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OZET

Doktora TEZI

BIYOAKTIF MONOTERPENLERIN MiKROBIYAL
TRANSFORMASYONU

Uzm. Ecz. Fatih DEMIRCI

Anadolu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmakognozi Anabilim Dalt
Eskisehir

Damsman : Prof. Dr. Nes’e KIRIMER

Arahk, 2000

Bu ¢alismada, karvakrol (1), timol (2), karvakrol metil eter (3), timol metil
eter (4), karvon enantiyomerleri (5, 5’) ve 55 farkli mikroorganizmayla
gerceklestirilen biyotransformasyonlarda olusan 30 adet metabolit, kromato-
spektral yontemlerle aydinlatilmagtir.

Bunlardan, 9-hidroksi karvakrol (80), 7-hidroksi karvakrol metil eter (129), 9-
hidroksi karvakrol metil eter (130), karvakrol metil eter-7,9-diol (131), karvakrol
metil eter-7,8-diol (132), 7-hidroksi dehidrokarvakrol metil eter (133), 9-hidroksi
timol metil eter (135) ve 10-hidroksi-(+)-neodihidrokarveol (113)iin dogadaki
varlig1 ilk kez bu ¢alisma ile bildirilmektedir.

Headspace-SPME-GC/MS  yontemi ilk kez bu g¢alismada mikrobiyal
transformasyon trtinterinin ekstraksiyonu ve teshisi igin kullanilmistr.

Ayrica, c¢aliyma materyallerinin ve olusan metabolitlerin in vitro
antimikrobiyal ve antiviral aktiviteleri de incelenmisgtir.

Anahtar kelimeler: Mikrobiyal transformasyon; karvakrol, timol, karvakrol
metil eter, timol metil eter, (+)-karvon, (-)-karvon; headspace kat1 faz mikro
ekstraksiyon (headspace-SPME); GC/MS; biyolojik aktivite
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ABSTRACT

Doctor of Philosophy (PhD)

MICROBIAL TRANSFORMATION OF BIOACTIVE
MONOTERPENES

MSc. Pharm. Fatih DEMIRCI

Anadolu University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmacognosy
Eskisehir, TURKEY

Supervisor : Prof. Dr. Nes’e KIRIMER
December, 2000

Microbial transformation studies of carvacrol (1), thymol (2), carvacrol
methyl ether (3) and thymol methyl ether (4) and both enantiomers of carvone (5,
5’) with 55 different organisms were performed. Chromato-spectroscopic
techniques were applied in order to establish the structures of 30 metabolites.

9-Hydroxy carvacrol (80), 7-hydroxy carvacrol methyl ether (129), 9-hydroxy
carvacrol methyl ether (130), carvacrol methyl ether-7,9-diol (131), carvacrol
methyl ether-7,8-diol (132), 7-hydroxy dehydrocarvacrol methy!l ether (133), 9-
hydroxy thymol methyl ether (135) and 10-hydroxy-(+)-neodihydrocarveol (113)
were assigned as natural for the first time.

The headspace-SPME-GC/MS technique was applied for the screening of
microbial transformations and identification of the subsequent metabolites.

Substrates and the isolated metabolites were evaluated for their in vifro
antimicrobial and antiviral activities.

Key words: Microbial transformation; carvacrol, thymol, carvacrol methyl
ether, thymol methyl ether, (+)-carvone, (-)-carvone; headspace-
SPME; GC/MS; biological activity
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KISALTMALAR

Kisaltma Aciklama

ATCC American Type Culture Collection, ABD

Atm Atmosfer basing

BHV-1 Bovine Virus Tip-1

br Genis

BCNMR Karbon Niikleer Manyetik Rezonans spektroskopisi

CAS Chemical Abstract Search

CDCl; Datoro kloroform

CFU Koloni olugturucu iinite

CPE Viral sitopatolojik etki

d Cifi Pik, dublet

dak Dakika

DEPT -CH, -CH; ve —CHj; gruplarimn tespit edildigi NMR teknigi (Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer)

DKIDs, Enfekte edilen dokulann en az % 50’sinde enfeksiyon olusturan viriis konsantrasyon

DMSO Dimetil siitfoksit

EAGLE MEM Eagle’s Minimum Essential Medium (hicre kiltiirii besi yeri)

ED50 Etkin Dozun %50’si

EIMS Elektron iyonizasyonu kiitle spektrometrisi

EtOAc Etilasetat

EtOH Etanol

FDS Fotal Dana Serumu

FEMA Maddenin GRAS listelerindeki genel numarast

FT/IR Fourier Transform infrared spektroskopisi

g Gram

GC/MS Gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi

GRAS Generally Recognised As Safe

GC-FT/IR Gaz kromatografisi/ Fourier Transform Infrared spektrofotometrisi

'H NMR Proton Niikleer Manyetik Rezonans spektroskopisi

Headspace Ucgucu maddelerin iist kismu, buhar fazi, konsantre olduklan kisim

HK Hiicre kontrol

ICso Inhibe edici konsantrasyonun %30’si

™M1 International Mycological Institute, Ingiltere

ITK Ince Tabaka Kromatografisi

ip. Periton ici —

iv. Damar igi

J Coupling constant, yarilma sabiti (Hz)

kg Kilogram

1 Litre

LCs Oldiiriicii konsantrasyonun %50’si

LDy Toksik / 6ldiiriici dozun %50’si

m Coklu pik, multiplet

M Molarite

m/z Kiitle/yitk

M Molekiiler iyon

MA Molekiil agirhign

MDBK Modin Darby Bovine Kidney Hiicre Kiiltiirit

MEDLINE Tibbi arastirmalar ve biyolojik aktivite veri tabam

MeOH Metanol

MHA Miiller Hinton Agar (mikrobiyolojik besi yeri)

MHB Miiller Hinton Broth

MiC Minimal inhibe edici konsantrasyon

ml Mililitre

mmol Milimol
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Kisaltma Agiklama (Devam)
N Normalite
NADH Indirgenmis nikotin adenin diniikleotit
NADP Nikotin adenin diniikleotit fosfat
NADPH Indirgenmis nikotin adenin diniikleotit fosfat
NAPRALERT Natural Products Alert (llinois Universitesi), dogal maddeler veri tabant
NRRL Northern Regional Research Laboratory, ABD
P.O. Agizdan
PDA Potato Dextrose Agar (mikrobiyolojik besi yeri)
PDMS Polidimetilsiloksan
ppm Milyonda bir kastm
q Dortli pik, kuartet
pm Bir dakikada gergeklesen rotasyon
s Tek pik, singlet
S.C. Deri alt1
SDA Sabouraud Dextrose Agar (mikrobiyolojik besi yeri)
sept Yedili pik, septet
SMPE Kat1 faz mikro ekstraksiyon
Sp. Tir
Uglii pik, triplet

t
TBAM
TCC
T™S
uv
VK
VSK
[odp
)
Aumax
HE
M

Not: Tezin iginde kullamilan formiil numaralari koyu renkte ve parantez (n) ile, kaynaklar ise

Tibbi ve Aromatik Bitkiler ve [lag Arastirma Merkezi
TBAM Kiiltiir Kolleksiyonu (2000)

Trimetil silan

Ultra Viole (mor 6tesi)

Viriis kontrol

Vakum siv1 kromatografisi

Sodyum lambasinda, spesik rotasyon = 100 a/lc
Shift, kimyasal kayma (ppm)

UV’de dalga boyunun maksimuimn absorbsiyonu
Mikrogram

Mikrolitre

koseli parantez [n] ile verilmistir. Enantiyormer maddeler (') ile isaretlenmistr.

Coooie Universites
sieriez Kuidphans

Xii
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Tiirkce

Karvakrol

Timol

Karvakrol metil eter
Timol metil eter
(+)-Karvon
(-)-Karvon
Progesteron

11 a-Progesteron
Izopren

P-Mirsen
(E)-p-Osimen
(Z)-p -Osimen
Alloosimen
Geraniol

Nerol
(+)-Linalool
(-)-Linalool
Geranial

Neral

Sitronellal
Tageton
Hidroksi-dihidrositronellal dimetil asetal
Linalil asetat
Geranil asetat
Neril asetat
Sitronellik asit
Dehidrogeranik asit
Geranik asit nitril
Sitronellik asit nitril
p-Simen
(+)-4R-Limonen
(-)-4S-Limonen
a-Terpinen
STerpinen
yTerpinen
Terpinolen
(+)-a-Fellandren
(-)-a-Fellandren
(+)--Fellandren
(-)-f-Fellandren
(+)-a-Terpineol
(+)-Terpinen-4-ol
(+)-6-Terpineol
(-)-Mentol
(+)-Neomentol
(-)-Izomentol
(+)-Neoizomentol
Izopulegol
cis-Hekzahidro kiiminil alkol
(-)-Dihidrokarvon
(+)-Piperiton
(+)-Izomenton
Pulegon

2y

Ingilizce

Carvacrol

Thymol

Carvacrol methyl ether
Thymol methyl ether
(+)-Carvone
(-)-Carvone
Progesterone
11a-Progesterone
Isoprene

S-Myrcene

(E)- -Ocimene
(Z)-f -Ocimene
Alloocimene
Geraniol

Nerol

(+)-Linalool
(-)-Linalool

Geranial

Neral

Citronellal

Tagetone
Hydroxy-dihydrocitronellal dimethyl acetal

- Linalyl acetate

Geranyl acetate
Neryl acetate
Citronellic acid
Dehydrogeranic acid
Geranic acid nitrile
Citronellic acid nitrile
p-Cymene
(+)-4R-Limonene
(-)-4S-Limonene
a-Terpinene
[Terpinene

¥ Terpinene
Terpinolene
(1)-a-Phellandrene
(-)-a-Phellandrene
(+)-A-Phellandrene
(-)-Phellandrene
(+)-a-Terpineol
(+)-Terpinen-4-ol
(+)-6-Terpineol
(-)-Menthol
(+)-Neomenthol
(-)-Isomenthol
(+)-Neoisomenthol
Isopulegol
cis-Hexahydro cuminyl alcohol
(-)-Dihydrocarvone
(+)-Piperitone
(+)-Isomenthone
Pulegone
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(-)-Kamfen
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(+)-cis-Verbenol
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(+)-cis-Sabinol
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(-)-a-Kéfur

(+)-Fenkon

(+)-cis-Verbenon

(+)-Mirtenal

(-)-Tuyon

1,4-Sineol

1,8-Sineol

(+)-Kamik asit

(+)-Kaminik asit

(+)-Izobornil asetat

Sabinil asetat

Teresantalol

Trisiklen

Perisiklokafur

Artemisia keton
(+)-trans-Krizantemik atkol
a-Tuyaplisin

2,3-Dihidroksi-p-simen
2-(3-Hidroksi-4-metilfenil)propan-2-ol
9-Hidroksi karvakrol
2-Hidroksimetil-5-(1-metiletil)fenol
2-(4-Hidroksimetil-3-hidroksifenil)
propan-1-ol
2-(3-Hidroksi-4-metilfenil)propanoik asit
2-Hidroksi-4-(1-metiletil)benzoik asit
2,5-Dihidroksi-p-simen
2-(2-Hidroksi-4-metilfenil)propan-1-ol
5-Hidroksi-2~(1-metiletil)fenol
2-(4-Hidroksimetil-2-hidroksifenil)
propan-1-ol
2-(2-Hidroksi-4-metilfenil)propanoik asit
3-Hidroksi<4-(1-metiletil)benzoik asit
(+)-Karveol

(-)-Karveol

(-)-Karveol glukuronit

p-Kiiminik atkol

p-Kiiminik aldehit

p-Kumat
cis-2,3-Dihidroksi-2,3-dihidro-p-kumat
2.3-Dihidroksi-p-kumat
2-0OH-3-Karboksi-6-0kso-7-metil okta-
2,4-dienoat

Ingilizce

a-Terpenyl acetate

(-)-Menthyl acetate
8-Mercapto-p-menthan-3-one
1-p-Menthen-8-thiol
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(-)-Camphene

(+)-&3-Carene

(+)-Bomeol

(+)-cis-Verbenol
(+)-Isothujanol

(+)-cis-Sabinol

(+)-a-Camphor

(-)-a-Camphor

(+)-Fenchone
(+)-cis-Verbenone
(+)-Myrtenal

(-)-Thujon

1,4-Cineole

1,8-Cineole

(+)-Kamic acid

(+)-Kaminic acid

(+)-Isobornyl acetate

Sabiny! acetate

Teresantalol

Tricyclene

Pericyclocamphor

Artemisia ketone
(+)-trans-Chrysantemic alcohol
a-Thujaplicin
2,3-Dihydroxy-p-cymene
2-(3-Hydroxy-4-methylphenyl)propan-2-ol
9-Hydroxy carvacrol
2-Hydroxymethyl-5-(1-methylethyl)phenol
2-(4-Hydroxymethyl-3-hydroxyphenyl)propan-1-ol

2-(3-Hydroxy-4-methylphenyl)propanoic acid
2-Hydroxy-4-(1-methylethy)benzoic acid
2,5-Dihydroxy-p-cymene
2-(2-Hydroxy-4-methylphenyl)propan-1-ol
5-Hydroxy-2-(1-methylethyl)phenol
2-(4-Hydroxymethyl-2-hydroxyphenylpropan-1-ol

2-(2-Hydroxy-4-methylphenyl)propanoic acid
3-Hydroxy-4-(1-methylethyl)benzoic acid
(+)-Carveol

(-)-Carveol

(-)-Carveol glucuronide

p-Cuminic alcohol

p-Cuminic aldehyde

p-Cumate
cis-2,3-Dihydroxy-2,3-dihydro-p-cumate
2,3-Dihydroxy-p-cumate
2-OH-3-Carboxy-6-oxo-7-methyl octa-2,4-dienoate
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1-Hidroksidibhidrokarveol
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Dehidrokarvakrol
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(-)-Neodihidrokarveol
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1. GIRIS VE AMAC

Gilinimiizde biyotransformasyon, modern ¢agin ve aragtirmalarin araglarindan
olan biyoteknolojinin temel konularindan biri olarak hizla gelismektedir.
Biyotransformasyon, yeni ilag, koku ve tat maddelerine dontgiimi ele alirken,
diger taraftan Farmakobiyoteknoloji ve Biyofarmasotikler terimleri Farmakognozi
ile birlikte kullanilmaya baglamistir. Dogal maddeler kullanilarak gergeklestirilen
biyotransformasyonlanin irinleri de dogal oldugu igin bu yeni teknoloji
Farmakognozi bilimi iginde yerini almigtir [1-12]. Klasik yontemlerle sentezinin
yaptlmas1 zor veya imkansiz olan bir ¢ok ildg, koku ve tat hammaddesi
biyotransformasyonla ucuz, ¢abuk ve veﬁmli bir sekilde elde edilebilmektedir.
Biyotransformasyon iirinlerinde, sterec})kimyasal Ozelliklerin  korunabilmest,
genellikle rasemik triinler veren kimyasalﬁsentezlere kars1 tsttinliiklerinden biridir

[13-20].

Tibbi ve Aromatik Bitki ve Ilag Arastirma Merkezi (TBAM) biinyesinde 2 yil
once kurulmus olan biyotransformasyon ve biyolojik aktivite laboratuvarinda
stirdiiriilmekte olan aragtirmalarin bir bélimiind igeren bu ¢aligma, yurdumuzda
bu alanda hazirlanan ilk doktora tezi olmaktadir [21]. Ilk olmanin geregi olarak ve
bundan sonra bu konuda yapilacak aragtirmalara kaynak olugturmasi amaciyla
giris bolimii genis tutulmugtur. Bu béliim dort ana baslik altinda toplanmus, 1.
Bolimde biyotransformasyonun ne oldugu tim yonleriyle agiklanmaya
cahgilmistir. 2. Bolimde dogal koku ve tat maddeleri ve ozellikle bu tezin
materyalini olusturan monoterpen simifi tanitilmig ve materyallerle ilgili kaynak
bilgileri verilmigtir. 3. Bolimde ise monoterpenlerin biyotransformasyonu
konusunda giniimiize kadar yapilmis olan arastrmalar Gzetlenmigtir.
Biyotransformasyon aragtirmalan kapsaminda ilk kez bu galigmada kullanilan
Kat1 Faz Mikro Ekstraksiyon (Solid Phase MicroExtraction= SPME) teknigi de 4.
Boliimde tanitilmastir.

Calisma materyali segilirken, TBAM da siiregelen ugucu yag ¢aligmalarinin
paralelinde oncelikle monoterpenlerin  ele alinmasimin  uygun olacagi

dustnilmustir. Karvakrol (1), iilkemiz ekonomisi i¢in biiyiik deger tagiyan kekik



ve kekik ugucu yagimin ana bilesigidir [22]. Merkezimizde vyiiriitiilmekte olan
aktivite ¢aligmalarinda ilging sonuglar vermektedir {23, 24]. Timol (2), karvakrol
ile yapt benzerliginden dolayr segilmis bir bilesiktir. Karvakrol ve timolin
biyotransformasyonu sonucu olusacak tirevlerin de benzer olacag
digiinilmiistar. Bu iki bilesigin doniigtimiiniin daha once hi¢ ele alinmamis olmast
da diger bir tercih nedenidir. Kaynak taramalarinda sadece timolle yapilmig tek bir
mikrobiyal transformasyon aragtirmasina rastlanmigtir [27]. Bu iki monoterpenin
metil eterleri: karvakrol metil eter (3) ve timol metil eter (4), kimyasal agidan
daha reaktif olabilecekleri disincesiyle materyal olarak kullanilmigtir. Karvon
enantiyomerleri (5, 5°) ile daha 6nce yapilmig pek ¢ok aragtirma olmasina ragmen
biyotransformasyonlan tekrarlanmigtir. Karvon ile ilgili aragtirmalann tekrar
denenmesindeki amag uygulamakta oldugumuz mikrobiyal biyotransformasyon
yontemlerinin kontroli ve dontgsimler sonucu olusan driinlerin hizh, kolay ve

ekonomik olarak ekstraksiyonu i¢in SPME tekniginin ilk kez kullanilmasidir.

OH OCHs o i o
OH OCH; 5
AN
1 2 3 4 5 5"

Materyal olarak kullanilan monoterpenlerin  ve biyotransformasyon
driinlerinin biyolojik aktivitelerini belirlemek amaciyla antibakteriyal, antifungal

ve antiviral etkileri de incelenmisgtir.
1.1.BIYOTRANSFORMASYON

1.1.1. Biyotransformasyonun Tanimi

Biyotransformasyon, canh organizma veya enzimlerin katalizor olarak
kullamilmasiyla kimyasal doniisiimlerin gergeklestirilmesi ve yararli Giriinlerin elde
edilmesi olup biyoteknoloji ¢aligmalarininda temelini olusturmaktadir. Cagimizin
onemli bilim kollarindan olup giinimiizde ilag, gida, koku ve kimya alanlarina
katkilar1 biiyiiktir [4-6, 10, 14-19, 28-32]. Bunlann yaninda enerji tretimi, atik
sularin temizlenmesi ve geri kazamlmasi, toksik endistriyel atiklarin

degredasyonu (yikimi) gibi alanlarda da uygulama bulmaktadir [5, 28, 33-37].

ooy Untversites
farez Kitinnane



Aktivitesi bilinen veya bilinmeyen tiim bilesiklerin tirevlerinin hazirlanmast,
yeni ild¢ hammaddelerinin kesfi i¢in gereklidir. Bu tiirevler sonugta zirai 1lag, gida
ve koku maddeleri de olabilir. Bu tiir islemler genelde klasik olarak, yarisentez
veya sentez yontemleriyle yapilmaktadir.

Guinimiizde hizl1 geligim gosteren biyotransformasyon alaninda hedeflenen

reaksiyonlar su sekilde siralanabilir [4, 6, 14, 38]:

e Segici transformasyon reaksiyonlan: Baslangic maddesinin segici olarak

tirevlendirilmesi,

e Kontrollii mikrobiyal reaksiyonlar: Baglangic maddelerinin hedeflenen

metabolitlere kismi yikilimi,

e Biyosentetik reaksiyonlar: Baslangi¢ maddesinin farkli maddelere doniis-

tirilmesi,
¢ Memeli metabolizmasinin in vivo taklidi.

1.1.2. Biyolojik Tiirevlerin Elde Edilmesi

Biyolojik turevlerin yapilmasi, agsagida siralanan 7 baghk altinda

gruplandirilmaktadir [39]:

1. Mikrobiyal transformasyon: Canlilig1 ve tremesi saglanan mikroorganizmalarin
bulundugu besi ortamlarina, baglangic maddelerinin ilavesi ile gergeklestirilen
reaksiyonlardir. En kolay ve en yaygin kullanilan yontemdir. Bu tez ¢aligmasinda

da bu yontem kullamlmgtir.

2. Prekiirsorler tarafindan yonlendirilmis biyosentez: Biyosentetik prekiirsérlerin

analoglar besi ortammna eklenerek sekonder metabolitler elde edilmektedir. Bu
sekilde yapay -prekirsér maddeleri, enzimatik faaliyetlerine dahil eden
organizmalar istenen metabolitleri verebilmektedir. Bu yontemin uygulanabilmesi
icin organizmanin iyi taminmasi ve biyosentezin her asamasinin iyi bilinmesi
gerekmektedir. Bu yontem, penisilin ve aminoglikozit yapisindaki antibiyotiklerin

endiistriyel tretiminde kullanilmaktadir.



3. Enzimatik olmayan biyotransformasyon: Bazi sekonder metabolitlerin

olusumunda, nadir de olsa enzimlerin rol almadigi biyosentetik basamaklara
rastlanmigtir. Bu reaksiyonlarda 1s1, 151k gibi fiziksel etkenler veya kimyasal
maddeler katalizor gorevini gormektedir. Benzer g¢alismalar in vifro olarak
gerceklestirilebilmektedir. Urdamisin E maddesinde, S-metil gurubunun selenyum

analogunun olusturulmas: buna émektir.

4. Metabolik manipilasyon; Kiltar sartlarinin belli parametrelerinin degistirilmesi

ile farkl trtinler elde edilebilmektedir. Bu yontem stres fermantasyonu seklinde
de adlandmlir. Sicaklik ve pH degisimi, kaltir ortamuna farkli kimyasal
maddelerin ildvesi, galkalama hizi ve gekli gibi... Bu tip ¢alismalar olduke¢a iyi

sonuglar vermesine ragmen yeterince arastinlmamgtir.

5. Enzim inhibisyonu: Biiyiimekte olan hiicre kiiltirine spesifik bir enzim

inhibitora ilave edildiginde belirli bir biyosentetik yolun bloke edilmesinden
dolay1 reaksiyon ve irin degisebilmektedir. Omek: Rapamisin sentezinde,
metirapon adli sitokrom P-450 enzimi inhibitériiniin ilavesiyle, dort yeni iriin

elde edilmistir.

6. Mutasentez: Bir biyosentetik yolun mutasyonu sonucu enzimler daha 6nce elde

edilen Uriinden farkli drinler verecektir. Burada mutajen bazi kimyasal
maddelerin ildvesi veya UV radyasyonu ile degisimler gorilmektedir. Bu tip
degisimler sonucu makrolitler, antrasiklinler ve polieterlerin biyosentezlerinde

verimin arttig ve bazi durumlarda yeni maddelerin olustugu belirlenmistir.

7. Genetik Mithendisligi: Genetik manipilasyonlar sonucu biyosentetik yollarin

degisimi saglanarak, hibrit antibiyotiklerin iretimi son yillarln en Onemli

buluslarindan birisidir.

Bu yontemlere ilave edebilecegimiz yeni bir baghk ise “kombinatoryal
biyokataliz’dir. Giinimiizde kombinatoryal kimya adi altinda yeni bir dal
gelistirilmig daha sonra biyotransformasyon iiriinleri de kombinatoryal biyokataliz
adi altinda bu grupta yer almigtr. Kombinatoryal kimya, aktif anahtar

molekiillerin, bir dizi kimyasal sentez sonucu olusan tirevleri ile hazirlanan



kutiphaneler seklinde de tanimlanabilir. Bu yontemlerle seriler halinde ve hizl bir
sekilde, yar1 otomatik veya tam otomatik olarak, cesitli tirevlendirmeler
gergeklestirilmekte, yiksek verimli tarama (high throughput screening = HTS)
yontemleriyle de biyolojik aktiviteleri ve kimyasal yapilan aym anda
incelenebilmektedir. Boylece, mikro diizeyde ve binlerce maddenin aymi anda
sentezi ve analizi yapilabilmektedir. Tiirevlendirme, aktivite belirlenmesi ve yapi
tayini gibi islemler dizisi Ozel diizeneklerle ve Mzla gergeklestirilir.
Kombinatoryal biyokatalizde ise aymi diizenekler dogal biyosentetik yollart
kullanarak ve maddelerin olusumundaki dogal reaksiyonlar dizisini taklit ederek
daha aktif molekiillerin sentezine olanak saglar. Kombinatoryal biyokatalizin,
kombinatoryal kimyaya karg1 avantaji daha uygun kosullar altinda, stereoselektif
reaksiyonlan gergeklestirebilmesidir. Yeni bir yontemdir ve yakin gelecekte bu
konuda ki gelismelerin ¢ok daha hizh olacagi tahmin edilmektedir [39-43].

1.1.3. Biyokatalizorler

Genel tariflerde kisaca mikroorganizmalar ve enzimlerin kullamildig1 sdylen-
mekle birlikte, biyotransformasyon reaksiyonlarmin biyokatalizorleri su

sekilde siralanabilmektedir:

A) Bitiin hiicre sistemleri
a) Mikroorganizmalar,
b) Canli bitki, bitki doku ve hiicre kiiltiirleri,
c) Canli hayvan, hayvan doku ve hiicre kiiltiirleri,
d) Insan metabolizmas,
B) Hiicresiz preparatlar (enzimler)

Iki ana grup altinda simflandinilabilen biyokatalizorler ile ilgili daha genis

bilgi ve kargilastirmalar asagida verilmektedir:

A) Biitiin hiicre sistemleri
a) Mikroorganizmalar

Hayat formlari, Prokaryotlar (tek hiicreli, ¢ekirdek zart olmayan canlilar) ve
Okaryotlar (gergek gekirdege sahip tek veya gok hiicreli canlilar) olmak iizere iki

ana grupta toplanmaktadir.
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Prokaryot grubunda yer alan mikroorganizmalar biyogesitlikte onemli rol
oynamaktadir. Hayat zincirinin ilk halkalarini, evrimsel boyut da dahil olmak
lizere, prokaryot ve tek hiicreli mikroorganizmalar baglatmaktadir. Daha ¢ok
teknik nedenlerden dolayi arastumalarin yogun olarak o©karyotlar tzerinde
yapilmis ve prokaryotlarla ilgili daha az arastirma olmasi, bu alandaki
¢aligmalarin onemini bir kez daha gostermektedir. 17. yy’da mikroskobun kesfi ve
19. yy’dan sonraki gelisimi sayesinde bu konuda genis caligmalar yapan
aragtiricilar  milyonlarca mikroorganizmanin yasadigim tahmin etmektedir.
Guntimiizde, yaklasik 4200 bakteri ve 72000 fungus tiiriiniin insanoglu tarafindan
kesfedilip isimlendirilmig olmasina ragmen, sadece fungus tiirlerinin sayis1 1.6
milyon civaninda oldugu tahmin edilmekte, ¢ok daha biyitk bir grup olan
bakterilerin sadece % 0.1-1’inin tamindig: bildirilmektedir. Bitki kimyas: ile
yapilan arastirmalarla kargilastinldigi zaman mikroorganizmalarla ¢ok daha az
arastirma yapilmistir. Buna ragmen mikrobiyolojik kokenli bir ¢ok yeni madde
tamimlanmistir ve bunlann bir cogunda 6nemli biyolojik aktivitelere sahip ilag
etken maddesi olarak kullamlmaktadir {11, 12, 44-49].

Mikroorganizmalarin trettikleri maddeler antibakteriyal, antifungal, insektisit,
nematosit, sitotoksik, immiinosupresan, antidiyabetik, antihiperkolesterolemik,
hormon antagonistleri, antikanserojenik, kardiyotonik, vb. olarak ili¢ sanayii
tarafindan biyik ilgi gérmekte ve hilen bir ¢ogu tedavide kullanilmaktadir [9, 12,
17, 24, 32, 46, 47, 50-53]. Penisilin G, 1928’de Alexander Fleming tarafindan
Penicillium notatum adli mikroorganizmadan elde edilmis ve 1941/42 yillarinda
antibakteriyal terap6tik madde olarak yaygin kullanim bulmustur. Kisa siire 6nce
bulunmus olan klavulanik asit su anda giigli bir flaktamaz grubu mikrobiyal
kaynakli bir dogal madde olarak tedavide kullamlmaktadir. Trichoderma
tiirlerinin rettikleri maddeler, bitki patojenlerine kargi biyolojik miicadelede
kullamimaktadir. Ergosterol (provitamin-D2), Saccharomyces cerevisiae (bira
mayasi) ve birgok fungusun iirettigi bir steroit olup gida katki maddesi olarak
kullamlir. Ayrica birgok mikroorganizmanin vitamin-C tretebildigi bilinmektedir.
Hilen birgok amino asit, degisik mikroorganizmalar yardimiyla iretilmektedir
[11, 12, 32, 52-58]. Mikroorganizmalar, ili¢ etken maddelerinin elde edilmesi
yamnda ¢ok farkh amaglar igin de kullamildiklan (biyodegradasyon-gevre, koku-



gida, ve kimya sanayi vb.) bilinmektedir. Baktenler [10, 59, 60], mayalar [10, 60-
63], filamentli funguslar [10, 60, 64-67] koku ve tat maddeleri tretiminde
kullanilmiglardir. Biyotransformasyon aragtirmalanndaki hizli gelisim, dogal koku
ve tat tiretiminde bu biiyiik biyokatalizér grubun 6nemini daha da arttirmigtir [68-
87].

Diinyada biyogesitliligi koruma ve arttirma amaciyla, ozellikle
mikroorganizmalarin ve hiicre koleksiyonlarinin gesitli amaglara hizmet
verebilmesi, bu konuda ortak ve hizla gelisen bilgi aglannin kurulmasini
saglamgtir [88, 89]. Farkli ilkelere ait olan ve yaygin olarak kullamlan
mikroorganizma ve hiicre kultiir kolleksiyonlarindan bazilan Cizelge 1.1.’de

verilmektedir.

Cizelge 1.1. Yaygin olarak kullanilan Mikroorganizma Kiiltiir Kolleksiyonlarindan bazilan

Acik Ismi Ulke Saw Internet Adresi*
ATCC | American Type Culture Collection ABD 45000 Www atcc.org

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures | Hollanda {35000 www.cbs.knaw.nl

CCFC | Canadian Collection of Fungus Cultures | Kanada | 10500 res.agr.ca/brd/cce

DSMZ | Deutsche Sammlung von Almanya |11000 www.dsmz de
Mikroorganismen und Zellkulturen

IFO Institute for Fermentation Japonya | 16000 wwwsoc.nacsis.ac.jpfifo

™M1 International Mycological Institute Ingiltere  { 12500 hwww.uknec.co.uk

(CM)) (Commonwealth-CAB) -
UKNCC | UK National Culture Collection

NRRL | Northern Regional Research Lab. ABD 80000 nrrlneaur.usda. gov
Agricultural Res. Service C.C. (USDA)
*Kasim 2000

Biyokatalizor olarak mikroorganizmalarin kullamm ustiinlikleri asagidaki

boliimlerde karsilastirilmali olarak verilmektedir.
b) Canh bitki, bitki doku ve hiicre kiiltiirleri

Tiim canh bitki, doku kiiltiini laboratuvarlarinda tiretilmis dokular ve hiicreler,
biyotransformasyonlarda kullanilabilmektedir [90, 91]. Tim canh bitkinin
biyokatalizor olarak kullaniminda déniigiimii aragtirilacak olan materyal, topraga
veya suya ildve edilebilecegi gibi, bitkinin iletim sistemine dogrudan da
verilebilir. Doku ve hiicre kiiltiirlerinde, materyalin besi yerlerine ilavesi geklinde
gerceklestirili. Bu uygulamalarin timiinde canli bitkide bulunan enzimler
transformasyonlart etkilemektedir. Bitki hiicrelerindeki enzimlerin ¢esitliligi g6z

Oniine alinirsa bu tip reaksiyonlarin stabil ve tutarll olmamasi, dolayisiyla



reaksiyonlarin kontroliintin zorlugu kolayhkla anlasilir. Diger olumsuzluklari,
mikrobiyal transformasyonlarla kargilagtirmali olarak su sekilde siralayabiliriz

[85, 90-100];

e Mikroorganizmalarin hacimce egit oranlarda gogalmasi 20-40 dakika siirerken
bitki hiicreleri 20-200 saat sonra ancak iki katina ¢ikabilmekte, dolayisiyla
biyotransformasyon reaksiyonlar: 15 giinden 2-3 aya kadar siirebilmektedir.

Bu siire icinde devamhiliin ve steril kosullarin saglanmast oldukga giigtiir,

e Bitki hiicreleriyle yapilan biyotransformasyon g¢aligmalarinda, genel olarak

mikrobiyal sistemlere kiyasla diigiik verimler elde edilmektedir,

e Bitkilerde biyosentetik yollar ve mekanizmalar heniiz tam olarak
bilinmemektedir, bitki hiicrelerinin optimum sartlarda gelismis olmalari

sekonder metabolitlerin de maksimum oranda olacagini garanti etmez,

e Hiicre farklilagmasi sonucu birgok sekonder metabolit olusmakta ve bunun
etkisiyle kimyasal farklilagma da gergeklesmektedir. Bunlarin ayrim
gliniimiz teknikleriyle heniiz tam olarak miimkiin degildir, yani metabolitlerin
morfolojik farklhilagmayla mi yoksa kimyasal bir reaksiyon sonucu mu

olustugu kesin olarak belirlenememektedir,

e Bitkisel hiicrelerin kolaylikla kontamine olabilmesi, bu tip biyotransfor-

masyonun endistriyel boyutta geligimini ciddi olarak engellemektedir.
b) Canh hayvan, hayvan doku ve hiicre kiiltiirleri

Bitkilerde oldugu gibi tim canhi hayvan, doku ve hicre kilturleri
biyotransformasyon amaciyla kullamlmaktadir. Canli hayvan ¢aligmalarina 6rnek
olarak solucan, fare, rat, ve tavsan ile yapilan transformasyon aragtirmalari
verilebilir [9, 101-110]. Bitki baglig: altinda verilen tim olumsuzluklar hayvansal
biyokatalizorlerin kullaniminda da gegerlidir.

Ayrica tim hayvanlarla yapilan deneylerde sonuglarin kan, idrar gibi viicut

stvilarinda aranmasi daha spesifik laboratuvar gartlarim gerektirmektedir.



¢) Insan metabolizmasi

Biyotransformasyon reaksiyonlari insan viicudunda strekli
gerceklesmektedir. Bundan dolayi, insanda bu tip reaksiyonlar ¢esitli amaglar igin
kullamlmaktadir [111-113]. Olusan Uriinler, yani metabolitler viicut sivilarinda
aranir. Bitki ve hayvanlarin kullanimindaki tim dezavantajlaninin yaninda etik

kurallar da bu tiir deneylerin azaltilmis olmasinda 6nemli bir faktordir.

B) Hiicresiz preparatlar (enzimler):

Bu g¢aligmalarda dogal kaynaklardan izole edilen veya ticari olarak elde
edilebilen saf veya yan saf enzimler kullamlir [5, 6, 33, 50, 87, 114-119]. Izole
enzimlerle yapilan ¢aligmalarda hedeflenen doniigsiimler gergeklestirilebilir, ancak
pahali olusu, 6zel reaksiyon kosullart ve kofaktor gerektirmesi dezavantaj olarak
belirmektedir. Ancak belli reaksiyon basamaklant igin kullanimlari daha
yaygindir. Yontemleri ve uygulamalan siirekli gelismekte olup reaksiyon

triniiniin genellikle kolay elde edilebilmesi en biiyiik avantajlarindandir.

Butiin hicre sistemleriyle hiicresiz preparatlarin  biyokatalizor olarak

kullamimlan Cizelge 1.2. ve 1.3.” de karsilagtirmali olarak verilmektedir.

Cizelge 1.2. Biyokatalizorlerin karsilagtiriimasi

A) Biitiin hiicre sistemleri B) Hiicresiz Preparatlar
Tipleri
° Biiyiiyen kiiltiirler = Hiicresiz ekstreler
= Stasyoner hiicreler = Saflastinlmig enzimler
= Liyofilize hiicreler o Modifiye edilmis enzimler
° Multi enzim sistemleri = Modifiye edilmig hicreler
Formlan
= Canlt organizma, doku veya hiicre o Serbest halde
= Mikrokapsiil/ mikroemiilsiyon halinde = Mikrokapsiil/ mikroemiilsiyon halinde
oimmobilize hiicre sistemleri © Immobilize sistem
Ortam
e Sulu ¢ozeltiler @ Sulu gozeltiler
@ Organik ¢dziicil iceren sulu gozeltiler s Organik ¢oziicii igeren sulu ¢ozeltiler
@ Su-organik faz bifazik sistemler = Su-organik faz bifazik sistemler
@ Organik ¢bziici icinde hiicre igeren | Susuz organik goziiciler
preparasyonlar




Cizelge 1.3. Her iki yontemin karsilastinlmasi, avantaj (+) ve dezavantajlan (-)

A) Biitiin hiicre sistemleri B) Izole enzim sistemleri

Ucuz + {Pahal -
Cok cam malzeme ve 6zel diizenekler |- | Basit diizenekler +
Ekstraksiyon ve izolasyon iglemleri - | Ekstraksiyon ve izolasyon islemleri|+
kansik kolay

Yan reaksiyonlar, yan tirinler +/- | Segici ve ozel +
ve etkilesimler

Coziiciiler ve enzimler ile etkilesebilir |- | Coziiciler iyi tolere edilir +
Enzim kofaktérleri meveuttur + |Enzim kofaktorlerinin aynca ilvesi |-

gereklidir

1.1.4. Kisa Tarihgesi

Biyotransformasyon, biyoteknoloji ile i¢ ige dugiiniildiigii zaman, M.O.
3000 yilina, ilk ekmek mayasinin ve ilk alkolli igecegin yapildigi dénemlere
kadar gidilebilir. Pasteur 1858 de, Penicillium glaucum fungusu yardimyla DL-
bamonyum tartarattan L-enantiyomerini elde etmistir. Bu g¢aligma, rasematlarin
kinetik ayinminin ve modern biyotransformasyon g¢aligmalarinin ilk Srnegidir.
Yine Pasteur’un 1864°de, Acefobacter aceti ile etil alkolin oksidasyonu sonucu
asetik asit (sirke) elde etmesi bilimsel literatiire ge¢mis ilk biyotransformasyon
reaksiyonudur. Ancak modern uygulamalarin temelini steroitlerin mikrobiyal
transformasyonu olusturmugtur. Bunun en iyi omegi 1937°de Mamoli ve
Vercellone’nin mayalar yardimiyla androstrendion'u testesteron'a indirgemesidir.
1952’de Peterson ve Murray, Rhizopus arrhizus adli fungus ile progesteronun (6)
11a-pozisyonuna hidroksil grubu ekleyebilmisler ve triin (7) segici olarak elde
edilmigtir (Sekil 1.1.). Yillar gectikge bu konu iizerindeki yogun ¢aligmalar biiyuik
bir veri ve bilgi birikimiyle sonuglanmigtir. Verimli endiistriyel uygulamalar

zaman iginde bu teknolojinin gelisimini hizlandirmustir [4, 13, 14, 17, 29, 56-58].

¢ 0O

HO,,,. ‘ '
R arrhizus ‘ ‘
v ———————-
o o}

6 7

Sekil 1.1. Progesteron’un biyotransformasyonu
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1.1.5. Biyotransformasyon ve Farmakognozi

Biyolojik kokenli ve biyoaktif maddeler, farmakognozinin temel konusudur.
Sadece biyoaktif maddeler degil, gida katki maddeleri (tat ve renk), parfiimeri ve
kozmetik trtinlerde kullamlan koku bilesikleri de dogal maddeler sinifinda olup
onemli bir ekonomik deger tasimaktadir. Ayrica dogal riinler, model molekiil
olarak sagladiklan gesitlilik ve biyolojik aktiviteleri ile sentetik kimyacilara model
olusturmaktadir. Dogal madde olarak nitelendirilen mikrobiyal biyotrans-
formasyon uriinleri, farmakognozi igindeki yerini hizla almaktadir. Bu teknikte
mikrobiyoloji biliminin hizli gelisimi ve katkilari 6énemli bir yer tutmaktadir.
Sadece farmakognozik agidan degil, sosyolojik ve ekonomik agidan da dogal
maddeler gelismis ve modern toplumlarda “saglikh ve dogal yasam” felsefesini
benimseyen tiiketicilerin, gida katki maddeleri, ilag, parfimeri ve kozmetik
urunler de ilk tercihi olmaktadir [8, 60, 69, 79, 120, 121-123].

Dogal maddelerin gerek farmakognozik agidan gerekse yukanida kisaca
bahsedilen diger alanlardaki onemlerinden dolay1 biyotransformasyon daha da
onem kazanmaktadir. Biyotransformasyon trtnleri 6n ¢ahismalarla belirlenen
mikroorganizma ve optimum sartlarin korunmasiyla elde edilebilme olanag:
vardir. Ayrica bazi degisikliklerle, endiistriyel iiretime gegmek de mumkiindir
[20, 33, 87, 114, 124-128]. Dogal zenginliklerin ve g¢esitliligin korunmasi da
Oonemli bir avantaj olarak dikkat ¢ekmektedir. Bu durumlarda mikrobiyal
biyotransformasyon yontemleri ili¢ ve gida endiistrisine verimli ve kaliteli
hammaddeler saglayan daha ucuz endiistriyel ¢oziimler getirebilmektedir. Eger
biyoteknolojik yontemler klisik yontemlerden daha ekonomik trinler ortaya
koyabilirse endiistri bu yonde daha ¢ok yatinm ve tiretim yapmay: tercih edecektir

[20, 69, 78, 85, 122, 125].

Biyotransformasyon uygulamalaninin avantajlari su sekilde ozetlenebilir:

o Tl4¢ etken maddeleri, gida katk: maddeleri ve koku hammaddeleri gibi 6zel
kimyasallarin donigiimi ve tretimin saglanmasi (antibiyotik ve steroitlerin ucuz
ve kolay tiretimi),

e Yapi etki iligkilerinin aragtirilmast igin tiirevlerin kolaylikla yapilabilmesi,
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e Secilmig kimyasal tiirevlerin (enantiyospesifik, stereospesifik vb) tiretimi,
» Rasemik karigimlarin segici olarak ayrimi,

* Biyolojik sistemlerde metabolizma ¢aligmalarinin agiklanabilmesi,

e Biyosentez ¢aligmalari ve biyolojik sistemlerin taklit edilebilmesi,

e Biyodegredasyon (gevre, ekoloji, geri doniisiim, biyokiitle, biyoenerji

konularinda).

1.1.6. Biyotransformasyon ve Fermantasyon

Fermantasyon, mikrobiyal transformasyondan prensip olarak farklilik
gosterir. Fermantasyon isleminde mikroorganizmalar tarafindan tiretilen madde,
kiiltir vasatim olusturan karbon, hidrojen, azot ve inorganik maddelerinin
kullamimiyla ve mikroorganizmanin enzimlerinin katalizorkigiinde olusan dogal
bir maddedir. Gida maddelerinin Gretiminde de genig bir sekilde kullanilir. Ham
veya pisirilnﬁs gidalara kendine has oOzellikler verir (tat, koku, goriinis,
dayaniklilik, istikrarlilik, hijyenik guvenlik). Fermantasyon islemi giiniimiizde
sadece gidalarda degil, antibiyotik, ila¢ etken maddesi, amino asit, enzim, koku
maddesti, kimyasal madde ve ¢6zici uretiminde laboratuvar olgekten endustriyel
Olcege kadar yaygin olarak kullamilmaktadir [54, 74, 86, 129].

Biyotransformasyonda ise canhi veya izole biyokatalizorler besi yerine
ilave edilen materyali donistirmektedir. Biyotransformasyon ile Gretimlerde stire

fermantasyona gore daha kisa, verimler-daha yiiksek, reaksiyonlar daha basittir.
1.1.7. Bashca biyotransformasyon Reaksiyonlar

Burada siralanacak olan reaksiyonlar biyotransformasyonlarin neredeyse
tiim sentetik reaksiyonlara esdeger reaksiyonlar1 yapabilecegini gostermektedir.
Genig bir gesitlilige sahip biyotransformasyon reaksiyonlanmn bir ozelligi de
sentetik olarak gergeklestirilemeyecek reaksiyonlan gergeklestirebilme olanagidir.
Giiniimiizde kimyasal maddeler nasil kolaylikla temin edilebiliyorsa biyo-
katalizorlerin de temini kolaydir. Birgok kimyaci biyokatalitik reaksiyonlara

zaman zaman bagvurmaktadir. Ancak biyotransformasyonlarin daha yaygin olarak

12



kullanilmas: i¢in bu alanda yapilacak bir ¢ok ¢alisma ve derlemeye ihtiyag
duyulmaktadir [5, 14, 16, 19, 29, 30, 52, 130-136].

Reaksiyon tipleri su sekilde gruplandrilabilir:

1. Oksidasyon (Hidroksilasyon, Epoksidasyon, Dehidrojenasyon, Baeyer Villiger
Oksidasyonu, Kismi oksidatif degradasyon),

2. Rediksiyon (Ketonlann, Aldehitlerin, Karboksilik asitlerin, Heteroatomlarin
indirgenmesi, Cifte baglarin hidrojenasyonu),

3. Hidrolitik Reaksiyonlar (Esterlerin, C-N ve epoksitlerin hidrolizi, C=C
baglarina su girisi, N-demetilasyon),

4. Katiim ve Kondensasyon (Ester ve amit baglarimin olusumu, Asikloin
kondensasyonu, C=C baglarina amonyak ilavesi, kupling reaksiyonlar1 ),

5. Izomerizasyon,
6. Yeni C-C baglarnnn olusumu,

7. Yeni heteroatomlann ilavesi.
1.1.8. Klasik Kimyasal Reaksiyonlara Ustiinliikleri

Biyotransformasyon reaksiyonlarimin klasik kimyasal reaksiyonlara

usttnliikleri su sekilde 6zetlenebilir:

e Kimyasal olarak inert veya inaktif karbon atomlarina fonksiyonel gruplarin
ilavesi (Omn.: Terpenoitlerin regioselektif hidroksilasyonlar1) miimkiindiir,

e Birden fazla fonksiyonel gruba sahip molekiillerin segici olarak turevlerini
hazirlanmas1 miimkiindiir, ~

e Siral tirev olusturulur, progiral karbon atomlann kullamldiginda
biyotransformasyon sonucu siral tiirevler, rasemik tirin vermeden, kolaylikla

olusturulabilir.

e Rasemik maddelerin ayrimi gergeklestirilebilir. Bu yontem endustriyel olarak
da kullamlmaktadir (Orn.: Amino asitler).

Tim bunlar dikkate alinip ve uygun sekilde kullanildiginda, aym zamanda
verimler iyi, iriinlerin ayinmi ve izolasyonu kolay ise biyotransformasyonlar
zamanla klasik dretim ve elde yontemlerinin yerini almaya adaydir [6, 17, 20, 51,

57,79, 125, 126).

13



Endistride biyotransformasyon teknolojisi kimyasal sentezlerin yerine
kullamlmaktadir. Bunun en iyi 6megi polimer kimyasinin ana bilesiklerinden
akrilamit Uretimidir. Akrilamit, akrilnitril’den Rhodococcus rhodochrous adh
mikroorganizmanin nitril hidrataz enzimi ile biyotransformasyonu sonucu elde
edilir. Bu bilesigin Japonya’da yillik tretim miktann yaklajtk 30000 ton’dur.
Glikozdan fruktoz iiretimi daha basit bir dénigiimle gerceklesmekte ve yillik
tretim 1 milyon ton ile miktar olarak ilk sirada yer almaktadir. Gida endiistrisinde
pazan gittikge artan dugiik laktoz’lu trinlerin tretimi de bu tip endiistriyel
tiriinlere iy1 bir ornektir. Sekil 1.2.’de formiilleri verilen bu islemler, endiistriyel

tiretime bagariyla uygulanmis drneklerdir [125].

w nitril hidrataz ﬂ/NH—‘,
CN

H,0 [o]
akril nitril akrilamid
OH
fruktoz
laktoz galaktoz

Sekil 1.2. Endiistriyel biyotransformasyonlar

Vanilin, simik asit/kinik asit ve timidin endiistriyel tretim ic¢in potansiyel
drinlerdir. Bu Uriinler (zerinde aragtirma-gelistirme ¢alismalari  halen
sirmektedir. Vanilin, taze Vanilla planifolia meyvalarinda glikovanilin olarak
bulunmaktadir. Meyvelerin fermantasyonu sirasinda oksidasyonla glikovanilik
alkole ve hidrolizle glikoz ve vanilik alkole dontgir. Vanilik aldehit’in
oksidasyonu ile son iriin olan vanilin’i verir. Yillik talep 120 ton olmasina
ragmen sadece 2 ton miktarinda iiretilebilmektedir. Sentetik olarak ise fenolden
elde edilmektedir. Ancak biyokatalitik olarak elde edilecek vanilin alternatif bir
yontem olarak klasik reaksiyonlarla rekabet edebilir. $imik asit/kinik asit
Influenza (grip) viriisine karsi kullanilan ilacin sentezinde ara madde olarak énem

tagimaktadir. Timidin bircok antiviral niikleositin sentezinde kullamlmaktadir.
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Ozellikle AIDS viriisiine karst kullanilan 3’-deoksi-3’-azidotimidin (AZT) sentezi
i¢in ihtiya¢ duyulmaktadir (Sekil 1.3.).

OH
COOH CHO
wOH
E. ool xcilatdchit
rekombinant dehidrojenaz
H OH OCH,
HO  &H OH OH
D-glikoz vanilik asit vanilin
OH HQ, COOH COOH
~OH )\/j\ _.\\\OH
————h
—
—""VOH OH
HO OH
D-glikoz 3-deh1drok1mk asit 3—deh1dro$1kimik asit
Ho, ,COOH COOH
A ~OH
HO™ ™~"YoH  HO" ™ H
OH OH
kinik asit sikimik asit
</ IK )\ 13
7 NH
— "¢ o< lﬂ
J N~ O
HO H
2'-deoksiinosin timin timidin hipksantin urik asit

Sekil 1.3. Potansiyel endiistriyel biyotransformasyonlar

1.1.9. Biyotransformasyon Reaksiyonlarini Etkileyen—Faktiirler

Biyotransformasyon reaksiyonlarimin katalizorleri canhilar ve enzimler
oldugundan reaksiyonlarin gerceklesebilmesi igin gerekli sartlar kimyasal
reaksiyonlara oranla daha cesitli ve daha hassas olabilmektedir. Besi yerinin
bilesimi, materyalin toksisitesi ve konsantrasyonu (tolerans aralign % 0.1-10>),
ortamun sicakhigt (degisim limiti = 2°C), ¢alkalama mz1 (rpm), zaman (saat- ay),
oksijen miktari, pH (genellikle nétr) ve mikrobiyal biyokatalizde mikroorganizma
sugunun kokeni O6nemli faktorlerdir. Yine mikrobiyal transformasyonda
materyalin antimikrobiyal etkisi ve bu etkinin gonildigi konsantrasyon onemle

g6z 6ninde tutulmasi gereken bir 6zelliktir.
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1.1.10. Biyotransformasyon ve Enzimler

Temelde tim biyotransformasyon reaksiyonlar1 enzimatik olarak
gergeklesmektedir. Bu enzim guruplan hakkindaki bilgiler tiim biyokatalizorlerle
uygulanan reaksiyonlarin mekanizmalari hakkinda fikir vermektedir [5, 6, 14, 15,
17, 50, 56, 87]. Enzimler, IUB (International Union of Biochemistry)
Isimlendirme Komitesi tarafindan, katalizledikleri reaksiyon gesitlerine gore

birgok alt gruplan olmakla birlikte baglica 6 ana gruba ayrilmiglardur:

EC-1. Oksidorediiktazlar: Oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlarimi katalizler.
Om.: C-H+~CH-OH, CH-OH «>C=0, CH-CH~C=C vb.

EC-2. Transferazlar: Fonksiyonel gruplarn transferini katalizler. Om.: Fosfat,
asetat, glikosil, acil gibi fonksiyonel gruplarin bir substrattan bagkasina
eklenmesini saglar.

EC-3. Hidrolazlar: Esterlerin, glikozitlerin, amitlerin ve peptitierin hidrolizlerini
katalize eder.

EC-4. Liyazlar: Genelde H-X tipinde fonksiyonlann C=C, C=0 ve C=N ifte
baglarina katihimini veya ¢ikigim saglayan reaksiyonlan katalizler.

EC-5. Izomerazlar: Bu tip enzimler gifte bag yer degisimi, Z/E ve cis/trans
izomerizasyon, rasemizasyon ve epimerizasyonlarim katalizler.

EC-6. Ligazlar: ATP enerjisi sayesinde C-O, C-S, C-N ve C-C gibi katihmlan
katalizler.

1.2. Dogal Koku ve Tat Maddeleri

“Dogal koku ve tat maddelerin” tamm Amerikan Federal Ili¢ ve Gida
Idaresi (FDA) yonetmeliklerine gore: ugucu yag; oleorezin; esans veya ekstre;
hidrolize protein; gida degerinden ¢ok gidalarda koku ve tat fonksiyonu olan
kavrulmusg, isitilmig, enzimatik faaliyet sonucu elde edilmig veya tiiretilmis
baharat, meyve, meyve suyu, yenilebilir mantar/maya, ot, kabuk, tomurcuk, kok,
yaprak veya benzer bir bitkisel materyal; et, deniz Unini, kimes hayvan,
yumurta, siit iriinii veya bunlarn fermantasyon triinleri olarak verilmektedir [60,

79, 81, 84, 85, 93]
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Bu tamim hayvansal ve bitkisel urinlerin yaninda enzimatik ve
fermantasyon urinlerini de kapsamaktadir. Bir bilesigin dogal kabul edilebilmesi
icin dogal bir baglangi¢ maddesinden tretilmesi ve iliretimde higbir sentetik
maddenin rol almamig olmasi gerekir. Dolayisiyla kimyasal reaksiyonla elde
edilen madde dogal olarak nitelendirilemezken biyotransformasyon ile elde edilen
madde yonetmeliklere gore olarak dogal kabul edilebilir. Sentezler ile elde edilen
driinler ise “suni tatlandiricilar” olarak adlandirilir. Bu uygulama benzer bir
sekilde Avrupa da kabul gormektedir [10, 85, 120, 137]. Ancak aym tamm bitkisel
doku hiicreleriyle yapilan biyotransformasyon ve triinleri i¢in heniiz tam agik
degildir.

Tat ve gida katki maddeleri kadar biyiikk bir ekonomik potansiyele sahip
olan kozmetik amagh koku maddeleri de biyoteknolojinin ilgi alanina girmektedir.
Fark!i dogal kaynaklardan yeni koku bilegiklerinin elde edilmesi her zaman ilgi ve
aragtirma konusu olmustur {81, 93, 138-140]. Dogal uriinlere olan agin talepten
dolayi, dogal tirin olarak koku bilesiklerinin biyotransformasyon ile tiretilmes,
son yillarda aragtirmalann yogunlagtigi alanlardan olmustur [10, 75, 77, 79, 122,
137]. Aroma biyoteknoloji ad1 altinda yeni bir terim ve aragtirma alamt geligmistir
[10, 81, 137). Heniiz verimler ve iriin ¢esitleri istenen boyutlara ulasmamustir,
ancak vanilin gibi ekonomik degeri yiiksek molekiiller tizerinde optimizasyon
caligmalan ve bir ¢ok terpenik madde ile de aragtumalar siirmektedir [125, 141,
142].

Dogal koku ve tat maddesi olarak ugucu yaglarin yogun olarak kullanildig:
bilinmektedir. Ugucu yaglarnn bilesimleri ise monoterpen ve seskiterpen, kismen
de diterpenlerden olusmaktadir. Bu tezin konusu monoterpenlerden olugmakta, bu

nedenle de sadece monoterpenlerle ilgili daha genis bilgiye yer verilmektedir.

1.2.1. Monoterpenier

Monoterpenler, izopren tiirevleridir. Izopren tiirevleri ile ilgili ilk ¢aligmalar
19. yy’da baglamustir. 1818’de Labillardiére terementi ile arastirmalar yaparken
karbon:hidrojen orani 5:8 olan bir bilesige erigmigtir. 1826’da Faraday kauguk ile
terementi arasindaki benzerligi arastirirken kaugugun formilinid, CsHs olarak

vermigtir. 1860’da Williams kaugugun 300-350°C’de pirolizi sonucu elde ettigi
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ayni Uniteye “izopren” adimi vermistir. 1868’de Hlasiwetz ve Hinterberger,
terementi buharindan elde ettikleri sivi Uninin formulini CsHg olarak
bildirmisler, 1884’de Tilden, kaugugun kuru distilasyonu ile elde edilen trinle
terementiden elde edilenin ayn1 izopren oldugunu agiklamigstir. 1884-1887 yillart
arasinda bu konuda arastirmalanni sirdiren Otto Wallach “izopren kurali”m
agiklamaya ¢aligmus, CsHg iinitelerine hemiterpen, CioH;s tnitelerine de gercek
“terpen”, (CsHs)x unitelerine de politerpen demistir. Diger alt guruplar
(seskiterpen, diterpen vb.) daha sonra agiklanmis ve (C;oHje)x formiline uyanlar
politerpen simfina dahil edilmistir. [zopren kurah, daha sonraki yillarda yapilan ve
yapilmakta olan aragtirmalara 1stk tutmugtur. 1920°de Ruzicka, Wallach’in
hipotezi dogrultusunda izopren’in (8) agik formiili ¢izerek konuya katkida

bulunmustur [143-147].

HzC CHZ
N\
C—CH
HiC

8
“Terpen” terimi ilk defa Kekule tarafindan terementi yagindaki C;oHjs
formiline uyan hidrokarbonlar igin, “terpenoit” terimi ise 1955’lerde izopren

Unitesi tagiyan sekonder metabolitlerin tarifinde kullanilmigtir [145].

Cizelge 1.4. Terpenoitlerin simflandinlmas:

Simf C Atomu Savisi _ Izopren Unitesi sayis1
Hemiterpen 5 1
Monoterpen 10 2
Seskiterpen 15 3
Diterpen 20 4
Sesterterpen 25 5
Triterpen 30 6
Tetraterpen 40 8
Politerpen 40> 8>

Monoterpenler, iki izopren initesinden olugsan 10 karbonlu terpenlerdir.
Ugucu yaglarin ve oleorezinlerin karakteristik bilesenleridir. Ugucu yag tagiyan
bitkilerin salg: sistemlerinde depolanirlar, diger bitkilerde ise minor metabolitler
olarak bulunurlar. Giinimiizde yapisi tayin edilmis 740 kadar monoterpen
bilinmektedir. ki izopren tinitesinin ¢ok farkli kombinasyonlarda bir araya

gelmesi, 40 ayr iskelete sahip olduklarini ortaya koyar. Ayrica alkol, ester, keton
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ve aldehit gibi gruplan da tasirlar. [148-150]. Monoterpenleri konu alan bir ¢ok
derleme mevcuttur [144, 151-156].

Monoterpenler bitkiler aleminde Asteraceae, Burseraceae, Asteraceae
(Compositae), Cupressaceae, Gramineae, Hypericaceae, Lamiaceae (Labiatae),
Lauraceae, Myrtaceae, Myristicaceae, Orchidaceae, Pinaceae, Pittosporaceae,
Podocarpaceae, Rosaceae, Rutaceae, Taxodiaceae, Umbelliferae (Apiaceae),
Valerianaceae, Violaceae ve Zingiberaceae gibi familyalarda yaygin olarak
bulunurlar. Ayrica Bryophyta (cigerotu), bakteri, fungus, deniz canhlan (alg,
yosun, yumusakgalar vb.), bocek ve benzeri eklembacaklilarda bulunurlar. Ayrica
timsah ve kunduz gibi gelismis canlilarin glandiler salgilarinda ise gidalardan
absorpsiyon sonucu birikmig oldugu digiinilen monoterpen ve tirevleri
bildirilmistir [36, 146, 148, 157, 158].

Bu ¢alismada kullamlan monoterpenlerle ilgili bilgiler bu bolimde
verilmektedir:

1.2.1.1. Karvakrol

Sinonimleri: - 5-izopropil-2-metilfenol; hidroksi-4-izopropil-1-metilbenzen;
p-menta-1,3,5-trien-2-0l; 2-hidroksisimen; simofenol;
p-simen-2-ol; 5-izopropil-o-kresol

Formiilii:

CAS No: 499-75-2 FEMA: 2245

Fiziko Kimyasal ve ~ KN: 237°C; d: 0.976; np: 1.5235

Spektral Veriler: "H NMR (400 MHz):5 1.24 (s, H-9), 1.26 (s, H-10), 2.26 (s, H-7), 2.85
(m, H-8) 6.7-6.77 (m, Ar-H).
3C NMR (100 MHz): & 15.9 (C-7), 24.5 (C-9,10), 34.2 (C-8), 113.8 (C-
3), 119.4 (C-5), 121.8 (C-1), 131.5 (C-6), 148.9 (C-4), 154.0 (C-2).
MS m/z :150, 135 (100), 115, 107, 91, 77, 66, 51, 39.
GC-FT/IR: 3648, 2969, 1583, 1512, 1424, 1225, 1176, 1111, 808 cm ™.

Bulunusu: Familya: Agavaceae, Annonaceae, Apiaceae, Asteraceae,
Caryophyllaceae, Chenopodiaceae, Ericaceae, Gentianaceae,
Geraniaceae, Lamiaceae, Liliaceae, Meliaceae, Paconiaceae, Sapindaceae,
Trichocoleaceae, Verbenaceae, vb.

Fiyati: 36-42 $/kg

Kaynak: [Napralert, Frutarom], [22, 149]
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1.2.1.2. Timol

Sinonimleri:

Formiilii:

CAS No:
Fiziko Kimyasal ve
Spektral Veriler:

Bulunugsu:

Fiyati:
Kaynak:

2-izopropil-5-metilfenol; 5-metil-2-(1-metiletil)fenol;
p-menta-1,3,5-trien-3-0l; p-simen-3-ol; 6-izopropil-m-kresol; 3-hidroksi-
4-izopropiltoluen; 3-hidroksi-p-simen; timianik asit; timianik kafur ; m-
timol

on ML

2
89-83-8 FEMA: 3066
EN: 50-51°C; KN: 232°C; d: 0.965; np: 1.5227
"H NMR (400 MHz):61.25 (s, H-9), 1.27 (s, H-10), 2.29 (s, H-7), 3.18
(m, H-8) 6.59-6.76 (m, Ar-H).
B3C NMR (100 MHz): §21.3 (C-7), 23.3 (C-9,10), 27.2 (C-8), 116.7 (C-
2), 122.3 (C-6), 126.8 (C-5), 132.1 (C4), 137.1 (C-1), 153.0 (C-3).
MS m/z :150, 135 (100), 115, 91, 77, 66, 51, 39.
GC-FT/IR: 3649, 2970, 2882, 1510, 1426, 1289, 1218, 1151, 807 cm’,
Familva: Annonaceae, Apiaceae, Aristolochiaceae, Asteraceae,
Burseraceae, Capparidaceae, Chenopodiaceae, Cistaceae, Ericaceae,
Euphorbiaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Malvaceae,
Menispermaceae, Myrtaceae, Paconiaceae, Polygalaceae, Rutaceae,
Saururaceae, Scrophulariaceae, Simaroubaceae, Theaceae, Verbenaceae,
Zingiberaceae, vb.
15 $/kg
[Napralert, Frutarom] [149]

1.2.1.3. Karvakrol Metil Eter

Sinonimleri:

Formiilii:

CAS No:
Fiziko Kimyasal ve
Spektral Veriler:

Bulunusu:

Fiyat:
Kaynak:

4-izopropil-2-metoksi-1-metilbenzen; karvakril metil eter;
2-metoksi-karvakrol; metil karvakrol

OCH;,
Cy H; 0
MA: 164

3
6379-73-3
KN: 216°C
"H NMR (90 MHz): 6 1.44 (s, H-9,10), 1.42 (s, H-7), 3.1 (m, H-8), 4.06 (s,
OCHa), 6.92-6.99 (m, Ar-H).
3C NMR (22.5 MHz): 615.7 (C-7), 24.1 (C-9,10), 34.2 (C-8), 55.2
(OCHs), 108.5 (C-3), 118.0 (C-5), 123.9 (C-1), 130.4 (C-6), 147.9 (C-4)
157.7 (C-2).

MS m/z :164, 149 (100) 134, 117, 105, 91, 77, 65, 51, 39.

FT/IR: 2959, 1612, 1585, 1512, 1464, 1413, 1253, 1170, 1134, 814 cm™.
Familya: Annonaceae, Apiaceae, Cistaceae, Cupressaceae,
Euphorbiaceae, Lamiaceae, Zingiberaceae, vb.

55-60 $/kg

[Napralert, Frutarom] [149]

FEMA: -
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1.2.1.4. Timol Metil Eter:

Sinonimleri: 1-izopropil-2-metoksi-4-metilbenzen;
2-izopropil-5-metilanisol; timil metil eter; 3-metoksi-timol;
Formiilii: CLHLO
MA: 164
OCH,
4
CAS: 1076-56-8 FEMA: 3436
Fiziko Kimyasal ve© KN: 211-212°C
Spektral Veriler: "H NMR (90 MHz):6 1.15 (s, H-9), 1.23 (s, H-10), 2.32 (s, H-7), 3.28 (m,
H-8), 3.08 (s, OCH3), 6.67-7.13 (m, Ar-H).
BC NMR (22.5 MHz): §21.3 (C-7), 22.8 (C-9,10), 26.5 (C-8), 55.3
(OCH3), 111.5(C-2), 121.1 (C-6), 125.8 (C-5), 134.1 (C-4), 136.3 (C-1)
156.7 (C-3).
MS m/z :164, 149 (100) 134, 119, 105, 91, 77, 65, 51, 39.
Bulunusu: Familya: Asteraceae, Annonaceae, Aristolochiaceae, Cyperaceae,
Euphorbiaceae, Scrophulariaceae, Pinaceae, Poaceae, Rutaceae
Verbenaceae, Zingiberaceae, vb.
Fiyati: 49-65 $/kg
Kaynak: [Napralert, Frutarom] [149]

1.2.1.5. Karvon

Sinonimleri: p-menta-6,8-dien-2-on; 6,8(9)-p-mentadien-2-on; karvol;
2-metil-5-(1-metiletenil)-2-siklohekzen-1-on; 5-izopropenil-2-metil-2-
siklohekzen-1-on; 1-metil-4-isopropenil-6-siklohekzen-2-on

Formiilii: I
1@ S
9 2 10 //\

5 s

CAS: 2244-16-8 (5), 6485-40-1 (5°) FEMA: 2249

Fiziko Kimyasal ve  (5) KN: 230°C; d: 0.965; np: 1.4989 [o]p + 61.2°

Spektral Veriler: (5°) KN: 230-231°C; d: 0.9652; np: 1.4988 [at]p, - 62.46°
"H NMR (400 MHz): 6 1.61 (s, H-9), 2.14 (s, H-7), 4.6- 4.64 (H-10), 6.6 (H-6).
3C NMR (100 MHz): & 15.9 (C-7), 20.7 (C-9), 31.5 (C-5), 42.7 (C-4), 43.4 (C-3),
110.7 (C-10), 135.6 (C-6), 144.8 (C-1), 146.9 (C-8), 199.7 (C-2).

MS m/z : 150, 135, 108, 93, 82 (100), 54.
(5) GC-FT/IR: 3377, 3087, 2979, 2935, 2902, 1698, 1370, 1109, 898 cm™.
(5°) GC-FI/IR: 3377, 3086, 2978, 2930, 1696, 1370, 1108, 898 cm’.

Bulunugu: Familva: Anacardiaceae, Annonaceae, Apiaceae, Asteraceae, Brassicaceae,
Chenopodiaceae, Cupressaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Geraniaceae, Iridaceae,
Lamiaceae, Lauraceae, Liliaceae, Myrtaceae, Oleaceae, Parmeliaceae,
Passifloraceae, Poaceae, Ranunculaceae, Rutaceae, Simaroubaceae, Valerianaceae,
Verbenaceae, vb.

Fiyati: 56.5-60 $/kg (5), 17-20 $/kg (5)

Kaynak: [Napralert, Frutarom] [149]

21



1.2.2. Monoterpenlerin Biyosentezleri

Biyosentez reaksiyonlar1 doganin tercihidir disincesi, biyosentezin
mitkemmelligini de agiklamaktadir. Bu reaksiyonlarin  aym  sekilde
mikroorganizmalarin da tercihi olabilecegi diiginilmektedir. Biyosentez
bilgilerinin biyotransformasyon reaksiyonlarinin agiklanmasina yardimer olacag:

g0z Oniine alinarak monoterpenlerin biyosentezleri kisaca agiklanmigtir.

Izopren tiirevlerinin biyosentezi bitki hiicrelerinde sitoplazma, mitokondri
ve plastitlerde, 6zellikle monoterpenlerin biyosentezi ise salg1 sistemi, idiyoblast
hicreleri ve plastitlerde gergeklesmektedir [144, 152, 158]. Monoterpenlerin
biyosentezleri ile ilgili bilgiler, 1920°li yillarda elde edilmistir. Bu ilk teorilere
gore, fotosentez tirini glikozdan baglayan bu basamaklarda glikoz ile fosfofenol
piruvat ve piruvat olugmaktadir. Asetik koenzim-A’nin katilim: ve iki molekiilin
hekza-metil-glutamik asit (HMG-CoA) vermesi ve mevalonik asit ve izopentenil
difosfat (IPP) olusumuyla biyosentez devam etmektedir. Bu yol, klasik

asetat/mevanolat yolu olarak bilinmektedir.

Son yillarda piruvat ve D-gliseraldehit-3-fostat’in 1-deoksi-D-ksiluloz-5-
fosfat1 ilk ara urin olarak verdigi ve bunun izopentenil difosfata donigdiigi teorisi
savunulmaktadir. Bu yeni yol, piruvat/gliseraldehit-3-fosfat yolu olarak

adlandinlmaktadir [159, 160].

Her iki yolda da olusan izopentenil difosfat, dimetil allil difosfata (DMAPP)
ve geranil difosfata (GPP) donismektedir. Geranil difosfat, monoterpen senteteaz
(sentaz ve siklaz) enzimleri ile monoterpenlere doniisir. Monoterpen
biyosentezinin 6n agamalar Sekil 1.4.’de verilmigtir. Bu caligmanin materyallerini
olugturan karvakrol, timol ve karvon’un biyosentezleri de kisaca verilmistir ($ekil

1.5. ve 1.6 [156, 159, 160].

22



w}w
glikoliz l

FOTOSENTEZ

fosfoenol piruvat

1

D-gliseraldehit-3-P
o}

[¢]
|I\(CH20P
@o/u\( +
OH

)
piruvat

F
CHOP 3 CH0P
1zomenzasyon
l o
0o Co, E
Hyf oA

asetil koenzim A

eB )

l Deoksi-D-ksiluloz-5-P

e

OH
lNADPH
$0H
3 _CHOP
)k Claisen tipi
H4CH” "SCoA | reaksiyon OH OH
2-C-Metil-D-eritrol-4-P
O
H,MSCQA
S] ( i
B H-CHz)kSCoA

)\5<\O-P-P
W
1 Aldol tipi

B ) &)
— >\/\O-P-P
Hs ’
Izopentenil difosfat Dimetil allil difosfat
(IPP) (DMAPP)
Mo | rp  + 9.
SN C S C\ >
SCoA HiCa oH
Hekza metil ghutamik asit C\>\/\
(HMG-CoA) NS} O-P-P H
‘ NADPH
HaCQ o1 ATP
g N
oH
Mevalonik Asit
MVA)

Sekil 1.4. Terpenlerin biyosentezi



OPPppo PPO') OP p
VY

o A . MONO ve BISIKLIK
R | — : (| MONOTERPENLER

| | |

GPP a-terpinil katyon
bitki hicre / \
o} “OH H
© P
(->-trans-izopipetiton 4(S){-yLimonen 4(R){(-yLimonen
(H)~is-izopulegon (-trans-izopiperitol /
/biﬂa' hiicre 4 \
kaltiara H
HO:,_ NG
(->karveol
=
[ ~o OH \\ ©
(+)-pulegon mentol
(pharven

Sekil 1.5. Monoterpenlerin biyosentezi

e

a-terpinil katyon ~ Y-terpinen p-simen karvakrol timol

N
’ ~
.

’ LN
OH
: : EOH
kiiminilalkol ~ p-simen-8-ol
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1.2.3. Monoterpenlerin Siniflandinimasi

Farkli kaynaklarda gesitli simiflandirmalar olmasina ragmen [145, 148,149,

154] monoterpenleri yapilarina gore en basit olarak su sekilde simiflandirabilir:

A) Asiklik monoterpenler:
a) Hidrokarbonlar [fmirsen (9), (E)-fosimen (10), (Z)-fosimen (11),

allo-osimen (12)]
>
| ¢ C ] &
| | | |
9 10 11 12

b) Alkoller [geraniol (13), nerol (14), (+)-linalool (15), (-)-linalool (15")]

HO,
N—CHOH A\
CH,OH
| I
13 14

c) Aldehitler, ketonlar ve asetaller [geranial (16), neral (17), sitronellal (18),
tageton (19), hidroksi-dihidrositronellal dimetil asetal (20)]

X~ CHO > 7 |
CHO CHO O CH(OCH;),
! | | H
16 17 18 19 20

d) Esterler ve Asitler [linalil asetat (21), geranil asetat (22), neril asetat (53)
sitronellik asit (24), dehidrogeranik asit (25)]

o (o]
\[( N O)\ X (o] N
§| © )J\ o} | o
| | ] ° H ] ©H
21 22 23

| ©
24 25

15

e) Diger [geranik asit nitril (26), sitronellik asit nitril (27)]

=
CN CN
| |
26 27
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B) Monosiklik monoterpenler

p-Mentan grubundaki monoterpenler 1-metil-4-izopropil siklohekzan
iskeletine sahip olup en genis grubu tegkil eder.

a) Hidrokarbonlar [p-simen (28), (+)-4R-limonen (29), (-)-4S-limonen (29'),
a-terpinen (30), Fterpinen (31), y-terpinen (32), terpinolen (33), (+)-a-fellandren
(34), (-)-a-fellandren (34'), (+)-Ffellandren (35), (-)-ffellandren (35")]

POPPRY Y
292y

b) Alkoller ve eterler [karvakrol (l), timol (2), karvakrol metil eter (3), timol metil
eter (4), (+)-a-terpineol (36), (+)-terpinen-4-ol (37), (+)-Sterpineol (38),
(-)-mentol (39), (+)-neomentol (40), (-)-izomentol (41), (+)-neoizomentol (42),
dl-izopulegol (43), cis-hekzahidro kiiminil alkol (44)]

OH OCHs é
OH OCHs
PN H
1 2 3 4 36
+” OH v~ “OH EE"’OH E'ELOH OH
/_\ /_\
40 41 42 43 44

39
c) Aldehitler [(+)-karvon (5), (-)-karvon (5'), (-)-dihidrokarvon (45), (+)-piperiton
(46), (+)-izomenton (47), pulegon (48)]

ol A b

45 46 47 48
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d) Esterler [ a-terpenil asetat (49), (-)-mentil asetat (50)]

Eéocows i ~OCOCH;
49

N
S0

e) Diger [8-merkapto-p-mentan-3-on (51), 1-p-menten-8-tiol (52)]

EELO

SH Eésr{
51 52

C) Bisiklik monoterpenler:

a) Hidrokarbonlar [(+)-a-pinen (53), (-)-f-pinen (54), (-)}-kamfen (55),

(+)-&-3-karen (56)]
¥ e
53 54 55 56

b) Alkoller [(+)-borneol (57), (+)-cis-verbenol (58), (+)-izotuyanol (59),

(+)-cis-sabinol (60)]
HO =
"D L0 U
OH Y f
PN

57 58 59 - 60

c) Aldehitler, ketonlar [(+)-a-kdfur (61), (-)-a-kafur (61'), (+)-fenkon (62),
(+)-cis-verbenon (63), (+)-mirtenal (64), (-)-tuyon (65), 1,4-sineol (66), 1,8-sineol

(671
& P o q
& H
61 61 62 63
CHO =
/é\
65 66 67

64
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d) Asitler ve esterler [(+)-kamik asit (68), (+)-kaminik asit (69), (+)-izobomil
asetat (70), sabinil asetat (71)]

COOH COOH H
f ]7 IOCOCH3 i .‘\\OCOCH3
68 69 70 71

D) Trisiklik monoterpenler:
[teresantalol (72), trisiklen (73), perisiklokafur (74)]

Jr ¢ P
CH,OH
72 73 74

E) Digerleri:

[artemisia keton (75), (+)-transkrizantemik alkol (76), a-tuyaplisin (77)]

o — o
/le)%><é§ HO_ / oH

75 76 77

1.2.4. Monoterpenlerin Onem ve Kullammlan

Ugucu yaglarin bilesimlerindeki terpenlerin oranlan goz oniine alindginda,

genelde monoterpenlerin daha bol bulundugu gériilmektedir.

Terpenoitler, petrokimya sanayinin gelismesine kadar olan sirede bir ¢ok
kimyasal maddelerin tiretilmesinde kullamlmigdir. Ticari olarak koku ve tat
maddeleri, parfim hammaddeleri olarak kullanimlari yanminda eczacilik
teknolojisinde ilaglarin koti koku ve tatlarimi 6rtmek igin de kullamlmaktadir.
Tibbi ozelliklerinden dolay1 da kullanimlan bilinmektedir. Bu konu ile ilgili daha
ayrintili bilgi bir sonraki bohimde verilmektedir.

Monoterpenler diger kokulu maddeler ile kargilagtinldiginda koku degerleri
dugik, hidrofobik, polimerlesme ve otooksidasyona yatkindir. Rektifikasyon
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iglemi ile ugucu yagdan oncelikle aynlirlar. Bu sekilde monoterpenler kolay ve
ucuz maliyetlerde elde edilebilir. Buna iyi bir 6rmek olarak a-pinen ve limonen
elde edilmesi verilebilir. Tirkiye ugucu yaglarimin terpen kaynagi olarak
degerlendirilmesi konusunda potansiyel uygulamalar hakkinda bir derleme
mevcuttur [161]. Bu konuda ayrica TBAM’daki arastirmalar, projeler kapsaminda
devam etmektedir [162, 163]. Tirkiye’de yetisen, karvakrolce zengin bitkilerin
ekonomik olarak tagidifi yiiksek deger de, bu tez galismasinin planlanmasinda

onemli bir etken olmustur [22].

Monoterpenler, bitkilerin  biiyiimesi ve gelismesi gibi temel
fonksiyonlarinda rol almadiklan diisiinildigi igin sekonder metabolit simfina
sokulmustur. Ancak son zamanlarda ortaya atilan fikirlere gore bitkilerin kimyasal
ekolojilerinde patojenlere kargi savunma, polinasyon igin bocek g¢ekici (feromon)
ve allelopatik madde (Orn.: Kompetitif fitotoksin) gibi fonksiyonlara sahiptirler.
Insektisit (piretrinler), pestisit (bornil asetat), bocek kovucu (sitronellol, pulegon)
ozelliklerinden dolay: zirai miicadelede etkin olarak kullanilmaktadirlar [143-150,
156-158].

Monoterpenler, 6zellikle koku ve aroma maddelerinin sentezlerinde tercih
edilen baglangi¢ maddeleridir. En ¢ok kullanilan asiklik (6zellikle: geraniol, nerol,
linalool ve esterleri), monosiklik (L-mentol, (-)-karvon, a-terpineol ve esterleri) ve
bisiklik (pinen, kafur , borneol) monoterpenler bol miktarda ve ucuz olarak
kolaylikla bulunabilir [138, 139, 164]. -

Ayrica, monoterpenler (pulegon, karvon, a-terpineol, vb.) bir g¢ok
biyoaktif ve dogal maddenin total sentezinde baglangic maddesi olarak
kullamlmaktadir. Omegin, timol koku ve gida sanayinde ¢ok onemli bir yere
sahip olan mentol iretiminde baglangic maddesi olup katalitik hidrojenasyon

sonucu mentol enantiyomerleri elde edilmektedir (Sekil 1.7.) [164].

29



OH
Propilen, H
Al katalizox

1) Distilasyon
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resollisyon

3) Hidroliz
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Y OH rekristallendimme Y OH ’I,/OH
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L-Mentol D-Mentol
SAF URUN

Sekil 1.7. Sentetik yolla mentol Gretimi
1.2.5. Monoterpenlerin Biyolojik Aktiviteleri

Monoterpenler kiigiik molekiiller olmalarina ragmen ¢ok eski zamanlardan
bu yana bir ¢ok hastaligin tedavisinde kullamlmaktadir. En yaygin kullamimlary;
antibakteriyal, antifungal, antiviral, rubefiyan (terementi yag:), kasint: (mentol),
ac1 tonik, istah agici, gastrointestinal rahatsizliklarda, ekspektoran, sedatif,
anestezik (6jenol), analjezik, antioksidan, antitussif, antiakne, antienflamatuar vb.
etkilerinden dolayidir [144, 148-150, 152, 156, 165-167]. Monoterpenlerin hicre
dizeyinde enerji metabolizmalarina etki ettikleri bilinmektedir [168], son
zamanlg.rda ise, in vitro ve in vivo deneylerle de desteklenen sonuglara gore, bazi
kanser tirlerinin (meme, karaciger, akciger, pankreas, prostat vb.) onlenmesinde
ve tedavisinde etkin olduklan bildirilmistir [25, 109, 156, 169-178]

Bu boliimde ¢aligma materyali olarak kullanilan karvakrol, timol, karvakrol
metil eter, timol metil eter ve karvon hakkinda kaynak taramalar1 ve
NAPRALERT, MEDLINE gibi bilgi bankalarmin taranmast sonucu elde edilen
biyolojik aktivite bilgileri derlenmigtir. Bu bilgiler konularin baginda

ozetlendikten sonra gizelgeler halinde verilmigtir.
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1.2.5.1. Karvakrol

Karvakrol’iin antimikrobiyal etkileri ile ilgili pek ¢ok arasgtirma
bulunmaktadir.  Antimikrobiyal  etkili  bulundugu  mikroorganizmalar:
Aphanomyces cochlioides, Aspergillus flavus, A. niger, Bacillus cereus,
B. subtilis, Botrytis cinerea, Branhamella catarrhalis, Candida albicans,
C. vaginalis, Cladosporium werneckii, Cryptococcus neoformans, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Fusarium graminarium, F. moniliforme, F. poae,
Geotrichum candidum, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes,
Micrococcus luteus, Monilinia laxa, Mucor piriformis, M. racemosus, Penicillium
digitatum, P. expansum, P. italicum, P. roquefortii, Phytophthora capsici,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, P. vulgaris, Rhizobium
leguminosarum, Rhizoctonia solani, Rhizopus arrhizus, R. circinans, R. japonicus,
R kazanensis, R oryzus, R pygmaeus, R stolonifer, R. tritici,
Rhodopseudomonas  sphaeroides,  Salmonella  typhimurium,  Sclerotinia
sclerotiorum, Staphylococcus albus, S. aureus, Stemphylium versicarium,
Streptococcus pneumoniae, Trichoderma viride, T richophytoh mentagrophyltes,
Vibrio cholera, V. parahemolyticus, V. vulnificus olup % 0.025-10 konsantrasyon
araliginda, LCjq0 5-100 zd ve MIC 0.5-500 pg/ml degerleri tespit edilmistir.

Karvakrol Aspergillus aegyptiacus, Pseudomonas aeroginosa (500 ug/ml)
ve Rhizopus trici (LCioo > 100 ml) tizerinde etkisiz bulunmustur.

Antiviral, antiparaziter, antioksidan, hipotansif, antispazmodik etkileri
yaninda asetilkolinesteraz ve lipitperoksidaz enzimlerini,_ bitki biiyiimesini, tiimor

gelisimini ve prostglandin sentezini inhibe edici 6zellikleri bildirilmistir.

Insektisit etkisi Drosophila melanogaster ile arastmlmis LDsp 1.6 gl
bulunmugtur. Timol ile kangimlan hazirlanarak deneyler tekrarlandiginda LDso
dozunun vyikseldigi belirlenmistir. Biomphalaria glabrata adl yumusakga

tizerinde 50-100 ppm konsantrasyonda etkili bulunumugtur.

Farkhi deney hayvanlan tizerinde toksik etki araligi 0.01- 1 g/kg ; LDsg
0.81 g/kg ve MLD ise 2.7 g/kg olarak tespit edilmistir.

Bu bulgular ile ilgili daha agiklayic1 bilgiler Cizlege 1.5.’te verilmistir.
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Cizelge 1.5. Karvakroliin biyolojik aktiviteleri®

Aktivite Yontem Doz Sonug | Kay.

Antimikrobiyal Agar Plak disk LCio5 + 179
Aphanomyces cochlioides

Aspergillus aegyptiacus Agar Plak X - 180

A. flavus Agar Plak disk LCi00 10 pl + {179

“ % 0.025 + | 181

A. niger «“ X + | 182

% 0.025 + | 181

Bacillus cereus « 3 mmol + 183

X - 180

Bacillus subtilis Agar Plak/disk difiizyon 5 pl/disk + | 184

Agar Plak 125 mmol +/- | 185

Botnytis cinerea “ MIC 250 ppm + | 186

Branhamella catarrhalis «“ MIC 62.5 pg/ml + | 187

Candida albicans «“ 200 mg/ml + | 188

X + | 189

C. vaginalis Agar Plak disk LCio0 Sul/disk + | 179

Cladosporium werneckii “ LCio0 10 ul + 1179

Cryptococcus neoformans Agar Plak MIC 50 pl/i + | 190

Enterobacter aerogenes «“ 125 miol +/- | 185

Escherichia coli « MIC 0.5 pug/ml + 1191

Agar Plak/disk difiizyon 5 ul/disk + | 184

Agar Plak 200 mg/ml + | 188

“ MIC 0.15 mg/ml + | 192

“ 125 mmol +/- | 185

“ MIC 125 pg/ml + | 187

Sivi Kiiltiir MIC 500 ug/ml z | 193

Agar Plak 1Cs0 3 mmol + 194

“ X - 180

« 8 ul + 195

Fusarium graminarium « 200 pg/mi + | 196

F. moniliforme “ 100 + | 197

“ 200 pg/ml + | 196

“ > 0.1 mg/ml z | 198

F. poae « 200 pg/ml + | 196

Geotrichum candidum “ % 0.025 + 181

Klebsiella pneunmoniae “ 200 mg/ml + | 188

- MIC 250 pg/ml z | 187

Listeria monocytogenes Siv1 Kiiltiir MIC 500 pg/ml z | 193

Micrococcus luteus Agar Plak 125 mmol +/- | 185

Monilinia laxa « MIC 125 ppm + | 186

Mucor piriformis « 125 ppm + | 186

Agar Plak disk LCio0 5 d + {179

Agar Plak MIC 62.5 ppm + | 186

M. racemosus Agar Plak disk LCyo 10 pl + | 179

Penicillium cyclopium Agar Plak X - 180

P. digitatum “ MIC 250 + | 186

P. expansum “ MIC 250 ppm + 186

P. italicum “ MIC 250 ppm + | 186

P. roguefortii “ % 0.025 + | 181

Phytophthora capsici “ 100 + | 197

# + = aktif , - = inaktif (etkisiz), Z= zayif etki, +/-= degisken X= bilgi yok
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Cizelge 1.5. (Devam) Karvakroliin biyolojik aktiviteleri”

Proteus vulgaris Agar Plak 125 mmol +/- | 185
Pseudomonas aeruginosa Agar Plak/disk difiizyon 5 pl/disk +/- | 184
Agar Plak 200 mg/ml + | 188
« MIC 500 pg/ml | - | 187
“ X - 180
i 8 ul - |195
P. vulgaris “ 200 mg/ml + | 188
Rhizobium leguminosarum Agar Plak/disk difiizyon 5 pl/disk + | 184
Rhizoctonia solani Agar Plak 100 pd + | 197
Rhizopus arrhizus Agar Plak disk LG5 d + | 179
R. circinans « LCipo 5l + 179
R. japonicus « LCip 5l + | 179
R. kazanensis Agar Plak disk LCioo 5 pd + | 179
R. oryzus « LCio05 1l + [ 179
R. pygmaeus « LCipo 5 pd + (179
Rhizopus stolonifer Agar Plak disk LCio0> 100 pl - 179
Agar Plak MIC 125 ppm + | 186
R. tritici Agar Plak disk LCygo> 100 pul - 179
Rhodopseudomonas Agar Plak 125 mmol +- | 185
sphaeroides
Salmonella typhimurium Agar Plak/disk difiizyon 5 pl/disk + | 184
: Siv1 Kiiltir MIC 250 pg/ml | z | 193
Agar Plak 100 pg/ml + | 199
« % 10 + 200
“ 1Cs0 1 mmol + [ 194
Sclerotinia sclerotiorum « 100 + 1197
«“ > 0.1 mg/ml z | 198
Staphylococcus albus * MIC 125 pg/ml + | 187
S. aureus “ MIC 0.5 pg/ml + [ 191
Agar Plak/disk difiizyon 5 ul/disk + | 184
Agar Plak 200 mg/ml + | 188
“ MIC 0.15 mg/ml + 192
“ 125 mmol +/- 1 185
“ X - 180
“ 8 ul + | 195
Stemphylium versicarium “ X + | 182
Streptococcus pneumoniae « MIC 125 pg/ml + | 187
Trichoderma viride “ X - 180
Trichophyton mentagrophytes « X + | 201
Vibrio cholera « 125 pg/ml + ] 202
V. parahemolyticus «“ 125 pg/ml + | 202
V. vulnificus Siv1 Kiiltiir MIC 250 pug/ml z | 193
Antiviral Haemophilus influenzae MIC 62.5 pg/ml + | 187
Agar Plak
Ankilostomiaz (parazit) Insan (P.O.) 4g + | 203
Antioksidan Linoleik Asit ICso17.1 pg/ml | + | 204
QOksidasyonu
Rat Karaciger 1Cs 6.5 pg/ml + | 204
Mitokondrisi
Rat Karaciger Mikrozomu |  1Cs 4.0 pg/ml + | 204

* + = akiif , - = inaktif (etkisiz), Z= zayif etki, +/—= degisken X= bilgi yok
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Cizelge 1.5. (Devam) Karvakroliin biyolojik aktiviteleri”

Antioksidan Difenil pikril hidrazil 1Cs0 30 pg/ml z | 204
“ % 0.05 + 205
Antispazmodik Kobay Ileumu 0.2 mmol + | 206
Erkek Rat Midesi 0.2 mmol + | 206
Kobay lleumu EDs, 0.1 mmol + | 207
Asetil kolin ile uyariimg 1Csp 6.67 mmol + | 208
Rat Duodenumu
BaCl, ile uyanlmusg 1Cs0 7.73 mmol + 1 208
Rat Duodenumu
Asetilkolinesteraz inhibitorii ELISA 1 mmol + 209
Bitki germinasyon inhibitérii | Bitkilerde X + 1210
Bécek kovucu Aedes aegypti izerinde 1.2 mg/cm’ + | 211
kagt filtre yontemi ile
Hipotansif Tavsan (1.V.) X + | 191
Insektisit Drosophila melanogaster LDs, 1.6 ul + | 212
Drosophila melanogaster LDs, 1.98 pl + | 212
Karvakrol: Timol (105:1)
Drosophila melanogaster LDso 3.07d + | 212
Karvakrol: Timol (55:1)
Kardiyak depresan Kurbaga kalbi X + | 191
LDL oksidatif degisim Endotelial/Aortik ICs0 5.53 pmol + | 213
inhibisyonu Hiicre Kiiltiirii
Lipit peroksidaz inhibit6rii X 0.067 mmol + | 205
Metastaz inhibitorii Rhizoctonia solani > 0.1 mg/ml z 198
Agar Plak
Phytophthora capsici > 0.1 mg/ml z | 198
Agar Plak
Mollusidal aktivite Biomphalaria glabrata 50-100 ppm + {214
Prostaglandin inhibitorii X 1Cs0 4 pmol + 1215
Sitotoksik Leuk-P388 Hiicre Kultiiri 1Cs0 4 pg/ml + | 216
(Losemi)
Solunum depresani Kopek (1.V.) 0.1 gkg + | 217
Solunum inhibitérii Rhodopseudomonas 5 mmol + | 185
sphaeroides, Agar Plak
Spasmolitik aktivite Kobay Trakesi Degisik konstr, + | 218
Toksik etki (genel) Tavsan 1gkeg + | 217
Gastrik intubasyon
Kobay (5.C.) 0.5 g/kg + 1217
Kobay (1.P.) 0.01 g/kg + | 217
Toksisite (kantitatif) Rat (P.O.) LDs, 0.810 g/kg x |219
(EX= 1 saat-3 giin)
Tavsan (P.O.) MLD 2.7 g/kg x | 220
Tavsan (P.O.) LD 810 mg/kg x | 220

* + = aktif , - = inaktif (etkisiz), Z= zayif etki, +/-= degisken X= bilgi yok

Ayrica, allerjik, anestezik, antialzenheimer, antiarteriosklerotik (ICso= 5.53
HM), antikolinesteraz, antidiiiretik, antienflamatuar (ICso= 4 pM), antimelanomik
(ICs0=120 uM/l), antitussif, karminatif, enterorelaksan, ekspektoran, iritan,
pestisit, prostaglandin inhibitori, trake relaksam, trikonomosit (LDjoo= 150
pg/ml), vermifyj etkileri de bilinmektedir [166].
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Bagirsak kurtlarindan  Entamoeba hartmanni, Blastocystis  hominis,
Endolimax nana ve Entamoeba histolytica’ya karst patent ahinmigtir [221]. Yeni
caligmalarda gida yoluyla alinan karvakrol ve diger monoterpenlerin kansere karg
koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmektedir [25, 166, 168,170-174].

1.2.5.2. Timol

Timoliin antimikrobiyal etkili bulundugu mikroorganizmalar sunlardir:
Ascosphaera apis, Aspergillus flavus, A. niger, Bacillus alvei, B. larvae,
B. subtilis, Branhamella catarrhalis, Candida albicans, Capnocytophaga
ochracea, Cladosporium cucumerinum, Cryptococcus neoformans, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Fusarium moniliforme, F. sambucinum, F.
nucleatumn, Geotrichum candidum, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus,
Mycobacterium  sp.,  Penicillium  roquefortii, — Phytophthora capsici,
Propionibacterium acnes, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
P. vulgaris, Pythium irregulare, P. ultimum, Rhizobium leguminosarum,
Rhizoctonia solami, Rhodopseudomonas sphaeroides, Salmonella sp., Salmonella
typhimurium, Sclerotinia sclerotiorum, Selenomonas artemidis, Shigella schmitzii,
Shigella sonnei, Staphylococcus albus, S. aureus, Stemphylium versicarium,
Streptococcus mutans ve S. pneumoniae. Etkili oldugu konsantrasyon 6.5-250
pg/ml’dir. Aynica MIC degerleri 0.3-6.25 pg/ml arasinda tespit edilmigtir.

Etkisiz oldugu mikroorganizmalar ise Actinomyces viscosus, Bacillus
larvae, Capnocytophaga ochracea, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, P. melaninogenica, Pseudomonas aeruginosa (500 ug/ml),
Salmonella typhimurium (0.2 mmol), Streptococcus sobrinus’ dur (200 ug/ml).

Antiviral, antiparaziter, anthelmintik, antinematot, balik zehiri, insektisit
(LDso 1.98-4.27 ), mollusidal, spermisit ve gebelik onleyici ozelliklerinin
yaninda anestezik, Antikonviilzan, antioksidan (ICso 3.8-30  ug/ml),
antispazmotik, antisitotoksik, sitotoksik (EDso 7.04-19.2 wg/ml) , antitiimor,
asetilkolinesteraz (ACH), adenosin niikleotit releaz, ATP sentetaz, elastaz,
kimotripsin, tripsin, kollajenaz, lipit peroksidaz, lipit peroksit, hemoliz,
prostaglandin ve bitki germinasyon inhibitorii, diiz kas gevsetici, ekspektoran,

hipotermik, histaminik, negatif inotropik ve kronotropik etki, iskelet kasi
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stimiilani, kardiyak depresan, uterin gevseme sagladig: ayrica SSS iizerine etkili

oldugu bildirilmigtir.

Teratojenik etkisi ve genotoksisitesi belirlenmis, genel toksisitesi 0.1-1.1

g/kg’dir. LDso 380 mg/kg olarak bulunmustur.

Bu bulgular ile ilgili agiklayici bilgiler Cizelge 1.6.’da verilmistir.

Cizelge 1.6, Timol’iin biyolojik aktiviteleri”

Aktivite Yontem Doz Sonug | Kay.
Antimikrobiyal Srv1 Kiltir 200 pg/ml - (222
Actinomyces viscosus
Ascosphaera apis Agar Plak MIC 10 ppm +/- {223
Aspergillus flavus X 1000 ppm + 1224
Agar Plak % 0.025 + | 181
A. niger «“ X + 1182
X 1000 ppm + (224
Bacillus alvei Agar Plak MIC 10 ppm + 1223
B. larvae “ MIC 10 ppm - 1223
B. subtilis “ X + |225
Agar Plak disk 5 pl/disk + 184
“ 125 mmol +/- {185
Branhamella catarrhalis « 62.5 pg/ml + 187
Candida albicans “ 200 pg/ml + (188
Agar Plak disk | MIC 10ug/disk | + 1226
Capnocytophaga ochracea Sivt Kiiltiir 100 pg/ml - 1222
Cladosporium cucumerinum | Agar Plak-disk 10 pg/disk + 1226
Cryptococcus neoformans Agar Plak 50 uil + 1190
Enterobacter aerogenes « 125 mmol +/- {185
Escherichia coli “ X + 1225
Agar Plak disk 5 p/disk + (184
Agar Plak 200 pg/ml + ]188
“ 125 mmol +/- {185
* 250 pg/ml z |187
« 1Cs0 3 mmol + 194
«“ X + 1227
Fusarium moniliforme « 100 + 197
“ > 0.1 g/ml z 198
F._sambucinum « %0.1 + 1228
F. nucleatum Sv1 Kiiltir 50 pg/ml z 222
Geotrichum candidum Agar Plak % 0.025 + 181
Klebsiella pneumoniae “ 200 pg/ml + 1188
“ 500 pg/ml z |187
Micrococcus luteus “ X + 1225
* 125 mmol +/- 1185
Mycobacterium sp. “ MIC6.25 pg/ml | + 1229
Penicillium roquefortii “ % 0.025 + {181
Phytophthora capsici « 100 i + (197
Porphyromonas gingivalis S Kiiltiir 200 pg/ml - 222
Agar Plak 100 pg/ml - 1230

* 4+ = aktif , - = inaktif (etkisiz), Z= zayif etki, +/-= degisken X= bilgi yok
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Cizelge 1.6. (Devam) Timolin biyolojik aktiviteleri”

Porphyromonas gingivalis Agar Plak 100 pg/ml z 231

« MIC 2 mmol + 1232

Prevotella intermedia Srvi Kiiltiir 200 pg/mi - |222

P. melaninogenica “ 200 pg/mi - 1222

Propionibacterium acnes Agar Plak 200 pg/ml z 233

Proteus vulgaris «“ 125 mmol +/- 1185

Pseudomonas aeruginosa Agar Plak disk 5 pl/disk + 184

‘ Agar Plak 200 pg/ml + |188

500 pg/ml - 187

X +- 1227

P. vulgaris « 200 pg/mi + {188

Pythium irregulare “ 0.02 mg/ml + ]234

P. ultimum « 0.02 mg/mil + (234

Rhizobium leguminosarum Agar Plak disk 5 pl/disk + (184

Rhizoctonia solani Agar Plak 100 jd + 1197

>0.1 g/ml z 1198

Rhodopseudomonas “ 5 mmol +/- | 185

sphaeroides

Salmonella sp. “ X + |227

S. typhimurium Agar Plak disk 5 ul/disk + |184

Agar Plak 140 pg/mil + 1199

: “ 1Cs0 1 mmol + 194

S. typhimurium TA98 Agar Plak -AMES ftesti 0.2 mmol - 1235

Sclerotinia sclerotiorum Agar Plak 100 pd + 197

« >0.1 g/ml z |198

Selenomonas artemidis “ MIC2mmol | + 1232

Shigella schmitzii «“ X + 1227

S. sonnei -« X + 227

Staphylococcus albus « 250 pg/ml z |187

S. aureus Metisilin direngli tiir Degisik konstr. + 236
Agar Plak

Agar Plak/disk 5 pl/disk + 1184

Agar Plak 200 pg/ml | + |188

“ 125 mmol +/- {185

- « 175 pg/ml + 199

“ x + 1227

Stemphylium versicarium “ X + {182

Streptococcus mutans “ 100pg/ml - 1230

Sv1 Kiiltiir 400 pg/ml - 1222

Agar Plak 200 pg/ml z (231

Sivi Kiiltiir 200 pg/ml z 1237

S. mutans Ingritt (c) “ 400 pg/ml - |222

S. pneumoniae Agar Plak 125 pg/ml + 187

S. sobrinus “ 200 pg/mi - 1230

Swv1 Kiiltiir 200 pg/ml - 1222

Agar Plak 50 pg/mi + 231

MIC 2.7 mmol + 1232

Antiviral Haemophilus influenzae 125 pg/ml + {187
Agar Plak

* 4 = aldif , - = inaktif (etkisiz), Z= zayif etki, +/-= degisken X= bilgi yok
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Cizelge 1.6. (Devam) Timol’iin biyolojik aktiviteleri®

Akarisit (parazit) Tavsan 0.125 pg/ml + |238
Psoroptes cuniculi
Adenosin niikleotit releaz Endotelium/Aortik 60 pg/ml X 1239
inhibitorii Hiicre Kiiltiirii
Allerjik Insan (haricen) % 1 - 1240
Insan (haricen) disi % 1 + [241
Anestezik aktivite (lokal) Rat Randal-Selitto testi X + 242
Antihelmintik Insan (P.0.), kancah kurt 3 g/kisi + 203
Insan (P.0.), kancah kurt X + 243
Ascaris lumbricoides X + [244
Hirudo medicinalis X + 1244
Antisitotoksik Polimorfo-Niikleer Lokosit X - |174
Hicre Kiiltiiriy
Antikonviilzan Fare (I.P.) X - 1245
Fare (P.0.) X - |245
Antiinflamatuar Rat Pedal 6dem X + 1242
Antimutajenik Agar Plak , AMES Testi 0.2 mmol +/- 1235
Salmonella typhimurium
Antinematot Meloidogyne incognita X + 1246
Antioksidan Linoleik asit Oksidasyonu 1C5016.7 pg/ml + | 204
Rat Karaciger Mitokondrisi | 1Cs; 6.9 pg/ml + 1204
Rat Karaciger Mikrozomu 1Csp 3.8 pg/ml + 1204
Difenil pikril hidrazil 1Cs0 30 pug/ml z }204
“ % 0.05 + |205
Antispazmodik Kobay Ince Barsagi D5, 0.002 mol + 247
Kopek (incebarsak) 1-5 x + 1248
Kobay Ileumu 0.1 mmol + |206
Astilkolin ile uyarilmg EDso 0.86mmol | + |207
Kobay Ileumu
Astilkolin ile uyarilmug 1Cs0 4.88 mmol + {208
Rat Duodenumu
BaCl, ile uyanlmis 1Cs50 7.25 mmol + {208
Rat Duodenumu
Antitiimor Artemia salina larva LCso 12 pg/ml z 249
“ LCsp 56.3 mmol + 250
“ LD50 514 pg/ml + 251
Antiviral Tatarcik Viriisi EDs 8 pg/ml z {252
Hiicre Kiiltiirii
HIV-1 Viriisi 1Cs0 400 mmol - 1253
Hiicre Kiiltiirii
Herpes simplex 2 IC500.8 pg/ml | + |254
Hiicre Kiiltirii
Herpes simplex 2 100 pg/ml - [254
Fare (haricen)
Haemophilus influenzae 125 pg/ml + [243
Agar Plak
Hepatitis A viriisii EDs; >10 pg/ml § + 1255
Hiicre Kiiltiini
Asetilkolinesteraz (ACH) X 1 mmo! + 1209
inhibitérii
ATP sentezi inhibitorii Protein 1Cs00.021 mmol | + {249
Balik zehiri Oryzias latipes 10pg/ml + 1256
* + = aktif , - = inaktif (etkisiz), Z= zayif etki, +/-= degisken X= bilgi yok
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Cizelge 1.6. (Devam) Timol’iin biyolojik aktivitcleri®

Bitki germinasyon inhibitérii | Bitkilerde X + [210
Ekspektoran Tavgan (P.O.) 1 gkg +- 1257
Elastaz inhibitorii - 150 mmol - 1258
Gebelik onleyici Olgunlagmamis Disi Rat 1 mg + 1259
(gonadotropin aktivite) (8.C)
Genotoksisite Drosophila melanogaster 294 + 212
Kanat Somatik Mutasyon
Rekombinasyon Testi
Hemoliz inhibitorii RBC Hiicre Kiiltiirit 1 mmol + 1260
Hipotermik Fare (I.P.) X - [245
Fare (P.0.) X - 1245
Histaminik etki Kobay Karacigeri % 0.2 + | 261
Inotropik etki (negatif) Kobay Atriumu ICsp 100 pg/ml | + (262
Insekt kovucu Leptinotarsa decemlineata X - 1263
Insektisit Culex quinquefasciatus X + 264
Aeges aegyptii larvae LCs 0.79 ppm + 1249
Drosophila melanogaster LDso 4.27ul + {212
Karvakrol:Timol (1:11)
Drosophila melanogaster LDs 2.6 pl + |212
Drosophila melanogaster LDso 1.98ul + 212
Karvakrol:Timol (105:1)
Drosophila melanogaster LDsp 3.07ul + (212
Karvakrol: Timol (55:1)
Drosophila melanogaster LDso 4.27ul + 1212
, Karvakrol: Timol (1:11)
Iskelet kast stimulam Kurbaga kasi 25 pg/ml + 1265
Kardiyak depresan Rat Atriumu 25 pg/ml + 1265
Kimotripsin inhibitori X 150 mmol - 258
Kollajenaz inhibitérii Rat Tubilleri 1.5 mmol - {266
Kronotropik etki (negatif) Kobay Atriumu 1Cso 100 pg/mi + 1262
LDL oksidatif degisim Endotelial-Aortik 1Csp 4.02 mmol + 213
inhibisyonu Hiicre Killtiirii
Lipit peroksidaz inhibitorii X 0.067 mmol + 205
Gamma-Radyasyonlu Metil %1 + |267
Lineolat (180meq/kg)
X 2.13 mmol + (268
Fare (.G.) CCl;-indiik- 300 mg/kg + [269
siyonu ile Hepatotoksisite
Mollusidal aktivite Biomphalaria glabrata 50 ppm + {214
Nitrik oksit supresyonu Astrosit Hiicre Kiiltiirii 2.1 mmol + 270
Perkutan absorbsiyon Domuz epidermisi %5 + (271
( 5-floro-urasil)
Perkutan absorpsiyon Rat cildi % 1 z |272
(diklofenak sodyum)
Profaj indiiksiyonu Agar Plak 1 - |273
Escherichia coli br 513
Prostaglandin inhibitérii X 37 mmol + |215
Psikotropik aktivite Fare (LP.) 300 mg/kg - 245
Fare (P.0.) 400 mg/kg - 1245
Sitotoksik Kobay Nétrofil Hiicre 5 mmol + |274
Leuk-P388 Hicre Kiiltiirii | 1C5 0.80 pg/ml | + [216

# + = aktif , - = inaktif (etkisiz), Z= zayif etki, +/-= degisken X=bilgi yok
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Cizelge 1.6. (Devam) Timol’iin biyolojik aktiviteleri

Sitotoksik Vero Hiicre Kiiltiiri 8 pg/ml z 252
Ca-A549 Hiicre Kiltiiri EDsp 15.34 pp/ml z |249
Ca-Meme-MCF-7 EDs; 7.04 pg/ml | z |[249
Hiicre Kiiltiirii
Insan Kolon Kanseri HT29, | EDsp 9.34 pg/ml | z {249
Hiicre Kiiltiirii
Ca-A498 Hiicre Kiiltiiri EDso 9.59 pg/ml| z |249
Ca-PC3 Prostat EDso 1406 pg/mi | z [249
Hiicre Kiiltiirii
Ca-Pankreas-PACA-2 EDsp 1920 pg/ml | z {249
Hiicre Kiiltiirii
Ca-Meme-MM2 X - |245
Hiicre Kiiltiirii
C8166 Hiicre Kiiltiirii 1.Cso 400 mmol - 253
Kolon Kanseri Hiicre 4 mmol - ]260
Solunum_depresam Disi kopek (LV.) 0.1 gnv/kg + 217
Solunum inhibisyonu Rhodopseudomonas 5 mmol + |185
sphaeroides Agar Plak
Spazmolitik Tavsan aortu 1Cso 100pg/ml + 1262
Rat duodenumu 25ug/ml + 1265
Kobay trakesi Degisik konst. + |218
Spermisit .| Kobay spermi 1:3x + |275
SSS depresan: Fare (I.P.) X - 1245
Fare (P.O.) X - 245
SSS stimilam Fare (inhalasyon) saf + 1276
Superoksit stimiilasyonu Kobay nétrofil 5 mmol + 274
Hiicre Kiiltiinii
Teratojenik Hamile insan (P.O.) X + {277
Toksik etki (genel) Tavsan (G.1.) X + |217
Tavsan (I.V.) 0.1 g/kg + {217
Tavsan (I.P.) 0.3 g/kg + (217
Kobay (S.C) 1.10 g/kg + |217
Fare 0.8 g/kg + {217
Kobay (1.P.) >2 g/kg + 217
Toksisite (kantitatif) | Fare (1.P)) LDs,380mg/kg | x [245
Fare (P.0.) 480 mg/kg X 1245
Tripsin inhibitorii X 150 mmol X {258
Tiimér inhibitorii Bitkilerde X Z 249
Uterus gevsetici Asetilkolin ile uyarntmis 25ug/ml x |265
Rat uterusu ‘

# + = aktif | - = inaktif (etkisiz), Z= zayif etki, +/-= degisken X= bilgi yok

Aynca allerjik, anestezik, antihelmintik, antiakne, antiagregan (ICsp= 0.75
UM), antialzheimer, antiarteriosklerotik (ICse= 4 M), antikolinesteraz,
antihalisotik, antinorotik, antiperiodontik (MIC=50—200 pg/ml), antiromatizmal,
antitussif, karminatif deodorant, enterorelaksan, enterotoksik, ekspektoran,
gastroirritant, larvisit (10 ppm), miyorelaksan, pestisit, riner antiseptik, vermisit

ve bronsite kars1 kullanimi bildirilmigtir [166].
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1.2.5.3. Karvakrol Metil Eter

Karvakrol metil eter ile daha once yapilmig bir biyolojik aktivite

aragtirmasina rastlanmamgtir.
1.2.5.4. Timol Metil Eter

Timol metil eter ile daha 6nce yapilmig bir biyolojik aktivite aragtirmasina

rastlanmamugtir.

1.2.5.5. Karvon

Karvon’un antimikrobiyal etki gosterdigi mikroorganizmalar: Candida
albicans, Chaetomium olivaceum, Enterobacter aerogenes, Micrococcus luteus,
Penicillium cyclopium, Proteus vulgaris, = Rhizobium leguminosarum ve
Salmonella typhimurium’a karst antibakteriyal etki MIC 2.5-12.5 mg/ml’de
gozlenirken daha disik konsantrasyonlarda Aspergillus aegyptiacus, Bacillus
cereus, Corynebacterium asperum, Gardnerella vaginalis, Escherichia coli,
Lactobacillus  gasseri, Neisseria gonorrhea, Pseudomonas aeruginosa,
Peptostreptococcus anaerobius, Staphylococcus aureus, S. epidermidis ve
Trichoderma viride 'ye kars1 etkisiz gorillmiigtiir.

Aynica antikonviilzan, antioksidan, antispazmodik, psikotropik, SSS
depresani, trankilizan hiperkolesterolemik, hiperlipidemik, hipotermik ve
insektisit, feromon, fitotoksik, bitki germinasyon inhibitori, bitki kok biiyiime
inhibitéri, izoprenilasyon ve sitokrom P-450 inhibitorii, bitki sirgin stimilam
(1 mmol) 6zellikleri yaninda zayiflatici ve saglarda stimiilan etkisi bulunmustur.

Mutajenik etkisi olmadigi ve toksisite degerlerinin LDso 0.44-2.675 g/kg
oldugu tesbit edilmistir

Bu bulgular ile ilgili daha agiklayic1 bilgiler Cizelge 1.7.de verilmistir.
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Cizelge 1.7. Karvon'un biyolojik aktiviteleri®

Aktivite Yéntem Doz Sonug | Kay.
Antibakteriyal Agar Plak - - 180
Aspergillus aegyptiacus
Bacillus cereus « - - 180
B. subtilis “ 125 mmol +/- 1185
Agar Plak disk 5 pg/disk z {278
Candida albicans Agar Plak MIC 200 pi/1 + 1190
“ MIC 700 ppm +/- 1279
Chaetomium olivaceum “ MIC 12.5 mg/ml z |280
Corynebacterium asperum “ 3000 ppm - 279
Enterobacter aerogenes “ 125 mmol +/- 1185
Escherichia coli - 125 mmol +/- 1185
Agar Plak disk 5 pg/disk z |278
Agar Plak - - 180
“ 8 ul - 195
Gardnerella vaginalis “ 3000 ppm - 1279
Lactobacillus gasseri “ 3000 ppm - 279
L. plantarum “ 1600 ppm +- 1279
Micrococcus luteus “ 125 mmol +/- |185
Neisseria gonorrhea “ 3000 ppm - 279
Penicillium cyclopium «“ - - 180
Peptostreptococcus “ 3000 ppm - 279
anaerobius
Proteus vulgaris “ 125 mmol +/- 1185
Pseudomonas aeruginosa Agar Plak disk Sug/disk - {278
Agar Plak - - 180
“ gl - 195
Rhizobium leguminosarum Agar Plak disk Spg/disk z {278
Salmonella typhimurium “ Sug/disk z |278
Staphylococcus aureus Agar Plak MIC 2.5 mg/ml z 280
ATCC 29523
S. aureus “ 125 mmol +/- {185
Agar Plak disk 5 pg/disk z 278
Agar Plak - - 180
— « 8 Pl + 195
S. epidermidis “ 3000 ppm - 279
Trichoderma viride “ - - 180
Antikonviilzan Fare (1P.) - - 1245
Fare (P.0O.) - - 245
Auntioksidan Difenil pikril hidrazil EDso 11.7mg/ml| =z 281
Antispazmodik aktivite Kobay ince barsag D5, 0.011 mol + (247
Bitki germinasyon inhibitorit | Bitki - + 1210
Bitki kok bityiime inhibitorii “ 1 mmol z  |282
Bitki kok bityiimesi stimulam | Phaseolus aureus Bitki 10 ppm - 283
hipokotilleri
Bitki siirgiin stimiilan Bitki 1 mmol + 1282
Feromon (bécek ¢ekici) Musca domestica erk. Saf + [284
Feromon (sinyalleme) “ Saf + 1284
Fitotoksik Bitki %2 + 285
Gida tiiketimi azalmasi Rat, 14 giin siire ile % 1 + 1286

" + = aktif , - = inaktif (etkisiz), Z= zayif etki, +/-= degisken X= bilgi yok
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Cizelge 1.7. (Devam) Karvon’un biyolojik aktiviteleri

Glutatiyon-s-transferaz Fare Intragastrik 20 mg/giin + 175

indiiksiyonu

GRAS (FDA) Koku ve tat verici X X 287

(Sect.582.60) 1976

Hiperkolesterolemik Rat (diyet) %1 + 286

Hiperlipidemik « % 1 + 1286

Hipotermik Fare (I.P.) - - |245

Insekt kovucu Sitophilus granarius - + |288
Leptinotarsa - + 1263
decemlineata

Insektisit Musca domestica erkek Saf - 1284
Metopolophium %2 + 1285
dirhodum
Acyrthosiphon pisum %2 + {285
Larva

Isoprenilasyon inhibitorii NIH-3T3 Hiicre Kiilt. 1 mmol z {171

Kilo kaybi Rat (14 giin) % 1 + 286

Konvulzan Fare (5.C.) 2.675 gkg + 1245

Mutajenik Plasenta, Agar Plak 100 pd - 289
Domuz bobrek 100 pd - 1289
LLC-PK-1

Perkutan absorpsiyon Domuz % 5 +/- 1271

Psikotropik Fare (I.P.) EDs, 50 mg/kg + |245
Fare (PO.) EDs, 750 mg/kg + 245

Sag stimiilan etkisi Insan (haricen) % 0.2 + 1290

Sitokrom P-450 inhibisyonu | Hiicre Kiiltiirii 10 mmol + 291
Mikrozom-
Rat-Karaciger

SSS depresant Fare (I.P.) EDs 330mg/kg | + 245

Tokstsite (kantitatif) Fare (LP)) LDs, 440mgkg | x 1245
Fare (S5.C.) LDs, 2.675 g/kg X {245
Rat (P.O.) LDs, 1.64 g/kg x 1219
Kobay (P.O.) LDs, 0.766 g/kg x {219
Rat (P.0.) LDs, 1.64 g/kg x 1220
Kobay (P.0.) LDsy 766 mg/k x 1220

Tranklizan Farede, Inhalasyon ile Saf +- 1276

# + = aktif , - = inaktif (etkisiz), Z= zayif etki, +/-= degisken X= bilgi yok

Ayrica antiasetilkolinesteraz (ICsp=1.4-1.8 mM), SSS-stimiilan1, kanser
onleyici, karminatif, insektisit, motor depresan, nematosit (1 mg) olarak
kullamlmistir [166]. Karvon ile ilgili ¢nemli bir nokta, rasemik karvonun
biyolojik etkileriyle enantiyomerlerinin etkilerinin bazi durumlarda farkliik
gosterebilmesidir. Fizikokimyasal bakimdan da farkh (koku, optik ¢evirme) olan
bu iki madde biyolojik aktiviteleriyle tekrar giindeme gelmistir. Om.: (-)-Karvon
bitki germinasyon inhibisyonu ozelligi gosterirken diger enantiyomeri bu etkiyi

gostermemektedir [10, 138, 147, 164].
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1.3. Monoterpenlerin Biyotransformasyonu

Bu kistimda monoterpenlerin biyotransformasyonu konusunda daha once
yapilan c¢aligmalar in vivo ve in vitro olmak uzere iki baslik altinda

ozetlenmektedir:

1.3.1. In vivo: Metabolize olma veya diger bir ifade ile biyotransformasyon
terimlerinin, yabanci maddelerin (ksenobiyotik) viicuttaki yapisal dontsiiminii
(transformasyon) agiklamak i¢in kullauldigini biliyoruz. Bu iglem vicutta
ozellikle karacigerde gerceklesir, ancak barsaklar, bobrekler, safra salgilan,
kaslar, deri ve kan da 6nemli katida bulunur. Bu siiregte membranlara bagh veya
serbest halde bulunan enzimler de 6nemli rol oynamaktadir. Metabolik enzimler
ksenobiyotiklere 6zel olmayip birgok maddeyi metabolize edebilecek niteliktedir.
Bu enzimler ayrica viicuttaki endojen maddelerin metabolizmasinda 6nemli rol
oynamaktadir (Om.: Steroit hormonlan, safra asitleri, hemoglobin). Intestinal
florada bulunan mikroorganizmalar da 6zellikle indirgenme ve hidroliz gibi
reaksiyonlar1 gergeklestirmektedir. Herhangi bir ksenobiyotigin viicuttaki
biyotransformasyonu ise Faz I ve Faz II olmak iizere iki asamali olarak

incelenmektedir:

Faz I: Oksidasyon [oksidaz, monooksijenaz (Sitokrom P-450), dioksijenaz ile],
indirgenme (dehidrojenaz, rediiktaz ile), dekarboksilasyon (dekarboksilaz ile) ve
hidroliz (esteraz/amidaz, hidrataz/hidrolaz, glikozidaz ile) gibi reaksiyonlarla
metabolit veya metabolitler olusturulur.

Faz II: Faz I’de olugan metabolitin endojen bir madde ile birlesme (konjugasyon)
reaksiyonlar1 (Orn.: Siilfat, glukuronik ve asetik asit konjugatlari) sonucu

absorpsiyon ve atilimini kolaylastirir.

Biyotransformasyon reaksiyonlari in vivo olarak degerlendirildiginde farkli
tiriinler ortaya ¢ikabilmektedir. Ildcin metabolizmas, ilig etken maddesinin veya
metabolitin aktivitesinden bagimsiz olarak gergeklesir. Yani bagka bir deyisle
etken maddenin metabolitleri daha diigiik etkili ve daha az toksik olabilecegi gibi,
daha etkili ve toksik olabilir [111, 113]. Tim bu faktodler, ilaglann in vivo
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metabolizasyonunu incelemeyi gerektirmektedir. Bu g¢alismalar hayvanlarda ve
daha sonra klinik deneylerle insanlarda yapilmaktadir. Son yillarda ilag etken
maddelerinin wiicuttaki biyotransformasyon reaksiyonlarim in vitro yontemlerle
de gergeklestirmek miimkiin olmustur. Bu amagla 7/n vivo metabolizasyonu taklit
eden in vitro mikrobiyal transformasyon modelleri gelistiriimis ve bir ¢ok 1lag ve
ilag adayr madde ve olusan metabolitler iizerinde toksisite ve farmakolojik

caligmalar denenmigtir [38, 292-299].

Bu kisimda karvakrol (Sekil 1.8.) [106], timol (Sekil 1.9.) [27] ve karvon
enantiyomerlerinin (Sekil 1.10.) in vivo biyotransformasyon ¢aligmalarindan
bahsedilmektedir [105]. Ancak bagka monoterpenler (p-simen, fiyonon, (-)-

mentol, 1,8-sineol, terpineol vb.) ile yapilan ¢aligmalar da mevcuttur [105, 106,

108, 300-302].
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Sekil 1.8. Karvakrol’iin (1) in vivo biyotransformasyonu
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Sekil 1.9. Timol’iin (2) in vivo biyotransformasyonu
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Sekil 1.10. Karvon enantiyomerlerinin (5 ve 5°) in vivo biyotransformasyonu

1.3.2. In vitro: In vivo kosullarda biyotransformasyonu arastinlamayan maddeler
alternatif in vifro modeller ile denenme sansina sahiptir. Bu tip ¢aligmalar ¢ok
sayida monoterpen ile de yapilmistir. Endojenik ve ksenobiyotik maddeler izole
hepatik monooksijenaziarin (sitokrom P-450) aktivitesine etki ederek, baz:
maddelerin  viicuttaki atilimi  ve toksisitesini arttirict veya azaltict etki
gosterebilmektedir. Om.: Karacigere etkisi olan ksenobiyotik maddeler ve
bunlarin biyotransformasyonlari tizerine monoterpenlerin (fiyonon, (-)-mentol,
1,8-sineol, terpineol) etkili oldugu tespit edilmistir [111, 300].

Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri ile monoterpenlerin biyotransformasyonu ile
ilgili bir ¢ok ¢ahisma yapilmistir [90, 94-96, 98-100, 303-306]. Ancak daha once
Bolim 1.1.3.°de aynntilaniyla agiklanan bu tip bir teknikle yapilan
biyotransformasyonlarin dezavantajlari goz Oniinde bulundurulacak olursa

mikrobiyal transformasyonlar her zaman yerini ve agwligimi korumugtur. Ornek
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olarak $ekil 1.11.’de monoterpen yapisindaki iyonon molekiiliiniin potansiyel
biyotransformasyon reaksiyonlan ve pozisyonlar1 verilmistir [4, 10, 300, 307].

Gegmisten gilinimize yapilan caligmalan asagida verilen bazi 6meklerle

ozetlemek miimkiindiir:
Q( (; @ Hidrojenasyon
v ) Indirgeme
~ L. theobromae €) Baeyer-Villiger Oks.
oksidasyon
’ @ Epoksidasy
ilik Oksidasyon
6 0 ® Allilik Oksidasy
B-iyonon -©® Hidroksilasyon (inaktif)

Sekil 1.11. Flyonon’da mikrobiyal biyotransformasyon

Monoterpenlerin biyotransformasyonlarina ilk ornek olarak 1915’lerde (+)-
sitronellal’in (+)-sitronellol’e maya ile doniigiimi verilebilir [4, 29, 308, 309].
Monoterpenlerin  biyotransformasyonu g¢ogunlukla pargalanma urinlerini
vermektedir. Ancak basanli dontgimler de ¢ok sayidadir, 6nemli bazi 6rnekler:
mentol ve asetatlar, o/f-pinen, sitral, sitronellal, limonen, 1,8-sineol gibi

monoterpenlerin biyotransformasyonlaridir.
1.3.3. Enzimler ve Reaksiyonlanr

Monoterpenlerin  biyotransformasyonunda rol oynayan enzimler yeni
incelenmeye baglamigtir. Halen bir ¢ok doniigiimiin, hangi enzim ve hangi tip
reaksiyonlar ile meydana geldigi bilinmemektedir. Ancak simdiye kadar elde
edilen bilgiler dogrultusunda monoterpenlerin biyotransformasyon reaksiyonlar
su sekilde simiflandinlabilir [308]:

A) Oksido-rediiktazlar: Ticari agidan, biyotransformasyonlan katalize eden
en 6nemli enzim gr:xbunu olustururlar. Ancak en biiyik olumsuzluklar:1 pahah
kofaktorlere ihtiyag duymalan ve 6zellikle monooksijenazlarin stabilitelerinin az

olusudur.
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1) Hidroksilasyonlann katalizleyen monooksijenaziar: Di-oksijenin bir

atomunun materyale katilimin saglar:
MH + O, + NAD(P)H+H' — MOH + H,0 + NAD(P)"

Membranlara baglt olan bu enzimler olduk¢a disiik konsantrasyonlarda etkin
olabilmektedir. Aktivitelerinin belirlenmesi bundan dolay1 zordur. Genel olarak
hidroksilazlardan farklari, su molekilindeki ~OH grubunun katilima Kkatkist
olmamasidir. Sitokrom P-450 sistemlerine bagh olmalan, spektrometrik

kontrollerde, fark spektrumlarinda karbonmonoksit gériilmesi ile agiklanmaktadir.

Bugiine kadar ancak ii¢ tane terpen monooksijenaz izole edilip tammlanabilmigtir.
Bunlardan birisi Pseudomonas putida’dan elde edilen ve (+)-kafur *u (+)-ekso-
hidroksi-kafur ’a donigtiren enzim, digeri linalool’in 8 ve a-terpineol’iin 7
pozisyonuna oksijen katihimini saglayan monooksijenazlardir. Bu grup enzimlerin
¢oztintrkiklerinin  iyi olmasi izolasyonlarim kolaylagtirmigtir.  Spesifik
olmadiklarindan sentezlerden baska, atiklarin temizlenmesinde de kullanim

bulmuslardir.

2) Epoksit olusumunu katalizleyen monooksijenazlar: Alkenlerden epoksit

olusumunu saglarlar:
-CH=CH- + O, + NAD(P)H + H" — EPOKSIT + H;0 + NAD(P)"

Diollerin tiretiminde faydali olabilecekleri diglinilmigtir. Ancak su ana kadar
sadece bir tane epoksidaz tammlanabilmis, a-pinen’i a-pinenoksit’e

donigtiirmiigtiir. Ayrica limonenin 1,2-¢ifte baginin epoksitini olugturabilmigtir.

3) Alkol dehidrojenazlar: Alkol, aldehit ve keton doniisiimlerini kataliz
ederler.

-OH + X <> ALDEHIT/KETON + XH,

Tersinir bir reaksiyondur ve pH degisimi ile donisimin yoni degisir. pH 9°da
aldehit yoniini tercth eden reaksiyon nétr pH’da alkol olusumunu tercih

etmektedir. Sitronellal ve sitral’in, koku degeri daha yiiksek olan sitronellol ve
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geraniol’e transformasyonu bu tiir reaksiyonlara iyi bir ornektir. Menton’un
L-mentol’e doniigiimii ticari potansiyeli olabilecek bir biyotransformasyondur.
Mentha piperita bitkisinde ¢igeklenme oOncesinde L-menton oramt % 95’lere
ulagabilmektedir, ancak ¢iceklenme ile birlikte menton’un sade % 401
L-mentol’e, kalan kismi ise D-neometil-FD-glikozit’e  doéniigmektedir.
Cellulomonas turubata adli mikroorganizmadan elde edilen ve oldukga stabil bir
enzim olan 3-a-hidroksi-steroit-dehidrojenaz ile metilizobutilkarbinol’den

L-mentol’e % 6.5 oraminda déniigiim saglanabilmigtir.

4) Rediktazlar: Doymamig cifte baglarin katalizorlerle hidrojenasyonu
biyiik potansiyele sahip dontigiimlerdir.

-CH=CH- + XH; <> -CH,-CH;-+ X

Bugiine kadar bu grup enzimlerle bir ¢ok monoterpenin indirgenmesi ile ilgili
caligmalar bildirilmistir. Ozellikle Aspergillus niger ve Pseudomonas ovalis’in
karvon ve karvotanaseton enantiyomerlerini stereospesifik olarak indirgemesi

bilinmesine ragmen ilgili enzimlerin yapisi heniiz aydinlatilamamustir [310, 311].

5) Laktonazlar (Baeyer Villiger Monooksijenazlari): Halka agilma
reaksiyonlan sonucu, lakton halkasinin 6nce agilmasini daha sonra da ketona

komsu atoma oksijen girisini saglarlar.
- -C=0 + 0+ NAD(P)H+H — LAKTON + NAD(P)" +H,0

Transformasyonun iriinti laktonlar, koku degeri yiiksek ve gida endustrisinde
kullanimlari olan maddelerdir. Bu grupta yer alan ve izole edilmis enzimler
flavoprotein yapisinda, genelde stabil ve kofaktore ihtiyag duyan enzimlerdir.
Kofaktér kullamimi enzimin kullammini sinirlandirmaktadir. Ancak buna ragmen

baz1 sentezlerde kullanildiklan bilinmektedir.

B) Hidrolazlar, lipazlar ve esterazlar: Genis kullamm alanlarina sahip
biyokatalizorlerdir. Ozellikle stereoselektif reaksiyonlar sonucu enantiyomerlerin
saf halde izolasyonlarina imkén verirler. Su ve organik ¢oziiciilerde aktif olan bu

enzimler monoterpenlerin biyotransformasyonunda kolaylik saglar. Bitkisel
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kaynaklardan monoterpen esterlerin ekstraksiyon yoluyla endistriyel boyutta
tiretimleri zor olmasina kargin, hidrolazlar katalizorluginde verimli bir gekilde
geranil asetat, sitronellil asetat gibi degerli maddeler tiretilebilir. L-Mentol tiretimi
icinde bir cok deneme gergeklestirilmis ve baz1 patentler alinmigtr. Timol'den
elde edilen rasemik mentol, hidrolazlar yardimiyla % 4.4 verimle L-mentol’u
vermistir. Bu grupta yer alan glikozidazlar digik verimli ugucu yaglara

uygulanmakta ve bu yontemle bir ¢ok terpenik madde elde edilmektedir.

C) Halka kapama ve ac¢ma reaksiyonlar: Asiklik monoterpenlerden
sitronellal’in Penicillium digitatum adh mikroorganizma katalizérlugiinde pulegol
ve izopulegol’e biyotransformasyonu; bisiklik monoterpenlerden o-pinen’in
limonen’e ve sobrerol’e donigimii bu tir reaksiyonlara 6rneklerdir. Bu tip

reaksiyonlar1 gerceklestiren enzimler izole edilip ticari hale getirilmektedir.

D) Hidrasyon reaksiyonlar:: Hidratazlar, doymamig ¢ifie baglara su
katilitmini katalize ederler.

-C=C- + H,0 <> -CH-COH-

Omek, (+)-limonen’in (+)-a-terpineol’e biyotransformasyonu ayrintilt olarak
incelenmigtir. Bu tip reaksiyonlarin avantaji oksijene ve kofaktore ihtiyag
gostermemelerinden dolayi endiistriyel boyutta birgok biyotransfor-masyonda

kullamilabilmeleridir.

E) Allilik yer degistirme: Bu tip transformasyonlar bazi monoterpenler ile
stirdiiriilen aragtirmalar sirasinda ortaya cikmigtir. Pseudomonas NOF-5 adh
mikroorganizma ile piperitol hem primer hem de tersiyer alkol doniasimleriyle
ilgi ¢ekmigtir. Ancak hangi enzimlerin bu biyotransformasyonlardan sorumilu

oldugu heniiz bilinmemektedir.
Ri-C=C-CX-R; > R;-CX-C=C-R;

F) Rasemizasyon: Epimerazlar, birden ¢ok siral karbon atomu bulunan

monoterpenlerde bu tip reaksiyonlart gergeklestirebilmektedir. Japon arastiricilar
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Pseudomonas  fragi  ile (-)-izodihidrokarvon’u (+)-dihidrokarvon’a
donistirmistir. Bu donigimil yapan enzim daha sonra izole edilmis ve olduk¢a

stabil oldugu belirlenmistir.

Aromatik monoterpenlerin  biyotransformasyonlarma 6mek olarak,
p-simen’den bahsedilmesi bu tez materyallerinin dénisiimiine 151k tutacaktir
(Sekil 1.12.). p-Simen ile ilgili ilk galigmalar 1924’de baglamis, bazi toprak
bakterilerinin enerji ve karbon kaynagi olarak kullanabilecegini belirtilmistir. Bir
Nocardia turi ile p-simen’in oksidasyonu sonucu kiiminik asit olusumu
bildirilmigtir [312]. Bagka bir ¢alismada ise bir Pseudomonas tiri ile % 40’a
varan oranlarda kiminik asit doniigimi gergeklesitirilmigtir.  Ayrica,

Pseudomonas PL tiiri ile bir seri biyotransformasyon reaksiyonunu arastirimigtir

[313].
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Sekil 1.12. p-Simen’in biyotransformasyonu

1.3.3.1. Karvakrol

Kimyasal yolla tiirevlerinin hazirlanmasina ait galigmalar [314] mevcut
olmasina ragmen karvakrol ve tirevlerinin mikrobiyal biyotransformasyon

reaksiyonlan ile ilgili bir aragtirmaya kaynak taramalar: sirasinda rastlanmamagtir.
1.3.3.2. Timol

Kuvvetli antimikrobiyal etkilerine ragmen, bahg¢e topragmndan timol’iin
biyotransformasyonunu gergeklestirebilen bir bakteri izole edilebilmistir [27].

Pseudomonas putida NCIB10014 olarak daha sonra tammlanan bu
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mikroorganizma  ile  timolin  2-hidroksi-timo-3,6-kinon’a  donigiimi
gerceklestirilmigtir.  Kismi olarak saflagtinlmig enzim ekstresi ve NADH
(=indirgenmis nikotin adenin diniikleotit) ildvesiyle 2-metil-propanoik asit, asetik
asit ve 2-oksobutanoik asite yikilmistir. NADH miktan arttinldiginda ise 2-
hidroksi-butanoik asit tretilmigtir. Mekanizma olarak ara iiriin 2,6-dihidroksitimol
tizerinden kinon’a enzimatik olmayan oksidasyon seklinde 6nerilmektedir. Bu yol

dusik verimli olup daha stabil kategollerin olusum yollarina benzemektedir (Sekil

1.13.).
HO OH HO OH
OH O cooH
2 105 107
o) o) OH o) o)
o) o) 0 COOH
104 106 108

COCH COOH COOH

+/ +

102 110 109
Sekil 1.13. Timolin mikrobiyal transformasyonu ve metabolitleri

(o]

1.3.3.3. Karvon

Karvon, gida ve koku sanayinde ayrica sentetik reaksiyonlarda biyik
miktarlarda kullanilan 6nemli bir monoterpendir. Gerek (+), gerekse (-)-karvon ile
bir ¢ok caligma yapilmig ve basan ile gergeklestirilmis biyotransformasyon
sonuglart yaymlanmigtir {315-322]. Gergeklestirilen galigmalar agagidaki sekilde
(Sekil 1.14.) 6zetlenmistir.
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Sekil 1.14. Karvon’un biyotransformasyon tirinleri
1.3.4. Monoterpen Biyotransformasyonlarinda Karsilagilan Sorunlar

Monoterpenler ile caligmak, diger madde guruplarina oranla, fiziksel ve
kimyasal ozelliklerinden dolay: biraz daha problemlidir. Bunlan, su sekilde
stralayabiliriz {69, 308]:

e Materyal ve metabolitin olduk¢a ugucu olmas:,
e Materyal ve metabolitin toksik olmast,

e Sudaki ¢ozinirliklerinin az olmast,

e Transformasyon verimlerinin digiik olmasi,

e Materyal ve metabolitinin stabil olmamasi.
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1.3.5. Monoterpen Biyotransformasyonunun Avantajlari

Bir ¢ok aragtirmaya konu olan monoterpenler ticari olarak ilag, gida, koku
ve kozmetik endustrisinin ilgisini ¢ekmekte ve bilyiik bir ekonomik potansiyel
olarak gorilmektedir [4, 308, 309]. Monoterpenlerin biyotransformasyonlarda

tercih sebepleri su sekilde siralanabilir:

e Dogal koku ve tatlarn iiretilmesi,

* Yeni dogal koku ve tat molekiillerinin tiretimi,

e Tek adimda artinlerin elde edilebilmesi,

e Tehlikesiz ve zararsiz reaksiyonlarin gergeklestirilebilmest,

e Bir ¢cok maddeye uygulanabilir olmasi,

* Biyokatalizérlerin belli konumlarda ve stereospesifik olarak katilim

saglamasi.

1.4. Kat1 Faz Mikro Ekstraksiyon (SPME) Teknigi

Kat1 faz mikro ekstraksiyon teknigi, ¢ozelti halindeki organik bilesiklerin
ekstraksiyonunda kullanilan oldukg¢a yeni bir tekniktir. Céziicii, cihaz ve 6zel bir
dizenek kullanilmadan, hizli ve hassas olarak ekstraksiyonu yapilabilen
kanisimlanin gaz kromatografisi, gaz kromatografisi/kiitle spektrometresine veya
yuksek basinglt sivi kromatografisine dogrudan uygulanmasini saglar. Minér
maddelerin  (ppm seviyesi) hem kalitatif hemde kantitatif tayinleri

gerceklestirilebilir {323].

SPME ucu, 1 cm uzunlugunda, 5 mm ¢apinda, i¢ ¢eperi adsorbanla kaph
kapiler bir elyaf ug ve etrafinda paslanmaz bir ¢elik koruyucudan olugmaktadir.
Burada kullanilan adsorbanlar ¢ok ¢esitlidir, ekstre edilmek istenen gruplara gore
uygun olam segilebilir {324]. Bu uglar ile siv1 ortama daldinilarak ekstraksiyon
yapilabilecegi gibi, ugucu bilesiklerin bulundugu ekstrelerde buhar fazinda
(headspace) bulunan ugucu bilesiklerin ekstraksiyonunda da kullamilabilir. Ikinci
sekilde kullanma teknigine headspace-SPME adi verilmektedir [325-331]. Dogru
kullanildig1 zaman bir ugun 50-100 kez tekrar kullanilabilme o6zelligi vardir.
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Yikama ve ¢ozicliye ihtiyag duyulmaz. Hizh iglem ve analiz yapmaya imkan

Verir.,

1996 yilindan itibaren yaygin olarak kullamlan bu yeni teknik, gelisme
asamasinda olmasma ragmen birgok uygulama alani bulmustur. Ozellikle sulu
ortamlardan polar veya apolar maddelerin segici ekstraksiyonunda klasik
ekstraksiyon yontemlerine oranla biytik kolayliklar saglamaktadir. Gida
analizlerinden klorlu atiklara kadar uzanan genis bir alanda ve biyolojik sivilardan
hiicre diizeyine kadar uygulanabilir olmas: bilyiik bir tstinliktir. Bitkilerdeki
ugucu Dbilesiklerin teshisi ve biyosistematik caligmalari, bocek feromonlar,
allelokimyasal maddelerin belirlenmesi gibi birgok biyolojik maddelerin

aragtirilmasinda kullanim bulmugstur [332-334].

Kaynak taramalarinda, headspace-SPME yonteminin mikroorganizmalarin
tir tayinleri i¢in  kullamldigi  kayithdir. Bu yontem kullanilarak
mikroorganizmalarin kendilerine 6zgii ugucu bilesikleri tirettikleri tespit edilmis
ve bu sayede Penicillium ve Staphylococcus tiirleri ayui edilebilmigtir. Ancak
biyotransformasyonun gergeklestigi besi yerlerinden urtinlerin ekstraksiyonu ile

ilgili herhangi bir bilgiye rastlanmamugtir [330, 331].

Biyotransformasyon g¢aligmalarinda metabolitlerin ekstraksiyonu 6nemli bir
sorun oldugundan [54, 335-337]. ozellikle ugucu bilesiklerde headspace-SPME
teknigi ile yapilan denemeler olumlu sonuglar vermistir. Itk defa bu galigmada,
monoteménlerin biyotransformasyon iiriinleri headspace-SPME-GC/MS ve

GC/FTIR y6ntemleriyle izlenmigtir.
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2. MATERYAL VE METOT

Bu bolimde biyotransformasyon ve biyolojik aktivite aragtirmalarinda
kullanilan materyaller, mikroorganizmalar, kimyasal maddeler, ¢6ziiciiler, aletler

ve deneysel galigmalarla ilgili genel bilgiler verilmigtir.

Aragtirmalarinin biytik bir kismi bagsta biyotransformasyon laboratuvari
olmak tizere TBAM’in olanaklaryla gergeklestirilmistir. Adi gegen bolimiin
kurulusu asamasinda ilk biyotransformasyon denemelerine Pakistan Karagi
Universitesi, HEJ Kimya Arastirma Enstitiisii’nde baglanmistir. Daha sonra iig
aylik bir donemde Amerika Mississippi Universitesi, Farmakognozi Anabilim
Dal’nda calisma olanagi dogmus ve bazs NMR analizleri burada yapilmigtir.
Japonya, Tokusima Bunri Universitesinden damsman ve teknik yardim destegi
saglanmustir. Biyolojik aktivite testlerinde antiviral etki i¢in Ankara Universitesi,

Veterinerlik Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali imkanlarindan yararlanilmugtir.

2.1. Materyaller, Kimyasal = Maddeler, Coziiciiler, Aletler,

Mikroorganizmalar
2.1.1. Materyaller

Asagida kaynaklariyla birlikte siralanan monoterpenler bu g¢alismada

materyal olarak kullamilmigtir:

e Karvakrol (TBAM)

e Timol (TBAM ve Riedel De Haen 16254, Almanya)

e (+)-Karvon (Nippon Terpene Chem. Co. Ltd.,.Japonya)

e (-)-Karvon (Aldrich 12493-1, Amerika)

e Karvakrol metil eter (NipponTerpene Chemical Co. Ltd., Japonya)

e Timol metil eter (Nippon Terpene Chemical Co. Ltd. Japonya)
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2.1.2. Kimyasal Maddeler ve Céziiciiler’

* n-Hekzan

* Aseton

* Dimetilsalfoksit (DMSO)

* Sodyum Hidroksit (NaOH)
* Vanilin

* Glikoz

« Sakkaroz

* Potasyum hidroksit (KOH)

* Sodyum hipofosfat
(N 321‘1P04)

* Yeast Extract (Acumedia)

* Sabouraud Dextrose Agar
(SDA) (Acumedia/Oxoid)

* Patato Dextrose Agar
(PDA) (Acumedia/Oxoid)
* Benomil

(antifungal)

* Ornidazol

(antifungal)

» Silikajel 60G

(Merck 7731,4-40 mesh)

2.1.3. Aletler

* Dietileter

* Diklorometan (CH.CL,)
* Metanol (MeOH)

» Sulfurik asit

» Hidroklorik asit (HCI)
* Pepton

* Nisasta (Oxoid)

* Potasyum klorir (KCl)
* Magnezyum siilfat
(MgS0O4)

- Iyot (1)

» Susuz Sodyum Sulfat
(N 32504)

* Miiller Hinton Broth
(Acumedia/Oxo1d)

* Penkonazol
(antifungal)

» Asiklovir

(antiviral)

« Silikajel 60G

(Merck 7734, 63-200 mesh)

* Etilasetat (EtOAc)

* Kloroform (CHCl)

» Etanol (EtOH)

* Benzen

» Potasyum karbonat

* Sodyum kloriir (NaCl)

» Amonyum kloriir

» Demir siilfat (FeSO,)

* Sodyum Nitrat

(NaNOs)

* Anisaldehit

* Potasyum hidrojen fosfat
(KHPO,)

» Miiller Hinton Agar
(MHA) (Acumedia/Oxoid)
* Ketokonazol

(antifungal)

* Kloramfenikol
(antibakteriyal)

* Hazir ITK plaklan (Silikajel)
(cam desiek, Machery Nagel, 025 mm
G-25; aluminyum, Allied 02 mm, 60)

- Gaz Kromatografisi / Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi (GC/FT-
IR), [Perkin Elmer Spektrum 2000]

- Gaz Kromatografisi /Kiitle Spektrometrisi Sistemi (GC/MS), [Hewlett Packard
GC/MSD 5890] ve [Shimadzu GC/MSD QP5050]

- Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi Sistemi (NMR), [JEOL JNM-
EX90A, FT-NMR]; [Bruker AM-400, FT- NMR], ve [Varian Mercury 300, FT-

NMR]

- Polarimetre [Oriel POL S-2]

- Ultraviole Spektrofotometre (UV-VIS) [Shimadzu UV-160A]
- Fourier Transform Infrared [Jasco FT-IR-5300]
- X-Isinlar1 Difraktometresi [Mac Science MXC 18]

" Baska bir sekilde belirtilmedike Aldrich/Sigma/Merck firmalanndan temin edilmistir.
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- Ultra Viyole Lambasi (254-366 nm), [Camag]

- Kat Faz Mikro Ekstraksiyon (Solid Phase Microextraction= SPME)Diizenegi, [Supelco]
- Otoklav [Hirayama HV-50]

- Mikro-insineratér (= Oze Sterilizatori), [PBI International]

- Laminar Akig Kabini [Nuaire NU-425, Bioll]

- Masa Usti Galkalayicili Inkiibator [GFL 3032]

- Masa Ustii Calkalayic1 [Gerhardt LS5 - RO5]

- Inkiibator [Niive EN400]

2.1.4. Mikroorganizmalar

Biyotransformasyon ¢aligmalarinda kullanilmak {izere olugturulan TBAM
Mikroorganizma Kiultiir Kolleksiyonu (TCC) listesi Cizelge 2.1.’de verilmektedir.

Cizelge 2.1. TBAM Mikroorganizma Kiiltiir Kolleksiyonu (TCC)
TCC Mikroorganizma

Rhodotorula glutinis ATCC 15125
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
Gliocladium deliquescens ATCC 10097
Caldariomyces fumago ATCC 11925
Cladosporium resinae ATCC 22712
Ramichloridium anceps ATCC 15672
Cylindrocephalum aureum ATCC 12720
Hansenula anomala ATCC 20170
Lodderomyces elongisporus ATCC 22688
12 Sporobolomyces pararoseus ATCC 11385
13 Torulopsis petrophilum ATCC 20225
15 Pichia membranaefaciens ATCC 2254
16 Saccharomyces lipolytica ATCC 8661
17 Rhodotorula rubra ATCC 20129
19 Absidia glauca ATCC 22752
20 Mucor ramannianus (Sih) ATCC 1839
21 Chaetomium cochliodes NRRL 10195
22 Thamnidium elegans ATCC 18191
23 Aureobasidium pullulans ATCC 9348
24 Dactylaria haptotyla ATCC 28924
25 Dacrymyces delinquescens var.
delinquescens ATCC 13292

27 Penicillium claviforme MR 376

28 Penicillium frequentans ATCC 10444

30 Aspergillus foetidus NRRL 337

31 Cuninnghamella elegans NRRL 9245
a= Mississippi Universitesi, Oxford, Amerika
b= HEJ Kimya Arastirma Enstitlist, Karagi, Pakistan
¢= Anadolu Universitesi, Fen Fakitltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dal1
d= Tokusima Bunri Universitesi, Tokusima, Japonya
t= Anadolu Universitesi, TBAM Kultir Kolleksiyonu
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Cizelge 2.1. (Devam) TBAM Mikroorganizma Kiiltiir Kolleksiyonu (TCC)

32 Rhizopus arrhizus ATCC 11145

Y

33 Streptomyces griseus ATCC 23137

34 Fusarium solani ATCC 12820

35 Cunningheamella echninulata ATCC 9244

36 Nocardia corallina ATCC 19148

37 Cellulomonas flavigena ATCC 482

38 Streptomyces floecaulus ATCC 25453

39 Gongronella butleri ATCC 22822

40 Cephalosporium aphidicola IMI 68981

42 Giberella fujikoroi

44 Rhizopus stolonifer

45 Trichothecium roseum CMI 50600

46 Aspergillus niger ATCC 10549

47 Aspergillus quadrilineatus ATCC 76503

48 Aspergillus flavus ATCC 9807

49 Penicillium spinulosum

50 Fusarium moniliforme NRRL 2374

51 Rhizopus stolonifer NRRL 2710

52 Mucor mucedo NRRL 3654

53 Mucor mucedo NRRL 1425

54 Cladosporium cladosporiodes NRRL 3182

55 Alternaria alternata NRRL 20593

56 Fusarium culmorum

57 Fusarium solani

58 Trichoderma harzianum Al5
59 Rhizoctonia cereolis

60 Digitalum sorokinianse

61 Pseudomonas putida NRRLB-13

62 Pseudomonas stutzeri NRRLB-775

63 Pseudomonas syringae N52

64 Aspergillus niger

65 Cephalosporium sp.

67 Fusarium solani

80 Cladosporium sp. TCC 2.2.1

81 Cladosporium sp. TCC P-2

i lglo | Ao oo lo 0o olojojojo|a oo |(olcico|C o oo e e i e

82 Aspergillus niger TCC-3

a= Mississippi Universitesi, Oxford, Amerika

b= HEJ Kimya Aragtirma Enstitiist, Karagi, Pakistan

c= Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dah
d= Tokugima Bunri Universitesi, Tokusima, Japonya

t= Anadolu Universitesi, TBAM Kiiltiir Kolleksiyonu




2.2. METOT

2.2.1. Mikroorganizmalarin Temini ve Saklanmas:

Mikroorganizmalar Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Potato Dextrose
Agar (PDA), Miiller Hinton Agar (MHA) katt besi yerlerinde egik tip, petri ya da
liyofilize halde orjinal kiiltiir kolleksiyonlarindan (ATCC/ NRRL/ IMI) temin
edilmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir. Ayrica toprak, su, bitki numunelerinden
ozel teknikler ile izole edilen mikroorganizmalar birka¢ pasajlama isleminden
sonra saflagtinlarak kolleksiyona kazandirilmistir. 1 ml %10’luk gliserol igeren
kapakli Eppendorf tiipler i¢ine aktarilan stok mikroorganizmalar ise -70°C’de
muhafaza edilmigtir. Egik besi yerlerinde saklanan mikroorganizmalar 6 aylik

periotlarla canlandinlmgtir.
2.2.2. Mikroorganizma Inokiilasyonu

Oda sicakligina getirilmis mikroorganizmalar canlandirilmak iizere
genellikle Sabouraud Dextrose Agar (SDA) kati egik besi yerine steril kosullar
altinda bir 6ze ucu miktarinda inokiile edilmis, 3-7 giin oda 1sisinda bekletilerek
yeterli olgunluga gelmesi saglanmigtir. Sonra mikroorganizma, steril,

zenginlestirilmis uygun sivi besi yerine (Bkz. 2.2.3.a-¢) aktanilmustir.

2.2.3. Siv1 Besi Yerleri

Mikroorganizmalar yeterli biyiiklige ulastiginda, biyotransformasyon
caligmalaninda kullamlmak {izere, agarhi kati besi yerinden, ozelliklerine gore

farkl: sivi besi yerlerine transfer edilmigtir. Kullanilan siv1 best yerleri:

a) a-Medyum Besi Yeri

20 g Glikoz, 5 g pepton, 5 g yeast extract, 5 g NaCl ve 5 g Na,HPO, 1000 ml’ye
distile su ile tamamlanip pH 7.0 olacak sekilde 0.1 N HCl veya KOH ilave
edilmistir [38,299].
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b) Czakpek Pepton Besi Yeri

15 g Glikoz, 15 g sakkaroz, 5 g pepton, 1 g K;HPO4, 1 g KCl, 1 g MgSO4 7 H,0
ve 0.01 g FeSO4 * 7 H,O 1000 ml’ye distile su ile tamamlamp, pH 7 olacak sekilde
0.1 N HCl veya KOH ilave edilmistir [315].

c¢) Genel Besi Yeri

15 g Sakkaroz, 0.1 g NaNO3, 0.025 g KCI, 0.002 g MgS0O4" 7 H;0, 0.05 g FeSOy4
7 H;0 ve 10.1 CaSO4 1000 ml’ye distile su ile tamamlanip, pH 6 olacak gekilde
0.04 N HCI veya NaOH ilave edilmistir [338].

d) Aktinomiset Besi Yeri

1 g Suda ¢oziiniir niasta, 0.05 g K,;HPO, ve 0.05 g NH4Cl 100 ml’ye distile suyla
tamamlanmis, pH 7 olacak gekilde 0.1 N HCI veya KOH ilave edilmistir [339].

e) Mineral Besi Yeri

Yukarida siralanan sivi besi yerlerinde sadece mineral maddeler kullanilarak,
pepton, seker gibi karbon ve azot kaynaklari kullamlmadan hazirlanmigtir.
Mikroorganizmalarin hammaddeleri daha hizli metabolize etmeleri saglanmigtir
[339].

Sterilizasyon

Besi yeri, mikroorganizmalar ile inokille edilmeden 6nce, erlenlerde pamuk veya
sterilizasyona dayanikh 6zel stingerle kapatilmis sekilde 121°C’de ve 1.1 atmosfer

basing altinda, 20 dakika sterilize edilmigtir.
Mikroorganizmalari Imhas:

Arta kalan canli mikroorganizmalar eger ¢oziciiler ile muamele edilmemis ise
atilmadan o6nce 121°C’de ve 1.1 atmosfer basing altinda 60 dakika sterilize
edilmistir. Bu sekilde 6ldirilmiis olan mikroorganizmalar biyolojik atik kaplarina

aktarilmagtir.
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2.2.4. Biyotransformasyon On Cahsmalar

Bu asamada, materyaller gesitli mikroorganizmalarla kiigiik miktarlarda
(mg diizeyinde) etkilestirilmis ve belirli kogullar altinda déniigiim olup olmadig

incelenmisgtir.
2.2.4.1. iki Asamah Yéntem [38, 299]

d—Medyum, 100 ml’lik erlenlerde 25 ml hacimlerde, agzi pamukla
kapatilmis sekilde 121°C’de ve 1.1 atmosfer basing altinda, 20 dakika bekletilerek
sterilize edilmigtir. Oda sicakligina getirildikten sonra, énceden canlandirilmis ve
yeterli olgunluga ulagmas1 saglanmg (1-10 giinliik) mikroorganizmalar bir 6ze
ucu dolusu miktarda, aseptik kosullarda, besi yerine eklenmistir. Oda sicakliginda
(24°C), 120 rpm hizda, 72 saat galkalanarak inkiibe edilmistir (1. agama).

Ikinci agamada ise gelismis mikroorganizmalardan bir &ze ucu dolusu veya
1 ml miktarda alinip, 25 ml a-medyum igeren erlene aktarilip aymi kosullar altinda
24-48 saat arasinda adaptasyonu gergeklestirilmistir. Materyaller toksik

konsantrasyonundan daha diigiik oranlarda, uygun bir ¢oziiciide (su, aseton, EtOH,

MeOH, DMSO) % 1-20 konsantrasyonda ¢ozilerek besi yerine ilave edilmigtir.
Oda sicakhiginda (24°C), 140 rpm hizda galkalanarak inkiibasyona birakilmigtir
(Bkz. Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Iki asamal1 yéntem
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2.2.4.2. Tek Asamali Yontem [315]

250 ml’lik erlenlerde bulunan 100 ml steril sivi besi yerine, laminar akig
kabininde, oda sicakliginda, tazelenmis mikroorganizma 6ze ucu dolusu miktarda
inokiile edilmistir. Mikroorganizmalarin yeterli miktarda bityiimesi sagladiktan
sonra (24-48 saat) bu besi yeri iizerine materyal, besi yeri miktanna bagli olarak
%1-10 oranlarinda ilave edilmistir. Oda sicakliginda (24°C), 140 rpm hizda
galkalanarak inkiibasyona birakilmigtir. Metabolizasyon devam ettirilmis ve
materyaller tiiketildikge tizerine ilave edilmistir (Bkz. Sekil 2.2.)

Kontrol

Tim biyotransformasyon c¢aligmalarinda kontrol olarak, aym kosullarda
hazirlanmis ve saklanmig besi yeri, besi yeri + hammadde ve besi yeri +
mikroorganizma bulunduran g erlen kontrol olarak kullanilmigtir. Bu g kontrol
ile transformasyonun gergeklestirildigi besi yeri kargilasgtirtlarak metabolitlerin

gergek mikrobiyal transformasyon irinleri olup olmadig: belirlenmistir.

Sekil 2.2. Tek agamah yontem
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2.2.5. Preparatif Biyotransformasyon
Metabolitlerin izolasyonu igin, ti¢ sekilde gergeklestirilmistir:

a) Mikroorganizmalar iki agamali yonteme (Bkz. 2.2.4.1) gore uygun
oranlarda 1 veya 2 I'lik erlenlerde, 200-600 ml besi yerlerine inokiile edilmis,
300-1000 mg materyal ilave edilerek oda sicakliginda ve 120 rpm’de, uygun

surelerde ¢alkalanmgtir.

b) Iki asamali yontemin farkli olgekteki uygulanmas:t 250 ml lik erlenler
igerisinde 100 ml steril besi yeri olacak sekilde 20-30 erlen hazirlanmistir. Ikinci
agamada mikroorganizma belirli bir bilyiikliige gelince materyal esit olarak tim
erlenlere dagitilmistir. Oda sicakliginda ve 140 rpm’de, uygun siirelerde

calkalanmigtir.

¢) Tek asamali yonteme (Bkz. 2.2.4.2)) gore 4 veya 5 adet 250 m!’lik erlende
100 ml steril besi yerinde mikroorganizma gelistirilmis ve materyal erlenlere
dagitilmig ve tiketildikge ilave edilmistir. Oda sicakliginda ve 140 rpm’de
calkalanmig, 3 veya 4. ilaveden sonra materyallerin tiiketildigi tespit edildiginde

biyotransformasyon durdurulmustur.

Her ¢ yontemde de biyotransformasyon igleminin sona erdigi ve doniigimlerin
maksimuma ulasti1 ITK ve/veya GC/MS sistemi ile tespit edildiginde numuneler
tizerine EtOAc ilave edilerek mikroorganizmalarin canliigina son veriimis
biyotransformasyon durdurulmus, ekstraksiyon ve izolasyon ¢aligmalarina

gecilmigtir.
2.2.6. Metabolitlerin Ekstraksiyonu

2.2.6.1. Sivi-Sivi Ekstraksiyon

Metabolit olusumunu izlemek amaciyla yapilan islemdir. Steril kosullar
altinda, 6nceden 3-5 ml EtOAc ilave edilmis deney tiiplerine steril uglu pipetorler
ile biyotransformasyon besi ortamindan esit miktarda aktanlmis, 1 dakika vorteks
kullanarak karigtinlmistir. EtOAc’l1 tist faz, bagka bir pipet ile susuz Na,SO,’tan
gegirilerek bir numune kabina aktanilip 40-50°C’de veya azot gazi kullamlarak
¢oziicii uzaklastinlmistir. ITK veya GC/MS sistemi ile kontrol edilmistir.
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2.2.6.2. Headspace-Kati Faz Mikro Ekstraksiyon (SPME)

100 gm kalinhiginda PDMS (polidimetilsiloksan) ile kapl uglardan olusan
SPME {initesi, ¢alkalanmig biyotransformasyon numunesine 15 dakika headspace
yontemiyle (Bkz. 1.4. ve $ekil 2.3.) uygulanmgtir. SPME ucunun adsorbladig
ugucu bilesikler gaz kromatografisinin enjeksiyon portunda 5 dakika bekletilerek
kolona verilmistir. SPME ¢aligmalan her bir biyotransformasyon deneyi igin 3

kez tekrarlanmugtir.

Sekil 2.3. Headspace-SPME-GC/MS yontemi ile biyotransformasyon metabolitlerinin analizi

2.2.7. izolasyon

Preparatif amagla gergeklestirilmis biyotransformasyon iglemini durdurmak
ve ekstraksiyonu baslatmak amaciyla besi yerlerine % oramnda EtOAc ilave
edilmistir. Iyice galkaladiktan sonra, Buchner hunisinden siiziilerek, mikrobiyal
misellerden kurtanlan ve birlegtirilen sivi kisimlar ayirma hunilerinde
hacimlerinin yaklagik 2 kat1 EtOAc ile 3 kez ekstre edilmistir. Toplanan ekstreler
susuz Na,SO, tan gegirilerek 40-60°C’de algak basing altinda yogunlastiriimigtir.
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2.2.7.1. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)
a) Analitik ITK

Cam veya aluminyum destek tizerine, 0.2/0.25 mm kalinligindaki silikajel
40/60 GF.s, kaplanmig, 5x20 cm veya 20x20 cm ebatlarinda hazir plaklar
kullamlmgtir. Plaklar oda sicakliginda, nemsiz ve karanlik 6zel muhafazal
kutulaninda saklanmigtir. Uygun bir ¢o6ziicii sisteminde siiriklenen numuneler
kurutulduktan sonra UV 1g1k altinda 254/364 nm dalga boyunda incelenmistir. UV
absorbsiyonu olmayan maddelerin belirlenmesinde ve teshisinde renk reaktifi
olarak % 5 HSO4 + % 1 Vanilin reaktifi + 1s1 (120°C de 3-5 dakika),
anisaldehit/H,;SO;4 + 1s1 veya I; buhan kullanilmagtar.

Cizelge 2.2. ITK ¢alismalannda kullamlan ¢oziicii sistemleri

Sistem Coziiciiler Oranlan

A |Hekzan : EtOAc 8:1

B |Hekzan : EtOAc 3:1

C |Hekzan: EtOAc ‘ 1:1

D |Hekzan : Aseton 6:1.5

E |Hekzan : Aseton 1:1

F  |Hekzan : Dietileter 9:1

G |Hekzan : Dietileter 1:1

H |Hekzan: EtOAc: Benzen 6:2:0.5

b) Preparatif ITK

0.25 mm kalinlikta 20x20 ¢cm ebadinda, hazir cam veya aluminyum plaklar
kullamlmugstir. Siriikklenme iglemi, igerisine siizge¢ kagidi yerlestirilmis cam
kromatografi  tanklarinda ¢Oziicii  sistemi ile doyurulduktan sonra
gerceklestirilmigtir. Plaklar kurutulduktan sonra UV 1gsik altinda 254/364 nm
dalga boyunda incelenmisti. UV absorbsiyonu olmayan maddelerin
belirlenmesinde ve teshisinde yukarida belirtilen renk reaktifleri plaklarin bir

kenarina piiskurtiilerek bantlar belirlenmigtir.
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Izole edilmek istenen maddeler ayri bantlar halinde kazinarak
CHCl3:MeOH (4:1) kangimi ile 3 kez ekstre edilmig, daha sonra 3 no’lu poréz
cam sizgeglerden yikanarak alinmig ve dugik sicaklikta vakum altinda

yogunlagtinlmigtir.
2.2.7.2.Vakum Sivi Kromatografisi (VSK)

Ekstrelerin fraksiyonlanmasi igin kullanilan bu yontemde, silikajel (7731)
ekstre miktarinin 40 — 100 katt miktarinda tartilmig kuru olarak kolona konmustur.
Ekstre az miktarda adsorbana emdirilerek veya dogrudan tizerine yerlestirilmigtir.
Eliisyona apolar ¢oziiciilerle baglanmis ve gradient ¢oziici sistemleriyle devam
edilmigstir. Ayrnmlar tamamlandiktan sonra kolon MeOH ile yikanmstir. Toplanan
fraksiyonlar yogunlastinilarak ITK ile incelenerek benzer olanlar birlestirilmistir
(Bkz. Sekil 2.4.) [340, 341].

solran
] ailika

valesmn

Sekil 2.4. Vakum siv1 kromatografi (VSK) sistemi

2.2.7.3. Kolon Kromatografisi (KK)

1:40-50 Oraninda silikajel (7734) ve hekzan ile yas hazirlanmig kolon 5 x 40
cm, 10 x 70 cm vb. ebatlarinda olup ekstre silikajele emdirilmis olarak veya
dogrudan uygulanmistir. Hekzandan baglamak iizere, hekzan-dietileter, dietileter,
aseton ve EtOAc ile 10 ml’lik fraksiyonlar toplanmig ve son olarak da kolon

MeOH ile yikanmstir.
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2.2.8. Yap: Tayini
2.2.8.1. Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometrisi (GC/MS)

Biyotransformasyon sonucu elde edilen irinlerin kiitle spektrumlaninin
alinmasi igin bu sistem kullamlmistir. Gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi
analizlerinde Hewlett-Packard G1800A GCD sistemi, polar 6zellik;eki Innowax
FSC kolon (60 m x 0.25 mm id 0.25 pm film kalinlig1) ve tagtyict gaz olarak
Helyum (1 ml/dakika) kullamlmistir. Iki farkli sicaklik programi (A= kisa
program, B= standart program) uygulanmstir. Enjeksiyon portu sicaklii 250°C,
split oram 50:1 dir.” 70 eV Enerjide ve m/z 35-425 kiitle araliinda maddelerin
analizleri gergeklestirilmistir. Degerlendirme 1slemlerinde oOncelikle "TBAM
Ugucu Yag Bilegenleri Kitiphanesinden” yararlamlmistir. Ayrica Wiley ve
Adams-LIBR(TP) Kiitiphane Tarama Yazilimlarinin yaminda "The Wiley/NBS
Registry of Mass Spectral Data", ilgili kaynaklar ve standart madde 6rnekleriyle

kargilagtiriimigtir.

Sicaklik Programlari:

A= 100°C'de 5 dak, 220°C'ye 20°C/dak, 220°C'de 11.5 dak*
B= 60°C'de10 dak, 220°C'ye 4°C/dak, 220°C' de 10 dak, 240°C’ye 1°C/dak

2.2.8.2. Fourier Transform Infrared Spektrofotometrisi (FT/IR)
Bazi galigmalarda, Jasco FT-IR-5300 model spektrofotometre kullanilmgtir.

2.2.8.3. Gaz Kromatografisi / Fourier Transform Infrared Spektrofotometrisi

(GC/FTIR)

Metabolitler gaz kromatografisi kolonunda aynldiktan sonra, sisteme
dogrudan baglh Fourier Transform-infrared Spektrofotometrisi ile gaz fazinda
spektrumlar1 alinmustir. Ozellikle SPME ile ekstre edilen gaz faz1 metabolitleri bu

sistem kullanilarak tayin edilebilmistir.

" SPME ¢aligmalan splitsiz uygulanmugtir
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GC/FT-IR Analiz Kosullari:

Cihaz : Perkin Elmer, AutoSystem XI. Gaz Kromatografisi

Kaynak : 2000 GC-IR System, Spectrum 2000 FT-IR
Spektrofotometrisi

Dedektor : MCT : GCIR

Olgiim Aralig : 4600-600 cm™

Sicaklik Program : B: (60°C'del0 dak, 220°C'ye 4°C/dak, 220°C' de 10 dak,
240°C’ye 1°C/dak)

2.2.8.4. Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR)

TBAM’da yapilan calismalarda metabolitlerin 'H NMR ve 13C NMR
spektrumlar1 90 MHz ve 22.4 MHz’de incelenmistir. Internal standart olarak TMS
eklenmig CDCl; ile ¢ozilmiigtiir.

Mississippi Universitesi ve Tokusima Bunri Universitesinde '"H NMR
Olgtimleri 400 MHz ve 500 MHz'lik Bruker AM-400 ve AM-500 sistemlerinde
alinmigtir. Coziicii olarak CDCl; kullamlmustir, referans piki ¢oziiciilere gore
otomatik olarak ayarlanmigtir. Kimyasal kayma degerleri (8) ppm olarak,

J degerleri ise Hz cinsinden verilmistir.

2.2.8.5. X-Ismlar Difraksiyonu

Kristal yapisindaki maddenin ii¢ boyutlu yapis1 “maXus SIR92 bilgisayar
programu” kullamlarak ortaya konmugtur [342]. Cihazla ilgili parametereler ve

teknik detaylar bu kisimda verilmigtir.

Parametreler: X-Isinlar1 Radyasyonu

a= 10.204000 (0) A A=0.71073A

b=28.921000 (0) A 130 refleksiyonun hiicre parametreleri
¢ =11.419000 (0) A 6= 1-20°

£ = 87.802002 (0)° 2=0.73 mm"

V =1038.699951 (0) A T=293 K

Z=4 Kiip=0.35x0.2x0.15 mm
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kiiresel

2005 adet olgiilen refleksiyon h=0-12
2000 adet bagimsiz refleksiyon k=0 — 10
1442 adet gozlenen refleksiyon I=-13 »13
F igin (& O)max= 0.4147

@R=0.054  Apns=0.13¢ A
R=0.138  Apun=-0.18e A
S=1.343 Ekstinksiyon diizeltmesi ( yok )

1442 refleksiyon ve 228 parametre (Atomik sagilma faktorii)

D,=1.230 mg/m’ , D= 1.200 mg/m’
DIP (Image plate diffractometer) [/ > 3.00 sigma (/)]
Absorpsiyon diizeltme Opa= 25.73°

2.3. Biyolojik Aktivite Cahsmalarn

Biyotransformasyonlarda  kullanilan  materyaller ve elde edilen

metabolitlerin bir kisminin biyolojik aktiviteleri arastinlmigtir

2.3.1. Antibakteriyal Aktivite

Mikro dilisyon yontemi [343] ile belirlenmigtir. 2 mg saf madde 2 ml steril
DMSO veya MeOH kullamlarak stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Ilk gukura stok
¢ozeltiden 200 4l ilave edilmigtir. Diger gukurlanin tamamina 100’er g distile su
konmugtur. Daha sonra ilk ¢ukurdan baglayarak tiim cukurlara log,,’a gore
seyreltme uygulanmistir. Islem sonunda 11 gukurdaki konsantrasyon aralig
1000 - 0.97 pg/ml olmustur. 24 saat Miiller Hinton Broth’da 37° C’de ¢ogaltilmig
mikroorganizmalar 6nce 10® CFU/ml olacak sekilde cift kuvvet sivi besi yerinde
seyreltilmigtir. Daha sonra cukurlara 100 ul ilave edilip 24 saat 37° C’de
inkiibasyona birakilmistir. Uremenin olmadigi ilk c¢ukurdaki konsantrasyon,
minimum inhibe edici konsantrasyon (MIC) olarak ug/ml cinsinden belirlenmigtir.
Pozitif ve negatif kontroller de dikkate alinarak deneyler 3 kez tekrarlanmugtir.
Cizelge 2.3.’de kullamlan mikroorganizmalar temin edildikleri kaynaklariyla
birlikte verilmistir.

Standart Madde: Bakteriler i¢in Kloramfenikol siiksinat, bir maya olan Candida

albicans igin Ketokonazol kullanilmigtir.
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Cizelge 2.3. Mikrodiliisyon yonteminde kullamlan patojen mikroorganizmalar

TCC | Mikroorganizma Kaynak Patojenitesi
70 | Escherichia coli, Gr (-)* ATCC 25922 |yara, iiriner ve gastro intestinal
sistem enf., dizanteri, septisemi
71 | Staphylococcus aureus, Gr (+) ATCC 6538 gida zehirlenmesi, st solunum
yolu enfeksiyonlar, yara enf,

72 | Pseudomonas aeruginosa, Gr (-) | ATCC 27853 | septisemi, yara, goz ve iiriner enf.

73 | Enterobacter aerogenes , Gr (-) | NRRL 3567 gastro intestinal sistem ve iiriner
sistem enfeksiyonlan

74 | Proteus vulgaris, Gr (-)* NRRLB-123 | diyare, iiriner sistem ve cilt
enfeksiyolan ve yara iltihabi

75 | Salmonella typhimurium, Gr (-) | NRRLB-4420 | Salmonellosiz,  diyare, gida
zehirlenmesi

76 | Candida albicans, Maya O0.G.U.Tip |Kandidiaz, intestinal ve iiriner

sistem enf., cilt ve yara enf,

¥anerobik

2.3.2. Antifungal Aktivite

Agar tip diliisyon yontemi [344] kullanilarak antifungal aktivite tayin
edilmigtir. Materyalden 20 mg tam tartihp 1000 ul DMSO’de ¢oziinerek stok
cozelti hazirlanmustir. 200 pg/ml Kontsantrasyonda olacak sekilde, sogutulmusg
steril Sabouraud Dekstroz Agar besi yeri bulunan (4 ml) deney tipleri igine ilave
edilmis ve iyice kanstinlarak oda sicakliginda katilagmasi igin egik bir gekilde
bekletilmigtir. 4 mm g¢apinda 7 ginlik fungus kiltiini besi yerinin merkezine
transfer edilmigtir. 27-29°C’de 7-10 gin inkiibasyona birakilmistir. Standart
olarak antifungal ve DMSO kullamlarak; % inhibisyon degeri besi yerinde mm
cinsinden biyime ¢api, antifungal mm biyiime ¢ap: farki olarak belirtilmistir.
Kullamlan funguslar; (Bkz. Cizelge 2.4.) bitki patojeni olup Anadolu Universitesi
Fen Fakiiltesi Mikrobiyoloji Bélimiinden temin edilmigtir.

Standart Maddeler: Benomil [metil-1-(butilkarbomil)-2-benzimidazol-
karbamat], Penkonazol [1(2-(2,4-diklorofenil)-n-pentil)-1-H,1,2.4  -triazol],
Ornidazol [1-(3-kloro-2-hidroksipropil)-2-metil-5-nitroimidazol] ve Ketokonazol
{(£)-1-asetil-4-[p-[[(2R,45)-2-(2,4-diklorofenil)-2-(imidazol-1-il-metil)-1,3-
dioksolan -4-il]Jmetoksi]fenil]piperazin} antifungal standart olarak kullamlmustir.
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Cizelge 2.4. Agar tiip diliisyon yonteminde kullanian patojen funguslar

TCC | Mikroorganizma Kaynak Patojenitesi

S5 | Alternaria alternata NRRL 20593 Domates zararlis

48 | Aspergillus flavus HEJ Pakistan | Gida kiifiilenmesi
Aspergillozis

46 | Aspergillus niger ATCC-10549 Kok iiriikleri,
Aspergillozis

92 | Drechslera sorokiniana Fen Fakiiltesi Tahillarda ¢iiriime

50 | Fusarium moniliforme NRRL 2374 Domates ve sebze

90 | Gaeumannomyces Anadolu Tanm Tahillarda giiriime

graminis var. tritici

59 | Rhizoctonia cereolis Fen Fakiiltesi Tahul kok ciiriimesi

51 | Rhizophus stolonifer NRRL 2710 Sebze ve meyve zararhist

91 | Sclerotium rolfsii Anadolu Tanm Talul ¢iinimesi

45 | Trichothecium roseum CMI 50600 Elma ve diger meyva-larda
clirtime

2.3.3. Antiviral Aktivite

Ankara Universitesi, Veterinerlik Fakiiltesi’nce biiyiikkbag hayvanlardan
izole edilmig Bovine Herpes Viriisii (BHV-1) kullanilmigtir. Antiviral aktivite iki
asamada degerlendirilmistir [344-346]. Ik asamada maddelerin hiicreler
kargisinda gostermis olduklar sitotoksik konsantrasyonlar tespit edilmigstir. Daha
disiik konsantrasyonlarda, yani maddelerin sitotoksik olmadig1 konsantras-

yonlarda, antiviral etki sitopatolojik etki tiiniinden incelenmigtir.
Numune hazirlanmas:;

10 mg Civarinda materyal tam olarak tartilmig ve 2 ml % 5 EAGLE MEM
medyumda ¢ozilmilg, vorteks ile 1 dak kanstinlmis ve 0.4 ygm filtrelerden
gegirilerek deneylerde kullanilmugtir.

a) In vitro sitotoksik aktivite
1. Tim goézlere 50 ul EAGLE MEM medyum koyulmustur,
2. 1. Swraya 50 g numune ilave edilmistir,

3. 50 ser 4l aktanlarak log;o’a gore seyreltme yapilip, son sira “hiicre kontrol”
(HK) olarak birakilmigtir,

4. Tim gukurlara 50 zd %10 FDS’lu EMEM ilave edilmistir,

5. Tim gukurlara 50 zd 300000 hiicre/ml olacak sekilde sulandirilan MDBK
(%10 FDS’lu EAGLE MEM) hiicre siispansiyonu dropper ile ilave edilmistir

6. 37°Cde %5 CO.’li etiivde inkiibasyona birakilmigtir.
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Bu deney potansiyel antiviral etkili maddelerin in vifro kosullarda (MDBK
hiicre kiiltiini) meydana getirebilecekleri sitotoksik etki ve bu etkinin minimum

dozunun tespiti igin hazirlanmistir.

b) In vitro antiviral aktivite
1. Tim gukurlara 50 4l EAGLE MEM medyum koyulmustur,

2. Stok tipler igine 100 ul BHV1 (1/500000) virisii ve 50 g1 numune ilave
edilip, 37°C’de %5 CO;’li etiivde 1 saat inkiibasyona birakilmigtir.

1. siraya 50 gl viriis + numune kanigimi konulmugtur (1/2 seyreltme)
4. logo’a gore seyreltme yapilmustir,

. Son iki sira hiicre kontrol (HK) ve viriis kontrol (VK) olarak numune ilave
edilmeden birakilmigtir,

6. Tim gukurlara 50 4 %10 FDS’lu EMEM ilave edilmistir.

7. Tum cgukurlara 50 g4 300000 hiicre/ml olacak gekilde sulandiriian MDBK
(%10 FDS’lu EAGLE MEM) hiicre siispansiyonu dropper ile ilave edilmistir.

8. 37°Cde %5 CO;’li etiivde inkiibasyona birakilmigtir

Standart madde: Antiviral madde olarak tiim denemelerde Asiklovir
kullamimigtir.

Bu deney ise potansiyel antiviral etkili maddelerin tiip icerisinde 100 DKIDs,
oraninda sulandirilmig viris ile 37°C’de %5 CO;’li etiivde inkiibasyonu sonucu
antiviral etkinin tespiti ve varsa hangi konsantrasyonlarda etkili oldugunu bulmak

igin yapilmugtir.

Sonuglarin degerlendirilmesi: Mikroskopik olarak hiicresel diizeyde viris
tarafindan olusturulan CPE’nin goériilmesi ile gergeklestirilmistir. Antiviral etkili
konsantrasyonlarda CPE goriilmemektedir.

100 DKIDs, = Enfekte edilen doku ya da hiicre kiltiirli veya deneme

hayvanlarmin en az yansinda enfeksiyon olugturan virils seyreltmesi

HK= 100 1 %10 FDSlu EAGLE MEM + 50 4 300000 hiicre/ml hticre stispansiyonu
VK= 50 11 %10 FDS’Tu EAGLE MEM + 50 pl virils + 50 pi hiicre stispansiyonu

FDS= Fétal dana serumu (Paesel GmbH and Co., Frankfurt Germany)

EAGLE MEM= Eagle’s Minimum Essential Medium (Biochrom KG., Berlin, Germany)
MDBK= Modin Darby Bovine Kidney Hiicre Kiiltitrit

BHV-1= Bovine Virus Type - 1

CPE (cytopathologic effect= sitopatolojik etki)
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3. BULGULAR

3.1. Biyotransformasyon On Cahsmasi Sonuclari

Materyaller, 55 mikroorganizma ile Boliim 2.2.4.’te agiklanan metotlar

kullamlarak  biyotransformasyona

birakilmisg,

doniigiimlerin

gergeklesip

gerceklesmedigi ITK ile kontrol edilmistir. Daha fazla sayida tiirev olusturan

mikroorganizmalar ile yan preparatif ve preparatif oOlgekte (Bkz. 2.2.5)

¢alismalara devam edilmigtir. Mikroorganizmalarin isimleri ve 6n ¢alismalarin

sonuglar: Cizelge 3.1."de dzetlenmistir.

Cizelge 3.1. Materyallerin biyotransformasyonlan icin kullanilan mikroorganizmalar ve 6n

¢aligmalann sonuglan
TCC | Mikroorganizma 1 2 3 4 5 5
19 | Absidia glauca 1721 12 X X 5/3
S5 | Alternaria alternata y y - - - -
48 | Aspergillus flavus y y - - - -
30 | Aspergillus foetidus 121 y - - - ]33
46 | Aspergillus niger y y x | x | x X
64 | Aspergillus niger y y X X X X
47 | Aspergillus quadrilineatus y y - - - -
23 | Aureobasidium pullulans 36 | vy - - - 1/3
5 | Caldariomyces fumago -y y - - - | 32
40 | Cephalosporium aphidicola - y - - - -
21 | Chaetomium cochliodes 521 y - - 132
54 | Cladosporium cladosporiodes | y y - -] - -
6 | Cladosporium resinae 2/0 | 2/0 | - - - | y/5
80 | Cladosporium sp. X y - - - -
81 | Cladosporium sp. X y - -] - -
31 | Cuninnghamella elegans 221 13 | x | x | x | 54
35 | Cunningheamella echninulata | - - X | x | x X
41 | Curvullaria lunata - y - - - -
8 | Cylindrocephalum aureum y2 | 1/3 - - - 21
25 | Dacrymyces delinquescens y/3 | 1/3 - - - | 22
var. delinquescens
24 | Dactylaria haptotyla 221y - - - y/2
60 | Digitalum sorokinianse y y - - - -
56 | Fusarium culmorum y y - - - -
50 | Fusarium moniliforme X X - - - -
34 | Fusarium solani - y - - - -

1= karvakrol, 2= timol, 3= karvakrol metil eter, 4= timol metil eter, 5= (+)-karvon, 5'= (-)}-karvon,

x = transformasyon mevcut, metabolit olusumu (ITK *ne gore) var, y = transformasyon yok,

- = denenmemistir, 0 = yikilim,

/ ile aynlan sayilar 4. ve 10. giin sonundaki metabolit say1larim belirtir.

TCC =TBAM Kiiltiir Kolleksiyonu
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Cizelge 3.1. (Devam) Materyallerin biyotransformasyonlart igin  kullanilan
mikroorganizmalar ve 6n galigmalarn sonuglarn

TCC | Mikroorganizma 1 2 3 4 5 5
57 | Fusarium solani y y - - - -
4 | Gliocladium deliquescens 4/3 { 1/3 - - - | 33
9 | Hansenula anomala 4/5 | 3/3 - - - | 3/6
10 | Lodderomyces elongisporus | 3/4 | y/3 - - - | 22
52 | Mucor mucedo y y - - - -
53 | Mucor mucedo y y - - - -
20 | Mucor ramannianus 331 3/5 | x | x | x {23
27 | Penicillium claviforme 331 10 | x | x | x | 473
28 | Penicillium frequentans 1/1 y - - - | 23
49 | Penicillium spinulosum X X - - - -
15 | Pichia membranaefaciens y | 2/0 - - - 3/2
61 | Pseudomonas putida y y X | x| X X
62 | Pseudomonas stutzeri y y - - X X
63 | Pseudomonas syringae y y - - - -
7 | Ramichloridium anceps y/1] 1/0 | - - - | y2
59 | Rhizoctonia cerealis y y - - - -
32 | Rhizopus arrhizus X y - - - -
44 | Rhizopus stolonifer X X - - - -
51 | Rhizopus stolonifer y y - - - -
1 | Rhodotorula glutinis y | y/1 - - - 1 24
17 | Rhodotorula rubra 2/6 | 2/2 | - - - | 57
2 | Saccharomyces cerevisiae 472 | 2/3 X X X | 272
16 | Saccharomyces lipolytica 2/3 | 2/4 - - - 2/2
12 | Sporobolomyces pararoseus | 2/4 | y/2 | - - - 1/2
38 | Streptomyces floecaulus y y - - - -
33 | Streptomyces griseus X X - - X X
22 | Thamnidium elegans 1/4 | 2/4 | - - - 151
13 | Torulopsis petrophilum 5/31 2/0 | - - - 1/5
58 | Trichoderma harzianum y y - - - -
45 | Trichothecium roseum X y X | x | x X

1= karvakrol, 2= timol, 3= karvakrol metil eter, 4= timol metil eter, 5= (+)-karvon, 5'= (-)-karvon,
x = transformasyon mevcut, metabolit olusumu (ITK ne gore ) var, y = transformasyon yok,

- = denenmemigtir, 0 = yikithum,

/ ile aynlan sayilar 4. ve 10. giin sonundaki metabolit say1larim belirtir.

TCC =TBAM Kiiltir Kolleksiyonn
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3.2. Karvakrol’iin (1) Mikrobiyal Transformasyonu

Cizelge 3.1’°de oOzetlenen on ¢aligmalarin sonuglarina gore 12 kadar
mikroorganizma ile preparatif denemeler gerceklestirilmis, ancak 2
mikroorganizma ile  metabolit elde edilmesi basarili  olmustur.
Biyotransformasyon sonucu olugan metabolitlerin kimyasal yapist Sekil 3.1.°de,
metabolitler hakkinda o6zet bilgiler Cizelge 3.2.°de ve bu galigmalarla ilgili
agiklayici bilgiler alt bagliklar halinde verilmistir.

OH

7 (J,\lﬂ‘
OH dmci“"”os ToOMS
6 2 Tf.‘a‘
s 3
4
8 N
9 1 10 \% g

Sekil 3.1. Karvakrol’in (1) mikrobiyal transformasyonu

Cizelge 3.2. Karvakrol’iin mikrobival transformasyon metabolitleri

Mikroorganizma TCC | Metabolitler | Formiil No Teshis
Trichothecium roseum 45 M1 128 GC/MS
M2 - GC/MS
M3 - GC/MS
M4 - GC/MS
M5 - GC/MS
Cladosporium sp. 80 M6 80 ~ ITK, GC/MS,
81 'H,”C-NMR

3.2.1. Metabolit 1-5

Trichothecium roseum filamentli fungusu kullamilarak karvakrol’iin. (1)
biyotransformasyonu denenmigtir. Bolim 2.2.3.’te belirtilen genel besi yeri (c)
kullanilarak ve 2.2.5.’deki iki agamal1 yontem ile 29 adet 250 ml’lik erlene 1.0 g
materyal esit olarak paylastinlmugtir (~35 mg/erlen). 12 giinlik inkiibasyon
sonunda, ekstraksiyon islemi bolim 2.2.7.°de belirtildigi gibi EtOAc ile
gergeklestirilmis ve 1.09 g metabolit ekstresi elde edilmistir. GC ve GC/MS

analizleri 2.2.8.1.’de verilen B programu ile gerceklestirilmistir. Aym analizde,
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karvakroliin (1), relatif olarak % 95 oraninda doéniigmeden yapisini korudugu

belirlenmigtir.

OH

128
Metabolit M1

Dehidrokarvakrol (128), {sin.: 2-Metil-5-(1-metilvinil)-fenol; 3-Hidroksi-a,4-
dimetilstiren}, [C;0H;,0],
GC/MS analizinden elde edilen bilgiler dogrultusunda, karvakrolden iki hidrojen
(Hz) ¢ikisi belirlenmigtir. Kaynak taramalan sonucu, karvakrol’in izopropil
grubunda dehidrojenasyonun gergeklesmesiyle ortaya ¢ikan 2-metil-5-(1-
metilvinil)-fenol yapisiyla kiitle spekturumu degerlerinin tamamen benzer oldugu
gorilmis ve aym yapiya sahip oldugu kanaatine vanlmistir. Bu bilesik ilk kez
Lavandula gibsonii’den izole edilmig ve yapist aydinlatilmigtir. Ayrica kimyasal
sentezlerle elde edildigide bilinmektedir [347, 348].
EIMS m/z - 148 (M",100) 133, 115, 108, 91, 77, 65, 63, 51, 39.
Metabolit M2
EUMS m/z : 180 (M), 165 (100), 149, 135, 121, 109, 88, 77, 69, 43.
Metabolit M3
EUMS m/z : 168 (M"), 167, 149 (100), 132, 113, 104, 83, 71, 57, 43.
Metabolit M4
EUMS m/z :166 (M), 151, 135, 133, 121, 107, 91, 77, 59, 51, 43 (100).
Metabolit MS
EIMS m/z :152 (M), 137, 119, 109 (100), 91, 77, 65, 43, 39.

M2, M3, M4 ve M5 kodlu metabolitler diigiik miktarlarda olmalar
nedeniyle izole edilememiglerdir. Ancak izolasyonlan ile ilgili ¢aligmalar halen
sirmektedir.

3.2.2. Metabolit 6

Balikesir: Ayvalik, Cunda Adasi’ndan temin edilen Coridothymus capitatus
(L)Reichb. fil. (Labiatae) bitkisi ve topragindan izole edilen [339] 2 adet

mikroorganizma karvakroli a-medyumda 5. ginden itibaren metabolit M6’ye
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dontistirmistir. Kromatografik teknikler kullamlarak (Bkz. 2.2.7. VSK, KK ve
prep ITK, Cizelge 2.2. E) metabolit M6 elde edilmistir. ITK’da karvakrole gore
daha polar olan M6, GC/MS analizi sonucu M'166 piki ile karvakrol’de (1) bir
hidroksilasyon olabilecegini gostermis ve kapali formil olarak C;oH140;
belirlenmistir. >C NMR ve DEPT spektrumunlarinda 4 adet —CH, 1 adet -CH;, 2
adet -CHs, 3 adet -CH,, ile toplam 10 karbon tespit edilmisti. 'H NMR
spektrumunda, § 1.23°de, 3 H integrasyonunda dublet H-10’daki; 2.22 ppm’de ki
singlet ise H-7’deki -CH3 gostermektedir. Karvakroliin spektrumundan farkli
olarak H-9 pozisyonunda -CH3 grubu yerine -CH; grubuna ait § 3.64 ve 3.71°de
iki adet singlet “OH grubunun H-9 pozisyonunda oldugunu desteklemigtir. Ayrica
0 4.8°de bulunan ve 2H’a karsilik gelen yayvan (br) singlet, karvakrole bir -OH
grubu daha katilmis oldugunu belirtmigtir. Kaynak taramalarinda ratlarda
karvakrol ile yapilan bir in vivo ¢aligmada, metabolit olarak a¢ik formiiliiniin
cizildigi ve TMS tiirevi olarak kiitle spektrumunun verildigi gonilmiigtir {106].
M6’nin ozellikler ve spektral verileri burada ilk kez bildirilmektedir (Sekil 3.2.).

OH

OH
80
Metabolit M6
9-Hidroksi karvakrol (80) {sin.: 3-Hidroksi-$-4-dimetil-benzenmetanol; 5-(2-
Hidroksi-izopropil)-2-metilfenol; 5-(2-Hidroksi-1-metiletil)-2-metilfenol},
[CioH140:], kokulu, agik sar renkte, yagimsi (12 mg), Rr: 0.1 (sistem B);

[af®p: +122.2° (¢ 0.09, MeOH), UV (Amax): 231, 275 nm (c 0.09, MeOH);
GC-FT/IR (Vinay) 3652 (OH), 3030, 2970, 1584, 1426,1225, 1036, 809 cm’;

'H NMR (90 MHz): §1.23 3H, 4, J 5.2, H-10), 2.22 3HL s, H-7), 2.87 (1H, sept,
J 7.0, H-8), 3.64 (1H, s, H-9b), 3.71 (1H, s, H-9a), 4.8 (2H, OH), 6.68 (1H, s, H-
3), 6.77 (1H, d, J 1.7, H-5), 7.08 (1H, d, J 7.4, H-6) (Sekil 3.2.);

BCNMR (22.5 MHz): 615.3 (C-7, CH3), 17.5 (C-10, CHz), 42.0 (C-8, CH), 68.7
(C-9, CHy), 114.0 (C-3, CH), 119.7 (C-5, CH), 122.0 (C-1, CHy), 131.2 (C-6,
CH), 143.0 (C-4, CHy), 160.2 (C-2, CHy) (Sekil 3.2.);
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EI/MS m/z :

166 (M", 24), 136 (13), 135 (100), 133 (4), 121 (5), 115 (10), 107

(8), 105 (5), 91 (25), 79 (7), 77 (10), 65 (4), 51 (4), 39 (6) (Sekil 3.2.).
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Sekil.3.2. 9-Hidroksi karvakrol’iin (80) spektral verileri (MS, 'H ve °C NMR)
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3.2.3. Diger Denemeler

Daha verimli dénigiimleri belirlemek amaciyla, Cizelge 2.1.’deki ilk 25
mikroorganizma ile a-medyum (2.2.3.a) ve 2.2.4.1.’deki yontem kullanilarak 4 ve
10 ginlik doniigimler incelenmis, ITK ile metabolitler tespit edilmistir. Bu
veriler goz Oniinde bulundurularak Saccharomyces cerevisiae, Aureobasidium
pullulans ve Penicillium claviforme mikroorganizmalan ile 4 giinlik preparatif
calisma gerceklestirilmistir. Bu amagla 2.2.5.a’daki yontem ve 2.2.6.1.°deki

ekstraksiyon iglemi uygulanmig ve su veriler elde edilmigtir:

Saccharomyces cerevisiae ile: 10 adet 2 I’lik erlene 600 ml siv1 besi yeri
hazirlanip her birine 60 mg karvakrol asetonda ¢oziilerek ilave edilmistir. 4

gunliik inkiibasyon sonucu 2.19 g ekstre elde edilmistir.

Aureobasidium pullulans ile: 10 adet 1 I'lik erlene 350 mi sivi besi yeri
hazirlamp 350 mg karvakrol esit olarak paylastirilmis ve 0.64 g ekstre elde
edilmigtir.

Penicillium claviforme ile: 10 adet 1 I'lik erlene 350 ml sivi besi yeri

hazirlamp 350 mg karvakrol esit olarak paylagtinlmis ve 1.0 g ekstre elde

edilmistir.

Her iig ekstre ITK ile incelenmis ( 2.2.7.1. ve Cizelge 2.2.”deki sistem A, C,
H) ve metabolitlerin eldesi igin o6ncelikle vakum sivi kromatografisi ile
fraksiyonlanmigtir (2.2.7.2.). Ancak miktarlann ¢ok disiik olan bu metabolitler

hakkinda yeterli veriye ulagilamamsgtir.

Mucor ramannianus, Rhizopus arrhizus, Streptomyces griseus ve
Trichothecium roseum mikroorganizmalan ile 2.2.4.2. yontemi ve Czakpek
Pepton (2.2.3.b.) siv1 besi yeri kullamlarak 15 giin siireyle biyotransformasyon

izlenmistir. Ancak burada metabolit olusumu goriilmemisgtir.

Kaynak taramasinda (1.3.3.2) agiklandigi gibi, timol’in, Pseudomonas
putida adli mikroorganizma ile biyotransformasyonu sonucu metabolitler elde
edildigi gorilmiigtir [27]. Bu veriler dogrultusunda Pseudomonas putida ile
(Cizelge 2.1. ve 3.1) a-medyum ve Czakpek Pepton (2.2.3. a ve b) s1v1 besi yerleri
kullamlarak, 2.2.4.2.°deki yontem ile karvakrol’lin biyotransformasyonu

amaglanmistir. Elde edilen ekstreler 24 saat ara ile ITK ve GC/MS analizleri ile
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incelenmis kayda deger bir déniisim tespit edilememistir. Pseudomonas’in farkls

bir tird, P. stutzeri ile de benzer sonug elde edilmistir.

Cladosporium cladosporiodes ve Trichoderma harzianum funguslan ile a-
medyum kullamilarak, 2.2.4.2.’deki yontemle 15 giin boyunca biyotransformasyon
ITK ile incelenmis, kontrollerle karsilastinldiginda karvakrol’iin degismeden

kaldig1 belirlenmis herhangi bir metabolite ait leke tespit edilememisgtir.

Japonya’dan temin edilen ve ozellikle monoterpenlerin biyotransformas-
yonunda etkili ve verimli oldugu bilinen [315, 339] Aspergillus niger ile Czakpek
Pepton besi yerinde 15 giin biyotransformasyona birakilmistir. Biyotransfor-
masyon iglemi sonucunda herhangi bir metabolit elde eldilmemesi iizerine
kolleksiyondaki diger A. niger (TCC 46) ile karvakrol farkl: iki siv1 besi yerinde
incelenmistir. Elde edilen ekstrelerin ITK ve GC/MS analizlerinde yine

karvakrol’iin herhangi bir metabolitine rastlanmamigtir.

Toprak ve su numuneleri, konsantrasyon yaklagik % 10 olacak sekilde
karvakrol ilave edilmig kati besi ortamlannda inkibasyona birakilmig ve
gelisebilecek mikroorganizmalar izole edilmistir. izole edilen Aktinomiset grubu
mikroorganizmalar 6zel besi yerlerinde (2.2.3.d) karvakrol’in biyotransfor-
masyonunda  kullamlmugtir. Bu  mikroorganizmalar da  karvakrol’u
dontstirememigtir. Topraktan izole edilen bir mikroorganizma kangimin
karvakrol’ii metabolize ederek tamamen parcaladin ITK caligmasiyla

belirlenmigtir.

3.3. Timol’iin (2) Mikrobiyal Transformasyonu

Daha once de belirtildigi gibi kaynak taramasinda, 1968 yilinda yapilan bir
mikrobiyal transformasyon caligmasinin haricinde timol (2) ile yapilan bir
calismaya rastlanmigtir [27]. Buradan hareketle timol’in biyotransformasyon
¢ahgmalann karvakrol ile paralel yiritilmigtir. Timol, karvakrol’iin
biyotransformasyonun denendigi tiim mikroorganizmalar ile aym kosullarda
denenmistir. Ancak bu molekiilden higbir tirev elde edilememistir. ITK ile
belirlenen metabolit goriniimiindeki maddelerin ise GC/MS analizleri sonucu
bagka tip aromatik maddeler oldugu tespit edilmigtir. Asagida Ozetlenen

caligmalar gerceklestirilmigtir:
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Cyclindrocephalum aureum ile: 10 adet 1 I'lik erlende (350 ml siv1 besi
yeri, Bkz. 2.2.3.a)) ve 350 mg materyal (2) esit olarak dagitiimigtir.

Mucor ramannianus ile: 10 adet 2 I’lik erlende (600 ml siv1 besi yeri Bkz.
2.2.3.a.) ve 600 mg materyal (2) esit olarak dagitimigtir.

4 giinliik inkiibasyon sonunda ekstraksiyon (2.2.6.) ve izolasyon galismalarn
(VSK, preparatif ITK, Bkz. 2.2.7.) yapilms, ancak herhangi bir metabolit elde
edilememistir.

Fusarium moniliforme adli fungus kullanarak, timol (50 mg) ile yapilan
biyotransformasyon g¢aligmasi 2.2.4.1.’deki yontem ve 2.2.3.1. sivi besi yeri
kullanilarak gergeklestirilmigtir. 10. giiniin sonunda ekstraksiyon (2.2.6.1), ITK
(2.2.7. ve Cizlege 2.2.”deki sistem A, B ve D), preparatif ITK (2.2.7.1. sistem - D)
ve GC/MS analizleri sonucunda sadece ¢ok diigiik oranda karvakroliin varhii
tespit edilmigtir.

Timol, A. niger (TCC 46 ve 64) ile 2.2.4.’deki her iki yontemle, farkli iki
siv1 besi yeri (Bkz. 2.2.3.°de a ve b) kullanularak kargilagtirmali olarak incelenmis
ancak yine timolin doniigiimi gézlenememigtir.

Cizelge 3.1.”e gore donigiim yaptig1 tespit edilen, ancak preparatif diizeyde

denemeleri yapilmamig mikroorganizmalar ile ilgili ¢aligmalar halen siirmektedir.

3.4. Karvakrol metil eter’in (3) Mikrobiyal Transformasyonu

Karvakrol ile verimli donigimler meydana gelmemesi tizerine metil tirevi
(3) ile de denemeler yapilmaya karar verilmigtir. Yapilan kaynak taramasi sonucu
karvakrol metil eteri ile ilgili hi¢ bir biyotransformasyon ¢aligmasina
rastlanmamustir. Bu galismada elde edilen ve yapilani aydinlatilan karvakrol metil

eter metabolitleri Sekil 3.3. ve Cizelge 3.3.de verilmistir.

OH OH
OMe OMe OMe OMe
fungus + + + M10 + M1l
OH OH
3 129 130 131

Sekil 3.3. Karvakrol metil eter’in (3) mikrobiyal transformasyonu
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Cizelge 3.3. Karvakrol metil eter’in metabolitleri

Mikroorganizma TCC | Metabolitler | Formiil No Teshis
Aspergillus niger 64 M7 129 ITK, GC/MS,
IH,DC-NIVIR
46 M8 130 “
M9 131 «“
M10 132 ITK, GC/MS,
MI11 133 ITK, GC/MS,
Mucor ramannianus 20 M7 129 ITK
M8 130 “
Rhizopus arrhizus 32 M7 129 «“
Trichothecitm roseum 45 M7 129 “
M8 130 «“
3.4.1. Metabolit 7

Aspergillus niger (TCC 64) ile 2.2.3.”deki Czakpek Pepton sivi besi yeri ve
tek asamali 2.2.4.2. yontem ile 24 saat gibi kisa bir siirede farkli ve daha polar
Ozellikte metabolitler vermigtir (Bkz. 2.2.6.1. ve 2.2.7.1, sistem B, C ve G).
Ekstrelerin GC/MS analizleri sonucunda ilk 2 giin iginde degisik pozisyonlardan
hidroksillenmis metabolitlerin (M" 180, temel pikler ise sirasiyla 137 ve 149) bir
birine ¢ok yakin yapisal izomerlerin olabilecegi kaydedilmigtir.

Karvakrol metil eter (3), 4. niger ile ayn1 ayn etkilestirilip metabolitler elde
edilebilmistir. Her iki fungustan, tek agamali preparatif yontemle (Bkz. 2.2.5.a.)
ve 200 mg (4x 50 mg) karvakrol metil eter (3) ile 10 giin biyotransformasyon
sonucu 2.2.6.1.’deki ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstreler (250 mg) daha
sonra kolon kromatografisi ile (Bkz. 2.2.7.) aynlmigtir. 70:30 hekzan:aseton
eliisyonu ile metabolitler 30 mg’lik kangim halinde izole edilmis ve preparatif
ITK ile saflagtmlmistr.

Metabolit 7’in GC/MS analizi sonunda M*180 ile 7, 9 veya 10.
pozisyonlarin birine, karvakrol metil eter’den farkh olarak, -OH katilimim
gostermektedir, IR spektrumda 3342 cm” de gozlenen yayvan (br) pik,
karakteristik bir —OH piki olup, hidroksilasyonu dogrulamaktadir. '"H NMR
spektrumunda 7. konumdaki metil’in yerine dusik alanda (5 4.65) 2H

83



integrasyonunda -CH, singletinin olmasi metabolitin 7-hidroksi oldugunu
desteklemigtir. Daha 6nce sentezlenmis olan hidroksi karvakrol metil eter (129)
[349] ilk kez dogal yontemlerle elde edilmigtir.

Ayrica M. ramannianus ve T. roseum funguslan tarafindan da olusturulan

bu metabolitin spektrumlar, Sekil 3.4.a ve b’de verilmistir.
OH
OMe

129
Metabolit M7

7-Hidroksi karvakrol metil eter (129), {sin.: 2-Metoksi-4-(1-metiletil)-benzen
metanol;  2-Metoksi-p-simen-7-ol;  (4-Izopropil-2-metoksi-fenol)-metanol},
[C11H1602], kokulu, renksiz ve yagims: (14.5 mg) Ry 0.28 (Cizelge 2.2. sistem
B); IR (Vmax): 3342 (br, OH), 2959, 1716, 1612, 1581, 1401, 1200, 1172 cm’
(Sekil 3.4b.);

'"HNMR (300 MHz): 6 1.29 (3H, s, H-9), 1.43 (3H, s, H-10), 2.94 (1H, m, H-R),
3.9 (3H, s, OCH.), 4.65 (2H, s, H-7), 6.75 (1H, d, J 1.3, H-3), 6.80 (1H, dd, J 2.1,
9.3,H-5)7.23 (1H, d, J 11.4 , H-6) (Sekil 3.4.b.);

ELUMS m/: 180 (M, 85), 165 (38), 149 (20), 137 (100), 133 (24), 121 (17), 109
(38), 105 (35), 91 (28), 77 (32), 66 (11), 43 (15) (Sekil 3.4.a.).

Scan 1TO0O2 (1S.B.aa mmind: FEOI SOoAa.5 (>

L

X - -

Sekil.3.4.a. 7-Hidroksi karvakrol metil eter’in (129) kiitle spektrumu
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Sekil.3.4.b. 7-Hidroksi karvakrol metil eter’in (129) spektral verileri (IR ve '"H NMR)

3.4.2. Metabolit 8

A. niger (TCC 46)’ten elde edilmis ana metabolitin kitle spektrumu
M7°den farkli oldugu goénilmigtiir. Temel piki 149 olan metabolit M8, M7’den
ITK ve GC ile aynlmamstir. Sadece M8’i iireten mikroorganizma segilip yan
preparatif olarak tek asamali yontemle caligilmig ve ekstraksiyon sonucu KK
(2.2.7.3.) ile elde edilmistir.

Karvakrol metil eterden ve M7 den farkli olarak 9. pozisyonda -CHj3 pikinin
yerine -CH; grubunun varhig, '"H NMR spektrumunda belirgin olarak goze
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carpmustir (3.7 dublet J 5.8 ve 2 H). 7. ve 10. Pozisyonlardaki metil’ler herhangi
bir degisiklige ugramamustir (Sekil 3.5.a. ve b.). Kaynaklarda, (-)-ksantorizol adli
seskiterpenin total sentezinde ara {iriin olarak agik formiliine rastlanmigtir [350].
Ozellikleri ve spektral verileri ilk kez burada bildirilmektedir.

M. ramannianus, R. arrhizus ve T. roseum adli funguslarin da karvakrol

metil eter’i M8’e doniigtiirebildikleri ITK ile belirlenmistir.

OMe

OH
130

Metabolit M8

9-Hidroksi karvakrol metil eter (130) {sin.: 3-metoksi-$-4-dimetil-benzen etanol;
2-metoksi-p-simen-9-ol; 2-(3-metoksi-4-fenil)-propan-1-ol}, [Cy;H160,], kokulu,
renksiz yagimst (10 mg); Ry 0.2 (Cizelge 2.2. sistem C); [a]®®p: + 52° (c 0.2,
MeOH); UV (Amax): 213, 223 nm (c 0.02, MeOH);

'"HNMR (300 MHz): § 1.27 (3H, d, J 7.1, H-10), 2.19 (3H, s, H-7), 2.92 (1H, m,
H-8), 3.70 (2H, d, J 5.8, H-9), 3.84 (3H, s, OCH,), 6.70 (1H, d, J 1.4, H-3), 6.75
(1H, dd, J 1.4, 7.4, H-5), 7.04 (1H, 4, J 7.5, H-6) (Sekil 3.5.b.);

EU/MS m/z: 180 (M", 24), 149 (100), 134 (10), 117 (12), 115 (9), 103 (5), 91 (25),
77 (10), 65 (5), 51 (4) (Sekil 3.5a.).

Scan 10VT8 (16.592 min: FDIS0L2. D (-)

Abundance
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Z7O0O00O0
650000
SO00000
550000 9
500000 4
450000 4
400000
350000 <
300000
250000 7

200000 § 140
150000 ] op
1TO00000 1
117
50000 7 h{ 9 T34
3| 1

o 3

M/Z-->" 30 40 SO0 60 70 8O SO0 100 110 120 130 T30 150 1 70 180 190

Sekil.3.5.a. 9-Hidroksi karvakrol metil eter’in (130) kiitle spektrumu

86




S

)

J

I

B

T
L]

-
L

¥
L

.

p—
L

Sekil 3.5.b. 9-Hidroksi karvakrol metil eter’in (130) '"H NMR spektrumu

3.4.3 Metabolit 9

A. niger (TCC 46) ile biyotransformasyonunda M"196 piki veren metabolit

kolon kromatografisinden sonra preparatif ITK ile saflastimlmistir (2.2.7.2.b
sistem H). Kapali formiil C;;H;¢03 olarak belirlenen M9’un, BC NMR ve DEPT
spektrumlarinda toplam 11 adet karbon tespit edilmistir."H NMR spektrumu 7. ve

9. pozisyonlardaki metil gruplannin metilen gruplarina dénistiigiind gostermigtir

0 4.65 ve 3.70 pikleri iki adet hidroksil grubunun bu konumlara baglandigim

gostermis ve yapiyt aydinlatmigtir (Sekil 3.6.a. ve b). Kaynak taramalar

sonucunda benzer bir yapiya rastlanmamugtir, boyle bir bilesigin dogal varlig ilk
kez bildirilmektedir.

T. roseurn da karvakrol metil eteri (3) metabolit M9’a doniigtirmiigtiir.

OH

131

OMe

OH
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Metabolit M9

Karvakrol metil eter-7,9-diol (131) {sin.: 2-[-4-(Hidroksimetil)-3-metoksifenil]-
propan-1-ol; 2-Metoksi-p-simen-7,9-diol} [C;1H160;)], kokulu, renksiz yag
(11mg) Rr0.4 (Cizelge 2.2. sistem H); [a]*®p: + 107° (¢ 0.14, MeOH); UV (Aoay):
207, 215, 224, 274 nm (c 0.014, MeOH);

GC-FT/IR (Vi) 3632 (OH), 2965, 1613, 1467, 1419, 1253, 1034, 822 cm™
(Sekil 3.6.a.);

"H NMR (90 MHz): 6 1.24 (3H, s, H-10), 3.70 (2H, d, J 6.8, H-9), 3.86 (3H, s,
OCHs), 4.65 (2H, s, H-7), 6.76 - 6.84 (m, Ar-H-3,5,6) (Sekil 3.6.b.);

BC NMR (22.5 MHz): §17.6 (C-10, CH3), 42.6 (C-8, CH), 55.3 (OCH3), 61.7
(C-7, CHj), 68.6 (C-9, CHy), 109.8 (C-3, CH), 1194 (C-5, CH), 1282 (C-1,
CH,), 129.1 (C-6, CH), 145.1 (C-4, CHy), 157.2 (C-2, CH,) (Sekil 3.6.b.);

EI/MS m/ : 196 (M",56), 165 (100), 148 (16), 137 (33), 121 (14), 109 (20), 105
(39), 103 (15), 91 (22), 77 (24), 65 (12), 45 (20), 39 (12) (Sekil 3.6.a.).
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Sekil.3.6.a. Karvakrol metil eter 7,9-diol’iin (131) spckral verileri (MS ve IR)
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Sekil.3.6.b. Karvakrol metil eter 7,9-diol’iin (131) spektral verileri (H ve '>*C NMR)

3.4.4. Metabolit 10-11

Cok kiigiikk miktarlarda kanigim halinde elde edilebilen 4. niger (TCC 46)
metabolitleri, M10 ve M11’nin kesin yap1 tayini ¢aligmalar1 tamamlanamamstir.
Daha biyilk miktarlarda metabolit elde etmek fizere preparatif olarak
biyotransformasyonlar1 tekrarlanacaktir. Ancak yapilann elde edilen diger
metabolitler (M7-9) gozoniinde bulundurularak asagidaki gibi 8. pozisyondan
hidroksillendigi diisinilmiigtiir. Benzer yapilardaki kutle fragmantasyonu

hidroksil grubunun pozisyonuna bagli olarak incelenmistir. Kiitle spektrumu
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degerlerinden bagka bir ihtimal olmadig: diisiiniilerek metabolit M10, karvakrol
metil eter 7,8-diol (132) olarak isimlendirilmisgtir.

7-Hidroksi karvakrol metil eterin (129) kiitle spektrumu degerleri ile
M11’deki fragmantasyon kargilagtinlmig molekiilden bir hidrojenin ayrilmasiyla
7-hidroksi-dehidrokarvakrol metil eter (133) yapisinin ortaya ¢iktigi gérilmiigtiir.
Yapilan kaynak taramasinda bu yapilara rastlanmamigtir. Bu da her iki

metabolitin yeni dogal maddeler oldugunu gostermektedir.

OH OH
OMe OMe
OH
132 133
Metabolit M10

Karvakrol metil eter 7,8-diol (132) {sin.: 2-[-4-(Hidroksimetil)-3-metoksifenil]-
propan-2-ol; 2-Metoksi-p-simen-7,8-diol} [Cy1H;603];

EUMS m/: 196 (M", 24), 181 (58), 165(10), 151 (16), 137 (9),121 (42), 107 (10),
103 (9), 91 (22), 77 (16), 59 (16), 43 (100).

Metabolit M11

7-Hidroksi dehidrokarvakrol metil eter (133) {sin.. [2-metoksi-4-(metilvinil)
fenil]metan-1-o0l} [C;1H;40,];

EIMS m/4: 178 (MY, 100), 163 (29), 149 (33), 145 (44), 137 (43), 121 (14), 117
(17), 115 (46), 107 (22),\ 105 (40), 91 (24), 77 (26), 65 (18), 51 (18), 39 (27).

3.5. Timol metil eter’in (4) Mikrobiyal Transformasyonu

Karvakrol ve timol biyotransformasyon denemeleri gibi, karvakrol metil
eter (3) ve timol metil eter (4)’de aynt kosullar altinda paralel olarak c¢aligtimugtir.
Sekil 3.7. ve Cizelge 3.4.’de elde edilen veriler 6zetlenmistir:

OH
Jungus .
OCHz OCHa OCH3
OH
4 134 135

Sekil 3.7. Timol metil eter’in (4) mikrobiyal transformasyonu
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Cizelge 3.4. Timol metil eter’in (4) mikrobiyal transformasyon metabolitleri

Mikroorganizma TCC | Metabolitler | Formiil No Teshis
Mi2 134 ITI%SGC/MS
64 Mi3 135 ITK, GC/MS
Mucor ramannianus 20 M12 134 “
M13 135 “
Rhizopus arrhizus 32 Mi2 134 “
M13 135 “
Trichotheciim roseum 45 M12 134 «
M13 135 “
3.5.1. Metabolit 12

Tek asamali yontem ile yant preparatif 6lgekte (2.2.5.a) yaklastk 250 mg
timol metil eter’in, A. niger ile biyotransformasyonu, ekstraksiyonu ve
kromatografik aynmlan ile (2.2.7. VSK, KK ve prep ITK ayrica Cizelge 2.2.
sistem H) sirasiyla M12 ve M13 elde edilmistir.

Karvakrol metil eter ile benzerlik gosteren doniigiimler, hidroksilasyon
tirtinleri ile sonuglanmigtir. Daha 6nce dogada [nula (Compositae) tirlerinde
varhig: bildirilen [351] timol tiirevi, sentez ile de elde edilmistir [352, 353]. NMR
ve kitle spektrumlarmin kargilagtinlmasi sonucu 7. posizyondaki metil
gurubunun yerine metilen gurubu olmasi buraya bir OH baglanma ihtimalini
arttrmugtir. 6 4.67°de 2 H’lik singlet veren pik, -OH baglantisinin yeri olarak
tespit edilmigstir. Ayrica 9. ve 10. pozisyonlérdaki metillerin integrasyonu ve
karakteristik ppm’leri -OH grubunun yerini dogrulamigtir. Bu bulgular kaynak
verileriyle de uyumluluk gostermigtir [351-353].

Metabolit M12’in ayrica M. ramannianus, R. arrhizus ve 1. roseum
tarafindan da olusturulabilecegi ITK ve GC/MS analizleri ile belirlenmigtir. Sekil

3.8.de ise spektrumlar1 verilmigtir.
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OH

OCHs

134
Metabolit 12
7-Hidroksi timol metil eter (134), {sin.: 3-Metoksi-4-(1-metiletil)-benzenmetanol,
3-Metoksi-p-simen-7-ol;  (4-Izopropil-3-metoksi-fenol)-metanol}, [C1;Hi602];
kokulu, renksiz yag (3 mg) Ry 0.6 (Cizelge 2.2. sistem H);
H NMR (300 MHz): §1.25 (3H, s, H-9), 1.32 3H, s, H-10), 3.52 (1H, m, H-8),
3.835 (3H, s, OCH;), 4.67 (2H, s, H-7), 6.89-7.21 (m, Ar-H-3,5,6) (Sekil 3.8.b.);
EUUMS m/ : 180 (M, 29), 165 (100), 149 (5), 135 (6), 121 (4), 115 (6), 105 (19),
91 (17), 79 (10), 77 (9), 65 (6), 51 (3), 39 (7) (Sekil 3.8.a.).

Scan 1124 (17.480 min): TME-9.0D (>
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Sekil.3.8.a. 7-Hidroksi timol metil eter’in (134) kiitle spektrumu
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Sekil.3.8.b. 7-Hidroksi timol metil eter’in (134) "H NMR spektrumu

3.5.2. Metabolit 13

Metabolit M12’nin elde edildigi caliymada M13’de elde edilmistir. M" 180
olan ancak temel piki 149 olan timol tiirevi madde M12’ten farkhhg 'H NMR
spektrumu incelendiginde ortaya ¢ikmustir. 7. Pozisyonda metil grubunun varligs,
en buyik farklilik olmakla birlikte sadece 10. pozisyondaki metil grubunun
piklerinin gozlenmesi bunun yaminda 9. pozisyonda 2H integrasyonunda ¢
3.52’de septet yarilmasi, -OH fonksiyonel grubunun buraya baglandigini ortaya
koymustur. Sekil 3.9.°da spektrumlan verilmigtir. Kaynak taramalan sonucu
benzer bir yapiya rastlanmamigtir. Bu durum yeni bir dogal bilesik oldugunu

ortaya koymaktadur.

OCH;
OH
135 '
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Metabolit M13

9-Hidroksi timol metil eter (135), {sin.: 2-(3-Metoksi-f-4-fenil)-propan-1-ol; 3-
Metoksi-4-dimetil-benzen etanol, 2-Metoksi-p-simen-9-ol}, [C11H;60;]; kokulu,
renksiz yag (11mg) Ry 0.5 (Cizelge 2.2. sistem H); [a]*®*p: + 186° (¢ 0.9, MeOH),
UV (Amax): 214, 225, 274 nm (c 0.09, MeOH);

"H NMR (6, 300 MHz): 1.32 (3H, s, H-10), 2.19 (3H, s, H-7), 2.9 (1, m, H-8),
3.52 (2H, sept, H-9), 3.84 (3H, s, OCHs), 6.7- 7.1 (m, Ar-H-3,5,6) (Sekil 3.9.);
EI/MS m/: 180 (M*, 29), 149 (100), 133 (6), 119 (9), 117 (13), 115 (9), 105 (8),
91 (19), 78 (9), 73 (5), 67 (4), 51 (8), 39 (4) (Sekil 3.9.).

Scan 1017 (16.560 min): TME-7.D (-)
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Sekil.3.9. 9-Hidroksi timol metil eter’in (135) spektral verileri (MS ve 'H NMR)
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3;6. Karvon (5 ve 5') Mikrobiyal Transformasyonu
Karvon ile yapilan aragtirmalar girig bolimiinde agiklandigi gibi preparatif
biyotransformasyon ve SPME c¢aligmalari olmak iizere iki farkli gekilde
gercgeklestirilmigtir. Preparatif ¢aligmalarin sonuglan metabolit siralamasina gore
alt bagliklar halinde verilmis, SPME ¢aligmalar ise tek bir bolimde toplanmustir.
Karvon enantiyomerlerinden elde edilen mikrobiyal transformasyon

metabolitleri Cizelge 3.5.’de dzetlenmis ve Sekil 3.10.”da gosterilmistir.

e A A

o7 O

s’ 136 137 114

Sekil 3.10. (-)-Karvon’un biyotransformasyonu ve metabolitleri

Cizelge 3.5. (-)-Karvonun’un preparatif mikrobiyal transformasyonu ve metabolitleri

Mikroorganizma TCC | Metabolitler | Formiil No Teshis
Absidia glauca 19 M14 114 X-ray, GC/MS,
'H NMR
M15 136 ITK, GC/MS
M16 137 «“
Penicillium claviforme 27 M15 136 «
M16 137 «“
3.6.1. Metabolit 14

(-)-Karvon Absida glauca ve Penicillium claviforme ile yari preparatif
miktarda (175 mg) 2.2.6.1. yontemiyle 4 gin boyunca biyotransformasyona
birakilmigtir. Ekstrenin kromatografisi sonucu (Boélim 2.2.7. VSK, KK ve prep
ITK ayrica Cizelge 2.2. sistem G) M14 elde edilmistir.

GC/MS analizi sonucu molekiiler iyon piki tam olarak gorilmemekle
birlikte, bir H,O ¢ikisi ile olugan 152 piki ve karakteristik karveol iskeleti
g6zlenmistir. Kaynak taramasi sonucu 10-hidroksi-dihidrokarveol olabilecegi
diigiinilmiigtir [354]. Karvon’un 4 konumundaki enantiyomer yapisinin
korundugu dusiincesiyle, bu yap1 10-hidroksi-(+)-neodihidrokarveol (114)
seklinde isimlendirilmistir [355]. '"H NMR spektrumunda & 1.03’de gelen pik 1.
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pozisyonudaki metil grubunun degismedigini, ancak 10. pozisyondaki metil
grubunun metilene doniistiga gostermistir. § 4.13°de 2 H’a karg1 gelen singlet
molekiilde 1ki ~OH grubunun varligimi MS verileriyle uyumlu olarak
desteklemektedir. Bu hidroksillerden birinin karvon’un 10. pozisyonundaki
metilene donigen metil grubunda yer aldigs, digerinin karvon’un keton grubunun
indirgenmesi sonucu 2. pozisyonda bulundugu gorilmiistiir. Kristalize halde olan
bu bilesigin stereokimyasal yapist X-iginlar1 analizi ile incelenmigtir. Analiz
sonucunda: monosiklik; uzaysal grup P2, a= 7.642 (1), b= 18.353 (8), c= 10.688
(5) A, B= 9250 (5)°, V=1497.65 (1) A%, Z= 4, ve 1(Cu K-a)= 5.765 mm"
degerleri elde edilmigtir. 1741 Yansima i¢in R degeri 0.067 belirlenmigtir {342]
(Sekil 3.11.a.). Kaynak taramalan sirasinda bir sentez ¢alismasinda bu bilesige
rastlanmigtir  [355]. Dogal olarak varhigi ve X-isinlan analizi ik kez
bildirilmektedir.

OH

A~
114

Metabolit M14

10-Hidroksi-(+)-neodihidrokarveol (114), {sin.: 8(9)-p-menten-2,10-diol};
[C10H1505]; kokulu, renksiz kristal (10 mg); [a]p®’ = +25.8 (¢ 0.356, CHC);
GC-FT/IR (Vinay) 3659 (OH), 3037, 2934, 2880, 1645, 1454, 1377, 1026 cm™.

"H NMR (400 MHz): §1.03 (3H, d, J 6.4, H-7), 3.2 (2H, m, H-2), 4.13 (2H, s, H-
10), 4.91 ve 5.04 (2H, 2s, H-9) (Sekil 3.11.b.);

EUMS m/4: 170, 152 (M*-H;0, 3), 134 (87), 119 (100), 106 (77), 105 (55), 95

Sekil.3.11.a. 10-Hidroksi<(+)-neodihidrokarveol’iin (114) X-151 spektral verileri
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3.6.2. Metabolit 1S ve 16

A. glauca ve P. claviforme ile elde edilen M14’iin yaninda preparatif ITK
ile M15 ve M16 metabolitleri de izole edilmistir.

GC/MS analizi ile elde edilen metabolitlerin kiitle spektrumlannin
kutiphane bilgileriyle karsilagtiriimast sonucu (-)-karvon’un indirgenme triinleri
olan (+)-frans-dihidrokarvon (136) ve (+)-neodihidrokarveol (137) olduklan

tespit edilmigtir.
/\
Metabolit M15
(+)-trans-Dihidrokarvon (136), [C;0H;60];
EUMS m/: 152 (M, 17), 137 (14), 123 (5), 109 (36), 95 (69), 82 (42), 81 (43),
68 (50), 67 (100), 55 (31), 41 (57).
GC-FT/IR (vinax) 3342, 3085, 2941, 2879, 1729, 1648, 1451, 1375, 1210 cm™.
Metabolit M16
(+)-Neodihidrokarveol (137), [C;0H;50];
EUMS m/4: 154 (M, 1), 136 (73), 121 (86), 107 (100), 93 (87), 79 (98), 68 (39),

67 (58), 55 (48), 41 (75).
GC-FT/IR (Vinas) 3660 (OH), 3083, 2935, 2878, 1644, 1454, 1377, 1222, 993 cm’!

/\

3.7. Headspace-SPME-GC/MS Sonuglar

Bu caligma esnasinda her iki karvon enantiyomeri e§ zamanh olarak aym
mikroorganizmalar 1ile biyotransformasyona birakilmistir. Headspace-SPME
teknigi ilk defa, tarafimizca, mikrobiyal transformasyon metabolitlerinin, klasik
yontemlerin (Bkz. 2.2.5) disinda farkli bir yontemle ekstraksiyon ve teshisinde
kullanilmagtir [356]. Besi yerlerine steril kogullar altinda, biraz galkalandiktan
sonra 15 dakikalik headspace (buhar fazi) uygulamasi yapilmus, karvon tiirevi
maddelerin 7 giin siiresince izledikleri biyotransformasyon yollart GC/MS
analizleri ile belirlenmigtir. Sonuglar 6zet halinde Cizelge 3.6.’da, Sekil 3.12.a. ve
3.12.b.’de, metabolitlerinin relatif yiizdeleri ise Cizelge 3.7-3.11."de verilmigtir.
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Cizelge 3.6. Karvon enantiyomerlerinden headspace-SPME yéntemi ile tanimlanan metabolitler

Mikroorganizma TCC | (+)-Karvon (-)- Karvon Teshis
Absidia glauca 19 M15b 136' | Ml5a 136 |GC/MS
M16b 137" | Ml6a 137 “
Ml7a 138 | M17b 138 “
M18b 139' | Mi8a 139 «
M1%b 140' - - “
M20b | 141' | M20a 141 «
Cunnighamella 35 M15b 136' | Ml5a 136 «“
echinulaia MIl6b | 137 | Mi6a | 137 “
Mil7a 138 | M17b 138 «“
M18b 139' | Mi8a 139 “
M1% | 140 - - “
M20b | 141' | M20a 141 «
Penicillium claviforme 27 M15b 136' | Ml5Sa 136 “
M16b 137 M16a 137 ¢
- - M17b | 138 «“
M18b 139" | Mi8a 139 “
M1%b 140' M19a 140 “
M20b 141' | M20a 141 “
Pseudomonas putida 61 M15b 136' | Ml15a 136 “
Mi8b | 139" | Ml6a 137 “
M1% 140' M17b 138' “
M20b | 141' | Ml8a 139 «
Pseudomonas stutzerii 62 M15b 136' | Ml5a 136 “
Mi8b | 139" | Ml6a 137 “
M1%b 140' | M17b 138 «“
M20b 141' | Ml8a 139 «“
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3.7.1. Metabolit M15a ve M15b

(+)-trans-Dihidrokarvon (136), (-)-frans-Dihidrokarvon (136'), [C10H;60];

3.7.2. Metabolit M16a ve M16b

(+)-Neodihidrokarveol (137), (-)-Neodihidrokarveol (137'), [C10H150];

3.7.3. Metabolit M17a ve M17b

(+)-Dihidrokarveol (138), (-)-Dihidrokarveol (138'), [CicH1:0];

EUMS m/4: 154 (M, 2), 136 (56), 121 (80), 107 (79), 97 (35), 94 (47), 93 (100),
81 (71), 79 (70), 69 (53), 67 (71), 55 (64), 41 (97).

GC-FT/IR (viaxcm’') 3656, 3084, 2935, 2870, 1646, 1456, 1378, 1050.

3.7.4. Metabolit M18a ve M18b

(+)-cis-1zodihidrokarvon (139), (-)-cis-Izodihidrokarvon (139'), [C10H;60];
EUMS m/4: 152 (M7, 29), 137 (19), 123 (4), 109 (19), 95 (75), 82 (41), 81 (30),
68 (50), 67 (100), 55 (31), 41 (54).

GC-FT/IR (Vmcm'l) 3342, 3087, 2941, 2881, 1727, 1646, 1455, 1231.

3.7.5. Metabolit M19a ve M19b

(+)-1zodihidrokarveol (140), (-)-Izodihidrokarveol (1490'"), [C;oH150];

EUMS m/4: 154 (M, 9), 136 (56), 121 (74), 107 (89), 93 (80), 82 (77), 79 (100),
72 (39), 67 (76), 55 (61), 41 (95).

GC-FT/IR (vimaxcm™') 3655, 3087, 2937, 2879, 1644, 1457, 1381, 1019.

3.7.6. Metabolit M20a ve M20b

(+)-Neoizodihidrokarveol (141), (-)-Neoizodihidrokarveol (141"), [C10H;50];
EIMS m/4: 154 (M',1), 136 (29), 121 (73), 107 (80), 93 (100), 81 (64), 79 (71),
68 (58), 67 (69), 55 (61), 41 (93).

GC-FT/IR (vimaxcm™) 3652, 3084, 2939, 2873, 1645, 1457, 1385, 1067, 1015.
3.7.7. Metabolit M21a ve M21b

(+)-trans-Karveol (142), (-)-trans-Karveol (142"), [C10H;60];

EI/MS m/4: 152 (M7, 8), 137 (11), 119 (14), 109 (100), 95 (18), 91 (26), 84 (60),
69 (26), 55 (34), 41 (37).

3.7.8. Metabolit M22a M22b

(+)-cis-Karveol (143), (-)-cis-Karveol (143"), [C10H160];

EUMS m/: 152 (M, 1), 137 (12), 134 (51), 119 (30), 109 (60), 95 (27), 91 (31),
84 (100), 83 (48), 69 (46), 55 (52), 41 (56).
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Cizelge 3.7.a. (+)-Karvon'un Absidia glauca ile SPME analiz sonuglan

No Bilesik 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7.
Giin | Gin | Giin | Gin | Gin | Gin | Gin
) | B | B | B | ) | ) | (%)

5 | (+)-Karvon 0.31 - - - 0.09 | 0.09 -
136' | (-)-Dihidrokarvon 8.87 | 12.91 | 18.29 | 18.92 | 22.87 | 24.64 | 26.05
137" | (-)-Neodihidrokarveol 1.69 1.56 196 | 208 | 252 | 2.58 | 2.72
138 | (+)-Dihidrokarveol - 011 { 024 | 027 | 0.39 | 046 | 0.51
139' | (-)-Izodihidrokarvon 86.5 | 81.11 | 73.43 | 70.80 | 65.12 | 62.34 | 61.25
140" | ()-Izodihidrokarveol 1.81 1 306 | 422 | 557 | 594 | 689 | 6.31
141' | (-)-Neoizodihidrokarveol 082 | 126 | 18 | 236 | 3.09 | 301 | 3.17
Cizelge 3.7.b. (-)-Karvon un Absidia glauca ile SPME analiz sonuglan
No Bilesik 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.

Gin | Gin | Gin | Gin | Gin | Gan | Gin
R | B | B | (B | () | (B | %)

S§' {(-)-Karvon 45051 242 | 9.71 254 |1 040 | 034 | 0.37
136 | (+)-Dihidrokarvon 44.42 | 55.96 | 60.86 | 62.80 | 51.46 | 40.96 | 32.63
137 | (+)-Neodihidrokarveol 9.23 | 17.64 | 25.93 1 30.38 | 43.31 | 52.64 | 61.29
138' | (-)-Dihidrokarveol 045 ] 0.81 | 1.31 | 139 ] 193 | 245 | 267
139 | (+)-Izodihidrokarvon 074 | 1.31 | 205 | 275 | 279 | 342 | 3.04
141 | (+)-Neoizodihidrokarveol - - - 0.05 { 0.10 | 0.09 -
Cizelge 3.8.a. (¥)-Karvon’un Cunnighamella echinulata ile SPME analiz sonuglan
No Bilesik 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.

Giin | Gin | Giin | Giin | Giin Giin Giin
) | ) | B [ (B | ) | (O | (%)

S | (H)-Karvon 348 | 0.38 | 0.16 - - - -
136’ | (-)-Dihidrokarvon 7.55 111.26 | 14.19 ] 1490 | 18.66 | 19.64 | 19.98
137’ | (-)-Neodihidrokarveol 1.29 1.48 1.56 1.58 1.66 1.80 | 2.14
138 | (+)-Dihidrokarveol - - € 032 | 0.77 154 | 2.06
139' | (-)-1zodihidrokarvon 87.22 | 86.20 | 82.29 | 80.57 | 74.97 | 70.20 | 67.08
140’ | (-)-Izodihidrokarveol 0.16 | 024 { 054 | 078 | 1.14 | 1.78 | 2.18
141" | (-)-Neoizodihidrokarveol 029 | 045 1.30 18 | 2.81 5.04 { 6.56
Cizelge 3.8.b. (-)-Karvon’un Cunnighamella echinulata ile SPME analiz sonuglar
No Bilesik 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.

Giin | Gin | Gin | Gin | Gin { Gin | Gin
) | B | B | ) | B | B | B

5' |(-)-Karvon 0.34 | 0.12 - - - - -
136 [ (+)-Dihidrokarvon 81.57 | 78.89 | 77.88 | 76.84 | 76.23 | 73.75 | 70.97
137 | (+)-Neodihidrokarveol 1490 | 17.48 | 18.71 | 20.16 | 19.84 | 21.78 | 23.74
138’ | (-)-Dihidrokarveol 007 {012 [ 010 | 0.11 | 0.12 | 0.14 | 021
139 | (+)-Izodihidrokarvon 295 {327 1 311 | 265 | 355 ] 402 | 478
141 [ (+)-Neoizodihidrokarveol - - 019 { 024 | 0.25 | 0.31 | 0.31
Cizelge 3.9.a. (+)-Karvon’un Penicillium claviforme ile SPME analiz sonuglan
No Bilesik I 2. 3. 4. 5. 6. 7.

Giin Giin | Giin Giin Giin | Giin Giin
) | R | (B) | B) | (B | (B) | (H)

5 |(+)-Karvon 4428 139.74 | 180 [ 1140} 502 | 4.12 | 4.29
136’ | (-)-Dihidrokarvon 1.53 | 2,63 | 5.78 | 8.97 | 13.87 | 14.40 | 14.33
137' | (-)-Neodihidrokarveol 0.76 { 0.79 { 090 | 0.96 | 1.09 { 099 | 101
139" | (-)-1zodihidrokarvon 50.38 | 52.96 { 70.83 | 73.69 | 74.59 | 75.46 | 74.49
140" | (-)-Izodihidrokarveol 1.19 1.78 | 220 | 242 | 267 | 2.51 2.59
141’ | (-)-Neoizodihidrokarveol 187 | 211 | 230 | 256 | 276 | 2.52 | 2.80

102



Cizelge 3.9.b. (-)-Karvon’un Penicillium claviforme ile SPME analiz sonuglan

No

Bilesik 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Gin | Gin | Gin | Gin | Gin | Gin | Gin
) | ) | ) | &) | C» | (B | (W)
5' {(-)>-Karvon 1724 {1081 ] 240 | 204 | 186 | 1.76 | 1.74
136 | (+)-Dihidrokarvon 53.52 1 48.04 | 49.92 | 46.22 | 39.91 | 41.81 | 38.65
137 { (+)-Neodihidrokarveol 2793 13947 | 45.49 | 49.14 | 55.50 | 53.59 | 56.62
138' (-)-]?ihidrokarveol 022 { 043 | 042 | 050 | 0.60 | 0.56 | 0.60
139 | (+)-Izodihidrokarvon 100 | 1.13 | 141 | 166 | 1.77 | 1.85 | 2.00
140 { (+)-Izodihidrokarveol - 012 | 0.14 | 0.18 | 0.15 | 0.25 | 0.18
141 | (+)-Neoizodihidrokarveol - - 008 { 0.10 | 0.09 | 0.10 | 0.11
Cizelge 3.10.a. (+)-Karvon’un Pseudomonas putida ile SPME analiz sonuglan
No Bilesik 1. 2, 3. 4, 5. 6. 7.
Gin | Gin { Gin | Gin | Gin { Gin | Gin
D | P | o) | B | B | B | ()
5 |(+)-Karvon 100 19843 | 851 | 680 | 644 | 645 | 6.02
136’ | (-)-Dihidrokarvon - - 405 1 480 | 569 | 586 | 5.30
139’ | (-)-Izodihidrokarvon - 1.57 | 87.44 | 87.67 | 87.28 | 87.10 | 87.59
140' | (-)-Izodihidrokarveol - - - 020 { 0.15 | 0.18 | 0.17
141" | (-)-Neoizodihidrokarveol - - - 053 | 045 | 042 | 043
Cizelge 3.10.b. (-)-Karvon’un Pseudomonas putida ile SPME analiz sonuglan
No Bilegik 1. 2, 3. 4, 5. 6. 7.
Gin | Gin | Giin | Gin | Gin | Gin | Giin
) | D | @ | | ® | % ]| %
5' |(-)-Karvon 100 | 98.67 | 41.25 | 41.22 | 41.54 | 41.58 | 44.12
136 | (+)-Dihidrokarvon - 1.33 | 57151 57.11 | 56.74 | 56.77 | 54.14
137 | (+)-Neodihidrokarveol - - 034 | 0.38 { 041 | 035 | 037
138’ | (-)-Dihidrokarveol - - 0.18 | 0.17 | 0.26 | 0.2]1 | 0.28
139 | (}H)-Izodihidrokarvon - - 101 | 1.04 | 099 | 104 | 102
Cizelge 3.11.a. (+)-Karvonun Pseudomonas stutzerii ile SPME analiz sonuglan
No Bilesik 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7.
Gin | Giin | Gin | Gin | Gin | Gin | Gin
B | B | )| B | B | ) | (W)
S |(#H)-Karvon 50.40 | 49.80 | 47.22 | 49.50 | 51.20 | 524 | 52.71
136’ | (-)-Dihidrokarvon 366 | 3.86 | 455 | 3.90 | 3.80 | 3.70 | 438
139' } (-)-Izodihidrokarvon 4547 ) 493 147.70 ] 46.12 | 44.80 | 439 | 42.46
140' | (-)-Izodihidrokarveol 0.10 | 0.10 | 0.18 | 0.10 - - -
141" | (-)-Neoizodihidrokarveol 034 | 030 | 034 | 037 | 035 | 035 | 0.45
Cizelge 3.11.b. (-)-Karvon’un Pseudomonas stutzerii ile SPME analiz sonuglan
No Bilesik 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7.
Gin | Gin | Gin | Gin | Gin | Gin | Gin
) | (%) | () | (B | B | B | (%)
5' | (-)-Karvon 59.36 | 59.08 | 58.61 | 59.34 | 62.85 | 63.87 | 71.6
136 | (+)-Dihidrokarvon 3997 139.78 | 39.9 | 39.64 | 35.88 } 3483 | 274
137 | (+)-Neodihidrokarveol - 032 § 037 | 035 | 031 | 039 | 0.32
138’ | (-)-Dihidrokarveol 025 | 032 [ 037 | 030 | 0.37 | 0.54 | 035
139 | (+)-Izodihidrokarvon 043 | 051 | 0.67 | 067 | 0.58 | 0.56 | 0.57

Degerler relatif % olarak verilmigtir, e :Eser (0.01<)
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3.8. Biyolojik Aktivite Calismalar1 Sonuglanr

Oncelikle materyallerle gergeklestirilen biyolojik aktivite galismalar1 daha

sonraki asamalarda biyotransformasyon metabolitleriyle gergeklestirilmeye

caligiimigtir.

3.8.1. Antibakteriyel Aktivite
Alt1 Gram (+) ve Gram (-) bakteri ve bir maya ile mikrodiliisyon yontemi (Bkz.

2.4.1.) kullamlarak materyallerin ve elde edilen metabolitlerin minimum

inhibisyon konstrasyonlan ug/ml cinsinden belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 3.12.

ve 3.13.”de verilmigtir:

Cizelge 3.12. Materyallerin mikrodiliisyon yontemi ile MIC degerinin tayini

TCC [Mikroorganizma 1 2 3 4 5 5 St.

70 | Escherichia coli 125 | 125 | 125 | 625 | 625 | 625 | 62.5

71 | Staphylococcus aureus 62.5 131.25]15.62]31.75] 62.5 | 250 } 15.62

72 | Pseudomonas aeruginosa | 62.5 | 125 | 62.5 131.75| 250 { 250 250

73 | Enterobacter aerogenes | 31.25| 62.5 |31.25} 62.5 | 125 | 250 125

74 | Proteus vulgaris 3125]| 625 | 625 | 125 | 125 | 125 | 31.25

75 | Salmonella typhimurium | 3125] 125 |31.25] 125 | 125 | 125 | 62.5

76 | Candida albicans 31.25] 125 | 625 | 125 | 125 | 625 | 125*%
Sonuglar (zg/ml) olarak verilmigtir
St: Kloramfenikol * Ketokonazol
Cizelge 3.13. Metabolitlerin mikrodiliisyon yontemi ile MIC degerlerinin tayini

TCC | Mikroorganizma 80 | 129 | 130 | 131 | 134 | 135 | 114 | 136 | 137

M6 | M7 | M8 | M9 | mM12 | M13 | M14 | M15 | M16

70 | Escherichia coli 1562 | 62.5 | 1562 ]31.2515.62 | 1562 | 250 | 1562 | 15.62
71 | Staphylococcus aureus | 3125 {1562 | 1562 {31.25 | 7.81 | 62.5 | 125 | 15.62 | 1562
72 | Pseudomonas aeruginosa | 3125 | 62.5 | 31.25 | 62.5 |31.25| 62.5 | 250 |31.25]31.25
73 | Enterobacter aerogenes | 781 |3125] 781 | 625 | 7.81 {1562 | 250 | 1562 | 7.81
74 | Proteus vulgaris 39 | 625 | 781 [31.25] 781 { 781 | 250 | 7.81 | 7.81
75 | Salmonella typhimurium | 1562 {31.25 [15.62] 62.5 | 1562 [ 1562 | 250 | 15.62 | 15.62
76 | Candida albicans 3125 | 62.5 | 31.25] 62.5 |31.25|31.25| 250 |31.25]31.25

3.8.2. Antifungal Aktivite

Tip dilisyon yontemi kullamlarak sadece biyotransformasyonlarda

kullamilan materyallerin aktiviteleri gergeklestirilmigtir. Sonuglar bitki patojeni

funguslann standartlara karg1 % inhibisyonu geklinde verilmistir (Cizelge 3.14.).
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Cizelge 3.14. Antifungal Aktivite ( % inhibisyon)

TCC FUNGUS DMSO 1 2 3 4 5 5
55 |Alternaria alternata 50 100 | 100 0 0 0 0
48 | Aspergillus flavus - 100 | 100 0 0 0 0
46 | Aspergillus niger - 25 10 0 0 0 0
92 | Drechslera sorokiniana 10 100 | 100 0 0 0 0
S0 | Fusarium moniliforme - 100 | 100 0 0 30 0
90 | Gaeumnannomyces 25 100 | 100 10 20 20 10

graminis var. trifici
59 | Rhizoctonia cereolis 35 100 { 100 10 10 25 20
51 | Rhizophus stolonifer - 100 | 100 0 0 0 0
91 | Sclerotium rolfsii - 100 | 100 0 0 0 0
45 | Trichothecium roseum - 90 10 0 0 0 0

3.8.3. Antiviral Aktivite

Sitotoksisite ve antiviral etki (sitopatolojik etki) olmak iizere iki agamadan

olusan antiviral aktivite caligmalan materyallerde ve 114 nolu madde

denenmistir. Sonuglar Cizelge 3.15. ve 3.16’te verilmektedir.

Cizelge 3.15. In vitro sitotoksik aktivite (T= toksik)

Konst.

5

Y2

-3

1
1 T
T

1/4

T
T

1/8 -

1/16 - - -

1/32

64 | - | - | -

1/128 - - -

1/256 | - - -

2ejee|afer |||

/512 } - - -

o=y
=

171024 | - - -

(=3
()]

1/2048 | - - -

Cizelge 3.16. In vitro antiviral aktivite (V= antiviral)

Konst. 1 2 3

59

1 Z - -

s - - -

Ve | - | - | -

8 | - | - | -

1/16 - - -

132 | - | - | -

ves | - | - | -

1/128 - - -

A-20- BRSNS H- N7 I E RS S AL

1/256 - - -

1/512 | - - -

1/1024 | - - -

1/2048 | - - -

St: Asiklovir

Toosow Unpeorane

2

nierkez Kiaitna

ile
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4. SONUC VE TARTISMA

Biyotransformasyon, ¢agimizin hizla geligen bilim kollarindan biri olarak
ilk bolimde tammlanmus, tarihgesinden uygulama sekilleri ve alanlarina kadar
birgok bilgiye yer verilmistir. Bu bilgiler derlenirken yurdumuzda benzeri
caligjmalarin  heniiz yeterli diizeyde olmadifi acikga ortaya gikmugtir.
Biyotransformasyon, uygulama alanlarinin gesitliligi nedeniyle ¢ok genis ve
multidisipliner bir bilim dalidir. Burada ele alinan konu, dogal hammaddelerden
baslanarak olusturulabilecek urtanlerin yapilanimin ortaya konmasidir. Daha
sonraki agamalarda bu dninlerin ilag, koku ve tat hammaddesi olarak
kullanlabilirliginin kullamilan hammaddelere (stinlikleri ile karsilagtirmali
olarak belirlenmesidir. TBAM’1n gelismis alt yapisi ve biiyiik bilgi birikimi

oncelikle monoterpenleri ele almamizin gerekliligini ortaya koymustur.

Monoterpenlerin biyotransformasyonu ile ilgili aragtirmalar yurdumuzda ilk
kez bu ¢ahsma ile tarafimizdan baglatilmistir. Bu konuda diger ilkelerde
aragtirmalarimt siirdiiren gruplann sayist da kisithdir. Ancak bu gruplarla bilgi

ahgverisi hizlt ve verimli bir gekilde sirdiirilmektedir.

Girig bolkimiinde ozetlenen bilgiler, monoterpenlerin  bol temin
edilebilmeleri yaninda 6nemli biyolojik ozellik ve aktivitelere sahip bilesikler
oldugunu bir kez daha hatirlatmaktadir. TBAM 1, Tirk Kekikleri ile ilgili yogun
¢aligmalan [357-359] ve etken bilesik olan karvakrolin biyolojik aktiviteleri
uzerinde devam ed;n aragtirmalarinin bir uzantis1 olarak, karvakrol (1) materyal
olarak segilmigtir. Yap1 benzerliginden dolay: timol (2) ile de paralel galigmalara
baglanmigtir. Burada her iki materyalin antimikrobiyal etkilerinin ytiksek olusu ilk
akla gelen olumsuzluk olmaktadir. Timol ile hig rhetabolit elde edilemezken
karvakrol’iin sadece 6 metabolite doniigtagu belirlenmigtir.

Karvakrol, Trichothecium roseum ile dehidrokarvakrol’e (128)
doniigmiistir. Daha Once Lavandula gibsonii’den (Labiatae) izole edildig
bildirilen bu bilesik GC/MS verileri ile tanimlanmigtir. Aym mikroorganizma ile
elde edilen M2 ila M5 kodlu doért metabolitin sadece kiitle spektrum verileri elde

edilebilmis, miktarlan az oldugu i¢in tanimlanmalari miimkiin olmamustir.
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Karvakrol miktar: agisindan zengin bir bitki olan Coridothymus capitatus
(L)) Reichb. fil. (Labiatae) bitkisinin yetistigi topraktan izole edilen [339]
mikroorganizmalarla karvakrol déniigimlerinin incelenmesi diginilmiis ve
gergeklestirilmistir. Bu topraktan izole edilen mikroorganizmalann Cladosporium
cinsi (genus) olduklani diisiiniilmekle birlikte heniiz tammlanmalan miimkiin
olmamustir. Her iki mikroorganizma ile olugan metabolit, spektral verilere gére 9-
hidroksi karvakrol (80) olarak tamimlanmigtir. Bu bilesigin izolasyonu ve yapi
tayini ile ilgili bilgiler ilk kez burada verilmektedir.

Karvakrol ve timol ile gok sayida metabolit elde edilememesi tizerine, her
iki maddenin piyasadan temin edilen metil eterleri, daha reaktif olabilecekleri
diisiincesiyle materyal olarak kullamlmistir. Dogal tiriinler olan ve ugucu yaglarin
kompozisyonlarinda bulunan karvakrol metil eter ve timol metil eter kimyasal

yolla karvakrol ve timol’iin metillenmesi sonucu elde edilmektedir.

Karvakrol metil eterin (3) dort farkli mikroorganizma ile olusan metaboliti,
7-hidroksikarvakrol metil eter (129) olarak tayin edilmistir. Bu bilesik daha 6nce
sentez ile elde edilmistir [349]. Ug ayn mikroorganizma ile olugan metabolit, 9-
hidroksikarvakrol metil eter’in (130) varligina literatiirde sadece formiil olarak
rastlanmaktadir. Ilgili yayinda bu bilesigin sentez ara tiriinii olabilecegi belirtilmis
olmakla birlikte, izolasyonu ve yap1 tayini ile ilgili bilgilere rastlanmamistir [350].
Aspergilus niger ile elde edilen diger bir yeni metabolit, izolasyon ve yapi
aydinlatma c¢aligmalart sonunda karvakrol metil eter 7,9-diol (131) olarak
isimlendirilmigstir. Bu ii¢ metabolit dogada ilk kez bulunmugtur. Bu materyalden
elde edilen diger iki metabolit M10 ve M11’in izole edilen miktarlaninin azhig
nedeniyle NMR spektrumlann almamamug, ancak GC/MS analizleri sonucu
yapilar1 aydinlatilabilmigtir. Buna gére M10 karvakrol metil eter 7,8-diol (132),
M11 ise 7-hidroksi dehidrokarvakrol metil eter (133) dir. Diger olasiliklara yakin
bilesikler ¢aligma sirasinda elde edilmis oldugundan, bagka bir olasilik miimkiin
degildir.

Timol metil eter’in (4) biyotransformasyonu yine dort mikroorganizma ile
yapilmig ve iki metabolit izole edilerek yapi tayinleri gergeklestirilmistir. 7-

hidroksi timol metil eter’in (134) daha once Jnula (Compositae) tiirlerinde varlig
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bildirilmistir [351]. 9-Hidroksi timol metil eter’in (135) dogada bulunusu ilk kez
burada bildirilmektedir.

Karvon’un materyal olarak kullanimi, bu bilesigin bol ve kolay bulunan bir
monoterpen olmasindan kaynaklanmigtir. Karvon enantiyomerlerinin organik
sentezlerde onemli birer siral baglangic maddesi olarak kullamimi ¢ok yaygindir
[360]. Her iki enantiomer (S, §') ile yapilan biyotransformasyon arastirmalarina
(kaynak taramalan sirasinda) rastlanmig olmasina ragmen, bu c¢alismada farkli
mikroorganizmalar denenmigtir. Preparatif amagh galigmalarda, (-)-karvon ve iki
farkli mikroorganizma ile gerceklesen déniisimlerle 3 bilinen metabolit elde
edilmigtir. 10-Hidroksi-(+)-neodihidrokarveol (114) daha 6nce sentetik olarak
elde edilmis bir bilesik olmakla birlikte dogada bulunusu ilk kez bildirilmektedir
[355]. Diger iki metabolit, (+)-frams-dihidrokarvon (136) ve (+)-
neodihidrokarveol (137) sikga rastlanan monoterpenlerdir. Bu g¢aligmalar sonucu
elde edilen tim metabolitler Sekil 4.1.’de sematik olarak verilmigtir.

(+) ve (-) karvon’un 5 farkli mikroorganizma ile doénigimleri yedi giinlik
periyotlarla incelenmistir. Pseudomonas putida ile bu doniigiimler daha once
denenmis, ancak diger dort mikroorganizma ilk defa kullamilmustir [63, 321, 355].
SPME teknigi ile doniigiimler giinlik olarak izlenebilmistir. Kaynak taramalarinda
da a&;xklandxgl gibi, genelde (+)-karvon’un doéniisimlerinin hzli, (-)-karvon™un
déniigiimlerinin yavag oldugu gorilmiigtiir.

Cunnighamella echinulata ise (-)-karvonu aym hizla dontistiren, (+) ve (-)
enantiyomerleri 3 ginde tamamen tiketen bir mikroorganizma olarak
belirlenmigtir.

(+)-Karvon (5), (-)-frams-dihidrokarvon (136') ve cis-izodihidrokarvon
(139')’u ana metabolit olarak vermektedir [355]. Aym sekilde (-) enantiyomer
(5"), bu tirevlerin (+) olan enantiyomerlerine (136-139) doniigmektedir. Cizelge
3.7.-3.11.°de ozetlendigi sekilde bazi metabolitlerin donusiminiin, ilk gin
maksimum diizeye ulagtigt goriilmektedir. Bu bulgular daha sonraki denemelerin

planlanmasinda kullanilabilecek 6nemli bilgilerlerdir.

Kat1 faz mikroekstraksiyon (SPME), giiniimiizde yaygin olarak kullamlan
etkin bir ekstraksiyon teknigidir. Koku ve tat maddelerin ekstraksiyonunda sikga
kullamImaktadir [140, 324, 327, 328]. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilmis
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kokulu metabolitlerin analizinde de kullamilmistir [330, 331, 334]. Kokulu
maddelerin biyotransformasyon urinii olan ugucu maddelerin kontroliinde,
kullamligina dair daha 6nce yapilmig bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. Mikrobiyal
transformasyon metabolitlerinin, 6zellikle de ugucu olanlarn, ekstraksiyonunda
¢ikan problemler de g6z oniinde bulundurularak [308, 335, 336] bu yeni
uygulamanin faydali olabilecegi disiinilmiigtir. Headspace-SPME deneyleri ile
bilinen metabolitlerin kisa stirede ve etkin sekilde izlenmesi miimkiin olmustur.
Bu teknik alternatif bir ekstraksiyon yontemi olarak ilk defa bu caligmada
onerilmistir. Bu yontemle biyotransformasyon reaksiyonlarinin izlenmesi ilk defa
kolay ve verimli bir sekilde gergeklestirilmistir. Ozellikle 6n ¢aligmalar sirasinda
bu yontemle metabolit olusumu sik araliklarla, seri sekilde, ¢o6ziici
kullanmaksizin, ekonomik olarak gergeklestirilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda
preparatif ¢aligmalarin planlanmasi ¢ok daha iyi yapilabilecektir [356].

Monoterpenlerin ve 6zellikle kullanilan materyallerin biyolojik aktiviteleri
hakkinda genis bilgiler giris bolimiinde verilmigtir. Caligma materyallerinin ve
metabolitlerin  biyolojik etkileri bu kapsamda incelenmistir. Oncelikle
antimikrobiyal aktiviteye bakilmistir. Kaynak bilgileri dogrultusunda etkileri
bilinen karvakrol, timol ve karvon enantiyomerleri ile daha once aktiviteleri
konusunda bilgi bulunmayan karvakrol ve timol metil eterleri ve metabolitlerin
antimikrobiyal etkileri aymi mikroorganizmalar Gizerinde denenmigtir. Cahisma
materyalleri ile metabolitlerin standart maddeler ile kargilastinldiginda etkili
olduklan gozlenmistir (Cizelge 3.11. ve 3.12.). Ozellikle karvakrol metil eter ve
timol metil eter insan patojenleri olan Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter
aerogenes‘e kars1 kuvvetli etki gostermistir. Karvakrol, Candida albicans’t 31.25
pg/ml konsantrasyonda inhibe etmistir. Daha 6nce yapilan benzer bir ¢alismada
[188] sadece 200 ug/ml konsantrasyonda etkili oldugu bildirilmistir.
Metabolitlerin genelde daha etkili olduklan ortaya gikmigtir. Ozellikle 9-hidroksi
karvakrol (80) Proteus vulgaris’i 3.9 ug/ml gibi diigiik bir konsantrasyonda inhibe
etmigtir. 9-Hidroksi karvakrol metil eter (130), 7-hidroksi karvakrol metil eter
(129) ve neodihidrokarveol (137) kuvvetli antimikrobiyal etki gostermistir.
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Karvakrol ve timol, tip diliisyon teknigi kullanilarak 200 pug/ml
konsantrasyonda, Aspergillus niger patojeni harig, diger mikrofunguslar iizerinde
¢ok kuvvetli antifungal etki gostermistir. Meyva zararlist Trichothecium roseum,
aym konsantrasyonda karvakrol tarafindan %90, timol tarafindan ise %10
oraninda inhibe edilmistir. Buna ragmen karvakrol az da olsa bu mikrofungus
tarafindan tiirevlerine donigtiriliirken, timol ile higbir doniigiim (riiniine
rastlanmamustir. Karvakrol metil eter ve timol metil eter patojen bitki funguslarina
kars1 i1k kez denenirken aktif olmadiklan gorilmigtir. Karvon’un her iki
enantiyomerlerinin de Gaeumannomyces graminis var. tritici ve Rhizoctonia
cereolis’e kars1 zayif etkili oldugu goriilmiigtiir (Cizelge 3.13.). Metabolitlerin

miktarlan yeterli olmadigindan dolayi antifungal etki denemeleri yapilamamuigtir.

Monoterpenlerin antiviral etkileri daha onceki caligmalarda [254, 255]
bildirilmigtir. Bu ¢aligmada antiviral etki acisindan incelen materyaller hiicre

toksisiteleri diisiikk olmasina ragmen HBV-1 viriisiine kars1 etkisiz bulunmustur.

Bu tez galigmas: siiresince TBAM Biyotransformasyon laboratuvarina 78
mikroorganizmadan olusan kiltir kolleksiyonu kazandirilmigtir (TCC). Toprak ve
benzeri kaynaklardan mikroorganizma izolasyon teknigi kullanilarak bu

kolleksiyonun genisletilmesi miimkiin olacaktir.

Biyotransformasyon caligmalarimiz sonucunda, dogal sekiz yeni madde
bilim diinyasina kazandirihirken, toplam otuz bilegigin dogal yollarla elde

edilebilmesi igin yeni mikroorganizmalar veya yontemler onerilmisgtir.

Biyolojik aktivite galigmalan, standart olarak kullanilan bilesiklerden daha
etkili, dokuz antimikrobiyal ve alti antifungal dogal maddenin varhgini ortaya
cikarmustir (Cizelge 3.12.-14.).

Bu ¢aligmada kullanilan materyaller yaninda dogal kaynaklardan rahatlikla
elde edilebilecek diger birgok monoterpen ile aragtirmalarin  devami
diaginilmektedir. SPME tekniginin bu sahadaki bagarili kullanimi, bundan sonra
yapilacak aragturmalari daha ekonomik hale getirecektir. Bunlara paralel olarak
biyolojik aktivite caligmalan da hizlandinlarak yeni ilag hammaddelerinin
bulunmasi iimit edilmektedir. Aromatik materyallerle ¢alisilmasindan otiirli yeni

koku ve tat maddelerinin bulunmas: da muhtemel gorilmektedir.
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