncu ve Yurttagiil, 1995). Cizelge 2.1.’de kullanim1 yasaklanan yapay renk
maddeleri verilmistir.

Renk maddelerinin saglik tizerindeki olumsuz etkileri ve uygun olmayan
kullanim sekilleri gibi nedenlerle, kullannminda ulusal ve uluslar arasi bazi yasal
diizenlemeler yapilmistir. 1938 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde Gida, Ilag ve
Kozmetik Yasast c¢ikartilarak renk maddeleri ile ilgili ilk yasal diizenleme
yapilmistir. Bu yasa ile renk maddeleri sertifikali ve sertifikasiz olarak iki ana gruba
ayrilmigtir. Sertifikali olanlar, gidalarda kullanilan miktar1 sinirlanan suda ¢6ziinen
yapay organik ve lake renk maddelerini kapsamaktadir. Sertifikasiz olanlar ise dogal
renk maddeleridir. Ayrica renk maddeleri, Gida, ilag ve Kozmetik Yasasi’nda yaygin
olarak bilinen isimleri yerine renk verme Ozellikleri ve numaralar ile
adlandirilmistir. Bunun yam sira, her renk maddesi i¢in sertifikasyon islemi zorunlu
hale gelmis ve Gida, ilag Idaresi (FDA)'nin yetkisi altina girmistir. Daha sonraki
yillarda da diizenlemeler devam etmistir (Altug, 2001). Gidalarda kullanilmas1 kabul
edilen renk maddeleri uluslararas1 Numaralandirma Sistemine (INS) gore
numaralandirilmistir. Ayrica FDA’da Gida, ilag ve Kozmetik yasasinda izin verilen
renk maddelerine FD&C numarasi verilmistir. Avrupa Toplulugu Konseyi tarafindan
da E kod numarasit verilmistir. Bu nedenle renk maddelerinin gidalarda kullanimi
icin FD&C numarast ve E kod numarasina sahip olmasi gerekmektedir. 1994 yilinda
Avrupa Birligi, renk maddelerinin gidalarda kullanim diizeyini belirleyen yasal
diizenlemeyi yayimlamis ve 1995 yilinda da renk maddelerinin saflik diizeyleri ile
ilgili 6zellikleri bildirilmistir (Altug, 2001).

Gidalarda kullanimina izin verilen renk maddelerinin sayis1 ve tipi iilkeden
iilkeye farkliliklar gostermektedir. Ornegin, Iskandinav iilkelerinin bazilarinda, her
tiirli sertifikali boyanin gida maddelerinde kullanimi tamamen yasaklanmistir.
Avusturya’da 8’1 sentetik olmak iizere 27 renk maddesinin kullanimina izin

vermektedir. Isvigre’de dogal ve sentetik birka¢ renk maddesinin (karotenoidler,
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kantaksantin, riboflavin, antosiyaninler ve klorofiller, amarant, tartazin ve eritrosin)
kullanim1 yasal olarak kabul edilmistir. ABD’de sertifikali ve sertifikasiz olarak
guruplandirdigt  renk maddelerinin  disindaki  boyalarin  kullanomina  izin
vermemektedir (Karaali ve Ozcelik, 1993).

Genel olarak giiniimiizde gidalarda kullanilacak renk maddeleri, Diinya
Saglk Teskilati (WHO) ve Diinya Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’nun olusturdugu
Gida Kodeks Komisyonu (CAC)’nun yayinlarinda belirtilmektedir. Gida Kodeks
Komisyonu ise renk maddelerinin toksik &zelliklerini incelemektedirler
(Bagdatlioglu ve Demirbiiker, 1999).

Ulkemizde ise, tiiketici taleplerinin yam sira gelisen gida sanayi ve
uluslararast gida ticaretine bagli olarak 1983 yilinda Gida Katki Maddeleri
Yonetmeligi olusturulmus, 1997 wyilinda yiirtirlige giren Tirk Gida Kodeksi
Yonetmeliginin 7 no’lu eki renk maddeleri ile ilgili diizenlenmistir. 2002 yilinda ise
Tiirk Gida Kodeksi Gidalarda kullanilan Renk maddeleri Tebligini yaymlamistir.
Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligine gore, renk maddeleri tek basmma gida olarak
tikketilmeyen veya gidalarda ana bilesen olarak kullanilmayan, gidaya renk artirici
veya renk diizenleyici olarak katilan maddeler olarak tanimlanmaktadir (Anon,
2002a). Tiirk Gida Kodeksi’ne gore gida maddelerinde kullanimina izin verilen dogal

renk maddeleri Cizelge 2.2°de yapay renk maddeleri Cizelge 2.3 de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Tiirk Gida Kodeksinde Gidalarda Kullanimia izin Verilen Dogal

Renk maddeleri (Anon, 2002a)

Organik Dogal Renk maddeleri

inorganik Dogal Renk maddeleri

Anatto, Biksin, Norbiksin (E 160b)
Antosiyaninler (E 163)
Beta-apo-8’karotenal (C 30) (E 160e)

Beta-apo-8’-karotenik asidin etil esteri(C 30)(E 160f)

Bitkisel karbon (E 153)

Kantaksantin(E 161g)

Sade Karamel (1) (E 150a)

Kostik sulfit karamel(E 150b)

Amonyum karamel(E 150c)

Amonyum siilfit karamel(E 150d)
Karotenler(E160a)

Karigim halindeki karotenler
Beta-karoten

Klorofiller ve Klorofilinler(E 140)

(i) Klorofiller

(ii) Klorofilinler

(ii) Klorofilinler bakir kompleksleri
Kosineal, Karminik asit, Karminler(E 120)
Kurkumin(E100))

Likopen(E 160d)

Lutein(E 161b)

Pancar kokl kirmizisi, Betanin(E 162)
Paprika ekstrakti, Kapsantin, Kapsorubin(E 160c)
Riboflavin, Riboflavin-5’-fosfat(E 101)

Aliminyum (E 173)

Altin (E 175)

Demir oksit ve hidroksitler (E 172)
Gumis (E 174)

Titanyum dioksit (E 171)
Kalsiyum karbonat (E 170)

12
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Cizelge 2.3. Tiirk Gida Kodeksinde Gidalarda Kullanimina izin Verilen Suda
(Cozilinen Yapay Renk maddeleri (Anon, 2002a)

Suda Coziinen Yapay Renk maddeleri

Allura Red AC(E 129)

Amarant(E 123)

Azorubin, Karmosin(E 122)

Brilliant Black BN, Black PN(E 151)

Brilliant Blue FCF(E 133)

Brown FK(E 154)

Brown HT(E 155)

Eritrosin(E 127)

Green S(E 142)

Indigotin (Indigo Karmin(E 132)

Kinolin sarisi(E 104)

Litolrubin BK(E 180)

Patent Blue V(E 131)

Ponso(ponceau) 4R, Kosineal Red A(E 124)
Red 2G(E 128)

Sunset yellow FCF Orange yellow S(E 110)
Tartrazin(E 102)

2.3.Gidalarda Renk Maddesi Olarak Karotenoidlerin Kullanim
2.3.1.Karotenoidlerle Ilgili Genel Bilgiler

Karotenoidlerin merkezi iskeleti 8 izoprenoid {initesinin yan yana
dizilmesiyle olugmustur (Sekil 2.1.). Genel formiili C4oHss’dir (Bagdatlioglu ve
Demirbiiker, 1999; Denizci, 1990). Yapilarinda ¢ok sayida cift bag bulunmaktadir.
Cift baglar, cis ya da trans izomeri olusturabilmelerine ragmen dogada genellikle

trans izomeri formunda bulunmaktadir (Denizci, 1990).
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a) CH;
|
H,C=C-CH=CH,
b) isopren isopren isopren isopren isopren isopren isopren isopren
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CH- CH. CH-»
e e e e e e e T, e = e = =
|
CH- CH- CH- CH3 (CHa

Sekil 2.1. a)izopren Unitesi b) Karotenoid Yapist (Delgado-Vargas ve ark.,
2000)

Glinlimiize kadar 600’den fazla karotenoid c¢esidi belirlenmistir (Astorg,
1997). Karotenoidler cesitli 6zelliklerine gore farkli gruplar altinda toplanmuistir.
Ancak genel olarak, karotenler, ksantofiller, karotenoid ketonlar ve karotenoid asitler
olarak dort ana grupta adlandirilmislardir (Cizelge 2.4). Karotenler, yapilarinda
karbon bulunan karotenoidlerdir, oksijen bulunanlar ise ksantofiller olarak

adlandirilir (Bagdatlioglu ve Demirbiiker, 1999).

Cizelge 2.4. Karotenoidlerin Smiflandirilmasi (Bagdatlioglu ve Demirbiiker, 1999)

|.Karotenler o-karoten
(Hidrokarbon yapililar) w
B- karoten :;:
v- karoten WW

&-karoten WW
Lutein WNWY\»YVY
ll.Ksantofiller
(Karotenoid alkoller) B-Kriptoksantin
H
o--Kriptoksantin | | | | E E
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Cizelge 2.4.’lin Devami

|
Lutein Ho*" f:

Flavoksantin

H
Violaksantin M

lll.Karotenoid Ketonlar

Astaksantin

Kapsantin
wj;t?ﬁhﬂﬁ#kﬁhfwﬂvﬂTﬁ;%¥3;m
Fukoksantin )

IV.Karotenoid Asitler
Biksin 0

COOCH3

Krosetin
COOH

Karotenoidler, saridan kirmiziya kadar degisen renk aralifinda
bulunabilmektedir. Karotenoidlerin renk o6zellikleri yapilarindaki konjuge ¢ift
baglardan kaynaklanmaktadir. Karotenoidlerde belirli bir renk olusumu icin en az
yedi konjuge cift bag icermelidir. Konjuge bag sayisi1 arttikca renk yogunlugu da
artmaktadir. Bes konjuge ¢ift bag iceren phytoene renksiz, onbir ¢ift bag iceren
likopen ise kirmiz1 renklidir. Ayn1 sayida ¢ift bag iceren karotenoidler, siklizasyon
nedeniyle, farkli renk tonlarinda bulunabilmektedir. Genel olarak karotenoidlerin
renkleri, konsantrasyona ve molekiiliin yapisina bagl olarak degismektedir. Ayrica
farkl1 karotenoidlerin karigim halinde kullanilmasiyla farkli renk tonlar1 elde

edilmektedir (Cizelge 2.5) (Astorg, 1997).
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Cizelge 2.5. Farkli Renkler I¢in Onerilen Karotenoid Miktarlar1 (Astorg, 1997)

Renk Kapsantin (mg/l)  Apokarotenal (mg/l) B-karoten (mg/l)
Sari 53 - 4,2
Turuncu 10,6 4,2 10,6
Turuncu-kirmizi 21,1 16,9 -

Cilek rengi 25,4 21,1 -
Ahududu rengi 31,7 254 -

Kiraz rengi 52,8 31,7 -

Tiim karotenoidler, hidrofobik molekiillerdir ve suda ¢oziinmezler. Aseton,
alkol, etileter, tetrahidrofuron, kloroform gibi yag c¢oziciilerinde ¢oziiniirler.
Ozellikle petrol eteri ve hekzanda hizla ¢oziiniirler. Ksantofiller ise, metanol ve
etanolde en iyi ¢oziiniirler. Bitkilerde ve hayvanlarda karotenoidler ya kristal ya da
amorf katilar ya da yag ortaminda ¢oziinmiis olarak, kolloidal olarak dagilmis ya da,
proteinler ile birlikte bulunmaktadir. Karotenoidlerin, proteinlerle birlikte
bulunmasinda pigment daha stabildir ve renk &zellikleri degisir. Ornegin, karides,
yenge¢ ve istakozda karotenoid-protein kompleksi olarak bulunan astaksantin mavi,
yesil ve pembe renklidir. Isil islem uygulamasi ile proteinler denatiire oldugunda,
astaksantin protein kompleksinden ayrilir ve kirmizi renk ortaya cikar (Rodriguez-
Amaya, 1997). Sekil 2.2.°de karotenoidlerin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri

verilmistir.

Uyariimis oksijeni baglar  Serbest radikallerin olusumunu 6nler

N

Is1g1 absorbe eder KAROTENOIDLER Lipofiliktir,suda ¢ézindr
«— —_—
Kolayca izomerize ve okside olur  Hidrofobik yuzeylere baglanir

Sekil 2.2. Karotenoidlerin Ozellikleri (Rodriguez-Amaya, 1997).

Karotenoidler pigment maddesi olarak bilinmesinin yani sira provitamin A

aktivitesi de uzun zamandir bilinmektedir. Ayrica, karotenoidlerin antioksidan
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aktiviteleri nedeniyle DNA’da olusan hasarlari, yanhs bilgi aktarimini ve
olusabilecek hiicre hasarimi azaltmakta ve boylece viicudun bagisiklik sistemini
giiclendirerek hastalik olusum riskini azaltmaktadir (Rodriguez-Amaya, 1997).
Karotenoidler, oksijen, sicaklik, 151k, pH, su aktivitesi ve siilfitlerin etkisiyle
oksidatif olarak pargalanmaktadir. Oksijen, konjuge ¢ift baglarin okside olmasina
neden olarak c¢ift bag sayisini azaltmakta ve azalan ¢ift bag sayisi ile birlikte
karotenoidlerin renk yogunlugu da azalmaktadir. Isik, organizmada pigment olusum
metabolizmasin1 etkilemektedir, bdylece 15181 etkisi ile birbirine doniisiimiinii
saglayarak karotenoid konsantrasyonunu degistirmekte ve ayrica pigment
parcalanmasini tesvik edici etki yaparak karotenoidlerin yapisini1 da bozmaktadir. Isil
islem uygulamasinda ise karotenoidlerde enzimatik olan ve enzimatik olmayan
degisiklikler olugmaktadir. Karotenoidler oksijensiz ortamlarda 1s1l islem
uygulamalarina daha ¢ok dayaniklidir. Karotenoidlerin ayrica farkli pH degerlerinde,
farkli izomer yap1 gosterdikleri belirlenmistir. Yiiksek pH degerinde poli-, cis-
formlarinda olan karotenoidlerin diisiik pH degerinde cis- izomer formunda artis
oldugu saptanmistir. Ortammn nem oran1t ise, karotenoidlerin stabilitesinin
korunmasinda etkili olmaktadir. Yiiksek nem oraninda (%10-14) karotenoid
parg¢alanmasinin yavasladigi, diisiik nem oraninda (<%S8) karotenoid par¢alanmasinin
hizlandig1 agiklanmistir. Nemin, ortamdaki serbest radikallere dogrudan etki ederek
karotenoidleri oksidasyondan korudugu belirtilmektedir. Ortamda nem oraninin
artmasiyla, serbest radikal sayisi1 azalttigt ve boOylece karotenoidlerin
oksidasyonunun yavagladig1 agiklanmistir. Kiikiirtdioksit ve siilfitler, karotenoidleri
oksidasyona kars1 koruyan en etkili inhibitorler olduklar1 belirtilmistir. Gidalarin
karotenoid oraninin degismeden depolanmasi ig¢in inert gaz altinda ve 1s1k
gecirgenligi az olan ambalajlarda muhazafa edilmesi gerektigi belirtilmistir.

(Bagdatlioglu ve Demirbiiker, 1999).

2.3.2. Karotenoidlerin Gidalarda Renk Maddesi Olarak Kullanimi

600°den fazla karotenoid ¢esidi belirlenmesine ragmen sanayide iiretilen ve

gidalarda renk maddesi olarak kullanilan karotenoidler birkag tiirdiir. Tiirk Gida
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Kodeksi Yonetmeligi'ne gore gidalarda kullanilan karotenoidler ve &zellikleri

Cizelge 2.6.’da verilmistir.

Cizelge 2.6.Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi'ne Gore Karotenoidler ve Ozellikleri
(Anon, 2002b).

Karotenoid

Kaynagi

Karotenoid karigimi

Renk

Bitkisel Karotenler

Deniz Yosunu
Karotenleri

Beta Karoten

Annatto, Biksin,
Norbiksin

Paprika Ekstrakti,
Kapsantin,
Kapsorubin
Likopen

Beta-Apo-8'-
Karotenal
Beta-Apo-8'-
Karotenoik Asitin
Etil Esteri

Lutein

Kantaksantin

Yenilebilir bitkiler,
havug, bitkisel yag

Dunaliella salina
deniz yosunu

Blakeslea trispora

Annatto agacinin
(Bixa orellana L.)
cekirdeklerinin dis
kabugu
Capsicum annuum
L’nin
meyvelerinden
Lycopersicon
esculentum,
kirmizi
domatesden

Yenilebilir meyve
ve bitkiler, ot,
yonca (alfalfa) ve
Tagetes erecta'nin
dogal turlerinden

[-karoten orani %2, o, y—karoten
ve diger pigmentler bulunabilir,
ayrica kaynaktan gelen yag ve
mumlari igerebilir

[-karoten orani >%20 a—karoten

karoten, lutein, zeaksantin ve 3-
kriptoksantin bulunabilir, ayrica
kaynaktan gelen yag ve mumlari
icerebilir

trans [-karoten orani %96

Cis ve trans formunda biksin % 75
oraninda

Kapsantin ve kapsorubin % 30’dan
fazla

Likopen
Ayrica sivi yag, kati yag, mumlar ve
tatlandiricilar icerebilir

B-apo-8’-karotenal’in tim trans
izomerleri > % 96 oraninda
B-apo-8’-karotenoik asit etil ester’in
tim trans izomerler >% 96 oraninda

Ldtein ve onun yag asit esterlerinin
blyUk kismini olusturdugu
karotenoidleri icerir Karisik
karotenoidler, ksantofiller, bitki
materyallerinde dogal olarak olusan
kati yaglari, sivi yaglari ve mumlari
icerebilir

Kantaksantin’in tim trans
izomerlerine >% 96 orani

Gida
Turuncusu 5

Gida
Turuncusu 5

Gida
Turuncusu 5
Dogal
turuncu 4

Koyu kirmizi

Dogal sari

Gida
turuncusu 6
Gida
turuncusu 7

Gida
turuncusu 8

Ticari olarak kullanilan karotenoid cesitlerinden [-karoten

ve [-apo-8-

karotenalin renk verme 6zelliginin yani sira A vitamini aktiviteside bulunmaktadir.

Gida maddelerinde genel olarak kullanilan karotenoid cesitleri Cizelge 2.7.°de

verilmistir.

18



2.ONCEKI CALISMALAR Emine AKSAN

Cizelge 2.7.Gida Maddelerinde Kullanilan Baz1 Karotenoidler (Anon,

2002b).
Gida Maddeleri Karotenoid
St Urdnleri B-karoten
Et ve et Urlnleri %10 kapsantin
Domates Urunleri %10 kapsantin

Dondurulmus ve kurutulmug yumurta dranleri  B-karoten

icecekler ve ickiler B-karoten

Donmus urinler B-karoten
Margarinler B-karoten

Tereyag B-karoten

Peynir Anotta

Patlamig misir B-karoten

islenmis peynirler B-karoten

Firincilik Grinleri B-karoten, kapsantin

Genellikle, ticari olarak {iretilen karotenoidler bitkisel yag i¢inde ¢oziinmiis sivi
siispansiyon formda, %25 hidrojenize bitkisel yagda yari-kati formda, emiilsiyon
formda ve suda coziinebilen graniil formda bulunmaktadir. Karotenoidlerin ticari
olarak bulunan kristal formu oksijen ve 1s18a karsi duyarhdir, yagda ¢Ozlinmiis

formlar ise oksijen ve 1518a kars1 daha dayaniklidir (Demirag ve Uysal, 2001).

2.3.3. Karotenoidlerin Toksikolojik Degerlendirilmesi

Karotenoidler, Gida Kodeks Komisyonu tarafindan setifikasiz renk maddeleri
arasinda belirtilmistir. Tiirk Gida Kodeksi’nde de gidalarda kullanimina izin verilen
dogal renk maddeleri listesinde yer almaktadir. Ayrica yapilan ¢esitli caligmalarda da
karotenoidlerin gidalarda giivenli olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Agarwal ve ark. (1993), Poncea 4R ve [B-karoten ile beslenen farelerde
sitogenetik degisiklikler aragtirllmis ve Poncea 4R’nin ADI degerinde Onemli
diizeyde kromozomal farkliliklar belirlenmistir. [(B-karoten ise kontrol olarak
kullanilan zeytinyagindan 6nemli diizeyde farkli olmadigi saptanmis ve karotenin

gidalarda kullaniminin giivenli oldugu belirtilmistir.
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Durnev ve ark. (1997), 0.5, 5, ve 50 mg/kg dozlarinda [(-karoten enjekte

edilen farelerde herhangi bir mutajen etki belirlenmedigini agiklamislardir.

2.4.Karotenoidlerin Elde Edildigi Kaynaklar

Karotenoidler, meyve ve sebzelerde, bitkilerde, baliklarda, kuslarda pigment
maddesi olarak bulunmakta ve organizmanin sari, turuncu ve kirmizi renklerini
olusturmaktadir. Karotenoidler, baz1 yiiksek bitkilerin kloroplastlarinda bulunmasina
ragmen, klorofil tarafindan rengi baskilanmistir. Dogada bir yilda yaklasik 100
milyon ton karotenoid iiretildigi belirtilmektedir (Rodriguez-Amaya, 1997).

2.4.1. Bitkisel ve Hayvansal Kaynakh Karotenoidler ve Yapilan Bazi1 Calismalar

Karotenoidler, havug, domates, kirmizi biber, kivircik lahana, palm yag,
kadife cicegi, annotta ve karides kabuklarinda yliksek miktarlarda bulunmaktadir.
Meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan karotenoid tiirleri, fitofluen, likopen, -
karoten, [-karoten, a-karoten, C-karoten, [-kriptoksantin, o-kriptoksantin,
zeaksantin lutein, violaksantin ve astaksantin’dir. Bitkilerde ise yaygin olarak,
zeaksantin, lutein antheraksantin, violaksantin ve neoksantin bulunmaktadir
(Cemeroglu ve Karadeniz, 2001).

Chen ve Meyers (1983), karides atiklarindan ekstrakte edilen karotenoid
miktarin1 artirmak icin yaptiklar aragtirmada, ekstrakte edilen astaksantin oranini
%40-50 oraninda artirabildiklerini agiklamiglardir. Santamaria ve ark. (2000), etanol
kullanilarak kirmizi biberden karotenoid ekstraksiyonu yapildigini belirtmislerdir.
Bosma ve ark. (2003) kadife cigceginden ekstrakte edilen luteinin ticari olarak
degerlendirilebilecegini agiklamislardir. Yapilan bir aragtirmada palm yagindan ve
meyvesinden karotenoid ekstrakte edildigini belirtmiglerdir (Lietz ve ark., 2001).
Mike (2005), Israil’de yapilan bir arastirmada domatesteki likopen oranmin dort kat
artirllarak ekstrakte edildigini belirtmistir.
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2.4.2. Mikrobiyel Kaynakh Karotenoidler

Karotenoidler c¢esitli bitkisel ve hayvansal kaynaklarda yaygin olarak
bulunmasinin yani sira, mikroorganizmalar da karotenoid iiretimi agisindan zengin
bir kaynaktir. Karotenoidler mikroorganizma hiicresinde ¢ogunlukla spherosomlar ya
da lipid yapilarda olusmakta ve endoplazmik retikulumda da sentezlenerek lipolitik
orta katmanda birikmektedir. Spherosomlarda olusan karotenoidler ise, belirli bir
miktara ulastiginda stoplazmaya ge¢mektedir. Mikroorganizmalarda, karotenoidler

mevalonik asitten sentezlenmektedir (Sekil 2.3) (Malgalith, 1992).
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Sekil 2.3. Karotenoid Biyosentez Yolu (Malgalith, 1992)
IPP  =isopentilpirofosfat
DMAPP=dimetilalilpirofosfat

FPP  =fornesylpirofosfat

GPP =geranylpirofosfat

GGPP =geranylgeranylpirofosfat
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Karotenoidler, cesitli algler, bakteriler, kiifler ve mayalar tarafindan
tiretilmektedir. Alglerin {irettigi karotenoidlerin ¢cogu Cgo’lu karotenoidlerdir. Yesil
alglerde ¢ogunlukla f-karoten, lutein, C-karotenoidler olusmaktadir. Mavi-yesil
alglerde de en yaygin olarak tiretilen karotenoidler 3-karoten, echinenone, zeaksantin
ve kantaksantin belirlenmistir. Algler icinde Ozellikle Dunaliella bardawil ve
Dunaliella salina yiiksek miktarda [B-karoten iiretmektedir. Bakterilerin irettigi
karotenoidler ise yap1 bakimindan birbirinden farkliliklar gostermektedir.
Kromoorganotrofik bakterilerde, genel olarak Cy4¢’lu karotenoidlerin yani sira Cs, ve
Cso’lu  karotenoidler de iretilmektedir. Staphylococcus aureus, Halobacteria,
Corynebacteria, Myxobacteria, Streptomyces mediolanus ve Brevibacter linens
karotenoid iireten bakteriler arasinda en yaygin olarak bilinenlerdir. Fotosentetik
bakterilerden ise, purple bakteriler alifatik ve aromatik karotenoidleri icermektedir.
Kiifler arasinda ise yiiksek miktarda karotenoid tretenlerin basinda Mucorales ve
daha sonra ise Phycomyces blakesleeanus (Mucoraceae) ve Blakeslea
nispora(Choanopheraceae), Mucor mucedo, Ustilago violacea, Neurospora crassa
ve Fusarium aquadectum gelmektedir (Costa ve ark., 1987). Cizelge 2.8’de
karotenoid {iretimleri acisindan ticari olarak dikkat g¢eken mikroorganizmalar

verilmisgtir.

Cizelge 2.8. Mikrobiyel Kaynakli Ticari Olarak Uretilen Karotenoidler
(Veiga-Crespo ve ark. 2005)

Mikroorganizma Karotenoid Miktar
Haematococcus pluvialis Astaksanthin 1.30 mg/l
Phaffia rhodozyma Astaksanthin 30 ug/g
Halobacterium salinarium Astaksanthin 265 pg/g
Dictyococcus cinnabarinus Kantaksanthin 1 mg/g
Brevibacterium KY-4313 Kantaksanthin 2 mg/l
Haloferax alexandrinus Kantaksanthin 2156.67 ugl/g [2]
Muriellopsis sp. Lutein 22.7 mg/g
Blakeslea trispora Likopen 40 mg/l
Flavobacterium sp Zeaksanthin 0.09 pg/l
Dunaliella salina R-karoten 212 mgl/l
Dunaliella bardawil R-karoten 20.1 pg/cell
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2.5. Mayalardan Karotenoid Uretimi ve Yapilan Baz1 Calismalar

Saitoella spp., Rhodotorula spp., Rhodosporidium spp., Phaffia spp. ve
Oosporidium spp. karotenoid olusturan maya cinsleridir (Barnett ve ark., 1990).
Mayalarin olusturdugu karotenoidler genellikle ksantofillerdir. Mayalar arasinda
Rhodotorula spp. ve Phaffia rhodozyma yiiksek oranda karotenoid olusturmalar ile
endiistriyel a¢idan 6nemlidir. Karotenoid tiretimi, Rhodotorula spp.’de logaritmik
fazda, Phaffia rhodozyma’da logaritmik fazin yanisira durgun fazda da devam
etmektedir (Acheampong ve Martin, 1995).

Rhodotorula spp., Basidiomcetous mayas1 olup, parlak, mukoid saridan
turuncuya kadar degisen renklerde koloniler olusturur. Baslica iirettigi karotenoid
tiirleri, B-karoten, torulin ve torularhodindir. Rhodotorula glutinis’in seksiiel formu
Rhodosporidium’dur. Hif olusumu Rhodotorula spp. tirlerinde nadir olarak
goriilmesine  ragmen,  Rhodosporidium  spp.’nin  tirleri  dikaryotik  hif
olusturabilmektedir (Fell ve ark., 2000) Rhodotorula spp. genel 6zellikleri Cizelge

2.9’da verilmistir.

Cizelge 2.9.Rhodotorula spp.’nin Biyokimyasal Ozellikleri(Barnett ve ark., 1990)
Seker fermantasyonu -

Miyo-inositol +/-
Nitrat +/-
Ure hidrolizi +
Diazonium Blue B reaksiyonu +
Nisasta Uretimi +/-

Fell ve ark. (2000)’e gore belirlenen Rhodotorula spp. tiirleri Cizelge

2.10.’da verilmistir.
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Cizelge 2.10. Rhodotorula Turleri (Fell ve ark. 2000)

Rhodotorula acheniorum Rhodotorula acuta Rhodotorula araucariae
Rhodotorula armeniaca Rhodotorula aurantiaca Rhodotorula bacarum
Rhodotorula bogoriensis Rhodotorula buffonii Rhodotorula diffluens
Rhodotorula ferulica Rhodotorula foliorum Rhodotorula fragaria
Rhodotorula fujisanensis Rhodotorula futronensis Rhodotorula glutinis
Rhodotorula glutinis var. dairenensis Rhodotorula graminis
Rhodotorula glutinis var. glutinis Rhodotorula hinnulea
Rhodotorula hordea Rhodotorula hylophila Rhodotorula ingeniosa
Rhodotorula javanica Rhodotorula lactosa Rhodotorula lignophila
Rhodotorula marina Rhodotorula minuta Rhodotorula nothofagi
Rhodotorula mucilaginosa Rhodotorula muscorum Rhodotorula philyla
Rhodotorula phylloplana Rhodotorula pilati Rhodotorula pustula

Rhodotorula sonckii

Phaffia rhodozyma’da Basidiomycetous mayas1 olup, {irettigi baslica
karotenoid tiirli astaksantindir. Klamidospor ve yalanci misel olugturma 6zelliginin
yanisira tomurcuklanarak c¢ogalir ve seksiiel lireme goriilmez. Xanthophyllomyces
dendrorhous ise seksiiel formudur (Barnett ve ark., 1990). Phaffia rhodozyma nin

biyokimyasal 6zellikleri Cizelge 2.11.’de verilmistir.

Cizelge 2.11.Phaffia rhodozyma nin Biyokimyasal Ozellikleri (Barnett ve ark.,

1990)
Nitrat -
Ure hidrolizi +
Diazonium Blue B reaksiyonu +
Nisasta Uretimi +/-

Cogu Basidiomycetous mayast gibi Rhodotorula spp. ve Phaffia
rhodozyma’da toprak, hava, su, meyve suyu ve siit drlinleri gibi cok c¢esitli
ortamlarda bulunabilmektedir (Fell ve ark., 200).

Ramirez ve ark. (1981), kirmiz1 biberden izole edilen maya susu, Rhodotorula
matritense olarak tanimladiklarini agiklamislardir.

Comi ve ark. (1982), fermente yogurtdan izole edilen maya tiirleri arasinda

Rhodotorula rubra saptadiklarini agiklamiglardir.
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Aboudi ve Ayoub (1987), koyun, sigir ve kiimes hayvanlariin etlerinden
aliman Ornekte izole edilen maya tiirleri arasinda Rhodotorula mucilaginosa
belirlediklerini a¢iklamislardir.

Rohm ve ark. (1990), Avusturya’da dogal yogurtlarin depolanmalar
stiresince mikroflorasini incelemislerdir. Arastirmada izole edilen maya tiirleri
arasinda Rhodotorula mucilaginosa belirlediklerini agiklamislardir.

De Araujo ve ark. (1995), Brezilya’da yetisen yoresel bir bitki iizerindeki
yenge¢ ve omurgasiz bir ¢esit hayvan (mollusk)’nin maya mikroflorasi incelemisler
ve izole edilen maya suslar1 Rhodotorula spp. olarak tanimlamiglardir.

Li ve ark., (1995), tropikal “Milicia excelsa” agaclarinin maya
popiilasyonunu incelemisler ve 62 maya izolati1 elde etmislerdir. Bu izolatlarin %
1.5’in1 Rhodotorula minuta ve % 1.5’in1 Rhodotorula rubra olarak saptamislardir.

Viljoen ve Greyling (1995), cedar ve gouda peyniri iiretimi yapilan bir
fabrikada salamura, peynir alt1 suyu, eller, ekipman gibi ¢esitli 187 maya susu izole
etmiglerdir. Yapilan ¢alismada bu mayalardan 2 susun Rhodotorula diffluens, 11
susun Rhodotorula minuta, 3 susun Rhodotorula glutinis olarak tanimlamislardir.

Welthagen ve Viljoen (1998), peynir lretimi yapilan fabrikanin c¢esitli
ortamlarindan (hava, duvar, zemin, ve ekipman) izole edilen maya tiirleri arasinda
Rhodotorula glutinis, R. minuta saptamiglardir.

Osei Abunyewa ve ark. (2000), ticari olarak satilan salamlarin iiretimi
siiresince maya popiilasyonu incelemigler. Arastirmada 108 maya susu izole
edildigini ve tanimlanan maya suslar1 arasinda, Rhodotorula mucilaginosa
belirlemislerdir.

Slavikova ve Vadkertiova (2000), ii¢ farkli ormandan toplanan 180 toprak
Oorneginin maya florasini arastirmiglar ve belirlenen maya tiirleri arasinda
Rhodotorula aurantiaca tamimladiklarini agiklamiglardir.

Nagahama ve ark. (2001), Japonya’da Sagami Bay denizinin 1156 m
derinliginden alinan 6rneklerden izole edilen maya susu Rhodotorula sp. SY-89
olarak tanimlamiglar ve SY-89 tiiri diger genetik olarak tanimlananlardan farkli

oldugu icin R. lamellibrachii olarak adlandirildigini belirtmislerdir.
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Vital ve ark. (2002), Brezilya Amazon Ormanlarindan izole ettikleri 240 maya
susundan 3 susu Rhodotorula glutinis, Rhodotorula minuta ve Rhodotorula

mucilaginosa olarak tanimlamigslardir.

2.5.1. Mayalarda Karotenoid Miktarinin Belirlenmesi

Mayalarin  irettigi  karotenoidler kromatografik ve spektrofotometrik
yontemlerle belirlenmektedir. Kromatografik yontemlerde yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) ince tabaka kromatografisi (TLC) ve kolon kromatografisi
kullanilmaktadir. Her {i¢c yontemde de oncelikle, karotenoidler mayadan ¢oziiciiler
yardimiyla ekstrakte edilmekte ve kromatografiye uygulanmaktadir. HPLC
kromatograminda elde edilen piklerden karotenoid tiirii  ve miktar
belirlenebilmektedir (Girard ve ark., 1994). TLC’de ise elde edilen beneklerin Rf
degerinden karotenoid tiirii belirlenmekte, karotenoidin miktarini belirlemek icin ise
benekler ayr1 ayr ¢oziiciiye kazinarak aktarilmakta ve spektrofotometrik olarak
Ol¢lim yapilmaktadir (Bhosale ve Gadre, 2001a). Kolon kromatografisinde de,
kolonda olusan farkli renk katmanlar1 ayr1 toplama kaplarina alinarak,
spektrometrede maksimum absorbansi Olgiilerek karotenoid tirii ve miktar
belirlenmektedir (Simpson ve ark., 1964).

Mayalarda toplam karotenoid miktari, spektrofotometik yontemde asagida

verilen formiil kullanilarak belirlenmektedir.

(Ax)xDxV

karotenoid (ug/ml) =
E,'%

Ax  :Absorbans degeri
D :Diliisyon orani
A% :Petrol eteri hacmi

E,'"" :Toplam karotenoid icin spesifik absorpsiyon katsayist
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Farkli karotenoid tiirleri i¢in absorbans degeri ve spesifik absorpsiyon
katsayist farklhidir. Cizelge 2.12.°de farkli karotenoid tiirlerinin absorbans degeri ve

spesifik absorpsiyon katsayis1 verilmistir.

Cizelge 2.12. Farkli Karotenoid Tiirlerinin Absorbans Degeri ve Spesifik
Absorpsiyon Katsayist (Simpson ve ark., 1964)

Karotenoid Absorbans Spesifik Absorpsiyon
Degeri Katsayisi

Phytoen 285 850
Phytofluen 348 1,540
{-carotenay 400 2,500
Neurosporone 439 2,740
B-Zeacaroten 426 1,940
B4. Zeacaroten 427 1,800
y-caroten 460 2,760
B-caroten 452 2,500
Torulin 485 2,680
Torularhodin 515 1,932
Astaksantin 478 2,100

Kullanilacak absorbans degeri ve spesifik absorpsiyon katsayisi miktari
belirlenmek istenilen karotenoid tiiriine gore belirlenmektedir. Toplam karotenoid
miktarinda ise, maya tiirliniin trettigi karotenoidlerden en yiiksek % oran igeren
karotenoid tiiriine gore absorbans degeri ve spesifik absorpsiyon katsayisi belirlenir.
Rhodotorula’de iiretilen en yiiksek karotenoid tiirii torulin (%27) belirlenmistir. Bu
nedenle de toplam karotenoid miktar1 belirlenirken torulin igin verilen absorbans
degeri ve spesifik absorpsiyon katsayist formiilde kullanilmaktadir (Simpson ve ark.
1964; Frengova ve ark., 1994; Bhosale ve Gadre, 2001a). Phaffia rhodozyma’da ise
iiretilen karotenoidler arasinda en yiiksek oran astaksantin olmasi nedeni ile toplam
karotenoid miktar1 i¢in astaksantinin absorbans degeri ve spesifik absorpsiyon

katsayist kullanilmaktadir (Chumpolkulwong ve ark., 1997).

2.5.2. Mayalarda Karotenoid Uretimini Artirmaya Yonelik Yapilan Bazi

Calismalar

Maya tiirleri tarafindan iiretilen karotenoid miktarinin artirilmasi amaciyla
maya tiirlerinin farkli kosullarda (karbon kaynagi ve orani, azot kaynagi ve orant,

sicaklik, pH, inkiibasyon siiresi, karistirma hizi1) gelisimleri ve gelisim ortamlarinin
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bilesimlerine yonelik arastirmalar yogunlagsmistir. Ayrica, c¢esitli mutajenler
kullanilarak mutant kiiltiirler elde edilmesi de mayalarin karotenoid iiretimlerini

artirmaya yonelik caligmalar arasindadir.

2.5.2.1. Gelisim Kosullarinin Mayalarin Karotenoid Uretimleri Uzerine Etkisi

Ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Johnson ve Lewis (1979), Phaffia rhodozyma’nin gelisim kosullarina bagh
olarak karotenoid olusumunu arastirmislardir. Gelisim ortaminda karoten
konsantrasyonu yaklagik Spg/g maya hiicresi olarak belirlenirken, ksantofil miktari
fermantasyon siiresince 90ug/g kuru maya hiicresiden 406 pg/g kuru maya hiicresine
kadar yiikselmistir. Ayrica farkli pH degerinde (3,5, 4,5, 5.5, 6,5) ve farkh
sicakliklarda (14°C, 18°C, 22°C, 26°C) Phaffia rhodozyma gelisiminin, karotenoid
tiretimindeki degisimini incelemislerdir. Yiiksek karotenoid iiretimi i¢in en uygun pH
5,0 ve en uygun sicaklik 20-22°C olarak belirlemislerdir. Farkli karbon kaynaklarimni
(D-maltoz, D-cellobioz, sukroz, suksinat, D-mannitol, D-ksiloz, L-arabinoz,
glukono-d-lakton, D-glikoz) kullanmiglar ve D-sellobioz kullaniminda en yiiksek
astaksantin tiretimi belirlemislerdir. Ayrica gelisim ortaminda glikoz konsantrasyonu
arttikca, toplam astaksantin miktar1 arttifi, ancak, birim agirlikta mayanin irettigi
astaksantin tiretiminin diistiigiinii belirlemislerdir.

Okagbue ve Lewis (1985), Bacillus circulans WL-12 ve Phaffia rhodozyma
karigik kiltiiriinlin astaksantin olusumu iizerinde etkisini incelemislerdir. Ayrica
farkli pH degerinin (6,0, 6,5, 6,8, 7,0, 7,4, 7,8), inkiibasyon sicakliginin (15, 20, 24,
27, 30), glikoz konsantrasyonunun (%1, %2, %3, %4, %5) ve Bacillus circulans
WL-12, Phaffia rhodozyma inokiilasyon oraninin (0,5:1, 1:1, 2:1, 4:1) litik aktivite
ve astaksantin ekstraksiyonu lizerine etkisini de arastirmiglardir. Arastirma sonunda
litik aktivite ve astaksantin ekstraksiyonu i¢in en uygun pH 6,8-7,4, en uygun
inkiibasyon sicakligi 20-27°C belirlemislerdir.

Haard (1988), Phaffia rhodozyma’nin %7-10 oraninda B ve C sinifi melas

igeren ortamda, 2-3 kat daha yiiksek oranda astaksantin {irettiklerini saptamistir.
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Martin ve ark. (1993a), Rhodotorula rubra’nin farkli gelisme kosullarinda
tirettigi toplam karotenoid oranini incelemislerdir. Rhodotorula rubra’nin, baglangic
karbon konsantrasyonu 15g/L ve pH=5,5, karistirma hizi 200 rpm olan ortamda,
22°C’de 3,5 giinliik bir inkiibasyonda en uygun gelisme gosterdiklerini ve toplam
karotenoid miktarii 1256 pg/g olarak saptamiglardir.

Martin ve ark. (1993b), Phaffia rhodozyma’nin farkli gelisim ortaminda
olusturdugu biyokiitle verimini incelemislerdir. Arastirma sonunda Phaffia
rhodozyma’da en yiiksek biyokiitle olusumunu, 15g/L substrat konsantrasyonunda,
pH 7°de, 18°C inkiibasyon sicakliginda, 120 saat inkiibasyon siiresinde ve 150 rpm
calkalama hizinda belirlemislerdir. Ayrica, Phaffia rhodozyma’nin optimum gelisme
kosullarinda. {trettigi en yliksek astaksantin miktar1 da 1567ug/g hiicre olarak
saptamiglardir.

Meyer ve Preez (1993), gelisim ortamina ilave ettikleri asetik asitin Phaffia
rhodozyma’da astaksantin iretiminin pigment olusumunu azalttigi ve 2g asetik
asit/l’de ise pigment iiretiminin tamamen durdugunu belirtmislerdir.

Meyer ve Preez (1994), mutant Phaffia rhodozyma’nin kesikli ve siirekli
fermentorde farkli besi ortamlari kullanarak pigmet iiretimini aragtirmislardir. Siirekli
fermentorde gelistirilen Phaffia rhodozyma’da en yiiksek toplam pigment ve
astaksantin oran1 727ng/g kuru hiicre ve 447ug/g kuru hiicre, kesikli fermentdrde de
1249ng/g kuru hiicre ve 1082ug/g kuru hiicre olarak belirlemislerdir. Kesikli
fermentoérde Phaffia rhodozyma’nin optimum gelisimi, 20-22°C’de, pH 4,5-5,5 ve
sukroz varliginda belirlemislerdir.

Acheampong ve Martin (1995)’in yaptiklar1 arastirmada, Phaffia rhodozym 'yi
kesikli ve siirekli fermentdrde gelistirerek karotenoid iiretimini karsilagtirmiglar ve
her iki iiretimde de karotenoid miktarlarinda faklilik olmadigini belirtmislerdir.

Fontana ve ark. (1996b), Phaffia rhodozyma’nin seker kamisi suyunda ve
diger bir kamis ¢esidi olan bagassede, %0,1 N oran1 ve %0,1 amino asit karigimlar
ilave ederek gelisim ve karotenoid iiretimlerini incelemislerdir. Seker kamisina ayri
ayr1 olarak pepton, ilire ve amino asit gruplari (succinigenik, glikogenik, ve
proketoglutarik) ilave edilmistir. En yliksek biyokiitle oran1 (5,4g/L) iire ilave edilen

orneklerde belirlemisler ve ayn1 ornekteki astaksantin miktarim ise, 1,2-1,4 mg/g
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hiicre olarak saptamislardir. Basit amino asit karisiminda en yiiksek astaksantin
miktarin1 3,0 mg/g hiicre olarak saptamislardir. Bunun yani sira, farkli disakkarit
acisindan zengin olan kaynaklar1 (patates, bagasse kamisi, siyah seker, seker pancari
suyu) da incelemislerdir. Incelenen orneklerde sakkaroz iceren kaynaklarda en
yiiksek oranda pigment tiretimi belirlemislerdir. Arastirmada en yiiksek astaksantin
oranit 1,16mg/100ml olarak belirlenmistir.

Shih ve Hang (1996), saurkraut salamurasinda Rhodotorula rubra’nin iirettigi
toplam karotenoid miktarin1 1041 pg/g kuru hiicre olarak saptamislardir.

Bon ve ark. (1997), Phaffia rhodozyma NRRL Y-17269’dan yiiksek oranda
karotenoid iireten mutant kiiltiirler elde ederek, farkli karbon kaynagi (glukoz,
maltoz, ksiloz) ilave edilen Yeast Extract Broth’ta ve karanlikta karotenoid tiretimini
incelemislerdir. Aragtirma sonunda, mutant kiiltiirtin Urettigi karotenoid miktarinin
%100-%50 arasinda azalmasinda, ortaminda bulunan sekerlerin degisiminin etkili
oldugunu belirlemislerdir. Ayrica karanlikta gelisen mutant kiiltiirde de karotenoid
oraninin azaldigini belirtmislerdir.

Frengova ve ark. (1997), Lactobacillus helveticus ve Rhodotorula glutinis’in
birlikte peynir alt1 suyunda (42g/l laktoz) karotenoid lretimini incelemislerdir.
Yapilan arastirma sonunda, toplam karotenoid miktar1 248ug/g kuru hiicre
belirlemiglerdir. Toplam karotenoidin %15’1 B-karoten, %10’u torulen ve %069
torularhodin olarak saptadiklarini agiklamiglardir.

Gu ve ark. (1997), Phaffia rhodozyma’da gelisim ortamina ethanol ilavesinin
karotenoid tiretimine etkisini arastirmislardir. Gelisim ortamina ilave edilen %0,2
etanol ilavesinin karotenoid tiretimini artirdigini saptamiglardir.

Parajo ve ark. (1997), Phaffia rhodozyma’da gelisim ortaminda karbon
kaynagr olarak ksiloz kullanimimin karotenoid {retimi iizerine etkisini
arastirmiglardir. Arastirmada, 160 saat inkiibasyon siiresi 20,3g/L ve 41,7g/L ksilon
iceren gelisim ortaminda, karotenoid miktar1 sirasiyla 2,5mg/L ve 2,85 mg/L
belirlemislerdir.

Parajo ve ark. (1998), Phaffia rhodozyma’nin gelisim ortami i¢in 6giitlilmiis
agac Ornekleri asit ve enzim ile hidrolize edilerek kullanilabilirligini aragtirmislardir.

Arastirma  sonunda, hidrolizasyon ile elde edilen kiiltir ortaminin
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mikroorganizmanin ¢ogaltilmast ve karotenoid iiretimi i¢in uygun oldugunu
belirlemislerdir.

Vazquez ve ark. (1997), Phaffia rhodozyma‘nin farkli karbon kaynaklarinda
(glikoz, sukroz ve ksiloz) iirettigi karotenoid miktar1 ve karotenoid tiirlerini
incelemisler ve Phaffia rhodozyma‘nin {rettigi karotenoidler canthaxantin,
echinenone, 3-hidroksiechinenon, likopen, 4-hidroksi-3’, 4’-dihidro-fB-y-karoten,
phoenicoxantin ve astaksantin olarak belirlemislerdir. Phaffia rhodozyma’nin tirettigi
karotenoid kompozisyonunun gelisim ortaminda bulunan karbon kaynagina baglh
olarak degistirdigini saptamigslardir.  Phaffia rhodozyma‘nin irettigi en yiiksek
karotenoid miktari ise (3,60mg/1) ksiloz i¢ceren ortamda belirlenmistir.

Yamane ve ark. (1997a), Phaffia rhodozyma’nin astaksantin tiretimi lizerinde
oksijen ve glikoz oranlarinin etkisini incelemisler ve Phaffia rhodozyma’nin, diisiik
miktarda oksijen ve yiliksek miktarda glikoz igeren ortamda {irettigi astaksantin
miktarinin azaldigi, yiiksek miktarda oksijen iceren ortamda ise Phaffia
rhodozyma’nin Urettigi astaksantin miktarinin yilikseldigini belirlemislerdir.

Yamane ve ark. (1997b), Phaffia rhodozyma’nin farkli karbon kaynaklari
(glikoz, fruktoz, ksiloz, maltoz, sukroz, etanol, asetat ve priivat) ve etanol (%3, %S5,
%10) iceren ortamda iirettigi astaksantin miktarini incelemislerdir. Arastirmada
fruktoz, maltoz ve sukroz iceren gelisim ortaminda belirlenen astaksantin miktari,
glikoz iceren gelisim ortaminda belirlenen astaksantin miktarindan daha yiiksek
belirlemiglerdir. Ayrica, gelisim ortamina %3 etanol ilave edilmesi astaksantin
miktarini 2.2 kat artirdigini belirlemislerdir.

Cruz ve Parajo (1998), Xanthophyllomyces dendrorhous’un sellillaz ile
hidrolize edilen okaliptus odunundan elde edilen hidrolizati igeren ortamda ve
sentetik besiyerinde, olusturdugu karotenoid oranini incelemislerdir. Arastirma
sonunda, hidrolizat igeren gelisim ortaminda en yliksek toplam karotenoid miktarini
2,14 mg/L olarak belirlemislerdir.

Buzzini ve Martini (1999), Rhodotorula glutinis’de iizim sirasi, glikoz
surubu, pancar kiispesi, soya unu ekstrakti ve misir unu ekstraktinda trettigi
karotenoid miktarim1 inceledikleri arastirmada, toplam karotenoid orani sirasiyla

5,95mg/Ll, 3,37mg/L, 1,80mg/L, 3,09mg/L, 4,24mg/L, 3,82mg/L olarak
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belirlenmigler ve tiim orneklerde temel karotenoidlerin, P-karoten, torulene ve
torularhodin oldugunu agiklamislardir.

Chen ve Liu (1999), Rhodotorula sp.’nin farkli kif tiirleri ile birlikte %60
misir tozu igeren gelisim ortaminda trettigi karotenoid miktarin1 incelenmislerdir.
Aragtirmada toplam karotenoid miktarini 3.42 mg/L beirlemislerdir.

Govindaswamyve ark. (1999), Rhodotorula gracilis’in farklt ortamlarda
tirettigi karotenoid miktarini arastirdiklar1 ¢alismada, %10 glikoz %2 inokiilasyon
orani ve 9 giin inkiibasyon siiresinde karotenoid oranini %0,054 belirlemislerdir.

Buzzini (2000), Rhodotorula glutinis’de karbonhidrat kaynagi olarak
konsantre iiziim sirast kullaniminda ve farkli gelisim kosullarinda iirettigi karotenoid
miktarint incelemislerdir. Aragtirma sonunda karotenoid iiretimi lizerinde en ¢ok
baslangi¢c pH’sinin ve maya ekstrakti oraninin etkili oldugunu belirlemislerdir. pH
5,78’de, 4,67g/L maya ekstrakti igeren ortamda toplam karotenoid miktar1 ve B-
karoten miktar1 sirasiyla 6,9mg/l ve 1100ug/L olarak bulmuslardir.

Ramirez ve ark. (2000), Phaffia rhodozyma’nin farkli nitrojen igeren, farkli
oranda yeast extract (0-0,5-1,0-1,5-3,0g/L) ve seker (5-10-15-22,5-30g/L) igeren
ortamlarda Trettigi astaksantin miktarin1 incelemislerdir. Arastirmada, nitrojen
kaynagi olarak amonyum fosfat, amonyum siilfat, amonyum nitrat, amonyum klorit,
tire ve triptofan kullanilmig ve en yiiksek astaksantin miktar1 4078ug/g kuru hiicre
belirlenmistir.

Somashekar ve Joseph (2000), Rhodotorula glutinis’in gelisme ortamindaki
kabon/azot oranma gore irettigi karotenoid miktarindaki degisimi incelemislerdir.
Arastirma sonunda en yiiksek karotenoid iiretimi karbon/azot oran1 10:1 oraninda ve
26 mg/g kuru hiicre agirlig1 olarak belirlemislerdir.

An ve ark. (2001), mutant Phaffia rhodozyma kiiltiiriinii gelisiminde seker
pancart melas1 kullanarak yaptiklari calismada, besiyeri olarak %5 (v/v) seker
pancart melasi, %30 (g/L melas) iire ve %5 (g/L melas) sodyum fosfat
kullanmiglardir. 100L’lik fermentérde yapilan c¢aligma sonucunda en yiiksek biyo
kiitle verimini 36g/1 (0,18g maya L"'h™" ve 40mg karotenoid L) olarak bulmuslardir.

Bhosole ve Gadre (2001a), Rhodotorula glutinis’in farkli oranlarda maya

ekstrakti, glikoz ve treonin iceren ortamda {rettigi karotenoid miktarinm
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incelemislerdir. Arastirma sonunda, Rhodotorula glutinis’nin 11,74g/L maya
ekstrakti, 46g/L, glikoz, 18g/L treonin igeren ortamda, en yiiksek toplam karotenoid
miktarini 129 mg/L olarak belirlemislerdir.

Buzzini (2001), Rhodotorula glutinis DBVPG 3853 ve Debaryomyces
castellii DBVPG 3503 suslarin1 misir surubu iceren ortamda gelistirerek karotenoid

tiretimlerini incelemisler ve toplam karotenoid miktarini 8,2 mg/L belirlemislerdir.

2.5.2.2. Mayalarin Karotenoid Uretimi Uzerine Mutasyonun Etkisi Tle Tlgili

Yapilan Calismalar

Mutant maya suslar1 elde etmek amaciyla 1-methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidin
(MNNG), etil metan siilfonat (EMS), ultraviyole (UV) gibi ¢esitli mutajen maddeler
kullanilmaktadir. MNNG, DNA’nin tek zincirinde kirilmaya neden olmakta, etil
metan siilfonat ise DNA’nin guanin bazinmi alkiller ve olusan 7-alkil-guanin DNA
yapisindan ayrilmaktadir. UV 1sinlarinda ise DNA’nin daha ¢ok primidin (timin ve
sitozin) tabanlar1 arasinda dimerler olusmaktadir. Konu ile ilgili birgok arastirmada
farkli mutajen maddeler kullanilarak mutant mayalar elde edilmis ve olusturduklar
karotenoid miktar1 incelenmistir.

An ve ark. (1989), Phaffia rhodozyma’nin MNNG, UV ve EMS mutajenleri
kullanilarak mutant kiiltiirlerini elde etmisler ve mutant kiiltiirler ile ana kiiltiirlerin
tirettigi karotenoid oranini incelemislerdir. Arastirmada, en iyi mutajen maddenin
MNNG oldugunu belirtmislerdir. MNNG ile mutasyon sonunda elde edilen mutant
hiicrenin iirettigi karotenoid miktarin1 900-1300ug/g kuru hiicre olarak belirlemisler
ve ana hiicrenin {rettigi karotenoid miktarindan 300-450ug/g daha fazla karotenoid
tiretimi gergeklestigini belirlemiglerdir.

Lewis ve ark. (1990), MNNG kullanarak Phaffia rhodozyma’ nin mutant
mayalarim1 elde ederek, daha sonra mutant mayalar1 B-ionone igeren ortamda
gelistirmisler ve yiiksek miktarda astaksantin iireten mutant kiiltiirler belirlemislerdir.

Girard ve ark. (1994), UV ve EMS kullanilarak Phaffia rhodozyma’nin
mutantlarim1 elde ederek, bu mutant mayalarin karotenoid kompozisyonlarini

incelemislerdir. Arastirma sonunda, mutant kiiltiirlerde beyazdan koyu kirmiziya
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kadar degisen renklerde koloniler elde etmisler ve bu mayalarin yliksek miktarda
astaksantin ve B-karoten iirettiklerini saptamislardir.

Calo ve ark. (1995), Phaffia rhodozyma’dan benomil ve EMS mutajenleri
kullanilarak mutant mayalar elde etmisler ve elde ettikleri mutantlarin olusturdugu
karotenoid miktarini, karotenoid kompozisyonunu incelemislerdir. Calisma sonunda
yiiksek oranda pigment {ireten mutant kiiltiirde yiliksek miktarda [-karoten
belirlendigi ve astaksantin oranimin ana Kkiiltiire gore %232 oranda arttigini
belirlemislerdir.

Bon ve ark. (1997), Phaffia rhodozyma NRRL Y-17269 kiiltiirinden, NNG
mutajen madde kullanilarak, yiiksek karotenoid ireten JB2 mutanti elde
edilmislerdir. Arastirmada 10 ml JB2 mutant kiiltiiriinde toplam karotenoid miktari
olarak 1.54%0,21ug /mg kuru hiicre, ana kiiltiirde ise 0,38+0,04ug karotenoid/mg
kuru hiicre elde edildigi belirtilmistir.

Chumpolkulwong ve ark. (1997), Phaffia rhodozyma’nin MNNG kullanarak
mutant mayalar1 elde etmiglerdir. Elde edilen mutant kiiltiirler, 75uM difenilamin
iceren ortamda inkiibasyona birakmiglar ve secgilen mutant kiiltiirlerde karotenoid
oranmin ana kiiltiire gore iki kat arttigimi ve temel karotenoidin 15-cis phytoene
oldugunu belirlemislerdir.

Ramirez ve ark. (2000), Phaffia rhodozyma’nin nitrosoquanidin ile mutant
kiiltiirlerini elde edilmisler ve ana kiiltlir ile mutant kiiltiiriin iire igeren ortamda
olusturdugu karotenoid miktarini incelemislerdir. Arastirmada ana kiiltiir ve mutant
kiiltiirin  tUrettigi toplam karotenoid miktar1 sirasiyla 1047pg/L ve 4078ug/L
belirlenmistir.

Bhosole ve Gadre (2001b), Rhodotorula glutinis’in ve UV mutasyonu ile elde
edilen mutantlarinin seker pancar1 melasi igeren ortamda iirettigi toplam karotenoid
ve B-karoten miktarini arastirmislardir. Aragtirmada, gelisim ortami olarak seker
pancart melast (baslangic toplam indirgen seker icerigi 40g/l1 ve pH=6,0 )
kullaniminda en yiiksek karotenoid miktar1 14 mg/l ve toplam karotenoidin %70’ini

B-karoten olusturdugunu belirlemislerdir.
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Bhosole ve Gadre (2001c), Rhodotorula glutinis’in UV mutasyonu ile elde
edilen mutant mayalarin irettigi toplam karotenoid ve [-karoten miktarini
incelemislerdir. Arastirmada, ana kiiltiirlin iirettigi toplam karotenoid miktar1 2.2
mg/l, toplam karotenoidin %14’linlin P-karotenin olusturdugunu saptamiglardir.
Mutant hiicrede -karoten miktarinin 120 kat arttigini belirlemislerdir. Ayrica mutant
maya, farkli karbon ve nitrojen kaynagi iceren ortamlarda iirettigi karotenoid miktar1
33 mg/L olarak saptanmistir. Bunun yani sira, ayni arastirmada gelisim ortamina
ilave edilen farkli tuzlarin da toplam karotenoid miktart 66 mg/L’ye kadar
yiikseldigini ve [P-karotenin toplam karotenoidin icindeki orant %355’e kadar
artirillabildigini saptamiglardir.

Bhosole ve Gadre (2001d), Rhodotorula glutinis NCIM 3353’den elde edilen
mutant kiiltiiriin ana kiiltiire gore, 76 kat daha yliksek miktarda B-karoten iirettigini
ve mutant kiiltlirlin gelisim ortaminda deniz suyu kullaniminda toplam karotenoid
miktar1 86mg/1 ve kuru hiicre agirligi 16g/L oldugunu saptamislardir.

Sakaki ve ark. (2001), Rhodotorula glutinis’in zayif beyaz 151k
radyasyonunun karotenoid iiretimi iizerinde etkisini arastirmiglar ve Rhodotorula
glutinis’in  mutant mayasinda, beyaz 1518in torularhodin {iretimini artirdigini
belirtmislerdir.

Bhosale ve. Gadre (2002), arastirmada mutant 32 Rhodotorula glutinis’in
30°C’de 125 + 2 mg/L, 20 °C’de 250 + 7 mg/L B-karoten iirettigini belirlemislerdir.
1000 Ix beyaz 1sik ile stlirekli aydinlanma karotenoid iiretimine ve gelisime zarar
verdigini, ancak logaritmik fazin sonlarindan itibaren aydinlanma [-karoten oranini

558 oraninda artirdigini belirtmislerdir.

2.5.2.3. Mikroorganizmalardan Karotenoid Uretimi ile Ilgili Yapilan Baz

Genetik Calismalar

Kajiwara ve ark. (1997), Erwinia sp.’den karotenoid olusturan genleri
Escherichia coli’ye aktararak, E. coli’nin B-karotenden dolay1 sar1 renkli koloniler

olusturdugunu saptamislardir.
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Miura ve ark. (1998), Erwinia uredovora ve Agrobacterium aurantiacum’dan
karotenoid sentezleyen genleri, Candida utilis’e aktararak, C. utilis’in 1.1mg/g kuru
hiicre likopen, 0.4mg/g kuru hiicre agirligi B-karoten ve 0.4mg/g kuru hiicre
astaksantin tirettigini belirlemislerdir.

Misawa ve Shimada (1998), dogal olarak karotenoid olusturmayan
Escherichia coli’ye Phaffia rhodozyma ve Haematococcus pluvialis’den karotenoid
olusturan genleri aktararak, Escherichia coli’nin de karotenoid {iretmesini

saglamiglardir.

2.6.Karotenoidlerin Renk Maddesi Olarak Gidalarda Kullanim ile Tlgili

Yapilan Baz1 Calismalar

Bolton ve ark. (1971), diisiik miktarda karotenoid igeren diyetlerle beslenen
tavuklarda yumurta renk koyulugunun yiikseldigini agiklamiglardir.

Dike ve ark. (1992), 20 haftalik tavuklar, Phaffia rhodozyma ilave edilmis
yem ile besleyerek yumurta verimi ve rengi iizerinde etkisini arastirmislardir. Bir
grup tavuga ticari olarak satilan karofil-kirmizi-10 (cantaksantin), diger gruba, %0,3
parcalanmis maya hiicresi, baska bir gruba ise %0,3 maya hiicresi ilave edilerek
beslemislerdir. Calisma sonunda, en yiiksek renk puani ticari {irlinde belirlenirken,
maya hiicresi ilave edilen grubun renk degeri, par¢alanmis hiicre ilave edilenden bir
puan yiiksek olarak bulunmustur.

Ingemansson ve ark. (1993), karotenoid pigmenti igceren yem ile beslenen
alabaliklarda dondurma siiresince astaksantin oranindaki degisimi incelemislerdir.
Arastirma sonunda, alabalik kas dokusunda astaksantin miktarinin dondurarak
depolama stiresince Onemli oranda azaldigini saptamislardir. Ayrica, karotenoid
ilavesinin alabalik kas dokusundaki oksidasyon ve yag hidrolizi {izerinde bir etkisi
olmadigini saptamislardir.

So ve ark. (1997), Phaffia rhodozyma’nin antioksidan 6zelligi nedeniyle
kozmetik iirtinlerde renk maddesi olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Akiba ve ark. (2001), 4-5 haftalik piligleri 14 ve 21 giin siire ile Phaffia

rhodozyma hiicresi ilave edilmis yemle beslenmisler ve daha sonra et renginin
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kalitesini arastirmislardir. Aragtirma sonunda tiim Orneklerin kirmizilik degerinin
kontrole gore dnemli oranda yiikseldigini belirlemislerdir.

Toyomizu ve ark. (2001), tavuklarin diyetlerine zeaksantin iceren spirulina
ilave edilmis ve tavuk etinin rengindeki degisiklikleri incelemislerdir. Yiiksek oranda
ilave edilen spirulina tavuk eti renginin hem sarilik hem de kirmizilik degerlerinde
artis sagladigini belirlemislerdir.

Lorez (1998), karideslerde renk kalitesini artirmak i¢in diyetlerine astaksantin
ilave edilmis ve 100mg/100g diyet astaksantrin ile beslenen karideslerde renk
kalitesinin en yiliksek oldugunu ve karideslerin yasama siiresinin de yiikseldigini

belirlemiglerdir.

2.7. Sucuk Uretimi Ile ilgili Genel Bilgiler

Sucuk, c¢esitli kesim hayvanlarina ait etlerin kiyilarak ¢ig, tuzlanmais,
haglanmis ve tiitsiillenmis durumda dogal veya yapay barsaklara doldurulmasiyla elde
edilen et iriinleridir ve fermente, haslanmis pisirilmis ve kizartilarak tiiketilen
sucuklar olmak iizere 4 gruba ayrilmaktadir (Yildirim, 1984, Inal, T., 1992).

Kuru fermente sucuk uzun yillardan beri geleneksel bir {iriin olarak Giiney ve
Merkez Avrupa’da ozellikle de Almanya, Italya, Ispanya ve Fransa’da yaygin olarak
tilkketilen bir {irtindiir (Fernandez ve ark., 2000).

Ulkemizde tiiketilen sucuk fermente ve yari kuru bir iiriindiir. Tiirkiye’de
sucuk iiretimi Cumhuriyetin kurulmasindan sonra hiristiyanlara yonelik olarak
domuz etinden jambon, salam, sosis iiretimi ile baslamig, daha sonra 1950’11 yillarda
Et ve Balik Kurumu kombinalarinda sigir eti kullanilarak iiretime baglanmistir. Tiirk
Standartlarinda Tiirk sucugu “kasaplik biiyiikbas hayvan govde etlerinden hazirlanan
hamurun, dogal veya yapay kiliflara doldurulmasi ve bir siire bekletilerek
olgunlastirilmasiyla elde edilen et {iriinii ” olarak tanimlanmaktadir (Anon, 2002c).

Genel olarak Tiirk sucugunun tlretim asamalart sOyledir; kusbasi olarak
hazirlanan etler, yag, tuz, kiirleme maddeleri ve kiirleme yardimci maddeleri ve
baharatlar ile karigtirip, soguk depoda (0-4°C) 8-12 saat bekletildikten sonra karigim

kyma makinasindan ¢ekilerek barsaklara doldurulur. Barsaklara doldurulan sucuklar
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fermantasyona birakilar ve daha sonra nem oran1 % 40’a diisiinceye kadar kurutulur
(Oztan, 2003).

Sucuk iiretiminde kullanilan formiilasyonlar, liretici firmaya gore degismekle
birlikte, %80 et, %10-20 yag, %2-3 tuz, %0,05 nitrat veya %0,02 nitrit, %0,1-2
baharatlar ve %0,4-1 sarimsak kullanilmaktadir (Yildirim, 1984). Tiirk Gida Kodeksi
et uiriinleri tebliginde “fermente sucuklarda yag miktart en ¢ok %40, rutubet miktar
en ¢ok %40, pH degeri en ¢ok 5.4 olarak ™ belirtilmistir (Anon, 2000).

Sucuk dig goriiniisiine gore, kangal sucuk, baton sucuk, parmak sucuk olarak

adlandirilmaktadir (Sekil 2.4) (Oztan, 1993).

g)ekil 2.4. a) Kangal sucuk, b)b})Baton sucuk, ¢) Parmak sucui)(f)ztan, 1993)

Sucuk, fermente bir iirlin oldugu i¢in fermantasyon ortam sicakligi, bagil nem
ve hava sirkiilasyonu sucuk kalitesinde 6nemli rol oynamaktadir. Fermantasyon
asamasinda sucuk pH’s1 ilk 36 saat igerisinde 5.3-5.4’e, 72 saat sonunda da 5,1-
5,2’ye kadar diismektedir. Uriinde pH diisiisii ile birlikte su tutma kapasitesi
azalmakta, kuruma hizlanmakta ve arzu edilen renk, tat, koku ve kivam olusmaktadir

(Oztan, 1993).
2.7.1.Fermente Sucuklarda Mikroorganizmalarin Rolii ve Yapilan Baz
Arastirmalar

Kesimden sonra etin mikroflorasinin biiyiik bir ¢ogunlugunu mikrokoklar
olustururken, etin sogukta depolanmasi siirecinde Pseudomonaslar ve

Enterobacteriaceae familyasina ait tiirler ortamda gelismektedir. Etin, sucuk
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hamuruna islenmesinden, fermantasyonunun ilk giinlerine kadar gegen siiregte,
ortamdaki oksijen mikroorganizmalar tarafindan tiiketilir, sucuk hamurunun su
aktivitesi ve redoks potansiyeli azalir. Boylece, oksijene ihtiya¢ duyan, tuz ve nitrata
duyarli olan Pseudomonas’lar inaktive olmakta ve FEnterobacteriaceae sayisida
azalmaktadir. Fermantasyonun baglamasindan birka¢ giin sonra, ortamda
mikroflorayr olusturan Lactobacillus’lar ve Micrococcus’lar gelismektedir. Daha
sonra ise, laktik asit bakterilerinin gelisimi sonunda laktik asit iiretimi sonucu sucuk
pH’s1 diismektedir. Diistik pH ise iirlinde patojenlerin ve bozulma etmeni
mikroorganizmalarin gelisimini engellemektedir (Erkkila, 2001). Mikrokok ve
stafilokoklar ise asit ve anaerobik ortama hassas, diisiik aw degerine ise direnglidir.
Maya ve kiifler ise diisilk aw ve pH degerlerine en diren¢li mikroorganizmalardir ve
olgunlasmis sucuklarin dis kisminda bulunurlar (Inal, 1992).

Etin mikroflorasinda bulunan, Salmonella spp., Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens ve Clostridium botulinum gibi patojen bakterilerin de, sucuk
yapimu siirecinde olusan yap1 nedeniyle gelisimleri engellenebilmektedir. Salmonella
gibi Enterobacteriaceae familyasinda olan ve sucukta rastlanan bazi patojenler,
nitrit, diisiik su aktivitesi, pH oksijen diizeyi nedeni ile gelisimi onlenmektedir.
Staphylococcus aureus, sucuktaki diisiik su aktivitesinde gelisebilmektedir, ancak
laktik asit bakterileri ve starter Staphylococcus’larla rekabet giicii zayiftir.
Baharatlarda ve etin mikroflorasinda bulunabilen Bacillus ve Clostridium sporlari
diisiik pH ve su aktivitesinde gelisimleri kontrol edilebilmektedir. Ancak, Listeria
monocytogenes ve enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7 disik pH’ya
ragmen sucuk ortaminda gelisebilmektedir. Escherichia coli O157:H7 asidik ortama
yiiksek oranda adapte olabilmekte ve oldukca diisiik dozlarda tiiketici i¢in yiiksek
risk olusturabilmektedir (Lucke, 2000).

Ancak, patojen bakterilerin gelisiminde sucuk yapisinin engelleyici rol
oynamasina ragmen, cesitli caligmalarda patojen bakterilerin sucukta canliligin
siirdiirebildigi de belirlenmistir. Gaziantep’te meydana gelen gida zehirlenmesinin
sucuk tiiketiminden sonra olustugu bildirilmis ve sucuk orneklerinden Salmonella
Typhimurium izole edildigi agiklanmistir (Ulutan ve ark., 1998). Sarpkaya, (2000),

50 adet Tiirk sucugunun mikrobiyolojisini arastirmis ve sucuk Orneklerinde, fekal
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koliform, Escherichia coli, Salmonella ssp. bulunamadigi, ancak oOrneklerin
%12’sinde Staphylococcus aureus belirlendigini aciklamiglardir. Noveir ve ark.
(2000), yaptiklar1 arastirmada 101 sucuk Orneginden birinde E. coli O157 izole
edildigini agiklamislardir. Little ve ark. (1998), 2304 sucuk Orneginde
Staphylococcus aureus ve Salmonella ssp. varligini aragtirmiglardir. Arasgtirma
sonunda, 2283 &rekte Staphylococcus aureus sayimi <10' saptanmis, diger
6rneklerde sayim sonuglari 10*-10° log kob/g arasinda belirlendigi, Salmonella ssp.

de iki 6rnekte saptandigini agiklamiglardir.
2.7.2.Fermente Sucuklarda Renk Olusumu

Fermente sucuk rengi iizerinde {i¢ 6nemli faktor etkilidir; taze etin yapisinda
bulunan myoglobin, sucuk iiretiminde kiirleme maddesi olarak kullanilan nitrat-nitrit
ve sucuk mikroflorasini olusturan mikroorganizmalardir (Oztan, 2003).

Taze etinin rengi myoglobinden kaynaklanmaktadir. Myoglobin okside olarak
kolayca oksimyoglobin ve metmyoglobine doniigiir. Metmyoglobin, nitritoksit ile
reaksiyona girerek nitrosometmyoglobin olusur. Bu reaksiyon pH degerinin azalmasi
ile hizlanmaktadir. Nitrosometmyoglobin ise indirgenerek parlak kirmizi renkte
nitrosomyoglobin olugur. Isil iglem goren liriinde, nitrosomyoglobinin protein kismi
denatiire olarak daha stabil pembe renkli nitrosohemokromojen elde edilir (Sekil
2.5). Ancak diisiik pH ve Eh degerlerinde yag dokusunda bulunan, ayrica aerobik
ortamda laktobasiller tarafindan olusturulan peroksitler ve azot oksit,
myokromojende bulunan demiri oksitleyerek etin renginin kahverengiye donmesine

neden olabilmektedir. (Oztan, 2003).
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NO; ————> NO, — > Myoglobin ———>  Oksimyoglobin
(nitrat) (nitrit) \l/

NO;—> HNO, ——> NO + Metmyoglobin
(nitrit) (nitros asit) (nitrit oksit) \l/

Nitrosometmyoglobin

\’

Nitrosomyoglobin
(kirmizi)

Nitrosohemokromojen
(pempe)

Sekil 2.5.Kiirleme Maddeleri Kullanilan Et Uriinlerinde Renk Olusumu (Oztan,
2003).

Fermente sucukta kiirleme maddesi olarak kullanilan nitrat ya da nitrit, Sekil
2.6.°da verilen reaksiyonlarla azot okside indirgenmektedir. Et iriinlerinde nitrat ve
nitritin indirgenerek azot oksit olusturmasi, kirmizi rengin olusumunda ve renk
stabilitesinin saglanmasinda dnemlidir. Nitrat ve nitritin azot okside indirgenmesinde
sucuk mikroflorasinda bulunan mikroorganizmalar énem tasimaktadir. Ozellikle
sucuk mikroflorasinda saprofit olarak bulunan mikrokoklar, nitratin nitrite
parcalanmasinda, etkili olmaktadir (Oztan, 2003). Laktobasiller, streptokoklar ve
mayalar da, nitratin nitrite indirgenmesinde kismen etkili olmaktadir. Ayrica nitrit
oksit olusumuna kadar gerceklesen reaksiyonlarda ortamin asidik karakterde olmasi
gerekmektedir. Mikrokoklarin olusturdugu laktik asit sucuk ortaminin pH’sinin

diismesinde rol almaktadir (Y1ildirim, 1984).
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KNO; bakteriler KNO, Optimum pH<5,9
KNO, asidik ortam HNO,

2HNO, spontan indirgeme H,O + N,O3 Optimum pH<5,2-5,4
N20; — spontan indirgeme  ~ NO + NO, Optimum pH<5,2-5,4
2NO, spontan indirgeme S O, + 2NO Optimum pH<5,4-5,5

Sekil 2.6.Nitrat ve Nitritin Azot Monoksite Indirgenmesi (Oztan, 2003).

2.7.3. Sucukta Nitrat/Nitrit Kullamminin Saglik Uzerinde Etkileri ve Konu ile
flgili Yapilan Bazi Cahsmalar

Etlerde nitrit kullaniminin baslangici belli degildir. Ancak, milattan 6nce 850
yilinda etlerin korunmasinda nitrit igeren tuz kullanildig1 belirlenmistir. Romalilar da
nitrit iceren tuzu etlerde kiirleme amaciyla kullanimini Yunanlilardan 6grenmisler ve
nitritin etin kirmizilig1 iizerinde etkisi olduguna deginmislerdir. 1600-1700 yillar
arasinda nitratin, etlerde renk maddesi ve renk koruyucu olarak kullanimi
baslamistir. 19. ylizyildan itibaren de nitrat ve nitrit kiirleme maddesi olarak et
tirinlerinde yaygin olarak kullanimina baslanmistir (Ray, 2004).

20. yiizyilin baslarindan itibaren, nitrit/nitrat et renginin kaliciliginda etkili
olmasiin yani sira, antimikrobiyel etki gostererek patojen ve bozulmaya neden olan
mikroorganizmalarin gelisimini onledigi ve ayrica antioksidan 6zelligi ile yaglarin
oksitlenmesiyle olusan ransiditeyi engelledigi ve bunlarin yani sira sucuga 6zgii tat
ve kokunun olusumunda etkili oldugu belirlenmistir (Unliitiirk, 1998).

Ancak et ve et iiriinlerinde kullanilan nitritin myoglobine baglanmamasindan
veya fazla nitrit kullanilmasi sonucunda {irlinde serbest nitrit bulunabilmektedir.
Ayrica, nitriti nitrata yiikseltgeyen bakterilerin faaliyeti sonucu sadece nitrit
kullanilan iirtinlerde de nitrata da rastlanabilmektedir. Nitrat insanlar i¢in toksik bir
bilesik olmamasina ragmen, bagirsaklarda ya da agizda indirgen mikroflora

tarafindan nitrite indirgenmektedir (Alkin, 2003).
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Nitritin zararll etkisi iki ydnde olusmaktadir. ilk etki, nitritin dogrudan
olusturdugu toksik etkidir. Bu durumda kanda bulunan hemoglobin ile nitritin
reaksiyonu sonucu methemoglobinami hastaliginin ortaya ¢ikmasidir. Bu durumda
nitrit bir yandan oksijenin tasinmasinda rol alan hemoglobini methemoglobine
doniistiirerek oksijenin taginmasini Onlerken, diger taraftan da sistematik kan
basincinin diismesine yol agmaktadir (Alkin, 2003). Ayrica, nitrat ve nitritler bazi
bilinyelerde bas agris1 ve kurdesene sebep olabilecegi belirtilmistir. Bunun yani sira
nitrat ve nirtitin indirgenmesi sonucu olusan azot oksit (NO), metabolik olaylar
sonucu akcigerde cok az oranda olusan H,O, ile reaksiyona girerek serbest OH-
olusturmaktadir. Bunun sonucu olarak ise akciger kanseri olusabilmektedir. Ayrica,
azot oksitler tiyofenol ya da diger tiyol bilesikleri ile pH 5-10 arasinda disiilfiirleri
olusturmaktadir. Boylece tiyol grubu bulunan enzimleri etkisiz hale getirerek
metabolizmayr bozmakta, kanser ve diger hastaliklara neden olmaktadir (Alkin
2003). Ayrica nitroz asit de kuvvetli bir mutajendir (Unliitiirk, 1998). Helal, (2001)
10mg/kg sodyum nitrit ve 0,5mg/kg/giin sunset yellow karisimi ile beslenen farelerin
cogu biyokimyasal ve hematolojik Ol¢limlerinin normal olmadigini belirlediklerini
aciklamiglardir.

Nitrat ve nitritin saglik acisindan asil 6nemi, sucuk yapisinda ya da midede
asidik kosullarda sekonder ve tersiyer aminlerin, nitros asit veya nitrojen dioksit ile
yer degistirerek N-dimetilnitrosamin veya dietil nitrosamin olusturmalaridir (Gokalp,
1985). Nitrit, once asidik ortamda nitrozanhidrit’e doniistiikten sonra aminlerle
reaksiyona girebilmektedir. Bununla birlikte ortam ¢ok asidikse amin proton alarak
nitrozaminle reaksiyona girmeyebilir. Bu reaksiyonlar i¢in optimum pH 2-4’diir.
Notral pH’ya dogru nitrozamin olusumunun yavasladigi belirtilmektedir. Nitrozamin
olusum hizi her 100°C’de iki kat artmaktadir. Nitrozaminlerin kanserojenik
bilesiklerdir ve ilk defa 1954 yilinda farelerde karaciger tiimoriine neden oldugu
saptanmistir. 1964 yilinda da yiiksek oranda dimetilnitrozamin igeren balik unu
yedirilen koyun ve maymunlarda karaciger timori olustu§u saptanmustir.
Nitrozaminlerin kanserojenik etkisi, 30’dan fazla hayvan tiirii izerinde test edilmis

ve hepsinde kanserojenik etki belirlenmistir. Sucuk ortaminda bulunan nirosaminler,
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kanserojenik olmalarinin yaninda mutajenik ve teratojenik etki de gosterirler (Alkin,
2003).

Biyojenik aminler, amino asitlerin mikroorganizmalar tarafindan
dekarboksilasyonu sonucu olusmaktadir. Biyoljenik amin olusumunda, amino asitleri
parcalayabilen mikroorganizmalarin bulunmasi, amino asit prekiirsorleri ile
mikrobiyel enzimlerin aktivitesi ve sentezi i¢in uygun kosullar (diisik pH, ve
kofaktorlerin bulunmasi) gerekmektedir. Sucuk fermantasyonu sirasinda da tiim bu
kosullar olusmakta ve bu nedenle de fermente sucukta yiiksek oranda biyolojik
aminlere rastlanabilmektedir (Bover-Cid ve ark., 2001). Nitrosamin olusumunda,
nitros asit ile birlesen amino asitlerin bagslicalari; putrasin, tiamin, piperidin,
morfolin, pirolidin, dimetilamin, histamin, kadavarin, trimetilamin, 2-feniletilamin,
n-propilamin ve izopropilamin’dir (Alkin, 2003).

Sucukta  nitrosamin  olusumu, aminlerin  yapisina,  reaktiflerin
konsantrasyonuna, pH’ya, ortam sicakligina ve ortamda bulunan bazi inorganik
iyonlarin varligina bagli olarak degismekle birlikte, daha c¢ok sucuk {iretiminde
kullanilan nitrat-nitrit konsantrasyonuyla direk baglantilidir. Baslangicta kullanilan
yiiksek nitrat-nitrit orani, yiiksek oranda kalinti nitrit olusmasina neden olmaktadir.
Kalint1 nitrit oraninin yiikselmesiyle birlikte nitrosamin olusumu da yiikselmektedir.
Yapilan c¢esitli arastirmalarda yiiksek nitrat-nitrit kullaniminin kalinti nitrat-nitrit
oranini yiikselttigi belirlenmistir. Sucukta kullanilan nitrit konsantrasyonunun

nitrosamin olusumuna etkisi Cizelge 2.10.’de verilmistir (Alkin, 2003).

Cizelge 2.13. Nitrit Konsantrayonu ve Nitrosamin Olusumu (Alkin, 2003)

% NaNo, N-nitrozopiperidin(u/kg) N-nitrozoprolidin(u/kg)
0,1 600 40

0,2 2000 900

0,3 5000 1000

0,5 15000 3000

Nitrosamin olusum miktar1 ve kalinti nitrat-nitrit miktar1 ile sucukta

kullanilan kiirleme maddelerinin oramiyla dogrudan iliskili oldugu i¢in, sucukta

45



2.ONCEKI CALISMALAR Emine AKSAN

kullanilacak nitrat ve nitrit oranina yasal kisitlamalar getirilmistir (Soyutemiz ve
Ozenir, 1996;Alkin, 2003).

Kiirleme maddelerinin kullanimiyla ilgili diizenlemeler Amerika Birlesik
Devletlerinde 1926 belirlenmistir. Avrupa Birligi standatlarinda, et iiriinlerinde
kalint1 nitrit miktar1 en yiiksek 15 ppm, Kodeks Alimentarius’ta ise 30ppm olarak
verilmektedir. Birlesmis Milletler kiirlenmis etlerde sodyum nitrit miktarinin en fazla
156 ppm olmasina izin vermektedir. 1995°de FAO/WHO Gida Katki Maddesi
Uzmanlar Komitesi tarafindan ADI degeri nitrit i¢in 0-0,06 mg/kg viicut agirligi,
nitrat i¢in, 0,3 mg/kg viicut agirhig olarak verilmistir. Diinya Saglik Teskilatinin
nitrit i¢in belirledigi ADI degeri 0,2mg/kg viicut agirligi, LDs ise 15-20mg/kg viicut
agirhigidir (Alkin, 2003).

Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligine gore yurdumuzda iiretilen fermente et
tirtinlerine ilave edilebilecek en fazla nitrat miktar1 (sodyum nitrat) 300 ppm ve nitrit
miktar1 (sodyum nitrit) 150 ppm’dir. Son f{riinde bulunabilecek kalinti miktar1 da
nitrit (sodyum nitrit) i¢cin 50 ppm, nitrat i¢in de (sodyum nitrat) 250 ppm ile
sinirlandirilmistir (Con ve ark., 2002).

Sucuklarda kalint1 nitrat ve nitrit diizeyi arastirilan ¢esitli caligmalarda, kalinti
oraninin yiiksek olarak belirlemislerdir.

Con ve ark. (2002), Afyon ilinden toplanan 30 adet sucuk Orneginde nitrit
oranini 41,80-631,03 ppm belirlediklerini agiklamiglardir.

Uren ve Babayigit (1997), yaptiklar1 arastirmada, Tiirk sucugunda kalint:
nitrit oranini 4,00-11,25 mg/kg belirlediklerini agiklamiglardir.

Soyutemiz ve Ozenir (1996), Bursa’da tiiketilen sucuklarda kalint1 nitrat ve
nitrit oranim1 arastirmislar ve sucuklarda kalint1 nitrat ve nitritin ortalama miktari
sirastyla 89,58 ppm ve 4,94 ppm belirlediklerini ac¢iklamislardir. Sucuk 6rneklerinin
%28’inde kalint1 nitrat ve nitrit miktar1 100 ppm’lik sinirin tizerinde saptamislardir.

Bir zehirlenme olayinda, sucuk tiikketimi sonucu methemoglobinemia
olustugu belirtilmis ve 10,14,19 yasinda gocuklara sahip bir ailenin tiim bireylerinde
sucuk tiiketiminden 2 saat sonra bulanti, bas agrisi ve bag donmesi, benzin solmasi
belirtileri goriilmiis ve yapilan arastirma sonucu bunun methemoglobinemiadan

kaynaklandig1 bildirilmistir (Kennedy ve ark., 1997).
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2.7.4. Sucuk Yapiminda Kullanilan Nitrit Miktarin1 Azaltmaya Yonelik ve
Nitrit Yerine Kullamilabilecek Maddeler ile Tlgili Yapilan Baz1 Cahismalar

Et {riinlerinde nitrit kullanilmasi ile olusabilecek saglik riskleri s6z konusu
olmasina karsin, nitrit kullanilmamasi sonucunda ise yine gida zehirlenmelerine
rastlanacaktir. Bu nedenle de et lriinlerinde kullanilan nitrit miktarin1 azaltmaya
yonelik caligmalar yapilmistir.

Nitritin antimikrobiyel etkisi yerine, bakteriosin iireten laktik asit bakterileri
sucukta starter olarak kullanilarak iiriin glivenligini artirmaya yonelik bir¢ok ¢aligsma
yapilmistir (Montel ve ark., 1996;Hugas ve Monfort, 1997;Gonzalez-Fandosa ve
ark., 1999;Callewaert ve ark., 2000;Erkkila ve ark., 2000;Wang, 2000).

Nitritin antioksidan etkisi yerine ise, E vitamini gibi ¢esitli antioksidan
maddeler kullanilarak yaglarin oksidasyonunun engellenecegi belirtilmistir (Alkin,
2003). Ancak, sucukta olusabilecek renk kalitesinin de azalan nitrit miktar1 ile
olumsuz etkilenmesi séz konusudur. Ulkemizde sucukta renk maddesi kullanimina
izin verilmemistir. Ancak cesitli lilkelerde arastirmalar yapilmakta ve ticari olarak
cesitli renk maddeleri kullanilarak sucuk {iiretilmektedir. Bununla ilgili olarak bazi
yasal diizenlemelerde yapilarak {iriinde kullanilmasina izin verilen renk maddeleri
belirtilmektedir

1995 yilinda Ingiltere’de farkli tip sucuklarda kullanimina izin verilen renk

maddeleri yasal diizenleme ile belirlenmistir (Cizelge 2.11.).
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Cizelge 2.14.Ingiltere’de Sucuklarda Kullanimma Izin Verilen Renk Maddeleri
(http.//www.legislation.hmso.gov)

Uriin Renk maddeleri Miktar
%10 kapsantin 20 mg/kg

Sucuk Kurkumin, 100mg/kg
Kosineal, sinirlama yok
Sade karamel, sinirlama yok
Kostik sulfit karamel, sinirlama yok
Amonyum karamel, sinirlama yok
karoten, 20mg/kg
Paprika ekstrakti, 10mg/kg
Pancar koki kirmizisi sinirlama yok
Allura Red AC 25mg/kg
Ponceau 4R 250mg/kg

Brezilya’da tiretilen “tuscan” sucugunda renk maddesi olarak %0,003 karmin
kosinal kullanildig1 belirtilmistir (http://www. doremus.com.br/receita /ltoscana _ in.
asp).

Elbe ve ark. (1974), sucukta renk maddesi olarak pancardan elde edilen
betalain kullanmiglar ve arastirma sonunda, 6rnekler arasinda mikrobiyolojik acidan
farklilik olmadigini belirtmislerdir. Orneklerin duyusal agidan da kabul edilebilir
oldugunu ve ayrica betalain kullanilan o6rneklerin 1sikta renklerinin daha stabil
kaldigin1 belirtmiglerdir.

Chasco ve ark. (1996), Ispanya’da yerel bir fabrikada iiretilen sucuklarda renk
maddesi olarak 40ppm/100kg cochineal red (E124) kullanildigin1 belirtmislerdir.

Buckenhuskes ve ark. (1998), Misir’da yaptiklart bir c¢alismada, nitrit
kullanimin1 azaltmak amaciyla farkli renk maddeleri kullanilarak sucuk iiretmisler ve
dogal renk maddeleri kullanarak sucuk renk kalitesini iylestirdigini agiklamislardir.

Stiimpel (1996), kosinal, betanin ve karotenoid kullanilan sucuklarin
kimyasal, fiziksel ve duyusal 6zellikleri incelemisler ve arastirma sonunda, sucukta
duyusal 6zellikleri degismeden renk kalitesinin yiikseldigi belirtilmistir.

Callewaert ve ark. (2000), Ansove ark. (1998) ve Zalacain ve ark. (1997)
Ispanyol fermente sucugunda yaptiklar1 arastirmada, sucukta kirmizi renk olusumu

icin Ponceau 4R(E-124) 0,15g/kg oraninda kullandiklarini belirtmislerdir.
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Ureta ve ark. (2004), Meksikada soya kullanilarak iiretilen sucuklar1 renklendirmek

amaci ile strawberry red colorant (FD&C Red 33) kullanildigin1 agiklamislardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal
3.1.1.Karotenoid Uretiminde Kullanilan Mayalar

Bu aragtirmada kullanilan pembe-kirmizi renkli mayalar yilin farkl1 zamanlarinda
cesitli meyve, sebze, et ve siit iirlinleri, toprak, agac yapragi ve kabuk gibi
materyallerden izole edilmistir. S6z konusu maya suslar1 daha sonra karotenoid
tiretiminde kullanmiglardir. Cizelge 3.1.’de izole edilen maya sus numarasi ve izole

edildigi kaynaklar verilmistir.

Cizelge 3.1.Izole Edilen Mayalarin Sus Numarasi ve Izole Edildigi Kaynak

Maya Sus No izole Edildigi Kaynak
S1 Maydanoz
S2 Siyah turp
S3 Armut

S4 Tere otu

S5 Isirgan

S6 Toprak

S7 Toprak

S8 Isirgan otu
S9 Isirgan otu
S10 Agac yapragi (genis yaprakli)
S11 Karnabahar
S12 Armut

S13 Isirgan otu
S14 Dereotu
S15 Ispanak
S16 Maydanoz
S17 Kabak

S18 Isirgan otu
S19 Maydanoz
S20 Brokoli
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Cizelge 3.1.”in devami

S21
S22
S23
S24
S25
526
S27
528
S29
S30
S31
8§32
8§33
534
S35
S36
S37
S38
8§39
S40
S41
S42
S$43
S44
S45
S46
S47
S48
S49
S50
S51
S§52
S53
S54
8§55

Isirgan otu
Marol
Maydanoz
Dereotu
Armut
Patates
Kirmizi biber
Lahana
Toprak
Armut
Patates
Brokoli
Brokoli
Siyah turp
Maydanoz
Maydanoz
Papates
Toprak
Dereotu
Otsu bitki
Maydanoz
Isirgan otu
Maydanoz
Armut
Patates
Patates
Domates
Toprak
Patates
Maydanoz
Maydanoz
Dereotu
Turp
Toprak
Armut
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Cizelge 3.1.”in devami

S56 Karnabahar
S57 Otsu bitkiler
S58 Toprak

S59 Armut

S60 Dereotu

S61 Maydanoz
S62 Adac yapragi (genis yaprakli)
S63 Isirgan otu
S64 Patlican
S65 Zeytin

S66 Odunsu bitki
S67 Yesil biber
S68 Toprak

S69 Patlican
S70 Patates

S71 Domates
S72 Havug

S73 Siyah turp
S74 Dereotu
S75 Maydanoz
S76 Lahana

S77 Brokoli

S78 Otsu bitki (genis yaprakli)
S79 Toprak

S80 Otsu bitkiler
S81 Patates

S82 Patates

S88 Maydanoz
S84 Lahana

S85 Kirmizi biber
S86 Toprak

S87 Brokoli

S88 Brokoli

S89 Toprak

S90 Maydanoz
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Cizelge 3.1.”in devami

S91 Otsu bitki
S92 Dereotu
S93 Maydanoz
S94 Marul

S95 Karnabahar
S96 Ispanak
S97 Tere

S98 Kabak
S99 Marul
S100 Maydanoz
3.1.2.Besiyerleri

Arastirmada kullanilan besiyeri ve kimyasal maddeler Cizelge 3.2.°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Aragtirmada Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri

Kullanim Amaci

Yeast Malt Extract Agar (YMA)

Yeast Malt Extract Broth (YMEB)
Potato dexctrose Agar (PDA)

Yeast Nitrogen Base Agar (YNBA)
Yeast Carbon Base Agar (YCBA)
Vitamin-Free Yeast Base Broth (VYBB)
Plate Count Agar (PCA)

Violet Red Bile Dextrose Agar (VRBDA)

Maya izolasyonu, saflastirimasi, c¢esitli
amaglarla mayalarin aktive edilmesi
Mayalarin karotenoid miktarini belirleme
Maya stok kaltlrd hazirlama

Maya tanimlanmasi

Maya tanimlanmasi

Maya tanimlanmasi

Toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi

Enterobacteriaceae sayimi
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3.1.3.Kimyasal Maddeler

Arastirmada kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Aragtirmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde Kullanim Amaci

Paraffin liquid (Merck, 107162) Stok kiltir hazirlama
Fast Blue B Salt (Fluka, 44660) Mayalarin tanimlanmasi
Dimethylsulfoxide (Merck, 1.16743) Karotenoid ekstraksiyonu
Acetone (Merck, 1.00013) Karotenoid ekstraksiyonu
Petroleum benzin (Merck, 1.00909) Karotenoid ekstraksiyonu

1-methyl-3-nitro-1nitrosoquanidine (Aldrich, 12,994-1)  Mutant kiltir olusturma

Lactic acid %90 (Merck, 1.00366) Karotenoid ekstraksiyonu
Dichloromethan (Merck, 1.06050) Karotenoid ekstraksiyonu
Ethylacetat (Merck, 1.00864) Karotenoid ekstraksiyonu

3.1.4.Alet ve Ekipmanlar

Arastirmada kullanilan alet ve ekipmanlar Cizelge 3.4.”de verilmistir.
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Cizelge 3.4. Arastirmada Kullanilan Alet ve Ekipmanlar

Alet, Ekipman Ozelligi

Spektrofotometre Shimadzu UV-1201

Karistiric Nive NM 110, Heidolph 5411 (Germany), Elektro-Mag
(Turkiye)

pH Metre Nel pH890

Etuv Heraeus (Germany)

Otoklav VEB (Germany)

Blender Blender Mode 32BL80(8011) (USD)

Terazi Scaltec (Germany)

Santrifijler Heraeus Spatech Labofuge 200 (Germany), Eppendorf
Centrifuge 581

Su Banyosu Elekto-Mag (Turkiye)

Calkalayici AG CH 4103 Botmingen

inkiibator Chemap

Dondurarak Kurutucu Heto FD8 marka

Ultraviyole Lambasi Camag
Rotary Evaporatér Buchi
Hunter Lab Minolta

3.1.5.Sucuk Uretiminde Kullamlan Hammaddeler

Sucuk tiretiminde kullanilan dana eti ve koyun kuyruk yagi, ¢esitli baharatlar,

kiirleme tuzu ve askorbat Izmir Pinar Et ve Entegre Tesisi’nden temin edilmistir.

3.2.Metot

Bu arastirmada ¢esitli materyallerden 100 adet kirmizi koloni olugturan maya
susu izole edilmis ve tanimlamalar1 yapilmistir. Daha sonra tanimlanan maya
suslarinin  olusturdugu toplam karotenoid miktarlar1 belirlenmistir.  Yiiksek
karotenoid iireten ve kolonileri digerlerine gore daha koyu kirmizi renkli olan 10
farkl1 izolatin iirettikleri karotenoid miktarlarini artirmak amaci ile 1-methyl-3-nitro-
nitrosoguanidin (MNNG) ve UV ile muamele edilerek maya mutantlar elde edilmis

ve mutant mayalarin karotenoid miktarlar1 belirlenmistir. Daha sonra mutant maya
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ortam pH’s1 ve karbon kaynaklari farkli kullanilan ortamlara, farkli inokiilasyon
oranlarinda ilave edilerek karotenoid iiretimi karsilastirilmistir. Arastirma sonunda
yiiksek karotenoid iireten mutant maya sucuk iiretiminde renk maddesi olarak
kullanilmistir. Mutant maya fermentorde gelistirilerek sucuk iiretiminde kullanilmak

tizere karotenoid ekstrakte edilmistir. Calismanin asamalar1 Sekil 3.1'de verilmistir.

izolasyon ve Saflastiriima

v

Tanimlama

v

Toplam Karotenoid Miktarinin Belirlenmesi

v

MNNG ve UV ile Mutasyon

v

Toplam Karotenoid Miktarinin Belirlenmesi

Farkli Ortamlarda Gelisim

v

Toplam Karotenoid Miktarinin Belirlenmesi

v

Fermentdrde Hiicre Uretimi

v

Karotenoid Ekstraksiyonu

v

Zeytinyaginda Cézindirme ve Dondurarak Kurutma

Tark Sucugunda Kullanimi
Sekil 3.1. Arastirmanin Islem Akis Asamalari
3.2.1.Maya Suslarinin izolasyonu ve Saflastirilmasi
Maya izolasyonunda kullanilacak materyal 90 ml’lik peptonlu fizyolojik tuzlu
su icine aktarilarak seyreltme islemi yapilmistir. Daha sonra seyreltilen her bir

ornekten yayma ekim yoOntemine gore Yeast-Malt Extract Agar (YMA)'a ekim

yapilarak, 25°C'de 5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
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kirmiz1 renkli koloni olusturan maya suslart 6ze yardimiyla alinarak ve tekrardan

YMA {izerine tek koloni diisiirme teknigiyle saflagtirilmistir.
3.2.2.Maya Suslarimin Stok Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Saflastirilan maya suslarinin, sonraki ¢alismalarda kullanmak amaciyla stok
kiiltiirleri hazirlanmistir. Maya suslar1 Potato Dextrose Agar (PDA) igeren maya
yatik agara stirme ekim yapilarak, 25°C'de 48 saat inkiibe edilmiglerdir. Daha sonra
gelisimleri tamamlanan suslarin iizeri steril sivi parafin ile kaplandiktan sonra

+5°C'de muhafaza edilmistir (Barnett ve ark., 1990).
3.2.3.Maya Suslarinin Tanimlanmasi

Cesitli materyallerden izole edilerek saflagtirilan maya suslarinin, morfolojik ve
fizyolojik 6zellikleri degerlendirilmis ve Barnett ve ark., (1990)1 tarafindan verilen
Basidiomyceteous mayalar1 tanimlama anahtarindan yararlanilmistir (EK 1). Maya
suslarii tanimlamada kullanilan karbon kaynaklar1 Cizelge 3.5., azot kaynaklar

Cizelge 3.6.’da ve yapilan diger testler ise Cizelge 3.7.’de verilmistir.

Cizelge 3.5. Maya Suglarin1 Tanimlamada Kullanilan Karbon Kaynaklar1 (Barnett ve

ark., 1990)
C2-D-Galaktoz C22-Nisasta
C3-L-Sorboz C24_Eritritol
C6-D-Ksiloz C29-D-Mannitol
C7-L-Arabinoz C30-Galaktitol
C8-D-Arabinoz C34-5-Keto D-Glukonat
C9-L-Ramnoz C36-D-Gulukuronat
C10-Sukroz C37-D-Galakturonat
C17-Melibioz C40-Sitrat
C18-Raffinoz C42-Ethanol

C20-Melezitoz
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Cizelge 3.6. Maya Suglarin1 Tanimlamada Kullanilan Azot Kaynaklar1 (Barnett ve
ark., 1990)

N1-Nitrat
N3-Etilamin
N5-Kadaverin

N8-Glukozamin

Cizelge 3.7. Maya Suglarin1 Tanimlamada Kullanilan Diger Testler (Barnett ve ark.,
1990)

T1-25°C'de gelisim

T3-35°C'de gelisim

T4-37°C'de gelisim

V5- Tiamin'siz gelisim
V10-PABA(p-amino benzoat’siz gelisim
02-%0,1 Sikloheksimitte gelisim
M1-Nisasta kullanimi

M4-Diazonium Blue B reaksiyonu

3.2.3.1.Maya Suslarinin Farkh Karbon Kaynaginda Gelisimlerinin Belirlenmesi

Maya izolatlar1, Cizelge 3.1.’de verilen karbon kaynaklarindan her biri ayr1
ayr1 ilave edilerek hazirlanan Yeast Nitrogen Base Agar (YNBA) besiyerine ekilerek,
25°C'de 1 hafta inkiibasyona birakildiktan sonra gelisimleri degerlendirilmistir

(Barnett ve ark., 1990).

3.2.3.2. Maya Suslarinin Farkh Azot Kaynaginda Gelisimlerinin Belirlenmesi
Maya izolatlari, Cizelge 3.1.’de verilen azot kaynaklarindan her bir azot

kaynagi ayr1 ayr1 ilave edilerek hazirlanan Yeast Carbon Base Agar (YCBA)

besiyerine ekilerek, 25 °C'de 1 hafta inkiibasyona birakildiktan sonra geligsimleri
degerlendirilmistir (Barnett ve ark., 1990).
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3.2.3.3.Maya Suslarinin Farkh Sicakliklarda Gelisimlerinin Belirlenmesi

Maya izolatlari, Yeast Malt Extract Agar (YMA)'a ekilerek 25°C, 35°C,
37°C'de  inkiibasyona  birakilmig ve inkiibasyondan sonra  gelisimleri

degerlendirilmistir (Barnett ve ark., 1990).

3.2.3.4.Maya Suslarinin Tiamin ve PABA’s1z Ortamda Gelisimlerinin

Belirlenmesi

Maya izolatlarinin, Vitamin-free Yeast Base’de tiamin ve PABA (p-amino

benzoat) igermeyen ortamda gelisimleri degerlendirilmistir (Barnett ve ark., 1990).

3.2.3.5.Maya Suslarinin Sikloheksimitte Gelisimlerinin Belirlenmesi

Maya izolatlarinin, %0,1 sikloheksimit igeren Yeast Nitrogen Base (YNB)
besiyerinde 25 °C'de 1 hafta inkiibasyona birakildiktan sonra geligimi
degerlendirilmistir (Barnett ve ark., 1990).

3.2.3.6.Maya Suslarinin Nisasta Kullanim Ozelliklerinin Belirlenmesi

Her bir maya izolat1, Yeast Malt Extract Agar (YMA) besiyerine ekilmis ve
25°C'de inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda gelisen maya kolonileri
tizerine lugol iyot c¢ozeltisi damlatilmistir. Koloni renginin mavi veya yesile

dontlismesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Barnett ve ark., 1990).

3.2.3.7.Maya Suslarinin Diazonium Blue B Reaksiyonlarinin Belirlenmesi

Yeast Malt Extract Agar (YMA)'a ekilen maya suslar1 25°C'de 10 giin siire ile
inkiibasyon sonunda ayni kiiltiirler 55°C'de birkag saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon
sonunda gelisen maya kolonileri iizerine diazonium blue B (DBB) ¢ozeltisi
damlatilmistir. Oda kosullarinda 2 dakika i¢cinde maya kolonisinin renginin kirmizi

olmasi, pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Barnett ve ark., 1990).
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3.2.4. Maya Suslarinin Toplam Karotenoid Miktarlarinin Belirlenmesi

Stok kiiltiirden 6ze yardimiyla alinan maya susu tek koloni diisirme
teknigiyle Yeast-Malt Extract Agar (YMA) besiyerine ekilmis ve 25°C'de 3 giin
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda tek bir maya kolonisi alinarak Sml'lik
Yeast-Malt Extract Broth (YMB) besiyerine ekilmis ve 25°C'de 24 saat tekrar
inkiibasyona birakilmistir. Gelisen maya kiiltiiriinden 1 ml, 5ml Yeast Extract Broth
(YEB)’a inokule edildikten sonra, 25°C'de 10 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda 1ml maya kiiltiirii, bos bir cam tiibe alinarak 5000xg'de 10 dakika santrifiij
islemi uygulanmistir. Santrifiij islemi sonunda siipernatant dokiilmiistiir. Ardindan
maya peleti tizerine 1ml %9’luk NaCl ¢6zeltisi ilave edilmis ve tekrar 5000xg'de 10
dakika santrifiij uygulanarak hiicresi yikanmistir. Santrifiij isleminden sonra maya
hiicresi iizerine sirastyla 1'er mililitre dimetilsiilfoksit, aseton, petrol eteri ve %20'lik
NaCl ¢ozeltisi ilave edilmistir. Karistirma islemi sonunda iistte toplanan petrol eteri
katmani1 ayr1 bir tiipe alinarak spektrofotometrede 485 nm dalga boyunda 6l¢iim
yapilmis ve asagida verilen formiil ile toplam karotenoid miktar1 hesaplanmistir.

(Simpson ve ark. 1964;Frengova ve ark., 1994;Bhosale ve Gadre, 2001a)

(Aggs)xDxV
Toplam karotenoid (ug/ml) =
0,268
Augs  :Absorbans degeri
D :Spektrofotometre dncesi yapilan diliisyon orani

A" :Petrol eteri hacmi
0,268 :Toplam karotenoid ic¢in spesifik absorpsiyon katsayisi (Bkz. 0Onceki
calismalar Cizelge 2.12.)

Litredeki miktar1 bulmak i¢in elde edilen sonuglar 1000 ile ¢arpilarak toplam

karotenoid miktar1 mg/L olarak hesaplanmuistir.
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3.2.5. Mutant Maya Suslarinin Elde Edilmesi

Izole edilen maya suslarindan koyu kirmizi renkli ve yiiksek karotenoid
tirettigi belirlenen 10 adet maya sec¢ilmistir. Bu secilen suslarinin toplam karotenoid
miktarini yiikseltmek i¢in ultraviole 1s1n1 (UV) ve 1-methyl-3-nitro-nitrosoguanidin
(MNNG) kullanilarak mutant mayalar elde edilmeye calisilmistir. Mutasyon islemi
sonunda ana kiiltiirden daha koyu kirmizi renk veren mutant mayalar secilmistir.
Mutasyon iglemi, sirasiyla; UV ve  MNNG mutasyonu, MNNG+UV ve
MNNG+UV+MNNG mutasyonu seklinde yapilmistir. Ayrica mutant mayalarin da

stok kiiltiirleri hazirlanmistir (Barnett ve ark., 1990).

3.2.5.1. 1-Methyl-3-Nitro-Nitrosoguanidin (MNNG) Mutasyonu

5ml Yeast Extract Broth'a ekilen maya susu 25°C'de 3 giin siire ile inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 5000xg'de 10 dakika santrifiij islemi uygulanmis ve
siipernatant dokiildiikten sonra maya hiicreleri %0.9'luk NaCl ile yikanmustir.
Yikanan maya hiicreleri iizerine 4 ml %0.9'luk NaCl ¢ozeltisi eklenmistir. Daha
sonra cam tiipteki MNNG miktar1 1pg/ml olacak sekilde %0,0005°lik MNNG
cozeltisinden 1ml eklenmistir. Ardindan tiipler 30 dakika karanlikta bekletilmistir. 30
dakika bekleme siiresi sonunda maya hiicrelerine 5000xg'de 10 dakika santrifiij
islemi uygulanmis ve iistte bulunan siipernatant dokiilmistiir. Maya hiicrelerinde
MNNG kalintis1 birakmamak i¢in maya hiicreleri %0.9'luk NaCl ile 5 kez santrifiij
uygulamasi ile yikanmistir. Daha sonra maya hiicreleri 9 ml’lik NaCl c¢ozeltisi
kullanilarak 10’e kadar seyreltilmis ve Yeast Malt Extract Agar iceren petrilere
yayma ekim yontemiyle ekilmistir. Ekim yapilan petriler 25°C'de 3 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda daha koyu renkli maya suslar1 secilmistir (Girard ve

ark., 1994, Bon ve ark., 1997).
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3.2.5.1. Ultraviyole (UV) Mutasyonu

MNNG ile mutasyon isleminde, Yeast Malt Extract Agar iceren petrilere ekim
yapildiktan sonra, UV lambasi altinda 30 saniye bekletilmis ve 25°C'de 3 giin inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda daha koyu renkli maya suslar1 segilmistir (Girard ve

ark., 1994, Bon ve ark., 1997).

3.2.6. Mutant Mayalarin Toplam Karotenoid Miktarlarinin Belirlenmesi

Mutant maya suslarinin toplam karotenoid miktarlarinin belirlenmesinde

3.2.4.°de belirtilen yontem kullanilmastir.

3.2.7. Farkh Gelisme Kosullarinin Mutant Mayanin Karotenoid Uretimi

Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Yiiksek karotenoid olusturan mutant mayanin farkli inokiilasyon orani, farkli

pH ve farkli karbon kaynaginda olusturdugu toplam karotenoid miktar1 saptanmistir.

3.2.7.1. Farkh Inokiilasyon Oranlarinin Mutant Mayanin Karotenoid Uretimi

Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Stok kiiltiirden ©6ze yardimiyla aliman maya susu tek koloni diislirme
teknigiyle Yeast-Malt Extract Agar (YMA) besiyerine ekilmis ve 25°C'de 3 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda tek bir maya kolonisi alinarak Sml'lik
Yeast-Malt Extract Broth (YMB) besiyerine ekilmis ve 25°C'de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Gelisen maya kiiltiiriinden %1, %2, %4 ve %6 inokiilasyon oraninda,
5ml’lik Yeast Extract Broth (YEB)’a ekilmis ve tekrar 25°C'de 10 giin inkiibe
edilmistir (Govindaswamyve ark., 1999; Okagbue ve Lewis, 1985). Inkiibasyon
sonunda maya kiiltiiriinde toplam karotenoid miktar1 3.2.4.°de belirtilen yontem

kullanilarak saptanmustir.
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3.2.7.2. pH’min Mutant Mayanmin Karotenoid Uretimi Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi

Tek bir maya kolonisi alinarak 5ml'lik Yeast-Malt Extract Broth (YMB)
besiyerine ekilmis ve 24 saat 25°C'de inkiibasyona birakilmistir. pH degerleri 4.5,
4.7, 4.9, 5.0, 5.2, 5.3, 5.5 olarak ayarlanan 5ml Yeast Malt Extract Broth (YEB)’a
gelisen maya kiiltiirlerinden %2 oraninda agilama yapilarak 25°C'de 10 giin inkiibe
edilmistir (Okagbue ve Lewis, 1985; Martin ve ark., 1993b). Inkiibasyon siiresi
sonunda maya kiiltiiriinde toplam karotenoid miktar1 3.2.4.°de belirtilen yontem

kullanilarak saptanmistir.

3.2.7.3. Karbon Kaynaginin Mutant Mayanin Karotenoid Uretimi Uzerine

Etkisinin Belirlenmesi

Farkl1 karbon kaynagi olarak D-ksiloz, etanol, glukoz, gliserol ve D-mannitol
eklenerek hazirlanan Yeast Malt Exstrakt Broth besiyerine ekilen mutant maya
25°C'de 10 giin inkiibasyona birakilmistir (Lin ve Demain 1991; Meyer ve Preez,
1993). Inkiibasyon siiresi sonunda maya Kkiiltiiriinde toplam karotenoid miktari

3.2.4.°de belirtilen yontem kullanilarak saptanmaistir.

3.2.8. Sucuk Uretiminde Kullanilan Karotenoidlerin Elde Edilmesi

Sucuk iiretiminde kullanilan karotenoidlerin elde edilmesi amaciyla, 6ncelikle
mutant maya fermentdrde gelistirilmis ve elde edilen kiiltiirden karotenoidler
ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilen karotenoid zeytinyaginda c¢oziindiirilmiis ve

dondurarak kurutulmus olarak sucuk iiretiminde kullanilmistir.
3.2.8.1.Fermentorde Mayanin Gelistirilmesi

Calismada {iretilen Tiirk sucugunda dogal bir renklendirici olarak kullanilan
karotenoidin elde edilmesi igin yiikksek oranda mutant maya fermentorde

gelistirilmistir. Mutant stok mayadan bir 6ze dolusu alinarak 50ml’lik Yeast Malt
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Extract Broth'a ekilmis ve 25°C'de 1 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda %2
oraninda maya kiiltiirii 1L Yeast Malt Extract Broth'a ekim yapilarak 28°C'de 48 saat
calkalayicili inkiibatorde (150 rpm) inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun
sonunda gelisen mutant kiiltiirden %2 oraninda, fermentérde bulunan 10L Yeast Malt
Extract Broth’a ekim yapilmistir. Fermentor ortaminda maya susu 1.3m’/s hava akis
hizinda, 150 rpm'de ve 25°C'de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
gelistirilen kiiltir 10000xg 10 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij
isleminden sonra siipertanant atilarak maya peleti bir ortamda toplanmistir. Bu
calisma ODTU Gida Miihendisligi Béliimii  Biyoteknoloji Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.2).
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Resim 3.1.Mutant Mayanin Fermentorde Gelisimi
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3.2.8.2. Mayadan Karotenoid Extraksiyonu

Santrifiij islemi ile toplanan maya peletinden 50ml 6rnek alinarak blendere
aktarilmistir. Uzerine 10ml %90'lik laktik asit ilave edilmis ve karistirilmistir.
Uzerine 50 ml dichloromethan:etilasetat (90:1) karisimi eklenmis ve diisiik devirde
karistirilmistir. Karigimin iizerine 50 ml petrol eteri ilave edilerek tekrardan diigiik
devirde karistirma islemi gerceklestirilmistir. Karistirma islemi sonunda
karotenoidlerin toplandig1 petrol eteri ayrilmistir. Bu islem maya peleti renksizlesene
kadar tekrarlanmistir (Cizelge 3.3). Karotenoid miktarin1 belirlemek amaciyla
toplanan petrol eterinden 1ml alinarak 485 nm'de absorbansi belirlenmistir. Petrol
eterini ugurmak icin rotary evaparatorde 50°C'de isleme tabi tutulmus ve ardindan

azot gazi altinda kurutulmustur.

Resim 3.2. Fermentorde Gelistirilen Maya Kiiltiiriinden Karotenoid Extraksiyonu

3.2.8.3. Karotenoidin Tiirk Sucugunda Renk Maddesi Olarak Kullanim i¢in
Yapilan islemler

Tiirk Sucugunda renk maddesi olarak kullanmak icin ekstrakte edilen

karotenoidler 100 ml’lik zeytinya§ i¢inde ¢6ziindiiriilerek ve toz formda olmak tizere
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iki sekilde kullanilmistir. Karotenoidlerin toz formunda olabilmesi i¢in dondurarak
kurutma islemi yapilmistir (Cizelge 3.4). Bu amagcla, elde edilen karotenoid ekstrakti
2’ser ml renkli cam siselere aktarilmis ve dondurarak kurutma islemi yapilincaya
kadar —20°C ‘de saklanmistir. Dondurarak kurutma islemi ODTU Gida Miihendisligi

Boliimii Temel Islemler Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

a) b)
Resim 3.3. Tiirk Sucugunda Renk Maddesi Olarak Kullanilan Karotenoid Ekstrakti
a)Zeytinyaginda Coziindiiriilmiis b)Dondurarak Kurutulmus

3.2.9.Tiirk Sucugu Uretimi

Sucuk iiretimi Oztan, (1993)'e gore 3 tekerriir olarak yapilmustir. 100 kg
sucuk hamuru i¢in kullanilan hammaddeler ve katki maddeleri sirasiyla Cizelge
3.8.'de Cizelge 3.9.'da verilmistir. 1 kg sucuk hamuruna eklenecek nitrit (nitritli

kiirleme tuzu) ve karotenoid miktarlar1 Cizelge 3.10.'da goriilmektedir.

Cizelge 3.8.Tiirk Sucugu Yapiminda Kullanilan Hammaddeler (Oztan, 1993)

Hammadde (100kg igin)
Sigir but trang 25kg
Sigir 6n kol 30kg
Dana kaburga, gégus, boyun 30kg
Koyun kuyruk 15kg
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Cizelge 3.9.Tiirk Sucugu Yapiminda Kullanilan Katki Maddeleri (Oztan, 1993)

Hammadde (100kg igin)
Askorbat 0.500kg
Toz seker 0.500kg
Sarimsak 0.600kg
Karabiber 0.200kg
Akbiber 0.200kg
Yenibahar 0.300kg
Kimyon 0.300kg
Biberiye 0.100kg

Cizelge 3.10.Tiirk Sucugu Uretiminde Kullanilan Nitrit ve Karotenoid Miktarlar1 (kg

iirlin i¢in)
Sucuk Nitrit Miktar (ppm) Karotenoid Miktari (mg)
00(kontrol 150 Yok
01(kontrol) 100 Yok
02(kontrol) 80 Yok
03(kontrol 50 Yok
A1 100 %0,1
A2 80 %0,1
A3 50 %0,1
B1 100 %0,5
B2 80 %0,5
B3 50 %0,5
C1 100 %1
C2 80 %1
C3 50 %1

Tirk sucugu iiretimi Pmmar Et Entegre Tesislerinde gercgeklestirilmistir.
Toplam 26 kg sucuk {iretilmistir. Bunun igin sigir but trang, 6,5 kg, sigir 6n kol 7,8
kg, dana kaburga, gogiis, boyun, 7,8 kg ve koyun kuyruk, 3,9 hazirlanmistir. Daha
sonra etler 13 mm'lik ayadan g¢ekilmis ve 13 esit pargaya (1,7 kg) ayrilmistir. Her
birinin iizerine 13 mm'lik ayadan ¢ekilmis 300 g kuyruk yagi eklenmis ve homojen
olarak dagitilmistir. 2 kg olarak hazirlanan her bir sucuk denemesi iizerine Cizelge
3.9°da verilenlere gore hesaplanan sarmisak ve baharatlar ayri bir ortamda

tartilmistir. Cizelge 3.10°’a goére nitrit igeren kiirleme maddesi ve karotenoid
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hesaplanmistir. Sarmisak ezilmeden biitiin olarak karisim {izerine eklenmistir.
2kg’lik sucuk hamuru i¢in ayr1 bir ortamda tartilarak hazirlanan baharat karigimi
tizerine kiirleme tuzu, starter kiiltiir (Lactobacillus sake, Staphylococcus carnosus
karigik kiiltiir) (Gewlirzmiiller LS25) ve karotenoid ilave edilerek karistirildiktan
sonra hazirlanan baharat karigimi et ve yag karisimi iizerine ilave edilerek homojen
olarak karistirllmigtir. Karistm 3 mm'lik ayadan c¢ekilmis ve 3 cm capli yapay
kollojen kiliflara doldurulmustur. Sucuk hamuru doldurulan kiliflar 10-15c¢m
klipslenmistir. Daha sonra sucuklar su ile yikanmis ve 14-15°C'de 12 saat
bekletildikten sonra olgunlasma odalarina alinmistir. Tiirk Sucugunda iiretiminde
Once zeytinyaginda ¢oziindiiriilmiis olarak hazirlanan karotenoid kullanilmis, daha
sonra farkli bir zamanda tekrar ayni sekilde iiretim yapilarak, dondurarak kurutulmus
karotenoidler kullanilmistir. Sekil 3.5.’de sucuk iiretim asamalar1 verilmistir. Sekil
3.6 ve Sekil 3.7.’de sirastyla sucuk hamurunun kiliflara dolumunda kullanilan alet ve

askilarda hazirlanmis sucuklar goriilmektedir.

Etin kusbasi blyukligiunde parcalanmasi

Yag, tuz, kirleme maddeleri,
kdrleme yardimci maddeleri, starter

ve baharatlar ilavesi
— >

Karistirma

Karisimin Kiyma Makinesinde Cekilmesi

l

Kilflara Dolum

l

Fermantasyon
Kurutma(Su orani<%40)

Vakum Paketleme
Sekil 3.2.Sucuk Uretim Asamalari
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Resim 3.4.Sucuk Dolumunda Kullanilan Alet

Resim 3.5. Askilarda Hazirlanmis Sucuk Ornekleri
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Sucuk Orneklerinin fermentasyonu i¢in uygulanan sicaklik, nem, hava akis
hiz1 ve siire ile ilgili kosullar Cizelge 3.11.°de verilmistir. Sucuklar olgunlasma

odalarinda nem oran1 % 40'n altina diislinceye kadar bekletilmislerdir.

Cizelge 3.11. Sucuklarin Olgunlagma Siiresince Uygulanan Sicaklik, Nem, Hava
Akis Hizi ve Siire

Sire Sicaklik Nem Hava Akis Hizi pH

15-36 saat 27-28°C %96 1m®/sn 5.4-5.5'e disene kadar
24-48 saat 20°C %83 1m®/sn 5.1-5.0'a disene kadar
5-6 giin 18°C %77 0.1-0.5m%/sn -

3.2.9.1.Tiirk Sucugunda Yapilan Analizler

Sucuk orneklerinde, fermentasyonun baslangicinda ve 30. giinde pH, nem
orani, renk dl¢limili ve mikrobiyolojik analiz yapilmistir. Ayrica son iiriinde duyusal

analizle iiriiniin renk agisindan kabul edilebilirligi arastirilmistir.

3.2.9.1.(1).pH Degerinin Belirlenmesi

Kati gidalar icin kullanilan 6zel pH metre ile sucuk Orneklerinde

fermentasyonun birinci ve 30. giinlerinde pH &l¢iimleri yapilmistir (inal, 1992).
3.2.8.2.(2). Nem Orani

Sucuklarda fermentasyonun birinci ve 30. giinlerinde nem orant
belirlenmistir. Daras1 alinmig aliminyum folyo kaba 5 g sucuk Ornegi tartilmis ve
105°C'de etiivde sabit agirhiga gelene kadar (5 saat) kurutularak bekletilmistir. Nem

oran1 asagida verilen formiil ile hesaplanmistir (inal, 1992).

G2-G1
% Nem= —x100
Gl-G

G :Aliminyum folyonun darasi

G1 : Aliminyum folyonun darasi + sucuk 6rneginin miktari
G2 : Aliminyum folyo ve 6rnegin kuruduktan sonra belirlenen agirlik
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3.2.8.2.(3).Renk Analizi

Sucuktan tam kesit alinarak HunterLab spektrofotometre kullanilarak L* a*
ve b* degerleri aciklik/koyuluk, kirmizilik ve sarilik gdstergesi olarak
fermentasyonun birinci ve 30. giinlerinde dlglimleri yapilmistir (Bloukas ve ark.,

1999).

3.2.8.2.(4).Duyusal Analiz

Sucuk 6rneklerinde fermentasyonun bittigi 30. giiniinde 10 kisilik panelistin
sucuk yiizey ve kesit rengine gore sucuklar1 siralamalar1 istenmistir. Renk agisindan
en yiiksek tercih edilen sucuk 6rnegine 10°dan 0’a kadar puanlamalar1 istenmistir
(Uren ve Babayigit, 1996). Duyusal degerlendirme i¢in hazirlanan form Sekil 3.8.’de

verilmistir.

Tarih e

SIRALAMA
Sucuklari renk tercihinize gére 10’dan 0’a kadar puanlayiniz.

01 |02 03 04 |A1 A2 |A4 |B1 B2 |B3 |C1 c2 |C3

Sekil 3.3. Duyusal Degerlendirme Formu (Uren ve Babayigit, 1996)
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3.2.8.2.(5). Mikrobiyolojik Analizler

Sucuk 6rneklerinde fermentasyonun birinci ve 30. gliniinde Toplam aerobik

mezofilik bakteri sayimi ve Enterobacteriacea sayimi yapilmistir.

3.2.8.2.(5).(a). Toplam Aerob Mezofilik Bakteri Sayimi

Toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi Inal (1992)’e gore yapilmistir. 10g
sucuk 6rnegi 90ml diliisyon s1visinda seyreltilerek, Plate Count Agar (PCA)’a yayma
ekim yontemine gore ekim yapilmistir. 30°C’de 48 saat inkiibasyon sonunda gelisen

koloniler degerlendirilmistir.
3.2.8.2.(6).(b). Enterobacteriacea Sayimi

Enterobacteriacea sayimi i¢in ise Violet Red Bile Dextrose Agar (VRBD)’a
ekim yapilmis ve 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
besiyerinde gelisen kirmizi renkli koloniler sayilmistir (Anon, 1989).
3.2.9. istatistiksel Degerlendirme

Calisma 3 tekerriir olarak yapilmistir. Farkl nitrit ve farkli karotenoid miktari
ile iiretilen sucuklarda belirlenen sonuglar varyans analizine tabi tutulmus ve 6nemli

bulunan farkliliklarda Turkey coklu karsilastirma testi uygulanmistir. Analizlerde

SPSS 10.0 paket programi1 kullanilmistir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

Bu aragtirmada cesitli materyallerden kirmizi renkli koloniye sahip olan 100
farkli maya susu izole edilmistir. Izole edilen maya suslarinn tiirlerini belirlemek
amaciyla tamimlamalar1 yapilmis ve maya suslarinin olusturdugu toplam karotenoid
miktarlar1 belirlenmistir. Daha sonra 1-methyl-3-nitro-nitrosoguanidin (MNNG) ve
ultraviyole lambas1 (UV) kullanilarak yiiksek miktarda karotenoid iireten 10 maya
susunun mutantlar1 elde edilmis ve lrettikleri karotenoid miktar1 saptanmistir. En
fazla karotenoid iireten mutant maya susunun, olusturdugu karotenoid miktarini
artirmak amaciyla farkli inokiilasyon orani, farkli pH ve farkli karbon kaynaginda
gelistirilerek, trettigi toplam karotenoid miktar1 saptanmistir. Mutant maya tiiriiniin
yiiksek karotenoid tirettigi gelisim kosullar1 belirlenerek, bu kosullar fermentdrde
mutant mayanin gelisiminde kullanilmistir. Fermentorde gelistirilen mutant maya
kiltiriinden karotenoid ekstrakte edilerek, zeytinyaginda ¢oziindiiriilmiis ve
dondurarak kurutulmus olmak {iizere iki ayr1 formda Tiirk sucugunda renk maddesi
olarak kullanilmigtir. Sucugun fermantasyon siiresince, pH degeri, nem orani, renk
ozelligi (L, a*, b* degeri), toplam aerobik mezofilik bakteri ve Enterobacteriaceae
sayimmlar1 gibi bazi1 0Ozelliklerinin yan1 sira son irinde duyusal o6zelligi

degerlendirilmistir.
4.1.Maya Suslarinin Tanimlanmasi

Cesitli materyallerden izole edilerek saflagtirilan maya suslarinin morfolojik
ve fizyolojik ozellikleri degerlendirilerek, Basidiomyceteous mayalari tanimlama
anahtarindan yararlanilmistir (Ek 1). Saflastirllan maya suslarinin morfolojik
ozellikleri Cizelge 4.1.’de verilmistir. Cizelge 4.2.’de ise ¢esitli karbon ve azot

kaynagi kullanimi ve bazi fizikokimyasal 6zellikleri verilmistir.
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Cizelge 4.1.Maya Suslarinin Morfolojik Ozellikleri

No Hiicre sekli Hiicre Cogalma sekli Zincir Yalanci 1)Zar olugsumu,
buyukligi misel 2)Sediment
(1) yapi
S1 Oval, Uzunluk :8-10 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
yuvarlak En: 5, Cap: 5 monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S2 Oval, Uzunluk:7-10 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
yuvarlak En: 4 Cap: 4 monopolar, dipolar, 2)Var
S3  Oval, Uzunluk :7-10 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En: 4 Cap: 4 monopolar, dipolar 2)Var
S4 Oval, Uzunluk :7-8 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En: 4-5, Cap:5 monopolar, 2)Var
S5 Oval, Uzunluk :8-10 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En: 5, Cap:5 monopolar, dipolar 2)Var
S6 Oval, Uzunluk :7-9 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
yuvarlak En:4-5, Cap:5 monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S7  Oval, Uzunluk :6-7 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En:4, Cap: 4-5 monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S8  Oval, Uzunluk :8 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En:5, Cap: 4-5 monopolar 2)Var
S9 Oval, Uzunluk :8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
yuvarlak En: 4-5, Cap:5 monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S10 Oval, Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En: 4, Cap: 5 monopolar 2)Var
S11  Oval, Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
yuvarlak En: 3, Cap: 5 monopolar, dipolar 2)Var
S12  Oval, Uzunluk :7-8 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En: 4, Cap: 5 monopolar 2)Var
S13  Oval, Uzunluk :7-8 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En:4-5, Cap:5 monopolar 2)Var
S14  Oval Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
En:4 monopolar, dipolar 2)Var
S15  Oval Uzunluk :5-7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:3-4, monopolar, dipolar 2)Var
S16  Oval Uzunluk :6-9 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4-5, monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S17  Oval Uzunluk :6-7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:3, monopolar, dipolar 2)Var
S18 Oval Uzunluk :7-8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4 mmonopolar, 2)Var

dipolar, ultipolar
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Cizelge 4.1.”in Devami

No Hiicre sekli Hiicre Cogalma sekli Zincir Yalanci 1)Zar olugsumu,
buyukligi misel 2)Sediment
(1) yapi
S19  Oval, Uzunluk :5-9 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
yuvarlak En:3-5, Cap:4 monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S20 Oval Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4 monopolar, dipolar 2)Var
S21  Oval, Uzunluk :5 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En:4, Cap:4 monopolar, dipolar 2)Var
S22 Oval Uzunluk :6-10 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:3 monopolar, dipolar 2)Var
S23  Oval, Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
yuvarlak En:4, Cap:5 monopolar, dipolar 2)Var
S24  Oval Uzunluk :7-10 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:3-4, monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S25 Oval Uzunluk :7-9 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
En:4 monopolar, dipolar 2)Var
S26 Oval Uzunluk :7-8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4-5 monopolar, dipolar 2)Var
S27 Oval Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4 monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S28 Oval, Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En:4-5, Cap:6 monopolar, dipolar 2)Var
S29 Oval, Uzunluk :6 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
yuvarlak En:4-5, monopolar, dipolar, 2)Var
Cap:4-5 ultipolar
S30 Oval Uzunluk :6-5 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
En:3-4, monopolar 2)Var
S31  Oval Uzunluk :7-9 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En: 4-5 monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S32  Oval Uzunluk:7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En: 4 monopolar, dipolar, 2)Var
S33  Oval Uzunluk : 5-7 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
En: 3-5 monopolar 2)Var
S34  Oval Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
En: 4 monopolar, 2)Var
S35 Oval Uzunluk :7-8 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
En: 4 monopolar, dipolar 2)Var
S36  Oval Uzunluk :5-6 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
En:3y, monopolar 2)Var
S37  Oval Uzunluk :4 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:3 monopolar, dipolar 2)Var
S38 Oval Uzunluk :8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4 monopolar, dipolar 2)Var
S39 Oval Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En: 4 monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S40 Oval, Uzunluk : 6-7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
yuvarlak En: 5, Cap: 5 monopolar, dipolar 2)Var
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Cizelge 4.1.”in Devami

No Hiicre sekli Hiicre Cogalma Sekli Zincir Yalanci 1)Zar olugsumu,
buyukligi Misel 2)Sediment
(1) yapi
S41  Oval Uzunluk :8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En: 3-4 monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S42  Oval Uzunluk :6-8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En: 3 monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S43  Oval, Uzunluk :10 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En:6, Cap:6 monopolar 2)Var
S44  Oval Uzunluk : 7-8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4-5 monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S45 Oval Uzunluk :5-7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4-5, monopolar, dipolar 2)Var
S46  Oval Uzunluk :6-7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:5, monopolar, dipolar, 2)Var
S47  Oval Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En4, monopolar 2)Var
S48  Oval, Uzunluk :7-10 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En:4, Cap:4 monopolar, 2)Var
S49 Oval, Uzunluk :8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
yuvarlak En:5, Cap:5 monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S50 Oval Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4 monopolar, dipolar 2)Var
S51  Oval Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:3-4 monopolar, dipolar 2)Var
S52  Oval Uzunluk :8-9 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
En:5 monopolar 2)Var
S53  Oval Uzunluk :8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4 monopolar, dipolar 2)Var
S54  Oval Uzunluk :7-10 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4-5, monopolar, dipolar 2)Var
S55 Oval, Uzunluk :6-8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
yuvarlak En:5, Cap:5 monopolar, dipolar, 2)Var
ultipolar
S56 Oval Uzunluk :6-8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4 monopolar 2)Var
S57  Oval, Uzunluk : 6-8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
yuvarlak En:4, Cap:56 monopolar, dipolar 2)Var
S58  Oval, Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
yuvarlak En:4, Cap:4 monopolar, dipolar 2)Var
S59 Oval Uzunluk :7 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4 monopolar, dipolar 2)Var
S60 Oval Uzunluk :8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4, monopolar 2)Var
S61  Oval Uzunluk :8 Tomurcuklanma, Yok Yok 1)Yok
En:4 monopolar 2)Var
S61  Oval Uzunluk :8 Tomurcuklanma, Var Yok 1)Yok
En:4, monopolar, dipolar 2)Var
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Cizelge 4.1.”in Devami

No Hiicre sekli Hucre blyiikliigli  Gogalma Sekli Zincir Yalanci 1)Zar olugsumu,
(M) misel 2)Sediment
Yapi
S61  Oval, Uzunluk :8 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En:4-5, Cap:5-6 , monopolar 2)Var
S62  Oval, Uzunluk:6-8 Tomurcuklanma Var Var 1)Yok
yuvarlak En: 4 Cap: 5 , monopolar, 2)Var
S63  Oval Uzunluk :8 Tomurcuklanma Var Yok 1)Yok
En: 4, monopolar, 2)Var
dipolar
S64  Oval Uzunluk :6-8 En: Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
3 , monopolar, 2)Var
S65 Oval, Uzunluk :7 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En: 4, Cap:4 , monopolar 2)Var
S66 Oval, Uzunluk :7 En:4-5, Tomurcuklanma Var Yok 1)Yok
yuvarlak Cap:6 , monopolar, 2)Var
dipolar
S67  Oval, Uzunluk :7 En:4, Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak Cap:5 , monopolar 2)Var
S68 Oval Uzunluk:5 En:4  Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
, monopolar 2)Var
S69  Oval Uzunluk :7 Tomurcuklanma Var Var 1)Yok
En: 4 , monopolar, 2)Var
dipolar
S70 Oval, Uzunluk :7 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En: 4, Cap: 5 , monopolar 2)Var
S71  Oval, Uzunluk :7 Tomurcuklanma Var Yok 1)Yok
yuvarlak En: 3, Cap: 5 monopolar, 2)Var
dipolar
S72  Oval, Uzunluk :6-8 En: 4, Tomurcuklanma Var Yok 1)Yok
yuvarlak Cap: 5 , monopolar, 2)Var
dipolar
S73  Oval, Uzunluk :9-10 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En:5, Cap:5-6 , monopolar 2)Var
S74  Oval, Uzunluk : 6 En:4, Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak Cap:5 , monopolar 2)Var
S75 Oval, Uzunluk :7 En:4, Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak Cap:4-6 , monopolar 2)Var
S76 Oval Uzunluk :8 En:4 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
, monopolar 2)Var
S77 Oval Uzunluk :8 En:4 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
, monopolar 2)Var
S78 Oval Uzunluk :8 En:4 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
, monopolar 2)Var
S79  Oval Uzunluk :6-8 En:4 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
, monopolar 2)Var
S80 Oval, Uzunluk :6-9 En:4 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak Cap:5-6 , monopolar 2)Var
S81  Oval Uzunluk : 6-8 En:4 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
, monopolar, 2)Var
dipolar
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Cizelge 4.1.”in Devami
No Hiicre sekli Hiicre biiyiikliigli  Cogala sekli Zincir  Yalanci 1)Zar olusuu,
(M) misel 2)sediment
yapl
S82 Oval, Uzunluk :6-7 En:4,  Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak Cap:5 , monopolar 2)Var
S83  Oval Uzunluk :7 En:4 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
, monopolar 2)Var
S84  Oval, Uzunluk :7-9 En:5-6, Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak , monopolar, 2)Var
dipolar
S85 Oval, Uzunluk :8 En:4, Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak Cap:5-6 , monopolar 2)Var
S86 Oval Uzunluk :7 En:4 Tomurcuklanma Var Yok 1)Yok
, monopolar, 2)Var
dipolar
S87 Oval, Uzunluk :8 En:4, Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak Cap:4-5 , monopolar, 2)Var
dipolar
S88  Oval, Uzunluk :6 En:4 Tomurcuklanma Var Yok 1)Yok
yuvarlak , monopolar, 2)Var
dipolar
S89  Oval Uzunluk :7-8 En:4y Tomurcuklanma Var Yok 1)Yok
, monopolar, 2)Var
dipolar
S90 Oval, Uzunluk :10 En:4, Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak Cap:5u , monopolar 2)Var
S91  Oval, Uzunluk :7-8 En: 4, Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak Cap:5 , monopolar 2)Var
S92  Oval, Uzunluk:7 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En: 4, Cap:5 , monopolar, 2)Var
S93  Oval, Uzunluk : 5-7 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En: 3, Cap:5 , monopolar 2)Var
S94  Oval, Uzunluk : 6-7 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En: 4, Cap:5 , monopolar, 2)Var
S95 Oval, Uzunluk :6-7 Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak En: 4, Cap:5 , monopolar 2)Var
S96 Oval, Uzunluk :7 En:4, Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak Cap: 5 , monopolar 2)Var
S97 Oval, Uzunluk :7 En:4, Tomurcuklanma Yok Yok 1)Yok
yuvarlak Cap: 5 , monopolar, 2)Var
dipolar
S98  Oval Uzunluk :8-9 Tomurcuklanma Var Yok 1)Yok
En:3u-4 , monopolar, 2)Var
dipolar
S99  Oval Uzunluk :7 Tomurcuklanma Var Yok 1)Yok
En: 4 , monopolar, 2)Var
dipolar, ultipolar
S100 Oval, Uzunluk : 7-9 Tomurcuklanma Var Yok 1)Yok
yuvarlak En: 4, Cap: 5 monopolar, 2)Var
dipolar
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Cizelge 4.2. Maya Suslarinin Assimilasyon ve Bazi Fizikokimyasal Test Sonuglari

12 {13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20

Sus No

10 | 11

9

8

+

C2
C3
C6
Cc7
C8
C9
C10 |+
C17 -
C18 |-
C20 |+
C22 |-
C24 |-
C29 |+
C30 |-
C34 |-
C36 | -
C37] -

C40 |+

C42 |+
N1
N3
N5
N8
V5
V10 | +
T1
T3
T4
02
M1
M4
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Cizelge 4.2 nin Devami
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+
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+

+

21122 123 |24 |25 |26 |27 |28 |29 |30 | 31
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C17 |-
Cc18 |+

C20 |+
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C30 |+
C34 |+
C36 | +

C37 | -
C40 |+

C42 |+
N1

N3
N5
N8
V5

V10 | +
T1

T3
T4
02
M1
M4
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Cizelge 4.2 nin Devami
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Cizelge 4.2 nin Devami

| Sus No
61|62 |63 |64 |65 |66 |67 |68 |69 |70 |71 |72 |73 |74 |75 |76 |77 |78 79|80

C2 D |+ |+ |+ |- |[D|- |+ |[D |+ |+ |- |D |+ |[D |D |+ |D |D |D
C3 - |[D D |+ |- |[D |- |+ |D |+ |+ |- |- |D |D [+ |- |+ [+ |+
C6 + |+ |+ |+ |D |+ |D |+ |+ |+ |+ |[D [+ |+ [+ |- |+ |- |- |-
Cc7 B I I S I I I I (R I P ke
(0f:] D |+ |+ |+ |- |+ |- |+ |D |+ |D |- |D |+ |D [- |- [- |- |-
C9 R
C10 |- |- |- |+ |+ |+ |+ [+ |- |- |+ [+ |- |- |- [+ |+ |+ |+ |+
c17 |- |- |- - - A
c18 |- |- |- |- |- 1-1-1-1-1-1DJ-1-1-1- |b |- |D |D |D
C20 |- |- |- |- |+ |+ |+ |- |+ |- |+ |+ |- |- |+ |+ |+ |+ |+ |+
c22 |- |- |- [- |- |- |- |- I+ 1-1-1-1-1- |+ |b |- |D |D |D
c24 |- |- |- |- |+ |- A+ |- |- |- |- A+ |- A= - A+ |- |+ |+ |+
c29 |+ |+ |+ |+ |D D [+ [+ |+ [+ |D |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Cc30 |+ |[D |D [+ |- |- |- |+ |- |+ D |- |- |ID |- |- |- |- |- |-
C34 |+ |- |- |- |- |- |- |- |+ |- |D |- [+ |- [+ |- |+ |- |- |-
C36 |- - - - - + |- - + |- + |- + |- + |+ |+ |+ |+ |+
C37 |- |- |- |- |- |- 1= |- A+ |- |+ |- |- |- [+ |+ [+ |+ [+ |+
C40 |D |- |- |+ |- |+ |- |+ [+ |+ |+ |- |D |- |+ |+ |+ |+ |+ |+
C42 |+ |- |- |+ |D |- |D |+ [+ [+ [+ |D |+ |- |+ |- |- |- |- |-
N1 I e N I I SO R I I I B P N A
N3 + |- - + |- + |- + |+ |+ |+ |- + |- + + -

N5 kI I I S I S I e e L e
N8 R R e
V5 e T I e I N I S S O I O I O (VU (PO [ R U IR I
VA0 [+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |- |+ |+ |+ |+ [+ [+ |+ [+ [+ |+
T1 + |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ |+
T3 W - |- |- |- |- |- |- |- |- |- 1- W [- [- |- |+ |- 1- /[I-
T4 R N R
02 T e e e e R e e e e
M1 R
M4 E I I I S I I I I R I I I O I I I I S I I i S
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Cizelge 4.2 nin Devami
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Barnett ve ark. (1990)’a gore tanimlanan maya tiirleri ve izolasyonda

kodlanan sus numaralar Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3.Tanimlanan Maya Tiirii, Sus Numaralar1 ve izole Edildigi Kaynaklar

Maya tiirii Sus Numaralari izole Edildigi Kaynaklar

Rhodotorula glutinis 1,2,3,4,5,9, 10,11, Maydanoz, Siyah turp, Armut,
14, 15,19, 20, 22, 26, Tere otu,Isirgan otu, Aga¢
27, 28, 29, 30, 34, 35  yaprag! (genis yaprakli),
Ispanak, Karnibahar,
Dereotu, Brokoli, Marol,
Patates, Kirmizi biber,
Lahana, Toprak, Armut

Rhodotorula minuta 6, 12, 18, 21, 23, 31, Toprak, Armut, Isirgan otu,
32 Maydanoz, Patates, Brokoli
Rhodotorula mucilaginosa 7, 8,13, 16, 17, 24, 25, Toprak, Isirgan otu,
33 Maydanoz, Dereotu, Armut,
Brokoli
Rhodotorula araucariae 41,47,61,73 Domates, Maydanoz, Siyah
turp
Rhodotorula armeniaca 39,42, 56,62,63,74 Isirgan otu, Karnabahar,
Agac yaprag| (genis
yaprakh), Isirgan otu,
Dereotu
Rhodotorula bacarum 43, 48, 49, 55, Maydanoz, Toprak, Patates,
Armut
Rhodotorula bogoriensis 46, 50, 60, 69, 75 Patates, Maydanoz, Dereotu,
Patlican
Rhodotorula fujisanensis 70 Patates
Rhodotorula graminis 36, 37, 38, 40, 45, 51, Maydanoz, Patates, Toprak,
54,64, 68 Otsu bitki, Turp, Patlican,
Rhodotorula hasegawae 59, 66 Toprak, Odunsu bitki
Rhodotorula muscorum 44,52, 53, 58, 71 Armut, Dereotu, Turp,
Toprak, Domates
Rhodotorula phylloplana 57, 65, 67, 72, Otsu bitkiler, Zeytin, Yesil
biber, Havug
Rhodotorula aurantiaca 77, 81, 83, 84, 88, 89, Brokoli, Patates, Maydanoz,
92, 93, 95, 97 Lahana, Brokoli, Toprak,
Dereotu, Karnabahar, Tere
Rhodotorula hordea 76, 78, 79, 80, 85, 86, Lahana, Otsu bitki (genis
90, 91, 96, 98, yaprakli), Kirmizi biber,

Toprak, Maydanoz, Otsu
bitki, Ispanak, Kabak
Rhodotorula lactosa 82, 87, 94, 99, 100 Brokaoli, Toprak, Marul

Maydanoz
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Cizelge 4.3.’de de goriildiigli gibi, ¢esitli ortamlardan izole edilen kirmizi-
pembe renkli maya suslarinin Rhodotorula sp. cinsi mayalar olarak tanimlanmistir.
Tanimlanan maya tiirlerinin %20’si Rhodotorula glutinis, %10’u Rhodotorula
aurantiaca, %I10’u Rhodotorula hordea, %9’u Rhodotorula graminis, %8’
Rhodotorula mucilaginosa, 7’si Rhodotorula minuta, %6’s1 Rhodotorula armeniaca,
%351 Rhodotorula bogoriensis, %5’1 Rhodotorula lactosa, %5°1 Rhodotorula
muscorum, %40 Rhodotorula araucariae, %4°0 Rhodotorula bacarum, %41
Rhodotorula phylloplana, %?2’si Rhodotorula hasegawae, %1°1 Rhodotorula
fujisanensis olarak bulunmustur.

Rhodotorula glutinis’in bulundugu kaynaklarin baginda su, meyve fabrikalar
atig1, hava, toprak, meyveler, aga¢ yapraklari, salatalik tursusu, insan ve diger
memeli hayvanlar ve deri gelmektedir (Barnett ve ark.,1990). Arastirmada da, toprak,
armut, agac¢ yapragi (genis yaprakli) kaynaklarinin yani sira, maydanoz, siyah turp,
tere otu, 1spanak, karnibahar, dereotu, brokoli, marol, patates, kirmizi biber,
lahanadan da Rhodotorula glutinis izole edilmistir. Yapilan c¢esitli izolasyon
calismalarinda Rhodotorula glutinis’in toprak (Walker, 1973;Vital ve ark., 2002;
Goto ve ark.,1987; Rezende ve ark.,1999), aga¢ (Venturini ve ark., 2002; Cagnon ve
ark., 1999), su kaynaklar1 (Nguyen ve ark., 2001; Romero ve ark., 1998) ile yag
rafinerisi ve diger endiistrilerin atiklar1 (Romero ve ark., 2002), cay tarlas1 (Kawai ve
ark., 2000), balik (Vazquez-Juarez ve ark., 1994), siit ve peynir iirinleri (Welthagen
ve Viljoen, 1998; Fleet ve Mian, 1987) gibi farkli kaynaklardan izole edildigi
belirtilmistir.

Rhodotorula minuta’nin bulundugu en 6nemli kaynaklar hava, deniz, peynir,
salatalik tursusu, insan ve diger memeli hayvanlar ve karides gibi deniz iiriinleridir
(Barnett ve ark., 1990). Bu aragtirmada da R. minuta, toprak, armut, 1sirgan otu,
maydanoz, patates, brokoliden izole edilmistir. Cesitli ¢alismalarda R. minuta, peynir
(Viljoen ve ark., 2003), su kaynaklar1 (Libkind ve ark., 2004), toprak (Falih, 1998;
Vital ve ark., 2002), cicek (Sorlini ve ark., 1998), seker kamis1 (Souza Liberal ve
ark., 2005), armut (Chand-Goyal ve Spotts, 1996), aga¢ (Li ve ark., 1995) gibi

kaynaklardan izole edilmistir.
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Rhodotorula mucilaginos’nin bulundugu kaynaklar1 ise su, toprak, hava,
meyve fabrikalari atigi, bira, tereyag, malt serbeti, regel, meyve kelebeklerinin
larvalari, kertenkeleler, bir ¢esit mantar tiirii (toadstool), kertenkele, insan ve diger
memeli hayvanlar ve tiitlindiir (Barnett ve ark., 1990). Arastirmada da toprak ve
armutun yani sira, 1sirgan otu, maydanoz, dereotu ve brokoliden R. mucilaginosa
izole edilmistir. Cesitli ¢calismalarda R. mucilaginosa’nin sudan (Almeida, 2005),
meyvelerden (Trindade ve ark., 2002; Deak ve Beuchat, 1993) izole edilmesinin yani
sira yag rafinerisi ve diger endiistrilerin atiklarindan (Romero ve ark., 2002),
fermente siit liriinii (suusac) (Lore ve ark., 2005), peynirden (Viljoen ve ark., 2003),
sucuktan (Gardini ve ark., 2001; Osei Abunyewa ve ark., 2000; Wolter ve ark.,
2000), topraktan (Vital ve ark., 2002), uranyum mineral yiginindan (Siloniz ve ark.,
2002), mantar kabugundan (Villa-Carvajal ve ark., 2004), tavuk etinden (Laubscher
ve ark., 2000) ve yogurt (Rohm ve ark., 1990) gibi farkli kaynaklardan da izole
edildigi belirtilmistir.

Rhodotorula araucariae’nin  bulundugu kaynaklar olarak sadece agac
curiikleri belirtilmistir (Barnett ve ark., 1990). Ancak bu arastirmada domates,
maydanoz, siyah turp gibi farkli kaynaklardan da R. araucariae izole edilmistir.
Ayrica, yapilan gesitli izolasyongalismalarinda da toprak (Cardenas ve ark., 2001),
seker kamis1 (Azeredo ve ark. (1998) gibi materyallerden de R. araucariae izole
edilmistir.

Rhodotorula  armeniaca’nin  bulundugu kaynak olarak agac yapragi
belirtilmistir (Barnett ve ark., 1990). Arastirmada da aga¢ yapraginin (genis yaprakli)
yani sira, 1sirgan otu, karnabahar, 1sirgan otu ve dereotu gibi farkli kaynaklardan R.
armeniaca izole edilmistir.

Rhodotorula bacarum’un bulundugu kaynak olarak siyah kus {iziimii
belirtilmistir (Barnett ve ark., 1990). Arastirmada ise maydanoz, toprak, patates ve
armut gibi farkli kaynaklardan R. bacarum izole edilmistir. Chi ve Zhao (2003)’da
farkl1 bir kaynak olarak yapraktan izole etmislerdir.

Rhodotorula bogoriensis’in bulundugu kaynak olarak sadece aga¢ yapraklari
olarak belirtilmistir (Barnett ve ark., 1990). Arasgtirmada ise patates, maydanoz,

dereotu ve patlican gibi farkli kaynaklardan R. bogoriensis izole edilmistir.
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Rhodotorula fujisanensis’in bulundugu en 6nemli kaynaklar yabani {iziim,
yapraklar ve hayvan giibresidir (Barnett ve ark., 1990). Ancak arastirmada farkli bir
kaynak olarak patatesten R. fujisanensis izole edilmistir. Chand-Goyal ve Spotts,
(1996) farkl1 bir kaynak olarak armuttan izole edildigini belirtmistir.

Rhodotorula graminis’in bulundugu kaynaklarin baginda su, ¢imen, turunggil
agaclar1 yapraklari, kakao, kiiclik meyveleri (cilek, kiraz, vs.), petrol gelmektedir
(Barnett ve ark., 1990). Arastirmada ise otsu bitki, maydanoz, patates, toprak, turp ve
patlicandan R. graminis izole edilmistir. Cesitli aragtirmalarda da R. graminis’in
koknart yapraklart ve dokiintiileri (Hobbie ve ark., 2003), tropikal meyvelerden
dondurulmus pulplart (Trindade ve ark., 2002) gibi farkli kaynaklardan izole
edilmistir.

Rhodotorula hasegawae’nin bulundugu kaynak olarak sadece ekmek mayasi
atig1 belirtilmistir (Barnett ve ark., 1990) Arastirmada ise toprak ve odunsu bitki gibi
farkli kaynaklardan R. hasegawae izole edilmistir.

Rhodotorula muscorum’un bulundugu kaynaklar ise agag¢ kokleri ve ¢lirlimiis
yosun atiklar1 olarak belirtilmistir (Barnett ve ark., 1990). Arastirmada ise armut,
dereotu, turp, toprak ve domates gibi farkli kaynaklardan R. muscorum izole
edilmistir.

Rhodotorula phylloplana’nin  bulundugu kaynak olarak aga¢ yapragi
belirtilmistir (Barnett ve ark., 1990). Arastirmada ise otsu bitkiler, zeytin, yesil biber
ve havug gibi farkli kaynaklardan R. phylloplana izole edilmistir.

Rhodotorula aurantiaca nin bulundugu en 6nemli kaynaklar hava, toprak,
bira, insandir (Barnett ve ark., 1990). Arastirmada ise toprak kaynaginin yani sira
brokoli, patates, maydanoz, lahana, brokoli, toprak, dereotu, karnabahar ve tere gibi
farkl kaynaklardan da R. aurantiaca izole edilmistir. Yapilan c¢esitli arastirmalarda
R. aurantiaca’in toprak (Vadkertiovd R., Valenzuela ve ark., 2001; Slavikova ve
Vadkertiova, 2000), armut (Chand-Goyal and Spotts (1996) ve antartik buzu (Sabri
ve ark. 2001) gibi kaynaklardan izole edildigi belirtilmistir.

Rhodotorula hordea’nin bulundugu kaynak olarak sadece arpa yapraklari

belirtilmistir (Barnett ve ark., 1990). Arastirmada ise lahana, otsu bitki (genis
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yaprakll), kirmiz1 biber, toprak, maydanoz, otsu bitki, 1spanak, kabak gibi farkli
kaynaklardan R. hordea izole edilmistir.

Rhodotorula lactosa’nin bulundugu kaynak olarak sadece hava oldugunu
belirtmistir. Arastirmada ise brokoli, toprak, marul ve maydanoz gibi farklh

kaynaklardan R. lactosa izole edilmistir.

4.2. Maya Suslarinin Toplam Karotenoid Oranlarinin Belirlenmesi

Yapilan c¢alismada tanimlanan Rhodotorula glutinis, Rhodotorula minuta,
Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula araucariae, Rhodotorula armeniaca,
Rhodotorula  bacarum, Rhodotorula bogoriensis, Rhodotorula fujisanensis,
Rhodotorula  graminis, Rhodotorula  hasegawae, Rhodotorula muscorum,
Rhodotorula phylloplana, Rhodotorula aurantiaca, Rhodotorula hordea ve
Rhodotorula lactosa tiirlerinin 25°C’de 10 giinliik inkiibasyonu sonunda toplam

karotenoid miktarlar1 belirlenmistir (Cizelge 4.4.).

89



4.BULGULAR VE TARTISMA Emine AKSAN

Cizelge 4.4. Belirlenen Maya Tiirlerinin Ortalama Karotenoid Miktari

Tir Sus No Karotenoid miktari (mg/L)
Rhodotorula araucariae 41 1,00
47 1,04
61 1,67
73 1,01
Rhodotorula armeniaca 39 1,13
42 0,82
56 1,56
62 1,23
63 1,59
74 0,89
Rhodotorula aurantiaca 77 0,95
81 1,04
83 1,32
84 1,59
88 1,57
89 1,00
92 0,98
93 2,01
95 1,94
97 1,43
Rhodotorula bacarum 43 0,96
48 1,23
49 0,98
55 0,86
Rhodotorula bogoriensis 46 1,01
50 1,25
60 0,43
69 1,01
75 1,45
Rhodotorula fujisanensis 70 0,94
Rhodotorula glutinis 1 1,83
10 2,45
11 2,23
14 2,90
15 3,54
19 2,54
2 2,13
20 2,76
22 1,65
26 3,13
27 2,94
28 2,82
29 2,04
3 2,55
30 2,06
34 1,86
35 2,52
4 2,02
5 1,90
9 212
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Cizelge 4.4.lin Devami

Tir Sus No Karotenoid miktari (mg/L)
Rhodotorula graminis 36 2,08
37 1,85
38 1,28
40 1,09
45 1,14
51 1,57
54 0,43
64 1,87
68 1,07
Rhodotorula hasegawae 59 1,22
66 1,29
Rhodotorula hordea 76 1,87
78 1,36
79 1,58
80 1,02
85 1,23
86 1,08
90 2,05
91 1,34
96 1,65
98 1,73
Rhodotorula lactosa 82 1,54
87 1,21
100 2,23
94 1,76
99 2,01
Rhodotorula minuta 12 2,21
18 1,65
21 2,67
23 2,07
31 2,75
32 2,01
6 1,14
Rhodotorula mucilaginosa 13 1,54
16 2,60
17 0,89
24 2,50
25 2,64
33 2,22
7 2,45
8 0,51
Rhodotorula muscorum 44 2,12
52 1,46
53 0,82
58 0,95
71 1,09
Rhodotorula phylloplana 57 1,11
65 1,01
67 1,13
72 1,09
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Cizelge 4.4.°de goriildiigii gibi tanimlanan maya tiirlerinin olusturdugu
toplam karotenoid miktar1 0,89-3,63 mg/L arasinda belirlenmistir. Arastirmada, en
yiiksek toplam karotenoid miktar1 Rhodotorula glutinis (26) tarafindan iiretildigi
saptanmistir.

Mayalarin {irettigi toplam karotenoid miktar1 gelisim ortaminda karbon ve
azot kaynaklari, ortam sicakligi, pH, oksijen miktar1 karigtirma hizi gibi ¢esitli ortam
kosullarinin etkisine gore degismektedir (Johnson ve Lewis, 1979; Okagbue ve
Lewis, 1985). Ayrica, mayanin daha yiliksek hacimde ve kontrollii kosullarda
gelistirilmesiyle karotenoid {iretim miktarinin artabilecegi belirtilmistir (Bhosale ve
Gadre, 2001a).

Buzzini ve Martini (1999) Rhodotorula glutinis’in liziim sirasi, glikoz surubu,
pancar kiispesi soya unu ekstraktt ve misir unu ekstraktinda karotenoid miktarini
sirastyla 5,95mg/L, 3,37mg/L, 1,80mg/L, 3,09mg/L, 4,24mg/L, 3,82mg/L, olarak
belirlemistir. Buzzini (2000) konsantre iiziim sirasinda Rhodotorula glutinis’in
toplam karotenoid miktar1 6,9mg/l, Buzzini (2001) Rhodotorula glutinis’in
olusturdugu toplam karotenoid miktarini 8,2 mg/L olarak belirlemislerdir.

Yapigimiz ¢aligmada Rhodotorula spp. ‘nin iirettigi karotenoid miktarlarinin,
yapilan c¢esitli aragtirmalarin bazilarina gore daha diisiik belirlenmesinin nedeni
olarak, mayanin diisiik hacimdeki (5ml) besiyerinde gelistirilmesi ve gelisim
siirecinde pH, oksijen, karbon ve azot kaynagi miktar1 gibi ¢esitli parametrelerde
herhangi  bir  optimizasyon  ¢aligmast  yapilmamasindan  kaynaklandigi

distiniilmektedir.

4.3. Mutant Maya Suslarinin Elde Edilmesi

Arastirmada toplam karotenoid miktar1 yiiksek olarak belirlenen maya tiirleri
Rhodotorula glutinis (15, 14, 19, 26, 27, 28), Rhodotorula mucilaginosa (16, 25),
Rhodotorula minuta (23, 31), segilerek ultraviole 1smm1 (UV) ve 1-metyl-3-nitro-
nitrosoguanidin (MNNG) kullanilarak mutant maya suslar1 elde edilmistir. Mutasyon
islemi sonunda ana kiiltiirden daha koyu kirmizi renkli koloni olusturanlar mutant

maya susu olarak secilmistir. Mutasyon isleminde ayr1 ayri UV ve MNNG
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mutasyonu ve daha sonra sirasi ile MNNG+UV ve MNNG+UV+MNNG mutasyonu
uygulanmigtir.

Arastirmada MNNG mutasyonu uygulanan mayalarda koloni renklerinin UV
mutasyonuna gore daha koyu kirmizi renkte ve daha biiyiik koloniler olusturdugu
belirlenmigtir. Sekil 4.1.’de UV ve MNNG mutasyonu uygulanan maya hiicrelerinde

renk degisimi goriilmektedir.

93



4.BULGULAR VE TARTISMA Emine AKSAN

b)
Resim 4.1. a)UV mutasyonu b)MNNG mutasyonu

Retamales ve ark. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada da 1-methyl-3-nitro-
nitrosoguanidin (MNNG) ve utraviyole 15181 (UV) ile mutasyon isleminde Phaffia
rhodozyma’nin mutasyonu igin utraviyole 1s18inin etkili olmadigi 1-methyl-3-nitro-
nitrosoguanidin (MNNG)’nin ise yiiksek etki gosterdigi bulunmustur. An ve ark.
(1989a), EMS ve MNNG mutajenleri kullanilarak Phaffia rhodozyma’ nin mutant
kiiltiirlerini elde etmigler ve en iyi mutajen maddenin yine MNNG oldugunu

belirtmislerdir.
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4.4. Mutant Maya Suslarinin Toplam Karotenoid Miktarlarinin Saptanmasi

MNNG ve UV mutajenler kullanilarak Rhodotorula glutinis (15,14, 19, 26,
27, 28), Rhodotorula mucilaginosa (16, 25), Rhodotorula minuta (23, 31) maya

tiirlerinin mutantlarinda toplam karotenoid miktari incelenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.5. Mutant Maya Suslarinin Toplam Karotenoid Miktarlari

Toplam Karotenoid Miktari mg/L

Tiir Ana uv MNNG  MNNG+UV+MNNG
kiiltar
Rhodotorula glutinis (14) 2,90 2,81 3,79 3,25
Rhodotorula glutinis (15) 3,54 3,02 3,59 3,71
Rhodotorula glutinis (19) 2,54 2,72 3,29 3,61
Rhodotorula glutinis (26) 3,13 3,13 3,79 3,54
Rhodotorula glutinis (27) 2,64 2,93 3,60 3,89
Rhodotorula glutinis (28) 2,94 2,77 3,82 3,15
Rhodotorula mucilaginosa (16) 2,60 2,53 3,95 3,94
Rhodotorula mucilaginosa (25) 2,54 2,62 2,19 3,08
Rhodotorula minuta (23) 2,07 2,87 3,98 3,90
Rhodotorula minuta (31) 2,75 2,67 2,76 3,05

Arastirmada en  yiiksek oranda  toplam  karotenoid  miktari
MNNG+UV+MNNG uygulanan Rhodotorula mucilaginosa 16’nin  mutant
kiiltiirtinde 3,94mg/L olarak belirlenmistir. Ana kiiltiire gore 0,65 kat1 oranda toplam
karotenoid miktar1 artmistir.

Bhosole ve Gadre (2001a) Rhodotorula glutinis’in  1-metyl-3-nitro-
nitrosoguanidin ve UV mutasyonu ile elde mutant kiiltlirlinde en yiiksek karotenoid
tiretimi  100ml besiyerinde 14 mg/L, 14L besiyerinde bulunan fermentorde
gelisiminde ise 185mg/L belirlediklerini agiklamiglardir. Ayrica fermentorde gelisim
stiresince ¢oziiniir oksijen ve nitrojen kaynaklar1 gelisim ortamina verilmistir

Bhosole ve Gadre (2001b) Rhodotorula glutinis 1-metyl-3-nitro-
nitrosoguanidin ve UV mutasyonu ile elde mutant kiiltlirtin 100ml ortaminda toplam
karotenoid miktar1 66 mg/L olarak, ana kiiltiirde ise toplam karotenoid miktar1 2.2
mg/L belirlemislerdir. Mutant kiiltiir farkli karbon ve azot kaynaklarinda ve tuzlar
eklenen ortamda en yiiksek toplam karotenoid miktart 100ml ortaminda 66 mg/L

belirlemislerdir.
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Bhosole ve Gadre (2001c) Rhodotorula glutinis NCIM 3353°den elde edilen
mutant kiiltiiriin ana kiiltiire gére 76 kat daha yiiksek beta-karoten olusturdugunu
belirlediklerini agiklamiglardir. Mutant kiiltiir gelisim ortami olarak deniz suyu
kullaniminda toplam karotenoid miktar1 86 mg/L bulduklarini,

Bhosale ve. Gadre (2002) mutant 32 Rhodotorula glutinis’in 30°C’de 125 + 2
mg/L 20 °C’de 250 + 7 mg/L beta karotenoid olusturdugu agiklamislardir.

Arastirmada mutant mayanin irettigi toplam karotenoid miktar1 Bhosole ve
Gadre, (2001a), Bhosole ve Gadre, (2001b), Bhosole ve Gadre, (2001c) ve Bhosole
ve Gadre, (2002)’de elde edilen sonuglara gore daha diisiiktiir. Ancak yapilan bu
aragtirmalarda hem mutant mayanin gelisim ortami hacmi daha yiiksek, hem de

gelisim ortamina farkli bilesenler ilave edilmistir.

4.4.1. Farkh Gelisme Kosullarinin Mutant Mayanin Karotenoid Uretimi

Uzerine Etkisi

Mutant mayanin farkli inokiilasyonlarda, farkli pH ve farkli karbon

kaynaginda olusturdugu toplam karotenoid miktar1 saptanmistir.

4.4.1.1. Farkh Inokiilasyon Oranlarinin Mutant Mayanin Karotenoid Uretimi

Uzerine Etkisi

Rhodotorula mucilaginosa 16 mutant kiiltiriniin = %1, %2, %4, %06
inokiilasyon oranlar1 sonucu tirettikleri karotenoid miktarlar1 belirlenmis ve sonuglar

Cizelge 4.6.’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli Inokiilasyonlarda Mutant Mayanin Urettigi Toplam Karotenoid

_ Miktarlari
Inokiilasyon Orani Toplam Karotenoid
%1 2,91mg/L
%2 3,04 mg/L
%4 2,81 mg/L
%6 2,95 mg/L
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Yapilan ¢alismada %2 oranda inokiilasyonda toplam karotenoid miktar1 en
yiksek bulunmustur. Cizelge 4.6’da da goriildiigli gibi inokiilasyon orani
yiikseldiginde, toplam karotenoid miktar1 diismiistiir. Bunun nedeni, hiicre
kiiltliriiniin artmasiyla ortamdaki oksijen miktarinin azalmasiyla agiklanabilir.

Benzer sonucu, Govindaswamyve ark. (1999) yaptiklann ¢alismada
bulmuslardir. Arastirmada Rhodotorula gracilis’in %10, %6, %?2 inokiilasyon
oraninda toplam karotenoid miktarinda degisimini belirlemislerdir ve %2
inokiilasyon oraninda en yiiksek karotenoid miktar1 elde etmislerdir. Okagbue ve
Lewis (1985) ise, Bacillus circulans WL-12 ve Phaffia rhodozyma karigik
kiiltiirinlin ~ astaksantin ~ olusumu iizerinde etkisini inceledikler ¢alismada,
inokiilasyon oraninin (0, 5:1, 1:1, 2:1, 4:1) astaksantin ekstraksiyonu {izerine etkisini
de aragtirmiglar ve inokiilasyon orani yiikseldikce ekstrakte edilen astaksantin miktari

azaldigin1 belirlemislerdir.

4.4.1.2. pH’min Mutant Mayanin Karotenoid Uretimi Uzerine Etkisi

Rhodotorula mucilaginosa 16 mutant kiiltiiriiniin pH 4,5, 4,7, 4,9, 5,0, 5.3,
5,5, 6,0, 6,5°da toplam karotenoid olusumu {iizerinde etkisi incelenmis ve belirlenen

toplam karotenoid miktarlar1 Cizelge 4.7.’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Farkli pH Ortamlarinda Mutant Mayanin Urettigi Toplam Karotenoid

Miktarlari
pH degeri Toplam Karotenoid
4.5 2,95 mg/L
4.7 2,65 mg/L
4.9 2,07 mg/L
5.0 2,89 mg/L
5.2 3,24 mg/L
5.3 3,47 mg/L
5.5 3,83 mg/L
6.0 3,81 mg/L
6.5 3,52 mg/L
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Arastirmada, gelisim ortaminin pH degerinin olusan karotenoid miktari
tizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Yiiksek karotenoid olusumu pH 5.5 ve 6.0’da
bulunmustur.

Okagbue ve Lewis (1985) Bacillus circulans WL-12 ve Phaffia rhodozyma
karigik kiiltliriiniin astaksantin olusumu tizerinde farkli pH degerinin (6,0, 6,5, 6,8, 7,
0, 7,4, 7,8) astaksantin miktarina etkisini arastirmiglar ve astaksantin iiretimi i¢in en
uygun pH 6,8-7,4 arasinda belirlemislerdir. Martin ve ark. (1993b) farkli atik
maddeleri Phaffia rhodozyma’da gelisim ortami olarak kullanmiglar ve ortam
pH’sinin 4, 5, 6, 7, 8’de astaksantin olusumunu arastirmislar ve en yiiksek karotenoid
olusumu pH 7°de belirlemislerdir. Her iki arastirmada da en fazla karotenoid
tretiminin  yilkksek pH’larda belirlenmesi, maya tiirlerinin  farkliligindan
kaynaklandig1 belirtilmistir.

Benzer sonug, Martin ve ark. (1993a) tarafindan yapilan arastirmada
bulunmustur. Calismada, Rhodotorula rubra’nin farkli pH degerinde toplam
karotenoid miktarini incelemisler ve toplam karotenoid olusumu i¢in optimum pH=5

belirlediklerini a¢iklamislardir.

4.4.1.3. Farkl Karbon Kaynaginin Mutant Mayanin Karotenoid Uretimi

Uzerine Etkisi

Arastirmada, karbon kaynagi olarak glukoz, D-ksiloz, etanol, gliserol ve D-
mannitol kullanilarak, Rhodotorula mucilaginosa 16 mutant kiiltiirliniin toplam

karotenoid miktarlar1 belirlenmistir (Cizelge 4.8.).
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Cizelge 4.8 Farkli Karbon Kaynaginda Mutant Mayanin Toplam Karotenoid

Miktarlar1
Karbon Kaynag Toplam Karotenoid
Glukoz 4,59 mg/1
D-mannitol 3,28 mg/l
D-ksiloz 3,05 mg/l
Etanol 2,40 mg/1
Gliserol 2,31 mg/l

Arastirmada toplam karotenoid miktar1 en yiiksek glikoz kullanilan gelisim
ortaminda belirlenmis, en diisiik ise gliserol kullanilan gelisim ortaminda
bulunmustur. Onceki yapilan c¢alismalarda Rhodotorula spp. ile ¢alismaya
rastlanmamuistir.

Bon ve ark. (1997) Phaffia rhodozyma NRRL Y-17269 mayasindan elde
edilen mutant kiiltiirler glukoz, maltoz, ksiloz gelisimini incelemislerdir. Arastirma
sonunda mutant kiltiiriin gelisim ortaminda bulunan sekerlerin degisimi ile
karotenoid miktarindaki azalmada %100-%50 arasinda etkili oldugu belirlenmistir.

Parajo ve ark. (1997) gelisim ortaminda karbon kaynagi olarak ksiloz
kullaniminin ~ Phaffia rhodozyma’da  karotenoid olusumu iizerine etkisini
arastirmiglardir. Arastirmada 160 saat inkiibasyon stiresi sonunda Phaffia rhodozyma
20,3g/1 ve 41,7g/1 ksiloz igeren gelisim ortaminda belirlenen karotenoid miktari
strastyla 2,5mg/1 ve 2,85 mg/1 belirlediklerini agiklamiglardir.

Vazquez ve ark. (1997) Phaffia rhodozyma‘nin farkli karbon kaynaginda
(glikoz, sukroz ve ksiloz) {irettigi karotenoid miktarini incelemislerdir. Phaffia
rhodozyma‘nin iirettigi en yiiksek karotenoid miktari (3,60mg/1) ksiloz igeren gelisim

ortaminda belirlediklerini agiklamiglardir.

4.6.Tiirk Sucugu Uretimi
Arastirmada, farkli miktarlarda nitrit ve karotenoid kullanilarak Tiirk Sucugu

iretimi  gerceklestirilmistir.  Ekstrakte edilen karotenoidler zeytinyaginda

¢Oziindiirtilmiis ve dondurarak kurutulmus olarak sucuk hamuruna ilave edilmistir.
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100ppm, 80ppm ve 50ppm nitrit kullanilarak tiretilen sucuklarda %0,1, %0,5 ve %1
oranlarinda karotenoid ilavesinin sucuktaki pH, %nem, renk, toplam aerobik

mezofilik bakteri ve Enterobacteriaceae sayilarindaki degisimler incelenmistir.

4.6.1. Sucuk Orneklerinin pH Degerleri

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanilarak iiretilen sucuklarin pH
degerleri Cizelge 4.9.°da, ilk giin ve 30. giin analizlerinin varyans analiz tablosu Ek 2

ve Ek 3’de gosterilmistir.

Cizelge 4.9 Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullamlarak Uretilen Sucuklarin

pH Degeri
Zeytinyaginda Cozundirilmusg Dondurarak Kurutulmusg
0.glin 30.giin 0.glin 30.giin
OO(Kontrol) 6,34+0,09 4,93+0,12ab 5,91+0,04 4,82+0,08ab
O1(Kontrol)  6,27+0,05 4,94+0,10ab 6,00+0,12 4,83+0,09ab
O2(Kontrol)  6,29+0,08 4,93+0,10ab 6,10+0,11 4,81+0,07ab
O3(Kontrol)  6,40+0,04 4,99+0,08ab 5,91+0,04 4,80+0,05ab
A1 6,17+0,05 4,95+0,10ab 5,90+0,05 4,85+0,07ab
A2 6,30+0,07 4,95+0,10ab 5,90+0,08 4,87+0,06ab
A3 6,29+0,04 4,94+0,08ab 5,91+0,06 4,85+0,05ab
B1 6,2210,09 4,72+0,09ab 5,91+0,03 4,92+0,09ab
B2 6,25+0,15 4,76+0,09b 5,90+0,04 4,80+0,05b
B3 6,20+0,07 4,911£0,11a 5,90+0,05 4,99+0,07a
C1 6,21+0,04 4,83+0,13ab 5,88+0,07 4,94+0,10ab
Cc2 6,23+0,08 4,80£0,07b 5,91+0,06 4,80+0,05b
C3 6,20+0,05 4,84+0,13ab 5,91+0,04 4,80+0,05ab

01(kontrol):150 ppm nitrit, 02(kontrol):100 ppm nitrit, 03(kontrol):80 ppm nitrit, 04(kontrol):50 ppm nitrit,
A1:100 ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, A2:80 ppm nitritve %0,1 karotenoid, A3:50 ppm nitrit
ve %0,1 karotenoid, B1:100 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, B2:80 ppm nitrit ve %0,5
karotenoid, B3:50 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, C1:100 ppm nitrit ve %1 karotenoid, C2:80
ppm nitrit ve %1 karotenoid, C3:50 ppm nitrit ve % 1karotenoid

Farkli harfler *a.=0,05gulven sinirinda énemli farkhliklari gosterir

Cizelge 4.9°da goriildiigii gibi farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanilarak
tiretilen sucuklarin 30. giinde belirlenen pH degeri iizerinde farkli miktarlarda nitrit

ve karotenoid kullanimi %35 giliven sinirinda 6nemli diizeyde farkli oldugu
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belirlenmistir. Arastirmada zeytinyagda c¢oziindiiriilmiis karotenoid kullanilarak
tiretilen sucuklarda pH degeri ortalamalari ilk giin 6,17-6,40, 30. giinde ise 4,72-4,99
olarak belirlenmistir. Dondurarak kurutulmus karotenoidler kullanilarak {iretilen
sucuklarda pH degeri ortalamalar ilk giin 5,88-6,10, 30. giinde ise 4,80-4,99 olarak
belirlenmistir.

Sucukta, fermentasyon siiresince gelisen laktik asit bakterileri tarafindan
tiretilen laktik asitten dolay1 tiim Orneklerde fermentasyon sonunda pH degerleri
diismiistiir.

Yapilan arasgtirmada kullanilan farkli miktarda nitrit ve karotenoid
kullanilarak iiretilen sucuklarda, hammaddenin ayni olmasi nedeniyle birinci giin pH
degerleri arasinda istatistiksel acidan farkli olmadigi, ancak 30. giin pH degeri
tizerinde %5 giliven sinirinda 6nemli diizeyde farkli oldugu belirlenmis, ancak farkli
miktarda nitrit ve karoten kullanimi ile pH degeri degisimi arasinda bir iligki
bulunamamistir. Zeytinyaginda ¢Oziindiiriilmiis ve dondurarak kurutulmus
karotenoidler kullanilarak iiretilen sucuklarin ilk giinkii pH degerlerinde %1 6nem
diizeyinde farklilik belirlenmistir. Ancak, bu farklilik sucuk {retiminin farkh
zamanlarda yapilmasi nedeniyle kullanilan hammaddelerin (et, yag vs.)
farkliligindan kaynaklanabilecegi diistintilmiistiir.

Bozkurt ve Erkmen (2004) tarafindan yapilan arastirmada da, farkli miktarda
nitrat-nitrit kullanilarak iiretilen sucuklarin 45 giin depolanmasindan sonra belirlenen
pH degeri degisimi ile sucuklarda kullanilan nitrit miktar1 arasinda bir iligki
belirlenememistir. Ancak, Ockerman ve Sun (2005) tarafindan yapilan bir bagka
calismada 75ppm ve 150ppm nitrit kullanilarak sucuk iiretimi yapilmis ve pH
degerleri belirlenmistir. 150ppm nitrit kullanilarak iiretilen sucuklarin pH degerinin,
75ppm nitrit kullanilarak iiretilen sucuklara gore onemli derecede yiiksek olarak
belirlediklerini bildirmislerdir. Diigiik nitrit miktarinda daha diisik pH degerinin
belirlenmesi, laktik asit bakterilerinin diisiik miktarda nitrit kullanilarak iiretilen
sucuklarda daha 1iyi gelisebilmesine baglanmistir. Ancak sucuk Orneklerinin
depolama siirecinde laktik asit bakterileri sayisinin birbirine yakin olmasiyla pH

degerindeki farklilik ortadan kalkabilmektedir.
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4.6.2.Sucuk Orneklerinin Nem Orami

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanilarak {iretilen sucuklarin nem
oranlar1 Cizelge 4.10.’da, fermentasyonun ilk giin ve 30. giin analizlerinin varyans

analiz tablosu ise Ek 4 ve Ek 5’de gosterilmistir.

Cizelge 4.10. Farkl1 Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarda
Belirlenen Nem Oranlar1 (%)

Zeytinyaginda Coéziindirilmusg

Dondurarak Kurutulmusg

0.giin 30.giin 0.glin 30.giin
OO(Kontrol)  51,59+1,79 35,26+2,15abcd 59,56+2,32abc = 31,78+2,12abcd
O1(Kontrol)  51,73+1,9 27,90+1,76d 58,60+0,84 32,67+2,16d
O2(Kontrol)  51,35+1,13 29,47+2,26 bcd 58,29+1,16 36,23+1,27bcd
O3(Kontrol)  52,24+0,98 27,60+2,68cd 57,33+1,88 35,24+1,41cd
A1 51,85+1,23 32,57+1,92abcd 56,41+3,99 35,24+1,78abcd
A2 52,48+1,00 35,28+1,07ab 57,41+£1,19 36,50+1,53ab
A3 51,79+1,29 29,29+2,15cd 57,26+1,39 33,04+1,65cd
B1 52,04+1,90 32,54+2 58abc 57,42+2,11 37,60+1,76abc
B2 51,70+1,74 32,80+2,12abc 58,53+0,77 36,84+1,22abc
B3 52,05+2,06 31,58+1,33abcd 57,78+1,48 36,81+2,01abcd
C1 51,55+0,90 37,38+1,02ab 56,48+1,23 35,41+2,16ab
C2 51,60+0,86 39,20+£1,02 a 57,94+0,84 35,36+2,12a
C3 52,42+1,78 36,83+1,61ab 58,51£3,13 36,00+3,13ab

01(kontrol):150 ppm nitrit, 02(kontrol):100 ppm nitrit, 03(kontrol):80 ppm nitrit, 04(kontrol):50
ppm nitrit, A1:100 ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, A2:80 ppm nitritve %0,1 karotenoid, A3:50
ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, B1:100 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, B2:80 ppm nitrit ve
%0,5 karotenoid, B3:50 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, C1:100 ppm nitrit ve %1 karotenoid,
C2:80 ppm nitrit ve %1 karotenoid, C3:50 ppm nitrit ve % 1karotenoid

Farkh harfler *a=0,01gtven sinirinda énemli farkhhklari gosterir

Cizelge 4.10.°da goriildiigii gibi sucuk Orneklerinin fermentasyonun ilk
giiniinde belirlenen nem oran1 {izerinde farkli miktarda nitrit ve karotenoid
kullaniminin ilk giin Orneklerinde %1 giliven smirinda onemli diizeyde farklh
olmadigi, 30. giin 6rneklerinde ise %1 giliven sinirinda 6nemli diizeyde farkli oldugu
belirlenmistir. Ancak, pH sonuglarinda oldugu gibi, farkli miktarda nitrit ve

karotenoid kullanimi ile sucuklardaki nem orani degerlerindeki degisim arasinda bir
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iligki belirlenmemistir. Arastirmada zeytinyaginda ¢oziindiiriilmiis karotenoid
kullanilarak {iretilen sucuklarda nem orani ortalamalari fermentasyonun ilk giinii
%351,35-52,48, 30. giinde ise %27,60-35,26 belirlenmistir. Dondurarak kurutulmus
karotenoid kullanilarak {iretilen sucuklarda nem oran1 degerleri ortalamalari
fermentasyonun ilk ginii %56,41-58,60, 30. ginde %31,78-36,84 olarak
belirlenmistir. Zeytinyaginda ¢oziindiiriilerek ve dondurarak kurutulmus karotenoid
kullanilarak iretilen sucuklardaki ilk giin ve 30. giin nem orani degerlerinde %1
onem diizeyinde farklilik belirlenmistir. Bu farkliligin da yine pH degisiminde
oldugu gibi iretimin farkli zamanlarda olmasindan kaynaklanabilecegi
distiniilmistiir.

Ferndndez ve ark. (1995), baslangic nem oram1 % 60 belirlenen sucuk
orneklerinin  olgunlasma sonunda nem oranlarinin  %40-45’e  distliglini
gdzlemislerdir. Chasco ve ark. (1996), ispanya’da yerel fabrikadan toplanan sucuk
orneklerinde % nem oranini, sucuk hamurunda 56,26, fermantasyon sonunda 56,63,
2. hafta sonunda 50,06, 4. hafta sonunda ise 39,49 belirlemislerdir. Bover-Cid ve ark.
(2001), sucukta nem oranini arastirmiglar ve orneklerdeki nem oranini, birinci giin
%62,28-62,92, 21.giin ise %32,97-46,03 olarak bulmuslardir. Colak ve Ugur (2002)
yaptiklar1 calismada, fermente sucuklardaki nem oranin1 baglangicinda %49,0,

sonunda ise %42,3 olarak belirlemislerdir.

4.6.3.Renk Analiz Sonuc¢lar

HunterLab spektrofotometre kullanilarak sucuk gévdesi kesitinde L* a* ve b*

degerleri acgiklik/koyuluk, kirmizilik ve sarilik gostergesi olarak dl¢iimii yapilmistir.

4.6.3.1. Sucuk Orneklerinde L (Aciklik/Koyuluk) Degeri Sonuclar

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanilarak iiretilen sucuklarin L
(agiklik/koyuluk) degeri Cizelge 4.11°de, birinci ve 30. gilin analizlerinin varyans
analiz tablosu Ek 6 ve Ek 7°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarda
Belirlenen L Degeri
Zeytinyaginda Coziindiirilmis

Dondurarak Kurutulmus

0.giin 30.giin 0.giin 30.giin
OO(Kontrol) 50,82+1,86¢ 46,43+2,08b 53,02+3,17c  45,46+2,75b
O1(Kontrol) 51,98+2,22bc  46,86+2,55ab 53,8412,82bc  47,21+2,56ab
O2(Kontrol) 54,03+1,11abc 48,98+2,98ab 55,98+3,27abc 49,45+1,90ab
O3(Kontrol)  55,05+1,93abc 49,99+3,06ab 56,06+2,71abc 48,80+3,31ab
A1 51,67+2,14bc  45,77+3,10b 53,87+2,90bc  46,29+3,44b
A2 52,95+2,95abc 47,06+1,81ab 54,74+3,19abc 46,96+2,23ab
A3 54,83+2,76abc 47,00+3,48ab 55,86+3,95abc 47,36+3,00ab
B1 53,38+2,15abc 48,67+1,95ab 54,432 36abc 47,43+3,02ab
B2 53,84+1,16abc 49,62+3,40ab 56,03+3,70abc 48,85+2,77ab
B3 54,88+2,48ab  48,40+3,40ab 56,88+2,93ab  49,00+2,82ab
C1 56,60+2,64a 50,40+2,35ab 57,07+3,18a  48,87+2,92ab
C2 56,03+1,79a 49,68+2,34ab 57,90+3,02a  48,90+3,97ab
C3 56,90+0,68a 51,22+2,04a 57,82+3,95a  49,54+3,84a

01(kontrol): 150 ppm nitrit, 02(kontrol):100 ppm nitrit, 03(kontrol):80 ppm nitrit, 04(kontrol):50
ppm nitrit, A1:100 ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, A2:80 ppm nitritve %0,1 karotenoid, A3:50
ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, B1:100 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, B2:80 ppm nitrit ve
%0,5 karotenoid, B3:50 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, C1:100 ppm nitrit ve %1 karotenoid,
C2:80 ppm nitrit ve %1 karotenoid, C3:50 ppm nitrit ve %1karotenoid

0.gun farkh harfler *a=0,01gtven sinirinda énemli farkliliklari gésterir

30.giln farkh harfler *a=0,05guven sinirinda énemli farkliliklari gosterir

Arastirmada zeytinyaginda ¢oziindiiriilmiis karotenoidler kullanilarak iiretilen
sucuklarda L degeri ortalamalar1 birinci giin 50,82+1,86-56,90+0,68, 30. giinde ise
45,774£3,10-51,22+2,04  belirlenmistir. Dondurarak kurutulmus karotenoidler
kullanilarak iiretilen sucuklarda L degeri ortalamalar1 birinci giin 53,0243,17-
57,90+3,02, 30. giinde ise 45,46+2,75-49,54+3,84 belirlenmistir.

Cizelge 4.11.°de goriildiigii gibi zeytinyaginda ¢dzilindiiriilmiis ve dondurarak
kurutulmus karotenoid kullanilarak tiretilen sucuklarda L degerinin baslangi¢ sucuk
orneklerine gore 30. giinde daha diisiik belirlenmesi, sucuklarin 30. giinde baslangica
gore daha koyu renkte oldugunu gostermektedir. Chasco ve ark. (1996) tarafinda
yapilan bir arastirmada sucugun islem siiresince renk degisimini incelemis ve sucuk

hamurunda L degerini 44,71, fermantasyon sonunda 43,46 ve 4 hafta kurutma

sonunda 45,07 bulduklarin1 belirtmislerdir. L degerinin fermantasyon siiresince % 3
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azaldigini ve daha sonra kurutma siiresince baglangic degerine ulastigini
aciklamiglardir. Ayrica, karotenoidlerin sucukta farkli kullaniminda sucuklarin
baslangi¢c L degerinin istatistiksel olarak 6nemli oldugunun belirlenmesiyle, sucuk
orneklerinde karotenoidlerin farkli kullanimi sucuklarin koyulugunu etkileyebilecegi
bulunmustur. Ancak, kullanilan hammadde farkliligi da, farkli karotenoid
kullanilarak {iretilen sucuklarin L degerini degistirebilmektedir. Birinci glin en
yiiksek L degeri 50ppm/kg nitrit ve %5 karotenoid kullanilarak iiretilen C3 sucuk
orneginde belirlenmistir. En diisik L degeri ise 150 ppm/kg nitrit kullanilarak
tiretilen OO sucuk orneklerinde saptanmuistir.

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanimi sucuklarin baslangi¢ (p<0,01)
ve 30. giin (p<0,05) L degeri istatistiksel olarak énemli bulunmustur. Birinci giin en
yiiksek L degeri 50ppm/kg nitrit ve %5 karotenoid kullanilarak iretilen C3 sucuk
orneginde belirlenmistir. En diisik L degeri ise 150 ppm/kg nitrit kullanilarak
tiretilen OO sucuk Orneklerinde saptanmistir. Yiiksek miktarda nitrat kullaniminda
olusan kahve-kirmizi renk nedeniyle sucuk renginin koyuluk oraninin arttidi,
karotenoid kullaniminda ve diisiik miktarda nitrit kullaniminda ise sucuk renginin
koyuluk oraninin azaldigi bulunmustur.

Uren ve Babayigit (1996), Tiirk sucugunun renk &zelliklerini arastirmislar ve
11 farkli sucuk 6rneginin L degerini 35,87-45,92 belirlemislerdir. Ansorena ve ark.
(1997), Ispanya’da iiretilen 33 fermente sucuk drneginde ortalama L* degerini 40,75
olarak saptamiglardir. Chasco ve ark. (1996), Ispanya’da yerel fabrikadan toplanan
13 sucuk Orneginde iiretim siliresince renk degisimini arastirmiglar ve sucuk
hamurunda L* degerini 44,71, 4. hafta sonunda ise L* 45,07 belirlediklerini
aciklamislardir. Gimeno ve ark. (2000), Ispanya’da iiretilen fermente sucuklarin renk

degerlerini aragtirmiglar ve L* degeri 46,87-54,29 bulmuslardir.

4.6.3.2. Sucuk Orneklerinde a* (Kirmizihk) Degeri Sonuglar

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanilarak iiretilen sucuklarda belirlenen
a* degeri Cizelge 4.12°de, birinci ve 30. giin analizlerinin varyans analiz tablosu Ek

8 ve Ek 9’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.12.Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarda
Belirlenen a* Degeri
Zeytinyaginda Coziindiriilmis

Dondurarak Kurutulmus

0.giin 30.giin 0.giin 30.giin
OO(Kontrol) 13,60+1,21ab 12,50+0,98ab 16,38+1,66ab 15,43+1,72ab
O1(Kontrol)  13,10+1,20ab 12,80+1,47ab 15,06+1,31ab 13,73+1,81ab
0O2(Kontrol)  12,90+2,03ab 12,70+0,89ab 15,00+1,16ab 13,59+1,65ab
O3(Kontrol)  12,30+1,45b 11,90+1,61b 14,96+2,07b 13,29+1,94b
A1 13,50+0,70ab 13,03+1,16b 15,18+2,01ab 14,68+1,60b
A2 13,40+1,43ab 13,00+1,21ab 15,36+1,07ab 13,83+1,26ab
A3 13,20+0,77ab 12,10+1,31b 14,99+1,88ab 13,53+1,49b
B1 14,20+1,35ab 13,70+1,05ab 16,29+2,08ab 14,77+1,51ab
B2 13,90+1,28ab 13,60+1,12ab 16,20+1,67ab 14,80+2,09ab
B3 13,70+1,65ab 12,80+1,69ab 15,73+1,40ab 14,00+2,25ab
C1 13,90+1,01a 14,20+1,31a 17,75+2,10a 15,96+1,46a
C2 14,40+1,47a 14,10+1,03a 17,20+2,44a 15,60+1,39a
C3 13,80+1,28ab 13,80+1,88ab 17,38+1,39ab 15,66+1,21ab

01(kontrol): 150 ppm nitrit, 02(kontrol):100 ppm nitrit, 03(kontrol):80 ppm nitrit, 04(kontrol):50
ppm nitrit, A1:100 ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, A2:80 ppm nitritve %0,1 karotenoid, A3:50
ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, B1:100 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, B2:80 ppm nitrit ve
%0,5 karotenoid, B3:50 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, C1:100 ppm nitrit ve %1 karotenoid,
C2:80 ppm nitrit ve %1 karotenoid, C3:50 ppm nitrit ve %1karotenoid

0.gun farkh harfler *a=0,01gtven sinirinda énemli farkliliklari gésterir

30.giln farkh harfler *a=0,05gtven sinirinda énemli farkliliklari gosterir

Arastirmada L degeri ortalamalarinin  zeytinyaginda ¢oziindiirilmiis
karotenoid kullanilarak iiretilen sucuklarda birinci giin 12,30+14,40+1,47, 30. giinde
ise 11,90+1,61-14,20+1,31 belirlenmistir. L degeri ortalamalar1 dondurarak
kurutulmus karotenoid kullanilarak iiretilen sucuklarda ise birinci giin 14,96+2,07-
17,75+2,10, 30. giinde 13,29+1,94-15,96+1,46 belirlenmistir.

Ekstrakte edilen karotenoidin, zeytinyaginda ve dondurarak kurutulmus
olarak kullanim1 %1 giiven smirinda sucuklarin a* degeri iizerinde énemli diizeyde
farkli olarak belirlenmistir. Ayrica, farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanilarak
tiretilen sucuklarda da a* degeri %1 giiven sinirinda 6nemli diizeyde farkli oldugu
belirlenmistir. Arastirmada zeytinyagda c¢oziindiiriilmiis karotenoid kullanilarak
tiretilen sucuklarda 30. giinde en yiiksek a* degeri ortalamasi %1 karotenoid ve

100ppm nitrit kullanilan C1 sucuk 6rneginde 14,6 olarak belirlenmistir. Dondurarak

106



4.BULGULAR VE TARTISMA Emine AKSAN

kurutulmus karotenoid kullanilarak iiretilen sucuklarda en yiiksek a* degeri ortalama
yine C1 Orneginde 15,66 olarak belirlenmistir. 150 ppm nitrit kullanilarak iiretilen
kontrol grubu sucukta ise a* degeri zeytinyagda c¢Oziindiiriilmiis karotenoid
kullanilan 6rneklerde 13,9, dondurarak kurutulmus karotenoid kullanilan 6rneklerde
de 15,48 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.12.°de goridugi gibi a degeri, baslangigtaki drneklere gore 30.
giinde daha diisiik belirlenmesi, sucuklarin 30. giinde bagslangica gore daha diisiik
kirmizilikta oldugunu ifade etmektedir. Chasco ve ark. (1996) tarafinda yapilan
aragtirmada da kirmizilig1 % 20 oraninda azaldigi belirtilmistir. Ayrica, kirmizilik
degerinde azalma, baslangic sucuk hamurunun kirmizi renkli oksimyoglobinin
okside olarak kahve-kirmizi renkli metmyoglobin ve diger reaksiyon {iriinleri
olusmasina baglanmaktadir.

Karotenoidlerin sucukta farkli formda kullanimi ile ilgili yapilan
degerlendirmede, sucuklarin baglangi¢ ve 30. glin a* degerinin istatistiksel olarak
(p<0,01) onemli bulunmustur. Sucukta kullanilan karotenoid formunun yani sira
farkli hammaddelerin kullanilmis sucuklarin a* degerini etkilemis olacagi
distiniilmektedir.

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullaniminin sucuklarin baslangic a*
degeri iizerindeki etkisi istatistiksel olarak (p<0,05) énemli bulunmustur. ilk giin ve
30. giin en yiiksek a* degeri 100ppm/kg nitrit ve %5 karotenoid kullanilarak iiretilen
Cl sucuk Orneginde belirlenmistir. En diisiik a* degeri ise S50ppm/kg nitrit
kullanilarak tiretilen O4 sucuk 6rneginde saptanmigtir. Nitrit kullaniminin azalmasi
ile sucuk kirmiziliginin distiigli, yiiksek miktarda nitrit ve yiiksek miktarda
karotenoid kullaniminda ise sucuk kirmiziliginin yiikseldigi belirlenmistir.

Uren ve Babayigit (1996), tiirk sucugunun renk &zelliklerini arastirmislar ve
11 farkli sucuk Orneginin a* degerini 6,86-14,14 belirlemislerdir. Ansorena ve ark.
(1997), Ispanya’da iiretilen 33 fermente sucuk &rneginde ortalama a* degeri 17,06
olarak saptamislardir. Chasco ve ark. (1996), Ispanya’da yerel fabrikadan toplanan
13 sucuk Orneginde iiretim siliresince renk degisimini arastirmiglar ve sucuk
hamurunda a* degerini 21,71, 4. hafta sonunda ise a* 17,61 belirlediklerini

aciklamiglardir. a* degerinin fermantasyon siiresince diistiiglinii ac¢iklamislardir.
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Gimeno ve ark. (2000), Ispanya’da iiretilen fermente sucuklarmn renk degerlerini

arastirmiglar ve a* degeri 16,85-23,21 bulmuslardir.

4.6.3.3. Sucuk Orneklerinde b* (Sarihk) Degeri

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanilarak iiretilen sucuklarin b* degeri
ise sirasiyla Cizelge 4.13.de, birinci ve 30. giin analizlerinin varyans analiz tablosu

Ek 10 ve Ek 11°de gosterilmistir.

Cizelge 4.13. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarda

Belirlenen b* Degeri
Zeytinyaginda Gozundiirilmisg

Dondurarak Kurutulmus

0.giin 30.giin 0.glin 30.giin

OO(Kontrol) 12,47+1,20c 8,11+1,21¢ 29,45+6,18c 17,8145,32c
O1(Kontrol)  12,63+0,63c 8,40+1,44c 28,67+4,37c 18,80+4,65¢
O2(Kontrol) 12,67+0,69¢c 8,71+0,66¢ 28,98+6,30c 18,24+2,75¢
O3(Kontrol)  13,40+1,29abc 8,88+1,12bc 32,20+2,81abc 23,10+2,44bc
A1 12,72+1,49bc 8,63+1,36¢ 30,96+3,44bc 18,9418,94c
A2 12,97+1,04bc 8,68+1,17¢ 31,10£3,83bc 20,72+5,50c
A3 13,28+1,26bc 9,02+1,30c 31,1242,79bc 20,96+3,52¢c
B1 14,13+1,53abc 9,43+1,26bc 34,08+8,48abc 21,98+7,41bc
B2 14,07+1,37abc 9,73+1,15abc 34,27+3,47abc 24,16+4,37abc
B3 13,7840,94abc 9,63+1,43abc 37,15+5,30abc 26,11+4,28abc
C1 14,67+1,63abc 10,64+1,28abc  34,61+3,38abc 25,07+5,06abc
C2 14,45+1,47a 10,73+1,28ab 39,47+3,63a 30,69+6,44ab
C3 14,45%1,08ab 11,58+0,70a 37,96+5,12ab 31,37+7,36a

01(kontrol):150 ppm nitrit, 02(kontrol):100 ppm nitrit, 03(kontrol):80 ppm nitrit, 04(kontrol):50
ppm nitrit, A1:100 ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, A2:80 ppm nitritve %0,1 karotenoid, A3:50
ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, B1:100 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, B2:80 ppm nitrit ve
%0,5 karotenoid, B3:50 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, C1:100 ppm nitrit ve %1 karotenoid,
C2:80 ppm nitrit ve %1 karotenoid, C3:50 ppm nitrit ve % 1karotenoid

Farkh harfler *a=0,01gtven sinirinda énemli farkhhklari gosterir

Arastirmada b* degeri ortalamalari, zeytinyaginda ¢6zlindiiriilmiis karotenoid
kullanilarak iiretilen sucuklarda birinci giin 12,72+1,4-14,67+1,63, 30. giinde ise
8,63+1,36-11,58+0,70 belirlenmistir. b* degeri ortalamalar1 dondurarak kurutulmus
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karotenoid kullanilarak iiretilen sucuklarda birinci giin 39,47+3,6-30,96+3,44, 30.
giinde ise 18,94+8,94-31,37+7,36 belirlenmistir.

Cizelge 4.13.’de goriildiigii gibi farkli miktarda nitrit ve karotenoid
kullanilarak iiretilen sucuklarin b* degeri baslangi¢ sucuk drneklerine gore 30. giinde
daha diisiik belirlenmesi, sucuklarin 30. giinde baslangica gore daha sar1 renkte
oldugunu ifade etmektedir. Chasco ve ark. (1996) tarafinda yapilan bir aragtirmada
da b* degerinin fermantasyon siiresince % 44 oraninda azaldigini agiklamiglardir.

Karotenoidlerin sucukta farkli formda kullaniminda sucuklarin baslangi¢ ve
30. giin b* degerinin istatistiksel olarak 6nemli bulunmasiyla, sucuk Orneklerinde
karotenoidlerin farkli formda kullanimi sucuklarin sariligini etkileyebilecegi
bulunmustur. Ancak, kullanilan hammadde farkliligi da, farkli karotenoid
kullanilarak tiretilen sucuklarin b* degerini degistirebilmesi s6z konusudur.

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanimi sucuklarin baglangi¢ ve 30. giin
b* degeri (p<0,05) istatistiksel olarak onemli bulunmustur. O. orneklerinde en
yiiksek b* degeri C3 (50ppm nitrit+%]1 karotenoid) ve C2 (80ppm nitrit+%]
karotenoid) kullanilan sucuk 6rneklerinde belirlenmistir. En diisiik sarilik degeri ise
kontrol 6rneklerinde OO (150ppm nitrit), O1 (100ppm nitrit) ve O3 (80ppm nitrit)
saptanmistir. Sucuklarda sarilik renginin, karotenoid miktarinin artmasi ve nitrit
miktarinin azalmasi ile yiikseldigi belirlenmistir.

Uren ve Babayigit (1996), Tiirk sucugunun renk 6zelliklerini arastirmislar ve
11 farkli sucuk Orneginin b* degeri 10,14-17,62 belirlemislerdir. Ansorena ve ark.
(1997), Ispanya’da iiretilen 33 fermente sucuk drneginde ortalama b* degeri 12,20
olarak saptamislardir. Chasco ve ark. (1996), Ispanya’da yerel fabrikadan toplanan
13 sucuk Orneginde iiretim siiresince renk degisimini arastirmiglar ve sucuk
hamurunda b* degerini 7,82, 4. hafta sonunda ise b* 6,11 belirlediklerini
aciklamiglardir. b* degerinin fermantasyon siiresince %44 oraninda azaldigini
belirtmislerdir. Gimeno ve ark. (2000), Ispanya’da iiretilen fermente sucuklarin renk

degerlerini arastirmislar ve b* degeri 10,63-17,65 bulmuslardir.
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4.6.4.Duyusal Analiz

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanilarak tiretilen sucuklarda 10 kisilik
panelist tarafindan duyusal analiz yapilmistir. Panelistler, renk tercihlerine gore
sucuklar1 10 ile 0 arasinda puanlamiglardir. 30. giin belirlenen duyusal renk puanlar

Cizelge 4.14.’de,, 30.glin analizlerinin varyans analiz tablosu Ek 12’de gosterilmistir.

Cizelge 4.14. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin

Duyusal Renk Puanlari
Zeytinyaginda Coziindiiriiimis  Dondurarak Kurutulmus
OO(Kontrol) 8,20+1,87a 7,5+£0,9a
O1(Kontrol) 7,10+1,29ab 6,5+1,1ab
O2(Kontrol) 7,30+1,42ab 6,611,3ab
O3(Kontrol) 7,00+1,63b 5,41+1,2b
A1 7,70+1,25a 7,0£0,9a
A2 7,70+1,34ab 6,5+1,3ab
A3 7,80+1,03a 6,6+1,1a
B1 8,20+1,81a 7,040,7a
B2 7,90+0,88a 6,6+1,0a
B3 7,70+1,64ab 6,5+0,8ab
C1 8,30+1,42a 7,1£0,9a
C2 7,60+1,78a 6,8%1,2a
C3 7,60+1,71ab 7,11£0,9ab

01(kontrol):150 ppm nitrit, 02(kontrol):100 ppm nitrit, 03(kontrol):80 ppm nitrit, 04(kontrol):50 ppm nitrit,
A1:100 ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, A2:80 ppm nitritve %0,1 karotenoid, A3:50 ppm nitrit ve %0,1
karotenoid, B1:100 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, B2:80 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, B3:50 ppm nitrit
ve %0,5 karotenoid, C1:100 ppm nitrit ve %1 karotenoid, C2:80 ppm nitrit ve %1 karotenoid, C3:50
ppm nitrit ve % 1karotenoid

Cizelge.4.14’de goriildiigii gibi farkli miktarda nitrit ve karotenoid
kullanilarak iiretilen sucuklarin duyusal renk puanlari arasindaki istatistiksel fark
(p<0,01) 6nemli bulunmustur. 150ppm nitrit kullanilarak iiretilen OO kontrol sucuk
ornegi ile, A1 (100 ppm nitrit+%0,1 karoten), A3 (50 ppm nitrit+%0,1karoten), B1
(100ppm nitrit+%0,5 karoten), B2 (80ppm nitrit+%0,1 karoten), C1 (100ppm
nitrit+%]1 karoten) ve C2 (80 ppm nitrit+%]1 karoten) panelistler tarafindan ayn

oranda tercih edilmistir. Ancak, 50 ppm/kg nitrit kullanilarak tiretilen kontrol grubu
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sucuk Ornegi (O4) rengi acisindan %1 giiven sinirinda panelistler tarafindan daha
diisiik oranda tercih edilmistir. Sekil 4.1 ve 4.2.”de sucuk 6rnekleri goriilmektedir.
Ayrica, zeytinyaginda c¢oziinmiis ve dondurarak kurutulmus karotenoid
kullanilarak iiretilen sucuklarin duyusal renk puanlan istatistiksel olarak (p<0,01)
onemli bulunmustur. Zeytinyaginda ¢ozilindiiriilmiis olarak karotenoid kullanilarak
tiretilen sucuklar biraz daha yiiksek duyusal renk puani almistir. Bunun nedeni olarak
da zeytinyaginda c¢oziindiiriilmiis olarak karotenoid kullanilmasinda daha iyi

¢Oziinilirliglin ve dagilimin saglandig diistiniilm{istiir.
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Resim 4.2.Vakum Paketlenmis Sucuk Ornekleri

A1 Bl._ i oL

Resim 4.3.Sucuk Orneklerinin Kesiti
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4.6.5. Sucuk Orneklerinin Mikrobiyolojik Analiz Sonuclar

Sucuk o6rneklerinin hijyenik kontrolii amaciyla toplam aerobik mezofilik

bakteri sayimi1 ve Enterobacteriacea sayimi yapilmistir.

4.6.5.1. Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Sayim Sonuclari

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanilarak iiretilen sucuklarin toplam
aerobik mezofilik bakteri sayis1 Cizelge 4.15.’de, birinci ve 30. giin analizlerinin

varyans analiz tablosu Ek 13 ve Ek 14’de gosterilmistir.

Cizelge 4.15. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin
Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Sayis1 (log kob/g)

Zeytinyaginda GCozindurdlmis Dondurarak Kurutulmus
0.gun 30.gun 0.gun 30.gun
OO(Kontrol)  7,29+0,19 3,77+0,43 7,07+0,23 4,21+0,80
O1(Kontrol)  7,00+0,49 6,69+0,22 6,94+0,31 6,27+0,29
O2(Kontrol)  7,17+0,65 6,64+0,88 7,28+0,42 6,64+0,73
O3(Kontrol)  7,46+0,58 7,03+0,96 7,3940,37 6,8910,16
A1 7,05+0,73 6,40+0,55 6,8210,15 6,16+0,18
A2 7,5840,46 6,71+0,89 6,52+0,47 6,2410,46
A3 7,66+0,42 6,64+0,57 7,1520,67 6,81+0,16
B1 7,25+0,12 6,91+0,40 7,14£0,19 6,63+0,32
B2 7,28+0,05 6,88+0,40 7,22+0,44 6,40+0,50
B3 7,32+0,56 6,6510,41 7,38+0,61 6,50+0,53
C1 7,08+0,55 6,4910,51 7,2840,52 6,36+0,46
C2 7,27+0,93 6,52+0,46 7,1510,65 6,15+0,83
C3 7,51+0,48 6,60+0,49 6,9110,17 6,25+0,55

01(kontrol):150 ppm nitrit, 02(kontrol):100 ppm nitrit, 03(kontrol):80 ppm nitrit, 04(kontrol):50
ppm nitrit, A1:100 ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, A2:80 ppm nitritve %0,1 karotenoid, A3:50
ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, B1:100 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, B2:80 ppm nitrit ve
%0,5 karotenoid, B3:50 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, C1:100 ppm nitrit ve %1 karotenoid,
C2:80 ppm nitrit ve %1 karotenoid, C3:50 ppm nitrit ve % 1karotenoid

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullaniminda sucuk 6rneklerinin toplam
aerobik mezofilik bakteri sayisinda istatistiksel (p<0,05) olarak onemli bir farklilik

belirlenmemistir. Cizelge 4.15.’de goriildiigi gibi, sucuk Orneklerinde birinci giin
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toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 6,52+0,47-7,66+0,42 log kob/g, 30. giinde ise
6,15+0,83-7,03+0,96 log kob/g bulunmustur.

Sucuk 6rneklerinin 30. giin toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 baglangic
sucuk Orneklerine gore daha diisiik saptanmistir. Ancak birinci giin ve 30. giin
toplam aerobik mezofilik bakteri sayimlar1 istatistiksel olarak (p>0,05) Onemli
bulunmamuistir. Toplam aerobik mezofilik bakteri sayisindaki degisimin az olmasinin
nedeni, sucuklarda laktik asit bakterilerinin gelisimine ve iiretim ve fermentasyon
sirasinda  herhangi bir mikrobiyel bulasiin olmamasina baglayabiliriz.
Zeytinyaginda ¢oziindiiriilmiis ve dondurarak kurutulmus karotenoid kullanilarak
tiretilen sucuklarda da aerobik mezofilik bakteri sayimlari istatistiksel olarak
(p>0,05) 6nemli bulunmamustir.

Bozkurt ve Erkmen (2004), nitrat kullanilarak trettikleri sucuklarin toplam
aerobik mezofilik bakteri sayisini birinci giinde 7,54 log kob/g belirlemisler, 45.
giinde ise 6,18-6,78 log kob/g olarak saptamislardir. Colak ve Ugur (2002) ise,
fermente sucuklarda toplam aerobik mezofilik bakteri sayisin1 fermantasyonun ilk
giinli 7,05 log kob/g bulduklarini, fermentasyonun sonunda ise bu ¢alismanin aksine
toplam aerobik mezofilik bakteri sayisim1 8,31 log kob/g olarak belirleyerek artis

oldugunu gozlemislerdir.

4.6.5.2. Enterobacteriacea Sayim Sonuclari

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanilarak tretilen sucuklarin
Enterobacteriacea sayim sonuglar1 Cizelge 4.16.’da, birinci ve 30.giin analizlerinin

varyans analiz tablosu ise Ek 15 ve Ek 16’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.16. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin
Enterobacteriacea Sayimi (log kob/g)

Zeytinyaginda Cézinduriimus Dondurarak Kurutulmus

0.gun 30.gun 0.gun 30.gun
OO(Kontrol) 4,62+0,59 <1,00b 5,05+0,38 <1,00b
O1(Kontrol)  3,48+0,48 <1,00b 4,75+0,43 <1,00b
O2(Kontrol)  3,89+0,35 <1,00b 4,89+0,34 <1,00b
O3(Kontrol)  4,09+0,39 <1,00b 5,1840,64 <1,00b
A1 4,27+0,66 <1,00b 4,61+0,45 <1,00b
A2 4,59+0,43 <1,00b 4,96+0,26 <1,00b
A3 4,55+0,27 1,26+0,07a 4,89+0,35 <1,00a
B1 4,67+0,33 <1,00b 4,65+0,36 <1,00b
B2 3,90£0,33 <1,00b 4,92+0,33 <1,00b
B3 5,04+0,79 1,63+0,06a 4,71+0,38 <1,00a
C1 4,37+0,93 <1,00b 4,71+0,34 <1,00b
C2 3,63+0,55 <1,00b 5,1210,71 <1,00b
C3 4,46+1,44 1,72+0,12ab 4,87+0,89 <1,00ab

01(kontrol):150 ppm nitrit, 02(kontrol):100 ppm nitrit, 03(kontrol):80 ppm nitrit, 04(kontrol):50
ppm nitrit, A1:100 ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, A2:80 ppm nitritve %0,1 karotenoid, A3:50
ppm nitrit ve %0,1 karotenoid, B1:100 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, B2:80 ppm nitrit ve
%0,5 karotenoid, B3:50 ppm nitrit ve %0,5 karotenoid, C1:100 ppm nitrit ve %1 karotenoid,
C2:80 ppm nitrit ve %1 karotenoid, C3:50 ppm nitrit ve % 1karotenoid

Sucuklarin birinci giin orneklerinde, farkli miktarda nitrit ve karotenoid
kullaniminda Enterobacteriacea sayisinda istatistiksel (p<0,05) olarak onemli bir
farklilik belirlenmemistir. Cizelge 4.15.de gorildiigii gibi, birinci giin sucuk
orneklerinde Enterobacteriacea sayist 3,63+0,55-5,184+0,64 log kob/g belirlenmistir.
30 giinde ise sadece A3, B3 ve C3 sucuk orneklerinin Enterobacteriacea sayisinin
istatistiksel (p<0,0) olarak 6nemli bir fark oldugu saptanmistir. 50ppm nitrit ve
karotenoid kullanilarak iretilen bu sucuk Orneklerinde (A3, B3, C3)
Enterobacteriacea bakterilerin canliligini siirdiirdiigiinii belirlenmis, diger sucuk
orneklerinde ise Enterobacteriacea’ya rastlanmamistir (<1 log kob/g).

Sucuk oOrneklerinin 30. gilin Enterobacteriacea sayimi baslangic sucuk
orneklerine goére daha diisiik saptanarak, istatistiksel olarak (p<0,05) Onemli

bulunmustur. Bir 6rnek hari¢ diger tiim sucuk orneklerde Enterobacteriacea’ya

rastlanmamasi, dnemli Ol¢iide sucuklarda laktik asit bakterilerinin gelisimi ile ortam
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asitliginin artmasina baghdir. Ayrica, olgunlagsma sirasinda pH’nin diigmesinin yan
sira aw aktivitesindeki diisiis nedeni ile tuz konsantrasyonunun artmasi
Enterobacteriacea tamilyasina ait bakterilerin gelisimini inhibe etmektedir (Colak ve
Ugur, 2002). Zeytinyaginda ¢oziindiiriilmiis ve dondurarak kurutulmus karotenoid
kullanilarak iiretilen sucuklarda Enterobacteriacea sayisi istatistiksel olarak (p<0,05)
onemli bulunmamustir.

Hernandez-Jover ve ark. (1997), farkli starter kiiltiir kullanilarak {iretilen
fermente sucuklarda olgunlasma siiresince Enterobacteriaceae sayimlarmin
azaldigimmi belirlemislerdir. Bover-Cid ve ark. (1999), Enterobacteriaceae sayimi
baslangicta 1,13%0,04 log kob/g, olgunlasmanin 21. giiniinde ise <1 log kob/g olarak
saptamiglardir. Bover-Cid ve ark. (2001), Enterobacteriaceae sayimin starter kiiltiir
kullanilmayan 6rneklerde birinci giin 2,35 log kob/g, 21. giin 3,57 log kob/g, starter
kiltlir kullanilan 6rneklerde ise, birinci giin 3,05-3,37 log kob/g, 21.giin <1 log kob/g
belirlemislerdir. Cocolin ve ark. (2001), Enterobacteriaceae ve fekal enterokok
sayimlart olgunlasma siiresince diistiigiinii saptamislardir. Colak ve Ugur (2002),
fermente sucuklarda Enterobacteriaceae sayisi fermantasyondan once, 4,86 log
kob/g olarak bulduklarini, sucuklarin olgunlagsma sonunda ise 1,27 log kob/g, olarak
belirlediklerini ag¢iklamislardir. Galgano ve ark. (2003), artisan sucuklarinin
olgunlagsma esnasinda FEnterobacteriaceae gelisimini aragtirmiglardir. Arastirma
sonunda Enterobacteriaceae sayimlari baslangicta 10°-10* kob/g belirlemisler, ancak
7. giin fermantasyon siliresi sonunda Enterobacteriaceae bulunmadigini
belirtmislerdir. Ayhan ve ark. (1999), Tiirk sucugunda Enterobacteriaceae sayisini,
birinci glin 3,20 log kob/g, 30. giin ise, 2,05-4,83 log kob/g belirlediklerini

aciklamiglardir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, ¢esitli ortamlardan izole edilen kirmizi-pembe renkli maya
suslar1 tanimlanmig ve irettikleri toplam karotenoid miktarlari incelenmistir. Daha
sonra yiiksek karotenoid lireten maya tiirleri segilerek, karotenoid miktarini artirmak
amaci ile MNNG ve UV kullanilarak mutant mayalar1 elde edilmis ve bu mayalarin
trettigi karotenoid miktarlar1 saptanmistir. Mutant mayanin irettigi karotenoid
miktarin1 artirmak amaciyla bu kez gelisim kosullarinin optimizasyonuna yonelik
olarak farkli inokiilasyon orani, farkli pH ve farkli karbon kaynaginda tirettigi toplam
karotenoid miktarlar1 belirlenmistir.

Mutant maya sucuk tretiminde kullanilacak olan karotenoidin eldesi igin
fermentorde gelistirilerek karotenoid ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Ekstrakte
edilen karotenoid ise zeytinyaginda ¢oziindiiriilmiis ve dondurarak kurutulmus olmak
tizere iki farkli formda Tiirk sucugu liretiminde renk maddesi olarak kullanilmistir.

Cesitli ortamlardan izole edilen 100 maya susu, Rhodotorula glutinis
Rhodotorula  minuta, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula araucariae,
Rhodotorula  armeniaca, Rhodotorula  bacarum, Rhodotorula  bogoriensi,
Rhodotorula  fujisanensis, Rhodotorula graminis, Rhodotorula hasegawae,
Rhodotorula  muscorum, Rhodotorula phylloplana, Rhodotorula aurantiaca,
Rhodotorula hordea, Rhodotorula lactosa olarak tammlanmustir. Izole edilen maya
Maya tiirlerinin %20°si Rhodotorula glutinis olarak tanimlanmstir.

Maya tiirlerinin ortalama toplam karotenoid miktarlar1 0,89-3,63 mg/L
belirlenmistir. Rhodotorula glutinis 26’nin en yiiksek toplam karotenoid miktarini
tirettigi bulunmustur.

Diger suslara gore yliksek karotenoid iireten Rhodotorula glutinis (15, 14, 19,
26,27, 28), Rhodotorula mucilaginosa (16, 25) ve Rhodotorula minuta (23, 31)
suslarindan MNNG ve UV mutajenleri kullanilarak mutant mayalar elde edilmistir.

Mutasyon isleminde, MNNG mutasyonunda elde edilen mutant mayalarin,
UV mutasyonunda elde edilen mutant mayalara gére daha yiiksek miktarda toplam
karotenoid olusturdugu ve daha koyu kirmizi renkte oldugu saptanmistir. Yiiksek

miktarda karotenoid iiretmesi ve daha koyu kirmizi koloni rengi nedenleriyle mutant
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Rhodotorula mucilaginosa 16 Tirk sucugunda renk maddesi olarak kullanilmak
lizere secilmistir.

Rhodotorula mucilaginosa 16 mutant mayasinin gelisme kosullarinin
optimizasyonu ile ilgili yapilan caligmalarda ise, %2 inokiilasyon oraninda, pH 5,5-
6,0 ve glikoz kullanim1 sonucu en fazla toplam karotenoid iiretimi elde edilmistir.

Farkli miktarda nitrit (100ppm, 80ppm ve 50ppm) ve karotenoid (%0,1, %0,5
ve %]1) kullanilarak iiretilen Tiirk sucugunda pH degeri, % nem, renk Ol¢timleri (L,
a*, b*degeri), toplam aerobik mezofilik bakteri ve Enterobacteriaceae sayimlariin
yani sira duyusal renk analizleri gergeklestirilmistir.

pH degeri ortalamalari, zeytinyagda ¢oziindiiriilen karotenoid kullanilarak
iretilen sucuklarda birinci giin 6,17-6,40, 30. glinde 4,72-4,99 olarak belirlenmistir.
Dondurarak kurutulmus karotenoid kullanilarak iiretilen sucuklarda ise birinci giin
5,88-6,10, 30. giinde 4,80-4,99 olarak belirlenmistir. Farkli miktarda nitrit ve
karotenoid kullanilarak iiretilen sucuklarda, birinci giin pH degerleri arasinda
istatistiksel acidan fark olmadigi belirlenmis, ancak 30. giin pH degeri tizerinde %5
giiven sinirinda 6nemli diizeyde fark belirlenmis, ancak farkli miktarda nitrit ve
karoten kullanim1 ile pH degeri degisimi arasinda bir iligki belirlenmemistir.

Sucuklarda nem orami ortalamalar1 zeytinyagda ¢oziindiiriilmiis karotenoid
kullanilarak iiretilen 6rneklerde birinci giin 51,35-52,48, 30. glinde 27,60-35,26
olarak belirlenmistir. Dondurarak kurutulmus karotenoid kullanilarak {iretilen
sucuklarda nem orani ortalamalari birinci giin 56,41-58,60, 30. giinde 31,78-36,84
olarak belirlenmistir. Sucuk Orneklerinin nem orani tizerine farkli miktarda nitrit ve
karotenoid kullaniminin birinci giin 6rneklerde %1 giliven sinirinda 6nemli diizeyde
fark olmadigi, 30. giin 6rneklerde ise %1 giiven smirinda O6nemli diizeyde fark
belirlenmistir. Ancak, pH sonuglarinda oldugu gibi, farkli miktarda nitrit ve
karotenoid kullanimi ile sucuklarin nem oranlarindaki degisim arasinda bir iligki
belirlenmemistir.

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullaniminda sucuklarin baglangig
(p<0,01) ve 30. giin (p<0,05) L degeri istatistiksel olarak dnemli belirlenmistir. En
yiiksek L degeri 50ppm/kg nitrit ve %5 karotenoid kullanilarak iiretilen C3 sucuk
orneginde belirlenmistir. En diisik L degeri ise 150 ppm/kg nitrit kullanilarak
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tiretilen OO sucuk Orneklerinde saptanmigtir. Yiiksek miktarda nitrit kullaniminda
olusan kahve-kirmizi renk nedeniyle sucuk renginin koyuluk oraninin arttigi,
karotenoid kullaniminda ve diisiik miktarda nitrit kullaniminda ise sucuk renginin
koyuluk oraninin azaldigi bulunmustur.

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanimi1 sucuklarin baglangic ve 30.giin
a* degeri istatistiksel olarak (p<0,05) 6nemli belirlenmistir ilk giin ve 30. giin en
yiiksek a* degeri 100ppm/kg nitrit ve %5 karotenoid kullanilarak {iretilen C1 sucuk
orneginde belirlenmistir. En diisilk a* degeri ise 50 ppm/kg nitrit kullanilarak
tiretilen O4 (kontrol) sucuk 6rneklerinde saptanmistir. Nitrit kullaniminin azalmasi
ile sucuk kirmiziliginin dustiigii, yliksek miktarda nitrit ve yiiksek miktarda
karotenoid kullaniminda ise sucuk kirmiziliginin yiikseldigi belirlenmistir.

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanim1 sucuklarin baglangi¢ ve 30. giin
b* degeri (p<0,05) istatistiksel olarak onemli belirlenmistir. Orneklerinde en yiiksek
b* degeri C3 (50ppm nitrit+%]1 karotenoid) ve C2 (80ppm nitrit+%]1 karotenoid)
kullanilan sucuk orneklerinde belirlenmistir. En diisiik sarilik degeri ise kontrol
orneklerinde OO (150ppm nitrit), Ol (100ppm nitrit) ve O3 (80ppm nitrit)
saptanmistir. Sucuklarda sarilik renginin, karotenoid miktarinin artmasi ve nitrit
miktarinin azalmast ile yiikseldigi belirlenmistir.

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullanilarak iiretilen sucuklarin duyusal
renk puanlarn istatistiksel olarak (p<0,01) o6nemli bulunmustur. 150ppm nitrit
kullanilarak {tiretilen OO kontrol sucuk 6rnegi ile, A1 (100ppm nitrit+%0,1karoten),
A3 (50ppm nitrit+%0,1karoten), Bl (100ppm nitrit+%0,5 karoten), B2 (80ppm
nitrit+%0,1 karoten), C1 (100ppm nitrit+%]1 karoten) ve C2 (80ppm nitrit+%1
karoten) istatistiksel agidan (p<0,01) ayni oranda tercih edilmistir. Ancak, 50ppm/kg
nitrit kullanilarak tiretilen kontrol grubu sucuk 6rnegi (O4) rengi agisindan %1 giiven
siirinda panelistler tarafindan daha diisiik oranda tercih edilmistir.

Farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullaniminda sucuk 6rneklerinin birinci
ve 30. giin toplam aerobik mezofilik bakteri sayisinda istatistiksel (p<0,05) olarak
onemli bir farklilik belirlenmemistir. Birinci giin sucuk orneklerinin toplam aerobik

mezofilik bakteri sayis1 6,52+0,47-7,66+0,42 log kob/g, 30 giin sucuk drneklerinde
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belirlenen toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi1 6,15+0,83-7,03+0,96 log kob/g
bulunmustur.

Birinci giin 6rneklerinde farkli miktarda nitrit ve karotenoid kullaniminda
sucuk orneklerinin Enterobacteriaceae sayisinda istatistiksel (p<0,05) olarak 6nemli
bir farklilik belirlenmemistir. Birinci giin sucuk Orneklerinde sayist 3,63+0,55-
5,184+0,64 log kob/g olarak belirlenmistir. 30. giin sucuk Orneklerinde ise farkli
miktarda nitrit ve karotenoid kullaniminda sucuk oOrneklerinin istatistiksel (p<0,0)
olarak Onemli oranda farkli oldugu saptanmistir. SOppm nitrit ve karotenoid
kullanilan sucuk 6rneklerinde (A3,B3, C3) Enterobacteriacea bakterilerin canliligin
stirdlirdiigii, diger sucuk orneklerinde ise Enterobacteriacea sayimi belirlenmemistir
(<1 log kob/g).

Sonug olarak karotenoidlerin elde edilmesinde dogal bir kaynak olarak
mayalarin kullanilabilecegi ve c¢esitli faktorlerle (inokiilasyon orani, pH, karbon
kaynagi, mutajenler) mayalarin {retti§i karotenoid miktarmin artirilabilecegi
belirlenmistir.

Mayalardan elde edilen karotenoidin Tiirk sucugunda renk maddesi olarak
kullanilmastyla, sucuklarda kirmizilik artmistir. Ayrica, duyusal degerlendirmede de
150ppm nitrit i¢eren ve karotenoid kullanilmayan sucuklarla, diisiik miktarda nitrit
ve farkli miktarlarda karotenoid i¢eren sucuklar ayni oranda tercih edilmistir. Bu da,
mayalardan elde edilen karotenoidin az miktarda nitrit ilavesi ile iiretilecek olan Tiirk
sucuklarinda renk kalitesini iylestirmek amaci ile kullanilabilecegini gostermektedir.
Tiirk sucugundan daha agik renkte olan diger et iiriinlerinde de bu c¢alismanin
tekrarlanmasi yararl olacaktir.

Mayanin iirettigi karotenoid miktarini arttirmak amaci ile bu ¢alismada sinirh
diizeyde yapilan gelisme kosullar ile ilgili optimizasyon ¢alismalar1 da genisletilerek
tekrarlanmalidir.

Ayrica, karotenoidin renk maddesi olarak kullanilabilirligi farkl gidalarda da

arastirilmalidir.
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Ek 1. Mayalar1 Tanimlamada Kullanilan Anahtar
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&8: The keys

Key No. 9: Basidiomycetous yeasts

Key involving physiological tests and nﬁcroscopical description

Yeasts in Key No. 9
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Bensingtonia intermedia
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D
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Cryprococcus albidus
Cryprococcus amvioilentus
Crypiocaceus aquaticus
Cryprococcus asgardensis
Cryprococcus ater
Cryptococeus baldrensis
Cryprococcys bhutanensis

Crypt s consortionis
Crypiococdlis curiasus
Cryproc curvaius

Cryptococeks dimennac
Cryplococcus elinovii
Crypococeus ferasgula
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Cryptococcus hungaricus
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Cryprococcus laurentif
Cryprococeus lupi
Cryptococcus luteolus
Crypiocaccus macerans
Crypiocaceus magnus
Cryprococcus marinus
Cryprococcus pod-olicus
Crypiococcus skinneri
Cryprococeus socialis
Cryprococcus terreus
Cryptococcus rsukubaensis
Cryptococcus tyrolensis
Cryptococcus vishniacii
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Cryprococcus wrighiensis
Cystofilobasidium bisporidii
Crsiofilobasidnan capitatum

“vsiofilobasiduam infirm,
Fellomyces fuzhouensis
Fellomyces neciairij

Filobasidnm sunigutiulanam
Holtermannic corniformis
Leucosporidium anrarciicum
Leucasporidium feilii
Leucosporidium lari-marini
Leucasporidium scorrii
Mrakia frigida

Mrakic gelide

Mrakia nivaiis

Mrakia stokesii

Phaffia rhodo-vma
Rhodosporidium dacryeidum
Rhodosporidium diobovarum
Rhodosporidium fiuviaie
Rhodosporidium icratochvilovae
Rhodosporidivm maivinellum
Rhodosporidium paludigenum

“ Rhodosporidium sphaerocarpum

Rhodosporidium 1oruinides
Rhodoioruic acheniorum
Rhadotaruia acuta
Rhodorarvio graucariae
Rhodotorula armeniace
Rhodoteruia auraniiace
Rhodotorula auriculariae
Rhodororuic bacarum
Riwdoterula bogoriensis
Rhodotorula buffonii
Rhedoiorula diffluens

72 Rhodotorula dulciaminis

485

Rhodpreruia foliorum
Rhodotorula fragaria
Rhodotorula fujisanensis
Rhodotorula futronensis
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula graminis
Rhodotorule hasegawae
Rhodotorula hinnulea E,
Rhodotoruls hordea
Rhodetorula hyiophila
Rhodoieruia ingeniosa
Rhodoiorula javanice
Rhodotorula lactosa
Rhodoiorula lignophila
Rhodotorula minuta

145

488 Rhedoiorula mucilaginosa
489 Rhodotorula muscorum
4% Rhodororuia nothafagi
491 Rhodororula philyla

492 Rhodotoruia phyiioplana
493 Rhodotorula pilarii

494 Rhodotorula pusiuia

495 Rhodotorula sonckii

507 Saitoella complicata

508 Sarcinosporon inkin

313 Speridiebolus johnsonii
514._Speridiobolus microsporus
515 Sporidiobolus pararoseus
516 Sporidioboius ruineniae
517 Sporidicbolus salmonicolor

518 Sporobolomyces albo-rubescens

519 Sporobolomyces aniarcticus
520 Sporoboiomycer elongarus
521 Sporobolomyees faicatus
512 Sperobolomyces foliicola
523 Sperobolomyces gracilis

524 Sporobolomvees griseafiavus
525 Sporabolomvees holsaticus
526 Sporobolomyces inosiiophijus

521 Sparaboiomyces kiuvveri-nielii

‘528 Sporoboiomvees orvzicoln
529 Sporobolomyces phyliadus
530 Sperobolomyces phyliomatis
531 Sporobolonivees roseus

531 Sperobolomyces salicinus
533 Sporoblomyces sasicola

534 Sporobolomyvces subbrunneus
535 Sporobolomyees 1sugae

536 Sperobolomyees weijmanis
541 Sierigmatomyces elviae

542 Sterigmatomyees halophilus
543 Sierigmaromyces wingfieldii

544 Sierigmarosporidium polvmorphum

549 Tremella aurantia
550 Tremelia brasiliensis
551 Tremelia coaiescens

© 552 Tremelia encepiiala

553 Tremelia foliacey

554 Tremelia fuciformis
555 Tremella globospora
556 Tremella mesenierica
557 Tremeila samoensis
558 Tremeila subanomala
560 Trichosporon aguatile
561 Trichasporon beemeri
562 Trichasporon beigelii
563 Trichosporon brassicae
564 .Trichosporon dulcitum
565 Trchosporon loubieri
566 Trichosporon luteriae
567" Trichosporen pullulans .
568 Trichasporon sporotrichoides
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s in Key No. 9
p-Galactose growth
L-Sorbose growth

‘@ Xylose growth
LiArabinose growth
p-Arabinose growth
L-Rhamnose growth
Sucrose growth
Melibiose growth .
Lactose growth
Rasfinose growth ~
Meiezitose growth
Starch growth
Erythritol growth

TFHNBvw ol SEUl

-ey No. 9

Key No—d:basidiomycetous _yeasts.

C3o
C34
C36
C37
c3

Cc4z”

NI
N3
N5
N8
Vs
V1o

D-Mannitol growth
Galactitol growth
5-Keto-p-gluconate growth
o-Glucuronate growth 5

' p-Galacturonate growth

Citrate growth

Ethanol growth

Nitrate growth

Ethylamine growth

Cadaverine growth

Glucosamine growth =
Growth w/o Thiamin

Growth wio PABA

Tl Growth at 25°C

T3 Growth at 35°C

T4 Growth at 37°C =
02 0.1% Cycloheximide growth
M1 Starch formation

M4 Diazonium Blue B reaction
El Pink colonies

E3 Lemon-shaped ceils

E4 Buds on stalks

E5 Splitting ceils

E6 Filamentous

E9 Anhroconidia
E10 Ballistoconidia

rn.umber of different tests 39 =
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2 Citrate growth - Tremeila brasili
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; 7 =
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b- L-Amabinose growth B, g ronia mi i i 7 lod
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z 31
32
33
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growth Rhodesporidium dacryoidum Rhodotoruia mi:
37
romate growth Rhodotoruia
Rhodororula mucilaginosa
Fitobasidi unig 7 Rhodotorula mi:
Rhodotorula Cryptococcus cury
ronate growth 41 Feilomyces polyt
Cryprococcus curvarus Cryptococeus fi.
43
“inGse growth . !
5 45 Sporidiobolus pararo
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Negative Positive
ywih wio PABA Rhodosporidium dacryoidum Tremeila foligcea
ch formation X 113 114
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Key No—9mtmstiiomycetous-yeasts— 777
= Negative Positive
2135 p~alactose growth = 236 Rhodotoruia aurantiaca
i = . -~ - Rhodotorula sonckii
116 Cadaverine growth v 237 Le poridium antarcticum
437 Growth wjo PABA Fellomyces nectairii 3 rinereenesasseenssnsnenes RAOdOtOPUIG Qurantiaca
438 Starch [OrMAaton.. ........i; s rsmrasssmseacs ~..239 240
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230 D-M itol growth Crypti S Cryp lerreus
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541 Growth wjo Thi 244 Sporidiobolus seimanicol
44 Starch formation . 245 a4 (g ronia mi i
145 o-Xylose growth ... = Sporobolomyces subbrunneus Sporobolomyces foliicola
246 0.1% Cycioheximide growth z 247 Sporidiobotus satmenicol
247 Citrate growth Sporobolomyces foliicola B Z /i
238 Lactose growth 249 Cryprococcus himalavensis
3 Cryptococcus rerreus
739 o-Glucuronate growth = Rhedosporidium malvinell 250
~250 vL-Arabi growth L poridium feilii Cryp feraeguia
251 Cadaverine growth - 252 158
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- 253 Erythritol growth = 254 288
=254 Growth at 25°C Crypt ishriacii Cryp atbidus
- “ = Rhodotoruia aurantiaca
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,159 p-Galactose growth 260 Cryptocoeccus elinovii
B Cryptococeus terreus
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_Galaciitg| Erowth 2
Searcs, 293 296
s Srowth........ 294 295
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Cryprococeus vishniacii :

—_— ———gy
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T
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Cryp

Crvptococcus lupi
Cryptococcus vishniacti

oo Cryp
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B Cryptococcus vishmiacii Cryptococcus vishniac:
B 354 LR growth = 155 . 35
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Ek 2. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin

0.Glin pH Degeri Varyans Analizi

Varyasyon Kaynag1 Kareler ~Serbestlik Kareler Hesaplanan FOnemlilik
Toplam1 Derecesi Ortalamast  Degeri
Sucuk Ornegi ,319 12 2,657E-02 ,735 , 716
5,171 143 3,616E-02
Toplam 5,490 155
Karotenoid 4,287 1 4,287 548,627 ,000
Kullanim Sekli*
1,203 154  7,814E-03
Toplam 5,490 155

*a=0,01 giiven sinirinda 6nemli

Ek 3. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin
30.Giin pH Degeri Varyans Analizi

Varyasyon Kaynagi Kareler  Serbestlik Kareler Hesaplanan FOnemlilik
Toplam1 Derecesi Ortalamasi ~ Degeri
Sucuk Ornekleri* ,327 12 2,724E-02 2,693 ,003
1,447 143 1,012E-02
Toplam 1,774 155
Karotenoid 3,540E- 1 3,540E-02 3,136 ,079
Kullanim Sekli 02
1,739 154 1,129E-02
Toplam 1,774 155

*a=0,05 gliven sinirinda 6nemli
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Ek 4 . Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin

0.Giin % Nem Varyans Analizi

Varyasyon Kaynag1 Kareler Serbestlik Kareler ~ Hesaplanan F Onemlilik
Toplami Derecesi Ortalamas1 Degeri
Sucuk Ornekleri 32,105 12 2,675 ,202 ,998
1882,871 142 13,260
Toplam 1914,976 154
Karotenoid 1391,662 1 1391,662 406,876 ,000
Kullanim Sekli*
523,314 153 3,420
Toplam 1914,976 154

*a=0,01 giiven sinirinda 6nemli

Ek 5. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin

30.Giin % Nem Varyans Analizi

Varyasyon Kaynag1 Kareler Serbestlik Kareler =~ Hesaplanan Onemlilik
Toplami Derecesi Ortalamasi F Degeri

Sucuk Ornekleri* 672,410 12 56,034 5,762 ,000
1380,823 142 9,724

Toplam 2053,233 154

Karotenoid 201,542 1 201,542 16,653 ,000

Kullanim Sekli*
1851,691 153 12,103

Toplam 2053,233 154

*a=0,01 giiven sinirinda 6nemli
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Ek 6 . Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin

0.Giin L Degeri Varyans Analizi

Varyasyon Kaynag1 Kareler Serbestlik Kareler ~ Hesaplanan F Onemlilik
Toplami Derecesi Ortalamasi1 Degeri
Sucuk Ornekleri* 421,718 12 35,143 4,765 ,000
Karotenoid 97,375 1 97,375 13,203 ,000
Kullanim Sekli*
Hata  1047,293 142 7,375
Toplam 471127,392 156
DiizeltilmigsToplam  1566,387 155

*a=0,01giiven sinirinda énemli

Ek 7 . Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin

30.Giin L Degeri Varyans Analizi

Varyasyon Kaynagi Kareler Serbestlik Kareler Hesaplanan F Onemlilik
Toplami1 Derecesi Ortalamas1 Degeri
Sucuk Ornekleri* 301,281 12 25,107 2,933 ,001
Karotenoid 14,269 1 14,269 1,667 ,L199
Kullanim Sekli*
Hata  1215,463 142 8,560
Toplam 363424,520 156
DiizeltilmisToplam  1531,013 155

*a=0,05giiven sinirinda énemli
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Ek 8. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin

0.Giin a* Degeri Varyans Analizi

Varyasyon Kaynag1 Kareler Serbestlik Kareler ~ Hesaplanan F Onemlilik
Toplami Derecesi Ortalamasi1 Degeri
Sucuk Ornekleri** 77,317 12 6,443 2,741 ,002
Karotenoid 230,364 1 230,364 98,004 ,000
Kullanim Sekli*
Hata 333,778 142 2,351
Toplam  34553,190 156
DiizeltilmisToplam 641,459 155

*a=0,01giiven sinirinda énemli
*a=0,05giiven sinirinda 6nemli

Ek 9. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin

30.Giin a* Degeri Varyans Analizi

Varyasyon Kaynag1 Kareler Serbestlik Kareler ~ Hesaplanan F Onemlilik
Toplami Derecesi Ortalamasi1 Degeri
Sucuk Ornekleri** 84,271 12 7,023 3,306 ,000
375,464 142 2,644
Toplam 458,767 154
Karotenoid 75,979 1 75,979 35,772 ,000
Kullanim Sekli*
Hata 299,484 141 2,124
Toplam 29913,521 155
DiizeltilmisToplam 458,767 154

*a=0,01giiven sinirinda énemli
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Ek 10. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin

0.Giin b* Degeri Varyans Analizi

Varyasyon Kaynag1 Kareler Serbestlik Kareler ~ Hesaplanan F Onemlilik
Toplami Derecesi Ortalamasi1 Degeri
Sucuk Ornekleri** 642,547 12 53,546 3,996 ,000
Karotenoid 14922,520 1 14922,520 1113,656 ,000
Kullanim Sekli*
Hata  1902,740 142 13,400
Toplam 102137,679 156
DiizeltilmisToplam 17467,807 155

*a=0,01giiven sinirinda énemli

Ek 11. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin

30.Giin b* Degeri Varyans Analizi

Varyasyon Kaynag1 Kareler Serbestlik Kareler ~ Hesaplanan F Onemlilik
Toplami Derecesi Ortalamasi1 Degeri
Sucuk Ornekleri* 1064,778 12 88,731 4,969 ,000
Karotenoid 7132,476 1 7132,476 399,389 ,000
Kullanim Sekli*
Hata  2535,900 142 17,858
Toplam 51457,971 156
DiizeltilmisToplam 10733,154 155

*a=0,01giiven siirinda 6nemli
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Ek 12. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin
30.Giin Duyusal Analiz Varyans Analizi

Varyasyon Kaynag1 Kareler Serbestlik Kareler ~ Hesaplanan F Onemlilik
Toplami Derecesi Ortalamasi1 Degeri
Sucuk Ornekleri* 99,729 12 8,311 2,690 ,001
Karotenoid 171,270 1 171,270 55,443 ,000
Kullanim Sekli**
Hata  2366,243 766 3,089
Toplam 43599,750 780

DiizeltilmisToplam  2637,242 779
*a=0,05giiven sinirinda 6nemli
**0=0,01gliven sinirinda 6nemli
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Ek 13. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin
0.Giin Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Sayimi Varyans Analizi

Varyasyon Kaynag1 Kareler Serbestlik Kareler ~ Hesaplanan F Onemlilik
Toplami Derecesi Ortalamasi1 Degeri

Sucuk Ornekleri 1,083 12 9,022E-02 ,361 972
Karotenoid 5,982E-02 1 5,982E-02 ,239 ,627
Kullanim Sekli
Hata 16,017 64 ,250
Toplam  4058,951 78
DiizeltilmisToplam 17,159 77

Ek 14 . Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin
30.Giin Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Sayim1 Varyans Analizi

Varyasyon Kaynagi Kareler Serbestlik Kareler Hesaplanan F Onemlilik
Toplami1 Derecesi Ortalamas1 Degeri

Sucuk Ornekleri 13,895 12 1,158 1,926 ,047
Karotenoid 2,718 1 2,718 4,521 ,037
Kullanim Sekli
Hata 38,471 64 ,601
Toplam  3212,189 78
DiizeltilmisToplam 55,084 77
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Ek 15. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin

0.Giin Enterobacteriacea sayim Varyans Analizi

Varyasyon Kaynag1 Kareler Serbestlik Kareler ~ Hesaplanan F Onemlilik
Toplami Derecesi Ortalamasi1 Degeri
Sucuk Ornekleri 6,141 12 ,512 1,230 ,283
Karotenoid ,118 1 ,118 ,283 ,597
Kullanim Sekli
Hata 26,626 64 416
Toplam  1663,278 78
DiizeltilmisToplam 32,885 77

Ek 16. Farkli Miktarda Nitrit ve Karotenoid Kullanilarak Uretilen Sucuklarin

30.Giin Enterobacteriacea sayim Varyans Analizi

Varyasyon Kaynagi Kareler Serbestlik Kareler Hesaplanan F Onemlilik
Toplami1 Derecesi Ortalamas1 Degeri
Sucuk Ornekleri* 1,174 12 9,787E-02 4,525 ,000
Karotenoid ,137 1 ,137 6,338 ,014
Kullanim Sekli
Hata 1,384 64 2,163E-02
Toplam 90,655 78
DiizeltilmisToplam 2,696 77

*a=0,01giiven sinirinda énemli
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