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ANABAENA SP.'NiN PIGMENT iGERiKLER_i UZERINE
GLUKOZ VE SUKROZUN ETKISI

Giilten Okmen’, Onur Tiirkcan

Ozet

Karbon ve azot siyanobakterilerde pigmentleri etkileyen en énemli cevresel faktérlerdir. Bu
calismada, glukoz ve sukroz bu tiirde pigment iceriklerini farkli sekilde etkilemistir. Calismanin
amaci Anabaena sp. nin klorofil a, fikosiyanin, allofikosiyanin ve B- karoten icerikleri Uizerine
farkll glukoz ve sukroz konsantrasyonlarinin (10- 320mM) etkilerini arastirmaktir. Maksimum
klorofil a, fikosiyanin, allofikosiyanin ve - karoten icerikleri 40mM sukroz konsantrasyonunda
saptanmigtir. Ancak bu tirin pigment icerikleri sukrozun ylksek konsantrasyonlari ile kismen
baskilanmistir, oysa tim pigment icerikleri 320mM sukroz konsantrasyonunda tamamen
baskilanmistir. Pigment icerikleri 20mM glukoz konsantrasyonuna kadar stimile edilmis,
ancak bu pigmentler artan glukoz konsantrasyonlari tarafindan inhibe edilmistir. Sukroz, bu
calismada pigment Gretimi i¢cin uygun karbon kaynagi olarak bulunmustur. Anabaena
pigmentlerinin glukoz ve sukroz uygulamalar Gzerine ¢ok az bilgi bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Anabaena, pigment icerigi, glukoz, sukroz

GiRiS

Modern gida enddstrisi ucuz, saglikli ve daha uygun Urinlerin artmasi icin ¢alismaktadir.
Cezbedici gidalarin gérinimi gida endustrisinde 6énemli amagclardan biridir. Gida
endustrisinde katki maddesi olarak gida renklendiricilerinin kullanimi, gida Greticileri ve
yararlidir (1, 2). Dogal maddelerin istihdaminin pazarlama avantajlarina bagl olarak son
yilllarda gida maddelerinde dogal pigmentlerin kullanimini artmis ve sentetik pigmentlerin
zararli etkilerine ybnelik tiketicinin endiseleri de artmistir. Bir ¢cok suni sentetik renklendirici, ki
bunlar gida da, boya da, kozmetik ve ilag Uretim proseslerinde yaygin olarak kullaniimigtir,
cesitli zararh etkileri mevcuttur. Sentetik pigmentlerin kétl etkisini engellemek igin, dogal
kaynaklardan pigmentlerin Uretimine yoénelik sirecin geligtiriimesi dinya c¢apinda ilgi
bulmaktadir. insanlar ve gevre (izerinde endistriyel yan Griinlerin ve sentetik pigmentlerin
zararl etkileri hakkinda yakinmalar sayesinde gida, boya, kozmetik ve ilag Gretim
sureclerinde dogal pigmentlerin kullanimi son yillarda artmistir (3).

’ Mugla Sitki Kogman Universitesi, Fen Fakiltesi, Biyoloji Bolimi, Turkiye. Yazigsmalardan sorumliu
yazarin e-posta adresi: gultenokmen@gmail.com
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Pigmentler birgok enduUstri igin dnemli dzellikleri sahip bilesiklerdir. Gida endistrisinde katki
maddesi olarak, renk artirici olarak, antioksidant olarak kullaniimaktadir. Pigmentler genis bir
renk yelpazesine sahip olup ve bir kismi suda ¢6ézunebilmektedir (4). Genellikle bitki ve
hayvansal kaynaklardan daha stabil ve ¢6zinUr oldugu igin mikrobiyal pigmentler sanayinin
ilgi alanina girmektedir (5). Mikroorganizmalar hizli gelisebilir, ylksek verim elde edilebilir, ve
yil boyunca arin Uretebilmektedir (6).

Mikroorganizmalar karotenoidler, melaninler, flavinler, kuinonlar, prodigiosinler ve ¢ok 6&zel
olarak monascinler, violasein veya indigo gibi farkli pigmentleri Gretmektedirler (7). Mikrobiyal
pigmentler daha givenli ve bitki ve hayvanlardan elde edilen dodal pigmentlere nazaran daha
ekonomik bir alternatiftir. Kimyasal boyalarin aksine, bunlarin pek cogu kanser alerjiler vb. gibi
hastaliklara neden olmadigi, hatta antibiyotik ya da anti-kanser ézelliklere sahip oldugu tespit
edilmigtir. Gida sinifi olarak birkagi sertifika almistir. Bunlar, diger dogal boyalar ile
karsilastirildiginda tretmek igin kolay ve ekonomiktirler. Ginimuzde endustrisi artik gida ve
diger sanayi uygulamalari igin bazi mikrobiyal pigmentleri Gretebilmektedir (8).

Gida sinifi pigment olarak mavi ve yesil renk gida endistrisinde ¢ok azdir. Bakterilerde mor
ve mavi pigment az yaygindir. Violasein (mor pigment) Chromobacterium, Janthinobacter and
lodobacterda bulunmustur (9). Indigoidin (mavi pigment) Erwinia, Arthrobacter,
Corynebacterium ve Vogesella cinslerine ait bakterilerde bulunmustur. Siyanobakteriler her iki
renge de sahipti.  Siyanobakteriler biyo-glbre olarak vyararlanilmasina ragmen, ve
biyokimyasal potansiyelleri, 6zellikle fikobiliproteinler degerli bilesikler olarak tretimi d6nemlidir.
(10). Siyanobakteriler klorofilin bir tlrGne sahiptirler, klorofil a; siyanobakterilerin diger
fotosentetik pigmentleri ¢esitli fikobiliproteinlerdir (c-fikoeritrin, c-fikosiyanin, ve allofikosiyanin)
ve karotenoid (ekhinenon, a-karoten, ve miksoksantofil) (11, 12).

Klorofil siyanobakteriler ve ylksek bitkiler tarafindan fotosentez igin kullanilan yesil pigmenttir.
Bu pigment regel, j0le, seker, dondurma ve dider gesitli GrGnlerde kullaniimaktadir, ancak
klorofil renklendirici olarak sinirli kullanimi bulunmaktadir (13). Fikosiyanin, Japonya ve Cin'de
sakiz, seker, sut drlnleri, recel, dondurma, alkolsiz igecekler gibi gida Uriinlerinde ve ayrica
kozmetikte dogal renklendirici olarak kullaniimaktadir (14). Son yillarda yapilan bir calismada,
fikosiyanin gardenya ve indigodan daha parlak mavi bir renklendirici olarak kabul edilmis, jéle,
sakiz ve kaplamali yumusak sekerlerde parlak mavi rengi saglamak amaci ile kullanildig
bildirilmistir (15).

Karotenoidler dogal gida renklendiricisi ya da akuakuiltirde yem katki maddeleri olarak
kullanilmaktadir (16). B-karoten vazgecilmez bir besin ve dogal bir gida boyasi maddesi
olarak pazarda yiksek talebe sahiptir, kozmetiklere katki maddesi ve ayni zamanda saglikli
bir gida olarak da hizmet vermektedir (17). B-karoten, rutin olarak alkolsliz icecekler, peynirler
ve tereyagl veya margarinlerde kullanilmaktadir. Pro-vitamin A aktivitesi nedeniyle bu
karotenoidler iyi, glvenli ve gercekten olumlu saglik etkilerinden dolayi kabul gérmektedirler
(18). Cesitli alglerin, bakterilerin, bazi filamentli fungus, mayalarin karotenoidleri Urettikleri
rapor edilmistir (7, 19-23).

Pigmentin rengi kultur kosullari, pH degeri ve substrat icindeki karbon ve azot kaynaklari
tarafindan etkilenmektedir (24, 25). Bu konu Uzerinde ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismada, gelisim, klorofil-a, B-karoten, fikosiyanin ve allofikosiyanin icerikleri Gzerine karbon
kaynagi olarak sukrozun etkileri incelenmistir.

37



MATERYAL ve METOT

Test organizmalari ve kiiltivasyon

Siyanobakteriyel kaltir Dr. Gllten Okmen’in 6nceki calismalarindan elde edilmistir, Mugla
Sitki Kogman Universitesi, Turkiye. Bu, Anabaena sp. GO4’0 kapsamaktadir. Stok kiltlr daha
6nce tarif edildigi gibi azotsuz BG- 11 besiortami iginde gelistiriimistir (26). Sicaklik 25+ 2
°C’de tutulmus ve kiltiir soguk beyaz i1sik altinda gelistiriimistir. Logaritmik blylime fazindaki
hicreler kaltirlerden toplanmig ve deneyler i¢in inokulum olarak kullaniimigtir. Deneyler 25ml
serum siseleri icinde 10ml ortam inoklle edilmis olarak, kesikli kdltirler de tasarlanmistir.
Kaltar ortami TN NaOH ve 1N HCI ile pH 8'e ayarlanmistir. Aydinlatma 600 liks soduk beyaz
Isik ile saglanmistir (12, 27).

Pigment icerikleri Gizerine glukoz ve sukrozun etkisi

Klorofil-a, B-karoten, fikosiyanin ve allofikosiyanin igerikleri Gzerine glukoz ve sukrozun farkli
konsantrasyonlarinin (10- 320mM) etkisi Anabaena sp. GO4 lzerinde denenmistir. Deneysel
kiltirler asagida tarif edildigi gibi ayni kosullar altinda 10ml azotsuz BG- 11 ortami igeren
25ml serum siseleri iginde gelistirilmistir. Rippka (1988)' ya gore, kiiltlrler 25+2 °C' de steril bir
sivi ortam icinde, 30 glin sire ile soduk beyaz isik (600 IUks) altinda gelistirilmistir.
inkllbasyon siiresi sonunda, kultirlerin klorofil-a (Chla), B-karoten, fikosiyanin (PC) ve
allofikosiyanin (APC) igerikleri asagdida tarif edilen teknikler ile saptanmistir.

Uygun kontrol sistemleri her bir deneyde glukoz igermeyenleri kapsamistir. Kontrol ve
uygulama kultdrleri yukarida da belirtildigi gibi ayni sicaklik ve 1sik yodunlugu altinda
inklbasyona birakilmistir. Tim deneyler G¢ll paralel halinde ¢aligiimis ve ortalama degerleri
verilmistir.

Analitik metotlar

Kuru agirligin saptanmasi
Santriftj edilmis kultrlerin pelletleri distile su ile U¢ kez yikanmis, daha sonra 70 °C’de 12h
sabit agirhda kadar kurutulmus ve kuru agirliklari élciimustar (26, 28).

Klorofil-a iceriginin saptanmasi

Porra ve digerleri (29) tarafindan tavsiye edilen spekirofotometrik yéntem (Shimadzu UV-
1201V, Japonya) tayin icin kullaniimistir. Klorofil-a igerikleri 1slak agirliklar Gzerinden
hesaplanmistir. TUm pigment ekstraksiyonu higbir pigment kalmayincaya kadar
tekrarlanmistir.

B-karoten iceriginin saptanmasi

B- karoten iceriklerini saptamak icin, santriflij edilmis kulttrlerin pelletleri 4 °C’de 4 ml saf
metanol ile homojenize edilmis, ultrasonike edilmis ve 24 saat boyunca karanlikta inkibe
edilmistir. Hlcre 6zltleri daha sonra, hicre tortularini uzaklastirmak icin 20.000xg'de 30
dakika boyunca santriflj edilmigtir. Karoten icerikleri heptan kbére kargi 436nm'de
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Elde edilen degerler Anonymous (30) tarafindan
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verilen formilde hesaplanmistir. B-karoten igerikleri kuru agirliklar Gzerinden hesaplanmistir.
Tum pigment ekstraksiyonu higbir pigment kalmayincaya kadar tekrarlanmistir.

Fikosiyanin ve allofikosiyanin iceriklerinin saptanmasi

Kaltdrlerin fikobiliprotein miktarlarini saptamak icin asagidaki igslem sirasi izlenmigstir; analizin
baslangicinda denemelerde kullanilacak ¢ézelti hazirlanmis (15g/ L NaNQOg’' |1 distile su) ve
25’er litrelik akvaryumlar igersinde geligtirilen biyomas hasat edilmistir. Analiz i¢in uygun
miktarlarda numune tartilarak ve cam beher icerisine alinmistir. Bunun Gzerlerine 100 ml
NaNOj; ¢ozeltisi eklendikten sonra, 2 saat sireyle karistiricida bekletilmistir. TUplere 5’er ml
6rnek alinip 3500- 5000 rpm’de 5 dk santriflij edilmistir (31). Fikosiyanin ve allofikosiyanin
icerikleri kuru agirliklar Gzerinden hesaplanmigtir. TUm pigment ekstraksiyonu higbir pigment
kalmayincaya kadar tekrarlanmistir.

istatistiksel uygulamalar
TOm deneyler, 3 tekrarh yapilmistir. Bu ¢alismada sunulan veriler ortalama + standart sapma
(SD) olarak sunulmustur.

SONUCLAR

Bu calismada, bir siyanobakter ¢alisilmis ve Anabaena sp. GO4’Un pigment igerikleri (izerine
farkl glukoz ve sukroz konsantrasyonlarinin etkileri saptanmistir. Anabaena sp. farkll sukroz
konsantrasyonlarinin varliginda kultive edildiginde, pigment icerikleri Uzerinde farkl etkileri
goralmustir. Sukrozun farkh konsantrasyonlari ile muamele edilmis Anabaenahin pigment
icerikleri Tablo 1’de 6zetlenmigtir. Siyanobakteriyel tlriin en yiksek pigment igerikleri 40mM
sukroz konsantrasyonunda saptanmistir. Bu c¢alismada, siyanobakteriyel tlrin tim
pigmentleri 40mM sukroz konsantrasyonunda stimlle olmustur, ancak kuoltirin pigment
icerikleri 80mM sukroz konsantrasyonunda kismen inhibe olmustur. Ancak tiriin tim pigment
icerikleri 320mM sukroz konsantrasyonunda tamamen baskilanmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Anabaena sp. GO4 susunun pigment igerikleri Gzerine sukrozun etkisi

Konsantrasyon | Klorofil igerigi B-Karoten Fikosiyanin Allofikosiyanin
(mM) (mg/ml) icerigi icerigi icerigi
(mg/L) (mg/ml) (mg/ml)
Kontrol 0,01 £0,0006 | 0,66 +0,035 0,26 + 0,014 0,04+ 0,0022
10 0,02 + 0,0005 1,00 £ 0,033 0,39 + 0,013 0,06+ 0,0020
20 0,02 + 0,0005 1,16 £ 0,028 0,46 + 0,011 0,07+ 0,0017
40 0,02 + 0,0004 1,41 £ 0,026 0,55 + 0,010 0,08+ 0,0016
80 0,02 + 0,0004 1,28 £ 0,022 0,50 + 0,008 0,07+ 0,0014
160 0,002 + 0,17 £ 0,04 0,07 £ 0,015 0,01+ 0,0024
0,0006
320 - - - -
(-): Gelisim yok
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Farkh glukoz konsantrasyonlarinin pigment icerikleri Gzerine etkisi incelendiginde, elde edilen
veriler Tablo 2’ de verilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen verilere gére, tim pigment icerikleri
baslangic konsantrasyonlarinda (10 ve 20mM) stimlle olurken, 40mM ve (stl
konsantrasyonlarda tamamen inhibe olmustur (Tablo 2).

Tablo 2. Anabaena sp. GO4 susunun pigment icerikleri Gzerine glukozun etkisi

Konsantrasyon | Klorofil igerigi B-Karoten Fikosiyanin icerigi Allofikosiyanin
(mM) (mg/ml) icerigi (mg/ml) icerigi
(mg/L) (mg/ml)
Kontrol 0,008 + 0,51+ 0,028 0,20 £ 0,011 0,03+ 0,0017
0,0005
10 0,013 £ 0,55 +0,48 0,22+0,18 0,03 £ 0,029
0,0001
20 0,012 + 0,75+ 0,017 0,30 +0,0067 0,05 + 0,001
0,0003
40 - - - -
60 - - - -
160 - - - -
320 - - - -
(-): Gelisim yok

Her iki karbon kaynagi karsilastiridiginda, klorofil a icerikleri her iki karbon kaynaginda
benzer degerler géstermis ancak sukrozun 160mM konsantrasyonuna kadar tolerans
saptanmistir. En ylksek B- karoten igerikleri sukroz konsantrasyonlarindan elde edilmis ve
160mM sukroz konsantrasyonuna kadar tolerans tayin edilmistir. Fikosiyanin igeriklerin de ise,
glukozun sukrozdan daha fazla stimile ettigi belilenmis ancak yldksek sukroz
konsantrasyonlarinda bile fikosiyanin icerigi saptanmistir. Allofikosiyanin iceriklerinde ise,
glukozun stimile edici etkisi oldugu belirlenmis ancak ylUksek sukroz konsantrasyonlarina
(160mM) kars! toleranslh oldugu dikkat ¢ekmistir (Tablo 1 ve 2).

TARTISMA

Bakteriler tarafindan sentezlenen biyopigmentler gida sinifi pigment olarak muazzam
verimlilige sahiptir. Siyanobakterilerin bliylime ve metabolizmasini etkileyen ¢evresel faktorler
Uzerine calismalar gereklidir ¢lnkd bunlar belli biyosentetik GrGnlerin  hlcresel
metabolizmasini  ve optimizasyonunu kontrol etmek icin katki saglamaktadirlar.
Siyanobakterilerde karbon kaynaklarinin etkisi Gzerine bilgi eksiktir. Bu nedenle, glukoz ve
sukroz bu galisma igin segilmistir.

Bu caligmada, Anabaena'nin pigment igeriklerinin timd 40 mM sukroz konsantrasyonuna
kadar stimlle olmustur (Tablo 1). Onceki calismalar, Serratia ATCC 21639 tarafindan
prodigiosin Uretimini siklodekstrinin stimile ettigini géstermistir (32). Ayrica, dulcitol ve laktoz
Nima susu vasitasi ile prodigiosinin Gretimi igin iyi karbon kaynaklaridir (33). Yapilan bir
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calismada farkli karbon kaynaklarina karsi test organizmasinin yaniti hakkinda ilging sonuglar
ortaya koymustur. Test organizmasinin gelisimi blyUk Olglide sukroz tarafindan stimile
olmustur (34). Onceki calismalar aktinomisetlerin organik bilesiklerin bozunma ve geri
doéndsimine katkida bulunduklarini ve ayni zamanda ortaya ¢ikan farkli karbon kaynaklarinin
Streptomyces tarafindan melanin tretimi i¢in kullanildigini ileri sirmastar (35).

Bu calismadan elde edilen verilere gore, tium pigment icerikleri baslangic glukoz
konsantrasyonlarinda (10 ve 20mM) stimile olurken, 40mM ve Usti konsantrasyonlarda
tamamen inhibe olmustur. Bu susun pigment icerikleri artan sukroz konsantrasyonlarindan
baskilanarak etkilenmigtir (Tablo 1 ve 2). Oller (36), glukoz ve sorbitollin prodigiosin sentezi
tzerinde baskilayici bir etkisi oldugunu bildirmistir. Chlorella yesil alginin fotoheterotrofik
kaltirinde, PSII inaktivasyonu benzer sekilde meydana gelmistir (37). Muhtemelen glukoz ile
fotosentezin inhibisyonu igin sebep PSI'e solunum zincirinden elektron transferi oldugu
disunUlmektedir, ki bu PSIl'den gelen elektron akisi azaltir (38).

Bu calismadan elde edilen veriler, Anabaena sp. GO4’ (in pigment igerikleri Gizerine glukoz ve
sukrozun inhibitér veya stimile edici etkisi hakkinda bilgi saglamaktadir. Pigmentasyon
Uzerine karbon kaynaginin etkileri incelenmis ve her iki karbon kaynaginin optimum arahgi
saptanmistir. BG-11’ de blylime ve pigmentasyon icin optimum sart 40mM sukroz oldugu
bulunmustur, bu yizden gida sinifi pigmentler i¢in bu karbon kaynaginin uygun oldugu
disunUlmektedir. Pigment icerikleri tzerine karbon kaynaklarinin hareket mekanizmasinin
daha iyi anlagiimasi igin, siyanobakterilerde karbon kaynaklarinin biyokimyasal hedeflerin
daha fazla ¢alisilmasina ihtiya¢ vardir.
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