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OZET

Fusarium sp. ILE PIGMENT URETIMININ ARASTIRILMASI

Tugce DAG
Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Damismani: Do¢.Dr. Isil SEYIS BILKAY

Haziran 2017, 58 sayfa

Pigmentler, farkli endiistrilerde kullanimi1 olan ©6nemli bilesiklerdir. En genis
kullanim alan1 bulduklar1 gida endiistrisinde; katki maddesi, renk arttirici ve
antioksidan olarak kullanilirlar. Pigmentler; sentetik olarak da iiretilebilmelerine
ragmen, genellikle dogal biyopigmentler olarak tercih edilmektedir. Bu ¢aligmada;
cesitli Fusarium tiirlerinden alternatif iiretim ortamlarinda pigment iretimi, daha
fazla pigment iiretimi i¢in bazi fizyolojik kosullarin optimize edilmesi ve elde
edilen pigmentin antimikrobiyal oOzelliklerinin arastirilmast amaclandi. Bu
baglamda ilk olarak farkli Fusarium tiirlerinin (Fusarium graminearum, Fusarium
sp., Fusarium poae, Fusarium equiseti) ii¢ farkli besiyerinde (patates dekstroz sivi
besiyeri, sabouraud dekstroz sivi besiyeri, malt ekstrakt sivi besiyeri) pigment
dretimleri karsilagtirildi. Pigment iiretimi i¢in; en uygun besiyeri olarak malt
ekstrakt sivi besiyeri secildi. Bu besiyerinde en yliksek miktarda pigment iiretimi
elde edilen Fusarium graminearum susu, ¢alismanin diger asamalarinda kullanildi.
F. graminearum’dan en yiiksek pigment tiretimi icin kiiltiirel parametreler
incelendiginde; aydinlik inkiibasyon, 150 rpm calkalama hizi, 30°C sicaklik, 9
giinliik inkiibasyon ve baslangic pH degeri 8’in en uygun kosullar olduklari
saptandi. Calismanin devaminda pigment iiretimi i¢in alternatif iiretim ortamlari

arastirildi. Bu baglamda, ¢alismamizda; alternatif bir besiyeri olarak da iilkemizde



cesitli slit ve siit {irlinleri endiistrisinde peynir iiretiminden sonra ortaya g¢ikan
yesilimsi sar1 renkli artik olarak bilinen peyniraltt suyu ve seker endiistrisi artigi
melas kullanildi. Peyniraltt suyu ve melasmn, F. graminearum kullanilarak
kirmizimsi pigment iiretiminde alternatif kiiltiir ortamlari olabilecegi goézlendi.
Calismanin  son asamasinda F.graminearum’dan elde edilen pigmentin
antimikrobiyal ozellikleri arastirildi. Fusarium graminearum tarafindan {iretilen
pigmentin 20 ul konsantrasyonunun, Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus’a
kars1 antimikrobiyal etki gostermesine ragmen Salmonella paratyphi, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa’a karsi etkili olmadigi

goriildil.

Anahtar kelimeler: Fusarium graminearum, Fusarium sp., Fusarium poae,
Fusarium equiseti, kirmizimsi1 pigment, PAS (Peyniralti suyu), melas, pigment

uretimi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PIGMENT PRODUCTION BY

Fusarium sp.
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Supervisor: Assoc. Prof. Isil SEYIS BILKAY

June 2017, 58 pages

Pigments are important compounds used in different industries. In the food industry
that they are most widely used, they are used as food additives, color enhancers and
antioxidants. Although they can also be produced synthetically, natural biopigments
are preferred in general. In this study; pigment production from various Fusarium
species in alternative culture media; optimization of some physiological conditions
for more pigment production and investigation of antimicrobial properties of the
produced pigment were aimed. In this respect, pigment production of different
Fusarium species (Fusarium graminearum, Fusarium sp., Fusarium poae,
Fusarium equiseti) in three different media (potato dextrose broth, sabouraud
dextrose broth, malt extract broth) were compared. The best medium for the
pigment production has been selected as malt extract broth. Fusarium
graminearum, which was found to produce highest amount of pigment, is used in
the next parts of this study. When the cultural parameters, which are necessary for
the production of highest amount of pigment from F. graminearum are examined;
light conditioned incubation, 150 rpm rotation speed, 30 °C temperature, 9 days of

incubation and initial pH value of 8, have been determined as the optimum



conditions. In the next part of this study, alternative media for pigment production
have been investigated. In the next part of this study, alternative media for pigment
production have been investigated. In this respect; cheese whey, which appears
after the production of a cheese and known as a greenish yellow coloured residual
in our country and molasses - a residual of sugar industry have been used as
alternative media for pigment production. It has been observed that, cheese whey
and molasses could be alternative media for the reddish pigment production by
using Fusarium graminearum. In the last part of this study, antimicrobial
properties of the pigment obtained by F. graminearum have been investigated. It
has been seen that, although 20 ul concentration of the pigment that was produced
from Fusarium graminearum exhibited an antimicrobial effect against Bacillus
cereus and Staphylococcus aureus; it was not effective against Salmonella

paratyphi, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa.

Keywords: Fusarium graminearum, Fusarium sp., Fusarium poae, Fusarium

equiseti, reddish pigment, cheese whey, molasses, pigment production
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1. GIRIS
Pigmentler, endiistride genis kullanim alani bulunan o6nemli bilesiklerdir [1]. Bu
bilesikler; bitki, hayvan, bakteri, fungus ve daha pek c¢ok cansiz maddenin yapisinda
bulunmaktadirlar. Dogal ve sentetik olarak elde edilirler. Dogal pigmentlerin énemli
fonksiyonlar1 vardir. Pigmentlerin, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklara karsi
farmakolojik aktiviteleri bilinmektedir [2]. Bilingli tiiketiciler, kanser gibi ciddi saglik
problemlerine neden olan sentetik pigmentler yerine dogal pigmentleri tercih ederler. Bu
baglamda, glinlimiizde biyorenklendiriciler giderek artan 6nem kazanmaktadir. Sentetik
pigmentlerin {iretim siirecinde kullanilan 6nciil maddelerin kanserojenik 6zelligi olmasi
sentetik pigment iiretiminde ¢alisanlar iginde tehlike arz etmektedir [3, 4]. Pigmentlerin
mikroorganizmalardan iiretimi ise; sentetik olarak iretilmelerine kiyasla verimli ve
ekonomik bir siirectir. Mikroorganizmalar, maliyeti diistik kiiltiir ortaminda kolay ve hizli
sekilde tireyebilen, iklim kosullarindan bagimsiz olarak gelisebilen canlilardir. Ayni
zamanda mikroorganizmalardan pigment eldesinde genis renk yelpazesi goriilmektedir.
Mikrobiyal renkleri farkl: tonlarda elde etmekte miimkiindiir. Bu renkler biyolojik olarak
parcalanabilir ve ¢evre dostudur. Ayrica pigmentler antioksidan, antikanser, anti-
proliferatif, immiinosupresif, Diabetes mellitus tedavisi gibi sayisiz klinik 6zelliklere

sahiptirler [3].

Materyal ¢esitliligine yeni renkler katmak i¢in pigmentler yaygin olarak kullanilmaktadir.
Sentetik renk vericilerin boyama endiistrisinde yaygm kullanimi1 sonucunda biiyiik
miktarda boya maddesi, atikk suya dogrudan karismakta ve bodylece cevreye
bulagsmaktadir. Boyanin %10-35’nin boyama islemi sirasinda atikta yok oldugu, reaktif
boyalarda ise boyanin %50’sinin boya banyosu atig1 i¢inde oldugu goriilmektedir.
Dahasi, bu boyalar insanlar i¢in olast tehlike potansiyeline sahiptir, uzun siire maruz
kalindiginda kanserojenik etki gosterebilmektedir. Bu nedenle toksik olmayan/ g¢evre
dostu renk vericiler i¢in Ozellikle de gida renklendirmesinde, cocuk tekstil ve deri
giysilerin boyanmas1 gibi alanlarda dogal pigmentlerin kullanimina talep giinden giine

artmaktadir [5].

Dogal boyalar ve pigmentler, potansiyel olarak zararli sentetik boyalara gére 6nemli bir
alternatif kaynak olarak ortaya ¢ikiyor. Pamuk, ipek, yiin numunelerinin boyanmasinda
bu dogal pigmentlerin uygulanmasi birgok c¢alismada bildirilmistir. Bununla birlikte, bu

dogal boyalarin eldesinde; ekstraksiyon iglemleri ve {iretim siirecinde verimi etkileyen



faktorlerin 6nemli oldugu goriilmektedir. Fungus, bakteri ve hiicre kiiltlirleri gibi
biyolojik kaynaklar1 potansiyel olarak kullanilmasi 6nerilir. Cilinkii uygun se¢im, kiiltiirel
parametrelerin optimizasyonu, mutasyon ve genetik miithendisligi teknikleriyle sentetik

boyalara kiyasla pigment tiretim verimi 6nemli 6l¢iide gelistirilebilir [5, 6].

Bu ¢alismada; ¢esitli Fusarium tiirlerinden alternatif {iretim ortamlarinda pigment iiretimi
ile uygun sus se¢imi, yiiksek pigment iiretimi i¢in bazi fizyolojik kosullarin optimize
edilmesi ve elde edilen pigmentin antimikrobiyal 6zelliklerinin arastirilmasi amaglandi.
Oncelikle farkli Fusarium tiirlerinin (Fusarium graminearum, Fusarium poae, Fusarium
sp., Fusarium equiseti) pigment tiretimleri farkli besiyeri ortamlarinda (Patates dekstroz,
Sabouraud Dekstroz ve Malt ekstrakt) karsilastirildi. Pigment iiretimi i¢in en uygun sus
olarak Fusarium graminearum se¢ildi. Pigment iiretimini artirmak i¢in karanlik- aydinlik
inkiibasyon kosullu, statik- calkalamali inkiibasyon kosullu, uygun sicaklik degeri,
inkiibasyon siiresi ve uygun baslangi¢ pH degeri parametreleri arastirildi. Pigment tiretimi
icin alternatif iretim ortamlart arastirilirken ozellikle artiklarin  degerlendirilmesi
amaglandi. Bu baglamda, alternatif bir besiyeri olarak da ililkemizde cesitli siit ve peynir
endiistrilerinde peynir iiretiminden sonra ortaya ¢ikan yesilimsi sar1 renkli artik olarak
bilinen peyniralti suyu ve seker endiistrisi artigt melas kullanildi. Alternatif tretim
ortamlarinin kullanilmas1 pigment {retiminin maliyetinin azalmasini sagladigindan
ekonomik agidan 6nemlidir. Son olarak, elde edilen pigmentin gesitli suslara (Bacillus
cereus, Salmonella paratyphi, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) karsi antimikrobiyal etkisi arastirildi. Fusarium
graminearum’dan elde edilen pigmentin, Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus’a

kars1 antimikrobiyal etki gdsterdigi saptandi.

Calismamizda Fusarium graminearum’dan sentetik ve alternatif {iretim ortamlarinda elde
ettigimiz pigmentin, ileride yapilacak caligmalar i¢in iyi bir alternatif olabilecegi
sonucuna varildi. Fusarium sp., ve Fusarium poae tiirleri de pigment iiretim

arastirilmalart i¢in 1yi diger alternatiflerdir.



2. GENEL BILGI

Pigmentler goriiniir dalga boyundaki 15181 absorplayan kimyasal yapidaki maddelerdir.
Enerji absorblanmadigi zaman yansitilir ya da kirilir, olusan bu enerjinin beyne

iletilmesiyle birlikte renk algis1 ortaya ¢ikmaktadir [7].

2.1. Pigmentlerin Tarihi

Pigment sozcligii Latin kokenli bir kelimedir ilk olarak renkli objeleri belirtmek i¢in
kullanilmistir. Orta ¢ag zamanlarinda pigment tanimi ¢esitli meyve ve sebzelerde,
ozellikle de daha sonralar1 gida renklendiricisi terimi olarak kullanildi. Pigment
kelimesinin bu baglamda biyolojik terminolojideki anlami, hiicrelerin igindeki
graniillerde meydana gelen ve dokularda depolanan bitki ve hayvanlarda bulunan

renklendirici maddedir [8].

Boyalar heniiz Milat’tan dnce 1900-2600 yillarinda Indus vadisi uygarligi zamaninda
giysi kumaslarinin boyanmasinda kullanilmig olup, bu tiir kumaslar kok boyasinin izlerini
tagimaktadir. Boyalarin tarih 6ncesi donemlerde bir¢ok yerde kullanildig: bilindiginden
boyama sanatinin eski bir gegmise sahip oldugu agiktir. Boyalar Avrupa’da Bronz ¢agi
boyunca uygulanmistir. Dogal boyalarin kullanimi ilk olarak Cin’de Milat’tan dnce 2600
yilinda kayitlara gegmistir [9]. Ilkel boyama teknikleri bitkilerin kumasa yapistiriimasin
veya kumas i¢ine ezilmis pigmentleri yerlestirilmesi ile yapiliyordu. Bu metot zamanin
ilerlemesiyle birlikte daha ileri tekniklerle, cesitli meyve ve bazi bitkilerin ezilerek
kaynatilmasiyla elde edilen rengin kumasa entegre edilmesiyle gelistirildi. Kosnil boyas1
ise (Kosnil boceginden elde edilen boya) ilk olarak Aztek ve Maya medeniyetleri
tarafindan kullanildi. MS 4. yiizyila kadar boya 6rnegin; ¢ivit otu, kizilkok, muhabbet
cicegi, Brezilya odunundan elde edilerek kirmizimsi mor renkli boyalar olarak
tanimlaniyordu Japonya’da Nara donemi olarak bilinen 8. ylizyilda soya fasulyesi ve
adzuki fasulyesinden elde edilen renk maddesi gidalarda kullanilmistir. Boylece dogal
pigmentlerle ilgili ¢calismalar bircok alani etkiledi ve boyama sanati da medeniyetlerin
ilerlemesiyle birlikte gelisti [10]. Sentetik pigmentler ortaya c¢ikana kadar dogal
pigmentler renk eldesinde tek kaynak olarak gosteriliyordu. Dogal pigmentler diinya
capinda ticari agidan yayginlasmaya basladiginda, dogal lifler (yiin, pamuk, ipek), kiirk
ve deri boyama gibi bir¢ok amag ile kullanildi. 1856 yilinda Perkin tarafindan sentetik
boyalarin tanitilmasindan bu yana uygun, kullanigh ve ucuz sentetik pigmentler ortaya

cikmistir. Sentetik pigmentler, tekstil sektoriinde, deri endiistrisinde, kagit iiretiminde,
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gida teknolojilerinde, tarimsal arasgtirmalarda, fotoelektrokimyasal pillerde ve sag
renklendiricisi olarak kullanilmaktadir [10].

Cizelge 2.1. Pigment Eldesinin Tarihsel Gelisimi [10]

Yil Gelisim

1856 Perkin, leylak renkli pigmenti kesfetti ve komiir katran1 boya sentezledi.

1884 Monascus sp. tiriinden pigment elde edildi. Kirmizi piring sarabi
yapiminda, kirmiz1 piring eldesinde kullanildi.

1954 Cryptococcus 'tan elde edilen ilk karotenoid pigmenti satisa sunuldu.

1963 Rhodotorula sp.’den elde edilen karotenoid pigmentinin iiretimi basladi.

1970’lerin Phaffia rhodozyma’dan Astaksantin izole edildi.

baslari

1970’1lerin sonu | Dunaliella salina’dan beta karoten tiretimi gergeklesti.
1980’lerin basi

Dogal beta karotenli iiriinler iiretmek i¢in biiyiik 6l¢ekli D. salina iiretimi
1985 \
gerceklestirildi.

2.2. Pigmentlerin Siniflandirilmasi

Pigmentlerin siniflandirilmasinda, farkli kriterler temel alinarak c¢esitli siniflandirilmalar

yapilmistir.

Cizelge 2.2 ’de gida pigmentlerinin siniflandirilmasi yer almaktadir. Bu sistemlerde ayni
renk maddeleri farkli gruplarda siniflandirilabilir (Ornegin; karotenoidler). Giiniimiizde
pigmentlerin siniflandirilmasinda, bu pigmentlerin kokenine ve belirli mevzuatlara gore
olmalart tercih edilmektedir. Bu sekilde bir smiflandirmada, tiiketicinin kullandigi
pigmentlerin 6zelliklerini bilmesi i¢in 6nem teskil etmekte ve tiiketicinin tercihleriyle

uyusmaktadir [7].



Cizelge 2.2. Gida Renklendiricilerinin Simiflandirilmasi [7]

SINIFLANDIRMA | PIGMENT TURU | OZELLIKLERI ORNEKLER
Karotenoid, antosiyanin,
o Canli1 organizmalardan elde klorofil
Dogal . c e
edilen organik bilesikler

Kokenine Gore Kimyasal sentez yoluyla FD&C (Food, Drug and

Sentetik elde edilen organik Cosmetic) gida, ilag ve
bilesikler kozmetik renklendiricileri

inorganik Sentez ile elde edilen ya da TiO,

dogada bulunan bilesikler

Kimyasal Ozelligine
Gore

Konjuge sistemli
Kromoforlar

Coklu baglar

Karotenoidler,
antosiyaninler, betalainler,
karamel, gida, ilag ve
kozmetik renklendiricileri

Metalle Diizenlenmis
Bilesikler

Kimyasal yapilarinda bir
metal mevcut

‘Hem’ grubu igeren renkler
(miyoglobin, hemoglobin,
klorofil)

Yapisina Gore

Tetrapirol Tiirevleri

Daért pirol yapisina sahip
bilesikler

Klorofiller, (‘Hem’ grubu
igerir)

Karotenoidler

[zoprenoid tiirevleri, gogu
polimer bilesikler

Likopen, karoten, lutein,
kapsantin

Tetrapirol Olmayan
N-Heterosiklik
Bilesikler

Kimyasal yapisinda azot
bulunur

Piirinler, pterinler, flavinler,
fenazinler, fenoksazinler,
betalainler

Benzopiran Tiirevleri

Oksijenlenmis heterosiklik
bilesikleri

Antosiyanin ve diger
flavonoidler

Kimyasal yapilarinda

Benzokuinon, naftokuinon,
antrakinon

Kuinonlar kuinon fonksiyonel gruplari
bulunur
Azot igeren monomerlerden Omelanin, faomelanin
Melaninler elde edilen polimerik

yapilar

Mevzuata Gore

Beyan Edilmesi
Zorunlu Olanlar

Antropojenik sentetikler

Gida, ilag, kozmetik
renklendiricileri

Sertifikasyondan
Muaf Olanlar

Dogal orijinlerden (bitki,
mineral ya da hayvan) ya da
sentetik benzeri
bilesiklerden

Uziim suyu, TiO,, karmin
ve sentetik B-karoten




2.3. Pigmentler

Renkler, gida kalitesinin 6nemli bir gostergesidir. Tiiketici, iyi ve giivenilir gidaya ilk
olarak rengiyle baglanti kurarak anlam verir. Renk algisi, 11k kaynaginin spektral
bilesimi ve maddenin fiziksel 6zelligi ile iliskilendirilir. Pigmentler gida, kozmetik,
boya, ilag, cam, tekstil vb. gibi bircok alanda kullanilir. Pigmentler 6ncelikle dogal,

sentetik ve inorganik olarak siniflandirilmaktadir [2].

2.3.1.Inorganik Pigmentler

Yiizyillar boyu gida renklendiricisi olarak kullanilan ve dogada bulunan inorganik
pigmentler, sentez yoluyla da elde edilmektedirler. Giiniimiizde bu pigmentlerin ¢ogu,
ciddi saglik sorunlarina neden oldugu i¢in kulanimlar1 kisitlanmigtir. Hala gidalarda
renklendirici olarak kullanilabilen inorganik pigmentlere titanyum dioksit (TiO,) ve

karbon siyah1 6rnek verilebilir [11].

2.3.2. Sentetik Pigmentler

1856'da William Henry Perkin'in ilk sentetik boyarmaddesi olan leylak renkli pigmenti
kesfi, renk endiistrisinin gelisimi i¢in bir atilim oldu. Perkin sitma tedavisi i¢in arastirma
sirasinda; arastirmasinda kullandigi anilin tiirevi olan katran ile calisirken, tesadiifen
anilin oksidasyonu sonucunda boyama kabiliyetine sahip bir madde elde etti. Ardindan
Perkin, leylak renkli pigmenti {iretmek igin sentetik boyalarin ilk fabrikasini kurdu. Buna
ek olarak, anilin ve diger katran tiirevlerinden daha fazla boya iiriiniiniin kesfedilmesi i¢in
deneyler gerceklestirildi. Ilerleyen yillarda kimyasal sentez sonucunda daha birgok

sentetik pigment gelistirildi [11].

2.3.3. Dogal Pigmentler

Laboratuvar kosullarinda elde edilen sentetik pigmentlere kiyasla tiiketici tarafindan daha
cok tercih edilen dogal pigmentler, ¢ogunlukla bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal
kaynaklardan elde edilmektedir. S6z konusu pigmentlerin renkleri, depolama ve saklama
kosullarma bagl olarak degiskenlik gdsterdiginden, dogal kaynaklardan elde edilen bu

pigmentlerin saklama kosullarina dikkat edilmesi olduk¢a 6nem tagimaktadir [7, 8].



2.3.3.1. Bitki Pigmentleri

Fotosentetik (klorofiller, karotenoidler gibi) ve fotosentetik olmayan bitki pigmentleri,
bircok endiistriyel kurulus tarafindan gida renklendiricisi olarak kullanilmaktadir. Bu

pigmentlerin bir kismi plastidlerde bulunurken, bir kism1 vakuolde ¢6ziinmiis formda yer

almaktadir [2, 5].

a- Klorofiller
Bitkilerin temel pigmenti olan Kklorofil, mavi ve kirmiz1 dalga boyundaki 15181 absorbe
ederken, yesil 15181 da yansitmaktadir. Klorofilin genel olarak a’dan e’ye kadar farkl

formlar1 belirlenmis olup klorofil a ve b tiim karasal bitkilerde bulunmaktadir [2, 12].

b- Karotenoidler

Fotosentezde aksesuar pigment gorevi yapan ve fotosentetik yapilar1 fotooksidasyondan
koruyan kirmizi, turuncu ve sar1 renkli tetraterpendirler. En ¢ok bilinen karotenoidler;
karoten, lutein ve likopendir. Ayrica yapilan c¢aligmalarda karotenoidlerin dogal

antioksidan oldugu ortaya ¢ikmustir [2, 12].

c- Antosiyaninler

Antosiyaninler, pH’ya gore mavi, kirmizi1 ve mor renkte gériinen ve suda ¢oziinebilen
flavonoidlerdir. Bununla beraber; miirver, siyah iiziim, siyah havug ve kirmizi1 lahana gibi
bitkilerde meyve, sebze ve ¢igceklerin rengini antosiyaninler olusturmaktadir. Fenolik
bilesiklerden antosiyaninler, giiclii antioksidan ozelligi nedeniyle ©Onemli bitkisel

pigmentlerdendir [2].

d- Betalainler

Tirozinden sentezlenen aromatik indol tiirevleri olan betalainler, antosiyaninlere benzer
olarak suda c¢oziinebilen pigmentler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bitkilerde
antosiyaninlerle bir arada yer almayan betalainlerin sadece Caryophyllales (karanfilgiller)

sinifinda bulundugu bilinmektedir [11].

Yukarida s6z edilen bitki pigmentleri (betalain, klorofil ve antosiyanin) oksijene ve 1siya
duyarli olmalari, pH’ya bagimli renk degistirmeleri ve fotooksidasyona ugrama

ozellikleri nedeniyle iiretim ve depolama kosullarinda bazi sinirlamalara sahiptirler [13].



2.3.3.2. Hayvansal Pigmentler

Gegmiste hayvansal kaynaklardan pigment eldesi ve iiretimi zor bir siire¢ olarak
karsimiza ¢ikmaktaydi. Ilk olarak, 13. yiizyllda Murex cinsine ait olan bir salyangoz
tiirtiniin mukus salgilayan hipobronsial bez olarak adlandirilan organindan erguvan-mor
renkte pigment eldesi gergeklestirildi. Karminik asit olarak adlandirilan kirmizi- turuncu
rengin eldesi ise Peru ve Ekvatordan gelen disi kosnil bocegi ile saglaniyordu. Kraliyet
ailesi tyelerinin, soylularin ve kilise liderlerinin kumaglarin1 renklendirmek igin
kullanilmakta olan bu pigmente Avrupa'da yiiksek talep vardi. Bununla iligkili olarak,
birkag yiizy1l boyunca séz konusu pigment ingiltere’de kirmizi renkli giysi ve el dokuma
halilarda kullanildi. Zamanla, kosnil boceginden elde edilen karminin, gida ve
iceceklerde, et, sosis gibi islenmis iriinlerde, unlu mamullerde, regel, tathilar, yogurt,

peynir, dondurma ve diger siit tiriinlerinde de kullanilmaya baslandigi gézlendi [14].

Kozmetik sanayinde karmin pigmenti, sa¢ ve cilt {rlinleri, ruj, toz pudra ve allikta
kullanimu ile tiiketiciler tarafindan ragbet goren iirlinler arasina girdi. Bu pigmentin baska

bir 6nemli uygulamasi ise farmasotik alanda merhem ve ilag endiistrisidir.

Coccus lacca olarak bilinen disi Lak boceginin salgisindan da benzer renkli karmin
boyarmadde elde edilmektedir. Bu pigmentin boya, vernik, miirekkep, mum, tath ve
cikolatalar gibi c¢esitli endiistriyel {riinlerin eldesinde kullanildigr bilinmektedir.
Literatiirde s6z konusu pigmentin Ortadogu’da el yapimi halilarda ve askerlerin
tiniformalarint renklendirme amaciyla da kullanildig: bildirilmistir [14]. Turuncu- pembe
renkte baska bir pigment olan kantaksantin ise; somon, karides ve flamingolardan elde
edilmektedir [13].

Hayvanlar degisik pigmentleri biinyelerinde bulundurmalarina ragmen bu pigmentlerin
eldesinin bir¢ok dezavantaji bulunmaktadir. Bunun sonucu olarak, hayvanlardan elde
edilen pigmentler; miktar ve gesitlilik agisindan smirli olmakta, ekonomik agidan ise

pahal1 tirlinler olarak karsimiza ¢ikmaktadir [13].

2.4. Mikrobiyal Pigmentler

Yasamin her alaninda yer alan mikroorganizmalarin basta gida endiistrisinde tiriin eldesi
siire¢lerindeki roliinlin olduk¢a 6nemli oldugu bilinmektedir. Bu baglamda,
mikroorganizmalar tek hiicre proteinleri, pigment takviyeleri, aminoasitler, vitaminler,
organik asitler ve enzimlerin iretimi i¢in kullanilmaktadir. Literatiirde ¢esitli

pigmentlerin iiretimi i¢in mikroorganizmalarin umut verici kaynaklar oldugu
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belirtilmektedir [15, 16]. Bu baglamda, gesitli bakteri ve fungal tiirlerin, potansiyel
renklendirici kaynagi olarak kullanilabilmeleri i¢in genis capta arastirmalar devam
etmektedir. S6z konusu pigmentlerin renklendirici olma 6zelliklerinin yani sira, anti-
kanser aktiviteye de sahip olmalari, 151k, 151 ve pH stabilitesi gibi 6zellikler gostermeleri
de pigment iiretiminin avantajlari olarak karsimiza ¢ikmaktadir [8]. Dolayisiyla, ¢esitli
endiistriyel kollarda pigment iiretmek amaciyla mikrobiyal teknolojinin kullanim1 giderek
artmaktadir. Bunun yanisira, ¢esitli endiistrilerde kullanilmakta olan sentetik pigmentlerin
saglik lizerindeki olumsuz etkilerinde artis gozlendiginden dogal pigmentler tiiketicinin
endisesini gidermeye yardimecir olmaktadir. Dolayisiyla, dogal pigmentler, bebek
mamalarinda, kahvaltilik tahillarda, makarnalarda, soslarda, islenmis peynirlerde, meyve
sularinda, vitaminle zenginlestirilmis siit irlinlerinde ve bazi enerji iceceklerinde

kullanilmaktadirlar [17].

Mikroorganizmalardan elde edilen ve gidalarda kullanilan pigmentlerin yapis1 Sekil

2.1°de gosterilmistir.

Mikrobiyal pigmentler bakterilerden ve funguslardan (maya ve kiif) elde edilmektedir.

2.4.1.Bakteriyel Pigmentler

Bazi bakteriler tarafindan olusturulan ve farkli endiistriyel alanlarda kullanilmakta olan
pigmentlerin, bakterileri tanimlamak i¢in kullanilabildikleri bilinmektedir. Bakteriyel
pigmentlere Agrobacterium aurantiacum tarafindan iretilen kirmizi renkli Astaksantin
pigmenti ornek verilebilir. Fotosentetik bakteri olan Bradyrhizobium sp.’den elde edilen
kantaksantin yillarca balik yeminde kullanilmistir. Kirmizi- turuncu renkli kantaksantinin
mikrobiyal kaynaklarindan bir digeri ise Halobacterium’dur. Flavobacterium tiiriinden
elde edilen zeaksantin olarak bilinen sar1 renkli pigment, yumurta sarisi rengini arttirmak
icin kiimes hayvanlarinin yemlerine katki maddesi olarak ilave edilmekte ve gida

endiistrisinde kullanilmaktadir [18].
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2.4.2. Maya Pigmentleri

Funguslardan bazi maya tiirleri pigment iiretiminde kullanilmaktadir. Maya pigmentlerine
karotenoidleri 6rnek olarak verebiliriz. Phaffia rhodozyma’tan (Xanthophyllomyces
dendrohous) elde edilen astaksantin bir karotenoid pigmenttir ve gida boyalarinda,
hayvan yemlerinde katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Literatiirde ¢ok sayidaki
arastirmalarda astaksantin pigmentinin {liretiminin ekonomik agidan uygun olmadig
belirtilmistir [18]. Ancak bazi mayalar, diisiik maliyetli substratlardan karotenoid
tiretebilir. Bu nedenle kimyasal senteze alternatif olustururlar. Son zamanlarda yapilan
arastirmalarda, Rhodotorula glutinis’den karoten pigmenti eldesi dikkat ¢ekmektedir. R.
gracilis, R. rubra (R. mucilaginosa) ve R. graminis’inde karoten pigment iiretimi igin

uygun oldugu belirtilmektedir [18, 19].

2.4.3.Fungal Pigmentler

Funguslarin sekonder metabolitleri olan pigmentler ticari olarak kullanilmaktadirlar [20].
Aspergillus, Fusarium, Penicillium ve Trichoderma gibi funguslar, iireme sirasinda ara
metabolitler olarak pigment tiretirler [21]. Sekonder metabolit olarak funguslar tarafindan
iiretilen pigmentler, kimyasal olarak karotenoidler ve poliketidler olarak siniflandirilir.
Fungus poliketid pigmentleri, poliketid zincirine baglanan sekiz C, birimine sahip
tetraketidler ve oktoketidlerden olusmaktadir [22].

Fungal pigmentler genellikle tekstil ve deri endiistrisinde kullanilmaktadir. Literatiirde,
genellikle biyolojik olarak parcalanabilen ve toksik olmayan &zellik gosteren fungal

pigmentler arastirtlmistir [23].

2.5. Mikroorganizmalardan Pigment Uretimi

Glinlimiizde, mikrobiyal pigmentlere duyulan ilgi gittikce artmaktadir. Literatiirde
yapilan caligmalarda, pigment iiretiminde kullanilan biyolojik kaynaklar icerisinde yer
alan mikroorganizmalarin biyoiiriin eldesi agisindan biiylik bir potansiyele sahip oldugu

belirtilmektedir [14]. Dogal olarak meydana gelen bazi mikrobiyal pigmentler;
» Prodigiosin

Rugamonas rubra, Actinomycetes, Serratia marcescens, Vibrio psychoerythrus,
Streptoverticillium rubrireticuli ve eubakteriler gibi cesitli mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen kirmizi renkli pigmenttir. Bu pigmentler antimikrobiyal aktiveteye sahiptir. S.

marcescens suda ¢oziiniir kirmizi renkli pigmenti tiretir [17].
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> Kantaksantin

Bradyrhizobium, Halobacterium ve kok nodiillerinden izole edilen Aeschynomene suslari
koyu pembe veya turuncu renkte pigment olusturan en 6nemli karotenoid kaynaklaridir
[24].

> Riboflavin

Riboflavin, ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan iiretilen sar1 renkli suda ¢dziinebilen bir
pigmenttir. Riboflavin, bakterilerden Bacillus subtilis, ascomycetes’den Ashbya gossypii,
funguslardan Candida famata’dan biyoteknolojik yollarla {iretilmektedir. Bu
kaynaklardan riboflavin {retimi kimyasal olarak eldesine gore daha c¢ok tercih
edilmektedir. S6z konusu pigmentin bebek mamalarinda, kahvaltilik gevreklerde,
soslarda, makarnalarda, islenmis peynirlerde, meyve sularinda, vitamince

zenginlestirilmis siit tirtinlerinde ve bazi enerji igeceklerinde kullanildigi goriilmektedir

[25].
> Karotenoidler

Karotenoidler, fotosentetik ve fotosentetik olmayan bakteriler, bir¢ok fungus tiirii
tarafindan tretilen, yagda ¢oziinlir pigmentlerin genis bir kismint olustururlar. Bunlar
genellikle sekiz izopren biriminden olusan alifatik polien bir zincir igeren ve buna bagh
olarak sari, turuncu veya kirmizi renk olusturan pigmentlerdir. Bilinen en iyi karotenoid
ornekleri; P-karoten, norosporaksantin ve astaksantindir, diger karotenoidlerin ve
ksantofillerin tiretimi ile ilgili bilgi sinirlidir [26]. Karotenoidler ¢ok gii¢lii antioksidan
ozelligine sahiptirler ve yaygin bir sekilde gida renklendiricisi olarak kullanilmaktadirlar.
Mikroorganizmalarin cogunlugunun ozellikle Myxococcus, Streptomyces,
Mycobacterium, Agrobacterium ve Sulfolobus’un bazi suslarmin karoten iiretimi
arastirtlmistir [1]. Karotenoidlerin Serratia ve Streptomyces’in bazi tiirleri tarafindan da
tiretildigi bilinmektedir [14].

Beta- karoten

Phycomyces ve Mucor circinelloides’ten beta karoten tiretildigi bilinmektedir. Blakeslea
trispora’dan fermentasyonla elde edilen beta karotenin gidalarda renklendirici olarak

kullanim1 Avrupa Birligi komisyonu tarafindan kabul gérmiistiir [18].
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»> Astaksantin

Kirmizi-turuncu bir pigment olan astaksantin,

Xanthophyllomyces dendrorhous,

Heamatococcus pluvialis ve Agrobacterium aurantiacum tarafindan tretilmekte ve 3,3'-
dihidroksi- beta, beta- karoten- 4,4'- dion olarak da adlandirilmaktadir [1, 27].

» Fikosiyanin

Klorofil-a iceren mavi- yesil bakterilerden elde edilen mavi

renkli pigmenttir.

Spirulina’dan iiretilen s6z konusu pigment, zengin protein igerigine sahip olup gida

takviyesi olarak da kullanilmaktadir. Bu gida takviyesinin igeriginde kurumus Spirulina

vardir [1].

> Violasein

Chromobacterium violaceum’dan elde edilen violasein birgok biyolojik aktiviteye

sahiptir. Endiistriyel agidan 6zellikle tip, kozmetik, gida ve tekstilde kullanimi oldukca

yaygin oldugu bilinmektedir [1].

Cesitli mikroorganizmalardan elde edilen pigmentler Cizelge 2.3’ te belirtilmistir.

Cizelge 2.3. Mikroorganizmalardan Elde Edilen Pigmentler ve Renkleri

Mikroorganizma

Pigment/Molekiil

Renk/Goriiniim

Bakteriler

Agrobacterium aurantiacum

Astaksantin

Pembe-kirmizi

Paracoccus carotinifaciens

Astaksantin

Pembe- kirmiz1

Bradyrhizobium sp. Kantaksantin Koyu kirmizi
Flavobacterium sp. Zeaksantin Sar1
Achromobacter sp. - Kirmizi

Brevibacterium sp.

Karotenoid benzeri

Turuncu sar1

Corynebacterium michigannise - Gri-krem
Corynebacterium insidiosum Indigoid Mavi
Rugamonas rubra,
Streptoverticillium rubrireticuli, L
Vibrio gaogenes, Prodigiosin Kirmizi
Alteromonas rubra
Xanthophyllomyces dendrorhous Astaksantin Pembe
Haloferax alexandrinus Kantaksantin Koyu kirmizi
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Cizelge 2.3. Mikroorganizmalardan Elde Edilen Pigmentler ve Renkleri (devami)

Mikroorganizma

Pigment/Molekiil

Renk/Goriiniim

Staphylococcus aureus

Stafiloksantin

Altin sarisi

Zeaksantin
Chromobacterium violaceum Violasein Mor
Serratia marcescens, Serratia
) Prodigiosin Kirmizi
rubidaea
Pseudomonas aeruginosa Piyosiyanin Mavi- yesil
Xanthomonas oryzae Kantamonadin Sar1
Janthinobacterium lividum Violasein Mor
Algler
Dunaliella salina B-karoten Kirmizi
Chlorococcum sp. Lutein Turuncu

Hematococcus sp.

Kantaksantin

Sar1- turuncu —

kirmizi
Haematococcus pluvialis Astaksantin Kirmizi
Kiifler
Aspergillus sp. B-karoten Kirmizi- turuncu
Fusarium sporotrichioides Likopen Kirmizi

Monascus sp.

Monaskorubramin

Rubropunktatin

Kirmizi- turuncu

Monascus purpureus

Monascus ankaflavin

Kirmizi- sari

Monascus roseus

Kantaksantin

Turuncu- pembe

Monascus sp. Ankaflavin Sar1
Penicillium oxalicum Antrakinon Kirmizi
Mucor circinelloides,

Neurospora crassa B-karoten Sari- turuncu
Phycomyces blakesleeanus
Pacilomyces farinosus Antrakinon Kirmizi
Mayalar
Cryptococus sp. Mela'nin'in g:e.sitli Klrmlzlms_l
bilesikleri kahverengi
Blakeslea trispora [-karoten Krem
Saccharomyces neoformans var. ] ]
o Melanin Siyah
nigricans
Phaffia rhodozyma Astaksantin Pembe-kirmizi
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Cizelge 2.3. Mikroorganizmalardan Elde Edilen Pigmentler ve Renkleri (devami)

Mikroorganizma Pigment/Molekiil Renk/Goriiniim
Rhodotorula sp. Rhodotorula .
o Torularodin Turuncu- kirmizi
glutinis
Yarrowia lipolytica Melanin Kahverengi
Actinomycetes
Streptoverticillium rubrireticuli Prodigiosin Kirmizi
Streptomyces echinoruber Rubrolon Kirmizi

Dogal kaynaklardan ekstrakte edilen mikrobiyal pigmentlerin iiretimini arttirmak ve
pigment liretiminde maliyeti azaltmak icin arastirmalar siirdiiriilmektedir. Ayrica, yiiksek
verimde pigment iireten alternatif mikroorganizmalarin arastirilarak iiretim siirecinin

gelistirilmesi pigment {iretiminin arttirilmasi agisindan olduk¢a énem tagimaktadir [10].

2.5.1.Dogal Pigmentlerin Uygulama Alanlar

Mikroorganizmalardan elde edilen pigmentler birgok tilkede ve bircok sektorde
kullanilmaktadir. Biyopigmentler; renklendirici olarak gidalarda, boyalarda, miirekkep ve
kagitlarda, kozmetik iirlinlerde, islenmis et iiriinlerinde, alkolsiiz iceceklerde ve ilaglarda
kullanilmaktadir. Bunlara ilave olarak, biyopigmentler giines pillerinin kaplamalarinda,
kanatli hayvan sektoriinde hayvan yemi olarak, balikcilik endiistrisinde 6rnegin, somon
baliklarinin pembe rengini arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Tekstil endiistrisinde
biyopigmentler tekstil boyamasinda, Ornegin Serratia marcescens’ten elde edilen
prodigiosin pigmentinin akrilik, polyester, ipek ve pamuklu kumaslarda kullanimi
goriilmektedir. Ilag endiistrisinde; karoten pigmentinin kanser, kardiovaskiiler hastalik ve
yasa bagli makuler bozulma gibi kronik hastaliklarin dnlenmesinde farmasotik olarak
ticari amagh kullanildigi goriilmektedir [6, 28]. Dogal pigmentlerin ¢esitli uygulama
alanlar Sekil 2.2’ de yer almaktadir.

2.6. Mikroorganizmalardan Uretilen Pigmentlerin Onemi

Genis kullanim alanina sahip olan mikrobiyal pigmentler, renklendirici ozellikleri ile
endiistriyel agidan oldukg¢a 6nem tagimaktadir. Son yillarda sentetik pigment kullaniminin
insan saglig tizerindeki zararl etkilerinin belirlenmesi ile endiistriyel iiretim siireclerinde

dogal pigment kullanimima yonelik egilim artmistir. Sentetik boyalarin kullanima bagh
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olarak ortaya cikan toksik ve alerjik reaksiyonlara karsi dogal boyalarin ¢evre dostu
olmalar1 ve biyo-¢oziiniirliiklerinin yiiksek olmasi 6zellikleri s6z konusu boyalarin tercih
edilme nedeni olmustur [29]. Ayrica, mikroorganizmalarin tireme hizlarinin yiiksek
olmasi, kiiltiir ortami igeriklerinin ve tlreme ortamlarindan pigment ekstraksiyon
maliyetinin diisiik olmasi, mikroorganizmalar1 pigment iretiminde 6nemli bir kaynak
haline getirmistir. Bu baglamda, mikroorganizmalarin  pigment {retiminde
kullanimlarinin avantajlar1 yadsinamayacak Ol¢iide fazladir [30]. Biyoteknolojik yollarla
elde edilen mikrobiyal pigmentlerin, gida sinifi renklendirici olarak kullanimi 6ncelerde
siphe uyandirtyordu. Bunun sebebi fermantasyon icgin yiiksek sermaye gerektiren
tesislerin gerekli olmasi ve toksisite ¢alismalar igin gerekli zaman ihtiyaciydi [10,18].
Yogun arastirmalara dayandirilarak elde edilen sonuglara gore, bu pigmentlerin kullanim
durumlan1 Cizelge 2.4 ’te endiistriyel iiretim safhasi (EU), gelisme safhasi (GS) ve
aragtirma projesi (AP) olarak kategorilendirilmistir [32].

I ‘ Gida

Endiistrisi

Miirekkep

Balikcihk
Hayvan
Yemleri

Dogal
Pigmentlerin
Kullanim
Alanlan

Kagit

Insaat
Materyalleri Kozmetik
Boyalar

Plastikler

Giines
Pilleri

pH
indikatorii

Sekil 2.2. Dogal Pigmentlerin Cesitli Uygulamalart [Shahid ve [6]° dan modifiye edilmistir. ]
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Cizelge 2.4. Dogal Gida Renklendiricisi Olarak Mikroorganizmalardan Elde Edilen
Pigmentler ve Kullanim Asamalar1

Pigment Renk Mikroorganizma Ié';l:ﬁl;ﬁl
Ankaflavin Sari Monascus sp. EU
Antrakinon Kirmizi Pencilllium candidum EU
Monaskorubramin Kirmizi Monascus sp. EU
Riboflavin Sar1 Ashbya gossypi EU
B-Karoten Sari-turuncu Blakeslea trisporia EU
Astaksantin Pembe-kirmizi Agrobacterium aurantiacum AP
Astaksantin Pembe- kirmizi Paracoccus carotinifaciens AP
Kantaksantin Koyu kirmizi Bradirhizobium sp. AP
Likopen Kirmizi Fusarium sporotrichioides AP
Melanin Siyah Saccharomyces neoformis AP
Naftakinon Kan kirmizisi Cardyceps unilateralis AP
Zeaksantin Sar1 Paracoccus zeaxanthinifaciens AP
B-Karoten Sari-turuncu Fusarium sporotrichioides AP
B-Karoten Sari-turuncu Neurospora crassa AP
-Karoten Sari-turuncu Phycomyces blaksleeanus AP
Bilinmeyen Kirmizi Paecilomyces sinclairii AP
Astaksantin Pembe- kirmiz1 Xanthophyllomyces

dendrohous G5
Likopen Kirmizi Blakeslea trisporia GS
Rubrolon Kirmizi Streptomyces echinoruber GS
Torularodin Turuncu- kirmizi Rhodotorula sp. GS
Zeaksantin Sar1 Flavobacterium sp. GS
B-Karoten Sari- turuncu Mucor circinelloides GS
Bilinmeyen Kirmizi Penicillium purpurogenum GS

*Endiistriyel Uretim Safhast (EU), Gelisme Safhasi (GS) ve Arastirma Projesi (AP)

Dogal renklendirici olan mikrobiyal pigmentlerin 6nemli metabolik fonksiyonlar: da
bulunmaktadir. Bu baglamda, pigmentlerin sahip olduklar1 biyolojik o6zelikler de
onemlidir. Ornegin Penicillium oxalicum’ dan elde edilen antrakinon pigmenti antikanser
etkiye sahiptir [13, 19]. Dogal gida renklendiricisi olan pigmentlerin, giiglii antioksidan
ozellige de sahip olduklar1 bildirilmektedir [31].
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Bakterilerden ticari olarak elde edilen pigmentlerin de bazi 6nemli fonksiyonlari
bulunmaktadir. Ornegin, Serratia marcescens, Pseudomonas, Pseudoalteromonas,
Alteromonas denitrificans, Vibrio tiirlerinden e¢lde edilen prodigiosin pigmentinin
antibakteriyel, antimalaryal, antifungal, immiin sistem baskilayici, anti-kanser gibi
etkilere sahip olduklart bilinmektedir. Alteromonas luteoviolacea, Chromobacterium
violaceum'tan elde edilen viyolasein pigmenti ise antiiilserojenik, antibakteriyel,

antiviral, antikanser etki gostermektedir [10, 16]

Cizelge 2.5 te, mikroorganizmalardan tiretilen 6nemli dogal pigmentlerin olasi metabolik

rolleri gosterilmektedir

Cizelge 2.5. Dogal Gida Renklendirici Olan Mikrobiyal Pigmentlerin Renkleri ve
Metabolik Rolleri [32]

MIKROORGANIZMA MOLEKUL RENK | METABOLIK ROLU
Antioksidan, makiiler
Spongiococcum excentricum Lutein Sar1 dejenerasyonu
yavaglatici
Monascus sp. Ankaflavin Sar1 Antimikrobiyal
Penicillium oxalicum Antrakinon Kirmizi -

Haematococcus pluvialis
Xanthophyllomyces dendrorhous Astaksantin Somon Antioksidan

Paracoccus carotinifaciens

Blakeslea trispora Provitamin-A aktivite,
) ) B- karoten Turuncu ioksid
Dunaliella salina antioksidan
Monascus sp. Monascorubramin Kirmizi Antimikrobiyal
Arthrospira platensis Piyosiyanin Mavi Antioksidan
Ashbya gossypii Riboflavin Sar1 Vitamin B,
Monascus sp. Rubropunktatin Turuncu Antimikrobiyal
Blakeslea trispora Likopen Kirmizi Antioksidan

2.7. Fusarium Tiirlerinin Genel Ozellikler

Fusarium sp., tiirleri Ascomycota subesine ait funguslardir. Bu tiir ilk olarak 1809’da
karakteristik 6zelligi olan konidyanin kano ve muz seklinde olmasi ile Link tarafindan
tanimlanmistir [33]. Bu tiirler topraktaki saprofitik organizmalar olarak taniirlar.

Hububat {iriinlerine zarar vererek tarimda bir¢ok ekonomik kayba neden olurlar [34, 35].
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Fusarium sp. ikincil metabolit olan mikotoksinleri tiretirler. Trikotesenler olarak bilinen
(deoksinivalenol-DON, nivalenol-NIV ve T-2 toksini), fumonisinler (FBs) ve zearalenon
(ZEA) Fusarium mikotoksinleridir [36].

Mikotoksinlere ek olarak 6nemli bir ikincil metabolit olan pigment tretirler. Bu
pigmentler tipta 6nem tasiyan ve uygulanabilir biyolojik aktiviteye sahiptirler [37, 38].
2.7.1.Fusarium graminearum

Gibberella zeae olarak da adlandirilmaktadir. Genis bir cografyada yayilim gosteririr.
Misir, bugday ve arpa, tahillarla birlikte tek yillik ve ¢ok yillik bitkilerde goriilmektedir

Fusarium graminearum’un mikroskobik goriintiisii Sekil 2.3’ te verilmistir [33].
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Sekil 2.3. Fusarium graminearum Mikroskobik Goriintiisii [33]

PDA (Patates Dekstroz Agar) besiyerinde; koloniler hizli bir sekilde biiyiir ve nispeten
yogun olarak misel iretirler. Kiiltiirler agarda kirmizi pigmentler olustururlar. Pigment
pH’ya duyarlidir. Klamidosporlarin yapist degisken ancak ¢ogunlukla olusumu yavastir
[33].

Fusarium graminearum, uzun vadede korunmasi en zor olan tiirlerden biridir. Saklanan
kiiltiiriin devamliligin1 saglamak i¢in diizenli olarak kontrol edilmelidir. F. graminearum
kiltirleri, F. pseudograminearum, F. crookwellense ve F. culmorum ile kolaylikla
karistirilabilir [33].

Makrokonidiyanin morfolojisindeki farkliliklar F. graminearumun, F. culmorum ve F.
crookwellense'den farklilasmasina saglar. Mikrokonidiyanin yoklugu F. graminearum
izolatlarin1 patates dekstroz agar iizerinde F. graminearum’ a benzer koloniler olusturan
Sporotrichiellanin bazi izolatlarindan ayirir. F. graminearum suslari, 60 g / kg
zearalenon {lretebilir ve zearalenonun ticari olarak iiretilmesi i¢in kullanilir ve bu

zearalenon kimyasal olarak modifiye edilir ve sigir biiylimesini destekleyici olarak satilir.
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F. graminearum’ daki mikotoksin biyosentezinin sicakliga karsi daha duyarli oldugu
gortilmektedir [33].

F.graminearum fungusu iyi bir pigment treticisidir. Bu tiiriin kendine 6zgii kirmizi
pigmentleri rubrofusarin ve aurofusarin olarak tanimlanmaktadir. Ayn1 zamanda F.
graminearum, mikotoksin olan diasetoksisirpenol, fusarenon X ve neosolaniol sentezini
gergeklestirmektedir. Ancak mikotoksinlerin iiretimi bu susun pigment {ireticileri
olmalarin1 engellemez. Kiiltlir ortamlarin1 ve havalandirma olarak kiiltiir kosullarini
degistirerek mikotoksin iiretimini 6nlemek mimkiindiir [39]. Aurofusarin (AUS),
kiiltirlerde ve enfekte olmus tahillarda karakteristik kirmizi pigment olarak

goriilmektedir [40]. Pigment Fusarium graminearumun tanimlanmasi i¢in kullanilabilir.

Naftokinon, rubrofusarin ve aurofusarin (AUF), Fusarium’un kirmizi pigmentini ifade
eder. Naftokinon sentezi, bitkilerde, mantarlar ve aktinomisetlerde gézlemlenen yaygin
bir dogal siirectir. Bu bilesik, fitotoksik, bocek oldiiriicii, antibakteriyel ve fungusidal
ozellikler de dahil olmak {izere genis biyolojik aktiviteye sahiptir. Fusarium
graminearum’un sekonder metabolitleri saglik ve ekonomik etkileri nedeniyle 6nemlidir

[40]. Sitotoksik ve antikanserojenik etkiler goriilmektedir [41].
2.7.2. Fusarium poae

Fusarium poae, genis bir cografyada yayilim gosteririr, 1liman bolgelerde bu fungusa
daha sik rastlanilmaktadir. PDA besiyerinde miselyumlar1 bol tiiylii goriintir. Miselyum
basta solgun renkte olmakla birlikte kiiltiir siiresinin artmasi ile kirmizimsi kahverengiye
doniigiir. Agarda saridan kirmizi renge donen bir pigment iiretirler. Farkli bir kokusu
vardir. Makrokonidiyalari, tiim suglar tarafindan olusturulmaz, ancak bazi suslarda PDA
tizerinde goriilebilir. Morfolojileri nispeten ince, kanca ve yarim ay sekildedirler. Septa
sayisi, genellikle 3 veya 5'lii septalidir [33]. Fusarium poae’ nin mikroskobik goriintiisii

Sekil 2.4’ te verilmistir.

Sekil 2.4. Fusarium poae 'nin Mikroskobik Goriintiisii [33]
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Fusarium poae'nin bir¢ok izolati zayif olarak toksik veya toksik degildir. Trikotesen
mikotoksinlerine bagli olarak insan ve hayvanlarda toksin olusum vakalar1 F. poae 'ye
yonlendirebilir. Toksinler ¢ogunlukla F. poae ile birlikte bulunan F. sporotrichioides’e
bagl olabilir. Fusarium poae, Fusarium acuminatum, F. avenaceum, F. crookwellens, F.
culmorum, F. graminearum, F. pseudograminearum, F. sambucinum, F. sporotrichioides
ve F. tricinctum, naftokinon grubuna ait ikincil bir metabolit olan kirmizi pigment

aurofusarini tiretmektedir [42].
2.7.3. Fusarium equiseti

Gibberella intricans olarak da adlandirilmaktadir. Sicaktan soguga degisen alanlarda
goriilen kozmopolit bir tirdir [33]. Fusarium equiseti diger Fusarium tiirleriyle
karistirilabilir [33]. Beyaz pigmentasyonu olan fungus, konak 6zgiilligii gosterir [43].
Zayif bir patojen olan Fusarium equiseti, bitki koklerinde kolonize olan fungus
tiirlerinden biridir [44]. Fusarium equiseti'nin Striga hermonthica gibi parazit bitkiler
tizerinde de etkili oldugu rapor edilmistir. Fusarium equiseti'nin gram pozitif bakterileri
inhibe ettigi saptanmustir [43]. Fusarium equiseti’nin mikroskobik goriintiisii Sekil 2.5 te

verilmistir.

Sekil 2.5. Fusarium equiseti’nin Mikroskobik Goriintiisii [33]
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismada Kullamilan Mikroorganizmalar

Calismada Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Anabilim
Dali Kiiltiir Koleksiyonu Laboratuvari’nda bulunan Fusarium suslari kullanilda.
Fusarium graminearum, Fusarium poae, Fusarium equiseti, ve Fusarium sp., suslari
calismaya dahil edilerek, s6z konusu suslarin olusturdugu pigmentler degerlendirildi.
Elde edilen Kkiiltiirler +4 °C’ de buzdolabinda saklandi. Suslarin canlilifinin saglanmasi

amaciyla iKi hafta arayla pasajlama gergeklestirildi.
3.1.1. Fusarium Suslarmin Makroskobik Morfolojisinin incelenmesi

Fusarium suslari, ilk olarak Patates Dekstroz Agarda (PDA) makroskobik olarak
incelendi. Bu baglamda, Fusarium suslar1 patates dekstroz agar‘a ekildi ve 30°C‘de 7
glinliik inkiibasyon sonrasinda suslar incelendi. PDA’ya ekilen Fusarium graminearum,
Fusarium poae, Fusarium sp. kirmizi renkli miselyumlar, Fusarium equiseti ise; beyaz
renkli miselyumlar olusturdugu goriildii. Fusarium tiirlerinin Patates Dekstroz agarda
goriiniimleri Tibbi ve Endiistriyel Biyoteknoloji Laboratuar’inda ¢ekildi ve Sekil 3.1°de

gosterildi.

3.1.2. Fusarium Suslarinin Mikroskobik Morfolojisinin incelenmesi

Fusarium suslariin mikroskobik incelemeleri, kiiflerin incelenmesinde kullanilan lugol
boyama yontemi ile yapildi [45]. Bu baglamda, Fusarium suslarinin, patates dekstroz
agar tiizerinde olusturulmus olduklar1 miselyumlardan 6rnek alinip, ardindan lugol ile
boyama yapildi. Boyama sonucundan Fusarium suslarinin, mikroskop altinda fuziform,
orak seklinde bir veya daha fazla bolmeli goriilmektedir [33]. Fusarium suslarinin
mikroskobik goriintiileri Tibbi ve Endiistriyel Biyoteknoloji Laboratuar’inda cekilerek
Sekil 3.2 de verildi.
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Sekil 3.1. Fusarium Tiirlerinin Patates Dekstroz Agarda Gortiniimleri
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Sekil 3.2. Fusarium Suslarinin Mikroskobik Goriintiileri

a- Fusarium graminearum b- F. poae c-Fusarium sp. d- Fusarium equiseti

3.2. Mikroorganizmalarin Ekim ve Uretim Kosullar
3.2.1. Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Bu calismada funguslarin iiretimi icin Patates Dekstroz Agar (PDA) (Merck) ve bu
funguslarin olusturduklar1 pigmentlerin incelenmesi i¢in Malt Ekstrakt (MB) (Merck),
Sabouraud Dekstroz (SDB) (Merck) ve Patates Dekstroz (PDB) (Becton Dickinson) sivi
besiyerleri kullanildi. 3,9 g PDA, 1,7 g MB, 3 g SDB ve 2,4 g PDB iizerine 100 ml distile
su ilave edilmistir, 1siticilt manyetik karistiricida karistirilarak ¢o6ziilmiis ve ardindan

121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
3.2.2. Patates Dektroz Agar (PDA) Besiyerine Ekim ve Uretim

Calismada kullanilan Fusarium suslarinin 6n kiiltiirasyonu i¢in PDA besiyeri kullanildi.
PDA besiyerine ekilen Fusarium suslar1 30°C’de, statik inkiibatorde 7 giinde tiretildi.
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3.2.3. Patates Dekstroz (PDB), Sabouraud Dekstroz (SDB) , Malt Ektrakt (MB) Sivi

Besiyerlerine Ekim ve Uretim

Fusarium suslarinin pigment tretimlerinin belirlenmesi amaciyla Patates Dekstroz
(PDB), Sabouraud Dekstroz (SDB) , Malt Ekstrakt (MB) sivi besiyerleri hazirlandi.
Fusarium suslarmin PDA besiyerinde 6n kiiltiirasyon ile iretilmis olan kiiltiirlerden
standart hale getirilmis spor siispansiyonlarindan 10 ml alinarak, 100 ml’ PDB, SDB,
MB s1v1 besiyerlerine ekim yapildi. Fusarium suslarmin pigment tiretimi 30°C’de, 150

rpm calkalama hizina ayarlanmis inkiibatorde 7 glinde gergeklestirildi.
3.2.4. Kiiltiirlerdeki Uremenin Ol¢iilmesi

Ug temel besiyerinde 30°C’de, 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis inkiibatorde 7
glinde tiretilen Fusarium suslari, ilk olarak filtre kagidu ile siiziildii. Siiziilen kisim 24 saat
kurumaya birakildi. Ardindan kiiltiirlerde iireme miktar1 hiicre biyokiitlesindeki kuru

agirlik cinsinden hesaplandi. Bu islem filtrasyon yontemi ile ger¢eklestirildi [46].
3.2.5.Pigment Uretiminin Olgiilmesi

Uc temel besiyerinde (PDB, SDB, MB) iiretilen Fusarium kiiltiirleri filtrasyon sonrasi
4000 rpm’de 10 dakika santrifiigasyona tabi tutuldu. Santrifugasyon sonrasi supernatan

kisimlart alinarak pigment dlgiimleri gergeklestirildi [46].

Pigment miktar1 F.Stanly Pradeep ve B.V Pradeep [46] tarafindan Onerilen
spektrofotometrik yontem ile degerler 500 nm’ye ayarlanmig olan spektrofotometrede
(Shimatzu-UV 1700) kore karst okundu. Pigment tiretimi OD (absorbans) degeri olarak
hesaplandi.

3.3. Pigment Uretimi icin Uygun Mikroorganizmanin ve Besiyerinin Secimi

Calismada kullanilan funguslar, pigment iiretimlerinin degerlendirilmesi amaciyla MB,
PDB, SDB besiyerlerine ekildi. Bu funguslarin, 30°C’de, 150 rpm g¢alkalama hizina
ayarlanmis inkiibatorde 7 giinde iiretimleri gerceklestirildi. inkiibasyon siiresi sonunda
tireme miktar filtrasyon yontemi ile kuru agirlik olarak belirlenirken, suslarin pigment
tiretimleri spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Olusan renkler ve sonuglarin karsilastirilmasi

ile pigment iiretiminde en uygun sus ve besiyeri belirlendi.
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3.4. Fusarium graminearum ile Pigment Uretimini Etkileyen Uygun Fizyolojik

Kosullarin Arastirilmasi

3.4.1. Karanlik ve Aydinhk Inkiibasyon Kosullarimn Fusarium graminearum ile

Pigment Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

Karanlik ve aydinlik inkiibasyon kosullarmin pigment iiretimine etkisinin saptanmasi
icin, malt ekstrakt siv1 besiyerine Fusarium graminearum iki paralel grup seklinde ekildi.
Birinci grup orneklerin Karanlikta inkiibasyonu igin; erlenmayerleri karbon kagidi ile
sartlarak hazirlandi. Ardindan aydinlikta inkiibe edilecek ornekler ile birlikte 150 rpm
hizindaki calkalamali inkiibatrde, 30 °C ‘de 7 giin inkiibe edildiler. Inkiibasyon siiresi

sonunda karanlik ve aydinlik inkiibasyon ortamlarinda pigment ve iireme miktari dl¢iildii.

3.4.2. Statik ve Calkalamah Inkiibasyon Kosullarimn Fusarium graminearum ile

Pigment Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

Statik ve calkalamali inkiibasyon kosullarinin pigment iiretimine etkisinin saptanmasi
icin, malt ekstrakt siv1 besiyerine Fusarium graminearum iki paralel grup seklinde ekildi.
Birinci grup érnekler; 30 °C ve 150 rpm hizindaki ¢alkalamal inkiibatérde, diger grup
rnekler ise 30 °C’de statik kosullarda 7 giinde iiretildiler. Inkiibasyon siiresi sonunda
statik ve calkalamali inkiibasyon sartlarinin iireme miktarlar: filtrasyon yontemi ile,

pigment miktarlari ise spektrofotometrik olarak ol¢tildi.

3.4.3. Fusarium graminearum ile Pigment Uretiminde Uygun Sicakhik Degerinin

Belirlenmesi

Pigment {iretiminde uygun kiiltiirasyon sicakligini bulmak i¢in malt ekstrakt sivi
besiyerine Fusarium graminearum ekildi. Uretimler 25, 30, 37 °C’de, 150 rpm hizindaki
calkalamali inkiibatorde, 7 giinde gerceklestirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda iireme
miktart filtrasyon yontemi ile belirlenirken, pigment dl¢iimleri spektrofotometrik olarak

gergeklestirildi.

3.4.4. Inkiibasyon Siiresinin Fusarium graminearum ile Pigment Uretimine

Etkisinin Belirlenmesi

Calismada malt ekstrakt sivi besiyerine Fusarium graminearum suslari bolim 3.2.3’te
belirtildigi sekilde ekildi. 30°C’de, 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmis inkiibatorde, 2,
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3,4,5,6,7,8,9, 10, 12 giinliik siirelerde iiremeye birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda
ireme miktar filtrasyon yontemi ile belirlenirken, pigment 6l¢iimleri spektrofotometrik

olarak geregeklestirildi.

3.4.5. Fusarium graminearum ile Pigment Uretiminde Uygun Baslangic pH

Degerinin Belirlenmesi

Pigment tiretiminde uygun pH degerinin belirlenmesi i¢in, pH 5 ile 10 arasinda farkli pH
degerlerinde hazirlanan malt ekstrakt sivi besiyerine Fusarium graminearum boliim 3.2.3
anlatildig1 sekilde ekildi. Inkiibasyon 30°C’de, 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis
inkiibatorde, 7 giinde gerceklestirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda iireme miktari filtrasyon

yontemi ile belirlenirken, pigment 6l¢iimleri spektrofotometrik olarak geregeklestirildi.

3.5. Artiklarin Degerlendirimi ile Pigment Uretimi

3.5.1. Peynirali suyundan Fusarium graminearum ile Pigment Uretiminin

Arastirilmasi

Calismamizda; siit ve siit tirlinleri endiistrisinin bir artig1 olan peyniralt1 suyundan cesitli
besiyerleri hazirlandi. Peyniralti suyu kullanilarak pigment eldesi i¢in 250 ml hacimli
erlenmayerlerde 100 ml olacak sekilde 4 farkli tiretim ortami1 hazirlandi. Beyaz peynir ve
kasar peyniralt1 suyu i¢in; deproteinize peyniralt: suyu, deproteinize 10  seyreltilen
peyniralti suyu, direk peyniralti suyu, 10 2 seyreltilen peyniralt: suyu seklinde farkh

ortamlar hazirland1 [47].

Peyniraltt suyunun deproteinize olmasi i¢in 10 dakika kaynatildi. 4000 rpm’de
santrifiigasyon sonrasinda filtre kagidindan siiziildii [47]. Ardindan siv1 besiyerinde (MB)
tirettigimiz F. graminearum susundan 5 ml ekim yapildi. 30 OC>de, 150 rpm calkalamali

inkiibatorde 7 giinde iiretildi. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra olusan renkler gozlendi.

3.5.2. Melasdan Fusarium graminearum ile Pigment Uretiminin Arastirilmasi

Seker fabrikalarindan agiga ¢ikan melastan besiyeri hazirlandi. Melas, kullanilarak
pigment eldesi i¢in 250 ml hacimli erlenmayerlerde 100 ml olacak sekilde %2’lik melas
iceren iretim ortami hazirlandi [48]. 110°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
Ardindan siv1 besiyerinde (MB) tirettigimiz F. graminearum susundan 5 ml ekim yapildu.
30 °C’de, 150 rpm ¢alkalamali inkiibatorde 7 giinde iiretildi. Inkiibasyon siiresi bittikten

sonra olusan renkler gozlendi.
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3.6. Fusarium graminearum’dan Uretilen Pigmentin Antimikrobiyal Etkisinin

Belirlenmesi

Pigmentin antimikrobiyal etkisinin Ol¢iilmesi i¢in Oncelikle, iiretilen pigmentin kiiltiir
ortamindan ekstraksiyonu gergeklestirildi. Pigment ekstraksiyonu i¢in P. Velmurugan ve
arkadaglar tarafindan onerilen yontem modifiye edilerek uygulandi [49]. F. graminearum
kiiltiirtintin filtrasyonu sonrast 4000 rpm’de 10 dakika santrifiigasyona tabi tutuldu.
Santrifugasyon sonrasi supernatan kisimlar1 pigment Oziitiinii eldesi i¢in kullanildi.
Reaksiyon tiiplerine 10 ml supernatan ve 20 ml %90’lik etanol ilave edildi. Daha sonra
bu reaksiyon tiipleri, 200 rpm calkalama hizindaki inkiibatérde 1 saat tutuldu. Ardindan
15 dakika bekletilip filtre edildi ve 25 °C ‘de 48 saat boyunca kurumaya birakildi.
Kuruyan pigment, 1 ml steril distile suda ¢ozdiiriildi [49].

Fusarium graminearum’un pigment Oziitiinliin ¢esitli mikroorganizmalara (Bacillus
cereus, Salmonella paratyphi, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) karsi antimikrobiyal etkisini belirlemek igin
agar diflizyon yontemi uygulandi. Bu yontemde; Bacillus cereus, Salmonella paratyphi,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa suslari ilk olarak Beyin-Kalp Infiizyon (BHI) agarda 24 saatlik inkiibasyona
tabi tutuldu. Ardindan Beyin- Kalp infiizyon sivi besiyerine ekilip tekrar 24 saat
inkiibasyona tabi tutuldu. inkiibasyondan sonra ekimin stardardizasyonu igin tiipler 0,5
McFarland’e ayarlandi. Her tiip i¢in ayr1 ayr1 100 ul alinip, Mueller- Hinton agara ekildi
ve tim ylizeye yayildi. Agarin kurumasi icin yaklagik 15 dakika beklenildi. Kuruyan
petrilere 1 cm ¢apli ¢ukurlar agilip, bu gukurlara 20 ul pigment yerlestirildi. 37 °C’de 24
saat inkiibe edildi. Her bir 6rnek icin negatif kontrol olarak distile su ve pozitif kontrol
olarak antibiyotik diskleri kullamldi. Inkiibasyondan sonra koyu bir zemin iizerinde

disklerin etrafinda olusan zonlar belirlendi [50].
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Mikroorganizmalar, uzun siiredir endiistriyel 6nemi olan ¢esitli maddelerin iiretimi i¢in
kullanilmaktadir. Funguslarin peptitler, enzimler, organik asitler ve pigmentler gibi
primer ve sekonder metabolitleri iirettikleri bilinmektedir [51,52]. Bu metabolitler, ilag,
kozmetik ve gida gibi alanlarda biyoteknolojik uygulamalar i¢in potansiyel olusturmalari
ile ¢esitli aragtirmacilar tarafindan biiyiik ilgi gérmektedir. Funguslar tarafindan tiretilen
metabolitler arasinda yer alan pigmentler, renklendirici 6zellileri ve biyolojik aktiviteye

sahip olduklarindan dolay1 6nemlidir [53].

Giinlimiizde sentetik renklendiriciler, saglik ve ¢evre acisindan dezavantajlar1 nedeni ile
tiiketiciler tarafindan tercih edilmemektedir [39, 54]. Dogal renklendiricilerin ise, toksik
ve kanserojen olmamalari, dogada biyolojik olarak parcalanabilir olmalari nedeni ile
glivenilir olduklar1 bilinmektedir [55]. Diinyadaki mevcut egilim, ¢evre dostu ve
biyolojik olarak parcgalanabilir {iriinlerin kullanimmma dogru kayarken, dogal

renklendiricilere olan talepde her gegen giin artmaktadir.

Dogal pigmentler, hayvan, bitki ve mikroorganizmalardan elde edilir. Mikrobiyal
pigmentlerin, iklim kosullarindan bagimsiz olarak ve diisiik maliyetli {retilebilmeleri
avantajlaridir [7]. Dogal renklendiriciler olarak mikrobiyal pigmentlerinin iiretimi ve
uygulanmasi arastirilmaktadir [8, 16]. Bakteri pigmenti iiretiminin ¢ogu hald Ar-Ge
asamasindadir. Mikrobiyal pigment iiretiminin gelistirilmesi i¢in uygun sus, uygun

iiretim ortami1 ve kosullarinin arastirmalarina ihtiyag vardir.

4.1. Pigment Uretimi I¢cin Uygun Mikroorganizmanin Secimi

Renkler pazarlanabilir iirlinler olan gida, tekstil ve farmasotik ilaglar gibi sektorler igin
cazip bir gorliinim saglar. Gida maddeleri, boya maddeleri, kozmetik ve farmasotik
tiretim proseslerinde yaygin olarak kullanilan cesitli sentetik boyalar gesitli tehlikeli
etkiler igerebilir [56]. Dogal renklendiricilerin kullanimi giiniimiizde git gide artis
gostermektedir [6]. Mikrobiyal kaynaklardan iiretilen pigmentler iyi bir alternatiftir.
Funguslar, karotenoidler, melaninler, flavinler, fenazinler ve kuinonlar gibi ikincil

metabolitler olarak ¢esitli pigmentleri tiretirler [57].

Calismamizda Fusarium tiirleri ile pigment tiretimi arastirildi. Fusarium tiirlerinin, enzim
ve biyoyakit iiretiminde, ayn1 zamanda biyokatalizorler olarak gorev aldigi endiistriyel

uygulamalarda da Fusarium tiirlerinden elde edilen pigmentlerin umut verici oldugu
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kabul edilmektedir. Buna ek olarak, bu suslarin sekonder metabolitleri tibbi alanlarda
kullanim agisindan dnemlidir. [36]. Mikrobiyal pigment iiretimininde uygun sus se¢imi

onemli kriterlerden birini olusturmaktadir.

Calismamizda Fusarium graminearum, Fusarium equiseti, Fusarium sp. ve Fusarium
poae suslarmmin pigment {iretimi acisindan degerlendirilmesi amaciyla ii¢ temel
besiyerinde (MB, PDB, SDB), 30 OC’de, 150 rpm hizindaki c¢alkalamali inkiibatorde, 7
giinde iiretimleri gergeklestirildi. Inkiibasyon sonrasi tiim suslarm renkleri, pigment

tiretimleri ve tireme miktarlari saptandi.

Ik olarak MB besiyerinde sonuglar incelendiginde Fusarium graminearum, Fusarium
poae, Fusarium sp., suslarinda kirmizimsi renk olusumu ve yiiksek tireme goriiliirken,
Fusarium equiseti iireme miktar1 yiiksek olmasina ragmen disiik pigment iretimi

gosterdigi ve diger tiirlerden farkl olarak sar1 renk verdigi saptandi.

Sekil 4.1. Fusarium Tiirlerinin Malt Ekstrakt Sivi Besiyerinde Olusturduklari Pigmentler
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Sekil 4.2. Fusarium Tiirlerinin Malt Ekstrakt Sivi Besiyerinde Pigment Uretimi ve
Ureme Miktar1

*Sugslarin tiretimi malt ekstrakt sivi besiyerinde, 30 °C’de, 150 rpm hizindaki ¢calkalamali
inkiibatorde 7 giinde gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalamast olarak verildi. Standart
sapmalari grafik tizerinde gésterilmektedir.

Ikinci olarak patates dekstroz sivi besiyerinde Fusarium tiirlerinin pigment iiretimi
incelendiginde malt ekstrakt sivi besiyerinden farkli olarak Fusarium graminearum ve
Fusarium equiseti suslarmin sar1 renk, Fusarium poae ve Fusarium sp. suslarinin ise
kirmizimsi renk olusturduklar1 gézlendi. Bu besiyerinde Fusarium sp. ve Fusarium poae
suslarinin pigment tretimi yiiksek bulundu. Ancak malt ekstrakt sivi besiyerinde F.

graminearum ile elde edilen pigment oranina bu besiyerinde ulasilamadi.
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Sekil 4.3. Fusarium Tiirlerinin Patates Dekstroz Sivi Besiyerinde Olusturduklart
Pigmentler

Pigment Uretimi (OD 449 )
Ureme(g/100 ml)

F.graminearum F.poae F.equiseti Fusarium sp.

Mikroorganizmalar

M Pigment tiretimi (OD 500 nm) & UREME (g/100 ml)

Sekil 4.4. Fusarium Tiirlerinin Patates Dekstroz Sivi Besiyerinde Pigment Uretimi ve
Ureme Miktar1

*Suglarin tiretimi patates dextrose suvi besiyerinde, 30 °C’de, 150 rpm hizindaki ¢alkalamal:
inkiibatorde 7 giinde gergeklestirildi. Sonuglar ti¢ ¢altsmanin ortalamast olarak verildi. Standart

sapmalart grafik iizerinde gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. Fusarium Tiirlerinin Sabouraud Dekstroz Sivi Besiyerinde Besiyerinde
Olusturduklar1 Pigmentler
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Sekil 4.6. Fusarium Tiirlerinin Sabouraud Dekstroz Sivi Besiyerinde Pigment Uretimi ve
Ureme Miktar1

*Suslarin tiretimi sabouraud dekstroz sivi besiyerinde, 30 °C’de, 150 rpm hizindaki ¢alkalamali
inkiibatorde 7 giinde gergeklestirildi. Sonuglar ti¢ ¢alismanin ortalamast olarak verildi. Standart

sapmalari grafik tizerinde gosterilmektedir.
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Son olarak sabouraud dekstroz sivi besiyerinde Fusarium tiirlerinin pigment iiretimi
incelendiginde patates dekstroz ve malt ekstrakt sivi besiyerlerinden farkli olarak dort
tirtin benzer renk olusturduklart gozlendi. F. graminearum ve F. poae suslarinin bu
besiyerinde pigment tiretimleri ve lireme miktarlarinin en yiiksek oldugu goriildii. Ancak
diger iki besiyerinde elde edilen liremeden daha fazla {ireme miktar1 goriillmesine ragmen

diger besiyerlerindeki pigment miktara ulagilamadi.

Calismada Fusarium equiseti hari¢ arastirilan tiim Fusarium tiirlerinin pigment
tretiminde basarili olduklari, en uygun pigment lretimi yapan tiriin ise Fusarium
graminearum oldugu belirlendi. En yiiksek pigment iiretim aktivitesi gésteren Fusarium
graminearum ilerideki calismalar icin kaynak olarak segildi. Uretimin gergeklestrildigi
besiyerleri karsilastirildiginda ise en yiiksek pigment iretimine malt ekstrakt sivi

besiyerlerinde ulasildigi saptand1 (Sekil 4.2, Sekil 4.4, Sekil 4.6).

Fusarium sp. ve Fusarium poae suslari da pigment iretimi agisindan dikkat g¢ekti.
Pigment iretimi i¢in s6z konusu suslarin ileriki caligmalar igin iyi alternatifler

olabilecekleri sonuca varildi.

Literatiirde Fusarium tiirleri ile yapilan c¢aligmalar incelendiginde, Fusarium
decemcellulare, F. bulbigenum [41], Fusarium fujikuroi [58], Fusarium verticillioides
[59], Fusarium sp. [26], F. culmorum, F. graminearum, F. langsethiae, F. poae, F.

sporotrichioides ile pigment tiretim ¢alismalari dikkat cekmektedir.

4.2. Fusarium graminearum ile Pigment Uretimini Etkileyen Uygun Fizyolojik

Kosullarin Arastirilmasi

Funguslar tarafindan dogal pigment tiretiminde artis, pigment liretim ortaminin fizyolojik
ozelliklerine baglh olarak gerceklesebilmektedir [3]. Bu baglamda sicaklik, pH, ortam
kosullari, besiyeri gibi parametreler pigment iiretimini etkileyen baslica etmenler olarak

karsimiza ¢ikmaktadir [60].

Fusarium graminearum’un pigment tiretimi i¢in uygun fizyolojik kosullarin belirlenmesi
amaciyla pigment iretiminde, karanlik-aydinlik inkiibasyon ve statik-calkalamali
inkiibasyon kosullarmin etkisi, uygun sicaklik degerinin, inkiibasyon siiresinin, uygun
baslangic pH degerinin belirlenmesi gibi parametreler arastirilarak  sonuglar

degerlendirildi.
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4.2.1. Karanhk ve Aydinlik Inkiibasyon Kosullarimn Fusarium graminearum ile

Pigment Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan malt ekstrakt sivi besiyerlerine ekilen F. graminearum suslari1 30
°Cde, 150 rpm hizindaki ¢alkalamali inkiibatérde 7 giinde, diger paralel grup ise ayni
kosullarda ancak karanlikta iiretimleri gerceklestirildi. Karanlik ve aydinlik kosullarda
oncelikle olusan renkler incelendiginde, sadece aydinlik kosullarda kirmizimsi pigment
tiretimi gozlendi. Karanlik inkiibasyon kosullunda baglangigta hazirlanan besiyerinden
farkli bir renk olusumu gozlenmedi (Sekil 4.7). Aydinlik inkiibasyon kosulunda tireme
miktart ve pigment iretiminin karanlik inkiibasyon kosuluna gore c¢ok daha yiiksek
miktarda oldugu belirlendi (Sekil 4.8). Bunun nedeni Fusarium graminearum 'un
yapisinda bulunan A Fgwc-1 ve AFgwc-2 genlerinin karanlikta inhibe olmasiyla birlikte
pigment iiretiminin durmasidir [61]. Aydinlik kosullarda yiiksek iireme miktart nedeni ile

pigment iiretiminin fazla olmaktadir.

Literatiirde, F. graminearum’un karanlik ve aydinlik kosullarda gergeklestirmis oldugu
pigment miktarina bakildiginda karanlik kosulda pigment {iretiminin c¢ok diigiik
konsantrasyonda [61] oldugu gozlendi. Calismamizda da ulasilan benzer sonuglar, ileri
caligmalarda pigment Uretimi i¢in aydinlik kosullarda inkiibasyon siirecinin

kullanilabilirligine igaret etmektedir.

Sekil 4.7. Fusarium graminearum’un Aydinlik ve Karanlik Inkiibasyon Kosullarinda
Olusturduklar1 Pigmentler

35



2,5 + - 0,6
- 0,5
2 .
&
2 - 04 -
a E
o 15 o
z g
£ - 03 %
ki H
= 1 - g
[ '5
g - 02°
o0
a
0,5 -
- 0,1
0 T T T T 1 O
Aydinlik inkiibasyon Karanlik inkiibasyon
inkiibasyon kosullu
H Pigment {retimi (OD 500 nm) ® UREME (g/100 ml)

Sekil 4.8. Fusarium graminearum’un Aydinlik ve Karanlik Inkiibasyon Kosullarinda
Pigment Uretimleri ve Ureme Miktarlart

*Sugslarin tiretimi malt ekstrakt stvi besiyerinde, 30 °C’de, 150 rpm hizindaki ¢calkalamali
inkiibatérde karanlik ve aydinlik kosullarda 7 giinde gerceklestivildi. Sonuglar ii¢ calismanin

ortalamasi olarak verildi. Standart sapmalar: grafik iizerinde gosterilmektedir.

4.2.2. Statik ve Calkalamah Inkiibasyon Kosullarimn Fusarium graminearum ile

Pigment Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

Calismamizda c¢alkalamali ve statik inkiibasyon kosullarinin pigment iiretimine etkisinin
belirlenmesi amaciyla Bolim 3.4.2°de anlatildigi gibi birinci grup 6rnekler; 150 rpm
hizindaki ¢alkalamali inkiibatorde, diger grup Srnekler ise statik kosullarda 30 °C’de, 7
giinde {retildiler. Her iki kosulda iiretilen F. graminearum suslarinin {iretim sonrasi
kiiltir ortamindaki renkleri, pigment tretimleri ve tireme miktarlari belirlendi. Bu
baglamda oncelikle F. graminearum’un statik ve calkalamali inkiibasyon kosullarinda
olusturduklar1 pigmentler ve iireme incelendiginde, sadece calkalamali inkiibasyon

kosullunda kirmizims: pigment iiretimi ve iireme gozlendi (Sekil 4.9). F. graminearum
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susunun calkalamali inkiibasyon kosullarinda pigment iiretiminin 1,864 OD, iireme

miktar1 0,59 g/100 ml oldugu belirlendi (Sekil 4.10).

Calismamizda da statik kosullarda kayda deger tlireme gozlenmedigi icin pigment
iretimine de rastlanmamistir. Bu baglamda ileri calismalarda pigment {iretimi icin

calkalamali inkiibasyon kosullunda iireme tercih edilmistir.

Literatiirde, calismamiza benzer olarak ¢ogunlukla yapilan ¢alisamalarda pigment
tiretiminde ¢alkalamali inkiibator kullanildigi, F. graminearum igin ¢alkalamali hizlarinin
100 rpm [60], 125 rpm [39], 160 rpm [62], 200 rpm [41] oldugu belirtilmistir.

Sekil 4.9. Fusarium graminearum’un Statik ve Calkalamal inkiibasyon Kosullarinda
Olusturduklar1 Pigmentler
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Sekil 4.10. Fusarium graminearum un Statik ve Calkalamali Inkiibasyon Kosullarinda
Olusturduklar1 Pigmentler

*Suslarin iiretimi malt ekstrakt sivi besiyerinde, 30 °C’de, (sol) 150 rpm hizindaki ¢alkalamal
inkiibatérde ve statik inkiibatorde 7 giinde gerceklestirildi. Sonuglar ii¢ caliymanin ortalamasi

olarak verildi. Standart sapmalar: grafik iizerinde gosterilmektedir.

4.2.3.Fusarium graminearum ile Pigment Uretiminde Uygun Sicaklik Degerinin

Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin biyoteknolojik proseslerde kullanilmasinda sicaklik parametresi
genis araliga sahiptir [36]. Pigment iiretiminde de calisilan her mikroorganizma igin

uygun iiretim sicakliginin belirlenmesi gerekir.

Calismamizda pigment iiretimi i¢in uygun inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi amaciyla
malt ekstrakt siv1 besiyerlerinde 25, 30, 37 °C sicakliklarda iiretilen F. graminearum
suslarinin, inkiibasyon sonrasi renkleri, pigment tiretimleri ve iireme miktarlar: belirlendi.
Ilk olarak farkl1 sicakliklarda olusturduklari renkler ve iiremeleri incelendiginde, 25 ve 30
°C sicakliklarda iiretilen suslarda kirmizimsi pigment iiretimi ve iireme gozlendi (Sekil

4.11). F. graminearum igin 30 °C sicaklik degerinin pigment iiretimi ve iireme icin
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aragtirilan sicaklik degerleri arasinda en uygunu oldugu belirlendi. 37 °C’de ise sicaklik
artmasi ile birlikte pigment liretimi ve lireme miktarmin kayda deger olmadig1 saptandi

(Sekil 4.12).

Calismamizda kullanilan F. graminearum suslarinin belirlenen en uygun sicaklik degeri
disinda iliremenin azaldigi ve buna paralel olarak olusan pigment miktarin azaldigi
belirlendi (Sekil 4.12). Literatiirde, pigment iiretiminin 20-28 °C’lerde gergeklestirildigi
[60] baska bir ¢alisgmada ise 30 °C sicaklikta pigment iretiminin en yiiksek degere
ulagtig1 belirtilmektedir [39]. Bu sonuglar da ¢alismamiza benzerlik gostermektedir. Bu
baglamda, F. graminearum suslar1 ile malt ekstrakt sivi besiyerlerinde ileri pigment

iiretim ¢alismalar1 i¢in 30 °C sicaklik degeri tercih edildi.

Sekil 4.11. Fusarium graminearum’un 25, 30, 37 °C Sicakliklarindaki Inkiibasyon
Kosullarinda Olusturduklar1 Pigmentler
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Sekil 4.12. Fusarium graminearum ’up 25, 30, 37 OQ Sicakliklarindaki Inkiibasyon
Kosullarinda Pigment Uretimleri ve Ureme Miktarlary

*Sugslarin tiretimi malt ekstrakt stvi besiyerinde, 150 rpm hizina ayarlanmis olan 7 giinde
gergeklestivildi. Sonuglar ii¢ caliymanin ortalamasi olarak verildi. Standart sapmalart grafik

tizerinde gosterilmektedir.

4.2.4. Inkiibasyon Siiresinin Fusarium graminearum ile Pigment Uretimine

Etkisinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan malt ekstrakt s1vi besiyerine ekilen F. graminearum susu 30 °C’de
150 rpm calkalama hizindaki inkiibatorde iiretildi. 24 saatte bir iiretim ortamlarindan
ornek alinarak s6z konusu susun pigment iiretimi saptandi. Pigment tiretiminin 9. giine
kadar artarak devam ettigi gozlendi (Sekil 4.13). F. graminearum susu ile pigment

iiretimi i¢in 9 giinliik inkiibasyonun uygun oldugu sonucuna varildi.

Literatiirde, F. graminearum susunun 7. giiniin sonunda pigment tretimini
gerceklestirdigi [39,61] diger bir ¢alismada ise 10 giinlikk bir inkiibasyon siirecinde
pigment elde edildigi gozlendi.
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Sekil 4.13. Fusarium graminearum’un Farkl1 Inkiibasyon Siirelerinde Pigment Uretimleri

*Sugslarin tiretimi malt ekstrakt sivi besiyerinde, 30 °C’de 150 rpm hizina ayarlanmis olan 12
giinde ger¢eklestirildi. Sonuglar ti¢ ¢altsmanin ortalamast olarak verildi. Standart sapmalart

grafik iizerinde gosterilmektedir.

4.2.5. Fusarium graminearum ile Pigment Uretiminde Uygun Baslangic pH

Degerinin Belirlenmesi

Pigment {iretimi i¢in uygun baslangic pH degerini belirlemek amaciyla F. graminearum
suslar1 5.0 ile 10.0 arasinda degisen pH’larda hazirlanan malt ekstrakt sivi besiyerlerinde
iiretildi. Inkiibasyon sonunda iiretim ortamlarinda olusan renkler, pigment iiretimleri ve
tireme miktarlar1 belirlendi. ik olarak farkli baslangic pH degerlerine ayarlanmis iiretim
ortamlarinda F. graminearum suslarinin olusturduklari renkler incelendiginde, pH 6 ile 8
araliginda tretilen suslarda kirmizimsi pigment iretimi gozlendi (Sekil 4.14). F.
graminearum suslarinin tiretim ortamlarinin baslangi¢ pH degeri pHS5’den pH 8’¢ kadar
yiikseldiginde pigment {retimlerinin artis gosterdigi belirlendi. Bu susun pigment

iiretiminde etkili olan enzimlerin pH 6- 8 aralifinda aktif olduklar1 sonucuna varilabilir.
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Baslangic pH degeri 9 ve 10 olan iiretim ortamlarinda ise diisen {ireme miktarina bagh

olarak kayda deger pigment {liretiminin olmadig1 gézlendi (Sekil 4.15).

Sonug olarak, F. graminearum suslari ile pigment {iretimi i¢in pH 8 en uygun baslangi¢
pH degeridir. Endiistriyel alanda pigment tiretimi i¢in kullanilmas: diisliniilen fungusun
genis pH araligina sahip olmasi, pigment iiretimi i¢in avantajdir. Bu baglamda, bu susun

baslangi¢ degeri pH 6 ile pH 8 arasinda pigment {iretmesi ise dikkat cekmektedir.

Literatiirde, calismamiza benzer olarak pigment iiretimi i¢in optimize kosullarin
aragtirlldigi ¢alismalarda, F. graminearum susunun aurofusarin pigmenti i¢in yiiksek

pH’larin (6-8) etkili oldugu belirtilmektedir [63]. Calismamiza paralel olan bir baska

calismada ise pH 8’de aurofusarin pigmentinin iretiminin gorildigi belirtilmektedir

[41].

Sl

Sekil 4.14. Fusariu.m graminearum 'un Farkli Baslangi¢ pH Degerlerine Ayarlanmis
Uretim Ortamlarinda Olusturduklar1 Pigmentler
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Sekil 4.15. }_:usarium graminearum un Farkl Baslangi¢ pH Degerlerine Ayarlanmus
Uretim Ortamlarinda Pigment Uretimleri ve Ureme Miktarlar

*Suslarin tiretimi malt ekstrakt sivi besiyerinde, 30 °C ‘de 150 rpm hizina ayarlanmig olan 7
giinde gergeklestirildi. Sonuclar ii¢c calismanin ortalamast olarak verilmigtir. Standart sapmalar
grafik iizerinde gosterilmektedir.

Pigment iiretimi i¢in en uygun besiyeri olarak malt ekstrakt sivi besiyeri sec¢ildi. Bu
besiyerinde en yiiksek pigment tiretimi elde edilen Fusarium graminearum calismanin
devaminda kullanilmak {izere se¢ildi. F. graminearum’dan en yiiksek pigment iiretimi
icin kiltiirel parametreler incelendiginde, aydinlik inkiibasyon kosullu, 150 rpm
calkalamali hizinda inkiibasyon, 30 °C sicaklik, 9 giin inkiibasyon siiresi ve baslangi¢c pH

degeri 8 olan ortamin uygun oldugu saptanda.
4.3. Artiklarin Degerlendirilmesi

Giliniimlizde mikrobiyal pigment iiretim c¢alismalari, 6zellikle maliyeti diisiirebilen ve
endiistriyel iiretim i¢in uygulanabilirligini artiran, ucuz hammade ve uygun lireme ortami
bulma konusunda gii¢lendirilmelidir [16]. Bu baglamda c¢aligmamizda, pigment iiretim

maliyetini azaltmak i¢in daha ekonomik iiretim ortamlarinin arastiriimasi hedeflendi.
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4.3.1.Peyniralti suyundan Fusarium graminearum ile Pigment Uretiminin

Arastirllmasi

Calismamizda, siit ve siit tiriinleri endiistrisinin bir artig1 olan peyniralti suyu ile gesitli
besiyerleri hazirlandi. Beyaz peynir ve kasarin peyniralti sular1 kullanilarak pigment
eldesi i¢cin Bolim 3.5.1° de belirtildigi gibi farkli iiretim ortamlar1 hazirlandi. F.
graminearum’dan pigment {iretimi i¢in deproteinize ve seyreltimis olarak hazirlanan
cesitli peyniralti suyu iiretim ortamlarinda inkiibasyon sonrasi olusan renkler incelendi.
Peyniralt1 suyu iiretim ortamlarinin hepsinde renk olusumu goriildii. Ancak peyniralti
suyunun deproteinize ve seyreltilmesinin renk artisina neden oldugu goézlendi (Sekil
4.16). Bu ortamlarda iireme miktarlari incelendiginde ise, deproteinize ve direk peyniraltt

suyunun seyreltilmesi tireme miktarinda azalmaya neden olmaktadir (Sekil 4.17).

Sekil 4.16. Peyniralt: suyundan Fusarium graminearum ile Pigment Eldesi
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Sekil 4.17. Peyniralt: suyunda Fusarium graminearum'un Ureme Miktar1

* 10 2 sulandirma orani

Suslarin tiretimi peyniralti suyundan hazirlanan besiyerinde, 30 °C ‘de 150 rpm hizina
ayarlanmis olan 7 giinde gerceklestirildi. Sonuclar ii¢ calismanin ortalamasi olarak verildi.
Standart sapmalari grafik iizerinde gosterilmektedir.

Kasar peyniraltt suyu iiretim ortamlarinda sonuglar incelendiginde, beyaz peynir
peyniralti suyu iretim ortamlarindan farkli olarak sadece deproteinize ve seyreltilmis
olan peyniralti suyunda kirmizi-pembe renk gozlendi (Sekil 4.18). Kasar peynir alti
suyunda bulunan protein pigment iiretimini engellemektedir. Bu ortam seyreltildiginde az
da olsa pembe pigment olusumu baslamaktadir. Protein varligi mikroorganizmay1 baska

bir metabolit liretimine yonlendiriyor olabilir.

Kasar peyniralti suyu iiretim ortamlarinda ireme miktarlari incelendiginde, beyaz peynir
peyniraltt suyu iiretim ortamlari tireme miktar1 sonuglarina benzer olarak, deproteinize ve
direk peyniralti suyunun seyreltilmesi lireme miktarinda azalmaya neden olmaktadir
(Sekil 4.19). Peyniralti suyunun seyreltilmesi sonucunda iireme ortamlarinda daha az

besin maddesini bulunmasi ile tireme de azalmistir.
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Sekil 4.18. Kasar Peyniralti suyundan Fusarium graminearum ile Pigment Eldesi
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Sekil 4.19. Kasar Peyniralt1 suyunda Fusarium graminearum'un Ureme Miktari

2
*10 ~“ sulandirma orani

Suslarin viretimi kasar peyniralti suyundan hazirlanan besiyerinde, 30 °C ‘de 150 rpm hizina
ayarlanmuis olan 7 giinde ger¢eklestirildi. Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalamasi olarak verildi.
Standart sapmalar: grafik iizerinde gosterilmektedir.
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4.3.2. Melasdan Fusarium graminearum ile Pigment Uretiminin Arastiriimasi

Calismamizda, seker endiistrisinin bir artigi olan melas ile %2’lik melas i¢eren besiyeri
hazirland1. Malt ekstrakt sivi besiyerinde iirettigimiz F. graminearum tiiriinden 5 ml ekim
sonras1 inkiibe edildi. Melas iiretim ortamlarinda inkiibasyon sonrasi olusan renkler

incelendi. Ug¢ paralel melas iiretim ortamlarinda kirmizi-pembe renk olusumu

gozlemlendi (Sekil 4.20).

Sekil 4.20. Fusarium graminearum Melas igeren Uretim Ortaminda Pigment Eldesi

*Suslarin tiretimi %2 °lik melas iceren besiyerinde, 30 °C ‘de 150 rpm hizina ayarlanmis olan 7
giinde gergeklestirildi.

F.graminearum’dan pigment elde edilen bu %2 melas igerikli besiyerinde, inkiibasyon
sonrast tremenin 0,31 + 0,01 ¢/100 ml oldugu belirlendi. Mikroorganizmalardan
yararlanilarak endiistriyel artiklarin degerlendirilmesi ile ucuz hammadde kaynagi
saglayarak ekonomik kazanim saglanmaktadir [48]. Bu baglamda, 6n c¢alismasini
gergeklestirdigimiz peynir, kasar peyniralti sular1 ve melas F. graminearum ‘'dan pigment

iretimi i¢in alternatif iretim ortami olarak ileri arastirmalarda kullanilabilir.

4.4, Fusarium graminearum’dan Uretilen Pigmentin Antimikrobiyal Etkisinin
Belirlenmesi

Pigmentlerin, sayisiz biyoteknolojik uygulamalar i¢in onlart 6nemli bilesikler haline
getiren antibakteriyel, antifungal ve herbisidal aktiviteler gibi dnemli biyolojik 6zellikleri

vardir [64],[65],[66]. Mikrobiyal pigment {iretimi renklendirici 6zelliginden farkli olarak
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bu biyolojik 6zellikleri ile de ¢esitli endiistriyel uygulamalari i¢in potansiyel gostermekte
olan arastirma alanlarindan biridir [56]. Bu baglamda caligmamizin son kisminda

iirettigimiz pigmentin antibmikrobiyal 6zellikleri arastirildi.

Calismamizda, iiretilen pigmentin antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi amaciyla Boliim
3.6 da anlatildigt gibi oncelikle kiiltiir ortamindan pigmentin ekstraksiyonu
gerceklestirildi. Ardindan pigmentin ¢esitli bakteri suslarina antimikrobiyal etkisi agar
diftizyon yontemi ile saptandi. Fusarium graminearum tarafindan iiretilen pigmentin 20
ul konsantrasyonu, Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus’a Karsi antimikrobiyal etki
gosterdigi ancak Salmonella paratyphi, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia,
Pseudomonas aeruginosa suslarina karsi ayni etkiyi gostermedigi goriildii (Sekil 4.21).
Pigmentin B. cereus ve S. aureus’a antimikrobiyal etkisi goriilmesine ragmen, kullanilan
antibiyotikle karsilastirildiginda olusan zon ¢ap1 daha kiigiiktiir. Ancak antimikrobiyal
etki icin pigmentin miktar1 arastirilarak en uygun konsantrasyon ileri c¢aligmalarla

saptanabilir.

Literatirde, G. zeae (F. graminearum) tarafindan iiretilen pigmentin 16 mg ml ™
konsantrasyonunun S. typhi ve S. aureus'un iiremesini inhibe ettigi ancak  B. subtilis,
Shigella sp., E. coli, C. albicans, C. acutatum, C. fragariae veya C. gloeosporioides
tremesini engellemedigi belirtilmektedir [60]. Pigmentin S. aureus suslarina olan

etkisinin ¢alismamiz sonuglarina paralellik gosterdigi goriilmektedir.

Bacillus cereus

Staphylococcus aureus

Sekil 4.21. Fusarium graminearum’dan Uretilen Pigmentin Cesitli Suslara Kars1
Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi
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5. YORUM

Son yillarda tiiketicilerin saglik ve cevresel kaygilarinin artmasi nedeniyle endiistride
dogal pigmentlerin sentetik pigmentlere alternatif olarak kullanilmasi 6nerilmistir [13].
Giliniimiizde, bitkilerden elde edilen dogal pigmentlerin bazi gruplari, tibbi 6zellikleri
nedeniyle arastirllmaktadir. Ancak, bu bitki kaynakli dogal pigmentlerin iiretimi ve etkili
uygulanmasi, pahali ekstraksiyon prosediirleri ve ¢evresel faktorler (mevsimsellik, nem
ve sicaklik gibi) ile siirhidir. Ayrica kiigiik pigment miktarlart elde etmek igin gok
miktarda bitki gerekli olmasi da diger bir smirlayic1 faktordiir. Bu pigmentlerin
kullanimin1 smirlayan diger 6zellikler; 1s18a, 1siya ve oksijene duyarlilik gibi kimyasal
ozellikleri igerir [13]. Bu problemlerin iistesinden gelmek i¢in alternatif dogal pigment
iiretimi i¢in biyoteknolojik siirecler ile mikroorganizmalarin (bakteri, mantar, maya)
kullanilmasidir [19]. Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen dogal pigmentlerin gesitliligi
genis renk yelpazesine sahip gruplar olusturur. Bu baglamda mikrobiyal pigmentlerin

bir¢ok endiistride kullanim1 6nem kazanmaktadir [10].

Calismamizda, farkli Fusarium tiirleri (Fusarium graminearum, Fusarium poae,
Fusarium sp., Fusarium equiseti) pigment iiretimi agisindan degerlendirildiginde, en
verimli pigment {iretimi yapan tiiriin Fusarium graminearum oldugu bulundu. Fusarium
poae ve Fusarium sp.’ninde pigment iretiminde potent suslar oldugu saptandi. F.
graminearum’dan pigment liretimini artirmak i¢in bazi fizyolojik kosullar arastirildi. 30
%C’de, 150 rpm c¢alkalama hiz1 inkiibasyon kosullunda, basglangi¢ pH degeri 8 olarak
belirlendiginde 9 giin sonunda F. graminearum’dan en yiiksek pigment iiretimi elde
edildi. F. graminearum genis pH araliginda pigment iiretimi gostermesi avantajlidir. Bu
baglamda, endiistriyel siire¢lerde pH degisimi pigment iiretimini smirlayict bir faktor
olusturmaz ve farkli pH degeri olan alternatif {iretim ortamlarma kolay adaptasyon

saglamasina neden olur.

Pigment iiretiminin ticarilestirilmesi ekonomik parametrelere baglidir. Bu baglamda
pigment iiretimi i¢in alternatif iiretim ortamlar1 ile daha diisiik maliyetli {iretim
hedeflenmelidir. Calismamizda bu hedef dogrultusunda, F. graminearum’dan pigment
liretimi i¢in beyaz ve kasar peynir peyniralt1 sular1 ve melasin alternatif iiretim ortamlari
olabilecegi belirlendi. Endiistriyel artiklarin degerlendirilmesi, ekonomiye kazandirilmasi

ve geri donlislim agisindan avantaj saglamaktadir.
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Biyopigmentler, sadece renklendirici Ozellikleri ile degil sahip olduklari biyolojik
ozellikler ile pek ¢ok endiistriyel ve tibbi alanlarda yer alabilir. F. graminearum 'dan elde
edilen pigmentin Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus Karsi antibakteriyel 6zellik

gostermesi ileri arastirmalara 11k tutucaktir.
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