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OZET

Anahtar kelimeler: Biyotransformasyon, Salkon, Aspergillus candidus

Salkonlar basit bir kimyaya sahip ve kolayca tiirevlendirilebilir nemli bilesiklerdir.
Flavonoid ailesine iiye dogal veya sentetik bilesikler olan salkonlar, genis bir biyolojik
aktivite spektrumuna sahiptir. Antibakteriyel, antikanser, antiviral gibi 6zelliklerinden
dolay1 son yillarda salkonlar lizerine yapilan ¢aligmalar artmistir.

Bu c¢alismada;  (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on,  (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-
tolil)prop-2-en-1-on ve (E)-3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiklerinin
Aspergillus candidus MRC 22634 ile biyotransformasyonlar1 gergeklestirildi. Salkon
bilesikleri ¢alkalayicida ii¢ giin, bes giin ve yedi giin boyunca inkiibe edildi. Elde
edilen metabolitlerin yapis1 *H NMR ve ¥C NMR spektrumlari ile tayin edildi.
Incelemeler sonucunda; farkli verimler ile gerceklesen salkon hidrojenasyonlari tespit

edildi.
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BIOTRANSFORMATIONS OF SOME CHALCONE
COMPOUNDS WITH ASPERGILLUS CANDIDUS FUNGUS

SUMMARY

Keywords: Biotransformation, Chalcone, Aspergillus candidus

Chalcones are important compounds with simple chemistry that have easy synthetic
access to vyield various substituted derivatives. Chalcones, which are natural or
synthetic compounds belonging to the flavonide family, have abroad spectrum of
biological activity. Studies on chalcones have increased in recent years due to its
properties such as antibacterial, anticancer, antiviral.

In this  study, biotransformation of (E)-3-phenyl-1-(p-tolyl)prop-2-en-1-one, (E)-3-
(furan-2-yl)-1-(p-tolyl)prop-2-en-1-one and (E)-3-(thiophen-2-yl)-1-(p-tolyl)prop-2-
en-1-one by Aspergillus candidus MRC 22634 was performed. The chalcone
compounds were incubated for three day, five day and seven day in a shaker. The
structure of the resulting metabolites was determined by the spectra of *H NMR, 3C
NMR. Accordingly, the hydrogenation of the chalcones were detected with different
yields.



BOLUM 1. GIRIS

Icinde bulundugumuz alemde siiphesiz ki; bitkiler ve mikroorganizmalar ¢ok 6nemli
bir yer teskil etmektedir. Var olan her sey gibi, denge unsuru olan bitkiler daima
insanogluna fayda saglamistir [1]. Ge¢misten giiniimiize insanlar; besin ihtiyacini,
giyecek ihtiyacin1 ve hastaliklara deva olacak dogal maddeleri karsilamak icin
oncelikli olarak bitkileri kullanmiglardir [2]. 60 bin yillik oldugu diisiiniilen,
arkeolojik bir kazi1 sirasinda Irak’ta bulunan bir mezarda bir takim bitki kalintilar: da
bulunmustur. O tarih disiiniildiigiinde, kisilerin degerli saydig1 esyalariyla birlikte
goémiildiigii bilinmektedir. Bu mezardaki bulgular, bitki ve insana ait iliskinin ilk

ornegi olarak kabul edilmektedir [3].

[k caglardan beri, insanoglu ve diger canlilar igin hayati 6nem teskil eden bitkilerin
yapist; gelisen teknolojiler ve yapilan aragtirmalar neticesinde aydimnlatilmistir. Tim
canlilar i¢in kiymetli olan bu alemin iiyeleri, 6nemli bilesikler ihtiva etmektedir.
Bunlardan biri; Dogal metabolitler diger adiyla sekonder metabolitlerdir. Dogal
iirlinler; bitkiler tarafindan iiretilen ve giinlimiizde bir¢ok sektorde hammadde olarak
kullanilan bitkinin temel yagamsal islevi ile dogrudan iliskisi olmayan, ancak en az
canlinin yagsamsal islevleri ile direkt iliskili olan primer metabolitler (protein, yag,
karbonhidrat vb.) kadar 6nemli olan biyomolekiillerdir. Dogal {iriinler canlilarin
yasamini siirdiirmesine yardimci olmaktadir [4]. Bu dirlinler hemen hemen her
canlida bir miktar bulunmasina karsin 6zellikle bitkiler ve miroorgnizmalarda daha

fazla bulunmaktadir [5].

Dogada bir milyar yildan beri var olan fakat ilk baslarda 6nemi pek anlagilmayan,
bitkiler tarafindan fiiretilen, artik madde olarak goriilen sekonder metabolitlerin
canlida; koruma, savunma, nesillerini devam ettirme ve uyum saglamak igin canlinin

olusturdugu bir {rin oldugu daha sonradan anlasilmistir. Zehirler, ilaglar,



tatlandiricilarda ve baska endiistri alanlarinda hammadde olarak kullanildiklari igin
son donemlerde yogun olarak arastirma konusu olmustur. Giiniimiizde en ¢ok
calisgilan sekonder metabolitler; alkoloidler, terpenler, steroidler ve fenolik
bilesiklerdir [6, 7].

Her gecgen giin, ¢ogalan niifusun talebinden kaynakli hammadde ihtiyaci siirekli
artmaktadir. Bu hammadde ihtiyacina, biyoteknolojik uygulamalar ¢6ziim olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Biyoteknolojik uygulamalarin bir basamag olan
biyotransformasyonlar ile laboratuvar ortaminda, canlilarin dogal olarak iirettigi
maddeler elde edilebilmektedir. Onemli biyolojik aktivite gdsteren biyomolekiillerin
sentezinde ve tiirevlendirilmesinde rol oynayan biyotransformasyon caligsmalari,
kimyasal sentez yontemlerine ¢ok iyi bir alternatif sunmaktadir. Bu durum, sanayi

endiistrisi igin biyotrasnformasyonu oldukg¢a 6nemli kilmaktadir [8].

Bu calismada; sekonder metabolitlerden olan, fenolik bilesikler grubuna ait salkon
bilesiklerinin, Aspergillus candidus kiifii ile gelistirilen biyotransformasyon

caligmalar1 neticesinde salkon bilesiklerinin tiirevlendirilmesi amaglanmustir.



BOLUM 2. BAZI SALKON TUREVLERININ ASPERGILLUS
TURLERI ILE BIYOTRANSFORMASYONLARI

2.1. Biyoteknoloji ve Biyotransformasyon

20. ylizyillda kimyasal bilimlerden, niikleer bilimlere kadar Onemli gelimeler
yasanmistir. Daha sonra biyoloji alaninda gelismeler hiz kazanmistir. 20. yiizyilin
sonlarindan baslayarak 21. yiizyillda devam eden gelismeler yeni bir teknolojik
devrim olarak goriilmektedir [9]. Modern biyoteknoloji kapsadigi alan, geldigi
seviye ve tim canli organizmalar1 materyal olarak kullanmasindan dolayr 21.
ylizyilin teknolojisi olarak goriilmektedir [10]. 21. ylizyilda biyoteknolojik
gelismelerin 20. yiizyila gore ¢ok daha hizli meydana gelmesi diisiiniilmektedir [11].

Biyoteknoloji; biyolojik sistemleri kullanarak ihtiya¢ duyulan maddeleri iiretmek ve
yasanan sorunlara ¢oziim getirmek seklinde ifade edilmektedir [12]. Biyolojik
stireclerin ¢ok eski donemlerden beri kullanildig1 bilinmektedir. Molekiiler biyoloji
ve genetik alanindaki gelismeler sonucunda geneksel biyoteknolojiden, modern
biyoteknolojiye doniis gergeklesmistir. Molekiiler diizeyde gerceklestirilen
degisimler, Modern Biyoteknoloji’yi dogurmustur [13]. Modern biyoteknoloji,
geleneksel teknolojiye kiyasla farkli bilimlere bagli oldugu i¢in, yeniklere agik olup

gelismesi muhtemeldir [14].

Biyoteknoloji, birgok disiplini bir arada bulundurmaktadir. Biyoteknolojinin
gelismesine fizik, kimya, biyokimya, genetik, mikrobiyoloji, molekiiler biyoloji gibi
bilim dallart katki sunmaktadir. Hizla gelisen bu teknoloji, pek ¢ok bilim dalini

kullanarak, kisa bir siirede yararl tiriinlerin olugsmasini saglamaktadir [13].

Terimsel anlamiyla biyoteknoloji ilk kez 1919 yilinda Ereky tarafindan

kullanilmistir. Biyoteknoloji, tarihsel siiregte 3 ayr1 doneme ayrilmistir [15]:



1. Geleneksel biyoteknoloji donemi: 1919 ve 1939°1u yillar1 kapsamaktadir.
Ereky’nin kavramu ilk kullandig1 anlam; biyolojik sistemler yardimiyla
hammaddelerin yeni triinler vermesi seklindedir. Biyoteknoloji; ekmek,

peynir, yogurt, alkol vb. maddelerin iiretilmesinde kullanilmistir.

2. Ara donem: 1940-1973 yillarin1 kapsamaktadir. Bu donemde, ciddi
genetik degisimler olmamistir. Biyojik sistemlerin endiistride kullanim
alan1 genislemistir. Biyolojik sistemler ile enzim, protein ve antibiyotik

iiretimi bu yillar arasinda gergeklestirilmistir.

3. Modern biyoteknoloji donemi: in vitro niikleik asit tepkimelerini
kapsamaktadir. Onemli genotip degisiklikleri yapilmistir. Gen aktarimi
veya bazi genlerin degistirilmesi basarilmistir. Gen haritalar1 belirlenip,
DNA baz sirasinda degisiklikler yapilmistir. Yeni genotipte ve fenotipte
canlilar iretilmistir. Proteinler, hormonlar, antibiyotikler ve enzimler

iretilmistir.

Bir birini takip eden bu donemler 15181inda biyoteknoloji alani geliserek yeni asi
maddeleri tretilmesi; verimi fazla, dayanikli bitki tiirlerinin tretilmesi; kozmetik
maddelerin {iretimi; ucuz kimyasal maddelerin iiretilmesi; Yyan etkisi olmayan
ilaglarin tretilmesi; asilarin tretilmesi; kati ve sivi atiklarin zararsizlastirilmasi,

aritilmasi; toksik atiklarin etkisizlestirilmesi vb. hizmetleri sunmustur [16].

Biyotransformasyon, biyoteknoloji uygulamalarinin en énemli basamagidir. Genis
uygulama alanina sahip olan biyotransformasyon, sentetik olarak ger¢eklesmesi zor

olan tepkimelere olanak saglamaktadir [17].

Biyotransformasyon: Biyokatalizor olarak enzim veya mikroorganizma varliginda
tepkime ortamina eklenen substrattan istenen {irlinlin elde edilmesi seklinde
tamimlanmaktadir [18]. Biyotransformasyonlar izole enzimler ve enzim sistemi

iceren biitilin hiicre sistemleri ile yapilabilmektedir.



Azalan dogal kaynaklar ve artan hammadde ihtiyacindan dogan talebe,
biyotransformasyonlar iyi alternatiftir. Biyotransformasyonun diger klasik kimyasal
yontemlere gore bazi iistiinliikleri vardir. Bu iistlinliikler; biyotransformasyonlarin
cevre dostu olmasi, biyotransformasyon ¢alismalarindan yiiksek verim alinabilmesi,
biyotransformasyonlarin ekonomik olmasi ve iliman sartlarda gergeklesmesi olarak

ele alinmaktadir [19].

Biyotransformasyon tepkimelerinde en bilinen doniisiimler yiikseltgenme,
indirgenme, dekarboksilleme, esterlesme, izomerlesme, fosforilleme, C-C baglarinin
koparilmasi ve hidroliz tepkimeleridir. Her gegen giin daha ¢ok ilgi ¢eken
biyotransformasyonlar; ila¢ aktif maddeleri, gida katki maddeleri, enerji iiretimi,
antibiyotik iiretimi ve amino asit elde edilmesinde kullanildig1 gibi toksik endiistriyel
atiklarin yikimi, mikrobiyal liging, atik sularin temizlenmesi ve geri kazanilmasi gibi

cevre ile ilgili konularda da kullanilmaktadir [ 20, 21].

2.2. Ge¢misten Giiniimiize Biyotransformasyonlar

Biyotransformasyon yeni bir teknik olmayip aksine kokleri c¢ok eskiye
dayanmaktadir. Eski tarihlerden kalan bulgulara gore; dogada sadece sirkede
rastlanan sirke solucan1 M.O 3000’li yillara ait Eski Misir kiipiindeki tortuda
bulunmustur [22]. Yine M.O 3000 yillarinda mayalanma ve ekmek yapimi ve gesitli
ickilerin yapimi biyotransformasyonun bilinen ilk 6rneklerindendir. Sonrasinda M.O
1750°de Siimerlerin birayr mayaladigi, M.O 500 yilinda Cinlilerin kiiflenmis soya
fasulyesini yanik tedavilerinde kullandig1 bilinmektedir. 1150 yilinda etanol tiretimi,
14. yy’da sirke imalati endiistrisinin kurulmasi ve 1818 yilinda mayalarin

fermantasyon 6zelliginin kesfedilmesi sekilde 6zetlenebilir [23].

1864 yilinda biyotransformasyon alaninda literatiirde yayinlanan ilk ¢alisma olan,
etanoliin Acetobacter aceti ile asetik aside doOniisiimii Pasteur tarafindan
gergeklestirilmistir.  Mikrobiyal yoldan siit asidi dretimi 1881 yilinda
gercektestirilmistir. 1920°1i yillarda Liebig ve Neuberg tarafindan S. cerevisiae

mantari ile birgok biyotransformasyon ¢alismasi yapmistir. 1921 yilinda mayalar ile



asetaldehit ve benzaldehitden acilon iiretimi yapilmistir. Biyoteknolojinin en yaygin
uygulamalarindan biri antibiyotiklerin kullanimidir. 1928’de Alexander Fleming,
Penicillium kiifiintin hastaligina neden olan Staphylococcus aureus adli bakterinin
cogalmasini engelledigini buldu. Fakat 15 yil sonra tibbi alanda kullanima baslandigi
bilinmektedir. 1952 yilinda yapilan, kortikosteroidlerin sentezi esnasinda
fonksiyonel gruplardan uzakta bulunan C-11’¢ bir oksijen fonksiyonu yerlestirmek
klasik kimyasal yontemlerle olduk¢a uzun ve pahali bir islemdi. Bu sorunun Sekil
2.1.’de gosterildigi gibi Rhizopus arrhizus kiiftiniin, progesteronu  11-a-
hidroksipren-4-en-3,20-dion bilesigine dontigtiirmesi ile ¢Oziilmesi

biyotransformasyon ¢aligsmalarini 6nemli hale getirdi [24].

R arrhizus

0 0

Sekil 2.1. Progesteronun Rehizopus arrhizus ile biyotransformasyonu

Son yillarda biyotransformasyon tepkimeleri, dogada heniiz bulunmayan bilesikleri
olusturmak igin bir arag niteligindedir [25]. Ayrica biyotransformasyon tepkimeleri
ilag, gida, kozmetik, koku ve aroma maddeleri iiretimi, toksik endiistriyel atiklarin
yikimi, atik sularin temizlenmesi ve geri kazanilmasi gibi alanlarda yaygin olarak

kullanilmaktadir [26].

Onceden bahsedildigi iizere biyotransformasyonlar, izole enzimler ve enzim sistemi
bulunduran biitiin organizmalarla yapilmaktadir. Genellikle biiyiikk molekiil
yapisinda olan enzimler genis katalitik giiclere sahiptir. Enzimler daha diisiik
aktivasyon enerjisine sahip yeni yollar olusturarak reaksiyon hizim en az 10° kat
artirirlar. Enzimler, 6zellikli bolgelere sahip oldugundan sadece bir tip reaksiyonu
katalizlerler. Aktif bolgeler enzimin yeteknelerinin bulundugu 6nemli yerlerdir.
Katalitik gruplar yani reaksiyondan sorumlu olan asil gruplar buralarda
bulunmaktadir. Enzimler katalizledikleri reaksiyonlara gore; Uluslararas1 Biyokimya

Birligi Enzim Komisyonu tarafindan sirasiyla oksidorediiktazlar, transferazlar,



hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar olmak tizere alt1 ayr1 sinifa ayrilmigtir
[27]. Oksidorediiktazlar grubunda yer alan, ¢ogu canlida bulunan ve zararh
bilesikleri doniistiiren, biyotransformasyonlardan sorumlu enzimler sitokrom P-450

enzimleridir [28].

Enzimler; alkan, alken, alkol,eter, su, ester, amid, lakton, laktam, eter, asit anhidrit,
aromatik bilesikler, aldehit, keton, siilfiirlerin yiikseltgenmesi ya da indirgenmesi,

amonyak ve hidrojen siyaniir ilavesi ve ¢esitli pek ¢ok reaksiyonu katalizleyebilirler
[29].

Enzimler avantajlari sayesinde Klasik sentez yontemleriyle gergeklestirilebilmesi gok
zor olan reaksiyonlar1 rahatlikla meydana getirirler [18]. Enzimler genelde iliman
sartlarda aktif olan biyolojik molekiillerdir. Dogada tamamen parcalanabildikleri igin

¢evre dostu molekiillerdir.

Enzimlerin birgok avantaji olmasima ragmen dezavantajlar1 da mevcuttur. Oncelikli
olarak, izolasyonlar1 zordur. Pahali endiistriyel {iriinlerdir. Siirekli yenilenmesi
gerekmektedir. Enzimler, protein yapisinda olduklarindan aktivitelerini degistirmek
icin kullanilan parametrelere miidahale etmek her zaman miimkiin degildir. Sicaklik

ve pH degisimi kisithdir [19].

2.3. Mikrobiyal Biyotransformasyonlar

Mikroorganizmalar ¢ok biiyiik sosyal ve ekonomik 6neme sahiptir. Bu organizmalar:
gecmiste, farkinda olmadan yiyecek, i¢ecek yapiminda kullanmiglardir. Daha sonra
mikroskobun icadiyla, bu organizmalar kesfedilmistir. Antony von Leeuwenhoek;
gercek bir mikroskop yapan ve kullanan ilk kisi oldugu bilinmektedir [30].
Mikroskobik yasamin kesfi biyotransformasyon c¢aligsmalarini genisletip, glinlimiize

kadar 6nemini artirarak devam etmistir.

Mikrobiyal biyotransformasyon, mikroorganizmalarin katalizorliigi esliginde, bir

bilesigin benzer olan baska bir bilesige doniismesi olarak ifade edilmektedir [31].



Mikrobiyal biyotransformasyon, ila¢ etken maddeleri, metaller, hidrokarbonlar ve
toksik maddelerin doniisiimiinde kullanilmaktadir [32]. Oksidasyon, indirgeme,
hidroliz, izomerizasyon, yeni karbon baglarmin olusumu ve fonksiyonel grup ilavesi

bu doniistimlerin en bilinenlerindendir [33].

Mikroorganizmalarin, bilesiklerin doniisiimiinde etkili oldugu ilk olarak Pasteur
tarafindan ortaya atilmistir [34]. Pasteur tarafindan 1858’de yapilan ¢alisma sonucu
Penicillium glaucum kiifii ile DL-amonyum tartarattan sekil 2.2.’de gosterilen L-

amonyumun, D-enantiyomerinin se¢imli yikimi ile elde edilmesi olmustur.

OH O

HO
OH

o OH

Sekil 2.2. Pasteur’un fermantasyon {iriinii olan (S, S)-tartarik asit.

Mikrobiyal hiicrelerin biiyiiyiip gelisme hizi, bitki ve hayvan hiicrelerine kiyasla ¢ok
yiksektir. Hizlica biylidiiklerinden dolayi, mikroorganizmalarla yapilan
biyotransformasyonlar kisa siirede gergeklesmektedir. Mikrobiyal hiicreler, ¢ok
cesitli tipteki subsratlar1 metabolize edebilirler. Mikrobiyal biyotransformasyonlarin
giinlimiizde biyoteknolojinin onemli alanini olusturmasi; klasik sentezlere gore

sartlarinin daha 1liman olmasi, kisa siirede tamamlanmasindan kaynaklanmaktadir

[29].

Mikroorganizmalar, spesifik olmayan enzim sistemlerinin avantaji sayesinde g¢ok
farkli tipte substrati doniistirme yetenegindedirler. Mikrobiyal hiicrelerin
boyutlarinin kiiciik olmasi ve hiicre duvarmin yapisinin ¢evreye uyum saglamasina
olanak vermesi bu hiicrelerin, biyotransformasyon ¢alismalarinda tercih edilme

nedenlerindendir [19].

Mikroorganizmalar {izerinde genetik maniipiilasyonlar yapilabilmesi, yliksek verimli

tirtinlerin elde edilmesini saglamaktadir. Bahsedildigi gibi mikroorganizmalar, farkli



ortamlara hizlica uyum saglayabilen canlilardir. Bu uyum ozellikleri biiyiik bir
avantaj olup, basit laboratuvar aletlerinden karmasik sanayi iiretimine kadar her

alanda calisma imkan1 sunmaktadir.

Mikrobiyal biyotransformasyonlar, klasik kimyasal metodlarina kiyasla ¢ok daha
iliman sartlarda reaksiyon verdigi bilinmektedir. Mikrobiyal hiicreler ile olusturulan
reaksiyonlar, genellikle oda sicakliginda ve 1 atmosfer basing altinda meydana
gelmektedir [35].

Zararli  reaktif kullanilan  kimyasal reaksiyonlara kiyasla mikrobiyal

biyotransformasyon ¢evre dostudur [18].

Mikrobiyal biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanilan mikroorganizmalar ya
belirli bir yiizeye sabitlenerek ya da serbest olarak kullanilmaktadir. Kullanim1 en

yaygin olan mikroorganizma gruplari; mayalar, kiifler ve bakterilerdir [35].

2.4. Mikrobiyal Biyotransformasyonda Kullanilan Mikroorganizmalar

2.4.1. Mayalar

Tek hiicreli okaryotik organizmalar olan mayalar; ¢ogunlukla yuvarlak, oval,
silindirik hiicre yapisina sahip olmakla beraber, tiirden tiire farklilik gosteren
yapidadirlar. Maya hiicresi; bir hiicre duvari, sitoplazma ve ¢ekirdek kisimlarindan
olusmustur. Bir maya kiiltiiriinde tireme kosullarina veya kiiltiir yasina bagli olarak,
farkli sekil ve boyutlarda maya hiicreleri bulunabilir. Maya hiicreleri, bakteri
hiicrelerinden 10 ila 30 kat daha biiyiiktiir [36].

Dogada c¢ok yaygin halde bulunan mayalarin en bol bulundugu alanlar; toprak, tatl
ve sulu meyvelerdir. Mayalar yere diisen meyve ve yapraklar ile topragin daha ¢ok
iist katmanlarinda, 0 -10 cm derinliklerinde bulunmaktadir [37]. Mayanin, tasindigi

yere adapte olmasi onun, sekeri fermente etmesiyle, fiziksel ve kimyasal kosullara
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kars1 durumuyla, organik asitler olusturmasiyla veya organik asitleri par¢alamasiyla

ilgili oldugu bilinmektedir.

Oksijenli ve oksijensiz ortama uyum saglayabilen maya hiicreleri, oksijenli ortamda
sekeri, karbondioksit ve suya; oksijen olmadigi durumda ise sekeri, alkol ve

karbondioksite parcalayabilmektedirler [36].

Mayalar, eseyli ve eseysiz olmak tizere 2 farkli sekilde tireyebilmektedirler. Eseysiz
iiremeler; tomurcuklanma ile gerceklesir. Ana hiicreden olusan bir tomurcuk dogru
biiyiikliige ulastiginda kopar ve bir iz birakarak ana hiicreden tamamen ayrilir.
Mayalarin eseyli iiremesi ise; farkli esem tipine sahip hiicreleriyle ger¢eklesir. iki
uyumlu mantar hiicresinin bir araya gelmesi ve ¢ekirdegin mayoz bdliinmesi ile

olusur.

Maya hiicreleri ¢ok eski tarihlerden beri yiyecek, icecek yapiminda kullanilmaktadir.
Gilinlimiizde bu hiicreler, en ¢cok ekmek yapiminda, alkollii icecek yapiminda, sirke
yapiminda ve yogurt yapiminda kullanilmaktadir. Bu bahsedilenler, maya
hiicrelerinin geleneksel kullanim alanlaridir. Ayrica genetik miihendisligi ve

farmasotik alanlarinda da kullanilmasi maya hiicrelerini dnemli kilmaktadir [38].

2.4.2. Bakteriler

Prokaryotik yapida olan bakteriler tek hiicrelidirler. Hiicreli bir zarla gevrili olmakla
beraber ribozom bulundururlar. Kalitim materyali olan DNA molekiilii, stoplazmada
bulunmaktadir. Bakteriler sekillerine gore ¢ubuk, kiire, spiral ve virgiil olmak tizere

4 gruba ayrilirlar. Bugiine kadar yaklasik 2000 bakteri ¢esidi tanimlanmastir.

Bakteri hiicreleri hiicre duvariyla ¢evrilidir. Polisakkarit zincirinden yapilmis hiicre
ceperleri bulunmaktadir. Baz1 bakteriler bu hiicre ¢eperlerinin disini, salgiladigi
kapsiil ile cevreleyip koruma kalkani olusturur. Hastaliga sebep olan, cogunlukla bu
kapsiil salgilayan bakterilerdir. Bakterilerin biiyiik bir boliimi heterotroftur.

Ciiriik¢iil veya parazit olan bu bakteriler disaridan besin almak zorundadirlar.
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Bakterilerin kiigiik bir boliimii, inorganik maddelerden ihtiyag duydugu, organik
maddeleri sentezleyebilir [36].

Bakteriler ¢ogunlukla eseysiz olarak ikiye boliinerek ¢ogalirlar. Kalitim materyali
kopyalanir ve iki hiicre olusturur. Uygun sicaklik, uygun besin ve belirli nem
kosullar altinda, bakteriler hizli sekilde boliinebilirler [39].

Bakteriler; en fazla toprakta bulunmakla beraber havada, suda, hayvanlarda,
bitkilerde kisacasi her yerde bulunmaktadirlar. Nemli yerlerde daha fazla bulunurlar.
Bakterilerin bulunmadig nadir alan vardir. Bunlar genellikle ¢61 gibi nem orani ¢ok

diistik olan yerlerdir.

2.4.3. Kiifler

Mantarlar aleminin iyeleri olan kiifler, dogada ¢ok yaygin sekilde bulunmaktadir.
Kiifler, klorofil igermemelerinden dolayr karbondioksit ve sudan karbonhidrat
sentezleyemezler. Inorganik azot bilesenlerinden faydalanmalar1 nedeni ile

metabolizmalarinda oksijene ihtiyag duyar ve karbondioksit agiga ¢ikarirlar [36].

Okaryotik organizmalar olan kiifler, cok hiicrelidirler. Cevrede, hemen hemen her
yerde kiifler mevcuttur. Kiif zincirleri arka arkaya dizilerek hifleri olustururlar. Hifler
bir araya gelerek, daha karmasik bir hif yapisi olusturmaktadir. Kiifler ¢ogunlukla
sporlarla ¢cogalmaktadir. Kiif sporlari eseyli ve eseysiz olarak ikiye ayrilmaktadir. Bir
kiif kiiltiirinden, bu sporlardan rastgele bir 6ze ardimiyla alinip, steril bir besiyerine
aktarildiginda, sporlar besiyerinde gelisirler [40]. Kiiflerin hiicre yapisi; hiicre duvari,
stoplazma zar1, stoplazma ve ¢ekirdekten olusur. Maya ve bakterilerdeki gibi kiif
hiicreleri de, hiicre duvariyla ¢evrili halde bulunmaktadir. Hiicre duvar1 ¢gogunlukla
seliilozdan yapilmistir. Kiiflerin hiicre duvart kitin-seliilloz bilesiminden meydana

geldigi icin sert yapidadir.

Kiiflerin aktivitesine etki eden etmenler; sicaklik, pH, su aktivitesi, oksijen ve 151k

oldugu bilinmektedir. Kiifler icin nem oran1 6nemlidir. Nem oraninin %10-15
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dereceden az olan ortamlarda ¢ogalamazlar. Optimum sicaklik derecesi 25-30°C
arasindadir. Kiiflerin aktif oldugu pH araligi genistir. 1,3-9,6 pH araliginda aktif
olduklar1 bilinmektedir. Kiifler oksijeni kullanan mikroorganizmalardir. Bu nedenle
ylizeyde ve ylizeye yakin yerlerde daha c¢ok gelisme gosterirler. Bazi kiifler
karanlikta gelisebilmektedir [41].

Kiiflerden, sanayi alaninda 6nemli derecede yararlanilmaktadir. Cogu antibiyotik,
kiifler yardimi ile iiretilmektedir. Bunlarin en bilineni; Penicillium notatum’dan
penisilin iretilmesidir [42]. Dogada en yaygin olarak bulunan kiifler: Rhizopus,
Geotrichum, Aspergillus, Mucor, Alternaria, Cladosporium, Penicillium cinsleridir

[43]. Bu calismada, bir Aspergillus tiirii ile ¢alismalar yapilmistir.

Aspergillus tiirleri; ekolojik, ekonomik ve tibbi agidan dnemlidir. Bu genusun tiirleri,
endiistride ve fermentasyon islemlerinde kullanilabilirler. Toprakta, havada, suda ve

bazi gidalarda bulunmaktadirlar [44].

Aspergillus cinsini, 1809 yilinda Link tamimlamistir. Bu cins, 7 altgenus ve 17

seksiyon altinda toplanmistir [45].

Aspergillus tiirleri, bircok alanda yararlanilan birincil ve ikincil metabolitler
tretmeleri sebebiyle ticari degeri olan cinslerdir [46]. Enzim ve organik asit
iiretmeleri disinda, biyoteknoloji alaninda 6nem tasiyan bircok sekonder metabolit
iretirler [47]. Baz1 Aspergillus tiirleri, bagisiklig1 diisiik olan kisilerde hastaliklara
sebep olmaktadir [45].

Bu calismada, genellikle toprakta bol miktarda bulunan ve beyaz sporlu bir kiif olan

Aspergillus candidus kiifii kullanilmistir.

2.5. Biyotransformasyonlarda Kullanilan Sekonder Metabolitler

Bitkilerin savunma mekanizmasimin bir Uriinii olan sekonder metabolitler, son

zamanlarda, endiistride popiiler bir kullanim alani olusturmustur. Artan endiistriyel
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ihtiyaglardan ~ dolayr  dogal = metabolitlerin ~ sentetik  olarak  iiretilip
tirevlendirilebilmesi, 6nemli ¢alisma alan1 olmustur. Baslica sekonder metabolitler;

steroidler, fenolik bilesikler, terpenler ve azotlu bilesiklerdir [48].

Bir veya daha fazla sayida hidroksil grubunun baglanmis oldugu bir benzen halkasi
bulunduran bilesiklere, fenolik bilesikler veya polifenoller denir. Fenollerin baslica
gruplar1: Flavonoidler, fenolik asitler, taninler, stilbenler ve lignanlar’dir [49].
Simdiye kadar 8000°den fazla polifenol tanimlanmis olup bunlarin 4000’den fazlasi
flavonoiddir [50].

Flavonoidler, antioksidan ozellik gosteren bilesikler oldugu igin son derece
onemlidir. Flavonoidlerin bulundugu bitkiler baslica; yesil ¢ay, ¢ilek, ahududu ve
brokolidir [51].

Flavonoidler, C6-C3-C6 konfigiirasyonda olup on bes karbonlu, diisiik molekiil
agirlikli bilesiklerdir [49]. Flavonoid gruplarindaki farklilasma; doymamislik

derecesi ve bagli olan hidroksil grubu sayisindan kaynaklanmaktadir.

Yapilan arastirmalar neticesinde; flavonoid bilesiklerinin ¢ok cesitli biyokimyasal ve

farmakolojik aktivite gosterdikleri saptanmustir [52].

Salkonlar, flavonoid sinifinda yer alan ve 6nemli biyolojik etkileri olan bilesiklerdir.
Sentez reaksiyonunda baslangi¢ bilesigi olarak kullanilabilmektedirler. Salkonlar iki
aromatik halkanin ii¢ karbonla birbirine baglandig1 ve o, B-doymamis bir karbonil
veya doymus bir karbonil grubu olan, agik zincirli flavonoidlerdir [53]. C1sH120
kapali formiiline sahip olan salkonlar, kolay sentezlenebilir ve siibstitiisyon
cesitliligi saglayan kolay bir kimyaya sahip olmalarindan dolayi, 6zellikle ilag
kimyas1 ve organik kimya agisindan arastirma konusu olmustur. Ayrica a, -
doymamis ketonlar olarak da adlandirilan salkonlar, dogal iriinlerin Onemli
bilesenleri olmalarinin yaninda sentetik tiirevlendirmeler i¢in de ¢ok 6nemli 6ncii

bilesiklerdir. Sekil 2.3.”de salkon bilesiklerinin genel yapis1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. Salkon bilesiklerinin genel iskelet yapist

Salkon terimi; 1,3-diarilprop-2-en-1-on, Sekil 2.3.’de iskeleti igeren tiim bilesikleri
kapsamaktadir [54]. Salkon bilesiklerinin 6nemli 6zellikleri; olefinik bag ve keton
grubunun bulunmasidir. Salkonlar, farkli siibstitiientlerin baglanmasindan kaynakli
birka¢ gruba ayrilirlar. Basit salkonlar, kinosalkonlar, alkillenmis salkonlar, B-
salkonlar, B-metoksisalkonlar. Basit salkonlarin A veya B ya da her iki halkasinda

cesitli siibstitiientler igeren, ¢ok sayida tiirevleri bulunmaktadir [55].

Bitkilerde yaygin olarak bulunan salkonlar, 6nemli farmakolojik aktivitelere sahip
olmalar1 da aragtirmacilari, bu bilesiklerin sentezine ve biyolojik aktiviteleri tizerine
calismalar yapmaya yoneltmistir. Yapilan c¢alismalar salkonlarin; antibakteriyal,
antifungal, anti-inflamatuvar, antikanser, antimikrobiyal ve antidiyabet gibi biyolojik

aktiviteleri oldugu bilinmektedir [56].

Salkon tiirevleri, ultraviyole 15181 gegirme Ozelligi ve iyi kristallenme 6zelligi
bulundugu i¢in dikkat ¢eken bilesiklerdir. Salkon grubu bulunduran polimerler foto
duyarhliga, iyi ¢ozlinmeye ve termal kararliliga sahip olmasi bu bilesikleri 6nemli

kilmaktadir [57].

Salkon tiirevlerinin, antikanserojen etkisi flavonoidlere kiyasla ¢ok daha giiglii
oldugu bilinmektedir. Literatiir arastirmast sonucu; 2’6’-dihidroksi-4’-4-
dimetoksidihidrosalkon, 2’6’-dihidroksi-4’-metoksidihidrosalkon ve 2’4’,6’-
trihidroksidihidrosalkon bilesiklerinin prostat kanserini onleyici etkisi oldugu

bilinmektedir [58].
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2.6. Salkonlarin Baz Kiifler ile Biyotransformasyonlari

Dogal veya sentetik olarak elde edilebilen bilesikler olan salkon ve tiirevlerinin
mikrobiyal biyotransformasyonlar1 sonu¢ vermistir. Aspergillus kiifleri ile
gergeklestirilen biyotransformasyon reaksiyonlart umut verici oldugundan, bu kiif ile
yapilan caligmalar 6nem kazanmaya baglamistir [59]. Yapilan literatiir taramasi ile
bazi salkon bilesiklerinin, Aspergillus flavus kiifii ile gergeklestirilen
biyotransformasyonlarimin  Tablo 2.1.°de gosterildigi gibi sonu¢ verdigi

bilinmektedir.

Tablo 2.1. Literatiirdeki bazi salkon bilesiklerinin Aspergillus flavus ile biyotransformasyonlari

Baslangic bilesikleri Uriinler
3,4,5-trimetoksigalkon 3,4,5-trimetoksidihidrogalkon
2,3,44°-

2,3,4,4’-tetrametoksisalkon tetrametoksidihidrosalkon

2.7. Cahsmanin Amaci

Dogal iirlinler olan salkonlarin artan kullanim alanlari, ¢alismalar tizerine ¢ekmistir.
Yapilan ¢alismalarda salkon bilesiklerinin, mikrobiyal biyotransformasyonlari sonug
vermistir [58]. Dogada yaygin halde bulunan Aspergillus tiirleri, mikrobiyal
biyotransformasyon c¢alismalarinda tercih edilmektedir. Bu c¢alismada, salkon
bilesiklerinin Aspergillus candidus kiifii ile biyotransformasyonlarinin sonucunda

olusan metabolitlerin incelenmesi amaglanmuistir.



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Maddeler

Biyotransformasyon calismalarinda kullanilan cam malzemelerin ve besiyerinin
sterilizasyonu Niive OT 020 marka otoklav ile yapildi. IKA KS 400 i Calkalamali
Inkiibatér ile kiiflerin gelisimi saglandi. Infrared spektrumlari, Shimadzu IR Prestige-
21 spektrometre cihazi ile alindi. Optik rotasyon &l¢iimleri WXG-4 polarimetre
cihaz1 ile alindi. 'HNMR spektrumlari tetrametilsilan standart i¢c sinyal olarak
kullanilarak, 400 MHz’de déterokloroform igerisinde alindi. **C-NMR spektrumlari

75 MHz’de déterokloroform igerisinde alindi.

Mikrobiyal biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanilan Aspergillus candidus
kiiltiiri TUBITAK MAM Kurumu’ndan yatik agar kiiltiirii seklinde bir adet stok

kiiltiir olarak temin edildi.

3.2. Taze Yatik Agar Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

PDA (potato dekstroz agar) (5,85 g) ve agar (1,20 g) karisimi saf su ile 150 mL’ye
tamamlandiktan sonra kaynatilarak besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri
sogumadan 15 adet 22 mL’lik cam siselerin yarilarina kadar ilave edilerek otoklav
icerisinde 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi. Sterilizasyondan sonra siseler
icerisinde erimis haldeki besiyerleri, donmadan oOnce 45”ye yakin bir egim
olusturacak sekilde sogumaya birakilarak yatik agar besiyerlerinin hazirlig
tamamlandi. Steril sartlar altinda, stokta buluna kiif kiiltiirinden yatik agar
besiyerlerinin 3 tanesine aktarma yapilmis ve 15 giin boyunca cogalmaya
birakilmigtir. Bu sekilde hazirlanan yeni yatik agar kiiltiirlerinin en gelismisindeki

kiifler 15 giinde bir 3 yeni yatik agar besiyerine steril sartlarda aktarildi. Bu aktarma



17

islemi 2 kez tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve en gelismis yatik agar

kiiltiirtindeki kiifler biyotransformasyon ¢alismalarinda kullanildi.

3.3. Biyotransformasyon Cahismalarina Hazirhk

Hazirlanmis olan 1 L besiyeri ¢ozeltisi 10 adet 250 mL erlene paylastirildiktan sonra
otoklavda sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanan en taze alt kiiltiirdeki kiif erlenlere
steril sartlarda aktarildi. Bu erlenler yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in 3 giin
boyunca 28 °C’de calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Kiif igeren
erlenden diger erlenlere steril sartlar altinda yaklasik 1 mL aktarildiktan sonra bu
erlenler de yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in 3 giin siiresince 28 °C’de

inkiibasyona birakildu.

3.4. Biyotransformasyonu Gerceklestirilecek Substratin Ilavesi

Biyotransformasyonu gergeklestirilecek her bir salkon (400 mg), etanol (10 mL)
icerisinde ¢oziilerek yeterli miktarda kiif igeren erlenlere esit hacimlerde, steril
kosullar altinda ilave edildikten sonra, 28 °C’de ¢alkalamali inkiibatorde 3,5 veya 7

giinliik inkiibasyona birakildi.

3.5. Bilesiklerin Ekstraksiyonu ve Saflastirilmasi

Inkiibasyon sonunda, Buchner hunisi yardimiyla filtrasyon yapilarak besiyeri kiif
kiiltiirline ait misellerden siiziilerek ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil
asetat (500 mL) kullanilarak yikandi. Erlendeki siiziintii ile her seferinde etil asetat
(1 L) kullanilarak 3 ekstraksiyon gerceklestirildi. Daha sonra ekstraktlara susuz
sodyum siilfat eklenerek ortamda varolabilecek su uzaklastirildi. Evaporator yardimi
ile etil asetat uzaklastirildiktan sonra yagimsi bir madde elde edildi. Buraya kadarki

tiim agsamalar her bir biyotransformasyon ¢aligsmasi i¢in aynen gerceklestirildi.
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3.6. Biyotransformasyon Caliymalarinin Kontrolii

Herbir biyotransformasyon deneyi ii¢ ayr1 kontrol erleni ile takip edildi. Ik kontrol
erleninde sadece besiyeri, ikinci kontrol erleninde besiyeri ve substratlardan birisi,
ticiincii kontrol erleninde ise besiyeri ve mikroorganizma kullanildi. Her bir kontrol
erleni i¢in asil biyotransformasyon c¢aligsmalarindaki biitiin islemler aynen uygulandi.
Asil deneylerden elde edilen metabolitlerin ger¢ek biyotransformasyon iirtinleri olup

olmadig belirlemek igin bu erlenlerden elde edilen kalintilardan *H NMR alinda.

3.7. Aspergillus candidus Kiifii ile Salkonlarin Biyotransformasyonlari

Aspergillus candidus kiiltiirliniin besiyerinin hazirlanmasi i¢in gerekli bilesenler ve

1 L ¢6zeltideki miktarlar1 Tablo 3.1.’de verilmistir [60].

Tablo 3.1. Aspergillus candidus kiifii igin hazirlanan besiyeri bilegenleri

Bilesenler Miktar
Sukroz 30,009
NaNO; 2,009
MgSO4 0,50 ¢
KClI 0,50 g
FeSO4 0,01g
KHPO, 1,009

Sekil 3.1, 3.2, 3.3’de agik yapis1 gosterilen salkonlarin her biri ayri ayr1 (400 mg)
etanol (10 mL) icerisinde ¢oziinerek yeterli miktarda kiif iceren erlenlere esit

hacimlerde, steril kosullar altinda ilave edildi.
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Sekil 3.1. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1)
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Sekil 3.2. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (2)

0

jf..-—"'

S_4

Sekil 3.3. (E)-3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (3)

(E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1) 28 °C’de, calkalamali inkiibatorde
150 rpm’de 3, 5 ve 7 giinliik inkiibasyona birakildi. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-
1-on (2) 3 ve 5 giin, (E)-3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (3) ise 28 °C’de,
calkalamal1 inkiibatdrde 150 rpm’de 5 giinliik inkiibasyona birakildi.

3.7.1. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1) Aspergillus candidus ile

biyotransformasyonu

(E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1) bilesiginin Aspergillus candidus ile
3, 5 ve 7 giin siiren biyotransformasyonlari incelendi. Biyotransformasyon islemleri
gerceklestirildikten sonra baslangic maddesi ve elde edilen maddelerin *H NMR ve
13C NMR spektrumlari alindi.

3.7.2. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on  (2) Aspergillus candidus ile

biyotransformasyonu

(E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (2) bilesiginin Aspergillus candidus ile 3 ve 5

giin siliren biyotransformasyonlar1 incelendi.  Biyotransformasyon islemleri
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gerceklestirildikten sonra baslangi¢ maddesi ve elde edilen maddelerin *H NMR ve
13C NMR spektrumlari alinda.

3.7.3. (E)-3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (3) Aspergillus candidus ile

biyotransformasyonu

(E)-3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (3) bilesiginin Aspergillus candidus
ile 5 giin siiren biyotransformasyonlari incelendi. Biyotransformasyon iglemleri
gerceklestirildikten sonra baslangic maddesi ve elde edilen maddelerin *H NMR
ve 3C NMR spektrumlari alindi.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

Biyotransformasyonlardan elde edilen metabolitlerin yapi tayinleri Boliim 3’de
anlatildig1 gibi bu bilesiklerin, 'H NMR ve *C NMR spektrumlarmin alinmasi ve bu
spektrumlarin baslangic maddelerine ait 'H NMR ve *C NMR spektrumlari ile

karsilastirilmasi neticesinde gerceklestirildi.
4.1. Aspergillus candidus Kiifii ile Biyotransformasyonlar

4.1.1. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1) Aspergillus candidus Kiifii

ile biyotransformasyonu

Sekil 4.1.”de gosterilen (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1) bilesiginin A.
candidus kifii ile 28 °C ’de 3, 5 ve 7 giin siiren inkiibasyonlar1 neticesinde
degismeyen baslangic maddesi ve indirgenmis iriin olan 3-(furan-2-il)-1-(p-
tolil)propan-1-on (4) elde edildi. Sekil 4.2.’de baslangic maddesinin, Sekil 4.3.’de
indirgenmis tirliniin, Sekil 4.4-4.6.’da sirasiyla 3, 5 ve 7 giinliik biyotransformasyon
reaksiyonlar1 neticesinde elde edilen metabolitlere ait *H NMR spektrumlart
verilmistir. Sekil 4.7.’de baslangi¢ maddesinin 3C NMR spektrumu, 4.8.’de
indirgenmis {iriiniin *C NMR spektrumu ve 5 giinliik biyotransformasyon
reaksiyonu sonucunda elde edilen metabolitlere ait *C NMR spektrumu sekil 4.9.”da

verilmistir.

(0]
Acandldus
D D
0 28°C35ve7gun
Me

Sekil 4.1. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1) bilesiginin A. candidus ile biyotransformasyonu
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Sekil 4.2. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1)’e ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.3. 3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)propan-1-on (4)’e ait *H NMR spektrumu [61]
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Sekil 4.4. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1)’in A. candidus ile 3 giinlik inkiibasyonunda elde

edilen karigima ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.5. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1)’in A. candidus ile 5 giinlilk inkiibasyonunda elde

edilen karigmma ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.6. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1)’in A. candidus ile 7 giinliik inkiibasyonunda elde edilen
karigima ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.7. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1)’e ait *3C NMR spektrumu
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Sekil 4.8. 3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)propan-1-on (4)’e ait 1*C NMR spektrumu [61]
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Sekil 4.9. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1)’in A. candidus ile 5 giinliik inkiibasyonunda elde
edilen karigima ait 13C NMR spektrumu
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4.1.2. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (2) Aspergillus candidus Kkiifii ile

biyotransformasyonu

Sekil 4.10.’da gosterilen (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (2) bilesiginin A.
candidus kiifii ile 28 °C ’de 3 ve 5 giin siiren inkiibasyonu neticesinde degismeyen
baslangi¢ maddesi ve 3-fenil-1-(p-tolil)propan-1-on (5) elde edildi. Sekil 4.11.’de
baslangic maddesinin, sekil 4.12.’de indirgenmis {riiniin, sekil 4.13.-4.14.’de
sirastyla 3 ve 5 gilinliik biyotransformasyon reaksiyonlar1 neticesinde elde edilen
metabolitlere ait 'H NMR spektrumlar1 verilmistir. Sekil 4.15.’de baslangig
maddesinin, 4.16.’da  indirgenmig {rlnlin, sekil 4.17.°de 5 ginliik
biyotransformasyon reaksiyonu sonucunda elde edilen metabolitlere ait *C

spektrumu verilmistir.

O
A.candidus ‘/\)k‘\ m
0
Me 28 °C, 3 ve Sgiin Me Me

Sekil 4.10. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (2) bilesiginin A. candidus kiifti ile biyotransformasyonu
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Sekil 4.11. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (2)’e ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.12. 3-fenil-1-(p-tolil)propan-1-one (5)’e ait *H NMR spektrumu [61]

252

1567
0.67
1.07

1.00

ppm (1)

Sekil 4.13. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (2)’in A. candidus ile 3 giinliik inkiibasyonunda elde edilen

karigima ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.14. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (2)’in A. candidus ile 5 giinliik inkiibasyonunda elde edilen

karisima ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.15. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (2)’e ait **C NMR spektrumu
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Sekil 4.16. 3-fenil-1-(p-tolil)propan-1-on (5)’e ait 3C NMR spektrumu [61]
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Sekil 4.17. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (2)’in A. candidus ile 5 giinliik inkiibasyonunda elde edilen
karigima ait 3C NMR spektrumu



30

4.1.3. (E)-3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (3) Aspergillus candidus kiifii

ile biyotransformasyonu

Sekil 4.18.”de gosterilen (E)-3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (3) bilesiginin
A. candidus kiifti ile 28 °C ’de 5 giin siiren inkiibasyonu neticesinde degismeyen
baslangi¢ maddesi ve 3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)propan-1-on (6) elde edildi. Sekil
4.19.’da baslangi¢ maddesinin, Sekil 4.20.’de indirgenmis Uriiniin, Sekil 4.21.°de 5
giinliik biyotransformasyon reaksiyonu neticesinde elde edilen metabolitlere ait *H

NMR spektrumlari verilmistir.
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Sekil 4.18. (E)-3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin A. candidus ile biyotransformasyonu
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Sekil 4.19. (E)-3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (3)’e ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.20. 3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)propan-1-on (6)’e ait *H NMR spektrumu [61]
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Sekil 4.21. (E)-3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (3)’in A. candidus ile 5 giinliik inkiibasyonunda elde
edilen karigima ait *H NMR spektrumu




BOLUM 5. TARTISMA VE SONUCLAR

(E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on-2-en-1-on (1), (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-
l-on (2) ve (E)-3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (3) salkonlarinin A.

candidus kiifii ile biyotransformasyonlar1 gerceklestirildi.

(E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (1) bilesiginin A. candidus kiifii ile 28
°C’de optimum siireyi belirlemek amaciyla 3, 5 ve 7 giin siiren inkiibasyonlari
neticesinde degismeyen baslangi¢ maddesi ve indirgenmis iiriin olan 3-(furan-2-il)-
1-(p-tolil)propan-1-on (4) elde edildi. Bilesigin yapist 'H NMR ve BC NMR
spektrumlarinin baslangic maddesinin spektrumlart ile karsilastirilmak suretiyle
tespit edildi. 3 ve 5 giinliik biyotransformasyonlar sonucunda baslangi¢ maddesi
(%55 ve %53) ve 3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)propan-1-on (4) (%45 ve %47) oldugu
tespit edildi. 7 giin siiren inkiibasyon neticesinde %30 baslangic maddesi, %40
indirgenmis tiriin (4) ve %30 izole edilemeyen pargalanma firtinleri elde edildi. Bu

sonuglara gore diger caligmalarin inkiibasyon siireleri 3 veya 5 giin olarak calisildi.

(E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (2) bilesiginin A. candidus kiifii ile 28 °C *de 3
ve 5 giin siiren inkiibasyonu neticesinde degismeyen baslangi¢ maddesi ve 3-fenil-1-
(p-tolil)propan-1-on (5) elde edildi. Bilesigin yapist 'H NMR ve C NMR
spektrumlarinin baglangic maddesinin spektrumlart ile karsilastirilmak suretiyle
tespit edildi. 3 giin siiren biyotransformasyon sonucunda baslangi¢ maddesi (%60)
ve 3-fenil-1-(p-tolil)propan-1-on (5) (%40) oldugu tespit edildi. 5 giin siiren
inkiibasyon neticesinde %50 baslangi¢ maddesi, %50 indirgenmis triin (5) elde
edildi.

(E)-3-(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (3) bilesiginin A. candidus kiifii ile 28

°C’de 5 giin siiren inkiibasyonu neticesinde, degismeyen baslangic maddesi ve 3-
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(tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)propan-1-on (6) elde edildi. 5 giin siiren biyotransformasyon
sonucunda baslangi¢ maddesi (%52) ve 3-fenil-1-(p-tolil)propan-1-on (6) (%48)
oldugu tespit edildi.

Calismada kullanilan salkonlarin biyotransformasyonlari ilk kez gerceklestirilmistir.
Ayn1 kiif ve bagka kiiflerle daha yiliksek verimler elde edebilmek icin inkiibasyon
parametrelerinin degistirilmesine yonelik ¢alismalar planlarimiz arasindadir. Ayrica
caligmada kullanilan salkonlar ve diger bazi salkonlarin benzer calismalar igin
kullanilmamis diger bazi kiifler ile daha 6nemli sonuglar ve daha yiiksek verimli

inkiibasyonlarini gerceklestirmeye yonelik arastirmalarimiz siirecektir.
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