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Pigmentler, farkli alanlarda kullanimi olan 6nemli bilesiklerdir. En genel kullanim
alanlart katki maddesi ve renk arttirict olarak tip, gida, hayvancilik, tekstil, kozmetik
endiistrisidir. Pigmentler; sentetik olarak da iiretilebilmelerine ragmen, genellikle dogal
pigmentler olarak tercih edilmektedir. Yiritilen yiiksek lisans tez ¢alismasi1 kapsaminda,
Haloferax alexandrinus’un pigment tiretim kosullarinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
kapsamda H. alexandrinus pigment {iretimi i¢in ideal tuz konsantrasyonu, sicaklik ve pH
kosullar belirlenmistir. H. alexandrinus ‘dan pigment ekstraksiyonu igin farkli ¢oziiciiler
kullanilmis ve en uygun ¢oOziicii aseton olarak bulunmustur. Pigment igeriginin
saflastirilmast  ve Dbelirlenebilmesi i¢in TLC, LC-MS/MS ve NMR teknikleri
kullanilmistir. Elde edilen karotenoid ekstraktinin antikanser 6zelliginin belirlenebilmesi

icin SH-SY5Y noroblastom hiicreleri iizerinde sitotoksik etkileri arastirilmistir.

Pigment iiretimi i¢in; en uygun besiyeri olarak %20’lik tuz igeren MGM-20 s1iv1
besiyeri secilmistir. Haloferax alexandrinus en yiiksek pigment iiretimi igin kiltiirel
parametreler incelendiginde; karanlik inkiibasyon, 120 rpm ¢alkalama hizi, 37°C sicaklik,
7 giinliik inkiibasyon ve baslangic pH degeri 8’in en uygun kosullar olduklar
belirlenmistir. Karotenoid ekstraktinin SH-SY5Y noéroblastom hiicreleri i¢in IC50 degeri
2 pug/ml olarak bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Haloferax alexandrinus, Pigment, Mgm-20, Sh-sy5y.



ABSTRACT

PIGMENT PRODUCTION FROM HALOPHILIC MICROORGANISMS AND CELL
CULTURE APPLICATIONS
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Supervisor: Dog. Dr. Volkan KILIC

Pigments are important compounds with use in different fields. The most common
usage areas are medicine, food, livestock, textile, cosmetics industry as additive and color
enhancer. Pigments; Although they can also be produced synthetically, they are generally
preferred as natural pigments. Within the scope of the master thesis study, it was aimed
to determine the pigment production conditions of Haloferax alexandrinus. In this
context, ideal salt concentration, temperature and pH conditions were determined for H.
alexandrinus pigment production. Different solvents were used for pigment extraction
from H. alexandrinus and acetone was found to be the most suitable solvent. TLC, LC-
MS/MS and NMR techniques were used for the purification and determination of the
pigment content. In order to determine the anticancer properties of the obtained
carotenoid extract, its cytotoxic effects on SH-SY5Y neuroblastoma cells were

investigated.

For pigment production; MGM-20 broth containing 20% salt was selected as the
most suitable medium. When cultural parameters were examined for the highest pigment
production in Haloferax alexandrinus; Dark incubation, 120 rpm shaking speed, 37°C
temperature, 7 day incubation and initial pH value of 8 were determined as the most
suitable conditions. The 1C50 value of the carotenoid extract for SH-SY5Y

neuroblastoma cells was found to be 2 pg/ml.

Keywords: Haloferax alexandrinus, Pigment, Mgm-20, Sh-sy5y.
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1. GIRIS

Ekstremofiller arasinda yer alan halofiller, hipersalin ortamlarda yasayan tuz seven
organizmalardir. Halofiller, deniz tuzlulugundan (0,6 M) tuzun doyma noktasina kadar
ulastigt (>5 M NaCl) ve tuz kristalleri ilizeri de dahil olmak {lizere cesitli tuz
konsantrasyonlar1 araliginda gelisebilirler. Archaea domainine ait iiyeler, yiiksek ya da
disiik sicaklik, yiiksek pH, asir1 tuzluluk gibi ekstrem c¢evrelerde yasayabilme
kabiliyetlerinden dolay1 hipersalin ortamlarda oldukga fazla bulunmaktadir. Farkli tuz
gereksinimlerine sahip olan tiirler genellikle tek bir cins veya aile iginde
simiflandirilmaktadir. En iyi ekstem halofiller, Archae domainindeki Halobacteriales
smifi igerisinde yer alan ve sadece halofilik {iyelerden olusan Halobacteriaceae
familyasinda bulunmaktadir. Diinya iizerinde halofiller; tuz golleri, tuzlu su kuyulari,
tuzlu batakliklarda, denizlerin derin bdlgelerinde, denizden tuz elde etmek icin
olusturulmus yapay tuzlalarda ve fermente balik soslar1 gibi ¢esitli gida iiriinlerinde
bulunmaktadir. Halofil mikroorganizmalardan elde edilen karotenoidlerin kirmizi-
turuncu renge sahip olmasi toksik etkisi bulunmayan, renkli, kokulu, yiiksek antioksidan
ozelliklerine sahiptirler. Hayvan yemleri, gida boyasi, meyveli igecek gibi pek ¢ok cesitli
tiretiminde renk verici 6zelligi kullanilmaktadir. Gilinlimiiz sanayisinde 6zellikle igecek
ve hayvan yemlerinde kullanilmas1 kirmizi rengine sahip olmasi ve dogal iirlin pazarinda

yer almasi tiiketimini arttirmaktadir [1].

Karotenoidler, gevremizin pek ¢ok yerinde yaygin bulunan dogal pigmentlerdir.
600'den fazla dogal karotenoid tanimlanmustir ve bilinen karotenoid yapilarinin sayisinin
su anda ¢cok daha fazla olmas1t muhtemeldir. Parlak renklerden (sar1, turuncu, kirmizi veya
mor) kolaylikla tespit edilirler. Karotenoidler, bakteriler, algler, mantarlar ve bitkiler
tarafindan biyosentezlenen, ancak onlar1 yiyeceklerinden elde etmesi gereken hayvanlar
tarafindan yapilmayan terpenoid bilesiklerdir. Karotenoidler bakteri, alg ve bitkilerin
fotosentetik zarlarinda iki temel biyolojik islevi yerine getirir: 151k enerjisi toplama ve

1siktan koruma 6zelliklerine sahiptirler [2].

Karotenoidler gida, ilag ve kozmetik endiistrilerinde renklendirici ve antioksidan
olarak kullanilabilen bilesiklerdir. insan saghgina fayda sagladiklari igin, mikrobiyal
olanlar da dahil olmak iizere dogal karotenoid kaynaklar1 bulmak i¢in biiyiik gayrette
bulunulmustur. Karotenoid verimini artirmak ic¢in kiltiir kosullarinin  uygun

optimizasyonu, mikroorganizmalar tarafindan karotenoid iiretiminin yiiksek maliyetini



diisiirmek i¢in kullanilan stratejilerinden biridir. Halofilik arkealar, kiiltiir kosullarina
gore karotenoid iiretebilir. Karotenoid, hiicre zar1 takviyesi gorevi gordiigi ve
mikroorganizmayl DNA'ya zararli ajanlara karst korudugu icin O6nemli biyolojik
fonksiyonlara sahiptir. Dahasi, halofilik arkelerden elde edilen karotenoid Oziitleri,
yiiksek antioksidan kapasitesi gostermistir. Karotenoidin gida sanayisi disinda, ilag ve
yem sanayilerinde de renklendirici olarak kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Halofil
mikroorganizmalardan ¢ikarttigimiz ve dogal kirmizi-turuncu renk bulunduran
karotenoidin liretim miktar1 ilgi uyandirmaktadir. Antioksidan 6zellikten dolay1 serbest
radikallere kars1 etki ederek farmasotik olarak kullanim alanina da sahip olmaktadir.
Karotenoidin genis yelpazede sahip oldugu kullanim alanlar1 6zellikle yakin giiniimiizde

15-20 senedir pozitif yonde kullanimi ilerlemektedir [2-3].

Karotenoid pigmentlerinin énemli iglevlerinden baslica A vitamininin temel bir
besin maddesi olarak saglik kismi1 goz oniine alindiginda klinik 6nemi giderek daha agik
hale gelmektedir. A vitamini aktivitesine sahip oldugu karotenoidler renkli meyve ve
sebzelerde bulunmaktadir. Mevcut tibbi arastirmalarin ana karotenoidleri arasinda
karotenler, likopen, lutein ve zeaksantin bulunur ve bu pigmentlerin ¢esitli kanser, kalp-
damar rahatsizliklarina ve yasa bagli olusmakta olan goz rahatsizliklarina iyi geldigi ve
bagisikligimizi arttirdigr arastirmalar sonucunda gosterilmektedir. Karotenoidler,
sebzeler aleminde yaygin olarak bulunur ve insanlar da dahil olmak {izere sebze tiiketen
hayvanlar tarafindan kolaylikla biriktirilir. Karotenoidlerin oksidatif pargalanmasi
oksijen, sicaklik, 151k ve su aktivite etkileri sonucu meydana gelebilmektedir. Burada
okside olan konjuge cift baglarin kirilim1 sonucu ¢ift baglarin zayiflamasina ve zayiflayan
cift baglarin renk yogunlugu miktarmin azalmasina neden olan oksijen faktorii
goriilebilmektedir. Ayrica pigmentin gelisiminde 151k faktoriinlinde g6z Oniine
alindiginda metabolizmay1 olumsuz yonde etkileyerek karotenoid fonksiyonunun

yapisinit degistirmektedir [3-4].

Ortam kosullarinda bulunan nem faktérii de karotenoidlerin yapisal
fonksiyonlarinin uygunlugunu muhafaza ederek O©nemli bir rol {stlenmektedir.
Karotenoidlerin (%10- %14) degerlerinde artan nem kosullarinda par¢alanma biriminin
azaldig1 fakat (<% 8) degerlerinde diisiik nem kosullarinda par¢alanmasinin yiikseldigi
goriilmektedir. Ortam kosullarinda bulunan nem degerlerinin serbest radikaller tizerinde

dolayli yonden etkisi bulunmakta serbest radikal degerlerini diistirmekte ve



karotenoidlerin yapisal fonksiyonlarinda meydana gelebilecek olas1 oksidasyonun 6niine

gecebilecegi veya yavaglatabilecegi belirlenmistir [5].

Gilinlimiizde karotenoidin ekstraksiyonunda ve saflastirilmasinda temel sorun,
verimin ve safligin diisiik olmasi olarak goriilmektedir. Ayrica ¢ok az halobakteri susu
yiiksek verimde karotenoid iiretebildigi icin, karotenoidin {iretiminde temel
mikroorganizma olan ve bir halobakteri tiirii olan Haloferax alexandrinus’a alternatif
mikroorganizma tespiti arastiricilar1 yeni ve verimli sus elde etmeye yonelmektedir.
Yapilan c¢aligmalarda karotenoidin saflastirilmast igin ¢esitli yontemler gelistirilmis

bulunmaktadir [3-4].

Karotenoidler, insan diyetinde meyve ve sebzelerin mikro bilesenleri olarak
bulunan renkli tonlara sahip (sari, turuncu ve kirmizi) bitki pigmentlerinden olugmaktadir.
Karotenoid iceren besinleri tiiketen insanlar, olugabilecek saglik sorunlarmni da hafif
diizeylere indirebilmektedir. 1980'den itibaren hem epidemiyolojik hem de deneysel
caligmalardan elde edilen calismalarin sonuglarinda provitamin A aktivitesine sahip
yaygin gida karotenoidlerinin kanserinin baslamasint Onleyebilecegi {izerindeki

caligsmalar yapilmistir [6].

Bu ¢alismada; Haloferax alexandrinus'un alternatif tiretim ortamlarinda pigment
artisin1 arastirmak i¢in uygulanan gesitli parametreler sonucu pigmenti saflastirilip SH-
SY5Y noéroblastom hiicreleri {izerinde sitotoksik etkileri arastirilmistir. Haloferax
alexandrinus'un pigment tretimleri farkli besiyeri ortamlarinda karsilagtirildi.
Inkiibasyon ortaminda iiretimin miktarmm yiikseltmek amaciyla bazi parametre degerleri
degistirilerek aydinlik ve karanlik kosullarda farkli ph, sicaklik ve inkiibasyon zamanlar
kullanilarak mikroorganizma igin en uygun parametreler degerlendirilip gelecek

calismalar i¢in pozitif olabilecegi bulgusu degerlendirilmistir [7].

1.1. Pigment Nedir?
Biyoloji dilindeki terminolojide pigment kelimesinin hiicre graniillerinde olusan ve
dokularin i¢inde depolanan hayvan ve bitkilerde yaygin olarak bulunan bir renk maddesi

oldugunu sdyleyebiliriz. Biitiin dogal ve yapay katmanlara “pigment” adi verilir.



Latince kokene sahip pigment kelimesi renkli cisimleri belirtmek amaciyla
kullanilmistir. Isigin meydana getirdigi enerji dagilmasiyla kirilir ya da yansir ve ortaya

¢ikan bu enerjinin beyin organimizda algilanmasiyla renk algis1 olusmaktadir.

Pigmentin tanecik biiytikliigii azaldik¢a pigmentin; rengi kisa dalga boyuna dogru
kayar. Renk siddeti artar. Saydamlig: artar, ortiiciiliigii azalir. Renklerin igindeki tiim
asamalarda 1siklarin etkisi vardir. Pigmentlerle 1siklar arasinda da baglant1 vardir (Sekil
1.1.)’de gosterilmistir. Ostwald diyagraminda yer alan birbirlerini tamamlayan renkler
(Tablo 1.1.)’de gosterilmistir. Glines 15181, canlilardaki renkler veya pigmentler i¢in
gereklidir [8].

[m] 350 400 450 500 550 600 650 700 70

Sekil 1.1. Renklerin, dalga boyu eksenindeki diziligleri [112]

Pigment molekiillerinde belli bir enerji s6z konusudur. Kimyasal molekiillerden
olusan bir pigmentin temel tanecik biiyiikliigliniin degismesi de bircok pigment 6zelligini

etkiler.

Tablo 1.1. Ostwald diyagraminda yer alan birbirlerini tamamlayan komplementer renkler [10]

Dalga boyu aralig Absorblanan renk Yansiyan renk
400-435 Mor Yesil-Sari
435-480 Mavi Sart
480-490 Mavi-Yesil Turuncu
490-500 Yesil-Mavi Kurmizi
500-560 Yesil Kirmizi-Mavi
560-580 Yesil-Sart Mor
580-595 Sari Mavi
595-605 Turuncu Mavi-Yesil
605-700 Kirmizi Yesil-Mavi




Pigmentler amorf ve belli kristal yapida olabilir. Uretim parametreleri bazi
molekiillerde kristal bozukluklarina veya birden fazla kristal orgiiniin ortaya ¢ikmasina
yol agabilir. Bunun sonucu olarak da pigmentte renk degisiklikleri ve parlaklik degisimi
ortaya ¢ikabilir. Pigmentlerin renk 0&zelliklerini, 6ncelikle pigment molekiiliiniin
kimyasal yapisinda yer alan renk verici gruplar (kromofor gruplar) ve yardimci renk

gruplar1 (oksokrom gruplar) belirlemektedir [8].

Milat’tan 6nce 1900-2600 yillar1 arasinda Indus vadisi uygarlik donemlerinde
elbiselerin iplik ve bez kisimlarinin boyanmasinda rol oynamis kok boyasinin izleri
kullanilmistir. Boyalarin donemler arasinda ¢ogu yerde kullanilmakta oldugu bilinmekte
ve boyama sanatinin ¢ok dncelerden beri kullanildig1 gergegini goz 6niine koymaktadir.
Boyalar Avrupa’da degisik donemlerde 6zellikle Bronz ¢agi boyunca kullanilmistir. 2600
yilinda dogal boyalarin ilk kullanim1 Cin’de goriilmiis ve kayit altina alinmistir [9].
Pigmentler tiim canli maddelerde bulunur ve c¢ekici renkler saglar ve organizmalarin
gelisiminde temel roller oynar. Cogu hayvan gibi insan da ¢evresiyle renk yoluyla temas
eder ve renk ozelliklerine gore nesneler kabul eder veya etmez. Pigment aslinda gozdeki
0zel pigmentlerin bir tepkimesidir. Pigment, gelen 1s181n dalga boyunu beyinden yayilan
elektrik sinyallerine ¢evirerek beyne iletir. Beyin de rengi algilar. Cevremizdeki goriiniir
15181 sahip oldugu enerji seviyesinde, canlilarin ciltlerinde, derilerinde, tiiylerinde,
kiirklerinde, pullarinda veya ylizeylerinde kiigiik pigmentlere sahip oldugunu goriiriiz.
Ihtiyaglar1 olan renklere gelen ve goriiniir 15181 iginde olan dalga boylari bu pigmentleri

gecirerek canlilarin iizerinde renklerin olusumunu saglar [10].

18.ylizyilda ticaret yollarinin agilmasi, teknoloji ve bilimdekilerle gelistiginde,
daha fazla deneye izin verdi. 1704'te Almanya renk Johann Jacob Diesbach,
laboratuvarindan Prus mavisini yaratti. Bu, kimyasal olarak sentezlenen ilk renk oldu. 19.
ylizyilda yeni pigmentlerin patlamasi, metal borunun icadi ve demiryollarinin gelisi bu
hareketi hizlandirmak i¢in bir araya geldi. Tasinabilir, sabit tiiplerdeki parlak yeni renkler
ve iilke ¢apinda kolay bir seyahat yontemi, diinyanin en giizel tablolarindan bazilarinin
ortaya ¢ikmasina yardime1 oldu. Giiniimiizde modern teknolojiye ragmen, eski ¢aglardan
bugiine insanlarin 6zellikle magara sanatgilar1 tarafindan kullanilan dogal pigmentler,
organik bilesiklerin bir karigimi olmaya devam ediyor. Ticari agidan daha fazla tercih
edilerek kullanimi yayginlaginca dogal lifler, kiirk ve deri gibi farkli amaglar dahilinde

kullanildi. 1856 yilinda Perkin tarafindan daha ucuz, kullanish sentetik pigmentlerde



ortaya ¢cikmustir. Sentetik pigmentler ise kagit, tekstil, pillerde ve sa¢ renklendiricilerinde
kullanilmaya baslanmistir [11].

Pigmentler, farkli endiistrilerde kullanilan (gida, hayvancilik, boya) endiistrisinde
onemli bilesiklerdir. Sentetik olarak da iiretilebilseler de genel olarak dogal pigmentler
tercih edilmektedir. Pigmentler, 15181 emebilen ve belirli bir rengin gosterilmesinden
sorumlu olan bilesiklerdir. Cesitli canlilar tarafindan dogal pigment kaynagin1 meydana
getirirler. Bocekler, bitkiler, mikroplar dogal pigmentlerin kaynagidir. Bununla birlikte
mikroorganizmalar, stabilitesi, mevcudiyeti, liretkenligi, kolay sonraki isleme siireci ve
verimi nedeniyle pigment iiretiminde muazzam bir potansiyele sahiptir. Mikrobiyal
pigmentler, sadece gida, plastik, tekstil, boya, baski ve kagit gibi endiistrilerde
renklendirici olarak kullanilmalar1 nedeniyle degil, ayn1 zamanda antimikrobiyal,
antioksidan, antikanser ve gesitli biyolojik 6zelliklere sahip olmalar1 nedeniyle mevcut

arastirmalarda daha fazla ilgi kazanmustir [12].

1.2. Pigmentlerin Siniflandirilmasi

Pigmentler siniflandirma yapilirken farkli 6zellikleri dikkate alinarak yapilmistir.
Bir gida maddesinin renginin giizel goériiniimlii ve géze hos gelen bazi estetiksel olarak
goriinimlii ve tazeligini ve giivenligini gostermesi agisindan 6nemlidir. Dogal
kaynaklardan tretilen pigmentlerin renklendirilme calismalarinda son yillarda diinya
capinda ilgi gormekte ve Onem kazanmaktadir. Bu pigmentler, istenmeyen pazar
nedeniyle sentetik olanlarin yerine dogal bir gida boyasi olarak giivenli kullanimlar i¢in
aranmaktadir. Besin ve lezzet acisindan zengin bir besin oOgesi olmasi tliketimini
artirmaktadir. Dogal bilesiklerin sagliga olumlu faydalarinin bilinmesi nedeniyle bu tiir
bilesiklerin dogal kaynaklarina olan talep her gecen giin artmaktadir. Bu nedenle
renklendiricilerin gida endiistrisinde kullanim1  ¢esitli dogal kaynaklarin1 ve
potansiyellerini arastirmakla miimkiindiir. Bir¢ok dogal renk mevcut olmasina ragmen,
mikrobiyal renklendiriciler, iiretimi ve kolay akis silireci nedeniyle gida renklendirme
maddesi olarak 6nemli bir rol oynamaktadir. Dogal gida renklendiricilerinin mikrobiyal
fermantasyon yoluyla endiistriyel iiretimi, daha ucuz iiretim, daha kolay ekstraksiyon gibi

tyilestirme yoluyla daha yiiksek verim elde edilmektedir [13].



1.2.1. inorganik pigmentler

Inorganik pigmentler karbon zincirlerine ve halkalarina dayali degildir. Bunun
yerine kuru Ogitiilmis minerallerden, genellikle metallerden ve metalik tuzlardan
olusurlar. Bilesimleri nedeniyle, inorganik pigmentler genellikle organik pigmentlerden
daha opak ve daha ¢6ziinmezdir. Genel olarak, inorganik pigmentler endiistride en yaygin
olarak kullanilanlardir ve 151k hasliklar1 ve diisiik maliyetleri nedeniyle tercih edilirler.
Inorganik pigmentler, endiistride cesitli nedenlerle popiiler bir secim olma egilimindedir,
ancak dezavantajlar1 vardir. Inorganik pigmentler genellikle metal oksitler ve/veya
sentetik Kimyasallardir, bunlarin bazilar1 bilesim olarak ¢ok basittir ancak boya ve
kaplamalarda genis kullanim alani bulur. inorganik pigmentlerin bir avantaji, 1513a maruz
kaldiklarinda solmaya kars1 miikemmel direncleridir. Ayrica acik havaya ve 1stya maruz
kaldiklarinda solmaya kars1 daha direncli olma egilimindedirler. Inorganik pigmentler,
ozellikle endiistriyel uygulamalar i¢in ihtiya¢ duyulan biiyiik miktarlarda, daha ucuza

tiretilebilir [14].

1.2.2. Sentetik pigmentler

Gida renklendiricileri veya renk katki maddeleri olarak da bilinen sentetik
pigmentler, giday1 tiiketicinin goziine daha cekici kilan ve gida veya igecege eklendiginde
dogal renk degisimlerini telafi eden herhangi bir boya, pigment veya maddedir. Sivilar
tozlar, jeller ve macunlardan olusan bir¢ok formda gelirler. Sentetik pigmentlerde farkl

tiretim ve kosullarda kullanilmaktadir [16].

1.2.3. Dogal pigmentler

Organik pigmentler karbon zincirlerine ve halkalara dayanir. Bazilar stabilizator
olarak inorganik elementler icerirken, organik pigmentler dncelikle bu faktor tarafindan
tanimlanir. Bu giiclii karbon zincirleri onlar1 olduk¢a kararli hale getirir. Karbon bazli
pigmentler hayvanlardan, sebzelerden veya sentetik organik kimyadan elde edilir.
Geleneksel pigmentler tipik olarak flora ve fauna kullanilarak olusturulurken, modern
pigmentlerin ¢ogu sentetik organik kimya ile olusturulur. Sentetik organik pigmentler en
yaygin olarak komiir katran1 ve diger petrokimyasallar dahil olmak {izere aromatik

hidrokarbonlardan tiiretilir [15].



Organik pigmentler, parlak, zengin renkler ile karakterize edilir. Seffafliklarina
ragmen genellikle giiclii renk tonu giicii saglarlar. Organik pigmentlerin, 6zellikle sentetik
organik pigmentlerin lretilmesi daha pahali olma egilimindedir. Sentetik pigmentler
iiretmek i¢in ¢ok fazla kimyasal islem gerektirir ve bu da hacim olarak maliyeti artirir.
Birgok farkli organik pigment ¢esidi vardir, ancak ¢cogu 1s18a maruz kaldiginda zayif bir
sekilde tutunma egilimindedir. Bazilar1 1518a ve 1siya maruz kalmaya iyi dayanabilirken

¢ogu zamanla bozulmaya ugramaktadir [15].

1.2.3.1. Bitki pigmentler

Bitkiler, gordiiglimiiz ¢esitli renkleri ortaya ¢ikaran bircok pigment icerir. Cigekler
ve meyveler, 15181 emen ¢ok sayida organik molekiil i¢erir. Yapraklar, govdeler ve kokler
de cesitli pigmentler icerir. Bu tiir pigment molekiilleri arasinda antosiyaninler
flavanoidler, flavinler, kinonlar ve sitokromlar sayilabilir. Ancak bunlarin higbiri
fotosentetik pigment olarak kabul edilmemelidir. Fotosentetik pigmentler, gilines
1s181indan gelen enerjiyi absorbe etme ve fotosentetik aparat i¢in kullanilabilir hale

getirme yetenegine sahip olan pigmentlerdir [17].

1.2.3.2. Hayvansal pigmentler

Hemen hemen tiim bitkiler kendi pigmentlerini sentezler; hayvanlar ya bitki
besinlerinden pigment elde ederler ya da bunlar1 kendileri sentezlerler. Baglica hayvan
pigmentleri, kan hemoglobininin hemleri (kirmizi), karotenler, melaninler (siyah ve
kahverengi) ve guanindir (beyaz ve yanardoner). Son ii¢ii, cogu hayvanin yiizey rengini
tiretir. Pigmentler sadece dis renklenme saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda bazi 6nemli
fizyolojik siireclerde de islev goriir. Goziin retinasinda pigment hiicreleri (cubuklar ve
koniler) giren 15181 ayarlar veya diizenler. Diger islevleri arasinda karoten, vitaminlerin
ve klorofilin sentezinde calisir. Klorofil bitki fotosentezi igin gereklidir. Kandaki
hemoglobin, solunum i¢in oksijen tasir. Klorofil ve hemoglobin, her ikisi de pirol pigment
grubuna ait olan yapisal olarak olduk¢a benzerdir. Hayvanlar aleminde boya sentezleme
yetenegi bitkilerdekinden daha az gelismistir. Ancak, 6zellikle kuslarda ve boceklerde,
pigment renk yelpazesini tamamlayan yapisal renkler vardir. Hemen hemen tiim

hayvanlar melanin sentezleyebilir. Memelilerin kiirkleri, kuslarin tiiyleri, birgok bocegin



dis iskeletleri ve kelebek kanatlarindaki siyah alanlar melanin ile renklendirilir. Bocekler
arasinda kelebekler renkleri nedeniyle dikkat ¢ekicidir. Kanatlardaki pullardaki boyalar
veya pigmentler ile siyah, kahverengi, kirmizi, turuncu ve sar iiretilebilir. Kelebek
kanatlarindaki mavi ve yesil hemen her zaman lekesiz olusan yapisal renklerdir.
Hayvanlarin  karotenoidleri genellikle bitkisel gida karotenoidlerinin  doniisiim
tiriinleridir. Pek ¢ok kus tiiyliniin (flamingolar gibi) ve ugur bocegi kabugu, Colorado

bocegi ve diger birgok bocegin saridan kirmiziya renginden sorumludurlar [21].

1.2.4. Mikrobiyal Pigmentler

Mikroorganizmalar, halihazirda karotenoidler ve antosiyaninler gibi endiistriyel
olarak faydali dogal renklendiriciler iiretmektedir. Mikrobiyal gida renklendiricileri,
nispeten diisiik maliyetlerle Olgekte Tiretilebilir. Cesitlendirilmis renklendirme
ozelliklerinin seri iiretimi i¢in bakteri pigmentlerinin potansiyeli ilk dnce ileriye dontiktii
ve simdi hem arastirmacilarin hem de endiistrilerin kayda deger 6nemini ve dikkatini
cekiyor. Literatiir, mikroplardan iiretilen dogal renklendiricilerin gida ve ilag irlinlerinde
basariyla uygulandigini ortaya koymaktadir. Bakteriyel pigmentler, gida renklendiricileri
olarak hizmet etmenin yani sira, bilyiik ekonomik potansiyele sahip anti-mikrobiyal, anti-
kanser, antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-alerjik 6zellikler gibi ¢esitli farmakolojik
aktivitelere sahiptir ve bitkisel kaynaklara kiyasla bakteri kaynaklarindan her mevsim
kolay ve ucuz dogal renklendirici tiretimi i¢in genis bir kapsam vardir. Mikroorganizma
ve mikroalg {lreten pigmentler dogada olduk¢a yaygindir. Mikroorganizmalar,
bulunabilirlik acisindan bitkilere gore avantajlar1 nedeniyle pigment iiretimi igin

potansiyel bir kaynak olarak bilinirler [22].

1.2.4.1. Bakteriyel pigmentler

Cevre dostu ve toksik olmayan bakteriyel pigmentler, gida, ilag, tekstil ve
kozmetikte yavas yavas sentetik renklendiricilerin yerini almaktadir. Bakteriyel
pigmentler, ¢cok sayida uygulamada kullanilan mevcut renk paletini biiyiitebilir.
Bakteriyel pigmentler glivenli kabul edilir ve insan sagligina fayda saglayacak ve
ekosistemi kurtaracak dogal renklendiriciler olarak kullanilabilir. Bakteriler arasinda

pigment iiretimi oldukc¢a degiskendir, ancak genellikle Actinobacteria'da bulunur [23].



1.2.4.2. Fungal pigmentler

Funguslarin sekonder metabolitleri kisminda bulunan pigmentler ticari pazar olarak
yer almaktadir. Mantarlarin dogal pigmentlerin iyi ve kolayca bulunabilen bir alternatif
kaynagi oldugu gosterilmistir. Mantarlar, mevsimden bagimsiz pigment iiretimi, ucuz bir
kiiltiir ortaminda kolay ve hizli biiyiime, farkli renk tonlarina sahip pigmentlerin tiretimi
ve daha kararli, ¢oziinlir pigmentler ve kolay isleme gibi bitkilere gore cok biiyiik
avantajlara sahiptir. Mantar kolonileri tarafindan tiretilen pigmentler, 19. yiizyildan beri
mikologlar arasinda ilgi uyandirmistir ve gida siifi pigmentlerin iiretimi i¢in bir
mikrobiyal rezerv olarak kabul edilebilir. Mantarlarin, melaninler, antrakinonlar,
hidroksiantrakinonlar, azafilonlar, karotenoidler, oksopolien, kinonlar ve naftokinon gibi

cesitli siniflardan metabolitleri igeren ¢ok ¢esitli pigmentler {irettigi bilinmektedir [24].

1.3. Mikroorganizmalardan Pigment Uretimi

Son yillarda dogal firlinlere yonelik giiclii tiiketici talebi nedeniyle, sentetik
renklendiricilerin dogal pigmentlerle degistirilmesine yonelik artan bir egilim olmustur.
Dogal pigmentler ve sentetik boyalar, gida {iretimi, tekstil endiistrileri, kagit liretimi,
tarimsal uygulamalar ve arastirmalar, su bilimi ve teknolojisi gibi giinliik yasamin ¢esitli
alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogal pigmentler sadece tiriinlerin pazarlana
bilirligini artirma kapasitesine sahip olmakla kalmaz ayni zamanda antioksidanlar ve
antikanser ajanlar olarak avantajli biyolojik aktiviteler sergilerler. Sentetik pigmentler ise
onemli 6l¢iide cevre kirliligine ve olumsuz toksikolojik yan etkilere neden olmaktadir.
Bu nedenle, gida siifi renklendiricilerin ¢esitli dogal kaynaklarini ve bunlari kullanim
potansiyellerini aragtirmak esastir. Islenmis gidalarda mikrobiyal pigmentlerin kullanimu,
bliyiik ekonomik potansiyele sahip umut vaat eden bir alandir. Bununla birlikte,
mikrobiyal pigmentler, yiiksek maliyet, daha diisiik stabilite ve pH'daki degisikliklerden
dolay1 renk tonlarindaki degisiklik nedeniyle daha genis imkanlar sunmaktadir [12].

Mikroorganizmalarin yiiksek hizda lireme kapasiteleri olmas1 nedeniyle, cesitli
ekstaksiyon ve yontemler ile diisiik ekonomik firsat oldugundan gii¢lii bir kaynak model
tizerinden kullanimlar1 6nemli derecede onem sarf etmektedir. Mikrobiyal kaynakli
pigmentlerin giiniimiizde ¢ok fazla degerlendigi goriilmektedir. Literatiirde bulunan

calismalar arasinda pigment lretiminin mikroorganizmalardaki {iriin eldesi gz Oniine
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alindiginda biyolojik kaynaklar icerisinde yer alan 6nemine gore biiyiik potansiyel olarak

kullanimi artmaktadir [25].

Dogal olarak olusan mikrobiyal pigmentlerden bazilari;

1.3.1. Karotenoidler

Karotenoidler, esas olarak bitkilerde iiretilen biyoaktif bilesiklerdir ve dnemlidir.
Karotenoidler, bitkiler, algler ve fotosentetik mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen,
dogal olarak olusan yagda ¢oziinen pigmentlerin bir ailesidir. Karotenoidlerin genel yap1
modeli bes karbonlu olmast ve sekiz izoprenoid modiiliiniin (Sekil 1.2.)’de birbiri ardina
dizilmesi ile olugsan 40 karbonlu bir merkezi iskelet yapisindan meydana gelmektedir.
Karoten gruplarina (6rnegin, -karoten likopen) ait 700'den fazla karotenoid ve bunlarin
hidroksillenmis tiirevleri iceren ksantofiller (6rnegin, lutein, zeaksantin , astaksantin)
gosterilmektedir. Karotenoidler, steroidler ve giberellik asit gibi ¢esitli diger onemli dogal
maddelerle birlikte genel izoprenoid biyosentetik yoldan tiiretilir. Tiim izopren tiirevlerini
sentezlemek i¢in gereken baslangi¢ {iriinii, fosforilasyon iizerine fosforile edilmis bir
izoprene doniistliriilen mevalonik asittir; bu izopren daha sonra polimerlesir.

Polimerizasyon sirasinda ¢ift baglarin sayisi1 ve konumu sabitlenir [26].

CHs

Sekil 1.2. Karotenoidlerin poliizoprenoid yapisi [26]

Karotenoidler, mikroorganizmalarda ve bitkilerde bulunan dogal pigmentlerdir.
Polar olmayan karotenoidler olarak karotenler (3-karoten, a-karoten ve likopen) ve polar
karotenoidler olarak ksantofiller (astaksantin, lutein, B-kriptoksantin ve zeaksantin) dahil
olmak tizere iki ana karotenoid grubu vardir. Karotenoidler ayrica provitamin A (B-
karoten, B-kriptoksantin ve o-karoten) ve provitamin olmayan A (likopen, lutein,

astaksantin ve zeaksantin) olarak smiflandirilir. Dogada cesitli islevlere sahip 600
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karotenoid bulunmustur, bununla birlikte insan diyetinde sadece yaklasik 50 karotenoid

vardir [5-6].

Sigir siitiinde ana karotenoid P-karotendir ve somon baligi ve kabuklularda
astaksantin (AST) ve kantaksantin 6nemli karotenoidlerdir. Karotenoidlerin ¢ogu, C40
hidrokarbonlara sahip tetraterpenoidlerdir. Karotenoidler, uzun konjuge zincirli, birkag
cift bagli ve merkezi ¢ift baglarinda simetrili bir poliizoprenoid yapiya sahiptir. Biyolojik
uygulama agisindan karotenoidler, bazilar1 insan saglhiginda 6nemli bir rol oynayan
antiinflamatuar, antioksidan ve antiapoptotik gibi farkl fizyolojik fonksiyonlara sahiptir.
Karotenoidler, dogada en bol bulunan pigmentler olduklarindan, deniz kaynakli
karotenoidlerin yapisal olarak karasal ortamlarda bulunanlardan farkli olmasi nedeniyle
artan bir ilgi gérmiistiir. Gidalarda yaygin olarak bulunan bazi karotenoidlerin kimyasal

yapilart (Sekil 1.3.)’de goriilmektedir.

N N A AN N = ~
Likopen
= N . -

Lutem

Sekil 1.3. Gidalarda yaygin olarak bulunan bazi karotenoidlerin kimyasal yapilari [27]

Halofilik mikroorganizmalarda bakteriuberin, C50 karotenoidlerinin ana temsilcisi
olarak kabul edilir. Birka¢ kirmizims1 gida iiriinii, kirmizi1 Archaea ve bir¢ok bitkideki
sart ve kirmizi renklerden sorumlu bir grup ve yagda c¢oziinen bilesik olan
karotenoidlerin, cilt kanseri ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak {izere ¢esitli

kronik hastaliklarin 6nlenmesinde etkili oldugu gosterilmistir. Karotenoidler ayrica
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dogada genis bir dagilima sahiptir ve diyet antioksidanlar1 olarak uygulama i¢in 6nemli

bir potansiyele sahiptirler [27-28].

Dogal ortam kosullar i¢inde karotenoidlerin yapisal fonksiyonlarinin korunmasi
gereklidir. Hassasiyetleri yliksektir ve oksidasyona ugramamasi i¢in dikkat edilmektedir.
Karotenoidler gida uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiiksek derecede
doymamis yapilari, 6zellikle agir isleme ve depolama kosullar1 altinda oksidasyon ve
termal islemlerle bozulmaya karsi hassas olmalarini saglar. Termal bozunmanin bir
sonucu olarak karotenoid molekiiliiniin izomerizasyonu, oksidasyonu ve par¢alanmasi
meydana gelir. Isiya, 1518a ve oksijene karsi hassastir [52-59]. Karotenoidlerin ekstrakte
asamalarinda organik solvent karigimlar1 kullanilmasi lipofilik bilesikler oldugu icin
genellikle tercih sebebidir. Karotenoidlerin polaritesi, 6rnek matriksi ve tiirline bagl
olarak kullanilan solvent tiirii belirlenir. Karotenoid bilesiklerin igerigine bakilarak
¢oziicli solvent kullanim1 en uygun olaninin belirlenmesi ve su ile karisabilmesi pozitif

yonde kullanimi saglamaktadir [60].

Karotenoidlerin hassas yapilarindan kaynakli oksijen, 1s1 ve sicakliga karsi
duyarlilik toleransi yiiksektir. Ortamda bu faktorlere bagli dogrudan ya da dolayli sekilde
parg¢alanmalar meydana gelebilmektedir. Karotenoid yapimizin uygun optimal sartlarinda
muhafaza edilerek bozunmayi1 en aza indirmek Oncelikli amaglar dogrultusunda

olmaktadir [53-61].

Karotenoidlerin bulundugu ortam sartlarinda artan sicaklik deger parametresi
sonucu yapisal formlarinda degisikliklere doniiserek miktar ve renk yogunlugu olumsuz
yonde etkilenmektedir. Trans form yapisinin cis forma doniismesi bu ¢alismay1 optimal
sartlardan c¢ikarmaktadir. Aynm1 zamanda ortam sartlarinda artan sicaklifin karotenoid

pigment degerlerini 6nemli derecede eksilttigi belirlenmistir [62-63].

Karotenoidlerin yapilarini asit varligida farkli parametreler olusturarak olumsuz
derecede etkileyebilmekte ve izomerize olabilmektedir. Karotenoid yapilarmin alkali
ortamda uygun derecede muhafaza edilmesi saglanmali ve bazi nétralize bilesimler
eklenerek optimal degerlerini korumasi 6n plandadir ve bu sekilde yapilacak saflastirma

basamaklari giizel bir analiz sonucu elde etmemizi saglamaktadir [64].

Karotenoidler, ¢esitli c¢oziiclilerin karigim iginde uygulamasi sonucu ekstrakte

islemi gergeklestirilmis olur. Deneylerdeki ¢oziiciiler, numune matrisine ve ilgili
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karotenoidlerin nispi polaritesine baglhidir. Meyve ve sebzelerin yiliksek su igerigi
nedeniyle, 6rnegin tam penetrasyonu i¢in aseton ve tetrahidrofuran gibi suyla karigabilen
coOziiciilere ihtiya¢ vardir. Aseton, heksan, tetrahidrofuran, dikloroetan ve cesitli

¢oziciiler yardimiyla ekstraksiyon islemleri gerceklestirilir [50-51].

Ekstraksiyon ¢oziiciilerinin farkli karotenoidlerin ¢oziliniirliigii ve stabilitelerine
gore dikkate alimaktadir. Lutein gibi polar ksantofiller alkollerde daha fazla ¢6ziiniirken,
[B-karoten gibi polar olmayan karotenler hidrofobik ¢oziiciilerde daha fazla ¢Oziiniir.
Tetrahidrofuranin ¢ok ¢esitli karotenoidleri ¢oziindiirmek i¢in en iyi ¢oziici oldugu
gosterilmigtir, ancak peroksit olusturma egilimi nedeniyle, genellikle biitillenmis
hidroksitoluen (BHT) gibi antioksidanlarla birlikte kullanilir. Eterler ayrica,
aktiflestirilmis aliimina yoluyla ¢oziiclinlin filtrelenmesiyle giderilebilen peroksitler
olusturmaya da egilimlidir. Heksan ve daha polar aseton gibi ¢oziiclilerinde karigimlarda

karotenoidlerin ¢ikarilmasinda etkili olmaktadir [54-55].

Kromatografik yontemler, gida, kan ve doku Orneklerindeki karotenoidleri
ayirmak, tanimlamak ve miktarin1 belirlemek icin yaygin olarak kullaniimaktadir.
Analizden o©nce karotenoidler ilk olarak numune matrisinden ¢ikarilmalidir. Bu
bilesiklerin dogal kararsizlig1 nedeniyle, dogru analitik sonuglar saglamak i¢in bu adimin
izomerizasyon, oksidasyon ve bozunmay1 en aza indirmesi 6nemlidir. Karotenoidler
yuksek oranda konjuge olup, onlart 1s1, 151k, oksijen ve metal iyonlar1 tarafindan
bozulmaya kars1 hassas hale getirir. Ornegin, B-karoten, aerobik bir ortamda ultraviyole

ve goriiniir 151k altinda hizla bozunur [56-57].

Bu nedenle numuneler los veya kirmizi 11k altinda tutulmali, solvent gazla (azot,
argon veya helyum) buharlastirilmali ve —20 C' nin altindaki sicakliklarda karanlikta
saklanmalidir. Karotenoidler, ekstraktlarda genellikle gida veya biyolojik matrislere gore
daha az stabildir ve bu nedenle, bozulmay1 6nlemek i¢in numuneler ekstraksiyondan

hemen sonra analiz edilmelidir [58].

1.3.1.1. Beta-karoten
Haloferax alexandrinus susundan beta karoten iiretildigi bilinmektedir. Beta
karotenin igerdigi pigmentin renklendirici olarak kullanim1 Avrupa Birligi komisyonu

tarafindan kabul gérmiistiir. Beta-karoten kirmizi, turuncu ve sar1 renk pigmentlerinden
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olusur. Molekiiler yapisi (Sekll 1.4.)’te gésterilmektedir. Genellikle sebze ve mey velerde
bulunan yagda ¢6ziinen bir dogal pigmentdir.
\\ r-‘\j
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T,

Beta-karoten

Sekil 1.4. Beta-karoten molekiiler yapist [30]

Beta-karoten, viicutta eksik oldugunda A vitaminine doniistiiriiliir. Beta-karoten
hiicrelere zarar verebilecek aktif oksijen molekiillerinin etkisini engelleyen bir bilesik

olan bir antioksidandir [29].

1.3.1.2. Kantaksantin

Kantaksantin, ksantofil grubuna ait kirmizi-turuncu rengine sahip bir karotenoiddir.
Bu dogal olarak olusan pigment, bakteri, alg ve baz1 mantarlarda bulunur. Kantaksantin,
gida boyasi1 maddesi, fotokoruyucu, bronzlastirict bir madde ve cildi koyulastirmak i¢in
kullanilan bir pigment maddesi olarak kullanilir. Kantaksantin ayrica flamingo tiiylerinin,
koi sazan derisinin ve deniz kabugu gibi kabuklularin iizerinde etkisi goriilmektedir.

(Sekil 1.5.)’te molekiiler yapis1 goriilmektedir.

0o Kantaksantin

Sekil 1.5. Kantaksantin molekiiler yapisi [30]

Kantaksantin, kiimes hayvanlarinda (etlik pilicler, yumurta tavuklar1) yem katki
maddesi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Kantaksantin, toplam sentez yoluyla elde

edilebilir. Gidalarin kantaksantin aracili rengi, tiiketiciler i¢in 6nemli bir kalite kriteridir
[30].
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1.3.1.3. Lutein

Bir ksantofil bilesik olan lutein gérme organinin fizyolojik islevinden sorumludur.
Lutein doymamis polienik hidrokarbonlara aittir ve B-iyon halkalarinda 40 karbon atomlu
karbon zincirini ve 2 hidroksil grubunu olusturan 8 izopren kalintisindan olusur. Lutein’in
ana kaynaklari, yesil yaprakli sebzeler ve turuncu-sari meyve ve sebzeler, ornegin,
lahana, lahana, 1spanak veya avokado ve ayrica bitki beslemesinin bir sonucu olarak
yumurta sarist ve yumurta iriinleridir. Lutein molekiiler yapisim1 (Sekil 1.6.)’da
gosterilmistir. Insan viicudunda, lutein serbest radikallerle reaksiyona girer ve yasa bagl
makula dejenerasyonu ve katarakt gibi yasa bagli gérme bozuklugunun profilaksisinde

esastir [31].
OH

N N N

HO Lutein

Sekil 1.6. Lutein molekiiler yapisi [121]

1.3.1.4. Likopen

Likopen, karotenoid ailesindeki bir C40 izoprenoid bilesigidir. Anti-oksidatif ve
anti-kanser aktiviteleri nedeniyle likopen, besin takviyeleri, farmasotik ve kozmetik
irlinler i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Likopen iiretimi i¢in geleneksel yontemler,
bitkilerden dogrudan ekstraksiyon, kimyasal sentez ve mikrobiyal fermentasyonu igerir.
Bu yontemler arasinda likopenin mikrobiyal iiretimi daha ekonomik ve siirdiiriilebilirdir.
Son zamanlarda metabolik miihendislik tekniklerinin ve sentetik biyolojinin gelismesiyle

birlikte likopen pigmentininde asir1 tiretimi gerceklesmistir (Sekil 1.7.).

Likopen

Sekil 1.7. Likopen molekiiler yapisi [30]
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Halofilik arkeler, Archaea alanina aittir ve yiiksek tuz kosullarinda hayatta kalan
benzersiz mikroorganizmalardir. Birgok Haloarchaeal tiir; B-karoten, likopen, astaksantin
gibi karotenoid ailesinin bilesiklerini ve ayrica bakteriuberin ve baska tlirevlerini tiretme
yetenegine sahiptir. Ozellikle karotenoid iiretimi igin ¢esitli avantajlara sahiptirler.
Yiiksek tuz toleransi, steril olmayan kosullar altinda haloarchaea yetistirmeyi miimkiin
kilar ve boylece enerji maliyetini distiriir. Ek olarak, haloarchaea'dan karotenoid
ekstraksiyonu islemi, hiicre lizizi disik sodyum klorir (NaCl) durumunda
gerceklestiginden nispeten basittir. Sonug¢ olarak, Haloarchaea karotenoidler igin

alternatif bir tiretici olarak kabul edilir [32].

1.3.1.5. Astaksantin

Astaksantin pigmenti gida boyasi maddesi, kiimes hayvanlar1 endiistrisi ve su
iriinleri yetistiriciligi i¢in dogal yem katki maddesi olarak, 6zellikle somon, alabalik ve
karides kiiltiirinde yem takviyesi olarak kullanimina artan bir ilgi vardir. Astaksantin
molekiiler yapist (Sekil 1.8.)’de gosterilmektedir. Astaksantin'in kiiltiir balik¢iligt
endustrisinde kullanimi, pigmentasyon ve tiiketici ¢ekiciligi agisindan degil, ayni

zamanda yeterli bilylime ve iireme i¢in temel bir besin bileseni olarak 6énemlidir [33].

0 Astaksantin

Sekil 1.8. Astaksantin molekiiler yapisi [30]

Diinya pazarlarinin ¢ogunu kapsayan sentetik pigmente alternatif olarak
astaksantin'in dogal kaynaklariin (yosun, maya ve kabuklu yan tiriinleri) tanimlanmasi,
iiretimi ve kullanimi iizerinde de bircok calisma yapilmustir. Ustiin antioksidan
aktivitesiyle baglantili benzersiz bir yapiya sahip kirmizi-turuncu rengine sahip
karotenoid olarak astaksantin umut verici ve c¢ok hedefli bir kullanim alani

barindirmaktadir [34].
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Astaksantin iki karbonil grubuna, iki hidroksil grubuna ve on bir konjuge etilenik
cift baga sahiptir. Her iyonon halkas1 lizerindeki hidroksil ve keto parcalarinin varligi
esterlesme yetenegi ve diger karotenoidlerden daha yiiksek bir antioksidan aktivite ve
daha polar bir yap1 gibi benzersiz 6zelliklerinden bazilarini agiklar. Astaksantin, elektron
vererek onlar1 daha kararli iirlinlere doniistiirmek ic¢in serbest radikallerle reaksiyona
girerek ve c¢ok c¢esitli canli organizmalarda serbest radikal zincir reaksiyonunu

sonlandirarak gii¢lii bir antioksidan gorevi gorebilir [35].

1.3.1.6. Bakteriuberin

Bakteriuberin, birka¢ Halobacterium ve Haloarcula tiiriinde bulunan kirmizi-
turuncu renkli bir pigment olan bir C50 karotenoiddir. Bakteriuberin, on ii¢ konjuge
karbon-karbon iinitesi ve terminal uglardan kaynaklanan dort hidroksil grubu ile birincil
konjuge izoprenoid zincirinden olugan bir C50 karotenoiddir. Hiicre zarinin akiskanligin
artirir ve giiglii antioksidan 6zelliklerinden dolay1 hiicreleri ozmotik stresin yani sira
radyasyonun zararli etkilerinden korur [36]. C50 karotenoidleri, cogu fotosentetik
organizma tarafindan tretilen -karoten gibi C40 karotenoidlerinden daha yiiksek bir
antioksidan kapasite gosterir [89]. Bu 6zellik, bu karotenoidleri gida ve ilag endiistrileri
icin olduk¢a ilging kilan konjuge cift bag ciftlerinin sayisinin yiiksek olmasindan

kaynaklanmaktadir (Sekil 1.9) [90].

OH

/J; Bakteriuberin

Sekil 1.9. Bakteriuberin molekiiler yapist [96-97]

Bu pigmentin uygulamalari arasinda, antitiimoér ve antiviral olarak biyotiptaki
potansiyel kullanimlar1 6zellikle 6nemlidir. Ayrica, ultraviyole radyasyon (UVR) gibi
iyonlastirict radyasyona maruz kalma nedeniyle insan DNA ipliklerinde meydana gelen
hasar1 onarabildigi i¢in cilt kanserinin Onlenmesinde de potansiyel bir strateji

saglamaktadir [91].
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1.4. Dogal Pigmentlerin Kullanim Alanlar:

Pigmentlerin kullanim alanlar1 gok eski tarihlere dayanir. M.O. 2600’lii yillarda
Cin’de kullanimina denk gelinmistir. Pigmentlerin pek ¢ok farkli alanlarda kullanimi
bulunmaktadir. Hayvanlardan, bitkilerden veya mikroorganizmalar tarafindan dogal
kaynakli pigmentler iiretilmektedir. Parlak ve 1s1ltili renklerinden dolay1 kozmetik, tekstil,

gida ve boya endiistrisi gibi ¢ok genis kullanim alanina sahiptir (Sekil 1.10) [37].
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Sekil 1.10. Dogal pigmentlerin ¢esitli uygulamala alanlari [37]

1.4.1. Renklendirici olarak kullanimi

Astaksantin gibi gii¢lii A vitamini etkisi gosteren karotenoid grubunun, insan
beslenmesinde gili¢lii dneme sahiptir. Genel yapisinda su ve yag bazli;; dondurma,
margarin, peynir, ¢corba, bazi jelatin bazl tath gruplari, seker, yumurta aki gibi gidalarin
renklendirici olarak kullanilmasinda ekonomik ve teknik olarak kullanilmaktadir [38].
Renk kalitesini arttirmak amaciyla giinlimiizde gida boyalart pek ¢ok iirlinde
kullanilmaktadir. Gidalarin gesitli islemler sirasinda kaybolan rengi vermek, iirliniin sahip
oldugu rengi kuvvetlendirmek renksiz olan {iriinii renklendirmek gibi amaglarla
kullanilmaktadir. Giiniimiizde 6zellikle gida, igecek iriinleri endiistrisi kullaniminin
olduk¢a genis yelpaze i¢inde bulundugu goriilmektedir. Astaksantin; ilag, gida, yem
sanayilerinde karsinojen oldugu diisiiniilen sentetik pigmentlerin yerini alabilecegi

bildirilmistir. Bu dogrultuda Haloferax alexandrinus’dan iiretilen ve parlak kirmizi
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tonuna sahip renk yapisi astaksantin calisilmast adina pozitif yonelime gegis

saglamaktadir [38].

1.4.2. Gida katkisi ve fonksiyonel gida olarak kullanimi

Karotenoidlerin gida endiistrisi i¢in Onemi ayni zamanda insanlarin tiiketimi
dogrultusunda artmaktadir. Gida katki maddesinde kullanilacak olan karotenoidlerin bu
stire¢c igerisinde iyi muhafaza edilerek depolanmasi ve uygun sartlarda kullanimi
saglanmalidir. Karotenoidlerin gidalarin hazirlanma kosullarina duyarliliklar1 birbirinden
farklidir ve 1s1, sicaklik, nem gibi cesitli faktorlere maruz kalmasi sonucu belli kayiplar

olusabilecegi belirtilmektedir [39-40].

1.4.3. Nutrasoétik ve farmasotik olarak kullanimi

Dogada en yaygin yagda ¢oziinen bitki pigmentleri olan karotenoidler, insanda
peroksil radikallerinin ve singlet oksijenin temizlenmesinde 6énemli roller oynamaktadir.
Diyet karotenoidlerinin, belirli kanserler, kardiyovaskiiler hastaliklar ve g6z hastaliklar
dahil olmak iizere gesitli hastaliklarin 6nlenmesinde faydali oldugu diisiiniilmektedir.
Karotenoidlerin bu tiir biyoaktiviteleri nedeniyle, genellikle besin takviyelerinde, cilt
bakimi1 kozmetiklerinde ve farmasdtik tiriinlerin yani sira gidalar ve yemler i¢in dogal bir
renkte kullanilirlar. Ozellikle son yillarda nutrasétik ve farmasétik uygulamalar igin B-

karoten, likopen, astaksantin, lutein ve zeaksantin talepleri artmaktadir [41].

1.4.4. Hayvan yemlerinde koruyucu gida olarak kullanimi

Yem pigmentleri genellikle hayvan yeminin goriiniimiinii ve besleyici degerini
arttirmak i¢in kullanilir. Tiim yem pigmentleri arasinda karotenoidler en dnemli rolii
oynar ve yem pigmentleri pazarma da hakimdir. Hayvanlar karotenoidleri
sentezleyemezler ve bu bilesikler igin diyetlerine giivenirler. Yeme farkli bir renk vermek
olan birincil islevi disinda, bagisiklik ve iireme sistemlerini gii¢lendirerek ve
metabolizma seviyesini artirarak hayvana fayda saglar. Bu tiir yemler ayrica hayvanlara
kilo alim1 gibi yardimer faydalara da katkida bulunabilir. Karotenoidlerin ¢ok yiiksek
besinsel faydalar1 vardir ve genel bagisiklik durumunu belirlemeye yardimei olan beyaz

kan hiicrelerinin iiretimini uyarir. Alerjileri, cilt hastaliklarini, bagisiklik bozukluklarini
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gdz bozukluklarmi ve bir dereceye kadar hayvanlarda bulunan herhangi bir
kardiyovaskiiler hastaligi tedavi edebilen antioksidanlar olarak hareket ettikleri
bilinmektedir. Hayvan yemi endiistrisinde karotenoidlerin hayvanlar i¢in sagliga
faydalar1 konusunda artan bir farkindalik var ve bu da yem pigmentleri pazarmi

yonlendiriyor [42].

1.5. Haloferax Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Basil, kupa ve disk sekillerinden olusan haloferax tiirlerinin hiicre boyutu 1-3 X 2-
3 um’dir. Hareketsiz veya hareketlidirler. Anaerob kosullar altinda nitrat indirgenebilir.
Optimum tuz konsantrasyonu 1.5 M- 4.3 NaCl ortaminda gelisirler. Gelismeleri igin
sicaklik araligi 35-57 °C, olup optimum gelisme sicakligi 37 °C’dir. Gelismeleri i¢in pH
aralig1 5-8 arasidir. Optimum pH ise 7’°dir. Bu organizmalarin tirettikleri pigment renkleri
ozellikle kirmizi, turuncu, agik pembe, pembe’dir. Bu organizmalarin gelismeleri i¢in
Mg+2 ihtiyac1 0.01-0.04 M’dir. Izolasyon kaynaklar1 olarak yiiksek tuz iceren Israil,
Ispanya, Misir bolgeleri verilebilir. Birgok substrati karbon ve enerji kaynagi olarak
kullandigindan kemoorganotroftur ve sekerlerden asit olustururlar [43]. Tiim ornekler
penisilin, kloramfenikol, streptomisin ve tetrasikline kars1 direngli, anisamisin, basitrasin,

novobiosin ve vibrostat ayiraglarina kars1 duyarlidir [7-44].

1.5.1. Haloferax alexandrinus

Haloferax alexandrinus susu T™M JCM 10717T = IFO 16590T, Misir'daki
Iskenderiye Sehri yakininda bulunan bir giines tuzlas1 El-Mallahet'ten izole edilmistir.
Haloferax alexandrinus, astaksantin'in ticari dretimi i¢in en umut verici
mikroorganizmalardan biridir. Halofilik bir arke iiyesi olarak, bu tiiriin yiiksek NaCl
konsantrasyonlarinda ¢ogalabilmesi ve hiicrelerinin diisiik iyonik kuvvetli ¢ozelti (tatl
su) icinde kolayca c¢oziinmesi, biyoteknolojik agidan dikkate deger avantajlar saglar.
Belirgin ekonomik avantaj, aseptik kosullar yerine aseptik olmayan sartlar altinda

kiiltiirlenerek ve karotenoidleri mekanik pargalanma olmadan hasat ederek elde edilebilir
[7].

Karotenoid pigmentler iceren bu mikroorganizmanin, serbest radikalleri veya tekli

oksijeni sondiirerek, in vitro antikor liretimini arttirmanin yani sira A vitaminin onciileri
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ile gorsel sistemler saglayarak kanser ve kalp hastaliklarinin 6nlenmesinde fizyolojik
fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir. Ek olarak, karotenoidlerin, alkolsiiz icecekler
ve margarin dahil olmak iizere islenmis gidalar i¢in renklendirici ajanlar olarak kullanimi1

iyi bilinmektedir [47].

Astaksantin, dogal olarak cesitli canli organizmalarinda ortaya ¢ikan, canlilik
gostergelerinde ve dokularin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Oksitleyici serbest
radikallere karsi. Bazi kus tiirlerinin tiiylerinde, bazi1 yosunlarda, bakteri, kabuklu deniz
ve balikta bulunur. Birgok calisma astaksantin gibi ketokarotenoidlerin, oksijene olmayan

analoglarina kiyasla daha biiyiik antioksidan aktivitesi oldugu belirtilmektedir [46-48].

Sekil 1.11. Haloferax alexandrinus taramali elektron mikroskobundaki morfolojik goriintiisii [49]

1.6. Biyolojik Analizler

Farkli analiz metodlar1 kullanilarak ila¢ gelistirme ¢aligsmalar siirdiiriilerek cesitli
metodlar uygulanmaktadir. Bunlardan ©nemli olarak sitotoksisite ¢aligsmalari
gelmektedir. Ilag gelistirme siirecinde yapilan MTT, LDH testleri gibi birbirinden farkli
tepkileri ve davraniglari 6l¢ebilen testler bulunmaktadir. Bunlardan farkli olarak western
blot, imiinofloresan boyamalar, elektron mikroskobu taramalar1 vb. farkli analiz
yontemleri ile ¢esitli hastaliklarin tedavi asamalarinda molekiillerin optimizasyon

sistemlerinin tespiti ¢calismalarinda kullanilmaktadir [113].

1.6.1. Sitotoksisite testleri

Canlilik testlerinin temeli hiicre i¢i etkinliklerin, yapilan bir uygulama sonrasi
dogrudan canli hiicre sayisi ile orantili olmasidir. Bu testler ile uygulama sonrasi kalan
hiicrelerin goreceli olarak miktar1 dl¢iiliir ve bu sayede uzun siireli uygulamalarda bile

oldukca 6nemli yarar saglanir. Sitotoksisite; canli hiicreler tizerindeki toksik etki oranini
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ifade eder. Sitotoksisite testleri, toksik oldugu diisiiniilen maddenin, uygun hiicre
kiiltiirinde, hiicre ¢ogalma orani ve hiicre iizerindeki toksik etkisi dikkate alinarak
degerlendirme yapilan testlere denir. Bu test sistemleri; morfolojik olarak hiicresel
hasarin gozlenmesi, hiicresel hasarin ¢esitli 6l¢iim yontemleri ile belirlenmesi, hiicresel
bliyiimenin belirlenmesi, hiicresel metabolizmadaki herhangi bir degisikligin
belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir. Sitotoksisite testleri invivo veya invitro olarak
yapilabilmektedir. invitro testlerde, sitotoksisitesi arastirilan madde konsantrasyonlarda
hiicrelere uygulanir. Bu maddenin hiicre morfolojisi ve hiicrelerin yasama oranlari

tizerine etkileri arastirilir [114].

1.6.1.1. Mtt sitotoksisite testi

[k olarak Mosmann (1983) tarafindan tanimlanan 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-yl)-2,5-
difenil tetrazolium bromide (MTT) testi canli hiicrelerin metabolik aktivitelerinin 6l¢timii
esasina dayanan kolorimetik bir yontemdir. MTT boyasi igerisindeki sar1 renkteki suda
¢oziilebilen tetrazolyum tuzu, canli hiicrelerin i¢ine girdikten sonra meydana gelen
enzimatik reaksiyonlar ile mor renkte ve kristal formdaki formazana indirgenir.
Reaksiyon sonucu meydana gelen formazan hiicre zarindan gecemedigi i¢in canli hiicre
icerisinde birikir. Gerceklesen reaksiyon sonucu ortamdaki canli hiicrelerin sayisi ile
orantili olarak renk degisimi meydana gelir. Bu yontemde {izerinde degisik sayilarda
kuyucuk bulunan plakalara ekimi yapilan hiicreler belirli siire ile etkisi belirlenmek
istenen madde ile muamele edilir. MTT ¢6zeltisinin uygulanmasi sonucu olusan
formazan kristalleri suda ¢oziiniir hale getirildikten sonra kuyucuklardaki optik yogunluk
spektrofotometre ile saptanir. Spektrofotometrede okunan degerin (O. D) biiytikligi
kullanilan MTT ¢6zeltisinin yogunlugu, inkiibasyon siiresi, canli hiicrelerin sayist ve bu
hiicrelerin metabolik aktiviteleri gibi bir¢ok faktore baglidir. MTT testi birgok farkli

maddenin sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde basari ile kullanilmistir [115].

Bu calismada Haloferax alexandrinus’tan elde edilen karotenoid ekstrakti SH-

SYS5Y noroblastom hiicreleri lizerinde sitotoksik etkiler aragtirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
Calismada karotenoid verimlerini karsilastirmak ve en yiiksek karotenoid veriminin

elde edildigi parametreleri belirlemek amaciyla Halobacteriaceae tiirii cinse ait Haloferax

alexandrinus (TM JCM 10717T) susu kullanilmistr.

2.1.1. Calismada kullanilan besiyerleri
2.1.1.1. %12,5 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)
%30’1uk tuzlu su ¢ozeltisi 416 mL

Saf su 551 mL
Pepton 59
Maya Oziitii lg

Hazirlanan ¢6zelti manyetik karistirict igine atilan manyetik balik yardimiyla iyice
¢oziindiirme basamagi uygulanip 1M Tris-Base katilarak pH 7,5 degerine ulasana kadar

beklenilmeli. Diger adimda otoklava koyularak sterilizasyon calismalar1 yapilmalidir

[65].

2.1.1.2. %15 MGM
%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi 500 mL

Saf su 467 mL
Pepton 59
Maya Oziitii lg

Hazirlanan ¢6zelti manyetik karistirict i¢ine atilan manyetik balik yardimiyla iyice
¢Oziindiirme basamagi uygulanip 1M Tris-Base katilarak pH 7,5 degerine ulasana kadar

beklenilmeli. Diger adimda otoklava koyularak sterilizasyon calismalar1 yapilmalidir
[65].
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2.1.1.3. %17,5 MGM
%30’1uk tuzlu su ¢ozeltisi 583 mL

Saf su 384 mL
Pepton 59
Maya Oziitii lg

Hazirlanan ¢6zelti manyetik karistirict igine atilan manyetik balik yardimiyla iyice
¢Oziindiirme basamagi uygulanip 1M Tris-Base katilarak pH 7,5 degerine ulasana kadar

beklenilmeli. Diger adimda otoklava koyularak sterilizasyon g¢aligsmalar1 yapilmalidir
[65].

2.1.1.4. %20 MGM
%30’1luk tuzlu su ¢ozeltisi 666 mL

Saf su 301 mL
Pepton 59
Maya Oziitii lg

Hazirlanan ¢ozelti manyetik karistirict igine atilan manyetik balik yardimiyla iyice
¢Oziindiirme basamagi uygulanip 1M Tris-Base katilarak pH 7,5 degerine ulasana kadar

beklenilmeli. Diger adimda otoklava koyularak sterilizasyon g¢aligmalar1 yapilmalidir
[65].

2.1.1.5. %25 MGM
%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi 833 mL

Saf su 134 mL
Pepton 59
Maya Oziitii lg

Hazirlanan ¢6zelti manyetik karistirict i¢ine atilan manyetik balik yardimiyla iyice

¢ozlindiirme basamagi uygulanip 1M Tris-Base katilarak pH 7,5 degerine ulasana kadar
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beklenilmeli. Diger adimda otoklava koyularak sterilizasyon g¢aligmalar1 yapilmalidir
[65].

2.1.2. Calismada kullanilan ¢ozeltiler
2.1.2.1. %30 (w/v) konsantre tuzlu su stok ¢ozeltisi

NaCl 240 g
MgS04.7H20 35¢
MgCI2.6H20 30¢g
NaBr 089
NaHCO3 0,29
KClI 74
CaCl2 0549

Hazirlanan ¢dzelti manyetik karistirict i¢ine atilan manyetik balik yardimiyla iyice
¢oziindiirme basamagi uygulanip ¢ozelti hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlanarak sterilize
edilmektedir [66].

2.1.2.2. MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- difenil tetrazolium bromid]
MTT 50 mg

PBS (1X) 100 mL

Hazirlandiktan sonra 0,2 mm por ¢apl filtreden gecirilerek 151k almayacak sekilde

-20°C de saklanir.

2.1.3. Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler
Bu tez calismasi siiresince kullanilan kimyasal maddeler ve ozellikleri (Tablo

2.1.)’de verilmistir.
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Tablo 2.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve kullanum amaglar

Malzeme adi Bicim Markast
NaCl Besiyeri hazirlig Merck
MgCI2.6H20 Besiyeri hazirligi Merck
Tris-HCI Besiyeri hazirligi Amresco
Maya éziitii Besiyeri hazirlig Merck
Tris Base Besiyeri hazirligi Sigma
Pepton Besiyeri hazirlig Oxoid
BHT Antioksidan Merck
Aseton Coziicii Merck
Metanol Coziicii Merck
Etanol Coziicii Merck
DMSO Hiicre kiiltiirii deneyleri Merck
FBS Hiicre kiiltiirii deneyleri Merck
Heksan Coziicii Merck
Kloroform Ekstraksiyon Merck

2.2. Yontem

2.2.1. Haloferax alexandrinus susu iiretimi
Haloferax alexandrinus susu SW-30 besiyerinde 37°C’de 24 saat karanlik ortamda,
calkalamal1 kosullarda (120 devir/dakika) 7 giin boyunca inkiibe edilmistir. Elde edilen

kiiltiirler +4 °C’ de buzdolabinda saklanmustir.

2.2.2. Liyofilize kiiltiiriin gelistirilmesi

Liyofilize haldeki kiiltiirden bir miktar alinarak sivi besi yerine (25 ml) ekim
yapilmugtir. Kiiltiir 37°C, 120 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi 9-10
giindiir. Bu gelisen kiiltiirden s1v1 besi yerine ekim yapilarak erlenler 37°C’de ¢alkalamali

inkiibasyona birakilmistir.

2.2.3. Hiicrelerin gram boyama ile boyanmasi
Sivi  besiyerinden alinan hiicreler lam {izerinde yayilmistir ve havada

kurutulmustur. Hiicrelerin iizerine fiksasyon amacglhi %2’lik asetik asit damlatilmistir.
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Daha sonra kristal viyolet damlatilip ve 1-2 dakika beklenmistir. Sonra preparat distile su

ile yikanmustir.

e

Sekil 2.1. Haloferax alexandrinus 100x’lik biiyiitmedeki 151k mikroskobu gériintiisii [116]

Bu islemin ardindan preparatin iizerine lugol damlatilip 1-2 dakika beklenmistir.
Tekrar distile su ile yikanmistir. Daha sonra %100’liik alkol ile renksiz s1v1 akana kadar
renk giderilmistir. Ardindan tekrar distile su ile yitkanmistir. Sonra safranin damlatilip ve
20-30 saniye kadar beklenmistir. Distile su ile yikandiktan sonra 100’liik objektifte

imersiyon yagi ile gozlemlenmistir.

2.2.4. Haloferax alexandrinus’un besiyerine ekim ve iiretimi

Haloferax alexandrinus susunun pigment iretimlerinin belirlenmesi amaciyla
MGM (%20) sivi besiyerleri hazirlandi. Haloferax alexandrinus susunun liyofilize
besiyerinde On kiiltiirasyon ile iiretilmis olan kiiltiirden 10 ml alinarak, 100 mI’ MGM
(%20) besiyerimize ekim yapilmistir. Haloferax alexandrinus susunun pigment
gelisimini (Sekil 2.2.) degerlendirmek i¢in iiretimi 37°C’de, 120 rpm hizindaki
inkiibatorde 7 glinde gergeklestirildi [67].

28



37C e 10 pangallabomab kibutiede
T ek e

\droepommn bee pgment et ve  Seatiglene VIS speimdotonetre sl proment it 18
Unemeson ghdenlecmen Scimes: v prpnent ssktionn belermest

Kolon Kromtoér;ﬁsi ile
pigment saflatinimass

Son bestyene ek supun otokday stekzasyon agesin

i

Layollee Boloforar derandrinee s

Sekil 2.2. Haloferax alexandrinus 'un pigment tiretiminin sematik sunumu

2.2.5. Pigment iiretimi i¢in uygun besiyerinin secimi

Calismada kullanilan Haloferax alexandrinus susunun pigment iiretimlerinin
degerlendirilmesi amaciyla farkli tuz yogunlugu konsantrasyonunda (%12,5 MGM, %15
MGM, %17,5 MGM, %20 MGM) besiyerlerine ekildi. Kiiltiiriin 37°C’de, 120 rpm
calkalama hizina ayarlanmis inkiibatérde 7 giinde iiretimleri gerceklestirildi. Inkiibasyon
siresi sonunda iireme miktar1 filtrasyon yontemi ile kuru agirlik olarak belirlenirken,
suslarin pigment Ttretimleri spektrofotometrik olarak oOl¢iildii. Olusan renkler ve
sonuglarin karsilastirilmas: ile pigment iiretiminde en uygun besiyeri belirlendi.
Karotenoid oraninin degismeden depolanmasi i¢in 151k gecirgenligi az olan ambalajlarda
muhafaza edilmesi gerektigi belirtilmistir. Degisen NaCl konsantrasyonlarinda

konsantrasyon seviyesinin artmasi pigment yogunlugunu arttirmistir [70].

2.2.6. Haloferax alexandrinus’un biiyiime egrisinin ¢ikarilmasi

Haloferax alexandrinus petrisinden tek bir koloni alinarak 1 litre maksimal
besiyerine ekim yapilip, 37°C ve 120 rpm mikroorganizma gelismesi i¢in inkiibasyona
birakilmigtir. Belirli zaman araliklarla 500 ul 6rnek alinip spectrofotometrede (BioTek

Epoch 2 Microplate UV/VIS Okuyucu) 600 nm’de 6l¢tim yapilmistir.
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2.2.7. Pigment ekstraksiyonu ve analizi

S1vi minimal besiyerinde gelistirilen 5 1t’ lik hacime sahip hiicreler 9.000 RPM’ de
20 dakika santrifiij edilerek hiicreler toplanmistir ve siipernatant kisim atilmistir. Tiim
hiicreleri toplayana kadar bu islem ayni sekilde devam etmistir (Sekil 2.4.). Pelet
kismindaki hiicrelerin iizerine aseton (10 ml) eklenmistir ve sonikatorde 3’er dakika
boyunca 5 kez tekrarlanarak parcalanmigtir. Pargcalanmig hiicre 6ziitii +4°C’ de 9.000
RPM’ de 20 dk boyunca santrifiij edilmistir ve renkli slipernatant kistm hem ¢6ziicii hem
de hiicreler renksiz olana kadar ardisik ekstraksiyonlar gerceklestirildi. (Sekil 2.3.).
Coziicli, bir nitrojen akimi altinda buharlastirildi ve pigmentler, 10 ml aseton (%0,1 BHT)

icinde ¢oziildii. Numuneler 1siktan korumak i¢in aliminyum folyo ile sarilmistir.

Sekil 2.3. Haloferax alexandrinus tiiriiniin 9.000 RPM’ de 20 dakika santrifiij edilerek hiicrelerin
¢Oktiiriilmiis goriintiisii

Ekstraktlar nitrojen altinda -20°C'de saklandi. Ekstraksiyon prosediirleri ve analiz
testleri karanlik kosullarda gerceklestirilmistir. Ayn1 prosediir kullanilarak metanol ve
etanol ile de ekstaksiyon asamalari uygulanmis olup en uygun aseton ¢oziiciisiiniin pik
aralig1 goriilmiis UV-VIS Tarama Spektrofotometresi Olgiilerek (Sekil 3.12.)° de

gosterilmistir.
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2.2.8. Karotenoid kismi saflagtirilmasi

Saflastirma ve ayristirma islemleri, saf olarak elde edilmek istenen maddenin belirli
tekniklerle, saf olmayan karisimdan elde edilmesi i¢in kullanilir. Saflagtirmanin gida
miithendisliginden farmasétige, petrol endiistrisinden suyun saflastirilmasina kadar birgok
alanda uygulamasi vardir. Bunun yaninda kullanilan teknikler, temelde benzer bir

mantiZa sahiptir [117].

2.2.8.1. Diyaliz yontemi

Diyaliz, siispansiyon ic¢indeki partikiillerin ¢6ziinmiis iyonlardan veya kiigiik
boyutlu molekiillerden yar1 gecirgen bir membrandan kendiliginden ayrilmasi islemi
olarak tanimlanabilir. Kii¢ilk molekiilleri bir numuneden almak veya cikarmak igin
diyaliz kullanilabilir, ¢iinkii kiiclik molekiiller zar boyunca her iki yonde serbestce hareket
eder. Bu, diyalizi ¢esitli uygulamalar i¢in yararhi bir teknik yapar. Yiiksek hacimlerde
calisilabilmesi ve ekonomik olmasi nedeni ile avantajli, ancak ¢ok zaman almasi nedeni
ile de dezavantajli bir yontemdir. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen ham ekstrakti tuzdan
arindirmak i¢in diyaliz yontemi uygulanmistir. Yontemin islem asamalar1 su sekildedir;
+4°C’de devamli karistirilan siipernatanta, distile su ilave edilmis ve ardindan 12 saat
bekletilmistir. Tuzdan arindirma islemi i¢in diyaliz tiipii, distile su ile dolu bir kabin
icinde manyetik balik yardimiyla siirekli dongii halinde olacak sekilde her 12 saatte bir
distile suyun degistirilerek numunenin tuzdan arindirma islemi gergeklestirilmis islem 2

giin stirmektedir [68].

2.2.9. Kromatografik analizler

Kromatografi, birbirine yakin o6zellikteki madde karigimlarimi ayirmak icin
kullanilan giiglii bir ayirma ve saflastirma yontemidir. Genel tanimi ise, kromatografi bir
karisimin sabit bir faz iizerinde hareketli bir ¢oziici yardimiyla karigimi olusturan
bilesiklerin farkli hareketleri sonucu bilesenlerine ayrilmasi olarak tanimlanir.
Kromatografide sabit ve hareketli olmak iizere iki faz vardir. Sabit faz kati1 ve sivi
hareketli faz s1v1 ve gaz olabilir. Ayrimi istenen karisim hareketli faz yardimiyla sabit faz
tizerinden gecirilir. Karisimi olusturan bilesikler sabit faz tarafindan farkli 6l¢iide

tutulmasi nedeniyle her bir bilesik sistemi farkli zamanlarda terk eder. Boylece bilesikleri

31



birbirinden ayirmak, tanimak ve ayr1 ayr1 toplamak olasidir. Karotenoidler yiiksek oranda
konjuge olup, onlart 1s1, 151k, oksijen ve metal iyonlar1 tarafindan bozulmaya kars1 hassas
hale getirir. Ornegin, B-karoten, aerobik bir ortamda ultraviyole ve goriiniir 151k altinda
hizla bozunur. Bu nedenle numuneler karanlik ortamda tutulmali ve solvent gazla (azot,
argon veya helyum) buharlagtirilmali ve —20°C'nin altindaki sicakliklarda karanlikta
saklanmalidir. Ekstraksiyon ve analiz sirasinda kullanilan ¢ozeltilerin pH'1 da dikkate
alinmalidir. Karotenoidler, ekstraktlarda genellikle gida veya biyolojik matrislere gore
daha az stabildir ve bu nedenle bozulmanin olusmamasi i¢in numuneler ekstraksiyondan

hemen sonra analiz edilmelidir [69].

Karotenoidlerin serbest formdaki yapisi, yag bazli ve suda dagilabilen formdaki
ozellikleri ve stabilitesi degerlendirilir ve analizinin tiim pratik yonleri incelikli
asamalarla devam edilmelidir. Karotenoidlerin analizinin farkli pratik yonleri, bunlarin
HPLC, TLC, ¢esitli kolon vb. dahil kromatografi yontemleri ile saflastirilmasi ve
tanimlanmas1 ve UV goriiniir ve NMR spektroskopisi gibi fizikokimyasal yontemlerle
karakterizasyonu ve kantitatif tayini lizerinde durularak calisma gergeklestirilmistir.
Kromatografi analizleri karotenoidlerin ayrilmasi ve miktarinin belirlenmesi i¢in yaygin
olarak kullanilan tekniklerden biridir. Bu amagla farkli tipte duragan fazlar ve ¢oziiciiler

kullanilir [70].

2.2.9.1. Kolon kromatografisi

Kromatografide sabit faz, bir kat1 veya kati iizerine tutturulmus bir sivi fazdir.
Genellikle kati sabit fazlar silika ya da aliimina gibi gozenekli maddelerdir. Sabit fazin
yapist kullanilan kromatografiye gore degisir. Kolon kromotografisinde, kromatografi

tiirlerinde, sabit faz genelde cam bir borunun igerisine sabitlenir.
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Sekil 2.4. Kolon kromatografisi ile pigment saflastiriimasi

Karigimin igerdigi sabit faz, hareketli faz ve maddeler arasindaki etkilesim tiirt,
molekiillerin birbirinden ayrilmasinda etkili olan temel bilesendir. Yaygin bir sabit faz
olan silika jel ylizeyinin ¢ok kutuplu oldugu, hidrojen baglar olusturabildigi ve ayrica
Van der Waals, dipol-dipol ve indiiklenmis dipol-dipol etkilesimlerinde de yer alabilecegi
anlamina gelir. Bir ayirma yoOntemi olarak kromatografinin kristallestirme, ¢oziicii
ekstraksiyonu ve damitma gibi diger eski tekniklere gére ¢ok sayida avantaji vardir.
Solvent c¢ok dikkatli bir sekilde aktarilamazsa band olusumu istenilen sekilde
gerceklesemez, ¢oziinen madde sabit faz ile ¢ozlinmezse de karisir ve ¢oziinme dengesi

bozulmalar olugabilmektedir [71].

2.2.9.2. Ince tabaka kromatografi (TLC)

Ince tabaka kromatografi (TLC) hazithk ve tam igin kullamilan bir ayirma
yontemidir. Sabit ve hareketli iki faz1 bulunmaktadir. Bir tank icerisinde ince bir plak
vardir, bu plagin iistlinii adsorban dedigimiz maddeyle kaplariz, tankin dibinde olan
¢oziicli, plagin altindan istiine dogru kilcal etkisiyle hareket eder, kimyasallar da bu

¢oziicli yardimiyla plagin iistiine dogru hareket etmeye baslar. Coziicii sistem (tankin
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dibindeki sivi), adsorban (plak) iizerinden kapiler hareketle yiikselirken karigimdaki
maddeler de birbirinden ayrilir. Ince tabaka kromografi karotenoid standartlarini elde
etmek 1icin saflastirma amaciyla kullanilmaktadir. Kolon kromatografi sonucu
saflagtirllan pigmenti dogrulamak i¢in ince tabaka kromatografisi (TLC) analizi
yapilmaktadir. Bu analiz i¢in aseton, bir TLC silika jel plakasina (Merck, Darmstadt,
Almanya) yerlestirildi ve heksan:aseton (1:1) ¢dziiciisii icinde yiizdiiriildii. Ultraviyole
(UV) 1s1k altinda karisimdaki maddelerin bant goriintiisii (Sekil 3.9.) gosterilmistir [72-
73].

2.2.9.3. Preparatif ince tabaka kromatografisi (P-TLC)

Az miktardaki maddelerin birbirinden ayrilmasi ve saflastirilmasi igin bazen kolon
kromatografisi yerine preparatif ince tabaka kromatografisi kullanilir. Bunun i¢in 20 x 20
cm ebatlarinda 0.25-2 mm kalinliklarinda uygun adsorban ile kaplanmis cam plakalar
kullanilmaktadir. Bu plakalar laboratuarda kolaylikla hazirlanabilmektedir. Kaplanacak
cam plakalar o6nce deterjanli suyla sonra destile su ve asetonla yikanip kurutulur.
Adsorban ¢oziicli karigimi (6rnegin 35 g silikajel 85 ml diklormetan ve 15 ml metanol ya
da 72 ml su karigimu olabilir) agz1 kapali kap i¢inde homojen akigkan bir karigim olana
dek karigtirilir. Cam plakalar yan yana dizilerek ayarli uygulayici yardimiyla homojen
karigim tizerine dokiiliir. Kaplanan camlar 1 saat kadar havada kurutulmaya birakilir.
Sonra 110°C’ lik etiivde 1,5 saat 1sitilarak aktive edilir. Aktive edilen plakalar desikatorde

saklanmal1 ve kaplanilan yiizeylere asla dokunulmamalidir [118].

2.2.10. Total karetenoid miktari

Saflagtirmadan sonra elde edilen oOrnekler rotary evaporator ile sivi kisim
ucurulduktan sonra geriye kalan karetenoid kuru agirligi 2,40 gram olarak ol¢lilmiistiir.
(Toplam sivi kiiltiir 5 Lt). Standart besiyerinde 37°C’de, 120 rpm calkalama hizina
ayarlanmis inkiibatorde 7 giinde iiretilen Haloferax alexandrinus tiirii 6ncelikle filtre
kagidi ile siiziildii. 24 saat kurumaya birakildi ve ardindan kiiltlirlerde iireme miktari
hiicre biyokiitlesindeki kuru agirlik cinsinden hesaplandi ve 2.40 g olarak hesaplandi [67-
68].
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Sekil 2.5. Total karotenoid pigment éziitii hiicrelerinin kuru agirlik goriintiisii

2.2.11. NMR (Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi)

Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi, yaygin bilinen adiyla NMR
spektroskopisi, atom ¢ekirdeginin belirli manyetik 6zelliklerini kullanan bir arastirma
teknigidir. Ierisindeki atomlarin ya da molekiillerin fiziksel ve kimyasal &zelliklerini
belirler. Giiniimiizde analitik kimyadan tibbi goriintiilemeye kadar birgok alanda
maddenin 6zelliklerini aragtirmak i¢in kullanilan bir teknolojinin ¢ikis noktasi olan
Niikleer Manyetik Rezonans (NMR), giiclii bir manyetik alan etkisi altindaki “NMR
aktif” olarak nitelendirilen atomlarin ¢ekirdeklerinin disaridan uygulanan, kisaca radyo
frekans (RF) enerjisi diye anilan RF bandindaki elektromanyetik 1sima enerjisi ile

etkilesimidir.
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Sekil 2.6. NMR spektroskopisi igin alinan drnek

NMR spektroskopisi molekiillerin yapilar1 hakkinda bilgi veren spektroskopik
yontemler icerisinde tartigmasiz en ileri seviyede olanidir. Molekiil yapisinin yani sira,
molekiillerin ¢esitli fiziksel 6zellikleri; bag ve ag1 degerleri, gerilim, molekiil i¢i dinamik
dengeler, elektron delokalizasyonu ve kinetik veriler hakkinda 6nemli bilgiler ortaya
koyan ve kimya biliminin olmazsa olmazi haline gelmis spektroskopik bir yontemdir.
Protonlarin bulunduklari ¢evreye bagli olan T1 ve T2 gevseme siireleri, ilgili atomlarin

icinde bulunduklar1 molekiiler yapilarin algilanmasina olanak sunmaktadir [119].

2.2.12. UV-VIS analizi

UV-VIS analizi i¢in (BioTek Epoch 2 Microplate UV/VIS Okuyucu) cihazi
kullanilmistir. Olgiimler 300-600 nm dalga boyu aralifinda yapilmistir. Literatiirdeki
caligmalardan pigment dalga boyu araligi dikkate alinmistir ve buna bagli olarak
(Standart fluorometre kiivet, kapakli, Cam 5 mm Isik Yollu) kiivetler kullanilmistir. Cam
kiivetlerin tipik olarak gdoriiniir 15181 dalga boyu araliginda kullanimi i¢in uygundur.
Dalga boyu araligi 340-2500 nm'dir. Aseton, metanol ve etanol ile ekstrakte edilen
Haloferax alexandrinus tiiriniin pik araligt UV-VIS spektrumunda verdigi maksimum

absorbans degeri 496 nm’de gorilmiistiir (Sekil 3.12).
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2.2.13. Sivi kromatografi-Kiitle spektrometresi (LC-MS/MS)

LC/MS, HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) ve MS (Kiitle
Spektrometresi) tinitelerinin birlikte ¢alistirilarak yap1 aydinlatmasi ve miktar tayininde
kullanilan bir cihazdir. LC-MS/MS tekniginde UPLC cihaz1 sayesinde fizikokimyasal
ozelliklerine gore ayrilan 6rnek molekiiller kiitle dedektorii ile analiz edilmektedir. Kiitle
spektrometreleri molekiilleri iyonizasyon islemi ile uyararak yiiklii iyonize molekiiller
haline doniistiiriirler. Birinci kuadrupol filtrede m/z (kiitle/yiik) oranina gore ayrilan
molekiiller collision gaz adi verilen yiiksek saflikta 6zel bir gaz ile (Azot) parcalanmaya
tabi tutulmaktadir. ikinci kuadrupol filtrede parcalanma sonucu olusan iyonlarin

tizerinden teshis ve miktar tayini yapilmaktadir [111].

Ornekte bulunan bilesenlerin miktari, yapist ve molekiil agirhg hakkinda bilgi
verir. Kiiciik bilesiklerden biiyiik proteinlerin tayinine kadar, polar iyonik, termal kararsiz
ve ucucu olmayan bilesiklerin analizleri yiiksek hassasiyetle ve hizli bir sekilde
yapilabilmektedir. LC-MS/MS c¢ok diisiik konsantrasyonlarda (ng/pg) maddenin miktar
tayininin yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir. Ayrica sonuglarin dogrulanmasina da

gerek duyulmaktadir [120].

2.2.14. Hiicre Kiiltiirii calismalari

Hiicre kiiltiirii ¢alismasinda kullanilan insan ndroblastom hiicre hatti olan SH-
SYSY hiicre hattt kullanilmistir. SH-SYSY hiicreleri Eskisehir Teknik Universitesi
Biyoloji Boliimiinden Dog¢. Dr. Emel ERGENE’den temin edilmistir.

2.2.14.1. SH-SY5Y hiicrelerinin iiretimi ve pasajlanmasi

SH-SYSY hiicrelerinin optimum biiyiime ortamlari i¢cin FBS (Pan biotech P30-
3305), EMEM (ATCC 30-2003), alternatif olarak DMEM (Hyclone SH30249, (Sigma
Aldrich D6429 + 20ml/L L-glutamin 200mM Hyclone SH30034.01)) kullanilmistir. SH-
SYS5Y hiicrelerinin farklilagsmasi i¢in FBS (Pan biotech P30-3305), DMEM (Hyclone
SH30249, (Sigma Aldrich D6429 + 20ml/L L-glutamin 200mM Hyclone SH30034.01)),
all trans retinoik asit (Galenik 2106H0049), NCS21 (Capricorn Scientific C21-H)
kullanilmigtir. Kaplama materyali olarak jelatin, poly-L-lisin (Sigma Aldrich P4707), tip
1 kolajen (Bugamed Biyoteknoloji), ECM (Sigma aldrich E1270), Matrigel (Corning
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354234) materyalleri kullanilmistir. Hiicre pasajinda phosphate buffered saline (PBS)
(invitrogen), Phosphate buffered Saline-etilendiamintetraasetik asit (PBS-EDTA)
(invitrogen), Tripsin/etilendiamintetraasetik (Tripsin-EDTA), (Biological Industries,

Sigma aldrich) kullanilmastir.

2.2.14.2. MTT testi

SH-SYSY hiicre hattinin optimal sartlar altinda en uygun biiylime ortam1 olarak
%16 inaktive edilmis FBS, DMEM (Sodyum piruvat ve L- glutamin igeren), (%]1)
penisilin streptomisin igerigi kullanilmistir. Hiicreler, 37°C, %5 CO2, %95 atmosfer
havasi ortamindaki inkiibator de kiiltiire edilmistir. Hiicreler T25 ve T75 flasklarinda

biiylitiilmuslerdir.

Total karotenoidin sitotoksik etkilerinin gozlemlenebilmesi amaciyla yapilan MTT
analizi icin oncelikle SH-SYSY hiicreleri 7500 hiicre/kuyu olacak sekilde, 3 tekrarl
olarak, 96’11 kuyucuklu plakalara ekilmistir ve biiyiime egrisi calismasi yapilmistir.
Ardindan, test maddelerinin sitotoksitesinin belirlenebilmesi i¢in konsantrasyon taramasi
amaciyla bir 72 saatlik MTT deneyi kurulmustur. Uygun araliklar 0-2 pg olarak
belirlendikten sonra 3 tekrarl1 72 saatlik deney kurulmustur. Bir giin sonra, hiicrelerin
medyumlart aspire edilmis ve test maddelerini sirastyla, 0 pg, 0,2 pg, 0,5 pg, 1,0 pg, 1,5
ug, 2,0 ug konsantrasyonlarda iceren 100uL kiiltiir medyumu kuyucuklara eklenmistir.
Maddeler suda ¢oziindiikleri i¢in negatif kontrol olarak medyum kullanilmistir. Ardindan,
100pL MTT-medyum karistmi her kuyucuga eklenip 4 saat optimum kosullarda
(karanlkta) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon ardindan, kuyulardaki boya karigimi
dokiilerek, 100ml/kuyu DMSO eklenmis, formazan tuzu 15 dakika boyunca orbital
calkalayicida ve karanlikta bekletilerek ¢ozlinmiis ve 594nm dalga boyu 1s1kta absorbans
degerleri Eliza plaka okuyucu (BioTek, Epoch 2)’da kolorimetrik olarak analiz edilmistir.

Veriler Excel programiyla degerlendirilmis ve grafikler ¢izilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Haloferax alexandrinus ile Pigment Uretimini Etkileyen Uygun Fizyolojik
Kosullarin Arastirilmasi

Haloferax alexandrinus tarafindan dogal pigment iiretiminde gozlemlenen artis,
pigment tiretim ortaminin fizyolojik Ozelliklerine bagli olarak gergeklesebilmektedir.
Pigment tliretiminin etkisini sicaklik, pH, ortam kosullar1 ve besiyeri gibi paremetlerinin
arastirilarak  baslica etmen kosullariin  bulunmasi  gerekmektedir. Haloferax
alexandrinus’un pigment {iretimi i¢in stabil degerlerinin bulunmas1 amaciyla (karanlik-
aydinlik ozellikleri, sicaklik ve inkiibasyon degerleri) pigment iiretimi i¢in ¢esitli

parametre faktorleri degerlendirilerek arastirma sonuglar1 gdzlemlenmistir.

3.2. Calkalamah ve Statik Inkiibasyon Kosullarda Haloferax alexandrinus ile
Pigment Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

Yaptigimiz c¢alismada inkiibasyon kosullarinda pigment {iretiminin Onemini
belirlemek amaciyla 6rnek grubumuzu 0, 60 ve 120 rpm hizindaki ¢alkalamali ve statik
inkiibatorde 37 °C’de 7 giinde iiretildiler. Uretim sonras1 Haloferax alexandrinus susunun
kiiltiir ortamindaki rengi, pigment liretimi ve lireme miktar1 belirlendi. Bunun sonucunda
120 rpm hizinda inkiibasyon kosullarinda kirmizi pigment iiretimi ve lireme olugmasi

gozlemlenerek degerlendirildi (Sekil 3.1.).

Yapilan deneyden elde ettigimiz verilere gore pigment iiretimi i¢in ¢alkalamali

inkiibasyon kosulunda iireme ortam tercih edilmesi idealdir.

39



Sekil 3.1. Haloferax alexandrinus 'un ¢alkalamalr ve statik inkiibasyon kosullarinda sirastyla 0, 60 ve
120 rpm hizinda olusturduklar: pigment iiretimi

3.3. Haloferax alexandrinus ile Pigment Uretiminde Uygun Sicakhk Degerinin
Belirlenmesi

Haloferax alexandrinus susu mikroorganizmasimin biyoteknolojik iiretim
kosullarinda kullanilmasinda optimal sicaklik 30-40 °C parametresi olarak kullanilir.
Yapilan caligmada optimal parametre degerlerinin belirlenmesi amaciyla inkiibasyon
sicakliginin MGM (%20) sivi besiyerlerinde 25, 30, 37 °C ¢esitli sicaklik degerlerinde
gelistirilen Haloferax alexandrinus susunun, inkiibasyon sonrasi goriiniimii, pigment
tiretimleri ve iireme miktarlar1 belirlendi. Farkli sicaklik parametre degerlerinde
gozlemlenen renkler ve iiremelerine bakildiginda 37 °C sicakliklarda firetilen

mikroorganizmanin kirmizi pigment iiretimi ve {iremesinin gézlemlenmistir.

Haloferax alexandrinus’un 37 °C sicaklik degerinin pigment {iretimi ve lireme igin
aragtirilan sicaklik degerleri arasinda en uygunu oldugu belirlendi. 37 °C’de ise sicaklik
miktarinin artmasi pigment {iretimi ve lireme miktarinin iizerinde herhangi bir ekstra
sonuca yer almadigr gozlemlenmistir. Deneyde kullanilan mikroorganizmamizda
belirlenen en uygun sicaklik degeri disinda iiremenin azaldigi ve buna paralel olarak
olusan pigment miktarinin azaldig1 belirlendi. Haloferax alexandrinus susu ile MGM
(%20) sv1 besiyerlerinde iiretim caligmalar1 i¢in en optimal verinin 37 °C sicaklik

parametresinin kullanilmasi ile sonuglanacagi ¢ikarilmistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Haloferax alexandrinus 'un farkily sicaklik degerlerinde biiyiime egrisi

3.4. Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Haloferax Alexandrinus’un Ureme
Yogunlugu

Calismada kullanilan MGM (%20) siv1 besiyerine ekilen Haloferax alexandrinus
susu 37°C’de 120 rpm hiza sahip inkiibatorde gelistirildi. 24 saatte bir iiretim

ortamlarindan 6rnek alinarak pigment tiretimi degerleri tespit edilmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Haloferax alexandrinus 'un farkly tuz konsantrasyonlarinda iireme yogunlugu
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Pigment iiretiminin 7. giine kadar artarak devam ettigi goriilmektedir. Haloferax
alexandrinus’un 7 giinliik inkiibasyon kosullarna uygun oldugu degerlendirilmistir.
Haloferax alexandrinus’un 3. giiniin sonunda pigment {iretimininin pozitif yonde artis

egilimi gozlemlenmistir.

3.5. Karanlik ve Aydinhk Inkiibasyon Kosullarimn Haloferax alexandrinus ile
Pigment Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

Deneyde kullanilan besiyerimiz MGM (%20) ekilen Haloferax alexandrinus
37°C’de 120 rpm ¢alkalamali inkiibatdrde ve 7 giin siireyle aydinlik ve karanlik parametre
yonlerinin tespit edilmesi i¢in inceleme sonucunda renklerin birbirine ¢ok yakin oldugu

kirmizi pigment goriintiisii gozlemlenmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Haloferax alexandrinus ‘un karanlik ve aydinlik inkiibasyon kosullarinda olusturduklar:
pigmentler

3.6. Haloferax Alexandrinus ile Pigment Uretiminde Uygun Baslangi¢ pH Degerinin
Belirlenmesi

Haloferax alexandrinus susunun uygun baslangic pH deger parametresinin
belirlenmesi i¢in pH 6 ile 9 arasinda degisen pH’larda ve %15, %20, %25 MGM tuzlu
stv1 besiyerlerinde iiretildi. Inkiibasyon sonunda olusan renklerin ve iiretim miktar
tayinlerini yapilarak calisma siirdiiriildii. Farkli parametre degerleri i¢inde olusan
Haloferax alexandrinus susunun olusturduklar1 renkleri inceledigimzde pH 6 araliginda
susun rengi agik pembe pigment, ph 7 ile 9 arasinda {iretilen suslarda kirmizi pigment

gortldii (Sekil 3.5.). Haloferax alexandrinus’un farkli pH ve tuz oraninda pigment
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iretimleri ve tireme miktarlar1 (Sekil 3.5.)’te goOsterilmistir. Bunun sonucunda susun
pigment iiretiminde pH 8 ve %20 MGM besiyerinde en uygun optimal baslangi¢c degeri
olarak belirlenmistir (Sekil 3.6.).

Sekil 3.5. Haloferax alexandrinus 'un ¢alkalamalr inkiibasyon kosullarinda olusturduklar: pigmentler
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Sekil 3.6. Haloferax alexandrinus 'un farkli pH ve tuz oraninda pigment iiretimleri ve iireme miktarlari
(BioTek Epoch 2 Microplate UV/VIS Okuyucu cihazinda 6lgiimler yapimistir.)

3.7. Diyaliz Yontemi

Calismada daha yiiksek verimde pigment elde edebilmek i¢in diyaliz yontemi
denenmistir ve diyaliz yontemi kullanilarak tuzdan arindirma islemi yapilmistir. Tuz
uzaklastirma isleminden sonra tuzdan arindirilmis pigment’in analizi diyaliz i¢inde tuzun
bulunmadigint gosterdi. Diyaliz yontemi ile pigment tuzdan coktiiriilerek ortamdan

ayrilmistir. Diyaliz yontemi isleminin asamalar1 (Sekil 3.7)’de gosterilmistir.

Sekil 3.7. Pigment'in diyaliz yontemi ile tuzdan armdirilma goriintiileri (Diyaliz éncesi ve sonrasi elde
edilen iiriin)
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3.8. Kolon Kromatografisi

Temel kolon kromatografisinde polariteye gore ayrigsma goriiliir. Karisimin igerdigi
sabit faz, hareketli faz ve maddeler arasindaki etkilesim tiirli, molekiillerin birbirinden
ayrilmasinda etkili olan temel bilesendir. Kolonu silika ile doldurup biraz ¢oziicii
eklenmektedir ve hareketli faz heksan: aseton (1:1), duragan faz olarak silika
kullanilmistir. Ayristirmak istedigimiz maddemizi dokeriz kolonun c¢atlamamasi igin
coziicli eklenir stirekli. Farkli polaritede madde oldugundan seritler halinde ayrim

gerceklestirilmektedir (Sekil 3.8.).

Sekil 3.8. Kolon kromatografisi sonucu elde edilen pigment gériiniimii

3.9. Ince Tabaka Kromatografi (TLC)
Bu analiz i¢in aseton o6ziitii, bir TLC silika jel plakasina (Merck, Darmstadt,
Almanya) yerlestirildi ve heksan: aseton (1:1) ¢oziiclisii i¢inde ylizdiiriildii. Ultraviyole

(UV) 1s1k altinda karisimdaki maddelerin bant goriintiisii (Sekil 3.9.) gosterilmistir.
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Sekil 3.9. Ince tabaka kromatografisinde, ultraviyole (UV) isik altinda karisimdaki maddelerin bant
gortintiisii

3.9.1. Preparatif ince tabaka kromatografisi (P-TLC)

P-TLC oncesi uygun adsorban ve ¢oziicii seciminden sonra igslem aynen ince tabaka
kromatografisine benzer sekilde uygulanmistir. Yiriitiicimiiz heksan: aseton (1:1)
¢oziiclisi tercih edilmistir. Ekme islemi ucu sicaklikla inceltilmemis kapiler tiip
yardimiyla seritler halinde ekim yapilir. Yiiriitme tankina ¢oziicii konularak uygun
boyutta siizgec¢ kagidi ile tank doygunlugu saglanir. Ekilen plakalar tanka yerlestirilerek
tankin agzi sikica kapatilir. Yiirlitme isleminden sonra plakalara UV lambasi ile bakilarak
seritler spatiil yardimiyla belirgin hale getirilir. Her bir serit ayri ayri cam plaka

ylizeyinden kazinarak maddeleri ¢6zen kloroform ile ekstrakte edilir (Sekil 3.10.).
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Sekil 3.10. Preparatif ince tabaka kromatografisi (P-TLC) yontemi kullanilarak karigimdaki maddelerin
ayrilmasi

3.10. NMR (Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi)

Ince tabaka kromatografileri Merck Kieselgel 60 GF254 hazir tabakalarda
alindiktan sonra NMR analizi gerceklestirildi. Yapt NMR ve LC-MS/MS ile karakterize
edilmistir. (Sekil 3.11)'de goriildiigii tizere Haloferax alexandrinus’tan iiretilen pigmentin

proton NMR analizi goriilmektedir.
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Sekil 3.11. Haloferax alexandrinus tan tiretilen pigmentlerden birinin proton NMR spektrumu

Proton NMR’1 yorumlandiginda, 7.08-7.71 ppm araliginda gelen 7 farkli ve
toplamda 14 hidrojenin astaxanthinin olefinik hidrojenlerine ait oldugu diistiniilmektedir.
4.26 ppm de triplet ve 2H olarak gelen sinyalin 3 ve 3’ nolu karbonlara bagli olan
hidrojenlere ait oldugu diisiinilmektedir. Ayrica 4.08 ppm de dublet 2H olarak gelen

sinyalin 2 ve 2’ nolu karbon atomlarina bagl hidrojenlere ait oldugu diistiniilmektedir.

3.11. UV-VIS Analizi

UV-VIS analizleri Shimadzu UV-2101PC UV-VIS Tarama Spektrofotometresi
cihazinda dl¢limleri yapilarak en yiiksek absorbans degerleri gosterilmistir. Aseton ile
ekstrakte edilen Haloferax alexandrinus susu pik araligi UV-VIS spektrumunda verdigi
maksimum absorbans degeri 496 nm’de gorilmistiir ve (Sekil 3.12.)’de gosterilmistir.
Metanol ile ekstrakte edilen Haloferax alexandrinus susu pik araligit UV-VIS
spektrumunda verdigi maksimum absorbans degeri 490 nm’de goriilmiistiir ve (Sekil
3.13.)’de gosterilmistir. Etanol ile ekstrakte edilen Haloferax alexandrinus susu pik
araligt UV-VIS spektrumunda verdigi maksimum absorbans degeri 496 nm’de

gorililmiistiir ve (Sekil 3.14.)’de gosterilmistir.
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Sekil 3.12. Aseton ile ekstrakte edilen Haloferax alexandrinus 'un UV-VIS Spektrum analizi (Shimadzu

UV-2101PC UV-VIS Tarama Spektrofotometresi)
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Sekil 3.13. Metanol ile ekstrakte edilen Haloferax alexandrinus’un UV-VIS Spektrum analizi (Shimadzu

UV-2101PC UV-VIS Tarama Spektrofotometresi)
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Sekil 3.14. Etanol ile ekstrakte edilen Haloferax alexandrinus 'un UV-VIS Spektrum analizi (Shimadzu
UV-2101PC UV-VIS Tarama Spektrofotometresi)

3.12. Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)

Haloferax alexandrinus tiiriiniin aseton ekstraktinina LC-MS/MS analizi yapilarak
m/z degerleri belirlenmeye c¢alisilmistir. Haloferax alexandrinus tiiriniin aseton
ekstraktinin yapilan LC analizinde 6 farkli beta karoten tiiriiniin varlig1 belirlenmistir. LC

analizine ait kromatogram (Sekil 3.15.)’de gosterilmistir.

L

(LN | N/ BN I I T IO 1 N O (T IO | DN 1 ¥ -1 IO (1IN I /D I [

Sekil 3.15. Haloferax alexandrinus tiiriine ait LC kromatogrami
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Yapilan LC-MS analizleri sonucunda alikonma zamani 11 dakika olan pike ait
[M+H] + degeri 597.0861 olarak bulunmustur. Elde edilen deneysel [M+H] +deger,
Haloferax alexandrinus tiirli tarafindan iiretilen astaksantin pigmentine ait teorik [M+H]
+ degeri olan 579.39 degeri ile oOrtiismektedir. MS spekrumu (Sekil 3.16.)’da
gosterilmigtir. MS ve NMR sonuglari birlikte degerlendirildiginde alikonma zamani 11

dakika olan beta karotenoidin astaksantin oldugu diisiiniilmektir.

Inten. (x100,000)
" 5970861
Lo B3
05
] G300
0-07\‘H‘\““ﬂq?qq‘ﬁ”\H‘!w‘%q‘mw”w‘”w”‘w

20 30 400 500 600 700 800 900 mz

Sekil 3.16. Haloferax alexandrinus tiiriiniin aseton ekstraktinin LC kromatograminda 11. dakikadaki
pike ait MS spektrumu

LC kromatogramindaki diger 5 pike ait beta karoten tiirlerininin izolasyonlar1

gerceklestirilemedigi icin yapilart NMR ve MS ile aydinlatilamamustir.

3.13. MTT Testi

Sinir hiicrelerinde ortaya c¢ikan hasar c¢esitli fizyolojik bozukluklara neden
olabildigi gibi, norodejeneratif hastaliklarla da iliskili olabilmektedir. Bu ¢aligmada insan
sinir hiicresi hatt1 olan SH-SY5Y ndroblastom hiicre hattinda total karotenoid pigment
0ziitli hiicreleri maruziyet sonucunda olusabilecek norotoksik etkiler arastirilmistir. Bu
tez caligmasinda SH-SYSY hiicreleri 24,48 ve 72 saat siiresince 0.2, 0.5, 1, 1.5, ve 2 pg/ml
dozlarinda total karotenoid pigment 6ziitii hiicrelerine maruz birakilmistir. Uygulama
sonrasinda karotenoid hiicrelerinin nérotoksisitesi MTT (3-(4 5-dimethyl thiazol-2-yl)-2

5 difenil tetrazolium bromid) testi ile incelenmistir (Sekil 3.17.).
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Sekil 3.17. Insan néroblastom hiicre hattt SH-SYSY hiicrelerinde 24,48 ve 72 saatlik karotenoid pigment
hiicre oziitlerinin uygulamasi sonrasit MTT testi yiizde (%) canlilik sonuglart

Karetenoid ekstraktinin farkli dozlari ile yapilan MTT testinde en iyi etki 48 saatlik
boliimde gergeklesmistir. 48 saatte artan doza bagl olarak hiicre canliliginda 2 pg/ml
konsantrasyonda kanser hiicrelerindeki canlilik %23 azalmistir. IC50 degeri >2 pg/ml

olarak bulunmustur.

4. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Karotenoid pigmentler bircok alanda 6zellikle gida, ilag ve kozmetik endiistrisinde
renklendirici ve gida takviyesi olarak kullanilmaktadirlar. Karotenoidler insan sagligina
da fayda sagladiklar1 i¢in olaganiistii 6nem kazanmislardir. Bu yiizden mikrobiyal
alanlarda dogal karotenoid kaynaklarini arastirmak i¢in biiylik ¢abalar sarf edilmektedir
ve karotenoid kullanimi1 g6z ardi edilemeyecek derecede artmistir. Karotenoid iiretiminin
verimini artirmak i¢in kiiltlir kosullarinin uygunlugu, mikroorganizmalar tarafindan
karotenoid iiretiminin yliksek maliyetini diisiirmek icin kullanilan 6nemli stratejilerden
biridir. Kullanim alanlarinin artisindan, dolayli olarak mevcut saflagtirma yontemlerinden

farkli yontemlerinin ihtiyacina gerek duyulmaktadir [84].
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Parlak ¢ekici renkleri toksik madde igermemeleri, ucuz ve kolay elde edilebilme
ozelliklerinden dolay1 ¢evre dostu mevcut fiziksel ve kimyasal analiz yontemlerinde
avantaj saglamaktadir. Ayrica biyolojik kokenli dogal pigmentler, antioksidan,
antimikrobiyal, katki maddeleri, renk yogunlastiricilar ve antikanser olarak kullanildigi
icin tibbi dneme sahiptir ve ekonomiktirler. Dogal gida renklendiricilerinin mikrobiyal
fermentasyon yontemiyle endiistriyel tiretimi, daha ucuz ve kolay ekstraksiyon yontemi,

yuksek verim, hammadde eksikligi ve mevsimlik olmamasi gibi birgok avantaja sahiptir

[85].

Bu c¢alisma, halofilik bir arke olan Haloferax alexandrinus’tan elde edilecek
pigmentin optimum {iretim sartlarinin belirlenmesine yoneliktir. Dogal karakterleri ve
kullanim giivenligi, tibbi 6zellikleri, vitaminler gibi besin maddeleri, mevsim ve cografi
kosullardan bagimsiz iiretim, kontrol edilebilir ve Ongoriilebilir verim nedeniyle

mikrobiyal pigmentlere artan bir ilgi vardir [86].

Bir¢ok halofilik arke tiirleri, kiiltiir kosullarina gbre pigment iiretme yetenegine
sahiptir. Aslinda pigmentin hiicre zarma destek gorevi gordiigii ve mikroorganizmayi
DNA'ya zarar veren ajanlara karsi korudugu i¢in 6nemli biyolojik islevlere sahiptir.
Ayrica, halofilik arkelerden elde edilen karotenoid 6zleri, yiiksek antioksidan kapasite

gostermistir [88].

Haloferax alexandrinus’dan karotenoid iiretimi renginden dolayr oncelikli olarak
gosterigli yapist dikkat ¢ekmektedir. Ayrica bu mikroorganizma tarafindan sentezlenen
pigment, hiicrelerini iyonlastirict radyasyon, UV radyasyonu ve hidrojen peroksitin
oldiiriicti etkilerine kars1 koruma islevine sahip oldugu bulunmustur. Halofilik arkeler
tarafindan iiretilen karotenoidler hem membran stabilizasyonu hem de oksitleyici ajanlara
kars1 koruma rolleri oynayabildiginden, bu bilesikler bu tiir mikroorganizmalarin hayatta
kalmas i¢in biiyilk 6neme sahiptirler. Artan tiikecilerin istekleri sonucunda saglik ve
cevre sartlar1 diisliniildiigiinde bu tiir kaygilar1 aza indirebilmek nedeniyle endiistride
sentetik pigmentlerin glinlimiizde gegerliligini yavas yavas yitirdigini gérmek ve dogal
pigment arayist ve kullanimina gegmek icin artik bir alternatif olarak karsimiza ¢ikip

kullanilmasi onerilmistir [88].

Bu ¢alismada, Haloferax alexandrinus’un pigment iiretme yetenegini kullanarak

izole edilen karotenoidlerde saflastirma calismasi yapilmistir. Mikroorganizmalarda

53



bircok c¢esitli pigment saflastirma ve belirleme yoOntemleri kullanilmistir. Ancak
Haloferax alexandrinus’da saflastirma tekniklerinin kullanildigi  bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Ayrica izole edilen karotenoidlerin TLC, NMR ve LC/MS-MS ile
tanimlanmasi1 gergeklestirilmistir. Elde etti§imiz pigment ile sitotoksisite testi (MTT)
yapilarak ¢alisma genisletilmistir. Haloferax alexandrinus tiiriiniin  kullanilarak
saflastirilan pigmentin g¢evre dostu ve pratik olmast ¢ogu endiistride kullanilabilir

oldugunu gostermektedir.

Haloferax alexandrinus pigment {retim asamasinda 1s1gmn  etkisinin
pigmentasyonunda veya biyokiitle konsantrasyonunda hi¢bir fark olmadigi ortaya
konmustur. Isigin halofilik arkelerin pigmentasyonu iizerindeki etkisi biiyiik 6l¢iide
tirlere baghdir. Halobacterium salinarum tiirii (ATCC 33170) ile yapilan benzer bir

calismada da 15181n bir etkisi ortaya konmamustir [87].

Tuz konsantrasyon seviyesinin pigmentin kazanimina etkisini arastirdigimizda
%-20’1ik tuzlu su besiyerinde pigmentin koyu renge doniistiigiinii ve optimal lireme
derecesine ¢iktig1 gozlemlenmistir. Tuzlu konsantrasyonu %25’e ¢ikarildiginda
pigmentin renginin degismedigi fakat iireme oraninin diistiigli gézlemlenmistir. Belli bir
yerden sonra pigmentin renk ve iireme degisiminin fazlar arasindaki gerceklesen yapisal

polaritesine bagl olarak degisimden kaynaklandigi diistintilmektedir.

Farkli pH derecelerinin konsantrasyon seviyesinin pigmentin kazanimina etkisini

aragtirdigimizda en uygun pH degerinin 8 oldugu yapilan ¢aligmada gézlemlenmistir.

Haloferax alexandrinus’un ekstraksiyon asamalarindan sonra gergeklesen kolon
kromotografi analizi sonuglarina gore pigmentimizin oksijen ile temasi ile ince tabaka
kromotografisinde UV 1s1k altinda bakildiginda birden fazla spot olusumunun
gozlemlendigi ve pigmentin yapisinin bozulmasina yol actig1 gézlemlenmistir. Niikleer

manyetik rezonans spektroskopisi analizinden sonra bozulmanin oldugu desteklenmistir.

Haloferax alexandrinus’un aseton ile ekstraksiyonundan sonra yapilan UV-VIS
spektrum analizleri sonucunda elde ettigimiz 460, 496, 530 dalga boylari, benzer
calismalarda belirtilen degerler araliginda oldugu ortaya konmustur. Elde edilen UV-VIS

spektrum analiz sonuglari ¢caligsmay1 destekler niteligindedir.

Karotenoid pigment oOziiti hiicrelerinin potansiyel antikanser aktivitesi

bulunmaktadir. Epidemiyolojik arastirmalar, bu bilesiklerin etki mekanizmalar1 hakkinda
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nadiren kanit saglar ve farkli tedavi zamanlarindaki biyolojik etkileri hala belirsizdir [99].
Bu calismanin amaci, insan noroblastom hiicrelerinin dizilerinde karotenoidlerin hiicre
canlilig1 iizerindeki etkisini belirlemektir. Insan ndroblastom hiicre hatlari, 24, 48 ve 72
saat boyunca karotenoid ekstrakti (0.2-2 pg) ile muamele edilmistir. Noroblastom hiicre
hattinda total karotenoid ekstraktina maruziyet sonucunda olusabilecek toksik etkiler
arastirilmistir. Bu tez ¢alismasinda SH-SYSY noroblastom hiicreleri 24,48 ve 72 saat
siiresince 0.2, 0.5, 1, 1.5, ve 2 pg dozlarinda total karotenoid ekstraktina maruz
birakilmistir. Uygulama sonrasinda karotenoid ekstraktinin sitotoksisite etkisi
belirlenmistir ve 48 saatlik uygulamada doza bagli olarak sitotoksisite etkisinin arttigi

gbzlemlenmistir. 48 saatlik uygulamada IC50 degeri >2 pug/ml olarak bulunmustur.

Abbes (2013) ve arkadaslarinin Halobacterium halobium'dan ekstrakte edilen
karotenoidlerin biyolojik ozellikleri insan hepatoma (HepG2) hiicre hatlar {izerinde
arastirilmis ve canliligt MTT testi ile degerlendirilmistir. Hiicreler, 0,2 ila 1,5 uM arasinda
degisen Oldiirlicii konsantrasyonlarda 24 ve 48. saatlerde kaydedilmis. Artan
konsantrasyonlar karotenoid 6ziitii ile tedavi edilen HepG2 hiicreleri, zamana ve doza
bagli bir sekilde hiicre canliliginda énemli bir (P <0.05) azalma gostermis. Aslinda diisiik
karotenoid 6ziitii konsantrasyonlarinda (0.2- 0.5 uM), optik mikroskopi ile ortaya ¢ikan
morfolojik modifikasyonlara ragmen, kontrole kiyasla hiicre canlilifinda 6nemli bir

diisiis kaydedilmemestir. Bu ekstraktin doza bagl bir sekilde hiicre 6liimiinii indiikledigi
bildirilmektedir [100].

Burgess (2008) ve arkadaglar1 ¢aligmasinda, likopenin normal insan plazma
konsantrasyonlari boyunca hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisini dlgmek i¢in yedi
insan hiicre hatti kullanmis ve yedi hiicre tipi, kanserli ve kanserli olmayan hiicreleri
24,48 ve 72 saat boyunca 0.0001 ila 10 uM likopen ile tedavi edilmis ve elektronik olarak
say1ldig1 bildirilmis. Kontroller ve deney numuneleri, Mann-Whitney U-testi kullanilarak
%95 giiven seviyesinde karsilagtirildigi belirtilmis. Tiim hiicreler normal olarak
biiylidiigii ve kontrollerin higbiri arasinda 6nemli bir fark bulunmadigin tespit edildigi
belirtilmektedir. Hep-G2, karaciger adenokarsinom hiicre ¢izgisi, 24 saat sonra yiiksek
dozlarda bir azalma gostermekte ve IMR-90, kanserli olmayan akciger hiicre hatt1 72 saat
sonra solvent kontroliine kiyasla en yliksek dozda bir azalma gdsterdigi belirtilmektedir.
A431, cilt karsinomu DU-145, prostat karsinomu HS-68, kanserli olmayan cilt A549,

akciger karsinomu ve HS-578T meme karsinomu proliferasyonda hicbir azalma

55



gostermedigi tespit edilmistir. Bu, fizyolojik araliktaki likopenin, bir hiicre

proliferasyonunu 6nemli dlciide etkilemedigi bildirilmektedir [101].

Kim (2016) ve arkadaslar1 astaksantin pigmentinin mide kanseri hiicreleri olan
(AGS, KATO-IIl, MKN-45 ve SNU-1) hiicre hatlar1 dizilerinde antikanser etkilerinin
mekanizmasini arastirilmis ve her hiicre ¢izgisi, kiiltiir ortaminda 24 saat boyunca %1
DMSO iginde 0, 10, 50 ve 100 uM astaksantine maruz birakildig1 bilrilmektedir.
KATO-IIl ve SNU-1 hiicrelerinin proliferasyonu, doza bagl bir sekilde astaksantin
uygulamasi ile onemli Ol¢lide baskilandigi ve 100 pM'deki astaksantinin protein
sentezinin inhibisyonunu ve hiicre proliferasyonunun baskilandigi, MKN-45 hiicre
hatlarinin ise hiicre dongiisiinii etkilemedi bildirilmektedir. Istatistiksel anlamlilik
Mann-Whitney U testi ile arastirilmistir. Farkliliklar, <0.05 bir p-degerinde istatistiksel
olarak anlamli kabul edildigi bildirilmistir. Astaksantin ve likopen gibi diger
karotenoidler, hiicre dongiisii ilerlemesini modiile ederek tiimdr hiicrelerinin biiylimesini
azalticag1 ve astaksantin pigmentinin, hiicre dongiisli durmasiyla ilgili hiicre bilyiimesini
inhibe edebilir ve ayrica kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilecegi yapilan

calismada belirtilmistir [102].

Lizama (2021) ve arkadaslari asir1 halofilik mikroorganizmalarlardan Haloarcula
sp. ALT-23; Haloarcula sp. TeSe-41; Haloarcula sp. TeSe-51; Haloarcula sp. Te Se-89
ve Halorubrum tebenquichense suslari TeSe-85 ve Te Se-86 ile insan epidermal
keratinositleri (HaCaT) hiicrelerinin canlilik {izerindeki etkisini belirlemek icin 24, 48 ve
72 saat 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31, 15 pg/mL karotenoid antioksidan bilesenlerine
maruz birakilmig ve MTT tahlili ile degerlendirilmis hiicre canliliginin 6 saat sonra
onemli bir diisiis gosterdigi bildirilmektedir. Ancak ayni1 konsantrasyonlar 24, 48 ve 72
saat sonra farklilik gostermedigi bildirilmektedir. 250 pg/mL'lik konsantrasyon hiicre
canliligini artirma egilimi gostermis, 15 pg/mL'lik konsantrasyonda hiicre canliliginda 6.
ve 48. saatlerde bir azalma gozlenirken, 24 ve 72. saatlerde anlamli bir farklilik
gozlenmedigi belirtilmektedir. Istatistiksel anlamlilik Kruskal-Wallis istatistik testi
kullanilarak testi ile arastirilmistir. Farkliliklar, = SD, p <0.05 degerinde istatistiksel
olarak anlamli kabul edildigi bildirilmistir [103].

Cikan veriler sonucunda karotenoid ekstraktin tedavi goren tiimor hiicrelerinin
sayisinda Onemli bir diislis gostermektedir. Karotenoidlerin ayrica yapilan kontroller

sonucunda 72 saatlik uygulamada da hiicre canliligin1 azalttig1 goriilmiistiir. Bu bulgular,
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karotenoidlerin kanserle biyolojik etkilesim ic¢in potansiyel ajanlar oldugunu
gdstermektedir. Insan noroblastom hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismanin sonuglarinda
tiimor hiicreleri tizerindeki karotenoid ekstraktinin sitotoksisitesinde doza bagl bir artis
gosterdigi ortaya koyulmustur. Ekstraktlarin konsantrasyonu arttikca hiicrelerde
sitotoksisite artar, bu da karotenoidlerin hiicrelerinin antikanser aktivitesini

gostermektedir.

Naziri (2014) ve arkadaslarmin Halorubrum sp., TBZ126 halofilik bir arke
tiiriinden karotenoid tiretiminin analiz ¢aligsmalar1 yapilmistir. Calismada karotenoidlerin
aseton-metanol (7:3 v/v) ¢oziicii ile ekstrakte edildigi ve karotenoidlerin tanimlanmasi
UV-VIS spektroskopisi ile yapimis ve ince tabaka kromatografisi (TLC) ile
dogrulanmistir. S1vi kromatografi kiitle spektroskopisi (LC-MS) teknikleri kullanilarak
analiz edilmistir. LC-MS analitik sonuglar1 soncunda iretilen karotenoidlerin
bakteriorun, likopen ve B-karoten oldugunu ortaya koymustur. Bakteriuberin, iiretilen
baskin karotenoid olarak bulunmustur. TLC'si analizi sirasinda heksan:aseton (7:3)
solvent kullanmig. Calismasinda 0.1% BHT antioksidan olarak kullanilmistir. Kiitle
spektrumlari, 300 ila 2000 m/z kiitle araliginda pozitif iyon modunda kaydedilmistir ve
karotenoidlerin tanimlanmasi, alikonma siiresi, UV spektrumlari ve kiitle spektrumlarinin
(protonlanmis molekiil ((M+H]) 6zellikleri karsilastirilarak gerceklestirilmistir.) ve onun
MS/MS fragmanlar1 tiim karotenoidler i¢in UV-goriiniir bir dedektor ile 450 nm'de
izlenmistir. UV absorpsiyon oOzellikleri ile ve ayrica elde edilen kromatogramlar
karsilastirilarak tanimlanmistir. Bakteriuberinler i¢in 466 nm, 495 nm ve 528 nm,
Likopen igin 448 nm, 474 nm ve 505 nm ve B-karoten igin 425 nm, 455 nm ve 482 nm'dir
[104].

Bizim ¢alismamizda ise Haloferax alexandrinus tiiriiniin UV-VIS spektrum
analizleri sonucunda pik degerleri 530,496 ve 460 nm'de absorpsiyonlar
karsilastirildiginda bakteriuberin pigmentine benzedigi fakat LC-MS karakterizasyon
caligmalarin1 yapmis ve MS/MS kiitle spektrumu analizleri sonucumuzda istedigimiz
bolgenin iyi parcalanmamasi nedeniyle bakteriuberin pigmentinin tespiti yapilamamis

olasilik olarak ytiksek oldugu gosterilmektedir.

Stokkeland (2019) yaptigi mikroalglerdeki farkli yetistirme ortamlarindan
pigmentlerin, LC-MS karakterizasyon ¢alismalarini yapmis ve MS/MS kiitle spektrumu

analizleri sonucunda kirmizi renkte yetistirilen Porosira glacialis 6rneklerinin 147.1165
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m/z’de parcalandigini ve astaksantin varligmin kiitle spektrumu sonucu belirlenmistir

[105].

Sui (2014) giines tuzlalarindan izole edilen halofilik C50 karotenoid iireten
arkelerin karakterizasyon ¢alismasi yapmis ve hipersalin ortamlarda bulunan
mikroorganizmalarin  ¢ogunu olusturdugundan arke hiicrelerinde biriken C50
karotenoidleri, potansiyel biyoteknolojik {irtinler olarak kabul edilebilecegi ve bir dizi
biyolojik islevlere sahip oldugunu belirtmistir. Haloferax alexandrinus’un elde edilen
pigmentin turuncu-kirmizi oldugu ve TLC analizleri sonucu bakteriuberin, 3-karoten ve
kantaksantin pigmentlerini igerdigi belirtilmistir. Halobacterium SP-2 ve Halorubrum
SP-4 iki susun pigmentasyonunun tuza bagimli oldugunu ve 150-300 g araliginda
tuzlulukla arttigin1  gostermektedir. Bu bulgular, Rodriguze-Valera (1980) ve
arkadaslarinin, Halobacterium volcanii kolonilerinin 150 g tuzluluk altinda giiglii
pigmentli oldugunu ve 250 g tuzluluktan 20 kat daha fazla pigment yogunlugunun
oldugunu bildirmistir. Asker ve Ohta (2002), ayrica, %25 ve %20 NaCl'de, Haloferax
alexandrinus kolonilerinin turuncu-kirmizi oldugunu, esas olarak bakteriuberinler,
astaksantin, [-karoten ve kantaksantin igerdigini, ancak konsantrasyon %]15'e
diistiriildiigiinde pigmentin yogunlugunun, renginin ve igeriginin degisebilecegi
belirtilmistir. 250 g tuzluluk ortaminda ve pH 7'de optimal biiyiime gosterdigi pigment
tiretiminin pH 8'de en yiiksek oldugu ve tuzluluk seviyesinin 150-300 g araligindan fazla
tuz yogunlugunun artmasi pigment birikiminin azaldig: bildirilmektedir. Ek olarak, C50
karotenoid bakteriuberin, her iki susta da ana pigment olarak goriindiigii saptanmistir

[106].

Herrero (2012) ve arkadaslarinin yaptigi analizler sonucu Haematococcus
pluvialis'ten astaksantin ekstraksiyonu i¢in dort farkli ekstraksiyon yontemi uygulanmis
ve yogun bir sekilde degerlendirilmistir, spektrofotometrik analiz ve yliksek performansh
stvi kromatografisi (HPLC) analizileri sonucu astaksantin'in maksimum absorbans
degerinin 470-480 nm arasindaki dalga boyu ile tespit edildigi bildirilmistir.
Haematococcus pluvialis'ten astaksantin konsantrasyonunun 6l¢iilmesinde HPLC daha
fazla tercih edilmektedir [107].

Will (2015) ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada Haloferax mediterranei tiirii
kullanilarak karotenoid pigmenti iiretimi ve optimal sartlarin belirlenmesi rapor

edilmistir. Cikarilan pigmentin kirmizi renkli oldugu ve %52,4 oraninda bakteriuberin
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pigmenti oldugunu HPLC analiz ve kiitle spektrometrisi analizleri sonuglar
belirlemiglerdir. Haloferax mediterranei, Halobacterium salinarium ve Haloferax
volcanii tiirlerininde polar olmayan ¢oziiciiler ile ekstrakte edilerek yapilan ¢alismalar
dogrultusunda bakteriuberin, astaksantin, [-karoten, likopen ve kantaksantin gibi

karotenoid pigmentlerin {iretiminin oldugu belirlenmistir [108].

Simo (2021) ve arkadaslarinin yaptigi calismada Haloferax mediterranei tiirti
kullanilarak yedi giinliik kiiltiirle optimum biiylime oran1 %17,5 tuz konsantrasyonunda
gbzlemlendigi ve 1 mL kiiltiir hesaplamalar1 sonucunda toplam karotenoid iceren miktar
22,4 mg kuru agirlik biyokiitlesi trettigi bildirilmistir. Ayrica UV-VIS spektrum
analizleri sonucunda elde edilen degerlerin, benzer calismalarda belirtilen degerler
araliginda oldugu i¢in elde edilen UV-VIS analiz sonuclari c¢aligmayi1 destekler
niteliktedir. Simo (2021) ve arkadaslarinin yaptigi calismada Haloferax mediterranei tiirii
kullanilarak spektrum analizleri sonucunda pik degerleri 530, 495 ve 470 nm'de
maksimum ile, karakteristik absorpsiyon spektrumu ile belirlendigi lizere bakterioruberin

icerdigi ve pembemsi/kirmizimsi pigmentasyon rengi gézlemlendigi belirtilmistir [109].

Bizim c¢alismamizda ise Haloferax alexandrinus tiiriiniin spektrum analizleri
sonucunda pik degerleri 530,496 ve 460 nm'de maksimum ile, karakteristik absorpsiyon
spektrumu ile belirlendigi lizere astaksantin i¢erdigi ve turuncu/kirmizimsi pigmentasyon

rengi gozlemlendigi belirtilmistir.

Minyuk (2018) yesil bir mikroalg tiirii olan Bracteacoccus minér ile karotenoidlerin
TLC ve UV-Vis Spektroskopisi ile analizini yapmis astaksantin pigmentinin
biyoteknolojik olarak dnemini vurguluyarak, iireticilerine vurgu yaparak TLC ve UV-Vis
spektroskopisi ile pigment analizilerinin yapilmasinin diger potansiyel saflastirma teknigi
olan HPLC gibi ayirma tekniklerinin kullanmanin yan1 sira TLC ile ayirimin yapilmasinin
daha kolay ve giivenilebilirlik agisindan 6zel 6nem verilmesi gerektigini belirtmistir.
TLC'si analizi sirasinda sirayla iki solvent kullanmus: (1) heksan-aseton (9:1); (2) benzen-
heksan-aseton (10:7:1.6) oranlartyla ayristirma yapmistir. UV-VIS analiz sonuglarinda
480, 474 ve 450 nm'de astaksantin pigmentini, 476,474 ve 450 nm’de kantaksantin
pigmentinin absorbans degerlerini tespit etmistir. Calismasinda 0.1% BHT antioksidan

olarak kullanilmistir [110].
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Bu ¢alismanin devam ettirilmesi ile;

Haloferax mediterranei, tiirii tizerinde yapilan ¢alismada karbon/azot dengesinin
karotenoid biyosentezi tizerindeki etkisi de degerlendirilmistir ilerleyen ¢alismalar
dogrultusunda buna benzer ¢aligmalar Haloferax alexandrinus tiirii kullanilarak da

yapilabilir.

Karotenoidlerin farkli saflastirma teknikleri kullanilarak elde edilen pigment
miktarina olan etkisi arastirilabilir. Cesitli haloferax tiirleri kullanilarak C50 pigment
tiretimi alaninda derinlemesine ¢alisma eksikligi bulunmaktadir. Ekstrem sartlar altinda
yasayabilen bu tiir mikroorganizmalarin kullanimi, biiylimeleri i¢cin gerekli kosullar,
enerji maliyetlerinin azaltilmasinda ¢cok dnemli bir rol oynayan steril olmayan kosullar
altinda bile diger mikroorganizmalar tarafindan kontaminasyonu onlediginden tavsiye

edilir.

Karotenoid iiretimi i¢in kosullarin optimizasyonu, ekonomik maliyetleri
degerlendirilerek ¢aligmalar yapilabilir. Elde ettigimiz verilere gore karotenoid pigment
hiicre Oziitleri antioksidan etki gostermektedir. Bu c¢alismalar dogrultusunda

karotenoidlerin ¢esitli hiicre kiiltiirii testleri yapilarak yeni bulgular elde edilebilir.

Sonug olarak bu calisma; Haloferax alexandrinus’un, giiclii biyoaktif ajanlarin
gelistirilmesi i¢in yeni bir umut verici firsatlar agabilecek ve gii¢lii bir potansiyele sahip
oldugu sonucuna varildi. Bu ¢alismada sunulan halofilik arke tiiriiniin, antitiimor 6zelligi

ile potansiyel kaynaklar olarak da kullanilabilir olabilecegi belirtilmektedir.
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