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BELIRLI MIKROORGANIZMALARDA QUORUM SENSING MOLEKULLERININ
LiPiD VE PIGMENT UZERINE ETKISi

Muhammmet Enes KIZILER
Danisman: Prof. Dr. Mesut TASKIN

Amag: Mevcut ¢alisma Quorum Sensing Molekiilii olarak bilinen Tyrosol ya da Farnesol’iin
Rhodotorula glutinis ATCC (15125)’ de lipit ve karoten sentezini, Serratia marcencens’ de ise
prodigioin sentezi lizerine etkilerinin ortaya ¢ikartmak i¢in gerceklestirilmistir.

Materyal ve Metot: Deneyler sirasinda, s1vi formdaki Farnesol ve kat1 formdaki Tyrosol kiiltiire
inkiibasyonun 1. giiniinde (inokulasyondan hemen sonra) ya da 3. giiniin baslangicinda
(49.saat) dogrudan eklendi. Kiiltiirdeki hiicre biiyiimesi, lipit veya pigment sentezi 5 giinliikk
inkiibasyon siiresi sonunda analiz edildi. Uretim deneyleri s1iv1 besiyerinin (R. glutinis ve S.
marcencens igin sirastyla Patates Dekstroz Broth ve Nutrient Broth) 100 ml’ sini igeren 250
ml’ lik erlenmeyer flask’ lar igerisinde gergeklestirildi. Hiicre biiyiimesi kuru agirliga gore
belirlendi. Lipit ekstraksiyonu i¢in kloroform: metanol (2:1) metodu, pigment ekstraksiyonu
i¢in aseton ¢oziciisii kullanildi.

Bulgular: Kiiltiire 1. ya da 3. giinlin baslangicinda eklenen Farnesol’iin (2-16 pg/lt) higbir
konsantrasyonu R. glutinis’de lipit sentezi lizerinde etki gostermedi. Benzer sekilde, kiiltiire
birinci giinde eklenen Farnesol “iin higbir konsantrasyonu karotenoid sentezini etkilemedi. Tam
tersine, kiiltiire 3. gilinlin baslangicinda eklenen Farnesol’{in biitiin konsantrasyonlar1 kontrole
oranla R. glutinis’de karotenoid sentezini azaltti. Tyrosol (2-16 mg/lt), 1. giinde kiiltiire
eklendiginde lipid sentezini fazla etkilemedi, ancak 3. giinde kiiltiire eklendiginde lipid
sentezini azaltti. 3. giinde kiiltiire eklenen Tyrosol’in tiim konsantrasyonlar1 (2-16 pl/l),
kontrole kiyasla R. glutinis'te karotenoid sentezini arttirdi ve karotenoid iiretiminde maksimum
artis (2,13 kat) 4 mg/1t' lik tyrosol konsantrasyonunda gozlendi. Tyrosol' iin diisiik (2-16 mg/It)
ve yliksek konsantrasyonlart (75-600 mg/lt) kiiltiire 1. veya 3. giin eklendiginde Serratia
marcencens’te hiicre biiytimesini ve prodigiosin sentezini etkilemedi. Tam tersine, Farnesol’{in
hem diistik (2-16 pl/I) hemde yiiksek (50-800 pl/1t) konsantrasyonlari kontrole gore prodigiosin
sentezini arttirdi ve prodigiosin sentezindeki maksimum artig (yaklasik 5 kat) 200 pl/ItFarnesol
kiiltiire 3. giliniin basinda eklendiginde basarildi.

Sonu¢: Quorum Sensing Molekiillerinden olan Tyrosol’iin Rhodotorula glutinis’de karoten,
Farnesol’iin ise Serratia marcencens’de prodigiosin sentezini artirdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Karoten, Mikrobiyal Lipit, Prodigiosin, Quorum Sensing Molekiilleri
Haziran 2021, 58 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

THE EFFECT OF QUORUM SENSING MOLECULES ON LIPID AND PIGMENT IN
CERTAIN MICROORGANISMS

Muhammmet Enes KIZILER
Supervisor: Prof. Dr. Mesut TASKIN

Aim: The current study was performed to elucidate effects of tyrosol and farnesol, known as
Quorum Sensing Molecules, on lipid and carotene synthesis in Rhodotorula glutinis ATCC
(15125) and prodigioin synthesis in Serratia marcencens.

Material and method: During the experiments, farnesole in liquid form or tyrosol in solid
form were added directly to the culture medium at the beginning of 1st (after inoculation) or
3rd day (49th h) of incubation. Cell growth, lipid or pigment synthesis in culture was analyzed
at the end of the 5-day incubation period. The production experiments were performed in 250
mL flasks containing 100 mL of broth medium (potato dextrose broth and nutrient broth media
for Rhodotorula glutinis and Serratia marcencens, respectively). Cell growth was determined
to according to dry cell weight. Chloroform: methanol (2:1) method was used for lipid
extraction and acetone solvent for pigment extraction.

Results: No concentration of Farnesol (2-16 ul/l) added to the culture at the beginning of 1st or
3rd day showed no effect on lipid synthesis in R. glutinis. Similarly, no concentration of
farnesol added to the culture on day 1 affected carotenoid synthesis. In contrast, when farnesol
was added to the culture on day 3, its all concentrations decreased carotenoid synthesis in R.
glutinis compared to control. Tyrosol (2-16 mg/l) did not affect lipid synthesis much when
added to the culture on day 1, but it reduced lipid synthesis when added in the culture day 3.
All concentrations (2-16 pl/1) of tyrosol added to the culture on the 3rd day increased carotenoid
synthesis in R. glutinis compared to the control, and the maximum increase in carotenoid
production (2.13 fold) was observed at 4 mg/It tyrosol concentration. Neither low (2-16 mg/It)
nor high concentrations (75-600 mg/It) of tyrosol affect cell growth and prodigiosin synthesis
in Serratia marcencens compared to control, when added the culture day 1 or 3. Conversely,
both low (2-16 pl/l) and high (50-800 ul/l) concentrations of farnesol increased prodigiosin
synthesis compared to the control, and the maximum increase (5-fold) in prodigiosin synthesis
was achieved when 200 pl/1 farnesol was added into the culture at the beginning of day 3.

Conclusion: It was determined that tyrosol, one of the Quorum Sensing Molecules, increased
carotene synthesis in R. glutinis and farnesol increased prodigiosin synthesis in S. marcencens.

Key Words: Carotene, Microbial Lipid, Prodigiosin, Quorum Sensing Molecules
June 2021, 58 pages
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GIRIS

Iletisim, yasam boyunca popiilasyonlar arasindaki davranislar1 koordine etmek icin her
zaman gerekli olmustur. Biitiin mikroorganizmalarda birden ¢ok salgi molekiilii vasitasiyla
hiicreler arasi iletisimini saglamaktadir (Polke et al. 2017). QS; biyofilm olusumu, viriilans
ekspresyonu, sekonder metabolit sentezi ve stres adaptasyon mekanizmalari gibi birgok siiregde
mikroorganizmalar arasinda bir iletisim mekanizmasi olarak bilinmektedir. QS molekiilleri
ekstraselliiler olarak biriktirilmektedir. Spesifik reseptorlerle algilanarak yanit i¢in gerekli esik
degere ulastiklarinda ise cevap ortaya ¢ikmaktadir (Saragli 2006). C. albicans igin Farnesol ve
Tyrosol gibi bazi bilesikler quorum sensing molekiilii olarak bulunmustur (Hornby et al. 2001)

Farnesol’iin C. albicans tarafindan iiretiminin belirlenmesinden sonra dkaryotlarda ilk
quorum sensing sistemi agiga ¢itkmistir (Hornby et al. 2001). Besiyerinde bulunan sigir serum
albumini veya N-asetil glukozamin gibi etkenler sayesinde hif olusumunu tetiklerken, misel
olusumunu baskilayabilen sinyal molekiilii olarak gorev yapmaktadir (Mosel et al. 2005).
Ayrica sterol sentezinde gorev alan farnesil pirofosfattan meydana gelmektedir (Hornby et al.
2003). C. albicans’in olusturdugu biyofilmin durgun kalmasini saglayip, olgunlasmasini ve
artmasini engellemektedir (Yu et al. 2012).

Candida albicans tarafinda iretilen bir diger QS molekiilii ise tirozin tiirevi olan
Tyrosol’ diir. Tyrosol Farnesol ile karsilastirildiginda hif olusumunu arttirmaktadir. Boylece C.
albicans Farnesol ve Tyrosol gibi QS’lerin etkisi ile morfojenezini kontrol altinda

tutabilmektedir. (Alem et al. 2006; Chen et al. 2004; Egbe et al. 2015).

Lipitler, yaklasik 39 kJ/g (9 kcal/g) kadar yiiksek bir enerji degerine sahip etkili bir
enerji depolama seklidir (Thevenieau and Nicaud 2013). Notr lipidler, fosfolipidler,
lipoproteinler, glikolipidler, yag asitleri ve steroller olmak iizere cesitli yapisal tiirleri
icermektedir (Refaat 2009). Lipidler, ii¢ uzun zincirli yag asidinden ve bir gliserol
molekiiliinden sentezlenen trigliseritleri icermektedir (Fazal et al. 2011). Yag asitleri genellikle
cift sayida karbon atomlu, 14 ila 28 karbon igceren dalsiz zincirlere sahiptir ve ¢ogunlukla
trigliseritlerde ve fosfolipitlerde bulunmaktadir (Refaat 2009). Fiziksel olarak, yaglar katidir ve
oda sicakliginda sivi hale gegmektedir. Genellikle kloroform, heksan ve dietil eter gibi polar
olmayan ¢dziiciilerde yiiksek c¢oziiniirlikkleri ile bilinmektedir. Lipidler; fungus, mikroalg,
bakteri ve maya gibi ¢esitli oleaginous mikroorganizma tarafinda {iretilmekle birlikte “Tek

Hiicre Yagi * olarak da adlandirilmaktadir (Matsakas et al. 2015). Oleaginous mayalarin,



hiicresel kuru agirliklarinin %20'sine kadar lipit biriktirebildigi belirtilmistir ve bu mayalarin
birgogu, Basidiomycetes Rhodotorula , Cryptococcus , Rhodosporodium , Sporidiobolus ,
Trichosporan ve birkagi1 Askomiset filumundan olan Yarrowia lipolytica, Candida sp., ailesine
aittir (Ageitos et al. 2011; Polburee et al. 2015)

Pigment kelimesi, ‘pigmentum’ kelimesinden tiiremistir ve goriiniir dalga boyundaki
15181 absorbe eden kimyasal bilesikler olarak bilinmektedir (Hari et al. 1994). Pigmentler
genellikle kolay kolay ¢oziinmeyen, ortama ilave edildiklerinde fiziksel ya da kimyasal olarak
yapist degismeyen, renk verici, organik veya inorganik yapili katilar olarak tanimlanmaktadir
(Erdal and Okmen 2013). Pigmentler kaynaklarina goére dogal ve sentetik olarak
siiflandirilmaktadir. Dogal pigmentler bitkiler, hayvanlar, bocekler, mikroorganizmalar
tarafindan Ttretilirken; sentetik pigmentler ise kimyasal sentezleme yoluyla laboratuvar
ortaminda iiretilmektedir. Pigmentler renklendirici bilesen olarak tipta, gidalarda, tekstilde ve

kozmetik gibi bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir (Erdal and Okmen 2013).

Mikroorganizmalar tarafindan ¢esitli pigmentler iretilmektedir ve bu iiretimden
kaynakli endiistriyel alanda kullanimina bagli olarak bir takim umut verici 6neme sahiptir
(Aberoumand 2011; Ahmad et al. 2012). Karotenoidler, bitkiler ve mikroorganizmalar
tarafindan tiretilmektedir. Likopen, a-karoten ve PB-karoten veya oksijenli tiirevleri olarak
sentezlenen dogal olusan pigmentlerdir (Armstrong 1994, 1997; Das et al. 2007; Sandmann
2001). Bu pigmenti bir dizi mikroorganizma tretmektedir. Phaffia, Rhodorotula,
Sporobolomyces cinsine ait mayalar karoten treticisi olarak bilinmektedir (Nelis and De
Leenheer 1991)

Kirmiz1 mikrobiyal pigmentlerin bir diger ailesi olan prodigininler (Wang et al. 2020),
cok yonlii bir sekonder metabolittir. Tripirrol kirmizisi pigmentler smifinda yer alan
Prodigiosin, 4-metoksi, 2-2 bipirol halka sistemi sahiptir (Boger and Patel 1988). PG {iretiminin
temel kaynagi Serratia marcencens olarak Dbilinmektedir. Ayn1 zamanda Serratia,
Janthinobacterium, Rugamonas, Streptomyces gibi bazi bakteri tiirleri tarafindan da prodigiosin

iretme yetenegine sahiptir (Wang et al. 2020).

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda gesitli karbon kaynaklarinin, azot kaynaklarinin ve
kimyasallarin lipid tiretimi iizerine etkisi aragtirilmistir. Belirtigi iizere Quarum sensing
molekiillerinden olan Farnesol ve Tyrosol’un mikroalglerde lipid {iretimini artirdigi
gozlenmistir. Ancak oleaginous mayalarda bu iki maddenin lipid {iretimi iizerinde etkisi
aragtirtlmamistir. Ayrica yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda yine bu maddelerin kiiflerde
pigment iiretimi iizerinde etkisi denenmistir. Tez caligmamizda hem oleaginous hem de

pigment iiretme yetenegine sahip bir maya olan Rhodotorula glutinis {izerinde Farnesol ve



Tyrosol ‘iin etkisi arastirilmistir. Ayrica pigmetli bir bakteri olan Serratia marcescent ‘in

pigment iiretimi lizerinde etkisi de arastirilmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Quarum Sensing

Mikroorganizmalar, hiicreler arasi etkilesimi artirmak, diger hiicrelerle iletisimi
saglamak, i¢ ve dis uyarilara karsi tepkileri kontrol etmek icin gorevli olan bazi maddeler
tiretmektedir ve bu maddeler Quarom Sensing Molekiili (QSM) olarak adlandirilmaktadir
(Wongsuk et al. 2016). QS molekiilleri yeterlilik ve biyoliiminesans, biyofilm olusumu,
virilans  faktorlerinin  salgilanmasi, sporulasyon ve antibiyotik {iretimi  gibi
mikroorganizmalardaki ekolojik ve tibbi agidan 6nemli birkag 6zelligi diizenlemektedir. Kiiciik
yayilabilir sinyal molekiilleri ile transkripsiyonel aktivator proteinler arasindaki etkilesime
dayanan Quarum Algilama fenomeni, gen ekspresyonunu hiicre yogunlugu ile birlestirmektedir
(Avbelj et al. 2016; Wongsuk et al. 2016) ve bu siire¢ Quarum Sensing (QS) olarak
adlandirilmaktadir (Amache 2014; Borea et al. 2018). Baslangigta QS, 6zel bir Vibrio fischeri
sistemi olarak kabul edilmistir. Bu sistemde LuxI / LuxR transkripsiyonel aktivatdr ve
otoindiiktor sistemi, liiminesans iiretimi i¢in 6nemli olan Lux gen ekspresyonunun hiicre
yogunluguna bagl kontroliine aracilik etmektedir. Ancak daha sonra, ¢esitli biyolojik rollere
sahip diger proteobakteriyel tiirlerdeki bazi homolog sistemler deneysel olarak ortaya
cikarilmistir. Ornegin, Agrobacterium tumefaciens'de luxI/ R homologlari (tral / R), plazmitin
bakteriler arasinda konjugal transferini kontrol etmektedir (Faure and Lang 2014). Benzer
sekilde Pseudomonas aeruginosa'da bir¢ok viriilans faktoriiniin ifadesi paralel olarak hareket
eden iki devre tarafindan kontrol edilmektedir (Kariminik et al. 2017; Rasamiravaka and El
Jaziri 2016).

Ilerleyen calismalarda QS, ¢esitli fungus tiirlerinde de kesfedilmistir. QSM'nin
funguslardaki etkileri temel olarak morfogenez (kiiresel formdan hif formuna gecis), fungal
programli hiicre dliimiinlin baslamasi, apoptoz ve patojenite i¢in tanimlanmistir. Biyofilm
topluluklarinda, QSM biyofilmi (yapisma fazi, proliferasyon, filamentasyon, olgunlasma ve
dispersiyon), hiicre morfolojisinin  diizenlenmesini ve popiilasyon yogunlugunu
etkileyebilmektedir (Ramage et al. 2002; Wongsuk et al. 2016). Tek hiicreli mayalar ve ipliksi
hiicreler funguslarin iki biiylime formudur. QS molekiilleri hem mayalarda hem de kiiflerde
aragtirilmaktadir (Wongsuk et al. 2016). Aspergillus (Sorrentino et al. 2010) ve Penicillium
(De Salas et al. 2015; Raina et al. 2010) cinsi filamentli funguslarda QSM tanimlanmustir.
Fungus dimorfizmi veya polimorfizmi, maya ve misel morfolojisi arasindaki ¢evresel bir

doniistimdiir ve bu doniisiim bazi fungus tiirlerinde gézlenmektedir (Barriuso et al. 2018;



Padder et al. 2018). Dimorfik bir fungus olan C. albicans, maya hiicresinden filamentli biiylime
evresine gecisin denetiminde kullanilan bir Quorum Sensing sistemine sahip oldugu gosterilen
ilk fungus tiiriidiir (Hogan 2006). Yapilan ¢alismalarda, hiicre yogunlugu ile dogru orantili
seviyelerde C. albicans kiiltiirlerinin biliyliimesi sirasinda siirekli olarak {iretilip, hiicre disina
saliman maddenin Farnesol oldugu belirlenmistir (Hornby et al. 2001). Kiiltiir ortaminda
biriken Farnesol, yiiksek bir yogunluga ulastigi sirada germ tiiplerinin olusumunu 6nlemektedir

(Lindsay et al. 2012)

Farnesol

Farnesol 3,7,11-trimetil-2,6,10-dodekatrien-1-ol yapisina sahip bir QSM’dir ve yapisal
molekiiler formiili Ci1sH206 ‘diir (Westwater et al. 2005) . Farnesol ayrica dogal bitki
hiicrelerinde ugucu yaglarda bulunan bir alkol olan farnesil pirofosfat defosforilasyonuyla
tiretilen 15 karbonun olusturdugu bir terpendir (Khan and Sultana 2011). Farnesol adi ilk olarak
Vachellia farnesiana (L.) Wight & Arn ¢igeklerinde "akasya farnese" olarak bilinen bir
molekiildiir ve "ol" eki kimyasal olarak bir alkol oldugu i¢in eklenmistir (Trimble). Bununla
birlikte Farnesol Candida'da belirlenmis ilk Quarum Sensing molekiiliidiir ve C. albicans'ta
pirofosfatin defosforilasyonuyla sterol sentetik yolaginin bir yan {iriinii olarak iiretilmektedir
(Hornby et al. 2003). Esas olarak aerobik kosullar altinda tiretilmektedir. Asir1 pH ve karbon
veya nitrojen kaynagi tiirlinden etkilenmeyen, asiklik bir seskiterpen, 1siya dayanikli
molekiildiir (Westwater et al. 2005). Genel olarak Farnesol konsantrasyonu koloni olusturan

birim sayisti ile orantilidir (Hornby et al. 2001).

HiC/ y P

CH, CH, CH,
Sekil 1. Farnesol (Vernillo et al. 2016)

Weber ve calisma ekibi (2008) tarafindan yapilan arastirmada fizyolojik kosullar
altinda, C. albicans izolatlarinin ortalama 35.6 uM (aralik: 13.7 ila 58.5 uM) konsantrasyonda
Farnesol salgiladig: belirlenmistir. Bu konsantrasyon, 8.3 pM iiretim (aralik: 6.0 ila 17.5 puM)
gerceklestiren Candida dubliniensis haricinde, albicans olmayan tiirler tarafindan
salgilanandan 35 kat daha yiiksektir. albicans olmayan diger tiim tiirler, ortama 0,4 ila 1 uM

arasinda degisen, anlamli olarak daha diisiik konsantasyonlarda Farnesol salgilamaktadir



(Weber et al. 2008). Farnesol sentezi ile ilgili genlerin ekspresyonundaki farkliliklar, sterol

sentezindeki tiire 6zgii 6zelliklerle agiklanabilmektedir (Nickerson et al. 2006).

Farnesol kimyasal sentez ve metabolik miihendislik teknikleri kullanilarak yiiksek
miktarlarda tretilebilmektedir. Farnesol ve tiirevlerinin / analoglarinin, anti-biyofilm, anti-
kanser, anti-timor ve fungisidal Ozellikler sergiledigi yapilan ¢esitli ¢alismalar sonucu
belirlenmistir. Farnesol’iin anti-biyofilm aktivitesi, uygulama zamanina ve Candida biyofilm
gelisimini inhibe etmek i¢in kullanilan konsantrasyona bagli olarak degismektedir. Yine de
Farnesol’lin bakteriyel biyofilm {izerindeki etkisi daha az arastirilmistir. Yapilan cesitli
caligmalar, Farnesol'lin birka¢ bakteri ve fungusun biiylimesini etkiledigini de ortaya
¢ikarmistir. Bu durum da Farnesol’iin antimikrobiyal ajan olarak potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir (Derengowski et al. 2009). Farnesol’iin antimikrobiyal potansiyeli, bilinen
antifungal ilaclarla sinerji olusturarak ve nano formiilasyon yoluyla artirilmistir. Bu nedenle,
QS aktivitesinin yan1 sira Farnesol, etkili bir anti-mikrobiyal, anti-enflamatuar, anti-alerjik ve

anti-obezite ajan1 olarak kullanilabilmektedir (Gupta et al. 2018).

Tyrosol

Tyrosol (2- [4-hidroksifenil] etanol), tirozinin bir tiirevidir (Padder et al. 2018) ve hif
gelisimini desteklemektedir (Chen et al. 2004). Ayrica Hidroksityrosol ile birlikte sizma
zeytinyaginda bulunan ana fenolik bilesiklerden biridir (de la Torre-Robles et al. 2014).

Tyrosol, C. albicans'in morfogenezini etkilemek igin belirtilen ve tanimlanan ikinci
QSM'dir. Fungus biiyiimesi sirasinda hif olusturucu kosullar altinda biiylime ortamina
salinmaktadir ve hiicrelerin ¢gimlenmeye baslamasi igin gecikme siiresini kisaltmaktadir (Chen
et al. 2004). Rhodiola sachalinensis'te tirozin dekarboksilaz enzimi belirlendiginden
Tyrosol’iin tiramin yoluyla sentezlendigi yoniindeki kanitlar giderek artmaktadir (Qualley et al.
2012; Zhang et al. 2011). Ayrica yapilan c¢alismalarda, Tyrosol’iin C. albicans'ta
morfogenezinde tirozol regiilasyonunun farnesole ikincil oldugu ve bu nedenle etkisi yalnizca
farnesol ¢evrede sinirli oldugunda veya olmadiginda goriilen minor bir QSM oldugu ortaya
koyulmustur (Nickerson et al. 2006). Transkript profilleme ¢aligmalari, Tyrosol’iin hiicre
dongiisii regiilasyonunu, DNA replikasyonunu ve kromozom segregasyonunu etkiledigini de

ortaya ¢ikarmistir (Chen et al. 2004).



OH

HO

Sekil 2. Tyrosol (Vernillo et al. 2016)

Tyrosol hakkinda yapilan c¢ogu c¢alismadan yola cikilarak; LDL oksidasyonunu
engelleyici, serbest nitrojen ve oksijen radikallerinden arindirma gibi antioksidan birgok
nitelige sahip oldugu belirlenmistir. (Mukherjee and Singh 2011). Ayrica Tyrosol kalp
koruyucu etkisinin olmasina ek olarak, ayn1 zamanda insandaki LDL diizeyini indirgeyici etki
gosterme yetenegine sahiptir (Dudley et al. 2008). Cesitli hiicre tiplerinde oksidatif stresi
azalttigr da bildirilmektedir. Ornegin; zeytinyag: ve fenolik bileseni Tyrosol, periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde dioksin kaynakli toksisiteyi antioksidan bagimli bir yolak yoluyla
zayiflatmaktadir (Kalaiselvan et al. 2015). Radikal engelleyicisi, antikanserojen,
antimikrobiyal ve kalp koruyucu niteliklerine sahip oldugundan, saglik diizeyimizi yiikselten

cesitli faaliyetlerde tyrosol ve hidroksityrosol rol tistlenmistir (Pineiro et al. 2011).

Mikrobiyal Lipidler

Lipidler hemen hemen tiim canli organizmalar tarafindan sentezlenmektedir (Vitrac et
al. 2013). Yag asitleri, gliserolipidler, gliserofosfolipidler, sfingolipidler, sterol lipidler, prenol
lipidler, sakkarolipidler ve poliketidler olarak siniflandirilan lipidler; yaglar, mumlar, steroller,
yagda ¢ozilinen vitaminler, monogliseritler, digliseritler, trigliseritler ve fosfolipitler gibi farkl

birgok molekiilii de icermektedir (Georgianna and Mayfield 2012; Gurr et al. 2002).

Lipidler hiicre zarmnin yapisini olusturmak, enerji depolama gibi énemli yapisal ve
islevsel bir¢ok Ozelliklere sahip enerji depolaridir (Thevenieau and Nicaud 2013).
Mikroorganizmalar da hayati fonksiyonlarini yerine getirmek i¢in lipit gibi 6nemli molekiilleri
tiretmektedirler (Vitrac et al. 2013). Mikrobiyal lipidler; fungus, mikroalg, bakteri ve maya
gibi ¢esitli oleaginous mikroorganizma tarafinda tiretilmekle birlikte ° Tek Hiicre Yag1’ olarak
da adlandirilmaktadir (Matsakas et al. 2015). Oleaginous mikroorganizmalar, biyokiitle
miktarinin yaklasik olarak %20’sinden fazla lipid igeren tiirler olarak tanimlanmaktadir (Meng
et al. 2009). Oleaginous mikroorganizmalar stres kosullari altinda ise kuru agirliklarinin
neredeyse %70’ inden fazla oranda lipid igerigine ulasabilmektedir (Rossi et al. 2011). Ornegin;
oleaginous mikroorganizmalarda lipit birikiminin besiyeri ortamindaki tiiketilen besin maddesi

sinirlandiginda ve ayni zamanda fazla karbon kaynagi bulunmasi sonucunda ortaya ciktigi



gozlemlenmistir (Amaretti et al. 2010b). Biiylime evresinde, proteinlerin ve niikleik asitlerin
sentezlenmesi i¢in nitrojen gerekmektedir. Ortamda fazla bulunan karbon; karbonhidrat, lipit,
niikleik asit ve proteine doniistiiriilerek enerjik ve anabolik siirecler arasinda dagitilmaktadir.
Karbon kaynagi tilkenmeye basladiginda biiyiime hizi yavaslamaktadir. Ayrica protein ve
niikleik asit sentezi durma fazina girmektedir. Oleaginous olmayan tiirlerde ise karbon fazlaligi
kullanilmamaktadir ve depolamak i¢in polisakkarite doniistiiriilmektedir. Oleaginous olan
tirlerde ise fazla karbon kaynagi lipit sentezine yonlendirilmektedir ve hiicre i¢i lipit
bolgelerinde TAG biriktirilmektedir (Amaretti et al. 2010b; Granger et al. 1993; Ratledge and
Wynn 2002).

Oleaginous mikroorganizmalarin biiyilik 6lgekli islemlerde sivi ve kati yag kaynaklari
olarak kullanilmas1 yiiksek bir endiistriyel ilgi sunmaktadir. Biiyiikk bir tek hiicreli
mikroorganizma ailesi olarak mayalar, biyoteknolojik siireglerin  gelistirilmesi ve
arastirilmasinin kolayligi nedeniyle en umut verici mikroorganizmalar arasinda bulunmaktadir

(Beopoulos and Nicaud 2012; Ratledge 2004).

Oleaginous Mayalar

Oleaginous mayalarin, hiicresel kuru agirliklarinin %20'sine kadar lipit biriktirebildigi
belirtilmistir (Ageitos et al. 2011). Bugiine kadar bilinen tiim maya tiirlerinin sadece 30'unun
kuru agirligiin %25'inden fazla oranda lipid biriktirdigi bilinmektedir (Beopoulos et al. 2009).
CNP orani ve sicakligin yani sira pH, iz elementlerin varligi, havalandirma ve ¢ozlinmiis
oksijen oleaginous mayadaki lipid birikimini de etkilemektedir (Li et al. 2008; Zhao et al.
2008). Bu lipidi iireten mayalarin birgogu, Basidiomycetes (Rhodotorula sp., Cryptococcus
sp., Rhodosporodium sp., Sporidiobolus sp., Trichosporan sp.vb) ve birkagi Askomiset
filumuna (Yarrowia lipolytica, Candida sp., vb.) (Ageitos et al. 2011; Polburee et al. 2015)

aittir.

Lipid biriktiren mayalar notr lipitleri; monoagilgliseroller (MAQG), diacilgliseroller
(DAG) ve triagilgliseroller (TAG) seklinde depolamaktadir (Amaretti et al. 2010a). Oleaginous
mayalarin triagilgliserol (TAG) fraksiyonlar1 bitki yaglarina benzemektedir. Oleaginous
mayalar glukoz, ksiloz, arabinoz, mannoz, gliserol ve endiistriyel artiklar gibi bir¢ok karbon
kaynag iizerinde yetismektedir (Beopoulos et al. 2009) Ek olarak, bazi oleaginous mayalar
trigliseridlerinde ~ bulunan  yag  asitlerini  degistirerek  lipit  kompozisyonlarini
degistirebilmektedir. Rhodotorula glutinis’in yag asiti profilini oleik, linoleik ve palmitik asit
olusturmaktadir (Kot et al. 2016). Bu mayalarda en fazla bulunan yag asitleri ise doymamis yag
asidi Ozelliginde olan palmitoleik (C16:1), oleik (C18:1), linoleik (C18:2) ve a-linolenik
(C18:3) asitler olmaktadir (Amaretti et al. 2010a). Bu mayalarin kiiltiirlerindeki fazla sekeri
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yaga dontstiirilmektedir ve bu olay da lipojenez olarak adlandirilmaktadir (Amaretti et al.
2010a; Beopoulos et al. 2011; Katre et al. 2012).

Oleaginous mayalarin iirettigi lipidlerin temel yag asitlerinin mistik asit, palmitik asit,

stearik asit, oleik asit, linoleik asit ve linolenik asit oldugu bilinmektedir (Li et al. 2007).

Oleaginous mayanin sitozolunda, ATP: sitrat liyazlar (ACL) sitrat1 keser ve sitrat, malat
/ sitrat translokaz sistemi vasitasiyla mitokondriden sitozole tasimaktadir. Bu reaksiyonda
olusan asetil-Co-A, asetil-Co A karboksilaz enzimi yardimiyla malonil-Co A'ya
doniismektedir. Lipidlerin de-novo sentezinde hem asetil-Co A hem de malonil-Co A, 14 ila
16 karbon uzunlugunda yag asidi zincirleri olusturmak icin ilave edilmektedir. Ilging bir
sekilde, oleaginous olmayan mikroorganizmalarin cogunda ACL (sitrat liyaz)’in bulunmadigi
ve ACL’nin triagilgliserollerin sentezinden sorumlu oldugu bulunmustur (Ratledge and Wynn
2002).

Mayalar, diger mikrobiyal kaynaklara gore lipit iiretimi igin birtakim avantajlara
sahiptir. Oleaginous mayalar diger organizmalara nazaran yiiksek bir bliylime hizina ve yiiksek
yag igerigine sahip oldugundan, mevsim veya iklim kosullarindan bitkilere oranla ¢ok daha az
etkilenmektedir. Ayrica kiiltiirleri, mikro alglerden daha kolay dlgeklenmektedir (Ageitos et
al. 2011). Bir¢cok oleaginoz maya, sulu ve seker bakimindan zengin olan ortamlarda
karbonhidratlar1 fermente edememektedir. Cogu oleaginous maya zorunlu aerobdur. Bu 6zellik
kombinasyonu, mayalarin kuru, besin fakiri nislerde uzun siire kitliktan kurtulmasini ve
lignoseliilozik ¢okiintii tirtinlerin depolamasini saglamaktadir. Bu nedenle, oleaginous mayalar
ozellikle karbonun eksikliginde hayatta kalmasini saglayan bir form bulunmaktadir ve bu form

asimile olma ve depolama konusunda avantaj saglamaktadir. (Sitepu et al. 2014).

Sonug olarak, tarimsal faaliyeti etkilemeden biyokiitle atiklarini kullanan yeni biyoyakit
islemlerinin gelistirilmesi; kiiresel gida giivenligini saglamak, siirdiiriilebilir enerji ve
oleokimyasallarin tedarigi gibi gereklilikleri karsilamak icin talep edilmektedir. Bu amagcla
oleaginous mayalar, genis bir atik biyokiitle substratini trigliseritlere fermentatif olarak
dontstiirebildiklerinden, biyo-bazli enerji ve platform kimyasallar1 talebini karsilamak icin

potansiyel olarak siirdiiriilebilir bir alternatif sunmaktadir (Li et al. 2008).

Lipid Biyosentezi

Oleaginous bir mikroorganizmadaki lipid birikimi, besiyerinde bulunan karbon
kaynaginin tiiketilmesiyle baslamaktadir, fakat fazla karbon lipit biriktirebilen hiicreler
tarafindan degistirilerek triagilgliserollere (TAG) donistiirilmektedir (Ratledge 2002). Lipid

biyosentezi, ¢esitli lipid yapilarinda (6rn. fosfolipidler, TAG) esterlenen yag asitlerinin siirekli



olarak beslemesini gerektirmektedir. Bu durum da, yag asidi biyosentezinin gergeklestigi
sitozolde stirekli bir asetilkoenzim A (CoA) beslemesini gerektirmektedir. S. cerevisiae'de, yag
asidi sentezi i¢in gerekli olan asetil-CoA, glikolitik yol tarafindan {iretilen asetat ile asetil-CoA
sentaz tarafindan saglanmaktadir (Galdieri et al. 2014; Krivoruchko et al. 2015). S.
cerevisiae'da ACS1 ve ACS2 genleri tarafindan kodlanan iki asetil-CoA sentaz vardir. Her iki
enzimin de sitozole ve ¢ekirdege lokalize oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bu iki enzim farkl
diizenlemelere sahiptir. Glikoz ortaminda biiylime sirasinda, ACS1 bastirilirken, ACS2 aktive
edilmektedir (Galdieri et al. 2014). Diger taraftan ACS1'in asetata ¢ok daha yiiksek bir afinitesi
vardir ve bu durum da ACSI enziminin en c¢ok glioksilat dongiisiinde yer aldigim

gostermektedir (Fakas 2017).

Karbon kaynagi olarak Asetil-CoA ihtiyacinin yani sira, yag asidi biyosentezi, NADPH
tarafindan saglanan Onemli miktarda indirgeme enerjisi gerektirmektedir. Malik enzim
tarafindan katalize edilen reaksiyon, yagli mikroorganizmalarda lipid biyosentezi i¢in ana
NADPH kaynag1 olarak ileri siiriilmistiir (Zhang et al. 2007). Malik enzim sitozol ve
mitokondride lokalize olmaktadir ancak sadece sitozolik formunun lipid biyosentezinde gorev
aldig1 belirlenmistir (Fakas 2017). Bu duruma kanit olarak Mucor circinelloides ile yapilan
calismalar 6rnek verilebilmektedir. Metabolik miihendislik ¢alismalar1 sonucu sitozolik malik
enzimin asir1 ekspresyonu lipid biyosentezini artirmistir (Zhang et al. 2007). Yarrowia
lipolytica, sitozolik bir malik enzim icermemektedir. Ancak YALIOE18634g tarafindan
kodlanan bir mitokondriyal malik enzimi igerdigi belirlenmistir (Zhang et al. 2013). Y.
lipolytica'da mitokondriyal malik enzimin asir1 ekspresyonu, lipid i¢eriginde herhangi bir artiga
neden olmamustir, bu durum da aktivitenin, yag asidi biyosentezi i¢in kullanillan NADPH
havuzuna katkida bulunmadigin1 géstermektedir (Beopoulos et al. 2009). Y. lipolytica'da,
gerekli NADPH muhtemelen oksidatif pentoz fosfat yolu ile saglanmaktadir (Wasylenko et al.
2015).

Yag asidi biyosentezi, biyosentezde Onciililk eden asetil-CoA'y1r uzun zincirli yag
asitlerine (yani 14'ten fazla karbon atomu igeren yag asitlerine) dontistiiren bir dizi reaksiyon
olarak sitozolde gerceklesmektedir. Asetil-CoA'nin yag asitlerine doniistiiriilmesi, ACC1 kodlu
asetil-CoA karboksilaz (YALIOC11407g) tarafindan katalizlenen bir reaksiyon olan
karboksilasyonunun malonil-CoA'ya dontstiiriilmesiyle baslamaktadir. ACCI1, biyotine
bagimli bir enzimdir ve yag asidi biyosentezinde geri doniisli olmayan kararli bir reaksiyonu
katalizlemektedir (Fakas 2017). Yag asidi biyosentezi yolundaki ilerleyen adimlar, Fasl
(YALIOB15059q) ve Fas2 (YALIOB19382g) olmak iizere iki alt birimden olusan yag asidi

sentaz (Fas) kompleksi tarafindan katalizlenmektedir. Fas kompleksi, sitozolde lokalize
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olmakla birlikte malonil-CoA'y1 (ACC1 tarafindan olusturulan) CoA'nin uzun zincirli
esterlerine doniistiiren bir dizi reaksiyonu katalizlemektedir. Bu seri, 3-keto-agil-ACP'yi (agil
tagiyict protein) olusturmak icin malonil-CoA'nin asetil-CoA ile yogunlastirilmasiyla
baslamaktadir ve daha sonra 3-hidroksiacil-ACP'ye indirgenmektedir (Tehlivets et al. 2007).
Bu indirgeme reaksiyonunu 2,3-trans-enoil-ACP olusturan bir dehidrasyon reaksiyonu
izlemektedir. 3-trans-enoil-ACP, ardindan biitiril-ACP'ye indirgenmektedir. Bu reaksiyon
serisi, ilerleyen acil-ACP zincirinde malonil-CoA'dan kaynaklanan iki karbon atomunun
eklenmesiyle sonuc¢lanmaktadir. Seri birkag¢ kez tekrarlanmaktadir ve bu durum 16 (C16: 0)
veya 18 (C18: 0) karbon atomundan olusan doymus agil zincirlerinin olusmasina neden
olmaktadir. Bu agil zincirler daha sonra CoA'ya aktarilmaktadir ve sirasiyla palmitoil-CoA
(C16:0) ve stearoil-CoA (C18:0) olusmaktadir. Palmitoyl-CoA ve stearoyl-CoA, palmitoleyl-
CoA (C16: 1) veya oleoyl-CoA (C18: 1) olusturmak i¢in OLE1 (YALIOC05951g) tarafindan
kodlanan (A) 9 desatiiraz enzimi ile desatiirasyona ugratilmaktadir (Martin et al. 2007).
Palmitatin nihai iiriin oldugu varsayilarak, asetil-CoA'dan yag asidi biyosentezi i¢in genel

stokiyometri agsagidaki gibidir (Fakas 2017):

Asetil CoA + 7 malonil CoA + 14 NADPH + 20 H* —palmitat + 7 CO2 + 14 NADP "+
8 CoA +6 H20

Mikrobiyal Lipidlerin Kullanim Alam
Biyodizel

Son yillarda yiiksek enerji fiyatlar1 ve maliyeti, enerji, gevre giivenligi, petrol kaynaklar
ile ilgili endiseler artmakta ve bizi yenilenebilir bir biyoyakit bulmaya yonlendirmektedir. En
umut verici yenilenebilir biyoyakitlardan biri, yag asidi metil esterlerinin bir karigimi olan
biyodizeldir ve genel olarak, kisa zincirli alkoller ile triagilgliserollerin (TAG'ler) karsilikli
esterlenmesi (oksijenli asitlerle alkollerin etkileserek ester olusturmasi) yoluyla bitkisel,
hayvansal veya atik yaglardan tiretilmektedir (Kulkarni and Dalai 2006; Liang Jiang 2013).
Soya fasulyesi yagi, kolza tohumu yagi, hurma yag1 ve misir yagi biyodizel {iretimi igin temel
hammaddedir. Bununla birlikte, geleneksel petrol bakimindan zengin mahsullerden biyodizel
iiretimi; arazi mevcudiyeti, iklim, yakit olarak yem ve gida mahsullerinin kullanimina iligkin
cevresel ve sosyal konularla ¢alisma alan1 daraltilmistir. Mayalar, mikro algler, bakteriler ve
funguslar dahil olmak {izere oleaginous mikroorganizmalarin yliksek lipit icerikleri, gerekli
manipiilasyonlar sonucunda daha fazla artirilabilmektedir. Boylece biyodizel iiretimi i¢in umut
verici hammadde olarak kullanilabilme yetenegine sahip olunabilmektedir (Wang et al. 2012).
Diger beklenti ise maya, fungus, bakteri ve mikroalg gibi yagli mikroorganizmalarin ucuz lipit

kaynaklart olarak kullanilmasidir (Gao et al. 2010; Wang et al. 2012; Xu et al. 2006).
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Oleaginous mikroorganizmalardan elde edilen lipidler; yaglh mikroorganizmalarin
yetistirilmesi, toplanmasi, kurutulmasi ve bu mikroorganizmalardan lipit ekstraksiyonunun
yant sira lipidin transesterifikasyon reaksiyonu ile biyodizelin sentezini igeren ana agamalarin
icinde bulundugu gerekli yontemler kullanilarak biyodizel tliretimi i¢in kullanilabilmektedir.

(Christie 1993; Grima et al. 2003; Wang et al. 2012).

Rhodotorula  glutinis mayas1 tarafindan {iretilen triagilgliseroller (TAG)
transesterifikasyon islemiyle biyodizel yapmak i¢in kullanilabilmektedir. Easterling et al
(2009) tarafindan yapilan ¢alismada R. glutinis’de farkli biiylime substratlarinin TAG birikimi
ve {lretilen yag asitleri tizerindeki etkileri aragtirllmistir. Maya; dekstroz, ksiloz, gliserol,
dekstroz ve ksiloz, ksiloz ve gliserol veya dekstroz ve gliserol iceren ortamda 24 saat
kiiltiirlenmis, kuru biyokiitlede sirasiyla %16, 12, 25, 10, 21 ve 34 TAG biriktirildigi
belirlenmistir. Lipitler, R. glutinis kiiltiiriinden ekstrakte edilmis ve yagh asit metil esterleri
olusturmak i¢in transesterifikasyon reaksiyonuna tabi tutulmustur. Sonuglar, test edilen karbon
kaynaklar1 i¢in doygunluk derecesinde bir fark oldugunu gostermektedir. Tek bagina gliserol
iceren ortamda kiiltiirlenen hiicrelerin, % 53 ile en yiiksek doymamis yag asiti oranina, ksiloz

ortaminda ise % 25 ile en diisiik seviyeye sahip oldugu belirlenmistir (Easterling et al. 2009).

Gida endiistrisi

Insanlarda ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) viicutta yeterli miktarlarda
sentezlenmediginden mecburen disardan hazir olarak almak gerekmektedir. Dolayisiyla dis
kaynaklardan elde edilmelidir. Bu yiizden genellikle EFA olarak adlandirilmaktadir. EFA'lar,
optimal insan sagligi i¢in gerekli olan ancak viicut tarafindan sentezlenmeyen yag asitleridir ve
diyet kaynaklarindan elde edilmelidir (Dyal and Narine 2005). PUFA’lar dolasim hastaliklari,
arterosklerozis, koroner kalp hastaliklar1 ve kanda ytiksek lipid igerigi gibi hastaliklarda tedavi
amagl kullanilmaktadir. Bu nedenle diyetle alinmalari viicut gelisimi ve 6zellikle kalp-damar
hastaliklarin 6nlenmesi bakimindan 6nemlidir (Papanikolaou and Aggelis 2011). PUFA'lar,
benzersiz yapilaridan dolayi bir¢ok fizyolojik islevlere sahiptir. Bu bilesiklerin saglik ag¢isindan
yararli olduklar1 konusunda bir¢ok avantaj1 dikkate alindiginda talep artmistir. Ancak hayvanlar
ve bitkiler dahil geleneksel kaynaklar talebi karsilayamamaktadir (Ji and Huang 2019). Omega-
6 yag asitleri cilt sagligini korumakla beraber esnek ve piirtizsiiz cilt olusumunu saglamaktadir.
Bu nedenle deri yaralanmalar1 ile enfeksiyonlardan korunup, viicut 1sis1 ve su kaybi
diizenlenmektedir (Burr et al. 1989). Bu yag asitlerinin eksikliginin insanlarda astim, artritis,
biiyiimede gerileme, seker, bazi kanser tiirlerinin yaninda 6grenme eksikligine de yol actigini

gozlemlenmistir (Lewis et al. 2000).
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Oleokimyasallar

Oleokimyasallar, petrokimyasallarin yerinde de kullanilabilmektedir. Genellikle belli
bir miktarda ortamda bulunabilen bitkisel ve hayvansal yaglardan elde edilmektedir (Biermann
et al. 2011). Mikrobiyal yag asidi biyosentezi, yenilenebilir oleokimyasallarin tiretimi igin bir

alternatif bir yol sundugundan dikkatleri {izerine ¢ekmistir (Lennen and Pfleger 2013).

Oleaginous organizmalardan elde edilen oleakimyasallar birgok endiistriyel alanda
kullanilmaktadir; bunlar yakitlarda, kozmetik iiriinlerde ve endiistriyel tiriinlerde dahil bir¢ok
farkli alanlarda kullanilmasiyla birtakim avantajlara sahiptir. Kullanilan oleakimyasallar
arasinda digerlerine nazaran yiizey aktif maddelerde ve biyodizel iiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Basit oleokimyasallar arasinda yag asitleri, yag alkolleri ve metil ester
bulunur. Esterlere ek olarak, agirlikli olarak sabunlar, deterjanlar, kozmetik katki maddeleri,
feromonlar ve tatlandiric1 bilesiklerde ve potansiyel olarak biyoyakit olarak kullanilabilen yagl
alkoller, aldehitler ve balmumu esterleri i¢in genis 6l¢tide kullanim alanlar1 vardir (Noweck and

Grafahrend 2000; Steen et al. 2010).

Mikrobiyal Pigmentler

Pigment kelimesi biyolojik olarak ‘’Hayvanlarda ya da bitkilerde bulunan, viicut
stvisinda siispanse halde ya da dokuda birikintiler olarak hiicre i¢indeki graniillerde veya hiicre
membraninda yer alan renkli maddedir.”” ve giinlimlizde hala daha ayni anlamda

kullanilmaktadir (Buxbaum 2008).

Son zamanlarda mikroorganizmanin bir renk kaynagi olarak kullanilmasi onem
kazanmaktadir. Cilinkii mikroorganizmalardan pigment {iretimi, ucuz kiiltiir ortaminda kolay ve
hizli biiyiime, hava kosullarindan ve farkli tonlarda renk iiretebilmektedir. Bundan dolayz,
mikrobiyal pigment liretimi, ¢esitli endiistriyel uygulamalar i¢in potansiyelini ortaya ¢ikarmak

icin ortaya ¢ikan arastirma alanlarindan biridir (Shahitha and Poornima 2012).

Karetenoidler

Karotenoidler, bitkiler, algler, siyanobakteriler, bakteriler ve mantarlar tarafindan
sentezlenen sari, turuncu-kirmizi-pigmentli bir poliizoprenoit grubudur (Kanzy et al. 2015;
Rodriguez-Concepcion et al. 2018; Saini and Keum 2017).Bu bilesikler, biiyiik yapisal ve
islevsel ¢ok yonliiliikleri nedeniyle dogada son derece onemlidir (Esteban et al. 2015). Bunlar;
Dunaliella salina, Chlorococcum sp., Neochloris wimmeri, Chlorella zofi ngiensis,
Protosiphon botryoides Chlorella, Scenedesmus ve Haematococcus cinsine ait mikroalg
tiirleri, ticari olarak hayati 6neme sahip karotenoidlerin 6nemli iireticileri olarak kabul edilir.

Bu organizmalar astaxanthin, lutein ve B-karoten iretebilir. Rhodotorula glutinis mayasi
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karotenoidler, torulen, torularhodin, y-karoten ve B-karoten'i gesitli miktarlarda iiretirken,
Flavobacterium sp'de zeaksantin verimini ve aktinomiset Streptomyces mediolani'de baskin
olan bir aromatik karoten olan izorenieratenin iiretim verimini gostermistir. Yeni karotenoid
iireten organizmalar yaratmak veya karotenoid iiretimini arttirmak icin c¢esitli metabolik
miihendislik yaklasimlar1 da kullamlmustir (Borowitzka 2010). Ornegin, Escherichia coli
bakterisi likopen tretecek sekilde tasarlanmistir (Alper et al. 2006) ve Saccharomyces

cereviceae mayasi (Verwaal et al. 2007) B-karoten tiretmek tlizere tasarlanmistir.

Karotenoidler; likopen, a-karoten ve p-karoten veya oksijenli tiirevleri olarak
sentezlenen dogal olusan pigmentlerdir (Armstrong 1994, 1997; Das et al. 2007; Sandmann
2001). Beta karoten, acik sar1 veya turuncu renkte bir pigmenttir. Ayrica A vitaminin dnciil
maddesidir. Beta karoten bagirsak epitel hiicrelerinde A vitamine dontstliriilmektedir.
Karaciger de ise palmitat esteri olarak depolanmaktadir. Genellikle havug ve yesil yaprakli
bitkilerde bulunmaktadir (Goodwin 1980; Miura et al. 1998; Telefoncu 1995). Likopen
domates basta olmak {izere karpuz, pembe greyfurt gibi meyve ve sebzelerde bulunmaktadir
(Agarwal et al. 2001; Clinton 1998; Narisawa et al. 1998; Voutilainen et al. 2006). Likopen,
diiz bir zincir halinde diizenlenmis 11 adet ¢ift ve 2 adet tekli bag iceren hidrokarbon zincirinin
acik formundan olusmaktadir. Likopen genellikle all-trans ve 5-cis, 9-cis, 13-cis ve 15-cis
izomeri formu ile taninmaktadir (Isaacson et al. 2002; Minhthy and Steven 1999; Zechmeister
and Polgar 1944).

Karotenoidler, farkli pigment 6zelliklerinden ve ayn1 zamanda insan saglig1 tizerindeki
muhtemel yararli etkilerinden dolayi ilgi odagi olmustur (Armstrong 1994, 1997; Das et al.
2007; Sandmann 2001). Karetonoidlerle yapilan g¢aligsmalarda, antikanser ve antioksidan
Ozelliklerinin ortaya ¢ikmasiyla, farmasotikler ve nutrasétikler olarak karotenoidlerin daha
genis kullanim alanina sahip olacagi diistiniilmektedir (Lee and Schmidt-Dannert 2002).
Karotenoid iiretimi ¢esitli organizmalarin dogal biyosentetik kapasitesinden dolay1, ticari
olarak biyolojik konakgilardan iiretimini saglanmasi igin, ilgili yolaklar1 gelistirmek amaciyla
onemli bir ¢aba ortaya ¢ikmistir ve ayn1 zamanda bu pigmentler yogun bir arastirma alani

olusturmaktadir (Ausich 1997).

Karotenoidleri bir takim yararina ek olarak insan ve hayvan tiiketiminde de yer
almaktadir. Kiimes hayvanlarinda deri, yumurta sarisin1 renklendirmek, kiiltiir balik¢ilig
kosullarinda yetistirilen baliklarin etini renklendirmek ve kabuklularin kabuklarin
renklendirmek i¢in pigment olarak kullanilmaktadir. Ayni zamanda insan tiiketimi igin
gidalarda renklendiriciler olarak vitaminler, besin takviyelerinin bilesenleri olarak yaygin

sekilde kullanilmaktadir. Kronik hastaliklari azaltmanin bir yolu olarak karotenoidlerin merkezi
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bir rolii oldugunu 6ne siiren bir dizi epidemiyolojik calismada ve dogrudan klinik caligmalarda
ikna edici kanitlar goriilmiistiir. Aragtirmalar, karotenoidler agisindan zengin bir diyetin, kalp
hastalig1, kanser, géz hastalig1 ve diger hastaliklarin riskinin azalmasi yoniinde avantajlara

sahip oldugunu gostermektedir (Ausich 1997).

Bazi yagli mikroorganizmalar lipid iiretiminin yanisira Karoten gibi diger iiriinleri de
tiretebilmektedir. Kirmizi yagh bir maya olan Rhodotorula glutinis, kuru agirliginin yaklasik
% 70'ine kadar lipitleri depolayabilmektedir (Meng et al. 2009) ve ayrica kiiltiir ortaminda
gelisme sirasinda lipitin yani sira bazi karotenoidleri biriktirebilmektedir (Buzzini et al. 2007).
Her iki iirtine de ulasmak i¢in gereken biiyliime ortaminda karbon / nitrojen (C / N) oran1 6nemli
bir rol oynamaktadir. Yiiksek C / N oranlarindan dolay1 yiiksek lipid verimleri elde edilebilecegi
bilinmektedir. Pigment {iretimi iizerinde yapilan ¢aligmalarda elde edilen birtakim sonuglar, C
/ N orani ile pigment iiretimi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu goéstermektedir
(Braunwald et al. 2013; Saenge et al. 2011a). Bu duruma ek olarak karotenoid ve lipit
sentezinde Asetil CoA yi1 ilk olarak yer olmaktadir. Bu yilizden belirli C\N oranlari her iki
tiretim yolaginda da etki sahibi oldugu bilinmektedir (Braunwald et al. 2013).

Prodiosinler

Kirmiz1 mikrobiyal pigmentlerin bir ailesi olan prodigininler (Wang et al. 2020) , ¢cok
yonlii bir sekonder metabolittir. Tripirrol kirmizisi pigmentler sinifinda yer alan Prodigiosin, 4-
metoksi, 2-2 bipirol halka sistemi sahiptir. Pigmentin biyolojik sentezi, mono ve bipirol
onciillerinin ayr1 ayr1 sentezlendigi ve daha sonra prodigiosin olusturmak iizere bir araya
getirildigi komplex bir siirectir (Boger and Patel 1988). Ayni zamanda Prodigiosin, Metil Amil
Pirol (MAP) ve Metoksi Bipirrol Karbaldehit (MBC) olarak adlandirilan iki bilesigin
yogunlagsmasiyla da olusmaktadir (Harris et al. 2004; Ravindran et al. 2019). Prodigiosinin
hiicre dis1 vezikiillerle iliskili oldugu, hiicre ile iliskili oldugu veya hiicre i¢i graniillerde
bulundugu belirtilmistir (Kobayashi and Ichikawa 1991; Matsuyama et al. 1986). Prodigiosin
tretiminin bir¢ok ¢evresel faktdrlerden, inorganik fosfat varligindan, besiyeri igerigi, sicaklik
ve pH’dan da etkilenmektedir. Serratia spp.’den pigment iiretimi i¢in ¢ok sayida besiyeri ¢esidi
bulunmaktadir. Giiniimiizde prodigiosin biyosentezi i¢in kullanilan besiyerleri Nutrient Broth

(NB) ve PeptonGliserol Broth (PG) olarak bilinmektedir (Darshan Manonmani 2015).

Prodigioninler ii¢ gruba ayrilmaktadir. Ik grup, lineer tripirol grubudur. Genellikle S.
marcescens, Serratia plymuthica, Hahella chejuensis ve Vibrio psychroerythreus’tan elde
edilen prodigiosin ile Streptomyces longisporus ruber, Streptoverticillium rubrireticuli ve
Saccharopolyspora sp.’dan elde edilen undesilprodigiosini i¢ermektedir. Prodigiosin’de

birbirine bagl iki rotamerde cis ve trans bulunmaktadir. Bu formlar arasinda meydana gelen
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denge pH’ya baghdir. ikinci grup ise makrosiklik grubu olarak bilinmektedir. Pirol A ve pirol
C arasindaki halka ile tanimlanmaktadir. Bu grupta bulunan tek pigment olan
Siklononilprodigiosin (C23H29N30) pigmenti bulunmaktadir. Actinomadura pelletieri ve
Actinomadura madurae gibi bakterilerinden elde edilmektedir. Ugiincii grup ise, Pirol C’de
halkasal bir grup olarak bilinmektedir. Alteromonas rubra ve P. denitrificans’den elde edilen
sikloprodigiosinleri ile Saccharopolyspora sp. ve S. coelicolor’dan elde edilen
biitilsikloheptilprodigionin pigmentleri bu grupta bulunmaktadir (Bennett and Bentley 2000;
Elahian et al. 2013; Harris et al. 2004; Kim et al. 2008; Williamson et al. 2006).

PG iretiminin temel kaynag1 Serratia marcencens olarak bilinmektedir. (Wang et al.
2020). Ayrica Pseudomonas magneslorubra, Vibrio psychroerythrous (Gerber 1975; Paruchuri
and Harshey 1987), Serratia rubidaea, Alteromonas rubra, Janthinobacterium lividum BRO1,
Rugamonas rubra, Streptomyces coelicolor, Streptomyces spectabilis BCC 4785, Streptomyces
fusant NRCF69 gibi bazi bakteri tiirleri de prodigiosin iiretme yetenegine sahiptir (Wang et al.
2020).

S. marcescens dogada yaygin olarak bulunmaktadir (Grimont et al. 1977). Bu bakteri
bir¢ok farkli besin kullanma yetenegi ile 6nemli bir hayatta kalma potansiyeline sahiptir ve zor
sartlar altinda bile yasamsal faaliyetlerini devam ettirmektedir. S. marcescens'e normal
konjuktival florada nadiren rastlanmaktadir (Parment 1997). S.marcescens suslar1 prodigiosin
tiretimine bagli olarak ¢ogunlukla kirmizi iken (Thomson et al. 2000) hastane salginlari ile
iligkilendirildiginde suslar ¢ogunlukla renksiz oldugu gorilmiistiir (Carbonell et al. 2000;
Hejazi and Falkiner 1997). Cogu S. marcescens susu ayni zamanda ¢oklu antibiyotige direng
gostermektedir (Alexandrakis et al. 2000; Hejazi and Falkiner 1997).

Prodigininler; antimikrobiyal, anti-parazitik, insektisidal, anti-kanser, antioksidan, anti-
inflamatuar, immiinosupresan ve algisidal aktiviteler gibi 6zellikleri nedeniyle biiyiik ilgi
gormektedir. Prodigiosin'lerin dogal boyalar olarak potansiyel uygulamalar1 da nadiren tekstil,
mum ve kozmetikte kullanimlar1 agisindan arastirilmistir (Wang et al. 2020). Prodigiosin son
zamanlarda miyelom, T hiicreli 16semi, Burkitt lenfomasi, meme, kolon, karaciger ve akciger
kanserleri lizerindeki immiin sistemi baskilayici ve anti-kanser etkisi oldugundan dolay1 dikkat
cekici bir sekonder metabolit olmustur. Giiniimiizde prodigiosinin dort anti-kanser etki
mekanizmast tanimlanmistir.  Bu mekanizmalar; hiicre i¢i asitlenmenin baslamasi,
Topoizomeraz I ve II inhibitorii olan DNA boliinmesinin baglamasi, MAPK aktivitesinin
diizenlenmesi ve hiicre dongiisiiniin inhibisyonu gibi mekanizmalar bulunmaktadir (Agwa et
al. 2018; Elahian et al. 2013; Francisco et al. 2007; Pérez-Tomas Vinas 2010; Williamson et
al. 2005).
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MATERYAL VE METOT

Materyal

Calismalarda kullanilan cihazlar

Tablo 1. Tez kapsaminda kullanilan alet ve cihazlar

No Cihazlar Marka

1 Otoklav HMC HIRAYAMA

2 Hassas Terazi DenverInstument, SHIMADZU ATX224
3 Manyetik Karistiric Wisd WiseStir MSH-20A

4 Vortex Wisd WiseMix VM-10

5 Mikropipet Takimi Ependorf

6 Etiiv Redline by-BINDER

7 Inkiibator Termo Scientific Heraus Incubator
8 Saf Su Cihazi Bamstead Pure Easy

9 Mikroskop Boeco

10 Buzdolab: Vestel

11 Santrifiij Hettich

12 Steril Kabin Telstar Bio-11-A

13 Spektrofotometre Beckman Coulter

14 Calkalamal Inkiibator ZHWY-2102C

15 Su Banyosu MEMMERT

16 -86°C Dondurucu Glacier Ultralow Freezer’s

Kullanilan kimyasal malzemeler

Tablo 2. Tez kapsaminda kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasallar Uretici

HCI Riedel-de Haén
NaOH Sigma-Aldrich
Kloroform Sigma-Aldrich
Metanol Sigma-Aldrich
Farnesol Sigma-Aldrich
Tyrosol Across Organics
Aseton Sigma-Aldrich
Nutrient Broth Oxoid

Nutrient Agar Oxoid

Potato Dextrose Agar Merck

Potato Dextrose Broth Neogen
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Kullanilan c¢ozeltiler

1 M NaOH Cézeltisi: 4 gr NaOH 100 ml saf suda ¢oziilerek elde edildi.
1 M HCI Cozeltisi: 8 ml 12,07 M saf HCI ‘den alinip 92 ml saf su ile karisimdan sonra

100 ml ¢ozelti hazirlandi.

2 M HCI Cozeltisi: 13,4-14 ml 12,07 M’lik Saf HCI 83 ml saf su ile hazirlanarak 100

ml ¢ozelti elde edildi.

Metanol-1 M HCI Cazeltisi: 200 ml 1 M metanol-HCI ¢6zeltisi, 184 ml metanol 16
ml HCI ile hazirlandi.

Cahismada kullanilan ticari besiyerlerinin hazirlanmasi

Patates Dekstroz Agar (PDA): 39 gr besiyeri 1000 ml saf suda manyetik karistirici

yardimiyla ¢oziildii.
Patates Dekstroz Broth (PDB): 24 gr besiyeri tartildi ve 1000 ml saf suda ¢oziildii.
Nutrient Agar (NA): 20gr/It konsatrasyonda olacak sekilde saf su ile hazirlandi.

Nutrient Broth (NB): 13 gr besiyeri tartilarak 1000 ml saf su igerisinde ¢6ziildii.

Yontem
Calismada kullanilan ortamin ve malzemelerin sterilizasyonu

Calismada kullanilan tiim cam malzemeler, pipet uclari, besiyerleri ve tiipler 121°C’de

15 dk otoklavda sterilizasyon isleminin ardindan ¢aligmalar yapildi.
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Sekil 3. PDA besiyerinde gelistirilen Rhodorotula glutinis

Calismada kullanilan maya ve bakterinin canlandirilmasi

Calismada kullanilan Rhodotorula glutinis (ATCC 15125) mayas1 4 °C’de muhafaza
edilen yatik agardan aseptik kosullar altinda igne 6ze yardimiyla alinarak PDA besiyerine ¢izgi
ekimi yapildi. Petriler 30 °C’de 48 saat inkiibe edildi.

Calismada kullanilan Serratia marcescens -80°C” de saklanan stok besiyerinden aseptik
kosullar altinda igne 6ze yardimryla alinip NA besiyerine ¢izgi ekimi yapild1. Petriler 30 °C’de
24 saat inkiibe edildi.
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Sekil 4. NA besiyerinde gelistirilen Serratia marcescens

On Kiiltiiriin hazirlanmasi

Rhodotorula glutinis ATCC (15125) mayas1 igin on kiiltiir besiyeri, 250 ml’lik
erlenlerde 100 ml PDB besiyeri olacak sekilde hazirlanip otoklavlandi. Uygun sicakliga kadar
sogutulan besiyerlerine daha 6nceden petride canlandirilan Rhotorula glutinis ATCC (15125)
mayasindan bir 6ze dolusu aliarak ekimi gerceklestirildi. Inokulasyondan sonra besiyerleri 25

OC ve 200 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde 48 saat bekletildi.

Serratia marcescens bakterisi igin 6n kiiltiir besiyeri 250 ml’lik erlenlerde 100 ml NB
besiyeri olacak sekilde hazirlandi ve otoklavlandi. Uygun sicakliga kadar sogutulan
besiyerlerine daha 6nceden petride canlandirilan Serratia marcescens bakterisinden bir 6ze
dolusu almarak 6n kiiltiir besiyerine ekim yapildi. Ardindan besiyerleri 25 °C ve 200 rpm’de

calkalamal1 inkiibatorde 24 saat bekletildi.
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Sekil 5. PDB siv1 besiyeri igerisinde gelistirilen Rhodotorula glutinis

Rhodotorula glutinis ile lipid iiretimi iizerine Tyrosol ve Farnesol molekiillerinin
etkisi

Rhotorula glutinis ATCC (15125) mayasi ile lipid tiretimini gergeklestirmek i¢in 250
ml’lik erlende 100 ml PDB besiyeri hazirlanip ekimi yapildi. Bu amagla onkiiltiir besiyerinden
1 ml alinip PDB besiyerlerine inokule edildi. Ardindan 6rnekler lipid {iretimi i¢in, calkalamali
inkiibatorde 25°C ve 200 rpm ¢alkalama hizinda 5 giin siire ile inkiibasyona birakildi. Herbir
Quarum Sensing Molekiilii ve bu molekiillerin kiiltiire eklenme siireleri igin ayr1 ayri erlenlerde
kiiltiir hazirlandi. Bu amagla kiiltiiriin 1. (ekim yapildiktan hemen sonra) ve 3. giiniin (49.saat)
Farnesol (2,4,8,16 ul) veya Tyrosol (2,4,8,16 mg/It) maddeleri eklendi. Madde eklenmemis
kiiltiir kontrol olarak kullanildi.
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Rhodotorula glutinis ATCC (15125)’nin biyokiitle analizi ve mayadan lipid
ekstraksiyonu

Inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiirler, énceden daras1 alinmis santrifiij tiiplerinde
5000 g’de 10 dk santrijiij edildi. Pellet 2 kez distile su ile yikanarak sabit agirliga gelinceye
kadar 80 °C’ye ayarlanmus etiivde kurutuldu. Kurutma sonrasi tiiplerin agirligindan bos tiiplerin

agirligi ¢ikartilarak net biyokiitle hesaplandi.

Lipid ekstraksiyonu i¢in kuru biyokiitlelerden 0,1 g alinip, 6nceden darasi alinmis
santrifiij tlipline konuldu. Kuru biyokiitlenin igerisine 5 ml 2M HCI eklenip 5 dk
vortekslendikten sonra 80°C’ye ayarlanan su banyosunda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda santrifiij tlipleri oda sicakliginda sogutuldu. Ardindan 5000 g’de 10 dk santrifiijlendi
ve supernatant kismi uzaklasgtirildi. Pelletin {izerine 2:1 oraninda kloroform: metanol
cozeltisinden 10 ml ilave edildi. 5 dk vorteksin ardindan 5000 g’de 10 dk santrifiij edildi.
Santriflyj sonrasinda 3 faz gozlendi. Olusan iist faz ve alt faz dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.
Lipid ektraksiyonu gergeklestirilen kat1 kiitle tekrar 80°C’ye ayarlanmis etiivde sabit agirhiga
gelinceye kadar kurutuldu. Baslangicta elde edilen biyokiitleden, ekstraksiyondan sonra elde
edilen biyokiitle ¢ikartilarak toplam lipid konsantrasyonu (gr/It) hesaplandi. Lipid igerigi (%)

ise asagida belirtilen formiile gore hesaplandi:

Lipit icerigi (%) = [Lipit konsantrasyonu (gr/It) /Hiicre biyokiitlesi (gr/It)] x 100

Rhodotorula glutinis ATCC (15125) ile pigment iiretimi iizerine Tyrosol ve
Farnesol molekiillerinin etkisi

Yukarida on kiiltiiriin hazirlanmasi kisminda bahsedildigi gibi Rhodotorula glutinis
ATCC (15125) mayasi i¢in Onkiiltiir hazirland1 ve 1 ml’si karotein tiretimini gergeklestirmek
amaciyla 250 ml’lik erlenlerde 100 ml olacak sekilde hazirlanan PDB besiyerine ekildi.
Inokulasyonun isleminin ardindan 6rnekler karoten iiretimi igin, ¢alkalamali inkiibatorde 25°C
ve 200 rpm ¢alkalama hizinda 5 giin siire ile inkiibasyona birakildi. Herbir Quarum Sensing
Molekiilii ve bu molekiillerin kiiltiire eklenme siireleri i¢in ayr1 ayr1 erlenlerde kiiltiir hazirlandi.
Bu amagla kiiltiiriin 1. (ekim yapildiktan hemen sonra) ve 3. giinlerinden farnesol (2,4,8,16 ul)
veya tyrosol (2,4,8,16 mg/lt) maddeleri eklendi. Madde eklenmemis kiiltlir kontrol olarak
kullanildi.

Rhodotorula glutinis ‘in hiicre biiyiime analizi ve mayadan pigment ekstraksiyonu

Kuru biyokiitleler havanda doviilerek mekanik parcalama islemi gergeklestirildi.
Parcalanan kuru biyokiitleden 0,1 gram tartilarak daras1 alinmis santrifiij tiiplerine konuldu ve

-20°C’de 48 saat bekletildi. 48 saatin sonunda her bir santrifiij tiipiine 1’e 10 oraninda HCI (0,1
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gr kuru biyokiitle i¢in 1 ml HCI) konularak 60 °C’de 10 dk su banyosunda bekletildi. 10.000
rpm’de 10 dk santrifiij islemi sonrasinda siv1 kisim uzaklastirildi. Saf aseton’dan 5 ml alinarak
her bir santriifiij tiipiine eklendikten sonra 5 dk vorteks islemi uygulandi. 3000 rpm’de 5 dk
santrifiij islemini yaptiktan sonra her biri tiiplin siipernatanti temiz santrifiij tlipiine aktarildi ve
bu islem kat1 biyokiitleden renk kaybolana kadar devam edildi. Elde edilen siipernatantlarin
spektrofotometrede absorbans Ol¢iimii max absorbans i¢in 300-800 arasi dalga boyunda
taratildi. Bu islemde kor olarak aseton kullandi. Maksimum absorbans 490 nm’de 6l¢iildii.

Karoten miktar1 asagidaki formiile gére hesaplandi:

WTC =Amax. D. V/E W

Wrc = Karotenoid konsantrasyonu (mg/g)
A max =508 nm absorbans

V = Asetonun miktar1 (ml)

W = Kuru biyokiitle (g)

E = Toplam karetonoidlerin yok olma katsayisi

Serratia marcences ile pigment iiretimi iizerine Farnesol ve Tyrosoliin etKkisi

Serratia marcences mayasi ile pigment tiretimini gergeklestirmek igin 250 ml’lik
erlende 100 ml NB besiyeri hazirlanip ekimi yapildi. Bu amagla onkiiltiir besiyerinden 1 ml
alimip NB besiyerlerine inokule edildi. Ardindan 6rnekler pigment tiretimi igin, galkalamali
inkiibatorde 25°C ve 200 rpm galkalama hizinda 5 giin siire ile inkiibasyona birakildi. Herbir
Quarum Sensing Molekiilii ve bu molekiillerin kiiltiire eklenme siireleri i¢in ayr1 ayri erlenlerde
kiiltiir hazirlandi. Bu amacla kiiltiirtin 1.gilin (ekim yapildiktan hemen sonra) ve 3. giinlerinden
Farnesol (2,4,8,16 ul) veya Tyrosol (2,4,8,16 mg/It) maddeleri eklendi. Ayrica Tyrosol’{in (75-
600 mg/It) ve Farnesol’iin yiiksek doz (50-800 pl/It) denemesi yine 1. giin veya 3.gilin eklenmek
suretiyle gerceklestirildi. Madde eklenmemis kiiltiir kontrol olarak kullanildi.
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Sekil 6. NA s1vi besiyerinde gelistirilen Serratia marcescens

Serratia marcescens’in hiicre biiyiime analizi ve bakteriden pigmet ekstraksiyonu

5 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltliriin 50 ml’si, 6nceden darasi alinmis
santrifiij tiiplerinde 5000 g’de 10 dk santrijiij edildi. Pellet 2 kez distile su ile yikanarak sabit
agirliga gelinceye kadar 80 °C’ye ayarlanmis etiivde kurutuldu. Kurutma sonrasi tiiplerin

agirhgindan bos tiiplerin agirligi cikartilarak net biyokiitle hesaplandi. Kalan 50 ml’si ise
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prodigiosin miktarinin belirlenmesi i¢in kullanildi. 5000 rpm’de 10 dk santrifiijiin ardindan
hiicreler metanol-1 M HCI ¢ozeltisinde siispanse edildi. Hazirlanan siispansiyon 10 dk
vortekslendi ve ardindan 6000 rpm’de 10 dk santrifiij islemi gerceklestirildi. UV-Vis
spektrofotometre kullanilarak 300-800 nm dalga boyu arasinda taranan supernatantin
absorbans1 ve 535’teki maksimum absorbans prodigiosin varligini dogruladi. Son olarak

superatant mg/It cinsinden prodigiosin konsantrasyonunu belirlemek igin evaporatorde
konsantre edildi.
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ARASTIRMA BULGULARI

R. glutinis’ de Hiicre Biiyiimesi ve Lipit Sentezi Uzerine Farnesol ve Tyrosol’iin Etkisi

Tablo 3 ve Sekil 3’ den goriilebilecegi gibi 1. giinde ortama eklenen Farnesol’iin ya da
Tyrosol’iin higbir konsantrasyonu hiicre biiyiimesini pozitif ya da negatif yonde ¢ok fazla
etkilememistir. Ornegin, 5. giiniin sonunda kontrol grubunda hiicre kuru agirligi 3,05; en
yiiksek Farnesol (16 pul/1t) ve Tyrosol (16 mg/It) konsantrasyonlarinda ise sirasiyla 2,98 ve 3,06
olarak Ol¢iilmiistiir. Benzer sekilde, kiilttire 1. giinde eklenen Farnesol veya Tyrosol’{in higbir
konsantrasyonunun lipit sentezini de cok fazla etkilemedigi belirlenmistir. Ornegin, lipit
konsantrasyonu ve lipit icerigi kontrol grubunda sirasiyla 1,20 gr/lt ve %39,3; en yiiksek
farnesol grubunda 1,16 gr/lt ve %38,9 en yiiksek Tyrosol grubunda da 1,23 gr/lt ve %40,2

olarak olctilmiistiir.

Tablo 3 ve Sekil 7’ den goriilebilecegi gibi Tyrosol ve Farnesol’de kiiltiire 3. giinde
ilave edildiginde de hiicre biiyiimesini ¢ok fazla etkilememistir. Ornegin, en yiiksek Farnesol
ve Tyrosol konsantrasyonlarinda elde edilen hiicre agirliklar: (sirastyla 3,05 ve 3,06 gr/lt) ile
kontrol grubundaki hiicre agirligi (3,05 gr/lt) birbirine son derece yakin bulunmustur. Ayrica,
kiiltire 3. giinde eklenen Farnesol’iin lipit sentezini de kayda deger olgiide etkilemedigi
belirlenmistir. Ornegin, kontrol grubu igin belirlenen lipit konsantrasyonu ve lipit igerigi
degerleri (sirasiyla 1,20 gr/lt ve %39,3), en yliksek farnesol grubu i¢in belirlenen degerlere
(swrastyla 1,23 gr/lt ve %40) son derece yakin bulunmustur. Farnesol’iin aksine, kiiltiire 3. glinde
eklenen Tyrosol’in biitiin konsantrasyonlarinin kontrole oranla lipit sentezini azalttig
belirlenmistir. Ornegin, lipit konsantrasyonu kontrol grubunda 2,20 gr/It iken 2, 4, 8 ve 16 mg/It
Tyrosol gruplarinda 0,95; 0,88; 0,70 ve 0,55 gr/lt olarak, lipit igerigi kontrol grubunda %39,3
iken 2, 4, 8 ve 16 mg/It Tyrosol gruplarinda %31; 28,5; 22,9 ve 17,8 olarak 6l¢iilmiistiir.
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Tablo 3. R. glutinis ile lipit iiretimi ve hiicre biiylimesi iizerine farkli Tyrosol ve Farnesol
konsantrasyonlarinin etkisi

Uygulama 1.giin madde ilavesi 3.giin madde ilavesi
gruplar HA (gr/lt) LK (g/L) Li HA (gr/lt) LK (g/L) Li
(%) (%)

Kontrol 3,05 1,20 39,3 3,05 1,20 39,3
2mg/it T 3,06 1,21 39,5 3,06 0,95 31
4mg/tT 3,07 1,24 40,4 3,09 0,88 28,5
8mg/lt T 3,04 1,20 39,5 3,07 0,70 22,9
16 mg/lt T 3,06 1,23 40,2 3,06 0,55 17,8
2ul/itF 3,06 1,22 39,8 3,07 1,26 41,0
4 ulitF 3,04 1,18 38,8 3,05 1,22 40
8 ul/it F 3,01 1,16 38,5 3,06 1,20 39,2
16 pl/it F 2,98 1,16 38,9 3,05 1,22 40,3
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Sekil 7. R. glutinis ile lipit iiretimi ve hiicre biiylimesi iizerine farkli tyrosol ve farnesol
konsantrasyonlarinin etkisi

R. glutinis’de Hiicre Biiyiimesi ve Pigment Sentezi Uzerine Farnesol ve Tyrosol’iin Etkisi

Tablo4 ve sekil 8 den goriilebilecegi gibi kiiltiire 1. giinde eklenen Tyrosol ya da
Farnesol’iin hicbir konsantrasyonu kontrole oranla karotenoid sentezini ¢ok fazla

etkilememistir. Ornegin, toplam karotenoid icerigi kontrol grubunda 45 mg/lt, en yiiksek
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Farnesol (16 ul/it F) ve Tyrosol (16 mg/It T) gruplarinda ise sirasiyla 45 ve 46 mg/It olarak
Ol¢iilmiistiir. Benzer sekilde, Tyrosol veya Farnesol ilavesinin karotenoid verimlerini de (mg
karotenoid/g biomass) ¢ok fazla etkilenmedigi tespit edilmistir. Ornegin, hem kontrol grubu
hemde en yiiksek farnesol grubundaki karotenoid verimi 14,6 mg/gr olarak hesaplanmstir.
Deneyler, 1. giin ilavesinin aksine kiiltiire 3. giinde Farnesol ilavesinin kontrole oranla
karetonoid sentezini inhibe ettigini gdstermistir. Ornegin, en yiiksek Farnesol (16 pl/lt F)
konsantrasyonunda 3. giin ilavesinde toplam karotenoid konsantrasyonu 40 mg/lt, kontrol
grubunda ise 45 mg/It olarak ol¢iilmiistiir. Yine en yiiksek farnesol konsantrasyonundaki (16
ul/1t F) karotenoid veriminin (KV) (12,8 mg/gr) kontrol grubundaki karotenoid veriminden
(14,6 mg/gr) diisiik oldugu belirlenmistir. Hiicre kuru agirliklarinda ise dnemli bir degisim
tespit edilmemistir. Ornegin, kontrol ve en yiiksek farnesol gruplarindaki hiicre agirliklari

strastyla 3,07 ve 3,11 gr/It olarak hesaplanmustir.

Tablo 4’ den goriilebilecegi gibi Farnesol’iin tam aksine, kiiltiire 3. giinde eklenen
Tyrosol’iin biitiin konsantrasyonlar1 kontrole oranla karotenoid sentezini artirmistir. Ornegin,
toplam karotenoid igerigi kontrol grubunda 45 mg/L fakat 2, 4, 8 ve 16 mg/lt Tyrosol
gruplarinda sirastyla 53, 96, 63 ve 54 mg/lt olarak 6lgiilmiistiir. 3. giinde Tyrosol ilavesi yapilan
kiiltiirlerde karotenoid verimleri 2, 4, 8 ve 16 mg/It tyrosol gruplarinda 17,3; 31,1; 20,2 ve 17,5
mg/It kontrol grubunda ise 14, 6 mg/It olarak hesaplanmistir. Bu sonuglardan da goriilebilecegi
gibi, 6zellikle 16 mg/It Tyrosol grubunda kontrole oranla karotenoid sentezinde yaklasik olarak

2,13 kat artis basarilmustir.

Tablo 4. R. glutinis ile Pigment Uretimi Uzerine Farkli Tyrosol ve Farnesol
Konsantrasyonlarinin Etkisi

Uygulama 1.giin ilavesi 3. giin ilavesi
gruplar HA (gr/lt) KK KV HA (gr/lt) KK KV (mglg)
(mg/lt) (mglg) (mg/lt)

Kontrol 3,07 45 14,6 3,07 45 14,6
2mg/lt T 3,06 44 14,3 3,07 53 17,3
4mg/t T 3,09 46 14,9 3,08 96 31,1
8mg/lt T 3,12 45 14,4 3,11 63 20,2
16 mg/lt T 3,04 46 15,1 3,09 54 17,5
2 /it F 3,11 45 14,5 3,09 45 14,5
4 pl/it F 3,05 45 14,7 3,12 44 13,7
8 ul/ltF 3,05 44 14,4 3,08 42 13,6
16 pl/lt F 3,08 45 14,6 3,11 40 12,8
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Sekil 8. R. glutinis ile pigment iiretimi ve hiicre biiyiimesi iizerine farkli tyrosol ve farnesol
konsantrasyonlarinin etkisi

S. marcescens’de Hiicre Biiyiimesi ve Prodigiosin Sentezi Uzerine Tyrosol ve Farnesol’iin
Etkisi

R. glutinis’ de oldugu gibi S. marcescens ile pigment tiretimi sirasinda da ilk olarak
Tyrosol’tin 2-16 mg/It ve Farnesol’iin 2-16 pl/It” lik konsantrasyonlari test edilmistir. Bununla
birlikte, test edilen hi¢bir konsantrasyonunda Tyrosol gerek 1. giinde gerekse 3. giinde kiiltiire
eklendiginde pigment iiretiminde dnemli bir degisiklige neden olmamistir. Ornegin, prodigiosin
konsantrasyonu kontrol grubunda 63 mg/It, 1. giinde 16 mg/It tyrosol ilavesi yapilan grupta 65
mg/lt ve 3. giinde 16 mg/lt tyrosol ilavesi yapilan grupta 64 mg/lt olarak Ol¢iilmiistiir.
Prodigiosin verimi (PV)’ de kontrol grubunda 34,1 mg/gr, 1.giinde 16 mg/It Tyrosol eklenmis
grupta 35,1 mg/gr ve 3. giinde 16 mg/It tyrosol eklenmis grupta 34,2 mg/gr olarak belirlenmistir.
Bu yiizden, ¢alismanin takip eden agsamalarinda Tyrosol’iin daha yiiksek konsantrasyonlarmin
test edilmesine karar verilmistir. Farnesol kiiltiire 1. glinde eklendiginde hiicre biiyiimesinde
onemli bir degisiklik tespit edilmemistir. Ornegin, kontrol grubundaki hiicre agirlig: ile (1,85
gr/lt) 1. glinde 16 pl/lt farnesol ilave edilmis gruptaki hiicre agirligr (1,82 gr/lIt) birbirine yakin
bulunmustur. Bununla birlikte, 3. giinde Farnesol ilavesi ¢ok az da olsa prodigiosin sentezini
artrrmustir. Ornegin, prodigiosin konsantrasyonu kontrol grubunda 63 mg/lt iken 1. giinde 16
ul/lt farnesol ilave edilmis grupta 66 mg/lt olarak olciilmiistiir. 1. giin ilavesinde oldugu gibi
Farnesol kiiltiire 3. giinde ilave edildiginde, Farnesol konsantrasyonunlarinn hiicre biiylimesini
etkilemedigi gorilmiistiir. Tam tersine, kiiltiire 3. giinde eklenen Farnesol test edilen biitiin
konsantrasyonlarda kontrole oranla prodigiosin sentezinde 6nemli sayilabilecek artislara neden

olmustur. Ornegin, kontrol grubunda prodigiosin konsantrasyonu 63 mg/L iken 3. giinde 2, 4,
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8 ve 16 ul/lt Farnesol eklenen gruplarda 68, 72, 77 ve 82 mg/L olarak 6l¢iilmiistiir. Prodigiosin

verimi kontrol grubunda 34,1 mg/gr iken, 2, 4, 8 veya 16 ul/It Farnesol eklenen gruplarda

strastyla 36,3; 37,5; 40,1 ve 42,9 mg/gr olarak hesaplanmistir. Kisacas, kiiltiire 1. veya 3. giinde

eklenen Farnesol’iin diisiik konsantrasyonlarda bile prodigiosin sentezini artirdigi tespit

edilmistir. Bu yiizden, c¢alismanin takip eden asamalarinda farnesoliin daha yiiksek

konsantrasyonlariinda (50-800 pl/It) test edilmesine karar verilmistir.

Tablo 5. Serratia marcescens 'de hiicre biiyiimesi ve Prodigiosin sentezi tizerine diisiik Tyrosol
ve Farnesol konsantrasyonlarmin etkisi

Uygulama 1.giin madde ilavesi 3.giin madde ilavesi
gruplan HA (gr/lt) PK PV HA PK PV
(gr/lt) (mg/gr) (gr/lt) (gr/lt) (mg/gr)
Kontrol 1,85 63 34,1 1,85 63 34,1
2mg/t T 1,87 65 34,7 1,83 62 33,8
4mg/tT 1,80 64 35,5 1,92 66 34,3
8mg/lt T 1,84 64 34,9 1,85 63 34,1
16mg/lt T 1,85 65 35,1 1,87 64 34,2
2/t F 1,87 64 34,2 1,87 68 36,3
4 ul/it F 1,85 65 35,1 1,92 72 37,5
8 ul/itF 1,90 67 35,2 1,92 77 40,1
16 pl/1t F 1,82 66 36,2 191 82 42,9
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Sekil 9. Serratia marcescens’ de hiicre biiyiimesi ve Prodigiosin sentezi lizerine diisiik tyrosol
ve farnesol konsantrasyonlarinin etkisi
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Tablo 6 ve Sekil 10 dan goriilebilecegi gibi yiiksek konsantrasyonlarda (75-600 mg/It)
3. giinde kiiltiire eklenen Tyrosol” de hiicre biiyilimesini ve prodogiosin sentezini etkilememistir.
Ornegin, 1. giinde kiiltiire eklenen 600 mg/It Tyrosol varliginda iiretilen prodiogisin miktar1 (62
mg/It) ile kontrol grubundaki prodiogiosin miktar1 (64 mg/lt) birbirine son derece yakin
bulunmustur. Yine, Tyrosol kiiltiire 3. giinde eklendiginde kontrol grubundaki ve en yiiksek
Tyrosol grubundaki prodiogision konsantrasyonlari arasinda (sirastyla 64 ve 60 mg/It) dnemli
bir fark tespit edilmemistir. Kontrol grubundaki hiicre agirhigi (1,82 gr/lt) ile 1. ve 3. giinde 600
mg/It Tyrosol ilavesi yapilan gruplardaki hiicre agirliklar: (sirastyla 1,85 ve 1,83 gr/lt) birbirine
yakin bulunmustur. Sonuglardan da goriilebilecegi gibi kontrole oranla 1 ya da 3. gilinde kiiltiire
eklenen Farnesol’iin yiiksek konsantrasyonlar1 da (50-800 pl/lt) hiicre biiylimesini
etkilememistir. Ornegin, hiicre kuru agirlig1 kontrol grubunda 1,82 gr/lt, 1 ve 3. giinde 800 ul/It
Farnesol ilavesi yapilan gruplarda sirasiyla 1,85 ve 1,89 gr/lt olarak 6l¢iilmiistiir. Ancak, 1.
giinde ilave edilen Farnesol’iin ayni1 konsantrasyonlarinin prodogiosin sentezini kontrole oranla
kademeli olarak artirdig1 goriilmiistiir. Ornegin, prodogiosin konsantrasyonu kontrol grubunda
64 mg/lt iken 1. giinde 50, 200, 400 ve 800 pl/It farnesol ilavesi yapilan gruplarda sirasiyla 98,
124, 145 ve 156 mg/lIt olarak ol¢tilmiistiir. 3. giinde kiiltiire eklenen Farnesol’iin kontrole oranla
prodogiosin sentezini daha fazla artirdigi tespit edilmistir. Kontrole oranla prodiogiosin
konsantrasyonunda en fazla artis 6zellikle 3.giinde 200 pl/lt Farnesol ilave edilen kiiltiirde tespit
edilmistir. Ornegin, kontrol grubundaki prodiogiosin konsantrasyonu 64 mg/It iken 200 pl/It
farnesol grubundaki prodiogiosin konsantrasyonu 324 mg/lt olarak 6l¢iilmiistiir. Bu sonugta
kontrole oranla 200 pl/It F uygulamasinin pigment sentezinde yaklasik 5 kat artisa neden
oldugunu ortaya cikarmistir. Daha yliksek Farnesol konsantrasyonlar1 (400 ve 800 pl/lt)
kontrole oranla prodogiosin sentezini artirsada, 200 pl/It Farnesol konsantrasyonuna oranla

daha diisiik prodigiosin konsantrasyonlarina neden olmustur.
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Tablo 6. Serratia marcescens’ de hiicre biiyiimesi ve Prodigiosin sentezi iizerine yiiksek
Tyrosol ve Farnesol konsantrasyonlarinin etkisi

Uygulama HA PK PV (mg/gr) HA PK PV (mg/gr)
gruplari (gr/t) (gr/t) (gr/t) (gr/t)
Kontrol 1,82 64 35,2 1,82 64 35,2
5mg/it T 1,86 66 35,5 1,78 60 33,7
150 mg/It T 1,78 63 35,3 191 64 33,5
300 mg/lt T 1,80 65 36,1 1,80 65 36,1
600 mg/lt T 1,85 62 33,5 1,83 60 32,8
50 ul/it F 1,86 98 52,7 1,88 145 77,1
200 pl/it F 1,83 124 67,8 1,95 324 166,2
400 pl/1t F 1,93 145 75,2 1,93 288 149,2
800 pl/it F 1,85 156 84,3 1,89 270 1429
400 3 400
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é" 50 4 5"_'_’6\5—————6‘_'_’6 __:__h é“ 250 W _T-:;‘
& 0 152 = 200 15 <
2 150 2 150
L 1 8 1
i 100 f 100
50 4 o * ¢ ——s 03 50 — —— * > —e 0.5
< (’) 75 150 30 M’K) . ¥ 0 5 150 200 H00 i
Tyrosol (mg/1t) Tvrosol {me/lty
400 400 3
- 1.gin ——PV ——PK —AHA 2567 3.gin —-PV —6-PK —A-HA
a 300 _::‘l 300 4
:é' 250 }——H/“H -_f é’ 250 z _f
i 200 1.5 3_“ ‘: 200 4 1.5 _-i;
E; 150 - :‘ 150 A B
- F 1 = F ol
;:'f 100 1 / é 106G 4
50 .//’./4 0,5 56 4 L os
. 0 S0 200 400 200 ! ‘ 4’) 5’U lllltl 4‘.’10 ?‘(‘)() "

Famesol (u/1t)

Famesol (p/lt)

Sekil 10. Serratia marcescens’ de hiicre biiylimesi ve Prodigiosin sentezi lizerine yiiksek
Tyrosol ve Farnesol konsantrasyonlarinin etkisi
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TARTISMA VE SONUC

Dogal pigmentler bitkiler, algler, bocekler ve mikroorganizmalar gibi organizmalar
tarafindan sentezlenmektedir (Erdal and Okmen 2013). Ancak mikroorganizmalar, daha hizli
bliylimeleri, genetik manipiilasyonlara daha agik olmalari, biiylime icin fazla alana ihtiyag
duymamalar1 ve kiltlir kosullarinin daha kolay kontrol edilmesi gibi avantajlari nedeniyle
bitkilere gore dogal pigmentlerin daha iyi kaynagi olarak kabul edilmistir (Heer Sharma 2017;
Narsing Rao et al. 2017; Tuli et al. 2015). Dogal pigmentlerin en 6nemlilerinden birisi de sari,
turuncu ve kirmizi renklere sahip olan karotenoidlerdir. Bu pigmentlerin sadece renklendirici
ozelligi degil ayn1 zamanda antikanserojen, antiobezite, immiinomodiilatér ve antioksidan
ozellikleri de bulunmaktadir (Kanzy et al. 2015; Rodriguez-Concepcion et al. 2018). Ayrica,
karotenoid tiiketimi, yasa bagli katarakt ve koroner kalp hastaligi riskini azaltici 6zelliginin gibi
yararl etkilerlede iliskilidir (Ausich 1997) . Bir pigment ¢esidi olan karotenoid bitkiler, algler,
bakteriler, funguslar ve mayalar tarafindan da sentezlenebilmektedir (Erdal and Okmen 2013).
Ozellikle Rhodotorula glutinis mayasimin iyi bir karotenoid iireticisi oldugu bilinmektedir. Bu
mayanin ayrica, lipitleri ve fenilalanin amonyum liyaz ve invertaz dahil birgok enzimi de
sentezledigi belirtilmektedir (Borowitzka 2010; Kot et al. 2016; Taskin 2013; Taskin and
Erdal 2011). Prodigiosin biyoteknolojik ve tibbi 6neme sahip olan diger bir dogal pigmenttir.
Kirmiz1 renkli bu pigment Serratia marcescens, Pseudoalteromonas, Streptomyces lividans,
Pseudomonas ve Vibrio spp. gibi bakteriler tarafindan iiretilmektedir. Ancak Gram negatif
bakteri S. marcescens bu pigmentin ana lireticisi olarak bilinmektedir (Wang et al. 2020).
Prodigiosin, gida endiistrisinde dogal renklendirici olarak kullanilabilir. Bu pigment ayrica
antikanser, antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antimalaryal 6zelliklerinden dolayi tibbi
acidanda oneme sahiptir (Wang et al. 2020). Gergeklestirilen ¢alismalarda pH, sicaklik,
¢ozlinmiis oksijen konsantrasyonu, ¢alkalama hizi, 151k, inkiibasyon siiresi, karbon ve nitrojen
kaynaklar1 gibi kiiltiir parametrelerinin R. glutinis ve/veya S. marcescens'deki pigmentlerin
sentezini onemli 6l¢iide etkiledigi bildirilmistir (Andreyeva and Ogorodnikova 2015; Darshan
and Manonmani 2015; Lin et al. 2019; Palacio-Castaneda et al. 2019; Zhao et al. 2019).

Ormegin seker kamis1 melasi, iire ve KH,POs konsantrasyonlarmin, Rhodotorula
glutinis 'te hiicre kiitlesini ve karotenoidlerin iiretimini etkiledigi gdsterilmistir. Iki asamadan
meydana gelen bu optimizasyon stratejisi, hiicre kiitlesini 1,9 kat artirdigi, karotenoid
konsantrasyonunu ise 2,5 kat artirdigini ortaya koymustur. (Park et al. 2005). Yapilan bir bagka
calismada ham gliseroliin Rhodotorula glutinis TISTR 5159 tarafindan lipitlerin ve
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karotenoidlerin ikisinin bir arada iiretilmesi i¢in tek karbon kaynagi olarak nitrojen kaynagi
olarak da amonyum siilfat ve siilfaktan olarak da Tween 20 ‘nin kullanilmas1 durumunda lipid
ve karotenoid sentezinde artis oldugunu gézlemlenmistir (Saenge et al. 2011b). Yiiksek C / N
oranlarinda lipit ve karotenoid sentezini artirdigi ayni1 zamanda sadece C / N oran1 degil karbon
ve nitrojen igeriklerinin de etkiledigni gézlenmistir. Amonyum igerikleri lipit sentezindeki
verimliligi etkilemezken, karotenoid tiretimi diisiik ve yiiksek amonyum igeriginde azalmistir.
Bu parametreler karotenoid sentezini olumlu etkilerken lipit sentezinde artis meydana
getirmedigini belirlemislerdir ve genel olarak lipid ve karotenoid sentezinin daha yiiksek C / N
oranlarinda uyarildig1 anlasilmistir (Braunwald et al. 2013). Rhodotorula glutinis'de lipogenez
ve B-karoten biyosentezi es zamanli olarak; tek karbon kaynagi olarak sodyum asetatin
kullanildig1 ortamda 151832 maruz birakilarak gergeklestirmistir. Elde edilen sonuglarda, hiicre
biiylimesinin, hiicre i¢i lipogenezin ve karoten sentezinin 10 gr\lt ve 20 gr\lt sodyum asetat
kullanildiginda optimal gelisim gosterdigini belirlemislerdir. Yiiksek 1sik hiicre biiyiimesi ve
lipit retimini negatif yonde etkilerken, karoten birikimini olumlu yonde etkiledigi
gozlemlenmistir. Isikli bir ortama maruz birakmak asetat tiikketimi, lipogenez ve B-karoten
biyosentezinde gorev alan genlerin ekspresyonunda artist 6nemli Olgiide artirdigini

gozlemlemislerdir (Gong et al. 2020).

Farkl1 kalite derecelerinde toz haline getirilmis ve elenmis fistik tohumlarinin, mevcut
ortamlara gore Serratia marcescens ile prodigiosin tiretiminde kirk katlik bir artis saglamada

tutarh oldugunu sonucuna ulasilmigtir (Giri et al. 2004).

Serratia marcescens ile Prodigiosin iiretiminde pigment miktarinin sirke ile ¢okeltilmis
kazein substrat olarak kullanildiginda, yiiksek safliktaki kazeinin kullanildigindan daha yiiksek
oldugunu ve maksimum prodigiosin iretiminin, pH 8.0'da 10 gr/lt kazeinde oldugu

belirlenmistir (Valentina et al. 2019)

Yapilan baz1 ¢alismalarda, fenol (Kim et al. 2004), tween 80 ve pamuk tohumu yagi
(Aksu and Eren 2007) , sodyum azid (Yolmeh and Khomeiri 2016), gibi bazi maddelerinde
pigment iretimi artirmak tizere R. glutinis ‘in kiiltiriinde tesvik edici (inducer) olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir.

Farnesol ve Tyrosol fungal morfolojinin kontroliinde gorev alan molekiillerdir
(Albuguerque and Casadevall, 2012). Yapilan g¢alismalar, farnesol ve tirozoliin, fungal
morfolojisinin kontrolii disinda mikroorganizmalarda baska rollere de sahip oldugunu
gdstermistir. Ornegin, Chang et al (2019), eksojen olarak uygulanan Tyrosol’iin patojenik
bakterilerde violasein ve piyosiyanin sentezini inhibe ettigini bildirmistir. Jakab et al. (2019)

eksojen tirozoliin Candida parapsipolis mayasinda siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz
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ve katalaz aktivitelerini arttirdigini belirtmistir. Guo et al. (2011), eksojen olarak uygulanan
Farnesol’iin, filamentli mantar Penicillium decumbens'te biyoteknolojik Oneme sahip
enzimlerin sentezini arttirdigini belirtmistir. Bagka bir calismada (Wang et al., 2017),
Farnesol’tin  Trametes versicolor'da hiicre dis1 polisakkaritlerin sentezini arttirdig
gosterilmistir. Diger bir ¢alismada ise, Monascus' da pigment sentezini tyrsoliin artirdig1 rapor
edilmistir (Erkaya et al., 2020). Bununla birlikte, bu molekiillerin R. glutinis’ te lipit ve
karotenoid, S. marcescens’ te ise prodigiosin sentezi ilizerinde nasil bir etki yaptigi heniiz
arastirilmamistir. Bu ylizden, mevcut calismada da kiiltiire farkli konsatrasyonlarda ve farkli
zamanlarda eklenen iki quarum sensing molekiiliinin R. glutinis’te lipit ve karotenoid, S.
marcescens’ te ise prodigiosin sentezinde inducer (tesvik edici) olarak kullanilabilirligi test
edilmistir.

Elde edilen sonuglar kiiltiire 1. giinde (inokulumdan hemen sonra ilk 1 saat) eklenen
Farnesol ya da Tyrosol’iin (6zellikle diisiik konsatrasyonlarin) hiicre biiylimesinin yanisira lipit
ve pigment sentezi {lizerinde ¢ok fazla etki yapmadigimi gostermistir. Tam tersine, bu iki
molekiilden birisi olan Tyrosol’iin kiiltiire 49. saatte (3. giin baslangici) eklendiginde lipit
sentezini azalttig1 fakat karotenoid sentezini artirdigi tespit edilmistir. Diger molekiil olan
Farnesol’iin ise kiiltiire 49. saate eklendiginde S. marcescens’ de prodigiosin sentezini artirdig
tespit edilmistir. Bu molekiillerin inokulasyondan hemen sonra (1.giin baslangici) eklendiginde
cok fazla etkili olmamasi; kiiltiiriin baslangicinda biiylime evresinde olan ve metabolik
aktivitesi yiliksek olan hiicrelerin ortama eklenenen molekiilleri enzimatik olarak
biyotransformasyona  ugratmast ve bu  molekiillerin  aktivitesini  azaltmasiyla
aciklanabilmektedir. Ayni1 molekiiller 49.saatte (3. giin baslangici-duragan evre) eklendiginde
ise hiicrelerin biyotranformasyonla ilgili enzimatik aktiviteleri diisiik oldugu i¢in bu molekiiller
herhangi bir doniisiime ugramamis olabilir ve bu yiizdende bu molekiiller sadece pigment ya
da lipit sentezi ilgili yolaklar1 etkilemis olabilir. R. glutinis’ te lipit ve karotenoidlerin, S.
marcescens’ te ise prodigiosinin genellikle kiiltiirlin ge¢ asamalarinda yani duragan fazdan
sonra daha fazla sentezlenmeye baslandigi belirtilmektedir (Williams et al., 1971; Taskin and
Erdal, 2011; Taskin et al., 2016). Mevcut ¢alismada da yaptigimiz 6n denemeler sonucunda R.
glutinis ve S. marcescens hiicrelerinin kontrol besiyerinde inkiibasyasyonun ilk 48 saati
igerisinde iyi gelisme gosterdigi (S. marcescens 6zellikle ilk giin) ancak ¢ok fazla pigmentasyon
yetenegine sahip olmadiklar tespit edilmistir. Ayni hiicrelerde ise 48. saatten sonra hiicre
biiyiimesinin ¢ok yavasladig1 diger bir ifadeyle mikrobiyal hiicrelerin duragan evreye girdigi
ancak pigment sentezinin arttig1 (6zellikle 72. saatten sonra) belirlenmistir. Tiim bilgiler goz
Oniine alindiginda 49.saatte (3.giin baslangici) kiiltiire eklenen maddelerin hiicreleri duragan

fazdan itibaren iiretilen diger metabolitlerden ziyade pigment sentezine yonlendirdigi sonucuna
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varilabilir. Ornegin, kiiltiire 49. saatte eklenen Tyrosol’ iin R. glutinis’te lipit sentezini azalttig
fakat karotenoid sentezini artirdigini gorilmiistiir. Bu durum kiiltiir ortamina eklenen
Tyrosol’iin karbon kaynaklarinin lipit sentezi yerine karotenoid sentezine yonlendirilmesi ile
aciklanabilir.

Kisacasi, mevcut calismada uygun inkiibasyon siirelerinde ve konsantrasyonlarda
kiiltire eklenen tyrosoliin R. glutinis’ te karotenoid sentezi, farnesol’ {in ise S. marcescens’ te
prodigiosin sentezini artirdig: tespit edilmistir. Onceki calismalar, Tyrosol’un ve Farnesol’iin
farkli organizmalarda ¢ok sayida genin ekspresyon seviyesini degistirebilecegini gostermistir
(Décanis et al., 2011; Zhu et al., 2011; Chang et al., 2019; Jakab et al., 2019). Bu yiizden,
pigment sentezinde goriilen artiglar Tyrosol ya da Farnesol’iin pigment sentezinde gorev alan
enzimlerle iligkili genlerin ekspresyon seviyeleri tizerinde yaptig1 degisikliklere baglanabilir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada (Erkaya et al., 2020), Tyrosol’ iin Monascus
purpureus kiifiinde pigment sentezini artirdigi rapor edilmistir. Dolayisiyla, Tyrosol ile R.
glutinis mayasinda pigment sentezinin artirilmast ¢ok sasirtict olmamalidir. Tyrosol, bazi
canlilarda dogal olarak mevcut olmasina ragmen kimyasal olarakta sentezlenebilen ucuz bir
bilesiktir (Gupta et al., 2018). Insan toksisitesi olmayan Tyrosol, néroprotektif, antioksidan,
antihipertansiyon, yaslanmay1 geciktirici ve iltihap dnleyici gibi bazi yararlh etkilerede sahiptir
(Erkaya et al., 2020). Diisiik fiyati, toksik olmamasi ve pigment sentezini tesvik etmesi gibi
faydali oOzellikleri gbéz Oniine alindiginda Tyrosol’iin fungal pigmentlerinin endiistriyel
tiretiminde indiikleyici olarak kullanilabilecegi sonucu ¢ikarilabilir.

Asiklik bir seskiterpen alkol olan Farnesol, agirlikli olarak dogada gesitli bitkilerin
ugucu yaglarinda bulunur. Anti-kanser ve anti-inflamatuar etkiler sergiledigi ve ayrica alerjik
astim, glioz ve O0demi hafiflettigi bildirilmistir. Ayrica Farnesol igeren kremlerin atopik
dermatite karsi iyilestirici etki gosterdigide rapor edilmistir (Jung et al., 2018). Dolayisyla,
Tyrosol gibi Farnesol’iinde insan toksisitesinin olmadigi tam tersine ¢esitli hastaliklara karsi
insanlar1 koruyabilecegi goriilmektedir. Bu yiizden, S. marcescens kiiltliriinde pigment iiretimi
icin Farnesol giivenli bir sekilde tesvik edici olarak kullanilabilecektir. Diger bir ifadeyle,

tiretilen prodigiosini kontamine etme ihtimali olan Farnesol’iin zararli etkiside olmayacaktir.
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