
199

FARKLI KAYNAKLARDAN DOĞAL RENK MADDESİ ÜRETEN
MİKROORGANİZMALARIN İZOLASYONU, TANISI VE 
ELDE EDİLEN PİGMENTLERİN KARAKTERİZASYONU

Özet

Bu çal›flmada çeflitli kaynaklardan renk maddesi üreten mikroorganizmalar izole edilmifl ve uygun
çözücüler kullan›larak renk maddeleri ortamdan ayr›lm›flt›r. Çözünen renk maddeleri saflaflt›r›lm›fl ve
elde edilen renk maddelerine stabilizasyon testleri yap›lm›flt›r. Ifl›k ortam›nda bekletilen renk maddeleri
ve buzdolab›nda bekletilen paralellerinde gözle görülür renk de¤ifliminin olmad›¤› ve ›fl›k karfl›s›nda
stabil olduklar› belirlenmifltir. Optimum pH de¤erlerinin K1, K2 için 7, B ve T22 için 6, K3 için ise 5 olarak
tespit edilmifltir. Pigmentlerin kimyasal yap›lar›n›n belirlenmesi amac›yla ›fl›k spektroskopisinde ve FT-IR
spektroskopisinde spektrum analizleri yap›lm›flt›r. Pigment üreten maya ve bakterilerin tan›mlanmas› amac›yla
18S ve 16S ribozomal DNA dizi analizi kullan›lm›flt›r. Tan›mlamalar sonucunda izolatlar›n Rhodotorula

glutinis (kavuniçi renk maddesi), Sporobolomyces roseus (pembe renk maddesi), Cellulosimicrobium

funkei (sar› renk maddesi), ve Dietzia natronolimnaea (k›rm›z›-turuncu renk maddesi) olduklar›
belirlenmifltir. Sar› renk maddesi üreten ve Gram pozitif bir bakteri oldu¤u belirlenen K2 örne¤inin ise
tan›mlanmas› yap›lamam›flt›r. Çal›flman›n son aflamas›nda ise renk maddeleri model g›da olarak seçilen
dondurmaya uygulanarak pigmentlerin bu ortamdaki stabilizasyonlar› incelenmifltir.  

Anahtar kelimeler: Mikrobiyel renk maddesi, çözücü, stabilizasyon testi, mikroorganizma.

ISOLATION OF NATURAL PIGMENT PRODUCING
MICROORGANISMS FROM DIFFERENT SOURCES AND

CHARACTERIZATION OF THEIR PIGMENTS

Abstract

In this study, pigment producing microoganisms were isolated and the coloring compounds were
separated by using suitable solvents. Then pigments were purified and some stabilization tests were
applied for each pigment. Stability of coloring compounds kept under refrigerated and under room
conditions were compared. It was determined that the pigments were stable in both conditions. Optimum
pH values were found as 7 for K1 and K2, 6 for B and T22, and 5 for K3. Light and FT-IR spectroscopy
techniques were applied for the determination of their chemical structures. Identification of pigmented
microorganisms  done  by  16S  and  18S  ribosomal  DNA  sequencing  analysis.  According  to  the
results, isolates were Rhodotorula glutinis (orange colored) Sporobolomyces roseus (pink colored),
Cellulosimicrobium funkei (yellow colored) and Dietzia natronolimnaea (red-orange colored). The
identification of yellow pigment producing K2 bacterial strain could not be achieved. Finally, stability
of the pigments was determined in ice-cream selected as a model food. 
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GİRİŞ

Bir g›dan›n rengi insanlar›n ilk olarak önem verdi¤i
temel bir g›da özelli¤idir. G›da maddesinin rengi,
insan üzerinde olumlu veya olumsuz etki yaratabilir.
Bundan dolay› g›da ürünlerinin do¤al rengini
korumak ve hatta bazen düzeltmek amac›yla
renk maddeleri kullan›labilmektedir (1). 

G›dalarda renk maddelerinin kullan›lmas› M.Ö.
400 y›llar›na kadar uzanmaktad›r. O zamandan
bu yana yapay boyalar renk tonu ve stabilitelerinin
yan› s›ra kolay kullan›labilirli¤i ve düflük maliyeti
nedeniyle  do¤al  olanlara  göre  daha  yayg›n
kullan›lmaktad›rlar (2). Ancak sonraki y›llarda
yap›lan   toksikolojik   araflt›rmalarda,   yapay
renklendiricilerin  sa¤l›k  üzerindeki  olumsuz
etkilerinin ortaya konmas› nedeniyle g›dalar›n
renklendirilmesinde do¤al renk maddeleri daha
fazla kullan›lmaya bafllanm›flt›r (3, 4). Do¤al renk
maddelerinin büyük ço¤unlu¤u organik kökenli
(bitkiler,  hayvanlar  veya  mikroorganizmalar
taraf›ndan sentezlenen) renk maddeleridir (5).
Bu renk maddeleri kimyasal yap›lar›, elde edilifl
kaynaklar›,  kullan›l›fl  özellikleri  gibi  birçok
kimyasal ve fiziksel faktörler ile birbirlerinden
ayr›lmaktad›r  (6).  G›dalarda  renk  maddeleri,
tüketici   be¤enisi   kazanmak,   do¤al   rengi
kuvvetlendirmek, ifllem s›ras›nda kaybolan rengi
kazand›rmak  veya  renksiz  olan  bir  ürünü
renklendirmek         amac›yla        g›dalarda
kullan›labilmektedir (7). Rengin lezzet üzerindeki
etkisinin  gösterilmesinde  yumurtal›  keklerle
yap›lan bir çal›flmada, ayn› bileflimde ve ayn›
yöntemle yap›lan dört farkl› kek örne¤ine de¤iflik
niceliklerde yapay yumurta boyas› kat›ld›¤›nda
e¤itilmifl panelistler sar›s› daha fazla olan iki kekin
lezzetini ye¤lemifllerdir (8).

‹nsanlar›n yo¤un bir flekilde tükettikleri g›da,
kozmetik, ilaç ve boya üretiminde yayg›n olarak
kullan›lan baz› yapay renk maddelerinin zararl›
etkilerinin olabilece¤i, dünya çap›nda insanlar›
do¤al    kaynaklardan    pigment    üretimine
yönlendirmifltir (9). Do¤al kaynaklardan elde
edilen karmin (böcekler), annatto, curcuma
(bitkilerden)  veya  Monuscus  (küfden)  gibi
pigmentlerin  daha  fazla  üretilmesi  amac›yla
geleneksel teknolojilere olan ilgi artm›flt›r (10).
Mikrobiyel pigmentler, hiçbir mevsimsel üretim
sorunu göstermedi¤inden ve yüksek verimlilik
sa¤lamalar› nedeniyle bitki veya hayvanlardan

elde edilen do¤al renk maddelerine umut verici
bir alternatiftir (9-11). 

Do¤ada  birçok  bakteri,  alg,  küf  ve  mayan›n
yap›s›nda -karoten ve türevleri sentezlenmektedir.
Biyoteknolojik olarak en yayg›n çal›flmalar
Phycomyces  blakeleeanus (Mucoraceae)  ve
Blakesleea trispora (Choanopheraceae) algleri
üzerinde yap›lm›flt›r. Bunun yan›nda Mucor mucedo,

Ustilago violaceae, Neurospora crassa, Fusarium

aquaeductum, Choanophora cucurbitarum küfleri,
Rhodotorula mayalar›, Dunalinella salina ve
Dunalinella bardawill mikroalglerinin de -karoten
sentezledi¤i belirtilmifltir (12). Mavi-yeflil algler
taraf›ndan  üretilen  en  yayg›n  karotenoidler

- karoten, ekinenon, zeaksantin ve kantaksantin
olarak belirlenmifltir (6). Son y›llarda Staphylococcus

aureus taraf›ndan sentezlenen alt›n renginde
stafiloksantin,  Pseudomonas spp.  taraf›ndan
sentezlenen mavi-yeflil fikosiyanin, Cryptococcus

neoformans ve  Aspergillus spp.  taraf›ndan
sentezlenen koyu kahverengi pigmentler üretilmifltir
(13). Yap›lan bir di¤er çal›flmada, 27 °C ve 37 °C
’lerde üretilen Coriolus versicolor, Paecilomyces

canadensis ve Streptomyces werraensis sufllar›n›n
s›cakl›¤a  ba¤l›  olarak  farkl›  renkte  pigment
sentezledikleri belirlenmifltir (14). Benzer flekilde
Monascus cinsi  küflerin  kendilerine  özgü  ve
g›dalarda kullan›labilir k›rm›z› renkli azafilonlar
olarak   adland›r›lan   pigmentleri   ürettikleri
belirlenmifltir (15). Monascus purpureus küfünün
kullan›ld›¤› ve kat› besin ortam›nda yap›lan renk
maddesi üretiminde a¤aç kavunu (Artocarpus

heterophyllus)  tohumu  besin  maddesi  olarak
kullan›lm›flt›r (16).

Bu araflt›rmada çeflitli materyallerden ekim yap›lm›fl
ve do¤al ortamlardan renkli mikroorganizmalar
izole edilmifltir. Geliflen pigmentli mikroorganizmalar
büyük  hacimde  üretilmifltir.  Renk  maddeleri
çözücülerle mikroorganizmalardan ayr›lm›fl ve
saflaflt›r›lm›flt›r. Sade dondurmaya ilave edilerek
renk de¤iflimi ortaya konan renk maddelerine ›s›
ve ›fl›k uygulayarak, pH de¤iflikli¤i yap›larak
renk ölçümleri yap›lm›flt›r ve stabilite testleri
uygulanm›flt›r.

MATERYAL VE YÖNTEM

Bu araflt›rmada kullan›lan pigment üretme özelli¤ine
sahip mikroorganizmalar y›l›n farkl› zamanlar›nda
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meyve, sebze, süt ürünleri, toprak, çiçek, a¤aç
yapra¤› ve kabuk gibi do¤al ortamlardan izole
edilmifltir. Bu amaçla do¤adan toplanan izolasyon
kayna¤› materyaller 25 mL FTS içerisine konularak
çalkalanm›fl  ve  materyal  üzerinde  bulunan
mikroorganizmalar›n s›v›ya geçmesi sa¤lanm›flt›r.
Bu ifllemin ard›ndan suspansiyondan 0.1 mL
hacminde s›v› al›narak pH 3.5 Malt Ekstrakt Agar
(MEA, Merck, Almanya) ve Plate Count Agar (PCA,
Merck, Almanya) besiyerlerine yayma yöntemi
ile ekimleri yap›lm›flt›r. MEA petrileri 25 °C‘de 5
gün, PCA petrileri ise 30 °C‘de 2 gün inkübasyona
b›rak›lm›flt›r. ‹nkübasyon sürecinin ard›ndan
oluflan kolonilerden renkli olanlar› seçilmifltir.
Bu amaçla pigmentli koloni oluflturan sufllar öze
yard›m›yla al›narak tekrar MEA ve PCA besiyerleri
üzerine tek koloni düflürme tekni¤iyle ekilmifl ve
saf kültürlerin elde edilmesi sa¤lanm›flt›r. Kat›
besiyerinde  geliflen  mikroorganizmalar  8  mL
hacminde s›v› besiyerine al›nm›fllard›r. K1 ve B
kodlu izolatlar Malt Ekstrakt Broth, K2, K3 ve T22
kodlu örnekleri ise Triptik Soya Broth (CASO,
Merck, Almanya) besiyerinde üretilmifltir. Kültürler
daha  büyük  miktarlarda  renk  maddesi  elde
edilmesi amac›yla önceden belirlenen besiyerlerinde
800  mL  hacminde  üretilmifllerdir.  Uygulanan
katalaz   testi   sonucunda   aerobik   olduklar›
belirlendi¤inden   büyük   hacimli   üretimde
mikroorganizmalara hem yeterli oksijen sa¤lanmas›
hemde çökmelerinin önlenmesi amac›yla besiyeri
ortam›na hava pompas› yard›m›yla 0.45 µm filtreden
geçirilen hava verilmifltir. Büyük hacimli üretimlerde
yeterli hücre say›s›na ulafl›labilmesi amac›yla
inkübasyon süresi 7 güne uzat›lm›flt›r.  

Yap›lan ön santrifüj ifllemi sonras›nda besiyerinin
renksizleflti¤i ve renkli hücrelerin dibe çöktü¤ü
dolay›s›yla çal›flmadaki pigmentlerin hücre d›fl›na
sal›nmad›¤› belirlenmifltir. Bu nedenle kullan›lm›fl
besiyerinin pigmentli hücre kitlesinden ayr›lmas›
amac›yla 3500 devir/dk h›zda 10 dakika santrifüj
ifllemi  uygulanm›flt›r.  Hücrelerin  hücre  zar›
yap›lar›n›n farkl›l›k gösterebilece¤i ve ürettikleri
pigmentlerin farkl› çözünme özelli¤ine sahip
olabilecekleri  düflünüldü¤ünden  yap›lan  ön
denemelerde  farkl›  çözücüler  kullan›lm›flt›r.
Kullan›lan çözücüler s›ras›yla saf su, metanol,
etanol, hekzan, aseton, dietil eter, ve diklorometan:
etilasetat  (9:1 v/v)  kar›fl›m›d›r.  Ekstraksiyon
iflleminde 7 adet 50 mL’lik santrifüj tüplerine al›nan
hücre kitleleri üzerine her bir çözücüden 40 mL

konulmufl ve tüp içeri¤i 10000 d/d h›zda homojenize
(PRO Scientific, ABD) edilmifltir. Homojenizasyon
iflleminin ard›ndan tüpler buzdolab› s›cakl›¤›nda
(+4 °C) bekletilmifltir. 2 gün arayla çözeltiye geçen
renk maddesi al›nm›fl, kalan hücre kitlesi üzerine
tekrar çözücü eklenmifltir. Ekstraksiyon ifllemi
dipte kalan hücre kitlesinin renksizleflip, oluflturdu¤u
pigmentin   tamam›   çözücüye   geçti¤inde
sonland›r›lm›flt›r. Çözücünün uzaklaflt›r›lmas›
amac›yla  pigment  içeren  çözücü  çeker  ocak
alt›nda uçurulmufl ve toz halde pigment elde
edilmifltir. 

Toz halde elde edilmifl olan renk maddelerinin
farkl› ortam koflullar›ndaki stabiliteleri tespit
edilmifltir. Çal›flmada elde edilen renk maddelerinin
g›dalarda kullan›m› düflünüldü¤ünden bu aflamada
örneklerin suda çözünmeleri sa¤lanm›flt›r. Bu
amaçla  toz  haldeki  renk  maddesi  40  mL  suya
kat›lm›fl  ve  çözünmeleri  veya  suspansiyon
oluflturmalar› sa¤lanm›flt›r. Çözünürlü¤ü artt›rmak
için suda çözünmeleri zor olan B ve K1 örneklerinin
bulundu¤u   çözelti   içerisine   0.1 g   EDTA
(etilendiamin-tetraasetikasit), 0.1 g safra tuzu
(Merck, Almanya) ve 0.2 mL Tween-20 ilave
edilerek çözünmeleri sa¤lanm›flt›r. Renk maddeleri
farkl›  pH,  s›cakl›k  ve  ›fl›k  ortamlar›na  maruz
b›rak›larak bu koflullardaki stabiliteleri belirlenmifltir.

Renk maddelerinin farkl› pH derecelerindeki
stabilitelerinin tespiti amac›yla suda çözünen
renk maddelerinden her birinde 5 mL olacak
flekilde tüplere aktar›lm›flt›r. Her tüp 0.1 N NaOH
veya 0.1 N HCl kullan›larak 3 ila 9 aras›nda farkl›
pH derecelerine ayarlanm›flt›r. Farkl› pH’larda
olan tüplerdeki renk maddeleri renk ölçer cihaz›
(Minolta CR-400, Japonya) ile sahip olduklar›
renk de¤erleri Hunter Lab de¤erlendirme sistemine
göre tespit edilmifltir. Yap›lan tüm renk ölçümleri
üçerli paraleller fleklinde yap›lm›fl ve de¤erlerin
ortalamas› al›nm›flt›r. Elde edilen L, a ve b de¤erleri
kullan›larak  renklerin  insan  gözü  ile  görülen
flekliyle ifade edilmesini kolaylaflt›ran H° aç›lar›
(Renk tonu-Hue angle) hesaplanm›flt›r. Son olarak
farkl› pH koflullar›nda yap›lan renk ölçümlerinin
aralar›ndaki farklar;

E= [(L1-L2)2+(a1-a2)2+(b1-b2)2]1/2

formülü kullan›larak hesaplanm›flt›r (17,18).

Renk maddelerinin s›cakl›¤a karfl› stabilitelerinin
tespit edilmesi amac›yla renk ölçümleri tamamlanan
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tüpler otaklavda, 110 °C’de 10 dakikal›k ›s›l iflleme
tabi  tutulmufllard›r.  Ard›ndan  oluflan  renk
›s›l ifllem görmemifl renk ile k›yaslanm›fl ve renk
maddelerinin  ›s›l  ifllem  ile  çökelti  oluflturup
olufltumad›klar› gözlenmifltir. Renk maddelerinin
›fl›k ortam›ndaki stabilitelerinin test edilmesinde
tüplere da¤›t›lan renk maddesi çözeltileri direk
günefl ›fl›¤›na maruz kalmaks›z›n ›fl›kl› bir ortamda
(laboratuvar  koflullar›nda)  gündüz  ve  gece
döngüsü ile 7 gün bekletilerek renklerindeki
de¤iflim  buzdolab›nda  bekletilen  örneklerle
karfl›laflt›r›lm›flt›r. 

Renk maddelerinin kimyasal yap›lar›n›n ortaya
konmas› ve tan›mlanmas› amac›yla görünür ve
mor ötesi ›fl›k spektrumlar› ile k›z›lötesi dalga
boylar›ndaki absorbans spektrumlar› elde edilmifltir.
Bu amaçla UV-Görünür ›fl›k spektrofotometresi
(Shimadzu-UV-1601) ile Fourier dönüflümlü k›z›l
ötesi spektrofotometre (FTIR, Perkin Elmer
Spektrum 100, ABD) kullan›lm›flt›r. Spektrofotometrik
ölçümlerde içerisinde % 1 (w/v) renk maddesi
içerecek flekilde haz›rlanan çözeltilerin 1100 nm
ile 190 nm dalga boylar› aras›ndaki bölgede
gösterdikleri absorbans de¤erleri belirlenmifltir.
Elde edilen absorbans verileri uluslararas› bir veri
taban›ndaki referans (19) de¤erlerle karfl›laflt›r›larak
renk maddelerinin tan›mlanmas›na çal›fl›lm›flt›r.
Ayn› flekilde k›z›lötesi spektrofotometre kullan›larak
renk maddelerinin 4000 ila 400 cm-1 dalga boylar›
aras›nda 16 kez tarama yap›larak absorbsiyon
spektrumlar› tespit edilmifltir. Renk maddeleri
s›v› formda yatay ZnSe pencereli ATR aparat›
kullan›lmak suretiyle analize al›nm›flt›r. FTIR
spektrumlar› uluslararas› bir veri bankas›nda (20)
bulunan referans spektrumlarla karfl›laflt›r›lm›flt›r.
Her renk maddesi için spektrofotometrik analizler
tekrar edilmifltir. 

Elde edilen izolatlar›n tür düzeyinde tan›mlamalar›
Orta  Do¤u  Teknik  Üniversitesi,  Teknokenti
bünyesinde faaliyet gösteren REFGEN flirketinde
(Gen Araflt›rmalar› ve Biyoteknoloji Ltd. fiti.)
mayalarda 18S ribozomal DNA gen bölgesi dizi
analizi, bakterilerde ise 16S ribozomal DNA gen
bölgesi dizi analizi ile yap›lm›flt›r. 

Renk   maddelerinin   herhangi   bir   g›daya
uyguland›¤›ndaki renk stabilitelerinin belirlenmesi
amac›yla model g›da olarak ticari bir markaya ait
sade dondurma seçilmifltir. Model olarak sade
dondurman›n tercih edilmesinin bafll›ca sebepleri

renk maddesinin kolay uygulanabilir olmas›, ilave
rengi aç›k bir flekilde göstermesi ve saklama
koflullar›n›n  uygunlu¤udur.  Bu  amaçla  25  g
yumuflak formda sade dondurma içerisine 5 mL
suda çözünmüfl 0.1 g renk maddesi ilave edilerek
homojenize edilmifltir. Homojenizasyon iflleminin
ard›ndan örnekler tekrar dondurularak -18 °C
s›cakl›kta 3 ay bekletilmifl ve bafllang›çtaki renkleri
ile olan farkl›l›klar gözlenmifltir. 

SONUÇ VE TARTIŞMA

Mikroorganizmaların İzolasyon Kaynakları
ve Tanımlanması 

Çal›flmada izole edilen mikroorganizmalardan K1
ve B izolatlar› s›ras›yla Konya ve Isparta illerinden
al›nan toprak örneklerinden, K2 izolat› kaflar
peynirinden, K3 ve T22 izolatlar› ise pastörize
peyniralt› suyundan izole edilmifltir. ‹zolatlara ait
koloni morfolojisi ve mikroskop görüntülerinin
incelenmesi ile flekil ve büyüklüklerine göre K1
ve B örneklerinin maya, K2, K3 ve T22 örneklerinin
ise bakteri olduklar› belirlenmifltir. Ön tan›lar›n
ard›ndan  DNA  dizi  analizi  sonuçlar›na  göre
izolatlar Rhodotorula glutinis (kavuniçi, BLAST
No:KC574082), Sporobolomyces roseus (pembe,
BLAST  No:KC574083),  Cellulosimicrobium

funkei (sar›, BLAST No:KC574084) ve Dietzia

natronolimnaea (k›rm›z›, BLAST No:KC574085)
olarak tan›mlanm›fllard›r. K2 örne¤i (sar›) ise
hem s›v› ortamdan hem de kat› besiyerinden
al›nmak suretiyle iki kez analiz edilmifl ancak
uygun primer bulunamad›¤›ndan tür düzeyinde
tan›mlamas› yap›lamam›flt›r. 

Renk Maddelerinin Üretimi ve Saflaştırılması

Yap›lan küçük hacimli denemelerde her bir renk
maddesi için en uygun çözücü belirlenmifl ve
büyük hacimli renk maddesi üretiminde seçilen
çözücü kullan›lm›flt›r. Ekstraksiyon iflleminde en
uygun çözgenlerin T22 izolat› için su, K1 izolat›
için metanol, B ve K3 mikroorganizmalar› için
metanol/ diklorometan+etil asetat kar›fl›m›, K2
mikroorganizmas›  taraf›ndan  üretilen  renk
maddesi için ise etanol ve metanol kar›fl›m› oldu¤u
belirlenmifltir. Santrifüjleme ifllemiyle hücre kitlesi
at›k besiyerinden ayr›lm›fl ve ekstraksiyon ifllemi
gerçeklefltirilmifltir. Renk maddelerinin çözünmesinde
kullan›lan çözücü veya çözücü kar›fl›mlar›n›n
polarite özelliklerinin belirleyici oldu¤u sonucuna
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var›lm›flt›r. T22 izolat›na ait renk maddesinin suda
kolay çözünmesinden ve suyun dipol yap›s›n›n
bilinmesinden dolay› polar bir yap›da oldu¤u
belirlenmifltir. Polar olmayan maddelerin suda
çözünmedi¤i sadece su molekülleri taraf›ndan
çevrelendi¤i bildirilmektedir (21). Renk maddesi
üreten baz› hücrelerin üretmifl olduklar› pigmenti
hücre   d›fl›na   kolay   verdi¤i   baz›lar›n›n   ise

çözünme için daha uzun sürelere ihtiyaç gösterdi¤i
belirlenmifltir. Bunun temel sebebi olarak hücre
zar›  veya  hücre  duvar›  yap›lar›ndaki  farkl›l›k
oldu¤u düflünülmektedir. Ayr›ca baz› izolatlarda
uygulanan çözücü miktar›n›n yetersiz kalmas›ndan
dolay›  belli  bir  süre  renk  maddesi  geçifli
sa¤land›ktan sonra süzülerek tekrar çözücü ilavesi
yap›larak ekstraksiyon sa¤lanabilmifltir. 
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Çizelge 1. Renk maddelerinin farkl› pH de¤erlerindeki renk ölçümlerinin karfl›laflt›r›lmas› 

Table 1. Comparison of measurements of the color pigments at different pH values

L a B Hue (RAD) Hue° Optimum pH’daki renk ile

toplam renk aras›ndaki farklar

Differences between optimum

pH color and total color  ( E)

pH B

3.5 32.43±0.48 7.36±0.23 6.82±0.03 0.747 43 5.175

4.5 29.66±1.25 9.09±0.37 7.08±0.21 0.662 38 1.897

5.5 29.69±1.22 9.33±0.12 7.45±0.18 0.674 39 1.741

6 32.42±1.73 4.60±0.19 2.44±0.13 0.487 28* 0.000

7 31.44±1.23 4.59±0.17 3.09±0.07 0.593 34 0.699

8.5 30.82±1.77 4.46±0.12 3.26±0.19 0.631 36 0.316

K1

5 27.39±0.35 4.46±0.10 5.31±0.06 0.872 50 1.008

6 27.06±0.20 4.28±0.16 5.85±0.10 0.939 54 0.352

7 28.16±0.34 4.47±0.13 5.96±0.06 0.928 53* 0.000

8 27.21±0.93 4.13±0.13 6.05±0.03 0.972 56 0.182

9 28.24±0.16 3.82±0.18 5.85±0.13 0.993 57 0.187

K2

3.5 30.10±2.13 0.60±0.10 6.48±0.08 1.478 85 3.563

4.5 30.60±1.16 0.75±0.02 7.42±0.06 1.471 84 2.485

5 30.12±1.00 0.84±0.06 7.14±0.10 1.454 83 2.861

6 33.03±0.43 0.51±0.14 9.32±0.17 1.516 87 0.837

7* 32.07±2.50 0.45±0.05 9.44±0.47 1.523 87* 0.000

8 33.45±1.75 0.74±0.05 9.57±0.03 1.494 86 0.999

9 33.97±1.60 0.87±0.23 10.49±0.28 1.488 85 2.021

K3

3 27.35±0.09 6.73±0.11 5.84±0.07 0.714 41 2.276

3.5 27.59±0.22 7.76±0.29 6.68±0.28 0.711 41 0.927

4 28.28±0.29 8.78±0.25 7.21±0.23 0.687 39 0.357

5 27.33±0.72 8.77±0.90 6.85±0.59 0.663 38* 0.000

5.5 28.04±0.36 10.12±0.34 7.31±0.40 0.626 36 1.479

6.5 26.24±0.70 9.08±0.64 5.34±0.48 0.531 30 0.373

7 28.05±0.19 10.80±0.15 6.51±0.08 0.543 31 1.908

9 28.37±1.13 12.18±0.56 7.66±0.47 0.561 32 3.552

T22

3 31.06±0.18 0.66±0.04 4.87±0.42 1.436 82 3.003

4 31.61±0.48 0.84±0.06 5.31±0.25 1.414 81 2.281

5 34.33±0.77 1.27±0.05 7.90±0.11 1.411 81 4.497

6 32.87±0.58 1.17±0.06 7.22±0.17 1.410 81* 0.000

7 34.46±0.12 1.08±0.02 7.35±0.62 1.424 82 1.494

8 32.42±0.23 0.64±0.05 6.43±0.04 1.472 84 0.940

9 34.94±0.17 1.19±0.08 8.81±0.11 1.436 82 2.545

* iflaretli renk de¤erleri en iyi rengin gözlemlendi¤i pH’daki Hue de¤erini göstermektedir.

* marked numbers shows the value of Hue observed pH in the best color
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Renk Maddelerinin Farklı pH, Işık ve Isıl
Stabilitelerinin Belirlenmesi

Renk  maddelerinin  farkl›  pH  aral›klar›ndaki
stabiliteleri belirlenmifltir. pH stabiliteleri ile ilgili
elde edilen sonuçlar Çizelge 1’de sunulmufltur.
Renk maddelerinin optimum pH de¤erinde verdi¤i
toplam renk de¤eri ile ölçüm yap›lan pH’daki
toplam renk de¤erlerinin farklar› ( E) al›nm›flt›r. K1
renk maddesinde çok genifl pH aral›¤›nda renk
de¤iflimi gözlenmemifl ve herhangi bir çökelme
olmam›flt›r. Farkl› pH’lardaki renk de¤erleri ile
olan renk farkl›l›klar›n›n ( E) düflük olmas› da
buna paralel bir sonuçtur. B renk maddesinin
do¤al yap›s›ndaki pH de¤eri 5.5’dir. Çözeltinin
pH de¤eri 6 oldu¤unda ise renk maddesi daha iyi
çözünmüfl  ancak  renk  bir  miktar  de¤iflim
göstermifltir. pH 5 in  alt›ndaki  de¤erlerde  ise
koyu k›rm›z› renk gözlenmifl ancak renk maddesi
partiküller halinde toplanarak çözünürlük özelli¤ini
kaybederek dibe çökmüfltür. Bu nedenle bu renk
maddesinin protein yap›s›nda veya peptid yap›lar›
içeren bir yap›da oldu¤u düflünülmektedir. Daha
sonra yap›lan analizlerde de bu bulguyu do¤rulayan
sonuçlar elde edilmifltir. Yap›lan çal›flmalarda
fotosentetik baz› bakteri türlerinde pigment-protein
komplekslerinin bulundu¤u kan›tlanm›fl (22,23)
ancak  benzer  yap›lar›  fotosentetik  olmayan
bakterilerde gösteren literatür bulunamam›flt›r.
K2 renk maddesinin en iyi çözünürlük ve renk
özelliklerini pH 7’de gösterdi¤i belirlenmifltir.
Parlak sar› renkte olan K2 renk maddesinde pH
de¤eri artt›kça, yani ortam baziklefltikçe rengin
koyulaflmas› ile pH 9’a kadar ç›kart›lm›flt›r ve
yüksek pH’da çökelme olmam›flt›r. Bu durum K2
renk maddesinin izoelektrik noktas›n›n protein
yap›s›ndaki moleküllerden çok farkl› oldu¤unu ve
izoelektrik noktaya ba¤›ml› olmadan çözünebildi¤ini
göstermifltir. K3 renk maddesi için rengin iyi
korundu¤u pH aral›¤› 4-5.5 olarak belirlenmifltir.
K3 renk maddesi 3.5’in alt›nda ve 7’nin üzerindeki
pH derecelerinde çökme e¤ilimi göstermifltir.
T22 renk maddesi için optimum pH de¤erinin 7
oldu¤u tespit edilmifltir. Bu renk maddesi dar
bir  pH  aral›¤›nda  (6.5-7.5)  çökelme  e¤ilimi
göstermeksizin stabilitesini korumufltur. Ancak
bu aral›ktan daha asidik veya bazik pH’larda
partiküller oluflturarak topaklanma (veya çökelme)
e¤ilimi gözlenmifltir.  

Elde edilen renk maddelerinin ›fl›k ortamlar›nda ve
›s›l ifllem karfl›s›ndaki stabilitelerinin belirlenmesinde
en iyi renk özelliklerini göstermifl olduklar› pH

aral›¤› tercih edilmifltir. Ifl›k ortam›nda bekletilen
renk  maddeleri  ve  buzdolab›nda  bekletilen
paralellerinde gözle görülür renk de¤ifliminin
olmad›¤›  ve  ›fl›k  karfl›s›nda  stabil  olduklar›
belirlenmifltir. Is›l ifllem uygulamas› sonras›nda
K1, K2, K3 ve T22 renk maddeleri stabilitelerini
korurlarken, B renk maddesinde çökelme olmufl
ve çözelti rengini kaybetmifltir.

Spektrofotometrik Spektrumların Belirlenmesi

Çözelti halinde haz›rlanan her renk maddesi için
190 ile 1100 nm dalga boylar›nda absorbsiyon
taramas› yap›lm›fl (24) ve renk maddelerinin 190
ila 290 nm dalga boylar›nda yüksek absorbanslar
verdi¤i belirlenmifltir. Yap›lan baz› çal›flmalarda
kinon moleküllerinde özellikle 280 nm dalga
boylar›ndan bafllayarak 300 nm dalga boylar›na
kadar olan bölgelerde yüksek absorbans noktalar›n›n
oldu¤u tespit edilmifltir (25). fiekil 1’de görüldü¤ü
üzere çal›flma kapsam›nda incelenen örneklerin
saf pigment maddesi olmad›¤› ve baz› proteinlerin
de  özellikle  de  k›sa  polipeptid  yap›s›nda
olanlar›n spektrumu etkiledi¤i düflünülmektedir.
Spektrofotometrik analizlerde ortamda farkl›
maddelerin bulunmas› durumunda analizin nispeten
duyars›z olabildi¤i ve 280 nm’de absorpsiyon
veren çeflitli maddelerin giriflim etkilerine aç›k
oldu¤u belirtilmektedir. (26).  

Renk Maddelerinin FTIR Spektroskopisi ile
Değerlendirilmesi

Bu çal›flmada da oldu¤u gibi s›v› bileflenler için
ZnSe kat› ortam›nda (27) FTIR analizi yap›lm›flt›r ve
elde edilen spektrumlar birbirleriyle karfl›laflt›r›lm›flt›r
(fiekil 2.). 1600-1700 cm-1 bölgelerinde en fazla
titreflim bandlar› elde edilmifltir. Bu bandlar›n
kinon türlerinde oldu¤u gibi C-O ba¤lar›na ait
oldu¤u tespit edilmifltir. FTIR spektroskopisi ile
kinonlar›n IR titreflim bantlar›n›n ölçüldü¤ü bir

fiekil 1. Renk maddelerinin spektrumlar›n›n karfl›laflt›r›lmas›

Figure 1. Comparison of spectra of pigments
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çal›flmada en önemli titreflimler 1650-1700 cm-1

bölgelerinde elde edilmifltir. Tüm nötral türlerde
C-O  ba¤lar›  1660-1680  cm-1 güçlü  asimetrik
titreflimler göstermifltir (28). Bu bulgular ›fl›¤›nda
kinon   türleri   yap›sal   olarak   aç›klanm›flt›r.
Pigmentlerin kimyasal yap›lar›n›n belirlenmesinde
ve karakterizasyonunda UV görünür bölge ve FTIR
spektrofotometrik yöntemleri yetersiz olmaktad›r.
‹leri dönemlerde yap›lacak çal›smalarda kimyasal
karakterizasyonun  HPLC  veya  GC-MS  gibi
yöntemlerle de desteklenmesinin yararl› olaca¤›
düflünülmektedir. 

Bir  çal›flmada  FTIR  spektroskopisi,  kaolenin
molekül-mineral yap›lar› ile kendi aralar›ndaki
benzerlikleri  ve  farkl›l›klar›  belirlemek  için
kullan›lm›flt›r.  FTIR  analizi  ile  elde  edilen
spektrumlardan Si-O ba¤lar› (458, 470, 472, 473,
690, 692, 695, 1032, 1034, 1039 cm-1) Al-O-Si
ba¤lar› (520, 521, 540, 551 cm-1) Si-O-Si ba¤lar›
(780, 797, 799 cm-1 ) Al-O-H ba¤lar› (915, 916 cm-1)
Al-O-Al ba¤lar› (1102 cm-1) Si-H ba¤lar› (1960,
1968, 1970 cm-1) OH ba¤lar› (3619, 3620, 3690,
3693 cm-1) titreflim de¤erlerinde görülmüfltür
(29).  FTIR  analizlerinde  1650  ve  3240  cm-1

bölgelerinde  ortaya  ç›kan  temel  absorbans
bölgelerinin ay›rt edici özelli¤e sahip olmad›¤›,
kinon moleküllerinin yap›lar› hakk›nda genel bilgi
verdi¤i as›l ayr›mlar›n ise parmak izi bölgesi olarak
adland›r›labilecek 420-500 cm-1 dalga boylar›
aras›nda  oldu¤u  tespit  edilmifltir.  T22  renk
maddesine ait olan 458 cm-1 bölgesindeki ve K3
renk maddesine ait olan 473 cm-1 bölgesindeki
güçlü titreflim Si-O ba¤lar›n› göstermifltir. 

Renk Maddelerinin Model Gıdaya Uygulanması

Elde edilen renk maddeleri stabilite aç›s›ndan
kolayl›k  sa¤layaca¤›  ve  kat›lan  rengi  en  iyi

yans›tabilece¤i düflünüldü¤ü için model g›da olarak
dondurmaya uygulanm›flt›r. Çal›flma kapsam›nda
elde edilen pigmentlerin sade dondurmaya istenen
düzeyde renk kazand›rabildikleri belirlenmifltir.
Depolama sürecinin bafl›nda ve sonunda yap›lan
gözlemlerde   ise   3   ay   süresince   renklerini
koruyabildikleri ve dondurmada istenmeyen bir
renk de¤iflikli¤ine yol açmad›klar› gözlenmifltir.
Çal›flman›n gelinen aflamas›nda renk maddelerine
toksik testler yap›lmad›¤›ndan dolay› dondurman›n
duyusal  özellikleri  belirlenmemifltir.  Bundan
dolay› depolama boyunca sadece gözlemsel
de¤erlendirmeler yap›lm›flt›r.    
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