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ONSOZ
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p-SIMENIN MiKROBiYAL BIYOTRANSFORMASYONU

OZET

Bu c¢alismada p-simenin 35 farkli mikroorganizma ile biyotransformasyonu
arastirtlmistir. Bunlardan Aspergillus niger (NRRL 326) ile bir, Aspergillus alliaceus
(NRRL 317) ile iki, Penicillium claviforme (MR376) ile bes, Phanerochaete
chrysosporium (BKM-F-1767) ile yedi metabolit olusumu GC/MS ile belirlenmistir.
Bu metabolitlerden Phanerochaete chrysosporium ile olusan iki metabolitin
tanimlanmas1 miimkiin olmustur. Bu metabolitler p-simen-8-ol ve kumin alkol (p-
simen-7-ol)’diir. Bu iki bilesik dogal bilesikler olup daha once ¢esitli ugucu yaglarin
bilesiminde tespit edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen verilerle p-simenden hareketle
bu metabolitlerin iretilmeleri, biyoaktivitelerinin arastirilmasi ve ilag-gida sanayii
icin hammade olarak onerilmeleri miimkiin olacaktir.

Anahtar kelimeler: p-simen, mikrobiyal biyotransformasyon, p-simen-8-ol, kumin
alkol



MICROBIAL BIOTRANSFORMATION OF p-CYMENE

ABSTRACT

Overall, 35 different microorganisms were screened for biotransformation of p-
cymene. Aspergillus niger (NRRL 326) gave one metabolite, Aspergillus alliaceus
(NRRL 317) two metabolites, Penicillium claviforme (MR376) five metabolites,
Phanerochaete chrysosporium (BKM-F-1767) seven metabolites that were identified
by GC/MS, respectively. Only two metabolites obtained from Phanerochaete
chrysosporium could be identified by means of MS data. Metabolites are p-cymen-8-
ol and cumin alcohol (p-cymen-7-ol). These two natural compounds were previously
identified in essential oil compositions. As a result, it is suggested to obtain
metabolites from p-cymene and use as a raw material in drug and food industry.

Key Words: p-cymene, microbial biotransformation, p-cymen-8-ol, cumin alcohol
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SIMGE ve KISALTMALAR DiZiNi

GC/MS :Gaz kromatografisi/Kiitle spektrometrisi

eV : Elektron volt

EI/MS : Elektronik Iyonizasyon-Kiitle Spektroskopisi
m/z : Kiitle/yiik oran1



GIRIS ve AMAC

Biyotransformasyon, dogal maddelerin baslangic maddesi olarak kullanildigi
uygulamalarla Farmakognozinin giincel konularindan birini olusturmaktadir.
Gliniimiizde koruyucu ve tedavi edici ilaglar ve ilag hammaddelerinde tiim
diinyada hizla dogal hammaddelere doniis egilimi olusmustur. Bu kapsamda,
dogal hammaddeden baglayarak mikroorganizmalar yardimiyla elde edilen
metabolitler yeni dogal hammaddeleri ortaya ¢ikarmaktadir.

Dogal hammaddeler i¢inde, basit molekiil yapilarina karsin genis biyoaktivite
yelpazeleri ile monoterpenler Onemli bir grubu olusturmaktadir. Kaynak
taramalar1 dogada yaygin olarak bulunan bir monoterpen olan p-Simenin
biyotransformasyonu ile ilgili pek az arastirma yapilmis oldugunu gostermektedir.
Pseudomonas putida’ nin iki tiirii ile yapilan bu arastirmalarda p-simen-8-ol, p-
kumik alkol, p-kumik aldehit, p-kumat, cis-2,3-dihidroksi-2,3-dihidro-p-kumat,
2,3-dihidroksi-p-kumat, 2-hidroksi-3-karboksi-6-okso-7-metilokta-2,4-dienoat, 2-
hidroksi-6-okso-7-metilokta-2,4-dienoat,  cis-2-hidroksipenta-2,4-dienoat  ve
izobutirat adli metabolitler elde edilmistir (Eaton, 1997; DeFrank ve Ribbons,
1977; http-2).

Bu arastirmanm amaci Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi
Anabilim Dali koleksiyonunda bulunan 35 mikroorganizma ile p-simenin
biyotransformasyonunu incelemek olarak belirlenmistir. Olusan metabolitlerin iki
tanesi kromatografik ve spektral yontemlerle tanimlanmistir. Daha sonraki
asamalarda, olusan bu metabolitlerin daha biiylik 6lgeklerde elde edilmesi ve
biyoaktivite deneylerinin yapilmasi amaglanmaktadir. Elde edilecek sonuglara
gore ilag endiistrisine yeni hammaddeler 6nerilmesi miimkiin olacaktir



KAYNAK BIiLGISI
Biyotransformasyonun Tanimi, Tarihcesi ve Uygulamalari:

Biyotransformasyon, canli organizma veya enzimleri katalizor olarak
kullanilmastyla bilesiklerin kimyasal doniistimleri ve farkli iiriinlerin elde
edilmesidir. Basta ilag hammaddeleri olmak {izere polimer iiretiminde, ziraatte,
kozmetik ve gida sanayiinde uygulanmaktadir. Ayrica, toprak, su, hava aritilmast,
ksenobiyotiklerin yikimi, biyoyakit, kagit ve enerji iiretimi gibi alanlarda da
uygulama bulmaktadir.

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda yer alan biyokatalizorlerin siniflandirilmasi
asagidaki gibidir:
A) Biitilin hiicre sistemleri
a) Mikroorganizma (bakteri, maya, fungus)
b) Bitki (canli bitki, doku ve hiicre kiiltiirleri)
c) Hayvan (canli hayvan, doku ve hiicre kiiltiirleri)
d) Insan
B) Hiicresiz preparatlar (enzimler) (Holland ve Weber, 2000; Kirbas ve ark.,
1999; Dable ve ark., 2004; Tengerdy ve Szakacs, 2003; Telefoncu, 1995).

A) Biitiin Hiicre Sistemleri:
a) Mikroorganizmalar

Mikroorganizma diinyas1 oldukca genis spektruma sahiptir. Hali hazirda 100
binden fazla tiir bilinmektedir. ilk sirada prokaryotlar (bakteriler, aktinomisetler,
siyanobakteriler, riketsiyalar) ve Okaryotlar (mayalar, basit yosunlar) yer
almaktadir (Yevtushenkov ve Fomichev, 2002).

Insanoglu, antik c¢aglardan beri giinliik hayatinda mikroorganizmalar1 kullanarak
biyotransformasyon gerceklestirmistir. Bira, ekmek, sarap, peynir {iretimi bunlara
ornek gosterilebilir.

[k bilimsel ve deneysel anlamli biyotransformasyonlardan biri 1858’de Pasteur
tarafindan gergeklestirilen Penicillium glaucum kullanilarak D-enantiyomerin
secici pargalanmasiyla, DL-ammonium tartarat’tan L-ammonyum tartarat elde
edilisidir (Telefoncu, 1995; Vasic-Racki, 2006).

Acetobacter aceti (daha sonra Mycoderma aceti veya Bacterium xylimum olarak
tanimlandi) aracilifiyla etanoliin asetik asite (sirke) dontiistiiriilmesi Pasteur’un
gerceklestirdigi baska bir biyotransformasyondur.

Ayrica Dumas, 1874’te Saccharomyces cerevisiae ile kiikiirt’ten (S) hidrojen
stilfur (H2S) eldesini, Brown, 1886°da, Bacterium aceti ile propanol’li propanoik
asit’e oksitlenmesini, Windisch 1898’de furfural’den furfuril alkol (Sekil 1)
doniistimiint gergeklestirmistir (Hanson, 1995).

@CHO ] @

o~ “CH,0H

Sekil 1. Furfural’in furfuril alkole indirgenmesi




20. yiizyilin basinda Liebig ve Neuberg, Saccharomyces cerevisiae ile birgok
biyotransformasyon gerceklestirmisler. Bunlardan bazilar1 Birinci Diinya Savasi
sirasinda aseton, gliserol ve butanol’iin mikrobiyolojik iiretimi c¢aligmalarinda
ortaya ¢ikmuistir.

1921°de Neuberg tarafindan maya ile gerceklestirilen siral asetoin’in
kondensasyonu 6zellikle kayda degerdir (Sekil 2). Benzaldehit’in fermentasyona
eklenmesi ve endojen asetaldehit’le kondensasyonu, ketol’tiniin olusmasi ile
sonuclanmistir. Bu da 1934’te efedrin’in ticari sentezine yol a¢cmustir (Vasic-
Racki, 2006).

CHO HOH 1o -
©/ piruvat dekarboksilaz WCW kimyasal @)YCHs
Saccharomyces cerevisiae O H NHCH,
Benzaldehit L-Efedrin

Sekil 2. Maya ile gerceklestirilen siral asetoin’in kondenzasyonu

Bugiin ekonomik degeri biiyiik olan baz1 ¢aligsmalarin temeli 1920 ile 1940 yillar
arasinda atilmistir. Enddistriyel calismalardan biri de 1934’te C vitamininin
sentezidir (Sekil 3) (Hanson, 1995; http-1).

CH,OH CH,OH CH,OH
H——OH —o0 H——OH
HO——H Acetobacter suboxydans HO——H %
H——0OH  (Acetobacter xylinum) H——OH H 0
H——OH HO——H
CH,OH CH,0H HO OH
D-sorbitol L-sorboz Vitamin C

Sekil 3. Vitamin C sentezi

1937°te Saccharomyces cerevisiae ile dehidroizoandrosteron’un androstenedion’a

oksidasyonu ve sonraki asamada farkli bir fermentasyon kullanarak testosterona

rediiksiyonu gerceklestirilmistir (Sekil 4) (Hanson, 1995).
O

o

Saccharomyces cerevisiae

HO e} O
Dehidroizoandrosteron Androstenedion Testosteron

Sekil 4. Testosteron’un biyotransformasyonla eldesi



Sonraki g¢alismalarda, 1948’de Proactomyces roseus ile, C-7 pozisyonundan
kolesteroliin oksidasyon ve rediiksiyonu da dahil, sterollerin degradasyonu ve
oksidasyonunu miimkiin olmustur. Bu ¢alismalar sayesinde 1952’de Rhizopus
arrhizus’un progesteron’un C-11 pozisyonunu hidroksillemesi sonucunda 1lo-
hidroksiprogesteron elde edilmistir (Peterson ve ark., 1952).
CH,
o
Rhizopus arrhizus

o} O

Progesteron 11a-hidroksiprogesteron
Sekil 5. Progesteron’un mikrobiyal biyotransformasyonu

Steroitlerin mikrobiyal hidroksilasyonu ile kortikosteroit sentezi i¢in ara iiriinlerin
elde edilisi, biyotransformasyonun endiistriyel uygulamasina yonelik énemli bir
adim olmustur. Bu ¢alismalar i¢in progesteron, bitkisel steroit diosgenin’den elde
edilmis, fakat kaynak saglanmasindaki problemler, bagska baslangi¢c materyalleri
arastirmasina yol agmistir. Soya fasulyesi, yaginda yiiksek miktarda sitosterol ve
stigmasterol bulunmasi nedeniyle kaynak olarak tercih edilmis, ve bu bilesiklerin
farkli steroit hormonlara baslangic maddesi olabilecek androstenediona
degradasyonu i¢in bakteriyel yontemler gelistirilmistir.

Endiistriyel seviyede gerceklestirilen akrilonitril’in akrilamit’e hidrolizi polimer
sanayiinde kullanim bulmustur. (Sekil 6) (Vasic-Racki, 2006).

O
Rhodococcus rhodochrous [l
CHZZC—CN > H,C=C—C—NH,
H H
Akrilonitril Akrilamit

Sekil 6. Akrilamit’in biyotransformasyon yoluyla eldesi

Bir¢ok ilacin kimyasal sentezle rasematlar seklinde olugsmasi ve Talidomit gibi
tirtinlerde sadece tek enantiomerin yararli olup digerinin toksik ve yan etkilere
sahip olmasi, biyotransformasyonun siral sentezlerde uygulanmasinin Onemini
arttrmistir. Buna 6rnek olarak, Pseudomonas putida tarafindan gergeklestirilen
aromatik  bilesiklerin  cis-siklohekzadien-1,2-dihidrodiol’lere  oksidasyonu
gosterilmektedir (Hanson, 1995). Giinlimiizde, Pfizer gibi sirketlerin mikrobiyal
transformasyona genis yer ayirmasi biyotransformasyonun ne denli Onem
kazandigin1 ortaya koymaktadir (Sekil 7). Ayrica biyotransformasyonun diisiik
maliyet ve yiiksek verimle gerceklesip, genelde ¢evre dostu olmasi ve calisma
sirasinda kuvvetli asit ve bazlara ihtiya¢ duyulmamasiyla aragtirmaci agisindan
giivenli ¢alisma kosullar1 saglamasi geleneksel kimyasal senteze tercih sebebi
olabilir. (Davies ve ark., 1989; Truesdell, 2005)
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Sekil 7. Pfizer sirketinin gelistirdigi farmasétik biyotransformasyon reaksiyonlaridan

ornekler



b) Bitki, organ, doku, hiicre kiiltiirleri

Bitkinin tamami, doku veya hiicre siispansiyonlari biyotransformasyon araci
olarak kullanilmaktadirlar. Genel olarak “organ, doku, hiicre kiiltiirii” terimi
aseptik olarak gelistirilen asagidaki bitki pargalarina uygulanmaktadir:

1. agar ortaminda kallus dokularina,

2. hiicrelerin siispansiyon kiiltiirlerine,

3. protoplast kiiltiirlerine,

4. izole embriyolara,

5. izole organlara (kok uglari, filizlerin meristemlert).

Kontaminasyon kolaylig1, 6zel besiyeri gereksinimi, fiziksel faktorlerin etkisi gibi
dezavantajlar bu tip biyokatalizorlerin kullanimini zorlagtirmaktadir (Demirci
2000; Bolta ve ark., 2000; Lucumi ve ark., 2002; Zhan ve ark., 2005; Sakamaki ve
ark., 2004; Moyano ve ark., 2007; Sakamaki ve ark., 2005; Thangavel ve ark.,
2007; Chiang ve Abdullah, 2007; Zhu ve ark., 2000; Kouakou ve ark., 2006;
Gadzovska ve ark., 2007; Matsuura ve ark., 2002; Kutney, 1997; Dai ve ark.,
2002; Wang ve ark.,, 2007; Sanchez-Sampedro ve ark., 2007; Lindmark-
Henriksson ve ark., 2004; Furuya ve ark., 1998; Tsyrenov, 2003).

¢) Hayvan, hayvan doku ve hiicre kiiltiirleri

Hayvan hiicreleri ilizerinde yapilan calismalar, sadece yap1 ve fizyolojisinin
aydinlatilmasiyla sinirl kalmayip, farkli fizyolojik, biyokimyasal ve immiinolojik
proseslerle ilgili bilgi eldesine yardimci olmustur. Hayvan hiicreleri, insanlar i¢in
cok miktarda yararli kimyasal madde iiretmektedir, 6rnegin, enzimler (urokinaz),
hormonlar, biiylime faktorleri ve immiinoregiilatorler (interlokin ve interferon).
Canli hayvan calismalarina Ornek olarak solucan, fare, rat, tavsan, balik ile
yapilanlar verilebilir. Bitki kullaniminda gegerli olan basta kontaminasyon
(kimyasal ve biyolojik) ve uygun besiyeri se¢imi olmak tizere tiim olumsuzluklar
hayvan kullaniminda da gecerlidir (Demirci, 2000; Ask ve ark., 2006; Merlanti ve
ark., 2007; Montesissa ve ark., 2004; Livingstone, 1998; Czech ve ark., 2004;
Oertel ve ark., 2007; Asai ve ark., 2004; Coldham ve ark., 1999; ).

d) Insan hiicresi

Insan viicudunda yasam icin gerekli sayisiz kompleks biyolojik aktiviteler
gerceklesmektedir. Hedeflenen hiicreler izole edilerek viicut disinda yasatilip
biyotransformasyon amaciyla kullanilmaktadirlar (Goémez-Lechén ve ark., 2007,
Schmelzer ve ark., 2006).

B) Hiicresiz Preparatlar (Enzimler)

IUB (International Union of Biochemistry) Isimlendirme Komitesi tarafindan
enzimler 6 ana grup altinda toplanmistir (Davis ve ark., 1989; Hanson, 1995;
Buchholz ve ark., 2005):

1. Oksidorediiktazlar: Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar1 gerceklestirirler.
Oksijenin C-C baglarina baglanmasimin ve alkenlere eklenmesinin yanisira
hidrojenin eklenmesinden ve ¢ikarilmasindan,

2. Transferazlar: Acil veya seker gruplarin substratlar arasi tasinmasindan,

3. Hidrolazlar: Amitlerin, epoksitlerin, esterlerin ve nitrillerin hidrolizi ve
olusumundan,



4. Liyazlar: Alken, imin, ve karbonil gruplarina HX gibi (X # OH) fonksiyonel
gruplarin eklenmesinden,

5. Izomerazlar: Epimerizasyon, rasemizasyon gibi izomerizasyon reaksiyonlarinin
katalizlenmesinden,

6. Ligazlar: C-C, C-O, C-S ve C-N baglarinin olusumundan sorumludurlar.

Bu enzimlerin canlilardan izole edilerek biyotransformasyon arastirmalarinda
kullanilmas1 hiicre sistemlerine {stiinliikleri gostermekte ise bazi olumsuzluklar
da bulunmaktadir. Bunlar karsilagtirmali olarak Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Biitiin hiicre sistemleri ile hiicresiz preparatlarin biyokatalizéor olarak
karsilastirilmasi
Biyokatalizor Avantaj Dezavantaj
Biitiin hiicre sistemleri -ucuz -6zel diizenek ve
-enzim kofaktorler | mikrobiyoloji tecriibesine
mevcut ihtiyag var

-tek hiicrede ¢ok sayida
enzim bulunmaktadir
-¢oziciilerle etkilesebilir

-besiyerinden gelen fazla
miktarda yan metabolit
-preparatif caligmalarda

metabolitin sudan
izolasyon zorlugu
-birden fazla reaksiyon

-birden fazla reaksiyon

Hiicresiz
(enzimler)

preparatlar | -segici reaksiyonlar
yapma imkant
-basit diizenek
-cOziiciilere
dayanikli olabilir
-metabolitlerin
ekstraksiyon

izolasyonu kolay

-pahal1

-kofaktorlere ihtiyag var
-tek tip reaksiyon

karsi

ve

Dogal Bilesiklerin Biyotransformasyonu

Dogal maddelerin arastirilmast Farmakognozi biliminin c¢alisma alanidir.
Biyokatalizér (mikroorganizma, enzim, canli hiicre ve/veya doku) araciligiyla
gerceklesen reaksiyonlar sonucu olusan maddeler de dogal olduklart igin
Farmakognozi’nin i¢inde yer almaktadirlar. Dogal maddeler iginde ilag etken
maddeleri yaninda koku ve tat vericiler ile gida katki maddeleri de yer almaktadir.
Son yillarda artan, hem tiiketiciler tarafindan dogal kaynakli iiriin tiikketme hem
de ticari Tlirtin gelistiricilerin iirtiinlerinde dogal madde kullanma egilimi ve giinliik
yasamimizda koku ve tat maddelerin siklikla kullanilmasi, biyotransformasyonun
Oonemini arttirmaktadir. Dogal koku ve tat maddeleri i¢in ugucu yaglar kaynak
olarak gosterilebilir. Ugucu yaglar ise monoterpen ve seskiterpenlerden, kismen
de diterpenlerden olusmaktadir. Tez galismasinda kullanilan p-simen monoterpen
yapisinda olmasi nedeniyle monoterpenler hakkinda kisa bir bilgi verilmistir.

Monoterpenler

Izoprenler, mevcut dogal maddelerin en kapsamli gruplardan biridir ve 30.000
bilinen bilesigin yapitagin1 olusturmaktadir (Baser ve Demirci, 2007). Cok sayida
biyokimyasal fonksiyonlar1 bilinmektedir. Elektron tagima zincirlerinde kinon



yapisinda, membran bilesenlerinde (arkabakterideki prenillipidler, 6karyotlar ve
Obakterilerde steroller), hiicrealti (subcellular) hedefleme ve regiilasyonda
(proteinlerin  prenilasyonu-hidrofobik molekiillerin ~ katilimi), fotosentetik
pigmentlerde (karotenoitler, klorofil yan zincirleri), hormonlar (gibberellinler,
brassinosteroitler, absisik asit) ve bitki koruma bilesiklerinde bulunmaktadirlar
(monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler).

Monoterpenler 10 karbonlu iki izopren iskeletinden olusmaktadir. Ugucu yaglarin
ve oleorezinlerin karakteristik bilesenleridir. Ugucu yag tasiyan bitkilerin salgi
sistemlerinde depolanirlar, diger bitkilerde ise minér metabolitler olarak
bulunurlar. (Baser ve Demirci, 2007; Lange ve ark., 2000; Liu ve ark., 2005) .

Monoterpenlerin Biyosentezi

Monoterpenlerin  biyosentezinin  izoprenden  gerceklestigi  bilinmektedir.
Izoprenoit sentezi mevalonik asit (Sekil 8) ve 1-deoksi-D-ksiluloz 5-fosfat (Sekil
9) olmak iizere iki yolla ger¢eklesmektedir. Her iki yolun sonunda, monoterpen
sentezi i¢in substrat olan geranil difosfat olusmaktadir (Liu ve ark., 2005; Croteau,
1987; Eisenreich ve ark., 2004; Sponsel, 2002; Hanson, 2001).

a) Mevalonik asit yolu

Sitozollerde gerceklesmektedir. Fotosentezle tiretilen glikoz, glikolizis ile asetil
koenzim A’ya doniismektedir. Asetil-CoA, asetoasetil-CoA’ya doniistiikten sonra
ikisinin  birlesmesi  sonucu  3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA  (HMG-CoA)
olugmaktadir. HMG-CoA’nin indirgenmesi sonucu olugsan mevalonik asit’le
reaksiyon devam edip, 3-izopentenil pirofosfat’in dimetilallil pirofosfata
izomerleserek geranil difosfata donlismesiyle son bulmaktadir. Sekil 8’de ayrintilt
reaksiyon yer almaktadir.

b) 1-deoksi-D-ksiluloz 5-fosfat yolu

Plastitlerde gerceklesmektedir. Piruvat ve gliseraldehit 3-fosfat’in 1-deoksi-D-
ksiluloz 5-fosfat’a doniismesiyle baglamaktadir. (E)-4-hidroksi-3-metil-but-2-enil
pirofosfat’in izopentenil pirofosfat’a ve dimetilallil pirofosfat’a dontisiip, son iki
bilesikten de geranil difosfat olusumuyla reaksiyon son bulmaktadir. Sekil 9°da
ayrintili reaksiyon aciklanmaktadir.

Geranil difosfattan monoterpen ve p-simen biyosentezi Sekil 10°da verilmektedir
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Sekil 10. Monoterpenler ve p-simen biyosentezi

p-Simenin Yapis1 ve Ozellikleri

Sinonimleri:

Formiilii:

Bitkiler aleminde
bulunusu:

CAS No:

Fiziko  Kimyasal
Ozellikleri :

1-izopropil-4-metil-benzen; kamfogen;
p-metil-kumen; simen; simol; dolsimen;
p-izopropilmetilbenzen; 4-izopropil-1-metilbenzen;
p-izopropiltoluene; p-metilizopropil benzen;
1-metil-4-izopropilbenzen; parasimen; parasimol

Cio0H14; MA: 134.22 g/mol

Familya: Apiaceae,Hemerocallidaceae, Orchidaceae, Ruscaceae,
Asteraceae, Brassicaceae, Cactaceae, Caryophyllaceae,
Nyctaginaceae, Cucurbitaceae, Cycadaceae, Zamiaceae,
Dipsacaceae, Lecythidaceae, Primulaceae,

Theophrastaceae, Fabaceae, Apocynaceae, Gentianaceae, Rubiaceae,
Geraniaceae, Oleaceae, Calycanthaceae, Lauraceae, Annonaceae,
Magnoliaceae, Malvaceae, Thymelaeaceae, Nelumbonaceae,
Berberidaceae, Moraceae, Rosaceae, Meliaceae, Solanaceae,
Musaceae (http-3)

Bitkiler: Angelica archangelica L. [Apiaceae] (K6k)

Juniperus virginiana L. [Cupressaceae] (Yaprak)

Myristica fragrans HOUTT. [Myristicaceae] (Tohum)

Nigella sativa L. [Ranunculaceae] (Tohum)

Phyllanthus niruri L. [Euphorbiaceae] (Yaprak)

Tagetes minuta L. [Asteraceae] (Bitki) (http-4)

99-87-6
KN: 176-178 °C; EN: -68 °C ;
Coziniirliik: aseton, etanol, eter, metanol

d: 0.86 g/mL;
n?%5: 1.491
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29.30 Euro/L - 17.20 Euro/mL
[Sigma-Aldrich] http://www.sigmaaldrich.com (25.05.2007)

p-Simenin Biyotransformasyonu

Dogada ¢ok yaygin ve ucuz olmasina ragmen, p-simen substrat olarak kullanildig:

sinirli

sayida mikrobiyal

biyotransformasyon c¢alismasi yapilmistir. Bir

Pseudomonas putida F1 tiirii ile p-simen’in oksidasyonu sonucu kuminik asit
olusumu bildirilmistir. Ayrica, Pseudomonas putida PL tiirii ile bir seri
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biyotransformasyon reaksiyonu arastirilmistir. p-Simen biyotransformasyonu
Sekil 11°da verilmistir (Eaton, 1997; DeFrank ve Ribbons, 1977; http-2). Olusan
metabolitler: p-simen-8-ol, p-kumik alkol, p-kumik aldehit, p-kumat, cis-2,3-
dihidroksi-2,3-dihidro-p-kumat, 2,3-dihidroksi-p-kumat, 2-hidroksi-3-karboksi-6-
okso-7-metilokta-2,4-dienoat, 2-hidroksi-6-okso-7-metilokta-2,4-dienoat, cis-2-
hidroksipenta-2,4-dienoat, izobutirat.

OH _0O o o
Pseudomonas Pseudomonas
putlda F1 putlda PL

p-simen p-kumik alkol p-kumik aldehit p-kumat cis-2,3-dihidroksi-
l 2,3-dihidro-p-kumat

0——=0
OH
-
OH

2-hidroksi-6-okso- 2-hidroksi-3-karboksi-6-okso- 2,3-dihidroksi-p-kumat
7-metilokta-2,4-dienoat 7-metilokta-2,4-dienoat

o= Neen v I

OH

p-simen-8-ol

o) o~ ©
cis-2-hidroksipenta- izobutirat
2,4-dienoat

Sekil 11. p-Simen biyotransformasyonu
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GERECLER ve YONTEM

Bu boliimde biyotransformasyon arastirmalarinda kullanilan materyaller,
mikroorganizmalar, kimyasal maddeler, ¢o6ziiciiler, aletler ve deneysel
caligmalarla ilgili genel bilgiler verilmistir.

Materyaller, Kimyasal Maddeler, Coziiciiler, Aletler, Mikroorganizmalar
Gerecler
e p-Simen (Sigma-Aldrich)

Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

* n-Hekzan « Siilfiirik asit (Merck)

« Etilasetat (EtOAC) * Anisaldehit (Fluka)

* Glikoz (Fluka) « Sabouraud Glucose Agar (SGA) (Fluka)

« Sodyum hipofosfat (Na,HPO,) « Hazir ITK plaklari (Silikajel) (aliiminyum destek,
Merck, 0.25 mm)

* Yeast Extract (Fluka) * B-Siklodekstrin -KLEPTOSE® (Roquette)

* Sodyum kloriir (NaCl) * Pepton (Fluka)

* Piskiirtme ile kurutlmus misir < Metanol
kogani tozu (Spray dried corn « Asetik asit
steep) SOLULYS® (Roquette)

Aletler

- Gaz Kromatografisi /Kiitle Spektrometrisi Sistemi (GC/MS), [Agilent
Technologies]

- Gaz Kromatografisi /Kiitle Spektrometrisi Sistemi (GC/MS), [Thermo]

- Otoklav [Hirayama]

- Laminar Akis Kabini [Esco]

- Calkalayicili Inkiibatér [New Brunswick]

- Inkiibatér [Heraeus]

- Hizli Vakumlu Yogunlastirici [Labconco]

Materyalin B-Siklodekstrin’e Emdirilmesi

On denemeler sonucu, ugucu olmasi nedeniyle p-simen’in pB-siklodekstrin’e
emdirilerek besiyerine eklenmesi uygun goriilmiistiir (Trichard, 2006). 1.5-2 ml
n-hekzan’da ¢6ziinen p-simen iizerine 3-5 kati B-siklodekstrin ilave edilmistir.
Karstirilarak n-hekzan’in uzaklagmasi saglanmistir.
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Mikroorganizmalar

Biyotransformasyon ¢alismalarinda, Farmakognozi Mikroorganizma Kiiltiir
Kolleksiyonu’ndan kullanilan mikroorganizmalarin listesi Cizelge 2’de
verilmektedir.
Cizelge 2. Calismada kullanilan mikroorgranizmalarin listesi
NO | Mikroorganizma Sus No

1. | Alternaria alternata NRRL 20593

2. | Aspergillus alliaceus NRRL 317

3. | Aspergillus niger ATCC 10549

4. | Aspergillus niger izolat 1

5. | Aspergillus niger izolat 2

6. | Aspergillus niger NRRL 326

7. | Botrytis cinerea AHU 9424

8. | Cellulomonas flavigena ATCC 482

9. | Corynespora casseiicola DSM 62474

10. | Corynespora casseiicola DSM 62475

11. | Fusarium culmorum

Anadolu U. Fen.Fak. Biyoloji Bl

12. | Fusarium heterosporum

DSM 62719

13. | Fusarium moniliforme NRRL 2374
14. | Fusarium solani ATCC 1284
15. | Hansenula anomala ATCC 20170
16. | Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279
17. | Mucor rammannianus ATCC 1839
18. | Neurospora crassa N24

19. | Neurospora crassa Wild type

20. | Penicillium adametzii NRRL 737

21. | Penicillium chrysogenum NRRL 792

22. | Penicillium claviforme MR376

23. | Penicillium expansum

Balikesir Univ. Biyoloji Bl

24. | Penicillium sp.

Tokushima Univ. Eczacilik Fak.

25. | Phanerochaete chrysosporium

Balikesir Univ. Biyoloji Bol.

26. | Phanerochaete chrysosporium

BKM-F-1767

27. | Pseudomonas putida

NRRL B-4067

28. | Pseudomonas  syringae
tomato

pVv.

Ankara Zirai Arastirma Merkezi

29. | Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

30. | Sporobolomyces pararoseus ATCC 11385
31. | Thamnidium elegans ATCC 18191
32. | Torulaspora delbrueckii NRRL Y-866

33. | Trichoderma harzianum

Anadolu U. Fen.Fak. Biyoloji Bl

34. | Yarrowia lipolytica

ATCC 8661

35. | Yarrowia lipolytica

NRRL YB-423

ATCC-American Type Culture Collection (Amerika BD); NRRL-Northern Regional Research Lab.
Agricultural Res. Service C.C. (USDA) (Amerika BD); DSM- Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen (Almanya) ;
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YONTEM

Mikroorganizmalarin Temini ve Saklanmasi

Mikroorganizmalar Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Potato Dextrose Agar
(PDA), Miiller Hinton Agar (MHA) kat1 besi yerlerinde egik tiip, Petri kab1 ya da
liyofilize halde orijinal kiiltiir kolleksiyonlarindan (ATCC/ NRRL) temin edilmis
ve +4°C’de muhafaza edilmistir. Ayrica toprak, su, bitki numunelerinden 6zel
teknikler ile izole edilen mikroorganizmalar birka¢ pasajlama isleminden sonra
saflastirilarak kolleksiyona kazandirilmistir. 1 ml %10’luk gliserol iceren kapakli
Eppendorf tiipler icine aktarilan stok mikroorganizmalar ise -85°C’de muhafaza
edilmistir. Egik besi yerlerinde saklanan mikroorganizmalar 6 aylik periotlarla
canlandirilmstir.

Mikroorganizma Inokiilasyonu

Oda sicakligina getirilmis mikroorganizmalar canlandirilmak {izere genellikle
Sabouraud Glucose Agar (SGA) kat1 egik besi yerine steril kosullar altinda bir 6ze
ucu miktarinda inokiile edilmis, 3-7 giin oda 1sisinda bekletilerek yeterli
olgunluga gelmesi saglanmistir. Sonra mikroorganizma, steril, kati veya
zenginlestirilmis sivi besi yerine (SGA ve a-medyum) aktarilmistir.

Sivi Besi Yeri

Mikroorganizmalar  yeterli  bliylikliige  ulastiginda, biyotransformasyon
calismalarinda kullanilmak iizere, agarli kat1 besi yerinden, sivi besi yerine
transfer edilmistir. Kullanilan siv1 besi yeri:

a-Medyum besi yeri

20 g Glikoz, 5 g pepton, 5 g yeast extract, 5 g NaCl ve 5 g Na,HPO,4 1000 ml’ye
distile su ile tamamlanip pH 7.0 olacak sekilde 0.1 N HCIl veya KOH ilave
edilmistir.

Kat1 Besi Yeri

SGA besiyeri orijinal ambalajindaki tarife uygun olarak hazirlanmistir. Steril
edilerek petri kaplarina dokiilmiistiir.

Sterilizasyon

Besi yeri, mikroorganizmalar ile inokiile edilmeden 6nce, Erlen’lerde pamukla
kapatilmis sekilde 121°C’de ve 1.1 atmosfer basing altinda, 20 dakika sterilize
edilmistir.

Mikroorganizmalarin Imhasi

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

Biyotransformasyon Calismalari

a-Medyum ve SGA ile olmak {izere 2 caligsma yapilmistir.
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a-Medyum ile calismalar

250 ml’lik Erlen’lerde bulunan 100 ml steril sivi besi yerine, laminar akis
kabininde, oda sicakliginda, tazelenmis mikroorganizma 6ze ucu dolusu miktarda
inokiile edilmistir. Mikroorganizmalarin yeterli miktarda biiyiimesi sagladiktan
sonra (24-48 saat) bu besi yeri lizerine p-simen, besi yeri miktarina bagli olarak
%1-10 oranlarinda ilave edilmistir. 26°C, 200 rpm hizda c¢alkalanarak
inkiibasyona birakilmis ve 1., 3., 5., 7., 10., ve 14. giinlerde 6rnekleme yapilmistir.

SGA ile calismalar

14 cm c¢apmmda Petri kabinda bulunan SGA besiyerine Phanerochaete
chrysosporium (BKM-F-1767), 4 06ze dolusu miktarda inokiile edilmistir.
Yeterince biiyliyerek ve kabmin tamamini kaplamasi gerceklestikten sonra (3-5
giin), B-siklodekstrin’e emdirilmis p-simen, SOLULYS® ile karistirilarak elek
vasitastyla, mikroorganizmanin iizerine eklenmistir. 28°C’de etiive inkiibasyona
birakilmig ve 1., 3., 5. ve 7. giinlerde 6rnekleme yapilmistir.

Kontrol

Tiim biyotransformasyon ¢alismalarinda kontrol olarak, ayni kosullarda
hazirlanmis ve saklanmig sivi besiyeri durumunda besi yeri + mikroorganizma-+[3-
siklodekstrin, kati besiyeri durumunda ise besi yeri + mikroorganizma + B-
siklodekstrin + SOLULYS® bulunduran kaplar (Erlen veya Petri kab1) kontrol
olarak kullanilmistir. Bu kontrol ile transformasyonun gergeklestirildigi besi yeri
karsilastirilarak metabolitlerin gercek mikrobiyal transformasyon fiirlinleri olup
olmadig belirlenmistir.

Metabolitlerin Ekstraksiyonu
Swi-sivi ekstraksiyon

Metabolit olusumunu izlemek amaciyla yapilan islemdir. Steril kosullar altinda,
onceden 2 ml EtOAc ilave edilmis deney tiiplerine steril uglu pipetorler ile
biyotransformasyon besi ortamindan 2 ml aktarilmig, 15-20 saniye vorteks
kullanarak karnstirilmistir. EtOAc’l1 iist faz, bagka bir pipet bir numune kabina
aktarilarak bu islem toplam 3 kere tekrarlanmistir. 39°C’de vakuumlu hizl
karistiricr kullanilarak ¢dziicii uzaklastirilmistir. ITK veya GC/MS sistemi ile
metabolit varlig1 kontrol edilmistir.

Metabolit Varhgmn Tespiti
Ince tabaka kromatografisi (ITK)
Analitik ITK

Aluminyum destek tiizerine, 0.2/0.25 mm kalinh@indaki silikajel 40/60 GFys4
kaplanmis 20x20 cm ebatlarinda hazir plaklar kullanmilmistir. Plaklar oda
sicakliginda, nemsiz ve karanlik 6zel muhafazali kutularinda saklanmistir. Uygun
¢oziicli sistemlerinde (Cizelge 3) siiriiklenen numuneler kurutulduktan sonra UV
151k altinda 254/364 nm dalga boyunda incelenmistir. UV absorbsiyonu olmayan
maddelerin belirlenmesinde ve teshisinde renk reaktifi olarak anisaldehit/H,SO,4 +
151 (120°C de 3-5 dakika) kullanilmistir.
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Cizelge 3. iTK cahsmalarinda kullamlan ¢oziicii sistemleri

Coziiciiler Oranlart
Hekzan : EtOAC 8:2
Hekzan : EtOAc 8:3
Hekzan : EtOAc:Aseton 7:3:1

Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometrisi (GC/MS)

Biyotransformasyon sonucu elde edilen {irlinlerin kiitle spektrumlarinin alinmasi
icin bu sistem kullanilmistir. Gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi
analizlerinde Agilent 5975 GC-MSD sistemi, polar 6zellikteki HP-Innowax (60m
x 0.25mm @, 0.25 mikrometre film kalinlig1) ve tasiyici gaz olarak Helyum (0.8
mL/dak) kullanilmigtir. A sicaklik programi uygulanmistir. Enjeksiyon portu
sicakligi 250°C, split orami 40:1°dir. 70 eV Enerjide ve m/z 35-450 kiitle
araliginda maddelerin analizleri gergeklestirilmistir. Ayrica Thermo PolarisQ GC-
MS sistemi, apolar 6zellikteki Teknokroma TRB-5MS kolon (30m x 0.32mm @,
0.25 mikrometre film kalinlig) kullanilmistir. Uygulanan sicaklik programi
B dir.

Sicaklik Programlari:

A (polar kolon) B (apolar kolon)

60 °C'de 10 dak, 50 °C'de 0 dak,

4 °C/dak artigla 220 “C'ye, 20 “C/dak artigla 100 °C'ye,
220 °C'de 10 dak, 100 °C'de 1 dak,

1 °C/dak artisla 240 °C'ye. 30 °C/dak artigla 145 °C'ye,

145 °C'de 2 dak,
40 °C/dak artigla 220 °C'ye,
220 °C'de 1 dak,
30 °C/dak artigla 300 “C'ye,
300 °C'de 5 dak.

Degerlendirme islemleri "Baser Ugucu Yag Bilesenleri Kiitliiphanesi" yani sira
Wiley GC/MS, NIST, Adams ve MassFinder 3.1 Kiitiiphane Tarama Yazilimlari
kullanilarak yapilmustir.
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BULGULAR ve TARTISMA

p-Simen, 35 mikroorganizma ile bir Onceki bdliimde acgiklanan metotlar
kullanilarak  biyotransformasyona  birakilmig, doniisiimlerin  gergeklesip
gerceklesmedigi ITK ile kontrol edilmistir. Mikroorganizmalarin isimleri ve
caligmalarin sonuglar1 Cizelge 4’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4. Materyallerin biyotransformasyonlar1 icin kullanilan mikroorganizmalar ve
calismalarin sonuclari

NO Mikroorganizma p-Simen (u/) X;;?bow Not
36. Alternaria alternata 50 -

37. Aspergillus alliaceus 100 +/2* b
38. Aspergillus niger 50 -

39. Aspergillus niger 50 -

40. Aspergillus niger 50 -

41. Aspergillus niger 100 +/1* b
42, Botrytis cinerea 50 -

43. Cellulomonas flavigena 100 -

44, Corynespora casseiicola 50 -

45, Corynespora casseiicola 50 -

46. Fusarium culmorum 50 -

47. Fusarium heterosporum 50 -

48. Fusarium moniliforme 50 -

49, Fusarium solani 100 -

50. Hansenula anomala 50 -

51. Kluyveromyces lactis 50 -

52. Mucor rammannianus 50 -

53. Neurospora crassa 50 -

54. Neurospora crassa 50 - b
55. Penicillium adametzii 50 -

56. Penicillium chrysogenum 50 -

57. Penicillium claviforme 100 +/5 b
58. Penicillium expansum 50 - b
59. Penicillium sp. 50 -

60. Phanerochaete chrysosporium 50 -

61. Phanerochaete chrysosporium 600 +/7 b
62. Pseudomonas putida 50 -

63. Pseudomonas  syringae  pv. 50 i

tomato
64. Saccharomyces cerevisiae 50 -
65. Sporobolomyces pararoseus 100 -
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Cizelge 4. (Devam) Materyallerin biyotransformasyonlari i¢in kullanilan mikroorganizmalar
ve calismalarin sonuclari

66. Thamnidium elegans 50 -
67. Torulaspora delbrueckii 50 -
68. Trichoderma harzianum 50 -
69. Yarrowia lipolytica 50 -
70. Yarrowia lipolytica 50 -

S : p-simen; b : substrat B-siklodextrin’e emdirilmistir; + : transformasyon mevcut; - : transformasyon yok
(ITK’ne gore); *-ITK’ne gore

p-Simen’in Mikrobiyal Transformasyonu

35 mikroorganizma ile denemeler gergeklestirilmistir. Cizelge 2°de 6zetlenen
sonuclara gdore ancak 4 mikroorganizma ile metabolit olusumu belirlenmistir.
Biyotransformasyon sonucu olusan metabolitlerin EI/MS degerleri ve Kkiitle
spektrumlart ilgili bagliklar altinda verilmistir.

Aspergillus niger NRRL 326 ve Aspergillus alliaceus NRRL 317 ile
Mikrobiyal Transformasyon

Bu mikroorgranizmalarla biyotransformasyon sonucu olusan metabolitler ITK de
teshis edilmelerine ragmen, polar ve apolar kolona sahip farkli GC/MS
sistemlerinde teshis edilememistir. Ugucu Ozellikte olmadiklar1 diisiintilmiistiir.
Tanimlanabilmeleri i¢in ileriki ¢alismalarda farkli kromatografik yontemlerle
teshis edilmeleri ve saflastirilmalar1 miimkiin olabilecektir.

Phanerochaete chrysosporium BKM-F-1767 ile Mikrobiyal Transformasyon

Bu mikroorganizma ile gergeklestirilen calismalar sonucunda polar kolona sahip
GC/MS sistemi ve A sicaklik programi kullanilarak 7 metabolit tespit edilmis,
sadece 2 tanesi tanimlanmistir. Tanimlanan metabolitler : p-simen-8-ol ve kumin
alkoldiir. Tiim metabolitlerin kiitle spektrumlar1 Sekil 12-18°de verilmistir.

Penicillium claviforme MR376 ile Mikrobiyal Transformasyon

Bu mikroorganizma biyotransformasyon sonucu olusan metabolitler ITK
sisteminde  belirlenmistir.  Polar  kolona  sahip GC/MS  sisteminde
gozlenememelerine karsin apolar kolona sahip GC/MS sisteminde B sicaklik
program kullanilarak kiitle spektrumlart alinabilmistir. Wiley ve NIST
kiittiphaneleri taramasi sonucu spektrumlari benzerlik gosteren bilesiklerin
isimleri verilmistir. Bu metabolitler: 3-methyl-fenol veya 2-methyl-fenol, feniletil
alkol,  3-hidroksi-benzaldehit  veya  4-hidroksi-benzaldehit,  3-hidroksi-
benzenmetanol, 2-metil-2-(4'-metoksifenil)pentanon-4 ~ veya  3,9-Dihidroksi-
6,10,10-trimetilbisiklo  [4.4.0]dek-1-en-5-on’dur. ~ Bu  bilesiklerin  Kkiitle
spektrumlar1 Sekil 19-23°de verilmistir.
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Metabolit No: 1 (M1)

Adi : p-simen-8-ol

EI/MS m/z :150 (M"), 135(100), 115, 105, 91, 77, 65, 59, 51, 43
Kiitle Spektrumu : Sekil 12°de verilmistir.

Abundance

Scan 6392 (38.861 min): EC26E1.D\data.ms (-6312) (-)
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Sekil 12. p-Simen-8-ol kiitle spektrumu

Metabolit No: 2 (M2)

Adi : tamimlanamadi

EI/MS m/z :155 (M"), 132(100), 119, 103, 91, 83, 77, 65, 59, 43
Kiitle Spektrumu : Sekil 13’°de verilmistir.

Abundance

Scan 6868 (41.153 min): EC26E1.D\data.ms
7000 132
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Sekil 13. Metabolit No 2 kiitle spektrumu
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Metabolit No: 3 (M3)

Adi : p-simen-9-ol kiitle spektrumu ile benzerlik gostermis, bu nedenle p-
simenol oldugu diistintilmiistiir (Riffle ve ark., 1991).

EI/MS m/z :150 (M"), 119 (100), 117, 103, 91, 77, 65, 51, 39

Kiitle Spektrumu : Sekil 14°de verilmistir.

Abundance

Scan 7320 (43.330 min): EC26E1.D\data.ms
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Sekil 14. Metabolit No 3 kiitle spektrumu

Metabolit No: 4 (M4)

Adi : Kumin Alkol

EI/MS m/z :150 (M"), 135 (100), 119, 105, 91, 79, 77, 73, 65, 59, 51, 45, 39
Kiitle Spektrumu : Sekil 15°de verilmistir.

Scan 7731 (45.309 min): EC26E1.D\data.ms
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Sek-i>l 15. Kumin alkol kiitle spektrumu
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Metabolit No: 5 (M5)

Adi : tanimlanamadi

EI/MS m/z :166 (M), 151 (100), 133, 121, 105, 91, 77, 59, 51, 45, 43
Kiitle Spektrumu : Sekil 16’da verilmistir.

Abundance

Scan 11270 (62.350 min): EC26E1.D\data.ms
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Sekil 16. Metabolit No S kiitle spektrumu

Metabolit No: 6 (M6)

Adi : tanimlanamadi

EI/MS m/z :192 (M%), 177, 164, 150(100), 133, 121, 103, 89, 73, 59, 45
Kiitle Spektrumu : Sekil 17°de verilmistir.

Abundance

Scan 12028 (66.000 min): EC26E1.D\data.ms
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Sekil 17. Metabolit No 6 kiitle spektrumu
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Metabolit No: 7 (M7)

Adi : tanimlanamadi

EI/MS m/z :166 (M), 135(100), 118, 105, 91, 79, 67, 56, 45
Kiitle Spektrumu : Sekil 18’de verilmistir.

Abundance

Scan 13276 (72.010 min): EC26E1.D\data.ms
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Sekil 18. Metabolit No 7 kiitle spektrumu

Metabolit No: 8 (M8)
Kiitliphane taramasi sonucu ¢ikan benzer bilesikler :

Bilesik Kiitiiphane
3-metil-fenol Wiley7N
3-metil-fenol NIST02
2-metil-fenol Wiley7N

Kiitle Spektrumu : Sekil 19°da verilmistir.
EI/MS m/z : 110 (M™), 109, 108(100), 107, 91, 89, 80, 79, 77, 74, 65, 63, 62

ECZECH#74 RT: 374 AV 1 AV G SB: 12 67-7276-81 ML 1.56ES
T:+ ¢ Full me [50.00-650.00]

100

o N OH OH

a0-]
CH
707 771

B0 784
B0 CH
an-
20
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i i | 1 1051 |110.1 1204 131.4 1361 140.2 1859 1632 A¥12 1781 1820 1834 1963

] 1
LA L L L I I I
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miz

10+

Freo

Sekil 19. Metabolit No 8 kiitle spektrumu

24



Metabolit No: 9 (M9)
Kiitiiphane taramasi sonucu ¢ikan benzer bilesikler :

Bilesik Kiitiiphane
Feniletil alkol NIST02
Feniletil alkol Wiley7N

Kiitle Spektrumu : Sekil 20°da verilmistir.
EI/MS m/z : 122 (M™), 103, 93, 92, 91(100), 78, 77, 66, 65, 63, 52

ECZBCAMT RT: 447 AV 1 NL: 403E4
T: + ¢ Full ms [50.,00-650.00]

214
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Sekil 20. Metabolit No 9 kiitle spektrumu

Metabolit No: 10 (M10)
Kiitiiphane taramasi sonucu ¢ikan benzer bilesikler :

Bilesik Kiitiiphane
3-hidroksi-benzaldehit Wiley7N
4-hidroksi-benzaldehit Wiley7N

Kiitle Spektrumu : Sekil 21°de verilmistir.
EI/MS m/z : 150 (M"), 135, 124, 123, 122, 121 (100), 107, 94, 93, 91, 79, 74, 66,
65, 63, 61, 53

EC2BC #2062 RT: 564 AV:1 NL:2.53E4
T: + & Full ms [50.00-650.00]
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Sekil 21. Metabolit No 10 kiitle spektrumu
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Metabolit No: 11 (M11)
Kiitiiphane taramasi sonucu ¢ikan benzer bilesikler :

Bilesik Kiitiiphane
3-hidroksi-benzenmetanol Wiley7N
3-hidroksi-benzenmetanol NISTO02

Kiitle Spektrumu : Sekil 22°de verilmistir.
EI/MS m/z : 125 (M"), 124, 123, 121, 107, 106, 96, 95, 79, 78, 77 (100), 67, 65

EC2BC#300 RT: 602 AV 1 AV S 5B 12 283-288 302-307 NL: 4.16E4

T.+ ¢ Full ms | 50.00-550,00]
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Sekil 22. Metabolit No 11 kiitle spektrumu

Metabolit No: 12 (M12)
Kiitliphane taramasi sonucu ¢ikan benzer bilesikler :

Bilesik Kiitiiphane
2-Metil-2-(4'-metoksifenil)pentanon-4 NISTO2

3,9-Dihidroksi-6,10,10-trimetilbisiklo[4.4.0]dek-1-en-5-on  Wiley7N

Kiitle Spektrumu : Sekil 23°de verilmistir.
EI/MS m/z : 150 (M"), 149(100), 145, 122, 121, 115, 103, 93, 91, 78, 77, 75, 65

ECZBCA62 RT: 275 AV 1 AV G SB: 12561860 670575 NL: 7.10ES

T:+ ¢ Full ms [50.00-850.,00]
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Sekil 23. Metabolit No 12 kiitle spektrumu
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SONUC ve ONERILER

Ticari olarak piyasada bulunan p-simen ile 35 farkli mikroorganizmanin
biyotransformasyonu incelenmis, olusan metabolitler Once ince tabaka
kromatografisi ~ yontemiyle  izlenmistir.  Daha  sonra  metabolitlerin
tanimlanabilmesi i¢in gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi sistemlerinden ve
cesitli kiitiiphanelerden yararlanilmistir. Cizelge 4 de ozetlendigi gibi sadece 4
mikrooorganizma ile doniisiim gergeklesmistir. Bu mikroorganizmalar Aspergillus
alliaceus, Aspergillus niger, Penicillium claviforme ve Phanerochaete
chrysosporium dur.

p-Simen’in Aspergillus niger NRRL 326 ve Aspergillus alliaceus NRRL 317 ile
biyotransformasyonu sonucu olusan metabolitler ITK de dedekte edilmelerine
ragmen, polar ve apolar kolona sahip farkli GC/MS sistemlerinde tespit
edilememistir. Ugucu Ozellikte olmadiklar1 diisiiniilmiistiir. Tanimlanabilmeleri,
ileriki c¢alismalarda farkli kromatografik yontemlerle teshis edilmeleri ve
saflastirilmalar ile miimkiin olabilecektir.

p-Simen’in Phanerochaete chrysosporium BKM-F-1767 ile biyotransformasyonu
sonucu toplam 7 metabolit olugmustur (metabolitler M1-M7; Sekil 24).
Metabolitler GC/MS polar kolonda goézlenmis, kiitle spektrumlari alinmis ve
bunlardan sadece ikisi tanimlanmistir. Tanimlanan metabolitler p-simen-8-ol ve
kumin alkol’diir. Bu iki bilesik dogal bilesikler olup daha once cesitli ugucu
yaglarin bilesiminde bulunuslar bildirilmistir (Baser ve ark., 2006; Sagar ve ark.,
2005; Salido ve ark., 2004).

p-Simen’in Penicillium claviforme MR376 ile biyotransformasyon sonucu olusan
metabolitler GC/MS apolar kolonda gozlenmis ve bu metabolitlerin kiitle
spektrumlar1 verilmistir (metabolitler M8-M12; Sekil 25).

OH
Phanerochaete
chrysosporium + + M2 + M3 + M5 + M6 + M7
(M*155) (M*150) (M*166) (M*192) (M* 166)
OH
p-simen p-simen-8-ol kumin alkol
M1 M4

Sekil 24. Phanerochaere chrysosporium BKM-F-1767 ile p-simenin biyotransformasyonu

Penicillium claviforme

= M8 + M9+ M10 4+ M1l + M12
(M*110) (M* 122) (M* 150) (M*125) (M*150)

p-simen

Sekil 25. Penicillium claviforme MR376 ile p-simenin biyotransformasyonu

27



Kaynak taramalarinda rastlanan aktivite c¢alismalarinda, p-simenin Candida
albicans ATCC 10231,Candida albicans H37, Candida albicans M1, Candida
tropicalis ATCC 13803, Candida tropicalis H18, Candida glabrata H16, Candida
glabrata H30, Candida krusei H9, Candida guillermondii MAT 23, Candida
parapsilosis ATCC 90018 mikroorganizmalarina karst minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK), sirastyla 0.16-0.32, 0.08-0.16, 0.16-0.32, 0.63, 0.16-0.32,
0.08-0.16, 0.32, 0.08-0.16, 0.16 uL/mL bulunmustur (Pina-Vaz ve ark., 2004).
Ayrica zayif antioksidan etki gosterdigi belirtilmistir (Haraguchi ve ark., 1997).

Asetilkolinesteraz  aktivitesi  inhibisyonu ¢alismasinda  p-simen, etkisiz
bulunmustur (Miyazawa, 1997).

Kumin alkol (p-simen-7-ol), yapilan g¢alismada butillenmis hidroksi anisol’iin
(BHA) etkisine yakin giiclii antioksidan etki gostermistir (Fadel ve ark., 1999).

Tanimlanamayan metabolitler i¢in daha biiyiik O6l¢ekte biyotransformasyon
calismalar1 yapilarak bu metabolitlerin preparatif kromatografik yontemlerle elde
edilmeleri ve tanimlanmalar1 miimkiin olacaktir. Tanimlanan metabolitler, Kumin
alkol ve p-simen-8-ol, bu ¢alismada belirlenen mikroorganizmalar yardimiyla p-
simen’den hareketle bol miktarda elde edilerek biyoaktiviteleri acisindan
degerlendirilebilecektir. Dogal yollarla elde edilen bu dogal bilesiklerin ilag ve
gida iirlinlerinde, ayrica tad ve koku katkis1 olarak gidadan temizlik iirlinlerine
kadar ¢ok ¢esitli alanlarda degerlendirilmeleri de miimkiin olabilecektir.
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