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OZET
Renk maddeleri her tiirlii tiriin igin 6nemlidir. Tiiketici, tirtiniin ilk 6nce rengine daha
sonra icerigine dikkat etmektedir. Bu nedenle ilk baslarda dogada bulunan bitkiler, daha
sonralar1 ise mikroorganizmalar renk elde etmek i¢in kullanilmaktadir. Dogal olana ilgi
arttikca, sentetik boyalarin kullanimi1 azalmaya baslamis ve mikrobiyal pigmentlerin pazar
pay1 artmaya baglamistir.

Sunulan tez calismasi kapsaminda, baska bir calismada kullanilmak {izere Eskisehir
sanayi bolgesinde hidrokarbonla kirlenmis topraklardan izole edilen mikroorganizmalardan
pigment {iretici 4 izolat oldugu belirlenmistir. Etkin iiretici 4 izolat i¢in mineral tuz ortaminda
gerceklesen inkiibasyon sonrasinda orneklerden ekstraksiyon c¢alismalari yapilmis ve
ekstrakte edilebilen C1 ve C7 izolatlar1 ¢alisma i¢in segilmistir.

Etkin {iretici izolat ile mikrobiyal pigment iretimi igin besiyeri bilesenleri ve
inkiibasyon siiresi optimizasyonu yapilmistir. Optimum inkiibasyon siiresi 10 giin, optimum
pH ise 7 olarak belirlenmistir. C1 izolat1 i¢in mikrobiyal pigment iiretimine en ¢ok giin,
CH3COONa, FeS04.7H,0, K;HPO, KH,PO4 etki ederken C7 izolati igin giin, NHCI,
KH,PO,4, maya oziiti, MgS04.7H,0, glikoz etki etmektedir. Mikrobiyal pigment iiretici
izolatlar 16S rRNA sekans analizi sonuglaria gore %100 benzerlik orani ile Gordonia terrae

strain M1-3 ve Enterobacter ludwigii strain AB-188 ile benzerlik gostermistir.

Anahtar Kelime: Mikrobiyal pigment, Gordonia terrae, Enterobacter ludwigii,

Plackett-Burman



SUMMARY

Color is important for all kinds of products. At first, comsumers take care of color of
product and than content. Therefore, at first naturally occurring plants, and later
microorganism is used to obtain the color. When interest in natural ones increased, began
to decrease the use of synthetic dyes and microbial pigments market share began to
increase.

The thesis project presented, in order to use in another project, it has been identified
from the microorganisms which are insulated from the hydrocarbon polluted soil in
Eskigehir industrial area that there are 4 isolates which are pigment generator. After
incubation of 4 efficient producers izolates in mineral salts medium, extraction studies
have been made from the samples and C1 and C7 extractable isolates have been selected
for the study.

With efficient producers isolates, medium components and the incubation time are
optimized for microbial pigment production. The optimum incubation time 10 days and
optimum pH was determined to be 7. While days, CH3COONa, FeS04.7H20, K2HPO4,
KH2PO4 effects on C1 isolates for microbial pigment production, for C7 isolate effects
from days, NH4CI, KH2PO4, yeast extract, MgS04.7H20, glucose. When 16S rRNA
analysis was carried out, this bacterium was shown that it was a close relative with %100
smilarity ratio of Gordonia terrae strain M1-3 and Enterobacter ludwigii strain AB-188
species.

Key words: Microbial pigment, Gordonia terrae, Enterobacter ludwigii, Plackett-

Burman
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BOLUM 1

1.GIRIS

Renkler ¢evreyi algilama agisindan énemlidir ve yiiksek yapili canlilarda bu algilama
birbirleriyle olan etkilesim i¢in daha da 6nemlidir. Ornegin bir¢ok kus kars1 cinsi cekmek i¢in
parlak, renkli tiiylerini gosterir, bir bukalemun igin renk kamuflaj agisindan 6nemli iken
zehirli bir kurbaga parlak rengiyle avcilart uyarir (Liu, 2009). Renk yedigimiz gidalarda da
onemli bir rol oynar. Tiiketici, bir gida maddesinin ilk olarak géze hitap etmesini ister. Gida
maddesinin rengi, insan {lizerinde olumlu veya olumsuz etki yaratabilir. Herhangi bir gidanin
tadina ve diger oOzelliklerine ait degerlendirmeler, renk algisindan sonra s6z konusu
olmaktadir. Buna gore, gida maddelerinin rengi gidalarin se¢iminde Onemli bir kalite
kriteridir. Bu sebepten, gida iiriinlerinin tabii rengini korumak ve hatta bazen diizeltmek {izere
renk maddeleri kullanilmaktadir (Biiyiiksirit, 2011). Ornegin, tiiketici cekici olmayan bir renk
ile karsilastigi zaman, gidanmn besleyici olmadigmi ya da zararli oldugunu varsayar. Ote
yandan, tipik olmayan renkteki iriinler (6rnegin; yesil peynir veya mavi igecek) ¢ogu
durumda tiiketiciler tarafindan reddedilir. Domates kirmizi, limon sar1 veya havug turuncu
gibi besin Ogelerinin tipik renkleri ile iliskilendirilir. Bu nedenle, renk gidalarin birincil
kimligidir ve bozulmus gida tiiketimine kars1 da koruyucu bir 6nlemdir (Dufosse, 2006).
Gidalarda yer alan sentetik boyalar tartigmali bir konudur ve uzun yillardir ¢eligkilere yol
acmistir. Ticari olarak tretilen yapay renk maddeleri (sertifikali renk maddeleri), dogal
kaynaklardan iiretilen renk maddelerine kiyasla, boyama gii¢lerinin yiiksek olmasi, teknolojik
islemlere kars1 daha stabil olmalari, az miktarlarda kullanilarak iiriine istenilen rengi
kazandirmalar1 ve bdylece maliyeti diisiirmeleri nedeniyle, gida iireticileri tarafindan dogal
renk maddelerine tercih edilmektedirler (Biiyliikpamukcu, 1995). Modern tiiketicinin sentetik
boyalar1 incelemesi ve olumsuz degerlendirmesi sebebiyle dogal renklendiricilere olan ilgi
artmistir  (Dufosse, 2006). Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar dogal pigment
kaynaklaridir. Bazi sirketler gidalar1 gidalarla boyamaya karar vermislerdir bunun i¢in de esas
olarak bitki 6zleri ve bitkilerden ekstrakte edilmis pigmentler kullanilmistir. Ornegin kirmizi
icin pancar, ¢ilek ve biber, sar1 icin safran ve kadife cigegi, yesil icin ise yesil yaprakh
sebzeler kullanilmistir.

Dogal renk maddeleri, bitkisel, hayvansal, mikrobiyal ve inorganik kaynaklardan ve

hatta meyve sebze sanayi atiklarindan elde edilen Oziitler seklinde olabilmektedir. Renk



araliklart sinirli olan bu renk maddeleri, yapay renklendiricilere gore daha zayif bir stabiliteye
ve renklendirme giicline sahip olmasina ragmen son yillarda yapilan toksikolojik
arastirmalarla yapay renklendiricilerin saglik iizerine olumsuz etkilerinin ortaya konmasi
nedeni ile gidalarin renklendirilmesinde yeniden kullanilmaya baglanmistir (Ashfaq and
Masud, 2002).

Yapilan bu tez calismasinda hidrokarbon ile kirlenmis alanlardan izole edilmis bazi
bakteri izolatlarinin pigment liretme yetenekleri degerlendirilmis ve pigment iiretim ortaminda
etkili olabilecek bilesenler, Plackett Burman deneysel tasarimi ile optimize edilmistir.

Sonrasinda elde edilen pigment maddeleri ¢esitli tekniklerle karakterize edilmistir.



BOLUM 2

2.GENEL BILGILER

2.1. Pigmentler

Pigmentler goriiniir bolge dalga boyu araliginda 1sik absorbe eden Kkimyasal
bilesiklerdir. Uretilen molekiil kromofor ad1 verilen dzgiil molekiiler yapiya sahiptir. Bu yap1
enerjiyi yakalar ve dig yoriingedeki bir elektronu kopararak bir iist orbitale gonderir.
Absorblanamayan enerji yansitilir. Yansitilan enerji goz tarafindan yakalanir ve uyarilan sinir
hiicreleri tarafindan beyne iletilerek rengin algilanmasi saglanir (Delgado-Vargas, 2000).

Teknik anlamda bir pigment; suda ¢dziinmeyen ve saydam olmayan, goriiniir bolgede
15181 sogurabilen ve ¢esitli malzemelere renk vermekte kullanilan, yogun renkli kimyasal
ortlicii bilesikler olarak tanimlanabilir. Pigmentler; renk araligi smirli dogal pigmentler ve
renk aralig1 genis olan sentetik pigmentler olarak ayrilabilir. Stilfatlar, ¢esitli metal oksitler ve
stlfiirler dogal inorganik pigment olarak kullanilir. Pigmentlerin organik ya da inorganik
bir¢ok 6rnegi vardr.

Dogal organik pigmentler; metallerle olusturduklar1 koordinasyon bilesiklerini, suda
coziinmeyen organik bilesikleri ve organik bilesiklerin metal tuzlarmi kapsar. Organik
pigmentler inorganik pigmentlere gore daha parlak ve dayamiklidir. Pigmentler esas olarak
boyarmadde o6zelligi gosteren maddelerdir. Ancak bir boyarmadde ile bir pigment
karsilagtirildiginda 6nemli farkliliklar goriilebilmektedir. Pigmentlerin boyarmaddelerden
farki; mekanik olarak materyal yiizeyine tutunmasidir. Ayrica pigmentler suda ¢oziinmezler.
Dolayistyla sudaki yag ve yagdaki su emiilsiyonlarinda dagilmis halde kullanilirlar.
Pigmentlerin ¢ogu; yiiksek haslik degerleri sayesinde olumsuz kosullarda renklerini
koruyabilirler. Gegmiste pigmentler; boya, matbaa miirekkebi, plastik, kauguk, kagit v.b.
gibi alanlarda kullanilmistir (Biiyiiksirit, 2011).

Boyama sanati uzun bir tarihe sahiptir ve birgok boya tarih dncesine kadar uzanir.
Boyalar Avrupa’da Bronz Cagi’nda uygulanmistir. Dogal boyalarin kullaniminin ilk yazili
kayd: Cin’de bulunan M.O 2600’e dayanir. Hint yarimadasinda boyamanimn erken Indus
Vadisi déneminde (M.O 2500) bilindigi, Mohenjodaro ve Harappa Uygarligi’na (M.O. 3500)

ait bez kalintilardaki kdkboyasi izleri ve renkli giysilerin bulgular ile kanitlanmis olmustur.



Misir’da renkli bezlere sarilmis mumyalar bulunmustur. Misir'da Kral Tutankamon'un
mezarinda bulunan kirmizi kumaslarin kimyasal testleri alizarin yani kok boyadan elde edilen
bir pigmentin varliginmi gosterdi. Kirmiz, Orta ve Kuzey Amerika'daki Aztek ve Maya kiiltiirii
dénemin insanlar tarafindan kullanilmistir. MS 4. yiizyilda, bu tiir ¢ivit otu, kok boya, kaynak,
kizilagag, indigo ve koyu kirmizimsi-mor boyalar biliniyordu. Japonya’da Nara déneminde
(8.ylizy1l) dogal biyorenklendiricilerin kullanildigi Shosoin metninde gecen renkli soya ve
adzuki fasulyesi keki ile bilinmektedir (Aberoumand, 2011).

Pigmentler hayatimizin her alaninda gozlemleyebilecegimiz renkleri olusturur. Diinya
izerindeki tiim organizmalarda bulunurlar ve bitkiler pigmentlerin en temel tireticilerindendir.
Yaprak, meyve, sebze, ciceklerde bulunabilecegi gibi ayni zamanda deri, gozler, diger
hayvansal yapilar, bakteriler ve funguslarda da bulunabilir. Dogal ve sentetik pigmentler ilag
sektoriinde, tekstilde, gidalarda, mobilya sektoriinde, kozmetikte ve diger alanlarda
kullanilmaktadir. Ayrica dogal pigmentlerin kazandirdig1 giizelliklerin yaninda énemli bir
gorevi de vardir; fotosentez, karotenoidler ve klorofil olmadan canli yasami oOlamazdi
(Delgado-Vargas, 2000).

Stres kosullar1 altinda bitkilerde flavonoid sentezi goriilmektedir; kinonlar 1s1k
enerjisini kimyasal enerjiye ¢evirmede oldukca onemlidirler. Melanin insanlarda ve diger
omurgalilarda koruyucu bir ekran rolii oynar. Baz1 funguslarda ise melanin hayati dongiiler
acisindan onemlidir. Son olarak birgok pigmentin kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarda
farmakolojik aktivitesinin oldugunun bilinmesi pigmentlerin insanlar i¢in Onemini
vurgulamaktadir. Ayrica insanlar tarih boyunca iiriinler ile renklerini iliskilendirmislerdir. Bu
durum gida sektorii i¢in de gecerlidir. Tarihsel olarak gida sektoriiniin baslarinda tiiketiciler
gidalarda kullanilan ¢esitli pigmentlerin dogal ya da sentetik olmasina dikkat etmemislerdir.
Fakat son zamanlarda insanlar sentetik pigment ve hastalik iliskilendirmesini yaparak sentetik
pigmentlere olan korkularini gostermislerdir. Bu durum da dogal pigmentlerin farmakolojik
faydalar1 goriildiikge ortaya ¢ikmaya baglamistir. Ancak insan gidalarinda kullanilmasina izin
verilen pigmentler oldukc¢a sinirlidir. Katki maddesi olarak kabul edildiginden kullanimi1 siki

kurallar altinda yapilmaktadir (Delgado-Vargas, 2000).



2.1.1. Simiflandirilmasi

Pigmentler kdkenleri bakimindan dogal, sentetik veya inorganik olarak adlandirilirlar.
Dogal pigmentler bitkiler, hayvanlar, mantarlar ve mikroorganizmalar gibi yasayan
canlilardan elde edilirler. Sentetik pigmentler laboratuar ortaminda elde edilir. inorganik
pigmentler dogada bulunabilir veya sentezle iiretilmis olabilirler. Pigmentler kromoforlarin
kimyasal yapilar1 dikkate alinarak smiflandirilabilir. Kromoforlar ile konjuge yapilari:
karotenoidler, antosiyaninler, betalainler, karamel, sentetik pigmentler ve goller. Metal-

koordine porfirinler; miyoglobin, klorofil ve tiirevleridir.

2.1.2. Karakteristik Ozellikleri ile Dogal Pigmentler

Dogal pigmentler karakteristik yapilarina gore siiflandirilabilir;

Tetrapirol Tiirevleri: klorofil ve heme grubu renkleri.

Izoprenoid Tiirevleri: karotenoidler ve iridoidler.

Tetrapirolden farkli N-heterosiklik Bilesikler: piirinler, piterinler, flavinler, fenazinler,

fenoksazin ve betalainler.

Benzopiran Tiirevleri (oksijenli heterosiklik bilesikler): antosiyaninler ve diger

flavonoid pigmentler.

Kinonlar: benzokinon, naftokinon, antrakinon.

Melanin.

2.1.2.1. Tetrapirol Tiirevleri

Bu bilesikler pirol halkasina sahiptirler, dogrusal veya dairesel sekilde siralanirlar.
Fitokromlar alglerde ¢ok yaygindir ve temel yapilar bilinmektedir. Bu siklik bilesiklerde bir
porfirin halkasina yapismis demir atomundan olusan heme gruplar1 goriilmektedir. Bu grup
hemoglobin, miyoglobin olarak hayvanlarda, ayn1 zamanda sitokromlarda, peroksidazlarda,
katalazlarda, vitamin B12 ve prostetik gruplarinda genis bir dagilima sahiptir. Fakat klorofil,
tetrapirol tlirevlerinin en 6nemli alt grubunu olusturmaktadir. Klorofil yiiksek yapili bitkiler
ve alglerde kloroplastlarda bulunur. Klorofil yapilarin sayisi yillarla artig gostermistir; 1960’11
yillara kadar sadece 3 yap1 tanimlanmis, 1970 yilina kadar 20, 1980 yilina kadar ise 100’den

fazla yap1 tanimlanmistir. Yiiksek bitkiler, egrelti otlari, yosunlar, yesil algler ve prokaryotik



organizmalarda klorofil a ve klorofil b olmak {izere 2 ¢esit klorofil bulunmaktadir. Geri kalan

gruplar ise algler ve bakterilerde bulunmaktadir (Delgado-Vargas, 2000).

2.1.2.2.izoprenoid Tiirevleri

Terpenoidler olarak da adlandirilan izoprenoidler, dogal bilesikler igerisinde oldukga
genis bir aileyi temsil eder. Birden ¢ok fonksiyonu yerine getirdikleri i¢in (hormon, pigment,
fitoaleksin) tiim canlilar aleminde bulunurlar. 23.000’den fazla 6zgiin yapida izoprenoid
yapist tanimlanmistir ve bu say1 her gecen yil artmaktadir. Kinonlar ve karotenoidler bu
grubun temel iki alt grubunu olusturur. Bunlara ek olarak son zamanlarda iridoidler de bitki
izoprenoid yapis1 olarak iiclincii bir grup halini almistir (Delgado-Vargas, 2000). 600’den
fazla karotenoid ¢esidi belirlenmesine ragmen sanayide iiretilen ve gidalarda renk maddesi
olarak kullanilan karotenoidler birkag tiirdiir. Ticari olarak kullanilan karotenoid cesitlerinden
B-karoten ve [B-apo-8-karotenalinin renk verme 6zelliginin yani sira A vitamini aktivitesi de

bulunmaktadir (Aksan, 2005).

2.1.2.3.Tetrapirolden Farkh n-heterosiklik Bilesikler

2.1.2.3.1.Piirinler: Niikleotidlerin ¢ogunlugunu kapsayan piirinler, DNA ve RNA gibi iki
bliyiilk makromolekiilde bulunmaktadir. Bu makromolekiiller yasamsal molekiillerdir ve
yasayan tiim canlilarda mevcuttur. Altin ve giimiis baliginda serbest piirinler de bulunmustur.
2.1.2.3.2.Pterinler: Pteridin halka sistemi muhtemelen yagamin her halinde mevcuttur. Dogal
pteridinlerin ¢ogu C-2 konumunda bir amino grup, C-4 konumunda ise bir hidroksil grup
tasir. Ayrica 2,4-dihidroksipteridinler flavin biyosentezinde ©nemli bilesikler olarak
tanimlanmiglardir. Pterinler bazi boceklerde, omurgalilarin gozlerinde, insan idrarinda ve
bakterilerde (Lactobacillus casei and Streptomyces faecalis) renkten sorumludur.
2.1.2.3.3.Flavinler: Bu bilesikler iginde, bir pteridin ve bir benzen halkasi kondanse
edilmistir. Riboflavinler bu grubun en temel yapilaridir ve yasayan tiim canli mikroorganizma
hiicrelerinde ve bitkilerde sentezlenir. Riboflavin siitte bulunur, diger kaynaklar1 yesil
yaprakli sebzeler, et ve baliktir.

2.1.2.3.4.Fenazinler: Bakterilerde bulunur.

2.1.2.3.5.Fenoksazinler: Mantarlar ve boceklerde bulunur.

2.1.2.3.6.Betalainler: Yiiksek yapili bitkiler arasinda betalainlerin ortaya ¢ikist,

Caryophyllales ile sinirli kalmistir. Ayn1 zamanda betalainler yiiksek yapili mantarlardan olan



Amanita, Hygrocybe, and Hygrosporus'da da bulunmaktadir. Yiiksek bitkilerde betalainler
farkli organlarda bulunmaktadir. Aizoaceae ve Portulacaceae c¢iceklerinde kirmizi, sari,
pembe ve turuncu renk verirken, Cactaceae meyvesinde mor pigmentasyon gosterirler. R1-N-
R2 yan gruplarina bagh olarak sar1 betaksantin ve kirmizi-mor betasiyanin olmak iizere iki
yapisal gruptan olusurlar. 50°den fazla betalain bilinmektedir ve bunlarin hepsi ayni1 temel
yaptya sahiptir. Renk farkliliklar1 ¢ift baglarin yerlerindeki farkliliga dayandirilabilir
(Delgado-Vargas, 2000).

2.1.2.4.Benzopiran Tiirevleri

En ¢ok calisilan sekonder metabolitler flavonoidlerdir. Bunlar, bir C3 birimi (merkezi
piran halkas1) ile baglanmis iki aromatik halkaya sahip fenolik bilesiklerdir ve piran
halkasinin oksidasyon durumuna bagli olarak 13 sinifa ve karakteristik renge ayrilmiglardir:
Antosiyaninler, auronlar, calkonlar, sar1 flavonoller, flavonlar, renksiz flavonollar, flavinler,
dihidroflavonoller,  dihidrokalkonlar, 16soantosiyanidler, katesinler, flavanlar ve
izoflavonoidler. Flavonoidler suda ¢oziiniir ve vaskiiler bitkilerde genis bir dagilim gosterir.
Bitkinin her kisminda yer almaktadir. 5000'den fazla flavonoid kimyasal olarak karakterize
edilmistir ve yeni yapilar siirekli olarak tarif edilmektedir.

Flavanoidler, antosiyaninlerin en énemli pigmentleridir. Tag¢ yapraklarda, meyvelerde,
yapraklarda ve koklerde turuncudan maviye kadar renk olusumu saglarlar. Flavonoidler, ¢i¢ek
tiirlerinin %15’inde tek basina ya da karotenoidlerle birlikte bulunabilirler ve sar1 bir renk

verir (Delgado-Vargas, 2000).

2.1.2.5.Kinonlar

Kinonlar ¢ok fazla sayida renklendirici bilesige sahiptirler. Bu grup say1 ve yapisal
farklilik bakimindan en biiyiik gruptur. Diger dogal pigmentlere gore daha biiyiik bir dagilis
gosterirler (karotenoidler ve melanin harig). Temel yapist bir tiir aromatik monosiklik ya da
polisiklik bilesigi olan doymamis siklik ketondan olusur. Kinonlar; benzokinonlar,
naftokinonlar, antrakinonlar ve Kkarigik kinonlar olarak ayrilabilir. Dibenzokinonlar,
diantrakinonlar, dinaftokinonlar da tanimlananlar arasindadir. Kinonlar yap1 ve ¢esitlilik fark:
sayica fazla olmalarmma neden olmaktadir. Kinonlar yiiksek yapili bitkiler ve alglerde
kloroplastlarda bulunan plastokininlerde, ubikinonlar yasayan organizmalarda her yerde,

menakinonlar bakterilerde, naftokinonlar hayvanlarda ve antrokinonlar likenlerde,



mantarlarda, ¢igekli bitkilerde ve boceklerde bulunur. Cogu kinon, metabolik yollarin yan
iirlinlidiir ve bazi canlilar tarafindan (mantarlar) biiylik miktarlarda iiretilirler. Genel olarak
kinonlar sar1, kirmizi ve kahverengi renklendirme yaparlar. Fakat kinon tuzlar1 mor, mavi ve
yesil renk verir (Delgado-Vargas, 2000).

2.1.2.6.Melanin

Melaninler, monomerleri indol halkasi olan azotlu polimerik bilesiklerdir. Genel
olarak melaninler homopolimer degildirler fakat makromolekiillerin bir karisimidirlar.
Melaninler hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda siyah, gri ve kahverengi
renklendirmeden sorumludurlar. Eumelanin omurgali ve omurgasiz hayvanlarda yaygin
bulunmaktadir. Phaemelaninler, memeliler ve kuslarda bulunan makromolekiillerdir.
Allomelanin ise tohumlar, sporlar, mantarlar ve baz1 eklembacaklilarda tespit edilmistir. Sekil

2.1, ozellikle gida endiistrisinde kullanilan pigmentlerin kimyasal yapilarini gostermektedir

(Delgado-Vargas, 2000).



N 5 11 C HIS
(Rubropunktatin) (Monaskorubramin)

(B-karoten)

Sekil 2.1. Gida endiistrisinde kullanilan bazi1 pigmentlerin kimyasal yapilari (Dufosse et al.,
2006)
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Sekil 2.1. Gida endiistrisinde kullanilan baz1 pigmentlerin kimyasal yapilar1 (Dufosse et al.,

2006) (devamni)
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2.1.3. Mikrobiyal Pigment

Mikroorganizmalar pigment iiretimi i¢in kullanildiginda iiretilen iirlin mikrobiyal
pigment adimi alir (Joshi et al, 2003).

Islenmis gidalara renk eklenmesi eski bir uygulama olsa da mikrobiyal pigment yeni
bir olgudur. Avrupa’da mikroorganizmalar kullanilarak pigment iiretiminde ilk basarili
calisma, Blakeslea kiifiinden B-karoten elde edilmesiyle saglanmistir. Bu yeni kaynak,
1995’te Avrupa Gida Katki Maddeleri listesinde yer almigtir. AB Saglik ve Tiiketiciyi
Koruma Dairesi, bu yolla sentezlenen B-karoteni kimyasal yollarla iiretilene esdeger kabul
etmistir ve bu nedenle renklendirici olarak kullanimina izin vermistir (Dufosse et al., 2005).

Filipinler’de geleneksel tatil yiyecegi olan Nata, mikrobiyal boyanmis bir gidadir ve
Endonezya, Japonya ve Tayvan’da da oldukga popiilerdir.

Dogal pigmentlerin ¢ogu {iziim, pancar, kirmizi biber, annato, disi bocekler (Coccus
cacti) gibi bitki ve hayvanlardan ya da mikroorganizmalardan (Monascus, Rhodotula,
Bacillus, Achromobacter, Yarrowia, Phaffia gibi) ekstrakte edilir. Karotenoid, antrokinon,
klorofil gibi pigmentler mayalardan, bakterilerden, mantarlardan ve alglerden elde
edilebilmektedir. Dogal pigmentlere olan ilgi dogal karakterleri, kullanimdaki giivenilirlik,
medikal faydalari, vitamin gibi besin kaynagi olmalari, {iretiminin mevsim ve cografi
sartlardan bagimsiz olmasi, kontrol edilebilirligi ve verimi nedeniyle artmistir. Bazi
mikrobiyal pigmentler nisasta ve meyve suyu atiklarindan da iiretilebilmektedir. Bu da ¢evre
kirliligini azaltmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Bazi pigmentler suda ¢dzlinmez, diisiik
kararlilik gosterir, farkli pH’larda farkli renkler gosterir, aromasizdir ve higroskopiktir. Sinirlt
renk aralifi, spesifik gidalarda kullanilabilirligi ve diigiik pigment icerigi, gidalardaki toplu
isleme gibi nedenler mikrobiyal pigmentlerin sorunudur. Fakat bu sorunlar uygun teknoloji ve
kalite glivence dnlemleri ile en aza indirilebilir.

Mikrobiyal pigmentlerin bazi 6zellikleri su sekildedir;

e Ultraviyole 1sinlara kars1 koruma,

e Oksidanlara kars1 koruma,

e Agiri 1s1 ve soguga kars1 koruma,

e Diger mikroorganizmalar tarafindan iretilen dogal antimikrobiyal bilesiklere karsi
koruma,

e Antimikrobiyal aktivite gosterme,
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e Fotosentez yoluyla enerji alimi,

e Demir gibi maddelerden besin kazanimi (Liu and Nizet, 2009).

Mikroorganizmalar antibiyotikler, enzimler, vitaminler, tekstiire maddeler ve benzeri
gibi ¢esitli molekiillerin tiretimi i¢in uzun zamandir kullanilmaktadir. Dogal maddelerin
kullaniminda gida endiistrisinde artan bir ilgi vardir. Bitki ya da mikroorganizmalar gibi
biyolojik kaynaklardan elde edilen bu tiir renk gibi maddeler, dogal olarak kabul edilir.
Ayrica, baz1 dogal renklendiriciler antioksidan olarak kullanim igin ticari potansiyele sahiptir.
Endiistri artik gida, kozmetik veya tekstil uygulamalar1 i¢in bazi mikrobik pigmentleri
iiretebilmektedir. Dogada, renk zengin ve pigment iiretebilen mikroorganizmalar (mantar,
maya ve bakteri) olduk¢a yaygindir (Venil et al, 2009).

Bir¢ok sayida bakteri, kiif, maya ve alg pigment tiretebilmektedir. Uygun tiirler pigment
iiretimi i¢in baz1 kriterleri yerine getirmelidir;

1. Karbon ve azot kullanim yetenegi bakimindan genis bir yelpazaye sahip olmak,

2. pH, sicaklik, mineral konsantrasyonu gibi etkenlere karsi toleransli olup, iliml
biiylime kosullarina sahip olmak,

3. Kabul edilebilir renk verimi saglamak,

4. Toksik ve patojenik olmamak,

5. Kolay ekstrakte edilebilir olmak (Joshi et al, 2003).

Monascus sp. pigmenti, Xanthophyllomyces dendrorhous’den {iretilen astaksantin,
Penicillium oxalicum’dan iretilen Arpink kirmizisi, Ashbya gossypii’den iiretilen riboflavin
ve Blakeslea trispora’dan iiretilen f-karoten gibi giiniimiizde fermantatif tiretimli gida katki
maddesi olan pigmentlerin marketlerde satis1 serbesttir. Ayrica bir¢ok mikroorganizma da
biyorenklendirici iiretimi gerceklestirmektedir. Serratia ve Streptomyces de bu konuda
oldukga 1yi mikroorganizmalardir.

Indigo ve indigoid pigmentler tekstil, ilag, gida endiistrisinde kullanilir. Indigo
biyosentezinde rol oynayan mikroorganizmalar izole ve karakterize edilmis ve iiretimden
monooksijenaz ve dioksijenaz enzimlerinin sorumlu oldugu tespit edilmistir. Baz1 genler bu
enzimleri kodlamak i¢in klonlanmistir. Bu tip bakteriler ile indigo liretimi i¢in daha verimli
fermantasyon sistemleri olusturulmustur. Mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen
indigo biyotransformasyonu halen arastirilmaktadir. Bu g¢aligmalarin indigo ve indigo gibi

pigmentlerin {iiretiminin gelistirilmesinde yeni yontemler saglayacaklar1 diisliniilmektedir

(Han et al., 2008).
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2.1.3.1.Bakteriler

Bakteriler iyi bir pigment kaynagidir. Cogunlukla karotenoidler, 6zellikle de B-karoten
uretirler. Streptomyces chrestomycetius rubescens likopen iiretimi gergeklestirirken,
Flavobacterium sp. de zeaksantin ve lutein iiretimi ile 6nem kazanmistir. Flavobacterium’un
mutant bir susu glikoz, misir surubu ve palmitik asit ilavesi ile baz ortaminda, diisiik
sicaklikta zeaksantin iiretimi gergeklestirebilmektedir. Brevibacterium KY-431°3, aslen petrol
ortamindan izole edilmistir ve kantaksantin ve az miktarda da B-karoten icermektedir. Bu
organizma Japonya’da kantaksantin biyosentezi i¢in model organizma olarak
kullanilmaktadir. Corynebacterium sp. ve Rhodococcus maris’de kantaksantin tiretimi igin
adapte edilmis mikroorganizmalardir (Joshi et al, 2003).

Baz1 bakteri gruplar1 farklt biiylime asamalarinda ¢esitli pigmentler {iretirler.
Cryptococcus neoformans melanin pigmenti tiretir ve bu da 6nemli bir antioksidan islevi
goriir. Melanize Cryptococcal hiicreler oksijen ve nitrojen tiirevlerine karsi, melanize olmayan
hiicrelere gore daha dayaniklidir. Azotobacter chroococcum’da reaktif oksijen tiirlerine karsi
korunma amacglh oldugu diisiiniilen melanin tiretmektedir. Grup B Streptococcus tarafindan

iiretilen pigment de siiperoksit H,O, ve oksidatif strese karsi direng gosterir (Venil et al,

2009).

Stafiloksantin, kendi adin1 tasiyan altin rengiyle, insan patojeni de olan
Staphylococcus aureus tarafindan iretilen, en iyi taninan bakteriyel pigmentler arasindadir.
Stafiloksantin karotenoidlerin igerdigi tek ve ¢ift baglardan olusan yapiya alternatif olarak Cso
polien karbon omurga icerir. Bu alternatif baglar reaktif oksijen tiirlerinin fazla enerjisini
absorbe edebilmektedir. Dogal tipte ana sus ile karsilastirildiginda pigmentsiz mutant
S.aureus’un, hidrojen peroksit, siiperoksit radikalleri, hidroksi radikali, hipoklorid ve tek
degerlikli oksijene kars1 daha duyarli oldugu goriilmiistiir (Liu et al, 2009).

Likopen mikroorganizmalarda bir son iiriin olarak degil, bir dncii olarak iiretilir. 1968
yilinda Streptomyces chrestomyceticus subsp. rubescens den likopen iiretimi tanimlanmis ve
patent alinmistir.

Lutein, yiiksek fotosentetik organizmalarda bulunan bir karotenoid tipidir. Yesil algler
ve bitkilerde bol bulunur fakat siyanobakteriler ve fototrofik bakterilerde bulunmaz. Bu
nedenle lutein tiretiminde sadece yesil mikro algler iiretici kabul edilir.

Zeaksantin de lutein gibi tipik bir kloroplastik pigmenttir. Aralarindaki farklilik, sinirli

saylida fotosentetik olmayan bakterilerde ve siyanobakterilerde lutein bulunmasidir. Sari
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pigment olarak bilinen zeaksantin ya da 3,3-dihidroksi -karoten, kanatli hayvan yemlerinde
kullanilir ve hayvanlarin deri ve yumurta sarilarinin rengini vurgular. Serbest zeaksantin deniz
flavobakterilerinde tanimlanmustir. Farkli firmalar tarafindan birgok farkli zeaksantin patenti
almmustir. Flavobacterium zeaksantininin ticari iiretimi az olmasina karsin ticarilestirilmesi
asamasina yaklagilmistir. Mutant bir sustan 335 mg zeaksantin/L {iretimi rapor edilenler
arasindadir.

Fotosentetik olmayan bakterilerden dort tiiriin kantaksantin igerdigi bildirilmistir.
Fakat bunlardan ikisinin ticari olarak yemlere pigment maddesi olarak katilmasi miimkiin
degildir. ik endise, 1954 yilinda izole edilen, bitki patojeni olan, mutant Corynebacterium
michinagense’dir. Kantaksantin miktar1 hakkinda bir veri yoktur, hatta karotenoid varlig: ile
ilgili baz1 siipheler de mevcuttur. Micrococcus roseus’da diger bir tartisma konusudur. Bir
caligma grubu tekrar tekrar bu susta kantaksantin oldugunu rapor etmis fakat bu grup disinda
hi¢bir aragtirmaci bu sonuca ulasamamustir. Diger iki tiir Brevibacterium KY-4313 ve
Rhodococcus maris’de kantaksantin varligi dogrulanmistir.

Astaksantin iceren iki bilinen tiir bildirilmistir. ilki Mycobacterium lacticola sadece
hidrokarbonlu besiyerinde pigment iiretimi gerceklestirmektedir. Diger astaksantin iireten tiir
olan Brevibacterium 103, gazyag: iizerinde biiyiime ve pigmentasyon gosterir.

Rodoksantin gida ya da yem katki maddesi igin ticari olarak iiretilmese de astaksantin icin bir
alternatif olabilir. Rodoksantin deneysel olarak Pseudomonas extorquens’de tespit edilmistir
(Nells and De Leenheer, 1990).

Insan patojenleri olarak bilinen Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae ve P.
ovale dahil olmak {iizere sitma parazitleri, enfeksiyon sirasinda hemozin olarak bilinen
kahverengi bir pigment maddesi olustururlar. Olusan pigment bir plazmodyal {iriin degil
aksine heme grubu detoksifikasyonu sonucu olusan bir iirlindiir. Hemozinin nasil yapildigi
konusunda bir¢ok teori vardir. Konakg¢i tarafindan gerceklestirilen siirecler ya da belirli
plazmodyal detoksifikasyon enzimleri ile olabilir (Liu et al, 2009).

Proteus mirabilis, insan idrar yolu enfeksiyonlarina neden olan Gram(-) bir bakteriyel
ajan, serbest radikal olarak islev gorebilen melanin pigmenti {iretir.

Burkholderia cepacia’dan izole edilen melanin pigmentinin makrofaj siiperoksit
iiretimini azaltan antioksidan 6zelligi bulunmaktadir.

Insanlarda &liimciil etkiye neden olabilen Chromobacterium violaceum’dan iiretilen

violasin, mor bir pigmenttir.
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2.1.3.2.Funguslar

Phycomycetes taksonuna ait mantarlarin ¢esitli tiirleri, 6zellikle Mucorales tiirleri,
onemli B-karoten kaynaklarindandir ve B-karoteni yogun olarak biriktirirler. Daha Onceleri
kullanilan ve degerli sayilan B-karoten kaynagi Ascomycetes (Penicillium sclerotiorum ve
Neurospora crassa) ya da Deuteromycetes (Rhodotorula aurantiaca) mantarlarinin verimi
daha diisiiktiir. Sekstiel formlarin birlesmesi sonucu B-karoten miktarinda énemli bir artig
g6zlenmistir. Karsi cinsten suslarin karisik kiiltiirlerinin, ayr1 olan kiiltiirlere gére 5-15 kat
daha fazla B-karoten icerdigi goriilmiistiir. Hormonal aktivitesi olan ve ¢iftlesme sirasinda
tiretilen trisporik asitin f-karoten tiretimini tesvik edici oldugu ortaya konulmustur. B-karoten,
funguslardaki ana pigment maddesidir. Ureticisi olduklari diger énemli bir pigment maddesi
de Blakeslea trispora tarafindan tiretilen likopendir.

Geleneksel fermente bir {irlin olan ang-khak (kirmiz1 piring), fermente piringten yapilir
ve renklendirici olarak 6giitiilmiis Monascus purpureus kullanilir.

Immobilize Monascus kiiltiirlerinden iiretilen pigment 6 temel pigment (kirmizi, sar
ve mor pigmentli poliketidler) icerir ve asitle ¢oziinme gostermez (Joshi et al, 2003).
Mucorales familyasinin iki tiirii 6zellikle dikkate alinmalidir. Phycomyces blakesleeanus’un
karotenogenezis genetigi calismak i¢in iyi bir model organizma oldugu kanitlanmistir.
Mutasyona ugramasi kolay oldugundan B-karoten biyosentez yolu asamalarindaki enzimler
kolayca hasara ugratilabilmektedir. Ote yandan Blakeslea trispora endiistriyel B-karoten
iiretimi i¢in biiyiik 6l¢ekli fermentasyon siireclerinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaistir.

Pigment veriminde geligsmeler Kkiiltiir kosullart degistirildiginde elde edilmistir.
Pigment olusumunu uyarici bazi besinler bulunmustur. Tahillar, lipidler (bitkisel yaglar,
beyaz yag), hidrokarbonlar ve bazi aminoasitler biyosentetik onciiler olarak kabul edilirler.

B-karoten Ttretimindeki en Onemli artig, biiylimeyi etkilemeyen, direkt olarak
biyosentetik yoldaki anahtar enzimleri aktif hale getiren kimyasallarin ilavesi ile olmustur.

Melanin, canlilar aleminde sik¢a raslanan bir pigmenttir. Melaninler kinon igeren
oksidatif polimerizasyon ile olusturulmus farkli yapidaki yiiksek molekiillerdir. 3 oksidasyon
basamag iceritler. Insan sa¢ ve derisinin normal bileseni olan melanin, iki énemli fungal
patojen olan Cryptococcus neoformans ve Aspergillus fumigatus yiizeyinde de tespit
edilmistir. Son mutagenez calismalar immiin sistemi baskilanmis hastalarda ciddi firsat¢i
enfeksiyon bu iki ajanin melanin tiretiminin bir virulans fonksiyonu dogrulamistir (Nells et al,

1990).
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C.neoformans difenollerin veya homogentisik asitlerin doniigiimii ile kahverengi veya
siyah pigment lireten maya benzeri kapsiillii bir mantardir. Bu renklenme misir unu agar
tizerinde kolonilerin daha hizli belirlenmesinde de kullanilmaktadir. A. fumigatus ise biiylime
evresi sirasinda melanin benzeri bir madde iireten ipliksi bir mikroorganizmadir.

Bir Cek Cumbhuriyeti firmasi (Ascolor) 2004 yilinda Quimper-Fransa’da diizenlenen
Uluslararast Kongre'de sunulan ‘Gidalardaki Pigmentler’ baglikli ¢alismasinda, bir renk
maddesi olan antrakinon tiretimi i¢in Penicillium kullanmistir. Son birkag yildir ¢ok sayida
toksikolojik ¢alisma yapilmis, giivenlik degerlendirmeleri sonucunda AB’de kullanim igin iki

yillik onay alinmistir (Dufosse et al., 2005).

2.1.3.3.Yesil Mikroalgler

Algler bir¢ok sayida pigment iiretebilmektedirler. Yesil alglerden Dunaliella salina,
belirli stres kosullarina maruz birakildiginda hiicrelerinde kuru agirliginin %14’iinden fazla -
karoten biriktirir. Pigment fermasyonunun kinetigi mikrobiyal sekonder metabolitlerin tipik
ornekleridir. Maksimum verim bilylimenin duragan fazinda goriiliir. B-karoten birikimini
arttiran stres kosullar yiiksek 151k yogunlugu, yiiksek sicaklik, azot ve fosfor eksikligi ve
ozellikle yiiksek tuzluluktur. B-karoten iiretiminde iki agamali {iretim yani diisiik tuzluluktan
yiiksek tuzluluga giden iiretimde verim daha fazladir. Fakat ara tuz oranina sahip tek asamali
tretim endiistriyel bakis acist bakimindan daha uygundur. Dogal B-karoten, sentetik
muadillerine gore daha yiiksek bir fiyata toz olarak ya da bitkisel yaglarda slispansiyon olarak
pazarlanmaktadir.

Chlorella, Chlorococcum, Chlamydomonas, Spongiococcum cinslerine ait lutein
tretimi i¢in Ozel kosullar1 barindiran birgok patent tanimlanmistir. Chlorella pyrenoidosa,
lutein iretiminde glikoza daha toleransli davrandigi, daha hizli biiyiidiigii ve daha yiiksek
verim verdigi i¢in Spongiococcum’a gore daha umut verici olmustur.

Yesil mikro algler azot eksikligine yanit olarak sekonder ketokarotenoidler olugturma
yetenegine sahiptirler. Boyle durumlarda astaksantin neredeyse her zaman kantaksantinin
yerini alir. Ancak bir susta, Dictyococcus cinnabarinus’ta, kantaskantin dominanttir.

Azot eksikligi durumunda yesil alglerde astaksantin ve kantaksantin olusumu ayni
ilkeler tarafindan belirlenir. Haematococcus pluvialis astaksantin sentezleyebilme kabiliyeti
ile ozellikle dikkat cekmektedir. Astaksantin biyosentez yolunun aydinlatilmasinda da model
organizma olarak kullanilmaktadir. Bu ya da baska bir yesil alg tarafindan biiyiik 6lcekli

astaksantin Uretimi gergeklestirilmek istendiginde alg tarafindan iki fazli bir fermantasyon
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yapilacaktir. Ik asamada alg bol mineral iceren bir ortamda cogalacaktir. Keto karotenoid
iiretimi bu birincil ortamdan azot kaynagi olarak 6rnegin potasyum nitratin ¢ikarilmasiyla
olacaktir. Astaksantin tamamen hiicre i¢inde kaldigindan son verim, iiretilen biyokiitle

miktarina bagl olacaktir (Nells et al, 1990).

Cizelge 2.1. Karotenoid iiretimi gergeklestiren algler

Pigment Uretici Alg Kullanim Alani
B-Karoten Dunaliella salina Gida renklendiricisi
Lutein Chlorococcum sp.

Chlamydomonas sp.
Spongiococcum sp. Kanatli hayvan yemi

Chlorella pyreniodasa

Kantaksantin Hematococcus sp.
Chlorella sp.
Chlamydomonas sp. Kanatli hayvan yemive balik
Scenedesmus sp. yemi

Ankistrodesmus sp.

Dictyococcus cinnanarinus

Astaksantin Hemacoccus pluvialis Balik yemi




Cizelge 2.2. Pigment iireten mikroorganizmalarin istesi (Malik et al., 2012)
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Mikroorganizma(lar)

Pigment/molekiil

Renk/olusum

Bakteriler

Agrobacterium aurantiacum

Astaksantin

Pembe-kirmizi

Paracoccus carotinifaciens

Astaksantin

Pembe-kirmizi

Bradyrhizobium sp. Kantaksantin Koyu kirmizi
Flavobacterium sp., Paracoccus | Zeaksantin Sar1
zeaxanthinifaciens

Achromobacter - Krem

Bacillus - Kahverengi
Brevibacterium sp. - Turuncu-sari
Corynebacterium michigannise - Grimsi-kremsi
Corynebacterium insidiosum Indigoidin Mavi
Rugamonas rubra, Streptoverticillium | Prodigiosin Kirmizi

rubrireticuli, Vibrio gaogenes, Alteromonas rubra

Rhodococcus maris

Mavimsi kirmizi

Xanthophyllomyces dendrorhous

Astaksantin

Pembe-kirmizi

Haloferax alexandrinus

Kantaksantin

Koyu kirmiz1

Staphylococcus aureus

Stafiloksantin zeaksantin

Altin sarisi

Chromobacterium violaceum

Violasein

Mor




Cizelge 2.2. (devami) Pigment {ireten mikroorganizmalarin listesi (Malik et al., 2012)
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Bakteriler (devami)

Serratia marcescens, Serratia rubidaea, Prodigiosin Kirmizi
Pseudomonas aeruginosa Piyosiyanin Mavi-yesil
Xanthomonas oryzae Ksantomonadin Sar1
Janthinobacterium lividum Violasein Mor
Algler

Dunaliella salina B-karoten Kirmizi
Chlorococcum Lutein

Hematococcus

Kantaksantin

Funguslar

Aspergillus sp.

Turuncu-kirmizi

Aspergillus galucus - Koyu kirmizi
Blakeslea trispora B-karoten Krem
Helminthosporium catenarium - Kirmizi
Helminthosporium avenae - Bronz
Penicilllum cyclopium - Turuncu
Penicilllum nalgeovensis - Sar1
Fusarium sporotrichioides - Kirmizi
Haematococcus pluvialis - Kirmizi
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Cizelge 2.2. Pigment iireten mikroorganizmalarin listesi (Malik et al., 2012) (devami)

Funguslar

Monascus sp. - Kirmizi-turuncu
Monascus purpureus - Kirmizi-Sar1
Monascus roseus - Turuncu-pembe
Monascus sp. - Sar1

Penicillium oxalicum - Kirmizi

Blakeslea trispora - Kirmizi

Cordyceps unilateralis - Koyu kan kirmizisi
Ashbya gossypi - Sar1

Mucor circinelloides, Neurospora crassa and | - Sari-turuncu

Phycomyces blakesleeanus

Penicillium  purpurogenum, Paecilomyces | - Kirmizi
sinclairii

Pacilomyces farinosus - Kirmizi
Mayalar

Cryptococus sp. - Kirmizi
Saccharomyces neoformans var. nigricans - Melanin karasi
Phaffia rhodozyma - Pembe-kirmizi

Rhodotorula sp. Rhodotorula glutinis - Turuncu-kirmizi
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Cizelge 2.2. Pigment iireten mikroorganizmalarin listesi (Malik et al., 2012) (devami)

Mikroorganizma(lar) Pigment/molekiil Renk/olusum
Mayalar
Yarrowia lipolytica - Kahverengi

Aktinomisetler

Streptoverticillium rubrireticuli - Kirmizi

Streptomyces echinoruber - Kirmizi
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2.1.4.Mikrobiyal Pigment Uretimine Ornekler

Mikrobiyal pigment iiretimindeki temel mikroorganizmalar su sekilde siralanir;
2.1.4.1.Monascus purpureus

Monascus pigmenti, doguya 0Ozgli geleneksel bir gidanin renklendiricisi olarak
kullanilir. Bu pigment maddesi, buharli piring {izerinde biiyiiyen Monascus purpureus’dan
kat1 faz fermentasyonu ile ekstrakte edilir. Monascus pigmentinin kalitesini arttirmak (sudaki
¢cOziinlirliigli) icin reaksiyona proteinler, amino asitler, niikleik asitler, lakkaik asit, kitosan,
amino alkoller ile kimyasal modifikasyonlar gerceklestirilir. Sekil 2.2., Monascus
purpureus’tan pigment ekstraksiyonu gostermektedir.

Besiyeri (maltoz, maya 6ziitii, glikoz, KH,PO,4, MgSO,, CaCl,)

'

Sterilizasyon

!

Inokiilasyon

'

Inkiibasyon
(28 °C, 14 giin, karanlik)

'

Misel toplama

!

Renkli miseller

'

Kurutma

!

Ogiitme

!

Calkalama

|

Filtrasyon

!

Kurutma (80 °C, 24 saat)

|

Pigment

Sekil 2.2. Monascus purpureus’tan pigment ekstraksiyon basamaklari
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2.1.4.2.Rhodotorula

Rhodotorula pigment iiretiminde basaril1 bir sekilde kullanilmaktadir. Rhodotorula’nin
biliylimesi i¢in gerekli olan besiyeri oldukc¢a karmasiktir ve birgok kimyasal igermektedir.
Elma ezmesi, elma suyu isleme sanayisi endiistriyel atiklar1 ucuz ve glikoz, asit ve mineraller
bakimindan zengin oldugu i¢in pigment iiretiminde tercih edilmektedir.

Rhodotorula karotenoid disinda yag ve vitamin agisindan da zengindir. Maksimum
absorbans degeri 200-400 nm arasinda, daha diisiik absorbansi ise 400-600 nm arasindadir.
Bu absorbans degerleri de pigmentin tek degil iki bilesenden olustugunu gosterir.

Rhodotorula hiicreleri 30 °C’de, 5 giin siireyle inkiibasyona birakilir. Santrifiij
yapildiktan sonra distile su ile yikanir. Kiiciik ve beslemeli-kesikli fermentor kullanilarak,
Rhodotorula glutinis ve Debaromyces castellii ile yapilan fermantasyonda sadece ilk 96-120
saat arasi biyokiitle artis1 goriiliir. Karotenoid iiretimindeki optimum kosullar; fermentor
kapasitesi 1 1t, sicaklik 30 °C, hava akist 1 dk™, manyetik karistima hizi 220 rpm ve
kopiirmeyi engelleyici ajan %0,3 w/v’dir (Joshi et al, 2003).

2.1.5. Mikrobiyal Pigmentlerin Pazar Pay:

Biyolojik olarak iiretilen pigmentin pazar payini tahmin etmek bdlgesel istatistiklerin
yetersizligi, annatto 0zii gibi diisiik teknoloji {iriinlerinin varligr ya da toz haline getirme
isleminin diinya ¢apinda bir¢ok kiigiik sirket tarafindan yapilabilmesi nedeniyle zordur. Bir
tarafta, gida endistrisinde, tekstil, boyama, ilag ve kozmetikler i¢in giderek artan tercih olan
bakteriyel pigmentler, diger taraftan da, baz1 durumlarda, sentetik analoglarina gore birkag kat
daha pahali olabilir. Benzersiz bir 6rnegi, sentetik yollarla kilogrami 500 dolara iiretilen
sentetik karoten pigmentine karsi bakteriyel karoten yaklasik olarak kilogrami 1000 dolara
mal olmaktadir. Bakteriyel pigment daha pahali olsa da pazarda rekabet edebilmektedir.
Bunun anlami da 6nemli olanin “dogal” olmasi1 demektir. Kiiresellesme, yeniden yapilanma
ve globallegsmenin artmasi son birka¢ yil iginde pigment sanayisinin sekillenmesinde 6nemli
bir egilim olmustur. Organik pigmentler ve boyalar i¢in kiiresel talebin Global Industry
Analysts’ e gore 2017 yilina kadar yaklasik 10 milyon tona ulasmas1 bekleniyor. Baglangicta
tedarikgi Ingiltere, Isvicre, Almanya tarafindan hakim olunan kiiresel boya imalat sanayi son
20 yilda Asya'ya kaymistir.

Bakteri suslarinin gelistirilmesi igin ucuz ve yenilenebilir substratlardan yararlanmak

dogal pigmentlerin fiyatinin sentetik pigment fiyatlariyla rekabet edebilir duruma gelmesini
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saglayabilir. Bu nedenle pigment iiretimi i¢in ucuz substratlar kesfetmenin iiretim maliyetini
diisiirecegi diistiniilmektedir. Bakteriyel pigment fiyat1 sentetik boyalar ile karsilastirildiginda
nispeten yiiksek olsa da, liretim maliyeti ile azaltilabilir:
e Bu tiir bakterilerin ekimi igin biiylime ortami olarak ananas atiklari, seker kamisi
kiispesi ve melas gibi tarimsal atiklarin kullanimi.
e Yerel izole vahsi tip bakteri suslarinin kullanimi herhangi bir genetik degisiklik
yapilmayacagi i¢in maliyetini ortadan kaldirir.
e Basit ekstraksiyon tekniklerinin kullanilmasi.

Bakteri pigmentleri gelismis cevresel kabul edilebilirlik nedeniyle iyi bir firsat
sunmas1 ve Ustiin performans ozellikleri nedeniyle de klasik veya geleneksel siniflarda
organik pazar1 domine etmeye devam etmesi bekleniyor.

Cekici bir goriiniime sahip olmasi gidalarin gelistirilmesi 6nemli bir hedeftir. Gida
iireticileri, yapay renk maddelerinin neden oldugu saglik sorunlarindan beri dogal gida
boyalarina donmeye baslamislardir.

Dogal gida renklendiricilerinin kullanilabilirlik eksikligi nedeniyle gida sektoriinde
talep Ozellikle daha fazladir. Bu talep, renklendirilmis gidalarin daha dogal, saglikli bir
sekilde sunulmasi ve temiz bir etiket beyanini saglamanin ardindaki itici gii¢ olabilir. Bu
nedenle ¢esitli kaynaklardan gida sinifi reklendiriciler ve onlarin potansiyellerini kesfetmek
gereklidir. Birgok dogal renkler mevcut olmasina ragmen, mikrobiyal renklendiriciler kolay
iiretim nedeniyle, gida boyar maddesi olarak onemli bir rol oynamaktadir. Mikrobiyal
fermentasyon yoluyla dogal gida renklendiriciler sanayinin ucuz firetim, daha kolay
ekstraksiyon, susu iyilestirmek yoluyla daha yiliksek verim, hammadde yetersizliginin
olmamast ve mevsimsel degisimlerden etkilenmemesi gibi avantajlar1  vardir.
Mikroorganizmalar, yiiksek verimle boya elde etmek icin renk maddesi iireten genleri
kodlayan bolgelerin eklenmesi ile (rnegin zerdegal) de pigment iiretebilirler. Bu pigmentlere
dogal bir gida renklendiricisi goziiyle bakmak sadece insan sagligi acisindan degil, aym
zamanda sentetik pigmentleri tiretirken ¢evreye salinan zararli kimyasallarin azalmasi nedeni
ile biyolojik ¢esitliligi korumak acisindan da 6nemlidir (Venil et al, 2013).

Avrupa Birligi’'nde 43 pigmentin gida katki maddesi olarak kullanimina izin
verilmistir. Bunlardan 16 tanesi bitkilerden elde edilmistir. Amerika’da 2 kategorideki
pigmentlerin kullanimina izin verilmistir; (1) sertifikali renk katki maddeleri, (2) sertifikadan
muaf renklendiriciler. Amerika’daki sertifikadan muaf bazi renklendiriciler zerdegal reginesi,

annatto 0ziitli, kirmizibiber recinesi, B-karoten, kirmiz 6ziitii, sebze ve meyve sulari, iziim
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kabugu Oziitii, karamel rengi ve titanyum dioksittir. Uzun zamanlardan beri dogal
renklendiricilerle ilgilenilmesine ragmen Ozellikleri, kullanilabilirlikleri ve dagitimlari
hakkindaki bilgiler sinirlidir. Agirlikli olarak Kuzey Amerika ve Avrupa’daki bitkilerin %95°1
karakterize edilmistir. Bu nedenle yeni bitki pigmenti kaynaklari ayak basilmamis alanlar
veya denizlerde aranmalidir.

1994 yilinda uluslar arast dogal renklendiriciler 250 milyon dolarlik pazarmn 125
milyon dolarlik bir kismin1 kaplamaktaydi. Dogal gida renklendiricileri sanayisinde de yillik
%5-10 arasinda biliyiime goriilmektedir. Dogal pigmentlerin 6nde gelen uluslararasi faaliyet

gosteren tedarikgileri (1) Chr. Hansen’s Lab. (Danimarka), (2) Warner Jenkinson-Europe Ltd

(Ingiltere), (3) Kalsec Inc (ABD), (4) Quest Interational (Hollanda).

Ticari pigmentler ve renklendiricilerin riskleri ve saglik iizerine etkileri lizerine bir¢ok

derleme yayimmlanmistir. Cizelge 2.3. Diinya pazarinda izin verilen pigmentleri
gostermektedir.
Cizelge 2.3. Diinya pazarinda izin verilen pigmentler
Molekiil Renk Mikroorganizma Durum
Ankaflavin Sar1 Monascus sp.(fungus) IP
Antrakinon Kirmizi Penicillium oxalicum (fungus) IP
Astaksantin Pembe- Xanthophyllomyces  dendrorhous  (Phaffia | DS
kirmizi rhodozyma) (maya),
Astaksantin Pembe- Agrobacterium aurantiacum (bakteri) RP
kirmizi
Astaksantin Pembe- Paracoccus carotinifaciens (bakteri) RP
kirmizi
Kantaksantin Koyu kirmiz1 | Bradyrhizobium sp.( bakteri) RP
Likopen Kirmizi Blakeslea trispora (fungus) DS
Likopen Kirmizi Fusarium sporotrichioides (fungus) RP
Melanin Siyah Saccharomyces neoformans var. nigricans | RP
(maya)
Monaskorubramin | Kirmizi Monascus sp.(fungus) IP
Naftakinon Koyu kirmizi1 | Cordyceps unilateralis (fungus) RP
Riboflavin Sar1 Ashbya gossypi (fungus) IP
Rubrolone Kirmizi Streptomyces echinoruber (bakteri) DS
Rubropunctatin Turuncu Monascus sp.(fungus) IP
Torularhodin Turuncu- Rhodotorula sp.(maya) DS
kirmizi
Zeaksantin Sar1 Flavobacterium sp.(bakteri) DS
Zeaksantin Sar1 Paracoccus zeaxanthinifaciens (bakteri) RP
B-karoten sari-turuncu | Blakeslea trispora (fungus) IP
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Cizelge 2.3. Diinya pazarinda izin verilen pigmentler(devami)

B-karoten | sari-turuncu | Fusarium sporotrichioides (fungus) RP
B-karoten | sari-turuncu | Mucor circinelloides (fungus) DS
B-karoten | sari-turuncu | Neurospora crassa (fungus) RP
B-karoten | sari-turuncu | Phycomyces blakesleeanus (fungus) RP
Bilinmeyen | Kirmizi Penicillium purpurogenum (fungus) DS
Bilinmeyen | Kirmizi Paecilomyces sinclairii (fungus) RP

Cesitli pigmentler bitkilerin yani sira bir¢ok kaynaktan karakterize edilmistir. Yiiksek
bitkilerin aksine tek hiicreli algler ve funguslardan biyoteknolojik iiretim yapmak daha
uygundur. Ciinkii bunlar mevcut kiiltiir teknikleri kullanilarak yetistirilebilir. Gidalarin
islenmesi sirasinda Monascus ve tiirevlerinin gosterdikleri yiiksek kararlilik géz Oniine

alindiginda mantarlarin yeni pigmentlerin kaynagi olmas1 muhtemel goriinmektedir.

2.1.6. Fiziksel ve Kimyasal Kosullarin Mikrobiyal Pigment Uretimi Uzerine EtKkisi

Pigmentlerin ifade durumu oksijen, beslenme durumu, sicaklik, koloninin yasi, ve
sekil degisimi de dahil olmak iizere, bir dizi gevresel faktorden etkilenebilir. Ornegin,
Arthrobacter atrocyaneus 24 °C'de mavi pigmentasyon gosterirken, 37 °C'de higbir
pigmentlesme goriilmemektedir. Rhodospirillum rubrum, Micrococcus luteus ve Sarcina
aurantiaca farkl sicakliklarda biiylime gosterirken pigmentasyon sergilerler (Cardona et al,
2010).

Mikrobiyal pigment fUretimi, kullanilan mikroorganizmanin tiirtine gore farkl
sicakliklarda olabilir. Monascus sp. 25-28 °C’de biiylime ve pigmentasyon gosterirken,
Pseudomonas 35-36 °C’de bilyiime ve pigment {iretimi gergeklestirir.

Uretilen pigment tiirii ve biiyiime de mikroorganizmalarin yetistirildigi ortamin
pH’indan etkilenir. Degisen pH ile goriilen renk degisimleri bir mikroorganizmadan digerine
farklilik gosterebilir. Monascus sp. ve Rhodotorula igin optimum pH 5,5-6,5 ve 4,0-4,5
arasidir. Notr ve alkali pH dereceleri likopen iiretimi i¢in uygunken, asidik pH’lar B-karoten
liretimi i¢in uygundur.

Pigment {iretici mikroorganizmalarin miselyal biiylimeleri glikoz, fruktoz, maltoz,
laktoz, galaktoz gibi karbon kaynaklarindan etkilenmektedir. Glikoz ve glikoz
oligosakkaritleri biiylime ve pigment iiretimi agisindan daha iyi kaynaklardir. Monascus sp.

icin pigment liretimi nisasta ve dekstrin ile en iyi derecedeyken, glikoz ve maltoz ile orta
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derecede, fruktoz ile en zayif derecededir. M. purpureus’da karbon kaynagi olarak glikoz ve
maltoz kullanilarak yapilan fermentasyon sonrasinda koyu karaciger rengi pigment olusurken,
karbon kaynagi olarak silikroz kullanildiginda hafif, piiriizlii kirmizi renkli bir pigment elde
edilmistir. Phaffia rhodozyma ile yapilan pigment tiretimlerinde sellobiyozun pigmentasyonu
diger kaynaklara oranla daha fazla tesvik ettigi goriilmiistiir. D-mannitol de pigmentasyonu
tesvik edicidir, fakat glikoz hem biiylimeyi hem pigmentasyonu arttirir. Kullanilan seker
cesidi pigmentin seklini de etkilemektedir.

Pigment lretimi, mikroorganizmanin tiiriine gore kullanilan azot kaynagindan da
etkilenmektedir. Monascus pigmentleri i¢in en iyi kaynak amonyum kloriir iken, bunu
amonyum nitrat ve glutamat izler. Potasyum nitrat en zayif azot kaynagi iken glutamat
pigment liretimi i¢in olaganiistli bir azot kaynagi olmustur. Pepton, Monascus sp.’de pigment
dretiminde biiyiilk rol oynamaktadir. %1,5 MSG besiyerinde biiyilyen Monascus
purpureus’dan canli bir kirmizi renk elde edilirken, diger azot kaynaklar1 kullanildiginda
bulanik pigmentler elde edilmistir. Aspergillus cinsinden elde edilen pigment iretimi
amonyum fosfatin bu organizma ig¢in yasamsal oldugunu, Bacillus cinsinden elde edilen
pigment iiretimi de tirozin ve histidinin pigment iiretimini destekledigini ortaya koymustur.

Fermantasyon mikrobiyal pigment iiretimini etkileyen bir diger faktordiir. Kati hal
fermentasyonu, batik fermentasyona oranla 3 kat daha fazla pigment verir. M. purpureus’da
verim kati kiiltiirde sulu kiiltiire oranla daha fazladir. Besiyeri bilesenleri, pH ve c¢alkalama
hiz1 da pigment iiretimini etkilemektedir.

Mineraller de pigment iiretiminde 6nemli rol oynamaktadirlar. Cinko, sivi ortamda
bliylimeyi durdururken, kati ortamda giiclii bir biiylime ve pigmentasyon gdzlemlenmistir.
Bazen ¢inko bir biiylime inhibitorii ve pigment iiretimi ic¢in glikoz alimini arttirict olarak
gorev yapar. Mangan ise Lactobacillus plantarum ve Streptococcus lactis’de pigment

iiretimini uyarici etki yapar (Joshi et al, 2003).

2.1.7. Mikrobiyal Pigment Uretimi Uzerine Yapilan Baz1 Cahsmalar

Dogada bircok bakteri, alg, kiif ve mayanin yapisinda [-karoten bulunmaktadir.
Biyoteknolojik olarak en ¢ok ¢alisma Phycomyces blakeleeanus (Mucoraceae) ve Blakesleea
trispora (Choanopheraceae) algleri iizerinde yapilmistir. Bunun yaninda Mucor mucedo,
Ustilago violaceae, Neurospora crassa, Fusarium aquaeductum, Choanophora

cucurbitarum kiifleri, Rhodotorula mayalari, Dunalinella salina ve Dunalinella bardawill



28

(yliksek tuz ortamlarinda yasayabilen) mikroalglerinin de [B-karoten sentezledigi belirtilmistir
(Kahyaoglu ve Kivang, 2006).

Mikroalglerden, Haematococcus kullanilarak astaksantin veya Dunaliella kullanilarak
B-karoten gibi karotenoidler iiretilmistir. Arastirmacilar fikobiliprotein veya fikosiyanin ile
ilgili olarak, gidalarda kullanildig1 i¢in toksikolojik caligmalar yiriitmiislerdir. Kirmizi
mikroalg Porphyridium aerugineum mavi renk kaynagidir. Bu tir, diger kirmizi
mikroalglerden farklidir (Dufosse et al., 2005).

Yapilan bir ¢alismada, Coriolus versicolor IFO 30340, Paecilomyces canadensis NC-
1, ve Streptomyces werraensis-TT 14’dan 27°C ve 37°C’de itrettikleri renklere bagli olarak
gelistirilmistir. Caligmada farkli sicakliklarda farkli renkte kiiltiirler elde edilmistir.
Kahverengi pigmentler bu mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda kullanilmistir (Terasawa
etal., 1996).

Yapilan bir arastirmada organizmalar1 tanimlamak amaciyla, grup B streptokoklarda
pigment tiretimine dayali testler kullanilmigtir. Bu testin, B-hemolitik tiirlerde %99,5 pozitif
oldugu, hemolitik olmayan tiirlerde ise pigmentin iretilmedigi belirlenmistir. Bu 6zellik
karigik kiiltiirden grup B streptokoklarin ayrimi i¢in kullanilmistir (Noble et al., 1983).

Zaika and Smith (2006) tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada alt1 kiif, dort maya ve iki
Streptomyces tiiriinden elde edilen ekstraktlarin domuz yag1 iizerindeki antioksidan etkisi
incelenmistir. Aspergillus niger ekstrakti giiclii bir antioksidan etki gOstermistir. A. niger
ekstraktinin kolon kromatografisi kullanilarak saflagtirilan iki bileseninin domuz yaginin
oksidasyonunu 6nledigi tespit edilmistir. Bu bilesenlerden bir tanesinin yapiskan kahverengi
bir pigmenti (BR), digerinin ise parlak sar1 kristal pigmenti (Y) igerdigi tespit edilmistir. BR
pigmenti infrared spektrofotometrede giiclii karbonil grup ve metil-metilen grup absorpsiyonu
gostermistir. Elde edilen spektral verilere gore; Y pigmenti dogrusal nafitopiron yapiya
sahiptir. Y pigmenti nadiren A. niger miselinden elde edilirken, BR pigmenti daha fazla elde
edilmistir. Sonuglar gore; A. niger miselindeki birden ¢ok madde antioksidan 6zellige sahiptir.
Kahverengi ve sar1 pigmentler antioksidan etki ile ilgilidir. Caligma, A. niger ekstraktinin
antioksidan etkide sinerjik etkilerinin 6nemli oldugunu goéstermistir.

Misir’da yapilan bir c¢alismada Streptomycetes tiirleri, topraktan izole edilmis ve
kirmiz1 renkte gram pozitif bakterilere kars1 antibiyotik aktivitesi gosteren bir pH indikatorii
tiretilmistir. Bu tretilen organizmalarin Streptomyces cinsine ait oldugu ve gri renkte misel
olusturduklar1 belirlenmistir. Mikroorganizmanin besiyerinin ortasinda dagilmayan menekse

renkte misellere sahip oldugu tespit edilmistir. Glikoz ve sodyum nitratin, bu antibiyotigin
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iiretimi i¢in en uygun besiyeri bilesenleri oldugu kanitlanmigtir. S6z konusu pigment, sivi
besiyerinden ekstrakte edilmis ve saflastirilmistir. COziiniirlikk, romatoid faktor degerleri,
minimal inhibisyon konsantrasyonu, gorsel rotasyon, UV ve IR spektrumu {izerinde
calisilmistir. Erime noktasiin 180°C oldugu ve yapisinda %51,71 karbon, %6,25 hidrojen, ve
%42,04 oksijen igerdigi belirlenmistir (Hussein and El-Gammal, 2007).

Fitoplankton hiicreleri ve fototrofik siilfiir bakterileri lizerinde yapilan bir arastirmada
klorofil ve karotenoidler birbirlerinden hizli bir sekilde ayrilmislardir. Liyofilize edilen
ornekler, oda sicakliginda ve karanlikta aseton ile ekstrakte edilmistir. Pigmentler hekzan-
aseton karigimi ile bir silika kolonunda ayristirilmistir (80:20, v/v). Yaklasik 20 alg ve
bakterinin klorofil ve karotenoid pigmentleri bir seferde ayrilmistir. Bu yontem dogal
orneklerdeki klorofil iceriginde eser miktarlarda bulunan karotenoidlerin (>6 ng/l) ve
feofitinlerin (>200 ng/1) ayrilmasini saglamistir. Bu yontem Vechten golii (Hollanda)
orneklerine uygulanmis ve yontemin goldeki derinlik dagilimi ve biyokiitle degisiklikleri
acisindan alg ve bakteri sayisinin tahmininde yararli oldugu kanitlanmistir (Korthals and
Steenbergen, 1985).

Kahyaoglu ve Kivang (2006) yaptiklar1 c¢alismada, bazi mikroorganizmalarla
endiistriyel atik maddelerin degerlendirilmesi, besin ve ila¢ endiistrisinde A vitaminin Oncii
maddesi olarak kullanilan [B-karotenin iretilmesi amaglanmistir. Calismada B-karoten
sentezleyen ve Ozellikle biyoteknolojik arastirmalarda sikg¢a kullanilan Phycomyces
blakesleeanus NRRL 1465, Blakesleea trispora NRRL 2456, Phycomyces nites NRRL 2245
ve Mucor mucedo NRRL 3654 kiifleri kullanilmistir. Bu ¢alismada seker endiistrisinin bir
atig1 olan melas, ve silempe ile siit fabrikalarinin atig1 olan peyniralti suyu kullanilmistir.
Ayrica yapay besin ortami olarak YPK ve malt ekstrakt kullanilmistir. Melas, silempe ve
peyniralti sulart kullanilmadan 6nce 6n iglemlerden gegirilmistir. B-karoten miktar1 YPK
ortaminda 1.8-12.1 mg/l, malt ekstrakt ortaminda 7.9-27mg/l, melas ortaminda 6.1-43.3 mg/I,
silempe ortaminda 3-9.9 mg/l ve peyniralti suyu ortaminda 4.4-12.5 mg/l arasinda degistigi
tespit edilmistir. Sonug olarak, melas, silempe ve peyniralt1 suyu gibi bazi endiistriyel atik

maddelerin B-karoten iiretiminde kullanilabilecegi goriilmiistiir.

2.1.7.1. Kullanilan Cozgenler ve Ozellikleri

Cozici, belirli sicaklik ve hacimdeki bir kati, sivi ya da gaz halde bulunan ¢oéziinen

maddeyi ¢ozerek ¢ozelti olusturan sivi ya da gaz maddedir. Organik ¢oziiciiler boya inceltici
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olarak (toluen, terebentin), kuru temizlemede (tetrakloretilen), kozmetik temizleyici ve
yapistirict ¢oziiciiler olarak (aseton, metil asetat, etil asetat), deterjanlarda (terpenler),
parfiimlerde (etanol), leke temizleyicilerde (hekzan-petrol eteri) ve kimyasal sentezlerde
kullanilir. Inorganik ¢oziiciilerin kullanimi (su harig) genellikle kimya arastirmalar1 ve bazi
teknolojik uygulamalarla sinirlidir.

Etanol: Etil alkol ya da bitkisel alkol olarak da bilinir; berrak, renksiz ve yanict bir
kimyasal bilesiktir. Alkollii i¢kilerin biiyiik bir kisminda bulunur ve endiistride ¢oziicii olarak
kullanilir. Kimyasal formilii C;HsOH’dir. Etanol, -114,1°C’ de erir, 78,5°C’de kaynar ve
20°C’deki yogunlugu 0.789 g/ml’dir (Shakhashiri, 2009).

Metanol: 1 atm'de 64,6 derecede kaynayan akigkan bir sivi olup, parlak olmayan
mavimsi bir alevle yanar. Kimyasal formiilii CH3OH’dir. Biitiin organik ¢oziiciilerde her
oranda ¢0ziiniir. Metanol, -98°C” de erir, 65°C’ de kaynar ve 20°C’ deki yogunlugu 1,01 g/ml
dir (Anonymous, 2011). Endiistride, karbonmonoksit ile hidrojenin reaksiyonundan elde edilir
ve sentetik re¢inelerin iiretilmesinde kullanilan formaldehidin sentezi i¢in gereklidir. Metanol,
organik ¢dziiciilerle kolayca karisir (Altinisik, 2007).

Aseton: Kimyasal formiilii C3HeO’dir. Ketonlar sinifinin ilk {iyesidir ve dimetil keton
olarak da bilinir. Keskin kokuludur. Odunun kuru kuruya damitilmasindan, kalsiyum asetatin
isitilmasindan,  teknikte  izopropanolin  bakir  katalizorlerinden 250  °C'de
dehidrojenlenmesinden, etanol ve su buharinin 250 °C'de gaz fazinda Fe,O3 katalizorliigiinde
karisimindan elde edilir. Molekiil agirligi 58,08, kaynama noktasi 56,29 °C, donma noktasi -
94,7 °C ve 20°C’deki yogunlugu 0,7900 g/ml’dir (Akkapili, 2009).

Kloroform: Renksiz, tatli kokulu bir sividir ve yanici degildir. Agir, renksiz bir sivi
olup 61 °C'de kaynar. Yogunlugu 1,48 g/cm*tiir. Kolay buharlagir. Yaglari ¢ozer. Kloroform
cesitli yontemlerle sentez edilebilir, Teknikte Liebig tarafindan bulunan yontem tercih edilir.
Bu yontem, etil alkol veya asetonun, kire¢ kaymagi veya sodyum hipoklorid ile oksidasyonu

ve klorlanmasina dayanur.

2.1.8.Cesitli Biyosiireclerde Uygulanabilecek Potansiyel Deneysel Tasarimlar

Deney tasarimu, bir stirecteki girdi faktorleri iizerine istenilen degisikliklerin sistematik
bir sekilde yapilmasi ile cevap degiskeni {izerindeki degiskenligin gdzlenmesi ve
yorumlanmasidir. Deney tasarimlari ile sonug iizerinde en etkin girdi faktorlerini belirlemek,

performans Ozelligini hedef degere en yakin sonuca ulastiracak sekilde girdi faktorlerinin
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seviyelerini belirlemek, kontrol edilmeyen girdi etmenlerinin sonug {izerindeki etkisinin en az
olacagr kontrol edilebilen girdi faktorleri kombinasyonunu olusturmak, tiim faktor ve
seviyelerin es zamanli deneye tabi tutulmak suretiyle optimizasyon siirecini kisaltmak
mimkiindiir. Deney tasarimi sirasinda kullanilan 3 ilke s6z konusudur. Bunlar rassallastirma,
tekrarlama ve bloklama ilkeleridir (Comlekei, 2003). Rassallik, ¢evresel gelismelerin belirli
bir kurala ve diizene bagli olmadan tesadiifi olarak olusmasidir. Deney tasarimi i¢in
rassallastirmanin en 6nemli yolu bagimsiz faktorlerin seviyelerinin her bir deney igin rassal
olarak atanmasidir. Deneylerin birden fazla sayida yapilmasidir, tekrarlama deney hatasinin
Ol¢iimiinii saglamak i¢in gereklidir. Hata, tesadiifler ve degiskenlige katloda bulunabilecek
diger faktorler nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Belirli bir anlamlilik diizeyinde gergeklestirilen
istatistiksel anlamlilik testinin kesinligi arttirilmak isteniyorsa deneydeki tekrarlama sayisinin
artirtlmasi gerekir. Bloklama bir deneyin hassasiyetini artirmak i¢in kullanilan bir teknik olup
deney alanin boliimlere ayrilmasidir. Burdaki temel diisiince, benzer deneysel birimlerin
gruplara boliinmesidir (Comlekgi, 2003).

Deney tasarimlar1 genel olarak tesadiifi parselleri, tesadiifi bloklari, latin karesi, tam
faktoriyel ve kismi faktoriyel deney tasarimlari olmak tlizere 5 ayr1 grupta incelenebilir

(Sanyilmaz, 2006).

2.1.9. Plackett Burman istatistiksel Deney Tasarimi

Plackett Burman deney tasarimi birinci derecede modele dayanmaktadir. Plackett
Burman Istatistiksel Deney Tasarim ydntemi fiziksel ya da endiistriyel bir arastirma icinde
meydana gelebilecek sorunlara karsi slirecin etkinligini belirlemek amaciyla tasarlanmstir.
Var olan nicel degiskenlerin yapilan denemelerle sonuca katkilar1 Olgtilerek siireg
etkinliklerinin arttiritlmasi hedeflenmistir. Minimum 11 faktor ve her bir faktoriin bir alt bir de
ist limiti olmak tizere iki diizeyinin kullanildig1 tasarimda denenen diizeylerden elde edilen
veriler 1s1ginda her bir faktor icin farkli diizeyler Onerilmektedir. Bunun yani sira sonuca
katkist olan kritik faktdér ve diizeyler de belirlenebilmektedir. Deney tasariminin en biiytlik
avantaji deneysel zaman kaybini, malzeme tiiketimini ve endiistriyel capta is giiciinii azaltarak
zaman kaybin1i 6nemli Ol¢lide minimize etmesidir. Yapilan dogrulama deneyleri kabul
edilebilir gliven araliklar1 ile sistemin kendi icindeki tutarligin1 ve gilivenilirligini de test

etmektedir (Plackett and Burman, 1946).
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BOLUM 3

3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Biiyiime Ortamlar:

Calisma siiresince iiretici mikroorganizmanin saklanmasinda, iiretim ortami igin ast
kiiltiirlerin  hazirlanmasinda ve mikrobiyal pigment {retimi igin asagidaki besiyeri

kullanilmustir.

3.1.1.1. Kullanilan Biiyiime ortami
Calisma siiresince tiretici mikroorganizmanin saklanmasinda, iiretim ortami igin asi
kiiltiirlerin hazirlanmasinda ve mikrobiyal pigment {iretimi i¢in asagida siralanan MSM Broth

besiyeri kullanilmistir.

Bilesenler (g/L)
Glikoz 20
K,HPO, 5,6
NH,CI 2,7
KH,PO, 2,1
MgS0,.7H,0 0,19
FeSO,4.7H,0 0,001
CaCl,.2H,0 0,003
Maya oziitii 0,05
MnSQ,4.H,0 0,05
CH3;COONa 1

Distile su 1000 ml
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110°C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir.

3.1.1.2. Nutrient Agar

Bilesenler (/L)
Nutrient Agar 20
Distile su 1000 ml

Merck’den temin edilen hazir besiyeri kullanilmigtir. 121°C’de 15 dakika siire ile otoklavda

steril edilmistir.

3.1.1.3. Nutrient Broth

Bilesenler (/L)
Nutrient Broth 8
Distile su 1000 ml

Merck’den temin edilen hazirbesiyeri kullanilmigtir. 121°C’de 15 dakika siire ile otoklavda

steril edilmistir.

3.1.2. Kullanmilan Cozeltiler

Pigment ekstraksiyonu i¢in kullanilan kimyasallar Merck’den temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Calkalamali etiiv (Edmund-Biihler SM-30)

Dizi analizi cihazi (Beckman CEQ 8000)

FTIR (Fourier Transform Infrared Spectrometer) (Perkin Elmer 100 FT-IR)
Otoklav ( Hirayama HG 80 HLV )

Statik etiiv (Binder ED 53)

Sterilizator ( Heraeus )

Santrifiij (Hettich Zentrifugen Germany)

Spektrofotometre (Shimadzu)
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3.2. YONTEM

3.2.1. Kullanilan Mikroorganizmalar

Bu tez calismasinda pigment iiretimi i¢in kullanilan bakteri izolatlar daha Once
laboratuvarimizda yapilmis bir tez ¢alismasinda kullanilmak iizere petrokimyasal kirliligi
bulunan sanayi bélgesinden izole edilmistir. Izolasyon sonucu elde edilen saf kiiltiirler

nutrient agar besiyerinde +4 °C’de saklanmaktadir.

3.2.2. Etkin Pigment Uretici izolatin Belirlenmesi

Bu ¢alismada daha once izole edilmis bakteri izolatlar1 arasindan morfolojik agidan
renkli goriinen kolonilere sahip mikroorganizmalar pigment {iretimi acisindan
degerlendirilmek amac1 ile nutrient agar besiortamina ekilmis ve 7 giin boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Gelisen mikroorganizmalar arasindan pigmentli mikroorganizmalar tespit
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda pigmentli koloni olusturan organizmalar nutrient

broth besiortamina transfer edilmis ve inkiibasyona birakilmistir.

3.2.3. Renk Maddesinin Ekstraksiyonu

Nutrient agar besiortaminda gelistirilen mikroorganizmalar 6ze yardimiyla nutrient
broth besiyerine alinarak, her bir izolat i¢in 100 ml’lik s1v1 kiiltiirler hazirlanmistir. 1 giinliik
inkiibasyon siiresinin sonunda spektrofotometrede optik dansitesi 6l¢iilen as1 kiiltiirlerden 100
ml MSM Broth besiyerine ekim yapilmistir. 10 giin siiresince 35 °C de calkalamali
inkiibatorde inkiibasyona birakilan 6rnekler inkiibasyon siiresinin sonunda 50’ser ml’lik steril
santrifiij tiiplerine aktarilarak 6000 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi
atilip, dipte kalan renkli hiicre kismma 20 ml ¢esitli ¢ozgenler eklenerek 1 gece boyunca
bekletilmistir. Denenen etanol, metanol, aseton ve kloroform ¢odzgenlerinden C1 izolatinin
irettigi pigment maddesi etanol ve metanolde ¢oziinme gosterirken, C7 izolatinin iirettigi
pigment maddesi aseton ve kloroformda ¢oziinme gostermistir. 1 gecenin sonunda ¢ozgenli
stipernatant kistm 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip hiicrelerden arindirilarak steril falkonlara
alinip, spektrum taramalar1 yapilmistir. Kuru biyokiitle elde etmek amaci ile petrilere kalin
katmanlar halinde dokiilen renk maddeleri, 60 °C’lik etiivde kurumaya birakilmistir. 5 giiniin

sonunda kuruyan maddeler petrilerden kazinarak cam siselere alinmistir.
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3.2.4. Mikrobiyal Pigment Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Kurutulmus olan renk maddeleri kendi ¢éziiclilerinde tekrar ¢oziilerek 50, 100, 250,
500 ve 1000 pg/ml’lik soliisyonlar1 hazirlanmistir. C1 izolati i¢in 465 nm, C7 izolat1 i¢in ise
375 nm dalga boyunda pigmentlerin verdigi renklerin absorbanslari Olgililerek pigment

maddesinin pg/ml’ye karsilik gelen standart grafigi elde edilmistir.

3.2.5. Plackett Burman Istatiksel Deney Tasarim Yéntemi ile Besiyeri Bilesimi
Optimizasyonu

Cesitli besiyeri bilesenlerinin mikrobiyal pigment iiretimi {izerine etkisini net olarak
gorebilmek icin Cizelge 3.1°de verilen 11 farkli besiyeri bileseninin bir alt bir de iist limit
olmak tizere 2 degeri icin Plackett Burman istatiksel deney tasarim yontemi ile deney tasarimi
yapilmistir (Desing Expert Anova). Yapilan tasarima gore onerilen 12 farkli besiyeri bilesimi
icin 35 °C’de 125 r.p.m. ¢alkalama hizinda 5 ve 10 giin siire ile inkiibasyon yapilmistir.
Inkiibasyonlar sonrasinda besiyeri sivilart 6000 r.p.m. hizinda 10 dakika siire ile santrifiij
edilerek hiicreler besiyeri siipernatantindan uzaklastirilmigtir. Siipernatantindan ayrilan C1
izolatina ait pellet lizerine 20 ml etanol, C7 izolatina ait pellet {izerine ise aseton ilave
edilmistir. 5 dk boyunca vorteks ile ¢evrilen hiicreler ile ¢c6zgenin homojenik olarak karismasi
saglanmistir.

Cizelge 3.1 Placket Burman deneysel tasarimina gore gergeklestirilen optimizasyonda

kullanilan faktor ve diizeyleri gostermektedir.
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Cizelge 3.1. Plackett Burman istatistiksel Deney Tasarim Ydntemi tarafindan dnerilen besiyeri bilesimleri

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11
Std | A B C D E F G H J K L

KoHPO,4 | KH2PO4 | NH4Cl | MNSO4.H,0 | MgSO,4.7H,0 | FeSO,4.7H,0 | CaCl.2H,O | Maya | CH3COONa | Glikoz | Giin

ozuti

1 |4 3,5 1 1 0,4 0,003 0,001 0,01 |05 25 5
2 |3 3,5 4 0,01 0,4 0,003 0,007 001 |05 15 10
3 |4 1 4 1 0,05 0,003 0,007 2 0,5 15 5
4 |3 3,5 1 1 0,4 0,0005 0,007 2 3 15 5
5 |3 1 4 0,01 0,4 0,003 0,001 2 3 25 5
6 |3 1 1 1 0,05 0,003 0,007 001 |3 25 10
7 |4 1 1 0,01 0,4 0,0005 0,007 2 0,5 25 10
8 |4 3,5 1 0,01 0,05 0,003 0,001 2 3 15 10
9 |4 3,5 4 0,01 0,05 0,0005 0,007 001 |3 25 5
10 |3 3,5 4 1 0,05 0,0005 0,001 2 0,5 25 10
11 | 4 1 4 1 0,4 0,0005 0,001 001 |3 15 10
12 |3 1 1 0,01 0,05 0,0005 0,001 0,01 |05 15 5
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3.2.5.1. Plackett Burman Istatistiksel Deney Tasarim Yoéntemi Dogrulama
Deneyleri

[statistiksel deney tasarim yontemi Onerilen besiyerlerinden alman sonuglardan
yola ¢ikarak deneylerin dogrulugunu ortaya koymak amaci ile dogrulama deneyleri
onermektedir. Dogrulama deneylerinden elde edilen bulgularin tahmin edilen degerlere

yakin olmasi sistem basarisini gostermektedir.

3.2.6. Uretilen Mikrobiyal Pigmentin Antimikrobiyal Aktivite Deneyleri

Mikrobiyal pigmentin antimikrobiyal aktivite deneylerinde agar difiizyon
yontemi kullanilmistir. 24 saatlik aktif bakteri kiiltiirlerinin yogunlugu McFarland 0,5
standard1 ile belirli bir yogunluga (150x10° hiicre/ml) ayarlanmigtir. Nutrient agar
besiyerine yayma plaka yontemi ile baslangi¢ mikroorganizma konsantrasyonu 150x10°
hiicre/ml olan mikroorganizma kiiltiiriinden nutrient agar tiizerine 100 pl ekim
yapilmistir. 1000 mg/ml derisiminde mikrobiyal pigmentler ve kontrol grubu olarak
coOziiclileri nutrient agar besiortamina 5 pl damlatilmistir. 35°C’de 24 saat siire
inkiibasyona birakilmistir. Denemede kullanilan mikroorganizmalar; S.aureus 25923
ATCC, B. subtilis 3610 NCIB, M. luteus 196 NCIB, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Bacillus cereus NRRL B-3711, Proteus vulgaris NRRL B-123 tiirleri ile
Salmonella typhimirium, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes ve Enterecoccus fecalis suslaridir, bu suslar ESOGU Tip Fakiiltesi
klinik izolati olup Biyoteknoloji Laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda muhafaza

edilmektedir.

3.2.7. Cevresel Faktorlerin Mikrobiyal Pigment Uretimi Uzerine Etkisi
3.2.7.1. pH’mn Etkisi

Istatiksel deney tasarim ydntemi ile onerilen dogrulama besiyerlerinin pH’lart
NaOH ve HCl ile 3, 4, 5, 6, 9 ve 10’a ayarlanarak ekimler yapilmis ve 35 °C’de 125

r.p.m. ¢alkalama hizinda 10 giin siire ile inkiibasyon yapilmistir.
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3.2.8. Pigment Karakterizasyonu

Uretilen pigmentin karakterizasyonu kapsaminda inkiibasyon sonrasinda kiiltiir
sivisindan pigmentin alimmasi i¢in 6000 r.p.m. hizinda 15 dakika siire ile santrifiij
edilerek besiyeri uzaklastirilmistir. Daha sonrasinda dipte kalan renkli hiicre kismina
uygun ¢oziiciiler ilave edilerek 24 saat +4 °C’de bekletilmistir. 1 gecenin sonunda
¢ozgenli slipernatant kisim 6000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilip hiicrelerden arindirilarak
steril siselere alinip, spektrum taramalar1 yapilmistir. Kuru biyokiitle elde etmek amaci
ile petrilere kalin katmanlar halinde dokiilen renk maddeleri, 60 °C’lik etlivde kurumaya
birakilmigtir. 5 giiniin sonunda kuruyan maddeler petrilerden kazinarak cam siselere
alimmistir. Yapilan tiim karakterizasyon basamaklarinda elde edilen bu kuru madde

kullanilmuastir.

3.2.8.1. FTIR analizi

Bu calismada pigment olarak kullanilan maddelerin kimyasal yapilarindaki olast
gruplarin belirlenmesi i¢in fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) analizleri
yapilmistir.  FTIR analizleri i¢in kuru pigmentler ile hazirlanan KBr diskleri
kullanilmistir. Toz haline getirilmis pigment 6rnekleri potasyum bromiir (KBr) ile %1
oraninda karistirilarak (1 mg kuru adsorbent 6rnegi ve 100 mg KBr) preslenmis ve disk
haline getirilmistir. Diskin FTIR spektrumu 400-4000 cm™ bolgesinde alinmustir. FTIR
spektroskopisi Bruker Tensor 27 kullanilarak yapilmustir.

3.2.9. Mikrobiyal Pigment Uretici izolatin Belirlenmesi
Uretici susun tiir diizeyinde tanimlanmasi igin molekiiler identifikasyon

yontemleri kullanilmagstir.

3.2.9.1. Uretici izolatin Molekiiler Yontemlerle identifikasyonu
Etkin mikrobiyal pigment iiretici izolatin tiiriinii belirlemek amaci ile molekiiler

yontemler kullanilmistir.
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3.2.9.1.1.Uretici Mikroroganizmadan DNA Ekstraksiyonu

Mikrobiyal pigment iiretici izolatin 16S rRNA geni amplifikasyonu i¢in nutrient
agar ortaminda gelistirilen bakteri kolonileri steril ¢ubuk yardimi ile tek koloni 200ul
steril distile su/DPEC (di-etilpirokarbonat) su igerisine alinmig 95°C’de 15 dakika
bekletildikten sonra 13.000 r.p.m’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen
siipernatant PCR siirecinde kalip olarak kullanilmak tizere -20°C’de saklanmistir
(Anton, et.al.,1999; Dyall and Smith,2004).

Calismada kullanilan izolat igin bakterilerde kullanilan spesifik primer; AGA
GTT TGA TCA TGG CTC AG T (5°-3°) primer dizisi kullanilmigtir. Bu primerler 5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' (27F) ve 5’-GGGCGG(AT)GTGTACAAGGC-3’
(1387R) dizilimindeki primer kullanilmistir (Marchesi et al., 1998; Lane, 1992). Elde
edilen PCR driinleri %1°lik agaroz jellerde gozlenmistir. Reaksiyon igin uygulanan

reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.2.’de sunulmaktadir.

Cizelge 3.2. Mikroorganizmanin 16S rRNA genlerinin ¢ogaltilmas: ic¢in gerekli

reaksiyon sartlari

[k Denatiirasyon 94°C 3dk
30 dongii

Denaturasyon 94°C 30sn
Baglanma 50°C 1dk
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 72°C 10 dk

Bekleme 4°C Siiresiz
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PCR firiinlerinin saflagtirilmas1 amaciyla “Promega Wizard® Genomic DNA
Purification Kiti” kullanilmigtir. Buna gore %1 lik jelde yiiriitiilen PCR fiirtinleri UV
transilluminator tizerinde gozlenerek, steril bisturi ucu ile istenilen bantlar agaroz jelden
kesilmistir. DNA igeren agaroz pargalari tartilarak, bunlarin iizerine her 10 mg i¢in 10
pl olmak iizere membran baglama ¢ozeltisi eklenmistir. Tiip hafifce vortekslenerek
karistirildiktan sonra 60 °C’de 5-15 dakika (agaroz tamamen eriyinceye kadar) su
banyosunda inkiibe edilmistir. Bu silire sonunda GFX kolonu “toplama tiipii” igine
yerlestirilmis ve su banyosundan ¢ikarilan 6rnek kolona konarak 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Toplama tiipiinde toplanan sivi atilip filtre yeniden tiipe
yerlestirilerek tizerine 700 pl yikama tamponu eklenip tekrar 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Toplama tiipii atilarak kolona yeni bir toplama tiipii yerlestirilerek
tizerine 50 pl elusyon buffer (otoklavlanmis distile su) eklenmis ve oda sicakliginda 1
dakika inkiibasyondan sonra 13000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek saflastirilmig

tiriinler elde edilmistir.

3.2.9.1.2. PCR Uriinlerinden Dizi Analizi

DNA ekstraksiyonu yapilmis ve elde edilen DNA’nin 16S rRNA geni PCR ile
amplifiye edilerek bu tiriinlerin direkt olarak dizi analizlerinin eldesi yoluna gidilmistir.
ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer ile PCR iriinlerinin baz dizilerinin belirlenmesi
amaciyla dizi analiz kitinde Onerilen sartlar uygulanmistir..

Izolatin dizi analizi sonrast gen analizi; NCBI ‘National Center for
Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov) veritabanindaki BLAST (Altschul

vd., 1997) programi ile gerceklestirilmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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BOLUM 4

4 BULGULAR

4.1. Ahnan Toprak Orneklerinden Mikroorganizma izolasyonu

Alinan toprak ornekleri ile yapilan izolasyon ¢alismasinda 70 mikroorganizma
izole edilmistir. Izolatlarn mikrobiyal pigment iiretim yetenekleri nutrient agar
besiyerindeki koloni renklerine gore belirlenmis ve 4 iiretici izolat (C1, C7, C6 ve A16

izolatlar1) se¢ilmistir.

Cizelge 4.1.izolatlarm morfoloji ve gram &zellikleri ile mikrobiyal pigment {iretim

yetenekleri
Izolatin Kodu | Morfoloji ve Mikrobiyal Pigment
Gram Ozelligi | Uretim Yetenegi ve Renk
Al6 (-) Kokkobasil | Var-Beyaz
C1l (+) Basil Var-Turuncu
C6 (-) Basil Var-Sari
C7 (-) Basil Var-Pembe

4.2. Mikrobiyal Pigment Uretici Etkin izolatin Belirlenmesi

Nutrient agar besiyerindeki koloni renklerine gore secilen izolatlardan {iretim
besiyerine ekim yapilmis ve besiyerindeki renk farkliliklari gozlemlenmistir. Bu
farkliliklara gore pigmentasyonun en belirgin oldugu C1 ve C7 izolatlar1 mikrobiyal

pigment iiretimi igin secilmis olup bundan sonraki ¢aligmalarda kullanilmistir.

4.3. C1 ve C7 izolatlan ile Mikrobiyal Pigment Uretimi Optimizasyonu
Mikrobiyal pigment {iretimi i¢in {retim ortami bilesenlerinin en uygun
miktarlarinin belirlenmesi amaci ile Plackett-Burman istatiksel deney tasarimi yontemi

ile optimizasyon calismasi yapilmistir.
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4.4. Plackett Burman Istatistiksel Deney Tasarim Yontemi ile Besiyeri Bilesimi
Optimizasyonu

Cizelge 4.2°de verilen Plackett Burman deney tasarim yoOntemi tarafindan
Onerilen besiyeri igeriklerinin mikrobiyal pigment iiretimi {izerine etkisini gérmek
amactyla renk yogunluklari okunmustur. Elde edilen bulgulara gore C1 izolat1 igin 2 ve
10. besiyerlerinin, C7 izolati i¢in ise 7 ve 8. besiyeri bilesenlerinin mikrobiyal pigment

iiretimi {lizerine daha etkili oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Plackett Burman Deney Tasarim YoOntemi tarafindan Onerilen besiyeri
iceriklerinin mikrobiyal pigment {iretim degerleri. (Calisma kosullar1:35 °C; 125 r.p.m.;

5 ve 10 giin, 6l¢iim kosullari; 25 °C)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Cl | 2849 | 13,42 | 1,119 | 3,5065 | 0,189 | 3,81 |9,80 |3,66 |320 |12816 |7,02 | 627

C7 | 0,296 0,316 | 0,147 | 0,275 0,172 | 0,331 | 0,41 | 0,406 | 0,177 | 0,317 0,253 | 0,16

4.4.1. Plackett Burman Istatistiksel Deney Tasarim Yénteminin Onerdigi
Dogrulama Deneyleri

Plackett Burman istatistiksel deney tasarim yoOnteminin Onerdigi besiyeri
mikrobiyal pigment Uretimi Ol¢lim sonucglarina gore Onerilen dogrulama besiyeri

igerikleri 4.3’de verilmektedir.

Cizelge 4.3. Plackett Burman istatistiksel deney tasarim yonteminin 6nerdigi dogrulama

besiyerleri mikrobiyal pigment iiretim degerleri

Onerilen Giiven Arahig1 Deneysel sonug
Cl | 13,5334 11,0185-16,0483 | 12,454
C7 10,4105 0,3857-0,4353 0,3885
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4.4.2. Plackett Burman Istatistiksel Deney Tasarimina gore Sonuca Etkili Besiyeri
Bilesenleri

Deney bulgularina gére C1 izolatindan elde edilen mikrobiyal pigment liretimine
%44,8 oraninda inkiibasyon stiresi, %24,9 oraninda CH3COONa bileseni, %12,39
oraninda FeSO4.7H,0O bileseni, %6,16 oraninda K,HPO, bileseni, %5,08 oraninda

KH,PO, bileseninin etkisi oldugu goriilmiistiir.

6.35 —

476 —

Bonferroni Limit 4.40468

Etkinin
t-deggeri 317 —|

t-Value Limit 2.44631

1569 —

A inl
0.00 — ” ” I I I . - -
T T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 "

Besiveri bilesenleri ve cevresel faktirler

Sekil 4.1. Besiyeri bilesenlerinin C1 izolatindan elde edilen mikrobiyal pigment liretimi

tizerine etkisi. (L:gtin, J: CH3COONa, F: FeSO,.7H,0, A: K;HPO,, D: KH,PO,)

Elde edilen deney bulgularima gore C7 izolatindan mikrobiyal pigment iiretimine
%358,47 oraninda giin, %22,14 oraninda NH4Cl, %8,87 oraninda KH,PO4, %3,39
oraninda maya 0ziitii, %3,05 oraninda MgS0,.7H20, %1,92 oraninda glikozun etkisi
oldugu goriilmiistiir.
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L
16.13 —| __
1210 —
C
506 —
Etkinin B
t-degeri —_n
Bonferoni Limit 5.74551
H E
403 —
K
L A
|:| tValue Limit 2. 77645
000 —| E= B | @ D D N
I I I I I I I I I I I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Besiyeri bilesenleri ve ¢evre sartlan

Sekil 4.2. Besiyeri bilesenlerinin C7 izolatindan elde edilen mikrobiyal pigment tiretimi
tizerine etkisi. (L:giin, C: NH4Cl, B: KH,PO,4, H: maya oziitii, E: MgSO4.7H,0,
K:glikoz)

4.5. Uretilen Mikrobiyal Pigmentin Karakterizasyonu
Mikrobiyal pigmentin karakterizasyonu kapsaminda spektrum taramasi ve FTIR

spektroskopisi analizleri yapilmistir.

4.5.1. Spektrofotometrik Spektrumlarin Belirlenmesi

Spektrofotometrenin temel mantigi, hazirlanan ¢6zeltiden belirli spektrumlarda
151k gecirilmesi ve bu 1s1nin ne kadarmin ¢ozelti tarafindan absorblandiginin bulunmasi
esasina dayanir. Cozeltinin icerdigi madde miktar1 ne kadar fazla ise daha fazla 1sin,
¢oOzelti tarafindan sogurulur. Spektrofotometre ¢ozeltinin iginden gegebilen yani ¢ozelti
tarafindan absorblanmayan 15181n yogunlugunu tespit ederek ¢ozelti icerigindeki aranan
maddenin miktar1 hakkinda kantitatif bilgi verir (Hisil, 2002). Bu amagcla her 200 ile
800 nm dalga boylarinda absorbsiyon taramasi yapilmis ve renk maddelerinin 280 ile
200 nm dalga boylar1 arasinda yiiksek absorbanslar verdigi goriilmiistiir. Orneklerin
analizinde ozellikle UV boélgedeki oOlclimlerde, bulasik proteinlerden oldugu
kaynaklanan yiiksek absorbsiyon bdlgeleri tespit edilmistir. Bilindigi tizere 260-280 nm
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dalga boylar1 arasinda proteinler ve genetik materyaller yiiksek absorbsiyon degerlerine
sahiptir. Yapilan bazi caligmalarda kinon molekiillerinde 6zellikle 280 nm dalga
boylarindan baglayarak 300 nm dalga boylarina kadar olan bolgelerde yiiksek absorbans
noktalarinin oldugu tespit edilmistir (Zhu et al., 2009).

Yapilan spektrum taramalarinda protein kaynakli yiiksek absorbans degerlerinin
disinda renk maddelerinin absorbans verdigi dalga boyu CI izolatt i¢in 465 nm, C7
izolat1 i¢in 375 nm olarak Sl¢tilmiistiir.
4.5.1.2. Standart Egri Grafiklerinin Hazirlanmasi

Spektrum taramasi i¢in Cl1 ve C7 izolatindan hazirlanan kuru mikrobiyal
pigmentler uygun ¢oOziiciide ¢oziilerek 50, 100, 250, 500 ve 1000 ppm
konsantrasyonlarinda  ¢ozeltiler ~ hazirlanmistir.  Hazirlanan  ¢ozeltiler  ile

spektrofotometrede uygun spektrumda okumalar yapilmuistir.

1,2

y=0,0009x+0,1264

R2 = o,gsyt
0,8

0,4
s _T/
0 T T T T T 1

0] 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 4.3. C1 izolatinin 465 nm’deki standart egri grafigi
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Sekil 4.4. C7 izolatinin 375 nm’deki standart egri grafigi

4.5.2. FTIR Spektroskopisi ile Temel Yap1 Analizi

Teknolojinin gelismesi ve yapilan c¢alismalarin artmasiyla birlikte organik
bilesiklerin tanimlanmasinda FTIR spektroskopisinin kullanilabilirligi artmistir. Pek ¢cok
molekiiliin IR spektrumlar1 alinarak zengin bir bilgi birikimi olusmustur. Yapilan bu
aragtirmalar optik izomerler disinda hemen hemen biitiin bilesiklerin IR spektrumunun
birbirinden farkli oldugunu gostermistir. IR bdlgesi elektromanyetik spektrumun
goriiniir bolgesi ile mikro dalga bolgesi arasinda yer almaktadir. Bu bolge 4000-400 cm’
! dalga boyu arasidir. IR spektrumu organik maddenin kimyasal yapis1 ve bag yapisi ile
ilgili dogrudan bilgi saglamaktadir. C1 ve C7 izolatlarindan elde edilen her bir pigment
maddesi i¢cin FTIR analizi gergeklestirilmistir (Sekil 4.5 ve 4.6).
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Sekil 4.5. C7 izolatindan tiretilen mikrobiyal pigmentin FTIR spektroskopisi bulgulari

C7 izolatindan {retilen mikrobiyal pigment i¢in yapilan FTIR grafiginde goriilen
piklerde 3,400-3,200cm™ araliginda gorillen pik OH ve NH, gerilmesine
dayanmaktadir. Ote yandan 2,930-2,860cm™ arahigindaki pik CH, ve CHs gerilmesini
gostermektedir. 1,650-1,620cm™ araligindaki pikler aromatik C = C ya da C = O
gruplar arasindaki gerilme titresimlerini gostermektedir. 1,320-1,390cm™ arahigindaki

bantlar ise pigmentin yapisinda pirol ve/veya indol bulundugunu gostermektedir.
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Sekil 4.6. C1 izolatindan iiretilen mikrobiyal pigmentin FTIR spektroskopisi bulgulari

C1 izolatindan iiretilen mikrobiyal pigmentin FTIR spektroskopisinde 1460 cm™
ve 1728 cm™ bolgelerindeki orta siddetli pikler kirmizi biyorenklendiriciler igin parmak
izi bolgesi olarak bilinmektedir. 1460 ve 1450 cm™ bolgelerindeki pikler pigment
maddesinin ic¢inde alifatik gruplarin varligini gostermektedir. 1320 ve 1390 cm
araligindaki pikler pirol/indol halkalarinin varligini; 2860 ve 2930 cm? araligt CH; ve
CHj3 gruplarini, 2923 cm™ deki pikler metil, metilen ve metan gruplarim gostermektedir.

3400-3200cm™ araliginda gériilen pik OH ve NH, gerilmesine dayanmaktadir.

4.6. Renk Maddelerinin pH Stabilitesi

pH stabilizasyonunu saglamak i¢in Plackett-Burman istatiksel deney tasariminin
onerdigi besiyeri pH 3, 4, 5, 6, 9 ve 10’a ayalanmis ve spektrofotometrik 6lgiimleri
yapilmustir. C7 izolati pH 3, 4, 5 ve 6’da lireme gostermezken pH 9 ve 10’da renk

kahverengiye donmiis ve suya da renk vermistir.
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C1 izolatinda ise pH 3, 4 ve 5 de iireme gozlenmemis, pH 6 da renk goriilmiis,
pH 9 ve 10 da rengin kahverengiye dogru koyulastig1 goriilmiistiir. (Sekil 4.7)
Hem CI1 hem de C7 izolat1 i¢in yapilan spektrum taramalarinda absorbans

degerlerinin degismedigi goriilmiistiir.

Sekil 4.7. C7 ve C1 izolatlariin farkli pH’lardaki mikrobiyal pigment {iretimleri
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4.7. Mikrobiyal Pigmentin Antibakteriyel Aktivitesi

Mikrobiyal pigment; S.aureus 25923 ATCC, B. subtilis 3610 NCIB, M.
luteus 196 NCIB, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus, Bacillus
cereus NRRL B-3711, Proteus vugaris NRRL B-123 gibi mikroorganizmalar iizerinde
herhangi bir antibakteriyel etkiye sahip olup olmadig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. C1 ve C7 izolatlarindan firetilen mikrobiyal pigmentlerin antibakteriyel
aktiviteleri

Bu deney sonucunda ¢oziiciilerden kaynakli bir antibakteriyel aktivite goriilmiis,
pigmentin kendisinin ise herhangi bir antibakteriyel etkiye sahip olmadig1 belirlenmistir

(Sekil 4.8).
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4.8. Pigment Ureticilerinin Karakterizasyonlar

Uretici mikroorganizmalarin identifikasyonu 16S rRNA sekans analizi ile
gerceklestirilmistir. Pigment tiretimi agisindan etkin izolatlarin Blast degerlendirmesi
sonucunda C7 izolatinin, %100 oraninda Gordonia terrae strain M1-3’¢e, C1 izolatinin
ise %100 oraninda Enterobacter ludwigii strain AB-188’c¢ benzerlik gosterdigi

belirlenmistir.
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BOLUM 5

S.TARTISMA

Pigment iireten mikroorganizmalar taksonomik calismalar ve fermentasyon ve
biyoproses miihendisligi gibi biyoteknolojik potansiyelleri nedeniyle bilimsel
toplulugun ilgisini uyandirmastir.

Pek c¢ok gida maddesi, boya, kozmetik ve ilag¢ iiretim islemlerinde kullanilmis
olan bir¢ok yapay sentetik boya maddelerini biinyesinde barindirmaktadir. Gida, boya,
kozmetik ve ilag tliretim stireclerinde dogal pigmentlerin kullanim1 son yillarda sentetik
pigmentler ve bunlarin endistriyel yan {irlinlerinin insan ve g¢evre lizerindeki zararl
etkileri nedeniyle artmaktadir.

Yapay renklendiricilerin, dogal renklendiricilere gbre renk tonlarin ve renk
siddetlerinin kuvvetli olmasi, farkli pH seviyelerinde stabilitelerinin yiiksek olmasi,
uygulama kolaylig1 ve maliyetinin diisiik olmas1 gibi 6zelliklerinden dolay1 gidalarda
kullanimlar1 hizla artmis ve dogal renklendiricilere ilgi azalmistir. Dogal renk
maddelerinin birgok fiziksel ve kimyasal etkilere kars1 (1s1, 151k, pH gibi) stabilitelerinin
diisiik olmas1 ve gidalarda kullanimlarinda ¢esitli problemler yasanmasina karsin, son
yillarda yapilan arastirmalarda saglik tizerinde olumlu etkileri nedeniyle birgok sektdrde
bu maddelerin kullanimlarinin arttid1 gozlenmektedir (Biiyiiksirit, 2011).

Boyalar iplik, yiin, ipek kumas gibi tekstil malzemelerini renklendirmek ig¢in
kullanilir ve giysiler lizerinde uygulanir. Yaygin olarak kullanilan boyalar annatto,
indigo, harda kamaladir. Dogal boyalar kumasa yedirmek i¢in bir sabitleyici gerektirir.
Doganin Renkleri (TcoN) tamamen ¢evre dostu olan, bitkisel boyama siirecini arastirma
odakli diinyada sadece birka¢ tane kalan dogal boyama birimlerinden biridir. Birim,
dogal indigo fermentasyon siirecinde uzmanlasmistir. Uriinler, ilag ve giibre
kullanilmadan organik ve yetigkin olmalidir. Uretim yontemleri ¢evre dostudur ve
uygulamalar su tasarrufu saglamaktadir. Kullanilan su her adimdan sonra saklanir,

boyama iglemi ve tarimsal kullanim i¢in geri doniistiiriilebilir.
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Sentetik kokenli pigmentlerin ¢evreye neden oldugu toksisite problemleri dogal
pigmentlere bir yonelime neden olmustur. Dogal pigmentlerden olan mikrobiyal
kaynakli pigmentler potansiyel olarak sentetik pigmentler i¢in iyi bir alternatif
olmaktadir. Ayrica mikroorganizmalardan pigment iiretimin avantajlar1 olarak da ucuz
kiiltiir ortaminda hizli ve kolay biiylime ve farkli tonlarda renk elde edilebilme
siralanabilir (Venil et al, 2009).

Mikroorganizmalar karotenoidler, melaninler, flavinler, kinonlar, prodigiosinler
ve daha 6zel monascinler, violacein veya indigo gibi farkli pigmentler iiretmektedir.
Giiniimiiz endiistrisi, gida ve diger sanayi uygulamalari i¢in bazi mikrobiyal pigmentleri
tiretebilmektedir. Dogal biyorenklendiricilerin bircogu mikrobiyal bozulmadan giday:
korumak i¢in belli bakterilere, virlislere ve mantarlara karsi antagonistik aktivite
gostermektedir. Bazi protozoa ve boceklere karst da aktiftir. Siyanobakteriler sadece
klorofil  a’ya sahiptir, bundan baska diger fotosentetik pigmentleri ise ¢esitli
fikobiliproteinler ve karotenoidlerdir. Klorofil 6zellikle regel, jole, seker, dondurma ve
diger cesitli {riinlerde kullanilmakta, ancak renklendirici olarak smirli kullanimi
bulunmaktadir. Cesitli alglerin  (Dunaliella, Dictyococcus ve Haematococcus), bazi
filamentli mantarlarn  (Ascomycetes) ve mayalarin (Cryptococcus, Phaffia,
Rhodosporidium, Rhodotorula, Sporidiobolus ve Sporobolomyces) karotenoid
iirettikleri literatiirde rapor edilmistir (Okmen ve Tiirkcan, 2012). Bakteriler de gesitli
sebeplerle pigment iiretebilirler ve bu onlar i¢in 6nemli bir rol oynar. Siyanobakteriler
gibi bazi bakteriler fotosentez gergeklestirebilmek igin fikobilin pigmentlerine sahiptir
(Ahmad et al, 2012). Bakterilerden iiretilen pigment, Dogu iilkelerinde ¢cok daha fazla
kullanilmakta olup uygulama alanlarinin fazlali1 nedeni ile yogun olarak arastirilan bir
konu olmustur.

Yapilan bu tez calismasinda da bakteriyel kaynakli pigment iiretimi iizerine
yogunlasilmig, pigment iiretici  mikroorganizma(lar)in  iiretim  kosullarinin
optimizasyonu, iiretilen mikrobiyal pigmentin karakterizasyonu ve iiretici suslarin
identifikasyonu calisilmistir.

Calismada kullanilan izolatlar arasinda mikrobiyal pigment {iretimi i¢in en
uygun izolatlar C1 ve C7 olarak belirlenmistir. Kullanilan besiyeri pH’1 6,8’e

ayarlanmustir. Seo ve arkadaglarinin Auereobasidium pullulans ile yaptiklar1 ¢alismada
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benzer besiyeri bilesimi pH’1 da 6,8 olarak bildirilmistir (Seo et al, 2004). Aksu ve Eren
de Rhodotorula mucilaginosa ile yaptiklar1 karotenoid sentezi ¢aligmalarinda iiretim
icin en etkili pH’in 7,0 oldugunu bildirmistir (Aksu ve Eren, 2005). Ahmad ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismalardan ilkinde Chromobacterium violaceum’dan ham
menekse renkli pigmentlerin tiretimi sirasinda diisiik pH degerlerinde pigmentin rengini
yesilimsi-mavi, pH 3 ila 9 arasinda parlak koyu mavi olarak tanimlamiglardir. Bazik pH
degerlerinde ise renksizdir. Ahmad ve arkadaglarinin yaptiklar1 diger ¢alismada ise
Serratia marcescens’den kirmizi renkli pigment maddesinin tanimlamiglardir.
Calismalarinda kirmizi pigment maddesinin pH 2’de pembe, pH 9’ da turuncu ve pH
7°de kirmizi oldugunu belirtmislerdir (Ahmad et al, 2012). Yapilan bu tez ¢alismasinda
besiyeri lizerinde pH degisimleri yapilarak mikrobiyal pigmentlere pH’in etkisi
arastirllmistir. Besiyeri pH’1 3, 4, 5, 6, 9 ve 10’a ayarlanmis ve izolatlarin mikrobiyal
pigment iiretim yeteneklerine bakilmistir. pH 3, 4 ve 5 de bakteri iiremesi goriilmezken
pH 6’ da CI izolatinda iireme ve pigmentasyon goriilmiis, C7 izolatinda ise sadece
iireme goriilmiis, pigmentasyon goriilmemistir. pH 9 ve 10 da ise her iki izolatta da
lireme ve pigmentasyon olmasina ragmen pigment renkleri kahverengiye donmiistiir
(Sekil 4.7).

C1 ve C7 izolatlarindan pigment iiretimi i¢in optimum sicaklik 37 °C olarak
belirlenmigtir. Goswami ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada kendi izolatlarindan
pigment Uretimi i¢in uygun sicakligi 30 °C olarak belirlemislerdir (Goswami et al,
2010). Cardona ve arkadaslar1 yaptiklar1 deneylerde bakterilerin 25 °C’nin altinda veya
tizerindeki sicakliklarda pigment kaybetmesine neden olabilecek termal soka karsi
duyarli olduklarini belirtmislerdir. Bu duruma 6rnek olarak da sadece 25 °C’ de biiyiime
ortami  saglandiginda kirmizi pigmentasyon gdsteren Serratia marcencens’i
gostermislerdir (Cardona et al, 2010). Venil ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada S.
marcencens’in 37 °C’de besleyici et suyu igerisinde pigmentlesme gostermeyip 30
°C’de gosterdigini fakat 37 °C’de toz fistik suyu igerisinde neredeyse 30 °C’de besleyici
et suyu icerisindeki kadar pigmentlesme gosterdigini belirtmiglerdir. Bu da sicakligin

pigmentlesme icin tek bagina yeterli olmadigin1 gostermektedir (Venil et al, 2009).

Besiyeri optimizasyonu en fazla {irlin verimini elde etmek icin Onemli

siireclerden biridir ve besiyeri igerigi, ¢calisma kosullari, pH, sicaklik, havalandirma ve
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calkalama gibi cesitli faktorleri igerir. Klasik optimizasyon (tek faktorlii deneyler) her
zaman 1iyi kabul edilmistir fakat ¢ok sayida deney tekrari gerektirmesi, daha fazla
zamana ihtiya¢ duyulmasi ve zahmetli olmasi gibi bir¢ok dezavantaji vardir. Tarama ve
optimizasyona istatiksel yaklasim, besiyeri ve farkli metabolitlerin iiretimindeki siire¢
optmizasyonu acisindan 6nem kazanmistir (Sharmila et al, 2012). Etkin {iretici
izolatlarin mikrobiyal pigment tiretimi i¢in gereksinim duydugu besinsel bilesenlerin ve
bu bilesenlerin miktarlarinin belirlenmesi amaciyla istatistiksel olarak Plackett Burman
deney tasarim yontemi ile optimizasyon calismalari yapilmistir. Deney tasarimi,
belirlenmis bir tasarim matrisine gore siire¢ lizerinde etkili olmasi muhtemel siireg
degiskenlerinin, degerlerinin sistematik olarak degistirilerek, bir deney veya bir takim
sirali  deneylerin  gergeklestirilmesi  yontemidir. Ozellikle arastirma  gelistirme
faaliyetlerinde kullanilan bir kalite teknigidir. Bu yontem deneylerin sayisin1 azaltmak
ve deneylere etki eden faktorlerin tek baslarma ve diger faktorlerle birlikte deney
sonuglarint nasil etkilediklerini ortaya koymak icin gelistirilmistir. Deney tasarimi
yaklagimi, s6z konusu faktorlerin farkli seviyelerinin ¢ikti degerleri iizerinde
olusturduklar1 degisimleri ve bu degisimlerin altinda yatan nedenleri arastirarak bunlari
optimize etmeyi ve sistemin giivenirliligini artirmay1 hedefler. Deney tasarimi teknikleri
sadece istatistiksel bir yaklasim degil, tiim arastirma-gelistirme faaliyetlerinde
kullanilabilecek, kaliteyi artiran, maliyetleri diisiiren, sonuglarin giivenirliligini
saglamlastiran tekniklerdir. Uygulamada getirdikleri avantajlar; performans ve kalitenin
artirilmasi, maliyetlerin  diisiiriilmesi, arastirma ve gelistirme faaliyetlerinin
hizlandirilmast ve prosesin kalite 6zelliklerini belirleyen degerlerin kontrol edilemeyen
veya edilmesi zor faktorlere kars1 daha az duyarl olmasi seklinde siralanabilir (Kumar
et al, 2008). Optimizasyon c¢aligmalarinda gerek zamandan gerekse maliyetten tasarruf
edilmesi, istenen sonuca etki eden kritik faktorlerin ve diizeylerin net olarak
goriilebilmesi ve sistemin kararliliginin saglamasi acisindan istatistiksel deney tasarim

yontemleri biiylik 6nem tagimaktadir (Celikdemir, 2012).

Yapilan bu tez calismasinda, Plackett Burman istatistiksel deney tasarim
yontemine gore minimum 11 faktor i¢in iki diizey denemesi yapilmistir. Elde edilen
deneysel veriler Desing Expert deney tasarimi Anova programi ile diizenlendiginde

spesifik olarak hangi faktdriin sonuca ne kadar katkisi oldugu ve hangi faktorlerin kritik,
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hangilerinin etkisinin zayif oldugunu ortaya konmustur. Klasik optimizasyon ¢ok fazla
deney gerektiren ve zaman alan bir siire¢ olmasina ragmen istatistiksel yontemlerle
yapilan optimizasyon c¢alismalar1 ise daha az ancak kritik deneylerle net ve spesifik
sonu¢ vermesi acisindan onem tasimaktadir. Cizelge 3.1°de verilen Plackett Burman
deney tasarim yontemi tarafindan Onerilen besiyeri iceriklerinin mikrobiyal pigment

tiretimi iizerine etkisini gdrmek amaciyla 6l¢iimler yapilmistir.

Elde edilen deney bulgularina gére hem C1 hem de C7 izolatlarindan mikrobiyal
pigment iiretimi tizerine en fazla etkinin inkiibasyon siiresi oldugu goézlenmistir. C1
izolat1 i¢in bu etki degerleri; %44,8 iken, C7 izolat1 i¢in %58,47 olmustur. C1 izolati
icin CH3COONa %24,9; FeSO,.7H,O0 %12,39; K,HPO, %6,16; KH,PO4 %5,08
oraninda etki ederken C7 izolati i¢in bu degerler NH4Cl %22,14; KH,PO,4 %8,87; maya
oziitli %3,39; MgS04.7H,0 %3,05; glikoz %1,92 olarak belirlenmistir (Sekil 4.1 ve
4.2). Zhou ve arkadaglari, Monascus anka ile yaptiklar1 ¢aligmada mikrobiyal pigment
tretimi i¢in en etkin besiyeri bilesenlerini NH4NO3;, KH,PO, ve pepton olarak
belirtmistir (Zhou et al, 2009). Sharmila ve arkadaslari, Monascus purpureus (MTCC
369) ile yaptiklari calismada mikrobiyal pigment iiretimi i¢in kullanilan besiyeri
bilesenlerinin etkinlik derecesini sirasiyla patates tozu, Ky;HPO4, 2ZnS04.7H-0,
monosodyum glutamat, MgSQO,.7H,0, KCI, KH,PO, olarak belirtmistir (Sharmila,
2012). Yu ve arkadaslar1, Aureobasidium pullulans ZSU 1001 ile yaptiklar1 ¢alismada
mikrobiyal pigment iiretimine etki eden besiyeri bilesenlerini sirasiyla maya oziiti,
(NH,)2S04, CaCl,, NaCl, K;HPO,4, MgSO4.7H,0 olarak belirtmistir (Yu et al, 2012).

Yapilan bu tez ¢alismasinda Plackett-Burman istatiksel deney tasarimi yontemi
ile besiyeri optimizasyonu sonrasinda C1 izolatindan pigment {iretimi i¢in ideal besiyeri
bilesimi 20,43g/L glikoz; 3,02g/L K;HPO4; 3,33g/L NH4CI; 3,48g/L KH,PO4; 2,049/L
MgS0,.7H,0; 0,38g/L MnSO4H,0; 0,0007g/L FeSO,.7H,0; 0,0048g/L CaCl,.2H,0;
1,91g/L maya 06ziitii; 0,51g/L sodyum asetat olarak belirlenmistir. Yapilan calismaya
gore, C7 izolatindan pigment tretimi ig¢in ideal besiyeri bilesimi, 3,629/L K;HPOj,.
3,49g/L KHyPO4; 1,060/L NH4CI; 0,999/L MnSO4H,0O; 2,71g/L MgS0..7H,0;
0,0005¢/L FeSO,4.7H,0; 0,01g/L CaCl,.2H,0; 1,17g/L maya oziitii; 1,72g/L sodyum
asetat ve 24,75g/L glikoz seklinde belirlenmistir. Zhou ve arkadaslar1 yaptiklari

istatiksel deney tasarimi sonrasinda optimum besiyeri bilesimini 10,3g/L pepton;
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11,99/L NH4NOg3; 4,7g/L KH,PO4; 12,0 g/L glikoz; 25g/L nisasta ve 0,1g/L CaCl,
olarak rapor etmislerdir (Zhou et al., 2009). Yu ve arkadaslar1 ise bu degerleri 50g/L
glikoz; 3g/L maya ozitii; 0,6g/L (NH4).SO4; 2¢g/L Ky;HPO,4 1g/L NaCl; 0,2g/L
MgSQ4.7H,0 olarak belirtmistir (Yu et al., 2012).

Elde edilen mikrobiyal pigmentin karakterizasyonu i¢in yapilan FTIR
sonuglarinda B-karoten ve kirmizi pigmentler ile eslesme goriilmemistir. Vaidyanathan
ve arkadaglar1 Serratia sakuensis ile yaptiklari ¢alismanin FTIR sonuglarinda kirmizi
biyorenklendiriciler i¢in parmak izi bolgesini 1456 ve 1728 cm™ olarak tanimlamuslardir
(Vaidyanathan et al, 2011). Zaibunnisa ve ark. B-karoten karakterizasyonu amaci ile
yaptiklar1 ¢aligmalarinda B-karoten i¢in temel pikin 1718 cm* oldugunu bildirmislerdir
(Zaibunnisa et al, 2011). Ahmad ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismalarda tanimladiklar
menekse rengi pigmentin FTIR sonuglarinda 1657 cm™ ve 1635 cm™ araliginda bulunan
pikleri temel pikler olarak tanimlamislardir. Tanimladiklar1 diger pigmentte ise kirmizi
pigmentler igin ana fonksiyonel gruplar olan pirol, metilen, alkalen ve alken gruplarini
FTIR sonuglart ile desteklemisleridir. Belirtilen ana bant araliklan C1 ve C7
izolatlarindan iretilen mikrobiyal pigmentin FTIR sonuglar1 ile Ortiismemektedir

(Ahmad et al, 2012).

Yapilan tez ¢aligmasi siiresince kullanilan izolatlarin identifikasyonu sonucunda
Cl1 izolatt Gram (+), basil bir tiir olup %100 oraninda Gordonia terrae strain M1-3’e,
C7 izolat1 ise Enterobacteriaceae ailesinden Gram (-), fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk
sekilli, sporsuz enterik bir bakteri cinsi olup Enterobacter ludwigii strain AB-188’¢

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Bitkiler, enterik bakteriler de dahil olmak t{izere mikroorganizmalarin biiyiik bir
cesitliligi ile etkilesime girer. Bu konukgu bitki ve mikroorganizma arasindaki iliski, her
ikisinin de 6zelliklerine bagl olarak, birlikte yasam, komensal yasam, simbiyotik ya da
parazitlik olarak sonuglanabilir. Enterobacteriaceae iiyeleri bazilar1 saprofit bazilar1 da
bitki ve hayvanlara parazit olarak bir¢ok ortama dagilmislardir. Bazi galismalar
Enterobacteriaceae’nin bitkilerle iliskili oldugunda bitki gelisimi {izerine olumlu etkileri
oldugunu gostermistir. Azot baglanmasi, bitki patojenlerinin bastirilmast ve 1-

aminosiklopropan karboksilik asit 1 (ACC), oksinler ve indol 3-asetik asit-(IAA) gibi
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biiyiime diizenleyici hormonlarin iiretimi yoluyla bitki biliylimesini iyilestirebilirler

(Yousaf et al, 2011).

Son yillarda kiiresel sanayilesme, cok sayida alandaki topragin organik ve
inorganik Kirleticilerle kuvvetli bir bigimde kirletilmesiyle sonuglanmistir. Alifatik
hidrokarbonlar (6rnegin dizel yakit ve motor yaglari) kirlenmis alanlarda bulunan
maddelerin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Hidrokarbon kirlenmis topraklarin
tedavisi i¢in bitkiler ve bunlarla iligkili mikroorganizmalarin kullanilmasi, uygun bir
temizleme teknigi olarak artan kabule ulagsmistir. Bir bitkisel aritma siirecinin
verimliligi esas olarak kirletici maddelerin enzimatik yikimi igin gerekli olan
degradasyon geni tasiyan bitki iligkili mikroorganizmalarin varligina ve aktivitesi

baghidir.

Dizelle kontamine olmus topraklardan Enterobacter ilgili suslar izole edildigine
dair bilgiler literatiirde mevcuttur. Ayrintili karakterizasyon ¢aligmalari ile izole edilen
suslarin birgogunun Enterobacter ludwigii oldugu ortaya ¢ikarilmigtir. Enterobacter
ludwigii’nin klinik olarak énemli oldugu bilinmekteydi, genellikle de klinik 6rneklerden
izole edilmekteydi. E.ludwigii, Enterobacteriacaec kompleksine aittir, bu tiir genellikle
hastane enfeksiyonlarindan izole edilmistir. Fakat gergek bir patojen veya ortakei
karaktere sahip olup olmadigi acik degildir. E. ludwigii’nin bitki biiylimesini tesvik
edici ve biyokontrol kapasitesi olan bir bitki-iligkili bakteri oldugu rapor edilmistir
(Yousaf et al, 2011).

Biyokiitlelerden tiretilen yakitlar ve kimyasallara olan ilginin artmas1 nedeniyle,
n-alkanlar1 asimile ederek onlar1 biyoteknolojik olarak olduk¢a onemli yakitlar ya da
kimyasallar haline getirebilen mikroorganizmalarla ilgili yapilan c¢alismalar artis
gostermektedir. Mikrobiyal kaynakli kimyasal maddelerin ve yakitlarin ekonomik
olmasi endiistriyel atiklar gibi ucuz karbon ve enerji kaynaklar1 gerektirir. Dizel veya
petrol atiklari, dizel Oziimseyen mikroorganizmalar igin karbon kaynagi olmasi
acisindan arastirilmaktadir. Bu sayede balmumu esterleri gibi biyoteknolojik ilgi
uyandiran metabolitleri {iretebiliriz. Dizel asimile eden mikroorganizmalarin biyolojik

stireclerdeki isleme basaris1 degisik n-alkan zincirlerini kullanabilmesine ve kimyasal
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sentez yetenegine baghidir. Rhodococcus ve Pseudomonas tiirlerinin de dahil oldugu
birgok organizmanmn dogrudan n-alkanlar1 aldigi ve degisik yollardan 6ziimsedigi
bilinmektedir. Bununla birlikte 6zellikle biyo-malzeme {iiretim baglaminda Gordonia
cinsi mikroorganizmalarin degradasyon ve n-alkan asimilasyon yetenegi ¢ok az
aragtirma konusu olmustur. Metabolik yetenekleri goz Oniine alindiginda Gordonia
ajoucoccus A2T’den, n-alkan igeren atiklardan ya da endiistriyel atiklardan yiiksek
degerde terpenoidlerin biyo lriinleri i¢in gereken karotenoidler veya balmumu esterleri
gibi metabolitleri {iretiminde yararlanilabilir (Kim et al, 2013). Simdiye kadar yaklagik
olarak 25 Gordonia tiirii tanimlanmigtir. Gordonia smifi tyeleri firsatgr bir insan
patojeni olmalarina ragmen, kirleticilere kars1 biyodegredasyon yapma oOzellikleri de
bulunmaktadir. Koloni renkleri bazi tiirlede sari, turuncu veya kirmizidir fakat geneli
beyaz renktedir. Sadece bir tiiriin, Gordonia jacobaea, karotenoidlerden temel olarak
kantaksantin ve ikincil olarak da astaksantin ve B-karoten igerdigi belirlenmistir.
Takaichi ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada Japonya’da bir i¢ denizden izole ettikleri
Gordonia terrae’de silika jel ve Cig kromatografi ve spektroskopik analizlerle

karotenoid tiirevi bir pigment tanimlamislardir (Takaichi et. al., 2011).

Sonug olarak; giderek artan bilingli tiiketici sayis1 ve biyoteknoloji alanindaki
gelismeler nedeni ile tiim diinyada “dogal” a olan ilgi artmis ve artmaya devam
edecektir. Tiiketicilerin bilingli bir sekilde sentetik iiriinleri arastirip, insan sagligi ve
cevre kirliligine olan tehdit nedeniyle kullanmay1 reddetmesi, iireticiler lizerinde ucuz
ve dogal kaynaklar arama baskis1 yaratmaktadir. Bu baglamda da basta gida sektorii

olmak tizere tekstil, boya, kozmetik, ilag gibi diger sektorler de dogala yonelmektedir.

Pigment maddeleri tiriiniin kendisini gosterebilmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir.
Tiiketici kullandigi {irtinii ilk Once dig goriiniisiine daha sonra da saglikli olup
olmamasina gore degerlendirmektedir. Bu nedenle de pigment maddeleri gida, tekstil

gibi sektorlerde biiyiik 6nem tagimaktadir.

Dogal pigmentler oOnceleri bitkilerden iiretilse de hava kosullarindan
etkilenmemesi, hizl1 ve kolay biiylimesi ile mikrobiyal pigmentler bitkisel pigmentlerin

yerini hizla almaya baslamistir. Onceleri insan saglhigina olan etkileri ve sentetik
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olanlara oranla daha pahali olmasi nedeni ile tercih sebebi olmayan mikrobiyal
pigmentlere olan ilgi, herhangi bir toksik ozellik tasimadiklar1 ortaya kondukca ve
gelisen Dbiyolojik siireglerde ucuz hammadde kullanimima baslanmasi sayesinde
fiyatlarinin sentetiklerle rekabet edebilecek duruma gelmesiyle artmistir. Mikrobiyal
pigmentlerin sadece hizli biiyime ve ortam sartlarindan etkilenmemesi disinda
kullanilan mikroorganizmalarin biiyiimesi ic¢in endiistriyel ve kimyasal atiklarin

kullanilabilmesi de ¢evre kirliligine olan katkisindan dolay1 ekstra bir avantajdir.

Diinya genelinde giin gectikce gelisen mikrobiyal biyoteknoloji, ilerleyen
zamanlarda artan ucuz hammadde ihtiyaci nedeni ile atiklarin kullanilabilir {iriinlere
donistiiriilmesini saglayarak c¢evre kirliliginin azaltilmasinda rol oynamaya devam
edecektir. Bu alanlarda kullanilabilecek yeni mikroorganizmalarin arastirilmasi nedeni
ile mikrobiyal cesitlilikte artis, birgok iiriinlin dogallastirilmasi i¢in gelistirilen biyolojik
stiregler, biyoteknoloji alaninda ilerleme ve daha saglikli iiriinler iiretilmesine Onciiliik

edecektir.

Yapilan bu tez ¢alismasi ile Enterik bakterilerden olan Enterobacter ludwigii’ nin
pigment lretici bir mikroorganizma oldugunun belirlenmesi ile literatiire yeni bir
pigment iiretici mikroorganizma daha eklenmistir. Ayn1 zamanda yapilan bu calisma
giin gectikce artacak olan dogal renklendirici ihtiyacina da bir ¢dziim niteligi

tagimaktadir.
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