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p-SİMENİN MİKROBİYAL BİYOTRANSFORMASYONU 

 

ÖZET 

Bu çalışmada p-simenin 35 farklı mikroorganizma ile biyotransformasyonu 

araştırılmıştır. Bunlardan Aspergillus niger (NRRL 326) ile bir,  Aspergillus alliaceus 

(NRRL 317)  ile iki, Penicillium claviforme (MR376) ile beş, Phanerochaete 

chrysosporium (BKM-F-1767) ile yedi metabolit oluşumu GC/MS ile belirlenmiştir. 

Bu metabolitlerden Phanerochaete chrysosporium ile oluşan iki metabolitin 

tanımlanması mümkün olmuştur. Bu metabolitler p-simen-8-ol ve kumin alkol (p-

simen-7-ol)’dür. Bu iki bileşik doğal bileşikler olup daha önce çeşitli uçucu yağların 

bileşiminde tespit edilmiştir. Bu çalışmada elde edilen verilerle  p-simenden hareketle 

bu metabolitlerin üretilmeleri, biyoaktivitelerinin araştırılması ve ilaç-gıda sanayii 

için hammade olarak önerilmeleri mümkün olacaktır. 

 

 

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

           alkol 
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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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GİRİŞ ve AMAÇ 

Biyotransformasyon, doğal maddelerin başlangıç maddesi olarak kullanıldığı 

uygulamalarla Farmakognozinin güncel konularından birini oluşturmaktadır. 

Günümüzde koruyucu ve tedavi edici ilaçlar ve ilaç hammaddelerinde tüm 

dünyada hızla doğal hammaddelere dönüş eğilimi oluşmuştur. Bu kapsamda, 

doğal hammaddeden başlayarak mikroorganizmalar yardımıyla elde edilen 

metabolitler yeni doğal hammaddeleri ortaya çıkarmaktadır.  

Doğal hammaddeler içinde, basit molekül yapılarına karşın geniş biyoaktivite 

yelpazeleri ile monoterpenler önemli bir grubu oluşturmaktadır. Kaynak 

taramaları doğada yaygın olarak bulunan bir monoterpen olan p-simenin 

biyotransformasyonu ile ilgili pek az araştırma yapılmış olduğunu göstermektedir. 

Pseudomonas putida’ nın iki türü ile yapılan bu araştırmalarda  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 adlı metabolitler elde edilmiştir (Eaton, 1997;  DeFrank ve Ribbons, 

1977; http-2). 

Bu araştırmanın amacı Anadolu Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmakognozi 

Anabilim Dalı koleksiyonunda bulunan 35 mikroorganizma ile p-simenin 

biyotransformasyonunu incelemek olarak belirlenmiştir. Oluşan metabolitlerin iki 

tanesi kromatografik ve spektral yöntemlerle tanımlanmıştır. Daha sonraki 

aşamalarda, oluşan bu metabolitlerin daha büyük ölçeklerde elde edilmesi ve 

biyoaktivite deneylerinin yapılması amaçlanmaktadır. Elde edilecek sonuçlara 

göre ilaç endüstrisine yeni hammaddeler önerilmesi mümkün olacaktır 
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KAYNAK BİLGİSİ 

Biyotransformasyonun Tanımı, Tarihçesi ve Uygulamaları: 

Biyotransformasyon, canlı organizma veya enzimleri katalizör olarak 

kullanılmasıyla bileşiklerin kimyasal dönüşümleri ve farklı ürünlerin elde 

edilmesidir. Başta ilaç hammaddeleri olmak üzere polimer üretiminde, ziraatte, 

kozmetik ve gıda sanayiinde uygulanmaktadır. Ayrıca, toprak, su, hava arıtılması, 

ksenobiyotiklerin yıkımı, biyoyakıt, kağıt ve enerji üretimi gibi alanlarda da 

uygulama bulmaktadır. 

Biyotransformasyon reaksiyonlarında yer alan biyokatalizörlerin sınıflandırılması 

aşağıdaki gibidir: 

A)  Bütün hücre sistemleri 

a) Mikroorganizma (bakteri, maya, fungus) 

b) Bitki (canlı bitki, doku ve hücre kültürleri) 

c) Hayvan (canlı hayvan, doku ve hücre kültürleri) 

d) İnsan 

B) Hücresiz preparatlar (enzimler) (Holland ve Weber, 2000; Kırbaş ve ark., 

1999; Doble ve ark., 2004; Tengerdy ve Szakacs, 2003; Telefoncu, 1995). 

A) Bütün Hücre Sistemleri: 

a) Mikroorganizmalar 

Mikroorganizma dünyası oldukça geniş spektruma sahiptir. Hali hazırda 100 

binden fazla tür bilinmektedir. İlk sırada prokaryotlar (bakteriler, aktinomisetler, 

siyanobakteriler, riketsiyalar) ve ökaryotlar (mayalar, basit yosunlar) yer 

almaktadır (Yevtushenkov ve Fomichev, 2002). 

İnsanoğlu, antik çağlardan beri günlük hayatında mikroorganizmaları kullanarak 

biyotransformasyon gerçekleştirmiştir. Bira, ekmek, şarap, peynir üretimi bunlara 

örnek gösterilebilir. 

İlk bilimsel ve deneysel anlamlı biyotransformasyonlardan biri 1858’de Pasteur 

tarafından gerçekleştirilen Penicillium glaucum kullanılarak D-enantiyomerin 

seçici parçalanmasıyla, DL-ammonium tartarat’tan L-ammonyum tartarat elde 

edilişidir (Telefoncu, 1995; Vasic-Racki, 2006).  

Acetobacter aceti (daha sonra  Mycoderma aceti veya Bacterium xylimum olarak 

tanımlandı) aracılığıyla etanolün asetik asite (sirke) dönüştürülmesi Pasteur’un 

gerçekleştirdiği başka bir biyotransformasyondur. 

Ayrıca Dumas, 1874’te Saccharomyces cerevisiae ile kükürt’ten (S) hidrojen 

sülfür (H2S) eldesini, Brown, 1886’da, Bacterium aceti ile propanol’ü propanoik 

asit’e oksitlenmesini, Windisch 1898’de furfural’den furfuril alkol (Şekil 1) 

dönüşümünü gerçekleştirmiştir (Hanson, 1995). 

 

O CHO O CH
2
OH

 
Şekil 1. Furfural’ın furfuril alkole indirgenmesi 
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20. yüzyılın başında Liebig ve Neuberg, Saccharomyces cerevisiae ile birçok 

biyotransformasyon gerçekleştirmişler. Bunlardan bazıları Birinci Dünya Savaşı 

sırasında aseton, gliserol ve butanol’ün mikrobiyolojik üretimi çalışmalarında 

ortaya çıkmıştır. 

1921’de Neuberg tarafından maya ile gerçekleştirilen şiral asetoin’in 

kondensasyonu özellikle kayda değerdir (Şekil 2). Benzaldehit’in fermentasyona 

eklenmesi ve endojen asetaldehit’le kondensasyonu, ketol’ünün oluşması ile 

sonuçlanmıştır. Bu da 1934’te efedrin’in ticari sentezine yol açmıştır (Vasic-

Racki, 2006).  

 

CHO
CH

3

OH H

O

CH
3

OH H

H NHCH
3

Benzaldehit
L-Efedrin

piruvat dekarboksilaz

Saccharomyces cerevisiae

kimyasal

 
Şekil 2. Maya ile gerçekleştirilen şiral asetoin’in kondenzasyonu 

 

Bugün ekonomik değeri büyük olan bazı çalışmaların temeli 1920 ile 1940 yılları 

arasında atılmıştır. Endüstriyel çalışmalardan biri de 1934’te C vitamininin 

sentezidir (Şekil 3) (Hanson, 1995; http-1).  
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Şekil 3. Vitamin C sentezi 

 

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

oksidasyonu ve sonraki aşamada farklı bir fermentasyon kullanarak testosterona 

redüksiyonu gerçekleştirilmiştir (Şekil 4) (Hanson, 1995).  
O

OH

O

O O

OH

Saccharomyces cerevisiae

Dehidroizoandrosteron TestosteronAndrostenedion

 
Şekil 4. Testosteron’un biyotransformasyonla eldesi 
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Sonraki çalışmalarda, 1948’de Proactomyces roseus ile, C-7 pozisyonundan 

kolesterolün oksidasyon ve redüksiyonu da dahil, sterollerin degradasyonu ve 

oksidasyonunu mümkün olmuştur. Bu çalışmalar sayesinde 1952’de Rhizopus 

arrhizus’un progesteron’un C-11 pozisyonunu hidroksillemesi sonucunda 11 -

hidroksiprogesteron elde edilmiştir (Peterson ve ark., 1952). 

 

O
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Şekil 5. Progesteron’un mikrobiyal biyotransformasyonu 

 

Steroitlerin mikrobiyal hidroksilasyonu ile kortikosteroit sentezi için ara ürünlerin 

elde edilişi, biyotransformasyonun endüstriyel uygulamasına yönelik önemli bir 

adım olmuştur. Bu çalışmalar için progesteron, bitkisel steroit diosgenin’den elde 

edilmiş, fakat kaynak sağlanmasındaki problemler, başka başlangıç materyalleri 

araştırmasına yol açmıştır. Soya fasulyesi, yağında  yüksek miktarda sitosterol ve 

stigmasterol bulunması nedeniyle kaynak olarak tercih edilmiş, ve bu bileşiklerin 

farklı steroit hormonlara başlangıç maddesi olabilecek androstenediona 

degradasyonu için bakteriyel yöntemler geliştirilmiştir. 

Endüstriyel seviyede gerçekleştirilen akrilonitril’in akrilamit’e hidrolizi polimer 

sanayiinde kullanım bulmuştur. (Şekil 6) (Vasic-Racki, 2006). 
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Şekil 6. Akrilamit’in biyotransformasyon yoluyla eldesi 

 

Birçok ilacın kimyasal sentezle rasematlar şeklinde oluşması ve Talidomit gibi 

ürünlerde sadece tek enantiomerin yararlı olup diğerinin toksik ve yan etkilere 

sahip olması, biyotransformasyonun şiral sentezlerde uygulanmasının önemini 

arttırmıştır. Buna örnek olarak, Pseudomonas putida tarafından gerçekleştirilen 

aromatik bileşiklerin cis-siklohekzadien-1,2-dihidrodiol’lere oksidasyonu 

gösterilmektedir (Hanson, 1995). Günümüzde, Pfizer gibi şirketlerin mikrobiyal 

transformasyona geniş yer ayırması biyotransformasyonun ne denli önem 

kazandığını ortaya koymaktadır (Şekil 7). Ayrıca biyotransformasyonun düşük 

maliyet ve yüksek verimle gerçekleşip, genelde çevre dostu olması ve çalışma 

sırasında kuvvetli asit ve bazlara ihtiyaç duyulmamasıyla araştırmacı açısından 

güvenli çalışma koşulları sağlaması geleneksel kimyasal senteze tercih sebebi 

olabilir. (Davies ve ark., 1989; Truesdell, 2005) 
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Diastereoselektif O-demetilasyon Monosporium olivaceum gibi funguslar 

tarafından gerçekleştirilebilir. 
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Asimetrik keton redüksiyonu sonucu %99 enantiyomerik verimle alkol 

oluşmaktadır. 
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Cunninghamella echinulata

Diklofenak 4'-hidroksidiklofenak  
Şekil 7.  Pfizer şirketinin geliştirdiği farmasötik biyotransformasyon reaksiyonlarıdan 

örnekler 
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b) Bitki, organ, doku, hücre kültürleri 

Bitkinin tamamı, doku veya hücre süspansiyonları biyotransformasyon aracı 

olarak  kullanılmaktadırlar. Genel olarak ―organ, doku, hücre kültürü‖ terimi 

aseptik olarak geliştirilen aşağıdaki bitki parçalarına uygulanmaktadır: 

1. agar ortamında kallus dokularına, 

2. hücrelerin süspansiyon kültürlerine, 

3. protoplast kültürlerine, 

4. izole embriyolara, 

5. izole organlara (kök uçları, filizlerin meristemleri). 

Kontaminasyon kolaylığı, özel besiyeri gereksinimi, fiziksel faktörlerin etkisi gibi 

dezavantajlar bu tip biyokatalizörlerin kullanımını zorlaştırmaktadır (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; Sánchez-Sampedro ve ark., 2007; Lindmark-

Henriksson ve ark., 2004; Furuya ve ark., 1998; Tsyrenov, 2003). 

c) Hayvan, hayvan doku ve hücre kültürleri 

Hayvan hücreleri üzerinde yapılan çalışmalar, sadece yapı ve fizyolojisinin 

aydınlatılmasıyla sınırlı kalmayıp, farklı fizyolojik, biyokimyasal ve immünolojik 

proseslerle ilgili bilgi eldesine yardımcı olmuştur. Hayvan hücreleri, insanlar için 

çok miktarda yararlı kimyasal madde üretmektedir, örneğin, enzimler (urokinaz), 

hormonlar, büyüme faktörleri ve immünoregülatörler (interlökin ve interferon). 

Canlı hayvan çalışmalarına örnek olarak solucan, fare, rat, tavşan, balık ile 

yapılanlar verilebilir. Bitki kullanımında geçerli olan başta kontaminasyon 

(kimyasal ve biyolojik) ve uygun besiyeri seçimi olmak üzere tüm olumsuzluklar 

hayvan kullanımında da geçerlidir (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) İnsan hücresi 

İnsan vücudunda yaşam için gerekli sayısız kompleks biyolojik aktiviteler 

gerçekleşmektedir. Hedeflenen hücreler izole edilerek vücut dışında yaşatılıp 

biyotransformasyon amacıyla kullanılmaktadırlar (Gómez-Lechón ve ark., 2007; 

Schmelzer ve ark., 2006). 

B) Hücresiz Preparatlar (Enzimler) 

IUB (International Union of Biochemistry) İsimlendirme Komitesi tarafından 

enzimler 6 ana grup altında toplanmıştır (Davis ve ark., 1989; Hanson, 1995; 

Buchholz ve ark., 2005):  

1. Oksidoredüktazlar: Oksidasyon ve redüksiyon reaksiyonları gerçekleştirirler. 

Oksijenin C-C bağlarına bağlanmasının ve alkenlere eklenmesinin yanısıra 

hidrojenin eklenmesinden ve çıkarılmasından, 

2. Transferazlar: Açil veya şeker grupların substratlar arası taşınmasından, 

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

oluşumundan, 
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4. Liyazlar: Alken, imin, ve karbonil gruplarına HX gibi (X ≠ OH) fonksiyonel 

grupların eklenmesinden, 

5. İzomerazlar: Epimerizasyon, rasemizasyon gibi izomerizasyon reaksiyonlarının 

katalizlenmesinden, 

6. Ligazlar: C-C, C-O, C-S ve C-N bağlarının oluşumundan sorumludurlar. 

Bu enzimlerin canlılardan izole edilerek biyotransformasyon araştırmalarında 

kullanılması hücre sistemlerine üstünlükleri göstermekte ise bazı olumsuzlukları 

da bulunmaktadır. Bunlar karşılaştırmalı olarak Çizelge 1’de verilmiştir. 

 
Çizelge 1. Bütün hücre sistemleri ile hücresiz preparatların biyokatalizör olarak 

karşılaştırılması 

Biyokatalizör Avantaj Dezavantaj 

Bütün hücre sistemleri -ucuz 

-enzim kofaktörler 

mevcut 

-tek hücrede çok sayıda 

enzim bulunmaktadır 

-çözücülerle etkileşebilir 

-birden fazla reaksiyon 

-özel düzenek ve 

mikrobiyoloji tecrübesine 

ihtiyaç var 

-besiyerinden gelen fazla 

miktarda yan metabolit 

-preparatif çalışmalarda 

metabolitin sudan 

izolasyon zorluğu 

-birden fazla reaksiyon 

Hücresiz preparatlar 

(enzimler) 

-seçici reaksiyonlar 

yapma imkanı 

-basit düzenek 

-çözücülere karşı 

dayanıklı olabilir 

-metabolitlerin 

ekstraksiyon ve 

izolasyonu kolay 

-pahalı 

-kofaktörlere ihtiyaç var 

-tek tip reaksiyon 

 

 

Doğal Bileşiklerin Biyotransformasyonu 

Doğal maddelerin araştırılması Farmakognozi biliminin çalışma alanıdır. 

Biyokatalizör (mikroorganizma, enzim, canlı hücre ve/veya doku) aracılığıyla 

gerçekleşen reaksiyonlar sonucu oluşan maddeler de doğal oldukları için 

Farmakognozi’nin içinde yer almaktadırlar. Doğal maddeler içinde ilaç etken 

maddeleri yanında koku ve tat vericiler ile gıda katkı maddeleri de yer almaktadır. 

Son yıllarda artan, hem tüketiciler tarafından doğal kaynaklı  ürün tüketme hem 

de ticari ürün geliştiricilerin ürünlerinde doğal madde kullanma  eğilimi ve günlük  

yaşamımızda koku ve tat maddelerin sıklıkla kullanılması, biyotransformasyonun 

önemini arttırmaktadır. Doğal koku ve tat maddeleri için uçucu  yağlar kaynak 

olarak gösterilebilir. Uçucu yağlar ise monoterpen ve seskiterpenlerden, kısmen 

de diterpenlerden oluşmaktadır. Tez çalışmasında kullanılan p-simen monoterpen 

yapısında olması nedeniyle monoterpenler hakkında kısa bir bilgi verilmiştir. 

Monoterpenler 

İzoprenler, mevcut doğal maddelerin en kapsamlı gruplardan biridir ve 30.000 

bilinen bileşiğin yapıtaşını oluşturmaktadır (Başer ve Demirci, 2007). Çok sayıda 

biyokimyasal fonksiyonları bilinmektedir. Elektron taşıma zincirlerinde kinon 
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yapısında, membran bileşenlerinde (arkabakterideki prenillipidler, ökaryotlar ve 

öbakterilerde steroller), hücrealtı (subcellular) hedefleme ve regülasyonda 

(proteinlerin prenilasyonu-hidrofobik moleküllerin katılımı),  fotosentetik 

pigmentlerde (karotenoitler, klorofil yan zincirleri), hormonlar (gibberellinler, 

brassinosteroitler, absisik asit) ve bitki koruma bileşiklerinde bulunmaktadırlar 

(monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler). 

Monoterpenler 10 karbonlu iki izopren iskeletinden oluşmaktadır. Uçucu yağların 

ve oleorezinlerin karakteristik bileşenleridir. Uçucu yağ taşıyan bitkilerin salgı 

sistemlerinde depolanırlar, diğer bitkilerde ise minör metabolitler olarak 

bulunurlar. (Başer ve Demirci, 2007; Lange ve ark., 2000; Liu ve ark., 2005) . 

Monoterpenlerin Biyosentezi 

Monoterpenlerin biyosentezinin izoprenden gerçekleştiği bilinmektedir. 

İzoprenoit sentezi mevalonik asit (Şekil 8) ve 1-deoksi-D-ksiluloz 5-fosfat (Şekil 

9) olmak üzere  iki yolla gerçekleşmektedir. Her iki yolun sonunda, monoterpen 

sentezi için substrat olan geranil difosfat oluşmaktadır (Liu ve ark., 2005; Croteau, 

1987; Eisenreich ve ark., 2004; Sponsel, 2002; Hanson, 2001). 

 

a) Mevalonik asit yolu 

Sitozollerde gerçekleşmektedir. Fotosentezle üretilen glikoz, glikolizis ile asetil 

koenzim A’ya dönüşmektedir. Asetil-CoA, asetoasetil-CoA’ya dönüştükten sonra 

ikisinin birleşmesi sonucu 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) 

oluşmaktadır. HMG-CoA’nın indirgenmesi sonucu oluşan mevalonik asit’le 

reaksiyon devam edip, 3-izopentenil pirofosfat’ın dimetilallil pirofosfata 

izomerleşerek geranil difosfata dönüşmesiyle son bulmaktadır. Şekil 8’de ayrıntılı 

reaksiyon yer almaktadır. 

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

Plastitlerde gerçekleşmektedir. Piruvat ve gliseraldehit 3-fosfat’ın 1-deoksi-D-

ksiluloz 5-fosfat’a dönüşmesiyle başlamaktadır. (E)-4-hidroksi-3-metil-but-2-enil 

pirofosfat’ın izopentenil pirofosfat’a ve dimetilallil pirofosfat’a dönüşüp, son iki 

bileşikten de geranil difosfat oluşumuyla reaksiyon son bulmaktadır. Şekil 9’da 

ayrıntılı reaksiyon açıklanmaktadır. 

Geranil difosfattan monoterpen ve p-simen biyosentezi Şekil 10’da verilmektedir 
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Şekil 8. Mevalonik asit yolağı 
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Şekil 9. 1-deoksi-D-ksiluloz 5-fosfat yolağı 
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OOPP

+

geranil difosfat -terpinil katyon -terpinen p-simen

 Şekil 10. Monoterpenler ve p-simen biyosentezi 

 

p-Simenin Yapısı ve Özellikleri  

Sinonimleri: 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 

 

Formülü: 

 C10H14; MA: 134.22 g/mol 

 

Bitkiler aleminde 

bulunuşu: 

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] (Kök) 

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) 

 

CAS No: 99-87-6   

                                 

Fiziko Kimyasal 

Özellikleri : 

KN: 176-178 °C;  EN: -68 °C ;  

Çözünürlük: aseton, etanol, eter, metanol  

d: 0.86 g/mL; 

 n
20

D: 1.491 
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FT-NMR : 

 
FT-IR RAMAN : 

 

Kütle Spektrumu 

1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 1 0 0 1 1 0 1 2 0 1 3 0 1 4 0
0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

5 0 0 0

6 0 0 0

7 0 0 0

8 0 0 0

9 0 0 0

m / z - - >

A b u n d a n c e

# 3 5 8 3 1 4 :  B e n z e n e ,  1 -m e th y l-4 -(1 -m e th y le th y l)-;  p -C y m e n e ;  p -C im e n e ;  p -C y m o l;  p -Is o p ro p y lto lu e n e ;  p -M e th y lis o p ro p y lb e n z e n e ;  C a m p h o g e n ;  D o lc y m e n e ;  1 -Is o p ro p y l-4 -m e th y lb e n z e n e ;  1 -M e th
1 1 9

1 3 4

9 1

4 1 7 76 55 5 1 0 39 72 7
1 2 88 31 5 1 0 97 1

 
Fiyatı: 29.30 Euro/L - 17.20 Euro/mL 

Kaynak: [Sigma-Aldrich] http://www.sigmaaldrich.com (25.05.2007) 

p-Simenin Biyotransformasyonu 

Doğada çok yaygın ve ucuz olmasına rağmen, p-simen substrat olarak kullanıldığı 

sınırlı sayıda mikrobiyal biyotransformasyon çalışması yapılmıştır. Bir 

Pseudomonas putida F1 türü ile p-simen’in oksidasyonu sonucu kuminik asit 

oluşumu bildirilmiştir. Ayrıca, Pseudomonas putida PL türü ile bir seri 
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biyotransformasyon reaksiyonu araştırılmıştır. p-Simen biyotransformasyonu 

Şekil 11’da verilmiştir (Eaton, 1997;  DeFrank ve Ribbons, 1977; http-2). Oluşan 

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

 2,3-dihidro-p-kumat

2,3-dihidroksi-p-kumat2-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

p-simen-8-ol

Pseudomonas 

   putida F1

Pseudomonas

    putida PL

 

Şekil 11.  p-Simen biyotransformasyonu 
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GEREÇLER ve YÖNTEM 

Bu bölümde biyotransformasyon araştırmalarında kullanılan materyaller, 

mikroorganizmalar, kimyasal maddeler, çözücüler, aletler ve deneysel 

çalışmalarla ilgili genel bilgiler verilmiştir. 

  

Materyaller, Kimyasal Maddeler, Çözücüler, Aletler, Mikroorganizmalar 

Gereçler  

 p-Simen (Sigma-Aldrich) 

Kimyasal Maddeler ve Çözücüler 

• n-Hekzan • Sülfürik asit (Merck) 

• Etilasetat (EtOAc) • Anisaldehit (Fluka) 

• Glikoz (Fluka) • Sabouraud Glucose Agar (SGA) (Fluka) 

• Sodyum hipofosfat (Na2HPO4) • Hazır İTK plakları (Silikajel) (alüminyum destek,  

 Merck, 0.25 mm) 

• Yeast Extract (Fluka) • β-Siklodekstrin -KLEPTOSE® (Roquette) 

• Sodyum klorür (NaCl) • Pepton (Fluka) 

• Püskürtme ile kurutlmuş mısır 

koçanı tozu (Spray dried corn 

steep) SOLULYS® (Roquette) 

 

•  Metanol 

•  Asetik asit 

Aletler 

- Gaz Kromatografisi /Kütle Spektrometrisi Sistemi (GC/MS), [Agilent   

   Technologies] 

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

- Otoklav [Hirayama] 

- Laminar Akış Kabini [Esco] 

- Çalkalayıcılı İnkübatör [New Brunswick] 

- İnkübatör [Heraeus] 

- Hızlı Vakumlu Yoğunlaştırıcı [Labconco] 

 

Materyalin β-Siklodekstrin’e Emdirilmesi 

Ön denemeler sonucu, uçucu olması nedeniyle p-simen’in β-siklodekstrin’e 

emdirilerek besiyerine eklenmesi uygun görülmüştür (Trichard, 2006). 1.5-2 ml  

n-hekzan’da çözünen p-simen üzerine 3-5 katı β-siklodekstrin ilave edilmiştir. 

Karıştırılarak n-hekzan’ın uzaklaşması sağlanmıştır. 
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Mikroorganizmalar 

Biyotransformasyon çalışmalarında, Farmakognozi Mikroorganizma Kültür 

Kolleksiyonu’ndan kullanılan mikroorganizmaların listesi Çizelge 2’de 

verilmektedir. 

Çizelge 2. Çalışmada kullanılan mikroorgranizmaların listesi 

NO Mikroorganizma Suş 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 Ü. Fen.Fak. Biyoloji Böl.  

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 Üniv. Biyoloji Böl.  

24.  Penicillium sp.  Tokushima Üniv. Eczacılık Fak. 

25.  Phanerochaete chrysosporium  Balikesir Üniv. Biyoloji Böl.  

26.  Phanerochaete chrysosporium  BKM-F-1767  

27.  Pseudomonas putida  NRRL B-4067  

28.  Pseudomonas syringae pv. 

tomato  

Ankara Zirai Araştırma 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 Ü. Fen.Fak. Biyoloji Böl.  

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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YÖNTEM 

Mikroorganizmaların Temini ve Saklanması  

Mikroorganizmalar Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Potato Dextrose Agar 

(PDA), Müller Hinton Agar (MHA) katı besi yerlerinde eğik tüp, Petri kabı ya da 

liyofilize halde orijinal kültür kolleksiyonlarından (ATCC/ NRRL) temin edilmiş 

ve +4°C’de muhafaza edilmiştir. Ayrıca toprak, su, bitki numunelerinden özel 

teknikler ile izole edilen mikroorganizmalar birkaç pasajlama işleminden sonra 

saflaştırılarak kolleksiyona kazandırılmıştır. 1 ml %10’luk gliserol içeren kapaklı 

Eppendorf tüpler içine aktarılan stok mikroorganizmalar ise -85°C’de muhafaza 

edilmiştir. Eğik besi yerlerinde saklanan mikroorganizmalar 6 aylık periotlarla 

canlandırılmıştır. 

Mikroorganizma İnokülasyonu 

Oda sıcaklığına getirilmiş mikroorganizmalar canlandırılmak üzere genellikle 

Sabouraud Glucose Agar (SGA) katı eğik besi yerine steril koşullar altında bir öze 

ucu miktarında inoküle edilmiş, 3-7 gün oda ısısında bekletilerek yeterli 

olgunluğa gelmesi sağlanmıştır. Sonra mikroorganizma, steril, katı veya 

zenginleştirilmiş  sıvı besi yerine (SGA ve -medyum) aktarılmıştır.  

Sıvı Besi Yeri 

Mikroorganizmalar yeterli büyüklüğe ulaştığında, biyotransformasyon 

çalışmalarında kullanılmak üzere, agarlı katı besi yerinden,   sıvı besi yerine 

transfer edilmiştir. Kullanılan sıvı besi yeri: 

-Medyum besi yeri   

20 g Glikoz, 5 g pepton, 5 g yeast extract, 5 g NaCl ve 5 g Na2HPO4 1000 ml’ye 

distile su ile tamamlanıp pH 7.0 olacak şekilde 0.1 N HCl veya KOH ilave 

edilmiştir. 

Katı Besi Yeri 

SGA besiyeri orijinal ambalajındaki tarife uygun olarak hazırlanmıştır. Steril 

edilerek petri kaplarına dökülmüştür. 

Sterilizasyon  

Besi yeri, mikroorganizmalar ile inoküle edilmeden önce, Erlen’lerde pamukla 

kapatılmış şekilde 121°C’de ve 1.1 atmosfer basınç altında, 20 dakika sterilize 

edilmiştir.  

Mikroorganizmaların İmhası 

Arta kalan canlı mikroorganizmalar eğer çözücüler ile muamele edilmemiş ise 

atılmadan önce 121°C’de ve 1.1 atmosfer basınç altında 60 dakika sterilize 

edilmiştir. Bu şekilde öldürülmüş olan mikroorganizmalar biyolojik atık kaplarına 

aktarılmıştır. 

Biyotransformasyon Çalışmaları  

α-Medyum ve SGA ile olmak üzere 2 çalışma yapılmıştır. 
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α-Medyum ile çalışmalar 

250 ml’lik Erlen’lerde bulunan 100 ml steril sıvı besi yerine, laminar akış 

kabininde, oda sıcaklığında, tazelenmiş mikroorganizma öze ucu dolusu miktarda 

inoküle edilmiştir. Mikroorganizmaların yeterli miktarda büyümesi sağladıktan 

sonra (24-48 saat) bu besi yeri üzerine p-simen, besi yeri miktarına bağlı olarak 

%1-10 oranlarında ilave edilmiştir. 26°C, 200 rpm hızda çalkalanarak 

inkübasyona bırakılmış ve 1., 3., 5., 7., 10., ve 14. günlerde örnekleme yapılmıştır. 

SGA ile çalışmalar 

14 cm çapında Petri kabında bulunan SGA besiyerine Phanerochaete 

chrysosporium (BKM-F-1767), 4 öze dolusu miktarda inoküle edilmiştir. 

Yeterince büyüyerek ve kabının tamamını kaplaması gerçekleştikten sonra (3-5 

gün), β-siklodekstrin’e emdirilmiş p-simen,  SOLULYS® ile karıştırılarak elek 

vasıtasıyla, mikroorganizmanın üzerine eklenmiştir. 28°C’de etüve inkübasyona 

bırakılmış ve 1., 3., 5. ve 7. günlerde örnekleme yapılmıştır. 

Kontrol  

Tüm biyotransformasyon çalışmalarında kontrol olarak, aynı koşullarda 

hazırlanmış ve saklanmış sıvı besiyeri durumunda besi yeri + mikroorganizma+β-

siklodekstrin, katı besiyeri durumunda ise  besi yeri + mikroorganizma + β-

siklodekstrin + SOLULYS®  bulunduran kaplar (Erlen veya Petri kabı) kontrol 

olarak kullanılmıştır. Bu kontrol ile transformasyonun gerçekleştirildiği besi yeri 

karşılaştırılarak metabolitlerin gerçek mikrobiyal transformasyon ürünleri olup 

olmadığı belirlenmiştir. 

Metabolitlerin Ekstraksiyonu 

Sıvı-sıvı ekstraksiyon 

Metabolit oluşumunu izlemek amacıyla yapılan işlemdir. Steril koşullar altında, 

önceden 2 ml EtOAc ilave edilmiş deney tüplerine steril uçlu pipetörler ile 

biyotransformasyon besi ortamından 2 ml aktarılmış, 15-20 saniye vorteks 

kullanarak karıştırılmıştır. EtOAc’lı üst faz, başka bir pipet bir numune kabına 

aktarılarak bu işlem toplam 3 kere tekrarlanmıştır. 39°C’de vakuumlu hızlı 

karıştırıcı kullanılarak çözücü uzaklaştırılmıştır. İTK veya GC/MS sistemi ile 

metabolit varlığı kontrol edilmiştir. 

Metabolit Varlığının Tespiti 

İnce tabaka kromatografisi (İTK)  
Analitik İTK 

Aluminyum destek üzerine, 0.2/0.25 mm kalınlığındaki silikajel 40/60 GF254 

kaplanmış 20x20 cm ebatlarında hazır plaklar kullanılmıştır. Plaklar oda 

sıcaklığında, nemsiz ve karanlık özel muhafazalı kutularında saklanmıştır. Uygun 

çözücü sistemlerinde (Çizelge 3) sürüklenen numuneler kurutulduktan sonra UV 

ışık altında 254/364 nm dalga boyunda incelenmiştir. UV absorbsiyonu olmayan 

maddelerin belirlenmesinde ve teşhisinde renk reaktifi olarak anisaldehit/H2SO4 + 

ısı (120°C de 3-5 dakika) kullanılmıştır.  
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Çizelge 3.  İTK çalışmalarında kullanılan  çözücü sistemleri 

Çözücüler Oranları 

Hekzan : EtOAc  8:2 

Hekzan : EtOAc 8:3 

Hekzan : EtOAc:Aseton 7:3:1 

 

Gaz Kromatografisi / Kütle Spektrometrisi (GC/MS) 

Biyotransformasyon sonucu elde edilen ürünlerin kütle spektrumlarının alınması 

için bu sistem kullanılmıştır. Gaz kromatografisi kütle spektrometrisi 

analizlerinde  Agilent 5975 GC-MSD sistemi, polar özellikteki HP-Innowax (60m 

x 0.25mm Ø, 0.25 mikrometre film kalınlığı) ve taşıyıcı gaz olarak Helyum (0.8 

mL/dak) kullanılmıştır. A sıcaklık programı uygulanmıştır. Enjeksiyon portu 

sıcaklığı 250˚C, split oranı 40:1’dir. 70 eV Enerjide ve m/z 35-450 kütle 

aralığında maddelerin analizleri gerçekleştirilmiştir. Ayrıca Thermo PolarisQ GC-

MS sistemi, apolar özellikteki Teknokroma TRB-5MS kolon (30m x 0.32mm Ø, 

0.25 mikrometre film kalınlığı)  kullanılmıştır. Uygulanan sıcaklık programı 

B’dir. 

 Sıcaklık Programları: 

 

Değerlendirme işlemleri "Başer Uçucu Yağ Bileşenleri Kütüphanesi" yanı sıra 

Wiley GC/MS, NIST, Adams ve MassFinder 3.1 Kütüphane Tarama Yazılımları 

kullanılarak yapılmıştır. 

A (polar kolon) 

60 ˚C'de 10 dak,  

4 ˚C/dak artışla 220 ˚C'ye,  

220 ˚C'de 10 dak,  

1 ˚C/dak artışla 240 ˚C'ye.  

 

B (apolar kolon) 

50 ˚C'de 0 dak, 

20 ˚C/dak artışla 100 ˚C'ye, 

100 ˚C'de 1 dak, 

30 ˚C/dak artışla 145 ˚C'ye, 

145 ˚C'de 2 dak, 

40 ˚C/dak artışla 220 ˚C'ye, 

220 ˚C'de 1 dak, 

30 ˚C/dak artışla 300 ˚C'ye, 

300 ˚C'de 5 dak. 
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BULGULAR ve TARTIŞMA 

p-Simen, 35 mikroorganizma ile bir önceki bölümde açıklanan metotlar 

kullanılarak biyotransformasyona bırakılmış, dönüşümlerin gerçekleşip 

gerçekleşmediği İTK ile kontrol edilmiştir. Mikroorganizmaların isimleri ve 

çalışmaların sonuçları Çizelge 4’te özetlenmiştir. 
 

Çizelge 4. Materyallerin biyotransformasyonları için kullanılan mikroorganizmalar ve 

çalışmaların sonuçları 

NO Mikroorganizma p-Simen (µl) 
Metabolit/

Adet 
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. 

tomato 
50 -  

64.  Saccharomyces cerevisiae 50 -  

65.  Sporobolomyces pararoseus 100 -  
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Çizelge 4. (Devam) Materyallerin biyotransformasyonları için kullanılan mikroorganizmalar 

ve çalışmaların sonuçları 

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 β-siklodextrin’e emdirilmiştir; + : transformasyon mevcut; - : transformasyon yok 

(İTK’ne göre);  *-İTK’ne göre 

 

p-Simen’in Mikrobiyal Transformasyonu 

35 mikroorganizma ile denemeler gerçekleştirilmiştir. Çizelge 2’de özetlenen 

sonuçlara göre ancak 4 mikroorganizma ile metabolit oluşumu belirlenmiştir. 

Biyotransformasyon sonucu oluşan metabolitlerin EI/MS değerleri ve kütle 

spektrumları ilgili başlıklar altında verilmiştir. 

Aspergillus niger NRRL 326 ve Aspergillus alliaceus NRRL 317 ile 

Mikrobiyal Transformasyon 

Bu mikroorgranizmalarla biyotransformasyon sonucu oluşan metabolitler İTK de 

teşhis edilmelerine rağmen, polar ve apolar kolona sahip farklı GC/MS 

sistemlerinde teşhis edilememiştir. Uçucu özellikte olmadıkları düşünülmüştür. 

Tanımlanabilmeleri için ileriki çalışmalarda farklı kromatografik yöntemlerle 

teşhis edilmeleri ve saflaştırılmaları mümkün olabilecektir. 

Phanerochaete chrysosporium BKM-F-1767 ile Mikrobiyal Transformasyon 

Bu mikroorganizma ile gerçekleştirilen çalışmalar sonucunda polar kolona sahip 

GC/MS sistemi ve A sıcaklık programı kullanılarak 7 metabolit tespit edilmiş, 

sadece 2 tanesi tanımlanmıştır. Tanımlanan metabolitler : p-simen-8-ol ve kumin 

alkoldür. Tüm metabolitlerin kütle spektrumları Şekil 12-18’de verilmiştir. 

Penicillium claviforme MR376 ile Mikrobiyal Transformasyon 

Bu mikroorganizma biyotransformasyon sonucu oluşan metabolitler İTK 

sisteminde belirlenmiştir. Polar kolona sahip GC/MS sisteminde 

gözlenememelerine  karşın apolar kolona sahip GC/MS sisteminde B sıcaklık 

program kullanılarak kütle spektrumları alınabilmiştir. Wiley ve NIST 

kütüphaneleri taraması sonucu spektrumları benzerlik gösteren bileşiklerin 

isimleri verilmiştir. 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 bileşiklerin kütle 

spektrumları Şekil 19-23’de verilmiştir.  
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Metabolit No: 1 (M1) 

Adı            : p-simen-8-ol 

EI/MS m/z :150 (M
+
), 135(100), 115, 105, 91, 77, 65, 59, 51, 43 

Kütle Spektrumu : Şekil 12’de verilmiştir. 

 

3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 1 0 0 1 1 0 1 2 0 1 3 0 1 4 0 1 5 0
0

5 0 0 0

1 0 0 0 0

1 5 0 0 0

2 0 0 0 0

2 5 0 0 0

3 0 0 0 0

3 5 0 0 0

4 0 0 0 0

4 5 0 0 0

5 0 0 0 0

5 5 0 0 0

6 0 0 0 0

6 5 0 0 0

7 0 0 0 0

m / z - - >

A b u n d a n c e

S c a n  6 3 9 2  ( 3 8 . 8 6 1  m in ) :  E C 2 6 E 1 . D \ d a t a . m s  ( -6 3 1 2 )  ( - )
1 3 5

4 3

9 1

1 5 0

6 5
1 1 57 7 1 0 55 1 5 9

1 2 81 2 1

 
Şekil 12. p-Simen-8-ol kütle spektrumu 

 

 

Metabolit No: 2 (M2) 

Adı            : tanımlanamadı 

EI/MS m/z :155 (M
+
), 132(100), 119, 103, 91, 83, 77, 65, 59, 43 

Kütle Spektrumu : Şekil 13’de verilmiştir. 

 

3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 1 0 0 1 1 0 1 2 0 1 3 0 1 4 0 1 5 0 1 6 0
0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

5 0 0 0

6 0 0 0

7 0 0 0

m / z -->

A b u n d a n c e

S c a n  6 8 6 8  (4 1 .1 5 3  m in ):  E C 2 6 E 1 .D \ d a ta .m s
1 3 2

1 1 9

4 3

9 1
5 9

1 5 57 7 1 0 38 36 5 7 1 1 0 95 3

 
Şekil 13. Metabolit No 2 kütle spektrumu 

 

OH
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Metabolit No: 3 (M3) 

Adı            : p-simen-9-ol kütle spektrumu ile benzerlik göstermiş, bu nedenle p-

simenol olduğu düşünülmüştür (Riffle ve ark., 1991). 

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

Kütle Spektrumu : Şekil 14’de verilmiştir. 

 

3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 1 0 0 1 1 0 1 2 0 1 3 0 1 4 0 1 5 0
0

5 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

1 5 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0

2 5 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0

3 5 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0

4 5 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0

5 5 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0

m / z - - >

A b u n d a n c e

S c a n  7 3 2 0  ( 4 3 . 3 3 0  m in ) :  E C 2 6 E 1 . D \ d a t a . m s
1 1 9

9 1
1 5 0

7 7 1 0 36 5
3 9 5 1

5 7 1 3 14 5 8 5 1 1 3

 
Şekil 14. Metabolit No 3 kütle spektrumu 

 

Metabolit No: 4 (M4) 

Adı            : Kumin Alkol 

EI/MS m/z :150 (M
+
), 135 (100), 119, 105, 91, 79, 77, 73, 65, 59, 51, 45, 39 

Kütle Spektrumu : Şekil 15’de verilmiştir. 

 

3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 1 0 0 1 1 0 1 2 0 1 3 0 1 4 0 1 5 0
0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0

2 5 0 0

3 0 0 0

3 5 0 0

4 0 0 0

4 5 0 0

5 0 0 0

5 5 0 0

6 0 0 0

6 5 0 0

m / z - - >

A b u n d a n c e

S c a n  7 7 3 1  ( 4 5 . 3 0 9  m i n ) :  E C 2 6 E 1 . D \ d a t a . m s
1 3 5

1 5 0

1 0 5

1 1 94 5 7 9 9 1

7 35 9

5 1
6 53 9

 
Şekil 15. Kumin alkol kütle spektrumu 

 

OH
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Metabolit No: 5 (M5) 

Adı            : tanımlanamadı 

EI/MS m/z :166 (M
+
), 151 (100), 133, 121, 105, 91, 77, 59, 51, 45, 43 

Kütle Spektrumu : Şekil 16’da verilmiştir. 
 

3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 1 0 0 1 1 0 1 2 0 1 3 0 1 4 0 1 5 0 1 6 0 1 7 0 1 8 0
0

2 0 0 0

4 0 0 0

6 0 0 0

8 0 0 0

1 0 0 0 0

1 2 0 0 0

1 4 0 0 0

1 6 0 0 0

1 8 0 0 0

2 0 0 0 0

2 2 0 0 0

2 4 0 0 0

m / z - - >

A b u n d a n c e

S c a n  1 1 2 7 0  ( 6 2 . 3 5 0  m in ) :  E C 2 6 E 1 . D \ d a t a . m s
1 5 1

4 3

9 1

5 9 7 7
1 2 1

1 3 31 0 5 1 6 65 1

6 8 1 7 5

 
Şekil 16. Metabolit No 5 kütle spektrumu 

 

Metabolit No: 6 (M6) 

Adı            : tanımlanamadı 

EI/MS m/z :192 (M
+
), 177, 164, 150(100), 133, 121, 103, 89, 73, 59, 45 

Kütle Spektrumu : Şekil 17’de verilmiştir. 
 

4 0 6 0 8 0 1 0 0 1 2 0 1 4 0 1 6 0 1 8 0 2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0
0

5 0 0 0

1 0 0 0 0

1 5 0 0 0

2 0 0 0 0

2 5 0 0 0

3 0 0 0 0

m / z -->

A b u n d a n c e

S c a n  1 2 0 2 8  (6 6 . 0 0 0  m in ):  E C 2 6 E 1 . D \ d a t a . m s
1 5 0

1 7 7

1 2 1
4 5

1 9 2

1 6 48 9

7 35 9
1 3 3

1 0 3
2 6 42 0 7 2 8 4

 
Şekil 17. Metabolit No 6 kütle spektrumu 
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Metabolit No: 7 (M7) 

Adı            : tanımlanamadı 

EI/MS m/z :166 (M
+
), 135(100), 118, 105, 91, 79, 67, 56, 45 

Kütle Spektrumu : Şekil 18’de verilmiştir. 
 

4 0 6 0 8 0 1 0 0 1 2 0 1 4 0 1 6 0 1 8 0 2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0
0

5 0 0 0

1 0 0 0 0

1 5 0 0 0

2 0 0 0 0

2 5 0 0 0

3 0 0 0 0

3 5 0 0 0

4 0 0 0 0

4 5 0 0 0

5 0 0 0 0

5 5 0 0 0

6 0 0 0 0

6 5 0 0 0

7 0 0 0 0

7 5 0 0 0

m / z - - >

A b u n d a n c e

S c a n  1 3 2 7 6  ( 7 2 . 0 1 0  m in ) :  E C 2 6 E 1 . D \ d a t a . m s
1 3 5

1 0 5

7 9
9 14 5 1 1 8 1 6 6

6 7

2 8 01 4 75 6 1 7 7 2 0 71 9 5

 
Şekil 18. Metabolit No 7 kütle spektrumu 

 

Metabolit No: 8 (M8) 

Kütüphane taraması sonucu çıkan benzer bileşikler :  

Bileşik Kütüphane 

3-metil-fenol Wiley7N 

3-metil-fenol NIST02 

2-metil-fenol  Wiley7N 

Kütle Spektrumu : Şekil 19’da verilmiştir. 

EI/MS m/z : 110 (M
+
), 109, 108(100), 107, 91, 89, 80, 79, 77, 74, 65, 63, 62 

 

 
Şekil 19. Metabolit No 8 kütle spektrumu 

OH

CH
3

CH
3

OH
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Metabolit No: 9 (M9) 

Kütüphane taraması sonucu çıkan benzer bileşikler :  

Bileşik Kütüphane 

Feniletil alkol NIST02 

Feniletil alkol Wiley7N 

Kütle Spektrumu : Şekil 20’da verilmiştir. 

EI/MS m/z : 122 (M
+
), 103, 93, 92, 91(100), 78, 77, 66, 65, 63, 52  

 
Şekil 20. Metabolit No 9 kütle spektrumu 

 

 

Metabolit No: 10 (M10) 

Kütüphane taraması sonucu çıkan benzer bileşikler :  

Bileşik Kütüphane 

3-hidroksi-benzaldehit Wiley7N 

4-hidroksi-benzaldehit  Wiley7N 

Kütle Spektrumu : Şekil 21’de verilmiştir. 

EI/MS m/z : 150 (M
+
), 135, 124, 123, 122, 121 (100), 107, 94, 93, 91, 79, 74, 66, 

65, 63, 61, 53 

 
Şekil 21. Metabolit No 10 kütle spektrumu 

 

 

OH

COH

OH

OH

COH
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Metabolit No: 11 (M11) 

Kütüphane taraması sonucu çıkan benzer bileşikler :  

Bileşik Kütüphane 

3-hidroksi-benzenmetanol Wiley7N 

3-hidroksi-benzenmetanol NIST02 

Kütle Spektrumu : Şekil 22’de verilmiştir. 

EI/MS m/z : 125 (M
+
), 124, 123, 121, 107, 106, 96, 95, 79, 78, 77 (100), 67, 65 

 
Şekil 22. Metabolit No 11 kütle spektrumu 

 

 

Metabolit No: 12 (M12) 

Kütüphane taraması sonucu çıkan benzer bileşikler :  

Bileşik Kütüphane 

2-Metil-2-(4'-metoksifenil)pentanon-4 NIST02 

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

Kütle Spektrumu : Şekil 23’de verilmiştir. 

EI/MS m/z : 150 (M
+
), 149(100), 145, 122, 121, 115, 103, 93, 91, 78,  77, 75, 65 

 
Şekil 23. Metabolit No 12 kütle spektrumu 

 

 

CH
2
OH

OH
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SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Ticari olarak piyasada bulunan p-simen ile 35 farklı mikroorganizmanın 

biyotransformasyonu incelenmiş, oluşan metabolitler önce ince tabaka 

kromatografisi yöntemiyle izlenmiştir. Daha sonra metabolitlerin 

tanımlanabilmesi için gaz kromatografisi/kütle spektrometrisi sistemlerinden ve 

çeşitli kütüphanelerden yararlanılmıştır. Çizelge 4 de özetlendiği gibi sadece 4 

mikrooorganizma ile dönüşüm gerçekleşmiştir. 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 oluşan metabolitler İTK de dedekte edilmelerine 

rağmen, polar ve apolar kolona sahip farklı GC/MS sistemlerinde tespit 

edilememiştir. Uçucu özellikte olmadıkları düşünülmüştür. Tanımlanabilmeleri, 

ileriki çalışmalarda farklı kromatografik yöntemlerle teşhis edilmeleri ve 

saflaştırılmaları ile mümkün olabilecektir. 

p-Simen’in Phanerochaete chrysosporium BKM-F-1767 ile biyotransformasyonu 

sonucu toplam 7 metabolit oluşmuştur (metabolitler M1-M7; Şekil 24). 

Metabolitler GC/MS polar kolonda gözlenmiş, kütle spektrumları alınmış ve 

bunlardan sadece ikisi tanımlanmıştır. Tanımlanan metabolitler p-simen-8-ol ve 

kumin alkol’dür. Bu iki bileşik doğal bileşikler olup daha önce çeşitli uçucu 

yağların bileşiminde bulunuşları bildirilmiştir (Başer ve ark., 2006; Sagar ve ark., 

2005; Salido ve ark., 2004). 

p-Simen’in Penicillium claviforme MR376 ile biyotransformasyon sonucu oluşan 

metabolitler GC/MS apolar kolonda gözlenmiş ve bu metabolitlerin kütle 

spektrumları verilmiştir (metabolitler M8-M12; Şekil 25). 

 

OH

OH

Phanerochaete

chrysosporium

p-simen-8-ol

+

kumin alkol

+ M2 M3 M5 M6 M7+ + + +

p-simen

(M+ 155) (M+ 150) (M+ 166) (M+ 192) (M+ 166)

M1 M4

 

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

 

 

p-simen

Penicillium claviforme
M8 M9 M10 M11 M12+ + + +

(M+ 110) (M+ 122) (M+ 150) (M+ 125) (M+ 150)

 
 

Şekil 25. Penicillium claviforme MR376 ile p-simenin biyotransformasyonu 
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Kaynak taramalarında rastlanan aktivite çalışmalarında, 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  mikroorganizmalarına karşı minimum inhibisyon 

konsantrasyonu (MİK), sırasıyla 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 µL/mL bulunmuştur (Pina-Vaz ve ark., 2004). 

Ayrıca zayıf antioksidan etki gösterdiği belirtilmiştir (Haraguchi ve ark., 1997). 

Asetilkolinesteraz aktivitesi inhibisyonu çalışmasında p-simen, etkisiz 

bulunmuştur (Miyazawa, 1997). 

Kumin alkol (p-simen-7-ol), yapılan çalışmada butillenmiş hidroksi anisol’ün 

(BHA) etkisine yakın güçlü antioksidan etki göstermiştir (Fadel ve ark., 1999). 

Tanımlanamayan metabolitler için daha büyük ölçekte biyotransformasyon 

çalışmaları yapılarak bu metabolitlerin preparatif kromatografik yöntemlerle elde 

edilmeleri ve tanımlanmaları mümkün olacaktır. Tanımlanan metabolitler, kumin 

alkol ve p-simen-8-ol, bu çalışmada belirlenen mikroorganizmalar yardımıyla p-

simen’den hareketle bol miktarda elde edilerek biyoaktiviteleri açısından 

değerlendirilebilecektir. Doğal yollarla elde edilen bu doğal bileşiklerin ilaç ve 

gıda ürünlerinde, ayrıca tad ve koku katkısı olarak gıdadan temizlik ürünlerine 

kadar çok çeşitli alanlarda değerlendirilmeleri de mümkün olabilecektir. 
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