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Giliniimiizde renk maddeleri gida, tekstil, kozmetik, oyuncak gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir. Renk maddelerinin dogal ve sentetik olup olmadig1 ve insan sagligin
olumsuz etkilememesi olduk¢a dnemlidir. Bu sebeple hem kolay ve bol miktarda elde
edilebilir, hem de iklim kosullarindan bagimsiz, {iretimi ucuz ve daha giivenli bir renk
maddesi tiretimi igin alternatif yollar bulunmak istenmektedir. Bu potansiyellere sahip
mikrobiyal pigmentler bir¢cok alanda kullanilmakta olup bu ¢alismada da pigment iirettigi
bilinen baz1 bakteri ve funguslarin liretim kosullarimi optimize ederek, pigment lretimi
yapilmas1 planlanmistir. Bu amagla; Fusarium oxysporum fungusu ve Serratia marcescens
bakterisinin en 1yi pigment liretme kosullar1 test edilmistir. Alternatif tiretim ortami olarak
FE oxysporum i¢in Sabouraud Dekstroz Agar (SDA), Patates Dekstroz Agar (PDA) ve
Czapek Agar besiyerleri kullanilmistir. S. marcescens igin de Nutrient Agar (NA) ve Luria—
Bertani Agar (LA) besiyerleri kullanilmistir. Mikrobiyal pigment iiretimini artirmak
amaciyla inkiibasyon stiresi, sicaklik, baslangi¢ pH’s1 ve ¢alkalama kosullar1 gibi farklh
tiretim parametreleri test edilmistir. Optimum kosullarda elde edilen bakteriyel ve fungal
pigmentlerin uygun ¢oziiciilerde ekstraksiyonlar1 yapilip kismi olarak saflastirilarak UV-Vis
spektrofotometre, FT-IR, NMR ve GC-MS analizleri ile karakterizasyonlar1 yapilarak
antimikrobiyal 6zellikleri saptanmistir. Sonug olarak F. oxysporum’un pigment liretimi igin
en uygun besiyerinin PDA oldugu belirlenmis ve maksimum pigment iiretiminin aydinlik
inkiibasyon, 150 rpm c¢alkalama, 25°C sicaklik, baslangic pH degeri 9.0 ve 7 giinliik
inkiibasyon siiresinde oldugu saptanmistir. S. marcescens’in pigment iiretimi i¢in ise en
uygun besiyerinin Luria—Bertani besiyerinde, statik tiretim, 20 °C sicaklik, baslangic pH
degeri 5.0 ve 4 giinliik inkiibasyon siiresinde oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyal pigment, Serratia marcescens, Fusarium
oxysporum, prodigiosin, antimikrobiyal aktivite
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Colorants are widely used today in many fields such as food, textile, cosmetics, and
toy industries. It is highly important that these colorants are natural rather than synthetic and
do not pose harmful effects on human health. Therefore, there is an increasing demand for
alternative pigment sources that can be produced easily and in large quantities, are
independent of climatic conditions, cost-effective, and safer for human use. Microbial
pigments, which possess these advantages, have attracted considerable attention for use in
various industries. In this study, it was aimed to optimize the production conditions of certain
pigment-producing bacteria and fungi. For this purpose, the optimum pigment production
conditions of the fungus Fusarium oxysporum and the bacterium Serratia marcescens were
investigated. As alternative production media, Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Potato
Dextrose Agar (PDA), and Czapek Agar were used for F. oxysporum, while Nutrient Agar
(NA) and Luria—Bertani Agar (LB) were used for S. marcescens. Different production
parameters, such as incubation time, temperature, initial pH, and agitation conditions, were
tested to increase microbial pigment production. Subsequently, the bacterial and fungal
pigments obtained under optimum conditions were extracted using appropriate solvents and
partially purified. Their characterization was performed by UV—Vis spectrophotometry, FT-
IR, NMR, and GC-MS analyses, and their antimicrobial properties were also determined. As
a result, PDA was determined to be the most suitable medium for pigment production by F.
oxysporum. Maximum pigment production was achieved under light incubation conditions,
at 150 rpm shaking speed, 25 °C temperature, initial pH 9.0, and 7 days of incubation. For
S. marcescens, Luria—Bertani (LB) medium was found to be the most suitable medium for
pigment production. Optimum pigment production was obtained static cultivation, 20 °C
temperature, initial pH 5.0, and 4 days of incubation.

Keywords: Microbial pigment, Serratia marcescens, Fusarium oxysporum,
prodigiosin, antimicrobial activity
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1. GIRIS

Goriliniir 15181 emebilen ve yansitabilen, farkli renkler gosterebilen pigmentler, tekstil
boyalari, gida renklendiricileri, boyalar gibi bir¢ok endiistriyel sektérde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Endiistriyel sektorlerde kullanilan pigmentlerin ¢ogu hala kimyasal sentez
yoluyla elde edilmektedir; ancak diisiik veya hi¢ biyobozunurluklarinin olmamasi, toksisite,
kanserojen Ozellikleri ve alerjik reaksiyonlart nedeniyle hem cevresel hem de saglik
acisindan biiyiik endiseler dile getirilmistir.

Bu nedenle bircok sentetik pigment c¢esitli iilkelerde ve boya endiistrilerinde
yasaklanmis olup, giivenilirlik ve siirdiiriilebilirlik saglamak, olumsuz c¢evresel etkileri en
aza indirmek amaciyla bitkiler, mineraller ve mikroorganizmalar gibi dogal kaynaklardan
elde edilen dogal boyalara olan ilgi artmaktadir (Spadaro vd., 2024).

Dogal pigmentlerden olan mikrobiyal pigmentler ekosistemin ingasinda, hayatta
kalmasinda ve her tiir organizmanin uyum saglamasinda birgok rol oynar. Onemli 6l¢iide
mikrobiyal (bakteri, mantar, maya ve mikroalg) pigmentler genis bir yelpazede gida, ilag,
renklendirici, boya ve goriintiileme uygulamalari sunar. Sentetik pigmentlerin insan sagligi
tizerinde yan etkilerinin goriilmesi nedeniyle dogal pigmentler, sentetik pigmentlere gore
daha fazla talep gormektedir. Pigmentlerin kaynagi, tretim hizi, nakliyesi, fiyati,
stirdiiriilebilirligi, lezzeti, dayanikliligi, etkinligi, yasal ve diizenleyici onay1 ve tiiketicilerin
talebi, ticari endiistrilerdeki ¢esitli biyoteknolojik uygulamalar i¢in temel gerekliliklerdir. Bu
baglamda mikrobiyal pigmentler gida sinifi, tekstil sinifi ve ilag sinifi dogal pigmentlerin
gelistirilmesinde biiytik talep gérmektedir. Mikrobiyal pigmentlere olan bu yiiksek talebin
nedenleri; iimit vaat eden sinirsiz kaynaklar, gerekli miktarda pigmentin yiiksek iiretimi, en
az maliyetli olmasi, ekiminin kolay olmasi ve yil boyunca hasat edilebilmesi, cesitli
ortamlara uyum saglayabilmesi, optimizasyonu, stabilitesi, genetik miihendisligi, yan
etkileri, ¢cevre dostu, biyolojik olarak pargalanabilen ve ekolojik, evrimsel, biyomedikal,
tarim ve endiistriyel ¢aligmalar gibi multidisipliner alanlarda vazge¢ilmez uygulamalardir.
Bu nedenle, potansiyel endiistriyel uygulamalar1 bulmak i¢in mikrobiyal pigmentler {izerine
yapilan arastirmalarin  genisletilmesi, arastirllmasi ve kullanilmas1 gerekmektedir

(Chatragadda ve Dufossé, 2021).

1.1. Pigment Nedir?

Renk, insan faaliyetlerinde biiylik 6neme sahiptir. Trafik 1siklarindan sanata ve
giyime kadar, rengin bir¢ok kiiltiirel anlami1 vardir. Ayrica, yenilebilir {iriinlerin tiiketime

uygunlugunun, yani bazi yiyecek veya iceceklerin taze, olgun, giivenli, besleyici veya

1



clirimiis olup olmadigmnin (6rnegin, kirmizi ve gri sigir eti, yesil ve sar1 muz)
yorumlanmasinda da merkezi bir rol oynar (Sen vd., 2019 ).

Bu anlamda, iiriinlere (6zellikle gida {riinlerine) renk verebilen molekiiller,
teknolojik acgidan Ozellikle ilgi cekicidir. Bu tiir molekiiller genellikle pigment olarak
adlandirilir ve goriiniir araliktaki (400-700 nm dalga boylar1) 15181 emebilen ¢esitli kimyasal
yapilar igerir. Kimyasal tanimlara gore, c¢oziinebilen renkli maddelere renklendirici,
¢oziinmeyen renkli maddelere ise pigment denir. Bununla birlikte, biyolojik bir bakis
acistyla, ¢oziiniirlikklerinden bagimsiz olarak renkli maddelere pigment denir (De Carvalho
vd., 2014).

Dogal boyalarm kullanimina iliskin en erken bulgular, MO 2600 yilina tarihlenen Cin
kaynaklarinda ortaya konmustur. Milattan 6nceki donemlere ait Hindistan Yarimadasi’nda
Indus Vadisi Uygarligi (M.O. 2500) déneminde bulunan renkli kumas drnekleri (Sancar vd.,
2023) ile Misir'da renkli giysilere sarilmis mumyalar ve Kral Tutankamon'un mezarinda kok
boyadan izole edilen bir pigment olan Alizarin'in varlig1 da dogal boyalarin kullanildigini
dogruluyor. Orta ve Kuzey Amerika'nin Aztek ve Maya kiiltiirii donemi insanlar1 kirmiz
boyasini kullanmiglardir. incil'de safrandan bahsedilirken, kinanin kullanimi1 M.O. 2500'den
onceye tarihlenmektedir. (Heer ve Sharma, 2016). Literatiirde; safran kalamar miirekkebi
kirmizibiber, zerdecal, pancar 6zii ve ¢esitli ¢igek yapraklarindan elde edilen pigmentlerin,
dogadan saglanan ilk dogal renk vericiler arasinda yer aldig: bildirilmektedir (Sancar vd.,
2023).

Evrimsel agidan bakildiginda mikrobiyal pigmentlerin kokeni ¢ok az bilinmektedir.
Evrimsel perspektifte ve yasamin kimyasal kokeni hakkindaki kil-mineral teorisine ve son
kanitlara gore, protohiicrelerin ekstrem kosullarda hayatta kalmasina yardimeci olan
protohiicredeki pigmentler de dahil olmak iizere molekiillerin kdkeni birbirine baglanabilir.
Protohiicrelerin ortaya ¢ikisindan bu yana dogal pigmentler, prokaryot ve Okaryotlarda
bulunan pigmentler, floresans ve biyoliiminesans gibi ¢esitli olaylara doniismiistiir. Su anda
arastirmacilar, yasamin 4,5 milyar yil once okyanustaki hidrotermal menfezler veya
volkanik arazideki veya jeotermal (kaplica) alanlardaki sicak su havuzlart gibi asiri

ortamlardan kaynaklandigina inaniyorlar (Chatragadda ve Dufossé, 2021).

1.2. Pigmentlerin Simiflandirilmasi

Pigmentler, kokensel 6zellikleri dogrultusunda dogal, sentetik ve inorganik olmak

tizere ii¢ temel grupta siniflandirilmaktadir.
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Dogal pigmentler; bitkiler, hayvanlar, mantarlar ve ¢esitli mikroorganizmalar gibi
canli organizmalardan biyolojik olarak elde edilen bilesiklerdir. Sentetik pigmentler,
laboratuvar kosullarinda kimyasal yontemlerle iiretilen pigmentleri ifade eder. inorganik
pigmentler ise dogada dogal bicimde bulunabildigi gibi, endiistriyel siire¢lerde yapay olarak
da sentezlenebilmektedir (Yildirim, 2014).

1.2.1. Sentetik Pigmentler

Sentetik pigmentler yapay olarak olusturulur. Cesitli renkler sunarlar ve boya,
kaplama, plastik ve seramik gibi endiistrilerde yaygin olarak kullanilirlar. Baz1 sentetik
pigment ornekleri; kadmiyum kirmizisi, demir oksit sarisi, siyah ve bizmut vanadattir.
Titanyum dioksit ve krom oksit gibi bazi sentetik inorganik pigmentler mineral bazlidir. Bu
pigmentler stabiliteleri ve dayanikliliklari ile bilinir. Sentetik pigment, istikrarli ve iyi bilinen
bir sentez prosesi ve diisilk maliyetli iiretim sunarak ekonomik avantaj saglar (Barreto vd.,
2023).

Biyolojik olarak parcalanabilirligi diisiik olan veya hi¢ olmayan sentetik pigmentler,
gezegenin siirdiirlilemez iiretim zincirlerine katkida bulunmaktadir. Ayrica kanserojen
ozelliklere sahip sentetik pigmentlerin tiiketilmesi ve alerjik reaksiyonlarla iligkili vakalarin
raporlart da bulunmaktadir (Arora vd., 2021; De Souza Mesquita vd., 2021). Gidaya renk
veren ¢esitli sentetik pigmentler gida endiistrisinde toksiktir. Cocuklarda hiperaktivite,
alerjenlik, toksikolojik ve kanserojenlik sorunlar1 bir¢cok sentetik gida pigmentinin
dislanmasina yol agmistir (Sen vd., 2019).

Tartrazin, kirmiz kirmizist ve giin batimi saris1 gibi boyalar tek basina veya diger

renklendiricilerle kombinasyon halinde alerjiye neden olduklar1 bildirilmistir (Sekil 1.2.1.).
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Sekil 1.1. Sentetik pigmentlerin kimyasal yapilar1 (Chatragadda ve Dufossé, 2021).

Bununla birlikte, Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan gidalarda, farmasétiklerde ve
kozmetik preparatlarda kullanilmasi1 onaylanan bazi sentetik renklendiricilerin daha sonra
kanseri tesvik ettigi bulunmustur. Baz1 sentetik boyalar, goriintirdeki tehlikeleri nedeniyle
harici kullamimdan bile cekilmistir. Ornegin, benzidin boyalar1 bagirsak kanserine neden
olurken, karbon siyahinin (yaygin olarak matbaa miirekkebi pigmenti olarak kullanilir)
potansiyel bir kanserojen oldugu diistiniilmektedir (Rao vd., 2017).

Cevre acisindan bakildiginda, aritilmamis endiistriyel boya atiklarinin etik olmayan
sekilde bosaltilmasi, ¢esitli toksik maddelerin uzun siireli stabilitesine ve varligina neden
olmaktadir (Babitha, 2009). Sentetik renklerin dezavantajlari, dogal pigmentlere olan

kiiresel talebi artirmistir (Manikprabhu ve Lingappa, 2013).



1.2.2. Bitki Pigmentleri

Bitkilerin {drettigi her tiirlii renkli maddeye “bitki pigmenti” denir. Yaygin bitki
pigmentleri arasinda klorofiller, karotenoidler ve antosiyaninler bulunur. Ikincil metabolitler
olarak bitki pigmentleri, bitkilerin farkli bolgelerine dagilir ve fotosentez ve sinyal
iletiminde rol oynar (Wang vd., 2023). Bitki bazli pigmentler, pH'ta bir degisiklik olmasi
durumunda hizla denatiire olmaktadir. Ek olarak, bitki pigmentleri, iiriin kaybinin kalitesini
ve ylizdesini etkileyen diger ¢evresel parametrelerin yani sira genis monokiiltiir alanlari,
hasere kontrolii ve yagisa bagimlilik gerektirir. Bu nedenle, bu olasilik, dogal, organik ve
biyolojik olarak pargalanabilir oldugu kadar, biiyiik miktarda sulama suyuna ihtiyag
duyulmasi ve bazen hasere kontroliine yardimci olmak i¢in pestisitlerin kullanilmasi
nedeniyle c¢evre iizerinde hala bir dereceye kadar etkiye neden olmaktadir (Barreto vd.,
2023).

Bitkisel pigmentlerin kullaniminin yil boyunca bulunamamasi, pigmentin stabilitesi
ve ¢Oziiniirligl gibi bircok dezavantaji bulunmaktadir. Biiyiik 6l¢ekli bitki kullanimi degerli
tiirlerin kaybina neden olabilir. Bu nedenlerden dolay: siire¢ uygulanabilir goriilmeyebilir
(Downham ve Collins, 2000). Mantarlar ve bakteriler gibi mikroorganizmalar, dogal olarak
tiiretilmis pigmentlerin kolaylikla bulunabilen alternatif bir kaynagini saglar (Arulselvi vd.,
2014). Bakteriyel ve fungal pigmentlerin genis uygulamalar1 vardir ve diisiik maliyetli
ortamda kolay ve hizli biiylime, kolay islenme ve hava kosullarindan bagimsiz biiyiime dahil
olmak {izere bitki pigmentlerine gore ¢ok biiyiik bir avantaja sahiptirler (Manikprabhu ve

Lingappa, 2013).

1.2.3. Hayvan Pigmentleri

Bitkilerin ¢ogunda klorofil birincil biyolojik pigmenttir ve memelilerde bulunan
temel pigment ise melanindir. Bir hayvanin sa¢ ve kiirk renginden melanin sorumludur (Heer
ve Sharma, 2017).

Kamuflaj ve es ¢ekme, hayvan kaynakli pigmentlerin 6nemli islevleridir (Wang vd.,
2023). Bocekler antrakinonlar, pterinler, tetrapiroller, ommokromlar, melaninler ve
papiliokromlar gibi cesitli pigmentlerin kaynagidir. Ispanya da dikenli armut kaktiisiinde
yasayan parazit bir bocek olan kosineal boceginden kirmizi pigment elde edilmektedir.
Kosineal diinya capinda bir¢ok iiriinde kullanilmaktadir. Yaygin olarak kirmizi rujlarda
kullanilir ve g6z farinda kullanilmasina izin verilen birkag kirmizi pigmentten biridir. Ayrica

Cherry Cola'da kullanilan renklendirici katki maddesi de kirmizdan yapilmaktadir (Heer ve



Sharma, 2017). Ancak iiretimin zorlugu ve hayvan somiiriisii nedeniyle yillar gectikge
kullanimlar1 azalmigtir. Ayrica alerjik problemler de rapor edilmistir (Chatragadda ve

Dufossé, 2021).

1.2. Mikrobiyal Pigmentler

Mikroorganizmalardan ekstrakte edilen dogal pigmentlere mikrobiyal pigment denir
(Sancar vd., 2023). Mikrobiyal pigmentler ikincil metabolitler olarak siniflandirilir ve esas
olarak stresli kosullar altinda bozulmus metabolizma nedeniyle tiretilir (Agarwal vd., 2023).

Mikrobiyal pigmentler gibi ikincil metabolitlerin sentezi, bakteriyel, algal ve fungal
kiiltiirlerde genellikle log fazindan sonra gerceklesmeye baglamaktadir. Pigment miktari ise
biyokiitle iizerinde gergeklesen birikim seviyesi ile dogrudan orantilidir (Erdal ve Okmen,
2013).

Mikrobiyal pigmentler, hayatta kalma ve cevrelerine uyum saglama, ultraviyole
radyasyona ve reaktif oksijen tiirlerine karst koruma, ¢evrenin ve besinlerin bolgeselligini
saglamak ve diger mikrobiyal tiirlerin ortamlarina yerlesmesini 6nlemek ic¢in antibakteriyel
ve fungisidal etkiler dahil olmak {izere cesitli islevlerde rol oynar. Baz1 pigmentler ayrica
hiicrelerdeki enerji liretiminde fotosentetik islevlere de yardimci olabilir (Barreto vd., 2023).
Stirdiiriilebilir ve dogal renklendiricilere olan artan talep, bu trendi hizlandirarak ¢evre
bilincine sahip tiiketicilere hitap eden benzersiz iiriin formiilasyonlarina yol agmistir. Ek
olarak, organik kimya, metabolik miihendislik ve sentetik biyolojideki biiyiik geligsmeler, bu
pigmentlerin liretim yontemlerini doniistiirmiistlir. Arastirmacilar artik pigment verimini ve
verimliligini etkili bir sekilde artirmak i¢in mikrobiyal yollart manipiile edebilmektedir.
Genomik, proteomik ve metabolomik dahil olmak iizere omik bilimlerinin entegrasyonu,
mikrobiyal sistemlere daha derin bir bakis acis1 saglayarak biiyiik 6lgekli liretim siireclerinin
optimize edilmesine yardimci olmaktadir. Sonug¢ olarak, mikrobiyal pigmentlerin ticari
cazibesi hizla artmakta ve ¢esitli uygulamalarda siirdiiriilebilir malzemelerin yeni bir ¢cagin
baslatmaktadir (Tavasolli vd., 2026).

Mikroorganizmalardan elde edilen dogal pigmentler;

Diisiik maliyetli tiretimleri,

Ekstraksiyon kolayligi,

Tiir 1yilestirme yoluyla yiiksek verim ve

Mevsimsel degisimlerin olmamasi nedeniyle

Gida renklendirici, tekstil, ilag, kozmetik ve yem alaninda ajanlar olarak énemli bir

rol oynamaktadir (Bisht vd., 2020).



Mikrobiyal pigmentlerin bazi1 6zellikleri;

L
IL
II1.
IV.

VL
VIL

Ultraviyole radyasyona karsi koruma

Oksidan ajanlara kars1 koruma

Asir sicak ve soguktan koruma

Diger mikroorganizmalar tarafindan {iretilen dogal antimikrobiyal
bilesiklere kars1 koruma

Diger mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktiviteler gosterme
Demir gibi besin maddelerinin alinmast,

Fotosentez yoluyla enerji elde edilmesi (6rnegin siyanobakteriler) (Liu ve

Nizet, 2009).

1.3.1. Bakteriyel Pigmentler

Bakteriyel pigmentler genellikle hiicre disina salinan (piyosiyanin ve melanin) ve

hiicrelerde tutulan (prodigiosin, violasin, B-karoten, ksantomonadin) pigmentler olarak

ikincil metabolit olarak iiretilir. Uretilen pigmentler, mikroorganizmay1 gesitli biyolojik

ajanlara, stres sartlarina (yliksek doz UV, agir metal, oksidatif hasar) karsi direncli hale

getirmektedir. Farkli ortamlarda veya cografik bolgelerde bulunan mikroorganizmalar,

pigment iireterek olumsuz kosullara tolerans gdstermektedir (Ozdal, 2019).

Bakteriyel pigmentler asagidaki yararlari ve avantajlari sunar:

i.

il.
iii.

iv.

Vi.
vii.

Vviil.

1X.

Genis kapsamli faaliyetler nedeniyle bilim i¢in giderek daha cekici hale
geliyor.

Kolay yayilma ve genis gerinim se¢imi.

Diger kaynaklara gore ¢cok yonlii ve liretkendir.

Fermantasyon, diger kimyasal islemlerle karsilastirildiginda dogasi geregi
daha hizli ve daha verimli bir tiretimdir.

Genleri manipiile etmek kolaydir.

Stirekli biyoreaktor calismasina izin veren basit ve hizli kiiltiirleme teknikleri.
Yapisal karmagiklik endiistriyel ihtiyaclara uygundur.

Operasyon maliyetini en aza indiren basit sivi-sivi ekstraksiyon teknigi
kullanilarak ekstrakte edilen bakteriyel pigmentler.

Toplu tiretim i¢in kullanilan ucuz ytizeyler (Venil vd., 2013).



Cizelge 1.1. Bakteriler tarafindan iiretilen dogal pigmentler (Venil vd., 2013).

Bakteriler

Agrobacterium aurantiacum , Paracoccus
carotinifaciens , Xanthophyllomyces
dendrorhous

Rodokok maris

Bradyrhizobium sp., Haloferax alexandrines

Corynebacterium insidiosum

Rugamonas rubra , Streptoverticillium
rubrireticuli , Vibrio gaogenes , Alteromonas
rubra , Serratia marcescens , Serratia
rubidaea

Pseudomonas aeruginosa

Chromobacterium
violaceum , Janthinobacterium lividum

Flavobacterium sp., Paracoccus
zeaxantinifaciens , Staphylococcus aureus

Xanthomonas oryzae

Pigmentler/Molekiil Renk

. Pembe
Astaksantin
kirmizi
Mavimsi-
Beta karoten Vimst
kirmiza
. Ko
Kantaksantin yu
Kirmizi
Indigoidin Mavi
Prodigiosin Kirmizi
A Mavi-
Piyosiyanin :
yesil
Viyolasein Mor
Zeaksantin Sari
Ksantomonadin Sari

Uygulamalar
Yem takviyesi

Eritropoietik protoporfiri
gibi ¢esitli bozukluklarin
tedavisinde kullanilir, meme
kanseri riskini azaltir

Yiyecek, icecek ve
farmasotik preparatlarda
renklendirici

Oksidatif strese kars1
koruma

Antikanser,
immiinosupresan, antifungal,
yosun 6ldiiriicii; boyama
(tekstil, mum, kagzt,
miirekkep)

Oksidatif metabolizma, lokal
inflamasyonu azaltir

Farmasotik (antioksidan,
immiinomodiilator,
antitiimoral, antiparazitik
aktiviteler); boyama
(tekstil), kozmetik (losyon)

Ozellikle gozleri etkileyen
farkli bozukluklarin
tedavisinde kullanilir

Kemotaksonomik ve tanisal
belirtegler

1.3.2. Algal Pigmentler

Karotenoidler, alglerin kloroplast ve kromoplastlarinda bulunan baslica dogal

renklendiriciler arasindadir ve ¢esitli endiistriyel uygulamalara sahip sari, turuncu ve kirmizi

pigmentleri igerir. Mikroalg pigmentleri,

. Nutrasotik, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde dogal renklendiriciler olarak,

. Klinik arastirma ve molekiiler biyoloji uygulamalarinda,

. Tekstil endiistrilerinde, boya ve renk endiistrilerinde,

. Gida renklendirici ve yem katki maddesi olarak yiiksek ticari degere sahiptir
(Jiménez vd., 2020).



D. salina'nin B-karoten iiretme yetenegi tuzluluk, sicaklik ve 1s1k yogunlugundan
etkilenir. Yiiksek karoten konsantrasyonuna sahip algler, yiiksek 1s18a ve ozmotik
basinca dayanabilirler.

Mikroalglerden elde edilen diger karotenoidlerle birlikte B-karoten, antioksidan ve
gida takviyesi uygulamalariyla ticari olarak iiretilmektedir.
Chlorella, Chlorococcum, Chlamydomonas ve Spongiococcum sp.'den elde edilen lutein
(kirmizi-turuncu) tavuk yemi ve yumurta sarisi renklendirici olarak kullanim alani
bulmaktadir.

Canthaxanthin (koyu kirmizi pigment) ve astaksantin (kirmizi terpen), sirastyla gida
renklendirme maddesi olarak kullanim alan1 bulan ve ABD FDA tarafindan
onaylanan Dictyococcus cinnabarinus ve H. pluvialis tarafindan tiretilmektedir (Rather vd.,
2023).

Fikobiliproteinler (PBP'ler), fikobilinler olarak bilinen acik =zincirli tetrapirol

kromoforlara kovalent olarak baglanan parlak renkli, suda ¢6ziiniir proteinlerdir.
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Sekil 1.2. Fikobiliprotein kimyasal yapis1

PBP'ler siyanobakteriler, kirmizi1 algler ve diger alg gruplarindaki 1sik toplayan
komplekslerin bir pargasidir. Bunlar, 470-660 nm'den giines 15181n1 emen ve enerjiyi klorofil
a'ya aktaran fikobilizomlar olarak adlandirilan hiicre alt1 yapilarda diizenlenirler.

Cogunlukla Rhodophyta (kirmiz1 alg), Cyanobacteria ve Cryptophyta'da bulunur.

PBP'ler spektral ozelliklerine gore ii¢ ana gruba ayrilir: Fikoeritrin (kirmizi),
fikosiyanin (mavi) ve allofikosiyanin (mavimsi-yesil).

Gliglii absorbans ve floresans 6zelliklerinin yan1 sira antioksidan ve serbest radikal
temizleme aktiviteleri nedeniyle PBP'ler gida, kozmetik, ilag ve biyomedikal endiistrilerinde

yaygin olarak kullanilmaktadir.



Mikroalg pigmentleri, anti-inflamatuar, antianjiyogenik, ndro- ve hepatik koruyucu,
antiviral, anti-obezite, antidiyabetik, antikanser ve anti-osteoporotik gibi ek biyolojik

islevlere sahiptir (Jiménez vd., 2020).

1.3.3. Fungal Pigmentler

Ascomycetes, basidiomycetes ve likenler gibi bir¢cok filamentli mantar, melaninler,
antrakinonlar, hidroksiantrakinonlar, azafilonlar, karotenoidler, oksopolien, kinonlar,
flavinler, fenazinler ve naftokinon gibi farkli kimyasal siniflara ait, belirli biyolojik
ozelliklere ve olaganiistii bir renk yelpazesine sahip dogal pigmentler iiretir.

Basidiomycetes, eski uygarliklar tarafindan ipek ve yiin elyaflarinin/kumaslarinin
boyanmasinda kullanilmistir. Monascus sp.'den Ankaflavin ve kantaksantin ve P. oxalicum
var.'dan Arpink red™ pigmenti (Natural red™) piyasada ticari olarak mevcuttur. Ashbya
gossypi tarafindan ¢ok iyi verimle liretilen sar1 bir gida renklendiricisi olan Riboflavin
(Vitamin B2), bir¢ok {ilke tarafindan onaylanmistir ve yenidogan sarilifi ve migren
tedavisinde kullanilmaktadir. Monascus cinsinin farkli mantar tiirleri (M. pilosus, M.
purpureus, M. ruberand ve M. foridanus) kirmizi, turuncu ve sarimsi tonlarda endiistriyel
acidan onemli pigmentler {iiretir. M. purpureus 192 F, monascin ve ankaflavin (sar1),
rubropunctatin (turuncu) ve monascorubramin (kirmizi) tiretir.

Biiytileyici biyolojik aktiviteye sahip iki pigment olan monascin ve ankaflavin'in,
Alzheimer hastalig1 risk faktorlerini azaltarak intraserebral olarak amiloid proteini enjekte
edilen sicanlarda hafizayr ve 6grenme kapasitesini arttirdigi gosterilmistir (Rather vd.,
2023).

Fusarium tiirleri, farmasotik ve tibbi alanlarda olumlu biyolojik aktivitelere sahip
olma potansiyeli tasiyan ikincil renkli metabolitlerin (6rnegin, mantar pigmentleri) umut
vadeden kaynaklari olarak da kabul edilmistir. Yapisal cesitliliklerine ek olarak, mantar
pigmentlerinin, tibbi, farmasdtik ve tarim kimyasallar1 uygulamalari da dahil olmak {izere
cesitli endiistriyel alanlarda genis bir uygulama yelpazesine sahip umut vadeden biyoaktif
bilesikler oldugu kanitlanmistir; bu da gida ve iceceklerde, hayvan yemlerinde,
kozmetiklerde, tekstilde, deride, kagit hamuru ve kagit endiistrilerinde renklendirici madde
olarak ilk kullanimlarint 6nemli Olgiide genisletmistir. Bu nedenle, mantar kokenli
pigmentler son on yilda artan bir ilgi gormekte ve gliniimiizde ¢esitli antibiyotiklerin,
immiinosupresanlarin, antitimér ve kanser ilaglarinin gelistirilmesinde yeni kullanim
alanlar1 bulmaya baslamaktadir. Bazi1 Fusarium tiirleri, karotenoidler ve naftokinon

pigmentleri gibi biyoaktif pigmentler iretir. Bazi Fusarium tiirlerinde naftokinon
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pigmentlerinin biyosentezinin, biliylime inhibisyonu veya durmasi kosullar1 altinda
gozlemlenen ¢evresel streslere karst ana yanit oldugu gosterilmistir. Dahasi, yedek pigment
sistemlerinin korunmasi, degistirilmesi ve gelistirilmesi, pigmentasyonun Fusarium cinsinin
iiyelerinin hayatta kalmasinda kilit bir rol oynadigin1 giiclii bir sekilde gostermektedir.
Aurofusarin, fusarubin ve bikaverin gibi bircok Fusarium naftokinon pigmenti faydali
biyolojik aktivitelere sahiptir. Bunlar mikotoksin olarak bilinir ve bu durum, 6zellikle tarim
kimyasallari, farmakoloji ve tip sektdrlerindeki olas1 uygulamalar1 gz oniine alindiginda,
giivenlik endiseleri acisindan énemlidir. Ornegin, kirmizi bikaverinin, lenfoma, karsinom ve
sarkoma gibi tiimorlere karsi farmasotik ilag olarak potansiyel tasiyan antitiimdr aktivitesine
sahip oldugu bilinmektedir. Fusarium fujikuroi'den bikaverin sentez yolu i¢in Snemli
calismalar yapilmis olmasina ragmen, diger Fusarium tiirlerinde biyoproduksiyonuyla ilgili
cok az galigma mevcuttur. Nitekim, pigment profilleri ve tonlarinin bir Fusarium tiirtinden
digerine ¢ok yonlii oldugu yaygin olarak kabul edilmistir, bu da metabolik yollarin ve ara
tiriinlerin muhtemelen farkli oldugunu diistindiirmektedir. F. oxysporum LCP531 tarafindan
iretilen iki yeni yabani tip mor naftokinon pigmenti, bikaverinin siirekli biyosenteziyle
birlikte ilk kez gozlemlenmistir (Lebeau vd., 2019).

Fusarium tlrlerinin birgogunun da pigment iiretme yetenegine sahip oldugu
bildirilmistir. Calismalar, Fusarium fujikuroi'den (eskiden Fusarium moniliforme olarak
biliniyordu) bikaverin, nor-bikaverin, fusarubinler, bazi naftokinonlar (8 -O -
metilbostrikoidin, 8- O- metilfusarubin, 8- O -metilnektriafuron, 8-O-metil-13-
hidroksinorjavanisin, 8- O -metilanhidrofusarubinlaktol ve 13-hidroksinorjavanisin) ve yeni
bir izokinolin tipi pigment olan 2-(4-((3E,5E)-14-aminotetradeka-3,5-dieniloksi) butil)-
1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-4-ol (ATDBTHIQN) gibi pigmentleri rapor etmistir. Benzer
sekilde, Fusarium oxysporum'dan farkli renkte naftokinonlar [bostrycoidin, 9- O-
metilfusarubin, 5- O- metiljavanicin, 8§ -O -metilbostrycoidin, 1,4-naftalenedion-3,8-
dihidroksi-5,7-dimetoksi-2-(2-oksopropil), 5- O-  metilsolaniol ve 9- O-
metilanhidrofusarubin], iki antrakinon bilesigi [2-asetil-3,8-dihidroksi-6- metoksi
antrakinon ve 2-(1-hidroksietil)-3,8-dihidroksi-6-metoksi antrakinon] ve poliketit pigmenti

(bikaverin) rapor edilmistir (Lagashetti vd., 2019).

1.4. Mikrobiyal Pigment Uretimini Etkileyen Faktorler

Tek hiicreli prokaryotlardan ¢ok hiicreli 6karyotik organizmalara kadar onlarca yildir

siiren aragtirma umutlari, bunlarin yagam dongiilerinin, g¢esitli metabolitlerin iiretimini
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diizenleyen veya engelleyen cok cesitli fizikokimyasal parametrelere bagli oldugunu
dogruladi. Her tiirlii mikrobiyal metabolitin {iretimi i¢in ii¢ ana yol bilinmektedir:

(1) Dogal olarak iiretilen metabolitler;

(2) elverigsiz/zorlu ¢evresel kosullar altinda iiretilen metabolitler; ve

(3) cesitli karbon, nitrojen ve ek besin degisiklikleriyle uyarilma iizerine iiretilen
metabolitler.

Literatiir, farkli pigment molekiillerinin tiretiminin hiicre i¢i veya hiicre dis1 (veya her
ikisi) oldugunu ve 1s18a, pH'a, sicakliga ve cesitli ortam bilesenlerine bagli oldugunu ve
mevsimsel faktorler (aliivyon, nival, pluvial), numune alma alanlar1 ve habitatlar1 ve
laboratuvarlardaki farkli yetistirme kosullari.

Mikrobiyal kiiltiire cevresel parametreler ve ortam bilesenlerinin optimizasyonu gibi
cesitli faktorler saglanirsa ilgili pigment daha fazla eldesi miimkiin olabilir. Mikrobiyal
tireme kosullar1 (6rnegin, besin degisiklikleri) anlasilir bir sekilde diizenlenmesi daha iyi
pigment liretimi aragtirmalar1 i¢in her zaman 6nemlidir. Besin kosullar1 (zenginlik/fakirlik),
pigment sentezi lizerinde her zaman algilanabilir bir etki gosterir; daha 6nceki ¢aligmalarda
yiiksek fosfat iceriginin ve yliksek asiditenin floresan pigmentin azalmasina neden oldugu
ve eser miktardaki siilfatin pigment sentezini bozabilecegi gdzlemlenmistir. Piring ve
bugday unu (ya biitiinlesik ya da kirik artik tahil) gibi cesitli substratlarin eklenmesi ve 151k
uyarimi, mantarlarda ve mayalarda yiiksek diizeyde karotenoid tiretimine neden olmustur.
Mycobacterium tuberculosis'in pH 5.0-6.0'da asidik streste karotenoid pigmentler {irettigi ve
anaerobik kiiltiir kosullarinda uzun siireli biiylime sagladigi bulunmustur. Glikoz gibi karbon
kaynaklar1 ve amonyum siilfat, pepton veya diger amino asitler gibi inorganik nitrojen
kaynaklar1 da pigmentasyonu indiikler. Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerde pigment sentezi
tizerinde fotokromojenik, (fotoindiiksiyon) ve skotokromojenik (karanlikta pigment
olusumu) etkiler bulunmustur. Endiistriyel iiretime yonelik mikrobiyal pigmentleri
tasarlamak i¢in, 1ilgili pigmentli mikroorganizma i¢in c¢esitli uygun substratlar1 ve
fizikokimyasal parametreleri degerlendirmek, ¢esitli uygulamalar icin yiiksek miktarda

pigment elde etmek icin her zaman 6nemli bir adimdir (Ramesh vd., 2019).

1.5. Baz1 Mikrobiyal Pigment Cesitleri

Kimyasal gruplara bagl olarak, mikrobiyal pigmentler genel olarak antrakinonlar,
karotenoidler, indoller, fikobiliproteinler, prodigiosin, rodopsinler, melaninler ve viyolasin

seklinde farklilasir (Chatragadda ve Dufossé; 2021) (Sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. Onemli mikrobiyal pigmentlerin kimyasal yapilar1 (Rajendran vd., 2023).
1.5.1. Karotenoidler

Karotenoidler ilk olarak Heinrich Wilhelm Ferdinand Wackenroder tarafindan izole
edildi. Tiim karotenoidler tetraterpenoidlerdir (Kocher ve Muller, 2011) ve iki sinifa ayrilan
600'in Ttzerinde bilinen karotenoid vardir: Ksantofiller (oksijen igeren) ve karotenler
(tamamen hidrokarbon olan ve oksijen igcermeyen). Cesitli karotenoidler arasinda en 6nemli
karotenoidler (Sekil 1) alfa ve beta-karotenler, kriptoksantin, lutein, likopen, violaksantin,
neoksantin, zeaksantin ve kanksantindir (Rymbai vd., 2011). Bu karotenoidler klorofili foton
hasarindan korurlar, vitamin takviyesi olarak kullanilirlar ve oksidatif stresten korunmada
onemli rol oynarlar. Bunlarin alim1 foto yaslanmayr ve gilines yamigii oOnleyebilir.
Epidemiyolojik calismalar, yiiksek B-karoten alimina sahip kisilerin akciger kanseri riskinin
azaldigin1 gostermistir (Rao vd., 2017). Karotenoidler ticari olarak gida renklendiricileri,
hayvan yemi takviyeleri ve obezite tedavisinde kullanilir. Son zamanlarda nutrasoétik,
kozmetik ve farmasotik amaglarla kullanilmaya baslanmistir (Garrido-Fernandez vd, 2010;

Jaswir vd., 2011).
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1.5.2. Melanin

Melaninler, eumelaninler, feomelaninler ve allomelaninler olarak smiflandirilan
indolik polimerlerdir. Melanin tiim canli sistemlerde yaygin olarak bulunur. Melanin, genis
bir elektromanyetik spektrum araligin1 emerek ve foton kaynakli hasar1 6nleyerek UV 1s181na
diren¢ kazandirir. Melanin canlilarda taklit i¢in kullanilir ve yiiksek sicakliklara ve kimyasal
strese karsi koruma saglar. Melanin kozmetikte, foto koruyucu kremlerde, gozliiklerde ve
uranyum gibi radyoaktif atiklarin hareketsizlestirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bakteriyel melanin genleri, rekombinant bakteri suslarini taramak i¢in raportdr genler olarak
kullanilmistir. Anti-HIV o6zelliklere sahiptir ve foto voltaj {iretimi ve floresans ¢aligmalari
icin faydalidir. Melanin ayrica insan metastatik melanomunun tedavisine yonelik
monoklonal antikorlar iiretmek i¢in de kullanilir (Plonka ve Grabacka, 2006; Surwase ve d.,
2013). Colletotrichum lagenarium, Magnaporthe grisea, Paracococcidoides brasiliensis,
Sporothrix schenckii, Aspergillus fumigates ve Streptomyces cinsinin bir¢ok tiirli melanin

tiretir (Rao vd., 2017).

1.5.3. Viyolasein

Violacein, ilk kez Brezilya'daki Amazon Nehri'nden izole edilen gram-negatif bakteri
Chromobacterium violaceum'dan tanimlanan mor renkli bir pigmenttir.

Duganella sp., Janthinobacterium lividum, Microbulbifer sp., Pseudoalteromonas
luteoviolacea, Pseudoalteromonas tunicata ve Pseudoalteromonas ulvae gibi cesitli
mikroorganizmalardan da viyolasin {iretimi rapor edilmistir.

Violaseinin antiviral, antibakteriyel, antiiilserojenik, anti-leishmanial, antikanser ve
enzim modiilasyon 6zellikleri dahil olmak iizere cesitli biyolojik aktiviteleri oldugu rapor

edilmistir (Rao vd., 2017).

1.5.4. Riboflavin

B2 vitamini olarak da adlandirilan riboflavin giiglii bir sarimsi-yesil floresans
sergileyen, suda ¢oziinebilen bir pigmenttir. Riboflavin, flavin mononiikleotid ve flavin
adenin diniikleotid koenzimlerinin yapisal bir bileseni olarak gorev yapar. Otuz yili agkin
stiredir riboflavin takviyeleri yenidogan sarilifinin fototerapi tedavisinin bir parcasi olarak
kullanilmaktadir. Riboflavin'in B blokerlerle birlikte tedavisi migren bas agrilarina karsi
tyilesme gosterdi. Riboflavinin UV 1s181yla kombinasyonunun kan iirlinlerinde bulunan

zararl patojenleri azaltmada etkili oldugu gosterilmistir (Rao vd., 2017).
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1.5.5. Piyosiyanin

Piyosiyanin Pseudomonas aeruginosa tarafindan iretilen mavi bir pigmenttir
Piyosiyanin biyo-kontrol ajan1 olarak kullanilmis ve anti-bakteriyel ve anti-fungal aktiviteye

sahiptir (Jayaseelan vd., 2014).

Carotenoids

Y Staphyloxanthin
Xanthomonadin
Zeaxanthin

Carotenoids B9
Flexirubin ¥

Astaxanthin
Canthaxanthin
Prodigiosin
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Sekil 1.4. Dogal renklendirici olarak kullanilma potansiyeli yiiksek olan bakteriyel
pigmentler

Bakteriler kirmiz1 (Serratia marcescens, Gordonia jacobaea), kirmizi-sar1 (Kocuria
sp.,  Chryseobacterium artocarpi), sar1 (Micrococcus, Hymenobacter sp. ve
Chryseobacterium sp.), yesil (Pseudomonas sp.), mavi (Corynebacterium insidiosum,
Erwinia chrysanthemi, Vogesella indigofera), mor (Chromobacterium sp.) Munsell renk

sisteminde gosterildigi gibi (Venil vd., 2013).
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1.5.6. Prodigiosin

Prodigiosin (PG), C20H25N3O kimyasal formiiliinii tasiyan prodigiosin, pirol (A
halkas1), 3-metoksipirol (B halkasi) ve 2-metil-3-pentilpirolden (C halkasi) olusan bir
tripirrol kirmizi pigmenttir. Alkaloid prodiginin ailesinin bir liyesine aittir (Han vd., 2021).

Prodigiosin ilk olarak Serratia marcescens'te kesfedildi (Han vd., 2021). Prodigiosin
tiretiminin S. marcescens ile sinirlt olmadig, S. nematodiphila, S. plymuthica, S. rubidaea,
Pseudoalteromonas rubra, Vibrio sp., Janthinobacterium, Pseudomonas putida,
Streptomyces coelicolor ve Hahella chejuensis gibi diger bakterilerde tarafindan da
iretilmektedir (Venil vd., 2013).

Prodigininler, prodigiosin ve undesil prodigiosin gibi diiz bir zincire sahip olabilir
veya siklononilprodigiosin ve biitil-meta-sikloheptilprodiginine gibi siklik bir yapiya sahip
olabilir.

Prodigininler, bipirol molekiilii 4-metoksi-2-2'-bipirol-5-karbaldehitin (MBC) 2-
metil-3-pentilpirol olabilen bir monopirol iinitesi ile enzimatik yogunlagmasi ile sonuclanan
catalli bir yol yoluyla biyosentezlenir. 2-metil-3-n-amil-pirol (MAP) veya 2-undesilpirol
olarak da bilinir. MBC, prolin, serin ve malonil-CoA birimlerinden biyosentezlenir.
Monopirol kisimlar1 farkli enzimatik aparatlara sahip farkli substratlardan kaynaklanir.
MAP, onciil olarak yag asidi tiirevi 2-oktenal ve piruvat igerirken, 2-undesilpirol, asetil-
CoA/malonil-CoA birimleri ve glisinden biyosentezlenir. Bu pigmentlerin biyosentezi,
farkli bakterilerde onemli olgiide farklilik gdsteren gen kiimeleri tarafindan kontrol edilir.
Ornegin, Serratia sp.'de Pig gen kiimesi prodigiosin biyosentezinden sorumludur,

Streptomyces sp.'de ise Red gen kiimesi siireci diizenler (Han vd., 2021).

16



Pyruvate

» X R i
i % ;—. 0 A —  —

s o N= \Q
2-Octenal 3-Acetylotanal MAP SN
/I.”N” N~-XV\/
=\ \
L NH
o —_ oot Prodigiosin
enz-s  Malonyl-CoA 0 Serine N0

=0 ;
! s N, =0 N y NH

NH

e c—— y
NH

NH

Proline v
MBC S

0
YA
/" NH N \\z

i : CyH
6 x Malonyl-CoA & g Glycine Q\V_\rm n

CoAS o
" . N .. S Undecylprodigiosin

0 5 CiHy CyHa
Acetyl-CoA 2-Undecylpyrrole

Sekil 1.5. Prodigininlerin biyosentetik yollarinin basitlestirilmis sematik diyagrami

Enz = enzim kiimesi. MAP = 2-metil-3-n-amil-pirol; MBC = 4-metoksi-2-2'-bipirol-
5-karbaldehit.

S. marcescens'in 1ki farkli susu vardir: kirmizi pigmentli suslar ve beyaz pigmentli
suslar. Pigmentli S. marcescens'te karakteristik bir ikincil metabolit olan PG, belirgin bir
fizyolojik rol oynamaz. Dogal ortamda bulunan engellere karsi konak¢1 savunmasi, PG'nin
potansiyel rollerinden biridir ve ekolojik bakteri dagilimimi kolaylastirmaktir. PG'nin bir
diger potansiyel fizyolojik islevi, karsilastirilabilir kosullarda hayatta kalan ¢esitli Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakteriler arasindaki tiirler arasi rekabeti azaltma yetenegidir. PG
sentezinin biyolojik fonksiyonu hakkinda ¢ok az sey bilinmesine ragmen prodigiosinin S.
marcescens'te enerji yayma siireglerine aracilik ettigini one siirerken, diger aragtirmalar 151k
enerjisi depolamayr veya ultraviyole korumayr gostermistir. Cevresel faktorler,
antimikrobiyal kirmizi pigmentin sentezini etkiler; bu, rakip tiirler lizerinde mikrobiyal
ekoloji hakimiyeti elde etmek i¢in daha uygun faktorlerle kontrol edilebilir. PG sentezi i¢in
gereken muazzam miktarda enerji goz oniine alindiginda bu molekiiliin 6zellikle tiirler arasi
rekabet sirasinda S. marcescens'in hayatta kalmasi i¢in ¢ok 6nemli oldugu agiktir. PG,
bagisiklik baskilayict maddeler, antibakteriyel, antioksidan ve antikanser gibi iddia edilen
farmakolojik 6zelliklerinin temeli oldugu diisliniilen kendine 6zgii tripirrol yapisiyla ayirt
edilir. Olefinler ve tekstiller i¢in dogal bazli bir pigment olarak 6zellikler gosterir. PG'nin
giiclii klinik 6zelliklerinden dolay1 bir antitiimor oldugu 6ne siiriilmektedir. Bakteriyel DNA
boliinmesi, hiicre dongilistiniin baskilanmas1 ve pH manipiilasyonu dahil olmak iizere ii¢

islemin daha 6nce PG'nin antibakteriyel etkinliginden sorumlu oldugu diisiiniiliiyordu.
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PG'nin rakip bakterilerin plazma zarin1 bozabilen hidrofobik bir stres ajant oldugunu one
siiriiyor. Varsayilan siirecler arasinda fototoksisite ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumu yer alir. Dis zara niifuz etme kapasitesi nedeniyle PG'nin, DNA giraz ve
topoizomeraz IV gibi hiicre biiylimesiyle iliskili enzimleri bloke ederek antibakteriyel
ozelliklere sahip oldugu diisiiniilmektedir. Yapisal omurgasi {i¢ pirol halkasindan olusur ve
kirmiz1 floresans yayabilir. PG, a-tokoferol ile karsilastirildiginda giiglii antioksidan
aktiviteler gosterir, bu nedenle PG, cilt ve gidalarin korunmasi i¢in bir SPF olarak UV

savunmasi i¢in yaygin olarak kullanilabilir (Ibrahim vd., 2023).

1.6. Mikrobiyal Pigmentlerin Kullanim Alanlar

Su anda ¢esitli tiir ve formlardaki pigmentler gida endiistrisinde, kozmetikte,
farmasétiklerde, hayvan yemi ve diger uygulamalarda katki maddeleri veya takviyeler olarak
kullanilmaktadir. Ancak sentetik pigmentlerin insan viicudunda toksisiteye ve
kanserojenlige neden olan sorunlari nedeniyle kullanimlari giderek azalmaktadir. Bu
nedenle sentetik boyalarin yerini alabilecek dogal pigmentlere olan ilgi artmaktadir. Son
zamanlarda bu egilime yanit olarak, dogal boyama, saglikli fonksiyonel gidalar, insan saglig:
ve giivenligi i¢in kozmetik {irlinlerde dogal materyaller olarak dogal pigmentlerin
kullanilmasi egilimi giderek yaygilasmistir (Venil vd., 2013). Mikroorganizmalardan elde
edilen dogal pigmentler, diisiik maliyetli iiretimleri, ekstraksiyon kolayligi, tiir iyilestirme
yoluyla yiiksek verim ve mevsimsel degisimlerin olmamasi nedeniyle renklendirici ajanlar

olarak dnemli bir rol oynamaktadir (Rajendran vd., 2023).

Cizelge 1.2. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen mikrobiyal dogal pigmentler ve
metabolik rolleri (Venil vd., 2013).

Mikroorganizma Pigment Renk Metabolik Rolii

Pseudoalteromonas Prodigioson Kirmizi Antibakteriyel, antikanser,

rubra, Boyama(tekstil.miirekkep,kagit)

Hahella chejuensis

Collimonas CT Viyolasein Mor Antibiyotik, antiprotozoan,

Pseudoalteromonas Antikanser

Tunikat

Vibrio cholerae Melanin Siyah, kahverengi UV koruma

Shewanella colwelliona

Cryptophyta, Fikoeritrin Kirmizi Biyokimyada floresans 6zelligi

Neodilsea yendoava nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Monascus sp. Ankaflavin Sar1 Hipopolimerik ve obezite
karsitiaktivitelere sahip

Penicillium herquei, Atrovetin Sar1 Antioksidan aktivite, bitkisel

Penicillium atrovenetum yaglarin stabilizasyonu ve sar1-yesil
floresans gdstermesi

R. glutinis B-karoten Turuncu Gida renklendirici ve 1g1ktan
koruma
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Tekstil Endiistrisinde Pigmentler

Sentetik boyalarin giyim esyalarini renklendirmek ic¢in kullanilmasi yiizyillardir
uygulanan bir uygulamadir. Bu boyalar yaygin olarak bulunabilmesine ve uygun fiyatlarla
genis bir renk yelpazesi sunmasina ragmen, insan viicudunda alerjik reaksiyonlara ve diger
saglik sorunlarina neden olabilecek zararli ve toksik maddeler salabilirler (Di Salvo vd.,
2023). Tekstil endiistrisi yaklasik 1,3 milyon ton sentetik boya ve boya Onciisii kullaniyor
(Venil ve d., 2013). Boyama ve terbiye islemleri sirasinda her y1l yaklasik 200.000 ton boya
atik olarak kaybolmaktadir. Ne yazik ki bu boyalarin ¢ogu geleneksel atik su aritma
proseslerinden kagar ve 1518a, sicakliga, suya, deterjanlara, kimyasallara, sabuna ve ¢amasir
suyu ve terleme gibi diger parametrelere karsi yiiksek stabiliteleri nedeniyle ¢evrede kalirlar
(Ogugbue ve Sawidis, 2011). Bu nedenle, tehlikesiz, kanserojen olmayan ve ekolojik olarak
stirdiiriilebilir olduklart i¢in dogal pigmentler tekstil endiistrisinde giderek daha fazla
kullanilmaktadir (Di Salvo vd., 2023).

Duran vd., (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, C. violaceum'dan elde edilen
violacein, viskon, polyester, saf pamuk ve saf ipegi renklendirmek i¢in kullanilmistir.
Dahasi, Pseudoalteromonas sp.'den elde edilen violacein, ¢evre dostu tiirevleri nedeniyle
tekstil ve oyuncak endiistrisinde biiyiik miktarlarda kullanilmaktadir (Duran vd., 2016).

Bagaka bir ¢calsmada Streptomyces suslari, substratin bilesimine bagl olarak farkli
sonuglar veren koyu mavi ve kirmiz1 pigmentler iiretirken, Vibrio sp. Prodigininler, boyali
tekstil {irtinlerine antibakteriyel 6zellikler kazandirdi (Kramar vd., 2014).

Sengupta ve Bhowal, biyokimyasal analizler ve 16S rRNA dizilemesi yoluyla
tanimlanan, toprak bakterisi Pseudomonas aeruginosa tarafindan {iiretilen mavi-yesil bir
pigmenti arastirdilar. Pigment, yiiksek performanshi sivi kromatografisi ve gaz
kromatografisi-kiitle spektrometrisi ile analiz edildi. Antimikrobiyal 6zellikleri test edildi ve
E. coli'ye kars1 10 mm, S. aureus'a kars1 13 mm, B. subtilis'e kars1 9 mm ve S. typhi'ye karsi
7 mm'lik inhibisyon bdlgeleri ortaya ¢ikti. Ek olarak, pigmentin cesitli tekstil ve kagit
tizerindeki boyama potansiyeli degerlendirildi; haslik 6zellikleri ve cilt hassasiyeti i¢in yama
testleri yapildi. Sonuglar, bu bakteriyel pigmentin sentetik boyalar i¢in giivenli, toksik
olmayan bir alternatif olabilecegini ve bdylece pazar uygulanabilirligini artirabilecegini

gostermektedir (Sengupta ve Bhowal, 2023).
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2.2. Gida Endiistrisi

Cekici goriinlime sahip gidalarin gelistirilmesi gida endiistrisinde 6nemli bir hedettir.
Yiyecekleri ¢ekici kilmak i¢in sentetik veya dogal renkler eklenir. Son giinlerde gida
tireticileri, baz1 sentetik renklerin neden oldugu olumsuz saglik sorunlar1 nedeniyle sentetik
renklerden dogal renklere yoneliyor (Venil ve digerleri, 2013). Mikroorganizmalardan elde
edilen dogal renklendiriciler, ucuz iiretimi, ekstraksiyonunun kolay olmasi, yiiksek verimi,
ham madde eksikliginin olmamasi ve mevsimsel degisiklikler nedeniyle gida renklendirici
ajanlar olarak 6nemli bir rol oynamaktadir (Rao vd., 2017).

Flavobacterium sp.'den zeaksantin kanatli hayvan yemlerinde katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Sajilata vd. (2008), baliklarin ve kabuklularin zeaksantini kirmizi renkli
pigment astaksantine doniistiirdiiglinii ve bunun da kabuklarin arzu edilen kirmizi rengini
arttirdigin1  bildirmistir. Bu pigmentler gilivenli kabul edilmekte ve FDA tarafindan
onaylanmaktadir (Venil vd., 2020).

Bradyrhizobium sp. ve Halobacterium sp. gibi tiirlerden elde edilen, yaygin olarak
gida renklendirmesinde kullanilan ve ozellikle kiimes hayvanlari sektoriinde yem katki
maddesi olarak ¢ok onemli olan lipit ¢oziiniir bir pigment olan kantaksantindir. Avrupa
Birligi diizenlemelerine gore, kantaksantin, alabalik ve somon gibi balik yemlerine ve kiimes
hayvanlarina, sik1 sinirlar dahilinde eklenebilir: Genel yem i¢in 80 mg/kg, yumurta tavuklari
icin 8 mg/kg ve diger kiimes hayvan tiirleri i¢in 25 mg/kg (Tavasolli vd., 2025).

Candida guilliermondii, Debaryomyces subglobosus, Eremothecium ashbyii, Ashbya
gossypii ve Clostridium acetobutylicum dahil olmak {izere c¢esitli mikroorganizmalar
tarafindan riboflavin iretilir. Riboflavin hem besin takviyesi hem de siit iirlinleri, soslar,
bebek mamalar1 ve enerji icecekleri gibi birgok gida {irlinlinde bir bilesen olarak kullanilir.
Fonksiyonu ayrica, makromolekiillerin, karbonhidratlarin, proteinlerin ve yaglarin
parcalanmasina yardime1 olarak viicudun metabolizmasini desteklemeyi, enerji liretmeyi ve
oksijeni verimli bir sekilde kullanmayi igerir (Sen vd., 2019).

Chlorella’dan elde edilen lutein, parlak sar1 bir ton sunar ve antioksidan 6zelliklere
sahiptir, bu da onu gida renklendirme uygulamalari i¢in arzu edilen bir segenek haline getirir.
Su anda gida renklendirici olarak arastirilan Porphyridium cruentum ve diger
mikroalglerden elde edilen fikoeritrin, antioksidan, antikanser ve immiin diizenleyici
Ozellikleri nedeniyle incelenmekte olup, mikrobiyal ve alg renklendiricilerinin gida

sektoriindeki cesitli kullanimlarini ve avantajlarin1 vurgulamaktadir (Tavasolli vd., 2025).
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2.3. Ila¢ Endiistrisi

Kiiresel olarak yaklasik 1,27 milyon 6liime yol agan antimikrobiyal direncin ortaya
cikmasi, enfeksiyon hastaliklarinin ve kronik yaralarin tedavisinde oOnemli zorluklar
yaratmakta ve daha iyi alternatif antimikrobiyal ajanlar iizerine arastirmalar1 tesvik
etmektedir (Chin vd., 2024).

Moreira vd., (2018) ve Soni vd., (2023) yaptiklar1 calismada, Rhodotorula sp.
mayasindan {retilen karotenoidler, deniz bakterisi Bacillus infantis, P. aeruginosa,
Salmonella sp. ve S. aureus dahil ancak bunlarla siirli olmamak iizere bakterilere kars
antibakteriyel aktivite gostermistir (Moreira vd., 2018; Soni vd., 2023). Ayrica, Naisi vd.,
(2023) yaptiklar1 baska bir calismada Rhodotorula glutinis mayasindan elde edilen
karotenoid pigmenti, Salmonella typhimurium ve S. aureus tarafindan olusturulan
biyofilmlere kars1 antibiyofilm aktivitesi gostermistir (Naisi vd., 2023).

Umadevi ve Krishnaveni, (2013) yaptiklari calismada, M. luteus'tan elde edilen ham
pigmentin antibakteriyel aktivitesi, disk difiizyon tahlili ile degerlendirildi. Gézlemlenen
inhibisyon bolgesi, Escherichia sp. ile karsilastirildiginda 50, 100 ul konsantrasyonda
Staphylococcus sp., Klebsiella sp., Pseudomonas sp. ile yiksekti. Negatif sonug
Streptococcus sp.'de gdzlendi (Umadevi ve Krishnaveni, 2013).

Nakamura vd., (2003) yaptiklar ¢calismada, violaceinin, 10-15 mg/L MIC araliginda
Gram-pozitif bakterilerin (Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, S.
aureus) ve Gram-negatif bakterilerin (P. aeruginosa) biiyiimesini engelledigi, ancak 50
mg/L konsantrasyonda bile Gram-negatif bakteri E. coli ve mantar Trichosporon cutaneum'u
engellemedigi bildirilmistir (Nakamura vd., 2003). Diger bir ¢alismada violacein ayrica S.
epidermidis'in planktonik ve olgun biyofilm tabakasini da ortadan kaldirabilir ve
vankomisin, sefepim, siprofloksasin ve meropenem gibi klinik ilaglarla birlikte
kullanildiginda biyofilmdeki mikrobiyal canlilig1 azaltmada dnemli bir sinerjik etki gosterir
(Dodou vd., 2020).

Kim ve arkadaslarinin yaptigi calismada, H. chejuensis'ten izole edilen prodigiosin,
akne vulgaris'e neden olan baskin bir bakteri olan Cutibacterium acnes'e ve diger cilt
mikroplarina (Micrococcus luteus, S. epidermidis ve Streptococcus mitis) karst hem
engelleyici hem de bakterisidal aktivite gostermistir (Kim vd., 2023).

Melanin, biyomedikal uygulamalar, tarim, gida ambalajlama ve depolama
alanlarinda giiclii bir antimikrobiyal ve biyolojik kontrol ajani olarak belirlenmistir.

Kamarudheen vd., (2019) yaptiklar1 calismada deniz actinomycetes'inden, Nocardiopsis
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dassonvillei'den izole edilen melanin, Staphylococcus sp.'ye kars1 antibiyofilm aktivitesi,
gida kaynakli patojenlere (Listeria monocytogenes ve Bacillus cereus) karst antibakteriyel
aktivite ve C. violaceum MTCC 2656'ya kars1 anti-quorum sensing (QS) aktivitesi
gostermistir (Kamarudheen vd., 2019).

Saleh ve arkadaslar tarafindan 2018 de yapilan bir ¢alismada, siyah maya Hortaea
werneckii'den izole edilen DHN-melanin'in Staphylococcus sp., S. pyogenes, streptomisin
direncli K. pneumonia, mantar C. albicans ve fitopatojen E. carotovora'nin biiylimesini
engelledigi gosterilmistir (Saleh ve ark., 2018).

Shouman vd., (2013) yapilan ¢alismada, piyosiyanin, Gram-pozitif, Gram-negatif
patojenik ve gida kaynakli patojenlere karsi genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Gida kaynakli patojenler E. coli, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae'ye
kars1 20 ila 60 pg/mL arasinda nispeten diisiikk MIC degerleri; patojenik mikroorganizmalar,
metisiline direngli S. aureus (MRSA), c¢oklu ilag direngli S. aureus, S. pyogenes, S.
agalactiae ve Acinetobacter baumannii'ye karst 40-150 pg/mL MIC ve insan patojenik
mantar1 C. albicans'a kars1 250-300 pg/mL MIC degerleri gostermistir (Shouman vd., 2023)

COVID-19'un ani salginlar1 nedeniyle, arastirmacilar violacein igeren nanofiber
membranlar iireterek etkili bir solunum maskesi filtresi arayisina girmislerdir (Lee vd.,
2022). influenza viriisii icin %98,859 ve insan koronaviriisii icin %99,893 gibi dikkat cekici
bir viral inaktivasyon orani 1 saat i¢inde ve yaklagik %100 inaktivasyon orani 4 saat sonra
gostermis olup, violacein iceren membranin viriis 6ldiiriicii potansiyelini ortaya koymustur
(Lee vd., 2022).

Teplyakova ve Kosogova’nin 2015°te yaptiklart calismada, Basidiomycota
cephalon'un bircok tiirli arasinda, dogal mantar 1. obliquus'tan (Caga mantari) elde edilen
melanin, farkli deneylerde 0,4 ila 10 ng/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda HIV-1
viriisiinli inhibe etmede daha belirgin sonuclar gostermistir. Ayrica, 0,006 mg/mL'lik sulu
melanin ile Vero hiicre kiiltiiriinde HSV-2 viral replikasyonunun tamamen inhibe edildigi de
gosterilmistir (Teplyakova ve Kosogova, 2015).

Hastaliga neden olan iltithaplanmanin giderek artmasi ile dogustan gelen bagisiklik
tepkisi arasindaki karmasik iligki, daha hedefli ve siirdiiriilebilir ilaglara, genellikle dogal
tirlinlere olan ihtiyaci ortaya ¢ikarmistir (Chin vd., 2024).

Prostaglandinler, lokotrienler, histamin ve bradikinin gibi c¢esitli kimyasallar
iltihaplanmada rol oynar. Piyasada ¢esitli sentetik antiinflamatuar ilaglar bulunmasina
ragmen, Haematococcus pluvialis, Chlorella ellipsoidea, Dunaliella ve Arthrospira /

Spirulina gibi mikroalglerden ve siyanobakterilerden elde edilen [-karoten, lutein,
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zeaksantin, astaksantin, violaksantin ve fukoksantin gibi karotenoid metabolitlerinin
antiinflamatuar aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Kabir vd., (2022) yapilan ¢alismada,
astaksantin ve fukoksantinin, interseliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM-1), niikleer faktor-«B
(NF-kB) ve mitojenle aktive olan protein kinazlar proinflamatuar sinyal yolu gibi cesitli
yollarin inhibisyonu yoluyla retina ve ndronal hiicrelerdeki inflamasyonu inhibe ettigi
bildirilmistir (Kabir vd., 2022). Bunun yan sira, astaksantinin, insan keratinositlerinde NF-
kB aktivasyonunu bloke ederek atopik dermatit hayvan modelinde interlokin-1f (IL-1p),
interlokin-6 (IL-6), siklooksijenaz-2 (COX-2), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve
timor nekroz faktorii-a (TNF-a) gibi diger proinflamatuar biyobelirtegleri inhibe ettigi
gosterilmistir; bu da cilt hastaliklarinin tedavisinde olumlu bir yaklagim sunmaktadir
(Davinelli vd., 2018).

Insanlarda iki siklooksijenaz formu iiretilir: COX1 ve COX2. Bunlardan ilki agri,
mide korumasi ve kan pihtilagmasinda rol oynarken, ikincisi inflamatuar hiicrelerde ve
merkezi sinir sisteminde prostaglandin E2 (PGE2) sentezinde dnemli bir rol oynar (Alsharif
vd., 2023). Bahsedilen hastaliklarin tedavisinde proinflamatuar inhibitorlerin ticari
kullanimi, miitevaz1 bir etkinlik ile birlikte yan etkilere yol agmis ve arastirmacilari
prodigiosin gibi dogal alternatiflere yoneltmistir. 80 pg'lik prodigiosin, LPS ile indiiklenen
RIN-5F hiicrelerinde NO, IL-6 ve IL-8 liretimini sirasiyla %57, %67 ve %64 oraninda
baskilamistir (Anitha vd., 2023). Prodigiosin ayrica Wistar albino siganlarinda aliiminyum
kloriir kaynakli AD benzeri norolojik degisikliklerden kaynaklanan TNF-o, IL-1p, NF-«B,
p65 ve iNOS ekspresyonunu inhibe ederek, AD'de siddetlenen noroinflamasyonun tedavisi
icin umut vadeden bir 6ziit oldugunu gostermistir (Alsharif vd., 2023).

Monascus tiirevlerinin etkileri, kardiyovaskiiler, yagli karaciger ve lipogenez
hastaliklarinin 6nlenmesine kadar uzanmaktadir; Lai vd., (2021) yaptiklari calismada, diistik
dozda monascin ve ankaflavin, Lieber-DeCarli siv1 alkol diyetiyle beslenen C57BL/6J
farelerinde TNF-a ekspresyon seviyelerini sirasiyla %45,32 ve %54,02 oraninda azaltmistir.
Ayni ortamda diger proinflamatuar belirteclerde de 6nemli bir azalma gozlendi; 6rnegin IL-
1B'de sirasiyla %31,04 ve %36,38, IL-6'da %32,83 ve %35,57, NF-kB'de %15,99 ve %22,6
ve iNOS'ta sirastyla %23,74 ve %28,04 oraninda azalma goriildii (Lai vd., 2021).

Kanser tedavisinin karmasiklig1 ve hastalarin kanser ilaglarina karsi artan direnci,
arastirmacilar1 kanser gelisimini tedavi etmek veya azaltmak i¢in dogal iiriinleri arastirmaya
yoneltmistir.

Arthrobacter sp.'den izole edilen kirmizi karotenoid pigmenti ... G20, KYSE30 insan

0zofagus skuamoz kanser hiicrelerinde antitiimor aktivite gostermistir (Afra vd., 2017).
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Bagka bir ¢alismada, prodigiosin, meme kanseri hiicreleri MDA-MB-231 ve MDA-
MB-468'de sirastyla 62,52 ve 261,2 nM IC50 degerleriyle antikanser ve antitimor 6zellikler
gostermis ve farelerde tiimori ortadan kaldirmadan meme tiimorii biiylimesini engellemistir
(Wang vd., 2016). Ayrica, prodigiosinin akciger ve rahim agzi kanseri hiicreleri A549'a
(IC50 =42,2 uM) ve HeLa hiicrelerine (IC50 = 36,11 uM) kars1 6nemli sitotoksisiteye sahip
oldugu bildirilmistir (Mukhia vd., 2024).

Curvularia soli AS21 ON(076460 mantarinin melanin pigmenti {iirettigini ve bu
pigmentin insan meme (MCF-7) ve cilt kanseri hiicre hatlar1 (A431) lizerinde sirasiyla 84,23
ve 89,96 ng/mL IC50 degerleriyle sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymustur (Abd -EL-
Aziz vd., 2024).

Marey vd., (2024) yaptiklar1 ¢calismada klinik olarak ekstrakte edilen piyosiyaninin,
ticlii negatif meme kanseri hiicre hatti (MDA- MB- 231), akciger kanseri hiicresi (A549) ve
kolorektal adenokarsinom hiicrelerine (Caco-2) karsi, hiicrelerin koloni olusumunu ve gog
yeteneklerini baskilayarak, sirasiyla 105, 130 ve 187,9 pg/mL IC 50 degerlerinde
konsantrasyona bagli sitotoksik etkiler gosterdigi tespit edilmistir (Marey vd., 2024).

Antioksidanlar, hiicredeki serbest radikalleri ve ROS'u nétralize ederek
antiinflamatuar ve yaslanma karsit1 rolleri agisindan kapsamli bir sekilde incelenmektedir.
Antioksidanlar, yaslanan cilt fenotiplerinin esas olarak UV radyasyonu tarafindan aktive
edilen ROS {iretimine bagl olarak ortaya ¢ikan oksidatif stresten kaynaklanmasi nedeniyle
erken yaslanmay1 yavaslatmak i¢in kullanilabilir.

Iwata vd., (2018) yaptiklar1 ¢alismada, Paracoccus carotinifaciens bakterisinden elde
edilen bir astaksantin tiirevi olan adonixanthin, hemorajik beyin hasarina kars1 korumada
astaksantine gore daha yiiksek antioksidan ve antiinflamatuar aktivite gostermistir (Iwata
vd., 2018).

Tao ve arkadaslarini yaptig1 baka bir ¢alismada, oksidatif stresin neden oldugu kemik
kaybinin, oksidatif stres diizenlemesinden sorumlu bir faktor olan sirtuin-1 (SIRT1) sinyal
yolunun modiilasyonu yoluyla astaksantin tarafindan inhibe edildigi ve osteoporoz
tedavisinde alternatif bir yontem sagladigi bildirilmistir (Tao vd., 2024).

Violacein, UV-C kaynakli hiicresel hasara karsi, hiicresel DNA hasarini inhibe
ederek ve UV 1s1nlamasi sonrasi katalaz aktivitesini azaltarak koruyucu etki gosterir; buda,
aksi takdirde DNA'ya zarar verecek ve katalaz aktivitesini artirarak sonugta hiicre 6liimiine

yol acacak olan ROS'u temizleme yetenegini gostermektedir (Abboud ve Arment, 2013).
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2.4. Kozmetik Endiistrisi

Mikrobiyal pigmentler, 6zellikle cilt bakim tirlinleri olmak tizere kozmetiklerde farkl
renk tonlar1 i¢in uygulanir. Ornegin, Streptomyces bellus'tan elde edilen ve muhtemelen
kozmetik sektoriinde en ¢ok kullanilan pigment olan dogal melanin, biyo-dudak iiretimi i¢in
kullanilir. Melanin pigmentleri ayrica glines kremlerinin ve giines koruyucu iceren giizellik
bakim iirlinlerinin 6nemli bir bileseni olarak kullanilir, ¢linkii bu pigment emilen UV 15181n1in
yaklasik %99'unu dagitabilir H. pluvialis'ten elde edilen bir karotenoid olan astaksantin,
epidermal hiicrelerde melanini %40 oraninda azaltarak cildin erken yaslanmaya karsi
korunmasina yardimci olur. Bu nedenle astaksantin, giines sonrasi losyonlarin yeni bir temel
bilesenidir. Astaksantin, likopen, B-karoten ve kantaksantin dahil olmak iizere karotenoid
ailesi, antioksidan katki Ozellikleri nedeniyle kozmetiklerle birlikte pazarlanmaktadir.
Ayrica, viyolasin, epidermis hiicrelerine zarar vermeme veya hasara neden olmama 6zelligi
nedeniyle, ter onleyiciler, rujlar, goz makyaji ve insan cildiyle uzun siire temas halinde
kalmas1 gereken tiim {irtinler gibi kozmetik iiriinler i¢in 6nemli bir elementtir (Salvo vd.,

2023).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahismada Kullamilan Mikroorganizmalar

Bu calismada kullanilan mikroorganizmalar “Serratia marcescens” ve “Fusarium
oxysporum” olup, Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji
Anabilim Dal1 Kiiltiir Koleksiyonu Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Mikroorganizmalar
deneyler dncesinde uygun besi yerlerinde aktive edilmis ve kisa stireli olarak +4 °C’ de

muhafaza edilmistir.
3.2. Mikroorganizmalarin Ekim ve Uretim Kosullari

3.2.1. Kullamilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Bu calismada stok fungus kiiltlirlerinin iiretimi i¢in Patates Dekstroz Agar (PDA)
kullamilmistir. . oxysporum’un olusturdugu pigmentlerin incelenmesi amaciyla, Sabouraud
Dekstroz Agar (SDA), Patates Dekstroz Agar (PDA) ve Czapek Agar besiyerleri kullanildi.
Hazirlanan besiyerleri 121°C’de, 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

S. marcescens bakterisinin iiretimi i¢in Nutrient Agar (NA) kullanilmigtir. Pigment
iiretiminin belirlenmesi amaciyla ise Luria—Bertani Broth (LB), Luria—Bertani Agar (LA),
Nutrient Broth (NB) ve Nutrient Agar (NA) besiyerleri kullanilmistir. Tiim besiyerleri 121

°C’de 15 dakika siireyle otoklavlanarak steril edilmistir.

3.2.2. E Oxysporum Stoklariin Hazirlanmasi

FE oxysporum stok kiiltiirleri PDA igeren petri kaplarinda ve yatik agarda tiretilmis, 7
giinliik kiiltiirler +4 °C’ de muhafaza edilmistir. Fungus, steril kosullar altinda igne uglu 6ze
yardimiyla petri ve yatik PDA yiizeyine inokiile edilmistir. Kiiltiirler 30 °C’ de 7 giin siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi yatik agardaki kiiltiirler steril distile su ile kazinarak
siispansiyon haline getirilmis ve 1 mL/50 mL oraninda Patates Dekstroz Broth (PDB) besi
yerine aktarilmistir. Bu kiiltiirler 30 °C” de 150 rpm’ de ¢alkalamal1 inkiibatérde 7 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda Kkiiltiirler, steril kosullarda homojenizatér kullanilarak
homojenize edilmis ve elde edilen slispansiyon deneysel analizlerde kullanilmak iizere PDB

besi yerine inokiile edilmistir.
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3.3. Fungal Pigmentlerin Sentezi ve Optimizasyon Calismalari

F. oxysporum’a ait pigment Uretimini artirmak amaciyla farkli besiyeri ve tiretim
parametreleri optimize edilmistir. Bu kapsamda, inkiibasyon siiresi (5, 10 ve 15giin), sicaklik
(10, 20, 25, 30 ve 40 °C), baslangi¢ pH’s1 (4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0) ve ¢alkalama kosullar1
(statik, 50, 100, 150 ve 200 rpm) ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Her bir parametrenin pigment
tiretimi lizerindeki etkisi, diger degiskenler sabit tutularak incelenmis ve optimum kosullar
belirlenmistir. Tiim deneyler ii¢ paralel olarak gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.3.1. Besiyeri Cesidinin Belirlenmesi

Besi yeri tipinin F oxysporum’un pigment iretimi iizerine etkisini belirlemek
amacityla, boliim 3.2.2°de hazirlanan stok kiiltiirlerden alinan 6rnekler Sabouraud Dekstroz
Agar (SDA), Patates Dekstroz Agar (PDA) ve Czapek Agar besi yerlerine inokiile edilmistir.
Kiiltiirler 30 °C’ de 7 giin siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda olusan pigment
tiretimi makroskobik (renk olusumu) gozlemlerle degerlendirilmis ve en yliksek pigment
tretiminin gozlendigi besiyerleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, sonraki

optimizasyon ¢alismalarina PDA ve PDB besiyerleri kullanilarak devam edilmistir.

3.3.2. Fungal Pigmentlerin Sentezine Sicakhigin Etkisi

Fungal pigment liretimi lizerine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla, daha 6nce
optimum oldugu belirlenen uygun besiyerinde farkl sicakliklarda (10, 20, 25, 30 ve 40 °C)
inkiibasyonlar gerceklestirilmistir. Kiiltlirler belirlenen sicakliklarda uygun siire boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan pigment iiretimi makroskobik (renk olusumu)
gozlemlerle degerlendirilmis ve en yliksek pigment iiretiminin gozlendigi besiyerleri
belirlenmigtir. Elde edilen sonuclara gore en yiiksek pigment iiretiminin 25 °C’ de

gerceklestigi belirlenmistir.

3.3.3. Fungal Pigmentlerin Sentezine Calkalama Kosullarinin Etkisi

Fungal pigment iiretimi tizerine calkalama hizinin etkisini belirlemek amaciyla, farkli
calkalama kosullarinda (statik, 50, 100, 150 ve 200 rpm) kiiltiirler hazirlanmistir. Bu amagla
her bir kosul i¢in ayr1 erlenlerde F. oxysporum Kkiiltiirleri olusturulmustur. Hazirlanan
kiiltiirler optimum oldugu belirlenen sicaklikta (25 °C) 7 giin siireyle inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin pigment olusumu makroskobik olarak (renk yogunlugu)
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degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yiliksek pigment iiretiminin 150 rpm

calkalama hizinda gergeklestigi belirlenmistir.

3.3.4. Fungal Pigmentlerin Sentezine Baslangic pH’sinin Etkisi

Fungal pigment iiretimi {lizerine baslangi¢ pH’ sinin etkisini belirlemek amaciyla,
boliim 3.2.2°de hazirlanan stok kiiltiirler kullanilmistir. Yatik agardaki kiiltiirler steril distile
su ile kazinarak siispansiyon haline getirilmis ve 1 mL/50 mL oraninda Patates Dekstroz
Broth (PDB) besi yerine inokiile edilmistir. PDB besi yerlerinin baslangi¢c pH degerleri 0.1
N HCI ve 0.1 N NaOH kullanilarak pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 olacak sekilde
ayarlanmistir. Hazirlanan kiiltiirler optimum sicaklik (25 °C) ve optimum calkalama
kosullarinda (150 rpm) 7 giin siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kiiltiirlerde ki
pigment olusumu makroskobik olarak (renk yogunlugu) degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuclara gore en yiiksek pigment iiretiminin pH 9.0’da gergeklestigi belirlenmis ve diger

optimizasyon ¢alismalarina bu kosulda devam edilmistir.

3.3.5. Fungal Pigmentlerin Sentezine Inkiibasyon Siiresinin EtKisi

Fungal pigment iiretiminde optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi amaciyla
kiiltiirler, optimum sicaklik (25 °C), optimum c¢alkalama kosulu (150 rpm) ve optimum
baslangi¢c pH’ s1 (pH 9.0) altinda inkiibe edilmistir. Bu kapsamda pigment tiretimi 1-15 giin
araliginda giinliikk olarak takip edilmistir. Pigment olusumu makroskobik olarak (renk
yogunlugu) degerlendirilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda fungal biyokiitle miktar:
filtrasyon yontemi ile belirlenmis ve elde edilen biyokiitle 45 °C’ de 24 saat kurutularak kuru
agirlik cinsinden ifade edilmistir. Elde edilen sonuglara gore optimum pigment iiretiminin

gergeklestigi inkiibasyon stiresi belirlenmistir.

3.3.6. Karanhk Ve Aydinhk Inkiibasyon Kosullarimin E Oxysporum’ Un

Pigment Uretimine Etkisi

Karanlik ve aydinlik inkiibasyon kosullarinin pigment iiretimi {izerine etkisini
belirlemek amaciyla, £ oxysporum Kkiiltiirleri PDB besi yerine inokiile edilmistir. Aydinlik
kosullarda inkiibe edilecek kiiltiirler normal 151k altinda, karanlik kosullarda inkiibe edilecek
kiiltiirler ise aliiminyum folyo ile sarilarak 11k gecirmeyecek sekilde hazirlanmistir. Tim
kiiltiirler optimum kosullarda (25 °C, 150 rpm) 7 giin siireyle inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerde ki pigment olusumu makroskobik olarak (renk

yogunlugu) degerlendirilmistir. Fungal ireme miktar1 ise biyokiitle tayini ile belirlenmis ve
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sonuclar  karsilastirilarak 151k kosullarinin ~ pigment iiretimi  iizerindeki  etkisi

degerlendirilmistir.

3.4. Optimum Kosullarda E oxysporum’ un Ureme Potansiyelinin Ol¢iilmesi

F. oxysporum kiiltlirleri optimum kosullarda (25 °C, 150 rpm) PDB besiyerinde 7 giin
siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler Whatman No:1 filtre kagidi
kullanilarak vakum altinda siiziilmiistiir. Elde edilen fungal biyokiitle 45 °C’ de 24 saat
siireyle etiivde kurutulmus ve sabit agirliga ulastiktan sonra hassas terazide tartilmistir.

Fungal iireme miktari, elde edilen kuru biyokiitle agirligi (g/L) cinsinden ifade edilmistir.

3.5. . oxysporum’ un Optimum Kosullarda Pigment Uretiminin Ol¢iilmesi

Optimum kosullarda (25 °C, 150 rpm, pH 9.0) inkiibe edilen F. oxysporum
kiiltiirlerinden elde edilen pigment miktar1 spektrofotometrik yontemle belirlenmistir.
Inkiibasyon sonunda kiiltiirler Whatman No:1 filtre kagidindan siiziiliip kalan peletler hassas
terazide tartilarak biyokiitleye 1:5 (g/Ml) oraninda etil asetat eklendi. Daha sonra ultrasonik
banyoda 40 °C’de 15 dakika tutularak sivi kismi analizlerde kullanilmistir. Pigment igerigi
uygun dalga boyunda (Amax) spektrofotometrede oOl¢iilmiis ve absorbans degerleri

kaydedilmistir.

3.6. Optimum Kosullarda Uretilen Fungal Pigmentlerin Ekstraksiyonu ve

Saflastirilmasi

Optimum kosullarda iiretilen fungal pigmentin besiyerinden ekstraksiyonunda
oncelikle F. oxysporum’u besiyerinden ayirmak amaciyla vakum altinda Whatman No:1
filtre kagidindan siiziildii. Filtrasyon sonrasi elde edilen pelet, hassas terazide tartildi. Tartim
sonras1 1:5 (v:v) oraninda etil asetat ilave edilmistir. Bu muameleden sonra ultrasonik
banyoda 40 °C’ de 15 dakika tutularak hiicre ve misellerdeki pigmentler sivi kisma (etil
asetat) gecmistir. Ayn1 islemler Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilerek elde edilen

funguslar icin yapildu.
3.7. Optimum Kosullarda . oxysporum’dan Uretilen Fungal Pigmentlerin
Antimikrobiyal EtKisinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal etkinin 6l¢lilmesi i¢in boliim 3.6°da elde edilen ve etil asetatli sivi
fungal pigmentler elde edilmistit. F oxysporum pigment Oziitlinlin  gesitli

mikroorganizmalara (Bacillus subtilis, Bacillus spizizeni, Escherichia coli, Staphylococcus
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aureus, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella aerogenes, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa ve Candida albicans) kars1 antimikrobiyal etkisini belirlemek i¢in disk diflizyon
yontemi uygulanmistir. Hazirlanan Mueller- Hinton agarlar kuruduktan sonra belirlenen
mikroorganizmalardan 100 pl asilanarak, tiim yiizeye yayilmistir. Daha sonra 20 ul pigment
emdirilmis diskler belirli araliklarda petri kabina yerlestirilerek 24 saat 37 °C’ de inkiibe
edilmistir. Pozitif kontrol olarak bakteriler i¢cin Gentamisin, maya i¢in ise Amfoterisin B
diskleri kullanilmistir. Negatif kotrol olarak etil asetat kullanilmistir. Inkiibasyon sonunda
disklerin etrafindaki inhibisyon zon ¢aplar1 dijital kumpas ile mm cinsinden Ol¢iilerek 3

tekrarli elde edilen bulgularin istatistiksel olarak ortalamasi alinmigtur.

3.8. Optimum Kosullarda F. oxysporum’dan Uretilen Pigmentlerin

Karakterizasyonu

Optimum kosullarda elde edilen fungal pigmentlerin karakterizasyonu amaciyla UV-
Visible spektrofotometresi, Fourier Transform Infrared (FT-IR) spektroskopisi, Gaz
Kromatografisi—Kiitle Spektrometresi (GC-MS) ve Nikleer Manyetik Rezonans
Spektrofotometresi (NMR) analizleri gergeklestirilmistir.

3.8.1. E oxysporum’ dan Uretilen Pigmentlerin UV-Visible Spektrofotometrik

Analizi

Boliim 3.6’ da elde edilen pigment ekstraktlarinin absorbans degerleri Shimadzu UV-
1800 spektrofotometresi kullanilarak 300-800 nm dalga boyu araliginda Ol¢iilmiistiir.
Maksimum absorbans degeri (Amax) belirlenerek pigment karakterizasyonunda

kullanilmistir. Analizler etil asetata kars1 gerceklestirilmistir.

3.8.2. E oxysporum’ dan Uretilen Pigmentlerin FT-IR Analizi

Fungal pigmentlerin fonksiyonel gruplarinin belirlenmesi amaciyla FT-IR analizleri
gerceklestirilmistir. Analizler Indnii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezi (IBTAM) biinyesinde hizmet alimi yoluyla yapilmustir.
Spektrumlar 4000-400 cm™ dalga sayist araliginda kaydedilmis ve elde edilen pikler ilgili

fonksiyonel gruplar agisindan degerlendirilmistir.

3.8.3. E oxysporum’dan Uretilen Pigmentlerin GC-MS Analizi

Fungal pigmentlerin bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla Gaz Kromatografisi—Kiitle

Spektrometresi (GC-MS) analizi gerceklestirilmistir. Analizler Indnii Universitesi Bilimsel
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ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (IBTAM) biinyesinde hizmet
alim1 yoluyla yapilmistir. Elde edilen kromatogramlar ve kiitle spektrumlari, kiitiiphane

veritabanlar1 (NIST) ile karsilastirilarak bilesenlerin tanimlanmasi yapilmistir.

3.8.4. . oxysporum’ dan Uretilen Pigmentlerin NMR Analizi

Niikleer manyetik rezonans (NMR) organik molekiillerin yap1 ve kimyasal 6zellikleri
hakkinda bilgi veren bir spektroskopik bir yontemdir. Fungal pigmentlerin yapisinin
belirlenmesi amaciyla inonii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve

Arastirma Merkezi (IBTAM) biinyesinde hizmet alim1 yoluyla yapilmustir.

3.9. S. marcescens Stoklarinin Hazirlanmasi

S. marcescens stok kiiltiirleri Luria—Bertani Agar (LA) iceren petri kaplarina inokiile
edilmis ve 24 saat 28 °C’ de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras elde edilen taze kiiltiirler
kisa siireli kullanim i¢in +4 °C’ de muhafaza edilmistir. Tiim islemler aseptik kosullar altinda

gergeklestirilmistir.

3.10. Bakteriyel Pigmentlerin Sentezi ve Optimizasyon Calismalari

S. marcescens’e ait prodigiosin pigmentinin iiretimini artirmak amaciyla farkli tiretim
parametreleri optimize edilmistir. Bu kapsamda inkiibasyon siiresi (24, 48, 72, 96, 120, 144
ve 168 saat), sicaklik (10, 20, 25, 30 ve 40 °C), baslangic pH’s1 (4.0-9.0 aralifinda) ve
calkalama kosullar (statik, 50, 100, 150 ve 200 rpm) ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Her bir
parametrenin pigment iiretimi tizerindeki etkisi, diger degiskenler sabit tutularak incelenmis

ve optimum kosullar belirlenmistir.

3.10.1. Besiyeri Cesidinin Belirlenmesi

Farkli besiyerlerinin prodigiosin pigment iiretimi iizerine etkisini belirlemek
amaciyla, S. marcescens Xkiiltiirleri Nutrient Agar (NA) ve Luria—Bertani Agar (LA)
besiyerlerine inokiile edilmistir. Inokiile edilen kiiltiirler 28 °C ve 37 °C’ de 24 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda pigment olusumu makroskobik olarak (renk
yogunlugu) degerlendirilmis ve en yliksek pigment iiretiminin gozlendigi besiyeri ve
sicaklik kosullar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, 37 °C’ de inkiibe edilen
kiiltiirlerde pigment olusumu gozlenmezken, 28 °C’de her iki besiyerinde de pigment liretimi
gerceklesmistir. Bununla birlikte, 28 °C’ de Luria—Bertani Agar (LA) besiyerinde elde edilen
pigment iretiminin, Nutrient Agar (NA) besiyerine kiyasla daha yiiksek oldugu
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belirlenmistir. Bu dogrultuda, sonraki optimizasyon ¢alismalarina Luria—Bertani besiyeri ve

28 °C inkiibasyon kosullart kullanilarak devam edilmistir.

3.10.2. Bakteriyel Pigment Uretimine Sicakhigin Etkisi

Prodigiosin pigment iiretimi iizerine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla, S.
marcescens kiiltlirleri en yiliksek pigment iiretiminin gozlendigi LB besiyerine inokiile
edilmistir. Kiiltiirler farkli sicakliklarda (10, 20, 25, 30 ve 40 °C) inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerde ki pigment olusumu makroskobik olarak (renk yogunlugu)
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yliksek pigment iiretiminin 20 °C’ de

gerceklestigi belirlenmistir.

3.10.3. Prodigiosin Uretimine Calkalama Kosullarimin Etkisi

Prodigiosin iiretimi iizerine ¢alkalama kosullarinin etkisini belirlemek amaciyla, S.
marcescens Kiiltiirleri farkli calkalama hizlarinda (statik, 50, 100, 150 ve 200 rpm)
hazirlanmistir. Kiiltiirler, optimum oldugu belirlenen sicaklikta (20 °C) LB besiyerinde 96
saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerde ki pigment olusumu
makroskobik olarak (renk yogunlugu) degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore en

yiiksek pigment liretiminin statik kosullarda gerceklestigi belirlenmistir.

3.10.4. Prodigiosin Uretimine Baslangic pH’ simin EtKisi

Baslangic pH’ sinin prodigiosin iiretimi iizerine etkisini belirlemek amaciyla LB besi
yerleri pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0 olacak sekilde 0.1 N HCI ve 0.1 N NaOH
kullanilarak ayarlanmistir. Hazirlanan besi yerlerine S. marcescens kiiltiirleri inokiile
edilmis ve optimum oldugu belirlenen kosullarda (20 °C, statik) 96 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerde ki pigment olusumu makroskobik olarak (renk
yogunlugu) degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek pigment iiretiminin pH
5.0’te gerceklestigi belirlenmis ve sonraki optimizasyon ¢aligmalarina bu kosulda devam

edilmistir.

3.10.5. Pigment Uretimine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Prodigiosin iiretiminde optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi amaciyla S.
marcescens kiiltiirleri, optimum kosullarda (20 °C, statik) LB besiyerinde inkiibe edilmistir.
Bu kapsamda pigment iiretimi 24—168 saat (1-7 giin) araliginda, 24 saatlik periyotlarla takip

edilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda alinan 6rnekler 9000 rpm’ de, +4 °C’de 10 dakika
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stireyle santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatanlarin pigment igerigi spektrofotometrik
olarak belirlenmistir. Ayrica pigment olusumu makroskobik olarak (renk yogunlugu)
degerlendirilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca bakteri biiyiimesi 600 nm’de optik yogunluk
(ODe0o) Olgtimleri ile izlenmistir. Elde edilen sonuglara gore en yliksek pigment {iretiminin

96. saatte (4. giin) gerceklestigi belirlenmistir.

3.11. Optimum Kosullarda S. marcescens’in Ureme Potansiyelinin Ol¢iilmesi

S. marcescens’in iireme potansiyeli, optimum kosullarda (20 °C, statik) LB
besiyerinde inkiibe edilen kiiltiirlerde belirlenmistir. Bu amagla bakteri biiylimesi 1-7 giin
boyunca glinliik olarak takip edilmistir. Her giin alinan o6rneklerde bakteri yogunlugu 600
nm’de optik yogunluk (ODeoo) Ol¢iimleri ile spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Elde
edilen ODeoo degerleri bakteriyel biiylimenin zamana bagli degisimini degerlendirmek

amactyla kullanilmistir.

3.12. S. marcescens’in Optimum Kosullarda Pigment Uretiminin Olciilmesi

S. marcescens kiiltiirleri, optimum kosullarda (20 °C, statik) LB besiyerinde 1-7 giin
stireyle inkiibe edilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda alinan 6rnekler 9000 rpm’de, +4
°C’ de 10 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen peletler toplanmis
ve pigment ekstraksiyonu amaciyla tizerine 1:2 (v/v) oraninda %96 etanol ilave edilmistir.
Karigim, pigment tamamen ¢oziinene kadar yaklasik 10 dakika siireyle ultrasonik su
banyosunda tutulmustur. Elde edilen etanol-pigment ¢ozeltisi tekrar 9000 rpm’ de, +4 °C’
de 10 dakika siireyle santrifiij edilmis ve iist faz toplanmaistir. Siipernatan 0.22 pym membran
filtreden gegirilerek steril edilmistir. Siipernatanttaki pigment miktar1 spektrofotometrik

olarak 535 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve maksimum pigment iiretimi belirlenmistir.

3.13. Optimum Kosullarda Uretilen Prodigiosin Pigmentinin Ekstraksiyonu ve

Saflastirilmasi

Optimum kosullarda {iretilen prodigiosin pigmentinin ekstraksiyonu amactyla, S.
marcescens kiiltiirleri 9000 rpm’ de, +4 °C’ de 10 dakika siireyle santrifiij edilerek hiicre
biyokiitlesi besiyerinden ayrilmistir. Elde edilen peletler pigment ekstraksiyonu igin
kullanilmistir. Peletler {izerine 1:2 (v/v) oraninda %96 etanol ilave edilmis ve karigim,
pigment tamamen ¢ozlinene kadar yaklasik 10 dakika siireyle ultrasonik su banyosunda
sonifiye edilmistir. Ardindan ornekler tekrar 9000 rpm’ de, +4 °C’ de 10 dakika siireyle

santrifiij edilerek siipernatan toplanmistir. Elde edilen pigment ekstraktlarinin absorbans
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degerleri spektrofotometrik olarak 300-800 nm dalga boyu araliginda taranmis ve
maksimum absorbsiyon dalga boyu (Amax) belirlenmistir. Daha sonra siipernatanlar 20 mL
olacak sekilde petrilere dokiilerek 45 °C de pastor firininda 24 saat kurutuldu. Kurutulan
pigmentler oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Elde edilen ekstraktlar analizlere kadar +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.14. Optimum Kosullarda S. marcescens’ den Uretilen Prodigiosin

Pigmentinin Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal etkinin belirlenmesi amaciyla etil alkolle ekstrakte edilen prodigiosin
pigment 6ziitii 0.22 pm membran filtreden gegirilerek steril edilmigtir. Pigment 6ziitliniin
cesitli mikroorganizmalara (B. subtilis, B. spizizeni, E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, K.
aerogenes, S. pyogenes, E. faecalis, P. aeruginosa ve C. albicans) kars1 antimikrobiyal
etkisini belirlemek i¢in disk difiizyon yontemi uygulanmistir. Hazirlanan Mueller- Hinton
besiyerlerine belirlenen mikroorganizmalardan 100 pL asilanarak, tim yiizeye yayilmistir.
Daha sonra 20 pL pigment emdirilmis diskler belirli araliklarda petri kabina yerlestirilerek
24 saat 37 °C’ de inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol olarak bakteriler icin Gentamisin, maya
icin ise Amfoterisin B diskleri kullanilmistir. Negatif kontrol olarak %96 etanol
kullanilmistir. Inkiibasyon sonunda disklerin etrafindaki inhibisyon zon caplari dijital

kumpas ile mm cinsinden Olgiilerek 3 tekrarli elde edilen bulgularin ortalamasi alinmstir.

3.15. Optimum Kosullarda S. marcescens’den Uretilen Prodigiosin

Pigmentinin Karakterizasyonu

Optimum kosullarda elde edilen prodigiosin pigmentlerinin karakterizasyonu
amactyla UV-Visible spektrofotometresi, Fourier Transform Infrared (FT-IR) spektroskopisi

ve Gaz Kromatografisi—Kiitle Spektrometresi (GC-MS) analizleri gerceklestirilmistir.

3.15.1. S. marcescens’den Uretilen Pigmentlerin UV-visible Spektrofotometrik

Analizi

Elde edilen pigment ekstraktlarinin absorbans degerleri Shimadzu UV-1800
spektrofotometresi kullanilarak 300—800 nm dalga boyu araliginda Sl¢iilmiistiir. Analizler,
pigmentlerin uygun coziiclilerde (etanol ve distile su) hazirlanmig ¢ozeltileri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Maksimum absorbsiyon dalga boyu (Amax) belirlenmis ve pigment

karakterizasyonunda kullanilmistir.
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3.15.2. S. marcescens’den Uretilen Pigmentlerin FT-IR Analizi

Bakteriyel pigmentlerin fonksiyonel gruplarmin belirlenmesi amaciyla Fourier
Transform Infrared (FT-IR) analizleri gergeklestirilmistir. Analizler, indnii Universitesi
Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (IBTAM) biinyesinde
hizmet alim1 yoluyla yapilmistir. Spektrumlar 4000400 cm™ dalga sayisi aralifinda

kaydedilmis ve elde edilen pikler ilgili fonksiyonel gruplar agisindan degerlendirilmistir.

3.15.3. S. marcescens’ den Uretilen Pigmentlerin GC-MS Analizi

Bakteriyel pigmentlerin kimyasal bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla Gaz
Kromatografisi—Kiitle Spektrometresi (GC-MS) analizi gergeklestirilmistir. Analizler, Inonii
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (IBTAM)
blinyesinde hizmet alimi yoluyla yapilmistir. Elde edilen kromatogramlar ve kiitle
spektrumlari, kiitliphane veritabanlar1 (NIST) ile karsilastirilarak bilesenlerin tanimlanmasi

yapilmisgtir.
3.16. Elde Edilen Prodigiosin Pigmentinin Endiistriyel Uygulamalar

3.16.1. Un-tuz Bazlh Model Hamur Matriksinde Renklendirme Denemesi

Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle 60 g un, 30 g tuz, 5 mL s1v1 yag ve 50 mL su
kullanilarak laboratuvar kosullarinda model oyun hamuru hazirlanmistir. Elde edilen
hamurlar 5 gramlik 6rnekler halinde ayrilmis ve bu 6rneklere prodigiosin pigmenti %100,
%75, %50 ve %25 oranlarinda ilave edilmistir. Bu 6rnekler homojen bir yapi elde edilinceye
kadar karistirilmigtir. Ardindan hazirlanan hamur 6rnekleri, mikrodalga firinda 100 °C
sicaklikta 1 dakika siireyle 1s1l isleme tabi tutulmustur. Isil islem sonrasinda katilasan

orneklerin renk stabilitesi ve olasi renk degisimleri bir hafta boyunca gozlemlenmistir.

3.16.2. On Boyama/ Renklendirme Denemesi

Bu calismada, elde edilen ve prodigiosin pigmentlerinin, kumasta boyar madde
olarak kullaniminin arastirilmasit amaglanmistir. %100, %75, %50 ve %25 oranlarda
prodigiosin pigmentini 5 cm’lik parcalar halinde hazirladigimiz tiilbent kumaslara
uyguladik. 24 saat beklettikten sonra boyanmis olan kumaslar 30 saniye kadar %10’luk
sirkeli suda kaynatilmis ve boyanin kumasa tutunmasi saglanmistir. Kaynatma isleminin

ardindan kumaslar oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
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3.16.3. On Formiilasyon Denemesi

Bu ¢aligmada, elde edilen prodigiosin pigmentinin kozmetikte kullaniminin ortaya
konmasi1 amaglanmistir. Calismada kullanilan 2 mL prodigiosin pigmenti seffaf dudak

renklendiricisine uygulanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. F. oxysporum’da Pigment Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

Bu calismada, F. oxysporum’da pigment iiretimini etkileyen ¢evresel ve kiiltiirel
parametrelerin belirlenmesi amaciyla ¢esitli optimizasyon g¢alismalar1 gerceklestirilmistir.
Fungal pigmentlerin iiretimi; besiyeri kompozisyonu, sicaklik, pH, inkiibasyon siiresi gibi
birgok faktorden etkilenmektedir. Bu parametrelerin her biri, mikroorganizmanin primer ve
sekonder metabolizmasi lizerinde dogrudan etkili olup pigment sentez verimini belirleyen
kritik degiskenlerdir.

Fungal pigmentler cogunlukla sekonder metabolit grubuna ait bilesikler olup,
tiretimleri genellikle cevresel stres kosullarinda artis gdstermektedir. Bu nedenle optimum
pigment iiretim kosullari, cogu zaman maksimum biyokiitle iiretim kosullarindan farklilik
gostermektedir (Dufossé, 2006; Mapari vd, 2005).

Bu kapsamda calismada; besi yeri ¢esidi, sicaklik, calkalama hizi, pH ve inkiibasyon
stiresinin pigment tiretimi lizerine etkileri ayr1 ayri incelenmis ve elde edilen bulgular

literatiir verileri ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir.

4.1.1. Besiyeri Cesidinin Pigment Uretimi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Fungal pigment iiretiminin besi yeri kompozisyonuna bagli olarak degisiklik
gosterdigi bilinmektedir. Bu ¢alismada, F. oxysporum’un pigment iiretimi lizerine besi yeri
¢esidinin etkisini belirlemek amaciyla SDA, PDA ve Czapek agar besi yerlerinde 30 °C’de
7 giin siireyle inkiibasyon ger¢eklestirilmistir (Sekil 4.1.).

Inkiibasyon sonrasinda yapilan morfolojik gdzlemler, pigment {iretiminin besiyeri
tiiriine bagl olarak belirgin farkliliklar gdsterdigini ortaya koymustur. En yogun pigment
olusumu PDA besi yerinde gozlenirken, SDA ve Czapek agar ortamlarinda pigment
tiretiminin daha smirlt oldugu belirlenmistir. PDA besi yerinde gelisen kiiltiirlerde
kirmizimsi—mor ve visne tonlarinda belirgin pigmentasyon gozlenmistir.

Bu farkliliklarin besi yeri bilesimi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. PDA besiyeri,
kompleks karbon kaynaklar1 ve nispeten diisiik azot igerigi ile sekonder metabolit {iretimini
tesvik eden bir ortam saglamaktadir. Buna karsilik SDA besi yerinin yiiksek azot icerigi,
mikroorganizmanin metabolizmasini primer biliylime yoniinde destekleyerek pigment
tiretimini baskilamaktadir. Benzer sekilde Czapek agar besi yerinde ise daha tanimli ve

sinirli besin igerigi, pigment iiretiminin diislik diizeyde ger¢eklesmesine neden olmustur.
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Fungal pigmentlerin biiyilk ¢ogunlugu sekonder metabolit grubuna ait olup,
tiretimleri karbon/azot oran1 (C/N) ile yakindan iliskilidir. Karbonca zengin ve azot¢a sinirlt
ortamlarda sekonder metabolit sentezinin arttig1 bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir (Dufossé,
2006; Mapari vd., 2005). Bu baglamda elde edilen bulgular, PDA besiyerinin F.
oxysporum’da pigment {iretimi a¢isindan daha uygun bir ortam sagladigini géstermektedir.

Literatiirde de benzer sekilde, filamentdz funguslarda kompleks karbon kaynaklar
iceren ortamlarda pigment iiretiminin arttigi, buna karsilik yiiksek azot igerigine sahip
ortamlarda sekonder metabolit iiretiminin baskilandig: bildirilmektedir (Velmurugan vd.,
2010; Dufossé vd., 2014). Bu durum, pigment iiretiminin mikroorganizmanin besin ortamina
verdigi metabolik yanitla dogrudan iliskili oldugunu gostermektedir.

Sonug¢ olarak, bu calismada elde edilen bulgular, F. oxysporum’da pigment
iretiminin besi yeri kompozisyonuna yiiksek derecede bagimli oldugunu ortaya koymus ve

PDA besi yerinin pigment iiretimi i¢in en uygun ortam oldugunu gostermistir.

SDA PDA CZAPEX

Sekil 4.1. SDA, PDA ve Czapek agar besiyerlerinde tiretilen F. oxysporum fungusunun
petri goriiniimleri

4.1.2. Fungal Pigment Uretimine Sicakhgin Etkisi

Fungal pigment iiretimi iizerinde sicaklik 6nemli bir g¢evresel faktdr olup hem
mikroorganizmanin bilylimesini hem de sekonder metabolit sentezini dogrudan
etkilemektedir. Bu ¢alismada, F. oxysporum’da pigment liretimi iizerine sicakligin etkisini

belirlemek amaciyla 10 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C ve 40 °C sicakliklarda inkiibasyon
gergeklestirilmistir.
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Elde edilen sonuglara gore en yiiksek pigment iiretiminin 25 °C’de gergeklestigi
belirlenmistir (Sekil 4.2). Daha diisiik sicakliklarda (10-20 °C) pigment iiretiminin sinirlt
oldugu, yiiksek sicakliklarda (30—40 °C) ise pigment sentezinin belirgin sekilde azaldigi
gozlenmistir. Bu durum, fungal pigmentlerin ¢ogunlukla sekonder metabolit olmasindan
kaynaklanmaktadir. Sekonder metabolit iiretimi genellikle optimum biiyiime kosullarindan
farkli olarak, orta diizey stres kosullarinda artis gostermektedir. Diisiik sicakliklarda
metabolik aktivitenin yavaslamasi pigment sentezi icin yeterli uyariyr olusturmazken,
yiiksek sicakliklarda hiicresel metabolizma biiyiime yoniinde yogunlasmakta ve sekonder
metabolit tiretimi baskilanmaktadir. Orta diizey sicakliklarda (6zellikle 25 °C civarinda)
gozlenen yiiksek pigment iiretimi, hiicrede olusan kontrollii oksidatif stres ile
iliskilendirilmektedir. Bu kosullarda mitokondriyal aktiviteye bagli olarak reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) smirh diizeyde artmasi, sekonder metabolit biyosentezinden sorumlu gen
kiimelerinin aktivasyonunu tetiklemektedir. Bu siiregte 0zellikle poliketid sentaz (PKS)
enzimleri araciligiyla naftokinon ve poliketid kokenli pigmentlerin sentezi artmaktadir.
Sentezlenen bu pigmentler, antioksidan 6zellikleri sayesinde hiicreyi oksidatif hasara kars1
koruyarak ayn1 zamanda hiicresel redoks dengesinin saglanmasinda rol oynamaktadir.

Buna karsilik yiiksek sicakliklarda asirt ROS olusumu ve protein denatiirasyonu gibi
olumsuz etkiler ortaya ¢ikmakta, hiicresel metabolizma hayatta kalma yoniinde degismekte
ve pigment iiretimi baskilanmaktadir. Diislik sicakliklarda ise metabolik hizin azalmasina
bagli olarak hem ROS {iretimi hem de sekonder metabolit sentezi sinirli kalmaktadir.

Literatiirde de fungal pigment tiretiminin genellikle 20-28 °C araliginda maksimum
seviyeye ulastigi, 30 °C ve iizerindeki sicakliklarda ise pigment sentezinin azaldigi veya
baskilandig bildirilmektedir (Dufossé vd., 2014; Velmurugan vd., 2010). Fusarium tiirleri
ile yapilan ¢caligmalarda da benzer sekilde orta diizey sicakliklarin poliketid kokenli pigment
tiretimini tesvik ettigi, yliksek sicakliklarin ise primer metabolizmay destekleyerek pigment
tiretimini siirladigi rapor edilmistir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada elde edilen bulgular, F. oxysporum’da pigment
tiretiminin sicakliga yiiksek derecede bagimli oldugunu ve optimum pigment tiretimi i¢in 25
°C’nin en uygun sicaklik oldugunu gostermektedir. Bu durum, sekonder metabolit
iiretiminin cevresel stres faktorleri ile iligkili oldugunu ortaya koyan literatiir bulgular ile

uyumludur.
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Sekil 4.2. Farkli sicakliklarda iiretilen F. oxysporum’un pigment sentezi
4.1.3. Fungal Pigment Uretimine Calkalamanin Etkisi

Fungal pigment iiretimi tizerinde ¢alkalama hizi, ortamin aerasyonu, oksijen transferi
ve besin maddelerinin homojen dagilimini etkileyen 6nemli bir parametredir. Bu ¢caligmada,
F. oxysporum’da pigment iiretimi lizerine ¢alkalama hizinin etkisini belirlemek amaciyla 50
rpm, 100 rpm, 150 rpm, 200 rpm ve statik kosullarda inkiibasyon gerceklestirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore en yiiksek pigment iiretiminin 150 rpm ¢alkalama hizinda
gerceklestigi belirlenmistir (Sekil 4.3). 100 rpm’de pigment {iretiminin arttig1 ancak
maksimum seviyeye ulasmadigi, 200 rpm’de ise pigment iiretiminin devam etmesine
ragmen renk yogunlugunun ve absorbans degerlerinin azaldigi gdzlenmistir. Statik ve 50

rpm kosullarinda ise pigment iiretiminin oldukga siirli oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.3. Farkli ¢alkalama kosullarinda iiretilen F. oxysporum’un pigment sentezi

Bu durum, c¢alkalama hizinin oksijen transferi iizerindeki etkisi ile

aciklanabilmektedir. Statik kosullarda diisiik oksijen transferi nedeniyle fungal metabolizma

40



daha ¢ok primer biiylime yoniinde ilerlemekte ve sekonder metabolit {iretimi sinirh
kalmaktadir. Diisliik ¢alkalama hizlarinda (50 rpm) oksijen transferinde kismi bir artis
saglansa da bu durum pigment sentezini maksimum diizeyde desteklemek icin yeterli
olmamaktadir.

Orta diizey calkalama hizlarinda (100-150 rpm) ise ortamda ¢oziinmiis oksijen
miktarinin artmasi, sekonder metabolit biyosentezini tesvik etmektedir. Bu kosullarda
pigment liretiminin artmasi, oksijen bagimli metabolik yollarin aktivasyonu ile iliskilidir.
Ozellikle poliketid biyosentezinde gorev alan enzim sistemlerinin oksijen varligina duyarl
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle uygun aerasyon kosullari pigment iiretimi agisindan kritik
bir rol oynamaktadir.

Buna karsilik yiiksek c¢alkalama hizlarinda (200 rpm) pigment iiretiminde gozlenen
azalma, artan mekanik stres ve hiicresel yapinin etkilenmesi ile agiklanabilmektedir. Yiiksek
calkalama hizlari, filamentéz funguslarda misel yapinin parcalanmasina ve morfolojik
degisimlere yol acabilmekte, bu durum ise sekonder metabolit iiretimini olumsuz
etkileyebilmektedir. Ayrica yiiksek aerasyon kosullarinda olusan reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) artis1, pigment molekiillerinin oksidatif degradasyonuna neden olabilmektedir.

Literatiirde de filament6z funguslarda pigment iiretiminin genellikle orta diizey
calkalama hizlarinda (yaklasik 100—150 rpm) maksimum seviyeye ulastig1 bildirilmektedir
(Mapari vd., 2005; Dufossé vd., 2014). Bu durum, uygun oksijen transferinin saglandigi
ancak hiicresel hasarin olusmadigi kosullarda sekonder metabolit iiretiminin artmasiyla
agiklanmaktadir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada elde edilen bulgular, F. oxysporum’da pigment
tiretiminin ¢alkalama hizina bagl olarak degistigini ve optimum pigment iiretimi ig¢in 150
rpm ¢alkalama hizinin en uygun kosul oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, pigment
tiretiminin oksijen transferi ve hiicresel morfoloji ile yakindan iligkili oldugunu bildiren

literatiir verileri ile uyumludur.

4.1.4. Fungal Pigment Uretimine pH’min Etkisi

Ortam pH’s1, fungal biiyiime ve sekonder metabolit {iretimini etkileyen temel
cevresel faktorlerden biridir. Bu calismada, F. oxysporum’da pigment iiretimi iizerine
pH’nin etkisini belirlemek amaciyla pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 degerlerine ayarlanmis
besiyerlerinde inkiibasyon gerceklestirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore pigment iiretiminin pH 5.0 ve pH 9.0 kosullarinda daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4). pH 5.0 ortaminda pigment {iretiminin 6zellikle
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inkiibasyonun erken donemlerinde (3—4. giinler) arttig1, ancak ilerleyen giinlerde siirh

kaldig1 gozlenmistir. Buna karsilik pH 9.0 ortaminda pigment iiretiminin daha geg

donemlerde (6—7. giinler) artis gdsterdigi ve daha yiiksek seviyelere ulastig1 belirlenmistir.

Sekil 4.4. Farkli pH kosullarinda iiretilen pigment sentezi

Bu durum, pH’nin fungal metabolizma {izerindeki diizenleyici etkisi ile
aciklanabilmektedir. Asidik kosullar (pH 5.0), fungal biiyiime i¢in uygun bir ortam
sagladigindan pigment {retimi ¢ogunlukla biyokiitle artisina paralel olarak
gerceklesmektedir. Buna karsilik alkali kosullarda (pH 9.0), hiicre biiylimesi kismen
sinirlanmakta ve olusan stres kosullar1 sekonder metabolit iiretimini tesvik etmektedir.

Alkali pH kosullarinda gbzlenen artmis pigment iiretimi, hiicrede olusan metabolik
stres ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisi ile iliskilendirilmektedir. Bu kosullar altinda
sekonder metabolit biyosentez yollar1 aktive olmakta ve 6zellikle quinon ve naftokinon

tiirevi pigmentlerin sentezi artmaktadir. Bu pigmentler, antioksidan 6zellikleri sayesinde
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hiicreyi oksidatif strese kars1 korumakta ve hiicresel redoks dengesinin saglanmasina katkida
bulunmaktadir.

Ayrica alkali pH kosullarinda sentezlenen pigmentlerin zamanla oksidatif degisime
ugrayarak daha koyu renk tonlarina doniistiigi gozlenmistir. Bu durum, pigmentlerin
oksidasyon ve polimerizasyon stiregleri ile iligkilidir. Buna karsilik asidik pH kosullarinda
iretilen pigmentlerin daha acik renk tonlarinda olmasi, fenolik ara iirlinlerin ve daha az
oksitlenmis pigment yapilarin baskin olmasindan kaynaklanmaktadir.

Literatiirde F. oxysporum ve diger filamentdz funguslarda pigment {iretiminin
genellikle hafif asidik pH degerlerinde optimum oldugu bildirilmekle birlikte, bazi
calismalarda alkali pH kosullarinin sekonder metabolit tiretimini artirdigt da rapor edilmistir.
Bu farkliliklarin; kullanilan sus, besiyeri kompozisyonu ve inkiibasyon siiresi gibi faktorlere
bagli olarak degisebilecegi belirtilmektedir (Dufossé vd., 2014; Mapari vd., 2005).

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada elde edilen bulgular, F. oxysporum’da pigment
tiretiminin pH’ya bagli olarak degistigini ve 6zellikle alkali kosullarda sekonder metabolit
iiretiminin daha belirgin hale geldigini gostermektedir. Bu durum, pigment iiretiminin

cevresel stres faktorleri ile iligkili oldugunu ortaya koyan literatiir bulgulari ile uyumludur.

4.1.5. Fungal Pigment Uretimine inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Fungal pigment {iretimi, inkiibasyon siiresine bagli olarak degisiklik gosteren 6nemli
bir parametredir. Bu calismada, F. oxysporum’da pigment {iiretimi {izerine inkiibasyon
stiresinin etkisini belirlemek amaciyla farkli siirelerde yapilan tiretimler degerlendirilmistir.

Elde edilen bulgulara gbre pigment iiretiminin inkiibasyon siiresine bagli olarak
belirli bir noktaya kadar arttif1 ve daha sonra sabitlendigi veya azalma egilimi gosterdigi
gdzlenmistir (Sekil 4.5.). Ozellikle inkiibasyon siiresinin ilerleyen dénemlerinde pigment
tiretiminin maksimum seviyeye ulastig1 belirlenmistir.

Bu durum, fungal pigmentlerin ¢ogunlukla sekonder metabolit olmasindan
kaynaklanmaktadir. Sekonder metabolitler genellikle mikroorganizmanin logaritmik
bliylime fazindan sonra, 6zellikle duragan fazda sentezlenmektedir. Kiiltiir ortaminda besin
maddelerinin azalmasi ve gevresel stres kosullarinin olusmasi, sekonder metabolizma
yollarinin aktive olmasina neden olmakta ve bu durum pigment iretiminin artig1 ile
sonuclanmaktadir.

Pigment {iretiminin inkiibasyon siiresi ile birlikte artmasinin bir diger nedeni, fungal
gelisim ve sporulasyon siirecleri ile iliskilidir. Bir¢ok fungus tiiriinde pigmentlerin, 6zellikle

spor olusturan yapilarda biriktigi ve kiiltiiriin gelisimine paralel olarak arttig1
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bildirilmektedir. Bu nedenle kiiltiiriin ilerleyen fazlarinda pigment iiretiminde belirgin artis
gozlenmektedir.

Bununla birlikte inkiibasyon siiresinin asir1 uzamasi, pigment iiretiminde azalmaya
yol agabilmektedir. Uzun siireli inkiibasyonlarda besin maddelerinin tiikenmesi, metabolik
aktivitenin azalmasi ve bazi pigmentlerin oksidatif degradasyonu pigment miktarinin
diismesine neden olabilmektedir.

Literatiirde fungal pigment {iretiminin inkiibasyon siiresi ile dogrudan iliskili oldugu
ve genellikle belirli bir siireye kadar artis gosterdigi bildirilmektedir. Ozellikle pigment
tiretiminin duragan fazda maksimum seviyeye ulastig1 ve daha uzun inkiibasyon siirelerinde
azalma egilimi gosterdigi cesitli calismalarda rapor edilmistir (Arikan vd., 2020; Elattaapy
& Selim, 2020). F. oxysporum ile yapilan ¢aligmalarda ise bikaverin gibi pigmentlerin
tiretiminin belirli bir inkiibasyon siiresinde maksimum seviyeye ulastigi ve bu siirenin
fermentasyon kosullaria bagli olarak degisebildigi belirtilmistir (Mendonga vd., 2021; Al-
Sa’ady vd., 2023).

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada elde edilen bulgular, F. oxysporum’da pigment
liretiminin inkiibasyon siiresine bagli olarak degistigini ve pigment iiretiminin 6zellikle
kiiltliriin ileri gelisim evrelerinde maksimum seviyeye ulastigini gostermektedir. Bu durum,
pigment {retiminin sekonder metabolizma ile iliskili oldugunu ortaya koyan literatiir

bulgulari ile uyumludur.
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4.1.6. Karanhk Ve Aydinhk Inkiibasyon Kosullarinin E. oxysporum’un Pigment

Uretimine EtKisi

Isik, fungal metabolizma iizerinde etkili olan 6nemli ¢evresel faktdrlerden biri olup,
Ozellikle sekonder metabolit iiretimi tizerinde diizenleyici rol oynamaktadir. Bu ¢alismada,
F oxysporum’un pigment iiretimi iizerine karanlik ve aydinlik inkiibasyon kosullarinin etkisi
degerlendirilmistir. Karanlik ve aydinlik inkiibasyon kosullarinda F. oxysporum’da pigment
tiretimi karsilastirildiginda, aydinlik kosullarda belirgin sekilde daha yogun ve koyu renkli
pigment olusumu goézlenmistir (Sekil 4.6). Karanlik ortamda ise pigment {iretiminin daha
siirl kaldig1 ve ortam renginin daha acik sari—turuncu tonlarda oldugu belirlenmistir. Bu
bulgular, 15181in Fusarium tirlerinde pigment biyosentezini uyarict bir ¢evresel faktor
oldugunu gostermektedir. Literatiirde, Fusarium tiirlerinin karotenoidler ve poliketid yapili
pigmentler (6rnegin bikaverin ve fusarubin tiirevleri) iretebildigi ve bu bilesiklerin
sentezinin 1s1kla regiile edildigi bildirilmistir. Ozellikle 1513, fungal hiicrelerde sekonder
metabolizma ile iliskili genlerin ekspresyonunu artirarak pigment iiretimini tesvik ettigi
ifade edilmektedir. Bu durum, 1518a duyarli fotoreseptor sistemlerinin aktivasyonu ile
aciklanmakta olup, aydinlik kosullarda pigment yogunlugunun artmasiyla uyumludur.
Yapilan benzer calismalarda da Fusarium tiirlerinde karotenoid biyosentezinin 1s1k
varliginda artt1ig1, karanlik kosullarda ise bu yolaklarin baskilandig1 gosterilmistir (Avalos
&amp; Limoén, 2015). Benzer sekilde, bikaverin gibi kirmizi pigmentlerin {iretiminin de
cevresel faktorlerden, 6zellikle 151k ve pH’dan 6nemli dlgiide etkilendigi rapor edilmistir
(Medentsev et al., 2005). Elde edilen bu bulgular, literatiirle de paralellik gostermekte olup,
aydinlik inkiibasyonun F. oxysporum 'da pigment liretimini artirdigi ve sekonder metabolit

sentezini tegvik ettigi sonucunu desteklemektedir.
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Sekil 4.6. Karanlik ve aydinlik inkiibasyon kosullarinda £ oxysporum’da pigment iiretimi
4.2. Fungal Pigmentlerin Antimikrobiyal Aktivitesinin Degerlendirilmesi

F. oxysporum’dan elde edilen pigmentlerin antimikrobiyal aktivitesi
degerlendirildiginde, ekstraktin bazi mikroorganizmalar iizerinde diigiik—orta diizeyde ve
secici bir inhibisyon olusturdugu belirlenmistir. Pigment ekstrakti 6zellikle S. aureus, S.
pyogenes, P. aeruginosa ve K. aerogenes lizerinde sinirli inhibisyon zonlari olustururken, E.
coli, E. faecalis ve K. pneumoniae lizerinde etkisiz kalmistir (Cizelge 4.1.; Sekil 4.7.). Bu
durum, fungal pigmentlerin mikroorganizmalara kars1 segici etki gosterebildigini ortaya
koymaktadir. Gram pozitif bakterilerde gozlenen etkinligin Gram negatiflere kiyasla daha
yiiksek olmasi, hiicre duvari yapisal farkliliklari ile agiklanabilir. Gram negatif bakterilerde
bulunan dis membranin antimikrobiyal bilesiklere karsi bariyer olusturdugu bilinmektedir
(Nikaido, 2003). Benzer sekilde, fungal pigmentlerin Gram pozitif bakterilere kars1 daha
etkili oldugu bir¢ok calismada da rapor edilmistir (Dufossé, 2006; Venil vd., 2013). Pozitif
kontrol olarak kullanilan gentamisin tiim bakteriler iizerinde yiiksek inhibisyon zonlari
olusturmus olup, bu durum dogal pigmentlerin sentetik antibiyotiklere kiyasla daha diisiik
etkinlik gosterdigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, fungal pigmentlerin icerdigi
fenolik ve poliketid yapili bilesiklerin hiicre zarimi bozma ve oksidatif stres olusturma
yoluyla antimikrobiyal etki gosterdigi bilinmektedir (Mapari vd., 2005; Venil vd., 2013).

Candida albicans {iizerinde pigment ekstraktinin etkisiz oldugu, buna karsin
amfoterisinin inhibisyon olusturdugu belirlenmistir. Literatiirde fungal pigmentlerin
genellikle antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu, antifungal etkinliklerinin ise sinirli kaldigi

bildirilmektedir (Dufossé vd., 2014).
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Cizelge 4.1. F. oxysporum’dan elde edilen pigmentin mikroorganizmalar iizerindeki
antimikrobiyal etkileri

Inhibisyon zon

cap1 (mm)
Microorganizma Fusarium Etil asetat Gentamisin Amfoterisin
Escherichia coli - - 7.32= 1,08
Enterococcus faecalis - - 7.40= 1,015
Streptococcus pyegenes 2.33=0.85 1.37=0.011 7.08<= 2.09
Staphvilococcus aureus 2,54+ 0,021 1.47+ 0.005 7.35+£2.021
Pseudomonas aeruginogsa 2.86=0.017 1.50= 0.027 7.37+= 1.89
Bacillus spizizenii 2.48+0,02 2,03+ 0.013 7.05+ 2,34
Bacillus subtilis - - 5.45= 1,21
Kiebsiella pneumoniae - - 7,30+ 2,07
Klebsiella aerogenes 3.33= 0,83 2.63£0.015 9,11= 2,35
Candida albicans - - 5.46+ 1.87 3.44+ 0,96

Sekil 4.7. Disk diflizyon yontemi ile elde edilen inhibisyon zonlarinin petri goriintiileri
4.3. . oxysporum’un Optimum Kosullarda Uremesinin Ol¢iilmesi

Optimum iiretim kosullar1 altinda F. oxysporum’un biiylime performansinin
belirlenmesi, pigment iiretimi ile biyokiitle olusumu arasindaki iligkinin degerlendirilmesi
acisindan Onemli bir parametredir. Bu caligmada, optimum kosullarda inkiibe edilen
kiltiirlerden elde edilen biyokiitle miktar1 belirlenmis ve fungusun iireme kapasitesi
degerlendirilmistir.

Elde edilen bulgular, F. oxysporum’un optimum kosullar altinda belirli bir biyokiitle
seviyesine ulastigin1 gostermektedir (Sekil 4.8.). Biyokiitle artigi, fungusun uygun cevresel
kosullarda aktif biiyiime gosterdigini ve metabolik olarak yiiksek aktiviteye sahip oldugunu
ortaya koymaktadir.

Fungal biiyiime ile pigment iiretimi arasindaki iliski incelendiginde, pigment
iretiminin biyokiitle artis1 ile dogrudan paralel olmadig1 dikkat ¢ekmektedir. Pigmentlerin

sekonder metabolit olmasi nedeniyle, liretimlerinin genellikle biiyiimenin ileri evrelerinde,
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Ozellikle duragan fazda arttig1 bilinmektedir. Bu nedenle maksimum biyokiitle olusumu ile
maksimum pigment tiretimi farkl1 zaman dilimlerinde ger¢eklesebilmektedir.

Bu calismada da benzer sekilde, optimum biiyiime kosullarinda elde edilen biyokiitle
miktar1 ile pigment {iretimi arasinda dolayl bir iliski oldugu degerlendirilmistir. Fungusun
uygun kosullarda yeterli biyokiitleye ulasmasi, sekonder metabolit iiretimi i¢in gerekli
metabolik altyapiy1 olusturmakta, ancak pigment iiretiminin maksimum seviyeye ulagsmasi
icin ek ¢evresel uyarilar ve stres kosullar1 gerekmektedir.

Literatiirde filament6z funguslarda biyokiitle {iretimi ile sekonder metabolit sentezi
arasindaki iliskinin karmasik oldugu ve bu iki siirecin farkli diizenleyici mekanizmalar
tarafindan kontrol edildigi bildirilmektedir (Calvo vd., 2002; Keller, 2019). Bu durum,
pigment {iretiminin yalnizca biiyiime ile aciklanamayacagini ve c¢evresel faktorlerin
belirleyici rol oynadigini gostermektedir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada elde edilen bulgular, F. oxysporum’un optimum
kosullarda etkin bir sekilde biiylidiiglinii ve biyokiitle olusumunun pigment iiretimi i¢in
gerekli bir 6n kosul oldugunu, ancak pigment sentezinin sekonder metabolizma ile iligkili

olarak farkli dinamikler altinda gergeklestigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.8. Optimum kosullarda iiretilen F. oxysporum’un biyokiitle miktari (yas ve kuru
agirhik)

4.4. F, oxysporum’un Optimum Kosullarda Pigment Uretiminin Olciilmesi

Optimum {iretim kosullar1 altinda F. oxysporum tarafindan sentezlenen pigment
miktarinin belirlenmesi, elde edilen iirlinlin verimliliginin degerlendirilmesi agisindan
onemli bir parametredir. Bu ¢caligmada, optimum kosullarda inkiibe edilen kiiltiirlerden elde
edilen pigment ekstraktlarinin absorbans degerleri oOlcililerek pigment iiretim diizeyi
degerlendirilmistir.

Elde edilen bulgular, optimum kosullarda F. oxysporum’un belirgin diizeyde pigment
lirettigini gostermektedir (Sekil 4.9.). Olgiilen absorbans degerleri, pigment iiretiminin
basaril1 bir sekilde gergeklestigini ve segilen iiretim kosullarinin pigment sentezi acisindan
uygun oldugunu ortaya koymaktadir.

Pigment iiretiminin, daha dnce belirlenen optimum ¢evresel kosullar (sicaklik, pH ve
calkalama hizi1) altinda maksimum seviyeye ulastig1r degerlendirilmektedir. Bu durum,

cevresel parametrelerin sekonder metabolit {iretimi {izerindeki belirleyici etkisini agikga
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gostermektedir. Ozellikle uygun sicaklik ve aerasyon kosullarinin saglanmasi, pigment
biyosentezinde gorev alan enzimatik sistemlerin aktivitesini artirarak {iretim verimini
yiikseltmektedir.

Literatiirde Fusarium tiirlerinde pigment tiretiminin kiiltiir kosullarina bagli olarak
onemli ol¢iide degisebildigi ve uygun fermentasyon parametrelerinin saglanmast ile tiretim
veriminin artirilabildigi bildirilmektedir (Dufoss¢ vd., 2014; Mapari vd., 2005). Bu
calismada elde edilen bulgular da s6z konusu literatiir verileri ile uyumlu olup, belirlenen
optimum kosullarin pigment iiretimi agisindan etkili oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, F. oxysporum’un optimum kosullar altinda yiiksek diizeyde pigment
tiretebildigi ve bu kosullarin pigment veriminin artirllmasinda kritik rol oynadig
belirlenmistir. Bu durum, fungal pigmentlerin biyoteknolojik tiretimi agisindan uygun kiiltiir

kosullarinin belirlenmesinin 6nemini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.9. Optimum kosullarda F. oxysporum tarafindan iiretilen pigment miktarinin
absorbans degerleri

4.5. Optimum Kosullarda Uretilen Fungal Pigmentlerin Karakterizasyonu

Optimum tiretim kosullar1 altinda elde edilen fungal pigmentlerin kimyasal yapisinin
ve fonksiyonel oOzelliklerinin belirlenmesi, bu bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin ve
potansiyel kullanim alanlarinin ortaya konulmasi agisindan biiyiik énem tagimaktadir. Bu
nedenle F. oxysporum’dan elde edilen pigmentlerin karakterizasyonu cesitli analitik
yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir.

Bu kapsamda pigmentlerin optik 0Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla UV-Vis

spektrofotometrik analizler yapilmis, fonksiyonel gruplarin tespiti i¢in FTIR spektroskopisi
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kullanilmais, bilesen profillerinin belirlenmesine yonelik olarak GC-MS ve molekiillerin yap1
ve kimyasal ozellikleri icin NMR analizleri gerceklestirilmistir. Bu teknikler, pigmentlerin
yapisal Ozelliklerinin ortaya konulmasi ve literatiirde bildirilen fungal pigmentlerle
karsilastirilabilmesi agisindan tamamlayici bilgiler sunmaktadir.

Fungal pigmentler genellikle poliketid veya kinon tiirevi bilesikler olup, yapilarinda
aromatik halkalar, konjuge ¢ift bag sistemleri ve ¢esitli fonksiyonel gruplar igermektedir. Bu
yapisal Ozellikler pigmentlerin renk olusumundan, antioksidan kapasitesine ve
antimikrobiyal aktivitelerine kadar bircok biyolojik 6zelligini belirlemektedir. Bu nedenle
gerceklestirilen karakterizasyon analizleri, elde edilen pigmentlerin kimyasal dogasinin
anlasilmasina katki saglamaktadir.

Literatiirde Fusarium tiirleri tarafindan iiretilen pigmentlerin ¢ogunlukla naftokinon
ve poliketid tiirevleri oldugu ve bu bilesiklerin UV-Vis, FTIR ve kiitle spektrometrisi gibi
tekniklerle karakterize edilebildigi bildirilmektedir (Dufossé vd., 2014; Mapari vd., 2005).
Bu baglamda elde edilen analiz sonuglari, pigmentlerin yapisal ozelliklerinin literatiir

verileri ile karsilastirilarak degerlendirilmesine olanak saglamaktadir.

4.5.1. Optimum Kosullarda Uretilen Fungal Pigmentlerin UV-vis

Spektrofotometresi

Fungal pigmentlerin karakterizasyonunda UV-Vis spektrofotometrik analiz,
pigmentlerin optik 6zelliklerinin ve konjuge sistem yapilarinin belirlenmesi agisindan
onemli bir yontemdir. Bu caligmada elde edilen pigment ekstraktinin UV-Vis spektrumu
incelendiginde, belirli dalga boylarinda karakteristik absorbans pikleri gézlenmistir (Sekil
4.10.).

Fusarium tiirleri tarafindan tiretilen pigmentlerin UV-Vis spektrumlarinda genellikle
aromatik yapilarin varligina bagl olarak 270-280 nm araliginda absorbans pikleri, konjuge
cift bag sistemlerine bagli olarak 330-350 nm araliginda absorbans degerleri ve pigmentin
renginden sorumlu kromofor gruplara bagli olarak 480-520 nm araliginda maksimum
absorbans degerleri gozlenmektedir. Bu dalga boyu araliklari, 6zellikle naftokinon ve
poliketid tiirevi pigmentlerin karakteristik 6zellikleri ile uyumludur.

Elde edilen spektral veriler, ¢aligmada iiretilen pigmentin konjuge ¢ift bag sistemine
sahip, aromatik yapilar iceren bir bilesik oldugunu gostermektedir. Ayrica genis absorbans
bantlarinin varligi, pigmentin kompleks yapili ve farkli kromofor gruplar iceren bir bilesik

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Literatiirde Fusarium tiirlerinden elde edilen pigmentlerin benzer UV-Vis absorbans
ozellikleri gosterdigi ve bu pigmentlerin genellikle bikaverin ve fusarubin gibi naftokinon
tiirevleri ile iliskilendirildigi bildirilmektedir (Dufossé vd., 2014; Mapari vd., 2005). Bu
baglamda elde edilen bulgular, ¢alismada tiretilen pigmentin literatiirde tanimlanan fungal

pigmentlerle benzer 6zellikler tasidigini gostermektedir.
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Sekil 4.10. Fungal pigmentlerin UV-Vis spektrumu.

4.5.2. Optimum Kosullarda Uretilen Fungal Pigmentlerin FTIR Sonuglar1

Fungal pigmentlerin fonksiyonel grup yapilarinin belirlenmesinde FTIR
spektroskopisi 6nemli bir analiz yontemidir. Literatiirde Fusarium tiirlerinden elde edilen
pigmentlerin FTIR analizlerinde benzer fonksiyonel gruplarin tespit edildigi ve bu
pigmentlerin genellikle poliketid ve kinon tiirevleri oldugu bildirilmektedir (Dufossé vd.,

2014).
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Sekil 4.11. F. oxysporum 'un etil asetath pigmentlerin FTIR spektrumu.
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F. oxysporum etil asetatli pigment Ornegine ait FTIR spektrumu incelendiginde,
belirgin absorpsiyon bantlarinin ¢esitli fonksiyonel gruplarin varligina isaret ettigi
goriilmektedir. Yaklasik 3400 cm™ civarinda gozlenen genis bant, hidroksil (O—H) gerilme
titresimlerine karsilik gelmekte olup fenolik yapilarin varligini diistindiirmektedir. 2920
2850 cm™! araliginda tespit edilen bantlar alifatik C—H gerilme titresimlerine atfedilmektedir.

Spektrumda yaklagik 17001650 cm™ bolgesinde yer alan giiclii pik, karbonil (C=0)
gruplarinin varligini agikc¢a gostermektedir ve bu durum kinon yapilari ile uyumludur. 1600—
1500 cm™ araliginda gozlenen bantlar aromatik C=C gerilme titresimlerine karsilik
gelmekte olup bilesigin aromatik karakterini desteklemektedir. Ayrica 1300-1000 cm™
bolgesinde belirlenen pikler C—O gerilme titresimlerine isaret etmekte ve fenolik ya da eterik
yapilarin varligini diisiindtirmektedir.

Diistiik dalga sayilarinda (900-700 cm™) gozlenen bantlar ise aromatik halkalara ait
diizlem dis1 C—H biikiilme titresimleri ile iligskilendirilmektedir. Tiim bu bulgular birlikte
degerlendirildiginde, analiz edilen fungal pigmentin aromatik yapi igeren, hidroksil ve
karbonil fonksiyonel gruplarina sahip, biiyiik olasilikla poliketid ve kinon tiirevlerinden

olusan bir bilesik yapisina sahip oldugu sonucuna varilmaktadir (Dufossé vd., 2014).

4.5.3. Optimum Kosullarda Uretilen Fungal Pigmentlerin GC-MS Sonuclari

GC-MS analizi sonucunda ekstrakt i¢erisinde baslica etil asetat, etil oleat ve palmitik
asit gibi diisiik molekiil agirlikli ester ve yag asidi tiirevleri tespit edilmistir. Bu bilesikler,
fungal hiicre metabolizmasinin lipit bilesenleri ile uyumlu olup ekstraktin lipofilik
karakterini desteklemektedir. Ancak calismamizda elde ettigimiz pigment molekiiliiniin
ucucu olmamasi ve yiiksek sicaklikta pargalanabilir 6zellik géstermesinden dolayi, GC-MS
analizinde hedeflenen pigment bilesigine ait karakteristik bir pik belirgin olarak
gozlenmemistir. Bu nedenle pigmentin karakterizasyonu i¢in GC-MS yerine LC-MS gibi
tekniklerin daha uygun oldugu degerlendirilmektedir. Ote yandan, FTIR ve UV-Vis
sonuglartyla dogrulanmasi gerekmektedir.

GC-MS kromatogrami incelendiginde, erken alikonma zamanlarinda 6zellikle etil
asetata ait piklerin yliksek yogunlukta olmasi dikkat c¢ekmektedir. Orta alikonma
zamanlarinda pik yogunlugunun diisiik olmasi, bu aralikta yer alan bilesiklerin smirh
oldugunu ortaya koymaktadir. Ge¢ alikonma zamanlarinda ise yeniden belirgin piklerin
ortaya ¢ikmasi, numunenin uzun zincirli ve lipofilik bilesenler igerdigini géstermektedir. Bu
bolgede tespit edilen etil oleat ve palmitik asit gibi bilesikler, fungal hiicre lipidleri ile

uyumludur.
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Bununla birlikte, hedeflenen pigment bilesigine ait spesifik bir pik gézlenmemistir.
Bu durum, pigment molekiiliiniin ugucu olmamasi ve GC-MS analiz kosullarinda

parcalanabilir 6zellik géstermesi ile agiklanabilir.
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Sekil 4.12. F. oxysporum’un etil asetath ekstraktinin GC-MS sonucu
4.5.4. Optimum Kosullarda Uretilen Fungal Pigmentlerin NMR Sonuclar1

Bu bdliimde, optimize edilen kosullar altinda (25°C, 150 rpm, pH 9 ve 67 giinliik
inkiibasyon siiresi) liretilen F. oxysporum’dan sentezlenen pigmentin, 'H NMR analizi ile
karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen spektrum incelendiginde, o6zellikle 6—8 ppm
araliginda yogunlasan belirgin sinyallerin, aromatik protonlara karsilik geldigi ve pigment
molekiiliiniin yliksek derecede konjuge ¢ift bag sistemleri iceren bir yapiya sahip oldugunu
gostermektedir. Bu sonug, literatiirde Fusarium pigmentlerinden bikaverin i¢in bildirilen
NMR verileri ile biiyiik 6l¢iide uyumludur. Bikaverin gibi naftokinon tiirevi pigmentlerin
karakteristik olarak bu bolgede sinyal verdigi bilinmektedir. Spektrumun 0-3 ppm araliginda
gozlenen daha zayif sinyaller ise yapida siirli miktarda alifatik proton bulundugunu ortaya
koymaktadir. Bu bulgu, pigmentin yalnizca aromatik bir ¢ekirdekten olugsmadigini, aym
zamanda alkil yan zincirleri igerdigini gostermektedir. Literatiirde de fusarubin ve
aurofusarin gibi diger Fusarium pigmentlerinin benzer yapisal Ozellikler gosterdigi
bildirilmistir. Bununla birlikte, spektrumda gézlenen pik cesitliligi ve bazi sinyallerin {ist
iste gelmesi, analiz edilen 0rnegin tamamen saf bir bilesikten olmadigini birden fazla
pigment bilesigi igerebilecegini diisiindiirmektedir. Fusarium tiirlerinin ayn1 anda birden
fazla pigment (6rnegin bikaverin, fusarubin, aurofusarin ve tiirevleri) iiretebildigi g6z 6niine
alindiginda, ekstraksiyon sonrasi elde edilen karigimin bu bilesenleri birlikte igermesi
beklenen bir durumdur. Bu durum, spektrumun literatiirde rapor edilen saf bilesiklere kiyasla

daha karmasik goriinmesini de agiklamaktadir. Sonug olarak, elde edilen NMR spektrumu,
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pigmentin aromatik ve konjuge yapisin1 dogrulamakla birlikte, pik ¢esitliligi Ornegin
tamamen saf olmayabilecegini ve birden fazla pigment bilesigi igerebilecegini
diistindiirmektedir.

Sonug olarak, bu calismada optimum kosullarda F. oxysporum’dan elde edilen
pigmentin, FTIR, GC-MS, UV-Vis ve 'H NMR analizleri ile kapsamli olarak
karakterizasyonu yapilmistir. UV-Vis spektrumunda gozlenen yaklasik 480-520 nm
araligindaki maksimum absorbans degeri, pigmentin goriiniir bélgede 151k absorplayan giiclii
bir kromofor yapiya sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bunun yani1 sira, 270-280 nm ve
330-350 nm civarinda gozlenen absorbanslar, sirasiyla aromatik sistemlere ait konjuge ¢ift
bag sistemlerini isaret etmektedir. FTIR spektrumu incelendiginde ise, genis bant seklinde
gozlenen ~3200-3500 cm ™' bolgesindeki sinyaller hidroksil (-OH) gruplarini, ~1600—1700
cm' araligindaki pikler karbonil (C=0) ve aromatik C=C titresimlerini, ~2900 cm™
civarindaki bantlar ise alifatik C—H gerilmelerini temsil etmektedir. Bu fonksiyonel gruplar,
pigment molekiiliiniin hem aromatik/kinon karakterli bir ¢cekirdege ve hem de —OH, —CHjs,
—OCHs ve —NH: gibi bir¢ok fonksiyonel gruplara sahip oldugunu gostermektedir. Bu
bulgular, literatiirde tanimlanan bikaverin, fusarubin ve aurofusarin gibi Fusarium kaynakl
poliketid pigmentlerin karakteristik 6zellikleri ile biiylik 6lciide benzerlik gdstermektedir.
Fusarium tiirlerinin sekonder metabolizma kapsaminda ayni1 anda birden fazla pigment
tiretebildigi géz Oniine alindiginda, ekstrakte edilen 6rnegin bikaverin ve fusarubin tiirevleri
gibi yapisal olarak benzer bilesiklerin bir karisimi oldugu ve calismada izole edilen
pigmentin muhtemelen Fusarium tiirlerine 6zgii poliketid kokenli, aromatik ve yliksek
derecede konjuge bir bilesik oldugunu desteklemektedir; tam tanimlama i¢in LC-MS/MS ve

saf standartla karsilastirma gereklidir.

Sekil 4.13. Optimum kosullarda F. oxysporum’dan tretilen pigmentlerin NMR analizi
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4.6. S. marcescens Bakterisinin Uretimi ve Pigment Sentezinin Optimizasyon

Cahismalan

Bu calismada kullanilan S. marcescens bakterisinin optimum iiretim kosullari
belirlenerek, optimum kosullarda {iretilen pigment saflastirilip ¢esitli endiistriyel
uygulamalarda ve karakterizasyonu i¢in kullanilmistir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda S.
marcescens 'in pigment iiretimi hem inkiibasyon kosullarina gére ve hem de besiyeri ¢esidine

bagli olarak farkliliklar gdsterdigi belirlenmistir.

4.6.1. Besiyeri Cesidinin Pigment Uretimi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Bakteriyel pigmentlerin iiretimi bir¢ok cevresel faktdrden ve besiyeri igeriginden
etkilendigi bilinmektedir. Besiyerinin igerigi 6zellikle inorganik fosfat ve karbon kaynaklari
pigment iiretimini biiyiik 6lciide etkilemektedir.

Farkli besiyerlerinin prodigiosin pigmentinin sentezi iizerine etkisini saptamak
amactyla Boliim 3.10.1.’de anlatildig1 gibi hazirlanan NA ve LA besiyerinde 37 °C’de
iiretilen S. marcescens bakterisi pigment olusturmazken, 28 °C’de pigment olusumu her iki
besiyerinde de gozlenmistir. Ancak 28°C’de LA besiyerindeki pigment olusumu NA
besiyerindeki pigmentasyondan olduk¢a fazla oldugu gozlenmistir Bu nedenle

calismalarimiza LA ve LB besiyerlerinde devam edilmistir.

Sekil 4.14. (A) S. marcescens’in Luria Bertani Agar (LA) ve Niitrient Agar (NA)
besiyerinde 24 saat inkiibasyonda farkli sicakliklarda kolonilerdeki pigmentasyonu X.
28°C ve Y. 37°C.
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Sekil 4.14. (B) S. marcescens’in Luria Bertani Broth (LB) ve Luria Bertani Agar (LA)
besiyerinde 28°C’de 24 saat inkiibasyonda kolonilerdeki pigmentasyonu.

4.6.2. Prodigiosin Sentezine Sicakhigin Etkisi

Bu ¢alismada S. marcescens’in LB siv1 besiyerinde farkli inkiibasyon sicakliklarinda
pigment (prodigiosin) lretimi incelenmistir. Elde edilen sonuglar, sicakligin pigment
biyosentezi iizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu ve Kkiiltiirler arasinda gozle
goriilebilir renk degisimlerinin oldugunu gostermistir. Diisiik- orta sicakliklarda inkiibe
edilen kiiltiirlerde yogun kirmizi pigment olusumu gozlenirken, daha yiiksek sicakliklarda
pigmentasyonun belirgin sekilde azaldig: ve kiiltiirlerin sarimsi—agik turuncu renkte kaldig:
tespit edilmistir.

Bu bulgular, S. marcescens’te prodigiosin tiretiminin sicakliga duyarli oldugunu ve
pigment sentezinin belirli bir sicaklik araliginda maksimum diizeye ulastigini ortaya

koymaktadir.

Sekil 4.15. S. marcescens’in LB besiyerinde farkli sicakliklardaki pigmentasyonu.
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S. marcescens bakterisi mezofilik bir bakteridir ve ¢ogu mezofilik bakteri gibi
optimum tireme sicakligt 30-37 °C’dir. Laboratuvar kosullarinda ¢ogu ¢alismada 35-37 °C
civarinda en hizli hiicre ¢ogalmasi goriiliir. S. marcescens tarafindan sentezlenen kirmizi
pigment Prodigiosin liretimi ¢evresel faktorlerden 6zellikle sicakliga oldukc¢a duyarlidir.
Cesitli caligmalarda bakterinin hiicresel biiytimesinin 35-37 °C civarinda maksimum diizeye
ulastigi, ancak prodigiosin biyosentezinin daha diisiik sicakliklarda tesvik edildigi
bildirilmistir. Ozellikle 25-30 °C araliginda pigment iiretiminin belirgin sekilde arttig1, buna
karsilik yiiksek sicakliklarda prodigiosin sentezinden sorumlu biyosentetik enzimlerin
aktivitesinin azalmasi ve ilgili genlerin ekspresyonunun baskilanmasi nedeniyle pigment
tiretiminin 6nemli 6l¢iide diistiigii gozlenmistir (Williams, 1973; Grimont ve Grimont, 1978;
Darshan ve Manonmani, 2015).

Literatiirde prodigiosin iiretimi i¢in optimum sicaklik araliginin genellikle 20-30 °C
oldugu, buna karsin 37 °C ve lizerindeki sicakliklarda hiicre biiylimesi devam etmesine
ragmen pigment biyosentezinin baskilandigi bildirilmektedir (Williams vd., 1971; Giri vd.,
2004). Prodigiosinin sekonder metabolit oldugu icin orta sicakliklarda hiicresel biiyiimenin
nispeten yavaslamasi, metabolik dengenin sekonder metabolit iiretimine yonelmesine olanak
tanimakta ve prodigiosin biyosentezinden sorumlu pig gen kiimesinin aktivitesini
artirmaktadir (Wei & Chu, 2002). Sonug¢ olarak, hem bizim ¢alismamizdan elde edilen
bulgular ve hem de literatiir bulgular1, S. marcescens’te prodigiosin iiretiminin optimize
edilmesine yonelik biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalarda inkiibasyon sicakliginin

kritik bir parametre olarak dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir.

4.6.3. Prodigiosin Sentezine Calkalama Kosullarinin Etkisi

Bu calismada S. marcescens’in LB siv1 besiyerinde farkli calkalama kogullari altinda
pigment (prodigiosin) liretimi incelenmistir. Elde edilen sonugclar, ¢calkalama hizina bagl
olarak kiiltiirlerde belirgin renk farkliliklarinin olustugunu gostermistir. Diisiik ¢alkalama
kosullarinda inkiibe edilen kiiltiirlerde yogun kirmizi pigment olusumu goézlenirken, ytiksek
calkalama hizlarinda pigmentasyonun belirgin sekilde azaldigi ve kiiltiirlerin sarimsi-
turuncu renkte kaldigi tespit edilmistir. Bu durum, prodigiosin iiretiminin besiyerindeki
oksijen diizeyine duyarli oldugunu ve oksijen mevcudiyetinin pigment biyosentezini

baskiladigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.16. S. marcescens’in LB besiyerinde farkli ¢alkalama kosullarindaki
pigmentasyonu.

Literatiirde prodigiosinin S. marcescens igin bir sekonder metabolit oldugu ve
tiretiminin genellikle {iremenin yavagladigi, oksijenin smrlt oldugu kosullarda arttig:
bildirilmektedir. Yiiksek calkalama hizlarinin ¢dziinmiis oksijen miktarini artirarak hiicresel
metabolizmay1 oncelikle biyokiitle artisina yonlendirdigi, buna karsilik pigment iiretiminin
baskilandigi ifade edilmektedir (Williams vd., 1971; Giri vd., 2004).

Yiiksek calkalama hizlari, ortamda ¢oziinmiis oksijen miktarini artirarak hiicresel
metabolizmanin 6ncelikle biyokiitle liretimine yonlenmesine neden olmakta ve bu durum
pigment sentezinin baskilanmasiyla sonuclanmaktadir (Pan vd., 2009). Bu baglamda,
caligmamizda yiliksek aerasyon kosullarinda pigment {iretiminin azalmasi, iireme ve
sekonder metabolit liretimi arasindaki metabolik denge ile agiklanabilir.

Ayrica artan oksijen seviyelerinin hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumunu artirdig1 ve bu durumun prodigiosin biyosentezinden sorumlu pig gen kiimesinin
ekspresyonunu olumsuz yonde etkileyebilecegi rapor edilmistir (Haddix & Shanks, 2018).
Prodigiosin iiretiminin quorum sensing sistemleri ve ¢evresel stres yanitlart ile iligkili

oldugu, ozellikle diisiik aerasyon kosullarinda bu diizenleyici mekanizmalarin pigment
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sentezini tesvik ettigi bilinmektedir (Wei & Chu, 2002; Darshan & Manonmani, 2015). Bu
calismada diisiik ¢alkalama kosullarinda gozlenen yogun kirmizi pigmentasyon, s6z konusu
diizenleyici mekanizmalarla uyumlu bir sonug olarak degerlendirilmektedir.

Sonug olarak, S. marcescens’te prodigiosin liretiminin ¢alkalama kosullarina baglh
olarak 6nemli Olciide degistigi ve pigment sentezinin hiicresel biiylimeden ziyade gevresel
stres ve sekonder metabolik yanitlarla iliskili oldugu ortaya konmustur. Bu bulgular,

prodigiosin iiretiminin optimize edilmesine yonelik biyoteknolojik ve endiistriyel

uygulamalarda ¢alkalama kosullarinin kritik bir parametre oldugunu gostermektedir.

4.6.4. Prodigiosin Sentezine pH’nin Etkisi

pH 4.0-10.0 araliginda olan besiyerlerinde iiretilen S. marcescens’te pigment
tiretiminin hem pH’a bagli olarak ve hem de iiretim siiresine bagli olarak farkli biyolojik
mekanizmalarla diizenlendigi gozlenmistir. Fotografa bakildiginda, S. marcescens’in farkl
pH degerlerinde ilk 24 saatlik inkiibasyonda prodigiosin pigmentasyonunun heniiz sinirlt
oldugu, ancak pH’a bagli erken dénem farkliliklarin basladig1 gézlenmistir. Ilk 24 satte pH
8.0’de pigment iiretimi gozlenmesine ragmen diger pH’larda heniiz pigment iiretimi
gozlenmemistir. Clinkii, prodigiosin tipik olarak ge¢ log — erken duragan fazda sentezlenen

bir sekonder metabolittir.

Sekil 4.17. (A) S. marcescens’in 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda farkli pH
derecelerindeki pigment iiretimi

Inkiibasyonun ilerleyen dénemlerinde ise pH 7.0-8.0 kosullarinda iiremenin daha
yiiksek oldugu gozlenirken, pigmentin yogunlugu ve stabilitesi pH 5.0 kosulunda belirgin
sekilde arttig1 saptanmistir. Bu durum, asidik pH’1n hiicreler i¢in sub-optimal bir stres ortami

olusturmasi ve bunun sonucunda prodigiosin gibi sekonder metabolitlerin hiicre basina
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tiretiminin artmasi ile agiklanabilir. Ayrica prodigiosinin asidik kosullarda daha stabil ve
daha koyu kirmizi renkte olmasi, pH 5.0 kiiltiirlerinde gozlenen yogun pigmentasyonun bir

diger olas1 nedenidir.

Sekil 4.17. (B) S. marcescens’in 7 giinliik inkiibasyon sonrasinda farkli pH derecelerindeki
pigment iliretimi

Literatiirde prodigiosin iiretimi i¢in optimum pH genellikle 7.5-8.5 araliginda rapor
edilmekle birlikte, bu ¢aligmalarin ¢ogu toplam pigment miktarin1 nicel olarak
degerlendirmistir. Bu c¢alismada ise pigmentin gorsel yogunlugu ve zaman igindeki
stabilitesi esas alindiginda, pH 5.0 kosulunun daha avantajli oldugu belirlenmistir. Bu
bulgular, pigment iiretimi i¢in optimum pH’in degerlendirme kriterine bagli olarak
degisebilecegini ortaya koymaktadir. Bakterinin 7 giinliik {iretim siirecinde ilk 24 saatte pH’a
bagl olarak prodigiosin iiretiminde belirgin farkliliklar gozlenirken, yedinci giin sonunda
tim pH kosullarinda pigment iiretiminin artmasi, S. marcescens’te prodigiosin sentezinin
esas olarak gec biiylime fazi ve duragan faz metabolizmas: ile iliskili oldugunu
gostermektedir.

Bu nedenle ilk 24 saatte hiicreler oncelikli olarak adaptasyon ve ¢ogalma fazinda
oldugundan heniiz maksimum seviyede pigment liretimi gézlenmemistir. pH 8.0’de goriilen
pigment liretimi ¢ogunlukla primer metabolit kaynakli baslangi¢ pigmentasyonudur. pH,
prodigiosin iretimini dogrudan degil; lireme fazi ve metabolik gecisler iizerinden
etkilemektedir. Bu nedenle ilk 24 saatte, pH’1n etkisi iireme adaptasyonu diizeyindedir yani
pigment iiretimi heniiz temel yanit degildir. 48—72 saatlik inkiibasyonda ise farkli pH
derecelerinde ¢ok daha belirgin pigment iiretimi olmaktadir. Bu nedenle ilk 24 saatlik
inkiibasyonda pH 8.0’de goriilen pigment iiretimi daha smirli diizeyde olup, erken faz

metabolik yanit1 olarak degerlendirilebilmektedir. 24 saatlik iiretim asamasinda asidik ve
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asir1 alkali pH’larda pigmentasyon baskilanmis olup, ndtr—hafif alkali pH’larda ise pigment
sentezi baslangic seviyesindedir. Ilerleyen inkiibasyon siirelerinde ise pH etkisi, cok daha
net hale gelmistir. 24 saate kiyasla: renkler ¢ok daha koyu, pH’lar arasi farklar azalmis
olmakla beraber daha koyu kirmizi bazilarinda daha ag¢ik kirmizi—turuncu hale gelmistir.

Bu sonuglar, S. marcescens’te pigment sentezinde inkiibasyon siiresinin pH’tan daha
baskin bir faktor oldugunu gostermektedir. Ciinkii, prodigiosin ge¢ faz sekonder
metabolitidir, Log fazda iiretilmez, ge¢ log — duragan fazda sentezlenmektedir. Prodigiosin
iiretimi genellikle besin kisitlanmasi, metabolik yavaslama ve hiicre yogunlugunun artmasi
ile tetiklenmektedir. Ilk saatlik iiretimde hiicreler iiremeye odakli olup, pigment sentezi
baskilanmistir. 7 giinde ise hiicreler yaslanma fazinda olup, sekonder metabolizma baskin
oldugu igin asir1 bir pigment iiretimi olmaktadir. Uretimin ilerleyen giinlerinde besiyerinin
pH’1 artik baslangi¢c pH’1 degildir, 7 giin sonunda, S. marcescens organik asitler, aminler ve
amonyak iirettiginden dolayr ortam pH’1 degismektedir. Literatiirde de iiremenin ilerleyen
safthalarinda hiicre yogunlugu ¢ok yiiksek oldugu i¢in ve quorum sensing baskin hale gelip,
pig gen kiimesini giiclii sekilde aktive ettigi bildirilmistir. Bu nokta da pH halad 6nemli
oldugunu ancak hiicre yogunlugunun daha baskin bir etkiye sahip oldugu ifade edilmistir. S.
marcescens’te pH, pigment iiretiminin baslama hizini etkilerken, uzun inkiibasyon siiresinde
pigment iiretiminin zaman ve hiicre fizyolojisi tarafindan regiile edildigi bildirilmistir.

Uretimin ilerleyen giinlerinde pH 5.0’te pigmentin daha koyu goriinmesi, asidik
ortamda daha stabil olmasindan dolay1 asidik pH’ta daha koyu kirmiz1 goriintir, alkali pH’ta
ise renk acilir ¢linkii pigmentin kismi degradasyonu yapisal degisime neden olmaktadir.
Dolayisiyla ayn1 miktar pigment pH 5.0’te daha koyu goriinebilir. Diger taraftan pH 5.0
bakterinin optimal biiylime pH’s1 olmadigi icin asidik strese neden olmakta ve sub-optimal
pH’larda sekonder metabolit (prodigiosin) artis1 olmaktadir.

Sonug olarak, literatiirde S. marcescens’te prodigiosin liretimi i¢in optimum pH
genellikle 7.0-8.5 araliginda rapor edilmistir. Ancak bu calismalarin biiylik kismi toplam
pigment miktarini nicel olarak degerlendirmistir. Bu calismada ise pH 5.0 kosullarinda
pigmentin daha koyu ve yogun bir fenotip sergiledigi gozlenmistir. Bu durum, prodigiosinin
asidik pH’ta daha stabil ve daha koyu renkli olmasi ile agiklanabilir. Ayrica pH 5.0’in
hiicreler icin sub-optimal bir stres kosulu olusturmasi, sekonder metabolit olarak prodigiosin
sentezinin artmasina yol agmis olabilir. Bu bulgular, pigment iiretimi agisindan optimum
pH’mn yalnizca hiicresel biiyiime ile degil, stres yaniti ve pigment stabilitesi ile birlikte

degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.
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4.6.5. Prodigiosin Uretimine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Farkli inkiibasyon siireleri, optimal pigment sentez kosullarinin ve sentez
verimliliginin belirlenmesinde dogrudan etkili bir parametredir ve olduk¢a 6nemlidir.

Pigment iiretimi, kiiltlirlin inkiibasyon siiresine bagli olarak Onemli degisimler
gosterebilmektedir. Bakterilerde pigmentlerin biiylik ¢cogunlugu sekonder metabolittir ve bu
metabolitler genellikle bakteriyel biiylimenin logaritmik fazindan sonra, 6zellikle duragan

fazda sentezlenmektedir.
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Sekil 4.18. S. marcescens bakterisinin LB besiyerinde 1-7 giin inkiibasyon siiresince
pigment iiretim grafigi ve erlendeki goriiniimleri

4.6.6. Karanlik ve Aydinlik Inkiibasyon Kosullarinin S. marcescens’in Pigment

Uretimine EtKisi

Bakteriyel pigment {iiretimi tiizerinde etkili olan Onemli faktdrlerden biridir.
Calismamizda, S. marcescens’in prodigiosin lretimi tiizerine karanlik ve aydinhk

inkiibasyon kosullarinin etkisi degerlendirilmistir. Karanlik ve aydmnlik inkiibasyon
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kosullarinda S. marcescens’de pigment iiretimi karsilagtirildiginda, her iki kosulda da

belirgin bir sekilde yogun ve koyu renkli pigment iiretimi oldugu gozlenmistir (Sekil 4.19.).

Sekil 4.19. Aydinlik ve karanlik inkiibasyonda S. marcescens ’in pigment iiretimi

Literatiir ¢alismalarinda ise S. marcescens suslarinin karanlik ortamda daha fazla
pigment iiretme egiliminde oldugu bildirilmistir. Ciinkii 151k, pigment sentezini yoneten gen
kiimesi olan pig operonunu engelleyerek pigment sentezini azaltmaktadir (Someyra vd.,
2004). Diger taraftan bazi ¢aligmalarda da UV veya yogun goriiniir 151k etkisiyle olusan
oksidatif stresin iistesinden gelebilmek i¢in prodigiosin gibi sekonder metabolitlerin
tiretiminde artis oldugu da bildirilmistir. Bu farkli sebep ve kosullardan dolay1 pigment
tiretimi, karanlik ve aydinlik kosullarda ¢ok belirgin bir fark gdstermemistir. Ayn1 zamanda
pig operonu sadece karanlikta degil, diisiik sicakliklarda da aktive oldugu ve pigment
tiretiminin arttig1 bilinmektedir. Bizim yaptigimiz ¢alismalarda bakterilerin 20°C gibi diisiik
sicaklikta iiretilmeleri de bir stres faktorii olarak algilanip hem karanlik hem de aydinlik

inkiibasyon kosullarinda sekonder metabolit olan prodigiosin {iretimine neden olmustur.

4.7. Prodigiosin Pigmentinin Antimikrobiyal Aktivitesinin Saptanmasi

S. marcescens’den elde edilen prodigiosin pigmentinin etil alkollii ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesi degerlendirildiginde, ekstraktin test edilen tiim mikroorganizmalar
tizerinde belirgin inhibisyon zonlar1 olusturdugu (4,59-9,86 mm) goriilmiistiir. En yliksek
aktivite K. aerogenes lizerinde (9,86 mm) belirlenirken, bunu B. spizizenii (6,71 mm) ve E.
coli (5,72 mm) izlemistir. Buna karsilik en diisiik aktivite C. albicans (4,59 mm) iizerinde
gozlenmistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.20). Bu sonuglar, S. marcescens ekstraktinin genis

spektrumlu bir antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
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Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler karsilagtirildiginda, ekstraktin her iki gruba
kars1 da etkili oldugu, ancak bazi Gram negatif bakterilerde (K. aerogenes) daha yliksek
inhibisyon zonlart olusturdugu dikkat ¢cekmektedir. Bu durum, S. marcescens taratindan
iretilen prodigiosin gibi sekonder metabolitlerin genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye
sahip olmast ile agiklanabilir. Nitekim prodigiosin pigmentinin hem Gram pozitif hem de
Gram negatif bakterilere karsi etkili oldugu cesitli caligmalarda bildirilmistir (Darshan &
Manonmani, 2015; Venil et al., 2013). Etil alkol kontrolii yalnizca baz1 mikroorganizmalarda
diisiik diizeyde inhibisyon (1,04-2,04 mm) olusturmus olup, ekstraktin olusturdugu zonlarin
belirgin sekilde daha yiiksek olmasi, antimikrobiyal etkinin esas olarak bakteriyel
metabolitlerden kaynaklandigini gostermektedir. Bu bulgu, ¢oziicii etkisinin sinirli oldugunu
ve aktif bilesenlerin ekstrakta gectigini desteklemektedir (Balouiri et al., 2016). Pozitif
kontrol olarak kullanilan gentamisin tiim bakteriler {izerinde yiiksek inhibisyon zonlari
(5,45-9,11 mm) olusturmus, ancak prodigiosin ekstraktinin bazi mikroorganizmalarda
(6zellikle K. aerogenes) antibiyotige yakin diizeyde aktivite gdsterdigi belirlenmistir. Bu
durum, bakteriyel pigmentlerin dogal antimikrobiyal ajanlar olarak potansiyelini ortaya
koymaktadir. C. albicans iizerinde prodigiosin ekstrakti, amfoterisine kiyasla belirgin
antifungal etki gdstermistir. Bakteriyel pigmentlerin antifungal etkisi antibakteriyel etkiye
kiyasla daha diistik olsa da literatiirde prodigiosinin antifungal etkisinin degisken oldugu ve
cogunlukla bakterilere kars1 daha giiclii aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Darshan &
Manonmani, 2015).

Cizelge 4.2. Prodigiosinin etil alkollii ekstraktinin mikroorganizmalar tiizerindeki
antimikrobiyal etkileri

inhibisyon
zon ¢apl (1nm)

‘Microorganizma Prodogiosin Etil alkol Gentamisin Amfoterisin

Escherichia coli 5.72= 1,84 - 7,32+ 1,08 -

" Enterococcus faecalis 5.64= 1.09 - 7.40= 1.015 - i
Streptococcus pyogenes 5.40= 1.38 1.04=0.002 7.08= 2,09 -
Staplylococcus aureus 5.50+ 1,44 1.09+ 0,015 7.35+ 2,021 -
Pseudonionas aerugingsa 4.98=1.23 = 737+ 1,89 -
Bacillus spizizenii 6.71= 2.05 1.58= 0,011 7.05=2.34 -
Bacillus subnlis 4.86= 1.45 - 545+ 1.21 -
Klebsiella pneumoniae 5.26% 1,065 - 7.30= 2,07 -
Klebsiella aerogenes 0,86+ 2,022 2,04+ 0,022 9.11+2.35 -
Candida albicans 4,59+1,022 - 5.46+ 1,87 3.44+ 0.96
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Sekil 4.20. Prodigiosin pigmentinin etil alkollii ekstraktinin disk difiizyon yontemi ile
olusan inhibisyon zonlarinin petri goriintiileri

4.8. Optimum Kosullarda Uretilen Prodigiosin Pigmentinin Karakterizasyonu

S. marcescens 'den sentezlenen prodigiosin pigmentinin karakterizasyonu amaci ile
UV-Visible spektrofotometresi, FT-IR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre)
spektroskopisi ve GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi) analizleri yapilmistir.

Bu c¢alismada elde edilen pigmentin karakterizasyonu amaciyla UV-Vis
spektrofotometri, FTIR ve GC-MS analizleri birlikte degerlendirilmistir. Elde edilen veriler,

pigmentin kimyasal yapisi ve bilesimi hakkinda tamamlayici bilgiler elde edilmistir.

4.8.1. Optimum Kosullarda Uretilen Prodigiosin Pigmentinin UV-vis

Spektrofotometresi

UV-Vis spektrofotometrik analiz sonucunda elde edilen spektrumda yaklasik 535 nm
dalga boyunda belirgin bir absorbans piki gézlenmistir. Bu deger, literatiirde prodigiosin i¢in
bildirilen maksimum absorbans araligi (530-540 nm) ile yliksek derecede uyum
gostermektedir. Prodigiosin, konjuge ii¢ pirol halkasindan olusan yapisi nedeniyle goriiniir
bolgede giiglii absorbsiyon gosteren kirmizi renkli bir pigmenttir. Bu nedenle elde edilen
UV-Vis sonucu, analiz edilen pigmentin prodigiosin veya prodigiosin-benzeri bir bilesik
oldugunu giiclii sekilde desteklemektedir.

Williamson N. R. ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada prodigiosinin
maksimum absorbansinin yaklagik 534 nm civarinda oldugu rapor edilmistir. Benzer sekilde
farkli ¢aligmalarda da bu pigmentin goriiniir bolgede karakteristik olarak 535 nm civarinda
absorbsiyon gosterdigi belirtilmistir. Bu baglamda elde edilen UV-Vis verisi, ¢alismada
iretilen pigmentin prodigiosin yapisinda oldugunu giiclii bi¢imde desteklemektedir.

Azambuja, Feder ve Garcia (2004)’da 272 ve 538 nm’de maksimum piki veren maddenin
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prodigiosin oldugunu dogrulamistir. Lapenda, Silva, Vicalvi, Sena ve Nascimento
(2015)’nun ¢alismalar1 da elde edilen bu bulgular1 desteklemektedir.
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Sekil 4.21. Prodigiosin pigmentinin UV-Vis spektrumu.
4.8.2. Optimum Kosullarda Uretilen Prodigiosin Pigmentinin FTIR Sonuclar

FTIR analizinde gbzlenen bantlar, pigment yapisinda aromatik halka sistemleri, C=N
ve N-H fonksiyonel gruplarmin varligini isaret etmekte olup, bu bulgular prodigiosin yapisi
ile uyumludur. Bununla birlikte FTIR analizi, fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi saglamakla
birlikte tek basina bilesigin kesin kimligini dogrulamak i¢in yeterli olmayip, UV-Vis ve diger
spektroskopik yontemlerle desteklenmesi gerekmektedir.

FTIR analizinde gozlenen bantlar, pigment yapisinda aromatik ve heterosiklik
yapilarin varligm dogrulamaktadir. Ozellikle N-H, C=N ve C-N gerilme titresimlerine
karsilik gelen bantlar, prodigiosinin pirol halkalar1 iceren yapisi ile uyumludur. GC-MS
analizinde ise pigment bilesigine ait dogrudan bir pik tespit edilememis, bunun yerine
yiiksek alikonma zamanlarinda yogun olarak uzun zincirli yag asitleri (6zellikle oleik asit ve
palmitik asit) belirlenmistir. Bu durum, ekstraksiyon sirasinda lipofilik bilesenlerin de
¢oOziildiigiinti gostermektedir. Prodigiosinin GC-MS analizinde gézlenememesi, bu bilesigin
ucucu olmamasi ve yiiksek sicakliklarda termal olarak parcalanabilen bir yapiya sahip
olmasi ile agiklanabilir.

Tiim analiz sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde, elde edilen pigmentin UV-Vis

verilerine dayanarak prodigiosin veya prodigiosin-benzeri bir yapiya sahip oldugu sonucuna
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varilmigtir. Bununla birlikte, bilesigin yapisini kesin olarak dogrulanmasi i¢in LC-MS veya

NMR gibi ileri analizleri de yapilmalidir.
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Sekil 4.22. Prodigiosin pigmentinin FTIR spektrumu.

FTIR analizinde 3300 cm™' civarinda N-H ve O-H gerilmesi gozlenmistir. Pigment
icin Ozellikle N-H banti pirol halkasinin varligint dogrulamaktadir. Bu bdlgedeki
absorpsiyon banti prodigiosin i¢in ¢ok 6nemli bir destekleyici bulgudur.

2920-2850 cm ! civarindaki belirgin pikler ise alifatik C—H gerilmesi (CH2, CH3)
pigmentin alkil yan zincirine isaret etmektedir. Bu pikler ayn1 zamanda GC-MS ile uyumlu
lipid varligin1 da desteklemektedir. 1600-1650 cm™ spektrumda bu bolgedeki pikler C=C
(aromatik) ve C=N (heterosiklik yap1) bantlar1 prodigiosinin konjuge pirol sisteminin en
onemli FTIR kanitlarindan biridir. 1400-1500 cm™ civarindaki bantlar ise Pigment yapisi
ile uyumlu olarak aromatik halka titresimlerimlerine aittir. 1200—1300 cm™ civarindaki C—
N gerilmesi pigmente ait pirol halkasina aittir.

Sonug olarak, FTIR spektrumunda yaklasik 3300 cm™ civarinda gézlenen bant, pirol
halkasina ait N-H gerilme titresimlerini isaret etmektedir. 2920-2850 cm™ araliginda
belirlenen pikler alifatik C—H baglarina karsilik gelirken, 1600—-1650 cm™ bolgesindeki
bantlar aromatik C=C ve C=N titresimlerini gostermektedir. Ayrica 1200-1300 cm™
araliginda gozlenen bantlar C-N gerilme titresimleri ile iligkilendirilmektedir. Bu
fonksiyonel gruplar, prodigiosin yapisinda bulunan konjuge pirol halkalari ile uyumlu olup,
elde edilen pigmentin prodigiosin veya prodigiosin-benzeri bir bilesik oldugunu

desteklemektedir.
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4.8.3. Optimum Kosullarda Uretilen Prodigiosin Pigmentinin GC-MS

Sonuclan

Pigment ekstraktinin kimyasal bilesimini belirlemek amaciyla GC-MS analizi

yapilmustir.
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Sekil 4.23. Prodigiosin pigmentinin GC-MS analizi

GC-MS kromatogrami incelendiginde, kromatogram boyunca farkli alikonma
zamanlarinda ¢ok sayida pik olustugu goriilmektedir. Erken alikonma zamani aralifinda
nispeten diisiik yogunluklu piklerin bulundugu, buna karsilik kromatogramin ilerleyen
kisimlarinda pik yogunluklarinin ve biiyiikliiklerinin arttig1 dikkat cekmektedir. Bu durum
ekstrakt icerisinde diisilk molekiil agirlikli ve daha ugucu bilesiklerin yani sira daha yiiksek
molekiil agirlikli ve hidrofobik karaktere sahip bilesiklerin de bulundugunu gostermektedir.
Yani ileri alikonma zamani bolgelerinde gézlenen bu belirgin pikler, ekstraktin nispeten daha
az ucucu ve lipofilik 6zellikteki bilesikleri i¢erdigine gdstermektedir. Bu 6zellik, Prodigiosin
pigmentinin kimyasal yapisi1 ile uyumludur. Prodigiosin, konjuge ii¢ pirol halkasindan olugan
aromatik bir yapt ve alkil yan zincirleri igeren lipofilik bir bilesik oldugundan gaz
kromatografisi analizlerinde genellikle daha yiiksek alikonma zamanlarinda eliie
olabilmektedir. Diger taraftan kromatogramda birden fazla pik olmasi, ekstraktin yalnizca
tek bir pigment bilesiginden olugsmadigini, besiyeri bilesenleri, bakteriyel metabolitler veya
ekstraksiyon siirecinde birlikte ¢oziinen diger bilesiklerin de kromatografik olarak tespit

edildigini gostermektedir. Mikrobiyal pigment ekstraktlarinda bu durum oldukg¢a yaygin
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olup ozellikle S. marcescens tarafindan iiretilen pigmentlerin analizlerinde prodigiosin
disinda ¢esitli metabolitlerin de kromatogramda yer aldig1 bildirilmektedir.

Literatiirde yapilan ¢alismalarda prodigiosin igeren ekstraktlarin GC-MS
kromatogramlarinda genellikle erken alikonma zamanlarinda diisiik yogunluklu piklerin ve
daha geg bolgelerde daha belirgin piklerin gdzlendigi rapor edilmistir. Ornegin Ramesh C.
Venil ve Palaniswamy Lakshmanaperumalsamy tarafindan gerceklestirilen ¢aligmalarda, S.
marcescens’den elde edilen prodigiosin ekstraktlarinin GC—MS analizlerinde de birden fazla
metabolit pikinin oldugu ve pigment bilesiginin nispeten ge¢ alikonma zamanlarinda eliie
oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde Darshan Singh ve arkadaglar1 tarafindan yapilan
calismada da prodigiosin igeren ekstraktlarin GC-MS kromatogramlarinda farkl
metabolitlere ait ¢cok sayida pik bulundugu ve pigment bilesiginin hidrofobik karakteri
nedeniyle daha ileri alikonma zamanlarinda gozlendigi belirtilmistir.

Bu calismada elde edilen kromatografik profil de literatiirde bildirilen prodigiosin
iceren mikrobiyal pigment ekstraktlarinin GC-MS kromatogramlar1 ile genel olarak
benzerlik gostermektedir. Dolayisiyla elde edilen sonuglar, ekstraktin S. marcescens
tarafindan sentezlenen prodigiosin pigmentini ve bazi metabolitleri icerdigini
desteklemektedir. Sonug olarak elde edilen GC-MS kromatogrami, pigment ekstraktinin
kompleks bir metabolit profiline sahip oldugunu ve pigment bilesiginin hidrofobik 6zellikte
bir yap1 sergiledigini gostermektedir. Kromatografik profilin literatiirde S. marcescens
kaynakli prodigiosin ekstraktlar1 i¢in bildirilen GC-MS kromatogramlar: ile genel olarak
benzer ozellikler gostermesi, elde edilen bulgularin literatiir ile uyumlu oldugunu ortaya
koymaktadir.

Kromatogramda ileri alikonma zamanlarinda gozlenen baskin pikler, ekstraktin
lipofilik ve diisiik uguculuk ozellikteki bilesikleri igerdigini gostermistir. Prodigiosin
pigmenti de benzer lipofilik 6zellikler gosterdigi i¢in bu RT araligi teorik olarak prodigiosin
icin uygun olabilir. Ancak mevcut kiitiiphane eslesmeleri bu pikleri oleik asit ve palmitik asit
gibi yag asitleri olarak tanimladigindan, bu yiiksek RT (pik 12, 13) piklerinin prodigiosin
oldugunu kesin olarak sdylemek miimkiin degildir. Yani yliksek RT ve lipofilik 6zellikler
prodigiosin ile uyumlu, ama GC-MS tek basina kesin tanimlama i¢in yeterli degildir.
Pigment yapisinin GC-MS analizinde dogrudan tespit edilememesi, prodigiosin pigmentinin
yiiksek molekiil agirlikli olmasi, ugucu olmamasi ve 1siya duyarli olmasindan dolay1 termal
olarak kararsiz olmasiyla iliskilidir. Bu nedenle pigment karakterizasyonu i¢in UV-Vis,
FTIR, NMR ve LC-MS gibi tekniklerin daha uygun oldugu diigiiniilmektedir. LC-MS

analizi, ugucu olmayan ve termal olarak kararsiz bilesiklerin analizinde yiiksek duyarlilik ve
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dogruluk saglayan bir tekniktir. Bu nedenle Prodigiosin gibi kompleks ve ugucu olmayan
pigmentlerin karakterizasyonunda GC-MS yerine LC-MS kullanimi daha uygun olup,
molekiil agirhiginin dogrudan belirlenmesinde daha iyi bir analiz yontemidir.

NMR spektroskopisi de molekiiler yapinin dogrudan belirlenmesine olanak saglayan
en giivenilir tekniklerden biridir. Prodigiosin gibi kompleks yapili pigmentlerin kesin
karakterizasyonu i¢in 6zellikle 'H ve *C NMR analizleri kullanilmaktadir. Bu yontem
sayesinde pirol halkalarina ait karakteristik proton ve karbon sinyalleri belirlenebilmekte ve
bilesigin yapisi kesin olarak dogrulanabilmektedir.

Sonug¢ olarak, elde edilen pigmentin UV-Vis spektrumunda 535 nm civarinda
karakteristik absorbans piki gozlenmis, FTIR spektrumunda ise 3300 cm™ civarinda N-H,
1600-1650 cm™ civarinda aromatik C=C/C=N ve 1200-1300 cm™' civarinda C-N gerilme
titresimleri belirlenmistir. Bu verilerin birlikte degerlendirilmesi, elde edilen pigmentin
prodigiosin ile uyumlu bulgular prodigiosin-benzeri bir yapiya sahip oldugunu

desteklemektedir.

4.9. S. marcescens’in Optimum Kosullarda Uremesinin Ol¢iilmesi

S. marcescens, LB besiyerinde 20°C’de, statik kosullarda 7 giin boyunca tiretilmistir.
Gilnii gelen Orneklerden 1 ml almarak bakteri iiremesini belirlemek amaciyla
spektrofotometrede 600 nm’de optik yogunluklar1 6l¢iilmiistiir. Elde edilen ODgoo degerleri

bakteriyel bliylimenin zamana bagli degisimini gosteren grafik sekil 4.25te verilmistir.
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Sekil: 4.24. S. marcescens’in optimum kosullarda 1-7 gilinlilk ODeoo de bakteriyel
biliylimenin zamana bagl degisimi

S. marcescens bakterisinin 2. giin ¢ok hizli bir biyokiitle artis1 oldugu 4. giinde en
yiiksek diizeye ulastig1 goriilmektedir.
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4.10. S. marcescens’in Optimum Kosullarda Pigment Uretiminin Olciilmesi

S. marcescens, optimum kosullarda (20 °C, statik LB besiyerinde 1-7 giin siireyle
inkiibe edilmistir. Belirlenen zaman noktalarindan alinan orneklerden bdélim 3.7.6°da
anlatildig1 yontemlerle pigment ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen pigment c¢ozeltisi
spektrofotometrede 535 nm dalga boyunda etanole karsi dl¢iilmiistiir. En yiiksek pigment

tiretiminin 4. giin oldugu saptanmaistir.
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Sekil 4.25 S. marcescens’in ODs3s pigment tiretiminin 6l¢iilmesi
4.11. Pigmentlerin Model Uygulama Denemeleri

Calismamizin bu asamasinda, elde edilen prodigiosin pigmentinin renk stabilitesini
koruyup korumadigini ve renklendirici olarak kullanilabilirligini test etmek amaciyla ¢esitli
uygulamalar yapilmistir. Oncelikle optimum kosullarda elde ettigimiz prodigiosin
pigmentini steril etmek amaciyla 0.22 mm c¢apindaki biyolojik membran filtrelerden
gecirilmistir ve elde ettigimiz prodigiosin pigmentini ¢esitli uygulamalarda kullanilarak

performansi degerlendirilmistir.
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Sekil 4.26. Elde edilen pigmentlerin endiistriyel uygulamalari i¢in yapilan islem agamalar1

4.11.1. Un-tuz Bazli Model Hamur Matriksinde Renklendirme Denemesi

Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle 60 g un, 30 g tuz, 5 mL sivi yag ve 50 mL su
kullanilarak laboratuvar kosullarinda model oyun hamuru hazirlanmistir. Elde edilen
hamurlar 5 gramlik 6rnekler halinde ayrilmis ve bu 6rneklere prodigiosin pigmenti %100,
%75, %50 ve %25 oranlarinda ilave edilmistir. Bu 6rnekler homojen bir yapi elde edilinceye
kadar karistirilmistir. Ardindan hazirlanan hamur 6rnekleri, mikrodalga firinda 100 °C
sicaklikta 1 dakika siireyle 1s1l isleme tabi tutulmustur. Isil islem sonrasinda katilasan

orneklerin renk stabilitesi ve olas1 renk degisimleri bir hafta boyunca gozlemlenmistir.
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Sekil 4.27. Oyun hamurlarina farkli oranlarda (%100, %75, %50, %25) prodigiosin
pigmentinin uygulanmasi

4.11.2. On Boyama/ Renklendirme Denemesi

Bu calismada, elde edilen ve prodigiosin pigmentlerinin, kumasta boyar madde
olarak kullaniminin arastirilmasi amaglanmistir. Oyun hamura hazirladigimiz oranlarda
prodigiosin pigmentini 5 cm’lik parcalar halinde hazirladigimiz tiilbent kumaglara
uyguladik. 24 saat beklettikten sonra boyanmis olan kumaslar 30 saniye kadar %10’luk
sirkeli suda kaynatilmis ve boyanin kumasa tutunmasi saglanmistir. Kaynatma isleminin

ardindan kumaslar oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Sekil 4.28. Prodigiosin pigmentinin S5cm’ lik kumas pargalarina farkli oranlarda (%100,
%75, %50, %25) uygulanmasi

4.11.3. On Formiilasyon Denemesi

Bu ¢aligmada, elde edilen prodigiosin pigmentinin kozmetikte kullaniminin ortaya
konmasi amacglanmigtir. Caligmada kullanilan 2 mL prodigiosin pigmenti seffaf dudak
renklendiricisine uygulanmistir. Ancak bu denemede sitotoksisite, irritasyon, stabilite ve

mikrobiyal giivenlik testleri yapilmamustir.
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Sekil 4.29. Prodigiosin pigmentinin 2 ml olacak sekilde seffaf dudak renklerdiricisine
uygulanmast
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, pigment iiretme yetenegine sahip oldugu bilinen F. oxysporum
ve S. marcescens mikroorganizmalarinin en uygun pigment iiretim kosullar1 belirlenmistir.
Pigment tliretimini artirmak amaciyla inkiibasyon siiresi, sicaklik, baslangi¢c pH degeri, 151k
ve karanlik kosullar, calkalama gibi farkli iretim parametreleri ve alternatif tiretim ortamlari
denenmistir. F. oxysporum i¢in Sabouraud Dekstroz Agar (SDA), Patates Dekstroz Agar
(PDA) ve Czapek Agar; S. marcescens igin ise Nutrient Agar (NA) ve Luria—Bertani Agar
(LB) besiyerleri kullanilmistir. Calisma sonucunda, F. oxysporum ig¢in en uygun pigment
tiretim ortamimin PDA besiyeri oldugu belirlenmistir. Maksimum pigment {iretiminin;
aydinlik inkiibasyon kosullarinda, 150 rpm ¢alkalama hizinda, 25 °C sicaklikta, baglangic
pH 9.0 degerinde ve 7 giinlik inkiibasyon siiresinde gerceklestigi saptanmistir. S.
marcescens i¢in ise en uygun pigment iiretim ortaminin Luria—Bertani (LB) besiyeri oldugu
belirlenmis; optimum pigment iiretiminin statik tiretim kosullarinda, 20 °C sicaklikta,
baslangi¢c pH 5.0 degerinde ve 4 glinliik inkiibasyon siiresinde elde edildigi tespit edilmistir.
Daha sonra optimum kosullarda elde edilen fungal ve bakteriyel pigmentler uygun
coziiciilerde ekstrakte edilerek, kismi saflastirma islemlerinin ardindan UV-Vis
spektrofotometre, FT-IR, NMR ve GC-MS analizleri ile karakterize edilmistir. Ayrica elde
edilen pigmentlerin antimikrobiyal Ozellikleri arastirilmistir. Elde edilen pigmentlerin
kozmetik, oyun hamuru ve tekstil materyallerinde 6n boyama ve renklendirme denemeleri
yapilmustir. Ancak bu denemelerde sitotoksisite, irritasyon, stabilite ve mikrobiyal giivenlik
testleri yapilmamustir.

S. marcescens bakterisinden elde edilen kismi olarak saflastirilmis pigmentin UV-Vis
spektrumunda 535 nm civarinda karakteristik absorbans piki gézlenmis, FTIR spektrumunda
ise 3300 cm™! civarinda N-H, 1600-1650 cm ™ civarinda aromatik C=C/C=N ve 1200-1300
cm' civarinda C-N gerilme titresimleri belirlenmistir. Bu  verilerin  birlikte
degerlendirilmesi, elde edilen pigmentin prodigiosin ile uyumlu bulgular prodigiosin-
benzeri bir yapiya sahip oldugunu desteklemektedir. Ancak bakteriye ait GC-MS
kromatogrami, her ne kadar pigment ekstraktinin kompleks bir metabolit profiline sahip
oldugunu ve pigment bilesiginin hidrofobik 6zellikte bir yap1 sergiledigini gostermekle
beraber, prodigiosin gibi kompleks ve ugucu olmayan pigmentlerin karakterizasyonunda
GC-MS yerine LC-MS kullanim1 daha kesin ve dogru sonug verecektir. Ciinkii prodigiosin
pigmentinin yliksek molekiil agirlikli olmasi, ugucu olmamasi ve termal olarak kararsiz

olmasi nedeniyle GC-MS analizinde dogrudan tespit edilmesi miimkiin degildir. LC-MS
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analizi, ugucu olmayan ve termal olarak kararsiz bilesiklerin analizinde yiiksek duyarlilik ve
dogruluk saglayan daha uygun bir tekniktir.

S. marcescens’den elde edilen prodigiosin pigmentinin etil alkollii ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesi degerlendirildiginde, hem Gram pozitif ve hem de Gram negatif
bakterilere karsi etkili oldugu, 6zellikle de Gram negatif K. aerogenes bakterisinde daha
yiikksek inhibisyon zonlar1 (9,86 mm) olusturdugu dikkat c¢ekmektedir. Sonuglar, S.
marcescens tarafindan iiretilen prodigiosin gibi sekonder metabolitlerin, genis spektrumlu
bir antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Optimum kosullarda iiretilen F. oxysporum’dan elde edilen pigmentin, FTIR, GC-
MS, UV-Vis ve 'H NMR analizleri ile karakterizasyonu yapilmistir. Fusarium tiirlerinin
sekonder metabolizma kapsaminda ayni anda birden fazla pigment iirettigi géz Oniine
alindiginda, ekstrakte edilen 6rnegin bikaverin ve fusarubin tiirevleri gibi yapisal olarak
benzer bilesiklerin bir karigimi oldugu ve ¢aligmada izole edilen pigmentin muhtemelen
Fusarium tiirlerine 6zgii poliketid kokenli, aromatik ve yiiksek derecede konjuge bir bilesik
oldugunu desteklemektedir; ancak tam tanimlama i¢in LC-MS ve saf standartla karsilagtirma
yapilmasi gereklidir.

F. oxysporum’dan elde edilen pigmentlerin antimikrobiyal aktivitesi
degerlendirildiginde, ekstraktin bazi mikroorganizmalar {lizerinde diisiik—orta diizeyde ve
secici bir inhibisyon olusturdugu belirlenmistir. Fungal pigmentlerin igerdigi fenolik ve
poliketid yapili bilesiklerin hiicre zarin1 bozma ve oksidatif stres olusturma yoluyla
antimikrobiyal etki gosterdigi bilinmektedir. Pigment ekstrakti o6zellikle S. aureus, S.
pyogenes, P. aeruginosa ve K. aerogenes lizerinde siirli inhibisyon zonlar1 olustururken, E.
coli, E. faecalis ve K. pneumoniae lizerinde etkisiz kalmistir. Bu durum, fungal pigmentlerin
mikroorganizmalara kars1 segici etki gosterebildigini ortaya koymaktadir.

Son yillarda sentetik pigmentler hem ¢evresel ve hem de insan sagligi iizerindeki
tehditlerinden dolay1 oldukca endise verici duruma gelmistir. Sentetik pigmentlerin bu
olumsuz etkilerine yonelik artan farkindalik biyopigmentlere olan ilgiyi énemli 6l¢iide
artirmig ve sentetik pigmentlere alternatif olarak kullanim potansiyeli artmistir. Bu tez
kapsaminda, fungal ve bakteriyel pigmentlerinin sentezini arttiracak tiretim kosullar1 test
edilmis ve elde edilen bulgular, pigment iiretiminin yalnizca mikroorganizmanin tiiriine
degil, ayn1 zamanda cevresel ve kiiltlirel parametrelere bagli oldugunu agikca gostermistir.
Ozellikle pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi gibi faktdrlerin pigment biyosentez yollarini
dogrudan etkiledigi ve belirli esik degerlerin iizerinde ya da altinda pigment iiretiminin

belirgin sekilde baskilandig1 gézlemlenmistir.
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Bitkisel kaynakli dogal pigmentlerin iiretiminde karsilagilan mevsimsellik, disiik
verim ve ekstraksiyon zorluklar1 gibi sinirlamalar gibi dezavantajlardan dolayi, bakteri,
maya ve mantar gibi mikroorganizma kaynakli pigmentlerin daha uygulanabilir bir alternatif
olarak 6ne ¢ikmasina neden olmustur ve dogal pigmentlerin endiistriyel alanda kullanimi1
giderek Onem kazanmistir. Mikroorganizmalarin kontrolli kosullar altinda hizli
cogalabilmesi, iiretimin iklimden bagimsiz gergeklestirilebilmesi, iireme ortamlarindan
pigment ekstraksiyon maliyetinin diisiik olmasi ve diisiik maliyetli substratlarin
kullanilabilmesi, bu sistemleri endiistriyel 6lcekte daha avantajli hale getirmistir.

Mikroorganizmalardan elde edilen ve sekonder metabolit olarak tiretilen pigmentler
antioksidan, antikanser, antimikrobiyal ve antifungal etki gostermekte ve bu nedenlerle
klinik ve farmasotik arastirmalar agisindan ilgi ¢cekmektedir. Ayn1 zamanda mikrobiyal
pigmentler, biyolojik olarak parcalanabilir ve ¢cevre dostudur.

Mikrobiyal kaynakli pigmentler gida, tekstil ve ila¢ endiistrisinde kullanilan 6nemli
bilesiklerdir. Gida endiistrisinde; katki maddesi, renk arttirict ve antioksidan olarak
kullanilirlar. Ayn1 zamanda antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, antiprotozoal, antidiyabet,
yara onarimi, yaslanma karsiti, parkinson ve migren tedavisinde, katarakt 6nlenmesinde,
antiiilserojenik ve daha pek cok biyolojik aktivitelere sahiptir. Ozellikle Prodigiosin
pigmentinin igerdigi pirol halkasina bagli olarak gosterdigi antiproliferatif etkiler, bu
bilesigin antikanser arastirmalarinda 6nemli bir aday olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
durum, mikrobiyal pigmentlerin “¢ift fonksiyonlu” (renklendirici + biyolojik aktivite)
ajanlar olarak degerlendirilmesini miimkiin kilmakta ve ozellikle gida ve farmasd6tik
uygulamalar agisindan 6nemli bir avantaj saglamaktadir. Bu yoniiyle degerlendirildiginde,
mikrobiyal pigmentler yalnizca endiistriyel renklendiriciler olarak degil, ayn1 zamanda
onemli biyoteknolojik iiriinler olarak da biiyiik bir potansiyele sahiptir.

Bu nedenle, mikroorganizmalardan daha yiliksek oranlarda pigmentlerin
sentezlenmesi konusunda ve biyoteknolojik ve farmakolojik uygulamalar i¢in bu
pigmentlerin kimyasal yapist ve fonksiyonlari lizerine daha fazla ¢alisiimasi gerekmektedir.
Tiim diinyada ¢evreye ve insanlara zarar vermeyen dogal pigmentlerin aragtirilmasi biiyiik
Oonem kazanmistir ve farkli parametreler (sicaklik, ph, nem, ¢calkalama hiz1 ve farkli besiyeri
kaynaklar1) kullanilarak yapilan ¢alismalar giderek 6nem kazanmistir.

Bu ¢alismanin sonuglari her ne kadar umut verici olsa da pigment iiretiminin
endiistriyel 6l¢ekte uygulanabilirligi agisindan daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ozellikle iiretim veriminin daha da artirilmasi, siireclerin standardize edilmesi ve

pigmentlerin ileri diizey saflastirilmasi gerekliligi dikkat ¢ekmektedir.
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Sonug olarak, bu g¢aligma mikrobiyal pigment {iretiminin optimize edilebilir ve
gelistirilebilir bir siire¢ oldugunu ortaya koymakta; uygun kosullar saglandiginda sentetik
pigmentlere kiyasla g¢evre dostu, dogal, giivenilir, biyolojik olarak pargalanabilir ve

fonksiyonel alternatifler olabilecegini gili¢lii bicimde desteklemektedir.
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