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Karotenoidler, gii¢lii antioksidan aktiviteleri ve provitamin A onciilii olmalar1 sebebiyle yaslanma, kanser, katarakt,
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi pek cok hastalia karst koruyucu olacak sekilde tip, besin
takviyesi ve renklendirici olarak gida, UV hasarina karsi fotokoruyucu etkisiyle kozmetik sektorii ile hayvan yem
sanayiinde siklikla kullanilan ve yiiksek ticari potansiyele sahip pigment gruplari arasindadir. Yiiriitiilen yiiksek
lisans tez ¢aligsmas1 kapsaminda, Exiguobacterium cinsine ait bes bakterinin mikrobiyal gelisimlerinin optimizasyonu
ve ikincil bir metabolit olarak iirettikleri turuncu renkli karotenoid pigmentlerin genel 6zellikleri galigilmustir. APT
13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44 izolatlar1 i¢in birer endiistriyel atik olan melas ve peynir alt1 suyu tozu
(whey) iceren besiyerlerinin ideal konsantrasyonlar, ihtiya¢ duyduklar1 pH ve sicaklik kosullar1 belirlenmistir. Ideal
kosullarda gelistirilen izolatlardan ekstrakte edilen pigment igeriklerinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri
degerlendirilmistir. APT 14 ve APT 20b izolatlarina ait pigment &ziitlerinin antioksidan aktivite sergiledigi, APT 13a,
APT 34 ve APT 44 oziitlerinin ise muhtemel provitamin A 6nciilii olabilme potansiyelleri belirlenmistir. Ayrica, APT
13a, APT 14 ve APT 44 izolatlarindan elde edilen pigment igeriklerinin; ¢esitli tavuk ve insan patojeni
mikroorganizmalarin geligsimini de inhibe ettikleri saptanmstir. Sonug olarak, dogal karotenoid pigment iireticisi bu
bakterilerin mikrobiyal gelisimleri, pigment {iretimleri ile pigmentlerinin antioksidan ve antimikrobiyal &zellikleri
aydinlatilarak, bundan sonraki g¢alismalara 151k tutacak sekilde olasi kullanim alanlarmma dair ¢esitli biyolojik

etkinlikleri tespit edilmeye galisilmistir.
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OPTIMIZATION OF GROWTH AND PIGMENT PRODUCTION IN INDUSTRIALLY
IMPORTANT CAROTENOID PIGMENT PRODUCING BACTERIA FROM GENUS
EXIGUOBACTERIUM

Gaye Ekin GURSOY CALIS

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Arzu COLERI CIHAN

Due to their strong antioxidant activities and provitamin A precursors, carotenoids are widely used in medicine,

nutritional supplements and colorants in food, cosmetics industry and animal feed industry with their photoprotective

effect against UV damage, to be protective against many diseases such as aging, cancer, cataracts, cardiovascular and

neurodegenerative diseases. It is among the pigment groups that are used and have high commercial potential. Within

the scope of the master thesis study, the optimization of microbial growth of five bacteria belonging to the genus

Exiguobacterium and the general properties of the orange carotenoid pigments produced as a secondary metabolite
were studied. For APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 and APT 44 isolates, ideal concentrations, required pH and

temperature conditions of media containing molasses and whey powder, which are industrial wastes, were

determined. Antioxidant and antimicrobial activities of pigment contents extracted from isolates grown under ideal

conditions were evaluated. Pigment extracts of APT 14 and APT 20b isolates exhibited antioxidant activity, while

APT 13a, APT 34 and APT 44 extracts have potential to be provitamin A precursors. In addition, the pigment
contents obtained from APT 13a, APT 14 and APT 44 isolates; It has been determined that they inhibit the growth of

various chicken and human pathogenic microorganisms. As a result, the microbial development, pigment production,

antioxidant and antimicrobial properties of these natural carotenoid pigment producing bacteria were elucidated, and

some of their biological activities on possible usage areas were tried to be determined in a way to shed light on future

studies.

June 2021, 116 pages
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1.GIRIS

Renkler, insan duyularinin algiladigi ilk 6zelliklerin baginda gelmektedir. Diinyamiz
bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda dogal olarak bulunan ve “biocolors” olarak
adlandirilirlan ¢esitli renklerdeki pigmentler agisindan oldukg¢a zengindir (Kirti vd.,
2014). Hem okaryotik hem de prokaryotik kaynaklardan elde edilen, yapisal olarak
birbirinden farkli, sari, turuncu ve kirmizi 1000’den fazla dogal pigment molekiilii
tamimlanmistir. Dogal olarak elde edilen pigmentler, karotenoidler, flavonoidler
(antosiyaninler) ve bazi tetrapiroller (klorofiller ve fikobiliproteinler) ile temsil edilir.
Bunlardan karotenoidler, viicutta pigmentasyonu arttiran, biyolojik iletisimde rol alan,
A vitamini Onciilii olan ve gii¢lii antioksidan aktivite gosteren poli izoprenoidler olup,
kirmizidan sartya farkli renk skalasina sahip bir pigment smifidir (Sasidharan vd.,
2013).
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Sekil 1.1 Bakteriyel pigmentlerin kullanim alanlar1 (Ramesh vd. 2019)



Karotenoidler, giiglii antioksidan aktiviteleri ve provitamin A Onciilii olmalar1 sayesinde
yaslanma, kanser, katarakt, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi pek cok
hastaliga karst korunmada olduk¢a 6nemli molekiiller olarak goérev almaktadirlar.
Hiicresel sistemdeki sayisiz fonksiyonlar1 nedeniyle karotenoidler; gida katki maddesi
veya besin takviyesi olarak gida endiistrisinde, anti-tiimoral 6zellikleri, provitamin A ve
antioksidan aktiviteleri sebebiyle farmasotik ve tip alanlarinda, UV hasarma karsi
fotokoruyucu etkileri ve cilt sagligina katkilar1 sayesinde kozmetik sektoriinde yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. Bunlarin yami sira tekstil iiriinlerinin renklendirilmesi ve

hayvan yem katki maddesi olarak da uygulamali diger alanlarda kullanim potansiyelleri

bulunmaktadir (Sasidharan vd. 2013, Saini vd. 2019).

Karotenoidler; cogunlukla ¢esitli cevresel streslere cevap olarak bitkilerde, mantarlarda,
fotosentetik ve fotosentetik olmayan mikroorganizmalarda bulunurlar (Sasidharan vd.,
2013). Literatiirde yer alan calismalara bakildiginda, bu dogal karotenoidlerin ticari
tiretimleri s6z konusu oldugunda iiretimlerinin neredeyse tamaminin bitkiler ve
mikroalglerden kaynaklandigi gériilmektedir. Bitkilerden elde edilen dogal pigmentlerin
tiretiminde pahali saflastirma basamaklarinin olmasi, bol miktarda bitkiye ihtiyag
duyulmas ve bitkisel tiretimin ¢evresel faktorlere (mevsimsellik, nem ve sicaklik gibi)
bagli olmasi, mikroalglerle olan iliretimde ise maliyeti yiiksek besiyerlerine ihtiyag
olmasi ve uzun lretim sliresine gereksinim duyulmasi; bu iki dogal kaynagin
dezavantajlarim1 olusturmaktadir. Bu dogal kaynaklarin disginda bakteriyel hiicreler;
belirli kiiltir kosullar1 altinda, kisa siirede ve daha disiik tretim maliyetiyle
gelistirilebilecek genis bir renk skalasinda olan karotenoid igerikli pigmentleri
biriktirebilirler. Sahip olduklar1 bu avantajlara ragmen bakteriyel pigmentlerin heniiz
ticari boyutta endiistriyel tretim siiregleri gerceklestirilmemistir. Bakteriyel
pigmentlerin  6zellikle son yillarda endiistriyel pigment {iretimi boyutundaki
avantajlarina dair farkindalik yaratan cok sayida literatlir ¢alismasi bulunmaktadir.
Ozellikle kiiresel capta dogal karotenoid talebindeki artis da gdz Oniine alindiginda,
dogal renk maddesi ihtiyacin1 karsilamada bakteriyel pigmentler arastirmacilar ve ilgili

sanayi kollarindaki iireticiler i¢in oldukca dikkat ¢ekici bir konu haline gelmistir.



Yapilan bu tez calismasi; ¢esitli ticari kullanim alanlari bulunan karotenoid
pigmentlerinin, sentetik kaynaklar yoluyla {iretilen veya iretim asamasi ¢esitli
dezavantajlar barindiran diger dogal kaynaklarin kullanimi yerine, basta gida ve saglik
alaninda olmak tizere diger pek ¢ok sektorde kullanilabilecek, dogal, diisiik maliyetli ve
kolay {iretilebilen mikrobiyal kaynakli karotenoid pigmentlerin iiretim asamalarinin
optimize edilmesi ve hiicre yogunlugunu arttirma neticesinde pigment iretim
verimlerinin de arttirilmasi saglanabildiginden onem arz etmektedir. Tez kapsaminda
turuncu renkte karotenoid pigmenti iiretimi igin potansiyel dogal iireticiler olan bes
farkli Exiguobacterium cinsi bakteri kullanilmistir. Bu mikroorganizmalardaki
mikrobiyal gelisim parametreleri ve gesitli endiistriyel atiklarin varligindaki gelisimleri
gozlemlenmistir. Calismalar sonucunda elde edilen bulgular sonucunda, melas ve peynir
alt1 suyu tozu gibi endiistriyel atiklar iceren besiyerlerinde gelistirilen karotenoid
pigment iireticisi kaynak mikroorganizmalarin ideal gelisim parametreleri belirlenmis
ve ayrica iiretmis olduklart pigmentlerin antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri tespit
edilerek daha sonraki siireglerde ticari boyutta kullanilabilme potansiyelleri

belirlenmeye calisilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1Karotenoid Pigmentlerin  Genel Ozellikleri, Cesitleri, Fonksiyonlar1 ve
Kullanim Alanlar:

2.1.1 Karotenoid pigmentlerin genel ve kimyasal 6zellikleri

Karotenoidler, viicutta pigmentasyonu arttiran, biyolojik iletisimde rol alan, A vitamini
onciilii olan, gliglii antioksidan aktivite gosteren ve C5 izoprenoid birimlerden olusan
bir pigment sinifidir. Karotenoidlerin karakteristik renkleri, kromofor olarak gorev
yapan 8 ila 13 konjuge karbon-karbon ¢ift bagli bir omurgaya sahip olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Bu 6zellikleri sayesinde goriiniir 15181 absorbe ederek, polien zincir
icerigine bagh olarak sari, turuncu ve kirmizi skalasinda olan karakteristik renklere
sahip olurlar (Kirti vd., 2014, Saini vd., 2019).

Dogadaki parlak renklerin 6nemli bir kaynagini olusturan karotenoidler; cesitli cevresel
streslere cevap olarak bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenebilmektedirler. Giiniimiizde 722 canli tiiriinden toplam 1204 adet farkli
molekiiller yapiya sahip dogal karotenoid tlirevi izole edilerek yapilari
aydinlatilabilmistir. Karotenoidlerin dogadaki canlilar arasinda bu kadar yaygin
olmalarimin en 6nemli sebepleri arasinda onlarin siirdiiriilebilir saglik kosullarini ve
davraniglarint destekleyecek sekilde viicut pigmentasyonunu arttirma, 15181 absorbe
etme, biyoiletisim, vitamin A kaynadi olma, UV 1s18mna kars1 koruma ve potansiyel
antioksidan aktivitesi sergileme gibi ozellikleri gelmektedir. Karotenoidler, hiicreleri
fotooksidatif hasara kars1 korur ve bu nedenle ¢evre, gida, beslenme ve hastalik kontroli
ile iligkili birgok uygulamali alanda giiglii antimikrobiyal ve antioksidan ajanlar olarak
onemli roller istlenirler (Kirti vd., 2014, Rodriguez-Concepcion vd., 2018, Saini vd.,
2019).

Karotenoid pigmentlerin en belirgin kimyasal 6zellikleri, kromofor gorevi goren ve
merkezi konuma sahip konjuge karbon-karbon ¢ift bag sistemidir. Birden fazla
fonksiyon i¢in elzem olan bu durum karotenoidlere karakteristik renklerini saglamanin

yani sira onlar1 izomerizasyon ve oksidasyona yatkin hale getirir. Konjuge ¢ift bag



sistemi karotenoid molekiillerin sert, ¢ubuk benzeri iskeletini olusturur ve karotenoid
molekiillerin yiiksek indirgenme potansiyelini saglar ki, bu da onlarnn giigli
antioksidanlar yapar. Antioksidan aktivite gosteren karotenoidler antioksidan enzimleri
olarak bilinen ve toksisiteyi azaltan glutatyon transferaz (GST), katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimlerin seviyelerini
ve aktivitelerini arttirir (Kirti vd., 2014, Rodriguez-Amaya vd.,2018, Elvira-Torales vd.,
2019).

Cogunlukla mavi ve mor 15181 absorbe eden yani 400-500 nm’de absorbsiyon veren
karotenoidler oksijene, 1stya ve 1siga duyarli, lipitte ¢oziiniir molekiil siniflaridir.
Karotenoidler bitkilerde biiyiime, gelisme ve stres tepkilerinin ana diizenleyicileri olan
ABA ve strigolaktonlar gibi fitohormonlarin onciilleri olarak gbrev yapmaktir. Ayni
zamanda fazla enerjiyi 1s1 olarak dagitarak, serbest radikalleri temizleyerek ve
membranlar1 lipit peroksidasyonundan koruyarak giiclii 1s18a bagli zararli etkileri
azaltirlar. Karotenoidler, sudaki ¢oziintirliigii neredeyse hi¢ olmayan ve bu ¢ozintrligi
genellikle sicaklik yiikselse de artmayan, son derece hidrofobik molekiillerdir. Hiicre
membraninda karotenoidler genellikle karmagik ¢ift tabakali membran yapisinda zara
bagli olarak bulunur. Karotenoidin membran igerisindeki konumu biiyiik Olgiide
molekiiler yapisina baghdir. Hidrofobisiteleri sebebiyle mevcudiyetlerinin hiicrenin
¢ekirdek zarinda, hidrofobik alanlarla sinirli kalmalart beklenirken, proteinlerle iliskili
olduklarinda sulu bir ortamla iliski i¢erisinde bulunabilirler. Karotenoidlerin polaritesi,
icerdikleri polar fonksiyonel gruplar tarafindan degistirilir ve bdylece karotenoidlerin
diger molekiiller ile etkilesimi de bu durumdan etkilenir (Wisniewska vd., 1998,
Higuera-Ciapara vd., 2004, Kirti vd., 2014, Rodriguez-Concepcion vd., 2018).

2.1.2 Karotenoid pigmentlerin simiflandirilmasi

Kimyasal yapilarina bagli olarak karotenoidler iki ana gruba ayrilabilir: (1) sadece
hidrokarbon igeriyorsa; karotenler (likopen, a-karoten ve B-karoten gibi) ve (2)
hidrokarbonun yani sira oksijen igeriyorsa: ksantofiller olarak isimlendirilirler.
Ksantofillerdeki oksijen bagli gruplar, hidroksil (lutein, zeaksantin), epoksit

(violaksantin, neoksantin), karbonil (kantaksantin, kapsantin), karboksil, asetat, lakton



veya siilfat gruplaridir. Hidrokarbon omurgalarinin u¢ kisimlarinda halka igerip
icermediklerine gore de siklik (B-karoten) veya asiklik (likopen) olarak ayrilirlar. Siklik
olan tiirevlerde hidrokarbon zinciri ucunda tek veya iki adet degismemis [-iyonon
halkasi igerenler provitamin A énciilii karotenoidler (o-karoten ve B-karoten), B-iyonon
halkas1 igermeyenler de provitamin A énciilii olmayanlar (likopen, astaksantin, lutein)
seklinde adlandirilirlar. Provitamin A Onciilii karotenoidlerin degismemis p-iyonon
halka yapilari retinale dontstiiriilebilirken, provitamin A Onciilii olmayan karotenoidler
de ¢ogunlukla daha aktif olduklarindan giiglii antioksidan aktiviteye sahiptirler (Saini
vd., 2019).

Fonksiyonlarina bagli olarak karotenoidler yine iki ana gruba ayrilabilir: (1) primer
karotenodiler (violaksantin, zeaksantin, neoksantin, B-karoten) ve (2) sekonder
karotenodiler (astaksantin, kantaksantin) olarak isimlendirilirler. Primer (esansiyel)
karotenoidler fotosentez olayindaki yapisal ve fonksiyonel bilesenlerle iliskilendirilir ve
fotosentezde 151k toplama pigmentleri olarak islev gosterirler. Sekonder (6zellesmis)
karotenoidler ise abiyotik stres kosullarinda bol miktarda {iretilerek hiicre korunmasinda

islev gortirler (Saini vd., 2019).

Karotenler

a-karoten
ke A )
\ ‘ Torularhodin
B-karoten |
y-karoten Astaksantin
X ‘
d-karoten Kantaksantin
Torulen

Sekil 2.1 Karotenoid ve ksantofil 6rnekleri (Mussagy vd., 2019)



Bu iki genel simiflandirmanin yani sira, karotenoidler icerdikleri karbon ve ¢ift bag
sayisina bagli olarak da alt gruplara ayrilirlar. Karbon sayilarina bagli olarak:
hidrokarbon iskeletleri her defasinda 5 karbonlu izoprenoid birimlerle birleserek C30,
C40, C45 ve C50 tiirevlerini olusturur. Likopen, astaksantin ve [B-karoten gibi tipik
karotenoidler, 40 karbon atomu (C40) icerir ve sekiz C5 izoprenoit iinitesinin
yogunlagmast ile olusur. C40 karotenoidleri dogada en bol miktarda bulunan
karotenoidlerdir. C45 ve C50 karotenoidleri sirasiyla dokuz veya on izoprenoid {initesi
icerir. C50 karotenoidlere bir Ornek olarak dekaprenoksantin verilebilir. Bazi
karotenoidler, 40'tan az karbon atomundan olusur yani C40 iskeletinin bir kisminin
kaybiyla tiiretilmis yapiya sahiptirler. C30 karotenoidleri yalnizca altt C5 izoprenoid
iinitesi icerir. Karbon atomlar1 molekiiliin bir veya her iki u¢ kismindan dioksijenazlar
tarafindan hidroliz edildiginde enzimatik par¢alanma sonucu olusan bu bilesikler,
apokarotenoidler (C20) veya norkarotenoidler olarak adlandirilir (Kirti vd., 2014,
Rodriguez-Concepcion vd., 2018).

Cift bag sayilarina bagli olarak: geometrik izomerleri (cis/trans veya Z/E)
olusabilmektedir. Karotenoid molekiiliiniin sekli izomerik formlara baglidir ve bu
durum karotenoidlerin ¢oziiniirliik ve emilebilirlik 6zelliklerini degistirebilir. izomer
olan cis ve trans formlar sekilsel olarak farklilik gosterirler ve pek ¢ok dogal
karotenoid, daha stabil olmasi sebebiyle tamamiyle trans konfigiirasyondadir.
Karotenoidlerin trans formu daha katidir ve cis formlarindan daha ¢ok kristallesme veya
toplanma egilimi gosterir. Yine de 151k yakalama kompleksleri veya hormonlarla iliskili
olanlarda biyolojik olarak daha aktif olan cis karotenoidlere de doniistiiriilebilirler.
Karotenoidler polaritelerine gore de smflandirilirlar. Polar olanlara lutein ve
zeaksantin, apolar olanlara da B-karoten ve likopen 6rnek verilebilir (Kirti vd., 2014,

Rodriguez-Concepcion vd., 2018).
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Sekil 2.2 Tim trans ve cis-izomerik B-karoten formlar1 (Rodriguez-Concepcion vd.,
2018).

2.1.3 Karotenoid pigmentlerin kaynaklar:

2.1.3.1 Bitkisel pigmentler

Tim bitkiler karotenoid c¢esitleri icerir ve dogal karotenoidler c¢ogunlukla bitkisel
kaynaklardan elde edilir. Bitkisel karotenoidler bir¢ok meyve ve sebzede de mevcuttur.
Bitkilerde bulunan ana karotenoidler, B-karoten, likopen, lutein, violaksantin ve
neoksantin'dir. Diger bitkisel karotenoidler ise a-karoten, zeaksantin, astaksantin ve
renksiz ara trtinler olan fitoen ve fitofluen olup ¢ok daha az miktarda bulunurlar.
Ornegin, lutein ticari olarak Tagetes erecta ciceklerinden, likopen domatesten ve f-
karoten havugtan elde edilir (Shahidi vd., 1998, Rao vd., 2007, Saini vd., 2019).

2.1.3.2 Hayvansal pigmentler

Bitkilerin aksine, karotenoidlerin hayvansal kaynaklardaki dagilimi temel olarak
spesifik diyet aliskanliklarinin, biyoemilimin, metabolik doniisiimlerin ve simbiyozun

bir sonucu olarak karsimiza ¢ikar. Hayvanlar disaridan edindikleri bu karotenoidleri



belirli dokularda biriktirirler. Bu durum hayvan karotenoidlerinin daha az oldugu anlami
tasimaz. Bu baglamda hayvansal kaynaklarda en yaygin olarak gozlenen karotenoid
cesitleri; astaksantin, B-karoten, lutein ve zeaksantin gibi ¢esitli oksijenli karotenoid
tirevleridir. Hayvanlar aleminde astaksantin, en yaygin olarak bulunan karotenoid gesiti
olup, bunu bitki aleminde de yaygin olan lutein ve zeaksantin izler. Bu karotenoidlerin
varliklar1 ekolojik neme sahiptir; ¢iinkii renk polimorfizmini belirler ve bu nedenle
dogal diismanlara duyarliligi etkiler (Moran vd., 2010). (Shahidi vd., 1998). Bir¢ok
yenilebilir baligin (somon, alabalik), yumusakcalarin (midye, istiridye) ve kabuklu
hayvanlarin (karides, istakoz) ayirt edici renkleri de karotenoidlerden kaynaklanir
(Rodriguez-Concepcion vd., 2018). Ayrica lutein kuslar ve yumusakgalarda (midye ve
salyangoz) bulunan en yaygin ksantofildir (Shahidi vd., 1998). Lutein ve zeaksantin
tavuklarin yumurta sarisinda yaygin olarak bulunur (Perry vd., 2009). Memeliler,
adipoz dokularinda karotenoid biriktirme yeteneklerine gore geleneksel olarak "beyaz
yaglh" (domuz, koyun, ke¢i ve yarasa) veya "sar1 yagl" (sigir, at) hayvanlar seklinde
siniflandirilirlar.  Beyaz-etli memelilerde karotenoidlerin  emilimi ¢ok azken
karotenoidleri absorbe edebilen sari-etli hayvanlar onlar1 adipoz dokularinda biriktiriler
(Rodriguez-Concepcion vd., 2018). Ayrica kuslarin da sosyal etkilesimin bir gostergesi
olarak tiiylerinde karotenoidler biriktirdikleri bilinmektedir (Lafountain vd., 2015).

2.1.3.3 Okaryotik mikroorganizmalardaki ve mikroalglerdeki pigmentler

Karotenoid biyosentezi, karotenoid yolaklarin fotosentetik organizmalara gore daha
basit oldugu funguslarda sik goriilen bir 6zelliktir (Adam vd., 2018, Avalos vd., 2015).
Fotosentetik tiirlerin aksine, karotenoidlerin mantarlarda sadece ikincil roller oynadigi
gorilmektedir. Fungus ve mayalarin genetik manipiilasyona ve endiistriyel
yetistiricilige uygun olmasi bir Zygomycota iiyesi olan Blakeslea trispora’y: -karoten
ve likopenin, bir Heterobasidiomiset mayasi olan Xanthophyllomyces dendrorhous’u
astaksantinin biyoteknolojik olarak iiretimi icin ideal adaylar yapar (Rodriguez-
Concepcion vd., 2018, Ledetzky vd., 2014, Pollmann vd., 2017).

Okaryotik mikroorganizmalar olan mikroalgler de bitkilere benzer sekilde, fotosentetik

islevlerde yer alan karotenoidleri biriktirirler (Rodriguez-Concepcion vd., 2018).



Ozellikle B-karoten, lutein, violaksantin, neoksantin ve zeaksantin mikroalglerde yaygin
bulunan karotenoid ¢esitleridir. Ayrica azot yoksunlugu, giiclii giines 15181 ve kuraklik
gibi stresli kosullar bazi mikroalglerin hiicrelerinde ¢ok miktarda karotenoid
biriktirmelerine neden olur (Shahidi vd., 1998, Solovchenko, 2012, Solovchenko vd.,
2017). Ornegin; Dunaliella salina’da p-karoten, Haematococcus pluvialis’te astaksantin
ve Muriellopsis sp. ve Scenedesmus almeriensis’te lutein bulunur. Rhodophyta'da
(kirmiz1 algler) baskin pigmentler sirasiyla, zeaksantin ve lutein olup, bunlarin yani sira
a ve PB-karotenler de mevcuttur. Violaksantin ise kahverengi alglerin en karakteristik
pigmentlerinden biridir (Shahidi vd., 1998, Del Campo vd., 2007, Guedes vd., 2011).

2.1.3.4 Arkeler ve fotosentetik olmayan bakterilerdeki pigmentler

Sadece C40 veya C40 tiirevli karotenoidler iireten Okaryotlarin aksine bakteriler, C30,
C45 ve C50 karotenoidlerinin ¢ogunu sentezler. Karotenoid biyosentezi Archaea’da
daha az gorilmesine ragmen, halofilik arkeler olan Halobacterium salinarum,
Halorubrum chaoviator, Halococcus morrhuae, Natromonas pharaonis ve Haloarcula
japonica'da tanimlanmistir (Rodriguez-Concepcion vd., 2018). Son zamanlarda,
Haloferax volcanii ve Haloferax mediterranei gibi diger karotenoid iireten halofilik
arkeler ozellikle tuzlu havuzlar veya batakliklarda karakterize edilmistir (Chen vd.,
2015, Rodrigo-Baiios vd., 2015). Fotosentetik olmayan karotenoid iireticisi bakterilere;
Erwinia, Streptococcus, Bacillus, Stapylococus, Streptococcus, Thermus, Arthtobacter,
Micrococcus, Flavobacterium, Arthorobacter, Deinococcus, Exiguobacterium

cinslerine ait tiirler ornek olarak verilebilir.

2.1.3.5 Fotosentetik bakterilerdeki pigmentler

Karotenoid tireten fotosentetik bakteriler arasinda mor bakteriler, yesil kiikiirt bakterileri
ve helikobakteriler bulunur. Uretilen karotenoidlerin yapilari, fotosentetik olmayan
bakteriler de dahil olmak {izere diger organizmalardan farklidir. Bu bakterilerde ¢ogu
C40 karotenoidleri asikliktir ve siilfat, metoksi, karbonil, karboksil, glikozit ve hidroksil
gruplar1 igerir. Karotenoid {ireticisi mor ve yesil kiikiirt bakterilerine oOrnekler;

Rhodospirillum  rubrum, Rhodobacter capsulatus, Rhodobacter sphaeroides,
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Chlorobium tepidum ve Chlorobium phaeobacteroides’dir. Bitkilere benzer sekilde,
hem anoksijenik hem de oksijenik fotosentetik bakterilerde karotenoidlerin ana islevi
asir1 15181n neden oldugu oksidatif hasar1 azaltmaktir. Bunlara ek olarak karotenoidlerin
bu tek hiicreli canlilarda antioksidan aktivite, yiiksek sicaklik, radyasyon ve alkali
kosullar gibi ekstrem ortamlara adaptasyon, patojenlerde bagisiklik sistemi hiicrelerine
kars1 virlilans faktorii olusturma, UV hasarina karst DNA’nin korunmasi, lipid
peroksidasyonundan hiicre zarimmi koruma gibi sayisiz islevlere sahip olduklari

bilinmektedir (Rodriguez-Concepcion vd., 2018).

2.1.4 Karotenoid pigmentlerin en yaygin cesitleri

2.1.4.1 B-karoten

B-karoten bir gida katki maddesi olarak tanimlanir ve kimyasal olarak sentezlenebilir.
Bitkilerden ekstrakte edilebilmesinin yaninda, ticari olarak B. trispora veya D. Salina
mikroalglerinden de iretilebilmektedir. B-karoten  provitamin A oOnciilii olarak
tanimlandiklarindan, bu amagla besin takviyesi olarak gidalara ve yem katki maddesi

olarak hayvan yemlerine eklenmektedirler (Berman vd., 2015).

Insan saglig1 icin birgok hayati islevi olan A vitamini viicutta belirli karotenlerden,
ozellikle B-karotenden iretilebilir (Kirti vd., 2014, Rao vd., 2007). B-karoten gii¢lii bir
antioksidandir ve A vitamini etkinligi basta olmak {izere bagisiklik fonksiyonlarini
giiclendirmek, gece korliglinii ve karaciger fibrozunu Onlemek gibi durumlarda

kullanilabilir (Saini vd., 2019).

2.1.4.2 Likopen

Likopen de bir gida katki maddesi olarak tanimlanir ve ¢gogunlukla domatesten ekstrakte
edilebilir. Likopen meyve/sebze sulari, sporcu igecekleri, yaglar ve soslara bir bilesen
olarak eklenebilir. Likopen ayrica belirli beslenme gereksinimlerini elde etmek igin 6zel

tibbi diyetlere dahil edilebilir (Berman vd., 2015).
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Likopenin kronik hastaliklarin  6nlenmesini  destekledigini  gosterir  kanitlar,
epidemiyolojik ¢alismalarin (Giovannucci, 2002) yani sira, insan kanser hiicre hatlar
(Kim vd., 2002, Hall vd.,1995) hayvan g¢alismalar1 (Jain vd., 1999, Rao, 2006) ve ayrica
insan doku kiiltiirleri kullanilarak yapilan klinik ¢alismalardan elde edilmistir (Rao vd.,
1999, Rao, 2002, Kucuk vd., 2002, Bowen vd., 2002). Likopen, gii¢lii antioksidan
ozelliklere sahiptir. Hiicreleri oksidatif hasarlara karsi korurken, kanser riskini kismen
onler veya azaltir. Epidemiyolojik caligmalar oksidatif stresin osteoporoz ile iligkili
oldugunu ve antioksidanlarin bu etkiyi Onleyebilecegini gostermistir (Rao vd., 2007).
Likopen kaynagi olan domatesi tiketen deneklerdeki okside LDL Kkolesterol
seviyelerinde dnemli dlglide azalma goriilmistiir (Agarwal vd., 1998). Ayni zamanda
likopenin total kolesterol seviyelerini diisiirdiigli ve boylece kardiyovaskiiler

hastaliklarin riskini azalttigi gosterilmistir (Fuhrman vd., 1997).

2.1.4.3 Astaksantin

Astaksantin somon ve alabalik yemlerinde kantaksantin ile birlikte kullanilir. Ozellikle
H. pluvialis mikroalginin astaksantin bakimindan zengin oldugu bilinmektedir. Temel
olarak insan besin takviyeleri ve kozmetik uygulamalarinda kullanilmakla beraber,
akuatik canlilar i¢in yem katki maddesi olarak da farkli uygulama alanlar1 mevcuttur

(Berman et vd., 2015).

Astaksantin; lutein, likopen, a-karoten ve B-karoten gibi gesitli karotenoidlere kiyasla
daha yiliksek antioksidan aktiviteye sahiptir (Naguib, 2000). Astaksantinin
kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde, bagisiklik sisteminin gii¢lendirilmesinde ve
yiiksek antioksidan aktivitesi nedeniyle kataraktin 6nlenmesinde yararlari vardir (Nelis
vd., 1991, McNulty vd., 2008). Astaksantin, pankreas B-hiicrelerinde hipergliseminin
neden oldugu oksidatif stresi azaltabilir ve ayrica glukoz ve serum insiilin seviyelerini

de iyilestirebilir (Uchiyama vd., 2002).
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2.1.4.4 Lutein ve zeaksantin

Lutein meyvelerden, yoncadan (Medicago falcata) ve kadife agacindan elde edilebilir.
Bazi lutein {riinleri, T. erecta'dan saglanir. Zeaksantin alg tlirevli karotenoid

preparatlarinda bulunabilir (Berman vd., 2015).

2.1.5 Karotenoid pigmentlerin canh sistemlerdeki fonksiyonlar1 yaygin kullanim
alanlan

Karotenoidler, renklendiriciler ve besin takviyeleri gibi spesifik uygulamalarda ayrica
tibbi, kozmetik ve biyoteknolojik amaclar i¢cin de kullanilirlar (Martin vd., 2008).
Karotenoidlerin ¢ok c¢esitli faydali fonksiyonlari, ticari degerlerini ve tiim diinyadaki
endistriyel uygulamalarini arttirmistir. Ticari olarak, en geleneksel uygulamalarda,
karotenoidler; gida renklendiricileri, yem katki maddeleri ve besin takviyeleri olarak
kullanilirlar. En yenilik¢i kullanim sebepleri, 6zellikle antioksidan, anti-tiimoral,
provitamin A aktiviteleri gibi insan sagligina faydal 6zelliklerinden ileri gelmektedir.
Ozellikle son yillarda yiiriitilen epidemiyolojik calismalar karotenoidce zengin
diyetlerin insan sagligina yonelik olan faydalarini ortaya ¢ikarmistir. Karotenoidlerdeki
A vitamini Onciili olan [ halkalari, retinol ve 11-cis-retinalin retinoik asite
donustiirtilmesi, gérme becerisinde ve gen regiilasyonunda kritik 6neme sahiptir. A
vitamini eksikligi, diinya genelindeki en 6nemli mikrobesin eksiklikleri arasinda yer
almaktadir. Insanlar iizerinde yapilan galigmalarda, karotenoidlerin A vitamini 6nciilii
olmasinin yanisira, antioksidan oOzelliklerine bagli reaktif oksijen tiirlerini (ROT)
notralize edebilme, bagisiklik sisteminin kuvvetlenmesi, kognitif fonksiyonlarin
uyarilmasi, giines 1sinlarina kars1 koruma, yaslanma, gogiis, servik, ovaryum, kolon vb.
kanser ¢esitleri, katarakt, yag dokusunda artisa bagli obezite, tip-2 diyabet,
kardiyovaskiiler ve nérodejeneratif hastaliklar gibi kronik hastaliklara kars1 koruyuculuk
saglama gibi diger pek ¢ok biyolojik aktivitede gérev aldiklari bilinmektedir. Ticari
katma degeri en yiiksek olan karotenoidler yani, yiliksek bir pazar hacmi olanlar, diger
endiistrilerde de biiyiik Ol¢lide uygulanmasina ragmen, lutein, B-karoten, likopen,
kantaksantin ve astaksantin gibi gida katkist ve yem katki maddesine yonelik
uygulamalarda kullanilanlardir. Gida katki maddeleri veya besin takviyeleri olarak

kullanimlarina ek olarak, mikrobiyal karotenoidler, hastaliklarin tedavisi igin insan
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yagsam kalitesini arttirmak amaciyla da kullanilmaktadir (Renato vd., 2015, Ligia vd.,
2017, Mussagy vd., 2019).

2.1.5.1 Karotenoid pigmentlerin gida endiistrisinde kullanim

Diyet olarak kullanilan karotenoidlerin yararli 6zellikleri, karotenoid gida kaynaklari,
biyoyararlannom ve etki sekli ile fonksiyonel gida ve nutrasotik {riinlerdeki
kullanimlarina yonelik ilgiyi arttirmigtir (Rodriguez-Concepcion vd., 2018). p-karoten
kaynaklar1 arasinda havug, lahana, salgam, i1spanak, marul, mango, kavun, biber,
balkabagi ve tath patates bulunur. a-karoten havug, tath patates, balkabagi gibi turuncu
sebzelerde ve brokoli, yesil fasulye ve 1spanak gibi koyu yesil sebzelerde bulunur.
Likopen domates, karpuz ve guava meyvesinde bulunur. S-kriptoksantin mandalina,
portakal, papaya, misir, bezelye ve yumurta sarisinda bulunabilir. Lutein ve zeaksantin
kaynaklari, 1spanak, armut ve lahana gibi yaprakl yesillikler ve misir, hurma ve brokoli
gibi diger besinlerdir. Karotenoidler hayvanlar aleminde ¢esitli sekillerde bulunmasina
ragmen karotenoidlerin iiretimi bitki ve mikroorganizmalarla sinirli olup, hayvanlar
(insanlar dahil) karotenoidleri sentezleyemezler, bu yiizden yiyecekler hayvanlar ve
Ozellikle insanlar i¢in bu bilesiklerin tek kaynagidir (Amorim-Carrilho vd., 2014,
Shahidi vd., 1998, Tanaka vd., 2012, Boudries vd., 2007, Puiggros vd., 2011).

Provitamin A Onciilii olma, antioksidan aktiviteleri ve diger tiim yararl islevlerinin yani
sira karotenoidler, {irettikleri pigmentler sebebiyle gida renklendiricisi olarak da
kullanilmaktadir. Renk, gida {irlinlerinin tiiketici tarafindan kabul edilebilirliginde
onemli bir rol oynar (Shahidi vd., 1998). Dogal kaynakli pigment alternatifleri besin
takviyeleri, gida renklendiricileri, balik ve kanatli yemlerinde katki maddeleri olarak
yogun ilgi gérmektedir (Duran vd., 2002, Sasidharan vd., 2013, Saini vd., 2019). Son
yillarda tath su kabuklular1 ve baliklarin kirmizi ve turuncu renklenmeleri popiiler bir
pazarlama faktorii haline gelmistir (Auerswald vd., 2008). Karotenoidlerden ozellikle
astaksantin akuatik hayvanlarinin derisinin, kabugunun, etinin veya dis iskeletinin sari,
turuncu ve kirmizi renklerini arttirmak igin besin takviyesi olarak tedarik edilir (Saini
vd., 2019, Shahidi vd., 1998). Ayni sekilde kanatli hayvanlarda yumurta sarisinin rengi

tiiketici tarafindan talep gormesinde Onemli olarak kabul edilir. Bu nedenle kanath
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yemlerinde renklendirici katki maddesi olarak da kullanilmaktadirlar (Karadas vd.,
2006).

2.1.5.2 Karotenoid pigmentlerin hastahk onleme ve insan saghg alanlarinda
kullanim

Karotenoidlerin insan sagligi agisindan en ¢ok bilinen islevi provitamin A aktivitesidir.
Oksidatif stres, kronik hastalik olugmasi riskine karsin onemli bir koruyuculuk saglar.
Karotenoidler gidalarin farkli renklerinden sorumlu olan bir grup fitokimyasal olduklari
icin, insan hastaliklarinin 6nlenmesinde ve genel saglik durumunun kontrol altinda
tutulmasinda 6nemli rol oynarlar. Karotenoidlerce zengin bir diyet, giiglii antioksidan
ozellikleri nedeniyle yaglanma, katarakt, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif etkiler gibi
kronik dejeneratif hastaliklarin geligmesine karsi onemli bir koruma saglar. Giigli
antioksidan aktiviteleri disinda, karotenoidlerin anti-inflamatuar ve immiinomodiilator
aktiviteleri oksidatif stresin 6nlenmesindeki aktif rolleri dikkat ¢ekmektedir (Rao vd.,
2007, Kim vd., 2011, Rodriguez-Amaya, 2018, Saini vd., 2019).

Kanser ve felg gibi bir¢ok hastalik serbest radikallerin aracilik ettigi oksidatif siirecleri
icerir. Karotenoidlerin, antioksidan etkisiyle, bu tiir hastaliklarda da yararlar sagladigi
gosterilmistir (Mussagy vd., 2019). Ayrica, karotenoidlerin immiin tepkisi ve hiicreler
arasi iletisimde dikkate deger bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. A vitamini onciilii
olan karotenoid ¢esitleri biyoemilim sonrasi oksidatif bir yirtilma ile retinaya, retinoik
aside ve kiiclik miktarlardaki parcalanma {iriinlerine metabolize edilir. Retinoidlerin
hiicresel proliferasyon (¢ogalma), farklilasma ve morfogenez gibi bir¢ok biyolojik
islemi etkiledigi bilinmektedir. Ayrica, baz1 kanser tiirlerinin ve bazi dermatolojik
faaliyetlerin tedavisinde de yine retinoidler kullanilmaktadir (Delgado-Vargas vd.,
2000).

2.2 Karotenoid Ureticisi Exiguobacterium Cinsi Bakteriler

Exiguobacterium cinsi ilk olarak Collins ve arkadaslar tarafindan 1983 yilinda patates

isleme atig1 olan sulardan izole edilen bazi hafif alkalifilik izolatlarla tanimlanmustir.
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Gram-pozitif, spor iiretmeyen, fakiiltatif aerobik ve alkalifilik bakteriler olan
Exiguobacterium cinsinin lyeleri, patates isleme atigi, siit endiistrisi atigi, tuzlu su
karides kistleri ve buzul eriyik suyu gibi cok c¢esitli habitatlardan izole edilmistir.
Exiguobacterium cinsi lyelerinin ¢ok az bir kismi patojenite gostermekte olup,
genellikle dogaya zarar vermeyen, patojen olmayan ve hatta sahip olduklar1 probiyotik
ozellikleri sayesinde saghiga faydali olan bakteriler olarak bilinmektedirler. Ornegin
karidesten izole edilen Exiguobacterium arabatum W-01 izolat: ile yapilan genom
dizilemesi ve anotasyonu calismalar1 neticesinde W-01 izolatinin essiz potansiyel

probiyotik fonksiyonlart gosterdigi belirlenmistir (Cong vd., 2017).

Exiguobacterium cinsi giinlimiizde Exiguobacterium arabatum, Exiguobacterium
aurantiacum,  Exiguobacterium  aestuarii, = Exiguobacterium  marinum  ve
Exiguobacterium profundum seklinde isimlendirilen tiirlerle toplamda 18 tiirle temsil
edilmektedir (Collins vd., 1983; Raichand vd., 2012; Kulshreshtha vd., 2013; Meng vd.,
2020).

Exiguobacterium cinsi bakteriler antioksidan aktiviteye bagli pigment iiretimi gibi
yasamsal faaliyetlerini destekleyecek oOzellikler gdsteren ikincil metabolitler iiretirler.
Bu mikroorganizmalarin {rettikleri yogun pigment gozle dahi secilebilmektedir.
Ornegin; yapilan bir ¢alismada toprak drneklerinden izole edilen E. profundum BC2-11
izolatinin Urettigi turuncu renkli metabolit, klinik patojenlere kars1 antimikrobiyal profil
ve antioksidan kapasite agisindan degerlendirilmistir. Salmonella typhi ve Pseudomonas
aeruginosa gibi patojenleri inhibe etmesine ek olarak toplam antioksidan kapasitesinin
standart askorbik aside (C vitamini) esdeger oldugu belirlenmistir (Mani vd., 2015).
Karsilastirmali genomik analizleri ile Exiguobacterium sp.'nin ¢iplak gozle goriilebilen
karakteristik turuncu pigmentasyonundan, karotenoid biyosentezinin sorumlu oldugu ve
genom dizisi yayinlanmig Exiguobacterium tiirlerinde karotenoid C30 biyosentezi igin
tiim biyosentetik yolaklarin mevcut oldugu gosterilmistir. Bu yolu kodlayan genlerin bir
operon olarak diizenlendigi, diapondrosporen-4-oik asit iiretiminin turuncu

pigmentasyonla sonuglandigr belirtilmistir (White vd., 2019).
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Ikincil metabolitler tipik olarak birincil metabolit sentezlerinin modifikasyonuyla
tiretilen organik Dbilesiklerdir. Sekonder metabolitler daha fazla antioksidan
icerdiklerinden; kardiyovaskiiler hastaliklar, hiicre 6liimii, diyabet ve kanser gibi pek
cok saglik sorununu 6nleyebilmektedirler. Bunlar, canli sistemleri i¢in herhangi bir yan
etkiye neden olmadan gida, hayvan yemi ve ilag endiistrileri i¢in biyoaktif renkli
metabolitler olarak kullanilmaktadirlar (Misawa, 2011; Venil vd., 2013; Shatila vd.,
2013; Mani vd., 2015). Bu kiymetli dogal metabolitlerin aminoasit eldesi, as1 ve
antibiyotik iiretimi ve organik sentez icin gerekli kimyasallari izole etmek icin

endiistriyel mikrobiyolojide kullanilma potansiyeli mevcuttur.

Bakteriyel cinsler arasinda Exiguobacterium sp. ozellikle B-karoten, astaksantin ve
ksantofillerin {iretimi ile tanminir. Ornegin; Liibnan'da havadan izole edilen E.
aurantiacum FH izolatinin turuncu bir karotenoid pigment olan B-karoten iirettigi
belirlenmistir (Shatila vd., 2013). Toprak ve havadan izole edilen E. aurantiacum ve E.
profundum’un sari renkli pigment ftrettigi saptanmistir (Sasidharan vd., 2013).
Hindistan’da topraktan izole edilen E. profundum BC2-11 izolatinin antimikrobiyal ve
antioksidan 6zellige sahip olan turuncu renkli metabolit trettigi bilinmektedir (Mani
vd., 2015). Karotenoid sentezinin, ortam bilesenleri, pH ve sicaklik tarafindan kritik
olarak yonlendirildigi gosterilmistir. Hindistan'daki Sathaiyar nehir havzasindan
toplanan toprak Orneginden izole edilen E. acetylicum SO01 izolatinin iretim
optimizasyonu ve buna bagli olarak B-karoten iretiminin degisimi incelenmistir
(Jinendiran vd., 2019). Sunulan bu literatiir ¢aligmalarinda da belirtildigi tzere,
Exiguobacterium cinsi bakterilerin gelecekte diisiik maliyetle ve ¢ok daha kisa siirelerde
gergeklestirilebilecek endiistriyel siireclerle tiretilebilecek dogal birer turuncu pigment

kaynagi olma potansiyellerinin varligi dikkat ¢cekmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Tez kapsaminda kullamlan bakteri kiiltiirleri ve gelisme kosullar:

Tez siirecinde yiiriitilen caligmalar kapsaminda, kullanilan bakteriler Ankara
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari
Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilmistir. Tez dahilinde yapilmasi1 gereken deneylerde
kullanilacak olan Exiguobacterium cinsi 5 adet izolat, 6zellikle gozle goriilebilen,
yogun turuncu renkte pigment iiretebilmeleri sebebiyle calismaya dahil edilmislerdir.

Yiiriitiilen calismalarda kullanilan izolatlarin listesi ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Tez calismasinda kullanilan izolatlarin listesi

Domain: Bacteria
Filum: Firmicutes

Siif: Bacilli

Takim: Bacillales

Aile: Bacillaceae

Genus : Exiguobacterium

GenBank ideal ideal ideal
Koleksiyon . .. Numaralar pH Sicakhk Tuz
Kodu Cins/ Tiir Ads Aaraligl | Arali@ | Aral@
(9] (%)
APT 133 | EXiguobacterium KC519397 | 7.0-12.0 | 25-70 | 0-10
arabatum
APT 14 Exiguobacterium KC519398 | 7.0-125 | 25-70 | 0-10
arabatum
APT 20b | EXiguobacterium KC519399 | 7.0-12.0 | 2560 | 0-7
mexicanum
APT 34 Exiguobacterium KC519406 | 8.0-125 | 25-65 | 0-10
aurantiacum
APT 44 Exiguobacterium KC519416 | 7.0-125 | 2570 | 0-10
arabatum

Belirtilen bu bes izolatin 16S rRNA gen dizi analizleri dnceki ¢aligmalarda yapilmisg
olup, cok sayidaki fenotipik ve genotipik analizleri de gerceklestirilmistir. Bu izolatlarin

toksin genleri icermedikleri, yliksek amilaz ve proteaz iirettikleri, antibiyotiklere duyarl
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olduklar1 ve endiistriyel kullanima uygun olacak sekilde patojen 6zellik icermedikleri

halen yiiriitilmekte olan projeler kapsaminda belirlenmis olup, bu bulgularin detay1

ilgili tez 6nerisi kapsaminda olmadigindan ayrica sunulmamustir.

Sekil 3.1 a) APT 13a, b) APT 14, ¢) APT 44 koloni morfolojileri

3.1.2 Besiyerleri, ¢ozeltiler ve tampon icerikleri

Bu kisimda sunulan besiyeri, ¢ozelti ve tamponlarin kullanim amaglar1 Cizelge 3.2 —

3.24 arasinda sunulmustur.

Cizelge 3.2 Triptik Soy Agar besiyeri icerigi

Triptik Soy Agar g/L Kimyasal Marka ve
Kodlar
Kazein pepton 179 Merck 1.07213
Soya pepton 39 Fluka 70178
(D+) Glukoz monohidrat 259 Merck 1.08342
Potasyum fosfat dibazik (K,HPO,) 2540 Sigma P8281
Sodyum kloriir (NaCl) 5¢9 Merck 1.06404
Agar 15¢g Scharlau AG0020
Distile su 1000 mL
pH=7,3+0,2
Icerik 121 °C*de 15 dakika siiresince otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Kullanim Amaci: Gliserol stogundan agilan izolatlarin aktiflestirilmesi i¢in besiyeri olarak
kullanilmustir.
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Cizelge 3.3 Serum Fizyolojik igerigi

Serum Fizyolojik g/L Kimyasal Marka ve
Kodlan
NaCl 8,5¢ Merck 1.06404
Distile su 1000 mL
pH=7,0£0,2

Icerik 121 °C*‘de 15 dakika siiresince otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Kullamm Amaci: Atik iceren besiyerlerine inokiile edilmeden Once izolatalr1 siispanse
etmek ve diliisyon sayimlarda drnekleri seyreltmek i¢in kullanilmigtr.

Cizelge 3.4 1 N NaOH ¢ozeltisi igerigi

1 N NaOH cozeltisi

g/L

Kimyasal Marka ve
Kodlar

NaOH
Distile su

409
1000 mL

Merck 106469

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 um por ¢apli membran

gegirilerek steril edilmistir.

filtreden (Sartorius, Fransa)

Kullanim Amaci: Kullanilan besiyerlerinin pH ayarlarin1 yapmak igin kullanilmisgtir.

Cizelge 3.5 1 N HCI ¢ozeltisi igerigi

1 N HCI cozeltisi

mL (w/v)

Kimyasal Marka ve
Kodlan

HCI (% 37°1ik)

Distile su

409
1000 mL

Merck 1003172500

Igerik hazirlandiktan sonra 0,22 pm por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gegirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amaci: Kullanilan besiyerlerinin pH ayarlarin1 yapmak i¢in kullanilmistir.
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Cizelge 3.6 1 M Na2CO3 ¢ozeltisi igerigi

1 M Na,COj; cozeltisi g/L Kimyasal Marka ve
Kodlan
Na,CO4 1059 ¢ Sigma S7795
Distile su 1000 mL

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 pm por c¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gegirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amaci: Kullanilan besiyerlerinin pH ayarlarin1 yapmak i¢in kullanilmigtir.

Cizelge 3.7 Metanol ¢ozeltisi igerigi

Metanol c¢ozeltisi

% 95 (V/V)

Kimyasal Marka ve
Kodlar

Metanol
Distile su

95 mL
5mL

Merck 1.01408

Kullanim Amaci: Pigment ekstraksiyon asamasinda ¢oziicii olarak kullaniimistir.

Cizelge 3.8 % 70°lik etanol ¢dzeltisi igerigi

% 70°lik etanol cozeltisi

100 mL (v/v)

Kimyasal Marka ve
Kodlan

Etanol

Distile su

70 mL
30 mL

Merck 100983

Kullammim Amaci: Tiim ¢aligmalar boyunca, ¢alisma ortamini ve ¢aligsilan malzemeleri steril

etmek icin kullanilmugtir,
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Cizelge 3.9 50 mM KP tamponu igerigi

50 mM KP tamponu o/L Kimyasal Marka ve
Kodlan
KH,PO, 045¢ Scharlau PO0260
K,HPO, 8,15¢ Sigma P8281
Distile su 1000 mL
pH=7,0

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 um por capli membran filtreden (Sartorius, Fransa)
gecirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amaci: Katalaz (CAT) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmisgtir.

Cizelge 3.10 150 mM KP tamponu igerigi

150 mM KP tamponu g/L Kimyasal Marka ve
Kodlan
KH,PO, 1,35¢g Scharlau PO0260
K,HPO, 24,45 g Sigma P8281
Distile su 1000 mL
pH=7,0

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 pm por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)
gegirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amaci: Katalaz (CAT) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmustir.

Cizelge 3.11 15 mM NaN3 c¢ozeltisi i¢erigi

15 mM NaNj; g/L Kimyasal Marka ve
Kodlar

NaN; 0,973 ¢
Distile su 1000 mL

Igerik hazirlandiktan sonra 0,22 um por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)
gegirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amaci: Katalaz (CAT) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmistir.
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Cizelge 3.12 10 mM H202 ¢ozeltisi igerigi

10 mM H202

100 mL (v/v)

Kimyasal
Kodlari

Marka ve

H202

Distile su

34 mL
100 mL

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 um por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gegirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amaci: Katalaz (CAT) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmistir.

Cizelge 3.13 0,5 mM EDTA igeren 50 mM Tris-HCI tamponu igerigi

50 mM Tris-HCI + 0,5 mM g/L Kimyasal Marka ve
EDTA Kodlari

Trisma Base 6,19 Sigma T6066

EDTA 0,29 Sigma E-5134

Distile su 1000 mL

pH=28,0+0,2

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 pm por capli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gegirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amaci: Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmistir.

Cizelge 3.14 30 mM t-BOOH c¢ozeltisi igerigi

30 mM t-BOOH 100 mL (v/v) Kimyasal Marka ve
Kodlan
t-BOOH 0,27 mL
Distile su 100 mL

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 pum por capli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gecirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amaci: Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmistir.
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Cizelge 3.15 20 mM GSH ¢ozeltisi igerigi

20 mM GSH

100 mL (w/v)

Kimyasal
Kodlan

Marka

ve

GSH

Distile su

0,615¢
100 mL

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 pum por capli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gegirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amaci: Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmistir.

Cizelge 3.16 10 mM NADPH c¢ozeltisi igerigi

10 mM NADPH 100 mL (v/v) Kimyasal Marka ve
Kodlar
NADPH 0,65 mL
Distile su 100 mL

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 pm por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gecirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amaci: Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmistir.

Cizelge 3.17 20U/mL glutatyon rediiktaz ¢ozeltisi icerigi

20U/mL glutatyon rediiktaz

100 mL (v/v)

Kimyasal
Kodlan

Marka

ve

Glutatyon rediiktaz

Distile su

0,8 mL
100 mL

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 pum por capli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gecirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amaci: Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmistir.
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Cizelge 3.18 200 mM KP tamponu igerigi

200 mM KP tamponu o/L Kimyasal Marka ve
Kodlan
KH,PO, 18¢ Scharlau PO0260
K,HPO, 32,69 Sigma P8281
Distile su 1000 mL
pH =65

Igerik hazirlandiktan sonra 0,22 um por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)
gecirilerek steril edilmistir.

Kullamim Amaci: Glutatyon-S-Transferaz (GST) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmustir.

Cizelge 3.19 200 mM GSH ¢ozeltisi igerigi

200 mM GSH 100 mL (w/v) Kimyasal Marka ve
Kodlan

GSH 6,159
Distile su 100 mL

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 pm por capli membran filtreden (Sartorius, Fransa)
gegirilerek steril edilmistir.

Kullamim Amaci: Glutatyon-S-Transferaz (GST) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmustir.

Cizelge 3.20 50 mM CDNB ¢ozeltisi igerigi

50 mM CDNB 100 mL (w/v) Kimyasal Marka ve
Kodlarn
CDNB 1,019
Etanol (EtOH) 100 mL Merck 100983

Kullanim Amaci: Glutatyon-S-Transferaz (GST) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmigtir.
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Cizelge 3.21 0,6 mM EDTA ve 4 mg/mL BSA (Bovine Serum Albumin) igeren 200
mM Na2CO3 ¢ozeltisi icerigi

200 mM Na,CO3+0,6 mM g/L Kimyasal Marka ve
EDTA + 4 mg/mL BSA Kodlar

Na,CO; 21,2¢g Sigma S7795

EDTA 0,223 ¢g Sigma E-5134

BSA 49 Sigma A-2153

Distile su 1000 mL

pH =10,0

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 pm por capli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gecirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amaci: Stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmigtir.

Cizelge 3.22 0,3 mM Xanthine ¢ozeltisi igerigi

0,3 mM Xanthine g/L Kimyasal Marka ve
Kodlan
Xanthine 0,059
Distile su 1000 mL

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 pm por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)
gegirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amaci: Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmistir.

Cizelge 3.23 25 mM NBT c¢ozeltisi igerigi

25 mM NBT 100 mL (w/v) Kimyasal Marka ve
Kodlar

NBT 2,05¢
Distile su 100 mL

Igerik hazirlandiktan sonra 0,22 um por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)
gegirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amacr: Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmistir.
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Cizelge 3.24 0,139 U/mL XOD (Xanthine oksidaz) ¢ozeltisi i¢erigi

0,139 U/mL XOD 100 mL (w/v) Kimyasal Marka ve
Kodlan
XOD 0,556 mL
200 mM Na,CO3 tamponu 100 mL Sigma S7795

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 um por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)
gegirilerek steril edilmistir.

Kullanim Amacr: Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi denemelerinde kullanilmistir.

3.2 Yontem
3.2.1 Bakteri kiiltiirlerinin aktiflestirilmesi

% 60’k gliserol stoklarinda -80°C’de bulunan izolatlar 6ncelikle TSA (Triptik Soy
Agar) besiyerine inokiile edilmis olup, bakterilerin gelisebildigi uygun sicaklik olan
37°C’de 18 - 24 saat boyunca inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonras1 +4°C stoklar1
hazirlanmus, aktif kiiltiirler ilerleyen calismalarda kullanilmistir. Izolatlarm safliklari
tim c¢alisma siiresince kati1 kiiltiirlerdeki koloni morfolojileri ve ayrica faz-kontrast

mikroskobuyla da hiicre morfolojileri temel alinarak kontrol edilmistir.

3.2.2 En ideal mikrobiyal gelisim gozlenen iiretim kosullarinin se¢imi

Bu basamaklarda gerceklestirilen tiim mikrobiyolojik analizler ve spektrofotometrik

Olctimler en az 2 tekrarli olarak ¢alisilmistir.

3.2.2.1 Bakterilerin baz1 endiistriyel atiklarin varh@inda gelisimlerinin
optimizasyonu

Tez kapsaminda calisilan 5 farkli Exiguobacterium cinsi turuncu pigment treticisi
bakterinin daha ileriki ¢aligmalarda kullanilmak {izere Oncelikle en iyi mikrobiyal
gelisim gosterdikleri besiyeri igerikleri belirlenmistir. Mikrobiyal gelisimin yiiksek
oldugu ve pigment iiretimini arttiran besiyeri iceriklerinin denenmesi, bu tiir

caligmalarda siklikla kullanilan iki farkli endiistriyel atik olan melas ve peynir alt1 suyu
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(whey)’nun  farkli  konsantrasyonlarint  ihtiva eden ortamlar kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Melas ve peynir alti suyunun (whey) farkli igerikleri ayri ayr
denendikten sonra en yiiksek mikrobiyal gelisim gozlenen konsantrasyonlar ikili
kombinasyonlar seklinde denenmistir. Sonrasinda besiyeri igeriklerine ek olarak
potasyum ve magnezyum tuzlar1 eklenerek, s6z konusu tuzlarin varliginin mikrobiyal
gelisim lizerine etkilerine bakilmistir. Tiim besiyerleri i¢in hazirlanan tuz ¢ozeltileri
filtre ile sterile edildikten sonra otoklavlanan besiyerlerine ayrica ilave edilmislerdir
(Han vd., 1992, Barroso vd., 2009, Mehmetoglu vd., 2012, Krzywonos vd., 2017,
Sanadi vd., 2017, Rochin-Medina vd., 2018).

Hazirlanan besiyerleri 20 mL olacak sekilde erlenlere dagitilmistir. Test edilen
endiistriyel atik icerikli besiyerlerinin denenen tiim konsantrasyonlar1 Cizelge 3.25°de
gosterildigi sekliyle diizenlenmistir. Besiyeri igeriklerinde kullanilan melas (Ankara
Seker Fabrikasi’'ndan temin edilmistir), igerdigi bazi kolloidal bilesikleri ve agir
metalleri (Cu, Fe, Pb vb.) uzaklastirmak i¢in bazi 6n islemlerden ge¢irilmistir. Bu
baglamda; 170 gr melas 300 ml distile su i¢inde ¢oziindiiriildiikten sonra tizerine 50 ml
distile suda ¢oziinen 0.30 gr potasyum trisiyat ¢ozeltisi ilave edilmigstir. Tim ¢ozelti
distile suyla 500 ml’ye tamamlanmistir. Bir gece + 4°C’de bekletilen melas ¢ozeltisi bu
stirenin sonunda 0.2 pl’lik seluloz nitrat filtre kdgidindan siiziilmistiir (Kahyaoglu vd.,
2007). Kullanilan peynir alti suyu tozu (Siitas) ticari olarak temin edilmis ve uygun
konsantrasyonlarda besiyerlerine ilave edildikten sonra pH ayari steril NaOH ¢ozeltisi

ile sterilizasyon sonrasinda gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.25 Kullanilan besiyeri konsantrasyonlari ve ihtiva ettikleri tuz katkilar

* Siilfiirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H,SOy4)

Peynir Alt1 Suyu Tozu
% 0,1 Peynir Alt1 Suyu Tozu
% 1 Peynir Alt1 Suyu Tozu
% 10 Peynir Alt1 Suyu Tozu
% 20 Peynir Alt1 Suyu Tozu
Melas
% 1 Melas (+H,SO,)

% 2 Melas (+H,SO,)

% 3 Melas (+H,SO,)

% 4 Melas (+H,SO,)

% 1 Melas (-H,SO,)

% 2 Melas (-H,S0,)

% 3 Melas (-H,S0,)

% 4 Melas (-H,SOy)
Peynir Alti Suyu Tozu + Melas

Peynir Alti Suyu Tozu + Melas + Tuz Cozeltisi

Peynir Alt1 Suyu Tozu + Melas + % 0,3 K;HPO,4 + % 0,1 KH,PO,
Peynir Alt1 Suyu Tozu + Melas + % 0,3 K;HPO,4 + % 0,1 KH,PO4 + % 0,02
MgSO,.7H,0
Peynir Alt1 Suyu Tozu + Melas + % 0,3 K;HPO4+ % 0,1 KH,PO4+ % 0,5
MgSO,.7H,0

18 — 24 saatlik inkiibasyon sonunda petrilerden gelisen koloniler toplanarak 0,5
McFarland standardinin esas alinmasiyla steril serum fizyolojik igerisinde (% 0,85
NaCl) stispanse edilmistir. Hazirlanan bu aktif kiiltirlerden 800’er pl. 20 mL
endiistriyel atiklardan olusan besiyeri iceren erlenlere % 4 oraninda inokiile edilmistir.
Inokiiliim sonrasi besiyerleri, izolatlarin uygun gelisme gosterdikleri 37°C sicaklikta ve

calkalamal1 (120 rpm) kosullarda 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

Her bir bakteri i¢in 24 ve 48 saat sonrasinda, bulaniklagan kiiltiirlerden, bir seri diliisyon
yapilarak, toplam hiicre sayis1 damla plak ekim yontemi ile kob/mL cinsinden

belirlenmigtir. mL basina diisen koloni olusturan birim; “[Koloni Sayisi/ Diliisyon
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Faktorii (10™)] / Inokiile Edilen Hacim” formiilii esas almarak hesaplanmustir. Boylece
calisilan APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44 kodlu izolatlarin ideal
mikrobiyal gelisim gosterdikleri atik konsantrasyonlari ve inkiibasyon siireleri

secilmistir.

3.2.2.2 Bakterilerin ideal konsantrasyonlardaki endiistriyel atiklar varh@inda
optimal pH isteklerinin belirlenmesi

Boliim 3.2.1°de anlatildigr sekliyle aktiflestirilen 6rnekler 18 — 24 saatlik inkiibasyon
sonunda petrilerden toplanarak 0,5 McFarland standardinin esas alinmasiyla steril
serum fizyolojik igerisinde siispanse edilmistir. Hazirlanan bu aktif kiiltiirlerden 800’ er
pL alinarak, Bolim 3.2.1.1°de tespit edilen konsantrasyonlarda 20 mL endiistriyel atik
besiyeri igeren erlenlere % 4 oraninda asilanmistir. Inokiiliim sonrasi besiyerleri,
izolatlarin uygun gelisme gosterdikleri 37°C sicaklikta ve calkalamali (120 rpm)
kosullarda bakteriye gore degisen 24 veya 48 saat siiresince gelistirilmislerdir. Melas
igeren besiyerlerinin pH ayarlamalar1 HCl ve NaOH ile besiyeri otoklavlanmadan 6nce
ayarlanirken, peynir alt1 suyu tozu igeren besiyerlerinin pH ayarlamalar1 HCI ve Na,COs
ile otoklav sonrasinda gercgeklestirilmistir. Her bakteri icin seg¢ilen optimum gelisim
besiyerleri, bakterilerin pH isteklerinin belirlenmesi amaciyla Cizelge 3.26’da belirtilen
pH degerlerine ayarlanmistir. Bakterilerin gelisimi i¢in gerekli pH istekleri daha 6nceki

caligmalarda belirlendiginden Cizelge 3.26°da belirtilen bu pH araliklari segilmistir.

Cizelge 3.26 Test edilen pH degerleri

Bakteri izolatlari Test edilen pH Degerleri
APT 13a 80-85-9,0-95
APT 14 80-85-9,0-95
APT 20b 80-85-9,0-95
APT 34 80-85-90-95
APT 44 75-80-85-9,0

Her bir bakteri i¢in inkiibasyon siiresi sonrasinda, bulaniklasan kiiltiirlerden, bir seri

diliisyon yapilarak, toplam hiicre sayis1 damla plak ekim yontemi ile kob/mL cinsinden
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belirlenmistir. mL basina diisen koloni olusturan birim; “[Koloni Sayis/ Diliisyon
Faktorii (10™)] / Inokiile Edilen Hacim” formiilii esas almarak hesaplanmistir. Bu
calisma sonucunda APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44 izolatlarinin en 1yi
gelisim gosterdikleri pH degeri segilebilmistir.

3.2.2.3 Bakterilerin ideal konsantrasyonlardaki endiistriyel atiklar varhginda
optimal sicaklik isteklerinin belirlenmesi

Onceki boliimlerde anlatildign sekliyle aktiflestirilen Ornekler 18 — 24 saatlik
inkiibasyon sonunda petrilerden toplanarak 0,5 McFarland standardinin esas alinmasiyla
steril serum fizyolojik igerisinde silispanse edilmistir. Hazirlanan bu aktif kiiltiirlerden
800’er pL 20 mL ideal besiyeri iceren erlenlere % 4 oraninda inokiile edilmistir.
Inokiiliim sonrasi besiyerleri, izolatlarin uygun gelisme gosterdikleri 37°C sicaklikta ve
calkalamali (120 rpm) kosullarda bakteriye gore degisen 24 veya 48 saat siiresince
gelistirilmislerdir. Her bakteri i¢in segilen konsantrasyonlarda endiistriyel atik iceren ve
belirlenen pH degerlerine ayarlanan optimum besiyerleri, bakterilerin sicaklik
isteklerinin belirlenmesi amaciyla Cizelge 3.27°de belirtilen sicaklik degerlerinde
inkiibe edilmistir. izolatlarin ideal gelisimleri igin gerek duyduklari sicaklik istekleri
bilindiginden bu calismada sadece izolata gore degisiklik gosteren farkli sicaklik

degerleri sitnanmistir.

Cizelge 3.27 Test edilen sicaklik degerleri

Bakteri Izolatlar: Test edilen Sicaklik Degerleri
APT 13a 35°C —37°C — 40°C — 45°C
APT 14 37°C — 45°C - 50°C - 52°C
APT 20b 35°C —37°C — 40°C — 45°C
APT 34 35°C — 37°C — 40°C — 42°C — 45°C
APT 44 35°C — 37°C - 40°C - 45°C

Her bir bakteri i¢in inkiibasyon sliresi sonrasinda, bulaniklasan kiiltiirlerden, bir seri
diliisyon yapilarak, toplam hiicre sayis1 damla plak ekim yontemi ile kob/mL cinsinden

belirlenmistir. mL basma diisen koloni olusturan birim; “[Koloni Sayisi/ Diliisyon
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Faktorii (10™)] / Inokiile Edilen Hacim” formiilii esas almarak hesaplanmistir. Bu
caligmayla APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44 izolatlarinin en iyi gelisim

gosterdikleri sicaklik degeri belirlenebilmistir.

3.2.3 Nihai iiretim Kkosullar1 belirlenen bakterilerde pigment iiretiminin
optimizasyonu ve bakterilerden karotenoid pigmentlerin ekstraksiyonu

3.2.3.1 Turuncu pigment iireticisi EXiguobacterium cinsi bakterilerin pigment
iiretimlerinin optimizasyonu

Tez ¢alismasinda kullanilan 5 Exiguobacterium cinsi bakteri gozle goriiniir turuncu
pigment {iretmektedir. Endiistriyel uygalamalarda kullanilma potansiyeli olan
karotenoid pigmentlerin iiretim miktarin1 ve/veya renklenmesini arttirmak amaciyla
pigment ekstraksiyonu oncesi, inkiibasyon asamasinda farkli parametreler denenmistir.
Yiiriitillen ¢aligmalarda hedeflenen turuncu sekonder metabolitin duragan evrede uzun
bir inkiibasyon siiresi sonunda ve mikrobiyal gelisim sonucunda daha yiiksek verimle
elde edilebildigi tespit edilmistir. Bu sebeple 3.2.3 bashigi altindaki analizlerde 72
saatlik inkiibasyon siiresi uygulanmistir. 72 saat siiren inkiibasyon siireci aydinlik ve
karanlik ortamlarda, statik ve calkalamali (120 rpm) kosullarda gergeklestirilmistir.
Aydinlik kosul i¢in inkiibasyon siiresince inkiibatoriin igerisi beyaz led ve floresan
1sikla aydinlatilmistir. Karanlik kosul ise aliiminyum folyo ile sarilan erlenler, 1s1k

almayan karanlik bir inkiibatdrde tutularak saglanmistir.

72 saatlik inkiibasyon sonrasinda, statik-karanlik, statik-aydinlik, ¢alkalamali-karanlik
ve ¢alkalamali-aydinlik parametreleri denenen kiiltiirlerden, bir seri diliisyon yapilarak
mikrobiyal gelisim damla plak ekim yontemi ile kob/mL cinsinden belirlenmistir. mL
basina diisen koloni olusturan birim; “[Koloni Say1si/ Diliisyon Faktorii (10™)] / Inokiile

Edilen Hacim” formiilii esas alinarak hesaplanmistir.

3.2.3.2 Bakterilerden karotenoid pigmentlerin ekstraksiyonu

37°C’de 18 - 24 saat siiresince petrilerde aktiflestirilen kiiltiirlerden koloniler

toplanarak, 0,5 McFarland standardinin esas alinmasiyla steril serum fizyolojik
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icerisinde siispanse edilmislerdir. Her bir iiyenin 0,5 McFarland standardina gore
ayarlanmig kiiltlir siispansiyonu, onceki caligmalarla belirlenen 20 mL hacimdeki
endiistriyel atik ihtiva eden ideal besiyerlerine 800’er uL (% 4) inokiile edilmistir.
Inokiilasyon yapilan erlenler Boliim 3.2.3.1°de gergeklestirilen ¢alismalar neticesinde

belirlenen kosullarda 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.

72 saatin sonunda gelisen kdltiirler, besiyerlerini uzaklastirilmak adina 8000 rpm’de 15
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda siipernatant ortamdan
uzaklastirilmis ve olusan pelletler 5 mL steril distile su (dH,0) ile siispanse edilmistir.
Steril distile su igerisindeki pellet 4000 rpm’de 15 dk tekrar santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda olusan siipernatant atilmis ve kalan renkli pelletler 5 mL metanol ile
siispanse edilmistir. Metanol igerisindeki drnekler, 40 amplitude’de 1 dk sonikasyon +
30 saniye buz iizerinde bekletme dongiisii ile toplam 5 dk boyunca sonikasyon islemine
tabi tutulmustur. Metanol muamelesi ve sonikasyon islemi sayesinde hiicreler
patlatilmis ve Trettikleri renkli pigmentler hiicre disina c¢ikarilmistir. Sonrasinda
ornekler 4000 rpm’de 15 dakika boyunca yeniden santrifiij edilmistir. Santrifijj
ardindan, renkli siipernatantlar alinmis ve Whatman no.l filtre kagitlar1 ile filtre
edilmistir. Pigment ekstraksiyon adimlari, pigmentlerin yapilarinin bozulmamasi adina
los 1s1kta ve tiipler folyoya sarilarak gergeklestirilmistir (Sasidharan vd., 2013, Shatila
vd., 2013).

Elde edilen renkli pigmentlerin OD400-450-490-500-550-600-660 NM dalga boylarlndaki
absorbanslar1 spektrofotometrik olarak base-line alinarak taranmistir. Spektrofotometrik
Olglimler esnasinda blank olarak; orneklerde de ¢oziicii olarak uygulanan metanol

kullanilmistir (Sasidharan vd., 2013, Shatila vd., 2013, Umamaheswari vd., 2013).

3.2.4 Ekstrakte edilen karotenoid pigmentlerin antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesi

Sunulan tez calismasi dahilinde Exiguobacterium cinsi izolatlardan ekstrakte edilen
karotenoid pigment yapilarinin antioksidan aktivitelerine bakilmistir. Pigment

ekstraksiyonu sonrasi1 metanolde ¢6ziinmiis olan karotenoid pigment igerikleri 55°C’de
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evaporasyona tabi tutularak yogunlastirilmig ve toz haline getirilerek bundan sonraki
calismalarda antioksidan ve antimikrobiyal o&zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
kullanilmistir (Shomali vd., 2019). Antioksidan aktivitelerine bakilmak tizere 6rnekler
hem DMSO (dimetil siilfoksit) hem de metanol ile ¢6ziilerek iki farkli ¢oziiciiniin

antioksidan aktivite tizerindeki etkileri de taranmustir.

3.2.4.1 Ekstrakte edilen pigmentlerin katalaz (CAT) enzim aktivitesine etkilerinin
analizi

Ekstraktlarin katalaz (CAT) enzim aktivitesi, 520 nm'de enzimin hidrojen peroksiti
(H202) suya Kkatalizledigi reaksiyonun spektrofotometrik olarak izlenmesiyle
belirlenmistir. Enzim aktivitesi hidrojen peroksit miktarindaki diisme ile olusan

absorbsiyon azalmasma gore yapilandirilan bir kalibrasyon egrisi kullanilarak

hesaplanmistir (Aebi, 1984).

Deneyler iki asamali olarak gerceklestirilmistir. ilk asamada hidrojen peroksitin
diismesiyle goriilen absorbsiyon azalmasina bagl kalibrasyon egrisini olusturmak igin,
5 adet ependorfa sirasiyla; 1000 uLL dH,0, 125 L 10 mM'lik H,0, — 875 uL dH,0, 250
pL 10 mM'lik H,0,— 750 pL. dH,0, 500 pL 10 mM'lik H,0,— 500 uL dH,0 ve 750 pL
10 mM'lik H,0,— 250 uLL dH,0 konulmustur. Sonra her tiipten 10 pL ¢ekilip, tizerlerine
1 mL kromojen + HRP karisimi eklenmistir. Vortekslenen karisim 15 dk karanlik
ortamda inkiibe edildikten sonra 520 nm dalga boyunda okutulmus ve okuma

sonuglarina gore H,O; kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Kromojen karigimi ayni giin taze kullanilmak iizere 4-aminoantipirin (4-AP), sodyum
3,5 dikloro-2-hidroksi benzen siilfonat (DHBS) ve 150 mM KP tamponu (pH=7,0), (1
mL:1 mL:3 mL) karisimina horseradish peroksidaz (HRP) enziminden 1 puL eklenmesi

ile hazirlanmustir.

Ikinci asamada pigment &rnekleri 5 pL alinmis, iki ayr1 organik ¢dziicii olan DMSO ve
metanol ile 1/2 oraninda seri seyreltmelerle 100 mg/mL — 6,25 mg/mL araliginda olacak

sekilde farkli konsantrasyonlarda ¢dziilmiistiir. I¢erisinde 6rnek bulunan ependorflarin
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disinda, kor olarak kullanilmak amaciyla 6rnek igermeyen ve ayrica enzim kontrol
grubu olarak kullanilmak amaciyla enzim igermeyen ependorflar hazirlanmistir. Daha
sonra, s6z konusu konsantrasyonlarda hazirlanan 5 pL 6rnek bulunduran ependorflara
ve diger ependorflara (kor ve enzim kontrol) sirasiyla; 20 uL 100.1 U/mL'lik katalaz
enzimi (enzim kontrol harig), 55 pL. 50 mM’lik potasyum fosfat (pH=7,0) tamponundan
ve 100 pL. 10 mM’lik H,0; ¢dzeltisinden eklenerek 2 dk siiresince oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. 2 dk’nin sonunda karisima 825 pL 15 mM’lik sodyum azit (NaN3)
ilave edilmis ve oda sicakliginda, karanlik ortamda 5 dk inkiibe edilmistir. 5 dakikalik
ikinci inkiibasyondan sonra, her karisimdan 10’ar pl. 6rnek alinip yeni ependorflara
konulmus ve iizerlerine 1 mL kromojen + HRP karisimi eklenmistir. Iyice vortekslenen
ornekler karanlik ortamda 40 dk daha inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
dolunca, ortamda kalan H,O, ile kromojen arasinda olusan reaksiyonda ile olusan
pembe renk 520 nm dalga boyunda spektrofotometrede okutulmustur. Bu islemler her
ornegin, iki ayr ¢oOziiciide siispanse edilmis tiim konsantrasyonlari i¢in ayri ayrt ve 5
paralel olacak sekilde calisilmistir. Enzim aktivitesi asagida verilen formiil ile

hesaplanmustir.

EA (IU/mL) = (AH,0,/dakika) x (seyreltme faktorii) / deney hacmi

3.2.4.2 Ekstrakte edilen pigmentlerin glutatyon peroksidaz (GPx) enzim
aktivitesine etkilerinin analizi

Ekstraktlarin glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi, 340 nm'de GPx’in etkisiyle
glutatyon ve hidrojen peroksitin su ve yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniigiimii ile
ortaya c¢ikan {irlin miktarmna bagli olarak glutatyon rediiktazin (GR) NADPH
molekiiliiniin ne kadarimi NADP’ye oksitlediginin takip edilmesiyle belirlenmistir
(Paglia vd., 1967).

Pigment 6rneklerinden 4 pL alinmis, iki ayr1 organik ¢6ziicii olan DMSO ve metanol ile
1/2 oraninda seri seyreltmelerle 100 mg/mL — 6,25 mg/mL araliginda hazirlanmistir.
Icerisinde 6rnek bulunan ependorflara ilave olarak, kor tiip seklinde kullanilmak

amaciyla 6rnek igermeyen ve yine enzim kontrol grubu olarak kullanilmak amaciyla da
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enzim igermeyen ependorflar hazirlanmistir. Hazirlanan Orneklerden 4 pL bulunan
ependorflara ve kor ve enzim kontrolii ependorflarina sirasiyla; 30 pL mix (1100 pL 20
mM’lik GSH + 275 uL 20 U/mL’lik GR + 275 pL 10 mM’lik NADPH ¢ozeltisi ile
hazirlanmigtir), 140 pL submix (15180 pL 50 mM 0.5 mM’lik EDTA igeren Tris.HCI
(pH=8,0) tamponu + 220 uL 30 mM’lik tert-butil hidroperoksit (t-BOOH) ile
hazirlanmistir) ve 26 plL 0.25 U/mL’lik GPx enzimi (enzim kontrol grubu harig)
eklenmistir. Ependorflardaki karisimlar hazirlandiktan hemen sonra 340 nm dalga
boyunda optik dansitedeki diisiis 5 dakika siiresince spektrofotometrik olarak
kaydedilmistir. Bu islemler her 6rnegin, iki ayri ¢oziiciide siispanse edilmis tiim
konsantrasyonlar1 i¢in ayr1 ayr1 ve 5 paralel olacak sekilde ¢alisilmigtir. Enzim aktivitesi

asagida verilen formiil ile hesaplanmustir.

EA (IU/mL) = (OD340/dakika) x (1/€340) * (seyreltme faktorii)

NADPH i¢in 340 nm’deki soniimleme katsayisi (€340) = 0,00622 nM™.cm? olarak

alinmastir.

3.2.4.3 Ekstrakte edilen pigmentlerin Glutatyon-S-Transferaz (GST) enzim
aktivitesine etkilerinin analizi

GST aktivitesi, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen substratina kars1 340 nm'de tiyoeter olusumu
izlenerek belirlenmistir. Enzimatik reaksiyonlarin baslangic hizi, olusturulan ve
dakikada mililitre basina nanomol olarak rapor edilen glutatyonun konjiigasyon iiriinii

temelinde tanimlanmistir (Habig vd., 1974).

Pigment 6rneklerinden 5 pL alinmus, iki ayr1 organik ¢6ziicii olan DMSO ve metanol ile
1/2 oraninda seri seyreltmelerle 100 mg/mL — 6,25 mg/mL araliginda hazirlanmistir.
Icerisinde drnek bulunan ependorflarin yani sira, kor olarak kullanilmak amaciyla drnek
icermeyen ve ayrica enzim kontrol grubu olarak kullanilmak amaciyla enzim icermeyen
ependorflar hazirlanmigtir. Hazirlanan 6rneklerden 5 uL. bulunan ependorflara ve diger
kor ve enzim kontrol ependorflarina sirasiyla; 40 pL 200 mM’hik KP tamponu
(pH=6,5), 5 uL sitozol enzimi (enzim kontrol hari¢) ve 200 pL mix (10 mL KP
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tamponundan 800 pL geri ¢ekilip, 200 uL 200 mM'lik GSH ve 600 uL 50 mM'lik
CDNB eklenerek hazirlanmistir) eklenmistir. Ependorflardaki karisimlar hazirlandiktan
sonra spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda 5 dakika siiresince okutulmustur. Bu
islemler her 6rnegin, iki ayr1 ¢oziiciide siispanse edilmis tiim konsantrasyonlar1 i¢in ayr1
ayr1 ve 5 paralel olacak sekilde ¢alisilmistir. Enzim aktivitesi asagida verilen formiil ile

hesaplanmustir.

EA (IU/mL) = (OD340/dakika) x (1/€340) % (seyreltme faktorii)

NADPH igin 340 nm’deki soniimleme katsayisi yine (e340) = 0,00622 nM™.cm? olarak

alinmistir.

3.2.4.4 Ekstrakte edilen pigmentlerin siiperoksit dismutaz (SOD) enzim
aktivitesine etkilerinin analizi

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, baz1 modifikasyonlarla daha 6nce tarif edilen bir

yontem kullanilarak Sl¢iilmistiir (Geller vd., 1984).

Ekstrakte edilen pigment 6rneklerinin SOD enzim aktivitelerinin tayini amaciyla nceki
basamaklarda anlatildig1 sekliyle pigment ornekleri 5 pL alinmis, iki ayr1 organik
¢oziicii olan DMSO ve metanol ile 1/2 oraninda seri seyreltmelerle 100 mg/mL — 6,25
mg/mL araliginda hazirlanmistir. Kor ve enzim kontrol gruplar1 daha 6nce anlatildig:
sekilde hazirlanmistir. 5 pLL 6rnek bulunan ependorflar ile kor ve enzim kontrolii olacak
ependorflara sirasiyla; 5 pL sitozol enzimi (enzim kontrol harig), 150 uL 0,6 mM'lik
EDTA ve 4 mg/mL BSA igeren 200 mM sodyum karbonat (Na,COs) tamponu
(pH=10,0), 75 puL 0.3 mM'lik ksantin, 10 pL 25 mM'lik nitro blue tetrazolyum (NBT)
ve 5 puL 0.139 U/mL’lik ksantin oksidaz ilave edilmistir. Ornek iyice karistirildiktan
sonra 550 nm dalga boyunda 5 dakika siiresince spektrofotometrede okutulmustur. Bu
islemler her 6rnegin, iki ayr1 ¢oziiclide slispanse edilmis tiim konsantrasyonlar i¢in ayri
ayr1 ve 5 paralel olacak sekilde ¢alisilmistir. Enzim aktivitesi asagida verilen formiil ile

hesaplanmastir.
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EA(U/mL) = (ODkor - ODtest) / (ODkor) x (seyreltme faktorii)

3.2.5 Ekstrakte edilen karotenoid pigmentlerin antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi

Tez c¢aligmasi dahilinde, Exiguobacterium cinsi izolatlardan ekstrakte edilen turuncu
karotenoid pigment o&ziitlerinin antimikrobiyal o6zelliklerine bakilmistir. Igeriklerin
antimikrobiyal 6zelliklerinin taranmasi hususunda degerlendirilen ¢esitli Gram pozitif

ve negatif patojen bakteriler Cizelge 3.28” de belirtilmistir.

Cizelge 3.28 Antimikrobiyal aktivite tayininde kullanilan patojen bakteriler

Laboratuvar Kodu Bakteri Ad1
P1* Escherichia coli
F1* Escherichia coli
S404* Salmonella sp.
S340* Salmonella sp.
ATCC 43300 Staphylococcus aureus (MRSA)
0157:H7 Escherichia coli
25 Enterococcus faecalis
ATCC 13311 Salmonella enteritidis

* tavuk patojeni izolatlar

Antimikrobiyal aktivitenin taranmasi i¢in Oncelikle; segilen patojen bakteriler TSA
besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle asilanarak 37°C’de 18 - 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi dolan aktif haldeki patojen kolonileri petrilerden
toplanarak steril serum fizyolojik igerisinde 0,5 McFarland standardinin esas
alinmasuyla siispanse edilmistir. Uygun bulanikliga ayarlanan SF icerisindeki patojenler

TSA besiyerine yayilmis ve yiizeye yayilimimin tamamen kurumasi beklenilmistir.

Takiben Bo6lim 3.2.1°de anlatildigr sekliyle aktiflestirilen APT 13a, APT 14, APT 20b,
APT 34 ve APT 44 izolatlar1 6nceki c¢alismalar dahilinde belirlenen 20 mL ideal
besiyerlerine 800’er pL oraninda inokiile edilerek 72 saat inkiibasyona birakilmistir. 72

saat sonunda inkiibasyon siireleri dolan bakterilerden Bolim 3.2.3.2°de anlatilan
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yontemler ile trettikleri pigmentler ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon esnasinda metanol
ile ¢Oziilmiis durumda olan pigment yapilari, evaporasyon ile yogunlastirilarak toz hale
getirilmistir. Antimikrobiyal aktivitelerinin taranabilmesi i¢in toz haldeki karotenoid
pigmentler 100 mg/mL olacak sekilde DMSO ve metanol ile ayr1 ayr1 ¢oziilmistiir.
Boylelikle antimikrobiyal aktivitelerine ek olarak iki farkli ¢6ziicliniin bu 6zelliklerine

olan etkileri degerlendirilebilmistir.

Organik c¢oziiciiler icerisinde hazirlanmis olan 6rnekler, patojen yayilmis olan petrilere
10’ar pL olacak sekilde damla ekim yontemi ile spotlanmistir. Ayrica ¢oziiciilerin
etkinligini test edebilmek amaciyla her iki ¢oziicii de Ornek igermeksizin petrilere
spotlanarak birer negatif kontrol olarak kullanilmigtir. Petriler 37°C’de 12 - 18 saat
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi bakterilerin patojenler iizerindeki antagonistik
etkileri olusturduklar: seffaf zonlar tizerinden kontrol edilmistir (Shatila vd., 2013). Zon
caplart mm cinsinden Ol¢iilerek olusan zonun varligina, biiytlikliigiine (+, ++, +++) ve
yokluguna (-) gore sonuglar degerlendirilmistir. Ayrica, her bir izolat i¢in metanol ve
DMSO negatif kontrollerinden elde edilen olasi inhibisyon caplari, Slgiilen nihai zon

caplarindan ¢ikarilmstir.

3.2.6 istatistiksel analizler

Deney sonuglarindan elde edilen verilerin istatistik analizleri SPSS 22.0 programu ile
yapilmis ve optimum gelisim ve pigment iiretimi kosullarinin se¢ilmesinde, “Tukey
testi, Tek Yonlii Varyans Analizi, Welch Testi ve Games-Howell karsilagtirmasi”

yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Exiguobacterium Cinsi Bes Bakteri Icin En Ideal Mikrobiyal Gelisimin
Gozlendigi Uretim Kosullarinin Secimi

4.1.1 Exiguobacterium cinsi bakterilerin peynir alti suyu ve melas gibi endiistriyel
atiklarin varh@inda gelisimlerinin optimizasyonu

Tez kapsaminda sinanan EXxiguobacterium cinsine dahil olduklar1 daha Onceki
calismalar dahilinde saptanmis olan bes farkli karotenoid iireticisi bakterinin en iyi
mikrobiyal gelisim gosterdigi besiyeri iceriklerini tespit etmek amaciyla yiiriitiilen
deneyler Boliim 3.2.2.1°de aciklandigi sekliyle yapilmistir. Buna goére APT 13a, APT
14, APT 20b, APT 34 ve APT 44’in farkli konsantrasyonlarda peynir alt1 suyu veya
melas ihtiva eden besiyerlerinde 24 - 48 saat siiresince gerceklesen inkiibasyonlar
sonucu yapilan seri diliisyonlar neticesinde 0l¢iilen mikrobiyal gelisimlerine ait sonuglar

Sekil 4.1 — 4.10 arasindaki grafiklerle sunulmustur.

¥ ArTiza o
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9 a o <
2 o = g S g =
- [ce] — N~ o
8 ~oo— ~ P = =
= I
7 1 I
__6
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§, 4 W 24 saat
8 3 48 saat
2
1
0
0,1% 1% 10% 20%
Peynir Alt1 Suyu Konsantrasyonlari

Sekil 4.1 APT 13a izolatimin farkli konsantrasyonlarda peynir alti suyu tozu igeren
besiyerlerindeki 24 - 48 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))
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APT 13a’nin 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal gelisimine en ¢ok
katki saglayan peynir alti suyu besiyerleri sirasiyla; % 1 peynir alti suyu ve % 0,1
peynir alt1 suyu olarak saptanmustir. 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda ise
gelisimine en ¢ok katki saglayan peynir alt1 suyu besiyeri; % 20 peynir alt1 suyu olarak

saptanmustir (Sekil 4.1). Isaretli gruplar arasindaki fark anlamli bulunmamstir (Tukey

Testi, p < 0,05).
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Melas Konsantrasyonlari

Sekil 4.2 APT 13a izolatinin farkli konsantrasyonlarda melas iceren besiyerlerindeki 24
- 48 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

* Siilfiirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H,SO4)

APT 13a’nin 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal gelisimine en cok
katki saglayan melas besiyerleri sirasiyla; % 4 melas (+H2SO4), % 3 melas (-H2SO.), %
3 melas (+H,SO4) ve % 4 melas (-H,SO4) olarak saptanmistir. 48 saatlik inkiibasyon
stiresinin sonunda gelisimine en ¢ok katki saglayan melas besiyeri; % 1 melas (-H,SOy)

olarak saptanmustir (Sekil 4.2). Isaretli gruplar arasindaki fark anlamli bulunmamistir

(Tukey Testi, p < 0,05).
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Sekil 4.3 APT 14 izolatinin farkli konsantrasyonlarda peynir alti suyu tozu igeren
besiyerlerindeki 24 - 48 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 14’iin 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal gelisimine en ¢ok katki

saglayan peynir alt1 suyu besiyerleri sirasiyla; % 0,1 peynir alt1 suyu ve % 1 peynir alt1

suyu olarak saptanmistir. 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda gelisimine en c¢ok

katk1 saglayan peynir alt1 suyu besiyeri % 0,1 peynir alt1 suyu olarak saptanmistir (Sekil

4.3). Isaretli gruplar arasindaki fark anlamli bulunmamistir (Tukey Testi, p < 0,05).
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Sekil 4.4 APT 14 izolatinin farkli konsantrasyonlarda melas iceren besiyerlerindeki 24 -
48 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

* Siilfiirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H,SO4)

APT 14°lin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal gelisimine en ¢ok

katk1 saglayan melas besiyeri; % 1 melas (+H,SO,4) — 48 saat olarak saptanmustir (Sekil

4.4) (Tukey Testi, p < 0,05).
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Sekil 4.5 APT 20b izolatinin farkli konsantrasyonlarda peynir alti suyu tozu igeren
besiyerlerindeki 24 - 48 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 20b’nin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal gelisimine en
cok katki saglayan peynir alt1 suyu besiyeri; % 0,1 peynir alt1 suyu — 24 saat olarak
saptanmigtir (Sekil 4.5). Higbir grup arasindaki fark anlamli bulunmamistir (Tek Yonlii
Varyans Analizi p=0,195).
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Sekil 4.6 APT 20b izolatinin farkli konsantrasyonlarda melas i¢eren besiyerlerindeki 24
- 48 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

* Siilfiirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H»SO4)

APT 20b’nin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal gelisimine en

cok katki saglayan melas besiyeri; % 2 melas (+H,SO,4) — 48 saat olarak saptanmigtir

(Sekil 4.6) (Tukey Testi, p < 0,05).
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Sekil 4.7 APT 34 izolatinin farkli konsantrasyonlarda peynir alti suyu tozu igeren
besiyerlerindeki 24 - 48 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 34’{in 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal gelisimine en ¢ok
katki saglayan peynir alt1 suyu besiyeri; % 10 peynir alt1 Suyu — 24 saat ve % 20 peynir
altt suyu — 24 saat olarak saptanmistir (Sekil 4.7). Higcbir grup arasindaki fark anlamli
bulunmamustir (Tek Yonlii Varyans Analizi p= 0,191).
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Sekil 4.8 APT 34 izolatinin farkli konsantrasyonlarda melas iceren besiyerlerindeki 24 -
48 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

* Siilfiirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H2SO4)

APT 34’{in 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal gelisimine en ¢ok katki
saglayan melas besiyerleri sirasiyla; % 4 melas (-H,SO,), % 3 melas (-H2SO4) ve % 4
melas (+H,SO,) olarak saptanmigtir. 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda
gelisimine en ¢ok katki saglayan melas besiyerleri ise sirasiyla; % 4 melas (+H,SO,) ve

% 2 melas (+H,SO,) olarak saptanmistir (Sekil 4.8) (Tukey Testi, p < 0,05).
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Sekil 4.9 APT 44 izolatinin farkli konsantrasyonlarda peynir altt suyu tozu igeren

besiyerlerindeki 24 - 48 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 44°iin 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal gelisimine en ¢ok katki

saglayan peynir alt1 suyu besiyeri; % 0,1 peynir alt1 suyu olarak saptanmistir. 48 saatlik

inkiibasyon siiresinin sonunda gelisimine en ¢ok katki saglayan peynir alti suyu

besiyerleri sirasiyla; % 10 peynir alt1 suyu ve % 20 peynir alt1 suyu olarak saptanmustir

(Sekil 4.9). Isaretli gruplar arasinda mikrobiyal gelisim agisindan fark bulunamamustir
(Tukey Testi, p <0,05).
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Sekil 4.10 APT 44 izolatinin farkli konsantrasyonlarda melas iceren besiyerlerindeki 24

- 48 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

* Siilfiirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-

H,S04)

APT 44’iin 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal gelisimine en ¢ok katki

saglayan melas besiyeri; % 2 melas (+H,SO4) olarak saptanmistir. 48 saatlik

inkiibasyon siiresinin sonunda gelisimine en cok katki saglayan melas besiyerleri

sirastyla; % 4 melas (-H,SO4) ve % 2 melas (-H,SO,) olarak saptanmistir (Sekil 4.10)

(Tukey Testi, p <0,05).
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4.1.2 Secilen en etkili ve ekonomik konsantrasyonlardaki peynir alti suyu ve
melasin ikili kombinasyonlarinin mikrobiyal gelisime katkilar

Besiyeri se¢imi kapsaminda, 6nceki denemelerde 5 farkli bakterinin en iyi mikrobiyal
gelisim gosterdigi belirlenen peynir alti suyu (whey) ve melas igeren besiyerleri bir
arada denenmistir. Buna gore APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44’{in ideal
konsantrasyonlarda peynir alt1 suyu (whey) ve melas ihtiva eden besiyerlerinde secilen
siirelerde gerceklesen inkiibasyonlari neticesinde yapilan seri diliisyonlar sonucu

Olciilen mikrobiyal gelisimlerine ait sonuglar Sekil 4.11 — 4.15 arasindaki grafiklerle

sunulmustur.
* APT 13a
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B9% 1 Whey - 24 saat ©% 3 Melas (-H2SO4) - 24 saat % 1 Whey + % 3 Melas (-H2SO4) - 24 saat

Sekil 4.11 APT 13a izolat1 i¢in segilen konsantrasyonlarda peynir alt1 suyu tozu ve
melas konsantrasyonlarinin birlikte denendigi besiyerindeki mikrobiyal
gelisimi (log(kob/mL))

* Siilfiirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H,S0.)

APT 13a igin 6nceki denemelerde belirlendigi tizere % 1 peynir alt1 suyu ve % 3 melas
(-H2SO,) igeren besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon gergeklestirilmistir. Tiim denenen
besiyerleri birbiriyle kiyaslandiginda; % 1 peynir alt1 suyu iceren besiyerinin, bakterinin

mikrobiyal gelisimine en ¢ok katki saglayan besiyeri oldugu saptanmustir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.12 APT 14 izolat1 i¢in se¢ilen konsantrasyonlarda peynir alt1 suyu tozu ve melas

konsantrasyonlarinin birlikte denendigi besiyerindeki mikrobiyal gelisimi
(log(kob/mL))

* Siilfirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H,S0,)

APT 14 i¢in onceki denemelerde belirlendigi tizere % 0,1 peynir alt1 suyu ve % 3 melas
(-H2SO,) igeren besiyerinde 48 saatlik inkiibasyon gergeklestirilmistir. Tiim denenen
besiyerleri birbiriyle kiyaslandiginda; % 3 melas (-H,SO,) igeren besiyerinin, bakterinin

mikrobiyal gelisimine en ¢ok katki saglayan besiyeri oldugu saptanmustir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.13 APT 20b izolat1 i¢in segilen konsantrasyonlarda peynir alt1 suyu tozu ve

melas konsantrasyonlarinin birlikte denendigi besiyerindeki mikrobiyal
gelisimi (log(kob/mL))

* Siilfiirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H2SO4)

APT 20b i¢in dnceki denemelerde belirlendigi tizere % 0,1 peynir alt1 suyu ve % 2
melas (-H,SO,) igeren besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon gergeklestirilmistir. Tim
denenen besiyerleri birbiriyle kiyaslandiginda; % 2 melas (-H,SO,) i¢eren besiyerinin,

bakterinin mikrobiyal gelisimine en c¢ok katki saglayan besiyeri oldugu saptanmistir
(Sekil 4.13).
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Sekil 4.14 APT 34 izolat1 i¢in se¢ilen konsantrasyonlarda peynir alt1 suyu tozu ve melas

konsantrasyonlarmin birlikte denendigi besiyerindeki mikrobiyal geligimi
(log(kob/mL))

* Siilfiirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H,S0,)

APT 34 i¢in onceki denemelerde belirlendigi tizere % 0,1 peynir alt1 suyu ve % 3 melas
(-H2S0O4) igeren besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon gergeklestirilmistir. Tiim denenen
besiyerleri birbiriyle kiyaslandiginda; % 3 melas (-H,SO,) igeren besiyerinin, bakterinin

mikrobiyal gelisimine en ¢ok katki saglayan besiyeri oldugu saptanmustir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.15 APT 44 izolat1 i¢in sec¢ilen konsantrasyonlarda peynir alt1 suyu tozu ve melas
konsantrasyonlarinin birlikte denendigi besiyerindeki mikrobiyal gelisimi
(log(kob/mL))

* Siilfirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H,SO,)

APT 44 i¢in onceki denemelerde belirlendigi tizere % 0,1 peynir alt1 suyu ve % 4 melas
(-H2S0,) igeren besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon gerceklestirilmistir. Tiim denenen
besiyerleri birbiriyle kiyaslandiginda; % 0,1 peynir alti suyu igeren besiyerinin,
bakterinin mikrobiyal gelisimine en ¢ok katki saglayan besiyeri oldugu saptanmistir
(Sekil 4.15).
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4.1.3 lideal konsantrasyonlardaki endiistriyel atiklar varhginda bakterilerin
gelisimleri iizerine cesitli potasyum ve magnezyum tuzlarimin etkisinin
belirlenmesi

Besiyeri se¢imi kapsaminda son olarak, tuz katkilarinin 5 farkli bakterinin mikrobiyal
gelisimleri iizerine olan etkileri denenmistir. Buna goére APT 13a, APT 14, APT 20b,
APT 34 ve APT 44°{in ideal konsantrasyonlarda peynir alt1 suyu (whey) ve melas i¢eren
besiyerlerine potasyum ve magnezyum tuzlar1 eklenerek gergeklesen inkiibasyonlar
neticesinde yapilan seri diliisyonlar sonucu 6l¢iilen mikrobiyal gelisimlerine ait sonuglar

Sekil 4.16 — 4.20 arasindaki grafiklerle sunulmustur.

* APT 13a
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% 1 Whey + % 3 Melas (-H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4 + % 0,02 MgS04.7H20
% 1 Whey + % 3 Melas (-H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4 + % 0,5 MgS04.7H20

Sekil 4.16 APT 13a’nin segilen konsantrasyonlarda peynir alti suyu tozu ve melas
konsantrasyonlarinin cesitli potasyum ve magnezyum tuzlariyla birlikte
denendigi besiyerlerindeki mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

* Siilfirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H2SO,)

APT 13a i¢in 6nceki denemelerde belirlendigi tizere % 1 peynir alt1 suyu ve % 3 melas
(-H2S0.) igeren besiyerine cesitli konsantrasyonlarda potasyum ve magnezyum tuzlari

eklenerek 24 saatlik inkiibasyon gerceklestirilmistir. Tiim denenen besiyerleri birbiriyle
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kiyaslandiginda; sadece % 1 peynir alt1 suyu igeren besiyerinin, bakterinin mikrobiyal
gelisimine en ¢ok katki saglayan ve en ekonomik besiyeri oldugu saptanmistir (Sekil
4.16).

APT 14

7429 g
' 6,656 6753 [

6,177

log (kob/mL)
O P N W M 01 O N 0 ©

H% 0,1 Whey - 48 saat
% 3 Melas (-H2S04) - 48 saat
H% 0,1 Whey + % 3 Melas (-H2S04) - 48 saat
% 0,1 Whey + % 3 Melas (-H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4
% 0,1 Whey + % 3 Melas (-H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4 + % 0,02 MgS04.7H20
% 0,1 Whey + % 3 Melas (-H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4 + % 0,5 MgS04.7H20

Sekil 4.17 APT 14’iin secilen konsantrasyonlarda peynir alti suyu tozu ve melas
konsantrasyonlarinin ¢esitli potasyum ve magnezyum tuzlariyla birlikte
denendigi besiyerlerindeki mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

* Siilfiirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H»SO4)

APT 14 i¢in onceki denemelerde belirlendigi tizere % 0,1 peynir alt1 suyu ve % 3 melas
(-H2S0,) igeren besiyerine gesitli konsantrasyonlarda potasyum ve magnezyum tuzlari
eklenerek 48 saatlik inkiibasyon gerceklestirilmistir. Tiim denenen besiyerleri birbiriyle
kiyaslandiginda; % 3 melas (-H,SO,4) iceren besiyerinin, bakterinin mikrobiyal

gelisimine en ¢ok katki saglayan ve en ekonomik besiyeri oldugu saptanmistir (Sekil
4.17).
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APT 20b
12 *

10 9,398
— 7,464 7,330 I
- 8 7,327 I 7
= 6,102
S 6
o
=
o 4
2
2
0

W% 0,1 Whey - 24 saat
% 2 Melas (+H2S04) - 24 saat
1% 0,1 Whey + % 2 Melas (+H2SO4) - 24 saat
% 0,1 Whey + % 2 Melas (+H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4
% 0,1 Whey + % 2 Melas (+H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4 + % 0,02 MgS04.7H20
% 0,1 Whey + % 2 Melas (+H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4 + % 0,5 MgS04.7H20

Sekil 4.18 APT 20b’nin secilen konsantrasyonlarda peynir alti suyu tozu ve melas
konsantrasyonlarinin ¢esitli potasyum ve magnezyum tuzlariyla birlikte
denendigi besiyerlerindeki mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

* Silfurik asitle muamele edilmis (+H,SQO,), silfiirik asitle muamele edilmemis (-
H,SO4)

APT 20b i¢in Onceki denemelerde belirlendigi lizere % 0,1 peynir alt1 suyu ve % 2
melas (-H2SO,) iceren besiyerine cesitli konsantrasyonlarda potasyum ve magnezyum
tuzlar eklenerek 24 saatlik inkiibasyon gergeklestirilmistir. Tiim denenen besiyerleri
birbiriyle kiyaslandiginda; % 2 melas (-H;SO4) igeren besiyerinin, bakterinin
mikrobiyal gelisimine en ¢ok katki saglayan ve en ekonomik besiyeri oldugu

saptanmistir (Sekil 4.18).
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APT 34

10
9 8,457 8,293 2923 8,362
8 7,656 [ 7230 I = 5
5 7
E s
S 5
A4
~ 4
[@)]
o 3
2
1
0

W% 0,1 Whey - 24 saat
% 3 Melas (-H2S04) - 24 saat
H% 0,1 Whey + % 3 Melas (-H2S04) - 24 saat
% 0,1 Whey + % 3 Melas (-H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4
% 0,1 Whey + % 3 Melas (-H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4 + % 0,02 MgS04.7H20
% 0,1 Whey + % 3 Melas (-H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4 + % 0,5 MgS04.7H20

Sekil 4.19 APT 34’iin segilen konsantrasyonlarda peynir alti suyu tozu ve melas
konsantrasyonlarinin ¢esitli potasyum ve magnezyum tuzlariyla birlikte
denendigi besiyerlerindeki mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

* Siilfirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H,SOy4)

APT 34 i¢in onceki denemelerde belirlendigi tizere % 0,1 peynir alt1 suyu ve % 3 melas
(-H2SO,) igeren besiyerine gesitli konsantrasyonlarda potasyum ve magnezyum tuzlari
eklenerek 24 saatlik inkiibasyon gerceklestirilmistir. Tiim denenen besiyerleri birbiriyle
kiyaslandiginda; % 3 melas (-H,SO,4) igeren besiyerinin, bakterinin mikrobiyal
gelisimine en ¢ok katki saglayan ve en ekonomik besiyeri oldugu saptanmistir (Sekil
4.19).
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APT 44

9
7,579 7,741
8 2 )
7,204 6,815 7,2149 6.908 I
7 I I
- 6
E 5
o
o 4
<
g 3
- 2
1
0

H% 0,1 Whey - 24 saat
% 4 Melas (-H2S04) - 48 saat
1% 0,1 Whey + % 4 Melas (-H2S04) - 24 saat
% 0,1 Whey + % 4 Melas (-H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4
% 0,1 Whey + % 4 Melas (-H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4 + % 0,02 MgS04.7H20
% 0,1 Whey + % 4 Melas (-H2S04) + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4 + % 0,5 MgS04.7H20

Sekil 4.20 APT 44’iin secilen konsantrasyonlarda peynir alti suyu tozu ve melas
konsantrasyonlarinin ¢esitli potasyum ve magnezyum tuzlariyla birlikte
denendigi besiyerlerindeki mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

* Siilfiirik asitle muamele edilmis (+H2SO,), siilfiirik asitle muamele edilmemis (-
H2SO4)

APT 44 i¢in onceki denemelerde belirlendigi {izere % 0,1 peynir alt1 suyu ve % 4 melas
(-H2S04) igeren besiyerine ¢esitli konsantrasyonlarda potasyum ve magnezyum tuzlari
eklenerek 24 saatlik inkiibasyon gerceklestirilmistir. Tiim denenen besiyerleri birbiriyle
kiyaslandiginda; % 0,1 peynir alti suyu iceren besiyerinin, bakterinin mikrobiyal

gelisimine katki saglayan ve en ekonomik besiyeri oldugu saptanmistir (Sekil 4.20).
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4.1.4 En ideal mikrobiyal gelisim gozlenen pH degerinin belirlenmesi

Tez kapsaminda calisilan 5 farkli karotenoid ftireticisi Exiguobacterium cinsine dahil
bakterinin ideal konsantrasyonlarda endiistriyel atiklar iceren besiyerlerinde, en iyi
mikrobiyal gelisim gosterdigi pH degerini tespit etmek amaciyla yiiriitillen deneyler
Boliim 3.2.2.2°de aciklandig1 sekliyle yapilmistir. Buna gore APT 13a, APT 14, APT
20b, APT 34 ve APT 44’iin belirlenen konsantrasyonlarda peynir altt suyu (whey)
ve/veya melas ihtiva eden besiyerlerinde, belirlenen siirelerde ve farkli pH degerlerinde
gerceklestirilen inkiibasyonlar1 sonrasi yapilan seri dillisyonlar sonucu 6l¢iilen

mikrobiyal gelisimlerine ait sonuglar Sekil 4.21 — 4.25 arasindaki grafiklerle

sunulmustur.
APT 13a
12
*
10 8.834 8,602
8,366

0 g I
£ mpH =80
o)
2 6 pH=85
8 mpH=9,0

4 pH=95

2

0

37°C - 24 saat pH degerleri

Sekil 4.21 APT 13a izolatinin % 1 peynir alt1 suyu igeren besiyerinde, farkli pH
degerlerinde 24 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 13a’nin % 1 peynir alt1 suyu igeren besiyerinde, farkli pH degerlerinde 24 saatlik
inkiibasyonu gerceklestirilmistir. Tiim denenen pH degerleri birbiriyle kiyaslandiginda;
pH 9,0 bakterinin mikrobiyal gelisimine katki saglayan ve en ekonomik pH degeri
olarak saptanmistir (Sekil 4.21).
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APT 14

10
9 8,400
s 1
’_T 7
% 6 mpH =80
g s mpH=85
5’ 4 mpH=9,0
3 pH=9,5
2
1
0

37°C - 48 saat pH degerleri

Sekil 4.22 APT 14 izolatinin % 3 melas (-H2SO4) igeren besiyerinde, farkli pH
degerlerinde 48 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 14’tin % 3 melas (-H,SO,) iceren besiyerinde, farkli pH degerlerinde 48 saatlik
inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Tiim denenen pH degerleri birbiriyle kiyaslandiginda;
pH 8,5 bakterinin mikrobiyal gelisimine katki saglayan ve en ekonomik pH degeri
olarak saptanmustir (Sekil 4.22).
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APT 20b

7,872
8 7,707
I

;
gy
g mpH =80
25 mpH=38,5
<
> ° mpH=9,0
o
= 3 pH=95

2

1

0

37°C - 24 saat pH degerleri

Sekil 4.23 APT 20b izolatinin % 2 melas (-H2SO4) iceren besiyerinde, farkli pH
degerlerinde 24 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 20b’nin % 2 melas (-H2SO,) igeren besiyerinde, farkli pH degerlerinde 24 saatlik
inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Tiim denenen pH degerleri birbiriyle kiyaslandiginda;
pH 8,5 bakterinin mikrobiyal gelisimine katki saglayan ve en ekonomik pH degeri
olarak saptanmustir (Sekil 4.23).
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APT 34
10,000 Y

9,000 8,440 8,270 8,410
8,000
7,000
6,000
5,000
4,000
3,000
2,000
1,000
0,000

7,012

mpH=8,0
mpH=8,5
mpH=9,0

pH=95

log (kob/mL)

37°C - 24 saat pH degerleri

Sekil 4.24 APT 34 izolatimin % 3 melas (-H2SO4) igeren besiyerinde, farkli pH
degerlerinde 24 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 34’in % 3 melas (-H,SO,) igeren besiyerinde, farkli pH degerlerinde 24 saatlik
inkiibasyonu gerceklestirilmistir. Tiim denenen pH degerleri birbiriyle kiyaslandiginda;
pH 8,0 bakterinin mikrobiyal gelisimine katki saglayan ve en ekonomik pH degeri
olarak saptanmigtir (Sekil 4.24).
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APT 44
10,000 *

9,000 8.250 8,470
8,000
7,000
6,000
5,000
4,000
3,000
2,000
1,000
0,000

5,739

5,477 mpH=75
pH =8,0

mpH=85

pH=9,0

log (kob/mL)

37°C - 24 saat pH degerleri

Sekil 4.25 APT 44 izolatinin % 0,1 peynir alti suyu igeren besiyerinde, farkli pH
degerlerinde 24 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 44’tn % 0,1 peynir alt1 suyu igeren besiyerinde, farkli pH degerlerinde 24 saatlik
inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Tiim denenen pH degerleri birbiriyle kiyaslandiginda;
pH 8,0 bakterinin mikrobiyal gelisimine katki saglayan ve en ekonomik pH degeri
olarak saptanmustir (Sekil 4.25).

4.1.5 En ideal mikrobiyal gelisim gozlenen sicaklik degerinin belirlenmesi

Tez kapsaminda calisilan 5 farkli karotenoid ftireticisi Exiguobacterium cinsine dahil
bakterinin ideal konsantrasyonlarda endiistriyel atiklar igeren besiyerinde ve ideal pH
degerinde, en iyi mikrobiyal gelisim gosterdigi sicaklik degerini tespit etmek amaciyla
yiiriitiilen deneyler Bolim 3.2.2.3’de agiklandigi sekliyle yapilmistir. Buna gore APT
13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44’iin belirlenen konsantrasyonlarda peynir
alti suyu (whey) ve/veya melas ihtiva eden besiyerlerinde, belirlenen siirelerde ve
belirlenen pH degerlerinde, farkli sicakliklarda gerceklestirilen inkiibasyonlar1 sonrasi
yapilan seri diliisyonlar sonucu 6lgiilen mikrobiyal gelisimlerine ait sonuglar Sekil 4.26

—4.30 arasindaki grafiklerle sunulmustur.
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APT 13a
10 *

. 8,866
8,112 8,112
7,052

2’ |
% 6 m35°C
X 5 m37°C
8 4 ®40°C

3 45°C

2

1

0

pH 9,0 - 24 saat sicaklik degerleri

Sekil 4.26 APT 13a izolatinin % 1 peynir alt1 suyu igeren pH 9,0 besiyerinde, farkli
sicakliklarda 24 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 13a’nin % 1 peynir altt suyu iceren pH 9,0’a ayarlanan besiyerinde, farkl
sicakliklarda 24 saatlik inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Tim denenen sicaklik
degerleri birbiriyle kiyaslandiginda; 40°C bakterinin mikrobiyal gelisimine katki
saglayan sicaklik degeri olarak saptanmistir (Sekil 4.26).
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APT 14
10 *

9 8,361
7,040

m37°C
45°C
m50°C
52°C

log (kob/mL)

0,000 0,000

pH 8,5 - 48 saat sicaklik degerleri

Sekil 4.27 APT 14 izolatinin % 3 melas (-H2SO4) iceren pH 8,5 besiyerinde, farkli
sicakliklarda 48 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 14’tin % 3 melas (-H,SO4) igeren pH 8,5’¢ ayarlanan besiyerinde, farkli
sicakliklarda 48 saatlik inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Tiim denenen sicaklik
degerleri birbiriyle kiyaslandiginda; 37°C bakterinin mikrobiyal gelisimine katk1
saglayan sicaklik degeri olarak saptanmustir (Sekil 4.27).
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APT 20b
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6,849

5,740

m35°C
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45°C

log (kob/mL)
B (8,

w

pH 9,0 - 24 saat sicaklik degerleri

Sekil 4.28 APT 20b izolatinin % 2 melas (-H2SO4) igeren pH 9,0 besiyerinde, farkli
sicakliklarda 24 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 20b’nin % 2 melas (-H,SO,) igceren pH 8,5’¢ ayarlanan besiyerinde, farkli
sicakliklarda 24 saatlik inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Tim denenen sicaklik
degerleri birbiriyle kiyaslandiginda; 37°C bakterinin mikrobiyal gelisimine katki
saglayan sicaklik degeri olarak saptanmistir (Sekil 4.28).
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APT 34
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pH 8,0 - 24 saat sicaklik degerleri

Sekil 4.29 APT 34 izolatinin % 3 melas (-H2SO4) iceren pH 8,0 besiyerinde, farkli
sicakliklarda 24 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 34’tin % 3 melas (-H,SO4) igeren pH 8,0’¢ ayarlanan besiyerinde, farkli
sicakliklarda 24 saatlik inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Tiim denenen sicaklik
degerleri birbiriyle kiyaslandiginda; 37°C bakterinin mikrobiyal gelisimine katki
saglayan sicaklik degeri olarak saptanmistir (Sekil 4.29).
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APT 44

10,000 * 8.954
8,368 ’
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0,000
pH 8,0 - 24 saat sicaklik degerleri

Sekil 4.30 APT 44 izolatinin % 0,1 peynir alti suyu igeren pH 8,0 besiyerinde, farkli
sicakliklarda 24 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 44’tin % 0,1 peynir alti suyu iceren pH 8,0’e ayarlanan besiyerinde, farkli
sicakliklarda 24 saatlik inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Tiim denenen sicaklik
degerleri birbiriyle kiyaslandiginda; 37°C bakterinin mikrobiyal gelisimine katki
saglayan sicaklik degeri olarak saptanmistir (Sekil 4.30).
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4.2 Exiguobacterium Cinsi 5 Bakterinin Pigment Uretimlerinin Karistirma ve Isiga
Bagh  Optimizasyonu ve Bakterilerden  Karotenoid Pigmentlerin
Ekstraksiyonu

4.2.1 Exiguobacterium cinsi bakterilerin karistirma ve 1s18a bagh pigment
iiretimlerinin optimizasyonu

Turuncu Kkarotenoid pigment fiirettigi bilinen 5 Exiguobacterium cinsi bakterinin
pigment iiretimi iizerine calkalama ve 1s1k kosullarin etkisini belirlemek {izere
optimizasyon caligmalar1 Boliim 3.2.3.1°de belirtildigi sekilde yapilmistir. Bu baglamda
APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44’tin statik ve dinamik (120rpm)
kosullarda, aydinlik ve karanlik ortamlarda uygulanan pigment ekstraksiyonu
yonteminde belirtildigi lizere, 72 saat siiresince inkiibasyonlar1 sonucu yapilan seri
dilisyonlar neticesinde Slgiilen mikrobiyal gelisimlerine ait sonuglar Sekil 4.31 — 4.35

arasindaki grafiklerle sunulmustur.

APT 13a
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B Statik - Aydmlik Statik - Karanlik ™ Dinamik - Aydinlik Dinamik - Karanlik

Sekil 4.31 APT 13a izolatinin statik ve dinamik kosullarda, aydinlik ve karanlik
ortamlarda 72 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 13a izolatinin statik - aydinlik, statik - karanlik, dinamik - aydinlik ve dinamik -

karanlik  kosullarda pigment ekstraksiyonu i¢in 72 saatlik inkiibasyonu
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gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiim kosullar karsilastirildiginda mikrobiyal

gelisimin en yiiksek oldugu kosul dinamik ve aydinlik olarak belirlenmistir (Sekil 4.31).

APT 14
12,000

10,000 9,161 9,423

8,239 8,423

8,000

6,000

log (kob/mL)

4,000

2,000

0,000

B Statik - Aydinlik Statik - Karanlik ~ ® Dinamik - Aydinlik Dinamik - Karanlik

Sekil 4.32 APT 14 izolatinin statik ve dinamik kosullarda, aydinlik ve karanlik
ortamlarda 72 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 14 izolatinin statik - aydinlik, statik - karanlik, dinamik - aydmnlik ve dinamik -
karanlik  kosullarda pigment ekstraksiyonu i¢in 72  saatlik inkiibasyonu
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiim kosullar karsilastirildiginda mikrobiyal

gelisimin en yiiksek oldugu kosul dinamik ve aydinlik olarak belirlenmistir (Sekil 4.32).
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APT 20b
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Sekil 4.33 APT 20b izolatinin statik ve dinamik kosullarda, aydinlik ve karanlik
ortamlarda 72 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 20b izolatinin statik - aydinlik, statik - karanlik, dinamik - aydinlik ve dinamik -
karanlik  kosullarda pigment ekstraksiyonu i¢in 72 saatlik inkiibasyonu
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiim kosullar karsilastirildiginda mikrobiyal

gelisimin en yiiksek oldugu kosul statik ve aydinlik olarak belirlenmistir (Sekil 4.33).
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APT 34

12,000 *
10,145

10,000 9,057

x

9,030 8.360

8,000

6,000

log (kob/mL)

4,000

2,000

0,000

B Statik - Aydinlik ™ Statik - Karanlik ~ ® Dinamik - Aydinlik Dinamik - Karanlik

Sekil 4.34 APT 34 izolatinin statik ve dinamik kosullarda, aydinlik ve karanlik
ortamlarda 72 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 34 izolatinin statik - aydinlik, statik - Karanlik, dinamik - aydinlik ve dinamik -
karanlik  kosullarda pigment ekstraksiyonu i¢in 72  saatlik inkiibasyonu
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiim kosullar karsilastirildiginda mikrobiyal

gelisimin en yiiksek oldugu kosul dinamik ve aydinlik olarak belirlenmistir (Sekil 4.34).
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APT 44
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Sekil 4.35 APT 44 izolatinin statik ve dinamik kosullarda, aydinlik ve karanlik
ortamlarda 72 saatlik mikrobiyal gelisimi (log(kob/mL))

APT 44 izolatiin statik - aydinlik, statik - karanlik, dinamik - aydmlik ve dinamik -
karanlik  kosullarda pigment ekstraksiyonu i¢in 72 saatlik inkiibasyonu
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiim kosullar karsilastirildiginda mikrobiyal

gelisimin en yliksek oldugu kosul dinamik ve aydinlik olarak belirlenmistir (Sekil 4.35).

Cizelge 4.1 APT 13a, APT 14, APT20b, APT 34 ve APT 44 izolatlar1 i¢in secilen 72
saat siiresince ideal mikrobiyal gelisim ve pigment iiretim kosullar

cew - Gelisim Pigment
Gelisim I¢in Gel.lslm. I¢in G?h.slm Icin Uretimi i¢in
o Secilen Ideal Icin . .
Secilen Ideal Atik inkiibasvon Secilen Secilen Secilen
Konsantrasyonu Siireszl i defll H Ideal Ideal
P Sicakhigi Kosullar
APT %1 Peynir Alt1 . Dinamik -
13a Suyu 24 saat 9.0 40°C Aydmlik
APT 0 o Dinamik -
14 %3 Melas 48 saat 8,5 37°C Aydinlik
APT 0 o Statik -
20b %2 Melas 24 saat 8,5 37°C Aydinlik
APT 0 o Dinamik -
34 %3 Melas 24 saat 8,0 37°C Aydinlik
APT |  %0.1 Peynir Alt1 o Dinamik -
44 Suyu 24 saat 8.0 37C Aydinlik
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4.2.2 Exiguobacterium cinsi bakterilerden karotenoid pigmentlerin ekstraksiyonu

Tez kapsaminda karotenoid iireticisi olduklari bilinen Exiguobacterium cinsi 5 bakteri
Bolim 4.2.1°de belirlendigi iizere izolat gereksinimine bagli olarak statik, dinamik ve
aydinlik kosullarda 72 saat inkiibe edilmistir. APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve
APT 44’tn {rettikleri karotenoid pigmentlerin ekstraksiyonu Bolim 3.2.3.2°de
belirtildigi sekilde yapilmistir (Sekil 4.36). Uygulanan pigment ekstraksiyon yontemi

sonrast yapilan spektrofotometrik 6l¢iimler Cizelge 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.36 APT 44 izolatinin a) whey besiyerinde gelistirilen erlen kiiltiirii, b) santrifiij
sonrasi renkli peleti, ¢) ekstrakte edilen toz formdaki turuncu pigment
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Cizelge 4.2 Pigment ekstraksiyonu sonrasi APT 13a, APT 14, APT20b, APT 34 ve APT 44 oziitlerinin spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari

13a 14 20b 34 44

Statik - | Dinamik - | Statik — | Dinamik — | Statik - | Dinamik - | Statik - | Dinamik - | Statik - | Dinamik -

Aydmmhk | Aydinhk | Aydinhk | Aydinhk | Aydinhk | Aydinhk | Aydinhk | Aydinhk | Aydinhk | Aydinhk
400 nm 0,152 0,227 0,236 0,333 0,087 0,126 0,056 0,304 0,218 0,489
450 nm 0,167 0,378 0,277 0,665 0,088 0,220 0,057 0,527 0,327 0,811
490 nm 0,152 0,346 0,206 0,643 0,062 0,204 0,037 0,514 0,277 0,681
500 nm 0,150 0,314 0,162 0,581 0,054 0,185 0,033 0,466 0,239 0,991
550 nm 0,119 0,033 0,008 0,074 0,014 0,025 0,000 0,037 0,010 0,110
600 nm 0,101 0,020 0,000 0,059 0,010 0,013 0,000 0,021 0,006 0,082
660 nm 0,082 0,018 0,000 0,050 0,007 0,008 0,000 0,009 0,000 0,063

* Analizler 72 saatlik, izolata 6zgii en ideal kosulda iiretim sonrasi saflagtirilan pigment icerikleri tizerinden yiirtitiilmistir.




E_l [ W avescan . '
Sample: Default 1 A BO0.O mrm Abs 02 .

Sekil 4.37 APT 44 izolatinin base-line alinarak yapilan spektrofotometrik tarama, APT
44 izolatiin en yiiksek pik verdigi dalga boyu 465 nm olarak belirlenmistir

Turuncu renkli pigment ekstraktlarinin absorbsiyon spektrumlari, spektrofotometre
kullanilarak 400-660 nm dalga boyu arasinda Ol¢iilmiistiir. Yapilan ol¢iimler sonucu;
APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44’tin dinamik (120rpm) ve aydinlik
ortamda gelistirilen kiiltiirlerinden elde edilen pigment igeriklerinin Amax (490 nm)’de
statik ve aydinlik ortamda gelistirilen kiiltiir ekstrelerinden daha yiiksek absorbsiyon
verdigi belirlenmistir (Cizelge 4.1). Ayrica 450 — 500 nm dalga boyu araliginda,

pigment iceriklerinin yiiksek pik verdikleri saptanmuistir.

4.3 Ekstrakte Edilen Karotenoid Pigmentlerin Antioksidan Aktiviteleri

Sunulan tez ¢alismasi dahilinde Exiguobacterium cinsi izolatlardan ekstrakte edilen
karotenoid pigment igeriklerinin antioksidan aktiviteleri Bolim 3.2.4’de anlatildig
sekilde Olciilmiistiir. Pigment ekstraksiyonu sonrast karotenoid pigment yapilar
evaporasyona tabi tutularak toz haline getirilmis, DMSO ve metanol olmak tizere iki
farkli ¢oziicli ile muamele edilerek antioksidan Ozelliklerin belirlenmesinde
kullanilmistir. Bu baglamda katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz ve
stiperoksit dismutaz aktiviteleri test edilmis, sonuclar Sekil 3.38 — 3.77 arasindaki

grafiklerle sunulmustur. Grafiklerde kirmizi ile belirtilen degerler kontrol grubu olup,
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yalnizca enzim i¢cermekte karotenoid drnek icermemektedir. Verilen siitun grafiklerinde
sadece enzim igeren kontrol grubunun enzim aktivitesi %100 olarak alinmis ve farkl

konsantrasyonlardaki karotenoidin enzim aktivite yiizdesi ona gére hesaplanmustir.

4.3.1 Katalaz (CAT) aktivitesi sonuclar

APT 13a DMSO
120,000
100,000
= 100,000
c
o
2 80,000
=
<¥E 60,000 44,812 50,221 46,468 46,909 42,384
1S
E 40,000
L
< 20,000
0,000
100 50 25 12,5 6,25 0
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4. 38 APT 13a izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin katalaz
enzim aktivitesi lizerine olan etkisi

APT 13a Metanol
120,000
100,000
2 100,000
S
& 80,000
2
f( 60,000
£ 40,000 30,786 30,565 27.907 30,011 30,233
N
N
0,000
100 50 25 12,5 6,25 0
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.39 APT 13a izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢dziilen pigmentin katalaz
enzim aktivitesi iizerine olan etkisi
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APT 13a’nin hem DMSO hem de metanol ile ¢oziilen pigment ekstraktlarinda tiim
konsantrasyonlarin Ol¢limlerinde kontrol oOl¢iimiinden daha diisiik sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.38 ve Sekil 4.39). Bu sonuglara bakarak APT 13a izolatinin CAT

aktivasyonu diisiik bulunmustur.

APT 14 DMSO
120,000
100,000

100,000
>
c
S, 80,000
8
=
< 60,000
£
'S 40,000
L
X 16,777 16,004

100 50 25 12,5 6,25 0

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.40 APT 14 izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin katalaz
enzim aktivitesi iizerine olan etkisi

APT 14 Metanol
120,000
100,000

- 100,000
c
o
& 80,000
2
< 60,000
£ 0000 32,890 34,441 37,763
5 24,031
S 20,000

0,000 =

100 50 25 12,5 6,25 0
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.41 APT 14 izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin katalaz
enzim aktivitesi iizerine olan etkisi
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APT 14’tin hem DMSO hem de metanol ile ¢oziilen pigment ekstraktlarinda tiim
konsantrasyonlarin Ol¢limlerinde kontrol oOl¢iimiinden daha diisiik sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.40 ve Sekil 4.41). Bu sonuglara bakarak APT 14 izolatinin CAT

aktivasyonu diisiik bulunmustur.

APT 20b DMSO
120,000
100,000

100,000
>
]
= 80,000
©
=
if 60,000 55,077 50,442 54,194
£ 43,819 42,053
UEJ 40,000
S

20,000

0,000
100 50 25 12,5 6,25 0
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.42 APT 20b izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢dziilen pigmentin katalaz
enzim aktivitesi lizerine olan etkisi

APT 20b Metanol
120,000
100,000
s 100,000
c
o
>
@' 80,000
2
= 55,260
< 60,000 :
e 47,398 46,733 43,854 43,300
N 40,000
L
S 20,000
0,000
100 50 25 12,5 6,25 0
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.43 APT 20b izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin katalaz
enzim aktivitesi iizerine olan etkisi
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APT 20b’nin hem DMSO hem de metanol ile ¢oziilen pigment ekstraktlarinda tiim
konsantrasyonlarin 0Ol¢limlerinde kontrol Ol¢iimiinden daha diisiik sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.42 ve Sekil 4.43). Bu sonuglara bakarak APT 20b izolatinin CAT

aktivasyonu diisiik bulunmustur.

APT 34 DMSO
120,000
100,000

100,000
>
c
S. 80,000 73,510
S 65,894 67,439
% 60,000
£
£ 40,000 36,865
< 26,269

20,000 '

0,000
100 50 25 12,5 6,25 0
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.44 APT 34 izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin katalaz
enzim aktivitesi iizerine olan etkisi

APT 34 Metanol

120,000
100,000

100000
S
2 80,000
>
2 50025 60133
< o000 2092 52,270 52,824
E
N 40,000
L
S 20,000

0,000

100 50 25 12,5 6,25 0

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.45 APT 34 izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin katalaz
enzim aktivitesi iizerine olan etkisi
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APT 34’tin hem DMSO hem de metanol ile ¢dziilen pigment ekstraktlarinda tiim
konsantrasyonlarin Ol¢limlerinde kontrol oOl¢iimiinden daha diisiik sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.44 ve Sekil 4.45). Bu sonuglara bakarak APT 34 izolatinin CAT

aktivasyonu diisiik bulunmustur.

APT 44 DMSO
120,000
100,000

100,000
=
<
S
g MO0 eosw 63,024
> b
£ 57,947 56,623
£ 60000 50,110
£
N 40,000
L
X

20,000

0,000

100 50 25 12,5 6,25 0

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.46 APT 44 izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin katalaz
enzim aktivitesi iizerine olan etkisi

APT 44 Metanol

120,000
100,000
100,000
)
S
S, 80,000
(]
2 29,690 53,710
60,000 :
< 3
c 48,394 47,176 43,522
N 40,000
L
5
20,000
0,000
100 50 25 12,5 6,25 0

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.47 APT 44 izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin katalaz
enzim aktivitesi iizerine olan etkisi
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APT 44’tin hem DMSO hem de metanol ile ¢oziilen pigment ekstraktlarinda tiim
konsantrasyonlarin Ol¢limlerinde kontrol oOl¢iimiinden daha diisiik sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.46 ve Sekil 4.47). Bu sonuglara bakarak APT 44 izolatinin CAT

aktivasyonu diisiik bulunmustur.

4.3.2 Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi sonuclar

APT 13a DMSO
120,000
100,000

2 100,000
o
o
S 80,000
<
< 60,000
E
N
uCJ 40,000 26,667 23333
O\O 1

20,000 10,000

0,000 [ 0,000 0,000
' 100 50 25 125 6,25 ctrl
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.48 APT 13a izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi iizerine olan etkisi

APT 13a Metanol
120,000
100,000
100,000
>
S
2 80,000
[
=2
X 60,000
<
% 40,000
AT
£ 20000 13333
0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 -
100 50 25 12,5 6,25 ctrl
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.49 APT 13a izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢o6ziilen pigmentin
p p1g
glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi iizerine olan etkisi
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APT 13a’nin hem DMSO hem de metanol ile ¢oziilen pigment ekstraktlarinda tiim
konsantrasyonlarin 0Ol¢limlerinde kontrol Ol¢iimiinden daha diisiik sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.48 ve Sekil 4.49). Bu sonuglara bakarak APT 13a izolatinin GPx

aktivasyonunun oldukg¢a diisiik oldugu bulunmustur.

APT 14 DMSO

180,000 154 582

160,000
140,000 127,689
120,000
100,000 88,247 79,482 17689 100,000
80,000
60,000
40,000
20,000
0,000

ctrl

% Enzim Aktivasyonu

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.50 APT 14 izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi iizerine olan etkisi

* APT 14 Metanol

120000 106,175

100,000 97,410 91,633 89,641 109,990
80,000 70.916
60,000
40,000
20,000
0,000
100 6,25

ctrl

% Enzim Aktivasyonu

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.51 APT 14 izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢dziilen pigmentin glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi iizerine olan etkisi
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APT 14’iin DMSO ile ¢oziilen paralelinde 50 ve 100 mg/mL konstantrasyonlardaki
bakteriyel karotenoid ol¢iimlerinde kontrol Olglimiinden daha yiiksek sonuclar elde
edilmistir (Sekil 4.50). Metanol ile ¢oziilen paralelinde 100 mg/mL konstantrasyondaki
bakteriyel karotenoid Ol¢limiinde kontrol Olgiimiinden daha yiiksek bir aktivite
gozlenmigstir (Sekil 4.51). Bu sonuglara bakarak APT 14 izolatinin belirtilen

konsantrasyonlarda GPx aktivasyonunun oldugu sdylenebilir.

APT 20b DMSO

160,000 *
140,000 129,703

120,000 102,145

100,000 85,479 91,254 94,554 109.000
80,000
60,000
40,000
20,000
0,000
100 50 25 12,5 6,25

ctrl

% Enzim Aktivasyonu

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.52 APT 20b izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢6ziilen pigmentin glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi

* APT 20b Metanol

120,000 106,175

100000 97,410 01 633 0601 100,000
80,000 70,916
60,000
40,000
20,000
0,000
100 50 25 125 6,25

% Enzim Aktivasyonu

ctrl

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.53 APT 20b izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin
glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi
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APT 20b’nin DMSO ile ¢oziilen paralelinde 6,25 ve 25 mg/mL konstantrasyonlardaki
bakteriyel karotenoid ol¢iimlerinde kontrol Slgiimiinden daha yiiksek sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.52). Metanol ile ¢oziilen paralelinde 100 mg/mL konstantrasyondaki
bakteriyel karotenoid Ol¢iimiinde kontrol Ol¢iimiinden daha yiiksek sonuglar
Olciilmistiir (Sekil 4.53). Bu sonuglara bakarak sdylenebilir ki APT 20b izolatinin

belirtilen konsantrasyonlarda GPx aktivasyonu mevcuttur.

APT 34 DMSO
120,000
100,000
100,000
>
c
S, 80,000
&
2
S 60,000
<
£ 40,000
N
[
Lli 20,000
> 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000
100 50 25 12,5 6,25 ctrl
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.54 APT 34 izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi iizerine olan etkisi

APT 34 Metanol
120,000
100,000
100,000
80,000
60,000
40,000

20,000

% Enzim Aktivasyonu

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
100 50 25 12,5 6,25 ctrl

0,000

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.55 APT 34 izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢6ziilen pigmentin glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi {izerine olan etkisi
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APT 34’tin hem DMSO hem de metanol ile ¢oziilen pigment ekstraktlarinda tiim
konsantrasyonlarin Ol¢limlerinde kontrol oOl¢iimiinden daha diisiik sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.54 ve Sekil 4.55). Bu sonuglara bakarak APT 20b izolatinin GPx

aktivasyonunun olmadig1 sdylenebilir.

APT 44 DMSO
120,000
100,000
100,000
5
s
. 80,000
(]
=
2 60000 51,807
£
S 40,000
= 22892 45663
S 20,000 '
0,000 - 0,000
0,000
100 50 25 125 6,25 ctrl

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.56 APT 44 izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi {izerine olan etkisi

APT 44 Metanol
120,000
100,000
100,000

80,000

60,000
40,964

40,000

% Enzim Aktivasyonu

20,000

0,000 0,000 2,410
0,000 Lo

100 50 25 12,5 6,25 ctrl

0,000

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.57 APT 44 izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢dziilen pigmentin glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi {izerine olan etkisi
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APT 44’tin hem DMSO hem de metanol ile ¢oziilen pigment ekstraktlarinda tiim
konsantrasyonlarin Ol¢limlerinde kontrol oOl¢liimiinden daha diisiik sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.56 ve Sekil 4.57). Bu sonuglara bakarak APT 44 izolatinin GPx

aktivasyonunun oldukga diisiik oldugu gézlenmistir.

4.3.3 Glutatyon-s-transferaz (GST) aktivitesi sonuclar

APT 13a DMSO
120,000
100,000
5 100,000 86,450
§ 60,000 74,949
< 60,000
-% 40,000
o
L
£ 20,000
0,000
100 50 25 12,5 6,25 ctrl

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.58 APT 13a izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin
glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi tizerine olan etkisi

APT 13a Metanol
120,000
100,000

100,000 76,246
2 67,742
S 80,000
3 55,810 58,999
= 60,000 47,205
Y4
<
E 40,000
g
L
20,000

0,000
100 50 25 12,5 6,25 ctrl
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.59 APT 13a izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin
glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi iizerine olan etkisi
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APT 13a’nin hem DMSO hem de metanol ile ¢oziilen pigment ekstraktlarinda tiim
konsantrasyonlarin Ol¢limlerinde kontrol oOl¢iimiinden daha diisiik sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.58 ve Sekil 4.59). Bu sonuglara bakarak APT 13a izolatinin GST yi

aktive etmedigi goriilmistiir.

APT 14 DMSO
110,000
108,000 103 263 105 667 103 950
2 106,000
= 102,000 ’ 100,000
X 100,000
<EE 98,000
'] 96,000
D 94,000
X 92,000
90,000
88,000
50 12,5 ctrl
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.60 APT 14 izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin glutatyon-
s-transferaz enzim aktivitesi iizerine olan etkisi

APT 14 Metanol
120,000
100,000
s 100,000
S 79,708 77,333 78,220 79,737 80,967
Z 80,000
=
< 60,000
£ 40000
N
D
e 20,000
0,000
12,5 ctrl
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.61 APT 14 izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin
glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi

APT 14’tn DMSO ile ¢oziilen paralelinde 6,25 - 125 - 25 ve 100 mg/mL

konstantrasyonlardaki bakteriyel karotenoid oOlgiimlerinde kontrol 6l¢iimiinden daha
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yiikksek sonuglar Olciilmiistiir (Sekil 4.60). Bu sonuglara bakarak APT 14 izolatinin
belirtilen konsantrasyonlarda GST aktivasyonunun oldugu soylenebilir. Metanol ile
¢Oziilen paralelinde tiim konsantrasyonlarin Olgiimlerinde kontrol 6l¢iimiinden daha
diisiik sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.61). DMSO ile ¢oziilen 6rneklerde aktivite olup,
metanol ile ¢oOziilen Orneklerde aktivite olmamasi APT 14 izolatinda GST

aktivasyonunun ¢dziicii cinsine bagli olarak degistigini gostermektedir.

* APT 20b DMSO
120,000 110,453

98,911 100,000
100,000 95,383
83,667

80,000 75,653
60,000
40,000
20,000

0,000

100 50 25 6.25

12,5

% Enzim Aktivasyonu

ctrl

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.62 APT 20b izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin
glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi iizerine olan etkisi

APT 20b Metanol
120,000
97,213 100,000
= 100,000
S 74,869
2 80,000 67,901 74,129
g 58,885
< 60,000
£
= 40,000
D
< 20,000
0,000
100 50 25 12,5 6,25 ctrl
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.63 APT 20b izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin
glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi tizerine olan etkisi
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APT 20b’nin DMSO ile ¢oziilen paralelinde 100 mg/mL konstantrasyondaki bakteriyel
karotenoid Sl¢iimiinde kontrol dl¢iimiinden daha yiliksek sonug¢ elde edilmistir (Sekil
4.62). Bu sonuglara bakarak APT 20b izolatinin belirtilen konsantrasyonlarda GST’yi
aktive ettigi sOylenebilir. Metanol ile ¢oziilen paralelinde tiim konsantrasyonlarin

6l¢timlerinde kontrol 6l¢iimiinden daha diisiik sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.63).

APT 34 DMSO
120,000
03535 100,000

3 100,000 88,151 :
c 80,554
s 76,355 !
g 80000 49335
2
< 60,000
£
HEJ 40,000
X

20,000

0,000

100 50 25 1255 6,25 ctrl

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.64 APT 34 izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin glutatyon-
s-transferaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi

APT 34 Metanol

120,000
100,000
g 100,000 86,095
S 71,598 76,337
§ 80,000 62,764 65,761
2:‘ 60,000
e
‘N 40,000
c
1N}
X 20,000
0,000
100 50 25 12,5 6,25 ctrl

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.65 APT 34 izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin
glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi iizerine olan etKisi
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APT 34’tin hem DMSO hem de metanol ile ¢oziilen pigment ekstraktlarinda tiim
konsantrasyonlarin Ol¢limlerinde kontrol oOl¢iimiinden daha diisiik sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.64 ve Sekil 4.65). Bu sonuglara bakarak APT 34 izolatinin GST

aktivasyonunun diisiik oldugu goriilmiistiir.

APT 44 DMSO
120,000
100,000

100,000 89,516
>
§ 80,000 75,085
§ | 59,671 63,270
% 60,000 55,485
£
S 40,000
L
N

20,000

0,000
100 50 25 12,5 6,25 ctrl
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.66 APT 44 izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin glutatyon-
s-transferaz enzim aktivitesi tizerine olan etkisi

APT 44 Metanol
120,000
100,000

5 100,000
c
S 77,043
Z 80,000 65,803
>
S 47,094 53,786
< 60000 44601
=
N 40,000
L
S 20,000

0,000

100 50 25 12,5 6,25 ctrl
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.67 APT 44 izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin
glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi tizerine olan etkisi
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APT 44’tin hem DMSO hem de metanol ile ¢oziilen pigment ekstraktlarinda tiim
konsantrasyonlarin Ol¢limlerinde kontrol oOl¢iimiinden daha diisiik sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.66 ve Sekil 4.67). Bu sonuglara gére APT 44 izolatinin GST’yi

aktive etmedigi sOylenebilir.

4.3.4 Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi sonuclar

APT 13a DMSO

120,000
> 100,000
S 100,000
7y
©
2z 80000 6418
Y2
< 60,000 53,187 49,011 42,198
=
'S 40,000
- 13,846
S 20,000 ,

0,000 -

100 50 25 12,5 6,25 ctrl

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.68 APT 13a izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin
stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi

APT 13a Metanol

120,000
100,000

100,000

80,000

60,000

40,000

% Enzim Aktivasyonu

20,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

100 50 25 12,5 6,25 ctrl

0,000

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.69 APT 13a izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin
stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi
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APT 13a’nin hem DMSO hem de metanol ile ¢oziilen pigment ekstraktlarinda tim
konsantrasyonlarin Ol¢limlerinde kontrol oOl¢iimiinden daha diisiik sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.68 ve Sekil 4.69). Bu sonuglar, APT 13a izolatinin SOD’1 aktive

etmedigine isaret etmektedir.

APT 14 DMSO
*
160,000 131,279 *
g 140000 100,770
o ’
? 120,000 101, 387 100,000
S 100,000
< 80,000 48,690
£ 60,000
N
‘D 40,000
= 20,000 0,616
0,000 —1—
-20,000
100 50 25 12,5 6,25 ctrl
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.70 APT 14 izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin siiperoksit
dismutaz enzim aktivitesi tizerine olan etkisi

e APT 14 Metanol
140,000 127 735 113,097

>
5 120,000 60,002 100,000
2 100,000
§ 80,000 63,636 49,615
<
£ 60,000
N 40,000
L
< 20,000

0,000

25 12,5 6,25 ctrl
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.71 APT 14 izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin
stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi

APT 14’in DMSO ile ¢6ziilen paralelinde 25 - 50 ve 100 mg/mL konstantrasyonlardaki

bakteriyel karotenoid ol¢iimlerinde kontrol Ol¢limiinden daha yiiksek sonuclar elde
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edilmistir (Sekil 4.70). Metanol ile ¢oziilen paralelinde 50 ve 100 mg/mL
konstantrasyonlardaki bakteriyel karotenoid oOlgiimlerinde kontrol 6l¢iimiinden daha
yiiksek sonuclar oOl¢iilmiistiir (Sekil 4.71). Bu sonuglara goére APT 14 izolatinin

belirtilen konsantrasyonlarda SOD aktivasyonunun oldugu s6ylenebilir.

APT 20b DMSO

140,000
110 984 107,775

94,365 92,083 100,000

120,000
100,000 95,078
80,000
60,000
40,000
20,000
0,000

ctrl

% Enzim Aktivasyonu

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.72 APT 20b izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile c¢dziilen pigmentin
siperoksit dismutaz enzim aktivitesi iizerine olan etkisi

APT 20b Metanol

140,000

120,000 1, 527 06 02
2 ; 1 5
S 100,000
%' 100,000 85,052
>
g 80,000 66,396
£ eooo0  >h912
s
T 40,000
S 20,000

0,000
100 50 12,5 6,25 ctrl
Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.73 APT 20b izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin
stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi

APT 20b’nin DMSO ile ¢oziilen paralelinde 50 ve 100 mg/mL konstantrasyonlardaki

bakteriyel karotenoid olc¢iimlerinde kontrol Slgiimiinden daha yiiksek sonuglar elde
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edilmistir (Sekil 4.72). Metanol ile ¢o6ziilen paralelinde ise 12,5 ve 25 mg/mL
konstantrasyonlardaki bakteriyel karotenoid oOlgiimlerinde kontrol 6l¢iimiinden daha
yiiksek sonuglar bulunmustur (Sekil 4.73). Bu sonuglar, APT 20b izolatinin belirtilen

konsantrasyonlarda SOD aktivasyonunu gergeklestiremedigini gostermektedir.

APT 34 DMSO
> 250,000 *
o
& 200000  189.207
* *
X 150,000 125,894 117,206
< 104, 429 96,593 100,000
£ 100,000 I I I
N
{
Y 50,000 '
L
0,000
100 ctrl

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.74 APT 34 izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin siiperoksit
dismutaz enzim aktivitesi tizerine olan etkisi

APT 34 Metanol
250,000

_ *
§ 200,000 186,745
w
[}
>
€ 150,000 *
Z 114,425 106 043 5 160 100,000
‘= 100,000
T, 61 014
S 50,000

0,000

100 12,5 ctrl

Bakterlyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.75 APT 34 izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin
stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi
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APT 34’tin DMSO ile ¢ozilen paralelinde 12,5 - 25 - 50 ve 100 mg/mL
konstantrasyonlardaki bakteriyel karotenoid olgiimlerinde kontrol O6l¢iimiinden daha
yiiksek sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.74). Metanol ile ¢oziilen paralelinde 25 - 50 ve
100 mg/mL konstantrasyonlardaki bakteriyel karotenoid olgiimlerinde ise kontrol
6l¢timiinden oldukga yiiksek sonuglar tespit edilmistir (Sekil 4.75). Sonug olarak APT

34 izolatiin belirtilen konsantrasyonlarda SOD enzimini olduk¢a aktive ettigi

sOylenebilir.
APT 44 DMSO
_, 140,000 *
113,175
§ 120,000 103, 116 100 712 100,000
2 100,000 84,866 81,573
g 80,000
E 60,000
N 40,000
c
' 20,000
= 0,000
100 12,5 6,25 ctrl

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.76 APT 44 izolatindan ekstrakte edilip, DMSO ile ¢oziilen pigmentin siiperoksit
dismutaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi

APT 44 Metanol

120,000
S 100,000
S 100,000
a
£ 80,000
kv 54,599
< 60,000
E 37,596 35,727
S 40,000 33,056 32,789
L

0,000
100 12,5 ctrl
Bakterlyel Karotenoid Kons. (mg/mL)

Sekil 4.77 APT 44 izolatindan ekstrakte edilip, metanol ile ¢oziilen pigmentin
stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi
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APT 44°in DMSO ile ¢o6ziilen paralelinde 25 - 50 ve 100 mg/mL konstantrasyonlardaki
bakteriyel karotenoid oSlglimlerinde kontrol 6l¢imiinden daha yiiksek sonuglar elde
edilmistir  (Sekil 4.76). Bu sonuglara gore APT 44 izolatinin belirtilen
konsantrasyonlarda SOD aktivasyonunu gergeklestirdigi sOylenebilir. Metanol ile
¢oziilen paralelinde tiim konsantrasyonlarin Ol¢limlerinde kontrol olgiimiinden daha
diisiik sonuglar bulunmustur (Sekil 4.77). DMSO ile ¢oziilen 6rneklerde aktivite olup,
metanol ile c¢oziilen Orneklerde aktivite olmamasi APT 44 izolatinda SOD

aktivasyonunun ¢6ziicli cinsine bagl olarak degistigini gostermektedir.
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Cizelge 4.3 APT 13a, APT 14, APT20b, APT 34 ve APT 44’iin DMSO ve metanol (Met.) pigment 6ziitlerinin antioksidan enzim aktivitesi

etkinlikleri
CAT Aktivitesi GPx Aktivitesi GST Aktivitesi SOD Aktivitesi
100 | 50 25 | 12,5 | 6,25 | 100 50 25 | 12,5 | 6,25 | 100 50 25 | 125|625 | 100 | 50 25 | 125 | 6,25
mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/
mL mL mL mL mL mL mL mL mL mL mL mL mL mL mL mL mL mL mL mL
13a _ _ r F _ _ _ _ b _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
DMSO
13a Met. | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
14
DMSO - - - - - + + - - - + - + + + + + + - -
14 Met. - - - - - + - - - - - - - - - + + - - -
20b
DMSO - - - - - - - + - + + - - - - + + - - -
20b
Met. - - - - - + - - - - - - - - - - - + + -
34
DMSO - - - - - - - - - - - - - - - + + + + -
34 Met. - - - - - - - - - - - - - - - + + + - -
44
DMSO - - - - - - - - - - - - - - - + + + - -
44 Met. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -




Cizelge 4.3’de tlim enzim aktivite sonuglar1 verilmistir. Bu sonuglara gore, APT 14 ve APT
20b izolatlarinin GPx, GST ve SOD enzimlerini aktive ettigi bulunmustur. APT 14
izolatinin DMSO ile ¢6ziilen paralelinde, neredeyse tiim konsantrasyonlarda GST aktivitesi
goriiliirken, metanol ile ¢oziilen paralelinde ise GST aktivitesi bulunmamistir. Benzer
sekilde; APT 20b izolatinin yine DMSO ile ¢o6ziilen paralelinde 100 mg/mL
konsantrasyonda GST aktivitesi Olgiiliirken, metanol ile ¢oziilen paralelinde ise GST
aktivitesi gozlenmemistir. APT 44 diger hi¢bir enzimi aktive etmezken, sadece DMSO ile
¢oOziilen paralelinin 100 — 50 ve 25 mg/mL konsantrasyonlarinda SOD aktivitesi tespit
edilmistir. Fakat metanol ile ¢6ziilmiis olan paralelinde SOD aktivitesi Ol¢tilmemistir. Tim
bu sonuglar, izolatlarin irettikleri pigment igeriklerinin antioksidan aktivitelerinin hangi

¢oziicii ile muamele edildigine bagli olarak degistigini gdstermektedir.

4.4 Ekstrakte Edilen Karotenoid Pigmentlerin Antimikrobiyal Etkinlikleri

Sunulan tez g¢alismasi dahilinde Exiguobacterium cinsi izolatlardan ekstrakte edilen
karotenoid pigment yapilarinin antimikrobiyal ozelliklerine Bolim 3.2.5°de anlatildig:
sekilde bakilmistir. Pigment ekstraksiyonu sonrast karotenoid pigment yapilarn
evaporasyona tabi tutularak toz haline getirilmis, 100 mg/mL konsantrasyonda olacak
sekilde DMSO (dimetil siilfoksit) ve metanol olmak fiizere iki farkli ¢oziicli ile muamele
edilerek antimikrobiyal o6zelliklerin belirlenmesinde kullanilmigtir. Bu baglamda 5
bakteriden eskstrakte edilen pigmentlerin, patojen cinslere ait iiyeler tizerindeki antagonistik

etkilerine bakilmis ve sonuglar Sekil 4.78 ve Cizelge 4.2’de sunulmustur.

a b

Sekil 4.78 a) Tavuk patojeni E.coli F1 susu ve b) insan patojeni Staphylococcus aureus
(MRSA) susu iizerine metanolde ¢oOzilmis pigment igeriklerinin
antagonistik etkileri
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Cizelge 4.4 Antimikrobiyal aktivite sonuglari

*(MET, metanol ¢dziiciisii; -, inhibasyon zonu gériilmeyen sonuglar; + = 1-4 mm zon, ++ = 5-8
mm zon, +++ = 8-12 mm zon)

Pigment I¢eriklerinin Antimikrobiyal Etkinlikleri
Patoi APT | APT | APT | APT | APT | APT | APT | APT | APT | APT
atojen
! ) 13a 13a 14 14 20b 20b 34 34 44 44
Bakteriler
ME DMS ME DMS ME DMS ME DMS ME DMS
T (0] T (0] T (0] T (0] T (@]
Escherichia
+++ - ++ - - - - - - -
coli P1
Escherichia
+++ | +++ ++ - +++ - ++ - +++ -
coli F1
Salmonella sp.
+++ | +++ | +++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ | +++
S404
Salmonella sp.
- +++ - - = = - - - +++
S340
Escherichia
++ + ++ < + - - - - -
coli 0157:H7
Staphylococcu
S aureus
++ +++ + - +++ - ++ ++ +++ | +++
(MRSA)
ATCC 43300
Enterococcus
++ ++ + - + - - - ++ ++
faecalis 25
Salmonella
enteritidis +++ | +++ ++ ++ - +++ - - +++ | +++
ATCC 13311

Olgiilen antimikrobiyal aktivite sonuglarina goére ozellikle, APT 13a (metanol ve
DMSOQO), APT 14 (metanol) ve APT 44 (metanol ve DMSO) igeriklerinin test edilen
enfekte insan ve tavuk patojenleri lizerinde oldukca yiiksek antimikrobiyal aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Diger 2 izolatin pigmentlerinin de yine farkl tiirler tizerinde
antagonistik etki gosterdikleri belirlenmistir. Ozellikle metisiline direngli S. aureus susu
tizerinde tiim pigment igeriklerinin en az bir ¢oziicii varliginda etkin oldugu tespit
edilmistir. Coziicliler arasindaki farkliliklarin antioksidan aktivitede gozlendigi iizere,

pigment iceriginden kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Karotenoidler dogada farkli canlilarda ve farkli formlarda bulunabilen, gida, kozmetik
ve farmasoétik iirlin formiilasyonlarinda ticari 6neme sahip bilesiklerdir. Karotenoidler
ve tiirevleri bitkiler ve ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak sentezlenen bir
pigment grubudur. Bitkilerde bu bilesikler fotosentezde rol oynamalarina ek olarak
sitokinin ve absisik asit gibi hormonlarin yap1 taglarin1 olusturmaktadir. Hayvanlarda ve
insanlarda ise P-karoten basta olmak iizere karotenoid cesitleri provitamin A Onciilii
olarak rol oynamaktadir. Cogunlukla gida ve kozmetik iiriinlerinde renklendirici olarak
kullanilirlar. Renklendirici maddeler seklindeki kullanimlarinin yanisira karotenoidler,
saglik alaninda diyet takviyesi olarak UV hasari, kanser, katarakt, kalp-damar
hastaliklar1 gibi pek c¢ok hastalikta koruyucu olarak gorev alabilmektedirler. Ayrica
karotenoidler, hiicreleri bir antioksidan ajan olarak oksidatif hasara kars1 da koruyabilir

(Matthews vd., 2003, Mussagy vd., 2019).

Insan ve hayvan saghgi acisindan bu denli yararlh maddeler olmalari dogal
kaynaklardan karotenoidlerin iiretimine olan ragbeti artirmistir. Dogal karotenoid
kaynagi olarak mikroorganizmlar, iiretim siirelerinin kisa olmasi ve kisa siirede bol
miktarda tretilebilmeleri acisindan tercih sebebi olmaktadir. Son birka¢ yilda
mikroorganizmalar tarafindan {retilen karotenoidler {izerinde bir dizi arastirma
yapilmigtir.  Bunlara  bakteriyel ornek olarak; Bacillus, Exiguobacterium,
Corynebacterium ve Rhodococcus, mikroalg olarak; Haematococcus ve Dunaliella,
mantar olarak; Blakeslea trispora verilebilir (Jinendiran vd., 2019). Bakteriyel
kaynaklar s6z konusu oldugunda, ticari besiyerleri yerine ¢esitli atiklarin kullanildigi ve
bdylece iiretim maliyetinin diisiiriilmesinin yan1 sira mikrobiyal gelisimin tesvik edildigi
pek cok literatiir ¢aligmas: bulunmaktadir. Bugday kepegi, aycicegi kiispesi, pamuk
tohumu kiispesi, soya fasulyesi kiispesi, piring kabugu veya piring kepegi gibi farkl
tarimsal yan {rlnler kullanilarak Bacillus licheniformis tarafindan alfa amilaz
tiretiminin (Hag vd., 2003), muz atig1 kullanilarak Bacillus subtilis tarafindan amilaz
tretiminin (Unakal vd., 2012), peynir alti suyu tozu kullanilarak Bacillus subtilis
tarafindan polisakkarit ve surfaktin tretiminin (Mehmetoglu vd., 2012), misir kepegi,

misir kogani, bugday kepegi, piring kepegi, siit atiklar1 ve melas gibi farkli endiistriyel
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ve tarimsal yan triinler kullanilarak Bacillus subtilis tarafindan polihidroksibiitirat
(PHB) iiretiminin (Hassan vd., 2019), soya fasulyesi kiispesi, hindistan cevizi kiispesi
ve manyok kiispesi gibi farkli tarimsal yan triinler kullanilarak Rhodopseudomonas
faecalis tarafindan karotenoid tiretiminin (Patthawaro vd., 2020), melas, silempe ve
peynir alti suyu tuzu gibi farkli endiistriyel yan firlinler kullanilarak Phycomyces
blakesleeanus, Blakesleea trispora, Phycomyces nites ve Mucor mucedo tarafindan (-
karoten {iretiminin (Kahyaoglu, 2007) gerceklestirildigi ¢ok c¢esitli calismalar
mevcuttur. Bu baglamda, sunulan literatiirler iceriklerinden de anlasilacagi iizere,
bakteriyel kokenli iki farkli pigment iiretim patenti (Flavobacterium sp.; patent no
US20050214898A1 ve Paracoocus sp.; patent no CA2299050A1) bulunmasina karsin,
onemli avantajlar saglamasina karsin endiistriyel olarak {iretilen hi¢ bir ticari bakteriyel

pigment bulunmamaktadir (Anonymous 1999, Anonymous 2005).

Bu sebeplerle tez kapsaminda, gorsel olarak da havu¢ renginde dogal turuncu
pigmentler irettikleri gozlenebilen Exiguobacterium izolatlar1 kullanilmistir. Tez
calismasinda kullanilan karotenoid {ireticisi Exiguobacterium cinsi bakterilerin
mikrobiyal gelisimlerini tesvik etmek amaci ile seker ve peynir endiistrisi atik maddeleri
olan melas ve peynir alt1 suyu tozu igeren besiyerleri kullanilmistir. Kullanilan bu
besiyerlerinden melas; seker pancarinin islenmesi sonucunda ortaya ¢ikan koyu
kahverengi renkli, kolloidal bir bilesiktir. Iceriginde kompleks polisakkaritler, invert
sekerler, karbonhidrat olmayan ¢esitli bilesikler, inorganik iyonlar, malik asit, sitrik asit,
laktik asit, asetik asit gibi organik asitler bulunmaktadir. Peynir alti suyu tozu ise; siit
fabrikalariin attk maddesi olup, siitin peynir mayast veya organik asitlerle
pthtilastirilmasindan ve kazeinin ¢oktiiriilmesinden sonra geri kalan sari renkte bir
stvidir. Igeriginde yag, protein, laktoz ve mineral maddeler bulunmaktadir (Kahyaoglu,
2007). Sahip olduklart bu igeriklerden dolayr mikrobiyal gelisimi tesvik etmek amagl
kullanildiklar1 bilinmektedir. Mikrobiyal gelisim i¢in kullanilan bu iki endiistriyel atigin
zengin igerikleri sayesinde izolatlarin gelisimine sagladiklart katki literatiirde yapilmis

caligmalar1 dogrular niteliktedir (Boliim 4.1.1 Sekil 4.1 — 4.10).

Bir bakteri izolatinin mikrobiyal gelisimi ve bu izolat tarafindan {iiretilen mikrobiyal

metabolitlerin iiretimi, bliylik Olclide biiyiime ortaminin bilesenlerinden, Ozellikle
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karbon, azot ve mineral kaynaklarindan ve biiylime kosullarindan, ornegin pH ve
sicakliktan etkilenir. Cok sayida calisma mikrobiyal gelisimin arttirilmasi s6z konusu
oldugunda ¢esitli tuz katkilarinin roliinii de degerlendirmistir. Karotenoidler ve lipidler
gibi metabolitlerin iiretimi esnasinda, ¢esitli mineral katkili (asparajin, glikoz, KH2PO,,
MgS0, ya da NH4NOg3) besiyerlerinin mikrobiyal gelisimi ve karotenoid {iretimini
arttirdig1 belirlenmistir (Mussagy vd., 2021).

Calismada kullanilan turuncu karotenoid pigment iireticisi Exiguobacterium cinsi
bakterilerin mikrobiyal gelisimlerine g¢esitli potasyum ve magnezyum tuzlarinin
katkilariin sinanmasi amaciyla, segilen melas veya peynir alti suyu tozundan olusan
besiyeri igeriklerine % 0,3 K;HPO4, % 0,1 KH,PO,4, % 0,5 MgS0,4.7H,0 ve % 0,02
MgS0O,.7H,O tuzlarinin farkli konsantrasyonlar1 eklenmistir. Fakat, Mussagy ve
arkadaslarinin (2021) yapmis oldugu ¢alismadan farkli olarak, bu ¢alisma kapsaminda
kullanilmis olan farkli konsantrasyonlardaki tuz katkilarinin eklendigi besiyerleri
aksine, 5 izolat i¢in de tuz katkisi olmayan, sadece melas veya peynir alti suyu tozu
iceren besiyeri iceriklerinin mikrobiyal gelisimi tesvik ettigi goriilmektedir (Bolim
4.1.3 Sekil 4.16 — 4.20). Bu durum sonraki endiistriyel iiretim ve saflastirma

maliyetlerini diisiirecek mahiyettedir.

Ayrica calisma kapsaminda, mikrobiyal gelisim ve mikroorganizmalar tarafindan
pigment iiretimi asamalarinda gesitli faktorlerin, bakteriyel gelisim ve pigment iiretimi
tizerindeki etkileri arastirllmistir. Bu faktorler arasinda kiltiir ortami, statik ve
calkalamal1 kosullar, inkiibasyon siiresi, inkiibasyon sicakligi ve kiiltiir ortamimin pH
degeri gibi ¢esitli kosullar yer almaktadir (Shatila vd., 2013). Exiguobacterium cinsi
bakterilerin iiretimleri ve bu bakterilerden karotenoid pigmentler dahil ¢esitli
metabolitlerin elde edilmesi basamaklarinin optimize edildigi cesitli c¢alismalar
bulunmaktadir (Shatila vd., 2013, Rajaei vd., 2014, Samyuktha vd., 2016, Jinendiran
vd., 2019). Exiguobacterium cinsi bakteriler i¢in yapilan bir ¢alismada; 25, 30 ve 37°C
sicakliklar ve pH 4,0 - 5,0 - 6,0 - 7,0 - 8,0 - 9,0 ve 10,0 degerleri denenmis, optimum
gelisim ve pigment liretim sicaklii olarak 30°C ve optimum pigment iiretim pH’s1
olarak 8,0, optimum gelisim pH's1 olarak 7,0 secilmistir (Shatila vd., 2013). Bir baska
calismada; 15, 20, 25, 30, 35 ve 40°C sicakliklar ve pH 5,5 -6,5-7,5-8,5-9,5ve 10,5
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degerleri denenmis, optimum gelisim ve metabolit {liretim sicakligi olarak 30°C ve
optimum gelisim ve metabolit iiretim pH’s1 olarak 7,5 secilmistir (Rajaei vd., 2014).
Son olarak bir ¢alismada; 25, 35, 40, 45 ve 50°C sicakliklar ve pH 6,0 - 7,0 - 8,0 - 9,0
ve 10,0 degerleri denenmis, optimum gelisim ve karotenoid pigment iiretim sicakligi
olarak 30°C ve optimum gelisim ve karotenoid pigment liretim pH’st olarak 7,0
secilmistir (Jinendiran vd., 2019). Tez ¢alismalar1 kapsaminda elde edilen pH kosullar
denemeleri sonuglarina gore; literatiir calismalariyla paralel sekilde pH 8,0 — 8,5 — 9,0
degerleri izolatlar i¢in optimum pH gereksinimleri olarak belirlenmistir. Sicaklik
kosullar1 denemeleri sonuglarina gore; 37 ve 40°C sicakliklar izolatlar igin optimum
sicaklik olarak secilmistir. Bunu yanisira, test edilen farkli pH ve sicaklik degerlerinde,
oldukga degiskenlik gdsteren mikrobiyal sayim sonuglari elde edilmistir. Bu sonuglar
smanan kosullardaki mikrobiyal gelisimin, ortam kosullarindan fazlasiyla etkilendigini

gostermistir.

Calismalarin ¢ogu, kiiltiir ortaminin sicaklik, pH ve besin igeriginin optimizasyonuna
odaklanmis olup, diger inkiibasyon parametrelerinin de karotenoidler gibi ikincil
metabolitlerin tiretimi igin olduk¢a 6nemli oldugu bilinmektedir. Calkalama kosullar1 ve
151k bu ilave kosullarin basinda gelmektedir. Yiiksek c¢alkalama hizlarinda gelisen
kiltiirlerin aksine, diisiik calkalama hizlarinda veya statik kosullarda, hiicre yiizeyindeki
besin maddelerinin diisiik olmasi nedeniyle hiicre biliylimesinin azaldigini gosteren
caligmalar mevcuttur (Mussagy vd., 2019). Tipk:i ¢alkalama kosullarinda oldugu gibi
151k kosullarminda hiicre biiyiimesini dolayisiyla karotenoid iiretimini tesvik ettigi
belirlenmistir. Karanlik inkiibasyon ortaminda gelisen kiiltiirlerin aksine 151k varliginda
inkiibe edilmis kiiltiirden ekstrakte edilen pigment kuru agirliginin %10’a kadar daha

yiiksek oldugu ol¢iilmiistiir (Mapelli-Brahm vd., 2021).

Karotenoid pigment fireticisi bes farkli Exiguobacterium cinsi bakterinin pigment
iretim  kosullarinin ~ optimize edilmesi T{izerine ylriitilen tez calismalari
degerlendirildiginde; calkalamali ve statik kosullarda gelistirilen kiiltiirlerden ekstrakte
edilen pigment igerikleri, spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiis olup, ¢alkalamali
kosullarin pigment {iiretimini tesvik ettigi belirlenmistir. Benzer sekilde, 151k kaynagi

yerlestirilmis inkiibatorlerde gelistirilen kiiltiir ortamindan ekstrakte edilen pigment
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Oziitlerinden, aliiminyum folyo ile tamamen kaplanarak karanlik kosullarda saklanmis
olan erlenlerde gelistirilen kiiltiirlerden ekstrakte edilen pigment igeriklerine kiyasla

daha yiiksek optik yogunluk gosteren dlgiimler kaydedilebilmistir.

Karotenoidler, suda neredeyse hi¢ ¢o6ziilmeyen olduk¢a hidrofobik, hiicre igi
molekiillerdir. Karotenoidlerin ¢dziilebilmesi igin aseton, metanol, etanol, petrol eter ve
etil eter gibi farkli organik ¢oziicliler kullanilmaktadir. Bu ¢oziiciilerin suda
¢Oziinmeyen pigmenti ekstre etme yetenekleri farkli c¢alismalarda arastirilmastir.
Metanol bu anlamda en giiglii ¢6ziicii olarak secilmistir (Shatila vd., 2013). Tez
calismasinda pigmentler ekstrakte edilirken literatiirde belirlenmis olan yontemler test
edilmis ve benzer sekilde metanol ve DMSO’nun etkili ¢o6ziiciiler oldugu ve
kullanilacak amaca yonelik olarak biyolojik aktivitenin degiskenlik gdsterdigi tespti
edilmistir. (Arulselvi vd., 2013, Sasidharan vd., 2013, Shatila vd., 2013, Sivaganesh vd.,
2016). Mevcut literatiirden farkli olarak sadece 60°C’de gerceklestirilen su banyosu
basamagi degistirilmis, pigmen lgeriginin sicakliktan zarar gérmemesi igin Yyerine
sonikasyon islemi uygulanmistir. Ekstraksiyon sonrasi yapilan spektrofotometrik
Olgtimler sonucu, literatiirde elde edilen Glgiimlerle paralel olarak 450 — 500 nm dalga

boyu araliginda en yiiksek pikler elde edilmistir.

Karotenoidler provitamin A Onciilii olma ve potansiyel antioksidan aktivite sergileme
gibi ozelliklere sahiptirler. Karotenoidler siniflandirilirken; hidrokarbon omurgalarinin
u¢ kisimlarinda B-iyonon halkasi igerenler (provitamin A Onciilii karotenoidler) ve B-
iyonon halkas1 igermeyenler (provitamin A Onciili olmayan karotenoidler) olarak
gruplandirilirlar. Bunlardan A vitamini Onciilii olan karotenoidlerin antioksidan
aktiviteleri diisiik olup, A vitamini Onciilii olmayan karotenoidler yiliksek antioksidan

aktiviteye sahiptirler (Saini vd., 2019).

Calisma kapsaminda bes Exiguobacterium cinsi bakterinin katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon-s-transferaz ve siliperoksit dismutaz enzim aktivitelerine
bakilmistir. Tiim izolatlarin katalaz aktivitesi iizerine etkisi diisiik bulunurken, APT 14
ve APT 20b izolatlarinin hem DMSO hem de metanolde ¢6ziilen pigment igeriklerinin

glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde artisa sebep olduklari belirlenmistir. Yine
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APT 14 ve APT 20b izolatlarinin sadece DMSO ile ¢oziilen pigment igeriklerinin
glutatyon-s-transferaz aktivitesinin artisina neden olduklar1 da saptanmistir. Izolatlarin
stiperoksit dismutaz aktivitelerine bakildiginda; APT 14, APT 20b ve APT 34’{in hem
DMSO hem de metanolde ¢oziilen pigment igeriklerinin enzim aktivitesini aktive ettigi
bulunurken, APT 44 izolatinin yalnizca DMSO ile ¢oziilen pigment igeriginin enzim
aktivitesinde artisa sebep oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglardan yola
cikarak APT 14 ve APT 20b izolatlarinin daha ¢ok antioksidan aktivite sergiledigi
sOylenebilmektedir. APT 13a, APT 34 ve APT 44 izolatlarmin ise diisiik antioksidan

etkinliklerinden otiirii birer provitamin A 6nciilii olabilecegi diistiniilmektedir.

Endiistriyel olarak pek c¢ok kullanim alani olan karotenoidler basta gida takviyesi ve
hayvan yem katkis1 olarak gida ve tip alanlarinda yaygin olarak uygulama alani
bulmaktadirlar. Insan ve hayvan saghg faydasina yonelik kullanilan bu dogal pigment
yapilarinin sergiledikleri antimikrobiyal aktivite de olduk¢a 6nem arz etmektedir. Daha
onceki pek cok calismada Exiguobacterium cinsine ait tiyelerden ve diger mikrobiyal
kaynaklardan ekstrakte edilen pigment iceriklerinin antimikrobiyal aktiviteler
gosterdikleri tespit edilmistir. E.coli, Staphylococcus aureus, Proteus sp., Pseudomonas
sp., Erwinia sp. ve Klebsiella sp. daha once taranan ve pigment igerikleri tarafindan
antagonistik etkiler goriilen bakteriyel patojenler arasindadir (Shatila vd., 2013,
Samyuktha vd., 2016, Sivaganesh vd., 2016).

Mevcut tez calismasinda; APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44 izolatlarinin
E.coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis gibi gida ve
hayvancilik sektorii icin onemli olan insan ve tavuk patojenlerinin gelisimine karsi
gosterdikleri inhibe edici antinikrobiyal etkilere bakilmistir. Ozellikle APT 13a, APT 14
ve APT 44 izolatlarinin; tavuk izolati olan 2 E.coli (P1 — F1) ve 2 Salmonella sp. (S340
— S404), E.coli O157:H7, Staphylococcus aureus ATCC 43300, Enterococcus faecalis
25 ve Salmonella enteritidis ATCC 13311 patojenleri {izerine antagonistik etkilerinin
oldugu belirlenmistir. Literatiirde yer alan ¢aligmalara paralel olarak {iretilen pigment
ekstraklarinin enfeksiyon etmeni gesitli Gram pozitif ve negatif patojenin gelismesini

Onledigi saptanmigtir.
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Glinlimiiz bilim diinyasinda popiiler bir ¢alisma konusu olan, giderek dnem ve ragbet
kazanan dogal kaynakli karotenoid pigment maddeleri elde edebilmek amaci ile bir 6n
arastirma niteliginde planlanan bu tez c¢alismasi kapsaminda, hem endistriyel atik
maddelerin ¢evreye zarar vermeden tekrar degerlendirilmesi ve ekonomiye
kazandirilmas1 hem de gida ve ilag¢ endiistrisinde kullanilabilecek A vitamini Onciilii,
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler gosteren dogal pigment maddelerinin
tiretimleri amaglanmistir. Bu baglamda, Exiguobacterium cinsine ait, gozle goriliir
sekilde turuncu pigmentler iireten bes bakterinin mikrobiyal gelisim kosullariin
optimizasyonu, trettikleri turuncu pigment igeriklerinin antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteleri arastirilmistir. Tamamlanan bu tez ¢aligmasi ile; calisilan bes bakterinin,
endiistriyel atiklardan olusan besiyerlerinde ideal gelisimleri i¢in ihtiya¢ duyduklar1 pH
ve sicaklik kosullar1 belirlenerek aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Mevcut ¢alisma
kapsaminda yapilmis olan iretim optimizasyonu, ekstraksiyon, antioksidan ve
antimikrobiyal aktivite taramalar1 sonucunda, elde edilen sonuglarin yaninda
Exiguobacterium cinsine ait tiyeler ile yapilmis olan diger literatiir caligmalar1 da goz
Oniine alindiginda bu cinse dahil iyelerin sekonder metabolitler olan karotenoid

pigmentler icerdigi goriilmektedir.

Dolayisiyla bu karotenoid pigment ekstraktlarinin, gida, yem, kozmetik, farmasotik ve
tip alanlarim1 kapsayan c¢esitli sektorlerde kullanilabilecek potansiyel birer dogal
renklendirici kaynag olabilecekleri tespit edilmistir. Sonug olarak, tamamlanmis olan
bu c¢aligma; hem iiretim maliyeti hem de siiresi agisindan olduk¢a avantajlar saglayan
dogal karotenoid eldesi i¢in endiistriyel iiretim asamalarina 6n c¢alisma niteliginde bir
¢Oziim oOnerisi sunmaktadir. Ayrica elde edilen sonuglar, daha sonra yiiriitilmesi
planlanan biiyiik hacimde iiretim optimizasyonu ve Ol¢eklendirilmesi, 6ziitiin detaylt
saflagtirilmas1 ve pigment iceriklerinin ileri kimyasal karakterizasyonu ¢aligsmalarina da

onctiliik edecektir.
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