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Bu arastirmada kati kiltir fermantasyon teknigi ile Monascus purpureus CMU 001 kifiinden mikrobiyal pigment
uretimi gergeklestiriimistir. Substrat olarak bira mayse atigi ve gofret yapragdi tozu kullaniimis ve en yiksek kirmizi
renk pigmenti sentezinin gergeklestigi fermantasyon kosullar belirlenmistir. En yiiksek pigment Gretimi olan 59.55
AUsqo/g degeri, ilave besin elementi kullaniimadan 1:4 (g/g) oraninda karistiriimis bira mayse atigi ve atik gofret
yapragi tozu substrat olarak kullanildiginda, optimum kosullar olan %85 baglangi¢ nem oraninda, baslangi¢c pH 7.5
degerinde, 3 mL asI hacmi ve 28°C inkiibasyon sicakhdinda, fermantasyonun 9. giiniinde elde edilmistir. Bu galisma
proses atiklari olan bira mayse atigi ve gofret yapradi tozunun kati kiltir fermantasyon teknigi ile renk pigmenti
uretiminde beraber kullanildigi ilk galismadir.

Anahtar Kelimeler: Monascus, Pigment, Kati kiltir fermantasyonu, Bira mayse atidi, Atik gofret yapragi, Atk
degerlendirme

Production of Microbial Pigments by Solid-State Fermentation Technique using Monascus
purpureus

ABSTRACT

In this study, microbial pigment was produced by Monascus purpureus CMU 001 by using the solid-state fermentation
technique. Brewer’s spent grain and waste wafer sheets were used as a substrate, and process parameters for the
best pigment yield were determined. Brewer’s spent grain and waste wafer sheets mixed at a ratio of 1:4 (w/w) gave
the highest pigment yield values. Extra nutrients were not used in the fermentation medium. The highest pigment
concentration of 59.55 AUsq/g was obtained under the optimized process conditions of initial moisture content 85%,
initial pH 7.5, inoculum size 3 mL, fermentation temperature 28°C and incubation period 9 days. This was the first
study on the use of brewer’s spent grain and waste wafer sheet in microbial pigment production using the solid-state
fermentation technique.

Keywords: Monascus, Pigments, Solid-state fermentation, Brewers' spent grain, Waste wafer sheet, Waste
evaluation

GIiRIS maddelerinin kullaniimasi tercih edilmekte olup, buna

bagl olarak dogal renk pigmentleri ve alternatif
Son yillarda insan ve gevre sagligina potansiyel tehdit kaynaklardan Uretimi Uzerine vyapilan c¢alismalar
olan sentetik katki maddeleri yerine dogal katki yogunlasmistir [1]. Monascus cinsi kifler tarafindan
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uretilen renk pigmentlerinin Dogu Asya Ulkelerinde
yuzyillardir dogal renk maddesi ve geleneksel gida katki
maddeleri olarak kullaniimaktadir. Monascus tirlerinin
sekonder metabolit olarak renk pigmentlerinin yani sira
monakolinler ve y-amino butirik asit gibi sagliga yararl
biyoaktif bilesenleri sentezledidi ve bu bilesenlerin anti-
mutajenik, antikanser o&zelliklerinin ve antimikrobiyal
aktivitelerinin oldugu bilinmektedir [2-4]. Monascus
kifleri U¢ ana grupta incelenen, alti adet renk pigmenti
sentezleyebilmektedir. Bu pigmentler; turuncu
pigmentler olan rubropunctatin  (C12H220s)  ve
monascorubin  (Ca3H260s); sari  pigmentler olan
monascin (C.1H2605) ve ankaflavin (C23Hz00s); kirmizi
pigmentler olan rubropunctamine (Cz:H23sNOs) ve
monoscorubramine (C23H27NO,) olarak
isimlendirilmektedir [5]. Genelde piring ve ekmekten kati
kiltir fermantasyonu (KKF) yoluyla Gretilen Monascus
pigmentleri (MP), cogunlukla Uzak Dogu Ulkelerinde,
fermente soya peynirinde, riboflavin kaynagi olarak
bebek mamalari ve kahvalti gevreklerinde, soslarda,
enerji iceceklerinde, aromali yogurtlarda ve sutlerde
kullanilmaktadir [3, 6]. Ayrica sosis gibi paketli ve
islenmis et drlnlerine kirmizi renk verme ve
bakteriostatik etki yaratma amaciyla sodyum nitrite
alternatif olarak kullanilabilmektedir [2]. MP Uretimi igin
geleneksel bir yéntem olan kati kultir fermantasyonu
teknigi, dusuk atik su Uretimi, disuk enerji ve su ihtiyaci
gibi avantajlara sahiptir, ayrica gida sanayi atiklarinin
substrat olarak kullanimina elveriglidir. Ek olarak kati
kiltir fermantasyonu ile elde edilen pigmentler herhangi
bir alt akim iglemine ugramadan direkt olarak
renklendirme amaciyla Griinlerde kullanilabilmektedir [5,
7].

Gida endustrisi klresel olarak milyonlarca tiketiciye
hizmet vermekle beraber, bir yandan da blylk
miktarlarda organik atik Uretimine sebep olmaktadir. Bu
atiklar karbonhidratlar, lipitler, proteinler, azot kaynaklari
ve vitaminler acisindan oldukga zengindir ve
mikroorganizmalar tarafindan kullanilarak katma degeri
yuksek Urunler elde edilmesine uygundur [8]. Bira
Uretiminde mayseleme asamasinda ortaya ¢ikan
lignoselllozik yapidaki bira mayse atidi, bira Uretiminde
en fazla olusan atik olup, genellikle hayvan yemi olarak
degerlendiriimektedir [9, 10]. Ancak bira mayse atigi,
yuksek karbon, mineral ve protein igerigiyle tek basina
veya farkli atiklarla beraber substrat olarak
biyoteknolojik proseslerde kullaniimaya uygun bir atiktir
[11]. Kati kaltar fermantasyon tekniginde substrat olarak
kullanilabilecek bir diger atik ise gofret yapragidir.
Gofretler bugday unundan elde edilen ince ve gevrek
yapidaki hububat Grinleridir [12]. Tipik bir sekerleme
fabrikasinda olusan en yaygin biyoatiklardan biri olan
gofret yapraklar, hatali sekil verilmis, yapistiriimis,
kirnlmig, kirlenmis ve yanlis etiketlenmis gofret yapraklari
olup, toplam gofret Gretiminin yaklasik %10‘una karsilik
gelebilmektedir [13].

Calisma kapsaminda bira mayse atigi ve gofret yapragi
tozu, kati kiltir fermantasyon teknigi ile Monascus
pigmenti sentezinde substrat olarak kullaniimis ve
pigment sentezine etki eden fermantasyon kosullari
optimize edilmistir. Bu galisma bira mayse atigi ve gofret
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yapradl tozunun renk pigmenti Uretiminde beraber

kullanildigi ilk ¢calismadir.
MATERYAL ve METOT
Materyal ve Mikroorganizma

Bira mayse atigi, Turk Tuborg Bira ve Malt Sanayi A.S
tarafindan temin edilmistir. 55°C etivde (Memmert
GmbH, Almanya) kurutulmus ve hava almayan saklama
kaplarinda muhafaza edilmistir. Denemelerde kullanilan
bira mayse atigi %53.1 hemisellloz, %19.2 seliloz,
%8.5 lignin, %2.76 azot ve %3.68 kil iceren,
lignoseliilozik yapida bir bira sanayi atigidir [14]. Gofret
yapraklari, Toren Gida San. ve Tic. A.S tarafindan temin
edilmis olup Uretiminde un, su, yag, emulgatér, NaCl ve

kabarticilar (sodyum bikarbonat ve sodyum asit
pirofosfat) kullanildigi ve gofret vyapraklarinin un
iceriginin  %35-40 arasinda oldugu dretici firma

tarafindan belirtilmistir. Gofret yapraklar valsli degirmen
aracihigiyla toz haline getirilerek (Bihler GmbH,
Almanya) hava almayan saklama kaplarinda muhafaza
edilmistir. Deneyler slresince bira mayse atigi icin 2 mm
ve Uzerindeki partikdl boyutlari, gofret yapradi igin ise 1
ve 2 mm arasindaki partikl boyutlari kullaniimistir.
Monascus purpureus CMU 001 susu Chiang Mai
Universitesi  Biyoloji Bélimirnden Prof. Saisamorn
Lumyong'dan temin edilmistir. Calisma suresince
mikroorganizma Patato Dextrose Agar (PDA) (Merck,
Almanya) besiyerinde gelistiriimis, 3 haftada bir
yenilenmis ve 4°C ‘de muhafaza edilmigtir.

Asi Hazirlanmasi

Monascus purpureus CMU 001 susu spor slispansiyonu
elde edilmesi amaciyla PDA besiyerinde, 30°C
sicaklikta, 7 gun slreyle, statik kosullarda inkibasyona
birakilmistir. Fermantasyon sonunda 10 mL steril saf su
petrilere aktarilmis ve aseptik kosullarda spor kazimasi
gerceklestiriimistir. Elde edilen spor suspansiyonunun
Neubauer lami aracihi@iyla spor sayimi gerceklestiriimis
(1 x 10° spor/mL) ve denemelerde asi olarak
kullaniimistir.

Kati Kiiltlir Fermantasyonu

Fermantasyon denemeleri, icerisinde 5 gram Kkati
substrat bulunan 250 mL’lik erlenlerde
gerceklestirilmigtir. Fermantasyon ortamlarina
hepsinden 2’ser mL hacimde, doért farklh nemlendirme
sivisi ilave edilmistir. Kullanilan nemlendirme sivisi
icerikleri; a) mineral madde ¢ozeltisi (2 g/L KH2PO4; 5
g/L NH4NO3, 1 g/L NaCl, 1 g/L MgSO,47H,0O [15]; b)
monosodyum glutamat (25 g/L); c¢) mineral madde +
monosodyum glutamat ¢odzeltisi; d) saf su ’dur.
Fermantasyon ortamlarinin pH degerleri nemlendirme
sivisi araciigiyla ayarlanmistir; nemlendirme sivisi pH
degerleri otoklavlama isleminden sonra arzu edilen
ortam pH degerine ulasilacak sekilde hazirlanmistir.
Nemlendirme sivisi araciligiyla belirlenen nem oranina
getirilmis ortamlar 121°C sicaklikta 20 dakika suresince
otoklavda sterilize edilmis ve oda sicakligina getirildikten
sonra spor siispansiyonu (1x10° spor/mL) inokule



Y. Goksungur, S. Sariyildiz Akademik Gida 19(2) (2021) 150-158

edilmistir. Farkll substrat oranlarinin (bira mayse atigi
(BMA) ve gofret yaprag tozu (GYT)), ve kullanilan
nemlendirme sivisi igeriklerinin pigment sentezine
etkisinin incelendigi fermantasyon denemeleri, statik
kosullarda, 30°C’deki inkiibatorde (Sanyo MIR- 254,
Sanyo Electric Co., Ltd., Japonya), %80 baslangi¢ nem
orani, baslangi¢c pH 6.5 ve 3 mL asI hacmi ile 8 giin
suresince gercgeklestiriimistir. Pigment sentezine etki
ettigi bilinen parametreler olan baslangi¢ nem orani
(%50-90), baslangi¢ pH’si (pH 5.5-8.5), asI hacmi (0.5-4
mL) (1x10° spor/mL) ve inkiibasyon sicakhdl (26-32°C)
parametrelerinin pigment sentezine etkisini belirlemek
amaciyla Monascus purpureus ile fermantasyon
denemeleri gergeklestiriimigtir. Her deneme setinde bir
parametre degistiriimis ve aksi belirtiimedigi takdirde
maksimum pigment sentezinin elde edildigi kosul, diger
denemelerde kullaniimistir.

Pigment Analizi

Fermantasyonu biten ortamlarda pigment analizi icin
Carvalho ve ark. [16] ve Gomah ve ark. [17] ’dan

_ ODxToplam ¢ozlicii hacmixSeyreltme faktorti

modifiye edilen ydntem kullaniimigtir. Bu amagla, 1
gram fermantasyon ortami icin 5 mL %95'lik etanol
kullanilarak pigment ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.
Ekstraksiyon calkalamali inkibatérde (Certomat® BS-1,
Sartorius Stedim, Almanya) 30°C/200 rpm‘de, 1 saat
slre ile yapilmigtir. Ekstraksiyon sonrasi 15 dakika oda
sicakliginda bekletilen 6rnekler, 7500 rpm’de 5 dakika
slre ile santrifigasyon (Daihan Scientific CF-10, Korea)
islemine tabi tutulmustur. Santrifligasyon sonrasinda
elde edilen supernatant sivisinda gerekli seyreltmeler
yapilarak, sentezlenen kirmizi pigment konsantrasyonu
500 nm’de spektrofotometrik (Thermo Scientific,
Genesys 10S UV-Vis) dlgimler alinarak belirlenmistir
[16, 17]. Spektrofotometrik dlgimlerde kor drnek olarak,
fermente olmamis substrattan elde edilen ekstrakt
kullanilmistir.  Bu c¢alismada sadece hicre disl
pigmentlerin  analizi gergeklestiriimistir.  Seyreltme
faktorli, ¢ozlicl hacmi, kullanilan substrat miktari ve
spektrofotometrik Olgimler sonucu elde edilen veriler
asagidaki denklemde yerine konularak pigment
konsantrasyonu hesaplanmis ve AUsq/g olarak ifade
edilmistir [18].

AU
Absorbans birimi (;)

istatistiksel Analiz

Analiz verileri SPSS programi (SPSS Inc., SPSS
Statistics ~ 20.0, Chicago, ABD) kullanilarak
degerlendirilmistir. Denemeler iki tekrar, analizler Ug¢
paralel olarak gergeklestirimis ve Duncan Coklu
Karsilastirma Testi ile varyans analizine (ANOVA) tabi
tutulmustur. Tim sekillerde, farkh kiguk harfler (a-f)
tasiyan tim faktorlerin ortalama degerleri arasindaki fark
anlamlidir (P<0.05).

BULGULAR ve TARTISMA
Substrat Segimi

Kati  kiltir fermantasyon sireglerinde  kullanilan
substrat, icerdigi karbon, azot gibi bilesenler ve
mikroorganizmalarin Uzerinde gelisebilecegi fiziksel bir
yap! olusturmalari sebebiyle olduk¢a 6nemlidir [7, 19,
20]. Calisma kapsaminda substrat olarak bira mayse
atigi (BMA) ve gofret yapragdi tozu (GYT) farkh oranlarda
karistinlarak kullanilmis ve nemlendirme sivisi olarak
saf su kullaniimigtir. Elde edilen sonuglar Sekil 1‘de
paylasiimistir. En ylksek kirmizi pigment sentezi 1:4
(g/g) oraninda kanstiriimis BMA ve GYT ortaminda,
22.04 AUsq/g olarak elde edilmistir. En disik pigment
sentezi 2.50 AUsqo/g degeri ile yalnizca bira mayse atigi
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1
Kuru érnek(g) [18]

kullanilan ortamda elde edilmistir. Fermantasyon
stresince BMA’nin zengin protein ve aminoasit icerigiyle
ortamda azot kaynagi olarak, karbonhidratca zengin
GYT'nin ise ortamda karbon kaynagi olarak rol oynadigi
disunliimektedir. Calisma boyunca devam eden
denemelerde 1:4 (g/g) oraninda karistinimis BMA ve
GYT substrat olarak kullaniimistir.

Literatlirde farkh substratlar kullanilarak gergeklestiriimis
birgok ¢alisma bulunmaktadir. Srianta ve ark. [21],
piring, misir, sorgum tanesi, kabugu soyulmus sorgum
tanesi ve sorgum kepegini pigment Uretiminde substrat
olarak kullanmis ve en yiksek pigment Uretimini piring
ve kepegi alinmis sorgum tanesinde elde etmiglerdir.
Ayni arastiricilar, nisasta icermeyen polisakkaritlerin
Monascus purpureus tarafindan hidrolizinin etkin bir
sekilde gerceklestiriiemedigini ifade etmislerdir. Bu
durum lignoselilozik yapida olan BMA'nin tek basina
substrat olarak kullanildiginda elde edilen dusik
pigment sentezini de aciklamaktadir. Benzer bir
calismada, Sehrawat ve ark. [22], en ylksek kirmizi
pigment sentezini bezelye ve tath patates kabugunu
substrat olarak kullandiklari denemede elde etmisler;
bezelyenin organik azot, tath patates kabugunun ise
karbon kaynagi olarak mikroorganizma tarafindan
kullanildigini belirtmiglerdir.
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20

Kirmizi Pigment (AUg0/9)

Sekil 1. Farkli oranlarda karistiriimis bira mayse atigi (BMA) ve gofret yapragi

tozu (GYT) kullaniminin kirmizi

pigment sentezi

Uzerine olan etkisi

(Fermantasyon kosullari: Baslangig nem orani %80, baslangi¢ pH 6.5, 3 mL

asl hacmi, 30°C, 8 glin)

Figure 1. The effect of using different amounts of brewer’s spent grain (BSG)
and wafer sheet powder (WSP) on red pigment synthesis (Fermentation
conditions: Initial humidity 80%, initial pH 6.5, 3 mL inoculum volume, 30°C, 8

day)
Nemlendirme Sivisi igerigi

Monascus purpureus‘un metabolizmasinda ve hiicre
yapilarinin sentezinde fermantasyon ortaminda bulunan
organik besin maddelerinin ve minerallerin etkisi oldukca
yuksektir [22]. Calisma kapsaminda kirmizi pigment

sentezi Uzerine etkisi incelenen nemlendirme sivisi
icerikleri ve elde edilen sonuglar Sekil 2'de
gosterilmektedir.  En  ylksek  kirmizi  pigment

konsantrasyonu 25.55 AUsq/g degeri ile mineral madde
ve monosodyum glutamat (MSG) g¢ozeltisinin beraber
kullanildigi ortamda elde edilmigtir. Mineral madde
¢ozeltisinin  kullanildigi  ve higbir besin elementinin
kullaniimadigi ortamlarda ise sirasiyla 23.84 AUsw0/g ve
22.04 AUsq/g pigment konsantrasyonu degerleri elde
edilmistir. En dusuk kirmizi pigment konsantrasyonu ise
15.4 AUsg/g degeri ile monosodyum glutamat ¢ozeltisi
kullanilan ortamda elde edilmistir. Farkli mineral ve azot
kaynagi kombinasyonlarinin kullanimi, ortam pH‘sini,
mikroorganizma gelisimini ve pigment sentezini olumlu
etkileyebilmektedir [23,24]. Calisma kapsaminda en
yuksek pigment sentezi mineral madde ve monosodyum
glutamat c¢ozeltisinin beraber kullanildigi ortamda elde
edilmekle beraber, hicbir besin elementi icermeyen
ortamda da benzer konsantrasyonda pigment elde
edilmesi sebebiyle, proses maliyeti ve cevre Kirliligi
acisindan galismanin geriye kalan kisimda nemlendirme
sivisinda herhangi bir besin elementinin kullaniimadigi
saf su, nemlendirme sivisi olarak kullaniimistir.

Monascus pigmentlerinin renginin aminoasit, peptit ve
protein gibi c¢esitli bilesiklerin amino grubu ile
monascorubrine  ve  rubropunctatine’in  yapisinda
bulunan  oksijenin yer degistirmesi sonucunda
turuncudan kirmiziya doéndugu bilinmektedir [5]. Bu
nedenle organik (monosodyum glutamat, pepton vb)
veya inorganik azot kaynaklari (amonyum nitrat vb.)
kullanimi kirmizi pigment sentezinde 6nemli bir yere
sahiptir [25]. Babitha ve ark. [15], Monascus spp. ile kati
kdltir fermantasyon teknigi ile gerceklestirdikleri
¢alismada monosodyum glutamat, pepton, soya unu ve
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kitin tozu kullaniminin kirmizi pigment sentezi Uzerine
etkilerini arastirmis ve en yiksek kirmizi pigment
sentezini azot kaynadi olarak monosodyum glutamat
kullandiklari denemede elde etmiglerdir. Silbir ve
Goksungur [14], bira mayse atigindan Monascus
purpureus CMUOO0O1 mikroorganizmasi ile kirmizi
pigment  Urettikleri  calismalarinda degisik azot
kaynaklarinin pigment sentezine etkisini arastirmiglar ve
en yuksek pigment dretimi olan 22.25 UAso degerini
azot kaynagi olarak 8 g/L MSG kullandiklarinda elde

etmislerdir.
a
b T
&
| I

MSG Cozeltisi Saf Su

30

Kirmizi Pigment (AUsq0/9)
- -t N N
o (4] o (6,

8]

0
Mineral ve
MSG Cozeltisi

Sekil 2. Farkh nemlendirme sivisi igeriklerinin kirmizi
pigment sentezi Uzerine olan etkisi (Fermantasyon
kosullar: Baglangic nem orani %80, baslangic pH
6.5, 3 mL asi hacmi, 30°C, 8 gun)

Figure 2. The effect of different moistening liquid
contents on red pigment synthesis (Fermentation
conditions: Initial humidity 80%, initial pH 6.5, 3 mL
inoculum volume, 30 C, 8 days)

Mineral
Cozeltisi

Baslangi¢c Nem Orani

Kati killtir fermantasyonunda kullanilan nem orani
mikroorganizma gelisimi igin oldukga dnemlidir [25, 26]
ve genel olarak, %30 ile %85 arasinda degisen nem
oranlan kullaniimaktadir [27]. Calismada farkli baslangi¢
nem oranlarinin kirmizi pigment sentezi Uzerine olan
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etkisi incelenmis ve sonuglar, Sekil 3'te verilmistir. En
ylksek kirmizi pigment konsantrasyonu 26.10 AUsqo/g
degeri ile %85 baslangic nem oraninda elde edilmistir.
%90 baslangic nem oraninda ise ortamda sivi birikimi
g6zlenmis ve KKF prensiplerinden uzaklasiimistir. En
distk kirmizi pigment konsantrasyonu 9.28 AUse/g
olarak, %50 baslangic nem oraninda elde edilmistir.
Baslangi¢ nem orani diisiik oldugunda, ¢ézinmis besin
maddeleri ve oksijen transferinin azalmasi sebebiyle
urin  sentezinde diuslUsler goézlemlendigi birgok
arastirmaci tarafindan ifade edilmektedir [7, 27]. Sonraki
denemelerde fermantasyon ortaminin baslangi¢c nem
orani, en yuksek pigment sentezinin elde edildigi % 85
degerine ayarlanmistir. Literatirde vyapilan benzer

30

/9)
¥
o

2,
Z 20
5
£ 15
=]
. ¢ ¢
N 10 = <
=
¥ 5
0
50 60

calismalarda kirmizi  pigment sentezi i¢in farkh
substratlar kullanilarak elde edilen farkli optimum
baslangic nem oranlan bulunmaktadir. Srianta ve ark.
[28], Durian tohumu kullanarak gerceklestirdikleri kati
kiltur fermantasyonunda en yiksek kirmizi pigment
konsantrasyonunu 3.73 AU/g olarak, %60 nem oraninda
elde etmiglerdir. Carvalho ve ark. [29] ise manyok
kispesi kullanarak gergeklestirdikleri  kati  kdltur
fermantasyonunda %50‘den %90‘a degisen baslangi¢
nem oranlarinin pigment sentezi Uzerine etkisini
incelemis  ve en yuksek kirmizi pigment
konsantrasyonunu 25 AU/g olarak %70 baslangi¢c nem
oraninda elde etmislerdir.

a
b
Cc
[
| I
70 80 85 90

Baslangic Nem Miktari (%)

Sekil 3. Baslangi¢c nem oranlarinin kirmizi pigment sentezi (izerine olan etkisi
(Fermantasyon kosullari: Basglangi¢ pH 6.5, 3 mL asi hacmi, 30°C, 8 giin)
Figure 3. The effect of initial humidity on red pigment synthesis (Fermentation
conditions: Initial pH 6.5, 3 mL inoculum volume, 30°C, 8 days)

Baslangi¢ pH Degeri

Baslangic pH’si, KKF'de metabolik aktiviteyi belirleyen
en Onemli faktorlerden bir tanesidir [30]. Monascus
tUrlerinin distk pH degerlerinde sari pigmentleri, daha
yuksek pH degerlerinde ise kirmizi pigmentleri yogun

olarak sentezledigi belirtimektedir [31]. Calisma
kapsaminda farkli pH degerlerinin kirmizi pigment
sentezi Uzerine etkileri incelenmis ve elde edilen

sonugclar Sekil 4‘te verilmistir. En ylksek kirmizi pigment
konsantrasyonu olan 41.87AUsq/g degeri, baglangi¢c pH

45

)
i
o O O

[ o )

- = NN W W
[6)] (&2}

Kirmizi Pigment (AUsq0/ g
o

o O,

7.5 deg@erinde elde edilmistir. En disutk kirmizi pigment
konsantrasyonu 24.62 AUsq/g degeri ise baslangic pH
5.5 degerinde elde edilmistir. Bu calismada, sonraki
denemelerde en ylksek pigment sentezinin elde edildigi
baslangic pH 7.5 degeri kullaniimistir. Elde edilen
sonuglara paralel olarak, Babitha ve ark. [15], Monascus
purpureus LPB 97 mikroorganizmasindan substrat
olarak Jackfruit tohumu kullanarak gergeklestirdikleri
kati kdltir fermantasyonunda bu calismayla paralel
sonuglar elde etmis ve en ylksek kirmizi pigment
sentezini baslangi¢ pH 7.5 ortaminda elde etmislerdir.

a
| ' I I
55 6.5 7.5 8.5

Baslangic pH

Sekil 4. Farkh baglangic pH degerlerinin kirmizi pigment sentezi Gzerine olan
etkisi (Fermantasyon kosullari: Baslangi¢c nem orani %85, 3 mL asI hacmi,

30°C, 8 giin)

Figure 4. The effect of different initial pH values on red pigment synthesis
(Fermentation conditions: Initial humidity 85%, 3 mL inoculum volume, 30°C,

8 days)
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Asi Hacmi

Asi hacminin pigment Uretimine etkisini belirlemek
amaciyla, 1x10® spor/mL konsantrasyonda spor igeren
¢Ozelti hazirlanmistir. Onceki denemelerde en yiiksek
pigment sentezinin elde edildigi baslangic pH 7.5 ve
%85 nem oranina getirilmig, 1:4 oraninda BMA ve GYT
iceren  ortamlar  farkh hacimlerde  asilanarak
fermantasyon denemeleri gergeklestiriimistir. Elde edilen
sonuglar Sekil 5'te verilmistir. Yapilan denemeler
sonucunda en ylksek kirmizi pigment konsantrasyonu
olan 41.87 AUse/g degeri, 3 mL asi hacmi kullanilan
ortamda elde edilmigtir. En dusik kirmizi pigment
konsantrasyonu ise 36.77 AUse/g degeriyle 0.5 mL asl
kullanilan ortamda elde edilmistir. Literatiirde yiksek asi
hacimlerinde, besin maddelerinin biyokutle artigi igin
tiketiimesi ve pigment sentezi icin yeterli besin
maddesinin ortamda bulunmamasi sebebiyle pigment
konsantrasyonlarinda disls goruldagu ifade
edilmektedir. DUsuk asi hacmi kullanilan ortamlarda ise
yetersiz mikrobiyal gelisim sebebiyle tGriin dénusimunde
azalmalar meydana gelebilecegi belirtiimektedir [8, 32].
Babitha ve ark. [33], Monascus sp. ile gergeklestirdikleri
kati kultir fermantasyonunda farkli asi hacimlerinin
kirmizi pigment sentezi Uzerine etkisini incelemisler ve
bu calismaya paralel olarak en yuksek kirmizi pigment
konsantrasyonu olan 25.45 OD/g degerini 3 mL asl
hacmi kullandiklari denemede elde etmislerdir.
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Sekil 5. Farkli asi hacimlerinin kirmizi pigment sentezi
Uzerine olan etkisi (Fermantasyon kosullari: Baslangi¢
nem orani %85, baglangi¢ pH 7.5, 30°C, 8 glin)

Figure 5. The effect of different inoculum size on red
pigment synthesis (Fermentation conditions: Initial
humidity 85%, initial pH 7.5, 30°C, 8 days)

inkiibasyon Sicakhg

inkiibasyon sicakligi, mikrobiyal gelisim, enzim sentezi
ve sekonder metabolit sentezi gibi suregleri etkileyen
onemli bir faktordir ve mikrobiyal gelisim ve urin
doéndsimia igin gerekli optimum sicakliklar farklilik
gosterebilmektedir [34, 35]. Genellikle pigment sentezi
icin Monascus spp. ile gerceklestirilen galismalarda 25
ve 30°C arasinda sicaklik degerleri kullaniimaktadir.
Calisma kapsaminda kullanilan inkiibasyon sicakliklari
ve elde edilen sonuglar Sekil 6’da gosterilmistir. Buna
gore; en yuksek kirmizi pigment konsantrasyonu olan
55.99 AUsq/g degeri 28°C sicaklikta, en disuk kirmizi
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pigment konsantrasyonu olan 21.59 AUsq/g dederi ise
32°C sicaklikta elde edilmistir. Elde ettigimiz sonuglar
fermantasyon sicakhdinin pigment sentezi Uzerinde
Onemli etkisi oldugunu gdstermekte olup, 28°C ’nin
Uzerindeki  sicakliklarda fermantasyon ortaminda
buharlasmaya bagli nem oraninin azalmasi sebebiyle
pigment sentezinin de azaldigi dusunulmektedir.
inkiibasyon sicakhginin  pigment sentezi (izerine
etkisinin incelendigi bir ¢alismada, Dikshit ve ark. [18],
28°C- 30°C araliginda en ylksek pigment sentezini elde
etmislerdir. Nimnoi ve ark. [25] ve Babitha ve ark. [33],
Monascus turleri ile kati kultir fermantasyonunda
gerceklestirdikleri  calismalarda, 25°C ve 30°C
inkiibasyon sicakliklarini kullanarak pigment sentezi
gerceklestirmisler ve en yiksek kirmizi  pigment
sentezini 30°C inkibasyon sicakliginda elde etmislerdir.
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%40
§ 30
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S20
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Sekil 6. Farkli inkiibasyon sicakliklarinin  kirmizi

pigment sentezi Uzerine olan etkisi (Fermantasyon
kosullari: Baslangig nem orani %85, baslangi¢ pH 7.5,
3 mL as!I hacmi, 8 giin)

Figure 6. The effect of different incubation temperatures
on red pigment synthesis (Fermentation conditions:
Initial humidity 85%, initial pH 7.5, 3 mL inoculum
volume, 8 days)

Pigment Uretim Kinetigi

Kati  kiltir fermantasyonu ile Monascus turleri
kullanilarak yapilan galismalar incelendiginde en yiksek
pigment konsantrasyonunun fermantasyon ortamina ve
mikroorganizmaya bagl olarak farkli sirelerde elde
edilebilecedi goérulmagstar [29, 30, 36]. Zamana bagh
pigment sentezinin belirlenmesi amaciyla 5 gram 1:4
(g/g) oraninda karistinlmis BMA:GYT ortami substrat
olarak kullanilarak, optimum kosullar olan baslangi¢ pH
7.5 ve %85 baslangic nem oraninda fermantasyon
ortamlari hazirlanmistir. 3 mL asi hacmi kullanilarak
28°C’de, statik kosullarda, 11 giin sureyle fermantasyon
sureci takip edilmig, pigment olusumu ve pH geligimi
incelenmistir.  Elde edilen veriler Sekil 7'de
paylasiimistir. Kirmizi  pigment konsantrasyonundaki
artis fermantasyonun 4. guniinde baglamistir. En ylksek
kirmizi pigment konsantrasyonu olan 59.55 AUsq/g
degeri ise fermantasyonun 9. gininde elde edilmisgtir.
Fermantasyonun 9. glninden sonra pigment
konsantrasyonundaki  dislslin pigment yapisinda
gerceklesen ayrisma, farkli bilesenlere donisim veya
oksidasyon sebebiyle gergeklestigi disuntlmektedir.
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Sekil 7. 1:4 (g/g) oraninda karistiriimis bira mayse atigi ve gofret yapradi tozu (BMA: GYT) kullanilarak
gerceklestirilen 11 ginlik fermantasyon takibi (Fermantasyon kosullari: Baslangi¢c nem orani %85, baslangi¢

pH 7.5, 3 mL asI hacmi, 28°C, 11 gun)

Figure 7. The kinetics of red pigment synthesis using brewer’s spent grain and wafer sheet powder mixed at a
ratio of 1:4 (w/w) (BMA: GYT) (Fermentation conditions: Initial humidity 85%, initial pH 7.5, 3 mL inoculum

volume, 28°C, 11 days)

Metabolik aktivite ve organik asit tretimine bagll olarak
ilk 4 gun icerisinde ortam pH'sinin pH 4.5 degerine
kadar distigl, devam eden siliregte ise aminoasitlerin
M. purpureus tarafindan deaminasyonu ve amonyak
acida c¢lkmasi sonucunda pH degerinde artis
g6zlemlenmistir [37, 38].

Literatlirde Monascus turleri ile kirmizi pigment sentezi
gerceklestiriimis bazi ¢calismalar ve sonuglari Tablo 1‘de
paylasiimaktadir. Kullanilan substrat ve fermantasyon
kosullarina bagh olarak pigment konsantrasyonlari
degiskenlik gostermektedir ve en vyuksek kirmiz
pigment konsantrasyonlari, Monascus pigmentleri icin
Uzak Dogu’da geleneksel olarak kullanilan piring

substratinda elde edilmektedir. Pirincin Monascus turleri
gelisimi ve pigment sentezi i¢cin oldukga uygun bir

substrat oldugu birgok arastirmaci tarafindan ifade
edilmektedir [2,29]
Bu calisma, kati kultir fermantasyon teknigi ile

Monascus pigmenti Uretiminde, substrat olarak piring
veya ilave karbon kaynagdi kullanilanlar disinda en
yiksek pigment konsantrasyonunun elde edildigi
g¢alismalardan bir tanesidir. Ayrica fermantasyon
ortaminda ilave besin elementlerinin kullaniimamasi,
proses ekonomisi ve gevre kirliligi agisindan bir avantaj
olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Tablo 1. Kati kiltir fermantasyon yontemi ile Monascus suslar kullanilarak kirmizi pigment sentezinin

gerceklestirildigi calismalar

Table 1. Studies on red pigment synthesis by Monascus sp. using solid state fermentation method

Mikroorganizma Substrat Ferrr_1_antas_y on Kirmizi pigment Referans
yontemi konsantrasyonu

Monascus sp., LPB-31 Piring KKF 216 AU/g [29]

Monascus sanguineus -

NECCI 2453 Piring KKF 143.3 ODU/gds [39]

Monascus purpureus o

AS3.531] Piring KKF 112.2 U/g [40]

Monascus purpureus o .

CMU001 Misir unu + %8 glikoz KKF 129.63 U/g [25]

Monascus purpureus Sorgum tanesi KKF 59.7 AU/g [41]

Monascus purpureus .

KACC 42430 Misir kogani KKF 25.42 OD Unit/ g [30]

Monascus purpureus Patates kabugu tozu

MTCC 369 ve bezelye tanesi KKF 9.57 CVU/g [22]

Monascus sp. KJR2 Durian meyvesi KKF 8.11 AU/g [28]
tohumu

Monascus purpureus Bira mayse atigi ve KKE 59.55 AU/g Bu calisma

CMU001

gofret yapragi tozu

156



Y. Goksungur, S. Sariyildiz Akademik Gida 19(2) (2021) 150-158

SONUG

Ginumuzde gerek tarim gerek gida isleme alanlarinda
artan su tuketiminin ve kiresel bir sorun haline gelen su
kithginin énlenmesi adina farkli yaklagimlar gelistirimesi
gerekliligi, dusik su ve enerji ihtiyaci gibi avantajlari
bulunan ve temelleri cok eskiye dayanan kati kultur
fermantasyonunun biyoteknolojik proseslerde
kullaniimasinin 6niini agmaktadir. Calisma kapsaminda
gida atiklarindan degerli bir Uriin olan Monascus
pigmenti dretimi kati kultur fermantasyon yontemiyle
gerceklestiriimistir. Bu baglamda 1:4 oraninda (g/g) bira
mayse atigi ve atik gofret yapragi substrat olarak, higbir
ilave besin maddesi icermeyen saf su ise nemlendirme
sivisi olarak kullaniimistir. Calisma kapsaminda kirmizi
Monascus pigment sentezi igin belirlenen optimum
kosullar olan %85 baslangic nem orani, 7.5 baslangig
pH, 3mL agl hacmi (1x10°8 spor/mL) ve 28°C inkiibasyon
sicakliginda fermantasyon gerceklestirimisti. En
yuksek kirmizi pigment konsantrasyonu olan 59.55
AUsq/g degerine  fermantasyonun 9. glnlinde
ulagiimistir. ilave besin 6desi ve mineral gozeltisi
kullaniimadan elde edilen sonu¢ mevcut ortamin
Monascus pigmenti sentezi igin uygunlugunun bir
gOstergesidir. Bira mayse atigi ve atik gofret yapradinin
pigment sentezinde ilk defa beraber kullanildigi bu
arastirmanin, gelecekte yapilacak c¢alismalara ve pilot
oOlcekli Uretimlere 1s1k tutmasi beklenmektedir.
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