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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
HALOFILiK MIKROORGANIZMALAR iLE BiYOAKTIF
METABOLIT URETIMI
Teslime SAGIR

Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Ileri Teknolojiler Anabilim Dal

Danmisman: Do¢. Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU
II. Damisman: Doc. Dr. Gokalp iscan
2014, 87 Sayfa

Ekstremofilik mikroorganizmalardan olan halofilik mikroorganizmalar
asirt tuzlu habitatlarda yasayan canlilardir. Halofilik mikroorganizmalarin
ekstrem kosullarda yasayabilmelerine olanak saglayan farklt enzim
sistemlerine sahip olmalar1 6nemli biyoaktif maddelerin iiretiminde de rol
oynamaktadir. Calismamizda izole edilmis bazi halofilik mikroorganizmalarin
irettikleri ugucu sekonder metabolitleri kromatografik ve spektroskopik
yontemlerle taranmistir. Van Go6li sularindan izole edilen ve molekiiler
yontemlerle tiir tayini yapilmis olan Aspergillus tubingensis mikrofungusu ile
ilag ve kozmetik sanayiinde genis kullanimi olan terpen yapisindaki sedril
metil  eterin  biyotransformasyon  reaksiyonlar1  gergeklestirilmistir.
Biyotransformasyon sonucu elde edilen metabolitler izole edilerek
saflagtinlmig ve 4 metabolitten biri kromatografik ve spektroskopik
yontemlerle 3-hidroksi sedrol olarak tanimlanmistir. Ayrica metabolitlerin
antikandidal, antibakteriyal ve antioksidan aktiviteleri, ilgili standartlarla ve
substrat ile karsilastirilmali olarak incelenmistir. 3-hidroksi sedroliin Candida
glabrata ve Candida albicans’a kars1 baglangic maddesi olan sedril metil etere

gore daha ekili oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sedril metil eter, biyotransformasyon, sekonder

metabolit, biyoaktivite
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

PRODUCTION OF BIOACTIVE METABOLITE BY HALOPHILIC
MICROORGANISMS

Teslime SAGIR
Anadolu University Graduate School of Sciences

Advance Technologies Program

Supervisor: Assistant Prof. Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU
Co- Supervisor: Assistant Prof. Dr. Gokalp ISCAN
2014, 87 pages

The halophilic microorganisms which are extremophiles live in extreme
saline habitats. Different enzyme systems of halophilic organisms, which allow
them to survive in extreme conditions have an important role in the production
of bioactive substances. In our study, volatile secondary metabolites which are
produced by some isolated halophilic microorganisms were screened with
chromatographic and spectroscopic methods. Isolated from the waters of Van
Lake and identified by molecular methods Aspergillus tubigensis microfungus
carried out the biotransformation reactions of cedryl methyl ether which is in
the structure of terpene and widely used in the pharmaceutical and cosmetic
industries. The metabolites which are obtained by biotransformation were
isolated and purified. One of the four metabolites has been identified as 3-
hydroxy cedrol by chromatographic and spectroscopic methods. Also
anticandidal, antibacterial and antioxidant activities of metabolites were
examined in comparison with relevant standards and substrate. 3-hydroxy
cedrol was found to be more effective than cedryl methyl ether on Candida

albicans, Candida glabrata.

Key Words: Cedryl methyl ether, biotransformation, secondary metabolites,

bioactivity
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1. GIRIS

Ekstremofilik mikroorganizmalardan olan halofilik mikroorganizmalar
asir1 tuzlu habitatlarda yasayan bir gruptur. Uremeleri igin en az 1,5 M
(yaklasik % 9) NaCl’ ye ihtiyag¢ duyarlar. Optimum iiremeleri i¢in 2- 4 M NaCl
(%12-23) gereklidir. Bu organizmalar solar tuz buharlastirma golleri, dogal tuz
golleri veya yapay tuzlu habitatlar, tuzlanmig bazi gidalarda (Et, Balik)
yasarlar. Halofilik mikroorganizmalar yasamin 3 sahasi olan Archaea, Bacteria
ve Eucarya igerisinde dagilim gostermektedirler. Ekstrem sartlara uyum
saglayan halofilik mikroorganizmalar biyoteknolojik potansiyele sahip
canlilardir. Ekstremofilik mikroorganizmalardan olan bir diger grup ise
alkalifillerdir. Alkalifiller ise pH arahig 9,0-12,0 araliginda gelisim
gosterebilmektedir. Bu organizmalar genellikle notr topraklar, soda golleri gibi

ekstrem bazik ve tuzlu ortamlarda yagam siirdiirmektedirler.

Halofilik ve alkalifilik mikroorganizmalarin sahip olduklar1 enzimler
ve yogun tuz konsantrasyonlarmma adapte olmalarini saglayan yapilarindan
dolay1 cesitli biyoaktif metabolitler {iiretebilecekleri bilinmektedir. Bu
calismada Oncelikle mikroorganizmalarin irettigi sekonder metabolitlerin
cesitli  kromatografik  ve  spektroskopik  yontemlerle  taranmasi
gerceklestirilmistir.

Sekonder metabolitler mikroorganizmalarin iireme fazinin sonuna
yakin, ¢ogunlukla iiremenin duragan fazinda, yakininda veya icinde olusan
iriinlerdir. Baz1 biyokatalizlerde istenilen iiriin aktif ireme fazi sirasinda degil
yalnizca duragan fazda olusur. Sekonder metabolitler mikroorganizmanin
cogalma ve liremeleri i¢in gerekli degildir. Sekonder metabolitlerin olusumu

6zellikle mikroorganizmanin tireme kosullarina baglidir.

Calismamizin  ana  konusunu  olusturan  biyotransformasyon
reaksiyonlar1 ise biyokatalizorler aracilifiyla ortama sonradan ilave edilen
substrattan yeni tlirevlerin sentezi islemidir. Mikrobiyal biyotransformasyonda
siklikla rastlanan en verimli doniistimler oksidorediiktaz ve hidrolazlarin

katalizledigi reaksiyonlar olup dehidrasyon, degredasyon gibi reaksiyonlara da
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rastlanmaktadir. Karbon- karbon ve hetero- atom baglarinin olusumlarinin
geleneksel kimyasal sentezlerle gergeklestirilmesi zordur. Hiicre sistemlerinin
ucuz olusu ve mikrobiyal hiicrelerde rejenerasyon ile kofaktoriin geri kazanimi
kolay oldugundan kofaktore ihtiya¢ duyulmamasi, secici kimyasal tiirevlerin
iretimi, biyodegredasyon gibi siire¢ler biyotransformasyonda avantaj
saglamaktadir. Mikrobiyal transformasyonun insan ve dogaya zararh
katalizorlerin kullanildig1 bir ka¢ ayr1 basamakta ancak gerceklestirilebilen
geleneksel kimyasal sentez metotlarina gére bazi avantajlari vardir. Kullanilan
biyokatalizorler canlilar veya canlilardan elde edilen enzimler oldugundan
dogaya dosttur. Cok kisa zamanda kimyasal sentezle imkansiz olan bazi
reaksiyonlar tek basamakta kolayca gerceklesebilir. Belki de en 6nemli avantaj
stereospesifik maddelerin iiretiminde biiyiik kolaylik saglamasidir. Bu sebeple
biyotransformasyon enzimlerinin stereospesifik ¢aligmasi sayesinde gilinlimiiz
biyoteknoloji ve ilag sanayiinde oldukca yaygin ve verimli sekilde kullanilan

yontemler arasina girmistir.

Calismamizin mikrobiyal biyotransformasyon icin halofilik ve alkalifilik
bir fungus olan Aspergillus tubingensis kullanilmistir. Aspergillus tubingensis,
sodali ve tuzlu bir ortama sahip olan Van Goli’nden izole edilmistir.
Aspergillus tubingensis’in tanimlanmasi islemlerinde molekiiler yontemlerden
PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve dizi analizi islemleri uygulanarak tiir

diizeyinde belirlenmesi ger¢eklestirilmistir.

Biyotransformasyonda substrat olarak sedril metil eter kullanilmistir.
Sedir agacindan elde edilmis sedrol maddesinin kimyasal tlirevi olan sedril
metil eter, yar1 sentetik bir madde olup kozmetik sektoriinde koku maddesi,
alkolik losyon, ter dnleyici, beyazlatici, yiizey temizleyici, sampuan ve sabun

gibi endiistriyel alanlarda kullanilir.

Mikrobiyal transformasyon sonucu olusan metabolitlerin antikandidal,
antibakteriyal ve antioksidan etkilerine bakilmistir. Substrat ve metabolitlerin
biyoaktivitesi standart biyoaktif ajanlar ile karsilastirilmistir. Ayrica
biyotransformasyon sonucu olusan metabolitlerin saflagtirma islemleri
gerceklestirilerek elde edilen metabolitlerin kromatografik ve spektroskopik

yontemlerle tanimlanmasina c¢aligilmistir. Bu amagla Gaz Kromatografisi (GC),



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Gaz Kromatografisi — Kiitle Spektrometresi (GC-MS), Ince Tabaka
Kromatografisi (ITK), Kolon Kromatografisi, Flas Kolon Kromatografisi ve
proton ve karbon Niikleer Manyetik Rezonans ('H, '*C NMR) teknikleri

kullanilmistir.

1.1. Halofilik Mikroorganizmalar

Ekstremofilik mikroorganizmalarin yiliksek tuz konsantrasyonlarinda
yasayan ve tuz seven organizmalar halofilik mikroorganizmalar olarak
adlandirilmaktadir. Bir diger tanimiyla sodyum kloriiriin doyma noktasina
yakin ya da doyma noktasinda oldugu ortamlarda yasayan
mikroorganizmalardir.

Halofiller tuz gereksinimlerine gore siniflandirilmislardir. Az halofil
olanlar % 2-5 NaCl araliginda optimal gelisme gosterirken 1liml1 olan halofiller
% 5-20 NaCl, ekstrem halofiller ise % 20-30 NaCl araliginda geligme
gosterirler. Halofilik mikroorganizmalarin minimum optimum ve maksimum
tuz konsantrasyonlar1 ortam bilesenleri ve biiyiime sicakligina baghdir.

Bu tanimlamalar 30 y1l 6nce Donn Kushner tarafindan yapilmistir (Oren,
2008). Kushner (1978)’e gore Halofilik mikroorganizmalar; halofilik
olmayanlar (0-1 M), az halofiller (0,2-2,0 M), ilimli halofiller (0,4-3,5 M),
ekstreme yakin halofiller (1,4-4,0 M), ekstrem halofiller (2,0-5,2 M),
halotolerantlar (0->1 M) ve degisken halofiller (0->3 M) olarak
simiflandirilmiglardir.  Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasayabilen, tuz
yoklugunda da optimum biilyiime gosteren organizmalar halotolerant adin1 alir.
Tuz varliginda optimum gelisen, tuzun sifir konsantrasyonundan doygunluk
konsantrasyonlarina kadar biiylime yetenegine sahip organizmalar haloversatil
(euryhaline) olarak adlandirilmislardr.

Ekstrem halofilik mikroorganizmalar diisiik tuz konsantrasyonlarinda
gelisme gosteremezler; tuz konsantrasyonunun diisiik oldugu durumlarda
hiicreler parcalanirlar. Hiicresel yapilari (hiicre duvarlari, ribozomlari,
enzimleri) Na* iyonlar1 araciligiyla stabilize edilir

(http://textbookofbacteriology.net /procaryotes. html, 2012).
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Ekstrem halofiller, deniz baligi, et ve sucuk gibi yiiksek oranda tuzlanmis
bazi gidalarda, tuzlu alkalin habitatlarda, solar tuz buharlagtirma golleri, dogal
tuz golleri ve yapay tuzlu habitatlar, batakliklar, kaynak sularinda ve tuzlu
soguk ortamlarda bulunurlar. Bu canlilar gelisimleri i¢in ¢ok yiiksek tuz
konsantrasyonuna ihtiyag duyduklarindan dolay1r ekstrem halofil terimi
kullanilmaktadir (Madigan ve ark., 2000). Halofiller yiiksek tuz
konsantrasyonunun yani sira degisken sicaklik, pH, agir metallerin bulunmast,
diisiik oksijen gibi farkli ortam kosullarina da maruz kalabilmektedirler

(Horikoshi, 2011).

1.2. Halofilik Mikroorganizmalarin Sistematigi

Halofilik mikroorganizmalarin dagilimlar1 filogenetik yasam agacinda
rRNA kiictik alt {inite dizilerinin incelenmesiyle halofillerin Archaea, Bacteria
ve Eucarya domainlerinin her liciinde de bulundugu goriilmiistiir (Oren, 2008).
NaCl bakimindan doygunluga ulasmis Olii Deniz ve tuzlalar gibi gevrelerde
halofilik Archaea domainine ait Halobacteriaceae ve tek hiicreli dkaryotik alg
olan Dunaliella bulunmustur. Bacteria domainine ait Salinibacter ruber
kaynak tuzlalarinda ve alkalifilik anoksijenik fotosentetik Halorhodospira cinsi
tuz konsantrasyonu 300 g/L’ yi asan sodali géllerde bol miktarda kesfedilmistir
(Oren, 2003).

Bacteria Archaea Eukarya

Animals
Green nonsulfur Entamoebae  Slime

molds
bacteria Euryarchaeota
Mitochondron | [Wetharosarcina]
1o Methano- I lobacIerIacoas

Crenar
bacterium
I Proteobacteria F.r’rmicure* Thermoproteus \

Methano-

Chioroplast Pyrodictium COCCUS Thermoplasma
N
Thermococcus

Marine

rolobus
Crenarchaeota &

Methanopyrus
Trichomonads

Thermotoga
Nanoarchaeota

Thermodesulfobacterium Microsporidia

Aquifex Diplomonads

(Giardia)

Sekil 1.1. Kiiciik alt iinite rRNA gen dizisine dayanarak olusturulmus evrensel filogenetik agag
ve halofilik mikroorganizmalarin agagtaki dagilimi. Mavi kutucuklar igindeki

gruplar en az bir halofilik temsilciye sahiptir (Oren, 2008)
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Halofilik mikroorganizmalar hipersalin ortamlarda bulunurlar. Bu
bolgelerde dkaryotlardan Dunaliella (% 10 w/v), Artemia salina, Ephydra gibi
organizmalar da yer alir. Bakteriler igerisinde ise Salinibacter ruber (% 20-30
w/v) en ekstrem halofilik bakteri olma 6zelligine sahiptir ve Halobacterium,
Haloferax, Haloarcula gibi cinsler ise Archaea domaininde yer alir ve bunlar
tuzun ¢okme noktasina yakin yogunluklarda yasayabilirler. Tamamen halofilik
olan 3 filogenetik grup vardir: Arkeal domainde Halobacteriales ordosu
Halobacteriaceae familyas1 {yeleri kirmizi, ekstrem halofilik, aerobik
mikroorganizmalardan olusur. Bacteria domaini Halanaerobiales ordosu
temsilcileri obligat anaeroptur ve Halomonadaceae familyasi orta derecede

halofilik aeroplar ve fakiiltatif anaeroplardan olusur (Oren, 2003).

1.2.1. Halofilik Archaea

Archaea domaininde halofilik mikroorganizmalar 3 familyada bulunur:
Halobacteriaceae, Methanospirillaceae ve Methanosarcinaceae.
Methanospirillaceae ve Methanosarcinaceae deniz tuzlulugu ve hipersalin
sartlara adapte olmus organizmalar ve halofilik olmayan tiirleri igcermektedir.
Tek familyas1 Halobacteriaceae ile Halobacteriales ordosu tamamen
halofillerden olusur. Halobacteriaceae familyasi son aragtirmalara gore 38 cins
icermektedir. Halobacteriaceae’ye ait tiirlerin  siniflandirilmast  hiicre
morfolojisi, gelisim ozellikleri, kemotaksonomik yapilar1 ve niikleik asit dizi
bilgisini degerlendiren polifazik yaklagimi temel almaktadir. 16S rDNA
dizilerinin karsilagtirllmas1 Halobacteriaceae’de tiirlerin siniflandirilmasina
oldukea katkida bulunmustur (Oren 2003).

Bircok  Halobakteri  sahip  olduklar1  Cso  karetenoidlerden
(Bakteriyoruberinleri olustururlar) dolayr kirmizi veya turuncu pigmentler
olarak goriiliirken bazi tiirleri renksiz gaz vezikiilleriyle beyaz veya pembe
pigmentli olarak goriliirler (Oren 2003). Karetenoidler giin 1s181mnin zararl
etkilerine kars1 halofilik mikroorganizmalarda koruma gorevi istlenirler (
Dundas ve Larsen, 1962). Baz tiirler ise alkalin olan ortamlarda gelisme
gosterebilirler ve haloalkalifilik adini alirlar (Horikoshi, 2011). Oksijenik ve

anoksijenik fototroflarin primer {retimi sonucu olusan organik maddeler
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Archaea domainine ait mikroorganizmalarin gelismesini saglamaktadir

(Madigan ve Martinko, 2010).

Sekil 1.2. Giiney Avustralya’ya ait tipik bir tuz golii. Halofilik mikroorganizmalarin asiri
iremesi sonucu pigmentasyondan kaynaklanan pembe renk olusumlari (MDS,
2004).

Sitoplazmik membran ve lipidleri proteinlerden yapilmistir. Besinlerin ve
diger bilesiklerin, iyonlarin disar1 ve igeri transferi, dis ¢evre hakkinda bilgi
alan sensorleri, solunum elektron transportu igin gerek duyulan tim
fonksiyonlart1 barindiran yapidir. Bunlara ek olarak halofilik arkea
membranlarinda retinal iyon pompasi bakteriyorodopsin ve halorodopsin
bulunabilir. Hiicre duvarlar1 diger mikroorganizmalarda oldugu gibi halofilik
arkealarin da sekli hiicre duvarlar1  tarafindan  belirlenmektedir.
Halobacteriaceae familyasinin tiirleri farkli farkli sekillere sahiptirler. Cubuk
sekilli, kiire ve buna ek olarak yassi pleomorfik tiirler bulunmaktadir. Ayrica
heniiz yeni kiiltiire alinmis kare sekilli tiir disinda iiggen ve paralel kenar

seklinde hiicreleri olan tiirler de mevcuttur (Oren, 2003).

']

t,

1Cyam

Sekil 1.3 Halofilik Archaea’larin hiicre yap1 ve sekilleri
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Ekstraseliiler kapsiilleri belirli halofilik Archaea tiirleri hiicre duvar
disinda polisakkarit yapida bir kapsiil biriktirmektedir. Haloferax cinsi
tarafindan bol miktarda ekzopolisakkarit salgilanmaktadir. Flagellar1 ise
Halobacteriales'in birgok tiyesi flagellumlarmin yardimi ile hareketlidir.
Halobakteriyal flagella bakteri flagellasindan farkli olarak saga dontimlii heliks
yapidadir. Halofilik arkea flagellumunun saat yoniindeki rotasyonu hiicrenin
ileri dogru hareketiyle, saat yonii tersine rotasyon ise geriye dogru hareket ile

sonuclanmaktadir (Oren, 2002).

Sekil 1.4. Halofilik Archaea ait flagellum yapisi

Fitokristalin yapilar1 ise alisilmadik hiicre i¢i organel Halobacterium

salinarum sitoplazmasi i¢inde goriilmistiir. Organel genelde hiicre membram
ile iliskili olarak membrana yakin bulunmaktadir. Benzer yapilar Halorubrum
saccharovorum, Haloarcula hisponica, Haloferax volcanii ve Natromonas
pharaonis ‘te gorilmiistiir.
Gaz vezikiilleri, Halobacterium salinarium, Haloferax mediterranei,
Halorubrum vacuolatum ve Halogeometricum borinquense’de rapor edilmistir.
Buna ek olarak Walsbyi'nin “yassit kareleri” i¢inde de mevcuttur. Gaz
vezikiilleri protein alt iinitelerinden yapilmis silindirik yapilardir (Oren, 2003).

Depo materyaller olarak ise bazi Halobacteriaceae liyeleri cok miktarda
PHA (polihidroksialkonat) polimeri iiretirler. Ozellikle Haloferax mediterranei
ve Haloarcula marismortui PHA biriktirmektedir (Margesin ve Schinner,

2001).
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Sekil 1.5. Hiicre i¢erisinde PHA olusumu

1.2.2. Halofilik Bacteria

Halofilik Bacteria aerobik ve anaerobik kemoheterotroflar, fotoototrofik
ve fotoheterotrofik tiirler ve kemolitotroflar gibi ¢esitli fizyolojik 6zelliklere
sahiptir (Olivier ve ark.,, 1994). Fotosentetik Bacteria yiikksek tuz
konsantrasyonlarinda oksijenik ve anoksijenik ortamlarda bulunmustur.
Halofilik bakterilerin tuz konsantrasyonu 2M’ a kadar olan ortamlarda baskin
olarak bulunduklar gdsterilmistir (Rodriguez- Valera ve ark., 1981).

Fotosentetik mor non-siilfiir bakterisi Rhodothalassium salexigensis
periyodik olarak 10,5 nm araliklarla alt iinitelerden meydana gelen S-tabakasi
ile ¢evrilidir. Hiicre duvarinda lipopolisakkarit bulunmaz. Actinopolyspora
halophila peptidoglukan hiicre duvarma sahiptir. Ekstraseliiler kapsiil
acisindan Halomonas eurihalina ilging 6zellikte bir ekzopolisakkarit tiretir. %
42 karbonhidrat ve %15’1 proteindir. Kalan kisminin yapist ise
bilinmemektedir. Polimer ozellikle asidik pH’da olduk¢a vizkoz, ve
termostabildir. Son zamanlarda diger bir ekzopolisakkarit iireticisi olarak
tanimlanan bakteri Halomonas maura’dir. Flagella ile hareket, farkli halofilik
bakteri gruplarinda oldukca yaygindir. Ozellikle kalin, kalkanli polar flagella
haloalkalifilik fotosentetik stilfiir bakterisi Halorhodospira abdelmalehii’de
gozlenir. Sitoplazmik membran ve lipidleri pek ¢ok halofilik bakteri tiirtinde
bulunan temel polar lipidler fosfotidilkolin (PC) ve fosfotidiletanolamin (PE)
dir. Ilave olarak kardiolipin (CL) ve glikolipidler gibi diger tip lipidler
bulunabilir. Genellikle tuzluluk arttig1 zaman negatif yiikli fosfolipidler (PC,
CL), notral fosfolipidlerin diizeyine kadar artmaktadir. Cubuk sekilli gram

negatif halofilik bakteriler membran lipidlerinde genellikle diiz zincirli doymus
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ve tekli doymamis yag asitlerini (C16:0, 16:1 ve Ozellikle 18:1) igerirler.
Intraseliiler fotosentetik membranlarin gok farklilik gdsteren tipleri halofilik
anoksijenik fotosentetik bakteriler arasinda goriilmektedir. Gaz vezikiillerine
Halofilik Bacteria’da nadiren rastlanir. Hafif derecede halofilik olan
Ectothiorhodospira vacuolata gaz vezikiilleri iiretmesiyle karakterizedir. Isiya
toleransli olan endosporlar bazi halofilik bakteri gruplarinca iiretilmektedir.
Clostridium halophilum, Halanaerobiaceae, Halobacteriodaceae, Orenia
tiirleri, Bacillaceae, Gracilibacillus, Halobacillus ve Salibacillus tiyelerinde

endospor olusumu goriilmektedir (Oren, 2003; Ventosa, 2004).

1.2.3. Halofilik ve Halotolerant Eucarya

Hipersalin tuzlalarin pek ¢ogunda birincil iireticiler ¢ift flajelli tekhiicreli
yesil alg Dunaliella genusudur. Olii denizde yiiksek seviyede Mg™ ve Ca™
Dunaliella spp.’ya inhibitor bir etki yapar. Dunaliella salina ve Asteromonas
gracilis doymus tuz konsantrasyonunda geligebilirler. Algler ¢dziiniir madde
(compatible solute) olarak polyol kullanirlar. Dunaliella salina’da osmotik
strese kars1 gliserol sentezlenir (DasSarma, 2001). Halofilik veya halotolerant
algal cins Dunaliella tiirleri sert bir hiicre duvarina sahip degillerdir.
Cevrelerindeki tuzluluk degisimine reaksiyon olarak hiicreler biiziilebilir ve
sisebilir. Hiicreyi c¢evreleyen sitoplazmik membran biiylik molekiillerin
endositotik olarak alinmasina olanak saglar. Ayrica Dunaliella hiicreleri hiicre
inkliizyonlar1 igerir (Oren 2003).

Ekstrem halofilik Archaea yiiksek tuz konsantrasyonlarini tolere
edebilirken, Okaryotik mikroorganizmalar aksine yiiksek intraseliiler iyon
konsantrasyonlarin1 tolere edememektedirler. Tuza duyarliliklar1 bakimindan
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus nidulans, Debaryomyces hanseni,
Candida versatilis, Pichia guillermondii gibi bazi Okaryotik organizmalarla
calismalar yapilmistir. Son zamanlarda hipersalin tuzlardan siyah maya tiirleri
izole edilmistir. Bu mayalar Hortaea werneckii, Phaeotheca triangularis,
Trimmatostroma salinum ve halotolerant Aureobasidium pullulans tarafindan
Okaryotik halofillerin yeni grubu olarak temsil edilmistir (Kogej ve ark., 2005).

Debaryomyces hansenii deniz suyundan izole edilmis halotolerant bir maya
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olup aerobik sartlarda biiylime tuzlulugu 4,5 mol/L’ye kadardir. Logaritmik faz
boyunca ¢6ziiniir madde olarak gliserol ve stasyoner fazda ise arbitol tretir.
Notral asidik pH ve orta dereceli sicaklikta aerobik kosullarda en iyi bilylimeyi
gosterirler (Das Sarma, 2001).

Funguslar yiiksek tuz veya seker konsantrasyonlariyla yiyecek koruyucu
kontaminantlar olarak biliniyorlardi. {lk kez hipersalin ¢evrelerde kesfedilene
kadar onceleri gida kaynakli kontaminantlar olarak bilinmekteydi. Bir¢ok
fungusun halofilik prokaryotlardan farki halofiliklerden ziyade ekstrem
halotolerant olmalari, yasamlarini stirdiirebilmeleri (Wallemia spp. harig) icin
tuza ihtiya¢c duymamalaridir. Wallemiales ordosu i¢inde tek cins Wallemia
taniniyordu. Ancak tatl, tuzlu ve kurumus gidalardan ve Akdeniz, Karayip ve
Olii Deniz gibi hipersalin buharlasma havuzundan izolatlarin taksonomik
analizleri yapildiginda bu cinse ait 3 tiir oldugu kararlastirilmistir: W.
ichthyophaga, W. muriae, W. sebi. Yapilan arastirmalarda W.ichthyophaga en
halofilik Gkaryot olarak tanimlanmis, % 9 NaCl olmadan gelisme
gosterememekte ve % 30 NaCl’ ye kadar biliylime gostermekteyken, W. muriae
% 4- 25 NaCl araliginda, W. sebi ise % 27 NaCl’ ye kadar biiylime gosterdigi
belirlenmistir (Kuncic ve ark., 2010).

Gilinimiizde ekstremotolerant fungal tiirlere Arktik buzullar ve Antartik
kayalar, derin deniz sular1 gibi ekstrem soguk cevrelerde rastlaniimaktadir.
Funguslar yagamlari i¢in tuz varligina ihtiya¢c duymazken, yiiksek tuz varligini
(% 0- % 30 NaCl) tolere edebilmektedirler. Giinlimiizde birka¢ Alternaria ve
Fusarium tiirleri buzullardan ve tuzlu kaynaklardan izole edilmislerdir (Sepcic

ve ark., 2011).

1.3. Tuzlu Cevrelere Adaptasyon

Halofilik mikroorganizmalar temel olarak yliksek tuz iceren ortamlara
adaptasyon igin iki strateji gelistirmiglerdir. Halofilik arkealar, sitoplazmalarini
ozmotik dengede tutmak i¢in ortamda bulunan tuzu depolarlar.
Ozmoregiilasyonun bu mekanizmasi ortamda yiiksek miktarda tuz varliginda
hiicre i¢i enzimler ile baz1 6zel adaptasyonlar1 gerektirir. Diger yonteme gore

ise, halofilik ya da halotolerant bakterilerin hiicre i¢i tuz konsantrasyonlari

10
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diisiiktiir ve hiicre i¢i enzimlerin 6zel bir tuz toleranslar1 yoktur. Dis ortam ile
ozmotik dengeyi ortamda ¢oziinmiis olarak bulunan yiiksek konsantrasyonlu
cesitli organik ozmotik bilesenleri depo ederek devam ettirirler (DasSarma,
2001).

Diislik-tuz; organik ¢ozilinlir madde biriktirme stratejisi (Compatible
Solute Stratejisi): Bu stratejide hiicreler sitoplazmalarinda ozmotik potansiyeli
organik ¢dzilinenlerle dengeleyerek diisiik tuz konsantrasyonu igerir. Bu islemi
coziiciileri alarak veya sentezleyerek yaparlar. Coziinenler gliserol, sekerler ve
tiirevleri, aminoasitler ve tiirevleri, glisin, betain, ektoin olabilir. Fazla enerji
gerektiren bir islemdir. Enerji hem sentez hem de ayn1 zamanda ¢oziintir tuzlar
disar1 pompalama i¢in kullanilir. Hiicreler dis ortamla ozmotik olarak es deger
i¢c konsantrasyona sahip olabilirler (DasSarma, 2001).

Yiiksek-tuz biriktirme stratejisi (Salt-in Stratejisi): Bunu potasyum
klorid’in yiiksek konsantrasyonlarini biriktirerek saglarlar. Potasyum iyonlar1
hiicreye uniport sistem aracilifiyla pasif olarak girer. Sodyum iyonlar1 disar1
pompalanir. Kloriir sodyum iyonlar1 ise co-transport yoluyla zar potansiyeli
kars1 hiicreye girer. Hiicresel proteinlerin stabilite ve aktivite bakimindan KCI
ya da diger tuzlarin molar konsantrasyonlarina ihtiya¢ vardir (Ma ve ark.,
2010). Hiicre icerisine yiiksek oranda K iyonlar1 aktarilir ve hiicre icine
aktarilan K" konsantrasyonu hiicre disi Na * konsantrasyonundan oldukga
yiksek bir hal alir. K iyonlar1 hiicrenin su dengesini saglamada, hiicrenin
dehidrasyonunu ve osmotik basincin yiikselmesini engellemede gorev alir.
Yiiksek iyonik kuvvette proteinler kiimelesme egilimi gosterdiginden aktivite
ve stabilite Ozelliklerini kaybederler. Bu nedenle hiicresel mekanizmalar
ortama adaptasyonu saglama egiliminde olur. Halofilik enzimler olduk¢a polar
ylzeye sahip olduklarindan yiiksek oranda asidik amino asitler igermektedirler
(Falb, 2005).

Bakteriyorodopsin (BR) ya da rodopsin gibi mor membrana sahip bazi
tirler de BR protein gradienti olusturarak Na iyonlarinin hiicre disina
pompalanmasi hiicre i¢ine K iyonlarmin alinmasini saglayarak osmotik
basincin  dengelenmesini saglar. Hipersalin ~ ortamda  yasayan

mikroorganizmalar sahip olduklart renkli karotenoidler UV’den korunmalarini

11
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saglarken, renksiz mutantlar UV’ ye duyarlidir. Gol sularinda yiizeyde olusan
buharlagmayla tuz molekiilleri biraraya gelerek yiizeyden diplere ¢okme
egilimi gosterirler. GOl diplerine ¢okerken kristal biiyiime gerceklestirirler.
Halofiller kristal olusurken bu sivi inkluzyonlarda uzun yillar boyunca
kalabilmektedirler  (http://serc.carleton.edu/microbelife/extreme/  hypersaline,

2012).

1.4. Halofilik Proteinler ve Pigmentler

Halobacterium salinarum enzimleri KCI konsantrasyonlarinda aktiftir.
Suksinat dehidrojenaz, malat dehidrogenaz ve izositrat dehidrogenaz optimal
aktivite i¢in 3-4 M veya daha fazla KCI’e ihtiya¢ duyar. Halobacteriales’in
protein ve enzimleri 1-2 M NaCI’den daha az tuz varliginda denatiire olurlar.
Asidik aminoasit igerirler. Hidrofobik aminoasit igerigi diisiiktiir. Termofilik
Ozellik gosterirler. Dunaliella kloroplastlarinda yer alan enzimler ve
sitoplazmik enzimler tuza duyarlidir. Diisiik intracellular iyonik konsantrasyon
icerir ve ozmotik solut olarak gliserol biriktirir. Bazi enzimler gliserol ile
stabilize ve stimule edilir. Algal karotenoidlerden Dunaliella’nin belli strainleri
B-karoten biriktirebilir. Oksijenik ve anoksijenik fotosentetik bakteri
pigmentlerine sahip Cyanobacteria hipersalin sularin ve ylizey sedimentlerin
renklenmesine katkida bulunur. Anoksijenik mor bakteriler hipersalin soda
gollerinde bulunabilir. Aerobik heterotrofik arkea ve bakteri karotenoidlerine
sahip Halobacteriaceae nin pek ¢ok temsilcisinde hiicre membranindaki yiiksek
karotenoid icerigi sayesinde kirmizi-turuncu renklenme olur. Tuzlalardaki
kirmizimsi-pembe renklenmeye arkeal karotenoidler sebep olur. Retinal
pigmentler  (Halorodopsin, bakteriorodopsin, sensér rodopsin) ise
Halobacteriaceae familyasinda bulunur. Halobacterium salinarum mor
pigmentli bakteriorodopsin iiretir. Halorodopsinin yapisi bakteriorodopsine
benzer. Sensoér rodopsin fototaksiste 151k duyarliliginda rol alir. ilk kez
fotoaktif Halorhodospira halophila’ da sar1 protein belirlenmistir. Bu protein

pek ¢ok anoksijenik fototrofik bakteride bulunur ( Oren, 2003).
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1.5. Halofilik Mikroorganizmalarin Biyoteknolojik Onemleri

Ekstrem yasam sartlarinda mezofilik mikroorganizmalarin gelisimleri
simirliyken, halofilik mikroorganizmalarin bu yasam ortamlarina adapte
olmalarindan dolay1 bu organizmalarin hiicresel yapilarindaki farkliliklar
dikkat c¢ekmistir. Bu farkliliklardan yola c¢ikilarak biyoteknolojik olarak
uygulamalari lizerine calismalar Oonem kazanmistir. Halofilik
mikroorganizmalar diger ekstremofilik mikroorganizmalarla
karsilastirildiklarinda basit besiyerlerinde kolay iiretilebilmelerinden dolay1
biyoteknolojik olarak  biiylikk bir potansiyele sahiptirler. Halofilik
mikroorganizmalarin  irettigi ~ bakteriyorodopsinin  teknik  alanlarda
uygulamalarinin ~ bazilarina  holografik depo materyali, uzaysal 151k
modiilatorleri, optik hesaplama ve optik hafiza olarak kullanimlar1 6rnek olarak
verilebilir. Bakteriyorodopsin 1s1k araciligl ile membrandan iyonlarin gegisine
olanak saglayan retinal bir pigmenttir. Bakteriyorodopsin disariya elektron
pompalayarak enerji elde edilmesini saglar. Giines enerji sistemi
dontigiimiinde, fotoalgilayici kromoprotein film, veri stok sistemleri, gii¢
jenerasyonu gibi kullanimlarda bu pigmentten patent alinmistir (Ang ve ark.
1980).  Petrolin  mikrobiyolojik  geri  kazanimi  konusunda  bu
mikroorganizmalara ait biyosiirfektanlar ve ekzopolisakkaritler oldukca ilgi
¢cekmektedir. Halofilik  poliizoprenoidler sentetik kauguk yapiminda
kullanilmistir. Izoprenoidlerin kanser ilact Taxoliin iiretiminde ilk adim olarak
kullanildig1 rapor edilmistir. Katalitik giice sahip dogal biyokatalizér olan
enzimlerin uygulamalari rekabetci biyosiireclerde biyoteknoloji
aragtirmalarinin 6nde gelen alanlarindan biridir. Asirt yiiksek yogunluklardaki
tuzlu ortamda aktif olan yeni izomerazlar ve hidrolazlar halofilik enzimlere
ornek olarak verilebilir. Halofilik arkealara ait ekstremozimler tuza son derece
dayanikli olmalarmin yani sira ¢evrelerindeki uzun siireli yliksek sicakliklara
kars1 dayaniklidirlar. Yani termotolerant Ozelliklere de sahiptirler. Bunun
yaninda halofilik enzimler tuzla zenginlestirilmis koruma kalkanina sahiptir.
Laboratuvar kullanimi acisindan halofilik arkea Halococcus cinsine ait bir

tirden elde edilen restriksiyon enzimine dair patent alinmistir. Cesitli
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geleneksel  fermente  yiyeceklerin  iiretiminde  kullanilir.  Mezofilik
organizmalarda standart kosullarda enzimler aktitken, ekstrem kosullara maruz
kalan organizmalarin da enzimlerinin etkileri goriilmektedir. Endiistriyel
uygulamalarda tuzcul ortamlarda aktivite gosteren halofilik amilaz enzimi
sakarafikasyon islemlerinde etanol liretiminde, nisasta hidroliz iglemlerinde
deterjan formiilasyonlarinda kullanilir. Kitinaz enzimi oligosakkarit sentezinde,
kitin atik aritiminda, kitinin biyodoniisiimiinde, glutaminaz enzimi antilésemik
ajan ve gida tatlandirict olarak, niikleaz enzimi tatlandirici ajan guanilik asidin
tiretiminde, proteaz enzimi tripeptid (Ac-Phe-Gly-NH:2) sentezinde, balik sosu
yapimi, deterjan formulasyonunda, ksilanaz enzimi ise kagit endiistrisinde
selilozun  biyodegredasyonunda  kullanilir ~ (Oren, 2008). Halofilik
mikroorganizmalar c¢evresel atiklar1 degrede edicidirler. Petrol kirliligini
iyilestirmede 6nemli rol oynayan halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar
ylzey gerilimini azaltip hidrofobik hidrokarbonlarin ¢oziintirliigiinti arttirarak
degredasyonu saglarlar. Petrol endiistrisinde ¢evresel kirletici olarak bulunan
bilesenlerden polisiklik aromatik hidrokarbonlar, toksik ve karsinojenik etkiye
sahiptir. Hipersalin g¢evrelerden elde edilen halofilik mikroorganizmalardan
Haloferax mediterranei’nin PHA (polisiklik aromatik hidrokarbon) degrade
ettigi bulunmustur (Litchfield, 2011). Zeytin yag1 elde etme siirecinde olusan
atiksularda polifenolik bilesikler, polialkoller, toksik aromatik bilesikler aciga
cikarmaktadirlar. Fenolik bilesiklerden olan tirosol, zeytinyagi atik sularinin
ana fenolik bilesigidir. Halomonas sp. HTB24 suslarindan tirosoliin iki dogal
antioksidan olan hidroksitirosol ve 3,4 dihidroksifenilasetik asite doniistlirdiigu
rapor edilmistir (Liebgot ve ark., 2007). ilk kez haloarkealarda
polihidroksialkanat  iiretimi  gergeklestirildigini  Fernandez-Castillo  ve
arkadaslar1 (1986) rapor etmislerdir. Daha sonralar1 farkli halofillerin farkl
suslarinda PHA {iiretimi arastirmalar1 yayginlasmistir. 1996 yilinda Escalona ve
arkadaslar1 Haloferax mediterranei’ den polihidroksialkanatin ticari iiretim i¢in
patent yaymlamislardir. B-karoten antioksidant ve yiyecek renklendirici olarak
kullanilir. Halobacteria familyasindan bir tiire ait 84 kDa’lik bir protein kanser
hastalarinda myc onkogene kars1 tretilen antikorlar1 saptamak amaciyla

kullanilmaktadir. Halobacterium GRB-1,0karyotik tip DNA topoizomerazlari
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ve girazlar1 etkileyen yeni anti-tiimor taramasinda kullanilabilen bir plazmid
igermektedir. Lipozomlar, tipta ve kozmetikte bilesiklerin viicuttaki spesifik bir

hedef bolgeye aktarimi i¢in kullanilir (Margesin ve Schinner, 2001).

1.6. Alkalifilik Mikroorganizmalar

Alkalifilik mikroorganizmalar, ortam pH degeri 9,0 veya daha fazla
degerde gelisebilen ekstremofilik mikroorganizmalardandir. Genel olarak pH
degeri 10,0 civarinda optimum  biiylime  gosterirler.  Alkalifilik
mikroorganizmalar sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, potasyum karbonat
iceren alkalin besiyerlerinde izole edilebilmektedir. Gelismeleri i¢in Horikoshi
I ve II besiyerleri yaygin kullanilmaktadir. Alkalifiller notrofilik
mikroorganizmalardan farkli olarak pH degerleri 10,0 civarinda optimal
gelisim gosterdikleri belirlenmistir. Micrococcus sp. strain 3122’den -
galaktosidaz i¢ pH notr civart oldugunda 7,5 optimal katalitik pH degerine
sahiptir. Bu sayede hiicre i¢i sitoplazmik pH degerini hiicre i¢i enzimlerin
optimal pH degerlerinden tahmin etmek miimkiindiir (Horikoshi, 2006). Hiicre
duvarlar1 peptidoglikan yapida ve baz tiirler peptidoglikana ilave olarak asidik
polimerler (glutamik asit, glutonik asit gibi) igermektedir. Peptidoglikan
olmayan asidik polimerler sodyum ve hidronyum iyonlarini adsorbe kabiliyeti
kazandirabilmekte ve hiicrelerin alkalin ortamda biiylimelerini saglamaktadirlar
(Horikoshi, 2006). Alkalifilik mikroorganizmalar gelisimleri igin Na®
iyonlarina ihtiya¢ duyarlar. Na" iyonunun varhigi membranlar yoluyla etkili
¢Oziinen tasmimi igin gerekli oldugu kanitlanmistir. Kemiozmotik teoride
hiicrelerdeki proton itici kuvvet, aktif transport zinciriyle veya ATPaz ile ATP
metabolizmasindan olusan H" ile olusturulmaktadir. H® daha sonra cesitli
substratlarin birlikte taginimu ile hiicrelerin i¢ine yeniden birlestirilir. Na*
bagimh tagsima sistemlerinde H', Na'/H" antiporter sistemiyle Na' ile
degistirilir. Olusan sodyum itici gii¢ ile hiicre i¢ine substratlar da hareket eder

(Horikoshi, 2006).
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1.7. Alkalifilik Mikroorganizmalarin Biyoteknolojik Onemleri

Alkalifilik mikroorganizmalar biyoteknolojinin bazi alanlarinda cesitli
potansiyel uygulamalara sahiptir. Bu uygulamalarda bazi enzimler siklikla
kullanilmaktadir. 1971 yilinda Horikoshi Bacillus sp. strain 221° de alkalin
serin proteaz iiretimini bildirmistir. Deterjan endiistrisinde alkalifilik enzimler
siklikla  kullanilir.  Ayrica pH 8-10 arasinda dehairing islemlerinde
kullanilmaktadirlar (Horikoshi, 1999). Nisasta degrede eden enzimlerden ilk
alkalin amilaz enzimi Horikoshi-II besiyerinde Bacillus sp. strain A-40-2
tarafindan iretilmistir. Nakamura ve arkadaslar1 1976 da alkalin pullulanazi
kesfetmistir. Pullulanazlar glukoz ve maltoz verimini artirirlar. Alkalin
seliilazlar gida, hayvan yemi iiretimi, tekstil, kimya, kagit ve kagit hamuru
endiistrisi ve atiklarin giderimi, genetik miihendisligi gibi alanlarda
kullanilmaktadirlar. Horikoshi ve arkadaslari ekstraseliiler alkalin CMCazlar
iireten bakteriyel izolatlar (Bacillus sp. strain N4) bulmuslardir. Bushan ve
arkadaslar1 (1994) kat1 faz fermentasyonundan alkalifilik Candida tiirlerinden
lipaz tretildigini bulmuslardir. Kagit ve kagit hamuru, gida ve hayvan yemi
endiistrisi  gibi alanlarda ksilanaz temel endiistriyel enzim olarak
kullanilmaktadir. Bu enzim ayni zamanda tek hiicre proteini, sivi ya da gaz
yakit {iretimi, ¢oziicli ve seker gruplarmin iretimi gibi genel uygulamalarda
kullanilmaktadir ( Beg ve ark., 2001). Tsujibo ve arkadaslar1 (1992) alkalifilik
Nocardiopsis albus subsp. prasina OPC-131" den kitinaz izole etmislerdir.
Kitinazlar aritim, gidalarda ve ilaglarda kivam arttirici ve koruyucu olarak

kullanilirlar.

1.8. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler bitki ve mikroorganizmalarin yasamlarini devam
ettirebilmeleri i¢in gerekli temel besin maddelerinin diginda, ortama
adaptasyon, ilireme ve savunma gibi g¢esitli amaclarla irettikleri dogal
kimyasallardir. Bitki, mikroorganizma bazen de hayvansal orijinli bu maddeler
ilag, gida ve kozmetik sanayinde kullanima sahip 6nemli kimyasallarin dogal

kaynaklaridir. Endiistriyel olarak, temelde iki tip metabolit olan primer ve

16



@) ANADOLU UNIVERSITESI

sekonder metabolitlerin olusumu mikrobiyal iiremenin eksponansiyel fazinda
gozlemlenirken bazi irilinlerin mikrobiyal iiremenin eksponansiyel faz
sonrasinda olustugu goézlenmistir. Sekonder metabolitler endiistride daha
kararli {iriin ve daha az enerji gerektirdigi i¢in tercih edilmektedirler (Madigan
ve Martinko, 2010). Mikrobiyal sekonder metabolitler ¢esitli biyolojik
aktivitelere sahiptirler. Antibiyotik, anti-migren, anti-kanser ajani, feromon,
pigment, enzim inhibitorleri olarak islev gormektedirler (Demain, 1998).
Gilinitimiizde biyoaktif metabolit {ireticileri olarak siyanobakteriler, bakteriler,
deniz omurgasizlari, endofitik funguslar, bitkiler kullanilmaktadir (Bérdy,
2005). Aktif metabolit iiretimi i¢in kullanilan mezofilik mikroorganizmalarin
enzim aktiviteleri yeterli olmayabilir. Bu nedenle ekstrem kosullara uyum
saglayan mikroorganizmalarin endiistriyel anlamda biyokataliz
reaksiyonlarinda etkili oldugu belirlenmistir ( Demirjian ve ark., 2001).
Sekonder metobolit terimi 1ilk kez bitki fizyologlar1 tarafindan
kullanilmistir (Zahner, 1979). Sonralar1 bakteri, arke, aktinomisetler ve fungus
gibi canlilar tarafindan da sentezlendigi goriilmiistiir. Sekonder metabolitler
ekonomik agidan degerli olan mikrobiyal liremenin duragan fazinda ortaya
cikarlar (Madigan ve Martinko, 2010). Mikrobiyal sekonder metabolitler
antibiyotik, pigment, toksin, feromon, enzim inhibitorii, immiinomodiilator
ajanlar, reseptdr antagonistleri ve agonistleri, pestisidler, antitiimor ajanlari,
hayvan ve bitkilerin biiylime promotorlarin1 olustururlar. Antibakteriyal
proteinler olan bakteriyosinler mikroorganizmalara karsi bakterisidal aktivite
gosterirler. Gram negatif bakterilerde 10 kDa’dan daha az kiiglik bakteriosinler
tiretilirken gram pozitif bakterilerde 10° kDa’ dan daha fazla bakteriosin
tiretirler (Demain, 1998). Mikrobiyal sekonder metabolit iireten funguslardan
Aspergillus  fumigatus’ un poliketitler, alkaloidler ve seskiterpenler gibi
metabolitleri iceren 226’ dan fazla metabolit tirettigi belirlenmistir (Frisvad ve
ark., 2009). Urettigi metabolitlerden gliotoxinin Candida albicans ve Candida
neoformans’ a karsi toksik oldugu belirlenmistir (Coleman ve ark., 2011).
Streptomyces viridifaciens, tetrasiklin ve klorotetrasiklin gibi maddeleri
iretmiglerdir (Robinson ve Nigam, 2001). 1896’da Gosio Penicillium

glaucoma’dan ilk kristal fungal iirlin olan mikofenolik asidi kesfetmistir.
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Sekonder metabolitler antimikrobiyal, antitiimér ve antiviral aktivitelerde
antibiyotik olarak mikroorganizmalardan izole edilmisleridir (Bérdy, 2005).
Bacillus subtilis tarafindan iiretilen iturin antifungal antibiyotik olarak
belirlenmistir. Fusarium oxysporum, F.moniliforme Aspergillus niger, A.flavus
gibi bitki paojenlerine karsi etkili oldugu tespit edilmistir (Latoud ve ark.,
1987). Bacillus spp., B. subtilis MTCC 2423 tarafindan iiretilen siirfaktin suyun
yiizey gerilimini 72 nM/m? den 27 nM/m® e diisiirdiigii belirlenmistir (Ohno ve
ark., 1992). Siirfaktin bazi1 bakterilerin protoplast, eritrosit ve sferplast
yapilarint liziz edici olarak kullanildigi belirtilmistir (Robinson ve Nigam,
2001). Gibberella fijikuori ve Fusarium moniliforme tohum c¢imlenmesini
tesvik edici madde olan giberillik asidin {iretilmesini saglamislardir
(Balakrishman ve Panday, 1996). Halofilik mikroorganizmalar gelecekte umut
verici bioaktif metabolit {ireticileri olarak goriilmektedirler (Canovas ve ark.,
1998). Uc yeni siklopeptid (halolitoralin A-C) deniz sedimentlerinden kdken
alan Halobacillus litoralis YS3106’den izole edilen bu maddeler orta derecede
antifungal aktivite gostermiglerdir (Yang ve ark., 2002). Ekzopolisakkarit
treticisi Halomonas stenophila strain B100 halofilik bakterisinin insan T
kanser hiicrelerinde apoptoza neden oldugu belirlenmistir (Ruiz-Ruiz ve ark.,
2011). Halofilik Dunaliella salina ve Dunaliella bardawil’den beta karoten
elde edilmistir. Beta karoten provitamin A kaynagi ve gida renklendirici ajan
olarak kullanilir (Oren A., 2010). Fernandez- Castillo ve arkadaslar1 (1986),
Haloferax mediterranei ve Haloferax volcanii’nin polyhidroksialkanat (PHA)
trettigini belirlemislerdir. PHA dogada kisa zamanda pargalanabilen plastik
olarak kullanilir. Cameotra ve Makkar (1998), Halobacteria tarafindan
terapdtik  antimikrobiyal ajan, tarimsal antimikrobiyaller, kisisel bakim
iriinleri, yiyecek endiistrisi gibi cesitli endiistriyel stireglerde kullanilan
biyosiirfaktanlarin iiretildigini rapor etmislerdir.

Halofilik bakteriler tarafindan iiretilen bakteriorodopsin pigmenti giines
enerjisinin donilisiimiinde kullanilmasiyla patent alinmistir (Ang ve Sammells,
1980). Ayrica fotosentetik kromoprotein film (Miyasaka, 1992) fotoakimin
tretilmesinde kullanilmistir (Koyakama ve ark., 1994). Hidrokarbon

degredasyonu gibi Kkirleticilerin giderilmesi yetenegine sahip olduklari
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bulunmustur (Emerson ve ark.,, 1994). Denizlerdeki atik kirliliginin
tyilestirilmesini saglamislardir (Woolard ve Irvine, 1995). Deniz suyu kokenli
Fusarium tirlerinde poliketid furielins, sesterterpen neomagnicols ve
magnicols, siklik pentadepsipeptid sansalvamid, N- metil sansalvamid gibi
kiictik sitotoksik organik molekiillere sahip oldugu belirtilmistir. Ayni sekilde
deniz suyu kokenli Cladosporium sp. igerisinde de sitotoksisitesi tanilanmig
molekiillerden makrolid sporiolid belirlenmistir. Ayn1 zamanda gida kaynakli
Wallemia spp. icerisinde de izo-karyofilenler, walleminol ve walleminone,
azasteroidler UCA 1064-B gibi sitotoksik bilesenler bulundugu belirtilmistir
(Sepcic, 2011) .

1.9. Mikrobiyal Transformasyon

Biyotransformasyon veya diger adiyla mikrobiyal transformasyon,
biyokatalizorler (mikroorganizma, enzim, bitki doku kiiltiirii vb.) araciligtyla
kiiltiir ortamina sonradan ilave edilen substrattan yeni tiirevler elde edilmesi
islemidir. Burada amag; mikroorganizmalarin gelisebildigi ve canliliklarini
strdiirdiikleri  besi ortamlarina  prekiirsorlerin  ilavesiyle oksidasyon,
rediiksiyon, dekarboksilasyon, hidroliz vb. reaksiyonlar ile yeni biyoaktif
metabolitlerin sentezlenmesidir. Kullanilan baslangi¢ maddesi dogal bir madde
ise biyotransformasyon reaksiyonlari sonucunda elde edilen metabolitler de
dogal kabul edilmektedir. Mikrobiyal transformasyon reaksiyonlarinda
genellikle aromatik bilesikler, terpenler, heterosiklik bilesikler, alkaloitler ve

karbonhidratlar substrat maddeleri olarak kullanilirlar (Iscan, 2009).

1.10. Biyotransformasyon ve Enzimler

Tiim  biyotransformasyon reaksiyonlar1 temelde enzimatik  olarak

gergeklesmektedir. Enzimler baslica 6 ana gruba ayrilmiglardir.

1.10.1. Oksidorediiktazlar

Oksidorediiktazlar, C-C, C-H veya C=C baglarina oksijen eklenmesi ya da

hidrojenin koparilmasi islemlerini gergeklestiren enzimleridir.
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1.10.2. Transferazlar

Fonksiyel gruplarin transferini saglarlar.

1.10.3. Hidrolazlar

Glikozit, peptit, ester, amit gruplarin1 ve benzer sekilde C-N baglarini hidroliz

eden enzimlerdir.

1.10.4. Liyazlar

Genelde H-X tipinde fonksiyonlarin C=C, C=0 ve C=N c¢ifte baglarina

katilimini veya ¢ikisini saglayan reaksiyonlar1 kataliz ederler.

1.10.5. izomerazlar

Bu tip enzimler ¢ifte bag yer degisimi, Z/E ve cis/trans izomerizasyon,

rasemizasyon ve epimerizasyonlarini kataliz ederler.

1.10.6. Ligazlar

ATP enerjisi sayesinde C-O, C-S, C-N ve C-C gibi katilimlar kataliz
ederler (Demirci, 2000).

Mikrobiyal transformasyon konusunda yapilan ¢aligmalar incelendiginde
en ¢ok kullanilan biyokatalizorler (Sekil 1.6.); mikroorganizmalar, canli bitki,
bitki doku ve hiicre kiiltiirleri, canli hayvan, hayvan doku ve hiicre kiiltiirleri,

insan, saflastirilmis veya saflastirilmamis enzimlerdir (Houjin ve ark. 2006).
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Sekil 1.6. Biyotransformasyonlarda kullanilan biyokatalizorler

Biyotransformasyon ile ilk olarak M.O 5000 yilinda karsilasildig
diistiniilmektedir. Tarihte Mezopotamya, Misir, Meksika ve Sudan’da
biyotransformasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Bizden oncekiler Acetobacter’i ve
beraberinde sekeri alkole ve asetik asite doniistiirmek ic¢in kullanmistirlar.
Cizelge 1.1. biyotransformasyonun tarihsel gelisimindeki 6nemli olaylari
gostermektedir (Ghisalba ve ark., 2010).

Hiicre kiiltiirleri veya saf enzimlerle gergeklestirilen biyotransformasyon
stirecleri 1862 yilinda Bacterium xylium ile alkol oksidasyonuyla asetik asit
iiretimi gergeklestirilmis, 1880 yilinda Acetobacter aceti ile glukozun, glukonik
aside oksidasyonu saglanmistir. 1921 yilinda mayalar ile asetaldehit ve
benzaldehitten aciloin {iretimi gergeklestirilmistir. Hiicre sistemleri ucuz olusu
ve mikrobiyal hiicrelerde rejenerasyon ile kofaktoriin geri kazanimi kolay
oldugundan kofaktore ihtiyag duyulmamasi, segici kimyasal tiirevlerin tiretimi,
biyodegredasyon avantaj saglarken, biyotransformasyon sonunda yan {iriinlerin
ortaya cikmasi, arag techizat gerekliligi, bliylik hacimde c¢alisilirken ortaya
c¢ikan teknik aksakliklar dezavantaj saglamaktadir. (Xu ve ark., 2007).
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Cizelge 1.1. Biyotransformasyon reaksiyonlarinin tarihsel gelisimi

Yil Yapilan Calismalar

M.O Yiyeceklerin saklanmasi, Antik Misir’da alkollii igecekler ve sirke tiretimi

5000

M.O 800 | Peynir iiretmek icin kimozinle Kazein hidrolizi. Peynir iiretimi icin

kullanilan mide enzimleri Homeros'un Ilyada destaninda gegmektedir.

1670 Etanoliin asetik asite endiistriyel biyooksidasyonu i¢in olan “Orleans”
islemi

1680 Antoni van Leeuwenhoek, mikroskopla mikroorganizmalar ilk géren kisi.

1833 Payen ve Persoz arpanin ¢imlenmesi ve enzimlerin temel prensiplerinin
formiilize

1874 Christian Hansen tarafindan enzim laboratuvari ve sirketi kuruldu.

1878 Kiihne “enzim” terimini ortaya koydu.

1890 Takamine bakteriyel amilazlar1 izole etti.

1894 Emil Fischer enzim katalizinin temellerini ayrintilarinin orta koydu

1897 Buchner, sekeri alkole doniistiiren maya enzimlerini kesfetti.

1897 Eduard Buchner, hiicresiz preparatlar ile fermantasyonu yayinladi

1899 Berzalius, diastaz ile nisasta hidrolizinin katalitik reaksiyonlarini onayladi.

1907 Rohm, bronzlasma (pankreas oziitiiyle amonyum tuzlarmin karisimi) igin
“Oropon” isminde bir sirket kurdu

1930 Reichstein, Vitamin C sentezi i¢in “srobit™i “sorboz” biyooksidasyonu

1940 Invertaz kullanarak siikroz evirme gergeklesti

1950 Steroidlerin biyodoniisiimii

1969 Immobilize bir enzimin (aminoasilaz) ilk endiistriyel kullanimi

1970 Penisilinin, 6-aminopenisilanik aside hidrolizi

1985 Akrilamid tiretimi i¢in enzimatik siireg

1990 Domuz insiilininin proteaziyla (tripsin) insan insiilininine hidrolizi

1995

Nikotinamid biyotransformasyonu
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Biyotransformasyon bes farkli yontemle gergeklestirilebilir:

Biiyiiyen  hiicrelerle  biyotransformasyon:  Mikroorganizmalarin
cogalmasiyla birlikte enzimlerin miktar1 da artar. Uremenin duragan fazinda
substrat eklenir. Substrat mikroorganizmanin iiremesini inhibe edici etki
gosterebildiginden mikroorganizmalarin belli bir derisime ulastiktan sonra
substrat eklenmesi daha uygun olacaktir (Karadeniz, 2007).

Onceden ¢ogaltilmis hiicrelerle biyotransformasyon: Optimum sartlarda
bliyiime gosteren mikroorganizmalar filtrasyon veya santrifiij yardimiyla
biyokiitleleri ayrilirlar. Bu biyokiitleler tampon ¢ozelti igeren ortama aktarilir.
Bu yontemle mikroorganizmalar ¢ogalirken substratin olumsuz etkileri
giderilebilir, her adim optimize edilebilir, ortamdan {irliniin ayrilmas1 daha
kolaydir (Karadeniz, 2007).

Tutuklanmuis hiicrelerle biyotransformasyon: Tutuklanmis hiicreler
biyotransformasyon islemlerinde tepkime ortamindan kolayca uzaklastirilip
tekrar kullanilabilirler. Serbest hiicrelerle biyotransformasyon islemlerine gore
daha kararli ozellige sahiptirler. Tutuklanma ek maliyet ve difiizyon
sinirlamalar1 yontemin dez avantajini olusturur (Karadeniz, 2007).

Saf enzimlerle biyotransformasyon: Saf enzimlerle (hiicrelerden izole
edilen) gerceklesen biyotransformasyon siireclerinde enzimler substrat
molekiiliinde esdeger gruplardan hedef bolgeyi secerek tepkimeye girmeleri
istenilen tepkimeye 0zgii olacagindan yan tepkimelerin olmamasi, belirli pH
araliklarinda aktif olmalari, mikroorganizmalara gore ¢Oziicii toleransh
olmalari, tepkimenin isletim ve kontroliiniin kolay olmasi bu siireclerin
avantajlarini olusturur. Enzim saflastirma igleminin zaman alic1 olmasi, ticari
saf enzim icretlerinin pahalili§i, bazi enzimlerin koenzim ve kofaktor
gereksinimlerinden maliyetin artmasina neden olmalar1 dezavantajli  bir
durumdur (Karadeniz, 2007).

Cok fazli sistemlerle biyotransformasyon: Yiksek derisime sahip
substrat veya iriinlerle ¢alismak miimkiindiir. Substrat ve iirlin inhibisyonu
azaltilirken tepkime hiz1 yiikselir, substrat veya iiriin hidrolizi énlenmis olur.

Biyokatalizor ya da iiriin uzaklastirmasi kolay olur (Karadeniz, 2007).
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1.11. Terpenler

Terpenler, izopren tiirevi dogal maddelerdir. Izopren molekiiliiniin
kimyasal yapist 5 karbonlu 2-metil butadien’dir. Izopren molekiiliinde konjuge
halde 2 adet ¢ift bag vardir. Konjuge bag tasiyan izopren molekiilleri baska
molekiiller ile veya kendi aralarinda yliksek reaksiyon yapabilme yetenegine

sahiptir.

=

Sekil 1.7. izopren (2-metil biitadien) yapist

Izopren tiirevleri ile ilgili ilk calismalar 19. yiizyilin baslarinda
baslamistir. 1818’ de Labillardiere terementi ile aragtirmalar yaparken karbon:
hidrojen orani 5:8 olan bir bilesigi bulmustur. 1826’da Faraday kaucuk ile
terementi arasindaki benzerligi arastirirken kaugugun formiiliinii, C5SH8 olarak
tespit etmistir. 1860°da Williams, kaucugun 300-350°C’de pirolizi sonucu elde
ettigi ayni yapiya “izopren” adini vermistir. 1884-1887 yillar1 arasinda bu
konuda aragtirmalarini siirdiiren Otto Wallach “izopren kurali’n1 agiklamaya
calismistir. “Terpen” terimi ilk defa Kekule tarafindan terementi yagindaki
C10H18 formiiliine uyan hidrokarbonlar i¢in kullanilmistir (Demirci, 2000).

Terpenler, basta ilag sanayi olmak lizere kimya, gida, kozmetik, zirai
miicadele alaninda kullanilan dogal bilesiklerdendir (Rowe, 2005). Dogada
40.000 civarinda terpen ve terpen tiirevi bilesen bulundugu tahmin
edilmektedir (Springob ve Kutchan, 2008).

Mevalonik asit terpenlerin sentezinde Onemli rol oynamaktadir.
Terpenler, yapisal olarak isopentenil difosfat (IPP) ve dimetilallildifosfat
(DMAPP) mevalonat yolaginda agiga ¢ikan izopren birimlerinden olusurlar.
Terpenler, bitkilerin sitosollerinde asetil mevalonik asit (MVA) yolaginda
koenzim-A (asetil Co-A)’dan, plastidlerinde ise deoksiksilozfosfat (DXP)

yolaginda piriivat ve gliseraldehit-3-fosfattan bagslayarak meydana gelir.
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Hemiterpenler ve tetraterpenler DXP yolagindan; triterpenler, steroidler ve bazi
seskiterpenler MVA yolagindan tiirevlenir. Her iki metabolik yolda da agiga
cikan ve basg-kuyruk esasina uygun olarak birlesen izopren iiniteleri cesitli
biyokimyasal reaksiyonlarla terpenleri olusturur (Springob ve Kutchan, 2009).
Ancak alkoller, ketonlar veya aldehitler gibi oksijen igeren bilesikler de
olabilirler. Bunlar terpenoid olarak adlandirilirlar. Mono ve seskiterpenler

ucucu yaglarin temel bilesenleridir (Umay, 2007).

CH,CO-3CoA

2CHLO-SC0A = CHCOCHCO0-SCoA+ CHCOSCoA ~— CHy—C —OH

Azetil Cod Asetoasetil Cod |

CH,COOH
OH l‘ Enzim
THECI-IQ{)H CI-IJCI-I-SErE CH,CO-5Enz
CHE_T_DH Pl CHa_é_ﬂH ﬂmﬂ—nl:—nﬁ
CH,COOH FLHEEGGH I|JI-I,EEJ{1H
Mevalonik Asit

Sekil 1.8. Mevalonik asit sentezi
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Asetil Co A

|

Mevalonat

|

22-TPP, 4°-IPP

|

Geranil-PP ( C-10 ) ——— > Monoterpenler

l 2. 1pp

o
Famnesil -PP (C-15) » Seskiterpenler j\\/ )

Skualen ——» Steroidler eo

A

Geranil-geranil- PP ( C-20) Triterpenler

Karotenoidler Diterpenl

Sekil 1.9. Terpenlerin biyosentezi

er

1.11.1. Terpenlerin siniflandirilmasi

Terpenler izopren birimlerinin iki, ii¢, dort, bes, alti, sekiz ve daha fazla
sayida bir araya gelmesiyle acik zincirli veya halkal sekilde meydana gelir.
Terpen bilesiklerinin ana iskeleti 5 karbonlu izopren iinitelerinden
olustugundan siiflandirmalar1 Otto Wallach’in olusturdugu “izopren kurali”na

gore yapilir (Baser ve Demirci, 2007).
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Cizelge 1.2. Terpenlerin siniflandiriimasi

Siif izopren Sayis1 | C Atomu Sayist
Hemiterpen 1 5
Monoterpen 2 10
Seskiterpen 3 15
Diterpen 4 20
Sesterterpen 5 25
Triterpen 6 30
Tetraterpen 8 40
Politerpen 8> 40>

Ce nead | A

Hemi- 2-Methylbutane 2-Methyl-1,3-butadiene

tail (Isoprena)
C1o /J\/\/k/

Mono-  2.6-Dimethyloctane

Cis /I\_/\/L/\_/l\/

Sesqui- 2,6,10-Trimethyldodecane (Farnesane)

Cao /l\/\/l\/\/l\/\/l\/

Di- 2,6,10,14-tetramethylhexadecane (Phytane)

tail
Cas /I\/\/I\/\/k/\/l\/\/l\/

head
Sester- 2,6,10.14,18-Pentamethylicosane

taif

Cao
ai
Tri- 2,8,10,15,19,23-Hexamethyltetracosane (Squalane)
fail
Cao T T . T, T o = T
tail
Tetra- yny-Carotene =
(Cs)n W
n

Poly- Alltrans-Polyisoprene (Guttapercha)
terpenes

Sekil 1.10. ‘Bas-kuyruk’ esasina gore izoprenlerin baglanisi ve siiflandirilmalar

1.11.2. Sedril metil eter

Bu caligmada biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilmak {izere
dogal bir madde olan, Sedroliin metillenmesi ile elde edilen ve yar1 sentetik
ozellikte olan seskiterpen yapisindaki sedril metil eter molekiilii kullanilmigtir.

Bu madde, kolay temin edilebilen kozmetik sektoriinde koku maddesi, alkolik
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losyon, ter Onleyici, beyazlatici, yilizey temizleyici, sampuan ve sabun gibi

endiistriyel alanlarda olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir.

\ \\\\\O H
A\

(@)
\\\\\\\ \
K\

ey, o,
7 (7
77 , 77
7 77

Sekil 1.11. Sedril metil eter ve Sedrol

Sedramber, Sedrol metil eter, Metil sedril eter olarak da isimlendirilen
maddenin (CicH280) molekiil agirligi 236.39292 g/mol’diir. Substrat molekiil
olarak secilen sedril metil eter 15 karbonlu terpen tiirevi bilesiklerdendir.
Seskiterpenlerin, antimikrobiyal, antitimér ve sitotoksik aktiviteleri
bilinmektedir (Baser ve Kirimer, 2005). Monosiklik, bisiklik, trisiklik yapida
bulunabilirler. Farnasen ve farnesol, alifatik yapidaki seskiterpenlere; bisabolen
ve zingiberen monosiklik seskiterpenlere; selinen bisiklik seskiterpenlere;

santonin trisiklik seskiterpenlere 6rnek olusturular (Kieslich, 1976).

Ry R =
| ] 0

. 0
o-Farnasen  Bisabolen a-Selinen Santonin

Sekil 1.12. Bazi seskiterpenlere 6rnekler
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler
o Etil asetat (Carlo Erba)
e Diklorometan (Merck)
e Aseton (Merck)
e - hekzan (Merck)
e Anisaldehit (Fluka)
e Glasiyel asetik asit (Merck)
o Siilfiirik asit (Merck)
e Etanol (Merck)
e Metanol (Merck)
e 1,1- Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH") (Merck)
e 2.,2- Azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS™) (Merck)
¢ Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) (Sigma)
e Ketokonazol (Sigma)
¢ Kloramfenikol (Sigma)
e Trifenil tetrazolyum kloriir (Sigma)
e Askorbik asit (Merck)
e Susuz sodyum siilfat (Merck)
e Sodyum kloriir (Fluka)
e Magnezyum kloriir hekza hidrat (Merck)
e Magnezyum kloriir hepta hidrat (Merck)
e Potasyum kloriir (Merck)
e Sodyum bromiir (Fluka)
e Sodyum bikarbonat (Fluka)
e Kalsiyum kloriir (Fluka)
e Tris Base
e Tris Kloriir

e Cedryl Methyl Ether (Sigma)
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2.1.2.

2.14.

Resazurin mavisi (Sigma)

Kullanilan sarf malzemeler

Ince Tabaka Kromatografi plaklar1 (TLC- Silicagel 60 GF254,
MERCK)

Plastik kapakli petri (ISOLAB)

Cam Pastor Pipetleri

Otomatik pipetor (1000, 100, 10 mikrolitre)

96 kuyucuklu mikroplaka

Vakumlu filtrasyon sistemi (Sartorius)

Drummond kilcal borular

. Kullanilan alet ve cihazlar

Steril Kabin (Healforce)

Vorteks karistirict (IKA)

Ultrasonik Banyo (Bandalin- Sonorex)

Otoklav (Hirayama)

Vakumlu sentrifligal yogunlastirici (Labconco)
UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu UV 1700 Pharma Spec)
Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (Shimadzu)
pH metre (WTW Inolab)

Santrifiij (Sigma)

Bakteriyolojik Etiiv (MMM Incucell)

Calkalamali Inkiibatér (New Brunswick Scientific)
Ultra derin dondurucu (New Brunswick Scientific)
Rotavapor (Buchi)

Otomatik multikanal pipetor (Eppendorf)

Kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltiler

%18 MGM (Modifiye Gelistirme Medyum)

Tuzlusu ..o 600 ml
Safsu....oovii 367 ml
Pepton.......ooooiii Sgr
Maya OZitl...........oeevneeiieeiieiieeiinn, 1 gr
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Karistirma islemi ¢oziinene kadar uygulanip 1 M Tris-Base ile pH 7,5’¢
ayarlanir. Son hacim 1000 ml distile su ile tamamlanir ve 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith, 2009).

% 23 MGM (Modifiye Gelistirme Medyum)

Tuzlusu.....ooooi 767 ml
Saf SU....oiiiii e, 200 ml
Pepton......ooooiii Sgr
Maya OzZiitii...........cooveiiiiiiiiiiiiin, 1 gr

Coziiniinceye kadar karistirilir 1 M Tris-Base ile pH’ 1 7,5’e ayarlanir. 1 litreye

tamamlanarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir.

%30 Tuzlu su stok soliisyonu (Salt Water) (g/1)

NaCL. .o 240 gr
MgCL.6H20. ... 30 gr
MgSO4TH20. ..o 35 gr
KOl 7 gr
NaBr. .. 0,8 gr
NaHCO3 o 0,2 gr

(Coziinene kadar karistirma islemi uygulanir. 1 M Tris-Base ile pH 7,5° e
ayarlanir. 5 ml 1 M CaCl2.2H20 ilave edildikten sonra son hacim distile su ile
1 litreye tamamlanir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir

(Rodriguez-Valera, 1985).

TAE 50X

TriS DaSC. ..ot 242 gr
ASEtIK ASIt. .o, 57,1 ml
EDTA (OS5 MPH8).eevviiiiiiiiii, 100 ml

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 8’ e ayarlanarak oada sicakliginda
saklanir. 1 X sollisyon ¢alismak i¢in 50 X soliisyonunu 50:1 oraninda
seyreltilerek kullanilabilir. TAE 1X 40 mM tris, 20 mM asetik asit, 1 mM
EDTA ig¢ermelidir (Sambrook ve ark. 1989).
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Hazir besi ortamlari: Deney esnasinda kullanilan (Mueller- Hinton Broth,
Mueller- Hinton Agar, Patates Dekstroz Agar, Malt Ekstrakt Agar, Malt
Ekstrakt Broth) gibi hazir besi ortamlari ambalajlarina uygun olarak
hazirlanmistir. Agar besi ortamlar1 121°C’de ve 1,1 atmosfer basing altinda
steril hale getirilmis laminar akish steril kabinde, steril petrilere yaklasik 15
mL kadar dokiilerek agarlarin sogumasi beklenmistir. +4°C buzdolabinda
muhafaza edilmislerdir. Siv1 besiyerleri ise erlen icerisinde pamukla kapatilmig

sekilde sterilize edilmis ve +4°C’de muhafaza edilmislerdir.

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI 1640)

Ambalajda yer alan uygulanma sekline gore distile su ile hazirlanan RPMI
1640 besiyeri 3-[N-morpholino] propansulfonik asid (MOPS) ile
tamponlanarak pH 7° ye getirilip 0,1 M NaOH ilave edilmis steril 0,2 pm
gozenekli filtreden gecirilmis + 4°C’ de antimikrobiyal aktivite testlerinde

kullanilmalari i¢in saklanilmistir (Pfaller ve ark., 1997).

2.1.5. Sekonder metabolit taramalarinda kullanilan mikroorganizmalar

Sekonder metabolit taramasi yapilan Cizelge 2.1°.de bulunan 6rneklerden
T seri mikroorganizmalar, T1, T2, T3, T4, T7, T24, T26, T27, 101, 105 ve 111
kodlu ornekler Tunceli izolatlar1 olup C seri mikroorganizmalar Camalti

tuzlasindan izole edilmis 6rneklerdir.

Cizelge 2.1. Sekonder metabolit taramalarinda kullanilan mikroorganizmalar

C26- C52 Haloarcula sp.

C28 —C29-C37 | Halobacterium piscisalsi

C43 Halorubrum sp.

C23-C24-C27 Haloferax sp.

T1, T2, T3, T4, T7,T24,T26,T27, 101, 105, 111

2.1.6. Biyotransformasyonda kullanilan mikroorganizmanin temini

Van Golii, Edremit bolgesinden alinan su 6rneginden ekim yapilmis ve

saf koloni olusturulmustur. Saf olarak elde edilen fungusun daha farkli
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tuzluluklarda gelisimleri gozlenmis, mikroskobik olarak incelenmesiyle cins
diizeyinde tayini yapilmistir. Tiir diizeyinde tayini i¢in molekiiler yontemlerden
DNA ekstraksiyonu, PCR, PCR iirlinlerinin saflastirilmas1 ve dizi analizi

seklinde islemler uygulanmstir.

2.1.7. Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan mikroorganizmalar

Antimikrobiyal etki testlerinde kullanilan mikroorganizmalar, Anadolu
Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali kiiltiir

koleksiyonundan temin edilmistir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma / Kaynak

Candida albicans / ATCC 90028

Candida glabrata / ATCC 60625

Candida tropicalis /NRRL Y-12968

Candida utilis /NRRLY- 900

Escherichia coli /| NRRL B- 3008
Pseudomonas aeruginosa /| ATCC 27853
Salmonella typhimurium / ATCC 13311
Bacillus cereus / NRRL B- 3711

2.2. Metod

2.2.1. Sekonder metabolit taramalari

Sekonder metabolit tarama islemleri Cizelge 2.1.°de belirtilen
mikroorganizmalar i¢in On tarama deneyleri seklinde gergeklestirilmistir.
Oncelikle sekonder metabolit varligini tespit etmek amaciyla 20 tane
mikroorganizma 2 gruba ayrilarak (bakteri-arke) farkli farkli zamanlarda
ornekler almarak etil asetat ile ekstre edilmistir. Grupta yer alan halofilik
bakterilerin ve arkelerin gelisim stireleri farklilik gosterdiginden farkli

zamanlarda ¢alisilmistir. On tarama deneylerinde belirli giinlerde hazirlanan
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numuneler ince tabaka kromatografisi, gaz kromatografisi kiitle spektrometresi
sistemleri aracilifiyla analiz edilmistir.

Mikroorganizmalar Anadolu Universitesi, Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan temin edilmistir. Bakteriler % 18 MGM (Modifiye
Gelistirme Medyum) besiyerinde ve arkeler ise % 23 MGM (Modifiye
Gelistirme Medyum) ortamlarinda gelistirilmislerdir. Mikroorganizmalarin
stoklanmas1 i¢in 1 ml % 15 gliserol iceren eppendorf tiiplerde -85° C’ de

saklanmistir.

2.2.1.1.Sekonder metabolitler i¢cin 6n tarama deneyleri

On tarama deneyleri i¢in Cizelge 2.1.’de yer alan mikroorganizmalar
sekonder metabolit tarama islemlerinde kullanilmistir.

Mikroorganizmalarin gelistirilmesi: Cizelgede yer alan
mikroorganizmalardan ilk olarak 11 adet bakteri izolat1 ele alinmis, 37°C 150
rpm’ de 11 adet bakteri i¢in steril 100’er ml erlenler icerisine 50’ser ml %18
MGM (Modifiye Gelistirme Medyum) besi ortamina 1’er ml bakteri agilanarak
5-7 giin arasinda calkalamali inkiibatorde gelismeye birakilmistir. Negatif
kontrol amacli kullanilmak iizere steril 100 ml erlen igerisine sadece 50 ml
%18 MGM (Modifiye Gelistirme Medyum) ilave edilmis diger bakterilerle
aynit sartlarda inkiibatore yerlestirilmistir. Arke grubu icin ayni inkiibasyon
sartlar1 altinda negatif kontrol grubu olarak steril 100 ml erlen igerisine 50 ml
%23 MGM besi ortami ve 9 adet arke %23 MGM (Modifiye Gelistirme
Medyum) besi ortaminda 7-14 giin arasinda ¢alkalamali inkiibatorde gelismeye
birakilmistir (Iscan, 2009).

Sekonder metabolitler icin ekstraksiyon iglemi: Sekonder metabolit
taramasi ic¢in kullanilan mikroorganizmalar icin 1., 4., 7., 10. ve 13. giinlerde
metabolit varligim1 gézlemlemek i¢in ekstraksiyon yapilmistir. Ekstraksiyon
islemi icin steril uglu pipetler araciligiyla 50 ml ekimi yapilmis sivi besi
ortamlarindaki mikroorganizmalardan 3 ml kadar alinip tiiplere aktarimistir.
Deney tiiplerine 2 ml Etil Asetat (EtOAc) ilave edilerek vortekste 1 dakika

kadar karistirllmasi saglanmistir. Vakumlu hizli yogunlastirict ile EtOAc
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ekstreden uzaklastirilmistir. Metabolit varligi ince Tabaka Kromatografisi ile
incelenmistir. ITK sistemi igin 0,25 mm kalmhgindaki silika jel kapli hazir
tabakalara ekstreler spotlanip hekzan-etil asetat (3:1, 4:1, 9:1) ¢oziicii
sistemlerinde yiirtitiilmiistlir. Silika jel tabakanin kurumasiyla UV lambasi
altinda 254/364 nm dalga boyunda olusan lekeler isaretlenerek UV 1simasi
olmayan metabolitleri tespit etmek icin anisaldehit- siilfiirik asit veya vanilin-
stilfiirik asit gibi reaktifler piiskiirtiilmiis ve renklenme i¢in 110 °C’de 2 dk.
isitilmigtir. Isitma isleminden sonra kontrol gruplarimin olusturdugu spotlarla
ekstrelerin olusturdugu spotlar karsilastirilmis farkli olan spot metabolit olarak
diisliniilmiistiir. Metabolitin varlig1 belirlendikten sonra ugucu 6zellikteki
metabolitlerin varligini taramak i¢in GK-KS sistemi ile analiz edilmistir (Iscan,

2009).

2.2.2. Biyotransformasyonda kullanilan mikroorganizmanin molekiiler

tayini

Van Goli Edremit bolgesinden alinan su Orneginden Malt Ekstrakt
Agarda ekim yapilmis ve gelisen kiiltiirden saf koloni olusturulmustur. Saf
koloni tiizerinde mikroskobik incelemeler yapilarak cins diizeyinde tayini
gergeklestirilmistir.  Tir diizeyinde tayini i¢in molekiiler analizler

uygulanmistir.

2.2.2.1. Kiiltiir bagimh yontemler

2.2.2.1.1. Genomik DNA ekstraksiyonu

ITS bolgelerinin PCR ile ¢ogaltilmasi i¢in mevcut izolattan DNA
ekstraksiyonu yapilmistir. Genomik DNA izolasyonu i¢in Zymo ZR
Fungal/Bakteriyal DNA kiti kullanilmistir. Protokolde 200 pL steril distile su
icinde resiispanse edilmis fungal hiicreler 6zel bir lizis tiipe aktarilmistir.
Ardindan protokole ek olarak sivi azot ve sicak su uygulamasi yapilip soklama

etkisiyle fungal hiicrelerin hiicre duvarlar1 yikilmaya c¢alisiimigtir. Bu islem 5-6
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defa uygulanmistir. Tiipe 750 pL lizis soliisyonu aktarilip, vortekste 5 dk kadar
kanstinlmistir. Lizis tlip mikrosantrifijde 10.000 g’ de 1 dk. santrifij
edilmistir. 400 pL silipernatant toplama tiipline yerlestirilmis olan filtreye
aktarilarak 7000 rpm’ de 1 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen filtrata 1200 uL
Fungal/ Bacterial DNA baglayici soliisyon eklenmistir. Bu karigimdan 800 uL
toplama tiipiine yerlestirilmis kolonuna aktarilarak 10.000 g’ de 1 dk. santrifiij
edilmistir. Toplama tlipli bosaltilip geriye kalan karisim da kolona aktarilip
islem tekrar edilmistir. Yeni bir toplama tiipline yerlestirilen kolona 200 pL
DNA 06n yikama soliisyonu eklenip 10.000 g’ de 1 dk. santrifiij edilmistir.
Daha sonra 500 pL fungal/bacterial DNA yikama soliisyonu eklenerek 10.000
g’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Kolon 1,5 ml hacimli steril bir mikrosantrifiij
tipiine alinarak 100 pL. DNA eliisyon tamponu eklenerek 10.000 g’ de 30

saniye santrifiij edildikten sonra ultra saf DNA hazir hale getirilmistir.

2.2.2.1.2. PCR ile ITS bélgesinin cogaltilmasi

DNA ekstraksiyonu sonucu elde edilen ultra saf DNA ile spesifik
primerler kullanilarak PCR reaksiyonu kurulmustur. PCR icin ITS1 ve ITS4
primerleri, template, Fideli Taq 2X Master Mix bilesenlerden hazirlanan PCR

karigimi kullanilmgtir.

Cizelge 2.3. Fideli Taq 2X Master Mix ile Reaksiyon Kurulmasi

ICERIK 25 pL reaksiyon 25 pL reaksiyon 25 pL reaksiyon
Fidelitaq 2X Master | 12,5 uL 12,5 uLL 12,5 uL

Mix

ITS1 2,5 uL 2,5 uL 2,5 uL

ITS 4 2,5 uL 2,5uL 2,5 uL
Template DNA 1 pL 3ulL 0,5 uL

PCR i¢in uygun Su 6,5 uL 4,5 uL 7 uL

DNA kaliplarindan 3 farkli miktarda (0,5 pL,1 pL,3 uL) PCR kurulmustur.
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Protokol dongiisii ITSI-ITS4 igin;

95°C 2 dk (Denatiirasyon)

95°C 30 saniye

55°C 30 saniye 30 Dongii
72°C 1 dakika

72°C 10 dakika

PCR reaksiyonu i¢in Techne Thermal Cycler cihazi kullamilmistir. %1°1ik
agaroz jel hazirlanarak icerisine 2 pL. Gel Red boyas: eklenmistir. Jel,
elektroforeze yerlestirildikten sonra 2,5 pL kadar PCR firiinleri yiikleme
(Fermentas 6X Loading Dye Solution) boyasiyla beraber jele yiliklenmistir.
Uzerine 1X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) tamponu eklenmis, 5V/cm akim
uygulanmistir. PCR iriinlerinin boyutunu goézlemleyebilmek i¢in Thermo
Scientific Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder kullanilmistir. PCR iiriinleri 90 V
40 dakika jelde yiirtitiilmiistiir.

2.2.2.1.3. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

PCR iriinlerinin saflagtirma isleminde Wizard SV Jel ve PCR
Saflastirma kiti kullanilmistir. Protokole gore PCR reaksiyonu sonucunda
cikan orneklerden 90 pL kadar PCR iiriinii bir tiipte toplanarak esit hacimde
membran baglayici soliisyon ilave edilip vorteksleme islemi uygulanmustir.
Toplama tlipline SV minikolonlar yerlestirilmistir. PCR iiriinli ve membran
baglayici soliisyon karisimi mini kolona aktarilmistir.16.000 g’ de 1 dakika
kadar santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij sonrasi toplama tiipiine toplanan
stv1 uzaklastirilmig, mini kolon tekrar toplama tiipline yerlestirilerek 6nceden
etanol eklenmis membran yikama soliisyonundan 700 pL aktarilmistir. 16.000
g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipiindeki toplanan sivi kisim
uzaklagtirilmis ve mini kolon tekrar toplama tiipline yerlestirilmistir. Etanol

eklenmis membran yikama soliisyonundan 500 pL eklenmis ve 16.000 g’ de 5
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dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiiplindeki toplanan sivi kisim
uzaklastirilarak mini kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilmistir. Bos olan
toplama tiipii ve mini kolon etanoliin uzaklastirilmas: i¢in 1 dakika daha
santrifiij edilmistir. Daha sonra mini kolon 1,5 mL’lik steril mikrosantrifiij
tiiptine transfer edilmistir. Niikleaz icermeyen sudan 50 pL kadar1 minikolona
aktarilarak oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilmistir. 16.000 g’de 1 dakika
santrifiij edilerek, mini kolon uzaklastirilmistir. DNA 4°C veya — 20°C’de

muhafaza edilerek DNA dizi analizi i¢in hazir hale getirilmistir.

2.2.2.1.4. PCR iiriinlerinden dizi analizi

PCR fiiriinlerinin baz dizileme islemi i¢cin Beckman Coulter Genomalab
TM DTCS Quick Start Kiti kullanilmistir. Beckman dizi analizi kitine gore
uygulama yapilmstir.

Dizi analizi 6ncesinde PCR hazirlig

Kalip DNA................... 2 uL
Primer........................ 0,65 uL
MiX..oooiiiiiic, 6 uL
Ultra Saf Su................. 1,35 uL.

NOT: PCR tiiplerinde buharlasma olmamasi i¢in mineral yag kullanilmustir.
ITS1 ve ITS 4 primerleri kullanilarak ayri1 ayri reaksiyonlar kurulmustur.

Kullanilan reaksiyon sartlari:

96°C 20 saniye
50°C 20 saniye 30 Dongii
60°C 4 dakika
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Amplifikasyon  sonras1  baglanmamis primer ve dNTP’lerin
uzaklastirilmasi gerektiginden PCR iiriinleri steril ependorflara aktarilarak her

ornege 5,5 uL stop soliisyonu eklenmistir. Stop soliisyonu i¢in;

100 mM Na- EDTA (pH:8)....ccceevnninnnt. 20 uLb
B3M 20 uL
Glikojen......ccovvviiiii 10 uL (-20°C’ de)
HoO. 50 uL

PCR reaksiyonu 10 pL oldugu icin tlizerine 10 pL manyetik boncuk
(Agencourt Clean SEQ Beckman Coulter ) eklenmistir. 15 dk oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra 55 uL % 73’liik izopropanol eklenerek 10 dk arayla
karigtirilarak oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Sonrasinda ependorflar
manyetik ortama yerlestirilerek 3-5 dk arasinda bekletilmistir. Stvi kisim tlipten
uzaklastirilarak 200 pL % 73’lik izopropanol eklenmistir. 3 dk bekledikten
sonra alkoliin eklenmesi islemi tekrar edilmistir. 10 -20 dk alkoliin u¢masi i¢in
beklenmis, ardindan 40 pL. SLS ( Sample Loading Solution) eklenerek
boncuklarin tam ¢oziinmesi saglanmistir. (SLS kit soliisyonudur ve igerisinde
formamid bulunmaktadir). DNA boncuklardan ayrilip SLS soliisyonuna
gecmistir. Sivi kisimdan 35 pL alinip mikroplatelere yiiklenmistir. Orneklerde
buharlasmay1 6nlemek i¢in iizerine mineral yag damlatilmistir. Ayirma plagina
buffer (GenomeLabTM Seperation Cozeltisi) konularak Ornegin bulundugu
plate cihaza yerlestirilmistir. Sistemi c¢alistirmada gerekli ayirma jeli
(GenomeLabTM Seperation Gel LPAI) ve hazirlanan 6rnekler Beckman CEQ

8000 DNA dizi analiz cihazina 6rnek isimleri girilerek analiz yapilmistir.

2.2.3. Mikrobiyal biyotransformasyon calismalari

Biyotransformasyon i¢in Van Go6lii sularindan temin edilen fungus, sedril
metil eter ile 15 glin boyunca c¢alkalamali etiivde etkilestirilmistir. Uygulama
asamast On tarama deneyleri ve preparatif Ol¢ekli deney olmak iizere iki
basamakta gerceklestirilmistir. Biyotransformasyonun 6n tarama deneylerinde

metabolit varligmin goézlemlenmesiyle preparatif Olcekte deney setleri
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kurulmustur. Preparatif 6lgekli deneyde metabolitler biyolojik aktivite testleri

i¢in flag kromatografisi ve kolon kromatografisi kullanilarak saflagtirilmistir.

2.2.3.1. Biyotransformasyon i¢cin 6n tarama deneyleri

Biyotransformasyon c¢alismasi i¢in Van Golii Edremit bolgesinden temin

edilen su 6rneginden izole edilmis fungus kullanilmistir.

Mikroorganizmanin gelistirilmesi: % 0 NaCl, % 5 NaCl, % 10 NaCl ve
% 15 NaCl eklenmis, Malt Ekstrakt Broth sivi besiyerlerini steril 100’er ml
erlenler igerisine 50°ser ml kadar aktarilip fungusun ekimleri yapilarak
calkalamali inkiibatorde 25°C - 28°C 3-5 giin gelismeye birakilmistir. % 0
NacCl, % 5 NacCl, % 10 NaCl ve % 15 NacCl ilave edilmis Malt Ekstrakt Agar
kat1 besi ortamlar1 steril petrilere aktarilmis bu besiyerlerine fungusun ekimleri
yapilmig ve 25°C - 28°C’ de 3-5 giin arasinda inkiibasyona birakilmistir.

Ornekleme ve Metabolit Takibi: Biyotransformasyon islemi igin
inkiibasyona birakilmig 50 ml erlende fungusun gelisimi goriildiikten sonra
aseptik sartlarda 50 pl sedril metil eter ilave edilmistir. Biyotransformasyon
islemi i¢in 1.glin, 4.giin, 7.giin, 10. giin ve 13., giinlerinde metabolit donilisiimii
olup olmadigin1 gozlemlemek iizere sivi-sivi  ekstraksiyon islemi
uygulanmistir. Ekstraksiyon islemi i¢in steril kesik uglu pipetler araciligiyla 50
ml ekimi yapilmis s1vi besi ortamindan 3 ml kadar alinip tiiplere aktarilmistir.
Deney tiiplerine 2 ml EtOAc ilave edilerek vortekste 1 dakika kadar
karigtirilmas1 saglanmistir. Ardindan 4000 rpm’de 1 dk santrifiij islemi
uygulanmis, siipernatant ekstre olarak ayirilmistir. Vakumlu hizli yogunlagtirici
(Labconco-Speedvac) ile EtOAc ekstreden uzaklastirilmistir. Metabolit varligi
Ince Tabaka Kromatografisi ile gdzlemlenmistir. ITK sistemi icin 0,25 mm
kalinligindaki silika jel kaplt hazir aliiminyum plaklar kullanilmis, hekzan-etil
asetat (9:1, 4:1, 3:1 ve 1:1) ¢oziicii sistemlerinde yiriitiilmiistiir. Silika jel plagi
tamamen kurutulduktan sonra UV lambasi altinda 254/364 nm dalga boyunda
olusan metabolitler isaretlenerek UV 1s1masi olmayan metabolitleri tespit

etmek icin anisaldehit- siilfiirik asit veya vanilin- siilflirik asit gibi reaktifler
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uygulanip (110 °C- 2 dk) plak 1sitilmistir. Isitma isleminden sonra kontrol
gruplariin olusturdugu spotlarla ekstrelerin olusturdugu spotlar karsilagtirilmis
farkli olan spot metabolit olarak disiiniilmiistiir. Metabolitin varlig
belirlendikten sonra numune hazirlanarak GK-KS sistemi ile analizi

yapilmustir.

SUBSTRAT

Sekil 2.1. Biyotransformasyon 0n tarama ¢aligma protokolii
2.2.3.2. Biyotransformasyon icin preparatif ol¢ekli deney

On tarama deneylerinde GK/KS ve ITK sistemleriyle metabolit oldugu
diisiiniilen kiiltiirlerden, yap1 tayini ve metabolitlerin biyolojik aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla biiylik hacimlerde calisma yapilmustir. 2 litrelik erlene 1

litre besiyeri hazirlanmis bu ortama fungusun ekimi yapilip 25°C 120 rpm’ de
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calkalamal1 inkiibatdrde 4-5 giin siireyle gelismeye birakilmustir. inkiibasyon
sonucu tamamen gelistigi gozlenen fungusun kiiltiirii igerisine 1 ml sedril metil
eter ilave edilmistir. Inkiibasyon 14 giin boyunca devam ettirilmistir.

Sonlandirma ve Ekstraksiyon: 11k asamada yapilan 6n tarama deneylerinde
metabolit olusumunun en yiiksek seviyede gozlendigi giin, biyotransformasyon
islemi sonlandirilmis, besi ortami ise EtOAc ile ekstre edilmistir. Stizme islemi
vakum araciligtyla, icerisine filtre kagidi yerlestirilmis Buchner hunisi ile
misellerden kurtarilmis ayrilan besiyeri hacmi kadar EtOAc araciligtyla ayirma
hunisinde 3 defa ekstre edilmistir. Ayrilan fazlar susuz Na2SOs ‘tan gegirilerek
algak basing altinda 40 °C de yogunlastirilmis, kiiciik bir silika jel tasiyan
kolondan  gegirilmistir. ~ Metabolit ~ varhgn  ITK-GK/KS  sistemiyle
dogrulanmistir. Elde edilen total ekstreler kolon kromatografisi ve flas kolon
kromatografisi teknikleriyle fraksiyonlarna ayrildiktan sonra hedef metabolit

ayrimi i¢in izolasyonlar yapilmistir.

B
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Sekil 2.2.. Metabolit izolasyonuna Y&nelik Preparatif Calisma Semast
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2.2.3.3. Kolon Kromatografisi ile metabolitlerin ayrim

Biyotransformasyon sonrasi elde edilmis ekstrelerden metabolitlerin
ayrilmasi i¢in kolon n-hekzandan gecirilmis silika jel ile yas usulde
doldurulmustur. Ekstre ve kullanilacak silika jel miktarina gore 10x70 cm
ebatlarinda kolonlar kullanilmistir. Kuru ekstre temiz flakona alinarak etil
asetat ile ¢Ozlilmiis, bir miktar silika ile karstirilarak, ¢oziiciisii tamamen
ucurulana kadar etiivde bekletilmistir. Kuru karigim kolona yiiklenmis ve tizeri
cam pamugu ile ortiilmiistiir. n-Hekzan’dan baglatilarak etil asetat ile gradient
eliisyonu yapilmis (1:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1) ve 10 mI’lik fraksiyonlar halinde
toplanmistir. Kolon sirasiyla EtOAc, MeOH ve Aseton ile yikanmustir.
Fraksiyonlardaki metabolit varliginin kontrolii es zamanli olarak ITK ile
saglanmistir. Ayni spotlarin goriildiigii fraksiyonlar birlestirilip c¢oziiciiler

diisiik vakum altinda yogunlastirilmislardir (Iiscan, 2009).

7 A

Sekil 2.3. Metabolit ayriminda kullanilan Kolon Kromatografisi

2.2.3.4. Flas Kolon Kromatografisi ile metabolit ayrimi

Onceden sartlandirilmis olan flas kromatografisi hazir kolonlarina
(Biotage, silika jel) ekstreler aktarildiktan sonra n-Hekzan- EtOAc (10:0, 9:1,
8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 2:3, 3:7, 1:4) ¢oziicii sistemiyle gradient uygulanmis
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fraksiyon otomatik sistem ile kolektérde toplanmustir. Her bir fraksiyon 3 ml

olacak sekilde toplanmustir.
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Sekil 2.4.. Flag Kromatografisi ve sisteme ait gradient egrisi ve fraksiyonlar 100000Q0C!
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2.2.4. Yapi Tayini

2.2.4.1. Gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi (GK/KS)

Sedril metil eter ve biyotransformasyonu sonucu olusan metabolitler gaz

kromatografisi kiitle spektroskopisi (GK/KS) sistemi araciligiyla analiz

edilmistir.

Sistem : Shimadzu GC 2010

Kolon : CP-Sil 5 CB (25 m x 0.25 mm c¢ap, 0.25 pm film
kalinlig)

Sicakhik Program : 60°C- 10 dak // 4°C/dak// 260°C- 5 dak
Enjektor :250°C

Tasiyic1 gaz : Helyum (1 ml/dak)

Split orani :50:1

Iyonizasyon enerjisi :70 eV

Kiitle Arahg :m/z 35-450

Kiitiiphane : TBAM Ucucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi, Wiley ve

Adams LIBR (TP), MassFinder 3.1 Kiitliphane tarama Yazilimlar
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2.2.4.2. Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)

'H NMR (500 MHz), *)C NMR (125 MHz) ve 'H-C HMBC
spektrumlari, Bruker DPX FT NMR sistemi ile alinmistir. Coziicli olarak
dotoro-kloroform (CDCIl3) kullanilmistir. Kimyasal kayma degerleri ppm

olarak verilmistir.

2.2.5. Biyolojik aktivite calismalari

2.2.5.1. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Biyotransformasyon islemi i¢in kullanilan substrat sedril metil eter ve
biyotransformasyonu sonucu olusan metabolitlerin antimikrobiyal aktivite
testleri standart antimikrobiyallerle karsilagtirilmali olarak gerceklestirilmistir.
Mikrodilisyon yontemleri i¢in Onceden belirtilen mikroorganizmalar

kullanilmustir.

2.2.5.1.1. CLSI (Klinik Laboratuvar Standart Enstitiisii) yontemiyle

antikandidal ve antibakteriyal aktivitenin belirlenmesi

Her iki aktivite igin mikroorganizmalar Anadolu Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, = Farmakognozi  Anabilim  Dali  mikroorganizma  kiiltiir
koleksiyonundan temin edilmistir. Antikandidal aktivite i¢cin Candida glabrata,
Candida albicans, Candida utilis, Candida tropicalis kullanilmistir.
Antibakteriyal aktivite icin Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Salmonella typhimurium, Bacillus cereus mikroorganizmalari kullanilmistir.

Minimal Inhibitor Konsantrasyonun (MIK) Belirlenmesi: izole edilerek
saflagtirllan M1, M2, Substrat ve antimikrobiyal ajanlar DMSO’da ¢oziilerek
kullanilmistir. Antibakteriyal ve antikandidal etkilerin belirlenmesinde kismen
modifiye edilmis sirasiyla CLSI (eski adiyla NCCLS) M7-A7 ve M27-A2
mikro-broth dillisyon protokolleri kullanilmistir (Rex ve ark., 2008; Wikler ve
ark., 2006).
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Antibakteriyal aktivite testi i¢cin onceden belirlenmis bakteriler MHA
(Miiller Hinton Agar) besi ortaminda antikandidal aktivite i¢in Candida suslari
PDA (Potato Dekstrose Agar) besi ortamina ekimleri yapilmis ve 24 saat
boyunca 37°C’ de gelismeye birakilmistir. Deney sirasinda bakteri tiirleri igin
Mueller Hinton Broth, Candida tiirleri i¢in RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute) medium kullanmilmistir. Mikroorganizma  kiiltiirleri
McFarland 0,5 standardina goére hazirlandiktan sonra sirasiyla 1:100 ve 1:20
oraninda tuzlu suda (% 0,5) seyreltilerek kullanilmistir. 96 kuyucuklu
mikrotitrasyon plaklarinda tim numuneler ¢ift kath seri diliisyonlar1 seklinde
seyreltilmistir. 24 saat 37°C’de inkiibasyon sonunda iiremenin olmadigi en
diisiik konsantrasyon MIK (mg/ml) degeri olarak belirlenmistir. Gorsel
degerlendirme resazurin mavisi eklendikten sonra 3 saat inkiibasyon sonrasinda

yapilmustir.

2.2.5.2. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

2.2.5.2.1. 1-1-difenil-2-2 pikrilhidrazil (DPPH") radikalini siiriipiiriicii
etki tayini

On tarama deneyi olarak metabolitlerin ve standart maddenin DPPH
radikalini siipliriicti etkilerini belirlemek amaciyla metabolitlerden 2 mg/mL,
standart maddeden 0,5 mg/mL konsantrasyonlarda numuneler hazirlanmig 10
pL  kadar ITK plaklarina spotlanarak DPPH reaktifi iizerlerine
puskiirtiilmiistiir.

Etki gosteren metabolitler UV spektroskopik mikrodiliisyon yontemiyle
kantitatif olarak inhibisyon konsantrasyon C vitamini standart maddesiyle

karsilastirmali olarak verilmigtir.

2.2.5.2.2. DPPH radikalini siipiiriicii etki yontemi

Metabolitler ve standart madde MeOH’da ¢6ziinmiis, 2 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanmistir. 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarinin ilk

siitununa sirastyla 200 puL metabolit ve standart maddeler ilave edilmistir.
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Geriye kalan tiim kuyucuklara 100 uL MeOH ilave edilmis son siitundaki
kuyucuk tamamiyle bos birakilmistir. Bos birakilan kisim kontrol gruplari i¢in
kullanilmistir. {1k kuyucuktan itibaren kontrol kuyucuklarina kadar seyreltme
islemi yapilmistir. Daha sonra 5 dakika boyunca vorteksleme islemi
yapilmistir. DPPH ¢ozeltisi ise 80 pg/mL (2 mg DPPH, 25 mL MeOH’da
¢Oziilmiistiir) konsantrasyon olarak son kuyucuk hari¢ tiim kuyucuklara 100 uL
DPPH ilave edilmistir. Son siitunda kalan kuyucuklar kontrol grubu olarak
degerlendirilmistir. Kontrol grubu olarak kuyucuklarindan bir tanesi sadece
200 uL DPPH, diger bir bos kuyucuga 200 uL. MeOH, bir diger kuyucuga ise
100 uL. MeOH ve 100 uL DPPH karisimi, pozitif kontrol olarak C vitamini
kullanilmistir. Karanlik ortamda 30 dakika kadar bekletilmistir. Oda
sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra UV spektrofotometrede 517 nm’de

absorbans degerleri okunmustur.

2.2.5.2.3. ABTS Radikal Siipiiriicii Etki

Metabolitlerin ABTS (2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
radikalini siipirmesi ve standart olan biitillenmis hidroksitoluenin etkisine
bakilarak karsilastirma yapilmistir. 7mM ABTS ve 2,5 mM sodyum persiilfat
(Na2S20s) karisiminin karanlikta 12-16 saat bekletilmesiyle mavi yesil renk
olusumu saglanmig On tarama deneyi ile metabolit ve standartin etkileri

gozlemlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Sekonder metabolit icin 6n tarama deneylerinde olusan metabolitler

Mevcut 20 halofilik bakterinin temel besi ortaminda iirettikleri sekonder
metabolitlerin saptanmasi i¢in belirli giinlerde ornekler alinarak GK/KS’de
kontrol edilmistir. Tiim bakterilerin kiiltiirlerine ait ekstrelerde dikkate deger

nitelikte ugucu organik bir maddeye rastlanilmamaistir.

3.2. Biyotransformasyon i¢in Kkullanillan mikroorganizmanin farkh

tuzluluklarda gelistirilmesi

Biyotransformasyon i¢in tuzsuz, %5 NaCl, %10 NaCl, %15 NaCl
tuzluluklardaki besi ortamlarinda fungusun mikrobiyal gelisimi gézlenmis ve
% 15 tuzlulukta fungusun Malt Ekstrakt Agar ve Malt Ekstrakt Broth i¢inde

gelisme gozlenmedigi maksimum % 10 tuzlulukta gelisim gosterdigi

belirlenmistir.

Sekil 3.1. Tuzsuz malt ekstrakt broth Sekil 3.2. Tuzsuz malt ekstrakt agarda gelisen
icinde gelisen fungus fungus
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Sekil 3.3. %5 NaCl malt ekstrakt
broth ortaminda gelisen fungus

Sekil 3.5. %10 NaCl malt ekstrakt

broth ortaminda gelisen

fungus

49

¥ - ¥ ’
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Sekil 3.7.%15 NaCl malt ekstrakt Sekil 3.8. % 15 NaCl malt ekstrakt agarda
broth ortaminda gelisim yok gelisim yok
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Sekil 3.9. Farkli tuzluluklarda gelisen Sekil 3.10. Tuzsuz ortamda gelisen
fungusun biyotransformasyon fungusun biyotransformasyon
iriinleri triinleri

Tuzsuz ortam, %5 NaCl, %10 NaCl igerikli farkli tuzluluklarda gelisen
halofilik ve alkali  ozellikteki  fungusun sedril metil eteri
biyotransformasyonu  sonucu  metabolit  olusumlarinda  farklilik

goriilmedigi tespit edilmistir.
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3.3. Biyotransformasyonda kullanilan mikroorganizmanin tanimlanmasi

Van Goli, Edremit bolgesinden temin edilen su Orneginden ekimi
yapilan mikroorganizmanin molekiiler yontemler sonucu tir diizeyinde

tanilanmasi gergeklestirilmistir.

3.3.1. Genomik DNA ekstraksiyonuna ait bulgular

ITS bolgelerinin PCR ile ¢cogaltilmasi i¢gin DNA ekstraksiyonu Zymo ZR
Fungal/ Bakteriyal DNA kiti araciligiyla yapilmis fungustan total DNA
ekstraksiyonu gergeklestirilmis, genomik DNA’ya ait goriintii Sekil 3.11°de

verilmistir.

Genomik DNA
10,000 bp

1000 bp

250 bp

Sekil 3.11. Fungusa ait genomik DNA jel goriintiisii
(M: Thermo scientific 1 kb biiylikliigiinde marker.)

3.3.2. ITS bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi sonuclari

ITS bolgesinin ¢ogaltilmast i¢cin ITS 1 ve ITS 4 primerleri, kalip DNA,
Fideli Taq 2X Master Mix ile PCR karigim1 hazirlanmig, PCR i¢in toplamda 25
uL’ lik reaksiyonlar kurulmustur. Her reaksiyon i¢in farkli miktarlarda kalip
DNA kullanilmistir. PCR reaksiyonu sonucu elde edilen fdirtinler Sekil
3.12°deki gibidir. Elde edilen PCR iiriinlerinden 0,5uL, 1uL ve 3uL kadar jele

yiiklenmistir.
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Sekil 3.12. ITS primerleri ile elde edilmis PCR iiriinleri
(M: Thermo scientific 1 kb biiyiikliigiinde marker)

3.3.3. Saflastirtlmis PCR iiriinleri

Saflagtirma islemi gerceklestirilen ayni mikroorganizmaya ait farklh
miktarlardaki ¢ogaltilmig PCR iirlinleri bir araya getirilmis, saflastirma sonrasi
jele yiiklenerek saflastirma isleminin gergeklesip gerceklesmedigi kontrol
edilmigstir. Elde edilen sonuca gore PCR firiinlerinin saflagtirildigi ve baz

uzunlugunun yaklasik 600 bp oldugu belirlenmistir.

Saflastirilms
PCR iiriinleri

600 bp =

IVERSITESI

Sekil 3.13. Saflagtirilmis PCR {irtinleri
(M: Thermo scientific 1 kb biiyiikliigiinde marker)
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3.3.4. PCRiiriinlerinin dizi analizi sonuclari

Van Go6li sularindan izole edilmis fungus icin yapilan tekrarli dizi analizi
islemlerinde sonu¢ alinamadigindan dizi analizi kismina kadar deneysel
asamalar gergeklestirilmis dizi analizi i¢in Refgen Ltd.Sti.’ne dizi analizi
gergeklestirilmesi i¢in ilgili 6rnekler gonderilmistir. Elde edilen dizi analizi
bilgilerine gére NCBI “National Center for Biotechnology Information”,

(www.ncbi.nlm.nih.gov), genbankasindaki verilerle BLAST programi

tizerinden %99 benzerlikle en yakin temsilcisi Aspergillus tubingensis oldugu

belirlenmistir. Ilgili gen bankasi referans numarasi: KF747363.1

110 120 130 140 150 1&0
imEEEEE e I EeEEE B NN e mEEEINETE NN RN .
CGECCG

-
"TGCCCCCCGGGECCCE TGO G LG AMCCCCALACACGRALACACTG TCTGAALGCGT
. (5 IS L UL De ) e (CERCRELO Ry C) (CL g aallllaalaloaalal ] - TaaaGOL T

Sekil 3.14. Dizi analizi esnasinda ITS1 primerleri ile yapilan okumalardan olusan piklerin bir

kisim goriintiisii

3.4. Sedril Metil Eter’in Mikrobiyal Transformasyon Uriinleri

Sedril metil eter materyal ve metod kisminda anlatildigi sekilde
Aspergillus tubigensis ile 14 glin boyunca etkilestirilmis ve belirli giinlerde
ornekleme yapilarak ITK araciligiyla metabolit olusumu kontrol edilmistir.
Metabolit varligi saptanan reaksiyon ortamlar1 preparatif miktarlarda tekrar
hazirlanarak, daha yiiksek verimle metabolit eldesi yoluna gidilmistir. Total
ekstreler kolon kromatografisi ve flas kromatografisi gibi yoOntemlerle
ayrilmigtir. Ayrimi yapilan metabolitler tekrar GK/KS sistemine verilerek

metabolitlerin spektrumlari ve spektral verileri elde edilmistir.
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g 2L S LaDE s,

QL‘ CME, Sedril metil eter, Substrat

———| Muhtemel metabolitler

BY. 'F F+ CME
CME
Sekil 3.15. Biyotransformasyon sonucu elde edilen ekstrenin ITK plag

B.Y.:Besi Yeri, F: Fungus (Aspergillus tubingensis), CME:Sedril metil eter
(Substrat)

Aspergillus tubingensis’in sedril metil eter ile biyotransformasyonu sonucu
toplamda 4 fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlar flas kolon kromatografisi
ve kolon kromatografisi yardimiyla saflastirilmistir. Metabolitler M1, M2, M3,
M4 seklinde kodlanmigtir. Miktar bakimindan en verimli elde edilen M2’nin
yapi tayini gergeklestirilmistir.

T _ﬂ
L ]

L

~ - PRSP

Sekil 3.16. Kolon kromatografisiyle ayirt edilen metabolitler ve toplam ekstre
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Sekil 3.17. Kolondan ayrilan metabolitlerin ITK iizerindeki goriintiisii

Sekil 3.18. Farkli oranda ¢oziicii sistemiyle kolondan ayrilan metabolitlerin ITK goriintiisii

Sedril Metil Eter (CME)

Ci6H280 [Sinonimleri; Sedramber, Metil sedril eter, Sedrol metil eter,
(3R,6R,7R,8aS)-6-methoxy-3,6,8,8-tetramethyloctahydro-1H-3a,7
methanoazulene)], Kaynama noktasi: 259 °C, yogunluk: 0,976, Refraktif
indeks: 1,49
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EIMS m/z: 236 (M+,1), 221 (31), 204 (14), 189 (11), 150 (51), 135 (46), 95
(89), 86 (100), 81 (26), 69 (17), 55 (20), 41 (23).

100 %

503
03
703
Pt
504
03

34

4 41
204 ¥
161 204

10: ‘ 139
|

69 109 119
177

|---i!----|=-lu!---- ;!H.J!LL."' MR I""I ‘ RS T SP FRS | NS S _—
20 40 30 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

m'z

Sekil 3.19. Substrat molekiilii sedril metil eterin kiitle spektrumu

3.4.1. Sedril Metil Eter’in biyotransformasyonu ile elde edilen metabolitler

M1 Metaboliti
EI/MS m/z: 236 (M",1), 221 (3), 203 (2), 165 (100), 137 (11), 123 (23), 107
(11), 69 (8),43(11).

100
o0
03
03
P
504
w0l
303
20: 123

104 4 1
'\'|'l

| Dl 1l
17' 5 2
I||. ||\‘|\ ||.| ‘ HI ‘ “l \\|| \‘IH ‘||| i 193 _03 | 135

ey
30 40 50 60 TO 30 100 110 1"0 130 140 1‘?0 160 170 150 190 "00 "10 "0 "30 ’40
m'z

147

137 ‘

Sekil 3.20. M1 metabolitine ait kiitle spektrumu
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M3 Metaboliti
EI/MS m/z: 236 (M",1), 218 (14), 200 (8), 187 (17), 160 (26), 148 (37), 131
(79), 118 (63), 105 (66), 91 (100), 79 (70), 69 (25), 55 (28), 41 (34).

100 - T

904

604
50]
o]
10
0]

1

LT

g
|

Sekil 3.21. M3 metabolitine ait kiitle spektrumu

1
35 @
S0 a0 0 ) 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

l
30 40 0

8

M4 Metaboliti
EI/MS m/z: 234 (M",1), 216 (23), 203 (8), 191 (17), 173 (18), 161 (43), 147
(38), 119 (77), 105 (84), 91 (100), 79 (100), 69 (85), 41 (62).
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100 5 5
0]
0]
0]
3
50: 234
40: 47

3H

33

30 40 50 60 70 80 90 100 110 1”0 130 140 150 160 170 130 190 qOO q10 q0 q30 q-10
m’z

216

1 191

Sekil 3.22. M4 metabolitine ait kiitle spektrumu

M2 Metaboliti (3-Hidroksi sedrol)

M2 kodlu metabolit, yapilan GK/KS ve NMR analizlerinin sonucunda, literatiir
verileriyle de karsilastirilarak 3-Hidroksi sedrol olarak tanimlanmistir. Molekiil
agirliklar1 dikkate alindiginda bir metil grubunun koptugu (-15), buna ilave
olarak ayr1 bir karbona bir hidroksil grubu eklendigi (+17) tahmin edilmistir.
M2’ye ait spektral veriler Sekil 3.11-3.16’de verilmistir. HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation) analizine gore 12, 13, 14 ve 15 nolu
metil karbonlarina bagl protonlarin etkilestigi karbonlardan yola c¢ikilarak
yerleri ana iskelette belirlenmis ayrica sedril metil eterin 'H NMR
spektrumundaki metoksil grubuna ait proton sinyalinin (3.2 ppm, -OCH3)
kayboldugu tespit edilmistir. 3 nolu karbona bagli olan ve 3.63 ppm de 1H’lik
sinyalin hidroksile komsu proton oldugu tahmin edilmistir. Elde edilen '*C ve
"H NMR verilerinin 3-Hidrosi sedrol’iin literatiirden elde edilen spektral
verileri ile uyum i¢inde olmasi sonucunda M2 metabolitinin 3-Hidroksi sedrol

oldugu anlagilmistir (Miyazawa 1995; Skeya, 2000).
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Chromatogram (All TIC))

1.345.214

1110

L,
rrrrT T T T T LI L L R L B L LR R T

10.0 200 30.0 400 300 39.0

Sekil 3.23. izole edilerek saflastirilan 3-hidroksi sedroliin kromatogrami

EI/MS m/z: 238 (M, 1), 224 (2), 223 (7), 205 (7), 187(7), 162 (42), 151 (77), 133
(54), 121 (42), 107 (46), 93 (100), 81 (25), 69 (17), 43 (35), 41 (17).
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Sekil 3.24. 3- hidroksi sedroliin kiitle spektrumu
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Aspergillus tubigensis.

",
u,

"y,

2

Sedril Metil Eter

M1, M3, M4

Sekil 3.25. Sedril metil eterin Aspergillus tubingensis ile biyotransformasyonu ile elde edilen

metabolitler

Sedrol

3-Hidroksisedrol (M2)

3645225

Sekil 3.26. 3-hidroksi sedroliin "H NMR spektrumu

60




IVERSITESI

@) ANADOLU UN

0240, 28|

— 10053.58|

= = 18 13 6 4% 4 AR 0 o

\@

200 180 160 140 120 100 80 60 40

0 ppm
Sekil 3.27. 3-hidroksi sedrole ait '3C NMR spektrumu
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Sekil 3.28.. 3-hidroksi sedroliin 'H-'*C HMBC spektrumu
Cizelge 3.1. 3-hidroksi sedrole ait NMR verileri
C TH-NMR (500 MHz) 6 | “C-NMR (125 MHz) 0 HMBC o
1 a 52.9 -
2 a 46.3 -
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3 3.63, 1H, dt 80.4 -

4 2 34.1 -

5 @ 54.6 -

6 a 42.6 -

7 @ 61.9 -

8 @ 75.3 -

9 a 35.2 -

10 @ 32.9 -

11 a 43.1 -

12 0.943H,d 9.7 46.3,52.9, 80.4
13 1.03 3H, s 27.6 27.6,42.6,54.6,61.9
14 1.373H, s 29.3 29.3,42.6,54.6,61.9
15 1.293H, s 30.4 35.2,61.9,75.3

a: 0.9-2.2 ppm (12H)

3.5. Biyolojik Aktivite Calisma Sonuclari

3.5.1. Antikandidal aktivite sonuclari

Biyotransformasyon deneyi sonunda elde edilen madde miktarlarina gore
metabolitlerin  antikandidal  aktiviteleri  gerceklestirilmigtir.  Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi béliimiinden temin edilen 4
adet Candida tiiriine kars1 numunelerin minimum inhibisyon konsantrasyonlari

pg/mL olarak verilmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Antikandidal Etki Sonuclar1 (MIK, pg/mL) St: Ketokonazol CME: Sedril metil

eter
Mikroorganizma CME M1 M2 St
Candida glabrata 250 62,5 125 1.56
Candida albicans 500 250 250 0.39
Candida utilis 250 125 250 0.78
Candida tropicalis 250 250 250 0.78
500 250 125
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Sekil 3.29. Antikandidal etki sonuglarindan bir plak 6rnegi

3.5.2. Antibakteriyal aktivite sonuclari

Standart suslardan belirlenmis 4 farkli bakteri mikrodiliisyon yontemiyle
numunelerin ~ ve  izole edilen metabolitin  minimum  inhibisyon

konsantrasyonlart pg/mL olarak Cizelge 3.3. de verilmistir.

Cizelge 3.3. Antibakteriyal Etki Sonuglar1 (MiK, pg/mL) (CME: Sedril metil eter)
St: Kloramfenikol,

Mikroorganizma CME M1 M2 St
Escherichia coli 500 500 500 8
Pseudomonas aeruginosa 500 500 500 8
Salmonella typhimurium 250 500 500 8
Bacillus cereus 500 500 500 8

3.5.3. Antioksidan aktivite sonuclari

3.5.3.1. 1,1-difenil-2-2 pikril hidrazil (DPPH) radikalini siipiiriicii etki

sonucu

Metabolitlerin ve standart maddenin DPPH radikalini siipiiriicii etkilerini
belirlemek amaciyla metabolitler ve substrattan 2 mg/mL konsantrasyonda
numuneler hazirlanmis ve 10 pL kadar ITK plaklarina uygulanarak DPPH
reaktifi tlizerlerine puskiirtiilmiistiir. Standart antioksidan ajan olan Askorbik

asit (C vitamini) kullanilmistir. Kalitatif olarak DPPH radikalini siipiiriicii
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etkisine bakilmis  oOzellikle standart C  vitaminine gore etkileri

karsilagtirildiginda M3 ve M5 nolu metabolitler diginda diger metabolitlerin ve

sedril metil eterin dikkat ¢ekici etki bir gostermedikleri belirlenmistir.

Sekil 3.30. Metabolitlerin ve standart maddenin DPPH" siipiiriicii etki i¢in yapilmis ITK

¢aligmasi
3.5.3.2. ABTS radikal siipiiriicii etki sonucu

Metod kisminda anlatildig: lizere metabolitlerin ABTS (2,2’-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikalini siipiirmesi ve standart antioksidan
olan biitillenmis hidroksitoluenin (BHT) etkisine bakilarak karsilastirma
yapilmistir. 7mM ABTS ve 2,5 mM sodyum persiilfat (Na2S20s) karisiminin
karanlikta 12-16 saat bekletilmesiyle mavi yesil renk olusumu saglanmis 6n
tarama deneyi ile metabolit ve standartin etkilerine bakildiginda metabolitlerin
ve substratin renkte soldurma yapmadigi belirlenmistir. Bu nedenle kantitatif

Ol¢iime gerek duyulmamustir.

Sekil 3.31. Metabolitlerin ve standart maddenin ABTS siipiiriicii etki igin yapilmis ITK

calismasi
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4. TARTISMA SONUC VE ONERILER

Cizelge 2.1°de listelenen halofilik mikroorganizmalarin muhtemel ugucu
ozellikte sekonder metabolit tarama islemleri ITK ve GK/KS sisteminde
incelenmistir. Gaz kromatografisi sistemi genellikle 300°C’ye kadar
buharlasabilen ugucu bilesiklerin teshisinde kullanildigindan, bu o&zelliklere
sahip olmayan maddeler teshis edilememistir.

Literatiirde halofilik funguslarin biyotransformasyon siireglerinde
kullanildiklart goriilmektedir. Fusarium lateritium™un petrol degrede edici
hidrokarbon yikic1 6zellikte oldugu belirtilmistir (Obuekwe ve ark., 2005).
Gymnascella morismortui’nin sentetik boya degrede edici oldugu bulunmustur
(Molitoris ve ark., 2000). Alkalifilik fungus olan Pestalotiopsis palmarum BM-
04 ham petroliin biyotransformasyonu islemlerinde kullanilmistir (Briceno ve
ark., 2013). Halofilik ve alkalifik funguslar kataliz reaksiyonlarinda
kullanildiklar1 belirlenmistir. Bu bakimdan salin ve alkali ortam olan Van Go&lii
sularindan izole edilerek molekiiler yontemlerle tanimlanan Aspergillus
tubingensis, biyotransformasyon denemelerinde kullanilmak {izere se¢ilmistir.
Substrat maddesi olarak secilen, yar1 sentetik sedril metil eter, kozmetik
sektoriinde koku maddesi, alkolik losyon, ter onleyici, beyazlatici, ylizey
temizleyici, sampuan ve sabun gibi endiistriyel alanlarinda genis oOlcilide
kullanilmaktadir. Bir seskiterpen tiirevi olan bu substrat, dogada ¢ok yaygin
bulunan Sedrol isimli seskiterpenin metillenmesi ile elde edilen yar1 sentetik
bir maddedir. Sedril metil eterin  Asperillus  tubingensis ile
biyotransformasyonu bu calismayla ilk kez yapilmis olup, Kkiiltiiriin
ekstraksiyonu, fraksiyonlanmasi ve saflagtirilmasi ile %89-98 arasinda
safliklar1 degisen M1, M2, M3 ve M4 olmak iizere 4 madde elde edilmistir. Bu
maddelere ait GK/KS analiz sonuglar1 bulgular kisminda verilmistir.

Bu metabolitlerden M2 kodlu maddenin GK/KS ve proton ve karbon
NMR analizleri yapilarak, literatiir verileriyle de karsilagtirilarak yapi tayini
gergeklestirilmis olup, maddenin 3-hidroksi sedrol oldugu ortaya konmustur.
Ayn1 maddenin Skeya’ nin (2000) Beauveria sulfurescens, Cephalosporium

amphidicola, Aspergillus niger ve Bacillus cereus ile sedroliin mikrobiyal
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biyotransformasyonu ger¢eklestirdigi calismada da elde ettigi belirlenmistir.
Tim spektral veriler bu ¢alismada da sedrolden elde edilen 3-hidroksi sedrol
verileriyle uyum igerisindedir. Madde miktarinin yiiksek oldugu M1 ve 3-
hidroksi sedrol (M2) metabolitleri ile biyoaktivite g¢aligmalari yapilmistir.
CLSI’nin standart protokolleri kullanilarak substrat ve transformasyonla elde
edilen metabolitlerin standart antimikrobiyal ajanlar sahitliginde, antikandidal
ve antibakteriyal etkileri ortaya konmustur. Antikandidal etki testinin
sonuglarina goére M1 ve M2 metabolitinin ozellikle C. albicans ve C.
glabrata’ya karst 62,5 ile 250 pg/ml konsantrasyonda etkili oldugu
belirlenmistir. Ayn1 suslara karsi substratin (sedril metil eter) ¢ok daha zayif
etkilere sahip oldugu ortaya konmustur. Molekiil yapisi incelendiginde bu etki
artisinin molekiile fungus tarafindan eklenen —OH grubundan ileri geldigi
disiiniilmektedir. Yapilan antibakteriyel etki testlerinde ise substrat ve
metabolitlerin ayni1 konsantrasyonlarda (250 ile 500 pg/ml arasinda) etkili
olduklar1 belirlenmistir. Standart antibakteriyal olan kloramfenikole kars
olduk¢a zayif etkileri oldugu belirlenmistir. Yapilan benzer bir c¢aligmada,
sedroliin transformasyonu ile elde edilen 3-hidroksi sedroliin antibakteriyal
etkileri ortaya konmus, E.coli, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogines,
Proteus vulgaris adli patojenlere karsi substrat olarak kullanilan Sedrol ile
esdeger etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Yine ayni ¢alismada, sonuglarimiza
paralel sekilde 3-hidroksi sedrol’iin, substratina gore Candida glabrata
patojeni tizerine iki kat daha etki gosterdigi bildirilmistir (Skeya, 2000).

Bir bagka calismada da Sedrol’iin Neurospora crassa fungusu ile yapilan
biyotransformasyonu ile elde edilen, 12-, 10- ve 3-hidroksi sedrol tlirevlerinin
dikkate deger antimikrobiyal ve antioksidan etkiler gostermedigi bildirilmistir
(Kiran ve ark., 2010).

Radikal siipiiriicii etki deneyleri sonucunda molekiilin 2 mg/ml
konsantrasyonda DPPH ve ABTS radikallerini siipiiriicii etkisi goriilmemistir.
Metabolitler ITK-otografik olarak uygulanmus, standart antioksidan ajanlarla
karsilastirilmistir.  Yapilan kalitatif degerlendirmeler sonunda metabolitler
(M1-M4), standart ajanlar olan BHT ve askorbik asit kadar etki gdstermemistir.

Bu sebeple kantitatif asamaya gecilmemigtir. Literatiir bilgileri hidroksi
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fenollerin giiclii antioksidan molekiiller oldugunu ve bu etkilerinin hidroksil
gruplarinin elektron verici 6zelliklerinde sagladigini bildirmektedir (Moalin ve
ark., 2011). Bu hali ile fenolik olmayan ve iki hidroksil grubu tasiyan 3-
hidroksi sedrol’iin elektron verici giiciiniin diisilk oldugu, molekiil formiilii
tizerinden de Ongoriilebilmektedir. Daha yiliksek konsantrasyonlarda ¢alisma
imkan1 ise elde edilen metabolitin miktar1 diisiiniildiigiinde miimkiin
olmamigtir.  Spektrofotometrik olarak yapilan Ol¢iimlerde baslangic
konsantrasyonu olan 2 mg/mL ile ICso degeri hesaplamak miimkiin
olamamistir. Sonu¢ olarak tim metabolitlerin ICso degerleri 2 mg/mL’den
bliyiiktiir. Van GOl su 6rneginden izole edilen fungusun uygun besi ortaminda
gelisimi saglanarak morfolojik tayinle cins diizeyinde Aspergillus oldugu
belirlenmis molekiiler tanilama yapmak amaciyla tiir diizeyinde tespit icin
rDNA (ITS) analizi yapilmistir. ITS bolgesi (Internal transcribed spacer) daha
cok funguslara ait korunmus bolge olarak belirlenmis evrensel fungal barkod
dizisini igermektedir. Molekiiler sistematikte tlirler arasi tiplendirmede
kullaniminin daha yararli oldugu belirtilmistir. Fungal dizilerin tanilanmasinda
spesifik olarak siklikla ITS1 ve ITS 4 primerleri standart olarak kullanilmigtir.
Yapilan molekiiler analiz sonucu halofilik fungusun Aspergillus tubingensis
oldugu belirlenmistir. Aspergillus tubingensis yeni enzim ve metabolitlerin
bulunmasinda dikkat ¢cekmektedir. A. tubingensis mitokondriyal genomunda
(mtDNA tip 2b) oksidatif fosforilasyonla ilgili proteinleri kodlayan 14 tipik
gen icerdigi goriilmiistiir (Juhasz ve ark., 2008). 4. tubingensis’in ekstraseliiler
B-glukozidaz enzimini salgiladigi ilk kez rapor edilmistir (Decker ve ark.,

2000).

Sonug olarak;

1) Sekonder metabolit taramalarinda GK/KS sisteminde herhangi bir
irtine  rastlanilmamistir.  Bundan  dolayr  taramasi  yapilan
mikroorganizmalarin GK/KS’de tespit edilebilecek ucucu organik bir
madde igerigine sahip olmadiklar1 anlasilmig, ancak farkli
kromatografik ve spektrometrik yontemler kullanilarak daha ayrintili

tarama islemleri yapilmasina ihtiya¢ vardir. Dolayisiyla ayn izolatlar
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tekrar kiiltiire alinarak, yapilacak ekstraksiyonlar ile elde edilecek
ekstrelerin LC/MS vb. sistemlerle kontrol edilerek, biyolojik aktiviteye
sahip maddelerin taranmas1 planlanmaktadir.

2) Bu ¢alismada Van Golii sularindan izole edilen fungus i¢in morfolojik
ve molekiiler analizleri ile tiir tayini yapilmistir.

3) Biyotransformasyon islemi i¢in substrat olarak sedir agacindan izole
edilen sedroliin kimyasal islemle tlirevlendirilerek yari1 sentetik hali
olan sedril metil eter kullanilmistir.

4) Biyotransformasyon sonucu 4 adet metabolit elde edilmistir. M1, M2,
M3, M4 kodlu maddelerden M2 kodlu maddenin yap1 tayini
kromatografik ve spektroskopik analizler sonunda 3-hidroksi sedrol
oldugu tespit edilmistir. Diger metabolitlerin daha verimli {iretimlerinin
gerceklestirilmesi ve yapilarinin aydinlatilmasi planlanmaktadir.

5) Elde edilen metabolitler miktar bakimindan yeterli olmadigindan
antimikrobiyal aktivite agisindan sadece M1 ve M2 kodlu maddelerin
etkinligi gdzlemlenmistir.

6) Antimikrobiyal ve antikandidal aktiviteleri sonucu metabolit 1 ve 2’nin
sedril metil eter ile karsilastirildiginda patojen bakteriler lizerinde ayni
derecede etkili oldugu anlasilmis, ancak Candida glabrata ve C.
albicans lizerinde substrattan 2-4 kat daha aktif oldugu belirlenmistir.

7) ABTS ve DPPH radikal siipiiriicii etkilerine bakildiginda substrat dahil
olmak tizere, M1, M2, M3, M4 metabolitlerinin standart maddelere

gore zayif etki gosterdigi belirlenmistir.

Gelecekte yapilmasi planlanan ¢aligmalar;

Sekonder metabolit taramalar1 GK/KS sistemi ile taranmis fakat
herhangi bir ugucu metabolit varligina rastlanilmamistir. Mevcut
mikroorganizmalarda muhtemel sekonder metabolitlerin taranmasi igin
LC/MS/MS gibi spektroskopik yontemler kullanilarak, kiymetli kimyasallarin
ortaya konmasi hedeflenmektedir. Biyotransformasyon islemi i¢in halofilik

Aspergillus tubigensis biiyilk hacimde c¢alisildigindan biyotransformasyon
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sonucu elde edilen metabolit miktarlarinin fazla oldugu goriilmiistiir. Yapilan
ilk ¢alismalar biiylik hacimde oldugundan metabolitlerin aktivitelerini
gozlemlemek icin daha fazla deneme imkani1 saglamistir. Aktivite
degerlendirme islemleri icin antikandidal, antibakteriyal, antioksidan
aktiviteleri disinda da diger aktivite testleri uygulanacaktir. Ekstrem kosullarda
yasama kabiliyetine sahip mikroorganizmalarin izolasyonlarina devam
edilerek, iirettikleri sekonder metabolitler taranacak veya bu canlilarin ticari
Oonemi olan biyodoniisiim reaksiyonlarinda kullanilabilirligi arastirilacaktir. Bu
sekilde yeni ilag, gida veya kozmetik alaninda kullanilabilecek biyoaktiviteye

sahip yeni hammaddelerin kesfi miimkiin olabilecektir.
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