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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Monascus purpureus ile PIGMENT URETIMINDE TAVUK TUYU PROTEIN
HIDROLIZATININ KULLANIMI

Tugba ORAK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Mesut TASKIN

Monascus purpureus gida endiistrisi i¢in 6zel 6nemi olan pigmentlerin liretiminde en
yaygin kullanilan mantar tiirlerinden biridir. Karbon ve azot kaynaklar1 bu fungusda
pigment lretimini etkiler ve peptonlar en umut verici azot kaynaklar1 arasinda kabul
edilir. Mevcut c¢alisma, atik tavuk tiiylerinden pepton (TTP) iiretmek ve M.
purpureus'tan pigment (kirmizi, sar1 ve turuncu) iiretiminde elde edilen peptonu substrat
olarak kullanmak i¢in gerceklestirilmistir. Tiiylerden pepton tiretimi sirasinda hidroliz
ve noétralizasyon adimlart sirasiyla KOH ve H2SO4 kullanilarak gergeklestirildi. Pigment
tiretimi i¢in optimum TTP ve glukoz konsantrasyonlarinin sirasiyla 3 ve 20 gr /It oldugu
bulunmustur. Her ii¢ pigmentin tliretimi i¢inde pH 5,5’in daha elverisli oldugu tespit
edildi. En uygun inkiibasyon siiresi 7 giin olarak bulundu. Pepton besiyerlerinin
hepsinde kirmizi ve turuncu pigmentten daha fazla sar1 pigment iretildi. Test peptonlari
lizerinde sar1 pigment icin benzer absorbanslar elde edildi, halbuki kirmiz1 ve turuncu
pigmentler i¢in balik pepton (BP) ve TTP, proteaz peptondan (PP) daha yiiksek
absorbanslar sagladi. TTP, BP ve PP besiyerlerinde seker tiikketimi ve biyomas iiretimi
i¢cin benzer sonuclar elde edildi. Bu c¢alisma, M. purpureus'tan pigment {iretimi igin

tavuk tiiylerinden elde edilen peptonun iyi bir besleyici substrat oldugunu gostermistir.
2017, 53 sayfa

Anahtar Kelimeler: Monascus purpureus, mikrobiyal pigment, tavuk tiiyii pepton,



ABSTRACT

Master Thesis

USE OF CHICKEN FEATHER PROTEIN HYDROLYSATE iN PIGMENT
PRODUCTION BY MONASCUS PURPUREUS

Tugba ORAK

Atatlirk University
Faculty of Science Graduate School
Departmant of Molecular Biology and Genetic
Biotechnology Sciences

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mesut TASKIN

Monascus purpureus is one of the most widely used fungal species in production of
pigments which have specific importance for food industry. Carbon and nitrogen
sources influence pigment production in this fungus, and peptones are accepted as one
of the most promising nitrogen sources. The present study was performed to generate
peptone (CFP) from waste chicken feathers, and use the obtained peptone as substrate in
pigment (red, yellow and orange pigments) production from M. purpureus. During the
pepton production from the feathers, hydrolysis and neutralization steps were performed
using KOH and H2SOg, respectively. Optimal concentrations of CFP and glucose for
pigment production was found to be 3 and 20 g/L, respectively. A medium pH of 5,5
was determined as more favorable for pigment production. The optimal incubation time
was found as 7 days. In all of peptone media, yellow pigment was produced more than
red and orange pigments. Similar absorbances for yellow pigment were obtained on test
peptones, while CFP and fish peptone (FP) for red and orange pigments provided higher
absorbances than protease peptone (PP). The similar results for sugar consumption and
biomass production were attained in CFP, FP and PP media. This study demonstrated
that the peptone from chicken feathers was a good nutritional substrate for pigment

production from M. purpureus.
2017, 53 pages

Keywords: Monascus purpureus, microbial pigment, chicken feather
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1. GIRIS

Boya, Indus vadisi donemi (M.O. 2600-1900) kadar erken donemden beri bilinmektedir.
Bu bilgi Mohenjodaro ve Harappa'daki Indus Vadisi Uygarliklarinin kalintilarindaki
renkli bezlerle ve madder boya izleri bulgulariyla dogrulanmistir. Dolayisiyla dogal
boyalar, boya maddeleri ve boyama, tekstil kadar eskidir. insan her zaman renklerle
ilgilenmistir. Boyama sanat1 uzun bir gegmise sahiptir ve boyalarin birgogu tarih 6ncesi
doneme dayanir. Boyalar Avrupa’da Bronz Cag Donemi boyunca kullanilmistir. Dogal
boyalarin kullanimina iliskin en erken yazili kayit M.O 2600 tarihinde Cin'de
goriilmiistiir (Siva 2007). Ilkel boyama teknikleri bitkileri kumasa bastirmak ya da

ezilmis boyalar1 kumasa siirtmeyi icerir (Gulrajani 1992).

Pigment kelimesi Latince kokenlidir ve baslangigda renk anlaminda kullanilmistir.
Ancak daha sonra tanim renklendirilmis nesne olarak genisletilmistir. Ayrica Orta
Cag’in basinda bu kelime 6zellikle besin renklendirme amaciyla kullanilan farkli bitki
ve sebze ekstraktlarii tanimlamak ic¢in kullanilmistir. Pigment kelimesi biyolojik
terminolojide ‘’Hayvanlarda ya da bitkilerde bulunan, viicut sivisinda siispanse halde ya
da dokuda birikintiler olarak hiicre i¢indeki graniillerde veya hiicre membraninda yer
alan renkli maddedir.”” ve hala aym anlamda kullanilmaktadir (Buxbaum 1998).
Kimyasal anlamda pigmentler goriiniir bolgenin dalga boyu aralifinda 15181 emen
bilesiklerdir. Uretilen renk molekiile 6zgii bir yapidan kaynaklanmaktadir. Bu yap:
enerjiyi yakalar ve bir elektronun bir dig yoriingeden daha yiiksek bir yoriingeye
uyarilmasi olayr gerceklesir. Absorblanmayan enerji goz tarafindan algilanacak sekilde
yansir veya kirilir ve iiretilen sinirsel uyarilar beyne bu sinyalin bir renk olabilecegi

seklinde iletilir (Hari et al. 1994).

Pigmentler insanoglunun yasaminin her basamaginda yer almaktadir. Ciinkii diinya
tizerindeki organizmalarin her birinde pigment bulunmaktadir. Bitkilerde yapraklarda,
meyvelerde, sebzelerde, ¢igeklerde; insanlarda deride, gdzde ve buna ilaveten bakteri ve

funguslarda da pigment bulunmaktadir (Frick and Meggos 1988).



Pigmentler besin maddeleri, tekstil ve farmasétik iirlinlerde g¢ekici bir goriintii saglar
(KulandaisamyVenil 2009). Gida endiistrisinde katki maddesi, renk yogunlastirici,
antioksidan gibi 6zellikleri nedeniyle kullanilir (Tibor 2007). Su anda Avrupa Birligi
gida katk1 maddesi olarak yaklasik 43 renklendiriciye izin verirken, ABD‘de ise bu say1
yaklasik 30 dur (European Parliament and Council Directive 94/36/EC). Mevzuat
sentetik ve dogal katkilar arasinda ayrim yapmamaktadir ancak hem Avrupa‘da hem de
ABD’de listelenen renk katkilarinin birgogu dogal kaynaklardan fiziksel veya kimyasal

yoldan saflastirma yoluyla tiretilmistir (Downham and Collins 2000).

Pigmentler dogal olarak iiretilen pigmentler ve sentetik olarak iiretilen pigmentler olmak

tizere baslica iki sinifa ayrilir (Fabre et al. 1993).

Sentetik pigmentler inorganik ve organik pigmentler olmak {izere ikiye ayrilir.
Inorganik pigmentler kadmiyum ve krom gibi metal elementleri iceren bilesiklerden
olusurken; sentetik organik pigmentler benzen, anilin ve naftalin gibi organik
bilesiklerden fiiretilen genis karmasik kimyasal yapilardan olusur. Organik pigmentler
genellikle daha parlak, daha berrak ve daha zengin renktedir. Bununla birlikte, organik
pigmentler genellikle daha az opak ve giines 1s18ina, asirt sicakliga, kimyasal
bozulmaya daha az direnglidir. Ayrica organik pigmentler inorganik muadillerine
kiyasla onemli derecede daha pahalidir. Pigmentler ayrica boyalardan farkhidir ve
sentetik organik pigmentler dogal olarak olusan organik pigmentlerden farklidir
(https://www.usitc.gov/publications/docs/pubs/industry_trade_summaries/pub3021.pdf)
Bununla birlikte, inorganik pigmentler, 1s1 ve 1s18a karsi kararlidir (Waldie 1974).

Sentetik renklendiriciler zararli etkileri nedeniyle yasaklanmigtir veya renklendiricilerin
etiketlenmesine iliskin daha sert yasalarla karsi karsiya kalmistir. Ornegin Sudan
serisinin (Sudan I- IV) kirmiz1 renklendiricilerinin ithali bu maddelerin kanserojenlik
bulgusu oldugundan dolay1 yasaktir (Europe Environment 29 Jan 2004). Buna ek
olarak, Avrupa Parlamentosu tarafindan kabul edilen yeni yasal paket uyarinca,

tartrazin, kuinolin sari, giin batimi saris1 karmoisine, ponceau 4R ve allura kirmizi gibi



sentetik renklendiriciler iceren gidalarin ‘Cocuklarda aktivite ve dikkat iistiine olumsuz

etkileri olabilir’ seklinde etiketlenmesini gerektirmektedir (Frisvad and Samson 2004).

Tekstil sektori ile ilgili olarak bitkilerden ve mikroorganizmalardan koken alan dogal
renklendiriciler, sentetik renklendiricilerin bazi durumlarda mutajenitesi ve
karsinojenitesi gibi arzu edilmeyen toksik etkileri nedeniyle sentetik pigmentler

tizerindeki popiilariteyi kendi tizerine ¢ekmistir (Mapari et al. 2005).

Bitkiler ve mikroorganizmalar dogal pigmentlerin iki Onemli kaynagidir. Fakat
bitkilerden elde edilen dogal pigmentlerin 151k, sicaklik, olumsuz ph da kararsiz olma,
suda diisiik ¢oziiniirlik ve yi1l boyunca elde edilememe gibi dezanvantajlar1 vardir. Bu
yiizden mikrobiyal pigmentler, pigment iiretiminin kararliligi (Raisainen et al. 2002) ve
kiiltiir teknolojisine ulasilabilirlik (Parekh 2000) gibi nedenlerden dolayi biiyiik ilgi
cekmektedir. Sentetik ve dogal pigmentlerin siniflandirilmasi sirasinda mikrobiyal
pigmentler tercih edilmektedir. Mikrobiyal pigmentlerin yapay ve inorganik
pigmentlerden pek ¢ok avantaji vardir. Mikroorganizmalardan pigment iiretimi
pigmentlerin kimyasal tretimi ile karsilastirlldiginda etkin ve yararli bir islemdir.
Mikroplar ucuz kiiltiir ortaminda kolay gelisebilir (Dufosse 2009) ve gelisim iklim
kosullarindan  bagimsizdir  (Chidambaram  2013). Laboratuvar  kosullarinda
mikroorganizmalart  izole etmek, teshislerini yapmak, saklamak ve bu
mikroorganizmalardan degerli biyolojik uriinleri elde etmek i¢in kullanilan cansiz
ortamlara besiyeri veya kiiltiir ortam1 adi verilir. Giinimiizde bazi firmalar (Merck,
Difco, Oxoid, BBL, Sigma, LabM vb.) tarafindan kullanima hazir dehidre besiyerleri
iiretilmekte ve pazarlanmaktadir (Kurbanoglu 1999; Bilgehan 1992; Halkman 2005;
Taskin 2011). Ozellikle endiistriyel mikrobiyoloji ¢alismalarinda, iiretilmesi istenilen
bir lirlinlin verimini artirmak icin secilen mikroorganizmaya gore besinsel faktdrlerin
optimizasyonu biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu dogrultuda da arastirmalar besinsel faktor
olarak besiyerinde farkli organik (pepton, maya ekstrakti, malt ekstrakt, iire vb.) ve
inorganik (amonyum siilfat, sodyum nitrat, amonyum nitrat vb.) azot kaynaklarini test
etmektedir. Yapilan ¢aligmalarda, organik azot kaynaklarinin (6zellikle pepton ve maya

ekstrakt1) inorganik olanlara kiyasla daha yiiksek verimler verdigi belirtilmektedir



(Kunanmneni et al. 2005; Cho et al. 2006; Erdal ve Taskin 2010; Taskin 2013; Taskin
vd 2013).

Pepton terimi, proteinlerin hidrolizi ile elde edilen iriinlere verilen genel isimdir.
Peptonlar, protein hidrolizatlar1 olarak a adlandirilmaktadirlar. Peptonlar besiyerlerinde
kulanilan en 6nemli organik azot kaynaklarindan birisidir. Bu maddeler suda kolayca
¢ozlinebilen, 1s1 ya da alkali muamelesi veya amonyum siilfat ile koagiile olmayan
protein hidrolizatlar1 olarak tanimlanmaktadirlar (Poernomo and Buckle 2002; Vasileva-

Tonkova et al. 2007).

Peptonlar, endiistiyel mikrobiyoloji, gida mikrobiyolojisi, klinik mikrobiyoloji ve
biyoteknoloji ¢aligmalarinda mikroorganizmalarin yetistirilmesi i¢in kiiltiir ortamlarina
eklenen en pahali besiyeri bilesenlerinden biridir. Peptonlar, mikrobiyal besiyerlerinde
her ne kadar temelde organik azot (aminoasit veya peptit) kaynagi olarak kullanilsa da
mikroorganizmalar i¢in bir Ol¢liye kadar karbon ve mineral kaynagi olarak da islev
gormektedirler (Taskin 2013). Diger taraftan, peptonlar mikroorganizmalar igin
istenilen yogunlukta hiicre silispansiyonalar1 hazirlanirken diluent olarak da
kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢ok ¢aligmada da steril fizyolojik su, fosfat tamponu vb.
maddelere oranla %0,1’lik pepton suyunun cok daha iyi bir diluent oldugu rapor

edilmistir (Taskin 2011).

Glinlimiizde mikrobiyolojik calismalarda kullanilmak iizere cesitli firmalar tarafindan
casein pepton (siitten), meat pepton (etten), fish pepton (balik etinden) ve soya pepton
gibi peptonlar ticari olarak iretilmekte ve halihazirda piyasada yiiksek fiyatlarda
satilmaktadir.  Arastirmacilar bu ticari peptonlarin yanisira peptonlarin uretiminde
bitkisel ya da hayvansal orijine sahip olan daha farkli materyallerin kullanilabilecegini
de yaptiklar1 calismalarinda gostermektedirler. Bu dogrultuda karides atiklarininin,
ayciceginin, balik atiklarinin ve soya fasulyesinin yanisira bazi bitkilerin de pepton
tiretiminde kullanilabilecegini ileri siirmektedirler (Vecht-Lifshitz et al. 1990; Parrado
et al. 1993; Aspmo et al. 2005; Vasileva-Tonkova et al. 2007; AL-Bahri et al. 2009;
Taskin 2011).



Keratinin disiik sindirilebilme 6zelliginden dolayi, keratinaz enzimine sahip olan bazi
mikroorganizmalarin disinda dogada yasayan canlilarin ¢ogu yapisinda keratin igeren
maddeleri dogrudan besin maddesi olarak kullanamaz. Dolayisiyla, keratin proteininin,
bir isleme tabi tutulmaksizin basta hayvanlar olmak iizere canlilar tarafindan dogrudan
protein kaynagi olarak kullanimi umut verici goriinmemektedir. Bu dogrultuda
arastirmacilar keratin bakimindan zengin tavuk tiiyii gibi materyalleri buhar basincinda
hidroliz, kimyasal maddelerle hidroliz ve enzimatik hidroliz gibi degisik hidroliz
yontemlerine maruz birakmaktadirlar. Uygulanan hidroliz islemleri de keratin proteinini
aminoasit veya peptitlerine kadar pargalamaktadir (El-Boushy et al. 1990; Kurbanoglu
and Kurbanoglu 2004; Grazziotin et al. 2006; Taskin and Kurbanoglu 2011).

Uygulanan hidroliz islemleriyle elde edilen tiiy hidrolizatlar: ise basta tavuk ve balik
yemi olmak tizere hayvanlar i¢in besin maddesi olarak kullanilmaktadir (Papadopoulos
1984).

Bazi caligmalarda tavuk tiiyleri gibi fibroz proteinlerinin bitki giibresi olarak
kullanilabilecegini de gostermektedir (Kim et al. 2001; Gessesse et al. 2003; Grazziotin
et al. 2006).

Son zamanlarda arastirmacilar keratin proteini bakimindan zengin olan (%90 oran ve
tizerinde keratin protein igerigil) boynuz, koyun yiinii ve tavuk tiiylerinin pepton
tiretiminde de kullanilabilecegini rapor etmektedirler (Kurbanoglu and Kurbanoglu
2004; Taskin and Kurbanoglu 2011; Taskin et al. 2016). Bu materyallerden pepton
uretimi sirasinda genellikle enzimatik, kimyasal ya da her ikisinin uygulandig1 kombine
yontemler kullanilmaktadir. Kimyasal hidroliz yonteminde genel olarak asit hidrolizi
icin HCI, H>SOs ve H3POs4; baz hidrolizi iginse KOH, Ca(OH), ve NaOH
kullanmaktadir (Kurbanoglu and Kurbanoglu 2004; Nustorova et al. 2006; Mokrejs et
al. 2011a; Mokrejs et al. 2011b; Taskin and Kurbanoglu 2011; Taskin et al. 2016).

Olgun bir tavukta, toplam agirliginin yaklasik olarak %10’nunu tiiyler olusturmaktadir.

Bu oran goz oniine alindiginda ise diinya genelinde atik olarak tretilen tily miktart da



yillik olarak 7,7x10® kg ulasmaktadir (El-Boushy et al. 1990; Webster et al. 1996;
Demirulus ve Aydin 1996; Taskin 2011). Bu yiizden atik ozelliginde olan tavuk
tiiylinlin peptona doniistiiriildiikten sonra besiyerlerinde substrat olarak kullanilmasiyla
sadece besiyerlerinin maliyeti diisiiriilmemekte ayn1 zamanda ¢evre kirliligi probleminin

azaltilmasinada katki yapilmaktadir (Kurbanoglu 1999; Taskin 2011).

Mikrobiyal renklerin farkli tonlar1 mevcuttur. Bu renkler biyobozunur ve gevre ile
dosttur. Ayrica antioksidan, anti kanser, boliinmeyi engelleyici, immun baskilayici,

diyabet hastaligini tedavi edici 6zellikleri de vardir (Chidambaram 2013).

Mikroorganizmalar karotenoidler, melaninler, flavinler, quinonlar, prodigiosinler ve
daha spesifik olarak monascinler, violesin ve indigo ¢esitli pigmenler tiretmektedir

(Dufosse 2009).

Bakterilerin bazi gruplart gelisiminin farkli basamaklarinda ¢esitli pigmentler
tiretmektedir. Azotobacter chroococcumun reaktif oksijen tiirlerine karsi korunmus
olmast melanin tretmesine baglanmistir (Shivprasad and Page 1989). Azotobacter
salinestris‘de melanin ile demir baglama hidrojen peroksitle olusturan hasara karsi
koruma saglar. Streptococcus‘un iiretttigi pigment H202 ve siiper oksit radikallerinin
olusturdugu oksidatif strese kars1 dayanikliligi saglar (Keith 2007). Baz1 Alteromonas
tirleri limon sarisindan mor renge kadar pigmentasyon gosterir. Microbacteriaceae
ailesinin {iyelerinin c¢ogu izoprenoitler (karotenoidler), kuinonlar, prodigiosin ve
antrasiklinon tiirevleri, fenazinler ve diger heterosiklik bilesikler tarafindan belirlenen
degisen yogunluk ve renk tonunda sari, turuncu veya kirmizi renk olusumuna neden
olan pigmentler iiretmektedirler (Trutko et al. 2005). Bacillus megaterium QM B1551
sporlart spor membranlari iizerinde bulunan kirmizi pigmente sahiptir (Racine and Vary

1980; Swerdlow and Setlow 1984).

Funguslarin 6zellikle ascomycetes, basidiomycetes ve likenlerin, fonksiyonlar1 bilinen
ya da bilinmeyen, dogal olarak iiretilen sekonder metabolit olarak c¢esitli simif

pigmentleri sentezledigi ve saldigir bilinmektedir. Bu pigmentler olaganiistii renk



yelpazesine sahiptir (Maldonado and Ibarra 2005). Mantarlar ve likenlerin uygun
laboratuar kosullar1 altinda gelistirilmesi zordur. Bu yiizden genis 6lgekli endiistriyel
iiretim i¢in uygun degildir. Bunun aksine bir¢ok ascomycetes iiretim i¢in daha uygun
konaklardir. Bu funguslar, daha yiiksek verim elde edilebilmesi i¢in optimize edilmis
kiiltivasyon  teknolojisi  kullanilarak  nispeten = daha  kolay bir  sekilde
yetistirilebilmektedir. Dolayisiyla, dogal fungal iireticiler tarafindan renk verici madde
iiretilmesi, renklendirici {iretiminin biyoreaktorlerdeki kontrollii kosullar altinda

gerceklestirilmesini saglamaktadir. (Wickerham et al. 1946; Stahmann et al. 2000).

Fermentasyonla {iretilen herhangi bir pigment smifinin basarisi; ireticinin kabul
edilebilirligine, diizenleyicinin onayina, liriiniin piyasaya siiriilmesi i¢in gerekli iiretici
yatirimina baglidir. Yirmi yil 6nce gida endiistrisi personelinin fermentasyon tesisi i¢in
yiiksek sermaye yatirim gerekliligi ve diizenleyici kurumlarin ihtiya¢ duydugu kapsamli
ve uzun toksisite caligmalarindan dolayi, fermentasyonla iiretilmis gida smnifi
pigmentlerin basarili bir sekilde ticarilestirilmesi konusunda siipheleri mevcuttu (Park et
al. 2000).

En yaygin liken maddelerinden sar1 bir kortikal pigment olan usnik asit glinese maruz
kalma sonucu iiretilmektedir. Bu tiir likenlerin popiilasyonlar1 sarimtiraktir. Golgedeki
popiilasyonlart ise gri-yesil renktedir. Cladonia subtenuis usnik asit iireten tiirlerden
biridir (Rundel 1969).

Pek ¢ok krustoz likeninin dig korteksindeki pigment olan ksantonlar; algal katmana
ulasan 1s1k, 1sinim siddetinin diizenlenmesinde rol oynayabilir. Genellikle sar1 veya
kahverengi renkte olan bu ksantonlar, yiiksek 151k yogunluklu habitatlarda Lecanora,
Pertusaria, Melanaria, Lecidea ve Buellia'nin birgok tiiriinde yaygindir (Santesson
1969a; Santesson 1969b; Santesson 1969c).

Cryptococcus neoformans mayasi melanin pigmenti tiretmektedir. Melanin pigmentleri
onemli anti oksidan fonksiyona sahiptir. Melanin iireten ctyptococcal hiicreler melanin

tiretmeyen hiicrelerle karsilastirildiginda oksijen ve nitrojen kokenli oksidanlara karsi



daha direnglidir (Wang and Casadevall 1994). Neurospora crassa ve Aspergillus
fumigatus mayalar1 Koenzim Q10 iiretmektedir. Bu mayalara ilaveten Rhodotorula,
Cryptococcus, Sporobolomyces, Candida, Torulopsis, Rhodosporidium, Trichosporon,
Aureobasidium, Tremella, Bullera gibi mayalar da yiiksek miktarda Koenzim Q10
tiretmektedir ve bu mikrobiyal hiicrelerle tiretim patentli ¢alismalardir (Kondo et al.
1973). Xanthophyllomyces dendrorhous astaksantin iireten mikroorganizmalar arasinda
yaygin tretim i¢in en iyi Candida‘lardandir (Cruz et al. 1998). Rhodotorula glutinis
karotenoid sentezleyen mayalardan biridir (Simova et al. 2004). Candida guilliermundii
ve Debaryomyces subglobosus mayalar1 yiiksek miktarda sar1 renkte riboflavin iireten
mikroorganizmalardir (Jacobson and Wasileski 1994; Stahmann et al. 2000; Santos et
al. 2005).

Bugiinlerde filamentli funguslar tarafindan iiretilen fermentatif gida sinifi pigmentler
piyasada mevcuttur: Monascus pigmentleri, Penicillium oxalicum tarafindan iretilen
Arpink red™, Ashbya gossypii tarafindan iiretilen riboflavin, Blakeslea trispora
tarafindan {tiretilen likopen ve beta karoten (Park et al. 2000). Filamentli funguslarin
metaboliti olan pigmentlerin rengi ve kimyasal profilindeki ¢ok yonlilik ile bu
funguslarin biiyiik 6l¢ekli ekiminin uygun olmasi, iyi miktarda pigment iireten suslarin
uzun siireli varligi gibi nedenlerden dolay: filamentli funguslar gida sinifi pigmentlerin
tiretimi i¢in mikrobiyal hiicre fabrikalar1 olarak rol oynamaktadir ve gelecekte de
oynamaya devam edecektir (Feng et al. 2012). Eremothecium ashbyii and Ashbya
gossypi yiiksek miktarda sar1 renkli riboflavin pigmenti tiretmektedir (Jacobson et al.
1994; Stahmann et al. 2000; Santos et al. 2005).

Monascus tarafindan fermente edilen dogal pigmentler diinya ¢apinda yiiksek ekonomik
degere sahiptir ve renklendirme ajani olarak diinyada dikkatleri tizerine ¢cekmektedir.
Japonya’da Monascus pigmentlerinin kiiresel iiretimi ve yillik tiikketimi 1981 yilinda
100 ton iken 1992 yilinda 600 tona ulagmistir. Bunlara ilaveten Monascus pigmentleri
1992 yilinda yayinlanan ankete gére 12 milyon dolar degerlenmistir (Sweeny et al.
1981; Lee et al. 1995).



Monascus 1884‘de Fransiz bilim adami van Tieghem tarafindan siniflandirilmis ve
isimlendirilmistir. 1885°de Went Monascus purpureus hakkinda basarili bir ¢alisma
yayinlamistir. Renklendirilmis pirincin yaygin olarak kullanildigi Java’da Alman
bilimadami tarafindan toplanan Orneklerden yeni bir tiir kesfedildi. Monascus cinsi
Eumycota subesi, Ascomycotina alt subesi, Plectomycetes sinifi, Monascaceae ailesi
tiyesidir ve. M. floridanus, M. pallens, M. pilosus, M. purpureus, M. ruber, M.
sanguineus, M.  eremophilus, M. lunisporas and M. argentinensis
mikroorganizmalarindan olusan dokuz tiirii igermektedir. Bu tiirler arasinda ¢ok sayida

benzerlik vardir (Shao et al. 2011).

Monascus fermente piring Cin, Japonya, Tayland ve Tayvan gibi Asya iilkelerinde
yaygin olarak kullanilan renklendirici ve besin malzemesidir. Hung-Chu, Hong Qu,
Ang-kak, Ankak rice, Red Yeast rice, Red Mold rice ve Beni-Koji gibi isimlendirmeler

de mevcuttur (Lin et al. 2008).

Angkak yapmak i¢in yiizyillar boyu piring susbstrat olarak kullanilmistir (Palo et al.
1960). Su ana kadar, yulaf, bugday, arpa ve misir gibi pek ¢ok tahil substrati, Monascus
spp i¢in alternatif substratlar olarak olast kullanimlar tizerinde ¢alisilmistir. Her tahilin,
bilesimi i¢indeki degisime bagli olarak angkak {tretimi tizerinde farkli etkisi
belirlenmistir (Yongsmith 1999). Angkak iiretimi i¢in bir substrat olarak kullanilan
musir, piringten daha ucuz oldugu i¢in Cin'de bir ana yemek olarak tiikketilmemistir.
Maisir, piring gibi Monascus spp biiylimesi ve kirmizi rengi saglamasi i¢in kullanilabilir
(Palo et al. 1960).

Monascus pigmentlerinin besin ve tekstil endiistrisi, farmakoloji, tip (Pattanagul 2002),
kozmetik (Lee et al. 1995) gibi bircok uygulama alani vardir. Tekstil ve besin
endiistrisinde renklendirme ajani olarak kullanilir (Juzlova et al. 1996). Bu pigmentler
besin endiistrisinde yine tat ve aroma artirict olarak kullanilmasina ilaveten sos olarak
da kullanilmaktadir (Lin 1975; Multon 1992). Monascus tarafindan iiretilen pigmentler
Dogu Asya’da dogal renklendirici ve geleneksel besin ilavesi olarak kullanilmaktadir

(Carels and Shepherd 1977). Farmokoloji ve tipda Monascus pigmentleri ¢esitli insan



10

hastaliklarin1 6nleme ve tedavi etmede genis kullanima sahiptir (De Carvalho et al.
2008).

Monascus pigmentlerinin bircok avantaji vardir. Bu pigmentler pahali olmayan
substratlar iizerinde kolayca {iretilebilir, suda ve etanolde iyi ¢0ziiniir, spesifik kosullar
altinda iiretildiginde tamamiyle giivenlidir ve bir¢ok biyoaktif metabolitler sentezlerler.
(Sweeny et al. 1981; Lin and lizuka 1982).

Monascus tiirleri kirmizi, sart ve turuncu olmak iizere 3 pigmentin karigimini
tiretmektedir. Bunlarin her biri poliketid kdkenli bilesene sahiptir. Bu pigmentler yaygin
azaphilone iskeletine sahiptir (Carvalho 2003; Campoy et al. 2006). Poliketid kromofor
ve B keto asitlerden esterifikasyonla tiretilir (Su 2005). Monascus tiirleri bu {i¢ pigmente

ilaveten renksiz metabolitler de tiretmektedir (Sweeny 1981).

Monascus poliketid metabolitleri acetate malonate yolagindan koken alir (Eman
Mostafa 2012; Anese et al. 1997). Bu olay bir molekiil asetil-CoA ve ti¢ molekiil
malonil-CoA'nin yogunlasmasi ile baslar; ardindan sitozolde turuncu renkli molekiiller
tiretir ve turuncu renkli molekiillerin oksidasyonunu saglayan bir dizi reaksiyon sari

renkli pigmentler olusumunu saglar (Hamano and Kilikian 2006).

Sar1 pigment; Ankaflavin, Monascin C, Monascidin A (citrinin), Monascorubrin,
Rubropunctatin, Yellow 1lI, Xanthomonascin A‘y1 igeren azofilon hekzaketid
pigmentlerinin indirgenmis formlaridir (Yongsmith et al. 1994; Cheng et al. 2010).
Monascidin A (citrinin) anaerobik kosullar altinda Monascus tiirleri tarafindan tretilir.
Pigment {iretimi mikotoksinlerin iiretimini engellemek icin 6zel beslenme ve cevre
kosullar1 altinda gergeklestirilmelidir (Hajjaj et al. 2000; Chen et al. 2009). Sari
pigment ankaflavin, apoptoz ile iliskili bir mekanizma ile kanser hiicre hatlarina selektif
sitotoksisite gdstermektedir ve normal fibroblastlar i¢in nispeten diisiik toksisiteye
sahiptir. Bu pigmentin yapisal analogu monascin tim hiicre hatlarinda higbir

sitotoksisite gostermemistir (Su et al. 2005). Bu sebeplerden hem monascin hem de
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ankaflavin'in uygun dozlarda tiiketildiginde giivenli oldugu ve ankaflavinin fonksiyonel

bir gida renklendiricisi olarak kullanilabilecegi anlamina gelir (Kim et al. 2006).

Turuncu pigmentler oxo- lakton halkasina sahip Monascorubrin ve Rubropunctatin’i
igerir (Zhou et al. 2009). Turuncu pigmentin renk yogunlugu spektrofotometrede 470
nm dalga boyunda arastirilir (Chen and Johns 1993). Monascus purpureus ve Monascus
ruber tarafindan {retilir. Yanlizca Rubrapunctatin ayrica M. rubropunctatus & M.
kaoliang tarafindan iretilir. Turuncu pigmentlerin fosfoindositidlerin biyolojik
aktivitesi, hassasiyete karst dis macunu, kum 6nleme, takma ajan olarak kullanilmasini
igcermektedir. Monascorubrin ve Rubropunctatin hiicreye bagli durumda {iretilir. Bu
pigmentler suda ¢oziinmez ve poliketidsentaz I‘in ¢oklu enzim kompleksi tarafindan
sitozolde asetil coA‘dan sentezlenir ve renkden sorumlu aminofil yapisina sahiptir. Bu
pigmentler sicakliga kars1 hassasdir, pH 2 ile 10 araliginda kararh degildir ve 1518a
maruz kaldik¢a solmaya baslar. Turuncu pigmentler besiyerinde amino grubu iceren
protein, aminoasit ve niikleik asitlerle reaksiyona girdigi zaman bu pigmentler suda

¢ozlinen kirmizi pigmente doniismektedir (Wong and Koehler 1983).

Turuncu pigmentin oksidasyonuyla Monascorubramine and Rubropunctamine adi
verilen kirmizi pigmentler olugmaktadir. Bu pigmentler hiicre dis1 tretilir, toksik
degildir, pH’ya kars1 yiiksek dayanikliligi vardir (Li et al. 1998; Pattanagul 2007). 15 dk
siireyle 100°C‘ye maruz birakildiklarinda siyahimsi renge doniismektedir. Suda ve
alkolda yiiksek oranda ¢oziiniirler. Ca, Mg, Cu, Fe ve diger metal iyonlarinin varliginda
yiiksek bir kararliliga sahiptir (Pastrana et al. 1994; Blanc et al. 1994). Sulu kirmizi
ekstrakt birkag giin iginde ¢abucak bozunmaktadir ancak &zellikle N- biitanol gibi
organik ¢oziicliyle 6ziitlenirse birka¢ ay boyunca giin 1s18mna kars1 kararli kalmaktadir
(Blanc et al. 1994). Kirmizi pigmentler Monascorubramin ve Rubropunctamin
hidrofilik amino asit tiirevleri pigment olmalarmin yanisira turuncu pigmentlerine
kiyasla ¢ok az miktarda antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Kim et al. 2006). Yine bu
pigmentler (Monascorubramine ve Rubropunctamine) 6zellikle nitritlerin yerini almasi

icin et iiriinlerinde kullanilmasi nedeniyle yiiksek talep gormektedir (Fabre et al. 1993)
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ve Ozellikle kirmizi piring lizerinde iiretildigi zaman terapdtik kullanima sahip oldugu

rapor edilmistir (Lin et al. 2008).

Zengin protein, aminoasit ve mineral igerigine sahip oldugunu belirtilen ve simdiye
kadar pek c¢ok calismada degerli triinlerin iiretimi igin besiyeri bileseni olarak
kullanilan (Taskin and Kurbanoglu 2011; Taskin et al. 2011; Taskin et al. 20123;
Taskin et al. 2012b; Taskin 2013) tavuk tiiyii peptonunun (TTP) M. purpureus ile
pigment iiretiminde kullanilabilirli§ine yonelik herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu yilizden mevcut ¢alismada M.purpureus ile pigment iiretimi igin TTP’nin susbtrat

olarak kullanilabilirligi test edilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Monascus pigmentlerinin mikrobiyal proseslerle iiretimi Ve pigment {iretimini artirmaya
yonelik olarak besinsel ve c¢evresel sartlarin optimizasyonu {izerine literatiirde

caligmalar bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarin, bazilar1 asagida 6zet halinde verilmistir.

Silveira et al. tarafindan 2008 yilinda yapilan galismada iiziim atigin1 biiyiime substrati
olarak kullanan Monascus purpureus tarafindan sivi kiiltirde pigment {retimi,
faktoriyel tasarim ve tepki yiizey teknikleri kullanilarak optimize edilmistir.
Degerlendirilen degiskenler, karbon kaynagi olarak iizlim atiginin, pepton ve
monosodyum glutamat konsantrasyonunun pigment iiretiminden sorumlu oldugunu
belirlemislerdir. Pepton konsantrasyonunun pigment tiretimi i¢in en énemli parametre
oldugunu gozlemlemislerdir. Glutamat ilavesi, Monascus pigment veriminde 6nemli bir
artis ile sonuglandi ancak sadece yiiksek pepton konsantrasyonlari ile kombine
edilmistir. Pigment iiretimi icin optimal deger herhangi bir {izim atif1

konsantrasyonunda yaklasik 20-22,5 g/L peptondu.

Julova et al. tarafindan 1994 yilinda yapilan bir ¢alismada Monascus purpureus
tarafindan pigment iiretimi igin tek karbon kaynagi olarak %2 (h/h) konsantrasyonda
etanol kullanilmis ve spesifik pigment iiretiminin, maltoz ilave edilen kiiltiirde elde
edilenlerden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Azot kaynagi tlirliniin pigment
olusumunda ¢ok 6nemli oldugu gosterilmistir. Turuncu pigmentlerin amonyum kloriir
ve amonyum hidroksit destekli biyosentezi, hem sar1 hem de kirmizi pigmentlerin
amino asit destekli biyosentezi goriilmiisken; sar1 pigmentler ise, polipeptonda
yetistirilen kiiltiirlerden elde edilen 6ziitlerde hakimdir. Ayrica, birinci ve ikinci etapta
maltoz ve etanol kullanilarak yapilan iki asamali kiiltlir islemi, pigment {iretimi i¢in

etanol kullanim verimliligini artirmak i¢in kullanilabilecektir.

2000 yilinda Tseng et al. tarafindan yapilan ¢alismada Monascus purpureus igin farkli

tuz, sodyum nitrit, polifosfat ve cesitli seker seviyelerinin biliylime, pigment {iretimi,
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proteaz aktivitesi ve kiiltiir pH'ina etkisi siv1 kiiltiirde ve 6giitiilmiis etde incelenmistir.
Sivi kiiltiire sodyum kloriir (>50.0 g /L) ve polifosfat (>3.0 g /L) eklenmesi, M.
purpureus'un misel biiylimesi, pigment iiretimi ve proteaz etkinligini azaltmistir; buna
karsin diisiik konsantrasyonda sodyum nitrit (<0,2 g/L), misel gelismesi ve pigment
tretimini artirmigtir. Temel besiyeri ve ogiitiilmiis et 150,0 g / L tuz igerdiginde,
bliylime durmustur. Karbon kaynagi olarak fruktozlu ortamin, miselin biiyiimesi ve
pigment iiretimi i¢in en uygun oldugu kanitlanmis; maltoz ve glikoz ikinci sirada en 1yi
iiretimi gergeklesmesini saglayan karbon kaynagi oldugu bulunmustur. Siikroz ve laktoz
karbon kaynagi olarak kullanildiginda, miselyum biiylimesi ve pigment iiretiminin

engellendigi ancak proteaz aktivitesinin dnemli dlgiide arttig1 gdzlemlenmistir.

Babitha’in 2007 yilinda yaptig1 ¢alismada kat1 kiiltiirde Monascus purpureus tarafindan
pigment iretimi i¢in bir substrat olan jackfruit tohum tozunun fizibilitesini
arastirtlmistir. 25 OD Units/g kuru fermente substratin bir pigment verimi, %50 ilk nem
icerigi, 30°C inkiibasyon sicakligi, 9 x 10* spor/g kuru substrat inokiilumu ve yedi giin
inkiibasyon siiresi gibi optimum islem parametreleriyle birlikte jackfruit tohum tozu

kullanilmistir.

2014 yilinda Ahmad and Panda‘nin bir ¢alismasinda Monascus purpureus MTCC 369
kullanilarak pirincin kati1 hal fermantasyonu gelistirilmistir. Plackett-Burman deneysel
metodu kullanilarak taranan bes besin maddesi parametresi Kat1 hal fermantasyonunda
Monascus kirmizi pigment tiretimi igin tepki yilizeyi metodolojisinin merkezi kompozit
tasarimi (merkezi rotasyon) ile optimize edilmistir. 20g onceden islatilmis piring ile
74,59 g/L dekstroz; 5,54 g/L pepton; 6,57 g/L NH4ClI; 0,58 MnSO4.H>O ve malt 6ziitii
14,46 g/L iceren 40 ml damitilmis su ihtiva eden piring esashi kati madde grami basina

12 mg'lik maksimum kirmizi pigment tiretimi 6ngoriilmiistiir.

Ucuz tarimsal iiriinler ve rezidiiler pigment liretimi i¢in substrat olarak kullanilmistir.
Nimnoi and Lumyong’un 2009 yilinda yaptig1 ¢alismada misir unu; yerfistigr unu,
Hindistan cevizi kalintis1 ve soya fasulyesi unu ile karsilastirildiginda, pigment tiretimi

igin misir ununun en iyi substrat (19,4 U / gds) oldugu belirlenmistir. Galaktoz, sorboz,
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psikoz ve mannitoliin, glikoz yaninda iyi bir takviye oldugu fakat ksilitol olmadigi
bulunmustur. Pigment, yiiksek sicaklik ve uzun siireli UV 1518a maruz kaldiginda stabil
degildir. Kirmiz1 pigment yogunlugu sirasiyla otoklav ve pastorizasyon sonrasi %30,57

ve %5,41 oraninda azalmstir.

2005 yilinda De Santis et al.‘un yaptig1 calismada Monascus purpureus C322 susu,
kirmiz1 veya turuncu pigment acisindan zengin etanolik ekstraktlar iiretmek i¢in iyi bir
sekilde dizayn edilmis besiyeri tlizerinde gelistirilmistir. Bu ekstraktlar genel olarak 50
diliisyon faktorii ile seyreltildikten sonra, sap ya da kalay kloriir ile dnceden muamele
edilen ham yiin standart numunelerini farkli sekilde boyamak igin kullanilmistir.
Kullanilan mordandan bagimsiz olarak, kirmizi pigmentli 6ziitlerle boyanan 6rneklerde
soluk kirmiz1 bir renk goriiliirken, turuncu pigment agisindan zengin 6ziitlerle boyanan
ornekler daha keskin bir turuncu renk gosterdi. Birka¢ renk verimi standart testi
(40°C'de manuel yikama, asit ve bazik ter ve sicak presleme) gergeklestirerek, kirmizi
pigmentli ekstrelerle boyanan stannik klorid yoksun yiin numunelerinin, turuncu
muadillerine kiyasla asit ve baz etkisine kars1 kendilerine gore daha az direngli oldugu
bulunmustur. Turuncu pigment bakimindan zengin etanolik ekstraktlarin iretimi,
kirmizi muadillerine goére daha uygun maliyetli oldugu i¢in, bu pigmentler tekstil

sektoriinde dogal kokenli renklendiricilere olan mevcut talebi destekleyebilir.

Lv et al. tarafindan 2017 yilinda yapilan ¢alismada, fermantasyon kosullart (pH ve
sallama / c¢alkalama hiz1 acisindan), misel morfolojisi ve Monascus sar1 pigmentlerin
uretimi arasindaki 1iliskiler, her iki c¢alkalama biyoreaktdor ve oOlgek biiyilitme
biyoreaktorii deneylerinde arastirilmigtir. Calkalamali fermantasyonda, Monascus sari
pigmentlerin en yiiksek verimi, pH 5,0'da ve 180 rpm'de sallama hizi ile elde edildi.
Mikroskobik goriintiiler, bu sonuclarin, daha kisa, daha kalin ve ¢ok dalli hifalar iceren
serbestce dagilmis kiigiik misel peletlerinin olusumu ile iligkili oldugunu ortaya
koymustur. Yapilan arastirmalar, hifal capin Monascus sar1 pigmentlerin biyosentezi ile
yiiksek iligkiye sahip oldugunu gostermistir. Yiikseltilmis fermantasyon deneyinde, sar1
pigmentlerin (401 U) verimi, en yiiksek verim 200 L'lik bir biyoreaktorde elde edildi.

Mevcut bulgular, sivi fermantasyonda Monascus sar1 pigmentlerin {iretimini arttirmak
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icin kullanilan kosullar hakkindaki bilgileri ilerletebilir ve bu dogal pigmentlerin biiyiik

6l¢ekli iiretimini kolaylastirabilir

Dikshit and Tallapragada tarafindan 2013 yilinda bir ¢calismada Monascus susu izole
edilmis ve molekiiler temelde Monascus sanguineus olarak tanimlanmistir. Bu sus stres
kosullarinda kirmizi pigment iiretimi i¢in bir referans sus olarak Monascus purpureus
MTCC 410 ile karsilastirllmistir. Her iki sus gliserol, NaCl, peptonun farkl
konsantrasyonu ve ayrica farkli sicakliklarda muamele edilen sporlar gibi farkli stres
kosullarina maruz birakilmistir. Her iki susun stres kosullar1 altinda pigmentasyonun
arttigin1 gosterilmistir. Her iki sus i¢in (Monascus sanguineus 33,4 CVU/ml, Monascus
purpureus 36,7 CVU/mI) 0,5 M gliserol konsantrasyonuyla maksimum pigment verimi
gozlemlenmistir. Tuz stresi i¢in, her iki sus %3 NaCl konsantrasyonu ile maksimum
pigment tiretmistir. %12 NaCl konsantrasyonunda, her iki susun bilylimesi ¢ok yavas ve
pigment verimi neredeyse hi¢c gorilmemistir. Sporlar farkli sicakliklarla muamele
edildiginde Monascus sanguineus’un 90°C'de muamele edilen sporlarla maksimum
pigment olusturdugu; oysa Monascus purpureus’un canliligimin  kaybettigi

belirlenmistir.

Koli et al.‘tin 2017 yilindaki c¢aligmasinda, antifungal madde olan flukonazoliin
Monascus purpureus'tan (NMCC-PF0O1) kirmizi pigment iiretimi tizerine etkisinin
arastirilmasi tizerine odaklanilmistir. Optimize edilen flukonazol konsantrasyonunda
(30 pg ml/L), 96 saat sonra pigment iiretiminin %88 oraninda arttig1 ve daha sonraki
inkiibasyondan sonra da 168 saate kadar sabit kaldigi tespit edildi. Flukonazol ile isleme
tabi tutulan kiiltiir sivisinda ergosterol konsantrasyonu, kontrol kiiltiir sivisina kiyasla
%49 azaltildi. Ince tabaka kromatografisi, UV spektroskopisi ve kiitle spektrometrik
analizi (ESIMS) ile kirmizi pigmentin nitel analizi, iyi bilinen pigment olan

Rubropunctamine'in varligini dogrulamaistir.

Srianta et al. tarafindan 2016 yilinda yapilan ¢alismada Monascus Purpureus'un, piring,
musir, biitin sorgum tahil, kabugu alinmis sorgum tahil ve sorgum kepegi gibi farkli

tahil altindaki substratlar tizerinde, kat1 hal fermentasyonu siiresince biiylimesi, pigment
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tiretimi ve fermente iirlinlerin pigment bilesimi degerlendirilmistir. Biiyiime temelinde
fungus biyokiitlesi kullanilmistir. Pigment icerigi, spektrofotometre ve ince tabaka
kromatografisi kullanilarak Ol¢iilmiis ve bilesimi, Tandem Kiitle Spektrometrisiyle
birlestirilmis Sivi Kromatografi kullanilarak analiz edilmistir. M. purpureus, piring
tizerinde diger substratlara gore daha hizli biiylimiistiir. Test edilen tim ylizeylerde
logaritmik fazin sonunda pigmentlerin {retimi gozlemlenmistir. Benzer pigment
bilesikleri tliim substratlarda bulunmus ve pigmentlerin en yiiksek iiretimi piringte
bulunmus, ardindan kabugu alinmis sorgum tahil > biitiin sorgum tahil> misir> sorgum
kepegi izlemistir. Monascus fermente iiriinlerde farkli seviyelerde alti tanesi taninmis
yirmi pigment tespit edildi. Ilging bir sekilde kabugu alinmis sorgum tahil, diger

fermantasyon {riinlerine kiyasla biiyiik miktarda Rubropunktatin icermektedir.

Kumari et al. tarafindan 2009 yilinda bir ¢alismada albino siganlar {izerinde toksikolojik
caligmalar yapilarak kirmizi pirincin giivenilirligi test edilmistir. Akut ve alt kronik
sitotoksisite ¢aligmalar1 her iki cinsiyet i¢in ylriitilmiistiir. Sicanlara 0,5; 1,0; 2,5 ve 5,0
g / kg viicut agirlig: ile akut dozda kirmiz1 piring verildiginde toksisite veya mortalite
belirtisi goriilmemistir. Benzer sekilde 14 hafta boyunca %2,0 ; %4,0 ; %8,0 ve %12,0
seviyesinde (a/a) diyetine kirmiz1 piring ilavesi yapilan si¢anlarda kontrol si¢anlariyla
kiyasla yiyecek aliminda veya viicut agirliginda herhangi bir artis gostermemistir.
Yasamsal organlarin goreceli agirligi, hematolojik parametreler, hayati organlarda
makroskopik ve mikroskobik degisiklikler, serum ve klinik enzim diizeyleri agisindan
deney ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goériilmemistir.
Dahas1 kirmizi piringle ile beslenen si¢anlarin hem serum hem de karacigerindeki
kolesterol ve trigliserid diizeylerinde belirgin bir azalma goriilmiistiir. Sonuclar M.
purpureus'un kirmizi fermente pirinci ile yapilan toksisite ¢aligmalarinin albino

farelerde toksik etkilere neden olmadigini goriilmistiir.

Sheu et al. tarafindan 2000 yilinda yapilan ¢alismada Acetobacter aceti ssp. tarafindan
tiretilen bakteriyel bir seliiloz olan nata Monascus purpureus ile fermantasyon yoluyla
renklendirilmistir. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) gozlemleri Monascus

miselyumunun nata seliilloz ag1 vasitasiyla biiyiiyebilecegini gostermistir. Karbon
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kaynag1 olarak piring tozu ve azot kaynagi olarak monosodyum glutamat (MSG)
kullanilip, 30°C'de 12 giin fermantasyon sonrasinda cazip bir renk goriilmiistiir. 36 saat

sonra 366 nm ultraviyole 151n ile 1s1nlama altinda %66.1 renk azalmasi tespit edilmistir.

Haque et al.’un 2016 yilinda yayinladig1 ¢alismalarinda Monascus purpureus'un biyo
renklendiricinin fermantatif iiretimi i¢in ekmek atiklarinin besin kaynagi olarak
kullanilmas1 kavrami gelistirilmistir. Onerilen fikirler, Hong Kong veya diger iilkeler
tarafindan karsilasilan firin atig1 sorununu azaltmak i¢in bir sistem veya yontem
olusturmak i¢in yenilik¢i bir yaklasim saglamaktadir. Firin deposundan toplanan firin
atigi, Monascus purpureusun sivi ve kati hal fermentasyonunda, gida ve tekstil
endiistrisinde potansiyel olarak uygulanabilen biyo-renklendirici {iretmek igin
kullanilmigtir. Fermentatif pigment iretimi i¢in Aspergillus awamori ve Aspergillus
oryzae'nin hidrolitik reaksiyonlarindan elde edilen firin atig1 hidrolizatinin fizibilitesi
arastirilmistir. Firin ati@ hidrolizat deneyinden elde edilen 6n veriler, 5 g/L baslangic
glikozu igeren firin atig1 hidrolizati ile en yiiksek pigment veriminin (yaklasik 24 U/g
glikoz) elde edildigini ortaya koymustur. Kati hal fermantasyon c¢alismalarinin
sonuglari, 30°C inkiibasyon sicaklifinda sirasiyla %55 ve %65 baslangic nem
muhteviyatinda, elde edilen glikoamilaz ve proteazin en yiiksek aktivitesinin sirastyla 8
U/g ve 117 Ulg oldugunu ortaya koymustur. Bu caligmanin sonucu, Monascus
purpureus‘un, pismis atiklardan elde edilen sekerleri ve amino asidi kullanarak bio-

renklendirici ve enzim tretimi i¢in umut verici bir konak olusturdugunu gostermistir.

Hsu et al. 2013 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda, dort sar1 ve alt1 turuncu pigment igeren
10 azafilon pigmenti, Monascus purpureus NTU 568 fermente piring ve diosoreadan
izole etmislerdir. Lipopolisakkarid (LPS) uyarilmis sicangil makrofaj RAW 264.7
hiicrelerini kullanarak, bu pigmentlerin nitrik oksit (NO) iiretimi iizerindeki inhibisyon
faaliyetleri tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, diger iki turuncu pigmenti olan
Monaskorubrin (IC50> 40 puM) ve Rubropunktatin (IC50=21.2 uM) ile birlikte
ankaflavin (1C50=21.8 uM), Monasilin (IC50=29.1 uM), Monofilon A (IC50=19.3 uM)
ve Monofilon B (IC50=22.6 uM) olmak iizere dort sar1 pigmentle karsilastirildiginda
dort turuncu pigment, monofilol A-D en yiiksek aktiviteleri gosterdi (IC50=1.0-3.8
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uM). Western Blot ve ELISA kitleri kullanilarak, sar1 pigmentlerin 30 pM'si ve turuncu
pigmentlerin 5 pM'si ile muamele ile, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) protein
ekspresyonunu azaltabilecegi ve tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a), interlokin-1p (IL-1p)
ve interl6kin-6 (IL-6) tiretimini baskilayabilecegi gosterilmistir. Ayrica, bu pigmentlerin
antienflamatuar etkilerini degerlendirmek i¢in iki hayvan deneyi yaptilmigtir. 12-0-
tetradekanoilflorbol-13-asetat (TPA) ile uyarilmis kulak O6demi modelinde, bu
pigmentlerin sekizi (0.5 mg / kulak), BALB / ¢ farelerinin kulaklarina uygulanmis ve
TPA uygulamalarina karsi kulak o6demeni Onleyebilecegi belirlenmistir. LPS
enjeksiyonlu fare modelinde, bu pigmentlerin birgogu (10 mg / kg) BALB / ¢ farelerinin
plazmasinda NO, TNF-a, IL-1p ve IL-6 diizeylerini inhibe edebilecegi belirlenmistir. In
vitro ve in vivo ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore, Ankaflavin, Monofilon A ve
Monofilol A-D olmak iizere alt1 azafiloid pigmentlerinin, kemopreventif gidalara veya
iltihaba bagli hastaliklara karsi ilaglara donlisme potansiyelinin yiiksek oldugunu

gosterilmistir.

Zhao et al.’in 2015 yilinda yaptiklari ¢alismada Monascus pigmentlerinden biri olan
turuncu pigmentin Escherichia coli'ye karsi antibakteriyel 6zellikleri arastirilmistir.
Turuncu pigment, E. coli'ye karsi gii¢lii antibakteriyel etki sergilemistir; bu, turuncu
pigment ile inhibisyon zonunun ¢apinda bir artig sagladi. 2.5 mg / ml'lik konsantrasyon,
turuncu pigmentin E. coli'ye karsi minimum inhibisyon konsantrasyonudur. Taramali
Elektron Mikroskopisi, turuncu pigmentin bakteri hiicrelerine zarar verebilecegini,
sonu¢ olarak hiicre oliimiine neden oldugunu ortaya koymustur. Bakteri hiicresi
siispansiyonlarinin elektriksel iletkenliginde artis, sitoplazmik zarin turuncu renkte bir
pigmentle islenmesiyle kirildigini diistindiirmistiir. Turuncu pigment ile fosfolipid

arasindaki etkilesimin, bakteri membraninin par¢alanmasina yol agtigini géstermistir.

Taskin et al. tarafindan 2011 yilinda yapilan g¢alismada atik tavuk tliylerinin asit
hidroliziyle elde edilen peptonun; asit hidrolizi ile hazirlanmasi ve bu peptonun,
Rhodotorula glutinis MT-5 mayasi tarafindan biyomas ve karotenoid iretimi igin
substrat olarak kullanilabilirligi aragtirtlmistir. Tavuk tliyli pepton (TTP); kiil (42.1 g /
100 g), protein (55.8 g / 100 g) ve mineral igerikler bakimindan zengin bulunmustur.
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TTP'nin mayadaki biyomas ve karotenoid iretimi destekleme kabiliyeti, Tripton
peptonu (TP) ve Balik peptonu  (BP) ile Kkarsilastirilmistir.  Optimum TTP
konsantrasyonunun hem biyomas hem de karotenoid tiretimi i¢in 8 g / L oldugu
bulunmustur. Ortama 8 g / L TTP eklenmesi, kontrol ile karsilastirildiginda karotenoid
ve biyomas iiretimini sirasiyla yaklasik %53 ve %36 oraninda artirmistir.
Fermantasyonun sonunda TTP ile maksimum biyomas (14.2 g/L) ve karotenoid (92 mg
/L) konsantrasyonlar1 elde edildi. Ustelik CFP ortamimda maksimum karotenoid verimi
(6.47 mg / g) elde edilmistir. Bu ¢alismanin sonunda atik tavuk tiiylerinin, R. glutinis
icin yeni bir karotenoid iiretim substrati olarak etkin bir sekilde kullanilabilir oldugunu

gostermistir.

Taskin et al. tarafindan 2012 (a)’de yapilan ¢alismada, yenilebilir mantar Morchella
esculenta'dan misel biyomasi ve ekstraseliiler polisakarit (EPS) tiretimi i¢in substrat
olarak tavuk tiiylii peptonunun (TTP) kullanilabilirligini arastirmak i¢in yapilmistir.
TTP'nin yenilebilir mantar M. esculenta'da biyomas ve EPS iiretimini destekleme
kabiliyeti, iki ticari peptonla (Tripton peptonu (TP) ve Balik peptonu (BP))
karsilastirilmistir.  Maksimum biyomas (16.3 g/L) ve EPS (4.8 g/L) TP le
konsantrasyonlar saglanmstir. ikincisi, yiiksek biyomas (15.9 g/L) ve EPS (4.6 g/L)
konsantrasyonlar1 TTP ile elde edilmistir. Ayrica, TTP ortamindaki biyomas ve EPS
konsantrasyonlarinin, TP ortamindaki ile istatistiksel olarak yakin oldugu goriilmiistiir.
TTP ve TP, sadece 5 mm'lik kiiciik peletlerin olusmasina sebep olmasinin yanunda ayni
zamanda, BP'ye kiyasla daha hizli miselyum biiyiimesine neden olmustur. Bu ¢alisma,
ilk kez TTP'min yeni bir EPS {iretim substrat1 olarak etkin bir sekilde kullanilabilecegi

gostermistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1. Kimyasal maddeler

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Uretici

Patates Dekstroz Agar FLUKA

Balik Pepton FLUKA

Proteaz Pepton OXOID

Tavuk Tiiyli Pepton

D-(+)- Glukoz monohidrat SIGMA-ALDRICH
Etanol (%99.5lk) SIGMA- ALDRICH
DNS (Dinitrosalisilik asit) FLUKA
NaOH(%100’liik) SIGMA

HCI (%36.5-%38’lik) SIGMA

Rochelle salt (K-Na —Tartarat) SIGMA

KOH (%386°11k) SIGMA

H2S04 (%98°1ik) SIGMA

3.1.2. Kullamilan ¢ozeltiler

%95’lik EtOH cozeltisi: 288 ml saf EtOH 13 ml saf etanolle karistirilarak elde edildi.

1 M HCI ¢ozeltisi: 7,67-8 ml %36,5- 38°lik HCI 100 ml saf su ile karistirilarak elde
edildi.

1 M NaOH cézeltisi: 4 gr NaOH 100 ml saf suda ¢oziilerek elde edildi.

2.5 N KOH cozeltisi: 250 ml saf su icerisinde 40.78 g %86‘lik KOH c¢oziilerek elde
edildi.

1 M H2SOs ¢ozeltisi: 0.19 ml %99.5lik HoSO4, 100 ml saf sui le karistirilarak elde
edildi.

2 M NaOH cozeltisi: 1.6 g NaOH ve 20 ml saf suda ¢oziilerek hazirlandi.
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DNS c¢ozeltisi: 1 g DNS 50 ml saf suda manyetik karistirici {izerinde iyice ¢oziilmiistiir.
20 ml 2 N NaOH eklenmistir. Ardindan 30 g Rochelle salt (K-Na —Tartarat) ilave edilip
son hacim saf suyla 100 ml’ye tamamlanmustir.

Standart grafik icin glikoz ¢ozeltisi: 100 mg glikoz 100 ml saf suda ¢6ziilerek glikoz

¢ozeltisi hazirlanmstr.

3.1.3. Calismada kullanilan laboratuvar geregleri

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan laboratuvar gerecleri

Cihazlar Marka

Buzdolabi Beko

Calkalamali Inkiibator ZHWY-200D

Etliv Memmert UN55

Otoklav Hirayama

PH Metre Schott ph- metter CG840

Saf su cihaz1 Barnsteat easy piire UV/UF

Sogutmali santrifiij Herml Z 323 K(Germany)

Spektrofotometre Shimadzu UV-1800 Plus

Otomatik pipet Eppendorf

Hassas terazi Gecavery (UK)

Steril Kabin Esco Laminer Flow Cabinet

Magnetik karigtirict Chilten Hotplate Magnetic stirrer HSBI

Pastor firmi Memmert IPP55

Ceker ocak TOLKIM

Vorteks Fissons whirli-mixer

Micro-Kjeldahl cihazi Labconco

Gaz Kromotografi cihazi Varian CP-3800

Firn Thermolyne 62 700

ICP Perkin-Elmer, Optima 2100 DV, ICP/
OES, Shelton, CT 06484-4794
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3.2. Metotlar

3.2.1. Cahismada kullamilan ortamin ve malzemenin temizligi ve sterilizasyonu

Bu ¢alismada kullanilan tiim cam malzemeler ve pipet uglari Hirayama marka otoklavda

121°C’de 15dk sterilizasyon islemine tabi tutuldu.

3.2.2. Tavuk tuyu peptonunun iiretimi

Calismada kullanilan tavuk tiiyleri Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Ciftligi’nden
temin edildi. Tavuk tiiyleri ilk olarak 100°C’de sabit agirliga gelinceye kadar firinda
kurutuldu. Daha sonra tavuk tiiylerinden Taskin et al. 2016’ya gore bazi
modifikasyonlarla pepton iretimi gergeklestirildi. Bu dogrultuda ilk olarak tavuk
tiylerinin 2,5 N KOH ile hidroliz islemi gerceklestirilmistir. Hidroliz islemlerinde
toplam 95 gr tavuk tiiyli kullanilmigtir. Ancak hidroliz yontemi Sekil 3.1°de gosterildigi
gibi tavuk tliyli 4 asamada yani her seferinde hidroliz karisimina yeni tavuk tiiyleri
eklenecek sekilde dizayn edilmistir. Tavuk tiylerinin tam hidrolizi gergeklesmesi
amaciyla son hidroliz islemi yani 5. asama daha yiiksek bir sicaklikta (120°C’de)
gerceklestirildi. Hidroliz isleminin ardindan 1 L hacmindeki cam sisenin igerisindeki
karisim H2SOs ile notralize edilmistir. Elde edilen hidrolizat Whatman filtre ile
stizilmiis ve ¢oziinmeyen fraksiyonlar uzaklastirilmistir. Elde edilen hidrolizat pastor
firminda 100°C’de kurutma islemine tabi tutuldu. Son olarak kuru numune blender ile
ogiitiillerek toz haline getirilmis ve bdylece tavuk tiiyli peptonu elde edilmistir (Sekil
3.2).
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Tavuk Tiiylerini kurutma (100 °C’de)

}

I-V: Hidroliz basamaklariyToplam 95 gr tavuk tiyi 2.5 N
KOH igerisinde 60 °C” de hidrolize tabi tutuldu). ]
!

I. Hidroliz: 30 gr tiiy 2.5 N KOH’ nin 150 ml’ sinde 60° C” de
6 saat hidroliz

II. Hidroliz: 25 g tity alkali kansima eklendi ve kansim 60
2C*de 6 saat siireyle tekrar hidrolize tabi tutuldu.

ITI. Hidroliz: 25 g tiiy alkali kanisima eklendi ve karisim 60
“C*de 6 saat siireyle tekrar hidrolize tabi tutuldu.

IV. Hidroliz: 15 g tily alkali kansima eklendi ve karisim 60
“C*de 6 saat siireyle tekrar hidrolize tabi tutuldu.

V. Hidroliz: Toplam 95 gr tiiy iceren alkali karsum 120
°C’de 4 saat siireyle hidroliz islemine tabi tutuldu

l

[ H>S0y4 ile ndtralizasyon }

k. J

| Siizme (hidroliz olmayan yiinlerin nzaklastirilmasi) ]

v

[ Kurutma (100 °C) ]

‘ Tawvuk tiiyii peptonu (TTP) (120.5 gr) ]

Sekil 3.1. Tavuk tiiyii peptonunun iiretim semasi
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Sekil 3.2. Toz halindeki tavuk tiiyii peptonu

3.2.3. Tavuk tiiyii peptonunun kimyasal i¢eriginin belirlenmesi

Uretilen peptonun toplam protein, seker, yag ve kiil igerikleriginin yan1 sira aminoasit
ve element analizi de yapildi. Toplam seker igerigi fenaol siilfirik asit metoduna gore
(standart olarak glikoz kullanilmig) belirlenmistir (Dubois et al. 1956). Azot igerigi
micro-Kjeldahl cihazi (Labconco Corporation, Kansas City, MO, USA) ve toplam
protein igerigi azot igerigini 6.25 faktorii ile carpilmasiyla tespit edildi. Aminoasit
analizi, amino asit analiz kiti ile (Phenomenex Inc., Torrance, California, USA) gaz
kromotografi cihazinda (Varian CP-3800, Varian Inc., PaloAlto, California, USA)
gergeklestirildi. Toplam yag icerigi, Soxhlet cihazinda solvent olarak dietil ether
kullanilarak belirlenmistir. Kiil igerigi, kuru numune firinda (Thermolyne 62 700,
Barnstead/Thermolyne Corp., Dubuque, IA, USA) 550°C’de 3 saat yakarak belirlendi.
Peptondaki makro ve mikroelementlerin igerigi, ICP kullanilarak tespit edilmistir
(Perkin-Elmer, Optima 2100 DV, ICP / OES, Shelton, CT 06484-4794, USA) (Mertens
2005a; Mertens 2005b).
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3.2.4. Calismada kullanilacak olan mikrofungusun aktiflestirilmesi ve inokulum

hazirlanmasi

Calismada kirmizi pigment iiretimi igin standart strain olarak Monascus purpureus
ATCC16365 kiifii kullanilmistir. Calismanin amacina uygun olarak M. purpureus ilk
olarak Patates Dektroz Agar besiyeri igeren petriler lizerinde aktiflestirilmistir. Bunun
icin yatik agar kiiltlirlinde saklanan kiifden bir 6ze yardimiyla kiiciik bir parga alinip
PDA besiyerinin yiizeyine nokta ekim yapildi. Ekim yapilan besiyeri ardindan 30°C’de
etiivde 10 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda PDA
besiyeri lizerinde aktiflesen kiif miselyumu steril bir lanset yardimiyla 1 x 1cm ebatinda
parcalara ayrilmig ve parcalarin bir tanesi lretim g¢aligmalarinda kullanilacak olan

besiyerinin inokulasyonu i¢in kullanilmistir.

Sekil 3.3. Patates dekstroz agar besiyerinde aktiflestirilen M. purpureus

3.2.5. M. purpureus ile pigment iiretiminin gerceklestirilmesi

Pigment {retim ¢alismalar1 sadece glikoz ve pepton igeren sivi besiyerinde
gerceklestirilmistir. Besiyerlerinin pH’s1 5,5’e ayarlandiktan sonra otoklavda steril
edilmis ve ardindan oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Sekil 3.3°de gosterildigi

gibi PDA tizerinde aktiflestirilen kiif miselinden kesilip ¢ikartilan bir parga steril sartlar
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altinda gp (glikoz, pepton) besiyerine asilandi. Asilanan besiyerleri calkalamali
inkiibatorde 30°C’de ve 150 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Uretim ¢alismalarmin
ilk asamalarinda besiyerinde pepton olarak tavuk tiiyii peptonu (TTP) kullanilmustir.
Deneyler sirasinda ilk olarak TTP’nin optimum konsantrasyonu belirlenmistir. Bunun
icin 0-6 g/L arasinda TTP konsantrasyonlar test edilmistir. Bu asamada besiyerindeki
glikoz (20 g/L) konsantrasyonu sabit tutulmustur. Ardindan optimum TTP
konsantrasyonunu belirlemek igin sirasiyla glikoz (0-60 g/L) konsantrasyonlari test
edildi. Bu parametrelerin belirlenmesi sirasinda inkiibasyon siiresi 8 giin olarak

secilmistir.

3.2.6. Kirmizi, sar1 ve turuncu pigment iiretiminde TTP nin diger standart

peptonlarla karsilastirilmasi

TTP’nin pigment tretimindeki etkinligini belirlemek igin optimum konsantrasyondaki
TTP, diger iki standart peptonla (Balik Pepton=BP, Proteaz Pepton=PP)
karsilastirilmistir ve 8 giinliik inkiibasyon peryodu boyunca 24 saat araliklarla kiiltiirden
alinan orneklerin pigment (kirmizi, sar1 ve turuncu), biyomas ve seker tiiketim analizleri

yapildi. Kiiltiirlerin ayrica morfolojisi analizleri de gerceklestirildi.

3.2.7. Pigment ve biyokiitle analizi

Monascus purpureus pigmentlerinin analizi igin De Santis et al (2005)‘iin kullandig1
analiz metodu birka¢ modifikasyon gergeklestirilerek takip edilmistir. Oncelikle kiiltiir
stvisindan 10 ml Ornek alinmistir. Bu ornek itizerine 20 ml  %96’lik EtOH ilave
edilmistir (kiltiir sivis1 1’e 2 oraninda seyreltilmis oldu). 180 rpm’de 30 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda érnekler 3780 g’de 15 dk santrifiij edilmistir. Pigment
analizi icin supernatant Whatman kagidi ile siiziilmistiir. Orneklerdeki kirmizi
pigmentin absorbansi i¢in 500 nm dalgaboyunda, turuncu pigmentin absorbansi i¢in 470
nm dalgaboyunda, sar1 pigmentin absorbansi i¢in ise 400 nm dalgaboyunda (Johns and
Stuart 1991) Shimadzu UV 1800 spektrofotometre cihazi ile Ol¢iim yapilmistir.
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Santrifiij isleminin ardindan elde edilen misel ise sabit agirhiga gelinceye kadar

100°C’de kurutulmustur.

3.2.8. DNS (Dinitrosalisilik asit) ile toplam seker tayini

10 tiip ve kor olarak kullanilmak tiizere 1 tiip Standart Grafik olusturmak amaciyla
hazirlanmistir. Tiplere sirasiyla 1-2-3-4-5-6-7-8-9-10 ml standart glikoz ¢ozeltisi
konulmustur. Her bir tiipdeki standart glikoz ¢o6zeltisi i¢cine 2 ml DNS ilave edilip saf
suyla son hacim 15 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan tiipler 20 dakika 90°C’de sicak
su banyosunda bekletilmistir. Tiipler 20 dakikanin sonunda sicak su banyosundan
¢ikartilip sogutulmustur. Olusan kahverengi rengin absorbanst 550 nm‘de kor ¢ozeltiye
kars1 3 tekrar seklinde okunmustur. Okunan absorbanslarin ortalamasi alinip standart
grafik hazirlanmigtir.  Seker tayini yapilacak numuneden 0.1 ml sivi alinip bu
numuneye 1.9 ml saf su ve 2 ml DNS ilave edilmistir. Elde edilen ¢6zelti 20 dakika
90°C’de bekletilip saf suyla son hacim 15 ml’ye tamamlanmigtir. 550 nm‘de 3 tekrar
halinde olgiiliip ortalamasi alinmigtir. Standart grafikten (Sekil 3.2) yararlanilarak seker
miktar1 hesaplanmistir (Miller 1959).

Glikoz icin Standart Grafik

v =0,1205%-0,1012 ..

0,985 "

Sekil 3.4. Glikoz konsantrasyonu i¢in standart grafik
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Uretilen Tavuk Tiiyii Peptonunun Kimyasal iceriginin Belirlenmesi

Calismada toplam 95 g tavuk tiiyii hidroliz islemine tabi tutuldu ancak bunun 90 g’nin
hidroliz edilebildigi goriildii. Hidroliz ve nétralizasyon islemlerinde kullanilan (sirasiyla
KOH ve H,SO4) kimyasallar ve hidroliz edilebilen tiiyiin (90 g) agirligindan dolay1
iiretilen toplam pepton miktari, 120,5 g’a ulasmustir. Uretilen peptonun (TTP) 100
g’inda; 67,2 g protein, 24,4 g kiil, 0,53 g lipid ve 0,76 g seker igerdigi tespit edildi.

Cizelge 4.1. Tavuk tiiyli peptonunun igerigi

Peptonlar
Bilesenler (g/100 g)
TTP BP PP
Toplam protein 67,2 72,8 83,8
Toplam seker 0,76 1,33 1,13
Toplam lipit 0,53 0,46 0,72
Kiil 24,4 6,3 8,2

TTP’nin kimyasal icerigi iki tekerriir olarak analiz edilmistir. Iki standart peptonun (BP ve PP) icerigi
Taskin and Kurbanoglu (2011)’e gére verilmistir. TTP = Tavuk Tiiyii Pepton, BP = Balik Pepton, PP =
Proteaz Pepton

TTP igerisindeki en yiliksek aminoasit igeriginin sirasiyla valin (7090 mg/100 g) ve
glutamik asidin (6768 mg/100 g) sahip oldugu belirlendi. Bu iki aminoasidi sirasiyla
glisin, 16sin, alanin, serin ve prolin izledi. Peptonda ayrica kiikiirtlii aminoasitlerden

sistin de oldugu goriilmiistiir. TTP’de metiyonin aminoasidine rastlanmadi.
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Cizelge 4.2. TTP ve diger standart peptonlarin aminoasit igerigi

Amino asitler Peptonlar (100 g)

(mg/100 g) TTP BP PP
Valin 7090 6726 4748
Glutamik asid 6768 7474 11708
Glisin 5900 7535 7000
Losin 4897 7635 6084
Alanin 4618 4653 5717
Serin 4491 5388 3740
Prolin 3494 2203 1746
Aspartik asit 3217 5063 6933
Izol6sin 3174 2390 3322
Fenilalanin 2950 2024 2666
Sistin 1206 1210 0.967
Treonin 2323 2626 3223
Lizin 2117 8049 1177
Hidroksil-L-prolin 1914 - -
Tirozin 1622 1799 2360
Histidin 0.331 1465 2041
Metiyonin - 2042 2085
Triptofan - 0.866 -

TTP’nin aminoasit icerigi iki tekerriir olarak analiz edilmis ve ortalama degerler alinmistir. ki standart
peptonun (BP ve PP) igerigi Taskin and Kurbanoglu (2011)’e gore verilmistir. TTP=Tavuk Tiiyi Pepton,
BP=Balik Pepton

Peptonun element igerigi analiz edildiginde en fazla miktarda potasyum (K) bulundugu
bunun ardindan da kiikiirt‘tin (S) geldigi belirlendi (sirasiyla 100 g peptonda 16340 mg
ve 3820 mg), ayrica peptonda Mn, Zn ve Cu gibi iz elementlere de rastland.
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Elementler mg/100g TTP
K 16340
S 3820
P 337
Ca 196
Na 178
Mg 165
Fe 146
Zn 60
Cu 50
Mn 30

TTP’nin element icerigi iki tekerriir olarak analiz edilmis ve ortalama degerler alinmistir.

4.2. Pigment Uretimi I¢in Peptonun Optimal Konsantrasyonunun Belirlenmesi

0 ile 6 g/L arasinda test edilen TTP konsantrasyonlarinda 8 giinliik inkiibasyon
peryodunun sonunda her ii¢ pigment tiiri i¢in de maksimum iiretim 3 g/L TTP ile
basarildi. 3 g’in tizerindeki TTP konsantrasyonlarinin ise pigment iiretimini kademeli
olarak azalttig1 belirlendi. Maksimum absorbanslar sar1, turuncu ve kirmizi pigmentler
icin sirasiyla ve 2,315; 1,992 ve 2,217 olarak olgiildii. Test edilen pepton
konsantrasyonlariin hepsinde en yiiksek absorbanslar sart ve bunun ardindan da
kirmiz1 pigment i¢in kaydedildi. Pepton icermeyen besiyerlerinde ise biiylime ve

pigment liretimi gézlemlenmedi.
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Sekil 4.1. M.purpureus ile pigment iiretimi tizerine TTP konsantrasyonunun etkisi
Kiiltiir kosullari: glikoz 30 g/L, sicaklik 30°C, pH 5,5 , calkalama hiz1 150 rpm ve inkiibasyon siiresi 8
giin.

4.3. Pigment Uretimi I¢in Optimal Glikoz Konsantrasyonunun Belirlenmesi

TTP’nin 3 g/L’lik optimal konsantrasyonunda karbon kaynaginin (glikoz) farkli
konsantrasyonlarinin kirmizi pigment iiretimi iizerine etkisi arastirildi. Sekil 4.2°de de
goriilebilecegi gibi her ii¢ pigment i¢in de maksimum absorbanslar 20 g/L glikoz
konsantrasyonu ile elde edilmistir. Bu optimal glikoz konsantrasyonunda sar1, turuncu
ve kirmizi pigmentin maksimum absorbanslar sirasiyla 2,798; 2,530 ve 2,659 olarak
belirlenmistir. Biitiin glikoz konsantrasyonlarinda maksimum absorbanslar sar1 pigment
ve bunun ardindan kirmizi pigment icin elde edildi. Pigment tiretimi {izerine glikozun

etkisi Sekil 4.2‘de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. M. purpureus ile pigment {iretimi lizerine glikoz konsantrasyonunun etkisi
Kailtiir kogullari: TTP 3 g/L, sicaklik 30 0C, pH 5,5, ¢alkalama hiz1 150 rpm ve inkiibasyon siiresi 8 giin

4.4. Pigment Uretimi ve TTP’nin Coziiniirligii Uzerine pH’min EtKisi

TTP’nin ¢dziiniirliigiiniin pH 5,5’in altindaki degerlerde azaldig1 goriilmiistiir. Ornegin,
pH 5,5’e oranla pH 5,0’da bile otoklavlanma isleminin ardindan besiyerinde pepton
kaynakli ¢okelmeler ortaya ¢ikti. TTP’deki ¢okelme pH 3,0°‘da maksimum seviyeye
ulagdi. pH 5,5 ve flizerindeki pH’larda ise herhangi bir ¢okelme meydana gelmedi.
Maksimum pigment tiretimi pH 5,5 ve pH 6,0’da elde edildi, bu iki pH’da firetilen
pigment miktarlar1 arasinda da ¢ok onemli bir farklilik tespit edilmedi. Hatta toplam
pigment miktar1 (absorbans olarak) pH 5,5’de nispeten daha yiiksek degerlere ulasildi.
Sar1, turuncu ve kirmizi pigment konsantrasyonlari pH 5,5’de sirasiyla 2,814; 2,640 ve
2,711 pH 6.0°da ise 2,808; 2,635 ve 2,719 olarak dl¢lilmiistiir.
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Sekil 4.3. M. purpureus ile pigment iiretimi {izerine pH nin etkisi
Kiiltiir kosullart: Glikoz 30 g/L, TTP 3 g/L, sicaklik 30°C, galkalama hizi 150 rpm ve inkiibasyon siiresi 8

gun

4.5. Pigment Uretiminde TTP ve Diger Peptonlarin Karsilastirilmasi

Pepton (3 g/L) ve glikoz (20 g/L) konsantrasyonlar1 sabit tutularak TTP diger iki
standart peptonla karsilastirildi. Besiyerleri gorsel olarak incelendiginde inkiibasyonun
ilk giiniinde peptolu besiyerlerinin hi¢birinde dikkate deger misel gelisimi ve pigment
tretimi tespit edilmedi. Besiyerlerinin hepsinde en fazla fungal gelisim ve dolayisiyla
da biyomas iiretimi inkiibasyonun 2. ile 4. giinler arasinda (6zellikle 2 ile 3 giinler arast)
meydana gelmedi. Biyomas iiretimi 4. giinden itibaren kademeli olarak yavasdi ve 7.
giinden itibaren besiyerlerinin hicbirinde biyokiitle artisi gézlenmedi. Hatta 7. giine
oranla 8. giinde besiyerlerinin hepsinde daha az biyokiitle miktarlar1 tespit edildi. 7.
giiniin sonunda TTP, PP ve BP besiyerlerinde elde edilen biyomas miktarlar: (sirasiyla
8,7; 8,9 ve 8,4 g/L) birbirine son derece yakin bulundu. Pepton besiyerlerinde en fazla
seker tiiketimi ilk bes glinde 6zellikle de 1. ve 2. gilinler arasinda meydana geldi. 5.

giinden itibaren seker tiiketimi yavasladi hatta 7. ve 8. giinler arasinda ¢ok az bir seker
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titkketimi gergeklesti. 7. giintin sonunda TTP, PP ve BP besiyerlerindeki arta kalan seker
miktari sirastyla 2,35; 2,91 ve 3,11 g/L olarak hesaplandi.

Misel biiylimesinin aksine pepton besiyerlerinin hig¢birinde ilk {i¢ giinde gozle goriliir
bir pigment olusumu meydana gelmedi. 4. giinden itibaren ise besiyerlerinde hizli bir
turuncu-kirmizi renk olusumu gézlemlendi. Bu durum spektrofotometrik o6lgiimlerlede
ortaya kondu ve sonuglar Sekil 4.3’de verildi. Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6’dan da
gorilebilecegi gibi TTP ve diger pepton besiyerlerinin hi¢ birinde inkiibasyonun ilk 3
giiniinde kayda deger bir pigment absorbansi elde edilememistir. Ornegin, kirmizi
pigmentin absorbans: 3. giiniin sonunda TTP, PP ve BP besiyerlerinde sadece 0,208;
0,203 ve 0,334’lik ¢ok diisiik absorbanslarda kaldi. Spektrofotometrik 6lglimlerden de
goriilebilecegi gibi pigment iiretiminde maksimum artis 4. giinden itibaren basladi ve bu
artts 7. giiniin sonuna kadar devam etti. 8.glinde ise 7. giine oranla pigmentlerin
konsantrasyonunda herhangi bir artis tespit edilmedi. Tam tersine, pigmentlerin
absorbanslarinda 8. giinde diisiis gozlemlendi. 7 giinliik inkiibasyon peryodunun
sonunda TTP, PP ve BP besiyerlerindeki sar1 pigment aborbanslari sirasiyla 2,819;
2,870 ve 2,831 kirmizi pigment absorbanslar1 2,709; 2,304 ve 2,748 turuncu pigment
absorbanslari ise 2,643; 2,132 ve 2,743 olarak 6lgiildii. Sonuglardan da goriilebilecegi
gibi sar1 pigment {iretimi i¢in her ii¢ peptonun potansiyeli de biribirine son derece yakin
bulundu. BP ve TTP besiyerlerin aksine PP besiyerinde iiretilen kirmizi ve turuncu

pigment miktarlar nispeten daha diisiik degerlerde kalmustir.

Pepton besiyerlerinin hepsinde ortalama 7 mm ¢apinda tek tipte pelet formunda misel
biiyiimesi meydana geldi. Ancak, 7. giinden itibaren peletlerin pargalanmaya basladigi
goriildii. 7. Giinlin sonunda TTP, BP, PP besiyerlerinin final pH’s1 5,09; 4.08 ve 4.33

olarak olguldii.
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Sekil 4.4. TTP besiyerinde M. purpureus ile pigment ve biyomas iretimi {izerine
inkiibasyon siiresinin etkisi
Kiiltiir kosullart: TTP 3 g/L, glikoz 20 g/L, sicaklik 30°C, pH 5,5 ve galkalama hizi 150 rpm.
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Sekil 4.5. PP besiyerinde M. purpureus ile pigment ve biyomas iiretimi {izerine
inkiibasyon stiresinin etkisi
Kiiltiir kosullart: TTP 3 g/L, glikoz 20 g/L, sicaklik 30°C, pH 5,5 ve ¢alkalama hiz1 150 rpm
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Sekil 4.6. BP besiyerinde M. purpureus ile pigment ve biyomas iretimi iizerine

inkiibasyon siiresinin etkisi
Kiiltiir kogullar: TTP 3 g/L, glikoz 20 g/L, sicaklik 30°C, pH 5,5 ve galkalama hizi 150 rpm.

Sekil 4.7. TTP besiyerinde M. purpureus ile tek tip pelet formunda fungal biiyiime ve
pigment iiretimi
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. M. purpureus ile Pigment Uretimi icin Peptonlarin Onemi ve Tavuk Tiiyii

Peptonunun Hazirlanmasi

Peptonlar besiyerlerinde kullanilan en 6nemli azot kaynaklarindan biridir. Héalihazirda
bakto pepton, tripton pepton, kazein pepton ve et pepton gibi farkli kaynaklardan elde
edilen ticari peptonlar mevcut olup endiistriyel, biyoteknolojik veya klinik 6neme sahip
bakterilerin, mayalarin ve kiiflerin kati ve sivi besiyerlerinde substrat olarak

kullanilmaktadir.

Monascus purpureus kiifii de endiistriyel ve biyoteknolojik 6neme sahip énemli bir
kiiftiir. Literatiirde bu kiifiin lovastatin gibi kolesterol diisiiriicii tibbi 6neme sahip
maddeleri ve gida endiistrisinde genis kullanim alanmi1 bulan sari, kirmiz1 ve turuncu
renkte pigmentleri trettigi belirtilmektedir (Klimek et al. 2009; Wang et al. 2016).
Yapilan aragtirmalar, bu kiifle pigment iiretimi {izerinde azot kaynaginin ¢ok etkili
oldugunu ve organik azot kaynaklari olarak pepton ve maya ekstratinin inorganik azot
kaynagi olarak da amonyumun ¢ok daha yiiksek verimler sagladigini gostermektedir.
(Chen and Johns 1993; Silveira et al. 2008). Diger taraftan arastimacilar, M. purpureus
ile pigment lretiminde besiyeri maliyetinin diisiiriilmesinin ¢ok 6nemli oldugunu ve bu
dogrultuda da melas, gliserol, peynir alti suyu ve liziim posast gibi organik atiklarin
besiyerinde karbon veya azot kaynagi olarak kullanilmasmm iretim maliyetinin
azaltilmasini katki yapacagini belirtmektedirler (Silveira et al. 2008; Biihler et al. 2013,;
Nimnoi et al. 2015). M. purpureus ile pigment iiretiminde organik azot kaynagi olarak
peptonun Onemini ve Uretim calismalar1 sirasinda besiyeri maliyetinin diisiik olmasi
gerektigi bilgisini géz Oniline alarak, mevcut ¢aligmada organik atik 6zelliginde olan bir
maddeden pepton iiretimi gerceklestirilmis ve bu peptonun M. purpureus ile pigment
tretiminde kullanilabilirligi test edilmistir. Pepton iiretiminde ise atitk madde olarak

tavuk tiiyleri kullanilmistir.
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Literatiirde tavuk tiiylerinin %90 civarinda protein igerigine sahip oldugu
belirtilmektedir. Yiiksek protein igeriginden dolayr da tavuk tiiyleri tavuk veya balik
yemi olarak kullanilmaktadir (Bertsch and Coello 2005; Chor et al. 2013). Yapilan bazi
caligmalarda tavuk tiiylerinin bitki giibresi olarak da kullanilabilecegi belirtilmektedir
(Kornittowicz-Kowalska and Bohacz 2011; Nayaka and Vidyasagar 2013).

Bununla birlikte, keratin formundaki protein bazi mikroorganizmalar hari¢ canlilar
tarafindan sindirilemedigi i¢in tavuk tiiyleri hayvan yemi ya da bitki giibresi olarak
kullanmadan 6nce kimyasal ya da enzimatik hidroliz islemlerine tabi tutulmaktadir (El-
Boushy et al. 1990; Grazziotin et al. 2006).

Son zamanlarda arastirmacilar enzimatik yada kimyasal hidroliz yontemleriyle tavuk
titylerinden hazirlanan hidrolizatlarin mikroorganizmalarin besiyerlerinde pepton olarak
kullanabilecegini de bildirmektedirler (Taskin and Kurbanoglu 2011). Ayrica, tavuk
tiyiinden elde edilen peptonun glutatyon, polisakkarit, ve laktik asit {iretiminde
mikrobiyal substrat olarak kullanilabilecegi de belirtilmektedir (Taskin et al. 2012b;
Taskin 2013; Taskin et al. 2013). Hatta, Rhodotorula glutinis mayasi1 ile karoten
pigmenti iiretiminde de tavuk tiiyli peptonunun yiiksek verim sagladig: bildirilmektedir
(Taskin et al. 2011). Bu yiizden, mevcut ¢alismada M. purpureus ile pigment

tiretiminde tavuk tiiyii peptonunun susbtrat olarak kullanilabilirligi test edilmistir.

Literatlirde, peptonlarin mikroorganizmalara sadece organik azot degil ayni1 zamanda
karbon ve mineral de saglayabilecegi belirtilmektedir (Taskin 2013; Taskin et al. 2016).
Diger taraftan, M. purpureus ile pigment iiretimi {izerinde fosfor (P) ve magnezyum

(Mg)’un olumsuz etki (Lind and Demain 1991) yaptig: belirtilmektedir.

Bu bilginin 151¢inda, mevcut ¢alismamizda tavuk tiiyli peptonu hazirlanirken hidroliz ve
notralizasyon islemlerinde kullanilan kimyasallarn P ve Mg elementelrini
icermemesine dikkat ettik. Bu dogrultuda ise hidroliz islemini KOH, ndtiirlestirme
islemini ise H2SOs ile gergeklestirdik. Dahasi, KOH’in keratin igeren materyallerin

hidrolizinde 1yi sonuglar verdigi de rapor edilmektedir (Gousterova et al. 2003; Mokrejs
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et al. 2011a, b). Literatiirde keratin proteinlerinin hidrolizinde HCI’nin de iyi sonuglar
verdigi belirtilmektedir. Ancak, HCI kullanimindan dolay1 son tirlinde yiiksek CI varlig
ka¢milmaz olmaktadir (Taskin and Kurbanoglu 2011). Yiiksek Cl igerigi ise M.
purpureus ile pigment iiretiminde inhibisyon etkisi yapmaktadir. Bu yiizden, Sekil
3.1’de gosterildigi gibi tavuk tuyii peptonunun iretimi sirasinda (hidroliz veya
notralizasyon agsamasi) HCI kullanilmamistir. Kisaca, hidroliz ve notralizasyon islemleri
i¢cin pigment liretimini artiracagi disiiniilen K gibi elementleri saglayan kimyasallar
tercih edilmistir. Ciinkii literatiirde K elementinin pigment iiretiminde ¢ok oénemli
oldugu bu elementi fungusa saglamak i¢inde KHoPOs’tin 1-3 g¢/L gibi yiiksek
konsantrasyonlarda besiyerine katilmasi oOnerilmektedir (Lin and Demain 1991,
Moharram et al. 2012; Tan et al. 2012; Chen et al. 2016).

Tavuk tiiylerinin hafif ve hacimleri fazla oldugundan dolay1 ¢ok fazla yer kaplamaktadir
(yuksek kati/stvi orani). Bu yiizden diisiik miktarlardaki sivilar igerisinde hidrolizleri iyi
sonuglar vermemektedir. Bu sorunu ¢ézmek igin Sekil 3.1°de gosterildigi gibi 95 gr
tavuk tiyii 150 ml KOH igerisine ayni anda eklenmek yerine, kisim kisim kiigiik
miktarlar halinde eklenmistir. Diger bir ifadeyle, mevcut tiyler hidroliz edildikten sonra
yeni tily eklenmesi gercgeklestirilmistir. Ortama eklenen tiiylerin bir kisminin IV.
hidroliz isleminin sonunda hidroliz olmadig1 goriilmiistiir. Bu yilizden alkali karisimin
doygunluga ulastigi ve daha fazla tiiyli hidroliz edemeyecegi sonucu c¢ikarilmis ve
hidroliz karisimina yeni tily eklenmesi yapilmamistir. Notralizasyon isleminin ardindan
gerceklestirilen sltizme isleminden sonra da tavuk tiiylerinin bir kisminin hidroliz
olmadig1 gorsel olarak tespit edilmis ve hidroliz olmayan bu kisim 5 gr olarak
tartilmistir. Dolayisiyla, 2,5 N 150 ml KOH c¢ozeltisi igerisinde 95 g tavuk tiiyiliniin

maksimum olarak 90 g’nin hidroliz edilebilecegi bulunmustur.

5.2. Tavuk Tiiyii Peptonunun Kimyasal I¢erigi

Tavuk tiiyli peptonunun kimyasal icerigi analiz edildiginde mikroorganizmalarin genel
besin ihtiyaclarin1 karsilayacak olan karbon kaynagi, azot (protein), aminoasit ve

elementleri icerdigi gorilmistiir. Peptonun igerisinde en yiiksek igerigin protein (67.2
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gr/100 gr) oldugu gorilmistir. Proteinin ardindan ikinci yiiksek igerik kiil igin
Ol¢iilmiistiir. Bu durum pepton liretim siirecinde kimyasal yontemin kullanilmasiyla
aciklanmaktadir. Ciinkii, kimyasal yontemlerle pepton iiretim siireclerinde hidroliz ve
noétralizasyon islemleri sirasinda yiiksek miktarlarda asit ve bazlara ihtiya¢ duyuldugu
icin olusan son iriinde (peptonda) kiil miktarinin yiiksek oldugu rapor edilmektedir
(Kurbanoglu and Kurbanoglu 2004; Taskin and Kurbanoglu 2011; Taskin 2013).
Olusan yiiksek kil miktar1 da pepton igerisindeki toplam protein yiizdesini
azaltmaktadir. Gergekten de, Cizelge 4.1°de de goriilebilecegi gibi TTP enzimatik
yontemlerle hazirlanan diger standart peptonlardan daha diisiikk protein igerigine
sahiptir. Bununla birlikte TTP, kimyasal hidroliz yontemleriyle hazirlanan literatiirdeki
baz1 peptonlardan daha yiiksek protein icerigine sahiptir. Ornegin, Kurbanoglu and
Kurbanoglu (2004)’nun boynuzdan hazirlamis oldugu peptonun protein igerigi 50 ¢
protein/100 g pepton olarak belirtilmistir. Taskin and Kurbanoglu (2011)’in asit
hidroliziyle hazirlamis oldugu peptonun protein igerigi 55,8 g protein/100 g pepton
olarak rapor edilmistir. Kimyasal yontemlerle hazirlanan bazi peptonlarin protein igerigi
ise mevcut peptonun protein igerigine yakin bulunmustur. Ornegin, Taskin (2013)
tarafindan dretilen tavuk tiiyii peptonun protein igerigi 61,1 g protein /100 g pepton,
Taskin et al. (2016)’un iiretilen peptonun icerigide 67,8 g protein /100 g pepton olarak
rapor edilmistir. Literatiirde tavuk tiiylerinde seker oldugu rapor edilse de, mevcut
calismada tiiylerden {iretilen TTP de seker olmadigi belirlenmistir. Bu durum, dnceki
caligmalarda da rapor edildigi sekilde hidroliz islemlerinde kullanilan kimyasallarin
sekerleri pargalayict etkisiyle agiklanmistir (Taskin 2013; Taskin et al. 2016). Peptonun
element igerigi analiz edildiginde test kiiflinlin mineral ihtiyacini karsilayacak sekilde
makro (K, S, Na, Mg, Ca ve Fe) ve bir ¢cok mikro (Mn, Zn ve Cu) elementlere sahip
oldugu tespit edilmistir. Ozellikle, K ve S igerikleri TTP’de son derece yiiksek
bulunmustur. Bu durum, yukarida da belirtildigi sekilde hidroliz ve nétralizasyon
islemlerinde sirasiyla KOH ve H2SOs kullanilmasiyla agiklanmistir. Yiiksek K ve S
icerigi TTP icin ¢ok Onemli bir avantaj olarak kabul edilebilir. Ciinkii, S bir ¢ok
aminoasidin (sistein, metiyonin, biyotin ve tiyaminin)’in yani sira bazi karbonhidratlarin
sentezi i¢in gereklidir. Potasyum (K™), ise protein sentezinde gorev alan enzimler dahil

bir ¢ok enzimin aktivitesinde gorev almaktadir (Brock et al. 1994; Prescott et al. 2002).



42

Dabhasi, yine yukarida belirtildigi gibi M. purpureus ile pigment tiretiminde 6zellikle K

elementin tesvik edici role sahip oldugu bildirilmektedir.

5.3. Tavuk Tiiyii Peptonu ile Pigment Uretiminin Optimizasyonu

Literatiirde M. purpureus ile pigment iiretiminin besiyerinde kullanilan karbon ve azot
kaynaginin konsantrasyonundan c¢ok fazla etkilendigi belirtilmektedir. Hatta, karbon ve
azot kaynagmin iretilen pigment tiiriinii de etkiledigi rapor edilmektedir (Wong and
Koehler 1981; Lee et al. 2001). Bu yiizden mevcut ¢alismada azot (pepton) ve karbon
kaynag1 (glikoz) konsantrasyonlar1 arastirilmis ve ilk olarak pepton konsantrasyonlar
test edilmistir. Deneyler sonucunda, glikoz konsantrasyonu sabit tutuldugunda optimal
TTP konsantrasyonunun 3 g/L oldugu tespit edilmistir. Pepton konsantrasyonu sabit
tutulup glikoz konsantrasyonu test edildiginde optimum konsantrasyon 20 g/L olarak
bulunmustur. Bu durum besiyerinin karbon: azot oraniyla agiklanabilir. Bu yiizden takip
eden agamalarda 20 g glikoz ve 3 g TTP igeren besiyeri kullanilmistir. Kiiltiir pH’sinin
pigment tiretimi tizerine etkisi arastirildiginda maksimum pigment tiretiminin pH 5,5 ve
pH 6,0’da goriildiigli hatta bu iki pH’da iiretilen pigment miktarlar1 arasinda da ¢ok
onemli bir farkin olmadig tespit edilmemistir. Bununla birlikte, toplam pigment miktari
(absorbans olarak) pH 5,5’de nispeten daha yiiksek degerlere ulasildigi goriilmiistiir.
Sar1 ve turuncu pigment tretimi pH 5,5 ile karsilastirildiginda pH 6,0°da az da olsa bir
diisiis gosterse de tam tersine kirmizi pigment iiretiminde az da olsa bir artis
gorilmiistir. Yapilan Onceki calismalarda da M. purpureus ile kimizi pigment
iretiminde pH 5,5 ve 6,0 in genellikle maksimum sonuglar verdigi belirtilmektedir
(Orozco et al. 2008). Mevcut ¢alismada pH 5,5’in altindaki degerlerde her {i¢ pigmentin
absorbansinda da hizli distisler gozlenmistir. Bu durum ise caligmada kullanilan
TTP’nin pH 5,5’in altinda diisiik ¢Oziiniirliige sahip olmasiyla aciklanmistir. Ciinkii
arastirma bulgularinda da bahsedildigi gibi pH 5,5’ aksine pH 5,0’da bile otoklavlanma
isleminin ardindan besiyerinde biiylik miktarda pepton kaynakli ¢okelme ortaya
cikmistir.  Oysa, pH 5,5 ve ilizerindeki pH’larda ise herhangi bir ¢okelme meydana
gelmemistir. Peptonun ¢oziiniirliigii azaldig: i¢in de pigment tiretimi i¢in gerekli olan

azot kaynagi pH 5,5’in altinda test mikroorganizmasina yeterince saglanamamis ve bu
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yiizden de pigment tiretimi sinirlt kalmigtir. TTP’nin diisiik pH’larda diisiik ¢oziiniirlik
gostermesi ise hidroliz igleminde asit yerine bazik 6zellikteki KOH kullanilmasiyla
aciklanmistir. Bu sonuglara dayali olarak, TTP’nin pH 5,5’in tizerinde gerceklestirilecek
mikrobiyal ¢alismalarda substrat olarak kullanilmasinin daha uygun olacagi gorisi ileri

surtlebilir.

TTP diger iki stadart peptonla karsilagtirildiginda maksimum pigment ve biyomass
konsantrasyonlarina 7. giinliin sonunda ulasilmis ve daha uzun inkiibasyon siireleri
pigment ve biyomas konsantrasyonlarini azaltmistir. Oysa, diisiikk miktarlarda da olsa
biitiin pepton besiyerlerinde 7. giinde seker varligi tespit edilmistir. Seker varligina
ragmen 7. glinden itibaren pigment veya biyomass liretilmemesi ise besiyerindeki diger
besinsel Ogelerin tiikkenmesiyle ac¢iklanmistir. 7. giinden itibaren besinsel 6geler
tilkendigi i¢in test kiifii canliligin1 kaybetmeye baslamis ve biyomasda azalma meydana
gelmistir. Uzatilmis inkiibasyon siirelerinde besinsel 6gelerin tilkenmesine bagli olarak
kiiflerin biyomaslarinda ortaya ¢ikan azalma (fungal lizis) Onceki calismalarda da
gosterilmistir (Lee et al. 2001; Taskin et al. 201la). 7. giinden sonra pigment
konsantrasyonundaki azalma ise enzimatik yikimla agiklanabilir. Ciinki, literatiirde
besin kithginin M.purpureus’da bazi enzimleri aktiflestirdigi ve bu enzimlerinde
pigment yikiminina yol actig1 belirtilmektedir (Lee et al., 2001). Pepton besiyerlerinde
ilk giinlerinde (logaritmik asama) c¢ok az pigment iiretiminin gergeklestigi ancak
4.glinden itibaren pigment liretiminin hizlica arttig1 tespit edilmistir. Yine bu bulguda,
M. purpureus’da pigment iretiminin genellikle duragan fazdan sonra gergeklesmeye
bagladigint gosteren onceki calismalardakilere benzerlik gostermektedir (Tseng et al.
2000; Lee et al. 2001; Orozco et al. 2008). Belirlenen optimal inkiibasyon peryodunun
sonunda pepton besiyerlerinin hepsinde en yiiksek sar1 pigment ve bunun ardindan da

kirmiz1 pigment i¢in absorbans elde edilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgular géstermektedir Ki;
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1. Protein bakimindan zengin atik o6zelligindeki tavuk tiiylerinden hazirlanan
peptonlar M. purpureus’la pigment iiretiminde basta organik azot kaynagi olmak {izere
iyi bir susbtrat olarak kullanilabilir.

2. Hazirlanan peptonun element igerigi pigment iiretimini tesvik edecek sekilde uygun
kimyasalllar kullanilarak diizenlenebilir.

3. Mevcut peptonun iiretiminde ucuz ve atik 6zelligindeki tavuk tliylerinin yanisira
ucuz kimyasallar kullanildigi i¢in mevcut peptonun maliyeti pahali enzimatik
yontemlerle tiretilen standart peptonlardan daha disiiktiir. Bu yilizden de, bu peptonun

M. purpureus’un kiiltiirtinde kullanilmasiyla besiyeri maliyeti azaltilabilir.
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