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Karotenoidler, güçlü antioksidan aktiviteleri ve provitamin A öncülü olmaları sebebiyle yaşlanma, kanser, katarakt, 

kardiyovasküler ve nörodejeneratif hastalıklar gibi pek çok hastalığa karşı koruyucu olacak şekilde tıp, besin 

takviyesi ve renklendirici olarak gıda, UV hasarına karşı fotokoruyucu etkisiyle kozmetik sektörü ile hayvan yem 

sanayiinde sıklıkla kullanılan ve yüksek ticari potansiyele sahip pigment grupları arasındadır. Yürütülen yüksek 

lisans tez çalışması kapsamında, Exiguobacterium cinsine ait beş bakterinin mikrobiyal gelişimlerinin optimizasyonu 

ve ikincil bir metabolit olarak ürettikleri turuncu renkli karotenoid pigmentlerin genel özellikleri çalışılmıştır. APT 

13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44 izolatları için birer endüstriyel atık olan melas ve peynir altı suyu tozu 

(whey) içeren besiyerlerinin ideal konsantrasyonları, ihtiyaç duydukları pH ve sıcaklık koşulları belirlenmiştir. İdeal 

koşullarda geliştirilen izolatlardan ekstrakte edilen pigment içeriklerinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri 

değerlendirilmiştir. APT 14 ve APT 20b izolatlarına ait pigment özütlerinin antioksidan aktivite sergilediği, APT 13a, 

APT 34 ve APT 44 özütlerinin ise muhtemel provitamin A öncülü olabilme potansiyelleri belirlenmiştir. Ayrıca, APT 

13a, APT 14 ve APT 44 izolatlarından elde edilen pigment içeriklerinin; çeşitli tavuk ve insan patojeni 

mikroorganizmaların gelişimini de inhibe ettikleri saptanmıştır. Sonuç olarak, doğal karotenoid pigment üreticisi bu 

bakterilerin mikrobiyal gelişimleri, pigment üretimleri ile pigmentlerinin antioksidan ve antimikrobiyal özellikleri 

aydınlatılarak, bundan sonraki çalışmalara ışık tutacak şekilde olası kullanım alanlarına dair çeşitli biyolojik 

etkinlikleri tespit edilmeye çalışılmıştır. 

Haziran 2021, 116 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Karotenoid, antioksidan, antimikrobiyal, gelişim, pigment, optimizasyon 
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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 

Key words: Carotenoid, antioxidant, antimicrobial, growth, pigment, optimization 
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1.GİRİŞ 

Renkler, insan duyularının algıladığı ilk özelliklerin başında gelmektedir. Dünyamız 

bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda doğal olarak bulunan ve “biocolors” olarak 

adlandırılırlan çeşitli renklerdeki pigmentler açısından oldukça zengindir (Kirti vd., 

2014). Hem ökaryotik hem de prokaryotik kaynaklardan elde edilen, yapısal olarak 

birbirinden farklı, sarı, turuncu ve kırmızı 1000’den fazla doğal pigment molekülü 

tanımlanmıştır. Doğal olarak elde edilen pigmentler, karotenoidler, flavonoidler 

(antosiyaninler) ve bazı tetrapiroller (klorofiller ve fikobiliproteinler) ile temsil edilir. 

Bunlardan karotenoidler, vücutta pigmentasyonu arttıran, biyolojik iletişimde rol alan, 

A vitamini öncülü olan ve güçlü antioksidan aktivite gösteren poli izoprenoidler olup, 

kırmızıdan sarıya farklı renk skalasına sahip bir pigment sınıfıdır (Sasidharan vd., 

2013). 

 

Şekil 1.1 Bakteriyel pigmentlerin kullanım alanları (Ramesh vd. 2019) 
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Karotenoidler, güçlü antioksidan aktiviteleri ve provitamin A öncülü olmaları sayesinde 

yaşlanma, kanser, katarakt, kardiyovasküler ve nörodejeneratif hastalıklar gibi pek çok 

hastalığa karşı korunmada oldukça önemli moleküller olarak görev almaktadırlar. 

Hücresel sistemdeki sayısız fonksiyonları nedeniyle karotenoidler; gıda katkı maddesi 

veya besin takviyesi olarak gıda endüstrisinde, anti-tümoral özellikleri, provitamin A ve 

antioksidan aktiviteleri sebebiyle farmasötik ve tıp alanlarında, UV hasarına karşı 

fotokoruyucu etkileri ve cilt sağlığına katkıları sayesinde kozmetik sektöründe yaygın 

olarak kullanılmaktadırlar. Bunların yanı sıra tekstil ürünlerinin renklendirilmesi ve 

hayvan yem katkı maddesi olarak da uygulamalı diğer alanlarda kullanım potansiyelleri 

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

Karotenoidler; çoğunlukla çeşitli çevresel streslere cevap olarak bitkilerde, mantarlarda, 

fotosentetik ve fotosentetik olmayan mikroorganizmalarda bulunurlar (Sasidharan vd., 

2013). Literatürde yer alan çalışmalara bakıldığında, bu doğal karotenoidlerin ticari 

üretimleri söz konusu olduğunda üretimlerinin neredeyse tamamının bitkiler ve 

mikroalglerden kaynaklandığı görülmektedir. Bitkilerden elde edilen doğal pigmentlerin 

üretiminde pahalı saflaştırma basamaklarının olması, bol miktarda bitkiye ihtiyaç 

duyulması ve bitkisel üretimin çevresel faktörlere (mevsimsellik, nem ve sıcaklık gibi) 

bağlı olması, mikroalglerle olan üretimde ise maliyeti yüksek besiyerlerine ihtiyaç 

olması ve uzun üretim süresine gereksinim duyulması; bu iki doğal kaynağın 

dezavantajlarını oluşturmaktadır. Bu doğal kaynakların dışında bakteriyel hücreler; 

belirli kültür koşulları altında, kısa sürede ve daha düşük üretim maliyetiyle 

geliştirilebilecek geniş bir renk skalasında olan karotenoid içerikli pigmentleri 

biriktirebilirler. Sahip oldukları bu avantajlara rağmen bakteriyel pigmentlerin henüz 

ticari boyutta endüstriyel üretim süreçleri gerçekleştirilmemiştir. Bakteriyel 

pigmentlerin özellikle son yıllarda endüstriyel pigment üretimi boyutundaki 

avantajlarına dair farkındalık yaratan çok sayıda literatür çalışması bulunmaktadır. 

Özellikle küresel çapta doğal karotenoid talebindeki artış da göz önüne alındığında, 

doğal renk maddesi ihtiyacını karşılamada bakteriyel pigmentler araştırmacılar ve ilgili 

sanayi kollarındaki üreticiler için oldukça dikkat çekici bir konu haline gelmiştir. 
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Yapılan bu tez çalışması; çeşitli ticari kullanım alanları bulunan karotenoid 

pigmentlerinin, sentetik kaynaklar yoluyla üretilen veya üretim aşaması çeşitli 

dezavantajlar barındıran diğer doğal kaynakların kullanımı yerine, başta gıda ve sağlık 

alanında olmak üzere diğer pek çok sektörde kullanılabilecek, doğal, düşük maliyetli ve 

kolay üretilebilen mikrobiyal kaynaklı karotenoid pigmentlerin üretim aşamalarının 

optimize edilmesi ve hücre yoğunluğunu arttırma neticesinde pigment üretim 

verimlerinin de arttırılması sağlanabildiğinden önem arz etmektedir. Tez kapsamında 

turuncu renkte karotenoid pigmenti üretimi için potansiyel doğal üreticiler olan beş 

farklı Exiguobacterium cinsi bakteri kullanılmıştır. Bu mikroorganizmalardaki 

mikrobiyal gelişim parametreleri ve çeşitli endüstriyel atıkların varlığındaki gelişimleri 

gözlemlenmiştir. Çalışmalar sonucunda elde edilen bulgular sonucunda, melas ve peynir 

altı suyu tozu gibi endüstriyel atıklar içeren besiyerlerinde geliştirilen karotenoid 

pigment üreticisi kaynak mikroorganizmaların ideal gelişim parametreleri belirlenmiş 

ve ayrıca üretmiş oldukları pigmentlerin antioksidan ve antimikrobiyal özellikleri tespit 

edilerek daha sonraki süreçlerde ticari boyutta kullanılabilme potansiyelleri 

belirlenmeye çalışılmıştır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

2.1Karotenoid Pigmentlerin Genel Özellikleri, Çeşitleri, Fonksiyonları ve 

Kullanım  Alanları 

2.1.1 Karotenoid pigmentlerin genel ve kimyasal özellikleri  

Karotenoidler, vücutta pigmentasyonu arttıran, biyolojik iletişimde rol alan, A vitamini 

öncülü olan, güçlü antioksidan aktivite gösteren ve C5 izoprenoid birimlerden oluşan 

bir pigment sınıfıdır. Karotenoidlerin karakteristik renkleri, kromofor olarak görev 

yapan 8 ila 13 konjuge karbon-karbon çift bağlı bir omurgaya sahip olmalarından 

kaynaklanmaktadır. Bu özellikleri sayesinde görünür ışığı absorbe ederek, polien zincir 

içeriğine bağlı olarak sarı, turuncu ve kırmızı skalasında olan karakteristik renklere 

sahip olurlar (Kirti vd., 2014, Saini vd., 2019). 

Doğadaki parlak renklerin önemli bir kaynağını oluşturan karotenoidler; çeşitli çevresel 

streslere cevap olarak bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafından 

sentezlenebilmektedirler. Günümüzde 722 canlı türünden toplam 1204 adet farklı 

moleküler yapıya sahip doğal karotenoid türevi izole edilerek yapıları 

aydınlatılabilmiştir. Karotenoidlerin doğadaki canlılar arasında bu kadar yaygın 

olmalarının en önemli sebepleri arasında onların sürdürülebilir sağlık koşullarını ve 

davranışlarını destekleyecek şekilde vücut pigmentasyonunu arttırma, ışığı absorbe 

etme, biyoiletişim, vitamin A kaynağı olma, UV ışığına karşı koruma ve potansiyel 

antioksidan aktivitesi sergileme gibi özellikleri gelmektedir. Karotenoidler, hücreleri 

fotooksidatif hasara karşı korur ve bu nedenle çevre, gıda, beslenme ve hastalık kontrolü 

ile ilişkili birçok uygulamalı alanda güçlü antimikrobiyal ve antioksidan ajanlar olarak 

önemli roller üstlenirler (Kirti vd., 2014, Rodriguez-Concepcion vd., 2018, Saini vd., 

2019). 

Karotenoid pigmentlerin en belirgin kimyasal özellikleri, kromofor görevi gören ve 

merkezi konuma sahip konjuge karbon-karbon çift bağ sistemidir. Birden fazla 

fonksiyon için elzem olan bu durum karotenoidlere karakteristik renklerini sağlamanın 

yanı sıra onları izomerizasyon ve oksidasyona yatkın hale getirir. Konjuge çift bağ 
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sistemi karotenoid moleküllerin sert, çubuk benzeri iskeletini oluşturur ve karotenoid 

moleküllerin yüksek indirgenme potansiyelini sağlar ki, bu da onları güçlü 

antioksidanlar yapar. Antioksidan aktivite gösteren karotenoidler antioksidan enzimleri 

olarak bilinen ve toksisiteyi azaltan glutatyon transferaz (GST), katalaz (CAT), 

süperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimlerin seviyelerini 

ve aktivitelerini arttırır (Kirti vd., 2014, Rodriguez-Amaya vd.,2018, Elvira-Torales vd., 

2019). 

Çoğunlukla mavi ve mor ışığı absorbe eden yani 400-500 nm’de absorbsiyon veren 

karotenoidler oksijene, ısıya ve ışığa duyarlı, lipitte çözünür molekül sınıflarıdır. 

Karotenoidler bitkilerde büyüme, gelişme ve stres tepkilerinin ana düzenleyicileri olan 

ABA ve strigolaktonlar gibi fitohormonların öncülleri olarak görev yapmaktır. Aynı 

zamanda fazla enerjiyi ısı olarak dağıtarak, serbest radikalleri temizleyerek ve 

membranları lipit peroksidasyonundan koruyarak güçlü ışığa bağlı zararlı etkileri 

azaltırlar. Karotenoidler, sudaki çözünürlüğü neredeyse hiç olmayan ve bu çözünürlüğü 

genellikle sıcaklık yükselse de artmayan, son derece hidrofobik moleküllerdir. Hücre 

membranında karotenoidler genellikle karmaşık çift tabakalı membran yapısında zara 

bağlı olarak bulunur. Karotenoidin membran içerisindeki konumu büyük ölçüde 

moleküler yapısına bağlıdır. Hidrofobisiteleri sebebiyle mevcudiyetlerinin hücrenin 

çekirdek zarında, hidrofobik alanlarla sınırlı kalmaları beklenirken, proteinlerle ilişkili 

olduklarında sulu bir ortamla ilişki içerisinde bulunabilirler. Karotenoidlerin polaritesi, 

içerdikleri polar fonksiyonel gruplar tarafından değiştirilir ve böylece karotenoidlerin 

diğer moleküller ile etkileşimi de bu durumdan etkilenir (Wisniewska vd., 1998, 

Higuera-Ciapara vd., 2004, Kirti vd., 2014, Rodriguez-Concepcion vd., 2018). 

2.1.2 Karotenoid pigmentlerin sınıflandırılması  

Kimyasal yapılarına bağlı olarak karotenoidler iki ana gruba ayrılabilir: (1) sadece 

hidrokarbon içeriyorsa; karotenler (likopen, α-karoten ve β-karoten gibi) ve (2) 

hidrokarbonun yanı sıra oksijen içeriyorsa: ksantofiller olarak isimlendirilirler. 

Ksantofillerdeki oksijen bağlı gruplar, hidroksil (lutein, zeaksantin), epoksit 

(violaksantin, neoksantin), karbonil (kantaksantin, kapsantin), karboksil, asetat, lakton 
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veya sülfat gruplarıdır. Hidrokarbon omurgalarının uç kısımlarında halka içerip 

içermediklerine göre de siklik (β-karoten) veya asiklik (likopen) olarak ayrılırlar. Siklik 

olan türevlerde hidrokarbon zinciri ucunda tek veya iki adet değişmemiş β-iyonon 

halkası içerenler provitamin A öncülü karotenoidler (α-karoten ve β-karoten), β-iyonon 

halkası içermeyenler de provitamin A öncülü olmayanlar (likopen, astaksantin, lutein) 

şeklinde adlandırılırlar. Provitamin A öncülü karotenoidlerin değişmemiş β-iyonon 

halka yapıları retinale dönüştürülebilirken, provitamin A öncülü olmayan karotenoidler 

de çoğunlukla daha aktif olduklarından güçlü antioksidan aktiviteye sahiptirler (Saini 

vd., 2019).   

Fonksiyonlarına bağlı olarak karotenoidler yine iki ana gruba ayrılabilir: (1) primer 

karotenodiler (violaksantin, zeaksantin, neoksantin, β-karoten) ve (2) sekonder 

karotenodiler (astaksantin, kantaksantin) olarak isimlendirilirler. Primer (esansiyel) 

karotenoidler fotosentez olayındaki yapısal ve fonksiyonel bileşenlerle ilişkilendirilir ve 

fotosentezde ışık toplama pigmentleri olarak işlev gösterirler. Sekonder (özelleşmiş) 

karotenoidler ise abiyotik stres koşullarında bol miktarda üretilerek hücre korunmasında 

işlev görürler (Saini vd., 2019). 

 

Şekil 2.1 Karotenoid ve ksantofil örnekleri (Mussagy vd., 2019) 
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Bu iki genel sınıflandırmanın yanı sıra, karotenoidler içerdikleri karbon ve çift bağ 

sayısına bağlı olarak da alt gruplara ayrılırlar. Karbon sayılarına bağlı olarak: 

hidrokarbon iskeletleri her defasında 5 karbonlu izoprenoid birimlerle birleşerek C30, 

C40, C45 ve C50 türevlerini oluşturur. Likopen, astaksantin ve β-karoten gibi tipik 

karotenoidler, 40 karbon atomu (C40) içerir ve sekiz C5 izoprenoit ünitesinin 

yoğunlaşması ile oluşur. C40 karotenoidleri doğada en bol miktarda bulunan 

karotenoidlerdir. C45 ve C50 karotenoidleri sırasıyla dokuz veya on izoprenoid ünitesi 

içerir. C50 karotenoidlere bir örnek olarak dekaprenoksantin verilebilir. Bazı 

karotenoidler, 40'tan az karbon atomundan oluşur yani C40 iskeletinin bir kısmının 

kaybıyla türetilmiş yapıya sahiptirler. C30 karotenoidleri yalnızca altı C5 izoprenoid 

ünitesi içerir. Karbon atomları molekülün bir veya her iki uç kısmından dioksijenazlar 

tarafından hidroliz edildiğinde enzimatik parçalanma sonucu oluşan bu bileşikler, 

apokarotenoidler (C20) veya norkarotenoidler olarak adlandırılır (Kirti vd., 2014, 

Rodriguez-Concepcion vd., 2018). 

Çift bağ sayılarına bağlı olarak: geometrik izomerleri (cis/trans veya Z/E) 

oluşabilmektedir. Karotenoid molekülünün şekli izomerik formlara bağlıdır ve bu 

durum karotenoidlerin çözünürlük ve emilebilirlik özelliklerini değiştirebilir. İzomer 

olan cis ve trans formlar şekilsel olarak farklılık gösterirler ve pek çok doğal 

karotenoid, daha stabil olması sebebiyle tamamiyle trans konfigürasyondadır. 

Karotenoidlerin trans formu daha katıdır ve cis formlarından daha çok kristalleşme veya 

toplanma eğilimi gösterir. Yine de ışık yakalama kompleksleri veya hormonlarla ilişkili 

olanlarda biyolojik olarak daha aktif olan cis karotenoidlere de dönüştürülebilirler. 

Karotenoidler polaritelerine göre de sınıflandırılırlar. Polar olanlara lutein ve 

zeaksantin, apolar olanlara da β-karoten ve likopen örnek verilebilir (Kirti vd., 2014, 

Rodriguez-Concepcion vd., 2018). 
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Şekil 2.2 Tüm trans ve cis-izomerik β-karoten formları (Rodriguez-Concepcion vd., 

2018). 

2.1.3 Karotenoid pigmentlerin kaynakları  

2.1.3.1 Bitkisel pigmentler  

Tüm bitkiler karotenoid çeşitleri içerir ve doğal karotenoidler çoğunlukla bitkisel 

kaynaklardan elde edilir. Bitkisel karotenoidler birçok meyve ve sebzede de mevcuttur. 

Bitkilerde bulunan ana karotenoidler, β-karoten, likopen, lutein, violaksantin ve 

neoksantin'dir. Diğer bitkisel karotenoidler ise α-karoten, zeaksantin, astaksantin ve 

renksiz ara ürünler olan fitoen ve fitofluen olup çok daha az miktarda bulunurlar. 

Örneğin, lutein ticari olarak Tagetes erecta çiçeklerinden, likopen domatesten ve β-

karoten havuçtan elde edilir (Shahidi vd., 1998, Rao vd., 2007, Saini vd., 2019). 

2.1.3.2 Hayvansal pigmentler 

Bitkilerin aksine, karotenoidlerin hayvansal kaynaklardaki dağılımı temel olarak 

spesifik diyet alışkanlıklarının, biyoemilimin, metabolik dönüşümlerin ve simbiyozun 

bir sonucu olarak karşımıza çıkar. Hayvanlar dışarıdan edindikleri bu karotenoidleri 
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belirli dokularda biriktirirler. Bu durum hayvan karotenoidlerinin daha az olduğu anlamı 

taşımaz. Bu bağlamda hayvansal kaynaklarda en yaygın olarak gözlenen karotenoid 

çeşitleri; astaksantin, β-karoten, lutein ve zeaksantin gibi çeşitli oksijenli karotenoid 

türevleridir. Hayvanlar aleminde astaksantin, en yaygın olarak bulunan karotenoid çeşiti 

olup, bunu bitki aleminde de yaygın olan lutein ve zeaksantin izler. Bu karotenoidlerin 

varlıkları ekolojik öneme sahiptir; çünkü renk polimorfizmini belirler ve bu nedenle 

doğal düşmanlara duyarlılığı etkiler (Moran vd., 2010). (Shahidi vd., 1998). Birçok 

yenilebilir balığın (somon, alabalık), yumuşakçaların (midye, istiridye) ve kabuklu 

hayvanların (karides, ıstakoz) ayırt edici renkleri de karotenoidlerden kaynaklanır 

(Rodriguez-Concepcion vd., 2018). Ayrıca lutein kuşlar ve yumuşakçalarda (midye ve 

salyangoz) bulunan en yaygın ksantofildir (Shahidi vd., 1998). Lutein ve zeaksantin 

tavukların yumurta sarısında yaygın olarak bulunur (Perry vd., 2009). Memeliler, 

adipoz dokularında karotenoid biriktirme yeteneklerine göre geleneksel olarak "beyaz 

yağlı" (domuz, koyun, keçi ve yarasa) veya "sarı yağlı" (sığır, at) hayvanlar şeklinde 

sınıflandırılırlar. Beyaz-etli memelilerde karotenoidlerin emilimi çok azken 

karotenoidleri absorbe edebilen sarı-etli hayvanlar onları adipoz dokularında biriktiriler 

(Rodriguez-Concepcion vd., 2018). Ayrıca kuşların da sosyal etkileşimin bir göstergesi 

olarak tüylerinde karotenoidler biriktirdikleri bilinmektedir (Lafountain vd., 2015). 

2.1.3.3 Ökaryotik mikroorganizmalardaki ve mikroalglerdeki pigmentler 

Karotenoid biyosentezi, karotenoid yolakların fotosentetik organizmalara göre daha 

basit olduğu funguslarda sık görülen bir özelliktir (Adam vd., 2018, Avalos vd., 2015). 

Fotosentetik türlerin aksine, karotenoidlerin mantarlarda sadece ikincil roller oynadığı 

görülmektedir. Fungus ve mayaların genetik manipülasyona ve endüstriyel 

yetiştiriciliğe uygun olması bir Zygomycota üyesi olan Blakeslea trispora’yı β-karoten 

ve likopenin, bir Heterobasidiomiset mayası olan Xanthophyllomyces dendrorhous’u 

astaksantinin biyoteknolojik olarak üretimi için ideal adaylar yapar (Rodriguez-

Concepcion vd., 2018, Ledetzky vd., 2014, Pollmann vd., 2017). 

Ökaryotik mikroorganizmalar olan mikroalgler de bitkilere benzer şekilde, fotosentetik 

işlevlerde yer alan karotenoidleri biriktirirler (Rodriguez-Concepcion vd., 2018). 
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Özellikle β-karoten, lutein, violaksantin, neoksantin ve zeaksantin mikroalglerde yaygın 

bulunan karotenoid çeşitleridir. Ayrıca azot yoksunluğu, güçlü güneş ışığı ve kuraklık 

gibi stresli koşullar bazı mikroalglerin hücrelerinde çok miktarda karotenoid 

biriktirmelerine neden olur (Shahidi vd., 1998, Solovchenko, 2012, Solovchenko vd., 

2017). Örneğin; Dunaliella salina’da β-karoten, Haematococcus pluvialis’te astaksantin 

ve Muriellopsis sp. ve Scenedesmus almeriensis’te lutein bulunur. Rhodophyta'da 

(kırmızı algler) baskın pigmentler sırasıyla, zeaksantin ve lutein olup, bunların yanı sıra 

α ve β-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 türevli karotenoidler üreten ökaryotların aksine bakteriler, C30, 

C45 ve C50 karotenoidlerinin çoğunu sentezler. Karotenoid biyosentezi Archaea’da 

daha az görülmesine rağmen, halofilik arkeler olan Halobacterium salinarum, 

Halorubrum chaoviator, Halococcus morrhuae, Natromonas pharaonis ve Haloarcula 

japonica'da tanımlanmıştır (Rodriguez-Concepcion vd., 2018). Son zamanlarda, 

Haloferax volcanii ve Haloferax mediterranei gibi diğer karotenoid üreten halofilik 

arkeler özellikle tuzlu havuzlar veya bataklıklarda karakterize edilmiştir (Chen vd., 

2015,  Rodrigo-Baños vd., 2015). Fotosentetik olmayan karotenoid üreticisi bakterilere; 

Erwinia, Streptococcus, Bacillus, Stapylococus, Streptococcus, Thermus, Arthtobacter, 

Micrococcus, Flavobacterium, Arthorobacter, Deinococcus, Exiguobacterium 

cinslerine ait türler örnek olarak verilebilir. 

2.1.3.5 Fotosentetik bakterilerdeki pigmentler 

Karotenoid üreten fotosentetik bakteriler arasında mor bakteriler, yeşil kükürt bakterileri 

ve helikobakteriler bulunur. Üretilen karotenoidlerin yapıları, fotosentetik olmayan 

bakteriler de dahil olmak üzere diğer organizmalardan farklıdır. Bu bakterilerde çoğu 

C40 karotenoidleri asikliktir ve sülfat, metoksi, karbonil, karboksil, glikozit ve hidroksil 

grupları içerir. Karotenoid üreticisi mor ve yeşil kükürt bakterilerine örnekler; 

Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter capsulatus, Rhodobacter sphaeroides, 
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Chlorobium tepidum ve Chlorobium phaeobacteroides’dir. Bitkilere benzer şekilde, 

hem anoksijenik hem de oksijenik fotosentetik bakterilerde karotenoidlerin ana işlevi 

aşırı ışığın neden olduğu oksidatif hasarı azaltmaktır. Bunlara ek olarak karotenoidlerin 

bu tek hücreli canlılarda antioksidan aktivite, yüksek sıcaklık, radyasyon ve alkali 

koşullar gibi ekstrem ortamlara adaptasyon, patojenlerde bağışıklık sistemi hücrelerine 

karşı virülans faktörü oluşturma, UV hasarına karşı DNA’nın korunması, lipid 

peroksidasyonundan hücre zarını koruma gibi sayısız işlevlere sahip oldukları 

bilinmektedir (Rodriguez-Concepcion vd., 2018). 

2.1.4 Karotenoid pigmentlerin en yaygın çeşitleri 

2.1.4.1 β-karoten 

β-karoten bir gıda katkı maddesi olarak tanımlanır ve kimyasal olarak sentezlenebilir. 

Bitkilerden ekstrakte edilebilmesinin yanında, ticari olarak B. trispora veya D. Salina 

mikroalglerinden de üretilebilmektedir. β-karoten  provitamin A öncülü olarak 

tanımlandıklarından, bu amaçla besin takviyesi olarak gıdalara ve yem katkı maddesi 

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

İnsan sağlığı için birçok hayati işlevi olan A vitamini vücutta belirli karotenlerden, 

özellikle β-karotenden üretilebilir (Kirti vd., 2014, Rao vd., 2007). β-karoten güçlü bir 

antioksidandır ve A vitamini etkinliği başta olmak üzere bağışıklık fonksiyonlarını 

güçlendirmek, gece körlüğünü ve karaciğer fibrozunu önlemek gibi durumlarda 

kullanılabilir (Saini vd., 2019).  

2.1.4.2 Likopen 

Likopen de bir gıda katkı maddesi olarak tanımlanır ve çoğunlukla domatesten ekstrakte 

edilebilir. Likopen meyve/sebze suları, sporcu içecekleri, yağlar ve soslara bir bileşen 

olarak eklenebilir. Likopen ayrıca belirli beslenme gereksinimlerini elde etmek için özel 

tıbbi diyetlere dahil edilebilir (Berman vd., 2015). 
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Likopenin kronik hastalıkların önlenmesini desteklediğini gösterir kanıtlar, 

epidemiyolojik çalışmaların (Giovannucci, 2002) yanı sıra, insan kanser hücre hatları 

(Kim vd., 2002, Hall vd.,1995) hayvan çalışmaları (Jain vd., 1999, Rao, 2006) ve ayrıca 

insan doku kültürleri kullanılarak yapılan klinik çalışmalardan elde edilmiştir (Rao vd., 

1999, Rao, 2002, Kucuk vd., 2002, Bowen vd., 2002). Likopen, güçlü antioksidan 

özelliklere sahiptir. Hücreleri oksidatif hasarlara karşı korurken, kanser riskini kısmen 

önler veya azaltır. Epidemiyolojik çalışmalar oksidatif stresin osteoporoz ile ilişkili 

olduğunu ve antioksidanların bu etkiyi önleyebileceğini göstermiştir (Rao vd., 2007).  

Likopen kaynağı olan domatesi tüketen deneklerdeki okside LDL kolesterol 

seviyelerinde önemli ölçüde azalma görülmüştür (Agarwal vd., 1998). Aynı zamanda 

likopenin total kolesterol seviyelerini düşürdüğü ve böylece kardiyovasküler 

hastalıkların riskini azalttığı gösterilmiştir (Fuhrman vd., 1997). 

2.1.4.3 Astaksantin 

Astaksantin somon ve alabalık yemlerinde kantaksantin ile birlikte kullanılır. Özellikle 

H. pluvialis mikroalginin astaksantin bakımından zengin olduğu bilinmektedir. Temel 

olarak insan besin takviyeleri ve kozmetik uygulamalarında kullanılmakla beraber, 

akuatik canlılar için yem katkı maddesi olarak da farklı uygulama alanları mevcuttur 

(Berman et vd., 2015). 

Astaksantin; lutein, likopen, α-karoten ve β-karoten gibi çeşitli karotenoidlere kıyasla 

daha yüksek antioksidan aktiviteye sahiptir (Naguib, 2000). Astaksantinin 

kardiyovasküler hastalıkların önlenmesinde, bağışıklık sisteminin güçlendirilmesinde ve 

yüksek antioksidan aktivitesi nedeniyle kataraktın önlenmesinde yararları vardır (Nelis 

vd., 1991, McNulty vd., 2008). Astaksantin, pankreas β-hücrelerinde hipergliseminin 

neden olduğu oksidatif stresi azaltabilir ve ayrıca glukoz ve serum insülin seviyelerini 

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

Lutein meyvelerden, yoncadan (Medicago falcata) ve kadife ağacından elde edilebilir. 

Bazı lutein ürünleri, T. erecta'dan sağlanır. Zeaksantin alg türevli karotenoid 

preparatlarında bulunabilir (Berman vd., 2015). 

2.1.5 Karotenoid pigmentlerin canlı sistemlerdeki fonksiyonları yaygın kullanım 

alanları  

Karotenoidler, renklendiriciler ve besin takviyeleri gibi spesifik uygulamalarda ayrıca 

tıbbi, kozmetik ve biyoteknolojik amaçlar için de kullanılırlar (Martín vd., 2008). 

Karotenoidlerin çok çeşitli faydalı fonksiyonları, ticari değerlerini ve tüm dünyadaki 

endüstriyel uygulamalarını arttırmıştır. Ticari olarak, en geleneksel uygulamalarda, 

karotenoidler; gıda renklendiricileri, yem katkı maddeleri ve besin takviyeleri olarak 

kullanılırlar. En yenilikçi kullanım sebepleri, özellikle antioksidan, anti-tümoral, 

provitamin A aktiviteleri gibi insan sağlığına faydalı özelliklerinden ileri gelmektedir. 

Özellikle son yıllarda yürütülen epidemiyolojik çalışmalar karotenoidce zengin 

diyetlerin insan sağlığına yönelik olan faydalarını ortaya çıkarmıştır. Karotenoidlerdeki 

A vitamini öncülü olan β halkaları, retinol ve 11-cis-retinalin retinoik asite 

dönüştürülmesi, görme becerisinde ve gen regülasyonunda kritik öneme sahiptir. A 

vitamini eksikliği, dünya genelindeki en önemli mikrobesin eksiklikleri arasında yer 

almaktadır. İnsanlar üzerinde yapılan çalışmalarda, karotenoidlerin A vitamini öncülü 

olmasının yanısıra, antioksidan özelliklerine bağlı reaktif oksijen türlerini (ROT) 

nötralize edebilme, bağışıklık sisteminin kuvvetlenmesi, kognitif fonksiyonların 

uyarılması, güneş ışınlarına karşı koruma, yaşlanma, göğüs, servik, ovaryum, kolon vb. 

kanser çeşitleri, katarakt, yağ dokusunda artışa bağlı obezite, tip-2 diyabet, 

kardiyovasküler ve nörodejeneratif hastalıklar gibi kronik hastalıklara karşı koruyuculuk 

sağlama gibi diğer pek çok biyolojik aktivitede görev aldıkları bilinmektedir. Ticari 

katma değeri en yüksek olan karotenoidler yani, yüksek bir pazar hacmi olanlar, diğer 

endüstrilerde de büyük ölçüde uygulanmasına rağmen, lutein, β-karoten, likopen, 

kantaksantin ve astaksantin gibi gıda katkısı ve yem katkı maddesine yönelik 

uygulamalarda kullanılanlardır. Gıda katkı maddeleri veya besin takviyeleri olarak 

kullanımlarına ek olarak, mikrobiyal karotenoidler, hastalıkların tedavisi için insan 
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yaşam kalitesini arttırmak amacıyla da kullanılmaktadır (Renato vd., 2015, Ligia vd., 

2017, Mussagy vd., 2019). 

2.1.5.1 Karotenoid pigmentlerin gıda endüstrisinde kullanımı 

Diyet olarak kullanılan karotenoidlerin yararlı özellikleri, karotenoid gıda kaynakları, 

biyoyararlanım ve etki şekli ile fonksiyonel gıda ve nutrasötik ürünlerdeki 

kullanımlarına yönelik ilgiyi arttırmıştır (Rodriguez-Concepcion vd., 2018). β-karoten 

kaynakları arasında havuç, lahana, şalgam, ıspanak, marul, mango, kavun, biber, 

balkabağı ve tatlı patates bulunur. α-karoten havuç, tatlı patates, balkabağı gibi turuncu 

sebzelerde ve brokoli, yeşil fasulye ve ıspanak gibi koyu yeşil sebzelerde bulunur. 

Likopen domates, karpuz ve guava meyvesinde bulunur. β-kriptoksantin mandalina, 

portakal, papaya, mısır, bezelye ve yumurta sarısında bulunabilir. Lutein ve zeaksantin 

kaynakları, ıspanak, armut ve lahana gibi yapraklı yeşillikler ve mısır, hurma ve brokoli 

gibi diğer besinlerdir. Karotenoidler hayvanlar aleminde çeşitli şekillerde bulunmasına 

rağmen karotenoidlerin üretimi bitki ve mikroorganizmalarla sınırlı olup, hayvanlar 

(insanlar dahil) karotenoidleri sentezleyemezler, bu yüzden yiyecekler hayvanlar ve 

özellikle insanlar için bu bileşiklerin tek kaynağıdır (Amorim-Carrilho vd., 2014, 

Shahidi vd., 1998, Tanaka vd., 2012, Boudries vd., 2007, Puiggròs vd., 2011). 

Provitamin A öncülü olma, antioksidan aktiviteleri ve diğer tüm yararlı işlevlerinin yanı 

sıra karotenoidler, ürettikleri pigmentler sebebiyle gıda renklendiricisi olarak da 

kullanılmaktadır. Renk, gıda ürünlerinin tüketici tarafından kabul edilebilirliğinde 

önemli bir rol oynar (Shahidi vd., 1998). Doğal kaynaklı pigment alternatifleri besin 

takviyeleri, gıda renklendiricileri, balık ve kanatlı yemlerinde katkı maddeleri olarak 

yoğun ilgi görmektedir (Durán vd., 2002, Sasidharan vd., 2013, Saini vd., 2019). Son 

yıllarda tatlı su kabukluları ve balıkların kırmızı ve turuncu renklenmeleri popüler bir 

pazarlama faktörü haline gelmiştir (Auerswald vd., 2008). Karotenoidlerden özellikle 

astaksantin akuatik hayvanlarının derisinin, kabuğunun, etinin veya dış iskeletinin sarı, 

turuncu ve kırmızı renklerini arttırmak için besin takviyesi olarak tedarik edilir (Saini 

vd., 2019, Shahidi vd., 1998). Aynı şekilde kanatlı hayvanlarda yumurta sarısının rengi 

tüketici tarafından talep görmesinde önemli olarak kabul edilir. Bu nedenle kanatlı 
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yemlerinde renklendirici katkı maddesi olarak da kullanılmaktadırlar (Karadas vd., 

2006). 

2.1.5.2 Karotenoid pigmentlerin hastalık önleme ve insan sağlığı alanlarında 

kullanımı         

Karotenoidlerin insan sağlığı açısından en çok bilinen işlevi provitamin A aktivitesidir. 

Oksidatif stres, kronik hastalık oluşması riskine karşın önemli bir koruyuculuk sağlar. 

Karotenoidler gıdaların farklı renklerinden sorumlu olan bir grup fitokimyasal oldukları 

için, insan hastalıklarının önlenmesinde ve genel sağlık durumunun kontrol altında 

tutulmasında önemli rol oynarlar. Karotenoidlerce zengin bir diyet, güçlü antioksidan 

özellikleri nedeniyle yaşlanma, katarakt, kardiyovasküler ve nörodejeneratif etkiler gibi 

kronik dejeneratif hastalıkların gelişmesine karşı önemli bir koruma sağlar. Güçlü 

antioksidan aktiviteleri dışında, karotenoidlerin anti-inflamatuar ve immünomodülatör 

aktiviteleri oksidatif stresin önlenmesindeki aktif rolleri dikkat çekmektedir (Rao vd., 

2007, Kim vd., 2011, Rodriguez-Amaya, 2018, Saini vd., 2019).  

Kanser ve felç gibi birçok hastalık serbest radikallerin aracılık ettiği oksidatif süreçleri 

içerir. Karotenoidlerin, antioksidan etkisiyle, bu tür hastalıklarda da yararlar sağladığı 

gösterilmiştir (Mussagy vd., 2019). Ayrıca, karotenoidlerin immün tepkisi ve hücreler 

arası iletişimde dikkate değer bir etkiye sahip olduğu belirlenmiştir. A vitamini öncülü 

olan karotenoid çeşitleri biyoemilim sonrası oksidatif bir yırtılma ile retinaya, retinoik 

aside ve küçük miktarlardaki parçalanma ürünlerine metabolize edilir. Retinoidlerin 

hücresel proliferasyon (çoğalma), farklılaşma ve morfogenez gibi birçok biyolojik 

işlemi etkilediği bilinmektedir. Ayrıca, bazı kanser türlerinin ve bazı dermatolojik 

faaliyetlerin tedavisinde de yine retinoidler kullanılmaktadır (Delgado-Vargas vd., 

2000). 

2.2 Karotenoid Üreticisi Exiguobacterium Cinsi Bakteriler 

Exiguobacterium cinsi ilk olarak Collins ve arkadaşları tarafından 1983 yılında patates 

işleme atığı olan sulardan izole edilen bazı hafif alkalifilik izolatlarla tanımlanmıştır. 
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Gram-pozitif, spor üretmeyen, fakültatif aerobik ve alkalifilik bakteriler olan 

Exiguobacterium cinsinin üyeleri, patates işleme atığı, süt endüstrisi atığı, tuzlu su 

karides kistleri ve buzul eriyik suyu gibi çok çeşitli habitatlardan izole edilmiştir. 

Exiguobacterium cinsi üyelerinin çok az bir kısmı patojenite göstermekte olup, 

genellikle doğaya zarar vermeyen, patojen olmayan ve hatta sahip oldukları probiyotik 

özellikleri sayesinde sağlığa faydalı olan bakteriler olarak bilinmektedirler. Örneğin 

karidesten izole edilen Exiguobacterium arabatum W-01 izolatı ile yapılan genom 

dizilemesi ve anotasyonu çalışmaları neticesinde W-01 izolatının eşsiz potansiyel 

probiyotik fonksiyonları gösterdiği belirlenmiştir (Cong vd., 2017). 

Exiguobacterium cinsi günümüzde Exiguobacterium arabatum, Exiguobacterium 

aurantiacum, Exiguobacterium aestuarii, Exiguobacterium marinum ve 

Exiguobacterium profundum şeklinde isimlendirilen türlerle toplamda 18 türle temsil 

edilmektedir (Collins vd., 1983; Raichand vd., 2012; Kulshreshtha vd., 2013; Meng vd., 

2020).  

Exiguobacterium cinsi bakteriler antioksidan aktiviteye bağlı pigment üretimi gibi 

yaşamsal faaliyetlerini destekleyecek özellikler gösteren ikincil metabolitler üretirler. 

Bu mikroorganizmaların ürettikleri yoğun pigment gözle dahi seçilebilmektedir. 

Örneğin; yapılan bir çalışmada toprak örneklerinden izole edilen E. profundum BC2-11 

izolatının ürettiği turuncu renkli metabolit, klinik patojenlere karşı antimikrobiyal profil 

ve antioksidan kapasite açısından değerlendirilmiştir. Salmonella typhi ve Pseudomonas 

aeruginosa gibi patojenleri inhibe etmesine ek olarak toplam antioksidan kapasitesinin 

standart askorbik aside (C vitamini) eşdeğer olduğu belirlenmiştir (Mani vd., 2015). 

Karşılaştırmalı genomik analizleri ile Exiguobacterium sp.'nin çıplak gözle görülebilen 

karakteristik turuncu pigmentasyonundan, karotenoid biyosentezinin sorumlu olduğu ve 

genom dizisi yayınlanmış Exiguobacterium türlerinde karotenoid C30 biyosentezi için 

tüm biyosentetik yolakların mevcut olduğu gösterilmiştir. Bu yolu kodlayan genlerin bir 

operon olarak düzenlendiği, diaponörosporen-4-oik asit üretiminin turuncu 

pigmentasyonla sonuçlandığı belirtilmiştir (White vd., 2019).  
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İkincil metabolitler tipik olarak birincil metabolit sentezlerinin modifikasyonuyla 

üretilen organik bileşiklerdir. Sekonder metabolitler daha fazla antioksidan 

içerdiklerinden; kardiyovasküler hastalıklar, hücre ölümü, diyabet ve kanser gibi pek 

çok sağlık sorununu önleyebilmektedirler. Bunlar, canlı sistemleri için herhangi bir yan 

etkiye neden olmadan gıda, hayvan yemi ve ilaç endüstrileri için biyoaktif renkli 

metabolitler olarak kullanılmaktadırlar (Misawa, 2011; Venil vd., 2013; Shatila vd., 

2013; Mani vd., 2015). Bu kıymetli doğal metabolitlerin aminoasit eldesi, aşı ve 

antibiyotik üretimi ve organik sentez için gerekli kimyasalları izole etmek için 

endüstriyel mikrobiyolojide kullanılma potansiyeli mevcuttur. 

Bakteriyel cinsler arasında Exiguobacterium sp. özellikle β-karoten, astaksantin ve 

ksantofillerin üretimi ile tanınır. Örneğin; Lübnan'da havadan izole edilen E. 

aurantiacum FH izolatının turuncu bir karotenoid pigment olan β-karoten ürettiği 

belirlenmiştir (Shatila vd., 2013). Toprak ve havadan izole edilen E. aurantiacum ve E. 

profundum’un sarı renkli pigment ürettiği saptanmıştır (Sasidharan vd., 2013). 

Hindistan’da topraktan izole edilen E. profundum BC2-11 izolatının antimikrobiyal ve 

antioksidan özelliğe sahip olan turuncu renkli metabolit ürettiği bilinmektedir (Mani 

vd., 2015). Karotenoid sentezinin, ortam bileşenleri, pH ve sıcaklık tarafından kritik 

olarak yönlendirildiği gösterilmiştir. Hindistan'daki Sathaiyar nehir havzasından 

toplanan toprak örneğinden izole edilen E. acetylicum S01 izolatının üretim 

optimizasyonu ve buna bağlı olarak β-karoten üretiminin değişimi incelenmiştir 

(Jinendiran vd., 2019). Sunulan bu literatür çalışmalarında da belirtildiği üzere, 

Exiguobacterium cinsi bakterilerin gelecekte düşük maliyetle ve çok daha kısa sürelerde 

gerçekleştirilebilecek endüstriyel süreçlerle üretilebilecek doğal birer turuncu pigment 

kaynağı olma potansiyellerinin varlığı dikkat çekmektedir. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Materyal 

3.1.1 Tez kapsamında kullanılan bakteri kültürleri ve gelişme koşulları 

Tez sürecinde yürütülen çalışmalar kapsamında, kullanılan bakteriler Ankara 

Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü, Mikrobiyoloji Araştırma Laboratuvarı 

Kültür Koleksiyonu’ndan temin edilmiştir. Tez dahilinde yapılması gereken deneylerde 

kullanılacak olan Exiguobacterium cinsi 5 adet izolat, özellikle gözle görülebilen, 

yoğun turuncu renkte pigment üretebilmeleri sebebiyle çalışmaya dahil edilmişlerdir. 

Yürütülen çalışmalarda kullanılan izolatların listesi çizelge 3.1’de verilmiştir. 

Çizelge 3.1 Tez çalışmasında kullanılan izolatların listesi 

Domain: Bacteria 

Filum: Firmicutes 

Sınıf: Bacilli 

Takım: Bacillales 

Aile: Bacillaceae 

Genus : Exiguobacterium 

Koleksiyon 

Kodu 
Cins/ Tür Adı 

GenBank 

Numaraları 

 

İdeal 

pH 

Aaralığı 

İdeal  

Sıcaklık 

Aralığı 

(°C) 

İdeal  

Tuz 

Aralığı 

(%) 

APT 13a
 Exiguobacterium 

arabatum 
KC519397 7.0-12.0 25-70 0-10 

APT 14 
Exiguobacterium 

arabatum 
KC519398 7.0-12.5 25-70 0-10 

APT 20b
 Exiguobacterium 

mexicanum 
KC519399 7.0-12.0 25-60 0-7 

APT 34 
Exiguobacterium 

aurantiacum 
KC519406 8.0-12.5 25-65 0-10 

APT 44 
Exiguobacterium 

arabatum  
KC519416 7.0-12.5 25-70 0-10 

 

Belirtilen bu beş izolatın 16S rRNA gen dizi analizleri önceki çalışmalarda yapılmış 

olup, çok sayıdaki fenotipik ve genotipik analizleri de gerçekleştirilmiştir. Bu izolatların 

toksin genleri içermedikleri, yüksek amilaz ve proteaz ürettikleri, antibiyotiklere duyarlı 
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oldukları ve endüstriyel kullanıma uygun olacak şekilde patojen özellik içermedikleri 

halen yürütülmekte olan projeler kapsamında belirlenmiş olup, bu bulguların detayı 

ilgili tez önerisi kapsamında olmadığından ayrıca sunulmamıştır. 

 

                   a                                             b                                            c 

Şekil 3.1 a) APT 13a, b) APT 14, c) APT 44 koloni morfolojileri        

3.1.2 Besiyerleri, çözeltiler ve tampon içerikleri 

Bu kısımda sunulan besiyeri, çözelti ve tamponların kullanım amaçları Çizelge 3.2 – 

3.24 arasında sunulmuştur. 

Çizelge 3.2 Triptik Soy Agar besiyeri içeriği 

Triptik Soy Agar g/L Kimyasal Marka ve 

Kodları 

Kazein pepton 

Soya pepton 

(D+) Glukoz monohidrat 

Potasyum fosfat dibazik (K2HPO4) 

Sodyum klorür (NaCl) 

Agar 

Distile su 

pH = 7,3 ± 0,2 

17 g 

3 g 

2,5 g 

2,5 g 

5 g 

15 g 

1000 mL 

Merck 1.07213 

Fluka 70178 

Merck 1.08342 

Sigma P8281 

Merck 1.06404 

Scharlau AG0020 

İçerik 121 ºC‘de 15 dakika süresince otoklavlanarak sterilize edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Gliserol stoğundan açılan izolatların aktifleştirilmesi için besiyeri olarak 

kullanılmıştır. 



20 
 

Çizelge 3.3 Serum Fizyolojik içeriği 

Serum Fizyolojik g/L Kimyasal Marka ve 

Kodları 

NaCl 

Distile su 

pH =7,0 ± 0,2 

8,5 g 

1000 mL 

Merck 1.06404 

İçerik 121 ºC‘de 15 dakika süresince otoklavlanarak sterilize edilmiştir.  

Kullanım Amacı: Atık içeren besiyerlerine inoküle edilmeden önce izolatalrı süspanse 

etmek ve dilüsyon sayımlarda örnekleri seyreltmek için kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.4 1 N NaOH çözeltisi içeriği 

1 N NaOH çözeltisi g/L Kimyasal Marka ve 

Kodları 

NaOH 

Distile su 

40 g 

1000 mL 

Merck 106469 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Kullanılan besiyerlerinin pH ayarlarını yapmak için kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.5 1 N HCl çözeltisi içeriği 

1 N HCl çözeltisi mL (w/v) Kimyasal Marka ve 

Kodları 

HCl (% 37‘lik)  

Distile su 

40 g 

1000 mL 

Merck 1003172500 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Kullanılan besiyerlerinin pH ayarlarını yapmak için kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.6 1 M Na2CO3 çözeltisi içeriği 

1 M Na2CO3 çözeltisi g/L Kimyasal Marka ve 

Kodları 

Na2CO3 

Distile su 

105,9 g 

1000 mL 

Sigma S7795 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Kullanılan besiyerlerinin pH ayarlarını yapmak için kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.7 Metanol çözeltisi içeriği 

Metanol çözeltisi % 95 (v/v) Kimyasal Marka ve 

Kodları 

Metanol 

Distile su 

95 mL 

5 mL 

Merck 1.01408 

Kullanım Amacı: Pigment ekstraksiyon aşamasında çözücü olarak kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.8 % 70‘lik etanol çözeltisi içeriği 

% 70‘lik etanol çözeltisi 100 mL (v/v) Kimyasal Marka ve 

Kodları 

Etanol  

Distile su 

70 mL 

30 mL 

Merck 100983 

Kullanım Amacı: Tüm çalışmalar boyunca, çalışma ortamını ve çalışılan malzemeleri steril 

etmek için kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.9 50 mM KP tamponu içeriği 

50 mM KP tamponu g/L Kimyasal Marka ve 

Kodları 

KH2PO4 

K2HPO4 

Distile su  

pH = 7,0 

0,45 g 

8,15 g 

1000 mL 

Scharlau PO0260 

Sigma P8281 

 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Katalaz (CAT) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.10 150 mM KP tamponu içeriği 

150 mM KP tamponu g/L Kimyasal Marka ve 

Kodları 

KH2PO4 

K2HPO4 

Distile su  

pH = 7,0 

1,35 g 

24,45 g 

1000 mL 

Scharlau PO0260 

Sigma P8281 

 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Katalaz (CAT) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.11 15 mM NaN3 çözeltisi içeriği 

15 mM NaN3 g/L Kimyasal Marka ve 

Kodları 

NaN3 

Distile su  

0,973 g 

1000 mL 

 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Katalaz (CAT) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.12 10 mM H2O2 çözeltisi içeriği 

10 mM H2O2 100 mL (v/v) Kimyasal Marka ve 

Kodları 

H2O2 

Distile su  

34 mL    

100 mL 

 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Katalaz (CAT) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.13 0,5 mM EDTA içeren 50 mM Tris-HCl tamponu içeriği 

50 mM Tris-HCl + 0,5 mM 

EDTA 

g/L Kimyasal Marka ve 

Kodları 

Trisma Base 

EDTA 

Distile su  

pH = 8,0 ± 0,2 

6,1 g 

0,2 g 

1000 mL 

Sigma T6066 

Sigma E-5134 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.14 30 mM t-BOOH çözeltisi içeriği 

30 mM t-BOOH 100 mL (v/v) Kimyasal Marka ve 

Kodları 

t-BOOH  

Distile su  

0,27 mL    

100 mL 

 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.15 20 mM GSH çözeltisi içeriği 

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

Kodları 

GSH 

Distile su  

0,615 g   

100 mL 

 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.16 10 mM NADPH çözeltisi içeriği 

10 mM NADPH 100 mL (v/v) Kimyasal Marka ve 

Kodları 

NADPH  

Distile su  

0,65 mL 

100 mL 

 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.17 20U/mL glutatyon redüktaz çözeltisi içeriği 

20U/mL glutatyon redüktaz 100 mL (v/v) Kimyasal Marka ve 

Kodları 

Glutatyon redüktaz  

Distile su  

0,8 mL 

100 mL 

 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.18 200 mM KP tamponu içeriği 

200 mM KP tamponu g/L Kimyasal Marka ve 

Kodları 

KH2PO4 

K2HPO4 

Distile su  

pH = 6,5 

1,8 g 

32,6 g 

1000 mL 

Scharlau PO0260 

Sigma P8281 

 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Glutatyon-S-Transferaz (GST) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.19 200 mM GSH çözeltisi içeriği 

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

Kodları 

GSH 

Distile su 

6,15 g   

100 mL  

 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Glutatyon-S-Transferaz (GST) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.20 50 mM CDNB çözeltisi içeriği 

50 mM CDNB 100 mL (w/v) Kimyasal Marka ve 

Kodları 

CDNB  

Etanol (EtOH) 

1,01 g   

100 mL  

 

Merck 100983  

Kullanım Amacı: Glutatyon-S-Transferaz (GST) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.21 0,6 mM EDTA ve 4 mg/mL BSA (Bovine Serum Albumin) içeren 200 

mM Na2CO3 çözeltisi içeriği 

200 mM Na2CO3 + 0,6 mM 

EDTA + 4 mg/mL BSA 

g/L Kimyasal Marka ve 

Kodları 

Na2CO3 

EDTA 

BSA 

Distile su  

pH = 10,0 

21,2 g 

0,223 g 

4 g 

1000 mL 

Sigma S7795 

Sigma E-5134 

Sigma A-2153 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Süperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.22 0,3 mM Xanthine çözeltisi içeriği 

0,3 mM Xanthine g/L Kimyasal Marka ve 

Kodları 

Xanthine  

Distile su  

0,05 g   

1000 mL  

 

 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Süperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.23 25 mM NBT çözeltisi içeriği 

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

Kodları 

NBT  

Distile su  

2,05 g   

100 mL  

 

 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Süperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.24 0,139 U/mL XOD (Xanthine oksidaz) çözeltisi içeriği 

0,139 U/mL XOD 100 mL (w/v) Kimyasal Marka ve 

Kodları 

XOD  

200 mM Na2CO3 tamponu 

0,556 mL 

100 mL  

 

Sigma S7795 

İçerik hazırlandıktan sonra 0,22 μm por çaplı membran filtreden (Sartorius, Fransa) 

geçirilerek steril edilmiştir. 

Kullanım Amacı: Süperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi denemelerinde kullanılmıştır. 

3.2 Yöntem 

3.2.1 Bakteri kültürlerinin aktifleştirilmesi  

% 60’lık gliserol stoklarında -80°C’de bulunan izolatlar öncelikle TSA (Triptik Soy 

Agar) besiyerine inoküle edilmiş olup, bakterilerin gelişebildiği uygun sıcaklık olan 

37C’de 18 - 24 saat boyunca inkübe edilmişlerdir. İnkübasyon sonrası +4°C stokları 

hazırlanmış, aktif kültürler ilerleyen çalışmalarda kullanılmıştır. İzolatların saflıkları 

tüm çalışma süresince katı kültürlerdeki koloni morfolojileri ve ayrıca faz-kontrast 

mikroskobuyla da hücre morfolojileri temel alınarak kontrol edilmiştir. 

3.2.2 En ideal mikrobiyal gelişim gözlenen üretim koşullarının seçimi  

Bu basamaklarda gerçekleştirilen tüm mikrobiyolojik analizler ve spektrofotometrik 

ölçümler en az 2 tekrarlı olarak çalışılmıştır. 

3.2.2.1 Bakterilerin bazı endüstriyel atıkların varlığında gelişimlerinin 

optimizasyonu 

Tez kapsamında çalışılan 5 farklı Exiguobacterium cinsi turuncu pigment üreticisi 

bakterinin daha ileriki çalışmalarda kullanılmak üzere öncelikle en iyi mikrobiyal 

gelişim gösterdikleri besiyeri içerikleri belirlenmiştir. Mikrobiyal gelişimin yüksek 

olduğu ve pigment üretimini arttıran besiyeri içeriklerinin denenmesi, bu tür 

çalışmalarda sıklıkla kullanılan iki farklı endüstriyel atık olan melas ve peynir altı suyu 
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(whey)’nun farklı konsantrasyonlarını ihtiva eden ortamlar kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Melas ve peynir altı suyunun (whey) farklı içerikleri ayrı ayrı 

denendikten sonra en yüksek mikrobiyal gelişim gözlenen konsantrasyonlar ikili 

kombinasyonlar şeklinde denenmiştir. Sonrasında besiyeri içeriklerine ek olarak 

potasyum ve magnezyum tuzları eklenerek, söz konusu tuzların varlığının mikrobiyal 

gelişim üzerine etkilerine bakılmıştır. Tüm besiyerleri için hazırlanan tuz çözeltileri 

filtre ile sterile edildikten sonra otoklavlanan besiyerlerine ayrıca ilave edilmişlerdir 

(Han vd., 1992, Barroso vd., 2009, Mehmetoglu vd., 2012, Krzywonos vd., 2017,  

Sanadi vd., 2017, Rochín-Medina vd., 2018). 

Hazırlanan besiyerleri 20 mL olacak şekilde erlenlere dağıtılmıştır. Test edilen 

endüstriyel atık içerikli besiyerlerinin denenen tüm konsantrasyonları Çizelge 3.25’de 

gösterildiği şekliyle düzenlenmiştir. Besiyeri içeriklerinde kullanılan melas (Ankara 

Şeker Fabrikası’ndan temin edilmiştir), içerdiği bazı kolloidal bileşikleri ve ağır 

metalleri (Cu, Fe, Pb vb.) uzaklaştırmak için bazı ön işlemlerden geçirilmiştir. Bu 

bağlamda; 170 gr melas 300 ml distile su içinde çözündürüldükten sonra üzerine 50 ml 

distile suda çözünen 0.30 gr potasyum trisiyat çözeltisi ilave edilmiştir. Tüm çözelti 

distile suyla 500 ml’ye tamamlanmıştır. Bir gece + 4˚C’de bekletilen melas çözeltisi bu 

sürenin sonunda 0.2 μl’lik seluloz nitrat filtre kâğıdından süzülmüştür (Kahyaoğlu vd., 

2007). Kullanılan peynir altı suyu tozu (Sütaş) ticari olarak temin edilmiş ve uygun 

konsantrasyonlarda besiyerlerine ilave edildikten sonra pH ayarı steril NaOH çözeltisi 

ile sterilizasyon sonrasında gerçekleştirilmiştir.  
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Çizelge 3.25 Kullanılan besiyeri konsantrasyonları ve ihtiva ettikleri tuz katkıları 

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

Peynir Altı Suyu Tozu 

% 0,1 Peynir Altı Suyu Tozu 

% 1 Peynir Altı Suyu Tozu 

% 10 Peynir Altı Suyu Tozu 

% 20 Peynir Altı Suyu Tozu 

Melas 

% 1 Melas (+H2SO4)  

% 2 Melas (+H2SO4) 

% 3 Melas (+H2SO4) 

% 4 Melas (+H2SO4) 

% 1 Melas (-H2SO4) 

% 2 Melas (-H2SO4) 

% 3 Melas (-H2SO4) 

% 4 Melas (-H2SO4) 

Peynir Altı Suyu Tozu + Melas 

Peynir Altı Suyu Tozu + Melas + Tuz Çözeltisi 

Peynir Altı Suyu Tozu + Melas + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4 

Peynir Altı Suyu Tozu + Melas + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4 + % 0,02 

MgSO4.7H2O 

Peynir Altı Suyu Tozu + Melas + % 0,3 K2HPO4 + % 0,1 KH2PO4 + % 0,5 

MgSO4.7H2O 

18 – 24 saatlik inkübasyon sonunda petrilerden gelişen koloniler toplanarak 0,5 

McFarland standardının esas alınmasıyla steril serum fizyolojik içerisinde (% 0,85 

NaCl) süspanse edilmiştir. Hazırlanan bu aktif kültürlerden 800’er µL 20 mL 

endüstriyel atıklardan oluşan besiyeri içeren erlenlere % 4 oranında inoküle edilmiştir. 

İnokülüm sonrası besiyerleri, izolatların uygun gelişme gösterdikleri 37C sıcaklıkta ve 

çalkalamalı (120 rpm) koşullarda 24 ve 48 saatlik inkübasyona bırakılmıştır. 

Her bir bakteri için 24 ve 48 saat sonrasında, bulanıklaşan kültürlerden, bir seri dilüsyon 

yapılarak, toplam hücre sayısı damla plak ekim yöntemi ile kob/mL cinsinden 

belirlenmiştir. mL başına düşen koloni oluşturan birim; “[Koloni Sayısı/ Dilüsyon 
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Faktörü (10
-x

)] / İnoküle Edilen Hacim” formülü esas alınarak hesaplanmıştır. Böylece 

çalışılan APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44 kodlu izolatların ideal 

mikrobiyal gelişim gösterdikleri atık konsantrasyonları ve inkübasyon süreleri 

seçilmiştir. 

3.2.2.2 Bakterilerin ideal konsantrasyonlardaki endüstriyel atıklar varlığında 

optimal pH isteklerinin belirlenmesi 

Bölüm 3.2.1’de anlatıldığı şekliyle aktifleştirilen örnekler 18 – 24 saatlik inkübasyon 

sonunda petrilerden toplanarak 0,5 McFarland standardının esas alınmasıyla steril 

serum fizyolojik içerisinde süspanse edilmiştir. Hazırlanan bu aktif kültürlerden 800’er 

µL alınarak, Bölüm 3.2.1.1’de tespit edilen konsantrasyonlarda 20 mL endüstriyel atık 

besiyeri içeren erlenlere % 4 oranında aşılanmıştır. İnokülüm sonrası besiyerleri, 

izolatların uygun gelişme gösterdikleri 37C sıcaklıkta ve çalkalamalı (120 rpm) 

koşullarda bakteriye göre değişen 24 veya 48 saat süresince geliştirilmişlerdir. Melas 

içeren besiyerlerinin pH ayarlamaları HCl ve NaOH ile besiyeri otoklavlanmadan önce 

ayarlanırken, peynir altı suyu tozu içeren besiyerlerinin pH ayarlamaları HCl ve Na2CO3 

ile otoklav sonrasında gerçekleştirilmiştir. Her bakteri için seçilen optimum gelişim 

besiyerleri, bakterilerin pH isteklerinin belirlenmesi amacıyla Çizelge 3.26’da belirtilen 

pH değerlerine ayarlanmıştır. Bakterilerin gelişimi için gerekli pH istekleri daha önceki 

çalışmalarda belirlendiğinden Çizelge 3.26’da belirtilen bu pH aralıkları seçilmiştir. 

Çizelge 3.26 Test edilen pH değerleri 

Bakteri İzolatları Test edilen pH Değerleri 

APT 13a 8,0 – 8,5 – 9,0 – 9,5  

APT 14 8,0 – 8,5 – 9,0 – 9,5 

APT 20b 8,0 – 8,5 – 9,0 – 9,5 

APT 34 8,0 – 8,5 – 9,0 – 9,5 

APT 44 7,5 – 8,0 – 8,5 – 9,0   

Her bir bakteri için inkübasyon süresi sonrasında, bulanıklaşan kültürlerden, bir seri 

dilüsyon yapılarak, toplam hücre sayısı damla plak ekim yöntemi ile kob/mL cinsinden 
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belirlenmiştir. mL başına düşen koloni oluşturan birim; “[Koloni Sayısı/ Dilüsyon 

Faktörü (10
-x

)] / İnoküle Edilen Hacim” formülü esas alınarak hesaplanmıştır. Bu 

çalışma sonucunda APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44 izolatlarının en iyi 

gelişim gösterdikleri pH değeri seçilebilmiştir. 

3.2.2.3 Bakterilerin ideal konsantrasyonlardaki endüstriyel atıklar varlığında 

optimal sıcaklık isteklerinin belirlenmesi 

Önceki bölümlerde anlatıldığı şekliyle aktifleştirilen örnekler 18 – 24 saatlik 

inkübasyon sonunda petrilerden toplanarak 0,5 McFarland standardının esas alınmasıyla 

steril serum fizyolojik içerisinde süspanse edilmiştir. Hazırlanan bu aktif kültürlerden 

800’er µL 20 mL ideal besiyeri içeren erlenlere % 4 oranında inoküle edilmiştir. 

İnokülüm sonrası besiyerleri, izolatların uygun gelişme gösterdikleri 37C sıcaklıkta ve 

çalkalamalı (120 rpm) koşullarda bakteriye göre değişen 24 veya 48 saat süresince 

geliştirilmişlerdir. Her bakteri için seçilen konsantrasyonlarda endüstriyel atık içeren ve 

belirlenen pH değerlerine ayarlanan optimum besiyerleri, bakterilerin sıcaklık 

isteklerinin belirlenmesi amacıyla Çizelge 3.27’de belirtilen sıcaklık değerlerinde 

inkübe edilmiştir. İzolatların ideal gelişimleri için gerek duydukları sıcaklık istekleri 

bilindiğinden bu çalışmada sadece izolata göre değişiklik gösteren farklı sıcaklık 

değerleri sınanmıştır. 

Çizelge 3.27 Test edilen sıcaklık değerleri 

Bakteri İzolatları Test edilen Sıcaklık Değerleri 

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 için inkübasyon süresi sonrasında, bulanıklaşan kültürlerden, bir seri 

dilüsyon yapılarak, toplam hücre sayısı damla plak ekim yöntemi ile kob/mL cinsinden 

belirlenmiştir. mL başına düşen koloni oluşturan birim; “[Koloni Sayısı/ Dilüsyon 
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Faktörü (10
-x

)] / İnoküle Edilen Hacim” formülü esas alınarak hesaplanmıştır. Bu 

çalışmayla APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44 izolatlarının en iyi gelişim 

gösterdikleri sıcaklık değeri belirlenebilmiştir. 

3.2.3 Nihai üretim koşulları belirlenen bakterilerde pigment üretiminin 

optimizasyonu ve bakterilerden karotenoid pigmentlerin ekstraksiyonu 

3.2.3.1 Turuncu pigment üreticisi Exiguobacterium cinsi bakterilerin pigment 

üretimlerinin optimizasyonu 

Tez çalışmasında kullanılan 5 Exiguobacterium cinsi bakteri gözle görünür turuncu 

pigment üretmektedir. Endüstriyel uygalamalarda kullanılma potansiyeli olan 

karotenoid pigmentlerin üretim miktarını ve/veya renklenmesini arttırmak amacıyla 

pigment ekstraksiyonu öncesi, inkübasyon aşamasında farklı parametreler denenmiştir. 

Yürütülen çalışmalarda hedeflenen turuncu sekonder metabolitin durağan evrede uzun 

bir inkübasyon süresi sonunda ve mikrobiyal gelişim sonucunda daha yüksek verimle 

elde edilebildiği tespit edilmiştir. Bu sebeple 3.2.3 başlığı altındaki analizlerde 72 

saatlik inkübasyon süresi uygulanmıştır. 72 saat süren inkübasyon süreci aydınlık ve 

karanlık ortamlarda, statik ve çalkalamalı (120 rpm) koşullarda gerçekleştirilmiştir. 

Aydınlık koşul için inkübasyon süresince inkübatörün içerisi beyaz led ve floresan 

ışıkla aydınlatılmıştır. Karanlık koşul ise alüminyum folyo ile sarılan erlenler, ışık 

almayan karanlık bir inkübatörde tutularak sağlanmıştır. 

72 saatlik inkübasyon sonrasında, statik-karanlık, statik-aydınlık, çalkalamalı-karanlık 

ve çalkalamalı-aydınlık parametreleri denenen kültürlerden, bir seri dilüsyon yapılarak 

mikrobiyal gelişim damla plak ekim yöntemi ile kob/mL cinsinden belirlenmiştir. mL 

başına düşen koloni oluşturan birim; “[Koloni Sayısı/ Dilüsyon Faktörü (10
-x

)] / İnoküle 

Edilen Hacim” formülü esas alınarak hesaplanmıştır. 

3.2.3.2 Bakterilerden karotenoid pigmentlerin ekstraksiyonu 

37°C’de 18 - 24 saat süresince petrilerde aktifleştirilen kültürlerden koloniler 

toplanarak, 0,5 McFarland standardının esas alınmasıyla steril serum fizyolojik 



33 
 

içerisinde süspanse edilmişlerdir. Her bir üyenin 0,5 McFarland standardına göre 

ayarlanmış kültür süspansiyonu, önceki çalışmalarla belirlenen 20 mL hacimdeki 

endüstriyel atık ihtiva eden ideal besiyerlerine 800’er µL (% 4) inoküle edilmiştir. 

İnokülasyon yapılan erlenler Bölüm 3.2.3.1’de gerçekleştirilen çalışmalar neticesinde 

belirlenen koşullarda 72 saat boyunca inkübe edilmiştir. 

72 saatin sonunda gelişen kültürler, besiyerlerini uzaklaştırılmak adına 8000 rpm’de 15 

dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonunda süpernatant ortamdan 

uzaklaştırılmış ve oluşan pelletler 5 mL steril distile su (dH2O) ile süspanse edilmiştir. 

Steril distile su içerisindeki pellet 4000 rpm’de 15 dk tekrar santrifüj edilmiştir. 

Santrifüj sonunda oluşan süpernatant atılmış ve kalan renkli pelletler 5 mL metanol ile 

süspanse edilmiştir. Metanol içerisindeki örnekler, 40 amplitude’de 1 dk sonikasyon + 

30 saniye buz üzerinde bekletme döngüsü ile toplam 5 dk boyunca sonikasyon işlemine 

tabi tutulmuştur. Metanol muamelesi ve sonikasyon işlemi sayesinde hücreler 

patlatılmış ve ürettikleri renkli pigmentler hücre dışına çıkarılmıştır. Sonrasında 

örnekler 4000 rpm’de 15 dakika boyunca yeniden santrifüj edilmiştir. Santrifüj 

ardından, renkli süpernatantlar alınmış ve Whatman no.1 filtre kağıtları ile filtre 

edilmiştir. Pigment ekstraksiyon adımları, pigmentlerin yapılarının bozulmaması adına 

loş ışıkta ve tüpler folyoya sarılarak gerçekleştirilmiştir (Sasidharan vd., 2013, Shatila 

vd., 2013).  

Elde edilen renkli pigmentlerin OD400-450-490-500-550-600-660 nm dalga boylarındaki 

absorbansları spektrofotometrik olarak base-line alınarak taranmıştır. Spektrofotometrik 

ölçümler esnasında blank olarak; örneklerde de çözücü olarak uygulanan metanol 

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

3.2.4 Ekstrakte edilen karotenoid pigmentlerin antioksidan aktivitelerinin 

belirlenmesi 

Sunulan tez çalışması dahilinde  Exiguobacterium cinsi izolatlardan ekstrakte edilen 

karotenoid pigment yapılarının antioksidan aktivitelerine bakılmıştır. Pigment 

ekstraksiyonu sonrası metanolde çözünmüş olan karotenoid pigment içerikleri 55˚C’de 
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evaporasyona tabi tutularak yoğunlaştırılmış ve toz haline getirilerek bundan sonraki 

çalışmalarda antioksidan ve antimikrobiyal özelliklerinin belirlenmesi amacıyla 

kullanılmıştır (Shomali vd., 2019). Antioksidan aktivitelerine bakılmak üzere örnekler 

hem DMSO (dimetil sülfoksit) hem de metanol ile çözülerek iki farklı çözücünün 

antioksidan aktivite üzerindeki etkileri de taranmıştır. 

3.2.4.1 Ekstrakte edilen pigmentlerin katalaz (CAT) enzim aktivitesine etkilerinin 

analizi 

Ekstraktların katalaz (CAT) enzim aktivitesi, 520 nm'de enzimin hidrojen peroksiti 

(H2O2) suya katalizlediği reaksiyonun spektrofotometrik olarak izlenmesiyle 

belirlenmiştir. Enzim aktivitesi hidrojen peroksit miktarındaki düşme ile oluşan 

absorbsiyon azalmasına göre yapılandırılan bir kalibrasyon eğrisi kullanılarak 

hesaplanmıştır (Aebi, 1984). 

Deneyler iki aşamalı olarak gerçekleştirilmiştir. İlk aşamada hidrojen peroksitin 

düşmesiyle görülen absorbsiyon azalmasına bağlı kalibrasyon eğrisini oluşturmak için, 

5 adet ependorfa sırasıyla; 1000 μL dH2O, 125 μL 10 mM'lik H2O2 – 875 μL dH2O, 250 

μL 10 mM'lik H2O2 – 750 μL dH2O, 500 μL 10 mM'lik H2O2 – 500 μL dH2O ve 750 μL 

10 mM'lik H2O2 – 250 μL dH2O konulmuştur. Sonra her tüpten 10 μL çekilip, üzerlerine 

1 mL kromojen + HRP karışımı eklenmiştir. Vortekslenen karışım 15 dk karanlık 

ortamda inkübe edildikten sonra 520 nm dalga boyunda okutulmuş ve okuma 

sonuçlarına göre H2O2 kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur. 

Kromojen karışımı aynı gün taze kullanılmak üzere 4-aminoantipirin (4-AP), sodyum 

3,5 dikloro-2-hidroksi benzen sülfonat (DHBS) ve 150 mM KP tamponu (pH=7,0), (1 

mL:1 mL:3 mL) karışımına horseradish peroksidaz (HRP) enziminden 1 μL eklenmesi 

ile hazırlanmıştır. 

İkinci aşamada pigment örnekleri 5 μL alınmış, iki ayrı organik çözücü olan DMSO ve 

metanol ile 1/2 oranında seri seyreltmelerle 100 mg/mL – 6,25 mg/mL aralığında olacak 

şekilde farklı konsantrasyonlarda çözülmüştür. İçerisinde örnek bulunan ependorfların 
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dışında, kör olarak kullanılmak amacıyla örnek içermeyen ve ayrıca enzim kontrol 

grubu olarak kullanılmak amacıyla enzim içermeyen ependorflar hazırlanmıştır. Daha 

sonra, söz konusu konsantrasyonlarda hazırlanan 5 μL örnek bulunduran ependorflara 

ve diğer ependorflara (kör ve enzim kontrol) sırasıyla; 20 μL 100.1 U/mL'lik katalaz 

enzimi (enzim kontrol hariç), 55 μL 50 mM’lık potasyum fosfat (pH=7,0) tamponundan 

ve 100 μL 10 mM’lık H2O2 çözeltisinden eklenerek 2 dk süresince oda sıcaklığında 

inkübe edilmiştir. 2 dk’nın sonunda karışıma 825 μL 15 mM’lık sodyum azit (NaN3) 

ilave edilmiş ve oda sıcaklığında, karanlık ortamda 5 dk inkübe edilmiştir. 5 dakikalık 

ikinci inkübasyondan sonra, her karışımdan 10’ar μL örnek alınıp yeni ependorflara 

konulmuş ve üzerlerine 1 mL kromojen + HRP karışımı eklenmiştir. İyice vortekslenen 

örnekler karanlık ortamda 40 dk daha inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresi 

dolunca, ortamda kalan H2O2 ile kromojen arasında oluşan reaksiyonda ile oluşan 

pembe renk 520 nm dalga boyunda spektrofotometrede okutulmuştur. Bu işlemler her 

örneğin, iki ayrı çözücüde süspanse edilmiş tüm konsantrasyonları için ayrı ayrı ve 5 

paralel olacak şekilde çalışılmıştır. Enzim aktivitesi aşağıda verilen formül ile 

hesaplanmıştır. 

EA (IU/mL) = (ΔH2O2/dakika) × (seyreltme faktörü) / deney hacmi 

3.2.4.2 Ekstrakte edilen pigmentlerin glutatyon peroksidaz (GPx) enzim 

aktivitesine etkilerinin analizi 

Ekstraktların glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi, 340 nm'de GPx’in etkisiyle 

glutatyon ve hidrojen peroksitin su ve yükseltgenmiş glutatyona (GSSG) dönüşümü ile 

ortaya çıkan ürün miktarına bağlı olarak glutatyon redüktazın (GR) NADPH 

molekülünün ne kadarını NADP’ye oksitlediğinin takip edilmesiyle belirlenmiştir 

(Paglia vd., 1967). 

Pigment örneklerinden 4 μL alınmış, iki ayrı organik çözücü olan DMSO ve metanol ile 

1/2 oranında seri seyreltmelerle 100 mg/mL – 6,25 mg/mL aralığında hazırlanmıştır. 

İçerisinde örnek bulunan ependorflara ilave olarak, kör tüp şeklinde kullanılmak 

amacıyla örnek içermeyen ve yine enzim kontrol grubu olarak kullanılmak amacıyla da 
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enzim içermeyen ependorflar hazırlanmıştır. Hazırlanan örneklerden 4 μL bulunan 

ependorflara ve kör ve enzim kontrolü ependorflarına sırasıyla; 30 μL mix (1100 μL 20 

mM’lık GSH + 275 μL 20 U/mL’lik GR + 275 μL 10 mM’lık NADPH çözeltisi ile 

hazırlanmıştır), 140 μL submix (15180 μL 50 mM 0.5 mM’lık EDTA içeren Tris.HCl 

(pH=8,0) tamponu + 220 μL 30 mM’lık tert-butil hidroperoksit (t-BOOH) ile 

hazırlanmıştır) ve 26 μL 0.25 U/mL’lik GPx enzimi (enzim kontrol grubu hariç) 

eklenmiştir. Ependorflardaki karışımlar hazırlandıktan hemen sonra 340 nm dalga 

boyunda optik dansitedeki düşüş 5 dakika süresince spektrofotometrik olarak 

kaydedilmiştir. Bu işlemler her örneğin, iki ayrı çözücüde süspanse edilmiş tüm 

konsantrasyonları için ayrı ayrı ve 5 paralel olacak şekilde çalışılmıştır. Enzim aktivitesi 

aşağıda verilen formül ile hesaplanmıştır. 

EA (IU/mL) = (OD340/dakika) × (1/ε340) × (seyreltme faktörü) 

NADPH için 340 nm’deki sönümleme katsayısı (ε340) = 0,00622 nM
-1

.cm
-1

 olarak 

alınmıştır.  

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

aktivitesine etkilerinin analizi 

GST aktivitesi, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen substratına karşı 340 nm'de tiyoeter oluşumu 

izlenerek belirlenmiştir. Enzimatik reaksiyonların başlangıç hızı, oluşturulan ve 

dakikada mililitre başına nanomol olarak rapor edilen glutatyonun konjügasyon ürünü 

temelinde tanımlanmıştır (Habig vd., 1974). 

Pigment örneklerinden 5 μL alınmış, iki ayrı organik çözücü olan DMSO ve metanol ile 

1/2 oranında seri seyreltmelerle 100 mg/mL – 6,25 mg/mL aralığında hazırlanmıştır. 

İçerisinde örnek bulunan ependorfların yanı sıra, kör olarak kullanılmak amacıyla örnek 

içermeyen ve ayrıca enzim kontrol grubu olarak kullanılmak amacıyla enzim içermeyen 

ependorflar hazırlanmıştır. Hazırlanan örneklerden 5 μL bulunan ependorflara ve diğer 

kör ve enzim kontrol ependorflarına sırasıyla; 40 μL 200 mM’lık KP tamponu 

(pH=6,5), 5 μL sitozol enzimi (enzim kontrol hariç)  ve 200 μL mix (10 mL KP 
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tamponundan 800 μL geri çekilip, 200 μL 200 mM'lık GSH ve 600 μL 50 mM'lık 

CDNB eklenerek hazırlanmıştır) eklenmiştir. Ependorflardaki karışımlar hazırlandıktan 

sonra spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda 5 dakika süresince okutulmuştur. Bu 

işlemler her örneğin, iki ayrı çözücüde süspanse edilmiş tüm konsantrasyonları için ayrı 

ayrı ve 5 paralel olacak şekilde çalışılmıştır. Enzim aktivitesi aşağıda verilen formül ile 

hesaplanmıştır. 

EA (IU/mL) = (OD340/dakika) × (1/ε340) × (seyreltme faktörü) 

NADPH için 340 nm’deki sönümleme katsayısı yine (ε340) = 0,00622 nM
-1

.cm
-1

 olarak 

alınmıştır. 

3.2.4.4 Ekstrakte edilen pigmentlerin süperoksit dismutaz (SOD) enzim 

aktivitesine etkilerinin analizi 

Süperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, bazı modifikasyonlarla daha önce tarif edilen bir 

yöntem kullanılarak ölçülmüştür (Geller vd., 1984).  

Ekstrakte edilen pigment örneklerinin SOD enzim aktivitelerinin tayini amacıyla önceki 

basamaklarda anlatıldığı şekliyle pigment örnekleri 5 μL alınmış, iki ayrı organik 

çözücü olan DMSO ve metanol ile 1/2 oranında seri seyreltmelerle 100 mg/mL – 6,25 

mg/mL aralığında hazırlanmıştır. Kör ve enzim kontrol grupları daha önce anlatıldığı 

şekilde hazırlanmıştır. 5 μL örnek bulunan ependorflar ile kör ve enzim kontrolü olacak 

ependorflara sırasıyla; 5 μL sitozol enzimi (enzim kontrol hariç), 150 μL 0,6 mM'lık 

EDTA ve 4 mg/mL BSA içeren 200 mM sodyum karbonat (Na2CO3) tamponu 

(pH=10,0), 75 μL 0.3 mM'lık ksantin, 10 μL 25 mM'lık nitro blue tetrazolyum (NBT) 

ve 5 μL 0.139 U/mL’lik ksantin oksidaz ilave edilmiştir. Örnek iyice karıştırıldıktan 

sonra 550 nm dalga boyunda 5 dakika süresince spektrofotometrede okutulmuştur. Bu 

işlemler her örneğin, iki ayrı çözücüde süspanse edilmiş tüm konsantrasyonları için ayrı 

ayrı ve 5 paralel olacak şekilde çalışılmıştır. Enzim aktivitesi aşağıda verilen formül ile 

hesaplanmıştır. 
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EA(U/mL) = (ODkör - ODtest) / (ODkör) × (seyreltme faktörü) 

3.2.5 Ekstrakte edilen karotenoid pigmentlerin antimikrobiyal aktivitelerinin 

belirlenmesi 

Tez çalışması dahilinde, Exiguobacterium cinsi izolatlardan ekstrakte edilen turuncu 

karotenoid pigment özütlerinin antimikrobiyal özelliklerine bakılmıştır. İçeriklerin 

antimikrobiyal özelliklerinin taranması hususunda değerlendirilen çeşitli Gram pozitif 

ve negatif patojen bakteriler Çizelge 3.28’ de belirtilmiştir. 

Çizelge 3.28 Antimikrobiyal aktivite tayininde kullanılan patojen bakteriler 

Laboratuvar Kodu Bakteri Adı 

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 taranması için öncelikle; seçilen patojen bakteriler TSA 

besiyerine çizgi ekim yöntemiyle aşılanarak 37C’de 18 - 24 saat boyunca inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon süresi dolan aktif haldeki patojen kolonileri petrilerden 

toplanarak steril serum fizyolojik içerisinde 0,5 McFarland standardının esas 

alınmasıyla süspanse edilmiştir. Uygun bulanıklığa ayarlanan SF içerisindeki patojenler 

TSA besiyerine yayılmış ve yüzeye yayılımının tamamen kuruması beklenilmiştir.  

Takiben Bölüm 3.2.1’de anlatıldığı şekliyle aktifleştirilen APT 13a, APT 14, APT 20b, 

APT 34 ve APT 44 izolatları önceki çalışmalar dahilinde belirlenen 20 mL ideal 

besiyerlerine 800’er µL oranında inoküle edilerek 72 saat inkübasyona bırakılmıştır. 72 

saat sonunda inkübasyon süreleri dolan bakterilerden Bölüm 3.2.3.2’de anlatılan 
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yöntemler ile ürettikleri pigmentler ekstrakte edilmiştir. Ekstraksiyon esnasında metanol 

ile çözülmüş durumda olan pigment yapıları, evaporasyon ile yoğunlaştırılarak toz hale 

getirilmiştir. Antimikrobiyal aktivitelerinin taranabilmesi için toz haldeki karotenoid 

pigmentler 100 mg/mL olacak şekilde DMSO ve metanol ile ayrı ayrı çözülmüştür. 

Böylelikle antimikrobiyal aktivitelerine ek olarak iki farklı çözücünün bu özelliklerine 

olan etkileri değerlendirilebilmiştir.  

Organik çözücüler içerisinde hazırlanmış olan örnekler, patojen yayılmış olan petrilere 

10’ar µL olacak şekilde damla ekim yöntemi ile spotlanmıştır. Ayrıca çözücülerin 

etkinliğini test edebilmek amacıyla her iki çözücü de örnek içermeksizin petrilere 

spotlanarak birer negatif kontrol olarak kullanılmıştır. Petriler 37C’de 12 - 18 saat 

inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası bakterilerin patojenler üzerindeki antagonistik 

etkileri oluşturdukları şeffaf zonlar üzerinden kontrol edilmiştir (Shatila vd., 2013). Zon 

çapları mm cinsinden ölçülerek oluşan zonun varlığına, büyüklüğüne (+, ++, +++) ve 

yokluğuna (-) göre sonuçlar değerlendirilmiştir. Ayrıca, her bir izolat için metanol ve 

DMSO negatif kontrollerinden elde edilen olası inhibisyon çapları, ölçülen nihai zon 

çaplarından çıkarılmıştır.  

3.2.6 İstatistiksel analizler 

Deney sonuçlarından elde edilen verilerin istatistik analizleri SPSS 22.0 programı ile 

yapılmış ve optimum gelişim ve pigment üretimi koşullarının seçilmesinde, “Tukey 

testi, Tek Yönlü Varyans Analizi, Welch Testi ve Games-Howell karşılaştırması” 

yapılmıştır. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1 Exiguobacterium Cinsi Beş Bakteri İçin En İdeal Mikrobiyal Gelişimin 

Gözlendiği Üretim Koşullarının Seçimi  

4.1.1 Exiguobacterium cinsi bakterilerin peynir altı suyu ve melas gibi endüstriyel 

atıkların varlığında gelişimlerinin optimizasyonu 

Tez kapsamında sınanan Exiguobacterium cinsine dahil oldukları daha önceki 

çalışmalar dahilinde saptanmış olan beş farklı karotenoid üreticisi bakterinin en iyi  

mikrobiyal gelişim gösterdiği besiyeri içeriklerini tespit etmek amacıyla yürütülen 

deneyler Bölüm 3.2.2.1’de açıklandığı şekliyle yapılmıştır. Buna göre APT 13a, APT 

14, APT 20b, APT 34 ve APT 44’ün farklı konsantrasyonlarda peynir altı suyu veya 

melas ihtiva eden besiyerlerinde 24 - 48 saat süresince gerçekleşen inkübasyonlar 

sonucu yapılan seri dilüsyonlar neticesinde ölçülen mikrobiyal gelişimlerine ait sonuçlar 

Şekil 4.1 – 4.10 arasındaki grafiklerle sunulmuştur. 

 

Şekil 4.1 APT 13a izolatının farklı konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu içeren 

besiyerlerindeki 24 - 48 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 
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APT 13a’nın 24 saatlik inkübasyon süresinin sonunda mikrobiyal gelişimine en çok 

katkı sağlayan peynir altı suyu besiyerleri sırasıyla; % 1 peynir altı suyu ve % 0,1 

peynir altı suyu olarak saptanmıştır. 48 saatlik inkübasyon süresinin sonunda ise 

gelişimine en çok katkı sağlayan peynir altı suyu besiyeri; % 20 peynir altı suyu olarak 

saptanmıştır (Şekil 4.1). İşaretli gruplar arasındaki fark anlamlı bulunmamıştır (Tukey 

Testi, p < 0,05). 

 

Şekil 4.2 APT 13a izolatının farklı konsantrasyonlarda melas içeren besiyerlerindeki 24 

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

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 13a’nın 24 saatlik inkübasyon süresinin sonunda mikrobiyal gelişimine en çok 

katkı sağlayan melas besiyerleri sırasıyla; % 4 melas (+H2SO4), % 3 melas (-H2SO4), % 

3 melas (+H2SO4) ve % 4 melas (-H2SO4) olarak saptanmıştır. 48 saatlik inkübasyon 

süresinin sonunda gelişimine en çok katkı sağlayan melas besiyeri; % 1 melas (-H2SO4) 

olarak saptanmıştır (Şekil 4.2). İşaretli gruplar arasındaki fark anlamlı bulunmamıştır 

(Tukey Testi, p < 0,05). 
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Şekil 4.3 APT 14 izolatının farklı konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu içeren 

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

APT 14’ün 24 saatlik inkübasyon süresinin sonunda mikrobiyal gelişimine en çok katkı 

sağlayan peynir altı suyu besiyerleri sırasıyla; % 0,1 peynir altı suyu ve % 1 peynir altı 

suyu olarak saptanmıştır. 48 saatlik inkübasyon süresinin sonunda gelişimine en çok 

katkı sağlayan peynir altı suyu besiyeri % 0,1 peynir altı suyu olarak saptanmıştır (Şekil 

4.3). İşaretli gruplar arasındaki fark anlamlı bulunmamıştır (Tukey Testi, p < 0,05). 
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Şekil 4.4 APT 14 izolatının farklı konsantrasyonlarda melas içeren besiyerlerindeki 24 - 

48 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 14’ün 24 ve 48 saatlik inkübasyon süresinin sonunda mikrobiyal gelişimine en çok 

katkı sağlayan melas besiyeri; % 1 melas (+H2SO4) – 48 saat olarak saptanmıştır (Şekil 

4.4) (Tukey Testi, p < 0,05). 
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Şekil 4.5 APT 20b izolatının farklı konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu içeren 

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

APT 20b’nin 24 ve 48 saatlik inkübasyon süresinin sonunda mikrobiyal gelişimine en 

çok katkı sağlayan peynir altı suyu besiyeri; % 0,1 peynir altı suyu – 24 saat olarak 

saptanmıştır (Şekil 4.5). Hiçbir grup arasındaki fark anlamlı bulunmamıştır (Tek Yönlü 

Varyans Analizi p= 0,195). 
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Şekil 4.6 APT 20b izolatının farklı konsantrasyonlarda melas içeren besiyerlerindeki 24 

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

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 20b’nin 24 ve 48 saatlik inkübasyon süresinin sonunda mikrobiyal gelişimine en 

çok katkı sağlayan melas besiyeri; % 2 melas (+H2SO4) – 48 saat olarak saptanmıştır 

(Şekil 4.6) (Tukey Testi, p < 0,05). 
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Şekil 4.7 APT 34 izolatının farklı konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu içeren 

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

APT 34’ün 24 ve 48 saatlik inkübasyon süresinin sonunda mikrobiyal gelişimine en çok 

katkı sağlayan peynir altı suyu besiyeri; % 10 peynir altı suyu – 24 saat ve % 20 peynir 

altı suyu – 24 saat olarak saptanmıştır (Şekil 4.7). Hiçbir grup arasındaki fark anlamlı 

bulunmamıştır (Tek Yönlü Varyans Analizi p= 0,191). 
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Şekil 4.8 APT 34 izolatının farklı konsantrasyonlarda melas içeren besiyerlerindeki 24 - 

48 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 34’ün 24 saatlik inkübasyon süresinin sonunda mikrobiyal gelişimine en çok katkı 

sağlayan melas besiyerleri sırasıyla; % 4 melas (-H2SO4), % 3 melas (-H2SO4) ve % 4 

melas (+H2SO4) olarak saptanmıştır. 48 saatlik inkübasyon süresinin sonunda 

gelişimine en çok katkı sağlayan melas besiyerleri ise sırasıyla; % 4 melas (+H2SO4) ve 

% 2 melas (+H2SO4) olarak saptanmıştır (Şekil 4.8) (Tukey Testi, p < 0,05).  
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Şekil 4.9 APT 44 izolatının farklı konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu içeren 

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

APT 44’ün 24 saatlik inkübasyon süresinin sonunda mikrobiyal gelişimine en çok katkı 

sağlayan peynir altı suyu besiyeri; % 0,1 peynir altı suyu olarak saptanmıştır. 48 saatlik 

inkübasyon süresinin sonunda gelişimine en çok katkı sağlayan peynir altı suyu 

besiyerleri sırasıyla; % 10 peynir altı suyu ve % 20 peynir altı suyu olarak saptanmıştır 

(Şekil 4.9). İşaretli gruplar arasında mikrobiyal gelişim açısından fark bulunamamıştır 

(Tukey Testi, p < 0,05).  
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Şekil 4.10 APT 44 izolatının farklı konsantrasyonlarda melas içeren besiyerlerindeki 24 

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

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 44’ün 24 saatlik inkübasyon süresinin sonunda mikrobiyal gelişimine en çok katkı 

sağlayan melas besiyeri; % 2 melas (+H2SO4) olarak saptanmıştır. 48 saatlik 

inkübasyon süresinin sonunda gelişimine en çok katkı sağlayan melas besiyerleri 

sırasıyla; % 4 melas (-H2SO4) ve % 2 melas (-H2SO4) olarak saptanmıştır (Şekil 4.10) 

(Tukey Testi, p < 0,05). 
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4.1.2 Seçilen en etkili ve ekonomik konsantrasyonlardaki peynir altı suyu ve 

melasın ikili kombinasyonlarının mikrobiyal gelişime katkıları 

Besiyeri seçimi kapsamında, önceki denemelerde 5 farklı bakterinin en iyi mikrobiyal 

gelişim gösterdiği belirlenen peynir altı suyu (whey) ve melas içeren besiyerleri bir 

arada denenmiştir. Buna göre APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44’ün ideal 

konsantrasyonlarda peynir altı suyu (whey) ve melas ihtiva eden besiyerlerinde seçilen 

sürelerde gerçekleşen inkübasyonları neticesinde yapılan seri dilüsyonlar sonucu 

ölçülen mikrobiyal gelişimlerine ait sonuçlar Şekil 4.11 – 4.15 arasındaki grafiklerle 

sunulmuştur. 

 

Şekil 4.11 APT 13a izolatı için seçilen konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu ve 

melas konsantrasyonlarının birlikte denendiği besiyerindeki mikrobiyal 

gelişimi (log(kob/mL)) 

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 13a için önceki denemelerde belirlendiği üzere % 1 peynir altı suyu ve % 3 melas 

(-H2SO4) içeren besiyerinde 24 saatlik inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen 

besiyerleri birbiriyle kıyaslandığında; % 1 peynir altı suyu içeren besiyerinin, bakterinin 

mikrobiyal gelişimine en çok katkı sağlayan besiyeri olduğu saptanmıştır (Şekil 4.11). 
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Şekil 4.12 APT 14 izolatı için seçilen konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu ve melas 

konsantrasyonlarının birlikte denendiği besiyerindeki mikrobiyal gelişimi 

(log(kob/mL)) 

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 14 için önceki denemelerde belirlendiği üzere % 0,1 peynir altı suyu ve % 3 melas 

(-H2SO4) içeren besiyerinde 48 saatlik inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen 

besiyerleri birbiriyle kıyaslandığında; % 3 melas (-H2SO4) içeren besiyerinin, bakterinin 

mikrobiyal gelişimine en çok katkı sağlayan besiyeri olduğu saptanmıştır (Şekil 4.12). 
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Şekil 4.13 APT 20b izolatı için seçilen konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu ve 

melas konsantrasyonlarının birlikte denendiği besiyerindeki mikrobiyal 

gelişimi (log(kob/mL)) 

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 20b için önceki denemelerde belirlendiği üzere % 0,1 peynir altı suyu ve % 2 

melas (-H2SO4) içeren besiyerinde 24 saatlik inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Tüm 

denenen besiyerleri birbiriyle kıyaslandığında; % 2 melas (-H2SO4) içeren besiyerinin, 

bakterinin mikrobiyal gelişimine en çok katkı sağlayan besiyeri olduğu saptanmıştır 

(Şekil 4.13). 
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Şekil 4.14 APT 34 izolatı için seçilen konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu ve melas 

konsantrasyonlarının birlikte denendiği besiyerindeki mikrobiyal gelişimi 

(log(kob/mL)) 

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 34 için önceki denemelerde belirlendiği üzere % 0,1 peynir altı suyu ve % 3 melas 

(-H2SO4) içeren besiyerinde 24 saatlik inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen 

besiyerleri birbiriyle kıyaslandığında; % 3 melas (-H2SO4) içeren besiyerinin, bakterinin 

mikrobiyal gelişimine en çok katkı sağlayan besiyeri olduğu saptanmıştır (Şekil 4.14). 
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Şekil 4.15 APT 44 izolatı için seçilen konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu ve melas 

konsantrasyonlarının birlikte denendiği besiyerindeki mikrobiyal gelişimi 

(log(kob/mL)) 

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 44 için önceki denemelerde belirlendiği üzere % 0,1 peynir altı suyu ve % 4 melas 

(-H2SO4) içeren besiyerinde 24 saatlik inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen 

besiyerleri birbiriyle kıyaslandığında; % 0,1 peynir altı suyu içeren besiyerinin, 

bakterinin mikrobiyal gelişimine en çok katkı sağlayan besiyeri olduğu saptanmıştır 

(Şekil 4.15). 
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4.1.3 İdeal konsantrasyonlardaki endüstriyel atıklar varlığında bakterilerin 

gelişimleri üzerine çeşitli potasyum ve magnezyum tuzlarının etkisinin 

belirlenmesi 

Besiyeri seçimi kapsamında son olarak, tuz katkılarının 5 farklı bakterinin mikrobiyal 

gelişimleri üzerine olan etkileri denenmiştir. Buna göre APT 13a, APT 14, APT 20b, 

APT 34 ve APT 44’ün ideal konsantrasyonlarda peynir altı suyu (whey) ve melas içeren 

besiyerlerine potasyum ve magnezyum tuzları eklenerek gerçekleşen inkübasyonlar 

neticesinde yapılan seri dilüsyonlar sonucu ölçülen mikrobiyal gelişimlerine ait sonuçlar 

Şekil 4.16 – 4.20 arasındaki grafiklerle sunulmuştur. 

 

Şekil 4.16 APT 13a’nın seçilen konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu ve melas 

konsantrasyonlarının çeşitli potasyum ve magnezyum tuzlarıyla birlikte 

denendiği besiyerlerindeki mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 13a için önceki denemelerde belirlendiği üzere % 1 peynir altı suyu ve % 3 melas 

(-H2SO4) içeren besiyerine çeşitli konsantrasyonlarda potasyum ve magnezyum tuzları 

eklenerek 24 saatlik inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen besiyerleri birbiriyle 
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kıyaslandığında; sadece % 1 peynir altı suyu içeren besiyerinin, bakterinin mikrobiyal 

gelişimine en çok katkı sağlayan ve en ekonomik besiyeri olduğu saptanmıştır (Şekil 

4.16). 

 

Şekil 4.17 APT 14’ün seçilen konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu ve melas 

konsantrasyonlarının çeşitli potasyum ve magnezyum tuzlarıyla birlikte 

denendiği besiyerlerindeki mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 14 için önceki denemelerde belirlendiği üzere % 0,1 peynir altı suyu ve % 3 melas 

(-H2SO4) içeren besiyerine çeşitli konsantrasyonlarda potasyum ve magnezyum tuzları 

eklenerek 48 saatlik inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen besiyerleri birbiriyle 

kıyaslandığında; % 3 melas (-H2SO4) içeren besiyerinin, bakterinin mikrobiyal 

gelişimine en çok katkı sağlayan ve en ekonomik besiyeri olduğu saptanmıştır (Şekil 

4.17). 
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Şekil 4.18 APT 20b’nin seçilen konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu ve melas 

konsantrasyonlarının çeşitli potasyum ve magnezyum tuzlarıyla birlikte 

denendiği besiyerlerindeki mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 20b için önceki denemelerde belirlendiği üzere % 0,1 peynir altı suyu ve % 2 

melas (-H2SO4) içeren besiyerine çeşitli konsantrasyonlarda potasyum ve magnezyum 

tuzları eklenerek 24 saatlik inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen besiyerleri 

birbiriyle kıyaslandığında; % 2 melas (-H2SO4) içeren besiyerinin, bakterinin 

mikrobiyal gelişimine en çok katkı sağlayan ve en ekonomik besiyeri olduğu 

saptanmıştır (Şekil 4.18).  
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Şekil 4.19 APT 34’ün seçilen konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu ve melas 

konsantrasyonlarının çeşitli potasyum ve magnezyum tuzlarıyla birlikte 

denendiği besiyerlerindeki mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

 APT 34 için önceki denemelerde belirlendiği üzere % 0,1 peynir altı suyu ve % 3 melas 

(-H2SO4) içeren besiyerine çeşitli konsantrasyonlarda potasyum ve magnezyum tuzları 

eklenerek 24 saatlik inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen besiyerleri birbiriyle 

kıyaslandığında; % 3 melas (-H2SO4) içeren besiyerinin, bakterinin mikrobiyal 

gelişimine en çok katkı sağlayan ve en ekonomik besiyeri olduğu saptanmıştır (Şekil 

4.19).  
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Şekil 4.20 APT 44’ün seçilen konsantrasyonlarda peynir altı suyu tozu ve melas 

konsantrasyonlarının çeşitli potasyum ve magnezyum tuzlarıyla birlikte 

denendiği besiyerlerindeki mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

* Sülfürik asitle muamele edilmiş (+H2SO4), sülfürik asitle muamele edilmemiş (-

H2SO4) 

APT 44 için önceki denemelerde belirlendiği üzere % 0,1 peynir altı suyu ve % 4 melas 

(-H2SO4) içeren besiyerine çeşitli konsantrasyonlarda potasyum ve magnezyum tuzları 

eklenerek 24 saatlik inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen besiyerleri birbiriyle 

kıyaslandığında; % 0,1 peynir altı suyu içeren besiyerinin, bakterinin mikrobiyal 

gelişimine katkı sağlayan ve en ekonomik besiyeri olduğu saptanmıştır (Şekil 4.20). 
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4.1.4 En ideal mikrobiyal gelişim gözlenen pH değerinin belirlenmesi  

Tez kapsamında çalışılan 5 farklı karotenoid üreticisi Exiguobacterium cinsine dahil 

bakterinin ideal konsantrasyonlarda endüstriyel atıklar içeren besiyerlerinde, en iyi 

mikrobiyal gelişim gösterdiği pH değerini tespit etmek amacıyla yürütülen deneyler 

Bölüm 3.2.2.2’de açıklandığı şekliyle yapılmıştır. Buna göre APT 13a, APT 14, APT 

20b, APT 34 ve APT 44’ün belirlenen  konsantrasyonlarda peynir altı suyu (whey) 

ve/veya melas ihtiva eden besiyerlerinde, belirlenen sürelerde ve farklı pH değerlerinde 

gerçekleştirilen inkübasyonları sonrası yapılan seri dilüsyonlar sonucu ölçülen 

mikrobiyal gelişimlerine ait sonuçlar Şekil 4.21 – 4.25 arasındaki grafiklerle 

sunulmuştur. 

 

Şekil 4.21 APT 13a izolatının % 1 peynir altı suyu içeren besiyerinde, farklı pH 

değerlerinde 24 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 13a’nın % 1 peynir altı suyu içeren besiyerinde, farklı pH değerlerinde 24 saatlik 

inkübasyonu gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen pH değerleri birbiriyle kıyaslandığında; 

pH 9,0 bakterinin mikrobiyal gelişimine katkı sağlayan ve en ekonomik pH değeri 

olarak saptanmıştır (Şekil 4.21).  
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Şekil 4.22 APT 14 izolatının % 3 melas (-H2SO4) içeren besiyerinde, farklı pH 

değerlerinde 48 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 14’ün % 3 melas (-H2SO4) içeren besiyerinde, farklı pH değerlerinde 48 saatlik 

inkübasyonu gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen pH değerleri birbiriyle kıyaslandığında; 

pH 8,5 bakterinin mikrobiyal gelişimine katkı sağlayan ve en ekonomik pH değeri 

olarak saptanmıştır (Şekil 4.22). 
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Şekil 4.23 APT 20b izolatının % 2 melas (-H2SO4) içeren besiyerinde, farklı pH 

değerlerinde 24 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 20b’nin % 2 melas (-H2SO4) içeren besiyerinde, farklı pH değerlerinde 24 saatlik 

inkübasyonu gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen pH değerleri birbiriyle kıyaslandığında; 

pH 8,5 bakterinin mikrobiyal gelişimine katkı sağlayan ve en ekonomik pH değeri 

olarak saptanmıştır (Şekil 4.23). 
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Şekil 4.24 APT 34 izolatının % 3 melas (-H2SO4) içeren besiyerinde, farklı pH 

değerlerinde 24 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 34’ün % 3 melas (-H2SO4) içeren besiyerinde, farklı pH değerlerinde 24 saatlik 

inkübasyonu gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen pH değerleri birbiriyle kıyaslandığında; 

pH 8,0 bakterinin mikrobiyal gelişimine katkı sağlayan ve en ekonomik pH değeri 

olarak saptanmıştır (Şekil 4.24). 
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Şekil 4.25 APT 44 izolatının % 0,1 peynir altı suyu içeren besiyerinde, farklı pH 

değerlerinde 24 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 44’ün % 0,1 peynir altı suyu içeren besiyerinde, farklı pH değerlerinde 24 saatlik 

inkübasyonu gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen pH değerleri birbiriyle kıyaslandığında; 

pH 8,0 bakterinin mikrobiyal gelişimine katkı sağlayan ve en ekonomik pH değeri 

olarak saptanmıştır (Şekil 4.25). 

4.1.5 En ideal mikrobiyal gelişim gözlenen sıcaklık değerinin belirlenmesi  

Tez kapsamında çalışılan 5 farklı karotenoid üreticisi Exiguobacterium cinsine dahil 

bakterinin ideal konsantrasyonlarda endüstriyel atıklar içeren besiyerinde ve ideal pH 

değerinde, en iyi mikrobiyal gelişim gösterdiği sıcaklık değerini tespit etmek amacıyla 

yürütülen deneyler Bölüm 3.2.2.3’de açıklandığı şekliyle yapılmıştır. Buna göre APT 

13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44’ün belirlenen  konsantrasyonlarda peynir 

altı suyu (whey) ve/veya melas ihtiva eden besiyerlerinde, belirlenen sürelerde ve 

belirlenen pH değerlerinde, farklı sıcaklıklarda gerçekleştirilen inkübasyonları sonrası 

yapılan seri dilüsyonlar sonucu ölçülen mikrobiyal gelişimlerine ait sonuçlar Şekil 4.26 

– 4.30 arasındaki grafiklerle sunulmuştur. 
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Şekil 4.26 APT 13a izolatının % 1 peynir altı suyu içeren pH 9,0 besiyerinde, farklı 

sıcaklıklarda 24 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 13a’nın % 1 peynir altı suyu içeren pH 9,0’a ayarlanan besiyerinde, farklı 

sıcaklıklarda 24 saatlik inkübasyonu gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen sıcaklık 

değerleri birbiriyle kıyaslandığında; 40˚C bakterinin mikrobiyal gelişimine katkı 

sağlayan sıcaklık değeri olarak saptanmıştır (Şekil 4.26). 
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Şekil 4.27 APT 14 izolatının % 3 melas (-H2SO4) içeren pH 8,5 besiyerinde, farklı 

sıcaklıklarda 48 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 14’ün % 3 melas (-H2SO4) içeren pH 8,5’e ayarlanan besiyerinde, farklı 

sıcaklıklarda 48 saatlik inkübasyonu gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen sıcaklık 

değerleri birbiriyle kıyaslandığında; 37˚C bakterinin mikrobiyal gelişimine katkı 

sağlayan sıcaklık değeri olarak saptanmıştır (Şekil 4.27).  
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Şekil 4.28 APT 20b izolatının % 2 melas (-H2SO4) içeren pH 9,0 besiyerinde, farklı 

sıcaklıklarda 24 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 20b’nin % 2 melas (-H2SO4) içeren pH 8,5’e ayarlanan besiyerinde, farklı 

sıcaklıklarda 24 saatlik inkübasyonu gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen sıcaklık 

değerleri birbiriyle kıyaslandığında; 37˚C bakterinin mikrobiyal gelişimine katkı 

sağlayan sıcaklık değeri olarak saptanmıştır (Şekil 4.28).   
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Şekil 4.29 APT 34 izolatının % 3 melas (-H2SO4) içeren pH 8,0 besiyerinde, farklı 

sıcaklıklarda 24 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 34’ün % 3 melas (-H2SO4) içeren pH 8,0’e ayarlanan besiyerinde, farklı 

sıcaklıklarda 24 saatlik inkübasyonu gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen sıcaklık 

değerleri birbiriyle kıyaslandığında; 37˚C bakterinin mikrobiyal gelişimine katkı 

sağlayan sıcaklık değeri olarak saptanmıştır (Şekil 4.29).   
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Şekil 4.30 APT 44 izolatının % 0,1 peynir altı suyu içeren pH 8,0 besiyerinde, farklı 

sıcaklıklarda 24 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 44’ün % 0,1 peynir altı suyu içeren pH 8,0’e ayarlanan besiyerinde, farklı 

sıcaklıklarda 24 saatlik inkübasyonu gerçekleştirilmiştir. Tüm denenen sıcaklık 

değerleri birbiriyle kıyaslandığında; 37˚C bakterinin mikrobiyal gelişimine katkı 

sağlayan sıcaklık değeri olarak saptanmıştır (Şekil 4.30). 
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4.2 Exiguobacterium Cinsi 5 Bakterinin Pigment Üretimlerinin Karıştırma ve Işığa 

Bağlı Optimizasyonu ve Bakterilerden Karotenoid Pigmentlerin 

Ekstraksiyonu 

4.2.1 Exiguobacterium cinsi bakterilerin karıştırma ve ışığa bağlı pigment 

üretimlerinin optimizasyonu 

Turuncu karotenoid pigment ürettiği bilinen 5 Exiguobacterium cinsi bakterinin 

pigment üretimi üzerine çalkalama ve ışık koşullarının etkisini belirlemek üzere 

optimizasyon çalışmaları Bölüm 3.2.3.1’de belirtildiği şekilde yapılmıştır. Bu bağlamda 

APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44’ün statik ve dinamik (120rpm) 

koşullarda, aydınlık ve karanlık ortamlarda uygulanan pigment ekstraksiyonu 

yönteminde belirtildiği üzere, 72 saat süresince inkübasyonları sonucu yapılan seri 

dilüsyonlar neticesinde ölçülen mikrobiyal gelişimlerine ait sonuçlar Şekil 4.31 – 4.35 

arasındaki grafiklerle sunulmuştur. 

 

Şekil 4.31 APT 13a izolatının statik ve dinamik koşullarda, aydınlık ve karanlık 

ortamlarda 72 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 13a izolatının statik - aydınlık, statik - karanlık, dinamik - aydınlık ve dinamik - 

karanlık koşullarda pigment ekstraksiyonu için 72 saatlik inkübasyonu 
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gerçekleştirilmiştir. İnkübasyon sonrası tüm koşullar karşılaştırıldığında mikrobiyal 

gelişimin en yüksek olduğu koşul dinamik ve aydınlık olarak belirlenmiştir (Şekil 4.31).   

 

Şekil 4.32 APT 14 izolatının statik ve dinamik koşullarda, aydınlık ve karanlık 

ortamlarda 72 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 14 izolatının statik - aydınlık, statik - karanlık, dinamik - aydınlık ve dinamik - 

karanlık koşullarda pigment ekstraksiyonu için 72 saatlik inkübasyonu 

gerçekleştirilmiştir. İnkübasyon sonrası tüm koşullar karşılaştırıldığında mikrobiyal 

gelişimin en yüksek olduğu koşul dinamik ve aydınlık olarak belirlenmiştir (Şekil 4.32).   
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Şekil 4.33 APT 20b izolatının statik ve dinamik koşullarda, aydınlık ve karanlık 

ortamlarda 72 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 20b izolatının statik - aydınlık, statik - karanlık, dinamik - aydınlık ve dinamik - 

karanlık koşullarda pigment ekstraksiyonu için 72 saatlik inkübasyonu 

gerçekleştirilmiştir. İnkübasyon sonrası tüm koşullar karşılaştırıldığında mikrobiyal 

gelişimin en yüksek olduğu koşul statik ve aydınlık olarak belirlenmiştir (Şekil 4.33).   
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Şekil 4.34 APT 34 izolatının statik ve dinamik koşullarda, aydınlık ve karanlık 

ortamlarda 72 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 34 izolatının statik - aydınlık, statik - karanlık, dinamik - aydınlık ve dinamik - 

karanlık koşullarda pigment ekstraksiyonu için 72 saatlik inkübasyonu 

gerçekleştirilmiştir. İnkübasyon sonrası tüm koşullar karşılaştırıldığında mikrobiyal 

gelişimin en yüksek olduğu koşul dinamik ve aydınlık olarak belirlenmiştir (Şekil 4.34). 
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Şekil 4.35 APT 44 izolatının statik ve dinamik koşullarda, aydınlık ve karanlık 

ortamlarda 72 saatlik mikrobiyal gelişimi (log(kob/mL)) 

APT 44 izolatının statik - aydınlık, statik - karanlık, dinamik - aydınlık ve dinamik - 

karanlık koşullarda pigment ekstraksiyonu için 72 saatlik inkübasyonu 

gerçekleştirilmiştir. İnkübasyon sonrası tüm koşullar karşılaştırıldığında mikrobiyal 

gelişimin en yüksek olduğu koşul dinamik ve aydınlık olarak belirlenmiştir (Şekil 4.35). 

Çizelge 4.1 APT 13a, APT 14, APT20b, APT 34 ve APT 44 izolatları için seçilen 72 

saat süresince ideal mikrobiyal gelişim ve pigment üretim koşulları 
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4.2.2 Exiguobacterium cinsi bakterilerden karotenoid pigmentlerin ekstraksiyonu 

Tez kapsamında karotenoid üreticisi oldukları bilinen Exiguobacterium cinsi 5 bakteri 

Bölüm 4.2.1’de belirlendiği üzere izolat gereksinimine bağlı olarak statik, dinamik ve 

aydınlık koşullarda 72 saat inkübe edilmiştir. APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve 

APT 44’ün ürettikleri karotenoid pigmentlerin ekstraksiyonu Bölüm 3.2.3.2’de 

belirtildiği şekilde yapılmıştır (Şekil 4.36). Uygulanan pigment ekstraksiyon yöntemi 

sonrası yapılan spektrofotometrik ölçümler Çizelge 4.1’de verilmiştir. 

                        

                      a                                        b                                                 c 

Şekil 4.36 APT 44 izolatının a) whey besiyerinde geliştirilen erlen kültürü, b) santrifüj 

sonrası renkli peleti, c) ekstrakte edilen toz formdaki turuncu pigment 

 

             



 
 

Çizelge 4.2 Pigment ekstraksiyonu sonrası APT 13a, APT 14, APT20b, APT 34 ve APT 44 özütlerinin spektrofotometrik ölçüm sonuçları 

 13a 14 20b 34 44 

Statik - 

Aydınlık 

Dinamik - 

Aydınlık 

Statik – 

Aydınlık 

Dinamik – 

Aydınlık 

Statik - 

Aydınlık 

Dinamik - 

Aydınlık 

Statik - 

Aydınlık 

Dinamik - 

Aydınlık 

Statik - 

Aydınlık 

Dinamik - 

Aydınlık 

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 0,591 

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 özgü en ideal koşulda üretim sonrası saflaştırılan pigment içerikleri üzerinden yürütülmüştür. 
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Şekil 4.37 APT 44 izolatının base-line alınarak yapılan spektrofotometrik tarama, APT 

44 izolatının en yüksek pik verdiği dalga boyu 465 nm olarak belirlenmiştir 

Turuncu renkli pigment ekstraktlarının absorbsiyon spektrumları, spektrofotometre 

kullanılarak 400-660 nm dalga boyu arasında ölçülmüştür. Yapılan ölçümler sonucu; 

APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44’ün dinamik (120rpm) ve aydınlık 

ortamda geliştirilen kültürlerinden elde edilen pigment içeriklerinin λmax (490 nm)’de 

statik ve aydınlık ortamda geliştirilen kültür ekstrelerinden daha yüksek absorbsiyon 

verdiği belirlenmiştir (Çizelge 4.1). Ayrıca 450 – 500 nm dalga boyu aralığında, 

pigment içeriklerinin yüksek pik verdikleri saptanmıştır. 

4.3 Ekstrakte Edilen Karotenoid Pigmentlerin Antioksidan Aktiviteleri 

Sunulan tez çalışması dahilinde  Exiguobacterium cinsi izolatlardan ekstrakte edilen 

karotenoid pigment içeriklerinin antioksidan aktiviteleri Bölüm 3.2.4’de anlatıldığı 

şekilde ölçülmüştür. Pigment ekstraksiyonu sonrası karotenoid pigment yapıları 

evaporasyona tabi tutularak toz haline getirilmiş, DMSO ve metanol olmak üzere iki 

farklı çözücü ile muamele edilerek antioksidan özelliklerin belirlenmesinde 

kullanılmıştır. Bu bağlamda katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz ve 

süperoksit dismutaz aktiviteleri test edilmiş, sonuçlar Şekil 3.38 – 3.77 arasındaki 

grafiklerle sunulmuştur. Grafiklerde kırmızı ile belirtilen değerler kontrol grubu olup, 
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yalnızca enzim içermekte karotenoid örnek içermemektedir. Verilen sütun grafiklerinde 

sadece enzim içeren kontrol grubunun enzim aktivitesi %100 olarak alınmış ve farklı 

konsantrasyonlardaki karotenoidin enzim aktivite yüzdesi ona göre hesaplanmıştır. 

4.3.1 Katalaz (CAT) aktivitesi sonuçlar 

 

Şekil 4. 38 APT 13a izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin katalaz 

enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.39 APT 13a izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin katalaz 

enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 13a’nın hem DMSO hem de metanol ile çözülen pigment ekstraktlarında tüm 

konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha düşük sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.38 ve Şekil 4.39). Bu sonuçlara bakarak APT 13a izolatının CAT 

aktivasyonu düşük bulunmuştur. 

 

Şekil 4.40 APT 14 izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin katalaz 

enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.41 APT 14 izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin katalaz 

enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 14’ün hem DMSO hem de metanol ile çözülen pigment ekstraktlarında tüm 

konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha düşük sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.40 ve Şekil 4.41). Bu sonuçlara bakarak APT 14 izolatının CAT 

aktivasyonu düşük bulunmuştur.  

 

Şekil 4.42 APT 20b izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin katalaz 

enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.43 APT 20b izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin katalaz 

enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 20b’nin hem DMSO hem de metanol ile çözülen pigment ekstraktlarında tüm 

konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha düşük sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.42 ve Şekil 4.43). Bu sonuçlara bakarak APT 20b izolatının CAT 

aktivasyonu düşük bulunmuştur.  

 

Şekil 4.44 APT 34 izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin katalaz 

enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.45 APT 34 izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin katalaz 

enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 34’ün hem DMSO hem de metanol ile çözülen pigment ekstraktlarında tüm 

konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha düşük sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.44 ve Şekil 4.45). Bu sonuçlara bakarak APT 34 izolatının CAT 

aktivasyonu düşük bulunmuştur.  

 

Şekil 4.46 APT 44 izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin katalaz 

enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.47 APT 44 izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin katalaz 

enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 44’ün hem DMSO hem de metanol ile çözülen pigment ekstraktlarında tüm 

konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha düşük sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.46 ve Şekil 4.47). Bu sonuçlara bakarak APT 44 izolatının CAT 

aktivasyonu düşük bulunmuştur. 

4.3.2 Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi sonuçlar 

 

Şekil 4.48 APT 13a izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin glutatyon 

peroksidaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.49 APT 13a izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin 

glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 13a’nın hem DMSO hem de metanol ile çözülen pigment ekstraktlarında tüm 

konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha düşük sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.48 ve Şekil 4.49). Bu sonuçlara bakarak APT 13a izolatının GPx 

aktivasyonunun oldukça düşük olduğu bulunmuştur. 

 

Şekil 4.50 APT 14 izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin glutatyon 

peroksidaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.51 APT 14 izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin glutatyon 

peroksidaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 14’ün DMSO ile çözülen paralelinde 50 ve 100 mg/mL konstantrasyonlardaki 

bakteriyel karotenoid ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha yüksek sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.50). Metanol ile çözülen paralelinde 100 mg/mL konstantrasyondaki 

bakteriyel karotenoid ölçümünde kontrol ölçümünden daha yüksek bir aktivite 

gözlenmiştir (Şekil 4.51). Bu sonuçlara bakarak APT 14 izolatının belirtilen 

konsantrasyonlarda GPx aktivasyonunun olduğu söylenebilir. 

 

Şekil 4.52 APT 20b izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin glutatyon 

peroksidaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.53 APT 20b izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin 

glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 20b’nin DMSO ile çözülen paralelinde 6,25 ve 25 mg/mL konstantrasyonlardaki 

bakteriyel karotenoid ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha yüksek sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.52). Metanol ile çözülen paralelinde 100 mg/mL konstantrasyondaki 

bakteriyel karotenoid ölçümünde kontrol ölçümünden daha yüksek sonuçlar 

ölçülmüştür (Şekil 4.53). Bu sonuçlara bakarak söylenebilir ki APT 20b izolatının 

belirtilen konsantrasyonlarda GPx aktivasyonu mevcuttur. 

 

Şekil 4.54 APT 34 izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin glutatyon 

peroksidaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.55 APT 34 izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin glutatyon 

peroksidaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 34’ün hem DMSO hem de metanol ile çözülen pigment ekstraktlarında tüm 

konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha düşük sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.54 ve Şekil 4.55). Bu sonuçlara bakarak APT 20b izolatının GPx 

aktivasyonunun olmadığı söylenebilir. 

 

Şekil 4.56 APT 44 izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin glutatyon 

peroksidaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.57 APT 44 izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin glutatyon 

peroksidaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 44’ün hem DMSO hem de metanol ile çözülen pigment ekstraktlarında tüm 

konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha düşük sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.56 ve Şekil 4.57). Bu sonuçlara bakarak APT 44 izolatının GPx 

aktivasyonunun oldukça düşük olduğu gözlenmiştir. 

4.3.3 Glutatyon-s-transferaz (GST) aktivitesi sonuçlar 

 

Şekil 4.58 APT 13a izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin 

glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.59 APT 13a izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin 

glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 13a’nın hem DMSO hem de metanol ile çözülen pigment ekstraktlarında tüm 

konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha düşük sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.58 ve Şekil 4.59). Bu sonuçlara bakarak APT 13a izolatının GST’yi 

aktive etmediği görülmüştür. 

 

Şekil 4.60 APT 14 izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin glutatyon-

s-transferaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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yüksek sonuçlar ölçülmüştür (Şekil 4.60). Bu sonuçlara bakarak APT 14 izolatının 

belirtilen konsantrasyonlarda GST aktivasyonunun olduğu söylenebilir. Metanol ile 

çözülen paralelinde tüm konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha 

düşük sonuçlar elde edilmiştir (Şekil 4.61). DMSO ile çözülen örneklerde aktivite olup, 

metanol ile çözülen örneklerde aktivite olmaması APT 14 izolatında GST 

aktivasyonunun çözücü cinsine bağlı olarak değiştiğini göstermektedir. 

 

Şekil 4.62 APT 20b izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin 

glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.63 APT 20b izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin 

glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 20b’nin DMSO ile çözülen paralelinde 100 mg/mL konstantrasyondaki bakteriyel 

karotenoid ölçümünde kontrol ölçümünden daha yüksek sonuç elde edilmiştir (Şekil 

4.62). Bu sonuçlara bakarak APT 20b izolatının belirtilen konsantrasyonlarda GST’yi 

aktive ettiği söylenebilir. Metanol ile çözülen paralelinde tüm konsantrasyonların 

ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha düşük sonuçlar elde edilmiştir (Şekil 4.63).  

 

Şekil 4.64 APT 34 izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin glutatyon-

s-transferaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.65 APT 34 izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin 

glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 34’ün hem DMSO hem de metanol ile çözülen pigment ekstraktlarında tüm 

konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha düşük sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.64 ve Şekil 4.65). Bu sonuçlara bakarak APT 34 izolatının GST 

aktivasyonunun düşük olduğu görülmüştür. 

 

Şekil 4.66 APT 44 izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin glutatyon-

s-transferaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.67 APT 44 izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin 

glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

55,485 
59,671 

63,276 

75,085 

89,516 
100,000 

0,000

20,000

40,000

60,000

80,000

100,000

120,000

100 50 25 12,5 6,25 ctrl

%
 E

n
zi

m
 A

k
ti

v
as

y
o

n
u
 

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL) 

APT 44 DMSO 

44,691 
47,094 53,786 

65,803 
77,043 

100,000 

0,000

20,000

40,000

60,000

80,000

100,000

120,000

100 50 25 12,5 6,25 ctrl

%
 E

n
zi

m
 A

k
ti

v
as

y
o

n
u
 

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL) 

APT 44 Metanol 



93 
 

APT 44’ün hem DMSO hem de metanol ile çözülen pigment ekstraktlarında tüm 

konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha düşük sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.66 ve Şekil 4.67). Bu sonuçlara göre APT 44 izolatının GST’yi 

aktive etmediği söylenebilir. 

4.3.4 Süperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi sonuçlar 

 

Şekil 4.68 APT 13a izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin 

süperoksit dismutaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.69 APT 13a izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin 

süperoksit dismutaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

62,418 
53,187 49,011 42,198 

13,846 

100,000 

0,000

20,000

40,000

60,000

80,000

100,000

120,000

100 50 25 12,5 6,25 ctrl

%
 E

n
zi

m
 A

k
ti

v
as

y
o

n
u
 

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL) 

APT 13a DMSO 

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

100,000 

0,000

20,000

40,000

60,000

80,000

100,000

120,000

100 50 25 12,5 6,25 ctrl

%
 E

n
zi

m
 A

k
ti

v
as

y
o

n
u
 

Bakteriyel Karotenoid Kons. (mg/mL) 

APT 13a Metanol 



94 
 

APT 13a’nın hem DMSO hem de metanol ile çözülen pigment ekstraktlarında tüm 

konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha düşük sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.68 ve Şekil 4.69). Bu sonuçlar, APT 13a izolatının SOD’ı aktive 

etmediğine işaret etmektedir. 

 

Şekil 4.70 APT 14 izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin süperoksit 

dismutaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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edilmiştir (Şekil 4.70). Metanol ile çözülen paralelinde 50 ve 100 mg/mL 

konstantrasyonlardaki bakteriyel karotenoid ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha 

yüksek sonuçlar ölçülmüştür (Şekil 4.71). Bu sonuçlara göre APT 14 izolatının 

belirtilen konsantrasyonlarda SOD aktivasyonunun olduğu söylenebilir. 

 

Şekil 4.72 APT 20b izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin 

süperoksit dismutaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.73 APT 20b izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin 

süperoksit dismutaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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edilmiştir (Şekil 4.72). Metanol ile çözülen paralelinde ise 12,5 ve 25 mg/mL 

konstantrasyonlardaki bakteriyel karotenoid ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha 

yüksek sonuçlar bulunmuştur (Şekil 4.73). Bu sonuçlar, APT 20b izolatının belirtilen 

konsantrasyonlarda SOD aktivasyonunu gerçekleştiremediğini göstermektedir. 

 

Şekil 4.74 APT 34 izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin süperoksit 

dismutaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.75 APT 34 izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin 

süperoksit dismutaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 34’ün DMSO ile çözülen paralelinde 12,5 - 25 - 50 ve 100 mg/mL 

konstantrasyonlardaki bakteriyel karotenoid ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha 

yüksek sonuçlar elde edilmiştir (Şekil 4.74). Metanol ile çözülen paralelinde 25 - 50 ve 

100 mg/mL konstantrasyonlardaki bakteriyel karotenoid ölçümlerinde ise kontrol 

ölçümünden oldukça yüksek sonuçlar tespit edilmiştir (Şekil 4.75). Sonuç olarak APT 

34 izolatının belirtilen konsantrasyonlarda SOD enzimini oldukça aktive ettiği 

söylenebilir. 

 

Şekil 4.76 APT 44 izolatından ekstrakte edilip, DMSO ile çözülen pigmentin süperoksit 

dismutaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Şekil 4.77 APT 44 izolatından ekstrakte edilip, metanol ile çözülen pigmentin 

süperoksit dismutaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 
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APT 44’ün DMSO ile çözülen paralelinde 25 - 50 ve 100 mg/mL konstantrasyonlardaki 

bakteriyel karotenoid ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha yüksek sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.76). Bu sonuçlara göre APT 44 izolatının belirtilen 

konsantrasyonlarda SOD aktivasyonunu gerçekleştirdiği söylenebilir. Metanol ile 

çözülen paralelinde tüm konsantrasyonların ölçümlerinde kontrol ölçümünden daha 

düşük sonuçlar bulunmuştur (Şekil 4.77). DMSO ile çözülen örneklerde aktivite olup, 

metanol ile çözülen örneklerde aktivite olmaması APT 44 izolatında SOD 

aktivasyonunun çözücü cinsine bağlı olarak değiştiğini göstermektedir. 



 
 

Çizelge 4.3 APT 13a, APT 14, APT20b, APT 34 ve APT 44’ün DMSO ve metanol (Met.) pigment özütlerinin antioksidan enzim aktivitesi 

etkinlikleri 

 CAT Aktivitesi GPx Aktivitesi GST Aktivitesi SOD Aktivitesi 
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50 

mg/
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mg/
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mg/

mL 
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mg/

mL 

13a 

DMSO 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

13a Met. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

14 

DMSO 
- - - - - + + - - - + - + + + + + + - - 

14 Met. - - - - - + - - - - - - - - - + + - - - 

20b 

DMSO 
- - - - - - - + - + + - - - - + + - - - 

20b 

Met. 
- - - - - + - - - - - - - - - - - + + - 

34 

DMSO 
- - - - - - - - - - - - - - - + + + + - 

34 Met. - - - - - - - - - - - - - - - + + + - - 

44 

DMSO 
- - - - - - - - - - - - - - - + + + - - 

44 Met. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

9
9
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Çizelge 4.3’de tüm enzim aktivite sonuçları verilmiştir. Bu sonuçlara göre, APT 14 ve APT 

20b izolatlarının GPx, GST ve SOD enzimlerini aktive ettiği bulunmuştur. APT 14 

izolatının DMSO ile çözülen paralelinde, neredeyse tüm konsantrasyonlarda GST aktivitesi 

görülürken, metanol ile çözülen paralelinde ise GST aktivitesi bulunmamıştır. Benzer 

şekilde; APT 20b izolatının yine DMSO ile çözülen paralelinde 100 mg/mL 

konsantrasyonda GST aktivitesi ölçülürken, metanol ile çözülen paralelinde ise GST 

aktivitesi gözlenmemiştir. APT 44 diğer hiçbir enzimi aktive etmezken, sadece DMSO ile 

çözülen paralelinin 100 – 50 ve 25 mg/mL konsantrasyonlarında SOD aktivitesi tespit 

edilmiştir. Fakat metanol ile çözülmüş olan paralelinde SOD aktivitesi ölçülmemiştir. Tüm 

bu sonuçlar, izolatların ürettikleri pigment içeriklerinin antioksidan aktivitelerinin hangi 

çözücü ile muamele edildiğine bağlı olarak değiştiğini göstermektedir.  

4.4 Ekstrakte Edilen Karotenoid Pigmentlerin Antimikrobiyal Etkinlikleri 

Sunulan tez çalışması dahilinde  Exiguobacterium cinsi izolatlardan ekstrakte edilen 

karotenoid pigment yapılarının antimikrobiyal özelliklerine Bölüm 3.2.5’de anlatıldığı 

şekilde bakılmıştır. Pigment ekstraksiyonu sonrası karotenoid pigment yapıları 

evaporasyona tabi tutularak toz haline getirilmiş, 100 mg/mL konsantrasyonda olacak 

şekilde DMSO (dimetil sülfoksit) ve metanol olmak üzere iki farklı çözücü ile muamele 

edilerek antimikrobiyal özelliklerin belirlenmesinde kullanılmıştır. Bu bağlamda 5 

bakteriden eskstrakte edilen pigmentlerin, patojen cinslere ait üyeler üzerindeki antagonistik 

etkilerine bakılmış ve sonuçlar Şekil 4.78 ve Çizelge 4.2’de sunulmuştur. 

 

                     a                                                    b 

Şekil 4.78 a) Tavuk patojeni E.coli F1 suşu ve b) insan patojeni Staphylococcus aureus 

(MRSA) suşu üzerine metanolde çözülmüş pigment içeriklerinin 

antagonistik etkileri 
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Çizelge 4.4 Antimikrobiyal aktivite sonuçları 

*(MET, metanol çözücüsü;  -, inhibasyon zonu görülmeyen sonuçlar; + = 1-4 mm zon, ++ = 5-8 

mm zon, +++ = 8-12 mm zon) 

Patojen 

Bakteriler 

Pigment İçeriklerinin Antimikrobiyal Etkinlikleri 

APT 

13a 

ME

T 

APT 

13a 

DMS

O 

APT 

14 

ME

T 

APT 

14 

DMS

O 

APT 

20b 

ME

T 

APT 

20b 

DMS

O 

APT 

34 

ME

T 

APT 

34 

DMS

O 

APT 

44 

ME

T 

APT 

44 

DMS

O 

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  

+++ +++ ++ ++ - +++ - - +++ +++ 

Ölçülen antimikrobiyal aktivite sonuçlarına göre özellikle, APT 13a (metanol ve 

DMSO), APT 14 (metanol) ve APT 44 (metanol ve DMSO) içeriklerinin test edilen 

enfekte insan ve tavuk patojenleri üzerinde oldukça yüksek antimikrobiyal aktivite 

gösterdikleri belirlenmiştir. Diğer 2 izolatın pigmentlerinin de yine farklı türler üzerinde 

antagonistik etki gösterdikleri belirlenmiştir. Özellikle metisiline dirençli S. aureus suşu 

üzerinde tüm pigment içeriklerinin  en az bir çözücü varlığında etkin olduğu tespit 

edilmiştir. Çözücüler arasındaki farklılıkların antioksidan aktivitede  gözlendiği üzere, 

pigment içeriğinden kaynaklandığı düşünülmektedir. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Karotenoidler doğada farklı canlılarda ve farklı formlarda bulunabilen, gıda, kozmetik 

ve farmasötik ürün formülasyonlarında ticari öneme sahip bileşiklerdir. Karotenoidler 

ve türevleri bitkiler ve çeşitli mikroorganizmalar tarafından doğal olarak sentezlenen bir 

pigment grubudur. Bitkilerde bu bileşikler fotosentezde rol oynamalarına ek olarak 

sitokinin ve absisik asit gibi hormonların yapı taşlarını oluşturmaktadır. Hayvanlarda ve 

insanlarda ise β-karoten başta olmak üzere karotenoid çeşitleri provitamin A öncülü 

olarak rol oynamaktadır. Çoğunlukla gıda ve kozmetik ürünlerinde renklendirici olarak 

kullanılırlar. Renklendirici maddeler şeklindeki kullanımlarının yanısıra karotenoidler, 

sağlık alanında diyet takviyesi olarak UV hasarı, kanser, katarakt, kalp-damar 

hastalıkları gibi pek çok hastalıkta koruyucu olarak görev alabilmektedirler. Ayrıca 

karotenoidler, hücreleri bir antioksidan ajan olarak oksidatif hasara karşı da koruyabilir 

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

İnsan ve hayvan sağlığı açısından bu denli yararlı maddeler olmaları doğal 

kaynaklardan karotenoidlerin üretimine olan rağbeti artırmıştır. Doğal karotenoid 

kaynağı olarak mikroorganizmlar, üretim sürelerinin kısa olması ve kısa sürede bol 

miktarda üretilebilmeleri açısından tercih sebebi olmaktadır. Son birkaç yılda 

mikroorganizmalar tarafından üretilen karotenoidler üzerinde bir dizi araştırma 

yapılmıştır. Bunlara bakteriyel örnek olarak; Bacillus, Exiguobacterium, 

Corynebacterium ve Rhodococcus, mikroalg olarak; Haematococcus ve Dunaliella, 

mantar olarak; Blakeslea trispora verilebilir (Jinendiran vd., 2019). Bakteriyel 

kaynaklar söz konusu olduğunda, ticari besiyerleri yerine çeşitli atıkların kullanıldığı ve 

böylece üretim maliyetinin düşürülmesinin yanı sıra mikrobiyal gelişimin teşvik edildiği 

pek çok literatür çalışması bulunmaktadır. Buğday kepeği, ayçiçeği küspesi, pamuk 

tohumu küspesi, soya fasulyesi küspesi, pirinç kabuğu veya pirinç kepeği gibi farklı 

tarımsal yan ürünler kullanılarak Bacillus licheniformis tarafından alfa amilaz 

üretiminin (Haq vd., 2003), muz atığı kullanılarak Bacillus subtilis tarafından amilaz 

üretiminin (Unakal vd., 2012), peynir altı suyu tozu kullanılarak Bacillus subtilis 

tarafından polisakkarit ve surfaktin üretiminin (Mehmetoglu vd., 2012), mısır kepeği, 

mısır koçanı, buğday kepeği, pirinç kepeği, süt atıkları ve melas gibi farklı endüstriyel 
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ve tarımsal yan ürünler kullanılarak Bacillus subtilis tarafından polihidroksibütirat 

(PHB) üretiminin (Hassan vd., 2019), soya fasulyesi küspesi, hindistan cevizi küspesi 

ve manyok küspesi gibi farklı tarımsal yan ürünler kullanılarak Rhodopseudomonas 

faecalis tarafından karotenoid üretiminin (Patthawaro vd., 2020), melas, şilempe ve 

peynir altı suyu tuzu gibi farklı endüstriyel yan ürünler kullanılarak Phycomyces 

blakesleeanus, Blakesleea trispora, Phycomyces nites ve Mucor mucedo tarafından β-

karoten üretiminin (Kahyaoğlu, 2007) gerçekleştirildiği çok çeşitli çalışmalar 

mevcuttur. Bu bağlamda, sunulan literatürler içeriklerinden de anlaşılacağı üzere, 

bakteriyel kökenli iki farklı pigment üretim patenti (Flavobacterium sp.; patent no 

US20050214898A1 ve Paracoocus sp.; patent no CA2299050A1) bulunmasına karşın, 

önemli avantajlar sağlamasına karşın endüstriyel olarak üretilen hiç bir ticari bakteriyel 

pigment bulunmamaktadır (Anonymous 1999, Anonymous 2005).  

Bu sebeplerle tez kapsamında, görsel olarak da havuç renginde doğal turuncu 

pigmentler ürettikleri gözlenebilen Exiguobacterium izolatları kullanılmıştır. Tez 

çalışmasında kullanılan karotenoid üreticisi Exiguobacterium cinsi bakterilerin 

mikrobiyal gelişimlerini teşvik etmek amacı ile şeker ve peynir endüstrisi atık maddeleri 

olan melas ve peynir altı suyu tozu içeren besiyerleri kullanılmıştır. Kullanılan bu 

besiyerlerinden melas; şeker pancarının işlenmesi sonucunda ortaya çıkan koyu 

kahverengi renkli, kolloidal bir bileşiktir. İçeriğinde kompleks polisakkaritler, invert 

şekerler, karbonhidrat olmayan çeşitli bileşikler, inorganik iyonlar, malik asit, sitrik asit, 

laktik asit, asetik asit gibi organik asitler bulunmaktadır. Peynir altı suyu tozu ise; süt 

fabrikalarının atık maddesi olup, sütün peynir mayası veya organik asitlerle 

pıhtılaştırılmasından ve kazeinin çöktürülmesinden sonra geri kalan sarı renkte bir 

sıvıdır. İçeriğinde yağ, protein, laktoz ve mineral maddeler bulunmaktadır (Kahyaoğlu, 

2007). Sahip oldukları bu içeriklerden dolayı mikrobiyal gelişimi teşvik etmek amaçlı 

kullanıldıkları bilinmektedir. Mikrobiyal gelişim için kullanılan bu iki endüstriyel atığın 

zengin içerikleri sayesinde  izolatların gelişimine sağladıkları katkı literatürde yapılmış 

çalışmaları doğrular niteliktedir (Bölüm 4.1.1 Şekil 4.1 – 4.10). 

Bir bakteri izolatının mikrobiyal gelişimi ve bu izolat tarafından üretilen mikrobiyal 

metabolitlerin üretimi, büyük ölçüde büyüme ortamının bileşenlerinden, özellikle 
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karbon, azot ve mineral kaynaklarından ve büyüme koşullarından, örneğin pH ve 

sıcaklıktan etkilenir. Çok sayıda çalışma mikrobiyal gelişimin arttırılması söz konusu 

olduğunda çeşitli tuz katkılarının rolünü de değerlendirmiştir. Karotenoidler ve lipidler 

gibi metabolitlerin üretimi esnasında, çeşitli mineral katkılı (asparajin, glikoz, KH2P04, 

MgS04 ya da NH4NO3) besiyerlerinin mikrobiyal gelişimi ve karotenoid üretimini 

arttırdığı belirlenmiştir (Mussagy vd., 2021).  

Çalışmada kullanılan turuncu karotenoid pigment üreticisi Exiguobacterium cinsi 

bakterilerin mikrobiyal gelişimlerine çeşitli potasyum ve magnezyum tuzlarının 

katkılarının sınanması amacıyla, seçilen melas veya peynir altı suyu tozundan oluşan 

besiyeri içeriklerine  % 0,3 K2HPO4, % 0,1 KH2PO4, % 0,5 MgSO4.7H2O ve  % 0,02 

MgSO4.7H2O tuzlarının farklı konsantrasyonları eklenmiştir. Fakat, Mussagy ve 

arkadaşlarının (2021) yapmış olduğu çalışmadan farklı olarak, bu çalışma kapsamında 

kullanılmış olan farklı konsantrasyonlardaki tuz katkılarının eklendiği besiyerleri 

aksine, 5 izolat için de tuz katkısı olmayan, sadece melas veya peynir altı suyu tozu 

içeren besiyeri içeriklerinin mikrobiyal gelişimi teşvik ettiği görülmektedir (Bölüm 

4.1.3 Şekil 4.16 – 4.20). Bu durum sonraki endüstriyel üretim ve saflaştırma 

maliyetlerini düşürecek mahiyettedir. 

Ayrıca çalışma kapsamında, mikrobiyal gelişim ve mikroorganizmalar tarafından 

pigment üretimi aşamalarında çeşitli faktörlerin, bakteriyel gelişim ve pigment üretimi 

üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Bu faktörler arasında kültür ortamı, statik ve 

çalkalamalı koşullar, inkübasyon süresi, inkübasyon sıcaklığı ve kültür ortamının pH 

değeri gibi çeşitli koşullar yer almaktadır (Shatila vd., 2013). Exiguobacterium cinsi 

bakterilerin üretimleri ve bu bakterilerden karotenoid pigmentler dahil çeşitli 

metabolitlerin elde edilmesi basamaklarının optimize edildiği çeşitli çalışmalar 

bulunmaktadır (Shatila vd., 2013, Rajaei vd., 2014, Samyuktha vd., 2016, Jinendiran 

vd., 2019). Exiguobacterium cinsi bakteriler için yapılan bir çalışmada; 25, 30 ve 37°C 

sıcaklıklar ve pH 4,0 - 5,0 - 6,0 - 7,0 - 8,0 - 9,0 ve 10,0 değerleri denenmiş, optimum 

gelişim ve pigment üretim sıcaklığı olarak 30°C ve optimum pigment üretim pH’sı 

olarak 8,0, optimum gelişim pH'sı olarak 7,0 seçilmiştir (Shatila vd., 2013). Bir başka 

çalışmada; 15, 20, 25, 30, 35 ve 40°C sıcaklıklar ve pH 5,5 - 6,5 - 7,5 - 8,5 - 9,5 ve 10,5 
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değerleri denenmiş, optimum gelişim ve metabolit üretim sıcaklığı olarak 30°C ve 

optimum gelişim ve metabolit üretim pH’sı olarak 7,5 seçilmiştir (Rajaei vd., 2014). 

Son olarak bir çalışmada; 25, 35, 40, 45 ve 50°C sıcaklıklar ve pH 6,0 - 7,0 - 8,0 - 9,0 

ve 10,0 değerleri denenmiş, optimum gelişim ve karotenoid pigment üretim sıcaklığı 

olarak 30°C ve optimum gelişim ve karotenoid pigment üretim pH’sı olarak 7,0 

seçilmiştir (Jinendiran vd., 2019). Tez çalışmaları kapsamında elde edilen pH koşulları 

denemeleri sonuçlarına göre; literatür çalışmalarıyla paralel şekilde pH 8,0 – 8,5 – 9,0 

değerleri  izolatlar için optimum pH gereksinimleri olarak belirlenmiştir. Sıcaklık 

koşulları denemeleri sonuçlarına göre; 37 ve 40°C sıcaklıklar izolatlar için optimum 

sıcaklık olarak seçilmiştir. Bunu yanısıra, test edilen farklı pH ve sıcaklık değerlerinde, 

oldukça değişkenlik gösteren mikrobiyal sayım sonuçları elde edilmiştir. Bu sonuçlar 

sınanan koşullardaki mikrobiyal gelişimin, ortam koşullarından fazlasıyla etkilendiğini 

göstermiştir.  

Çalışmaların çoğu, kültür ortamının sıcaklık, pH ve besin içeriğinin optimizasyonuna 

odaklanmış olup, diğer inkübasyon parametrelerinin de karotenoidler gibi ikincil 

metabolitlerin üretimi için oldukça önemli olduğu bilinmektedir. Çalkalama koşulları ve 

ışık bu ilave koşulların başında gelmektedir. Yüksek çalkalama hızlarında gelişen 

kültürlerin aksine, düşük çalkalama hızlarında veya statik koşullarda, hücre yüzeyindeki 

besin maddelerinin düşük olması nedeniyle hücre büyümesinin azaldığını gösteren 

çalışmalar mevcuttur (Mussagy vd., 2019). Tıpkı çalkalama koşullarında olduğu gibi 

ışık koşullarınında hücre büyümesini dolayısıyla karotenoid üretimini teşvik ettiği 

belirlenmiştir. Karanlık inkübasyon ortamında gelişen kültürlerin aksine ışık varlığında 

inkübe edilmiş kültürden ekstrakte edilen pigment kuru ağırlığının %10’a kadar daha 

yüksek olduğu ölçülmüştür (Mapelli-Brahm vd., 2021). 

Karotenoid pigment üreticisi beş farklı Exiguobacterium cinsi bakterinin pigment 

üretim koşullarının optimize edilmesi üzerine yürütülen tez çalışmaları 

değerlendirildiğinde; çalkalamalı ve statik koşullarda geliştirilen kültürlerden ekstrakte 

edilen pigment içerikleri, spektrofotometrik olarak ölçülmüş olup, çalkalamalı 

koşulların pigment üretimini teşvik ettiği belirlenmiştir. Benzer şekilde, ışık kaynağı 

yerleştirilmiş inkübatörlerde geliştirilen kültür ortamından ekstrakte edilen pigment 
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özütlerinden, alüminyum folyo ile tamamen kaplanarak karanlık koşullarda saklanmış 

olan erlenlerde geliştirilen kültürlerden ekstrakte edilen pigment içeriklerine kıyasla 

daha yüksek optik yoğunluk gösteren ölçümler kaydedilebilmiştir. 

Karotenoidler, suda neredeyse hiç çözülmeyen oldukça hidrofobik, hücre içi 

moleküllerdir. Karotenoidlerin çözülebilmesi için aseton, metanol, etanol, petrol eter ve 

etil eter gibi farklı organik çözücüler kullanılmaktadır. Bu çözücülerin suda 

çözünmeyen pigmenti ekstre etme yetenekleri farklı çalışmalarda araştırılmıştır. 

Metanol bu anlamda en güçlü çözücü olarak seçilmiştir (Shatila vd., 2013). Tez 

çalışmasında pigmentler ekstrakte edilirken literatürde belirlenmiş olan yöntemler test 

edilmiş ve benzer şekilde metanol ve DMSO’nun etkili çözücüler olduğu ve 

kullanılacak amaca yönelik olarak biyolojik aktivitenin değişkenlik gösterdiği tespti 

edilmiştir. (Arulselvi vd., 2013, Sasidharan vd., 2013, Shatila vd., 2013, Sivaganesh vd., 

2016). Mevcut literatürden farklı olarak sadece 60˚C’de gerçekleştirilen su banyosu 

basamağı değiştirilmiş, pigmen üçeriğinin sıcaklıktan zarar görmemesi için yerine 

sonikasyon işlemi uygulanmıştır. Ekstraksiyon sonrası yapılan spektrofotometrik 

ölçümler sonucu, literatürde elde edilen ölçümlerle paralel olarak 450 – 500 nm dalga 

boyu aralığında en yüksek pikler elde edilmiştir.  

Karotenoidler provitamin A öncülü olma ve potansiyel antioksidan aktivite sergileme 

gibi özelliklere sahiptirler. Karotenoidler sınıflandırılırken; hidrokarbon omurgalarının 

uç kısımlarında β-iyonon halkası içerenler (provitamin A öncülü karotenoidler) ve β-

iyonon halkası içermeyenler (provitamin A öncülü olmayan karotenoidler) olarak 

gruplandırılırlar. Bunlardan A vitamini öncülü olan karotenoidlerin antioksidan 

aktiviteleri düşük olup, A vitamini öncülü olmayan karotenoidler yüksek antioksidan 

aktiviteye sahiptirler (Saini vd., 2019).  

Çalışma kapsamında beş Exiguobacterium cinsi bakterinin katalaz, glutatyon 

peroksidaz, glutatyon-s-transferaz ve süperoksit dismutaz enzim aktivitelerine 

bakılmıştır. Tüm izolatların katalaz aktivitesi üzerine etkisi düşük bulunurken, APT 14 

ve APT 20b izolatlarının hem DMSO hem de metanolde çözülen pigment içeriklerinin 

glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde  artışa sebep oldukları belirlenmiştir. Yine 
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APT 14 ve APT 20b izolatlarının sadece DMSO ile çözülen pigment içeriklerinin 

glutatyon-s-transferaz aktivitesinin artışına neden oldukları da saptanmıştır. İzolatların 

süperoksit dismutaz aktivitelerine bakıldığında; APT 14, APT 20b ve APT 34’ün hem 

DMSO hem de metanolde çözülen pigment içeriklerinin enzim aktivitesini aktive ettiği 

bulunurken, APT 44 izolatının yalnızca DMSO ile çözülen pigment içeriğinin enzim 

aktivitesinde artışa sebep olduğu tespit edilmiştir. Elde edilen bu sonuçlardan yola 

çıkarak APT 14 ve APT 20b izolatlarının daha çok antioksidan aktivite sergilediği 

söylenebilmektedir. APT 13a, APT 34 ve APT 44 izolatlarının ise düşük antioksidan 

etkinliklerinden ötürü birer provitamin A öncülü olabileceği düşünülmektedir. 

Endüstriyel olarak pek çok kullanım alanı olan karotenoidler başta gıda takviyesi ve 

hayvan yem katkısı olarak gıda ve tıp alanlarında yaygın olarak uygulama alanı 

bulmaktadırlar. İnsan ve hayvan sağlığı faydasına yönelik kullanılan bu doğal pigment 

yapılarının sergiledikleri antimikrobiyal aktivite de oldukça önem arz etmektedir. Daha 

önceki pek çok çalışmada Exiguobacterium cinsine ait üyelerden ve diğer mikrobiyal 

kaynaklardan ekstrakte edilen pigment içeriklerinin antimikrobiyal aktiviteler 

gösterdikleri tespit edilmiştir. E.coli, Staphylococcus aureus, Proteus sp., Pseudomonas 

sp., Erwinia sp. ve Klebsiella sp. daha önce taranan ve pigment içerikleri tarafından 

antagonistik etkiler görülen bakteriyel patojenler arasındadır (Shatila vd., 2013, 

Samyuktha vd., 2016, Sivaganesh vd., 2016). 

.Mevcut tez çalışmasında; APT 13a, APT 14, APT 20b, APT 34 ve APT 44 izolatlarının 

E.coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis gibi gıda ve 

hayvancılık sektörü için önemli olan insan ve tavuk patojenlerinin gelişimine karşı 

gösterdikleri inhibe edici antinikrobiyal etkilere bakılmıştır. Özellikle APT 13a, APT 14 

ve APT 44 izolatlarının; tavuk izolatı 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 üzerine antagonistik etkilerinin 

olduğu belirlenmiştir. Literatürde yer alan çalışmalara paralel olarak üretilen pigment 

ekstraklarının enfeksiyon etmeni çeşitli Gram pozitif ve negatif patojenin gelişmesini 

önlediği saptanmıştır. 
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Günümüz bilim dünyasında popüler bir çalışma konusu olan, giderek önem ve rağbet 

kazanan doğal kaynaklı karotenoid pigment maddeleri elde edebilmek amacı ile bir ön 

araştırma niteliğinde planlanan bu tez çalışması kapsamında, hem endüstriyel atık 

maddelerin çevreye zarar vermeden tekrar değerlendirilmesi ve ekonomiye 

kazandırılması hem de gıda ve ilaç endüstrisinde kullanılabilecek A vitamini öncülü, 

antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler gösteren doğal pigment maddelerinin 

üretimleri amaçlanmıştır. Bu bağlamda, Exiguobacterium cinsine ait, gözle görülür 

şekilde turuncu pigmentler üreten beş bakterinin mikrobiyal gelişim koşullarının 

optimizasyonu, ürettikleri turuncu pigment içeriklerinin antioksidan ve antimikrobiyal 

aktiviteleri araştırılmıştır. Tamamlanan bu tez çalışması ile; çalışılan beş bakterinin, 

endüstriyel atıklardan oluşan besiyerlerinde ideal gelişimleri için ihtiyaç duydukları pH 

ve sıcaklık koşulları belirlenerek aydınlatılmaya çalışılmıştır. Mevcut çalışma 

kapsamında yapılmış olan üretim optimizasyonu, ekstraksiyon, antioksidan ve 

antimikrobiyal aktivite taramaları sonucunda, elde edilen sonuçların yanında 

Exiguobacterium cinsine ait üyeler ile yapılmış olan diğer literatür çalışmaları da göz 

önüne alındığında bu cinse dahil üyelerin sekonder metabolitler olan karotenoid 

pigmentler içerdiği görülmektedir.  

Dolayısıyla bu karotenoid pigment ekstraktlarının, gıda, yem, kozmetik, farmasötik ve 

tıp alanlarını kapsayan çeşitli sektörlerde kullanılabilecek potansiyel birer doğal 

renklendirici kaynağı olabilecekleri tespit edilmiştir. Sonuç olarak, tamamlanmış olan 

bu çalışma; hem üretim maliyeti hem de süresi açısından oldukça avantajlar sağlayan 

doğal karotenoid eldesi için endüstriyel üretim aşamalarına ön çalışma niteliğinde bir 

çözüm önerisi sunmaktadır. Ayrıca elde edilen sonuçlar, daha sonra yürütülmesi 

planlanan büyük hacimde üretim optimizasyonu ve ölçeklendirilmesi, özütün detaylı 

saflaştırılması ve pigment içeriklerinin ileri kimyasal karakterizasyonu çalışmalarına da 

öncülük edecektir. 
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