T.C.
SAKARYA UNIiVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BAZI ORGANIK BILESIKLERIN ULOCLADIUM
- CHARTARUM KUFU ILE
BiYOTRANSFORMASYONLARI

YUKSEK LISANS TEZI
Vusala iISMAYILOVA

Enstitii Anabilim Dah . KIMYA

Enstitii Bilim Dal ©  BIYOKIMYA

Tez Danismani . Dr.Ogr.Uyesi Semra YILMAZER
KESKIN

Temmuz 2021



T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BAZI ORGANIK BILESIKLERIN ULOCLADIUM
- CHARTARUM KUFU ILE
BIiYOTRANSFORMASYONLAR]

YUKSEK LISANS TEZi

Vusala ISMAYILOVA

Enstitii Anabilim Dah : KiMYA

Enstitii Bilim Dah : BiYOKIMYA

Bu tez 09/07/2021 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oybirligi ile kabul edilmistir.

Jiiri Baskam Uye Uye



BEYAN

Tez igindeki tiim verilerin akademik kurallar ¢ergevesinde taratimdan elde edildigini,
gorsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglarin akademik ve etik kurallara uygun sekilde
sunuldugunu, kullanilan verilerde herhangi bir tahribat yapilmadigini, bagkalarinin
eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel normlara uygun olarak atifta
bulunuldugunu, tezde yer alan verilerin bu iiniversite veya bagka bir liniversitede

herhangi bir tez ¢alismasinda kullanilmadigini beyan ederim.

Vusala ISMAYILOVA



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca degerli bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, her
konuda bilgi ve destegini almaktan ¢ekinmedigim, arastirmanin planlanmasindan
yazilmasina kadar tiim asamalarinda yardimlarini esirgemeyen, tesvik eden, ayni
titizlikte beni yonlendiren degerli danisman hocam Dr.Ogr.Uyesi Semra YILMAZER
KESKIN’e tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar imkanlar1 konusunda anlayis ve yardimlarini esirgemeyen, bilgi ve
deneyimlerinden yararlandigim Sakarya Universitesi Kimya Boliim Ogretim
Uyelerinden sayin Prof.Dr. Abil OZDEMIR’e ve Dog¢.Dr. Can Serkan KESKIN’e
tesekkiir ederim. NMR spektrumlarimin alinmasinda ve yorumlamasinda yardimlarini

esirgemeyen degerli hocam sayim Dog.Dr. Fatih SONMEZ e tesekkiirlerimi bildiririm.

Egitim hayatim boyunca beni maddi manevi konularda destekleyen tiim aileme

tesekkiir ederim.

Ayrica bu c¢aligmanin maddi acidan desteklenmesine olanak saglayan Sakarya
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Komisyon Baskanlhigina (Proje
N0:2020-7-24-113) tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

TESEKKUR ..o, i
ICINDEKILER ......oiiiiiiii e, i
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI ..........cocoiiiiii i, iv
SEKILLER LISTESI ...t v
TABLOLAR LISTESI .. .ooviniiii e vi
OZET . vii
SUMM A R Y Lo Viil

GIRIS oo, 1
BOLUM 2.
GENEL BILGILER..........ociiiiiiiiiiiiiieeeiie e 3
2.1. Enzimler ve OzelliKIeri.........o.ovueeii i 3
2.2. Biyotransformasyonlar ................cooiiiiiiiiiiii 4
2.3. Mikrobiyal Biyotransformasyonlar...........................ool 6
2.4. Mikrobiyal Biyotransformasyonlarda Kullanilan  Biyolojik
SIStEMIET . . 8

2.5. Mikrobiyal ~ Biyotransformasyonlarda  Kullanilan ~ Sekonder
MetobOlItler ... ... 11
2.6. Baz1  Kiifler ile Salkonlarin  ve a-Lipoik Asidin

Biyotransformasyonlari..............cooooiiiiiiiiiiii 14

2.8. Calismanin AMACT ........oouiiriirtiitiie i eeeaeeaeans 14
BOLUM 3.

MATERYAL VE YONTEM ......oiiiiiiiiiiiiiiiieeeiiie e 15



3.1. Kullanilan Arag-Geregler ve Sarf Malzemeler......................... 15

3.2. Taze Yatik Agar Kiiltlirlerinin Hazirlanmasi........................... 15
3.3. Kiif Kiiltiirlerinin Hazirlanmast.................ooooone, 16
3.4. Kiiflere Ait Besiyerlerinin Hazirlanmasit ......................o.. 16
3.5. Biyotransformasyon Calismalart .................ccooeeiiiiiiniinin, 16
3.6. Biyotransformasyon Caligmalarinin Kontrolii.......................... 17
3.7. Metobolitlerin Saflastirilmasi ve Yap1 Tayini...............cccceeenennn. 17

BOLUM 4.

DENEYSEL BULGULARI ..., 18
4.1. Baz1 Salkon Tiirevleri ile Biyotransformasyonlar...................... 18

4.1.1. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on U. chartarum kiifii ile
biyotransformasyonu...................cooiiiiiiii 18
4.1.2. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on U. chartarum

kiifii ile biyotransformasyonu................cooooiii, 21
4.2. a-Lipoik Asit ile Biyotransformasyonlar............................... 23

4.2.1. o-Lipoik asit ile Cladosporium sphaerospermum MRC
70266 kiifii ile biyotransformasyonu............................ 23
4.2.2. a-Lipoik asit ile Cladosporium cladosporioides MRC 70282
kiifli ile biyotransformasyonu..................cooeeeeiiniinnnn... 25

4.2.3. a-Lipoik asit ile Ulocladium chartarum MRC 72584 kiifii ile

biyotransformasyonu...............cooviiiiiiiiiii 27
BOLUM 5.
TARTISMA VE SONUC ...t e 29
KAYNAKLAR Lo 31
OZGECMIS ..o, 36



SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

°C
CDCL3
BC-NMR
DNA
FeSO4

'H-NMR
Hz

ITK

KCI
KH,PO4

mg
MHz
MgSO4
mL
NaNO3
PDA
pH
ppm
rpm

: Santigrat derece

: Détorokloroform

: Karbon-13 niikleer manyetik rezonans

: Deoksiriboniikleik asit

: Demir (I1) siilfat

: Gram

: Proton Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi
. Hertz

: Ince tabaka kromotografisi

: Potasyum kloriir

: Potasyum dihidrojen fosfat

- Litre

: Miligram

: Megahertz

: Magnezyum siilfat

: Mililitre

: Sodyum nitrat

: Patato dextrose agar

: Hidrojen iyonu konsantrasyonunun eksi logaritmasi
: Milyonda bir kisim

: Dakika bagina doniis sayisi



SEKILLER LISTESI

Sekil 2.1. Salkon bilesiklerinin genel iskelet yapisi................ooooeiiiiiiinnt.
Sekil 2.2. Lipoik asit (5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoik asit) in agik yapisi.........
Sekil 4.1. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (2) bilesiginin  U. chartarum
kiifii ile biyotransformasyonu.............coeviiiiiiiiiiiiiii e,
Sekil 4.2. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on  bilesigine ait 'HNMR
SPEKEIUMU. ...
Sekil 4.3. 3-fenil-1-(p-tolil)propan-1-on bilesigine ait '"H NMR spektrumu.........
Sekil 4.4. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on (2)’in U. chartarum ile 3 gilinliik
inkiibasyonunda elde edilen karisima ait '"H NMR spektrumu..........
Sekil 4.5. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on  bilesiginin U. chartarum ile 5
giinliik inkiibasyonunda elde edilen karisima ait 'H NMRspektrumu
Sekil 4.6. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin U. chartarum
ile biyotransformasyonU. .........ooviuiiiiiiiitiiit e,
Sekil 4.7. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on  bilesigine ait 'H NMR
] 0112 111010 B O
Sekil 4.8. 3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)propan-1-on  bilesiginin  ait '"H NMR
SPEKEIUMU. ...
Sekil 4.9. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin U. chartarum
ile 3 giinliik inkiibasyonunda elde edilen karisima ait 'H NMR
SPEKITUIMIUL . ..ottt e e e et e reeere e e e e ereeesreeeeaaee e
Sekil 4.10. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin U.
chartarum ile 5 giinliik inkiibasyonunda elde edilen karigima ait 'H
NMR Spektrumu. ......c.ovvriii e
Sekil 4.11. a-Lipoik asit (5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoik asit) in agik yapisi.......
Sekil 4.12. a-Lipoik aside (5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoik asit) ait 'H NMR

] 0122 111010 RO

13

18

19
19

20

21

21

22

22

23

24



Sekil 4.13. a-Lipoik asidin (0,5 g a-lipoik asit/L besiyeri) C. sphaerospermum
ile 5 giinliik inkiibasyonunda elde edilen karisima ait '"H NMR
] 0122 111010 B R
Sekil 4.14. a-Lipoik asidin (1 g a-lipoik asit/L besiyeri) C. sphaerospermum ile
5 giinliik inkiibasyonunda elde edilen karigima  ait 'H NMR
] 07512 111010 B RS
Sekil 4.15. a-Lipoik asidin (0,5 g a-lipoik asit/L besiyeri) C. cladosporioides ile
5 giinliik inkiibasyonunda elde edilen karisima ait 'H NMR
SPEKEIrUMU. ...
Sekil 4.16. a-Lipoik asidin (1 g a-lipoik asit/L besiyeri) C. cladosporioides ile 5
giinliik inkiibasyonunda elde edilen karisgzma ait 'H NMR spektrumu
Sekil 4.17. a-Lipoik asidin (0,5 g a-lipoik asit/L besiyeri) U. chartarum ile 5
giinliik inkiibasyonunda elde edilen karisima ait '"H NMR spektrumu
Sekil 4.18. a-Lipoik asidin (1 g a-lipoik asit/L besiyeri) U. chartarum ile 5
giinliik inkiibasyonunda elde edilen karisgima ait 'H NMR spektrumu

vi

24

25

26

26

27

28



TABLOLAR LISTESI

Tablo 2.1. Biyotransformasyon reaksiyon tipleri ..............ccoeiiiiiiininnnnnn,
Tablo 2.3. izole enzim sistemlerinin Ve biitiin hiicre sistemlerinin avantaj ve

dezavantajlart .............oooeiiiiiii

vii



OZET

Anahtar kelimeler: Biyotransformasyon, salkon, a-lipoik asit, mikroorganizma

Flavonoid ailesine iiye dogal veya sentetik bilesikler olan salkonlar, genis bir biyolojik
aktivite spektrumuna sahiptir. Antibakteriyel, antikanser, antiviral gibi 6zelliklerinden
dolay1 son yillarda salkonlar {izerine yapilan ¢aligmalar artmistir. Birgok biyolojik
etkinlige sahip oldugu bilinen bir antioksidan bilesik olan a-lipoik asitin de sentetik
tirevinin sentezi, mikrobiyal biyotransformasyon ile dogal tiirevlerinin eldesi son
yillarda 6nem kazanmustir.

Bu calismada, (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on ve (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-
tolil)prop-2-en-1-on bilesiklerinin Ulacladium chartarum MRC 72584 kiifii ile, o-
lipoik asit ise Cladosporium sphaerospermum MRC 70266, Cladosporium
cladosporioides MRC 70282 ve Ulocladium chartarum MRC 72584 kiifleri ile
biyotransformasyonlar1 gerceklestirildi.

Biyotransformasyon denemeleri sonrasinda baslangic maddesi ve elde edilen
bilesiklerin *H NMR spektrumlari alinarak biyotransformasyon sonuglar1 incelendi.
Salkon tlirevlerinin biyotransformasyonu neticesinde farkli verimle salkonlarin
hidrojenasyonu tespist edildi. a-lipoik asidin Cladosporium cladosporioides kiifi ile
biyotransformasyonu sonucunda herhangi bir metobolit elde edilemezken
Cladosporium cladosporioides ve Ulocladium chartarum kiifleri ile cok az miktarda
tanimlanamayan metabolit elde edildi.

viii



BIOTRANSFORMATIONS OF SOME ORGANIC COMPOUNDS
WITH ULOCLADIUM CHARTARUM MOLD

SUMMARY

Keywords: Biotransformation, chalcone, a-lipoic acid, microorganism

The chalcones, which are natural or synthetic compounds belonging to the flavonoid
family, have a wide spectrum of biological activity. Due to its antibacterial, anticancer
and antiviral properties, studies on chalcones have increased in recent years. Synthesis
of the synthetic derivative of a-lipoic acid, an antioxidant compound known to have
many biological activities, and obtaining its natural derivatives by microbial
biotransformation have gained importance in recent years.

In this study, (E)-3-phenyl-1-(p-tolyl)prop-2-en-1-one and (E)-3-(furan-2-yl)-1-(p-
tolyl)prop -2-en-1-one compounds with the mold Ulacladium chartarum MRC 72584,
a-lipoic acid with Cladosporium sphaerospermum MRC 70266, Cladosporium
cladosporioides MRC 70282 and Ulocladium chartarum MRC 72584 molds were
biotransformed.

After the biotransformation experiments, the *H NMR spectra of the starting material
and the obtained compounds were taken and the biotransformation results were
examined. As a result of the biotransformation of chalcone derivatives, hydrogenation
of chalcones with different yields was determined. Biotransformation of a-lipoic acid
with the mold Cladosporium cladosporioides did not yield any metabolites, while very
few unidentified metabolites were obtained with the molds Cladosporium
cladosporioides and Ulocladium chartarum.



BOLUM 1. GIRIS

Insanlik tarihindeki onemli olaylarin yénlendirilmesi kendi ¢apinda cogunlukla
teknoloji tarafindan gergeklestirilmistir. Oyle ki 20. Yiizy1l kuskusuz petrokimya, ilag,
giibre, lazer ve mikrogip gibi biiyiik endiistriyel kimya ve fizik ¢agi sayilmis. Daha
sonra ise biyolojiyle iligkili teknolojik alanlarda gelismelerin hiz kazanmasi
biyoteknolojinin egemen olmasina olanak saglamistir [1, 2]. Giinlimiize kadar yapilan
aragtirmalara gore insan niifusunun artmasi ile gereken hammadde ihtiyaglar1 da
biliylimekte. Bu ihtiyaclarin dogal sekilde karsilanmasinda yasanan zorluklara bilim
adamlar tarafindan bulunan ¢dziimlerden bir tanesi de biyoteknolojik siire¢ sayilan
biyotransformasyon uygulamamalar1 olmustur [3]. Dogal kaynaklardan yeni
metobolitlerin iiretilmesi, bu metobolitlerin biyolojik aktivitelerinin ortaya konmasi ve
biyokimyasal tiirevlerinin elde edilmesi biyotransformasyon olarak tanimlanir. Thtiyac
duyulan gerekli bilesenlerin karsilanmasinda bu tiir ¢caligmalar her zaman oldukg¢a

bliyiik 6neme sahip olmustur.

Canli organizmalarda bulunan dogal bilesikler temelde primer metobolitler ve
sekonder metobolitler olmak tizere iki sinifa ayrilirlar. Birinci sinifa dahil olan primer
metobolitler hiicrelerde ortak bilesikler olup, biliylime, iireme ve gelisme, iriin
doniistimii, bitkilerde fotosentez gibi primer fonksiyonlarin gerceklestirilmesini
saglayan bilesiklerdir [4]. Genellikle bitkiler tarafindan iiretilen bu sinifin iyeleri
canlimin yap1 taslarmi olusturan karbonhidratlar (nisasta, seliilloz), mineraller
(katyonlar, tuzlar, anyonlar), lipitler (trigliserit, fosfolipit), proteinler ve hormonlar
gibi mineral ve organik bilesiklerdir. Sekonder metobolitler ise canlilarin gelisimi ile
dogrudan iliskili olmay1p, canlilarin ¢evreye adapte olmalari, tasinma, korunma gibi
ikincil faaliyetlerini gergeklestiren organik bilesiklerdir. Bagka bir ifade ile bu
bilesikler canli varliklarin biiyiimesi ve gelise bilmesi i¢in zorunlu olmayan sekonder

metobolizmanin ara {irlinleri olup ikincil metobolitler yani sekonder metobolitler



olarak tanimlanmaktadir [5, 6]. Sekonder bilesenler bir¢ok canlida bulunsalar da daha
cok bitkiler, bécekler ve mikroorganizmalarda fazlasiyla bulunur. Bu bilesikler genel
olarak kotii tatlar1 ve kokulari ile otgullar1 kendinden uzaklastiran bilesikler, stres veya
saldir1 sonucunda ortaya ¢ikan savunma bilesenleri, baska canlilart glizel kokular1 ve
renkleriyle bulunmus olduklar1 canliya cezbeden bilesikler ve ayni zamanda bazi
hayvanlar, misal bocekler arasinda haberlesmeden sorumlu feromonlar olarak da
bilinirler [3]. Ilk baslarda sekonder metobolitlerin bitkilerde hicbir degisikliye
ugramadan depo ve atik {rlinii olarak biriktigi diisiiniilmiis. Sonradan yapilan
arastirmalarla sekonder {irlinlerin tanenler, kauguk ve ligninler gibi polimerler hari¢
gerektiginde primer metobolitlere doniistiiriilerek katobolize oldugu ortaya ¢ikmustir.
Boylelikle sekonder metobolitler bu donilisiimii sayesinde primer metobolik rolil
oynayarak enerji kaynag1 ya da koruma fonksiyonu iistelenebilmektelerdir. Ornegin;
radyoaktif etkilenmelerden koruma rolii oynayabilir [4]. Bitkilerde baz1 doku ve
organlarda spesifik enzimler araciligi ile 6zel olarak sentezlenmektelerdir [7]. Ancak
yapilan arastirmalar sonucu sekonder metobolitlerin bitkilerde eser miktarlarda
tiretildigi ortaya ¢ikmistir. Buna ragmen gliniimiizde dogal yollarla ham maddeleri elde
etmek adina sekonder metobolitlerin incelenmesinin ekonomik ©6nemi daha da
artmaktadir. Sekonder metobolitlerden hammadde seklinde elde edilmesi zamanla ¢ok
biiylik 6nem arz eden gida katki maddeleri, boyalar, farmosétikler, tatlandiricilar,
yapistiricilar, pestisitler gibi degerli bilesikler giiniimiizde ¢esitli kullanim alanlarina

sahiptir [8].

Kimyasal yapilar1 sebebi ile farkli o6zellikler gostermelerinden ve degisik sentez
yontemlerinden dolay1 sekonder metobolitler ¢esitli siniflandirmalara sahiptir. Genel
siiflarininin yapilarina bakilacak olursa sekonder metobolitlerin cogu azot icermekte.
Bunlara alkoloidler, aminler, alkamidler, lektinler, polipeptidler 6rnek gosterilebilir.
Ancak sekonder metobolitlerin bazi siniflarinin yapilarinda azot bulunmamakta olup
yapilarinda kiikiirt bulunan iyeleri de mevcuttur. Bu kategoriye ise terpenler,
steroidler, flavonoidler, yag asitleri, organik asitler, tanninler gibi énemli bilesikler

ornek olarak verilebilir [4].



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimlerin ve Ozellikleri

Enzimler yalniz canli organizmalar tarafindan sentezlenen ve biyokimyasal
reaksiyonlart hizlandiran biyokatalizorlerdir. Biyotransformasyonlar giiniimiizde ya
bircok enzim izole edilerek ya da bazi enzimler ticari olarak elde edilerek
yapilmaktadir. Enzimler, Uluslararasi Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu tarafindan
sirastyla oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar
olmak tiizere alt1 sinifa ayrilmistir. Her bir siif ise kendi icerisinde 4-13 arasi alt

siniflara ayrilmaktadir [9].

Oksidorediiktazlar sinifi, dehidrogenazlar, rediiktazlar, oksigenazlar, oksidazlar gibi
iki ayr1 substrat arasindaki indirgenme-yiikseltgenme tepkimelerini katalizleyen
enzimleri igerirler. Transferazlar iki ayr1 substrat arasindaki hidrojen haricinde belirli
atomlarin ve gruplarin transferini katalizleyen enzimlerdir. Hidrolazlar ise ester, eter,
anhidrit, peptid, glikozid gibi bazi baglarin hidrolizini katalizlemektedir. Liyazlar
substratlardan belirli gruplarin ayrilmasi ile ¢ift baglarin olusumunu ve ayrica ¢ift
baglara katilmalar1 katalizleyen enzimlerdir. izomerazlar; rasemaz, epimeraz, mutaz
gibi enzimleri igerirler ve cesitli izomerlerin birbirine doniistimiinii katalizlerler.

Lipazlar iki substratin birbirine baglanmasini katalizleyen enzimlerdir [9].

Enzimler dahil olduklar1 reaksiyonlarda hicbir degisikliye ugramadan ve higbir yan
iriin olusturmadan onlar1 katalizler. Yan {iriin olugsmadigi i¢in enzimlerin katalizledigi

reaksiyonlar ¢evre dostu sayilir [10].

Enzimlerle ger¢eklestirilen reaksiyonlar %100’ liik verim saglayarak hiicre dahilinde

meydana gelen tepkimelerin hizim1 ve 6zgiilliiglinii diizenlemekle gorevlidir. Biiyiik



kismi protein yapisinda olan enzimler hiicre igindeki etkilesimlerinin yanisira ¢ogu

zaman hiicre disindaki etkinliklerini de korurlar [10].

Enzimlerle ilgili cok pahali ve fazlasiyla duyarli olmalari, sadece kendilerine 6zgii
substratlarina etki etmeleri yoOniinde bazi Onyargilar vardir. Buna ragmen
biyotransformasyonlarda istirak eden ¢ogu enzim i¢in bu olumsuz fikirler dogru
degildir [11]. Enzimlerle gergeklestirilen reaksiyonlar ¢ok hizli olduklari icin
kullanicilarma her yonden avantaj saglar. Ornek gosterecek olursak enzimlerle
katalizlenen reaksiyonlarin hizi enzimler olmaksizin gerceklestirilen reaksiyonlardan

10 - 10'° kat1 daha hizl1 gergeklesmektedir.

Sanayide ve diger alanlarda yarar saglayacak birgok reaksiyon enzimlerin istiraki ile
yapilmaktadir. Ornek olarak bu reaksiyonlara dekarboksilasyon, izomerizasyon,
acilion ve aldol reaksiyonlari, alken, alkan siilfiirler ve siilfoksitlerin yiikseltgenmesi
ve indirgenmesi, Diels-Alder ve Michael katilmasi reaksiyonlar1 gosterilebilir. Tiim bu
avantajlar sayesinde enzimler klasik yontemlerle yapilmasi gii¢ olan reaksiyonlari ¢ok
kolay bir sekilde ve 1liman sartlar altinda gergeklestire bilmektedir. Bu da enzimlerin
endiistriyel a¢idan yararli olmalarim1 ve iktisadi bakimdan tasarruf saglamalarini

miimkiin kilar [11].

2.2. Biyotransformasyonlar

Biyotransaformasyon enzimler veya biinyesinde enzim bulunduran biyolojik
sistemlerin araciligiyla belirli bir substratin biyokimyasal tiirevlerinin elde edilmesi
reaksiyonudur. Ancak biyotransformasyon reaksiyonlari canli sistemlerin dogada
gergeklestirdigi biyolojik reaksiyonlarin aksine kendilerine yabanci substratlara etki
etmeleri acisindan farklilik yaratmaktadir. Biyotransformasyon reaksiyonlarindan iyi
bir sonug elde etmek i¢in hem substratin hem de biyokatalizoriin dogru se¢ilmesi ¢ok
onemlidir [12]. Tarihten bircok biyotransformasyon o©rnegi verilebilir. Antik
medeniyetler et ve siit iirlinlerini hazirlamak i¢in mikrobiyal biyokatalizorlerden

yararlanmiglardir. Gliniimiizde ise biyokatalizorler gida endiistirisinde, ilag ve kimya



endiistri sektorlerinde 6zel kimyasallar ve cesitli ara iiriinlerin sentezi yoniinde daha

da yaygin sekilde kullanilmaktadir [13].

Biyotransformasyon genis ve biiyliyen bir biyoteknoloji alanidir. Biyotransformasyon
biyokimyasal reaksiyonlar sonucu istenen {iriiniin elde edilmesini saglayan
biyoteknolojik bir siirectir. Cesitli biyolojik kaynaklardan izole edilen mikroplar ve
enzimlerle yeni bilesikler elde etmek adina birgok biyokatalitik metodolojiler
gelistirilmistir. Bu da onlarin ¢esitli ortamlarda kullanimini kolaylastirarak farkli
metobolik yollarinin arastirilmasi, manipiilasyonu ve bilyiitiilmesine olanak
saglamaktadir[13]. Laboratuvar ortamlarinda gerceklestirilen tiim sentetik
tepkimelerin neredeyse tamamina esdeger biyotransformasyon reaksiyon tipi
kesfedilmistir. Biyatransformasyonda kullanilan reaksiyon tipleri Tablo 2.1°de

gosterilmistir [14-16].

Tablo 2.1. Biyotransformasyon reaksiyon tipleri

Dehidrojenasyon, hidroksilasyon, epoksidasyon, kismi
oksidatif degradasyon, Bayer Villiger oksidasyonu
Aldehitleri, ketonlarin, heteroatomlarin indirgenmesi,
cifte baglarin halojenasyonu

Esterlerin, C-N ve epoksitlerin hidrolizi, C=C baglarina
su girisi, N-demetilasyon

Ester ve amit baglarmin olusumu, C=C baglarina
Katilma ve kondenzasyon amonyak ilavesi, birlesme reaksiyonlari

Oksidasyon

Rediiksiyon

Hidrolitik reaksiyonlar

Reaksiyon tipi

Biyotransformasyon ekonomik ve ekolojik bakimdan uygulanabilir bir teknoloji olup,
biyolojik aktif bilesenlerin yapilarini modifiye ederek yeni metobolitlerin kesfine
imkan saglamaktadir. Bu degerli metobolitlerin 6zellikle antimikrobiyal aktivitelere
sahip olmasi bitki ve insan patojenlerine kars1 gittik¢e artan ilag direncini asmak i¢in
onlarin biyosentezini 6énemli bir alternatife ¢evirmistir [17]. Biyotransformasyon
reaksiyonlart ile sadece degerli bilesikler elde edilmemektedir. Ayn1 zamanda ilaglarin
kullanim1 sonucucunda olusan ve canlilara yabanci bilesikler olan ksenobiyotiklerin
ve bazi zararl bilesiklerin giderilmesi i¢in gerceklestirilen metobolik reaksiyonlar da

biyotransformasyon reaksiyonlar1 katogorisine dahildir [18].



Mikrobiyal hiicrelerin metobolize ettigi substratlar hayvan ve bitki hiicrelerine gore da
cok cesitlilige sahiptir. Mikrobiyal hiicreler kiigiik boyutlu olmalar1 ve hiicre
duvarlariin daha saglam ve etkili olmasi sayesinde biyotransformasyonlarda daha
kararli davranabilmektelerdir. Mikroorganizma hiicreleri digerlerine kiyasla
bulunduklar1 ortama ¢ok rahat bir sekilde adapte olduklar1 icin kullanimlari

avantajhdir [15].

2.3. Mikrobiyal Biyotransformasyonlar

Mikrorganizmalarin genetik sisteminde yapilan manipiilasyonlar diger canhi
organizmalarin hiicrelerine gore daha kolay gergeklestirilebilmektedir. Genetik
bilginin aktarilmasi ve bu genetik manipiilasyonlar acisindan mikroorganizmalar ¢ok
avantajhidir. Genetik degisimler sayesinde diger kimyasal yontemlerde istenmeyen
sonuglara sebep olan unsurlar ortadan kaldirilarak {iriin eldesi arttirilmakta ve daha
basarili reaksiyonlar yapilmaktadir. Klasik kimyasal reaksiyonlarda kullanilan zararl

reaktiflerin aksine mikrobiyal biyotransformasyonlar doga dostudur [19].

Kimyasal sentezlerin aksine mikrobiyal biyotransformasyonlar iliman sartlarda
gercelestirilmektedir. Mikrobiyal biyotransormasyonlar 1 atmosfeer basincinda ve oda

sicakliginda reaksiyon vermektedir [16].

Mikrobiyal biyotransformasyonlarla yapilan reaksiyonlarda pahali reaktifler ve
saglanmasi zor olan kimyasal reaksiyon sartlarimin aksine daha ucuza elde edilen
mikroorganizma kiiltiirleri ve besiyeri bilesenleri kullanilmaktadir. Bu gibi avantajlari
sayesinde Mikrobiyal Biyotransformasyonlar modern biyoteknolojinin esas

elemanlarina doniismiistiir [16, 18].

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilan enzimler ya bir¢ok kaynaktan izole
edilmekte veya biitiin hiicre sistemleri dahilinde hiicre i¢i formlar seklinde
bulunabilmektelerdir [20]. Cok eski donemlerden itibaren enzimlerin izolasyonu
gerceklestirilmis ve giiniimiiz biyoteknolojisinde yaygin olarak kullanilmustir. izole

edilen enzimler hayvan, bitki ya da mikroorganizmalarin biinyesinde tespit edilerek



biyolojik yontemlerle (ekstraksiyon, iyon degisim kromotografisi, filtrasyon vb) veya
kimyasal tepkimelerle bu canlilardan saflastirilir.. Enzim izolosyonu gerceklestirilecek
mikroorganizmanin yapisi, bitki veya hayvan organizmasinda hiicre duvarinin yapisi
ve enzimin yerlestiyi bolgeye bagli olarak yontem diizgiin ve iyi bir sekilde

secilmelidir [12].

Cogu intraselliiler enzim aktif hale gelebilmek i¢in bazen bir degil, daha fazla
kofaktore ihtiya¢ duymaktadir. Hiicre dahilinde bu kofaktorler hazir olarak bulunurken
hiicre disinda temin edilmeleri ekonomik a¢idan daha pahaliya mal olmaktadir. Bazen
de bu intraselliiler enzimlerin izolasyonu daha ¢ok zaman alabilmekte ve segilecek
kaynak bakimindan daha pahali olabilmektedir. Bu gibi nedenlerden dolay1
biyotransformasyonlarda genel olarak biitlin hiicre sistemleri tercih edilir [15]. Tablo
2.2.’de  bitlin  hiicre sistemleri ve izole enzimlerle gergeklestirilen

biyotransformasyonlarin avantaj ve dezavantajlar1 daha genis bir sekilde gosterilmistir.

Biitiin hiicre sistemlerini kapsayan biyokatalizorler;
- Canl bitki, bitki doku ve hiicre kiiltiirleri,
- Canli hayvan, hayvan doku ve hiicre kiiltiirleri,
- Mikroorganizmalar,

- Insan hiicreleri1 [20].

Biitiin hiicre sistemleri ile yapilan biyotransformasyonlardan en ¢ok tercih edilenler
mikrobiyal hiicrelerdir. Bunun birgok nedeni vardir. Oncelikle bitki ve hayvan
hiicrelerine kiyasla mikroorganizma hiicreleri ¢ok hizli biiylime ve gelismeye sahiptir.
Bu 6zellikleri mikrobiyal hiicreleri yapilan biyotransformasyonlarin hizli ve ¢ok kisa

stirede gerceklesmesine sebep olmaktadir.



Tablo 2.2. izole enzim sistemlerinin ve biitiin hiicre sistemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 [12, 15, 21].

Biyokatalizér ~ Avantajlar

Dezavantajlari

- Toksik yan iirlin olusturmaz

- Yiksek oranda geri kazanim

- Diisiik maliyetli tepkimeler

- Organik c¢oziiciilerde yiiksek enzim
aktivitesi,

- Calisma kolaylig1 ve geri kazanim
kolaylig1

- Doga dostu olmasi

- Genelde kofaktore ihtiya¢ duyarlar

- Sulu ortamlarda ekstraksiyon ihtiyaci,

- Yan reaksiyon olasiligi,
immobilizasyonda aktivite kayb1

- Coziinmeyen lipofilik substrat

- Organik ¢oziiciide diigiik aktivite

- Genelde kofaktor ihtiyact yok

- Biiyliyen kiiltiirde yiiksek aktivite

- Duragan kiiltiirde ¢alisma kolayligi
ve daha az yan iiriin

- Immobilize  hiicrelerde
kullanilabilirlilik

- Cevre dostudur

tekrar

- Toksik yan iiriin olasilig1

- Inhibasyona duyarlilik

- Pahali donanim gereksinimi

- Diisiik derisim ve diisiik verim

- Organik ¢oziiciilerde diistik tolerans
- Biiyiiyen kiitlede diisiik aktivite

- Immobilize hiicrelerde diisiik aktivite

Biitiin hiicre sistemleri |[zole enzim sistemleri

- Yiksek segicilige sahip olmalar1

2.4. Mikrobiyal Biyotransformasyonlarda Kullanmilan Biyolojik Sistemler

Mikrobiyal biyotransformasyonlarda kullanilan biitliin hiicre sistemleri olan
mikroorganizma hiicreleri ya serbest biiyiiyen hiicreler seklinde ya da duragan hiicreler
olup belirli bir yiizeye sabitlenmis sekilde kullanilmaktadir. Mikrobiyal
biyotransformasyonlarda kullanimi yayginlasmis mikrobiyal biyolojik sistemler
mantarlar (6zellikle mantarlar aleminin 6karyotik iiyelerinden olan kiifler ve mayalar)

ile mavi yesil algler (siyanobakteriler) ve bakterilerdir [16].

Mantarlar aleminin 6karyotik iiyelerinden olan mayalarin en ¢ok bulundugu alanlar
toprak, tath ve sulu meyvelerdir. Mayalar yere diisen meyvelerde ve toragin {ist
katmanlarinda, 0-10 cm derinliklerinde bulunurlar. Mayalar eseyli ve eseysiz olmak
suretiyle iki yolla ¢ogalabilmektedirler [19]. Hem oksijenli, hem de oksijensiz
ortamlarda yasamini siirdiirebilen mayalar oksijen olmadigi ortamlarda sekeri,
karbondioksit ve alkole; oksijenli ortamlarda ise sekeri karbon dioksit ve suya
dontstiirmektelerdir. Alkolli icecekler ve ekmek yapimini saglamak iizere kullanimi
cok eskiye dayanan ve 6nemi giiniimiizde daha da ¢ok artan maya mantarlar1 en ¢cok

yiyecek icecek sanayi sektoriinde yer almaktadir.



Mikrobiyal biyotransformasyonlarda kullanilan mikrobiyolojik sistemlerden biri de
bakterilerdir. Bakteriler prokaryotik yapiya sahip tek hiicreli canlilardir. Bakteriler
cogunlukla heterotrof yasam siirdiirerek ¢iiriik¢iil ve parazit olduklar i¢in organik
besin ihtiyaglarin1 disaridan almaktadirlar. Cok az bir kismi ise gereken besin
ihtiyaclarmi  inorganik  maddelerden  organik  maddeler  sentezleyerek

karsilayabilmektelerdir (siyanobakteriler) [22].

Biyoteknolojik uygulamalarda, tibbi ve endiistri alanlarinda kullanilan mikrobiyal
organizmalardan bir tanesi de kiif mantarlaridir. Kiif mantarlar1 besinler iizerinde
“kiiflenme” denilen olayin olusmasina sebep olup, parazit, saprofit, bazen de
simbiyotik yasam siirdiirmektelerdir. Hiicre yapisi itibariyle okaryotik, cok hiicreli
mikroorganizmalar olan kiifler genellikle sporlarla cogalirlar. Cogalma sporlarin eseyli
ve eseysiz olmak {lizere ayrilmasiyla gerceklesmektedir [23]. Kitin tabakasinin
olusturdugu sert yapili hiicre duvarlarina sahiplerdir. Kiiflerin aktivitesi sicaklik, nem
orani, belirli pH aralig1, 151k gibi etmenlere bagli olarak degigsmektedir. Bu etmenleri
sOyle Ozetleyebiliriz; optimum sicaklik 25-30 °C, nem oran1 %10-15 derecenin iistii,
optimum pH aralig1 1,3-9,6 gibi sartlarda ve tabii ki oksijen kullandiklar i¢in yiizey
alanlarda daha iyi gelisebilmektelerdir. Ancak karanlikta gelisebilen tiyeleri de vardir

[24].

Kif mantarlarinin bir ¢ok iliyesi zengin enzim igerigi, antibiyotik iiretebilmeleri,
cevresel atiklardan protein olusturarak ¢evreyi ve atik sular1 agir metallerden ve diger
zararli bilesenlerden arindirabilme yetenekleri, endiistride kullanmak {izere bir¢ok
besin igerikli organik bilesikler ve aroma bilesenleri {iiretebilme potansiyeline
sahiplerdir. Bu 0Ozelliklerinden dolay1r gilinlimiiz biyoteknolojisinde bilimsel
arastirmalart  genis capta yapilmakta ve endiistriyel, tibbi iiretime katki

saglamaktalardir [22].

En bilinen kiif biyotransformasyonlarindan biri Pennicillium chrysogenum tarafindan
penisilinin iiretilmesidir. Uretilen penisilin tibbi sektdrde antibiyotik olarak genis
sekilde kullanilmaktadir. Penicillium notatim olarak da bilinen bu kiif mantar1 penisilin

gibi baz1 diger antibiyotiklerin de kaynagi sayilir. Penicillium chrysogenumun tiretttigi
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dogal penisilinin sonradan 6-aminopensillanik aside doniistiiriilmesi bulunmustur. Bu
bilesik aslinda ampisilin, amoksilin gibi yarisentetik penisilinlerin etken maddesi

olarak bilinir [15, 25].

Kiif mantarlarinin yeryiiziinde binlerce tirii bulunmaktadir. Bunlardan en iyi
bilinenleri Cladosporium, Aspergillus, Alternaria, Mucor ve Penicillium cinslerinin
tiirleridir. Bu kiif cinslerinin birtakim alerjiye neden olmasina karsin endiistri ve tibbi

alanlarda yapilan bilimsel arastirmalar1 da yaygin olarak bilinmektedir [26].

Bu tez ¢alismasinda Ulocladium cinsinin bir tiirii olan Ulocladium chartarum ile
biyotransformasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Askomiset mantarlarinin genis aralikta
yayilim gosteren Ulocladium cinsi Cladosporiaceae familyasiin bir iiyesidir. Cogu
zaman saprofit yasam siirdiiren baz1 Ulocladium tiirleri bitki patojenleri olarak bitki
hastaliklarina sebep olmaktadir. Baz tiirleri gida bozulmalarina yol agan bu cinsin
iyeleri arasinda ¢ok nadiren insan hastaliklarina neden olan tiirleri de bulunmaktadir.
Toprakta yasayan ve dogada yaygin olarak dagilim gosteren Ulocladium genelde bir
kirletici fungus olarak kabul edilir. Ulocladium cinsinin aktif tiirlerinden olan
Ulocladium chartarum ve Ulocladium botrytis tiirleri konidiyalariin morfolojik

ozellikleri arasindaki farklililiklar nedeniyle farkli sekilde tanimlanmaktalardir.

Alternaria ile filogenetik bagi olan Ulocladium cinsinin enzim iireten ve biyokontrol
ajan1 olarak dikkat ¢eken birkag tiiri de mevcuttur. Genellikle dis mekeanlarda yani
toprakta, Olii bitkilerde, havada ve tozda, gida ve yem kaynaklarinda goriilen
Ulocladium spp. ayn1 zamanda bu tiir kaynaklardan izole edilebilmektedir. Bu cinsin
genis aralikta yayilim gosteren iki aktif tiirlinden biri olan Ulocladium chartarum

tiirine ise daha ¢ok i¢ mekanlarda rastlanmaktadir [27, 28].

Onceden de bahsedildigi gibi fungal biyotransformasyonlar kiiflerin kendilerine
yabanci maddelere etki ederek onlar1 farkli iiriinlere ¢evirmeleri olarak tanimlanmustir.
Literatiirde Ulocladium cinsinin bazi tiirleri ile gergeklestirilmis birka¢ fungal
biyotransformasyon bulunmaktadir. Bu biyotransformasyon reaksiyonlari sonucunda

bir¢ok organik bilesiklerin farkli verimlerle 6nemli tiirevleri elde edilmektedir. Bu tez
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calismasinda ise Ulocladium chartarum kifi ile bazi salkonlarin literatiirde

bulunmayan biotransformasyon reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir.

2.5. Mikrobiyal Biyotransformasyonda Kullanilan Sekonder Metobolitler

Bitkilerde bazi doku ve organlarda spesifik enzimler araciligiyla 6zel olarak
sentezlenen sekonder metobolitler degisik sentez yontemleri ve yapilari itibar ile
cesitli sekillerde siniflandirilirlar. Sekonder metobolitlerin en kalabalik simiflari
terpenler, fenolik bilesikler ve alkoloidlerdir. Fenolikler basit sekerlerden olusarak
benzen halkasi, hidrojen ve oksijen ig¢ermektelerdir [29]. Fenolik bilesikler
(polifenoller) bir veya daha fazla hidroksil grubu ve benzen halkasi igeren bilesiklerdir
[30]. Farkli 6zelliklerinden dolay1 bir¢ok farkli kaynaklarda farkli siniflandirmalara
sahip olan bu bilesikler genelde fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere iki ana

sinifa ayrilmaktadir [31].

Bugiine kadar tanimlanmis olan 8000’den fazla polifenol bilesiklerin 4000’den
fazlasini flavonoidler teskil etmektedir. Antioksidan 6zellige sahip olan flavonoidler
C6-C3-C6 konfigrasyonunda olup diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir. On bes
karbonlu iskelet yapisi olan flavonoit bilesikleri c¢ok ¢esitli biyokimyasal ve
farmakolojik aktivite gosteren flavonlar, izoflavonlar, flavoneller, flavononlar,
salkonlar (kalkonlar), flavanlar gibi birbirinden farkli polifenolleri icermektedir.
Flavonoit gruplar arasindaki bu farkliliklarin kaynagi doymamislik derecesi ve bagh

olan hidroksil grubu sayist olmaktadir [32-35].

Gittik¢e cogalan hammadde ihtiyaglar1 sekonder metobolitlerin endiistriyel iiretimine
hiz kazandirarak onlarin sentetik tiirevlerinin gelistirilmesine imkan saglamistir.
Sekonder metobolitlerin flavonoitler sinifinda yer alan salkon bilesikleri de diger
bilesikler gibi birgok sentez reaksiyonlarinda baglangic bilesikler olarak
kullanilabilmektelerdir [21]. Salkonlar a, B-doymus veya doymamis bir karbonil
grubunu igeren ii¢ karbon atomu ile iki benzen halkasinin birlesmesinden olusan asik

zincirli yapiya sahiplerdir [36].
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Dogal iirtinlerin 6nemli bilesenleri olmalarinin yanisira sentetik tiirevlendirmeler i¢in
de Oncii bilesenler olan salkonlar CisHi2O kapali formiiline sahip kolay
sentezlenebilen kimyasal bilesiklerdir. Bu o6zelliklerinden dolay: ila¢g kimyasi ve
organik kimya caligmalarinin 6nemli bir arastirma alanina doniismislerdir. 1,3-
Diarilprop-2-en-1-on, Sekil 2.1.’de gosterilen karbon iskeletine sahip tiim salkon

bilesiklerini igeren alternatif bir adlandirma olarak bilinmektedir [37].

Sekil 2.1. Salkon bilesiklerinin genel iskelet yapist

Salkonlarin yapilarindaki keton grubu ve olefinik baglanmalarin olmasi onlarin 6nemli
Ozelliklerindendir. Salkonlarin basit salkonlar, kinosalkonlar, alkillenmis salkonlar, -
salkonlar ve B-metoksisalkonlar olmak iizere birkag gruba ayrilir: [38]. Sebzelerde,
meyvelerde, baharatlarda ve ¢ayda yaygin olarak bulunan salkonlar igeriginde bulunan
fenolik gruplarin serbest radikalleri yakalama gibi 6zel fonksiyonlar1 oldugu i¢in bu
tiir bitkilerin tliketimine olan ilgi her gecen gilin artmaktadir. Bununla yanisira
salkonlar 6nemli antifungal, antioksidan, antimikrobiyal, sitoksik, antikanser etkileri
olmasindan dolay1 bircok hastaligin tedavi edilmesinde ve bu hastaliklarin sebep

oldugu agrilarin ortadan kaldirilmasinda genis 6lgekte kullanilmaktadir [39].

Sekonder metobolitlerin hidrokarbon zincirine sahip 6nemli siniflarindan biri de
monokarboksilik yapili organik asitler olan yag asitleridir. Yag asitlerinin yapilarinda
diger asitlerde oldugu gibi karboksil grubu 4-24 karbondan olusan bir hidrokarbon
zincirinin u¢ kisminda yer alir. Karbon zincirindeki karbonlarin sayisi ve ¢ift baglarin
yapisina gore yag asitleri iki ayr1 grupta siniflandirilir. Bunlar uzun hidrokarbon
zincirinde tek karbon baglarinin olusturdugu doymus (sature) yag asitler ve karbon
zincirinde bir ya da daha ¢ok ¢ift bagdan olusan doymamis (unsature) yag asitleridir
[40]. Viicutta sentezlenen, ayn1 zamanda bazi yiyeceklerden alinan ve yapisinda tek
karbon bagi bulunduran doymus yag asitlerinden biri de a-lipoik asittir. Sekil 2.2.’de
acik yapisi verilen ve ilk olarak karacigerden saflastirilan bu bilesigin molekiiler yapisi

6,8 tioktik asit veya 1,2 ditiyolen-3 pentonoik asit seklinde tanimlanmigtir. Ditiyolen
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halka yapisi olan a-lipoik asit 8 karbon atomunun yanisira ditiyolen halkasinda 2
kiikiirt atomu bulunduran bir antioksidan bilesiktir. Rosenberg ve Kulik a-lipoik asitin
antioksidan ozelligini 1959 yilinda bularak bu bilesigin hem a-lipoik asit hem de
dihidrolipoik asit (DHLA) formunun ideal antioksidan oldugunu gostermislerdir. a-
lipoik asitin metabolizasyonu esas olarak karacigerde mitokondriyal B-oksidasyon
yoluyla ger¢eklesmektedir [41]. a-lipoik asidin okside lipoik asit ve rediikte lipoik asit
olmak iizere 2 formu mevcuttur. Ayn1 zamanda dihidrolipoik asit olarak adlandirilan
rediikte lipoik asit diger formuna gore biyolojik aktifligi daha fazladir. Mitokondiride
oktanoik asit ve bir siilfiir kaynagindan sentezlenen bu bilesik besinler ile alindiginda
%93’den de fazlasi barsaklarda emildikten sonra 9%20-30 karacigerde ilk gegcis
etkisiyle metobolize edilir [42]. Lipoik asidin 6nemli kaynaklari sadece domates,
1spanak brokoli gibi bitkisel dokular olmay1p ayni zamanda akciger, karaciger, bobrek,
kalp gibi hayvansal dokulardir. Klinikte lipoik asitin kullanilmasi Amanita
zehirlenmesi tedavisi ile baglamistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda bu bilgi teyit
edilerek a-lipoik asit ile noropatik sikayetlerin de tedavi edilebilecegi yaymlanmistir.
Yapisindaki ditiyolen halkasi sayesinde biyolojik aktiviteye sahip antioksidanlar olan
tiyollerin bir {iyesi olan a-lipoik asit antioksidan oOzelligini serbest radikalleri
yakalayarak, metallerle selat olusturarak ve bazi1 bagka antioksidan bilesiklere yeniden
kullanma ozelligi kazandirarak gostermektedir [43]. Literatiirde a-lipoik asidin

biyotransformasyonu mevcut degildir.

(Y\/\/COOH

S—S

Sekil 2.2. a-Lipoik asit (5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoik asit) in agik yapist

2.6. Baz Kiifler ile Salkonlarin Biyotransformasyonlari

Sekonder metobolitlerden olan salkonlarin ve tiirevlerinin kullanim alanlar1
genisledikce biyokimyasal caligmalarda her gegen giin daha ¢ok 6nem kazanmaya
baslamistir. Salkon bilesiklerinin mikrobiyal biyotransformasyonlar1 iyi sonuglar
verdigi i¢in farkli mikroorganizmalar ile bigcok farkli salkonlarin bazi mikrobiyal

biyotransformasyon reaksiyonlart gerceklestirilmistir. Literatiirde baz1 salkon



14

bilesikleri ve sentetik tlirevlerinin birkac¢ fungal biyotransformasyonlar1 bildirilmistir.
Marivaldo ve arkadaslar1 Aspergillus flavus kiifii ile salkon, 3,4,5-trimetoksisalkon ve
2,3,4,4-tetrametoksisalkon bilesiklerinin fungal biyotransformasyonlarini
gerceklestirmisler. Bu biyotransformasyon reaksiyonlart sonucunda sirasiyla
dihidrosalkon, 3.4,5-trimetoksidihidrosalkon ve 2,3,4.4-tetrametoksidihidrosalkon
bilesikleri elde edilmistir [44]. Bir diger literatiir ¢alismasinda Mateuzs ve arkadaslar1
8 farkli maysa susu ile 3-(2"-furil)-1-(2'-hidroksifenil)-prop-2-en-1-on ve 3-(2"-tienil)-
1-(2'-hidroksifenil)-prop-2-en-1-on gibi salkon tilirevlerinin biyotransformasyonlarini
gergeklestirmisler. Bu hidrojenasyon reaksiyonlar1 sirasiyla 3-(2"-furil)-1-(2'-
hidroksifenil)-propan-2-en-1-on ve 3-(2"-tienil)-1-(2'-hidroksifenil)-propan-2-en-1-
on bilesiklerinin olusumu ile sonu¢lanmistir. Bu siirecin en bilylik avantaj1 yan tirlin
olusmadan tek bir {irliniin verimli sekilde iiretilmesi olmustur. Ayrica birinci
subustratin yapisinda bulunan ¢ift bagin hidrojenasyonunda diger maya Kkiiltiirleri
arasinda en yiiksek etkinligi Saccharomyces cerevisiae KCh 464 ve Yarrowia

lipolytica KCh 71 suslar1 gostermisler [45].

2.7. Calismanin Amaci

Bu ¢alismanin amac1 (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on ve (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-
tolil)prop-2-en-1-on bilesiklerinin Ulacladium chartarum MRC 72584 kiifii ile a-
lipoik asit (5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoik asit) bilesiginin ise Cladosporium
sphaerospermum MRC 70266, Cladosporium cladosporioides MRC 70282,
Ulocladium chartarum MRC 72584 kiifleri ile biyotransformasyonlarinin

incelenmesidir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arac-Geregler ve Sarf Malzemeler

Biyotransformasyon ¢aligsmasinda kullanilan cam malzemelerin ve besiyeri Niive OT
020 marka otoklav cihazinda 121 °C sicaklikta 20 dakika siire ile sterilize edildi.
Kiiflerin yetistirilmesi ve biyotransformasyon c¢aligmalar1 IKA KS 400 i1 ¢alkalamali
inkiibator cihaz1 ile gergeklestirildi. 'H NMR spektrumlar1 i¢ sinyal olarak
tetrametilsilan standardi kullanilarak 300 MHz’de calisan Varian Mercury 300 NMR
spektrometresi ile doterokloroform igerisinde gerceklestirildi. Biyotransformasyon
deneyinin sonucu ve kontrol deneyleri sonuglari ince tabaka kromatografisi (ITK) ile
izlendi. ITK 0,25 mm kalinliginda silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF254) ve etil
asetat-hekzan (1:1) ¢dzgen sistemi kullanilarak yapildi. ITK tabakalarindaki bilesikler
p-anisaldehit-siilfiirik asit reaktifine daldirilip 120 °C sicaklikta 3 dakika boyunca

wsitildiktan sonra goriiniir hale gelmeleri sagland1

Deneysel calismalarda kullanilan kiif kiiltiirleri TUBITAK MAM Kurumu’ndan
biyotransformasyon ¢aligmalarinda kullanilmak tizere 1 adet stok kiiltiir olarak yatik
agar kiiltiirii seklinde temin edildi. Bu kiiltlirlerin tazelenmesi ve ¢ogaltilmasi PDA
(patato dekstroz agar) igeren yatik agar besiyerinde yapilarak 4 °C altinda muhafaza
edildi. Kiifler i¢in besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilan tiim kimyasallar ve o-

lipoik asit Merck firmasindan satin alindu.
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 yatik agar besiyeri ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan

besiyeri sogumadan 15 adet 22 mL’lik cam siselerin yarilarina kadar ilave edilerek
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otoklav icerisinde 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi. Steril edilen siselerdeki erimis
besiyeri donmadan dnce yaklasik 45 derecelik bir e§imle sogumaya birakilarak yatik

agar besiyerleri hazirlandi.

3.3. Kiif Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Oda sicakliginda onbes giin siiresince ¢ogalmaya birakilmak iizere, stok fungal
kiiltiirtindeki kiiflerin bir kismu yatik agar besiyerlerinin 3 tanesine steril sartlarda
aktarildi. Yatik agar kiiltlirlerinin en gelismisindeki kiifler secilerek steril sartlarda
onbes giinde bir 3 yeni yatik agar besiyerine aktarildi. Aktarma islemi iki kez
tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve en gelismis yatik agar kiiltiiriindeki kiifler

biyotransformasyon ¢aligsmalarinda kullanildu.

3.4. Kiiflere Ait Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Cladosporium sphaerospermum MRC 70266, Cladosporium cladosporioides MRC
70282 ve Ulocladium chartarum MRC 72584 kiiflerine ait besiyerlerinin her birini
hazirlamak icin glukoz (20 g), pepton (5 g) ve maya ekstrakt1 (5 g) 1 L distile su
igerisinde ¢oziilerek karistirildi [46].

3.5. Biyotransformasyon Calismalar:

Hazirlanan 1 L besiyeri ¢ozeltileri her bir kiif i¢in 10 adet 250 mL erlene paylastirilarak
otoklavda sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanan en taze alt kiiltiirdeki kiiflerin her biri
10 erlene steril sartlar altinda aktarildi ve bu erlenler yeterli miktarda kiif olugabilmesi
i¢cin 28°C sicaklikta, calkalamali inkiibatérde 160 rpm’de, 3 giin boyunca inkiibasyona
birakildi. Ugiincii giiniin sonunda her bir biyotransformasyon caligmasi icin her bir
substrat (1 g), etanol (10 mL) igerisinde ¢ozlilerek yeterli miktarda kiif iceren erlenlere
esit hacimlerde ve steril sartlarda ilave edildi. Biyotransforman ¢alismalarini izlemek
icin 3 ve 5 gilin boyunca her bir kiif i¢in literatiirde verilen optimum sicaklikta ve

rpm’de inkiibasyona birakildi.
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3.6. Biyotransformasyon Calismalarinin Kontrolii

Biyotransformasyon calismalarinin takibi {icer adet kontrol erleni ile saglandi. Ilk
kontrol erleninde inokiile edilmemis steril besiyeri, ikinci kontrol erleninde inokiile
edilmemis steril besiyeri ve substratlardan birisi, ticlincii kontrol erleninde ise inokiile
edilmis streil besiyeri kullanildi. Biyotransformasyon c¢aligmalarindaki biitiin islemler
kontrol erlenleri iginde uygulandi. Kontrol erlenlerinden ITK alindiginda herhangi bir
metabolit gozlemlenmedigi i¢in biyotransformasyon caligmalarindan elde edilen
metabolitlerin ger¢ek biyotransformasyon iirlinleri oldugu sonucuna varildi. Ayrica
inkiibasyonlar boyunca tiim erlenlerdeki besiyeri gorliniimlerinde ve kiif
gelisimlerinde degisimler olup olmadig1 da takip edildi ve herhangi bir farklilik

gozlenmedi.

3.7. Metobolitlerin Saflastirilmasi ve Yap1 Tayini

Inkiibasyon sonrasinda her bir besiyeri bir Buchner hunisi kullanilarak filtrasyon
islemi ile kiif kiiltiirlerine ait misellerden siiziilerek iki ayri filtrat (siiziintii) olarak
ayrildi. Buchner hunisinde kalan miselleri yikamak i¢in etil asetat (500 mL) kullanildi.
Filtratlardaki steroidleri su fazindan organik faza ¢ekmek i¢in her seferinde etil asetat
(1 L) kullanilarak 3 ayr1 ekstraksiyon gergeklestirildi. Ekstraksiyon sonrasinda
ortamda bulunabilecek suyu gidermek amaciyla ekstraktlara susuz sodyum siilfat ilave
edildi. Ekstraktlar evaporator ile uzaklastirildiktan sonra her bir biyotransformasyon
calismasi i¢in farkli bir yagimsi madde elde edildi. Her bir biyotransformasyon
calismasi ic¢in baslangic maddesi ve elde edilen yagimsi maddeyi karsilastiracak
sekilde bir ITK ¢alismasi gergeklestirildi. Yapilarinin tayin edilmesi amaciyla substrat

ve elde edilen her bir metabolite ait *H NMR spektrumlari karsilastirildi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Baz1 Salkon Tiirevleri ile Biyotransformasyonlar

4.1.1. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on U. chartarum  Kkiifii ile

biyotransformasyonu

Sekil 4.1.”de gosterilen (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin 28°C’ de 3 ve
5 giin boyunca U. chartarum kiifii ile ger¢eklestirilen biyotransformasyon reaksiyonu
sonucunda indirgenms iriin olarak 3-fenil-1-(p-tolil)propan-1-on ve degismeyen
baslangic maddesi elde edildi. Sekil 4.2.’de baslangic maddesinin, Sekil 4.3.’da
indirgenmis tiriiniin, Sekil 4.4.-4.5.’de sirasiyla 3 ve 5 giinliik biyotransformasyon

reaksiyonlarinin metobolitlerine ait *H NMR spektrumlarinin grafigi gosterilmistir.
Q 0
O x O U. chartarum
—_—
Me 28 °C, 3 ve 5giin O O Me

Sekil 4.1. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin U. chartarum kiifii ile biyotransformasyonu
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Sekil 4.2. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesigine ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.3. 3-fenil-1-(p-tolil)propan-1-on bilesigine ait *H NMR spektrumu [47]
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Sekil 4.4. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin U. chartarum ile 3 giinliikk inkiibasyonunda elde edilen
karigima ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.5. (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin U. chartarum ile 5 giinliik inkiibasyonunda elde edilen

karisima ait 'H NMR spektrumu
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4.1.2. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on  U. chartarum kiifii ile

biyotransformasyonu

Sekil 4.6.°de gosterilen  (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on  bilesiginin
28°C’de 3 ve 5 glin boyunca U. chartarum kiifii ile gergeklestirilen
biyotransformasyonlar1 sonucunda indirgenms {iriin olarak 3-(furan-2-il)-1-(p-
tolil)propan-1-on ve degismeyen baslangi¢ maddesi elde edildi. Sekil 4.7.’de baslangig
maddesinin, Sekil 4.8.’de indirgenmis {irliniin, Sekil 4.9.-4.10.’da sirasiyla 3 ve 5
giinliik biyotransformasyon reaksiyonlarmin metobolitlerine ait 'H NMR spektrumlari

gosterilmistir.

(0]
\ A N U. chartarum \ N\
0 28 °C, 3 ve 5 giin e}
Me Me

Sekil 4.6. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin U. chartarum ile biyotransformasyonu
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Sekil 4.7. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesigine ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.8. 3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)propan-1-on bilesigine ait *H NMR spektrumu [47]

(0] (0]
N A\
\ + 1\l
(0} (0]
%67 Me %33 Me
J/ T o )
R e T L= = L B e —
b - oM oo o o =N ra
=) y . [ N () ] =~
o0 s3] o oo E=N —_ ol o [
T Tt T T Tt Tt T T T T [ I l l
800 7580 700 GBS0 BOOD &80 500 450 400 3A0 300 280 200 180 100 OAD
ppm (f1)

Sekil 4.9. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin U. chartarum ile 3 giinliik inkiibasyonunda elde

edilen karigima ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.10. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin U. chartarum ile 5 giinliik inkiibasyonunda elde
edilen karigima ait *H NMR spektrumu

4.2. a-Lipoik Asit ile Biyotransformasyonlar

4.2.1. a-Lipoik asit ile Cladosporium sphaerospermum MRC 70266 Kiifii ile
biyotransformasyonu

Sekil 4.11.’de gosterilen a-Lipoik asit (5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoik asit) bilesiginin
farkli miktarlardaki 28°C’de 5 giin boyunca C. sphaerospermum kiifii ile
gerceklestirilen biyotransformasyon reaksiyonu sonucunda de§ismeyen baslangi¢
maddesi ve tanimlanamayan metabolit elde edildi. Sekil 4.12.°de baslangic
maddesinin,  Sekil 4.13.-4.14.°de farkli substrat ilaveleriyle gerceklestirilen
biyotransformasyon reaksiyonlarmin metobolitlerine ait 'H NMR spektrumlar

gosterilmistir.

(Y\/\/COOH

S—S

Sekil 4.11. a-Lipoik asit (5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoik asit) in agik yapisi
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Sekil 4.12. a-Lipoik aside (5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoik asit) ait *H NMR spektrumu

1.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.

4.5
f1 (ppm)

Sekil 4.13. a-Lipoik asidin (0,5 g a-lipoik asit/L besiyeri) C. sphaerospermum ile 5 giinliik inkiibasyonunda elde
edilen karisima ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.14. a-Lipoik asidin (1 g a-lipoik asit/L besiyeri) C. sphaerospermum ile 5 giinliik inkiibasyonunda elde
edilen karigima ait *H NMR spektrumu

4.2.2. a-Lipoik asit ile Cladosporium cladosporioides MRC 70282 Kkiifii ile
biyotransformasyonu

a-Lipoik asit (5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoik asit) bilesiginin farkli miktarlardaki
28°Cde 5 gin boyunca C. cladosporioides kiifii ile gergeklestirilen
biyotransformasyon reaksiyonu sonucunda degismeyen baslangic maddesi ve
tanimlanamayan bir metabolit elde edildi. Sekil 4.15.-4.16.’de farkli substrat
ilaveleriyle gerceklestirilen biyotransformasyon reaksiyonlarinin metobolitlerine ait

'H NMR spektrumlari gosterilmistir.
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Sekil 4.15. a-Lipoik asidin (0,5 g a-lipoik asit/L besiyeri) C. cladosporioides ile 5 giinliik inkiibasyonunda elde
edilen karigima ait *H NMR spektrumu
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.0 4.5
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Sekil 4.16. a-Lipoik asidin (1 g a-lipoik asit/L besiyeri) C. cladosporioides ile 5 giinliik inkiibasyonunda elde edilen
karigima ait *H NMR spektrumu
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4.2.3. o-Lipoik asit ile Ulocladium chartarum MRC 72584 Kkiifii ile
biyotransformasyonu

a-Lipoik asit (5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoik asit) bilesiginin farkli miktarlardaki
28°Cde 5 giin boyunca U. chartarum kiifii ile gerceklestirilen biyotransformasyon
reaksiyonu sonucunda degismeyen baslangic maddesi ve tanimlanamayan bir
metabolit elde edildi. Sekil 4.17.-4.18.’de farkli substrat ilaveleriyle gergeklestirilen
biyotransformasyon reaksiyonlarmin metobolitlerine ait H NMR spektrumlari

gosterilmistir.

b Wm

T T T T T T T T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
f1 (ppm)

Sekil 4.17. a-Lipoik asidin (0,5 g a-lipoik asit/L besiyeri) U. chartarum ile 5 giinliikk inkiibasyonunda elde edilen
karigima ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.18. a-Lipoik asidin (1 g a-lipoik asit/L besiyeri) U. chartarum ile 5 giinliik inkiibasyonunda elde edilen
karisima ait 'H NMR spektrumu



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUCLAR

Salkon tiirevlerinden (E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on-2-en-1-on ve (E)-3-(furan-
2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiklerinin U. chartarum kiifii ile a-lipoik asidin ise
C. sphaerospermum, C. Cladosporioide ve U. chartarum kiifleri ile

biyotransformasyonlar1 gergeklestirildi.

(E)-3-fenil-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin U. chartarum kiifii ile 28 °C *de 3 ve
5 giin siiren inkiibasyonu neticesinde degismeyen baslangi¢c maddesi ve 3-fenil-1-(p-
tolil)propan-1-on elde edildi. Bilesigin yapis1 *H NMR spektrumunun baslangic
maddesinin spektrumu ile karsilastirilmak suretiyle tespit edildi. 3 giin siiren
biyotransformasyon sonucunda %81 oraninda baslangi¢c maddesi ve %19 oraninda 3-
fenil-1-(p-tolil)propan-1-on bilesigi elde edildi. 5 giin siiren inkiibasyon neticesinde

ise %79 baslangi¢c maddesi, %21 indirgenmis tiriin elde edildi.

(E)-3-(furan-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin U. chartarum kiifii ile 28 °C’de
optimum siireyi belirlemek amaciyla 3 ve 5 giin siiren inkiibasyonlar1 neticesinde
degismeyen baslangic maddesi ve indirgenmis {riin olan 3-(furan-2-il)-1-(p-
tolil)propan-1-on elde edildi. Bilesigin yapis1 *H NMR spektrumunun baslangig
maddesinin spektrumu ile karsilastirilmak suretiyle tespit edildi. 3 giinlik
biyotransformasyon sonucunda %67 oraninda baslangi¢c maddesi ve %33 oraninda 3-
(furan-2-il)-1-(p-tolil)propan-1-on  bilesigi elde edildi. (E)-3-(furan-2-il)-1-(p-
tolil)prop-2-en-1-on bilesiginin U. chartarum kiifii ile 5 giin siiren inkiibasyonunda
%17 baslangi¢ maddesi, %75 indirgenmis {iriinlin yaninda %8 de safsizlik olustugu

belirlendi.

a-Lipoik asidin (5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoik asit) C. sphaerospermum kiifii ile 5 giin

stiren inkiibasyonunda baslangi¢ maddesi elde edilirken C. cladosporioides ve U.
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chartarum kiifleri 5 giin siiren inkiibasyonlarindan baslangi¢ maddesi ve ¢ok az
miktarda metabolit olustu. Herbir kiif i¢inde a-lipoik asit miktar1 yariya diisiiriilerek
tekrar biyotransformasyon ¢aligmalar1 gergeklestirildi. C. sphaerospermum kiifii ile
0,5 g ve 1 g a-lipoik asit ile olan biyotransformasyonlarinda herhangi bir doniisiim
gbzlenmeden sadece baslangic maddesi elde edildi. C. cladosporioides kiifii ile 0,5 ¢
ve 1 g a-lipoik asit ile olan biyotransformasyonlarinda baslangi¢ maddesinin yaninda
cok az miktarda metabolit elde edildi. U. chartarum kiifii ile 0,5 g a-lipoik asit ile olan
biyotransformasyonunda baslangi¢c maddesinin yaninda olusan metabolite ait 3,8 ppm
ve 2,8 ppm de triplet pikleri tespit edilmistir. Doniisiim orani ¢ok az oldugu i¢in daha
sonraki c¢aligmalara devam edilmedi. Ayrica U. chartarum kiifti ile 0,5 g ve 1 g a-
lipoik asit ile olan biyotransformasyonlarina ait *H NMR spektrumunda gériilen 2, 4

ve 1,25 ppm de bulunan pikler etil asetata aittir.

Calismada kullanilan salkonlarin U. chartarum kiifii ile, o-lipoik asidin ise C.
sphaerospermum, C. cladosporioides ve U. chartarum kiifleri ile biyotransformasyon
calismalar1 ilk kez gergeklestirilmistir. Ayni kiif ve bagka kiiflerle daha yiiksek
verimler elde edebilmek igin inkiibasyon parametrelerinin degistirilmesine yonelik
calismalar planlarimiz arasindadir. Ayrica ¢alismada kullanilan salkonlar ve a-lipoik
asidin benzer ¢alismalar i¢in kullanilmamis diger bazi kiifler ile daha 6nemli sonuglar
ve daha yiiksek verimli inkiibasyonlarini1 gerceklestirmeye yonelik arastirmalarimiz

sturmektedir.
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