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OZET

Bu calismada Benzoin’in Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium solani ve
Neurospora crassa fungal kiiltiirleri ile biyotransformasyon reaksiyonlari incelendi. Bu
amagcla Benzoin molekiilii, oda sicakliginda 7 giin boyunca dairesel sallayici tizerinde A.
niger, B. cinerea, F. solani ve N. crassa fungal Kkiiltiirler ile inkiibe edildi. Elde edilen
cozeltideki metabolit varlig1 ince tabaka kromatografisi kullanilarak arastirildi. Buna
gore; A. niger ve N. crassa ile gerceklestirlen biyotransformasyon sonucu Benzoin’in
yeni metabolitlere doniistiigii, B. cinerea ve F. solani ile yapilan biyotransformasyonda

ise herhangi bir metabolitin olugsmadig tespit edildi.

Benzoin’in A. niger ile biyotransformasyonu sonucunda olusan metabolitler,
kolon  kromatografisi  kullanilarak  saflagtirmaya  c¢alisildi, fakat  basar

saglanamadigindan yapilar1 aydinlatilamada.

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, Sekonder Metabolit, Fitoaleksin, Benzoin,

Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium solani, Neurospora crassa
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SUMMARY

The aim of this work was to investigate the biotransformation reaction of
benzoin by Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium solani, Neurospora crassa.For
this purpose, benzoin molecule was incubated with A. niger, B. cinerea, F. solani and N.
crassa for 7 days on an orbital shaker at 120 rpm and room temperature. The result of
these biotransformation reactions were followed by thin layer chromatography (TLC),
showing that biotransformation of benzoin with A. niger and N. crassa yielded complex
mixture of polar metabolites whereas biotransformation with B. cinerea and F. solani

yielded starting material only, but no metabolites.

Large scale biotransformation of benzoin with A. niger was carried out, but none

of the metabolites was successfully purified by column chromatography.

Keywords: Biotransformation, secondary metabolites, phytoalexins, benzoin,

Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium solani, Neurospora crassa
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BOLUM-1: GiRiS



1. GIRIS VE AMAC

Giiniimiizde mikroorganizmalar tarafindan katalizlenen kimyasal doniigiimler
olarak adlandirilan mikrobiyal biyotransformasyon, biyoteknolojinin en 6nemli ¢calisma
konularindan biridir. Mikrobiyal biyotransformasyonlar ©nemli biyolojik aktivite
gosteren bir¢ok bilesigin sentezlenmesinde veya tiirevlerinin elde edilmesinde, kimyasal
yontemlere iyi bir alternatif olusturmaktadir (Roberts, 1992; Hanson, 1995; Roberts,
et.al., 1995; Telefoncu, 1995).

Bahsedilen bilegiklerin 6nemli bir grubu da fitoaleksinlerdir. Fitoaleksin terimi
bircok bitkinin fungal saldin ve stres kosullarda biyokimyasal savunma
mekanizmalarinin bir parcasi olarak iirettigi ve anti-fungal etki gosteren ikincil
metabolit grubuna ait bilesiklerdir. Dolayisiyla da, anti-fungal ilaglarin gelisiminde

model olarak kullanilabilmektedirler (Morrissey and Osbourne, 1999).

Bu calisgmamizdaki amacimiz; stilben grubu bir fitoaleksin olan trans-resveratrol
molekiiliine yapisal benzerlik gosteren benzoin bilesiginin tiirevlerinin; Aspergillus
niger, Botrytis cinerea, Fusarium solani ve Neurospora crassa fungal Kkiiltiirleri ile

biyotransformasyon reaksiyonlarin1 gerceklestirerek tiirevlerini elde etmekti.



1.1. ilac ve Biyoteknoloji

Bilimsel bir veriden ilaca uzanan asamalardan ilki "ila¢ kesfi" olarak
adlandirilan ilag etkinligi gosteren madde adaylarinin saptanmasidir. "Hedefe yonelik
ila¢c aday kesfi” olarak tanimlanan ¢alismalarda, once ilacin hedeflenecegi gen veya gen
griinleri belirlenir. Bu belirleme calismalarn iki sekilde yapilabilir. Calismalar;
hastaliklarin molekiiler patojenezi konusuna yogunlagan temel arastirmalar ve mevcut
ilgili bilimsel yayinlara ulasarak ve/veya uluslar arasi veri bankalar1 araciligi ile elde
edilebilen giincel bilgilerden yola ¢ikilmak suretiyle gerceklestirilir. Hedef molekiiliin
seciminden sonra, ila¢c aday1 arayis stratejisi belirlenir. Bu baglamda ila¢ aday1 tarama
ve ilag adayr tasarimi yaklagimlari yogun olarak kullamilmaktadir (www.

kultur.k12.tr/biyosemp/pdf/03__biyoteknoloji_2007.pdf).

"{lag aday: tarama" calismalari genellikle yiiksek 6lcekli aday taramasi, 6n
adaylarin belirlenmesi, deney hayvanlarinda in vivo etkinlik ve toksisite ¢aligmalari
evrelerinden olusmaktadir. Aday taramalarinda, sayilar1 yliz binleri bulan dogal
kaynakli kimyasal maddeler iceren ve "kombinatoryal kimya" teknolojisi ile tiretilen ve
sayilar1 milyonlar1 bulan sentetik kimyasal maddeleri icinde barindiran etken madde

kiitiiphaneleri kullanilir (www.kultur.k12/tr/biyosempodf/03_biyoteknoloji_2007.pdf)

Halen en verimli sonu¢ saglayan etken maddeler grubunu; kara bitkileri, kara
hayvanlari, deniz organizmalar1 ve mikroorganizmalarin metabolitlerinin olusturdugu
dogal kaynakli olanlar olusturmaktadir. Diinyada karada yetisen bitkilerinin en az
250.000 oldugu ve bitkilerin sistematik olarak taranan kisminin ise bu rakamin sadece
%10-15’ini teskil ettigi tahmin edilmektedir. Ulkemiz, bulundugu cografi konumu,
jeolojik ve jeomorfolojik yapisi, degisik anakara tiplerine sahip olusu ve farkli iklim
kusaklarinin etkisi altinda bulunmasindan dolay1 sahip oldugu zengin bitki ortiisiinden
otiirii, bu alanda 6nemli bir avantaja sahiptir. Ulkemiz bitki ortiisinde bu rakam
11.000’e yaklagmistir ve her giin bulunan yeni tiirler bu sayiyr artirmaktadir.
Mikroorganizmalarin sayilari on binlerle ifade edilmektedir ve son 20-30 yilda deniz
organizmalari, yogun bir sekilde arastirilan cok zengin bir dogal kaynak durumundadir.
1981-2002 yillar1 arasinda tiim {ilkelerde ruhsatlandirilmis ilaclarin %44°ti dogal
kaynakli bilesiklerden, %10’u biyoteknoloji iirlinleri, %1°1 asilar ve geri kalan %45°1lik



orani ise sentetik ilaclar olusturmaktadir. Sadece antibiyotikler dikkate alindiginda,
9%95’inin dogal kaynakl veya dogal kaynakli bir molekiilden hareketle elde edildikleri
goze carpmaktadir. Dolayisiyla, mikroorganizmalar dogal kaynak olarak, mayalanma
teknolojisi ise biyoteknolojik bir yontem olarak, bu alanda 6nemli bir yer tutmaktadir.
1981-2003 yillar1 arasinda yeni ruhsatlandirilmis olan anti kanser bilesikler arasinda;
dogal kaynakli bilesikler, biyolojikler ve dogal kaynakli bir molekiil temel alinarak
iiretilen ilaglar, toplam anti kanser ilaglarin  %57’sini  olusturmaktadir

(www .kultur.k12/tr/biyosempodf/03_biyoteknoloji_2007.pdf).

Dogal kaynakli bilesikler; dogrudan ila¢ etken maddesi veya yar1 sentezle
degistirilerek daha etkili ve daha az toksik molekiiller haline doniistiiriilmek suretiyle
kullanilabilmektedir. Ayrica, bu bilesikler model bilesik veya sentez baslangic maddesi
olarak da kullanlabilirler. Bu nedenle, farmakognozi ve farmasotik kimya bilimleri,
yeni ilag molekiilii bulma, tasarlama ve gelistirme konularinda biiyiikk 6nem kazanmistir.
Doga, yukaridaki 6rneklerden de goriilecegi gibi, yeni ilag molekiillerinin kesfinde
olduk¢a comert davranmakta, fakat verim her zaman istenilen diizeyde olamamaktadir.
Bu sorun, giiniimiizde biyoteknolojik yontemler kullanilarak ve organik sentez kimyasi

ile agilabilmektedir (www.kultur.k12/tr/biyosempodf/03_biyoteknoloji_2007.pdf).

"flag aday1 tasarimi" arastirmalari, genellikle molekiil yapisi bilinen molekiiller
iizerinde yogunlasmistir. Buradaki amac; biyoinformatik ve islemsel biyoloji gibi
bilgisayar yontemlerini kullanarak, hedef protein veya diger molekiillerin aktif veya
islevsel bolgelerine karst uyum gosterecek molekiillerin bilgisayar ortaminda tasarimi
yapilarak tespit edilmesidir. Bu yontem “Rasyonel ila¢ tasarim1” olarak adlandirilir. Bu
yaklagim, aym1 zamanda tedavi edici 6zelligi olan yeni etkin maddelerin bulunmasini
hizlandiran yontemleri de icermektedir. Bu sekilde, bilgisayar destekli tasarim ve
molekiiler modelleme kullanilarak yeni bilesiklerin tasarlanmasi miimkiindiir. Ila¢ aday
tasarimi1 c¢aligmalar1 sonucunda secilmis olan kimyasal molekiillerin sentezlenmesi,
etkinlik derecelerinin belirlenmesi ve etkenligi saptanan molekiillerin daha ileri
calismalar yapilarak ila¢ olarak kullanilabilmesi, ila¢ gelistirmedeki diger asamalart

olusturmaktadir (www .kultur.k12/tr/biyosempodf{/03_biyoteknoloji_2007.pdf).



[lagc adayr tanimlamaya kadar uzanan "ilagc kesfi" faaliyet alani acisindan
bakildiginda; iilkemizdeki miinferit ¢calismalarin maddi olarak iyi desteklenen merkez
veya merkezlerde toplanmasi ile ulusal floradan hareketle zengin bir "Dogal Kaynakli
Kimyasal Bankalar" kurmamiz kisa siirede miimkiin olabilir. Bu durum, diger iilkelerle
kiyaslandiginda, iilkemize biiyiik rekabet avantaji saglayacak, bulunacak ila¢ adaylar
biiyiik ila¢ firmalaria yiiksek degerlerde pazarlanabilecek ve en Onemlisi yerli ilag
sanayi  tarafindan ilag  gelistirme  calismalarinda da  kullanilabilecektir

(www .kultur.k12/tr/biyosempodf/03_biyoteknoloji_2007.pdf)

1.2. Sekonder Metabolit
1.2.1. Sekonder metabolitin tanimi

Sekonder metabolitler organizmalarin temel yasamsal islevleri ile dogrudan
iligkisi olmayan, buna karsilik en az bitkinin yasamsal islevleri ile dogrudan iliskili
primer metabolitler kadar 6nemli maddelerdir. Sekonder metabolitler bitkilerin, ¢cevresel
kosullara uyum saglama, savunma, korunma, hayatta kalma, neslini siirdiirme ve

ekosistemle iligkilerini diizenlemelerinde yardimci olurlar (Bailey and Mansfield, 1982).

Sekonder metabolitler, organizma herhangi bir stres durumuyla karsilastig
zaman faaliyete gegcen Ozellesmis metabolik yollar tarafindan iiretilirler. Bu iiriinlerin
ara metabolizma iiriinlerinden farki, organizmanin biiylimesi ve iiremesi i¢in mutlak

gerekli olmamalaridir (Vining, 1990).

Buna ragmen organizma i¢in Onemli olan; atiklarin uzaklastirilmasi,
detoksifikasyon, savunma ve hiicreler arasi haberlesme gibi birtakim fonksiyonlari
iistlenirler.  Bu gorevler disinda sekonder metabolitler; antibiyotik, kemoterapotik,
pestisid ve immiinsiipresif ajanlar gibi ¢ok ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiplerdir. Bu
etkileri nedeniyle endiistride yaygin olarak kullanmilmaktadirlar. Fonksiyonlarindaki
cesitlilige benzer sekilde, bu bilesikler kimyasal yapilar1 bakimindan da cok biiyiik
cesitlilik gosterirler (Topal vd., 2000).



Sekonder metabolitler, asagida 6zetlendigi gibi iki kaynaktan elde edilemektedir.
Dogadan Toplama:

» Az miktarlarda ve belli gelisim evrelerinde iiretilirler
» Bau tiirlerin zamanla soylarinin tiikenmesi tehlikesi vardir

» Bau bitkilerin toplanmasi ¢ok giigtiir ve maliyeti yiiksektir
Doku Kiiltiirii:

» Istenilen zamanda, istenilen kadar tiretim
» Tirlerin kaybolma tehlikesi yok
» Standart kalitede ve bol miktarda iiretim

> Istenildigi kadar bitkinin elde edilme kolaylig1

Pek ¢ok kallus ve siispansiyon kiiltiiriinde hiicreler, sekonder metabolitleri

iiretmezler. Bunlarin nedenleri (Ustiin, 1991; Ustiin vd., 1996; Ustiin, vd., 1998);

v" Belirli 6nciil kimyasallarin primer metabolizmaya yénlenmesi,
v' Kilit enzimlerin baskilanmasi ya da azalmasi,

v Uygun depo organlarimin bulunmamasindan kaynaklanmaktadir.

1.2.2. Endiistriyel kaynaklh sekonder metabolitler

Giintimiizde azalan dogal kaynaklar nedeniyle, ihtiyac duyulan birgok iiretim
alam1 i¢cin mikroorganizmalar alternatif olarak goriilmekte ve bu konuda yogun
calismalar yapilmaktadir. Bu mikroorganizma gruplar arasinda kiifler, 6nemli bir yer
tutmakta ve endiistriyel agidan 6nemli bir kaynak olusturmaktadirlar. Kontrollii kogullar
olusturuldugunda, iiretim daha da tesvik edilebilmektedir. Endiistriyel iiretim agisindan
mikroorganizmalar; enzimlerinin ekonomik oluslari, mevsimsel ve potansiyel
kisitlamalara bagh kalmayislar1 agisindan avantajlar sunmaktadir. Filamentli kiifler,
saprofit veya patojen tiirleriyle onemli zararlara neden olmaktadirlar. Bunun yaninda

geri kazamimli ekosistemde cok etkin rollere de sahiptirler. Primer metabolizma



giriinleri hem anabolik, hem de katabolik biyokimyasal reaksiyonlar1 kapsamaktadir.
Burada; proteinler ve DNA benzeri makromolekiiller temel olup, ara iiriinler ve enerji

sentezi bir arada ger¢ceklesmektedir (Paterson and Bridge, 1994)

Sekonder metabolitlerin iiretim mekanizmasi ile bir tek kimyasal yap1 grubu
sentezlenemez. Bu bakimdan her bir sekonder metabolit iiretiminde farkli bir metabolik
dongii s6z konusudur. Sekonder metabolitler ile primer metabolitler arasindaki temel
fark; sekonder metabolitlerin biyosentezi baz1 mikrobiyal gruplar, tiirler ve hatta suslar
ile simirli iken; primer metabolit iiriinleri aerop, anaerop, fototrof ve organotrof olma
durumlart ile etkilenmekle beraber, daha genel ve temel ortak 6zellikler

gosterebilmektedirler (Topal vd., 2000).

Mevcut endiistriyel enzim pazar diinya genelinde 1,4 milyar USD dolayinda
iken, yilda %10’un iizerinde pazar ag1 artis1 ve %4-5 dolayinda satis artist ile en yaygin
tilketim alanlarindandir. Endiistriyel enzim tiretiminin %75’1, gida, deterjan ve nisasta
endiistrileri tarafindan kullanmaktadirlar. Proteaz, amilaz, lipaz, seliilaz ve pektinaz gibi
hidroliz amacli kullanilan enzimler, en yaygmn kullanilan enzimlerdir. Bu enzimlerin
sentezleri %60 oraninda rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilmektedir. Bu durum
ayn1 zamanda endiistriyel gelismenin gostergesi olarak da kabul edilmektedir. Bu alanla
ilgili her giin yeni potansiyel kaynaklar aranmakta ve giindeme gelmektedir (Topal vd.,

2000).

Uretilen enzimlerin %50’si sadece gida endiistrisi tarafindan kullanilmakta ve
kiiflerin enzim {iiretim yetenekleri onemli endiistriyel avantajlar saglamaktadir. Gida
endiistrisinde 6nemli olan bazi enzimlerin adlar1 ve yaygin olarak kullanildiklar alanlar

asagida ozetlenmistir.



Proteaz:

Unlu iiriinlerde (ekmekgilikte) geleneksel fermente iiriinlerde
Biranin sogukta olgunlastiriimasinda

Peynir endiistrisinde koagulasyon amaciyla

Et olgunlastirmada

Klinikte (sindirim kolaylastirici olarak, tanida, v.b.)

NN

Biyokimyada (hiicresel materyal saflastirllmasinda, peptid analiz ve

sentezinde v.b.)
Amilaz:

v’ Biracilikta ve damutik i¢ki iiretiminde

v’ Tahil iiriinleri ve cikolata isleme teknolojisinde

Fungal o-amilazlar Aspergillus oryzae’nin kontrollii fermentasyonu ile
iiretilmekte ve yaygin olarak unlu iiriinler endiistrisinde kullanilmaktadirlar. A. oryzae
ayn1 zamanda proteaz iireticisi olarak da bilinmektedir. Bu enzimlerden proteaz, lipaz,
pektinaz, seliilaz, amilaz ve izomeraz; gidalarin 6zellikle goriiniis, aroma durumlarini
etkilemekte ve islenmis iiriinlerin besleyici degerleri gibi pek cok ozelliklerini de

yonlendirmede 6nem tagimaktadir (Topal vd., 2000).

1.3. Fitoaleksinler

Fitoaleksinler, bircok bitki tarafindan iiretilen ve sekonder metabolit grubuna ait
bilesiklerdir. Bu bilesikler fungus, bakteri ve nematodlar gibi ¢esitli organizmalarin
biiytimesini engelleyebilmektedir. Fitoaleksinler ve bunlardan meydana gelen tiirevler
ayn1 zamanda pestisit ve fungusit olarak onemli bir potansiyele sahiptir. Bitki
dokularma fitoaleksin sentezini uyaran bazi abiyotik ve biyotik uyaricilarin in vivo
kullanimlar1 soncunda bu maddelerin bitki biinyesinde sentezlendigi bilinmektedir. Bu
bilesiklerin ne amagla (i ve ii) ve hangi kosullarda (iii ve iv) iiretildikleri, asagida

maddeler halinde 6zetlenmistir (Grayer and Harborne, 1994).



(i) Biiylime ve gelisimlerinin bir pargasi olarak
(ii) Kimyasal ve biyokimyasal savunma mekanizmalarinda kullanilmalan
(iii)Fungal saldir1 sonucu ve(ya) stres kosullar1 altinda

(iv) Anti-fungal etkiye sahip

Fitoaleksinler, lipofilik yapiya sahip ve genelde saglikl1 bitki dokusunda mevcut
degildirler. Patojen saldirn veya stres kosullarinda tepki olarak bitkiler tarafindan
iretilirler. Fitoaleksin birikmesi, bitkinin hastalik direnciyle savunmasini temsil eder

(Prusky et.al., 1996).

Fitoaleksin bilesiklerinin antimikrobiyal etkinliklerinin mekanizmalar tam
anlamiyla agiklanmamis olsada, bir fitoaleksin olan o-tamotin’in patojenik mantarlar
olan Botrytis cinerea, Septoria lycopersici ve Fusarium oxysporium tarafindan

etkisizlestirme mekanizmasi Sekil 1.1." de sunulmustur (Quidde et.al., 1998)

Botrytis cinerea

<

B-D-xyl (1= 3)
B-D-glu (1 =2) > B-D-glu (1= 4)—f-D-gal (1->)0

Septoria lycopersici
Fusarium oxysporum

Sekil 1.1. a-Tamotin’in B. cinerea, S. lycoserpici ve F. oxsporium tarafindan
etkisizlestirilmesi
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Bitkiler tarafindan iiretilen bazi fitoaleksin molekiillerinin (pisatin, risitin,

gosipol ve reservatrol) yapilari ise Sekil 1.2” de verilmistir.

HO.

HO CH,
CH,

Rishitin

OH

Pisatin

Gossypol

Sekil 1.2. Risitin, reservatrol, pisatin ve gosipol’iin molekiil yapilari
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1.4. Fitoaleksinlere Ornekler
1.4.1. Patates fitoaleksinleri (Desjardins et.al., 1995)
Patates yumru koklerinin hastaligi esnasinda fitoaleksin molekiilleri olarak

klorojenik ve kafeik asit ile risitin ve lubimin molekiilleri iiretilir. Molekiil yapilari

asagida verilmistir.

COOH o

HO HO
OH -""OH

Kafeik asit Klorojenik asit

Sekil 1.3. Patates fitoaleksinleri

Bazi funguslar, fitoaleksinleri etkisiz hale getirme 6zelliklerine sahiptir ve bu
durum detoksifikasyon reaksiyonlari olarak adlandirilir. Reaksiyon sonucu olusan
metabolitler, artik mikroorganizmalara karsi herhangi bir etkinlik gosteremez. Risitin ve
lubimin molekiilleri, detoksifikasyon sonucu 11,12-epoksi rishitin ve siklodehidro-

izolubimin molekiillerine doniisiir (Kuc et.al., 1982 ).

HO. HO.
HO ?S
HO o

Rishitin Epoksi rishitine
HO, CHO HO, CH,OH HO_
j\/;% —_— —> —
Lubimin Isolubimin Siklodehidrolubim

Sekil 1.4. Rishitin ve lubimin’in Gibberella pulicaris trafindan detoksifikasyonu
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1.4.2. Lahana, karmibahar, turp, brokkoli fitoaleksinleri

Kamaleksin (camalexin) ve brassinin, bu bitkiler tarafindan yaygin olarak

iiretilen fitoaleksin molekiilleridir ve yapilar1 asagida sunulmustur. (Conn et.al., 1988)

Etkisizlestirildiklerinde hidroksi veya oksitlenmis tiirevleri elde edilir. Molekiil
yapilart ve etkisizlestirme sonucu olusan bilesikler asagida verilmistir (Conn et.al.,

1994).

O\—&} L HO\Q_Q[SB

Kamaleksin Hidroksi kamaleksin

O — QO™
MeS _— MeS
N N

Brassinin S oksit

Brassinin
N R
>=S=O
_—
MeS
N N
Brassinin S oksit R=CHO Indol3 karboksi aldehit

R=CH,0H Indol 3 karboksilik asit

Sekil 1.5. Lahana, Karmibahar, Turp, Brokkoli Fitoaleksinleri
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1.4.3. Legume (baklagiller familyasindan bitkiler) fitoaleksinleri

Kievitone, pisatin ve maackiain molekiilleri baklagiller familyasindan olan
bitkiler tarafindan iiretilen ve isoflavonoid yapisina sahip fitoaleksin molekiilleridir.

(Zhang and Smith 1993 )

Detoksife edildiklerinde, genellikle alil grubuna bagl isoflavonoid kismindan
hidroksillemeye veya yapidaki metoksi grubunun hidrolizine ugrarlar ve

hidroksillenmis tiirevlere doniisiirler (Smith et.al., 1981).

CH;O0. 0.
sot
—_—

Pisatin

Hidroksi maackianin

HO. (0) 0. O
‘ .
Maackianin Hidroksi maackianin

Sekil 1.6. Legume fitoaleksinleri ve etkisizlestirme reaksiyonlari sonucu olusan
metabolitler
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1.5. Stilbenler

Asma yapraklar1 ve meyveleri, fungal hastaliklara ve abiotik davranigina yanit
olarak fenolik grup iceren bilesikleri sentezlerler. Bu tiir molekiillere stilbenler adi

verilir (Adrian et.al., 1997).

Resveratrol (trans-3,4',5-trihidroksi stilben) stilben grubuna ait bir bilesik olup,
bitkilerin biiyiime ve gelisme asamalarmin herhangi bir doneminde stres altinda
kaldiklarinda veya bir patojen saldirisina ugradiklarinda, bitki savunma mekanizmasinin
olusturulmasi amaciyla iiretilir. Resveratrol, fitoaleksin grubuna ait bir sekonder bitki

metabolitidir. (Langrake, 1981)

Cin ve Japon halklarinin geleneksel olarak kullandiklar1 ve kojokon olarak
adlandirilan bir ilacin, resveratrol icerdigi giiniimiizde bilinmektedir. Bu ilag
Polygonium cuspidatum (sivri uglu cobandegnegi) bitki kokiiniin kurutulup toz haline
getirilmesiyle elde edilir. Damar tikaniklig1 basta olmak iizere cilt iltihab1 ve alerji gibi
bircok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Resveratrol’iin kimyasal yapisinin
tanimlanmas1 sonucu gerceklestirilen bazi biyolojik etki calismalarinda, kanserden

korunmaya yonelik etkileri aciga cikarilmistir (Jeandet et.al., 1995).

Ozellikle cevresel faktorler ve Kkiiltiirel uygulamalar, resveratrol iiretimini
dogrudan etkiler. Serin ortamlarda yetistirilen saraplik iiziimlerde resveratrol diizeyinin,
iyi giineslenen ortamlarda yetisenlerden daha yiiksek oldugu kabul edilmektedir.
Bitkilerde fitoaleksin sentezi, fungal hastaliklar ve hava kirlilik etmenleri gibi bitkilerde
stres yaratan faktorlerin bitkilere ayni diizeyde yansimasi miimkiin olamadigindan, her
zaman ayn1 miktarda olamayacaktir. Bu nedenle, resveratroliin kontrollii kosullarda elde
edilmesi iizerinde ¢alisilmakta ve ¢esitli teknikler kullanilarak yilin her doneminde iiriin
elde edilmesinin yollar1 arastirilmaktadir. S6z konusu teknikler arasinda kallus ve hiicre
stispansiyon Kkiiltiirlerini kullanma yer almaktadir. Bunun nedeni, morfolojik olarak
farklilagma egilimindeki hiicre ve hiicre gruplarinda potansiyel olarak fitoaleksinlerin

iiretim olanaginin daha fazla olmasidir (Sarig et.al., 1997).



15

Hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri bir doku kiiltiirii teknigi olarak tanimlanir ve
hiicre veya hiicre gruplarinin sivi biiyime ortaminda dagilim gostermesinden olusur.
Kallus, morfolojik diizensizlige sahip kiitleler olarak tamimlanir ve ana bitkiden kesilen
doku pargasinin, steril ve yapay besin ortaminda biiyiitiilmesi sonucu olusur (Keskin ve

Marasali, 2005).

Biyomiihendislik uygulamalarindan bir tanesi de resveratrol’iin bitki dokular1
araciligr ile (kallus ve hiicre kiiltiirleri) tiretilmesidir. Ses Otesi dalgalar yardimiyla,
iiziimden resveratrol iiretilmesi, bu alanda olduk¢a yeni bir caligmadir. Bilindigi iizere,
ses otesi dalgalarin uygulandigi ortamlarda OH, H, X, C ve CN gibi serbest radikaller
olugmakta ve bu radikaller kimya endiistrisinde, tepkimelerde baslatict olarak gorev
yapmasi, liretim verimini artirmasi, tepkime siiresini kisaltmasi ve tepkime yol izini

degistirerek farkli iiriinlerin elde edilmesini saglamaktadir (Keskin ve Marasali, 2005).

Resveratrol’tin hidroksil (—OH) iyonlarimi igeren polifenolik yapiya sahip bir
bilesik oldugundan, ses Otesi dalgalar kullamimiyla iiretiminden daha yiiksek verim

almabilecegi tahmin edilmektedir (Kunter ve Keskin, 2006)

HO
OH

OH

Sekil 1.7. trans-resveratrol’iin molekiil yapisi
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1.6. Aspergillus niger ile Gerceklesen Biyotransformasyon Reaksiyonlari

Aspergillus niger’in endiistriyel kullanim alanlarindan bir tanesi de, biyolojik
hidroksilleme ajami olarak kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Bu tiir reaksiyonlara
literatiirde bol miktarda rastlanmaktadir. Ayrica A. niger ile ilgili calisma grubumuzca
yapilmis caligsmalar da bulunmaktadir (Kiran vd., 2004; Yildirim, 2004). Bazi 6rnek

biyotransformasyon reaksiyonlart asagida sunulmustur.

OH

o
Sl
=

A. niger

Sekil 1.8. Rasemik diizoforonun A. niger ile biyotransformasyon reaksiyonu



Pinen

“OH

Trans verbenol

OH

Cis verbenol

A. niger

Y

Verbenon

OH

R

OH

Trans sobrerol

HO,,

OH

Trans sobrerol

Sekil 1.9. (1R)-(+)-a-Pinene’in A. niger ile biyotransformasyonu (Lindmark et.al.,

2003)
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1.7. Fusarium solani ile Gerceklesen Biyotransformasyonlar

Fusarium solani (AS 3. 1829)’nin de bir diger endiistriyel kullanim alam ise,
biyolojik hidroksilleme ajani olarak kullanilabilmektir. Literatiirde bu tiir reaksiyonlara
cok az rastlanilmaktadir. Ornek olarak bazi steroid hormon benzeri molekiillerin
oksidasyonlar1 ve izomerlesmeleri verilebilir (Mai et.al., 2007).

(0

~

F. solani

HO HO""
H

Resibufogenin

F. solani

(0]
NS
O
H
(0 O
O
NS
OH
H

OH
HO HO""
H
Bufalin o) o)
O O
NS NS
OAc
OAc F. solani
O O
HO O
H H
Cinobufagin

Sekil 1.10. Resibufogenin, bufalin ve cinobufagin’in F. solani ile biyotransformasyonu
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1. 8. Neurospora crassa ile Gerceklesen Biyotransformasyonlar

Rasemik diizoforon, karyofillen oksit, sedrol ve steroid hormonlar substrat
olarak kullanilarak N. crassa ile gergeklestirilmis biyodoniisiim reaksiyonlart mevcuttur
(Maugras et.al., 1973a ve 1973b; Akar, 2005; Kiran vd., 2005; Durceylan, 2007). Bu

reaksiyonlar sonucunda, mono- ve/veya di-hidroksillenmis tiirevler elde edilmistir. Bazi

ornekler asagida sunulmustur.

\‘~\
o

N. crassa

Karyofillen oksit Hidroksi karyofillen oksit

Sekil 1.11.a. Karyofillen oksit’in Neurospora crassa ile biyotransformasyonu

N. crassa

Diizoforon Hidroksi diizoforon

Sekil 1.11.b. Rasemik diizoforon’un Neurospora crassa ile biyotransformasyonu

OH

HOH,C

N. crassa

\J

H

H
Hidroksi sedrol

Sedrol

Sekil 1.11.c. Sedroliin Neurospora crassa ile biyotransformasyonu
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2. BIYOTRANSFORMASYON CALISMALARI

2.1. Genel Deneysel Bilgiler

Salastirmada kolon kromatografisi kullanildi. Kolon kromotografisi icin 60
(Merck, 230-400 mesh) tipi silika jel kullanildi. Ince tabaka kromotografisi, 0.25 mm
kalinliginda silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF,s4) iizerinde etil asetat-petrol eteri
(60—8OOC) (1:1) ¢ozgen sistemiyle izlendi. Bilesiklerin spotlar1 metanol-siilfirik asit

cozeltisiyle renklendirildikten sonra 1sitilarak belirgin hale getirildi.

2. 2. Mikroorganizmalarm Temini Ve Saklanmasi

Calismamizda kullanilan funguslar Aspergillus niger (ATCC 10549), Botrytis
cinerea, Neurospora crassa (wild tipi) Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Fusarium solani (yerel izolat) ESOGU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Kiiltiir

kolleksiyonlarindan saglanmis ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.

2. 3. Kullamlan Sivi Besi Yerlerinin Hazirlanisi

A. niger ve N. crassa tiretimi i¢in kullanilan siv1 besiyeri bilesenleri ve miktarlari:

Glukoz 15¢g
Sakkaroz 15g
KH2PO 4 lg
Pepton S5¢g
MgS04.7H,0 500 mg
KC1 500 mg
FeSO,4.7H,0 10 mg

B. cinerea ve F. solani tiretimi icin kullanilan s1v1 besiyeri bilesenleri ve miktarlart:

Glukoz 50g
Yeast extract lg
KH2P0 4 5 g
NaNO; 2¢g
MgS0,4.7H,0 500 mg
FeSO,4.7H,0 10 mg
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Yukarida belirtilen besiyeri bilesenleri tartilarak distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanmistir. pH 7,0 olacak sekilde 0,1 M HCI c¢ozeltisi hazirlanarak ilave
edilmistir. 250 ml’lik erlenlerin her birine 100 ml besiyeri konularak erlenlerin agizlar
pamukla kapatilip pamugun iizeri aliminyum folyo ile kaplanmistir. Besiyerleri, 120

°C’de 1,1 atm basincta 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.4. Mikroorganizmalarin Hazirlanmasi

Oda sicakliginda, kati besiyerinde bulunan mikroorganizmalar 250 ml’lik
erlende bulunan 100 ml’lik sivi besiyerine UV steril kabininde bir 6ze ucu dolusu
miktarda ilave edilmistir. Daha sonra ¢alkalamali kosullarda (120 rpm) oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Mikroorganizmanin yeterli miktarda biiyiimesi saglandiktan
sonra (24-48 saat), esit miktarda siv1 besiyeri iceren diger erlenlere steril kosullarda
aktarilmigtir. S1vi besiyerlerine ekimi yapilan bu kiiltiirler, dairesel sallayici {izerinde
(120 rpm) oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Sonraki asamada ortama substrat

eklenerek biyotransformasyon siireci baslatilmistir.

2.5. Substratin ilavesi

20 mg benzoin, 2 ml asetonda ¢oziildiikten sonra boliim 2.1.4° de belirtildigi
sekilde yetistirilen fungus iceren cozeltiye, inkiibasyonun ikinci giiniinde ilave
edilmistir. Inkiibasyon, oda sicaklifinda 120 rpm hizla calistirilan dairesel calkalayici
iizerinde, bir hafta boyunca siirdiiriilmiistiir. Bu siire¢ igerisinde biyotransformasyon
isleminin sona erdigi ve doniisiimlerin maksimuma ulastig1 nokta, ITK sistemi ile tespit
edildi. Numuneler iizerine etil asetat (EtOAc) ilave edilerek mikroorganizmalarin
canliligina son verildi ve biyotransformasyon reaksiyonu durduruldu. Daha sonraki

agsamada ekstraksiyon ve izolasyon caligmalarina gecildi.
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2.6. Metabolitlerin Ekstraksiyonu ve Saflastirilmasi

Biyotransformasyon islemini durdurmak ve ekstraksiyonu baslatmak amaciyla
besi yerlerine 1/4 oraninda EtOAc ilave edildi. Iyice calkalandiktan sonra, Buchner
hunisinden vakum altinda siiziilerek, mikrobiyal misellerden kurtarilan ve birlestirilen
stvi kisimlar ayirma hunisinde hacimlerinin yaklasik 2 kati EtOAc ile 3 kez ekstre
edildi. Toplanan ekstreler susuz Na,;SOy4’tan gecirilerek yogunlagmaya birakildi. Elde
edilen ekstre kolon kromatografisi ile saflastirilmaya ¢alisildi. Kolonda ¢oziicii sistemi
olarak etil asetat’in polaritesi petrol eteri ile arttirllarak gradient bir sistem kullanildi.

Ayrilan fraksiyonlar ITK ile izlendi.



KULTUR

KOLLEKSiYONU -

INOKULASYON

P
<

PER == W I

SUBSTRATIN

TRANSFERI

Sekil 2.1.Biyotransformasyon agamalari
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3.1. Substrat Molekiilii ve Ozellikleri

Biyotransformasyon 6n deneme calismalarinda kullanmis oldugumuz benzoin

molekiilii, Avocado firmasindan satin alinmistir. Molekiiliin yapist sekil 3.1°de

gosterilmistir.
Genel Ozellikleri
Molekiil Formiilii | C14H;20;
0 Molekiil Agirlig 212.25 g/mol
Yogunlugu 1.31 g/em’
OH Erime Noktasi 134-136 °C

Kaynama Noktast | 334-344 °C

Sekil 3.1. Benzoin’ in molekiiler yapis1 ve genel 6zellikleri

3.2. Yapilan On Deneme Calismalarmin Degerlendirilmesi

Tezin ama¢ kisminda belirtildigi iizere benzoin molekiilii Aspergillus niger,
Botrytis cinerea, Neurospora crassa, Fusarium solani fungal kiiltiirleri ile
biyotransformasyon reaksionlarina tabi tutulmustur. S1ivi besiyerinde biiyiitiilen A. niger,
F. solani, N. crassa ve B. cinerea fungal kiiltiirleri, benzoin molekiilii ile 7 giin boyunca
dairesel calkalayici iizerinde inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda elde edilen karisim,

ince tabaka kromatografisi (ITK) yardimiyla analiz edildi. Yapilan 6n denemelerde

alian sonuclar agsagida sunulmustur.
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0
Aspergillus niger
O Neurospora crassa > Metabolit va
OH

0]
Fusarium solani .
— » Metabolit yolk
OH Botrytis cinerea

Sekil 3.2. Yapilan 6n denemelerin sonuglari

Yapilan 6n denemelerde 20 mg benzoin molekiilii kullamilmistir. Cizelgeden de
goriilecegi lizere, substrat molekiilii, A. niger ve N. crassa fungal Kkiiltiirleri ile
biyotransformasyonlar1 sonucu yeni metabolitlere doniismiis, fakat patojenik fungal
kiiltiirler olan Botrytis cinerea ve Fusarium solani ile ise herhangi bir metabolit
vermemistir. Bu agamada olumlu sonu¢ alinan benzoin’in biiyiik dlgekte A. niger ile
biyotransformasyon reaksiyonunun yapilmasina karar verilmis ve olusan diiriinlerin

yapisinin aydinlatilmasi ¢aligmalarina baglanmisgtir.

3.3. Benzoin’in Aspergillus niger ile Biyotransformasyonu

Benzoin  bilesiginin  biiyiik  Olgekte  biyotransformasyon  reaksiyonu
gerceklestirildi. Reaksiyonda substrat miktart 500 mg olarak olarak alindi. Sivi
besiyerinde biiyiitillen A. niger fungal kiiltiirii, benzoin molekiilii ile 7 giin boyunca
dairesel calkalayic iizerinde inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda elde edilen karisim,
ITK yardimiyla analiz edildi ve sonugta ¢ozeltide baslangi¢c maddesi disinda birbirleri
igerisine ge¢mis ve baslangic maddesinin polaritesinden daha yiiksek polariteye sahip

bir¢ok polar metabolitin varlig1 belirlendi. Bu karisim, daha sonra dolgu maddesi olarak
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silika ve coziicii sistemi olarak degisik oranlarda petrol eteri-etil asetat karigimi

kullanilan kolonda, kolon kromatografisi kullanilarak saflagtirilmaya calisildi.

Kolondan ilk olarak % 10’luk petrol eteri-etil asetat karisimi kullanilmak
suretiyle baslangic maddesi (100 mg) izole edildi. Yapisi mevcut NMR spektrumlari ile
karsilagtirilarak aydinlatildi.

Daha sonra kolondaki ¢ézeltinin polaritesi kademeli olarak artirildi. % 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 ve 65’lik petrol eteri-etil asetat elusyonu kullanilarak mevcut
metabolitler saflastirilmaya ¢alisildi. Saf oldugu diisiiniilen madelere ait olan
eliisyonlarin tamami toplandiktan sonra ¢oziicii rotari-evaporatorde uguruldu. Elde
edilen maddenin saflik kontrolu ITK ile tespit edildi. On denemelerde elde edilen spota
esdeger oldugu tespit edilen spotlardan hicbir tanesi saf olarak elde edilemedi.
Biyotransformasyon c¢alismas1 birka¢ kez tekrarlanmasina ragmen olumlu sonug

alinmad.

Olusan metabolit ITK’da baslangic maddesine oranla daha polar bir yapiya sahip ve
biiyiik bir ihtimalle, baslangi¢c maddesinin mono veya di-hidroksillenmis bir tiirevi
olabilecegi gibi, yapida mevcut keton grubunun indirgenmesi sonucu rasemik karisim
seklinde hidroksi tiirevleri de elde edilmis olabilir. Gerek keton grubunun indirgenmesi
sonucu olusan rasemik hidroksi tiirevleri, gerekse yapiya ilave edilmis muhtemel mono
hidroksillenmis tiirevlerin polariteleri birbirlerine yakin olacagindan, bu tiir karisimlarin
kolon kromatografisi yontemiyle saflastirilmalar1 oldukga gii¢c ve basarili olma sansinin

oldukga diisiik oldugu kanaatine varildi.

(0]
Aspergillus niger
» Metabolit saflastirilama
OH

Sekil 3.3. Benzoin’in A. niger ile biyotransformasyon reaksiyonu
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Elde edilen bu sonuglar 1s181nda, benzoin molekiiliiniin A. niger ve N. crassa ile
gerceklestirilen reaksiyonlari sonucunda yeni benzoin tiirevlerin olugmus olabilecegi,
fakat benzoin’in B. cinerea ile F. solani fungal kiiltiirleri i¢in iyi bir substrat olmadigi
ortaya konmustur Benzoin molekiili gibi aromatik halka igeren bilesiklerin
biyotransformasyonlari, literatiirde ¢ok siklikla calisilmamis ve yapilan az sayida

caligmalardan ise olumlu sonug alinan ¢aligma sayisi oldukga sinirh kalmistir.

Saflastirmada basar1 saglanamadigindan, 6n calismalarda olumlu sonug¢ alinan

benzoin’in N. crassa ile biyotransformasyon reaksiyonu gerceklestirilmemistir.



BOLUM-4: KAYNAKLAR DiZiNi
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