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ASPERGILLUS GLAUCUS KUFU iLE BAZI SALKONLARIN
BiYOTRANFORMASYONLARI

OZET

Salkonlar, alfa, beta-doymus keton yapilarina sahip organik bilesiklerdir. Genellikle
bitkilerde bulunurlar ve bitkilerin ¢esitli biyolojik fonksiyonlart i¢in 6nemli rol
oynarlar. Salkonlar, fenil grubu ve alfa, beta-doymus keton grubunu igeren bir yapiya
sahiptirler. Bu bilesikler, bitkilerde antioksidan, antimikrobiyal, antitimor,
antienflamatuar ve diger biyolojik etkilere sahip olabilirler. Bu 6zellikler, salkonlarin
saglik yararlar1 ve tibbi uygulamalardaki potansiyellerini gosterir. Salkonlar, dogal
olarak bitkilerde bulunmalarimin yani sira, sentetik olarak da elde edilebilirler.
Kimyasal sentez yoluyla iiretilen salkon bilesikleri, ila¢ endiistrisinde ve biyolojik
arastirmalarda kullanilabilir. Flavonoidlerin bir alt grubu olarak kabul edilen salkonlar,
bitkilerin ¢iceklerinde, meyvelerinde, yapraklarinda ve diger dokularinda
bulunabilirler. Bunlar, bitkilerin savunma mekanizmalarinda, renk pigmentasyonunda
ve ¢esitli biyolojik siireglerde rol oynarlar. Salkonlar dogal olarak bitkilerde bulunan
ve ¢esitli biyolojik etkilere sahip organik bilesiklerdir. Antioksidan o6zellikleri,
antimikrobiyal aktiviteleri ve diger saglik yararlari nedeniyle, salkonlar saglik
endiistrisi ve tibbi arastirmalar icin 6nemli bir ilgi odagi olmustur. Dogal olarak
bitkilerde bulunan ve sentetik olarak da elde edilebilen bu bilesikler, ¢esitli biyolojik
aktivitelere sahiptirler. Salkonlarin  biyotransformasyonu, mikroorganizmalar
tarafindan metabolize edilerek farkli bilesiklere doniistiiriilmesini ifade eder. Bu
biyotransformasyon siireci genellikle bakteri, mantar veya diger mikroorganizmalar
tarafindan gergeklestirilir. Biyotransformasyon siirecinde salkon molekiilleri cesitli
enzimatik reaksiyonlara tabi tutulur ve vyeni Dbilesiklere dontsiirler. Bir
mikroorganizma tarafindan salkon molekiiliinde hidroksil gruplarmin eklenmesi,
metilasyon, kondensasyon, konjugasyon gibi reaksiyonlar ger¢eklesebilir. Bu
reaksiyonlar sonucunda farkli kimyasal yapiya sahip metabolitler elde edilebilir.
Salkonlarin  biyotransformasyonu, yeni biyolojik etkilere sahip bilesiklerin
sentezlenmesi veya mevcut bilesiklerin etkinliklerinin degistirilmesi amaciyla
kullanilabilir. Bu siireg, ilag kesfi ve gelistirilmesi, dogal iiriinlerin degerlendirilmesi,
endustriyel biyoteknoloji ve biyoremediasyon gibi alanlarda énemli uygulamalara
sahiptir.  Salkonlarin  biyotransformasyonu, mikroorganizmalarin  metabolik
yeteneklerinden yararlanarak farkli kimyasal yapida bilesikler elde etmek icin etkili
bir yontemdir. Bu slre¢, dogal kaynaklardan elde edilen bilesiklerin biyolojik
aktivitelerinin arttirilmasi veya degistirilmesi i¢in 6nemli bir stratejidir. Bu ¢alismada,
(E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1), (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-
1-on (2) ve (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3) Aspergillus glaucus 200914
kiifii ile biyotransformasyonu incelenmistir. Bu islem, salkonlarin mikroorganizmalar
tarafindan metabolize edilmesini igerir. 'H NMR ve C NMR spektrumlari
kullanilarak, elde edilen metabolitlerin yapilar1 belirlendi. Bu incelemeler sonucunda,
salkon hidrojenasyonlarinin farkli verimlerle gerceklestigi belirlenmistir. Elde edilen
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sonuglar, salkonlarin biyolojik aktivitelerini anlamak ve potansiyel uygulamalarini
daha iyi degerlendirmek i¢in onemli bir avantaj saglayabilir. Bu biyotransformasyon
stireci, yeni bilesiklerin olusumuna ve mevcut bilesiklerin doniisiimiine yol acabilir.
Calismada, farkli salkon bilesiklerinin biyotransformasyonunun incelenmesi, salkon
hidrojenasyonlarmin farkli verimlerle gerceklestigi gosterilmistir. (E)-3-(4-nitrofenil)-
1-fenilprop-2-en-1-on (1) bilesiginin A. glaucus 200914 kufl ile inkibasyonu
sonucunda %89 oraninda 3-(4-nitrofenil)-1-fenilpropan-1-on elde edildi. (E)-3-(4-
bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (2) bilesiginin A. glaucus 200914 kufi ile
inkiibasyonu sonucunda %40 oraninda 3-(4-bromofenil)-1-fenilpropan-1-on (5) elde
edildi. (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3) bilesiginin A. glaucus 200914
kiifii ile inkiibasyonu sonucunda, baslangi¢c maddesinin bir kismi1 degismeden kalirken,
indirgenmis iriin olan 3-(4-klorofenil)-1-fenilpropan-1-on (6) %43 oraninda elde
edildi.
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BIOTRANSFORMATION OF SOME CHALCONES WITH ASPERGILLUS
GLAUCUS MOLD

SUMMARY

Biotransformation is the process by which living organisms, like flora, fauna,
microorganisms and fungi, chemically modify organic compounds. This
transformation often leads to the conversion of a compound into metabolites with
altered chemical structures and properties. Biotransformation can occur through
enzymatic reactions catalysed by various enzymes present in the organism's cells. Key
points of biotransformation. Firstly, Enzymatic Reactions; Biotransformation involves
enzymatic reactions that may include oxidation, reduction, hydrolysis, and
conjugation. These reactions can occur in a series of steps, often involving multiple
enzymes and cofactors. Step | and Step Il Metabolism; in drug metabolism,
biotransformation is usually categorized divided into Step I and Step 11 processes. Step
I reactions encompass functionalization processes, such as oxidation or hydrolysis,
which either introduce or reveal functional groups. Step Il reactions involve
conjugation reactions, the metabolite undergoes conjugation with natural molecules
such as glucuronic acid, sulphate or glutathione, enhancing its water solubility and
aiding in its elimination from the body. After those two other steps coming through
one of them is Environmental Detoxification; Biotransformation also contributes to
the degradation and detoxification of environmental pollutants. Microbes, like bacteria
and fungi, possess the capability to transform a variety of foreign compounds, such as
pesticides, industrial chemicals, and pollutants, into forms that are either less harmful
or more readily excretable. And the other one is Biotechnological Applications;
Biotransformation processes are exploited in biotechnology for the synthesis of
valuable compounds, such as pharmaceuticals, flavours, fragrances, and biofuels.
Enzymes derived from living organisms are used as biocatalysts in biotransformation
reactions, offering advantages such as regio- and stereo-selectivity, mild reaction
conditions, and environmental sustainability. Biotransformation is a fundamental
process in living organisms with broad implications for drug metabolism,
environmental sustainability, and biotechnological innovation. Understanding and
harnessing biotransformation pathways and enzymes offer opportunities for improving
human health, environmental quality, and industrial processes.

Chalcones, also known as benzylideneacetophenones, are naturally occurring
compounds widely distributed in plants. They serve as transitional compounds in the
production of flavonoids, a class of secondary metabolites known for their diverse
biological activities. Chalcones are characterized by their open-chain structure
composed of comprising two aromatic rings linked by a three-carbon a,B-unsaturated
carbonyl structure. This structural arrangement imparts unique chemical properties,
making chalcones versatile precursors for the synthesis of various natural and synthetic
compounds.

Due to their structural diversity and pharmacological potential, chalcones have
attracted significant attention in medicinal chemistry and drug discovery. Their broad
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spectrum of biological effects, encompassing antioxidant, anticancer, antimicrobial,
anti-inflammatory, antiviral, and antimalarial properties, has spurred extensive
investigation into the ther applications of chalcones across various diseases and
conditions. Chalcones can be isolated from natural sources such as fruits, vegetables,
spices, and medicinal plants. They are also synthesized through chemical reactions,
allowing for the modification of their chemical structure to enhance desired properties
or activities. The synthesis and structural modification of chalcones have led to the
development of numerous chalcone-based compounds with improved bioavailability,
potency, and selectivity for specific biological targets.

In addition to their pharmaceutical significance, chalcones have applications in other
industries, including agriculture, food, and cosmetics. They are utilized as ingredients
in pesticides, herbicides, fungicides, and plant growth regulators due to their pesticidal
and plant growth regulatory activities. Chalcones also contribute to the flavor, color,
and fragrance of certain foods and beverages, and they are used in cosmetic
formulations for their antioxidant and skin-lightening properties.

Overall, the multifaceted properties and versatile applications of chalcones make them
valuable compounds with broad implications in various fields, ranging from medicine
and agriculture to cosmetics and food science. Continued research into chalcone
chemistry and biology holds promise for the development of novel therapeutics,
agrochemicals, and cosmetic ingredients with enhanced efficacy and safety profiles.
Overall, the multifaceted properties and versatile applications of chalcones make them
valuable compounds with broad implications in various fields, ranging from medicine
and agriculture to cosmetics and food science. Continued research into chalcone
chemistry and biology holds promise for the development of novel therapeutics,
agrochemicals, and cosmetic ingredients with enhanced efficacy and safety profiles.

Biotransformation of chalcones refers to the metabolic processes through which these
compounds are transformed within living organisms. These transformations can occur
via enzymatic reactions in various biological systems, including plants, animals, and
microorganisms. The biotransformation of chalcones can result in the generation. If
metabolites with altered chemical structures and biological activities. In plants,
chalcones are often metabolized through enzymatic pathways involving cytochrome
P450 monooxygenases, peroxidases, and other enzymes. These pathways can result in
the synthesis of flavonoids, such as flavones, flavonols, and isoflavonoids, which are
derived from chalcone precursors. The specific metabolites produced depend on the
type of chalcone, the plant species, and environmental factors. In animals, chalcones
may undergo biotransformation primarily in the liver through Stage | and Stage 11
metabolic pathways. Stage | metabolic process entails enzymatic catalysis of
oxidation, reduction, and hydrolysis reactions, facilitated by enzymes like cytochrome
P450s, leading to the formation of intermediate metabolites. Stage Il metabolism
involves conjugation reactions, where these intermediates are further modified by
enzymes such as glucuronosyltransferases, sulfotransferases, and glutathione S-
transferasesresulting in the production of metabolites with increased polarity, which
can be easily eliminated from the body. Microbes, for example bacteria and fungi also
involved in the metabolism of chalcones. Certain microbial species possess enzymes
capable of metabolizing chalcones, leading to the production of diverse metabolites.
These microbial transformations can be exploited for various purposes, including the
synthesis of bioactive compounds and the bioremediation of environmental pollutants.
The metabolism of chalcones undergoes a multifaceted transformation, which is
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shaped by factors such as the biological milieu, the inherent chemical makeup of the
chalcone, and prevailing environmental circumstances.

Aspergillus glaucus is a species of mold commonly found in various environments,
including soil, decaying vegetation, and indoor settings. It is characterized by its
greenish blue to bluish-gray colonies with a powdery or fluffy texture. Aspergillus
glaucus is renowned for its metabolic adaptability and capacity to synthesize an
extensive array of enzymes and secondary compounds. In terms of health implications,
exposure to Aspergillus glaucus spores and metabolites can pose risks to human health,
particularly for individuals with weakened immune systems or respiratory conditions.
Inhalation of spores can lead to allergic reactions, respiratory infections, and, in severe
cases, invasive aspergillosis.

In the realm of biotechnology, specific varieties of Aspergillus glaucus have garnered
attention for their enzymatic potential, offering valuable contributions to sectors such
as food and beverage manufacturing, biofuel generation, and environmental
remediation. However, its ability to produce mycotoxins, such as gliotoxin, can also
be a concern for food safety and public health. Understanding the biology, ecology,
and biotechnological potential of Aspergillus glaucus plays a vital role in regulating
its presence within both natural ecosystems and human-built environments, thereby
mitigating potential health hazards while capitalizing on its advantageous
characteristics for industrial and scientific endeavors. Aspergillus glaucus is a mold
species known for its ability to biotransform various organic compounds, including
chalcones. Biotransformation refers to the metabolic processes through which
organisms modify chemical substances. In the case of Aspergillus glaucus, this process
involves enzymatic reactions that can lead to the conversion of chalcones into different
metabolites. Studies on Aspergillus glaucus biotransformation have concentrated on
unravelling the enzymatic routes, determining the variables affecting transformation
efficacy, and exploring the spectrum of structural variations within the resultant
metabolites. Enzymes produced by Aspergillus glaucus, such as cytochrome P450
monooxygenases and peroxidases, play key roles in catalyzing these reactions. The
biotransformation of chalcones by Aspergillus glaucus has potential applications in
various fields, including medicine, agriculture, and biotechnology. By studying this
process, researchers aim to elucidate the mechanisms of chalcone metabolism, identify
new bioactive compounds, and develop biocatalytic strategies for the synthesis of
valuable products.

In this study, the biotransformation of (E)-3-(4-nitrophenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one
(1),  (E)-3-(4-bromophenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one  (2), and (E)-3-(4-
chlorophenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one (3) by Aspergillus glaucus 200914 was
investigated. This process involves the metabolism of chalcones by microorganisms.
Following a 5-day incubation period, the structures of the metabolites were elucidated
through analysis of their 'H NMR and *C NMR spectrum. Through these
examinations, variations in the efficiency of chalcone hydrogenation were identified.
These results can furnish valuable insights to enhance comprehension the biological
activity and potential applications of chalcones. This biotransformation process may
lead to the formation of new compounds and the transformation of existing
compounds. The study revealed that the biotransformation of different chalcone
compounds occurs with varying efficiencies in chalcone hydrogenations. These
discoveries represent a significant advancement in grasping how chalcones are
metabolized by microorganisms and perhaps in using these processes to obtain new
bioactive compounds. The metabolism of chalcones by microorganisms generally

XXV



occurs through a series of enzymatic reactions. These reactions can vary depending on
the structural characteristics of the chalcone and the enzymatic activities of the
microorganism.
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1. GIRIS

Biyotransformasyon, bir bilesigin biyolojik sistemler tarafindan bir formdan digerine
dontistimii olarak bilinir. Bu, enzimatik reaksiyonlar yoluyla bilesigin molekiiler veya
atomik yapida degisiklik gostermesidir. Biyolojik katalizorler olarak organik
reaksiyonlar, biitiin hiicreler veya enzimler tarafindan kullanilabilir; bunlar serbest
veya immobilize halde, sulu veya iki fazli sistemlerde veya capraz bagli enzim
kristalleri olarak kullanilabilirler. Enzimler biyokatalizor olarak kullanilarak,
regioselektif ve stereoselektif reaksiyonlar igin ve klasik sentetik suregler i¢in ¢ok zor

veya imkansiz olan sekilde kiraliteyi tanitmak i¢in kullanilabilir (Sanjukta,2007).

Bir dizi biyotransformasyon, bir biyokimyasal yol olusturur. Dolayisiyla, bir tek
biyotransformasyon veya birka¢ devam eden biyotransformasyon adimi, triinlerin
olusumuna, bilesigin canli sistem tarafindan detoksifikasyonuna veya
metabolizmasina yol acabilir. Biotransformasyon iiriinleri, organizmalardaki bir

stirecin ara metabolitleri veya terminal rlnleri olabilir (Sanjukta,2007).

Biyotransformasyon hem enzimatik hem de mikrobiyal biyokatalizasyonu kapsayan
biyoteknolojinin gelisen bir alanidir. Mikroplarin ve enzimlerinin izolasyonu, taramasi
ve karakterizasyonu; bunlarin asir1 ortamlarda kullanimi, metabolik yollarin
maniplilasyonu, degistirilmesi, artirilmast ve yeni bilesiklerin gelistirilmesi i¢in
kombinasyonel biyosentez ve biyokatalizor metodolojilerinin kullanimi da dahil
olmak {izere biyotransformasyonlarin ana itici gii¢leri iizerinde yeterli ilerleme

kaydedilmistir (Sanjukta,2007).

Biyoloji ve kimyanin birlesimi, temiz endiistriyel siirecler i¢in 6zellestirilebilen dogal
ve miihendislik edilmis biyokatalizorlerin araligini genisletirken,

biyotransformasyonlarin sanayi i¢in bir¢ok firsat sunmasini saglamistir.

Biyotransformasyon, hammaddelerin verimli kullanimiyla mevcut iirlinlerin daha
maliyet etkin bir sekilde iiretilmesi potansiyeline sahiptir, bu da daha diisiik yatirim
maliyetleri, daha az enerji talebi ve daha az tehlikeli emisyonlardan dolay: daha diisiik

atik maliyetleri anlamina gelir.



Ayrica tamamen yeni tirlinler ve sistem ¢ozlimleri igin bir temel saglayabilir ve 6rnegin
ince kimyasallar, toplu kimyasallar ve enerji kaynaklar1 gibi sektorlerde klasik
kimyasal iretim siireglerini degistirme potansiyeline sahiptir. Biyotransformasyon
yoluyla elde edilen O6nemli iirlinler arasinda etanol, glutamik asit, antibiyotikler,
vitaminler, akrilamid ve izo-glikoz surubu bulunmaktadir. Cesitli kimyasal {iriinlerin
uretiminde biyotransformasyon sreclerinin payinin 2010 yilinda yaklasik %5 oldugu
birkac calisma tarafindan tahmin edilmekteydi, ancak bu oranin 2010 yilinda %20'ye
kadar yiikselecegi one stiriilmektedir (Pacl, vd, 2004). Kimya endiistrisi i¢in sadece
biyotransformasyon {irliniiniin potansiyel deger artisinin yillik olarak diinya ¢apinda

2010 y1l1 itibariyla 11-22 milyar Euro'ya ulagsmas1 beklenmektedir (Pacl, vd, 2004).

Biyotransformasyon, kimyasal doniisiim reaksiyonlarinin biyolojik sistemler veya
enzimler araciligiyla gergeklestirilmesiyle endiistriyel olarak 6nemli bilesiklerin elde
edilmesidir. Glniimuzde, biyotransformasyon, ilag etken maddeleri, koku maddeleri,
gida katki maddeleri, enerji tiretimi, antibiyotik iiretimi, ve amino asit {iretimi gibi pek
cok alanda kullanilmaktadir. Bunun yani sira, toksik endiistriyel atiklarin
par¢alanmasi, atik sularin giderilmesi ve geri kullanim saglamasi gibi gevresel
sorunlarin ¢dziimiine yonelik uygulamalarda da kullanilmaktadir (Onat T, vd, 2006).
Biyotransformasyonun tarih¢esi olduk¢a eskiye dayanmaktadir. Baslangicta,
Pasteur'un P. glaucum bakteri kiltiriyle DL-amonyum tartaratin L-amonyuma
doniistiiriilmesi ve etanoliin Acetobacter aceti ile asetik aside doniistiiriilmesi gibi
ornekler, biyotransformasyonun ilk uygulamalari arasinda yer alir. Bu ¢alismalar,
biyotransformasyonun literatiirdeki ilk Ornekleridir. Sonraki yillarda, o6zellikle
mikroorganizmalarin ~ kullanimiyla  bir¢cok  biyotransformasyon  reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Ornegin, S. cerevisiae maya kiiltiiriiyle birgok organik bilesigin
dontisiimii  gergeklestirilmistir. Steroid hormonlarin mikrobiyal transformasyonu,
modern uygulamalarin temelini olusturmustur. Ozellikle, dehidroizoandrosteronun
testosterona doniistiiriilmesi gibi reaksiyonlar 6nemli bir ilerlemedir (Hanson, J.R.,

1995; Onat T, vd, 2006; Tamer A., 2005).

Mikrobiyal hidroksilasyonun 6nemi ilk olarak 1952 yilinda ortaya ¢ikmustir (Peterson,
vd, 1952). Kortikosteroidlerin sentezi sirasinda, fonksiyonel gruplardan uzakta
bulunan C-11'e bir oksijen fonksiyonu yerlestirmek klasik kimyasal yontemlerle

oldukga uzun ve masrafli bir islemdi. Bu zorlugun ¢6ziimii i¢in, Rhizopus arrhizus
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kiifliniin progesteron (1)'u 11a-hidroksiprogesteron (2) bilesigine doniistiirmesi (Sekil

1.1) dikkatleri mikrobiyal biyotransformasyonlara ¢gekmistir (Hanson, J.R., 1995).

0M
COMe e
HO/,

Rhizopus arrhizus

(@]
Progestron 11-0 Hidroksiprogesteron
Sekil 1.1. Progesteronun mikrobiyal biyotransformasyonu

Biyotransformasyonun en biiylik avantajlarindan biri, enzimlerin kataliz ettigi
reaksiyonlarin hizinin ¢ok yiiksek olmasidir. Ayrica, enzimlerin ¢esitli substratlar
uzerinde etkili olabilmesi ve spesifik olarak belirli fonksiyonel gruplarina segicilik
gosterebilmesi de 6nemli bir avantajdir. Enzimatik reaksiyonlarin genellikle 1limh
kosullarda ger¢eklesmesi, istenmeyen yan reaksiyonlarin minimum seviyede olmasini
saglar. Bu nitelikler, biyotransformasyonun ekonomik ve ¢evre dostu bir secenek
olmasina katki saglar (Terada, vd, 1997).

Biyotransformasyon reaksiyonlarinin ger¢eklesmesi icin gesitli faktorler etkilidir. Bu
unsurlar arasinda besiyerinin bilesimi, materyalin toksisitesi ve yogunlugu, ortam
sicakligl, calkalama hizi, siire, oksijen miktari, pH seviyesi ve mikroorganizmanin
kokeni bulunmaktadir. Enzimlerle biyotransformasyon yapilirken, enzimlerin

dayaniklilig1 ve ortam sartlar1 da 6nemlidir.

Biyotransformasyon, endiistriyel acgidan o6nemli bir konuma sahip olup c¢esitli
sektorlerde kullanilan etkili bir yontemdir. Enzimlerin kataliz ettigi reaksiyonlarin
hizi, se¢iciligi ve ¢evre dostu olmasi, biyotransformasyonun tercih edilmesini saglayan

onemli faktorlerdir (Terada, vd, 1997).

Biyotransformasyon, dogal substratlar iizerindeki biyosentezden ayrilarak, dogal
olmayan molekulleri biyolojik sistemler veya enzimler araciligiyla kimyasal olarak
doniistiiren reaksiyonlardir. Giinlimiizde biyoteknolojik arastirmalarin onemli bir
parcast olan biyotransformasyon ilaglar, parfiimler, gida katki maddeleri, enerji
tiretimi, antibiyotikler ve aminoasitler gibi cesitli endiistriyel alanlarda yaygin bir

sekilde kullanilmaktadir.
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Biyotransformasyonun temelinde, dogal substratlar1 olmayan molekiillerin biyolojik
sistemler veya enzimler araciligiyla doniistiiriilmesi yatar. Bu reaksiyonlar, birgok
endustriyel uygulamada énemli avantajlar saglar. Ornegin, enzimatik reaksiyonlarin
hiz1 yiiksektir ve ¢evre dostudur. Ayrica, enzimlerin ¢esitli substratlar tizerinde etkili
olabilmesi ve spesifik olarak belirli fonksiyonel gruplarina secicilik gosterebilmesi de

onemli bir avantajdir (Hanson, J.R., 1995; Onat T, vd, 2006).

Steroid hormonlarin eldesi i¢in androstenedionun bakteriyal biyotransformasyonu gibi
yontemler kullanilmistir. Ozellikle, bu siirecte kullanilan mikroorganizmalarin dogal
yeteneklerinden yararlanilarak ¢esitli steroid hormonlari sentezlemek muimkin

olmustur.

Ilag endiistrisindeki 6nemli bir ilerleme, dogal penisilini olan P. chryssogenum
tarafindan sentezlenen B-laktam'in, yar1 sentetik penisilinlerin aktif bileseni olan 6-
aminopenisillanik aside doniistiiriilmesiyle gerceklestirilmistir. ilaglarm etkinligi,
icerdikleri fonksiyonel gruplarin stereokimyasiyla yakindan iligkilidir. Bir¢ok ilag
molekiilii, etkili olabilmesi igin sadece bir enantiyomerde bulunmalidir. Ozellikle
talidomid felaketi gibi vakalar, ilaglarin farkli enantiyomerlerinin yan etkilere veya
toksik etkilere yol acabilecegini gdstermistir. Bu nedenle, ilag endiistrisinde belirli bir
enantiyomerin Gretimi blyuk bir 6nem arz etmektedir. Biyotransformasyon, secici
olarak tek bir enantiyomerin iiretilmesini saglayan etkili bir yontemdir. Bu konuda,
Pseudomonas putida gibi mikroorganizmalarin kullanimi 6nemli bir yer tutar (Onat T,
vd, 2006).

30



2. GENEL BiLGILER

2.1. Biyotransformasyonun Tarihi

Biyotransformasyon siirecleri insanlik tarafindan binlerce yildir kullanilmaktadir.
Ornegin, etil alkoliin (alkol) asetobakter tarafindan asetik asite (sirke) doniistiiriilmesi,
Mezopotamya (Babil), Misir, Meksika ve Sudan gibi yerlerde, yaklasik M.O. 5000
yillarinda fermantasyonla elde edilen sekerlerden etil alkol iiretimi ile es zamanh
olarak  gelistirilmistir. Bu, endiistriyel 0Olgekte uygulanan ilk bildirilen
biyotransformasyon siirecidir. Biyotransformasyonlar, insanlar tarafindan mikrobiyal
kokenli olduklar1 anlagilmadan 6nce uzun zaman 6nce gézlemlenmistir. 1858'de Louis
Pasteur, meyve suyu fermentasyonlarinda belirli mikroorganizmalarin roliine dair
kanitlar sunmustur (Pasteur, 1858). Enzimlerin, temel biyokatalizorlerin 6zellikleri,
erken 1900'lerde yapilan kinetik calismalar sayesinde genel olarak anlagilmistir
(Michaelis ve Menten, 1913). Biiyiikk Britanya'nin savas zamani ihtiyaglarini
karsilamak i¢in 1916 yilinda aseton {iiretmek amaciyla gelistirilen Onemli bir
endustriyel olgekli fermantasyon (Glazer ve Nikaido, 1995) gergeklestirilmistir.
Nisasta iceren materyallerden glikozun yliksek fruktozlu suruba doniistiiriilmesi,
tatlandirma 6zelliklerini artiran bir 6rnektir ve yilda 15 milyon ton 6lgeginde isletilen

bir biyotransformasyon 6rnegidir ve 1974 yilindan bu yana kullanilmaktadir.

2.1.1. Biyotransformasyon iceren endustriyel sektorler
Biyotransformasyon reaksiyonlar1 dogada yaygindir ve biyotransformasyonlarin ticari

ve ekonomik olarak basarili teknolojilere doniistiiriildiigii endiistri sektdrleri sunlardir:
e llac
« Ince ve toplu kimyasallar
e Gida
o Kozmetik

Antibiyotikler, insulin, vitaminler, steroidler, prostaglandinler ve alkol gibi
maddelerin iiretimi, ticari olarak basarili biyotransformasyon reaksiyonlarina 6rnek

olarak verilebilir (Sanjukta, 2007)



2.1.2. Biyotransformasyonlarin potansiyel faydalari
Biyotransformasyon siirecleri diger sentez yontemlerine gore avantajlidir ve asagida

siralanmustir:

* Cevre dostu (Yesil teknoloji)

+ lyilestirilmis reaksiyon verimlilikleri

+ lyilestirilmis enantiyoselektiviteler

+ Islem ekonomisi

+ lyilestirilmis toplam doniisiimler

* Azaltilmis yan tirtinler

* Daha temiz atik akimlar

* Daha kisa iiretim yollar1

* Asimetrik yontem gelistirme ile gereken enantiyomerlerin kontrolii/se¢imi

» Kiral ara trlnler

* Rasemik karisimlarin ¢oziilmesi

* Agir metaller, yiiksek sicaklik, yliksek basing ve asir1 pH gibi asir1 kosullarin
gereksinimini ortadan kaldirma

»  Notr reaksiyon kosullari

* Dogal isleme (Sanjukta,2007)

2.1.3. Organik fazda biyotransformasyon

Organik fazda biyotransformasyon, (i) substratlarin ve/veya liriinlerin su i¢inde diisiik
¢coziinlirliigli ve/veya kararsizligi ve (ii) substrat ve/veya lirlin inhibisyonu gibi
sorunlarin oldugu biyotransformasyon reaksiyonlari i¢in bir ¢6ziimdiir. Bu tiir
reaksiyonlarda, steroid bilesikler gibi diisiik su ¢oziiniirliigiine sahip reaktanlarla ilgili
olarak 6nemlidir (Buckland et al., 1975; Fukai ve Tanaka, 1981). Aqueous/organic iki-
fazl1 bir biyotransformasyon sisteminin tek bir sulu fazli sistemden baglica avantajlari,
organik fazin, sulu fazda ¢ok az ¢Oziiniir olan reaktanlar i¢in bir rezervuar gorevi
gormesi ve reaktanin ve iirlinlin sulu veya organik fazdaki farkli ¢oziiniirliiklerinin
iriin ayrimin1 saglamak i¢in kullanilabilmesidir. Organik fazin varligi, mikrobiyal

kontaminasyon riskinin azaltilmasi gibi diger avantajlar da sunar.

a) Steroid biyotransformasyonu: Curvularia lunata hiicreleri kullanilarak steroid
onciisii Reichstein maddesi S (cortexolone)’nin 11-p hidroksilasyonu i¢in oktan ¢oziicii
olarak kullanilan organik faz biyotransformasyonu, hidrokortizon {iretimi i¢in model

bir sistemdir (Harish ve Gina, 1994).
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b) Terpenoid sentezi: Rhodococcus erythropolis hiicreleri, limonen ve pinen gibi
terpenleri, limonen 1,2 diol gibi oksijenli tirevlerine (terpenoidler) biyotransforme
edebilen organik faz biyotransformasyonunun orneklerinden biridir. Bu tiir bilesikler

genis bir sekilde tatlandiricilar ve parfiimler olarak kullanilmaktadir (Carla, vd, 2000).

Mycobacterium sp.’nin immobilize enzim ve biitiin hiicreleri kullanilarak organik
ortamda biyotransformasyon, sitosterol yan zincir kesimi ile aktif sterollerin tretimi
i¢cin bagarili bir sekilde kullanilmistir. Reaksiyon sisteminin hacimsel iiretkenliginde
art1s ve reaksiyon dengelemesinin {iriin sentezi lehine kaymasi, yiiksek iiriin verimine

yol agar ¢iinkii substrat/liriin inhibisyonu azalir (Cabral, vd, 1997).

2.1.4. Biyotransformasyonun temel unsurlari

Enzimler, biyokatalizde tiim biyotransformasyon tiirlerinde 6nemli unsurlardir. Canl
organizmalari olusturan veya bu organizmalar tarafindan varliklarini, korunmalarini
ve iletisimlerini saglamak tizere iiretilen organik molekiillerin sentezi, degisikligi ve
par¢alanmasi i¢in gereken olaganiistii sayida reaksiyonu katalizlerler. Metabolik yollar
ve hiicre buyimesi, karbon-karbon, peptit veya ester baglarinin olusumu, karbon-
karbon baglarinin doygunluk/doygunluk olmama durumu ve oksidasyon gibi ¢esitli

reaksiyonlart igerir. Enzimlerin, katalitik 6zelliklerine gore alt1 sinifa ayrilmistir:
1. Oksidoreduktazlar- Oksidasyon/rediiksiyon
2. Transferazlar- Fonksiyonel gruplarin transferi
3. Hidrolazlar- Hidroliz reaksiyonlari
4. Liazlar- Kii¢iik molekiillerin eklenmesi/gikarilmasi
5. Izomerazlar- izomerizasyon reaksiyonlart

6. Ligazlar- Formasyon/klivaj reaksiyonlari (Sanjukta,2007)

2.2, Biyotransformasyonlar ve Katalizorler

Biyotransformasyon reaksiyonlari, genellikle enzimlerin katalizor olarak gérev aldigi
biyolojik sureclerdir. Bu enzimler, saf halleriyle ayrilmis enzimler veya hiicrelerin

tamaminda bulunan enzimler olabilir.

Izole enzimler, bir organizmadan tamamen ayrilmis ve arindirilmis, saflastirilmis

enzimlerdir. Bu enzimler biiyiik dl¢iide laboratuvar ortaminda belirli bir reaksiyonu
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hizlandirmak icin kullamlir. Ozellikle belirli bir reaksiyonun mekanizmasi veya

kinetigi lizerine ¢aligmalarda izole enzimler tercih edilebilir (Y1ildirim, 2001).

Biitiin hiicre sistemlerinde bulunan enzimler ise bir organizmanin tamaminda veya
belirli bir hicre kalturinde bulunan enzimlerdir. Bu enzimler, biyolojik sistemlerin
karmasikligina daha iyi uyum saglayabilir ve belirli bir reaksiyonun yani sira birgok
baska reaksiyonu da katalize edebilir. Bu nedenle, biitlin hiicre sistemlerinde bulunan
enzimler biyotransformasyon caligmalarinda daha ¢ok tercih edilmektedir. Her iki
yontemde de enzimler biyotransformasyon reaksiyonlarini hizlandirarak ve spesifiklik
kazandirarak  belirli  bilesiklerin ~ dOniisiimiinii  saglarlar. Bu  sekilde,
biyotransformasyon siiregleri endiistriyel ve bilimsel uygulamalarda genis bir

yelpazede kullanilabilir (Yildirim, 2001).

2.3. Enzimatik Reaksiyonlarin Avantajlar:
Enzimatik reaksiyonlarin bir¢ok avantaji vardir:

* Yiiksek Hiz ve Etkinlik: Enzimatik reaksiyonlar, enzimsiz ger¢eklesen ayni
reaksiyonlara gore ¢ok daha hizhidir. Enzimler, 108-10'° kat daha hizh
reaksiyon hizlar1 saglayabilir. Bu hiz, kimyasal katalizorlerin ulasamayacagi
seviyelerdedir.

» Diisiikk Katalizér Miktar1: Enzimatik reaksiyonlar icin genellikle ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda enzim (% 103-% 10*) kullanilir. Bu durum, islemlerin
ekonomik ve pratik olmasini saglar.

* Optimal Calisma Kosullari: Enzimatik reaksiyonlar ¢cogunlukla pH 5-8 ve 20-
40 °C araliginda (¢ogunlukla pH 7 ve 30 °C) gerceklesir. Bu ilimhi sartlar,
istenmeyen yan etkilerin en aza indirilmesini saglar.

* (esitli Reaksiyonlar1 Kolayca Gergeklestirme Yetenegi: Enzimler, ¢esitli
biyokatalitik reaksiyonlar1 kolayca gergeklestirebilirler. Tek bir ortamda gesitli
reaksiyonlart gerceklestirmek ve ardisik reaksiyonlari kolaylastirmak
mumkdndr.

* Genis Substrat Toleransi: Enzimler, sentetik substratlar tizerinde de etkin
olabilir ve genellikle sulu ortamlarda galisma gereksinimi duymazlar, bu da
organik ¢oziiciilerin kullanilmasi gereken durumlarda avantaj saglar.

« Secicilik:  Enzimler, belirli fonksiyonel gruplar Gzerinde secicilik

gosterebilirler, bu da istenmeyen yan iirlinlerin olugsma olasiligint azaltir.
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Ayrica, enzimler substrattaki kiral seciciligi ile istenen enantiyomerin
tiretimini kolaylastirabilirler.

Zor veya Imkansiz Reaksiyonlarin Gergeklestirilmesi: Organik sentez
yontemleriyle zor veya neredeyse imkansiz olan reaksiyonlar, enzimatik olarak

daha kolay bir sekilde gerceklestirilebilir.

Cevre Dostu ve Ekonomik: Enzimatik reaksiyonlar, genellikle daha maliyet
etkin ve c¢evre dostu olarak degerlendirilir. Bu niteliklerinden dolay1
biyotransformasyon reaksiyonlari, bir¢ok endiistriyel ve bilimsel alanda tercih
edilen bir yontemdir (Arnold, 2000; Onat T, vd, 2006).

2.4, Biyotransformasyonda Kullanilan Enzimatik Sistemler

Biyotransformasyon reaksiyonlari genellikle tam hiicre sistemleri veya izole enzimatik

sistemler kullanilarak gerceklestirilir. Biitiin hiicre sistemlerinin bir pargasi olarak

kullanilan biyokatalizorler sunlardir:

Mikroorganizmalar: Bakteriler, mantarlar ve diger mikroorganizmalar,
biyotransformasyon  reaksiyonlarinda  yaygin  olarak  kullanilan
biyokatalizorlerdir. Ozellikle bakteriler ve mantarlar, endstriyel Olcekte
kullamilmak iizere ¢esitli biyoteknolojik uygulamalarda O6nemli rol
oynamaktadir .

Bitkiler, Bitkilerin Dokular1 ve Hiicre Kiiltiirleri: Bazi bitkilerin veya bunlarin
doku ve hicre kulttrlerinin igerdikleri enzimler, biyotransformasyon
reaksiyonlarinda kullanilabilir. Bu yontem, 6zellikle bitki kaynakli bilesiklerin
sentezi veya modifikasyonu icin 6nemlidir.

Hayvanlar, Hayvan Doku ve Hicre Kdltlrleri: Belirli hayvanlarin veya
bunlarin  doku ve  hiicre Kkiiltiirlerinin  igerdikleri  enzimler de
biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilabilir. Fakat, bu yontem
digerlerine gore daha az tercih edilmektedir.

Insan Metabolizmasi: Insan viicudu iginde bulunan enzimler ve metabolik
sistemler, belirli biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilabilir. Bu tiir
sistemlerin kullanim1 genellikle ilag metabolizmas1 veya toksikoloji alaninda

aragtirmalarda veya ilag gelistirme siireglerinde 6nemlidir (Onat T, vd, 2006).

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda 6zgiin avantajlar sunabilir ve endiistriyel veya

bilimsel uygulamalarda farkli amaclara hizmet edebilir.
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2.4.1. Biyotransformasyon reaksiyonlarim etkileyen faktorler

Biyotransformasyon reaksiyonlarini etkileyen faktorler oldukea ¢esitlidir, ¢iinkii bu
reaksiyonlar canli sistemler ve enzimler tarafindan Kkatalizlenir. Kimyasal
reaksiyonlardan farkli olarak, biyotransformasyon i¢in gereken sartlar daha karmasik
ve hassastir. Besiyerinin kompozisyonu, materyalin toksisitesi ve yogunlugu (%0,1—
10 araligindaki tolerans), ortam sicakligi (£2°C degisim limiti), calkalma hizi, siire
(saatler-aylar), oksijen miktari, pH degeri ve mikroorganizmanin kokeni bu faktorler
arasindadir. Ayrica, Biyotransformasyonda, maddenin antibakteriyel etkisi ve bu
etkinin gdzlendigi konsantrasyon ve titizlik gerektirir. Enzimlerin dayanikliligi ve

ortam kosullar1 (pH, sicaklik, UV 15181 vb.) da kritik 6neme sahiptir (Reiss J., 2000)

2.5. Mikrobiyal Biyotransformasyon

Mikrobiyal biyotransformasyon teknikleri, ¢esitli mikroorganizmalarin (genellikle
bakteri veya funguslar) yardimiyla bir molekiiler yapinin degistirilmesi i¢in 6nemli bir
yontem olarak kabul edilir. Bu teknik, bircok endiistriyel uygulama alaninda
kullanilmaktadir, ozellikle ilag, gida ve kimyasal endiistrilerinde kullaniliyor

(Peterson, vd, 1952).

Mikrobiyal biyotransformasyon, bir molekiiliin yapisal 6zelliklerini degistirerek yeni
bilesiklerin sentezlenmesine olanak tanir. Bu siire¢, istenmeyen yan iiriinlerin
olusumunu minimum seviyeye indirilmesi, yiiksek saflikta ve belirli fizikokimyasal

ozelliklere sahip bilesikler elde etmeyi saglar (Bagcioglu, 2006).

Ornegin, bir ila¢c molekiiliiniin belirli bir reaksiyonla metabolize edilerek, istenilen
farmakolojik aktiviteye sahip yeni bir tiirev elde edilebilir. Tlaglarin kesfedilmesi ve
gelistirilmesi siirecinde kritik bir asama olarak kabul edilmektedir. Ayrica, gida
endiistrisinde aroma bilesiklerinin tlretiminde de mikrobiyal biyotransformasyon

teknikleri kullanilir (Hanson, J.R., 1995).

Mikrobiyal biyotransformasyon genellikle istenilen bilesiklerin {retilmesi ve
molekiiler ¢esitliligin artirilmasi icin etkili bir yontemdir. Bu teknik, hem dogal olarak
bulunan mikroorganizmalarin metabolik yeteneklerinden yararlanarak hem de genetik
miithendislik yoluyla Ozellestirilmis mikroorganizmalar kullanilarak

gerceklestirilebilir (Faber, K., 2000).
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Mikrobiyal biyotransformasyon siireclerinde genellikle ¢esitli kimyasal reaksiyonlar
gerceklesir Bu islemler 6 tane temel kimyasal degisimlere dayanir (Peterson, vd,

1952).

e Oksidasyon ve Rediksiyon: Bu reaksiyonlar, bir molekulin oksijen eklenmesi
veya kaldirilmasi yoluyla gergeklesir. Oksidasyon, bir molekiiliin elektron
kaybetmesiyle karakterizedirken, rediksiyon bir molekilin elektron
kazanmastyla gerceklesir.

e Hidroliz: Hidroliz, bir molekiilin suyun katilimiyla pargalanmasidir. Bu
genellikle esterlerin veya glikozid baglarinin hidrolizi gibi substratlarin

pargalanmasiyla gergeklesir.

e Karbon-Karbon Bag Olusumu: Bu tepki, iki molekiil arasinda yeni bir karbon-

karbon baginin meydana gelmesiyle gerceklesir.

e Eliminasyon: Bu reaksiyon, bir molekiiliin bir diger molekiilden ayrilmasiyla
gerceklesir, genellikle suyun veya hidrojenin eliminasyonu yoluyla

gerceklesir.

e Glikoz Transferi: Bu reaksiyon, bir glikozun bir molekiilden baska bir
molekiile aktarilmasiyla gerceklesir. Bu genellikle karbonhidrat metabolizmasi

veya glikoz konjugasyonunda 6nemlidir.

e Halojenizasyon ve Dehalojenizasyon: Bu reaksiyonlar, bir molekulin bir
halojen grubunun eklenmesi veya kaldirilmasiyla gergeklesir (Peterson, vd,

1952).

Mikroorganizmalar, genellikle genis bir enzim yelpazesine sahiptir ve bu enzimler
cesitli kimyasal reaksiyonlar1 katalize edebilir. Bu nedenle, mikroorganizmalar farkli
substratlar iizerinde genis bir kimyasal doniisiim yelpazesi gerceklestirebilirler. Bu
Ozellik, mikrobiyal biyotransformasyonun bircok endustriyel ve biyolojik

uygulamasinda degerli kilan bir 6zelliktir (Donova, M.V., vd, 2012).

Mikrobiyal biyotransformasyonlar genellikle daha elverisli kosullarda gerceklesir,
klasik kimyasal yontemlerden daha uygun bir ortamda gergeklesir.Mikrobiyal
biyotransformasyonlar genellikle klasik kimyasal metotlara gore daha uygun ortam
sartlarda gerceklesir. Bu yontemler, genellikle oda sicakliginda ve standart atmosferik

basing altinda gergeklestirilebilir (Fernandes, P., vd, 2003).

37



Mikrobiyal biyotransformasyonlar genellikle daha ekonomik ve hizlidir. Klasik
kimyasal sentez yoOntemleri i¢in gereken ¢esitli reaktiflerin ve kosullarin yerine,
mikrobiyal  biyotransformasyonlar = genellikle @ daha  basit  bilesenlerle

gergeklestirilebilir. (Fernandes, P., vd, 2003).

Mikroorganizmalar, genellikle dogal olarak bulunan veya diisiik maliyetli olarak
tiretilebilen besin maddeleri lizerinde yetistirilebilir. Bu da islem maliyetlerini daha da
azaltir. Ayrica, mikroorganizmalarin genetik miihendislik yoluyla 6zellestirilmesi,

istenilen bilesiklerin daha yiiksek verimle iiretilmesini saglayabilir (Fernandes, P., vd,
2003).

Sonug olarak, mikrobiyal biyotransformasyonlar, klasik kimyasal sentez yontemlerine
kiyasla genellikle daha ilimli kosullarda gergeklesir, Daha maliyet-etkin bir
yaklagimdir ve sonuglar1 daha hizli elde edilir. Bu sebepten dolayi, endiistriyel
uygulamalarin ¢ogunda tercih edilen bir yontemdir, 6zellikle farmasotik, gida, ve

kimya endustrilerinde (Fernandes, P., vd, 2003).

Mikrobiyal biyotransformasyonlar ¢evreye az miktarda zarar verdigi bilinigi daha ¢ok
tercih edilen bir alternatif olarak kabul edilir. Klasik kimyasal sentez yontemlerinde
kullanilan bir¢ok reaktif, atik iirlinlerin olusmasina ve gevresel kirlilige neden olabilir.
Ancak, mikrobiyal biyotransformasyonlar genellikle cevre icin daha dostga bir
secenek sunar ¢iinkli mikroorganizmalar dogal olarak bir¢ok atik iirlinii biyodegrade

edebilir ve ¢gevreye zarar veren yan {iriinlerin olusumunu en aza indirebilir (Keha, vd,

2005).

Ayrica, mikrobiyal biyotransformasyonlar genellikle enantioselektif (enantiosegici)
olarak gerceklesir. Bu, mikroorganizmalarin belirli bir enantiyomere (optik izomer)
tercihli olarak doniislim yapabilmesi anlamma gelir. Bu o6zellik, ozellikle ilag
endiistrisinde, tek enantiyomer {iretiminin 6nemli olmasindan dolay1 endiistriye biyu
avantaj saglamaktadir. Ciinkii bazi ilaclarin etkinligi ve gilivenilirligi, belirli bir

enantiyomerin digerine gore farkliliklar gosterebilir (Fernandes, vd, 2003).

Klasik kimyasal sentez yontemleri genellikle hedef molekiilleri rasemik karigimlar
olarak iiretir. Rasemik karigimlar, iki optik izomerin (enantiyomerin) esit oranlarda
bulundugu bir karisimdir. Ancak, mikrobiyal biyotransformasyonlar genellikle belirli

bir enantiyomerin se¢imli olarak iiretilmesini saglar. Bu da ilag¢ endiistrisi gibi
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alanlarda, istenilen enantiyomerin saf olarak sentezlenmesini saglar boylelikle ilacin

etkinligi ve giivenilirligi agisindan 6nemlidir.

Sonug¢ olarak, mikrobiyal biyotransformasyonlar ¢evre dostu bir yaklasim sunar,
enantioselektif olarak gerceklesir. En yaygin olarak kullanilan sentez yontemlerini
tersine mikrobiyal biyotransformasyonlarin gerceklesmesi anindan substratlarin
tizerinde bulunan diger fonksiyonel gruplarin korunmasin gerek kalmaz. Enzimlerin

bolgesel segicilikleri sebebiyle bu iistiinliik ortaya ¢ikmaktadir (Demain A.L., 2000)

2.6. Calismanin Amaci

Salkon bilesiklerinin biyolojik aktivitelerini ve metabolik yollarint daha iyi anlamak
ve potansiyel olarak yeni biyolojik olarak aktif bilesiklerin sentezini saglamaktir.
Ayrica, bu calismalar yeni ilaglar veya biyoaktif bilesiklerin kesfi ve gelistirilmesi i¢in
onemli bir adim olabilir. Aspergillus glaucus kiifiiniin kullanimiyla gergeklestirilen bu
biyotransformasyon ¢alismasi, salkon bilesiklerinin dogada ve biyolojik sistemlerde
nasil degistigini anlamak i¢in 6nemli bir katki saglayabilir. Bu ¢alismanin amaci (E)-
3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1), (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-
on (2), (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3) bilesiklerinin A. glaucus 200914

kiifii ile biyotransformasyonlarinin incelenmesidir.
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3. 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Ara¢ Gerecler ve Sarf Malzemeler

Deneylerde kullanilan cam ekipmanlar ile besiyerleri, Niive OT 020 marka otoklav
cihazinda 121 °C sicaklikta 20 dakika boyunca sterilize edildi. Kiiflerin biiyiitiilmesi
ve biyotransformasyon ¢alismalari, ¢calkalamali inkiibator cihazi olan IKA KS 400 ile
gerceklestirildi. *H NMR ve ¥C NMR spektrumlari, Varian Mercury 300 NMR
spektrometresinde, tetrametilsilan standardi kullanilarak doterokloroform iginde 300

MHz frekansinda elde edildi.

Deneysel arastirmalarda kullanilan kiif kiiltiirleri, TUBITAK MAM Kurumu'ndan
biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanilmak tiizere yatik agar kiiltiirii seklinde
temin edildi. Bu kiiltiirlerin tazelenmesi ve g¢ogaltilmasi, PDA igeren yatik agar
besiyerinde yapilarak 4 °C altinda saklandi. Kiifler i¢in besiyerlerinin hazirlanmasinda

kullanilan tiim kimyasallar, Merck firmasindan saglanda.

3.2. Taze Yatik Agar Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Yatik agar ¢ozeltisini hazirlarken, agar (1,20 g) ve PDA (patates dekstroz agar) (5,85
g) karistmina 150 mL'ye kadar saf su eklenip ardinda kaynatarak hazirlandi.
Hazirlanan besiyeri sogumadan dnce 30 adet 22 mL'lik cam sisenin yarisina gelecek
sekilde ilave edildi ardindan otoklavda 121 °C'de 20 dakika siireyle sterilize edildi.
Sterilize edilmis siselerdeki eritilmis egik agarlar yaklasik 45 derecelik bir egimle

sogumasina izin verilerek steril ortamda hazirlandi.

3.3. A. glaucus Kuf Kulturlerinin Tazelenmesi

Yatik agarda hazirlanmis olan besiyerlere steril kosullarda aktarilan A. glaucus 200914
oda sicakliginda 14 giin boyunca cogalmak {iizere birakildi. Hazirlanan yatik
agarlardaki kiiltiirlerden en iyi gelisim gostermis olan A. glaucus 200914 kufu iki
haftada bir steril kosullarda hazirlanan yeni yatik agarlara aktarilarak en gelismis ve

taze kif kiiltiirii biyotransformasyon islemi i¢in kullanildi.



3.4. Biyotransformasyonu Gergeklestirilecek Substratin flavesi

Biyotransformasyonun yapilacagi her 500 mg salkon, 10 mL etanol iginde
cozlnduruldukten sonra, steril kosullarda kiif igeren erlenlere esit hacimlerde eklenmis
ve bu erlenler 28 °C'de calkalanarak inkiibasyona alinmistir. Deneyin amaci, belirli bir

stire boyunca (5 glin) bu kosullarda salkonun biyotransformasyonunu izlemektir.

3.5. Bilesiklerin Ekstraksiyonu ve Saflastirilmasi

Biyotransformasyon sonucunda, besiyerinden A. glaucus 200914 kuf kiltirine ait
miseller, bir Buchner hunisi kullanilarak siiziilerek ayrildi. Buchner hunisinde kalan
miseller, etil asetat (500 mL) ile yikanarak temizlendi. Siiziintiide bulunan bilesikler,
her biri (1 L) etil asetat kullanilarak ii¢ kez ekstrakte edildi. Daha sonra ekstraktlara
suyun uzaklastirilmasi i¢in susuz sodyum siilfat eklenerek islem tamamlandi. Etil
asetatin evaporatorde uzaklastirilmasindan sonra kahverengi bir kalint1 elde edildi. Her
bir biyotransformasyon calismasi icin, baslangic maddesi ve her bir kalintiyr

karsilastirmak amaciyla ince tabaka kromatografisi (ITK) ¢alismas1 yapildi.

3.6. Biyotransformasyon Calismalarimmin Kontrolii

Yapilan her bir biyotransformasyon deneyi, ii¢ farkli kontrol erleniyle izlendi. Ilk
kontrol erleninde yalnizca besiyerine yer verilirken, ikinci kontrol erlenine besiyeri ve
bir substrat eklendi. Uciincii kontrol erlenine besiyerleri ve mikroorganizmalar
eklenmistir. Her bir kontrol erleni igin, biyotransformasyon calismalarindaki tiim
adimlar 6zenle uygulanmustir. Kontrol erlenlerinden kalan kalmtilar, *H NMR
analiziyle incelenerek, ana deneylerde olusan metabolitlerin asil biyotransformasyon

tiriinleri olup olmadig1 dogrulandi.

3.7. A. glaucus Kiifii ile Salkonlarin Biyotransformasyonlari

A. glaucus 200914 kiiltiiriiniin besiyerinin hazirlanmasi i¢in gereken bilesenler ve

bunlarin 1 L ¢6zeltideki miktarlar1 Tablo 3.1'de listelenmistir.



Tablo 3.1. A. glaucusus 200914 kiiltiiriine ait besiyeri bilesenleri

Bilesenler Miktar (g)
Glukoz 20,00
Pepton 5,00
Maya ekstrakti 3,00

Malt ekstrakti 3,00

Sekil 3.1°de agik yapisi gosterilen salkonlarin Her biri 500 mg olarak tartilan salkonlar
10 mL etanol icinde ¢oziildii ve yeterli miktarda kiif igeren steril kosullarda
hazirlanmis erlenlere esit hacimlerde ilave edildi. Biyotransformasyonlari
gerceklestirlen (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1), (E)-3-(4-bromofenil)-1-
fenilprop-2-en-1-on (2) ve (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3) salkonlar1
25 °C’de, ¢alkalamali inkiibatérde 160 rpm’de 5 giinliik inkiibasyon i¢in A. glaucus
200914 igeren erlenlere steril kosullarda aktarildi.

(a) o (b) o (© o

ORACHOAASNOAAS
NO, cl

Sekil 3.1 Biyotransformasyonlari1 gergeklestirilen substratlar (a) (E)-3-(4-nitrofenil)-
1-fenilprop-2-en-1-on (1), (b) (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on
(2), (c) (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3)

Br

3.7.1. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1) A. glaucus 200914 ile
biyotransformasyonu

A. glaucus 200914 tarafindan 5 giin boyunca (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-
on (1) bilesiginin biyotransformasyonu incelendi. Biyotransformasyon islemlerinin
ardindan baslangi¢ materyali ve elde edilen iiriinlerin 'H NMR ve ¥C NMR

spektrumlari alindi.

3.7.2. (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (2) A. glaucus 200914 ile
biyotransformasyonu

A. glaucus 2000914 ile 5 giin boyunca (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (2)
bilesiginin biyotransformasyonu incelendi. Biyotransformasyon islemlerinin ardindan

baslangi¢ materyali ve elde edilen kalmtinin *H NMR spektrumlari alindi.
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3.7.3. (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3) A. glaucus 200914 ile
biyotransformasyonu

A. glaucus 200914 ile 5 gun boyunca (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3)
bilesiginin biyotransformasyonu incelendi. Biyotransformasyon islemlerinin ardindan

baslangi¢ materyali ve elde edilen kalmtinin *H NMR spektrumlari alindi.
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4. 4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. A. glaucus Kft ile Biyotransformasyonlar
4.1.1. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1) Salkonunun A. glaucus
200914 ile biyotransformasyonu

Sekil 4.1'de gosterilen (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1) bilesiginin A.
glaucus 200914 kift ile 5 glin boyunca 25 °C inkiibasyonu sonucunda 3-(4-nitrofenil)-
1-fenilpropan-1-on (4) (445 mg) ile yapilar1 aydinlatilamayan bazi safsizliklar elde
edildi. Sekil 4.2’de baslangi¢ maddesinin, Sekil 4.3'de indirgenmis {iriiniin, Sekil
4.4°de biyotransformasyon reaksiyonu neticesinde elde edilen iiriiniin ‘H NMR
spektrumu ve Sekil 4.5°de ise 13C NMR spektrumu verilmistir.

o o

= A. glaucus
25 °C, 5 days
NO NO

2

2

Sekil 4.1. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1) bilesiginin A. glaucus 200914
ile biyotransformasyonu
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Sekil 4.2. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1) bilesiginin *H NMR
spektrumu
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Sekil 4.3. 3-(4-nitrofenil)-1-fenilpropan-1-on (4) bilesiginin *H NMR spektrumu

(Zheng vd., 2023)
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Sekil 4.4. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1) bilesiginin A. glaucus 200914
kiifii ile 5 giin siiren inkiibasyonu sonucunda elde edilen kalintiya ait 'H

NMR spektrumu.
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Sekil 4.5. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1) bilesiginin A. glaucus 200914
kiifii ile 5 giin siiren inkiibasyonu sonucunda elde edilen kalintrya ait *C
NMR spektrumu

4.1.2. (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (2) Salkonunun A. glaucus
200914 ile biyotransformasyonu

Sekil 4.6'da gosterilen (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (2) bilesiginin A.

glaucus 200914 kift ile 5 gun boyunca 25 °C'de inklibasyonu sonucunda, 230 mg

baslangi¢ maddesi degismeden kalirken 3-(4-bromofenil)-1-fenilpropan-1-on (5) (200

mg) ile tamimlanamayan bazi safsizliklar elde edildi. Sekil 4.7.°de baslangic

maddesinin, Sekil 4.8.’de indirgenmis iiriiniin ve Sekil 4.9.’de biyotransformasyon

reaksiyonu neticesinde elde edilen triiniin *H NMR spektrumlar1 verilmistir.

(0] (6] (0]
A A
A. glaucus
E— +
O O 25°C, 5 days O O
Br Br Br
Sekil 4.6. (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (2) bilesiginin A. glaucus
200914 ile biyotransformasyonu
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Sekil 4.7. (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (2) bilesiginin ‘H NMR
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Sekil 4.8. 3-(4-bromofenil)-1-fenilpropan-1-on (5) bilesiginin *H NMR spektrumu
(Rajai-Daryasarei, vd., 2023)
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Sekil 4.9. (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (2)’nin A. glaucus 200914 kufu
ile 5 giin siiren inkiibasyonu sonucunda elde edilen kalintiya ait *H NMR
spektrumu

4.1.3. 4.1.3. (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3) Salkonun A. glaucus
200914 ile biyotransformasyonu

Sekil 4.10°da gosterilen (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3) bilesiginin A.
glaucus 200914 kufl ile 25 °C'de 5 gun siren inkiibasyonu sonucunda, baslangi¢
maddesinin bir kismi (245 mg) degismeden kalirken, indirgenmis iriin olan 3-(4-
klorofenil)-1-fenilpropan-1-on (6) (215 mg) ile yapilart aydinlatilamayan bazi
safsizliklar elde edildi. Sekil 4.11°de baslangi¢c maddesinin, Sekil 4.12°de indirgenmis
iriiniin ve Sekil 4.13.de biyotransformasyon reaksiyonu neticesinde elde edilen

driintin *H NMR spektrumlari verilmistir.

F 7
A. glaucus
_— +
SRS CRRONORA
Cl Cl Cl
Sekil 4.10. (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3) bilesiginin A. glaucus
200914 ile biyotransformasyonu
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Sekil 4.11. (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3) bilesiginin H NMR
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Sekil 4.12. 3-(4-klorofenil)-1-fenilpropan-1-on (6) bilesiginin *H NMR spektrumu
(Rajai-Daryasarei, vd., 2023)
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Sekil 4.13. (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3)’nin A. glaucus 200914 ile 5
giinliik inkiibasyonunda elde edilen kalintrya ait *H NMR spektrumu
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5. 5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu tez c¢alismasinda (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1), (E)-3-(4-
bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (2) ve (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on
(3) bilesiklerinin A. glaucus kufu ile 25 °C’de 5 giin siiren biyotransformasyonlari

gerceklestirildi.

(E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1) salkonunun A. glaucus kiifii ile 25 °C’de
5 gilin siiren inkiibasyonu neticesinde indirgenmis iriin olan 3-(4-nitrofenil)-1-
fenilpropan-1-on (4) ile yapilar1 aydinlatilamayan bazi safsizliklar elde edildi. 3-(4-
nitrofenil)-1-fenilpropan-1-on (4) bilesiginin yapis1 *H NMR spektrumunun baslangig
maddesinin spektrumu ile karsilagtirilmak suretiyle tespit edildi (Zheng vd., 2023).

(E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (2) bilesiginin A. glaucus kifl ile 25
°C’de 5 giin siiren inkiibasyonu neticesinde baslangi¢ maddesi, indirgenmis iiriin olan
3-(4-bromofenil)-1-fenilpropan-1-on (5) ve yapilari aydinlatilamayan bazi safsizliklar
elde edildi. Bilesigin yapist 'H NMR spektrumunun baslangic maddesinin spektrumu
ile karsilagtirilmak suretiyle tespit edildi (Luo, vd., 2022)

(E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3) bilesiginin A. glaucus kiifii ile 25 °C’de
5 giin siiren inkiibasyonu neticesinde baslangi¢ maddesi, indirgenmis iiriin olan 3-(4-
Klorofenil)-1-fenilpropan-1-on (6) ve yapilar1 aydinlatilamayan bazi safsizliklar elde
edildi. Bilesigin yapist *"H NMR spektrumunun baslangic maddesinin spektrumu ile
karsilastirilmak suretiyle tespit edildi (Rajayi, vd., 2023).

Bu ¢alismada kullanilan salkonlar olan (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1),
(E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (2) ve (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-
en-1-on (3) bilesiklerinin ilk kez biyotransformasyonlar1 gergeklestirilmistir. Bu
bilesiklerin A. glaucus kiifii ile biyotransformasyonlari sonucunda elde edilen
karisimlara ait 'H NMR spektrumunda, baslangic maddelerinin *H NMR’inda
bulunmayan 3-3,5 ppm arasinda -CHa protonlarina ait pikler goriilmektedir. (E)-3-(4-
nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (1) bilesiginin biyotransformasyonu neticesinde tek
urtn olan 3-(4-nitrofenil)-1-fenilpropan-1-on (4) bilesigine ait NMR’inda 3-3,5 ppm
arasinda -CHp protonlarina ait pikler goriilmektedir. (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-



2-en-1-on (2) ve (E)-3-(4-klorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on (3) bilesiklerinin A.
glaucus kiifii ile biyotransformasyonundan ortaya cikan karisgima ait *H NMR
spektrumlarinda ise hem 3-3,5 ppm araliginda -CH> protonlarina ait pikler hem de 7,2-
8,2 araliginda baslangi¢ maddelerine ait pikler de goriilmektedir. A. glaucus kifunin
ti¢ farkli salkon bilesigini de benzer sekilde metabolize etmesi A. glaucus ile salkonlar
tizerinde yapilacak biyotransformasyonlar ile ilgili benzer sonuglar elde

edilebilecegini gostermektedir.
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