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ONSOZ

Giliniimiizde, ilag, koku ve tat maddesi olarak kullanilabilen dogal
bilesikler her giin biraz daha énem kazanmaktadir. Bu bilesiklerin ¢ogunlugunu
terpen yapisinda olanlar ve 6zellikle de monoterpenler olusturmaktadir.

Dogal monoterpenlerden biyotransformasyonlarla olusturulan dogal
tiirevler de bu anlamda 6nemlidir. Monoterpen yapisindaki bu dogal bilesiklerden
biyotransformasyonla elde edilen tiirevler de dogal kabul edilmekte, ¢ok daha
etkin biyolojik aktiviteye, farkli koku ve tat Ozelliklerine sahip olabilmektedir.
Calismamizda dogada bol bulunan bazi monoterpenlerden hareketle olusturulan
yeni tiirevlerin biyolojik etkileri incelenerek ila¢g olma potansiyellerinin ortaya
konmas1 amaglanmaistir.

Bu calismanin gergeklestirilmesinde TUBITAK-106T117 ve BAP-060325
numarali projelerin altyapisindan yararlanilmistir.

Tez calismam siiresince yardim ve desteklerini esirgemeyen, her zaman
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OZET

Dogal aromatik maddelerin biyotransformasyonla olusan tiirevleri dogal ilag,
koku ve tat maddeleri olarak 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada a-fellandren ve bu
monoterpeni ana madde olarak tasiyan Schinus molle L. (Anacardiaceae) ugucu
yag1 substrat olarak, 22 farkli mikroorganizma (bakteri, fungus ve maya) ile
biyotransformasyona tabi tutulmustur.

Olusan metabolilerden 10’u spektroskopik yontemler kullanilarak tanimlanmaig, 6-
hidroksipiperiton, a-fellandren epoksit, cis-p-ment-2-en-1-ol ve
karvotanaseton’un, (R)-(-)-a-fellandrenin biyotransformasyonuyla olustugu ilk
kez bu calisma ile bildirilmistir. Ayn1 zamanda ugucu yagin ana maddeleri olan
limonen ve  a-fellandrenin  ticari  numuneleri ile  gergeklestirilen
biyotransformasyonlar sonucu izole edilerek yapis1 aydinlatilan, 8-p-menten-1,2-
diol ve 5-p-menten-1,2-diol’lin in vitro antibakteriyal, antikandidal, antioksidan
ozellikleri ve Vibrio fischeri biyoliiminesan yontemi ile akut toksisiteleri
incelenmistir. Sonu¢ olarak limonenden elde edilen 8-p-menten-1,2-diol
metabolitinin 6zellikle Bacillus cereus ve metisiline direngli Staphylococcus
aureus’a (MRSA) karsi ampisilinden daha kuvvetli antibakteriyal etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 sekilde 5-p-menten-1,2-dioliin, baslangic maddesi olan
a-fellandrenden ¢ok daha kuvvetli antibakteriyal ve antikandidal etkiler kazandig:
ve Vibrio fischeri biyoliminesan yontemi ile toksik etkisinin olmadig
belirlenmistir.

Kaynaklarda pek az 6rnegi olan bir ugucu yagda dogrudan biyotransformasyon
arastirmasi iilkemizde ilk kez gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Schinus molle, ugucu yag, a-fellandren, biyotransfomasyon,
biyolojik aktivite
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ABSTRACT

Derivatives of natural and aromatic compounds obtained by biotransformation
constitute an important resource for natural pharmaceutical, fragrance and aroma
substances. In this present work the monoterpene a-phellandrene and the essential
oil of Schinus molle L. (Anacardiaceae) containing this constituent as major
compound were biotransformed by 22 different microorganisms (bacteria, fungi
and yeasts). 10 metabolites were characterized by spectroscopic methods, where
6-hydroxypiperitone, a-phellandrene epoxide, cis-p-menth-2-en-1-ol and
carvotanacetone originated from (R)-(-)-a-phellandrene were reported for the first
time in this study. Furthermore, individual biotransformation studies with the
major essential oil constituents limonene and o-phellandrene obtained from
commercial sources yielded 8-p-menthen-1,2-diol and 5-p-menthen-1,2-diol. Also
substrates and metabolites were subjected to in vitro antibacterial, anticandidal
and acute toxicity test (bioluminescent Vibrio fischeri). The biotransformation
metabolite 8-p-menten-1,2-diol from limonene showed inhibitory activity towards
the pathogens Bacillus cereus and methicilline resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) better than the substrate and the standard antimicrobial ampicilline. The
metabolite 5-p-menthen-1,2-diol obtained from the substrate o-phellandrene
showed also good inhibitory activities against various bacteria and Candida
species with relatively non-toxic properties detected by the Vibrio fischeri
bioluminescence assay.

Only a few studies on the biotransformation of essential oils were conducted
according to the literature search, where this work is the first example for Turkey.

Key words: Schinus molle, essential oil, a-phellandren, biotransformation,
bioassays
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GIRIS VE AMAC

Gliniimiizde, ilag, koku ve tat maddesi olan dogal bilesikler hergiin biraz daha
onem kazanmaktadir. Bu bilesiklerin ¢ogunlugunu terpen yapisinda olanlar ve
Ozellikle de monoterpenler olusturmaktadir.

Dogal monoterpenlerden biyotransformasyonlarla olusturulan dogal tiirevler de bu
anlamda 6nemlidir. Yeni olusan tiirevler, baslangic maddelerinden kuvvetli ve
farkli aktivitelere sahip olabildikleri gibi, koku ve tat 6zellikleri ile de farkli
karakterlerde bilesikler olarak dikkat ¢gekmektedir.

Bu gelismelerden hareketle tez kapsaminda heniiz tiizerinde pek az
biyotransformasyon aragtirmasi yapilmig bir monoterpen olan a-fellandren
kullanilmistir. a-Fellandren kaynagi olarak, Tirkiye’nin dogal bitkisi olmamakla
birlikte siis bitkisi olarak yetistirilen Schinus molle L. meyve ugucu yagi
kullanilmasmin uygun olacagi diistinilmiistiir. Dogrudan ugucu yag ve ana
bilesikleri olan a-fellandren ve limonen iizerinde koleksiyonumuzda mevcut
mikroorganizmalar ile transformasyon c¢alismalar1 planlanmigtir.  Olusan
metabolitlerden miktar1 fazla olanlarin besi ortamindan ekstraksiyonu, izolasyonu
ve yapt tayinlerinin yapilmasi amaclanmistir. Diisiik miktarlarda olusan
metabolitler ise uygun ekstraksiyonlar sonucu GK/KS analizleri ile
tanimlanabilmektedir.

Saflagtirildiktan sonra spektroskopik olarak yapt tayini gergeklestirlern
metabolitlerin antibakteriyal, antikandidal, antioksidan aktivitelerinin ve Vibrio
fischeri biyoliiminesan yontemi ile akut toksisitelerinin belirlenmesi ¢alismanin
ikinci kismini olusturmustur.

Biyotransformasyonla elde edilen metabolitlerin her biri dogal bilesikler olarak
kabul edilmekte ve tedavi alaninda kullanim potansiyeline sahip olabilmektedir.
Standart maddelerden daha fazla antibakteriyal, antikandidal, antioksidan aktivite
gostermeleri halinde, elde edilen metabolitler potansiyel ilag hammadesi olarak
sunulacaktir.



KAYNAK BILGIiSi
Ucucu Yaglar ve Bilesimleri

Ugucu yaglar bitkilerden veya bitkisel droglardan elde edilen 6zel kokulu, oda
sicakliginda sivi halde olan ugucu maddeler karisimidir. Ugucu yaglar genellikle
bitkinin bagh oldugu familyaya gore belli bir oranda salgi tiiylerinde, salgi
ceplerinde, salgi kanallarinda veya salgi hiicrelerinde bulunurlar. Ugucu yag
tasiyan aromatik bitkiler genellikle sicak iklim bolgelerinde yetisirler. Tiirkiye'nin
Akdeniz Bolgesi bu bitkilerce zengindir. Ugucu yag tasiyan bitkiler ozellikle
Compositae, Coniferae, Rutaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Rosaceae, Lamiaceae,
Umbelliferae, Iridaceae, Zingiberaceae ve Graminae familyalarinda bulunurlar
(Baser ve Demirci, 2007).

Ugucu yaglar genellikle hidrokarbonlar ve hidrokarbonlarin  oksijenli
tirevlerinden meydana gelmislerdir. Bunlar arasinda alkoller, asitler, esterler,
aldehitler, ketonlar, aminler ve kiikiirtli bilesikler de yer alir. Ugucu yaglarda
baslica terpenoitler bulunur. Bunlar, genel terpenler formiiliine [(CsHg),] uyan
maddelerdir ve izopren molekiillerinin kondensasyonu ile meydana gelirler.
Ucucu yaglarda en ¢ok mono-, seski- ve diterpenler ile bunlarin oksijenli tiirevleri
mevcuttur. Bunlar disinda fenil propanoitler, yag asitleri ve esterleri, kumarinler,
ftalatlar ile parafinler de bazi ugucu yaglarin bilesimine girmektedir (Evans, 1996;
Baser ve Demirci, 2007).

Kullanilan Bitkisel Materyalin Botanik Ozellikleri
Anacardiaceae familyasinin ozellikleri

Genellikle kabuklart recineli agaclar ve calilardir. Yapraklar alternat, basit,
trifoliat veya pinnat, stipiilsiiz, ¢igekler ucta veya yaprak koltuklarinda panikula
durumunda, erdisi veya tek eseyli, cogunlukla aktinomorf simetrilidir. Sepaller 3-
5, kaidede birlesmis veya nadiren hi¢ yoktur. Petaller, 3-5 serbest veya kaidede
birlesik veya nadiren hi¢ yoktur. Stamenler petallerin iki kat1 kadar, nadiren daha
cok veya az, iki halkada dizilmislerdir. Pistil 1, ovaryum {ist durumlu, genellikle 1
lokuluslu ve 3 karpelli, nadiren 5 lokulus ve karpelli, oviiller her lokulusta tek,
anatrop, plasentasyon parietal veya basal goriiniisliidiir. Meyve tipi drupadir.

Cogunlukla tropik, subtropik ve iliman bolgelerde yayilis gdsteren familyanin
yaklasik 77 cins ve 600 kadar tiirii bulunmaktadir. Ulkemizde Cotinus, Rhus ve
Pistacia olmak {izere 3 cins ve bunlara bagh 9 tiirle temsil edilmektedir. Tezde
bahsi gecen ve iilkemizde Ege ve Akdeniz bdlgelerinde siis bitkisi olarak
yetistirilen Schinus tiirleri ise Tiirkiye Florasi’nda yer almamaktadir (Davis, 1972;
Se¢men ve ark., 1995).

Schinus molle L. tiiriiniin genel ozellikleri

Peru biber agaci, yalanci karabiber veya kirmizibiber agaci olarak da
isimlendirilen S. molle, herdem yesil, 15 metreye kadar uzanabilen, ince, uzun,
asag1 sarkik, dagmik dalli, kirmizi-siyah kabuklu, sarkik formlu bir agagctir.
Yapraklar almasl, yaprak sap1 uzun, asag: sarkik, bilesik yaprak seklinde, 15-30
yaprakeikli, yaprak¢iklar mizraks: yesil renklidir. Cigekler asagi sarkik salkim
durumunda, yesilimsi sar1 renklidir. Erkek ve disi cigekler ayr1 bitkilerdedir.



Meyve cekirdekli sulu, kiiremsi yuvarlak ve kirmizi renkli, yaz aylarinda
olgunlasip dokiilmeden agac iizerinde uzun siire kalmaktadir.

Giinesli yerlerde ve iliman iklimlerde yetisir. Kumlu, derin, verimli topraklari
tercih etmektedir. Tohumla iiretilebilir. Vatan1 Peru olup, lilkemizde daha ¢ok
Akdeniz ve Ege kiyilarinda siis bitkisi olarak yetistirilmektedir (Yiicel, 2005).

Schinus molle Bitkisinin Halk Arasindaki Kullanim

Dogal yayilim alani olan Peru’da halk arasinda infiizyon seklinde tansiyon
diisiiriicti ve idrar soktiirlicii olarak ¢ok yaygin bigimde kullanilmaktadir (Bello ve
ark., 1998; Marzouk ve ark., 2006). Yunanistan’da meyvelerin bazi alkolli
ickilerin bilesiminde yer aldiklart bildirilmistir (Bernhard ve ark., 1983).
Ulkemizde genellikle siis bitkisi olarak yetistirilen S. molle’nin meyveleri halk
arasinda istah acici ve hazmettirici olarak, yapraklar1 dis ve agiz hastaliklarinda
antiseptik olarak kullanilmaktadir. Baz1 yorelerde de baharat olarak karabiber
yerine kullanilmaktadir (Baytop, 1999; Ertug, 2004).

Schinus molle Ugucu Yagimin Bilesimi

Cesitli yontemlerle elde edilmis ve analizleri yapilmis S. molle ugucu yaglar ile
yapilmis 6nceki ¢alismalarin ayrintilar1 Cizelge 1°de verilmistir.

Cizelge 1. S. molle Ugucu Yagi ile Yapilan Calismalar ve Rapor Edilen Ana Bilesikleri

Toplandigr | Kullanilan | Yag % | Ana bilesikleri* Kaynak
bolge kismi Verimi
Sardunya, Yaprak 0.7 a-fellandren: %25, B-fellandren+ | Marongiu ve ark.,
Italya limonen: %21, elemol: %14, ao- | 2004
o6desmol: %11
[zmir- Meyve 4.3 o-fellandren: %22, B-fellandren: | Bagser ve ark.,
Giizelbahge %10, limonen: %10 1997
[zmir- Meyve 3.14 o-fellandren: %38, B-fellandren: | Bagser ve ark.,
Bornova %12, limonen: % 12 1997
[zmir- Yaprak 1.67 o-fellandren: %46, B-fellandren: | Bagser ve ark.,
Bornova %13, limonen: % 14 1997
Liguria, Meyve 2.0 a-fellandren: %55, B-fellandren: | Maffei ve ark.,
Italya %15, limonen: % 14 1990
Liguria, Yaprak 1.6 o-fellandren: %30, elemol: %13, | Maffei ve ark.,
Italya B-fellandren: %9 1990
Hindistan Yaprak 2.3 B-fellandren + limonen: %25, a- | Dikshit ve ark.,
fellandren+mirsen: %13,  B- | 1986
karyofilen: %11

* GK Sonuglaria Gére %5’in Uzerindeki Bilesiklerin Relatif % Degerleri



Schinus molle Ugucu Yag ve Ekstrelerinin Biyolojik Etkileri

Daha once yapilan ¢alismalarda Schinus molle meyve ve yapraklarindan ugucu
yag disinda tanen, alkaloit, flavanoit, steroidal saponin, sterol, terpen, zamk ve
recine gibi gesitli maddeler izole edilmis ve tanimlanmistir (Ferrero ve ark.,
2006). Bitkinin farkli ¢oziiciiler ile elde edilen ekstrelerinin biyolojik etkileri ile

ilgili aragtirmalar Cizelge 2’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2. Schinus molle’nin Biyolojik Etkileri
g yoloj

Aktivite Etkili kisitm | Yontem Doz/Sonu¢ Kaynak
Analjezik ve | Yaprak- Motilite testi, kimyasal, | LDs:130 mg/kg | Barrachina
santral depressor | CH,Cl, mekanik ve termal [+++ ve ark.,
ekstresi uyarilma 1997
Kok- Mikro diliisyon 500 pg/ml
MeOH R .
. Haemophilus influenzae [+ Salinas ve
ekstresi ark.. 2007
Antibakteriyel B
Meyve- Mikro diliisyon 62.5 pg/ml
MeOH
ekstresi Streptoco_ccus [++
pneumoniae
Antidepresan Yaprak- Rat kuyruktan asma testi 30 mg/kg Machado
Hekzan j. ve ark.,
ekstresi 2007
Antikandidal Yaprak- Candida  albicans-disk 105 ng/ml Schmourlo
Su ekstresi diftizyon ve ark.,
[++
2005
Antioksidan Izole edilen | Lipid peroksidasyon ICs0: 4.5-6.3uM | Marzouk
flavon . e . ve ark.,
glikozitleri Serbest radikal siipiiriicii 1Cso: 27-45uM 2006
Stiperoksit siipiiriicii etki I1Cso: 151 uM
Antitiiberkiiloz Meyve- Mikroplak Alamar Blue 125 pg/ml Salinas ve
Hekzan Mycobacterium ark., 2007
. . [+
ekstresi tuberculosis
Antitiimoral Yaprak- Hepatoseliiler karsinoma | 1Csq: 50pg/ml Ruffa ve
MeOH hiicre inhibisyonu, . ark., 2002
ekstresi ELISA
Bocek kovucu Meyve- Triatoma infestans %1.5 (a/h) Ferrero ve
hekzan larvasi; kovucu etki ark., 2006
; [+++
ekstresi
Fungitoksik Yaprak “Poisoned food” teknigi 500 ppm Dikshit ve
Ugucu yagt jn ark., 1986




Cizelge 2. (Devami) Schinus molle’nin Biyolojik Etkileri

Aktivite Etkili kisstm | Yontem Doz/Sonug Kaynak
Bocek oldiiriicii Meyve- Triatoma infestans %0.5 (a/h) Ferrero ve
hekzan yumurtasi; ovisidal etki ark., 2006
. [+++
ekstresi
Kas gevsetici Yaprak- Rat uterusu ve domuz 100 mg/ml Bello ve
CH,CI, ileumu in-vitro kontraktil ark., 1998
; . [++
ekstresi etki

+++: kuvvetli, ++: orta derecede, +: zayif etki

Monoterpenler

Monoterpenler iki izopren molekiiliinden olusan 10 karbonlu bilesiklerdir.
Genelde ugucu yag ve oleorezinlerin temel bilesenlerindendir. Dogadaki tiim
canlilar genellikle sekonder metabolit olarak cesitli izopren tiirevlerini
sentezlemektedir. Baslarda yalnizca mevalonat yoluyla sentezlendigi diisiiniilen
izoprenin, 1993 yilindan sonra yapilan arastirmalarda ozellikle prokaryotlarda
deoksiksiloz-5-fosfat yolundan sentezlendigi de belirlenmistir (Eisenreich ve ark.,
1997; McCaskill ve Croteau, 1998; Lange ve Croteau, 1999). Dogada izopren
tirevi olan tanimlanmis yaklasik 40 bin bilesik mevcuttur (Trudgill, 1990;
Withers ve Keasling, 2007). Monoterpenlerin onceleri sadece yedek karbon
kaynagi olarak sentezlendikleri diisiiniilse de, yapilan son arastirmalarla ortaya
cikarilan ¢esitli Ozellikleri, bitkilerin 6nemli bir savunma ve ¢ogalma aract
olduklarini gostermistir (Carvalho ve Fonseca, 2006).

Monoterpenler sahip olduklar1 dogal koku ve tat 6zellikleri ile yeni molekiillerin
sentezlenmesinde baslangic maddesi olarak gida, ilag ve kozmetik sanayinde ¢ok
yaygin bi¢imde kullanilmaktadir. 1994 yilinda yapilan bir arasgtirmada tim
diinyada yilda 10 milyar dolarlik koku ve tat maddeleri tiikketimi oldugu
bildirilmistir. Tiketim parametreleri incelendiginde, halen ¢ogunun sentetik
olarak tiretildigi bilinen bu tip maddelerin yerine dogal ya da biyotransformasyon
kaynakli olanlarinin tercih edildigi bildirilmistir (Cheetham, 1999; Vandamme ve
Soetaert, 2002).

Bu boéliimde Schinus molle ugucu yaginin ana bilesikleri olan monoterpen
yapisindaki limonen ve a-fellandren hakkinda derlenen bilgiler 6zetlenecektir.

Limonen

Bilinen en onemli ve genis kullanim alanina sahip olan terpenlerler arasinda yer
alir. Parflimeri ve gida endiistrisinde, ayrica polimer ve yapistirict kimyasi
alanlarinda ¢ok yaygin bicimde kullanilmaktadir. Farkli fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahip iki dogal formu mevcuttur (Cizelge 3). Genellikle ugucu
yaglarda rasemik karigimlar halinde bulunurlar. [(R)-(+)- veya d-] formu % 90
oraninda narenciye esanslarinda, [(S)-(-)- veya I-] formu ise ¢am yaprak ugucu
yaglarinda ve bazi Mentha tiirlerinde bulunmaktadir. Sentetik olarak terementi
hidrasyonu ile de rasemik formu (dipenten) elde edilmektedir (Van der Werf ve
ark, 2000).



Cizelge 3. Limonen’in Baz1 Fiziko-kimyasal Ozellikleri ve Spektral Verileri

(ClOHlG)
Limonen

7
1
6 2
5 3
74
10/&9

(R)-(+) veya (d-)
CAS: 5989-27-5

(S)-(-) veya (1)
CAS: 5989-54-8

Kaynama noktas1 | 176-177°C 175-177°C

Yogunluk (d) 0.842 gr/ml

Optik ¢evirme +126.8° -122.6°

Molekiil agirlig: 136.24

'H NMR (400 MHz-C¢Dy): & 1.67 (s, 3H), 1.75 (s, 3H), 4.70 (m, 2H), 5.42 (m, 1H)
83C NMR (75 MHz- CDg):  20.5 (C-9), 23.5 (C-7), 27.9 (C-5), 30.5 (C-3), 30.7 (C-

6), 41.5 (C-4), 108.6 (C-10), 120.6 (C-2), 133.2 (C-1), 150.5 (C-8).

Kiitle spektrumu

miz: 136 (M*), 121, 107, 93, 79, 68 (100), 53, 41

Koku 6zellikleri Limon, portakal Camsi, terementi kokulu
Sinonimleri 1-metil-4-(1-metiltenil) siklohekzen, 4-izopropenil-1-metilsiklohekzan, p-
menta-1,8-dien, sitren, hesperiden, diizopren, terpilen, sinen, kajeputen,
karven .
Kaynaklar Conolly ve Hill, 1991; Rahman ve Ahmad, 1992; Bauer ve ark., 2001;
Guerrini ve ark., 2006.
a-Fellandren

Yapilan kaynak taramasinda Schinus tiirleri disinda ugucu yaginda yiiksek oranda
a-fellandren tasiyan bitkiler arasinda 6zellikle Eucalyptus,
Juniperus, Boswelia, Mentha ve Pinus cinslerine ait bazi tiirler sayilabilir. a-
Fellandren’in fizikokimyasal ve koku 6zellikleri birbirinden farkli, (R)-(+) ve (S)-

(+) olarak iki izomeri vardir (Cizelge 4).

Piper,




Cizelge 4. a-Fellandren’in Baz1 Fiziko-kimyasal Ozellikleri ve Spektral Verileri

(C1oH16) !
o-Fellandren !
6 2
5 3
H 4
9 A\lo
(R)-(-) veya (I-) (5)-(+) veya (d-)
CAS: 99-83-2 CAS: 2243-33-6
Kaynama noktas1 | 174°C 175-176°C
Yogunluk 0.835 gr/ml
Optik ¢evirme -217° +49.1°

Molekiil agirlig: 136.24

'H NMR (400 Mhz-C¢Ds): & 0.89-0.91 (2d, 6H), 1.68 (m, 1H), 1.74 (s, 3H), 1.95-
2.15 (m, 2H), 2.05 (m, 1H), 5.46 (m, 1H), 5.71 (dd, 1H), 5.78 (dt, 1H)

3C NMR; (75 Mhz- CgDs) 8 20 (C-9,10), 21.1 (C-7), 31.4 (C-8), 39.9 (C-4), 120.5
(C-2), 128.5 (C-5), 130 (C-6), 131.2 (C-1).

Kiitle spektrumu m/z: 136 (M), 121, 105, 93 (100), 91, 77

Koku ozellikleri Narenciye, terpenik, hafif yesil ve | Ot ve dereotu kokulu
karabiber benzeri

Sinonimleri 2-Metil-5-(1-metiletil)-1,3-siklohekzadien, 5-izopropil-2-metil-1,3-
siklohekzadien, p-menta-1,5-dien.

Kaynaklar Mosciano ve ark.,1991; Rahman ve Ahmad, 1992; Koppenhoefer ve ark.,
1994; Leung ve Foster,1996; Howard ve Meylan, 1997; Guerrini ve ark.,
2006.

Monoterpenlerin Biyolojik Etkileri

Monoterpenler uzun yillardir, sahip olduklar1 antibakteriyel, antifungal, antiviral,
rubefiyan, istah acgici, gaz giderici, analjezik, anestezik, antienflamatuvar,
antitlissif, antiakne, antidiabetik vb. etkilerinden dolayr bir¢cok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir (Grayson, 1998, Demirci, 2000).

Yapilan son calismalarda monoterpenlerin bazi tiimor tiplerinde koruyucu ve
tedavi edici 6zellikleri bildirilmistir. Ornegin, d-limonenin metastaz halindeki
gastrik tiimorlerde antianjiyojenik ve proapoptotik etki gosterdigi saptanmistir
(Edris, 2007). Bu boliimden itibaren, oOzellikle ¢alismamizda kullanilan
monoterpenlerin biyolojik aktivite bulgularina yer verilmistir.



(R)-(+)-Limonen’in biyolojik etkileri

(R)-(+)-Limonen ile yapilmis ¢ok sayida biyolojik etki g¢alismasi mevcuttur.
Bunlar arasinda, antimikrobiyal, antispazmodik, antienflamatuvar, antimutajenik,
antimalaryal, antitiimor, antiiilser, antiviral, karsinogenez inhibisyonu, sitotoksik,
antidepresan, mutajenik, insektisit, fitotoksik, psikotropik, mollusksidal,
hiperlipidemik, hipotermik, hiperkolesterolemik, platelet agregasyon, irritan ve
sekretolitik aktivite ¢alismalar1 sayilabilir. Bu arastirmalardan sadece pozitif etkili
sonuclara sahip olanlar Cizelge 5’de ayrintili sekilde verilmistir.

Cizelge 5. (R)-(+)-Limonenin Bazi Biyolojik Etkileri

Aktivite/Yontem Organizma Sonu¢* Kaynak
Antimikrobiyal / Candida albicans 1000 ppm Tampieri ve ark.,
Agardiliisyon 2005
Mikrodiliisyon Staphylococcus aureus 2.77 ppm Oumzil ve ark,
2002

S. simulans 5.55 ppm

S. saprophyticus 2.77 ppm

Entrococcus sp. 5.55 ppm

Bacillus antrachis 2.77 ppm

Escherichia coli 5.55 ppm

Klebsiella pneumoniae 2.77 ppm

Pseudomonas aeruginosa 5.55 ppm

Citrobacter freundii 11.1 ppm

Enterobacter avium 2.77 ppm

Proteus mirabilis 5.55 ppm

C. albicans 2.77 ppm

C. glabrata 2.77 ppm
Disk diflizyon C. albicans 19 mm Filipowicz ve ark.,
4 pl /disk 2003

Serratia marcescens 9 mm

Klebsiella pneumoniae 7 mm

Acinetobacter baumanii 13 mm

S.aureus 12 mm

*: MIK degeri (ppm, mg/ml) veya inhibisyon zon gap1 (mm)



Cizelge 5. (Devam) (R)-(+)-Limonenin Bazi Biyolojik Etkileri

Aktivite/Yontem Organizma Sonu¢* Kaynak
Mikrodiliisyon Bacillus cereus 3mg/ml | Vuuren ve Viljoen.,
2007
Enterococcus faecalis 27 mg/ml
S. aureus 13 mg/ml
E. coli 11 mg/ml
P. aeruginosa 4 mg/ml
K. pneumoniae 12 mg/ml
Moraxella catarrhalis 8 mg/ml
Cryptococcus neoformans 3 mg/ml
Makrodiliisyon Listeria monocytogenes 0.27- Mourey ve Canillac,
0.66 ppm | 2002
Disk difiizyon E. coli 12mm | Agarwal ve ark.,
5 whidisk E. faecalis 10 mm 2002
S. typhi 12 mm
S. aureus 13 mm
Mycobacterium smegmatis 12 mm
Streptococcus mutans 23 mm
B. cereus 13 mm
Microsporum gypseum 30 mm
Aspergillus niger 33 mm
A. flavus 25 mm
Trichophyton rubrum 15 mm
Sporothrix schenckii 23 mm
C. albicans 17 mm
Sitotoksik /XTT testi Hiicre kiltiira- CCD-19Lu aktif Rolseth ve ark., 2002
200 mM
Antimutajenik/Agar-plak Salmonella typhimurium 100 uM | Shamon ve ark., 1994

*: MIK degeri (ppm, mg/ml) veya inhibisyon zon ¢ap1 (mm.)




Cizelge 5. (Devam) (R)-(+)-Limonenin Bazi Biyolojik Etkileri

Aktivite/Yontem Organizma Sonuc* Kaynak

Antiiilser/Intragastrik in-vivo Rat 40 mg/kg Rodriguez ve ark.,
1994

Karsinogenez Hiicre kiiltiirii 1-5 mM Saleh ve ark., 1998

inhibisyonu/RPMI-8402

hiicreleri

Insektisit/Repellent test Culex pifiens 0.6 ng/ml Tanida ve ark., 1991

Mollusksidal/mortalite Biomphlaraia glabrata 50 ppm Bezerra ve ark.,

testi 1981

Platelet agregasyon Tavsan 100 mg/ml Rasheed ve ark., 1984

inhibisyonu/Arasidonik

asit inhibisyonu

Toksisite (LDsp) Rat-oral doz 400 mg/kg De Barros ve ark.,
2000

*: MIK degeri (ppm, mg/ml) veya inhibisyon zon gap1 (mm.)

a-Fellandrenin biyolojik etkileri

a-Fellandren ile ilgili yapilan kaynak taramalarinda oldukca smirli sayida
biyolojik aktivite ¢alismasina rastlanmistir (Cizelge 6).

izelge 6. a-Fellandren’in Biyolojik Etkileri
g Yyoloj

Aktivite Yontem Sonug¢ Kaynak

Antiankilostomiazis | Ancylostoma caninum, insan 1-1.6 ml/kg | Smille ve Pessoa,
ve kopekte oral doz inaktif 1924

Antibakteriyel Agar-plak inaktif Ross ve ark., 1980

E. coli, P. aeruginosa,
S. aureus, B. cereus

Antifungal Agar-plak inaktif
Penicillium cyclopium,
Trichoderma viridae,

Aspergillus aegyptiacus

Hiperkolesterolemik | in-vivo 14 giin boyunca diyet %1 Imaizumi ve ark.,

ilavesi akiif 1985
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izelge 6. (Devam) a-Fellandren’in Biyolojik Etkileri
g yoloj

Aktivite/Yontem Organizma Sonug Kaynak

Hiperlipidemik in-vivo 14 giin boyunca %1 inaktif Imaizumi  ve ark,
oraninda diyet ilavesi 1985

Karsinojenik in-vivo Rat deri timori %10 timo6r | Homburger ve Boger,
artisl 1968

Kilo azaltici in-vivo 14 giin boyunca %1 | inaktif Imaizumi  ve ark,,
oraninda diyet ilavesi 1985

Toksisite Oral doz, 1 ml/kg, Kopek inaktif Smillie ve Pessoa,
1924

Biyotransformasyon (Mikrobiyal Transformasyon)

Biyotransformasyon terimi, in vivo sartlarda viicuda giren yabanci maddelerin
enzimler ile zararsiz hale getirilmesi reaksiyonlarimi (metabolizasyon) ifade
etmektedir. Bunlar 6zellikle karacigerdeki enzimler tarafindan gerceklestirilen bir
seri oksidasyon, rediiksiyon, dekarboksilasyon veya hidroliz reaksiyonlarini
kapsamaktadir. Sonraki adimda, daha az zararli hale getirilen metabolitlerin ikinci
bir sistemle viicuttan atilimi saglanir. Benzer reaksiyonlarin mikroorganizmalar,
doku kiiltiirleri veya enzim sistemleri araciligt ile bilinen maddelerden yola
cikilarak laboratuar sartlarinda yeni metabolitlerin sentezlenmesine de mikrobiyal
transformasyon denmektedir (Roberts, 1992; Kieslich, 1997; Hashimoto ve Ozaki,
1999). Bu tez calismasi da dahil olmak iizere ¢ogu zaman biyotransformasyon
terimi de bu maksatla kullanilmaktadir.

Mikrobiyal transformasyonlarda, en ¢ok rastlanan ve en verimli doniisiimler,
oksidorediiktaz ve hidrolazlarin katalizledigi reaksiyonlardir. Oksidorediiktazlar,
C-C, C-H veya C=C baglarina oksijen ekleyen veya hidrojen atomu koparan
enzimlerdir. Hidrolazlar, glikozit, peptit, ester, amit gruplarini ve benzer sekilde
C-N baglarin1 hidroliz eden enzimlerdir (Loughlin, 2000). Bunlarin diginda
dehidrasyon (proteaz, esteraz ve lipazlar), kondensasyon ve degredasyon
reaksiyonlari, yeni karbon-karbon ve hetero-atom baglarinin olusumu,
izomerizasyon ve yer degistirme reaksiyonlarina da rastlanmaktadir. Genellikle bu
tip reaksiyonlarin geleneksel kimyasal sentezlerle gerceklestirilmesi oldukga
zordur. Yapilan mikrobiyal transformasyon calismalarinda genellikle asiklik
bilesikler, terpenler, aromatik bilesikler, oksijen- veya azot- igeren heterosiklik
bilesikler, alkaloitler ve karbonhidratlar substrat olarak kullanilmaktadir (Kieslich,
1976).

Monoterpenlerin biyotransformasyonu

Son yillarda dogal kaynakli monoterpen biyotransformasyonlari, enantiomerik
secicilikte, saf koku ve tat molekiillerinin tretilebilmesi ve olusan iirlinlerin
“dogal” kabul edilmesinden dolayi biiyiik bir ilgi odagi olmustur.

Yapilan ¢alismalarda immobilize veya ¢6ziinebilir enzimler, hiicre ekstreleri veya
tiim hiicre sistemleri (mikroorganizma kiiltiirleri) kullanilmaktadir (Sekil 1).
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Sekil 1. Monoterpenlerin Mikrobiyal Transformasyonunda Kullanilan Biyokatalizorler
(Carvalho ve Fonseca, 2006)

Hizla ve spesifik metabolit tiretimi yapilabilen ancak izolasyonu ve stabilizasyonu
zor olan enzimlerle ¢alismak olduk¢a pahalidir ve bazen 6zel kofaktorlere
gereksinim duymaktadir. Tiim hiicre kiiltiirleri ucuz ve pratik olmasina ragmen,
ortamin kontamine olma riski, substratin muhtemel toksik etkisi ve bazi
istenmeyen yan metabolitlerin olusumu, islemin kontroliinii zorlastirmaktadir.
Ancak, hiicre membrani tarafindan korunan birden fazla enzimin (sitokrom-P450
gibi multi enzim sistemleri) ayni anda calismasit ve kofaktdr gerektirmemesi
biiyiik avantaj saglamaktadir. Bu nedenlerden dolayr mikrobiyal transformasyon

caligmalarinda en ¢ok tiim hiicre sistemleri tercih edilmektedir (Carvalho ve
Fonseca, 2006).

Genellikle dogada bol miktarda bulunan monoterpenler transformasyonlar i¢in
baslangi¢ molekiilleri olarak kullanilmaktadir. Uzerinde en ¢ok ¢alisma yapilan
monoterpenler arasinda, mirsen, geraniol, nerol, sitronellol, sitral, sitronellal,
linalool, lavandulol, limonen, terpinolen, terpinen, terpineol, terpinen-4-ol,
mentol, menton, karvon, karveol, pulegon, kafur, iyononlar, sineoller, piperiton,
a-pinen, B-pinen ve tuyon sayilabilir (Kieslich, 1976; Trudgil, 1990; Van Dyk ve
ark., 1998; Demyttenaere, 2000; Noma ve Asakawa, 2000; Duetz ve ark., 2003;
Farooq ve ark., 2004).

Limonen biyotransformasyonlari

Limonen o6zellikle portakal suyu {iretimi esnasinda kabuk yaglarindan bol
miktarda elde edilmektedir. Tim diinyada yilda yaklasik olarak 50bin ton
enantiomerik olarak saf d-limonen elde edilmekte ve kilogrami 1-2 dolara
satilmaktadir. Ayn1 zamanda limonenin kimyasal iskeleti ¢esitli koku, tat ve ilag
molekiilleriyle benzerlik gostermektedir. Bu anlamda o6zellikle oksijenlenmis
limonen metabolitleri olan, a-terpineol, perillil alkol, karveol ve karvon 6rnek
olarak verilebilir (Cizelge 7). Ancak bu metabolitlerin tretilmeleri Kimyasal
yollarla yapildiklarinda rasemik karsimlar elde edildiginden, mikroorganizmalar
veya enzim sistemleri tercih edilerek saf enantiomerlerin sentezi saglanmaktadir

(Duetz ve ark., 2003).
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Cizelge 7. Mikrobiyal Transformasyonlarla Elde Edilen Limonen Metabolitleri

Metabolit

Mikroorganizma

Kaynak

-

trans-Karveol

Pseudomonas sp.,
Penicillium digitatum
Synechoccus sp.
E.coli

Rhodococcus opacus

Kieslich ve ark., 1986; Duetz ve
ark., 2003; Hamada ve ark.,
20083;

>

Pseudomonas sp.,
Penicillium digitatum
Aspergillus cellulosae
Rhodococcus opacus

Pleurotus sapidus

Onken ve Berger, 1999; Duetz
ve ark., 2003.

d-Karvon
on Aspergillus cellulosae Demyttenaere ve ark., 2001a;
Bacillus stearothermophilus Duetz ve ark., 2003;
E. coli
Mycobacterium sp.
P. putida
Perillil alkol
A Bacillus stearothermophilus Duetz ve ark., 2003;
E. coli
Mycobacterium sp.
Perillaldehit
coon Pseudomonas sp. Miyazawa ve ark., 1998; Duetz
P. incognita ve ark., 2003;
P. gladioli
P. putida
E. coli
Perillik asit

Mycobacterium sp.

P

izo-piperitenol

Hormonema sp.,
Chaetomium globosum

Chaetomium cochloides

Kieslich ve ark., 1986; Van Dyk
ve ark., 1998.
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Cizelge 7. (Devam) Mikrobiyal Transformasyonlarla Uretilen Limonen Metabolitleri

Metabolit

Mikroorganizma

Kaynak

o)

a-terpineol

Cladosporium sp.
Penicillium digitatum
Armillareira mella
Pseudomonas gladioli

A. cellulosae

E.coli

Bacillus stearothermophilus

Kieslich ve ark., 1986;
Demyttenaere ve ark., 2001a;

©

Limonen-1,2-epoksit

Diplodia gossypina
Corynespora cassisola
Rhodococcus erythropolis

Penicillium digitatum

Van der Werf ve ark., 1998;
Demyttenaere ve ark., 2001a;

HO
HO

(8-p-menten-1,2-diol)

Pseudomonas sp.
Cladosporium sp.
Diplodia gossypina
Corynespora cassisola
Armillareira mella

A. cellulosae
Trichosporum cutaneum

Mubherjee, ve ark., 1973;
Kieslich ve ark., 1986; Abraham
ve ark., 1986; Demyttenaere ve
ark., 2001a; Pinheiro ve
Marsaioli, 2007

e

Limonen-8,9-epoksit

Xanthobacter sp.

Van der Werf ve ark., 1998,

OH
OH

p-Ment-1-en-8,9-diol

Spodoptera lutura (kelebek larvasi )

Miyazawa ve ark., 1998;

>

Ment-3-en-1-ol

Penicillium digitatum

Demyttenaere ve ark., 2001a;
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Cizelge 7. (Devam) Mikrobiyal Transformasyonlarla Uretilen Limonen Metabolitleri

Metabolit Mikroorganizma Kaynak

Penicillium digitatum Demyttenaere ve ark., 2001a;
OH

Ekzo-2-hidroksi-
sineol

Penicillium digitatum Demyttenaere ve ark., 2001a;

1,3,5-p-mentatrien

a-Fellandren biyotransformasyonlart

Yapilan kaynak taramalarinda, Abraham ve ark., (1986) tarafindan (R)-(-)-a-
fellandrenin, Corynespora cassiicola DSM-62474 (filamentli fungus) ile
gerceklestirilen tek bir biyotransformasyon calismasina rastlanmistir. Olusan
metabolitler, (1S,2S,4R)-5-p-menten-1,2-diol (1), yabunikkeol (2) ve 5-p-menten-
2-on (3) olarak bildirilmistir (Sekil 2).

C. cassicola

(R)-(-)-o-fellandren

Sekil 2. (R)-(-)-a-Fellandren’in Corynespora cassiicola ile Elde Edilen Metabolitleri

Bir bagka arastirmada Spodoptera litura larvasi kullanilarak in-vivo ortamda a-
fellandren’den (Sekil 3), p-simen-7-oik asit (kumik asit) ve (4R)-p-menta-1,5-
dien-7-oik asit elde edilmistir (Miyazawa ve Wada, 2000).
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(R)-(-)-a-fellandren (4R)-p-menta-1,5-dien-7-oik asit p-simen-7-o0ik asit

Sekil 3. (R)-(-)-o-fellandren’in Spodoptera litura Larvast Kullamlarak Elde Edilen
Metabolitleri

Bir diger c¢alismada, -elektrokimyasal yontemlerle a-fellandren’den trans-
yabunikkeol elde edilmistir (Montiel ve ark., 1987). Gama 1sinlar1 kullanilarak
yapilan diger bir ¢alismada (Cataldo ve ark., 2004) a-fellandren’den herhangi bir
metabolit elde edilemedigi bildirilmistir.

Uc¢ucu yag biyotransformasyonlart

Yapilan kaynak taramalarinda biyotransformasyon c¢alismalarinin  biiyiik
cogunlugunda, dogal veya sentetik olarak elde edilen ugucu yag bilesiklerinin
substrat olarak kullanildigi goriilmiistiir. Biyotransformasyon arastirmalarinda
ucucu yagin kendisinin kullanildig1 ¢ok az sayida arastirma oldugu belirlenmistir.
Yapilan bir calismada, GK ve GK/KS ile ana bilesenlerinin a-pinen (%70) ve -
pinen (%20) oldugu belirlenen terementi esansinin bitki doku kiiltiirleri
kullanilarak transformasyonu gergeklestirilmistir. 20 giin siiresince belirli
giinlerde ornekler alinarak a- ve ve B-pinen’in, kiiltlir ortamindaki azalma miktari
incelenmistir. 20 glin sonunda  o- ve ve B-pinen’in tamamen tiikkendigi ve
ortamda yiiksek oranlarda verbenon (%S58), trans-sobrerol (%18), a-terpineol
(9%10) ve trans-verbenol (%8) olustugu saptanmistir (Dvorakova ve ark., 2007).

Ugucu yagin substrat olarak kullanildigi bir baska ¢alismada da %97 oraninda
(R)-(+)-limonen tasidig1 belirlenen portakal kabugu ugucu yaginin Fusarium
oxysporum ile mikrobiyal transformasyonu gerceklestirilmistir. Yapilan GK/KS
analizleri sonucunda limonenin tamamina yakiminin (R)-(+)-a-terpineol’e
dontistiigii bildirilmistir (Marostica ve Pastore, 2007).

%75 oraninda (+)-linalool tasityan Coriandrum sativum ugucu yagimin Aspergillus
niger ile yapilan biyotransformasyonunda cis-furanoit linalool oksit ve cis-
piranoit linalool oksit meydana geldigi bildirilmistir (Demyttenaere, 2001b).
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GERECLER VE YONTEMLER

Bu boliimde mikrobiyal transformasyon caligmalarinda ve biyolojik aktivite
testlerinde kullanilan substratlar, kimyasal maddeler ve coziiciiler, aletler, besi
ortamlari, mikroorganizmalar ve ¢alisma yontemlerine yer verilmistir.

Substratlar

Transformasyon ve biyolojik aktivite c¢alismalarinda substrat olarak (R)-(-)-o-
fellandren (Fluka->%98), (R)-(+)-limonen (Aldrich->%95) ve Schinus molle
ucucu yagi kullanilmistir.

Bitkisel Materyalin Toplanmasi ve Ucucu Yag Eldesi

Bu galismada kullanilan Schinus molle L. (Anacardiaceae) bitkisinin yaprak ve
meyveleri Ocak’2006 ve Agustos’2006 tarihleri arasinda, Izmir-Bornova,
Seferihisar, Cigli ve Aydin-Didim bdlgelerinden toplanmistir. Toplanan 6rnekler
gblgede, oda sicakliginda kurutulmustur.

Ugucu yag eldesi su distilasyonu yontemiyle Clevenger tipi aparey kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Yapraklar oldugu gibi, meyveler ise tun¢ havanda
doviildiikten sonra 2 litrelik balona 100 gr kadar tartilarak aktarilmigtir. 10 kati
kadar distile su ilave edilerek 3 saat siireyle distilasyon islemi yapilmistir. Bu siire
sonunda dereceli kisimda biriken yagin hacmi okunarak kaydedilmistir (Tiirk
Farmakopesi, 2004)

Kimyasal Madde ve Coziiciiler

e 1 1-Difenil-2-pikrilhidrazil: DPPH e 2 2'-Azino-bis-(3-etilbenztiazolin-
(Sigma) 6-siilfonik asit): ABTS®" (Sigma)

o Glasiyel asetik Asit (Carlo Erba) e Agar agar (Fluka)

e Diklorometan (Merck) e Ampisilin (Sigma)

o Etil asetat (Carlo Erba) e Benomil (Riedel de Haen)

e Sodyum hipofosfat (Na;HPO,) ¢ Biitillenmis hidroksitoluen
(Fluka) (Sigma)

e Dimetil siilfoksit (Riedel de Haen) o Glikoz (Fluka)

e Aseton (Merck) o Ketokonazol (Merck)

e Etanol (Merck) ¢ Kloramfenikol (Sigma)

e Metanol (Merck) ¢ Kilotrimazol (Sigma)

o Siilfiirik asit (Riedel de Haen) e Malt ekstresi (Fluka)

e Anisaldehit (Fluka) e Baryum Klortir (Sigma)

e Kloroform (Merck) e Pepton (Fluka)

o Silikajel 60G (Merck 7734) e Sodyum Kloriir(NaCl) (Fluka)

¢ n-hekzan (Merck) e Trifenil tetrazolyum Klorit (Sigma)

¢ Kiloroform (Merck) e Tween 20 (Sigma)

o Dotorokloroform (Aldrich) e Vanilin (Sigma)

o Gliserol (Merck) e Yeast ekstrakt (Fluka)

e Linoleik asit (Sigma) e [-Karoten (Sigma)

e Susuz sodyum siilfat (Fluka) e [(-Siklodekstrin (Sigma)

o Askorbik asit (Sigma) e Tris-HCI (Sigma)
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e Troloks (Sigma) e Sodyum persiilfat (Sigma)
e Hidroklorik asit (HCI) e Potasyum hidroksit (KOH)
e Magnezyum siilfat (MgS0O,4.7H,0) e Potasyum kloriir (KCI)

Aletler

- Clevenger apareyi, (Ildam)

- Gaz-Kromatografisi, (Agilent 6890N GC)

- Gaz-Kromatografisi / (Kiitle Spektrometresi, (Agilent 5975 GC-MSD)
- Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometresi, (Bruker DPX FT NMR-500 Mhz)
- Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi, (Shimadzu LC10A Vp)

- Spektrofotometre, (Shimadzu UV1700 PharmaSpec)

- Polarimetre, (Kruss, P8000)

- Steril Kabin, (Esco EN1822)

- pH-Metre, (WTW Inolab)

- Vorteks, (Ika Genius 3)

- Ultrasonik su banyosu, (Bandelin-sonorex)

- Su banyosu, (GFL-1086)

- Bakteriyolojik etiiv, (MMM-Incucell)

- Calkalamali (orbital) etiiv, (New Brunswick Scientific)

- Otoklav, (Hirayama HV-50)

- Santrifiij, (Sigma)

- Otomatik multikanal pipetor, (Brand)

- Ultraviyole lambasi, (Camag)

- Vakumlu filtrasyon sistemi, (Sartorius)

- Vakumlu yogunlastirici, (Labconco)

- Isiticil manyetik karistirici, (Heidolph MR3001)

- Rotavapor, (Heidolph)

- Otomatik ITK uygulama ve develope sistemi, (Camag ATS4 ve ADC2)
- Biyoliiminesan toksisite test kiti (Chromadex™)

- Biyoliiminesan goriintiileme sistemi (Camag BioLuminizer®)

- Ultra derin dondurucu (-85°C), (New Brunswick Scientific)

Mikroorganizmalarin Temini ve Kiiltiir Koleksiyonun Olusturulmasi

Mikrobiyal transformasyon calismalarinda ve antimikrobiyal aktivite testlerinde
kullanilan mikroorganizmalar, ATCC (American Type Culture Collection),
NRRL (ARS; Agricultural Research Service), DSM (German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures), AHU (AHU Culture Collection, Hokkaido
Universitesi-Japonya), Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi-Biyoloji Boliimii,
Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi-Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Fen
Fakiiltesi-Biyoloji Boliimii, Hacettepe Universitesi-Biyoloji ~Boliimii  ve
Regensburg Universitesi, Fen Fakiiltesi, Almanya, Balikesir Universitesi, Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii gibi ¢esitli birimlerden temin edilmistir. Koleksiyon
olusturmak tiizere tiim mikroorganizmalar, SDA, PDA, MHA, a-medyum, Malt
Extract Broth, Malt Extract Agar gibi besi ortamlarinda gelistirilerek, safliklari
kontrol edilmistir. Daha sonra kiiltiirler gliseroliin distile sudaki %15°lik steril
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¢ozeltisini igeren mikro-reaksiyon tiiplerine aktarilmistir. Hazirlanan ¢oklu stoklar
daha sonra tekrar kullanilmak iizere -85°C de saklanmistr.

Mikroorganizmalarin Gelistirilmesi

Mikroorganizmalar kullanilacagi zaman uygun besi ortamina asilanarak 24-26 °C
de 48-72 saat (transformasyon calismalarinda kullanilacaklar i¢in) veya 28°C ve
37°C’de 24 saat (biyolojik aktivite testlerinde kullanilacaklar igin) inkiibe
edilmistir.

Kullamilan Mikroorganizmalar

Biyotransformasyon ve antimikrobiyal etki deneylerinde toplam 47 adet
mikroorganizma Kkullanilmigtir. Cizelge 8 ve 9’da kaynaklar1 ile birlikte
verilmistir.

Cizelge 8. Biyotransformasyon Calismalarinda Kullanilan Mikroorganizmalar

No | Adi Kaynak

F1 | Corynespora cassicola DSM 62474, Almanya

F2 | Corynespora cassicola DSM 62475, Almanya

F3 | Fusarium heterosporium DSM 62719, Almanya

F4 | Aspergillus alliaceus NRRL 317, ABD

F5 Yarrowia lipolitica NRRL YB-423, ABD

F6 | Alternaria alternata NRRL 20593, ABD

F7 | Aspergillus niger NRRL Y-326, ABD

F8 | Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, ABD

F9 Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279, ABD

F10 | Schizosaccharomyces japonicus NRRL Y-1026, ABD

F11 | Neurospora crassa —N23, Hacettepe Univ. Fen Fak. Biyoloji B.
F12 | Neurospora crassa —N24, Hacettepe Univ. Fen Fak. Biyoloji B.
F13 | Neurospora crassa -WT-,Regensburg Univ.,FenFak., Almanya
F14 | Fusarium solani ATCC 1284, ABD

F15 | Fusarium moniliforme NRRL 2374, ABD

F16 | Fusarium culmorum Anadolu Univ. Fen Fak. Biyoloji B.

F17 | Botrytis cinerea AHU 9424, Japonya

19




Cizelge 8. (Devam) Biyotransformasyon Calismalarinda Kullamlan Mikroorganizmalar

F18 | Aspergillus flavus Balikesir Univ. Fen Fak. Biyoloji B.
F19 | Penicillium expansum Balikesir Univ. Fen Fak. Biyoloji B.
F20 | Phanerochaete chrysosporium ATCC-24725

B1 | Pseudomonas putida NRRL B-4067, ABD

B2 | Devosia riboflavina NRRL B-784, ABD

F1-F20: Fungus B1, B2: Bakteri

Cizelge 9. Antimikrobiyal Aktivite Tayininde Kullanilan Mikroorganizmalar

No | Adi Kaynak

1 Escherichia coli NRRL B-3008

2 Staphylococcus aureus ATCC 6538

3 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

4 Enterobacter aerogenes NRRL 3567

5 Proteus vulgaris NRRL B-123

6 Salmonella typhimurium ATCC 13311

7 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

8 Bacillus cereus NRRL B-3711

9 Bacillus subtilis NRRL B-4378

10 | Staphylococcus aureus (MRSA) Osmangazi Univ. Tip Fak. Klinik izolat
11 | Agrobacterium tumefaciens (S6) Anadolu Univ. Fen Fak. Biyoloji B.

12 | Erwinia carotovora subsp. carotovora NRRL B-4072

13 | Pseudomonas syringae pv. phaseolicola | Anadolu Univ. Fen Fak. Biyoloji B.

14 | Pseudomonas syringae pv. tomato Anadolu Univ. Fen Fak. Biyoloji B.

15 | Serratia marcescens NRRL B-2544

16 | E.coli O157:H7 Anadolu Univ. Fen Fak. Biyoloji B.

17 | Candida albicans Osmangazi Univ. Tip Fak. Klinik izolat
18 | Candida albicans NRRL 27077

19 | Candida albicans ATCC 90028
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Cizelge 9. (Devam) Antimikrobiyal Aktivite Tayininde Kullanilan Mikroorganizmalar

20 | Candida glabrata Osmangazi Univ. Tip Fak. Klinik izolat
21 | Candida utilis NRRL Y-900

22 | Candida tropicalis NRRL Y-12968

23 | Candida krusei NRRL Y-7179

24 | Candida zeylanoides NRRL Y-1774

25 | Candida parapsilosis NRRL Y- 12696

Kullanilan Besi Ortamlari
a-medyum

20 gr glikoz, 5 gr pepton, 5 gr yeast ekstrakt, 5 gr NaCl, 5 gr Na,HPO, distile su
ile 1000 ml’ye tamamlanip, otoklavda steril edilmistir. 0.1 N HCI veya KOH
kullanilarak pH.7’ye ayarlanmistir.

Czapek’s medyum

15 gr glikoz, 15 gr sakkaroz, 1 gr KCI, 1 gr K;HPOy, 1 gr MgS0O,4.7H,0, 0.01 gr
FeS0O,.7H,0 distile su ile 1000 ml’ye tamamlanip, steril edilmistir. 0.1 N HCl
veya KOH kullanilarak pH.7’ye ayarlanmistir.

Abraham’s medyum

10 gr glikoz, 10 gr pepton, 3 gr maya ekstresi, 20 gr malt ekstresi, distile su ile
1000 ml’ye tamamlanip, steril edilmistir. 0.1 N HCIl veya KOH kullanilarak
pH.7’ye ayarlanmustir.

Yumusak agar

Hazir karisgim halinde temin edilmis MHB besiyerine %7.5 gr/l oraninda
bakteriyolojik agar ilave edilmis, 1sitilip homojenizasyon saglandiktan sonra
gerekli miktarda tiiplere dagitilarak otoklavda steril edilmistir. Biyootografi
deneylerinde kullanilmak iizere +4°Cde saklanmustir.

Hazir besi ortamlart

Calismamizda kullanilan, Mueller-Hinton Broth (Fluka), Mueller Hinton Agar
(Fluka), Sabouraud Glukoz Agar (Fluka), Patates Dekstroz Agar (Merck), Malt
Ekstrakt Agar (Fluka), Malt Ekstrakt Broth (Merck), Nutrient Agar (Fluka) gibi
hazir olarak temin edilen besi ortamlar1 kutu {izerindeki tarife uygun olarak
sulandirilarak hazirlanmig ve steril edilerek kullanilmistir. Petri kaplarina besiyeri
dokiilmesi islemi steril kabin i¢inde gergeklestirilmistir. Petriler en fazla 2 hafta
siireyle saklanmus, kullanilacag giine kadar +4°Cde muhafaza edilmistir.

Sterilizasyon

Kati ve sivi besiyerleri hazirlandiktan sonra otoklavda 121 °C’de, 1.5 atm basing
altinda 20 dakika boyunca steril edilmistir. pH ayarlamasi sivi besiyerleri
otoklavdan ¢ikarildiktan sonra, membran filtre (0.2 pum) ile steril edilmis 0.5 N
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KOH veya HCl ile yapilmistir. Biyoliiminesan akut toksisite deneyinde kullanilan
tiim besiyeri ve ¢ozeltiler 121 °C’de, 1.5 atm basing altinda 40 dakika boyunca
otoklavlanarak steril edilmistir.

Mikroorganizma ile kontamine olmus tiim laboratuar malzeme ve geregleri
otoklavda steril edildikten sonra atilmis veya yikanarak tekrar kullanilmistir.

Biyotransformasyon Calismalar:
Biyotransformasyonda kullanilacak substrat konsantrasyonu

Dontistimleri planlanan (R)-(-)-a-fellandren, (R)-(+)-limonen ve Schinus molle
ucucu  yagmin, biyotransformasyon caligmalarnda  kullanilacak  olan
mikroorganizmalara karst toksik olmayan dozlar1 belirlenmistir. Bunun igin
makro diliisyon yontemi kullanilmistir (Bese, 1989). Siv1 besi yeri igeren deney
tiiplerinde substratlarin ¢ift katli seri diliisyonlar1 hazirlanarak (1 mg/ml ile 0.06
mg/ml aralifinda) her biri denenecek mikroorganizma ile asilanmistir. 24-48
saatlik inkiibasyon sonunda iiremenin engellenmedigi dozlar (MiK) belirlenerek
deneylerde kullanilmistir.

On tarama deneyleri

Cizelge 8’de listelenmis, koleksiyonumuza ait mikroorganizmalarin tamamu ikili
gruplar halinde ayni ortam sartlarinda baslangi¢c materyalleri ile etkilestirilmistir.
250 ml’lik erlenlerde 100’er ml hazirlanan a-medyum, agar plaklarinda yeterli
olgunluga erisen mikroorganizmalar ile inokiile edilmis, 48 saat, 26°C de 200 rpm
calkalama hizinda pre-inkiibasyona tabi tutulmustur (Sekil 4). Bu siire zarfinda
mikroorganizmalarin yeni ortamlarina adaptasyonu saglanmistir. Inkiibasyon
sonunda mikroorganizma tekrar taze besi ortamlarina ¢ift paralel olarak ekilmis
yine ayni sartlarda 72 saatlik inkiibasyona birakilmigtir. Bu siire sonunda
erlenlerden biri mikroorganizma kontrolii olarak ayrilirken, digerine uygun
¢oziicii iginde toksik olmayan dozlarda substrat ilave edilerek, ¢alkalamali etiivde
14 giinliik inkiibasyona birakilmigtir (Abraham ve ark., 1986; Lee ve ark., 1990;
Abourashed ve ark., 1999).
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Sekil 4. Biyotransformasyon On Tarama Asamasi

Substrat stabilizasyonu ve kontrol gruplar

Yukarida bahsedilen mikroorganizma kontrol erleni yaninda o-medyum igeren
diger bir erlene substrat ilave edilerek, maddenin inkiibasyon siiresi boyunca
stabilitesinin kontrolii saglanmistir. Diger bir erlene ise sadece besi ortami ilave
edilerek kontrol grubu olarak kullanilmistir. 14 giinliik inkiibasyon siiresince
substratin stabilitesinin kontrolii “Tepe Boslugu-Kati Faz Mikro Ekstraksiyon
(KFME)” yontemiyle yapilmistir. Sadece substrat bulunan besi ortamindan belli
saat ve giinlerde 6rnekleme yapilarak Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi
(GK/KS) ile varlig1 kontrol edilmistir.

Tepe Boslugu-Kati Faz Mikro Ekstraksiyon (KFME)

100 pm kalinhiginda polidimetilsiloksan (PDMS) kapli adsorban ugtan olusan
KFME siringasi, agz: parafilm ile kaplanarak kapatilan erlenin tepesinden igeriye
sokularak, 15 dakika, 40°C sicaklikta beklenmistir. Sirmga ucuna tutunan
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maddelerin belirlenebilmesi i¢in GK/KS sisteminin enjeksiyon portunda 5 dk
bekletilerek kolona verilmistir (Vas and Vekey, 2004).

Ornekleme ve Ekstraksiyon

14 giin siiresince kontroller dahil inkiibasyonu siiren erlenlerden, diizenli olarak
1., 3., 5., 7., ve 14. giinlerde aseptik sartlarda 2’ser ml 6rnekler alinmistir. Deney
tiipline alman bu orneklere 0.5 ml etil asetat ilave edilmis, vortekste 30 saniye
siiresince calkalanmistir. Etil asetatli kismin ayrilabilmesi i¢in 4000 rpm devirde 5
dk santrifiijlenmistir. Kontrol erlenleri de dahil olmak iizere ayni islem 3 kez
tekrarlanarak drneklerin ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Ekstreler ayn1 giin ince
Tabaka Kromatografisi (ITK) kullanilarak kontrol edilmistir. 14 giinliik
inkiibasyon sonunda tiim erlenler ekstre edilerek, ITK sonuglarina gore metabolit
oldugu diisiiniilen o6rneklerden GK/KS numunesi hazirlanmistir.  Ornekler
GK/KS’ye verilmeden 6nce kendi ¢oziiciisii ile 6nceden hazirlanmis silikajel G
tasiyan mini kolonlardan gecirilerilmistir.

Preparatif Amagh Biyotransformasyon
Mikroorganizma kiiltiirii ve substrat ilavesi

On tarama deneylerinde ITK ve GK/KS sistemleri ile metabolit olustugu
belirlenen kiiltiir ortamlar1 biiyiikk hacimlerde hazirlanmistir. Bunun igin 2 litrelik
erlenlerde 1 litre besiyeri hazirlanmig, madde ilavesinden 48-72 saat Once
mikroorganizma ile agilanarak inkiibasyona birakilmistir. Gelisimini tamamlayan
kiiltiirlere, aseptik sartlar altinda 500 mg baslangi¢ maddesi steril B-siklodekstrine
emdirilerek ilave edilmis, 200 rpm ve 28°C de ¢alkalayic1 inkiibatore birakilmistir
(Sekil 5).

Ekstraksiyon

On tarama deneylerine gdre, metabolitin en yiiksek seviyede oldugu giin
transformasyon islemine son verilerek, besi ortamu etil asetat ile ekstre edilmistir.
Oncelikle vakumlu Buchner hunisi kullanilarak besi ortami misellerden
kurtarilmistir. Stiziilen besiyeri hacmi kadar etil asetat ile ayirma hunisinde en az
3 defa ekstre edilmistir. Ayrilan fazlar birlestirilerek oncelikle susuz Na,SO,4’tan
gecirilmis ardindan algak basing altinda 40°C’de yogunlastinnlmistir. Kiigiik bir
silikajel tasityan kolondan siiziildiikten sonra metabolit varligit GK/KS kullanilarak
dogrulanmigtir. Elde edilen ekstre vakum-sivi kromatografisi yontemi ile
fraksiyonlandiktan sonra hedef metabolitin ayrim1 ve izolasyonu yapilmustir.
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Sekil 5. Metabolit izolasyonuna Yonelik Preparatif Cahsma Semasi
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Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)
Analitik ITK

Aliiminyum destek tizerine 0.2/0.25 mm kalinliginda silikajel GF254 kaplanmus,
10x10 ve 10x20 ebatlarinda hazir plaklar kullanilmigtir. Gerektiginde istenen
boyutlarda kesilerek kutularinda nemden ve agik havadan uzakta muhafaza
edilmistir. Uygun ¢6ziicii sisteminde develope edilen plaklar kurutulduktan sonra
UV 254-366 nm dalga boyunda incelenerek gerekli isaretlemeler yapilmistir. Bu
dalga boylarinda absorbans vermeyen maddelerin belirlenmesinde ise anisaldehit-
siilfiirik asit veya vanilin-siilfiriik asit reaktifleri kullanilmigtir. Reaktif
uygulamasindan sonra plaklar 110°C de 1-2 dk isitilmustur.

Metabolit olusumunun kontrolii i¢in yapilan ITK ¢alismalarinda hekzan:etilasetat
(9:1, 3:1, 1:1), hekzan:aseton (3:1, 1:1), diklorometan: aseton (9:1, 4:1, 3:1, 3:2,
1:1) gibi ¢esitli ¢coziicii sistemleri denenerek kullanilmistir.

Preparatif ITK

10x20 cm ebatlarinda Silikajel G cam destekli hazir plaklar kullanilmigtir. Plaga
uygun ebattaki tank onceden uygun ¢oziicti sistemi ile doyurulmus, ayrilacak
karisim bir bant seklinde plak tabanina uygulanmistir. Maddeler siiriiklendikten
sonra plak kurutulmus ve bir UV lambasi altinda istenen madde isaretlenmistir.
UV absorbsiyonu olmayan maddeler i¢in plak kenarma ince bir serit halinde
belirteg piiskiirtiilmiistiir. Izolasyonu planlanan maddeler bantlar halinde ince uglu
bir spatiil ile dikkatlice kazinarak iginde uygun ¢o6ziicii bulunan beherlere
aktarilmigtir. Borosilikat filtreye sahip mini-hunilerden siiziilip madde
silikajelden kurtarilmistir. Elde edilen metabolit ¢ozeltisi azot gazi veya diisiik
basing altinda yogunlastirilmistir.

Vakum Sivi Kromatografisi

Ekstrenin farksiyonlanmasi i¢in ekstre miktarinin 40-50 kati kadar tartilmis ve
110°C de 2 saat aktive edilmis silikajel G, 3 cm capinda, 40 cm boyunda silifli
kolona yiiklenmistir. Kolon vakumlu erlene yerlestirildikten sonra n-hekzandan
baslanarak metanole kadar gradiyent eliisyon yapilarak ekstre fraksiyonlanmustir.
Fraksiyonlar ITK ile incelenmis, metabolit tasiyan fraksiyonlar birlestirilerek
yogunlastirilmistir.

Siitun Kromatografisi

Vakum sivi kromatografisi ile ayrilan ve metabolit bulunan fraksiyonlar klasik
kolon kromatografisi kullanilarak saflastirilmigtir.  Bunun igin ekstre ve
kullanilacak silikajel miktarina gore 1.5x45 ve 2x50 cm ebatlarinda kolonlar
tercih edilmistir. Kolon hekzan ile islatilmis silikajel ile yas usulde
doldurulmustur. Ekstre hekzan:etilasetat (3:1) karisimi icinde ¢oziilerek az
miktarda silikajele emdirilmistir. Coziiciilerin tamamen ugmas1 i¢in 40°C lik
etlivde ara sira kuru bir spatiille karistirmak suretiylel saat boyunca bekletilmistir.
Hekzandan baglanarak etil asetat ile gradiyent eliisyon yapilarak (100:0, 95:5,
90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 65:35, 60:40, 55:45, 50:50, 40:60, 30:70) 3’er
ml lik fraksiyonlar toplanmis ve en son kolon metanol ile yikanmistir. Tim
fraksiyonlar eliisyon devam ederken, ITK ile kontrol edilmistir. Elde edilen
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fraksiyonlar vakumlu konsantratore yerlestirilerek yogunlastirilmis ve metaboliti
en saf haliyle tagiyanlar birlestirilmistir.

Semi-preparatif yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (YBSK)

Siitiin kromatografisi sonucunda alinan metabolit fraksiyonlarinin saflastirilmasi
igin semi-preparatif kolon yardimiyla YBSK sistemi kullanilmistir. Fraksiyonlar
Shimadzu LC 10AVp sistemi kullanilarak diklorometan:aseton (3:2) ¢oziicii
sistemi ile silikajel kolonda (10 x 250 mm, 10 um partikiil ¢api, GL Science)’da
izokratik yontemle ayrimistir. Karisimlar PDA  dedektor  kullanilarak
fraksiyonlanmistir. Mobil fazda kullanilan ¢oziicii sisteminde ¢6zilinen 6rnek 50 ul
lik hacimlerde enjekte edilmis ve 325 nm’de ayrilan pikler eszamanli olarak
dedektor ¢ikisindan toplanmistir. Toplanan fraksiyonlar yogunlastirildiktan sonra
GKJ/KS sistemi ile dogrulamasi yapilmis ve safliklar1 kontrol edilmistir.

Yap: Tayini
Gaz kromatografisi / kiitle spektrometrisi (GK/KS)

Mikrobiyal transformasyonda kullanilacak ucucu yag dahil tiim substratlarin ve
olusan metabolitlerin kiitle spektrumlarinin alinmast i¢in kullanilmistir. Bu
amagcla Agilent 5975 GC-MSD sistemi, HP-Innowax (60m x 0.25mm &, 0.25 um
film kalinlig1) polar kolon ve tasiyici gaz olarak helyum (0.8 mL/dak akis hiz1)
kullanilmigtir. Enjeksiyon portu sicakligi 250°C’dir. 70eV elektron enerjisiyle, 35-
450 m/z kiitle araligindaki maddelerin analizleri gergeklestirilmistir. 60°C'de 10
dak, 4°C/dak artigla 220°C'ye, 220°C'de 10 dak, 1°C/dak artisla 240°C’ye yiikselen
toplam 80 dakikalik sicaklik programi uygulanmistir. Degerlendirme islemlerinde
"Baser Ugucu Yag Bilesenleri Kiitliphanesi" nin yan1 sira Wiley GC/MS, Adams
ve MassFinder 2.1 Kiitiiphane Tarama Yazilimlari kullanilmig, ayrica ilgili
kaynaklardaki degerlerden de yararlanilmistir.

Gaz kromatografisi (GK)

Substrat olarak kullanilacak Schinus molle ugucu yaginin kompozisyonundaki
maddelerin relatif yiizdeleri gaz kromatografisinden (FID dedektdr) yararlanilarak
belirlenmistir. Bunun disinda standart maddelerin ve metabolitlerin safliklarinin
belirlenmesinde de GK kromatogramlarindan yararlanilmistir. Bu amagla Agilent
6890N GK sistemi, HP-Innowax (60m x 0.25mm ¢, 0.25 um film kalinlig1) polar
kolon ve tasiyict gaz olarak helyum (0.8 mL/dak akis hizi) kullanilmistir.
Enjeksiyon portu sicakligr 250°C dir. 300°C sicaklikta, FID (Flame lonization
Detector) tip dedektor kullanmmustir. Relatif tutunma indislerinin  (RRI)
hesaplanmasinda n-alkanlar referans olarak kullanilmistir.

Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)

'H NMR (500 Mhz) ve **C NMR (125 Mhz) spektrumlari, Bruker DPX FT NMR
sistemi ile alinmistir. Ayrica Japonya Tokuslma Bunri Universitesinde 400
Mhz’lik Jeol ECX NMR sistemlerinde de "H NMR, *C NMR, *H-'H COSY, *H-
B3¢ HsSQC ve 'H-*C HMBC analizleri yapilmistir. Coziicii olarak détoro-
kloroform (CDCl3) kullanilmistir. Kimyasal kayma degerleri ppm olarak
verilmistir.
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Polarimetri

Dalga doyu 589.3 nm olan sodyum D 15131 kullamlnustir. Olgiimii yapilacak
maddeler uygun c¢oziiciide bilinen konsantrasyonlarda hazirlanarak, 0.5 dm
uzunlugundaki 6rnek tiipiine aktarilmistir. Sapma acis1 20 saniye araliklarla 10
kez Olgllerek, ortalamas1 alinmistir. Spesifik ¢evirme acis1  Avrupa
Farmakopesi’nde belirtilen Esitlik 1’¢ gore hesaplanmistir (Avrupa Farmakopesi
2005).

[a]®p = 1000.0./l.c (Esitlik 1)

Burada [a]ZOD: Spesifik cevirme acisi; a; olciillen sapma acisi; 1: ornek
tiipiiniin  desimetre cinsinden uzunlugu; c¢: maddenin c¢ozeltideki
konsantrasyonu (gr/L)’dur.

Biyolojik Aktivite Calismalari

Mikrobiyal transformasyonlarda Kkullanilan baslangi¢ maddeleri, standart
antimikrobiyal maddelerin ve olusan bazi metabolitlerin farkli yontemlerle
biyolojik etkileri incelenmistir.

Antimikrobiyal aktivite
Mikro diliisyon yontemi ile antibakteriyel etkinin belirlenmesi

Cizelge 9°da listelenen bakteriler deneyden 1 giin dnce -85°C den cikarilarak,
Mueller Hinton Agar (MHA) plaklarina ekilmistir. insan patojenleri 37°C de, bitki
patojenleri 28°C de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Safliklar1 kontrol edilen
kiiltirlerden birer koloni alinarak Mueller Hinton Broth (MHB) besiyerine
pasajlanmig, ayni sicaklik derecelerinde 18-24 saat inkiibe edilmistir. Gelisen
kiiltiirlerden belirli miktarlarda alinarak yeni hazirlanmig MHB tiiplerine belirli
miktarlarda aktarilarak bulanikliklar1 McFarland No:0.5 (BaCl, %1.75, 0.36 N
H,SO, i¢inde), tiipiine gore ayarlanmistir. Bu sekilde yaklasik 108 CFU/mI’lik
(mililitredeki koloni olusturan iinite) bakteri konsantrasyonu elde edilmistir.

Numuneler 16 mg tartilarak %50’lik steril DMSO’da ¢oziilerek stok cozeltileri
hazirlanmistir. Onceden 100’er ul steril MHB aktarilmis “U tipi” 96 kuyucuklu
mikrotitrasyon plaklarinda ¢ift kath seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. 8 mg/ml ile
0.001 mg/ml araliginda madde konsantrasyonlar1 elde edildikten sonra, otomatik
multikanal pipetor kullanilarak 100’er pl bakteri kiiltiirlerinden ilave edilmistir.
Plaklarin kapaklar1 kapatilarak uygun sicakliklarda, 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda iiremenin oldugu alanlarin daha iyi belirlenebilmesi
i¢in her kuyucuga trifenil tetrazolyum klorit (TTC) ¢6zeltisinden (metanolde %1)
20’ser ul ilave edilmistir. 2 saat daha etiivde bekletilen plaklar incelenerek,
minimum  inhibitdr  konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenmistir.  Standart
antimikrobiyal madde olarak kloramfenikol ve ampisilin kullanilmistir. Plakta son
kuyucuk siitunu iireme kontrolii olarak, en alt kuyucuk satir1 da madde kontrolii
olarak kullanilmistir. Deneyler cift paralel olarak yapilmis, MIK degerleri
ortalama olarak verilmistir (Konneman ve ark.,1997; Amsterdam, 1997).
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Mikro diliisyon yontemi ile antikandidal etkinin belirlenmesi

Cizelge 9’da listelenen 9 adet Candida tiirii antibakteriyel deneyde anlatildig
sekilde test edilmistir. Farkli olarak, deneyde kullanilan mikroorganizma
yogunlugu 10° CFU/ml’dir. Ayrica standart antifungal madde olarak ketokonazol,
benomil [metil-1-(butilkarbomil)-2-benzimidazol-karbamat], klotrimazol ve
griseofulvin kullammmustir. Deneyler ¢ift paralel olarak yapilmis, MIK degerleri
ortalama olarak verilmistir.

Biyootografi yontemi

Biyootografi yontemi biyoaktif bir ekstre veya madde karisimi igindeki
aktiviteden sorumlu madde ve/veya maddeleri belirlemek igin kullanilmaktadir
(Janssen ve ark., 1986; Rahalison ve ark., 1991; Nostro ve ark., 2000). Bu yontem
ile baslangi¢ maddeleri, transformasyon sonucu elde edilen ham ekstreler ve
saflastirilmis metabolitler 6nceden secilen bir grup insan, gida ve bitki patojeni
mikroorganizmaya karsi test edilmistir. Yontem birka¢ asamadan olugmaktadir.

ITK plaklarimin hazirlanmas:

8x8 cm ebatlarinda kesilen silikajel GFs4 plaklara 10 mg/ml konsantrasyondaki
orneklerden Drummond kilcal borulartyla 5’er pl halinde uygulanmistir. Her test
mikroorganizmasi i¢in ayr1 plak hazirlanmistir. Onceden diklorometan:aseton
(4:1) ¢oziicii sistemi ile doyurulan ITK tankina plaklar yerlestirilerek develope
edilmistir. Daha sonra plaklar 40°C’lik etiivde 30 dk bekletilerek tamamen
¢oziicliden arinmasi saglanmistir. Plaklardan biri referans olarak se¢ilmis, dnce
UV 254 ve 366 nm de incelenmis, ardindan anisaldehit-siilfiirik asit reaktifi ile
spotlarin yerleri belirlenmistir. Diger plaklar bagka bir islem uygulanmadan
mikroorganizma kiiltiirii ile kaplanmigtir.

Mikroorganizma kiiltiiriiniin hazirlanmast

Bir giin once MHB besi ortami igeren tiilerde gelistirilen kiiltiirler, 6nceden
hazirlanmis ve deney siiresince 42°C deki su banyosunda bekletilerek katilasmasi
engellenen yumusak agar tiiplerine (%7.5 agar) McFarland No.5 bulaniklik
standard1 referans alinarak asilanmistir. Bu sicaklikta canliliklarini yitirmeyen
kiiltiirler bir sonraki asamaya kadar bekletilmistir.

Aktivitenin belirlenmesi

Nutrient agar (NA) besiyeri 13 cm’lik steril petri kaplarina bir taban olusturacak
sekilde 20 ml Kkadar dokilmiistir. Develope edilmis plaklar her bir
mikroorganizma igin farkl bir agar plagina aseptik sartlar altinda yerlestirilmistir.
42°C deki su banyosunda bekletilen mikroorganizma ile heniiz asilanan kiiltiirler
ITK plag: iizerinde ¢ok ince bir katman olusturacak sekilde yavasca petriye
dokiilmistiir. Donmas1 beklendikten sonra plaklar uygun sicakliklarda 24 saat
stireyle inkiibe edilmislerdir. Bu siire sonunda plaklara TTC tuzu ¢ozeltisi
(Metanolde %1.5) piiskiirtiilerek 3-4 saat daha etiivde birakilmislardir. Uremenin
olmadig1 alanlar, reaktif ile renklendirilmis canli bakteri halist iizerinde seffaf
zonlar olarak belirmistir. Daha Onceden anisaldehit-siilfiirik asit reaktifi
puskiirtiilerek hazirlanan referans plakla karsilagtirilarak aktiviteden sorumlu
lekeler belirlenmistir.
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Antioksidan aktivite calismalari
On tarama deneyleri

Standart baslangic maddeleri, transformasyon ekstreleri ve saflastiriimig
metabolitler otomatik ITK uygulama ve develope cihazlari (Camag ATS4 ve
ADC?2) kullanilarak 10 mg/ml konsantrasyonda 4’er ul hacimde 3 adet silikajel
GF2s4 plagma uygulanmis ve diklorometan:aseton (4:1) sisteminde develope
edilmistir. Plaklardan biri reaktifle renklendirilerek referans plak olarak
ayrilmistir. Diger plaklara ise ayr1 ayri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) (%5
metanolde) ve 2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikal
cozeltileri puskiirtiilerek 30 dk oda sicakliginda karanlik ortamda bekletilmis ve
Camag-analiz ve goriintiileme sisteminde (Camag-Reprostar-3) fotograflanmastir.
ABTS ¢ozeltisi 7 mM ABTS®" ve 2.5 mM sodyum persiilfat (Na,S;Og)
karistminin - karanlikta 12-16 saat bekletilerek hazirlanmistir.  Uygulanan
radikallerin rengini acan maddeler referans plakla karsilastirilarak belirlenmistir.
Standart antioksidan madde olarak askorbik asit c¢ozeltisi (%4 metanolde)
kullanilmastir.

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini siipiiriicii etki tayini

Standart madde ve metabolitlerin DPPH radikalini siiptiriicii etkileri Gyamfi ve
ark. (1999)’nin metoduna gore yapilmistir. Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7.4)
icerisinde 10 mg/ml-0.1 mg/ml konsantrasyonlarda hazirlanmis 50 pL numune
cozeltileri ayr1 ayr1 450 puL Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7.4) ve 1 mL 0.1 mM
metanolde hazirlanmis DPPH® ile kanistinlmistir. Kontrol olarak numune
icermeyen reaktif karisimi ve pozitif kontrol olarak biitillenmis hidroksitoluen
(BHT) kullanilmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildikten
sonra absorbans degerleri UV spektrofotometre kullanilarak 517 nm de
okunmustur.

ABTS radikal siipiiriicii etki

Standart TEAC metodu (Papandreou ve ark., 2006) kullanilarak gerceklestirilen
deney, ABTS radikalinin siipiiriilmesi ve vitamin E nin suda ¢dziinen analogu olan
Troloks ile karsilastirilmasma dayanmaktadir. 7 mM ABTS®" ve 2.5 mM sodyum
persiilfat (Na,S;0g) karigiminin karanlikta 12-16 saat bekletilmesi sonucu mavi-
yesil renkli radikal olusumu saglanmig, bu ¢ozeltinin 734 nm deki absorbansi 0.8-
0.7 olacak sekilde absolii etanol ile seyreltilmistir. 10 uL 6rnek/troloks/standart ve
990 pL hazirlanan ABTS®" ¢ozeltisi karistirilarak, 1 dk’lik araliklarla 734 nm de
absorbansi 30 dk siire ile 6l¢iilmistiir. Troloks’a esdeger antioksidan kapasitesi
Troloks un kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmuistir.

p-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Numunelerin antioksidan aktivitesi B-karoten soldurma deneyine gére (Oomah ve
Mazza, 1996; Velioglu ve ark 1998) yapilmistir. 1 mL B-karoten (0.2 mg/ml
kloroform igerisinde), igerisinde linoleik asit (40 mg) ve Tween 20 (400 mg)
bulunan bir behere ilave edilmis, kloroform azot gazi altinda yogunlastirilmistir.
Daha sonra 50 ml distile su ilave edilerek manyetik karistiricida hizla
karigtirilmistir.  Kontrol, 6rnek ve standart ilave edilmeden ayni sartlarda
hazirlanmistir.  Kontrol ve Orneklerin  sahitleri ise [-karotensiz olarak
hazirlanmistir. Tiim 6rneklerin absorbans degerleri 470 nm de spektrofotometre
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kullanilarak ol¢iilmiistiir. Ardindan 6rnekler 50°C de termal otooksidasyona tabi
tutularak her 15 dk da bir absorbanslar1 okunmus ve toplam 120 dakika siireyle
kinetikleri 6l¢iilmiistiir. %0AA Esitlik 2’ye gore hesaplanmustir.

%AA = [1-(Absme-AbS %) (AD kontro-ADS P ontron)] X 100 (Esitlik 2)

Burada %AA: % antioksidan aktiviteyi; Ab%me: oOrnegin 0.dk daki
absorbansi; Abslzoﬁmek: ornegin 120.dk daki absorbansi; Abokomrou kontroliin
0.dk daki absorbansi; Abslzokontrm: kontroliin 120. dk daki absorbansi’’m
ifade etmektedir.

Toksisitenin belirlenmesi

Bu amagla biyoliminesan Vibrio fischeri akut toksisite deneyi yapilmistir
(Backhaus ve ark., 1997; Zhou ve ark., 2006). Bu deney ile substrat ve bunlarin
metabolitlerinin toksik etkileri, deniz florasina ait bir bakteri olan ve akut toksisite
deneylerinde yaygin bi¢imde kullanilan Vibrio fischeri ve o6zel test Kiti
(Bioluminex-BAYER®) ile gergeklestirilmistir.

Mikroorganizma kiiltiirii

Hazir temin edilen besi ortamlar1 1 litre distile su icinde ¢dziilerek 121°C de 40 dk
otoklavlanmistir. Steril edilen besi ortami soguduktan sonra, aseptik sartlar altinda
0.2 um por ¢apli membran filtre ile steril edilmis 6 ml %50 gliserol ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Deneyden bir giin 6nce, dondurucuda saklanan V. fischeri, hazirlanan
besi ortammin 200 ml’sine ekilmis ve 24-36 saat 120 rpm de, 28°C de ¢alkalamali
inkiibatorede inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda karanlik ortamda bakildiginda
biyoluminesan 1s1ma veren Kkiiltiirden 100 pl alinarak yeni besi ortamina
pasajlanmis ve bir giin sonra tekrar kullanilmak iizere ¢alkalamali etiivde inkiibe
edilmistir. Bu sekilde hazirlanan kiiltiirler her giin taze besi ortamina pasajlanarak
1 hafta boyunca 1s1ma 6zelliklerini kaybetmemeleri saglanmistir.

ITK plaklarimn hazirlanmasi ve mikroorganizma ile kaplanmasi

10x10 cm ebadindaki silikajel ITK plaklari test dncesinde metanol ile yikanmis ve
30 dk 40°C lik etiivde kurutulmustur. 1 ve 10 mg/ml konsantrasyonda (metanolde)
hazirlanan 6rnekler maksimum 10 adet bant, 6 mm bant genisligi, 8 mm bant aras1
mesafe ve 8 mm baslangig mesafesi olacak sekilde otomatik ITK uygulayici ile
10’ar pl hacimde plaklara uygulanmistir. Onceden 30 dk siireyle ¢oziicii sistemi
ile doyurulmus tankta develope edilmistir. 24-36 saat dnceden ekilmis ve 1s1ma
yaptig1 belirlenen bakteri kiiltiiri i¢ine hazir kit icinde mevcut olan A
tamponundan 15.6 gr ilave edilmistir. Daha sonra kiiltiir sivis1 10x1.5x13 cm (en
x derinlik x boy) ebatlarindaki cam daldirma tankina 180 ml kadar aktarilmistir.
Daha onceden develope edilerek kurutulan plaklar otomatik daldirma cihazi
kullanilarak, kiiltiir ortami ile kaplanmistir. Sivinin fazlasi1 plak yiizeyine zarar
vermeden lastik siipiirge ile siyrilmistir. Bu islemden sonra plak oda sicakliginda
5 dk. kurumaya birakilmistir. Daldirma tanki i¢indeki mikroorganizmalar belli
araliklarla karistirilarak mikroorganizmalarin canliligi 5-6 saat saglanmaktadir.
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Biyoliiminesan inhibisyonunun gortintiilenmesi

Kuruyan plaklar, kamera bagli biyoliminesan goriintileme odacigina
yerlestirilmistir (CAMAG BioLuminizer®). Bilgisayar destekli goriintiileme
programi (Wincats-2005) yardimiyla 1sima derecesindeki azalmalar belirlenerek,
negatif ve pozitif kontroller ile karsilastirilarak maddelerin belirli dozlardaki
toksisiteleri belirlenmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA
S. molle L. Ucucu Yaginin Bilesimi

Farkli yorelerden toplanan bitkilerin (Cizelge 10) ugucu yaglari GK ve GK/KS
sistemleri kullanilarak analiz edilmistir. Cizelge 11°de bu yaglarin ana bilesikleri
verilmistir. Sonuglar incelendiginde doviilmiis meyve kullanildiginda yag verimin
yiikseldigi ve a-fellandrenin relatif miktarin arttigi gézlenmistir. Mevsimsel
olarak yag verimlerinin degismedigi ancak a-fellandren miktarlarinin Temmuz ve
Agustos aylarinda toplanan bitkilerde daha fazla oldugu saptanmistir. Izmir-
Seferihisar’dan toplanmis olan Ornegin doviilmiis meyvelerinden elde edilen
ucucu yag (Y7) biyotransformasyon deneylerinde kullanilmistir. GK ve GK/KS
sistemleri kullanilarak belirlenen tam kompozisyonu Cizelge 12’de verilmistir.
Ugucu yagin yaklasik %97’sini olusturan toplam 78 bilesik tamimlanmistir. o-
Fellandren (%52), limonen (%15) ve B-fellandren (%14.6) yagin ana bilesikleri
olarak belirlenmistir.

Cizelge 10. Farkh Bolgelerden Toplanan S. molle Ornekleri ve Ucucu Yag Verimleri

No Kullanilan Kismu | Toplandig: yer Tarih % Verim (KDV)
Y1 Yaprak [zmir-Karsiyaka Ocak’2006 2.7
Y2 Yaprak Aydin-Didim May1s’2006 2.6
Y3 Yaprak [zmir-Seferihisar Agustos’2006 1.2
Y4 Yaprak Izmir-Cigli Temmuz’2006 1.8
Y5 Meyve Izmir-Cigli Temmuz’2006 0.8
Y6 Meyve Izmir-Seferihisar Agustos’2006 0.4
Y7 Meyve d.* Izmir-Seferihisar Agustos 2006 4.4

KDV: Kuru Drog Uzerinden Hesaplannus Verim, d.*: Doviilmiis

Cizelge 11. S. molle Orneklerine Ait U¢ucu Yaglarin Ana Bilesikleri

Bilesik Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7
a-pinen 1.8 1.6 3.8 4.2 2.9 2.9 4.7
a-fellandren | 9.8 12 38.5 29 26.7 15 51.8
mirsen 4.9 7.8 tr 28 tr tr tr
limonen 9.8 4.8 10.7 134 8.4 5.4 14.9
p-fellandren | 5.7 4.6 10.7 13.3 7.7 3.2 14.6
p-simen 13 1 1.9 2.2 2.9 19 1.8

tr: %0.1°den az
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Cizelge 12. Schinus molle Ugucu Yagimin Kompozisyonu (Y7)

RRI Bilesik % RRI Bilesik %
1032 | a-pinen 4.7 1553 | linalol tr
1035 | o-tuyen 0.1 1571 | trans-p-ment-2en-1-ol 0.1
1076 | kamfen tr 1571 | metil sitronellat tr
1118 | B-pinen 0.1 1591 | bornil asetat 0.1
1132 | sabinen 0.1 1600 | B-elemen 0.1
1174 | mirsen tr 1611 | terpinen-4-ol tr
1176 | a-fellandren 51.8 | 1612 | B-karyofillen 2.1
1183 | psddolimonen 0.1 1628 | aromadendren 0.1
1188 | a-terpinen tr 1638 | cis-p-ment-2en-1-ol tr
1203 | limonen 14.9 | 1639 | kadina 3,5-dien tr
1218 | p-fellandren 14.6 | 1661 | allo-aromadendren 0.1
1246 | (Z)-B-osimen tr 1668 | sitronellil asetat tr
1250 | etil hekzanoat tr 1677 | epi-zonaren tr
1255 | y-terpinen tr 1687 | a-humulen 0.4
1266 | (E)-B-osimen tr 1704 | y-muurolen 0.1
1280 | p-simen 1.8 1708 | leden tr
1290 | terpinolen 0.2 1726 | germakren D 0.1
1399 | metil oktanoat 0.7 1740 | a-muurolen 0.2
1444 | etil oktanoat tr 1742 | B-selinen 0.1
1466 | a-kubeben tr 1744 | o-selinen 0.1
1497 | a-kopaen tr 1755 | bisiklogermakren 0.4
1532 | Kkafur tr 1765 | geranil asetat 0.2
1544 | a-gurjunen 0.2 1773 | 8-kadinen 1.6
1549 | B-kubeben tr 1776 | y-kadinen 0.2

RRI: Relatif tutunma indisi
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Cizelge 12. (Devam) Schinus molle Ugucu Yagimin Kompozisyonu

RRI Bilesik % RRI Bilesik %
1807 | a-kadinen 0.1 2084 | oktanoik asit tr
1823 | p-menta- 1(7),5-dien-2-ol 0.1 2088 | 1-epi-kubenol 0.1
1819 | geranil izobiitirat 0.1 2096 | elemol 0.1
1857 | geraniol 0.1 2104 | viridiflorol 0.1
1864 | p-simen-8-ol tr 2105 | geranil hekzanoat tr
1900 | epi-kubebol 0.1 2144 | spatulenol 0.1
1901 | geranil biitirat tr 2187 | t-kadinol 0.3
1921 | o-fellandren epoksit tr 2209 | t-muurolol 0.4
1953 | palustrol 0.1 2219 | d-kadinol 0.1
1957 | kubebol 0.1 2239 | karvakrol 0.1
2008 | Kkaryofillen oksit 0.1 2250 | a-6desmol 0.1
2050 | E-nerolidol tr 2255 | a-kadinol 11
2057 | ledol 0.1 2287 | (2E,6E) farnesol tr
2069 | germakren D-4-ol 0.6 2384 | 1-hekzadekanol tr
2080 | kubenol 0.1 2503 | dodekanoik asit tr

RRI: Relatif tutunma indisi

Substrat Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Mikroorganizmalar ile etkilestirilecek olan a-fellandren ve S. molle ugucu yaginin
10 ml o-medyum igeren tiiplerde 1 mg/ml ile 0.06 mg/ml konsantrasyon
aralifinda ¢ift kat seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. Onceden PDA veya SDA
plaklarinda gelistirilen bakteri, maya ve filamentli funguslar her bir tiipe 1 6ze ucu
kadar ilave edilmistir. Her bir mikroorganizma igin tireme Kkontroli de
hazirlanmustir. 72 saat 28°Cde yapilan inkiibasyon siiresi sonunda 0.5 mg/ml ve
altindaki konsantrasyonlarda tiim mikroorganizmalarin pozitif kontrolle esit
sekilde tiredikleri gozlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak tiim transformasyon
deneylerinde 0.5 mg/ml lik substrat konsantrasyonu kullanilmistir.

Biyotransformasyon On Tarama Sonuclari

Substratlar, 22 farkli mikroorganizma ile yontemler kisminda agiklanan sekilde
biyotransformasyona birakilmis, inkiibasyon stiresince 1., 3., 5., 7. ve 14. giinlerde
ornekler almarak ncelikle ITK ile metabolit varligi kontrol edilmistir. Yapilan 6n
tarama sonuglarina gore, kontrol gruplar ile karsilastirildiginda kullanilan 22
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mikroorganizmadan 19’unun Schinus molle ugucu yagindan ve a-fellandren’den
cesitli metabolitler olusturdugu belirlenmistir. Bu tiirler ile gergeklestirilen
biyotransformasyonlar 14. giinde durdurulmus, elde edilen ekstreler GK/KS
sisteminde incelenmistir. Fusarium moniliforme (F15), Penicillium expansum
(F19) ve Pseudomonas putida (B1) tiirleri ile yapilan denemelerde herhangi bir
metabolit olusumu gézlenmemistir.

Schinus molle Ugucu Yaginin Mikrobiyal Transformasyonu

Yontemler kisminda anlatildigi sekilde gerceklestirilen 6n tarama deneylerinin
sonuglarima gore metabolit oldugu saptanan farkli mikroorganizmalara ait kiiltiir
ortamlart 14. giinlerinde ekstre edilmis ve GK/KS’de analiz edilmistir. Cizelge
13’de ugucu yagin tasidigi bilesiklerin biyotransformasyon oncesi ve sonrasindaki
miktarlarmin relatif yilizde degerleri kendi aralarinda karsilagtirilmali olarak
verilmistir.

Cizelge 14°de ise ugucu yagin biyotransformasyonu sonucu olusan metabolitlerin
kolondaki tutunma zamanlari (Rt) ve ekstre igindeki relatif % degerleri
gosterilmistir. Tanimlanmig olan ve limonenden olustugu belirlenen metabolitler
“L” harfi ile, a-fellandreneden olustugu belirlenenler ise “A” harfi ile belirtilerek
numaralandirilmistir. Tam olarak yapis1 aydinlatilamayan veya ugucu yagda hangi
maddeden olustugu belirlenemeyen diger metabolitler ise “M” harfi ile
gosterilmistir. S. molle ugucu yagindan olusan metabolitler 6zet halinde Sekil 6°da
gosterilmistir.

Cizelge 13’de goriildiigii gibi, yagda bulunan a-pinen’in (%5) F40-42, F54, F62
ve F69 funguslari tarafindan tamamen metabolize edildigi goriilmektedir.
Miktarinin az olmast nedeniyle izole edilemediginden ekstre igerisinde bu
maddeye ait metabolit varlig1 arastirilmamistir. Yapilan ekstraksiyon sonucu elde
edilen ekstrelerde limonenin relatif % miktarlar1 incelendiginde Alternaria
alternata (F6) ekstresinde limonen miktarinin %0.1 den az oldugu belirlenmistir.
Bu bulgu Cizelge 14°de verilen metabolit yiizdeleri ile karsilastirildiginda L1
metabolitinin de en yiiksek oranda yine bu ekstrede bulundugu goriilmektedir.
Ayrica Neurospora crassa’nin 3 farkli susuna (F11, 12, 13) ait ekstrelerde
limonenin tamamen tiiketildigi ancak beklenen L1 metabolitinin olusmadigi
gozlenmistir.

Yagda %52 oraninda bulunan a-fellandrenin ise tiim ekstrelerde miktar1 azalmig
ve yine bu ekstrelerde relatif olarak %3 ile %17 arasinda degisen miktarlarda Al
metabolitine rastlanmistir (Cizelge 13 ve 14). L1 metabolitini yiiksek bir verimle
olusturan F6’nin, Al metabolitini de en yiiksek verimle meydana getirdigi
belirlenmistir. S. molle ugucu yaginin biyotransformasyonu sonucunda elde edilen
bulgulara gore a-fellandrenden Al metabolitini yiiksek verimle olusturan 16
mikroorganizma ile tekrar etkilestirilmis ve belirlenen metabolitler (A1-A9) ayri
bir baglik altinda agiklanmuistir.
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izelge 13. S. molle Ucucu Yaginin Biyotransformasyonu Sonucu Ana Bilesiklerinin Miktarlarindaki % Degisim
g ¢ g y Yy $ g1

Yagdaki ana Mikroorganizmalar
bilesikler | = | 2 | F3 | F4 | F5 | F6 | F7 | F8 | B2 | Fo | F10 | F11 | F12 | F13 | F14 | F16 | F17 | F18 | F20
a-pinen
tr tr tr tr 0.2 tr tr 0.35 0.1 - 0.1 - - - tr tr - - -
(%5%)
a-fellandren
0.4 0.2 0.3 0.4 0.2 0.2 1.0 6.2 3.5 0.2 6.3 - - - tr 3.0 - - 6.0
(%52%)
limonen
0.1 0.2 0.2 0.2 0.3 tr 1.3 4.4 1.3 0.2 24 - - - tr 2.6 - - 3.2
(%15%)
pB-fellandren
tr tr 0.3 0.3 0.2 tr 1.0 3.0 1.7 0.3 4.5 - tr - - 2.0 - - 3.3
(%15%)
Tr: <% 0.1, *: Transformasyon 6ncesindeki relatif miktarlar
F1: Corynespora cassicola F6: Alternaria alternata F11: Neurospora crassa —N23 F17: Botrytis cinerea
F2: Corynespora cassicola F7: Aspergillus niger F12: Neurospora crassa —N24 F18: Aspergillus flavus
F3: Fusarium heterosporium F8: Saccharomyces cerevisiae F13: Neurospora crassa -wild type- F20: Phanerochaete chrysosporium
F4: Aspergillus alliaceus F9: Kluyveromyces lactis F14: Fusarium solani B2: Devosia riboflavina
F5: Yarrowia lipolitica F10: Schizosaccharomyces japonicus F16: Fusarium culmorum
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Cizelge 14. S.molle Ugucu Yaginin Biyotransformasyonu Sonucu Olusan Metabolitler ve Relatif % Miktarlar

Mikroorganizmalar

Metabolit | Rt

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 B2 F9 | F10 | F11 | F12 | F13 | F14 | F16 | F17 | F18 | F20
L1 493 | 116 | - - - tr 220 | - - - 21 |- - - - - - - - -
L2 36.2 |- - - - - - - 05 |- - - - - - - 05 |- - -
L3 357 |03 |- 02 |- - 0.1 - - - - - - - - - - 0.4 - -
Al 478 |35 |15 |22 |23 |30 |170 |17 56 |21 |41 |12 |18 |116 |79 |325 |12 |13.0 |69 |11.0
A2 53.7 | - - - - - - 1.7 - 05 |tr - - 2.0 - - 13 |123 |- 2.8
A3 502 |12 |17 |19 |- 03 |- - - - - - - - 117 | - - tr - -
Ad 52.4 | tr - - - 1.0 |09 35 30 |16 |tr - 47 |6.11 | 420 |- 27 |12 29 |39
A5 513 | - tr - tr 06 |tr 2.7 20 |07 |11 |- - 2.9 17 | tr tr 49 32 |-
M1 343 | - - - - - - - - - - - - 23 |- - - - - -
M2 439 | - - - - - - - - - - - - - - 04 |11 |- - -

Rt: Tutunma Zamani (Retention time), tr: %0.1°den az

F1: Corynespora cassicola

F2: Corynespora cassicola

F3: Fusarium heterosporium

F4: Aspergillus alliaceus

F5: Yarrowia lipolitica

F6: Alternaria alternata F11: Neurospora crassa —N23

F7: Aspergillus niger F12: Neurospora crassa —N24
F8: Saccharomyces cerevisiae F13: Neurospora crassa -wild type-
F9: Kluyveromyces lactis F14: Fusarium solani

F10: Schizosaccharomyces japonicus F16: Fusarium culmorum
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F17: Botrytis cinerea

F18: Aspergillus flavus

F20: Phanerochaete chrysosporium

B2: Devosia riboflavina
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Sekil 6. S. molle Ugucu Yagimin Biyotransformasyonu ile Olusan Metabolitler

S.molle yag: ile gerceklestirilen mikrobiyal transformasyon sonuglarina gore,
Corynespora cassicola DSM 62474 (F1) ve ozellikle Alternaria alternata NRRL
20593 (F6) tiirlerinin yiiksek oranlarda L1 metabolitini {irettikleri belirlenmistir.
F6 fungusuna ait ekstreden preparatif ITK ile 8 mg izole edilen maddenin GK/KS
kullanilarak kiitle spektrumu alinmis ve safligi kontrol edilmistir. Daha sonra
CDCl; ile ¢oziilen maddenin B3¢ ve 'H NMR spektrumlar1 ¢ekilmistir. Literatiir
verileriyle karsilastirildiginda (Abraham ve ark., 1986; Van der Werf ve ark.,
1999) bu maddenin yapisi iyi bilinen ve ¢esitli fungus ve bakteriler kullanilarak
daha oOnceki c¢alismalarda R-(+)-limonenden sentezlenen 8-p-menten-1,2-diol
(L1), (limonen-1,2-diol) oldugu belirlenmistir.

Limonenin Alternaria alternata ile Mikrobiyal Transformasyonu

S. molle ugucu yagmnin mikrobiyal transformasyonu ile elde edilen L1
metabolitinin, enantiyomerik olarak saf (R)-(+)-limonenden elde edilebilmesi i¢in
yine Alternaria alternata fungusu kullanilarak preparatif olarak g¢alisilmistir.
Gelismis kiiltiir ortamina 500 mg substrat ilave edilmis, 14 giinliik inkiibasyon
stiresi sonunda etil asetat ile ekstre edilmistir. 850 mg olarak elde edilen ham
ekstreden siitun kromatografisi ile yaklastk 100 mg metabolit izole edilmistir.
Biyolojik aktivite ¢alismalarinda, enantiyomerik olarak saf R-(+)-limonenden
sentezlenen bu metabolit (L1) kullanilmigtir.
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L1 metaboliti

L1 metabolitinden elde ettigimiz spektral verilerin bir ¢ok kaynakta mevcut
olmasindan o6tiirti (Abraham ve ark., 1986; Van der Werf ve ark., 1999; Ishikawa
ve ark., 2002a; Pinheiro ve Marsaioli, 2007), kendi bulgularimizin 6zet halinde
verilmesi uygun gorilmiistiir. Ayrica, Corynespora cassicola, Alternaria
alternata ve Kluyveromyces lactis mikroorganizmalariyla limonenin, 8-p-menten-
1,2-diol’e doniistimii (Sekil 7a) ilk kez bu ¢alismada rapor edilmistir.

L1 metabolitinin spektral verileri

EI/MS m/z: 170 (M*, 1), 152 (33), 137 (18), 108 (39), 93 (26), 71 (100), 67 (45),
43 (55).

'H NMR (500 MHz): 6 1.23 (3H, s, H-7), 1.75 (3H, s, H-10), 1.50-2.0 (6H, m, H-
3, H-5, H-6), 2.3 (1H, m, H-4), 3.67 (1H, s, H-2), 4.76 (2H, s, H-9)

3C NMR (125 MHz): 6 21.1 (C-9), 26.2 (C-7), 26.7 (C-5), 33.7 (C-3), 34.1 (C-
6), 37.5 (C-4), 71.3(C-1), 74 (C-2), 109 (C-10), 149.3 (C-8).

OH
OH
A. alternata
(R)-(+)-Limonen (+)-8-p-menten-1,2-diol (L1a)
[a]Pp: +27° (c 10, Aseton)

Sekil 7a. (R)-(+)-Limonen’in A. alternata ve C. cassicola ile Biyotransformasyonu

Daha once (R)-(+)-limonen ile yapilan tiim mikrobiyal transformasyon
calismalarinda elde edilen ve tamimlanan metabolitin (1S,2S,4R) formunda
oldugu, limonenin diger izomeri olan S-(-)-formu ile yapilan c¢alismalar
sonucunda da aymi spektral verilere sahip (1R,2R,4S)-8-p-menten-1,2-diol’iin
olustugu bildirilmistir. Bu ¢alismalarda birbirinin enantiomeri olan bu iki
metabolitin optik ¢evirme agilarinin ise sirasiyla +41.8° ve -38.5° oldugu rapor
edilmistir (Abraham ve ark., 1986; Van der Werf ve ark., 1999). Bu sonuglardan
yola c¢ikarak calismamizda (R)-(+)-limonen diginda ticari kaynaklardan temin
edilen S-(-)-limonen ile de biyotransformasyon denemeleri gerceklestirilmistir.
Yapilan spektroskopik analizlerde izole edilen metabolitin tiim spektral verilerinin
L1 metaboliti ile ayn1 oldugu belirlenmistir. Kaynak bilgilerinde yalnizca optik
cevirme acilarinin farkli oldugu bildirilen bu iki metabolitin sirasiyla optik
cevirme acilan dlgiilmiis, +27° (c 2, aseton) olan ve (R)-(+)-limonenden olusan
metabolit L1a, -17° (c 10, aseton) olan ve S-(-)-limonenden elde edilen metabolit
ise L1b (Sekil 7b) seklinde adlandirilmistir.
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OH
OH

A. alternata

(S)-(-)-Limonen (-)-8-p-menten-1,2-diol (L1b)
[a]%p:-17° (c 10, Aseton)

Sekil 7b. (S)-(-)-Limonen’in A. alternata ile Biyotransformasyonu

Dogada 8-p-menten-1,2-diol (1R,2S,4S formu) ilk kez Grag ve Agarwal, (1988)
tarafindan Ferula jaeschkeana bitkisinden izole edilerek tanimlanmastir. Ishikawa
ve ark., (2002a) tarafindan yapilan bir ¢calismada da (1S,2S,4R)-8-p-menten-1,2-
diol’tin Anethum graveolens meyvelerinde bir monoterpen glikoziti formunda (2-
0-B-D-glukopiranozit) bulundugu bildirilmistir. (1R,2R,4R) ve (1R,25,4R)
formlar1 da sirasiyla Schizonepeta tenuifolia (Yang ve ark., 2002) ve Baccharis
linearis (Brown, 1994) tiirlerinin ugucu yaglarinda tespit edilmistir.

Bir baska calismada portakal balinda yapilan KFME-GK/KS analizi ile 8-p-
menten-1,2-diol oldugu saptanmistir. 0.2 mg/kg konsantrasyonda oldugu
belirlenen ve limonenin biyotransformasyonu ile olusan bu metabolitin, portakal
bali i¢in 6nemli bir ayirt edici molekiil oldugu bildirilmistir (Piasenzotto ve ark.,
2003).

L2 metaboliti

S. molle ugucu yagmin Saccharomyces cerevisiae ve Fusarium moniliform ile
gerceklestirilen  biyotransformasyon calismalarinda elde edilen etil asetat
ekstrelerinde karvon (5-p-menta-6,8-dien-2-on) (%0.5) bulundugu gézlenmistir.
Yapilan onceki ¢aligmalarda (Onken ve Berger, 1999; Duetz ve ark., 2003) 5
farkli fungus tiriiyle (R)-(+)-limonenden sirasiyla karveol ve karvon elde edildigi
bildirilmistir (Sekil 8). Karvon ¢ok iyi bilinen bir molekiil oldugu i¢in spektral
verilerine burada yer verilmemistir.

HO o
:
S.cerevisiae
—_— >
F. culmorum
Limonen Karveol Karvon (L2)

Sekil 8. Limonenden Mikrobiyal Transformasyonla Karvon (L2) Olusumu
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L3 metaboliti

Corynespora cassicola’nin iki ayri susu (F1 ve F2) ile Alternaria alternata (F6)
ve Botrytis cinerea (F17) funguslarmin biyotransformasyon ekstrelerinin GK/KS
ile yapilan kontrollerinde relatif olarak %0.1 ile %0.4 arasinda degisen oranlarda
ekzo-2-hidroksisineol [C1oH1502, EI/MS m/z: 170(M*, 20), 126 (72), 108 (96), 93
(57), 83 (37), 71 (74), 55 (26), 43 (100) ] varlig1 tespit edilmistir. Demyttenaere
ve ark.,, (200la)’nin yaptiklar1 g¢alisma sonucunda Penicilium digitatum’un
mikrobiyal transformasyonla (R)-(+)-limonenden, %0.2 oraninda ekzo-2-
hidroksisineol sentezlendigini bildirmistir. Bir diger ¢alismada ayni metabolitin
rat karacigerinden elde edilen sitokrom P450 enzimleri kullanilarak 1,8-sineolden
sentezlendigi bildirilmistir (Miyazawa ve ark., 2001). Kullandigimiz ugucu yagda
1,8-sineol bulunmadigindan Sekil 9’da kiitle spektrumu verilen ekzo-2-hidroksi-
sineol’lin ugucu yagin tasidigi limonenden hareketle olustugu diisiiniilmektedir.

Abundance

Scan 5742 (35.731 min): GA20H17.D\data.ms
2000 43

108
1800 HO
1600 e}

71
1400 126

1200 93

1000

83

119

LA A e o o e o B : R B e B N
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

m/ z-->

Sekil 9. Ekzo-2-hidroksi-Sineol’iin (L3) Kiitle Spektrumu

M1 metaboliti

Schinus molle ugucu yaginin Neurospora crassa-N24 susu ile yapilan
biyotransformasyonu sonucunda elde edilen ekstrede %2.3 oraninda kripton (4-
izopropilsiklohekzen-2-on), [C1oH140, EI/MS m/z: 138 (M*, 17), 123 (8), 109 (6),
96 (100), 81 (23), 67 (28), 55 (12), 43 (26) ] oldugu belirlenmistir (Sekil 10).
Limonenden kripton olusumu ile ilgili herhangi bir kaynak bilgisine rastlanmadigi
i¢cin hangi maddeden doniismiis olabilecegi bilinememektedir. Kriptonun dogada
Eucalyptus cneorifolia ve Lavandulae sp. ugucu yaglarinda bulundugu
bildirilmistir. ~ Yapilan  kaynak  taramalarinda  yalmizca  4-izopropil
siklohekzanondan kimyasal sentezle elde edilebildigi goriilmiistiir (Mori, 2006).

42



Abundance

85000

80000

75000

70000

65000

60000

55000

50000

45000

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

0

m/z-->

Scan 5683 (34.447 min): GA20H 12.D\data.ms (o]
96
43 67
81
138
55

‘ 1009 123

il ea L | |
: H“\M ‘H\‘M\‘G‘z\ “\‘74 Iy ‘m\ RN “ 117“\ , L
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Sekil 10. Ucucu Yag Biyotransformasyonu ile Elde Edilen Kripton’un Kiitle Spektrumu

M2 metaboliti

Fusarium solani ve F. culmorum funguslarinin biyotransformasyonu sonucu elde
edilen ekstrede belirlenen bu madde ile ilgili yapilan KS kiitiiphane ve literatiir
taramalarindan herhangi bir bulgu elde edilemediginden ve miktarinin ¢ok az
olmasindan dolayr (%0.4-1.1) izole edilip tanimlanamamis, yalnizca kiitle
spektrumu [EI/MS m/z: 150(M*, 3), 135 (13), 112 (56), 93 (13), 82 (100), 67 (15),

54 (31), 39 (35)]verilmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. M2 Metabolitinin Kiitle Spektrumu
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Schinus molle ugucu yaginin biyotransformasyona tabi tutulmasi sonucunda ana
maddeleri olan limonen (%15) ve o-fellandrenin  (%52) kullanilan
mikroorganizmalar ile donlisim potansiyelleri ve olusabilecek muhtemel
metabolitler hakkinda fikir sahibi olunmustur. Aym1 zamanda kullanilan
funguslardan hangilerinin bu doniisiimleri gerceklestirebilecegi saptanmistir.
Boylece zaman tasarrufu saglanmis ve pahali olan standart maddelerin her bir
mikroorganizma ile ayr1 ayri denenmesine gerek kalmamustir. Ugucu yaglarin
biyotransformasyonlarda kullaniminin bir diger faydasi da, biyotransformasyon
prosesi sonucunda dogada c¢ok nadir olarak bulunan bazi aktif maddeler
bakimindan yagin zenginlestirilebilmesidir (Dvorakova ve ark., 2007). Ugucu
yaglarin bu maksatla biyotransformasyonlarda kullanilmasi tilkemizde ilk kez bu
caligma ile yapilmaktadir.

Mikrobiyal transformasyon c¢alismalarinda siral Ozellikte molekiiller substrat
olarak kullaniliyor ise substrat ve olusan metabolitinin de hangi enantiyomerik
yapida oldugu belirlenmelidir. Bir molekiiliin tim spektral verileri birbirinin ayni
olan iki izomeri farkli biyolojik etkiler gosterebilmektedir (Vuuren ve Viljoen,
2007). Bu nedenle galismamizda ugucu yagin biyotransformasyonu ile elde edilen
metabolitler yerine saf enantiyomerlerden elde edilenler biyolojik aktivite
calismalarinda kullanilmustir.

(R)-(-)-a-Fellandrenin Mikrobiyal Transformasyonu ve Olusan Metabolitler

(R)-(-)-a-Fellandrenin 6n tarama deneylerinde hazirlanan kontrol gruplarinin 1.
giniinde KFME teknigi ile Ornekleme yapilmis, GK/KS analizlerinde
fellandrenin, biiyiik oranda azaldigi goriilmiistiir. Bunun iizerine ¢esitli saat ve
giinlerde ornekler alinarak GK/KS’de analiz edilmis, 14 giin boyunca (R)-(-)-a-
fellandrenin besi ortamindaki varligi incelenmistir (Cizelge 15). Besiyeri ve o-
fellandren tasiyan kontrol erleni incelendiginde, 2. giin sonunda ortamda o-
fellandren kalmadigi belirlenmistir.

Yapilan aragtirmalar sonucunda suda c¢oziinmeyen maddelerin, sulu besi
ortamlarinda ¢oziiniirliiglinli arttiran, substrat ve metaboliti koruma o6zellikleri
olan B-siklodekstrin’in (Sekil 12) bu amagla kullanildig1 gortilmistiir (Jadoun ve
Bar, 1993; Roglic ve ark., 2007). Ticari kaynaklardan temin edilen B-siklodekstrin
(B-SD) bu maksatla kullanilarak ayni denemeler tekrar yapilmis, elde edilen
bulgular karsilagtirmali olarak Cizelge 15°de verilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda, tiim deney setlerinde a-fellandren, belirli oranlarda B-SD’ye (Sekil
12) emdirildikten sonra besi ortamina ilave edilmistir.

Cizelge 15. a-Fellandren Kontrol Grubunun KFME ve GK/KS Analiz Sonuglari

Kontrol Gruplar 6. saat 24.saat | 48.saat | 6.giin | 14. giin
a-fellandren + besiyeri +
a-fellandren + B-SD + besiyeri + + + + +

+/-: varlyok
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Sekil 12. B-siklodekstrin

Bu 6n denemeler sonucunda uguculugu azaltilmis ve ¢ozlintirliigi arttirilmis (R)-
(-)-a-fellandren  (>%95, Fluka) ile 22 adet mikroorganizma ile tekrar
etkilestirilmistir. Yapilan denemeler sonucunda olusan metabolitlerin relatif %
miktarlar1 GK/KS kullanilarak belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 16’da
Ozetlenmistir. Cok diisik miktarlarda (<%0.1) doniisim gergeklestiren
mikroorganizmalara ait biyotransformasyon sonuglari tabloya ilave edilmemistir.
S-(+)-fellandren  yapilan tiim arastirmalara ragmen piyasadan temin
edilemediginden biyotransformasyon galismalarimizda kullanilamamustir.
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izelge 16. (R)-(a)-Fellandrenin Biyotransformasyonu Sonucu Olusan Metabolitler ve Relatif % Miktarlar:
Cizelg y y $

Mikroorganizma

Madde Rt

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F8 B2 F9 F12 F13 F14 F16 F17 F18 F20
a-Fellandren* | 15.5 0.1 0.3 0.3 0.5 0.7 - 3.2 11 5.8 - - 0.2 tr tr - 22.6
Al 47.8 22.4 9.1 14.1 1 15.6 60.6 22.6 14.9 124 20.3 20.1 16.6 27.8 22.7 41.2 13
A2 53.7 - - - - - - 34 1.3 2.3 tr - 1.8 4.0 10.5 - 2.7
A3 50.2 2.8 0.3 1.2 - - - 0.8 0.4 - - tr - 0.9 11 - 0.4
Ad 52.4 1 - - 25 4.6 2 7.6 54 4.9 2.8 34 3.9 8.7 4.7 tr tr
A5 51.3 - 15 - 4.8 24 3.1 51 34 34 4.2 5.3 4.6 7.1 5.7 3.3 5
Ab 41.0 - - - - - - tr tr 0.1 - - - 0.3 - - -
A7 32.9 tr - - - tr tr 0.32 tr 0.13 - - - - - - 0.13
A8 38.0 tr - - tr - 21 2.0 12 0.2 - - - 4.8 0.8 - 1.8
A9 34.4 - - - - - 0.1 - - - - - - - - - 0.2

*Biyotransformasyon sonucunda ortamda kalan a-fellandrenin relatif % miktari, tr: %0.1°den az, - : yok

F1: Corynespora cassicola
F2: Corynespora cassicola
F3: Fusarium heterosporium

F4: Aspergillus alliaceus

F5: Yarrowia lipolitica

F6: Alternaria alternata

F9: Kluyveromyces lactis

F8: Saccharomyces cerevisiae

F12: Neurospora crassa —N24
F13: Neurospora crassa -wild type-

F14: Fusarium solani

F16: Fusarium culmorum
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F17: Botrytis cinerea

F18: Aspergillus flavus

F20: Phanerochaete chrysosporium

B2: Devosia riboflavina




Cizelge 16°daki, biyotransformasyon ekstrelerine ait GK/KS bulgular
incelendiginde Al metabolitinin %1 ile %060 arasindaki miktarlarda tiim
mikroorganizmalar tarafindan olusturuldugu belirlenmistir. Ozellikle Alternaria
alternata fungusunun, ortamdaki tiim a-fellandreni kullandigi ve en yiiksek
verimle (%60.6) Al metabolitini olusturdugu goriilmiistiir. Schinus molle ugucu
yaginin biyotransformasyonu ile olusan A1-A6 metabolitlerinin, (R)-(-)-a-
fellandren doniisiimlerinde de olustugu saptanmis, farkli olarak ugucu yag
transformasyonlarinda rastlanmayan A7, A8 ve A9 metabolitlerinin varlig1 tespit
edilmistir (Sekil 13).

Biyotransformasyon sonucunda ortamda kalan (R)-(-)-a-fellandren miktarlari
incelendiginde F20 fungusu hari¢ diger tiim funguslarin bu maddeyi biiyiik oranda
metabolize ettigi goriilmektedir.

OH

L5 ¢

/\/\/\/\

(R)-(-)-a-Fellandren

B

Sekil 13. (R)-(-)-a-Fellandren’in Biyotransformasyonu Sonucu Olusan Metaboliler

ﬁ :

A3-A4
(M* 170) (M 184)
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Al metaboliti

48 saat onceden gelistirilen Alternaria alternata kiiltiirii i¢erisine 500 mg (R)-(-)-
a-fellandren ilave edilmis, 14 giinlik inkiibasyon siiresi sonunda yapilan
ekstraksiyon sonucu 1 gr. ham ekstre elde edilmistir. Kromatografik yontemler ile
ayrilan ve GK/SK ile yiiksek oranda metabolit i¢erdigi belirlenen fraksiyon semi-
preparatif YBSK teknigi ile saflastiriimigtir. Elde edilen A1 metabolitinin (65 mg)
kiitle, *H, *C NMR, 'H-'H COSY, *H-C HSQC ve *H-"*C HMBC spektrumlari
almmistir (Sekil 14-19). Yapilan spektrum degerlendirmeleri (Cizelge 17) ve
kaynak bulgularinin karsilastirilmas: sonucunda metabolitin 5-p-menten-1,2-diol
(2-metil-5-(1-metiletil)-3-siklohekzen-1,2-diol), [C1oH1802, EI/MS m/z: 170(M",
1), 152 (3), 137 (6), 126 (100), 111 (98), 95 (25), 81 (15), 71 (57), 55 (17), 43
(66) ] oldugu belirlenmistir.

Abundance

Scan 8471 (47.872 min): GA20P1.D\data.ms
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30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
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Sekil 14. 5-p-Menten-1,2-diol’iin (A1) Kiitle Spektrumu
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Cizelge 17. 5-p-Menten-1,2-diol’e Ait Spektral Bulgular

C | 'HNMR (400 MHz) § | *C NMR (100 MHz) 6 HMBC 6
1 - 71.2 -
2 3.79, dd (1H) 73.7 132.1,71.2, 38.7, 28.9, 23.9
1.84, ddd (1H) 132.4,73.7,71.2, 38.7, 32.1
3 28.9
1.80, ddd (1H) 132.4,73.7,71.2, 38.7, 32.1
4 2.14, m (1H) 38.7 132.1,32.1
5 5.70, dd (1H) 132.4 132.1,71.2, 73.7, 38.7, 28.9
6 5.63 ddd, (1H) 132.1 132.4,73.7, 38.7, 23.9
7 1.30, s, (3H) 23.9 132.1,73.7,71.2, 38.7, 28.9
8 1.71, ddd, (1H) 321 132.4,20.2, 20.0
9 0.93, d, (3H) 20.2 32.1,38.7
10 0.92, d, (3H) 20.1 32.1,38.7

0. Kimyasal kayma, ppm, C: Karbon atomu
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k| | | ‘
: | Y.
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Sekil 15. 5-p-Menten-1,2-diol’iin ‘H-NMR Spektrumu
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Sekil 16. 5-p-Menten-1,2-diol’iin °C-NMR Spektrumu
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Sekil 17. 5-p-Menten-1,2-diol’iin *H-'H COSY Spektrumu
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Sekil 18. 5-p-Menten-1,2-diol’iin *H -*C HSQC Spektrumu
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Sekil 19. 5-p-Menten-1,2-diol’iin *H-"*C HMBC Spektrumu
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Elde ettigimiz Al metaboliti metanolde coziilerek polarimetrede optik ¢evirme
acis1 dlgiilmiis ve -24° (¢ 10, metanol) olarak hesaplanmustir. Yapilan kaynak
taramalarinda  5-p-menten-1,2-diol’iin  diger enantiyomeri ve diastereo
izomerlerinin gesitli bitkilerden izole edilerek tanimlandigi belirlenmistir. Spektral
verileri biiyiik 6l¢tide benzesen ancak farkli optik ¢evirme agilarina sahip olan bu
maddeler Cizelge 18’de 6zetlenmistir.

Cizelge 18. 5-p-menten-1,2-diol’iin Dogada Bulunan izomerleri

Madde Cevirme Agist Bulunusu

(1S,2S,4R)? Alpinia densibracteata (Sy ve Brown, 1997)

[a]%%: -23.7° (R)-a-Fellandren Biyotransformasyon Metaboliti (Abraham
ve ark., 1986)

(1S,2R,4R) Cuminum cyminum (Ishikawa ve ark., 2002b)

[0]%p: +24°

(1R,2R,4S)° Eucalyptus dives (Stolow ve Sachdev, 1965)
[a]Pp: -34°

o

(1R,25,4S) Chenopodium multifidum (Teresa ve ark., 1983)

[a]®p: -8.5°

(1S.2R 4S) Chenopodium multifidum (Teresa ve ark., 1983)

[0]°p: +40°

WWOH

(15.25.45) Chenopodium multifidum (Teresa ve ark., 1983)

[0]Pp: +54.5°

3 Calismamizda da Izole Edilen A1 Metaboliti, ®: A1 Metabolitinin Enantiyomeri
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Yapilan kaynak taramalarinda (R)-(-)-a-fellandren’in  biyotransformasyonu
konusunda sadece Abraham ve ark. (1986) tarafindan yapilan ¢aligmaya
rastlanmigtir. Bu arastirmanin sonucunda Cizelge 18’de goriildigi gibi
Corynespora casiicola fungusu kullanilarak (R)-(-)-a-fellandren’den, (1S,2S,4R)-
5-p-menten-1,2-diol elde edildigi bildirilmistir. Tiim spektral verileri ve optik
¢evirme agisinin da ayni oldugu goz oniinde bulundurularak Al metabolitinin de
1S,2S,4R formundaki 5-p-menten-1,2-diol olabilecegi diisiiniilmektedir.

A2 metaboliti

a-Fellandrenin biyotransformasyonunda S. cerevisiae, K. lactis, N. crassa —-N24,
F. solani, F. culmorum, B. cinerea, P. chrysosporium ve D. riboflavina (Cizelge
16) mikroorganizmalarinin ¢esitli oranlarda A2 metabolitini meydana getirdigi
belirlenmistir. Bu metabolit GK/KS ile 6-hidroksipiperiton [2-siklohekzen-1-
on,4-hidroksi-3-metil-6-(1-metiletil)], [C10H160, EI/MS m/z: 168 (M, 12), 153
(4), 135 (5), 126 (53), 111 (39), 98 (100), 69 (40), 55 (15), 41 (24)] olarak
tanimlanmig ve kiitle spektrumu Sekil 20°de verilmistir. Dogada bu maddenin
totomerik formunun Chenopodium multifidum ugucu yaginda bulundugu
bildirilmistir (Teresa ve ark., 1981). Ayrica bu maddenin Trichosporon sp.
fungusu ile (R)-(-)-piperitonun biyotransformasyonu ile elde edildigi de
bildirilmistir (Van Dyk ve ark., 1998).

Abundance

Scan 9474 (53.702 min): GA20P14.D\data.ms (-9461) (-)
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Sekil 20. 6-Hidroksipiperiton’un (A2) Kiitle Spektrumu
A3-A5 metabolitleri

S. molle ugucu yagmin biyotransformasyonu ile onceden belirlenen bu iig
metabolitin, (R)-(-)-(a)-fellandren biyotransformasyonu sonucunda da olustugu
goriilmiistiir. Ozellikle molekiil agirhiklar1 dikkate alindiginda diol oldugu
diisiiniilen A3 [EI/MS m/z: 170 (M", 4), 152 (14), 109 (7), 95 (4), 84 (100), 71 (9),
69 (40), 43 (11)], A4 [EI/MS m/z: 170 (M", 1), 155 (68), 137 (11), 127 (24), 111
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(89), 100 (100), 85 (23), 71 (98), 43 (34)] ve triol oldugu diisiiniilen A5 [EI/MS
m/z: 184 (M*, 2), 169 (6), 152 (11), 137 (11), 127 (12), 109 (100), 100 (76), 85
(60), 71 (95), 55 (23), 43 (38)] metabolitlerinin Fusarium heterosporium disinda
denenen funguslara ait biyotransformasyon ekstrelerinin tamamina yakininda
relatif olarak %1.3 ile %7.1 arasinda mevcut oldugu (Cizelge 16) belirlenmis,
ancak az miktarda olmalarindan dolayi izole edilememislerdir. Bu metabolitlerin
yapilar1 aydinlatilamamis, sadece GK/KS analizi sonucunda elde edilen kiitle
spektrumlar1 ve muhtemel molekiil yapilari, Sekil 21-23de verilmistir.

Abundance

Scan 8959 (50.222 min): GA20H1.D\data.ms
84

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000 5

170

109
95
| “103 “ 117 127 137 152
TR O vt YT ¥ LT O VA S S

71
“\“H‘ ‘\‘\““\
0 80

“\\63“\
o T
60 7 90 100 110 120 130 140 150 160 170

43 5
0
30 40 50

m /[ z-->

Sekil 21. A3 Metabolitinin Kiitle Spektrumu

Abundance

Scan 9412 (52.404 min): GA20H12.D\data.ms (-9402) (-)
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Sekil 22. A4 Metabolitinin Kiitle Spektrumu
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Abundance

Scan 9188 (51.325 min): GA20H6.D\data.ms (-9196) (-)
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Sekil 23. A5 Metabolitinin Kiitle Spektrumu

A6 metaboliti

Kluyveromyces lactis ve Fusarium culmorum funguslarina ait biyotransformasyon
ekstrelerinde %0.1 ve %0.3 oraninda a-fellandren epoksit [1,3-
siklohekzadien,2-metil-5-(1-metiletil)monoepoksit], [CioH1sO EI/MS m/z: 152
(M*, 4), 150 (21), 134 (28), 107 (56), 91 (100), 81 (53), 67 (19), 43 (94)]
belirlenmistir (Cizelge 16). Bu maddenin GK/KS ile elde edilen spektrumu Sekil
24°de verilmistir.

Abundance

Scan 6999 (40.784 min): GA20P9.D\data.ms
91

43 O

5000
4500
4000
3500 é

3000 81 Lt ////\\\\
2500

2000

55 oy 134
119

125
| ‘ “M ‘\H\‘MW\‘ m” 1 T
T T 1 T T T 1 T

RS B
0 80 90 100 110 120 130 140 150 160

1500

6
1000

500

|
‘7

3

o

il |
50 60

7
“J
7
m / z-->

Sekil 24. a-Fellandren Epoksit’in (A6) Kiitle Spektrumu
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A7-A9 metabolitleri

Kullanilan mikroorganizmalara ait 14. giin biyotransformasyon ekstrelerinde
yapilan GK/KS analizleri sonucunda elde edilen spektrumlar (Sekil 25-27) ve
kiitiiphane tarama sonuglarina gore, ¢esitli mikroorganizmalara ait ekstrelerde
(Cizelge 16) bu ii¢ metabolit tanimlanmistir. A7 metabolitinin dogada bir ¢ok
ucucu yagin bilesimine giren cis-p-ment-2-en-1-ol [CioH1s0 EI/MS m/z: 154
(M*, 5), 139 (41), 121 (23), 111 (27), 93 (30), 69 (38), 55 (26), 43 (100)] ve A8
metabolitinin de p-menta-1(7),5-dien-2-ol (sin. Yabunikkeol), [C1oH160 EI/MS
m/z: 152 (M", 1), 134 (34), 119 (19), 109 (25), 92 (100), 81 (47), 53 (13), 41 (19)]
oldugu saptanmustir.

cis-p-Ment-2-en-1-ol’tin, (R)-(-)-a-fellandrenden biyotransformasyonla elde
edilmesi ilk kez bu ¢alisma ile gosterilmistir. p-Menta-1(7),5-dien-2-ol Abraham
ve ark. (1986), tarafindan daha 6nce C. cassicola ile (R)-(-)-a-fellandrenin
biyotransformasyonu ile elde edilmistir.

Abundance

Scan 5366 (32.921 min): GA20P9.D\data.ms
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Sekil 25. cis-p-ment-2-en-1-ol’iin (A7) Kiitle Spektrumu

A. alternata ve P. chrysosporium funguslarinin (R)-(-)-a-fellandrenden %0.1 ve
%0.2 oranlarinda karvotanaseton (p-ment-1-en-6-on, A9) [C1oH160 EI/MS m/z:
152 (M, 38), 137 (3), 109 (26), 95 (24), 82 (100), 69 (18), 41 (28)] olusturdugu
belirlenmigtir. Noma ve ark. (1978) tarafindan yapilan c¢alismada karvonun
mikrobiyal transformasyonu ile elde edilen karvotanaseton’un dogada Piper
nigrum, Tanacetum vulgare, Eucalyptus deglupta, Cymbopogon nardus, Plucaria
mauritanica, Artemisia kurramensis bitkilerine ait ugucu yaglarla bulundugu
bildirilmistir (Conolly ve Hill, 1991).
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Abundance

Scan 6215 (38.009 min): GA20P13.D\data.ms
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Sekil 26. p-menta-1(7),5-dien-2-ol’iin (A8) Kiitle Spektrumu

Abundance

Scan 5478 (34.460 min): GA20P6B.D\data.ms
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Sekil 27. Karvotanaseton’un (A9) Kiitle Spektrumu
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Biyolojik Aktivite Sonu¢lari

Biyotransformasyonlarda kullanilan tiim baslangic maddeleri ve bunlarin izole
edilen metabolitlerinin (L1 ve Al) standart maddeler esliginde ¢esitli yontemler
kullanilarak biyolojik etkileri arastirtlmistir.

Antibakteriyel aktivite

Antibakteriyel aktivite deneylerinde maddelerimizin, biri klinik izolat olmak
tizere toplam 16 adet Gram (+) ve Gram (-) insan, bitki ve gida patojeni bakteriye
karsi olan etkileri standart antibakteriyal maddeler esliginde c¢aligilmistir.
Mikrodiliisyon yontemiyle belirlenen minimum inhibitér konsantrasyonlari
(MIK), mg/ml cinsinden Cizelge 19°da verilmistir.

Cizelge 19. Antibakteriyal Etki Sonuclari

Bakteri tiirii uY. L L1 A Al S1 S2

E. coli 2 >4 0.06 >4 0.5 0.008 | 0.008
S. aureus 2 >4 0.06 >4 0.25 0.004 | 0.004
P. aeruginosa 4 >4 0.25 >4 0.5 0.002 | 0.06
E. aerogenes 4 >4 0.03 >4 0.5 0.008 | 0.004
P.vulgaris 2 >4 0.125 | >4 0.25 0.06 0.015
S. typhimurium 4 >4 0.06 >4 0.5 0.01 0.004
S. epidermidis 2 >4 0.5 >4 0.25 0.06 0.002
B. cereus 2 >4 0.06 >4 0.5 0.125 | 0.015
B. subtilis 2 >4 0.5 >4 0.125 | 0.004 | 0.008
S. aureus (MRSA) 2 >4 0.03 2 0.125 | 0.25 0.03
A. tumefaciens (S6) >4 >4 0.03 2 0.5 0.001 | 0.008
E. carotovora subsp. >4 >4 0.5 2 0.25 0.001 | 0.008
carotovora

P. syringae pv. phaseolicola | >4 >4 0.5 >4 0.5 0.001 | 0.015
P. syringae pv. tomato 2 >4 0.25 1 0.5 0.001 | 0.004
S. marcescens 2 >4 0.25 >4 0.125 | 0.004 | 0.06
E. coli O157-H7 1 >4 0.5 >4 0.125 | 0.001 | 0.004

UY.: S. molle ugucu yagi, L: (R)-(+)-limonen, L1: 8-p-menten-1,2-diol, A: (R)-(-)-a-fellandren,
Al: 5-p-menten-1,2-diol, S1: Ampisilin, S2: Kloramfenikol
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Cizelge 19°da goriildiigii gibi, biyotransformasyonlarda kullanilan baslangic
maddelerimizden a-fellandren ve S. molle ugucu yagmin 1 ile 4 mg/ml arasinda
degisen konsantrasyonlarda antibakteriyal etki gosterdikleri belirlenmistir. (R)-
(+)-limonenin denenen tiim bakterilere karst MiK degerinin 4 mg/ml den biiyiik
oldugu gorilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada (R)-(+)-limonen’in S. aureus, B.
cereus, Enterobacter faecalis, E.coli, P. aeruginosa ve K. pneumoniae
bakterilerine kars1 3 ile 27 mg/ml konsantrasyonlarda etkili oldugu belirlenmistir
(Vuuren ve Vilijoen, 2007).

Standart antibakteriyal maddelerle karsilastirildiginda tiim substratlarin oldukga
zayif etkileri oldugu saptanirken, limonen ve fellandrenden elde edilen
metabolitlerin (L1 ve Al) standartlara yakin antibakteriyal etkilere sahip olduklar1
goriilmiistiir. Ozellikle 8-p-menten-1,2-dioliin Bacillus cereus ve Metisiline
direngli S. aureus’u (MRSA) ampisilinden daha diisiik dozlarda inhibe ettigi (0.06
ve 0.03 mg/ml), MRSA bakterisine kars1 ise kloramfenikolle ayn1 MIK degerine
sahip oldugu gorilmiistiir. Yapilan kaynak taramalarinda limonenin, oksijene
maruz birakilarak oksidasyonu sonucu elde edilen ve iginde 8-p-menten-1,2-
diol’in de bulundugu ¢esitli limonen metabolitleri tasiyan karigimin
Staphylococcus aureus’a karst 0.06 mg/ml konsantrasyonda bakterisidal etki
gosterdigi bildirilmistir (Chastain ve ark., 1992). Bu konuda tek arastirma olan bu
patentin sonuglariyla, ¢alismamizda ayni bakteriye karsi bulunan MIK degeri
sonuglar1 birebir uyum saglamaktadir. 8-p-menten-1,2-diol’tiin S. aureus disinda,
aragtirmamizda kullandigimiz diger 15 bakteriye karsi olan antibakteriyal etkisi
ilk kez bu ¢alisma ile rapor edilmektedir (Cizelge 19).

Antikandidal aktivite

Mikrodilisyon yontemi kullanilarak gergeklestirilen antikandidal aktivite
deneylerinde Candida albicans’in ti¢ farkli susu ile birlikte toplam 6 farkli
Candida tiirti kullanilmistir. Paralel olarak gergeklestirilen deney sonucunda elde
edilen MIK degerleri mg/ml cinsinden Cizelge 20°de verilmistir.

Limonen ve fellandrenin, test edilen Candida tiirlerine karst 1 ile 4 mg/ml
arasinda degisen konsantrasyonlarda etkili oldugu belirlenmistir. Limonenin, C.
tropicalis, C. krusei ve C. zeylanoides’e karst 4 mg/ml den daha yiiksek MIK
degerleri oldugu goriilmiistiir. Limonen metaboliti olan 8-p-mentenl,2-diol’iin
(L1) gostermis oldugu kuvvetli antibakteriyal etkilere karsin, antikandidal
etkisinin zayif oldugu saptanmstir (Cizelge 20).
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Cizelge 20. Antikandidal Etki Sonug¢lari

Candida tiirii uY. L L1 A Al S1 S2 S3 S4

C. albicans® 1 2 1 2 1 0.02 | 0.004 | 0.5 0.008
C. albicans® 2 2 1 2 05 |05 003 |1 0.06
C. albicans® 1 1 1 2 0.25 |0.25 |0.125 |0.25 |0.06
C. glabrata 1 2 1 2 0.5 0.125 | 0.004 | 0.25 | 0.03
C. utilis 2 1 1 2 0.125 | 0.5 0.002 |1 0.06
C. tropicalis 2 >4 2 1 0.5 0.125 | 0.004 | 0.5 0.03
C. krusei 2 >4 1 2 0.5 0.5 006 |1 0.01
C. zeylanoides 2 >4 1 2 0.5 0.125 | 0.004 | 0.5 0.008
C. parapsilosis | 2 2 1 2 0.5 0.125 | 0.008 | 0.5 0.06

% Klinik izolat, ® NRRL 27077, © ATCC 90028, UY.:S. molle ugucu yagi, L: (R)-(+)-limonen, L1:
8-p-menten-1,2-diol, A: (R)-(-)-a-fellandren, Al: 5-p-menten-1,2-diol, S1: Griseofulvin, S2:
Klotrimazol, S3: Benomil, S4: Ketokonazol

Cizelge 20°de gorildiigi gibi 8-p-menten-1,2-diol’den daha zayif antibakteriyal
etkileri olan fellandren metabolitinin (Al), 8-p-menten-1,2-diole gore daha
kuvvetli antikandidal etki gosterdigi belirlenmistir. 4 farkli standart antifungal ile
birlikte test edilen Al metabolitinin, Candida albicans’in iki susu disindaki
denenen diger tiim Candida tiirlerine karst Benomil’den daha etkili oldugu
saptanmustir. S. molle ugucu yaginin da 1 ve 2 mg/ml lik konsantrasyonlarda orta
derecede antikandidal etkili oldugu belirlenmistir.

Biyootografi senuglar

Antimikrobiyal etkinin belirlenmesinde kullanilan bir diger ydntem olan
biyootografi ile, biyotransformasyon sonunda elde edilen ham ekstre i¢indeki aktif
metabolitlerin ortaya g¢ikarilmasi miimkiin olmustur. Bu maksatla Salmonella
typhimurium, Bacillus cereus, Agrobacterium tumefaciens ve Candida albicans
(ATCC 90028) tiirlerine karst (R)-(+)-limonen (L), a-fellandren (A) ve bunlarin
biyotransformasyon ekstreleri (Le ve Ae) ile izole edilmis 8-p-menten-1,2diol
(L1) ve 5-p-menten-1,2-diol (Al) metabolitleri test edilmistir. Yontemler
kisminda anlatildig1 sekilde hazirlanan plaklara 10 mg/ml konsantrasyondaki her
bir 6rnekten 5’er pl uygulanmustir. Standart antibakteriyal madde olarak 2 mg/ml
konsantrasyonda hazirlanan kloramfenikol (S) kullanilmigtir. Mikroorganizma ile
kaplanan plak inkiibe edilmis ve TTC solusyonu piiskiirtiilmiistiir. Renklenmeyen
alanlara ait spotlar, referans plakla karsilastirilarak aktiviteden sorumlu maddeler
belirlenmistir (Sekil 28).

Biyootografi yontemi ile biyotransformasyon sonrasinda elde edilen ham
ekstreden izole edilmesi planlanan metabolitlerin antimikrobiyal etkiye sahip
olanlarin seg¢ici izolasyonu miimkiin olabilmektedir.
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B. cereus

Slllkajel GFys,
Diklorometan:aseton (1:1)

"l

- Y
L Le L1 A Ae AL

.
R

S. typhimuriuhrﬁ'”"“*»»-_

Referans iTK plag

Sekil 28. Biyootografi Yontemi ile Belirlenen Antimikrobiyal Etki Sonuglari

Sekil 28’de goriildiigi gibi (R)-(+)-limonen ve (R)-(-)-a-fellandrenin test edilen
mikroorganizmalara karsi herhangi bir antimikrobiyal etkisi olmadigi
belirlenmistir. Mikrodiliisyon sonuglart incelendiginde (Cizelge 19 ve 20) bu
maddelerin standart antimikrobiyal maddelerle kiyaslandiklarinda ¢ok diisiik
etkiye sahip olduklar1 goriillmektedir. (R)-(+)-limonen ve (R)-(-)-a-fellandrenin
biyotransformasyon ekstrelerinin ise Candida albicans haricinde denenen diger
mikroorganizmalara kars1 etkili metabolitlere sahip olduklar1 goriilmektedir. Ayni
sistemde ITK plagina uygulanan 8-p-menten-1,2diol (L1) ve 5-p-menten-1,2-diol
(Al) metabolitlerinin de antimikrobiyal etkilerinden dolayr olusturduklar
iremenin olmadigi renksiz alanlar gézlenmistir. Metabolitlerin mikrodiliisyon
yontemi ile belirlenen giiglii antimikrobiyal etkileri (Cizelge 19) bu sonuglar ile
biiyiikk bir uyum gostermektedir. Candida albicans’in kullanildigi test plaginda
standart madde diginda herhangi bir inhibisyon zonu gézlenmemistir.
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Antioksidan aktivite sonuclart
On tarama sonuclar

Tiim 6rnekler 10 mg/ml konsantrasyonda 4’er pl hacimde 3 adet silikajel GFs4
plagina uygulanmig ve diklorometan:aseton (4:1) ¢oziicii sisteminde develope
edilmistir. Standart antioksidan madde olarak 10 mg/ml dozda (metanolde),
askorbik asit kullanilmistir. DPPH ve ABTS radikal ¢6zeltilerinin piiskiirtiildigii
plaklar incelendiginde (Sekil 29), standart madde disinda, yalnizca Al
metabolitinin  belirgin sekilde ABTS radikal ¢ozeltisinin rengini  agtigi
belirlenmistir. Limonen ve fellandrenin uygulanan dozlarinda ABTS {izerinden
radikal siipiiriicii etkisi olmadigr gozlenmistir. DPPH piiskiirtiilen plakta da
belirgin bir soldurma gézlenmemistir.

10 x 10 Silikajel GF 54
Hekzan:Etil asetat (1:1)

L : (R)-(+)-limonen
. Le : (R)-(+)-limonen
biyotransformasyon ekstresi

- . ﬂ L1 : 8-p-menten-1,2-diol

€] ’ A : (R)-(-)-o-fellandren

Ae . (R)-(-)-a-fellandren
biyotransformasyon ekstresi

Al : 5-p-menten-1,2-diol

L Le L1 A Ae Al

Sekil 29. Antioksidan On Tarama Deneylerinin Sonuclar
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1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini siipiiriicii etki

Yontemler kisminda anlatildigi sekilde gergeklestirilen deneyde Schinus molle
ucucu yagi, (R)-(+)-limonen, (R)-(-)-a-fellandren, 8-p-menten-1,2-diol ve 5-p-
menten-1,2-diol’tiin 1Csy degerlerinin hesaplanmasi amaciyla 10 mg/ml ile 0.1
mg/ml arasindaki konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmis ve DPPH radikalini
stiptiriicii etkisi arastirilmistir. 517 nm de okunan absorbans sonuglarina gore
maddelerin denenen konsantrasyon araliginda DPPH radikalini soldurmadig:
goriilmistiir. Pozitif kontrol olarak kullanilan ve ICsp degeri 0.08 mg/ml olan
BHT ile karsilastirildiginda maddelerimizin olduk¢a zayif etkiye (>10 mg/ml)
sahip oldugu belirlenmistir. Tiip deneyi sonuclarinin iTK plaginda yapilan 6n
tarama deneyi sonuglariyla (Sekil 29) uyum igerisinde oldugu goriilmiistiir.
Yapilan bir aragtirmada limonen dahil 20den fazla monoterpenin DPPH radikalini
stipiiricti etkisi incelenmis, ¢alismamiz sonuclarina pararlel olarak en disik
etkiye limonenin sahip oldugu bildirilmistir (Choi ve ark., 2000).

ABTS radikal siipiiriicii etki

Yontemler kisminda anlatilan TEAC metoduna gore orneklerimizin 60 dakika
boyunca 10 mg/ml lik konsantrasyonlarinin ABTS’i soldurma derecesi 6l¢iilmiis,
antioksidan etkisi iyi bilinen ayn1 konsantrasyondaki BHT ile karsilastirildiginda
oldukga diisiik aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir (Cizelge 21 ve Sekil 30).
Limonen metaboliti olan 8-p-menten-1,2-diol’tin beklenen radikal siipiiriicii
etkinin aksine oksidasyonu arttirdigi goriilmiistiir. Limonenin soldurma miktarinin
negatif kontrol ile ayni derecede oldugu, a-fellandren ve biyotransformasyon
metaboliti A1’in 30.dakika sonunda 0.19 ve 0.20 mM troloksa esdeger (TEAC)
etki gosterdigi belirlenmistir.

0,83

0,8

o
~
~

0,74 -

Absorbans [734 nm]

0,71

0,68 -

0,65 LS L L L, B B B |
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61

Zaman [dk]

—L —L1 —A —Al —UY —Kaontrol

Sekil 30. ABTS Radikal Siipiiriicii Etki
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Cizelge 21. Troloksa Esdeger ABTS Radikal Siipiiriicii Etki [TEAC* (mM)]

Zaman (dk.)
Ornek 0 10. 20. 30.
L 0.03 0.04 0.05 0.06
L1 -0.15 -0.10 -0.07 -0.04
A 0.11 0.15 0.18 0.19
Al 0.06 0.14 0.18 0.20
Uy 0.06 0.10 0.11 0.12
BHT 1.65 2.25 2.26 2.26

*TEAC degeri aktivite ile dogru orantili olarak artmaktadir, L: (R)-(+)-limonen, L1: 8-p-menten-
1,2-diol, A: (R)-(-)-a-fellandren, Al: 5-p-menten-1,2-diol, UY: S. molle ugucu yag, BHT:
Butillenmis hidroksitoluen

S-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki

B-karoten soldurma deneyine gore 10 mg/ml (metanolde) konsantrasyonda
hazirlanan numunelerimizin lipid peroksidasyonunu o6nleyici etkileri 120 dakika
boyunca 6l¢iilmiis, pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ye gore oldukc¢a diisiik
antioksidan kapasitesiteye (AAC) sahip olduklar1 belirlenmistir (Sekil 31 ve 32).
Yapilan bu kinetik ¢alismada a-fellandrenin, diger substratlara ve metabolitlere
gore daha yiiksek etkisi oldugu (55.4) goriilmistiir. Limonen ve a-fellandrenin
biyotransformasyonuyla elde edilen tiim metabolitlerin antioksidan kapasiteleri ilk
kez bu ¢aligma ile gosterilmektedir.
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Sekil 31. Substrat ve Metabolitlerin p-karoten/linoleik Asit Oksidasyonunu inhibe Edici
Etkisi
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Sekil 32. Substrat ve Metabolitlerin p-karoten/linoleik Asit Oksidasyonunu inhibe Edici
Antioksidan Kapasite Degerleri
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Biyoliiminesan Vibrio fischeri yéntemi ile belirlenen akut toksisite sonuclart

Limonen (L), a-fellandren (A), 8-p-menten-1,2-diol (L1) ve 5-p-menten-1,2-diol
(Al) yaninda standart olarak toksisitesi iyi bilinen tuyon (S) ve test Kitine ait
pozitif (P) ve negatif (N) kontroller yontemler kisminda anlatildig1 sekilde plaga
uygulanmis ve bakteri ile kaplanmistir. Goriintiileme sistemi altinda c¢ekilen
fotograflar Sekil 30°da verilmistir. Toksik olan maddeler beyaz zemin tizerindeki
karanlik lekeler olarak belirlenmistir. 1 mg/ml’lik dozda A plagima uygulanan
orneklerin toksisitesi incelendiginde limonenin etkili olmadigi ancak metaboliti
olan 8-p-menten-1,2-diol {in yiiksek derecede toksik etkisi oldugu kalitatif olarak
belirlenmistir. Fellandrenin  denenen 1 mg/ml’lik dozda toksik oldugu,
metabolitinin ise herhangi bir toksik etkisi olmadigi goriilmektedir. Standart
olarak kullanilan tuyon ve pozitif kontrol koyu lekeler halinde goriilmektedir.
Maddelerin 10 mg/ml dozda uygulandigi B plagina bakildiginda ise limonen,
fellandren ve 8-p-menten-1,2-diol’in artan toksik etkileri biiyliyen siyah
lekelerden gozlenmis, fellandren metabolitinin bu dozda da toksik olmadig
belirlenmistir. Sonu¢ olarak 1 mg/ml konsantrasyonda toksik etki gOstermeyen
limonenin, biyotransformasyonla elde edilen metaboliti olan 8-p-menten-1,2-
diol’tin ise 1 ve 10 mg/ml’lik konsantrasyonlarda etkili oldugu belirlenmistir. o-
Fellandrenin ise 1 ve 10 mg/ml’lik dozlarda toksik etki gosterdigi buna karsin bu
maddenin biyotransformasyonu ile elde edilen 5-p-menten-1,2-diol’lin ise her iki
dozda da toksik etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Sonuglar Kalitatif olarak verilmis,
ICs0 degerlerinin belirlenmesi ile ilgili galismalarimiz ise halen devam etmektedir.

10 mg/ml

N

Sekil 33. Biyoliiminesan Akut Toksisite Sonuclar:
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SONUC VE ONERILER

Schinus molle ugucu yagi ile yapilan biyotransformasyon g¢aligsmalari sonucunda
cesitli spektroskopik yontemler kullanilarak 10 metabolit varligi belirlenmis,
altisinin yapilart aydinlatilmigtir.

Yapilan kaynak taramasi ve deneysel c¢alismalar sonucunda S. molle ugucu
yaginin mikrobiyal transformasyonu ile olusan 8-p-menten-1,2-diol (limonen-1,2-
diol), karvon ve ekzo-2-hidroksisineol’iin ugucu yagin bilesiminde olan
limonenden hareketle sentezlendikleri Dbelirlenmistir.  8-p-Menten-1,2-diol
metabolitinin yeterli miktarda elde edilebilmesi i¢in Alternaria alternata fungusu
ile preparatif 6l¢ekte calisilmis ve bu amagla ticari kaynaklardan temin edilen (R)-
(+)- ve (S)-(-)-limonen substrat olarak ayr1 ayr1 denenmistir. Sonugta
biyotransformasyon iiriinleri olarak (R)-(+)-limonenden; (+)-8-p-menten-1,2-diol,
(S)-(-)-limonenden  ise  (-)-8-p-menten-1,2-diol  metabolitinin  olustugu
belirlenmistir. Yapilan benzer c¢aligmalardaki sonuglar da goz Onilinde
bulundurularak limonen molekiillerindeki siral ozellikteki 4. karbon atomunun
(R)- ve (S)- formlarinin metabolitlerde de korundugu diistiniilmektedir (Abraham
ve ark., 1986; Van der Werf ve ark., 1999; Ishikawa ve ark., 2002a; Pinheiro ve
Marsaioli, 2007). Biyolojik aktivite ¢alismalarinda da (R)-(+)-limonenden elde
edilen (+)-8-p-menten-1,2-diol kullanilmistir. Bunun disinda Neurospora crassa
tarafindan kripton metaboliti (sin. 4-izopropilsiklohekzen-2-on), Fusarium solani
ve F. culmorum funguslar1 tarafindan sentezlenen ve yapist tam olarak
aydinlatilamayan ancak monohidroksilli olabilecegi diisiiniilen M2 (M*150)
metabolitinin varligi belirlenmistir.

(R)-(-)-a-fellandren ile yapilan biyotransformasyon calismalarinda 9 metabolit
olustugu belirlenmis ve altisi tanimlanmustir. Bunlardan 5-p-menten-1,2-diol,
kullanilan tiim funguslara ait biyotransformasyon ekstrelerinde saptanmis, en
yiikksek verimle Alternaria alternata tarafindan sentezlendigi belirlenmistir. Bu
sonuglardan yola ¢ikilarak A. alternata fungusu kullanilarak preparatif olarak
calisilmig, izole edilerek saflastirilan bu metabolit biyolojik aktivite testlerinde
kullanilmastir.

S. cerevisiae, K. lactis, N. crassa —N24, F. solani, F. culmorum, B. cinerea, P.
chrysosporium ve D. riboflavina funguslarinin (R)-(-)-a-fellandren’i, %1.3 - %11
arasinda degisen verimlerle, 6-hidroksipiperitona dontistiirdiigii belirlenmistir. Bu
maddenin (R)-(-)-a-fellandren’den biyotransformasyonla elde edilmesi ilk kez bu
calisma ile gosterilmektedir. Ayni sekilde GK/KS yardimiyla yapilart aydinlatilan
a-fellandren epoksit, cis-p-ment-2-en-1-ol ve Kkarvotanaseton’un, (R)-(-)-a-
fellandrenin biyotransformasyonuyla elde edilmesi yine ilk kez bu ¢alismada
bildirilmektedir.

Daha once (R)-(-)-a-fellandrenin Cornespora cassicola ile biyotransformasyonu
konulu bir arastirmada (Abraham ve ark., 1986) olustugu bildirilen Yabunikkeol
isimli metabolitin [sin. p-menta-1(7),5-dien-2-o0l], bu ¢alisma kapsaminda ayrica
A. alternata, S. cerevisiae, D. riboflavina, K. lactis, F.culmorum, B. cinerea ve P.
chrysosporium mikroorganizmalari tarafindan da sentezlendigi gosterilmistir.

Bunlara ilave olarak, ayni zamanda ugucu yag biyotransformasyonuyla da
olustugu belirlenen, ancak yapilari tam olarak aydinlatilamayan A3, A4 ve A5
olarak isimlendirilen metabolitler (R)-(-)-a-fellandren doniisiimlerinde hemen
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hemen tiim funguslar tarafindan meydana getirilmistir. Bu maddelerin yalnizca
kiitle spektrumlarina yer verilmistir. Bilindigi gibi a-fellandrenin molekiil agirlig
136°dir ve A3 ve A4 metabolitlerinin molekiil agirlig1 da yapilan GK/KS analizi
sonucu 170 olarak belirlenmistir. Fellandren molekiiliine iki —OH grubu (MA: 34)
katilimi olabilcegi, ayni sekilde molekiil agirhg 184 olarak belirlenen A5
metabolitine de biyotransformasyon reaksiyonlar1 ile halka igindeki 2 konjuge
bagin ag¢ilmadan tic —OH grubunun baglanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. -OH
gruplarinin stereokimyasal poziyonlarmin da molekiil cesitliliini arttirdigr goz
Onitine alinmalidir. Sekil 34°te, bu c¢alismada belirlenen tiim metabolitler 6zet
halinde verilmistir.

S.molle

ugucu — >

yagi (M 150)
8-p-Menten- Karvon Ekzo-2-hidroksi  Kripton

1,2-diol sineol
5-p- Menten 6-Hidroksi- A3-Ad
1,2-diol pipertion (M*170) ™M* 184)

? OH o o
e + + +

a-Fellandren Yabunikkeol cis-p-Ment-2-en-  Karvotanaseton

(R)-()- epoksit 1-ol

o-Fellandren

OH
OH
P SN
(R)-(+)-Limonen (+)-8-p-Menten- (S)-(-)-Limonen (-)-8-p-Menten-
1,2-diol 1,2-diol

Sekil 34. Biyotransformasyon Calismalar1 Sonucunda Elde Edilen Metabolitler
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Baslangic maddeleri (R)-(-)-o-fellandren ve (R)-(+)-limonen ile yapilan
biyotransformasyonlar sonunda izole edilen metabolitler (-)-5-p-menten-1,2-diol
ve (+)-8-p-menten-1,2-dioliin standart maddelerle karsilastirilmali  olarak
antibakteriyal, antikandidal, antioksidan aktiviteleri ve akut toksisiteleri
arastirilmistir.

8-p-menten-1,2-diol’in (limonen-1,2-diol) yapilan deneyler sonucunda, baslangi¢
maddesi olan (R)-(+)-limonen’den ¢ok daha kuvvetli antibakteriyal oOzellikler
kazandig1 goriilmiistiir. Limonen’in Bacillus cereus’u 4 mg/ml nin iizerindeki
konsantrasyonlarda inhibe edebilecegi saptanirken, metaboliti olan 8-p-menten-
1,2-diol 0.06 mg/ml MIK degeriyle standart olarak kullanilan ampisilinden daha
yiiksek antibakteriyal etki gostermistir. Ayni sekilde metisiline direngi S. aureus’a
kars1 ampisilinden daha etkili oldugu, diger standart madde olan kloramfenikol ile
aym MIK degerinde (0.03 mg/ml) etki gosterdigi belirlenmistir. Diger patojen
bakterilere kars etkileri karsilastirildiginda baslangig maddesi limonene gore tiim
bakterilere kars1 0.5 ile 0.03 mg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda ¢ok daha
yiiksek etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Metabolitin S. aureus bakterisi
haricinde kullanilan diger tiim patojenlere karsi olan antibakteriyal etkisi ilk kez
bu calisma ile gosterilmektedir.

Kullanilan diger substrat olan (R)-(-)-a-fellandrenin de antibakteriyal -etki
testlerinde, kullanilan patojen bakterilere karsi zayif inhibitor etkileri oldugu
(MIK: 1 mg/ml ile >4mg/ml arasinda), fellandrenin biyotransformasyonuyla elde
edilen 5-p-menten-1,2-dioliin ise ayni patojenlere karsi 0.5 ile 0.125 mg/ml
arasinda degisen konsantrasyonlarda etki gosterdigi belirlenmistir. 5-p-menten-
1,2-diol’lin antibakteriyal etkileri ise ilk kez bu ¢alisma ile gosterilmektedir.

S. molle ugucu yagmin antibakteriyel etkisinin kullanilan diger baslangi¢
maddelerine gore daha yiiksek oldugu goriilse de biyotransformasyonla elde
edilen metabolitlerine gére oldukga zayif oldugu (1 mg/ml ile >4 mg/ml arasinda)
gorilmiistiir.

Antikandidal etki test sonuglarina bakildiginda, antibakteriyal etki sonuclarinin
tersine fellandren metabolitinin, 8-p-menten-1,2-diol’den daha etkin oldugu
goriilmiistiir. Ozellikle standart antifungal olarak kullanilan benomil ile
karsilastirildiginda, Candida krusei ve C. utilis’e kars1 daha diisiik dozlarda etki
gosterdigi, C. zeylanoides, C. parapsilosis ve C. albicans’a kars1 ise ayni
konsantrasyonda (0.5 mg/ml) etkili oldugu belirlenmistir. Yiiksek antifungal
etkiye sahip ketokonazol ile karsilastirildiginda ise genel olarak yeterince yiiksek
antikandidal etkiye sahip olmadiklar1 goriilmiistiir. Sonu¢ olarak metabolitlerin,
baslangic maddelerine gore ¢ok daha yiiksek antikandidal etkiye sahip olduklar
goriilmektedir. Mikrobiyal transformasyonla elde edilen bu iki metabolitin
antikandidal etkileri yine ilk kez bu ¢alismada rapor edilmektedir.

Baslangi¢c maddeleri ve metabolitlerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi i¢in
yapilan 6n tarama test sonuglarinda, (R)-(-)-a-fellandren ve metabolitinin ABTS
ve DPPH radikallerinin rengini az miktarda soldurdugu goriilmiistiir. Yapilan
DPPH radikalini siipiiriicii etki deneyinde 517 nm de okunan absorbans
sonuclarina gére metabolitlerin ve baslangic maddelerinin standart antioksidan
madde olan BHT ile karsilastirildiginda dikkate deger etkilerinin olmadig1 (>10
mg/ml) goriilmiistiir. Maddelerin kullanilan en yiiksek doz olan 10 mg/ml’lik
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konsantrasyondaki ABTS radikalini siiptiriicii etkileri incelendiginde, 8-p-menten-
1,2-diol’iin beklenen etkinin aksine oksidasyonu arttirdigi, limonenin tamamen
etkisiz oldugu ve fellandren ve metabolitinin de 0.19 ve 0.20 mM troloksa esdeger
etki gosterdigi belirlenmistir.

Maddelerin 10 mg/ml konsantrasyondaki linoleik asit oksidasyonunu engelleyici
etkileri incelendiginde, 60. dk sonunda, standart madde ile karsilagtirildiginda,
limonen ve metaboliti 8-p-menten-1,2-dioliin etkisiz oldugu, a-fellandrenin ise
biyotransformasyonla elde edilen metaboliti olan 5-p-menten-1,2-diol’den daha
etkili oldugu goriilmiustiir.

Vibrio fischeri biyoliiminesan yontemi ile 8-p-menten-1,2-diol, 5-p-menten-1,2-
diol ve baslangi¢c maddeleri olan limonen ve a-fellandrenin akut toksisite On
deneyleri  gergeklestirilmistir. ~ 8-p-menten-1,2-diol’iin  akut  toksisitesinin
limonenden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Ancak bu metabolitin patojen
mikroorganizmalar iizerindeki antibakteriyel etkili dozu limonenden c¢ok daha
diisiiktiir.  5-p-menten-1,2-dioliin ise a-fellandrenle kiyaslaninca toksik etkisini
kaybettigi goriilmistiir. Burada toksik ve antimikrobiyal etkisi zayif olan bir
monoterpenden, toksik olmayan ve antimikrobiyal etkisi kuvvetli bir metabolit
elde edilmistir.

Vibrio fischeri biyoliiminesan yontemi ile belirlenen toksisitenin yiiksek canlilar
tizerindeki toksik etkiyle paralelligini gosteren herhangi bir calismaya
rastlanmamasina ragmen, memeliler {izerinde toksik etkileri iyi bilinen tuyon
(LDso: 4mg/kg) gibi maddelerin (Keith ve Stavaky, 1935; De Barros ve ark.,
2000) bu yontemle de toksik etkiyi yansitmasi, yontemin toksisitede
kullanilabilirligini gostermektedir.

8-p-menten-1,2-diol ve 5-p-menten-1,2-diol’iin iilkemiz i¢in ¢ok yeni olan bu
yontem ile belirlenen akut toksisite sonuglari ilk defa bu calisma ile rapor
edilmektedir.

Bu c¢aligmada S. molle meyve ugucu yagi ile 22 mikroorganizma ile
biyotransformasyon denemeleri yapilmistir. Biyotransformasyon asamasimin 14.
giiniinde olusan metabolitlerin GK/KS profilleri incelenmistir. Sonuclar Cizelge
13 ve 14°de verilmistir. Ucucu yag belli bilesikleri agisindan zenginlestirilemese
de ana bilesiklerin metabolize olmasi sonucu ¢ok farkli profiller ortaya ¢ikmistir.

8-p-Menten-1,2-diol olarak tanimlanan metabolit B. cereus ve MRSA iizerinde, 5-
p-menten-1,2-diol olarak tamimlanan a-fellandren metabolitinin de yine MRSA
tizerinde etkili ve tedavi alaninda kullanilabilecek bilesikler olduklar
belirlenmistir. Ayrica 8-p-menten-1,2-diol’iin Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola, Pseudomonas syringae pv. tomato, Erwinia carotovora subsp.
carotovora, Agrobacterium tumefaciens gibi bitki patojenleri iizerinde
gosterdikleri aktiviteler, zirai miicadelede kullanilan sentetik bakterisit veya
fungusit maddelere alternatif olabileceklerini gostermistir.

Tanimlanan ve heniiz tanimlanamamis metabolitler ile yapilacak benzer aktivite
calismalar1 ile yeni ilag hammadelerinin kullanima kazandirilabilecegi
distiniilmektedir.
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EK

Tezde Adi Gecen Bilesiklerin Ingilizce Yazihslar

(2E,6E) Farnesol
(E)-p-osimen
(2)-B-Osimen
1-epi-Kubenol
1-Hekzadekanol
allo-Aromadendren
Aromadendren
Bisiklogermakren
Bornil asetat

cis-p-Ment-2en-1-ol

Dodekanoik asit
Elemol
E-Nerolidol
epi-Kubebol
epi-Zonaren

Etil hekzanoat
Etil oktanoat
Geranil asetat
Geranil biitirat
Geranil hekzanoat
Geranil izobiitirat
Geraniol
Germakren D
Germakren D-4-ol
Kadina 3,5-dien
Kafur

Kamfen
Karvakrol
Karyofillen oksit
Kubebol

: (2E,6E) Farnesol
: (E)-B-Ocimene

: (Z2)-B-Ocimene

: 1-epi-Cubenol

: 1-Hexadecanol

: allo-Aromadendrene
: Aromadendrene

: Bicyclogermacrene
: Bornyl acetate

: cis-p-Menth-2en-1-ol
: Dodecanoic acid

: Elemol

: E-Nerolidol

: epi-Cubebol

: epi-Zonarene

: Ethyl hexaonate

: Ethyl octanoate

: Geranyl acetate

: Geranyl butyrate

: Geranyl hexanoate
: Geranyl isobutyrate
: Geraniol

: Germacrene D

: Germacren D-4-ol

: Cadina 3,5-diene

: Camphor

: Camphene

: Carvacrol

: Caryophyllene oxide
: Cubebol
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Kubenol : Cubenol

Leden : Ledene

Ledol : Ledol

Limonen : Limonene

Linalol : Linalool

Metil oktanoat : Methyl octanoate
Metil sitronellat : Methyl citronellate
Mirsen : Myrcene
Oktanoik asit : Octanoic acid
Palustrol : Palustrol
p-Menta-1(7),5-dien-2-0l  : p-Mentha-1(7),5-dien-2-ol
p-Simen . p-Cymene
p-Simen-8-ol : p-Cymen-8-ol
Psodolimonen : Pseudolimoene
Sabinen : Sabinene
Sitronellil asetat : Citronellyl acetate
Spatulenol : Spathulenol
Terpinen-4-ol : Terpinen-4-ol
Terpinolen : Terpinolene
T-Kadinol : T-Cadinol
T-Muurolol : T-Muurolol
trans-p-Ment-2en-1-ol : trans-p-Menth-2en-1-ol
Viridiflorol : Viridiflorol
a-Fellandren epoksit : a-Phellandrene epoxide
a-Fellandren : a-Phellandrene
a-Gurjunen : a-Gurjunene
a-Humulen : a-Humulene
a-Kadinen : a-Cadinene
a-Kadinol : a-Cadinol
a-Kopaen : a-Copaene
a-Kubeben : a-Cubebene
a-Muurolen : a-Muurolene
a-Odesmol : a-Eudesmol
a-Pinen : a-Pinene
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a-Selinen
a-terpinen
a-Tuyen
B-Elemen
B-Fellandren
B-Karyofillen
B-Kubeben
B-pinen
B-Selinen
y-Muurolen
v-Kadinen
y-terpinen
d-Kadinen
d-Kadinol

: a-Selinene

: a-Terpinene

: a-Thujene

: B-Elemene

: B-Phellandrene
: B-Caryophyllene
: B-Cubebene

: B-pinene

: B-Selinene

: y-Muurolene

: y-Cadinene

: y-Terpinene

: 6-Cadinene

: 8-Cadinol
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