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Cesitli evsel atiklarin ve bayat ekmegin Aureobasidium pullulans
tarafindan melanin sentezinde kullanilmasi

Gamze Nur Miijdeci'*

OZET MAKALE GECMIiSi
Bu ¢alismada katma degeri yiiksek bir pigment olan melaninin fermantasyon yolu ile Gelis

iretimi igin, sogan, patates, elma, armut ve havu¢ kabuklar ile bayat ekmeklerin 6 Aralik 2021
potansiyel kullanimi aragtirilmustir. Bu amagla, belirtilen evsel atiklar ve bayat ekmek Kabul

cesitli on islemlerden gecirildikten sonra oziitleri elde edilmis ve bu oziitler 25 Ocak 2022

fermantasyon ortami olarak kullanilmiglardir. Fermantasyon ¢alismalarinda inokulum
olarak ayr1 ayr1 yerli bir sus olan Aureobasidium pullulans AZ-6 ile A. pullulans ANAHTAR KELIMELER
NBRC 100716 susu kullanilmistir. Fermentasyon deneyleri, 150 mL fermentasyon Evsel atik

ortami igeren 300 mL'lik pamuk tikagli Erlenmeyer’lerde, 100 rpm'lik ¢alkalama ’

. bayat ekmek,
hizinda, ¢alkalamal1 bir inkiibator kullanilarak 30°C'de gergeklestirilmistir. Melanin meylanin
derisimleri (g/L) hiicre i¢i ve hiicre disi olarak tespit edilmistir. Calismada, A. Aureobe{sidium pullulans
pullulans AZ-6 susunun hiicre gelisimini en ¢ok elma kabugu 6ziitii desteklerken, A. fermantasyon

pullulans NBRC 100716’nin hiicre gelisimini en fazla havu¢ kabugu oziitii
desteklemistir. Calisilan substratlar ile A. pullulans AZ-6’nin sadece hiicre dist
melanin tretebildigi ancak A. pullulans NBRC 100716 nin hem hiicre i¢i hem de
hiicre dis1 melanin tiretebildigi belirlenmistir. A. pullulans AZ-6 en yiiksek miktarda
melanin iretimini (1.34 £ 0.2 g/L) elma kabugu 6ziitii ile gergeklestirmistir. Sogan ve
armut kabuklarinin 6ziitleri, A. pullulans AZ-6 susunun hiicre dis1 melanin {iretimini
hi¢ desteklemezken, A. pullulans NBRC 100716’nin hiicre dis1 melanin {iretimi i¢in
elverigli bir ortam olmustur. Patates kabugu 6ziitinde A. pullulans AZ-6 susu hig
melanin liretemezken, A. pullulans NBRC 100716 susu diger substratlara gore diisiik
miktarda (0.22 £ 0.04 g/L) hiicre dis1 melanin tiretebilmistir. Kuru ekmegin substrat
kaynag olarak kullanildig1 deneylerde ise, ¢aligilan her iki sus tarafindan da sadece
hiicre dis1 melanin iiretiminin gergeklestigi belirlenmistir. Bu aragtirmada, en yiiksek
toplam (hiicre i¢i + hiicre dig1) melanin tiretimi, 3.71 g/L olarak, A. pullulans NBRC
100716 tarafindan havug kabugu 6ziiti ile gergeklesmis; elma ve sogan kabuklarinin
oziitleri ile de buna yakin bir sonug elde edilmis ve sirasiyla, 3.28 ve 3.02 g/L toplam
melanin elde edilmistir. Bu ¢aligma ile havug, elma ve sogan kabuklarinin melanin
iiretimi i¢in 6nemli dogal substrat kaynaklar1 olabilecekleri ortaya konmustur.
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The use of various household wastes and stale bread in the

synthesis of melanin by Aureobasidium pullulans

ABSTRACT

In this study, the potential use of onion, potato, apple, pear, and carrot peels, and stale
bread for the production of melanin, a high-value-added pigment, by fermentation was
investigated. For this purpose, the extracts of domestic waste and stale bread were
obtained after various pre-treatments and these extracts were used as fermentation
media. In the fermentation studies, a native strain Aureobasidium pullulans AZ-6 and
A. pullulans NBRC 100716 strain were used separately as inoculum. Fermentation
experiments were performed at 30°C using a shaking incubator at a shaking speed of
100 rpm in 300 mL cotton-plugged Erlenmeyers containing 150 mL of fermentation
medium. The melanin concentrations (g/L) were determined as intracellular and
extracellular. In the study, while apple peel extract supported the cell growth of A.
pullulans AZ-6 strain the most, carrot peel extract supported the cell growth of A.
pullulans NBRC 100716 the most. With the studied substrates, it was determined that
A. pullulans AZ-6 could only produce extracellular melanin, but A. pullulans NBRC
100716 could produce both intracellular and extracellular melanin. A. pullulans AZ-6
produced the highest amount of melanin (1.34 + 0.2 g/L) with apple peel extract. Onion
and pear peel extracts did not support the extracellular melanin production of A.
pullulans AZ-6 strain, while they were favorable media for the extracellular melanin
production of A. pullulans NBRC 100716. While A. pullulans AZ-6 strain could not
produce melanin in potato peel extract, A. pullulans NBRC 100716 strain was able to
produce a low amount (0.22 + 0.04 g/L) extracellular melanin compared to other
substrates. In experiments where stale bread was used as a substrate source, it was
determined that only extracellular melanin production was realized by both strains
studied. In this study, the highest total (intracellular + extracellular) melanin
production was achieved by A. pullulans NBRC 100716 in the carrot peel extracts as
3.71 g/L, and similar results were obtained with apple and onion peel extracts as 3.28
and 3.02 g/L, respectively. This study revealed that carrot, apple, and onion peels can
be important natural substrate sources for melanin production.
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Melanin, tiim alemlerde yer alan organizmalar tarafindan {iretilebilen, fenolik ve indolik

bilesiklerin oksidatif polimerizasyonu ile olusturulan, yiiksek molekiil agirlikli hidrofobik bir

polimer olarak tanimlanmaktadir [1]. Tipik olarak melaninin, koyu kahverengi veya siyah

renkli oldugu ve yiiksek molekiil agirligina sahip oldugu belirtilmektedir. Negatif yiiklii bir

pigment olan melaninin, su ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinemedigi ifade edilmektedir. Yapisal

olarak, melaninin yiiksek molekiiler agirlikli polimerlerin bir karigimini temsil ettigi ve bu

yapinin s6z konusu pigmenti kararli ve oksidan ajanlar, kuruma, asir1 sicaklik, UV 15181, agir
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metaller ve ilaglar gibi ¢esitli fizikokimyasal islemlere karsi direngli kildigi
vurgulanmaktadir [2].

Bircok maya ve fungus tiirliniin melanin pigmentini {retebildigi ve bu pigmentin
mikroorganizmayi ¢esitli olumsuz g¢evresel kosullardan korudugu belirtilmektedir. En iyi
bilinen melanin iretici fungus, maya ve maya benzeri funguslar arasinda; Kluyveromyces
marxianus, Streptomyces chibanensis, Aspergillus sp., Wangiella dermatitidis, Burkholderia
cepacia, Cry. neoformans, Exophiala dermatitidis, Fonsecaea pedrosoi, Exophiala
dermatitidis, Sporothrix schenckii, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis,
Candida albicans, Pneumocystis jirovecii, Scytalidium dimidiatum ve Aureobasidium
pullulans yer almaktadir [3].

A. pullulans, funguslar alemindeki Ascomycota grubu igerisinde yer alan; Dothideales takimi,
Dothideaceae familyas1 ve Aureobasidium cinsine ait polimorfik bir tiir olarak
tamimlanmaktadir [4]. ilk gelistiklerinde krem, acik pembe ya da acik kahverengi olan A.
pullulans kolonilerinin, daha sonra iirettikleri melanin pigmenti nedeni ile kahverengi ya da
siyah renge doniistiikleri, bu nedenle de siyah maya olarak da adlandirildiklar1 ifade
edilmektedir [5].

Son yillarda diinya capinda, sentetik pigmentler yerine mikroorganizmalar tarafindan tiretilen
dogal kaynaklardan elde edilen pigmentlere olan ilgi artmaktadir [6]. Bunun sebebi olarak
ise; dogal kaynaklardan elde edilen pigmentlerin daha giivenli, ¢cevreye zarar vermeyen,
cabuk bozunabilir ve zararli etkileri olmayan pigmentler olmasi gosterilmektedir. Bunun yam
sira sentetik pigmentlerin insanlara, hayvanlara ve ¢evreye karsi zararl etkilerinin oldugu da
ifade edilmektedir [7]. Mikroorganizmalar kullanilarak pigment {iretiminin, kimyasal
yollarla sentezlenmesinden daha verimli ve diisik maliyetli bir islem oldugu
vurgulanmaktadir. Mikroorganizmalarin ayrica, mevsimsel kisitlamalarmin olmamasi, ucuz
ve yiiksek verimli iiretim gerceklestirmeleri nedeniyle bitkiler ve hayvanlara kiyasla daha
uygun pigment kaynaklar1 olduklari ifade edilmektedir. Melanin pigmentinin tarim,
kozmetik ve ilag endiistrilerinde ¢ok genis uygulama potansiyeline sahip olmasi ve bu
pigmente artan talep goz oniine alindiginda, mikrorganizmalar kullanilarak melanin tiretimi

tizerine yapilan ¢aligmalarin artmasi gerektigi vurgulanmaktadir [8,9].
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Fermantasyon yolu ile melanin {iretiminde kullanilan substratlar, tiretilen tirliniin maliyetini
onemli dl¢iide etkilediginden, prosesi endiistriyel dlgcekte ekonomik hale getirmek i¢in ucuz
ve verimli substratlarin kullanilmasina ihtiyag duyuldugu bilinmektedir. Bu amagla
biyoproseslerde ucuz substrat kaynagi olarak c¢esitli tarimsal sanayi artiklarinin
kullanilmalar1 6nem kazanmaktadir. Bu atiklarin, tarladan sofraya tiim gida zincirinde ortaya
ciktig1 ve diinya genelinde biiyiik sorun olusturdugu bilinmektedir. Tiirkiye’de yaklasik
olarak yilda 45 bin ton sogan kabugu ve 542 bin ton bayat ekmek ortaya ¢ikmaktadir [10].
Patatesin tarladaki atik (sap) miktarinin yillik yaklasik 455 bin ton, elma ve armudun
bahg¢edeki budama atiginin ise yillik yaklagik 122 bin ve 27 bin ton oldugu belirtilmistir [11].
Yalnizca Ankara’da meydana ¢ikan yillik toplam mutfak atiginin yaklasik 5.35 megaton
oldugu da bilinmektedir [12]. Geleneksel atik bertaraf yontemlerinin ¢evresel, ekonomik ve
sosyal sorunlara neden oldugu, bu nedenle de organik atiklarimin katma degeri yiiksek
biyoteknolojik iirlinlere doniistiiriilmelerinin  daha  siirdiiriilebilir, kiiresel ihtiyaci
karsilamaya yonelik ve karli oldugu da ortadadir. Bu sekilde, tarimsal sanayi artiklar ile
organik evsel atiklara katma deger kazandirilmakta ve giinimiiz problemlerinden biri olan
cevre kirlenmesinin de Oniine gecilebilmektedir. Bu kapsamda yapilan ¢alismalarda
kullanilan dogal substratlar arasinda; ananas, portakal ve nar atiklar1, misir likort, tiziim atig1,
misir maserasyon sivisi, jack meyvesi ¢ekirdegi, bugday kepegi, hindistan cevizi posasi,
piring kepegi, piring unu, melas, aycicegi kabugu, dari, muz sap1 ve seker kamist kiispesi
hidrolizatinin yer aldig1 goriilmistiir [7,9].

Bu calismanin amaci; literatiirde ilk defa sogan, patates, elma, armut ve havug kabuklari ile
bayat ekmek kullanilarak A. pullulans suslari ile melanin tiretiminin gergeklestirilmesidir.
Materyal ve Metot

Aureobasidium pullulans suslari

Bu ¢alismada melanin tiretimi i¢in A. pullulans AZ-6 ve A. pullulans NBRC 100716 suslari
kullanilmustir. Suslar, Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii (Ankara) 6gretim
iiyesi Prof. Z. Yesim Ozbas tarafindan saglanmustir. A. pullulans AZ-6 susu, yazarim yiiksek
lisans tezi galismalar1 sirasinda, taze Gemlik zeytinlerinden izole edilirken, A. pullulans

NBRC 100716 susu Japonya'dan temin edilmis bir ¢ilek izolatidir.
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Evsel atiklar ve 6n islemler

Calismada, sogan, patates, elma, armut ve havug kabuklari ile bayat ekmekler fermantasyon
ortami hazirlamak i¢in dogal substrat kaynaklar1 olarak kullanilmislardir. Arastirmada sogan,
elma, armut ve havug kabuklari, Tarangini ve Mishra [9] tarafindan Gnerilen yonteme gore
ayr1 ayr1 On islemlerden gegirildikten sonra fermantasyon ortami olarak kullanilmislardir. Bu
amagla, 1000 g kabuk, bir blender yardimiyla pargalandiktan sonra iizerine 2 L saf su ilave
edilmis, elde edilen karistm 100°C’de 30 dakika buyunca kaynatildiktan sonra 6ziit kaba
filtrasyon ile ayrilmistir. Elde edilen 6ziitler 300 mL'lik Erlenmeyer’lere 150 mL hacimde
dagitildiktan sonra otoklavda, 121°C’de 15 dakika sterilize edilmis ve dogrudan
fermantasyon ortami olarak kullanilmislardir.

Calismada kullanilan bayat ekmek ve patates kabugundaki sekerler ise, asit hidrolizi ile
Oziitlenmislerdir. Bu amagla, dogal substratlar bir blender yardimi ile ayr1 ayr1 parcalanmislar
ve ardindan iizerlerine derigimi, substrat (g): asit ¢dzeltisi (mL); 10:100 (w/v) olacak sekilde
onceden hazirlanmis olan siilfiirik asit ¢ozeltisi ilave edilmistir. Asit ¢dzeltisi ise; 0.5 mL,
%098’lik derigik H2SO4 (Merck, Almanya) ¢ozeltisinin, 100 mL saf suya eklenmesiyle
hazirlanmistir. Elde edilen karisimlar oda sicakliginda, rutin olarak karistirma islemi
yapilarak yarim saat bekletilmis ve daha sonra nisastanin etkin par¢alanmasi amaciyla
otoklavda 121°C’de 15 dakika tutulmuslardir.

Otoklavdan ¢ikarilan karigimlar sogutulduktan sonra, temiz bir tiilbent yardimiyla siiziilmiis
ve elde edilen siiziintii, 6000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Daha sonra ise
elde edilen homojen hidrolizat 300 mL'lik Erlenmeyer’lere 150 mL hacimde dagitilmis ve
otoklavda, 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Steril hidrolizatlar dogrudan
fermantasyon ortami olarak kullanilmiglardir.

Fermantasyon ortamlarindaki baglangi¢ glukoz ve/veya fruktoz derisimleri, Dinitrosalisilik
asit (DNS) yontemi kullanilarak [13], toplam seker derisimleri ise, sakkaroz cinsinden, fenol
stilfurik asit yontemi kullanilarak [14] tayin edilmislerdir.

Asi kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Fermantasyon deneylerinden 6nce, her bir sus i¢in as1 kiiltiiri hazirlanmistir. Bu amagla ilk
olarak bilesimi (g/L): glukoz; 10, maya 6ziitii; 3, malt 6ziitii; 3 ve pepton; 5 olan steril Yeast
ekstrakt Malt ekstrakt (YM) broth ve YM agar besiyerinde 30°C’de 48 saat gelistirilerek
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aktiflestirilmis olan A. pullulans kiiltiiriinden, 250-300 mL’lik erlenler igerisinde bulunan
100 mL hacmindeki steril Tryptic Soy Broth (Merck, Almanya) besiyerine asilanmuistir.
Sicakligi ve calkalama hizi ayarlanabilen calkalamali inkiibatérde, 30°C’de, 100 rpm
calkalama hizinda, 48 saat gelistirilen as1 kiiltiirii, yine erlenler igerisinde hazirlanan 150 mL
calisma hacmindeki dogal fermantasyon ortamlarina ayri ayr1 %5 (v/v) oraninda inokiile
edilmistir.

Bu asamada A. pullulans suslarinin, fermantasyon ortamlarindaki ayri ayri1 baslangic
inokiilasyon derisimlerinin belirlenebilmesi amaciyla ilk olarak, iireme ortamindan alinan
kiiltiirtin %0.85°lik (w/v) serum fizyolojik igerisinde ardisik seyreltileri hazirlanmig, daha
sonra, bu seyreltilerden petri kaplarinda, dnceden hazirlanmis YM agar besiyerlerine, ylizeye
stirme yontemi ile ekimler gerceklestirilmistir. Ekimleri yapilan besiyerlerinin 30°C’de 48
saat inkiibasyonlarinin ardindan, olusan kiiltiirlerde koloni sayimlar1 yapilmis ve baslangi¢
A. pullulans sayilart; kob/mL cinsinden hesaplanmustir.

Fermantasyon deneyleri

Fermentasyon deneyleri, 150 mL fermentasyon ortami igeren 300 mL'lik pamuk tikagli
Erlenmeyer’lerde, 100 rpm'lik bir ¢alkalama hizina sahip c¢alkalamali bir inkiibator (NB-
203QMS, N-Bitech) kullanilarak 20 giin boyunca, 30°C'de gergeklestirilmistir.

Analitik Testler

Fermantasyon ortamlarinda A. pullulans AZ-6 ve A. pullulans NBRC 100716 suslari
tarafindan iiretilen melanin derisimleri, fermantasyon boyunca yaklasik her 24 saatte bir 10
mL kiiltiir 6rnegi alinarak tayin edilmistir. Kiiltiir 6rnekleri, 6000 rpm hizla 10 dakika
santrifiijlenmis ve hiicre dis1 melanin iceren siipernatant pelletten ayrilip bir falkon tiipiine
aktarilmigtir. A. pullulans hiicreleri ile hiicre ig¢i melanin igeren pellet tizerine 10 mL
hacminde 1 N NaOH ilave edilmis ve olusan karisim 121°C’de 20 dakika otoklavlanmuistir.
Ardindan karigim 6000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenip, hiicre i¢i melanin i¢eren siipernatant
kismi bir falkon tiipli igerisine ayrilmistir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 melanin igeren
stipernatantlara, pH’lar1 2 olana kadar ayri1 ayr1 derisik HCI ilave edilmis ve melaninin
¢okmesi saglanmistir. Coken melanin santrifiij (6000 rpm, 10 dakika) ile ayrilmis, ardindan
saf suile pH’1 7 olana kadar tekrar tekrar yikanmistir [15]. Elde edilen melanin 60°C’de sabit

tartima gelene kadar kurutularak toz haline getirildikten sonra -18°C’de muhafaza edilmistir
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(Sekil 1). Fermantasyon deneylerinde belirli araliklarla alinan &rneklerdeki melanin
derisimlerinin yani sira biyokiitle derisimleri de Mujdeci [16] tarafindan Onerilen yonteme
gore tayin edilmistir.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler i¢in SPSS 13.0 paket programi (SPSS, Chicago, IL, ABD) kullanilmus,
iki tekrarli olarak elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur.
Calismada bagimli degiskenlerin “maksimum biyokiitle derisimi” veya “maksimum hiicre
dist melanin derisimi” oldugu durumda, bagimsiz degiskenler; “A. pullulans suslari” ile
“dogal substrat kaynaklar1” olarak belirlenmistir. Bagimsiz degisken gruplar1 arasindaki
farkin anlamli olup olmadig: ¢ift yonliit ANOVA testi ile incelenmistir. Cift yonliit ANOVA
ile ayrica bagimsiz degiskenlerin birbiri ile etkilesimlerinin anlamli olup olmadiklar1 da
degerlendirilmistir. Calismada yalnizca A. pullulans NBRC 100716 susunun hiicre igi
melanin tretebildigi belirlendiginden, “maksimum hiicre i¢i melanin derisimi”nin bagimli
degisken oldugu durumda dogal substrat kaynaklar1 arasinda énemli bir fark olup olmadigi
tek yonlit ANOVA testi ile degerlendirilmistir. Genel olarak, satir ve siitunlar i¢in elde edilen

p <0.05, istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 1 Fermantasyon ortamindan melanin eldesinde izlenen yontem

Fig 1 The method followed in obtaining melanin from the fermentation medium
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Sonuglar ve Tartisma

Sogan, patates, elma, armut ve havug kabuklari ile bayat ekmeklerin ¢esitli 6n islemlerden
sonra fermantasyon ortami olarak kullanildiklar1 deneylerdeki A. pullulans AZ-6 ve A.
pullulans NBRC 100716’nin maksimum biyokiitle derisimleri ve bu suslarin trettikleri
maksimum hiicre i¢i (hiMN) ve hiicre dist melanin (hdMN) derisimleri Tablo 1°de
verilmistir.

Tablo 1 Farkli gida atiklari/yan tiriinler kullanilarak hazirlanan fermantasyon ortamlarinda elde
edilen en yiiksek A. pullulans AZ-6 ve A. pullulans NBRC 100716 biyokiitleleri ve bu suslarin
irettikleri en yiiksek hiicre i¢i ve hiicre dis1 melanin derisimleri

Table 1 The highest A. pullulans AZ-6 and A. pullulans NBRC 100716 biomass obtained in
fermentation media prepared using different food wastes/by-products and the highest intracellular
and extracellular melanin concentrations produced by these strains

Maksimum biyokiitle Maksimum hiicre dis1 Maksimum hiicre ici
Gida atin derisimi (g/L) melanin derisimi (g/L) melanin derisimi (g/L)
AZ-6 NBRC 100716 AZ-6 NBRC 100716 NBRC 100716
Sogan kabugu 7.80+0.4 6.38+04 0+0.0 2.64+0.1 0.38+0.1
Elma kabugu 3531+0.2 10.42 £ 0.1 1.34+0.2 1.19+0.2 2.09+0.2
Bayat ekmek 9.83+04 12.00 £ 0.1 0.13+0.02 0.87+0.04 0+0.0
Armut kabugu 6.19+0.2 9.24+04 0+0.0 1.49+0.1 0+0.0
Havug kabugu 18.23+£2.3 28.98 £ 0.9 0.92+0.2 3.52+0.3 0.19+0.02
Patates kabugu 2.55+0.1 2.76 £0.2 0+0.0 0.22+0.04 0+0.0

Maksimum biyokiitle ve hdMN derisimleri i¢in yapilan ¢ift yonlii ANOVA, farkli sus ve
dogal sustrat kaynaklari i¢in elde edilen ortalamalarin 6nemli 6lciide farkli oldugunu (p <
0.05) ve dogal substrat kaynaklari ile suslar arasindaki etkilesimin de 6nemli oldugunu (p <
0.05) gostermistir. Maksimum hiMN derigimleri i¢in yapilan tek yonli ANOVA ise, dogal
substrat kaynaklar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli (p <0.05) oldugunu ortaya

koymustur.
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Yapilan ¢alismada sogan ve elma kabugu 6ziitlerinin fermantasyon ortami olarak kullanildigi
deneylerde en yiiksek biyokiitle derisimi sirasiyla; 7.8+0.4 ve 35.31+0.2 g/L olarak A.
pullulans AZ-6 ile elde edilmistir. Calismada bayat ekmek ile armut, havug ve patates kabugu
oOziitlerinin A. pullulans NBRC 100716’ nin gelisimini daha fazla destekledigi belirlenmis ve
bu ortamlarda en yliksek biyokiitle derisimleri sirastyla; 12.00 + 0.1, 9.24 + 0.4, 28.98 £ 0.9
ve 2.76 £ 0.2 g/L olarak belirlenmistir.

Sekil 2’de, c¢alisilan suslarin farkli fermantasyon ortamlarindaki biyokiitle derisimlerinin
zamanla degisimi sunulmustur. S6z konusu sekilde de goriilebilecegi gibi, sogan kabugu,
bayat ekmek ve havu¢ kabugu Ozitlerinin ayr1 ayri fermantasyon ortami olarak
kullanildiklart deneylerde A. pullulans AZ-6 ve A. pullulans NBRC 100716 i¢in en yiiksek
biyokiitle dersiminlerine fermantasyonun 15. giiniinde ulasilmistir. Elma kabugu 6ziitiiniin
fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde en yiiksek biyokiitle derisiminin A.
pullulans AZ-6 ve A. pullulans NBRC 100716 igin sirasiyla; 14 ve 15.; armut kabugunun
kullanildig1 deneylerde sirastyla, 13 ve 15. ve patates kabugunun kullanildigi deneylerde ise

strastyla, 15 ve 14. giinlerde elde edildigi belirlenmistir.
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Sekil 2 Biyokiitle derigsimlerinin zamanla degisimleri (SK-AZ-6: Gida atig1 (GA); sogan kabugu,
Sus (S); A. pullulans AZ-6, SK-NBRC 100716: GA; sogan kabugu, S; A. pullulans NBRC 100716,
EK-AZ-6: GA, elma kabugu, S; A. pullulans AZ-6, EK-NBRC 100716: GA; elma kabugu, S; A.
pullulans NBRC 100716, E-AZ-6: GA,; bayat ekmek, S; A. pullulans AZ-6, E-NBRC 100716: GA;
bayat ekmek, S; A. pullulans NBRC 100716, AK-AZ-6: GA; armut kabugu, S; A. pullulans AZ-6,
AK-NBRC 100716: GA; armut kabugu, S; A. pullulans NBRC 100716, HK-AZ-6: GA; havug
kabugu, S; A. pullulans AZ-6, HK-NBRC 100716: GA; havug kabugu, S; A. pullulans NBRC
100716, PK-AZ-6: GA, patates kabugu, S; A. pullulans AZ-6, PK-NBRC 100716: GA; patates
kabugu, S; A. pullulans NBRC 100716)

Figure 2 Changes of biomass concentrations over time (SK-AZ-6: Food waste (FW); onion peel,
Strain (S); A. pullulans AZ-6, SK-NBRC 100716: FW; onion peel, S; A. pullulans NBRC 100716,
EK-AZ-6: FW; apple peel, S; A. pullulans AZ-6, EK-NBRC 100716: FW; apple peel, S; A.
pullulans NBRC 100716, E-AZ-6: FW; stale bread, S; A. pullulans AZ-6, E-NBRC 100716: FW;
stale bread, S; A. pullulans NBRC 100716, AK-AZ-6: FW; pear peel, S; A. pullulans AZ-6, AK-
NBRC 100716: FW; pear peel, S; A. pullulans NBRC 100716, HK-AZ-6: FW; carrot peel, S; A.
pullulans AZ-6, HK-NBRC 100716: FW; carrot peel, S; A. pullulans NBRC 100716, PK-AZ-6:
FW; potato peel, S; A. pullulans AZ-6, PK-NBRC 100716: FW; potato peel, S; A. pullulans NBRC
100716)

A. pullulans suslarinin trettikleri hdMN derisimlerinin zamanla degisimleri Sekil 3’de

sunulmustur.
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Sekil 3 Hiicre dis1 melanin derisimlerinin zamanla degisimleri (SK-AZ-6: Gida atig1 (GA); sogan
kabugu, Sus (S); A. pullulans AZ-6, EK-AZ-6: GK; elma kabugu, S; A. pullulans AZ-6, EK-
NBRC 100716: GA,; elma kabugu, S; A. pullulans NBRC 100716, E-AZ-6: GA, bayat ekmek, S; A.
pullulans AZ-6, E-NBRC 100716: GA; bayat ekmek, S; A. pullulans NBRC 100716, AK-NBRC
100716: GA; armut kabugu, S; A. pullulans NBRC 100716, HK-AZ-6: GA; havug kabugu, S; A.
pullulans AZ-6, HK-NBRC 100716: GA; havug kabugu, S; A. pullulans NBRC 100716, PK-
NBRC 100716: GA; patates kabugu, S; A. pullulans NBRC 100716)

Figure 3 Changes of extracellular melanin concentrations over time (SK-AZ-6: Food Waste (FW);
onion peel, Strain (S); A. pullulans AZ-6, EK-AZ-6: FW; apple peel, S; A. pullulans AZ-6, EK-
NBRC 100716: FW; apple peel, S; A. pullulans NBRC 100716, E-AZ-6: FW; stale bread, S; A.
pullulans AZ-6, E-NBRC 100716: FW; stale bread, S; A. pullulans NBRC 100716, AK-NBRC

100716: FW; pear peel, S; A. pullulans NBRC 100716, HK-AZ-6: FW; carrot peel, S; A. pullulans
AZ-6, HK-NBRC 100716: FW; carrot peel, S; A. pullulans NBRC 100716, PK-NBRC 100716:

FW; potato peel, S; A. pullulans NBRC 100716)

A. pullulans AZ-6 susu maksimum hdMN iiretimini, 1.34 = 0.2 g/L olarak, elma kabugu
Oziitiiniin fermantasyon ortami olarak kullanildig1 deneyde gergeklesmistir. A. pullulans AZ-
6 susunun sogan, armut ve patates kabuklarinin kullanildiklar1 deneylerde hdMN iiretmedigi
kaydedilmistir (Tablo 1). Calismanin maksimum hdMN derisimi (3.52 + 0.3 g/L) ise, A.
pullulans NBRC 100716 tarafindan havug kabugu oziitii ile elde edilmistir. A. pullulans
NBRC 100716 susunun hdMN iiretimine, sogan, elma ve patates kabuklari igin

fermantasyonun 14. giiniinde, bayat ekmek, armut ve havu¢ kabuklar1 icin ise
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fermantasyonun sirastyla 12, 13 ve 20. giinlerinde basladigi kaydedilmistir. Hiicre disi

melanin {iretiminin gozlendigi fermantasyon ortamlarinin rengi orjinal renklerine kiyasla

koyulagsmaya baslamis, kahverengi-siyaha dontismiistiir (Sekil 4).

SOGAN
KABUGU
0zUTU
NBRC
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. ‘|I!IIII’. -
|
\ 2| .
'y == PATATES
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ELMA
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0z0T0
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Sekil 4 Melanin iiretimine bagli olarak fermantasyon ortamlarinda gériilen siyah renk olusumlari

Figure 4 Black color formations seen in fermentation media due to melanin production

Arastirmada c¢alisilan suslar arasinda yalnizca A. pullulans NBRC 100716 susunun hiicre igi

melanin tiretebildigi tespit edilmistir. A. pullulans NBRC 100716 susunun hiMN iiretiminin

ise, yalnizca sogan, elma ve havu¢ kabugu oOziitlerinin fermantasyon ortami olarak

kullanildiklar1 deneylerde gergeklestigi belirlenmistir (Sekil 5). A. pullulans NBRC 100716

susunun en yliksek miktarda hiMN’i sogan, elma ve havu¢ kabugu oziitleri i¢in sirastyla;

0.38, 2.09 ve 0.19 g/L olarak fermantasyonun 14, 14 ve 19. giiniinde tirettigi kaydedilmistir.
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Sekil 5 Hiicre i¢i melanin derisimlerinin zamanla degisimleri (SK-NBRC 100716: Gida atig1 (GA);
sogan kabugu, Sus (S); A. pullulans NBRC 100716, EK-NBRC 100716: GA; elma kabugu, S; A.
pullulans NBRC 100716, HK-NBRC 100716: GA; havug kabugu, S; A. pullulans NBRC 100716)

Figure 5 Changes of intracellular melanin concentrations over time (SK-NBRC 100716: Food
Waste (FW); onion peel, Strain (S); A. pullulans NBRC 100716, EK-NBRC 100716: FW; apple
peel, S; A. pullulans NBRC 100716, HK-NBRC 100716: FW; carrot peel, S; A. pullulans NBRC

100716)

Aragtirmada sogan, elma, armut ve havug kabugu ¢ozeltilerinin fermantasyon ortami olarak
kullanildiklar1 deneylerde ortamdaki glukoz ve fruktoz derisimlerinin zamanla degsimlerini
gosteren grafikler sirasiyla Sekil 6 ve Sekil 7°de verilmistir. Sogan kabugu 6ziitlinlin
fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneylerde, hem A. pullulans AZ-6 hem de A.
pullulans NBRC 100716 tarafindan, ortamdaki glukozun fermantasyonun 4. giiniinde,
fruktozun ise, fermantasyonun 5. gilinlinde tamamen tiiketildigi belirlenmistir. Elma
kabugunun kullanildig1 deneylerde, A. pullulans AZ-6 ve A. pullulans NBRC 100716 suslar1
tarafindan glukoz daha erken (6. giin) tiiketilirken, fruktoz tiiketimi daha uzun (10. giin)

surmustir.
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Sekil 6 Fermantasyon ortamlarindaki glukoz derisimlerinin zamanla degisimleri (SK-AZ-6: Gida
at1g1 (GA); sogan kabugu, Sus (S); A. pullulans AZ-6, SK-NBRC 100716: sogan kabugu, S; A.
pullulans NBRC 100716, EK-AZ-6: GA; elma kabugu, S; A. pullulans AZ-6, EK-NBRC 100716:
GA; elma kabugu, S; A. pullulans NBRC 100716, AK-AZ-6: GA; armut kabugu, S; A. pullulans
AZ-6, AK-NBRC 100716: GA; armut kabugu, S; A. pullulans NBRC 100716, HK-AZ-6: GA;
havug kabugu, S; A. pullulans AZ-6, HK-NBRC 100716: GA; havug kabugu, S; A. pullulans
NBRC 100716)

Figure 6 Changes of glucose concentrations in fermentation media over time (SK-AZ-6: Food
Waste (FW); onion peel, Strain (S); A. pullulans AZ-6, SK-NBRC 100716: onion peel, S; A.
pullulans NBRC 100716, EK-AZ-6: FW; apple peel, S; A. pullulans AZ-6, EK-NBRC 100716:
FW; apple peel, S; A. pullulans NBRC 100716, AK-AZ-6: FW; pear peel, S; A. pullulans AZ-6,
AK-NBRC 100716: FW; pear peel, S; A. pullulans NBRC 100716, HK-AZ-6: FW; carrot peel, S;
A. pullulans AZ-6, HK-NBRC 100716: FW; carrot peel, S; A. pullulans NBRC 100716)

Armut kabugunun kullanildigi deneylerde ise, A. pullulans AZ-6 ve A. pullulans NBRC
100716 suslar1 ortamdaki glukozu sirasiyla; fermantasyonun 15 ve 7. giinlerinde, fruktozu
ise fermantasyonun 13. giiniinde tiiketmislerdir. Havu¢ kabugu 6ziitiinde yer alan glukoz,
caligilan suglar tarafindan fermantasyonun 3. giiniinde tamamen tiiketilirken, fruktoz

fermantasyonun 5. giinlinde tiiketilmistir.
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Sekil 7 Fermantasyon ortamlarindaki fruktoz derisimlerinin zamanla degisimleri (SK-AZ-6: Gida
at1g1 (GA); sogan kabugu, Sus (S); A. pullulans AZ-6, SK-NBRC 100716: sogan kabugu, S; A.
pullulans NBRC 100716, EK-AZ-6: GA; elma kabugu, S; A. pullulans AZ-6, EK-NBRC 100716:
GA; elma kabugu, S; A. pullulans NBRC 100716, AK-AZ-6: GA; armut kabugu, S; A. pullulans
AZ-6, AK-NBRC 100716: GA; armut kabugu, S; A. pullulans NBRC 100716, HK-AZ-6: GA,
havug kabugu, S; A. pullulans AZ-6, HK-NBRC 100716: GA; havug kabugu, S; A. pullulans
NBRC 100716)

Figure 7 Changes of fructose concentrations in fermentation media over time (SK-AZ-6: Food
Waste (FW); onion peel, Strain (S); A. pullulans AZ-6, SK-NBRC 100716: onion peel, S; A.
pullulans NBRC 100716, EK-AZ-6: FW; apple peel, S; A. pullulans AZ-6, EK-NBRC 100716:
FW; apple peel, S; A. pullulans NBRC 100716, AK-AZ-6: FW; pear peel, S; A. pullulans AZ-6,
AK-NBRC 100716: FW; pear peel, S; A. pullulans NBRC 100716, HK-AZ-6: FW; carrot peel, S;
A. pullulans AZ-6, HK-NBRC 100716: FW; carrot peel, S; A. pullulans NBRC 100716)

Bayat ekmek ve patates kabugu Oziitlerinin fermantasyon ortami olarak kullanildiklar
deneylerde ortamdaki toplam seker derisimlerinin (sakkaroz cinsinden) zamanla
degisimlerini gosteren grafikler Sekil 8’de sunulmustur. Bayat ekmegin kullanildigi
deneylerde ortamdaki substratin, A. pullulans AZ-6 ve A. pullulans NBRC 100716 suslari
tarafindan fermantasyonun 13. gilinlinde tamamen tiiketildigi belirlenmistir. Patates kabugu
Oziitiinliin fermantasyon ortami olarak kullanildiklar1 deneylerde ise, ortamdaki toplam
sekerin A. pullulans AZ-6 ve A. pullulans NBRC 100716 suslari tarafindan fermantasyonun

sirastyla; 9 ve 10. giinlerinde tiiketildigi tespit edilmistir.
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Sekil 8 Fermantasyon ortamlarindaki toplam geker derisimlerinin zamanla degisimleri (E-AZ-6:
Gida atig1 (GA); bayat ekmek, Sus (S); A. pullulans AZ-6, E-NBRC 100716: GA; bayat ekmek, S;
A. pullulans NBRC 100716, PK-AZ-6: GA; patates kabugu, S; A. pullulans AZ-6, PK-NBRC
100716: GA; patates kabugu, S; A. pullulans NBRC 100716)

Figure 8 Changes of total sugar concentrations in fermentation media over time (E-AZ-6: Food

Waste (FW); stale bread, Strain (S); A. pullulans AZ-6, E-NBRC 100716: FW; stale bread, S; A.

pullulans NBRC 100716, PK-AZ-6: FW; potato peel, S; A. pullulans AZ-6, PK-NBRC 100716:
FW; potato peel, S; A. pullulans NBRC 100716)

Genel olarak degerlendirildiginde; A. pullulans AZ-6’nin hiicre gelisimini en fazla
destekleyen fermantasyon ortami elma kabugu 6ziitii olmus bunu ise sirasiyla; havug kabugu
oziitii ve bayat ekmek hidrolizati izlemistir. A. pullulans NBRC 100716 susunun hiicre
geligimi i¢in ise en elverisli ortamlarin sirastyla; havug kabugu 6ziitii, bayat ekmek hidrolizati
ve elma kabugu 6ziitli oldugu belirlenmistir. Calisilan dogal substrat kaynaklar1 arasinda en
diisiik biyokiitle derisimleri ise, her iki sus icin de patates kabugu hidrolizatinda elde
edilmistir. S6z konusu substrat, géz ardi1 edilemeyecek bir seker kaynagi olsa da,
bilesimindeki fenolik maddelerin bu calismadaki suglarin gelisimlerini ve melanin
tiretimlerini baskilayabilecegi sonucuna varilmistir. Gebrechristos vd. [17] tarafindan yapilan

bir ¢alisma da bu sonucu destekler niteliktedir. S6z konusu ¢alismada, patates kabugu
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Oziitiinlin bilesiminde kafeik, klorojenik ve neoklorojenik asitlerin oladugu ve bu fenolik
bilesenlerin Escherichia coli, Salmonella enterica ve Staphylococcus aureus’un gelisimini
inhibe ettigi vurgulanmstir. Benzer sekilde, Noushad vd. [18] tarafindan yapilan ¢alismada
da patates kabugu oziitiiniin Enterococcus faecalis ATCC 29212 susu iizerine antibakteriyel
etkiye sahip oldugu belirtilmistir.

Calisilan suslar arasinda en yiiksek miktarda toplam melanin (3.71g/L) iireticisi susun A.
pullulans NBRC 100716 oldugu tespit edilmistir. Bu iiretim ise havu¢ kabugu 6ziitiiniin
fermantasyon ortami olarak kullanildigi deneyde gerceklesmistir. Elma ve sogan
kabuklarinin dogal substrat kaynagi olarak kullanildiklar1 deneylerde ise, A. pullulans NBRC
100716 susunun trettigi toplam melaninin sirasiyla; 3.28 ve 3.02 g/L oldugu belirlenmistir.
Bu arastirmada, A. pullulans NBRC 100716 susu ile melanin {iretimi i¢in elverisli olan ilk ii¢
ortamin havug, elma ve sogan kabuklarinin 6ziitleri oldugu tespit edilmistir. Genel olarak
pigment {retiminin, fermantasyon ortamindaki besin maddelerinin azalmasi ve artan
inkiibasyon zamant ile arttig1 ifade edilmektedir. Melanin iireten organizmalarin bu pigmenti
kendilerini ¢evresel strese karsi korumak igin {irettikleri rapor edilmektedir [19]. Bu
calismada da havug kabugu oziitiindeki, diger substrat kaynaklarina kiyasla, kisith seker
derisiminin (bkz. Sekil 6 ve 7) hiicre gelisimi i¢in yeterli ve melanin liretimi i¢in elverisli
olabilecegi sonucuna varilmistir. Calisilan tiim dogal substrat kaynaklar1 i¢in ortamdaki
sekerin tamamen tiikkenmesinden sonra melanin iiretiminin bagladig tespit edilmistir.

Sogan ve elma kabugunda bulunan temel fenolik bilesenlerden biri olan kuersetinin, sicak su
ekstraksiyonunda da bir miktar oziite gectigi bildirilmistir [20]. Kuersetinin melanin
biyosentezini baskiladigi bilinse de [21-23], bunun tam tersini savunan galismalar da
mevcuttur [24,25]. Bu ¢alismada ise, sterilizasyon asamasinda kuersetinin biiyiik oranda
parcalandig1 [26] ve melanin tiretimini engellemedigi digiiniilmektedir

Mujdeci (2021) tarafindan daha 6nce yapilmis olan bir ¢alismada, havug, kavun ve karpuz
kabuklarmin oziitleri ile peynir alti suyu ve melasin fermantasyon ortami olarak
kullanildiklart deneylerde, A. pullulans NBRC 100716 ile en yiiksek toplam melanin
derisimine bu c¢aligmada oldugu gibi havu¢ kabugu oziitii ile ulasilmistir. S6z konusu
caligmada ikinci sirada en yiiksek melanin derisimi (0.78 g/L) karpuz kabugu 6ziitii ile elde

edilmistir [16]. Meyve atiklarinin melanin tiretiminde substrat kaynagi olarak kullanildiklari
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bir ¢alismada, ananas, portakal ve nar atigi karisimimin (portakal karpelleri, ananas
cekirdekleri ve ezilmis nar taneleri) 0ziitli fermantasyon ortami olarak kullanilmis ve bu
ortamda Bacillus safensis’in melanin iiretimi arastirilmistir. Soz konusu calismada,
femantasyon ortaminin baslangi¢ pH’1nin 6.84 ve sicakligin 30.7°C oldugu kosulda, melanin
derisiminin 6.96 mg/mL oldugu belirtilmistir [9].

Melanin iiretimi i¢in diisiik maliyetli substratlarin denendigi bir bagka caligmada ise, piring
kepegi, bugday kepegi, hindistan cevizi kabugu, muz sap1, piring unu ve koyu dar1 gibi ¢esitli
tarimsal atiklarin denendigi belirtilmistir [7]. Calismaya gore, Streptomyces griseorubens
DKR4 susu tarafindan en yiiksek pigment iiretimi muz sap1 ve hindistan cevizi kabugunun
kullanildigr kat1 hal fermantasyonunda iiretilirken en diisitk pigment iiretimi koyu dar1
kullanilan durumda elde edilmistir. Tarangini ve Mishra [27] tarfindan yapilan bir
arastirmada, Pseudomonas sp. olarak tanimlandigi belirtilen bir izolatin melanin iiretim
ozelliklerinin saf deniz suyu ve atik lahana 6ziitii gibi ortamlarda incelendigi belirtilmistir.
Saf deniz suyunda elde edilen melanin derisiminin 5.35 mg/mL oldugu, lahana atig1 suyunda
ise iretimin gergeklesmedigi ifade edilmistir. Ancak deniz suyunun asi ortami olarak
kullanildig1 durumda, lahana atig1 suyunda yaklasik 2.79 mg/mL melanin iiretiminin oldugu
vurgulanmistir [27].

Diinyada gidaya ulasimin her gegcen giin zorlasmasi ve bu durumun 6liimlere dahi neden
olmasi, “sifir aclik” ve “sifir atik” hedefleri ile cesitli calismalarin yayginlagsmasina neden
olmaktadir. Bununla birlikte heniiz bu hedeflere ulasilamamasi, halen oldukca yiiksek
miktarlarda atiklarin var olmas1 anlamina gelmektedir. Evsel atiklarin da igerisinde yer aldig1
gida atiklari, insan sagligl ve ¢evreye zarar vermelerinin yani sira ekonomik kayiplara da
neden olmaktadir. Bu nedenle de gida atiklarmin katma degeri yiiksek iiriinlere
dontistiiriilmesi  diinyadaki onemli hedeflerden biridir. Bu hedef dogrultusunda, bu
calismada, A. pullulans NBRC 100716 ve AZ-6 suslar ile melanin iiretmek i¢in sogan,
patates, elma, armut ve havu¢ kabuklar1 ile bayat ekmegin potansiyel kullanimi
arastirilmistir. Calismadaki gida atiklarindan en yiiksek toplam melanin tiretimi (3.71 g/L) A.
pullulans NBRC 100716 tarafindan havug kabugu 6ziitii ile gerceklesmis, elma kabugu ve

sogan kabugu Oziitleri ile de sirasiyla; 3.28 ve 3.02 g/L olarak yakin sonuglar elde edilmistir.
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