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Ozet: Melanoidin pigmenti alkol damitma ve maya iiretim fabrikalarindan gikan atiklara koyu kahverengi renk veren
biyopolimer kompleksidir. Organik maddelerde amino ve karbonil gruplart arasinda olugsan maillard reaksiyonlar1 sonucunda
meydana gelir. Bu renkli maddeler zor pargalanir ve verdikleri rengin giderimi zordur. Bu ¢alismada melanoidinin 6zellikleri,
cesitli mikroorganizmalar ve kimyasal maddelerle suya verdigi rengin giderilmesine yonelik ¢alismalar 6zetlenmistir.

Anahtar kelimeler: Melanoidin, maillard reaksiyonlari, renk giderimi.

Abstract: Melanoidin pigment is a complex biopolymer that gives the dark brown color to waste waters from alcohol
distillers and from yeast production plants. The color is generated through maillard reactions between the amino and carbonyl
groups of the organic materials. Since these colored substances are persistent chemicals, they are hardly decolorized. In this
review, the properties of melanoidin and its decolorization by various microorganisms and chemical substances are
summarized.
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1.Giris

Melanoidin pigmenti alkol damitma veya ticari maya iiretimi sonucunda ¢ikan, melas iceren
atik sularda bulunan koyu kahve renkli, yapisi karmasik olan biyopolimerdir. Melanoidinler dogal
olarak gida ve igeceklerde de yaygin olarak bulunmaktadir (Painter, 1998). Yiiksek oranda renk veren
bu bilesiklerin pargalanmasi oldukg¢a zordur (Miyata, 2000). Organik maddelerde bulunan amino ve
karbonil gruplar1 arasindaki maillard reaksiyonlarmin sonucunda olusur. Igerisinde melas gibi yiiksek
oranda renk iceren atik sular gol, nehir, deniz gibi ortamlara desarj edildiginde, alici ortamlarin
bulanikliligini arttirarak, giines 1s1gmin suyun igerisine girigini azaltirlar. Bunun sonucunda sudaki
yasam fotosentez aktivitesi ve buna bagli olarak ¢o6ziiniir oksijen konsantrasyonunun azalmasi
nedeniyle zarar goriir (Kumar vd, 1997). Topraga atildig1 zaman da topragin alkalinitesini azaltarak, o
alanda vejetasyonun zarar gérmesine neden oldugu gibi tohumlarin ¢imlenmesi {izerine de negatif etki
yapmaktadir (Agarwal ve Pandey, 1994). Bu derleme, melaslarin renklenmesine neden olan
melanoidinlerin kimyasal yapisi, mikrobiyolojik ve kimyasal olarak pargalanmasi ile bu bilesiklerin
renginin giderilmesine yonelik bilgileri icermektedir.

2. Melanoidin Polimerinin Yapisi

Melanoidinler gidalarin islenmesi ve saklanmasi sirasinda enzimatik olmayan Maillard reaksiyonlar
ad1 verilen reaksiyonlar sonucunda olusan, yiliksek molekiil agirliginda amino karbonil bilesikleridir.
Genellikle gida ve diger biyolojik 6rneklerden melanoidinleri ayirmak c¢ok zordur ve bu yilizden
melanoidinler hakkinda kimyasal ve biyolojik ¢aligmalar model olarak se¢ilen melanoidinler iizerinde
yapilmigtir (Chandra vd, 2008). Buna ragmen melanoidinlerin kimyasal yapist agik bir sekilde
anlasilamamistir. Fakat melanoidin modellerinin kimyasal yapilarinin bir kismi H NMR, CP-MAS
NMR gibi farkli spektral calismalarla agiklanmistir (Ikan vd, 1990, 1992, Larter ve Douglas,1980).
Dogal ve sentetik melanoidinlerin CHON elementleri benzer bilesimdedir (Ikan vd., 1990;1992;
Migo vd, 1997). N bilesiklerinin asitlikleri, elektroforetik davranislar1 yapilarinda bulunan amino
asitlerin fonksiyonel gruplarindan kaynaklanmaktadir (Hedges, 1978). Benzing vd (1983), melanoidin
polimerinde bulunan azotun sekonder amid seklinde bulundugunu, amid baglarinin asit hidrolizine
dayanikli oldugunu agiklamislardir. Hayase (1984), bu polimerlerde mevcut olan ve glikozdan olusan
C-terminal yapilarla CH3;-COR zincirinden olustugunu ileri siirerek, melanoidinlerin yapilarini
asagidaki sekilde 6zetlemistir:
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CH;-CO-R
CH;-C(H veya OH)=C(H veya OH)-CO-R”
R-CO-CO-R’
R-CO-CH (CHj;)-CO-R’
R-CO-CH,-CO-R’
R-CO-CH,-CH,-CO-R’
CH;-CH(OH)-CO-R

Cammerer vd., (2002), melanoidinlerin temel yapisinin 3-deoksihekzosuloz ve amadori
reaksiyon {irlinlerinden olustugunu aciklamistir. Melanoidinler negatif yiikliidiir ve bunun igin agir
metal iyonlari, amino asitler, proteinler ve sekerlerle asidik ortamda birleserek yiiksek molekiiller
seklinde ¢okerler (Migo, 1997). Hayase (1986), doymus ve alifatik karbon atomlarinin melanoidinlerin
iskeletini olusturdugunu agiklamis, ozon uygulamasinin C=C veya C=N baglarin1 parcalayabilecegini
belirtmistir. Bu doymamis baglarin melanoidinlerin kromofor yapisinda &nemli oldugunu ileri
sirmiigtir.  Yapilan bu calismalara ragmen, melanoidinlerin kromofor yapist heniiz
kimliklendirilememis, bu bilesiklerin kimyasal yapis1 heniiz agiklanamamuistir. Tek bir tip melanoidin
yoktur. Melanoidinlerin yapilarinda olan farkliliklar, reaksiyona giren maddeler, pH, sicaklik ve
reaksiyon siiresi gibi reaksiyon kosullarina bagli olarak degisim gostermektedir. Melanoidinlerin
yapilarindaki kromoforlarin yapisinin agiklanmasi i¢in daha ileri teknikler kullanilarak, melanoidin
polimerinin ana iskeletini ¢ikarmak igin yogun caligmalar yapilmalidir. Gidalarda ve fizyolojik
orneklerde Maillard reaksiyonu sonucunda olusan tiriinlerin kalitatif ve kantitatif olarak tayin edilmesi
olduke¢a zordur. Proteinlerin asit hidrolizi esnasinda olusan bu {iriinleri bilinen amino asit analizleri ile
belirlemek zordur. Maillard reaksiyonu ile ¢ok ¢esitli {iriinlerin olusumu s6z konusu olmaktadir. Bu
iriinlerin saflagtirilmasi, teshis edilmesi ve miktarlarinin belirlenmesi gibi konular karsilagilan en
onemli sorunlardir. Dogrudan ve dolayli olarak kullanilan birka¢ metod vardir ( Ames vd, 1998;
Jones vd, 1998; Shen, vd 2007. ve Silvan vd, 2006).

3.Melanoidinlerin Parcalanmasi

Amino- karbolil biyopolimeri olan melanoidinler dogada parcalanmasi zor olan kompleks
polimerlerdir. Cevre kirliligini azaltmak i¢in kimyasal ve mikrobiyolojik olarak parcalama islemleri
gereklidir. Renk veren bu bilesiklerin pargalanabilmesi igin kimyasal yapisinin karakterize edilmesi
gerekir.

3.1. Kimyasal Olarak Pargalanmasi

Bircok arastiricilar dogal melanoidinler kadar, model olarak se¢ilen melanoidinlerin kimyasal
olarak parcalanip renginin giderilmesine yonelik g¢alismalar yapmislardir Cammerer vd, (2002).
Amino asitlerle oligomer ve polimer yapida olan karbohidratlardan meydana gelen ve model olarak
secilen melanoidinlerin  kimyasal olarak pargalanmasi1 iizerinde calismiglardir. Maillard
reaksiyonlarinda baglangic maddesi olarak kullanilan karbonhidratlarin polimerizasyon derecesinin
artmasi ile monosakkaritlerin aciga ¢ikmasmin %3 glisin ve %95 dekstrin seklinde oldugunu
aciklamiglardir. Laktoz igceren melanoidinlerin esas hidroliz iirlinli galaktozdur. Glukoz-glisinden
hazirlanan model melanoidinlerin renginin kimyasal olarak gideriminde H,O, kullanilmistir (Hayase
vd, 1984) . Melanoidinin bu maddeyle pargalanmasinin pH degerine bagl oldugu agiklanmistir.
Icerisinde %6.72 oraninda melanoidin iceren bir su o6rneginde H,O, ile muamele sonrasinda
melanoidinlerin molekiil agirliginin azaldigi belirtilmistir. Notral pH’da %64, alkali pH’da (10) ise
%97 oraninda renk giderimi tespit edilmistir. Kim vd, (1985) glukoz-glisinden hazirlanmis model
melanoidinlerin ozon gazi uygulamasi ile parcalanmasi ve renk giderimi {lizerinde calismislar, -
10°C’de 10 ve 90 dakika ozon uygulamislar, 10 dakikada %84, 90 dakikada ise %97 oraninda renk
giderimi saglandigin1 gézlemislerdir. Ozonlama yapildiktan 40 dakika sonra melanoidinlerin molekiil
agirhigmin azaldigini agiklamglardir.
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3.2. Mikroorganizmalarla Par¢calanmasi

Renk giderimi g¢aligmalarinda kimyasal uygulamalara alternatif olarak mikroorganizmalar
kullanilmaktadir. Bazi anaerobik ve aerobik bakteri tiirlerinin melanoidin pigmentini parcalayip
kullanma 6zellikleri vardir (Ohmomo vd, 1988b). Lactobacillus hilgardii W-NS, Bacillus sp
(Nakojima-Kame vd, 1999; Kumar ve Chandra 2006); asetogenik bakteri BP103 ile (Sirianuntabipoon
vd, 2004); Pseudomonas aeruginosa PAO1, Stenotophomonas maltophila ile Proteus mirabilis
(Mohana vd, 2007) gibi mikroorganizmalarla melanoidinin renk giderimi {izerinde ¢alisilmistir. Bu
bakterilerin geleneksel atik su aritim sistemlerine adapte edilmesi, her bir tiiriin optimum isteklerinin
belirlenmesi ile ilgili ¢alismalardaki zorluklar melanoidin pigmentinin renk giderimi caligmalarini
zorlagtirici etkenler olarak belirtilmistir.

Melanoidin pigmenti igeren atik sularin renginin giderilmesi icin, Tayland’da koyu
kahverengi lignin veya humus igeren toprak, fermente edilmis meyve ve sebzeler, ¢lirlimiis meyve ve
sebzeler gibi cesitli kaynaklardan 2000 gesit laktik asit bakterisi izole edilmistir (Tondee vd, 2008).
Secilen bakteriler 475 nm dalga boyunda optik yogunlugu 3.5 olan melanoidin iceren MRS agar
ortaminda renk giderimi i¢in test edilmistir. Melanoidin pigmentinin se¢ilen mikroorganizmalarla
pargalanip pargalanmadig1 mikroorganizmalarin besiyerinde gelistikleri kisimlarda olusan seffaf zonun
cap1 Olgiilerek degerlendirilmis ve bu zonun kalinligina bagh olarak 67 kiiltiir sec¢ilmistir. Segilen 67
adet tiir stvi MRS ve melanoidin pigmenti igeren ortamlarda anoksik ve fakiiltatif kosullarda 30°C de 5
giin iretilmis, hiicreler ortamdan ayrildiktan sonra geri kalan sivinin 475 nm.de optik yogunlugu
oOlgiilerek, baslangigtaki optik yogunluk degerleri karsilastirilmak suretiyle renk giderme verimleri
saptanmistir. Secilen tiirlerin ¢gogunlugunun renk giderme degerleri %15-25 arasinda bulunmustur.
Sadece tursudan izole edilen gram (+), katalaz (=) , mannoz, glukoz, fruktoz, galaktoz, arabinoz,
maltoz, raffinoz ve laktozu kullanma 6zelliginde olan, Lactobacillus plantarum No PV71-1861
kiltiirlintin 7 giinde renk giderim veriminin %55 oldugu saptanmistir. Renk giderme veriminin
arttirilmasina yonelik yapilan ¢aligmalarda C kaynagi olarak glukoz, N kaynagi olarak maya 0ziitii
kullanildiginda ilireme hizinin arttifi ve buna bagh olarak renk gideriminin de yiiksek oldugu
belirlenmistir. Yapilan optimizasyon g¢alismalar1 sonucunda; %2 glukoz, %0.4 maya oziitii ve 2.53
mg/ml melanoidin igeren ortamlarda 30°C de 7 giinde %68.12 oraninda renk giderimi elde edilmistir
(Tondee vd., 2008) . Lactobacillus hilgardii W-NS Melanoidin pigmentinin renginin gideriminde
kullanilan ilk izole edilen laktik asit bakterisi kiiltiiriidiir (Ohmomo vd., 1988a). Anaerobik ve
immobilize kosullarda renk giderme verimi sirast ile %28 ve %40 olarak bulunmustur (Ohmomo vd..,
1988 a ve 1988 b). Yine Bacillus spp bakterisinin 55°C’de anaerobik kosullarda 20 giinde %35.5
oraninda renk giderdigi tespit edilmistir (Nakajima-Kame vd., 1999). Gerek Lactobacillus hilgardii
W-NS ve gerekse Bacillus spp bakteri tiirlerinin endiistriyel oOlgekte, aritim tesislerinde renk
gideriminde kullanilmasinin, sinirlandirilmig kosullardaki renk giderim verimlerinin diisiik olmasi
nedeniyle ¢cok zor oldugu tespit edilmistir (Metcalf ve Eddy, 2004). Lactobacillus plantarum No
PV71-1861 nin renk giderim verimi bu tiirlerinkinden 2 misli fazla bulunmustur. Melanoidin pigmenti
iceren atik sularin renginin gideriminin arttirilmasi i¢in karbon kaynagi kullanilmasmin, renk
gideriminde rol oynayan seker oksidaz ve peroksidazlarin aktivitesinin artisi i¢in gerekli oldugu cesitli
arastiricilar tarafindan agiklanmistir (Chaturvedi vd., 2006; Kumar ve Chandra, 2006; Ohmomo vd.,
1988 a; Sirianuntapiboon ve Chairattanawan, 1998). Melanoidin pigmentinin renginin giderilmesi i¢in
kullanilan Lactobacillus plantarum No PV71-1861 kiiltiirliniin renk giderim aktivitesi 24 saat i¢inde
%45 dir. Bunun melanoidin pigmentinin adsorpsiyonu nedeni ile olabilecegi agiklanmistir. (Dahiya
vd., 2001; Sirianuntapiboon vd., 1995). Bu tiiriin melanoidinin kiigiik molekiillii kisimlarini
parcaladig, kiiltiir sivisinda kalan biiyiik molekiillerin kalintilarindan anlasilmistir. Alinan sonuglarin
Lactobacillus hilgardii W-NS kiiltiiri kullanilarak alian sonuglarla benzerlik gésterdigi agiklanmistir
( Ohmomo vd., 1988a ve 1988Db).

Mavi-yesil alglerle yapilan ¢alismalarda, heterosist igermeyen, denizlerde yasayan ve ipliksi
yapist olan Oscillatoria boryana BDU 92181 1rkinin  melanoidin igeren atik sularda renk giderimine
katkist oldugu, %5 oraninda melanoidin iceren atik sularin rengini 30 giinde %60 oraninda giderdigi
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saptanmistir ( Kalavathi vd., 2001).  Arastirmada, renk giderimi sonucunda ortamin pH’sinin 9.6
oldugu tespit edilmistir. Ayni arastirmada Phormidium valderianum BDU 30501 tiiriinde ise renk
giderim verimi %55, ortam pH’s1 da 9.5 olarak tespit edilmistir. Renk giderimine fotosentez sirasinda
olusan molekiiler oksijen, hidroksil anyonlar1 ve hidrojen peroksitin neden olabilecegi, alkali pH’da
melanoidinin parg¢alanmasinin hidroksil iyonlar1 nedeni ile oldugunu aciklamistir (Hayase vd., 1984).
Hidroksil iyonlarinin olusumu ile melanoidin pigmentinin yapisinda olan azot ve karbonun
kullanilabilir sekle ayrisabildigi de belirtilmistir. Hidroksil iyonlarinin perhidroksil anyonlar1 ile
reaksiyona girerek olusturdugu hidrojen peroksitin melanoidin pigmentinde renk giderimine yardimci
oldugu da belirtilmistir (Asada vd., 1987).

Basidiomycetes ve Ascomycetes fungi gruplarma ait olan tiirlerin  dogal ve sentetik
melanoidinlerin renginin gideriminde kullanildig: ¢esitli arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Miranda
vd., 1996; Raghukumar ve Rivonkar, 2001; Raghukumar vd., 2004; Thakkar vd., 2006) . Fakat daha
ileri yapili funguslar su ortamlarina kolaylikla uyum gosterememektedirler. Ohmomo vd., (1985 b)
Coriolus versicolour Ps-4a’ nin melanoidin iceren atik sularda optimum kosullarda ve karanlikta %80
oranindaki renk giderimini saptamiglardir. Aspergillus oryzae Y-2-32 tiirlinlin misellerini otoklavlayip
kullandiklarinda melanoidinlerin kii¢iik molekiil agirlikli molekiillerinin miseller tarafindan adsorbe
edildigini agiklamiglardir. Miranda (1996), optimum sartlarda ve uygun besiyerinde Aspergillus niger
kullanilarak yapilan bir calismada, melanoidin igeren atik sularda %83 oraninda renk giderimi
oldugunu ve bu oranin %17’sinin miseller tarafindan adsorplandigimi agiklamistir. Raghukumar ve
Rivonkar (2001), deniz fungusu olan Flavodon flavus tiriniin renk giderim kapasitesini
arastirmiglardir. Biiylik molekiill agirligt olan fraksiyonlarin parcalandigini, kiiciik molekiil
agirhigindaki fraksiyonlarin ise metabolik reaksiyonlarda yavas bir sekilde kullanildigimi
belirtmiglerdir. Renk giderim etkinliginin pH 8.5’da azaldigin1 ve melanoidinlerin alkali pH’da
¢Oziiniir sekle doniistiigiinii, asit pH’da ¢okme gosterdigini agiklamislardir. Ohmomo vd.. (1985 b),
mikroorganizmalarla melanoidinlerin pargalanmasinin 2 mekanizmadan ibaret oldugunu agiklamistir.
Birincisi kiigiik, ikincisi ise biiyiikk molekiil agirliginda olan fraksiyonlarin baglanmas: seklinde
olmaktadir. Besin sinirlamasi olan ortamlarda uzun siireli iiretim esnasinda fungus hiicrelerinin
aktivitesini yitirdiklerini, bundan dolay1 siirekli kiiltiirleme metotlarinin pratik olmadiginm
belirtmislerdir.

4. Sonug¢

Hammadde olarak melas kullanan endiistriler icin renk yoniinden ciddi problem olan
melanoidinin giderilmesine yonelik arastirmalar hala yogun bir sekilde devam etmektedir.
Mikroorganizmalarla renk giderimine yonelik ¢alismalar laboratuar diizeyinden endiistriyel boyuta
taginamamigtir. Cilinkii her mikroorganizmanin optimum pH, sicaklik ve besin ihtiyac1 farkh
olabilmektedir. Yani bu tiirlerin atik sulara adaptasyonu oldukc¢a zor olabilmektedir. Endiistriyel
boyutta melanoidin i¢eren atik sularin mikroorganizmalar kullanilarak renk giderme amaciyla uzun
stire bekletilmesi baska c¢evresel problemlerin (koku ve sinek olusumu gibi) ortaya ¢ikmasina neden
olabilir. Mavi-yesil alglerle yapilan c¢aligmalarda, atik suyun renginin uzun siirede giderildigi
aciklanmigtir. Ayni zamanda alglerin fotosentez igin 1s1k ihtiyaglariin olmasi nedeni ile atik sularin
seyreltilmesi gerektigi belirtilmektedir. Alg uygulamasi ile renk gideriminin diger dezavantajl
yoniiniin, renk giderimi sonrasinda atik sularin pH sinin alkali yonde olmasidir. Bilindigi gibi; pH ‘s1
yiksek olan atik sular alict ortama desarj edilememektedir. Bu bir dezavantaj olusturabilir.
Mikroorganizmalarla yapilan renk giderimi c¢aligmalarinda, atik sudan mikroorganizmalarin
uzaklastirilmast i¢in en etkin ayirma yontemlerinin uygulanmasi gerekmektedir. Mikroorganizmalarin
etkili bir sekilde uzaklastirilamamasi alici ortamimn COD ve BOD degerlerinin artmasina sebep olur.
Belki immobilizasyon yonteminin endiistriyel pilot aritma tesislerinde etkili bir sekilde denenmesi
tavsiye edilebilir. Kimyasal olarak renk giderimi ¢aligmalarinda renk giderim sonucu ortaya ¢ikan kati
atigin uzaklagtirilmasi, pH gibi parametrelerin de 6nemli oldugu belirtilmistir. Caligmalarda en etkili
yontem ozonlama yontemi olabilir; ¢iinkii, bu yontemde kat1 atik olugsmamaktadir.
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