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Ozet

Gida icin dogal renklendiriciler, yenilenebilir kaynaklardan yapilmaktadirlar. Renklendiriciler genellikle
mikroorganizmalardan ekstrakte edilmektedirler, ancak bitki materyali, bocek, algler, siyanobakteriler
ve funguslar gibi diger kaynaklar da kullanilmaktadir. Karbon ve azot siyanobakterilerde pigmentleri
etkileyen en 6nemli cevresel faktorlerdendir. Glukoz, enerji ve metabolizma diizenleyici bir kaynak
olmasinin yani sira, hiicrelerde ki klorofil-a, fikosiyanin, allofikosiyanin ve pB-karoten gibi pigment
iceriklerini de farkl: olarak etkilemektedir. Mevcut arastirmada farkli glukoz konsantrasyonlarinin
(10- 320 mM) Anabaena sp.'nin klorofil-a, fikosiyanin, allofikosiyanin ve B-karoten icerikleri Gizerine
etkilerini arastirmayi amaclamistir. Maksimum pigment icerikleri 10 mM glukoz konsantrasyonunda
saptanmustir. Ancak, 40 mM’dan yuiksek glukoz konsantrasyonlarinda, bu tiriin pigment icerikleri ciddi
bir sekilde azaltlmstir. Anabaena sp. GO10, 60 mM ve daha yiiksek glukoz konsantrasyonlar: tarafindan
tamamen baskilanmistir. Bu arastirmada, glukozun, pigment tiretimi icin karbon kaynagi olarak kullaniddigt
gosterilmistir. Ginimiize kadar yapilan calismalarda, siyanobakterilerin pigmentleri tizerine glukozun
etkisine yonelik ¢ok az sayida bilgi bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Anabaena, klorofil, fikosiyanin, allofikosiyanin, B-karoten, glukoz

THE EFFECT OF GLUCOSE ON PIGMENT
CONTENTS OF ANABAENA SP.

Abstract

Natural colorants for food are made from renewable sources. Most often, the colorants are extracted
from microorganisms, but other sources such as plant material, insects, algae, cyanobacteria and fungi
are used as well. Carbon and nitrogen are the most significant environmental factors influencing the
pigments in cyanobacteria. Glucose, a source of energy and a metabolism regulator, differently affected
the pigment contents, chlorophyll-a, phycocyanin, allophycocyanin and B- caroten in the cells. The
present study aimed to investigate the effects of various glucose concentrations (10-320 mM) on
biomass, chlorophyll-a, phycocyanin, allophycocyanin and - caroten, of Anabaena sp. The maximum
pigment contents were estimated at 10 mM glucose concentration. But, in the high concentrations of
glucose are more than 40 mM, biomasses and pigment contents of this strain were severely reduced.
Anabaena sp. GO10 was completely supressed by 60 mM and higher glucose concentrations. In this study
show that, glucose use as carbon source for pigment production. There has been little information
published on glucose applications of Cyanobacteriae pigments.
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GiRis
Gida endustrisinde en onemli hedef, cekici
gorinime sahip gidalarin  gelistirilmesidir.
Gida endustrisinde katki maddesi olarak gida
renklendiricilerinin kullanimi, gida ureticileri ve
tuketicilerinin her ikisi icin de islenmis gidanin
kabul edilebilirligini belirlemede son derece
yararlidir (1, 2). Rengin gidalara ilave edilmesinin
farkli nedenleri bulunmaktadir. Bunlar; islem
sirasinda kaybolan rengi gidaya tekrar vermek,
mevcut olan gida rengini artirmak, renksiz giday1
renklendirmek veya besin ile gida takviyesi
yapmak icindir (3). En yaygin olarak kullanilan
gida sinift pigmentler nitrit ve nitrat tuzlart iceren
kimyasal bilesiklerdir (4). Cevreye yonelik sentetik
kokenli pigmentlerin neden oldugu toksisite
problemleri, dogal pigmentlere olan ilgiyi
artrmustir (5). Bu sentetik bilesiklerin karsinojenik
ve teratojenik etkileri oldugu rapor edilmistir.
Dolayist ile bu, bitkiler ve mikroorganizmalar gibi
biyolojik kokenli pigmentlerin Uretimine artan
ilginin en biiyiik nedenlerinden biridir (6).

Dogal pigmentler, bitkiler ve mikroorganizmalar
olmak tzere iki ana kaynaktan saglanabilir. Bunlar
arasinda, mikrobiyel kaynaklardan elde edilen
pigmentler sentetik pigmentlere karst potansiyel
olarak iyi bir alternatiftirler. Mikroorganizmalardan
pigment Uretiminin avantajlart, ucuz kultir
ortaminda kolay ve hizli buytmeleri, hava
sartlarindan bagimsizligr ve farkli tondaki renkleri
kapsamalaridir (7-14).

Mikroorganizmalar karotenoitler, melaninler,
flavinler, kinonlar, prodigiosinler ve daha 6zel
monascinler, violacein veya indigo gibi farkl
pigmentler tretmektedir (15). Glintimiiz endustrisi,
gida ve diger sanayi uygulamalari icin bazi
mikrobiyel pigmentleri uretebilmektedir (5).
Dogal biyorenklendiricilerin bircogu mikrobiyel
bozulmadan gidayi korumak icin belli bakterilere,
virtslere ve mantarlara karst antagonistik aktivite
gostermektedir (16). Baz1 protozoa ve boceklere
karst da aktiftir (17).

Siyanobakteriler sadece klorofil a ‘ya sahiptir,
bundan baska diger fotosentetik pigmentleri ise
cesitli fikobiliproteinler ve karotenoitlerdir (18, 19).
Klorofil ozellikle recel, jole, seker, dondurma ve
diger cesitli urtinlerde kullanilmakta, ancak
renklendirici olarak sinirlt kullanimi bulunmaktadir (3).

Fikosiyanin, Japonya ve Cin'de sakiz, seker, siit
trlnleri, recel, dondurma, alkolstz icecekler gibi
gida Urlnlerinde ve ayrica kozmetikte dogal
renklendirici olarak kullanimaktadir (20). Son
yillarda yapilan bir calismada, fikosiyanin
gardenya ve indigodan daha parlak mavi bir
renklendirici olarak kabul edilmis, jole, sakiz ve
kaplamali yumusak sekerlerde parlak mavi rengi
saglamak amaci ile kullanildigi bildirilmistir (21).
Bundan baska fikosiyaninin cesitli farmakolojik
ozellikleri de saptanmustir (22-24).

Karotenoit, bitki ve mikroorganizmalarda yaygin
olarak bulunan bir organik pigmenttir. Karotenoitler
dogal gida renklendiricisi ya da akuaktltirde
yem katki maddeleri olarak kullanilmaktadir
(25). B-karoten, vazgecilmez bir besin ve dogal
bir gida renk maddesi olarak pazarda yliksek
talebe sahiptir, bunun disinda kozmetiklere katki
maddesi ve aynt zamanda sagliklt bir gida olarak
ta hizmet veren bir pigmenttir (26). Karotenoitlerin
yogun isiktan korunmak ve gidanin kalitesini
glinesten korumak icin filtre olarak hareket ettigi
bilinmektedir. Cesitli alglerin  (Dunaliella,
Dictyococcus ve Haematococcus), bakterilerin
(Halobacteria ve Eubacterianin pek cok tirleri),
bazi filamentli mantarlarin (Ascomycetes) ve
mayalarin (Cryptococcus, Phaffia, Rbodosporidium,
Rbodotorula, Sporidiobolus ve Sporobolomyces)
karotenoit trettikleri rapor edilmistir (15, 27- 31).

Pigmentin rengi kultir kosullari, pH degeri ile
substrat icindeki karbon ve azot kaynaklari
tarafindan etkilenmektedir (32, 33). Bu calismada,
karbon kaynagi olarak glukozun siyanobakteriyel
klorofil-a, B-karoten, fikosiyanin ve allofikosiyanin
icerikleri Gizerine etkileri incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Test Organizmasi ve Kiiltivasyon

Test edilecek siyanobakteriyel kultir Dr. Gilten
Okmen'in (Mugla Sitki Ko¢cman Universitesi,
Turkiye) onceki calismalarindan elde edilmis
olup, Anabaena sp. GO10'dur. Stok kiiltiir daha
once tarif edildigi gibi azotsuz BG- 11 ortaminda
gelistirilmistir (34). Sicaklik 25+2 °C'de tutulmus
ve kultir beyaz 1sik altinda gelistirilmistir.
Logaritmik gelisme fazindaki kiltirler deneyler
icin inokulum olarak kullanilmistir. Deneyler 25
ml'lik saydam deney siseleri icinde 10 ml ortam



inokile edilmis olarak, kesikli kultirlerde
uretilmistir. Kilttir ortamt 1 N NaOH ve 1 N HCI
ile pH 8'e ayarlanmustir. Aydinlatma 600 litks beyaz
wsik ile saglanmustir (20, 35).

Glukozun Pigment icerikleri Uzerine Etkisi

Klorofil-a, B-karoten, fikosiyanin ve allofikosiyanin
icerikleri tizerine glukozun farkli konsantrasyonlarinin
(10-320 mM) etkisi Anabaena sp. GO10 tizerinde
denenmistir. Deneysel kiltiirler asagida tarif edildigi
gibi ayn1 kosullar altinda 10 ml azotsuz BG- 11
ortamt iceren 25 ml saydam deney siseleri icinde
gelistirilmistir. Rippka (35)'ya gore, kiltirler
25+2 °C'de steril bir siv1 ortam icinde, 30 giin stire
ile beyaz 151k (600 liks) altinda gelistirilmistir. Otuz
glnlik inktibasyon stresi sonunda, kilttrlerin
klorofil-a, B-karoten, fikosiyanin ve allofikosiyanin
icerikleri asagida tarif edilen teknikler ile saptanmustir.
Uygun kontrol sistemleri her bir deneyde glukoz
icermeyenleri kapsamistir. Kontrol ve uygulama
kultirleri yukarnida da belirtildigi gibi ayni sicaklik
ve 151k yogunlugu altinda inkiibasyona birakimustir.
Tim deneyler tc¢ paralel halinde calisilmis ve
ortalama degerleri verilmistir.

Kuru Agirligin Saptanmasi

Santrifyj edilmis kultiirlerin peletleri damitik su
ile t¢ kez yikanmis, daha sonra 70 °C'de 12h
sabit agirliga kadar kurutulmus ve kuru agirliklart
oletlmiistir (34, 36).

Klorofil-a iceriginin Saptanmasi1

Klorofil a tayini, Porra ve digerleri (37) tarafindan
tavsiye edilen spektrofotometrik yontem
(Shimadzu UV-1201V, Japonya) ile belirlenmistir.

Klorofil a icerikleri 1slak agirliklar tGizerinden
hesaplanmustir. Tim pigment ekstraksiyonu hicbir
pigment kalmayincaya kadar tekrarlanmistir.

B-Karoten iceriginin Saptanmasi1

B- karoten iceriklerini saptamak icin, santrifiij
edilmis kultirlerin peletleri 4 °C'de 4 ml saf
metanol ile homojenize edildikten sonra
ultrasonikatorde parcalanmis ve daha sonra 24
saat boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. Hiicre
ozitleri daha sonra, hiicre tortularini uzaklastirmak
icin 20.000xg'de 30 dakika boyunca santrifij
edilmistir. Karoten icerikleri heptan kore karst
436 nm'de spektrofotometrik  olarak tayin
edilmistir. Elde edilen degerler Anonim'e (38)
gore hesaplanmistir. B-karoten icerikleri kuru
agirliklar  Uzerinden  hesaplanmistir.  TUm
pigment ekstraksiyonu hicbir pigment kalmaymncaya
kadar tekrarlanmuistir.

Fikosiyanin ve Allofikosiyanin iceriklerinin
Saptanmasi

Saptama icin Boussiba ve Richmond (39) tarafindan
onerilen spektrofotometrik yontem kullanilmistir.
Ornekler santrifiij edilmis, ultrasonikatérde
parcalanmis ve pigment icerikleri sliipernatant
icinde tayin edilmistir. Fikosiyanin 615 nm ve
allofikosiyanin 652 nm'de olctilmuistiir. Ekstraktlarda
ki pigment miktarlart denklemler kullanilarak
615 ve 0652 nm'de absorbansin 6l¢iimiinden
hesaplanmistir. Fikosiyanin ve allofikosiyanin
icerikleri kuru agirliklar Gizerinden hesaplanmustir.
Tim pigment ekstraksiyonu hicbir pigment
kalmayincaya kadar tekrarlanmustir.

Gizelge 1. Anabaena sp.'in klorofil a, fikosiyanin ve allofikosiyanin icerikleri Uizerine glukozun etkileri
Table 1. The effects of glucose on chlorophyll a, phycocyanin and allophycocyanin contents of Anabaena sp.

Konsantrasyon Klorofil a igerigi Fikosiyanin icerigi Allofikosiyanin icerigi
Concentration Chlorophyll a Content Phycocyanin content Allophycocyanin content
(mM) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
Kontrol 0.005+0.0002 0.009+0.0004 0.032+0.001
Control
10 0.006+ 0.0001 0.012+0.0001 0.045£0.0004
20 0.006+0.0002 0.011+0.0003 0.040+0.001
40 0.003+0.0002 0.005+0.0004 0.017+0.001
60 () () ()
160 () ) )
320 () () ()
(-): Gelisme yok
No growth
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istatistiksel Analizler

Tum deneyler, 3 tekrarli yapilmistir. Bu calismada
sunulan veriler ortalama + standart sapma (SD)
seklinde kayit altina alinmustir.

SONUCLAR

Bu calismada, bir siyanobakteri calisilmis ve
Anabaena sp. GO10'un pigment icerikleri tizerine
glukozun farkli konsantrasyonlarinin etkileri
arastirllmastir. Anabaena sp. GO10 farkl glukoz
konsantrasyonlart varliginda kiltive edildiginde,
pigment icerikleri Uzerinde belirgin etki
gorulmustir (Sekil 1 ve Cizelge 1.

Karsamrasyon [mh)

|- Boansden img/L)

Sekil 1. Anabaena sp.'in B- karoten icerikleri lGzerine
glukozun etkileri

Figure 1. The effects of glucose on f3- caroten contents of
Anabaena sp.

Calismada, maksimum pigment icerikleri 10 mM
glukoz konsantrasyonunda saptanmistir. Anabaena
sp. GO10'un pigment iceriklerinin timi baslangic
glukoz konsantrasyonunda (10 mM) stimiile olmus,
ancak artan glukoz konsantrasyonlarindan
baskilanarak etkilenmistir. Bu calismada kulttrtin
pigment icerikleri 20 mM glukoz konsantrasyonuna
kadar kismen inhibe olmus, ancak 60 mM glukoz
konsantrasyonunda tamamen baskilanma
gozlenmistir (Sekil 1, Cizelge D).

TARTISMA

Azot fikse eden siyanobakterilerin sel basmus celtik
alanlarinda baskin cins olduklari ve azot fikse
etmede yardimct oldugu bilinmektedir (40-42).
Pigmentin biiyiik miktarlarda sentezlenmesi icin
bakterilerin potansiyelini artirmak amact ile farkl

ortamlarin karsilastirilmasi, sicakligin rold, farkls
ortamda organizmanin  gelisiminin rolii  ve
pigment tretiminin ¢alisilmas: gerekmektedir
(43). Bu nedenle siyanobakterilerin biytime ve
metabolizmasini etkileyen cevresel faktorlerin
calisiimast gerekmektedir ¢clinkti belli biyosentetik
trtinlerin optimizasyonu ve hticresel metabolizmanin
kontrolti ancak bu sekilde saglanabilmektedir.
Siyanobakterilere karbon kaynaklarinin etkisi ile
ilgili bilgi, ozellikle glukoz icin eksiktir. Bu nedenle
glukoz bu calisma icin secilmistir.

Calismada, Anabaena sp. GO10'un tim pigment
icerikleri ~ baslangic  glukoz (10 mM)
konsantrasyonunda stimtile olmus, ancak bu ttirtin
pigment icerikleri artan glukoz konsantrasyonlari
tarafindan baskilanmistir (Sekill, Cizelge 1).
Onceki calismalar gostermistir ki, siklodekstrin
Serratia marcescens ATCC 21639'un prodigiosin
tretimini stimule etmistir (44). Ayrica, dulsitol ve
laktoz Nima susu tarafindan prodigiosin tretimi
icin iyi bir karbon kaynagi olarak rapor edilmistir
(45). Bir baska calismada, farkli karbon kaynaklarina
karsi test organizmasinin yanitt arastirtlmis ve
ilgin¢ sonuclar ortaya konmustur. Bu calismada,
test organizmasinin gelisimi 6nemli olctide sukroz
ile uyarnilmistir (46). Literatiire gore, aktinomisetlerin
organik bilesiklerin geri dontsimini ve
bozunmasini sagladig: ve ayni zamanda farkli
karbon kaynaklarinin Streptomyces tarafindan
melanin Gretimi icin kullanildigi ileri strilmustir
(47). Chlorellanin fotoheterotrofik kultiirtinde,
PSII inaktivasyonu benzer bir sekilde meydana
gelmistir (48). Glukoz tarafindan fotosentezin
inhibisyonu icin en muhtemel nedenin PSI'e
solunum zincirinden elektron transferi olduguna
inanilmakta ki bu da PSII'den elektron akisini
azaltmaktadir. Siyanobakterilerde glukozun cesitli
etkilerini ayirmak ozellikle zordur c¢inki
fotosentez yapan organizmalarda, fotosentez ve
solunum elektron tasima zincirinin ortak bolgelerine
sahiptir (49).

Anabaena sp. GO10'un tim pigment icerikleri
60 mM glukoz konsantrasyonunda tamamen
baskilanmustir (Sekil 1, Cizelge 1. Oller (50), glukoz
ve sorbitoltin prodigiosin sentezi tizerinde baskilayict
bir etkisi oldugunu bildirmistir. Martin ve Demain
(51), antibiyotik tretimi icin bir karbon kaynagi
olarak polisakkarid veya oligosakaritin glukozdan
daha iyi oldugunu rapor etmislerdir. Ozellikle,



glukozun prodigiosin tretimini inhibe ettigi
galaktozun ise etmedigini bildirmislerdir. Ayrica
glukoz iceren bir ortamda, bakteriler glukoz-6-
fosfat dehidrojenaz alloenzimini (GOPD) tiretebilir,
bu enzim pigment tiretimini inhibe etmektedir (52).

Bu calismadan elde edilen veriler, Anabaena sp.
GO10'un gelisimleri ve pigment icerikleri tizerine
glukozun hem inhibitér hem de uyarict etkisi
hakkinda bilgi vermektedir. Calismada biytime
ve pigmentasyon Uzerine glukozun etkileri
incelenmis ve optimum araligi belirlenmistir.
BG-11 ortami icinde gelisim ve pigmentasyon
icin en uygun glukoz konsantrasyonu 10 mM
olarak tespit edilmistir, bu ytzden gida sinifi
pigmentler icin uygun bir cins olabilecegi
dustnulmustir. Pigment icerikleri tizerine karbon
kaynaklarinin etkisinin daha iyi anlasilmasi icin,
siyanobakterilerde ~ karbon  kaynaklarinin
biyokimyasal hedeflerinin daha fazla calisiimasina
ihtiya¢ vardir.
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