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Rhodotorula glutinis’den Elde Edilen Karotenoidlerin Staphylococcus aureus
Uzerine Antibakteriyal Etkisi
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Ozet

Pigmentlerin, antioksidan ve vitamin etkilerinin arastirilmasi iizerine pek cok
calismalar yapilmasina karsin, son zamanlarda fark edilen ve pigmentlerin diger
onemli bir 6zelligi olan antimikrobiyal etkileri lizerine ¢ok az arastirma yapilmistir.
Bu c¢alismada mayalardan, 6zellikle daha once yapilan calismalarda karotenoid
tiretiminin yiiksek oldugu saptanan 10 farkli (M24, M28, M29, M30, M35, M37,
M39, M40, M42, M47) Rhodotorula glutinis susundan elde edilen karotenoid
eksraktlarimin bir gida patojeni olan Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ,
tizerine agar kuyu difiizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC)
yontemleri kullanilarak antibakteriyel etkisi arastirilmistir. Sonug olarak, kullanilan
10 farkh karotenoid ekstraktlar1 arasinda S. aureus (ATCC 25923) {izerine en fazla
antibakteriyal etkiyi, bakteri sayis1 10° kob/ml oldugunda iiziimden izole edilen
M24 (84,4mg/ml) nolu ekstraktin gosterdigi belirlenmis olup, karotenoid
ekstraktlariin bakteri sayis1 10° kob/ml oldugunda antibakteriyel etkilerinin
azaldigi, ortamdaki bakteri sayist 10° kob/ml oldugunda ise antibakteriyal etki
gostermedigi saptanmis olup, antibakteriyel etkili ekstraktlarin MIC degerleri %85
ve %95 olarak belirlenmistir.
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Giris

Giintimiizde cesitli kimyasal maddeler koruma ve tedavi amacli olarak
kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde, yiyeceklerin giivenirliligini saglamak ve
artirmak icin kimyasal maddelerin kullanim1 olduk¢a yaygindir. Kimyasal koruma,
kimyasal bilesiklerin, mikroorganizmalar1 yok etme yetenegi olarak tanimlanabilir
(1). Literatiirlerde sentezlenmis cesitli organik ve inorganik maddelere ait
antimikrobiyal etki ve biyolojik aktivite ile ilgili calismalar mevcuttur (2,3).
Tiiketicilerin dogal maddelere olan egiliminin artmasi sentetik gida renk
maddelerinin yerine dogal renk maddelerinin kullanim alanlarini artirmaktadir (3).
Dogal renk maddeleri icerisinde provitamin-a aktiviteleri, antioksidan 6zellikleri
ile insan saglhig1 agisindan onemli olan karotenoidler en basta yer almakta olup,
bircok bakteri mantar ve maya tarafindan sentezlenmektedirler (4,5). Karotenoid
sentezleyen maya cinsleri Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporobolomyces ve
Phafia’dir (5,6). Pigmentlerin, antioksidan ve vitamin etkilerinin arastirilmasi
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tizerine pek cok calismalar yapilmistir, pigmentlerin son yillarda fark edilen ve
hakkinda olduk¢ca az arastirma yapilan bir diger Ozelligi de antibakteriyel
etkileridir. Bu diisiinceden yola cikarak, bu calismada mayalardan, 6zellikle daha
once yapilan calismalarda yine bir pigment olan karotenoid iiretiminin yiiksek
oldugu saptanan Rhodotorula glutinis’den eksrakte edilen 10 farkli karotenoid
(M24, M28, M29, M30, M35, M37, M39, M40, M42, M47) susunun
Staphylacoccus aureus (ATCC 25923) iizerine Agar diflizyon ve Minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIC) yontemleri kullanilarak antibakteriyel etkisi
aragtirilmgtir.

Materyal ve Yontem

Kimyasallar

Nutrient Broth Merck, Yeast Extrakt Broth Merck, Malt Extrakt Broth Oxoid, Agar
Agar Merck, NaCl Merck, Tripton veya pepton Oxoid’den temin edildi.
Mikroorganizmalar ve iiretimi

Patojen bakteri: Staphylacoccus aureus (ATCC 25923)

Bakteri suslar1, Nutrient broth’a asilanarak 30,0 + 1,0 °C de 24 saat siire ile inkiibe
edildikten sonra gelisen bakteri kiiltiirleri 5000 devir/dk, 10 dakika santrifiij
edilerek, bakteri hiicre miktarlart ml’de 10° 10° ve 10® olacak sekilde
spektrofotometre yardimi ile 578 nm dalga boyunda optik yogunluklar1 dlgiilerek
tic farkli konsantrasyonda ayarlandi ve karotenoid ekstraktlarinin antibakteriyel
etkisinin belirlenmesinde kullanildi.

Mayalar: Rhodotorula glutinis spp.’den ektrakte edilen 10 farkli karotenoid susu
(M24, M28, M29, M30, M35, M37, M39, M40, M42, M47) kullanildz.

Maya suslart YME agara ekim yapilirak ve 25 °C’de 3 giin inkubasyona birakildu.
Inkiibasyon sonunda maya suslari Sml YME broth besiyerine ekildi ve 25 °C’de
24 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda 0,1ml 6rnek alinarak Sml’lik
YME Broth besiyerine ekim yapildi 25 °C’de 10 giin inkiibasyona birakilirak,
inkiibasyon sonunda karotenoid ekstraksiyonu yapildi. Mikroorganizma suslari
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii Mikrobiyoloji
laboratuvar1 ve Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii
Mikrobiyoloji laboratuvarindan temin edildi.

Rhodotorula glutinis spp. Suslarindan Karotenoid Ekstraksiyonu

S1v1 besi yerindeki hiicreler 5000 devir/dk 10 dakika santrifiij yapilarak maya peleti
toplanmasi saglanir. Maya peleti iizerine 1ml %9 NaCl ilave edilir ve 5000devir/dk
10 dakika santrifiij islemi uygulanarak maya peleti yikanir. Maya peleti yikama
islemi bir kez daha yapildiktan sonra, pelet iizerine sirasiyla 1’er mililitre
dimetilsiilfoksit, aseton, petrol eteri ve %20’lik NaCl ilave edilir, ardindan petrol
eteri faz1 alinarak spektrofotometrede absorbans dlctimii gerceklestirilir (7).
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Antibakteriyel Etki

Bakteri suspansiyonlarimin her birinden bir petriye 1’er ml. ddkme ekim
yontemiyle ekim yapilarak, katilasan besiyeride 4cm aralikla 5 mm. ¢apinda
kuyucuklar acildi, bu kuyucuklar icerisine dnceden konsantrasyonu belirlenen
karotenoid ¢ozeltilerinden ilave edildi, 30 °C de 2-3 giin inkiibasyona birakildi.(Her
bir konsantrasyon ve bakteri icin islem ii¢ tekrarli yapildi) Inkiibasyon sonunda
milimetrik bir cetvelle inhibisyon zon capr Olciildii. Agar kuyu difiizyon
uygulamasi sonucu zon olusturan suglarin minimum inhibisyon konsantrasyon
degerinin belirlenmesi i¢in s1vi besi yerine, elde edilen karotenoid ekstraktlar1 %95,
%90, %85, %80 ve %75 olacak sekilde ayarlanarak bakteri iceren ortamlara ilave
edildi ve 30° C’de 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda bulaniklik
spektrofometrik olarak 600 nm dalga boyunda 6lgiildii. Ol¢iim sonucu “Minimum
inhibisyon konsantrasyon” degeri olarak belirlendi. Ayn1 sekilde kati besiyerine
yapilan ekimler sonucuda ‘“Minimum inhibisyon konsantrasyon” (MIC) degeri
belirlendi (Her bir konsantrasyon ve bakteri icin islem ti¢ tekrarli yapildi) (8).

Bulgular ve Tartisma

Rhodotorula glutinis’den ekstrakte edilen 10 farkli karotenoid (M24, M28, M29,
M30, M35, M37, M39, M40, M42, M47) susunun gida patojeni bakteri
Staphylacoccus aureus (ATCC 25923) iizerine antibakteriyel etkisi incelenmistir.
Elde edilen sonuglara gore, bakteri sayis1 10’ kob/ml oldugunda en fazla etkiyi
tiziimden izole edilen M24 (84,4mg/ml) nolu ekstraktin gosterdigi belirlenmis
olup, ortamdaki bakteri sayis1 10’ kob/ml iken MIC degeri %85’lik karotenoid
konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Bakteri sayismn 10° kob/ml olmasi
durumunda MIC degeri %95 lik karotenoid konsantrasyonu olarak belirlenmis
olup, bakteri sayis1 10° kob/ml oldugunda antibakteriyel aktivite bulunamanustir.

Sonug

Antibakteriyel etkisi incelenen R. glutinis suslarindan elde edilen karotenoid
ekstraktlarinin Staphylacoccus aureus (ATCC 25923) kars1 gosterdigi etkinin
karotenodin konsantrasyonuna gore degil, elde edildigi Rhodotorula glutinis
susuna ve ortamdaki bakteri sayisina gore degismesi s6z konusudur. Ortamdaki
bakteri sayisiin 10° kob/ml olmasi durumunda karotenoidlerin antibakteriyel
etkilerinin  azaldigi, bakteri sayist 10° kob/ml oldugunda antibakteriyel etki
gostermedikleri belirlenmistir.
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