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Mikroorganizmalar dogada farkli gevresel kosullara maruz kalmaktadir.
Bunlar 1s1, basing, elektrik akimi, ultrasonik dalgalar, 1s1k/radyasyon ve ozmotik
sok gibi fiziksel stresler, asitler, tuzlar ve oksitleyiciler gibi kimyasal stresler
mikrobiyal metabolitler ve yarigmaci flora gibi biyolojik streslerdir. Canlilar bu
kosullarda ya yasamlarini yitirebilirler ya da sahip olduklar1 adaptasyon
mekanizmalar1 ile bu stresli ¢evrede yasayabilirler. Uzun yillardir ekstrem
ortamlarda mikroorganizmalarin nasil yasadiklarini ve asir1 stresli ortamlarda

sonradan ortaya ¢ikan adaptasyon mekanizmalarini merak etmiglerdir.

Radiotrofik funguslarin agir metallere, oksidatif zararlara, ultraviyole
radyasyonuna, sicak ve soguk stresine ve kurakliga karsi ekstrem dayanikliliginin

olmasi gibi ¢ok sayida dikkate deger 6zellikleri vardir. Bu 6zelliklerinden dolay1



son yillarda melaninli funguslar ve bakterilerle ilgili alismalar artmistir. Ozellikle
de ciddi g¢evre problemlerine neden olan agir metallerin ve ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonuyla ilgili yogun arastirmalar yapilmaya baslamistir. Yapilan
calismalar sonucunda radiotrofik funguslarin olumsuz gevre kosullarina direnglilik
mekanizmalarinin {rettikleri melanin pigmentiyle iliskili oldugu saptanmistir.
Melaninin en dikkate deger 6zelliklerinden biri elektromanyetik radyasyonun biitiin
tiplerini absorlama yetenegine sahip olmasidir. Melanin, funguslar1 litik
enzimlerden, ekstrem sicakliklardan ve kurakliktan korudugu gibi fungisit
direncliligini de indiiklemektedir. Bununla birlikte bitki patojenlerinde melanin
tretimini etkileyen faktorler olduk¢a karmasiktir. Bu bitki patojeni funguslar
tarafindan melanin {retimini etkileyen faktorlerin Ogrenilmesi, potansiyel

biyokontrol ajan1 olarak kullanilmasina imkan saglayacaktur.

Bu amagla ¢alismamizda pH, calkalama, farkli besiyerleri ve sicaklik gibi
parametrelerin radyotrofik bir fungus olan Alternaria alternata’ nin melanin
iretimine olan etkileri test edilmistir. Belirlenen optimum pH, c¢alkalama ve
sicaklik araliginda besiyerlerine farkli konsantrasyonlarda H>O; eklenerek melanin

iiretimi ilizerine etkisi saptanmistir.

Calismamizin sonunda A. alternata’ nin Optimum melanin {iretiminde en
uygun besiyeri PDB, en iyi sicaklik 20 °C, en uygun pH 4 ve ¢alkalama hizi1 200rpm

olarak saptanmustir.

ANAHTAR KELIMELER Alternaria, Radiotrofik Funguslar, Melanin, Stres



ABSTRACT

Master Thesis

SOME RADIOTROFIK FUNGI
MELANIN PRODUCTION AND OPTIMIZATION

Inonii University
Institute of Science

Department of Biology

66 + xii pages
2019

Supervisor: Prof. Dr. Dilek ASMA

Microorganisms are exposed to different environmental conditions in nature.
These are the physical stresses such as heat, pressure, electrical current, ultrasonic
waves, light/radiation, and osmotic shock, the chemical stresses such as acids, salts
and oxidizers, and the biological stresses such as microbial metabolites and
competitive flora. Living beings can either lose their lives or maintain their lives in
these stressful environments with their adaptation mechanisms. For many years,
they have wondered how the microorganisms live in the extreme environments and
their adaptation mechanisms that subsequently emerge in extremely stressful

environments.



Radiotrophic fungi have numerous remarkable features such as extreme
endurance against heavy metals, oxidative damages, ultraviolet radiation, hot and
cold stress, and drought. Owing to these features, studies on fungal melanin and
bacteria have increased in recent years. In particular, intensive research studies have
been conducted on the detoxification of heavy metals and xenobiotics that cause
serious environmental problems. As a result of these studies, it is determined that
the resistance mechanisms of the radiotrophic fungi against adverse environmental
conditions are associated with melanin pigmentation that they produce. One of the
most remarkable features of the melanin is that it can absorb all types of
electromagnetic radiation. Melanin induces fungicide resistance as well as
protecting fungi from lytic enzymes, extreme temperatures, and drought. However,
the factors affecting the production of melanin in plant pathogens are very complex.
Determination of the factors influencing the production of melanin by this plant

pathogen fungi will allow it to be used as a potential biocontrol agent.

For this purpose, the impacts of parameters such as initial pH, agitation speed,
different mediums and temperature on melanin production of the Alternaria
alternata, which is a radiotrophic fungus, were tested. The effect of melanin
production was determined by adding H.O: in different concentrations to the

mediums in the predetermined optimum pH, agitation, and temperature range.

As a result of this study, it was determined that, for the optimum melanin
production of A. alternata, the most appropriate medium was PDB, the best
temperature was 20 °C, the optimal pH was 4, and the most appropriate agitation

condition was 200 rpm.
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1. GIRIS

1.1. Ekstrem Cevre Kosullar1 ve Mikroorganizma Adaptasyonu

Cevre; insanlarm ve diger canlilarin yasamlar1 boyunca iliskilerini
stirdiirdiikleri ve karsilikli olarak etkilesim i¢inde bulunduklar1 fiziki, biyolojik,
sosyal, ekonomik ve kiiltiirel ortamdir. Insan yasami evrende yer alan gesitli
dengeler {izerine kurulmustur. Bu denge evrenin baslangicindan itibaren cesitli
degisimlerin sonucunda olusmustur. insanm gevresiyle olusturdugu dogal dengeyi
meydana getiren zincirin halkalarinda meydana gelen kopmalar, zincirin tiimiinii
etkileyip, bu dengenin bozulmasina sebep olmakta ve c¢evre sorunlarini
olusturmaktadir.

Insanm evrimlesmesi ve yeryiiziine yayilarak cesitli seviyelerde uygarliklar
kurmaya baslamasi ile daha 6nceleri ¢cevredeki iklim degisiklikleri ve dogal afetler
gibi sadece fiziksel agidan 6onem tasiyan sorunlara ek olarak insanin olusturdugu bir
takim yapay sorunlar da ortaya ¢ikmistir. Roma donemi kaynaklarindan bazilarinda
maden isleyen atdlyelerin yogun olarak bulundugu yerlerdeki hava kirliliginden
bahsedilmektedir. Bunun yani swra agac¢ gibi dogal maddelerin asir1 kullanimi
vejetasyonda ve buna baglh diger ¢evresel faktorlerde degisimler olusturmaya
baslamis ve bu sorunlar biiyiiyerek gliniimiize kadar gelmistir (Yigitbasoglu, 1998).

Son 50 yil igerisinde niikleer silah denemeleri ve niikleer kazalar sonucu
cevre radyoaktivite seviyesinde kiiresel diizeyde artis meydana gelmis, insanlarin
yani sira flora ve fauna da artan radyoaktivite sebepli 1sinlanmaya maruz kalmistir.
Baz1 bolgelerde g¢evre radyoaktivite seviyesindeki yerel artis ekosisteme zarar

verecek boyutlara ulagmistir.

Uzay ve giinesten gelen kozmik 1sinlar, bu 1smlarin olusturdugu kozmojenik
radyoniiklidler, yerkabugunda bulunan radyoizotoplar ve bunlarin bozunma
iriinlerinden olusan dogal radyasyon kaynaklaridir. Niikleer silah denemeleri ve
niikleer kazalar sonucu meydana gelen radyoaktif serpintiler, niikleer yakit ¢cevrimi
ve niikleer gii¢ tiretiminden ¢evreye salian radyoniiklidler ise yapay radyasyon
kaynaklaridir. Yagayan tiim organizmalar bu radyasyon kaynaklarindan kagmilmaz

ve siirekli olarak 1gmnlanmaktadir.



Toprak mikroorganizmalarinin 6nemli gruplarindan funguslar, karbon, azot
fosfor, kiikiirt ve bircok eser metaller gibi onemli besin elementlerinin dongiisii,
simbiyoz ve patogenez bitkiler i¢inde birincil rolleri ile temel 6neme sahiptir
(Belozerskaya Vd., 2010).

Doga olaylar1 herhangi bir yerde normal siirecini yasarken, bazen bu seyrinin
disina ¢ikarak o giine kadar goriilmeyen ya da ¢ok seyrek goriilen olaylar seklinde
gerceklesmektedir. Dogadaki bu olaylarin en az ya da en iist seviyelerine ekstrem
(ug) degerler denir. Sira dis1 doga olaylar1 ya da ekstrem olarak ifade edilen bu
olaylar, dogal siirecler ve yasantimiz iizerinde ¢ok onemli sonuglara yol acar. Bu
dogal gevreler disinda, insan aktivitesi ile olusan yapay cevreler de vardir (Dizdar,
2016).

Yiiksek sicaklik, yiiksek basing, asir1 soguk, asir1 tuzluluk, oksijen miktarmin
cok az olmasi, yiiksek doz radyasyon, ultraviyole gibi kosullarda yasayabilen, yani
“u¢ ortamlar1 seven” mikroorganizmalar ekstremofil olarak adlandirilmaktadir.
Diinya {izerinde; buzullar, volkan agizlar1 gibi yasanmasi olanaksiz goriilen
yerlerde bile yasayan canlilar vardir. Ekstrem kosullarda yasayan bu canlilar,
bulunduklar1 kosullara adapte olabilmek icin diger organizmalardan farkli bazi
biyolojik 6zelliklere sahiptir. Hidrotermal volkan agizlari, tektonik plaka
hareketlerinin oldugu yerlerdir. Kavurucu sicaklikta olan c¢evreler, sasirtici
derecede yiiksek mikrobiyal gesitlilik gosterir. Iyonize radyasyon (&rnegin, X
ismlart ve alfa partikiilleri), organizmalardaki DNA zincirini kirabilir (Dizdar,
2016).

Diinyadaki hayat, iyonlastirici radyasyon akisinda her zaman var
olmustur. Son yillardaki veriler Cernobil’deki niikleer reaktdrde melanize mantar

tiirlerinin iyonize radyasyona artan biiylime ile cevap verdigini gostermektedir

(Dadachova Vd., 2008).

Aragtirmacilar uzun yillardir ekstrem ortamlarda mikroorganizmalarin nasil
yasadiklarim1 ve asir1 stresli ortamlarda sonradan ortaya cikan adaptasyon
mekanizmalarmi merak etmislerdir. Melanin pigmenti bu baglamda arastirmacilar
icin ¢ok yeni ve dikkat ¢ekici bir ¢aligma alamidir. Ciinkii doganin dengesinin
bozulmastyla birlikte diinyamizda olusan ve tiim canlilarin maruz kaldig1 ekstrem

cevre sartlarina karsi cesitli organizmalarin gelistirdigi diren¢ mekanizmalarini



inceleyerek belki de insanogluna bu kosullara karsi hayatta kalma ya da daha

saglikli bir yasam slirme imkani saglanabilecektir (Shcherba vd., 2000).

1.2. Radyasyon ve UV

Radyasyon kaynaklar1 var oldugu siirece, radyasyon insanoglunun tiim
yasaminda i¢ ige olacak ve bundan kaginmasi da miimkiin olmayacaktir. 19.
yiizyilin sonlarma dogru X 1smlar1 ve radyoaktivitenin kesfiyle birlikte tibbi ve
endiistriyel alanlardaki kullaniminin gliniimiize kadar artan bir hizla yaygmlasmasi
radyasyonu yasantimizin ayrilmaz bir pargasi haline getirmistir. Radyoaktivite
1896 yilinda Henri Becquerel ve asistan1 Marie Curie tarafindan bulunmustur. Bu
bulusta, 1895 yilinda kesfedilmis X 1sminm biiyiik etkisi bulunmaktadir. 1919
yilinda Rutherford hava azotunun alfa isinlariyla bombardiman edilmesiyle oksijen
elde etmistir. Bu olay insanin atom ¢ekirdegine ilk miidahalesi olup suni
radyoaktivite olarak isimlendirilmistir. Italyan fizik¢i Enrico Fermi 1934 yilinda
notronlarla uranyumu bombalayarak radyoizotoplari bulmustur. Amerika 16
Temmuz 1945 tarihinde Meksika smirinda ¢olde ilk atom bombasini denemis,
patlama ile 30 metre yiiksekligindeki ¢elik kule yok olmustur. Radyasyon
teknolojisi yasamin bazi alanlarinda insanliga faydali olmasina ragmen, pek ¢ok

sorunu da beraberinde getirmistir (Alkaya Solmaz ve Ozatamer, 2012).

1.2.1. Radyoaktivite ve Radyasyonun Simiflandirilmasi

Maddenin temel yapisi atomlardan olusur. Atom, proton ve ndtronlardan
olusan bir ¢ekirdek ve cevresinde donmekte olan elektronlardan olusmaktadir.
Herhangi bir maddenin atom ¢ekirdegindeki nétronlarin sayisi proton sayisina gore
fazla ise; bu tiir maddeler kararsiz bir yap1 géstermekte ve ¢ekirdegindeki ndtronlar
alfa, beta ve gama gibi ¢esitli 1smlar yayarak pargalanmaktadir. Cevresine 1s1n
yayarak pargalanan maddelere “radyoaktif madde”, ¢evreye yayilan iginlara da
“radyasyon” denir. Radyasyon esas olarak parcacik ve dalga tipi radyasyon olma
tizere iki kisimda incelenebilir. Parcacik ve dalga tipi radyasyonu da iki gruba

ayrrmak miimkiindiir. Bunlar:



1- lyonlastirici olmayan radyasyon: “Elektromanyetik radyasyon; dalga tipi
radyasyon” da denir. Is1, 151k, kiz1l ve mor Gtesi iginlari, ultraviyole, radyo dalgalari,

mikrodalga, ses dalgalar1 gibi.

2-Iyonlastirici radyasyon: “Partikiiler radyasyon; niikleer radyasyon” da denir.
Radyoaktif maddelerin ¢ekirdeklerinin par¢alanmasindan olusur. Alfa partikiil,
beta partikiil, gama isinlari, kozmik 1sinlar, X 1smlar1 ve notronlardir (Alkaya
Solmaz ve Ozatamer, 2012). Radyoaktif cisimlerin, parcalanarak aktivitelerini
kaybetmelerine, “radyoaktif par¢alanma” denir. Radyoaktif par¢alanma; alfa, beta

ve gama seklinde olmaktadir.

Insan faaliyetlerinden kaynaklanan yiiksek radyasyona maruz kalan ortamlar
arasinda iki ornek dikkat cekmektedir. ilk olarak, yiiksek sabit radyasyon alanina
sahip olan Cernobil'deki hasar gormiis reaktér duvarlarma kolonize olan melanin
iireten fungal tiirlerdir (Zhong vd., 2008). Ikinci olarak da bu fungal tiirler, reaktor
sogutma havuzu suyunda bulundugu tespit edilmistir. Bu su, sogutma amaciyla
niikleer reaktér gobegi boyunca dolastigi i¢in asir1 derecede radyoaktiftir. Bu
havuzlarin mikrobiyal 6zelligi, biiyiik miktarda mantar, kok ve ¢ubuk bakterilerden
olugmaktadir. Bu reaktoriin su mikroflorasi analiz edildiginde, yiiksek radyasyon
atiklarina direngli olan mikroorganizmalarin yogun oldugu saptanmistir. Bu
mikroorganizmalarin yiiksek katalaz ve niikleaz gibi radikal siipiiriicii enzimlere

sahip oldugu belirlenmistir (Youngchim vd., 2004).

Melaninler, canli organizmalar1 UV ve iyonlastirici radyasyona ve asiri
sicakliklara kars1 koruyan egsiz biyopolimerlerdir. Organizmalarin melanin iiretme
yetenegi, ¢evresel kosullarda yasamlarmi siirdiirebilme avantajlartyla iligkilidir.
Birgok fungus yapisal olarak melanin sentezler. Melaninler, genis bir
elektromanyetik spektrumu absorbe edebildikleri i¢in ultraviyole (UV) 1smnlaria
kars1 direng saglayarak, isik ile indiiklenen hasarlari onlemektedir. Belirli
mikroorganizmalarin melanin iiretme kabiliyeti, hayvan veya bitki hastaliklar1 igin
virlilans ve patojenite ile baglantilidir. Melanin pigmentlerini sentezleyebilen
mikroorganizmalar, funguslar, bakteriler ve helmintler iizerinde patojen etkiye
sahiptir. Melaninin virulanslik mekanizmasi fungal patojenler i¢in kapsamli sekilde

incelenmistir (Nosanchuk vd., 2003).



Melanin pigmentleri, tiim biyolojik alemlerde bulunmaktadir. Melaninler
nispeten basit onciilerden enzimatik olarak tiretilebilen cesitli 6zelliklere sahip olan
karmasik polimerlerdir. Melaninlerin olaganiistii bir 6zelligi, enerji iletimi ve her
tirlii elektromanyetik radyasyonu emme yetenegidir. Yiiksek radyasyonun
bulundugu Cernobil'deki hasar géren reaktorlerde, reaktor sogutma suyunda, uzay
istasyonlarinda ve Antartika daglar1 gibi ortamlarda radyasyona direngli
mikroorganizmalarin bulundugu tespit edilmistir. Bu mikroorganizmalarin bu
ortamlarda yasayabilmelerinin sebebi klorofile benzeyen melanin pigmentine sahip
olmalaridir (Dadachova vd., 2008).

Melanin tiretimi de gevresel streslere karsi en ist diizeyde koruma ile
iliskilendirilmistir (Nosanchuk vd., 2003). Melanin, ekstrem kosullarda funguslarin
hayatta kalma kabiliyetine katkida bulunmaktadir. Ultraviyole (UV) 1sik,
oksitleyici ajanlar ve iyonize radyasyon gibi cevresel streslere karsi savunma
saglayan ¢ok fonksiyonlu bir pigmenttir (Eisenman ve Casadevall, 2012). Son
yillarda melaninli funguslar ve bakteriler ile c¢esitli caligmalar yapilmaya
baslanmistir. Ozellikle genetik miihendislikle ilgili calismalarm yami sira,
biyoremediasyonla ilgili ¢alismalar ve ciddi ¢cevre problemlerine neden olan agir
metallerin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuyla ilgili yogun arastirmalar

yapilmaktadir.

Melaninin de dahil oldugu mikrobiyal pimentler, Ultraviyole radyasyona
kars1 koruma, oksidan maddelere kars1 koruma- asir1 sicak ve soguga karsi koruma
ve diger mikroorganizmalarin antimikrobiyal aktivitelerine karsi koruma gibi
birgok avantaja sahiptir. Mikroorganizmalarin melanin liretme yetenegi, cevresel
kosullarda yasamlarini siirdiirebilme avantajlariyla iligkilidir. Birgok fungus yapisal

olarak melanin sentezlemektedir.

1.3. Pigmentlerin Tamim Ve Siniflandirilmasi

Pigmentler goriiniir dalga boyunda 15131 absorbe eden kimyasal bilesiklerdir.
Pigmentler kaynaklarma gore dogal, sentetik veya inorganik olarak
siniflandirilabilir. En yaygin olarak kullanilan gida sinifi pigmentler nitrit ve nitrat
tuzlar1 igeren kimyasal bilesiklerdir. Bu sentetik bilesiklerin karsinojenik ve

teratojenik etkileri rapor edilmistir. Bu durum, bitkiler ve mikroorganizmalar gibi



biyolojik kokenli pigmentlerin iiretimine artan ilginin en 6nemli nedenlerinden biri
olmustur. Dogal pigmentler bitki, hayvan, funguslar ve mikroorganizmalar gibi
canli organizmalar tarafindan tiretilmektedirler. Sentetik pigmentler ise laboratuvar
ortaminda elde edilmektedir. Dogal ve sentetik pigmentler organik bilesiklerdir.
Inorganik pigmentler dogada bulunabilir veya sentez yoluyla iiretilebilirler. Dogal
ve sentetik pigmentler tipta, gidalarda, tekstilde, giysilerde, mobilyada,
kozmetiklerde ve diger iriinlerde kullanilmaktadirlar. Renklendirici bilesikler
olarak, dogal pigmentler c¢ok Onemlidir. Dogal {iriinlerdeki pigmentlerin
antioksidan, antimikrobiyal ve antimutajenik aktiviteye sahip oldugu agikca rapor
edilmistir.

Pigment kelimesi Latince “pigmentum” dan gelmektedir ve aslinda
renklendirici madde anlamina gelmektedir ancak sonralar1 renkli dekorasyon
anlaminda kullanilmaya baglanmistir. Pigmentler, goriiniir dalga boyundaki 151812
absorbe eden bilesiklerdir. Bu absorblama, molekiiliin spesifik yapisini olusturan
kromoforun, radyant kaynagindan 1s181 yakalamasiyla ger¢eklesmektedir. Bazi
enerjiler absorblanmadigi zaman yansitilir veya kirilir; bu enerjinin uyarilar
tarafindan beyne iletilmesiyle renk algilanmaktadir (Erdal ve Okmen, 2013).

Islenmis gidalar1 renklendirme egilimleri eski bir gelenektir, ancak pigmentin
mikroorganizmalardan izolasyonu yeni bir yaklasimdir. Insanoglu her zaman
renklerle ilgilenmistir. Boyama islemi, Avrupa'da Bronz Cagi boyunca uygulanan
eski bir uygulamadir. Ilk kayitlara gore, yani MO 2600, bu dogal boyalar Cin'de ilk
defa kullanmilmigtir. Hint Yarmadasi'nda, Mohenjo-Daro ve Harappa
medeniyetlerinin kalintilarinda bulunan renkli kumaslarda renkli boya izlerinin
bulundugu kanitlanmis olup, indus Vadisi Uygarhigi (M.O 2500) sirasida dogal
boyalarin kullanildig1 rapor edilmistir (MO 3500). Misir'da renkli kiyafetler ile
sarilmis mumyalar ve Kral Tutankamon'un mezar1 igerisindeki madderden izole
edilen bir pigment olan Alizarin' in varligi da dogal boyalarin kullanildigimni
dogrulamaktadir. Aztek ve Maya kiiltiir doneminde Orta ve Kuzey Amerika'daki
insanlarin “cochineal” isimli boya kullandiklar1 bildirilmistir. Hatta Brezilya adin1
orda bulunan boya yiiziinden almustir. Incil’de safrandan sdz edilirken, kima
kullanim1 M.O. 2500 ‘den énce bile yazilmistir. Onceki kayitlarda Japonya'dan 8.
Yiizyillda Nara donemi Shosoin daki metine gore bazi insanlar tarafindan renkli

islenmis gida tiiketildigi de belirtilmistir (Heer ve Sharma, 2017).



1.4. Mikroorganizma Kaynakh Pigmentler

Pigmentler; bitkilerden, hayvanlardan, inorganik maddelerden ya da
mikroorganizmalardan elde edilen renklendirici maddelerdir. Renklendiriciler,
biyolojik kaynaklardan elde edildigi zaman dogal olarak kabul edilmektedir. Dogal
pigmentler mikroorganizmalardan elde edildiginde mikrobiyal pigmentler adini
almaktadir. Mikroorganizmalar kullanilarak pigment {iretiminde yapilan ilk basarili

caligma, Blakesles kiifiinden beta-karoten elde edilmesiyle saglanmistir.

Mikrobiyal pigmet iretimi gerceklestiren bircok bakteri cinsi vardir.
Bunlardan Streptomyces, Streptosporangium, Microbispora, Brevibacterium,

Sorangium ve Pseudomonas cinslerine ait iiyelerde pigment iiretimi belirlenmistir.

Suda ¢oziinebilen pigmentler siv1 veya kati besi yerinde iiretildiklerinde ortama
gecebilir ve bulunduklar1 ortamin renkli bir goriinim almasina sebep olurlar.
Pseudomonas aeroginosa suda ¢Oziinebilen pigment iretmektedir. Suda
¢oziinemeyen pigmentler ise koloni igerisinde kalirlar ve kolonilerin renkli
goriinmelerine yol agarlar. Kolonilerden disar1 ¢ikmadiklar1 i¢in ortama
yayilamazlar. Staphylococcus citreus limon sarisi renginde suda ¢oziinmeyen

pigment tiretmektedir.

A vitamini Onciisii olan mikrobiyal pigmentler, anti-kanser 6zelliklerine
sahiptir. Mikrobiyal iiretim, hava kosullarindan bagimsiz, kolay ve hizli elde
edilebilmesi nedeniyle c¢esitli avantajlara sahiptir. Dolayisiyla, mikrobiyal
renklendiricinin tretimi, ¢ok daha kissa bir siirede kontrolli kosullar altinda
tiretilebildiginden, diger renklendiricilere gore bir¢ok avantaja sahiptir (Heer ve
Sharma, 2017).

Funguslarin miselleri arasinda da cesitli renkte pigment iiretimi yapanlar
vardir. Bu durum fungus kolonilerinin renkli goriinlimiine neden olmaktadir.
Fungus pigmentlerini incelerken besiyerinin hem arkasina hem de iist kismina
bakilir. Pigment ireten funguslar, Aspergillus niger (siyah), Trichophyton

violaceum (mor), Microsporum canis (kirmizi) 6rnek verilebilir (Erdem, 2017).

Bakterilerin yaptiklar1 pigmentler kirmizi, turuncu, sar1 ve bazen de yesil

renkte olmaktadir. Bunlarin arasinda en fazla kirmizi pigmente rastlanmaktadir.



Bazi bakterilerin pigmentleri renksiz lokoplast seklindedir. Bu pigmentler oksijen

ile temasa girdiklerinde renklenirler. Bazi1 6nemli mikrobiyal pigmentler sunlardir:
1.4.1. Klorofil

Yesil algler ve prokaryotik organizmalarda yaygin olarak bulunan fotosentezde
gorevli onemli bir pigmenttir. Klorofil-a (mavi-yesil) ve klorofil-b (yesil) olmak
tizere iki tipi bulunur (Erdem, 2017).

1.4.2. Fikobilinler

Fikobilinler suda ¢6ziinen, koyu renkli ve floresan etkili pigment protein
kompleksidir. Fikosiyanin, Fikoeritrin ve allofikosiyaninler olmak {izere 3 grupta
incelenir. Fikosiyanin mavi renkte, fikoeritrin kirmizi renkte bir pigmenttir.

Allofikosiyaninler ise Fikosiyanin ve fikoeritrinler ile ¢evrilidir.

Fikobilinler, gida ve kozmetik sektorlerinde kullanirlar. Bunun disinda
bagisiklik sistemini arttirici, kolesterol diisiiriicii, antioksidan, antiimflamatuar,
antiviral ve antikanser ozellikler de gostermekte ve saglik sektoriinde de

kullanilmaktadir. En ¢ok siyanobakterilerden elde edilmektedirler (Erdem, 2017).
1.4.3. Karotenoidler

Yagda ¢oziinen pigmentlerdir. Beta-karoten, zeaksantin ve astaksantin olmak

tizere 3 grupta incelenir.

Beta-karoten; turuncu renkli bir pigmenttir ve ticari olarak alglerden elde
edilir. Glinlimiizde B-Karotenin insan saglig1 iizerinde ¢ok sayida olumlu etkisi
oldugu, toksik etkisinin ise olmadig: tespit edilmis ve B- karoten diinyada gida
renklendiricisi olarak (margarin, peynir, meyve sulari, siit Girlinleri gibi) en ¢ok

kullanilan pigment olarak tanimlanmastir.

Zeaksatin; sart renkli bir pigmenttir, Ozellikle kiimes hayvanlarmnin
yumurtalarinin ~ renklendirilmesinde, gida  ve  kozmetik  sanayisinde

kullanilmaktadir.

Astaksantin turuncu-kirmizi bir pigmenttir ve mikroalglerden elde edilir.
Mikroorganizmalarin stres kosullar1 altinda astaksantin pigmentini {rettigi
gdzlenmis ve ticari liretiminde de mikroorganizmalar stres altinda birakilmaktadir.

Astaksantin pigmentinin diger karotenoitlere gore avantajlar1 antioksidan etkisinin
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digerlerine gore daha yiiksek olmasi, kana daha hizli karigmasi, Alzeimer ve
Parkinson hastaliklarinin tedavisinde kullanilmasi ve antikanserojenik ozellige

sahip olmasi ile dikkat ¢cekmektedir (Erdem, 2017).

1.4.4. Flavinler

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen yaygin bir bilesiktir ve ana maddesi
riboflavindir. Daha ¢ok fungus ve mayalarda bulunmaktadir. Gidalarda sari
renklendirici olarak uygulanan c¢ogu iilkede kullanimma izin verilen Dbir
renklendiricidir. Uygulama alanlar1 soslar, serbetler, icecekler, ¢abuk ve kolay
hazirlanabilen tathilar ve dondurmalardir. Riboflavin, gidalarda renklendirici olarak
uygulanmasima izin verilmesine ragmen yine de gidalarda katki miktar1 smirl

tutulmaktadir (Erdem, 2017).
1.4.5. Melanin

Cernobil’den sonra radyoaktif maddelerle kirlenmis topraklarda yapilan
arastirma sonucunda mikrobiyal komunitenin, melanin iireten tiirlere dogru kaydigi
belirlenmistir. Mikroorganizmalar stres kosullarina karsi kendilerini korumak i¢in
melanin tretmektedir. Bu pigment gri, kahverengi veya siyah renkte olabilir.

Antioksidan 6zelige sahiptir (Erdem, 2017).

1.4.6. Violacein

Cesitli  biyolojik aktiviteler sergileyen Chromobacterium violaceum
bakterisinden elde edilen ¢ok yonlii mavi-mor renkte bir pigmenttir. Suda
coziinmeyen bir pigment oldugundan ortama ge¢mez renk hiicre i¢inde kalir. Bu
nedenle besiyerinde mor renkli koloniler gozlenir. Violaseinin, antikanser ajani
olmas1 ve Staphylococcus aureus' a ve diger Gram-pozitif patojenlere karsi bir
antimikrobiyal etkiye sahip olmas1 gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir. Bu pigment son zamanlarda ilag, kozmetik, gida ve tekstil gibi

endiistri pazarlarinda yiikselen bir ivme kazanmaktadir (Erdem, 2017).



1.4.7. Fluoresin

Suda ¢Oziinlip, kloroformda ¢oziinmeyen sarimsi renkte bir floresan
pigmenttir. Bu pigment UV 15181 ile goriilmektedir. Ayn1 zamanda antimikrobiyal
aktivite ye sahiptir (Erdem, 2017).

Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda pigmentli koloniler tanida her zaman
yardime1 olmustur. Uretilen pigmentler ¢ogu zaman konaga karsi virulan etkiler
gostermistir. Pseudomonas aeruginosa’nin pigmentlerinin yanisira; S. aureus’un
stafiloksantin pigmenti, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus tiirlerinin koyu
kahverengi veya siyah pigmentleri ve Serratia marcescens’in kirmizi pigmenti

diger 6nemli pigment tiirlerindendir.
Mikrobiyal pigmentlerin baz1 dogal etkileri sunlardir:
1- Ultraviyole radyasyona karsi koruma
2- Oksidan maddelere kars1 koruma
3- Asir1 sicak ve soguga karsi koruma
4- Diger mikroorganizmalarin antimikrobiyal aktivitelerine karsi koruma
5- Besin eldesi (demir vs.)

6- Fotosentezle enerji eldesi

Renkler c¢ogu zaman belirli mikroorganizmalarin tanimlanmasini
sagladigindan, genellikle tiirlerin adlarinda bulunmaktadir. Ornegin, 1884 yilinda
Rosenbach, Staphylococcus alba (alba = "beyaz", Latince) olarak adlandirdigi
pigmentsiz bakteriyi, dogal cilt mikroflorasindaki stafilokoklardan ayirmak i¢in
altin renkli patojen Staphylococcus aureus (aureus = "altin", Latin) olarak
adlandirmigtir. Aymi sekilde, kistik fibroz hastalarinin akcigerlerinde genellikle
bulunan mavi-yesil Pseudomonas tiirlerine, Latince bir kelimeden tiireyen bakir pas
rengini ifade eden aeruginosa adi verilmistir. Chromobacterium violaceum mavi-
mor bir pigment igermektedir. Bu 6zellik fenotipleri sadece mikroorganizmalar i¢in
kolay bir adlandirma saglamakla kalmaz, ayni zamanda gilinlimiizde
mikroorganizmalarin tanimlanmasi igin klinik laboratuvarlarda 6nemli teshis

yontemi olarak da kullanilmaktadir. Pigmentler ayrica enfeksiyona neden olan
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patojenlerin kesfedilmesinde rol oynamistir. 1870'lerin sonunda, Cezayir'deki bir
askeri hastanede Pasteur’iin 6grencisi olan Alphonse Laveron sitma hastalarindan
patoloji 6rnekleri aldiginda, bu hastalarin kanlarinda ve organlarinda kahverengi
siyah pigment graniiliiniin ortak bir 6zellik oldugunu gézlemlemistir. Bu 6nemli
gozlem enfekte ajan olarak sitma parazitinin kesfine yol agip, Laveron’a 1907
yilinda Nobel Odiilii almasimni saglamistir.

Biyoteknolojik gelismeler ile gilinlimiiz arastirmacilari, mikrobiyal
renklendirme i¢in molekiiler genetik ve biyokimyasal temeli incelemektedirler.
Saflagtirilmis pigmentler veya degistirilmis pigmentasyona sahip izojenik
mutantlar kullanilarak arastirmalar yapilmistir. Bu molekiillerin, konak¢1 ortamdaki
patojen i¢in hayatta kalma avantajini nasil saglayabildigini veya konakg1 hiicrelerde
ve immiin yanit yollarinda 6nemli degisiklikler iretebildigini ortaya koymustur

(Cizelge 1.1.) (Liu ve Nizet, 2009).

Cizelge 1.1. Mikrobiyal pigmentlerin potansiyel virulans fonksiyonlar1 (Liu ve Nizet,

2000)

Pigment Kimya Renk Insan patojenleri Virulance
fonksivonlan
Staphloxantiin | Karatenoid Alim Staphvisccocus aurens Antioksidan. ROS
detoksifive eder
Pivosivaninin | Fenazin filrevi Mavi-vesil | Pseudom onas spp. Sitotolsite, Notrofil
Zwitterion apoptozisl, siliyer
dismotilite,
Proinflamatuar
Melamn Poliasetilen veva | Koyu Crviococeus Antioksidan
polippirin kahverengi, | negformans, Aspergiifus | antifagositik Blok
polimerler sivah spp., Wangiella antimikrobivaller
dermatitidis, Sporothix
schenrcicii Burkholderia
capacia
Porfirin Heteromacrocycle| Sivah Porfirromonas digeti Antioksidan ROS
detolksifive eder
Granadaene Omifin Turuncuy Streptococcus agalactiae | Anfioksidan, ROS
thammnopolen lrmia detoksifive eder
Violecein Yemden Mor Chromobacter ium Anftioksidan. ROS
diizenlenmis Vigleceum detoksifive eder
pirolidon iskelesi
Prodigiozin Dogrusal tripyrrol| Kinmuzn Serratia marcescens immunosupresan
Hemozoin B-hematin Kahverengi | Plasmodium spp. Detoksifikasvon |
agregatlan svah mikrofa) bastrma,
Pro-nflamatuar
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1.5. Mikrobiyal Pigment Uretimini Etkileyen Faktorler

1.5.1. Sicakhk

Mikrobiyal pigmentlerin tiretimi biiyiik Ol¢clide mikroorganizma tiiriine
baglidir ve sicaklik, mikrobiyal pigment iiretimi i¢in ana faktordiir. Monascus kiif
mantarinin, biiylime ve pigment dretimi i¢in 25-28 °C sicaklik gerekirken,
Pseudomonas sp. biiylime ve pigment iiretimi igin 35-36 °C gerektirir (Heer ve
Sharma, 2017).

1.5.2. pH

pH, mikrobiyal pigment iiretimi i¢in dnemli bir baska faktordiir. Ortamin
pH's1, mikroorganizmanin pigment iiretim miktarini ve tipini etkilemektedir. pH'
daki hafif degisim, mikrobik pigmentin renk tonunu degistirebilir ve bu durum
mikroorganizma tiiriine gore degisebilir. Monascus sp i¢in en uygun pH. 5.5-6.5
iken Rhodotorula i¢in pH 4.0-4.5 uygundur. pH nétrden hafif alkaliye gegtiginde
likopen pigmenti sentezlenirken, notrden asidige doniistiigiinde ise [B-karoten

sentezlenmektedir (Heer ve Sharma, 2017).

1.5.3. Inkiibasyon siiresi

24 ila 96 saat arasinda degisen farkli inkiibasyon siireleri, mikroorganizmanin

biiylimesini ve pigmentasyonunu da etkilemektedir (Heer ve Sharma 2017).

1.5.4. Karbon kaynag

Mikroorganizmalarda misel dretimi swrasinda pigment iretimi, glukoz,
fruktoz, laktoz, maltoz, sukroz, glaktoz vb. gibi karbon kaynaklarindan
etkilenmektedir. Glikoz ve oligosakaritler gibi karbon kaynaklari, biiylime ve
pigment iiretimi i¢in daha avantajlidir. Monascus'un volumetrik pigment olusumu
en iyi nisasta ve dekstrinde gozlemlenirken, glikoz ve maltozda orta, fruktozda ise
zayif bir pigmentasyon gozlenmistir. Sellobiyoz, Phaffia rohodozyma i¢in daha

fazla pigmentasyona neden olurken glikoz hem biiylimeyi hem de pigmentasyonu
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tesvik etmektedir. Pigmentin tonu da pigment iiretimi i¢in kullanilan karbon

kaynaklarindan etkilenmektedir (Heer ve Sharma, 2017).

1.5.5. Azot kaynag

Azot kaynaklari, mikroorganizmaya bagl olarak pigment iiretimi i¢in de
onemli bir faktordiir. Monascus’un pigment tiretimi en yiikksek amonyum kloriir ile
daha sonra amonyum nitrat ve ardindan glutamat ile saglanmistir. Ayrica, pepton

da pigment iiretiminde 6nemli bir rol oynamaktadir (Heer ve Sharma, 2017).

Mikrobiyal ~ pigmentler  kimyasal —modifikasyonlara ugrayabilirler.
Mikroorganizmalardan kati hal fermentasyonu ile elma piiresi kullanilarak pembe
(Rhodotorula), kirmizi (Chromobacterium), sar1 (Sarcina) ve agik sari
(Micrococcus) gibi farkli tonlarda mikrobiyal renkler iiretildi ve modifiye edildi.
Renk iireten mikroorganizmalarin c¢ogunun {irettigi B-karoten, suda ¢Oziiniir
degildir. Bu nedenle, eger mikroorganizma bu pigmentleri iirettiyse, bu biyolojik
renkler suda ¢ozilinebilir hale geldiginde etkin olarak gida renklendiricileri olarak
kullanilabilir. Rhodotorula, Chromobacterium, Sarcina, Micrococcus tarafindan
iretilen modifiye pigmentler, suda ¢oziiniir ve gesitli gida tirtinlerinde kullanilmak
tizere dogal renklendirici kaynaklar1 olusturmaktadir. Wong ve Koehler, 1983 de
etanol, amino asetik asit, aminobenzoik asit ve jelatin gibi farkli ¢oziiciiler
kullanilarak Monascus purpureu ' nun sentezledigi pigmenti degistirdi. Daha sonra
Joshi ve Attri, 2014 de, pigmentin modifikasyonu i¢in (Rhodotorula,
Chromobacterium, Sarcina, Micrococcus) farkli solventleri denemislerdir (Heer ve
Sharma, 2017).

1.6. Mikrobiyal Pigmentlerin Kullanim Alanlari

Bazi sentetik boyalarin zararl etkilerinden dolay1 dogal renklendiricilere olan
talep giin gectikce artmaktadir. Bakteriyel ve fungal pigmentler, alternatif bir dogal
kokenli pigment kaynagimni olusturmaktadirlar. Mikrobiyal pigmentler, diger dogal
pigmentlerin aksine, hizli biiylime, kolay islem ve c¢evre kosullarnin bagimsizligi

gibi ¢ok biiyiikk avantajlara sahiptir. Bakteri ve fungus pigmentleri renklendirici
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ozellikleri disinda, antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser aktivitesi gibi birgok
biyolojik 6zellige sahiptir.

Renk, giydigimiz kiyafetler, evimizdeki mobilyalar ve yemegin cazibesi dahil
tiim yasam alanlarini etkilemektedir. Ornegin, bitkilerin klorofil olmadan kendi
yiyeceklerini nasil hazirlayabileceklerini veya hemoglobin olmadan viicutta
oksijenin nasil taginabilecegi diisiiniildiigiinde yeryiiziindeki yasamin pigmentlere
bagli oldugu sdylenebilir (Britton, 1995).

Pigmentlerin renklendirici ajan olarak kullanimi, tarih 6ncesi zamanlardan
beri uygulanmaktadir. Arkeologlar, ilk insanlarm estetik amag¢lh boya kullandigina
dair kanitlar bulmuslardir. Tarih 6ncesi zamanlarda pigment kullanimi, 350.000 ile
400.000 yas arasinda olan pigmentler ve ogiitme ekipmanlarmin, Zambiya
yakinlarindaki Lusaka'daki bir magarada bulunmasiyla kanitlanmistir. Pigmentler
diinyanin farkli yerlerinde kullanilmistir. Avrupa'da, Bronz Cagi boyunca
uygulanmistir. Cin'de bitkiler ve boceklerle boyama 5.000 yildan daha uzun bir
siiredir izlenmistir. Hindistan'da boya kullanim1 Indus Vadisi doneminde (MO
2500) ortaya c¢ikmistir (Aberoumand, 2011). Kina, MO 2500'den o6nce
kullanilmisken, Incil'de safrandan bahsedilmistir. Misir’da alizarin  varhg,
mumyalarin renkli bir beze sarilmis olarak bulunmasiyla kanitlanmistirMisir'da
yiyeceklerin renklendirilmesi, seker tireticilerinin sekerlere dogal 6zler eklemesiyle
baslamustir. Benzer sekilde, Japonya'da Nara doneminde (8. yiizy1l) Shosoin hazine
evinde bulunan metinde, soya fasulyesi ve adzuki fasulyesi keklerin dogal olarak
renklendirilmesi i¢in kullanildig1 belirtilmistir (Aberoumand, 2011).

IIk sentetik renk olan “mauvine”, 1856'da Sir William Henry Perkin
tarafindan gelistirildi ve bu gelisme sentetik renklendirici tarihinde bir devrim
baslatti. O zamandan beri, sentetik renk tiretimi sanayi devrimi ile hizla ilerlemistir.

Sentetik renklendiriciler, iiretiminin daha kolay ve ucuz olmasi, gidada tadi
degistirmemesi, iistiin renklendirme Ozellikleri ve renklendirmek icin kiiciik
miktarlara ihtiya¢c duyulmasi nedeniyle genis bir kullanim alanina sahip olmustur.
O yillarda ireticiler 80'den fazla yapay renklendirme maddesi gelistirmislerdir.
Ancak o zamanlarda sentetik renklendiricilerin saglik ve gevre iizerine olumsuz
etkilere neden olabilecek kriterleri heniiz bilinmedigi i¢in degerlendirilmemistir
(Downham ve Collins, 2000). Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan gidalarda,
ilaglarda ve kozmetik preparatlarda kullanim i¢in onaylanmis bazi sentetik

renklendiricilerin daha sonra kanseri tesvik ettigi bulunmustur. Bazi sentetik
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boyalar, belirgin tehlikelerinden dolay1 harici kullanimdan bile ¢ekilmistir.
Ornegin, benzidin boyalar1 bagirsak kanserine neden olurken, karbon siyahmin
(yaygin olarak miirekkeple pigment baski olarak kullanilir) potansiyel bir
kanserojen oldugu diistiniilmektedir. Cevresel agidan bakildiginda, aritilmamis
endiistriyel boya atiklarinin etik dis1 bosaltilmasi, uzun siire stabilite nedeniyle
toksik etkiye neden olmaktadir. Sentetik renklendiricilerin dezavantajlari, dogal
pigmentlere olan kiiresel talebi arttrmistir (Manikprabhu ve Lingappa, 2013).

Dogal pigmentler i¢in ana kaynaklar bitki veya mikroorganizmalardir. Bitki
pigmentlerinin kullanimi, yil boyunca kullanilamamasi, pigment stabilitesi ve
¢ozliniirliik gibi birgok dezavantaja sahiptir. Ayrica biiyiik 6l¢ekli bitki kullanimi
degerli tiirlerin kaybmma da neden olabilir. Bu nedenlerden dolayi, bitkilerin
kullanim1 tercih edilmemektedir (Downham ve Collins, 2000). Funguslar ve
bakteriler gibi mikroorganizmalar hali hazirda alternatif dogal pigment kaynagini
olusturmaktadirlar. Bakteri ve fungal pigmentler genis uygulama alanlar1 (Cizelge
1.2.), hava kosullarindan bagimsiz, diisiik maliyetli bir ortamda kolay ve hizli bir
ireme, kolay islenmesi nedeniyle bitki pigmentlerine gore ¢ok biiyiik avantajlara

sahiptir (Manikprabhu ve Lingappa, 2013).
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Cizelge 1.2. Mantar ve bakteri pigmentleri ve uygulama alanlar1 (Narsing Rao vd.,
2017).

Mantarlar/Bakteriler Pigment Uygulama

Bakteriler

Micromonospora lupin Anthraguinone Antitimor ajan

Streptomyces sp. Karatenoid Gida sinifi pigmenti

Choromobacterium Violecein Anti-timar, anti-mikrobiyal
ve anti-paraziter ajan

Choromobacterium sp. Violacein antifungal ajan

NIIST(MTCC 5522

Hymenobacter sp. ve Karotenoid Bovya duyarhlastinilmis giines

Chryseobacterium sp. pillerinde foto-
duyarhlastinclar

Streptomyces glaesesenlar NEAE-H  Melanin Anti-kanser ajani ve
antioksidan

Pseudomonas aeruginosa Piyosiyaninin Antimikrobiyal ajan

Hahelle chejuensis Prodiginines Antibiyotik

Pedobacter karotenoid Antioksidan

Vogesella indiggfera M avi pigment Agir metalleri algilar

Mantarlar

Aspergillus versicolor Asperversin Antifungal ajan

Fusarium sp. JN158 Benzoguinon Antikanser ajani

Fusarium oxysporum Anthraguinone Yinld kumaslann boyanmasi

Talaromyces verruculosus Kirmizi pigment Antimikrobiyal aktiviteye
sahip boya tekstil

Stemphplitom lvcopersici Anthraguinone Antioksidan

Renk pazarmin biiytlikliigli hakkinda giivenilir yayinlanmis istatistik yoktur.
Bununla birlikte, kiiresel endiistri analistlerine gore, organik pigmentlere ve
boyalara olan talebin 2017 yilina kadar yaklasik 10 milyon tona ulasmasi
bekleniyor. Mevcut cesitli pigmentler arasinda, yalnizca karotenoidlerin pazari
2018 yilina kadar 1,4 milyar dolara ulasacagi tahmin edilmektedir (Venil vd.,
2014).

B-karoten mikrobiyal tiretimi yaklasik 1000 ABD Dolar1 / kg iken, sentetik
yollarla yaklasik 500 ABD Dolar1 / kg'a mal olmaktadir. Her ne kadar mikrobiyal
pigmentler birkag kat daha pahali olsalar da dogal ve giivenli olmalari i¢in sentetik
boyalarla rekabet etmektedirler (Venil vd., 2013).

Sentetik boyalar 6nemli ¢evre ve saglik sorunlarina neden olmaktadir. Buna
karsilik mikrobiyal pigmentler, ¢evre dostudur ve tekstil endiistrisinde, gida

renklendiricisi olarak, antioksidanlar, biyo-indikatorler, antimikrobiyal ve
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antikanser ajanlar1 olarak kullanilmaktadir. Mikrobiyal pigmentleri boya
endiistrisinde daha c¢ok kullanilabilir hale getirmek i¢in kapsamli arastirmalar
yapilmig olmasina ragmen, sentetik boyalarin yerine kullanilmasi halinde bunlarin
iretimi piyasa talebini karsilamamaktadir. Giiniimiizde toksik sentetik boyalarin
kullanimmi azaltmak i¢in, mikrobiyal kaynakli pigment iiretimini artirmaya
yonelik yeni mikrobiyal kaynak bulma, bunlarin optimizasyonu ve iyilestirilmesi
ve genetik miihendislik yoluyla tiretim maliyetini azaltmak igin calismalar
yapilmaktadrr.  Biyolojik renklendiricilerin, gida, ilag, tekstil, matbaa

endiistrilerinde vb. alanlarda genis uygulamalar1 vardir.

1.6.1. Ila¢ endiistrisi

Cesitli hastaliklarin tedavisinde pigment gibi ikincil metabolitler klinik
uygulamalarda potansiyel olarak etkinlik gostermektedir. Bu pigmentler
antibiyotik, antikanser ve immiin baskilayicilik gibi birgok 6zellige sahiptir.
Bakterilerin trettigi pigmentlerin bir¢ok tibbi 6zellikleri vardir Adonirubin ve
astaksantin, ayni zamanda nutrasitikler olarak da islev goren ksantofillerdir.
Ksantofiller, antioksidan, antikanserojen etkiye sahiptir. Kirmizi bir pigment olan
astaksantin ise, ticari degeri yiiksek olan ve ayni zamanda ilag olarak kullanilan
onemli karotenoidlerdir (Heer ve Sharma, 2017).

Diinyada ilaca direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve bu tiir patojenlerle
savagsmak i¢in antibiyotik eksikligi, toplum i¢in 6nemli bir endise olmaya devam
etmektedir. Mikrobiyal pigmentler, ¢ok c¢esitli patojenlere karsi antimikrobiyal
ajanlar olarak hizmet eder. Karotenoidler, melaninler, flavinler, Kkinonlar,
monasinler, violacein ve indigo gibi pigmentlerin iyi antimikrobiyal ajanlar
olduklar1 bildirilmistir (Malik vd., 2012). Pseudomonas aeruginosa‘dan elde edilen
piyosiyanin ve pyorubin gibi pigmentler, genellikle idrar yolu ve yara
enfeksiyonlartyla iligkili olan Citrobacter sp.'ye karsi belirgin antibakteriyel
aktivite gostermektedir. Micrococcus luteus KF532949'den iiretilen pigmentler
Staphylococcus sp., Klebsiella sp. ve Pseudomonas sp. gibi yara ile iligkili
patojenlere karsi umut verici antimikrobiyal aktivite gostermektedir Streptomyces
hygroscopicus'tan elde edilen pigmentler, Escherichia coli, P. aeruginosa ve
Klebsiella spon'un Staphylococcus aureus ve B-laktamaz iireten suslarinm metisilin
ve vankomisine direngli suslar1 gibi ilaca direngli patojenlere karsi iyi

antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ayrica Monascus ruber’den sentezlenen
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pigment, gida kaynakli bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite gostermektedir.
Ayrica, bir endofitik fungus tiirii olan Monodicty castaneae’den sentezlenen
pigment S. aureus, Klebsiella pneumoniae ve Vibrio kolera gibi insan patojeni olan
bakterilerin iiremelerini inhibe ettigi saptanmustir.

Bazi pigmentlerin antibakteriyal aktivite mekanizmasmi anlamak igin
caligmalar yapilmustir. Vibrio sp. DSM 14379 tarafindan tiretilen prodigiosinin, E.
coli tizerindeki antibakteriyel etkileri degerlendirilmistir. Prodigiosin ile muamele
edilmis E. coli hiicrelerinde membranin bozulmasina, solunumun azalmasina,
protein ve RNA sentezinin inhibisyonuna neden oldugu gézlenmistir (Danevcic vd,
2016). Yukaridaki bilgiler 1s1ginda, mikrobiyal pigmentlerin yeni bir ilag kaynagi
olarak kullanilabilecegi sdylenebilir.

Viicuttaki serbest radikallerin artmasi, kanser, diyabet, kardiyovaskiiler ve
otoimmiin hastaliklar gibi kronik hastaliklarin goriilme olasiligimi arttwrmaktadar.
Bunu 6nlemek i¢in antioksidanlar kullanilmaktadir. Antioksidanlar, hiicresel hasar1
geciktiren veya engelleyen, serbest radikallere elektron vererek ve serbest radikal
temizleme Ozellikleriyle onlar1 notrallestiren molekiillerdir. Karotenoid ve
naftalinon gibi mikrobiyal pigmentlerin antioksidan aktiviteleri goézlenmistir.
Benzer sekilde, endofitik fungus Stemphylium lycopersici'den antrakinonlar ve
Streptomyces glaucescens NEAE-H'den melanin pigmentleri antioksidan olarak
bildirilmistir. Ksanthomonadin benzeri pigment hem antioksidan aktivite ve hem
de 151k hasarma karsi koruma gostermektedir. Benzer sekilde, bir antarktik bakteri
olan Pedobacter'den elde edilen karotenoid pigmentin antioksidan etkinligi tepit
edilmistir. Pigment gii¢lii antioksidan kapasiteye sahiptir ve bakteriyi oksidatif
hasara karst korumaktadrr. Yukaridaki bigiler, antioksidan olarak kullanilan
mikrobiyal pigmentlerin, kanser ve kalp hastalig1 gibi bircok hastaligin goriilme
sikligini 6nleyebilecegini de gostermektedir.

Kanser, insanda bilinen en 6liimciil hastaliklardan biridir. Ciinkii mevcut
tedavilerin ¢ogu etkili degildir. Antikanser ajanlar olarak mikrobiyal pigmentleri
kullanma c¢abalar1 basarili tedavilerin temelini atmustir. Bir¢ok mikrobiyal
pigmentler antikanser aktivitesine sahiptir. Psodoalteromonas sp 1020R' den
prodigiosin gibi pigmentler U937 16semi hiicrelerine karsi sitotoksisiteye sahiptir
(Wang vd., 2012). Streptomyces glaucescens NEAE-H'den sentezlenen melanin,
cilt kanseri hiicre hattma kars1 antikanser aktivitesi oldugu rapor edilmistir.

Mangrov ormanlarindan izole edilen endofitik fungus Alternaria sp. ZJ9-6B' den
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sentezlenen antrakinonun, insan meme kanseri hiicre hatlarina karsi anti-kanser
aktivitesi oldugu bildirilmistir. Monascus spp.'den elde edilen pigmentlerin de
farkli kanser hiicrelerine kars1 kayda deger antikanser aktiviteleri saptanmustir.
Monascus ‘'dan sentezlenen monaskin pigmenti, farelerde deri kanseri olusumuna
kars1 engelleyici aktivite gostermistir. Monascus ‘dan sentezlenen diger bir pigment
olan ankaflavin ise HEp G2 ve A549 insan kanser hiicresi tiirlerine karsi inhibe
edici etki gostermektedir. Benzer sekilde, monaphilon A ve monaphilon B
pigmentleri de HEp-2 insan larenks karsinomu hiicre hatlarina kars1 anti-proliferatif
etki gostermektedir. Prodigiosin benzeri pigment, 60'tan fazla kanser hiicresi
soyuna kars1 antikanser aktivitesi agisindan test edilmistir ve ¢oklu hiicresel
hedeflerin varlig1 nedeniyle iyi bir antikanser aktivitesi gostermistir. Bu bilgiler
1s1¢1inda, mikrobiyal pigmentlerin kanser tedavisinde potansiyel bir terapétik ajan
olabilecegi sdylenebilir (Narsig Rao vd., 2017).

1.6.2. Tekstil endiistrisi

Tekstil, esas olarak sentetik boyalarin neden oldugu biiyiikk miktarda atik
olusturur. Bu sentetik boyalar, kolay ve ucuz sentezlenmeleri, 1s18a karsi
kararlhiliklari, tiim renk spektrumunu kapsayan ileri renklere sahip olmalari
nedeniyle endiistrilerde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu sentetik boyalar, cilt
kanseri ve alerjiler gibi gesitli saglik sorunlarma yol agan toksisite, mutajenite ve
kanserojenlik 6zellikleri gibi birgok dezavantaja sahiptir. Bu nedenle, tiiketiciler

renklendirici olarak dogal kokenli boyalar talep etmektedir (Heer ve Sharma, 2017).

Tekstil endiistrisi yaklasik 1,3 milyon ton sentetik boya ve boya Onciisii
kullanir (Venil vd., 2013). Boya ve terbiye islemleri sirasinda her yil yaklasik
200.000 ton boya atik olarak kaybedilmektedir. Ne yazik ki, bu boyalarm ¢ogu
geleneksel aritma iglemlerine karsi yiiksek dayanikliliga sahip oldugu i¢in etkin
olarak kalir. Bu nedenle, ¢cevre dostu boyalarin kullanimi konusunda biiyiik bir talep
vardir. Mikrobiyal pigmentler, tekstil kumaslarin boyanmasinda uygulanabilir
cevre dostu renklendiricilerdir. Farkli kumas tiirlerini boyamak i¢in bir¢ok
mikrobiyal pigment kullanilmaktadir. Vibrio spp.den sentezlenen prodigiosan Yiin,
naylon, akrilik ve ipek kumaslari boyayabilir. Fusarium oxysporum dan

sentezlenen antrakinon ise yiin kumaglar1 boyamak i¢in kullanilabilir. Talaromyces
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verruculosus' tan sentezlenen kirmizi pigmentin ise pamuklu kumaslarda sitotoksik

etkisi olmayan iyi bir renk tonu verdigi gozlenmistir (Narsing Rao vd., 2017).

Mikrobiyal pigmentler farkl tekstillerde farkli renk tonlar1 olusturmaktadir.
Janthinobacterium lividum’ den elde edilen pigment naylon ve vinylon kumasta
lacivert renk, ipek, pamuk ve yiin iizerinde ise mavimsi mor renk olusumuna neden
olmaktadir. Benzer sekilde, Thermomyces'ten elde edilen sar1 pigmentin boyama
yetenegi pamuk, ipek ve yiin kumaslar i¢in denenmistir. Ipek kumasin
Thermomyces pigmentleri igin diger kumaslarla karsilastirildiginda yiiksek afinite
gosterdigi gortilmistiir (Poorniammal vd., 2013). Streptomyces NP2 ve NP4
soylarindan elde edilen koyu mavi ve kirmizi pigmentlerin ise kullanilan
malzemeye gore boyama Ozelliklerinde 6nemli degisiklikler oldugu gozlenmistir.
Poliamid ve akrilik lifler canli renkte boyanirken, pamuklu ve seliilozik liflerin

zayif boyandig1 belirtilmistir. (Kramar vd., 2014).

Ayrica mikrobiyal renklendirici kullanilarak elde edilen tekstiller,
antimikrobiyal Ozellikler gostermistir. Vibrio sp’den elde edilen mikrobiyal
renklendirici olan prodiginines ile boyanmis tekstil kumasi S. aureus ve E coli'ye
kars1 antibakteriyel aktivite gdostermistir. Mikrobiyal pigmentlerin yaygin olarak
bulunup bulunmadig, farkli tekstillere olan afiniteleri, maliyet etkinlikleri ve toksik
olmayan dogalar1 gbz Oniine alindiginda, pazar ¢ekiciligini artirabilir, bu durum
insan ve doga igin toksik olan sentetik pigmentlerin yerini almasina neden
olmaktadir (Narsing Rao vd., 2017).

1.6.3. Gida renklendiricileri ve takviyeleri

Gida endiistrisinin 6nemli amaglarindan biri, cazip bir goriiniime sahip gida
maddeleri iretmektir. Gida ireticileri dogal gida renklerini tercih etmektedirler,
ciinkii yapay renklendiriciler tiiketildiginde saglik iizerinde birgok olumsuz etki
olusturmaktadir. Dogal gida renklendiricilerine karsi olusan talep, gida
endiistrisindeki  kullanilabilirliginden daha fazla olmaktadir. Mikrobiyal
renklendiricilerin, tiretimi ve elde edilis yolu kolay oldugu i¢in gida renklendirme
maddesi olarak Onemli rol oynadigi ve birgok dogal rengin mevcut oldugu

bulunmustur.
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Penicillium oxalicum, kozmetik ve gida endiistrisinde kullanilan kirmiz1 renk
iireten bir fungustur. Bu renkler bebek mamalari, kahvalt1 gevrekleri, makarnalar,
soslar, islenmis peynirler, meyveli icecekler, probiyotik gida renklendiricileri,
vitamin bakimindan zengin siit iiriinleri ve bazi enerji i¢ecekleri vb. gibi farkli
tiriinlerde kullanilmaktadir. Bu nedenle, mikrobiyal kaynakli dogal pigmentler ve
renkler, ¢evre dostu, saglikli ve ¢ekici renklere sahip olmalrindan dolay1 iyi bir
alternatiftir. Gida iriinlerine sentetik pimentler yerine, dogal veya mikrobiyal
renklerin eklenmesi toplumda reklendiricilere karsi mevcut endisesinin azalmasini
saglamaktadir. Ek olarak, dogal renklendiriciler sadece insan sagligina yararl
olmayacak, ayni zamanda biyogesitliligin korunmasinda da yardimci olacaktir
(Heer ve Sharma, 2017).

Mikrobiyal pigmentler, biyolojik etken maddeleri gida, ilag ve kozmetik
endiistrisinde 6nemli ticari degeri olan bircok diger dogal bilesikleri elde etmenin
aracidir. PB-karoten Vitamin A'nin Onciisii oldugundan, karotenoidler vitamin
takviyesi olarak kullanilabilir. A vitamini eksikligi gece korliigiine ve ciddi
durumlarda kseroftalmi hastaligina neden olabilmektedir. Dogal gida sinifi biyo-
renklendiricilerin bir baska 6rnegi de siitte, baz1 yaprakli sebzelerde et ve balikta
bulunan bir vitamin kaynagi olan Riboflavin'dir. Sar1 f-ksantinler hem biyolojik
renklendiriciler ve hem de temel diyet amino asitlerini, gida maddelerine eklemek

i¢in kullanilabilirler (Heer ve Sharma, 2017).

1.6.4. Matbaa endiistrisi

Orman kaynaklarmi korumak ve atiklarin azaltilmasmi saglamak igin,
ofislerde, okullarda vb. yerlerde olusan atik kagitlar1 yeniden kullanmak ve geri
doniistirmek Onemlidir. Kagitlarin yeniden kullanilmasi Oonemlidir, ancak
baskilarin kagittan silinmesi de Onemlidir. Mirekkep piiskiirtmeli baski igin
kullanilan silinebilir miirekkep Monascus pigmentlerini i¢erir. Monascus'un bu
pigmentleri ultraviyole veya goriiniir 1g1ga maruz kaldiginda renk olusumu gézlenir
(Heer ve Sharma, 2017).
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1.7. Melanin ve Melanin Pigmentinin Ozellikleri

Melaninler, gesitli patojen bakteri tiirleri, funguslari1 ve helmintleri igeren gok
cesitli organizmalar tarafindan tiretilen gizemli pigmentlerdir. Melanin pigmenti ile
calismak kolay degildir, ¢iinkii bu pigmentlerin biyokimyasal ve yapisal analizleri
zordur. Melanin iireten mikroorganizmalar, konak¢1 savunma mekanizmalarinin
duyarliligmmi azaltarak viriilansliga katkida bulunmaktadir. Bununla birlikte
melanin {ireten mikroorganizmalar ve konak¢min etkilesimi karmagiktir. Konakg1
savunmasi melanin ile ilgili antijenlere kars1 ¢esitli bagisik yanitlar vermektedir.
Melanin tretimi miktart ¢evresel streslere karsi korunmaya baghdir.
Melanizasyonla miidahale, antimikrobik ilag ve bocek ilact gelisimi i¢in potansiyel
bir stratejidir. Melanizasyon islemi gesitli patojenlerin hiicre isleyisini etkileyerek
patojenik giice neden olmaktadir (Nosanchuk ve Casadevall, 2003).

Melaninin biyolojik rolii son zamanlarda dikkat ¢ekmektedir. Melanin,
protein ve karbonhidratlar ile kompleks fenolik bilesiklerin oksidatif
polimerizasyonu sonucu olusan, koyu kahverengiden siyaha kadar yiiksek molekiil
agirhikli pigmentler igin kullanilan ortak bir terimdir. Hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalar arasinda yaygin olarak bulunurlar. Melanin pigmenti biiyiime
icin gerekli degildir. UV ve elektromanyetik 1s1mlama, kuruma ve asir1 sicaklik gibi
O0zel kosullar altinda hayatta kalmayr ve rekabet giiclinii arttrmak igin

uretilmektedir (Plonka ve Grabacka, 2006).

1.7.1. Melanin pigmentinin yapisi

Melanin polimeri mikroorganizmalar1 ¢ok c¢esitli toksik hasarlara karsi
koruyabilme kabiliyeti nedeniyle 'fungal zirh' olarak adlandirilmistir. Son yapilan
calismalara gére melaninin ekstrem cevre kosullarinda ve enfeksiyon esnasinda
funguslarin hayatta kalmasina 6nemli katkilar1 oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Gomez
ve Nosanchuk, 2003). Bir¢ok fungus, koyu kahverengi ya da siyah olan melaninleri
tretmektedir (Youngchim vd., 2004).

Hem prokaryot canlilarda hem de Okaryot canlilarda melanin {iretimi
saptanmistir. Melaninin temel islevleri hala tartigma konusu olsa da melanin biiyiik

olasilikla ¢evresel stres kosullarindan korunmak i¢in sentezlenir ve patojen
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mikroorganizmalarda artan viriilanslikla baglantilidir (Plonka ve Grabacka, 2006).
Buna ragmen melaninlerde bulunan ¢esitli birimlerin oranint dogru bir sekilde
belirlemek i¢in hala kesin bir yontem bulunmamaktadir. Bu durum biiyiik olasilikla,
melaninlerin kimyasal 06zelliklerinden (6rnegin genis bir pH araliginda
¢oziinmezlik), heterojen yapida olmasindan ve ayrica melanin polimerlerini
monomer birimlerine aymran yontemlerin bulunmamasindan kaynaklanmaktadir

(Wakamatsu ve Ito, 2002).

Bircok mantar tiirii, biyolojik olarak 6nemli bir pigment olan melanin
tretmektedir. Dogada bulunan melanin, ¢ogu zaman ultraviyole radyasyonuna
kars1 koruyucu bir rol saglamaktadir. Onemine ve her yerde bulunmasina ragmen,
kimyasal yapismin detaylar1 gibi pigmentle ilgili pek ¢ok temel soru vardir. Bu
durum melaninin ¢6ziinmez olmasi ve dolayisiyla standart biyokimyasal tekniklerle
caligilamamasindan kaynaklanmaktadir. Funguslar tarafindan iiretilen melanin,
insanlarda ve bitkilerde patojen olan mikroorganizmalarin viriilansliklarina katkida
bulunmaktadir. Melanin pigmenti, fungal direnci ve ekstrem kosullarda hayatta
kalma oranmi artirir. Ornegin, radyasyona direncli melanize funguslar, Antarktika

ve kirlenmis niikleer reaktorler dahil olmak iizere sert iklimlerde hayatta kalabilir
( Eisenman ve Casadevall, 2012).

Cogu fungal melaninler, (DHN) ve DHN-melaninler olarak bilinen, 1,8-

dihidroksinaftalen (Sekil 1. 1.) 6nciisii molekiilden tiretilmektedir.

Sekil 1. 1. DHN melaninin kimyasal formiilii (Okamoto vd., 2001)
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1.7.2. Melaninin hiicrelerdeki yerlesimi

Melaninin hiicrelerdeki yerlesimi organizmalar arasi farklilik gostermektedir.
Mikrobiyal melanin, hiicre i¢cinde veya hiicre diginda (6rnegin hiicre dis1
membranlar) bosluklarda bulunabilir. Transmisyon elektron mikrografileri,
melanize olmayan C, neoformans hiicrelerinin hiicre duvarma gore, melanize olan
hiicre duvarinda elektronca yogun bir tabakanmn varhigmi ortaya koymustur (\Wang
vd., 1995).

Melanin, mantar tiirlerine baglh olarak hiicre duvarmin i¢c veya dis
tabakalarinda bulunmaktadir. Ornegin, C. neoformans’da, melanin hiicre duvarmin
en list tabakasinda ve plazma membraninda bulunmaktadir. Son yapilan ¢alismalar,
fungal melaninin, memeli melanozomlarina benzer olarak i¢ vezikiiller igerisinde

sentezlenebilecegini ve hiicre duvarina tasinabilecegini de gostermektedir.

Buna karsilik Candida albicans'ta melanin dis tabakada bulunmaktadir ve
bitki patojeni Gaeumannomyces graminis’de, ise hiicre duvarmin ortasinda
bulunmaktadir (Walker vd., 2010). Yakin zamanda yapilan ¢caligmalar, hiicre duvari
bilesenleri ile melanin arasindaki iliskiyi ve ayrica hiicre duvar1 melanininin genel

yapisini ortaya ¢ikarmaktadir.

Melanin, hiicre duvarmin genel yapis1 ve mimarisi iizerinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. Melanin ireten A. fumigatus'un yabanil tipinin ve albino mutantinin
konidialar1 karsilastirildiginda, melanin tireten ve melanin tiretmeyen funguslarin
hiicre yiizeyleri arasinda biiyiik farkliliklar tespit edilmistir. SEM ve TEM nun
sonuglari, albino mutantlarinin hiicre duvarinin kalin bir dig tabakasindan yoksun
oldugunu gostermektedir. Daha ileri analizler, hiicre duvarindaki melanin
varligmin, hiicrelerin hem negatif yilikiinii (Zeta potansiyeli) hem de

hidrofobikligini arttirdigini ortaya koymaktadir ( Pihet vd., 2009 ).

Fungal hiicre duvarindaki melaninin kat1 bir tabakadan ziyade kiiglik
graniillerden olustugu izlenimi, melanini yerinde tutmak i¢in bir “iskele” nin
varligina ve ihtiyacma isaret etmektedir. Melaninin hiicre duvari bilegenlerine
capraz baglanmasi olas1 bir mekanizmasidir. Aslinda, yaymlanan raporlar, kitinin
mantar hiicre duvarlarinda melanin i¢in iskele olabilecegini ileri sirmektedir. Kitin
diger hiicre duvar1 polisakkaritleri ve proteinlerine ¢apraz baglanir ve fungal hiicre

duvarinin yaklasik %40'1in1 olusturmaktadir.
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Memeli hiicrelerinde melanin, melanositler olarak bilinen 6zel hiicreler
tarafindan sentezlenir. Melanoz biyosentezi, lizozom ile iliskili organeller olan
melanozomlarda ortaya ¢ikar. Melanozom olusumu gesitli morfolojik asamalardan
gecer. Erken asamalarda, ¢izgili bir iskele gibi goriilebilir. Melanin yavas yavas
birikerek melanozomda koyu renkli ¢izgilerin goriintimiinii olusturur. Bu sonuglar,
melaninin hiicre duvarindan ayr1 bir tabaka olmayabilecegini, daha ziyade entegre

bir bilesen oldugunu gostermektedir ( Eisenman ve Casadevall, 2012).

Genel olarak, mantar hiicresi duvarlarinda lokalize olan melaninin, UV
radyasyonu gibi ¢evresel streslere toleransa katkida bulundugu kabul edilmektedir

(Kawamura vd., 1997).

1.7.3. Melanin tipleri ve melanin sentez yolaklar:

Melaninler yiliksek molekiiler agirlikli, negatif yiiklii, organik sivilarda ve
suda c¢oziinemeyen, hidrofobik, aside direngli pigmentlerdir (Nosanchuk ve
Casadevall, 2006; Nosanchuk ve Casadevall, 2003).

Organizmalarda bulunan melanin, tiir ve sentez yolaklar1 agisindan farklilik
gostermektedir. Melanin prokaryotlardan 6karyotlara, bakterilerden insana kadar
goriilebilen canlilar arasinda ortak olarak bulunan bir pigmenttir. Ama

organizmalarda bulunan melanin tipleri ve sentez yollar1 birbirinden farklidir.

Memelilerde melanin sentezi, tirozinaz tarafindan katalize edilmekte ve
melanin sentez yolaginda tirozin veya dihidroksifenilalanin kullanilmaktadir.
Mikroorganizmalarda ise melanin, fenoloksidazlar (tirozinaz, lakkaz veya
katekolaz) ve/veya poliketid sentaz yolagiyla sentezlenir. Tirozinazlarin aksine,
lakkazlar tirozini 3,4-dihidroksifenilalanine (L-DOPA) doniistiiremez. Melaninler,
genellikle siyah veya kahverengi pigmentler olarak bilinirse de diger renkler de
olugabilir. L-DOPA’dan koken alan pigmentler siyah veya kahverengidir ve
Oomelaninler olarak tanimlanirlar. Sar1 veya kirmizimsi melaninler, sistein ile L-
DOPA igerirler ve feomelaninler olarak adlandirilirlar. Homojentisik asitten
tirozinaz araciligtyla sentezlenen kahverengimsi melaninler piyomelaninler olarak

tanimlanirken, asetattan poliketid sentaz yolagi araciligiyla sentezlenen melaninler
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ise genellikle siyah veya kahverengidir ve dihidroksinaftalen (DHN) melaninler

olarak bilinirler.
Funguslarda melanin sentezinin iki yolu bulunmaktadir.

Bir¢ok fungus, DHN yolu ile melanini sentezler. Bu yolda 6ncii molekiil olan
asetil coA veya malonil coA, endojen olarak iiretilmektedir. ilk adim olan 1,3,6,8-
tetrahidroksinaftalin (1,3,6,8-THN) olusumu, bir poliketit sintazi1 (PKS) ile katalize
edilmektedir. 1,3,6,8-THN {iretiminden sonra, bir dizi indirgeme ve dehidrasyon
reaksiyonlari ile ara iirtinler olan scytalon, 1,3,8-trihidroksinaftalin, vermelon ve
son olarak 1,8-dihidroksinaftalinden (DHN) iretilmektedir (Sekil 1.2.). DHN'nin

polimerizasyonu melanin olusumuna yol agar (Eisenman ve Casadevall, 2012).

5 X malonyl CoA

lPKS1
OH OH OH OH
Hcr' ‘ ‘ ‘oH o} i iL" “OH SCD1 HD" “
1,3,6,8-THN scytalone 1,3,8-THN
THR1
OH OH O OH
melanin ~— — /é@
SCD1 g oH
1 8-DHN vermelone

Sekil 1.2. 1,8 DHN melanin iiretim basamaklar1 (Okamoto vd., 2001)
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Bazi1 funguslar bir tiir melanin sentezlerken, digerlerinin ise iki veya ti¢ farkli
melanin tiiriinii  sentezledigi bilinmektedir (Sekil 1.3.). Bu durum farkli
melaninlerin farkli biyolojik rol oynadigint ya da organizmalarin hayatta
kalabilmeleri igin alternatif biyosentetik yollar gelistirmek zorunda kaldigini
diistindiirmektedir (Toledo vd., 2017).

27



Hucre disi
kaynak

Phosphoenol piruvate

Acetyl-CoA/Malonyl-CoA

o

- l A |
| phynpe s [

1361 tetabydronynaphtalene "‘i"“‘ .

Sekil 1.3. Funguslarda melaninin farkli sentez yollari. PPO, polyphenol oksidaz,
GHB, y-L-glutaminyl-4-hydroxybenzene. GDHB, v-L-glutaminyl-3,4-
dihydroxybenzene. y-GT, y-Glutaminyltransferase. GBQ, y-L-glutaminyl-3,4-
benzoquinone. NRPS, ribozomal olmayan peptit sentezi (Toledo vd., 2017).
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1.8. Funguslarin Genel Ozellikleri

Funguslar, eukaryotik, tipik olarak filamentli (ipliksi) yapida olan canlilardir.
Bitkiler gibi hiicre duvarma sahiptirler ve hemen hemen tiimii hareketsizdir.
Fotosentetik pigment icermezler, bu nedenle besinlerini diger canlilarin hazirladig:
organik maddelerden genellikle absorbsiyonla alirlar. Aerobik olarak gelisirler ve
enerjiyi organik maddelerin oksidasyonundan temin ederler (Carris vd., 2012).

Glintimiize kadar seksen bin fungus tiiri tanimlanmistir. Funguslarin
habitatlar1 oldukga biiyiik farkliliklar gostermektedir. Bir kismui suculdur, 6zellikle
tath sularda yasar. Denizlerde yasayan birka¢ fungus tiirii de vardir. Ancak biiyiik
bir cogunlugu toprakta ve 6lii bitkisel atiklar lizerinde yasamaktadir. Bunun yaninda
insan, hayvan ve bitkilerde parazit olanlar1 da mevcuttur. Hayvansal ve bitkisel
atiklarin ¢iiriitiilmesinde, bu yapilarda bulunan azot, fosfor, potasyum, siilfiir, demir
ve kalsiyum gibi elementlerin serbest birakilmasinda, bazi peynir tiplerinin
(Rokufort, Kamembert) eldesinde, antibiyotik (penisilin) eldesinde, thiamin,
biyotin, riboflavin gibi bazi1 vitaminlerin, amilaz, pektolaz gibi enzimlerin ve
gibberellin gibi hormonlarin eldesinde funguslardan yararlanilmaktadir. Bir fungus
grubu olan mayalar ekmekgilikte ve sarap, bira gibi fermente iiriinlerin eldesinde
kullanilir. Tim bu yararlariin yani sira, funguslarin ¢esitli zararlar1 da olabilir.
Ornegin; insan, hayvan ve bitkilerde cesitli hastaliklara, yiyecek ve gidalarin
bozulmasina ve hatta ugaklarm benzin depolarinda geliserek ugaklarin diismesine
dahi neden olabilmektedirler.

Funguslarda vejetatif yapiy1 olusturan iplik¢iklerin her birine hif, bir tiire ait
hiflerin tiimiine ise misel denir. Bazi funguslarda hifi olusturan uzun, silindirik

hiicreler genelikle septum denen bolmelerle birbirinden ayrilir (Sekil 1.4.).
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Sekil 1.4. Dallanms hif yapisimin 151k mikroskobunda goriiniisii (Giiven ve Kivang,
2009)

Fungus hiicreleri etrafinda, iyi gelismis bir hiicre ¢eperi yer alir. Hiicre ¢eperi
ya selliloz ya kitin veya her ikisini de igerebilir. Funguslarda da diger
eukaryotiklerde oldugu gibi sitoplazmaya dagilmis olarak ribozomlar, kofullar ve
bazilarinda golgi aygit1 da bulunur. Yedek besinler glikojen ve lipid olarak depo
edilir. Yiksek bitki ve hayvanlardaki kadar ¢ok olmasa da endoplazmik retikulum
yer alir. Fungus hiicreleri bakteri hiicrelerinden farkl olarak sitoplazma iginde
cekirdek zarina sahip bir niikleus igermektedirler.

Funguslarda ¢ogalma eseyli ve eseysiz olmak iizere iki ¢esittir. Bazi funguslar
sadece eseysiz olarak ¢ogalirken, bazilar1 her iki yolla da ¢ogalabilir. Funguslarda
eseysiz ilireme cogunlukla tomurcuklanma, pargalanma (fragmentasyon) veya
sporlar ile olur. Spor olusumu ¢ok yaygin olup, ¢esitlilik gostermektedir. Eseysiz
sporlardan sporangium adi verilen bir kese i¢inde olusmussa sporangiospor adini
alir. Eger bir hifin ucunda olusmussa konidia denir. Klamidosporlar bir hifin ucunda
veya ortalarinda olusan, kalin ve ¢ift katli spor kilifi ile ¢evrili dayanikl eseysiz
sporlardir. Arthrosporlar hifin boliinmesiyle olusur. Blastosporlar ise maya
hiicrelerinde goriilen tomurcuklanmaya benzer eseysiz spor olusumlaridir (Sekil

1.5) (Giiven ve Kivang, 2009).
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Sekil 1.5. Sporlarm 151k mikroskobunda goriiniisii (Giiven ve Kivang, 2009)

1.8.1. Radyotrofik Funguslarin Habitat1

Radyotropik funguslar, melanin pigmenti kullanarak gama 1sinini tiremeleri
icin gerekli kimyasal enerjiye ¢eviren funguslardir. Bu melanize funguslar,
radyoniiklidler ile kontamine olan topraklar gibi baz1 asir1 ortamlarda ¢cogu zaman
egemen tiirlerdir. Toprak funguslariin ¢ogu melanin tiretmektedir ve bu pigmentin
iiretimi organizmalar1 cesitli cevresel streslere kars1
koruyabilmektedir. Ornegin, Agaricus bisporus'un kuru agrhgmm %30 u
melanindir. Cernobil niikleer reaktorii kazasi alanindaki funguslarin bu ortamlarda
hayatta kalma yetenekleri melanin iiretmeleriyle iliskilidir. Kazadan sonra,
Cernobil'i ¢evreleyen kirli toprakta siyah funguslarin yaygmligi 6nemli derecede
dikkat ¢ekmistir. A. alternata ve Cladosporium sphaerospermum’un radyasyon
seviyeleri insan i¢in 10 bin kat Oldiriicii dozda olan bu reaktér bolgesinde
yasadiklar1 tesbit edilmistir. Bu bolgelerden izole edilen
A.alternata suslarinin genetik analizleri yapilmistir. Analiz sonucunda kirli bolge
disindaki cevrelerde bulunan suslarin genetik agidan ¢esitlilik gosterirken, ayni
zamanda Onemli bir homoloji de ortaya koymustur (Nosanchukve Casadevall,
2003).
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1.8.2. Alternaria alternata

A. alternata, gida maddeleri de dahil olmak iizere bir¢cok bitki lizerinde
bulunmaktadir. Bu fungusun favori habitatlar1 topraklar, misir silaji, ¢iirlimiis agac,
kompost, kus yuvalar1 ve cesitli orman bitkileri ve sebzelerdir. Ornegin domateste
siyah lekelere neden olabilir. Alternaria ¢ogunlukla rutubetli ortamlardan hoslanan
acik hava alerjenleridir. Genellikle pencere ¢ercevelerinde birikmis sulu ve nemli
ortamlarda lokalize olurlar.

Alternaria kolonileri genelde koyu yesil veya koyu kahve yapidadir ve bu
yapiyl saran ince beyaz bir halka bulunur (Sekil 1.6.). Mikroskobik olarak
incelendiginde ise koyu renkli ve septali olan hifleri dikkat g¢ekmektedir.
Konidiyoforlar1 septali, koyu renkli basit ya da demet olusturmus yapidadir. Bir ucu
yumru olan sopaya benzer. Genel spor sekli eliptiktir. ince duvarli ve bazi tiirlerde
tepe kismi konik yapida olup enine ve boyuna septalara sahiptir (Akdag, 2010).
Yaklasik 50 tir igeren Alternaria cinsi tyeleri tlirler arasinda degisiklik
gostermektedir. (Frost, 1988; Beyoglu, 2006).

Sekil 1.6. A. alternata ‘nn petri kabindaki goriintiileri
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Arastrmamiza konu olan A. alternata’ nin sistematigi Sekil 1.7. ‘de

gosterildigi gibidir.’

Alem : Mycota

Bolum : Amastigomycota

Alt Bolim : Deuteromycotina

Form Sinif : Deuteromycetes

Form Alt Sinif:
Hyphomycetidae

Form Takim : Moniliales

Form Aile : Dematiaceae

Form Cins : Alternaria

Sekil 1.7. A. alternata nin siiflandirilmasi.
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1.8.3. Alternaria alternata’da melanin sentez yolag:

A. alternata, genellikle her yerde saprofitik yasayan fungi imperfecti (yalanci
fungus) olan bir fungusdur. A. alternata’nin farkli bitkiler iizerinde konakgiya 6zgii
toksinler lireterek ciddi hastaliklara neden olan, patotip olarak adlandirilan yedi adet
fitopatojenik varyanti bulunmaktadir. A. alternata, conidia ve hiflerinin hiicre
duvarlarinda biriken DHN melanini iiretmektedir (Kawamura vd., 1997).

Filamentdz mantar A. alternata, 1,8-dihidroksinaftalen ile siyah bir pigment
olan melanin iretir (Kimura ve Tsuge, 1993). Fitopatojenik mantar A. alternata,
poliketid biyosentezi yoluyla melanin iiretir ve melanize koloniler olusturur
(Kawamura vd., 1997).

1,8-DHN melanin sentezinde ilk basamakta onciil madde olarak kullanilan
asetattan 1,3,6,8-tetrahidroksinaftalen (1,3,6,8-THN) sentezlenmektedir. Ardindan
sistalon’a (syctalona) indirgenir ve syctalonun dehidrasyonu sonucu da 1,3,8-
trihydroxynaphthalene (1,3,8-THN) olusmaktadir. 1,3,8-trihydroxynaphthalene
rediiksiyon ve dehidrasyon basamaklar1 sonrasi 1,8-dihydroxynaphthalene (1,8-
DHN) doniismektedir. Sonug olarak da DHN melaninin polimerizasyonu ile 1,8-
DHN melanin olusumu tamamlanmaktadir (Sekil 1.8.) (Tsai vd., 1999).

Bu c¢alismamizda melanin pigmentinin avantajlarin1 géz oniine alarak bir
radyotrofik fungus olan A. alternata’min melanin iiretimi ve optimizasyon
calismalar1 yiiriitiildii. Mikroorganizmalarin stres kosullar1 altinda daha fazla
pigment liretmelerinden dolayi, biz de fungusun optimum ftretim kosullarmni
degistirilerek stres olusturup melanin iiretimini artwrmak icin farkli kosullarda
iiretildi. Ticari anlamda melanin iiretimi 6nemlidir. Ciinkii son yillarda melanin
iretiminin mekanizmasmin anlasilmas1 ile yeni antimikrobiyal ilaglarin
gelistirilmesi, kanser terapisi ve enerji transdiiksiyonu gibi bir¢ok alanda melaninin
kullanilabilecegi ag¢iga ¢ikmistir. Melanin {iretimini engelleyen ¢esitli
mekanizmalarin fungal patojeniteyi azalttigi da saptanmistir. Bu verilerden yola
cikarak melanotik mikroorganizmalarda melanin {iretimini engelleyen ilaglar
onemli bir potansiyel antimikrobiyal ajan olmustur. Daha ilginci funguslardaki
melaninin yapist insan derisindeki melaninden kimyasal olarak farklilik
gostermemektedir. Fungal ve memeli melaninlerindeki bu benzerlik, melanoma
tedavisinde 6nemli olan monoklonal antibadi iiretiminde yol gostericidir. Ayni
zamanda melaninin yiiksek enerjili iyonize 1smlar1 tutma ozelliginden dolayi,

melanotik mikroorganizmalar i¢in biiyilik avantaj saglamaktadir.
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Sekil 1.8. 1,8 DHN melanin iiretim basamaklar1 (Tsai vd., 1999)
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2. KAYNAK OZETLERI

Zhdanova ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada mantar sporlarini
ve onlarin ¢imlenmekte olan hifleri iyonlastirict radyasyona ydnlendiren deneysel
protokoller gelistirerek, iyonlastirict radyasyona fungal cevabi dlgmiislerdir. Hem
beta hem de gama radyasyonunun, iyonize radyasyon kaynagina dogru hiflerin
bliylimesini tesvik ettigini belirtmislerdir. Radyoaktif olarak kontamine olmus
bolgelerden izole edilen mantar tiirlerinin %86'sinin iyonlastirict radyasyon
kaynagina dogru pozitif yonlii biiytime gosterdiklerini vurgulamislardir (Zhdanova
vd., 2004).

Jacobson ve arkadaglari 1995 yilinda yaptiklart ¢alismada Wangiella
dermatitidis ve A. alternata'nin yabanil ve albino sujlarin1 permanganat, hipoklorit
ve H202’e¢ maruz birakmuglardir. 1,8-dihidroksinaftalin melanin sentezleyen bu
funguslarin yabanil tipleri, bu oksidan ajanlar1 albino sujlarina gore daha fazla
notralize etmislerdir. Aym1 zamanda yabanil tiirlerin, yiiksek permanganat ve
hipoklorit konsantrasyonlarina dayanikli olduklarini ifade etmislerdir. Ancak W.
dermatitidis’in yabanil tipinde ise melaninin, H2O; oksidan ajanina karsi fungusu

koruyamadigini belirtmislerdir (Jacobson vd., 1995).

Jacobson ve arkadaslarmin 1994 yilinda vyaptiklar1 c¢alismada ise;
Cryptococcus neoformans’in yabanil tipi ve genetigi degistirilerek melanin tiretimi
inhibe edilmis albino C.neoformans mutant: kullanmislardir. 37 °C ve 25 °C de
yabanil ve albino suslarmin SOD aktiviteleri tespit edilmistir. Yabanil tiirlerde
SOD’un 25 °C’de artt1g1, 37 °C’de ise herhangi bir aktivite artigina rastlanmadigi
belirtilmistir. Yabanil tiirlerde SOD’un sicaklikla ters orantili ve melaninle birbirini
tamamlayan bir mekanizma ile fungusu korudugu saptanmustir. Albino susta ise
SOD’un sicaklikla ilgili bir baglantisinin bulunmadig: ifade etmislerdir. Boylece
melaninin SOD ile karsilastirilabilecek nitelikte 6nemli bir antioksidan oldugunu
belirtmiglerdir (Jacobson vd., 1994).

Cunha ve arkadaglar1 2010 yilinda, insan patojeni olan melaninli fungus
Fonsecaea pedrosoi’nin iretildigi besiyerine DHN melanin inhibitérii olan
tricyclazole (Tc) ekleyerek melanin iiretimi inhibe edilmis F.pedrosoi ile

caligmiglardir. Melanize F. pedrosoi hiicrelerinin NO ve H202’ ye kars1 Tc ile
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muamele edilmis fungustan daha direngli oldugunu gozlemislerdir. Calismanin
sonucunda melaninin, NO yakalama kapasitesine sahip oldugu ve makrofajlarin
oksidatif patlamadan korunmak igin onemli bir mekanizma ve viriilans faktor

oldugu belirtilmistir (Cunha vd., 2010).

Sharma ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; A. alternata,
Trichoderma virens ve Curvularia lunata funguslarmin tirettigi pigmentlerin tekstil
boyasi1 olarak kullanimi amaglanmistir. Kiiltiirler PDB (patates dekstroz broth)’de
28 °C’de statik kosullar altinda inkiibe edilerek, her ii¢ fungustan da izole edilen
pigmentlerin ayr1 ayr1 ipek ve yiin kumaslar1 boyayabildigi ayrica bu pigmentlerle
boyanmis kumaslarin yikama ve ovalamaya kars1 da direngli oldugu belirlenmistir.
Pigmentten elde edilen bu boyalarin, kumaslarin esnekligine kars1 higbir yan etkisi
gbzlemlenmemistir; ayrica insan patojeni olan T. virens’ten elde edilen pigmentin
insan derisine toksik olmadigi da saptanmistir. Yapilan bu ¢calismayla melaninin de
icinde bulundugu bu pigmentlerin ucuz ve dogaya zararli olmayan tekstil boyasi

olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Sharma vd., 2012).

Schweitzer ve arkadaglarmin 2010 yilinda yaptiklar1 c¢alismada;
radyoimmunoterapi boyunca radyotoksisiteye kars1 kemik iligini korumak
amaciyla deney farelerine intravendz yolla melaninle kaplanmis nanopartikiiller
aktarilmistir. Farelerin viicudunun tamamma 125 cGy’lik radyasyon verilmis ve
sonugta melaninle kaplanmis nanopartikiillerin, eksternal radyasyon veya radyo
immunoterapi sirasinda hematolojik toksisiteyi azalttigi, bunun yani sira tiimor

hiicrelerinde herhangi bir koruma roliiniin olmadig: da gézlenmistir (Schweitzer

vd., 2010).

Singaravelan ve arkadaslarmin 2008 yilinda yaptiklar1 bu galisma, Israildeki
(Carmel dag1) cesitli zorlu mikroklimatik ¢evre kosullar1 altindaki adaptasyonlarin
gbzlenmesi ve dogal seleksiyon ¢alismalar1 yapmiglardir. Caligmalarini, ideal bir
ortam olan ‘“‘Evolution Canyon’ (EC) mikrokozmik bdlgede yiiriitmiislerdir.
“Evolution Canyon’’ iki farkli bolgeye ayrilmistir; “African slope” (AS) 200 m'lik
uzakliktaki “European slope” (ES) bolgesine gore %200-800 daha yiiksek solar
radyasyon miktarma sahiptir. Kuzey ve giliney bolgelerde bulunan AS ve ES
arasinda c¢evresel kosullarin ve yiikseklik farkindan dolay1 olugsan bu UV doz farki
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Aspergillus niger ‘de farkli melanin miktarlar1 olusmasina yol a¢mustir. Bu
caligmada AS adi verilen bolgede yiikksek UV miktarma bagl olarak A. niger’de
daha yiiksek melanin iiretildigi saptanmistir (Singaravelan vd., 2008).

Turanc1 2013 yilinda, radyotrofik bir fungus olan A. alternata ile caligmstur.
Bu fungusu tiremesinin farkli donemlerinde (inokiilasyon isleminden hemen sonra
ve 9 giinliik inkiibasyondan sonra) belirli siirelerde UV-C’ye maruz birakarak
enzim aktiviteleri ve glutatyon miktarlarini tesbit etmistir. Aynizamanda besiyerine
A. alternata’nin melanin sentezini inhibe eden trisiklazol (Tc) fungusiti eklendikten
sonra da belirli siirelerde UV-C’ye maruz birakarak enzim aktiviteleri ve glutatyon
miktarlarin1 tesbit etmistir. Sonugta melaninin antioksidan enzimler {iizerine
sinerjistik etkiye sahip oldugunu saptamistir. Melaninin antioksidan 6zelikleri
sayesinde hiicrelerdeki siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon s-
transferaz (GST) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerle beraber calisarak

antioksidan savunma sistemine katkida bulundugunu belirlemistir (Turanc1,2013).

Belozerskaya ve arkadaslar1 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Cernobil
Niikleer Santrali'ndan (ChNPP) izole edilen A. alternata, Cladosporium
cladosporioides, Mucor hiemalis, Paecilomyces lilacinus gibi radyotrofik
funguslar1 H.O; ve diisiik glukoz igeren besiyeri gibi ortamlarda oksidatif strese
kars1 artan direnglerini 6lgmiislerdir. Bu amagla siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz enzim aktivitelerini Ol¢miislerdir. Funguslarin, oksitatif stres sonrasi
iremeye ve melanin biyosentezine devam ettiklerine saptamislardir. Boylece
Cernobil funguslarmin  oksidatif strese karst daha direngli oldugunu
gozlemlemislerdir. Funguslarin, sentezledikleri melanin sayesinde, siddetli
oksidatif stresle basa c¢ikabileceklerini bildirmislerdir. Ayrica bu calismada
funguslarin besiyerin 10°-10M’lik H,O, eklemisler ve artismin fungal hiflerin
uzama oranlar1 belirlenmistir. Daha diisiik radyoaktif kontaminasyonuna sahip
habitatlardan izole edilen funguslarm hif biiyiimesinin 10 ve 10° M’lik H20- ile
durdurulmusken yiiksek radyoaktif kontaminasyona sahip habitatlardan izole
edilen funguslarm hiflerinin biiyiimesinin yalmizca 10? vel0M’lik H,0-

uygulamasindan etkilendigi saptanmistir (Belozerskaya vd, 2010).

38



Wang ve arkadaslar1 1994°de, denatiirasyon ajanlar1 ve asit ile muamele
edilmis melanize C. neoformans hiicrelerinden melaninin izolasyonunu
arastirmiglardir. Bu ¢alismada melaninin, hiicre duvari biitiinliigiine destek olarak,
fungusun hayatta kalmasma katkida bulundugunu belirtmislerdir. Diger taraftan,
melanize hiicrelere hipoklorit uygulanarak melanin pigmentinin modifikasyonu ve
inhibisyonu test edilmis ve sonu¢ta melaninin absorpsiyon spektrumunda
bozulmalar oldugunu vurgulamislardir. Arastirmacilar, yedi farkli melanin tireten
C. neoformans susunun ESR spektroskopisini yaparak, bazi suslarin sekiz kat daha
fazla melanine sahip oldugunu da saptamislardir (Wang ve Casadevall, 1994).

Geng ve arkadaslarmin 2008 yilinda yaptiklar1 ¢calismada; ultraviyole (UV)
radyasyonunun neden oldugu DNA hasar1 tizerine, bakteriyel melaninin foto
koruyuculuk etkisini degerlendirmislerdir. Florometrik Olgtimler, melaninin,
cozeltide UV-A’nin etkisiyle olusan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) verimli bir
sekilde temizleyebilecegini ve temizleme kabiliyetinin pigment konsantrasyonuyla
orantili oldugunu ortaya koymuslardir. Elde ettikleri bu sonuglar, bakteriyel
melaninin, DNA'y1 UV 1s1masi1 boyunca hasar gérmekten korudugunu gostermistir.

(Geng vd., 2008).

Nobre ve arkadaglarmin 2004 yilinda yaptiklar1 c¢alismanin amaci, S.
Schenckii conidialarinda ve mutant albino S. Schenckii conidialarindaki melanin
varligin1 analiz etmekdir. Mutant albino sujlar1 olusturmak i¢in funguslarin bir
kism1 300 erg / mm? UV radyasyonuna maruz birakildi. Inkiibasyonun ardindan
kiiltiirler analiz edilerek, koloni sayimi yapildi. Elde edilen albino koloniler ve
yabanil melanin treten funguslar goriiniir 1518a maruz birakildi. Melanize
funguslarin hayatta kalma ve yasayabilirlik oranlarinin %66 ve %96 oldugu tesbit
edildi. Melaninin, graniiller halinde conidialarin hiicre duvarinda lokalize oldugu
goriildii. Fakat albino conidialarin hiicre duvarlarinda melanin graniillerine

rastlanmadig1 sapand1 (Nobre vd., 2004).

Dadachova ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, iyonlastiric
radyasyonun melaninin elektron transfer ozellikleri ve melanize funguslarin
biiyiimesi {izerindeki etkilerini arastrmak igin ¢oklu fiziko-kimyasal testler
yapmislar ve genetik olarak 3 farkli mantar ile in vivo deneyler diizenlemislerdir.

Melaninin kimyasal yapisini farkli funguslardan agiga ¢ikaran HPLC sonuglari,
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melaninin elektronik 6zelliklerini anlamak i¢in 6nemlidir. Melanize edilmis mantar
hiicreleri, iyonlastirici radyasyona maruz biraktiktan sonra melanize edilmemis
hiicrelere gore artan bir bliylime gosterdigini bulmuslardir. Ayrica iyonlastirici
radyasyona ve diger elektromanyetik radyasyon formlarina maruz kalmanin
melaninin elektron transfer etme kabiliyetini arttirdigini da tespit etmislerdir

(Dadachova vd., 2007).

Kiran ve arkadasglar1 N. alba MSA10'dan melanin pigmentini basariyla
saflagtirip, Kkarakterize etmislerdir. Melaninin verimi i¢in kiiltiirel kosullar ve
cevresel faktorler RSM-Box-Behnken tasarimi ile optimize etmislerdir.
Saflastirilmis melanin, giimiis nanoyapilari in vitro olarak sentezlemek ve stabilize
etmek i¢in kullanilmiglardir. Nocardiopsis'in melaninin antioksidan, antimikrobiyal
ve dogal renklendirme potansiyeline sahip oldugunu ve hem yapay hem de sentetik
renklendirici olarak gidalara eklenebilecegini gosterdiler. Ozellikle gida katki
maddesi olarak kullanildiginda gidalardaki yapay antioksidanlarin kullanimini
onemli Olglide azaltilabilecegini belirtmislerdir. Nocardiopsis melanin‘inin UV
koruyucu rolleri, daha yiiksek sicakliklara dayanikliligi, alkali kosullarda stabilitesi
ve suda ¢ozinirligi sayesinde, gida, kozmetik ve biyomedikal endiistrilerinde
uygulanabililigi belirtildi. Béylece, giimiis nano yapilarin Nocardiopsis melanini
ile birlikte gidalarin stabilizasyonu, gida patojenlerine karsi anti bakteriyel
Ozellikleri, gida isleme ve gida paketleme endiistrilerinde uygulanabilirligini ifade

ettiler (Kiran vd., 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alismada yliksek diizeyde melanin lireten bir fungus olarak bilinen A.
alternata’nin melanin iretimi ve optimizasyonu tespit edilmis ve optimum
kosullarda besiyerine farkli konsantrasyonlarda H>O> ilavesinin etkileri

calisilmistir.

3.1.Arastirmada Kullanilan Besiyerleri

Bu ¢alismada kullanilan A. alternata yabamil tipi Ege Universitesi Temel ve
Endiistriyel Mikrobiyoloji Boliimii, Mikoloji Laboratuvarlarindan temin edilmistir.
Mikoloji laboratuvarlarindan alinan fungus i¢in besi ortami olarak Potato Dextrose
Agar (PDA), Potato Dextrose Broth (PDB), Sabouraud Dextrose Agar (SDA) ve
Sabouraud Dextrose Broth (SDB) kullanilmistir.

Potato Dextrose Agar (PDA) besiyeri bilesimi su sekildedir:

* Patates inflizyonu: 4,0 g/L
* D(+) Glukoz: 20,0 g/L

* Agar-agar: 15,0 g/L
* Saf su: 1000 ml.
pH: 5,6+0,2

Potato Dextrose Broth (PDB) besiyeri bilesimi su sekildedir:

*Patates inflizyonu: 4,0 g/L

* D(+) Glukoz: 20,0 g/L

* Saf su: 1000 ml.
pH: 5,6+0,2

Sabouraud Dextrose 2% Agar (SDA) besiyeri bilesimi su sekildedir:

* Pepton: 10,0 g/L
* D(+) Glukoz: 20,0 g/L
* Agar-agar: 15,0 g/L
* Safsu: 1000 ml.
pH: 5,6+0,2
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Sabouraud Dextrose 2% Broth (SDB) besiyeri bilesimi su sekildedir:

* Pepton: 10,0 g/L

* D(+) Glukoz: 20,0 g/L

* Saf su: 1000 ml.
pH: 5,6+0,2

Biitiin besiyerleri inokiilasyon islemi dncesinde 20 dakika 121°C’de 1 atm
basing altinda otoklavize edilmistir. Ayrica tiim inokiilasyon islemleri aseptik

kosullar altinda yapilmastir.

3.2. Arastirmada Kullamlan Kimyasallar

Bu ¢alismada kullanilan potato dextrose agar (PDA) Lab M firmasindan,
sabouraud dextrose agar (SDA), potato dextrose broth (PDB) ve sabouraud dextrose
broth (SDB) besiyerleri Merck firmasindan temin edilmistir. Sentetik melanin ise

Sigma firmasindan alinmistir.

3.3. Melanin Standartinin Hazirlanmasi

1 mg’lik standart melanin ¢6zeltisi hazirlamak i¢cin 0.001 mg melanin alinarak
5 ml distile su ve 0.2 ml 1 M’lik KOH igerisinde ¢oziilmiistiir. A. alternata’da
melanin pigmentinin maksimum absorbans yaptig1 dalgaboyunu (A max)
belirlemek amaciyla olarak hazirladigimiz 1 mg’lik standart melanin ¢ozeltisinden
1 ml alinarak UV spektrofotometrede (SHIMADZU UV visible Spectrophotometer
UV-1601) 200-800 nm araliginda absorbsiyon spektrumu olusturulmustur. Negatif
kontrol olarak taze besiyeri kullanilmistir. Calismamizda sadece ekstraseliiler

pigment dikkate alinmastir.

3.4. Alternaria alternata Stoklarinin Hazirlanmasi

A. alternata stoklart SDA igeren petrilerde tiretilmis ve 5 giinliik kiiltiirler
+4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Buzdolabinda saklanan fungus steril
kosullar altinda yatik PDA’ya igne ug¢lu 6ze yardimiyla batirma ydntemiyle
ekilmigtir. 28 °C’de etiivde 5 giin boyunca inkiibe edilen yatik agardaki kiiltiirler

steril distile su ve 6ze yardimiyla kazmarak pipetle 1ml/50ml olmak iizere PDB
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besiyerine ekimleri yapilmistir. Bu kiiltiirler 28 °C'de 150 rpm’de calkalanarak 4
giin boyunca inkiibe edilmistir. 4. giiniin sonunda besiyerleri funguslarla beraber
(homojenizatér ucu otoklavize edilmis) homojenize edilmis ve PDB igeren

besiyerlerine ekim yapilarak deneyde Olgiilmek istenen 6zellikler arastirildi.

3.5. Optimum Sicakhgin Belirlenmesi

Sicakligim melanin liretimine etkisini arastirmak i¢in yatik agardaki kiiltiirler
steril distile su ve 6ze yardimiyla kazinarak pipetle 1ml/50ml olmak iizere PDB
besiyerine ekimleri yapilmistir. 4. giiniin sonunda besiyerindeki funguslar steril
homojenizator ucu ile homojenize edilmis ve PDB igeren besiyerlerine ekim
yapilarak 10 °C, 20 °C, 30 °C ve 40 °C de her bir sicaklik i¢in 3 tekrar 6rnek
hazirlanmistir (Sekil 3.1.). Farkli sicakliklarda tiretimi yapilan erlenler 4 giin sonra
etiivden ¢ikartilarak homojenize edildi (Sekil 3.2.). Elde edilen homojenat vakum
altinda Whatman No:1 filitre kagidindan siiziildii. Elde edilen siipernatanin
spektrofotometrede farkli dalga boylarinda (372-422) absorbans degerleri tespit
edildi.

Sekil 3.1. 10 °C, 20 °C, 30 °C ve 40 °C’de 4 giin boyunca inkiibe edilen funguslar
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Sekil 3.2. 10 °C, 20 °C, 30 °C ve 40 °C de besiyeri ile birlikte homojenize edilmis
funguslar

3.6. Optimum Calkalama Hizinin Belirlenmesi

Calkalama hizinin melanin tiretimine etkisini aragtirmak i¢in yatik agardaki
kiilttirler steril distile su ve 6ze yardimiyla kazinarak pipetle 1ml/50ml olmak tizere
PDB besiyerine ekimleri yapilmistir. 4. giliniin sonunda olusan besiyerleri
funguslarla beraber (homojenizator ucu otoklavize edilmis) homojenize edilmis ve
PDB igeren besiyerlerine ekim yapilarak optimum sicaklikta statik -100rpm- 150
rpm- 200 rpm ve 250 rpm’de calkalanarak her bir ¢alkalama hizi1 i¢in 3 tekrar 6rnek
hazirlanmistir (Sekil 3.3.). Farkli ¢alkalama hizlarinda tiretimi yapilan erlenler 4
giin sonra etiivden ¢ikartilarak homojenize edildi. Elde edilen homojenat vakum
altinda Whatman No:1 filitre kagidindan siiziildii (Sekil 3.4.). Elde edilen
stipernatanin  spektrofotometrede farkli dalga boylarinda (372-422) absorbans
degerleri tespit edildi.
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Sekil 3.3. 20 °C de statik, 100 rpm, 200 rpm ¢alkalama hizinda besiyeri ile birlikte
homojenize edilmis funguslar

Sekil 3.4. 20 °C de statik, 100 rpm, 150 rpm,200 rpm ve 250 rpm ¢alkalama hizinda
besiyeri ile birlikte homojenize edildikten sonra siiziilen besiyerleri
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3.7. Optimum pH’ min Belirlenmesi

pH degerinin hizinin melanin iiretimine etkisini arastirmak i¢in yatik agardaki
kiilttirler steril distile su ve 6ze yardimiyla kazinarak pipetle 1ml/50ml olmak tizere
PDB besiyerine ekimleri yapilmistir. 4. gilinlin sonunda olusan besiyerleri
funguslarla beraber (homojenizatér ucu otoklavize edilmis) homojenize edilmis ve
pH degeri 4 -9 olan PDB igeren besiyerlerine ekim yapilarak optimum sicaklik ve
calkalama degerinde 3 tekrar 6rnek hazirlanmistir (Sekil 3.5.). Farkli pH degeri olan
besiyerlerinde iiretimi yapilan erlenler 4 giin sonra etiivden ¢ikartilarak homojenize
edildi. Elde edilen homojenat vakum altinda Whatman No:1 filitre kagidindan
siizlildii. Elde edilen siipernatanin spektrofotometrede farkli dalga boylarinda (372-

422) absorbans degerleri tespit edildi.

Sekil 3.5. 20 °C de 200 rpm ¢alkalama hizinda pH degeri 4-5-6-7-8-9 olan besiyeri
kosullarinda 4 giin boyunca inkiibe edilen funguslar
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3.8. Besiyeri Cesidinin Belirlenmesi

Besiyeri ¢esidinin melanin iiretimine etkisini arastirmak icin yatik agardaki
kiilttirler steril distile su ve 6ze yardimiyla kazinarak pipetle 1ml/50ml olmak tizere
PDB besiyerine ekimleri yapilmistir. 4. gilinlin sonunda olusan besiyerleri
funguslarla beraber homojenize edilmis, SDB ve PDB igeren besiyerlerine ekim
yapilarak optimum sicaklik, calkalama ve pH degerinde 3 tekrar Ornek
hazirlanmistir. (Sekil 3.6.) PDB ve SDB besiyerlerinde iiretimi yapilan erlenler 4
giin sonra etiivden c¢ikartilarak homojenize edildi (Sekil 3.7.). Elde edilen
homojenat vakum altinda Whatman No:1 filitre kagidindan siiziildii. Elde edilen
stipernatanin spektrofotometrede farkli dalga boylarinda (372-422) absorbans
degerleri tespit edildi.

Sekil 3.6. 20 °C de 200 rpm ¢alkalama hizinda pH 4 olan besiyeri kosullarinda PDB
ve SDB besiyerinde 4 giin boyunca inkiibe edilen funguslar
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Sekil 3.7. 20 °C de 200 rpm ¢alkalama hizinda pH 4 olan PDB ve SDB besiyeri
kosullarinda besiyeri ile birlikte homojenize edilmis funguslar.

3.9. H,0O, Kullaniminin Melanin Uretimine EtKisi

H202 kullaniminin melanin iiretimine etkisini arastirmak i¢in yatik agardaki
kiilttirler steril distile su ve 6ze yardimiyla kazinarak pipetle 1ml/50ml olmak tizere
PDB besiyerine ekimleri yapilmistir. 4. giliniin sonunda olusan besiyerleri
funguslarla beraber homojenize edilmis ve 1, 10?, 102,103 ve 10* M H20; i¢eren
PDB besiyerlerine ekim yapilarak optimum sicaklik, ¢alkalama ve pH degerinde 3
tekrar 6rnek hazirlanmistir (Sekil 3.8.). Farkli H>O» iceren PDB besiyerlerine
iiretimi yapilan erlenler 4 giin sonra etiivden ¢ikartilarak homojenize edildi (Sekil
3.9.). Elde edilen homojenat vakum altinda Whatman No:1 filitre kagidindan
stiziildii. Elde edilen siipernatanin spektrofotometrede farkli dalga boylarinda (372-

422) absorbans degerleri tespit edildi.
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Sekil 3.8. 20 °C sicaklikta 200 rpm ¢alkalama hizinda pH degeri 4 olan 1, 107,
102, 10 3 ve 10 *M H,0; iceren PDB besiyerlerinde 4 giin boyunca inkiibe edilen
funguslar

Sekil 3.9. 20 °C sicaklikta 200 rpm ¢alkalama hizinda pH degeri 4 olan 1, 107,
102, 10 % ve 10 * M H,0; i¢eren PDB besiyeri ile birlikte homojenize edilmis
funguslar.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Melanin Standartinin Absorbsiyon Spekturumu

Calismamizda saf melanin kullanilarak UV visible spektrofotometrede 200-
800 nm dalga boyunda scan yapildi (Sekil 4.1.). Melaninin 15181 maksimum
absorbladig1 dalga boylar1 372-422 nm dalga boylarinda oldugu saptanda.

10+

Absorbans
o

T T T T T 1
300 400 500 600 TOO 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.1. Melaninin UV spektrofotometrede absorbsiyon spektrumu

4.2. Optimum Sicakhigin Melanin Uretimine Etkisi

Calismamizda ve PDB igeren besiyerlerine ekim yapilarak 10 °C, 20 °C,
30°C ve 40 °C de her bir sicaklik kosullarinda 3 tekrarli deneyler yapilmistir. En iyi
melanin tiretiminin genel olarak 20 °C de oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2.). Sekil
3.1. de goriildiigii tizere 40 °C lik erlende fungus iirememistir. Okunan absorbans
degeri besiyerinin renginin 40 °C de degisimi ile agiklanabilecegi gibi ekim
sirasinda  besiyerine eklenen funguslarin aswr1 melanin iiretmesinden de

kaynaklanabilir. En diisiik melanin tiretiminin ise 10 °C de oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.2. A. alternata’ nin melanin iiretimi tizerine farkh sicakliklarin etkisi

4.3. Calkalama Hizinin Melanin Uretimine Etkisi

Calismamizda PDB igeren besiyerlerine ekim yapilarak 20 °C sicaklikta statik
-100rpm- 150 rpm- 200 rpm ve 250 rpm’de kosullarinda 3 tekrarli deneyler
yapilmustir. En iy1 melanin iiretiminin 200 rpm de oldugu tespit edilmistir (Sekil

4.3.). En diisiik melanin tiretimi ise 150 rpm ¢alkalama hizinda oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.3. A. alternata’ nin melanin tretimi tizerine farkh ¢alkalama hizlarinin
etkisi

4.4. pH’ mm Melanin Uretimine Etkisi

Calismamizda PDB iceren besiyerlerine ekim yapilarak 20 °C sicaklikta 200
rpm ¢alkalama hizinda pH degeri 4 -5-6-7-8-9 olan besiyeri kosullarinda 3 tekrarl
deneyler yapilmistir. En iyi melanin tiretiminin pH 4 olan besiyerinde oldugu tespit
edilmigtir. En diisiik melanin tiretimi pH 9 olan besiyeri kosullarinda saptanmistir

(Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. A. alternata’ nin melanin tiretimi tizerine farkli pH larin etkisi

4.5. Besiyeri Cesidinin Melanin Uretimine Etkisi

Calismamizda PDB ve SDB igeren besiyerlerine ekim yapilarak 20 °C
sicaklikta 200 rpm calkalama hizinda pH degeri 4 olan besiyeri kosullarinda 3
tekrarli deneyler yapilmistir. En iyi melanin iiretiminin PDB besiyerinde oldugu
tespit edilmistir. En diisik melanin {iretimi ise SDB besiyeri kosullarinda

saptanmistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. A. alternata’ nin melanin {iretimi tizerine PDB ve SDB besiyerinin etkisi
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4.6. H,0O, Kullaniminin Melanin Uretimine Etkisi

Calismamizda 1, 107, 102,10 3ve ,10* M H,0 iceren PDB besiyerine ekim
yapilarak 20 °C sicaklikta 200 rpm ¢alkalama hizinda pH degeri 4 olan besiyeri
kosullarinda 3 tekrarli deneyler yapilmaistir.

En iyi melanin iiretiminin 102 M H20; igeren besiyerinde oldugu tespit
edilmistir. En diisiik melanin tiretimi ise 1 M H>0, iceren besiyeri kosullarinda

saptanmustir (Sekil 4.6.).

m1M ®m01M mO001M mO0,00lM mO0,0001M
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Sekil 4.6. A. alternata’ da H2O2 kullanimmin melanin iiretimine etkisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Organizmalar, maruz kaldiklar1 ¢esitli stres faktorlerine ragmen canliligini
stirdiirebilmek i¢cin birgok adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmiglerdir. Bu
mekanizmalardan biri de pigment olusumudur. Melanin pigmenti iretebilen
organizmalar  karsilastiklar1  ekstrem ¢evre kosullarma  karst  direng
saglayabilmektedirler. Melanin radyoprotektif 6zelligi sayesinde ROT olusumunu
engelleyerek organizmayi oksidatif hasarin neden oldugu olumsuzluklara karsi

korumaktadir (Cox vd., 2003).

A. alternata’ nin melanin tiretimini indiiklemek i¢in farkl stres kosullarinda
calismalar yapilmustir. {lk olarak 10 °C, 20 °C, 30 °C ve 40 °C de her bir sicaklik
kosullarinda firettigimiz funguslarin en yiiksek melanin iretiminin 20 °C de
oldugunu tesbit ettik. Funguslarin iiremesi i¢cin optimum sicaklik 25-30 °C
arasindadir. Bu nedenle 20 °C gibi diisiik bir sicaklikta fungus strese girerek
cevresel faktorlere karsi koruyuculuk 6zelligi olan melanin pigmentinin sentezini
artirmistir. Jacobson ve arkadaslar1 1994 yilinda Cryptococcus neoformans’i 37 °C
ve 25 °C de iireterek SOD aktivitelerini tesbit etmislerdir. SOD enzim aktivitesinin
25°C de arttig1 ancak 37 °C de hi¢bir aktivite artisinin olmadigir belirlendi.
Funguslar i¢in yiiksek bir sicaklik olan 37 °C de melanin pigmentinin sentezinde
artis oldugunu saptamislardir. Boylece melaninin 6nemli bir antioksidan etkiye
sahip oldugu sdylenebilir. Diger taraftan Kiran ve arkadaslarini 2014 de N. alba
MSAI10 ile yaptiklar1 ¢aliyjmada melanin tlretimi ve fungusun {iremesi iizerine
sicaklik gibi ¢cevresel faktorlerin etkisini test etmislerdir. Yaptiklari ¢alismada 35°C
nin iizerindeki sicakliklarda hem fungal biiylimenin hem de melanin iiretiminin
azaldigini belirlediler (Kiran vd..2014).

Ahn ve ark. (2006) tarafindan yapilan c¢alismada, Monascus sp. J101
kullanilarak sivi ortam fermentasyonu 25 °C ve 30 °C sicaklik degerlerinde
gerceklestirilmistir. Yiiksek sicaklikta artan mikroorganizma gelisme hizindan
dolayr fermentasyon ortaminda ortaya ¢ikan yiiksek viskozite, pigment verimini
diisiirmiis ve sonug olarak 30 °C’de elde edilen pigment verimi 25 °C’de elde edilen

verimden 10 kat daha diisiik bulunmustur (Ahn vd., 2006).
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Melanin iiretimini artrmak i¢in kullandigimiz kiiltiirel kosullardan bir tanesi
de inkiibasyon sirasindaki ¢alkalama hizidir. Normalde 150 rpm calkalam hizinda
inkiibe edilen funguslar stres faktorii olusturmak i¢in farkli calkalama kosullarinda
(statik -100 rpm- 150 rpm- 200 rpm ve 250 rpm) itretilmistir. Maksimum melanin

iretiminin 200 rpm de oldugu saptanmustir.

Funguslarin optimum tireme pH’s1 5.0-6,5 arasindadir. Kiran ve arkadaglari
2014 yilinda N. alba MSA10 ile yaptiklar1 ¢alismada melanin {iretimini artirmak
icin farkli pH larin etkisini test etmislerdir. Sonugta pH’ nin artigina paralelel olarak
melanin sentezinin arttigini fakat fungal tiremenin azaldigmi saptamiglardir. Cilinkii
pH, mikrobiyal pigment iiretimi i¢cin 6nemli bir faktordiir. Ortamin pH'si,
mikroorganizmanin pigment iiretim miktarmi ve tipini etkilemektedir. PH' daki
hafif degisim, mikrobiyal pigmentin renk tonunu degistirebilir ve bu durum
mikroorganizma tiirtine gére degisebilir. Monascus sp i¢in en uygun pH. 5.5-6.5
iken Rhodotorula i¢in pH 4.0-4.5. uygundur. pH nétrden hafif alkaliye gectiginde
likopen pigmenti sentezlenirken notrden asidige doniistiigiinde ise p-karoten
sentezlenmektedir (Kiran vd., 2014). Biz de A. alternata’nin en fazla melanin

iirettigi pH’y1 4 olarak tesbit ettik.

A. alternata’nin melanin tretimini indiiklemek i¢in farkli besiyerlerinde
iiretimlerini yaptik. Bunun i¢in PDB ve SDB besiyerleri kullandik. En iyi melanin
iiretiminin PDB besiyerinde sentezlendigini tespit ettik. PDB besiyerinde biitiin
dalga boylarinda (372-422 nm) melanin {iretimi yiiksek olmustur. Anitha ve
Murugesan’mn 2008 yilinda A. helianthi ile yaptiklari galismada host extract broth
(HEB), potato dekstrose broth (PDB) ve potato carrot broth (PCB) olmak iizere 3
farkli besiyeri kullanmiglardir. Diger besiyerlerinde de melanin iiretiminin
olmasmma ragmen en yiiksek degeri HEB besiyerinde {iireyen funguslada
sentezledigini tesbit etmislerdir (Anitha ve Murugesan, 2008). Bu farkliliklar
besiyerindeki farkli karbon kaynaklar1 ve ayni cinse ait tiir ¢esitliligiyle iliskilidir.
Besiyerlerindeki farkli karbon kaynaklar1 farkli funguslarin farkli pigmentlerin
sentezini indiiklemek i¢in kullanilmaktadir. Hatta farkli karbon kaynaklar1
pigmentin tonu iizerinde bile etkili olmaktadir. Ornegin; Glikoz gibi karbon
kaynagi, bliyiime ve pigment liretimi i¢in daha avantajlidir. Monascus'un pigment
olusumu en iyi nisasta ve dekstrinde saptanirken, glikoz ve maltozda orta, fruktozda

ise zayif bir pigmentasyon gozlenmistir. Cellobiyoz, Phaffia rohodozyma igin daha
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fazla pigmentasyona neden olurken, glikoz hem biiylimeyi hem de pigmentasyonu
tesvik etmektedir.

Mikroorganizmalar tredikleri ortamdaki uygun olmayan ve stres yaratan
kosullarin iistesinden gelebilmek i¢in kromozomlarinda kodlanmis mevcut gen
sistemlerini devreye sokarlar. Bu stres kosullarinda tiremelerini devam ettirebilmek
icin uygun proteini, enzimi veya pigment gibi {riinleri sentezlerler. Biz de A.
alternata’nin melanin pigmentinin sentezini artimak i¢in besiyerlerine farkli
konsantrasyonlarda H2O, (1, 107, 102,10 2 ve 10 * M) ekledik. 1 M ve 10 M
ekledigimiz PDB besiyerlerinde fungus tiremesi olmamistir. En yiiksek melanin
{iretiminin ise dalga boylarmna gore degismekle birlikte 102 M vel0 * M H,0;
ekledigimiz besiyerlerinde olmustur. Ureme olmayan besiyerlerinde okunan
melanin degerleri ekim yaptigimiz bir miktar fungusun {irettigi melaninden
kaynaklanmaktadir. Ivanova ve arkadaglar1 2005’de A. alternata, C.
cladosporioides, M. hiemalis ve Paecilomyces lilacinus’ un misel artig1 lizerine
10°-10" M’lik hidrojen peroksit etkisi iizerinde ¢alismislardir. Yiiksek radyoaktif
kirlenmenin oldugu habitatlarindan izole edilen funguslarin biiylimesinin sadece
101 M Hy0; tarafindan durduruldugunu ifade etmislerdir. Farkli funguslarin
hidrojen peroksit tepkisinin ise ii¢ tip oldugunu saptamislar. Bunlar : (1) 10 ® ile
10 * M arasmdaki H20, konsantrasyonlarinda fungal hiflerin sabit bir biiyiime
oranina sahip olduklar1 ve 10~3 M H,0;’de ise, biiyiimede azalma olacags, (2) H20:
konsantrasyonu arttikga biiylime hizinda kademeli bir disis ve (3) H20:
konsantrasyonu 10®dan 10®° M’a yiikseldiginde biiyiime oraninda bir artis
olabilecegini ifade etmislerdir. A. alternata ve C. cladosporioides funguslarinin
bu ii¢ tiir bitylime tepkisini verdiklerini, ancak M. hiemalis ve P. Lilacinus gibi agik
pigmentli tiirlerin sadece birinci tip biiyiime cevabi gdsterdikleri saptanmistir. 107
M' ye esit hidrojen peroksit konsantrasyonunun incelenen funguslarin hepsine

oldiiriicii oldugu bulunmustur (Ivanova vd., 2005).

Radiotrofik funguslarin agir metallere, oksidatif zararlara, ultraviyole
radyasyonuna, sicak ve soguk stresine ve kurakliga karsi ekstrem dayanikliliginin
olmasi gibi ¢ok sayida dikkate deger 6zellikleri vardir. Bu 6zelliklerinden dolay1
son yillarda melaninli funguslar ve bakteriler ile cesitli ¢alismalar yapilmaya
baslanmustir. Ozellikle genetik miihendislikle ilgili g¢alismalarm yani sira,

biyoremediasyonla ilgili ¢caligmalar ve ciddi ¢cevre problemlerine neden olan agir
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metallerin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuyla ilgili yogun arastirmalar

yapilmaya baglanmustur.

Cogu bitki patojeni olan fungus da uygun olmayan ¢evre kosullarina karsi
canli kalmalarini lirettikleri melanin pigmentine bor¢ludurlar. Melanin, funguslari
litik enzimlerden, ekstrem sicakliklardan ve kurakliktan korudugu gibi fungusit
direngliligini de indiiklemektedir. Bu bitki patojeni funguslar tarafindan melanin
iretimini etkileyen faktorlerin 6grenilmesi, potansiyel biyokontrol ajani olarak
kullanilmasina imkan saglayacaktir. Melanin, bazi insan patojeni olan funguslar
icin de antioksidatif, termostabil, antiradyoaktif, paramanyetik ve metal baglayici
ozelliklerinden dolay1 6nemli bir virulans faktordiir. Fungal melaninler, patojen

fungusu konagin immiin sistemine kars1 korumaktadir.

Melanin pigmenti, mikroorganizmalar, bitkiler, omurgasizlar ve memelileri
de i¢cine alan genis bir tiir kompozisyonuna sahip ¢ok fonksiyonlu bir pigmettir.
Melanin pigmenti bir¢cok onemli fonksiyona sahiptir. Melaninler sicak-soguk ve
kuraklik gibi fiziksel stres faktorlerine karsi, metal iyonlar1 ve birgok toksik
kimyasallara kars1 canlilar1 korumaktadir (Castanet ve Ortonne, 1997). Ayrica UV
ve solar radyasyon gibi fiziksel ajanlara kars1 fotoprotektor olarak koruyucu rolleri
bulunmaktadir. Hem literatiir bilgilerine gére hem de ¢alismamizin sonuglarina
gore melanin pigmentinin, canli organizmalar1 ekstrem g¢evre kosullarmna karsi
koruyarak hayatta kalma sanslarini arttirdiklarini séyleyebiliriz.

Cok yiiksek radyasyon seviyelerinin oldugu bélgelerde yasayan melaninli
funguslar, bir¢ok bilim adamimin dikkatini ¢gekmistir. Bu ekstrem ¢evre kosullara
dayanikliligin sebebini ortaya ¢ikarmak i¢in molekiiler ve hiicresel boyutta bir¢ok
calisma yapilmistir. Bu diren¢ mekanizmasinin, funguslarin hiicre duvarlarinda
lokalize olan melanin pigmentiyle ilgili oldugu belirlenmistir.

Radiotrofik funguslar sentezledikleri melanin pigmenti sayesinde agir
metallere, oksidatif zararlara, ultraviyole radyasyonuna, sicak ve soguk stresine ve
kurakliga kars1 ekstrem dayaniklililik 6zellikleri kazanmiglardir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 son yillarda melaninli funguslar ve bakteriler ile ¢esitli galigmalar yapilmaya
baslanmustir.  Ozellikle genetik miihendislikle ilgili ¢alismalarin yanisira,

biyoremediasyonla ilgili calismalar ve ciddi ¢cevre problemlerine neden olan agir
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metallerin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuyla ilgili yogun arastirmalar
yapilmaya baglanmustur.

Cogu bitki patojeni olan funguslarin sahip olduklar1 melanin funguslari litik
enzimlerden, ekstrem sicakliklardan ve kurakliktan korudugu gibi fungusit
direncliligine de katki saglamaktadir. Bu bitki patojeni funguslar tarafindan
melanin iretimini etkileyen faktorlerin 0grenilmesi, biyokontrol ajani olarak
kullanilarak bitkileri fungal hastaliklardan korumaya imkan saglayacaktur.

Melanin, bazi insan patojeni olan funguslar i¢in de antioksidatif, termostabil,
antiradyoaktif, paramanyetik ve metal baglayici 6zelliklerinden dolay1 6nemli bir
virulans faktordiir. Fungal melaninler, patojen fungusu konagin immiin sistemine
kars1 korumaktadir.

Melanin iiretiminin mekanizmasmin anlagilmasi ile yeni antimikrobiyal
ilaglarin gelistirilmesi, kanser terapisi ve enerji transdiiksiyonu gibi bir¢ok alanda
onemi giderek artmustir. Melanin liretimini engelleyen cesitli mekanizmalarin
fungal patojeniteyi azalttigi saptanmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak melanotik
mikroorganizmalarda melanin iiretimini engelleyen ilaglar 6nemli bir potansiyel
antimikrobiyal ajan olmustur. Ozellikle funguslardaki melaninin yapis1 memeli
derisindeki melaninden kimyasal olarak ¢ok farkli degildir. Fungal ve memeli
melaninlerindeki bu benzerlik, melanoma tedavisinde 6nemli olan monoklonal
antibadi lretiminde yol gostericidir. Ayn1 zamanda melaninin yiiksek enerjili
iyonize 1sinlar1 tutma Ozelliginden dolayi, kanser hastalarinda radyoterapi
tedavisinde saglikli hiicrelerin zarar gérmemesi agisindan da biiyiikk avantaj
saglamaktadir.

Giiniimiizde dogal gida katki maddelerine olan talep artmaktadir. Bu nedenle
dogal renklendiriciler ve mikrobiyal pigmentleri konu alan ¢alismalar,
renklendiriciler alaninda yapilan ¢calismalarin 6nemli bir kismin1 olusturmaktadir.
Kozmetik ve gida endiistrisinde kullanilan pigmentler ve renklendiriciler, bebek
mamalari, kahvalti gevrekleri, makarnalar, soslar, islenmis peynirler, meyveli
icecekler, probiyotik gida renklendiricileri, vitamin bakimindan zengin siit iiriinleri
ve bazi enerji icecekleri vb. gibi farkl triinlerde kullanilmaktadir. Bu nedenle,
mikrobiyal kaynakli dogal pigmentler ve renkler, ¢evre dostu, saglikli ve ¢ekici
renklere sahip olmalarindan dolay1 iyi bir alternatiftir. Gida iriinlerine sentetik
pimentler yerine, dogal veya mikrobiyal renklerin eklenmesi toplumda

reklendiricilere kars1 mevcut endisesinin azalmasini saglamaktadir. Cilinkii sentetik
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boyalar onemli g¢evre ve saglik sorunlarina neden olmaktadir. Buna karsilik
mikrobiyal pigmentler, ¢evre dostudur ve tekstil endiistrisinde, gida renklendiricisi
olarak, antioksidanlar, biyo-indikatorler, antimikrobiyal ve antikanser ajanlari
olarak kullanilmaktadir. Son yillarda mikrobiyal pigmentleri bircok endiistri
alaninda daha c¢ok kullanilabilir hale getirmek icin kapsamli arastirmalar
yapilmaktadir. Giliniimiizde toksik sentetik boyalarin kullanimini azaltmak igin,
mikrobiyal kaynakli pigment iiretimini artirmaya yonelik yeni mikrobiyal kaynak
bulma, bunlarin optimizasyonu ve iyilestirilmesi ve genetik miithendislik yoluyla
dretim maliyetini azaltmak i¢in ¢aligmalar  yapilmaktadir. Biyolojik
renklendiricilerin, gida, ilag, tekstil, matbaa endiistrilerinde vb. alanlarda genis
uygulamalar1 vardir.

Yapilan bu ¢alismalarin sonuglar1 ile Mikrobiyoloji, Biyoteknoloji, Ziraat,
Gida Miihendisligi, Tip ve Eczacilik alaninda temel diizeyde yeni bilgiler

sunacaktir.
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