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OZET

CEVRESEL ORNEKLERDEN PIGMENT URETEN BAKTERILERIN iZOLASYONU,
KARAKTERIZASYONU VE PIGMENTLERIN POTANSIYEL UYGULAMA
ALANLARININ ARASTIRILMASI

Dogal veya sentetik pigmentler kozmetik, tekstil, gida, kagit gibi ¢ok ¢esitli endiistriyel
alanlarda kullanilan bilesiklerdir. Ozellikle gidalarda kullanilan sentetik pigmentlerin saglik {izerine
olumsuz etkilerinin belirlenmesinden sonra, dogal pigmentlerin kullanimi1 6nem kazanmistir. Bakteriyel
pigmentler ile yapilan calismalar, pigmentlerin sadece boyar madde seklinde kullaniminin sinirh
olmadigi, ayn1 zamanda antimikrobiyal, antiviral, antikanser gibi 6zelliklerinden dolay:1 genis bir
kullanim alanina sahip oldugunu gdstermistir.

Bu calismada, cevresel drneklerde pigment iireten bakteri izolasyonu ve bu pigmentlerin
karakterizasyonu ile bazi potansiyel uygulama alanlar1 arastirilmigtir. Mersin ili ve Tarsus ilgesinden su
ve toprak orneklerinden pigment iireten bakteri izolasyonu yapilmistir. Toplam 50 pigmentli bakteri
arasindan secilen BYL-1, BYL-3, BYL-Kir ve Phyto izolatlar1 pigment tiretimi i¢in kullanilmistir. 16S
rRNA analizi ile Micrococcus yunnanensis, Micrococcus luteus ve Bhargavaea ginsengi olarak
tanimlanan tiirlerden pigmentler ekstrakte edilerek antimikrobiyal ve antialgal etkileri belirlenmistir
Pigment tiretimi {izerine sicaklik, pH ve agir metallerin etkisi arastirilmistir. BYL, BYL-3 ve BYL-Kir
izolatlarinin pigmentlerinde antimikrobiyal etki tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel pigment, Serratia spp., Micrococcus yunnanensis, Micrococcus luteus,
Bhargavaea ginsengi.

Damisman: Prof. Dr. Mutlu Nisa UNALDI CORAL, Mersin Universitesi, Biyoteknoloji Anabilim Dali,
Mersin.



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF PIGMENT-PRODUCING BACTERIA FROM
ENVIRONMENTAL SAMPLES AND INVESTIGATION OF POTENTIAL APPLICATION
OF PIGMENTS

Natural or synthetic pigments are compounds used in a wide variety of industrial areas such as
cosmetics, textiles, food, and paper. Especially after determining the negative effects of synthetic
pigments used in foods on health, the use of natural pigments has gained importance. Studies with
bacterial pigments have shown that the use of pigments is not only limited to dyestuffs, but also has a
wide range of uses due to its antimicrobial, antiviral and anticancer properties.

In this study, some potential application areas were investigated with the isolation of pigment-
producing bacteria in environmental samples and the characterization of these pigments. Pigment-
producing bacteria were isolated from water and soil samples from Mersin province and Tarsus district.
BYL-1, BYL-3, BYL-Kir and Phyto isolates selected from a total of 50 pigmented bacteria were used
for the pigment production. Antimicrobial and antialgal effects were determined by extracting pigments
from species defined as Micrococcus yunnanensis, Micrococcus luteus, and Bhargavaea ginsengi by
16S rRNA analysis. The effects of temperature, pH and heavy metals on pigment production were
investigated. Antimicrobial effect was detected in the pigments of BYL1, BYL-3 and BYL-Kir isolates.

Keywords: Bacterial pigment, Serratia spp., Micrococcus yunnanensis, Micrococcus luteus,
Bhargavaea ginsengi.

Advisor: Prof. Dr. Mutlu Nisa UNALDI CORAL, Department of Biotechnology, Mersin University,
Mersin.
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1. GIRiS

Pigmentler ¢esitli bitkilerden, boceklerden, bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalardan
ekstrakte edilen boyalardir. Insanlar ge¢misten giiniimiize yogun bir sekilde renk maddelerini gida,
kozmetik, ilag sektorii ve boya iiretiminde kullanmaktadir. Sentetik pigmentler bulununcaya kadar dogal
pigmentler yaygin olarak kullanilmaktaydi. Dogal pigmentler diinyada ticari olarak 6zellikle kiirk, yiin,
deri ve pamuk boyama gibi amaglar i¢in kullanilmigtir. Ancak dogal pigmentlerin {iretiminin yavas
olmasindan kaynakli piyasadaki talebi yeterince karsilayamamis ve sentetik pigmentlerin ortaya ¢ikisi
kagimilmaz olmugtur. Sentetik pigmentlerin ilk olarak Pekin’de 1856’da tanitilmasiyla birlikte olduk¢a
maliyeti diisiik olan bu pigmentlerin kullanimi artmis ve dogal boyalara olan talep giderek azalmustir.
Ayrica yar1 sentetik pigmentler de iiretilmis ve kullanima sunulmustur (Venil vd., 2013). Sentetik
pigmentli boyalarin, gelistirilmesinin kolay olmasi, ekonomik olmasi, gidalarda istenmeyen tatlarin
olmamasi ve az miktarda kullanilsa bile miikkemmel renklendirme 6zellikleri gibi ¢esitli 6zelliklerinden
dolay1 biiyiik ilgi gormustiir (Sajjad vd., 2020).

Tekstil alaninda c¢ok yaygin bir sekilde kullanilan sentetik pigmentler ozellikle ciddi su
kayiplarina neden olmaktadir. Bir kg’lik bir tekstil malzemesinin boyanmasi i¢in 100 L’ye kadar su
titketilebilmektedir. Su tiiketiminin fazla olmasinin yaninda boyali sularin ¢evreye birakilmasi ve yeralti
sularina karismasi neticesinde ¢evre kirliligine de neden olmaktadir (Sudova vd., 2007). Sentetik
pigmentlerin boyama endiistrisinde yogun bir sekilde kullanim1 sonucunda dogaya olumsuz etkilerinin
oldugu goriilmistiir. Islemler sonrasinda biiyiik miktarlardaki boya maddelerinin sulara karigmasi
insanlar i¢in tehdit olusturmakta ve insanlarin uzun sure maruz kalmalari durumunda kanserojen etki
gostermektedirler. Bu sebeplerden dolayi, dogal pigmentler ozellikle c¢ocuk tekstilinde, gida
maddelerinde vb. kullanimi ¢evre dostu olmasindan dolayi tercih edilmesi gerekmektedir (Velmurugan
vd., 2010a). Kullanilan sentetik pigmentli boyalarin ¢ogu, insan sagligina zararli benzen, kursun, bakir,
civa, krom gibi agir metaller igeren kimyasal bilesiklerden olusmaktadir. Daha 6nce Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) tarafindan ilag, gida, tekstil ve kozmetik gelistirmede kullanilmasina izin verilen bir¢ok sentetik
renklendiricinin daha sonra kullanimlarinda kansere neden oldugu bulunmustur (Sajjad vd., 2020).
Sentetik pigmentlerin bir¢ok soruna neden oldugunu gosteren c¢alismalar sonrasinda bakteriler
tarafindan {retilen pigmentlerin kullanimi s6z konusu olmustur. Dogal pigmentlerin uygulama
alanlarinin arastirtlmasina biiyiik ilgi ve dnem verilmistir (Tuli vd., 2015; Chandika vd., 2015).

Fermentasyon yolu ile mikroorganizmalardan dogal pigmentlerin endiistriyel iiretimi, daha ucuz
olmalar1, daha kolay iiretilebilmeleri, ekstraksiyonlarina yil boyunca devam edilebilmesi ve daha yiiksek
verim gibi birgok avantaja sahiptir. Bakterilerde cesitli renklerde bir¢cok pigment mevcuttur. Bu
pigmentler, renk verme islevini yerine getirmenin yani sira, bakteriler tarafindan hayatta kalma avantaji
igin iiretilen sekonder metabolit bilesiklerdir (Vila vd., 2019). Ornegin, Antarktika gibi soguk bdlgedeki
bakteriler, hem diigiik sicakliklarin hem de siirekli UV’ye maruz kaldiklari i¢in hiicresel hasara kars

koruma saglayan karotenoidler gibi koruma ve yasamlarin1 devam ettirme amaci ile pigment iiretme

1
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egilimindedirler (Ordenes-Aenishanslins vd., 2016). Bakterilerde pigment iiretimi sadece koruma
saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda diger bakterilere kars1 direng gibi birgok fonksiyona da hizmet eder.
Ornegin deOndarza (2017), ¢aligmasinda renkli pigment {ireten bakterilerin, ozon ve peroksite maruz
kaldiklarinda, pigment iiretmeyen bakterilere gore daha iyi hayatta kalma sansina sahip olduklarini
gostermistir. Bakterilerden iiretilen pigmentlerin insan sagligi icin de O6nemli avantajlar1 vardir.
Potansiyel saglik yararlari olan ilging biyoaktif bilesikler olarak bilinir. Bu pigmentler tip, gida,
farmakoloji, zirai kimyasallar, kozmetik ve tekstil endiistrisinde genis bir uygulama alanina sahiptir
(Venil vd., 2013). Cok sayida mikrobiyal pigment kesfedilmistir ve bu pigmentlerin ¢cogu antioksidan,
antiviral ve antimikrobiyal 6zellikler gostermektedir (Ramesh vd., 2019).

Ornek olarak Astaksantin pigmenti kirmiz1 renkli olup Agrobacterium aurantiacum bakterisi
tarafindan tiretilen bir pigmenttir. Kantaksantin pigmenti ise Bradyrhizobium sp.’den elde edilerek balik
yemlerinde kullanilmigtir. Bu pigment kirmizi-turuncu renkli olup Halobacterium bakterisi tarafindan
da iretilmektedir. Sar1 renkli zeaksantin pigmenti Flavobacterium cinsi bakteriler tarafindan
iiretilmektedir ve yumurta sarisinin rengini artirmak iizere tavuk yemlerinde kullanilmaktadir (Dufossé
vd., 2005). Prodigiosin pigmenti, Serratia marcescens’ten elde edilmekte ve tekstil boyasi olarak akrilik,
pamuk, ipek gibi kumasglarin boyanmasinda kullanilmaktadir (Shahid vd., 2013).

Pigmentlerin insanlar iizerinde dikkate deger bir psikolojik etkiye de sahip oldugu
bilinmektedir. Basta gida endiistrisi olmak iizere ¢ok cesitli tepkileri ve duygulari tesvik edebilecegi i¢in
pazarlama ve reklamcilikta ¢ok dnemli bir yerde oldugu kabul edilir (You vd., 2019).

Pigment tireten bakteriler genellikle toprak ve deniz suyundan izole edilmis olsa da ekosistemde
hemen hemen her ortamdan izole etmek miimkiindiir. Uretilmis olan bakteri pigmentlerinin ¢ok ydnlii
kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Kozmetik, tekstil, gida, kagit endiistrisi ve hatta bazi bakteri
pigmentleri Brandyrhizobium sp’ den elde edilmis olan kontaksantin (Dufossé vd., 2005) yillarca balik
yemi olarak kullanilmistir. Bakteri pigmentlerinin diger 6nemli bir kullanim alani ise ila¢ endiistrisidir.
Uretilmis olan antibakteriyel, antiviral, yara onarimi, yaslanma karsii ve migren tedavisinde
kullanilabilecek biyolojik aktivitelere sahiptir. Bakteriyel pigmentler ile yapilan c¢aligmalar,
pigmentlerin sadece boyar madde seklinde kullaniminin sinirlt olmadigi, ayn1 zamanda antimikrobiyal,
antiviral, antikanser gibi 6zelliklerinden dolay1 genis bir kullanim alanina sahip oldugunu gostermistir.

Mikrobiyal pigmentlerin tiretimi ile ilgili iki temel yaklasim bulunmaktadir. Bunlardan ilki -
Farkli cevresel ortamlardan pigment iireten mikroorganizmalarin izolasyonu ve {iretkenliklerinin
artirilmasi; digeri ise -Halihazirda bulunan suglarin iyilestirilmesi ve siireg gelistirilmesidir (Venil vd.,
2013).

Bu caligmada gevresel drneklerden pigment iireten bakteri izolasyonu ve bu pigmentlerin Kismi
karakterizasyonu ile potansiyel uygulama alanlarinin arastirilmast hedeflenmistir. Potansiyel uygulama
alan1 olarak cesitli sektorlerde renk maddesi seklinde kullanimi ile sinirli kalmayarak bunun yaninda

antibakteriyel ve antialgal 6zelliklerinin aragtiritlmasi da amaglar igerisindedir. Bakterilerden fliretilecek
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olan pigmentlerin sentetik pigmentlere gore kolay, ekonomik ve yliksek verimlilikte elde edilmesi hedefi

de bu galismamizin diger bir nemli amacini olusturmaktadir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Pigmentlerin Tarihi

Pigment, renkli cisimleri belirtmek amaciyla kullanilan Latince kdkenli bir kelimedir. Ortagag
donemlerinde pigment gida renklendiricisi terimi olarak kullanilmistir. Biyolojik terminolojide ise
pigment, hiicre graniillerinde olusan ve dokularin i¢inde depolanan hayvan ve bitkilerde yaygin olarak
bulunan renklendirici maddelerdir. Biitiin bu dogal ve yapay katmanlara da “pigment” adi verilmistir
(Babitha vd., 2009).

Tarih Oncesi donemlerde insanlarin kiyafetlerini renklendirmek, kendilerini siislemek ve
yasadiklar1 ortamlara iz birakmak amaciyla cesitli boyalar1 kullandiklar1 bilinmektedir. MO 1900-2600
yillarinda Indus vadisi uygarhiginda kullamilan elbise kumaslarmin iplik ve bez kisimlarinda kok
boyasinin izleri bulunmaktadir. Yine insanlarin kendilerini giizellestirmek i¢in kina gibi dogal boyalari
kullandiklar1 bilinmektedir. Dogal boyalar, yazili kaynaklara gore ilk kez Cin’de MO 2600 yilinda
kullanilnis ve kayitlara gecmistir (Siva, 2007). Ilkel boyama teknikleri bitkilerin ham halde ya da
kaynatilarak 6ziitlinlin ¢ikarilip rengin kumasi boyamasi ile gergeklestirilmistir. Bu metotun kullanimi
zor ve zaman alici oldugundan daha ileri yontemlerle, bir ok meyve ve bazi bitkilerin ezildikten sonra
kaynatilip, elde edilen boyanin kumasa uygulanmasi seklinde gelistirilmistir. Kirmiz1 renkli bir boya
olan Kosnil boyasi ise Aztek ve Maya medeniyetleri tarafindan ilk olarak kullanilmustir. Tarih boyunca
kullanilan ¢ivit otu, kina ve safran gibi dogal boyalar giiniimiize kadar ulagmustir. 8. ylizyilda Japonya’da
soya ve adzuki fasulyesinden elde edilmis boyalar gidalarda kullanilmistir. Ayrica dogal pigmentlerle
ilgili yapilan farkli ¢aligmalar boyama sanati gibi bir¢ok alani da etkilemistir (Venil vd., 2013).

18. yy’ da hizli niifus artig1 ve sanayi devriminin baglamasi ile endiistriyel alanda dogal renk
maddelerine talep artmustir. Ancak artan talebinin karsilanmasinda dogal iiretilen pigmetler yetersiz
kalininca sentetik pigmentler tizerinde yapilan c¢alismalar yogunlastirilmistir. 1704'te Almanya’da
Johann Jacob Diesbach, laboratuvarinda Prus mavisini iretmistir ve bu pigment kimyasal olarak
sentezlenen ilk renk maddesi olmustur. Az miktarlarda kullanilsa bile sentetik pigmentlerin dogal
pigment maddelerine gore renk verme giicii, renk spektrumlar1 ve kaliciliklar daha yiiksek olmustur.
Bu nedenlerden dolay1 sentetik pigmentli renk maddeleri sanayide ¢ok genis bir kullanim alan
bulmustur. Ancak daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda sentetik pigmentlerin 6zellikle gidalarda
kullanim1 konusunda olumsuz sonuglarin olmasi nedeniyle iireticiler dogal pigmentleri kullanmaya
tekrar yonelmislerdir.

Mikroorganizmalar kullanilarak pigment {iretiminin yapildigr Blakeslea kiifiinden (-karoten
elde edilmesi ilk basarili ¢aligmadir. 20. yy’den itibaren dogal pigmentlerin bu sekilde tiretimi ile ve
organik kimyadaki biyoteknolojik yontemlerin gelismesi ile dogal pigmentler yeniden dikkat cekmeye
baglamugtir (Venil vd., 2013; Gurpreet ve Balmeet, 2014).
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2.2. Pigmentlerin Simiflandirilmasi

Giintimiizde pigmentler elde edildikleri kaynaklara gore dogal, sentetik ve inorganik pigmentler
olarak smiflandirilmaktadir. Sentetik pigmentler in vitro ortamlarda, dogal pigmentler ise bitkinin kok,
govde, yaprak gibi organlarindan, cesitli boceklerden ve mikroorganizmalardan izole edilirler.
Endiistriyel amagli kullanimda pigmentlerin 6zelliklerinin bilinmesi tiiketiciler igin tercih asamasinda
da 6nem teskil etmektedir (Erdal ve Okmen, 2013).

Pigmentler elde edildikleri kaynaklarina gére; bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal pigmentler
olarak siniflandirilmaktadirlar. Kimyasal 6zelliklerine gore ise; flavonoid tiirevleri (yapisinda iki fenil
halkas1 bulunduran pigment tiirevleri), isoprenoid tiirevleri, pirol tiirevleri (C4sHsNH yapisinda olan
pigmentler) ve azot-heterosiklik (yapisinda azot grubu bulunduran bilesikler) tiirevleri olarak
siiflandirilirlar (Sigurdson vd., 2017).

Bir gida maddesinin renginin géze hos gelen giizel goriiniimlii ve bu goriiniimiin gidanin
tazeligini ve giivenligini gostermesi agisindan onemlidir. Dogal kaynaklardan {iretilen pigmentlerin
renklendirilme ¢alismalarinda son yillarda diinya ¢apinda ilgi gérmekte ve 6nem kazanmaktadir. Bu
pigmentler, istenmeyen pazar nedeniyle sentetik olanlarin yerine dogal bir gida boyasi olarak giivenli

kullanimlari i¢in aranmaktadir (Soliev vd., 2011).

Tablo 2.1. Pigmentlerin simflandirilmasi (Erdal ve Okmen, 2013) kaynagindan modifiye edilmistir.

Simniflandirma Pigment tiirii Ozellikleri Ornekler
DOGAL Bitki, hayvan ve Karotenoid,
mikroorganizmalardan .
elde edilen organik Antosiyanin,
bilesikler Klorofil
SENTETIK Invitro ortamlarda FD&C (Food, Drug and
= ; kimyasallar . .
KOKENINE .
GORE kullanilarak tiretilen Cosmetic) gida, ilag ve
bilesikler kozmetik renklendiricileri
INORGANIK  Sentezile elde edilen  Kursun kromat +
ya da Phtalocyanine blue
dogada bulunan iChrome{gst green (has
bilesikler rom yesili)
Tetrapirol Dért pirol yapisina Klorofiller, (‘Hem’ grubu
tiirevleri sahip bilesikler igerir)

Karotenoidler

Izoprenoid tiirevleri,
cogu polimer

Likopen, karoten, lutein,
kapsantin

bilesikler
Tetrapirol Kimyasal yapisinda Piirinler,
Olmayan N- azot bulunduranlar Pterinler,


https://tr.wikipedia.org/wiki/Karbon
https://tr.wikipedia.org/wiki/Hidrojen
https://tr.wikipedia.org/wiki/Azot
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YAPISINA GORE Heterosiklik Flavinler,
Bilegikler Fenazinler,
Fenoksazinler,
Betalainler
Benzopiran Oksijenlenmis Antosiyanin ve diger
tiirevleri heterosiklik bilesikleri ~ flavonoidler
Kuinonlar Yapisinda kuinon Benzokuinon,
bulunduran bilesikler ~ naftokuinon, antrakinon
Melaninler Icerisinde azot
bulunduran -- .
Omelanin,
monomerlerden elde
edilen polimorfik Faomelanin

bilesikler

2.2.1. inorganik Pigmentler

Gegmisten giiniimiize kadar gida renklendiricisi olarak kullanilan ve dogada bulunan inorganik
pigmentler, sentez yoluyla da elde edilmektedir. inorganik pigmentlerin biiyiikk bir cogunlugunu
metallerin elementleri veya metalde ¢éziilmeyen metal tuzlarindan olusmaktadir. Altin, aliminyum tozu,
giimiis, kalsiyum karbonat vb, bilesikler baslica inorganik pigmentlerdir (Anonim, 2011).

Inorganik pigmentlerin sentezinde genellikle metaller ve kimyasallar kullamldig: igin toksik
ozellik gostermektedir. Pigmentlerin bir¢cogu, 6nemli saglik problemlerine neden oldugu igin
kullanimlari simirlandirilmustir. Gidalarda renklendirici olarak kullanilabilen inorganik bir pigment olan
karbon siyah1 bagirsak kanserine neden olan benzidin tiirevidir. Insanlar icin kesinlikle kanserojenik
tehlikelere yol agmasi nedeniyle artik kullanilmamaktadir (Rao vd., 2017).

Inorganik pigmentlerin renk verme giicii, renk spektrumlar1 ve dayanikliliklar1 daha yiiksek
olmasina ve ayrica kullanimlar1 daha kolay olmalarina ragmen, hem insan sagligi hem de ¢evre iizerine
oldukg¢a olumsuz etkileri vardir. Bu olumsuz etkiler tiiketicinin inorganik pigmentlerden uzaklasarak

dogal pigmentlere yonelmesine neden olmustur (Velmurugan vd., 2010a).

2.2.2. Sentetik Pigmentler

Sentetik pigmentler gegmisten giiniimiize tekstil, gida, ila¢ kozmetik ve kagit tiretimi gibi birgok
endiistride yaygin bir sekilde kullamlmaktadir. Uretimleri diisiik maliyetli, islenebilirlikleri kolay ve
istenen renklendirme 6zellikleri gibi bir ¢ok istiinliikleri nedeniyle ilk ¢iktiklar1 yy’dan itibaren tiim
pazara hakim olmuslardir. Sentetik pigmentlerin olumlu yonlerinin yani1 sira insanlar ve ¢evre {izerinde
zararl bir¢ok olumsuz etkiye sahiptir (Lagashetti vd., 2019).

[lk sentetik pigmentin kesfinde 1856'da William Henry Perkin'in sitma tedavisi igin bir deney

gergeklestirirken kullandigr anilin tiirevi olan katranin bir tesadiif sonucu anilinin oksidasyonu ile leylak
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renkli pigmentin olusumunu tespit etti. Daha sonrasinda sentetik boyar maddelerinin ilk fabrikasini
kurdu. Ilerleyen yillarda, anilin ve diger katran tiirevlerinden daha fazla boya iiriiniiniin kesfedilmesi
icin deneyler gerceklestirildi. Yapilan deneyler sonucunda sentetik pigmentlerin sivi, toz, jel ve
macunlardan olusan birgok formu da gelistirildi (Paredes-Lopez, 2002).

Sentetik pigmentlerin kiiresel boya talebi yillik 800.000 ton olup, en biiyiik yiizde tekstil
imalatindadir. Su, tekstil imalatinda yogun bir sekilde kullanilmakta ve kullanilan suyun biiyiik bir orani
kacinilmaz olarak atik suya yol agmaktadir. Sulu asamada gozlemlenen sorun, boyalarin tekstil
malzemelerine kismen tiiketilmesi ve bunun sonucunda boyar maddenin 6nemli bir kisminin atik suya
salinmasidir (Jamee ve Siddique, 2019).

Sentetik pigmentlerin kullanimi gida endiistrisinde de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, tiretimi genellikle kabul gormiis ¢evresel sorunlara neden olmaktadir. Ayrica, bazi
sentetik pigmentler kanserojenik ve insan saglig1 iizerindeki toksik etkileri tespit edilmistir. Gida ve ilag
Dairesi (FDA) tarafindan gida, ila¢ ve kozmetik endiistrisinde kullanimina izin verilen bazi sentetik
pigmentlerin potansiyel bir kanserojen olan karbon siyahi ve bagirsak kanserine neden olan benzidin
gibi belirgin tehlikelere yol agtigi gortilmiis ve kullanimi yasaklanmustir (Rao vd., 2017). Bu nedenle,
bu bilesiklerin kademeli olarak dogal kaynaklardan elde edilen alternatif pigmentlerle ikame edilmesi
son on yilda ozel ilgi gormiistiir. Ek olarak, dogal pigmentler ayrica antioksidan, antienflamatuar,

antikanser ve antimikrobiyal aktiviteler gibi avantajli biyolojik 6zellikler de gosterebilir (Tuli vd., 2015).

2.2.3. Dogal Pigmentler

Dogal pigmentler bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan (bakteri, fungus ve alg)
elde edilebilir. Mikroorganizmalardan elde edilen dogal pigmentler, pigmentlerin ¢oziinlirligi ve
stabilitesi ve mikroplarin kiiltiir i¢in kolay bulunabilirligi nedeniyle bitki ve hayvanlara gore daha
idealdir. Bu metabolitler arasinda pigmentler, ¢esitli endiistriyel uygulamalarda kullanilabilen
mikroorganizmalarin  6nemli &zellikleridir. Pigment {iretimi ¢ogunlukla sitoplazma igerisinde
gerceklesir (Pagano ve Dhar, 2015).

Giinlimiizde bir¢ok alanda renkler yaygin olarak kullanildig1 i¢in pigmentler 6nemli bir materyal
halini almaktadir. Sentetik pigmentlerin boyama endiistrisinde yogun bir bi¢imde kullanimi1 sonucunda
fazla miktarlarda boya sulara karigmakta ve gevre kirliligine neden olmaktadir. Dogaya birakilan bu
boyar maddelerin insanlar i¢in olumsuz etkileri bilinmektedir. Hatta uzun siire bu boyalara maruz
kalindiginda kanserojenik etki gosterebilmektedir. Bu nedenlerden dolay1 gidalarin renklendirilmesinde,
kiyafetlerin boyanmasinda ve oOzellikle de cocuk tekstil iiriinlerinde kullanilmak iizere dogal
pigmentelere talep giinden giine artmaktadir (Velmurugan vd., 2010b).

Laboratuvar ortaminda elde edilen sentetik pigmentlerin olumsuz sonuglarinin bulunmasindan
dolayr daha cok tercih edilen dogal pigmentler, ¢ogunlukla bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal

kaynaklardan elde edilmektedir. Dogal kaynaklardan elde edilen pigmentlerin renkleri ortam kosullarina
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gore degiskenlik gosterebilmektedir. Bu yiizden bu tip pigmentlerin saklama kosullarinin uygun olmas1
dikkat edilmesi gereken unsurlardan biridir (Erdal ve Okmen, 2013; Babitha vd., 2009).

Kaynak olarak bitkilerden elde edilen dogal pigmentlerin bircogunun iretimi ile ilgili
stnirliliklar bulunmaktadir. Ozellikle elde edilen bitki endemik ise tiiriin ortadan kalkmasi gibi riskleri
barindirmaktadir. Ayrica bitkilerden pigment iiretiminin zor ve zaman aliyor olmasi alternatif arayislara
yoneltmistir. Bitkilere alternatif olarak kolay tiretilebilen mikroorganizmalar pigment eldesinde tercih
edilmektedir (Samyuktha ve Mahajan 2016).

ANTHOCYANIN CHLOROPHYLL

BETALAIN BETA-CAROTENE

Sekil 2.1. Dogal pigmentlerin yapis1 (Ghosh vd., 2022)

2.2.3.1. Bitkisel Pigmentler

Bitki pigmentleri, meyve ve sebzelerin renkli gériiniimlerinden ve gorsel ¢ekiciliginden sorumlu
olan essiz kimyasal maddelerdir. Fotosentez, savunma, diizenleme ve foto-oksidatif hasardan korunma
dahil olmak {izere bitkilerin kritik biyolojik siireclerinde temel roller oynayan ve ikincil metobolit bitki
bilesikleri olarak kabul edilirler. Insanlar tarafindan tiiketiminin de gesitli hastaliklara yakalanma
durumunun azalmasiyla iliskilendirilmistir (Ghosh vd., 2021).

Pigmentler, bitkilerin dogal muhtesem rengine neden olur. Kirmizi-sar1 renkli betalainler, yesil
klorofiller bitkilerde klorofil-a ve klorofil- b, kirmizi-mor antosiyaninler ve sari-turuncu karotenoidler
sebze ve meyvelerde en yaygin bulunan pigmentlerdir. Renklendirme 6zelliklerinin yani sira, bu bitki

pigmentleri potansiyel olarak sagligi gelistirici islevler sergiler (Ghosh vd., 2022).
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Mikrobiyal kaynakli pigment tiretimine yonelmenin sebeplerinden birisi de bitki kaynakli pigmentlerin,
suda diisiik ¢oziiniirliige sahip olmalari, 1s1 ve 1518a kars1 kararsiz olmalaridir (Sharmila vd., 2013; Said
ve Hamid, 2018).

Bitki pigmentlerinin siniflandirilmasi:

Klorofiller; Pirol tiirevi olan klorofiller, bitkilerde, alglerde ve siyanobakterilerde bulunan
fotosentetik yesil renkli pigmentlerdir. Fotosentezin temel bir bileseni olarak, 1s1k enerjisini organik
bilesiklerin sentezi yoluyla kimyasal enerjiye donistiiren siirecte islev gormektedir. Klorofil yikimu,
yaprak yaslanmasi ve meyve olgunlagsmasinin hayati bir katabolik siirecidir. Bu 6zelliklerinden dolay1
cesitli bilim ve endiistriyel teknoloji alanlarinda potansiyel olarak uygulanabilir. Klorofil, a, b, ¢, d ve f
olmak {izere bes ana sinifa ayrilmaktadir (Juri¢ vd., 2020).

Karotenoidler: izoprenoid tiirevi olan karatenoidler sar1, kirmizi ve turuncu renkli yagda
¢oziinen dogal pigmentlerdir. Karotenoidlerin dogal kaynagi bitkiler, mikroalgler, bakteriler ve
mantarlardir. Fonksiyonel gruplarina bagli olarak karotenoidler a-karoten ve -karoten olmak iizere iki
siifa ayrilirlar. a-karoten hidrokarbon zinciri igerirken, B-karoten fonksiyonel grup olarak oksijen
icerir. Karotenoidler, izoprenoid lipidler sinifina aittir. Renk olusumu, kimyasal yapidaki konjuge
karbon-karbon ¢ift baglarina baglidir. Degisen ¢ift ve tek bag sistemi, konjuge bir sistem olusturur
(Shilpa vd., 2020).

Antosiyaninler: Flovanoid tiirevi olan antosiyaninler, bitkilerde kirmizi, mor ve mavi renk
olusturan, bitkilerde ¢ogalma ve savunma mekanizmalarinda onemli rol oynayan suda ¢oziinen
pigmentlerdir. Bitkilerde en yaygin olarak antosiyanidinler arasinda siyanidin, malvidin, petunidin,
delfinidin, pelargonidin ve peonidin bulunur. Kirmizi, mavi ve mor renkli bitkilerin olusumu,
antosiyaninlerin konjuge baglarina baglidir (Eker vd., 2019).

Betalainler: Azot-heterosiklik tiirevi olan betalainler, sari-turuncu betaksantin ve kirmizi-mor
betasiyanin olarak iki ana sinifa ayrilir. Betalainler, bitkilerin yenilebilir kisimlarinda ve yapraklarda,
cigeklerde ve govdelerde bulunur. Betanin bitkiler arasinda her yerde bulunan betasiyanindir ve kirmizi
pancar en yaygin betanin kaynagidir. Pigment oranina bagli olarak, bitkilerin benzer kisimlarinda
betaksantinler ve betasiyaninlerin bir arada bulunmasi turuncudan kirmiziya renk verir (Hussain vd.,

2018).

2.2.3.2. Hayvansal Pigmentler

Tim bitkiler kendi pigmentlerini sentezler; hayvanlarda ya bitki besinlerinden pigment elde
ederler ya da bunlar1 kendileri sentezlerler. Baglica hayvan pigmentleri, kan hemoglobininin hemleri
(kirmzi), insan derisinin rengini veren melaninler (siyah ve kahverengi) karotenler, ve guanindir (beyaz
ve yanardoner). Pigmentlerin sadece disg goriiniisiin renklendirilmesinde gorevi yoktur, ayn1 zamanda

baz1 dnemli fizyolojik siireclerde de islev goriir. Goz retinasindaki pigmentler 15181 algilar, kandaki
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hemoglobin solunum ig¢in organlara oksijen tagimakla gorevlidir. Dogadaki bir¢ok hayvan melanin
pigmenti sentezleyebilir. Memeli hayvanlarin kiirkleri, kuslarm 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 sart tiretilebilir. Hayvanlarin karotenoidleri genellikle bitkisel gida karotenoidlerinin
doniisiim iriinleridir. Pek ¢ok kus tiiyliniin 6zellikle filamingolarin bacak renkleri ve ugur bocegi
kabugu, Colorado bdcegi ve diger birgok bocegin saridan kirmiziya renginden sorumludurlar (Dwarka
vd., 2020).

2.2.4. Mikrobiyal Pigmentler

Mikrobiyal pigmentler inorganik veya organik olabilir, ancak organik pigmentlerin gida
tirtinlerinde renklendirici olarak kullanilmasi daha ¢ok tercih edilmektedir. Mikrobiyal fermantasyon
dogal pigmentlerin iiretimi i¢in, daha yiiksek verim, daha kolay ekstraksiyon, daha diisiik maliyetli ham
maddeler, mevsimsel degisimlerin olmamasi ve dogal pigmenti artirmak igin susu iyilestirme teknikleri
gibi ¢esitli avantajlara sahiptir. Mikrobiyal pigmentler, bulunabilirlikleri, mevsimsel olmamalari,
Olgeklenebilirlikleri, hektar bagina daha yiiksek verimleri ve dogrudan asagi akigl islemeleri nedeniyle
bitkilere kiyasla sentetik gida renklerine daha iyi bir alternatiftir. Mikroorganizmalar ile yapilan
calismalarda oldukga farkli renk, yap1 ve fonksiyonel gesitlilik gosteren pigmentler tespit edilmistir
(Joshi vd., 2016).
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Sekil 2.2. Mikrobiyal pigmentler ve kullanim alanlar1 (Ramesh vd., 2019).
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Choksi vd. (2020), Hindistan'da su ve toprak orneklerinden izole edilen 19 pigment iireten
bakteri susu iizerinde c¢aligmislardir. 17 izolat tarafindan iretilen pigmentler, 0,4-8,34 pg.mL-1
konsantrasyonda giines koruyucu aktivite gostermis ve bunlardan altis1 belirgin antibakteriyel aktivite
sergilenmigtir. Bununla birlikte, 16S rRNA gen dizileme y6ntemi ile tanimlanan Staphylococcus xylosus
tarafindan iiretilen biyopigmentlerin, bes transfere kadar stabil oldugu ve kullanilabilecek gilinesten
koruma aktivitesi ile en fazla antibakteriyel ve antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Ramesh vd. (2019), deniz bakteri suslarindan ekstrakte edilen pigmentlerin gesitliligi ve
biyoprospektif yonlerini incelenmistir. Yaklagik 180 6rnek toplanmis ve sonuglar turuncu ve kirmizi
pigmentli bakterilerin en bol populasyonlar oldugunu ortaya koymustur; bu suslardan yogun
pigmentasyonlar1 nedeniyle 14 izolat secilmis ve pigmentler gida renklendirici uygulamalar1 ve
biyoaktif dogas1 agisindan test edilmistir. Iki kirmiz1 pigmentli susun (BSE6.1 ve S2.1) antioksidan
potansiyeli, antibakteriyel aktivitesi ve gida renklendirici 6zellikleri ¢alisilmis ve kimyasal analiz
(HPLC, TLC ve GC-MS ile) sonrasinda prodigiosinin ana kimyasal bilesen oldugu tespit edilmistir.
Antibakteriyel testlerde, S. aureus subsp.'nin tam inhibisyonu igin BSE6.1'in 400 pg ve S2.1'in 300 ug
ve 150 pg kirmizi pigmente ihtiyag duydugunu gostermistir. 16S rRNA dizi analizine gore, sirasiyla
BSE6.1 ve S2.1 suslar1 Streptomyces sp. ve Zooshikella sp., oldugu gosterilmistir.

2.2.4.1. Fungal Pigmentler

Funguslarin, ¢ok ¢esitli kimyasal yap1 ve gesitli biyolojik aktivitelere sahip ikincil metabolitlerin
onemli bir kaynagi oldugu bilinmektedir (Gao Yang ve Qin, 2013). Dogal pigmentler i¢in mantarlar
kolay bulunabilen iyi bir alternatif kaynaktir. Onemli bir mantar tiirii olan Monascus azaphilones ‘den
tretilen pigmentler, dogal renklendiriciler ve gida koruyucular1 olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. 19. yiizyildan beri mantarlardan iiretilen dogal pigmentler gida ve ilag¢ endiistrisinde
yer almaktadir ve verimli ve ekonomik iiretimleri, ¢esitli renkleri ve ¢Oziiniirliiklerinin iyi olmasi
nedeniyle diinya ¢apindaki gida endiistrisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Ali vd., 2022; Huang vd.,
2017; Liu vd., 2014; Mostafa ve Abbady, 2014 ).

2.2.4.2. Bakteriyel Pigment Tiirleri

Mikroorganizmalar arasinda bakteriler, ¢esitli biyoiiriinler iiretme konusunda muazzam bir
potansiyele sahiptir. Bakteriyel pigmentlerin dogal renklendiriciler olarak tiretimi ve uygulamalari
cesitli arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Mikrobiyal kokenli kaynaklardan 6zellikle bakterilerin
iiretiminin hizl ve kolay olmasi, stirekli kiiltiir bioreaktorlerde iiretilebilmeleri ve gen manipiilasyonuna
uygun olmalarindan kaynakli pek ¢ok avantaji bulunmaktadir. Bu nedenle bakteriler biyoteknolojik

caligmalarda pigment iiretimi i¢in ¢ok daha fazla tercih edilmektedir. Cesitli aragtirmacilar bakteriyel

11



Ozlem KUTUK, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

pigmentlerin dogal renklendirici olarak tiretimi ve uygulanmasi konusunda ¢alismalar yapmis ve olumlu
sonuglar alinmistir (Ahmad vd., 2012).

Endiistriyel alanlarda kullanilan bazi bakteriyel pigmentlerin bakterileri tanimlamak igin de
kullanilabildikleri bilinmektedir. Agrobacterium aurantiacum tarafindan wretilen Astaksantin pigmenti
kirmizi renkli bir pigment olup iyi bir rnektir. Kantaksantin pigmenti ise fotosentetik Bradyrhizobium
sp. bakterisinden elde edilen bir pigment olup, yillarca balik yeminde kullanilmistir. Halobacterium 'dan
elde edilen kirmizi- turuncu renkli kantaksantinin mikrobiyal kaynakli diger bir pigmenttir. Zeaksantin
ise Flavobacterium tiiriinden elde edilen sar1 renkli pigmenttir. Kiimes hayvanlarinin yemlerine katki
maddesi olarak ilave edilmekte ve yumurta sarisi rengini arttirmak i¢in kullanilmaktadir (Dufossé vd.,
2005).

2.2.4.2.1. Micrococcus Tiirleri

Micrococcus spp. Micrococcaceae familyasina ait gram-pozitif, oksidaz-pozitif ve aerobik
koklardir. Genellikle diizensiz kiimeler, tetradlar ve c¢iftler halinde ortaya ¢ikarlar. Hiicreler yaklasik 1-
1,8 um gapindadir ve genellikle hareketsizdirler ve spor olusturmazlar. Micrococcus spp.ve yakin cinsler
genellikle deri, mukoza ve orofarinkste yasayan zararsiz saprofitler olarak kabul edilir; ancak,
bagisikligi baskilanmis kisiler i¢in firsat¢i patojenler olabilirler. Tiirleri; M. agilis, M. antarcticus, M.
halobius, M. kristinae, M. luteus, M. lylae, M. nishinomiyaensis, M. roseus, M. sedentarius, M. varians.
Sar1 veya kirmizi pigment iiretimi yaparlar (Beets, 2006).

Bu cins bes tiirii kapsar: Micrococcus antarcticus, Micococcus luteus, Micrococcus mucilaginosis ve
Micrococcus roseus. Micrococcus luteus endokardit gibi patolojilerle iligkili oldugu igin patojen olarak
kabul edilmektedir.

2.2.4.2.2. Pseudomonas Tiirleri

Bazi tiirleri insan, hayvan ve bitkilerde patojenik 6zellik gostermektedir. Tiirlerin tamami
katalaz (+), Gram (-), hareketli gubuk sekilli bakterilerdir. Son derece 6nemli olan bu bakteri tiirlerinin
bazilar1 oksidaz pozitif, bazilar1 oksidaz negatiftir. Ayrica Pseudomonas 'lar1 gidalar i¢in énemli kilan
pek cok oOzellige sahiptirler. Aerobik yasam siirdiirmeleri nedeniyle gidalarin yiizeyinde hizla
gelisebilirler ve bunun sonucunda okside iiriinler ve mukoz madde olustururlar. Baz1 gida maddeleri
tizerinde P. fluoresans yesilimtirak, P. nigrificans siyah, diger tiirleri ise kahverengi pigment olusturma
Ozellikleri vardir. Oksijensiz ortamlarda ve 42 derecenin ilizerinde iireyemezler ve kurumaya
direnglilikleri zayiftir. P. aureginosa saprofit bir tiir olmakla birlikte gastroenterik hastaliklara neden

olabilir (mikrobiyoloji.org).
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2.2.4.2.3. Serratia Tiirleri

Serratia tiirleri, saglikli insan digski florasinin yaygin bir bileseni olmamasina ragmen,
Enterobacteriaceae bakteri grubunun endospor olusturmayan, hareketli gram negatif basilleridir.
Serratia tiirleri: S. marcescens, S. liquefaciens, S. plymuthica, S. rubidaea, S. fonticola, S. marnorubra,
S. proteamaculans ve S. odorifera. genellikle su, toprak ve bitkilerden izole edilebilen firsat¢i
patojenlerdir. S. Marcescens suslari, 6zellikle hastanede uzun siire yatan, uzun siire antibiyotik kullanan
ve kalici kateter bulunan hastalarda hastane salginlarina neden olmaktadir. Serratia cinsine ait birgok

tiir kirmizi renkli prodogiosin pigmenti ve siirfaktan iretmektedir (Horinouchi vd., 2010).

2.2.4.2.4. Bhargavaea ginsengi

Bhargavaea ailesinde bulunan Bhargavaea ginsengi, Cin Pekin'de ginseng bitkisinin
koklerinden izole edilen Gram pozitif, obligat aerob ve hareketsiz (kamgili degildir) bir bakteridir.
Bhargavaea ginsengi 'nin optimum biiyiime sicakligi 30 °C olup, 4-45 °C'ler arasinda tireyebilmektedir.
Biiyiime i¢in pH aralig1 6,0-11,0'dir; optimum pH 7.0-8.0'dir. % 0-10 NaCl'de iireyebilir. Katalaz ve
oksidaz aktiviteleri, jelatin hidrolizi ve nitrat indirgemesi pozitif, indol tiretimi negatiftir. Voges —
Proskauer ve metil kirmizisi testleri ve sitrat ve propiyonat kullanimi, kazein ve aeskiilin hidrolizi (Kati
besiyerinde koloni etrafinda olusan siyahlanma), arginin dihidrolaz ve lizozim direnci igin degiskenlik
gosterdigi aciklanmistir (Qiu vd., 2010; Verma vd., 2012).

Tablo 2.2.Bakteriyel pigmentler ve uygulama alanlar1 (Tunca, 2019)

Bakteri Pigment Renk Uygulama alanlar1
Pseudoalteromonas Cycloprodigiosin Sar1 Antiplasmodiyal, antikanser
denitrificans

Chromobacterium Violacein Mor Antioksidant, ROS etkisini
violaceum giderici, antifugal ajan
Pseudomonas Mavi, Yesil Sitotoksisite,

aeruginosa Piyosiyanin notrofilapoptozis,

Agrobacterium
aurantiacum

Bradyrhizobium sp.
Streptomcess sp.

Staphylococcus
aureus

Astaxanthin

Cathaxanthin
Undecylprodigiosin
Staphyloxanthin

Pembe Kirmizi

Turuncu
Kirmizi

Altin Sarisi

proinflamatuar,
antimikrobiyal ajan

Antioksidant, fotoprotektant,
antikanser, antiinflamatuar,
gida renklendiricisi

Antioksidant, antikanser
Antibakteriyel, antioksidatif

Antioksidant, ROS etkisini
giderici
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Xanthomonas
oryzae

Serratia marcescens

Flavobacterium

Vogesella
indigofera

Xanthomonadin

Prodigiosin

Zeaxanthin

Blue pigment

Sar1

Kirmizi

Sar1

Mavi

Fotohasara karsi koruma

Sitotoksisite; antiproliferatif
etki; diabetes mellitus; B-cell
kronik lenfotik 16semi
hastalar1

Hayvan derisinin ve yumurta
sarisinin rengini artirmak i¢in
kanatli  yemlerinde katki
maddesi olarak; kozmetik ve
gida endiistrisinde
renklendirici olarak

Agir metal gideriminde
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Besiyerleri, Kimyasallar ve Cihazlar

Bakterilerin izolasyonunda, biyokimyasal testlerde, izolatlarin saklanmasinda ve pigment

tiretiminde kullanilan besiyerleri ve ¢6zeltiler Tablo 3.1°de verilmistir. Deneylerde kullanilan cihazlar

ve kullanim amaglar1 Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan besiyerleri, ¢ozeltiler ve kullanim amaglari

Besiyeri; Cozelti

Icerik

Kullanim amaci

Nutrient Agar Pepton; 10 g, Et 6ziitli: 10 g, NaCI 5 g, Bakteri izolasyonunda
Agar 15 g, 1000 mL distile su, pH
7,0+0,2

Nutrient Broth Pepton; 10 g, Et 6zitii: 10 g, NaCI 5 g, Pigment tiretiminde
1000 mL distile su, pH 7,0+0,2

LB Agar Tripton; 10 g,Yeast extract; 5 g; NaCl;  Bakteri izolasyonunda
10g, Agar 15 g, 1000 mL dstile su

LB Broth Tripton; 10 g,Yeast extract; 5 g; NaCl;  Pigment iiretiminde
10g, 1000 mL dstile su

Muller Hilton Meat infusion 2 g, Kazein 17,5, nisasta  Antibiyogram testinde

Agar 1,5 g agar 17 g 1000 mL distile su, pH

Peptonlu besiyeri

7,0+0,2

Casein pepton (tripton) 10 gr, - NaCl 5
gr, Distile su 1000 mL, pH 7,0+0,2

Indol testinde

Clark Lubs Glikoz 5 gr, K:HPO4 5 gr, Kazein Metil Kirmizist testi ve
besiyeri pepton 3,5 gr, Meat pepton 3,5 gr, pH  Voger Proskauer testinde
7,0+0,2
Citrat besiyeri Sodyum citrate 1 gr, MgSO4 0,2 gr, Sitrat testinde
K2P04 1 ar, NaCl 5 ar, NH+H:2PO4 1
gr, Bromtimol mavisi 0.08 gr, Agar 15
g, pH 6,8+ 0,2
Kristal Viyole 0,5 gr Kristal viyole 100 mL su Gram boyamada
Etil Alkol %70’lik Pigment ekstraksiyonunda
Metil Alkol % 95’lik Pigment ekstraksiyonunda
Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari
Cihaz Amaci
Inkiibator Bakteri iiretimi ve bazi biyokimyasal testler i¢in
Otoklav Besiyerlerinin ve ¢ozeltilerin sterilizasyonu igin

Rotary Evaporator

Pigment ekstraksiyonunda
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Spektrofotometre Pigmentlerin farkli dalga boylarinda 6l¢timii i¢in
Santiirfiij Pigment ekstraksiyonu i¢in
Inverted Mikroskop ~ Alglerin morfolojik dzelliklerinin belirlenmesi igin

Su banyosu Bakteri izolatlarmndan pigment ekstraksiyonu igleminde
bakteri hiicrelerinin parcalanmasinda

Laminar Flow Kabin  Orneklerin ekimlerinin ve diger mikrobiyolojik
caligmalarin steril bir ortamda gergeklestirilmesi igin

Vorteks karistirici Pigment ekstraksiyonu isleminde ¢6ziiciilerin

homojenizasyonunu hizli bir sekilde saglamak amaci ile
Calkalamal1 Pigment iiretimi i¢in siv1 besiyerlerinde {iretilmek istenen
inkiibator bakteri kiiltiirleri i¢in

Manyetik karigtirict  Besiyeri hazirlama asamasinda homojen bir sekilde
besiyerinin ¢dziinmesini saglamak amaciyla

3.2. Orneklerin Toplanmasi

Calismada cesitli ¢evresel orneklerden pigment iireten bakteri izolasyonu yapmak amaciyla
toprak ve su ornekleri toplanmustir. Ornekler aseptik kosullarda laboratuvara getirilerek izolasyon
asamasina gegilmistir. Caligmada kullanilan 6rnekler Mersin ili ve Tarsus ilgesinin farkli bolgelerinden

almmustir. Tablo 3.3’de 6rneklerin toplandig1 bolgeler verilmistir.

Tablo 3.3. Orneklerin toplandig1 bolgeler

Izolatlar Temin edilen yer
T1-San Toprak
BYL- Kirmizi Toprak
Phyto Biy. Lab
T2- Sar Toprak
BYL —San Deniz suyu
LAB — Siyah Toprak
BYL3 — San Deniz suyu
BYL-1 Sar Deniz suyu
T3 — Kirmiz1 Toprak
Selale Pembe Selale suyu

3.2.1. Pigment Ureten Bakterilerin Secimi ve Saklanmasi

Su o6rneklerinden 100 pl alarak daha 6nceden hazirlamis besi yerlerine direk yayma ekim
yontemi ile ekim yapilmus, 48 saat 35°C’de inkiibasyondan sonra renkli koloniler secilmistir. Inkiibayon
sonrasinda sec¢ilen koloniler tekrar saflastirilmak {izere 3 kez tek koloni ekim yapilmistir. Toprak
ornekleri ise suda ¢oziiliip dinlendirildikten sonra siipernatanttan alinarak ekim yapilmistir. 1-4 giin

inkiibasyon sonrasinda pigment iireten tek diismiis saf koloniler secilmistir. Renkli koloni olusturan
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ornekler secilerek daha sonraki ¢aligmalarda kullanmak iizere stok kiiltiirleri hazirlanip +4 derecede

buzdolabinda saklanmustir.

3.3. Bakterilerin Tanimlanmasi

Bakteri izolatlarinin tanimlanmasi kiiltiirel, morfolojik, biyokimyasal 6zellikleri ile rRNA
analizlerine goére yapilmigtir. Besiyerinde pigment iiretmis olan renkli bakteri kolonilerinin

karakterizasyonu, rengi, sekli, hareketliligi gram boyama metodu kullanilarak yapilmistir.

3.3.1. Kiiltiirel ve Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izole edilen bakterilerin koloni morfolojilerini tespit etmek amaciyla Nutrient Agar ve LB Agar
kullanilmistir. Tek koloni ekim yontemi kullanilarak ekilen bakteriler 24-48 saat arast 36°C’de
inkiibasyona birakilmis ve koloni morfolojileri tespit edilmistir. Morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

icin Gram boyama yapilmis ve mikroskopta gézlenmistir.

3.3.2. Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi icin IMVIC testi (indol, Metil
Kirmizisi, Citrat ve Voges-Proskauer testi (VP)) ve diger bazi biyokimyasal 6zelliklerin bir arada

goriilmesini saglayacak olan API 20E (Analytical Profile Index ) testi yapilmistir.

3.3.2.1. indol Testi

Test edilecek izolatin 24 saatlik kiiltiiriinden peptonlu besiyerine ekim yapilir. 36°C’de 24 saat
inkiibe ettikten sonra kiiltiiriin {izerine Kovaks’m Indol ayiracindan 5 damla damlatilir. Kirmzi renkli
halka tabakanin olusmasi test sonucunun pozitif oldugunu gésterir. Sarimsi halkanin olugmasi sonucun

negatif oldugunu gosterir.
3.3.2.2. Metil Kirmiz1 Testi

Clark Lubs besiyerine test edilecek izolatin 24 saatlik kiiltiiriinden ekim yapilir. 36°C’de 24 saat
inkiibe ettikten sonra kiiltliriin lizerine Metil Kirmizis1 ayiracindan 4-5 damla damlatilir. Kiiltiiriin

iizerinde kirmizi renkli tabakanin olugmasi test sonucunun pozitif oldugunu gosterir. Negatif sonugta

sar1 renkli tabaka olusur.
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3.3.2.3. Voger-Proskauer Testi

Clark Lubs besiyerine test edilecek izolatin 24 saatlik kiiltiiriinden ekim yapilir. 36°C’de 24 saat
inkiibe ettikten sonra kiiltiiriin {izerine Reagent 1 ve Reagent 2 damlatilir. Besiyerinin iizerinde pembe

renk meydana gelmesi pozitif sonug olarak degerlendirilir.
3.3.2.4. Sitrat Testi

Simmon’un sitrat besiyerine test edilecek izolatlarin 24 saatik kiiltiiriinden ekim yapilir. 36°C’de
24 saat inkiibe ettikten sonra {ireme kontrol edilir. Ureme ile birlikte koyu mavi rengin olusmasi testin

pozitif oldugunu gosterir.
3.3.2.5. API 20E Testi

Saf kiiltirden alinan bakteri kolonileri 7 ml distile su (dH20) igerisinde ¢6zdiirtilmiis, 20 ayri
kuyucuktan olusan biyokimyasal reaktifler igeren API 20E Biyokimyasal Test Seridinin her bir
kuyucuguna esit miktarda bakteri siispansiyoundan eklenmistir. TDA (Triptofan deaminaz testi)
kuyucuguna bir damla Ferrik Kloriir; IND (indol testi) i¢in bir damla Kovacs reaktifi ve VP (Voges-
Proskauer testi) i¢in de bir damla %40 KOH (VP reaktif 1) &amp; Bir damla VP Reaktif 2 (a-Naphthol)
eklenmigtir (Www.biomerieux-usa.com). Test kitleri 48 saat inkiibasyondan sonra renk degisimine goére
degerlendirilmistir. Test edilen suslara ait API 20E pozitif ve negatif sonu¢ degerlendirmelerinin nasil

yapildigi Sekil 3.1.’de verilmistir.

API 20 E after incubation...Positive results for all tests :

-wuuluwle B vy

oo ADN  LoC Aopc e w2t Auac  Toa MAN  INC

yopi ¢

HOR LS AMY  ABa

Microbiology Info.com

API 20 E after incubation...Negative results for all tests :

-

YorL T L wweweweNe

ONPGTTADH T LDG A OBE TTGITT Hes A uRg  ToA IND A yp) GEL o1t AC

yopi 20¢

MEL S AMyY  Ana

Sekil 3.1. APl 20E test bakterilerin pozitif, negatif olarak degerlendirme sonuglari

18



Ozlem KUTUK, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

3.3.3. 16S rRNA Analizi

Bakteri lizerinden tiir tayini i¢in 6rneklerin DNA izolasyonunda EurX GeneMATRIX Bacterial
ve Yeast DNA izolasyon kiti (Polonya) kullanilmigtir. PCR ¢alismasinda universal primer olarak 27F —
1492R primerleriyle, tiir tayini i¢in hedeflenen gen bélgeleri cogaltilmistir. 27F ve 1492R primerleriyle
elde edilen okumalar, bir konsensus dizi olusturmak amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin

gerceklestirilmesinde BioEdit yazilimi iginde CAP contig assembly algoritmasi kullanilmistir.

3.4. Pigment Uretimi

Pigment tiretimi i¢in, izole edilen bakterilerden 4 farkli besi yerine (Nutrinet Agar, Nutrient
Broth, Luria Bertani Broth (LB) ve Luria Bertani (LB) Agara ekim yapilmistir. Sivi kiiltiirler 35
derecelik 150 rpm’de c¢alkalamali inkiibatérde 7 giin tlinkiibasyona birakilmistir. Pigmentler, kati
besiyerinden ve s1v1 besiyerinden ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilmistir. Kiiltiirler, 100 ml'lik
steril Nutrient Broth ve LB broth besiyerlerinde 35 °C'de inkiibatorde statik durumda ve 150 rpm'de
doner calkalayicida tutulmus, kati besiyerleri ise 35 °C'de standart etiivde 7 giin boyunca inkiibasyona

birakilarak pigment olusumu gézlenmistir (Goswami vd., 2014).

3.4.1. Farkli ve pH ve Sicaklik Ortamlarinda Pigment Uretimi

NA ve LB agar besi yerleri pigment iiretmek igin iiglii setler halinde (I, II, III) hazirlanmigtir.
Farkli pH’ta besiyerleri elde etmek i¢in otoklavlanmadan dnce besiyerlerinin pH’1 5,3, 7,0 ve 8,5’¢ HCI
ile ayarlanmistir. Ekim yapilan petriler 2-4 giin aras1 35°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
petri kutusunda iiremis bakteriler siyirilarak alinmig ve spektrofotometrik 6l¢iimler gerceklestirilmistir.

Farkli sicakliklar i¢in, benzer sekilde hazirlanan besiyerleri kullanilmig bakteri ekimi
yapildiktan sonra 25-30-37 °C araliklarinda ti¢lii setler seklinde inkiibasyona birakilmigtir. 2-4 giin arasi
inkiibe edildikten sonra, petri kutusunda iiremis bakteriler siyirilarak alinmis ve spektrofotometrik

Olciimler gerceklestirilmistir.

3.5. Pigment Ekstraksiyonu

Pigment ekstraksiyonu i¢in, izole edilen bakterilerden Nutrient Broth ve LB Broth besiyerlerine
ekim yapilmis ¢alkalamali etiivde 150 rpd’de 35 derecelerde 1 hafta inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra 4000 rpm’de 10 dakika 2 kez santiirfiij edilmis ve siipernatant 5 mL’lik ¢oziiciilerde (etanol,
metanol) ¢oziilerek 60 °C'lik su banyosunda 20 dakika bekletilmistir Ardindan 4000 rpm’de 10 dakika
daha santiirfiij edilmis, slipernatant daha sonraki uygulamalar icin steril ependorflara aktarilarak +4
°C'de saklanmistir (Shetti, 2017).
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3.5.1. Spektrofotometrik Olciimler (400, 500, 600 nm 6l¢iimler)

Literatlirdeki ¢aligsmalardan pigment dalga boyu aralig1 dikkate alinmistir ve buna bagl olarak
UV spektrofometrik dl¢timler igin quartz kiivetler kullanilmistir. Cam kiivetlerin tipik olarak goriiniir
15181 dalga boyu araliginda kullanimi i¢in uygundur. Renkli bakteri kolonilerinden izole edilen
pigmentler metanol ile ¢ozdiiriildiikten sonra ve santrifiij islemlerinin yapilip pellet kisimlari atildiktan
sonra siipernatant kisimlar1 renkli sivi pigmentler quartz kiivetler kullanilarak kirmizi pigmentliler i¢in
400, 500 ve 600 nm (Ahmad vd., 2012), a¢ik sar1 ve sar1 olanlar i¢in ise 400,500,600 nm dalga boyunda
Olgiimler alinmistir (Gupta vd., 2019). Daha sonrasinda bakterilerin farkli pH’larda pigment iiretimi
gergeklestirilmigtir. Farkli pH’larda iiretilen pigmentler metanol ile ¢ozdiiriildikten sonra yeniden
spektrofotometrik dlgiimleri yapilmustir. Ikinci dlgiimlerde 10 adet bakteri tiirii dliilmiistiir. Olgiim
sonucunda ¢ikan pikler dogrultusunda degerlendirmeler yapilmistir. Sonuglar arastirma bulgular ve

tartisma kisminda detayli bir sekilde anlatilmustir.

3.5.2. ince Tabaka Kromotografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografi (TLC) pigmentlerin karakterizasyon islemleri ve tanisi i¢in kullanilan
bir ayirma yontemidir. Sabit ve hareketli olmak tizere iki faz1 bulunmaktadir. Ekstrakte edilmis olan
pigmentler kismi saflastirma islemleri i¢in Kloroform: metanol (9:1), Kloroform: metanol (6:4),
kullanilarak Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) plakalar1 ile ayristirilmistir. Ornekler hazir silika jel
tabakasi (Merk) tizerine kapiler tiip yardimiyla uygulanarak havada kurutulmustur. Kor olarak ¢6ziicii
TLC tabakalar1 solvent sistemine batirilip ve pigmentlerin yiliriime mesafelerine tespit edilmistir.
Metanol ile ekstrakte edilmis olan pigmentlerin kromatografik olarak analizinde (Gupta vd., 2019)
kirmizi pigmentler igin ¢oziicii olarak etil asetat, hareketli faz olarak kloroform/metanol (9/1 oraninda)
turuncu ve sar1 pigmentler igin ¢oziicli olarak metanol, hareketli faz olarak ise metanol/aseton (30/20
oraninda) tercih edilmistir. Caligmada kirmizi pigmentler i¢in ¢6ziicii olarak metanol hareketli faz olarak
kloroform/metanol sar1 ve agik sar1 pigmentler igin ise ¢Oziicii olarak metanol hareketli faz olarak
koloroform/metanol (9/1 oraninda) kullanilmistir. Uygun ¢oziiciilerle ekstrakte edilen pigmentlerden 20
ul alimarak silika tabakasi tizerine damlatilmistir. Kromatografi tankina yerlestirilen silika tabaka 1 cm
yiikseklikte olacak sekilde kutunun igerisine dik bir sekilde konulmustur. Yaklasik 15-20 dakika
sonrasinda silika tabaka tizerindeki pigmentlerin yliriime mesafeleri hesaplanarak pigmentler hakkinda

yorumlar yapilmustir.

3.6. Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi

Pigmentlerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi i¢in dncelikle pigmentlerin ekstraksiyon

islemleri gerceklestirilmistir. Ekstrakte edilen pigmentlerin konsantre etmek i¢in Rotary evaporator
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kullanilmistir. Konsantre edilmis pigmentler 1 ml metanol ile tamamen ¢ozdiiriilmiistir. MHA’I1
besiyerlerinin iizerine disk difiizyon testi uygulamak i¢in Oxoid™ marka (Blank Antimicrobial
Susceptibility discs) antimikrobiyal duyarlilik testi diskleri kullanilmigtir. Disklerin herbirine 20 pL
hazirlanmig olan pigment soliisyonu emdirilerek etiivde kurutulmustur. Pigmentlerin antimikrobiyal
etkilerini aragtirmak i¢in disk difiizyon teknigi kullanilarak Miiller Hilton agarda standart bakteri tiirler
tizerinde test edilmistir. Standart bakteri tiirleri; E.coli,(25922) Staphylococcus aureus,(25953),
Pseudomonas aeruginosa (27853), B. subtilis spizenii, En. faecalis ve En. hormaecheni kullanilmustir.
Bakteri kiiltiirii igcin MHA besiyerine ekimleri gergeklestirilmis ve lizerine hazirlanmis olan pigmentli
diskler belli araliklarla yerlestirilmistir. Petriler ters ¢evrilmeden 36 °C'lik etiivde 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda her bakteri kiiltiirii icin inhibisyon zon ¢apr milimetrik cetvel ile

Olclilmiistiir.

3.7. Antialgal Etkinin Belirlenmesi

Pigmentlerin algler tizerindeki etkisinin belirlenmesi igin 2 alg kiltiiri kullanilmstir. Bunlar
Grammatophora cinsi ve Prymnesium parvum tirtidiir. Akdeniz suyundan izole edilen
Grammatophora’ nin 13 mL’lik F2 besiyerindeki kiiltiiriine, bakteri pigmenti 50 pL ilave edilmistir ve
sonuglar gozlemlenmistir. Prymnesium parvum Marmara denizinden izole edilmistir. 13 mL’lik alg
kiiltiirii tizerine 50 pL pigment 6rnegi F2 besi yerine konularak birlikte inkiibasyona birakilmistir. Her

iki alg kiiltiir{i igin bir kontrol tiipli kullanilmuigtir.

3.8. Agir Metallerin Etkisi

Izolatlarin maksimum iireyebildigi agir metal konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla, CuSOs
(5, 10, 15, 20 mM), NiCl; (5, 10, 15, 20 mM), CdCl: (3, 6, 9, 12 mM), K>Cr.O7 N (1, 3, 5, 7 mM),
konsantrasyonlarda Nutrient Agar besiyerlerine eklenmistir. Besiyerlerine ekim yapildiktan sonra 36
°C’de 24 h inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon sonunda iireme goriilen en yiiksek konsantrasyon
bakterilerin tolere edebildigi maksimum metal konsantrasyonu (MTC-Maksimum Tolerable
Concenration) olarak belirlenmigtir. Belirlenen MTC degerlerinde izolatlardan pigment iiretimi ve

ekstraksiyonu yapilarak agir metallerin etkisi degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Pigment Uretimi I¢in Uygun Bakterilerin Secilmesi

Pigment iireten bakterilerin izolasyonu ve {iretilen pigmentlerin kismi karakterizasyon islemleri
icin farkli ¢cevresel ortamlardan 6rnekler alinmistir. Yaklagik 50 izolat ile baslatilan ¢aligma pigment
tiretiminin yogun oldugu gozlenen 10 izolata disiiriilmiistiir. Mersin ili ve Tarsus ilgesinin farkli
bolgelerinden temin edilen érnekler Tablo 4.1.’de gdsterilmistir. izolatlar iiretmis olduklar1 pigmentin

rengine gore kodlanmigtir.

Tablo 4.1. Cesitli ortamlardan toplanan drnekler

izolatlar Temin edilen yer Koordinat
T1-San Toprak 36.78863251595183,
34.52471168870022
BYL- Kirmizi Toprak 36.79126369185421,
34.52000507518695
Phyto Biy. Lab KK -
T2- Sari Toprak 36.78863251595183,
34.52471168870022
BYL —Sar1 Deniz Suyu 36.79401876092589,
34.62889555889761
LAB — Siyah Toprak 36.79126369185421,
34.52000507518695
BYL3 — Sari Deniz suyu 36.76346450027256,
34.55577154043409
BYL-1 Sari Deniz suyu 36.76346450027256,
34.55577154043409
34.52000507518695
Selale Pembe Selale suyu 36.93306456106218,
34.89842350840191

Ornekler, aseptik kosullarda laboratuvara getirilmis izolasyon i¢in NA ve LB agarlara ekim
yapilmustir. Toprak 6rnekleri sulandirilarak kati besiyerine tek koloni ekim yapilirken tatli ve deniz suyu
ornekleri direk ekilmistir. Ureyen koloniler saflastirmak igin tekrarlar seklinde ekilmistir. Bakteri
orneklerinin yayma ekim yontemi ile ekimleri yapilmistir 48 saat 35 °C'de etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Pigment {ireten izolatlar secilerek ¢alismalara bunlar ile devam edilmistir. Sekil 4.1 ve
4.2’de bazi izolatlarin besiyerinde olusturduklart pigmentleri goriilmektedir. Phyto olarak kodlanan
izolat Biyoloji Arastirma Laboratuvarinda bulunan alg kiiltiir koleksiyonundan izole edilmistir.
Nitzschia navis-varingica kiiltiiriinden bakteri izolasyonu yapilmistir. Sekil 4.3.’de Nitzschia navis-

varingica nin mikroskobik goriintiisii yer almaktadir.
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Sekil 4.1. Kat1 besiyerlerinde tiretilmis bakteri ve pigmentleri

Sekil 4.2. LB ve NB siv1 besiyerlerinde iiretilmis bakteri kiiltiirleri
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Sekil 4.3. Nitzschia navis-varingica

Pigment iireten bakterilerin izolasyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, (Sasidharan vd., 2013)
havadan, (Asker, 2017) sulardan ve toprak ortamlarindan (Kadioglu vd., 2018), bitki (Ozdal ve
Kurbanoglu, 2018), bocek ve hayvanlarin farkli bolgelerinden, enfekte olmus bitki ve hayvan
orneklerinden, kisacasi steril olmayan herhangi bir ortamdan bakteri izolasyonu yapilabilecegi
gosterilmistir. Aksan (2005), ¢alismalarinda Rhodotorula glutinis’in hava, su, meyve fabrikalar1 atigi,
insan ve diger memeli hayvanlar gibi ¢ok farkli ortamlarda izolasyon yapilabilecegini gostermislerdir.
Bu ¢alismada da hem toprak hem de tatli ve tuzlu sudan izole edilen bakterilerde pigment tireten suslar

tespit edilmistir.

4.2. Bakterilerin Tanimlanmasi

4.2.1. Kiiltiirel ve Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin tanimlanmasi i¢in mikroskobik ve kiiltiir morfolojik 6zellikleri belirlenmis
ve biyokimyasal testler yapilmistir. Besiyerinde pigment iiretmis olan renkli bakteri kolonilerinin
karakterizasyonu, rengi, sekli, hareketliligi gram boyama metodu kullanilarak yapilmistir. Gram
boyama isleminde bakteri izolatlar1 151k mikroskobunda 100x objektifte incelenmistir. Mavi-mor renge
boyanan tiim izolatlar Gram (+), pembe-kirmizi renkte olanlar ise Gram (-) olarak degerlendirilmistir.

Ayrica mikroskop goriintiilerinde bakterilerin sekil ve biiyiikliikleri incelenmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Gram boyama sonrasi bakteri izolatlarinin 151k mikroskobunda goériintiileri

4.2.2. Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin biyokimyasal dzelliklerinin belirlenmesi i¢in IMVIC testi (Indol, Metil
Kirmizisi, Citrat ve Voges-Proskauer testi (VP)) ve diger bazi biyokimyasal 6zelliklerin bir arada
goriilmesini saglayacak olan API 20E (Analytical Profile Index ) testi yapilmustir. Caligmada petride iyi
pigment Uretimi gézlenen 10 adet bakteri izolati incelenmistir. Kirmizi, ac¢ik sari, sari, pembe,
kahverengi pigment olusturan koloniler segilerek biyokimyasal testler yapilmistir. Kirmizi renkli
pigment iireten sus Indol (-), Metil kirmizisi (-), VP (+) ve Sitrat (+) olarak degerlendirilmistir. Sekil
4.5.’de BL-Kirmiz1 olarak kodlanan susun VP ve Sitrat testi sonucu gosterilmistir. API 20E testi Kiti
pigment tiretimi gozlemlenmis suslarin 6n tanimlamasi i¢in yapilmistir. Test edilen bazi suslara ait API

20E pozitif ve negatif sonuglar1 Sekil 4.6’de verilmistir.

VP (-) Sitrat (-)  Sitrat (+) VP (+)
Sekil 4.5. Sitrat ve VP test sonuglari
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Sekil 4.6. API 20E sonuglar1

BYL-Sar1, BYL3-Sar1, BYL-Kirmizi ve Phyto izolatlarinin API 20E testi degerlendirmeleri
sirastyla Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’de

verilmistir.

Sekil 4.7. BYL-Sar1 kodlu susun API 20E test sonuglari
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BYL-Sar1 kodlu bakteri susu APl 20E testinde ONPG, ADH, LDC, ODC, H;S negatif, IND
pozitif ve CIT, URE, TDA, VP, GEL, GLU, MAN, INO, SOR, RHA, SAC, MEL, AMY, ARA sonuglar1

ise pozitif sonug vermistir.

Tablo 4.2. BYL Sar1 kodlu susun API 20E test sonuglar1
48 saat sonrasinda BYL Sar1 kodlu bakteri tiiriiniin API 20E test sonuglari
Testler |1(2(3|4(5|6|7(8|9|10(11|12|13|14|15|16|17 18|19 |20

Sonug |- |- |- |- |+ |- |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+

1-B-galactosidase, 2-arginin dihidrolaz, 3-lizin dihidroloz, 4-ornitin dekarboksilaz, 5-sitrat kullanimi, 6-
H,S, 7-Ure, 8-triptofan deaminaz, 9-indol, 10-VP, 11-jeletinaz deaminaz, 12-glikoz, 13-mannitol, 14-

inositol, 15-sorbitol, 16-rhamnose, 17-siikroz, 18-melibiyoz, 19-amigdalin, 20-arabinoz

Sekil 4.8. BYL-3 Sar1 kodlu susun APl 20E test sonuglari

BYL-3 Sar1 kodlu sus, API 20E testinde ONPG, ADH, LDC, ODC, H.S, URE negatif, IND
kismi pozitif ve CIT, TDA, VP, GEL, GLU, MAN, INO, SOR, RHA, SAC, MEL, AMY, ARA ise

pozitif sonug vermistir.

Tablo 4.3. BYL- 3 Sar1 kodlu susun APl 20E test sonuglari

48 saat sonrasinda BYL-3 Sar1 kodlu bakteri susunun API 20E test sonuglari
Testler |112|3|4|5|6|7(8|9(10(11|12|13|14|15|16|17 18|19 |20

Sonug |- |- |- |- |+ |- |- |F|+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

1-B-galactosidase, 2-arginin dihidrolaz, 3-lizin dihidroloz, 4-ornitin dekarboksilaz, 5-sitrat kullanimi, 6-
H.S, 7-Ure, 8-triptofan deaminaz, 9-indol, 10-VP, 11-jeletinaz deaminaz, 12-glikoz, 13-mannitol, 14-
inositol, 15-sorbitol, 16-rhamnose, 17-siikroz, 18-melibiyoz, 19-amigdalin, 20-arabinoz
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Sekil 4.9. BYL- Kirmuzi kodlu susun APl 20E Test sonuglari

BYL-Kirmiz1 kodlu susun APl 20E test sonuclart ONPG, ADH, CIT, TDA, VP, GEL pozitif, LDC,
ODC, HsS, URE, IND, GLU, MAN, INO, SOR, RHA, SAC, MEL, AMY, ARA test sonuglar1 negatif

sonuglar vermistir.

Tablo 4.4. BYL-Kirmiz1 kodlu susun APl 20E Test sonuglari

48 saat sonrasinda BYL-Kirmizi kodlu susun API 20E test sonuglari
Testler |1 (2|3|4|5(6|7|8]9(10|11 (12|13 |14 (15|16 |17 |18 (19|20

Sonug¢ + |+ |- |- |+|-]-|+]|- |+ + - - - - - - - - -

1-B-galactosidase, 2-arginin dihidrolaz, 3-lizin dihidroloz, 4-ornitin dekarboksilaz, 5-sitrat kullanimi, 6-
H,S, 7-Ure, 8-triptofan deaminaz, 9-indol, 10-VP, 11-jeletinaz deaminaz, 12-glikoz, 13-mannitol, 14-
inositol, 15-sorbitol, 16-rhamnose, 17-siikroz, 18-melibiyoz, 19-amigdalin, 20-arabinoz

Sekil 4.10. Phyto kodlu susun API 20E test sonuglart

Phyto kodlu bakteri susu API 20E testinde CIT, URE, VP, GEL pozitif, ONPG, ADH, LDC,
ODC, H:S, TDA, IND, GLU, MAN, INO, SOR, RHA, SAC, MEL, AMY, ARA negatif sonug vermistir.
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Tablo 4.5. Phyto kodlu kodlu susun API 20E test sonuglari

48 saat sonrasinda kodlu Phyto bakteri tiiriiniin AP1 20E test sonuglari
Testler {1(2|3|4|5(6|7(8|9|10|11/12(13|14|15|16|17|18|19 |20

Sonug |- |- |- |- |+|-+[+]-|- |- |- [- |- [-|-1-1|-1-[|-

1-B-galactosidase, 2-arginin dihidrolaz, 3-lizin dihidroloz, 4-ornitin dekarboksilaz, 5-sitrat kullanimi, 6-
H,S, 7-Ure, 8-triptofan deaminaz, 9-indol, 10-VP, 11-jeletinaz deaminaz, 12-glikoz, 13-mannitol, 14-
inositol, 15-sorbitol, 16-rhamnose, 17-siikroz, 18-melibiyoz, 19-amigdalin, 20-arabinoz

4.2.3. 16S rRNA Analizi

Hizmet alimi seklinde yapilan rRNA tiir analizi sonuglarina gore izolatlar Micrococcus
yunnanensis, Micrococcus luteus ve Bhargavaea ginsengi olarak tespit edilmistir (sirasiyla Sekil 4.11,
Sekil 4.12 ve Sekil 4.13). Kirmiz1 kodlu susun biyokimyasal test sonuglari ve API 20E sonuglarina gore

Serrratia cinsi olarak tanimlanmis ancak tiir tanimlamasinda sonug elde edilememistir.

1.BYC: MG952591.1 Micrococcus yunnanensis

TGCAGTCGAACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAAC
ACGTGAGTAACCTGCCCTTAACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGAT
AGGAGCGTCCACCGCATGGTGGGTGTTGGAAAGATTTATCGGTTTTGGATGGACTCGCGG
CCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAG
AGGGTGACCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGC
CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAG
AAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCGGG
GCTTAACCCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGA
ATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAG
GTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTC
CGCGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTTCTCGATCGCCGTAGAGATACGGTTTCCCC
TTTGGGGCGGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCAT
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GTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG

GTGAGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATG

GCCGGTACAATGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGT
TCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAG
CAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGT
CTGGTAACACCCGAA GCCGGTGGCCTAACCC

Benzerlik Orani : %99,9

Micrococcoides hystricis
Citricoccus lacusdiani
high G+C Gram-positive bacteria | 2 leaves
high G+C Gram-positive bacteria | 2 leaves
Citricoccus nitrophenolicus
high G+C Gram-positive bacteria | 2 leaves
Micrococcus terreus
" Micrococcus lylae
Q Micrococcus cohnii
9 Micrococcus flavus
- Micrococcus antarcticus
Q Micrococcus endophyticus
@ Micrococcus aloeverae
Micrococcus luteus
Micrococcus luteus
@ 9 Micrococcus luteus
@unknown
Micrococcus yunnanensis

Sekil 4.11. Micrococcus yunnanensisin filogenetik agaci

2.BYC-3: MZ734340.1 Micrococcus luteus

GATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAAC
CTGCCCTTAACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGAGCGTCCA
CCGCATGGTGGGTGTTGGAAAGATTTATCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTT
GTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCG
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCTTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCCGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGG
CTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGAGCTTGTTGGCGGTTTGTCGCGTCCGTCGTGAAAGTCCGGGGCTTAACCCC
GGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTG
TAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGC
TGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGCGCCGCAG
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CTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAAGGCTTGACATGTTCTCGATCGCCGTAGAGATACGGTTTCCCCTTTGGGGCGG
GTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCCAGCACGTCGTGGTGGGGACTCATGGGAGACT
GCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGAGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTT
GGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTA
ATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGA
GTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTTGGTAACACCCGAAGCCGGTGGLCT
AACCCTTGTGGGGGAGCCGTCGAA

Benzerlik Orani : %99,57

Sinomonas halotolerans
high G+C Gram-positive bacteria | 10 leaves
Citricoceus lacusdiani
@ high G+C Gram-positive bacteria | 2 leaves
high G+C Gram-positive bacteria | 2 leaves
Citricoccus nitrophenolicus
high G+C Gram-positive bacteria | 2 leaves
Micrococeus terreus
& Micrococcus lylae
Micrococcus cohnii
Micrococcus endophyticus
9 o Micrococeus luteus
high G+C Gram-positive bacteria | 2 leaves
@ [@Micrococcus yunnanensis
<l unknown and high G+C Gram-positive bacteria | 2 leaves

high G+C Gram-positive bacteria | 2 leaves

Micrococcoides hystricis

Sekil 4.12. Micrococcus luteus 'un filogenetik agaci

3. PHY : MN121192.1 Bhargavaea ginsengi

GGAGAGCTTGCTCTCCGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCT
GAAGATCGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTCCTTCCTCCGCATG
GAGGAAGGCGGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGC
TAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGG
TCGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGCATCGGTTAACTGCCGGTGCCCTGACGGT
ACCTTACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGT
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GAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAG
AGGAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTT
TCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACCACCCTGGAGACAGG
GCCTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGACGGTACAGAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAGA
AAACCGTTCCCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCCTTACGGGAGCCAGC
Benzerlik Orani: %100

Bhargavaea massiliensis strain Marseille-Q1000 165 ribosomal RNA, partial sequence
Bhargavaea beijingensis strain gel0 16S ribosomal RNA, partial sequence
Bhargavaea beijingensis strain gel0 168 ribosomal RNA, partial sequence
Bhargavaea changchunensis strain 201802YP6 165 ribosomal RNA, partial se..
Bhargavaea indica strain KIW98 165 rnibosomal RNA, partial sequence
Bhargavaeca cecembensis strain DSE10 168 ribosomal RNA, partial sequence
Bhargavaea cecembensis strain DSE10 165 ribosomal RNA, partial sequence
@ Bhargavaea ullalensis strain ZMA 19 168 ribosomal RNA, partial sequence
@lcl|Query 4239
ILf Bhargavaea ginsengi strain gel4 168 ribosomal RNA, partial sequence

Bhargavaca ginsengi strain gel4 168 ribosomal RNA, partial sequence

Sekil 4.13. Bhargavaea ginsengi nin filogenetik agaci

4.3. Pigment Extraksiyonu ve Spektrofotmetrik Ol¢iim

Pigment ekstarksiyonunda ¢ok farkli organik ¢oziiler kullanilmaktadir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda ekstraksiyon i¢in metanol, etanol, etil asetat ve aseton siklikla kullanilmigtir. Bu ¢alismada
pigment ekstraksiyonunda ¢oziictiolarak metanol kullanilmistir (Sekil 4.14.) (Shetti, 2017). Ekstrakte
edilen pigmentlerin hangi dalga boyunda en iyi absorbans verdigini tespit etmek igin spektrofotmetrik
Olciimler yapilmistir. 400-500 ve 600 nm dalga boyunda yapilan 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4.6, Sekil 4.15
ve Sekil 4.16°de verilmistir.
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Sekil 4.14. Metanol ile ¢6ziinmiis olan pigmentler

Tablo 4.6. Pigmentlerin UV spektrofotometrik 6l¢iim sonuglart

Adsorbans degerleri

Izolatlar Temin edilen yer 400 nm 500 nm 600 nm
T1-SARI Toprak 0,586 0,221 0,044
BYL- KIRMIZI Toprak 0,410 0,847 0,023
Phyto Biy. Lab KK 1,028 0,505 0,413
T2- SARI Toprak 0,274 0,110 0,027
BYL -SARI Deniz suyu 0,614 0,101 0,027
LAB — SIYAH Toprak 0,363 0,068 0,024
BYL3 - SARI Deniz suyu 0,504 0,243 0,159
BYL -1 SARI Deniz suyu 0,259 0,056 0,027
T3 - KIRMIZI Toprak 3,000 0,0884 0,301
SELALE PEMPE Selale suyu 0,182 0,072 0,052
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absorbans

Pigmentlerin UV spektrofotometrik él¢iimlerde absorbans
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Sekil 4.15. Pigmentlerin UV spektrofotometrik 6lgiim sonuglart

0,6

0,2

0 {%)@

Sekil 4.16. Pigmentlerin UV spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari

Ekstrakte edilen pigmentlerin konsantre etmek i¢in Rotary evaporator kullanilmustir (Sekil

4.17). Konsantre edilmis pigmentler 1 ml metanol ile tamamen ¢ozdiirilmiistiir
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Ev rator de
pigmentlerin kurutulmasi

Sekil 4.17. Rotary evaportérde pigmentlerin kurutulmasi

4.4. Pigmentlerin Kismi Karakterizasyonu:

Pigmentlerin karakterizasyon islemleri igin literatiirde farkli calismalar yapilmustir. Trivedi vd.
(2017), piring tarlasindan almig olduklari toprak Orneklerinden bakteri izolasyonlar
gerceklestirmiglerdir. Bakterilerden pigment izolasyonu igin ii¢ ¢oziicii kullanmuglardir. Bunlar;
metanol, n-hekzan ve etil asetattir. Bu ii¢ ¢oziicliyti kullanarak bakterilerden pigment izolasyonu
yapmuslar ve izole ettikleri pigmentlerin karakterizasyonu i¢in Fourier doniisiimii kizilotesi
spektroskopisi (FTIR) teknigini kullanmiglardir. Pigment olusturan bakterilerin 16S rRNA gen dizi
analizleri yapilarak bakteri tiiriiniin B. subtilis oldugu, FTIR analizleri sonucunda elde edilen pigmenttin
standart olarak kullanilan beta karotene benzerlik gosterdigi ve pigmenttin karotenoid tiirevi oldugu
tespit edilmistir.

Literatiir caligmalarinda farkli spektrofotometrik ¢alismalarda yapilmistir. Indra vd. (2014),
calismalarinda 41 toprak Ornegi tizerinde yiiksek karotenoid pigment iireten bakteri tiirleri
aragtirmiglardir. Arastirmalar ve bakteri izolasyonu sonucunda sari renkli pigment olusturdugu goriilen
24 bakteri izolat1 elde etmislerdir. Bu pigmentler metanol ekstrakti kullanilarak spektrofotometrik
Olciimler i¢in hazirlanmstir. Spektrofotometrik analizler sonucunda degerlendirmeler yapilmis ve 450
nm'de olusan pikler, karotenoid pigmentinin varligini1 géstermistir.

Calismada kullamlan pigmentlerin karakterizasyonu islemleri icin Ince Kolon (Tabaka)

Kromotografisi (TLC) ve UV Spektrofotometrik Olgiimler (400, 500, 600 nm dlgiimler) yapilmis ve
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sonuglar degerlendirilmistir. TLC kromotografi i¢cin Rf degeri hesaplanmig ve pigmentlerin

karakterizasyonu hakkinda literatiirde yapilan ¢aligmalar ile kargilagtirilmigtir.

BYL-Kirmizi igin Rf degeri

8

Rf = e 0,8 cm olarak hesaplanmustir.

BYL-3 Sar1 igin Rf degeri
Rf: 11;05 = 0,15 cm olarak hesaplanmustir.

Rf degerleri incelendiginde sonuglar; literatiirdeki ¢alismalarla kargilagtirilmis BYL- Kirmizi
pigmentinin Indra vd. (2014) ve Gupta vd. (2019)’nin yaptig1 ¢aligmalardaki prodigiosinin ile, kirmizi

pigmentli oldugu varsayilmigtir. BYL-3 Sar1 pigmentinin ise Faraag vd. (2017) ve Srimathi vd. (2017)
tarafindan yapilan ¢alismalarda ki beta-karotenler ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. TCL kagit kromotografisinde pigmentlerin 6l¢iilmesi
4.5. Pigmentlerin Biyolojik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Calismada tretilmis olan bakteri pigmentlerinin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi i¢in
antibakteriyel ve antialgal Ozellikleri incelenmistir. Literatiir ¢alismalari incelendiginde Shetti vd.
(2017) tarafindan yapilan bir ¢aligmada toprakta pigment tireten bakterilerin izolasyonunu gergeklestirip
pigment {iretimi gorilmiis olan bakterilerden ekstraksiyon islemi yapilarak bakteri pigmentlerinin

antibakteriyel etkisi arastirilmistir. Izolasyonu gergeklestirilen pigmenttin morfolojik ve biyokimyasal
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testleri yapilarak bakteri izolatinin Serratia sp. (Serratia marcescens tiiriine ait gram negatif ¢ubuk
seklinde bakteri) oldugu tanimlanmis ve bu izolatin iiretmis oldugu kirmizi pigmentin S. aureus, E. coli,
P. aeruginosa standart patojen bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir.
Biiyiiksint ve Kuleasan (2013), cevresel kaynaklardan pigment iireten mikroorganizmalarin
izolasyonu gergeklestirmis 16S ve 18S ribozomal DNA dizi analizi yaparak tiirleri tanimlamiglardir.
Tanimlama sonrasinda kavunigi -sar1 renkte pigment tireten Rhodotorula glutinis, sar1 renk reten
Cellulosimicrobium funkei (gram pozitif aerobik bakteri) ve turuncu- kirmizi renk {ireten tiirii ise Dietzia
natronolimnaea olarak tanimlamiglardir. Tamimlanmis olan tiirlerden firetilen pigmentleri c¢esitli
coziicliler kullanarak ekstrakte etmisler. Saflastirilan pigmentlerin bazi 6zelliklerini belirlemek
amaciyla, 151k ve buzdolab1 gibi diisiik sicaklik ortaminda kararlilik testleri yapilmig ve renk degisimi
olmadigini1 gézlemlemislerdir. Ayrica FT-IR spektroskopisinde spektrum analizleri ile kimyasal yapilart
belirlenmistir. En ideal pH araliginin 5-7 arasinda tespit edilen pigmentlerin gida renklendiricisi olarak

dondurma iiretiminde renk verme amaciyla kullanilmig ve basarili sonuglar elde etmislerdir.
4.5.1. Pigmentlerin Antibakteriyel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismada ekstrakte edilen 10 farkli pigment antibakteriyel test i¢in kullanilmistir. BY L-Kir,
BYL3-Sar1 ve BYL1-Sar1 kodlu suslarin pigmenlerinin belirgin inhibisyon zonu olusturdugu tespit
edilmistir. Standart bakteri tiirleri ile yapilan anbakteriyel test sonuglar1 Tablo 4.7. ve Sekil 4.19°da

gosterilmistir.

Tablo 4.7. Kullanilan pigmentler ve antibakteriyel test sonuglari

Standart bakteri tiirleri

Pigmentler =~ E.coli S.aureus P. aeruginosa B. subtilis En. faecalis En.
spizenii hormaecheni
BYL-Kirm + + + + + +
BYL1-San + - + + + +
BYL-Sar1 + + + + - -
BYL3-Sar + - + + + +
LAB-Siyah - - - - - -
Selale pembe - - - - - -
T1-Sar + - + + - -
T2-Sar1 + - - + - -
Phyto + - - - + +
T3-Kirmizi + - - + - -
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vy |

Sekil 4.19. Pigmentlerin antibakteriyel pozitif ve negatif test sonuglari,

4.5.2. Pigmentlerin Algler Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Pigmentlerin algler iizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in 2 alg kiiltiirii kullanilmstir. Bunlar
Grammatophora cinsi ve Prymnesium parvum tiiriidiir. Kiltiir ortamina pigment eklendikten sonra alg
miktarlar1 mikroskopta degerlendirilmistir. Bir hafta sonrasinda kiiltiir igerisindeki algleri inhibe ettigi
gdzlemlenmistir. Denenen 4 pigmentin alglerin iiremesi lizerine olumsuz etki olusturdugu tespit

edilmistir.

Sekil 4.20. Grammatophora alg tiiriiniin mikroskop goriintiisii
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4.6. Farkli sicaklik, pH ve Agir Metaller Etkisinde Pigment Uretiminin Belirlenmesi

Sicakhigin etkisi:

Pigment iiretiminde uygun sicaklik degerinin belirlenmesi i¢in, farkli sicaklik 25-30-37 °C’lik
araliklarinda iiretilen bakteriler inkiibasyon sonrasinda degerlendirmeler yapilmistir. BY L-Kirmizi renk
pigment iiretiminin sirasiyla 25°C, 30°C ve de maksimum oldugunu gostermektedir. BYL3-Sari,
pigment iireten bakterilerin maksimum pigment {irettigi sicaklik 30 °C' olarak goriilmiistiir. Yapilan tez
caligmalarinda Jinendiran vd., (2019) Tez caligmalar1 farkli pH kosullar1 sicaklik denemeleri sonuglarina
gore; literatiir caligmalariyla paralel sekilde pH 8,0 — 8,5 — 9,0 degerleri izolatlar i¢in optimum pH
gereksinimleri olarak belirlenmistir. Sicaklik kosullar1 denemeleri sonuglarina gore; 37 ve 40°C
sicakliklar izolatlar i¢in optimum sicaklik olarak secilmistir. Bunu yanisira, test edilen farkli pH ve
sicaklik degerlerinde, olduk¢a degiskenlik gosteren mikrobiyal sayim sonuglari elde edilmistir. Bu

sonuclar smanan kosullardaki mikrobiyal gelisimin, ortam kosullarindan fazlasiyla etkilendigini

gostermistir.
Tablo 4.8. Sicakligin pigment tiretimi tizerine etkisi

Selale | T3- BYL LAB Deniz T2- | BYL | BYL-
Sicaklik ) Phyto ]

pembe | Kirmizi | Kirmiz1 | Siyah Kahverengi | Sar1 | Sart | 3 San
25°C + + + + + + +
30°C ++ +++ +++ ++ +++ +++ | +++ |+
37°C ++ ++ ++ ++ ++

(+) Mevcut Pigment Uretimi
(++) Iyi Pigment Uretimi
(+++) Cok lyi Pigment Uretimi
(-) Pigment Uretimi Yok

pH’1n etkisi

Farkli pH’larda bakterilerden pigment iiretiminin arastirtlmasi i¢in 6ncelikle asidik (5.3), notr
(7,0) ve bazik (8,3) olmak tlizere ayr1 ayri besi yerleri hazirlanmistir. Maksimum pigment tliretimi en
fazla BYL-Kirmiz1 ve BYL-3 Sar1 kodlu bakteri pigmentleri i¢in pH 7,0’ de oldugu gézlemlenmistir.

BYL-Sar1 kodlu bakteri pigment iiretimi i¢in maksimem pH’1n 8,5 oldugu goézlemlenmistir.
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Tablo 4.9. Farkli pH’1n pigment tiretimi tizerine etkisi

pH | Selale | T3- BYL LAB | Phyto Deniz T2- | BYL | BYL-

pembe | Kirmizi | Kirmuzi | Siyah Kahverengi | Sar1 | Sar1 | 3 San
53

++ + +++ ++ - ++ + + +++
7

+++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ | +++ ++
8,5

+ - + + - + ++ ++ +

(+) Mevcut Pigment Uretimi

(++) Iyi Pigment Uretimi
(+++) Cok lyi Pigment Uretimi
(-) Pigment Uretimi Yok

Sekil 4.21. Farkli pH’larda pigment {iretimi

Calismamizda tiretilmis olan BYL-Kirmzi kodlu pigmenttin farkli pH’larda tiretilmesi ve UV

Spektrofotometrik 6l¢iim sonuglarina gére pH= 7 yani notr ortamlarda maksimum ¢ogalma gosterdigi

anlagilmstir. Spektrofototmetrik 6lgtim sonuglar1 Tablo 4.10. da ve Sekil 4.21. de agiklanmustir.

Tablo 4.10. BYL-Kirmiz1 kodlu pigmentin farkli pH’larda spektrofotometrik l¢iim sonuglart

pH 400 nm 500 nm 600 nm
53 0,071 0,334 0,015
7 0,251 0,941 0,009
8,5 0,17 0,614 0,003
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BYL- Kirmiz1 pigmentin farkh pH'larda spektrofotometrik
olciim degerleri
1
0,9
0,8
0 0,7
@ 0,6
2 0,5
204
=03
0,2
0,1
0
1 2 3

m 400 0,071 0,251 0,17

™ 500 0,334 0,941 0,614

m 600 0,015 0,009 0,003

Sekil 4.22. farkli pH’larda maksimum absorbans degerleri

1. aralik 5,3 pH
2. aralik 7 pH
3. aralik 8,5 pH olarak grafikte gosterilmistir.

Calismamizda iretilmis olanve tiir tanimlamasi yapilmis olan BYL-Sar1 kodlu pigmenttin farkli
pH’larda iiretilmesi ve UV Spektrofotometrik 6l¢iim sonuglarina gére pH= 7 ve 400 nm absorbansta
maksimum ¢ogalma gosterdigi anlasilmistir. Olgiim sonuglari t

Tablo 4.11. de ve Sekil 4.22 de gosterilmistir.

Tablo 4.11. BYL-Sar1 kodlu pigmentin farkli pH’larda spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari

pH 400 500 600

O 0,118 0,03 0,011
7 0,222 0,062 0,032
8,5 0,216 0,057 0,027
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0,25 0,222 0216
0,2
0,15
0,1
0,062 0,057
0,05 0,032 0,027
0
400 500 600
m53 m7 m8,5

Sekil 4.23. BYL-Sar1 kodlu pigmentin farkli pH’larda spektrofotometrik 6l¢tim sonuglari

Calismamizda iiretilmis olan ve tiir tamimlamasi yapilmig olan BYL- 3 Sar1 kodlu pigmentin
farkli pH’larda iiretilmesi ve UV Spektrofotometrik 6l¢iim sonuglarma gére pH= 5,3 ve 400 nm
absorbansta maksimum ¢ogalma gosterdigi anlasilmistir. Olgiim sonuglar Tablo 4.12. de ve Sekil 4.23.

de gosterilmistir.

Tablo 4.12. BYL-3 Sar1 kodlu pigmentin farkli pH’larda spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari

pH 400 500 600 |
5,3 0437 008 0,026
7 0501 0067 0,012
8,5 0251 0052 0,027
BYL-3 Sari pigmenti
0,6
0,5
0,4
m 400
0,3
w500
0,2 m 600
0,1
0
1 2 3

Sekil 4.24. BYL-3 Sar1 kodlu pigmentin farkli pH’larda spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari
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Agir metallerin etkisi

Agir metallerin etkisini tespit etmek amaciyla besiyerlerine cesitli konsantrasyonlarda agir

metaller eklenmis ve suslarin MTC degerleri belirlenerek bu konsantrasyonlarda pigment {iretimi test

edilmistir. Izolatlarin MTC degerleri Tablo 4.13°de verilmistir.

Tablo 4.13. izolatlarin MTC degerleri

Izolatlar CuSO4 NiCl, CdCl; K2Cr,07
BYL-Kirmizi 20 mM 15 mM 9mM 3mM
BYL-Sar 20 mM 10 mM 6 mM 5mM
BYL3-Sar1 20 mM 10 mM 6 mM 5mM
Phyto 15 mM 15 mM 6 mM 1mM

Agir metal iyonlarinin etkisi ile bakterilerde pigment sentezi kaybi gozlenebilir. Agir metal

iyonlarinin etkisi altinda bakteriyel pigment sentezinin kaybinin olmasi, ¢cevresel agir metal kirliliginin

izlenmesine kullanilabilecegi ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir (Ril ve Gvozdyak, 2007).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Sentetik pigmentlerin yayginligina ragmen, saglik sorunlarina neden olmasi, toksik etkileri ve
cevreye ¢ok fazla atik olusturmalarindan kaynakli dogal pigmentlere olan egilim artmistir. Son
arastirmalar, biyopigmentlerin tiretiminin bu faydali metabolitleri ¢ikarmak i¢in ekonomik bir yaklagim
oldugunu ortaya koymustur; bununla birlikte, diisiik stabilite, sonraki islem maliyetlerinin yiiksek
olmasi, teknolojik basarisizliklar, diisiik verim ve islem yoluyla toksin tiretimi gibi baz1 stnirlamalar hala
mevcuttur. Bakteriyel pigment iiretiminin ¢ogu hala Ar-Ge asamasindadir. Bu nedenle, bakteriyel
pigmentler iizerindeki c¢alismalar, Ozellikle maliyeti azaltabilecek ve endiistriyel iiretim igin
uygulanabilirligini artirabilecek ucuz ve uygun biliyime ortamimnin bulunmasi konusunda
yogunlastirilmalidir. Pigment iireten bakteriler, sucul ortamlardan, toprak, bitki, bocekler ve insan veya
hayvan gibi cesitli ¢cevresel kaynaklardan izole edilebilir/kiiltiirlenebilir/saflagtirilabilir. Farkli bakteri
tirlerini izole etmek igin ¢esitli biiylime ortamlar1 kullanilabilir. Bununla birlikte, sentetik besiyeri
kullanmanin yiiksek maliyeti nedeniyle, izolasyon islemi sirasinda oldugu kadar pigmentlerin tiretimi
icin de diisiik maliyetli yeni yontemler gelistirmeye ihtiya¢ vardir. Ornegin, tarimsal-endiistriyel
artiklarin kullanimi, substrat maliyetini diisiirmenin karli bir yolunu saglayacaktir. Bakteriler tarafindan
retilen pigment, solvent ekstraksiyonu kullanilarak izole edilebilir. Cesitli triinlerin bakteriyel
pigmentlerle renklendirilmesi daha siirdiiriilebilir ve gevre dostu bir potansiyele sahiptir.

Kiiresel pazarin artan talebini karsilamak igin, daha etkili bir saflagtirma yontemi elde etmek
icin iyilestirilmis mikrobiyal suslarin gelistirilmesi ve yetistirme parametrelerinin optimizasyonu
gerekmektedir. Ayrica, biyopigment iiretimini optimize etmek igin genetik miihendisligi teknikleri
aragtirilmalidir. Ek olarak, yeni ¢aligmalar, kanser gibi tehlikeli hastaliklara karsi insanlarin hayatta
kalmasi i¢in yeni yaklagimlarin kesfedilmesinde gercekten yararli olabilecek biyopigmentlerin
farmakolojik yonlerinin etki mekanizmasini agiklamaya odaklanmistir. Bu sekilde, gelecekteki
aragtirmalar daha ¢ok mikrobiyal pigmentlerin kimyasal yapisi ve yapilar ile farmakolojik islev
arasindaki iliskiye yonelik olmalidir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda, bakteriyel izolatlardan elde
edilen pigmentlerin antimikrobiyal 6zellikleri, antikanser ve antiviral etkileri ile hiicrelere toksisitelerine
bakilmistir. Bakteri pigmentler antibakteriyel, antiviral, yara onarimi, yaslanma karsiti ve migren
tedavisinde kullanilabilecek biyolojik aktivitelere sahip olmalarindan kaynakli ila¢ endiistrisinde dnemli
bir kullanim alanina sahiptirler. Viriislerin enfeksiyonlar1 biitiin diinya genelinde sayisiz salgin ve
hastaliklara neden olmaktadir. Bu yiizden viriis kaynakli enfeksiyonel hastaliklar i¢in yapilan birgok
caligma vardir.

Bu ¢alismada, cevresel orneklerde pigment lireten bakteri izolasyonu ve bu pigmentlerin
karakterizasyonu ile bazi potansiyel uygulama alanlar1 aragtirilmistir. Mersin ili ve Tarsus ilgesinden su
ve toprak orneklerinden pigment iireten bakteri izolasyonu yapilmistir. Toplam 50 pigmentli bakteri
arasindan secilen BYL-1, BYL-3, BYL-Kir ve Phyto izolatlar1 pigment iiretimi i¢in kullanilmistir. 16S

rRNA analizi ile Micrococcus yunnanensis, Micrococcus luteus ve Bhargavaea ginsengi olarak
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tanimlanan tiirlerden pigmentler ekstrakte edilerek antimikrobiyal ve antialgal etkileri belirlenmistir
Pigment {iretimi {izerine sicaklik, pH ve agir metallerin etkisi aragtirilmistir. BYL, BYL-3 ve BYL-Kir
izolatlarinin pigmentlerinde antimikrobiyal etki tespit edilmistir. Ekstrakte edilen pigmentin kismi
tanimlanmasi i¢in UV-Spektrofometri ve TLC yontemleri kullanilmigtir. Tam tanimlama yapabilmek
ve pigmentin yapisini belirlemek i¢in FTIR, HPLC, NMR gibi daha ileri tekniklerin kullanilmasina
ihtiya¢ vardir. Ayrica bu calismada pigment iiretiminin yaklasik bir haftalik siirelerde gerceklesmesi,
endiistriyel iiretim icin pratik bir yaklasim degildir. Pigment iiretim siiresinin kisalmasini saglayacak

rekombinant DNA teknolojileri ¢aligmalar1 gerekmektedir.
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