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JANTHINOBACTERIUM LiViDUM SUSU TARAFINDAN
URETILEN PIGMENTIN ANTIMIKROBIYAL VE
ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ INCELENMESi

OZET

Giintimizde sentetik boyalarin birgogunun toksik ve kanserojen olmasindan dolay:
dogal boyalar gittik¢e dnem kazanmaktadir. Bakterilerden elde edilen pigmentlerin,

dogal boyalara alternatif olarak kullanilabildigi gériilmektedir.

Bu ¢aligmada viyolasin iireten Janthinobacterium lividum GK susu kullamlmigtir.
Janthinobacterium lividum GK susundan  viyolasin iretimi {izerine farkh
besiverilerinin, sicakhgin, pH'nin, ¢alkalama hizinin, inokiiliim miktannin,
inkiibasyon siiresinin, farkli karbon ve azot kaynaklari ile NaCl'in etkisi
aragtirilmistir. Optimum sartlarda elde edilen viyolasinden metanol ve etanol

ekstrakti elde edilerek antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri incelenmistir.

Janthinobacterium lividum GK susunun pH 6,4 ayarlh NB besiyerinde, 22 "C’de,
statik ortamda, %8 inokiiliim miktarinda. %l glikoz ve pepton kaynad: ilavesiyle
optimum viyolasin iiretimi gergeklestirdigi belirlenmistir. Viyolasinin S. aureus,
S.epidermidis, B. cereus ve E. faecalis bakterilerine karsi yilksek antibakteriyel
aktivite gosterdigi tespit edilmistir.  Antioksidan ¢aligmalarinda  viyolasin
ekstraktlarimin  antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmugtur Antioksidan
caligmalarinda metanol ekstrakti metanol ¢oziiciisiinde en diigitk 1Csp konsantrasyonu

261 pg/ml olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Janthinobacterium lividum, viyolasin, antimikrobiyal,
antioksidan



INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL AND
ANTIOXIDANT PROPERTIES OF PIGMENT PRODUCED
BY JANTHINOBACTERIUM LIVIDUM STRAIN

SUMMARY

Today, natural dye are becoming increasingly important because many of the
synthetic dyes are toxic and carcinogenic. Pigments from bacteria can be used as an

alternative to natural dyes.

In this study, Violacein-producing Janthinobacterium lividum GK strain was used.
The effect of different media, temperature, pH, agitation rate, inoculum amount,
incubation time, different carbon and nitrogen sources and NaCl on the production of
violacein produced from Janthinobacterium lividum GK strain was investigated.
Methano! and ethano! extracts were obtained from violacein under optimum

conditions and their antimicrobial and antioxidant activities were investigated.

It was determined that Janthinobacterium lividum GK strain produced the optimum
violacein in NB medium, at 22 °C and at pH 6.4. Also it was produced in static and
8% inoculum by adding 1% glucose and peptone source. Violacein showed high
antibacterial activity against S. awreus, S. epidermidis, B. cereus and E. faecalis.
Antioxidant studies showed that the violacein extracts have antioxidant activity In
the antioxidant studies, the lowest ICs; concentration in methanol solvent of the

methanol extract was found to be 26! ug/ml.

Keywords: Janthinobacterium lividum, violacein, antimicrobial, antioxidant



BOLUM 1. GIRIS

Giintimiizde koruma ve tedavi amagli ¢esitli kimyasallar kullanilmaktadir. Gida
endiistrisinde, gida giivenligini saglamak ve artirmak i¢in kimyasallarin kullanimi

oldukga yaygtndir (Tiirkkan ve Erginkaya, 2008).

Ticari {iriinlerin rengi tiiketicileri gekmek igin hayati bir rol oynar ve ayrica iiriinlerin
kalitesini temsil eder (Yadav ve ark., 2014). Gidalara; islem sirasinda rengi kaybolan
yiyecegin renginin degistirilmesi, hali hazirda meveut yiyecegin renginin arttiriimasi,
renksiz yiyecegin renklendirilmesi ve besin takviye edilmesi gibi nedenlerden dolay:

renk eklenmektedir (Rymbai ve ark., 2011).

Sentetik gtda renklendiricileri yerine dogal renklendiricilerin  kullaniminin
arttirilmast ve dogal igerik maddelerine yonelik tiiketici talebinin artmasi s6z
konusudur (Tiirkkan ve Erginkaya, 2008). Dogal renklendiriciler bitkisel ve
hayvansal driinlerden elde edilebilir. Bununla birlikte, mikroorganizmalardan da
sentezlenebilirler (Soziibatmaz, 2005; Rymbai ve ark., 2011). Bugiin hem Avrupa
hem de ABD'de, renk materyallerinin ¢ogu, tiiketicilerin dogal renklendiricilere olan
ilgiterinin bir sonucu olarak kaliteli ve saghkh oldugu igin dogal kaynaklardan elde
edilmektedir (Rymbai ve ark., 2011).

Gida endilstrisinde, gida renkiendiricilerinin katki maddesi olarak kullanimi, islenmis
gidalarin  gida  fdireticileri  ve tiiketiciler tarafindan kabul edilebilirliginin
belirlenmesinde 6nemli bir faktdrdiir. Diinyada, kullammina izin verilen gida
renklendiricileri, sentetik olarak veya dogal kaynaklardan fiziksel, kimyasal
oziitleme yoluyla elde edilir. Simirh stoklama ve pigment ekstraksiyonunun
karmagikhigi nedeniyle bilinen birgok gida renklendiricisinin tiretimi problemlidir.
Dogal gida renklendirici Uretimi i¢in alternatif bir ydntem mikroorganizmalardan
biyoteknolojik dretimdir. Dogada mikroorganizmalar ve mikro alglerden pigment

iiretimi yaygindir (Tokatli ve Ozgelik, 2008).



Giniimlizde pigmentler tip, gida, miirekkep, kagt, tekstil, su driinleri ve hayvan
yemi gibi birgok alanda kullanilmaktadir (Wissgott ve Bortlik, 1996; Parajo ve ark.,
1998; Fuhrmann ve ark., 2007; Erdal ve Okmen, 2013). Onemii bir pigment olan
karotenoid, bitkilerden uzun willar 6zii gikarlarak elde edildi. Bitkiler zengin
karotenoid kaynaklari olmasina ragmen, ticari olarak karotenoid {iretimi igin gesitli
mikrobiyolojik islemler kullanilmaktadir (Fuhrmann ve ark., 2007). Asil sorun,
bitkisel renklendiricilerde mevsimsel ve cografi faktorlerin etkili olmasidir. Diisiik
maliyetli karbon kaynaklarinin kullanimi nedeniyle mikrobiyal karotenoid tiretimi
tercih edilmektedir {Stmova ve ark., 2004; Aguifar ve ark., 2014; Yadav ve ark.,
2014). Pigment direten mikroorganizmalar dogada olduk¢a yaygindir ve renk
bakimindan zengindir. Farkli kimyasal bilesimleri ve spesifik kromoforlarin varlig
pigmentlerdeki cesitliligin nedenidir (Bridle ve Timberlake, 1997). Streptomyces
chrestomyceticus, Blakeslea trispora, Phycomyces blakesleeanus, Flavobacterium
sp., Phaffia sp. ve Rhodotorula sp. karotenoid {ireten mikroorganizmalar olarak
tanimlanmaktadir (Choudhari ve ark., 2008; Yurkov ve ark. 2008; Marchal ve ark.,
2013).

Giuda renklendiricileri olarak kullanilan dogal pigmentlerin antioksidan ve
antimikrobiyal oOzellikleri hakkinda birgok arastirma yapilmisti. Mikrobiyal
pigmentlerin baz1 gida patojenleri ve gidalarda bozulmaya sebep olan

mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal etkisi oldugu gdsterilmistir (Ttirkkan,
2007).

Viyolasin, gesitli biyolojik aktiviteler sergileyen ve giiniimiizde tip, kozmetik ve
tekstil gibi endiistriye! pazarlarda nem kazanmis bir bakteri olan Chromobacterium
violaceum'un  ¢ok  yonli  bir  pigmentidir. Psikrotrofik  bakteri RT102,
Janthinobacterium lividum ve Alteromonas luteoviolacea (Duran ve ark., 2012) gibi
diger bakteriyel kaynaklardan bildirilen degisken verim ve iiretim kosullarna
ragmen, Chromobacterium violaceum viyolasin iretim alaninda en ¢ok incelenen

bakterilerden biridir.

Viyolasin, Chromobacterium ve Janthinobacterium'un, karbon takviyesi olarak
hayvan kili pargalanma iirlinleri igeren ortamlarda kiiltiirlenmesi ile dretildi ve elyaf

materyallerinin ve naylon kumasin boyanmasinda kullanildi. Benzer sekilde, ipek,
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pamuk ve yiin gibi dogal elyaflarin yam sira naylon ve vinylon gibi kimyasal

elyaflarda da kullanilmasi da miimkiindiir (Duran ve ark., 2012).

1.1. Mikroorganizmalardan Sentezlenen Pigmentler

Renkleri nedeniyle pigmentler genellikle ylizey kaplamalarinda kullanilan suda
¢Oziinmeyen inorganik ve organtk malzemelerdir (Kavak, 2006). Karotenoidler,
bitkiler, mantarlar ve fotosentetik bakteriler dahil olmak tizere gesitli organizmalar
tarafindan dogal olarak iiretilen bir tetraterpenoid pigmentli bilesik sinifinin yagda
¢Oziinen dogal pigmentlerdir. Karotenoidler birgok gidada istenen rengi saglayabilir
ve dnemli biyolojik aktivitelere sahiptir (Ungureanu ve ark., 2011; El-Banna ve ark.,
2012; Yadav ve ark., 2014; Zoz ve ark., 2015). Mikrobiyal karotenoidlerin, biyolojik
6nemi oldugu anlasilmistir (Sakaki ve ark., 2002). Karotenoidlerin, antioksidan
ve/veya provitamin A ozelliklerinden dolayi, gesitli kanser tiirlerine ve diger
hastahklara karst tedavi edici ajanlar olarak kullanilabilecegi g&sterilmistir

(Ungureanu ve ark., 2011).

B-karoten, astaksantin ve son zamanlarda torularhodin gibi endiistriyel karotenoid
pigmentler, dogal gida renklendiricileri veya gida katki maddeleri olarak kullanilir.
Karotenoidlerin artan ekonomik dnemi karsisinda, bu pigment sinifinin yeni arzlarina

biyiik ilgi gdsterilmigtir (Ungureanu ve ark., 2011).

Mikrobiyal sentez, karotenoidlerin iiretimi igin umut verici bir ydntem sunar. Bu,
sentetik gida renklendiricilerine alternatif olarak Uretilen mikrobiyal karotenoidlere
artan ilgiyi agiklamaktadir (EI-Rhman ve ark., 2012). Birkag yosun (Dunaliella,
Dictyococcus ve Haematococcus), bakteri (arkebakterilerde halobakterilere ek olarak
birgok eubakteri tiirli), bazi filamentli mantarlar (ilke! mantarlar ve Ascomycetes) ve
mayalarin (Cryptococcus, Phaffia, Rhodosporidium, Rhodotorula, Sporidiobolus, ve
Sporobolomyces) karotenoid Girettigi bildirilmektedir (Tiirkkan ve Erginkaya, 2008:
Ungureanu ve ark., 2011; EI-Rhman ve ark., 2012). Biyoteknolojik yontemlerle elde
edilen baglica karotenoid pigmentler, Phaffia rhodozyma veya yesil alg

Haematococcus pluvialis'ten astaksantin, Rhodotorula mayalan tarafindan gesitli



konsantrasyonlarda {iretilen torularhodin, p-karoten ve torulendir (Ungureanu ve ark.,
2011).

Karotenoidler fotosentetik iglemlerde Snemli bir rol oynar. Ayrica fotosentetik
oimayan bakterilerde, maya ve mantarlarda bulunurlar ve bu organizmalar 151k ve
oksijen kaynakli zararlardan korurlar (Zoz ve ark., 2015). Bu molekiiller, rengi
sandan turuncuya ve kirmiziya kadar (Ungureanu ve ark., 2011; Zoz ve ark., 2015)
degisen tetraterpenlerdir. Karotenoidler dogada yaygindir ve genis bir gesitlilige
sahiptir. Ancak bazilan daha yaygindir (B-karoten, likopen, lutein, vb.) ¢esitli

sebzelerde ve hayvansal dokularda bulunurlar (Zoz ve ark., 2015).

Birkag renkli maya tlrii tarafindan farkli Kkarotenoidlerin sentezi, bu
mikroorganizmalarin potansiyel bir pigment kaynag oldufiunu ortaya ¢ikarmig ve bu
organizmalari  biyoteknolojik ¢alismalar igin ilgi ¢ekici hale getirmistir (Libkind ve
ark., 2004).

Karotenoid biyosentezi, Rhodotorula tiirlerinin ve Phaffia cinsinin (Ungureanu ve
ark., 2013) kendine &zgii bir 6zelligidir. Rhodotorula cinsi ile karotenoidlerin iiretimi
tiirlerden, ortam bilesenlerinden ve gevresel kosullardan etkilenir (EI-Rhman ve ark.,
2012).

Torulen ve torularhodin, Rhodotorula glutinis ve Sporobolomyces ruberrimus gibi
birka¢ kirmizi mayada bulunan karotenoid biyopigmentlerdir. Bu mikroorganizmalar
az miktarda olmasina ragmen P karoten de iiretirler (Zoz ve ark., 2015). Ote yandan,

torularhodin, y-karotenden torulen yoluyla biyosentezienir (Sakaki ve ark., 2002).

Bir baska kirmizi maya olan Phaffia rhodozyma, bliyiik olgiide karotenoid pigment
olan astaksantini {iretir, ancak bu maya ayrica metabolik yolunda torulen iiretme

kabiliyetine de sahiptir (Zoz ve ark., 2015).

1.1.1. Bakteriyel Pigmentler

Pigmentler, bir kismi suda ¢6ziinebilen, ¢ok ¢esitli renklerde olan. endiistrilerde
yaygin olarak kullanilan bilesiklerdir. Bazi mikroorganizmalar tarafindan firetilen

pigmentin toksik olmayan dogasi, onlarn boya. gida maddesi, eczane, kozmetik ve



diger endistriyel amaglarla kullanim igin ¢evre dostu yapar. Ayrica, biyolojik kokenli
tretilen dogal pigmentler, antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser olarak
kullanilmasindan dolayr tibbi dneme sahiptir. Farkli renk cesitleriyle pigment
iiretebilen bakterilerin bazilan Agrobacterium aurantiacum, Staphylococcus aureus,
Chromobacterium violacewm, Serratia marcescens, Bacillus sp, Flavobacterium sp,
vb. sirasiyla pembe-kirmizi, altin sansi, mor, kirmizi, krem ve sar renkte pigment
iretirler. Mikrobiyal fermentasyon yoluyla dogal gida renklendiricilerinin endiistriyel
iiretimi, daha ucuz ve daha kolaydir. Ayrica suslardan iyilestirme yoluyla daha
yitksek verim elde edilebilir ve hammadde eksikligi ve mevsimsel degisikliklerden

etkilenmeme gibi ¢esitli avantajlara sahiptir.

Pigmentler birgok endiistri i¢in Onemli ozelliklere sahip bilesiklerdir. Gida
endistrisinde katki maddeleri, renk yogunlastiricilan, antioksidanlar vb. olarak
kullanilirlar (Tibor ve ark., 2006). Gida ve tekstil i¢in biyolojik ajaniardan elde
edilen renklendirici maddeler, son yillarda giderek artmistir. Doga, su anda kullanilan
sentetik boyalara ve pigmentlere alternatif olan bitkiler ve mikroorganizmalar dahil
olmak Uzere gesitli kaynaklardan birgok biyorenklendirici tiretmektedir (Mapari ve
ark., 2005). insan giivenligi ve ¢evre koruma konusundaki son farkindalik, dogal
renk kaynaklari igin heyecan vericidir. Flora ve faunadan elde edilen dogal
renklendiricilerin veya boyalarin, dogada toksik olmayan, kanserojen olmayan ve
biyolojik olarak ¢&ziinebilir olmasi nedeniyle giivenli olduguna inamimaktadir
(Cristea ve Vilarem, 2006). Diinyadaki mevcut egilim ¢evre dostu ve biyolojik olarak
pargalanabilen iiriinlerin kullammina dogru yoneldiginden, dogal renklendiricilere

olan talep her gegen giin artmaktadir.

Dogal pigmentler madenlerden, bdceklerden, bitkilerden ve mikroorganizmalardan
elde edilir. Mikroorganizmalardan iiretilen biyopigmentler, kararhiliklari nedeniyle
bitkilerden daha fazla tercih edilirler (Raisainen ve ark., 2002) ve wil boyunca
yetistirilmeye elveriglidirler (Parekh ve ark., 2000). Mikroorganizmalar arasinda
bakteriler, gesitli biyolojik tiriinler iiretmek igin muazzam bir potansiyele sahiptirler
ve bu tiir bir biyolojik iiriinlerden biri de pigmentlerdir. Bakteriyel pigmentlerin
dogal renklendiriciler olarak iiretimi ve uygulamalari gesitli aragtirmacilar tarafindan
arastinlmistir (Joshi ve ark., 2003; Ahmad ve ark., 2012). Bakteriyel pigment

tiretimi, simdilerde gesitli endiistriyel uygulamalarin potansiyelini gostermek igin



ortaya ¢ikan arastirma alanlarindan biridir (Venil ve Lakshmanaperumalsamy, 2009).
Dogal olarak elde edilen renklerdeki &nemli biiyiime, istikrarlarina ve tiketici
alglarina baglanmistir, Dahasi, dogal olarak elde edilen renklerin yilhk biiyiime
hizinin, yiizde 3-5'lik diigiik bir bilyiime hizina sahip olan sentetik renklere kiyasla
ylizde 5 ila 10 oldugu tahmin edilmektedir (Parmar ve ark., 2015). Dogal &zellikleri
ve kullamim giivenligi, ubbi 6zeliikleri, vitaminler gibi besin maddeleri, mevsim ve
cografi sartlardan bagimsiz {retim, kontrol edilebilir ve &ngdriilebilic verim
nedeniyle mikrobiyal pigmentlere ilgi artmaktadir (Nakashima ve ark., 2005). Yine
bakteriyel pigmentler atik maddeden {iretilebilir, bdylece gevre kirliligi azaltilabilir

(Joshi ve ark., 2003; Kamla ve ark., 2012) (Tablo 1.1).

Tablo 1. 1. Pigment {ireten bakteriler (Kamla ve ark., 2012)

Mikroorganizma (Bakteri) Pigment/Molekiil Renk/Gériiniim
Agrobacterium aurantiacum Astaksantin Pembe-Kirmizi
Paracoccus carotinifaciens Astaksantin Pembe-Kirmizt
Bradvrhizebium specie Kantaksantin Koyu Kirmizi
Flavobacterium specie, Paracoccus Zeaksantin Sari

seaxanthinifaciens

Achromobacter Zeaksantin Krem

Bacillus Zeaksantin Kahverengi
Brevibacterium specie Zeaksantin Turuncu-San
Corynebacterium michigannise Zeaksantin Grimsi Kremsi
Corvnebacterium insidiosum indigoidin Mavi
Rhodococeus maris Prodigiosin Mavimsi Kirmizi
Xanthophyllomyces dendrorhous Astaksantin Pembe-Kirmizt
Haloferax alexandrinus Kantaksantin Koyu Kirmizi
Staphylococcus atirens Stafiloksantin/Zeaksantin Altin Sariss
Chromobacterium violaceum Viyolasin Mor

Serratia marcescens, Serratia rubidaea Prodigiosin Kirmiz)
Psendomonas aeruginosa Pyosiyanin Mavi-Yesil
Xunthomonas orny-ae Ksantomonadin San
Junthinobacterium lividum Viyolasin Mor
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1.1.1.1. Bakteriyel Pigmentlerin Avantajlar

Bakteriler tarafindan dretilen pigmentler, dogu ilkelerinde geleneksel kullanim
alanina sahiptir ve uygulama potansiyeli nedeniyle, son yillarda yogun bir arastirma
konusu olmugtur. Bakteriyel pigmentler asagidaki avantajlara sahiptir (Hizbullahi ve
ark., 2017).

a. Genig kapsamlt faaliyetleri nedeniyle bilimde giderek daha cazip
olmaktadir.

b. Kolay biiylime ve genis sus segimine sahiptir.

c. Fermantasyon, diger kimyasal islemlerle karsilastirildiginda dogal olarak
daha hizh ve daha iiretkendir.

d. Genleri degistirmek kolaydir.

e. Stirekli biyoreaktor calismasina izin veren basit ve hizh kiiltiir teknikleri
kullanilmaktadir.

f. Yapsal karmagiklik endiistriyel ihtiyaglara uygundur.

g. Bakteriyel pigmentler, isletme maliyetini en aza indiren basit sivi-sivi
ekstraksiyon teknigi kullanilarak ekstre edilmektedir.

h. Uretim igin ucuz substratlar kullanilmaktadir.

1.1.1.2. Gida Endiistrisindeki Rolii

Gida enddistrisi, gesitli ¢ekici renklerde gida gelistirmeyi amaglamaktadir. Endiistriler
dogal renklendirme ajanlarina ydnelmektedir ¢iinkii sentetik renklendirici ajanlarin
ve katki maddelerinin toksik etkilerinin oldufu bulunmustur. Dogal gida
renklendiricilerine gida endiistrisinde talep gok fazladir. Bu talep, yiyeceklerin daha
dogial ve saghkh bir sekilde renklendirilmesini ve temiz bir etiket beyani saglamak
igin yapilan aragtirmalarla desteklenebilir (Aberoumand, 2011). Bu nedenle, gesitli
dogal gida simifi renklendirici kaynaklarnini ve potansiyellerini arastirmak ¢ok
dnemlidir. Pek ¢ok dogal renk mevcut olmasina ragmen, bakteriyel renklendiriciler,
iretim ve kolay saflagtirma slireci nedeniyle gida renklendirme maddesi olarak
onemli bir rol oynamaktadir. Mikrobiyal fermantasyon yoluyla dogal gida
renklendiricilerinin endiistriyel iiretimi, daha ucuz tretim, daha kolay ekstraksiyon,
sug iyilestirme yoluyla daha yitksek verim, hammadde eksikligi ve mevsimsel

degisikliligin olmamasi gibi cesitli avantajlara sahiptir (Kamla ve ark., 2012).



Bakteriler, dogal olarak bakteri tarafindan Uretilmeyen renklendiricileri igermese
bile, renklendiriciler igin kodlama yapan genler eklenerek genetik olarak modifiye
edilebilirler. Bu pigmentler, dogal gida renklendiricileri olarak giivenli kullanimlan
i¢in arastirilmaktadir. Ayrica bu pigmentler yalnizca insan saglifma fayda saglamakla
kalmayacak, aym zamanda sentetik renklendirici iiretirken ¢evreye salinan zararli
kimyasal maddeleri engelleyeceginden, biyolojik gesitlilikte korunacaktir (Bener ve
ark., 2010). Bilim adamlan, bakterilerden gida simifi pigmentleri ve kiiltiirlenmig
toprak bakterilerinden mavi pigmenti izole etmis ve gidalar igin mitkemmel bir
stabilite ve toksikoloji profili ile dogal bir renk sunabilmislerdir. Dogu Cin Bilim ve
Teknoloji Universitesinden arastirmacilar, mavi pigmentin yenilebilir dogal
pigmentler egilimine girdigini bildirmistir (Jensen ve ark., 2011). Bakteriyel renkler,
balhik endistrisinde, somon yetistiricilifinde pembe rengini gelistirmek igin zaten
kullanilmaktadir. Ayrica, baz: dogal gida renklendiricileri antioksidan olarak
kullanim icin ticari potansiyele sahiptir (Dufosse, 2009). Béylece, ¢evre dostu
olmasinin yam sira bakteri renklendiricileri, gida iiriinlerinde goérsel olarak gekici
renkler olusturmakta ve probiyotik yararlari sayesinde ikili ihtiyaca da hizmet
edebilirler (Venkatasubramanian, 2011). Bakteriyel pigmentler FDA tarafindan
giivenli ve onaylanmig olarak kabul edilirler. Hem gida rengi hem de besin takviyesi
olarak bakterilerden elde edilen pigmentlerin basarili bir sekilde pazarlanmasi,

tilketicilerin giivenligine ve iiriinlerin tazeligine baglhdir.

1.1.1.3. Boyama Endiistrisindeki Rolii

Tekstil endiistrisi, neredeyse tamarm sentetik olarak {iretilen yaklasik 23 milyar ABD
Dolart degerinde yaklagik 1.3 milyon ton boya, pigment ve boya dnciisii iiretir ve
kullanir. Bununla birlikte, sentetik boyalarin bazi kisitlamalart vardir, &ncelikle
retim siiregleri tehlikeli kimyasallar gerektirir, ig¢i glivenligi endiseleri yaratir,
tehlikeli atiklar olusturabilirler ve bu boyalar ¢evre dostu degildir (Chidambaram ve
ark., 2013). Tekstil uygulamalan icin renklendiricilerin (dogal boyalar) biyosentezi
giderek artan bir ilgi gérmiistiir (Mapari ve ark., 2005). Tekstil endiistrisinde boya
olarak kullanilmak iizere denizden izole elde edilen Serratia sp.'den prodigiosin adi

verilen pigmentleri degerlendirilmistir. Calismanin sonuglari. pigmentin gesitli tekstil



malzemelerine kirmizi renk vermek igin dogal boya olarak kullamlabilecegini
gostermistir (Krishnamurthy ve ark., 2002). Yikama performansi ¢aligmalarindan
sonra rengin stabil oldugu gézlenmistir. Alihosseini ve arkadaslar1 (2008), Vibrio
spp.'den elde edilen parlak kirmizi pigment prodigiosini karakterize etmis ve yiin,
naylon ve ipek gibi birgok elyafi boyamak i¢in kullanilabilecegini Snermistir. Yusof
(2008), mordant olarak demirhindi kullanan akrilik, polyester mikrofiber, polyester,
ipek ve pamuk olmak {izere bes kumas tirlinli renklendirmek igin Serratia
marcescens'ten  pigment kullanma kabiliyetini  bildirmistir. Janthinobacterium
lividum i¢in Shirata ve digerleri (2000) tarafindan benzer bir tekstil boyama
kabiliyeti rapor edilmistir ve ipek, pamuk, yiin, naylon ve vinylona uygulandiginda

iyi bir renk tonu verdigi bildirilmistir.

Ahmad ve arkadaslari (2012), Serratia marcescens'ten kirnmzi pigment prodigiosini
ve Chromobacterium violaceun'dan elde edilen mor pigment viyolasini menekse
pigmenti olarak nitelendirdiler ve boyama etkinligini farkhh kumaslarda, 6rnegin saf
pamuk, saf ipek, ipek saten ve polyesterde test ettiler. Elde edilen sonuglar
prodigiosinin akrilik boyama igin kullanilabilecegini ve saf rayon ve ipek satenlerde
viyolasin i¢in yogun renklenmelerin oldugunu gostermistir. Ahmad ve arkadaslar
(2012), batik yapiminda prodigiosin ve viyolasinin kullanilma potansivelini
gozlemlemislerdir. Kumar ve arkadaglan (2015), Vibrio sp. ve Serratia sp.’den
prodigiosin, Chromobacterium  violaceum'dan  mor  pigment,  Dermiocybe
sanguine'den antrakinon, Trichoderma sp., Alternaria sp.. Roseomonas fauriae ve
Fusarium oxysporum'dan pembe pigmentlerin, pamuk endiistrisinde pamuk, yiin,
ipek, naylon ve akrilik iceren tiim elyaflarin boyanmasi igin uygun oldugunu rapor

ettiler.

1.1.1.4. ila¢ Endiistrisindeki Rolii

Cahsmalarin gogu, bakterilerin klinik uygulamalardaki etkililiini ve potansiyelini
gosterdigini ve bunlarin pigmentinin cesitli hastahiklann tedavisinde kullanildigini ve
ayrica antibiyotik. antikanser ve immiinosupresif bilesikler gibi bazi 6zelliklere sahip
oldugunu gdsterdi. Bu alanda dnemli ilerleme kaydedilmistir ve bu bakteriler

tarafindan retilen biyoaktif bilesiklerin arastirmalan hizla artmaktadir. Dolayisiyla



bakteri kaynakl: izole edilen bilesiklerin sayis1 yapay muadili ile karsilagtinldiginda
daha hizli artmaktadir (Soliev ve ark., 2011). Antosiyaninler ¢ok gesitli biyolojik
aktivitelere katilmaktadir (Kong ve ark.,2003). Kanser riskini azaltirlar (Kim ve ark.,
2012). inflamatuar hasari azaltr (Yuodim ve ark., 2002) ve bagisiklik tepkisini
hafifletirier (Wang ve Mazza G, 2002). Serratia cinsi, prodigiosin adi verilen kirmizi
bir madde iiretebilir ki bu maddelerin antibiyotik ve antimalarial etki ve immiin
baskilayic1 aktivite gosterdii bilinmektedir (Kim ve ark., 2003). Prodigiosinin
immiinosiipresif aktivitesi ilk olarak 1989'da Nakamura ve arkadaglan tarafindan
tammmlanmigtir. Bu aragtirmacilar, Serratia'min kiiltiir sivisinda, prodigiosin ve
metasikloprodigiosin varhini ve B hiicrelerinin poliklonal proliferasyonunun T
hiicrelerinin selektif olarak inhibe edildigini gézlemlemiglerdir. Bunun yani sira
prodigiosinin sitotoksik potansiyeli, akciger, kolon, bobrek, yumurtalik, beyin
kanserleri, melanom ve l6semiden tiiretilmis insan tiimér hiicrelerinin standart 60
hiicre hattinda arastrilmigti. Bu  hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunun
inhibisyonu ile hiicre dlimiiniin indiikienmesi gozlenmistir. Prodigiosin analoglar ve
prodigiosinin sentetik tlirevi igin in vitro antikanser aktivitesi de rapor edilmistir.
Prodigiosinin anti-proliferatif ve sitotoksik etkileri sadece kiiltiirlenmis tiim&r hiicre
hatlarinda degil ayn1 zamanda B hiicreli kronik lenfositik 15semi hastalarindan insan
birincil kanser hiicrelerinde de goézlenmistir (Campas ve ark., 2003). Diabetes
mellitus tedavisi igin prodigiosin kullamimu, Kim ve arkadaslar1 (2003) tarafindan da
bildirilmistir. Burada prodigiosin, diabetes mellitusun dnlenmesi ve tedavisi igin aktif
bir bilesen olarak bulunmustur. Viyolasin, Gram-negatif — Chromobacterium
violaceum, Janthinobacterium lividum ve Pseudoalteromonas luteoviolacea gibi
cesitli bakteri tiirleri tarafindan Gretilir (Yada ve ark.,, 2007). Viyolasinin
antiprotozoan (Matz ve ark., 2004), antikanser (Ferreira ve ark., 2004; Kodach ve
ark., 2006), antiviral (Sanchez ve ark., 2006), antibakteriyel (Nakamura ve ark.,
2002) ve antioksidan (Konzen ve ark., 2006) aktiviteleri oldudu bildirilmistir. Mojib
ve arkadaglari (2010), Janthinobacterium sp.’den viyolasin ve Flavobacterium
sp.’den flexirubin pigmentlerinin, tiberkillozun Kemoterapisi igin degerli bilesikler
oldugunu ifade etmiglerdir. Bu &zellikler, terapdtik amaglar igin viyolasine uygulama

olanad saglar (Richard, 1993).
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1.1.1.5. Bakteriyel Pigmentlerin Antimikrobiyal Ozellikleri

Bakteriyel pigmentlerin, hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere kars:
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu bildiriimektedir. H. alkaliphilus MSRDI
tarafindan dretilen kirmizi pigmentin, S. awreus, S. typhi, K. pneumonia, E. coli ve
Saimonella paratvphi'ye kart giiglii antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir (Suresh ve ark., 2015).

Rashid ve arkadaslan (2014), on bes farkh bakteriden izole edilen pigmentlerin
antibakteriyel aktivitesini belirlemistir. Yaptikiar1 ¢alismada, farkli izolatlarin
pigmentlerinin dokuz farkhh Gram pozitif ve Gram negatif insan patojenik bakteri
suslarina karsi antibakteriyel etkilerini bildirmislerdir. Rashid ve arkadaslan (2014)
tarafindan bildirilen 6nceki literatiirlerden farkli bakterilerden izole edilen
pigmentlerin antibakteriyel aktivitesinin Gram-negatif patojenik suslara kargi Gram-

pozitiften daha etkili oldugunu gostermistir (Rashid ve ark. 2014).

Genellikle sarm, turuncu ve kirmuzi renkli olan Monascus pigmentlerinin zayif
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir (Kim ve ark. 2006). Chen ve
Tseng (1989) tarafindan yapilan bir baska c¢alisma, Monascus purpureus
pigmentlerinin S. aureus'a karsi antibakteriyel aktivite gosterdigini gostermigtir.
Umadevi ve Krishnaveni (2013) ayrica, Klebsiella sp., Staphylococcus sp.,
Pseudomonas sp. ve Escherichia sp. gibi farkh insan patojenik bakteri suslarina karsi
pigmentlerin pozitif antibakteriyel aktivitesini de gozlemlemislerdir. Ayrica
Streptococeus sp'e kari drneklerin negatif oldugunu tespit etmislerdir (Umadevi ve
Krishnaveni, 2013). Radjasa ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan ¢aligma, bir
bakteri susundan izole edilen pigmentin antibakteriyel potansiyelini gostermistir.
Pigmentin insan patojenik susu olan Staphylococcus aureus'a karst 6nemli derecede
aktif oldugunu gostermiglerdir. Mohana ve arkadaslari (2013), birgok bakteriyel
pigmentin, insan patojenik bakteri susu olan S. faecalis ve Staphylococcus aureus'a
kars: antibakteriyel aktivitesini ¢alismiglardir. Banerjee ve arkadaslan (2011), izole
ettikleri pigmentin, S. aureus, M. lutea, K. pneumonia, B. cereus ve B. subtilis'e Kargi
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu ileri siirmiigtiir. Ayrica izole pigmentlerin S.
cerevisiae, A. niger, P aeruginosa, S. tvphi ve E. coli'ye karg etkisiz oldugunu da

bildirmislerdir (Banerjee ve ark. 2011). Bu galismalar, bakterilerden ekstrakte edilen
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pigmentlerin, cesitli insan patojenik suslarina karsi potansiyel bakteri Oldiirlicti

aktiviteye sahip oldugunu g&stermistir.

1.1.1.6. Antioksidan Ozellikleri

Dogal kokenli pigmentlerden biri olan karotenoidler antioksidan, provitamin veya
tiim&r inhibisyon 6zellikleri nedeniyle insan diyetinde hayati bir rol oynar (Koes ve
ark., 1994; Joshi ve ark., 2003; Kim ve ark., 2003). Dogal boyalarin hayvan ve insan
saghgindaki yararlanm vurgulayan bilimsel kanitlar nedeniyle son birkag yil iginde
dogal kaynaklara yonelik bir artig olmugstur (Nakamura ve ark., 2002). Karotenoid
bakimindan zengin diyetin kutlanimi, epidemiyolojik olarak diisiik hastalik riski ile
iliskilendirilmigtir (Kodach ve ark., 2006). Bu nedenle, karotenoidler, kimyasal,
farmasotik yem ve gida endistrilerinde ticari uygulamalar icin en degerli bilesik

siniflarindan biri olarak kabul edilir (Koes ve ark., 1994).

Membranlan stres kosullarinda stabilize eden torularhodin (Ungureanu ve Ferdes
2012) dnemli antioksidan aktivite gstermektedir. Hormon ve A vitamini 8ncisii olan
bu karotenoidler, antioksidan ve yasglanma kargiti aktvite géstemektedirler. Ayni
zamanda bagisikhk sisteminin giiclendirilmesinde ve belirli kanser tiirlerinin
Onlenmesinde rol oynamaktadirlar (Matz ve ark., 2004). Torularhodin kayda deger
miktarda antioksidan aktivite gdstermektedir ve karboksilik asit ile essiz bir
karotenoiddir (Lichstein ve Van De Sand, 1946). Provitamin A benzeri aktiviteye
sahip karotenoidler karboksilik grup tarafindan farklilastinlmakta ve kozmetik ve
yiyecek igin renk katkilan olarak kullanllmaktadiclar.  Yapilan calismalar
torularhodin'in oksidatif strese karsi korudugunu ortaya koymustur (Matz ve ark.,
2004). Bu torulen ve torularhodin karotenoidlerini biyoteknolojide arastirma yapmak

i¢in dnemli bir konu haline getirmektedir.

Aragtirmacilar tarafindan belirtildigi gibi, oksijen yiiklemesi sirasinda, R. glutinis
karoten'den daha fazla torularhodin Gretmektedir. Bu nedenle, maya hiicrelerinde
torularhodin'in aktif oksijen tlirlerine karst koruma gosterdigi varsayilabilir
(Lichstein ve Van De Sand, 1946; Matz ve ark., 2004). Torulen ve torularhodin'in

gida maddelerinde bulunmadiklar igin insan sagh@ {izerindeki potansiyel etkileri
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bilinmemektedir. Buna ragmen, bu karotenoidlerin yapisal karakterizasyonu ve
bunlarm antikanser ve diger aktivitelerin dikkate alinmasi, kozmetik, gida ve
yemlerde kullamlmasini desteklemektedir. Nitekim, bu karotenoidlere sahip bazi
maya tiirleri hayvanlar tarafindan titketilmekte, ¢rnegin Rhodotorula, tavuk yemi
olarak (kas/yag orami arttinthr, g8rliniimil iyilestiric ve etin besleyici degerini
olusturur) kullaniimaktadir. Torulen, diger hidrokarbon karotenoidleri, 6rnegin
likopen veya P karotene benzer sekilde katki maddesi olarak kullanilabilmektedir.
Diger yandan, asidik bir pigment olan torularhodin, annatto ekstraktinin baglica
karotenoidleri, norbiksin ve biksin ile benzer sekilde kullanilabilmekte ve Grnegin et

{iriinlerinde bunlarin yerini alabilmektedir.

Torularhodin ve torulen, likopen ve astaksantin gibi karotenoidler antioksidan olarak
islev gorebilirler. Ugtaki karboksil grubunun varligindan dolay: sulu formiilasyonda
¢ozlniirligii artti icin dzel formiilasyonlarda torularhodin kullanilabilmektedir. Her
durumda, formiilasyon teknolojisi tiim karotenoidler igin aymdir. Ornegin; yemeklik
yaglarin oziit ¢ozeltisi, pigment yagi su emiilsiyonlan, dagilabilir tozlar (Matz ve
ark., 2004).

Farkli biyolojik ortamlarda viyolasin galisma kapasitesi ve toksikolojik verilerle
birlikte up alanindaki uygulamalar, gelecekteki potansiyel faydalarini
gostermektedir. Benzer sekilde, viyolasin tarimsal sanayinin yam sira tekstil ve
kozmetik riinlerinde de kullaniimaktadir (Duran ve ark., 2012). Monascus cinsinin
az saywdaki tiirli, Dogu Asya'da kirmizi soya fasulyesi peynirleri, kirmizt piring
saraplar ve bahk ve et iirlinleri igin dogal bir gida renklendirici olarak dogal gida
katk: maddesi olarak kullanilmaktadir (Kim ve ark., 2006). Karotenoidlerin singlet
oksijen veya serbest radikal temizleyiciler, antikanser ajanlar, immiin tepki uyaricilar
olarak ve alkolsiiz igecekler, unlu mamuiler igin pisirilmis iiriinler ve kozmetik katk:

maddeleri igin renklendirici etkinligi bilinmektedir (EI-Banna ve ark., 2012).

1.2. Viyolasin Pigmenti

Bir bisindol olarak, viyolasin (Sekil 1.1}, Collimonas (Hakvag ve ark., 2009).

Duganella (Wang ve ark.. 2009), Janthinobacterium (Pantanella ve ark., 2007; Lu ve
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ark., 2009; Jude ve ark., 2012), Microbulbifer sp. (Matz ve ark., 2008) ve
Pseudoalteromonas (Mccarthy ve ark., 1985; Yang ve ark., 2007; Zhang ve
Enomoto, 2011) dahil olmak iizere ¢esitli bakteri suslan tarafindan iiretilir. Bu
viyolasin tireticileri filogenetik olarak gesitlilik gosterir ve bu nedenle izole edilmis
olduklart yerler de farkhidir. Tablo 1.2'de gésterildigi gibi, bu bakteriler deniz
siingerlerinin yiizeyleriden (Yang ve ark., 2007) ve zeytin bahgelerinin rizosferinden
(Aranda ve ark., 2011) ve hatta buzuilardan (Lu ve ark., 2009; Kim ve ark., 2012;
Avgustin ve ark., 2013) olduk¢a fazla sayida farkli gevreden izole edilmiglerdir.
Bununla birlikte, belki de en iyi bilinen C. violaceum susunu (Duran ve Menck,

2001) iceren Chromobacterium (Moss ve ark., 1978; Hoshino ve ark., 2011) cinsidir.

Bir bisindol olan viyolasin, biyofilm iiretimiyle iligkili ikincil bir metabolittir.
Viyolasin birkag¢ bakteri tiirll tarafindan iretilir ancak en fazla ¢alisilan tir
Chromobacterium sp.'dir (Hoshino ve ark., 2011; Venil ve ark., 2015; Sasidharan ve
ark., 2015). Viyolasin, adimin kayna@ olan karakteristik bir mor renge sahiptir.
Janthinobacteivm lividum, yalmzeca viyolasin degil, deoksiviyolasin bilesigini de
iiretir. Viyolasin ile kiyaslandiinda bu oranin % 85 viyolasin % |5
deoksiviyolasin’dir {Choi ve ark., 2015). Deoksiviyolasin, viyolasinin biyosentetik
yolu tarafindan Gretilen en iyi bilinen tlirevidir. Aradaki fark, Sekil |.1'de gosterildigi

gibi deoksiviyolasinin bir hidroksil grubundan yoksun olmasidir.

OH

- . Deoxyviolacein
Violacein :

Sekil 1. 1. Viyolasin ve deoksiviyolasinin kimyasal yapisi. (Choi ve ark., 20135).

Literatiirde, Chromobacterium violaceum (Moss ve ark., 1978, Ahmad ve ark.,
2012), Collimonas sp. (Hakvag ve ark., 2009), Duganella sp. (Aranda ve ark., 2011).

D. violaceinigra (Li ve ark., 2004), Janthinobacterium lividum (Lu ve ark., 2009), /.



svalbardensis (Avgustin ve ark., 2013), Pseudoalteromonas sp. (Yada ve ark., 2008)
ve P luteoviolacea (Yang ve ark., 2007) dahil olmak tizere birgok mikroorganizma

tarafindan viyolasin  diretimi hakkinda pekg¢ok aragtirma bulunmaktadir. Baz

grnekler Tablo 1.2'de gdsterilmistir.

Tablo 1. 2. Viyolasin iireten killtiire edilmis bazi suglar (Duran ve ark., 2012)

Tar Yorumlar Referanslar

Psikotropik bakteri RT102 J lividum’a yakin Nakamura ve ark. (2002, 2603)
J lividum tiird DSM 1522 Pantanella ve ark. (2007)

J. lividum 59601 Shirata ve ark. (1998)

Deniz sediment bakterisi Tan ve ark. (2002)
pseudoalteromonas

Psychrotrophic bacterium XT1 J Iividunra yakin Lu ve ark. (2009)

C.violaceum Bacillus violaceum Tobie (1934)

Alteromonas hteviolacea Denizel bakterisi Laatsch ve Thomson (1984)
Cviolaceum CCT 3496 Amazon Nehri’nden, Riveros ve ark. (1989)

Manaus, Brezilya

C. violuceum B78 De Moos ve Happel (1959)
C. violacenm ATCC 553

Pseudoalteromonas letwiolacea A. cavemosa slingerinden Yada ve ark. (2008)

Dunagella sp. B2 Cinden Wang ve ark. (2009)

Viyolasinin, mikroorganizmanin maruz kaldig strese karst savunma mekanizmasinin
bir Griinli olduguna ya da diger bakterilere karg: bir avantaj saglamak iizere

iiretildigine inanilmaktadir (Choi ve ark., 2015).

Genellikle viyolasin dretimi, VioABCDE olarak bilinen bir grup gen tarafindan
baglamakta, mikroorganizmanin maruz kaldif1 kosullara bagh olarak iiretimi

tetiklemekte ve maddenin 6zelliklerini vermektedir (August ve ark., 2000).

Viyolasin biyosentetik yolu, maddenin triptofan metabolizmasi sonrasi ortaya
ciktigin gostermektedir. Viyolasin molekiiliiniin kendisi iki triptofan molekiilii

tarafindan olugmaktadir. Molekiillerin diizenlenme sekline ve hidroksil grubunun



variifina veya yokluguna bagh olarak, spesifik olarak deoksiviyolasin (hidroksil
grubunun yoklugu) ve oksiviyolasin (iki hidroksil grubunun varligi) olmak iizere
farkls tlirevler tiretir (Hoshino, 2011). Viyolasin iiretimi, spesifik olarak N-heksanoil
homoserin lakton tarafindan indiiklenmektedir (Blosser ve Gray, 2000). De Moss ve
Evans, (1960} viyolasin sentezi igin molekiiler oksijen ve triptofanin gerekli
oldugunu tespit etmiglerdir. Ayrica oksijenin yoklugunda triptofandan viyolasin

sentezi baslamadigini ortaya koymuslardir.

1.2.1. Viyolasinin Kesfi

italyan arastirmaci Bergonzini 1880 yilinda Modena Universitesi’'nde calismalari
esnasinda  kazayla bir kesif yapmistir. “Bozunmayr geciktirici eylem
mekanizmalari™nt ¢altsmak igin ovalbumin soliisyonlari hazirladiktan sonra kontrol
soliisyonlarini ortadan kaldirmayi unutmustur. Bu &rnekler iizerinde beklenmedik bir
durum goézlemlemistir. Bu durumu fantastik olarak tanmimlamistir. Buharlastirma
isleminden sonra ¢ok yogun mor renkli ince bir film tabakasiyla kapl soliisyon elde
etmis ve bu renklendirmeyi sergileyen Cromococcus violaceus bakierisinden
stiphelenmistir. Yapilan testler sonucunda Cromebacterium violaceum adi verilen
yeni bir bakteri tiirlinlin bu renklendirmeyi sagladifi sonucuna varilmistir
(Bergonzini, 1881). Goriinen spektrum absorbanslarina dayanarak bu organizmanin
Cromobacterium violaceum, bilesigin ise viyolasin oldugunu De mos Boisbaudran
rapor etmistir (De Moss, 1967). Zimmerman tarafindan daha sonra bu bakterinin adi

Chromobacterium violaceum olarak degistirilmistir (Zimmerman, 1881).

1.2.2. Viyolasinin Biyosentezi

C. violaceum ¢ok y6nlli mavi-mor renkli, suda ¢dziinmeyen pigment olan viyolasin
firetir. Viyolasin tretimi, bir yonde kopyalanan bes enzim kodlama geninden (vioA.
vioB, vioC, vioD ve vioE) olusan vio operonun ifadesini igermektedir. Bu enzimler,
7.3 kb uzunlugunda bir DNA parcas: tarafindan kodlanmaktadir (Duran ve ark.,

2016). C. violaceum'un QS sistemi, iki bitisik gen, cvil, bir oto indiikleyici sentaz ve
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eviR, C. violaceum'daki viyolasin ve diger fenotiplerin iiretimini diizenleyen bir
reseptér (Vasconcelos ve ark., 2003) iceren evrimsel olarak korunmus bir
transkripsiyonel regiilatdrden olugmaktadir. Cvil ve cviR genleri Vibrio fischerinin
sirastyla Liuxl ve LuxR'sine homologtur. cvil, oto-indiikleyici C6-homoserin
laktonunu (HSL'ler) ve DNA-baglayici sitoplazmik transkripsiyon faktdrii igin cviR
kodlarini sentezlemektedir. Bu bitisik genler zit DNA ipliklerinden kopyalanmakta
ve 73 bp'lik (Vasconcelos ve ark., 2003) ortak bdlgeleri ifade etmektedir.

Tablo 1. 3. Vio operonunun genleri (Kothari ve ark., 2017)

Gen  Gen sembolii Enzimatik etki Molekiiler agirhk  Uzunluk PDB
Kimligi

{Duran ve ark.,2016) (Duran ve ark.,2016)

vioA CV_RSI16140 Flavin bagimlt triptofan 2- 48 1257 5G3S
mono-oksijenaz

vioB CV_RSI6i35 heme proteini ihtiva eden 11 2997 Mevcut
bir poliketit sentaz olarak degil
kabul edilir

vioC CV_RS16130 FAD'a bafimh 48 1290 2WBO
monooksijenaz

vioD CV_RS16125 Flavin bagimh 42 1122 3C4A

monooksigenaz

vioE CV _RSI16120 Flavanonun izoflavona
dénilsiimiinden sorumlu

(=]
2

576 2ZF3

Viyolasin biyosentezi ($Sekil 1.2), iki L-triptofan molekiiliiniin enzimatik
oksidasyonunu igermektedir (Mizuno ve ark., 1961). Molekiiler seviyede Cvil
sentaz, yag asitlerinin veya S-adenosil metioninin AHL'lere déniisiimiinii katalize
etmektedir. Bu AHL, vio operonun (vio ABCDE) tek ydnli olarak ifadesini
tetiklemek icin CviR ile bir kompleks olusturmakitadir. ilk enzim drilnil olan VioA
(Flavin'e bagh triptofan 2-monooksijenaz), triptofamin indol-3-piruvik asit imine
(IPA) oksidasyonunu FAD kofaktdriiniin indirgenmesi ile katalize etmektedir (Duran
ve ark., 2016). Ayrica IPA, VioB'nin aktivitesi ile dimerizasyon islemi yoluyla kisa
dmiirli imin dimerine déniistiriimektedir. Kisa 6mirlit dimer, ya kendiliginden bir

sekilde indolokarbazol biyosentezinde yer alan kromopirrolik aside déniistiiriilmekte



ya da VioE, dimer't hizh bir sekilde, protoanil biyosentezine yol agan
protodeoksilveninik aside (PVA) degistirmektedir, Bunun VioE'nin, viyolasinin
molekiiler iskelet yapisinda 6nemli bir rol oynadig: tespit edilmistir (Hirano ve ark.,
2008). Ayrica VioD, bir PVA indol halkasinin besinci pozisyonunda (Ran ve ark.,
2015) hidroksilasyonu ve NADPH'nin NADP'ye oksidasyonunu Kkatalize ederek
proviyolasine vermektedir. Proviyolasin daha sonra VioC'nin kontrolii altinda su ve

CO: olusumu ile birlikte NADPH'nin NADP+ 'ya oksidasyonu ile viyolasin'e

doniistiiriilmektedir.
C O
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A
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Sekil 1. 2. Viyolasin'in biyosentetik yolu (Dantas ve ark., 2013)
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Farkli raporlar, farkli viyolasin biyosentezi yolunun enzimlerine farklt Gnem
vermektedir. Hirano ve arkadaslar1 VioE'nin, kisa dmiirlii dimeri (IPA) hizli bir
sekilde siirekli viyolasin biyosentezine izin veren PVA'ya doniistiirebildigi igin
anahtar enzim olarak gdsterilmis olmasina ragmen (Hirano ve ark., 2008); diger
raporlar (Antonio ve ark., 2004; Xu ve ark., 2016) VioB'yi hiz sinirlayici enzim
olarak gostermistir. Sonik uyarilmig C. violaceum tarafindan viyolasinin asir1 {iretimi
konusundaki arastirmada vioB'nin 3.92 kat daha regiile oldugu tespit edilmistir (Joshi
ve ark., 2017). Bu durumda, artan viyolasin iiretimi, glikoz metabolizmasina katilan
genlerin pentoz fosfat yolu aracih@iyla daha yiiksek ekspresyonundan kaynaklanmis
gibi gériinmektedir, bu da, viyolasin sentezi igin 6ncli olan triptofan biyosentezi igin
kullanilacak olan daha fazla eritroz-4-fosfat mevcudiyeti ile sonuglanmaktadir.
Metabolik miihendisligi igin istatistiksel bir yaklasim kullanan VioA ve VioE'nin,
viyolasin iiretimi sirasinda VioB, VioC ve VioD'den daha az énemli oldugu
gosterilmigtir (Xu ve ark., 2016). Viyolasin biyosentezi sirasinda, yan iiriinler
oksiviyolasin (ekstra hidroksil grubuna sahip) ve deoksiviyolasin (eksik hidroksil
grubu) da diretilmektedir. Simdiye kadar, bu yan iiriinler hakkinda ¢ok fazla ¢alisma
yapiimamigtir. Deoksiviyolasinin alkali/aside ve UV've direng gosterdigi ve
hepatoseliiler karsinomun proliferasyonunu inhibe edebilecegi gosterilmigtir (Jiang
ve ark., 2012). VioD vio operondan ¢ikarldiginda yiiksek deoksiviyolasin iiretimi
gozlemlenmistir (Choi ve ark., 2015). Deoksiviyolasinin emilim absorbansi 360
nm'dedir (Jiang ve ark., 2012), viyolasin &lgiimii i¢in kullanilan dalga boylan
575/580/585 nm'dir. Viyolasin ekstrakt edilirken ve olgiiliirken, deoksviyolasin gibi
iriinlerden olusabilecek olasi girisimlerin Oniine gegmek Snemlidir. Her ne kadar
quorum sensing arastirmalarinda C. vielaceuni’un yogun olarak kullanmilmasi ve
quorum sensing regille edilen marker ozelligi olarak viyolasin iiretimine azami
olgiide dikkat edilmesine ragmen, fotometrik olarak bakteriyel biiylimeyi 6lcerken,
her zaman viyolasin ile karismayi dnlemek igin yeterince dikkat gosterilmemektedir.
Renkli bir molekdil olan viyolasin, diger pigmentler gibi, bakteri kiiltiirlerinin OD'sini
Olgmek icin geleneksel olarak kullamilan dalga boylarinda nemli &lglide absorbe
etmektedir. Yapilan bir ¢alismada C. violaceum da dahil olmak iizere pigmentli
bakterilerin fotometrik miktar tayini yapilirken dlgiilen en iyi dalga boyunun 764 nm

oldugu bildirilmistir (Joshi ve ark.. 2017). Gallardo ve ark, C. violaceum pigmentinin



580 nm ve 764 nm'de karakterizasyonu igin hiperspektral goriintiileme
kullandiklarini bildirmislerdir (Gallardo ve ark., 2014).

1.2.3. Viyolasinin Antimikrobiyal ve Antioksidan Aktivitesi

Viyolasin antifungal, antiparaziter, antitiimoral, antiprotozoal, antiviral, antioksidan
ve antibakteriyel aktivite gibi biyolojik 6zelliklere sahiptir (Mendes ve ark., 2001;
Duran ve ark., 2007).

Viyolasinin antibakteriyel etkilerinin oldugu bilinmektedir (Carvalho ve ark., 2006;
Duran ve ark., 2007). Ozellikle in vitro galismalarla viyolasinin, Gram-pozitif
bakterilerin bilyiimesinde inhibe edici bir antibiyotik etkisi gssterdigi tespit
edilmistir. Gram-negatif bakterilerin bilylimesinde ise yliksek konsantrasyonlarda
viyolasinin hafif bir inhibisyon sergiledigi belirlenmistir (Duran ve ark., 2012).
Viyolasinin B. subtilis, B. megaterium, B. cereus ve S. aureus’a kars: antibakteriyel
etki gosterdigi tespit edilmistir (Duran ve ark., 1983; Nakamura ve ark., 2002, 2003;
Martins ve ark., 2011; Duran ve ark., 2012; Periz, 2016). Ayrica viyolasinin
insaniarda dis ¢liriimesine neden olan Streprococcus mutans’in bilyiimesini inhibe

ettigi bildiriimistir (Patel ve ark., 2015).

Viyolasinin, Botrytis  cinerea, Fusarium oxysporum (Lee ve ark.,2016),
Colletotrichum demativm, Fusarium solani f. spp. mori, ve Bipolaris leersiae’ye
kars1 antifungal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Shirata ve ark., 2000;
Nakamura ve ark., 2003; Cazoto ve ark., 2011; Martins ve ark., 2011). Panama'daki
amfibi tiirlerinin ve kominitelerin azalmasinina neden olan Batrachochytrium
dendrobatidis mantarina karst da viyolasinin inhibe edici etkisi oldugu bildirilmistir
(Brucker ve ark., 2008). Ayrica arastirmacilar viyolasinin meyvelerde beyaz kok
ciirkligi hastalifina ve gesitli bitki ve insan patojeni olan mantar tiirlerine karsi da
antifungal aktivite gosterdigini bildirmiglerdir (Nakata ve ark., 1979; Sasidharan ve
ark., 2015).Viyolasinin Spumella sp. ve Ochromonas sp. gibi silli protozoa tiirlerine

karst antiprotozoal, Trypanosoma cruzi ve Leishmania amazonensi’e karg



antiparaziter, Mycobacteritm tuberculosis’e karst antimikobakteriyel aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (Souza ve ark., 1999; Duran ve Menck, 2001; Lopes ve
ark., 2009 ; Mehta, 2012).

Viyolasin, yogunluk fonksiyonel teorisi yontemine dayanan antioksidan ozelliklere
sahiptir (Cao ve ark., 2007). Kisaca, belirli bir N-H viyolasin yapisinin, DPPH-
H'deki N-H'ninkinden biraz daha diisiik bir bag ayrisma enerjisine (BDE) sahip
oldugu  hesaplanmisir.  Bu  nedenle  viyolasin  DPPH  radikallerini
temizleyebilmektedir. Aym zamanda, viyolasinin antioksidan ozellikleri, DPPH,
nitrik oksit, siiperoksit radikalleri ile reaksiyona sokulmasi ve hidroksil radikal
elektron paramanyetik rezonans (EPR) sinyalinin azaltilmasiyla daha once
dogrulanmistir (Konzen ve ark., 2006). DPPH slipiirme, bilesigin in vitro antioksidan
kapasitesini analiz etmek igin hizli, uygun maliyetli ve dogru bir testtir (Koleva ve
ark., 2002; Suresh ve ark., 2008). Vishnu ve Palaniswamy (2018), yaptiklari
calismada C. vacciinii CV5'ten izole ettikleri viyolasinin antioksidan aktivitesini
ortaya c¢ikarmuglar ve DPPH'deki  1Csp degerini 297,88 pg/mL oldugunu
bulmuslardir. Bagka bir ¢aligmada ise viyolasinin antioksidan aktivitesinin askorbik

asitle kiyaslandiginda % 20 oldugu belirtilmistir (Suryawanshi ve ark., 2014).

Bakteriyel pigmentlerin sentetik pigmentlere kiyasla toksik olmayan, kansere neden
olmayan, biyolojik olarak ¢Oziiniir ve gevre dostu olmasi sebebiyle optimum iiretim
kosullarinin belirlenmesi, antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin arastirilmasi
bliytik 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada Janthinobacterium lividum GK susunun
optimum viyolasin iretim kosullarimin belirlenmesi ve viyolasinin antimikrobiyal ve

antioksidan aktivitelerinin tespiti amaglanmstir.



BOLUM 2. LITERATUR OZETi

Cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugundan dolay bilim diinyasinda biiyiik ilgi
goren viyolasinin, herpes simpleks virlisii, poliovirus, hepatit-A viriisii, adenoviriis ve
rotaviriise karsi antiviral aktivite gosterdigi bildirilmistir (May ve ark., 1991; Rettori

1996; Duran ve Menck, 2001; Duran ve ark., 2007; Masuelli ve ark., 20135).

Shirata ve arkadasian (2000), bir mantar $idiiriicii olarak da kullanilan viyolasinin,
dut agaclarinda beyaz koék ciiriikliigine neden olan Rosellinia necatrix gibi

fitopatojenik mantarlara kars: aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Sasidharan ve arkadaglar (2015), bitki ve insan patojeni olan Trichophyton rubrum,
Cryptococcus  gastricus, Aspergillus  flavus, Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum, Penicillium expansum, ve Candida albicans gibi patojenik mantar ve

maya tiirlerine kars1 etkili oldugunu tespit etmislerdir.

Anju ve arkadaslan (2015), en iyi etkinin insanda ayak mantari enfeksiyonuna neden
olan Trichophyton rubrum tzerinde goriildiigtini ve viyolasinin azol grubu ilaglarla
birlikte kombine edilip uygulandiginda 7. rubrum iizerinde oldukga etkili oldugunu

saptamislardir.

Sasidharan ve arkadaglar: (2015), viyolasinin; bavistin ve amfoterisin B gibi yaygin
antifungal maddeler ile karsilastinldiginda, daha etkili oldugunu tespit etmiglerdir.
Bununla birlikte viyolasinin, bitkiler ve amfibilerde bulunan patojenik mantarlara

kars1 biyolojik kontrol potansiyelinin oldugunu bildirilmislerdir.

Lopes ve arkadaslan (2009), klorokin duyarh ve direngli suslardan Plasmodim
Jalciparum suslarim (in vitro) mikromolar konsantrasyonlarda etkin bir sekilde
oldiirdiighi ve parazit tespit edildikten sonra (in vivo) Plasmodium chabaudi

chabaudi ile entekte olan fareleri bu parazitten korudugu belirlemigtir.



Duran ve arkadaslar1 (2007), viyolasinin, Spumella sp. ve Ochromonas sp. gibi silli
protozoa kiiltiirlerine kargi yilksek toksisite g®sterdigini bununla birlikte
Trypanosoma cruzi Uzerinde de anti-tripanosidal aktivite gdsterdigini tespit
etmislerdir. Aym1 zamanda viyolasinin Leishmania amazonensis promastigotlarina

karsi da etkili oldu@unu bildirmislerdir.

Carvalho ve arkadaslari (2006), antiviral ve antifungal etki g&steren viyolasinin

antibakteriyel aktivite de gdsterdigini bildirilmislerdir.

Duran ve arkadaslar (2012), dzellikle in vitro ¢galismalarla Gram-pozitif bakterilerin
bilyiimesinde inhibe edici bir antibiyotik etkisi gdsteren viyolasinin Gram-negatif

bakterilerin bilylimesinde ise hafif bir inhibisyon sergiledigini tespit etmislerdir.

Souza ve arkadaslan (1999), viyolasinin minimum inhibitér konsantrasyonlarda
Mycobacterium tuberculosis’a (H37Ra) karst in vitro antimikobakteriyel aktivite

sergiledigini tespit etmislerdir.

Choi ve arkadaslar1 (20135), viyolasinin, biyolojik aktivitesinin prokaryotlarla simirlt
olmadigim C. elegans gibi bakteriovorus, protozoa ve metazoa iiyelerinde de

olumsuz etkilere sahip oldugunu bildirilmislerdir.

Carvalho ve arkadaslari (2006), ile Duran ve arkadaslari (2007), viyolasinin
antikanser aktivitesinin de oldugunu saptamiglardir. Losemi, akciger kanseri, meme
kanseri, serviks kanseri, bas ve boyun kanseri ve kolon kanseri hiicre hatlarinda
viyolasinin antikanser etkileri tespit edilmistir (Melo ve ark., 2000,2003; Kocdach ve
ark., 2006; Mehta, 2012: Masuelli, 2015).

Duran ve Haun (1997), ile Melo ve arkadaslar1 (2000), yaptiklari ¢alismalarda
viyolasinin I8semi hiicreleri, lenfoma, akcifer ve kolon kanseri hiicrelerinin
killtiirlerinde ve AIDS ile ilgili lenfomalarda tedavi edici dzelliklerinin oldugunuda

belirlemiglerdir.

HT29, SW480, HCTI16, ve DLDI gibi insan kolon kanser hiicrelerinin viyolasine
karsi olduk¢a duyarli oldugu Kodach (2006) tarafindan yapilan c¢alismada
bildirilmistir.



Bromberg ve arkadaslari (2010), viyolasinin farelerde bulunan tlimdr hiicrelerinin
hacminde azalmaya neden oldugunu ve tiimérlii farelerin Gmiirlerini uzatmayi
bagardigin: belirtmislerdir. Yaptiklan ¢alismanin &nemi ise viyolasinin ilk in vivo

anti-tiimdr aktivitesi olarak tammlanmis olmasindan ileri gelmektedir.

Ferreira ve arkadaglarn (2004), viyolasinin ¢esitli kanser hiicrelerinde apoptosize
neden oldugu halde normal insan lenfositleri ve monositlerine karsi etkisiz oldugunu

tespit etmislerdir.

Vishnu ve Palaniswamy (2018), yaptiklari ¢alismada Chromobacterium vacciinii
CV5’ten izole ettikleri viyolasinin antioksidan aktivitesini ortaya ¢ikarmislar ve
DPPH’deki 1Csp degerini 297,88 pug/mL oldugunu bulmuslardir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez ¢aligmasinda 2015 yilinda Giresun ilinin Kilmbet Yaylasindaki bir kaplica
suyunun etrafinda bulunan ¢amur O6rneginden izole edilen ve 16S rDNA analizi
sonuglarina gére Janthinobacterium lividum’a benzedigi belirlenen GK susu
kullantldi.

3.1.1. Test Mikroorganizmalan

Janthinobacterium lividum GK sugundan ekstrakte edilen viyolasinin antimikrobiyal
ozelliklerini arastirmak igin Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Béliimii, Mikrobiyoloji Laboratuarindan ve Giresun Gida Kontrol Laboratuarindan
temin edilen bakteriler ve mayalar, ile Sayin Prof. Dr. Berna TUNALI (Ondokuz
Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bgliimii)'dan temin edilen bitki

patojeni funguslar kullanilsi (Tablo 3.1).

Tablo 3. 1. Antimikrobiyal ¢ahismalarda kullanilan organizmalar

Patojen Baktenler Patoyen Funguslar

Bacillus cerens ATCC 14379T (6A3") Fusaienin culimortim

Baciflus cerens 6A2 Fusarium gramineartin

S. epidermidis ATCC 12228 Fusarium subglutinans

E. coli ATCC 25922 Trichoderma sp

Citrobacter freundii ATCC 43864 Succharomyees cerevisiae ATCC 9763
Stuphylococcus aurens ATCC 25923 Candidda albicans FMCI

FEmerococcus fuecalis ATCC 29212

Klebsiella prenmoniae ATCC 13893




3.1.2. Kullamilan Besiyerler ve Kimyasallar

Niitrient Agar Besiyeri (NA})

Toz halindeki besiyerinden 20 g tartilmis, iizerine distile su ilave edilerek
¢ozdiiriildtikten sonra distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve 1,1 atmosfer basing
alinda 121° C’ de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Bu besiyeri bakteri

kiiltiirlerinin hazirlanmasi igin kullamlds.

Niitrient Broth Besiyeri (NB)

Toz halindeki besiyerinden 8 g tartilmig, iizerine distile su ilave edilerek
¢ozdiiriildiikten sonra distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi ve 1,1 atmosfer basing
altinda 121° C” de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Bu besiyeri bakteri

kiiltiirierinin hazirlanmasi icin kullanildi.

Triptik Soy Broth Besiyeri (TSB)

Toz halindeki besiyerinden 30 g tartilmig, zerine distile su ilave edilerek
¢ozdiiriildiikten sonra distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve 1,1 atmosfer basing
altinda 121° C* de 15 dakika otoklavianarak sterilize edildi. Bu besiyeri bakteri

kiiltiirlerinin hazirlanmasi igin kullanild:.

Luria Bertaini Broth Besiyeri (LB)

Toz halindeki besiyerinden 25 g tartilmig, Gzerine distile su ilave edilerek
¢ozdiirlildiikten sonra distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi ve 1,1 atmosfer basing
alunda 121° C* de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Bu besiyeri bakteri

kiiltiirlerinin hazirlanmast icin Kullanildi.



Muclier-Hinton Broth Besiyeri (MHB)

Toz halindeki besiyerinden 21 g tartilmis, iizerine distile su ilave edilerek
¢Ozdiriildiikten sonra distile su ile 1000 mI’ye tamamlandi ve 1,! atmosfer basing
altinda 121° C* de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Bu besiyeri bakteri

kiiltiirlerinin hazirlanmasi i¢in Kullanildu.

Mueller-Hinton Agar Besiyeri (MHA)

Toz halindeki besiyerinden 34 g tarttimis, {izerine distile su ilave edilerek
cOzdiriildiikten sonra distile su ile 1000 ml’ye tamamland: ve 1,1 atmosfer basing
altinda 121° C' de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Bu besiyeri

antibakterivel aktivitenin belirlenmesi ¢alismalarinda kullantldi.

Brain Heart Infusion Broth Besiyeri (BHI)

Toz halindeki besiyerinden 37 g tartilmis, (zerine distile su ilave edilerek
¢ozdirildiikten sonra distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve 1,1 atmosfer basing
altinda 121° C’ de I5 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Bu besiyeri bakteri

kiiltiirlerinin hazirlanmasi igin kullanildi.

Potato Dekstroz Agar Besiyeri ( PDA)

Toz halindeki besiyerinden 39 g tartilmig, Gzerine distile su ilave edilerek
¢ozdiirlilditkten sonra distile su ile 1000 ml'ye tamamland: ve 1,1 atmosfer basing
alinda 121° C* de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Bu besiyeri fungus

kiiltlirlerinin hazirlanmas1 ve antifungal aktivitenin belirlenmesi ¢aligmalarinda
kullaniidi.



Sabouraud %4 Dextrose Agar (SDA)

Toz halindeki besiyerinden 65 g tartilmig, iizerine distile su ilave edilerek
¢ozdiiriiliilkdten sonra distile su ile 1000 ml’ye tamamland: ve 1,1 atmosfer basing
altinda 121° C’ de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Bu besiyeri maya

kiiltiirlerinin hazirlanmast ve antifungal aktivitelerin belirlenmesi ¢alismalarinda
kullanildi.

Sodyum Dodesil Sitlfat Cézeltisi (SDS ) (% 10)

10 g sodyum dodesil siiifat 60 ml distile su ile ¢ézdiiriiliip,100 ml’ye tamamlandi. Bu

¢Ozelti iretilen viyolasinin OD’sini 6lgmek igin kullanildi.

Suya Doyurulmug Butanol

Cam sisede 1’e 1 oraminda distile su ile n-butanol karistirlldi ve iyice g¢alkalandi.

Cozelti berraklastiktan sonra lretilen viyolasinin OD’sini dlgmek igin iist fazi
kullanildi.

ABTS [2,2"-azinobis(3-etilbenzotivazolin-6-siilfonik asit)]

74 mM ABTS [2,2-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)] ve 2,6 mM
potasyum persiilfatin 10 ml distile su iginde ¢&zeltisi hazirlandi. Bu ¢ozelti
kanigtirilarak 12-16 saat karanhikta bekletildi. Sonrasinda bu karngima metanol ilave
edilerek bu ¢ozeltinin absorbanst 734 nm’de okunarak ABTS+ katyonunun
absorbans: 0,700+0,02 ayarlandi. Bu radikal, viyolasinin toplam radikal siipiirme

kapasitesini dlgmek igin kullanild:.



DPPH (2,2-difenil-1-pikrithidrazil)

Metanolde ¢dzdiiriilerek hazirlanan 0,75 mM DPPH radikali, viyolasinin antioksidan

aktivitesinin belirlenmesi galismalarinda kullanild.

3.2. Yontem

Deneylerde NA besiyerinde biiyiititlen Janthinobacterium lividum GK susundan bir
oze dolusu alinarak 250 ml’lik erlen i¢inde bulunan 50 ml NB besiyerine inokiile
edildi ve 25 °C’de 150 rpm’de yaklasik 16-18 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonras
kiiltiiriin ODggp nm’de absorbanst Slgiilerek hiicre yogunlugu belirlendi, 250 mti erlen
icinde bulunan 50 ml NB besiyerine ODgy nm’de absorbansi 0,1 olacak gekilde
inokiile edildi ve 25 °C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. Yaklasik 5-6 saat
inkiibasyon sonrast ODgoo nm’de absorbansi | olacak sekilde elde edilen kiiltiirden 4
ml NB besiyeri bulunan tiiplere ODgop nm’de absorbansi 0,05 olacak sekilde inokiile

edilerek deneyler yapild.

3.2.1. Viyolasin Miktarinin Belirlenmesi

Janthinobacterium lividum GK susundan viyolasin ekstraksiyonu Blosser ve Gray
(2000)’e gore yapildi. Bu yontemde GK susundan elde edilen kiiltiirlerden 200 pl
alindi ve lizerine %I10°luk SDS’den 200 pl birakildi. 5 sn vortekslenerek oda
sicakhifinda 5 dk bekletildi. Bu karisimin {izerine su ile doyurulmug n butanolden
900 pl ilave edildi ve 5 sn vortekslendi. 13000 rpm de 5 dk santrifiij edilerek {istteki
sivida bulunan viyolasin spektrofotometrede (ODsgs nm) &lgiildii. Viyolasin
ekstinksiyon (0,05601 ml pg' cm”) katsayisi kantitatif hesaplamalarda kullaniidi
(Mendes ve ark., 2001). Viyolasin {inite miktari (Blosser ve Gray, 2000) formil 3.1

kullanilarak hesapland: :

Unite = (0D535 nm/ODGOO nm) x 1000 (3])



3.3. Viyolasin Uretiminin Karakterizasyonu

3.3.1. Viyolasin Uretimi Uzerine Farkl Besiyerilerinin Etkileri

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasin iiretiminin en iyi oldugu besiyerini
belirlemek i¢in nutrient broth (NB), luria bertani broth (LB), triptik soy broth (TSB),
brain heart infusion broth (BHI) ve miiller hinton broth (MHB) besiyerleri kuflanildi.
Kiiltiirler 25 °C’de 72 saat inkiibe edildi. Bakteri yogunlugu ODgyp nm’de ve

viyolasin ekstraksiyonu ODsgs nm’de spektrofotometrede &l¢iildii.

3.3.2. Viyolasin Uretimi Uzerine Farkh Sicakhklarin Etkisi

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasini iiretimi iizerine sicaklifin etkisini
belirlemek igin 15, 20, 22, 25 ve 28 °C’de 72 saat inkiibasyona birakildi. Bakteri

yogunlugu ODggp nm’de ve pigment ekstraksiyonu ODsgs nm’de spektrofotometrede

olgiildi.

3.3.3. Viyolasin Uretimi Uzerine pH’nin Etkisi

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasini diretimi iizerine pH'nin etkisini
belirlemek igin besiyeri 4. 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 pH derecelerine ayarlandi. Bakteri

yogunlugu ODgge nm’de ve viyolasin ekstraksiyonu ODsgs nm’de spektrofotometrede

Olgiildii.

3.3.4. Viyolasin Uretimi Uzerine Calkalama Hizinin Etkisi

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasini tiretimi fizerine ¢alkalama hizinin
etkisini belirlemek igin statik, 50 rpm. 100 rpm. 150 rpm ve 200 rpm hizlan
kullamidi. Kiiltirler bu calkalama hizlannnda 72 saat inkiltbe edildi. Bakteri
yogunlugu ODguy nm’de ve viyolasin ekstraksiyonu ODsgs nm™de spektrofotometrede

oletldi.



3.3.5. Viyolasin Uretimi Uzerine inokiiliim Miktarmm Etkisi

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasin {retimi iizerine inokiiliim
miktarinin etkisini belirlemek igin kiiltiirden %1, 3, 5, 8, 10, 12 ve 15 olacak sekiide
besiyerine ekilmistir. Bakteri yogunlugu ODgg nm’de ve viyolasin ekstraksiyonu

ODsgs nm’de spektrofotometrede Slglilmiistiir.

3.3.6. Viyolasin Uretimi Uzerine inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasini (iretimi {izerine inkiibasyon
siiresinin etkisini belirlemek igin 10 giin inkiibasyona birakildi. Giinliik alinan
kiiitiiriin bakteri yogunlugu ODgy nm’de ve viyolasin ekstraksiyonu ODsgs nm’de

spektrofotometrede Slgiildii.

3.3.7. Viyolasin Uretimi Uzerine Farklh Karbon ve Azot Kaynaklarinin Etkisi

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasini {iretimi iizerine sukroz, glikoz,
glisero! ve dekstroz karbon kaynaklar ile maya ekstrakti, amonyum siilfat, amonyum
klorid ve pepton azot kaynaklart %l oraminda kullamildi. ODge nm bakteri
yogunlugu ve pigment ekstraksiyonu spektrofotometrede ODsgs nm  6lgiildii.
Olgiimler sonucu en fazla viyolasin iiretimi gergeklestiren karbon ve azot kaynaklari
kullanilarak viyolasin retimi gergeklestirildi. Bakteri yogunlugu ODgy nm'de ve

viyolasin ekstraksiyonu ODsgs nm’”de spektrofotometrede Slgtildi.

3.3.8. Viyolasin Uretimi Uzerine NaCl’'nin Etkisi

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasini tiretimi izerine NaCl'nin etkisini
belirlemek igin besiyeri %1, 2, 4 ve 6 oraninda NaCl ilave edildi. Bakteri yogunlugu

ODgoo nm’de ve viyolasin ekstraksiyonu ODsys nm’de spektrofotometrede dlgiiidi.
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3.4. Viyolasin Uretimi ve Ekstraksiyonu

Janthinobacterium lividum GK susundan viyolasin {iretimi ve ekstraksiyonu islemi
gergeklestirmek igin ekstraksiyon isleminde kullantlacak ¢oziicii adedince 2000 ml

erlen icinde 500 ml besiyerinde bakteri kiiltiirti hazirland.

Pigment ekstraksiyonu igin Yada ve arkadaglarinin (2008) gelistirdigi metot modifiye
edilerek kullamldi. Buna gére kiiltiir sivis1 10000 rpm*de 10 dakika santrifiij edildi.
Elde edilen pellet distile su ile yikandiktan sonra tekrar 10000 rpm’de 10 dakika
santrifiij islemine tabi tutuldu. Yikama isleminden sonra pellet pigmentin ekstrakt
edilmesi icin etanol (kiiltiir sivisinin % 10 hacmi) veya metanol (kiiltiic sivisinin %
10 hacmi) ile yeniden siispanse edildi. Elde edilen karisim sallayicida 1 saat
kangtiritldi. Daha sonra tekrar 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Siipernatantlar erlenlerde toplandi. Pellet mor renginden gri-beyaz renge doénilinceye
kadar coziicii ekleme basama@indan itibaren islemler tekrarlandi. Toplanan
stipernatantlar evaporatér ile igerisinde bir miktar ¢6ziici kalacak sekilde
buharlastirildi. Kalan ¢oziiciiniin ugmasi i¢in 40°C’de | gece bekletildi. Elde edilen
viyolasin antimikrobiyal ve antioksidan calismalarda kullanilmak iizere +4 °C’de

sakland.

3.5. Viyolasinin Antibakteriyel ve Antifungal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ekstrakte edilen viyolasin &rneklerinin antimikrobiyal dzellikleri damla difiizyon
yontemi kullanilarak incelendi. Bu ¢aligma igin Tablo 3.1°de belirtilen test bakterileri

ve funguslan kullarldi.

Antimikrobiyal aktivitelerde kullamlmak {izere elde edilen viyolasinin etanol
ekstraktindan 5 mg/ml olacak sekilde etanol ve DMSO c¢éziiclisiinde, metanol
ekstraktindan 5 mg/ml olacak sekilde metanol ve DMSQ ¢6ziiciisiinde ¢oziilerek stok

ekstraktlar hazirland:.

Antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla patojen bakteriler NB besiyerine
ekilerek gece kiiltlirii elde edildi. inkiibasyon sonunda bu bakteri kiiltiirleri ODg)

nm'de dlgiimleri yapildi. Elde edilen sonuglara gore gece kiiltiirlerden 1,5x10"
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hiicre/ml olacak sekilde MHA besiyerine yayma ekim yapildi. Sonrasinda
besiyerlerine damla diflizyon yonteminde stok ekstraktlarinda 10 pl olacak sekilde

MHA besiyerine viyolasin damla olarak birakild:.

Antifungal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla patojen maya SDB besiyerine
ekilerek gece kiiltiirli elde edildi. inkiibasyon sonunda bu maya kiilttirleri ODgg
nm’de Slglimleri yapildi. Elde edilen sonuglara gére gece kiiltiirlerden 1.5x10°
hiicre/ml olacak sekilde SDA besiyerine yayma ekim yapildi. Sonrasinda
besiyerlerine damla difiizyon y&nteminde stok ekstraktlarinda 10 pl olacak sekilde

SDA besiyerine viyolasin damla olarak birakildu.

Antifungal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla patojen funguslar PDA besiyerinde
acilan kuyucuklara ekildi. 1-3 giin inkilbasyon sonunda damla difiizyon ySnteminde
stok ekstraktlarinda 10 pl olacak sekilde PDA besiyerine viyolasin damla olarak
birakildi.

3.6. Viyolasinin Antioksidan Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.6.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siipiiriicii aktivite tayini Shimada ve
arkadaslarimin (1992) ve Kuo ve arkadaglarmin (2012) gelistirdigi metot modifiye
edilerek gergeklestirildi. Metanol, ve etanol ¢bziilerinde ¢oziinen ve farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan viyolasinden 1500 pL, metanolde hazirlanan 0,75 mM
DPPH radikalinden 375 pL &rnekle kanstinldi, Karigim kuvvetlice calkalands ve
karanhkta 30 dakika bekletildi. Daha sonra spektrofotometrede 5317 nm'de kore karsi
olgim yapildi. Kor olarak 1500 pl ¢oziicii, 375 pl metanol (DPPH ¢oziiciisii), kontrol
olarak 1500 pl ¢éziicti, 375 pl DPPH ilave edilerek hazirlandi. Yiizde inhibisyon

formiil 3.2 kullanilarak hesaplandi:
% inhibisyon = [(AK — AQ) + AK1x 100 (3.2)

AK: Kontroliin absorbansi, AO: Ornegin absorbansi
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Farklt derisimlerle digiilen absorbanslarla grafik gizildi. y= ax+b denkleminde DPPH

derigimini yariya diisiiren 8rnek miktar pg/mL cinsinden bulundu ve ICsp degerleri

hesapiandi.
3.6.2. ABTS Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Viyolasin &rneklerinin antioksidan kapasiteleri Arnao ve arkadaslanmin (2001)
gelistirdigi yonteme gore yapildi. 7,4 mM ABTS [2,2"-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-
6-stilfonik asit)] ve 2,6 mM potasyum persiilfat distile su iginde hazirlandi. Bu
¢ozelti kanstirilarak 12-16 saat karanhkta bekletildi. Sonrasinda bu karisima metanol
ilave edilerek bu ¢ozeltinin absorbansi 734 nm’de okunarak ABTS+ katyonunun
absorbansi 0,700+0,02°ye ayarlandi. Hazirlanan ABTS ¢dzeltisinden 2850 pl
ahinarak izerine metanol, etanol ve DMSO ¢oéziilerinde c¢oziinen farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan 150 pl viyolasin 6rnegi ilave edildi ve elde edilen
kanigim Karaniikta 2 saat bekletilerek absorbans: 734 nm’de olgiildii. Kér olarak 150
ul ¢oziicd, 2850 pi metanol (ABTS ¢oziiciisii), kontrol olarak 150 pl ¢éziicii, 2850 pl
ABTS ilave edilerek hazirlandi. Yiizde inhibisyon formil 3.2 kullamlarak

hesapland.

Farkls derigimlerle 6l¢illen absorbanslarla grafik ¢izilmisdi. y= ax+b denkleminde
ABTS derisimini yartya diisiiren 6rnek miktar pg/mL cinsinden bulundu ve ICs

degerleri hesapland.
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BOLUM 4. BULGULAR

Bu ¢alismada Janthinobacterium lividum GK sugunun iirettifi viyolasinin optimum
tretim gartlan karakterize edildi (Sekil 4.1). Fiziksel parametreler arasinda, sicaklik,
pH, inokulum seviyes, inkiibasyon siiresi, ¢alkalama hizi, NaCl’in, karbon ve azot
kaynaklaninin etkisi incelendi. Ayrica viyolasin ekstrakt edilerek antimikrobiyal ve

antioksidan aktiviteleri aragtinild.

Sekil 4.1, Janthinobacterium lividum GK susunun farkh sicakliklardaki petri gorintiileri

4.1. Viyolasin Uretimi Uzerine Farkli Besiyerilerinin Etkileri

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasin iretimini en iyi verimde
gergeklestirdin besiyerini belirlemek igin bes farkh besiyeri kullamild: (Sekil 4.2).
ODgop nmm’de digiilen bakteri yogunlugu sirasiyla en fazla TSB, BHI, NB, LB ve
MHB besiyerinde gergeklesti (Sekil 4.2). ODsgs nm’de élgillen viyolasin miktarinin
en fazla TSB’de sonra NB’de ve en az MHB besiyerinde gergeklestigi bulundu (Sekil
4.2). ODsgs nm olgillen viyolasin ODgw nm’de 6lgillen hiicresel kiitleye
oranlandifinda elde edilen iinite miktan: en yitksek NB besiyerinde bulundu (Sekil
4.2).
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Sekil 4. 2. Viyolasin diretimi tizerinde farkl besiyerilenn etkist.

4.2. Viyolasin Uretimi Uzerine Farkh Sicakliklanin Etkisi

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasin dretiminin 20-25°C araliginda

yitksek oldugu ve optimum iretim sicakhgin 22°C oldugu belirlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3'de gosterildigi gibi diisitk sicakliklarda daha yiiksek pigment iiretilmektedir.
25°C'nin iistiindeka sicaklilarda daha az pigment iiretilmektedir.
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Sekil 4. 3.Viyolasin dretimi iizerine farkh sicakliklann etkisi.
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4.3. Viyolasin Uretimi Uzerine pH’nin Etkisi

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasin dretiminde pH'in etkisi, pH’s1 4-
10°a ayarlanmig NB besiyerinde incelenmdi. Sekil 4.4°de goriildiifii gibi, viyolasinin

optimum {iretildigi pH degeri 6,4 olarak bulundu (Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4. Viyolasin dretimi Gizerine pH’nin etkist

38



4.4. Viyolasin Uretimi Uzerine Calkalama Hizinin Etkisi

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasin iiretimi tizerine ¢alkalama tuzinin

etkisi incelendiginde optimum iretimin statik sartlarda oldugu tespit edildi (Sekil
4.5).
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Sekil 4. 5. Viyolasin tiretimi tizerine ¢alkalama hizimn etkisi

39



4.5 Viyolasin Uretimi Uzerine Inokiilim Miktarinmn Etkisi

Janthinobacterium lividum GK sugunun viyolasin tiretimi iizerine inokiiliim miktari
incelendiginde inokiilim miktarinin ¢ok fazla etki etmedigi yapilan ¢alisma sonucu
tespit edildi (Sekil 4.6). Viyolasin iiretiminde digerlerine gore %8 inokiiliim

miktarimin biraz daha fazla etkili oldugu bulundu.
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Sekd 4. 6. Viyolasin iiretimi Gizerine inokiiliim miktaninin etkisi.
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4.6. Viyolasin Uretimi Uzerine inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasin tretimi {izerine inkiibasyon
siiresinin etkisini belirtemek igin 10 giin inkilbasyona birakildi (Sekil 4.7). Deney
sonucunda viyolasin iiretiminde 2. ve 3. giin arasinda diger ginlere gore artis daha

fazla oldugu devam eden giinlerde de iiretimin artarak devam ettifi tespit edildi.
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Sekil 4. 7. Viyolasin iiretimi Gizerine inkilbasyon stiresinin etkisi

41



4.7. Viyolasin Uretimi Uzerine Farkh Karbon ve Azot Kaynaklarmin Etkisi

Janthinobacterium lividum GK sugunun viyolasin tiretimi iizerine sukroz, glikoz,
gliserol ve dekstroz karbon kaynaklari ile maya ekstrakti, amonyum siilfat, amonyum
klorid ve pepton azot kaynaklar %1 oraninda NB besiyerine ilave edildi. Karbon
kaynaklanndan glukoz, azot kaynaklarindan pepton igeren ortamlarin kontrole gére
ekstinksiyon katsayisi hesaplamalarina gore daha yiiksek viyolasin iirettigi belirlendi
(Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).

Janthinobacterium lividum GK susu pepton ve glikoz igeren NB besiyerinde 3 giin

inkiibe edildikten sonra élgiilen viyolasin miktar1 57 pg/ml olarak tespit edildi.
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Sekat 4. 8. Karbon kaynaklarinin viyolasin Gretimine etkisi
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Sekil 4. 9. Azot kaynaklannin viyolasin tiretimine etkisi
4.8. Viyolasin Uretimi Uzerine NaCl’nin Etkisi

Janthinobacterium lividum GK sugunun viyolasini iiretimi tizerine NaCl nin etkisini

belirlemek igin NB besiyerine %1, 2, 4 ve 6 oranlarinda NaCl ilave edildi.
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%1 NaCl igeren NB besiyerinde viyolasin iiretildigi goriiliirken, %2 NaCl igeren NB
besiyerinde bakteri yogunlugunun az oldugu ve viyolasin iiretiminin gergeklesmedigi
gozlendi (Sekil 4.10). %4 ve iizeri NaCl’de bakteri biiyiimesi gorilmedi.
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Sekil 4. 10. Viyolasin dretimine NaCl'nin etkisi
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4.9. Viyolasinin Antibakteriyel ve Antifungal Aktiviteleri

Ekstrakt edilen viyolasin 6rneklerinin antimikrobiyal ézelliklen damla difiizyon
yontemi kullanilarak incelendi. S. aureus, B.cereus, S. epidermidis ve E. faecalis’e
karsi antibakteriyel aktivite tespit edildi (Sekil 4.11). Calismada kullamlan test
funguslarina karsi aktivite tespit edilemedi. Aktivite élgiimleri mm cinsinden yapild:

(Tablo 4.1).

P e s . e Ty : ks

Sekil 4.11. Viyolasinin damla difiizyon yéntemi ile antibakteriyel aktiviteleri.

Tablo 4. 1.Viyolasinin antimikrobiyal aktivitelen

- I R - I R - g = = 53 e
M HgCA SELs s=Eia
Test Mikroorganizmalan
Enmterococeus faecalis ATCC 29212 11 20 16 23
Bucillus cereus ATCC 14579T (GAST) 5 19 2 18
Bacillus cerens 6A2 5 14 5 14
Staphylococeus epidermidis ATCC 12228 15 12 12 17
Staphylococcus aureus ATCC 25923 9 17 6 16
E. colt ATCC 25922 - e 5 -
Kiebsiella pneumoniae ATCC 13893 - - - -
Citrabacter freundis ATCC 43864 - - - -
Fusatrum culmorum - 5 5 -
Fusarium graminearum - e e -
Fusarium subglutinans - - = .
Trichoderma sp. - - 5 5
Saccharomyces cerevisioe ATCC 9763 - - - -
Candida albicans FMCI - - = -
Fusairum culmorum S s - -

Aktvite dlgiimlen mm cinstnden yapilmugtir - aktivite yok.
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4,10, Viyolasinin Antioksidan Ozellikleri

ABTS radikalini siipiiriict aktivitesi iizerinde viyolasinin farkli konsantrasyonlardaki
ekstraktlarimin etkisi Sekil 4.12°de verildi. Buna gore etanol ekstraktimin etanol ve
DMSO ¢bziiciisiinde, metanol ekstraktimin metanol ve DMSO ¢éziiciisiinde sirasiyla
ICsp degerleri 541,307,315 ve 325 pg/mL olarak tespit edildi.

DPPH radikalini siipiriicii aktivitesi iizerinde viyolasinin farkli konsantrasyonlardaki
ekstraktlarinin etkisi sekil 4.13°de verildi. Buna gore etanol ekstrakt: etanol ¢oziiciisii
ve metanol ekstrakti metanol ¢oziicisiinde uygulanan konsantrasyonlarda sirasiyla
ICsp degerleri 334 ve 261 pg/mL olarak tespit edildi. DMSO ¢oziicilerinde

viyolasinin DPPH radikali siipiiriici aktivitesi goriilmedi.
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Sekil 4. 12. Viyolasinin farkli ¢zilerdeki ABTS radikalini siipiriicii aktivitesi
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Sekil 4. 13. Viyolasinin farkh ¢dzilerdeki DPPH radikalini sapiriicii aktivitesi
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda 2015 vilinda Giresun ilinin Kiimbet Yaylasindaki bir kaplica
suyunun etrafinda bulunan ¢amur Srneginden izole edilen ve 16S rDNA analizi
sonuglarina gdre Janthinobacterium lividum'a benzedigi belirlenen GK  susu
kullanilmistir. Sneath (1984) yaptifi bir calismada Janthinobacterium®un tipik olarak
toprak ve su habitatlarindan izole edilen Gram negatif bakteri oldugunu belirtmigtir.
Benzer olarak Shivaji ve arkadaglan (1991) yaptiklarn bir ¢alismada Antarktika
Denizi ve Antarktika yarimadasimin topraklarindan sekiz bakteri izolatimin
Janthinobacterium cinsinin (yeleri olarak tanimlamigtir. Aymt zamanda ¢esitli
arastirmacilar  Janthinobacterium lividum suslanint mantarlara  direng gosteren
amfibianlarin derisi gibi cesitli ortamiarda (Brucker ve ark., 2008) veya baz
semenderlerin gastrointestinal kanallarinda (Wiggins ve ark., 2011) ve saghikl insan

derisi mikrobiyotasim arastirirken de tespit edildigini bildirmislerdir.

Ahmad ve arkadaslart (2012) yaptiklan ¢alhismada NB, LB, TSB ve PGB {pepton
glukoz broth) ortamlarinin  C. violacewn’un viyolasin {retimini etkiledigini
bidirmislerdir. Yine aymi ¢alismada ODgyy nm’de hiicresel kitle miktar en fazla
LB"de sonra sirasiyla TSB, NB ve PGB’de gergeklestigini tespit etmislerdir. Bununla
birlikte, arastirmacilar viyolasin Oretiminin en fazla NB’de en az TSB'de
gerceklestigini rapor etmislerdir. Bu durumu, NB'de diger besiyerine kiyasla daha
yitksek konsantrasyonda bulunan pepton ve maya ekstrakti nedeniyle olabilecegini
actklamislardir. Peptonun, hiicresel kitle ve ham viyolasin Giretimi tizerinde etkili
oldugu bildirilmigtir (Mendes ve ark., 2001). Bu sonuglar GK susu ile elde cdilen

sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Bu galismada Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasin iiretiminin 20-23°C
arahifinda yitksek oldugu optimum sicakh@n 22°C oldugu belirlenmistir. Diigik
sicakhklarda daha yilksek viyolasin {retimi gergeklesirken 25°C'nin ustiindeki

sicaklilarda viyolasin iiretiminin azaldii bulunmustur. Benzer sekilde Baricz ve
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arkadaglar1 (2018) izole ettikleri Janthinobacterium lividum suglarini R2 broth ve NB
iceren ortamlarda farkli sicakliklarda viyolasin iiretimini test etmislerdir. -5° C’nin
altinda ve 30 °C’nin stiinde bakteriyel bilyiimenin gergeklesmedigini ve en iyi
viyolasin {iretiminin, 22 °C'de oldugunu bulmuslardir. Diger c¢alismalarda
Chremaobacterium violacewn BB-78, C.violaceum CCT 3496, Pseudoalteromonas
sp X82144 ve Duganella sp. DSM 19531 bakterilerinin sirasiyla optimum 28, 33, 25
ve 20 °C’de viyolasin iirettikleri bildirilmistir (Riverso ve ark., 1989; Mendes ve

ark., 2001; Matz ve ark., 2004; Wang ve ark., 2009).

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasin iiretiminde pH'nin etkisi, NB
besiyerinde 4-10 arasinda incelenmistir. Viyolasin {iretimi en yiiksek pH 6.4 ayarh
NB besiyeride olduggu bulunmustur. Asidik ve bazik ortamlarda viyolasin tiretiminin
azaldifn tespit edilmistir. Palakurty ve arkadaslarn (2016) yaptiklari ¢ahigmada
Chromobacterium violaceum tarafindan viyolasin iiretimi igin pH'min etkisini, NB
besiyerinde 3 ila 11 arasinda incelemistir. Viyolasin tiretiminin pH 7 ila 9 arasinda en
yilksek oldugunu tespit etmislerdir. Asidik pH'ta, yani pH 3 ila 6 arasinda verimin
diisiik oldugunu ve alkalin pH'ninda viyolasin iiretimi igin elverigsiz oldugunu
bildirmislerdir. Riveros ve arkadaslari (1989) ve DeMoss ve Evans (1959), pH 7'nin
Chromobacterium violaceum tarafindan viyolasin fiiretimi igin ideal oldugunu
belirtmiglerdir. Shivaji ve arkadaglari (1991) Antarktikadan izole ettikleri 8 J
lividum sugunun pH 4 ile 9 arasinda bliyliyebildigi ve optimum biiyiimenin pH 6.8 de
oldugunu bildirmislerdir. Gillis ve Logan (2015) yaptiklan galigmada kullandiklar
tipik veya atipik J lividum suslarinin, optimum pH 7-8 de biiyliyebildigini
bildirmislerdir. Bir baska ¢alismada ise Vishnu ve Palaniswamy (2017) tarafindan
Chromobacterium  vacinii’'nin  pH 6.5'te  maksimum viyolasin  Urettigini

belirlemislerdir.

Calkalama hizi, fermentasyon igleminde ¢ok dnemli bir faktdrdiir, ¢linkii yetistirme
ortaminda ¢dziinmiis oksijen miktarini arttiracaktr (Purwanto ve ark., 2009). Vishnu
ve Palaniswamy (2017) yaptklar ¢alismada C. vaccinii CV5'in statik kosullara
(2421 pg/L) kiyasla, calkalama (150 rpm) kosullarinda (2720 pg/L) biiyiime ve
pigmentte artis oldugunu tespit etmislerdir. Maksimum bilyiime ve pigment

ekstraksiyonunun ¢alkalama kosullarinda 150 rpm'de elde edilebilecegini ve 150
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rpm’den sonra ¢alkalama hizinin artmasiyla pigment dretiminin  azalacagin
bildirmiglerdir. Yang ve arkadaslar (2007) Pseudoalteromonas luteoviolacea'da
¢alkalama hizinin viyolasin Gretimi {izerindeki etkisini aragtirmiglar ve ¢alkalamanin
P luteoviolacea tarafindan f{iretilen viyolasin {tiretimini etkileyen bakteriyel
hiicrelerin birikmesini etkiledigi sonucuna varmiglardir. Calismalarinda, viyolasin
iiretimi 120 rpm'de en yiiksek ve calkalama hizinin artmasiyla iiretimin azaldiZint
tespit etmislerdir. Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasin iiretimi iizerine
calkalama hizinin etkisi incelendiginde en yliksek iiretimin statikte oldugu tespit
edilmistir. Artan galkalama hizi ile birlikte pigment iiretiminin azaldifi tespit
edilmistir. Wu ve arkadaslarina (2002) gore islemler arasindaki pigment iiretiminde
farkliklarim, farkii yetistirme kosullarina cevap olarak morfolojik degisiklikler
nedeniyle olabilecegini bildirmislerdir. Kiiltiir sivistmin ¢alkalama hizinin, hiicre
duvaninin yirtilmasi, filamentli mikroorganizmalarin morfolojisindeki degisiklik,
biiyiime hizinin verimliligindeki ve ayrica arzu edilen {riinlerin olusum oranindaki
farkhlikiar dahil olmak (izere mikroorganizmalar iizerinde gesitli etkilere sahip

oldufiunu agiklarmiglardir.

Wang ve arkadaslar (2009) ve Aranda ve arkadaslar (2011) inokiiliim seviyesinin,
viyolasin iiretimi iizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu bildirmisierdir. Palakurty ve
arkadagslari (2016) inokiiliim seviyesinin etkisini, konsantrasyonu %1 ila %9 arasinda
degistirerek incelemiglerdir. [nokiilim seviyesinin viyolasin iretiminde %3
konsantrasyona kadar 6nemli bir arti sagladifini tespit etmislerdir. %3'ten daha fazla
inokulum seviyelerinin eklenmesi, diger parametrelere gére sinirlamalar nedeniyle
olabilecek viyolasin liretimine fazla katkida bulunmadigini bu nedenle %3 inokulum
seviyesinin viyolasin iiretimi i¢in optimal oldugu diigiindiiklerini bildirmislerdir. Bu
calismada ise Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasin iiretimi {izerine
inokiiliim miktart inceiendiginde inokiiliim miktartnin ¢ok fazla etki etmedidi yapilan
¢alisma sonucu tespit edilmistir. Viyolasin iiretimi {izerine en fazla etkinin %3 ile %8
konsantrasyon aralifinda oldugu, %8 den fazla inokiilim miktaninin viyolasin
{iretimini biraz azalttigi bulunmustur. Benzer sekilde Vishnu ve Palaniswamy (2017)
yaptiklar: galismada %8 inokilumun, C. vaccinii’de maksimum pigment iiretimi
sagladigint  belirlemislerdir. Babitha ve arkadaglar (2007) yiiksek inokiiliim

miktarinin biyokiitleyi arttirmakta, ancak kiiltiir ortaminin kritik bilesenlerinin artan
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bakteriyel biyokiitle tarafindan inhibe edilmesinden dolayr pigment {iretimini
azafttiiim bildirmislerdir. Kashyap ve arkadaslari (2002) daha disitk inokulum
boyutu, hiicrelerin substrattan yararlanmak ve metabolitleri iiretmek igin yeterli
sayida ¢ogalmasi i¢in daha uzun zaman gerektirdigini, proliferatif biyokiitle ve
mevcut besin arasindaki dengenin metabolit sentezinin maksimum olacagl bir

optimum sonug verdigini belirtmislerdir.

Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasin iiretimi (izerine inkiibasyon
siiresinin etkisini belirlemek i¢in 10 giin inkiibasyona birakilmistir, Deney sonucunda
viyolasin iiretiminde 3. giinde Snemli bir artis gergeklestigi, devam eden giinlerde de
ortamdaki viyolasin miktarinin arttif1 tespit edilmistir, Benzer sekilde Lu ve
arkadaglari (2009), yaptiklan ¢alismada toplam kiiltlir stiresinin 9 giin oldugunda,
son hiicre konsantrasyonu, biitiin deneylerde neredeyse aymi oldugunu ve pigment
iceriginin de geri kazanilabildigini rapor etmislerdir. Vishnu ve Palaniswamy (2017)
inkiibasyon siiresinin, maksimum pigment iiretiminde Snemli bir rol oynadigini
bildirmiglerdir. Yaptiklar1 ¢aligmada viyolasin iiretiminde inkiibasyon siiresinin C.
vaccinii CV3 ile etkisi 12 saatlik bir aralikta incelemislerdir. Pigment iiretiminin en
diigitk 12 saatlik inkiibasyonda, en fazla 72 saatlik inkiibasyonda goriildiigiini ve 72
saatten sonra Gretimin azaldigimi tespit etmislerdir. Wang ve arkadaslan (2009)
¢aligma raporlarinda maksimum viyolasin iiretiminin yeni bir sus Duganella sp. B2
tarafindan 32. saatte oldugunu bildirmiglerdir. Sivarenjini (2011), Chromobacterium
sp. tarafindan inkiibasyonun iigiincii giiniinde maksimum viyolasin iiretimini rapor
etmigtir. Mendes ve arkadaslan (2001} en yliksek ham violacein Gretiminin,
Chromobacterium violaceum CCT 3496 ile 36 saat sonra ve sivt Kiiltiirlerde
rekombinant Citrobacter freundii ATCC 05411 igin 40 saat sonra elde edildigini
bildirmislerdir.

Bu ¢alismada Janthinobacterium lividum GK sugunun viyolasini {iretimi {izerine
sukroz, glikoz, gliserol ve dekstroz karbon kaynaklarinin etkisi ¢alisilmistir. En fazla
pigment iretimini saglayan karbon kaynagimin glikoz oldugu belirlenmistir.
Glikozdan sonra en fazia iiretimi gliserol ve dekstroz ilavesi saglamistir, En az
viyolasin {iretiminin sukroz igeren besiyeri ortaminda gerceklestigi belirlenmistir.
Benzer sekilde Vishnu ve Palamswamy (2017) vyaptiklan ¢alismada

Chromobacterium vaceinii izolatimin %2 glikoz igeren besiyeri ortaminda optimum
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viyolasin diretimi gerceklestirdigi tespit etmislerdir. Ayni calismada glikozdan sonra
viyolasin iiretiminin en fazla oldugu karbon kaynaklarinin dekstroz ve gliserol

oldugunu sukroz i¢eren ortamda ise Gretimin diistik oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismada Janthinobacterium lividum GK susunun viyolasin dretimi lizerine
maya ekstrakti, amonyum siilfat, amonyum klorid ve pepton azot kaynaklarinin etkisi
calisilmistir. En fazla pigment iiretiminini saglayan azot kaynaginin pepton oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde Vishnu ve Palaniswamy (2017) yaptiklar ¢alismada en
yiiksek viyolasin tretiminin sirasiyla en fazla triptofan, maya ekstrakti ve pepton
iceren ortamlarda gergeklestigini, amoyum klorid ve amonyum siilfat igeren

ortamlarda pigment iiretiminin disiik oldu@unu bildirmislerdir.

Bu c¢alismada %1 NaCl igeren besiyeri ortaminda viyolasin iiretimi kontrole gore

daha az elde edilmistir.

Bu ¢alismada Janthinobacterium lividum GK susundan elde edilen viyolasinin
antimikrobiyal aktivitesi, damla diflizyon ydntemine gdre segilen bakteri suslarina
karsi test edilmistir. Uygulanan konsantrasyonda farkh ¢oziiciilerde elde edilen
ekstrakt S. auwreus, B.cereus, S. epidermidis ve E. faecalis’e karsi antibakteriyel
aktivite gdstermistir. Cazoto ve arkadaglar (2011), sigir mastitinden izole edilen
Staphylococcus aureus’a kargt viyolasinin antibakteriyel etkinligini bildirmislerdir.
Periz (2016) yapug: bir calismada viyolasinin Bacillus cereus ve Staphvlococcus
awreus’a karsi antibakteriyel aktivite g6sterdigini bildirmisti. Nakamura ve
arkadaslan (2002) ayrica viyolasinin Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa'ya karst
antibakteriyel aktivitesini bildirmislerdir. Test edilen funguslara karsi antifungal

aktivite bulunmamstir.

Viyolasin izolasyonu ve biyokimyasal karakterizasyon ¢alismalari 1958 wilinda
baslamistir ve 1984 yilinda spektroskopik olarak analiz edilmistir. Viyolasinin
bircok &zelliginin yan1 sira antioksidan 6zelligi de gdstermektedir (Konzen ve ark.,
2006). Giiniimiizde, gesitli biyolojik uygulamalar ve farmasétik endiistrilerde dogal
bilesikler {izerinde yoZunlasmaktadir. Cogu, giiclii antioksidan aktiviteye sahiptir.
Antioksidan, oksidatif stres nedeniyle hiicreyi ve hiicre hasarini koruma kapasitesine

sahiptir. Oksidatif stres. tim&rler, malignite. amfizem, karaciger sirozu, ateroskleroz

-
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ve birgok artrit gibi hastaliklarin hepsi oksidatif hasarlarla klinik olarak iliskilidir
(Nithiya ve ark., 2011). DPPH radikali stipiirme islemi, bilesigin in vitro antioksidan
kapasitesini analiz etmek i¢in hizli, uygun maliyetli ve dogru bir testtir (Koleva ve
ark., 2002; Suresh ve ark., 2008). Bu ¢alismada viyolasinin antioksidan aktivitesi
DPPH ve ABTS metotlari kullanilarak yapilmisti. ABTS radikal siipiirme aktivite
sonuglarina gore etanol ekstraktinin etanol ve DMSO ¢6ziiciisiinde, metanol
ekstraktinin metanol ve DMSO ¢éziiciisiinde sirasiyla I1Csp deerleri 541, 307, 315 ve
325 pg/mL olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gére ABTS radikal siipiirme
aktivitesi viyolasin konsantrasyonuyla dogrudan orantili oldugunu ortaya
koymaktadir. DPPH radikal siipiirme aktivite sonuglarina gore etanol ekstraktinin
etanol ¢oziiciisii ve metanol ekstraktinin metanol ¢éziiciisiinde sirasiyla 1Csp degerleri
334 ve 261 pg/mL olarak tespit edilmistir. Vishnu ve Palaniswamy (2018) yaptiklan
bir ¢alismada Chromobacterium vaccinii’den elde ettikleri viyolasinin DPPH ICs
degerini 297,88 pg/mL olarak bulmuslardir. Bu calisma, yeni bir antioksidan
kaynad: olarak kullanilabilecek Janthinobacterium lividum GK tarafindan iiretilen
viyolasin umut verici doZal mikrobiyal renklendiricilerden biri olabilecektir. in vitro
test kosulunda pigment etkili bir sekilde serbest radikalleri temizledi. Bu nedenle,
viyolasin gida ve farmasotik uygulamalarda kullanim igin potansiyel bir kaynak

olabilir.

Sonug olarak, Janthinobacterium lividum GK susundan elde edilen viyolasinin
iiretim optimum sartlan 22 °C’de, NB besiyerinde, pH 6,4 de, statik sartlarda, %l
glikoz ve pepton varhginda, %8 inokiiliimde ve inkiibasyon siiresi ile dogru orantil
olarak arttif1 bulundu. Viyolasinden elde edilen ekstraktlarin S. aureus, B, cereus, S.
epidermidis ve E. faecalis’e karsi antibakteriyel aktivite gsterdigi tespit edildi.
Antioksidan ¢alismalarinda metanol ekstrakti  metanol ¢oziiclisiinde [C50

konsantrasyonu 261 pg/ml olarak bulundu.

Ln
]



KAYNAKLAR

Aberoumand, A. 2011. A review article on edible pigments properties and sources as
natural biocolorants in foodstuff and food industry. World J. Dairy Food Sci,
6(1):71-78.

Aguilar, C., Rodriguez, R., Martinez, C., Montanez, J., Hernandez, A. 2014.
Carotenoid production by Rhodotorula gluinis YB-252 in solid-state
fermentation. Food Bioscience, 7: 31-36.

Ahmad, A.S., Ahmad, W.Y.W,, Zakaria, Z.K., Yusof, N.Z. 2012. Applications of
bacterial pigments as colorant. The Malaysian perspective, Springer Briefs in
Molecular Science, New York, USA, 7.

Alihosseini, F., Ju, K.S., Lango. J. 2008. Antibacterial colorants: characterization of

prodiginines and their applications on textile materials. Biotechnol. Prog, 24(3):
742-747.

Anju, S., Nishanth, S.K., Krishnakumar, B., Dileen Kumar, B.S. 2015. Synergistic
combination of violacein and azoles that leads to enhanced killing of major
human pathogenic dermatophytic fungi Trichophyton rubrum. Front. Cell.
Infect. Microbiol, 5: 57.

Antonio, R.V., Creczynski-Pasa, T.B. 2004. Genetic analysis of violacein
biosynthesis by Chromobacterium violaceum. Genet. Mol. Res, 3(1): 85-91.

Aranda S., Montes-Borrego, M., Landa, B.B. 2011. Purple pigmented violacein-
producing Duganella spp. inhabit the rhizosphere of wild and cultivated olives
in Southern Spain. Microb. Ecol, 62(2): 446—459.

Arnao, M.B., Cano, A., Acosta, M. 2001. The Hydrophilic and Lipophilic
Contribution to Total Antioxidant Activity. Food Chemistry, 73: 239-244,

August, P., Grossman, T., Minor, C., Draper, M., MacNeil, I., Pemberton, J., Call,
K., Holt, D., Osburne, M. 2000. Sequence analysis and functional
characterization of the violacein biosynthetic pathway from Chromobacterium
violaceum. ). Mol. Microbiol. Biotechnol, 2(4): 513-519.

Avgustin, J.A., Bertok, D.Z., Kostanjsek, R., Avgustin, G. 2013. Isolation and
characterization of a novel violacein-like pigment producing psychrotrophic

bacterial species Janthinobacterium svalbardensis sp. nov. Antonie van
L.eeuwenhoek, 103(4) : 763-769.

Babitha, S., Soccol, C.R., Pandey. A. 2007. Solid-state fermentation for the

production of Monascus pigments from jackfruit seed. Biores. Technol, 98:
1554-1560.



Banerjee, D., Chatterjee, S., Banerjee, U., Guha, A.K., Ray, L. 2011. Green Pigment
from Bacillus cereus MI16 (MTCC 35321): production parameters and
antibacterial activity. Appl. Biochem. Biotechnol, 164(6): 767-779.

Baricz, A., Teban, A., Chiriac, C.M., Szekeres, E., Farkas, A., Nica, M., Dascalu,
A., Oprisan, C., Lavin, P., Coman, C. 2018. Investigating the potential use of an
Antarctic variant of Janthinobacterium lividum for tackling antimicrobial
resistance in a One Health approach. Scientific Reports, 8:15272, doi:
10.1038/541598-018-33691-6

Bener, M., Ozylirek, M., Giiclii, K., Apak, R. 2010. Polyphenolic contents of natural
dyes produced from industrial plants assayed by HPLC and novel
spectrophotometric methods. Ind. Crop. Prod, 32(3): 499-506.

Bergonzini, C. 1881. Um nuevo bacterio colorato, Ann. Societ{ dei Naturalisti e
Matematici di Modena, 2: 149-138.

Blosser R.S., Gray, K.M. 2000. Extraction of violacein from Chromobacterium
violaceum provides a new quantitative bioassay for N-acy! homoserine lactone
autoinducers. J. Microbiol. Methods, 40(1): 47-55.

Bridle, P., Timberlake, C.F. 1997, Anthocyanins as natural food colour selected
aspects. Food Chem, 58: 103-109.

Bromberg, N., Dreyfuss, J.L., Regatieri, C.V., Palladino, M.V., Duran, N., Nader,
H.B., Haun, M., Justo, G.Z. 2010. Growth inhibition and pro-apoptotic activity
of violacein in Ehrlich ascites tumor. Chemico-Biological interactions, 186(1):
43-52.

Brucker, R.M., Harris, R.N., Schwantes, C.R., Gallaher, T.N., Flaherty, D.C., Lam,
B.A., Minbiole, K.P. 2008. Amphibian chemical defense: antifungal metabolites

of the microsymbiont Janthinobacterium lividum on the salamander. J Chem
Ecol., 34: 1422-1429.

Campas, C., Dalmau, M., Montaner, B., Barragan, M., Bellosillo, B., Colomer,
D.. Pons, G., Pérez-Tomas, R., Gil, J. 2003. Prodigiosin induces apoptosis of B
and T cells from B—cell chronic lymphocytic leukemia. Leukemia, 17(4): 746—
750.

Cao, W., Chen, W.. Sun, S., Guo, P., Jirong, S.,Tian, C. 2007. [nvestigating the
antioxidant mechanism of violacein by density functional theory method. J.
Mol. Struct. Theochem., 817: i—4.

Carvalho, D.D., Costa, F.T.M., Duran, N., Haun, M. 2006. Cytotoxic activity of
violacein in human colon cancer celis. Toxicology in Vitro, 20(8): 1514-1521.

Cazoto, L.L., Martins, D., Ribeiro, M.G.. Duran, N., Nakazato, G. 2011.
Antibacterial activity of violacein against Stapinfococcus aureus isolated from
bovine mastitis. J. Antibiot., 64: 395-397.

Chen, M.T., Tseng, Y.Y. 1989. Efficacy of antimicrobial substances from Monascus
metabolites on preservation of meat. In: 35. International Congress of Meat
Science and Technology, Copenhagen (Denmark)

54



Chidambaram, K.V., Zainul, A.Z., Wan, A.A. 2013. Bacterial pigments and their
applications. Process Biochemistry, 48(7): 1065-1079.

Choi, S. Y., Yoon, K. H., Lee, J. L., Mitchell, R. J. 2015. Violacein: Properties and
production of a versatile bacterial pigment. BioMed research international, DOI:
http://dx.doi.org/10.1155/2015/465056

Choudhari, S.M., Laxmi, A., Singhal, R.S. 2008. Use of metabolic stimulators and
inhibitors for enhanced production of B-carotene and lycopene by Blakeslea
trispora NRRL2895 and 2896. Bioresource Technolog, 99: 3166-3173.

Cristea, D., Vilarem, G. 2006. Improving light fastness of natural dyes on cotton
yarn. Dyes and Pigments, 70(3): 238-245.

Dantas, C., Tauler, R., Ferreira, M.M.C. 2013. Exploring in vivo violacein
biosynthesis by application of multivariate curve resolution on fused UV-VIS
absorption, fluorescence, and liquid chromatography—mass spectrometry data.
Anal. Bioanal. Chem, 405(4): 1293-1302.

De Moss, R.D., Happel, M.E. 1959, Nutritional requirements of Chromobacterium
violaceum. ). Bacteriol., 77:137-141.

DeMoss, R.D. 1967. Violacein. Antibiotics, 2:77-81

DeMoss, R.D., Evans, N.R. 1960. Incorporationof Cld4—labeled substrates into
violacein. J. Bacteriol, 79: 729-733.

DeMoss, R.D., Evans, N.R. 1939, Physiological aspects of violacein biosynthesis in
non-proliferating cells. J. Bacteriol, 78(4): 583-588.

Drew, S. W., Demain, A. L. 1977. Effect of primary metabolites on secondary
metabolism. Annual Review of Microbiology, 31: 343-356.

Dufosse, L. 2009. Pigments, microbial. Schaechter, Moselio. Encyclopedia
Microbiol., doi: 10.1016/B978-012373944-5.00155-3

Duran, M., Ponezi, A.N.. Faljoni-Alario, A., Teixeira, M.F., Justo, G.Z, Durin, N.
2012. Potential applications of violacein: a microbial pigment. Medicinal
Chemistry Research, 21(7): 1524-1532.

Duran, N., Erazo, S., Campos, V. 1983. Bacterial Chemistry-lI. Antimicrobial
photoproduct from pigment of Chromobacterium violaceum. An. Acad. Bras.
Cienc, 55: 231-234.

Duran, N., Haun, M. 1997. Production process of preparation and purification of
antitumoral 3 [l, 2—dihydro-5-(5-hydroxy-1H-indol-3-yl)-2-oxo0-3Hpyrrol- 3-
ylidene]-1, 3-dihydro-2H-indol-2-one. Brazilian Patent, In press. PIBr.
9102918.

Duran, N., Justo, G.Z., Dur'an, M., Broechi, M., Cordi, L., Tasic, L., Castro, G.K.,
Nakazato, G. 2016. Advances in Chromobacterium violaceum and properties of

violacein — its main secondary metabolite: a review. Biotechnol. Adv, 34(5):
1030-1045.

Duran. N., Justo, Z.J., Ferreira, C.V., Melo, P.S., Cordi, L., Martins, D. 2007.

Violacin Properties and Biological Activities, In Press. Biotechnol. Appl.
Biochem, DOI:10.1042/BA20070115

55



Duran. N.D., Menck, C.F.M. 2001. Chromobacterium violaceum: a review of
pharmacological and industiral perspectives. Crit. Rev. Microbiol, 27(3): 201-
222,

El-Banna, A.A., El-Razek, A.M.A., El-Mahdy, A.R. 2012. Some Factors Affecting
the Production of Carotenoids by Rhodotorula glutinis var. Glutinis, Food and
Nutrition Sciences, 3:64-71.

El-Rhman,A.A., El-Banna, A.A., El-Razek, A.M.A., EI-Mahdy, A. 2012. [solation,
identification and screening of carotenoid-producing strains of Rhodotorula
glutinis. Food and Nutrition Sciences, 3(5):627-633.

Erdal, P., Okmen, G. 2013. Microbial pigments used in foods. Turkish Journal Of
Scientifc Reviews, 6(2): 56-68.

Ferreira, C.V., Bos, C.L.,Versteeg, H.H.,Justo, G.Z., Duran, N., Peppelenbosch, M.P.
2004, Molecular mechanism of violacein— mediated human leukemia cell death.
Blood, 104(5):1459— 1464,

Fuhrmann, H., Vallentin, G., Surmann, P., Kaiser, P. 2007. A small-scale method for
quantitation of carotenoids in bacteria and yeasts. J. Microbiol. Methods, 70(1):
142-149.

Gallardo, M.J., Staforelli, J.P., Meza, P., Bordeu, 1., Torres, S. 2014. Characterization
of Chremobacterium violaceum pigment through a hyperspectral imaging
system. AMB. Express, 4: 4.

Gillis, M., Logan, N.A. 2015. Janthinobacterium In Bergey’s Manual of
Systematics of Archaea and Bacteria, 1-12

Hakvag, S., Fjaervik, E., Klinkenberg, G., Borgos, S.E., Josefsen, K.D., Ellingsen,
T.E., Zotchev, S.B. 2009. Violacein-producing Collimonas sp. from the sea

surface microlayer of costal waters in Trondelag, Norway. Marine Drugs, 7(4):
576-588.

Hirano, S., Asamizu, S., Onaka, H., Shiro, Y., Nagano, S. 2008. Crystal structure of
VioE, a key player in the construction of the molecular skeleton of violacein. J.
Biol. Chem, 283(10): 6459-6466.

Hizbullahi, M.U., Nafi’u, A., Mustapha, G., Hauwa'u, M.M. 2017. Bacterial
pigments and its significance. MOJ. Bioequiv. Availab, 4(3):285-288.

Hoshino, T. 201l.Violacein and related tryptophanmetabolites produced by
Chromobacterium violaceum: biosynthetic mechanism and pathway for
construction of violacein core. Appl. Microbiol. Biotechnol, 91(6): 1463-1475.

Jensen, M.B., Lopez—de—Dicastillo, Bergamo, C.A., Payet, R.M., Liu, X., Konczak,
. 2011. Influence of copigment derived from Tasmannia pepper leaf on
Davidson’s plumanthocyanins. J. Food. Sci, 76(3):447-453.

Jiang. P.X.. Wang, H.S., Xiao, S., Fang, M.Y., Zhang. R.P., He, S.Y., Lou, K., Xing,
X.H. 2012. Pathway redesign for deoxyviolacein biosynthesis in Citrobacter

freundii and characterization of this pigment. Appl. Microbiol. Biotechnol,
94(6): 1521-1532.



Joshi, C., Patel, P., Singh, A., Sukhadiya, J., Shah, V., Kothari, V. 2017. Frequency-
dependent response of Chromobacterium violaceum to sonic stimulation, and
altered gene expression associated with enhanced violacein production at 300
Hz. bioRxiv, http:// dx.doi.org/10.1101/098186.

Joshi, V.K., Attri, D., Bala, A., Bhushan,S. 2003. Microbial pigments. Ind. Journal of
Biotechnolog, 2: 362-369.

Jude, B.A., Tanner, J.,Koko T., McLaughlin, E. C. 2012. Analysis, characterization,
and synthesis of violacein from Janthinobacterium isolate extracts. Abstracts of
Papers of the American Chemical Society, 244.

Kamla, M., Jayanti, T., Sneh, G. 2012. A review on microbial pigment. Int. J,
Microbial. Res. Technol, 1{4):361-365.

Kashyap, P., Sabu, A., Pandey, A., Szakacs, G. 2002. Extra-cellular L-glutaminase
production by Zygosaccharonmyces rouxii under solid state fermentation. Process
Biochemistry, 38: 307- 312.

Kavak, F. 2006. Making fountain pen ink from logwood (Alnus glutinosa L. gaertn)
leaves by extraction method, Gaziosmanpasa University Graduate School of
Natural and Applied Science Department of Chemistry Masters Thesis.

Kim S.J., Shin, S§.C., Hong S.G., Lee, Y.M., Lee, H., Lee, J., Choi, 1.G., Park, H.
2012. Genome sequence of Janthinobacterium sp. strain PAMC 25724, isolated
from alpine glacier cryoconite. J. Bacteriol, 194(8): 2096.

Kim, C., Jung, H., Kim, J.H., Shin, C.S. 2006. Effect of monascus pigment
derivatives on the electrophoretic mobility of bacteria, and the cell adsorption
and antibacterial activities of pigments. Colloids Surf. B, 47(2): 153-159.

Kim, H., Han, S.B., Lee, C., Lee, K., Park, S.,Kim,Y. 2003. Use of prodigiosin for
treating diabetes mellitus. US patent. 6,638,968

Kim, H.W., Kim, J.B., Cho, S.M., Chung, M.N,, Lee, Y.M., Chu S.M., Che, J.H.,
Kim, S.N., Kim, S.Y., Cho, Y.S.. Kim, J.H., Park, H.J., Lee, D.J. 2012,
Anthocyanin changes in the Korean purple—fleshed sweet potato, Shinzami, as
affected by steaming and baking. Food Chemistry, 130(4): 966-972.

Kodach, L.L., Bos, C.L., Duran, N., Peppelenbosch, M.P., Ferreira, C.V., Hardwick,
J.C. 2006. Synergistically increases S5-fluorouracil cytotoxicity, induces
apoptosis and inhibits Akt-mediated signal transduction in human colorectal
cancer cells. Carcinogenesis, 27(3); 508-516.

Koes, R.E., Quattrocchio, F., Mol, J.N. 1994, The flavonoid biosynthetic pathway in
plants: function and evolution. BioEssays, 16(2); 123-132,

Koleva, L.I., Van, Beek, T.A., Linseen, J.P.H., Groot, A., Evstatieva, L.N. 2002.
Screening of plant extracts for antioxidant activity: a comparative study on three
testing methods. Phytochem. Anal, 13: 8-17.

Kong. J.M., Chia, L.S., Koh, N.K., Chia, T.F., Brouillard, R. 2003. Analysis and
biological activities of anthocyanins. Phytochemistry, 64(5): 923-933.



Konzen, M., De, Marco, D., Cordova, C.A., Vieira, T.O,. Anténio, R.V., Creczynski-
Pasa, T.B. 2006. Antioxidant properties of violacein: possible relation on its
biological function. Bioor. Med. Chem, 14(24): 8307-8313.

Kothari, V., Sakshi, S., Divya, P. 2017. Recent research advances on
Chromobacterium violaceum. Asian Pac. J. Trop. Med, 10(8), 744-752.

Krishnamurthy, K.V., Siva, R., Senthil, T.K. 2002. Natural dye-yielding plants of
Shervaroy Hills of Eastern Ghats. In Proceedings of National Seminar on the
Conservation of the Eastern Ghats, Tirupathi, Andra Pardesh, 151-153.

Kumar, A., Vishwakarma, H.S., Singh, J., Dwivedi, S., Kumar, M. 2015. Microbial

Pigments: Production and Their Applications in Various Industries. [JPCBS,
5(1): 203-212.

Kuo, Y.H., Hsu, H.C., Chen, Y.C,, Liang, T.W., Wang, S.L. 2012. A Novel
Compound with Antioxidant Activity Produced by Serratia wreilytica TKUO13.
J. Agric. Food. Chem, 60: 9043-9047,

Laatsch, H., Thomson, R.H. 1984. Spectroscopic properties of violacein and related
compound: crystal structure of tetramethylviolacein. J. Chem. Soc. Perkin.
Trans. 11, 1331-1339

Lee, Y.R., Robert, J., Whang, M., Whang, K.S. 2016. Isolation and characterization

of antifungal violacein producing bacterium Collimonas sp. DEC-B5. Korean J.
Microbiol, 52(2): 212-219.

Li, W. )., Zhang, Y. Q., Park, D. J., Li, C. T, Xu, L. H,, Kim, C, }., Jiang, C. L. 2004.
Duganella violaceinigra sp. nov., a novel mesophilic bacterium isolated from
forest soil. Int. J. Syst. Evol. Microbiol, 54 (5): 1811-1814.

Libkind, D,, Brizzio, S., Van, Broock, M. 2004. Rhodotorula mucilaginosa, a
carotenoid producing yeast strain from a Patagonian highaltitude lake. Folia
Microbiol, 49(1): 19-25,

Lichstein, H.C., Van De Sand. V.F. 1946. The antibiotic activity of violacein,
prodigiosin, and phthiocol. J Bacteriol., 52(1): 145.

Lopes, S.C.P., Blanco, Y.C., Justa, G.Z., Nogueira, P.A., Rodrigues, F.L.S.. Goelnitz,
U., Wunderlich, G., Bracchi, M., Duran, N., Costa, F.T.M. 2009. Violacein
Extracted from Chromobacterium violacewm Inhibits Plasmodium Growth In
Vitro and In  Vivo. Antimicrob. Agents Chemother, In Press.,
DOI1: 10.1128/AAC.00693-08.

Lu, Y., L. Wang, Y., Xue.Y.,, Zhang, C., Xing, X.H., Lou, K., Zhang, Z., Li, Y..
Zhang, G.,Bi, J., Su, Z. 2009. Production of violet pigment by a newly isolated

psychrotrophic bacterium from a glacier in Xinjiang, China. Biochem. Eng. J,
43(2): 135-141.

Mapari, S.A., Nielsen, K.F., Larsen, T.O., Frisvad, J.C., Meyer, A.S.. Thrane, U.
2005. Exploring fungal biodiversity for the production of water—soluble

pigments as potential natural food colorants. Curr. Opin. in Biotechnol, 16(2):
231-238.



Marchal, L., Ungureanu, C., Chirvase, A.A., Foucault, A. 2013. Centrifugal partition
extraction, a new method for direct metabolites recovery from culture broth:
Case study of torularhodin recovery from Rhodotorula rubra. Bioresource
Technology, 132: 406—409.

Martins, D., Costa, F., Brocchi, M., Duran, N. 2011. Evaluation of the antibacterial
activity of poly-(d, I-lactide-co-glycolide) nanoparticles containing violacein. J
Nanopart Res, 13: 355-363.

Masuelli, L., Pantanella, F., La Regina, G., Benvenuto, M., Fantini, M., Mattera, R.,
Di Stefano, E., Mattei, M., Silvestr,i R., Schippa, S., Manzari, V., Modesti,
A..Bei, R. 2015. Violacein, an indole-derived purple-colored natural pigment
produced by Janthinobacterium lividum, inhibits the growth of head and neck

carcinoma cell lines both in vitro and in vivo. Tumuor Biology, In Press, 37(3):
3705-3717

Matz, C., Deines, P., Boenigk, J., Armdt, H., Eberl, L., Kjelleberg, S., Jiirgens, K.
2004. Impact of violacein—producing bacteria on survival and feeding of
bacterivorousnano flagellates. Appl. Environ. Microbiol, 70(3): 1593-1599.

Matz, C., Webb, J.S., Schupp, P.J., Phang, S.Y., Penesyan, A., Egan, S., Steinberg,
P., Kjelleberg, S. 2008. Marine biofilmbacteria evade eukaryotic predation by
targeted chemical defense. PLoS ONE, DOI : 10.1371/journal.pone.0002744.

May, G., Brummer, B., Ott, H. 1991. Treatment of prophylaxis of polio and herpes
viriis infections—comprises admin. of 3-(1,2-dihydro-5-(5-hydroxy-1H- indol-
3-yl)-2-ox0-3Hpyrrole-3-ylidene)-1,3-dihydro-2H-indol-2-one. DE 3935066
Patent

Mccarthy, S.A, R., Johnson, M., Kakimoto, D., Sakata, T. 1985. Effects of various
agents on the pigment (violacein) and antibiotic production of Alferomonas
luteoviolacea. Bull. Japan. Soc. Sci. Fish, 51(7): 1115-1121.

Mehta, T.R., 2012. Effect of Violacein Extracted from Different Chromobacterium

violaceum Strains on Growth of Cancer Cells. Tennessee State University, M.Sc
Thesis.

Melo, P.S., Justo, G.Z., De Azevedo, M.B.M., Dura’'n, N.M., 2003. Violacein and its
beta-cyclodextrin complexes induce apoptosis and differentiation in HL60 cells.
Toxicology, 186: 217-225.

Melo, P.S.,Maria, S.S., Vidal, B.C., Haun, M., Duran, N. 2000. Violacein
cytotoxicity and induction of apoptosis in V79 cells. In Vitro Cellular and
Developmenta! Biology Animal, 36(8): 539-543.

Mendes, A.S., Carvalho, J.E., Duarte, M.C.T., Dura’n, N., Bruns, R.E. 2001.
Factorial design and response surface optimization of crude violacein for
Chromobacterium violaceum production. Bacteriology Lett, 23: 1963-1969.

Mizuno, W.G., Jezeski, J.J. 1961. Starter metabolism V. The mechanism of acetoin
formation as determined with Cl4-labeled substrates 1, 2. J Dairy Sci, 44(4):
579-588.



Mohana, D.C., Thippeswamy, S., Abhishek, R.U. 2013. Antioxidant, antibacterial,
and ultraviolet-protective properties of carotenoids isolated from Micrococcus
spp. Radiation Prot Environ, 36(4):168.

Mojib, N., Philpott, R., Huang, J.P., Niederweis, M., Bej, A.K. 2010.
Antimycobacterialactivity of in vitro of pigments isolated from Antartic bacteria.
Antonie van Leeuwenhoek, 98(4): 531-540.

Maoss, M.O., Ryall, C., Logan, N.A, 1978, The classification and characterization of
chromobacteria from a lowland river. J. Gen. Microbiol, 105(1): 11-21.

Nakamura Y, Sawada T, Morita Y, Tamiya, E. 2002. Isolation of a psychrotrophic
bacterium from the organic residue of a water tank keeping rainbow trout and

antibacterial effect of violet pigment produced from the strain. Biochem. Eng. J,
12(1): 79-86.

Nakamura, A., Magae, J., Tsuji, R.F., Yamasaki, M., Nagai, K. 1989. Suppression of
cytotoxic T cell induction in vivo by prodigiosin 25-C.Transplantation, 47(6):
1013-6.

Nakamura, Y., Asada, C., Sawada, T. 2003. Production of antibacterial violet pigment
by psychrotropic bacterium RT102 strain. Biotechnol. Bioprocess Eng, 8(1): 37~
40.

Nakashima, T., Kurachi, M., Kato, Y., Yamaguchi, K. Oda, T. 2005.
Characterization of bacterium isolated from the sediment at coastal area of
omura bay in Japan and several biological activities of pigment produced by this
isolate. Microbiol. Immunol, 49(5): 407—415.

Nakata, H., Yamauchi, T., Fujisawa, H. 1979. Phenylalanine Hydroxylase From
Chromobacterium violaceum. Purification and characterization. J.Biol. Chem,
254(6): 1829-33.

Nithiya, S., Karthik, N., Jayabharathi, J. 2011. In vitro antioxidant activity of
hindered piperidone derivatives. Int. J. Pharm. Pharmsci, 3: 254-256.

Palukurty, M.A., Pyla, S.P., Silarapu, S., Somalanka, S.R. 2016. Analyzing
Alternative Nutrient Supplements and Optimization of Production Parameters
for Violacein using Central Composite Design. IJSER, 7(7): 294.

Pantanella, F., Berlutti, F., Passariello, C., Sarli, S., Morea, C., Schippa, S. 2007.
Violacein and biofilm production in Janthinobacterium lividum. J. Appl.
Microbiol, 102(4); 992-999,

Parajo, J.C., Santos, V., Vizquez, M. 1998. Optimization of carctenoid production

by Phaffia rhodozyma cells grown on xylose, Process Biochemistry, 33(2): 181-
187.

Parekh, S., Vinci, V.A., Strobe.l R.J. 2000. Improvement of microbial strains and
fermentation processes. Appl. Microbiol. Biotechnol, 54(3): 287- 301.

Parmar, M., Phutela, U.G. 2015. Biocolors: The New Generation Additives.
Int. J. Cur. Microbiol. App. Sci, 4(7): 688-694.

60



Patel, P., Ali, A.K., Nair, Nishith, N., Kothari, V. 2015. In vitro Antibacterial
Activity of Manilkara hexandra (Sapotaceane) Seed Extracts and Violacein
against Multidrug Resistant Streptococcus mutans. JNR, 15(1): 2320-3358.

Periz, C.D. 2016. Chromobacterium Violaceum Atcc 12472 Susundan Viyolasin
Ekstraksiyonu Ve Viyolasinin Antibakteriyel Ve Antikanser Ozelliklerinin

incelenmesi. Siileyman Demirel Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji
ABD, Yuksek Lisans Tezi

Purwanto, L.A., Ibrahim, D., Sudrajat, H. 2009. Effect of agitation speed on

morphological changes in Aspergillus niger hyphae during production of
tannase. WIAC, 4(1): 34-38.

Radjasa, O.K., Limantara, L., Sabdono, A. 2009. Antibacterial activity of a pigment
producing-bacterium associated with Halimeda sp. from eland-locked marine
lake kakaban. Indonesia. J. Coast. Dev, 12(2): 100-104

Raisainen, R., Nousiainen, P., Hynninen, P.H. 2002. Dermorubin and 3-
chlorodermorubin natural anthraquinone carboxylic acids as dyes for wool.
Textile Research Journal, 72(11): 973-976.

Rashid, M., Fakruddin, M., Mazumdar, R.M., Kaniz, F., Chowdhury, M. 2014, Anti-
bacterial activity of pigments isolated from pigmentforming soil bacteria.
Environmental Pollution, 53, 54

Rettori, D. 1996. Production, Extraction and Purification of Violacein; An Antibiotic
Produced by Chromobacterium violaceum.Chemistry Institute, Universidade
Estaduval de Campinas, M.Sc. Thesis.

Richard, C. 1993. Chromobacterium violaceum, opportunist pathogenic bacteria in
tropical and subtropical regions. Le Bulletin de la Société de Pathologie
Exotique , 86(3): 169-173.

Riveros, R., Huan, M., Duran, N. 1989. Effect of growth conditions on production of
violacein by Chromobacterium violacein (BB-78 strain). Braz. Journal of Med.
Biol. Resources, 22(5): 569-577.

Rymbai, H., Sharma, R.R., Srivastav. M. 2011. Biocolorants and its implications in
health and food Industry - A Review. Int. J. Pharm.Tech. Res, 3(4).

Sakaki, H., Nochide, H., Komemushi, S., Miki, W. 2002. Effect of active oxygen
species on the productivity of torularhodin by Rhodotorula glutinis No. 21. 1.
Biosci. Bioeng, 93(3): 338-340.

Sanchez, C.. Braiia, A.F., Méndez, C., Salas, J.A. 2006. Reevaluation of the violacein

biosynthetic pathway and its relationship to indolocarbazole biosynthesis. Chem.
BioChem., 7(8): 1231-1240.

Sasidharan, A.. Sasidharan, N.K., Amma, D.B.M.S., Vasu, R.K., Nataraja A.V.,,
Bhaskaran, K. 2015. Antifungal activity of violacein purified from a novel strain
of Chromobacterium sp. NUST (MTCC 5522). J Microbiol, 10: 694-701.

Shimada. K., Fujikawa, K., Yahara, K., Nakamura, T. 1992. Antioxidative properties

of xanthan on the autoxidation of soybean oil in cyclodextrin emulsion.
J. Agric. Food Chem, 40: 945-948.

61



Shirata, A., Tsukamoto, T., Kato, H., Hata, T., Yasui, T., Kojima, A. 1998, Blue
purple pigment manufacture with microorganism and applications of the
pigment. Jpn Kokai Tokkyo Koho, JP 10113169 A

Shirata, A., Tsukamoto, T., Yasui, H., Hata, T., Hasayaka, S., Kojima, A., Kato, H.
2000. Isolation of bacteria producing bluish-purple pigment and use for dyeing.
Jpn. Agric. Res. Q, 34(2): 131-140.

Shivaji, S., Ray, M.K., Seshu, K.G., Reddy, G.S.N., Saisree, L., Wynn-Williams
D.D. 1991. [dentification of Janthinobacterium lividim from the soils of the

islands of Scotia Ridge and from Antarctic Peninsula. Polar Biology, 11:267-
271.

Simova, E.D., Frengova, G.l., Beshkova, D.M. 2004. Synthesis of carotenoids by
Rhodotorula rubra GEDS8 co-cultured with yogurt starter cultures in whey
ultrafiltrate. J. Ind. Microbiol. Biotechnol, 31: 115-121.

Sivarenjini, G. 2011. Production of violacein by a newly isolated bacterium
Chromobacterium sp JC1 (dissertation) Jawaharlal Nehru Technological
University; 2011. http://hdl.handle.net/10603/4573

Sneath, P.H.A. 1984, Genus Janthinobacterium. In N.R. Krieg and J. G. Holt (ed.),
Bergey’s manual of systematic bacteriology. The Williams and Wilkins Co,
Baltimore,3: 376-377.

Soliev, A.B., Hosokawa, K., Enomoto, K. 2011. Bioactive pigments from marine
bacteria: applications and physiological roles. Evidence- Based Complementary
and Alternative Medicine, http://dx.doi.org/10.1155/2011/670349

Souza, D. A.O., Aily, D.C.G., Sato, D.N., Duran, N.A. 1999. Atividade da violaceina
in vitro sobre o Mycobacterium tuberculosis H37RA. Revista do Instituto
Adolfo Lutz, 58: 59-62.

Sozitbatmaz, B. 2005. Antimicrobial effects of carotenoids extracted from
Rhodotorula glutinis. Department of Food Engineering Institute of Natural and
Applied Science University of Cukurova, Adana, Turkey, MSc Thesis.

Suresh, P.K., Sucheta, S., Sudarshana, V.D., Selvamani, P.. Latha, S. 2008.

Antioxidant activity in some selected Indian medicinal plants. Afr. J. Biotechnol,
7. 1826~1828.

Suryawanshi, R. K., Patil, C.D., Borase, H.P., Narkhede, C.P,, Stevenson, A.,
Hallsworth, J.E.. Patil, S.V. 2014. Towards an understanding of bacterial
metabolites prodigiosin and violacein and their potential for use in commercial
sunscreens. Int. J. Cosmet. Sci, 37(1): 98-107

Tan, T.L., Montforts, F.P., Meyer, D. 2002. Microbiological method for the

biosynthesis of natural blue-violet colorants violacein and desoxyviolacein. PCT
Int. Appl. WO 2002050299 A2

Tibor, C. 2006. Liquid Chromatography of Natural pigments and synthetic dyes. J.
Chromatography Library, 71: 602.

Tobie, W.C. 1934. The pigment of Bacillus violuceus 1. The production, extraction,
and purification of violacein. J. Bacteriol, 29: 223-227,



Tokath, M., C)zgelik, F. 2008. Food colorants production from microbial sources,
Turkey 10. Food Congress, Erzurum.

Tiirkkan, E. 2007. Antibacterial effects against some pathogen food-borne bacteria of
carotenoids extracted from Rhodotorula glutinis. Department of Food
Engineering Institute of Natural and Applied Science University of Cukurova,
Adana, Turkey, MSc Thesis.

Tiirkkan, E., Erginkaya, Z. 2008. Antibacterial effects against Staphylococcus aureus
of carotenoids extracted from Rhodotorula glutinis. Turkey 10. Food Congress,
Erzurum.

Umadevi, K, Krishnaveni, M. 2013. Antibacterial activity of pigment produced from
Micrococcus luteus KF532949. Int. J. Chem. Anal. Sci, 4(3): 149-152.

Ungureanu, C., Ferdes, M. 2012, Evaluation of antioxidant and antimicrobial
activities of torularhodin. Adv. Sci. Lett, 18(1): 50-53.

Ungureanu, C., Ferdes, M., Chirvase, A.A., Mocanu, E. 20il. Method for
Torularhodin Separation and Analysis in the Yeast Rhodotorula rubra
Aerobically Cultivated in Lab Bioreactor, DOI: 10.3303/CET1124158

Ungureanu, C., Marchal, L., Chirvase, A.A., Foucault, A. 2013. Centrifugal partition
extraction, a new method for direct metabolites recovery from culture broth:

Case study of torularhodin recovery from Rhodotorula rubra. Bioresour technol,
132: 406—409.

Vasconcelos, A.T.R., De, Almeida, D.F., Hungria, M., Guimardes, C.T., Ant"onio,
R.V., Almeida, F.C.etal. 2003. The complete genome sequence of
Chromobacterium violaceum reveals remarkable and exploitable bacterial
adaptability. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100(20): 11660-11665.

Venil, C. K., Aruldass, C. A., Halim, M. H. A., Khasim, A. R., Zakaria, Z. A.,
Ahmad, W. A. 2015. Spray drying of violet pigment from Chromobacterium

violaceum UTM 5 and its application in food model systems. Int. Biodeterior.
Biodegradation, 102: 324-329.

Venil, C.K., Lakshmanaperumalsamy, P. 2009. An insightful overview on microbial
pigment: prodigiosin. Ele. J. Biol, 5(3): 49-61.

Venkatasubramanian, S., Vijaeeswarri, J., Anna, Lakshmi, J. 201 1. Effective natural

dye extraction from different plant materials using ultrasound. Ind.
Crops. and Prod, 33(1):116-122.

Vishnu, T.S., Palamiswamy, M, 2017, Impact Of Various Fermentation Conditions On
The Production Of Violacein By The Novel Isolate Chromobactertum vaccinit.
Int. J. of Pharm. Bio. Sct, 8(3): 514-522.

Vishnu. T.S.. Palaniswamy, M. 2018. Systematic Approach on Evaluating the in
vitro Antioxidant Activity of Violacein; Novel Isolate Chromobacterium
Faceinii CV35. Biomed. Pharmacol. J, 11(2): 703-709.

Wang, H.S., Jiang P.X. Lu Y., Zhiyong, R., Ruibo, J., Xin-Hui, X., Kai, L., Dong, W.
2009. Optimization of culture conditions for violacein production by a new
strain of Duganella sp. B2. Biochem. Eng. J, 44(2-3): 119- 124,

63



Wang, J., Mazza, G. 2002. Effects of anthocyanins and other phenolic compounds on
the production of tumor necrosis factor alpha in LPS/IFN gamma-activated
RAW 264.7 macrophages. J. Agric. Food Chem., 50(15): 41834189,

Wiggins, P. J., Smith, J.M., Harris, R.N., Minbiole, K.P.C. 2011. Gut of red-backed
salamanders (Plethodon cinereus) may serve as a reservoir for an antifungal
cutaneous bacterium. J. Herpetol, 45(3): 329-32.

Wissgott, U., Bortlik, K. 1996. Prospects for new natural food colorants, Trends
Food Sci. Technol, 7: 298-302.

Wu, W.T., Hsu, Y.L., Ko, Y.F,, Yao, L.L. 2002. Effect of shear stress on cultivation of

Bacillus thuringiensis for thuringiensin production. Appl. Microbiol. Biotechnol,
58: 175-177.

Xu, P., Rizzoni, E.A., Sul, S.Y., Stephanopoulos, G. 2016. Improving metabolic
pathway efficiency by statistical model based multivariate regulatory metabolic
engineering (MRME). ACS Synt. Biol, 6(1): 148-138.

Yada, S, Wang, Y., Zou, Y., Nagasaki, K., Hosokawa, K., Osaka, 1., Arakawa,
R., Enomoto, K. 2007. Isolation and characterization of two groups of novel
marine bacteria producing violacein. Mar. Biotechnol, 10(2): 128-132.

Yada, S., Wang, Y., Zou, Y., Nagasaki, K., Hosokawa, K., Osaka, I., Arakawa, R.,
Enomoto, K. 2008. Isolation and characterization of two groups of novel marine
bacteria producing violacein. Mar. Biotechnol, 10(2): 128-132.

Yadav, S.K., Prabha, R. 2014. Extraction of Pigments from Rhodotorula Species of
Dairy Environmemehnt, Indian J. Sci. Technol, 7(12): 1973-1977.

Yang, L.H., Xiong, H., Lee, 0.0., Qi, S.H., Qian, P.Y. 2007. Effect of agitation on
violacein production in Pseudoalteromonas luteoviolacea isolated from a marine
sponge. Lett. Appl. Microbiol, 44(6): 625-630.

Yuodim, K.A., McDonald, J, Kalt W, Joseph, J.A. 2002, Potential role of dietary
flavonoids in reducing microvascular endothelium vulnerability to oxidative and
inflammatory insults (small star, filled). J. Nutr. Biochem, 13(5): 282-288.

Yurkov, A.M., Vustin, M.M., Tyagiov, B.V., Maksimova, L.A., Sineokiy, S.P. 2008,
Pigmented basidiomycetous yeasts are a promising soruce of carotenoids and
ubiquinone Q10. Microbiology ,77(1): 1-6.

Yusof, N.Z. 2008, Isolation and applications of red pigment from Serratia
marcescens. Faculty of Science Universiti Teknologi Malaysia, Malaysia, MSc
Thesis.

Zhang, X., Enomoto, K. 2011. Characterization of a gene cluster and its putative
promoter region for violacein biosynthesis in Pseudoalteromonas sp. 520P1,
Appl. Microbiol. Biotechnol, 90(6): 1963-1971.

Zimmerman, B., 1881. Review of Bergonzini on Cromobacterium. Botanisches
Centralblatt, 4: 1528-1530.

64



Zoz, L., Carvalho, J.C., Soccol, V.T. Casagrande, T.C., Cardoso, L. 2015.
Torularhodin and Torulene: Bioproduction, Properties and Prospective
Applications in Food and Cosmetics - a Review, Braz. Arch. Biol. Technol,
58(2): 278-288.

65



OZGECMIS

Burak KARACA 1990 yilinda Bakirkdy’de dogdu. Ilk, orta ve lise egitimini
{stanbulda tamamladi. 2007 yilinda Sagmalcilar Lisesi’nden mezun oldu. 2008
yihinda basladig1 Giresun Universitesi Biyoloji Boltimii’nit 2012 yihinda bitirdi. 2012
yitlinda Giresun Universitesi Biyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimine
basladi. 2015 yilinda Ahlat Selguklu Anadolu Lisesine Biyoloji Ogretmeni olarak
atandi. 2017 yilindan beri Espiye $ehit Cengiz Saribag Mesleki ve Teknik Anadolu

Lisesinde ¢alismaktadir. Evli ve bir ¢ocuk babasidir.

66



	KAPAK CİLT
	DOC001

