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Doktora Tezi

Farkh Kaynaklardan izole Edilen Aktinomisetlerden Ekstraseliiler Pigment
Karakterizasyonu ve Baz1 Biyofonksiyonel Ozelliklerin Incelenmesi
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Bu caligmada, Tirkiye'nin farkli bolgelerinden (Burdur, Denizli, Kiitahya,
Balikesir) alinan 49 toprak ve 4 camur 6rneginden izole edilen 130 aktinomiset ile daha
onceki projelerden elde edilen 45 aktinomiset olmak {iizere toplam 175 izolat,
ekstraseliiler pigment iiretimi agisindan degerlendirilmistir. Pigment {iretimi gdsteren 71
izolat arasindan segilen Streptomyces griseorubens K3, Streptomyces variabilis B23 ve
Streptomyces variabilis B25 suslarinin kiiltlirel ve morfolojik 6zellikleri incelendikten
sonra tiir tanimi yapilmistir. Bu suslarin kiiltiir ortamindan duragan faz sonunda elde
edilen pigment ekstraktlar1 detayli yapisal analizlere tabi tutulmustur.

Melanin pigmentlerinin yapisal karakterizasyonu i¢cin UV-Vis, FT-IR, 'H NMR,
SEM-EDS ve LC-MS Q-TOF analizleri gerceklestirilmistir. Tiim suslardan elde edilen
ekstraktlarin 6melanin, feomelanin ve néromelanin bilesenlerini icerdigi belirlenmistir.
Streptomyces variabilis B23 susuna ait ekstrakte melanin, test edilen tiim Gram-negatif
ve Gram-pozitif bakterilere karsi1 anti-bakteriyel etki gostermistir. Streptomyces variabilis
B25 susundan elde edilen ekstrakte melanin ise, SW-620 kolon kanseri ve CCD18Co
normal kolon hiicre hatlar1 iizerinde test edilmis ve ICso degerleri 1000 pg/mL’den biiyiik
olarak bulunmustur.

Calisma, S. griseorubens ve S. variabilis tiirleri tarafindan ekstrakte edilen ilk
melaninler olmasinin yan sira Streptomyces melaninlerinin yapisal ¢esitliligini, anti-
bakteriyel ve anti-kanser ozellikleri ile bir arada ortaya koymasi acisindan literatiirde
oncii olma niteligini tasimaktadir. Elde edilen veriler, dogal kaynakli melanin
pigmentlerinin biyoteknolojik potansiyelleri ile ilgili 6nemli ipuglar1 sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: aktinomiset, ekstraseliiler pigment, anti-bakteriyel, anti-kanser,
melanin, aktinomiset gelisim egrisi

Hazirlanan bu Doktora tezi MAKU BAP koordinatérliigii tarafindan 0899-DR-23 proje
numarasi ve TUBITAK 1002-B tarafindan 1240726 proje numarasi ile desteklenmistir.
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In this study, a total of 175 isolates, including 130 actinomycetes isolated from 49
soil and 4 mud samples collected from different regions of Turkey (Burdur, Denizli,
Kiitahya, Balikesir) and 45 actinomycetes obtained from previous projects, were
evaluated for extracellular pigment production. Among the 71 isolates showing pigment
production, Streptomyces griseorubens K3, Streptomyces variabilis B23, and
Streptomyces variabilis B25 strains were selected, and their cultural and morphological
characteristics were examined before species identification. Pigment extracts obtained
from the culture medium at the end of the stationary phase were subjected to detailed
structural analysis.

UV-Vis, FT-IR, 'H NMR, SEM-EDS, and LC-MS Q-TOF analyses were
performed for the structural characterization of melanin pigments. It was determined that
the extracts obtained from all strains contained eumelanin, pheomelanin, and
neuromelanin components. Melanin extracted from the Streptomyces variabilis B23
strain exhibited antibacterial activity against all Gram-negative and Gram-positive
bacteria tested. Melanin extracted from the Streptomyces variabilis B25 strain was tested
on SW-620 colon cancer and CCD18Co normal colon cell lines and found to have ICso
values greater than 1000 png/mL.

This study is pioneering in the literature in that it is the first to extract melanin
from S. griseorubens and S. variabilis species and to reveal the structural diversity of
Streptomyces melanins and their antibacterial and anticancer properties. The obtained
data provide important insights into the biotechnological potential of naturally derived
melanin pigments.
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1. GIRIS

Pigmentler, renk algis1 olusturan maddeler veya bilesiklerdir. Endiistride gida,
kozmetik, boya, ilag, cam, tekstil gibi bir¢ok kullanim alani mevcuttur. Sentetik ve
inorganik pigmentlerin zararli etkileri sebebiyle organik pigmentlere yonelim artmuistir.
Organik pigmentler i¢erisinde mikroorganizmalar tarafindan iiretilen pigmentlerin renk
yelpazesi genistir. Mikrobiyal pigmentler biyolojik olarak parcalanabilmektedir ve ¢evre
dostu olmas1 son yillarda mikrobiyal pigment iiretimini énemli bir potansiyel kaynak
haline getirmektedir (Baran Ekinci vd., 2021).

Mikroorganizmalar, diisitk maliyetli kiiltiir ortamlarinda kolay ve hizli gelisebilen,
iklim kosullarindan bagimsiz olan canlilardir. Endiistriyel agidan 6nemli olan pigment,
antibiyotik, enzim, vitamin, tekstiir ajanlar1 gibi molekiillerin iiretimi i¢in uzun siiredir
kullanilmaktadir. Bu molekiiller ilag, kozmetik ve gida gibi alanlarda biyoteknolojik
uygulamalar i¢in 6nemlidir (Ata, 2013; Kumar vd., 2015; Dag, 2017).

Literatiirde Serratia marcescens’ten iretilen prodigiosin pigmentinin tekstil
endistrisinde uygulanmasinin yani sira Fusarium, Streptomyces, Mycobacterium,
Agrobacterium, Myxococcus gibi bircok mikroorganizmadan pigment eldesi ile ilgili
caligmalara rastlanmaktadir. Aktinomisetler i¢inde de Streptomyces, Nocardia ve Dietzia
gibi tiirler biyolojik aktiviteye sahip kirmizi, yesil, sari, kahverengi, siyah gibi ¢esitli
renklerde pigment iiretebilmektedir (Sapkota vd., 2020; Elhagrassy, 2018; Erfilibeli,
2021).

Aktinomisetler Gram-pozitif, fakiiltatif anaerob, yliksek guanin-sitozin (>%55)
igerigine sahip misel olusturan filamentli bakterilerdir. Prokaryot yapida olduklar1 i¢in
funguslardan ayrilmaktadir. Sekil ve islev acisindan bakteri ve fungus arasinda yer
almaktadir. Dogada genis bir alana yayilan aktinomisetler toprak kokenlidir ve bilinen
aktinomisetlerin yaklasik %90°1 topraktan izole edilmistir (Sapkota vd., 2020; Lee ve
Hwang, 2002). Aktinomisetlerin yasam alanlar1 ile ilgili yapilan ¢aligmalarda bu
mikroorganizmalarin dag ormanlart (Hayakawa vd., 2008), denizler (Takizawa vd.,
2003), batakliklar (Suzuki vd., 2014), bitkiler (Wohl ve Mcarthur, 2008), magaralar
(Groth vd., 1999), hayvanlar (Zheng vd., 2000) ve ¢eltik tarlalar1 (Lee ve Hwang, 2002)
gibi oldukea cesitli ve farkli ortamlarda bulundugu goriilmektedir. Aktinomisetler, ilag
kesfinde ¢cok onemli bir yere sahip olup 6zellikle ekstrem kosullarda gelisebilenler bu
konuda 6ne ¢ikmaktadir (Ibeyaima vd., 2016; Ma vd., 2020; Sapkota vd., 2020). Bu

bakteriler, dogal mikrobiyal {irlinler i¢inde biyoaktif bilesiklerin iiretiminin %45’ten
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fazlasini lretmektedir ve bu bilesiklerin %70-80°1 ticari olarak kullanilabilmektedir.
Aktinomisetler igerisinde bu payin %80’inini Streptomyces cinsi bakteriler
olusturmaktadir (Zainal Abidin vd., 2018; Singh Parmar ve Singh, 2018; Ibeyaima vd.,
2016). Streptomisetler, ¢esitli pigment ve antibiyotik gibi sekonder metabolitleri iretmesi
yoniinden ¢ok onemli bir cinstir. Bu cins tarafindan melanin, aktinordin, indigoidin ve
bazi karotenler gibi pigmentlerin tiretildigi bilinmektedir (Dag, 2017; Gengbay, 2019;
Ata, 2013).

Bu ¢alismada Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden alinmis 49 adet toprak ve 4 adet
camur kaynaklarindan izole edilen 130 adet aktinomisetin yani sira Erfilibeli (2021) ve
Bedel (2021) tarafindan izole edilen 45 adet aktinomiset Ornegi ilizerinde c¢alisma
yapilmistir. Ekstraseliiler pigment {iretimi yiiksek olan 3 aktinomiset, yapilan molekiiler
tan1 testleri neticesinde Streptomyces griseorubens K3, Streptomyces variabilis B23 ve
Streptomyces variabilis B25 olarak belirlenmistir. Bu suslardan elde edilen kahverengi
renkli ekstrakte melanin pigmentlerinde UV-Vis (Morétesi ve Goriiniir Isik), FT-IR
(Fourier Déniisiimlii Kiziltesi Spektroskopisi), 'H NMR (Niikleer Manyetik Rezonans)
analizleri yapilarak kimyasal yapisinin aydinlatilmasina yonelik ¢aligmalar yapilmistir.
Bu calismalardan elde edilen veriler 1s18inda SEM-EDS (Taramali Elektron Mikroskobu-
Enerji Dagitict X-151n1  Spektroskopisi) ve LC-MS (Sivi Kromatografisi-Kiitle
Spektrometresi) Q-TOF (Kuadrupol-Ugus Zamanli) analizi ile calismalara devam
edilmistir. Gergeklestirilen analizlerden elde edilen sonuclar, ekstrakte melanin
pigmentlerinin L-DOPA bazli melanin yapisinda olabilecegini gostermis olup bu nedenle
LC-MS Q-TOF ile melanin ve melanin pigmentinin yapim ve/veya yikim asamasina ait
oldugu diisiiniilen baz1 molekiiler yapilar ile ilgili pigmentlerin iiretim yolaklar1 hakkinda
degerlendirme yapilmustir. S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25
suslarindan elde edilen ekstrakte melaninlerin anti-bakteriyel 6zellikleri ile CCD18Co ve
SW-620 hiicre hatlarina kars1 anti-kanser 6zellikleri incelenmistir.

Bakteriyel melanin pigmentinin kimyasal yapist ile ilgili literatiirde ¢ok az ¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢alisma Streptomyces cinsi bakterilerin melanin pigment iiretimi ve
bakteriyel melanin pigmentinin kimyasal yapisinin belirlenmesi {izerinde Oncii
caligmalarindan biri olmas1 agisindan 6nemlidir. Bu tiir ¢aligmalar, sentetik tiretimleri son
derece zor hatta imkansiz olan biyoteknolojik olarak énemli yeni metabolitlerin kesfi,
tilkemizde biyoteknolojik iiriinlere disa bagimliligin1 azaltmas: ve mevcut anti-bakteriyel
ve anti-kanser ajanlara alternatif iirlinlerin iiretilmesi acisindan son derece 6nem arz

etmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Aktinomisetler

Aktinomisetler (Actinobacteria), Gram-pozitif ve fakiiltatif anaerob olma 6zelligi
tastyan, yiiksek guanin-sitozin (>%55) igerigine sahip misel olusturan filamentli
bakterilerdir. Uygun kosullar altinda funguslarda oldugu gibi iplik benzeri filamentler
olusturabilmekle birlikte prokaryot yapida olduklari i¢in funguslardan ayrilmakta ve
kendi baglarina heterojen bir bakteri grubu olusturmaktadir. Sekil ve islev agisindan
bakildiginda bakteri ve fungus arasinda yer aldiklar1 sdylenebilmektedir (Sapkota vd.,
2020; Elhagrassy, 2018; Erfilibeli, 2021). Aktinomisetler filamentli bakterilerin biiyiik
bir kismini olusturmaktadir (Singh Parmar ve Singh, 2018). Actinomycetaceae ailesine
mensup olup Actinobacteria ad1 verilen ayri bir sinif altinda toplanmaktadir (Nayaka vd.,
2020b). Hemen hemen her yerde bulunup toprak mikroflorasinin biiyiik ¢cogunlugunu
olusturmaktadir (de Massaguer ve da Silva, 2014). Varlig: bilinen ikincil metabolitlerin
yaklasik %70-80’inin iiretimini sagladiklari i¢in endiistriyel, biyoteknolojik ve ekonomik
acidan biiyiikk 6nem tasimaktadir (Nayaka vd., 2020a). Mikroorganizmalar tarafindan
tiretildigi bilinen yaklasik 23.000 biyoaktif ikincil metabolitin 10.000’den fazlasini
aktinomisetler liretmektedir (Ibrahim vd., 2023).

Aktinomisetler klinik c¢aligmalarda antibiyotik, anti-tiimdr, anti-inflamatuar,
bagisiklik sistemi baskilayici gibi ajanlarin iiretilmesinde kullanilmaktadir (Zainal Abidin
vd., 2018; Ibeyaima vd., 2016). Bunun yan1 sira aktinomisetler amilaz, proteaz ve seliilaz
gibi ekstraselliiler enzimlerin {iretiminde biiylik oneme sahiptir. Aktinomisetler ile
yapilan ¢aligmalarda 6zellikle antibiyotik {iretimi iizerinde durulmaktadir (Suriya vd.,
2016; Sapkota vd., 2020).

Hemen hemen biitiin antibiyotiklere kars1 ¢oklu dirence sahip mikroorganizmalarin
ortaya ¢ikmasi, bir¢ok arastirmaciyr yeni kaynaklardan yeni antibiyotiklerin
kesfedilmesine yonlendirmistir (Ahmad vd., 2017). 2050 yilindan baglayarak her yil
antimikrobiyal diren¢ kaynakli 10 milyon 6liimiin gerceklesecegi tahmin edilmektedir.
Ayrica, niifus artis1 ve yasliliga bagli olarak kanser vakalarinin iki katina ¢ikmasi da olasi
olarak goriilmektedir (Orlandi vd., 2021). Aktinomisetler, c¢esitli biyoaktif ikincil
metabolit {iretimi bakimindan benzersiz bir yetenege sahip olmalari nedeniyle
biyoteknolojik agidan olduk¢a énemlidir (Zainal Abidin vd., 2018). Ozellikle ekstrem

kosullarda yasayan aktinomisetler ile kesfedilmemis yeni aktinomiset tiirleri bu konuda



On planda yer almaktadir. Ayrica aktinomisetler bir¢ok biyoaktif bilesigi ekstraseliiler
(hiicre dis1) olarak tiretmektedir (Ibeyaima vd., 2016, Ma vd., 2020; Sapkota vd., 2020).

Farkli toprak tiirlerinde ve bitkilerin rizosfer bolgesinde yasayan farkli tiirlerde
aktinomisetler mevcuttur. Aktinomisetler pek ¢ok bitkinin yasamini siirdiirebilmesi i¢in
onemlidir. Antibiyotik olma 6zelligi tasiyan maddeler iireten rizosferik streptomisetler,
mantar kaynakli patojenlerin gelismesini engelleyerek bitki koklerinin korunmasini
saglamaktadir (Selim vd., 2011).

Sonsuz talepler dogrultusunda yeni dogal iiriin liretiminde biyoaktif metabolit
tireten kesfedilmemis ya da ekstrem habitatlarda yasayan aktinomisetler dnemli bir

kaynak olarak arastirilmaya devam etmektedir (Ma vd., 2020).

2.1.1. Streptomyces

Ustalem: Bacteria

Sube: Actinobacteria

Smf: Actinobacteria

Takim: Streptomycetales

Aile: Streptomycetaceae

Cins: Streptomyces

1943 yilinda Waksman ve Henrici tarafindan onerilen Streptomyces cinsinin
tanimlanmais tiir sayis1 761 (buna ilave olarak 33 tane de alt tiir) olarak belirlenmistir.
Cinsin tip tiirli S. albus ATCC 25426T dir (URL-1; URL-2; Erfilibeli, 2021).

Aktinomisetlerin tiyesi oldugu Actinobacteria siifi igerisinde biyosentetik genlerin
varlig1 ve oran1 oldukga yiiksektir. Ozellikle Streptomyces tiirii aktinomisetler biyolojik
aktiviteye sahip bilesiklerin bir¢ogunu iiretmektedir ve bu sayede diinyada biiyiik ilgi
gormektedir. Bu antimikrobiyal ajanlar bir¢ok metabolik yollar tarafindan, genellikle
poliketit sentezi (PKS) ve ribozomal olmayan peptit sentezi (NRPS) ile
gerceklesmektedir. Aktinobakterler i¢inde biyosentetik genlerin varlig1 ve orani oldukca
yuksektir (Ahmad vd., 2017).

Poliketidler, 1890’11 yillarda isimlendirilen, molekiilinde genellikle metilen
karbonlar: tarafindan ayrilan ¢ok sayida karbonil ve alkol grubunu barindiran ve yapisal
olarak cesitlilik gosteren dogal bir {iriin grubunu temsil etmektedir. Kiiciik karbolik asit
ve malonatlarin bir dizi poliketid sentaz (PKS) adi verilen enzimler araciligiyla
dekarboksilatif yogunlagma tepkimelerine ugramalar1 sonucu meydana gelmektedir. Pek

cok poliketid maddesi antibiyotik, antikanser ve immiinosupresan olarak biyolojik
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aktivite gostermektedir. Bu bilesikler toprak kaynakli aktinomisetler, 6zellikle de
Streptomyces cinsi olan bakteriler tarafindan bolca iiretilmektedir (Richardson ve Khosla,
1999).

Aktinomisetler sekonder metabolit liretimi oldukc¢a yiiksek mikroorganizmalardir.
Aktinomisetlerin 500’{in lizerinde tiirli tanimlanmustir. Streptomyces cinsi aktinomisetler
bilinen antibiyotik iireticileri arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Streptomyces suslari
Actinobacteria simifinin en fazla iiyesi olan taksonudur (Madigan vd., 2013; Erfilibeli,
2021). Kurak ortamlara karsi direngli ve spor olusturma ozelligi bulunmaktadir.
Streptomyces cinsi bakterilerden elde edilen antibiyotikler, yilda milyarlarca dolar
kazandirabilmektedir.  Streptomyces tirli aktinomisetlerin  {iretebildigi  bilinen
antibiyotiklere streptomycin, spectinomycin, neomycin, tetracycline, chlortetracycline,
erythromycin, clindamycin, nystatin, amphotericin B ve chloramphenicol 6rnek
verilebilmektedir (Madigan vd., 2013).

Aktinomisetler, farkli bolgelerdeki rizosfer, yani bitkilerin kok bdlgesindeki
mikrobiyotanin bulundugu dar toprak veya substrat bolgelerinden izole edilebilmektedir
(Singh Parmar ve Singh, 2018). Streptomyces tiirii aktinomisetler, en ¢cok aerobik ve suyu
stiziilmiis toprakta (kumlu, kiregli gibi) bulunmaktadir (Madigan vd., 2013).

Obakter olmalarina ragmen miseller veya lifler halinde biiyiir ve bakterilerde tipik
olarak goriilen basil ve kok formlar1 yoktur. Streptomyces, vejetatif yapilara ve lireme
yapilaria dontiisebilen, ¢ok cekirdekli, dallanan misellere dayanan karmasik bir koloni
yapisina sahiptir. Bu karmasik ¢ok ¢ekirdekli yapi, aktinomisetlerin 6nceki zamanlarda
mikrobiyologlarca mantar ya da mantarlar ile bakteriler arasindaki ara baglar olarak
degerlendirmelerine neden olmustur. Giiniimiizde ise streptomisetlerin siliphe
gotiirmeyecek sekilde prokaryot olduklari kabul edilmektedir. Hiicre duvari yapilari,
genetik malzemeleri ve fajlar1 bakterilere benzerlik gostermektedir. Cogu Streptomyces
tiirli mezofiliktir (Sharma vd., 2014).

500’den fazla antibiyotigin Streptomyces tiirleri tarafindan tiretildigi bilinmektedir.
Antibiyotik {iretenler kendi antibiyotigine karsi direngli olmakla beraber, diger
Streptomyces’lerin iirettigi antibiyotige karsi direngsiz olabilmektedir. Insanlarm
hastaliklarinin tedavisinde ve veteriner hekimler tarafindan kullanim alani bulan 60'dan
fazla tamimli Streptomyces antibiyotigi bulunmaktadir (Madigan vd., 2013). Uretilen
antibiyotiklerin ¢ogunlukla logaritmik (eksponansiyel) biiylime fazinin sonuna dogru
tiretilen ikincil metabolit maddeler oldugu belirtilmektedir. Streptomyces, antibakteriyel

ve antifungal maddeler disinda daunorubisin, mitomisin C, aktinomisin gibi anti-tiimorik
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maddeler de iiretebilmektedir. Streptomyces cinslerinin iirettigi bazi maddelerin kanser
hiicre hatlarinda apoptosis olusumuna neden olduklar bildirilmistir (Sharma vd., 2014).
Streptomyces cinsi mikroorganizmalarin izolasyonunda gliserol veya nisasta igeren
karbon kaynagi; arjinin, kazein veya nitrat igeren nitrojen kaynagi en iyi izolasyon
sonucunu vermektedir. Streptomyces cinsi mikroorganizmalarin tanimlanmasi spor
biiytlikliigiine, morfolojisine, pigmentasyonuna, dizisine, antibiyotik direncine, fizyolojik

ve biyokimyasal karakteristigine gore yapilmaktadir (Siddique vd., 2014).

Streptomyces Metabolizmasi

Streptomisetler, toprak kokenli saprofitik (giiriik¢iil) mikroorganizmalardir. Bu tiir
yasam dongiilerinde ortamda bulunan ¢oziiniir olmayan polimerler sindirilerek monomer
ve oligomerlere doniistiiriilmekte ve  biyokiitle miktarinin  arttirilmasinda
kullanilmaktadir. Birincil metabolizma adi verilen bu katabolik ve anabolik reaksiyonlar,
protein, niikleik asit, lipit ve polisakkaritlerin yapi taslarinin sentezlenmesinde rol
almaktadir. Yani tirozin amino asidi gibi ikincil metabolitlerin 6nciil maddelerinin
olusumu bu agsamada saglanmaktadir (Hodgson, 2000).

Toprakta bulunan besinler bitkisel kaynakli olacagi i¢cin karbon agisindan zengin,
azot ve fosfor agisindan ise fakir olmaktadir. Bu durumda amino asitlerin ortamda mevcut
olmadig1 durumlar i¢in sentezlenmelerini Streptomyces cinsi mikroorganizmalarin
kendilerinin saglamasi gerekmekte olup amino asitlerin sentezi igin gelistirilen yolaklar
bulunmaktadir (Hodgson, 2000). Aralarinda melanin sentezinde onciil madde olan
tirozinin de bulundugu aromatik yapidaki amino asitlerin bakteriler tarafindan
biyosentezi, sikimat yolagi ad1 verilen metabolik siire¢ ile gerceklesmektedir. Bu siirecte
fosfoenolpriivat (PEP) ve eritroz 4-fosfat (E4P), once sikimat, ardindan ise aromatik
amino asitlerin biyosentezinin dallanma noktas1 olan korismat metabolitine
dontstiiriilmektedir (Shende vd., 2024). Sikimat yolaginda, korismat mutaz enziminin
aktivitesi, korismat metabolitinden aromatik amino asitler olan tirozin veya fenilalanin
sentezinin gerceklestirilmesini saglamaktadir (Knaggs, 2003).

Ikincil metabolitlerin sentezi ise, hiicre icerisindeki besin durumuna bagldur.
Yasamin devamlilig1 i¢in gerekli olan O, C, N, P, S ve diger besinlerin erisilebilirliginde
gerceklesecek biiylik degisiklikler ve sicaklik, pH, oksijenlenme gibi ¢evresel faktorler
Streptomyces tiirii aktinomisetlerin ikincil metabolizma faaliyetlerine gecisinde etkili
olmaktadir (Krysenko ve Wohlleben, 2024). Bakterilerin gelisiminin tamamen durmasi

ve hatta gelisim oraninda azalmanin meydana gelmesi bile ikincil metabolizmanin
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tetiklenmesini saglayan onemli bir sinyal gorevi gérmektedir (Bibb, 2005). Ozellikle
inorganik fosfatin hiicre icerisindeki birincil ve ikincil metabolizma reaksiyonlarini
etkiledigi bilinmektedir. Fosfatin sinirlanmasi, farkli Streptomyces tiirlerinde yiizlerce

ikincil metabolitin biyosentezini tetiklemektedir (Martin vd., 2011).

2.2. Pigmentler

Pigmentler dogal, sentetik ve inorganik olarak {ige ayrilmaktadir. Kimyasal yollarla
sentezlenen sentetik ve inorganik pigmentlerin maliyeti oldukca diisliktiir fakat bu
pigmentlerin kanserojenik, mutajenik, toksik ve alerjik etkileri bulunmaktadir. Ayrica
endiistride bu islemler sirasinda olusan atik sular; sentetik pigmentler, yardimci maddeler
ve kimyasallar icermektedir (Samuchiwal vd., 2021). Bu endiistriyel islemler yeralt1 su
kaynaklarinin ve topragin kirlenmesine neden olmaktadir. Dolayistyla bitki, hayvan ve
insanlarin bagimli oldugu ekosisteme zarar vermektedir (Chieza ve Ward, 2015). Aritma
prosesleri genellikle sentetik pigmentleri ve ayrimi zor kimyasallar1 giderememektedir.
Ayrica ters ozmoz sistemi ile ¢alisan filtreleri kisa siirede tikamaktadir (Samuchiwal vd.,
2021).

21. yiizyilda insanligin yasadigi en 6nemli sorunlarindan biri kiiresel nitelikli,
etkileri gelecek kusaklara da yansiyacak olan ekolojik sorunlardir. Diinyanin sinirli olan
kaynaklarinin giderek azalmasi nedeniyle, ¢evrenin korunmasi ve gelistirilmesine yonelik
bilimsel ¢aligmalar son yillarda biiylik 6nem kazanmistir (Seesuriyachana vd., 2007).

Insan saghg ve gevre iizerinde zararli etkilerinin belirlenmesi ile sentetik ve
inorganik pigment kullanimi giderek azalmakta ve son yillarda endiistriyel iiretim
siireclerinde yerini alternatif olan dogal pigmentlere birakmaktadir (Shahid vd., 2013).
Dogal pigmentlerin ¢evre dostu olmasi ve biyo-¢oziiniirliiklerinin yiiksek olmasi
sebebiyle tercih edilmektedir (Dag, 2017).

Dogal pigmentler bitki, hayvan, bocek ya da mikrobiyal kaynaklardan elde
edilebilmektedir. Hayvansal kaynaklardan pigment eldesi yiiksek maliyetli ve zordur.
Bitkisel kaynaklardan pigment eldesi kolay ve ucuzdur ancak iklim kosullarinin
degismesi, her mevsim iiretime uygun olmamasi gibi dezavantajlara sahiptir. Bocek
kaynakli pigment eldesinin maliyeti diisiiktiir fakat renk cesitliligi azdir. Boceklere
alerjisi olanlar i¢in ¢alisma kosullar1 uygun degildir (Samuchiwal vd., 2021).

Mikrobiyal pigmentler, hi¢cbir mevsimsel liretim sorunu gdstermediginden ve
yiiksek verimlilik saglamalar1 nedeniyle bitki veya hayvanlardan elde edilen pigmentlere

gore daha kolay elde edilebilmektedir (Ata, 2013). Mikroorganizmalardan elde edilen
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pigmentler bitkilerden elde edilen pigmentlere gore daha elverisli, daha stabil ve pigment
tiretim stlireci agisindan daha avantajlidir. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
pigmentler sari-turuncu renkten pembe-kirmizi renge kadar cesitlilik gostermektedir
(Aruldass vd., 2018).

Bu yiizden giiniimiizde mikrobiyal kaynaklara olan ilgi giderek artmaktadir ve son
15 yilda mikrobiyal kaynakli pigmentlere yonelik yapilan ¢alismalarin arttig: literatiirde
mevcuttur. Ayni zamanda mikrobiyal kaynakli pigmentlerin anti-mikrobiyal, anti-
oksidan, anti-tiimoral, anti-lipit, anti-inflamasyon ve anti-alerjik etkileri vardir (Baran

Ekinci vd., 2021; Aruldass vd., 2018). Asagida Cizelge 2.1°de mikroorganizmalar

tarafindan tiretilen bazi pigmentlerin kullanim alanlar1 yer almaktadir.

Cizelge 2.1. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen pigmentlerin uygulama alanlari

Pigmenti Ureten Pigmentin
: . . e Kullanim
Mikroorganizma Pigment Verdigi Kaynak
Alanlan
Ad1 Renk
Bakteriler
Chromobacterium De
violaceum Viyolasin Mor Anti-kanser Carvalho
vd., 2006
Janthinobacterium Viyolasin Mavi-mor Anti-bakteriyel | Shirata vd.,
lividum Deoksiviyolasin Anti-fungal 2000
Anti-bakteriyel
Pseudomonas Pivosivanin Yesil- Anti-fungal Abdelaziz
aeruginosa yosty mavi Anti-oksidan | vd., 2023
Anti-kanser
) Anti-bakteriyel .
Pontlbac.ter Astaksantin Turuncu Anti-oksidan Pachaiyapp
korlensis . an vd., 2020
Anti-kanser
Xanthomonas Ksantomonadin Sar1 Anti-oksidan Rajagopal
oryzae vd., 1997
Mantarlar
Rhodotorula . Kirmizi, Antl—ka}nser Rostami
.. Karotenoid Anti-
glutinis Sar1 vd., 2016
enflamatuvar
) ) Martinez-
Blakeslea trispora B-karoten Turuncu- Anti-oksidan | -, vd.,
Kirmizi Anti-diyabet 2001
Penicillium i Turuncu- Anti-kanser Bouhri vd.,
mallochii kirmizi 2019




Cizelge 2.1. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen pigmentlerin uygulama alanlar1

(Devam)
Pigmenti Ureten Pigmentin
. . . e Kullanim
Mikroorganizma Pigment Verdigi Kaynak
Alanlan
Ad1 Renk
Aktinomisetler
Mli’;ice(zticus Karotenoid Kirmizi, Anti-oksidan Mohana
. Sar1 Anti-bakteriyel vd., 2013
Micrococcus luteus
Rhodococcus Karotenoid Kirmizt Anti-oksidan Madhukar,
kroppenstedtii Anti-bakteriyel 2021
Streptomyces Aclacinomycin Anti-kanser Sarmiento-
. Sar1 ) . Tovar vd.,
Mmurinis A Anti-oksidan
2024
. Sarmiento-
Strepiomy ces Tubermycin Sar1 Aptl—kanSF:r Tovar vd.,
noursei Anti-bakteriyel
2024
. Antl—baktenyel Sholekha
Gordonia terrae - Turuncu Anti-fungal
. vd., 2024
Anti-kanser
Khanafari
Streptoverticillium Anti-bakteriyel vd., 2006
rubrireticuli Prodigiosin Kirmizt Anti-sitma Malik vd.,
Streptomyces & Anti-kanser 2012
longisporus Anti-diyabet Kim vd.,
2003
Anti-bakteriyel
Streptomvees s Undecyl- Koyu Antl—[(;l\(/sman Stankovic
promy p- prodigiosin kirmizi vd., 2012
radyasyonuna
kars1 koruma
. ' Antl—bak.terlyel Srilekha
Brevibacterium sp. - Sar1 Anti-
vd., 2017
enflamatuvar
Streptomyces . . . . Qin vd.,
iakyrus Phenazinomycin Mavi Anti-kanser 2014

Gilinlimiizde sentetik pigmentler kagit, gida, tekstil, farmasotik, deri, ahsap gibi
birgok sektorde kullanilmaktadir. Sentetik ve inorganik yapidaki pigmentlerin zararl
etkileri sebebiyle dogal pigment iiretimi yeniden giindeme gelmistir (Baran Ekinci vd.,
2021; Giirciim ve Ones, 2018). Dogal pigment kaynaklar1 arasinda mikrobiyal pigmentler
tizerinde en ¢ok durulan konulardan biridir. Bitkiler ve hayvanlar gibi diger kaynaklara
kiyasla daha kolay yetismeleri, mevsimsel degisimlerden etkilenmemeleri ve verimi

arttirmaya yonelik ayarlamalarin kolayca yapilabilmesi, pek ¢ok sayida stabil ve giivenli



pigment iiretimi mikrobiyal pigmentleri oldukga cazip bir hale getirmektedir (Grewal vd.,
2022). Asir1 mikrobiyal pigment iiretiminin biyocesitlilige veya ¢evreye zarar verme
ihtimali oldukga diisiiktiir (Rana vd., 2021).

Endiistride mikroorganizmalar, pigment ve farkli molekiillerin iiretilmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Mikroorganizmalardan elde edilen pigmentler diger bilesiklerle
kiyaslandiginda endiistride ana gelir kaynagini temsil etmektedir (Ding ve Xu, 2014).
Mikrobiyal fermentasyon ile iiretilen pigmentlerin endiistriyel olarak iiretimi daha ucuza
gergeklestirmek  mimkiindiir.  Mikroorganizmalardan  ekstraksiyon  kolaylikla
yapilabilmektedir (Kulkarni vd., 2017; Venil vd., 2013). Uygun se¢im, kiiltiirel
parametrelerin optimizasyonu, mutasyon ve genetik miihendisligi teknikleriyle sus
tyilestirmesi yapilarak pigment liretim verimi 6nemli 6l¢iide gelistirilebilecektir (Shahid
vd., 2013).

Genis kullanim alanina sahip olan mikrobiyal pigmentler, renklendirici 6zellikleri
ile endiistriyel acidan olduk¢a onemlidir (Dag, 2017). Gida endiistrisinde tiiketicilerin
begenisini kazanmada gidanin besleyici ve saglikli olmasi kadar gidanin ¢ekici renklerde
olmasi da 6nem tasimaktadir. Bu nedenle gida endiistrisinde dogal ve giivenli gida
renklendiricilerine her zaman ihtiya¢ duyulmaktadir (Grewal vd., 2022).

Gida endiistrisinde Phaffia rhodozyma’tan (Xanthophyllomyces dendrohous) ve
Agrobacterium aurantiacum’dan astaksantin (kirmizi) tiretimi, Bradyrhizobium sp.’den
ve Halobacterium’dan kantaksantin (kirmizi-turuncu) iiretimi, Flavobacterium ’dan
zeaksantin (sar1) iretimi yapilmaktadir. Bu pigmentler gida boyalarinda ve hayvan
yemlerinde katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Dufossé, 2006).

Aktinomisetler tarafindan tretildigi bilinen prodigiosin, karotenoidler, viyolesin,
flavinler, melaninler ve kinonlarin antimikrobiyal, antikanser, antioksidant, antiviral ve
baska pek ¢ok biyoaktif 6zellige sahip oldugu bilinmektedir (Grewal vd., 2022; Singh
Parmar ve Singh, 2018). Prodigiosin pigmentinin pamuk ve ipek kumaslari1 oldukca etkin
bir sekilde boyayabildigi ve pigmentle boyanan tekstil iplerinde antimikrobiyal etkinin
gbzlendigi bildirilmistir (Venil, 2021). Gida ve tekstil alaninda bir¢cok kullanim alani
bulunmakla beraber, mikrobiyal kaynakli pigmentlerin mumlarin, sabunlarin ve forforlu
kalem gibi c¢esitli esyalarin boyanmasinda da kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Lopes
ve Ligabue-Braun, 2021).

Global Paint and Coatings Industry Market Analysis tarafindan hazirlanan rapora
gore 2023 yilinda kiiresel pigment pazari deger olarak 206,56 milyar dolar biiyiikliige

ulagmistir. Kiiresel pigment pazar1 2024 yilinda 217,36 milyar dolara ulasarak bir 6nceki
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yila gore %5,23’liik bir artig goriilmiistiir. Bu pazarin 2032 yilina kadar 303,97 milyar
dolara c¢ikmasit beklenmektedir. Pigment {iretiminde Asya Pasifik, 2023 yilinda
%46,39'luk bir pazar pay1iyla en biiyiik iiretime ev sahipligi yapmistir (URL-3).

2.2.1.Mikrobiyal Pigmentlerin Yapisi

Dogal pigmentler kimyasal olarak sentezlenmis muadillerine gore kimyasal
saldirilara kars1 daha hassastir, bu nedenle islenme ve depolanma sirasinda 6zelliklerini
kolayca yitirebilmektedir. Bu durum bir dezavantaj gibi goriinse de tiiketildiklerinde
viicutta kolayca parcalanmalar1 ve biinyeye zarar vermemeleri agisindan istenilen bir
nitelik olarak da degerlendirilmektedir. Pek ¢ok dogal pigment kolayca oksitlenebilmekte
(karotenoidler gibi), hidrolize olabilmekte (fikobilin gibi) veya suda ¢oziiniir 6zellikte
oldugu i¢in (riboflavin gibi) viicuttan atilabilmektedir. Astaksantin gibi bazi pigmentler
saglik lizerine faydalar ile 6n plana c¢ikarken B-karoten gibi provitamin A aktivitesine
sahip olanlar1 ise insan beslenmesinde elzem bir rol oynamaktadir (De Carvalho vd.,
2014).

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen farkli renklerde bircok pigment

mevcuttur. Bu pigmentlerin bazilar1 agsagida Sekil 2.1°de verilmistir.

OH

R S

Fikosiyanin (Mavi) Fleksirubin (Sari-Turuncu)
Ho ) N N N N N N
M
Lutein (Sar1) Kantaksantin (Koyu Kirmizi)

Sekil 2.1. Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen bazi pigmentlerin yapisi
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Sekil 2.1. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen bazi pigmentlerin yapisi (Devam)

Antosiyaninler

Antosiyanin, Yunanca anto (¢igek) ve kyonas (mavi) kelimelerinin birlesmesi ile
olugmustur. Kimyasal olarak iki yapidan meydana gelmektedir. Bu yapilardan biri seker
digeri ise aglikon (antosiyanidin)’dur. En ¢ok arastirma yapilmis flavonoid grubudur.
Antosiyaninlerin aglikon formuna antosiyanidin adi verilmektedir (Zeece, 2020).
Antosiyaninler pembe, kirmizi, viyole, mavi ve mor tonlarindaki ¢esitli renkleri veren su
i¢cinde ¢oziinebilir nitelikteki dogal pigmentlerdir. Antosiyaninler pH, sicaklik ve oksijene
karst duyarhidir. Cogunlukla bitkilerden ve mikroorganizmalardan elde edilmektedir
(Gokalp vd., 2002). Dogada yaygin olarak bulunan alt1 tip antosiyanidin (siyanidin,
delphinidin, malvidin, pelargonidin, petunidin ve peonidin) vardir. Streptomyces

coelicolor antosiyanin benzeri kimp33 isimli pigment {iretmektedir (Saigusa vd., 2014).

Karotenoidler

Karotenoidler, yagda ¢oziinebilen renk maddeleridir. Genel formiilii C40Hse olup

yapilarinda ¢ok sayida ¢ift bag bulunmaktadir. Karotenoidler genel olarak karotenler,
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ksantofiller, karotenoid ketonlar ve karotenoid asitler olarak dort ana grupta
toplanmaktadirlar (Baran Ekinci vd., 2021). Karotenoidler, yapilarini olusturan karbon
sayilaria gore C30, C40, C45 ve C50 smiflandirmasina gore farklilik gosterebilmektedir.
C40 karotenoidleri dogada en ¢ok bulunan ve en fazla calisilan karotenoid grubunu
olusturmaktadir (Fernandes vd., 2018). Karotenoidler 400-500 nm dalga boyu araliginda
sogurma yapabilmekte olup yogun sari, turuncu veya kirmizi renkleri olugturmaktadir
(Kirti vd., 2014).

Renkleri karotenoidlerden gelen gidalara havug, kara lahana, kabak, i1spanak,
balkabagi, tatli patates, domates ve karpuz Ornek verilebilmektedir. Ayrica, somon,
1stakoz ve karides gibi deniz canlilari, alglerle beslenen organizmalar1 tilketmeleri sonucu
viicutlarinda biriken karotenoidlerin rengini tasimaktadir. Yesil bitkiler de yliksek
miktarlarda karotenoid igermektedir fakat klorofilin yesil rengi sebebiyle
baskilanmaktadir (Zeece, 2020). Aktinomisetler pigment olusumlarinda yapisal olarak
karotenoidlerin farkli tiirlerini {iretebilmektedir. Rhodococcus cinsine ait tlirler hem
aromatik hem de keto karotenoidleri olusturan mekanizmaya sahip olan tek aktinomiset
grubudur (Misawa, 2021). Karotenoidler Serratia ve Streptomyces’in bazi tiirleri

tarafindan tiretilmekte ve gidalarda renklendirici olarak kullanilmaktadir (Dag, 2017).

Ksantofiller

Ksantofiller, dogal olarak bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan
iretilen hidrokarbon yapisinda olan karotenoidlerin oksijenize olmus tiirevleridir
(Bhosale ve Bernstein, 2005). Yapilarinda epoksi (violaksantin ve neoksantin), hidroksi
(lutein ve zeaksantin), keto (astaksantin ve kantaksantin) ve metoksi fonksiyonel gruplari
icermektedir (Fernandes vd., 2018).

Genellikle DNA’sinda yiiksek GC igerigine sahip olan Gram-pozitif bakteriler
tarafindan retilmektedir. Bu tiir karotenojenik bakteriler olan aktinomisetlere
Micrococcus, Nocardia, Corynebacteria ve Mycobacteria Ornek verilebilmektedir
(Johnson ve Schroeder, 1996). Astaksantin (C40Hs204), lutein (C40Hs602), zeaksantin
(C40Hs602) ve kantaksantin (Cs0Hs202) 6ne ¢ikan ksantofiller arasindadir (Bhosale ve

Bernstein, 2005).

Kinonlar

Kinonlar, sar1 ve kirmizi renklerde olan aromatik halka yapisina sahip

pigmentlerdir. Polisiklik, aromatik monosiklik bilesikten tlireyen doymamis bir siklik
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ketondan meydana gelen kinonlar yapilarina gore benzokinonlar, antrokinonlar ve
naptokinonlar olmak tizere 3 sinifa ayrilmaktadir. Biyolojik olarak dnemli faaliyetlerde
bulunan kinonlar 6zellikle Streptomyces sp. tiirleri tarafindan iiretilmekte olup antiviral,
anti-enfektif, antimikrobiyal, antikanser aktiviteleri oldugu bildirilmistir (Stafsnes ve

Bruheim, 2013; Baran Ekinci vd., 2021).

Azofilononlar

Azofilononlar dogal pigmentler olarak tercih edilmekte olup renklendirici ve katk1
maddeleri olarak gida sektoriinde genis bir kullanim alanit bulmustur. Simdiye kadar
100’den fazlast tanimlanmis olup temsili olarak sari renkli (sitrinin, monaskin ve
ankaflavin), turuncu renkli (rubropunktatin ve monaskorubrin) ve kirmizi renkli
(rubropunktatin ve monaskorubramin) pigmentlerden meydana gelmektedir (Huang vd.
2023). Monascus pigmentleri, yapilari karmasik olan azafilon iskeletine sahip pigmentleri
tiretebilmeleri sebebiyle azofilononlar Monascus pigmentleri olarak da anilmaktadir
(Chen vd., 2017). Kirmiz1 piring mayast olarak da bilinen Monascus purpureus,
Monascus fermentasyonu ile hazirlanan geleneksel bir Cin yemegi olan kirmizi maya

pirincinin tiretiminde kullanilmaktadir (Lin vd., 2023).

Fenazinler

Fenazinler, azot iceren heterosiklik bilesiklerin biiylik bir kismini olusturan kristal
yapida trisiklik maddelerdir. Sar1 ve turuncu arasinda farkli renkleri vardir. Fenazin
sentezi sadece bakteriler tarafindan yapilmakta olup gilinlimiizde Pseudomonas ve
Streptomyces tiirleri tarafindan {iretildigi bilinen yiizden fazla dogal ve biyolojik olarak

aktif fenazin bulunmakatdir (Stafsnes ve Bruheim, 2013).
Indigoidin

Indigoidin (C10HsN4Oa), Streptomyces aureofaciens CCM 3239 ve Escherichia coli
tarafindan {tretilen piridon smifina ait ekstraseliler mavi renkli bir pigmenttir.
Antioksidan ve antimikrobiyal aktivite gosterebildigi gibi oldukga stabil oldugu ve derin

bir mavi renk verebildigi i¢in ¢evre dostu endiistriyel bir boya olarak da kullanim alam

bulmustur (Sarmiento-Tovar vd., 2022; Yumusak vd., 2019).
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Riboflavin

Riboflavin (C17H20N40O¢), ayn1 zamanda B, vitamini olarak da bilinen suda ¢dziinen
sar1 renkli bir pigmenttir. Gida takviyesi olarak ve siit iiriinleri, soslar, bebek mamalari,
meyveler ve enerji iceceklerinde gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Candida
guilliermundii, Bacillus subtilis, Debaryomyces subglobosus, Eremothecium ashbyii,
Ashbya gossypi, Clostridium acetobutylicum gibi mikroorganizmalar tarafindan

tiretildikleri bildirilmistir (Rana vd., 2021).

Aktinorodin

S. coelicolor tarafindan fretilen mavi renkli bir pigment olan aktinorodin
(C32H26014), ismi en iyi bilinen ve iizerine en ¢ok calisma bulunan aromatik poliketid
olup tiim aromatik poliketidlerin biyosentezinde kullanilan bir model haline gelmistir.
PKS genleri iizerine yapilan genetik ¢aligmalar neticesinde antibiyotik etkisi olan bir¢ok
yapay poliketid maddesinin sentezi i¢in yeni bir yol inga edilmesinde rol oynamistir (Rohr

ve Hertweck, 2010).

Prodigiosin

Rugamonas rubra, Actinomycetes, Serratia marcescens, Vibrio psychoerythrus,
Streptoverticillium rubrireticuli ve eubakteriler gibi ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan
iiretilen kirmizi renkli pigmenttir. Bu pigmentler antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Dag,

2017).

Fleksirubin

Fleksirubin (C43Hs404), Flexibacter, Flavobacterium, Chryseobacterium ve
Cytophaga cinsi bakteriler tarafindan iiretilen sari-turuncu renkli bir pigment grubudur.
[lk fleksirubinler, Flexibacter elegans susundan elde edilmistir (Reichenbach vd., 1980).
Kaba fleksirubin tipi pigmentler sar1 renkli olmakla birlikte potasyum hidroksit gibi alkali
cozeltilerle muameleye ugradiginda kirmizi, mor ve kahverengi gibi farkli renklere
dontisebilmektedir ve bu 6zellikleri sebebiyle karotenoidlerden ayrilmaktadir (Aruldass

vd., 2018).

Fikosiyanin

Fikosiyanin, Spirulina alginin baslica pigmentlerinden biri olup yliksek protein

icerigi nedeniyle gida takviyesi olarak kullanilmaktadir. Yapist bir protein ve
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fikosiyanobilin adi verilen protein dist bir maddeden meydana gelen fikobiliprotein
ailesine ait mavi renkli bir proteindir. Suda ¢oziinebilmektedir. Parlak renkleri vardir ve
floresan Ozellikleri bulunmaktadir. Genis bir spektrumda (610-655 nm) goriiniir 1181
absorbe edebilmektedir (Fernandez-Rojas vd., 2014; URL-4).

Saf fikosiyanin gidaya mavi rengini veren nadir dogal bilesiklerden birisidir. Gida
ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan 2013 yilinda sertifikasyondan muaf olarak onaylanmistir
(Zeece, 2020). Japonya ve Cin’de siit iirlinleri, jeller, sakizlar, sekerler, icecekler ve
kozmetik tiriinlerinin renklendirilmesinde kullanilmaktadir. Isik ve sicakliga karsi hassas
olmakla birlikte indigo ve gardenya gibi renklendiricilere gore daha ideal bir mavi

renklendiricidir (Tripathi vd., 2020).

Viyolasin

Viyolasin (C20Hi13N303), bircok biyolojik aktiviteye sahip olan ¢ok yonlii mor
renkli bir pigmenttir. Chromobacterium violaceum, Pseudoalteromonas, Collimonas,
Janthinobacterium, Microbulbifer gibi farkli bakteriler tarafindan iiretilmektedir.
Kozmetik, gida, ila¢ ve tekstil alaninda kullanilmaktadir. Antibakteriyel, antikanser,
antiviral, enzim modiile etme, iilser ve leishmaniasis (sark ¢ibani) hastaligi karsiti

ozellikleri oldugu bildirilmistir (Rana vd., 2021; Periz vd., 2020).

2.2.2.Melaninler

Melanin ismi Antik Yunancada “koyu” anlamina gelen melanos kelimesinden
gelmekte olup ilk defa Isvecli kimyager olan Berzelius tarafindan 1840 yilinda goz
membranlarindan ekstrakte edilen koyu pigmentleri tanimlamak i¢in kullanildigi
diistiniilmektedir (Solano, 2014).

Melanin (CisH10N204), mikroorganizmalarin fermentatif oksidasyonu sonucu
meydana gelen polimerlerdir (Al-Hulu, 2013). Cok sayida ¢apraz bagl indol ve/veya
benzotiyazin tiirevi tarafindan olusturulan fenolik maddeler veya kinon bazli maddelerin
polimeridir (Futahashi ve Osanai-Futahashi, 2021). Genellikle negatif yiiklii olup
hidrofobik o6zellik gdstermektedir. Organik veya sulu g¢ozeltilerde ¢dziinmemektedir.
Konsantre asitlere kars1 dayamikli ve okside edici ajanlara karst duyarlidir
(Vasanthabharathi ve Jayalakshmi, 2020). Genellikle protein ve karbonhidratlarla
kompleks olusturmaktadir. Siyah, kahverengi, kizil kahverengi ya da kiremit kahverengi

renkleri veren makromolekiillerdir. Melaninler ekstrem sicakliklara karsi koruma
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saglamaktadir. Buna ornek olarak Streptomyces galvus yalnizca yliksek sicakliklarda
melanin tiretmektedir (Tang vd., 2025; Baran Ekinci vd., 2021).

Melanin bitki ve hayvan dokularindan ekstrakte edilebildigi gibi kimyasal sentez
yoluyla da elde edilebilmektedir. Ancak bu islemler doga dostu veya ekonomik olmadigi
icin melanin iiretiminde mikrobiyal kaynaklar tercih edilmektedir. Mikrobiyal yontemle
istenilen miktarda ve yiiksek verimle iiretim saglanabilmektedir (Vasanthabharathi ve
Jayalakshmi, 2020).

Melanin, Colletotrichum lagenarium, Aspergillus fumigates, Vibrio cholerae,
Shewanella colwelliana, Alteromonas nigrifaciens gibi farkli tiir mikroorganizmalar
tarafindan {retilebildigi gibi ayn1 zamanda hayvanlarda ve bitkilerde de dogal olarak
bulunmaktadir (Rana vd., 2021). Melanin organizmanin biiyiimesi ve gelisimi i¢in elzem
degildir, ancak rekabet edebilme ve yasamini siirdiirebilme konularinda 6nemli rol
oynamaktadir (Vasanthabharathi ve Jayalakshmi, 2020). Melanin hiicre duvarlarina
yapisal saglamlik vermekte, su ve iyon depolamaya yardimci olmaktadir (Al-Hulu, 2013).

Melanin pigmentinin antioksidan, antimikrobiyal, antitlimor, antiviral, karaciger
koruyucu ve 1518a kars1 koruyucu gibi genis bir kullanim alan1 bulunmaktadir. Canlilar
ekstrem sicakliklara ve UV 1smlarina karst korumaktadir (Vasanthabharathi ve
Jayalakshmi, 2020). Gilines gozliikkleri, kozmetik kremler, ilaglar ve gidalarda
kullanilmaktadir (Rana vd., 2021).

Cesitli Streptomyces tiirleri tarafindan melanin iiretilebilmekte olup S. antibioticus
ve S. glaucescens tiirlerinde melanin pigment iiretimi oldukg¢a i1yi tanimlanmistir
(Vasanthabharathi ve Jayalakshmi, 2020). S. cavourensis RD8 susunun iirettigi melanin
pigmentinin yliksek oranda antioksidan ve antibakteriyel aktivite gdsterdigi bildirilmistir
(Dholakiya vd., 2017a). Deniz kaynakli iki melanojenik aktinomiset olan Nocardiopsis
dassonvillei ve Nocardiopsis sp. bakterilerinin izole edildigi bir calismada bu
aktinomisetlerin iirettikleri pigmentlerin Staphylococcus tlrlerinin biyofilm olusumunu
engelledigi, Listeria monocytogenes ve Bacillus tiirlerine karsi antibakteriyel aktivitede
bulundugu belirlenmistir. Ayrica indikator organizma olan Chromobacterim violaceum
MTCC 2656’ya kars1 yliksek oranda ¢cogalmay1 engelleyici etki gosterdigi goriilmiistiir
(Kamarudheen vd., 2019). S. virginiae tarafindan iiretilen koyu kahverengi melanin
pigmenti, ylin kumaslarin boyanmasinda kullanilmistir (Amal vd., 2011).

Melanin pigmentleri, kimyasal onciil maddelerine gére Omelanin, feomelanin,
néromelanin, piyomelanin ve allomelanin olmak tizere Sekil 2.2°de goriilen bes

kategoriye ayrilmaktadir (Cao vd., 2021). Allomelanin haricindeki diger melanin
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pigmentlerinin tamami bir amino asit olan tirozin molekiiliiniin oksidasyonu ve
polimerizasyonu sonucu elde edilmektedir. Allomelaninler mantarlar ve bitkiler

tarafindan fenolik maddeler kullanilarak sentezlenmektedir (Matos-Peralta vd., 2023).

2.2.2.1. Melanin Tiirleri

Melaninler, farkli kaynaklardan farkli biyokimyasal yollar araciligiyla
sentezlenmektedir. Bu nedenle amorf yapida, farkli bilesenlerden olusan, suda
¢Oziinmeyen ve kristalize olmaya kars1 direngli yap1 gosteren pek ¢ok melanin tiirii
bulunmaktadir (Banerjee vd., 2014). Oldukga yaygin bir pigment olan melanin, genel
olarak pigmenti olusturan molekiiler Onciil maddelere gore siniflandirilmaktadir.
Bakteriler, bitkiler, hayvanlar ve mantarlarda farkli melanin tiirleri bulunmaktadir.
Hayvanlarda bulunan siyah renkli 6melaninler ve kirmizimsi-kahverengi feomelaninler
L-tirozinden sentezlenmekteyken mantarlarda ve diger mikroorganizmalarda bulunan
melaninler 3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA), y-glutaminil-3,4-dihidroksibenzen
(GDHB) veya katesol ve 1,8-dihidroksinaftalin (DHN) maddelerinden L-tirozin
tizerinden tiiretilmektedir (Varga vd., 2016).

COOH Asetat  Malonil CoA Katekol
e l | |

Tirozin F
o on 0] o
HO ‘ il
o coon L = COr™

Hz N
L 1.8-DHN e Bifenolik

/ L-DOPA \- = Hekzahidroksi dimerler
Hi . u
l HO COOH COOH perilen kinon
peg gl "% PO
0. COOH HO ..
~ cooH MM, 8 Homogentisik l
0 e HO NHz B2 i, asit (HGA)

HOOC

DHN HP Katekol
L-dopakinon Dopamin  Sistein 5-S-sisteinildopa ielanins melar?ini melanini
\ J
Y
Omelanin Néromelanin Feomelanin Piyomelanin Allomelanin

Sekil 2.2. Omelanin, néromelanin, feomelanin, piyomelanin ve allomelaninin
sentezlendigi monomer yapilari
Omelanin

Omelaninler, tirozin ve/veya fenilalaninlerin oksidasyonu sonucu olusmaktadir
(Plonka ve Grabacka, 2006). En ¢ok arastirilan melanin tiirii olup “eu” kelimesi

Yunancada “iyi” anlamma gelmektedir (Cao vd., 2021). Omelanin, yapisinda kinin ve
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serbest radikalleri bulundurmaktadir (Al-Hulu, 2013). Siyah-kahverengi renklerinde bir
melanin tirti olup genellikle 5,6-dihidroksiindol (DHI) ve 5,6-dihidroksiindol-2-
karboksilik asit (DHICA) oligomerlerinden meydana gelmektedir (Hong ve Simon,
2007). Yapisinda karboksi grubu iceren dmelanin kahverengi iken igermeyen omelanin
ise siyah rengindedir (Nappi ve Ottaviani, 2000). Omelanin polimerinin temsili yapis
Sekil 2.3’te goriilmektedir. Sekilde (-COOH) ile verilen noktalara -H veya -COOH
gruplar1 baglanabilecegi gibi daha farkl: {initeler de baglanabilmektedir. Sekilde goriilen
ok, farkli {initelerin polimer yapisina baglanabilecegi noktay1 gostermektedir (Ito ve
Wakamatsu, 2008).

Insanlarin  ve memelilerin derilerinde &melanin bulundugu bilinmektedir
(Vasanthabharathi ve Jayalakshmi, 2020). Genel olarak, L-DOPA ve L-dopakinon bazli
melaninler dmelanin olarak degerlendirilmektedir (Ahn vd., 2021). Miirekkep balig1
(Sepia officinalis) tarafindan iiretilen miirekkep ve insanlarin siyah saglar1 neredeyse

tamamen 6melaninden olusmaktadir (Hill, 1992).

Sekil 2.3. Omelanin polimerinin temsili yapisi

Omelaninin yapisinda fenolik hidroksi (-OH), karboksi (-COOH) ve amino (NH")
gruplarinin oldugu bilinmektedir (Magarelli vd., 2010). Melaninlerin metal baglama
yeteneklerini yapilarinda bu molekiilleri barindiran fonksiyonel gruplar belirlemektedir
(Hong ve Simon, 2007). Pigment iiretimi, Streptomisetler i¢in 6nemli bir taksonomik
kriter olup S. antibioticus tarafindan 6melanin tiretimi yapildig bilinmektedir (Plonka ve
Grabacka, 2006). S. glaucescens isimli aktinomisetin L-DOPA bazli 6melanin

tiretebildigi ayrica bildirilmistir (El1-Naggar ve El-Ewasy, 2017).

19



Feomelanin

Turuncu-kirmizi renkli bir melanin tiirii olan feomelanin, tirozin ve sistein amino
asitlerinden tliremektedir (Al-Hulu, 2013). Baslangicta dmelanin gibi sentezlenmekle
beraber yapilarina sisteinin yerlestigi sisteinlesme reaksiyonuna girmeleri sebebiyle
yapilarinda kiikiirt bulunmaktadir (Plonka ve Grabacka, 2006). Feomelaninler
benzotiyazin linitelerinden meydana gelmektedir (Hong ve Simon, 2007). Feomelanin
polimerinin temsili yapis1 Sekil 2.4’te goriilmektedir. Sekilde (-COOH) ile verilen
noktalara -H veya -COOH gruplar1 baglanabilecegi gibi daha farkli iiniteler de
baglanabilmektedir. Sekilde goriilen oklar, farkli {initelerin polimer yapisina
baglanabilecegi noktalar1 gostermektedir (Ito ve Wakamatsu, 2008).

Insanlarin ve memelilerin derilerinde feomelanin bulundugu bilinmektedir
(Vasanthabharathi ve Jayalakshmi, 2020). Feomelanin, ¢ogunlukla sagta ve tiiylerde
bulunmakta olup insanlarda kizil sagl insanlarla 6zdeslestirilen ¢illerde de bulundugu
diisiiniilmektedir (Hill, 1992). Omelaninde oldugu gibi, feomelanin de karbon-karbon
baglariyla birbirine baglanan tekrarli iinitelerden meydana gelmektedir, ancak dmelaninin
aksine saf feomelaninin dogadaki 6rneginin nadir olmasi ve toplam melaninin en fazla

%25’ini olusturmasi sebebiyle yapisi tam olarak anlasilamamistir (Cao vd., 2021).

NI(COOH)
s

OH

HOOC NH,

Sekil 2.4. Feomelanin polimerinin temsili yapis1

Noromelanin

Noromelanin, Omelanin ve feomelaninden ayr1 bir melanin tiiri olarak

degerlendirilmekte olup dihidroksiindol, benzotiyazin ve muhtemel diger bilinmeyen
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gruplardan olustugu diisiiniilmektedir (Hong ve Simon, 2007). Cao ve digerleri (2021)

tarafindan One siirlilen néromelanin yapist Sekil 2.5’te verilmistir.

Sekil 2.5. Noromelanin yapisi

Noromelanin, ismini deride bulunan melaninlere olan benzerligi ve sinir
sistemindeki, oOzellikle de beyindeki varligi nedeniyle almistir. Siyah-kahverengi
renklerinde olup beynin substantia nigra (SN) bolgesinde bulunmaktadir (Cao vd., 2021).
Noromelaninin  goérevi tam olarak bilinmemekle birlikte noérotoksik olaylarin
diizenlenmesinde rol aldig1 diisiiniilmektedir. Insanlarda 3-5 yaslarinda ortaya ¢ikmaya
baslayip ardindan diizenli bir artis gostermektedir. Parkinson hastaligina sahip bireylerde
néromelanin miktarinin az oldugu veya hi¢ olmadig1 goriilmektedir (Riesz, 2007; Bush,
2006). Beyin igerisinde tirozinaz enzimi bulunmamasi nedeniyle néromelanin sentezinin
diger melaninlerden farkli olarak enzim aktivitesi dahilinde ger¢eklesmedigi

diistiniilmektedir (Cao vd., 2021).

Allomelanin

Allomelanin, azotsuz onciil maddelerden sentezlenmektedir (Al-Hulu, 2013). Azot
icermeyen melaninler ailesinin bir mensubu olup dogada saf bir bilesik olmaktan ziyade
polisakkarit ve proteinlerle kompleks olusturmus maddeler olarak bulunmaktadir
(McCallum vd., 2021). Allomelaninlerin baslica temsilcileri 1,8-dihidroksinaftalen
monomerlerinden meydana gelen 1,8-DHN-melaninler olup mantarlar tarafindan
sentezlendikleri bilinmektedir (Pukalski vd., 2025). Allomelanini olusturan 1,8-DHN
monomerinin yapist Sekil 2.6’da goriilmektedir (Lino ve Manini, 2022).

Dihidroksinaftalin, tetrahidroksinaftalin, 4-hidroksifenilasetik asit, y-glutaminil-4-
hidroksibenzen, fotokatekualdehit, kafeik asit ve katekoller, oksidasyonlari sonucu
allomelaninlerin olugsmasini saglayan bilesikler arasindadir (Martinez vd., 2023). Kafeik

asit ya da piyomelanin gibi katesol yapisina sahip aromatik monomerlerden olusmus
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allomelaninlerin oldugu bildirilmistir. S. glaucescens bakterisi kullanilarak tirozinaz
oksidasyonu yoluyla kafeik asitten allomelaninin iiretilebildigi bildirilmistir (Ahn vd.,

2021).

OH OH

Sekil 2.6. Allomelanini olusturan 1,8-DHN monomeri

Piyomelanin

Piyomelanin, tirozinin p-hidrofenilpruvat ve homogentisik asit ile katabolizmaya
ugramasit  sonucu meydana gelmektedir (Al-Hulu, 2013). Piyomelaninin
mikroorganizmalar  tarafindan  yasamim  devamliligt  amaciyla  kullanildigi
diisiiniilmektedir. Homogentisik asidin hiicre disinda benzokinon asetik aside
otooksidasyonu sonucu piyomelanin monomerleri olusmakta ve bu monomerler
kendiliginden piyomelanin polimerlerine doniismektedir (Turick vd., 2010).
Streptomyces sp. MPPS2 susunun piyomelanin liretebildigi bildirilmistir (Bayram, 2021).
Piyomelanini olusturan benzokinon asetik asit monomerinin yapist Sekil 2.7°de

goriilmektedir (Sansinenea ve Ortiz, 2015).

COzH
O

O

Sekil 2.7. Piyomelanini olusturan benzokinon asetik asit monomeri

2.2.2.2. Omelanin, Feomelanin ve Néromelaninin Sentezlenmesi

Melanin pigmentleri, enzimler veya otooksidatif sentez olmak iizere iki farkli
sekilde sentezlenebilmektedir. Tirozin (enzim yoluyla) veya L-DOPA (otooksidatif
yontem) onciil maddeleri araciligr ile meydana gelmektedir (Pukalski vd., 2025). Tiim
Streptomyces suslarinin melanin pigmenti sentezinde tirozinaz kullandig1 bildirilmistir

(Claus ve Decker, 2006).
22



Omelanin, feomelanin ve néromelanin kékeni ayni olan melanin tiirleri olup
sentezlenme yollar1 Sekil 2.8’de goriilmektedir (Ito ve Wakamatsu, 2008; Micillo vd.,
2016; Solano, 2014; Nagatsu vd., 2022; d'Ischia vd., 2013).

Sekil 2.8. Omelanin, feomelanin ve néromelaninin sentezlenmesi

Melanin sentezi, L-tirozinin (1) tirozinaz enzimi yoluyla oksidasyonu ile
baglamaktadir. Hem L-tirozine (1) oksijen molekiiliiniin eklenerek L-DOPA (2)’nin elde
edilmesi hem de L-DOPA (2)’nin dopakinona (3) katalize edilmesi tirozinaz enzimi
sayesinde gergeklesmektedir (Bell ve Wheeler, 1986). Bu noktada ortamdaki sistein (4)
varlig1 melanin sentezi yolaginda kilit rol oynamakta ve elde edilecek melanin tiiriiniin
Omelanin mi yoksa feomelanin mi olacagini belirlemektedir. Ortamda yeterli miktarlarda
sistein (4) bulunmasi durumunda dopakinon (3) sistein (4) ile birleserek 2-S-sisteinildopa
(5) ve 5-S-sisteinildopa (6) meydana gelmektedir. Sisteinildopa miktarlarinin da yeterli
seviyeye ulagmasi ile birlikte oksidasyon devam etmekte ve benzotiyazin initeleri (7), (8)

ortaya ¢ikmaktadir. Bu finitelerin bir araya gelmesi veya farkli benzotiyazin yikim
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iriinleri ile etkilesime girmesi sonucu feomelanin olusmaktadir (Wakamatsu ve Ito,
2023).

Dopakinon (3), oldukg¢a reaktif bir madde olma 6zelligi tasimakta olup sistein gibi
tiyol bilesikleri ile olaganiistii hizli bir sekilde reaksiyona girebilmektedir. Ortamda L-
sistein bulundugunda secici olarak sisteinildopa izomerleri meydana gelmektedir. Sadece
sistein ortamda bulunmadiginda veya ortamdan tamamen tiikendiginde 6melanin {iretimi
baslamaktadir. Dopakinon kendi amino gruplar ile molekiiler halkalasma reaksiyonu
sonucu lokodopakrom (9) ve dopakrom (10) bilesiklerini olusturmaktadir. Ortaya ¢ikan
dopakrom yavasca ve rastgele 5,6-dihidroksiindol karboksilik asit (11) ve 5,6-
dihidroksiindol (12) iinitelerine doniismektedir (Wakamatsu ve Ito, 2023). Omelaninler
de 5,6-dihidroksiindol (DHI) ve 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit monomerlerin
sentezinden meydana gelmektedir (Singla vd., 2021).

Noromelanin de dmelanin ve feomelanin gibi tirozinden sentezlenmektedir (Xiao
ve Li, 2023). Dopamin (13) ve 5-S-sisteinildopamin (17) {initelerinden tiiredigi bilindigi
i¢cin feomelanin ve dmelaninin karigimi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle de polimer
yapisi igerisinde benzotiyazin ve indol linitelerinin her ikisinin de olmas1 beklenmektedir
(Solano, 2014). Noromelanin biyosentezi feomelanine benzer bir sekilde ortamda

bulunan sistein (16) konsantrasyonuna baglidir (Cao vd., 2021).

2.3. Melanin Karakterizasyonunda Kullanilan Yontemler

Melanin, amorf ve heterojen yapis1 nedeniyle klasik karakterizasyon teknikleriyle
tam olarak ¢oziimlenmesi gii¢ bir biyopolimerdir. Bu nedenle, melanin yapisinin daha
kapsaml1 bir sekilde incelenebilmesi amaciyla melanin karakterizasyonunda da yaygin
olarak kullanildig1 bilinen mordtesi ve goriiniir 151k (UV-Vis) spektroskopisi, fourier
doniisiimlii kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi, 'H NMR (niikleer manyetik rezonans)
spektroskopisi, taramali elektron mikroskobu (SEM) yontemlerine ek olarak sivi
kromatografisi-kiitle spektrometrisi quadrupol-ugus zamanh (LC-MS Q-TOF) ile
taramali elektron mikroskobu (SEM)-enerji dagitict X-151mm1 (EDS) spektroskopisi

analizlerinden yararlanilmaktadir.

2.3.1. UV-Vis (Mordtesi ve Goriiniir Isik) Spektroskopisi

Morétesi ve goriinlir 151k (UV-Vis) spektroskopisi, mordtesi-goriiniir 151k
bolgesinde bulunan elektromanyetik radyasyon ile madde arasindaki etkilesimlerin

Ol¢iilmesinde kullanilmaktadir. Mordtesi bolge (UV), elektromanyetik spektrumda
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yaklasik olarak 10-380 nm arasina tekabiil etmekte olup 10-200 nm aras1 spektrum sadece
vakum altinda Olgiilebilmektedir. Gortiniir 151k (Vis) bolgesi ise 380-750 nm spektral
araligin1 olusturmaktadir (Picollo vd., 2019). UV-Vis spektroskopisi, melanin
karakterizasyonunun ilk basamaginda, pigmentin varligin1 dogrulamak ve temel optik
ozelliklerini incelemek amaciyla kullanilmaktadir. Melanin, genis bir dalga boyu

araliginda monoton sekilde azalan bir absorpsiyon egrisi gostermektedir (Li vd., 2018).

2.3.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-IR) Spektroskopisi

Fourier Dontistimlii Kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi, kizilotesi (IR) radyasyonun
absorpsiyonu sonucu fonksiyonel gruplarin kimyasal baglarinda meydana gelen
titresimlerin Olglilmesi prensibine dayanmaktadir (Koenig, 1984). Kimyasal baglarin
titresimlerindeki degisim ve absorpsiyon Ozellikleri kendini absorbans pikleri olarak
gostermektedir. Boylece, belirli absorbans araliklari ile iligkilendirilen fonksiyonel
gruplarin tanimlanmasi saglanmaktadir (Schmitt ve Flemming, 1998).

Absorbans noktalari, dalga boyunun karsilig1 olma niteligi tagiyan ve uluslararasi
olarak kabul gormiis olan dalga sayis1 (ecm™') birimi iizerinden belirtilmektedir.
Molekiillerde yer alan fonksiyonel gruplar, genel olarak 4000-1500 cm araliginda
absorbans gostermektedir (Schmitt ve Flemming, 1998). Cizelge 2.2’de absorbansi
gerceklesen frekans araliklari ve iliskili titresim tiirleri goriilmektedir (Socrates, 2001;

Pralea vd., 2019).

Cizelge 2.2. FT-IR spektrumunda frekans araligina karsilik gelen titresim tiirii

Frekans Arah@ (cm™!) Titresim Tiirii
4000-3200 O-H ve N-H (gerilme)
3000-2800 C-H (gerilme) (alifatik)
2950-2850 C-H (alifatik)
1870-1550 C=0 (gerilme)
1650-1600 C=0, C=C (aromatik)
1500-1400 N-H, C-H (sekonder amin)
1250-1180 Fenolik -OH

FT-IR analizi, fonksiyonel gruplarin tanimlanmasi ve bdylece melaninin kimyasal
yapisinin temel 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmektedir. FT-IR analizi
ile birlikte melaninlerin yapisinda yer aldigi bilinen hidroksil (-OH), amino (-NH),
karbonil (C=0) gibi fonksiyonel gruplarin ve aromatik bilesenlerin varligi

dogrulanmaktadir.
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2.3.3. 'TH NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) Spektroskopisi

"H NMR (niikleer manyetik rezonans) spektroskopisi, yapida yer alan farkl1 proton
tiirlerinden yola ¢ikarak bilesiklerin yapisinin belirlenmesinde kullanilan analitik bir
metottur. Organik bilesikleri tanimlamak ve analiz etmek i¢in kullanilmaktadir. Bir yapiy1
tanimlamak igin en ayrintili ve gerekli bilgi 'H NMR spektrumlarindan elde edilmektedir.
Ancak bu durum yapisal analiz i¢in '"H NMR spektroskopisinin tek basima yeterli oldugu
anlamina gelmemektedir (Singh Parmar ve Singh, 2018; Balci, 2005).

"H NMR spektroskopisinde yapida yer alan her bir hidrojen atomu bulundugu
ortama bagl olarak farkli bir kimyasal kayma () gostermekte ve her atom rezonans
spektrumunda sinyal olarak kendini gostermektedir. Boylece elde edilen piklerin sekli ve
bulunduklar1 nokta, atomlarin bulunduklar1 kimyasal ortamin 6zellikleri hakkinda bir
fikir vermektedir (Gunawan ve Nandiyanto, 2021). Cizelge 2.3’te kimyasal kayma ile

iligkili proton tiirleri goriilmektedir (Solomons vd., 2014).

Cizelge 2.3. 'H NMR spektrumunda kimyasal kaymaya karsilik gelen proton tiirii

Kimyasal Kayma (6n) (ppm) Proton Tiirii
0,8-1,2 1° Alkil (RCH3)
1,2-1,5 2° Alkil (RCH2R)
1,4-1,8 3° Alkil (R3CH)
1,6-1,9 Allilik (R,C=CRCH3)
2,1-2,6 Keton (RCOCH3)
2,2-2,5 Benzilik (ArCH3)
2,5-3,1 Asetilenik (RC=CH)
3,1-3,3 Alkil Iyodiir (RCHoI)
3,3-3,9 Eter (ROCH2R)
3,3-4,0 Alkol (HOCH2R)
3,4-3,6 Alkil Bromiir (RCH2Br)
3,6-3,8 Alkil Kloriir (RCH>Cl)
4,6-5,0 Vinilik (Ro.C=CH>)
5,2-5,7 Vinilik (R.C=CHR)
6,0-8,5 Aromatik (ArH)

9,5-10,5 Aldehit (RCHO)
0,5-6,0 Alkol Hidroksili (ROH)
1,0-5,0 Amino (RNH>»)
4,5-7,7 Fenolik (ArOH)

10,0-13,0 Karboksilik (RCOOH)

"H NMR spektroskopisi, melaninlerin yapisinin detayli olarak aydimnlatilmasi
amaciyla tercih edilen analiz metotlar1 arasinda yer almaktadir. Her ne kadar melaninin

polidisperse (homojen olmayan polimerlerde farkli biiyiikliiklerde bir veya daha fazla
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maddenin birbiri i¢inde dagilmis halde bulunmasi hali) ve diisiik ¢oziiniirliiklii (az
miktarda ¢6ziinen veya tamamen ¢oziinmeyen) dogasi bu yontemin etkinligini sinirlasa
da melaninlerin molekiiler yapis1 hakkinda 6nemli ipuclari elde edilebilmektedir. Gosset
(2023), 7,21 ve 7,29 ppm'de pik veren gruplarin indol/pirol halkasi oldugunu, melanin
NH gruplarinin yaklasik 8,00 ppm'de pik verdigini, metil ya da metilen gruplarina bagh
azot ve oksijenin 3,40-4,40 ppm'de pik verdigini, 2,20-2,80 ppm'de metilen grubunun pik
verdigini, 0,90-1,00 ppm'de alifatik gruplarin pik verdigini belirtmistir.

2.3.4. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)-Enerji Dagitict X-is1m1 (EDS)
Spektroskopisi

Temel bir taramali elektron mikroskobu (SEM), elektron isinlarini iireten bir
elektron tabancasindan (alan emisyon tipi veya digerleri) ve elektromanyetik optiklerden
olugmaktadir. Isin1 yonlendirebilmekte ve odaklayabilmektedir. Dedektorler, numuneden
gelen elektronlart (dogrudan sagilma veya numuneden yayilan) toplamaktadir ve tespit
edilen elektronun enerjisi, yogunluklart (say1 yogunlugu) ve emisyon yeri ile birlikte
gorilintliyli bir araya getirmek icin kullanilmaktadir (Kazmiruk, 2012). Malzeme
numunesinin ylizey morfolojisini anlamak i¢in SEM kullanighh bir aragtir. Optik
mikroskobun maksimum biiyilitmesi sadece yaklagik 1500 kattir ve taramali elektron
mikroskobu 10.000 kattan daha fazla biiyiitme yapabilmektedir (Jawaid ve Khan, 2018).

Melanin partikiillerinin yiizey morfolojisini incelemek iizere taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilmaktadir. Yiizey yapisindaki amorf ve graniiler yapi,
melaninin dogal formuna dair gorsel kanitlar sunmaktadir. Ayrica, partikiil boyutlar1 ve
topografik ozellikler detayli bigimde degerlendirilebilmektedir.

Gilinlimiizde numune yiizeyini element tespiti ile kapsamli bir sekilde analiz etmek
i¢cin x-1ginlarinin analizini saglayan enerji dagilimli foton dedektorleri igeren X-151m
spektrometresi veya X-1s1in1 enerji spektrometresi kullanilabilmektedir. Bu amagla EDX
(Enerji Dagitict X-151m1 Analizi) ya da EDS (Enerji Dagitict X-151m1 Spektroskopisi)
genellikle SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) veya FESEM (Alan Emisyonlu
Taramali Elektron Mikroskobu) ile birlestirilmektedir. Numunenin iletkenligi iyiyse,
yiizeyin herhangi bir isleme ihtiyaci yoktur ve dogrudan gdzlemlenebilmektedir. Iletken
degilse, numunenin elektrigi iletmesine yardimci olmak i¢in bir metal veya karbon film
ile kaplanmasi1 gerekmektedir. Kaplama malzemesi genellikle altin, paladyum veya

karbondur (Kazmiruk, 2012; Jawaid ve Khan, 2018).
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SEM cihazina entegre enerji dagilimli X-1s11 spektroskopisi (EDS) ile melaninin
elemental kompozisyonu analiz edilebilmektedir. Ozellikle karbon (C), azot (N), oksijen
(O) ve kiikiirt (S) gibi temel elementlerin tespiti ve oranlari, dmelanin ve feomelanin gibi
alt tiplerin ayriminda 6énemli bir veri kaynagi olusturmaktadir. Bu yoniiyle SEM-EDS,

klasik SEM analizine anlaml bir katki sunmaktadir.

2.3.5. LC-MS (Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi) Q-TOF (Kuadrupol-Ucus

Zamanh)

Kiitle spektrumunda bilinmeyen oOrneklerin kor analizi miimkiindiir. Kiitle
Spektrometresi (MS) i¢in 6rnek kompozisyonunun detayli 6n bilgisine ihtiya¢ yoktur. MS
ile kimyasal tanimlama floresan ya da radyoaktif etiketlemeye dayali analiz tekniklerinde
oldugu gibi analit 6n sec¢imi ile sinirli degildir. MS arastirilan molekiiliin fonksiyonel
degisiklige ugramamasi gibi avantajlara sahiptir (Manikprabhu ve Lingappa, 2013; Singh
Parmar ve Singh, 2018).

Melanin yapisinin daha ayrintili anlagilmasi ve molekiiler bilesenlerin belirlenmesi
amaciyla yiiksek ¢oziintirliiklii sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi quadrupol-ugus
zamanli (LC-MS Q-TOF) kullanilabilmektedir. Bu teknik ile melaninin yap1 taslari,
parcalanma iiriinleri ve olas1t monomerik formlar1 hakkinda bilgi elde edilebilmektedir
(Hanton, 2001). Kiitle spektrumlari, biyosentetik yolaklara dair degerlendirmelerin
yapilmasina olanak saglamakta ve melaninin karakterizasyonu i¢in analizlerin

desteklenmesini mimkiin kilmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Ornek Toplama ve Aktinomiset izolasyonu

Bu c¢alismada cesitli illerden (Burdur, Denizli, Balikesir ve Kiitahya) toplanan
toprak ve ¢camur 6rneklerinden toplam 130 adet aktinomiset izolat1 elde edilmistir. Ayrica
Hilal BEDEL’ in yiiksek lisans tez ¢calismasindan (Farkli Habitatlardan Toplanan Toprak
ve Su Kaynaklarindaki Aktinomisetlerin izolasyonu, Tanimlanmasi ve Antimikrobiyal
Aktivitenin Belirlenmesi) elde edilen 25 aktinomiset izolat1 ve 0611-YL-19 numarali
BAP projesi (Farkli habitatlardan toplanan Aktinomisetlerin molekiiler karakterizasyonu)
kapsaminda c¢esitli illerden toplanan toprak ve su kaynaklarindan izole edilen 20
aktinomiset izolat1 dahil olmak iizere toplam 175 izolat materyal olarak kullanilmistir.
Bunlarin arasindan 71 adet izolatin ekstraseliiler pigment {retimi yapabildigi
gbzlenmistir. Bu izolatlar arasindan en yiiksek ekstraseliiler pigment iiretimine sahip
oldugu goriilen K3 (Erfilibeli, 2021), B23, B25, 02, 026 ve Act21 izolatlari ile ¢galigmaya
devam edilmistir.

Toplanan toprak ve c¢amur Ornekleri Gengbay (2019)’da belirtilen sekilde
diizenlenerek GPS konumlari, 6rnegin alindig1 yerler ve drnegin alindigr yerin rakimi
verilmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve Cizelge 3.1). Toprak ornekleri 10-
15 cm derinlikten, camur ornekleri ise su birikintilerinin diplerinden alinarak steril
posetlere aktarilmistir. Ornekler alindiklari bélgeleri, tarihi ve sayryr tanimlayacak
sekilde isimlendirilmistir.

Ornekler hassas terazide (Shimadzu UW1020H, Japonya) 10 g tartildiktan sonra
oda sicakhigindaki 90 ml FTS'ye ilave edilerek karistirilmistir. Hazirlanan 107!
diliisyondan 9 ml FTS ile 10-10""ye kadar seyreltme yapildiktan sonra (Ozgelik, 1998)
steril kosullarda Aktinomiset izolasyon Agarmna (AIA) dokme yontemiyle ekim
sonrasinda inkiibatérde (Niive EN500, Almanya) 28 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda olusan koloniler segilerek Nutrient Agar (NA)
besiyerine ¢izim ekimi sonrasinda 28 °C’de 48 saat inkiibasyonu sonrasinda tek koloniye
diisenler Nutrient Broth (NB) besiyerine aktarilmistir. Stvi NB besiyerinde gelisen
aktinomisetler 1:1 oraninda gliserol ile mikrosantrifiij tliplerine aktarilarak -20°C de

depolanmastir.
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Cizelge 3.1. Alinan toprak drneklerinin GPS konumlari, yiiksekligi ve yeri

Deneme Evrensel Enlem
Alam Merkatorii 35D Rakim Alindig: Yer il Tlce/Koy

No x: Dogu | y: Kuzey (m)

1 658919 4357994 1364 Karagam | Balikesir Canake1

2 660335 4357877 1459 Karacam | Balikesir Canaket

3 652076 4354540 1448 Karacam Kiitahya Camlik

4 655860 4352154 1537 Kayin Kiitahya Camlik

5 641672 4385382 636 Karacam | Balikesir Ciftci

6 641447 4385372 649 Karagam | Balikesir Ciftei

7 640343 4382200 660 Kizilgam | Balikesir | Dursunbey

8 640498 4382164 653 Karacam | Balikesir | Dursunbey

9 640907 4381622 560 | Halep Cami | Balikesir | Dursunbey
10 261958 4178303 991 Kizilgam Burdur | Yeni Mahalle
11 261999 4178740 9717 Copliik Burdur | Yeni Mahalle
12 262059 4178843 976 Copliik Burdur | Yeni Mahalle
13 261781 4178847 965 Copliik Burdur | Yeni Mahalle
14 261519 4177378 1009 Coplik Burdur | Degirmenler
15 261707 4177325 1030 Kizilgam Burdur | Degirmenler
16 733335 4161584 1147 Camur Burdur Salda

17 700072 4158425 1102 Copliik Denizli Serinhisar
18 700471 4158513 1060 Copluk Denizli Serinhisar
19 684186 4179305 493 Copliik Denizli Pamukkale
20 684420 4179209 492 Copliik Denizli Pamukkale
21 643682 4378198 411 Camur Balikesir Beyel
22 643681 4378198 411 Camur Balikesir Beyel
23 643678 4378199 411 Camur Balikesir Beyel
24 643685 4378164 386 Cinar Balikesir Beyel
25 643684 4378163 387 Cinar Balikesir Beyel
26 643684 4378163 387 Cinar Balikesir Beyel
27 644060 4377588 416 Kizilgam | Balikesir Sacayak
28 644060 4377589 416 Kizilgam | Balikesir Sacayak
29 644059 4377589 416 Kizilgam | Balikesir Sacayak
30 654715 4372651 860 Karagam | Balikesir Boyalica
31 654713 4372650 860 Karacam | Balikesir Boyalica
32 654717 4372650 860 Karagam | Balikesir Boyalica
33 653156 4369483 862 Karagam | Balikesir Sakizkoy
34 653155 4369482 862 Karacam | Balikesir Sakizkoy
35 653156 4369482 862 Karagam | Balikesir Sakizkoy
36 653433 4369028 898 Karagam | Balikesir Sakizkoy
37 653433 4369029 898 Karagam | Balikesir Sakizkoy
38 653433 4369030 899 Karagam | Balikesir Sakizkoy
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Cizelge 3.1. Alinan toprak 6rneklerinin GPS konumlari, yiiksekligi ve yeri (Devam)

Deneme Evrensel Enlem

Alam Merkatorii 35D | RaKIM |y qs ver| 1 flce/Koy
No x: Dogu | y: Kuzey (m)
39 655738 4362940 1002 Karacam | Balikesir | Yassioren
40 655737 4362939 1002 Karagam | Balikesir Yassioren
41 655740 4362942 1002 Karacam | Balikesir | Yassioren
42 655227 4363042 986 Sagli Mese | Balikesir Yassioren
43 655227 4363041 986 | Sagli Mese | Balikesir | Yassioren
44 655228 4363044 986 Sagli Mese | Balikesir | Yassioren
45 660733 4360534 1457 Goknar Balikesir | Yassioren
46 660733 4360533 | 1457 Goknar Balikesir | Yassioren
47 660734 4360538 | 1456 Goknar Balikesir | Yassioren
48 660627 4360664 1448 Karagam | Balikesir | Yassioren
49 660628 4360663 1448 Karacam | Balikesir | Yassi6ren
50 660625 4360665 1448 Karagam | Balikesir | Yassioren
51 660640 4360666 | 1445 Kaymn Balikesir | Yassioren
52 660642 4360662 1445 Kaym Balikesir | Yassioren
53 660637 4360662 1445 Kaym Balikesir | Yassioren

/

Karagam - 39°36"230%N 28°38'5142E

Karagam -!39°3ﬁ3.3"Ni2"8°39'"E
Dursunbﬁxg 23 E
Kizilgam - 39°34!40.92N28°38'02.7"E

Karacam - 39°34'39.7"N 28"»38#)9.'2"]5 g
Halep Cami 39’°§|4\';~21:8"'4N 2823812591

Sakizkoy:

Karagam -39227'40:7"'N: ;
: I 2 - Yassioren
K < 39|°E27":2!5:.8:"N 28947:00.2"E
R i Karagam - 39°24'06.9"N 28°48'31.5"E

- Yassioren
Kayin - 39°22'49.9"N 28°51'54.4"E

:, Karacam - 39°22'49.9"N 28°51'53.9"E
$ 4" T Yassiéren
Goknar - 39°22'45.6"N 28°51'58.2"E

Canak¢r
Karagcam - 39°21'19.7"N 28°51'39.3"E

Sekil 3.1. Balikesir ilinden alinan 6rneklerin konumlari
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Sekil 3.2. Kiitahya ilinden alinan 6rneklerin konumlari

Degirmenler
Kizilgam - 37°42'44.0"N 30°17'48.0"E
Cop Konteyneri - 37°42'45.5"N 30°17'40.2"E —————«\

Sekil 3.3. Burdur ilinden alinan 6rneklerin konumlari
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Pamukkale
@op)Konteyneri - 37°44'33718NR29205125:6" E
CoplKonteyneri - 37°44'29.8'UNR29°05'35.1"E

PAMUKKALF
I)FVIZLI ’
SERINHISAR ’

Sermhlsar
Cop Konteyneri-37°33!04.1"N 29°15'53.7"E
Cop Konteyneri -37°33'06.6"N 29°16'10.0"E

Sekil 3.4. Denizli ilinden alinan 6rneklerin konumlari

3.1.2. Besiyerleri

Aktinomisetlerin izolasyonunda: Aktinomiset izolasyon Agar (ATA) (2,000 g/L
sodyum kazeinat, 0,100 g/L L-asparajin, 4,000 g/L. CsHsNaO-, 0,500 g/L KoHPO4, 0,100
g/L MgSOs, 0,001 g/L FeSOq4, 15 g/LL Agar ve 0,015 L gliserol ilavesi/L besiyeri)

Aktinomisetlerin depolanmasi ve aktiflestirilmesinde: Nutrient agar (NA) (3,000
g/L et ekstrakti, 5,000 g/L pepton, 15,000 g/LL Agar), Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
(10,000 g/L pepton, 20,000 g/L D (+) glikoz, 15,000 g/L. Agar)

Aktinomiset gelisimlerinin incelenmesinde: Nutrient agar (NA), Beyin-Kalp
infiizyon Agar (BHIA) ((beyin ekstrakti, kalp ekstrakt1 ve peptonlar) 27,500 g/L; D(+)
Glucose 2,000 g/L; NaCl 5,000 g/L; NaHPO4 2,500 g/L, Agar 15,000 g/L), Graniile
Maya Ekstrakt Agar (GMEA) (20,000 g/L graniile maya ekstrakti, 3,000 g/L pepton,
15,000 g/L Agar), inorganik tuz nisasta agar1 (ISP4) (10,000 g/L nisasta, 2,000 g/L
CaCO3, 2,000 g/L. (NH4)2S04, 1,000 g/L. dehidre KoHPO4, 1,000 g/ MgSO4 x 7H>0,
1,000 g/L. NaCl, 0,100 g/L FeSO4 x 7H20, 0,100 g/L MnCl; x 4H>0, 0,100 g/L. ZnSO4 x
7TH20, 20,000 g/L Agar), Tirozin agar (ISP7) (1,000 g/L L-asparajin, 0,500 g/L L-
tirozin, 0,500 g/L K:HPO4, 0,500 g/ MgSO4 x 7H20, 0,500 g/L. NaCl, 1,360 mg/L
FeSO4 x 7H20, 0,027 mg/L CuCl2 x 2H20, 0,040 mg/L. CoCl> x 6H20, 0,025 mg/L
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Na;MoO4 x 2H>0, 0,020 mg/L ZnCl,, 2,850 mg/L. H3BO3, 1,800 mg/L MnCl, x 4H>0,
1,770 mg/L C4H4NaxOs, 20,000 g/ Agar ve 0,015 L gliserol ilavesi/L besiyeri)

kullanilmustir.
3.2. Yontem

3.2.1. Farkh Kiiltiir Ortamlarinda Aktinomiset Gelisimi

Aktinomisetlerin gelisimlerini incelemek amaciyla Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii’'nde -20 °C’de gliserol-nutrient broth (1:1 v/v)
iceren mikrosantrifiij tiiplerinde depolanan stok aktinomiset kiiltiirleri kullanilmistir.
Once stok kiiltiirlerin NA besiyerine yayma plak ekimi yapilmis ve inkiibasyondan (28
°C, 24 saat) sonra ¢esitli besiyerlerine (ISP4, ISP7, BHIA, GMEA) ve calisma besiyeri
(NA) ile farkli besin ilave edilen NA besiyerine (NA, NA + %10 NaCl, NA + %10
Nisasta, NA + %10 GME) cizim ekimi yapildiktan sonra inkiibasyona (28 °C, 48 saat)
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda misel yapilari, ekstraseliiler pigment olusumlari ve

pigment diflizyonu incelenmistir (Darwesh vd., 2020).

3.2.2. Aktinomisetlerin Mikroskop Gériintiilerinin incelenmesi

Ekstraseliiler pigment {iretimi en yiiksek olan K3, B23 ve B25 izolatlarinin NA
besiyerinde 28 °C’de 48 saat inkiibasyonu sonrasinda koloni ozellikleri (biiytkliigii,
rengi, spor olusumu ve sekli) stereo mikroskop altinda (Olympos SZX7, Japonya)
(Duman vd., 2022); morfolojik 6zellikleri ise 151k mikroskobu (Olympos CX23, Japonya)
(Madigan vd., 2013) altinda incelenmistir.

3.2.2.1. Gram Boyama

NA besiyerinde gelisen K3, B23 ve B25 izolatlarinin havasal miselleri alinarak lam
tizerine yayimustir. Fiksasyon igleminden sonra hazirlanan preparata sirasiyla kristal
viole, iyodiir ¢ozeltisi, alkol ve safranin uygulanmistir. Boyama sonucu hiicreler

mikroskop altinda incelenmistir (Akmemis-Korkmaz, 2006).

3.2.3. Aktinomiset izolatimin Siv1 Kiiltiirde Giinliik Gelisimi

NA besiyerinde gelistirilen aktinomisetler 10 ml NB (Nutrient Broth) besiyerine
aktarilmis ve 30 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Mikrobiyal popiilasyonun iireme
dongiisiinii belirlemek amaciyla NB ortaminda gelisen 10 ml aktinomiset kiiltiirii 90 ml

NB besiyerine ekimi yapilmis ve ¢alkalamali inkiibatérde (IKA KS4000, Cin) 30 °C, 160
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rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Ekimin yapildigr giinden itibaren (0.glin) steril
falkonlara giinliik 10 ml 6rnek alinmis ve alinan 6rnek kadar yerine taze NB besiyeri ilave
edilmistir. Alinan ornekler 15-20 sn vortekste (OVAN Vibra Mix R, Ispanya)
karistirildiktan sonra 100 pl alinarak 96 kuyucuklu plakaya aktarilmis ve mikroplaka
okuyucuda (Epoch BIOTEK, ABD) 600 nm’de ol¢iimleri yapilmistir. Calismada
kullanilan izolatlar igin tipik gelisim egrileri elde edilmistir. Ureme egrileri lag faz,

logaritmik faz, duragan faz ve 6liim fazini icermektedir (Madigan vd., 2013).

3.2.4. Molekiiler Analiz

Calismanin devami igin segilen izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi baz alinarak

yapilan molekiiler tanimlamalar1t BMLABOSIS Ltd. Sti.’de gerceklestirilmistir.

3.2.4.1. DNA izolasyonu ve 16S rDNA Dizileme

NB besiyerinde gelistirilen bakteri kiiltiirlinden alinan 1 ml 6rneklerden Thermo
Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit-(ABD) izolasyon kiti ile iiretici
protokolii takip edilerek total DNA izole edilmistir. Lizis ¢ozeltisi Thermo Scientific
GeneJET Genomic DNA Purification Kit-(ABD) izolasyon kitinde yer alan protokole
gore 20 mM Tris-HCI, pH 8, 2 mM EDTA, 1,2% Triton X-100 olacak sekilde
ayarlandiktan sonra 20 mg/mL lizozim (Thermo) eklenerek hazirlanmistir. Lizis ¢6zeltisi
I ml 6rnek iizerine ilave edilmis ve 15-20 saniye vorteks (Velp F202A0173, Cin) ile
karistirildiktan sonra 30 dakika 37 °C’de beklemeye alinmistir. Daha sonra DNA
izolasyon islemi hazir kit (Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit-
ABD) ile tireticinin protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir.

Elde edilen total DNA’larin saflig1 mikroplaka okuyucuda (Epoch BIOTEK, ABD)
DNA’larin 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslari orani (OD260/0D280=1,6-1,8)
hesaplanarak tespit edilmistir (Yoltas, 2017).

Cizelge 3.2. 8F ve 1492R primerlerinin baz dizileri, hedef bdlgesi ve iiriin boyutu

Primer Baz dizisi (5°-3°) Bolge | Uriin Boyutu Kaynak
8F | AGAGTTTGATCCTGGCTCAG| 16S 1500 bp | Galkiewicz, 2008
1492R | GGTTACCTTGTTACGACTT 16S 1500 bp Bayram, 2021

Evrensel 16S rRNA primerleri (Cizelge 3.2) ile, tiir tayini i¢in hedeflenen gen
bolgeleri cogaltilmistir. PCR reaksiyonu Cizelge 3.3’te verildigi gibi hazirlanmis ve
Cizelge 3.4’te verilen kosullarda gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.3. PCR tiipiline konulan bilesikler ve miktarlari

Bilesik Miktar
DNA Template S5ul
KCl S5ul
dNTP S5ul
MgCI2 3ul
Forward Primer 1 ul
Reverse Primer 1 pul
Taq DNA Polimeraz 0,3 ul
Saf Su 30 ul
Toplam Hacim 50,3 ul

Cizelge 3.4. Amplifikasyonun saglandigi PCR protokolii

Islem Dongii Siire Sicaklik (°C)
Baslangi¢ Denatiirasyonu 1 5dk 95
Denatiirasyon 60 sn 95
Baglanma 35 60 sn 55
Uzama 60 sn 72
Son Uzama 1 10 dk 72

PCR firtinleri 16S rDNA'lar jel yiikleme boyasi ile birlikte jele yliklenmis ve 100
voltta 1 saat boyunca ytiriitiilmustiir. Daha sonra jel UV-Transilliiminatore (Spektronics
TVD-100R, ABD) aktarilmis ve PCR'da c¢ogaltilan ilgili DNA dizilerinin bant
uzunluklarinin ~1500 baza karsilik geldigi jelde goriilmiistiir.

16S rDNA dizileme analizi i¢in PCR iiriinleri BMLABOSIS Ltd. Sti. firmasina
gonderilerek hizmet alim1 yapilmigtir. Tam dizileme i¢in Sanger sekanslama ile ¢ift yonlii
olarak okunmus ve elde edilen yaklasik 1000 baz uzunlugundaki 16S rDNA dizileme
sonuclart Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvari (EMBL)-Avrupa Biyoinformatik
Enstitiisii (EBI) tarafindan acik erisim saglanan Clustal W programi ile karsilikli
hizalanarak diziler birlestirilmistir. Elde edilen 16S rDNA tam sekans, Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) tarafindan agik erisim saglanan Temel Yerel
Hizalama Arama Araci (BLAST) programi kullanilarak en yliksek dizi benzerlikleri

incelenmistir.

3.2.4.2. Filogenetik Analiz

16S rDNA niikleotid baz dizileri uygun programi (MEGA 12) kullanilarak analiz
edilmis ve filogenetik pozisyonlarini belirlemek icin calismada kullanilan Streptomyces

griseorubens K3, Streptomyces variabilis B23 ve Streptomyces variabilis B25 ile NCBI
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veri tabaninda kayithi olan bazi Streptomyces tiirleri ilave edilerek dendogramlar
olusturulmustur. Elde edilen dendogramlar Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvari
(EMBL) tarafindan agik erisim saglanan iTOL (Siirim 7.2.1) programina aktarilarak

diizenlenmistir.

3.2.5. Pigment Ekstraksiyonu

NB besiyerine ekimi yapilan S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis
B25 suslar1 inkiibasyon (30 °C, 14-16 giin, 160 rpm) sonrasinda santrifiij (4500 rpm, 5
dk) edilerek pelet atilmis ve siipernatant ekstraksiyonda kullanilmistir. Stipernatant 6nce
kaba filtreden (Whatman no:1) sonra ince filtreden (0,45 pm’lik siringa filtre)
gecirilmistir. Siipernatanttan kahverengi renkli pigment ekstraksiyonu i¢in 3 farkli
yontem denenmistir. Bu yontemler:

1) Sivi-Sivi Ekstraksiyonu: Bes farkli solvent ekstraksiyonda kullanilmak amaciyla

denenmistir; metanol, etanol, etil asetat, kloroform. Filtreden gecirilen
slipernatanta esit hacimde (1:1) solvent ilave edildikten sonra 20 sn vortekslenmis
ve 1 gece (16-18 saat) beklemeye alimmistir. Solventler pipetle baska bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarildiktan sonra 55 °C’de etiivde (Niive FNS500,
Almanya) kurumaya birakilmistir. Kuruyan ham ekstrakt -20 °C’de depolanmuistir
(Mortimer, 2004).

2) Kati-Sivi Ekstraksiyonu: Alt1 farkli solvent ekstraksiyonda kullanilmak amaciyla

denenmistir; metanol, etanol, etil asetat, aseton,hekzan,su. Siipernatant liyofilize
(Bluewawe BW-10B, ABD) edilerek toz haline getirildikten sonra 0,1 g ekstrakt
mikrosantrifiij tiipline aktarilmis ve lizerine 1 ml solvent ilave edilmistir. 15-20 sn
vorteks ile karistirildiktan sonra 4 saat beklemeye alinmistir. Solventler pipetle
baska bir mikrosantrifiij tlipline aktarildiktan sonra 55 °C’de etlivde kurumaya

birakilmistir. Kuruyan ham ekstrakt -20 °C’de depolanmistir (Mortimer, 2004).

3) Asit ile Coktirme: Silva vd. (2019)’ne ait melanin ekstraksiyon metodu
modifikasyon yapilarak kullanilmistir. Siipernatanta 6M HCI ilave edilerek pH
degeri 2,0’1n altina diisiiriilmiis ve gece boyu (16-18 saat) karanlikta beklemeye
alimmstir. Daha sonra santrifiij edilerek {ist faz atilmis ve ¢coken melanin ekstrakti
3 kez distile su ile yikanip ¢Oktiiriilmiis ve dondurulduktan sonra liyofilize
edilerek -20 °C’de depolanmistir. Safsizlik unsurlar1 goriilen 6rnekler icin distile
su ile ikinci bir yikama yapilmis ve melanin ekstrakti ikinci defa liyofilize edilerek

-20 °C’de depolanmustir.
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3.2.6. Pigment Karakterizasyonu

S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarindan elde edilen
ektrakte melaninlerin biyo-kimyasal 6zelliklerini belirlemek amaciyla UV-Vis analizi
yapildiktan sonra FT-IR (Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi BILTEKMER), 'H
NMR (Mersin Universitesi METIAM), SEM-EDS (Yildiz Teknik Universitesi merkez
laboratuvar1) ve LC-MS Q-TOF (Yildiz Teknik Universitesi merkez laboratuvari)

analizleri i¢in hizmet alim1 yapilmistir.

3.2.6.1. UV-Vis (Mordtesi ve Goriiniir Isik) Spektrofotometrik Analizi

S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarindan elde edilen
melanin ekstraktlar1 6nce 0,5 M NaOH ¢ozeltisi i¢cinde seyreltilmistir. Ardindan 100 pl
aliarak 96 kuyucuklu plakaya aktarilmis ve mikroplaka okuyucuda (Epoch BIOTEK,
ABD) UV, goriiniir ve yakin kizilotesi dalga boylarinda (200-900 nm) taranarak Amax
bulunmustur. 0,5 M NaOH ¢ozeltisi kor olarak kullanilmistir (El-Naggar ve El-Ewasy,
2017).

3.2.6.2. FT-IR (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi) Analizi

Fourier Déniistimlii Kizilotesi (FTIR) spektroskopisi, kizil 6tesi (IR) radyasyonun
absorpsiyonu sonucu fonksiyonel gruplarin kimyasal baglarinda meydana gelen
titresimlerin dlgiilmesi prensibine dayanmaktadir (Koenig, 1984). S. griseorubens K3, S.
variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarindan elde edilen melanin ekstraktlar1 ve KBr
topaklar1 parcalamak ig¢in, iki toz bir agat havanda birlestirilmis ve kisa bir siire
dovilmistiir. Karistirilan disk FT-IR spektrofotometresi (PERKIN ELMER FRONTIER,
ABD) ile 4000-400 cm!"de taranmustir (E1-Naggar ve El-Ewasy, 2017).

3.2.6.3. '"H NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) Analizi

"H NMR (niikleer manyetik rezonans) spektroskopisi, yapida yer alan farkl1 proton
tiirlerinden yola ¢ikarak bilesiklerin yapisinin belirlenmesinde kullanilan analitik bir
metottur (Singh Parmar ve Singh, 2018; Balci, 2005). S. griseorubens K3, S. variabilis
B23 ve S. variabilis B25 suslarindan elde edilen ekstrakte melaninler 5 mm NMR
tiiplerinde 25 °C'de 'H NMR spektroskopisi (BRUKER ULTRASHIELD PLUS A
VANCE III) ile '"H NMR spektrumu elde edilmistir (El-Naggar ve El-Ewasy, 2017).

Coziicli olarak su kullanilmistir.
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3.2.64. SEM-EDS (Taramah Elektron Mikroskobu-Enerji Dagitict X-151m

Spektroskopisi) Goriintiisiiniin Alinmasi

Malzeme numunesinin ylizey morfolojisini anlamak i¢in SEM kullanish bir aragtir
(Jawaid ve Khan, 2018). X-151m1 enerji spektroskopisi ile numune yiizeyinin element
analizi kapsamli bir sekilde incelenebilmektedir (Kazmiruk, 2012; Jawaid ve Khan,
2018). S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarindan elde edilen
ekstrakte melaninler dondurularak kurutulduktan sonra 15,0 kV’de calisan taramali
elektron mikroskobu-enerji dagitict X-1s1n1 spektroskopisi (Zeiss EVO LS 10) ile 3000
kat biiyiitiilerek SEM goriintiisii ve elemental icerikleri elde edilmistir (Xie vd., 2020).

3.2.6.5. LC-MS (Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi) Q-TOF (Kuadrupol
Ucus Zamanh) Analizi

Molekiillerin 6rnek atomik bilesimine gore bilesikleri tanimlayan analitik bir
tekniktir. Ardisik kiitle spektrometrisi olarak da bilinen MS/MS Q-TOF yontemi
kullanilarak S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarindan elde
edilen melanin ekstraktlarinin kiitle spektrumu ve kiitiiphane taramasi (Agilent
Technologies, 6530 model) yapilarak par¢alanma iiriinleri incelenmistir (Manikprabhu ve
Lingappa, 2013). Yapilarinda bulunan monomerlerin pargacik iyonlar1 elde edilmis ve

hesaplanan m/z (kiitle/iyon) degerleri sayesinde molekiil agirliklar1 (My) belirlenmistir.

Cizelge 3.5. FBF algoritmasi ile taramasi yapilan melanin ile iligkili molekiiller

Molekiil Adi Molekiil Formiilii
L-tirozin CoH11NO3
L-DOPA CoH11NOy4
L-dopakinon CoHoNO4
5,6-dihidroksiindol (DHI) CsH7NO»
5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit (DHICA) CoH7NOq4
L-sistein CsH7NO»S
5-S-sisteinildopa Ci2H16N206S
2-2’-bibenzotiyazin C23H20N40sS»
Noromelanin tiirevi C27H20N405S
1,8-dihidroksinaftalin (DHN) C1oHgO>
Homogentisik asit CsHsOq4

Farkli melanin tiirlerinden elde edilmesi tahmin edilen parcalanma iiriinlerinin
tespit edilebilmesi amaciyla Auto MS/MS algoritmasinin yani sira FBF (Find By

Formula) algoritmasi da kullanilmistir. FBF algoritmasi kullanilarak varligi kontrol

39



edilen melaninle iliskilendirilen molekiiller ve molekiil formiilleri Cizelge 3.5°te

goriilmektedir.

3.2.7. Anti-bakteriyel Aktivite Analizi

S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suglarindan elde edilen
melanin ekstraktlarinin anti-bakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla Agar
Kuyucuk Difiizyon yontemi kullanilmistir. Anti-bakteriyel test i¢in Gram-pozitif
(Listeria monocytogenes ATCC 13932, Bacillus cereus ATCC 6051, Staphylococcus
aureus ATCC 25923) ve Gram-negatif (Salmonella Typhimurium ATCC 14028,
Pseudomonas aeruginosa PAO1, Escherichia coli ATCC 25922) suslar1 kullanilmistir.
Bu amagla s1vi besiyerinde inkiibe edilmis ve bulanikligt OD600’de 0,1 bulanikliga
(~1x10® kob/ml) ayarlanmis test kiiltiirlerinden 100 uL alinarak 10 mL soft agar (NB 8
g/L, Agar 5 g/L) icerisine eklenmistir ve Mueller-Hinton (MH) petrilerine ikinci kat
olarak dokiilmustiir. Soft agar katilagtiktan sonra steril pipet yardimiyla kuyucuklar
acilmistir. Kuyucuklar igerisine 50’er pL melanin ekstraktlar: (0,1 g/ml) ilave edilerek
inkiibatorde 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Dimetil siilfoksit (DMSO)
¢Oziicii olarak kullanilmistir. Melanin ekstraktlar1 DMSO i¢inde pipetle karistirildiktan
sonra 30 saniye vortekslenmistir. Coziinen melanin ekstrakti 0,45 pm’lik filtreden
gecirilmis ve analizde kullanilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuk ¢evresinde olusan
inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) cetvel yardimiyla Ol¢iilmiistiir. Gentamisin (100 pg/ml)
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Olusan inhibisyon zon c¢aplar1 antibakteriyel

aktivitenin degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir.

3.2.8. Anti-kanser Aktivite Analizi

S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarindan elde edilen
melanin ekstraktlarinin kolon epiteli hiicresine (CCD18Co) ve kolon kanser hiicresine
(SW-620) anti-kanser aktivitesi incelenmistir.

Calismada kullanilan hiicre hatlar1 Dr. Ogr. Uyesi Muzaffer DUKEL tarafindan
temin edilmistir. SW620 kolon kanseri hiicreleri RPMI (Roswell Park Memorial institute
1640) besi yerinde, %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin ilavesi yapilarak kiiltiire
edilmistir. Normal kolon epiteli hiicre hatti CCD18Co ise %S5 at serumu (sigma), 20 ng/ml
epidermal biiyiime faktori (EGF; sigma) 10 pg/ml insiilin (sigma), ve 0,5 pg/ml
hidroksiaseton (sigma), %10 FBS ve %1 Penislin/Streptomisin ilave edilmis DMEM
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(cellgro) ortaminda kiiltiire edilmistir. CCD18Co hiicreleri kontrol hiicre grubu olarak
kullanilmistir. SW620 hiicresi ise metastatik karakterdeki hiicre grubudur.

S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 susglarindan elde edilen
melanin ekstraktlarinin uygulamasi asamasinda her hiicre hatt1 i¢in 1 adet melanin
ekstraktt uygulanmamis kontrol grubu olusturularak sitotoksik etkiler incelenmistir.
Melanin ekstraktlart 50-500 pg/mL araliginda uygulanmis ve hiicrelerin hayatta kalma
miktarlar1 analiz edilmistir. Bu islem igin rezazurin (alfa aesar) kullanilmis ve iiretici
firma tarafindan saglanan protokole gore islem yapilmistir.

Tiim hiicre kiiltiirii islemleri ve etken madde uygulamalar steril kabin (DEMAIR
MSC-IIA-120, Tirkiye) icinde yapilmistir. CCD18Co ve SW620 hiicre hatlar
mikrosantrifiij tliplerine aktarilmis ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij (Beckman
MICROSFUGE 16, ABD) edilmis ve iist faz atilmistir. Besiyeri 850 pl, santrifiij edilen
hiicre hatt1 50 pl ve %5 Trypan Blue ¢ozeltisi 100 pl olmak iizere toplam hacim 1 ml’ye
tamamlanarak karistirtlmistir. Daha sonra Thoma lamia aktarilarak mikroskop
(Olympus CKX41, Japonya) altinda sayim1 yapilmistir. Her kuyucukta toplam 10.000
hiicre olacak sekilde test uygulanmis her bir hiicre grubu 96’11 plakada toplam hacim 100
ul olacak sekilde kiiltiire edildikten sonra gece boyunca 37 °C’de %5 CO: igeren
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Devaminda hiicrelere 50-500 ug/mL araliginda 24 saat
boyunca ekstrakte melanin uygulanmistir. Inkiibasyondan sonra 2 kere PBS ile yikanmig
her kuyucuga 10 pl Rezazurin eklenmistir (1x). 10 saniye ¢alkalama isleminden sonra
hiicreler 3 saat boyunca normal kiiltiir kosullarinda inkiibe edilmis ve 595 nm’de
absorbans 6l¢iimi yapilmistir. Her grup i¢in 4 6l¢iim alinmis ve bu 6l¢iimlerin ortalamast
ve standart sapmalar1 hesaplanmistir (Kalabalik, 2023).

Elde edilen sonuglarla Graphpad Prism (10.5.0) programi kullanilarak hiicre
inhibisyonu yiizdesi ile log konsantrasyonu arasinda dogrusal olmayan regresyon grafigi

tizerinden ICso degerleri belirlenmistir (Abraham ve Chauhan, 2018).

3.2.9. istatistiksel Analizler

Aktinomiset gelisim e@rilerinde K3, B23 ve B25 kodlu Streptomyces tiirlerinin 21
giin boyunca giinlik gelisimi, OD600’de absorbans degerleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Her biri i¢in giinliik 4 6l¢tim sonucu elde edilmistir. Suglarin zaman
icerisindeki degisimini istatistiksel olarak degerlendirmek amaciyla Repeated Measures
ANOVA kullanilmistir. Analizde “Zaman” within-subject faktorii, “Tiir” ise between-

subject faktorii olarak tanimlanmis ve tiir x zaman etkilesimi incelenmistir.
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Anti-bakteriyel aktivite analizinde farkli Streptomyces tirlerinden elde edilen
ekstrakte melaninler, {i¢ adet Gram-pozitif ve li¢ adet Gram-negatif bakteri tiiriine kars1
anti-bakteriyel etkileri kuyucuk difiizyon yontemiyle degerlendirilmistir. Her ekstrakte
melaninin 6 farkli bakteri grubuna karsi etkisi i¢in dort 6l¢iim sonucu elde edilmistir. Her
bir bakteri tiirli i¢in melaninlerin inhibitor zon ¢aplari karsilagtirilmig ve tek yonlii varyans
analizi (One-Way ANOVA) uygulanmistir. Bagimli degisken olarak inhibisyon zonu ¢ap1
(mm), bagimsiz degisken olarak ise melanin tiirii (n=3) kullanilmistir. ANOVA sonrasi,
gruplar aras1 farklarin belirlenmesi i¢in Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi
uygulanmistir. Analizlerde varyans homojenligi varsayimlart Levene testi ve Q-Q
grafikleri ile kontrol edilmistir. Her bir bakteri tiirii icin analizler ayri ayri
gerceklestirilmistir.

Tiim istatistiksel analizler Jamovi (Siiriim 2.6.17, Sydney, Avustralya) istatistik
yazilimi kullanilarak gerceklestirilmis olup anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul

edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Farkh Kiiltiir Ortamlarinda Aktinomiset Gelisimi

Ekstraseliiler pigment iiretimi yiiksek olan 6 izolatin (K3, B23, B25, 02, 026 ve
Act21) farkl kiltiir ortamlarinda gelisimi (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2, Cizelge 4.3 ve
Cizelge 4.4) incelenmistir. Secilen tiim aktinomisetler 8 farkl kiiltiir ortaminin (ISP4,
ISP7, BHIA, GMEA, NA, NA + %10 NaCl, NA + %10 Nisasta, NA + %10 GME)
tamaminda gelisim gostermistir. Ektraseliiler pigment, pigmentin difiizyonu ve havasal
misel incelenmistir (Darwesh vd., 2020; Tang vd., 2019).

Izolatlar ekstraseliiler pigmenti kendi ¢evresinde iiretmis ise tek art1 isareti (+),
petrinin bir bolgesini renklendirdiyse iki art1 isareti (++), petrinin tamami difiizlenmisse
li¢ art1 igareti (+++) olarak ifade edilmistir. Bu degerlendirmeye ilave olarak olusan renk
acik ise tek art1 isareti (+), koyu ise iki art1 igareti (++) olarak ifade edilmistir ve difiizyon
yogunlugu toplam bes art1 isareti (+++++) lizerinden degerlendirilmistir. Diflizlenen renk

ve havasal misel gozlendigi sekilde aktarilmistir.

Cizelge 4.1. Izolatlarin GMEA ve BHIA besiyerlerinde kiiltiir 6zellikleri

Besiyeri GMEA BHIA
Ekstraseliiler | Difiizyon Ha‘fasal Ekstraseliiler | Difiizyon Ha\fasal

Kod Pigment | Yogunlugu Misel Pigment | Yogunlugu Misel

g & & Rengi g g g Rengi

K3 Turuncu ++++ Beyaz Turuncu ++++ Beyaz
B23 Kahverengi ++++ Beyaz | Kahverengi +4+++ Beyaz
B25 Kahverengi ++++ Begra;z— Kahverengi +++++ Beyaz
02 Turuncu ++++ Begra;z- Turuncu +4+++ Beyaz
026 Turuncu ++++ Beyaz Turuncu +++ Beyaz
Act21 Turuncu ++++ Beyaz Turuncu +++ Beyaz

GMEA ve BHIA besiyerinde (Cizelge 4.1) K3, 02, 026 ve Act21 kodlu izolatlar
turuncu renkte ekstraseliiler pigment tiretimi yaparken B23 ve B25 izolatlar1 kahverengi
renkte ekstraseliiler pigment olusturmustur. GMEA besiyerinde K3, B23, B25, 02, 026
ve Act21 izolatlariin tamami agik renkte tiim petriyi difiizleyen ekstraseliiler pigment

tretmistir. B25 ve O2 izolatlar1 beyaz-gri renkte havasal misel; K3, B23, 026 ve Act21
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izolatlar1 beyaz renkte havasal misel olusturmustur. BHIA besiyerinde GMEA besiyerine
gore B25 izolatinin ekstraseliiler pigment iiretimi artarken, 026 ve Act21 kodlu
izolatlarda ekstraseliiler pigment iiretiminde azalma goriilmiistiir. K3, B23 ve O2 kodlu
izolatlarin ekstraseliiler pigment liretiminde artma ya da azalma gozlenmemistir. Secilen
tim aktinomisetler beyaz renkte havasal misel olusturmustur. Calismada incelenen
izolatlarin ekstraseliiler pigment iiretiminde azot kaynagi olarak GMEA ve BHIA

besiyerlerini oldukea etkin bir sekilde kullanabildigi sdylenebilmektedir.

Cizelge 4.2. izolatlarin ISP4 ve ISP7 besiyerlerinde kiiltiir 6zellikleri

Besiyeri ISP4 ISP7
Ekstraseliiler | Difiizyon Ha‘fasal Ekstraseliller | Difiizyon HaYasal
Kod Pigment | Yogunlugu Misel Pigment | Yogunlugu Misel
g & g Rengi & g g Rengi
. Beyaz-
K3 - - Gri - - Cri
B23 Kahverengi ++ Gri - - Be-‘/?z'
Gri
B25 Kahverengi ++ Gri - - Beyaz-
Gri
; Beyaz-
02 - - Gri - - Cri
026 : : Beyaz- i i Gri
Gri
Beyaz- .
Act21 - - . - - Gri
Gri

Bu ¢alismada karbon kaynagi olarak kullanilan ISP4 besiyeri %27 oraninda nisasta
icermektedir. Bu besin ortaminda (Cizelge 4.2) B23 ve B25’in kendi c¢evresinde
kahverengi renkli ekstraseliiler pigment tirettigi; K3, 02, 026 ve Act21’in ekstraseliiler
pigment olusturmadig1 gézlenmistir. 026 ve Act21 beyaz-gri renkte havasal misel; K3,
B23, B25 ve O2 izolatlar1 gri renkte havasal misel olusturmustur. ISP7 besiyerinde
(Cizelge 4.2) ise 026 ve Act21 izolatlar1 gri renkte havasal misel; K3, B23, B25 ve 02
izolatlar1 beyaz-gri renkte havasal misel olusturmustur. Higbir izolat bu kiiltiir ortaminda
ekstraseliiler pigment iiretmemistir. ISP4 besiyerinin inorganik tuz-nigasta iceriginin
izolatlar tarafindan ekstraseliiler pigment {iiretiminde etkin olarak kullanilamadig:
goriilmiistiir. Benzer sekilde, ISP7 igeriginde amino asit kaynagi olarak yer alan asparajin
ve tirozin, ¢alisma kapsamindaki hi¢bir izolat tarafindan ekstraseliiler pigment tiretiminde

kullanilamamustir.
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NA besiyerinde (Cizelge 4.3) en yliksek ekstraseliiler pigment iiretiminin B25
izolatinda koyu kahverengi renkte oldugu ve tiim petriyi diflizledigi goriilmiistiir. B23
izolatinda agik kahverengi renkte, K3, O2, 026 ve Act21 izolatlarinda agik pembe renkte
tiim petriyi difiizleyen ekstraseliiler pigment iiretimi goriilmiistiir. NA besiyerinde O2
izolat1 beyaz-gri renkte havasal misel; K3, 026 ve Act21 izolatlar1 gri renkte havasal
misel; B23 ve B25 izolatlar1 beyaz renkte havasal misel olugturmustur. NA besiyerinin
GMEA ve BHIA besiyerlerinde oldugu gibi ekstraseliiler pigment iiretiminde etkin bir

sekilde kullanilabilen bir azot kaynag1 olarak 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.3. izolatlarin NA ve NA + %10 NaCl besiyerlerinde kiiltiir 6zellikleri

Besiyeri NA Nutrient Agar + %10 NaCl
Ekstraseliiler | Difiizyon HaYasal Ekstraseliller | Difiizyon HaYasal
o] Pigment | Yogunlugu fosel Pigment | Yogunlugu Misel
g g g Rengi g g g Rengi
K3 Pembe o+t Gri Pembe ot Begﬁz_
B23 Kahverengi -+ Beyaz | Kahverengi +++ Begﬁz_
B25 Kahverengi ++++ Beyaz | Kahverengi +++ Beélﬁz—
02 Pembe o+t Beyaz- Mor o+ Beyaz-
Gri Gri
026 Pembe ++++ Gri Mor et Bg’:;z_
Act21 Pembe ++++ Gri Pembe +++ Gri

Farkli besin stresi iceren Kkiiltiir ortamlarinda ekstraseliiler pigment {iretimini
incelemek amaciyla NA besiyerine tuz (Cizelge 4.3), karbon kaynagi olarak nisasta ve
azot kaynagi olarak graniile maya ekstrakti (Cizelge 4.4) ilave edilmistir.

NA besiyerine ilave edilen %10 tuz igeren kiiltiir ortaminda K3, B23, B25, O2 ve
026 izolatlar1 beyaz-gri renkte havasal misel, Act21 izolat1 gri renkte havasal misel
olusturmustur. O2 ve Act21 izolatlariin havasal misel renklerinde degisiklik
gozlenmezken, K3 ve 026 izolatlarinin havasal miselleri griden beyaz-griye, B23 ve B25
izolatlarinin havasal miselleri beyazdan beyaz-griye donmiistiir. NA besiyerine ilave
edilen %10 tuz igeren kiiltlir ortaminda se¢ilen tiim aktinomisetlerin ekstraseliiler pigment
tretiminde azalmaya neden olurken, O2 ve O26 izolatlarinda ekstraseliiler pigmentin

pembeden mora dondiigii goriilmiistiir. K3, B23, B25 ve Act21 izolatlarinin ekstraseliiler
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pigmentlerinin renginde degisiklik gézlenmemistir. Bu tuz oranmi tiim sus ve izolatlarin
gelisimini ve pigment tiretimini baskilamistir.

Tuz varliginin ortamin su aktivitesini diisiirerek mikroorganizmalarin gelisimine
engel olabildigi bilinmektedir. Bunun yami sira tuz, oksijenin kullanilabilirligini ve
mikroorganizmalarin hiicresel enzim aktivitesini de olumsuz etkileyebilmektedir
(Henney vd. 2010). Tang vd. (2019) MK-45T kodlu Streptomyces susunun %6 tuz
varhigina kadar gelisim gosterdigini, Venkatachalam vd. (2019) ise kiiltlir ortaminda
%6'n1n lizerinde tuz bulunmasi durumunda tuz miktarinin artisi ile ters orantili bir sekilde
pigment iiretiminin azaldigini bildirmistir. Bu nedenle, ortamda yiiksek konsantrasyonda
tuz bulunmasi durumunda izolatlarin ekstraseliiler pigment iiretiminde kullandig

enzimlerin iiretiminin baskilandig1 diistiniilmektedir.

Cizelge 4.4. Izolatlarin NA + %10 Nisasta ve NA + %10 GME besiyerlerinde kiiltiir

ozellikleri
Besiyeri Nutrient Agar + %10 Starch Nutxient Agar + % 10 Granule
Yeast Extract
Ekstraseliiler | Difiizyon Ha\fasal Ekstraseliiler | Difiizyon HaYasal

Kod Pigment |Yogunlugu L Pigment | Yogunlugu Misel
g g g Rengi g g g Rengi
K3 Pembe ++++ B?}ISZ- Pembe +++ Beyaz
. Beyaz- . Beyaz-

B23 Kahverengi ++++ Gri Kahverengi +4+++ Gri
. Beyaz- . Beyaz-

B25 Kahverengi ++++ Gri Kahverengi +++++ Gri
02 Pembe +++ B?}ISZ- Turuncu +++ Beyaz
026 Mor +++ B?}ISZ- Turuncu +++ Beyaz
Act21 Pembe o Gri Pembe ++++ Beyaz

NA besiyerine ilave edilen %10 nisasta kiiltiir ortaminda (Cizelge 4.4) K3, B23,
B25, 02 ve 026 izolatlar1 beyaz-gri renkte havasal misel, Act21 izolati ise gri renkte
havasal misel olusturmustur. O2 ve Act21’in havasal misel renklerinde degisiklik
gbzlenmezken, K3 ve O26’nin havasal miselleri griden beyaz-griye, B23 ve B25’in
havasal miselleri beyazdan beyaz-griye donmiistiir. NA besiyerine ilave edilen %10
nisasta kiiltiir ortaminda B25, O2 ve 026 izolatlarinin ekstraseliiler pigment {iretiminde
azalma goriiliirken, K3, B23 ve Act21’in ekstraseliiler pigment liretiminde degisiklik

gbzlenmemistir. NA besiyerinde bulunan azot kaynagina ek olarak karbon kaynagi olarak
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ilave edilen %10 nisastanin bir arada kullaniminin O26’nin ekstraseliiler pigment
tiretimini pembeden mora donistiirdiigii goriilmistir. Bu durum, 026 izolatinin
ekstraseliiler pigment liretiminde NA besiyerine ilave edilen %10 nisasta varliginda farkl
bir hiicre i¢i mekanizma kullandigina isaret etmektedir. NA besiyerine ilave edilen %10
nisastanin K3, B23, B25, O2 ve Act21 kodlu izolatlarin ekstraseliiler pigment renginde
degisiklige neden olmadig1 goriilmiistiir.

Farkli karbon kaynaklarinin aktinomiset gelisimine etkisini inceleyen English vd.
(2017), USC-633 kodlu Streptomyces izolatinin en iyi gelistigi karbon kaynagini rafinoz
olarak tespit etmis ve bu izolatin deniz tuzu eklendiginde ¢ok ¢esitli karbon kaynaklarini
kullanabildigini gozlemlemistir. Kulkarni vd. (2017) ise aktinomisetlerin sekeri kolayca
fermente edebilmesi sebebiyle seker takviyeli ortamlarda biiyiik 6l¢ekte pigment elde
edilebilecegini bildirmistir. Baz1 farkli karbon kaynaklarinin aktinomiset ekstraseliiler
pigment rengine etkisinin oldugu ayrica bilinmektedir. Tang vd. (2019) izole ettikleri
MK-45T kodlu Streptomyces susunun iz element ve karboksimetil seliilaz igeren kati
besiyerinde mavi renkli pigment iirettigini bildirmistir. Ayrica ISP3 kiiltlir ortaminda
pembe, ISPS5 kiiltiir ortaminda mavi renkli ekstraseliiler pigment tiretimi gozlemlemistir.

NA besiyerine ilave edilen %10 graniile maya ekstrakti kiiltiir ortaminda (Cizelge
4.4) K3, 02, 026 ve Act21 beyaz renkte havasal misel, B23 ve B25 beyaz-gri renkte
havasal misel olusturmustur. O2’nin havasal misel rengi beyaz-griden beyaza, K3, 026
ve Act21’in havasal misel rengi griden beyaza, B23 ve B25’in havasal misel rengi
beyazdan beyaz-griye donmiistiir. NA besiyerine ilave edilen %10 graniile maya ekstrakti
kiltiir ortaminda O2 ve O26’nin ekstraseliiler pigment renkleri pembeden turuncuya
donerken, K3, B23, B25 ve Act21’in ekstraseliiler pigmentlerinde degisiklik
gozlenmemistir. NA besiyerine ilave edilen %10 graniile maya ekstrakti varliginda K3,
02 ve 026 kodlu izolatlarin ekstraseliiler pigment iiretimi azalirken B23, B25 ve Act21
kodlu 1izolatlarin  ekstraseliler = pigment iretiminde degisiklik  olmadig:
sOylenebilmektedir. NA besiyerine ilave edilen %10 graniile maya ekstrakti kiiltiir
ortaminda B25 oldukga iyi ekstraseliiler pigment iiretimi yapmustir. Yapilan herhangi bir
besin ilavesinin O2 ve 026 kodlu izolatlarin ekstraseliiler pigment iiretimini azalttig1
gbzlenmistir.

Bu ¢alismada K3, B23, B25, 02, 026 ve Act21 izolatlar azot kaynaklari (et suyu,
maya ekstrakti, beyin ve kalp ekstrakt1) ve karbon kaynaklar ile birlikte igeren kiiltiir
ortaminda gelisimi incelendiginde tiim izolatlarin ekstraseliiler pigment {iretebildigi

gozlenmistir. Ancak, ISP4 besiyerinde bulunan nisasta kaynagi B23 ve B25 izolatlar

47



haricinde, ISP7 besiyerinde bulunan azot kaynagi (asparajin ve tirozin) ise hicbir izolat
tarafindan ekstraseliiler pigment iiretiminde kullanilamamistir. Bu durum azot ve karbon
kaynaklarinin ekstraseliiler pigment iiretimi i¢in gerekli oldugunu fakat her izolatin her
karbon ve her azot kaynagini ekstraseliiler pigment iiretiminde kullanamadigini
gostermektedir.

Ekstraseliiler pigment tiretiminde ortamda bulunan besin maddelerinin azlig1 veya
coklugu, ortamin sicakligi, ortamin pH degeri, ortamda bulunan tuz miktari, aynm kiiltiir
icindeki izolatlarin birbiri ile besin ulagiminda yaris iginde olmalari, ortamin aydinlik ya
da karanlik olmasi, ortamda bulunan oksijen miktar1 gibi bir¢ok parametre etkilidir
(English vd., 2017; Ng vd., 2019). Bu ¢alismada elde edilen sonuglar ve literatiirede yer
alan ¢alismalar g6z 6niinde bulundurularak farkli karbon ve azot kaynagina sahip kiiltiir
ortamlarinda aktinomisetlerin ekstraseliiler pigment iiretiminde farkli hiicre ici
mekanizmalar1 kullandig1 sonucuna varilmistir.

K3, B23, B25, 02, 026 ve Act2l kodlu izolatlarin tamami GMEA ve NA
besiyerinde  petrinin  tamamim1  difiizleyen  ekstraseliler pigment {iretimi
gerceklestirmistir. B25, BHIA ve NA kiiltiir ortaminda en yiiksek ekstraseliiler pigment
tireten izolat olmustur. Bu sebeple Nutrient kiiltiir ortam1 g¢aligma besiyeri olarak
secilmigtir. Calisma besiyerinde en yiiksek ekstraseliiler pigment tiretimi gozlenen B25
izolatina ilave olarak, 6n denemelerde Nutrient siv1 kiiltlir ortaminda gelisimi daha iyi
olan K3 ve B23 sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere seg¢ilmistir.

NA kiiltiir ortaminda ve farkli besin ilavesi iceren NA kiiltiir ortamlarinda K3
izolatinin ekstraseliiler pigmentinin zamanla Once turuncuya sonra kahverengiye
dontistiigli  goriilmiistiir. GMEA ve BHIA Kkiiltiir ortamlarinda ise turuncu olan
ekstraseliiler pigment zamanla kahverengiye donilismiistiir. Majumder vd. (2018)
besiyerlerinde pigmentlesme kaynakli elde edilen kahverengi rengin tirozinaz, pembe
rengin ise asparajinaz enzimleri aktivitesi sonucu meydana geldigini belirtmistir. Sistein
varliginda tirozinaz enziminin aktivitesi ile melaninlerin farkl: tiirleri olan kirmizi renkli
feomelanin ve kahverengi-siyah renkli d6melanin sentezinin gerceklestigi bilinmektedir
(Ito, 2003).

Tiim kiltlir ortamlarinda B23 ve B25 izolatlarinin kahverengi renkli ekstraseliiler
pigment urettigi gozlenmistir. Literatiir incelendiginde kahverengi ve siyah renkli
ekstraseliiler pigmentlerin melanin tiirevleri ile iliskilendirildigi ¢alismalarin bulundugu
goriilmektedir. Kulkarni vd. (2017) en yaygin bilinen kahverengi rengin melanin olmasi

ve izolatin kiiltiir et suyunda siyah/kahverengi renk iiretmesi sebebiyle bu pigmentin
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melanin oldugunu bildirmistir. Zainal Abidin vd. (2018) Streptomyces sp. K1-01 ve
Streptomyces sp. K3-20’nin SCA kiiltiir ortaminda kahverengi ekstraseliiler pigment
urettigini, Streptomyces sp. K2-11’in ise SYE, ISP4 ve SCA Kkiiltiir ortaminda siyah
ekstraseliiler pigment iirettigini gézlemlemis ve siyah-kahverengi renkli ekstraseliiler
pigmentin genellikle melanin ile iliskili oldugunu bildirmistir. El-Zawawy vd. (2024) de
caligmalarinda kahverengi rengin melanin varligina isaret olduguna, Lorquin vd. (2022),
kahverengi rengininin &zellikle L-DOPA kaynakli melaninler ile iligkili olduguna
deginmistir. Ghadge vd. (2021) ve Restaino vd. (2024) ise kizil renklerden baslayarak
kahverengi ve koyu kahverengi tonlarina doniisen renklerdeki pigmentlerin melanin
oldugunu belirtmistir.

Bu nedenle K3, B23 ve B25 izolatlar1 tarafindan iiretilen ekstraseliiler pigmentlerin
melanin tilirevi olabilecegi diisiiniilmekle birlikte, pigmentlerin yapisal 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla gercgeklestirilen daha kapsamli analizlerden elde edilen sonuglara

ileriki boliimlerde yer verilmistir.

4.2. Aktinomisetlerin Mikroskop Goriintiileri

NA besiyerine ekimi yapilan K3, B23 ve B25 izolatlarinin stereomikroskop
goriintiileri 0,8-5,6 kat bliytitiilerek (Sekil 4.1) incelenmistir. Ayrica NA kiiltiir ortaminda
izolatlarin miselleri steril 6ze ile lamele aktarildiktan sonra gram boyama yapilmis ve 151k

mikroskobu altinda incelenmistir.

Sekil 4.1. izolatlarin stereo mikroskop altinda koloni gériintiileri a) K3, b) B23, ¢) B25

K3, B23 ve B25 izolatlarinin 151k mikroskobu altinda bakteri hiicre duvari gram (+)

ve morfolojik yapis1 filament olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Izolatlarm 151k mikroskobu goriintiileri a) K3, b) B23, ¢) B25

Aktinomisetler misel olusturan filamentli bakterilerdir (Elhagrassy, 2018).
Aktinomisetler Gram-pozitiftir ve hiicre duvarlar1 peptidoglikanin glikan kisminin
muramik asit kalintis1 genellikle N-asetillenmistir (Ludwig vd., 2012). Naligama vd.
(2022) izole ettikleri tiim aktinomiset izolatlarim1 Gram-pozitif olarak bulmustur.
Ibeyaima vd. (2016) aktinomiset ailesine mensup Yuhushiella sp. TD-032, filamentli
morfolojiye sahip Gram-pozitif olarak bulmustur. Kazi vd. (2022) elde ettikleri 25 izolat1
gram boyama ile 151k mikroskobu altinda incelemistir. Bu izolatlarin 22 tanesini Gram-
pozitif olarak tespit etmistir. Tanimladiklar1 tiim aktinomiset gruplarinin Gram-pozitif
oldugunu gozlemlemistir.

K3, B23 ve B25 izolatlar1 toprak kaynaklarindan izole edilmistir. Bu izolatlar
stereomikroskop altinda 0,8-5,6 kat biiyiitiilerek incelenmistir. Tiim izolatlarin NA kiiltiir
ortaminda aktinomisetlerde oldugu gibi havasal misel olusturdugu gozlenmistir (Cizelge
4.3). K3, B23 ve B25 izolatlar1 gram boyama testine tabi tutulmus ve 151k mikroskobu
altinda 1000 kat biiyiitiilerek morfolojisi incelenmistir. Isik mikroskobu altinda Gram-
pozitif olduklar1 ve i¢ ice ge¢mis dallanan filamentlerin kiimelendigi goriilmiistiir.
Literatlirde baz1 aktinomisetlerin kokobasil ya da kokoid oldugu bildirilmektedir ancak

bu ¢alismada izole edilen higbir aktinomiset izolatinda bu yapiya rastlanmamastir.

4.3. Aktinomisetlerin Gelisimi

Hiicre boliinmesi sirasinda tek bir mikrobiyal hiicreden iki mikrobiyal hiicre
olusmaktadir. Béliinmenin gerceklestigi slire boyunca mikroorganizma sayisinin ikiye
katlandig1 bu jenerasyon zamanindaki popiilasyon artigi logaritmik iireme olarak ifade
edilmektedir. Tiip, petri, sise gibi kapal1 bir kap igerisinde iireyen organizma sonsuza
kadar logaritmik olarak gelisememekte ve mikrobiyal popiilasyon i¢in tipik bir lireme
egrisi olusmaktadir. Ureme egrisi lag faz1, logaritmik (eksponansiyel) faz, duragan faz ve

6liim fazin1 igeren dongiiyii ifade etmektedir (Madigan vd., 2013).
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K3, B23 ve B25 izolatlarinin bakteri gelisim egrisi belirlemek amaciyla giinliik
alian Orneklerin 0. giinden 21. giine kadar gelisimi 600 nm’de Sl¢iilmiistiir. Elde edilen
verilerle bakteri gelisim egrisi ¢izilmistir (Madigan vd., 2013).

Aktinomisetler, ikincil metabolit olarak siniflandirilan ve biyoaktif &zellikleri
oldugu bilinen ekstraseliiler pigmentleri logaritmik fazin sonuna dogru tiretmektedir
(Madigan vd., 2013). Bu sebeple K3, B23 ve B25 izolatlarinin gelisim fazlar1 olan ortama
uyum sagladigi faz (lag fazi), eksponansiyel olarak ¢ogaldigi faz (logaritmik faz), ikincil
metabolitleri liretmeye basladigi faz (logaritmik fazin sonu) ve duragan faz dahil edilerek
bakteri gelisim egrileri ¢izilmis ve sirasiyla Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te verilmistir
(Hodgson, 2000).

K3 izolat1 0. giin-1. giin arasinda lag fazindan (ortama uyum saglama) logaritmik
faza gectigi, 1. giin-10. giin arasinda logaritmik fazda (bakteri popiilasyonunun arttig1)
oldugu, 10. giin-11. giinde duragan fazda (bakteri popiilasyonunun artis1 ve bakteri 6ltimii
esit) oldugu, 11. giinden sonra Oliim fazina (bakteri Olimii bakteri popiilasyonun

artisindan fazla) gectigi goriilmistiir (Sekil 4.3).

K3
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Sekil 4.3. K3 izolatinin gelisim egrisi

B23 izolat1 0. giin-1. giin arasinda lag fazindan (ortama uyum saglama) logaritmik
faza gectigi, 1. giin-10. giin arasinda logaritmik fazda (bakteri popiilasyonunun arttig1)
oldugu, 10. giin-13. giinde duragan fazda (bakteri popiilasyonunun artis1 ve bakteri 6limii
esit) oldugu, 13. glinden sonra 6liim fazina (bakteri Sliimii bakteri popiilasyonun

artisindan fazla) gectigi goriilmiistiir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. B23 izolatinin gelisim egrisi

B25 izolat1 0. glin-1. giin arasinda lag fazindan (ortama uyum saglama) logaritmik
faza gectigi, 1. giin-9. giin arasinda logaritmik fazda (bakteri popiilasyonunun arttigi)
oldugu, 9. giin-12. giinde duragan fazda (bakteri popiilasyonunun artisi ve bakteri 6limii
esit) oldugu, 12. giinden sonra Oliim fazina (bakteri O6liimii bakteri popiilasyonun

artisindan fazla) gectigi goriilmustiir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. B25 izolatinin gelisim egrisi

Bu calismada K3, B23 ve B25 izolatlarinin gelisim egrileri arasinda zamana bagl
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Diger calismalarla
kiyaslandiginda aktinomiset gelisiminin daha yavas olmasina ragmen daha uzun siire

canli kaldig1 gdzlenmistir. Aktinomisetler tarafindan {iretilen metabolitlerin anti-biyotik,
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anti-fungal, anti-maya, anti-viral gibi o6zelliklerinin olmasi aktinomisetlerin diger
mikroorganizmalara kars1 hayatta kalmasini1 saglamaktadir.

Horiuchi vd. (2009) Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus oralis, Lactobacillus paracasei (simdiki ad1 Lacticaseibacillus
paracasei) (Zheng vd., 2020) ve Actinomyces naeslundii bakteri suglarinin gelisimlerini
incelemistir. Actinomyces’in 10 saat boyunca gelisimini belirli araliklarla aldigi 5 mL
ornegi 660 nm’de absorbansini dlgerek gelisim egrisi olusturmustur.

Huang (2013) ise L. monocytogenes, E. coli O157:H7 ve C. perfringens'in
suslarinin gelisimlerini incelemistir. E. coli O157:H7 i¢in 0-2 saat lag fazi, 2-10 saat
logaritmik faz, 10-30 saat duragan faz oldugu, L. monocytogenes i¢in 0-4 saat lag fazi, 4-
18 saat logaritmik faz, 18-30 saat duragan faz oldugu, C. perfringens igin 0-1 saat lag
faz1, 1-4 saat logaritmik faz, 4-8 saat duragan faz oldugu goriilmiistiir. Tuttle vd. (2021)
Laktoz Broth (LB) kiiltiiriinde gelistirdikleri 4 farkli E. coli susunun gelisimini incelemis
ve saatte bir aldig1 6rneklerin 560 nm dalga boyunda 6l¢timlerini almistir. Tiim E. coli
suslarinda O-1 saat lag fazi, 1-6 saat logaritmik faz, 6-18 saat duragan faz olarak tespit
etmistir.

K3, B23 ve B25 izolatlarinin gelisimlerinin ¢esitli bakteri tiirleri (Streptococcus,
Lactobacillus, Listeria, Escherichia, Clostridium) ve Actinomyces naeslundii (Horiuchi
vd., 2009) aktinomisetine gore daha yavas oldugu fakat daha uzun siire hayatta kaldig:
gorlilmiistiir. Literatiirde Horiuchi vd. (2009) tarafindan yapilan c¢alisma harig
aktinomisetlerin gelisim egrilerine rastlanmamistir. Aktinomisetlerin 10.000°den fazla
ikincil metabolitin treticisi olmasi (Ibrahim vd., 2023) ve aktinomisetlerin ikincil
metabolitleri logaritmik fazin sonuna dogru iiretmeye baslamasi sebebiyle
aktinomisetlerden elde edilecek biyoaktif metabolitlerin ekstraksiyonunda aktinomiset

gelisim egrilerine daha fazla ihtiyag¢ vardir.

4.4. Molekiiler Tanimlama

K3, B23 ve B25 izolatlarinin toplam hiicre DNA's1 hazir kit (Thermo Scientific
GeneJET Genomic DNA Purification Kit-ABD) ile izole edildikten sonra evrensel 8F ve
1492R primerleri (Lane, 1991) kullanilarak 16S rDNA gen bdlgesi ¢ogaltilmigtir.

16S rRNA gen dizilimi, genin bu bdlgesindeki evrim hizinin yavas olmasi
nedeniyle filogenilerin olusturulmasinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. (Woese
ve Fox, 1977). Actinobacteria'min gilincel siniflandirmasinda 16S rDNA gen bdlgesi

analizi gecerliligini koruyan 6nemli bir standart olarak kullanilmaktadir.
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Elde edilen dizi analiz sonuclarina gore izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi baz
almarak molekiiler tanimlamalar1 gerceklestirilmistir. NCBI veri tabani kullanilarak
edilen sonuclara gore K3 kodlu sus %99,79 benzerlikle Streptomyces griseorubens, B23

kodlu sus %99,79 benzerlikle Streptomyces variabilis, B25 kodlu sus ise %99,86

benzerlikle Streptomyces variabilis oldugu belirlenmistir.

Bu caligmada, tiirler arasindaki genetik yakinligir belirlemek icin filogenetik

analizlere uygun formatlara getirilmis 16S rDNA dizileri, Neighbour-Joining

algoritmasina tabi tutulmustur. S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25
suslar1 tanimlanmis ve NCBI veri sisteminde yer alan bazi Streptomyces tlrleri ile
filogenetik 1iligkisi incelenmistir. Filogenetik analizler MEGA12 yazilim paketinde
gerceklestirildikten sonra iTOL programi ile dendogramlar olusturulmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslari ile diger
Streptomyces cinsinin komsu birlestirme (Neighbour-joining) ile 16 S rRNA gen

dizilerine dayal1 filogenetik iligkisi
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Bu kapsamda komsu birlestirme yontemiyle yapilan filogenetik iligkide S.
variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslar1 S. variabilis referans susu ile, S. griseorubens
K3 susu S. griseorubens referans susu ile filogenetik olarak ayni1 dal i¢inde yakin iligkide
olduklart gbzlenmistir. S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarinin ayni1 dalda yer
aldig1 goriilmistiir. S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslari ile en yakin iliskiyi
calismada kullanilan S. griseorubens K3 susu gostermistir. Bu {li¢ sus antikanser aktivitesi
olan anthracycline metabolitinin iireticisi S. xylophagus (Moghannem vd., 2013) ile ayn1
dalda en yakin filogenetik iligkiyi gostermistir.

S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslari sar1 renkli pigment
(Dholakiya vd., 2017b), melanin pigmenti {ireticisi ve antimikrobiyal aktivitesi (Singh
vd., 2016) olan S. variabilis, melanin iireticisi (Abdallah vd., 2022) S. labedae, sar1
(Ngoc-Tung vd., 2024), turuncu (Nazeeh vd., 2024) pigment ve melanin (El-Naggar vd.,
2024) ireticisi S. griseorubens, melanin liretimi gozlenmeyen fakat lakton grubu
antibiyotik treticisi (Imai vd., 1987; Parte vd., 2012) S. griseoflavus ile daha yakin
filogenetik iliski gostermistir. Melanin (Parte vd., 2012) {reticisi S. collinus, melanin
(Gao vd., 2022) iireticisi S. paradoxus, turuncu renkli pigment iireticisi S. ambofaciens
(Bunet vd., 2008), melanin (El-Naggar ve El-Ewasy, 2017) iireticisi S. glaucescens ile
yakin filogenetik iligki gostermistir.

S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslar1 melanin iireticileri
olan S. variabilis (Singh vd., 2016), S. labedae (Abdallah vd., 2022), S. griseorubens (El-
Naggar vd., 2024), S. lienomycini (Parte vd., 2012), S. collinus (Parte vd., 2012), S.
paradoxus (Gao vd., 2022), S. glaucescens (El-Naggar ve El-Ewasy, 2017), S.
rubrogriseus (Balakrishnan vd., 2024), S. tritolerans (Syed vd., 2007), S.
vinaceusdrappus (Sedeek vd., 2023), S. rochei (Periyasamy vd., 2018), S. mutabilis
(Abulila vd., 2024), S. levis (Sayed vd., 2014) ile ayn1 dalda yer alirken S. ossamyceticus
(Schmitz vd., 1965), S. aureus (Stapley vd., 1971), S. neopeptinius (Han vd., 2008) ile
farkli dalda yer aldigi goriilmiistiir. Kahverengi renkli pigmentin melanin olarak
belirtildigi ve bir¢ok Streptomyces tiirlinlin melanin iiretebildigini bildiren ¢aligmalar
literatiirde mevcuttur. Bu 3 susun kahverengi renkli pigment iireten S. chattanoogensis
(Andriambeloson vd., 2014) ve S. coelicoflavus (Rao vd., 2017) ile ayn1 dalda yer aldigi,
S. aurantiacus (Parte vd., 2012; Vijayabharathi vd., 2011) ve S. coelicolor (Parte vd.,
2012) ile farkli dalda yer aldig1 goriilmiistiir.

S. griseorubens K3, daha once yapilan bir calismada Aydin ilinde kestane agaci

topragindan elde edilmistir (Erfilibeli, 2021). S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslar
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ise Burdur ilinden alinan kizilgam topragindan elde edilmistir. Yapilan inceleme
sonucunda S. griseorubens ve S. variabilis suslarinin oldukga farkli ortamlardan izole
edildigine dair pek cok calismanin mevcut oldugu goriilmiistiir. Literatiirde S.
griseorubens suslarinin  Misir’da Dakahlia ve Damiatta sehirlerindeki domates
tarlasindan (Abdel-Aziz vd., 2021), Birlesik Arap Emirlikleri’'nde Dubai’deki ates agaci
topragindan (Al-Hamad vd., 2021), Birlesik Arap Emirlikleri’nde Abu Dabi’nin dogu
sahillerindeki Mangrov (Avicennia marina) sedimentinden (Al Anoud vd., 2024), Suudi
Arabistan’da Al Saman bolgesindeki Reda magaralarindan alinan toprak 6rneklerinden
(Aly vd., 2020), Tiirkiye’de Sivas Gemerek teki beyaz toprak 6rneginden (Cetinkaya vd.,
2020), Cin’de Sangay ilinde kompostla islenen topraktan (Feng vd., 2015), Misir’da
Hurgada kiyisindaki Kizildeniz’de 30 m derinlikten alinan yumusak mercandan (Hamed
vd., 2017), Giiney Kore’de Jeju adasindaki Sehwa plajindan alinan deniz sedimentinden
(Heo vd., 2024), Hindistan’da Rajasthan bolgesindeki ¢ol topraklarindan (Saritha vd.,
2013), Hindistan’da Kovalam deney istasyonu yakinindaki tuz elek alanindan alinan
deniz boriilcesinden (Salicornia), Cin’de Heilongjiang eyaletindeki piring topragindan
(Xu ve Yang, 2010), Cin’de Weihai kiyisinda Sarideniz’de 8 m derinlikten alinan deniz
suyundan (Ye vd., 2009) izole edildikleri goriilmiistiir. S. griseorubens suslarinin Kuzey
Afrika’da, Arap Yarimadasinda, Tiirkiye’de, Gliney ve Giineydogu Asya’da izole
edilmeleri bu susun habitatinin bu bolgelerdeki tarim alanlari, ¢ol topraklari, deniz
sedimentleri, magaralar ve agaglarin rizosfer bolgeleri oldugu sdylenebilmektedir.

S. variabilis suslarinin ise Hindistan’da Kanyakumari’de deniz kenarindaki tuz elek
alanindan (Bhattacharya vd., 2022), Hindistan’da Khambhat ko&rfezindeki deniz
sedimentlerinden (Dholakiya vd., 2017b), Hindistan’da Tamil Nadu eyaletinin Hosur
sehrindeki bitki bahg¢esinden alinan kiirek yapragindan (Cantella asiatica) (Manoharan
vd., 2024), Vietnam’da Phu Tho eyaletinden alinan dag biberi bitkisinin kdkiinden (Litsea
cubeba (Lour.) Pers) (Quach vd., 2021), Hindistan’in giineydogu kiyisindaki Mannar
korfezinde mercan (Acropora formosa) resiflerindeki mukus 6rneklerinden (Ramalingam
ve rajaram, 2016), Hindistan’da Manakudy halicindeki mangrov ekosisteminden
(Sanjivkumar vd., 2018), Hindistan’da Gomti nehri havzasindan alinan toprak 6érneginden
(Singh vd., 2019), Misir’da Nuweiba bolgesindeki halofilik bitkilerin (salatalik (Cucumis
sativus L.) ve deniz boriilcesi (Salicornia europaea L.)) rizosfer bolgesinden (Tolba vd.,
2019), Cin’de Shennongjia eyaletindeki orman topraklarindan (Zhao vd., 2016) izole
edildikleri goriilmiistiir. Yapilan calismalarda Hindistan basta olmak {izere Kuzey

Afrika’da, Arap Yarimadasinda, Tiirkiye’de ve Gilineydogu Asya’da S. variabilis
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suslarin habitatinin deniz sedimentleri, bitkilerin rizosfer bolgesi ve orman topraklari
oldugu soylenebilmektedir.

Yapilan calismalar incelendiginde S. griseorubens ve S. variabilis suslarinin
cogunlukla bitki ve agaglarin rizosfer bolgesi ile deniz sedimentlerinden elde edildigi
goriilmiistiir. Ayrica S. griseorubens ve S. variabilis suslariin yiiksek tuz yogunlugu
iceren bolgelerden elde edildigi gorilmiistiir. Calismamizda S. griseorubens K3, S.
variabilis B23 S. variabilis B25 suslarimin NA kiiltiir ortamina %10 tuz ilavesinde
gelisimine devam ettikleri ve ekstraseliiler pigment liretiminin devam ettigi gérilmiistiir
(Cizelge 4.3). S. griseorubens ve S. variabilis suslarinin Arabistan yarimadasi ve Kuzey
Afrika’nin ¢6l topraklari ile Hindistan’in yiiksek tuz yogunlugu iceren topraklarindan
izole edilmesi, bu suslarin yiiksek sicakliklara ve yliksek tuz konsantrasyonlarina karsi
direncli oldugunu gostermektedir. S. griseorubens ve S. variabilis suslarinin direng
gosterdigi en yliksek sicaklik degeri ve en yiiksek tuz konsantrasyonu ile ilgili ¢aligmaya
rastlanmamistir. Bu konuda daha detayli ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.

Streptomyces cinsi bakteriler, mezofilik bakteriler olmalar1 sebebiyle ¢ok yiiksek
optimum gelisim sicakliklarina sahip degildir, ancak toprak kokenli olmalar1 sebebiyle
oldukga biiyiik farkliliklar gdsterebilen ortamlarda bulunabilmektedir. Calismamizda
kullanilan ve tanimlamasi yapilan S. griseorubens ve S. variabilis suslarmin ¢ol topragi
gibi giinliik sicaklik farki yiiksek olan ortamlar dahil ¢ok ¢esitli ortamlardan izole edildigi
ile ilgili calismalar literatiirde mevcuttur. Bu nedenle S. griseorubens ve S. variabilis
suslarinin ¢esitli ortamlarda gelisim gosterebilmelerinin ve ekstrem ortamlara uyum
saglayabilmelerinin DNA ve RNA yapilarinin stabilitesini arttirdigi bilinen yiiksek GC
icerigi ile baglantisi olabilecegi diistintilmektedir (Galtier ve Lobry, 1997).

Ulkemizde Cetinkaya vd. (2020) tarafindan izole edilen S. griseorubens K5 (beyaz
toprak); Erfilibeli (2021) tarafindan izole edilen S. griseorubens K3 (kestane agaci
topragi), S. variabilis O6 (fistik cami1 topragi), S. variabilis O7 (yosunlu toprak), S.
variabilis O9 (incir agaci topragi) suslari ile birlikte bu ¢calismada izole edilen S. variabilis
B23 (kizilcam topragi) ve S. variabilis B25 (kizilgam topragi) suslart iilkemizde
tanimlanan S. griseorubens ve S. variabilis suslaridir ve iilkemizdeki aktinomiset

varliginin bilinmesinde 6ncii oldugu goriilmektedir.

4.5. Aktinomiset Kiiltiirlerinden Melanin Ekstraksiyonu

Pigmentlerin kimyasal yapilarina gore farkli yontemler (asit ile ¢oktiirme, solvent

kullanimi, farkli kromatografik yontemler vs.) kullanilarak ekstrakte edildigi literatiirde
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bildirilmistir (El-Zawawy vd., 2024). Bu ¢alismada S. griseorubens K3, S. variabilis B23
ve S. variabilis B25 suslarimin irettigi kahverengi renkli ekstraseliiler pigmentlerin
ekstraksiyonu i¢in 6n denemelerde farkli yontemler (sivi-sivi ekstraksiyonu, kati-sivi
ekstraksiyonu, asit ile ¢oktiirme) denenmis olup en 1yi ekstraksiyonun saglandig asit ile
¢oktiirme yontemi (Silva vd., 2019) ¢alismada kullanilacak ekstraksiyon yontemi olarak
belirlenmistir.

Asitle ¢oktiirme yonteminin 6zellikle melaninin ekstrakte edilmesinde kullanilan
bir yontem oldugu bilinmektedir (Silva vd., 2019). Melaninin ¢ok yiiksek bir negatif yiike
sahip olmasi, molekiil agirliginin biiyiik olmas: ve hidrofobik bir yapisinin olmasi gibi
fizikokimyasal 6zellikleri, kimyasal yapisinin analitik yontemlerle belirlenip karakterize
edilmesine engel teskil etmektedir. Melanin pek ¢ok coziiclide ¢dziinmemekte ve
kimyasal bozunmaya da yiiksek diren¢ gostermektedir. (Tran-Ly vd., 2020). Asitle
coktliirme yodntemi, melanin pigmentlerinin ekstraksiyonu i¢in kullanilabilecek sinirli
yontemler arasinda yer almaktadir.

Melanin polimerlerinin olusum siireci ve boyutlari giiclii bir sekilde pH’a baglidir.
Diistik pH agregatlagsmay1 tesvik ederken, yiiksek pH daha diisiik polimerizasyon
derecesine sahip kiigiik pargaciklara ve oligomerlere ayrilmasina neden olmaktadir. Bu
stire¢ melaninin polielektrolit yapisinin bir sonucu olup yapisinda bulunan karboksil,
indol, fenol, amin gibi gruplarin iyonlagma durumunu etkilemektedir (El-Naggar ve El-
Ewasy, 2017). Melaninin polielektrolit yapis1 sebebiyle diisiik pH ortamlarinda ¢okelti
olusturarak kolayca elde edilebilmektedir. Asit ile ekstraksiyonun temel amaci ¢ézeltinin
pH degerini 2’nin altina inmesini saglayarak organik asit ve asit safsizliklarim
gidermektir. Seyreltik hidroklorik asit ya da siilfirik asit kullanarak bu ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmektedir. Bu ekstraksiyon isleminin gerceklesmesi i¢in ortamdan ekstrakte
edilecek maddenin ekstraksiyon ¢ozeltisi ile tepkime vermesi gerekmektedir. Asit ile
ekstraksiyon diisiik maliyetli olmasi, ekstraksiyon isleminin gézle goriilebilir olmasi,
santrifiijle kolayca ayrilabilmesi gibi avantajlarinin yaninda uzun islem stiresi, kimyasal
kullanim1 gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Mortimer, 2004).

Streptomyces tiirlerinin iyl birer melanin ireticisi oldugu bilinmektedir
(Vasanthabharathi ve Jayalakshmi, 2020). S. griseorubens ve S. variabilis suslarinin
melanin tiretebildigi bildirilmis (Singh vd., 2016; El-Naggar vd., 2024) fakat bu suslardan
melanin ekstraksiyonu hakkinda bir bilgiye rastlanmamustir. Ayrica kahverengi renkli
mikrobiyal pigmentin kromatografik ekstraksiyon ve asit ile ekstraksiyonunun yapildig:

goriilmiis olup kahverengi renkli pigmentin melanin oldugu bildirilmistir (El-Zawawy
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vd., 2024). Bu kapsamda S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25
suslarmin trettigi ekstraseliiler pigmentlerin melanin yapisinda olabilecegi sonucuna
varilmistir. Melaninlerin siiresiz olarak stabil kalan molekiiller olmadigi1 bilinmektedir
(d’Ischia vd., 2013). Bu sebeple melanin oldugu diisiiniilen pigmentlerin ekstraksiyonu
izolatlarin gelisim egrileri duragan fazi tamamlandiktan sonra Olim fazina gectigi
noktada gergeklestirilmistir.

Literatiirde Streptomyces tiirlerinin kiiltiir ortamlarindan yapilan melanin
ekstraksiyonlar1 kromatografik olarak kolonda saflastirma ya da asit ile ekstraksiyonda
ilave edilen asit (cogunlukla (6M) HCI, H2SO4) ile kiiltiir ortaminin pH 2’nin altina
inmesi sonrasinda ¢oken melanin ekstraktinin toplanmasi yoluyla yapilmaktadir. Bu
konuda Madhusudhan vd. (2014) S. lusitanus DMZ-3 susunun Kkiiltiir ortamindan
uzaklastirilmasindan sonra pH 7'lik fosfat tamponuna karsi selilloz membrandan
gecirerek 60-120 mesh boyutunda silika jel kolonda melanini saflagtirmistir. Silva vd.
(2019) S. fildesensis aktinomiset kiltliriinii ortamdan uzaklastirdiktan sonra kiiltiir
ortaminin pH degerini 2 nin altina diisiiriip ekstrakte melanini toplamistir. Bayram (2021)
Streptomyces sp. MPPS2 susunu kiiltiir ortamindan uzaklastirdiktan sonra kiiltiir ortamina
6 M HCI ilave ederek pH 2’nin altina diisiirmiis ve ¢oken melanin ekstraktlarini
toplamistir. Ghadge vd. (2021) S. hyderabadensis TVPTS5-5R susunu kiiltlir ortamindan
uzaklastirip lizofilize ettikten sonra su icinde ¢oziip pH 2’nin altina diisiirerek ¢oken
melanin ekstraktini toplamistir. Restaino vd. (2024) S. nashvillensis’ten melanini 5 M
HCI ile kiiltiir ortaminin pH degerini 2°nin altina diisiirdiikten sonra su ile yikamis ve
islemi ikinci defa tekrarlamistir. Li vd. (2018) Streptomyces sp. kiiltiir ortamindan ve
Restaino vd. (2022) S. resoochromonoges kiiltlir ortamindan melanin ekstraktlarin1 énce
asit ile c¢oktiiriilerek elde edilmis ve sonrasinda kolondan gegirilerek melaninleri elde
etmislerdir.

Melanin ekstraksiyonu i¢in gergeklestirilen 6n denemeler sirasinda S. griseorubens
K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarindan elde edilen siipernatant liyofilize
edildikten sonra toz halindeki ekstrakte melanine yapilan alkol ilavesinin (etanol,
metanol) beyaz-krem rengine donmesine neden oldugu gozlenmistir. Kiiltiir ortamina
ilave edilen alkol ise zamanla kahverengi rengin kaybolmasina neden olmustur.
Ekstraksiyon ©6n denemelerinde kullanilan alkoliin melanin yapisin1 etkiledigi
goriilmiistiir. Fakat ekstraksiyonun ilk asamasinda etanol ve metanol gibi alkol bazli

coziiciilerin ilavesi sonrasi elde edilen pigment ekstraktinin beyazlamasina neden olan
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problemin sebebine literatiirde rastlanmamustir. Asit ile ekstraksiyonda pigmentlerde renk
degisikligi gézlenmemistir.

Melaninlerin ¢ozlniirliigii, elde edildigi kaynak, saflik orani ve polimerizasyon
durumu gibi faktdrlere gore farklilik gostermektedir. Ozellikle ortamin pH’sinin
cozlinlirliik miktarimi etkiledigi bilinmektedir. pH degerinin azalmasi ile birlikte
melaninde agregasyon ve c¢oOkelme meydana gelirken yiiksek pH ortamlarinda
polimerizasyon zayiflamakta ve oligomer ad1 verilen polimer parcaciklari olugsmaktadir.
Bu calisma kapsaminda elde edilen ekstrakte melanin pigmentlerinde gerceklestirilen
S1v1 Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS) Kuadrupol-Ugus Zamanl (Q-TOF)
analizleri sonucunda ekstrakte melaninlerin iceriginde varlig1 tespit edilen reaktif onciil
maddelerin yliksek pH degerlerinde monomerlerine parcalanmasi nedeniyle melanin
sentezi reaksiyonunun devam etmesi ile birlikte ortamda reaktif oksijen tiirlerinin
meydana geldigi (Hachinohe ve Matsumoto, 2005), melaninle iliskili monomerlerin
yapisinda yer alan halkalarin oksitlenerek agilmasi sonucu da melaninlerin renginin
degisime ugramis olabilecegi diisiiniilmektedir (Guo vd., 2023). Konu hakkinda daha
detayl1 bilgiye ileriki pigment karakterizasyonu ile ilgili boéliimlerde yer verilmistir.

S. griseorubens K3 susundan elde edilen ekstrakte melanin K3M, S. variabilis B23
susundan elde edilen ekstrakte melanin B23M ve S. variabilis B25 susundan elde edilen
ekstrakte melanin B25M olarak isimlendirilmis ve sonraki g¢alismalarda elde edilen
ekstrakte melaninler K3M, B23M ve B25M olarak ifade edilmistir.

Konu hakkinda daha detayli bilgi edinebilmek ve melanin pigmentlerinin biyo-
kimyasal 6zelliklerini belirlemek amaciyla Mordtesi ve Goriintir Isik Spektrofotometrisi
(UV-Vis), Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) ve Niikleer Manyetik

Rezonans (‘H NMR) analizleri ile ¢calismaya devam edilmistir.
4.6. Aktinomiset Melanininin Yapisal Analizi

4.6.1. UV-Vis (Mordotesi ve Goriiniir Isik)

K3M, B23M ve B25M’nin UV-Vis absorbans spektrumlari sirasiyla Sekil 4.7, Sekil
4.8 ve Sekil 4.9°da verilmistir. Ekstrakte melaninlerin genis spektrumda absorbans
gosterdigi goriilmektedir. Ozellikle UV 151k spektrumunda (200-300 nm) yiiksek
absorbans gosteren ekstrakte melaninlerin 230-240 nm bandinda azami absorbansa
ulastigi, goriiniir 151k spektrumuna gelindiginde ise absorbanslarinin dalga boyunun

uzamasi ile birlikte azalma gosterdigi belirlenmistir. U¢ susun ekstrakte melanin
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pigmentlerine ait UV-Vis spektrumlari birbirleri ile olduk¢a benzer olarak elde edilmistir.

Bu durum, LC-MS Q-TOF analizleri sonucunda suslarin ekstrakte melanin iceriklerinin

benzer elde edilmis olmasi nedeniyle beklenen bir sonugtur.
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Sekil 4.7. K3M’nin UV-Vis absorbans spektrumu
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Sekil 4.8. B23M’nin UV-Vis absorbans spektrumu
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Absorbans (A.U.)
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Sekil 4.9. B25M’nin UV-Vis absorbans spektrumu

Streptomyces tirlerinden elde edilen melaninlerin UV-Vis absorbanslarinin

olciildiigii pek ¢ok calisma literatiirde mevcuttur. Ornek olarak verilecek olursa;

S. djakartensis NSS-3 susundan elde edilen saflastirilmis melanin 255 nm’de (EI-
Zawawy vd., 2024),

Streptomyces sp. MR28 susundan elde edilen ekstrate melanin 299 nm’de
(Rudrappa vd., 2022),

S. lusitanus DMZ-3 susundan elde edilen melanin 200-300 nm’de (Madhusudhan
vd., 2014),

S. glaucescens NEAE-H susundan elde edilen saflastirilmis melanin 250 nm’de
(ElI-Naggar ve El-Ewasy, 2017),

S. cyaneus bakterisinden elde edilen kurutulmus melanin pigmenti 200-400 nm’de
(El-Batal vd., 2017),

S. cyaneofuscatus olarak tanimlanan bakteriden elde edilen melanin pigmenti 274
nm’de (Al Khatib vd., 2018),

S. cavourensis SV 21 susundan elde edilen melanin 230-400 nm’de (Wibowo vd.,
2022),

Streptomyces sp. MPPS2 susundan elde edilen saflastirilmis melanin 260 nm’de
(Bayram, 2021),
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o Streptomyces sp. Z1-24 susundan elde edilen melanin pigmentleri 207 ve 213
nm’de (Wang vd., 2019),

e S. parvus BSB49 susundan elde edilen saflastirilmis melanin pigmenti 230 nm’de
(Bayram vd., 2020),

o S. cavourensis RD8 susundan elde edilen melanin pigmenti ise 310 nm’de
(Dholakiya vd., 2017a) azami absorbans gdstermistir.

Tgili tim ¢alismalarda, goriiniir 151k spektrumunda dalga boyu arttik¢a absorbansin
azaldig1 bildirilmistir. Melanin pigmentleri, polimerik molekiillerinde bulunan karmasik
konjuge yapilar nedeniyle kendilerine has bir absorbans profiline sahip olup kisalan dalga
boylarinda spesifik olmayan bir absorbans artis1 gostermektedir (Cockell ve Knowland,
1999). Ozellikle UV 1s1k spektrumunda azami absorbansin saglanmasi ve goriiniir 151k
tayfinda dalga boyu uzadikca absorbansin diizenli olarak azalma gdstermesi melanin
pigmentlerinin bilinen karakteristik 6zelligi olup ¢alismamiz kapsaminda elde edilen UV-

Vis absorbans sonuglart literatiir ile uyumludur.

4.6.2. FT-IR (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi)

K3M, B23M ve B25M’nin FT-IR spektrumlar1 sirasiyla Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve
Sekil 4.12°de verilmistir. Cizelge 4.5’te de melanin ekstraktlarinin FT-IR spektrumlari
goriilmektedir. Cizelge 2.2°de verilen bilgiler 1s181inda c¢alismamiz kapsaminda elde
edilen melanin ekstraktlarinin molekiiler igerigi tahmini olarak yorumlanabilmistir.

K3M ekstrakte melanininin 3296 cm™, B23M ve B25M’nin ise 3421 cm™! bandinda
gerceklestirdigi giiclii titresim, yapilarinda hidroksi (O-H) veya amin (N-H) gruplarinin
olabilecegini gostermektedir. Bu yapilar, indolik veya pirolik sistemlerin igeriginde
bulunan amin, amid, karboksi gibi fonksiyonel gruplara aittir. 2931 ve 2947 cm™! bantlart,
alifatik C-H grubu kaynakli bir gerilme titresimi sonucu meydana gelmistir (El-Naggar
ve El-Ewasy, 2017). 1732 cm’! band, karbonil grubu (C=0) iceren bir karboksilik asit,
keton, kinon veya alifatik ester benzeri bir grup kaynakli oldugunu gdstermektedir. 1647
ve 1635 cm™! bantlari, C=C veya C=O iizerinde gerceklesen gerilme titresimi kaynakli
olup alken, aromatik halka veya alifatik bir ketonun varligina isaret etmektedir (Socrates,
2001). 1527 ve 1540 cm™! bantlarinda elde edilen titresim, indol grubu iizerinde bulunan
N-H biikiilme titresimi kaynakli gerceklesmis olup 1232 ve 1235 cm™! bantlarinda ise
fenolik bir hidroksi (-OH) grubuna aittir (Bridelli ve Crippa, 2010; Pralea vd., 2019).
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Sekil 4.12. B25M’nin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.5. K3M, B23M ve B25M’nin FT-IR spektrumu analiz sonuglari

Ekstrakte Melanin Ekstrakte Mel.anin.lere a_tlit Gegirgenlik
Pikleri (cm™)
K3M 3296, 2931, 1732, 1635, 1527, 1232
B23M 3421, 2947, 1647, 1540, 1427, 1235, 1058
B25M 3421, 2947, 1647, 1540, 1427, 1235, 1058

FT-IR spektrumundan elde edilen kizil 6tesi 151n absorpsiyon pikleri, melanin i¢in
karakteristik olan indol gruplarinin varligina isaret etmektedir (El-Naggar ve El-Ewasy,
2017). Sonuglar (Cizelge 4.5), Singla vd. (2021), Singh Parmar ve Singh (2018) ve Silva
vd. (2019) ile benzerlik gosterirken FT-IR absorbsiyon bantlarinda B23M ve B25M’nin
3421,2947, 1647, 1540, 1427, 1235 ve 1058 cm™'de verdigi FT-IR bantlar1 El-Naggar ve
El-Ewasy (2017)'nin S. glaucescens'ten elde ettigi melanine ait 3421, 2947, 1647, 1539,
1423, 1240, 1058 ve 864 cm™''deki FT-IR bantlari ile uyumludur.

Singh Parmar ve Singh (2018) aktinomiset izolatindan elde ettikleri ekstrakte
melaninin  karakterizasyonunu yapmustir. FT-IR spektroskopisinde elde edilen
spektrumda, 3422 cm !'de (Hidroksit grubu veya amin grubu), 2893 ve 2834 cm ''de
(Aromatik veya benzen grubu), 1761 cm "'de (Lakton grubu) ve 1643 cm "'de alifatik
grup gosteren giiclii bantlar gosterdigi bildirilmistir. Silva vd. (2019) Streptomyces

fildesensis tirii aktinomisetten elde ettikleri kahverengi renkli pigmentin FTIR
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spektrumunda OH grubu varligma karsilik gelen 3253 c¢cm '"de genis bir bant, 2929
cm "de bulunan bir bant, 1643 cm™"de gdzlenen titresim bandi, 1418 cm!'de bant, 1337
cm! ve 998 cm!"de gdzlenen titresim bandi oldugunu belirtmistir.

Nayaka vd. (2020b) Streptomyces sp. KAS-1 susundan metanol ekstraksiyonu ile
elde ettikleri kahverengi renkli pigmentin FT-IR spektrumunda 618 cm™! ve 868 cm™!'deki
titresim bantlarimin C-Br alkil gruplarina ve C-CI alkil halojeniirlerine, 1044 cm*de
gerilme bandinin C-N alifatik aminlere, 1119 cm™’de gerilme bandinin C-N alifatik
aminlere, 1274 cm™’de gerilme bandinin C-H alkil halojeniirlere, 1315 cm’de simetrik
gerilme bandinin aromatiklere, 1384 cm’de gerilme bandinin CH» / C-H alkanlara, 1415
cm’de gerilme bandinin fenazin halkalarma, 1471 cm™’de gerilme bandinin CH;
polietilene, 1630 cm!’de gerilme bandinin N-H aminlerine, 2853 cm™’de gerilme
bandinin C-H alkanlarina, 2924 cm’de gerilme bandinin H-C=0: C-H aldehitlerine,
2960 cm!*de gerilme bandinin C-H alkanlarina ve 3441 cm!’de gerilme bandinin O-H
alkollerin farkli fonksiyonel gruplarinin varligina isaret ettigini belirtmistir.

Genel itibariyle B23M ve B25M kodlu ekstrakte melaninlerinin ayni1 bantlarda
benzer pikler verdigi, K3M kodlu ekstrakte melanininin biraz daha farkli bantlarda daha
siddetli gecirgenlik piklerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar, B23M ve
B25M’nin yapilarinda bulunan fonksiyonel gruplarin kimyasal 6zellikleri ve miktarlari
acisindan birbirlerine olduk¢a benzer oldugunu, K3M nin ise fonksiyonel grup igeriginin
diger ikisiyle benzer olmakla birlikte gecirgenlik derinligini arttiracak sekilde daha
yuksek konsantrasyonlarda bulundugunu gostermektedir (Smith, 2024). Titresim
bantlarinda elde edilen farkliliklarin, K3M pigmentinin icgeriginde yer alan kimyasal
baglarin birbirlerine ile olan molekiiler etkilesimlerinin dogasi (hidrojen baglari, dipol-
dipol etkilesimleri gibi) ve konsantrasyon farkindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Ryu
vd., 2011).

4.6.3. 'TH NMR (Niikleer Manyetik Rezonans)

Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen K3M (Sekil 4.13), B23M (Sekil 4.14) ve B25M
(Sekil 4.15) kodlu ekstrakte melaninlerin 'H NMR spektroskopisi ile 'H NMR
spektrumlari elde edilmistir.

Ekstrakte pigment ekstraktlarinin kayma gerilimi spektrum sonuglart Cizelge
4.6’da verilmistir. "H NMR spektrumunda K3M 8,36, 7,17, 6,84, 6,59, 6,13, 3,40-4,70,
3,12, 0,80-2,90 ou (ppm); B23M 7,38, 7,29, 6,74, 4,69, 2,90-3,80, 1,78, 0,80-1,60 dn
(ppm); B25M ise 8,49, 7,25, 6,85, 4,70, 0,80-4,20 6u (ppm) bdlgelerinde pik vermistir.
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Cizelge 2.3’de verilen bilgilerden yola ¢ikarak c¢aligmamizda elde edilen pigment

ekstraktlarinin molekiiler yapilar1 tahmini olarak yorumlanabilmistir.
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Sekil 4.13. K3M’nin 'H NMR spektrumu
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Sekil 4.14. B23M’nin 'H NMR spektrumu
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Sekil 4.15. B25M nin 'H NMR spektrumu

Cizelge 4.6. K3M, B23M ve B25M’nin 'H NMR spektrumu analiz sonuglar1

Ekstrakte Melanin Ekstrakte Melaninine ait ou (ppm)
K3M 8,36; 7,17; 6,84; 6,59; 6,13; 3,40-4,70; 3,12; 0,80-2,90
B23M 7,38; 7,29; 6,74; 4,69; 2,90-3,80; 1,78; 0,80-1,60
B25M 8,49; 7,25; 6,85; 4,70; 0,80-4,20

K3M, B23M ve B25M kodlu ekstrakte melaninlerde 0,50-2,50 ppm araliginda
verilen sinyaller ¢esitli alkil pargaciklarla iligskilendirilen alifatik bolgeye aittir (Singh vd.,
2021a). 0,60-2,40 ppm aralig1 sinyallerin melanin yapist {izerinde bulunan protein
kalintilar1 nedeniyle olabilecegi bildirilmistir (Bayram, 2021). B23M’de 0,80-1,60 ppm
aralifinda elde edilen rezonanslar, alkil gruplar1 parcalari nedeniyle; 1,78 ppm noktasinda
elde edilen siddetli pik ise, etilen karbon atomuna bagli —CH3 gruplari nedeniyle meydana
gelmistir (Saini ve Melo, 2015). K3M ve B25M’ye ait 2,00-3,00 ppm arasi piklerin, indol
gruplar iizerinde bulunan NH- baglarindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Barretto ve
Vootla, 2020). Tiim ekstrakte melaninlerde 3,20-4,20 ppm arasinda goriilen pikler azot
ve/veya oksijen atomlarina bagli olan metil veya metilen gruplart kaynaklidir
(Wakamatsu ve Ito, 2023). Amino asit kalintilar1 kaynakli safsizliklarin da bu bolgede
sinyal verdigi bildirilmistir. Tiim ekstrakte melaninlerde 4,69-4,70 ppm bandinda elde

edilen siddetli rezonanslar, analizde kullanilan ¢6ziiciiden (su) kaynaklandigi i¢in ihmal
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edilebilmektedir (Khalil vd., 2016). 6,00-8,00 ppm araliginda yer alan spektrum
piklerinin aromatik gruplari iizerinde bulunan farkli protonlar1 ifade ettigi
diistiniilmektedir (Katritzky vd., 2002). Tiim ekstrakte melaninlerde 6,60-7,10 ppm
bolgesinde bulunan rezonanslar, vinilik protonlarin (C=C) varligmi kanitlamaktadir
(Bayram, 2021). Ozellikle 7,20 ppm civarinda yer alan rezonanslar indol/pirol halkalar
tizerinde bulunan aromatik hidrojenlere isaret etmektedir (Barretto ve Vootla, 2020).
B23M’nin 6,74 ve 7,04 ppm noktalarinda bulunan pikler benzen -CH gruplan ile
iliskilendirilebilmektedir. 7,20-8,00 ppm araliginda elde edilen pikler melanin yapisinda
oldugu bilinen indol gruplarinin, 8,20-8,50 ppm araliginda elde edilen sinyaller ise,
karboksil grubu iceren indoliin pirol halkasindaki -CH varligim1 gostermektedir (Singh
vd., 2021a). 8,40 ppm noktasina yakin bulunan piklerin, aromatik grubu iizerinde bulunan
—N=CH gruplarindan kaynaklandig: diistinilmektedir (Saini ve Melo, 2015).

K3M, B23M ve B25M’nin '"H NMR spektrumlar1 hem aromatik hem de alifatik
bolgelerde sinyaller gostermistir. Melaninlerin aromatik halkalardan meydana gelen
pigmentler oldugu bilinmekle birlikte, sentetik veya dogal melaninin yapilarinda alifatik
pargalanma {iriinlerini de bulundurdugu bilinmektedir (Duff vd., 1988). Bu durum,
melaninlerin stabilitesini zamanla cesitli nedenlerden dolayr kaybeden molekiiller
olmasindan kaynaklanmaktadir. Sentezlenmeleri sirasinda bile degisiklige ugrayabilen
melaninler, yapilarinda baglh kalan su miktarina bagl olarak farkl fiziksel 6zellikler de
gosterebilmekte olup 6zellikle asit-baz ekstraksiyonunun ekstrakte edilen melaninin son
morfolojisini etkileyebildigi bilinmektedir (d’Ischia vd., 2013; Singla vd., 2021). Elde
edilen 'H NMR spektrumlari, ekstrakte melaninlerin olduk¢a karmasik yapilara sahip
oldugunu gostermekte olup K3M, B23M ve B25M kodlu ekstrakte melanin
pigmentlerinin genel itibariyle literatiirde yer alan melaninlerle uyumlu oldugu
goriilmektedir. Ozellikle aromatik bolgede goriilen ¢izgi genislemelerinin melanin
polimerlerinin diizensiz yapisal dogasindan kaynaklandig: diistintilmektedir (Bayram vd.,

2020).

4.6.4. SEM-EDS (Taramalh Elektron Mikroskobu-Enerji Dagitici X-151m

Spektroskopisi) Goriintiisii

SEM goriintiisii alinan K3M, B23M ve B25M ekstrakte melaninlerinin tamami El-
Naggar ve El-Ewasy (2017) ile Li vd. (2018)’de bildirildigi gibi amorf (diizensiz) bir sekil
desenine sahiptir. Bu pigment ekstraktlarindan K3M (Sekil 4.16) ve B23M (Sekil 4.17)
gbzenekli ve piirtizlii bir yapiya sahip olup B25M (Sekil 4.18) piiriizsiiz bir yapidadir.
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Melaninlerin SEM goriintiilerinin incelendigi ¢caligsmalarda El-Naggar ve El-Ewasy
(2017) S. glaucescens NEAE-H susundan elde ettikleri melaninin kiigiik kiireler seklinde
yapisal bir diizene sahip oldugunu fakat S. bikiniensis’ten elde edilen melaninin SEM
goriintiisiinde yapisal diizen olmayan kii¢iik kiireler seklinde oldugunu belirtmistir. Li vd.
(2018) ise melaninin SEM goriintiisiinde siyah pargaciklardan olusan, gdzenekli yiizeyi
olan, piiriizsiiz ve diizensiz bir yapt oldugunu belirtmistir. Ghadge vd. (2021)
saflagtirilmis melaninin SEM goriintiisii bildirilen bakteriyel saflagtirilmis melanine
kiyasla amorf (diizensiz) bir sekil deseni gosterdigini bildirmistir. Incelenen literatiir
calismalarinda diizensiz bir yapida yuvarlak ve elips sekillerde oldugu ifade edilen
melanin gorlintlisiiniin K3M, B23M ve B25M kodlu ekstrakte melanin goriintiileri ile
uyumlu oldugu anlasilmistir.

S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarina ait K3M (Sekil
4.16), B23M (Sekil 4.17) ve B25M (Sekil 4.18) kodlu ekstrakte melaninlerin EDS
spektrumlarinda melaninlerin yapitaslar1 olan karbon, oksijen, azot ve kiikiirt
elementlerini baskin miktarlarda icerdikleri goriilmektedir (Cizelge 4.7). Tim
pigmentlerde genel olarak Na, P, Cl, K bulunmaktadir. ihmal edilebilir miktarlarda
besiyeri ya da spektrofotometri bilesenleri oldugu diisliniilen Mg, Al, Mn ve Fe
goriilmektedir. K3M yiiksek miktarda K igcermektedir. Calismamizda elde edilen
pigmentlerin literatiirde yer alan Streptomyces melanin pigmentlerine benzer icerige

sahip olduklarini sdylemek miimkiindiir.

Cizelge 4.7. K3M, B23M ve B25M ile bakteriyel melaninin element ytlizdeleri

Ekstrakte Melanin C(%)| 0 (%) | N(%)|S (%) ]z‘%r

K3M 3934 | 2439 | 10,09 | 136 | 24.82

B23M 42,85 | 28,13 | 1323 | 1.48 | 14.29

B25M 3429 | 33,06 | 1508 | 1.88 | 15,68
Streptomyces sp. MR28 melanini

(Rudrappa vdl.. 2022) 4334 | 2643 | 1394 | 1,15 | 15,14

Ghadge vd. (2021) S. hyderabadensis TVPT5-5R susundan elde edilen melaninin
element analizinde, C, H, N ve S'nin sirasiyla %27,38, %4,50, %5,08 ve %0,88'lik bilesim
yiizdesi gosterdigini bildirmistir.

Melaninlerin temel 6zellikleri ve fonksiyonlar1 benzer olmakla birlikte homojen
maddeler olmamalar1 sebebiyle melaninleri olusturan monomerler birbirlerinden farklilik

gosterebilmektedir. Bu farklilik Cizelge 4.7°de goriildiigii lizere 6zellikle melaninlerin
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elemental iceriklerinden anlagilmaktadir (d’Ischia vd., 2013). Dogal melaninin yapisinda
nanograniiler yapida biiyiik ve heterojen porlar bulunmakta olup su molekiillerinin bu
bosluklara molekiiler bazda takilip kalmasi miimkiin olmaktadir (Bridelli ve Crippa,
2010). Bu konuda Pukalski vd. (2025) elde ettikleri pigment 6rneklerinden su
molekiillerinin tamamen ayrilmasinin, melanin polimerleri katmanlar1 aralarinda
tutulmalart ya da melanin -OH gruplarina baglanmalar1 sebebiyle pek miimkiin
olamadigini ve bu durumun oksijen miktarinin ytikselerek C miktarinin daha diistik
goriinmesine neden oldugunu belirtmistir. Ayrica melaninin kimyasal olarak heterojen
bir madde olmas1 ve kontrol dis1 serbest radikal polimerizasyonuna ugramis reaktif
monomerlerden meydana geliyor olmast sebebiyle herhangi bir prekiirsér (6nciil madde)
veya parcalanma {iriinii ile dogrudan dogruya kiyasini imkansiz hale getirmektedir
(Martinez-Gonzalez vd., 2021).

Yasam i¢in gerekli temel maddeler makrobesinler (C, H, O, N, P ve S), basglica
katyonlar (K, Mg, Na ve Ca) ve mikrobesinlerden (metal iyonlar1) meydana gelmektedir
(McCalla, 1940; Krysenko ve Wohlleben, 2024). Calismada elde edilen ekstrakte
melaninlerin yapilarinda melanin yapitaglarin1 ve hiicresel faaliyetlerin devamliligi i¢in
gerekli olan bazi katyonlar1 bulundurdugu goriilmektedir. Katyon 6zelligindeki metal
iyonlarinin melanin tiirlerine karsi ¢ekim gosterdigi bilinmektedir. Katyonun cekim
giicliniin katyonun molekiil agirligi ile dogru orantili olarak arttig1 bildirilmistir (Potts ve
Au, 1976). Larsson ve Tjilve (1978), K* alkali metalinin melanine kars1 Na* alkali
metaline kiyasla daha fazla ¢ekim gosterdigini belirlemistir. Calismamizda elde edilen
ekstrakte melaninlerin K (%4,11-16,20) ve Na (%1,78-4,36) igerikleri incelendiginde
verilen bilgilerle oldukg¢a tutarli sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Melaninlerin
yapilarinda yer aldig1 bilinen karboksil, amin, fenolik hidroksil, kinon ve semikinon
gruplar1 metaller i¢in potansiyel baglanma noktalar1 olabilmekte olup 6zellikle K3M
kodlu ekstrakte melanininde goriilen nispeten yiiksek K miktariin (%16,20), ekstrakte
melanin yapisinda yer alan bu baglanma noktalarinin digerlerine gore daha elverisli
olmasi sebebiyle olabilecegi diisiiniilmektedir (Hong ve Simon, 2007).

C/N, C/O ve O/N benzeri elemental oran degerleri, pigmentlerin yapisinda yer alan
oligomer tinitelerinin icerikleri hakkinda bilgi edinilmesini saglamaktadir (Li vd., 2018).
K3M, B23M ve B25M kodlu ekstrakte melaninlerin C/N, C/O, O/N ve O/S oranlan
Rudrappa vd. (2022) ile benzerlik gostermektedir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. K3M, B23M ve B25M ile bakteriyel melaninin element oranlari

Ekstrakte Melanin C/N | C/O | O/N | O/S
K3M 3,90 | 1,61 (242 | 17,93
B23M 3,24 11,52 (2,13 | 19,01
B25M 2,27 11,04 |2,19 | 17,59
Streptomyces sp. MR28 melanini (Rudrappa vd., 2022) | 3,11 | 1,64 | 1,90 | 22,98

Melanin iizerinde elde edilen az miktarda S elementi, melanin sentezinde yer alan
sisteinin yapiya katilmis oldugundan kaynaklanmaktadir. Yiiksek C/N orami yapida
alifatik gruplarin bulundugunu, yiiksek O/N orani yapi iizerinde daha fazla karboksilik
gruplarin bulundugunu gostermektedir (Hou vd., 2018). C/N oraninin diisiik olmasi ise
yapida amino gruplari yer aldigina isaret etmektedir (Li vd., 2018). Bu konuda ¢alismada
elde edilen B25M’nin C/N oraninin K3M ve B23M’ye gore daha diisiik ¢ikmas1 B25M
melanininde daha ytiksek miktarda diisilk C/N oranina sahip amino asit icerigine sahip
oldugu sonucuna varilmstir.

Biiyiik oranda C, H, N iceren ve S elementinin yoklugu ise dmelanin olarak
siiflandirilabilecegi gibi dmelanindeki az miktarda S elementi, melanin sentezinde yer
alan sistein veya melanine bagli az miktarda siilfiir iceren bir protein ile iliskili de
olabilecektir. Omelanin yapisinda bulunan daha yiiksek C/N orani alifatik grup
icermesinden kaynaklanirken, daha yiiksek O/N orani ise daha fazla karboksilik grup
icermesinden kaynaklanmaktadir (Hou vd., 2018).

L-DOPA fiizerinden sentezlenen melaninler yapilarinda azot, karbon, hidrojen ve
oksijen elementleri barindirmaktadir. Feomelaninler en basta 6melanin ile ayn1 sekilde
sentezlenmekle birlikte yapilarina sonradan katilan sistein nedeniyle yapilarinda kiikiirt
de bulundurmaktadir (De Souza vd., 2018). DHI ve DHICA {initelerinden meydana gelen
Omelanin tiirlerinde yaklasik %6-9 azot, feomelanin yapisinda ise %10 seviyelerine kadar
kiikiirt bulunabilecegi belirtilmistir (Wakamatsu ve Ito, 2023). Yapilan elemental analiz
sonucunda elde edilen veriler, ekstrakte melaninlerin L-DOPA bazli melanin tiirleri

karigimi bir icerige sahip oldugunu gostermistir (Hou vd., 2018).
4.6.5. LC-MS (S1ivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi) Q-TOF (Kuadrupol-Ucus
Zamanh)

Ekstrakte melanin yapisinda bulunan molekiillerin tespiti i¢in Auto MS/MS ve
FBF (Find By Formula) olmak tizere 2 farkli algoritma kullanilmistir. Mevcut 6melanin,

feomelanin  ve noromelanin standardinin  bulunmamasi ve LC-MS Q-TOF
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kiitiiphanesinde melanin ve melanin ile iliskili molekiillerin bulunmamasi sebebiyle bu
molekiillerin tespiti i¢cin FBF algoritmast kullanilmistir. Ayrica ekstrakte melanin
iceriginde bulunan diger molekiiller Auto MS/MS algoritmasi kullanilarak LC-MS Q-
TOF Kkiitiiphanesindeki molekiiller ile eslestirilmistir.

S. griseorubens K3 Ekstrakte Melanini (K3M)

Elde edilen analiz sonucunda K3M ekstrakte melanin pigmentinde FBF algoritmasi
ile 5 molekiil (L-tirozin, L-DOPA, L-dopakinon, 2-2’-bibenzotiyazin ve ndéromelanin
tiirevi) ve Auto MS/MS algoritmasi ile 3 molekiil (DL-pipekolik asit, hipoksantin ve
fenasilamin) tespit edilmistir. Ekstrakte melanin yapisinda FBF algoritmasi ile varligi
tespit edilen pargacik iyonlar i¢in elde edilen MS/MS spektrumlar1 Sekil 4.19 ve Auto
MS/MS algoritmasi ile varli1 tespit edilen pargacik iyonlar igin elde edilen MS/MS
spektrumlar Sekil 4.20°de goriilmektedir. Kullanilan algoritmalar sonucunda elde edilen
kiitle/ytik (m/z) degerleri ve belirlenen molekiil agirliklar1 Cizelge 4.9°da verilmistir. Elde
edilen m/z degerleri ile molekiil kiitlesi arasindaki farklilik, molekiile bagl olan H*, Na*
ve K" iyonlarindan kaynaklanmaktadir.

Cizelgede yer alan 1, 2 ve 3 numarali bilesiklerin m/z degerleri sirasiyla 182,0808,
220,0576 ve 196,0656 olarak elde edilmis olup bilesiklerin molekiil formiillerinin
sirastyla CoH11NO3, CoH11NOs ve CoHoNO4 oldugu belirlenmistir. S6z konusu ii¢
bilesigin K3M ekstrakte melanin pigmentinin yapisinda olmasi beklenen ve melanin
sentezlenmesinde rol alan ara {irlinler olan, sirasiyla L-tirozin (My: 181,1 g/mol), L-
DOPA (My: 197,1 g/mol) ve L-dopakinon (Mw: 195,1 g/mol) maddeleri olduklari tahmin
edilmektedir.

Cizelgedeki 4, 5 ve 6 numarali bilesikler, ekstrakte melanin igeriginde bulunan
fakat melaninle iligkili olmayan molekiillerdir. Analizde kullanilan cihazin veri tabaninda
bulunmakta olup sirastyla DL-pipekolik asit (CsH11NO2, My: 129,1 g/mol), hipoksantin
(CsHaN4O, My: 136,1 g/mol) ve fenasilamin (CsHoNO, My,: 135,1 g/mol) ile eslesmistir.

Cizelgede bulunan 7 ve 8 numarali bilesiklerin m/z degerleri ise sirasiyla 583,0381
ve 513,1246 olarak olgiilmiis olup molekiil formiilleri C23H20N408S2 (Mw: 544,6 g/mol)
ve C27H20N405S (Myw: 512,5 g/mol) olarak elde edilmistir. S6z konusu bilesiklerin yine
melanin  sentezlenmesi ile iligkilendirilen, sirasiyla feomelaninin oksidasyon
iriinlerinden olan 2-2’-bibenzotiyazin ve ndromelanin tiirevi bir molekiil oldugu tahmin

edilmektedir.
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Cizelge 4.9. K3M ekstrakte melanininden LC-MS Q-TOF analizi ile elde edilen

molekiiler iyonlar ve 6zellikleri

Iyon | Olgciilen |Hesaplanan| Kiitlesel Molekiiler ismi
No |m/z Degeri | Kiitle (Da) | Hata (ppm) | Tanimlama
1 182,0808 181,0735 -1,93 CoH11NO3 **Tirozin
2 220,0576 197,0684 -2,26 CoH11NOy4 **L-DOPA
3 196,0656 195,0538 3,41 CoHoNO4 **].-Dopakinon
4 130,0865 129,0793 -2,28 CsH11NO2 | *DL-pipekolik asit
5 137,0453 136,0381 3,22 CsH4N4O *Hipoksantin
6 136,0748 135,0675 6,72 CsHoNO *Fenasilamin
Kk _DO_
7 583,0381 5440741 3,43 Ca3H20N403S2 . 2 2 .
bibenzotiyazin
8 | 513,1246 | 512,1174 3,73 C27H20N405S Noromelanin
turevi

*: Auto MS/MS algoritmasi ile LC-MS Q-TOF kiitiiphanesinde eslesen molekiil,
*#*: FBF algoritmasi (molekiil formiilii {izerinden) ile tespiti saglanan melanin ile iligkili molekiil.
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Sekil 4.19. K3M ekstrakte melanininde FBF algoritmasi ile varligi tespit edilen
molekiillerin LC-MS Q-TOF spektrumlari
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Sekil 4.19. K3M ekstrakte melanininde FBF algoritmasi ile varligi tespit edilen
molekiillerin LC-MS Q-TOF spektrumlar1 (Devam)
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Sekil 4.20. K3M ekstrakte melanininde Auto MS/MS algoritmasi ile varlig: tespit edilen
molekiillerin LC-MS Q-TOF spektrumlari

K3M ekstrakte melanin pigmentinin yapisinda Omelanin, feomelanin ve
noromelanin sentezlenme yolaginda yer alan maddelerin bulundugu goriilmiistir.
Pigmentin gelistirilmesi sirasinda besiyerindeki diflizlenme renginin basta kirmizi
oldugu, sonra turuncu ve zaman igerisinde kahverengiye doniistigli gozlenmistir.

Tirozinin L-DOPA’ya ve L-DOPA’nin L-dopakroma doniistiiriilmesi sirasindaki
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enzimatik aktivitenin besiyeri ortam rengini kirmiziya dondiirdiigi bildirilmistir
(Subhash vd., 2016). Bu durum, melanin sentezlenmesinde rol alan L-DOPA ve L-
dopakromun ortamda bulundugunu, ardindan siyah-kahverengi tonlarda bulunan
Omelanin sentezine devam edildigini gostermektedir. Sistein ile reaksiyona giren
dopakinon maddesinin iiriinii olan sisteinildopalarin polimerizasyonundan elde edilen
feomelaninlerin de kirmiz1 renkler olusturdugu bilinmektedir (Bell ve Wheeler, 1986).
Ayrica, feomelaninin oksitlenme {irtinii olarak bir benzotiyazin tiirevi olan 2-2’-
bibenzotiyazin maddesinin pigmentin yapisinda tespit edilmis olmasi, K3M ekstrakte
melanin pigmentinin 6melanin ve feomelanin melaninlerinin ikisini de igerdigini
gostermektedir. Sonuglar, gerceklestirilen FT-IR ve '"H MNR analizlerinde elde edilen

veriler ile de tutarlidir.

S. variabilis B23 Ekstrakte Melanini (B23M)

Elde edilen analiz sonucunda B23M ekstrakte melanin pigmentinde FBF
algoritmasi ile 5 molekiil (L-tirozin, L-DOPA, L-dopakinon, 2-2’-bibenzotiyazin ve
néromelanin tiirevi) ve Auto MS/MS algoritmas1 ile 3 molekiil (DL-pipekolik asit,
urokanik asit ve hipoksantin) tespit edilmistir. Ekstrakte melanin yapisinda FBF
algoritmasi ile varlig tespit edilen parcacik iyonlar icin elde edilen MS/MS spektrumlari
Sekil 4.21 ve Auto MS/MS algoritmasi ile varlig: tespit edilen pargacik iyonlar icin elde
edilen MS/MS spektrumlar1 Sekil 4.22°de goriilmektedir. Kullanilan algoritmalar
sonucunda elde edilen kiitle/yiik (m/z) degerleri ve belirlenen molekiil agirliklar Cizelge
4.10°da verilmistir.

Cizelgede yer alan 1, 2, 3, 4 ve 5 numarali bilesiklerin m/z degerleri sirasiyla
218,0419, 198,0767, 182,0805, 551,0829 ve 583,0409 olarak elde edilmis olup
bilesiklerin molekiil formiillerinin sirastyla CoHoNOs, CoHiiNO4, CoHiiNOs3,
C27H20N4OsS  ve Ca23H20N4OsS2 oldugu  belirlenmistir. B23M  ekstrakte melanin
pigmentinin yapisinda olmasi beklenen ve melanin sentezlenmesinde rol alan ara tiriinler
olan L-tirozin (My: 181,1 g/mol), L-DOPA (Mw: 197,1 g/mol) ve L-dopakinon (My:
195,1 g/mol) maddeleri, néremalanin tiirevi molekiil ve feomelanin sentezinde rol alan 2-
2’-bibenzotiyazin oldugu tahmin edilmektedir.

Cizelgedeki 6, 7 ve 8 numarali bilesikler, ekstrakte melanin igeriginde bulunan
fakat melaninle iliskili olmayan molekiillerdir. Analizde kullanilan cihazin veri tabaninda
bulunmakta olup sirastyla DL-pipekolik asit (CeH11NO2, My: 129,1 g/mol), urokanik asit
(CeHsN202, Mz 138,1 g/mol) ve hipoksantin (CsH4N4O, My: 136,1 g/mol) ile eslesmistir.
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Cizelge 4.10. B23M ekstrakte melanininden LC-MS Q-TOF analizi ile elde edilen

molekiiler iyonlar ve 6zellikleri

Iyon | Olgciilen | Hesaplanan | Kiitlesel Molekiiler fsmi
No |m/z Degeri| Kiitle (Da) | Hata (ppm) | Tanimlama
1 218,0419 195,0518 -7,12 CoHoNOy4 **-Dopakinon
2 198,0767 197,0695 3,28 CoH1NO4 **L-DOPA
3 182,0805 181,0731 -4,63 CoH11NO3 **Tirozin
4 | 5510829 | 512,1184 577 | CyHyN,Oss | Toromelanin
turevi
#2.
5 583,0409 544,0689 -6,21 C23H20N40sS2 . ..
bibenzotiyazin
6 130,0867 129,0794 -3,40 Ce¢H11NO> | *DL-pipekolik asit
7 139,0522 138,045 -14,75 CsHsN202 *Urokanik asit
8 137,0444 136,0371 10,18 CsHsN4O *Hipoksantin

*: Auto MS/MS algoritmasi ile LC-MS Q-TOF kiitiiphanesinde eslesen molekiil,

**: FBF algoritmasi (molekiil formiilii izerinden) ile tespiti saglanan melanin ile iliskili molekiil.
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Sekil 4.21. B23M ekstrakte melanininde FBF algoritmasi ile varligi tespit edilen
molekiillerin LC-MS Q-TOF spektrumlari
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Sekil 4.21. B23M ekstrakte melanininde FBF algoritmasi ile varligi tespit edilen

molekiillerin LC-MS Q-TOF spektrumlar1 (Devam)

80




x10 5
3 * 147140
2.51 *130.0867
g
s 2 i
= 15
15'13
«
a1 116.0707
: 133.0969 -~
0.5 110.0713 B 1aR.A1es
0 ' . I . [ . - | { : : Z . l : ; |
105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155
Kiitle/Yiik (m/z)
a) DL-pipekolik asit
x10 5
35 * 13900573
3_
E 2.5 [N
= 2 118.0904
E.c 1.51
/152.0608
= 1] 121.0506 N /
051 115.0541 130.0902
0= — — ; | N — ; —
115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165
Kiitle/Yiik (m/z)
b) Urokanik asit
x10 5
* 13700444
2,
-
= 1.5
2
&
=
= 118.0846
0.5 L :
110.0334 ‘ 132.0634 141.0999 147NHTS 1530385 159.0256
ol LI

110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165
Kiitle/Yiik (m/z)

¢) Hipoksantin

Sekil 4.22. B23M ekstrakte melanininde Auto MS/MS algoritmast ile varligi tespit
edilen molekiillerin LC-MS Q-TOF spektrumlari

B23M ekstrakte melanin pigmentinin yapisinda bulunan tirozin, L-DOPA ve
dopakinon maddelerinin melanin sentezlenmesi ile iligkilendirilen molekiiller oldugu
bilinmektedir. Yapida varlig1 ayrica tespit edilen 2-2’-bibenzotiyazin ve néromelanin

tirevi molekiillerin varligi, S. variabilis B23 susunun Omelanin, feomelanin ve
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néromelanin sentezlenmesinde yer alan yolaklar1 kullanabildigini géstermektedir. K3M
ekstrakte melanin pigmenti i¢eriginden farkli olarak, 7 numarali bilesigin CcHsN2O2 (My:
138,1 g/mol) molekiil formiillii urokanik asit oldugu goriilmiistiir. B23M ekstrakte
melanin pigmenti igeriginin K3M ekstrakte melanin pigmentine olduk¢a benzer oldugu
ve yapisinda dmelanin, feomelanin ve néromelanin melaninleri ile baglantili bilesikleri
barindirdig1 goriilmektedir. Sonuglar, gerceklestirilen FT-IR ve 'H MNR analizlerinde

elde edilen veriler ile de tutarlidir.

S. variabilis B25 Ekstrakte Melanini (B25M)

Elde edilen analiz sonucunda B25M ekstrakte melanin pigmentinde FBF
algoritmasi ile 4 molekiil (L-tirozin, L-DOPA, L-dopakinon ve ndromelanin tiirevi) tespit
edilmistir. Ekstrakte melanin yapisinda FBF algoritmasi ile varlig1 tespit edilen pargacik
iyonlar i¢in elde edilen MS/MS spektrumlar1 Sekil 4.23’te goriilmektedir. Kullanilan
algoritmalar sonucunda elde edilen kiitle/yiik (m/z) degerleri ve belirlenen molekiil
agirliklar1 Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelgede yer alan 1, 2, 3 ve 4 numarah bilesiklerin m/z degerleri sirasiyla
198,0773, 182,0809, 196,0596 ve 513,1223 olarak elde edilmis olup molekiil formiilleri
sirastyla CoH11NO4, CoH11NO3, CoHoNO4 ve C27H20N4OsS olarak belirlenmistir. B25SM
ekstrakte melanin pigmentinin yapisinda olmasi beklenen ve melanin sentezlenmesinde
rol alan ara iiriinler olan L-tirozin (My: 181,1 g/mol), L-DOPA (My: 197,1 g/mol) ve L-
dopakinon (My: 195,1 g/mol) maddeleri ile néromelanin tiirevi molekiil oldugu tahmin

edilmektedir.

Cizelge 4.11. B25M ekstrakte melanininden LC-MS Q-TOF analizi ile elde edilen

molekiiler iyonlar ve 6zellikleri

Iyon | Olciilen m/z Hesaplanan | Kiitlesel | Molekiiler fsmi
No Degeri Kiitle (Da) | Hata (ppm) | Tamimlama
1 198,0773 197,0694 2,79 CoH11NO4 **L-DOPA
2 182,0809 181,0732 -3,97 CoH11NO3 **Tirozin
3 196,0596 195,0517 -7,56 CoHoNOy4 **-Dopakinon
4 | 513,1223 | 512,1155 018  |CoHuNiOss| — Noromelanin
turevi

*: Auto MS/MS algoritmasi ile LC-MS Q-TOF Kkiitiiphanesinde eslesen molekiil,
**: FBF algoritmas1 (molekiil formiilii iizerinden) ile tespiti saglanan melanin ile iliskili molekiil.
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Sekil 4.23. B25M ekstrakte melanininde FBF algoritmasi ile varligi tespit edilen
molekiillerin LC-MS Q-TOF spektrumlari
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Sekil 4.23. B25M ekstrakte melanininde FBF algoritmasi ile varligi tespit edilen
molekiillerin LC-MS Q-TOF spektrumlar1 (Devam)

B25M ekstrakte melanin pigmentinin iceriginde de K3M ve B23M kodlu ekstrakte
melaninler iceriginde oldugu gibi 6melanin, feomelanin ve ndromelanin par¢alanma ve
oksidasyon iiriinleri olan L-DOPA, L-tirozin, L-dopakinon ve néromelanin tiirevi oldugu
goriilmiistiir. B23M ekstrakte melanini ve K3M ekstrakte melanini igeriginde goriilen
feomelaninle baglantili par¢alanma firiinleri B25M ekstrakte melanin pigmentinde de
bulunmakta olup pik siddetinin diisiik olmasi1 ve kiitlesel hata payinin yiiksek olmasi

sebebiyle anlamli veri elde edilememistir.

K3M, B23M ve B25M Ekstrakte Melaninleri

Yapilan LC-MS Q-TOF analizi sonucunda K3M, B23M ve B25M ekstrakte
melanin pigmentleri iceriklerinde noromelanin varligi gorilmistir. K3M, B23M ve
B25M ekstrakte melaninlerinin  higbirinin  yapisinda sistein amino asidine
rastlanmamistir. Ayrica ekstrakte melaninlerin yapisinda yer alan ve kiikiirtlii maddeler
olan néromelanin ve 2-2’-bibenzotiyazin molekiillerine rastlanilmis olup bu durum
besiyeri ortaminda veya hiicre i¢i yapida bulunan sisteinin tamaminin melanin
sentezlenme yolaginda tiiketildigini gostermektedir. B25M ekstrakte melanininde K3M
ve B23M ekstrakte melaninlerine kiyasla 2-2’-bibenzotiyazin molekiiliiniin tespit
edilecek diizeyde bulunmadigi goriilmiistiir. Bu nedenle B25M ekstrakte melanini igin
sistein iceriginin besiyeri ortaminda veya hiicre i¢i yapida diger suslara gore daha az
miktarlarda oldugu diistiniilmektedir.

Feomelaninin zamanla pargalanmasi ile ortamda bulunan benzotiyazin ve indol

gruplarinin sentezlenmesi ile son iiriin olarak néromelanin olugsmaktadir (Solano, 2014).
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Noromelanin sentezinin diger melanin tiirlerinden farkli olarak enzim aktivitesi ile
gerceklesmedigi belirtilmistir (Cao vd., 2021). K3M, B23M ve B25M suslarindan elde
edilen ekstrakte melanin analiz siirecine kadar (2 ay, +4 °C) Yildiz Teknik Universitesi
(YTU) merkez laboratuvarinda depolanmistir. Yapilan hizmet aliminda feomelanine
rastlanmamasi, dmelaninin abundance (bolluk) miktarinin diisiik olmasi sebebiyle ifade
edilememesi ve son liriin olan néromelanin varliginin bulunmasi depolama siirecinde de
noromelanin olusumunun devam ettigini gostermistir.

K3M, B23M ve B25M kodlu ekstrakte melaninlerin igeriginde oldukca diisiik
miktarlarda (veya tespit edilemeyen diizeyde) ndromelanin ve 2-2’-bibenzotiyazin
bulundugu, buna karsin s6z konusu ekstrakte melaninlerin kayda deger miktarlarda
kiikiirt icerigine (%1,36-1,88) sahip olduklar1 goriilmektedir. Bu durum, ekstrakte
melaninlerin yapisinda bulunan ve reaktif karbonil grubu (-C=0) iceren molekiillere
sistein disinda tiyol (-SH) gruplarmin baglanmis olabilecegini gostermektedir. Ozellikle
o-kinon yapisinda olmalar1 nedeniyle oldukg¢a reaktif maddeler olan ve tiyol gruplar ile
kolayca reaksiyona girebilen dopakinon ve (néromelanin sentezlenmesi yolaginda yer
alan) dopamin-kinon maddelerinin hiicre i¢cinde bulunan ve yapilarinda tiyol grubu iceren
glutatyon ve sistein kalintilar1 igeren baska protein yapilari ile de reaksiyona girmis olma
thtimali bulunmaktadir (Kishida vd., 2021). Melaninlerin ii¢ boyutlu katmanlar halinde
olabilen yapilar1 sebebiyle monomer yapilarinin arasina bagimsiz molekiillerin takilip
kalabilecegi bilinmekte olup (Pukalski vd., 2025) bagimsiz kiikiirtli molekiillerin de

ekstrakte melaninlerin yapisinda yer alabilecegi ihtimali goz ontlinde bulundurulmaktadar.

Ekstrakte Melanin Iceriginde Tespit Edilen ve Melanin ile iliskili Olan Molekiiller

Tirozin, proteinleri olusturan fenolik bir amino asit olmasinin yani sira oksidasyon
ve polimerizasyon asamalarindan gecerek melaninlerin sentezlenmesinde de rol
oynamaktadir (Recky wvd., 2021). Tirozinin tirozinaz enzimi aktivitesi sonucu
hidroksilasyon tepkimesine girmesiyle biyolojik olarak aktif olan L-DOPA molekiilii elde
edilmektedir (Raval vd., 2012).

L-DOPA, diger adiyla 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin, L-tirozinden elde edilen bir
amino asit analogudur (Min vd., 2015). Tirozin amino asidinin aromatik halkasina
fazladan bir tane hidroksi grubu eklenmesi ile meydana gelmektedir (Giilgin, 2007). L-
DOPA, ayn1 zamanda beyinde norotransmiter olarak gorev alan dopamin maddesinin de
onciil maddesidir. Dopaminin beyin igerisindeki miktarinin azalmasiyla ortaya ¢ikan

dejeneratif bir rahatsizlik olan Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir. L-
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DOPA, dopaminin aksine kan-beyin bariyerini gegebilmekte olup beyinde bulunan
dopamin miktarinin artirilmast ve bdylece Parkinson hastaliginin tedavi edilmesini
saglamaktadir (Min vd., 2015).

L-dopakinon, L-DOPA’nin tirozinaz enzimi ile katalize edilmesi sonucu
olugmaktadir (Bell ve Wheeler, 1986). Kahverengi-siyah renkli émelanin ve kirmizi
renkli feomelaninlerin sentezlenmesinde rol oynayan ortak 6nciil madde olmasi nedeniyle
melanin iiretiminde merkezi bir 6neme sahiptir. Olduk¢a reaktif o-kinon yapisinda bir
madde olup sistein gibi tiyol bilesikleri ile olaganiistii hizli bir sekilde reaksiyona
girebilmektedir (Wakamatsu ve Ito, 2023).

2-2’-bibenzotiyazin, feomelaninleri olusturan 1,4-benzotiyazin karboksilik asidin
(8) oksidasyonu ile meydana gelen benzotiyazin dimeridir. Oksidasyonun devam etmesi
ise trikokrom tiirevlerinin olusumu ile sonu¢lanmaktadir (Micillo vd., 2016).

Noromelanin, dopamin ve 5-S-sisteinildopa iinitelerinden meydana geldigi icin
feomelanin ve dmelaninin karisimi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle polimer yapisi
icerisinde benzotiyazin ve indol iinitelerinin olmasi beklenmektedir (Solano, 2014).
Noromelanin ismi, deride bulunan melaninlere benzerligi ve sinir sistemindeki, 6zellikle
de beyindeki varligr nedeniyle verilmigtir. Noromelaninin biyosentezi feomelanine

benzer bir sekilde ortamda bulunan sistein konsantrasyonuna baglidir (Cao vd., 2021).

Ekstrakte Melanin Iceriginde Tespit Edilen ve Melanin ile iligkili Olmayan
Molekiiller

Pipekolik asit, lisin amino asidinden sentezlenmektedir. Streptomyces
hygroscopicus tarafindan iiretilen rapamisin maddesinin onciil maddesidir (Paiva vd.,
1993). K3M, B23M ve B25M ekstrakte melanin pigmentlerinin antibakteriyel 6zellikleri
oldugu bilinmekte olup K3M ekstrakte melanininde ve B23M ekstrakte melanininde
pipekolik asit tespit edilmistir. Yapisinda pipekolik asit gibi bir metabolitin tespit edilmis
olmasi, melanin tiirevleri disinda farkli antibiyotik 6zelliklere sahip maddeleri {iretme
yetenegi oldugunu ve antibiyotik iiretiminde ¢ok yonlii oldugunu gostermektedir.

Hipoksantin, piirin katabolizmasi sonucu elde edilen bir iiriindiir (Yiksel vd.,
2005). Oksijenin sinirli oldugu ortamlarda konsantrasyonu artan bir ATP yikilim
triintidiir. Hipoksantin maddesinin ortamda birikmesi, endojen enzimatik reaksiyonlarla
hipoksantinin 6nce ksantine, ardirdan da iirik aside doniistiiriilmesine, boylece oksijen
serbest radikallerinin olusumuna neden olmaktadir (Sanchez-Illana vd., 2020).

Streptomyces tiirii bir aktinomisetin ortama azot kaynagi olarak sadece hipoksantin
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eklenmesi durumunda yiiksek miktarlarda {irat oksidaz iirettigi belirlenmistir (Watanabe
vd., 1976). Streptomyces cyanogenus aktinomisetinin C veya N kaynagi bulunmayan
ortamda hipoksantini 6nce ksantine, sonra da iirik asite okside ettigi goriilmiistiir (Ohe ve
Watanabe, 1984). Ortama hipoksantin eklenmesinin S. griseorubens NEAE-5 susunun
tirat oksidaz liretimine olumlu etkisi oldugu bildirilmistir (El-Naggar vd., 2024).

Fenasilamin, diger adiyla 2-aminoasetofenon, {iziim benzeri kokuya neden olan ve
yapisinda bir benzen halkas1 barindiran ugucu yapida 6nemli biyoaktif ikincil metabolittir
(Damavandi vd., 2023). Streptomyces ochraceiscleroticus NRRL ISP-5594 tarafindan da
salgilandig1 goriilmiistiir (Citron vd., 2015).

Urokanik asit, UV 1sinlarini absorbe edebilen kromofor bir maddedir (Singh vd.,
2021b). Histidin metabolizmasinda yer almakta olup histidinin parcalanmasindaki ilk
dontisiim maddesidir. Streptomyces tendae tarafindan iretildigi bilinen nikkomisin X
antibiyotiginin sentezlenmesi rol aldig1 diigiiniilmektedir (Evans vd., 1995).

Sonug olarak, K3M, B23M ve B25M ekstrakte melaninlerinin tamaminda tirozin,
L-DOPA, L-dopakinon ve ndéromelanin tiirevi molekiillerin bulundugu goriilmiistiir.
K3M ve B23M ekstrakte melaninler pigmentlerinin igeriginde feomelanin varligini
destekleyen 2-2’-bibenzotiyazin molekiilleri belirgin bir sekilde tespit edilmisken B25M
ekstrakte melanin pigmentinin iceriginde de 2-2’-bibenzotiyazin bulunmakla beraber pik
siddetinin diisiik olmasi1 ve kiitlesel hata paymin yiiksek olmasi sebebiyle anlamli veri
elde edilememistir, bu nedenle de ¢alisma igerisine dahil edilmemistir. Benzer sekilde,
K3M, B23M ve B25M cekstrakte melaninlerinin tamaminin igeriginde omelanin tiiri
melanin ile iliskilendirilen DHI ve DHICA molekiillerine rastlanmis olmakla birlikte pik
siddetlerinin diisiik olmas1 ve kiitlesel hata paymin yiiksek olarak belirlenmis olmasi
nedeniyle bu ii¢ molekiil de ¢calisma kapsami disinda birakilmistir. Elde edilen sonuglar,
calisilan {ic susun cesitli melanin sentezi yolaklarimi kullanabildigini ve suslarin

biyosentetik ¢esitlilige sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

4.7. Aktinomiset Melanininin Anti-bakteriyel Aktivitesi

Coklu ilag direncine sahip patojenlerin artmasiyla birlikte yeni ilaglara ihtiyag
duyulmaktadir. En 6nemli biyoaktif madde iireticisi oldugu bilinen aktinomisetler anti-
biyotik ilag tiretiminde 6nemli rol oynamakta ve yeni ilag kesifleri i¢in birgok arastirmaci
bu alanda ¢aligma yapmaktadir (Sapkota vd., 2020; Ibeyaima vd., 2016). Aktinomisetler
cesitli biyoaktif bilesikler (aktinomisin, streptomisin, melanin, prodigiosin gibi)

tiretebilmektedir ve her biyoaktif bilesigin farkl: etkisi (anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-

87



viral, anti-kanser, anti-inflamatuar gibi) ve farkli etki diizeyleri vardir (Mumtaz, 2019;
Celedon ve Diaz, 2021; El-Zawawy vd., 2024).

Kuyucuk difiizyon yonteminde test kiiltiirii iceren kat1 besiyerinde belirli araliklarla
acilan kuyucuklara yerlestirilen 6rnekler inkiibasyon sirasinda antimikrobiyal maddenin
miktari, ¢Oziiniirliigii, difiizyon katsayist ve toplam etkisi ile dogru orantili olarak
inhibisyon zon ¢ap1 olusturmaktadir (Madigan vd., 2013).

Bu calismada K3M, B23M ve B25M ekstrakte melanin pigmentlerinin Gram-
pozitif (Listeria monocytogenes ATCC 13932, Bacillus cereus ATCC 6051,
Staphylococcus aureus ATCC 25923) ve Gram-negatif (Salmonella Typhimurium ATCC
14028, Pseudomonas aeruginosa PAO1, Escherichia coli ATCC 25922) bakterilere karsi
antibakteriyel aktivitesi incelenmistir. K3M, B23M ve B25M ekstrakte melaninleri tiim
Gram-negatif bakterilere (Cizelge 4.12), B23M ekstrakte melanini ise tiim Gram-pozitif
bakterilere karsi etki gostermistir (Cizelge 4.13). K3M, B23M ve B25M ekstrakte
melaninlerinin Gram-negatif (S. Typhimurium ATCC 14028, P. aeruginosa PAO1, E. coli
ATCC 25922) bakterilere kars1 etki diizeyleri arasinda anlamli bir fark goriilmemistir
(p>0,05).

Cizelge 4.12. K3M, B23M ve B25M ekstrakte melanin pigmentlerinin Gram-negatif

bakterilere etkisi (ortalama+standart sapma)*

. Test- E. coli ATCC P. aeruginosa Typhiriurium
Mikroorganizmalari 25922 PAO1 ATCC 14028
Ekstrakte Melaninler Zon (mm)
K3M 12,3+0,5% 11,0+0,8* 12,3+0,54
B23M 13,0£0,74 12,0£0,74 12,0+0,74
B25M 12,0+2,04 11,4+0,54 11,6+1,04

*Ayni siitun igerisinde farkli harflerle verilen degerler, ortalamalar arasinda istatistiki fark oldugu
anlamini tagimaktadir (p<0,05).

K3M ekstrakte melanini S. aureus ATCC 25923 ve L. monocytogenes ATCC 13932
suslarina kars1, B25M ekstrakte melanini ise L. monocytogenes ATCC 13932 susuna kars1
etki gostermemistir. B23M ve B25M ekstrakte melaninlerinin S. aureus ATCC 25923
susuna karst etki diizeyleri arasinda anlamli bir fark goriilmezken (p>0,05), K3M ve
B23M ekstrakte melaninlerinin B. cereus ATCC 6051 susuna karsi etki diizeyleri arasinda
anlamli fark oldugu goriilmistiir (p<0,05). B23M ekstrakte melanininin B. cereus ATCC

6051 patojeni iizerine K3M ekstrakte melaninine gore daha etkili oldugu anlagilmaktadir.
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L. monocytogenes ATCC 13932 susuna karsi sadece B23M ekstrakte melanini etki
gostermistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. K3M, B23M ve B25M ekstrakte melanin pigmentlerinin Gram-pozitif

bakterilere etkisi (ortalama+standart sapma)*

. Test. S. aureus ATCC | B. cereus ATCC monocﬁt.ogenes
Mikroorganizmalari 25923 6051 ATCC 13932
Ekstrakte Melaninler Zon (mm)
K3M - 10,7+0,58 -
B23M 11,4+1,34 12,840,84 12,3+1,14
B25M 11,8+0,44 11,4+1,048 -

*Ayn siitun igerisinde farkli harflerle verilen degerler, ortalamalar arasinda istatistiki fark oldugu
anlamin1 tagimaktadir (p<0,05).

Anti-bakteriyel aktivite ¢calismasinda kontrol grubu olan Gentamisin (100 pg/mL)
Gram-negatif olan bakteri grubunda E. coli ATCC 25922 susunda 23,0 mm, P.
aeruginosa PAO1 susunda 21,0 mm, S. Typhimurium ATCC 14028 susunda 17,0 mm ve
Gram-pozitif olan bakteri grubunda S. aureus ATCC 25923 susunda 23,0 mm, B. cereus
ATCC 6051 susunda 22,0 mm, L. monocytogenes ATCC 13932 susunda 22,0 mm zon
¢ap1 olusturmustur.

Streptomyces pigmentlerinin anti-bakteriyel etkilerinin incelendigi bir¢ok calisma
mevcut olsa da literatiirde S. griseorubens ile S. variabilis suglarinin ve metabolitlerinin
anti-bakteriyel aktivitesi ile ilgili ¢aligma sayisi1 oldukca azdir. S. griseorubens ve S.
variabilis tiirli suslardan elde edilen melaninlere ait ¢alismaya ise rastlanmamastir.

S. griseorubens suglarinin anti-bakteriyel etkilerinin incelendigi ¢alismalarda
Nguyen vd. (2019) S. griseorubens MPT42 susundan elde edilen hiicresiz siipernatantin
S. aureus ATCC 25923’¢ kars1 44,0 mm, B. cereus ATCC 13061°¢ kars1 18,0 mm, E. coli
ATCC 25922’e kars1 32,3 mm, S. Typhimurium ATCC 14028’e kars1 24,8 mm, P.
aeruginosa ATCC 9027’ye kars1 17,2 mm zon ¢api olusturdugunu, Atallah vd. (2023) S.
griseorubens filtratinin B. subtilis’e karst 11,0 mm, P. aeruginosa'ya kars1 20,0 mm zon
capt oldugunu, Aly vd. (2020) S. griseorubens CL2’nin S. aureus’a kars1 10,0 mm zon
capi olusturdugunu bildirmistir.

S. variabilis suglarinin anti-bakteriyel etkilerinin incelendigi calismalarda ise
Shubha vd. (2017) S. variabilis VITUMVBO03 susundan elde ettikleri ham ekstraktin 200
png/ml konsantrasyonda E. coli’ye karsi 14,0 mm zon ¢ap1 olusturdugunu bildirmistir.

Slama vd. (2014) S. variabilis DSM 40179" susunun B. subtilis NCIB 3610, E. coli ATTC
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25922, P. aeruginosa ATCC 27853 patojenlere kars1 etkili olurken, L. monocytogenes
CIP 821107 patojenine kars: etkili olmadigini ifade etmistir.

Streptomyces melaninin antibakteriyel o6zelliklerini inceleyen El-Zawawy vd.
(2024) S. djakartensis NSS-3 susundan elde ettikleri melaninin ¢oklu ilaca direncgli P.
aeruginosa (PA-09)’ya kars1 35,3 mm inhibisyon bolgesi olusturdugunu, Arivarasu vd.
(2022) ise Streptomyces sp. MVCS13 susundan elde ettikleri melaninin 100 pg/ml
konsantrasyonda S. aureus'a kars1 10,0 mm, Pseudomonas sp.’ye karst 12,0 mm zon ¢ap1
olusturdugunu bildirmistir. Gitari vd. (2023) S. celluloflavus P4i susunun kahverengi
renkli kiiltiir ortamindan bakteri igermeyen 100 pl stipernatant S. aureus'a karst 10,5 mm,
E. coli’ye kars1 6,0 mm, L. monocytogenes’e karst 11,5 mm zon ¢ap, S. eurocidicus C10a
susunun kahverengi renkli kiiltlir ortamindan bakteri igcermeyen 100 pl siipernatant S.
aureus'a kars1 8,3 mm, E. coli’ye kars1 8,0 mm, L. monocytogenes’e karst 7,0 mm zon
cap1 olusturdugu bildirmistir.

Bu ¢alismada ise B. cereus ATCC 6051, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa PAO1
ve S. Typhimurium ATCC 14028 susuna karst K3M, B23M ve B25M ekstrakte
melaninleri etkiliyken, tiim patojen gruplara karsi B23M ekstrakte melanini etkili
olmustur. Elde edilen sonuglar Gitari vd. (2023) ile Arivarasu vd. (2022) tarafindan
yapilan ¢alismalar ile benzer, El-Zawawy vd. (2024) tarafindan yapilan ¢alisma ile farkl
sonuclar elde edilmistir. Bunun sebebinin melanin iceriklerindeki monomerler
oranlarinin farkli olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

K3M, B23M ve B25M ekstrakte melanin pigmentlerinin igeriginde bulunan L-
DOPA’nin yapisinda katekol (3,4-dihidroksifenil) ad1 verilen ve iki tane hidroksi grubu
baridiran benzen halkasindan meydana gelen bir kimyasal grup bulunmaktadir (Patil vd.,
2018). Katekol, ayn1 zamanda melanin yapisinin anahtar unsurlarindan birisi olup
oksidasyonu sonucu meydana gelen reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu oksidatif stres
ile bakteri hiicrelerine zarar vererek hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Eliato vd., 2021).
L-DOPA’nin melanine oksidasyonu sirasinda da reaktif oksijen tiirlerinin olustugu
bilinmektedir (Hachinohe ve Matsumoto, 2005). L-DOPA yapisinda bulunan katekollerin
ve L-DOPA’nin L-dopakinona oksidasyonu sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerinin
calismamiz kapsaminda elde edilen ekstrakte melaninlerin antibakteriyel aktivitesinin
temel nedeni oldugu disliniilmektedir. Bu nedenle calismada elde edilen ekstrakte
melaninlerin antibakteriyel etkisilerinin bulundugu ve potansiyel antibakteriyel ajan

olarak kullanilabilecegi degerlendirilmistir.
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4.8. Aktinomiset Melanininin Anti-kanser AKktivitesi

Hiicre canlilig1 testleri, kanser arastirmalari ve kansere karsi etkili tedavilerin
gelistirilmesinde elzem bir rol oynamaktadir. Kemoterapiye kars1 gelisen direng sonucu
geleneksel tedavilerin etkinliginin degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu tiir testlerde
rehber olarak ICso degeri kullanilmaktadir (Sdnchez-Diez vd., 2025). Bir biyolojik
stirecin %350’sinin inhibe edildigi konsantrasyon olarak tanimlanan ICso degeri, bir anti-
kanser terapdtik maddesinin kanser hiicrelerinin canlilifinin azaltilmasinda ne kadar
etkili oldugunun in vitro ortamda Ol¢iilmesinde kullanilan 6nemli bir kavramdir
(Punyamurtula vd., 2022). Hiicre canlilig1 testlerinde hiicre canliliginin izlenmesi,
aktivasyonu ve hiicre ¢ogalmasi sirasinda canli hiicrelerin sayisinin artirilmasi gibi
metabolik aktivitelerin takip edilmesinde faydalanilan farkli maddeler bulunmakta olup
Alamar Mavisi testinde rezazurin maddesi kullanilmaktadir. Koyu mavi renkteki
rezazurin, test sirasinda hiicresel enzimlerin aktivitesiyle hiicre i¢i olarak indirgenip
resorufin maddesine doniiserek kirmizi floresan rengine biirlinmekte, boylece testte yer
alan canli hiicrelerin tespit edilmesi saglanmaktadir (Luo vd., 2011).

S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarindan elde edilen
ekstrakte melaninler CCD18Co ve SW620 hiicre hatlarmma karst 0-500 pg/ml
konsantrasyon araliginda calisilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak %5 DMSO
kullanilmistir. Rezazurin boyasinin kontrolil i¢in ekstrakte melanin uygulanmamis 2 sira
kuyucuktan birine rezazurin ilavesi yapilirken diger kuyucuga yapilmamistir.

K3M, B23M ve B25M ekstrakte melaninlerinin sitotoksik etkisi kolon epitel
hiicresinde (CCD18Co) ve kolon kanser hiicresinde (SW620) incelenmistir. B25M
ekstrakte melanin pigmentinin sitotoksik etkisine ait veriler grafik halinde sunulmustur
(Sekil 4.24). K3M ve B23M ekstrakte melanin pigmentlerinin ise SW620 ve CCD18Co
hiicre hatlarina kars1 anti-kanser aktivite gdzlenmemistir (>2000 pg/ml).

B25M ekstrakte melanininin CCD18Co hiicre hattina kars1 ICso degeri 1226,3
png/ml, SW620 hiicre hattina kars1 1Cso degeri ise 1109,1 ug/ml olarak tespit edilmistir.
Ekstrakte melanin dozunun artmasiyla her iki hiicre hattinda da hiicre inhibisyonunun
arttigi bulunmustur. B25M ekstrakte melanininin hiicre hatlarina kars1 1Cso degeri
1000pg/ml’den biiytik ¢ikmistir. B25M ekstrakte melanininin SW-620 hiicre hattina
sitotoksik etkisi CCD18Co hiicre hattina sitotoksik etkisinden fazla oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.24. B25M ekstrakte melanininin CCD18Co ve SW620 hiicre hatlarina karsi

sitotoksik etkisi

Literatiirde S. griseorubens ve S. variabilis suslarindan elde edilen ekstrakte
melaninlerin anti-kanser aktiviteleri ile ilgili calismaya rastlanmamustir. S. griseorubens
ve S. variabilis tiri suslardan elde edilen ekstraktlar ve farkli molekiillerin anti-kanser
ozellikleri incelenmis fakat SW620 ve CCDI18Co hiicre hatlarma karst etkileri
incelenmemistir.

Heo vd. (2024) S. griseorubens kiiltiir ortamindan elde ettikleri labdan tiirevi 5
bilesigi (chlorolabdans A-C, epoxylabdans A ve B) farkli tip kan kanser hiicrelerine
uygulama sonrasinda chlorolabdans A’nin Raji hiicre hattina karsi ICso degerinin 15,52
uM; chlorolabdans B’nin Raji hiicre hattina kars1 ICso degerinin 3,41 uM, WSU-DLCL2
hiicre hattina kars1 ICso degerinin 1,18 uM, NALM6 C. G5 hiicre hattina kars1 1Cso
degerinin 22,46 uM; epoxylabdans A’nin ise Raji hiicre hattina kars1 ICso degerinin 17,11
uM, WSU-DLCL2 hiicre hattina kars1 ICso degerinin 14,17 uM oldugunu, Elgendy vd.
(2024), S. griseorubens 506 susundan elde ettikleri metabolit ekstraktinin HepG-2 hiicre
hatt1 i¢in ICso degerinin 307,5 pg/mL oldugunu, Nazeeh vd. (2024) S. griseorubens kiiltiir
ortamindan elde ettikleri ham ekstraktin MCF7 (meme kanser hiicresi) hiicre hattina kars1
ICso degerinin 343,34 pg/ml oldugunu, Ngoc-Tung vd., (2024), S. griseorubens LCQ8
susunun ham kiiltiir ekstraktinin MCF-7 kanser hatt1 hiicresi i¢in ICso degerlerinin 30
pg/mL’den daha az oldugunu, Yang vd., (2021), S. griseorubens {8 susundan elde
ettikleri dort adet halkali dipeptit yapisindaki metabolitin A549 akciger kanseri hiicre

hatlarinin hiicre canlilig1 iizerine yiliksek konsantrasyonlarda bile onemli bir etkinin
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bulunmadigini, ancak metabolitlerin A549 hiicrelerinin istilasin1t ve migrasyonunu
engellemede olduk¢a basarili oldugunu bildirmistir. S. variabilis ile ilgili olarak ise
Quach vd. (2021) S. variabilis LCP18 susundan elde ettikleri ham ekstrakta kars1 100
pg/ml konsantrasyonda A549 (akciger kanser hiicresi) hiicre hattinda %24,16 hiicre
canlilif1, HepB3 (karaciger kanser hiicresi) hiicre hattinda %31,56 hiicre canliligi, MCF7
(meme kanser hiicresi) hiicre hattinda %41,80 hiicre canlilig1 goriildiiglinii, Abu Zaid vd.
(2021), S. variabilis MWO091521 susundan elde ettikleri heliomycin sitotoksik
maddesinin Caco-2 kolon kanseri hiicre hatlarina kars1 etkili oldugunu, Ngoc-Tung vd.,
(2024), S. variabilis LCQA43 susunun ham kiiltiir ekstraktinin MCF-7 kanser hatt1 hiicresi
icin ICso degerlerinin 30 pg/mL’den daha az oldugunu, Pham vd. (2014), S. variabilis
HP411 susundan elde ettikleri ekstraktin Hep-G2 karaciger hiicre hattina karsi ICso
degerinin 13,7 ng/ml, MCF7 gd6giis kanseri hiicrelerine karst ICso degerinin 40 12.6
png/ml, RD yumusak doku kanser hiicre hattina karst ICso degerinin 4,41 pg/ml ve FL
hiicre hatlarina kars1 ICso degerinin 12,6 ng/ml oldugunu bildirmistir.

Yeni anti-kanser ajan kesfinde 6nemli olan Streptomyces metabolitleri ile ilgili
literatiirde bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bu konuda Law vd. (2017) S. colonosanans sp.
nov. MUSC 93JT susu ekstraktinin 400 pg/ml konsantrasyonunda SW480 kanser hiicre
hattina sitotoksik etkisi %63,6 oraninda canlilik olarak goriiliirken, normal kalin bagirsak
hiicre hattt CCD-18Co hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etkiye rastlanmadigini
belirtmistir. Zhu vd. (2023) Streptomyces tiirlerinden elde edilen resistomisinin 48 saatlik
bir muamele siiresi sonucunda SW480 hiicre hattina karsi ICso degeri 1,05 pmol/L,
SW620 hiicre hattina karst ICso degeri 5,62 pmol/L oldugu, Jiang vd. (2021)
Streptomyces tiirlerinden elde edilen Aktinomisin (Act) V’nin 48 saat muamele
sonrasinda 1Cso degeri SW620 i¢in 6,43 nM ve SW480 icin 8,65 nM oldugu, Tan vd.
(2019b) Streptomyces sp. MUM256 susu ekstraktinin 72 saatlik muamele sonrasinda
CCD-18Co hiicre hatti i¢cin ICso degerinin 215,00 pg/ml oldugu, Tan vd. (2019a) SW480
hiicre hattinin Streptomyces sp. MUM265 ekstraktindan etkilenmedigi, Voitsekhovskaia
vd. (2020) Streptomyces sp. IB201691-2A susunun koyu kahverengi kiiltiir ortamindan
elde ettikleri rabelomisin (1), 5-hidroksi-rabelomisin (2) ve baikalomisin C (5) SW620
hiicre hattina kars1 1Cso degerlerinin sirasiyla 7,82 uM, 13,43 uM ve 3,87 uM oldugu
bildirilmistir.

B25 ekstrakte melanininin ICso degeri, CCD18Co ve SW620 hiicre hatlarina karsi
sirastyla 1226,3 pg/ml ve 1109,1 pg/ml olup ekstrakte melaninlerin saflagtirilmasi ile

daha diisiik konsantrasyonda ICso degeri gozlenebilecegi gibi diger safsizlik unsurlarinin
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olumsuz etkileri de ortadan kalkacaktir. Streptomyces melaninleri ile ilgili yapilan
calismalar oldukca kisithdir. S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25
suslarindan elde edilen ekstrakte melaninlerin igeri§inde Noromelanin, feomelanin,
Omelanin, L-Dopakinon, L-DOPA, pipekolik asit, fenasilamin, hipoksantin gibi ¢esitli
molekiiller oldugu goriilmiistiir. Bu molekiillerin her birinin farkli etki diizeyleri
olabilecegi gibi bu molekiiller birbiri ile sinerjist (birbirinin etkisini artiran) ya da
antagonist (birbirinin etkisini azaltan) etki gosterebilme durumu da bulunmaktadir.
Ekstrakte melanin igeriginde bulunan molekiil veya molekiiller artan kanser riskiyle
beraber yeni bir anti-kanser madde kesfinde potansiyel yeni anti-kanser ajan olmaya
adaydir. Bu ekstrakte melanin igeriginde bulunan melaninler (feomelanin, dmelanin,
noromelanin) ile ortamda olusum sirasinda ya da parcalanma sirasinda ortaya ¢ikan
molekiillerin (L-DOPA, L-dopakinon, 2-2’-bibenzotiyazin, DL-pipekolik asit, urokanik
asit gibi) etki diizeyleri ve etki mekanizmalar1 hakkinda daha detayli ¢alismalara ihtiyag
vardir.

Bir molekiil iizerinde bulunan fonksiyonel gruplarin o molekiiliin gosterdigi
antikanser aktiviteyi etkiledigi bilinmektedir. Genel itibariyle, karbonil (-C=0) benzeri
elektron ¢ekici gruplar antikanser aktivitenin artmasini saglarken hidroksi (-OH) ve
amino (-NH>) gibi elektron verici gruplar ise antikanser aktiviteyi azaltmaktadir (Guo vd.,
2018). Hidroksi grubu, olusturdugu sterik engel nedeniyle kanser hiicreleri iizerinde
goriilen migrasyon karsit1 etkinin azalmasina sebep olmaktadir (Liew vd., 2020).

Calismamizda yer alan s6z konusu {i¢ ekstrakte melanin arasinda en iyi antikanser
aktiviteyi B25M ekstrakte melanininin gosterdigi tespit edilmis olup icerigine
bakildiginda diger iki ekstrakte melanine gore daha fazla miktarda L-dopakinon (Sekil
4.23c¢) igerebilecegi diisiiniilmektedir. Tirozinin L-DOPA’ya doniistiiriilmesi sirasinda
tirozin halka yapisi lizerinde bulunan bir adet hidroksi sayisi ikiye g¢ikmaktadir. L-
DOPA’nin L-dopakinona doniistiiriilmesi sirasinda ise bu hidroksi gruplar1 asillenerek
karbonil gruplart meydana gelmektedir (Sekil 2.8).

Karbonil grubunun hidroksi grubu yerine ikame edilmesiyle elde edilen
molekiillerin daha 1iyi biyolojik aktivite gosterdiginin belirlendigi ¢aligmalar
bulunmaktadir. Bu c¢aligmalar arasinda hidroksi grubu yerine eklenen karbonil grubu
iceren bir molekiiliin anti-kanser aktiviteye etkisini inceleyen Gongalves ve digerleri
(2016), asiyatik asidin A halkas1 iizerinde bulunan hidroksi yerine karbonil grubu
eklenmesi sonucu elde edilen farkli tlirevlerinin asiyatik aside kiyasla ¢ok daha fazla

antikanser aktivitede bulundugunu belirlemistir. Bu nedenle S. variabilis B25 suslarindan
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elde edilen ekstrakte melaninin L-dopakinon igeriginin ekstrakte melaninin gosterdigi
antikanser etki diizeyi lizerinde katkis1 olabilecegi ihtimali diisliniilmekte olup melaninler
tizerinde gerceklestirilecek daha kapsamli analizler, konu hakkinda daha fazla bilgi sahibi
olunmasini saglayacaktir.

K3M, B23M ve B25M ekstrakte melaninlerinin sitotoksik etkilerinin incelendigi
calismamizda B25M ekstrakte melanininin antikanser ajan olarak kullanilma
potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir. Calismada elde edilen ekstrakte melaninlerin
saflik diizeylerinin artirilmasinin antikanser etkilerini iyilestirebilecegi gibi farkli kanser
hiicre hatlarina kars1 yapilacak sitotoksisite veya migrasyon inhibisyon testleri ile daha

farkli antikanser etkilerinin de kesfedilebilecegi diisiiniilmektedir.

4.9. Aktinomiset Melaninlerinin Yapisal Analizi ile Anti-bakteriyel ve Anti-kanser

Ozelliklerinin Genel Degerlendirmesi

Bu calismada, melaninlerin ekstraksiyonunda kullanilan asitle ¢oktiirme yontemi
ile en iyi ekstraksiyon sonucu elde edilmistir. S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S.
variabilis B25 suslarinin kiiltiir ortamlarindan ekstrakte edilen K3M, B23M ve B25M
olarak isimlendirilen melaninlerin yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla ¢cok yonlii
karakterizasyon teknikleri kullanilmigtir. Elde edilen verilerden yola ¢ikarak ekstrakte
melaninlerin genel degerlendirilmesi maddeler halinde verilmistir.

e K3M, B23M ve B25M ekstrakte melanin pigmentlerinin tamaminda tirozin amino
asidinin bulunmasi, ilgili Streptomyces suslarinin ti¢iiniin de birincil metabolizma
kapsaminda tirozinin biyosentezi i¢in gerekli olan sikimat yolagini
kullanabildigini gostermektedir. Tirozin igeriklerinin bollugunun melanin
sentezlenme yolaginda yer alan diger maddelere kiyasla oldukca yiksek
olmasindan aktinomisetlerin biyokiitle birikiminin gerceklestigi lag ve logaritmik
fazlarda tirozin sentezinin saglandigi metabolik yolaklarin yolunda ilerledigi
anlam ¢ikarilmaktadir. Icerikte L-DOPA ve L-dopakinon ile feomelanin ve
noromelaninle iliskilendirilen molekiillerin bulunmasi ise aktinomisetlerin
duragan faza girisinin ardindan biyokiitlenin artisin1 artik 6ncelik olarak
gormedigini, hayatta kalmaya devam edebilmeleri i¢in ikincil metabolit iirlinlerini
iiretmeye Dbasladiklarini  gdstermektedir. Yani Omelanin, feomelanin ve
ndromelanin ikincil metabolitlerinin 6nciil maddesi olan ve birincil metabolizma

kapsaminda iiretilmis olan tirozin amino asidi, ikincil metabolizmaya gecisin
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saglanmasi ile DOPA ve L-dopakinon maddelerine doniistiiriilmeye baglanmistir
(Hodgson, 2000).

Dogal kaynaklardan izolasyonlarinin zor olmasi ve ¢oziiniirliiklerinin diistik
olmasi nedeniyle melaninlerin yapilar1 lizerine yapilan ¢aligmalar ve molekiiler
yapilarinin incelenmesi i¢in kullanilan yontemler olduk¢a siirhdir (Varga vd.,
2016). Calisma kapsaminda elde edilen ekstrakte melaninlerin ¢oziiniirliiklerinin
beklendigi iizere diisiik olmasi sebebiyle ekstraksiyonlar: asit ile ¢oktiirme ile
gerceklestirilmis olup karakterizasyon analizleri sonucunda ekstrakte melanin
igeriginde tanimlanan metabolitlerin yapilarinin bilinmesinin hedef molekiile
uygun ekstraksiyon yapilmasina imkan saglayacak yeni ekstraksiyon
modellerinin gelistirilmesine fayda saglayabilecegi diistiniilmektedir.

UV-Vis, FT-IR ve 'H NMR spektrumlari, literatiirde melaninler igin verilen
verilerle tutarli olarak elde edilmis olup ekstrakte melaninlerin ¢esitli fonksiyonel
gruplarin yer aldig1 karmagsik yapilara sahip olduklar goriilmustiir.

K3M, B23M ve B25M melaninlerinin igeriklerinde tirozin, L-DOPA ve L-
dopakinon oldugu goriilmektedir. Melaninler, kimyasal olarak farkli 6zelliklere
sahip diisiik molekiil agirlikli monomerlerin bir araya gelmesi ile olusmakta olup
bu nedenle ekstrakte melaninlerin yapilarinda 6melanin ve feomelanin gibi farkl
melanin tirlerinin yani1 sira melanin sentezi yolaginda yer alan molekiilleri
barindirmasi ihtimaller dahilindedir (Riesz, 2007; Pukalski vd., 2025). Ayrica,
tirozin, L-DOPA ve L-dopakinon monomerlerinin tamaminin yapisinda oldugu
bilinen karboksilik asit fonksiyonel gruplarinin kirmizi spektrum bolgesinde daha
cok 151k sogurma ozelliginin bulunmas1 (McGraw, 2006), calisma kapsaminda
elde edilen ekstrakte melaninlerin karakteristik kahverengi rengini de
aciklamaktadir.

SEM analizleri, ekstrakte melaninlerin literatiirde melanin igin belirtildigi gibi
amorf ve diizensiz goriiniime sahip olduklarini géstermistir.

EDS analizleri ile ekstrakte melaninlerin tamaminda karbon, oksijen ve azot
elementlerinin baskin miktarlarda bulundugu, yapilarinda daha diisiik miktarlarda
kiikiirt oldugu goriilmiistiir. Elemental yiizde ve elemental oran degerleri,

literatiirde yer alan bakteriyel melanin igerikleri ile uyumlu olarak elde edilmistir.
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Ekstrakte melaninlerin yapisinda goriilen az miktardaki kiikiirt igeriginin
feomelanin ve noéromelanin tiirevi maddelerin yani sira yapida yer almasi
muhtemel tiyol igerigi kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.

K3M ve B23M melaninlerinin igeriginde yer alan ve yapilarinda sadece bir adet
azot bulunduran pipekolik asit ve fenasilamin gibi molekiillerin C/N oranini
yukselttigi, B25M ekstrakte melanininin yapisinda bu  molekiillerin
bulunmamasinin C/N oranini diisiirebilecegi gibi bu durumun B25M melanininin
yapisinda K3M melanininden ve B23M melanininden farkli olarak daha yiiksek
oranda N elementi igeren molekiillerin bulunduguna da isaret edebilecegi, B25M
melanininin C/O oranmin K3M ve B23M melaninlerine gore daha diisiik
olmasinin ise B25M melanininde daha yiliksek oranda L-dopakinonun (Sekil
4.23c) bulunmasi ve L-dopakinonun yapisinda fazladan bir oksijen atomu
icermesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

LC-MS Q-TOF analizleri sonucu ekstrakte melaninlerin tamaminin igeriginde
Oomelanin, feomelanin ve néromelanin ile iliskilendirilen bilesenlerin bulundugu,
S. griseorubens K3 ve S. variabilis B23 suslarinin pipekolik asit ve urokanik asit
gibi biyoaktif 6zellikleri oldugu bilinen maddeleri ayrica liretme yetenegine sahip
oldugu belirlenmistir. Melanin sentezinin ortamda sistein varken benzotiyazin
yapisinda olan feomelaninlerin ortaya ¢ikmasi ile basladig1 ve sisteinin ortamdan
tiikkenmesi ile indol yapisina sahip Omelaninlerin sentezine geg¢ilmesi suretiyle
gerceklestigi bilinmektedir (Ito, 2003). Igeriginde indol ve benzotiyazin yapilarmi
bulunduran bilesiklerin birlikte polimerlesmesi ise néromelaninlerin olusmasini
saglamaktadir (Riesz, 2007; Solano, 2014). Bu nedenle, ekstrakte melaninlerin
yapilarinda, melanin sentezinin dogasi geregi Omelanin, feomelanin ve
noromelanin ile iligkili bilesiklerin bir arada bulundugu tespit edilmistir. Elde
edilen analiz sonuglarinin literatiire katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Melanin pigmentlerinin rastgele tekrarlanan monomerlerden meydana gelen ve
sabit bir formiilii olmayan karmasik yapilar olmalar1 nedeniyle tek bir melaninin
yapisini incelemek neredeyse imkansiz hale gelebilmektedir (Ahn vd., 2021;
Pukalski vd., 2025). Bu ¢alismada elde edilen veriler, farkli melanin tiirlerine ait
tahmini pargalanma iiriinlerinin tespitine dayali olarak belirlenmis olup kesin
ayrimlarinin yapilabilmesi i¢in melaninler iizerinde daha kapsamli ¢alismalarin

yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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K3M, B23M ve B25M ekstrakte melaninlerinin genel yapisal ozellikleri
incelendiginde, anti-bakteriyel ve anti-kanser aktivite ile iliskilendirilen
fonksiyonel gruplara sahip molekiillerin yapida yer aldigi goriilmektedir.
Ozellikle L-DOPA molekiilinde yer aldigi bilinen katekol yapilarinin
antibakteriyel etkiye sahip oldugu, oldukg¢a reaktif bir madde olan dopakinonun
yapisinda bulunan karbonil gruplarinin varligimin ise maddelerin anti-kanser
etkilerini 1yilestirdigini bildiren caligmalar literatiirde mevcuttur. Ekstrakte
melaninlerin biyoaktif 6zellikleri ve etki mekanizmalar1 tizerine gergeklestirilecek
daha detayl caligmalar sayesinde daha kesin sonuglarin elde edilmesi miimkiin
olacaktir.

S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarinin genel

ozellikleri ve biyolojik aktiviteleri Cizelge 4.14°te 6zet olarak verilmistir.

Cizelge 4.14. S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarinin genel

ozellikleri ve biyolojik aktiviteleri

Tespit
Edilen Anti- )
Sus Kodu Sentezleyebildigi | Melaninile | Etki Gosterdigi | kanser | One Cikan
d Melanin Tiirleri iskisi Test Bakterileri | Aktivitesi | Ozelligi
Olmayan (ICs0)
Molekiiller
- . ) DL- . B. cereus, S. Pigment
S. Omelanin, pipekolik . . o
. . . Typhimurium, P. iiretiminde
griseorubens Feomelanin, asit, . -
- . . . aeruginosa, E. renk
K3 Noromelanin hipoksantin, . S
- coli cesitliligi
fenasilamin
L.
) DL- monocytogenes, Genis
S variabilis Omelanlr}, plpekollk B. cereus, S. spektmmda
B3 Feomelanin, asit, aureus, S. - anti-
Noromelanin hipoksantin, | Typhimurium, P. bakteriyel
urokanik asit | aeruginosa, E. aktivite
coli
B. cereus, S. CCD18Co
= . (1226,3 .
A Omelanin, aureus, S. Anti-kanser
S. variabilis . . ug/ml), .
Feomelanin, - Typhimurium, P. ajan
B25 N . . SW620 .
Noromelanin aeruginosa, E. (1109.1 potansiyeli
coli ;
pg/ml)
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5. SONUC

1) Burdur, Denizli, Kiitahya ve Balikesir illerinden alinan 49 adet toprak ve 4 adet
camur Orneginden toplam 130 adet aktinomiset izole edilmis, ayrica farkli
kaynaklardan gelen 45 aktinomisetle birlikte toplam 175 aktinomiset ¢calisma
kapsaminda incelenmistir. Bu aktinomisetlerin 71 adedinin ekstraseliiler
pigment lretimi yapabildigi belirlenmis olup ekstraseliiler pigment {iretimi
yiiksek olan S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslari
calismada kullanilmustir.

2) S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarinin kati kiiltiir
ortamlarinda beyaz ve gri renklerde havasal misel olusturdugu, 151k mikroskobu
altinda ise filament yapida oldugu gozlenmistir. Suslarin farkli besin
ortamlarinda gelisimleri incelendiginde, pigment {iretiminin, tuz ve karbon/azot
oran1 gibi faktorlerden etkilendigi goriilmiistiir. Ayrica bazi aktinomiset
izolatlarinin farkli besin ortamlarinda farkli renklerde ve/veya oranlarda
ekstraseliiler pigment lirettigi gdzlenmistir.

3) S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslart molekiiler
olarak incelenmistir. K3 susunun 16S rRNA dizileri Streptomyces griseorubens
ile en yiiksek benzerligi, B23 ve B25 susunun 16S rRNA dizileri Streptomyces
variabilis ile en yliksek benzerligi gdstermistir.

4) S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarindan elde
edilen ekstrakte melaninlerin,

e UV-Vis spektrumlari, 6zellikle UV bolgede (200-300 nm aralifinda) yiiksek
absorbans ve goriiniir 151k spektrumunda dalga boyu uzadik¢a azalan absorbans
gostermistir.

e FT-IR spektrumlarindan elde edilen giiclii absorpsiyon bdlgeleri, aromatik
gruplara ait hidroksi (O-H), amin (N-H), C=C ve C=0 fonksiyonel gruplarinin
varliina isaret etmistir.

e 'HNMR spektrumlari, hem alifatik hem de aromatik bdlgelerde, ozellikle de
indolik/pirolik sistemlere ait amin (N-H), hidrojen (H), hidroksi (O-H) ve
karboksi (COOH) fonksiyonel gruplarimin yer aldigi kimyasal kayma
bolgelerinde gliclii sinyaller vermistir.

e SEM-EDS analizleri ile literatiirde melaninler icin belirtildigi lizere amorf ve

diizensiz gorliniime sahip olduklar1 ve yar1 elemental analizde dl¢iilen %C, %N,
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%0 ve %S miktarlar1 ile C/N, C/O, O/N ve O/S oranlarinin literatiirde yer alan

Streptomyces melanini ile uyumlu oldugu,

LC-MS Q-TOF analizinde 6émelanin ve feomelanin ile iliskilendirilen tirozin, L-

DOPA, dopakinon ve 2-2’-bibenzotiyazin molekiilleri ile néromelanin tiirevi

oldugu diisiiniilen bir molekiiliin varlig1 tespit edilmistir.

5)

6)

7)

8)

9)

S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarinin,
melaninlerin farkli tiirleri olan Omelanin, feomelanin ve noéromelaninlerin
tiretimi i¢in gerekli olan hiicre i¢i ve/veya hiicre dis1 yolaklara sahip oldugu
sonucuna varilmigtir. Ayrica bakteri tarafindan néromelanin {iretiminin
yapildig1 herhangi bir ¢alismaya rastlanmamis olmasi1 S. griseorubens K3, S.
variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslarinin bu konuda 6ncii olarak 6n plana
cikmasini saglamaktadir.

S. griseorubens K3 susunun melanin tiirevi maddelerin yani sira pipekolik asit
gibi farkli biyoaktif maddeleri liretme yetenegine sahip oldugu goriilmiis olup
pigment gelisimi sirasinda goriilen renk degisimi, pigment sentezlenmesinde de
¢ok yonlii oldugunu ayrica ortaya koymustur.

S. variabilis B23 susu, melanin tiirevi maddelerin yani sira urokanik asit gibi
farkl1 biyoaktif maddeleri de iiretme yetenegine sahip oldugunu gostermistir.
S. variabilis B25 susu, melanin tlirevi molekiiller disinda herhangi bir madde
tiretmemis olup en iyi anti-kanser aktivite potansiyeline sahip sus olarak 6n
plana ¢cikmistir.

S. variabilis B23 susundan elde edilen ekstrakte melanin, calismada yer alan
tiim test bakteri gruplarina karsi etkili olmustur. S. griseorubens K3 ve S.
variabilis B25 suslarindan elde edilen ekstrakte melaninler de oldukga etkin
anti-bakteriyel aktivite gostermistir. S. variabilis B25 susundan elde edilen
ekstrakte melaninin SW-620 ve CCD18Co hiicre hatlarina karsi sitotoksik etkisi
1000 pg/ml’den biiyiikk cikmistir. SW-620 hiicre hattina karsi elde edilen
sitotoksik etkinin CCD18Co hiicre hattina kars1 olan sitotoksik etkiden daha

fazla oldugu goriilmiistiir.

10) Streptomyces cinsi bakteriler tarafindan iretilen melaninlerin igeriklerine

yonelik gerceklestirilmis LC-MS Q-TOF analizlerine literatiirde rastlanmamis
olup bu c¢alisma, melaninlerin Omelanin, feomelanin ve ndéromelaninle
iligkilendirilen bilesenlerinin LC-MS Q-TOF analizleri ile tespit edilmesinde

oncii olma Ozelligini tasimaktadir. Melanin sentezlenmesi yolaginda farkli

100



noktalarda yer alan ve dmelanin, feomelanin ve néromelaninle iliskilendirilen
bilesiklerin bir arada tespit edilmis olmasi calismanin Ozgiinliigliinii ve
onciiliigiinii pekistirmektedir.

11) Literatiirde Streptomyces tiirii bakteriler tarafindan iiretilen melaninler ile ilgili
siirl sayida calisma bulunmaktayken S. griseorubens ve S. variabilis tiri
suslar tarafindan {iretilen melaninler ile ilgili calismaya rastlanmamistir.
Ulkemizden izole edilen S. griseorubens ve S. variabilis tiirlerinin sahip oldugu
melanin iiretimi yeteneklerinin ortaya konmasi, anti-bakteriyel ve anti-kanser
ozelliklerinin de ayrica incelenmis olmasi, iilkemiz literatiiriine 6nemli bir
katkida bulunmus olup Tirkiye kaynakli izolatlarin biyoteknolojik
potansiyelinin goriiniirliigiinii saglamistir.

12) Ileriki ¢alismalarda, ekstrakte melaninlerin saflik diizeylerinin artiriimast,
iceriklerinde yer alan molekiillerin etki diizeylerinin ve etki mekanizmalarinin
daha detayli olarak incelenmesi, farkli patojen gruplari veya kanser hiicre
hatlarina kars1 olan etkilerinin etkinliginin in vitro ve in vivo olarak incelenmesi
gibi konularda gerceklestirebilecek ¢alismalar ile daha kapsamli bilgiler elde
edilebilecektir.

13)S. griseorubens K3, S. variabilis B23 ve S. variabilis B25 suslar1 tarafindan
tiretilen ekstrakte melaninlerin antibakteriyel ajan olarak, S. variabilis B25
susundan elde edilen ekstrakte melaninin de antikanser ajan olarak
kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir. Elde edilen verilerin,
melaninlerin  toksisitesinin  ve  biyoaktif 06zelliklerinin  kapasitesinin
aragtirtlmasina bir temel olusturabilecegi 6ngdriilmektedir.

14) Calisgmada kullanilan c¢oklu analitik yontemlerin kombinasyonu, melanin

aragtirmalarinda yeni standartlar gelistirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.
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