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OZET

Calismamizda bir furanosteroid yapisina sahip olan demetoksiviridin, lo-
hidroksidemetoksiviridin, 5’-metilfuro-(4’,3°,2’-4,5,6)pregn-5-ene-3,20-dion ve 5’-
metilfuro-(4’,3’,2°-4,5,6)androst-5-ene-3,17-dion  bilesiklerinin  Candida albicans,
Aspergillus niger, A. fumigatus, A. flavus, A. parasiticus, Fusarium graminarium, F.
solani ve Geotrichum candidum fungal kiiltiirlerine kars1 antifungal aktiviteleri
incelenmis ve demetoksiviridin ve la-hidroksidemetoksiviridin  bilesiklerinin,
amphotericin B (amfoterisin B) ile karsilastirildiginda iyi bir etkinlik gdsterdikleri

belirlenmistir.

Calismamizda ayrica seskiterpen yapisina sahip diizoforon, sedrol ve patculi
alkol bilesiklerinin Neurospora crassa fungal kiiltlirii ile biyotransformasyonlari
incelenmistir. Diizoforon ve sedrol bilesiklerinin biyotransformasyonlar1 sonucunda
stereospesifik mono hidroksillenmis tlirevleri olan 8B-hidroksidiizoforon ve 128-
hidroksisedrol metabolitleri elde edilmistir.  Metabolitler kolon kromatografisi
yardimiyla saflastirilmis ve yapilart FTIR, "H NMR,13C NMR, APT, DEPT,
HETCORE, HMBC, n.O.e ve HREIMS analizleri kullanilarak aydinlatilmistir.

Son olarak ¢alismamizda bir tekstil boyasi olan Asit Kirmizis1 (AK- 57) nin N.
crassa fungal biyokiitlesi ile biyosorpsiyonu incelenmis ve izoterm, kinetik ve
termodinamik parametreleri belirlenmistir.  Biyosorpsiyon verilerinin Freundlich,
Langmuir ve Dubinin-Radushkevich (D-R) izotermlerine ve yalanci ikinci derece
kinetik modele uyum sagladigi ve prosesin ekzotermik oldugu gozlenmistir. Sonug
olarak bu biyokiitlenin sulu c¢ozeltilerden Asit Kirmizisi 57 (AKS57) boyasinin

uzaklastirilmasinda alternatif bir biyosorbent olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.



SUMMARY

Antifungal activities of demethoxyviridin, 1oa-hydroxydemethoxyviridin, 5’-
methylfuro-(4’,3",2°-4,5,6)pregn-5-ene-3,20-dione and 5’-methylfuro-(4°,3°,2’-
4,5,6)androst-5-ene-3,17-dione, which possess furanosteroid like structures, were
investigated against Candida albicans, Aspergillus niger, A. fumigatus, A. flavus, A.
parasiticus, Fusarium graminarium, F. solani and Geotrichum candidum and it was
found that demethoxyviridin and 1a-hydroxydemethoxyviridin showed good inhibition

effect when compared with that of amphotericin B.

In addition; biotransformation of sesquiterpene-type structures of diisophorone,
cedrol and patchouli alcohol were studied and monohydroxylated diisophorone and
cedrol derivatives were obtained stereoselectivelly whereas no metabolite was identified
from patchouli alcohol. The structures of the metabolites were determined by using
spectroscopic methods which include FTIR, 'HNMR, C NMR, APT, DEPT,
HETCORE, HMBC, nOE and HREIMS spectra.

Finally, biosorption properties of dried Neurospora crassa biomass for the
removal of a textile dye, Acid Red 57 (AR-57) from aqueous solutions were studied and
isotherm, kinetic and thermodynamic parameters were derived. The results showed that
the biosorption process was appropriately described by the Langmuir, Freundlich and
Dubinin-Radushkevich (D-R) isotherm models, followed by the pseudo-second order

kinetic model and was exothermic in nature.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Aciklama
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1. GIRIS VE AMAC

Biyoteknoloji; mikroorganizmalarin, hiicre ve doku kiiltiirlerinin ve bunlarin
cesitli kisimlariin teknik uygulama potansiyelinden yararlanmak amaciyla biyoloji,
biyokimya, kimya, mikrobiyoloji, genetik ve miihendisligin entegre bir uygulama
alanii kapsamaktadir. Avrupa Biyoteknoloji Federasyonu (EFB)’na gore biyoteknoloji
“Insan ve gevre saghgm olumsuz etkilemeyecek ydntemlerle ve bilim ve miihendislik
ilkelerine dayal1 olarak biyolojik sistemlerin mal ve hizmet iiretiminde kullanilmas1”
olarak tanimlanmaktadir. Biyoteknoloji, diger bir ¢ok bilim dalindan farkli olarak
multi-disipliner bir 6zellige sahiptir. Temel bilimlerdeki gelismelerin ilizerine kurulan
giiniimiiz  biyoteknolojisinin ¢evre biyoteknolojisi, gida biyoteknolojisi, tarim
biyoteknolojisi,  tibbi  biyoteknoloji,  fermentasyon  biyoteknolojisi,  enzim
biyoteknolojisi, gen biyoteknolojisi gibi degisik uygulama alanlar1 bulunmaktadir
(Kolankaya, 2000). Canli hiicreler (mikroorganizmalar, bitki ve hayvan hiicreleri veya
dokular1) ve hiicrelerden elde edilen enzimler veya organeller tarafindan gergeklestirilen
biyolojik reaksiyonlar, asagida siralanan arastirma konularinda giiniimiizdeki bilimsel

caligmalara 6nemli katkilar saglamaktadir (Telefoncu, 1995).

> Biyolojik reaksiyonlarla bazi maddelerin tiretimi,

Y

Mikroorganizmalar, bitki ve hayvan hiicre kiiltiirleri yardimiyla

maddelerin yikima,

Atik sularm biyolojik aritima,

Protein iiretimi ve insan beslenmesinin garantiye alinmasi,
Hammadde ve enerji stoklarinin daha verimli degerlendirilmesi,
Bulasic1 ve salgin hastaliklarla savas,

Insan ve hayvan sagligini koruyucu bilesiklerin iiretilmesi,

Cevre korunmasi ve atiklarin yeniden degerlendirilmesi,

YV VYV VvV V¥V VY VYV V

Bitkilerin biyolojik korunmasi.

Giliniimiizde antibiyotikler, Vitamin B, gibi ikincil (sekonder) metabolitler,

mikrobiyal biyotransformasyonla elde edilebilen steroidler ve dogum kontrol haplari,



amino asitler, enzim preparatlar1 gibi birgok iiriin, endiistriyel boyutlarda biyoteknolojik
olarak {iretilmektedir. Ayrica atik sularin aritilmasinda bir¢ok teknik kullanilmasina
ragmen, atik suyun hijyenik hale getirilerek, aritilip tekrar dogal su sirkiilasyonuna

sokulabilmesi i¢in biyoteknolojik aritim, 6nemli bir olanaktir (Telefoncu, 1995).

Patojenik fungal kiiltlirler tarim bitkilerinde ve insan saglhigi iizerinde ciddi
fungal enfeksiyonlar yaratabilmektedir. Ornegin insanlarda goriilen Aspergillosis bir
fungal enfeksiyon nedeniyle ortaya c¢ikmaktadir. Bu gibi fungal enfeksiyonlari
Onleyebilmek icin yeni ve yan etkisi az antifungal ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Amfoterisin B (Amphotericin B) ve Itrakonazol (Itraconazole) yaygin olarak kullanilan
iki antifungal ajandir. Fakat bunlarin kullanimi, diger ilaclarda oldugu gibi, yan
etkilerinin olmas1 ve tedaviye yanit oranlarinin diisiik olmasi (% 0-50) nedeniyle
kisitlanabilmektedir. Bu sebeple daha etkili ve yiiksek aktivite gosteren yeni bilesikler
bulunmasi lizerinde yapilan arastirmalar giiniimiizde énem kazanmistir (Denning et al.,
1994; Denning, 1996; Rewankar and Peterson, 1997; Summers et al., 1997; Iwai et al.,
2004). Bitki, hayvan ve insan sagligina zarar veren fungal kiiltiirler ayn1 zamanda
endiistriyel 6neme sahip bir¢ok bilesigin iiretiminde de kullanilabilmektedir. Bu tiir
maddelere, gida katki maddesi olarak kullanilan ve monoterpen yapisina sahip mentoliin
tiirevlerinin eldesi, parfiim sanayinde kullanilan ve seskiterpen yapisina sahip olan
bilesiklerin ve tiirevlerinin eldesi, furanosteroidler olarak adlandirilan antibiyotik
grubunun Nodulosporium hinnuleum basta olmak iizere bircok fungal kiiltiir tarafindan
fermantasyonla elde edilmeleri o6rnek olarak verilebilir.  Bu sekilde, organik
yontemlerle eldesi zor olan veya uzun reaksiyon zinciri sonucu elde edilebilecek
molekiillerin daha kisa siirede ve yliksek verimle eldesine olanak saglanmaktadir

(Hanson, 1995a).

Calismamizin  ilk  bdliimiinde  furanosteroid antibiyotik grubuna  ait
demetoksiviridin ve bazi tlirevlerinin sentezi gergeklestirilerek degisik fungal kiiltiirlere
kars1 antifungal etkinlikleri incelenmistir. Elde edilen sonuclar irdelenerek yapi-
biyolojik aktivite degerlendirmesi yapilmistir. Calismamizin diger boliimlerinde ise
Neurospora crassa fungal kiiltiiriiniin biyotransformasyon ve biyosorpsiyon ozellikleri

acisindan biyoteknolojik potansiyeli arastirilmistir.  Literatiirde s6z konusu fungal



kiiltiir kullanilarak sadece steroid hormonlar ile biyotransformasyon reaksiyonlari
gerceklestirilmis ve hidroksillenmis tiirevlerin elde edildigi rapor edilmistir (Stone et
al., 1955; Maugras et al.,1973a; Maugras et al.,1973b). Bu fungal Kkiiltiiriin
biyosorpsiyon 0Ozelligine yonelik herhangi bir calismaya rastlanilmamistir.  Bu
baglamda c¢alismamizda ilk olarak seskiterpen yapisina sahip sedrol, diizoforon ve
patculi alkoliin biyotransformasyonlar1 gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda
diizoforon ve sedrol’iin monohidroksillenmis tiirevleri elde edilmistir. Calismamizin
son boliimiinde ise N. crassa fungal biyokiitlesinin bir tekstil boyasi olan Asit Kirmizisi
57 (AK-57)’nin sulu ¢ozeltilerden uzaklastirilmasinda alternatif bir biyosorbent olarak
kullanimi aragtirllmigtir.  Elde edilen sonuglara gore, bu biyokiitlenin degisik
sicakliklarda ve asidik pH’da, sulu c¢ozeltilerden asit kirmizisi boyasinin

uzaklastirilmasi i¢in etkin bir biyosorbent olabilecegi belirlenmistir.

Calismamiz antifungal aktivite, biyotransformasyon ve biyosorpsiyon konularina
ait calismalar1 bir arada igermektedir. Girig boliimiinde ilk olarak furanosteroidlerin
yapi, tiir ve 6zellikleri agiklanmaya ¢alisilmis, daha sonra biyotransformasyon, segilen
fungal kiiltiir ve seskiterpenler hakkinda bilgiler verilmistir. Son olarak ise ozellikle
sulu c¢ozeltilerden boyar maddelerin uzaklastirilmasi kapsaminda biyosorpsiyon

irdelenmistir.



2. FURANOSTEROIDLER

Steroidler canli organizmalarda ¢ok onemli fonksiyonlari olan dogal {iriinlerin
genis bir grubunu olustururlar. Steroid hormonlar, vitamin-D ve bazi antibiyotikler bu
bilesiklere Ornek olarak verilebilir. Steroidlerin tiimiinde tetrasiklik karbon iskeleti
olarak adlandirilan ve {i¢ benzen halkasina bir begli halkanin eklenmesiyle olusan bir
ortak yapt bulunmakla beraber, halkada ya da yan zincir olarak tasidiklar1 farkli
gruplarla birbirlerinden ayrilirlar (Fieser and Fieser, 1959).

Sekil 2.1. Steroid halka sistemi.

Steroid ilaglarin ve hormonlarin {iretiminde mikrobiyal biyoteknolojinin 6nemi
ilk kez 1952 yilinda Murray ve Peterson tarafindan gerceklestirilen progesteronun
Rhizopus arrhizus fungal kiiltlirii ile 11-a hidroksillenmis tiirevine doniistiiriilmesiyle
anlagilmistir (Murray and Peterson, 1952). Patentlenen bu ¢alismadan itibaren ilag ve
hormon olarak degerlendirebilmek i¢in yeni bilesiklerin olusturulmasi amaciyla
steroidlerin ~ mikrobiyal  transformasyonlar1  alanindaki  ¢alismalar  oldukca
yogunlagmistir. Gfliniimiizde ticari 6nem tasiyan steroid tiirevlerin eldesinde kimyasal
yollar yetersiz kalmakta veya ekonomik olarak sinirlanmaktadir. Bu nedenle bu amag

icin biyotransformasyon reaksiyonlar1 tercih edilmektedir (Mahato and Garai, 1997).

Sistematik olarak furanosteroidler olarak adlandirilan bilesikler degisik fungal
kiiltiirlerden metabolit olarak izole edilirler. Bu bilesikler steroidal antibiyotikler
smifinin  bir grubunu olusturmaktadir.  Diger dogal steroidlerden farkli olarak
furanosteroid yapili bilesikler steroid iskeletindeki A ve B halkalar1 arasina yerlesmis

bir furan halkas1 igerirler (Sekil 2.2) (Boynton et al., 1999).
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Sekil 2.2. Furanosteroid halka sistemi.

Viridin, viridiol, viron, demetoksiviridin, demetoksiviridiol ve wortmannin

furanosteroidler antibiyotikler grubunda yer alan bilesiklerdir.
2.1. Furanostereoid Yapili Baz1 Bilesikler
2.1.1. Viridin

Viridin, furanosteroid antibiyotikler icinde ilk izole edilen bilesiktir ve
Gliocladium virens fungal kiiltliriiniin metaboliti olarak tanimlanmistir. Viridin iireten
bu mikroorganizma sonradan Trichoderma viridae olarak adlandirilmistir (Hanson,
1995b). Bu bilesik ayrica 7. koningii ve mindr metabolit olarak da Gliocladium
Sflavofuscum fungal kiiltiirlerinden de izole edilmistir (Avent et al., 1993).

HO

MeO

Sekil 2.3. Viridin

Viridinin alfa ve beta olmak tizere iki formu mevcuttur. Alfa formu baskin olan
fungal metabolittir. Beta formunda metoksi grubu ekvatoryal konumda iken alfa
formunda aksial konumda bulunur. Alfa viridin beta formuna gore antifungal etki

olarak 10 kat daha gii¢liidiir (Fieser and Fieser, 1959; Hanson, 1995b).



2.1.2. Viridiol

Viridiol temel metabolit olarak ilk kez G. virens fungal kiiltiirinden elde
edilmistir.  Viridiol ayrica G. deliquescens ve T. viridae Kkiiltiirlerinden de izole
edilmistir.  Viridole ait spektroskopik verilerin viridinin spektroskopik verileriyle
karsilastirilmasindan sonra, izole edilen bu bilesigin dihidroviridin (viridol) ad1 verilen
yeni bir bilesik oldugu ortaya konmustur. Viridiol, 7. viridae fungal kiiltiiriniin
Ozellikle karbon bakimindan zengin aymi zamanda kisith azot bulunan besiyerinde
kiltiirlendirilmesi ile ana metabolit olarak izole edilmistir (Jones and Hancock, 1987;

Hanson, 1995b).
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Sekil 2.4. Viridiol.

2.1.3. Viron

Viridin G. virens fungal kiiltiirii tarafindan fermentasyon sicakligimin 25°C
oldugu ortamda {retilmektedir. Ayni fermentasyonun 32°C’de gerceklestirilmesi
durumunda ise daha diisiik verimli, daha az polar ve viridine benzer ikinci bir metabolit
belirlenmistir.  Bu bilesik (Sekil 2.5) viron olarak adlandirilmigtir.  Viron, 25°C
sicakliktaki fermentasyon ortaminda olusmamaktadir. Vironun muhtemelen viridin

biyosentezinde ara iirlinlerden bir tanesi olarak olustugu diistiniilmektedir (Hanson,

1995b).



Sekil 2.5. Viron

2.1.4. Demetoksiviridin ve Demetoksiviridiol

Demetoksiviridin ve Demetoksiviridiol bilesikleri N. hinnnuleum fungal kiiltiirii
tarafindan {iretilen metabolitlerdir. Bu bilesiklerin biyolojik aktivite potansiyeli, hiicre
sinyal sisteminin bazi spesifik adimlarini inhibe etmelerine dayanir (Cole et al., 1975;

Hanson, 1995b).

0] 0]
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Sekil 2.6. Demetoksiviridin (a) ve Demetoksiviridiol (b).
2.1.5. Wortmannin

Wortmannin, Penicillium wortmanni fungal Kkiiltiirinden elde edilen bir
metabolit olarak tanimlanmistir. Bu bilesik genel bir antibiyotik olmamakla beraber
oldukca spesifik antifungal ozellige sahiptir. Ornegin Botrytis allii, B. cinerea, B.
fabae, Cladosporium herbarum, R. stolinifer ve daha pek cok patojenik fungal kiiltiiriin
biliylimesini inhibe etmektedir. Wortmannin ve yapisal analogu olan demetoksiviridinin

fosfoinositid 3-kinaz (PI-3-kinaz) aktivitesi lizerinde nanomolar konsantrasyonlarda



inhibitor etkisi gosterdikleri ortaya konmustur (Arcaro and Wymann, 1993; Hanson,

1995b).

Sekil 2.7. Wortmannin

2.2. Furanosteroidlerin Biyolojik Aktivitesi

Biiylime faktorleri ile hiicre g¢ogalmasmin diizenlenmesi hiicre i¢i sinyal
sisteminin aktivasyonuna dayanmaktadir (Cross et al.,, 1997). PI-3-kinaz
metabolizmanin kontrolii, hiicresel hareket, membran transportu, salgilama, hiicrelerin
cogalmasi ve canliligin1 devam ettirmesi ve karbohidrat metabolizmasi gibi stireglerin
diizenlenmesi, ayrica lokositlerdeki NADPH oksidaz ve endotelial hiicrelerdeki nitrik
oksit sentetaz gibi bazi O6zel enzim sistemlerinin kontroliine ait hiicre sinyal
sistemlerinde ¢ok Onemli rol oynamaktadir. Bu nedenle bu enzimi inhibe etme
yetenegine sahip bilesikler tedavi edici ilag¢ potansiyeline sahiptir. Antikanser ilaglar ve
antiinflamatuar ajanlar gibi ilaglar buna 6rnek olarak verilebilir (Wymann et al., 2003;

Isosaki, 2004).

Yapilan c¢aligmalar, biiylime faktorleri ile hiicrenin uyarilmasinin bazi
fosfolipidlerin hidrolizinden olusan fosfolipazlarla iligskili membranlarin aktivasyonuna
neden oldugunu gostermistir. Fosfolipaz C (PLC) ile fosfatidilinositol 4,5-bifosfat
(PIP,)’in hidrolizi sonucu intraselliiler kalsiyum konsantrasyonunun artmasini ve
protein kinaz C’nin aktivasyonunu saglayan inositol 1,4,5-trifosfat ve sn-1,2-
diagilgliserol ikincil habercileri olusmaktadir. PIP, ayrica biiyiime faktorii diizenleyicisi
olan PI-3-kinaz tarafindan fosforillenebilir ve yine ikincil haberci oldugu kabul edilen
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat (PIP3) olusur. PI-3-kinaz’in biiyiime faktor reseptorleri

ve belli onkojenlerin hiicresel kompleksleri ile birlikte bulundugu gosterilmistir.



Fosfatidilkolin (PC), biiylime faktdr uyarilmasina cevap olarak da hidrolizlenir. Bu
lipid fosfolipaz D (PLD) tarafindan da fosfatidat (PA) ve kolin ya da fosfolipaz A,
(PLA;) olusturmak iizere hidrolizlenebilir bdylece olusan arasidonat ve
lizofosfatidilkolinin ~ intraselliiler = haberci  fonksiyonlarina  sahip  olduklari
diistiniilmektedir. Yapilan aragtirmalarda fungal metabolit olan wortmannin ve onun
yapisal analogu demetoksiviridin’in insan ndtrofillerinde fMet-Leu-Phe uyariciligiyla
gergeklesen siiperoksit olusumunu, PLD aktivitesini ve kismen PI-PLC aktivitesini
inhibe ettigi bildirilmistir. Bundan baska wortmannin ve demetoksiviridin’in spesifik
olarak PI-3-kinaz inhibitorleri olduklar1 ve yakin zamanda da fosfolipaz A, inhibitorii
olduklar1 ortaya konmustur. Bulgular wortmannin ve demetoksiviridin’in fosfolipid ile
ilgili sinyal sisteminin inhibisyonunda genis bir spesifite araligina sahip olabilecegini

gostermektedir (Cross et al., 1997).
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3. BIYOTRANSFORMASYON

Biyotransformasyon, biyolojik sistemlerin veya enzimlerin katalizér olarak
kullanilmasiyla gerceklestirilen kimyasal doniisiim reaksiyonlariyla endiistriyel 6neme
sahip bilesiklerin elde edilmesi olarak tanimlanir. Biyotransformasyon reaksiyonlarinda
biyolojik sistemlerin dogal yasam alanlarinda dogal substratlar1 iizerinde
gerceklestirdikleri biyosentezden farkli olarak, dogal substratlar1 olmayan molekiiller
tizerinde meydana getirdikleri doniistimler s6zkonusudur (Davies et al., 1989; Martin,
1991; Poppe and Novak, 1992; Roberts, 1992; Hanson, 1995a; Berger, 1995; Loughlin,
2000; Faber, 2004). Giinlimiizde 6nemi giderek artan biyoteknolojik ¢aligmalarin ¢ok
onemli bir alanini olusturan biyotransformasyon, asagida siralandigi gibi pek cok
kullanim alanm1 disinda toksik endiistriyel atiklarin yikimi, atik sularin temizlenmesi ve
geri kazanilmasi gibi ¢evre sorunlarmin giderilmesi amaciyla da uygulanabilmektedir

(Hanson, 1995a; Telefoncu, 1995; Faber, 2004).

Ilag etken maddeleri iiretimi,

Koku maddeleri iiretimi,

Enerji iiretimi,

>

>

» (Gida katki maddesi tiretimi,
>

» Antibiyotik iiretimi,

>

Amino asit dretimi.

3.1. Gecmisten Giiniimiize Biyotransformasyon

Biyotransformasyon ve biyoteknoloji birlikte diisiiniildiigiinde M.O 3000 yilinda
ilk ekmek mayasinin, ilk alkolik mayalanmanin ve ilk sirke yapiminin gergeklestirildigi
donemlere kadar gidilebilir. Elbette o donemlerde bu islemler bilingli olarak yapilmasa
da insanlar bu sayede ilk kez mayalanmay1r O6grenmislerdir. Sonraki dénemlerdeki
Oonemli gelismeler ise tarihleri baz alinarak asagidaki sekilde Ozetlenebilir (Roberts,

1992; Telefoncu, 1995; Hanson, 1995a).
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M.O 2000 yilinda Mezapotamyada sarap iiretimi,
MO. 300 yilinda bira iiretimi,

1150 yilinda etanol tiretimi,

14. yy’da endiistriyel anlamda sirke iiretimi,

1650 yilinda kiiltiir mantari iiretimi,

YV VYV V¥V V VY VY

1818 yilinda mayalarin mayalanma 6zelliginin kesfedilmesi.

Biyotransformasyon alanindaki ilk uygulamayi, Pasteur tarafindan 1858 yilinda
P. glaucum fungal kiiltiri ile DL-amonyum tartarattan L-amonyumun, D-
enantiyomerinin se¢imli yikimi ile elde edilmesi olusturmaktadir. Yine 1864 yilinda
Pasteur tarafindan yapilan calismada, etanoliin Acetobacter aceti ile asetik asite
dontistimii gerceklestirilmistir.  Bu calisma biyotransformasyon alaninda literatiirde
yayinlanan ilk ¢alismadir. Bu calismalar 1886’da Brown tarafindan genisletilmis ve
etanoliin oksidasyonunu da gergeklestiren Bacterium aceti olarak adlandirilan
mikroorganizma ile propanol propiyonik aside yiikseltgenmistir. Bu caligma ayni
organizma ile mannitoliin fruktoza ve dekstrozun glukonik aside biyotransformasyonu
ile ilgili Berthelot tarafindan daha Once yapilan c¢alismalarin devamidir. Bununla
birlikte daha onceki calismalarin ¢ogunda saf kiiltiirlerin eksikligi s6z konusudur.
1874°te Dumas tarafindan yapilan bir ¢calismada Saccharomyces cerevisiae ile siilfliriin
hidrojen siilfiire indirgendigi belirtilmistir.  Bunu 1898°’de Windisch tarafindan
furfuralin, furfuril alkole indirgenebileceginin agiklanmasi izlemistir. Bu yiizyilin
baslarinda S. cerevisiae fungal kiiltiiriiniin  kullanimina dayanan pek c¢ok
biyotransformasyon calismas1 gergeklestirilmistir. ~ Ozellikle Liebig ve Neuberg
tarafindan gergeklestirilen bu biyotransformasyonlarin bazilar1 1. Diinya savasi
siiresince aseton, gliserol ve biitanoliin mikrobiyolojjk olarak iiretimine yoneliktir.
1921°de Neuberg tarafindan maya ile kiral asetoin kondenzasyonu gelistirilmistir.
Fermantasyon ortamina benzaldehidin ilave edilmesi ile asetaldehit kondenzasyonu
gergeklestirilmis ve sonucgta ketol olusmustur. Bu 1934’te bir alkaloid olan epedrinin
ticari sentezine temel olusturmustur. Yine 1930’larda vitamin C’nin sentezi endiistriyel
uygulamalarda yararli bir gelismedir.  Modern uygulamalarin temelini steroid

hormonlarin mikrobiyal transformasyonu olusturmustur. Buna en iyi Ornek
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dehidroizoandrosteron ve testesteron arasindaki doniisiim reaksiyonudur. 1937 yilinda
S. cerevisiae ile gerceklestirilen bu doniisiimiin ilk asamasinda, s6z konusu fungal
kiiltiir dehidroizoandrosteronu androsterodiona oksitlemis, daha sonra da C-17’de
bulunan keto grubu se¢imli ve sterospesifik olarak testosteron vermek iizere alkole

indirgenmistir (Hanson, 1995a; Roberts et al., 1995; Dixan, 1999; Faber, 2004).

1952 yilinda ise Murray tarafindan R. arrhizus fungal kiiltiirii ile progesteronun
11. pozisyonuna bir hidroksil grubunun o- konumunda sterospesifik olarak ilavesi
gergeklestirilerek  11a-hidroksiprogesteron molekiilii  sentezlenmistir (Sekil 3.1)

(Murray and Peterson, 1952).

COMe COMe
HO,,

Rhizopus arrhizus

>

Progestron 11-a Hidroksiprogesteron

Sekil 3.1. Progesteronun mikrobiyal biyotransformasyonu

Bu calismay1 takiben androstrenedionun bakteriyal biyotransformasyonu ile
cesitli steroid hormonlarin eldesi gerceklestirilmistir. ila¢ etken maddesi iiretiminde
onemli bir gelisme, P. chryssogenum tarafindan tretilen dogal penisilinin (-laktam,
ampisilin ve amoksilin gibi yar1 sentetik penisilinlerin etken maddesi olan 6-
aminopenisillanik aside transformasyonunun kesfedilmesidir. ila¢ etken maddesi
Ozelligine sahip molekiillerin icerdigi fonksiyonel gruplarin stereokimyasi, ilaglarin
etkinligi bakimindan ¢ok Onemlidir. Genellikle yararli etkileri bir enantiyomerde
bulunan bu molekiillerin hazirlanmasinda ¢ogu zaman giincel kimyasal yontemler
yetersiz ~ kalmaktadir. Ozellikle 1960’lardaki talidomit felaketiyle diger
enantiyomerlerin yan etki hatta zehir kaynagi olabilecegi anlasilmistir. Bu nedenle

spesifik enantiyomerin iiretimi ila¢ endiistrisinde dnemlidir. Biyotransformasyonla tek
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enantiyomerin sec¢imli iiretimi daha kolay gerceklestirilmistir. Pseudomonas putida bu

amag i¢in kullanilan mikroorganizmalardan biridir (Hanson, 1995a).

Gegmisteki spesifik enzim uygulamalari, hazir enzim sistemlerine ulasilamamasi
nedeniyle kisith iken genetik miithendislik ve yeni gelistirilen DNA teknikleriyle bir
organizmadan digerine genetik bilgi transferine olanak saglanmis ve bu smirlama

ortadan kaldirilmistir (Hanson, 1995a; ; Roberts et al., 1995; Dixan, 1999; Faber, 2004).

3.2. Biyotransformasyon ve Enzimler

Biyotransformasyon reaksiyonlar1 enzimlerle gergeklesir. Bu enzimler izole
enzimler ya da biitiin hiicre sistemlerinde bulunan enzimlerdir (Demirci, 2000, Faber,
2004). Uluslararas1 Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu (E.C.) enzimleri hem
reaksiyon hem de substrat 6zelliklerini dikkate alan bir siiflandirma gelistirmistir.
Buna goére enzimler oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar
ve ligazlar, olmak lizere asagida verilen alt1 ana sinif altinda toplanmistir (Goziikara,

1997; Keha ve Kiifrevioglu, 1997; Koolman and R6hm, 2002) .

3.2.1.0ksidorediiktazlar (Sumf 1)

Iki substrat arasinda yiikseltgenme indirgenme reaksiyonlarini Kkatalizlerler.
Omegin; CH-OH, CH=CH, C=0O, CH-NH,, CH-NH gruplarinin indirgenme ve
yiikseltgenmelerini katalizleyen enzimler bu gruptadir. Genel reaksiyon tipi agsagidaki

gibidir:

0 W—0

Ared Baks Hoks Bred

Sekil 3.2. Oksidorediiktazlarin genel reaksiyon tipi
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3.2.2. Transferazlar (Sinif 2)

Bir substrattan digerine fonksiyonel gruplarin transferini katalizlerler. Ornegin;
glikozil, amino, fosfat gibi gruplarin transferini gerceklestirirler. Genel reaksiyon tipi

asagidaki gibidir:

C & B.C

Sekil 3.3. Transferazlarin genel reaksiyon tipi

&-B

3.2.3. Hidrolazlar (Simf 3)

Ester, eter, peptid, glikozit gibi baglarin hidrolizini katalizlerler. Bir baska
deyisle hidrolazlar da grup transferinde rol alirlar, ancak alict daima bir su molekiiliidiir.

Genel reaksiyon tipi asagidaki gibidir:

U + C&) s — |j
A-B H,0 & H E-CH

Sekil 3.4. Hidrolazlarin genel reaksiyon tipi

3.2.4. Liyazlar (Suif 4)

C-C, C-O ve C-N arasindaki ¢ift bagin uzaklastirilmast veya olusumu ile ilgili

reaksiyonlari katalizlerler. Genel reaksiyon tipi asagidaki gibidir:
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)
& B

Sekil 3.5. Liyazlarin genel reaksiyon tipi

&-B

3.2.5. Izomerazlar (Simf 5)

Bir molekiil i¢indeki geometrik ve yapisal degisiklikleri katalizlerler. Genel

reaksiyon tipi agagidaki gibidir:

<
. Iso A

Sekil 3.6. Izomerazlarin genel reaksiyon tipi

3.2.6. Ligazlar (Simf 6)

Bu gruba sentetazlar da denir. C-O, C-S, C-N, ve C-C arasinda bag olugmasini
saglayan enzimlerdir. Ligazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, enerji bagimlidir.
Bu nedenle bu reaksiyonlar her zaman ATP ya da diger trifosfatlardaki yiiksek enerjili
fosfat baginin hidroliziyle aciga ¢ikan enerji yardimiyla gerceklesir. Genel reaksiyon

tipi agagidaki gibidir:

D E H=AGULC TP
o [Epee - + e
A HTP (&
AB

Sekil 3.7. Ligazlarin genel reaksiyon tipi
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Bugiin yaklasik 2000 farkli enzim bilinmektedir. Tiim enzimler enzim

kataloguna bir dort basamakli say1 olan EC numarasi altinda girilir.
1- IIk numara enzimin alt1 siniftan hangisine ait oldugunu belirtir.
2- Ikinci numara etki ettigi kimyasal yap1y1 ve fonksiyonel grubu belirtir.
3- Ugiincii numara ise akseptdrii belirtir.

4- Dordiincii numara ise belli bir smnifta enzimin aldigi sira numarasidir

(Goziikara, 1997). Bu gosterim asagidaki sekilde verilmistir.

Enzim
A )
Klasifikasyonu Akseptor
A NAD veya NADP
Siifi
Alt sinifi ve Enzimin sira
etkiledigi bag numarasi
E.C. 1. 1. 1. 49

Sekil 3.8. Enzim siniflandirma 6rnegi

3.3. Enzimatik Reaksiyonlarin Avantajlari

a. Enzimler cok hizli ¢calisan biyokatalizorlerdir.

Enzimatik bir reaksiyon, enzimsiz gerceklesen ayni reaksiyona gore 10%-10' kez
daha hizhidir. Bu deger kimi zaman 10" diizeyine de ulasabilir ki bu kimyasal
katalizorlerin ulasamayacagi bir hizi ifade eder. Kimyasal bir katalizor islevini
gerceklestirmesi icin genellikle % 0,1-1 mol araligina ihtiya¢ duyarken enzimatik bir
reaksiyonda bu oran % 10°-10" diizeyine diiser. Bu da enzimleri oldukca etkili kilar

(Faber, 2004).
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b. Enzimler ilimh kosullarda cahsirlar.

Enzimatik reaksiyonlar pH 5-8 (genellikle pH 7) ve 20-40°C (genellikle 30°C)
kosullarinda gergeklesir. Bu 1limli kosullar sayesinde istenmeyen yan reaksiyonlar

minimum diizeye indirgenir (Faber, 2004).

¢. Enzimler ayni ortamda birbirlerini etkilemeden kalabilirler.

Enzimlerin calisma kosullar1 benzer ya da aynmi oldugundan tek bir ortamda
cesitli biyokatalitik reaksiyonlar gerceklestirilebilir. Multienzim sistemleriyle ardisik

reaksiyonlar gergeklestirilebilmesi reaksiyon prosesini kolaylastirir (Faber, 2004).

d. Enzimler genis bir substrat spesifikligine sahiptir.

Enzimler bu o&zellikleri ile dogal substratlar1 olmayan sentetik substratlar
tizerinde de etkili olabilirler. Ayrica siklikla sulu ortamda ¢aligsmay1 gerektirmezler. Bu
da organik coziiciilerin kullanilmasin1 gerektiren durumlar i¢in bir avantajdir (Faber,

2004).

e. Enzimlerin genis bir reaksiyon spektrumu vardir.

Tiim katalizorler gibi enzimler de bir reaksiyonu hizlandirir, ancak reaksiyonun
termodinamik dengesi yoniinde etkileri olmadigindan baz1 enzim katalizli reaksiyonlar
her iki yonde de gerceklesebilir. Ayrica organik reaksiyonlarin hemen her tipine
karsilik gelen bir enzimatik reaksiyon vardir. Omegin; ester, amid, lakton, laktam, eter,
asit anhidrit, epoksit ve nitrillerin hidrolizi ya da sentezi, alkan, alken, aromatik, alkol,
aldehit ve keton, siilfid ve siilfoksitlerin ylikseltgenmesi ya da indirgenmesi,
halojenasyon ve dehalojenasyon, alkilasyon ve dealkilasyon, izomerizasyon, alkiloin ve

aldol reaksiyonlar1 gibi (Faber, 2004).

f. Enzimler ii¢ tip secicilik gosterirler.

Kimyasal secicilik: Fonksiyonel grubun bir tek tipi iizerine segicilik gosteren

enzimlerin bu 6zelligi sayesinde reaksiyon verimli ve yan {iriin olasilig1 diisiik olarak

gergeklesir (Faber, 2004).
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Bolgesel secicilik: Kompleks iic boyutlu yapilari sayesinde enzimler aymi
substrat molekiiliin farkli bolgelerindeki fonksiyonel gruplara secicilik gosterirler

(Faber, 2004).

Enantiyomer_secicilik: Enzimlerin substrattaki kiral segiciligidir.  Ozellikle

enantiomerik olarak istenen iriiniin hazirlanmasinda ¢ok 6nemli bir 6zelliktir (Faber,

2004).

g. Organik sentez yontemleriyle gerceklestirilmesi cok zor ya da imkansiz

reaksiyonlar enzimatik olarak kolayca gerceklestirilebilir.

Enzimatik  reaksiyonlarin  sagladigi  Oonemli  avantajlar  nedeniyle,
biyotransformasyon uygulamalar1 giincel kimyasal reaksiyonlarla karsilastirildiginda
onemli Ustiinliiklere sahiptir. Bunlardan baglicalar1 asagida siralanmistir (Hanson,

1995a; Faber, 2004).

> llaglarm, ziraii kimyasallarn ve gida katki maddeleri gibi cesitli
kimyasalarin hazirlanmasinda,

» Enzimatik reaksiyonlarla dogal olarak ya da kimyasal olarak sentezlenmis

cesitli bilesiklerin 6zel modifikasyonlarinin hazirlanmasinda,

Yap etki iligkilerinin arastirilmasi igin tiirevlerin hazirlanmasinda,

Biyolojik sistemlerde metabolizma ¢alismalarinin agiklanmasinda,

Biyolojik sentez ¢alismalar1 ve biyolojik sistemlerin taklit edilmesinde,

YV V VYV V

Biyodegredasyonda (cevre, ekoloji, geri doniisiim, biyokiitle, biyoenerji
konularinda) 6n plana c¢ikmaktadir. Ayrica bu Ozellikleri ile
biyotransformasyon reaksiyonlar1 daha ekonomik ve c¢evre dostu olarak

nitelendirilirler (Demirci, 2000; Faber, 2004).

3.4. Biyotransformasyonda Kullanilan Enzim Sistemleri

Biyotransformasyon reaksiyonlari temel olarak biitiin hiicre sistemleri ya da
izole enzim sistemleri ile gergeklestirilir.  Biitlin hiicre sistemleri kapsaminda

degerlendirilen biyokatalizorler sunlardir (Demirci, 2000);



» Mikroorganizmalar,

» Canl bitki, bitki doku ve hiicre kiiltiirleri,

» Canli hayvan, hayvan doku ve hiicre kiiltiirleri,

» Insan metabolizmasi.
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Biitlin hiicre sistemleri ve izole enzim sistemleri birbiriyle karsilastirildiginda

sahip olduklar1 avantaj ve dezavantajlar Cizelge 3.1’de 6zetlenmistir (Faber, 2004).

Cizelge 3.1. Biitiin hiicre sistemleri ve izole enzim sistemlerinin avantaj ve

dezavantajlari
Biyokatalizor Form Avantaj Dezavantaj
v' Basit diizenekler, v Kofaktére ihtiyag duyulur
v'  Basit iglemler,
Genel
v" Yiiksek konsantrasyon toleransi
nedeniyle iyi verim
S v' Yiiksek enzim aktivitesi v Yan reaksiyon olasiligi,
= ulu
= v Coziinmeyen lipofilik substratlar,
E ortamda . .
E v' Ekstraksiyon gerekliligi
is’ v Calisma kolayhg, v Diisiik aktivite
— Organik v Lipofilik substrat ¢oziiniirligii,
¢oziiciide v" Enzimin geri kazanim kolayligi
) v' Tekrar kullanilabilirlik v’ Immobilizasyon esnasinda aktivite
Immobilize
kaybi
v" Kofaktore ihtiyag duyulmaz v’ Pahali donanim,
v’ Biiyiik hacimlerle ¢alisma zorlugu,
v' Diisiik konsantrasyon toleransi
Genel nedeniyle diisiik verim,
v Organik ¢oziiciilere diisiik tolerans,
v Yan iirtin olasilig1.
>
[
g v' Yiiksek aktivite v’ Cok miktarda biyokiitle,
E Biiyiiyen v’ Tirev lriin fazlaligy,
{é kiiltiir v" Proses kontrol giigligii.
Duragan v' Caligma kolayligi, v Diisiik aktivite
Kiiltiir v" Daha az tiirev iiriin
immobilize | v Tekrar kullanilabilirlik v’ Diisiik aktivite
hiicreler
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Biyotransformasyon reaksiyonlarinda genellikle biitiin hiicre sistemlerinin tercih
edilmesinin nedenleri ise so0yle siralanabilir (Faber, 2004);

» Potansiyel olarak yararli pek ¢ok enzim dogal ortami olan hiicre disinda
kararsiz olabilir.

> Intraselliiler enzimler hiicre disinda o6zellikle hiicre gelismesi sirasinda
salinan proteazlar gibi enzimlerin hidrolitik saldirisina maruz kalabilirler.

> Intraselliiler enzimler aktivite gdsterebilmeleri i¢in bir ya da daha ok
kofaktore ihtiya¢ duyarlar. Bu kofaktorler canli hiicre igerisinde hazir iken
hiicre disinda bunlarin saglanmasi ekonomik bir giicliiktiir.

> Intraselliiler enzimlerin izole edilmesi zaman ve kaynak yoniinden pahali

olabilir.

Yine biyotransformasyon reaksiyonlarinda genellikle biitiin hiicre sistemleri
icinde mikrobiyal hiicrelerin tercih edilmesinin nedenleri ise sOyle siralanabilir (Faber,

2004)

» Mikrobiyal hiicrelerin biliyime ve gelisme hizi ve buna bagli olarak
metabolik hizi, bitki ve hayvan hiicreleri ile karsilastirildiginda oldukg¢a
fazladir. Bu da mikrobiyal hiicreler ile biyotransformasyon reaksiyonunun
hizl1 ve kisa siirede gerceklesmesini saglar.

» Genellikle mikrobiyal hiicrelerde metabolize edilen substrat ¢esitliligi bitki
ve hayvan hiicrelerine gére daha fazladir.

» Mikrobiyal hiicrelerin sahip oldugu kiiciikk boyutlar ve etkili hiicre duvari
yapist onlar1 bitki ve havyan hiicrelerine goére mekanik olarak daha kararl
kilar. Bu da degisik kiiltiir tekniklerinde hiicrenin ortamdaki direnci adina

bir avantajdir.

3.5. Mikrobiyal Hidroksillemenin Mekanizmasi

Mikrobiyolojik hidroksillenmelerin memelilerde, mantar ve bakterilerde bulunan
sitokrom P-450’e bagimli monooksijinaz enzimleri tarafindan katalizlendigi diisiiniiliir.
Mikrobiyolojik hidroksilleme molekiiler oksijen kullanimi, NADPH veya NADH gibi
hidrojen kaynagi ve su molekiilii de gerektirir. Mikrobiyolojik hidroksillemenin
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mekanizmast Pseudomans putida bakterisinden elde edilen kamfor (camphor)
hidroksilaz, sitokrom P-450..y,, kullanilarak etraflica ¢alisilmistir (Holland, 1992). P-
450c,m’ 1 kristal formu X-ray kristalografi teknigi kullanilarak incelenmistir. Bu
caligmada kamfor molekiiliiniin, enzimin aktif merkezine iki tip etkilesimle hafifce
baglandig1 goriilmiistiir. Birincisi; kamfor, karbonil oksijeni ve aktif merkezde tirozin
kalintisinin yan zincir hidroksili arasinda hidrojen bagi etkilesimi olur. Digeri ise
kamfor molekiilii ile komsu alifatik ve aromatik kalintilar arasindaki hidrofobik

etkilesimdir (Berg et al., 1976).

Hidroksilleme esnasinda hava oksijeninin bir atomu organik substratla birlesir
(White and Coon, 1980; Poulos et al., 1985). Iki indirgenme esdegeri NADPH ya da
daha az yaygim olarak NADH tarafindan saglanir (Holland, 1992). ilk adimda substrat
baglanmasi ger¢eklesir (Gunsalus and Sligar, 1978). Substrat baglanmasindan sonra ii¢
degerlikli demir once hem kompleksine bitisik konumdaki hidrofobik cepteki su
molekiilii ya da hidroksit gruplarinin yer degistirmesiyle iki degerlikli demire indirgenir
(Raag and Poulos, 1989). Ihtiya¢ duyulan tek elektron NADH ya da NADPH’tan
mikrobun tiirline ya da enzimin kaynagina bagli olarak flavin niikleotid, demir siilfiir
proteinleri (ferrodoksinler) ya da sitokrom bs tarafindan karsilanir. Sonra molekiiler
oksijen, komplekse baglanir ve bunu diger bir elektronun O-O bagina aktarilmasi izler.
Bu degisiklik O-O baginin kopmasina neden olur. Oksijenlerden bir tanesi su molekiili
olarak ayrilirken diger oksijen kuvvetli elektrofil 6zelligi gosteren Fe*' tiiriiniin
olusumunu saglar. Bu basamag, tiriiniin uzaklastiriimasi ve Fe’iin geri kazammu izler

(Sekil 3.9) (Wheeler, 1983; Dawson et al., 1986).

Oksidant ve substrat arasindaki reaksiyonun mekanizmast i¢in Onerilen
“OKSEN"’ mekanizmasi (Sekil 3.10) yillarca kabul gérmiistiir (Hamilton, 1964).
Memeli cigerinde bulunan sitokrom P-450’nin karbon radikal araciligi yoluyla
substratlar1 katalizledigi sonraki bazi arastirmalarda ortaya konmustur. Bu doygun
karbon tizerinde hidroksillemenin mekanizmasi, radikal tekrar baglanma prosesi (Sekil

3.11) ile dogrulanmistir (Groves et al., 1978; Fourneron et al., 1989).



Substrat (S)

Fe** > Fe3t____S
A ) NADPH
2e
NADP*

Uriin (SO) "\

FeZt____ S
lileét———s<—>}ie‘lt___s F|e3-+-----s
O 0 0—0

O—OH HY 0—0
Sekil 3.9. Sitokrom P-450 bagimli monooksijenazin katalitik dongiisii

O
\ ‘ M II \\
—C—-H + [0] —> C--H > C—OH

N1/

Sekil 3.10. Onerilen Oksen mekanizmasi
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",
",
“,

Fe3* + HO—C

N

Sekil 3.11. Hidroksilleme i¢in miimkiin olan radikal tekrar baglanma yolu
3.6. Biyotransformasyon Teknikleri

Mikrobiyal biitiin hiicrelerin kullanildig1 biyotransformasyonlar i¢in dort temel
alternatif hiicre tipi mevcuttur. Bunlar; biiyliyen, duragan, spor ve immobilize

kiiltiirlerdir.
3.6.1. Biiyiiyen hiicreler ile biyotransformasyon

En basit biyotransformasyon teknigidir. Saf mikroorganizma kiiltiirii en ideal
besiyerinde ¢alkalamali sistemde iiretilir ve daha sonra ortama biyotransformasyona

ugratilacak olan madde ilave edilir. Diizenli araliklarla ortamdan alinan numune ince
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tabaka, gaz, sivi kromatografisi gibi tekniklerle takip edilir. Bu yontemin en 6nemli

ozelligi yiiksek verim elde edilebilmesidir (Roberts et al., 1995).

3.6.2. Duragan hiicreler ile biyotransformasyon

Duragan hiicreler, bilyiime siireci tamamlanmus hiicrelerdir. Oncelikle uygun
besiyerinde lretilen hiicreler bu besiyerinden uzaklastirilir ve ayrilan bu hiicrelerin bir
tampon (20-100 mM) ¢o6zeltide uygun bir pH degerinde substratla reaksiyona girmesi
saglanir. Bu sirada ortama az miktarda glukoz ilave edilerek hiicrelerin canliliginin
devami saglanir. Bu yoOntemin en Onemli anvantaji, ortamda biiyiiyen hiicre
olmadigindan, biiyiiyen hiicreler tarafindan iiretilebilecek diger metabolitlerin en aza
indirgenmis olmast ve bu nedenle iirlin izolasyonunun kolayligidir. (Roberts et al.,

1995).

3.6.3. Spor Kkiiltiirleri ile biyotransformasyon

Sporlar bazi mikroorganizmalar tarafindan olumsuz g¢evre kosullariyla basa
cikmak icin {iretilen hiicrenin kalin duvarli formlaridir.  Spor kiiltiirleri besiyeri
olmadan, sulu ortamda  bozulmadan  biyotransformasyon  reaksiyonlarini
gergeklestirebilmektedirler (ortalama 30 giin boyunca). Bu yontemin avantaji, sporlarin

-15°C’de 30 aya kadar muhafaza edilebilmesidir (Roberts et al., 1995).

3.6.4. Iimmobilize hiicreler ile biyotransformasyon

Bu yontemde mikroorganizmalar substrat ve iiriiniin gegigine izin verecek
sekilde immobilize edilir. Biiyiidiigii besiyerinden ayrilan hiicreler dort alternatif

yontemden biri kullanilarak immobilize edilir. Bunlar agagida belirtilmektedir.

» Poliakrilamid, alginat, kapa-karragenan gibi bir polimer matrikse tutuklama,

» Suda ¢oziinmeyen degisik iyon degistirici regineler ya da silikatlar gibi kati
bir destek iizerine yiizey adsorpsiyonu,

» Selillozun modifiye edilmis formu olan karboksimetil seliilloz gibi suda
¢Oziinmeyen kat1 bir destek {lizerine kovalent baglama,

» Glutaraldehit gibi ajanlarla ¢apraz baglama.
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Bu yontemin avantaji immobilize sistemin ortamdan kolayca uzaklastirilabilmesi
ve siirekli kullanilabilmesi iken difiizyon kisitliliginin getirdigi dezavantaj da mevcuttur

(Armstrong and Yamazaki, 1986; Roberts et al., 1995; Telefoncu, 1995).

3.7. Biyotransformasyonda Reaksiyon Tipleri

Asagida siralanan reaksiyon tipleri biyotransformasyonlarin neredeyse tiim
sentetik reaksiyonlara esdeger reaksiyonlari yapabilecegini gdstermektedir (Demirci,

2000).

» Oksidasyon (hidroksilasyon, epoksidasyon, dehidrojenasyon, Baeyer
Villiger oksidasyonu, kismi oksidatif degradasyon),

» Rediiksiyon (aldehitlerin, ketonlarin, karboksilik asitlerin, heteroatomlarin
indirgenmesi, ¢ifte baglarin halojenasyonu),

» Hidrolitik reaksiyonlar (esterlerin, C-N ve epoksitlerin hidrolizi, C=C
baglarina su girisi, N-demetilasyon),

» Katilm ve kondenzasyon, (ester ve amit baglarmin olusumu, asikloin
kondenzasyonu, C=C baglarina amonyak ilavesi, birlesme reaksiyonlari),

> Izomerizasyon,

Y

Yeni C-C baglarinin olusumu,

> Yeni heteroatomlarin ilavesi.

3.8. Biyotransformasyon Reaksiyonlarimi Etkileyen Faktorler

Biyotransformasyon reaksiyonlarinin katalizorleri canli sistemler ve enzimler
oldugundan bu reaksiyonlarin gerceklesmesi i¢in gerekli sartlar kimyasal reaksiyonlara
oranla daha c¢esitli ve hassas olabilmektedir. Biyotransformasyon reaksiyonlarini
etkileyen onemli faktorler arasinda besiyerinin bilesimi, materyalin toksisitesi ve
konsantrasyonu (tolerans araligt % 0,1-10>), ortam sicaklig1 (degisim limiti +£2°C),
calkalama hiz1 (rpm), zaman (saat-ay), oksijen miktari, pH (genellikle nétr) ve
mikroorganizma susunun kokeni sayilabilir. Yine biyotransformasyonda materyalin
antimikrobiyal etkisi ve bu etkinin goriildiigii konsantrasyon dikkat edilmesi gereken

onemli faktorler arasindadir (Demirci, 2000).
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3.9. Neurospora crassa Fungal Kiiltiirii

Neurospora genusu, genel olarak nemli, tropkial ve subtropikal bolgelerde
yaygin olarak goriilen bir fungal kiiltiirdiir. Yangindan arta kalan bitki kalintilari
Neurospora tirleri i¢in uygun bir yasam alanidir ve buralarda koloniler olusturur
(Perkins and Turner 1988, Turner et al., 2001). Neurospora’nin diinyanin degisik
bolgelerinde farkli tiirleri mevcuttur. Ornegin Kuzey Amerika’nin batisinda ve
Meksika’dan Alaskaya uzanan bolgede %95 olarak baskin olan tek tiirii N. discreta iken
Giiney Avrupada Portekizin giineyi ile Isvicre arasinda kalan bolgede ise N. crassa, N.
discreta, N. sitophila, ve N. tetraspermaa tiirleri yaygindir (Powell et al. 2003). Cesitli
Neurospora tiirleri ve alt tiirleri genetik ve biyokimyasal c¢aligmalar i¢in Snemli

imkanlar saglar (Giicin ve Tamer, 1994).

3.10. Seskiterpenler

Izopren birimlerinden olusmus bilesikler terpenler olarak adlandirilir. Asagidaki
sekilde goriildiigii gibi terpen yapilari, bag-kuyruk yontemiyle, 5 karbonlu izopren
birimlerine ayrilabilir. Ruzicka tarafindan (Ruzicka and Meyer, 1921) gelistirilen

izopren kural1 bu tiir yapilarin saptanmasinda rehber gérevi gormiistiir.

kuyruk
kuyruk |
)\/ )\/ )\/\)J\/ veya
bas bas |

Limonene

Sekil 3.12. Terpenlerin temel yap1 birimleri

Terpenlerin igerdikleri isopren birimlerine gore siniflandirilmalart Cizelge

3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Terpenlerin igerdikleri isopren birimlerine gore siniflandiriimalari

Simif Isopren birimi sayis1 ~ Karbon atomu sayisi
Hemiterpen 1 5
Monoterpen 2 10
Seskiterpen 3 15
Diterpen 4 20
Sesterterpen 5 25
Triterpen 6 30
Tetraterpen 8 40
Politerpen 8’den ¢ok 40’tan ¢ok

Seskiterpenler 15 karbon atomu igeren ve {i¢ izopren biriminin birlesmesiyle
olusan dogal bilesiklerdir.  Seskiterpen yapisinda siklik hidrokarbonlar, alkoller,
ketonlar ya da laktonlar bulunabilir. Bu bilesikler pek ¢ok canli sistemde 6zellikle de
yiiksek yapili bitkilerde bulunurlar ve bir yiizyilldan fazla zamandir esasi yaglarin
bilesenleri olarak bilinirler. Eski arastirmacilar saf homojen bilesiklerin izolasyonunda
giicliiklerle karsilasmiglardir.  Ayrica alisilmis oksidatif degredasyon metotlari
seskiterpenoid bilesiklerine uygulandiginda yeterli verim elde edilememektedir. Ciinkii,
tirinler ¢ok basit bilesenler ya da kompleks karisimlart icerdigi i¢in ana bilesikler
hakkinda ¢ok az bilgi elde edilebilmistir. Bu bilesiklerin kimyasi sadece son
zamanlarda detayli olarak incelenmistir. Seskiterpenler doymamis bilesiklerdir ve
asiklik, monosiklik, bisiklik ya da trisiklik olabilirler. Giiniimiizde 1000’den fazla
seskiterpen bilinmekte ve bunlar 100°den fazla karbon iskeleti tasimaktadir. Terpen
tiirevlerinden mono ve seskiterpenler, ucucu bilesikler olup ugucu yaglarin bilesiminde
yer alirlar. Bu bilesikler aromatik bitkilerin ve gidalarin aroma, koku ve tatlarindan
sorumlu olan maddelerdir. Ayni zamanda basta antimikrobiyal etki olmak iizere ¢ok
cesitli biyolojik aktivitelere de sahiptirler. Gida, parfiimeri ve ila¢g sanayinde mono ve
seskiterpenlerin yeni tiirevleri genis kullanim alanlar1 bulmaktadir. Bu nedenle bu
bilesiklerin yeni tlirevlerinin eldesinde, son yillarda hizli bir gelisme gdsteren
biyotransformasyon teknigi kimyasal sentez yontemlerine tercih edilmektedir (Pinder,
1960; Skeya, 2000; Yildirim, 2004). Bu prosesler sonucunda elde edilen iirtinler dogal

urunler olarak kabul edilmektedir.
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4. BOYA GIDERIMINDE BiYOSORPSIYON

Bir maddenin diger bir madde yiizeyinde veya iki faz arasindaki ara yiizeyde
konsantrasyonunun artmasi ya da bagka bir ifade ile molekiillerin, etkilestikleri
yiizeydeki ¢ekim kuvvetlerine bagl olarak o ylizeyle birlesmesi adsorpsiyon olarak
tanimlanmaktadir. Diger bir tanima gore ise, adsorpsiyon, gaz buhar ya da siv1 fazinda
veya herhangi bir ¢dzeltide bulunan ¢oziinmiis maddelere ait molekiil, atom veya
iyonlarin, kat1 bir maddenin yiizeyinde tutunmasi olayidir. Adsorpsiyonda adsorbe
edilen maddeye adsorplanan, adsorbe eden kati maddeye adsorban denilmektedir
(Pekin, 1985; Dabrowski, 2001). Biyosorpsiyon siirecinde kullanilan adsorbanlar
biyolojik materyallerdir ve uzaklastirma mekanizmasi temel olarak sorpsiyona dayanir.
Buna gore biyosorpsiyon, sulu ¢ozeltilerden metaller ve boyar maddeler gibi cesitli
inorganik ve organik kirleticilerin canli, ya da 6lii biyokiitleler ya da onlarin tiirevlerinin
kullanilmasiyla uzaklastirilmast olarak tanimlanabilir.  Cesitli mikroorganizmalar
(bakteri, fungus, alg) ve fermentasyon endiistrisinde kullanilan mikrobiyal biyokiitleler
bu amagla kullanilan biyosorbentlere 6rnek olarak verilebilir (Volesky, 1990; Fu and

Viraraghavan, 2000; Maurya et al., 2006).

Boyalar genellikle sentetik orijinli ve kompleks aromatik yapiya sahip maddeler
olup azo gruplar1 ya da antrokinon tipi kromoforlar ve bunlarin ¢esitli reaktif gruplarla
olusturdugu kombinasyonlar igerirler (Fu and Viraraghavan, 2001; Aksu and Tezer,
2005). Boyahanelerde, yiyecek, kaucuk, tekstil, deri, kozmetik, farmasotik, kagit ve
baski endiistrisi gibi alanlarda yaygin olarak kullanilirlar (Gong et al., 2005). Boyar
maddelerle kirlenmis endiistriyel atik sularin su kaynaklarina karigmasi 6nemli bir gevre
sorununu olusturmaktadir (Aksu and Doénmez, 2003). Ciinkii boyar maddeler
bulunduklar1 ortamin 151k gegirgenligini azaltmak suretiyle sulardaki yasami olumsuz
etkilemenin yan sira karsinojenik ve mutajenik etkiler de yaratabilmektedir (Mahony et
al., 2002). Ayrica atiksularla ¢evreye salinan boyar maddelerin yapisal bozunmasiyla
olusan toksik aminler de akcigerlerde, bobreklerde, beyin ve merkezi sinir sisteminde ve
iireme sisteminde ¢esitli tahribatlara neden olabilmekte ve bunun sonucunda

metabolizmada 6nemli saglik sorunlar yaratabilmektedir (Aksu, 2005).
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Endiistriyel atiksulardan boyalarin uzaklastirilmasi zor bir prosestir ve gevresel
yonden 6nemli bir arastirma alamdir (Ozcan and Ozcan, 2004). Ciinkii boyalar yapisal
olarak kararli molekiiller olmalar1 nedeniyle cesitli kimyasallara, oksitleyici ajanlara,
1stya ve biyolojik olarak bozundurulmaya karsi oldukca direnclidirler (Kargi and
Ozmihci, 2004). Endistriyel atiksulardan boyar maddelerin uzaklagtirilmasi igin
geleneksel olarak kullanilan fiziksel ve kimyasal metotlar arasinda flokulasyon,
koagulasyon, ¢oOktlirme, ters osmoz, ultrafiltrasyon, oksidasyon ve adsorpsiyon
sayilabilir (Ong et al., 2005). Bu metotlar arasinda adsorpsiyon etkili ve énemli bir
alternatif prosestir ve aktif karbon bu amagla en yaygin olarak kullanilan adsorbandir.
Aktif karbon, gbdzenekli yapisina ilave olarak yliksek adsorpsiyon kapasitesi, yiizey
alan1 ve ylizey reaktivite derecesine sahiptir ancak maliyetinin yiiksek olmasi ve biiyiik
Olcekli uygulamalarda geri kazanim zorlugunun getirdigi ekonomik ve teknik
problemler nedeniyle kullanim1 zaman zaman kisitli kalmaktadir. Bu sebeple boyar
maddelerin atiksulardan uzaklastirilmasinda daha wucuz alternatif adsorpsiyon
materyalleri gelistirilmesi {izerine yapilan arastirmalar devam etmektedir. Bataklik
komiirii, bentonit kili ve ates kiilii gibi materyaller bu amagla kullanilan adsorbanlara
ornek olarak verilebilir (Liversidge et al., 1997; Mahony et al., 2002; Ozcan and Ozcan,
2004). Halen yeni, ekonomik, kolay elde edilebilen ve verimli adsorbanlara olan ihtiyag

devam etmektedir (Fu and Viraraghavan, 2001).

Son zamanlarda ¢alismalar bakteri, fungus ve alg (Fu and Viraraghavan, 2002;
Arica et al., 2005) gibi ¢esitli mikroorganizmalarin yani sira atik portakal kabuklari,
piring kabuklari, aga¢ kabuklari, misir kogani1 gibi ucuz ve yapilarinda boya baglayici
uclar igeren alternatif olabilecek biyosorbentler iizerinde yogunlagmistir
(Waranusantigul et al., 2003). Bahsedilen biyolojik hiicreleri kullanan ve biyosorpsiyon
olarak adlandirilan yontem, kullanilan mikrobiyal biyokiitlenin 6zellikleriyle dogrudan
iligkilidir. Clinkii agir metaller ve boyalar gibi toksik maddelerin biyosorpsiyon ile
uzaklastirilmasi, bu maddelerin, baslica bilesenler olarak polisakkaritler, proteinler ve
lipidleri iceren hiicre duvan yiizeyinin fonksiyonel gruplariyla etkilesimine dayanir
(Gadd and White, 1985). Bu etkilesimler metabolizmadan bagimsiz bir prosesi temsil
etmektedir. Fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon, elektrostatik etkilesim, iyon degisimi,

komplekslesme, selat olusumu, mikropresipitasyon hiicre duvar1 {iizerinde
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gerceklesebilecek etkilesimlerdir. Canli ya da cansiz (fiziksel ya da kimyasal 6n islem
gormiis) biyokiitleler biyosorpsiyon uygulamalarinda kullanilmakla birlikte cansiz
formlarin kullanimi digerine gore bazi avantajlara sahip olmasi nedeniyle tercih sebebi
olabilmektedir (Liu et al., 2003; Aksu, 2005). Canliligim1 koruyabilmesi i¢in besin
kaynagina ihtiya¢ duyan hiicrelerin adsorpsiyon siiresince canli kalabilmesi ¢ok zordur.
Ayrica ortamdaki toksisiteden de korunmalar1 gerekmektedir. Oysa cansiz hiicrelerin
biyosorpsiyon amaciyla kullanilmasi 6nemli avantajlar sunmaktadir (Aksu, 2005).

Bunlar asagidaki gibi siralanabilir;

» Toksik maddelerden etkilenmezler,
» Besin kaynagi gerekmez,
» Geri kazanimlar kolay olup defalarca kullanilabilirler,

» Yapilarinda herhangi bir bozulma olmadan uzun siire saklanabilirler.

4.1. Biyosorpsiyonu Etkileyen Faktorler

Bir biyokiitlenin biyosorpsiyon kapasitesi, ¢esitli faktorlere baglidir. Bunlardan
baslicalar1; biyokiitlenin ¢esidi, kirleticinin kimyasal yapis1 (tiir, boyut, iyonik yiik),
biyokiitlenin hazirlanma metodu (canli biyokiitle i¢in kiiltiir kosullar1), yiizey
ozellikleri, ortamda bulunan diger maddeler ve sicaklik, pH, konsantrasyon gibi ¢esitli

fizikokimyasal faktorler olarak siralanabilir (Aksu, 2005; Maurya et al., 2006).
4.2. Biyosorpsiyon izotermleri

Biiylik o6l¢iide adsorplayict ve adsorplanan maddelerin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine bagli olan adsorpsiyon, gaz ve buhar adsorpsiyonlarinda sicaklik, basing ve
hacim degiskenlerinden birbirinden bagimsiz olan herhangi ikisine bagimlidir.
Cozeltiden adsorpsiyonda ise gaz adsorpsiyonundaki basing yerine konsantrasyon
degisimi 6nemlidir. Adsorplayici ve adsorplanan yaninda sicaklik da sabit tutuldugunda
gaz fazindan adsorpsiyon yalnizca basinca, c¢ozeltiden adsorpsiyon ise yalnizca
konsantrasyona bagli olur. Bu durumda bir maddenin sabit sicaklikta yiizeye baglanan
miktarinin, o maddenin gaz fazi1 veya ¢ozeltideki konsantrasyonuyla bagintisini gosteren

denkleme adsorpsiyon izotermi denir (Sarikaya, 1993). Biyosorpsiyon c¢alismalarinda
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Langmuir, Freundlich ve Dubinin-Radushkevich (D-R) izoterm modelleri yaygin olarak

kullanilmaktadir.
4.2.1. Langmuir izotermi

Langmuir, izoterm modeli, sorbent yiizeyinde aktif bolgelerin oldugunu kabul
etmektedir. Yiizeydeki her bdlgenin sadece bir molekiil adsorplayacagi
diistiniilmektedir. Bu nedenle Langmuir denklemi, tek tabakali fiziksel adsorpsiyonu
ongormektedir. Yani bir bagka deyisle adsorpsiyon sonrasinda meydana gelen tabaka
bir molekiil kalinligindadir. Ayrica Langmuir izoterminde, tiim adsorpsiyon alanlar1
adsorplanan molekiillere karsi esit miktarda ¢cekim uygulamakta ve adsorbe olan bir
molekiil, bitisik alandaki bir bagka molekiil ile herhangi bir etkilesime girmemektedir.
Bu izoterm modeli, kat1 yiizeyler lizerindeki aktif adsorpsiyon alanlarinda gergeklesen
tutulmanin, fiziksel ya da kimyasal adsorpsiyon olup olmadigini diger modellere gore

daha iyi agiklamaktadir (Langmuir, 1918).

Langmuir izoterm modelinde adsorpsiyon, adsorplanan maddenin baglangi¢
konsantrasyonuyla birlikte dogrusal bir artis gdstermektedir. Maksimum doygunluk
noktasinda yiizey, tek tabaka ile kaplanmakta ve yiizeye adsorbe olan madde miktari

sabit kalmaktadir (Sekil 4.1) (Langmuir, 1918).

Ldzorplanan
madde mmilttan

)

Adsorplanan madde denginm

Sekil 4.1. Maksimum doygunluk noktasinda yiizeye adsorbe olan madde miktari.
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Langmuir izoterm modelinde adsorpsiyon enerjisi uniformdur. Adsorpsiyon
hiz1; adsorplanan madde konsantrasyonu ve yiizey tizerinde bulunan bos adsorpsiyon
alanlan ile, desorpsiyon hizi ise yiizeydeki adsorplanmis molekiil sayis1 ile dogru

orantilidir. Buna gore Langmuir izoterm esitligi (Langmuir, 1918);

_ InaKiCo

- 4.1,
1+K,C, 1)

9,

seklinde yazilabilir. Burada;
qq = Dengede adsorplanan madde miktarin1 (mol/g)
C,= Dengede adsorplanmadan kalan madde miktarini (mol/L)
qmar = Maksimum tek tabakali adsorpsiyon kapasitesini (mol/g)
K; = Biyosorpsiyonun serbest enerjisi ile ilgili Langmuir izoterm sabitini

(L/mol) gostermektedir.

Izoterm seklinin etkisi biyosorpsiyon sisteminin istemli ya da istemsiz olmasi
bakimindan degerlendirilirse Langmuir izotermi i¢in ayirma faktorii ya da denge
parametresi olarak tanimlanan ve asagida esitligi verilen R; degeri hesaplanmalidir

(Langmuir, 1918).

1

- 42.
1+K,C, (4.2

L

Bu esitlikte C, maksimum AK-57 baslangi¢c konsantrasyonudur (mol/L). Eger
buradan hesaplanan R; degeri O ile 1 arasinda ise biyosorpsiyon siireci kendiliginden

ger¢eklesmektedir (Weber and Chakravorty, 1974; Hall et al., 1966).
4.2.2. Freundlich izotermi

Langmuir denklemine uyan sistemler, genel olarak ideal adsorpsiyon gosteren
sistemler olarak tanimlanirlar. Ancak c¢ogu katinin ylizeyi homojen olmadigindan,
desorpsiyon hizi adsorplanan molekiillerin konumuna bagli oldugundan ve
adsorplanmis molekiiller arasinda etkilesmeler meydana geldiginden ¢ogu sistem
Langmuir denkleminden sapmalar gosterir. Ideal olmayan sistemler, Freundlich

adsorpsiyon izotermi gibi bazi ampirik izotermlere uyabilirler (Pekin, 1985).
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Freundlich (1906) tarafindan adsorpsiyon islemini ifade eden ampirik bir
denklem gelistirilmistir. Freundlich izoterm modeli, bir adsorbanin yiizeyinde bulunan
adsorpsiyon bdlgelerinin heterojen yapida oldugunu 6ngoriir ve agsagidaki esitlikle ifade

edilebilir.

9, =K.C,”" 4.3)
Burada;

qq = Dengede adsorplanan madde miktarin1 (mol/g)

C,= Dengede adsorplanmadan kalan madde miktarini (mol/L)

Kr ve n = Freundlich izoterm sabitleri

Kr ve n swrastyla, adsorpsiyonun siddeti ve ¢0zelti konsantrasyonu ile

adsorpsiyon arasinda dogrusalliktan sapmanin derecesi hakkinda bilgi verirler.
4.2.3. Dubinin-Radushkevich (D-R) izotermi

Dubinin-Radushkevich (D-R) izotermi Langmuir izoterm modelinden daha
genel bir izoterm modelidir. Bu izoterm modelinde adsorpsiyonun homojen yiizeyde ya
da sabit adsorpsiyon potansiyeliyle gergeklestigi diisliniilmez. Dubinin-Radushkevich
(D-R) izoterm modeli adsorpsiyonun fiziksel ya da kimyasal oldugu hakkinda bilgi
verebilir. Dubinin ve Radushkevich (1947) tarafindan gelistirilen bu izoterm modeli

esitligi asagidaki gibi ifade edilir.

Ing, =Ilng, — B¢’ (4.4.)
Burada;

qa = Dengede adsorplanan madde miktarini (mol/g)

S = adsorbatin bir molii basina adsorpsiyonun ortalama serbest enerjisiyle ilgili
sabit (mol*/J?),

gm=Teorik doygunluk kapasitesi (mol/g)

¢ = Polanyi potansiyelidir.

_ 1
¢ =RTIn(l+-) (4.5.)

d
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formiilii ile ifade edilir. Bu formiildeki R (J/mol. K) gaz sabiti ve , T (K) is the mutlak
sicakliktir. Burada & ye kars1 Ing, grafige gegirilirse dogrunun egimi f’y1 ve ordinati

kesim noktasi da ¢, (mol/g)’1 verir.

f, adsorbatin molekiilii basina ger¢eklesen adsorpsiyonun ortalama serbest
enerjisi £ (kJ/mol) ile ilgilidir. Bunlar arasindaki iliski asagidaki esitlikle ifade edilir
(Hobson, 1969; Hasany and Chaudhary, 1996; Dubey and Gupta, 2005).

po_ ! (4.6.)

(Zﬂ)l/z
Bu parametre biyosorpsiyonda kimyasal-iyon degisimi ya da fiziksel
biyosorpsiyon mekanizmalarindan hangisinin etkili oldugu hakkinda bilgi verir. E
degerinin biiyiikliigii 8-16 kJ/mol arasinda ise kimyasal-iyon degisimi, 8 kJ/mol’den
daha kiiciik ise fiziksel biyosorpsiyon mekanizmasi s6z konusudur (Helfferich, 1962;

Onyango et al., 2004).
4.3. Biyosorpsiyonun Kinetigi

Biyosorpsiyon isleminin hizina etki eden basamaklarin anlagilmasi ig¢in
biyosorpsiyon kinetiginin incelenmesi onemli bir adimdir (Ho and McKay, 1999).
Kinetik ¢aligmalar, biyosorpsiyonun zaman-konsantrasyon profilini gosterir.  Bir
cozeltide bulunan adsorbatin biyosorbent tarafindan sorplanmasi isleminde 4 ana

basamak vardir;

1. Siv1 fazda bulunan adsorbat, biyosorbenti kaplayan bir film tabakasi sinirina
dogru difiize olur (bulk solution transport). Bu basamak, biyosorpsiyon
diizeneginde belirli bir hareketlilik (karistirma) oldugu i¢in ¢ogunlukla ihmal
edilir.

2. Film tabakasina gelen adsorbat buradaki durgun kisimdan gecerek

biyosorbentin gozeneklerine dogru ilerler (film mass transfer/boundary layer

diffusion).

3. Sonra biyosorbentin gézenek bosluklarinda hareket ederek biyosorpsiyonun

meydana gelecegi yilizeye dogru ilerler (intraparticle diffusion).
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4. En son olarak da adsorbatin biyosorbentin gdzenek yiizeyine tutunmasi

meydana gelir (sorpsiyon).

Eger biyosorbentin bulundugu faz hareketsiz ise, 1. basamak en yavas ve
biyosorpsiyon hizini belirleyen basamak olabilmektedir. Bu nedenle, eger akiskan
hareket ettirilirse, ylizey tabakasinin kalinligi azalacagi icin biyosorpsiyon hizi
artacaktir. Son basamak dl¢ililemeyecek kadar hizli oldugundan ve ilk basmak da iyi bir
karistirma oldugu diisiintilerek biyosorpsiyon hizina aksi bir etki yapmayacaklari i¢in 2.
ve 3. basamaklar hiz belirleyicidir. 2. basamak biyosorpsiyon isleminin ilk birkag
dakikasinda, 3. basamak ise biyosorpsiyon isleminin geri kalan daha uzun bir siiresinde
meydana geldigi icin, biyosorpsiyon hizini tam olarak etkileyen basamagin 3. basamak
oldugunu séylemek miimkiindiir (Chu and Chen, 2002; Basibuyuk and Forster, 2003;
Keskinkan et al., 2003).

Biyosorpsiyon hizin1 belirlemek ig¢in birinci dereceden ve yalanci-ikinci

dereceden kinetik esitlikler kullanilabilir.
4.3.1. Birinci dereceden kinetik modeli

Birinci dereceden kinetik modeli asagidaki sekilde ifade edilmektedir (Kanan

and Sundaram, 2001).

LI + LA 4.7.)
9 4 !
Burada;
q:= t zamanda biyosorplanan madde miktar1 (mg/g).
q; = dengede biyosorplanan madde miktar1 (mg/g).

k; = birinci dereceden hiz sabiti (1/dk).

Birinci dereceden biyosorpsiyon kinetik esitligindeki 1/#’ye kars1 1/g, grafige

gecirildiginde, egimi k; ve ordinati kesim noktasi 1/q; olan bir dogru elde edilir.
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4.3.2. Yalanci ikinci-dereceden kinetik modeli

Yalanci-ikinci dereceden kinetik modeli asagidaki esitlikle ifade edilir (Ho and

McKay, 1998);

IS 4.8.)

q, k9, 4,

Burada;
¢>» = maksimum biyosorpsiyon kapasitesi (mg/g)
q: =t zamanda biyosorplanan madde miktar1 (mg/g).

k, = yalanci-ikinci dereceden hiz sabiti (g/mg.dk).

Esitlik 4.8°deki #’ye kars1 /g, grafigi c¢izildiginde, e§imi 1/¢g, ve ordinati kesim
noktasi 1/k2q22 olan bir dogru elde edilir.

4.4. Biyosorpsiyonun Termodinamigi

Denge sabiti K; degerinin sicakliga baghligi ile serbest enerji (AG®), entalpi

(AH®) ve entropi (AS°) degisimi gibi termodinamik parametreler agsagidaki esitliklerle

belirlenebilir.
AG° =-RTInK, 4.9.)
InkK, = _AG :—AH +AS (4.10.)

InK; nin 1/T ‘ye kars1 grafige gegirilmesiyle AH® ve AS® degerleri sirasiyla dogrunun

egiminden ve kesim noktasindan hesaplanabilir.

Entalpi degisiminin pozitif degerleri biyosorpsiyonun endotermik, Gibss serbest
enerjisinin  negatif  degerleri  biyosorpsiyonun  kendiliginden  gerceklestigini
gostermektedir. Diger bir ifadeyle, biyosorpsiyon isleminin uygulanabilirligi entalpi ve
Gibss serbest enerjisinin negatif olmasi ile anlasilabilir. Entropinin pozitif degerleri ise

kati/¢ozelti ara ylizeyindeki rastlantisalligin artisin1 gostermektedir (Sarikaya, 1993).
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5. DENEYSEL CALISMALAR
5.1. Antifungal Aktivite Calismalar

Antifungal aktivite caligmalar1 i¢in kullanilan fungal kiiltiirler Candida albicans
(NRRL Y-12983), Aspergillus niger (ATCC 10549), A. fumigatus (NRRL 163), 4.
flavus (ATCC 9807), A. parasiticus (NRRL 465), Fusarium graminarum (wild type), F.
solani (wild type) ve Geotrichum candidum (wild type) Eskisehir Osmangazi
Universitesi Biyoloji Boliimii ile Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi ve Biyoloji
Boliimlerinin kiiltiir koleksiyonlarindan saglanmistir. Demetoksiviridin’in biyosentezi
icn kullanilan N. hinnuleum (IMI 214826) ise Promochem (Ingiltere) firmasindan satin
alinmistir.  Malt extract agar yatik besiyerinde 4°C’de muhafaza edilen kiiltiirler
antifungal aktivite ¢aligmalar1 Oncesinde yine Malt extract agar besiyeri kullanilarak

petrilerde biiyiitiilmistiir.
5.2. Demetoksiviridin Tiirevlerinin Hazirlanmasi
5.2.1. Demetoksiviridin’in biyosentezi

Demetoksiviridin’in eldesi i¢in N. hinnuleum fungal kiiltiirii asagidaki cizelgede
belirtilen bilesenlerle steril kosullarda hazirlanan besiyerinden 150’ser mL igeren yatik

siselerde (Roux bottles) 21°C’de 35 giin boyunca biiyiitiilmiistiir.

Cizelge 5.1. N. hinnuleum tfungal kiiltliriiniin besiyeri bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar
Glukoz 50g

Tartarik asit 4¢g

K2C03,1,5H20 600 mg
(NH4)H2PO4 600 mg
MgCOs3 400 mg
(NH4)2$O4 250 mg
ZnS0O4.7H,0O 100 mg
FeS0O4.7H,0 100 mg

Distile su 1L
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Bu siire sonunda vakumda siizme ile siv1 besiyerinden (1,5 L) ayrilan miseller
(210 g) soxhlet cihazinda 800 mL kloroform ile 5 saat boyunca ekstrakte edilmistir.
Elde edilen ekstrat vakum altinda sakizimsi bir kiitle (900 mg) olana dek bekletildikten
sonra 200 mL petrol eteri ile muamele edilmistir. 500 mL sicak asetonda ¢oziilen bu
kat1 iirin, 3 g renk giderici (charcoal) ile muamele edildikten sonra vakum altinda
birakilarak konsantre edilmistir. Bdylece olusan demetoksiviridin (1) aseton ic¢inde

¢Oziiliip tekrar kristallendirilerek saflastirilmistir (100 mg) (Hanson et al., 1985).

Erime noktas1 : 143-152°C [145-160°C (Hanson et al., 1985)]
LR.(Vimax) : 3416 (OH), 1704 (C=0), 1676 (C=0), 1538cm™ (C=C)
EIMS : m/z =322 [M'] (C1oH 405)

'"HNMR (CDCl;)  : 1,60 (3H, s, 19-CHs), 3,37 (2H, s, H,O kristal), 4,38 (1H, m, 1-
H), 6,20 (1H, d, J = 5 Hz, 1-H), 7,92 (1H, d, J = 8 Hz, 11-H),
8,62 (1H, d, J= 8 Hz, 12-H) ve 8,86 (1H, s, 21-H)

5.2.2. Dehidroksidemetoksiviridin-1-en’in sentezi

Boliim 5.2.1°de agiklandigi sekilde elde edilen demetoksiviridin (100 mg), 5 mL
piridin igerisinde ¢doziillerek oda sicakliginda, 10 dakika boyunca 1,5 mL
metansiilfonilkloriir’iin damla damla ilavesi ile reaksiyona sokulmustur. 4 saatlik
karigtirma siireci sonrasinda, reaksiyon karigimi seyreltik HCI igerisine alinmis ve
bilesik etil asetat ile ekstrakte edilmistir. Etil asetat faz1 su ile yikandiktan sonra
sodyum siilfat {izerinde kurutulmustur. Coziiciiniin evaparatdrde uzaklastirilmasindan
sonra Uriin (dehidroksidemetoksiviridin-1-en) (2) aseton icinde ¢oziiliip tekrar

kristallendirilmek suretiyle saflastirilmistir (75 mg, %75) (Hanson et al., 1985).

Erime noktast : 228-231°C [228-232°C (Hanson et al., 1985)]
LR.(Vimax) : 1712 (C=0), 1666 (C=0), 1590cm™ (C=C)
EIMS :m/z =304 [M'] (C10H204)

'"HNMR (CDCl;)  : 1,78 (3H, s, 19-CH3), 2,76 (2H, t, J = 5,9 Hz, 16-H), 3,66 (2H,
m, 15-H), 6,40 (1H, d, J = 10,1 Hz, 1-H), 7,69 (1H, d, J = 10,1
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Hz, 2-H), 7,81 (1H, d, J = 8,1 Hz, 11-H), 8,03 (1H, d, /= 8 Hz,
12-H) ve 8,29 (1H, s, 21, H)

5.2.3. 1a-Hidroksidemetoksiviridin’in sentezi

Boliim 5.2.2°de agiklandigi sekilde elde edilen dehidroksidemetoksiviridin-1-en
(50 mg), aseton igersinde 2,5 mL seyreltik HCI ile oda sicakliginda 3saat karistirilmastir.
Cozelti vakum altinda konsantre edildikten sonra su igersine alinmis ve {iiriin etil asetat
ile geri kazanilmistir. Etil asetat faz1 su ile yikandiktan sonra sodyum siilfat {izerinde
kurutulmustur.  Coziiciinliin evaparatdrde uzaklastirilmasindan sonra iirlin (la-
hidroksidemetoksiviridin) (3) aseton ic¢inde ¢oziillip tekrar kristallendirilmistir (25 mg,
%52) (Hanson et al., 1985).

Erime noktas1 : 225-230°C [238-240°C (Hanson et al., 1985)]
L.R.(Vmax) : 3290 (OH), 1735 (C=0), 1700 (C=0), 1590cm™ (C=C)
EIMS :m/z =322 [M'] (C19H405)

'HNMR (DMSO)  : 1,60 (3H, s, 19-CHz), 5,02 (1H, br.s 1-H, 16-H), 5,36 (1H, d, J =
3,6 Hz, 1-OH), 7,96 (2H, s, 11 ve 12-H) ve 8,66 (1H, s, 21, H)

5.2.4. Diger bilesiklerin sentezi

Antifungal aktivite deneylerinde kullanilan diger bilesiklerden 5’-metilfuro-
(4°,3°,2°-4,5,6)pregn-5-ene-3,20-dion (4) (Tir, 2004) ve 5’-metilfuro-(4’,3°,2’-
4,5,6)androst-5-ene-3,17-dion (5) (Boynton et al., 1999) belirtilen literatiir metodlar

kullanilarak aragtirma grubumuz tarafindan sentezlenmistir.

5.2.5. Agar difiizyon metodu

Mueller Hinton agar (MHA) ve Sabouraud % 4 glukoz (SGM) karisimi
otoklavlama sonrasinda besiyerinin kalinligt 4 mm olacak sekilde steril kosullarda,
petrilere dokiildiikten sonra oda sicakligina kadar sogutulmustur. Diger taraftan spor
olusumunu saglamak icin fungal kiiltiirler patates (potato) dekstroz agar igeren yatik
besiyerlerinde 27°C’de 5-7 giin biiyiitiilmiistiir. Her bir kiiltiirin spor konsantrasyonu
steril % 0,1 tween 80 kullanilarak 10° CFU/mL olacak sekilde ayarlanmigtir.

Hazirlanan bu spor slispansiyonu drigalsi spatiilii yardimiyla MHA ve SGM karisimi ile
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hazirlanan petrilerdeki besiyeri iizerine yayilmistir. DMSO i¢inde konsantrasyonu 10
mg/mL olacak sekilde ¢oziilerek hazirlanan test bilesiklerinin 10 pL’si kagit disklere
(Schleicher&Schuell @ 6 mm) emdirildikten sonra diskler spor siispansiyonunun
yayilmis oldugu besiyerinin tam merkezine yerlestirilmistir. Oda sicakliginda 1 saatlik
on inkiibasyondan sonra 35°C’de inkiibasyona gegilmistir. Inkiibasyondan 16-18 saat
sonra petrilerdeki disk ¢apini da kapsayan inhibisyon capi Olclilmiistiir (NCCLS,
1990a).

5.2.6. Minimum inhibitor konsantrasyonunun (MIC) belirlenmesi

Incelenen bilesiklerden aktif olanlarinin minimum inhibitdr konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde agar-diliisyon metodu kullanilmistir. Buna gore, uygun miktardaki
DMSO ile c¢oziilen test bilesikleri her bir petrideki agar besiyeri ile degisik
konsantrasyonlarda (20-640 pg/mL) olacak sekilde kanstirllmistir. Diger taraftan
kontrol amagli olarak biri test bilesigini ve digeri DMSO i¢ermeyen iki besiyeri
kullanilmistir. Fungal spor konsantrasyonu 10" CFUs/mL olan kiiltiirlerden alinan 2 pL
ornek agar besiyerinin 5-8 mm’lik bir alani {izerine asilanmistir. Spotlar kuruduktan
sonra ters c¢evrilen petriler 35°C’de inkiibe edilmistir (NCCLS, 1990b; NCCLS, 2002).
Biiylimeyi tamamen inhibe eden antifungal bilesigin en diigilk konsantrasyonu MIC

konsantrasyonu olarak kaydedilmistir.
5.3. Biyotransformasyon Calismalari
5.3.1. Mikroorganizmanin hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan fungus N. crassa (wild type), Anadolu Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi kiiltiir kolleksiyonundan Dog¢. Dr. Fatih DEMIRCI tarafindan
saglanmistir. Malt extract agar ve patates dekstroz agar karisimiyla hazirlanan egik

besiyeri ve petrilerde +4°C’de muhafaza edilmistir.
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5.3.2. N.crassa’nin iiretimi icin kullanmilan siv1 besiyeri bilesenleri

Cizelge 5.2. N.crassa’nin siv1 besiyeri bilesenleri

Bilesenler Miktar
Glukoz 15¢g
Sakaroz 15¢g
KH,POy4 lg
KCl1 500 g
Poli pepton 5¢
MgS0O4.7H,0 500 mg
FeS0O4.7H,O 10 mg
Distile su 1L

S1v1 besiyeri yukarida belirtilen besiyeri bilesenleri gerekli miktarlarda tartilarak
hazirlanmstir.  IM’lik KOH ¢ozeltisinin dikkatli bir sekilde ilave edilmesiyle
besiyerinin pH degeri 6-6,5 olacak sekilde ayarlanmistir. 250 mL’lik erlenlerin her
birine 80 mL’lik besiyeri konularak erlenlerin agizlar1 pamukla kapatilip pamugun {izeri
aliminyum folyo kaplanmistir. Besiyerleri, 121°C’de 1,1 atm basingta 20 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.
5.3.3. Siv1 besiyerinde mikroorganizmanin inokulasyonu

Inokulant (as1) iiretimi igin, mikroorganizma malt extract agar ve patates
dekstroz agar karisimiyla hazirlanan yatik besiyerine bir 6ze ile inokule edilmis ve 7
giin siireyle 27°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siirecinden sonra, N. crassa
as1 kiiltiiriinlin iizerine steril 10 mL saf su ilave edilerek ve bir 6ze ile karistirilarak
sporlarin suya gegmesi saglanmistir. Daha sonra bu spor siispansiyonu esit miktarda
steril s1v1 besiyerini igeren erlenlere aseptik kosullarda aktarilmistir. Zenginlestirilmis
stvi besiyerlerine ekimi yapilan kiiltiirler ¢alkalamali kosullarda (120 rpm) oda

sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Sonraki asamada ortama substrat eklenerek
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biyotransformasyon siireci baglatilmigtir. Tiim ¢aligmalar aseptik kosullarda
gerceklestirilmistir.  Asagidaki sekilde N.crassa fungal kiiltiiriiniin kati ve sivi

besiyerlerindeki durumlari goriilmektedir.

(a) (b)

Sekil 5.1. N. crassa’nin kati (a) ve s1v1 (b) besiyerlerindeki goriiniimii

5.3.4. Substratlarin hazirlanmasi ve biyotransformasyonu

500 mg substrat molekiili 20 mL etanol igerisinde ¢oziildiikten sonra bolim
5.2.2°de belirtildigi sekilde, kiiltiire edilen fungusa inkiibasyonun ikinci giiniinde esit
hacimlerde olacak sekilde, ilave edilmistir. Inkiibasyon, oda sicakliginda 120 rpm hizla
calistirllan dairesel g¢alkalayici iizerinde, 10 giin boyunca siirdiiriilmiistiir. Bu siire¢
ierisinde biyotransformasyon ITK sistemi ile izlenmis ve doniisiimlerin sona erdigi ya
da maksimuma ulastif1 tespit edildiginde biyotransformasyon sonlandirilmis,
ekstraksiyon ve izolasyon calismalarina geg¢ilmistir. Calismamizda substrat molekiilleri
olarak diizoforon, sedrol ve patculi alkol tercih edilmistir. Ciinkii, bu molekiiller oda
sicakliginda kararli yapidadir, kolay elde edilebilirler ve tiirevleri endiistride kullanim
potansiyeline sahiptir. Ayrica diizoforon, bir fotoaleksin olan risitin molekiiliine yapisal
bakimdan benzerlik tasimaktadir (Morrisey and Osbourne, 1999). Bu sebeple
diizoforon tiirevlerinin eldesi, antifungal ajan olarak kullanim potansiyeline sahip
olabilir.  Biyotransformasyon deneyleri her bir substrat molekiilii i¢in ayr1 ayri

gerceklestirilmistir.

5.3.5. Metabolitlerin ekstraksiyonu ve izole edilmesi
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Inkiibasyon tamamlandiktan sonra kiiltiir iceren ¢dzeltiler vakum altinda
stiziilerek ayrilmigtir. Ayrilan kiiltiire ait miseller etil asetat (500 mL) ile yikanmustir.
Stiziintiinlin pH’1 % 10°luk HCI ¢o6zeltisi ile 2’ye ayarlandiktan sonra ii¢ kez etil asetat
ile (1,5 L) ekstrakte edilmistir ve organik faz susuz Na,SO; iizerinde kurutulmustur.
Coziici vakum altinda buharlagtirildiktan sonra elde edilen yagimsi1 madde silika
tizerinde (Merck 60, 230-400 mesh) kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Kolonda
¢Oziicii sistemi olarak petrol eteri igerisinde artan oranlarda etil asetat kullanilmistir.

Ayrilan kisimlar silika iizerinde ITK ile izlenmistir (Merck silika jel GF254).
5.3.6. Metabolitlerin tanimlanmasi

Kolon kromatografisi yardimiyla saflastirilan metabolitlerin  yapilari,
spektroskopik metotlar (FTIR, '"H NMR, '°C NMR, APT, DEPT, HETCORE, HMBC,
nOe ve HREIMS) kullanilarak veya bilinen bir madde ise erime noktalari
karsilastirilarak aydinlatilmistir. Enzimatik olarak gerceklesen reaksiyonlar genelde
stereospesifik {iriinler verdiginden, yukaridaki metotlara ek olarak polarimetre ile optik

aktivite ol¢timleri gergeklestirilmistir.
5.3.7. Seskiterpen sistemlerinin numaralandirilmasi

Caligmamizda biyotransformasyonlar1 incelenen diizoforon, sedrol ve patculi

alkol bilesiklerinin numaralandirilmasi asagidaki sekilde yapilmaktadir.

18

Diizoforon Sedrol Patculi alkol

Sekil 5.2. Diizoforon, sedrol ve patculi alkol bilesiklerinin numaralandirilmasi
5.3.8. Diizoforon’un sentezi

Izoforon (27,6 g) 30 mL toluen iginde ¢dziinerek kaynama tas1 igeren 100 mL

balona konulmus ve toz haline getirilen sodyum hidroksit peletleri (2,5 g) izoforon
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cozeltisine eklenmistir. Geri sogutucu altinda 4-5 saat 1sitilan ¢ozeltiye biraz eter ilave

edildikten sonra ortam 100 mL HCI ile asitlendirilmistir. Eter ve tolueni uzaklagtirmak

icin 3 kez su ile yikama yapildiktan sonra, susuz sodyum siilfat {izerinde kurutulmustur.

Balondaki ¢ozelti siiziilerek, ¢oziiciisii rotary-evaporatorde ugurulmustur. Elde edilen

yagimst madde, petrol eterinde (60-80°C) dikkatlice kristallendirilerek diizoforon

molekiilii elde edilmistir.
Erime noktasi

LR.(Vinat)
'H NMR (300 MHz, CDCl;)

3C NMR (75 MHz, CDCl;-TMS)

:110-111°C [(110-111°C (Morizur et al., 1967)]
- 3340, 1710 cm™
- 0,70 (3H, s, 14-CH3), 0,89 (3H, s, 16-CH3), 0,93

(3H, s, 15-CH;), 1,01 (3H, s, 17-CH3), 1,02
(3H, s, 18-CH;) ve 5,49 (1H, s, 1-OH)

£ 27,28 (C-17), 28,68 (C-14), 30,27 (C-15), 31,97

(C-11), 32,75 (C-9), 32,96 (C-16), 33,16 (C-5),
37,52 (C-18), 45,20 (C-6), 46,32 (C-8), 46,96 (C-
13), 50,60 (C-4), 52,29 (C-12), 52,65 (C-10),
72,03 (C-1), 135,92 (C-2), 158,45 (C-7), 201,64
(C-3).

5.3.9. Diizoforon’un N. crassa ile biyotransformasyonu

Bolim 5.2.5°de belirtilen islemler uygulandiktan sonra elde edilen yagimsi

madde kolon kromatografisine tabi tutulmustur. Kolondan %15°lik etil asetat ¢ozeltisi

(petrol eteri icerisinde) gegirilerek saflastirilan 8B-hidroksidiizoforon yeteri kadar

aseton ve petrol eteri karisimi iginde ¢oziilerek kristallendirilmistir.

Erime noktasi : 119-122°C [(121-123°C (Kruzer et al., 1988)]
LR.(Vinar) : 3445, 1688 cm™
[a]*D :+13,6° (20°C, 10 mL CHCl; i¢inde 1,25 mg)

HREIMS :m/z= 292,203 (C;sH»303 icin hesaplanan: 292,204)
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) : 0,70(3H, s, 18-CHs), 0,94 (3H, s, 16-CH3), 1,05 (3H, s,
17-CH; ), 1,06 (3H, s, 14-CHj3), 1,07 (3H, s, 15-CHj3),
3,47 (1H, br. s, 8a-H) ve 5,37 (1H, br. s, 1-OH)

BC NMR (75 MHz, CDCl;) : 26,97 (C-17), 27,80 (C-14), 29,81 (C-16), 30,10 (C-15),
31,44 (C-11), 32,84 (C-5), 37,48 (C-9), 37,54 (C-18),
41,17 (C-13), 42,78 (C-6), 49,73 (C-12), 50,65 (C-10),
52,43 (C-4), 71,73 (C-1), 76,41 (C-8), 136,45 (C-2),
155,62 (C-7), 203,04 (C-3).

5.3.10. Sedrol’iin N. crassa ile biyotransformasyonu

Calismamizda kullandigimiz sedrol bilesigine ait spektroskopik veriler asagida

verilmigtir.
Erime noktasi : 85-86°C [85-86°C (Skeya, 2004)]
LR.(Vinat) £ 3335 (OH), 1715 cm™ (C=0)

'"H NMR (400 MHz, CDCls) : 0,82(3H, d, 12-CHs), 0,98 (3H, s, 14-CHz), 1,25 (3H, s,
15-CHs), 1,31 (3H, s, 13-CHs)

13C NMR (90 MHz, CDCl3) : 15,98 (C-12), 25,74 (C-4), 28,04 (C-13), 29,31 (C-14),
30,58 (C-15), 31,97 (C-10), 35,71 (C-9), 37,39 (C-3),
41,84 (C-2), 42,35 (C-11), 43,77 (C-6), 54,47 (C-1),
56,89 (C-5), 61,39 (C-7), 75,48 (C-8).

Sedrol’lin biyotransformasyonu i¢in boliim 5.2.5’de belirtilen islemler
uygulandiktan sonra elde edilen madde kolon kromatografisine tabi tutulmustur.
Kolondan %15’lik etil asetat ¢ozeltisi (petrol eteri igerisinde) gegirilerek saflastirilan
12B-hidroksisedrol yeteri kadar aseton ve petrol eteri karisimi icinde c¢oziilerek

kristallendirilmistir.

Erime noktasi : 122-123°C [125-127°C (Miyazawa et al., 1995)]
LR.(Vinat) £ 3285 (OH), 1699 cm™ (C=0)
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'"H NMR (400 MHz, CDCl5) : 1,02 (3H, s, 14-CH;), 1,27 3H, s, 15-CH;), 1,33 3H, s,
13-CHs), 3,46 (1H, dd, J = 7,7 ve 10,4 MHz, 123-CH,),
3,65 (1H, dd, J = 6,9 ve 10,4 MHz, 125-CH>)

13C NMR (90 MHz, CDCl3) : 25,82 (C-4), 27,50 (C-13), 29,03 (C-14), 30,21 (C-15),
30,89 (C-10), 32,11 (C-3), 34,94 (C-9), 42,59 (C-11),
43,03 (C-6), 50,36 (C-2), 53,26 (C-1), 57,41 (C-7), 61,16
(C-5), 63,72 (C-12), 74,97 (C-8).

5.4. Biyosorpsiyon Calismalari
5.4.1. Biyokiitlenin hazirlanmasi

Biyosorbent olarak kullanilacak N.crassa fungal kiiltiiriiniin hazirlanmasinda
biyotransformasyon caligmalar1 i¢in izlenen yontem kullanilmis ve biyokiitle tiretimi
yine ayn1 besiyerinde (Bkz. boliim 5.2.3.) gerceklestirilmistir. Belirtilen besiyerinde 7
giin boyunca iiretilen biyokiitle vakumda siizme ile besiyerinden ayrilmis ve petrilere
yayilarak 60°C sicakliktaki etiivde bir gece boyunca kurutulmustur. Kurutulan bu
biyokiitle porselen havanda o6giitiildiikten sonra elekten gecirilerek 150 pum tanecik

boyutunda biyosorbent olarak hazirlanmstir.
5.4.2. Boya cozeltilerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan Asit Kirmizisi-57 (AR57; Nylosan Red EBL) tekstil boyasi
Clairent-Isvigre’den saglanmistir. AK-57°nin 1 g/L’lik stok ¢dzeltisi hazirlandiktan
sonra diger konsantrasyonlarin (100-400 mg/L) hazirlanmasinda bu stok c¢ozelti
kullanilmistir. Cozeltilerin pH’s1 0,1 M HCI ya da 0,1 M NaOH c¢ozeltileri kullanilarak
gerekli degerlere ayarlanmistir. Tim deneylerde taze hazirlanmis c¢ozeltiler

kullanilmistir. Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir.
5.4.3. Boya biyosorpsiyonu calismalari

Biyosorpsiyon deneyleri, calkalamali sistemde 200 rpm ¢alkalama hizinda

yapilmistir.  Biyosorpsiyona pH etkisi, 1-10 pH araliginda incelenmistir. 0,1 g
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biyosorbent 6rnegi 100 mg/L, 50 mL boya ¢dzeltisi ile oda sicakliginda muamele
edilmistir. Biyosorpsiyona biyosorbent konsantrasyonu etkisi ise optimum pH’da (pH
1,0) 0,2-4,0 g/L biyosorbent konsantrasyonu araliginda arastirilmistir. Biyosorbent,
cozeltiden 4500 rpm’de 5 dk. santrifiijlenerek ayrildiktan sonra ¢ozeltideki boya
konsantrasyonlari, UV spektrofotometresi ile (UV/Vis, Unicam UV2-100) 512,5 nm
dalga boyunda belirlenmistir. Biyosorpsiyon denge siiresi farkli sicakliklarda (20, 30,
40 ve 50°C) calkalama siiresi 10-90 dk. arasinda degistirilerek incelenmistir. Elde
edilen verilerin birinci derece ve yalanci-ikinci derece kinetik modellere uygunlugu
aragtirtlmistir.  Farkli sicakliklarda 100-400 mg/L konsantrasyon araligindaki boya
cozeltileri kullanilarak biyosorpsiyona baglangic boya konsantrasyonunun etkisi
incelenmis ve elde edilen veriler Langmuir, Freundlich ve Dubinin-Radushkevich (D-R)
izoterm modelleri ile degerlendirilmistir. Langmuir sabiti K; kullanilarak,

biyosorpsiyon i¢in termodinamik veriler tiiretilmistir.
5.5. Genel Deneysel Bilgiler

Erime noktalari, Gallenkamp MPD350 erime noktasi cihaziyla belirlenmistir.
Infrared spektrumlar;, KBr diskleri kullanilarak Bruker Tensor 27 infrared
spektrofotometresi cihazi ile, EIMS ve HREIMS spektrumlar1 ise VG Autospec Fisions
cihaziyla alinmigtir.  Optik rotasyonlar ise Optik Activite Limited AA-5 serisi
polorimetresiyle Sl¢iilmiistir. 'H-NMR ,">C-NMR ve 2D-NMR spektrumlari Bruker
DPX 300, 400 ve Avance 500 Fourier Transform spektrofotometreleriyle alinirken,
DEPT spekturumlar1 125 ve 90 MHz’de Détorokloroform igerisinde tetrametilsilan
uluslar arasi standart referans alinarak yapilmistir. Saflastirma islemi i¢in kullanilan
¢cOziicii sistemleri kullanimdan once distillenmistir. Kolon kromotografisi i¢in 60
(Merck ,230-400 mesh) tipi silika jel kullanilmistir. ince tabaka kromotografisi, 0,25
mm kalinhiginda silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF,s4) tizerinde (60-80°C) etil
asetat—petrol eteri (1:1) ¢ozelti sistemiyle izlenmistir. Bilesiklerin spotlar1 1:1 oraninda
metanol:siilfiirik asit c¢ozeltisiyle renklendirildikten sonra 1sitilarak belirgin hale

getirilmistir.
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6. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA
6.1. Furanosteroid’lerin Eldesi

Boliim 5.2.1°de agiklandig1 sekilde N. hinnuleum tungal kiiltiiriinlin biyosentez
iriinli olarak elde edilen demetoksiviridin (1) bilesiginin piridin igersinde
metansiilfonilkloriir ile oda sicaklifinda 4 saat boyunca muamelesi sonucu
dehidroksidemetoksiviridin-1-en (2) bilesigi elde edilmis ve bu bilesigin yine aseton
icersinde, seyreltik HCl ile oda sicakliginda 3 saat muamelesi sonucunda lo-

hidroksidemetoksiviridin (3) bilesigi elde edilmistir (Sekil 6.1).

OH

(0]

(1)

O
3)

Sekil 6.1. 1a-Hidroksidemetoksiviridin’in (3) sentezi.
Kosullar: a) MeSO,Cl, CsHsN, 25 °C, 4 saat; b) HCI (10%), (CH3),CO, 25 °C, 72 saat.

Calismamizda kullandigimiz, Sekil 6.2°de yapilar1 verilen 5’-metilfuro-(4°,3’,2°-
4,5,6)pregn-5-ene-3,20-dion (4) (Tir, 2004) ve 5’-metilfuro-(4°,3’,2’-4,5,6)androst-5-
ene-3,17-dion (5) (Boynton et al., 1999) bilesiklerinin sentezi ise literatiir metodlari

kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
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Sekil. 6.2. 5’-Metilfuro-(4°,3°,2°-4,5,6)pregn-5-ene-3,20-dion (4) ve 5’-metilfuro-
(4°,3°,2°-4,5,6)androst-5-ene-3,17-dion (5)
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6.2. Furanosteroid’lerin Antifungal Etkinlikleri

Calismamizda kullandigimiz bilesiklerden en etkili olanlarinin (1, 3), giincel
olarak kullanilan bir antifungal ilag olan Amphotericin B ile yapilan antifungal aktivite
karsilagtirmalarina ait veriler Cizelge 6.1’de goriilmektedir.

Cizelge 6.1. Demetoksiviridin (1) ve 1a-hidroksidemetoksiviridin (3) bilesiklerinin
antifungal aktiviteleri.

inhibisyon ¢api (mm)
Fungal kiiltiir Demetoksiviridin (1)  1a-Hidroksidemetoksiviridin (3) ~ Amphotericin B
(100 pg/disk) (100 pg/disk) (10 pg/disk)
C. albicans - 9 3
A. niger - 10 9
A. fumigatus 7 10 ]
A. flavus 7 10 g
A. parasiticus - 15 7
F. graminarium - _ 7
F. solani - ) 9
G. candidum - 10 g
-, Inhibisyon yok.

Bu verilerden 100 pg/disk test konsantrasyonunda, demetoksiviridinin A.
fumigatus ve A. flavus fungal kiiltiirlerine karsi zayif bir inhibisyon etkisi gosterdigi
belirlenmigstir.  Diger taraftan 1o-hidroksidemetoksiviridin ise F. solani ve F.
graminarum digindaki tiim fungal kiiltiirler iizerinde yine 100 pg/disk test
konsantrasyonunda, 9-15 mm ihibisyon ¢ap1 degerleri arasinda degisen oldukga iyi bir
antifungal etkinlik gdstermistir. Uzerinde inhibisyon gézlenen fungal kiiltiirler arasinda
15 mm inhibisyon ¢api ile 4. parasiticus bu bilesige en duyarl tiir olarak belirlenirken,
bunu 10 mm inhibisyon ¢apmnin gozlendigi A. niger, A. fumigatus, A. flavus ve G.
candidum fungal kiiltiirleri izlemistir. Bu degerler Amphotericin B antifungal ilacinin
yarattig1 inhibisyon etkileri ile karsilagtirilabilir diizeydedir. Bu bilesikler ig¢in

belirlenen minimum inhibitor konsantrasyonlari ise Cizelge 6.2° de goriilmektedir.
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Cizelge 6.2. Demetoksiviridin (1) ve 1a-hidroksidemetoksiviridin (3) bilesiklerinin
minimum inhibitor konsantrasyonlari.

Minimum inhibitor konsantrasyonu (ug/mL (mM))

Fungal kiiltiir
Demetoksiviridin (1) lo-Hidroksidemetoksiviridin (3)

C. albicans >320 (0,994) 80 (0,249)
A. niger >320 (0,994) 20 (0,062)
A. fumigatus >320 (0,994) 20 (0,062)
A. flavus 320 (0,994) 20 (0,062)
A. parasiticus >320 (0,994) 20 (0,062)
F. graminarium 320 (0,994) 20 (0,062)
F. solani 160 (0,497) 20 (0,062)

Minimum inhibitér konsantrasyonlar: incelendiginde, demetoksiviridin i¢in F.
solani lizerinde Olciilen 160 pg/mL ve 1a-hidroksidemetoksiviridin i¢in 4. niger, A.
flavus, A. fumigatus, A. parasiticus, F. graminarium, ve F. solani fungal kiiltlirleri
tizerinde Olgiilen 20 pg/mL ve C. albicans tizerinde Olciilen 80 pg/mL degerleri géze

carpan degerler olarak ortaya ¢ikmistir.

Calismamizda kullandigimiz ~ diger bilesiklerden  5’-metilfuro-(4°,3°,2’-
4,5,6)pregn-5-ene-3,20-dion (4) calisilan fungal kiiltiirler {izerinde herhangi bir
inhibisyon etkisi yaratmazken, 5’-metilfuro-(4’,3°,2’-4,5,6)androst-5-ene-3,17-dion (5)
ise C. albicans fungal kiiltiirii iizerinde 100 pg/disk test konsantrasyonunda gosterdigi 7

mm inhibisyon ¢ap1 haricinde diger fungal kiiltiirler {izerinde bir etki gdstermemistir.
6.3. Yapi-Aktivite Tliskileri

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore antifungal aktiviteleri incelenen
bilesiklerden demetoksiviridin’in (1), stereokimyasinin alfa konumuna eklenen bir
hidoksil grubu ile degismesiyle olusan 1a-hidroksidemetoksiviridin (3) bilesiginin
aktivitesinde, demetoksiviridin ile kiyaslandiginda 6nemli bir artis gozlenmistir. Buna
gore ilk olarak alfa konumuna baglanan bu hidroksil grubunun biyolojik aktivite artisina

neden oldugu, ikinci olarak molekiildeki furan halkasinin varligimin biyolojik aktivite
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icin 6nemli oldugu sdylenebilir. Bu da furanosteroidlerin biyolojik aktiviteleri ile ilgili
olarak literatiirde bildirilen ¢alismalarla uyum igerisindedir (Norman et al., 1995; Dodge
et al., 1995). Ugiincii olarak ise furan halkasina C-20. konumundan baglanan metil
grubu ve androstan serisi i¢in C-17, pregn serisi i¢in C-20. konumdan baglanan asetil
grubunun, bilesiklerin bu calismada kullanilan fungal kiiltlirlere karsi gosterdikleri

inhibitor etkilerini tamamen ortadan kaldirabilecegi sdylenebilir.
6.4. Diizoforon’un Sentezi

Diizoforon bilesigi izoforondan bir adimda yliksek verimle elde edilmistir (Sekil

6.3).

e

o) O HO

[zoforon Diizoforon

Sekil 6.3. Izoforon’dan diizoforon’un bazik sartlarda elde edilmesi
Kosullar: a) ag.NaOH, Toluen, 120°C, 6 saat.

Bu bilesigin IR spektrumu incelendiginde 3340 cm™’de hidroksil gruplarimin
karakteristik piki ve 1710 cm™’de de karbonil grubuna ait bir pik gdzlenmistir. Bu
pikler yap1 ile uyum halindedir. '"H NMR spektrumunda yapidaki 5 tane metil
gruplarina ait pikler sirasiyla 0,70 (3H, s, 14-CH3), 0,89 (3H, s, 16-CHj3), 0,93 (3H, s,
15-CH3), 1,01 (3H, s, 17-CH3), 1,02 ppm’lerde (3H, s, 18-CHj3) ve 1 nolu karbon
atomuna bagli hidroksil protonu da yayvan bir pik olarak 5,49 ppm’de (1H, s, 1-OH)
gdzlenmistir. °C NMR spektrumunda gozlenen 5 tane metil piki [37,52 ppm (C-18),
32,96 ppm (C-16), 30,27 ppm (C-15), 28,68 ppm (C-14), 27,28 ppm (C-17)]; 6 tane
metilen piki [52,65 ppm (C-10), 52,29 ppm (C-12), 50,60 ppm (C-4), 46,96 ppm (C-13),
46,32 ppm (C-8) ve 45,20 ppm (C-6)]; 4 tane kuaterner karbon atomuna ait pik [72,03
ppm (C-1), 33,16 ppm (C-5), 32,75 ppm (C-9) ve 31,97 ppm (C-11)]; 2 tane cifte bag
iceren karbon atomlarina ait pik [158,45 ppm (C-7) ve 135,92 ppm (C-2)] ve son olarak
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da keton grubuna ait olan bir pikin [201,64 ppm’de (C-3)] gdzlenmesi, s6z konusu
yapty1 dogrulamistir.

6.5. Diizoforon’un N. crassa ile Biyotransformasyonu

Rasemik diizoforon’un, sivi besiyerindeki N. crassa fungal kiiltiirti ile dairesel
calkalayici iizerindeki 10 gilinliik inkiibasyonu sonunda, az miktarda baslangi¢c maddesi
ve iki polar metabolitin varhig1, ince tabaka kromatografisi (ITK) ile tespit edilmistir.
Oncelikle kolondan etil asetatin petrol eteri i¢indeki % 10’luk ¢dzeltisi gegirilerek

baslangi¢c maddesi tiimiiyle izole edilmistir. Baslangi¢c maddesinin yapisi, mevcut NMR

spektrumlari ile karsilagtirilarak dogrulanmistir. Maddenin erime noktasi (110-111°C)

ve IR spektrumu (Sekil 6.4) literatiir degerleri ile uyum gostermistir.
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Sekil 6.4. Diizoforon’un IR spektrumu

Daha sonra kolondan etil asetatin petrol eteri i¢indeki % 15°lik ¢ozeltisi
gecirilerek beyaz renkli kati bir metabolit izole edilmistir. Bu metabolitin kiitle
spektrumu alindiginda 292°de molekiiler bir iyon gostermistir. Bilesigin HREIMS’ deki

molekiiler iyonu 292,203 olarak belirlenmistir. Bu veri C;sH»303 molekiil formiilii ile
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uyumludur. Bilesigin IR spektrumu alindiginda 3445 cm™"’de bir hidroksil piki ve 1688

cm"de bir karbonil piki gozlenmistir (Sekil 6.5).

60 &0 102 120

Transmittance [%!]

40)

1

20

4000

Sekil 6.5. 83-Hidroksidiizoforon’un IR spektrumu

Bu bilesigin spesifik ¢evirme derecesi +13,6° olarak belirlenmistir. Bilesige ait

'H NMR spektrumu diizoforon’un 'H NMR spektrumu ile benzer olmakla beraber 8y

3,47°de bir singlet olarak gozlenen ve yeni bir hidroksil grubu tasiyan metil protonunun

[CH(OH)] gorliniimii yapiya C-4, C-6, C-8, C-10, C-12 veya C-13 karbonlarindaki

metilen gruplarindan birisi iizerinden bir hidroksil grubunun ilave edilmis olabilecegini

gostermistir (Sekil 6.6 ve 6.7).
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Sekil 6.6. Diizoforon’un spektrumu
INDEX FREQUENCY HEIGHT INDEX FREQUENCY PPM HEIGHT
1 2901.693 35 364.051 0.911 14.0
2 2145.340 10.3 36 361.489 0.904 10.2
3 1385.694 18.5 37 276.596 0.692 103.5
5 1079.787
6 940.738
8 924.637
9 923.174
10 885.484
11 869.018
13 826.571
14 729.237
16 705.452
18 569.697
19 533.105
21 511.882
22 497.245
23 486.999
24 474.558
i it e
26 423.695
27 422.598
29 405.765
30 401.740
31 393.690
32
=S .
34

Sekil 6.7. 8p-Hidroksidiizoforon’un 'H NMR spektrumu
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Bu bulgu 18 karbon rezonansimn gozlendigi *C NMR sonuglar ile
dogrulanirken, DEPT spektrumu yapida 5 metil, 5 metilen, 1 metin ve 7 tane kuaterner
karbon sinyalinin varhgmi gostermistir ve bu bilgiler '"H NMR spektrumu ile uyum
igerisinde olup; d¢ 76,12°deki diisiik alanli hidroksil iceren yeni bir metin pikinin varlig
ve baslangictaki yapida bulunan 6 metilen karbon pikinin 5’e¢ diismesi de yukaridaki

kanty1 dogrulamaktadir (Sekil 6.8, 6.9, 6.10 ve 6.11).
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Sekil 6.8. Diizoforon’un DEPT ve *C NMR spektrumlari

Sekil 6.9. 8B-Hidroksidiizoforon’un *C NMR spektrumu-1
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Sekil 6.11. 8B-Hidroksidiizoforon’un APT spektrumu
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Yapiya ilave olan hidoksil grubunun konumunun belirlenmesi tiim karbonlarin
ve protonlarin kombine etkilesimine dayanan, bilesigin HETCORE (Sekil 6.12) ve
HMBC spektrumlar (Sekil 6.13 ve 6.14) ile °C NMR ve DEPT spektrumlarinin daha
once literatiirde elde edilen diizoforon ve metabolitlerinin (Kiran et al., 2004)
spektroskopik  verileriyle karsilastirilmasiyla  gerceklestirilmistir. Diizoforon
molekiiliiniin d¢ 46,3’deki C-8 karbonunu isaret eden metilen piki, metabolitin Bc
NMR ve DEPT spektrumlarinda goriinmemektedir. Bu bulgu mikrobiyal

hidroksillemenin C-8 karbonu iizerinde gerceklestigini gdstermektedir.

Bilesigin HETCORE spektrumunda H-8 ile 6C 76,8‘deki hidroksil iceren C-8
karbonu piki arasinda bir iligski gozlenmistir (Sekil 6.12).

zd

06
08
0L
09
r
| 0s
oy
|

0€
0z
[(wdd)

S

°f

0

(wdcl) Ts
0

S°1
|

0'T
I

°0

Sekil 6.12. 8B-Hidroksidiizoforon’un HETCORE spektrumu
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Sekil 6.13. 8B-Hidroksidiizoforon’un HMBC spektrumu
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Sekil 6.14. 8B-Hidroksidiizoforon’un genisletilmis HMBC spektrumu
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HMBC spektrumunda oy 3,47 deki hidroksil igeren karbon atomu proton
sinyalleri (1H, br. s, 8a-H) ile karbon sinyallerinin (6¢ 136,45 (C-2), 42,78 (C-6),
155,61 (C-7), 37,54 (C-9), 50,65 (C-10) ve 41,16 (C-13)) korelasyonu bulguyu
dogrulamaktadir (Sekil 6.15).

wae

W

o HO
Sekil 6.15. 8B-Hidroksidiiozforon molekiiliindeki 8o-H sinyalinin HMBC

korelasyonlari

Metabolit yapisindaki hidroksil grubunun beta konumu, nOe ¢alismasi yapilarak
tespit edilmistir (Sekil 6.16). 8. konumdaki hidroksil grubunun bagli oldugu karbon
atomunun oy 3,47°deki proton pikinin uyarilmasi sonucu C-6 pikine ait oy 2,70’deki
pike % 1,1 oraninda bir nOe etkilesimi gdstermistir. Bu sonug, protonun alfa, hidroksil

grubunun da beta konumunda oldugunu ortaya koymustur.
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Sekil 6.16. 8B-Hidroksidiizoforon’un nOe spektrumu
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Tim bu spektroskopik veriler 151831inda, yapist aydinlatilan metabolitin 8-

hidroksidiizoforon oldugu belirlenmistir (Sekil 6.17).

N. crassa
D m——

Diizoforon 8B-hidroksidiizoforon

Sekil. 6.17. Diizoforonun N.crassa ile mikrobiyal hidroksillenmesi

Elde edilen metabolitin kimyasal sentezinin Kruzer ve arkadaslari (1988)

tarafindan gerceklestirildigi literatiirde belirtilmistir.

Son olarak kolondan etil asetatin petrol eteri icindeki % 20’lik ¢ozeltisi
gecirilerek ikinci metabolit izole edilmistir. Yap1 aydinlatilmasinda, bu metabolitin IR,
B3C NMR ve APT spektrumlar: ile daha once literatiirde elde edilen metabolitlerin ve
baslangi¢ maddesinin spektroskopik verilerinden yararlanilmistir. Bu bilesigin IR
spektrumu 3430 cm ’de genis bir hidroksil absorpsiyonu ve 1686 cm ’de de bir
karbonil piki gézlenmistir. Ayrica '"H NMR (proton) spektrumu 8y 4,44°de yeni bir
hidroksil grubu tagiyan metilen protonlariin piklerini igermektedir. Metabolitin proton
NMR spektrumu substrat molekiiliiniin spektrumu ile karsilastirildiginda 0,70 ppm’deki
piklerden birinin kayboldugu gézlenmis ve bunun sonucu olarak da 16-CH; grubunun
hidroksillendigi sonucuna varilmistir. Fakat C NMR spektrumundaki rezonanslar
proton NMR  verileri ile  Ortismediginden, yap1 tayini  caligmalar

sonuc¢landirilamamustir.
6.6. Sedrol’iin NV. crassa ile Biyotransformasyonu

Sedrol’lin, s1v1 besiyerindeki N. crassa fungal kiiltiirii ile dairesel ¢alkalayici
tizerindeki 10 giinliik inkiibasyonu sonunda, az miktarda baslangic maddesi ve 4 polar
metabolitin varligi, ITK ile tespit edilmis ve mevcut spotlardan sadece bir tanesi %

20’lik etil asetat ¢ozeltisi kullanilarak saflagtirilabilmistir. Digerlerinin bir kisminin
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karisim seklinde oldugu bir kisminin da bozundugu yapilan 'H ve °C NMR spektrum
analizleri ile tespit edilmistir. Elde edilen metabolit 12fB-hidroksisedrol olarak

belirlenmistir. Yap1 tayininde sedrol ile metabolitin IR, 'H ve *C NMR spektrumlari
karsilagtirilmistir (Sekil 6.18, 6.19, 6.20 ve 6.21 ).
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Sekil 6.18. Sedrol’lin IR spektrumu
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Sekil 6.19. 12B-Hidroksisedrol’iin IR spektrumu
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Sedroliin 'H NMR spektrumunda (Sekil 6.20) 0,82 ppm’de mevcut olan ve 12-
CHs; grubuna ait dublet (j=7,1 MHz) piki metabolitin 'H NMR spektrumunda (Sekil
6.21) goriilmemis, fakat 3,46 ve 3,65 ppm’de birer protonluk multiplet pikler

gorilmistir.
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Sekil 6.20. Sedrol’iin 'H NMR spektrumu
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Sekil 6.21. 12p-Hidroksisedrol’iin '"H NMR spektrumu
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Ayrica sedroliin (Sekil 6.22) ve metabolitin (Sekil 6.23) BC NMR spektrumlari
incelendiginde; metabolitin *C NMR spektrumunda CHj; grubuna ait ii¢ pik ve 63,7
ppm’de hidroksimetil grubuna ait yeni bir sinyal gézlenmistir. Bu bulgular sedroliin 12.
B pozisyonunda bulunan metil grubunun stereospesifik olarak monohidroksillendigini

ortaya koymustur.
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Sekil 6.22. Sedrol’iin DEPT ve *C NMR spektrumlari

Sekil 6.23. 12p-Hidroksisedrol’iin *C NMR spektrumu
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Metabolitin kiitle spektrumunda 238’de bir molekiiler iyon piki gdzlenmistir
(Sekil 6.24). Ayrica metabolitin yiiksek ¢oziiniirliiklii elektron etki kiitle
spektrumundaki (HREIMS) molekiiler iyonu 238,1932 olarak belirlenmistir.

[ Mass Spectrum ]
Lata : HOHKHAH-E L. Ib=JUN-U2.¥dd Uate : lb-Jun-c¥yd 14:cb
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Note : MStation
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Spectrum Type : Normal Ion [MF-Linear]
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Sekil 6.24.12B-Hidroksisedrol’iin kiitle (EIMS) spektrumu

Bu veri monohidroksillenmis sedroliin molekiil formiili (C;sH60;) ile

uyumludur (Sekil 6.25).

N. crassa

H

Sedrol 12B-Hidroksisedrol

Sekil 6.25. Sedroliin NV.crassa ile mikrobiyal hidroksillenmesi



65

6.7. Patculi alkol’iin V. crassa ile Biyotransformasyonu

Patculi alkol’iin, siv1 besiyerindeki N. crassa fungal kiiltiri ile dairesel
calkalayici iizerindeki 10 giinliik inkiibasyonu sonunda, az miktarda baslangic maddesi
ve iki polar metabolitin varligi, ITK ile tespit edilmistir. Karisim kolon
kromatografisine tabi tutulmustur. Etil asetatin petrol eteri icerisindeki % 10 ve 25’lik
¢ozeltisi kullanilarak metabolitler saflastirilmistir. Metabolitlerin 'H ve C NMR

spektrumlar1 alindiginda biiyiik bir ihtimalle bozunmaya ugradiklar1 gézlenmistir.

6.8. Biyosorpsiyona pH Etkisi

Sekil 6.26’da N. crassa fungal biyosorbentinin biyosorpsiyon kapasitesine
baslangic pH’inin etkisi goriilmektedir. Biyosorpsiyon kapasitesinin pH 4,0 ve 3,0
arasinda keskin bir artig gosterdigi, pH 4,0’lin iizerindeki degerlerde ise biyosorpsiyon
kapasitesinin onemli dl¢iide diistiigli gozlenmektedir. N. crassa fungal biyosorbenti i¢in
maksimum biyosorpsiyon kapasitesi pH 1,0’da gozlenmistir. Cozeltinin pH’1 10,0’dan

1,0’e azaldiginda biyosorpsiyon kapasitesi 5,0 mg/g’dan 47,54 mg/g degerine

yiikselmistir.
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Sekil 6.26. N. crassa biyosorbenti ile AK-57 boyasinin biyosorpsiyonuna pH etkisi
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Biyosorpsiyonun pH’a bagliligi, N. crassa biyokiitlesinin ylizeyindeki
fonksiyonel gruplar ile boya molekiilleri arasindaki elektrostatik etkilesimle
aciklanabilir.  Ortamin pH’1 asidik degerlere dogru kaydik¢a, ortamda proton
konsantrasyonunun artmasi nedeniyle biyosorbent ylizeyinde pozitif yiik yogunlugu
artmaktadir. Bu da negatif yiikli boya molekiilleri ile etkilesimi artirdigindan
biyosorpsiyon kapasitesi artmaktadir. Bazik pH degerlerinde ise biyosorbent yiizeyinde
negatif yiikk yogunlugu arttig1r i¢in, bu durum negatif yiikli boya molekiillerinin
elektrostatik olarak itilmesine neden olmaktadir. Boylece pH 4,0’lin {izerinde

biyosorpsiyon kapasitesinde bir diisiis gézlenmektedir.
6.9. Biyosorpsiyona Biyosorbent Konsantrasyonu Etkisi

Degisik biyosorbent konsantrasyonu ile gergeklestirilen deneylerin sonuglar

Sekil 6.27.’de sunulmustur.
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Sekil 6.27. Biyosorbent konsantrasyonunun AK-57 boyasinin biyosorpsiyonuna etkisi

Biyosorbent konsantrasyonunun 0,2 g/L’den 2,0 g/L’ye artmasi boya
biyosorpsiyon veriminin % 20,24’den % 98,78’e¢ artmasina neden olmustur.
Biyosorbent konsantrasyonunun 4,0 g/L’ye kadar artmasi ise biyosorpsiyon verimi

tizerinde 6nemli bir etki yaratmamakta ve biyosorpsiyon kapasitesi hemen hemen sabit
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kalmaktadir. Bu etki, boya molekiilleri ve biyosorbentteki baglanma merkezleri
arasindaki elektrostatik etkilesimin belli bir biyosorbent konsantrasyonuna kadar
artmast ve daha sonra biyosorbentin boya molekiilleri ile doygunluga ulasmasiyla

aciklanabilmektedir (Gong et al., 2005).
6.10. Biyosorpsiyona Calkalama Siiresinin Etkisi

Sekil 6.28’de degisik sicakliklarda ¢alkalama siiresinin biyosorpsiyon kapasitesi
tizerine etkisi goriilmektedir. Sekilden goriilecegi gibi biyosorpsiyon her dort sicaklikta
da yaklasik 40 dakikada dengeye ulagsmakta ve bu siireden sonra kapasitede énemli bir
degisim olmamaktadir. Bu durum sabit miktardaki biyosorbent yiizeyinin baglanma
bolgelerinin tamaminin boya molekiilleri tarafindan doldurulmasi i¢in gerekli siire
olarak agiklanabilir.  Diger bir ifadeyle biyosorpsiyon dengesi kisa bir siirede
kurulmaktadir. Bu da N. crassa biyokiitlesinin AK-57 boyasinin biyosorpsiyonla sulu

cozeltilerden uzaklastirilmasi i¢in kullanimina avantaj saglamaktadir.

50

48 ° ° ° L
)
46 - -
]
44 i u u -
) ]
]
42 - ]
0
on
40 -
g A A A 4 A
& A
38 o
‘ . . PS P * *
A
36 o
g ® 20°C
34 4 | 30°C
A 40°C
32 ® 50°C
30 T T T T
0 20 40 60 80 100
Siire (dk.)

Sekil 6.28. AK-57 boyasinin N. crassa ile biyosorpsiyonuna ¢alkalama siiresinin etkisi
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6.11. Biyosorpsiyona Sicakhigin Etkisi

N. crassa biyosorbenti ile AK-57 biyosorpsiyonunun diisiik sicakliklarda daha
verimli oldugu belirlenmistir (Sekil 6.28). Sicakligin 20°C’den 50°C’ye artmasi
biyosorpsiyon denge siiresi olan 40 dakika sonunda biyosorpsiyon kapasitesinin 48,66
mg/g’dan 38,28 mg/g’a diismesine neden olmaktadir. Dengeye ulasilmadan Onceki
stirelerde yine sicakliktaki artis biyosorpsiyon kapasitesinin diigmesine neden
olmaktadir. Bu, kinetik olarak kontrol edilebilen bir siireci temsil etmektedir. Dengeye
ulasildiktan sonraki siirelerde ise aynmi sekilde biyosorpsiyon kapasitesinin artan
sicaklikla beraber azaldigr gozlenmektedir. Bu durum, N. crassa ile AK-57

biyosorpsiyonunun ekzotermik dogaya sahip oldugunu gostermektedir.
6.12. Biyosorpsiyon izotermleri

Denge biyosorpsiyon izotermleri, biyosorpsiyon mekanizmasinin anlagilmasinda
kullanilan en O©nemli parmetrelerdendir.  Calismamizda, biyosorpsiyon verileri
Langmuir, Freundlich ve Dubinin-Radushkevich (D-R) izoterm modelleri ile
degerlendirilmistir. AK-57'nin N. crassa 1ile biyosorpsiyonuna ait degisik
sicakliklardaki Langmuir ve Freundlich izotermleri Sekil 6.29°da, Dubinin-
Radushkevich izotermleri ise Sekil 6.30’da goriilmektedir. Ayrica AK-57

biyosorpsiyonuna ait izoterm verileri Cizelge 6.3°de verilmistir.
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Sekil 6.29. N. crassa ile AK-57 biyosorpsiyonu i¢in Langmuir ve Freundlich izoterm

grafikleri
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Sekil 6.30. N. crassa ile AK-57 biyosorpsiyonu i¢in Dubinin-Radushkevich (D-R)
izoterm grafigi
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Cizelge 6.3°de verilen izotermlerin #* degerleri karsilastinldiginda N.crassa ile
AK-57 biyosorpsiyonunun her {i¢ izoterm modeline de uydugu goriilmektedir. Buna
gore biyosorbent yiizeyinde homojen ve heterojen biyosorpsiyon bolgelerinin birlikte
bulundugu anlasilmaktadir. Ayrica farkli sicakliklardaki ¢, degerleri goz Oniine
alindiginda sicakligin biyosorpsiyon kapasitesini ¢ok fazla etkilemedigi sdylenebilir.
Biyosorpsiyon serbest enerjisinin (E) calisilan tiim sicakliklarda 8 kJ/mol degerinden
bliyiik olmasi, biyosorpsiyonda kimyasal sorpsiyonun etkili oldugunu gostermektedir.
Langmuir izotermi i¢in hesaplanan ‘R;’ degerlerinin 0,035-0,118 araliginda olmasi,
biyosorpsiyonun tiim sicakliklarda kendiliginden oldugunu ifade etmektedir.
Freundlich sabiti n 2,579 ve 4,016 arasinda degismektedir. Bu da biyosorpsiyonun

dogrusalliktan saptiginin bir gostergesidir.

Cizelge 6.3. N. crassa ile AK-57 biyosorpsiyonu i¢in Langmuir, Freundlich ve Dubinin-

Radushkevich (D-R) izoterm verileri

Izoterm modeli Sicaklik (°C)

20 30 40 50
Langmuir
Gmar (Mo1/g) 2,16x107*  2,10x10™*  2,24x10™*  2,16x107*
K; (L/mol) 3.66x10°  2,61x10*  1,24x10*  9,80x10’
r} 0,938 0,980 0,990 0,993
R, 0,035 0,048 0,096 0,118
Freundlich
n 4,016 3,560 2,758 2,579
Kr(L/g) 1,55x10°  1,88x10°  3,37x107°  3,72x10°°
r? 0,990 0,985 0,962 0,977
Dubinin-Radushkevich (D-R)
Gmar (Mo1/g) 4,96x10°*  5,54x107*  7,73x107*  7,64x107*
S (mol*/kJ?) 226x107°  2,52x10°  326x107°  3,47x107°
P 0,988 0,980 0,980 0,978
E (kJ/mol) 14,87 14,09 12,39 12,00

6.13. Biyosorpsiyon Kinetigi

AK-57 boyasimin N. crassa ile biyosorpsiyonu i¢in birinci dereceden ve yalanci-
ikinci dereceden kinetik modellerine ait grafikler sirasiyla Sekil 6.31 ve 6.32°de

verilmistir. Ayrica elde edilen kinetik veriler Cizelge 6.4’de goriilmektedir. Her iki
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modelin korelasyon sabitleri ) karsilastirildiginda biyosorpsiyonun daha ¢ok yalanci-
ikinci dereceden kinetik modele uyum sagladigi goriilmektedir. Ayrica sicakligin
20°C’den 50°C’ye artmasiyla hiz sabiti degerinin 1,42x10 g/mg.dk’dan 2,98x107
g/mg.dk’ya yiikselmesi nedeniyle biyosorpsiyon prosesinin yiiksek sicaklikta daha hizli
gerceklestigi sOylenebilir.  guu degerlerinin  sicaklikla birlikte yilikselmesi ise

biyosorpsiyonun ekzotermik oldugunun bir gostergesidir.
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Sekil 6.31. N. crassa ile AK-57 biyosorpsiyonu i¢in birinci dereceden kinetik grafigi
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t/q; (dk g/mg)

0 20 40 60 80 100
t (dk)
Sekil 6.32. N. crassa ile AK-57 biyosorpsiyonu i¢in yalanci-ikinci dereceden kinetik
grafigi

Cizelge 6.4. N. crassa ile AK-57 biyosorpsiyonu i¢in kinetik veriler

T ki q1 e k> q2 ry
(C) | (I/dk) | (mg/g) (g/mg.dk) (mg/g)

20 1,274 48,36 0,931 1,42XIQ2 48,66 0,999
30 0,878 45,29 0,855 1,71X1()2 45,77 0,999
40 0,912 39,75 0,908 2,58XIQ2 39,84 0,999
50 0,992 38,40 0,945 2,98X102 38,29 0,999

6.14. Biyosorpsiyonun Termodinamik Parametreleri

InK;’ye karst 1/T degerlerinin grafige gecirilmesinden elde edilen dogrunun
egimi ve kesim noktasindan yararlanilarak biyosorpsiyon i¢in termodinamik veriler
(AH’, AS’ ve AG®) elde edilmis ve Cizelge 6.5’de sunulmustur. Calisilan tiim sicaklik
degerlerinde AG”’ nin negatif degerlerde olmasi biyosorpsiyon siirecinin kendiliginden

oldugunu gostermektedir. Ayrica negatif AH® degerlerinin gbzlenmesi biyosorpsiyonun
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ekzotermik dogaya sahip oldugunu kanitlamaktadir. FElde edilen bu sonug kinetik
verilerle de uyumludur. Negatif AS® degerleri biyosorpsiyon sirasinda kati/¢6zelti ara

yiizeyinde diizensizligin arttigin1 géstermistir.

Cizelge 6.5. N. crassa ile AK-57 biyosorpsiyonu i¢in termodinamik veriler

t AG° AH° AS°
(°C) (kJ/mol) (kJ/mol) (J/K.mol)
20 —25,61
30 -25,63
-37,06 -38,73
40 —24.55
50 —24,69

Sonug olarak, ¢alismamizda antifungal etkinlik agisindan incelenen bilesiklerden
demetoksiviridin =~ ve la-hidroksidemetoksiviridin’in, amfoterisin B ile
karsilastinlldiginda, Candida albicans, Aspergillus niger, A. fumigatus, A. flavus, A.
parasiticus, Fusarium graminarium, F. solani ve Geotrichum candidum fungal
kiiltiirlerine kars1 iyi bir etkinlik gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica N. crassa fungal
kiiltiirtiniin biyoteknolojik kullanim potansiyeli biyotransformasyon ve biyosorpsiyon
Ozellikleri acisindan incelenmis ve biyotransformasyon ¢aligsmalar1 sonucunda
seskiterpen yapisina sahip diizoforon ve sedrol bilesiklerinin stereospesifik mono
hidroksillenmis tiirevleri olan 8B-hidroksidiizoforon ve 12f3-hidroksisedrol metabolitleri
elde edilmistir.  Biyosorpsiyon c¢alismalari sonucunda ise, N. crassa fungal
biyokiitlesinin bir tekstil boyasi olan Asit Kirmizis1 (AK- 57) nin sulu ¢ozeltilerden

uzaklastirilmasinda alternatif bir biyosorbent olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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INDEX FREQUENCY PPM HEIGHT INDEX FREQUENCY PPM HEIGHT
1 2901.693 7.258 8.7 35 364.051 0.911 14.0
2 2145.340 5.366 10.3 36 361.489 0.904 10.2
3 1385.694 3.466 18.5 37 276.596 0.692 103.5
5 1079.787 2.701 13.9
6 940.738 2.353 10.2
7 939.274 2.350 9.6
8 924.637 2.313 17.6
9 923.174 2.309 17.1
10 885.484 2.215 22.2
11 869.018 2.174 i2.8
i3 826.571 2.068 16.5
14 729.237 1.824 10.5
i5 717.528 1.795 23.9
16 705.452 1.765 12.0
17 583_.236 1.459 16.1
is8 569.697 1.425 13.9
19 533.105 1.334 5.3
21 511.882 1.280 29.6
22 497 .245 1.244 12.8
23 486.999 1.218 14.5
24 474.558 1.187 12.5
2= 420 _nga 1 _nag a2
26 423.695 1.060 150.0
27 422.598 1.057 137.5
P21 AlB.D/4L L.Uuav/ 1LL3.08
29 405.765 1.015 10.1
30 401.740 1.005 8.6
31 393.690 0.985 11.6
32 384.176 0.961 6.1
34 371.003 0.928 102.7
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Spektrum 4: 8B-Hidroksidiizoforon’un '"H NMR spektrumu
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Spektrum 13: Sedrol’iin IR spektrumu
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Spektrum 16: 123-Hidroksisedrol’iin 'H NMR spektrumu
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Spektrum 18:12p-Hidroksisedrol’iin BC NMR spektrumu
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Spektrum 19: 12B3-Hidroksisedrol’iin kiitle (EIMS) spektrumu
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