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Sedrol adh seskiterpenin mikrobiyal biyotransformasyon iiriinlerinin
incelenmesi amaciyla 22 mikroorganizma ile 6n denemeler yapilmistir.
Olusan metabolitler, ITK ve GK kullamlarak incelenmis, iki
mikroorganizma ile (Fusarium culmorum ve Aspergillus niger) biiyiik
miktarlarla ¢alisilmas: uygun bulunmustur.

Metabolitlerin izolasyonunda sivi-sivi ekstraksiyonu ile kromatografik
tekniklerden (Kolon ve Flas Kromatografisi) yararlanillmistir. Bu
metabolitler izole edildikten sonra yapilart spektroskopik teknikler
(‘H-NMR, *C-NMR, GC/MS) kullanilarak aydinlatilmistir.

Fusarium  culmorum  isimli  mikroorganizma  kullanilarak
5-Hidroksisedrol ve 5-Oksosedrol, Aspergillus niger Kkullanilarak
8-Hidroksisedrol ve 8-Okso-7:14-didehidrosedrol isimli bilesikler elde
edilmistir.

Kaynak taramalarinda 5-Oksosedrol’ iin sentetik olarak elde edildigi
goriilmiistiir. Bu bilesigin dogal kaynaklardan eldesi ilk kez bu caliymada
bildirilmektedir.

8-Okso-7:14-didehidrosedrol isimli bilesigin sentetik veya dogal
yoldan elde edildigini gosteren herhangi bir kaynaga rastlanmamistir.
Boylece bu bilesigin varhg ilk kez bu tezde gosterilmistir.

Ayrica Sedrol, 5-Hidroksisedrol ve 8-Hidroksisedrol’iin antibakteriyal
aktivite testleri yapilmistir. Her ii¢ bilesigin’de dikkate deger antibakteriyal
etki gosterdigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Sedrol, Mikrobiyal Biyotransformasyon, Sedrol
Metabolitleri, Biyolojik Aktivite
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

MICROBIAL TRANSFORMATION PRODUCTS OF CEDROL

SEMSIDIN SKEYA

Anadolu University
Graduate School of Health Sciences
Pharmacognosy Department

Supervisor: Prof. Dr. Nes’e KIRIMER
August 2000

Preliminary studies were carried out with 22 microorganisms in order
to investigate the microbial transformation products of the sesquiterpenoid
Cedrol. The metabolites formed were screened using TLC and GC and it was
decided to work with two microorganisms, Fusarium culmorum and
Aspergillus niger at large scale.

Liquid-liquid extraction and chromatographic (Column and Flash)
techniques were employed for the isolation of metabolites whose structures
were elucidated using spectroscopic techniques such as '"H-NMR, “C-NMR
and GC/MS. '

Biotransformation products of Cedrol with Fusarium culmorum were
S-Hydroxycedrol and 5-Oxocedrol while Aspergillus niger transformed
Cedrol to 8-Hydroxycedrol and 8-Oxo-7:14-didehydrocedrol.

8-Oxo0-7:14-didehydrocedrol is a new compound. 5-Oxocedrol was
previously obtained as a synthetic product. This is the first report of its
natural occurrence.

Antibacterial activity studies were carried out with Cedrol,
5-Hydroxycedrol and 8-Hydroxycedrol. All three compounds exhibited
significant antibacterial activity.

Keywords: Cedrol, Microbial Biotransformation, Cedrol Metabolites,
Biological Activity
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

: Karbon-Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi
: Proton-Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi
: Amerikan Ortak Kiiltiir Koleksiyon Tiirleri

(American Type Culture Collection Corporate)

: Détoro Kloroform
: Cift Pik (doublet)
: Metil (CHs3), Metilen (CH,), Metin (CH) Karbonlarinin Tespit

Edildigi NMR Teknigi

: Dimetilsiilfoksit

: Flas Kromatografisi

: Formiil Numaras1

: Gaz Kromatografisi

: Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi
: Heteroniikleer Korelasyon Spektroskopisi
: Periton i¢i

: Ince Tabaka Kromatografisi

: Kaynak Numarasi

: Oldiiriicti Dozun % 50’si

: Coklu Pik (multiplet)

: Kiitle/Yiik

: Miiller-Hinton broth

: Minimum Inhibe Edici Konsantrasyon

: Kuzey Boélgesi Aragtirma Merkezi

(Northern Regional Research Center)

: Patates Dekstroz Agar

: Milyonda Bir

: Rotasyon / Dakikada

: Tutunma Zamam

: Tek Pik (singlet)

: Sabouraud Dekstroz Agar
: Uglii Pik (triplet)

: Tetrametilsilan

: Ultraviyole

: Varyete

Not: Metin igerisinde formiil numaralar1 parantez iginde ve koyu olarak , kaynak numaralar1 ise
koseli parantez kullanilarak verilmigtir.
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1. GIRIS VE AMAC

Biyoteknoloji, dogal maddelerin mikroorganizmalar ve enzimler yardmmuyla
olugan turevlerini konu aldii zaman biyolojik kokenh tim ila¢ hammaddelerini
inceleyen Farmakognozi bilimi i¢in yeni bir ufuk agmaktadir. Bu konudaki ¢aligmalar
son yiumi yilda Mikrobiyal Biyotransformasyon veya Farmakobiyoteknoloji adi
altinda iz kazanmigtir. Bu ¢aligmalarda toksisitesi daha dugiik ve biyolojik aktivitesi
daha giui¢li hammaddelerin tGretimi gergeklesebilmektedir. Aromatik bilegiklerin
buytk ¢ogunlugunu olusturan mono- ve seskiterpenlerin baglangi¢ maddesi olarak
kullamildi8y aragtirmalar ise toksisite dugtiklugi yaninda koku, tat ve biyolojik aktivite
bakimindan daha giigli tiirevlerine ulagsmay1 amaglamaktadir [1-5].

Bu aragtirmada ticarette Juniperus virginiana'dan elde edilen Sedir Yagi'nn
(Cedarwood Oil) ana bilesiklerinden biri olan Sedrol hammadde olarak secilmistir.
Sedrol bakimindan zengin olan bu yag ve diger Jumiperus tiirlerinden elde edilen
benzer yaglar parfiimeri sanayii, sabun sanayii ve oda spreylerinde koku verici olarak
kullamlmaktadir. Insektisit ve dezenfektan etkisinden dolayr hagere ilaglarnm
bilegiminde yer almaktadir. Bu yaglardan elde edilen saf Sedrol parfiimeri ve tiitin
sanayiinin 6nemli hammaddelerinden biridir. Aroma formilasyonlarinda fiksatif

6zelliginden dolay: da yer almaktadir [6].

Universitemiz Tibbi ve Aromatik Bitki ve Ilag Aragtirma Merkezi
olanaklarmdan yararlamlarak ve Farmakognozi Anabilim Dali’'nda Ocak 1999’da
tamamlanan bir doktora tez c¢ahsmasinda yurdumuzda yaygm olan Juniperus
foetidissima Willd. odun ugucu yaglari incelenmis ve bu yaglardan Sedrol’tn
izolasyonu gergeklestirilmigtir. Sonug béliminde Sedir Yagina esdeger bir ugucu
yag ve Sedrol kaynad olarak J. foetidissima onerilmektedir [7]. Adi gegen aragtirma
kapsaminda izole edilen Sedrol’in baglangi¢ maddesi olarak kullamlmasi ile olusan
biyotransformasyon trinlerinin incelenmesi ve bu tirevlerin biyolojik aktivitelerinin

belirlenmesi bu ¢aligmamn konusunu ve amacmi olugturmaktadir.

1 Anzdolu Unrinrs:s
Merkez Hiiiiohane



1.1. Biyoteknoloji ve Biyotransformasyon

Biyoteknoloji, canh organizmalar veya bu organizmalardan elde edilen
enzimlerin kullanilmasiyla yeni ve yararli maddelerin tiretimini inceleyen bir bilim
dahdir. Bu tarif son yillarda yapilmis olmakla birlikte, biyoteknoloji aslinda insanhk
tarthi kadar eski bir teknolojik uygulamadir. Arkeolojik bulgular giintiimiizden 10.000
yil oncesinde ekmek ve sarap gibi mayalanmig trinlerin  bilindiini  ortaya
koymaktadir. Binlerce yil fermentasyon teknolojisi olarak isimlendirilen bu teknoloji,
1864°te etilalkolin Acetobacter aceti ile asetik aside donugstirilmesi ile
biyotransformasyonun literatiire gegmis ilk Omegine ulagmustir. Ancak modern
uygulamalar 1937’de steroitlerle baslamig ve ginimize kadar bagta gida sanayii
olmak zere ic¢ki, ilag, biyokimyasal endistrileri ve g¢evre teknolojileri
biyotransformasyondan yararlanmaya baglanugtir,

Eczacilikta Farmakobiyoteknoloji olarak isimlendirilen bu teknik oOncelikle
agilarin viretimi ve son yillarda rekombmant-DNA teknolojisi ile tretilebilecek ilag
gruplanini ele almaktadir [1]. Ancak klasik fermentasyon teknolojilerinin tiriini olan
antibiyotikler ve dogal maddelerin biyotransformasyonuyla elde edilen birgok tirtin,
Farmakognozi’nin konulan i¢inde yer almaktadir. Bu drtinler amino asitler, tat ve
koku kimyasallar1 (Anisaldehit, geraniol nerol v.b.), vitaminler (Om. Vitamin Biy),
hormonlar (Ormn. Insilin), pigmentler (Om. Karotenler), insektisitler (Om.
Herbisidin), organik asitler (Asetik asit, sitrik asit v.b.), proteinler (Om.
Immuinoglobulinler ve interlokinler v.b.) ve steroitler (Om. Androstane tiirevleri)
bagliklan altinda gruplandirilabilir .

Dogal maddelerin baglangic maddesi olarak kullamlmasiyla gergeklestirilen
biyotransformasyon ¢aligmalan sonunda elde edilen driinler yine dogaldir.
Biyotransformasyon iglemlerinin ve elde edilen urimlerin, kimyasal reaksiyonlara ve
sentez Urimlerine bircok istiinliikleri bulunmaktadir Omegin sentezlerde genellikle
rasemik tiirevler elde edilirken biyotransformasyonla istenen stereokimyasal turevin
elde edilebilmektedir. Biyotransformasyon ¢aligmalarmin bir ist basamagm ise canh

organizmalardan izole edilen enzimlerle yapilan aragtirmalar olugturmaktadir [1-5, 8].



1.2. Terpenler
Izopren ¢ekirdegi iceren izoprenoit molekiillerdir. Terpenlerin molekiil
buyikliklerine gore adlandinlmalan Cizelge 1.1.’de verilmektedir.

Cizelge 1.1. Tzopren tirevleri

Hemiterpen 1 5
Monoterpen 2 10
Seskiterpen 3 15
Diterpen 4 20
Sesterterpen 5 25
Triterpen 6 30
Tetraterpen 8 40
Politerpen 8’den ¢ok 40’tan gok

Bu tiirevlerden mono- ve seskiterpenler ugucu bilesikler olup ugucu yaglarm
bilesiminde yer alirlar. Baz1 diterpenlere de ugucu yaglarda rastlanabilmektedir. Bu
bilesikler aromatik bitkilerin ve gidalarin aroma, koku ve tatlarindan sorumlu olan
maddelerdir. Aymi zamanda bagta antimikrobiyal etki olmak iizere ¢ok cesitli
biyolojik aktivitelere de sahiptirler.

Gida, parfimeri ve ilag sanayiinde mono- ve seskiterpenlerin yeni tirevlert
her dénemde kullanim alani bulmaktadir. Yeni tiirevlerin eldesi i¢in son yillarda hizh
bir gelisme gosteren biyotransformasyon teknigi, elde edilen triiniin dogal olmasi

nedeniyle, kimyasal sentezlere tercih edilmektedir [10].

1.2.1. Seskiterpenler

Gunimiizde 1000’den fazla seskiterpen bilinmekte ve bunlar 100 farkh
karbon iskeleti tagimaktadirlar. Seskiterpenler 6zellikle tat ve ilag katkisi agisindan
buyik degerleri olan bir gruptur. Seskiterpenlerle yapilan ilk biyotransformasyon
arastirmalan 1990’1 yillarda Sedrol ve Sedren'le baglamugtir [1 11
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1.2.1. Sedrol‘iin Yapisi ve Spektral Ozellikleri

-

5

4
4 i ] / \3—- oH
N
8 fli T
9 1‘ 0 11"-12
H i3
Sedrol (1) @ Oksijen ,@ Karbon, O Hidrojen
3-Sedranol, Sekil 1.1 B-Sedrol’iin stereokimyasal yapist

3 -Hidroksisedran
1H-6a,2-Metanoazulen-3-ol, oktahidro,3,7,11,11-tetrametil-,(3R,3aS,6R,7R, 8aS)

Kapalh Formiil : Ci5sHy0

Molekiil Agirhg: : 222.370

Erime Noktasi : 85-86°C

[on]z"(CHCl3 cl13) : +8.63

IR (cm ) : 3638, 2958, 1466,1377, 1130, 1091, 1006.

Sedrol’iin C NMR Degerleri GC/MS (70eV m/z):
C 3 (ppm) 222[M"], 207(17), 189(6), 177(6), 165(13),
) "12.0 161(13),151(72), 150(94), 149(22), 135(32),
5 61.0 121(26), 119(27), 107(31), 95(100), 93(32),
3 75.1 81(36), 79(25), 77(18), 67(21), 55(25)
4 35.4
> 316 Sedrol’iin "H NMR Degerleri
6 54.1
7 415 H ) Q’Pm), ) H o (ppm)
g 370 H-1 (H) 1.35 H-8 (H) 127
5 754 H-1 (H) 1.64 H-9 (H) 1.51
To 6.5 H-2 (H) 1.56 H-9 (H) 1.38
T 4 H-4 (H) 1.70 H-10 (H) 1.77
” 280 H-4 (H) 1.81 | H-12GH) | 0.92
" 777 H-5 (H) 137 | H-13GH) | 130
4 156 H-5 (H) 141 | H14GH) | 083
s 302 H-7 (H) 165 | H15GH) | 1.25
H-8 (H) 1.86




1.2.1. Sedrol'iin Bitkiler Aleminde Yayihs:

Sedrol igeren bitkiler, cins isimlerine gore alfabetik olarak siralanms, familya

ve kaynaklari ile Cizelge 1.2.”de verilmigtir.

Cizelge 1.2. Sedrol igeren tiirler

1. |Acorus calamus Araceae 19

2. | Aloysia triphylla Verbenaceae 20

3. | Ampelopsis grossedentata Vitaceae 21

4. | Arytemisia annua Asteraceae 22

5. | Basella rubra Basellaceae 23

6. | Cananga odorata Annonaceae 24

7. | Chamaecyparis formosensis Cupressaceae 25

8. | Chamaecyparis lawsoniana Cupressaceae 26

9. | Chamaecyparis obtusa Cupressaceae 27

10. | Cinnamomum porrectum Lauraceae 28

11.| Cryptomeria japonica Taxodiaceae 29

12.| Cunninghamia konishii Taxodiaceae 30

13.| Cunninghamia lanceolata Taxodiaceae 31

14.| Cupressus bakeri Cupressaceae 32

15.| Cupressus dupreziana Cupressaceac 33,

16. | Cupressus sempervirens Cupressaceae 34

17.| Dysoxylum spectabile Meliaceae 35

18.| Eucalyptus astringens Myrtaceae 36,37
19. | Eucalyptus bosistoana Myrtaceae 36

20. | Helichrysum odoratissimum Asteraceae 38

21.| Juniperus ashei Cupressaceae 39,40
22.| Juniperus californica Cupressaceae 40,41
23. | Juniperus chinensis Cupressaceae 39,40,42,43
24.| Juniperus comitana Cupressaceae 44

25. | Juniperus communis Cupressaceae 39,40,45
26. | Juniperus conferta Cupressaceae 39,40
27. | Juniperus deppeana Cupressaceae 39,40
28. | Juniperus erithrocarpa Cupressaceac 39,40
29. | Juniperus excelsa Cupressaceae 39,40
30.| Juniperus foetidissima Cupressaceae 39,40,46
31.| Juniperus formosana Cupressaceae 47,48
32.| Juniperus horizontalis Cupressaceae 39,40,46
33.| Juniperus macropoda Cupressaceae 49

34.| Juniperus mexicana Cupressaceae 50,51
35.| Juniperus monosperma Cupressaceae 39,40
36. | Juniperus monticola Cupressaceae 52

37.| Juniperus occidentalis Cupressaceae 39,40
38. | Juniperus occidentalis var.australis Cupressaceae 40

39. | Juniperus occidentalis var.occidentalis Cupressaceae 40

40. | Juniperus osteosperma Cupressaceae 39,40
41.| Juniperus oxycedrus Cupressaceae 53,54
42.| Juniperus phoenicea Cupressaceae 39,40,53
43.| Juniperus pinchotii Cupressaceae 39,40
44.| Juniperus procera Cupressaceae 39,40,55,56
43. | Juniperus uthaensis Cupressaceae 60

46. | Juniperus virginiana Cupressaceae 40,50,55,56,61-65
47.| Lepechinia chalepensis Lamiaceae 66

48. | Mentha piperita Lamiaceae 67

49.| Micromeria carminea Lamiaceae 68




Cizelge 1.2. (devami) Sedrol’un izole edildigi tiirler

. | Nicotiana tabacum olanaceae

51.| Juniperus recurvata Cupressaceae 39.,40,56
52.| Juniperus scopulorum Cupressaceae 39,40
53.{ Juniperus semiglobosa Cupressaceae 39,40
54.| Juniperus squiamata Cupressaceae 57,58
55. | Juniperus standleyi Cupressaceae 44
36.| Nyssa sinensis Nyssaceae 70
57.1 Oropanax elatus Araliaceae 71
38.| Pimpinella achilleifolia Apiaceae 72
59.| Piper nigrum Piperaceae 73
60. | Plectranthus tenuiflorus Lamiaceae 74
61. | Psidium guajava Myrtaceae 75
62.| Satureja odora Lamiaceae 76
63. | Saussurea lappa Asteraceae 77
64.| Teucrium polium Larmiaceae 78
65.| Thuja orientalis Cupressaceae 79
66. ) Thuja standishii Cupressaceae 26
67. | Widdringtonia whytei Cupressaceae 80

1.2.4. Sedrol’iin Biyosentezi

Sedrol’in biyosentezi, yesil bitkilerde fotosentez siklisinde CO, ve giines 1511
etkisiyle glikoz olusumuyla baglar. Glikoz, glikoliz reaksiyonu ile .fosfoenolpiruvat
(2), piruvat (3) ve asetilkoenzim A’ya (4) donusiir.

Iki molekill asetilkoenzim A, asetoasetilkoenzim A’y1 (5) verir. Asetilkoenzim
A ile asetoasetilkoenzim A’ min (3S)-3-hidroksi-3-metilglutarilkoenzim A (HMG-
CoA) (6) formuna kondensasyonu HMG-CoA sentetaz enzimi tarafindan katalizlenir.
Bir sonraki basamakta HMG-CoA rediktaz enziminin katalizledigi HMG-CoA 1ile
NADHP rediiksiyon reaksiyonu ile 6 C’lu mevalonat (MVPP) (7) olusur [81]. CO, ve
bir P ayrlmasi ile 5 C’lu izopren gekirdeklerinden izopentenilpirofosfat (IPP) (8) ile
3,3-dimetilallilpirofosfat (DMAPP) (9) meydana gelir. DMAPP’ nin bas kismu ile
PP’ in kuyruk kismunin birlesmesi geranilpirofosfat (GPP)’1 (10) verir. Biyosentetik
olarak seskiterpen yapisi, geranilpirofosfata bir izopentenilpirofosfat molekiiliniin
katlmasiyla meydana gelen famesilpirofosfat (FPP)” tan (11) olusur [81-82]
Famesilpirofosfat’m formundan hareketle y-bisabolen (12) meydana gelir, bu madde
birgok seskiterpenin prekiirsoridir. Bu durum y-Bisabolen, halka kapanmasi ve bir
hidroksil ¢ikis1 ile Sedrol iskeletine doniigiir [83]. Bu durum = Sekil 1.2.°de sematik
olarak belirtilmigtir.



Sekil 1.2. Sedrol'iin Biyosentezi
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1.2.5. Sedrol'iin Biyotransformasyonu

Sedrolin biyotransformasyonu ile ilgili tim ¢aligmalar Sekil 1.3-1.10°da
verilmektedir [85-93].
Sekil 1.3. Sedrol

un Beauveria sulfurescens ile biyotransformasyonu [92]

Beauveria sulfurescens

H
Sedrol (1) 8-Hidroksisedrol(13)

Sekil 1.4. Sedrol’tn Absidia coerulea ile biyotransformasyonu [88]

Absidia coerulea

cailes

8 gnnne



Sekil 1.5. Sedrol’un Cephalosporium aphidicola ile biyotransformasyonu [85]

H =
8-Oksosedrol

[
H

OH Cephalosporium aphidicola

H
8-Asetoksisedrol (18)

H
Sedrol (1)

CH,O

14-Hidroksisedrol (9

OH Glomerella cingulata

Anadolu Universites:
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Sekil 1.7. Sedrol’iin Aspergillus niger , Cephalosporium casiicola, Rhizopus stolonifer,

Beauveria sulfurescens ile biyotransformasyonu [89]

Aspergillus niger

8-Hidroksisedrol (13)

CH,0l
Cephalosporium casiicola

H
Sedrol (1)

Rhizopus stolonifer

7-Hidroksisedrol (22) |

>
N

Beauveria sulfurescens

H e H 7
Streptomyces bikiniensis 14-Hidroksisedrol 19§

H
Sedrol (1) R

5-Hidroksisedrol @4

H
5.7-Dihidrosisedrol (14)
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Sekil 1.9. Sedrolin Bacillus cereus ile biyotransformasyonu [87]

H
9-Hidroksisedrol @5) 9.Oksosedrol @6)

A

9-Hidroksisedrol (25)

HO

H . .
7-Hidroksisedrol (22) 5-Hidroksisedrol (24)

Bacillus cereus

H fld
Sedrol (1)

5,9-Dihidroksisedrol

1-Okso-5-hidroksisedrol 31) 1,5-Dihidroksi sedrol (39)

Anadolu Universie:.
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Sekil 1.10. Sedrol’tin biyotransformasyon tiriinlerinin birbirine doniigtimii [87]

8-Hidroksisedrol (13)

H ,
5,8-Dihidroksisedrol (28) §

9-Hidroksisedrol (25) : 5-Hidrosisedrol (24)

9-Oksosedrol (26)

1-Okso-5-Hidroksisedrol B |
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1.2.6. Sedran Cekirdegi Tasiyan Bilesikler
Bitkisel kaynaklardan izole edilmig ya da biyotransformasyon triinii olan veya

kimyasal sentezlerle elde edilmig tirevler Cizelge 1.3.”de venilmektedir [94].

Cizelge 1.3. Sedrol’un tireviert

(3B, 11a-form):
3,12-Sedrendiol,

Sedrandiol

CisHyO, 1238.369 (3B,11B-form): 33
(8,14-Sedrandiol),
Sedrandiol

CisHysO, | 238.369 (Bo-form): 34

3,15-Sedrandiol

CisHy0 222.370 (3B-form): 1
3-Sedranol ,

Sedrol

CisHya 204.355 o, 6c-form): 35
3-Sedrene,

a-Sedren

CysHyg 204.355 - (2B,6B-form): 36
o~ Funebren
CysHyg 204.355 (7oH, 10BH): 37
3(15)-Sedren,
B-Sedren

“l

CsHy, 204.355 - (7BH, 10aH-form): 38
7,10-Diepi-B-Sedren

Anadolu Univers::
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Cizelge 1.3. (Devami) Sedrol’iin turevleri

Merkez i pe

1C,sHyy 204.355 7-Sedren 39
// . | : ‘
' A =
H
CysH,,0 220.354 (9B-formy): 40
3-Sedren-9-ol,
a-Bitol
CsH,,0 220354 3-Sedren-12-ol 41
CsH,;,0 220.354 3-Sedren-15-0l 42
C,sH,,0 218.338 - 15-Aldehit: 3-Sedren-15-al | 43
CisH,0 220.354 /\ / (8p-form): 44
3(15)-Sedren-8-ol,
B-izobiotol
H =
C15H24O 220.354 s (9|3-form): 45
/\/ 3(15)-Sedren-9-ol,
-7 "*+ B-Biotol
CsHy,O 220.354 7-Sedren-14-ol 46
| A :
H —
CsH0 218.338 - 14-Aldehit: 7- Sedren-14- |47
al
CsHpO, | 234.338 - 14-Karboksilik asit: 7- 48
Sedren-14-al
Anadolu Univoro
14




Cizelge 1.3. (Devami) Sedrol’in tirevleri

C 151_12003

248.321

HOlt-

(4B,140-form):

4,12;14,15-Diepoksi-

5(15)-izosedren-14-ol,
12-

Deoksotriksilikingolit

49

C 15H2004

264321

2a,60, 10BH-form):
2,4-Dihidroksi-3-sedren-
1,5-dion,

v-Perezol

50

346.422

(2o,60t,10BH-form):
2-Angeloil:

a-Perezol

51

346.422

(2B,6B,10H-form ):
2-Angeloil:
B-Perezol

52

CysHpnOs

250.337

(1R,2,63,100H-form):
1,2-Dihidroksi-3-sedren-4-
on,

Koreosenarion

53

CisH,0

220.354

(3B,11B formy):
3,12-Epoksisedran,
8,14-Sedranoksid

54

234.338

(1R,2B,6pB,10aH-form):
12-Okso:
12,3-Sedranolid

55

262.305

OHIItn-

(14a-form):
14,15-Epoksi-14-hidroksi-
3,5(15)-izosedradien-12-
oik asit,

Triksol

56

C15H1804

262.305

(4p3,140-form):
14,15-Epoksi-14-hidroksi-
5(15)-izosedren-12,4-olid,
Triksikingolid

57

346.422

(4B,140-form):
2-Metilbutanoil
Triksikingolid

58

15




Cizelge 1.3. (Devam) Sedrol’un tirevleri

298.335 (3B,8B,9p-form):
14,15-Epoksi-4-izosedren-

3.,8.,9,14,15-pentol

CosHyOyp | 548.629 (3B,8PB,9B-form): 60
3-Angeloil, 8-(2-
metilbutanoil), 14,15-di-
Asetil

(18,30, 158 -form): 61
14,15-Epoksi-4-izosedren-
1,3,14,15-tetrol

1sH2Os [ 282.336

24H3209 464511 (1B,3oc,15[3—f0rm): 62
3-(2,3-Epoksi-2-
metilbutanoil),14,15-di-
asetil

07 36019 | 520.575 - (1B,30,153-formy): 63
3-(2,3-Epoksi-2-
metilbutanoil), 1-
propanoil,14,15-di-asetil
29H40010 548.629 - (1B,3a,15B—f0ml): 64
3-(2,3-Epoi-2-
metilbutanoil),1-(2-
metilbutanoil), 14,15-di-
asetil

C29H40010 548.629 - (l[},Boc,lSB-foml): 65
3-(2,3-Epoksi-2-
metilbutanoil),1-(3-
metilbutanoil),14,15-di-

asetl
CyHi,Og | 448.512 - (1B,3c,15B-form): 66
3-Angeloil, 14,15-di-asetil
CisHpnOs  1282.336 (8B-form): 67

14,15-Epoksi-4-izosedren-
3.8,14,15-tetrol

C,Hx0Os | 448512 - (8B-form): 68
3-Angeoil,14,15-di-asetil
C29H3809 530.614 - (8[3-f0rm): 69

3-Angeoil,14,15-di-asetil

2nadolu Univers.as
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Cizelge 1.3. (Devami) Sedrol’in titrevleri

266.336

(3,141 53-form)
14,15-Epoksi-4-izosedren-
3,14,15-triol

19H26O6 350411 (3'3,14@15[3']?01’1’1’1) 71
Proustianol
CyH3,0; [ 432,513 - (3B,14a15p-form): 72
Angeloilprustianol

CysHy0s | 280.320 (48,90, 120, T4oform): | 73
14,15-Epoksi-5(15)-

izosedren-9,12,14-triol

CysHiO; | 448.555 - (4B,9a,120, 14 ct-formy: 74
9-(3-Metilbutanoil), 14-(2-
Metilbutanoil)

CysHa,0, | 446.539 - (4B,%,120, 14 ce-form): 75

9-(3-Metil-2-butenoil), 14-
(2-Metilbutanoil)

CpHyO; 1404459 - (4B,%,12a, 14a-form): 76
12-Keton, 14-(2-
metilbutanoil),:

CysHa,0; | 446.539 - (4B,9¢,120,14c-form): 77

12-Keton, 9-(2-
metilbutanoil), 14-(3-
metilbutanoil)
CysH3O; | 444.524 - (4p,%,120, 140-form): 78
12-Keton, 9-(3-metil-2-
butanoil), 14-(2-
metilbutanoil)
CysHaO; | 446.539 - (43,%,120, 140-form): 79
12-Keton, 9-(3-
metilbutanol), 14-(2-

metilbutanoil)

C25H3507 448.555 - (4[3,9&,12[3, ].4(1-f01m)1 80
9-(3-Metilbutanoil), 4-(2-
Metilbutanoil).

CoO, | 446539 - @B.9c,12B, 14aform): |81

9-(3-Metil-2-butenoil), 14-
] (2-Metilbutanoil)
CysHayOs | 430.540 - (4B,9,12p3,14a-form): 82
12-Deoksi, 9-(metil-2-
butenoil), 14-(2-
Metilbutanoil)

17



Cizelge 1.3. (Devam) Sedrol’un tirevlen

252.353 3-Hidroksi-12-sedranoik

asit

C;sH,, 05 |252.353 (3B-formy): 84
3-Hidroksi-14-sedranoik
z.tsit,
Izosedrolik asit

CsHy0, |[236.353 (3B-form): 26

3-Hidroksi-9-sedranon,
4-Ketosedrol

CisHy O3 [ 248.321 (201,6B-form): 85
4-Hidroksi-3-sedren-1,5-

dion

(2B,6B-form): 86
p-Pipitzol
(5B-formy): 87
5-Hidroksi-3-sedren-15-
oik asit,
Renekraviotonik asit

CisHpOs | 248321

CysHpO;  250.337

3-Hidroksi-4-izosedren- 88
15,14-ohd

HyOs | 248321

15H2004 264.321 (5B,7oc-form): 89
5-Hidroksi-14-0kso-3-
sedren-15-oik asit,

Lassijalarik asit

18 o orsifes
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Cizelge 1.3. (Devami) Sedrol’un tirevleri

266.336 (5B.7a~form):
14-Alkol: 5,14-Dihidroi-3-
sedren- oik asit,

Epilassilaksolik asit

CisHyOs [ 280.320 - 14-Karboksilik asit: 91
Lassiseolloik asit

C15H2204 266.336 - 14-Alkol: 92
Lassilaksolik asit

CisHis05 | 234.294 12-Hidroksi-7-okso-14- 93

nor-4-triksen -15-al

C;sH,,O (218338 4-Izosedren-15-al 94

CisHp O 236.353 4-Izosedren-14,15-diol 95

CisHyeO, 232322 - Dialdehid: 4-Izosedren- 96
14,15-dial

4-Jzosedren-15,14-olid 97

[CisHn0, 232322

A B
: H =
1 CisHyOs | 248.321 - 9o-Hidroksi-4-izosedren- | 98
: 15,14-olide
CisHyOs | 248.321 - 143-Hidroksi-4-isosedren- | 99
15,14-olid

1 CysHpOy 1232322 4-Izosedren-14,15-olid 100

19



Cizelge 1.3. (Devamm) Sedrol’tin tirevleri

218.295

7-Okso-14-nor-4-
izosedren-15-al

CisH»nOs | 282.336 (5B,70H,113-form): 103
5,12,14-Trihidroksi-3-
sedren-15-oik asit,

Laksolik asit

CisHyOs 1296319 - (5B,7aH,11B-form): 104
14-Karboksilik asit: 5,12-
Dihidroksi-3-sedren-
14,15-dioik asit,

Selloik asit

C15H2005 280.320 - (5B,7ﬁH,11ﬁ'f0ﬂ'ﬂ) 105
14-Aldehit: 5,12-
Dihidroksi-14-okso-3-
sedren-15-o1k asit,
Jalarik asit

C3HgO; [ 532716 - (5B,7BH,11B-form): 106
14-Aldehid, 5 -(16-
hidroksi-9-hekzadekanoil):
Jalarik ester I

C3Hs0Oo | 566.731 - (5B,78H,113-form): 107
14-Aldehide, 5-O-
(9R,10R,16-
trihidroksihekzadekanoil):
Jalarik ester I1

CI5H2006 296.319 - (5'3,7'31‘1,11[3-&)1’1’1’1) 108
14-Karboksilik asit:
Episellolik asit

20



Cizelge 1.4. Sedrol tirevierinin "C-NMR verileri

52.7 42.5 273 295 12.3 30.2 87

56.8 46.1 28.4 29.7 12.2 325 87
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Cizelge 1.4 (Devami) Sedrol tarevierinin “C-NMR verileri

Forniil -1
H% D
OH
40.5 615 74.1 44.6 71.6 57.5 39.5_ 48.7 73.0 56.2 44.8 311 28.9 14.1 31.2 87
HO ’
37.7 523 74.1 351 343 52.6 48.4 220 35.8 58.1 441 300 | 278 8.9 30.1 85
8-Oksosedrol (17)
D
AcO OH
423 54.2 74.8 349 31.3 52.9 445 82.5 32.1 61.5 42.9 29.1 | 27.5 10.0 303 85
H
8-Asctoksisedrol (18)
CHQOH \\\\
OH
42.6 57.4 75.0 34.9 309 | 533 504 32.1 258 61.2 43.0 | 290 | 275 63.7 30.2 85
H
14-Hidroksiscdrol (19)
CH,OcA
OH
42.3 37.3 34.8 34.8 31.0 53.3 46.4 323 25.8 61.1 43.1 29.0 27.5 65.4 30.2 85

14-Asctoksisedrol (20)




Cizelge 1.4, (Devamn) Sedrol tirevlerimin “C-NMR verileri

CRoemtl s Ol e Ced
CH2OC
WOH
426 | 61.2 | 749 349 309 | 533 50.1 32.1 258 574 | 430 | 29.0 | 275 | 63.7 | 302 86
H
14-Asetoksiscdrol (20)
D
HO//I: OH
413 53.7 74.8 35.6 30.1 57.6 79.5 36.5 21.5 59.2 449 27.4 28.4 24.3 304 87
H
7-Hidroksisedrol (22)
NN
OH
40.1 60.9 74.5 45.4 72.0 58.2 44.6 40.1 263 52.2 43.0 274 293 14.7 31.5 87
H =
S-Hidroksisedrol (24)
HQ &
OH
413 55.2 140 118 393 50.0 50.8 81.3 35.2 56.3 47.1 26.5_5 27.1 12.7 24.7 86
H =
S-Hidroksiscdrol (24)
N
OH
42.7 62.7 748 | 347 313 52.9 37.8 46.2 73.0 60.9 46.0 289 3 30.1 15.1 30.6 87
N .
HO®

9-Hidroksiscdrol (25)
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Cizelge 1.4 (Devamu) Sedrol tireviernn PC-NMR verileri

H

| 1.5-Dihidroksisedrol (30)

o Formil A LG
423 61.6 74.9 34.8 31.8 53.0 38.8 46.8 73.5 65.2 42.8 28.6 28.3 153 30.3 87
9-Hidroksiscdrol (25)
D
OH
41.4 60.9 74.4 33.2 31.3 536 354 477 22.0 59.7 46.2 28.2 28.4 183 304 87
o) o =
9-Oksoscdrol (26)
$
36.1 59.4 74.4 347 343 49.6 42.8 80.8 21.8 61.9 45.6 28.1 28.2 12.9 30.5 87
43.0 61.5 74.6 34.2 31.7 50.3 49.1 82.1 73.3 57.3 44.6 30.1 : 28.7 11.8 31.2 87
8,9-Dihidroksisedrol (29)
HO R
OH
638 60.2 72.6 41.6 71.0 58.7 52.2 46.7 445 60.8 423 313 29.1 15.5 323 87
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Cizelge 1.4, (Devami) Sedrol tirevlerinin PC-NMR verileri

Formil,

Q.

219 58.7 49.5 46.1 28.1 28.0 19.0 87
H
1-Okso-5-hidroksiscdrol (31)
Cizelge 1.5. Sedrol tirevierinin 'H-NMR verileri
: o armiil
OH
. . - . 103 | 126 2'33 3;30 (87]
9.8
5.1
OH
- - 0.32 - 1.65 1.50 }138 4(.[(21() 87
J=10
6.5 Hz
8-Hidroksisedrol (13)
D
HO OH 1H 3H
q 3H 3H d
- - 4.29 s s 0.91 - 185]
J=4 1.01 127 J=1.4
H Hz Hz
8-Hidroksiscdrol (13)
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Cizelge 1.5, (Devanm) Sedrol tirevierinin 'H-NMR verileri

Formil B | B2 | oug | oMo | RS US| M H1S | viger
’dlt{ 3H OH
361 3H 3H 3H d dd
. . ; . . - s - - - s s s 0.96 | 350 | 4.06 | [86]
pp 126 | 10t | 134 | J=70 | J=10
oy Hz | 32Hz
H H 1H 3H
d ot t 3H 3H 3H d
15 - - - - 4.26 - 2.16 - s s s 0.91 . - {86}
10.5 5.0 J=9.0 126 | Loo | 134 | J=T0
Hz 4.0 Hz Hz : Hz
OH
3.78 436 s | 378 | on
3.26 . - - J=99 - - - J=5 - - 135 | 142 | 124 | o0 dd m 187]
6.3 Hz Hz : : J=9.9 | 436
6.3 Hz
D
0 OH 1" 15" ;H :S H (:g : 3H
129 |, ) 1H 1H ) ) (‘)*6 ) Sy | ddd 170 3H 3H 3H | 093 ) ) (85}
| Jl'l'12 275 205 | 144 e J10 ./;;.19 J1as | 092 | 127 | 138 J=H7.3
A = ¢ iz Hz Hz z Hz *
8-Oksoscdrol (17)
D
AcO OH 3H
5.26 3™ | 3H d (Z’:‘l‘
- - - - - J=42 - - - - s $ - 0.82 : - 185]
Hz o1 | 134 J:HZ..? 204
a .
8-Asctoksiscdrol (18)
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Cizelge 1.5. (Devami) Sedrol tirevlerinin "H-NMR verileri

14-Asetoksisedrol (20)

CH,OcA

OH 1H
3H 3H 3H dd
3.49
) ) ) ; ; - ; : ) ) ) ; s S |uers | - | B8
127 | 102 | 133 |7
H Hz
14-Asetoksisedrol (20)
D
HO//I:. OH
- - . . . . - . . . . ts | 128 | nes | M2 . [87]
i =
7-Hidroksisedrol (22)
OH
. . . . . . , . . A i L14 | 3.78
126 | 104 | 134 | -0 . - (87]
= J=9.2
H - 6.1 Hz

5-Hidroksisedrol (24)
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Cizelge 1.5. (Devami) Sedrol tirrevlerinin 'H-NMR verileri

o) =

7.20

9-Oksosedrol (26)
N

8,9-Dihidroksisedrol (29)

§
OH
3.89
- . 097 | 149 | 133 é;g d . (87)
: J=11
Hz
OH
4.06 OH | 4.06
35
5| s=36 133 | 143 | 126 g'?g J=10 | J=3.6 | [87]
Hz 10w |
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Cizelge 1.5. (Devami) Sedrol tirevlerinin 'H-NMR verileri

1-Okso-5-hidroksisedrol (31)




1.2.7. Sedrol'iin Biyolojik Aktivitesi

Antiparaziter etki: In vitro deneyleri sonucunda Schistosoma mansoni’ye karsi
10.0 pg/ml konsantrasyonda aktif bulunmustur [95].

Insektisit etki: Jn vivo deneyler sonucunda Juniperus recurva iizerindeki disi
Culex pipiens isimli bocek igin LDso 21.2 1g/bdcek verilerek lizerinde aktif oldugu
gozlenmistir [96].

Sivrisinekler {izerindeki LDs, degeri 21.2 1g olarak belirlenmistir [97].

Antienflamatuvar etki: Tavsanlarla yapilan deneylerde 13.0 pg/ml’de aktif
bulunmustur [97].

Antifungal etki: Lentinus edodes ile yapilan caligmalarda aktif oldugu
belirlenmisgtir [98].

Akut toksisite: LDsg 425 mg/kg i.p. olarak bulunmustur [7].

Sitotoksik etki: NIH 3T3/F29 fibroblast hiicre kiiltiirlerinde 100 pg/ml dozda

hiicrelerin tamaminin 06ldiigii, dozun azalmasina bagli olarak etkinin azaldig
bildirilmektedir. C6 glikoma hiicre serisi hiicre kiiltiirlerinde Sedrol’iin 0.1 mg/m!l’
den itibaren giderek artan dozlarda ve p<0.005 anlamlilikta hiicreleri oldurdiigu
belirlenmigtir. CO25 N-RAS onkojeni tasiyan miyoblast hiicre kiiltiirlerindeki
caligmalarda 0.1-1.0 pe/ml dozlar1 uygulanmis ve ayrica deksametazon fosfatin
(DMP) 1 g konsantrasyondaki dozu ile kombinasyonu kullanilmistir. Sedrol'tin 0.1
pg/ml’de DMP'nin tiimérojenik etkisini engelledigi, 1 g/ml’de bu etkinin arttig:

ancak sadece uygulanan hiicrelerde toksisitenin basladig1 gdzlenmistir
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1. GEREC VE YONTEM

Bu boliimde, ¢aligmalarda kullanilan Sedrol’iin kaynagi, kimyasal maddeler,
reaktifler, mikroorganizmalar ve aletler agiklanmakta, yapilan deneysel ve bu
caligmalarda kullanilan yontemler hakkinda bilgi verilmektedir. Caligsmalar, TBAM
(Tibbi ve Aromatik Bitki ve Ilag Arastirma Merkezi)’da bulunan
Biyotransformasyon, Bitki Kimyas1 ve Kalite Kontrol Laboratuvarlari’nin imkanlar

kullanilarak yapilmugtir.

2.1. Materyal, Kimyasal Maddeler, Aletler ve Mikroorganizmalar
2.1.1. Materyal
Bu c¢aligmalarda kullanilan Sedrol, Juniperus foetidissima (Sedir Agaci)
bitkisinden buhar distilasyonu metodu ile elde edilen ugucu yagdan izole edilmisgtir.
2.1.2. Kimyasal Maddeler ve Céoziiciiler
e Aseton (Teknik)
e Yeast ekstrakt (Acumedia)
e Dietileter (Birpa)
e Etil alkol (Teknik)
o FEtil asetat (Aldrich)
e Hekzan (Merck)
e Magnezyum siilfat (Fluka)
e Patates dekstroz agar (Acumedia)
e Pepton (Sigma)
e Disodyumhidrojenfosfat (Merck)
e Potasyum kloriir (Aldrich)
e Sabouraud dekstroz agar (Acumedia)
e Sakkaroz (Aldrich) |
¢ Silikajel 60F,s4 (Merck 5554)
o Silikajel 60G;s4 (Merck 7734)
e Sodyum kloriir (Aldrich)
e Sodyum siilfat (Merck)
o Siilfiirik asit (Merck)
e Vanilin (Merck)
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2.1.3. Kimyasal Reaktifler

Vanilin-H,SO4 reaktifi ve Anisaldehit-H,SO; reaktifi, Sedrol ve

metabolitlerinin varliinin belirlenmesinde kullanilir. Vanillin ve H,SO4 ¢ozeltileri

ayr1 ayri hazirlanir ve plak iizerine piiskiirtiilmeden 6nce (1:1) karistirlarak kullanilir.

Vanilin reaktifi (%1°lik etanoldeki vanilin ¢6zeltisi)

Siilfiirik asit reaktifi  (%5°lik etanoldeki H,SO4 ¢6zeltisi)

2.1.4. Kullanilan Aletler

Calkalayic1 Inkiibatér, (GFL, 3032)

Calkalayici, (Gerhardt LS5/RO5)

Erime Derecesi Tayin Apareyi, (Gallenkamp)

Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrofotometresi Sistemi (GC/MS)
a. (GC/MS-QP 5050A)
b. (Hewlett Packard 5890)

Hava Sterilizatérii, (Honeywell 11500)

ITK Seti

Laminar Akig Kabini, (Bio Class II, NU-425-400-E)

Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi Sistemi (NMR),

(Varian, Mercury-300)

Otoklav, (Hirayama, HV-50)

Oze Sterilizatorii, (PBI, 23662)

Polarimetre, (Oriel Pol S-2 Polarimetresi)

Rotavapor, (BIBBY, RE100B)

Terazi, (Scaltec, SBA/61)

UV Lamba, (Camag 254-366 nm)

Vorteks, (Ika, SM)

2.1.5. Mikroorganizmalar

Bu ¢aligmalarda iki grup mikroorganizma kullamlmistir. Biyotransformasyon

amagl olan mikroorganizmalar Cizelge 2.1.’de, antibakteriyal aktivite tayini igin

kullanilan patojen mikroorganizmalar Cizelge 2.2.’de koleksiyon numaralari ile

birlikte verilmektedir.
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Cizelge 2.1 Biyotransformasyonda kullanilan mikroorganizmalar

No ' | Mikroorganizma Kaynak

1 Saccharomyces cerevisiae ATTC 9763
2 Hansenula anomala ATCC 20170
3 Penicillium claviforme MR 376*

4 Cuninnghamella elegans NRRL 9245
5 Streptomyces griseus ATTC 23137
6 Chephalosporium aphidicola IMI 68981*
7 Trichoderma harzianum Mik F**

8 Fusarium solani ATCC 12820
9 Cunningheamella echninulata ATCC 9224
10 Trichothecium roseum CM 5060*
11 Aspergillus niger ATTC 10549
12 Aspergillus niger Japonya**
13 Aspergillus quadrilieneatus ATTC 76503
14 Aspergillus flavus ATTC 9807
15 Penicillium spinulosum Mik, ***

16 Fusarium moniliforme NRRL 2374
17 Rhizopus stolonifer NRRL 2710
18 Mucor mucedo NRRL 3654
19 Mucor mucedo NRRL 1425
20 Cladosporium cladosporiodes NRRL 3182
21 Fusarium culmorum Mik. ***

22 Rhizoctonia cerealis Mik *¥**

Cizelge 2.2. Antibakteriyal etki igin kullanilan mikroorganizmalar

No | Mikroorganizma Kaynak

1 Escherichia coli ATCC 25922
2 Staphyloccocus aureus ATCC 6538

3 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
4 Enterobacter aerogines NRLL 3567

5 Proteus vulgaris NRLL B-123
6 Salmonella typhimirium NRRL B-4420
7 Candida albicans 0.G.U.¥***

2.2.Yontem
2.2.1. Kati1 Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Mikroorganizmalarin iiretilmesi ve saklanmasi igin kat1 besi ortami olan
Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) ve Patates Dekstroz Agar (PDA) kullanilir.
Kullanilacak besi ortamina belirlenen oranda deiyonize su katilir ve 1sitilarak
kanigtirilir, deney tiipiine ve petri kutularina uygun miktarda ilave edilir. Tiipler

pamukla kapatilip aliiminyum folyo ile ortiiliir. 121°C ve 1 atm. basingta 20 dakika

*Karachi Universitesi, Kimya Fakiiltesi, Kimya boliimiinden temin edilmigtir.
*#Tokushima Bunri Universitesi, Aile flimleri Fakiiltesinden temin edilmigtir.

*#% Anadolu Universitesi Fen Fakiltesi Mikrobiyoloji Bsliimiinden temin edilmistir.
****Osmangazi Univesitesi Tip Fakiiltesinden temin edilmistir.
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boyunca otoklavda sterilize edilir. Sterilizasyon iglemi tamamlaninca tiipler egik
pozisyonda 24 saat bekletilir. Steril kabin i¢inde, daha 6nceden oda 1sisina getirilmis
suslardan 4 mm ¢apinda kesit alinarak deney tiipiine ve 1.petri kutularina konmusg
steril besi yerlerine transfer edilir.

Ekimi yapilan mikroorganizmalari uzun siire muhafaza etmek igin,
mikroorganizmalarin bulundugu tiip ya da petri kutulari parafilm ile iyice sarilir. Bu

sekilde mikroorganizmalar buz dolabinda (4°C’de) 2-3 ay kadar saklanabilir.

2.2.2. Sivi Besi Ortammin Hazirlanmasi
2.2.2.1. Birinci Sivi Besi Ortaminin Hazirlanmasi (o-Medyum)

Glikoz (20g), Pepton (5g), NaCl (5g), Yeast Ekstrakt (5g) ve NazHPO4 (5g)
karigimi distile suyla 1000 mi’ye tamamlanir [99].
2.2.2.2. Ikinci S1v1 Besi Ortamimn Hazirlanmasi

Glikoz (15g), Sakkaroz (15g), Pepton (5g), K2HPO4 (1g) ve MgS04x 7 H20
KCl (1g) karigimu distile suyla 1000 m1’ye tamamlanir [100-102].

Besi ortami igin yukarida belirtilmis olan maddeler distile su ile kaynama
1s1s1na ulasana kadar 1sitilarak karistirilir ve biraz soguduktan sonra etlenlere aktarilir.
Erlenlerin agizlar1 pamukla kapatilir ve aliiminyum folyo ile sarilir. 121°C ve 1 atm.
basingta 20 dakika otoklavda sterilize edilir.

2.2.3. Biyotransformasyon Islemi

Biyotransformasyon igleminin saglanmasi i¢in, mikroorganizmalar {iretilir ve
lizerine Sedrol ilave edilir. Bu iglemi yapmak i¢in iki yontem kullanilmigtir [103].

Yontem I: Sivi besi ortamindan 1ml alinir, inokiilasyonu gergeklesmis kati
besi ortamindaki mikroorganizma iizerine ilave edilir ve &ze ile kangstirilir. Bir
miktar: 6ze ile kazm1r ve sivi besi ortamu igeren erlene aktarilir. Aktarma islemi
bittiginde erlenler pamukla kapatilarak calkalayiciya yerlestirilir. 120 rpm’de oda
sicakliginda (24-27°C) 48-72 saat calkalanmaya birakilir. Sivi besi ortamindaki
mikroorganizmalar yeterince gelistikten sonra, steril kabin icinde diger sivi
besilerinin herbirine 5’er ml s1v1 besi ortami igindeki mikroorganizmalar ilave edilir.
120 rpm’de oda sicakllgmda 24 saat ¢alkalanmaya birakilir. Transferden 24 saat sonra
100 ml siv1 besi ortamma (bir erlen harig) 31.25 g Sedrol / 0.5 ml Etanol ¢ozeltisi

ilave edilir ve 120 rpm’de 14 giin siiresince ¢alkalanmaya birakilir.
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Bu siire igerisinde her giin bir erlenin i¢inden 5 ml numune alinarak deney
tiipline aktarilir, lizerine 5 ml etil asetat ilave edilir ve vortekste iyice ¢alkalanir. Bu
sekilde sivi-sivi ekstraksiyon gergeklestirilmis olur. ITK’de veya GC/MS’de incelenir
ve Sedrol’in doniisiimii kontrol edilir. Doniisim maksimuma ulastifi zaman
izolasyona baglanir. Izolasyon igin etil asetat ¢ozeltisi ilave edilir. Boylece
bioytransformasyon durdurulmus olur.

Ayrlan erlen, sadece mikroorganizma ile besi igerdigi i¢in ekstraksiyon
islemi sirasinda mikroorganizmalardan ve sivi besiden ¢6ziiciiye gegen istenmeyen

kisimlari teshis etmekte kullanilir.

Sekil.2.1.Yontem I (Biyotransformasyon Iglemi)

STERIL STERIL

/\ % SEDROL

TRANSFER TRANSFER
SIVI BESi + MiIKROORGANIZMA SIVI BESi + MiIKROORGANiIZMA +SEDROL
¢
5“1’\&

STERIL

GUNLUK
EKSTRAKSiYON

¢6z0CU + NUMUNE

=

Ll
¢0z0c0 + METABOLITLER
~«— METABOLIT
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Yontem II: Kat1 besi ortamindaki mikroorganizma, steril kabin i¢inde uygun bir
sekilde steril 6ze ile pargalanarak sivi besi ortami igeren erlenlere aktarilir. Aktarma
islemi bittiginde erlenler pamukla kapatilarak calkalayiciya yerlestirilir. 120 rpm’de
oda sicakliginda (24-27°C) 48-72 saat ¢alkalanmaya birakilir. Stvi besi ortamindaki
mikroorganizmalar yeterince gelistikten sonra steril kabinde 30 mg Sedrol ilave edilir
ve 120 rpm’de 14 giin siiresince ¢alkalanmaya birakilir.

Her giin erlenlerin iginden 5 ml numune (siv1 besi, mikroorganizma) almarak
deney tliptine aktarilir ve lizerine 5 ml etil asetat ilave edilir. Vortekste iyice
calkalanir. Boylece sivi-sivi ekstraksiyon gergeklestirilmis olur. ITK’de veya
GC/MS’de incelenerek Sedrol’tin doniisiip doniismedigi kontrol edilir. Déniigiim
maksimuma ulagtig1 zaman izolasyona baglanir. Izolasyon igin dietileter ilave edilir.

Boylece biyotransformasyon durdurulmus olur.

Sekil.2.2.Yontem II (Biyotransformasyon Iglemi)

STERIL

STERIL

{
‘ ¢020c0 + NUMUNE GUNLUK EKSTRAKSIYON
SIVI - SIVI

EKSTRAKSIYON

EKSTRE

¢0zUCU + EKSTRE

METABOLIT
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2.2.4. Mikrodiliisyon Yontemi

2 mg etken madde, 2 ml DMSO (dimetilsiilfoksit)’te ¢oziilerek 1 mg/ml (1000
pg/ml) konsantrasyonlu stok ¢6zelti hazirlanir. 1. kuyucuga 200 pl stok ¢ozelti, 2-11.
kuyucuklara 100 pl distile su konur. 1. kuyucuktan 100 pl stok ¢ozelti alinarak 2.
kuyucuga aktarilir. 2. kuyucuktan itibaren 100’er pl’lik g¢ozeltilerin 11.kuyucuga
kadar aktarilmasi ile seyreltme islemi tamamlanir. 24 saat boyunca Miiller-Hinton
broth (MHB) besi ortaminda 37°C de gelistirilmis mikroorganizmalar, ¢ift kuvvet sivi
besi ortaminda seyreltilir. Bu mikroorganizma ¢ozeltisinden her kuyucuga 100 pl
ilave edilir. 12. kuyucukta etken madde ¢ozeltisi olmaksizin mikroorganizma ¢6zeltisi
bulunur ve kontrol amagli olarak kullanilir.

Bu sekilde hazirlanan mikroplate, 24 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona
birakilir, iremenin olmadif: ilk kuyucuktaki konsantrasyon MIC (minimal inhibe

edici konsantrasyon) degeri olarak kaydedilir.[104]

2.2.5. Siizme Islemi:
Siizme, vakum yardimiyla igine filtre kagidi yerlestirilmis Buchner hunisi

kullanilarak gergeklestirilir.

2.2.6. Metabolitlerin Ekstraksiyonu, izolasyonu ve Yapi Tayini

2.2.6.1. Sivi-Siv1 Ekstraksiyon

Yontem 1. Siiziintli ayirma hunisine alinarak iyice calkalamir, kisa bir siire
bekletildikten sonra faz ayrimi olusur, tstteki etil asetath faz alimir. Kalan sulu
kisim en az 2 defa daha ekstre edilmelidir. Toplanan etil asetatll kisimlar susuz
Na,SO,’ tan siiziiliir ve rotavaporda yogunlagtirilir. Elde edilen ekstre az miktarda
silikajelle iyice ‘kal‘l$tlr1111' ve 50°C’de 1sitilip akici hale gelmesi saglanarak
hazirlanmig kolonun iizerine ilave edilir.

Yontem II: Siiziintii, ayirma hunisine alimp tzerine dietileter ilave edilerek iyice
calkalanir. Kisa bir siire bekletildikten sonra faz ayrimi olusur, iistteki dietileterli faz
alinir. Kalan sulu kisim bir defa daha dietileterle ekstre edilip sonunda bir seferde etil

asetatla ekstre edilir. Toplanan kisimlar susuz Na2SOs ‘dan siiziiliir, rotavaporda
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yogunlastirilir. Elde edilen ekstre az miktarda silikajelle iyice karigtirilir. 50°C’de

1sitilarak akici hale gelmesi saglanir ve hazirlanmig kolonun iizerine ilave edilir.

2.2.6.2.Kolon Kromatografisi (KK)

Kolon krorﬁatograﬁsi preparatif amagla uygulanir. Bunu gergeklestirmek i¢in
musluklu cam kolon ve kolon dolgu maddesi olarak silikajel kullanilir. Eliisyonda ilk
kullanilacak olan ¢oziicii ile siispansiyon haline getirilmis olan adsorban, uygun
sekilde kolona doldurulur. Daha sonra biyotransformasyon sonucu elde edilmig
ekstre, (1:2) oraninda adsorbana emdirildikten sonra kolona ilave edilir. Uygun bir
¢oziicliyle yikamaya baglamr. Alttan toplanan fraksiyonlar ITK da incelenerek
benzerler birlestirilir. Kullamlan ¢éziiciiler ve ¢oziicii sistemleri Cizelge 2.3. ve

2.4.’de verilmistir.

Cizelge 2.3. Fusarium culmorum’dan elde edilen metabolitin izolasyonu igin kolon kromatografisinde
kullanilan ¢6ziicii sistemi

Kullanilan Céziicii Coziicli Oramn Coziicii Miktar1 (ml) | Fraksivon No
Hekzan ‘ - 50 1-10
Hekzan:Aseton 9:1) 25 11-16
Hekzan:Aseton (8:2) 75 17-32
Hekzan:Aseton (8:3) 50 33-38
Hekzan:Aseton (8:3) 39-44
Hekzan:Aseton . (8:4) 75 45-47
Hekzan:Aseton . (8:4) 48-54
Hekzan:Aseton (8:6) 25 55-62
Hekzan:Aseton &7 100 63-68
Hekzan:Aseton _(8:7) 69-75
Hekzan:Aseton 8:7) 76-82
Hekzan:Aseton (8.8) 50 83-93
Hekzan:Aseton (8:9) 50 94-100
Hekzan:Aseton (2:1) 100 101-123
Hekzan:Aseton (3:1) 50 124-140
Aseton - 50 125-150

Cizelge 2.4. Aspergillus niger’den elde edilen metabolitlerin izolasyonu igin kolon kromatografisinde
kullanilan ¢dziicii sistemi

Kullanilan Céziicii Coziicit Oram Coziicii Miktar1 (ml) | Fraksiyon No
Hekzan - 25 1-5
Hekzan:Aseton 9:1) 75 6-11
Hekzan:Aseton (9D 12-21
Hekzan: Aseton (9:3) 100 22-39
Hekzan:Aseton 2:1) 250 40-56
Hekzan:Aseton (2:1) 57-63
Hekzan:Aseton 2:1) 64-88
Aseton - 150 89-125
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e GOzUCU
EKSTRE

FILTRE KAGIDI

ADSORBAN

TOPLAMA KAPLARI
Sekil 2.3. Kolon Kromatografisi

2.2.6.3. Flag Kromatografisi (FK)

Uygulanacak madde miktarina gére farkli boyutlarda ve alt tarafinda cam
filtreli perkloratér tipli cam kolon kullanilir. Adsorban olarak kullanilan silikajel
kolona kuru olarak doldurulur ve kolon flag kromatografisi sistemine yerlestirilir.
Adsorbanin doyurulmasi amaciyla kolona iistten yavag yavag ¢oziicii ilave edilir ve
bir siire bekletildikten sonra alttan vakum uygulanir. Vakumun etkisiyle hizla kolonu
terk eden eliiat alttan toplanir. Bu isleme, kolona iistten ilave edilen ¢oziicii hacmi ile
alttan toplanan ¢oziicii hacmi birbirine esit oluncaya kadar devam edilir. Bu sekilde
adsorbanin ¢éziicii ile tamamen doymas: saglanur.

Biyotransformasyon sonucu elde edilen ekstre, (1:2) oraninda adsorbana
emdirildikten sonra kolona ilave edilir. Ustten her seferinde esit hacimde ¢éziicii ilave
edilip alt taraftan sisteme vakum uygulanir ve eluat toplanir. Vakum uygulama
islemine eliiat gelmeyinceye kadar devam edilir. Elde edilen her fraksiyon
rotavaporda yogunlastirildiktan sonra ITK’nde incelenir ve benzer fraksiyonlar

birlestirilir. Kullanilan ¢oziiciiler ve eliisyon sartlar1 Cizelge 2.5.’de verilmektedir.
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Cizelge 2.5. Aspergillus niger den elde edilen metabolitlerin izolasyonu igin flag kromatografisinde
kullamilan ¢oziici sistemi

Kullamlan Coziicii _Coziicii Oram Coziicii Miktar1 (mI) | Fraksiyon No
Hekzan ‘ - 100 1
Hekzan:Eter (75:25) 100 2
Hekzan:Eter ‘ (50:50) 100 3
Hekzan:Eter (60:40) 100 4
Hekzan:Eter (70:30) 100 5
Hekzan:Eter ‘ (80:20) 100 6
Eter 3 - 100 7
Aseton ‘ - 100 8
Etil asetat - 100 9

Coziicii
Ekstve

Filire kaguh
Adserban

Toplama Kah

Sekil 2.4.. Flag Kromatografisi
2.2.6.4. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Rutin konfroller i¢in 0.25 mm kalinlikta adsorban ile kaplanmis 20x20 ¢m
ebatlarinda cam ve aliiminyum hazir plaklar kullanilir. Plaklar 1 saat siireyle 100°C’
de etiivde aktive edilerek kullanilir. Developman islemine gegmeden once siizgeg
kagidi cam krométograﬁ tankina yerlestirilir. Tank ¢6ziicti sistemi ile doyurulduktan
sonra developman islemine baglanir. Iglem bittikten sonra tanktan gikarilan ITK
plaklari oda isisinda kurutulduktan sonra plak iizerinde olusan lekeler dncelikle UV
lamba altinda (254 nm, 364 nm) incelenerek isaretlenir. Uzerlerine Vanilin-Siilfiirik
asit reaktifi piiskiiiﬁilﬁr ve 100-110°C de 1sitilarak renklenmesi saglanir.

ITK ¢alismasinda Cizelge 2.6.’da verilen ¢oziiciiler ve ¢oziicii sistemleri
kullanilir.
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Cizelge 2.6. ITK da kullanilan ¢oziicii sistemleri

Sistem

Coziicii Karisim Coziicii Oram
Sistem I Eter:Hekzan 4:1)
Sistem IT Eter:Hekzan (6:3)
Sistem III Eter:Hekzan (73
Sistem IV Diklorometan:Aseton (3:1)
Sistem V. Etilasetat:Hekzan 3:1
Sistem VI Etilasetat:Hekzan:Metanol (6:3:1)
Sistem VII Hekzan:Diklorometan:Aseton (4:2:2)
Sistem VIII Hekzan:Etilasetat:Metanol (6:3:1)
Sistem IX Hekzan:Eter (1:1)
Sistem X Hekzan:Eter (9:1)

2.2.6.5. Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometrisi Sistemi(GC/MS)

Elde edilmis olan metabolitler, Gaz Kromatografisi kolonunda ayrildiktan

sonra dedektor gérevi goren Kiitle Spektrometresi’nde her birinin tek tek spektrumlan

alinir.

Degerlendirmeler,”” TBAM Ucgucu Yag Bilesikleri Kiitliphanesi’® ve ‘’The
Wiley/NBS Registry of Mass Spectral Data’ isimli kiitiiphaneler kullanilarak

yapilmustir.
A) GC/MS Analiz Kosullar:
Sistem: GC/MS-QP 50501
Kolon: CP sil 5 CB (25m x 0.25mm)
Tastyic1Gaz: Helyum
Akis Hizi: Iml/dak.
Sicakliklar:
Enjeksiyon:  250°C
Kolon: 60°C’de// 5°C/dak // 260°C’de 60 dak
Split Orani: 50:1
Split Akis Hiz: 50 ml/dak
MS Kosuilarl:
Elektron Enerjisi: 70 eV
Kiitle Aralig:: 30-400 m/z
B) GC/MS Analiz Kosullar:
Sistem: Hewlett-Packard GC/MS 5890
K()lon: CDX-B, Beta-Cyclodextrin/OV-1701 (30m x 0.25mm)
Tagiyici Gaz: Helyum
Akis Hizi: 1ml/dak.
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Sicakliklar;
Enjeksiyon:  250°C

Kolon: 70°C*de// 10°C/dak // 230°C’de 60 dak
Split Orant: 50:1
Sphit Akis Hizu: 50 ml/dak
MS Kosullari:

Elektron Enerjisi: 70 eV

Kitle Aralif: 30-400 m/z

2.2.6.6. Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometresi (NMR)
“Izole edilen maddeler CDCli’de ¢ozilerek 'H-NMR ve “C-NMR

spektrumlan alinmugtir.
Cozici : CDCI;
Referans Pik TMS ve ¢oziici
'H-Olgimi - 300 MHz
BC-Olgimi 200MHz
2.2.6.7. Optik Cevirme

Izole edilen maddelerin spesifik c¢evirme agilan polarimetre kullamlarak
okunur. Kullamlafl ¢oziciler ve konsantrasyonlar sonug kismunda verilmistir.
2.2.6.8. Erime Noktasi

Kristalizasyon yontemi ile elde edilen saf maddelerin erime dereceleri Erime
Noktasi Tayin cih%myla yapilmugtir.
2.2.6.9. Kristalizasyon :

Bir kanslmda bulunan ve knstallenme o6zelligine sahip maddelerin,
¢cOzantrliginin dusuk oldugu bir ¢oziict igensinde ¢oziilip, bir miiddet bekledikten
sonra ¢Ozelti i¢ensinde katt partikiiller seklinde ¢okmesi oOzelligine dayanarak
maddeler kristallendirilir
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3. SONUC VE TARTISMA

Bu béliimde Sedrol’iin biyotransformasyonu ile olusan tiirevlerin yapilari
agiklanmakta, biyolojik aktivite testlerinin sonuglar1 verilmekte ve kaynak bilgileri ile
kargilagtirilarak taljtlsllmaktadlr.

3.1. S-a-Hidroksisedrol

HO . Kapah Formiil : Ci5sHy60-
=z = Molekiil Agirhg: : 238,369
‘ Erime Noktasi : 104-105°C
[0]**(CHCl; ¢ 1.05) : -22,6
Mikroorganizma : Fusarium culmorum
Medyum : o-Medyum

249

Fusarium culmorum ve o-medyum besi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda ana
tiirev olarak elde edilmistir. Ekstraksiyonu bolim 2.2.6.1°de anlatildig1 sekilde
I. yontem ile yapilmigtir. Izolasyonu, bélim 2.2.6.2.°de agiklanan kolon
kromatografisine gore gergeklestirilmistir (530 mg).

Bu madde GC/MS analizinde Rt 20.75 de tek bir pik olarak gézlenmis ve
molekiil aglrllgmm M"238 olmas1 (Sekil 3.1.), Sedrol’e bir hidroksil grubu katilmis
olabilecegini diisiindiirmiistiir. *C-NMR sonuglarinda (Sekil 3.3.) 8 71.6 ve 74.6 ppm
de gozlenen iki karbon atomu da bu diislinceyi dogrulamaktadir (Hidroksile komsu
karbon atomu). Sedrol ve tiirevlerinin BC-NMR spektrumlarinda, 3 numarali karbon
atomu 6 75 ppm bivarlnda gézlenmektedir. HETCOR (Sekil 3.4.) [105] teknigi ile
alinan spektrumlarda C-5 ile, sinyali 6 3.95 ppm de gozlenen bir protonun iligkisi
acikca gériilmektejdir. 0 3.95 ppm deki bu proton ancak hidroksile komsu olmasindan
dolay1 bu kadar a$agl alanda yer almaktadir (Sekil 3.2.), Sedrol’de b&yle bir konum
olmadig: i¢in tiim %protonlar\ maksimum 6 1.9 ppm’e kadar dagilim gostermektedir. Bu
bulgular, madde;lin 5-o-Hidroksisedrol yapisinda oldugunu agik¢a ortaya
koymaktadir. ‘

Kaynak taramalarinda, Sedrol’iin biyotransformasyon {irlinlerinin olusumunda
hidroksilasyon ig:in uygun konumlar siralanirken 7, 8, 9, 4, 5 ve 15 numarali

pozisyonlar verilmekte, 7 ve 15’in predominant pozisyonlar oldugu vurgulanmaktadir
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[5,85]. Sedrol ile daha once yapilan biyotransformasyon g¢aligmalarinda 5-

Hidroksisedrol elde edildigi bildirilmektedir [92].

GC/MS (70eV)

I38M, 223(5), 205(), 177(d), 162(24), 151(60), 133(27).}
121(29), 107(32), 93(100), 79(26), 69(20), 55(30) ]

1 .
2 59.7 CH-1B 1.92 1H, dd
3 746 CH-2 1.60 1H, dd
4 43.6 CH-4 2.01 1H, dd
5 71.6 CH-4 1.76 1H, dt
6 60.1 CH-5 3.95 1H,dd
7 37.8 CH-7 1.86 1H, m
8 34.2 CH-8 1.38 1H, m
"""" 9 239 CH9 [ 157 Hm
10 53.5 CH-9 1.63 1H, m
11 442 CH-10 1.74 1H, d
12 28.4 CH-12 1.28 3H, s
""" 13 291 CH-13 | 145 34, s
14 15.4 CH-14 1.03 3H, s
15 32.4 CH-15 1.45 3H, s
4 87 205
95 150
8 g1 07 135
:55 ‘ l I 163 17 10 s
.l[l.l;.'..l Jll.- ||l| fm -‘IIL ..I_Ill]h [T 7|.L i_”l ,....l_ 1 W Y
£ 100 150 200

Sekil 3.1. 5-a-Hidroksisedrol"iin Kiitle Spektrumu
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13-H

5-H

15-H

A
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0,94

1,3

15 14

1,6

Sekil 3.2. 5-a-Hidroksisedrol’iin "H-NMR Spektrumu

15,443

23,915 b (

32,438

34,19

34,576 i .

37,820

3

43,641 S

44,151

53,489

" 3

-460-..|

59,691
e — T

60,086

71,569

Ta,700
77,000 Wll i

77,212

28,411 :
20150 — 1

] b

ppm

”

40

50
Sekil 3.3. 5-o-Hidroksisedrol’iin *C-NMR Spektrumu
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Sekil 3.4. 5-o-Hidroksisedrol*tin HETCOR Spektrumu
3.2. 5-Oksosedrol
o) \\\ Kapall .Formiil . C] 5H2402
M Molekiil Agirhg: : 236,353
OH Mikroorganizma : Fusarium culmorum
Medyum : o-Medyum
A =
(109) : GC/MS (70eV)

52'361[1\/1]', 220(29), 203(20), 193(9), 177(20), 167(51), 150(67), 149(71),}
: 121(57), 112(53), 109(100), 93(89), 79(44), 69(42), 55(44), 43(40) :

Fusarium  culmorum ve o-medyum besi  kullanilarak  yapilan
biyotransformasyon aragtirmalarmda elde edilmigtir. Ekstraksiyonu bolim 2.2.6.1.’de
anlatildig1 sekilde I.‘ yontem ile ve izolasyonu boélim 2.2.6.2.°de agiklanan kolon
kromatografisi yontemine gore yapilmustir. (9 mg) |

GC/MS analizinde Rt 20.47 de gézlenen pikin molekiil agirhgi M™236 olarak

belirlenmistir. Sedrol ile molekiil agirhiklan arasmda 14 fark bulunmasi molekiilde bir

46



keton grubunun yer: aldigmi distindirmustir. Aym besiden izole edilerek yapist
aydmlatilan S-o-Hidroksisedrolin  5-Oksosedrol’e  déniigme olasihigmin  yiiksek
oldugu goz oniine alinarak bu gekilde isimlendirilmisgtir.

Kaynak taramalart bu maddenin doymus hidrokarbonlarin fonksiyonelligi
konusunda yapilan bir dizi sentez ¢aligmasi sirasmda Sedrol’in oksidasyonu ile
meydana geldigini gostermigtir [18, 89].

Biyotransformasyonla olusan tim trinler dogal kabul edildigi igin, dogal

olarak bulunusu ilk kez duyurulmaktadir.

HQ

z = Q R
OH
e
A =
Sedrol 5-o.-Hidroksisedrol 5-Qksosedrol

Sekil.3.5. Sedrol’iin biotransformasyon tirintniin digerine doniigiumi

18e 150 290 250

Sekil 3.6. 5-Oksosedrol un Kitle Spektrumu

3.3. 8-Hidroksisedrol

Kapall Formiil . C15H2602
R Molekiil Agirhg : 238,369
HO oH [ (CHCl; c1,04) : -26.4
Mikroorganizma : Aspergillus niger
Medyum : L. Medyum

Aspergillus niger ve L medyum ad1 verilen besi kullamlarak yapilan deneyler
sonucu elde edilmistir. Ekstraksiyonu bolim 2.2.6.1.’de agiklandigy sekilde IL
yontem ile, izolasyonu ise bolim 2.2.6.3.’de agiklanan flag kromatografisi yontemine

gore yapilmugstir (350 mg).
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GC/MS analizinde Rt 21.25’de gozlenen pikin molekill agirhigs M'238 olarak
belirlenmigtir. Molekil agirliklarindaki m/z 16’lik fark Sedrole bir hidroksil grubu
daha katilmig olma ihtimalim distindarmustir. Diger hidroksilleme wrind 5-o-
Hidroksisedrol ile Rt ve Rf degerlerindeki farkliliklar hidroksillemenin kuvvetle
muhtemel oldugu diger pozisyonlara dikkat ¢ekmektedir. *C-NMR sonuglar1 & 74.9
ve 799 ppm’de mevcut iki karbon atomuna OH bagh oldugunu agik¢a
gostermektedir.

Bunlardan & 74.9 ppm’deki karbon atomun DEPT spektrumunda kuaterner
karbon olarak gorilmekte, bu da 3 no’lu karbon atomuna kargilik gelmektedir. & 79.9
ppm’de beliren karbon atomu ve 'H-NMR degerleri timiiyle 8. konumda OH tasiyan
tiirevlere uygunluk gostermektedir [85-87, 92].

14 Numarali metil grubunun 8 9.5 ppm gibi yukan alanda olmasi
8. konumundaki hidroksil
diisindirmektedir [92].

gurubunun o  pozisyonunda  olabilecegini

GC/MS (70eV)

238[M](3), 223(5), 205(5), 177(4), 162(24),151(60), 133(27), |
121(29), 107(32), 93(100),79(26), 69(20), 55(30) ;

13C NMR (CDCls 200 MHz) 'H NMR (CDCI;s 300 MHz)
1
2 614 CH-8 439  F1HdAd
3 74.9 CH-9 160 f1H d
4 33.8 CH-9 1.66 1H, s
5 424 CH-10 2.15 1H, t
""" 6 526 CH-12 1.10 3H, s
7 428 CH-13 1.47 3H, s
8 79.9 CH-14 0.92 3H,d
9 34.8 CH-15 1.54 3H, s
10 542 . )
11 459
12 27.4
13 29.0
14 9.5
15 30.1
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200 205 210 215 220 225

Sekil 3.7. 8-Hidroksisedrol Gaz Kromatogrami

234

142 c@ds 223
! /

50 82 188 120 148 159 (0D 200 22 240
Sekil 3.8. 8-Hidroksisedrol Kiitle Spektrumu

3.4. 8-Okso-7:14-didehidrosedrol

N
o4 Kapali Formiil : C15H2,0,
o) OH Molekiil Agirhgn ~ : 234
: Mikroorganizma : Aspergillus niger
| = Medyum : II. Medyum
o =
(110)

Aspergillus niger ve lI-medyum ad1 verilen besi kullanilarak yapilan deneyler
sonucu elde edilmisgtir. Ekstraksiyonu bolim 2.2.6.1.°de agiklandigi sekilde 1L
yontem 1ile, izolasyonu ise boliim 2.2.6.3.”de agiklanan flag kromatografisi yontemine
gore yapilmstir.

GC/MS ana]izi sonucunda molekil agirhigit M'238 olarak belirlenen bu
maddenin, sedroldeﬁ bir fazla oksijen tasidigi anlagilmugtir. Hidrojen sayisinin
sedrolden 4 tane eksilk olmasi ise gifte baglarin olustugunu diistindiirmigtiir.

BC-NMR"1 i;ncelendigi zaman & 208.5 ppm de keton grubunu tasiyan bir

katerner C atomunuh varlign gérilmekte, 6 152.5 ppm de yine katerner bir karbon

49



atomunun alken’e komsu oldugu gorilmektedir.  116.9 ppm de beliren CH, piki ise
alken yapisimi pekistirmektedir.

B UAY spektrurﬁu, o ve B. doymamus bir keton varhigim ortaya koymaktadir.
Sedrol ve diger tirevlerde gozlenen 4 metil sinyaline kargihk, 'H-NMR
spektrumunda 3 mejztil piki goérilmekte, diger tirevlerde genellikle & 9.15 ppm
arasinda  gorilen 14 no’'lu konumdaki metil karbomuna PC-NMR’da
rastlanmamaktadir. Bu durum 14 no’lu konumda CH; grubunun olugtugunu ve o-
doymamughk ta:riﬁne:3 uygun olarak keton grubunun 8 numarali karbon atomunda
olmas1 gerektigini ortaya koymaktadir.

Bu sonuglara gére diger tiirevlere uygun tarzda, bu yeni madde 8-Okso-7-14-

didehidrosedrol olarak isimlendirilmistir.

GC/MS (70eV)

238[M](6), 219(11), 201(8), 191(9), 177(49), 164(100), 149(37),
133(33), 121(11), 105(27), 91(42), 77(35), 71(24), 55(24)

13C NMR (CDCI; 200mHz)
pp!
1 41.4
""" 5 . S—
3 744
4 39.1
3 34.5
6 60.1
7 152.5
8 208.5
E4 345
10 49.7
11 44.0
12 278
13 303
14 116.9
15 30.4
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aikez Kitiinhane



L *
L N . ror oy

————Y T e e ]
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Sekil 3.9. 8-Okso,7:14-didehidrosedrol’in Gaz Kromatogrami

80 BB 00 120 140 160 108 288 2B 24p

Sekil 3.10. 8-Okso,7:14-didehidrosedrol’in Kiitle Spektrumu
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Sekil 3.11. 8-Okso,7: 14-didehidrosedrol un *C-NMR Spektrumu (0-80 ppm)
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Sekil 3.11.(Devami) 8-Okso,7: 14-didehidrosedrol tin *C-NMRSpektrumu (110-210 ppm)
‘ p PP

3.5. Biyolojik Aktivite Arastirmalarimin Sonuclar
3.5.1. Antibakteriyjal ve Antifungal Aktivite Sonuclan

Sedrol’tin biyotransformasyonu sonucu elde edilen 5-o-Hidroksisedrol ve

8-Hidroksisedrolﬁn’ﬁn msan ve hayvan patojeni olan 6 farkli (Cizelge 2.2)

mikroorganizmaya i(arsl antibakteriyal ve antifungal aktivitesi tayin edilmigtir.

Sonuglar MIC degeri (minimum inhibisyon konsantrasyonu) cinsinden Cizelge

3.1.”de verilmigtir.

Cizelge 3.1. Mikrodiliisyon Yontemine Gore Antibakteriyal ve Antifungal Aktivite Sonuclan

1: Sedrol, 2:

Escherichia coli 125pg 125pg 125pg 62.25ug
Staphylococcus aureus 125ug 125pg 125png 7.81pg*
Pseudomonas aeruginosa | 62.25ug 125pg 250pg 250ug*
Enterobacter aerogines 125ug 62.25pg 125pg 125pg*
Proteus vulgaris 125ng 62.25ug 125ug 125pg*
Salmonella typhimirium 125ug 125pg 250ug 250ug*
Candida albicans*** 62.25ug | 62.25ug 125ug 125ug**

5-oc-Hijdroksisedrol, 3: 8-Hidroksisedrol, *Kloranfenikol sitksinat, **Ketokonazol,

***Fungus
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3.6. Tarisma

Sedrol, bilhaésa Juniperus ugucu yaglarmda (Sedir Yagy) ana bilesik olarak
rastlanan bir seskiterjpendir. Aroma kimyasallan i¢inde énemli bir yer olan Sedrol,
son yillarda hizla artan biyotransformasyon aragtirmalart igin de ilging bir ham madde
olmustur.

Universitemi%m Tibbi ve Aromatik Bitki ve Ilag Aragtrma Merkezi’'nde daha
6nce yapilan bir doktora calismasi sirasinda Sedrol bol miktarda kristallegtirilmigtir.
Ayni  zamanda a(jh gecen Merkez bimyesinde kurulmus olan Mikrobiyal
Biyotransformasyon jLaboratuan’nda baglatilan arastirmalar igin uygun bir hammadde
olusturmugtur. ‘

On denemeler Cizelge 2.1.’de listelenmis olan 22 mikroorganizma ile
gerceklestirilmistir. Olusan irimler ITK ve GC ile karsilagtmimis ve belli
metabolitleri daha bol urettigi belirlenen iki mikroorganizma ile aragtirmalar biiyik
olgekte tekrarlanmgtir,

Fusarium czjtlmorum ile Sedrol biyotransformasyonu ilk kez arastirilmaktadir.
Bu ¢alisma sonucu izole edilen ve yapist aydmlatilan bilegikler 5-Hidroksisedrol (15)
ve S-Oksosedrol’dﬁi (109). 5-Hidroksisedrol Bacillus cereus [87] ve Streptomyces
bikiniensis [92] ilé meydana gelmigtir. Bir bagka bitkiden ya da ugucu yagdan
1zolasyonuna rastlanmamugtir.

5-Hidroksisedrol’iin Enterobacter aerogines ve Proteus vulgaris tizerinde
Sedrol’den iki kat daha fazla antibakteriyal etki gostermesi, bu patojenler i¢in
kullamlabilirligini ;dﬁsi'mdiirmektedir. Enterobacter aerogines lzerindeki etki
kloramfenikolﬁnkincjlen iki kat fazladir. Candida albicans’ta da aym sekilde
ketokonazol’den iki kat daha etkili oldugu gorilmustir (Cizelge 3.1.).

S-Oksosedrél’e kaynak taramalan siresince sadece bir sentez ¢alismasmda
rastlanmigtir. Adt gjec;en ¢alismada Sedrol’in (CFsCO),0 ile oksidasyonu amaglanmig
ve birgok tiirev yaﬁmda 5-Oksosedrol’iin de olustugu bildirilmistir [18]. 1zole edilen
muktar yeterli olmacjhgl i¢in aktivite ¢aligmalari heniiz gergeklestirilememistir.

Aspergilluséniger ile yapilan aragtirmalarda 8-Hidroksisedrol in (13) olustugu
kaynaklarda gérﬁlrflﬁstﬁr [89]. Bu ¢alismada da aym bilesik ana madde olarak izole
edilmistir. Aym bilfesik Cephalosporium aphidicola [85), Glomerella cingulata [86],
Beauveria sulﬁzrekjscens [89, 92] ve Bacillus cereus [87] ile de elde edilmistir.

Antibakteriyal etkiéi Eschericia coli, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogines,
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Proteus vulgaris adh patojenler tzerinde Sedrol’e esit olarak belirlenmistir.
Enterobacter aerogjines tzerindeki etki kloramfenikolinkinee esittir. Candida
albicans ﬁzerindekii antifungal etkiside ketakonazol’e egit olarak bulunmugtur
(Cizelge3.1).

Aspergillus n;iger ile yapilan biyotranformasyonlarda izole edilen ikinci tirev
8-Okso-7:14-didehidrosedrol (110) 1se bilim dinyas1 i¢in yeni bir bilegiktir. Bu
yapiya kaynak taramalarl sirasmnda  rastlanmammstir. izole edilen miktar yeterli
olmadifi i¢in heniiz ahtimikrobiyal aktivitesi incelenememigtir.

Bu sonuglar Mikrobiyal biyotransformasyon laboratuarmin ik sonuglaridir.
Izolasyonu gergekleétirilen ancak yapisi heniiz aydmnlatilamayan birgok tirev de
bulunmaktadir. Bu yapllarm aydinlatilmast ve diger metabolitlerin izolasyonu ile
ilgili ¢alismalanmiz cievam etmektedir.

Yapist aydinlatilan bu tiirevler ve izolasyonu ya da yap1 tayini
gerceklestirilecek cjliger tirevler, aktivite ve koku Ozellikleri tam olarak
degerlendirilip tjoksisiteleri de belirlendikten sonra mikrobiyal
biyotransformasyoni caligmalart amacima ulagacak ve bu tiirevler umuyoruz ki ilag

ve aroma kimyasallain icinde yerlerini alacaktir.
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