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Farmakope kalitesinde ticari olarak temin edilen papatya ucucu yagi, GC/MS ve
GC/FID ile analitik kalite dogrulamasindan sonra kullanilmis ve ana bilesenleri
a-bisabolol oksit A (%47,7) ve B (%6,2), (E)-S-farnesen (%21,5), a-bisabolon oksit A
(%5,7), kamazulen (%4,1) ve a-bisabolol (%2,1) olarak belirlenmistir. Bu tez kapsaminda
papatya ugucu yaginin ve onun bilesenlerinden olan a-bisabolol, bisabolol oksitler,
farnesen ve kamazulenin 22 farkli mikroorganizma ile biyotransformasyon potansiyelinin
arastirilmasi amaglanmustir.

Papatya ucucu yagimin biyotransformasyon calismalarinda kullanilmasi yaninda,
bisabolol oksitler ve kamazulen, ugucu yagdan izole edilerek, a-bisabolol ve farnesen
izomerleri karistmi ise ticari olarak temin edilerek kontrolleri yapilmis ve
biyotransformasyon ¢aligsmalarinda kullanilmistir.

a-Bisabololiin yiiksek verimli doniisiimii, Penicillium neocrassum ile saglanarak
yeni metabolit (%94) kromatografik olarak saflastirilmis ve spektroskopik tekniklerle
2-(5-metil-5-(6-metil-7-oksabisiklo[4.1.0]heptan-3-il)tetrahidrofuran-2-il)propan-2-ol,
kisaca “bisafuranol” ilk defa yeni dogal madde olarak adlandirilmistir.

a-Bisabololiin mikrobiyal transformasyonu sonucu iiretilen diger bes metabolitten
ikisi a-bisabolol oksit A, tigli ise a-bisabolol oksit B olarak tanimlanmigtir. Farnesen
izomerleri karigimindan mikroorganizmalarin katalizorligiinde; a-bisabolol oksit B,
a-bisabolon oksit A olmak tizere, diger iki metabolit a-bisabolol oksit A olarak analiz
edilmistir.

Ayrica biyotransformasyon sonucu ekstre edilen metabolit karigimlariin in vitro
antimikrobiyal (mikrodiliisyon yontemi) antioksidan (DPPH radikal siipiiriicii) etkileri,
mikro-UV-spektrofotometrik siklooksijenaz-1 (COX-1), 5-lipoksijenaz (5-LOX) enzim
inhibisyon deneyleri olmak iizere biyoaktiviteleri substratlarla karsilastirmali olarak
incelenmis ve in silico olarak molekiillerin toksisite degerlendirmesi yapilmistir.
Toksisite tahmin sonucuna gore yeni bilesik “bisafuranol™{in, oral toksisitesinin olmadig1
ve kismen giivenli oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Matricaria recutita ugucu yagi, a-Bisabolol, Bisabolol oksit,
Biyotransformasyon, Biyoaktivite



ABSTRACT

MICROBIAL TRANSFORMATION OF MATRICARIA RECUTITA L. ESSENTIAL
OIL AND ITS COMPONENTS

Zeynep FIRAT

Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2023

Supervisor: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI

The commercially available chamomile essential oil of pharmacopoeial quality was
used after analytical verification by GC/MS and GC/FID where the main components
were a-bisabolol oxides A (47.7%) and B (6.2%), (E)-p-farnesene (21.5%), a-bisabolone
oxide A (5.7%), chamazulene (4.1%), and a-bisabolol (2.1%), respectively. In this thesis,
it was aimed to investigate the biotransformation potential of chamomile essential oil and
its components a-bisabolol, bisabolol oxides, farnesene, and chamazulene using 22
different microorganisms.

In addition to the utilization of chamomile essential oil, the bisabolol oxides,
chamazulene were isolated from the essential oil; whereas a-bisabolol and a mixture of
farnesene isomers were obtained commercially, which were also used in the
biotransformation studies.

The metabolite of a-bisabolol was converted in high amount (94%) by Penicillium
neocrassum, which was purified, and elucidated by chromatographic-spectroscopic
techniques as new compound 2-(5-methyl-5-(6-methyl-7-oxabicyclo[4.1.0]heptan-3-
yl)tetrahydrofuran-2-yl)propan-2-ol was named as "bisafuranol™ for the first time as a
new natural product.

Among the five metabolites produced by microbial transformation of a-bisabolol,
two were identified as a-bisabolol oxide A, and three as a-bisabolol oxide B. From the
mixture of farnesene isomers, catalyzed by microorganisms, a-bisabolol oxide B,
a-bisabolone oxide A, and two other metabolites were identified as a-bisabolol oxide A.

In addition, in vitro antimicrobial (microdilution method), antioxidant (DPPH
radical scavenging) effects of obtained biotransformation metabolite mixtures were
evaluated for their bioactivities by cyclooxygenase-1 (COX-1), 5-lipoxygenase (5-LOX)
enzyme inhibition experiments using micro-UV-spectrophometric  methods,
comparatively with substrates, where in silico toxicity was also considered. According to
the toxicity prediction results, the new compound "bisafuranol™ was found as orally non-
toxic, which can be classified as partially safe.

Keywords: Matricaria recutita essential oil, «-Bisabolol, Bisabolol oxide,
Biotransformation, Bioactivity
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢aligma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu c¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
hi¢cbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.
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Tablo 4.35. In silico oral toksisite tahmin sonuglart
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1. GIRIS VE AMAC

Asteraceae familyasiin 6énemli tiirlerinden olan papatya (Matricaria recutita L.)
insanlar tarafindan yiizyillardir bilinmekte ve “tibbi tiirler arasindaki yildiz” olarak
anilmaktadir. Bitkinin ¢igek kisimlarindan hazirlanan inflizyon, halk arasinda bir¢ok
hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan bilimsel
calismalar ile drogun etkileri ve toksisite yoniinden nispeten giivenilir oldugu
kanitlanmis, bu nedenle papatyanin degeri giderek artmistir (Eddouks vd., 2002;
Schilcher, 2005b; Khan ve Abourashed, 2010; Guizel vd., 2015; Neves vd., 2009; Benitez
vd., 2010; Gupta vd., 2010; Singh vd., 2011; Engels ve Brinckmann, 2015; EI Mihyaoui
vd., 2022). Avrupa Farmakopesi’nde ise; c¢icegi (Matricariae flos), ugucu yagi
(Matricariae aetheroleum) ve sivi ekstresi (Matricariae extractum fluidum) olmak iizere
tic formu kayithidir (Ph. Eur. 8.0).

Papatya ¢igeklerinden buhar distilasyonu yontemi ile elde edilen papatya ugucu
yaginin 6nemi; bilesimindeki seskiterpen yapidaki bilesiklerden [a-bisabolol, a-bisabolol
oksit A ve B, (E)-p-farnesen, a-bisabolon oksit A] ve kamazulenden kaynaklanmaktadir
(Schilcher, 2005a; El Mihyaoui vd., 2022). Ayrica Avrupa Farmakopesi’nde bisabolol
oksitler ya da (-)-a-bisabolol agisindan zengin olmak tizere iki farkli tip papatya ugucu
yagl tanmimlanmaktadir ve ugucu yagin kalitesi bisabolol oksitlerin, a-bisabololiin ve
kamazulenin miktarlan ile iliskilendirilmektedir (Ph. Eur. 8.0). Ozellikle parfiimeri ve
ilag endiistrisi i¢in degerli olan papatya ucucu yagmin kemotipine bagli olarak
farmakolojik ve toksikolojik etkileri degisebilmekte; bu nedenle ugucu yag ve
bilesenlerinin antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuvar etkilerinin yaninda toksisite
profillerinin aragtirllmasi1 onem arz etmektedir. Ancak papatya ugucu yagmin ve
bilesenlerinin biyoaktivitesi ve toksisitesi ile ilgili ¢alismalar nispeten azdir (Ramadan
vd., 2006; Sharafzadeh ve Alizadeh, 2011; Singh ve Aishwarya, 2017).

Dogal maddelerin biyoteknolojik yontemlerle tiirevlendirilmesi glincel ilag
aragtirmalart i¢inde yer almaktadir. Biyoteknolojik tlirevlendirme yontemlerinden biri
olan mikrobiyal transformasyon, klasik kimyasal yollarla sentezlenmesi zor ya da
imkansiz olan maddelerin kompleks biyodoniisiimlerini gergeklestirmek gibi avantajlari
ve kimyasal sentezlerin aksine ¢evre dostu bir yaklagima sahip olmasi nedeniyle; yesil
kimya, dogal maddeler kimyas: ve medisinal kimya alaninda biiyilik bir 6neme sahiptir.
Bu sayede dogal ilag, koku ve tat maddeleri gibi yeni biyoaktif maddelerin iiretimi

biyoteknolojik yontem ile gergeklestirilebilmektedir (Gavrilescu ve Chisti, 2005; Hegazy
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vd., 2015 Smitha vd., 2017; Diep vd., 2018; Cano-Flores vd., 2020; Sambyal ve Singh,
2020; Qin ve Dong, 2023). Genel olarak biyotransformasyon c¢alismalarinda ugucu
yaglarin dogrudan kullanimi yaygin degildir (Dvofdkova vd., 2007; Iscan, 2009;
Novakovi¢ vd., 2018). Fakat ugucu yaglarin dogal koku, tat ve farmakolojik etkilerinin;
diisiik maliyetli, ¢cevre dostu, siirdiiriilebilir ve yliksek segicilige sahip bir yaklasim olan
mikrobiyal transformasyon yontemi ile zenginlestirilebilmesi miimkiindiir.

Literatiirde, monoterpenlerin biyotransformasyonu 6zellikle son 40 yilda oldukga
kapsamli bir sekilde ¢alisilmistir (Bhatti vd., 2014; Demirci vd., 2004; Farooq vd., 2002);
bununla birlikte a-bisabolol, a-bisabolol oksit A ve B, farnesen gibi parfiimeri ve ilag
endustrisi icin degerli olan seskiterpenlerin biyotransformasyonu ile ilgili ¢alisma
nispeten azdir (Miyazawa vd., 1995; Limberger vd., 2003; Krings vd., 2006; Park vd.,
2022). Papatya ugucu yagmin substrat olarak dogrudan kullanimina dayali
biyotransformasyon ¢alismasi ise daha once gerceklestirilmemistir.

Bu tez kapsaminda, Avrupa Farmakopesi kalitesindeki papatya ugucu yagi ve
icindeki bazi bilesenlerinin (a-bisabolol, a-bisabolol oksitler, kamazulen ve farnesen)
mikrobiyal transformasyonu ile yeni biyoaktif metabolitlerin elde edilmesi
amaglanmistir. Calismada, bisabolol oksitlerin ve kamazulenin papatya ugucu yagindan
izolasyonunun gerceklestirilebilmesi, ticari kaynaklardan teminine oranla daha ekonomik
oldugundan, biyotransformasyon caligmalarinda bu izole maddelerin kullanilmas1 bir
katma deger olarak gosterilebilir. Ayrica elde edilen biyotransformasyon ekstrelerinin
substratlart ile karsilastirmali olarak biyoaktiviteleri arastirilmig, yapis1 aydinlatilan

metabolitlerin in silico yontem ile toksisite profilleri arastirilmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Matricaria recutita L.’min Genel Ozellikleri

Asteraceae familyasinin onemli bir iiyesi olan, tibbi 6neme sahip Matricaria
recutita L. [sin. Chamomilla recutita L. (Rauschert) ve sin. Matricaria chamomilla L.]
Ingilizce’de “German chamomile” (Alman papatyasi) ve “Hungarian chamomile” (Macar
papatyasi) (Gorsel 2.1); iilkemizde ise “tibbi papatya” ya da “Mayis papatyasi” olarak
bilinen, may1s ayindan agustos ayina kadar ¢i¢ek agan ve 20-60 cm yiikseklige ulasabilen
tek yillik otsu bir bitkidir (Reichling ve Beiderbeck, 1991; Baytop, 1999).

Gorsel 2.1. Matricaria recutita L. ’min genel gériiniimii (21.05.2023, Eskisehir)

Tiir, giiney ve dogu Avrupa ile bat1 Asya’ya 6zgii olmasina ragmen farkli iklim ve
toprak cesitlerinde biiyiime yetenegine sahip olmasindan dolayi, neredeyse tiim diinya
genelinde goriilmektedir (Razmjoo vd., 2008; Salamon vd., 2023).

Arjantin, Misir, Almanya, Polonya, Ispanya, baz1 Balkan iilkeleri (Bosna Hersek,
Bulgaristan, Hirvatistan ve Sirbistan), Cek Cumbhuriyeti ve Slovakya, M. recutita’nin
ticari olarak tiretiminde yiiksek potansiyele sahiptir (Salamon, 2004; Salamon vd., 2023).
Almanya'da yaklagik 1000 hektar kadar genis bir alanda papatya ekilmektedir
(Honermeier vd., 2013). Gegmis yillarda Macaristan, kaliteli papatya ¢igeklerinin
ithracatinda diinya talebinin %40-50’sini karsilayabilecek bir pazarin hakimiydi. 1990’1
yillara gelindiginde ise Dogu Avrupa, Misir ve Arjantin’de kiiltiire alinan bitkinin Avrupa



pazarinda daha ucuza satisa sunulmasi, Macaristan ihracat ekonomisini olumsuz yonde
etkilemistir (Gosztola, 2012).

M. recutita, diinya genelinde en yaygin kullanilan tibbi bitkilerden biridir ve 26
iilkenin farmakopesinde ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Alman E Komisyonu, Avrupa
Bilimsel Fitoterapi Birligi (ESCOP) monograflarinda yer almaktadir (Petronilho, vd.,
2011; WHO, 1999).

Avrupa Farmakopesi’nde, cicegi (Matricariae flos), ugucu yagir (Matricariae
actheroleum) ve sivi ekstresi (Matricariae extractum fluidum) olmak iizere ti¢ formu
kayithidir (Ph. Eur. 8.0).

Ulkemizde papatya adryla anilan birgok tiir olmasina ragmen (Arslan, 2019) diinya
genelinde tibbi olarak yaygin sekilde kullanilan iki papatya tiirii vardir: M. recutita L.
(Alman papatyasi) ve Chamaemelum nobile L. (Roman papatyasi). Her iki papatya tiirii
de gorilinlis olarak birbirine benzer olmasina ve siklikla karistirllmasina ragmen, ayirt
edici 6zellikleri vardir: M. recutita L. tek yillik bir tiir iken, C. nobile L. ¢cok yilliktir ve
cigek morfolojileri de birbirinden farklidir (Singh vd., 2011). Ayrica bu iki tiiriin ugucu
yaglariin kimyasal bilesenleri de birbirinden farkliliklar gostermektedir. M. recutita
ucucu yagi, a-bisabolol ve a-bisabolol oksitlerini, kamazulen ve poliinler igerirken;
C. nobile ugucu yagi ise daha az miktarda kamazulen igerir ve temel olarak anjelik asit

ve tiglik asit esterlerinden olusur (Srivastava vd., 2010).

2.2. Matricaria recutita L.’nin Morfolojik Yapisi

M. recutita, diiz, piiriizsiiz, tiysiiz govdeli ve birgok dali olan, yaklasik 30-40 cm
boyunda tek yillik bir bitkidir. Yaprak ayalar1 (2-3 alternat) boliinmiis, tiiylii, kisa ve
sapsizdir. Bitkinin heteromorf infloresansi vardir. Gévdenin iistiinde, dallarda ve yaprak
koltuklarinda biiyiiyen ¢icekler pedisel ile birlesen korimboz bir diizene sahiptir. Meyve
kiiciik, plirtizsiiz ve sarimtirak renklidir (WHO, 1999; Wu vd., 2022).

Kapitulum infloresans yapidadir ve tabaninda braktelerin olusturdugu involukrum
bulunur. Involukrum brakteleri kahverengi-gri zarims1 kenarli, ovat veya lanseolattir.
Uzamis konik reseptekulumu; geceleri ve dollenmeden sonra asagi dogru sarkan 12-20
beyaz lingulat yapida (dilsi) ¢icekler ve merkezde sar1 tubular yapida (tiipsii) ¢igeklerden
olusur. Reseptakulumun i¢i bostur ve paleasizdir; bu durum Matricaria ¢iceklerini,
C. nobile tiirinden ayiran en 6nemli 6zelliktir (Gorsel 2.2). Drog hos aromatik bir kokuya
sahiptir (Trease ve Evans, 2002; Iscan vd., 2019; Wu vd., 2022).



Gorsel 2.2. Matricaria recutita L. ’'nin morfolojik yapisi (21.05.2023, Eskisehir)

2.3. Matricaria recutita L.’nin Ekolojisi

Papatya, cok ¢esitli iklim kosullarina ve toprak yapisina (kurak, tuzlu, sodik) uyum
saglayabilen bir bitkidir (Mikhak vd., 2017). Optimum toprak pH’s1 8 olmasina ragmen,
Mart-Mayis doneminde yagisin yeterli miktarda oldugu ve sodyum kloriir miktarinin ¢ok
fazla olmamasina bagli olarak pH 9'a kadar olan alkali topraklarda bile yetisebilmektedir
(Tucakov, 1957). Bununla birlikte, bitkinin en uygun yetistirilme ortami, 30-32°C'de kuru
toprak ve %40-50 bagil neme sahip havadir (Wu vd., 2022); fakat 2-20°C arasinda
degisen soguk hava kosullarina da dayaniklidir (Singh vd., 2011). Papatyanin dogal
kosullara kars1 dayaniklilik mekanizmasi tam olarak agiklanamamaktadir; ancak yapilan
calismalar stres ile bitkilerin direnci arasindaki iliskiden 1s1 sok proteinlerinden biri olan
Hsp90 (Heat Shock Protein 90)’1in sorumlu oldugunu gostermektedir (Xu vd., 2013; Ling
vd., 2014).

Bitkinin bolgesel ¢evre faktorlerine bagli olarak ekim ve hasat mevsimleri de
farklilik gostermektedir. Kis ekimi, her y1l ekim ayimin baslarinda tropikal ve subtropikal
diizliiklerde yapilir ve ¢igeklenme gelecek yilin subattan nisan ayma kadar gerceklesir.
Yaz ekimi ise yliksek rakimli alanlar i¢in uygundur ve ¢igeklenme dénemi mayistan

hazirana kadardir (Bhattacharjee, 2005°ten aktaran Wu vd., 2022).



2.4. Matricaria recutita L.’nin Etnofarmakognozi A¢isindan Onemi

M. recutita yiizyillardir insanlar tarafindan kullanilan, Asteraceae familyasinin tibbi
kullanim1 agisindan en iyi bilinen bitkisi olmakla beraber “tibbi tiirler arasindaki yildiz”
olarak da anilmaktadir (Gupta vd., 2010; Singh vd., 2011). Latince ismindeki,
"Matricaria" kelimesi "Matrix: uterus" kelimesinden koken almaktadir; ¢linkii drog antik
donemde kadmlar i¢in menstriiasyon dongiisii problemleri ve abortus gibi sorunlarda
kullanilmistir. "Recutitus" ise bitkinin “kesilmis” anlamina gelen tiir epitetidir (Das,
2015). Sinonimdeki "Chamomilla" adi ise muhtemelen Dioscorides ve Plinius’a kadar
uzanir ve elma kokusuna sahip oldugu i¢in bitkiyi, "yerde biiyiiyen elma agac1" anlamina
gelen "chamaimelon" olarak adlandirmislardir (Yunanca chamai: yer, toprak, melon:
elma) (Franke, 2005, s. 44). Hipokrat (M.O. 5. yiizy1l), Dioskorides (M.O. 1. yiizy1l) ve
Galen (M.O. 2. yiizy1l)’e ait eski yazmalarda papatyaya rastlanmaktadir. Hipokrat,
arinma, korunma ve soguk alginligi ile gibi pek ¢ok durumda papatyay1 6nermistir (Das,
2015).

Eski Misir'da papatya, Giines tanrisinin bir hediyesi olarak goriiliip sitmayi
tyilestirmek icin kullanilmistir. Geleneksel olarak sindirime yardimci, nefes tazeleyici,
bagisiklig1 gliclendirici, uyku kalitesini artirici ve rahatlatici, alerjiyi hafifleten etkilerinin
yant sira; kadinlarin menstriiel problemlerinde, bronsit, bocek 1siriklar1 ve kasinti i¢in
kullanilmigtir (Sharifi-Rad vd., 2018).

Ibn-i Sina ve Ibnii'l-Baytar da bitkinin sinir, sindirim ve solunum sistemlerinde
tedavi edici etkilerine isaret etmislerdir (Ghaffari ve Moein, 2013).

Unani Farmakopesi monograflarinda (2007), M. rectita “Gul-e-Babuna” olarak
adlandirilir. Hindistan'da insan viicudunun dengesini saglamak ve hastaliklar tedavi
etmek icin papatya; bas agrisi, histeri, akut konjonktivit, gonore, gogiis agrisi, bobrekler
ve mesane ile ilgili rahatsizliklar, viicut ve kas agrilari, rahim ile ilgili hastaliklar, sindirim
sorunlari, hazimsizlik ve atesli hastaliklar i¢in kullanilir.

Papatya, 16. ve 17. yiizyillarda aralikli ates i¢in yaygin olarak kullanilmigtir (Das,
2015). Amerika Birlesik Devletleri'ne ilk olarak Alman gé¢menleri tarafindan getirilerek
yetistirilmis ve oOzellikle 19. yiizyilda Amerika’nin eklektik yaklagim uygulayan
hekimleri tarafindan, hamileler ve ¢ocuklar icin giivenle kullanilan 6nemli bir tibbi bitki
haline gelmistir (Engels ve Brinckmann, 2015).

Papatya, antienflamatuvar, antioksidan ve hafif astranjen etkilerinden dolay1 diinya

genelinde farkli amagclar i¢in uzun bir geleneksel kullanim ge¢misine sahiptir (Singh ve
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Aishwarya, 2017). Papatya ¢icegi ekstreleri; huzursuzluk, anksiyete, depresyon,
uykusuzluk, sindirim problemleri, kalp hastaliklari, hipertansiyon, bas agrisi, hemoroit,
astim, bebek ndbetleri, dis eti kanamasi ve agrisi, sitma, seyahat bulantisi, egzama,
morluklar, yaniklar ve yaralar gibi ¢esitli cilt problemleri, goz, bogaz, agiz, kulak, mide,
genital organlardaki enfeksiyonlar i¢in dahili ve/veya harici olarak kullanilmistir. Ayrica
sivri sinekleri uzaklagtirmak i¢in tiim bitki kurutularak yakilmaktadir (Eddouks vd., 2002;
Neves vd., 2009; Benitez vd., 2010; Engels ve Brinckmann, 2015; ElI Mihyaoui vd.,
2022).

Tiirkiye’de ise halk arasinda ¢igeklerinden hazirlanan inflizyonun, sakinlestirici
olarak, bronsit tedavisinde, sindirim problemlerinde ve laksatif amagli kullaniminin yani
sira, gbz yorgunlugunu gidermek i¢in kompres uygulamasi seklinde, bebeklerin cilt ve
g0z temizliginde kullanilmaktadir (Khan ve Abourashed, 2010; Giizel vd., 2015).

2.5. Matricaria recutita L.’nin Farmakolojik Etkileri

Papatyanin kurutulmus ¢igek baslarindan infiizyon seklinde hazirlanan bitki ¢ayinin
ve toz haline getirilmis kurutulmus ciceklerinden hazirlanan tabletlerin/kapsiillerin
kullanimi1 yaygindir. Ayrica kurutulmus ¢icek baslarindan, hazirlanan ekstreler konsantre
hale getirilerek (etanolik sulu ekstre) veya buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu yag;
jellerin, merhemlerin ve kremlerin yapisina katilir. Papatya ¢igeklerinin notral yaglar ile
ekstre edilmesiyle banyo yaglari, steril sulu ekstreleri ile gdz damlalar1 hazirlanir
(Schilcher, 2005b).

Papatya, 6zellikle antienflamatuvar (Shipochliev vd., 1981), antispazmodik (Yazdi
vd., 2017), sedatif (Avallone vd., 2000), antimikrobiyal, antioksidan (McKay ve
Blumberg, 2006) etkilere sahiptir. Papatya ekstreleri, ugucu yagi ve izole edilen bilesikler
cilt enflamasyonu ve egzamanin tedavisinde bitkisel bir drog olarak katkida
bulunabilecegi gibi antipruritik ajan olarak da kullanilabilir (Purnamawati vd., 2017).

M. recutita'nin antispazmodik etkiden sorumlu olan bilesikleri 6zellikle flavonoitler
(apigenin ve apigenin-7-glikozit) grubuna dahildir; fakat terpen yapidaki a-bisabolol de
papaverine benzer sekilde antispazmodik aktivite gdstermektedir. Bunun yani sira o-
bisabolol ve kamazulen ozellikle antienflamatuvar etkileri ile anilirlar. Ayrica en-in-
disikloeter hem antispazmodik hem de antienflamatuvar 6zelliktedir (WHO, 1999; Abad
vd., 2011).



2.6. Matricaria recutita L.’nin Fitokimyasal Bilesimi

M. recutita ugucu yaginda ve ekstrelerinde 120'den fazla bilesen tanimlanmistir
(Mann ve Staba, 1986°dan aktaran McKay ve Blumberg, 2006). Bu bilesenler arasinda
28 terpenoit, 36 flavonoit ve farmakolojik aktivite potansiyeline sahip 52 ilave bilesik yer
almaktadir (Mann ve Staba, 1986’dan aktaran Singh, 2011).

Papatya cigeklerinde ugucu yag (%0,24-1,9); flavonoitler (apigenin, apigetrin,
kersetin, rutin, luteolin, patuletin); kumarinler (eskuletin, skopoletin, umbelliferon,
herniarin); proazulenler (matrisin, matrikarin vd.); azulen (kamazulen); triterpen alkoller
(a- ve p-amirin, lupeol, tarakserol); steroller; seskiterpenler [(-)-a-bisabolol, bisabolol
oksitler A, B, ve C, farnesen, kadinen, spatulenol]; tanenler; suda ¢oziinen polisakkaritler;
kolin; bitki asitleri (anisik, klorojenik, kafeik ve vanilik); yag asitleri ve amino asitler
icerir (McKay ve Blumberg, 2006; Khan ve Abourashed, 2010; Sharafzadeh ve Alizadeh,
2011).

Papatyanin farmakope standardi i¢in kurutulmus Matricariae flos’un en az %0,25
apigenin-7-glikozit icermesi ve kuru veya taze giceklerinin, buhar distilasyonu ile elde

dilen mavi renkli ugucu yagin en az %0,4 olmasi gerekmektedir (Ph. Eur. 8.0).

2.7. Ugucu Yaglar ve Seskiterpenlerin Biyosentezi

19. yiizy1lin baslarinda ugucu yaglarin dogasinin yeni ve aydinlatici bir yaklagimla
aragtirtlmasina, bilinen en eski ugucu yag olan terebentin ile baslanmistir. Jacques
Labillardiere tarafindan yapilan analiz sonucunda karbonun hidrojene oraninin bese sekiz
oldugu bulunmus ve daha sonra arastirmalar bu oranin tiim terpenler i¢cin de gecerli
oldugu kanitlanmistir (Urdang, 1948).

Ugucu yag (aetheroleum), canli organizmalarda biyosentez sonucu olusan, 6zel
kokulu, genellikle oda sicakliginda sivi halde olan ugucu bilesenlerin karisimidir. Ugucu
yaglar, su, buhar ve kuru distilasyon ya da soguk sikma yontemleriyle elde edilir. Fiziksel
ve kimyasal 6zellikleri bakimindan sabit yaglardan farklidirlar. Ugucu yaglar genellikle
hidrokarbonlar ve hidrokarbonlarin oksijenli tiirevlerinden meydana gelmislerdir. Bunlar
arasinda alkoller, asitler, esterler, aldehitler, ketonlar, aminler ve kiikiirtlii bilesikler de
yer alir (Trease ve Evans, 2002; Baser ve Demirci, 2007). Ugucu yaglarda en ¢ok mono- ,
seski- ve diterpenler ile bunlarin oksijenli tiirevleri mevcuttur ve hos kokularindan
oksijenli bilesikler, esterler sorumludur (Baser ve Demirci, 2007). Ugucu yaglar,

parfiimeri ve kozmetik sanayi, aromaterapi, fitoterapi basta olmak iizere yaygin olarak



kullanilmaktadir. Son yillarda biyolojik aktivitelerinden dolay1 ugucu yaglar kimyasal ve
farmakolojik olarak arastirilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda ugucu yaglarin;
antibakteriyel, antifungal, antiparazitik, antipiretik, antikanser, hipotansif ve sedatif gibi
etkileri oldugu gozlenmistir (Lahlou, 2004; Bartikova vd., 2014; Ni vd., 2021; de Sousa
vd., 2023). Terpenoitlerin biiylik ¢ogunlugu bitkilerden ve mantarlardan izole edilmis
olsa da bakteriler de hos kokulu ugucu metabolitlerin iireticisi olarak bilinirler. Tim
terpenoitler, izopentenil difosfat (IPP) ve dimetilallil difosfat (DMAPP) adli evrensel C5
izoprenoit onciillerinden sentezlenir (Ashour vd., 2010; Reddy vd., 2020). Izoprenoitler
canlt organizmalarda yaygin olarak bulunur, yapisal ve biyolojik fonksiyonlar agisindan
cesitlidir. Hem IPP hem de onun izomeri DMAPP iki farkli yolla sentezlenir: Bunlar
mevalonat (MVA) ve metileritritol fosfat (MEP) yolaklaridir (Sekil 2.1). MVA yolu tiim
Okaryotik canlilarda, arkelerde ve bazi bakterilerde gozlenirken, cogu bakteri MEP

yoluyla izopren sentezler (Chang vd., 2021).

Asetil-CoA Piruvik asit

/ /

HMG-CoA Gliseraldehit 3-fosfat

/ /

Mevalonik asit 1-Deoksi-D-seliiloz 5-fosfat

MEP yolu

1PP

' izomeraz
)\/\
OPP

DMAPP
Sekil 2.1. Terpen mevalonat (MVA) ve metileritritol fosfat (MEP) yolakiar:
Izoprenil transferazlar1 tarafindan birlestirilen bu &nciiller, farkli uzunluklarda

izoprenil difosfat substratlarini olusturur; 6rnegin geranil difosfat (GPP, C10), farnesil
difosfat (FPP, C15) ve geranilgeranil difosfat (GGPP, C20) tir. Terpen sentazlari,



dogrusal izoprenil difosfat substratlarini yapisal olarak ¢esitli mono- (C10), seski- (C15)
ve diterpen (C20) iskeletlere dondstiiriirler (Ashour vd., 2010; Reddy vd., 2020).

7
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OH
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12 1 H (E)-a-farnesen
farnesil difosfat (FPP)
Mo™2 N N 7
iyonizcasyonl (E)-f-farnesen

)\/\/K/\/L,,/

(3R.6E)-nerolidol %

OH

(35.,6F)-nerolidol

izomerizasyon

farnesil katyon nerolidil katyon asiklik seskiterpenler

T T

N \ G
= >
N
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1 2 3 4 5 6

Sekil 2.2. Seskiterpenlerin siklizasyon semas: (Durairaj vd., 2019).

Bitkilerde seskiterpenlerin sentezi Sekil 2.2°de goriildiigii tizere, FPP substratindaki
difosfat anyonunun metal aracili olarak uzaklastirilmasiyla baslatilir ve bu da farnesil
katyon olusumuna yol acar. C10-C11 ¢ift baginin siklizasyona ugramasiyla katyon 1 veya
2 olusur; ancak farnesil katyonu ayrica bir cisoid (2Z,6E)-farnesil katyonu (nerolidil
katyon) olusturmak {iizere izomerlesebilir. Nerolidil katyon, 3 veya 4 katyonlarimi
olusturmak i¢cin C10-C11 ¢ift bag: iizerindeki bir C1 saldirisina ek olarak, C6-C7 cift
baginda 5 veya 6 katyonlarini olusturan siklizasyona da ugrayabilir. Karbokatyonlar,
enzimin nihai triinlerini olusturmak i¢in ¢ok sayida modifikasyonlara tabi tutulur. Bu
sayisiz siklik tirtinle birlikte, asiklik seskiterpenler, proton kayb1 veya su ilavesi yoluyla

farnesil veya nerolidil katyondan da olusturulabilir. FPP'den tiiretilen karbokatyonlarin
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semast (Sekil 2.2), bitkiler tarafindan iretilen seskiterpenleri yedi gruba ayirmak igin
kullanilabilir (Durairaj vd., 2019).

2.7.1. Matricaria recutita L. u¢ucu yagimin Kimyasal yapisi

Papatyanin, giiniimiizde en ¢ok tercih edilen ve diinya genelinde yaygin olarak
kullanilan tibbi bir bitki olmasi; ¢icek kisimlar1 dahil olmak {izere ondan elde edilen ugucu

yagin miktar1 ve igerdigi bilesiklerden kaynaklanmaktadir (Salamon, 2007).

Gorsel 2.3. Matricariae aetheroleum

Papatya ucucu yaginda (Gorsel 2.3), kamazulen, (-)-a-bisabolol, (-)-a-bisabolol
oksitler (A ve B), a-bisabolon oksit A, (E)-p-farnesen, spatulenol, (E)- ve (Z)-en-in-
disikloeter, (Sekil 2.3) bitki kaynagina baglh olarak nispi konsantrasyonlari degisen ana
bilesenlerdir (Sharafzadeh ve Alizadeh, 2011; Singh ve Aishwarya, 2017).

Avrupa Farmakopesi’ne gore ksilen igerisinde seyreltilen papatya ugucu yag (test
¢ozeltisi) ve referans ¢ozeltisi [toluen iginde ¢oziilen gayazulen, (-)-a-bisabolol, bornil
asetat] silika jel plakasina uygulanir ve etil asetat/toluen 5:95 ¢oOziicli sisteminde
yiirlitiilerek bilesenler birbirinden ayrilir. Giin 1s181inda ve reaktif (anisaldehit ¢ozeltisi)
uygulamasi sonrasinda kromatogram profili incelenir. Papatya ugucu yaginda sirasiyla
baslangi¢c noktasindan bitis ¢izgisine (-)-a-bisabolol, en-in-disikloeter, kamazulene ait
zonlar ile referans ¢ozeltisinde ise (-)-a-bisabolol, bornil asetat, gayazulene ait zonlarin

karsilastirilmasiyla bilesenler tanimlanir.
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Sekil 2.3. Papatya ucucu yagindaki ana bilegenler

M. recutita’nin hidrodistilasyon yontemi ile elde edilen ugucu yagdan ince tabaka
kromatografisi ve kolon kromatografisi teknikleri ile kamazulen, bisabolon oksit ve
bisabolol oksit A izole edilmistir. Izole edilen bilesiklerin kimyasal yapilar1 IR, *H NMR
ve MS yontemleri ile aydinlatilmistir (Ashnagar vd., 2009). Slavik vd., (2021) tarafindan,

M. recutita’nin yar1 ugucu fraksiyonundan, ¢oziicii destekli aroma buharlagtirma (Solvent
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Assisted Flavor Evaporation-SAFE) ve sivi-sivi kromatografisinin bir kombinasyonu
kullanilarak, seskiterpen ve seskiterpenoit bilesiklerinin izolasyonu igin bir yontem
gelistirilmistir. Sonug olarak spatulenol, o-bisabolol oksit B, a-bisabolon oksit A,
a-bisabolol oksit A, (E)-p-farnesen ve (E/Z)-en-in-disikloeter yiiksek saflikta izole
edilmistir.

Ugucu yaglarin verimi, kalitesi ve icerigindeki kimyasal degiskenlikten sorumlu
olan faktorler; edafik oldugu gibi, iklim kosullar1 ve bitkinin genotipi ile de iligkilidir
(Formisano vd., 2015). Ugucu yag miktar1 ve kalitatif profili ile prokamazulen/kamazulen
miktar1 daha ¢ok genetik olarak belirlenirken; bisaboloit bilesiklerin daha fazla tiretimi
genetik faktorlere kiyasla, biiyiime kosullarindan daha fazla etkilenebilmektedir
(Rafieiolhossaini vd., 2010). Onceki ekim tarihlerine gére daha ge¢ ekim nedeniyle
yiiksek sicakliklarin etkisine bagli olarak (E)-p-farnesen, a-bisabolol oksit A, a-bisabolon
oksit ve spatulenol miktarlar1 artmaktadir (Rafieiolhossaini vd., 2010). Muhtemelen en
yiiksek (-)-a-bisabolol igerigi ise giin dogumu ve giin batimi1 zamanlarinda papatya
ciceklerinde birikmektedir (Mann ve Staba 1975’ten aktaran Ghasemi vd. 2016). Ayrica
ozellikle azotun ugucu yagdaki a-bisabolol ve kamazulen igerigini artirdigi, ancak
bisabolol oksit A ve B igerigini ise azalttig1 bildirilmektedir (Singh vd., 2011).

Kamazulen, papatya ugucu yagmin karakteristik mavi renginden (Gorsel 2.3)
sorumlu olan 14C’lu bir hidrokarbondur. Papatyanin dogal bilesenleri arasinda
listelenmez ve bitkide dogal olarak bulunan prokiirsér matrisinin bir doniisiim iirilinii
olarak kabul edilir. Her ne kadar buhar distilasyonu ile ugucu yagin eldesi sirasinda,
yiiksek sicakliga bagl olarak, proazulen olan matrisinin kamazulene dontistiigii bilinse
de kamazulen az miktarda da olsa papatya ¢igegi kloroform ekstresinde bulunmaktadir
(Berger ve Sicker, 2009). Daha yiiksek miktarda kamazulen elde etme yontemi, renksiz
olan matrisinin tamamen koyu mavi renkli kamazulene (%1-15) doniismesini saglayan
bitki ¢igeklerinin buhar distilasyonudur (Berger ve Sicker, 2009). Ugucu yag eldesi igin
Matricariae flos’un distilasyonu sirasinda, isitmayla es zamanli olarak azulenlerin
olusumu s6z konusudur ve Sekil 2.4’te goriildiigli iizere gergeklesen reaksiyon;
seskiterpen lakton yapisindaki matrisin (1)’in asetik asit ester kisminin hidrolizi ile
deasetil matrisin (2) verecek sekildedir. Asidik ortamda hizli gergeklesen bu reaksiyon
lakton halkasinin acilmasi ve hidroksil gruplarinin kaybedilmesi ile kamazulen
karboksilik asit (kamazulenik asit) (3) olusumu ile devam eder ve kamazulen karboksilik

asitin (3) dekarboksilasyonu ile kamazulen (4) olusur (Ramadan vd., 2006).
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Sekil 2.4. Matrisinin kamazulen molekiiliine doniisiimii (Ramadan vd., 2006).

Kamazulen karboksilik asit, antienflamatuvar aktiviteye sahip dogal bir profendir
ve matrisin gibi proazulenik seskiterpen laktonlarin bir bozunma iiriiniidiir. Hem
kamazulen karboksilik asit hem de proazulenler, M. recutita’da dogal olarak bulunurlar
(Ramadan vd., 2006).

2.7.2. Matricaria recutita L.’nmin kemotipleri

Papatya ucucu yag bilesimlerinin Kalitatif ve kantitatif kimyasal 6zellikleri dikkate
alindiginda farkli papatya kemotiplerinin varlig1 ortaya ¢ikarilmistir (Rubiolo vd., 2006;
Salamon, 2009; Salamon vd., 2010). Papatya ugucu yag1 Tip A (a-bisabolol oksit B >
a-bisabolol oksit A > a-bisabolol); Tip B (a-bisabolol oksit A > a-bisabolol oksit B >
a-bisabolol); Tip C (a-bisabolol > a-bisabolol oksit B > a-bisabolol oksit A); Tip D
(a-bisabolol oksit B = a-bisabolol oksit A =~ a-bisabolol) olmak tizere dort temel kemotipe
ayrilmaktadir. Bir bitki tiirliniin farkli kimyasal tiplerinin tanimlanmasi, ugucu yagdaki
kimyasal bilesiklerin kalitatif ve kantitatif bilesimleri agisindan farkli olmalarindan
kaynaklanmaktadir (Salamon vd., 2010). Fakat Avrupa Farmakopesi’nde bisabolol
oksitler ya da (-)-a-bisabolol agisindan zengin olmak iizere iki farkli tip papatya ugucu
yag1 karakterize edilmistir ve papatya ucucu yaginin kalitesi bisabolol oksitlerin,
(-)-a-bisabololiin ve kamazulenin miktarlart ile iligkilendirilmistir (Tablo 2.1). Bisabolol
oksitler yoniinden zengin olan papatya ugucu yagmin bilesiminde %29-81 bisabolol
oksitler ve >1,0 kamazulen bulunmasi; (-)-a-bisabolol yoniinden zengin ugucu yagin
bilesiminde ise (-)-a-bisabolol %10-65 ve kamazulen >1 olmas1 gerekmektedir. Bisabolol

oksitlerin ve (-)-a-bisabololiin toplam yiizdesi en az 20 olmalidir (Ph. Eur. 8.0).
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Tablo 2.1. Papatya u¢ucu yaglarinin Avrupa Farmakopesi kalitesinde olmasi icin gereken ozellikler

Bisabolol oksitler (-)-a-Bisabolol
yoniinden zengin yoniinden zengin
papatya ucucu yagi papatya ugucu yagi
(%) (%)

Bisabolol oksitler 29-81

(-)-a-Bisabolol 10-65

Kamazulen >1,0 >1,0

Toplam bisabolol oksitler ve (-)-a-bisabolol >20

Ayrica papatya ¢igeklerinin dogal habitat kaynaklar fitokimyasal bilesimlerinden
hareketle belirlenebilir:

e Bisabolol acisindan zengin tipler; Katalonya/Ispanya'da endemik olarak bulunur
ve Malta ile Kirim gibi birgok lokal popiilasyonda kendiliginden yetiserek sinirli miktarda
bulunmaktadir.

e Bisabolol oksit A tipleri; Misir ve Orta Avrupa'dan (6rnegin Macaristan,
Cek Cumbhuriyeti, Slovakya) koken almaktadir.

e Bisabolol oksit B tipleri; Giiney Amerika koleksiyonlarindan (6zellikle Arjantin)
gelirken, Sili'de ise bisabolol oksit A tipi baskindir.

e Bisabolon tipleri; Giineydogu Avrupa ve Tiirkiye kaynaklidir.

e Matrisin yoniinden fakir veya matrisinden tamamen yoksun olan tipler; Misir,
Balkanlar (Romanya ve Bulgaristan'in bazi bolgeleri) ve Tiirkiye'de (Menemen tipi)
bulunabilir; bu bolgelerde yetisen tipler genellikle sarimsi-yesil renkte bir yaga sahiptir
(Salamon vd., 2022).

Genel olarak, M. recutita kaynagina bagl olarak ¢igek kisimlarindan elde edilen
ucucu yaglarin kimyasal bilesimi ve ylizdeleri 6nemli dl¢lide degisebilmektedir. Tablo
2.2°de ¢esitli tilkelerden toplanarak elde edilen papatya ucucu yaglarindaki baslica ana

bilesenler referans degerleri ile birlikte verilmistir.
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Tablo 2.2. Farkli menseli papatya tiirlerinin ugucu yag bilesimleri ve referanslart

Ulke Ana Bilesen Referans
a-Bisabolol oksit A (%33-50,5), (2)-en-in-disikloeter (%10-18,7), Abbas vd
a-bisabolol oksit B (%8,2-15.4), a-bisabolon oksit A (%5,4-14,6), (2021) B
kamazulen (%1,9-5,2)
Maisir
(-)-a-Bisabolol oksit A (%40,1-68,2), (E)-p-farnesen (%2,4-18,2), Salamon
(-)-a-bisabolon oksit A (%2,7-9,8), (-)-a-bisabolol (%2,1-3,6), vd., (2010)
kamazulen (%1,7-2,6) B
. Ayran vd.,
o-Bisabolol (%27,36-38,6), kamazulen (%1,13-1,36)
(2018)
Tiirkiye Bisabolon oksit (%47,6-2,7), bisabolol oksit A (%27,4-75,4), Rezacih vd
(E)-p-farnesen (%4,6-1,8), bisabolol oksit B (%2,3-4,1), (2015) B
en-in-disikloeter (%5,6-4,4), kamazulen (%0,4-0,2)
Bisabolol oksit A (%7,31-51,31), bisabolon oksit (%8,35-39,97), Ghasemi
bisabolol oksit B (%3,18-35,7), (E)-S-farnesen (%2,05-19,68), vd., (2016)
kamazulen (%6,66-1,05) N
a-Bisabolon oksit A (%45,64-65,41), (E)-y-bisabolen ( tespit edilemedi-
%42,76), (Z2)-y-bisabolen (tespit edilemedi-%40,08), a-bisabolol oksit B Piri vd.,
(tespit edilemedi-%21,88), kamazulen (tespit edilemedi-%19,22), a- (2019)
fran bisabolol (tespit edilemedi-%2,07)
(E)-p-farnesen (%24,19), gayazulen (%10,57), Ayoughi
a-bisabolol oksit A (%10,21), a-farnesen (%8,7), a-bisabolol (%7,27) vd., (2011)
o-Bisabolon oksit A (%11,9-63,5), a-bisabolol oksit A (%10,6-37,9), Mavandi
o-bisabolol oksit B (%2,4-23,9), (2)-en-in-disikloeter (%6,3-9,9), vd., (2019)
kamazulen (%2,9-8,1) N
Macaristan o-Bisabolol oksit A (%40,7), kamazulen (%14,3), Mavandi
a-bisabolon oksit A (%12,8), a-bisabolol oksit B (%8,7) vd., (2019)
o-Bisabolol oksit A (%39,1), a-bisabolon oksit A (%17,4), Mavandi
o-bisabolol oksit B (%17,1), (2)-en-in-disikloeter (%10,3) vd., (2019)
Almanya
Bisabolol oksit A (%54,1), (2)-en-in-disikloeter (%19), Orav vd.,
bisabolol oksit B (%6,7), bisabolon oksit A (%4,5) (2010)
Bisabolol oksit A (%27,5-47,9), bisabolon oksit A (%1,6-17,1), Orav vd
Estonya (2)-en-in-disikloeter (%11,7-14,9), bisabolol oksit B (%9,9-12,3), (2010) B
kamazulen (%3,0-5,4)
Yunanistan Bisabolol oksit A (%41,9), (Z)-en-in-disikloeter (%11,4), Orav vd.,
bisabolol oksit B (%6,4), kamazulen (%1,5) (2010)
iskoeva Bisabolol oksit A (%55,6), (2)-en-in-disikloeter (%14), Orav vd.,
24 bisabolol oksit B (%8), bisabolon oksit A (%7,6), kamazulen (%1,0) (2010)
inciltere Bisabolol oksit A (%56), (2)-en-in-disikloeter (%13,3), Orav vd.,
& bisabolol oksit B (%7,1), bisabolon oksit A (%4,3), kamazulen (%0,7) (2010)
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Tablo 2.2. (Devam) Farkli menseli papatya tiirlerinin u¢ucu yag bilesimleri ve referanslari

Ulke Ana Bilesen Referans

Bisabolol oksit A (%51,9), (2)-en-in-disikloeter (%13), Orav vd.,

Litvanya bisabolol oksit B (%7,5), (E)-f-farnesen (%5,3), kamazulen (%1,6) (2010)

a-Bisabolol (%44,2), (2)-en-in-disikloeter (%13,2),

Moldova bisabolon oksit A (%12,4), bisabolol oksit A (%9,3), 8@‘1’0‘)""'
bisabolol oksit B (%6,6), kamazulen (%1,0)
a-Bisabolol (%23,9), bisabolol oksit A (%16,4), Orav vd
Rusya (2)-en-in-disikloeter (%14,4), bisabolol oksit B (%10,5), (2010) "
(E)-nerolidol (%7,4), kamazulen (%2,9)
Cek o-Bisabolol (%37), (Z2)-en-in-disikloeter (%26.1), Orav vd.,
Cumhuriyeti kamazulen (%9,8), (E)-5-farnesen (%4,5) (2010)
Bisabolol oksit B (%27,2), kamazulen (%15,3), Orav vd
Ermenistan bisabolol oksit A (%12,6), (2)-en-in-disikloeter (%12,6), (2010) "
bisabolon oksit A (%11,2)
Bisabolon oksit A (%24,8), a-bisabolol (%17,1), Orav vd
Ukrayna bisabolol oksit A (%12,3), bisabolol oksit B (%11), (2010) "
(2)-en-in-disikloeter (%8,8), kamazulen (%3,8)
Romanya Bisabolol oksit A (%70,21), s-farnesen (%6,47), Berechet vd.,
a-bisabolol oksit B (%6,22) (2017)
Bisabolol oksit B (%27,5), bisabolol oksit A (%27), Ganzera vd
Avusturya a-bisabolol (%6,6), (2)-spiroeter (%6,1), farnesen (%4,5), (2006) B

kamazulen (%3,5), (E)-spiroeter (%0,6)

Bes farkli yontemle (giines 15181, golge, firin, solar kurutucu ve mikrodalga)
kurutulmus ve taze ¢igeklerden elde edilen M. recutita (Mensei: Misir) ugucu yaglarinin
kimyasal bilesimleri karsilastirilmistir. Ciceklerdeki yagin en yliksek yiizdesi solar
kurutma yontemiyle elde edilirken, en diisiik yag yiizdesi mikrodalga kurutma sonrasinda
bulunmustur ve solar kurutmasi sonrasinda 21 bilesik, mikrodalga kurutma sonrasinda 13
bilesik tanimlanmistir. Yaglarda bulunan en yiiksek bilesik grubunu ise seskiterpenler
olusturmaktadir (Abbas vd., 2021). Misir’da 4 farkli bolgede kiiltiire alinan papatyalar ile
[ran'da farkli ekolojik bélgelerde dogal olarak yetisen 20 farkli papatyanm kullanildig
calismada, ¢iceklerinden hidrodistilasyon sonucu elde edilen ugucu yaglarin kimyasal
bilesimleri karsilagtirarak kemotipleri belirlemistir. Ugucu yaglarin ana bilesenlerinin
belirlenmesi, standart bilesiklere [(-)-a-bisabolol, kamazulen, (Z)-en-in-disikloeter,
(E)-en-in-disikloeter ve (-)-a-bisabolol oksit A ve B] gore yapilmistir. Misir’in farkl

bolgelerinden gelen papatya ciceklerinden elde edilen ugucu yaglar yiiksek miktarda
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(-)-a-bisabololoksit A (%40,1-68,2) igermektedir. Bununla birlikte (-)-a-bisabolol (%2,1-
3,6) ve kamazulen (%1,7-2,6) ise ¢ok diisikk miktardadir. (-)-a-bisabolol oksit A
yoniinden zengin olan Misir menseli papatya ugucu yagimin kemotip B (a-bisabolol oksit
A > a-bisabolol oksit B > a-bisabolol) oldugu belirtilmistir. Iran’dan toplanan
papatyalarin ise yetistigi cesitli ekolojik yapilara gore ucucu yag bilesimlerinin oldukca
farkliliklar gosterdigi rapor edilmistir (Salamon vd., 2010).

Tirkiye'nin Konya ve Karaman ekolojik kosullarinda yetistirilen papatya u¢ucu yag
verimi ve bilesenleri incelenmistir. Ugucu yag verimi Konya'da %0,73, Karaman'da ise
%0,62 olarak gozlenmistir. Papatyanin en 6nemli ugucu yag bileseni olan kamazulen
igerigi Konya'da %1,13, Karaman'da ise %1,36; a-bisabolol igerigi ise Konya ve
Karaman illerinde sirasiyla %38,6 ve %27,36 olarak belirlenmistir (Ayran vd., 2018).
Tiirkiye’den 2011 ve 2012 yillarinda hasat edilen papatyalarin ugucu yag bilesimi analiz
edilmis ve iklim kosullari, 6zellikle bagil nem acisindan farkliliklar gésteren her iki yilin
hasatindaki ugucu yag bilesimleri kalitatif ve kantitatif olarak karsilastiritlmistir. 2011 yil
hasatinda 20 farkli bilesen, 2012 yili hasatinda 16 farkli bilesen belirlenmistir. Ugucu
yagdaki ana bilesenlerin miktarlar1 hasat yillarina (2011-2012) gore degisiklik
gostermektedir: Bisabolon oksit (%47,6-2,7), bisabolol oksit A (%27,4-75,4),
(E)-p-farnesen (%4,6-1,8), bisabolol oksit B (%2,3-4,1), en-in-disikloeter (%5,6-4,4),
kamazulen (%0,4-0,2) (Rezaeih vd., 2015).

Salisilik asit ile muamele edilmis ii¢ M. recutita (Mensei: Iran) ¢esidinin normal
ve stres kosullarindaki ugucu yaglarinda toplamda 14 bilesik belirlenmistir. Kamazulen,
(-)-a-bisabolol, bisabolol oksit A ve B, farnesen ve a-bisabolon oksit A, en 6nemli
bilesiklerdir. Sonuglar, ¢evresel kosullarin, kiiltivarlarin ve salisilik asit etkilerinin tiim
tespit edilen bilesikler lizerinde dnemli oldugunu; ancak ¢evresel kosullarin bisabolol
oksit A iizerinde onemli bir etkisi olmadigini gostermistir (Ghasemi vd., 2016). iran'da
yetisen on iki bitki 6rneginden elde edilen ugucu yaglarin analizinde en ¢ok bulunan
bilesik a-bisabolon oksit A (%45,64-65,41) olarak belirlenmistir. Sarableh adli yeni bir
kimotipe ait 6rnekte ise (E)- ve (Z)-p-bisabolen (%42,76 ve %40,08) baskin bilesiklerdir
(Piri vd., 2019). M. recutita (Mesei: Iran) ¢icek baslarindan elde edilen ugucu yag
bilesiminde (E)-f-farnesen (%24,19), gayazulen (%10,57), a-bisabolol oksit A (%10,21),
a-farnesen (%8,7) ve a-bisabolol (%7,27) varligi ortaya koyulmustur. Ugucu yag
bilesiminde kamazulen tespit edilememistir (Ayoughi, 2011). Mavandi vd., (2019)

yaptif1 calismada, Iran’da M. recuitita’min alt1 dogal genotipi ve iki ticari gesidinin
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(Almanya, Macaristan) ugucu yag verimi, igerigi ve yiizde miktarlar1 degerlendirilmistir.
[ran menseli papatyalarin ugucu yaglarindaki ana bilesenler a-bisabolon oksit A (%11,9-
63.5), a-bisabolol oksit A (%10,6-37.9), a-bisabolol oksit B (%2,4-23,9), kamazulen
(%2,9-8,1); Almanya ve Macaristan menseli olan ticari papatyalarin ugucu yaglari ise
a-bisabolol oksit A (%39,1 ve %40,7) yoniinden zengin olarak bulunmustur.

Estonya’nin 3 farkli bdlgesinde yetistirilen ve Almanya, Yunanistan, Iskogya,
Ingiltere, Letonya, Moldova, Rusya, Cek Cumhuriyeti, Ermenistan, Ukrayna da dahil
olmak tizere 11 farkli ilkeden temin edilen M. recutita iizerinde yapilan ¢alismada, elde
edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimlerindeki degisimler incelenmistir. Estonya’nin 3
farkli bolgesinden olmak iizere, Almanya, Yunanistan, iskogya, Ingiltere ve Letonya,
Ukrayna iilkelerinden temin edilen M. recutita’dan elde edilen ugucu yaglarda yiiksek
miktarda bulunan bilesik bisabolol oksit A’dir. Moldova, Rusya ve Cek
Cumbhuriyeti’nden temin edilen bitkinin ugucu yaglarinda a-bisabolol baskin bilesiktir.
Ermenistan’da yetistirilen M. recutita’nin ugucu yagi bisabolol oksit B, Ukrayna 6rnegi
ise bisabolon oksit A yoniinden zengindir (Orav vd., 2010).

Romanya’nin daglik bolgelerinden agustos ayinda hasat edilen M. recutita taze
cigekleri kullanilarak elde edilen ugucu yagin bilesenlerini belirlemek amaciyla yapilan
calismada, yagm biyiik oOlclide seskiterpenlerden (%91,65), diisiik miktarda
monoterpenlerden (%3,88) olustugu ve bisabolol oksit A (%70,2) yoniinden zengin
oldugu ortaya konulmustur. Ugucu yagin bilesiminde kamazulen tespit edilememistir
(Berechet vd., 2017).

Avusturya orneginde ise ugucu yag; bisabolol oksitler A ve B (sirasiyla %27,0 ve
%27,5), a-bisabolol (%6,6), farnesen (%4,5), kamazulen (%3,5), (Z)- (%6,1) ve
(E)-spiroeter (%0,6) igerigiyle karakterize edilmistir (Ganzera vd., 2006).

2.7.3. Matricaria recutita L.’nin ucucu yag ve bilesenlerinin biyolojik aktiviteleri

M. recutita c¢igeklerinden buhar distilasyonu yoluyla elde edilen ve birgok
farmakopede tanimlanan Matricariae aetheroleum farmasotik agidan, enflamasyon,
enfeksiyon ve spazm gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak uygun farmasotik
formlarda kullanilmaktadir. Ugucu yag, seskiterpen lakton yapisindaki matrisinin
donlisim riinii olan kamazulen, seskiterpenik hidrokarbon olan (E)-p-farnesen,
a-bisabolol, bisabolol oksit A ve B, bisabolon oksit A gibi oksijenli seskiterpenler ile
karakterizedir. (Rhind, 2012; Schilcher, 2005a; Singh vd., 2011; Srivastava vd., 2010).
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(-)-a-Bisabolol, genel olarak antienflamatuvar, antimikrobiyal, néroprotektif ve
dermatolojik etkileri nedeniyle farmasotik ve kozmetik iiriinlerde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Baylac ve Racine, 2003; Brehm-Stecher ve Johnson, 2003; Leite vd.,
2016; Ramazani vd., 2022). a-Bisabololiin terapotik ve koruyucu aktivitelere sahip
olmasi nedeniyle kullanilabilecek potansiyelde oldugu bildirilmistir (Eddin vd., 2022).
Ayrica kamazulen de antienflamatuvar aktiviteden sorumlu 6nemli bir bilesiktir (Safayhi

vd., 1994).

2.7.3.1. Antimikrobiyal aktivite calismalar:

Aggag ve Yousef (1972) tarafindan yapilan ¢alismada papatya ugucu yaginin Gram
negatif, Gram pozitif bakterilere ve Candida albicans’a karsi1 antimikrobiyal etkisi
incelenmistir. Papatya ugucu yaginin %0,05 v/v’den daha yiiksek konsantrasyonlarda
Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis gibi Gram pozitif bakterilere karsi
bakteriyostatik ve bakterisit, C. albicans’a karsi da etkili oldugu gozlenmistir. %0,025'ten
daha diistik konsantrasyonlarda ise ugucu yagin antimikrobiyal aktivitesi olmadigi, Gram
negatif bakterilere karsi ise tiim konsantrasyonlarda etkisiz oldugu bulunmustur.

Jamalian vd., (2012) yaptigi arastirma, M. recutita’dan elde edilen ugucu yagin
patojenik dermatofitler i¢in 2,5 ile 80 pg/mL arasinda, firsat¢i saprofitler igin ise 15,62
ile 1000 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda kullanildiginda tiim funguslarin
bliylimesini engelledigini géstermistir.

M. recutita ugucu yaginin, Aspergillus niger, A. terreus, A. flavus ve Fusarium
culmorum'a kars1 biiylime ihbisyonu etkisi incelenmis ve ugucu yagm 100 uL/mL
uygulamasinda fungal misel inhibisyonunun en yiiksek etkiye sahip oldugu gozlenmistir
(El-Hefny vd., 2019).

a-Bisabolol oksit A (%48,22) yoniinden zengin olan ve diger ana bilesenleri
arasinda a-bisabolol oksit B (%23,31), bisabolol (%12,1) ve p-farnesen (%5,21) ve
kamazulen (%2,42) bulunan M. recutita ugucu yagi, Escherichia coli, Salmonella typhi,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, A. flavus, C. albicans gibi patojen
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivite (MIK: 12,5-10 pg/mL) géstermistir
(Roby vd., 2013).

Zuvd., (2010) Yaptig1 calisma, M. recutita ugucu yaginin Propionibacterium acnes
CMCC 65002 susuna kars1 zayif antibakteriyel aktivitesi (MIK: 0,125 %V/v) oldugunu

gostermistir.
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M. recutita'nin toprak istii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen a-bisabolol
oksit (%38) agisindan zengin olan ugucu yagin ve igerisinde bulunan ana bilesenlerin
Gram pozitif ve Gram negatif patojenik bakterilere karsi aktivitesi degerlendirilmistir.
Calisma, B. cereus’un ucucu yag ve ana bilesenlerine karsi daha duyarli oldugunu
gostermistir. Ayrica ugucu yag bilesiminde bulunan a-bisabolol ve bisabolol oksitler
antimikrobiyal aktiviteden sorumlu aktif bilesiklerdir (Kazemi, 2015).

Van Zyl vd., (2006) (-)-a-Bisabolol, S. aureus ATCC 25923’a kars1 143,9 mM
(siprofloksasin: 0,75 uM); B. cereus ATCC 11778’a kars1 >143,9 mM (siprofloksasin:
0,09 uM); E. coli ATCC 11775’ye karst >143,9 mM (siprofloksasin: 1,81 uM); C.
albicans ATCC 10231’a kars1 36,0 mM (amfoterisin B B: 1,4 uM) degerlerinde
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Oliveira vd., (2017) tarafindan, a-bisabololiin Broth
mikrodiliisyon ydntemi ile antimikrobiyal aktivitesi E. coli ATCC 25922 (MIK: >1024
png/mL), S. aureus ATCC 25923 (MIK: 161,27 pg/mL) ve Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 (MIK: >1024 ng/mL) suslarina kars1 degerlendirilmistir.

Pauli, (2006) a-bisabolol'iin ergosterol biyosentezini etkileyerek fungal biiylimeyi
inhibe ettigini one slirmiistiir. Jahanshiri vd., (2017) tarafindan ise, a-bisabolol'iin doza
bagli olarak Aspergillus fumigatus biiyiimesini (%35,53—77,17) ve ergosterol sentezini
(%26,31-73,77) giiglii bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir.

2.7.3.2. Antienflamatuvar aktivite calismalart

Lipoksigenazlar (LOXlar), hayvanlarda ve bitkilerde yaygin olarak bulunan, HEM
bulundurmayan demir igeren ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
katalizleyen dioksijenazlardir. Memelilerdeki LOX enzimleri, arasidonik asidin tercihli
oksidasyon pozisyonuna gore 5-, 12- ve 15-LOX olarak adlandirilir ve 5-LOX, astim ve
inflamasyonda 6nemli bir rol oynayan bir izoformdur (Mashima ve Okuyama, 2015).
WHO monograflarinda (1999), bisabolol ve bisabolol oksitin 5-lipoksijenaz (5-LOX)’1
inhibe ettigi ve bisabololiin, bisabolol oksitten daha aktif oldugu bildirilmistir. Baylac ve
Racine (2003) tarafindan yapilan ¢aligma gostermistir ki; papatya ugucu yagir 5-LOX
inhibitoridiir (31 < ICso < 50 ppm). a-Bisabolol ise papatya ugucu yagindan daha iyi bir
inhibitor (10 < ICso < 30 ppm) olarak ciltte yatistirict 6zellik gostermektedir; ayrica
farnesol sentetik isomer karisimlart da (10 < ICso < 30 ppm) a-bisabolol gibi 5-LOX
inhibitoriidiir. Seskiterpen alkol igeren ugucu yaglarin da bu etkiyi gosterdigi

saptanmuistir.
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Kamazulen (ICso = 2 uM) arasidonik asidin kimyasal peroksidasyonunu bloke eder
ve konsantrasyona bagli olarak 16kotrien-B4 inhibitoriidiir (Safayhi vd., 1994).

Papatya ucucu yaginin antienflamatuvar etkisi yiiksek kamazulen igerigiyle oldugu
kadar, yiiksek (-)-a-bisabolol igerigiyle de karakterizedir (Isaac, 1979).

Bazi gevresel faktorler ve genetik yapinin neden oldugu tekrarlayan alerjik bir deri
hastalik olan atopik dermatit ve mast hiicreleri ile iliskili diger hastaliklar igin

(-)-a-bisabolol umut verici terapotik bir ajan olarak onerilmistir (Li vd., 2022).

2.7.3.3. Antioksidan aktivite ¢alismalar

Farkli kemotiplere sahip papatya orneklerinin antioksidan aktivitesini belirlemek
icin DPPH* (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) testi kullanilmistir. Sonuglar papatya metanol
ekstrelerinin papatya ugucu yagindan daha yiiksek antiradikal aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. En yiiksek antiradikal aktivite gosteren papatya ugucu yag degeri 273,5
umol TE/100 g dw iken, yliksek antiradikal aktivite gosteren metanol ekstresi drneginde
bu deger 881,1 umol TE/100 g dw olarak belirlenmistir. Papatya ugucu yagi érneklerinin
serbest radikal siipiiriicti etkisi zayif olmasina ragmen; 6rnekler i¢indeki indirgeyicilerin
kapasitesini belirlemek amaciyla kullanilan FRAP yOntemine gore; papatya ucgucu
yaginin, metanol ekstreleri ile benzer aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir (Formisano
vd., 2015).

Kamazulen yoniinden zengin papatya ugucu yagi DPPH serbest radikal siipiirme
yontemiyle 350 pg/mL'de %78 etki gdstermistir ve bu deger ayni konsantrasyondaki BHT
(%89) standardina yakindir (Farhoudi, 2013). Stanojevic vd., (2017) Yapilan arastirmada,
papatya ucucu yagmin en iyi antioksidan o6zelligi DPPH serbest radikal siipiirme
yontemiyle 90 dakikalik inkiibasyondan sonra 2,07 mg/mL ICso degeri ile gosterilmistir.
p-Karoten testinde ise ugucu yag, en iyi inhibisyon sonucu olan %82,5'i 120 dakika sonra
vererek antioksidan aktiviteyi desteklemistir (Owlia vd., 2007). DPPH serbest radikal
siipiirme ve f-karoten/linoleik asit yontemiyle yapilan baska bir antioksidan aktivite
calismasinda, 1Csg degeri Ayoughi vd., (2011) tarafindan 5,63 + 0,20 mg/mL olarak
belirlenmistir.

Yapilan bir ¢aligmada (-)-a-bisabololiin in vitro DPPH radikal siipiiriicii etkisi
ICs0 >449,7 uM (askorbik asit =17,03 uM) olarak belirlenmistir (Van Zyl vd., 2006). Bir
diger calismada, a-bisabololiin in vitro DPPH* testinde zayif antiradikal aktivite
(ICs0 > 10,000 pg/mL) gosterdigi bildirilmistir (Ren vd., 2018).
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Kolon kromatografisi ile papatya ucucu yagindan izole edilen ve saflastirilan
kamazulenin indirgenme giicii ve antioksidan aktivitesi referans antioksidanlar [askorbik
asit, a-tokoferol ve biitillenmis hidroksitoluen (BHT)] ile karsilastirilmistir. Kamazulen
(ICs0 = 7,6 + 0,4 ng/mL) a-tokoferolden (ICso = 238,9 + 3,6 pg/mL) daha yiiksek; BHT
(ICs0 = 6,5+ 0,2 ng/mL) ve askorbik asit (ICso = 3,5 + 0,2 pg/mL) ile yakin indirgenme
giicii gostermistir. Fosfomolibdenyum yontemine gore kamazulenin (ICso = 6,4 + 0,1
ug/mL) toplam antioksidan kapasitesi, tiim referans antioksidan bilesiklerden (askorbik
asit- ICso = 12,8 £ 0,1 ng/mL; BHT- ICso = 30,8 + 0,3 ug/mL ve a-tokoferol- ICso = 20,5
+ 0,2 pug/mL) daha yiiksek bulunmustur. ABTS* ile test edildiginde kamazulenin
(IC50=3,7+0,7 ug/mL), 6nemli dlgiide yiiksek serbest radikal siipiirme aktivitede oldugu
belirlenmistir. DPPH* testinde ise etkisiz oldugu bildirilmis; bu durumun olas1 nedeni
olarak kamazulenin, stabil nitrojen merkezli DPPH radikali ile etkilesime girmesi olarak

aciklanmistir (Capuzzo vd., 2014).

2.7.3.4. Diger biyolojik aktivite ¢alismalart

(-)-a-Bisabolol'iin si¢anlardan elde edilen gesitli diiz kaslar tizerindeki etkileri
arastirilmistir. Sonuglar, (-)-a-bisabolol'iin duodenal seritler tizerinde gevsetici bir etkiye
sahip oldugunu gostermistir. (-)-a-bisabolol duodenumda spontan kasilmalari tamamen
azaltirken, idrar kesesi dokusunda amplitiidlerini artirmistir. Calisma, (-)-a-bisabolol'iin
diiz kaslarda biyolojik olarak aktif oldugunu ve voltaj bagimli Ca®" kanallarinin bir
inhibitorii olabilecegini ortaya koymustur (De Siqueira vd., 2012).

Son zamanlarda yapilan birgok ¢aligmada, bitkisel kaynakli ugucu yaglarin UV
filtrasyonu 6zelligi ile gilinesin zararli 1sinlarindan koruyucu etkileri arastirilmaktadir.
a-Bisabolol oksit A yoniinden zengin olan ve bilesiminde (E)-f-farnesen ve kamazulen
de igeren papatya ucucu yaginin kullanildig ¢aligmada, kullanilan diger ugucu yaglara
(karanfil, zencefil, kekik vs.) gore en yiiksek SPF (giines koruma faktorii) degerini
papatya ugucu yagi (9,1) gostermistir. Papatya ugucu yaginin yiiksek SPF degerinin,
konjuge ¢ift baglar igeren (E)-f-farnesen ve kamazulen gibi bilesiklerinden
kaynaklandigini diistindiirmektedir (Alfeetouri vd., 2019).

Ana bilesenleri a-bisabolol oksit A (%28), a-bisabolol oksit B (%17,1),
(2)-farnesen (%15,9) ve a-bisabolol (%6,8) olarak belirlenen M. recutita ugucu yagmin

farelerin merkezi sinir sistemi {izerindeki etkisi bazi davranig yontemleri kullanilarak
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arastirtlmistir. Sonug olarak, papatya ucucu yaginin (50 ve 100 mg/kg) etki profili, tipik
psikostimiilan olan kafeine benzer (Can vd., 2012).

Bisabololiin mide asidi miktarinda herhangi bir degisiklik meydana getirmeden
mideden salgilanan pepsin miktarini azalttig1 tespit edilmis ve bu nedenle mide ve {ist
bagirsak hastaliklarinin tedavisinde onerilmistir (Mills 1979’dan aktaran Singh vd. 2011).

a-Bisabololiin, hayvanlar iizerinde yapilan deneylerde toksik etkisinin olmadigi,
secici olarak normal saglikli hiicreleri etkilemeden, kanser hiicrelerini apoptoz yoluyla
oldiirdiigii raporlanmustir (Darra vd., 2007). Cavalieri vd., (2004) Yaptig1 c¢alismada
a-bisabololiin, insan ve ratlardaki glioma hiicrelerinde zamana ve doza bagiml giiglii bir
sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur.

Malignite tedavisinde kullanilan sisplatin’in neden oldugu nefrotoksisitenin,
(-)-a-bisabolol ile tedavi edilmesi ya da etki mekanizmasinin degerlendirilmesini
amaglayan calismada, bisabololiin sisplatin nedenli hasar1 azalttigi goézlenmistir. Bu
koruyucu etkinin sisplatin ile iliskili enflamasyonun, oksidatif stresin ve DNA hasarinin
azaltilmasina bagli oldugu disiiniilmektedir (Zaaba vd., 2022).

Alzheimer hastalig1 beyindeki tubulinin azalmasi ile karakterizedir. Farmakolojik
olarak antihistaminiklere olan benzerligi ve aromatik yapida olmasi yaninda antioksidant
ve antienflamatuvar etkileri ile de bilinen kamazulen ile; 5,5-dimetil-siklohekzan,1,3-
dion ve 3-metoksi,2-siklohekzan-1-on’un ayri1 ayr1 reaksiyonu sonucu sentezlenen
bilesiklerin tubulin polimerizasyonunu artirdig1 gozlenmistir. Ayrica tek basma
kullanilan kamazulenin de konsantrasyondan bagimsiz olarak tubulin polimerizasyonu
artiric1 etkiye sahip olmasi Alzheimer hastaligi i¢in potansiyel kullanima sahip olabilir
(Nezhati vd., 2015).

Sakhteman vd., (2020) tarafindan “DruLiTo” yazilimi kullanilarak bisabolol oksit
A ve bisabolon oksitin ilag benzerligi in silico yontem ile incelenmistir. Bisabolol oksit
A’nin aromataz, Ostrojen, progesteron, insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2
(HER2) ile asetilkolin ve dopamin reseptorleriyle etkilesime girebilecegi bildirilmistir.
Her iki molekiiliin de ilag benzeri yapida ve kan beyin bariyerinden gegebilir oldugu

belirtilmistir.

2.7.4. Matricaria recutita L.’nin ucucu yag ve bilesenlerinin toksisitesi

M. recutita ugucu yagmin akut oral toksisitesi (5 g/kg) ratlar tizerinde

degerlendirilmistir. Uygulamay1 takiben 14 giinliik gozlem siiresinde, ratlardan hicbiri
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6lmemis ve LDso degeri > 5 g/kg olarak rapor edilmistir. Papatya ugucu yaginin tavsanlar
tizerinde akut dermal toksisite LDso degeri > 5 g/kg olarak bildirilmistir (Johnson Jr. vd.,
2018). Fakat papatya ugucu yaginin kemotiplerine bagli olarak farmakolojik ve
toksikolojik etkileri degisebilmekte; bu nedenle bilesenlerinin ayrica arastirilmasi
yaninda, 6zellikle bisabolol oksitler {izerinde daha fazla veriye ihtiyag vardir (Isaac,
1979).

a-Bisabololiin farelerde akut toksisitesine bagli oral LDso degeri 15,1 mL/kg viicut
agirhigr olarak belirlenmistir. Erkek ve disi ratlarda LDso degerleri sirasiyla 14,9 mL/kg
ve 15,6 mL/kg olarak bildirilmistir (Andersen, 1999). Eddin vd., (2022) raporladig: tizere,
acrosol haline getirilmis a-bisabolole inhalasyon yoluyla maruz kalan ratlarda lezyona
veya Oliime neden olmamustir. Suda yasayan organizmalar icin toksik olabilecegi
bildirilmis olsa da a-bisabolol, diisiik toksisitesi nedeniyle FDA tarafindan GRAS
kategorisinde kabul edilmektedir (Ramazani, 2022). Van Zyl vd., (2006) tarafindan, MTT
(3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir)  in  vitro  testi ile
(-)-a-bisabololiin insan bobrek epitel hiicreleri tizerine toksisite profili 41,8 uM (kinin:
71,20 uM) olarak belirlenmistir.

Aliivibrio fischeri biyoliiminesans inhibisyon testi ile farnesen izomerleri karigimi
ve a-bisabololiin in vitro toksisitelerinin arastirildigi ¢alismada, 5 mg/mL
konsantrasyonda, bakteri biyoliiminesansi iizerinde; farnesen izomerleri karisimi %30,15

ve a-bisabolol %10,75 inhibe edici etki gostermistir (Goger vd., 2018).

2.8. Biyotransformasyon ve Mikrobiyal Transformasyon

Biyotransformasyon, belirli bir baslangic maddesinin (substrat), dogal ve
rekombinant mikroorganizmalarin (maya, fungus, bakteri), enzimlerin, canli hiicrelerin
katalizor olarak kullanilarak yapisal benzerlige sahip farkli bir iirline doniistiiriilmesidir,
tirevlendirilmesidir (Leresche ve Meyer, 2006; Hegazy vd., 2015). Biyotransformasyon,
son yillarda gida, kiral ila¢ endiistrisi, vitaminler, 6zel kimyasallarin tiretimi gibi
alanlarda 6nemli bir rol oynamaktadir (Doble vd., 2004; Meghwanshi vd., 2020; Hauer,
2020).

Mikrobiyal transformasyon ise 6zellikle, mikroorganizmalarin (bakteri, fungus,
maya) metabolik ve enzimatik aktivitelerinden faydalanarak, biyoaktif substratlarin
kimyasal yapilarini degistirmeyi hedef alan, reaksiyon ve reaksiyonlar olarak kabul edilir

(Cano-Flores vd., 2020). Mikroorganizmalar, ¢ok gesitli enzimleri iireten kaynaklardan
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biridir ve bu enzimlerin ¢esitli endiistriyel uygulamalar1 vardir. Substrata hem de
reaksiyona gore enzimler olarak 6 sinifa ayrilir: oksidorediiktazlar, transferazlar,
hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar (Gurung vd., 2013). Ozellikle funguslar,
substratlarin biyotransformasyonu i¢in gerekli olan hiicre i¢i ve hiicre dis1 ¢ok sayida
enzim uretirler; bunlardan en onemlileri hidrolazlar ve oksidorediiktazlar sinifina aittir
(El-Gendi vd., 2022). Ayrica mikroorganizmalar biiylimek ve ¢ogalmak igin uygun bir
indirgenmis karbon kaynagina ihtiya¢ duyarlar ve normal kiiltiir ortam1 kosullarinda bu
kaynak genellikle karbonhidratlardir; ancak toksik olan molekiillerde dahil olmak iizere
diger karbon kaynaklarini da biiyiik 6l¢iide metabolize edebilirler (Doble vd., 2004;
Bonnet vd., 2020).

Sentezlenmesi zor olan dogal bilesikler mikroorganizmalar ile biyoteknolojik
olarak kolayca tiirevlendirilebilir ve bu durum ayni zamanda biiyiik ol¢ekte liretimi de
kolaylastirir (Pham vd., 2019). Elde edilen metabolitler, substratlarindan farkli fiziksel-
kimysal 6zelliklere, daha etkin biyolojik aktiviteye sahip olabilmektedir (Straathof, 2002;
Longo ve Sanroman, 2006). Mikrobiyal transformasyonda; oksidasyon, rediiksiyon,
hidroliz, izomerizasyon, kondenzasyon, yeni karbon baglarinin olusumu ve fonksiyonel
gruplarin eklenmesi gibi reaksiyonlar ger¢eklesir (Zhan ve Gunatilaka 2006; Smitha vd.,
2017).

Mikrobiyal biyotransformasyonun dogal bir fermantasyon yontemi olmasi, diisiik
maliyetli olmasi, ¢evre dostu olmasi, yiiksek spesifiklige sahip olmasi, genis kapsamli
olmasi, bazi1 bilesiklerin geri kazanimi ve yeniden kullanimi gibi birgok avantaji vardir.
Mikroorganizmalar dogada yaygin olarak bulunurlar ve dogal olarak biyotransformasyon
stireglerinde yer alirlar. Elde edilen iiriinler, yani transformasyon metabolitleri de dogal
kabul edilmektedir. Biyotransformasyon siireci, diger kimyasal islemlere gore daha diisiik
maliyetlidir. Ayrica, silirecte kullanilan mikroorganizmalarin ¢ogu ucuz ve kolayca elde
edilebilir. Mikrobiyal transformasyonda ger¢eklesen reaksiyonlar genellikle notre yakin
pH'ta, ortam sicakliginda ve atmosferik basincinda gergeklesir. Buna karsilik, kimyasal
sentezler sert kimyasal reaktiflerin kullanimini, ekstrem sicaklik, basing kosullarini
gerektirebilir. Bu nedenlerden dolayr mikrobiyal transformasyon, seskiterpenlerin
tiretiminde krom ve mangan gibi toksik agir metallerin kullanimini gerektiren sentetik
yontemlerden daha cevre dostu bir sentez yontemi olarak Onerilmektedir. Ayrica
mikrobiyal biyotransformasyon, ¢evreye zarar vermeden kirleticilerin degradasyonunu

saglar. Mikrobiyal biyotransformasyon siiregleri, yiiksek yanit ozgiilliigiine, enantiyo
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secicilige ve bolgesel ozgiilliige sahiptir. Boylece yan iirlinlerin olusumunu da en aza
indirir.  Mikrobiyal biyotransformasyon, bircok farkli yapidaki bilesiklerin
(hidrokarbonlar, farmasotik maddeler gibi) doniistiiriilmesinde kullanilabilir. Mikrobiyal
biyotransformasyon, bazi bilesiklerin geri kazanimini ve yeniden kullanimina da olanak
saglar. Ayrica bazi mikroorganizmalar, agir metal iyonlarinin sudan uzaklastirilmasinda
kullanilir ve bu sayede agir metal iyonlariin geri kazanimi da miimkiin olur (Gavrilescu
ve Chisti, 2005; Hegazy vd., 2015; Smitha vd., 2017; Diep vd., 2018; Cano-Flores vd.,
2020; Sambyal ve Singh, 2020; Qin ve Dong, 2023).

2.8.1. Seskiterpenlerin mikrobiyal transformasyonu

Literatiirde, monoterpenlerin biyotransformasyonu 6zellikle son 40 yilda olduk¢a
kapsaml1 bir sekilde ¢alisilmistir (Bhatti vd., 2014; Demirci vd., 2004; Farooq vd., 2002);
bununla birlikte a-bisabolol, a-bisabolol oksit A ve B, farnesen gibi parfiimeri ve ilag
endiistrisi i¢in degerli olan seskiterpenlerin biyotransformasyonu ile ilgili c¢aligma
nispeten azdir.

Seskiterpenler, bir¢ok bitkide ve canlida dogal olarak bulunan, {i¢ izopren biriminin
kondenzasyonu ile olusan 15 karbonlu yapiya sahip, biyolojik olarak 6nemli terpen
tiirevlerinin en genis sinifidir. Seskiterpenlerin kimyasal yapisindan yararlanarak, farkli
koku-tat ve biyolojik olarak daha aktif bilesiklerin sentezlenmesi igin g¢esitli
mikroorganizmalar ile biyotransformasyonu gergeklestirilmektedir (Zhou vd., 2012;
Arizmendi vd., 2022; Bhatti vd., 2009).

Mikrobiyal transformasyon, substrat bilesiklerinin suda ¢oziinebilir daha polar
metabolitlerini elde etmek i¢in etkili bir yontemdir (Yang vd., 1999; Park vd., 2022).

Lamare ve Furstoss (1990), mikroorganizmalar tarafindan 25'ten fazla
seskiterpenoitin  biyotransformasyonunu incelemistir. Seskiterpen hidrokarbonlarin
biyotransformasyonlar1 genellikle ¢ok yavas ve diisiikk verimle gerceklesmektedir.
Substrattaki polar bir fonksiyon varligi, biyotransformasyonun nispeten daha hizli ve
daha yiiksek verimle ilerlemesini saglamaktadir (Abraham vd., 1992).

Asakawa ve Noma (2016) yesil algler, mantarlar ve memeliler tarafindan bisabolol,
sedrol, farnesol, santalol, karyofilen, elemol, nerolidol germakron gibi seskiterpenoit
yapidaki molekiillerin biyotransformasyonu hakkinda bir¢ok arastirmay1 incelemislerdir.
Seskiterpenlerin biyotransformasyonunda 6zellikle Glomerella cingulata, A. niger,

Mucor sp., Penicillium sp., Rhizopus sp. funguslar1 kullanilmigtir (Miyazawa vd., 1995;
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Arantes ve Hanson, 2007; Garcia-Granados vd., 2009; Asakawa ve Noma, 2016;
ElGamal vd., 2023). Valensiya portakal yagindan elde edilen valensen seskiterpeni yesil
algler ve fungi gibi farkli mikroorganizmalarin kullanimi ile verimli bir sekilde kozmetik
endiistrisinde talep goren pahali greyfurt aromasi olan seskiterpen notkatona
dondstirilebilmektedir (Furusawa vd., 2005).

Seskiterpenler i¢in en yaygin mikrobiyal transformasyon reaksiyonlarindan biri,
seskiterpen iskeletine bir hidroksil grubu ekleyen doniistimlerdir. Diger bir yaygin
biyotransformasyon yolu, seskiterpen iskeletinde karbonil gruplarinin veya epoksit
gruplariin olusumuyla sonuclanabilecek oksidasyondur. Molekiile hidrojen atomlari
ekleyen indirgeme reaksiyonlart olusabilir ve degismis stereokimyaya sahip
seskiterpenlerin olusumuyla da sonuglanabilir (Bhatti vd., 2009; Asakawa ve Noma
2016).

2.8.1.1. (-)-a-Bisabololiin mikrobiyal transformasyonu

Levomenol olarak da bilinen (-)-a-bisabolol, esas olarak M. recutita L. ugucu
yaginda bulunan dogal bir monosiklik seskiterpen alkoldiir (Schilcher, 2005a).
(-)-a-Bisabolol, genel olarak antienflamatuvar, antimikrobiyal ve dermatolojik etkileri
nedeniyle farmasotik ve kozmetik {irtinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Leite vd.,
2016; Baylac ve Racine, 2003; Brehm-Stecher ve Johnson, 2003).

(-)-a-Bisabololiin A. niger tarafindan biyotransformasyonu, (-)-a-bisabolol oksit B
(Miyazawa vd., 1990); (-)-a-tetrahidrobisabolen-2,5,6-triol (Miyazawa vd., 1992a) ve
6-metil-2-(4'-metilsiklohekzan-1'-il)-2,5-epoksi-heptan3',4',6-triol ~ (Miyazawa vd.,
1992b) ile sonuglanmustir.

(-)-a-Bisabololiin Glomerella cingulata tarafindan biyotransformasyonu ile
(2S,55,1'S,3'R,4'R)-6-metil-2-(4'-metilsiklohekzan-1'-il)-2,5-epoksi-heptan-3,4°,6-triol
major metabolit olarak olusmus (Miyazawa vd., 1993a) ve bu molekiiliin sterioizomeri
olan ikincil major metabolit de izole edilerek (2S,5S,1'S,3'S,4'S)-6-metil-2-(4'-
metilsiklohekzan-1'-il)-2,5-epoksi-heptan-3°,4°,6-triol tanimlanmistir (Miyazawa vd.,
1993b) (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. (-)-a-Bisabololiin G. cingulata ile biyotransformasyonu sonucu izole edilen metabolitler

Metabolit Kaynak

Miyazawa
vd., (1993a)

Miyazawa
vd., (1993b)

(2S,5S,1'S,3'S,4'S)-6-metil-2-(4'-metilsiklohekzan-1'-il)-2,5-epoksi-heptan-3°,4°,6-triol

Miyazawa vd., (1995)’nin yaptig1 bir ¢alismada (-)-a-bisabololiin (1) G. cingulata
ile gergeklestirilen biyotransformasyonu sonucu dnerilen metabolik yolak su sekildedir:
Substrat 6ncelikle (1S,3R,4R,7S)-3,4-dihidroksi-a-bisabolol (2) ve bisabolol oksit B’ye
(3) doniismiistiir. Bilesik (2) daha sonra (1S,3R,4R,7S,10S)-3,4-dihidroksi-bisabolol oksit
B’ye (4), bilesik (3) ise (1S,3R,4R,7S,10S)- (5) ve (1S,3S,4S,7S,10S)-3,4-dihidroksi-
bisabolol oksit B’ye (4) dontismiistiir (Sekil 2.5).
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HOy,, GR)

HOy,, GR)

3 5

Sekil 2.5. (-)-a-Bisabololiin G. cingulata ile metabolik yolagi (Miyazawa vd., 1995)

Limberger vd., (2003) yaptig1 calismada (-)-a-bisabolol, Bipolaris sorokiniana
biyotransformasyonu ile oksidatif doniisiim yoluyla bisabolol oksit B’ye dontismiistiir
(Sekil 2.6).

Cllne:

(-)-a-bisabolol 4" 5'-bisabolol epoksit bisabolol oksit B

Sekil 2.6. (-)-a-Bisabololiin mikrobiyal transformasyonu ile bisabolol oksit B ’ye déniigtimii (Limberger vd.,
2003)
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Yeni bir ¢alisma kapsaminda Park vd., (2022) Absidia coerulea ile
(-)-a-bisabololiin (1) biyotransformasyonundan 7 yeni [(1R,5R,7S)-5-hidroksi-a-
bisabolol (2); (1R,5S,7S)-5-hidroksi-a-bisabolol (3); (1R,5R,7S,10S)-5- hidroksibisabolol
oksit B (4); (1R,7S,10S)-1-hidroksibisabolol oksit B (5); 12-hidroksi-a-bisabolol (7);
(1S,3R,4S,7S)-3,4-dihidroksi-a-bisabolol (8); (1S,3S,4S,7S)-3,4-dihidroksi-a-bisabolol
(10)] ve 4 bilinen [(1S,7S)-4,7-dihidroksi-a-bisabolol (6); (1S,3R,4R,7S)-3,4-dihidroksi-
a-bisabolol (9); 15-hidroksi-a-bisabolol (11); 11-hidroksi-T-muurolol (12)] metabolit
olmak tizere toplam 11 metabolit olusmustur (Sekil 2.7). Olusan metabolitler, substrata

gore suda daha yiiksek ¢oziiniirliik sergilemistir.

A. coerulea

Sekil 2.7. (-)-a-Bisabololin Absidia coerulea ile biyotransformasyonu sonucu olusan metabolitler

(Park vd., 2022) (yeni metabolitler kirmizi ile renklendirilmistir)
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2.8.1.2. Farnesenin mikrobiyal transformasyonu

Farnesen (C1sH24), ilk olarak elma kabuklarindan izole edilen asiklik yapida ugucu
bir seskiterpendir (Liu vd., 2022). Ozellikle dizel yakit ve polimer iiretimi, ilag ve
kozmetik endiistrisi gibi alanlarda kullanimi1 bulmaktadir (Tang vd., 2021). a-Farnesen
(3,7,11-trimetil-1,3,6,10-dodekatetraen) ve p-farnesen (7,11-dimetil-3-metilen-1,6,10-
dodekatrien) izomeri olmak iizere, alt1 stereoizomere [(E,E)-a-farnesen, (E,Z)-a-farnesen,
(Z,E)-a-farnesen, (Z,Z2)-o-farnesen, (E)-p-farnesen, (Z)-p-farnesen] (Sekil 2.8) sahiptir
(Chuang vd., 2021; Liu vd., 2022).

Hasat zamani ve depolama kosullarina bagli olarak &zellikle elma, armut gibi
meyvelerde meydana gelen yiizeysel kabuk yanikligi gelisiminin nedeni a-farnesenin
oksidasyon irtinleridir (Dias vd., 2020). (E)-f-farnesen Aphid’ler tarafindan bir alarm
feromonu olarak salgilanmasi yaninda (Vandermoten vd., 2012) baz1 bitkilerin
(Polygonum hydropiper, Solatium berthaultii, M. recutita) ugucu yagindaki ana
bilesendir (Gibson Ve Pickett, 1983; Miyazawa ve Tamura, 2007; Ayoughi vd., 2011) ve
Aphid'lere karsi dolayli savunma saglar; bu nedenle tarimsal koruma ajani olarak
kullanimi 6nerilmektedir (McPhee, 2013). Sentetik p-farnesen, farkli yontemlerle
iretilebilir; fakat en yaygin olan1 izoprenin trimerizasyonu ve nerolidol ve farnesol gibi
seskiterpenik alkollerin dehidrasyonudur. Ancak, sentezlenmesindeki stereo kontrol
eksikligi nedeniyle elde edilen {iriin, farnesen izomerleri ve yan iriinlerin bir karigimi

olarak tanimlanabilir (McPhee, 2013).
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(E E)-o-farnesen (Z_E)-a-farnesen

(E.Z)ca-famesen (Z.Z)-a-farnesen

T S e

[E)

(E)-ffarnesen

=

(Z)-f-farnesen

Sekil 2.8. Farnesenin stereoizomerleri
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Krings vd., (2006) tarafindan, farnesenin fungal transformasyonu ile aktif koku
alkollerinin tretimi arastirilmistir. Bu amagla A. niger, Botrytis cinerea, Chaetomium
globosum ve farkli izole funguslar kullanilmistir. a-Farnesenin (1) tiim dontisiimlerinde
yiikksek verimli ana oksidasyon iirtinii narenciye benzeri kokuya sahip 3,7,11-
trimetildodeka-1,3(E),5(E),10-tetraen-7-ol (2) olarak belirlenmistir. Mangodan izole
edilen A. niger susu, a-farnesenden seftali gibi kokuya sahip yeni dogal bir bilesik olan
diastereomerik p-ment-1-en-3-[2-metil-1,3-butadienil]-8-ol olarak belirlenen iki farkli
terpen alkol (3a,b) tiretmistir (Sekil 2.9). p-Farnesenin biyodoniisiimii igin, test edilen
suslarin higbirinde ara friinlerin olusumu goézlenmemistir. Abraham vd., (1992)
tarafindan fS-farneseni mikroorganizmalarla okside etme calismalarinda da, substratin
tamamen tiiketilmesine bagli olarak hicbir metabolit tespit edilememistir. Bu sonucun

olas1 nedeni, konjuge dienin oksijene ve asitlere olan duyarlilig1 olarak belirtilmistir.

3a,b

Sekil 2.9. a- Farnesenin mikrobiyal transformasyonu sonucu olusan metabolitler (Krings vd., 2006)
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Ugucu Yag ve Standart Maddeler

Farmakope kalitesindeki Matricaria recutita L. ugucu yagi Phatrade-Pharaonic
Essential Oils (Kahire, Misir) firmasindan ve tez ¢alismasinda kullanilan standartlar
(-)-a-bisabolol (Sigma-Aldrich, >%95), (-)-a-bisabolol oksit A (Sigma-Aldrich, >%95),
kamazulen (Sigma-Aldrich >%92 ve ABCR %95), (E)-p-farnesen (Sigma-Aldrich,
>%90), farnesen izomerleri karisimi (Stabilize, Sigma-Aldrich) ticari olarak temin
edilmistir (EK-1).

3.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Diger Kimyasal Maddeler
Deneysel yontem igerisinde kullanimi belirtilen diger tiim kimyasallar analitik
saflikta olup aksi belirtilmedik¢e Sigma-Aldrich, Merck, Carlo Erba, Fluka tarafindan

satin alinmastir.

3.3. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

e Analitik terazi (Radwag AS 310.R2)

e (Calkalamali inkiibatér (New Brunswick Scientific Excella E25)

e Doner buharlastirici (Heidolph veya Buchi)

e Fourier transform infrared spektrometresi (Perkin ElImer Spektrum 100, USA)
e Gaz kromatografisi (Agilent 6890N GC)

e Gaz kromatografisi/Kiitle spektrometresi (Agilent 5975 GC-MSD)

e [siticili manyetik karistirict (Heidolph, MR 3001)

e Inkiibatdr (Heraeus T6 veta MMM-Incucell)

e McFarland densitometre (DEN-1B, Biosan)

e Mikroplaka okuyucu (BioTek PowerWave XS veya BioTek Synergy H1)
e Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (Bruker UltraShield 500)

e Otoklav (Hirayama HV-50)

e Otomatik ince tabaka kromatografi 6rnekleme cihazi (Camag ATS4)

e Otomatik ve multikanal pipetor seti (Brand ve Eppendorf)

e Pastor firin1 (Ecocell)

e pH metre (Heidolph, Germany)
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e Polarimetre (Kriiss Optronic P8000-T, Germany)

e Sivi kromatografi iyon tuzakli ugus zamanli kiitle spektrometresi (Shimadzu,
Kyoto, Japonya)

o Steril kabin (Heal Force)

e Ultra derin dondurucu (New Brunswick Scientific)

e Ultrasonik banyo (Bandelin, Sonorex)

e Ultraviyole 151k kabini (Camag)

e Vakumlu konsantrator (Labconco)

e Vorteks (Ika Genius 3)

3.4. Optik Cevirme Acisi

Optikee aktif olan standart maddelerin [(-)-a-bisabolol, (-)-bisabolol oksit A] ve
kromatografik—spektroskopik teknikler ile yapisi aydinlatilan metabolitin etil asetat
icerisindeki bilinen konsantrasyonlari; 2,5 mm tiip igerisinde, 25 °C ve 589 nm’deki
cevirme agilari, polarimetre cihazinda (Kriiss Optronic P8000-T, Germany) okunmus ve

Ozgiil gevirme derecesi asagidaki formiil ile hesaplanmigtir (3.1).
[a]°=allxc (3.1)

[a]; 6zglil gevirme derecesi,

25; sicaklik

D; sodyum lambasi

a; cihazda okunan ¢evirme agist,
I; dm olarak tiipiin uzunlugu,

c; gr/mL olarak 6rnegin derisimidir.

3.5. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Sabit faz icin aliiminyum destek {izerine silikajel 60 GF254 20x20 ebatlarinda hazir
plaklar (Merck); hareketli faz i¢in etil asetat/toluen 5:95 (Ph. Eur. 8.0), diklorometan
(Ashnagar vd., 2009), susuz Na>SO4’te kurutulmus kloroform (Hahn-Deinstrop, 2007),
kloroform/toluen 75:25 (Wagner ve Bladt, 1996; Medic-Saric vd., 1997; Ashnagar vd.,
2009; Ozdemir vd., 2021) ve ilave olarak kloroform/toluen 90:10, n-hekzan/etil asetat
50:50, n-hekzan/etil asetat 75:25, n-hekzan/etil asetat 90:10, toluen/kloroform 75:25,

n-hekzan/klorofom 50:50 gibi farkli ¢6ziicii sistemleri kullanilmistir.
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UV absorbsiyonu (254/366 nm) olmayan maddelerin belirlenmesinde renk reaktifi
olarak vanilin-siilfiirik asit veya anisaldehit-siilfiirik asit sonras1 100-105 °C’de 3-5 dk’da
(Heidolph, MR 3001) goriilebilir hale getirilmistir.

3.5.1. Vanilin-siilfiirik asit reaktifinin hazirlanisi1 ve uygulamasi

Ashnagar vd., (2009) 8 mL etanolde hazirlanan %5’lik siilfiirik asit ¢ozeltisinin ilk
sprey olarak plakalara piiskiirtiilmesinin hemen ardindan, etanolde hazirlanan %1°lik

vanilin ¢6zeltisi ikinci belirte¢ olarak uygulanmustir.

3.5.2. Anisaldehit-siilfiirik asit reaktifinin hazilanisi1 ve uygulamasi

Anisaldehit-siilfiirik asit reaktifi 0,5 mL anisaldehit, 10 mL glasiyel asetik asit,
85 mL metanol ve 5 mL der. silfiirik asit belirtilen sira ile karistirilarak hazirlanmus,
reaktif kirmizi-viyole renk olusumuna kadar +4 °C muhafaza edilerek kullanilmistir
(Sakar ve Taner, 1991).

3.6. Preparatif ince Tabaka Kromatografisi (Prep-ITK)

a-Bisabolol ve farnesen izomerleri karisimi ticari kaynaklardan temin edilerek,
kamazulen ve a-bisabolol oksit karisimi (A ve B) ise papatya ucucu yagindan Prep-iTK
yontemi ile izolasyon sonucu mikrobiyal transformasyon ¢aligmalarinda kullanilmaistir.

Prep-ITK ydnteminde aliiminyum destek iizerine silikajel 60 GFzs4 veya cam
plakalar kullanilmistir. Analitik ITK prensibine benzer sekilde gerceklestirilen yontemde
izole edilecek maddelerin bulundugu 6rnekler baslangic ¢izgisine spotlar halinde degil,
bant seklinde uygulanmistir. izole edilecek maddelerin plakadaki yerleri belirtecler
yardimui ile (UV 254-366 nm, reaktif) belirlendikten sonra plakadan kazinmistir. Silikajel
icinde bulunan maddeler uygun c¢oziicli ile ¢oziilerek filtrelenmis ve silikajelden
arindirilmig; doner buharlastiric1 cihazi (Heidolph veya Buchi) ve azot gazi yardimi ile

¢Oziiclisii uzaklastirilan maddeler izole edilmistir.

3.7. Gaz Kromatografisi/Alev Iyonlasma Dedektéri (GC/FID) ve Gaz
Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (GC/MS) Analizi

Mikrobiyal transformasyon deneylerinde kullanilacak papatya ucgucu yagimin,
kullanilacak substratlarin kalitesini ve bilesigin yapisini belirlemek i¢in GC/FID ve

GC ve GC/MS analiz yontemleri kullanilmistir.

37



Papatya ugucu yaginin GC ve GC/MS analizi es zamanli olarak gerceklestirilmistir.
FID dedektorii ile ucucu yag bilesenlerinin bagil yiizdeleri (%) belirlenmistir.
GC analizleri i¢in Agilent 6890N sistemi kullanilmistir ve sistem FID detektor sicakligi
300 °C dir. HP-Innowax polar kolon (60 m x 0,25 mm ¢ap, 0,25 um film kalinligi)
kullanilmistir (Demirci vd., 2015; Firat vd., 2014; Goger vd., 2018).

Mikrobiyal transformasyon deneylerinde kullanilan standartlarin kromatogram ve
spektrumlarini belirlemek igin GC ve GC/MS analizi ger¢eklestirilmistir. Agilent 5975
GC/MSD sisteminde HP-Innowax polar kolon, kolon sicaklik programi; 60 °C'de 10 dk,
4 °C/dk artigla 220 °C'ye, 220 °C'de 10 dk, 1 °C/dk artisla 240 °C olacak sekilde, tastyici
gaz akis hiz1 0,8 mL/dk. dir. 70 eV elektron enerjisiyle, 35-450 m/z kiitle araligindaki
maddelerin analizleri gerceklestirilmistir. GC/MS analizinde maddelerin belirlenmesi
icin Bager Ugucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi dahil olmak tizere Wiley GC/MS, Adams
ve MassFinder 3.1 Kiitiiphane tarama yazilimlar1 kullanilarak yapilmistir (Iscan vd.,
2012; Demirci vd., 2015; Firat vd., 2021).

3.8. Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektroskopisi

Fourier Transform Infrared (FT-IR) spektroskopi analizi, Eskisehir Teknik
Universitesi-Kimya Béliimii Spektroskopi Laboratuvari'nda, KBr disk teknigi ile Perkin
Elmer Spektrum 100 FT-IR spektrometre (USA) cihazinda gergeklestirilmistir (EK-9 -
EK-14).

3.9. Mikrobiyal Transformasyon Cahismalari
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Sekil 3.1. Mikrobiyal transformasyon deney prosediirii
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3.9.1. Mikrobiyal transformasyon ¢alismalarinda kullanilan mikroorganizmalar

Mikrobiyal transformasyon ¢alismalarinda kullanilan mikroorganizmalar,

kaynaklartyla birlikte Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1. Mikrobiyal transformasyon calismalarinda kullanilan mikroorganizmalar

No Mikroorganizma Sus

1. Aspergillus parasiticus NRRL 2999

2. Aspergillus niger NRRL 326

3. Aspergilllus niger ATCC 10549

4. Aspergilllus alliaceus NRRL 317

5. Aspergilllus flavus ATCC 9807

6. Penicillium adametzii NRRL 737

7. Penicillium chrysogenum NRRL792

8. Fusarium culmorum Anadolu Univ. Fen Fak. izolat

9. Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

10. Thamnidium elegans ATCC 18191

11. Mucor ramannianus ATCC 1839

12. Trichoderma harzianum Anadolu Univ. Fen Fak. izolat

13. Rhizophus stolonifer NRRL 2710

14. Corynespora cassiicola DSM 62475

15. Botrytis cinerea AHU 9424

16. Penicillium multicolor Balikesir Univ. Fen Fak. izolat
17. Cuninghamella elegans Balikesir Univ. Fen Fak. izolat
18. Fusarium solani Ankara Univ. Ziraat Fak. izolat
19. Penicillium neocrassum NRRL 35639

20. Penicillium primulinum Anadolu Univ. Fen Fak. izolat

21. Penicillium valentinum Anadolu Univ. Fen Fak. izolat

22. Bacillus velezensis NRRL B-14580




Saccharomyces cerevisiae maya, Bacillus velezensis bakteri, digerleri kiif olmak
tizere 22 farkli mikroorganizma ile biyotransformasyon ¢alismalart gergeklestirilmistir.
1 mL %10’luk gliserol i¢cinde -85 °C’de muhafaza edilen stok mikroorganizmalar
oncelikle kat1 besi yeri ortaminda gelistirilmis ve sonrasinda sivi besi yeri ortamina

aktarilmastir.

a) Kat1 besiyeri

Fungi gelisimi i¢in Sabouraud Glukoz Agar (SDA), Patates Dekstroz Agar (PDA);
bakterilerin gelisimi icin MHA (Mueller Hinton Agar) hazir besi yeri kullanilmistir.
Ambalaj tizerindeki tarife uygun sekilde hazirlanan besiyerleri 121 °C’de, 1.5 atm basing
altinda 20 dakika boyunca otoklav cihazinda (Hirayama HV-50) sterilize edilmistir.

Kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen mikroorganizmalarin, tiiplerde veya
Petrilerde hazirlanan besiyeri lizerinde ekimi gergeklestirilerek inkiibe edilmis ve

+4 °C’de muhafaza edilmistir.

b) Siv1 besiyeri ortamm

a-Medyum 1 L iizerinden; 20 gr glikoz, 5 gr pepton, 5 gr maya ekstresi, 5 gr NaCl,
5 gr Na2HPO4 ve distile su ile hazirlanan ¢ozelti pH metre cihazi ile pH 7°de kontroli
yapildiktan sonra otoklavlanarak sterilize edilerek hazirlanmistir (Lee vd., 1990).

Biyotransformasyon calismalarinda kullanilan mikroorganizmalar uygun kat1 besi
yeri ortaminda (PDA, SDA, MHA) gelistirildikten sonra 6ze ile, 250 mL'lik Erlenlerin
icerisinde bulunan 100 mL steril a-medyum sivi besi yeri ortamina, aseptik kosullar
altinda inokiile edilmistir (Demirci, 2000). Kamazulenin papatya ugucu yagindan disiik
miktarda izolasyonuna bagli olarak biyotransformasyon calismalarinda 50 mL’lik
Erlenlerde 20 mL steril a-medyum sivi besi yeri kullanilmistir (Gyorgy vd., 2005).
Mikroorganizmalar sivi besi yerindeki gelisimi i¢in uygun sicaklikta (fungi igin
27-28 °C, Bacillus velezensis igin 36 °C), 150 rpm’de, 24-48 saat siiresince ¢alkalamali

inkiibatorde (New Brunswick Scientific Excella E25) inkiibe edilmistir.
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3.9.2. Substrat konsantrasyonunun belirlenmesi

ok Torhg RS -
3. Tip 4. Tup
0.01 mg/mL. Papatya yag1 yok

Sekil 3.2. Substrat konsantrasyonu belirlenme yontemi

Mikrobiyal transformasyon c¢aligmalarinda kullanilacak substrat miktarini
belirlemek amaciyla, 10 mg papatya ugucu yagi 1 mL asetonda ¢oziilerek (10 mg/mL)
vortekslenmis, aseptik kosullar altinda kapakli 4 tiipten ilk 3 tiipe 9 mL, 4. tiipe 10 mL
a-medyum sivi besi yeri konulmustur. 10 mg/mL konsantrasyondaki papatya ugucu
yagindan 1 mL alinarak ilk tlipe eklenmistir. 1. Tiip 1 mg/mL; 2. tiip 0,1 mg/mL; 3. tiip
0,01 mg/mL olacak sekilde seri diliisyon gergeklestirilmis, 4. tiip ise kontrol grubu olarak
kullanilmustir. Inokiilasyon (A. niger) sonrasi vortekslenen tiiplerin agz1 pamuk ile
kapatilarak ¢alkalamali inkiibatorde 48 saat boyunca 28 °C 160 rpm’de inkiibe edilmistir.
Mikroorganizmalarin gelisimi kontrol edilerek biyotransformasyon ¢alismalarinda
kullanilacak uygun substrat miktari belirlenmistir (Sekil 3.2). Diger substratlar ve

mikroorganizmalar da benzer ydntem ile test edilmistir (Iscan, 2009).
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3.9.3. Substrat ilavesi, 6rnekleme ve ekstraksiyon

Mikroorganizmalarin gelisiminden sonra biyotransformasyon ¢alismalarinda
kullanilacak substratlar (papatya ugucu yagi, kamazulen, a-bisabolol, a-bisabolol oksit
ve farnesen izomerleri karisimi) asetonda ¢oziilerek Erlenlere ilave edilmis ve kontrol
gruplar1 (a-medyum, a-medyum-+mikroorganizma+aseton, a-medyum-+substrat/aseton)
dahil olmak {izere aymi kosullar altinda 14 giin boyunca inkiibasyona tabi tutulmustur.
14 giin boyunca, 3. giin, 7. giin ve 14. giinlerde aseptik kosullar altinda drneklemeler
yapilmustir.

Aseptik kosullarda Erlenler igerisindeki sivi kisimdan 2-3 mL pipetlenerek alinan
ornekler, tiiplere konularak aym1i miktar hacimde etil asetat ile vortekslenmistir.
Etil asetath iist faz ayrilarak bu islem 3 kere tekrarlanmistir. Toplanan etil asetatl
ekstreler vakumlu konsantratér (Labconco)’de yogunlastirilmig, elde edilen 6rnekler
analitik ITK’da incelenmistir.

14. giin’de sonlandirilan biyotransformasyonlar, etil asetat ile ekstre edilmistir. Besi
yerindeki kolonilerin Buchner Erleni ve hunisi ile vakum altinda filtrelenmesi ardindan
stizlintli, hacmi kadar etil asetat ile 3 kere ekstre edilmis birlestirilen ekstreler susuz
Na>SOs’tan gecirilerek diisiik basing altinda, 35-40°C’de yogunlastirilmistir. Metabolit
karisimini igeren ekstrelerin, substrati ile karsilastirmali ince tabaka kromatogramlari
incelenmistir.  Ardindan  doniisiim  gbzlenen  ekstelerin  GC/MS  analizleri

gerceklestirilmistir.

3.9.4. Metabolitlerin izolasyonu ve karakterizasyonu

ITK ve GC/MS analiz sonuglarinin yorumlanmasiyla verimli déniisiimii olan
metabolitin preparatif Olgekte iiretimi igin; mikrobiyal transformasyon deney
prosediiriinde aciklanan yontemle ¢ok sayida Erlen ile gergeklestirilmis ve metabolit,
ekstrat icerisinden kloroform/toluen 75:25 ¢oziicii sistemi kullanilarak prep-ITK yontemi
ile saflastirilan metabolitin (%94 GC/FID) spektroskopik (GC/MS, FT-IR, NMR, LC-
MS-IT-TOF) teknikler ile yapisi aydinlatilmis, polarimetre cihazi ile optik ¢evirme agisi

Olclilmiistiir.
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3.9.4.1. Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi

1D- (*H ve 3C-NMR) ve 2D- (COSY, HSQC ve HMBC) NMR analizleri Anadolu
Universitesi-BIBAM Arastirma Merkezi, Eskisehir’de yapilmistir. Coziicii olarak détero
kloroform (CDClzs), diisiik miktardaki maddelerin analizi i¢in uygun olan dig ¢ap1 5 mm,
i¢ ¢cap1 2.160 = 0.013, cam kalinlig1 1.4, MHz 500 NMR tiipii kullanilmistir. Maddelerin
1D- ve 2D-NMR spektrumlari Bruker 500 MHz Ultrashield sivi NMR spektrometresiyle

kaydedilmistir. Kimyasal kayma degerleri ppm olarak verilmistir.

3.9.4.2. St kromatografisi iyon tuzaklilucus zamanl kiitle spektrometresi (LC-MS-IT-
TOF)

a-Bisabololiin mikrobiyal transformasyonu sonucunda kromatografik olarak
saflastirilan metabolitin yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrumu, Anadolu Universitesi-
DOPNA Laboratuvari’nda, LC-MS-IT-TOF (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazinda
Elektron Sprey Iyonizasyon (ESI) iyonlastirma teknigi kullanilarak negatif ve pozitif

modda alinmastir.

3.10. Biyolojik Aktivite Calismalari

Papatya ugucu yagi, a-bisabolol, a-bisabolol oksit A, kamazulen, (E)-f-farnesenin
ve mikrobiyal transformasyon c¢alismalarinda kullanilan substratlar (a-bisabolol,
bisabolol oksitler, kamazulen, farnesen izomerleri karisimi) ile ekstre edilen metabolit
karigimlarinin in vitro olarak antioksidan (DPPH radikal siipiiriicii), antimikrobiyal
(mikrodiliisyon yontemi) etkileri, UV-spektrofometrik yontemle siklooksijenaz-1
(COX-1), b5-lipoksijenaz (5-LOX) enzim inhibisyon deneyleri olmak iizere

biyoaktiviteleri karsilastirmali olarak incelenmistir.

3.10.1. In vitro antioksidan aktivite

Kumarasamy vd., (2007) yontemi, test edilecek Orneklerin 1,1-difenil-2-2
pikrilhidrazil (DPPH*) serbest radikal siipiiriicii etkisini belirlemek amaciyla
kullanilmistir. Yontem, serbest radikalin antioksidan varliginda rengini kaybetmesi
prensibine dayanmaktadir. Test ornekleri icin DMSQO’da stok ¢ozeltiler hazirlanmis ve
DMSO kontrol olarak kullanilmistir. 96 kuyucuklu U plakalar1 kullanarak, hazirlanmis
stok ¢ozeltilerden 200 pL kuyucuklara eklenmis ve ilk siradan baglamak tizere alinan 100

puL madde, 100 uL DMSO bulunan kuyucuklar boyunca, seri diliisyon yapilmistir. MeOH
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icinde 80 pg/mL DPPH ¢d6zeltisi hazirlanarak her bir kuyucuga ayni miktarda (100 pL)
eklenmistir. Yalnizca DPPH (200 uL), DPPH (100 pL +DMSO pL) ve yalnizca DMSO
(200 pL) kontrol grubu olarak kullanilmistir. Standart madde askorbik asit (C vitamini)
de pozitif kontrol olarak ayn1 prosediir ile mikroplakalara uygulanmistir. Plakalar hafifce
calkalanarak karisimin homojen olmasi saglanmis, 30 dk oda sicakliginda karanlik bir
ortamda bekletilmistir. Mikroplaka okuyucu ile UV 517 nm’de absorbans degerleri
Ol¢tilmiistiir. Her 6rnek i¢in radikal siipiirme kabiliyeti yiizde inhibisyon (%]l) olarak

hesaplanmustir (3.2).
(%) = [(ADbS kontrot - ADBS smek) / ADS kontrol] * 100 (3.2)

ADS kontrol, sadece DPPH ¢ozeltisi ve DMSO karisiminin absorbansidir. Abs smek,
test drnegi ve DPPH c¢ozeltisi karisiminin absorbansidir.

Konsantrasyona bagli DPPH % inhibisyon grafigi dikkate alinarak 6rneklerin ICso
degerleri hesaplanmustir. ICso degeri, radikalin %50'sini inhibe etmek i¢in gereken drnek

konsantrasyonudur.

3.10.2. In vitro antimikrobiyal aktivite

Tablo 3.2. Antibakteriyel aktivite tayininde kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma Kaynak
Escherichia coli ATCC 8739
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Enterobacter aerogenes NRRL 3567
Salmonella typhimurium ATCC 13311
Bacillus cereus NRRL B-3711
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Propionibacterium acnes ATCC 6919

Papatya ucucu yagi, bilesenleri ve ekstre edilen metabolit karisimlariin Gram
pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus cereus NRRL B-3711,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Propionibacterium acnes ATCC 6919) ve
Gram negatif (Escherichia coli ATCC 8739, Enterobacter aerogenes NRRL 3567,
Salmonella typhimurium ATCC 13311) olmak iizere 7 adet insan patojen bakteri suglarina

(Tablo 3.2) karsi antibakteriyel etkisi mikrodiliisyon ydntemi (Iscan vd., 2002;
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Kirmizibekmez vd., 2009) kullanilarak test edilmis ve minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MiK) mg/mL cinsinden belirlenmistir.

Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisi (CLSI veya eski adiyla NCCLS)
tarafindan yayimlanan aerobik mikroorganizmalar i¢in kullanilan mikrobroth diliisyon
teknigi (M-100-S16) ve fungi i¢in kullanilan mikrobroth diliisyon teknigi (M-27-A2)
protokollerinde baz1 degisiklikler yapilmak suretiyle degerlendirilmistir.

Test edilecek maddelerin miktarlarina bagl olarak, Tween 80’li su ile hazirlanan
%10’luk DMSO c¢ozeltisi ile her maddenin bilinen konsantrasyonlarda stok ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. 96 kuyucuklu U plakalarin tiim kuyucuklarina 100 pL Tween 80
konulmustur. Ilk sradaki kuyucuklara hazirlanan stok ¢ozeltiden 100 pL ilave edilmistir.
Ik siradaki kuyucuklardan (100 uL Tween 80 + 100 pL stok ¢dzeltisi) ¢ok kanalli pipet
yardimi ile 100 pL alarak 2. siraya eklenmis ve bu sekilde seri diliisyon islemi
gerceklestirilmistir. -85 °C de muhafaza edilen kiiltiirler canlandirilmak tizere, iginde
MHA bulunan Petrilere ekilmis (Bkz. Geregler ve Yontemler) ve 37°C de 24 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyeri iizerinde gelisen tekli
kolonilerden alinarak Mueller Hinton Broth (MHB) sivi besi yeri bulunan tiiplere
aktarilmistir ve hiicre yogunlugu McFarland densitometre (DEN-1B, Biosan) cihaz ile
Olciilerek %0,85°1ik NaCl c¢ozeltisi ile 0,5 MF-birime ayarlanmistir. McFarland
ayarlamas1 yapilan MHB s1vi1 besi yerinde bulunan mikroorganizmalar 100 uL alinarak
tim kuyucuklara eklenmistir. Pozitif (amoksisilin ve kloramfenikol; 0,128 mg/mL) ve
negatif kontrol gruplar1 da dahil olmak tizere 37 °C 24 saat inkiibe edilmistir. 0,1 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanan resazurin ¢ozeltisi her kuyucuga 20 puL ilave edilerek 37 °C
3 saat beklenmistir. ~ Resazurin  (7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-on-10-oksit),  canli
mikroorganizmalar tarafindan metabolize edildiginde mavi renkten pembe renkli
resorufine doniisen bir indikatordiir. Antimikrobiyal maddenin mikroorganizmalar
tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in resazurin kullanilarak renk degisimi
degerlendirilmis ve iiremenin olmadig: ilk kuyucuktaki konsantrasyon, minimum inhibe
edici konsantrasyon olarak (MIK) mg/mL olarak belirlenmistir. Deney prosediiriinde tiim
maddelerin uygun sterilizasyon islemleri (filtreleme veya otoklavlama) gerceklestirilmis
ve deney aseptik kosullar altinda gergeklestirilmistir.

Papatya ucucu yagi, bilesenleri ve ekstre edilen metabolit karisimlarinin
antikandidal aktivitesini belirlemek i¢in Tablo 3.3’te verilen standart sus ve klinik

izolatlardan se¢ilmis 4 adet Candida susu kullanilmustir.
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Tablo 3.3. Antikandidal aktivite tayininde kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma Kaynak
Candida albicans ATCC 10231
Candida glabrata Klinik izolat
Candida utilis NRRL Y-900
Candida krusei NRRL Y-7179

Test edilecek maddelerin antikandidal aktivitesini belirlemek icin antibakteriyel
aktivitedeki deney prosediiriine benzer sekilde mikrodiliisyon yontemi uygulanmistir
(Iscan vd., 2002; Kirmizibekmez vd., 2009). Kandidalarm kiiltiir ortam1 igin “Roswell
Park Memorial Institute” tarafindan gelistirilmis RPMI-1640 besi yeri, pozitif kontrol
grubu olarak standart madde amfoterisin B ve nistatin kullanilmistir. Maddelerin

minimum inhibisyon konsantrasyonlar: (MiK) mg/mL cinsinden belirlenmistir.

3.10.3. In vitro antienflamatuvar aktivite
3.10.3.1. 5-Lipoksijenaz (5-LOX) inhibisyon

Test edilecek maddelerin in vitro antienflamatuvar aktivitesi 5-lipoksijenaz
(5-LOX) inhibitor etkisi ile spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Deneyde Baylac
ve Racine, (2003) tarafindan gelistirilen makro yontemin, modifiye edilerek mikroya
uyarlanmas1 sonucu gelistirilen spektrofotometrik yontem kullanilmistir (Demirci vd.,
2018).

0,1 M K2HPO4 tamponu hazirlanmis ve pH 8,80’e ayarlanmistir. Soya fasulyesi
5-LOX enziminin (EC 1.13.11.12) 5 mg’1 4,3 mL tampon i¢inde ¢6ziilmiis ve hazirlanan
enzim ¢ozeltisi -80 °C’de muhafaza edilmistir. Substrat olarak kullanilan linoleik asitin
95 mg’t 100 mL etanolde ¢oziilerek 3,5 mL Tween-20 ilave edilmistir. Hazirlanan
¢oOzeltiden etanol tamamen uzaklastirilarak 100 mL tampon eklenmis ve -20 °C’de
kahverengi sisede muhafaza edilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilacak olan
standart inhibitér Nordihidroguairatik asit (NDGA)’in, saf DMSO ig¢indeki farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltileri (1 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,15
mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,05 mg/mL) olmak iizere test edilecek maddeler %2,5’1ik DMSO
ile 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmistir. 1940 uL KoHPO4 tamponu 40 pL test
maddeleri ve 20 uL lipoksijenaz enzimi 10 dakika 25°C'de inkiibe edilmistir. Her
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kuyucuga bu karisimdan 300 puL eklendikten sonra 7,5 puL substrat ilavesi ile reaksiyon
baglatilmistir. Mikroplaka okuyucuda (BioTek PowerWave-Gen 5 yazilim) 20 saniye
calkalama isleminden sonra 234 nm’de 10 dk boyunca kinetik okuma programi ile

absorbsiyon degerleri okunmustur. Enzim inhibisyonu (%) olarak hesaplanmistir (3.3).
% inhibisyon = [(A-B) / A] x 100 (3.3)

A: Test numunesi olmadan enzim absorbansi

B: Enzimin test numunesi ile absorbansi

3.10.3.2. Siklooksijenaz-1 (COX-1) inhibisyon

Test edilecek orneklerin COX-1 enzim inhibisyonu “Cayman COX Kolorimetrik
Inhibitér Tarama Test Kiti” ile in vitro ortamda COX-1’in peroksidaz bileseninin
Olglimiine  dayalidir. Peroksidaz aktivitesi, N,N,N',N'-tetrametil-p-fenilendiamin
(TMPD)’in oksitlenme {iriininiin 590 nm'de kolorimetrik oOl¢limiine dayali olarak
spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Konsantre tampon ¢6zeltisi 0,1 M Tris-HClI,
pH 8 olacak sekilde ultra saf su ile seyreltilmistir. Konsantre Hem ¢6zeltisine (88 pL)
1,912 mL hazirlanan tampon eklenerek ile diliie edilmistir. Kit igerisinde bulunan
COX-1 (koyun) soliisyonundan 120 pL alinarak 360 pL tampon ile karistirilarak buzda
muhafaza edilmistir. Substrat olarak kullanilacak olan arasidonik asit ¢ozeltisinin
hazirlanmasi i¢in, arasidonik asitin etanoldeki ¢dzeltisini igeren soliisyondan 100 pL
alinarak es deger miktarda 0,1 M KOH ile karistiritlmis ve son konsantrasyon 1,1 mM
olarak sekilde ultra saf su ile seyreltilmistir. COX-1 inhibisyon aktivitesi i¢in kontrol
edilecek ornekler %10 DMSO’da ¢oziilerek belirli konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
Pozitif kontrol grubu icin NDGA kullanilmistir.

e Arka plan kuyucuklarinda; 160 pL tampon, 10 uL Hem, 10 pL ¢oziicii, 20 pL
kolorimetrik substrat (TMPD), 20 pL arasidonik asit olacak sekilde (test edilecek
ornekler ve enzim yok),

e 9100 baslangic aktivitesi kuyucuklarinda; 150 pL tampon, 10 uL. Hem ve 10 pL
COX-1 enzimi, 10 pL ¢oziicli, 20 pL kolorimetrik substrat (TMPD), 20 pL
arasidonik asit olacak sekilde (test edilecek 6rnekler yok),

e Inhibitdr kuyucuklarinda; 150 puL tampon, 10 uL. Hem, 10 uL. COX-1 enzimi, 10
pL test edilecek ornek cozeltileri, 20 uL. kolorimetrik substrat (TMPD), 20 pL
aragidonik asit olacak sekilde plaka dizayni yapilmistir.
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Tiim kuyucuklara TMPD ¢ozeltisi ve aragidonik asit ¢ozeltisi eklenmeden 6nce
plaka dikkatlice ¢alkalanarak 25 °C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Sirasiyla 20 pL. TMPD
¢ozeltisi ve 20 pL arasidonik asit ¢ozeltisi eklendikten sonra ise yine birka¢ saniye
calkalanip 25 °C’de 2 dk inkiibe edilerek absorbans degerleri 590 nm’de okunmustur.

Her numunenin ortalama absorbansi belirlenmistir. Arka plan kuyucuklarinin
absorbansi, %100 baslangi¢ aktivitesinin ve inhibitér kuyucuklarinin absorbansindan
cikarilmistir. % inhibisyon (%lI) degerini hesaplamak i¢in her bir inhibitdr test drnegi
%100 baslangi¢ aktivitesi orneginden ¢ikarildiktan sonra %100 baslangic aktivite

degerine boliinmiis ve 100 kat1 hesaplanmustir.

3.11. In silico Toksisite

a-Bisabolol, a-bisabolol oksitler (A ve B), a-bisabolon oksit A, (E)-g-farnesen,
kamazulen ve a-bisabololiin P. neocrassum ile biyotransformasyonu sonucu olusan ve
bisafuranol olarak adlandirilan metabolitin ProTox-1l (https://tox-
new.charite.de/protox_Il/) web sunucusu ile in silico toksisite degerlendirilmesi
yapilmistir.

Tim molekiiller ProTox-1l web sunucusu ara yiiziinde bulunan SMILES
(Basitlestirilmis Molekiiler Girdi Hatt1 Giris Sistemi) dizesi girilerek, karakterize edilen
metabolit “bisafuranol” ise molekiil ¢izimi ile sisteme yiiklenmistir. Molekiillerin toksisite
tahmin sonuglarindan, oral letal dozu (LDso) mg/kg ve toksisite sinifi verileri dikkate
alinarak degerlendirilmistir.

Toksisite siniflari;

e Simif I: yutulmasi halinde 6liimciil (LDso < 5)

e Smif II: yutulmas1 halinde dliimciil (5 < LDso < 50)

e Sinif III: yutuldugunda toksik (50 < LDsp < 300)

o Simif IV: yutulmasi halinde zararli (300 < LDsp <2000)

e Simif V: yutulmasi halinde zararli olabilir (2000 < LDsg < 5000)

e Simf VI: toksik olmayan (LDsg > 5000) olarak gruplandiriimistir (http-1).
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4. BULGULAR VE YORUM
4.1. M. recutita U¢ucu Yaginin GC/MS ve GC/FID Analizleri

Avrupa Farmakope kalitesindeki ticari olarak temin edilen papatya ugucu yagi
sirastyla GC/MS ve GC/FID ile analitik kalite dogrulamasindan sonra kullanilmistir. Ana
bilesenler a-bisabolol oksit A (%47,7) ve B (%6,2), (E)-p-farnesen (%21,5), a-bisabolon
oksit A (%5,7), kamazulen (%4,1) ve a-bisabolol (%2,1) olarak Tablo 4.1’de elde edilen
sonuglar tarafimizdan bildirilmistir (Firat vd., 2014).

Tablo 4.1. Papatya u¢ucu yagi ana bilesenlerinin GC/FID ve GC/MS sonuglar

RT (dK) Bilesen Relatif Molekiil BP Kiitle
% agirhg (m/z) spektrumu
33,662 (E)-p-Farnesen 21,5 204 69 EK-2
46,384 a-Bisabolol oksit B 6,2 238 143 EK-3
47,453 a-Bisabolon oksit A 5,7 236 93 EK-4
48,065 a-Bisabolol 2,1 222 109 EK-5
52,726 Kamazulen 41 184 169 EK-6
52,957 a-Bisabolol oksit A 47,7 238 143 EK-7

RT: alikonma zamani, dk: dakika, Relatif %: FID kromatogramlarindan ayrilms bilesiklerin hesaplanan
goreceli yiizde miktarlari, BP: Base Peak: temel pik

Avrupa Farmakopesi’nde bisabolol oksitler ya da (-)-a-bisabolol agisindan zengin
olmak tizere iki farkli tip papatya ugucu yag1 tanimlanmistir ve papatya ugucu yaginin
kalitesi bisabolol oksitlerin, (-)-o-bisabololiin ve kamazulenin miktarlar1 ile
iligskilendirilmistir. Bisabolol oksitler yoniinden zengin olan papatya ugucu yagi
bilesiminde; %29-81 araliginda bisabolol oksitleri ve en az %1 kamazulen i¢ermesi
gerekmektedir (Ph. Eur. 8.0). GC/FID ve GC/MS analizi gergeklestirilen papatya ugucu
yaginin farmakope kalitesinde, kamazulen iceren (%4,1) ve bisabolol oksitler (bisabolol
oksit A %47,7; bisabolol oksit B %6,2) yoniinden zengin ugucu yag sinifina girdigi
belirlenmistir. Ayrica papatya ucucu yagi 4 temel kemotip ile iliskilendirilmis, Misir
menseli papatya ucucu yaginin kemotip B (a-bisabolol oksit A > a-bisabolol oksit B >
a-bisabolol) oldugu belirtilmistir (Salamon vd., 2010). M. recutita ugucu yagi Phatrade-

Pharaonic Essential Oils (Kahire, Misir) firmasindan temin edilmistir. Analiz sonuglari
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da Misir menseli papatya ugucu yaginin a-bisabolol oksit A yoniinden zengin kemotip B
oldugunu desteklemektedir.

Goger vd., (2018) tarafindan, deneysel c¢alismalarda kullandigimiz ayni ugucu
yagin GC/MS ve GC/FID analizleri sonucunda, ana bilesenlerine ek olarak, diisiik
miktarda (%0,1-1,9) 17 farkli bilesen daha tanimlanmistir (EK-8).

4.2. M. recutita Ugucu Yagi ve Ana Bilesenlerinin ITK Analizi ve izolasyonu

ITK analizlerinin, papatya ucucu yagmdan izolasyon islemlerinin
gerceklestirilmesi yani sira, mikrobiayal transformasyon caligmalarinda da oldukga
onemli bir yeri vardir. Hangi maddelerin mikroorganizma tarafindan substrat olarak
kullanilmis ve hangi maddelerin kontrol grubu profillerinden farkli 6zellik gosteren
dontiisiim triinleri oldugunun belirlenmesi ve bu metabolitlerin yapilar1 aydinlatilmadan
once yorumlanmasinda ve NMR analizi i¢in gerekli olan yiiksek saflikta izole metabolitin
elde edilebilmesi, yeterli miktara sahip olmayan maddelerin neler olabileceginin
tartistlabilmesi icin ITK kromatogram profilinde maddelerin belirlenmesi gerekmektedir.

Ticari olarak temin edilen farmakope kalitesindeki papatya ugucu yaginin ana
bilesenlerinin belirlenmesi ve izolasyonu amaciyla ITK analizleri yapilmistir. Schilcher,
(1987), papatya ugucu yagi i¢in en uygun ITK’nin yaymlanmis cesitli ydntemlerin
karsilagtirilmasi ile bulunabilecegini savunmaktadir. Etil asetat/toluen 5:95 (Ph. Eur. 8.0),
diklorometan (Ashnagar vd., 2009), susuz Na>SOs’te kurutulmus kloroform (Hahn-
Deinstrop 2007), kloroform/toluen 75:25 (Wagner ve Bladt, 1996; Medic-Saric vd., 1997,
Ashnagar vd., 2009; Ozdemir vd., 2021) ve ilave olarak n-hekzan/etil asetat 50:50, n-
hekzan/etil asetat 75:25, hekzan/etil asetat 90:10, toluen/kloroform 75:25, n-hekzan/
klorofom 50:50 farkli ¢6ziicii sistemleri kullanilarak ITK yapilmustir (Sekil 4.1-4.3). Tiim
plaklar kurutulduktan sonra UV 151k altinda 254/366 nm dalga boyunda incelenmistir.
(Sekil 4.3). UV absorbsiyonu olmayan maddeler, renk reaktifi olarak vanilin-siilfiirik asit,
1sitma (100-105 °C’de 3-5 dk) sonrasinda degerlendirilmistir.
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Sekil 4.1. Papatya u¢ucu yagimn farkh ¢oziicii sistemlerindeki ITK kromatogramlari-| [Papatya ucucu

yagr (Pl), Metanolde ¢doziilmiis papatya ugucu yagi (P2), n-hekzan/etil asetat 50:50 (a),
n-hekzan/etil asetat 75:25 (b), n-hekzan/etil asetat 90:10 (c); reaktif: vanilin-silfiirik asit]

Deneysel calismalarimizda kullanilmak {izere en uygun ¢oziicii/¢oziicii sistemi
olarak; klorofom/toluen 75:25 (Sekil 4.2a), susuz Na,SO4’te kurutulmus kloroform (Sekil
4.2b), diklorometan (Sekil 4.2¢) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Papatya ucucu yagimin farkly ¢oziicii sistemlerindeki ITK kromatogramlari-11 [klorofom/toluen
75:25 (a); susuz Na>SOs4 'te kurutulmus kloroform (b); diklorometan (c); reaktif: vanilin-silfiirik

asit]
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Sekil 4.3. Papatya ugucu yagimin diklorometan ¢oziicii sistemi ile ITK kromatogramlar [254 nm’de ();

366 nm’de (b); vanilin-siilfiirik asit reaktifi ve 1s1 muamelesi sonrasi giin 1518inda (C)]

Papatya ucucu yagi ve standart maddeler [(-)-a-bisabolol, a-bisabolol oksit A,
kamazulen, (E)-f-farnesen ve farnesen izomerleri karisgimi] EtOH’da ¢o6ziilerek (1:1 v/v)
silika jel GF254 ITK plakasina, 4 pL uygulanmistir. Uygun ¢ziicii sistemi
(kloroform/toluen 75:25) ile develope edilip, plakalar kurutulduktan sonra UV 1g1k altinda
254/366 nm dalga boyunda incelenmistir (Sekil 4.4). UV absorbsiyonu olmayan
maddelerin belirlenmesinde ve teshisinde renk reaktifi olarak anisaldehit-stilfiirik asit ve
1s1 (100-105 °C de 3-5 dk) kullanilmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.4. Papatya ugucu yagi ve standart maddelerin ITK kromatogramlari-| [254 nm de (8); 366 nm’de
(b); papatya ucucu yagi (P); (-)-a-bisabolol (B); bisabolol oksit A (BxA); kamazulen (K);

(E)-p-farnesen(F); farnesen izomerleri karisumi (F1); ¢oziicii sistemi kKlorofom/toluen 75:25]
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Sekil 4.5. Papatya ucucu yagi ve standart maddelerin ITK kromatogramlari-11 [anisaldehit-siilfiirik asit
reaktifi ve 1s1 muamelesi sonrasi giin wsiginda (a); reaktif ve 1s1 muamelesi sonrast 366 nm’de
(b); papatya ucucu yag: (P);(-)-a-bisabolol (B); bisabolol oksit A (BxA); kamazulen (K); (E)-S-
farnesen (F); farnesen izomerleri karisimi (F1); ¢oziicii sistemi kKlorofom/toluen 75:25; reaktif:

anisaldehit-siilfiirik asit]

Sekil 4.5a’da verilen kromatograma gore (-)-a-bisabolol (B), a-bisabolol oksit A
(BxA), kamazulen (K) ve (E)-p-farnesen (F) standart maddeleri i¢in Rf degerleri (Tablo
4.2) hesaplanmustir.

Tablo 4.2. Papatya u¢ucu yagi ana bilesenlerinin Ry degerleri

Spot Bilesen R Goriiniis

B (-)-a-Bisabolol 0,40 Mor-menekse spot
BxA o-Bisabolol oksit A 0,17 Sari-yesil spot

K Kamazulen 0,95 Mavi-yesil spot

F (E)-p-Farnesen 0,98 Koyu kirmizi-mor spot

Sekil 4.6°da verilen papatya ugucu yagi ITK kromatogramina gore de spotlarin Ry
degerleri hesaplanmistir. Standart maddelerin hesaplanan Rt degerine gére, papatya ucucu
yagmm ITK profilinde bisabolol oksit (A ve B), a-bisabolol, kamazulen, (E)-s-farnesen

spotlar1 belirlenmistir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.6. Papatya ucucu yag: ITK profilinde gozlenen spotlar [anisaldehit-siilfiirik asit reaktifi ve is1
muamelesi sonrast giin siginda (@), 254 mm’de (b); 366 nm’de (C); ¢oziicii sistemi

klorofom/toluen 75:25]

Tablo 4.3. Papatya ugucu yagi ITK kromatograminda gozlenen spotlar

R¢ Goriiniis

Spot Bilesen .
Giin 254 366

15181 nm nm
1 0,1 - - Kirli sar1
2 Bisabolol oksitler 0,22 - - Biiyiik Sari-yesil
3 - 0,35 0,35 Gii¢lii mavi floresans
4 0,32 - - Mor-menekse
5 a-Bisabolol 0,41 - 0,41 Mor-menekse
6 0,43 - - Silik renk
7 - - 0,52 Mavi floresans
8 0,53 - - Acik kahverengi
° 063 063 063 floresms areli
10 - - 0,72 Mavi floresans
11 Kamazulen - 0,93 0,93 Mavi-siyah floresans
12 (E)-f-Famesen ve 0,96 - - Koyu kirmizi

kamazulen

54



Literatiire gore; papatya ugucu yaginin toluen/etil asetat 93:7 ¢o6ziicii sisteminde
vanilin-siilfiirik asit reaktifi ile gergeklestirilen ITK kromatogram profilinde (Sekil 4.7)
sar1-yesil renkli bisabolol oksitler (Rf = 0,2); mor renkli spatulenol (Rs = 0,25) ve bisabolol
(Rf = 0,35); kahverengi renkli poliinler (Rf = 0,5-0,6); kirmizi-mor renkli azulen (Rf =
0,95) ve mavi-mor renkli farnesen (Rf = 0,99) dir (Wagner ve Bladt, 1996). Ramos vd.,
(2004) tarafindan, toluen/etil asetat (70:30) ¢Oziicli sistemi ile gerceklestirilen papatya
ucucu yagimin ITK analizinin Wagner ve Bladt, (1996) verileri ile ortiistiigiinii
bildirilmistir.

n 12 1 3 1 3 5 7 9 n 13

Sekil 4.7. Farkl: tip papatya ugucu yaglarimin ITK profili (Wagner ve Bladt, 1996) (Toluen/etil asetat 93:7
¢oziicti sistemi ile vanilin-siilfiirik asit reaktifi ve 1st muamelesi sonrasi giin 1siginda. T1 bisabolol
oksit A; T2 bisabolol (Rf 0,35) ve azulen (Rf 0,85); T3 bisabolol oksit A ve bisabolol; | bisabolol

oksit A/B; 11 spatulenol; 111 bisabolol; 1V poliinler, V azulen, VI farnesen)

Diklorometan ardindan dietil eter ¢oziictileri kullanilarak, ardisik olarak ince tabaka
ve kolon kromatografisi ile ayrilan ii¢ fraksiyon (Rf = 0,30, 0,75 ve 0,93), 'H NMR, IR
ve MS spektrumlarina gore sirasiyla bisabolol oksit A, bisabolon oksit, kamazulen olarak
tanimlanmistir (Ashnagar vd., 2009). Farkli ¢oziicii sistemlerinin kullanildig1 papatya
ucucu yagmim ITK’sinda, en iyi ¢oziicii sistemleri kloroform/toluen (75:25) ve
kloroform/toluen/etil asetat (65:30:5) olarak belirlenmistir. Kloroform/toluen (75:25)
¢oziicii sisteminde; bisabolol oksit A ve B (Rf = 0,12), bisabolol (Rf = 0,26), kamazulen
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(Rs =0,69), farnesen (Rf =0,74) gozlenmektedir (Medic-Saric vd., 1997). n-Hekzan’da
¢Oziinen papatya ucucu yagmin kloroform/toluen (75:25) ¢oziicii sistemi ile devolepe
edilmesiyle gerceklestirilen ITK’da; kamazulen (Ri = 0,74), (Z)-en-in-disikloeter
(Rf = 0,6) belirlenmistir (Ozdemir, 2021; Ph. Eur. 8.0). Schilcher, (1987) tarafindan,
papatya ugucu yagimin ITK analizi igin ¢dziicii sistemi olarak benzen/etil asetat 95:5
Onerilmistir. Ayrica diklorometan/etil asetat 98:2; kloroform/benzen 75:25 ¢oziicii
sistemlerinin de uygun oldugu belirtilmistir. Yiiksek derecede toksik olan benzen yerine
sonuglari degistirmeyen toluenin de kullanilabilir oldugu; fakat siiper akiskanlastirici bu
¢oziicli sistemiyle kromatogram profilinin bozulmamasi i¢in maksimum konsantrasyon
miktarma dikkat edilmesi gerektigi vurgulanmistir (Schilcher, 1987).

Kalitatif olarak incelenen papatya ucucu yagi ve ana bilesenlerinin kromatografik
profili (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6) ve hesaplanan Rr degerleri (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3) literetiir
bilgileri ile benzerlik gostermektedir. Buna gére papatya ugucu yaginin ince tabaka
kromatogram profilindeki maddelerin neler olabilecegi degerlendirilmistir (Sekil 4.8).

(E)-f-farnesen «—
kamazulen «—

en-in-disikloeter €=

bisabolon oksit <=

bisabolo]l «—

spatulenc!l g

bisabolol oksit Ave B <=

Sekil 4.8. Papatya ucucu yagimn ITK profilindeki spotlarin belirlenmesi
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Papatya ugucu yaginin kloroform/toluen 75:25 ¢oziicii sistemi ile gergeklestirilen
ITK’simda UV 366 nm’de 3 nolu spot (Rs = 3,5) parlak mavi-mor renkli siddetli floresans
ozellik gostermektedir (Sekil 4.8). Mavi floresans 6zellik bilesigin kumarin yapisinda
oldugunu diistindiirmektedir. Kumarinler, belirli kosullar altinda floresans 06zellik
gosteren maddelerdir, UV 366 nm’de gozlemlenebilir (Wagner ve Bladt, 1996) ve
umbelliferon, herniarin, skopoletin gibi bilesikler papatya u¢ucu yaginda bulunan dogal
kumarinlerdir (Petrulova-Poracka vd., 2013; Kim vd., 2014; Mukhammadieva ve
Saidova 2022).

Papatya ucucu yag bilesenleri listesinde, siklikla adi gecen en-in-disikloeterin
(Sharafzadeh ve Alizadeh, 2011; Singh ve Aishwarya, 2017) ITK plakasinda literatiir
kromatogram profili ile 6rtiisen (Ph. Eur. 8.0; Wagner ve Bladt, 1996; Schilcher, 1987)
9 nolu spot olabilecegi diistintilmiistiir. Goger vd., (2018) tarafindan papatya ugucu
yaginin bilesenlerinin detaylandirildigit GC/FID ve GC/MS analiz sonuglarinda; (Z)-en-
in-disikloeter ve (E)-en-in-disikloeter tanimlanmamistir (EK-8). Redaelli vd., (1981)
tarafindan, papatya ucucu yagindan bu iki spiro eterin ayrimi i¢in en uygun teknikler ITK,
Kieselgel kolon kullanimi ile sivi kromatografisi ve gaz-likit kromatografisi (GLC) olarak
bildirilmis, bu nedenle yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) nin uygun bir
teknik olabilecegi vurgulanmigtir. Ayrica GC analizinde dedekte edilebilmesi igin
kolonun o6zelligi; OV 101, 50 m uzunlugunda kapiler kolon olmalidir (Schilcher vd.,
2005b). Bu nedenle ugucu yagin GC/FID ve GC/MS analizlerinde (Z)-en-in-disikloeter
ve (E)-en-in-disikloeter poliinlerin varlig1 belirlenememis olabilir (EK-8). Fakat papatya
ucucu yaginin ITK profili literatiir ile karsilastirildiginda, 9 nolu spotun varligi ugucu yag
igerisindeki poliinlere isaret etmektedir (Ph. Eur. 8.0; Wagner ve Bladt, 1996; Schilcher,
1987). Ayrica bitkide (E)- formu (Z)- formundan daha bol miktarda bulunur (Ma vd.,
2007). Buna gore belirgin sari-yesil-kahverengi 9 nolu spotun (E)-en-in-disikloeter olma
ihtimali yiiksektir ve yeri kromatogramda belirlenmistir (Sekil 4.8). Ayrica en-in-
disikloeterler; a-bisabolol ve oksitlerinin aksine UV altinda floresans 6zellik gosterirler
(Redaelli vd., 1981). GC ve GC/MS analizinde papatya ugucu yagin ana bilesenlerinden
biri oldugu yaymlanan (Firat vd., 2014) bisabolon oksit A (%5,7)’nin da ITK
plakasindaki yeri, spiro eterlerin aksine, UV’de herhangi bir floresans 0zellik
gostermemesi ve Schilcher, (1987) tarafindan belirtildigi tizere bisabolol ile poliinler

arasindaki 8 nolu spot olarak belirlenmistir (Sekil 4.8).
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ITK profilinde literatiirle drtiisen, bisabolol oksitlerin {izerinde yer alan giin 15181nda
mor renkli spot (Rf = 0,32) spatulanol varligini diisiindiirmesine ragmen GC ve GC/MS
analiz sonuglarinda spatulanol varligi bildirilmemistir (Goéger vd., 2018). Mikrobiyal
transformasyon ¢aligmalarinda kullanilan papatya ugucu yagmin kontrol grubu (besi
yerinde papatya ucucu yagi var, mikroorganizma yok) ile karsilagtirmali GC/MS
analizlerinde kontrol grubunda diisiik miktarda spatulanol (M* 220, temel pik: 205)
varlig1 belirlenmistir. Bdylece spatulenoliin ITK palaginda 4 nolu spot olarak yeri
isaretlenmistir (Sekil 4.8). 1 nolu spot ise Schilcher, (1987) kromatogram verilerine gore
matrisin varligini diistindiirmektedir.

Papatya ucucu yagindan kamazulen ve bisabolol oksitlerin izolasyonu igin, ugucu
yag EtOH ta ¢oziilerek (1:1 v/v), kloroform/toluen (75:25) ¢éziicii sistemi ile prep-ITK
yapilmistir (Sekil 4.9).

s wes Kamazulen

Bisabolol
B oksitter

Sekil 4.9. Papatya ugucu yagimn prep-ITK kromatogrami [254 nm’de (a); 366 nm’de(b); giin 1s1ginda (c)
anisaldehit-silfiirik asit reaktifi ve 1s1 muamelesi sonrasi giin isiginda (d), ¢oziicii sistemi

kloroform/toluen 75:25]

-

Kamazulen Kamazulen Kamazulen Kamazulen Kal_nazulen Kamazulen
Izole standart izole standart Izole standart

Sekil 4.10. Izole edilen kamazulen ve standart madde kamazulenin ITK profili (¢éziicii sistemi:

aseton/n-hekzan 1,5:98,5)
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Sekil 4.9°da goriildiigii {izere papatya ugucu yagindan prep-iTK ydntemi ile izole
edilen kamazulenin standart kamazulen ile karsilastirmali ITK analizinde (¢dziicii
sistemi: aseton/n-hekzan 1,5:98,5) giin 1s181nda gériinmeyen, 254 nm ve 366 nm’de farkli
spotlar gozlenmistir (Sekil 4.10). Plakada goézlenen safsizliklar nedeniyle literatiir
dogrultusunda (Dzido ve Tuzimski, 2008), aseton/n-hekzan 1,5:98,5 ¢oziicii sistemi ile
yeniden prep-ITK yapilmis ve kamazulen izole edilebilmistir (Sekil 4.11)

Sekil 4.11. Kamazulenin prep-/TK ile izolasyonu [kamazulen-etanol ¢ézeltisi (a); aseton/n-hekzan 1,5:98,5
¢coziicii sisteminde develope edilen kamazulen (0); Kamazulenin giin 1s181nda goriintiilenen ITK

kromatogrami (C)]

Kloroform/toluen 75:25 ¢6ziicli sistemi ile papatya ugucu yagindan izole edilen
bisabolol oksitlerin (A ve B) ise kloroform/n-hekzan 95:5 ¢6ziicli sistemi kullanilarak
yeniden ITK’s1 yapilmustir (Sekil 4.12).

BxO BxOA BxO BxOA
izole standart izole standart

Sekil 4.12. Papatya u¢ucu yagindan izole edilen bisabolol oksitler (BxO) ve bisabolol oksit A standardinin
(BXOA) ITK profili (Coziicii sistemi Kloroform/n-hekzan 95:5)
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Bisabolol oksit A ve B’nin birleserek tek renkte biiyiik bir spot olarak
gdzlenmesinden (Sekil 4.8) dolay1 ayrimi gii¢ olmaktadir. Ayrica preparatif ITK’da, UV
366 nm’de floresans Ozellik gosteren ve GC/MS analizlerinde belirlenemeyen kumarin
(Wagner ve Bladt; 1996, Petrul'ova-Poracka vd., 2013; Kim vd., 2014; Mukhammadieva
ve Saidova 2022) ile de yakin bantlar1 nedeniyle bisabolol oksit A yiiksek saflikta izole
edilememistir (Sekil 4.12); fakat ucucu yagimizin bisabolol oksit A ydniinden zengin
olmas1 nedeniyle bisabolol oksit A miktarinin B’den daha yiiksek olmasi durumu dikkate
almarak kloroform/toluen 75:25 ¢oziicii sisteminde prep-ITK ile izolasyon islemi
gerceklestirilmis ve mikrobiyal transformasyon galismalarinda bisabolol oksit karismi
(a-bisabolol oksit A-%87 GC ve a-bisabolol oksit B-%2 GC) olarak kullanilmigtir
(Sekil 4.13).

A reiy o
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Sekil 4.13. Papatya u¢ucu yagindan izole edilen bisabolol oksitlerin (A ve B) GC kromatogrami

Ayrica %100 konsantrasyonda papatya ucucu yagidan diklorometan ¢oziicii
sistemi kullanilarak da prep-iTK yapilmis; kamazulen ve bisabolol oksitlerin (A ve B)

izolasyonu gerceklestirilmistir (Sekil 4.14).
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Kamazulen bélgesi { s

Bisabolol oksit (A ve B) bolgesi —

Sekil 4.14. Papatya ucucu yagimn prep-ITK kromatogrami (Bélgelerin belirlenmesi icin vanilin-siilfiirik

asit reaktifi kullaniimustir.)

Deneysel ¢alismalarda kullandigimiz papatya ugucu yagi Avrupa Farmakopesi’ne
gore bisabolol oksitlerce zengin yag sinifina girmektedir ve a-bisabolol miktar1 (%2,1)
diisiiktiir. Bu nedenle (-)-a-bisabolol ticari kaynaktan (Sigma-Aldrich, >%95) temin
edilerek biyotransformasyon ¢alismalarinda kullanilmigtir. Literatiirde; a-farnesenin
mikrobiyal transformasyonu sonucu tanimlanan metabolitler oldugu halde, p-farnesenin
substrat olarak kullanildigi ¢alismalarda hi¢bir metabolit tespit edilememistir (Abraham
vd., 1992; Krings vd., 2006). Bu nedenle -farnesenin ugucu yagdan izolasyonu yerine,
ticari olarak temin edilen farnesen izomerleri karisimi tercih edilmis ve GC/MS analizi
(Tablo 4.4) sonrasinda substrat olarak biyotransformasyon ¢alismalarinda kullanilmistir.
Kamazulen ve bisabolol oksitler (A ve B)’in ise, papatya u¢ucu yagindan izole edilerek

mikrobiyal transformasyonu gergeklestirilmistir.
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Tablo 4.4. Farnesen izomerleri karisimi GC/MS sonuclari

Ucgucu bilesen RT (dk) %
(2)-p-farnesen 32,08 6
(E)-p-farnesen 33,04 10
v-kurkumen 33,84 2
bergamoten 33,95 4
a-farnesen 34,68 8
(Z,E)-a-farnesen 34,79 5
p-bisabolen 34,91 17
(2)-y-bisabolen 34,99 4
S-kurkumen 35,29 1
(E,E)-a-farnesen 35,47 12
y-bisabolen 35,77 4
(E)-a-bisabolen 36,23 15
(2)-nerolidol 42,15 0,3
(E)-nerolidol 43,14 0,4
a-bisabolol 47,44 2

Tanimlanamayan seskiterpenler

(M* 204)

RT: alikonma zamani, dk: dakika, %: yapilan analiz ortalamalarinin géreceli yiizde miktari

Ticari olarak temin edilen farnesen izomerleri karistminda GC/MS analizinde
gorildigii tlizere asiklik seskiterpen yapidaki farnesen izomerleri [(Z)-p-farnesen,
(E)-p-farnesen, a-farnesen, (Z,E)-a-farnesen, (E,E)-a-farnesen]’nin yani sira, monosiklik
yapida [y-kurkumen,  S-kurkumen,  pS-bisabolen, (Z)-y-bisabolen, y-bisabolen,
(E)-a-bisabolen], bisiklik yapida (bergamoten) seskiterpenlere ve monosiklik seskiterpen
alkollere [(Z2)-nerolidol, (E)-nerolidol, a-bisabolol] de rastlanmaktadir (Tablo 4.4).

Gorece en yiiksek miktarda bulunan bilesik S-bisabolen (~%17) dir. (E)-S-farnesen
ise gorece ~%10 miktarda karisimda bulunmaktadir (Sekil 4.15).
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Jfi-Bisabolen (E)-fFarnesen

Sekil 4.15. -Bisabolen ve (E)-f-farnesenin molekiiler yapisi

4.3. Standartlarin Optik Cevirme Agilari

Deneysel caligmalarda kullanilan optikge aktif olan standart maddelerin
[(-)-a-bisabolol, (-)-a-bisabolol oksit A] hesaplanan 6zgiil ¢evirme dereceleri

(Bkz. Geregler ve Yontemler) Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5. Optikge aktif standart maddelerin ozgiil ¢evirme dereceleri

Madde [a]F®
(-)-a-Bisabolol -59,3°
(-)-a-Bisabolol oksit A -78,3°

Vanillosmopsis erythropappa’dan izole edilen (-)-a-bisabololiin 6zgiil ¢evirme
derecesi -57,7° iken M. recutita’dan izole edilen (-)-a-bisabololiin ise -55,4° olarak
bildirilmistir. (-)-a-Bisabolol oksit A’nin dzgiil cevirme derecesi -42,2°dir (Schilcher
vd., 2005a). Deneyde 6l¢iimledigimiz standart madde (-)-a-bisabololiin 6zgiil ¢evirme

derecesi (-59,3°) literatiir ile ortiismektedir.

4.4. Substrat Konsantrasyonu

Papatya ucucu yagmn, bisabolol, bisabolol oksit, kamazulen ve farnesen
izomerlerinin  biyotransformasyonunda, substrat olarak eklenecek maddelerin
mikroorganizmalar i¢in en uygun gelisim konsantrasyonunu bulmak i¢in yapilan
caligmada, mikroorganizmalarin az gelisim gosterdigi 1 mg/mL ile kontrol grubuna yakin
gelisim gosteren 0,1 mg/mL arasinda olmak iizere; 0,5 mg/mL olarak belirlenmistir

(Bkz. Geregler ve Yontemler).
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4.5. M. recutita U¢ucu Yagmmin Mikrobiyal Transformasyonu

Papatya ucucu yagimin Tablo 3.1’de verilen mikroorganizmalar ile
biyotransformasyonu gerceklestirilmistir. Olusan metabolit karisimlar1 ekstre edilerek
kontrol gruplar ile karsilastirmal1 olarak ITK ile incelenmistir (EK-15). Papatya ucucu
yag1 bilesenlerinden farkli oldugu analiz edilen metabolitlerin GC/MS verileri Tablo

4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. Papatya u¢ucu yaginin biyotransformasyonu ile olusan metabolitlerin GC/MS analiz sonug¢lar

. . . RT BP Kiitle
Mikroorganizma Metabolit (m/z)2 %
(dk) (m/2) spektrumu
A. parasiticus Al 75,02 143 178 15 EK-16
Bl 47,23 93 207 2 EK-17
B2 54,81 141 177 2 EK-18
B3 59,66 141 177 1 EK-19
A. niger NRRL 326 B4 59,98 93 250 2 EK-20
B5 64,78 143 195 3 EK-21
B6 68,21 109 234 10 EK-22
B7 77,99 87 236 3 EK-23
C1 59,25 143 198 16 EK-24
Cc2 66,16 143 213 9 EK-25
A. niger ATCC 10549
C3 75,26 141 194 6 EK-26
C4 76,65 143 175 65 EK-27
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Tablo 4.6. (Devam) Papatya ugucu yaginn biyotransformasyonu ile olusan metabolitlerin GC/MS analiz

sonuglar
Mikroorganizma Metabolit RT 8P (m/2)2 % Kiitle
(dk) (m/z) spektrumu
D1 55,46 143 279 2 EK-28
D2 57,34 143 177 2 EK-29
D3 59,58 141 177 2 EK-30
D4 60,44 143 221 1 EK-31
D5 61,76 84 194 4 EK-32
P. adametzii
D6 69,14 143 177 6 EK-33
D7 69,55 141 212 16 EK-34
D8 73,09 143 221 4 EK-35
D9 73,44 143 175 1 EK-36
D10 73,65 143 218 1 EK-37
El 53,85 143 143 1 EK-38
E2 59,97 93 250 2 EK-39
E3 61,84 84 194 3 EK-40
F. culmorum
E4 69,87 141 212 30 EK-41
ES5 71,08 143 256 12 EK-42
E6 76,82 81 302 25 EK-43
F1 45,72 143 236 2 EK-44
S. cerevisiae F2 48,02 143 222 2, EK-45
F3 49,79 143 185 1 EK-46
T. elegans Gl 76,27 141 212 15 EK-47
M. ramannianus H1 65,44 143 153 6 EK-48
T. harzianum 11 69,39 143 180 3 EK-49
J1 91,72 45 195 14 EK-50
C. cassiicola
J2 98,14 45 212 48 EK-51
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Tablo 4.6. (Devam) Papatya ugucu yaginn biyotransformasyonu ile olusan metabolitlerin GC/MS analiz

sonuglar
Mikroorganizma Metabolit RT 8P (m/z)2 % Kiitle
(dk) (m/z) spektrumu

K1 45,72 94 236 3 EK-52
K2 53,32 143 143 1 EK-53
K3 55,43 143 143 3 EK-54
K4 57,31 143 177 4 EK-55
K5 59,55 141 177 5 EK-56

B. cinerea K6 60,42 143 177 2 EK-57
K7 61,72 84 194 8 EK-58
K8 69,11 143 175 11 EK-59
K9 73,05 143 175 9 EK-60
K10 73,40 143 161 3 EK-61
K11 74,73 143 177 3 EK-62
L1 66,23 143 254 86 EK-63

C. elegans
L2 71,57 143 195 3 EK-64
M1 54,23 143 177 8 EK-65

P. neocrassum M2 55,93 141 151 16 EK-66
M3 65,45 143 153 57 EK-67
N1 71,83 45 193 1 EK-68
N2 72,79 143 241 6 EK-69
N3 73,16 45 256 2 EK-70
N4 75,65 45 192 1 EK-71

P. primulinum
N5 76,45 141 196 3 EK-72
N6 77,04 45 178 2 EK-73
N7 88,21 143 237 35 EK-74
N8 88,72 143 241 10 EK-75
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Tablo 4.6. (Devam) Papatya ugucu yaginn biyotransformasyonu ile olusan metabolitlerin GC/MS analiz

sonuglar
Mikroorganizma Metabolit RT 8P (m/z2 % Kiitle
(dk) (mfz) spektrumu
0o1 64,96 143 239 15 EK-76
P. valentinum 02 70,75 143 163 3 EK-77
03 75,19 143 221 2 EK-78
B. velezensis P1 49,84 125 202 3 EK-79
A. flavus R1 46,92 134 236 1 EK-80
S1 46,12 94 236 11 EK-81
S2 47,30 93 274 1 EK-82
S3 48,41 143 159 1 EK-83
R. stolonifer S4 52,78 143 143 3 EK-84
S5 54,08 143 143 2 EK-85
S6 56,09 143 143 10 EK-86
S7 73,59 120 143 2 EK-87

RT: alikonma zamani, dk: dakika, BP: temel pik, 2spektrumda gézlenen en agir m/z degeri %: yapilan

analiz ortalamalarinin goreceli yilizde miktar1 (%]1’°den diisiik olan metabolitler dikkate alinmamigtir.)

Papatya ucucu yaginin biyotransformasyonu sonucu olusan ve papatya ucucu yagi
bilesenlerinden farkli metabolitlerin NMR i¢in gerekli olan saflikta izolasyonu
gerceklestirilemediginden karakterizasyonu yapilamamistir. GC/MS spektrumunda ¢oklu
parcalanma reaksiyonlar1 diisiik molekiiler agirlikli bolgede gbzlenen iyonlarin
olusumuna yol agtigindan ve genellikle molekiiler iyon pikinin (M™) spektrum verilerinde
tespit edilememesinden dolay1 (Hou ve Dickschat, 2020) olusan metabolitlerin yalnizca
GC/MS analizi ile yorumlanmasi yeterli olmayacaktir. Fakat temel pik m/z 143 olan
metabolitlerin olusumunda, papatya ugucu yaginda bulunan ana bilesenlerinden
a-bisabolol oksitler A ve B (%47,7 ve %6,2) ve a-bisabolol (%2,1)’lin substrat olarak
kullanilmig olabilecegi sdylenebilir. Ayrica ugucu yag bilesiminde bulunan a-bisabolon
oksit A (%5,7)’da, tiirevi iriinlerini vermek amaciyla mikroorganizmalar tarafindan

kullaniliyor olabilir. Konu ile ilgili destekleyici aciklamalar a-bisabololiin, bisabolol
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oksitlerin ve farnesen izomerleri karisiminin biyotransformasyon ¢alismalarinda
yapilmustir.

Daha 6nce de belirtildigi tizere, papatya ugucu yagmin GC/MS ve GC/FID ile
dogrulanan ana bilesenleri a-bisabolol oksit A (%47,7) ve B (%6,2), (E)-p-farnesen
(%21,5), bisabolon oksit A (%5,7), kamazulen (%4,1) ve a-bisabolol (%2,1) diir
(Tablo 4.1). Ugucu yagin mikrobiyal transformasyonu sonrasi elde edilen ekstrelere ait
GC/MS analiz verilerinde, ugucu yagda bulunmayan yeni olusan metabolitlere yer
verilmistir (Tablo 4.6). Fakat biyotransformasyon ¢alismalarinda kullanilan ugucu yagin
bilesimindeki ana maddelerin yiizdelerinden, gérece azalan a-bisabolol ve (E)-f-farnesen
miktarma karsilik, gorece artan/azalan a-bisabolol oksit A, a-bisabolol oksit B ve
a-bisabolon oksit A miktarlarina bagl olarak, ucucu yagdaki bilesiklerin
mikroorganizmalar araciligiyla, a-bisabolol oksit A, a-bisabolol oksit B ve a-bisabolon
oksit A’ya donlistimii s6z konusu olabilir. Olusan bu oksitlerin de tlirevlerini vermek
izere mikroorganizmalar tarafindan doniistiiriiliityor olmast muhtemeldir (Horn vd.,
1988; Wagner vd., 2005; Avonto vd., 2013; Miyazawa vd., 1995; Park vd., 2022).
Bisaboloid tip (a-bisabolol, a-bisabolol oksit A, a-bisabolol oksit B ve a-bisabolon oksit
A) seskiterpenler arasinda gerceklesen olasi doniisiimiin; deneysel verilere gore ve
literatlir ile desteklenerek, ongoriilen yolaginin nasil olabilecegini tartisabilmek igin
a-bisabolol ve bisabolol oksitlerin (A ve B) mikrobiyal transformasyon calismalarinda
kullanilmis olmas1 énem arz etmektedir. Fakat (E)-f-farnesenin biyotransformasyonda
substrat olarak kullanilmis olup olmayacagina dair; literatiir bilgileri (Abraham vd., 1992;
Krings vd., 2006) ve biyotransformasyon ¢aligsmalarinda (E)-S-farnesen yerine, farnesen
izomerleri karigimimi (Tablo 4.4) kullanmis olmamiz nedeniyle yetersizdir. Papatya
ugucu yagmin biyotransformasyon ¢alismalarinda gorece azalan (E)-f-farnesen miktart,
Abraham vd., (1992)’nin de bildirdigi iizere, f-farnesenin mikroorganizmalar tarafindan

tamamen tiiketilmesi ihtimalini desteklemektedir.
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4.6. a-Bisabololiin Mikrobiyal Transformasyonu

a-Bisabololiin ~ mikrobiyal transformasyonu Tablo 3.1’de listelenen
mikroorganizmalar ile gerceklestirilmistir. Elde edilen metabolit karisimlarinin ekstreleri
metabolit varligin1 dogrulamak igin kontrol gruplar ile ITK’da incelenmistir (EK-88,
EK-89). Kromatogram profilinde doniisiim oldugu belirlenen ekstreler GC/MS ile analiz
edilmistir. a-Bisabololden farkli oldugu analiz edilen metabolitlerin GC/MS verileri

Tablo 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.7. a-Bisabololiin biyotransformasyonu ile olusan metabolitlerin GC/MS analiz sonuglar:

RT BP
Mikroorganizma Metabolit (oK (mi2) (m/i22 % Kiitle spektrumu
m/z
BA1 52,23 94 203 5 EK-91
A. flavus BA2 52,35 94 218 8 EK-92
BA3 55,17 99 218 28 EK-93
a-Bisabolol oksit B
BB1 44,80 143 238 10 (Firat vd., 2021)
a-Bisabolol oksit A
T elegans BB2 51,12 143 238 20 (Firat vd., 2021)
BB3 53,95 94 168 7 EK-94
BB4 74,83 143 178 10 EK-95
BC1 66,61 143 195 20 EK-96
M. ramannianus
BC2 79,24 143 195 45 EK-97
T. harzianum BD1 66,09 143 239 44 EK-98
Bisafuranol*
P. neocrassum BE1 54,24 143 239 94 (Firat vd., 2021)
BF1 46,41 143 238 7 a-Bisabolol oksit B
BF2 53,08 94 133 2 EK-99
C. cassiicola BF3 53,21 45 133 3 EK-100
BF4 61,04 45 177 2 EK-101
BF5 63,09 45 159 2 EK-102
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Tablo 4.7. (Devam) a-Bisabololiin biyotransformasyonu ile olusan metabolitlerin GC/MS analiz sonuglart

RT BP
Mikroorganizma Metabolit (m/2)2 % Kiitle spektrumu
(dk) (m/z)
BG1 56,20 99 194 3 EK-103
P. primulinum BG2 65,14 143 254 50 EK-104
BG3 75,12 109 222 2 EK-105
BH1 46,42 143 238 1 a-Bisabolol oksit B
P. valentinum
BH2 72,44 109 202 3 EK-106
BlI1 46,87 143 177 2 EK-107
BI2 48,21 143 220 2 EK-108
BI3 48,42 143 177 1 EK-109
Bl4 52,79 143 238 7 a-Bisabolol oksit A
R. stolonifer
BI5 60,07 143 195 1 EK-110
BI6 62,55 109 238 3 EK-111
BI7 66,03 69 220 5 EK-112
BI8 68,71 109 238 6 EK-113

RT: alikonma zamani, dk: dakika, BP: temel pik, 2spektrumda gézlenen en agir m/z degeri %: yapilan
analiz ortalamalarinin goreceli yiizde miktar1 (%]1°den diisiik olan metabolitler dikkate alinmamustir.)

*jzolasyonu ile karakterize edilen metabolit

Tablo 4.7°de gorildigi lizere A. flavus (BA1-BA3), T. elegans (BB1-BB4),
M. ramannianus (BC1, BC2), T. harzianum (BD1) ve P. neocrassum (BE1),
C. cassiicola (BF1-BF5), P. primulinum (BG1-BG3), P. valentinum (BH1, BH2) ve
R. stolonifer (BI1, BI8) mikroorganizmalar: tarafindan tiretilen metabolitlerin GC/MS
analizleri Tablo 4.7°de verilmistir.

a-Bisabololden doniistiiriilen BB1, BB2 metabolitleri (T. elegans), BF1 metaboliti
(C. cassiicola), BH1 metaboliti (P. valentinum) ve B14 metaboliti (R. stolonifer) GC ve
GC/MS analiz sonucu Baser Ugucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi dahil olmak iizere
Wiley GC/MS, Adams ve MassFinder 3.1 Kiitiiphane tarama yazilimlar1 kullanilarak
a-bisabolol oksit B (BB1, BF1, BH1) ve a-bisabolol oksit A (BB2, BI4) olarak

tanimlanmustir.
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a-Bisabolol oksit B (BB1, BF1, BHI): EI-MS (70 eV): m/z (%) 238 (2) [M]", 220
(5), 205 (3), 179 (27), 161 (55), 143 (100), 134 (39), 125 (34), 107 (24), 105 (74), 95 (27),
85 (58), 71 (35), 59 (47), 43 (55). Veriler Miyazawa vd., (1995) galismasi ile uyumludur.

a-Bisabolol oksit A (BB2, BI4): EI-MS (70 eV): m/z (%) 238 (1) [M]", 220 (2), 180
(3), 159 (3), 143 (100), 134 (18), 125 (36), 107 (26), 93 (37), 81 (12), 71 (24), 59 (17),
43 (40). Veriler Hashidoko vd., (1991) ¢alismasi ile uyumludur.

(-)-a-Bisabololiin T. elegans ile biyotransformasyonu sonucu olusan BB1, BB2
metabolitleri sirasiyla a-bisabolol oksit B ve a-bisabolol oksit A olarak tanimlanarak
tarafimizdan raporlanmistir (Firat vd., 2021). Ayrica (-)-a-bisabololiin C. cassiicola,
P. valentinum ve R. stolonifer ile biyotransformasyonu da a-bisabolol oksit B (BF1, BH1)

ve a-bisabolol oksit A (Bl4) metabolitlerinin olusumuna yol agmistir (Sekil 4.16).

T. elegans

C. cassiicola

P. valentinum

R. stolonifer
e

BB2, B4
a-bisabolol oksit A

(-)-a-bisabolol

BBI1, BF1, BH1
a-bisabolol oksit B

Sekil 4.16. BB2, BB1 (T. elegans), BF1 (C. cassiicola), BH1 (P. valentinum), Bl4 (R. stolonifer)
metabolitlerinin olusum yolagi (Miyazawa vd., 1995, Talapatra ve Talapatra, 2015)

Funguslarin oksidasyon, rediiksiyon, izomerizasyon reaksiyonlarini enzimatik
olarak gerceklestirebildigi iyi bilinmektedir (Fazius vd., 2012; Sultana ve Saify, 2013;
Hang vd., 2016; Liu vd., 2019). Daha onceki raporlara gore, Thamnidium elegans,
Corynespora cassiicola, Rhizopus spp. allilik hidroksilaz aktivitesi nedeniyle
biyotransformasyon ¢alismalarinda kullanilmigtir (Binder ve Popp 1980; Abraham vd.,
1987; Martin, 2010). Ayrica a-bisabolol'lin allilik hidroksilasyonlar1 ile bisabolol
oksitlerinin olusabilecegi bildirilmistir (Avonto vd., 2013; Park vd., 2022).
(-)-a-bisabolol'iin sudaki zayif ¢oziiniirliigii farmasotik uygulamalarini sinirlamaktadir.
Mikrobiyal transformasyonun daha polar metabolitler olusturmak i¢in yararli bir

yaklasim oldugu kabul edilmektedir (Park vd., 2022).
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Temel iyon piki m/z 143 olan metabolitler:

Tablo 4.7. incelendiginde a-bisabololiin biyotransformasyonunda go6zlenen,
m/z 143 temel pike sahip bisabolol oksit A ve B tiirevi metabolitlerin ¢ok sayidaki
mikroorganizma tarafindan tretildigini gormiis olmak sasirtict degildir (Miyazawa vd.,
1990; Miyazawa vd., 1995; Limberger vd., 2003; Firat vd., 2021; Park vd., 2022).
Bisabolol oksitler ve tiirevi bilesiklerin m/z 143 temel pikine ilave m/z 125, 107 ve 71
fragment piklerinin gézlenmesi tipiktir (Sekil 4.17; Avonto vd., 2013).

OH
OH ’ =
'\_6 O '\».6

miz: 143.1067 hisabolol oksit A miz: 125.0961
| oH \
+ .'; 0 +
O ~OH C}\T/f/\
o \ —_— —_— v
_Q/r_ H _Q./'
S

miz: 143.1067 miz: 125.0961

bhisabolol oksit B

Sekil 4.17. Bisabol oksit A ve B i¢in énerilen molekiiler parcalanma mekanizmasi (bisabolol oksit A ve B

ile bunlarn tiirevlerinde karakteristik m/z 143 ve 125 piklerinin olusumu) (Avonto vd., 2013).

Temel iyon piki m/z 109 olan metabolitler:
(-)-a-bisabolol  biyotransformasyonunda BG3 (P. primulinum), BH2

(P. valentinum), BI6 ve BI8 (R. stolonifer) olusan metabolitlerin kiitle spektrumunda
temel pik m/z 109 olarak gozlenmektedir (Tablo 4.7).

Miyazawa vd., (1995)’nin bildirdigi iizere, G. cingulata ile a-bisabololiin
biyotransformasyonu sonucunda izole edilen, bir molekiil suyun uzaklasmasi ile
spektrumda gézlemlenen m/z 238 (M* -H20) iyon piki ile temel iyon piki m/z 109 olmak
tizere, 254 molekiil agirligina sahip bilesik; (1S,3R,4R,7S)-3,4-dihidroksi-a-bisabolol
olarak karakterize edilmistir (Sekil 4.18).
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HOy,, G3R)

Sekil 4.18. (1S,3R,4R,7S)-3,4-dihidroksi-a-bisabolol

Yakin zamanda Park vd., (2022) tarafindan bildirilen, a-bisabololiin A. coerulea ile
biyotransformasyonu calismasinda (1S,3R,4R,7S)- ve (1S,3S,4S,7S)-3,4-dihidroksi-a-
bisabolol metabolitleri olusmustur. Ayrica a-bisabolol yapisinda herhangi bir ¢ift bagin
modifikasyonu olmaksizin hidroksillenmis metabolitleri (Sekil 4.19) tanimlanmistir

(Park vd., 2022).

Sekil 4.19. a-Bisabololiin ¢ift bag tizerinden olmayan hidroksillenme pozisyonlar: (Park vd. 2022).

B16 ve BI8 metabolitlerine ait spektrumda goriildiigii tizere temel iyon piki m/z 109
olmak tizere, molekiiler iyon piki oldugu diisiiniilen m/z 238 ve bir molekiil su kaybi ile
m/z 220 (M* -HO) fragmentleri gozlenmektedir (EK-111, EK-113). BG3 ve BH2
metabolitlerinin polar kolonda alitkonma zamanlari dikkate alinarak, molekiiler iyon
pikinin spektrumda dedekte edilemedigi soylenebilir (EK-105, EK-106). BI6 ve BI8
metabolitlerinin kiitle spektrumunda gézlenen m/z 238 molekiil iyon piki, a-bisabololiin
hidroksillenmesi ile olusan monohidroksi-a-bisabolol yapisini diistindiirmektedir.
a-Bisabololiin biyotransformasyonu ile olusan BI6, BI8, BG3, BH2 metabolitlerinin
molekiil kiitlesine gére monohidroksi- (m/z 238) ve/veya dihidroksi- (m/z 254) yapilarinin

olusmus olmasi muhtemeldir (Miyazawa vd., 1995; Park vd. 2022).
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izole edilen metabolit BE1’in karakterizasyonu:

P. neocrassum tarafindan doniistiiriilen metabolit BE1, kromatografik tekniklerle
saflastirilmig (%94 GC/FID, EK-114; Sekil 4.20) ve spektroskopik tekniklerle yapisi

aydimlatilmistir.

a-Bisabolol

BE1 metaboliti

B BF88

Sekil 4.20. BE1 metabolitinin ITK profili ve prep-ITK ile izolasyonu /a-Bisabolol (B) ve onun
P. neocrassum ile biyotransformasyon ekstresi (BF88), ¢oziicii sistemi kloroform/toluen
75:25; reaktif: anisaldehit-silfiirik asit]

Abundance
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Sekil 4.21. BE1 metabolitinin kiitle spektrumu (GC/MS data)
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a-Bisabololiin P. neocrassum ile biyotransformasyonu sonrasi elde edilen ekstre,
kloroform/toluen 75:25 ile develope edilerek prep-iTK ile agik sarimsi renkte yagimsi bir
bilesik (metabolit BE1) izole edilmistir. Yeni metabolit BE1’in, GC-FID, GC-MS, NMR
ve FT-IR yontemleriyle incelenerek "bisabolol oksit B tiirevi" CisH2603 molekiil
formiiliine sahip bir bilesik oldugu hipotez edilmistir. Molekiiler iyon piki m/z 254, 239
[M*-CHjs] iyonu olarak gézlemlenen metil kaybi ve m/z 143 temel piki ile karakterizedir.

BE1 metaboliti i¢in, detaylarina “Geregler ve Yontemler” kisminda deginilen 1D-
(*H- ve BC-NMR) ve 2D- (COSY, HSQC ve HMBC) NMR; FT-IR, LC-MS-IT-TOF
analizleri gerceklestirilmistir ve polarimetre cihazi ile dlgiilen gevirme agisi ile 6zgiil
cevirme derecesi hesaplanmistir.

2-(5-metil-5-(6-metil-7-oksabisiklo[4.1.0] heptan-3-il)tetrahidrofuran-2-il)propan-
2-ol (bisafuranol, BE1): A¢ik sar1 yagims1 madde, anisaldehit/siilfiirik asit reaktifi ile
gorsellestirilen renk: saridir; [a]o® = -6.6 (¢ 0.01, EtOAC); HR-MS [ESI-TOF]: m/z [M +
Na]* hesaplanan CisH2603Na: 277.1774; bulunan: 277.1753. FT-IR (KBr): 3710, 2925,
1455, 1379, 1261, 1081, 1021 cm™?, EI-MS (70 eV): m/z (%) 239 (1) [M*-CHj3], 221(3),
195(2), 177(26), 159(25), 149(43), 143(100), 133(22), 125(32), 119(12), 107(32), 93(31),
85(35), 71(30), 59(32), 43(72); 'H-, 3C-NMR (CDCls, 500 MHz) detaylar Sekil 4.21,
Sekil 4.23, Sekil 4.29 ve Tablo 4.8’de, verilmistir.

P. neocrassum
—_

(-)-a-bisabolol

BE1
Bisafuranol

Sekil 4.22. BE1 (P. neocrassum) metabolitinin olusum yolagi (Miyazawa vd., 1995; Talapatra ve
Talapatra, 2015)
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Sekil 4.22°de  goriildiigi  lizere a-bisabololin  P.  neocrassum ile
biyotransformasyonunda, a-bisabololiin epoksidasyonu sonucu BE1'in epoksit ara tiriinii
ve ardindan 7-OH'nin 10,11-¢ift bagina niikleofilik saldirisiyla tetrahidrofuran halkasi
olusmustur. Bu olusum, literatiirden de (Hashidoko vd., 1991) teyit edildigi {izere,
m/z 143'teki temel iyon piki olarak gozlenmektedir. Olusan a-bisabolol oksit B’nin
siklohekzen halkasinda C-3, C-4 ¢ift baginin epoksidasyonu ile sonuglanmaktadir (Sekil
4.22).

Yiiksek c¢oziinirlikli kiitle spektrometresi (HR-MS) analizinde [M + Na]*
277.1753 (hesaplanan: 277.1774) iyon piki (Sekil 4.23) ve NMR verilerinin (Tablo 4.8)
incelenmesi sonucunda, iki doymamislik derecesine sahip metabolitin, molekiiler

formiilii C15H2603 olarak belirlenmistir.

Inten. (x1,000,000)
1.00—% 277.1753
0751
050
025
0.005 2‘3\7'%‘82 3551185 5493745 __sslarsp ]
250 500 750 1000 1250 m'z

Sekil 4.23. BE1 metabolitinin HR-ESI-MS spektrumu

'H-NMR spektrumunda, on 1.31, 1.20, 1.12 ve 1.08'de dort adet iiglinciil metil
grubuna ait sinyaller ve o 3.76 (t, 7.2 Hz) ve 2.99 (brd, 5.4 Hz) degerlerine sahip izole
oksimetin rezonanslart bulunmaktadir. **C NMR spektrumunda, dort metil, bes metilen,
tic metin ve ii¢ kuaterner karbon olmak tizere toplamda 15 karbon sinyali goriilmektedir.
on 3.76 (t, J = 7.2 Hz) sinyaliyle birlikte, o4 1.75 (m)/1.50 (m) ve 1.85 (m)/1.72 (m) olarak
iki esit olmayan CHg sinyali, tetrahidrofuran halkasinin varligin1 géstermektedir. Diger
doymamishk, ti¢ farkli substitiientin bulundugu bir siklohekzan yapisindan
kaynaklanmaktadir. Bu bilgiye, COSY spektrumunda ayn1 spin sisteminde goézlenen o
2.99 (brd, J= 5.4 Hz), &4 1.58 (m) sinyallerine ilave o4 1.99 (m), 1.52 (m)/1.20 ve 2.04
(m)/1.63 olarak belirlenen ti¢ adet CH> sinyaliyle ulasilmistir. 59.2 ve 57.7'deki karbon
sinyalleri, siklohekzan yapidaki bir epoksi fonksiyonu icin karakteristiktir. Metil
gruplarinin  konumlar1 ve iki halkanin birbirine baglanmasi, HMBC spektrumu
kullanilarak belirlenmistir (Tablo 4.8). C-3 ile Me-15 arasindaki uzun mesafe iliskisi, Me-

15'in baglanma noktasinin C-4 ile oldugunu gésterir sekildedir. Benzer sekilde, C-10 ile
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Me-12 ve Me-13 arasindaki uzun mesafeli uzaklik eslesmesi, her iki metil grubunun

C-11'e baglandigina isaret etmektedir. C-1 ve Me-14 arasindaki belirgin ¢apraz-pik,
Me-14'tin C-7'de konumlandigini gostermektedir. C-1, C-3, C-4, C-7 ve C-10'daki mutlak

konfigiirasyonlar, izole edilen metabolitin diisiik miktarlarina bagli olarak NMR

verilerinin diisiik kalitesi nedeniyle belirlenememistir (Sekil 4.24-Sekil 4.28).

Tablo 4.8. Metabolit BE1 i¢in 3C ve *H NMR verileri ve énemli HMBC baglantilar

Pozisyon oc(ppm) SH(ppm), J (Hz) HMBC (C—»H)
1 43.0 1.58m H>-2, H-3, Hs-14
2 26.3 1.99m
3 59.2 2.99 brd (5.4) H-1, Hs-15
4 57.7 -
5 30.8 2.04 m Hs-15
1.63m
6 20.5 1.52m
1.20m
7 84.8 - Hs-14
8 34.8 1.75m Hs-14
1.50 m
9 26.2 1.85m
1.72m
10 83.8 3.76 t(7.2) Hs-12, H3-13
11 714 - H2-9, H3-12, H3-13
12 24.2 1.12s
13 27.2 1.20s
14 21.8 1.08 s
15 22.9 1.31s

Sinyaller COSY, HSQC ve HMBC yardimiyla saptanmustir.

s; singlet, d; doublet, t; triplet, m; multiplet, br; broad.
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Sekil 4.24. BE1 metabolitinin *H NMR spektrumu
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Sekil 4.25. BE1 metabolitinin 3C NMR spektrumu
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Sekil 4.27. BE1 metabolitinin 2D *H-*C HMBC spektrumu
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Sekil 4.29. BE1 metabolitinin FT-IR spektrumu
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BE1 metabolitinin FT-IR spektrumunda, O-H i¢in genis bir bant olarak 3710
cm™'de, C-H gerilme titresimi igin 2925 cm™'de, metil gruplarmin C-H biikiilmesi 1455
ve 1379 cmde, C-O igin ise sirasiyla 1261, 1081 ve 1021 cm™de absorbsiyon
goriilmektedir (Sekil 4.29).

a-Bisabololiin biyotransformasyonu ile olusan BE1 metaboliti bildigimiz kadariyla
ilk kez bu tez kapsaminda karakterize edilmis 2-(5-metil-5-(6-metil-7-
oksabisiklo[4.1.0]heptan-3-il)tetrahidrofuran-2-il)propan-2-ol (akronim: bisafuranol)
olarak adlandirilmis ve tarafimizdan yayinlanmistir (Firat vd., 2021).

Bisabolol oksit B ve tiirevleri gibi 2,5-disiibstitlie tetrahidrofuran iskeletine sahip
yapilar, daha az yaygin dogal iirlinlerdir (Avonto vd., 2013). Bu tiir iskeletlere sahip
bilesiklerin biyolojik aktiviteleri ve farmakolojik potansiyelleri g¢esitli arastirmalarla
belirlenmistir (Voelker vd., 2009; Liu vd., 2020). Ayrica, 2,5-dislibstitiie tetrahidrofuran
iskeleti, sentetik organik kimya caligmalarinda onemli bir hedef olmustur, ¢linkii bu
yaptya sahip bilesiklerin sentezi ve islevsellestirilmesi cesitli sentetik yontemlerin
gelistirilmesine ilham vermistir (Shin vd., 2005; Freifeld vd., 2006; Jalce vd., 2009;
Sheikha, 2014).

4.7. a-Bisabolol oksitlerin (A ve B) Mikrobiyal Transformasyonu

Boliim 4.2°de agiklandig iizere papatya ugucu yagindan izole edilen a-bisabolol
oksitler (A ve B) mikrobiyal transformasyon ¢aligmalarinda substrat olarak kullanilmistir.
a-Bisabolol oksitler 10 mg/mL asetonda ¢oziilerek 22 mikroorganizma (Tablo 3.1) ile
dontistiiriilmiistiir. Biyotransformasyon sonucu ekstre edilen metabolit karisimlarinin
ITK analizi gergeklestirilmistir (EK-115). ITK profilinde substrattan farkli spotlara sahip
ekstreler GC/MS ile analiz adilmis; fakat metabolit varlig1 dedekte edilememistir. Analiz
icin gereken madde konsantrasyonunun diisiik olabilecegi diisiiniilerek, papatya ugucu
yagindan izole edilen a-bisabolol oksitler 50 mg/mL konsantrasyonda asetonda ¢oziilerek
P. chrysogenum mikroorganizmasi ile biyotransformasyonu gergeklestirilmis ve olusan

metabolitler GC/MS ile analiz edilmistir. Analiz sonuglar1 Tablo 4.9°da verilmistir.
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Tablo 4.9. a-Bisabolol oksitlerin biyotransformasyonu ile olusan metabolitlerin GC/MS analiz sonuglart

Mikroorganizma Metabolit RT (dk) BP (m/z) (m/z)? % Kiitle spektrumu

BoAl 46,11 94 236 2 EK-116
BoA2 47,31 93 193 1 EK-117
BoA3 53,89 143 154 2 EK-118
BoA4 56,10 143 143 1 EK-119
P. chrysogenum
BoA5 63,61 143 239 5 EK-120
BoAG6 64,57 143 213 2 EK-121
BoA7 69,52 109 238 8 EK-122
BoA8 73,58 143 221 2 EK-123

RT: alikonma zamani, dk: dakika, BP: temel pik, 8spektrumda gozlenen en agir m/z degeri %: yapilan

analiz ortalamalarinin goreceli yiizde miktar1 (%]1’°den diisiik olan metabolitler dikkate alinmamigtir.)

a-Bisabolol oksitlerin P. chrysogenum ile biyotransformasyonu sonrasi elde edilen
ekstre GC/MS ile analiz edilmis ve analiz verilerine gore; a-bisabolol oksit A ~%48 (GC)
ve a-bisabolol oksit B ~%6 (GC) olmak iizere, 8 adet metabolit (BoA1-BoA8) olusumu
tespit edilmistir. Olusan metabolitlerin diisiik konsantrasyonlar1 (%1-8) nedeniyle
izolasyonu ve tanimlanmasi miimkiin olamamustir.

P. chrysogenum ile olusan metabolitlerin gérece miktarlarinin oldukga diistik (%1-
8) oldugu gézlenmektedir (Tablo 4.9). Temel iyon piki m/z 143 olan metabolitler (BoA3-
BoAG6 ve BoAS8); papatya ugucu yagi ve bisabolol biyotransformasyonunda agiklandigi
lizere bisabolol oksit tiirevi yapilara isaret etmektedir. Bildigimiz kadariyla bisabolol
oksitlerin substrat olarak kullanildig1 biyotransformasyon c¢alismas1 daha once
gerceklestirilmemistir; fakat a-bisabolol tizerinden mikrobiyal transformasyon ile
bisabolol oksit A ve B’ye ve tiirevlerine doniistimii raporlanmistir (Miyazawa vd., 1995;
Limberger vd., 2003; Firat vd., 2021; Park vd., 2022). a-Bisabolol bir ¢ok bitkide yaygin
olarak bulunurken, furano ve pirano tiirevleri (bisabolol oksitler) daha az yaygin olan
dogal tirtinlerdir (Avonto vd., 2013). Avonto vd., (2013) papatya metanol ekstresinden
izole edilen bisabolol oksitlerin olusumu ve tiirevlendirilmesinin olas1 yolagini tartigtigi
calismada, bisabolol oksit A ve B’nin enzimatik oksidasyon ile tiirevlerine

doniisebilecegi belirtilmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Bisabolol oksitlerin onerilen enzimatik oksidasyonu (Avonto vd., 2013)

P.  chrysogenum ile  gergelestirilen  a-bisabolol  oksit  karisiminin
biyotransformasyonunda olusan B0A3-BoA6 ve B0A8 metabolitleri Sekil 4.30°da
aciklandig1 tizere bisabolol oksitlerin hidroksillenmesi ile olusan oksidasyon tiriinleri
olabilir. GC/MS kiitiiphanesi  kullanilarak bilinen molekiil spektrumlari ile
karsilastirilmasinda, BoA3-BoA6 metabolitlerinin, a-bisabolol oksit A yapisina daha
benzer molekiiller oldugunu géstermistir.

Alikonma zamani RT: 46,11 dk, temel piki m/z 94 ve spektrumda gézlenen en agir
m/z degeri 236 olan, oldukga diisiik verimle olusan (%2) BoA1 metaboliti (Tablo 4.9);
papatya ugucu yaginin B. cinerea ve R. stolonifer ile biyotransformasyonu sonucu olusan,
sirastyla K1 (RT: 45,72 dk, BP: 94, M* 236, %3) ve S1 (RT: 46,12 dk, BP: 94, M* 236,
%11) metabolitlerine olduk¢a benzerdir (Tablo 4.6). Ayrica a-bisabololiin
biyotransformasyonunda da temel pik m/z 94 olan fakat molekiiler iyon piki spektrumda
tespit edilemeyen metabolitlere (BAl, BA2, BB3, BF2) rastlanmaktadir.

4.8. Farnesen izomerleri Karisiminin Mikrobiyal Transformasyonu

Farnesen izomerleri karisiminin GC/MS’de analiz edilen bilesenleri Tablo 4.4°te
detaylandirildig1 tizere, ana bilesenleri p-bisabolen (%17) (E)-a-bisabolen (%15),
(E,E)-a-farnesen (%12), (E)-p-farnesen (%10), a-farnesen (%8), (Z)-f-farnesen (%6),
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(Z,E)-a-farnesen (%5) dir. Ayrica karisimda ~%3 seskiterpen alkol [~%1 nerolidol ve
~%2 a-bisabolol) analiz edilmistir (Tablo 4.4). Karigimin 22 farkli mikroorganizma ile
biyotransformasyon potansiyeli arastirilmistir. Ekstre edilen metabolit karisimlar1 ITK ile
analiz edilmistir (EK-89) ve A. niger NRRL 326, A. flavus, M. ramannianus, R. stolonifer
mikroorganizmlari ile olusan metabolitlerin GC/MS analizi sonuglart Tablo 4.10°da

verilmigtir.

Tablo 4.10. Farnesen izomerleri karisimmnin biyotransformasyonu ile olusan metabolitlerin GC/MS analiz

sonuglart

Mikroorganizma Metabolit RT (dk) BP (m/z) (m/2)2 % Kiitle spektrumu

FAl 46,37 143 238 2 a-Bisabolol oksit B
A niger NRRL 326  FA2 4745 93 236 1 “'Bisggl?i'fz_gzksn A
FA3 52,93 143 238 16 a-Bisabolol oksit A
A. flavus FB1 65,15 109 238 62 EK-124
M. ramannianus FC1 52,93 143 238 11 a-Bisabolol oksit A
R. stolonifer FD1 48,73 132 284 4 EK-125

RT: alikonma zamam, dk: dakika, BP: temel pik, @spektrumda g6zlenen en agir m/z degeri %: yapilan

analiz ortalamalarinin goreceli yiizde miktar1 (%]1’°den diisiik olan metabolitler dikkate alinmamigtir.)

GC ve GC/MS analiz sonuglarma gore; farnesen  izomerlerinin
biyotransformasyonu sonucu olusan 6 metabolitten 4’ (FAl, FA2, FA3, FC1)
tanimlanmustir (Tablo 4.10). Substratin A. niger NRRL 326 ile biyotransformasyonunda
olusan metabolitler; a-bisabolol oksit B (FA1), a-bisabolon oksit A (FA2) ve a-bisabolol
oksit A (FA3) olarak belirlenmistir. Ayrica a-bisabolol oksit A (FC1), M. ramannianus

mikroorganizmasi tarafindan da tiretilmistir (Sekil 4.31).
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A. niger NRRL 326

a-bisabolol oksit B

Farnesen A. niger NRRL 326

izomerleri >
(substrat)

a-bisabolon oksit A

WOH

A. niger NRRL 326

M. ramannianus FA3, FC1
a-bisabolol oksit A

Sekil 4.31. Farnesen izomerleri karigimuun A. niger NRRL 326 ve M. ramannianus ile

biyotransformasyonu sonucu olusan metabolitler

Substrat karigiminda hem asiklik hem de monosiklik yapida seskiterpenlerin
bulunmasi nedeniyle a-bisabolol oksit A, B ve a-bisabolon oksit A olusumuna 6ncii olan
substratlarin varligini belirlemek zordur. Abraham vd., (1992) tarafindan, f-farnesenin
mikrobiyal transformasyon calismalar1 i¢in uygun bir substrat olmadigi bildirilmistir.
p-Farneseni mikroorganizmalarla okside etme c¢alismalarinda substratin tamamen
tilkketilmesine bagli olarak hi¢cbir metabolit tespit edilememistir. Bu sonucun olasi nedeni,
konjuge dienin oksijene ve asitlere olan duyarliligi olarak belirtilmistir (Abraham vd.,
1992). Fakat a-farnesen ve farnesen siilfonlarin substrat olarak kullanildigi mikrobiyal
transformasyon galismalar1 vardir (Abraham vd., 1992; Krings vd., 2006). a-Farnesenin
mikroorganizmalar ile transformasyon potansiyelinin arastirildigi ¢calismada, seskiterpen

alkollerin ve siklik terpenlerin olusumu bildirilmistir (Krings vd., 2006).
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Sekil 4.32. A. niger NRRL 326 ile olusan FA2 metaboliti ve bisabolon oksit A’nin GCIMS spekturumu

Bisaboloitlerin biyosentezi ile ilgili papatya iizerinde yapilan genetik calismalar,
bisabolol oksit A’dan biyosentez yolu ile bisabolon oksit A’nin enzimler araciligiyla
olusabilecegi Onerilmektedir (Horn vd., 1988; Wagner vd., 2005). Bu bilgi 1s18inda,
A. niger NRRL 326 mikroorganizmasinin farnesen izomerleri karisimindan bisabolol
oksit A ve B metabolitlerini iirettigi, bu doniisiim i¢in substrat karisimdaki hangi bilesigi
kullandig1 bilinmemekle birlikte, olusan a-bisabolol oksit A {izerinden, mikrobiyal
enzimler araciligiyla, a-bisabolon oksit A olusumuna neden oldugu séylenebilir. Bir diger
yaklasim ise mikroorganizmalar araciligiyla bisabolon oksit A’nin, bisabolol oksit A’ya
dontisiimiidiir. Bildigimiz kadariyla a-bisabolon oksit A’nin biyotransformasyonuna ait
bir ¢alisma bildirilmemistir; fakat siklik ketonlarin mikroorganizmalar ve izole enzimler
ile siklik alkollere doniisiimii gegmis ¢aligmalarda raporlanmistir (Keppler vd., 2005;

Moore vd., 2007; Javidnia vd., 2016). Bu nedenle bisabolon oksit A, mikroorganizmalar
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araciligiyla bisabololol oksit A’ya doniistiiriilmiis olabilir. Fakat bu iki yaklagimdan
(Sekil 4.33) birini desteklemek i¢in daha fazla veriye ihtiyag vardir.

0 o

biyokataliz

?

(-)-a-Bisabololon oksit A (-)-a-Bisabolol oksit A

Sekil 4.33. Bisabolon oksit A ve bisabolol oksit A’nin olas: biyotransformasyonu

4.9. Kamazulenin Mikrobiyal Transformasyonu

Papatya ucucu yagindan izole edilen kamazulenin biyotransformasyon
caligmalarinda kullanilan mikroorganizmalar (Tablo 3.1) ile doniisiim potansiyeli
arastirilmistir. Elde edilen ekstreler ITK’da incelenmis ve GC/MS ile analiz edilmistir;
analiz  sonucu metabolit olusumuna rastlanmamistir.  Ayrica  kamazulenin

biyotransformasyonu ile ilgili gegmis bir ¢alisma raporuna da rastlanmamastir.

4.10. In vitro Biyolojik Aktivite Testleri
4.10.1. M. recutita ucucu yag ve bilesenlerinin DPPH serbest radikal siipiiriicii etkisi

Papatya ugucu yagi, ana bilesenlerinin (standart maddeler; o-bisabolol,
(E)-p-farnesen, a-bisabolol oksit A ve kamazulen) ve pozitif kontroliin (askorbik asit)
DPPH radikal siliplirme kabiliyeti spektrofotometrik olarak karsilagtirilmistir
(Tablo 4.11). Tez kapsaminda gerceklestirilen anitoksidan aktivite g¢alismasinin
sonuglari, tarafimizdan Firat vd., (2018)’de yayinlanmstir.

Tablo 4.11‘e gore papatya ugucu yagi ve ana bilesenlerinin DPPH serbest radikal
stipiirme etkinliklerinin kamazulen > a-bisabolol oksit A > papatya ugucu yagi > (E)-f-
farnesen > a-bisabolol, seklinde oldugu goriilmektedir. Yiiksek antioksidan aktivite
gosteren pozitif kontrol askorbik asitin ICsp degeri 0,015 mg/mL olarak bulunmustur.
Sonuglar kamazulenin DPPH* testinde en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir. Kamazuleni sirastyla a-bisabolol oksit A ve papatya ugucu yag: takip
etmektedir. Deneysel calismalarda kullandigimiz papatya ugucu yagi [a-bisabolol oksit
A %47,7; (E)-p-farnesen %21,5; kamazulen %4,1; a-bisabolol %2,1] kamazulen igerikli
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ve a-bisabolol oksit A yoniinden zengindir. Kamazulenin (ICsp = 0,27 mg/mL) ve
a-bisabolol oksit A’nin (ICso = 1,50 mg/mL) yiiksek antioksidan etkisi, papatya ugucu
yaginin antioksidan aktivitesine (ICso = 2,20 mg/mL) katkida bulunmaktadir.

Ayrica a-bisabolol ve a-bisabolol oksit A’nin molekiiler yapisi ile ilgili yapilan
calismada; a-bisabolol oksit A’nin, a-bisabololden biraz daha asidik bir alkol oldugu ve
yapisindaki hidroksil grubunun, c¢evresinde strerik engel olusturan hacimli gruplar

olmadig i¢in kolaylikla hidrojen baglari olusturabildigi belirtilmistir (Ortiz vd., 2016).

Tablo 4.11. Papatya u¢ucu yagi ve bileseninin DPPH™ testi ile belirlenen antioksidan aktivitesi

Madde PPPH
I1Cso0 (mg/mL)

Papatya ugucu yagi 2,20
a-Bisabolol 43,88
a-Bisabolol oksit A 1,50
(E)-p-Farnesen 7,45
Kamazulen 0,27
Askorbik asit (referans) 0,015

Onceki calismalarda, kamazulen yoniinden zengin papatya ugucu yaginin
[kamazulen (%31,2), 1,8-sineol (%15,2), -pinen (%10,11), a-pinen (%8,14), a-bisabolol
(%7,45) ve terpinen-4-ol (%4,11)] DPPH serbest radikal siipiirme yontemiyle 350
pg/ml'de %78 etki gosterdigi ve bu degerin ayni konsantrasyondaki BHT (%89)
standardina yakin oldugu bildirilmistir (Farhoudi, 2013). Stanojevic vd., (2017)
tarafindan, ana bilesenleri S-farnesen (%29,8), a-farnesen (%9,3), a-bisabolol ve onun
oksitleri (%15,7), kamazulen (%6,4), germakren D (%6,2) ve spiroeter (5.6 %) olarak
tanimlanan papatya ugucu yaginin en iyi antioksidan 6zelligi DPPH siipiirme ydntemiyle
90 dakikalik inkiibasyondan sonra 2,07 mg/mL ICso degeri ile gdsterilmistir. Ayoughi
vd., (2011) tarafindan bilesimi Tablo 2.2°de verilen papatya ugucu yagmin DPPH”
stipiirme ICso degeri 5,63 & 0,20 mg/mL olarak belirlenmistir.

Bisabolol'iin dikkate deger bir antioksidan oldugu iddia edilmesine ragmen,
deneysel sonuglar (-)-a-bisabololiin in vitro DPPH* siipirmede (ICso >449,7 uM;
askorbik asit =17,03 uM) zayif etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Van Zyl vd., 2006).
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Yapilan bir bagka ¢aligma da bu veriyi desteklemektedir: a-Bisabolol in vitro DPPH*
testinde zayif antiradikal aktivite gostermektedir (ICsp > 10,000 pg/mL) (Ren vd., 2018).

Dogal bir azulen tiirevi olan kamazulenin 6nemli antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu belirtilmistir (Rekka vd., 1996). Capuzzo vd. (2014) tarafindan kamazulenin
DPPH* siipiirme testinde etkisiz oldugu, ABTS* ile test edildiginde ise yiiksek serbest
radikal siipiirme aktivitesine sahip (ICso = 3,7+0,7 ng/mL) oldugu bildirilmistir.

Ayrica tarafimizdan papatya ugucu yagi ve ana bilesenlerinin antioksidan aktivite
sonuglarinin bildirildigi ¢alisma (Firat vd., 2018), ugucu yagin toplam aktivitesinden
sorumlu olabilecek a-bisabolol oksit A ve (E)-f-farnesen bilesenlerinin in vitro

antioksidan aktivitesine iliskin ilk rapordur.

4.10.2. M. recutita ucucu yagimin ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen
ekstrelerin DPPH serbest radikal siipiiriicii etkisi

Papatya ugucu yaginin Tablo 3.1’de listelenen mikroorganizmalar ile
biyotransformasyonu sonucu doniisiim oldugu tespit edilen ekstrelerin DPPH serbest
radikal siipiiriicli etkisi aragtiritlmistir. Konsantrasyona bagli DPPH % inhibisyon grafigi
dikkate alinarak papatya ugucu yaginin ve metabolit karisimlarini igeren ekstrelerin
ICs0 degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.12).

Antioksidan aktivite sonuglarda goriildiigii gibi (Tablo 4.12) papatya ugucu yagi ve
farkli mikroorganizmalarla elde edilen metabolit karisimlarmin DPPH radikalini
stipiirticti etkisi askorbik asite (ICso = 0,015 mg/mL) gore daha diisiiktiir. Fakat papatya
ucucu yagi (ICso = 2,20 mg/mL) ve metabolit karisimlarini igeren ekstrelerin
ICso degerleri (0,45 ile 7,63 mg/mL) karsilastirildiginda A. flavus (ICso = 7,63 mg/mL),
R. stolonifer (ICso =7,57 mg/mL), C. elegans (ICso = 5,37 mg/mL) ve C. cassiicola
(ICs0 = 4,72 mg/mL) ile olusan metabolit karisimlar1 hari¢ tiim test edilen ekstrelerin
papatya ucucu yagina yakin ya da daha yliksek antioksidan aktivite gosterdigi
gozlenmistir.  Ozellikle papatya ugucu yagmin A. niger NRRL 326 ile
biyotransformasyonu sonucu metabolit karisimlarini igeren ekstrenin 0,45 mg/mL olan
ICs0 degeri, papatya ucucu yagi ICso degerinden yaklasik 5 kat daha yiiksek DPPH radikal

sliptiriicii etkiye sahiptir.
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Tablo 4.12. Papatya ugucu yagi ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin DPPH* testi

ile belirlenen antioksidan aktivitesi

Madde ICso0 (mg/mL)
Papatya ugucu yagi 2,20
A. parasiticus metabolit karigimlar 2,19
A. niger NRRL 326 metabolit karigimlari 0,45
A. niger ATCC 10549 metabolit karigimlari 1,65
P. adametzii metabolit karigimlar 0,57
F. culmorum metabolit karigimlari 2,28
T. elegans metabolit karisimlari 2,47
M. ramannianus metabolit karisimlar1 0,51
T. harzianum metabolit karisimlari 2,76
B. cinerea metabolit karigimlari 0,68
S. cerevisiae metabolit karisimlari 1,38
C. elegans metabolit karisimlar 5,37
P. neocrassum metabolit karisimlari 1,07
B. velezensis metabolit karigimlari 1,89
A. flavus metabolit karisimlari 7,63
C. cassiicola metabolit karigimlari 4,72
P. primulinum metabolit karisimlari 1,66
P. valentinum metabolit karigimlari 1,97
R. stolonifer metabolit karisimlari 7,57
Askorbik asit (referans) 0,015

Deneysel calisma Ornegi olarak Sekil 4.34’te papatya ugucu yagmin B. cinera
mikroorganizmasi ile biyotransformasyonu sonucu ekstre edilen metabolit karigimlarinin
konsantrasyona karsi- % inhibisyon grafigi ve mikroplaka kuyucuklarinda

konsantrasyona bagli renk acgilmasi verilmistir.
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Sekil 4.34. B. cinerea ekstresinin DPPH radikal siipiiriicii etkisi [Ekstrenin farkl konsantrasyonlarmin
517 nm’de élgiilen DPPH absorbsiyona bagh %inhibisyon grafigi (iistte) ve ekstenin farkli
konsantrasyonlarda (mg/mL) DPPH* ile reaksiyonu sonucu mikroplakada gozlenen renk

degisimi (altta)]

4.10.3. a-Bisabolol ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin

DPPH serbest radikal siipiiriicii etkisi

a-Bisabololiin Tablo 3.1°de listelenen mikroorganizmalar ile biyotransformasyonu
sonucu doniisiim olan ekstrelerin DPPH serbest radikal siipiiriicii etkisi arastirilmigtir.
Konsantrasyona bagli DPPH* %inhibisyon grafigi dikkate alinarak a-bisabololiin ve
metabolit karigimlarini igeren ekstrelerin ICso degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.13).

Tablo 4.13’te goriildiigii lizere a-bisabolol ve farkli mikroorganizmalarla elde
edilen metabolit karigimlarinin DPPH radikalini siipiiriicti etkisi askorbik asit
standartlarina gore daha diisiiktiir. Fakat a-bisabolol (1Cso = 43,88 mg/mL) ve metabolit
karisgimlarint iceren ekstrelerin 1Cso degerleri karsilastirildiginda tiim test edilen
ekstrelerin a-bisabololden ¢ok daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi goriilmektedir.
A. flavus ve C. cassiicola metabolit karisgimlarini igeren ekstrelerin  yeterli
konsantrasyonlari bulunmadigindan ICso degerleri hesaplanamamistir. En yliksek

antioksidan etkiyi, a-bisabololin T. harzianum (ICso = 1,45 mg/mL) ile
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biyotransformasyonu sonucu elde edilen metabolit karigimlart ekstresi gostermektedir
(Tablo 4.13).

Tablo 4.13. a-Bisabolol ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin DPPH* testi ile
belirlenen antioksidan aktivitesi

Madde ICso0 (mg/mL)
a-Bisabolol 43,88
A. flavus metabolit karigimlar *

T. elegans metabolit karigimlari 2,13
M. ramannianus metabolit karisimlari 1,93
T. harzianum metabolit karigimlari 1,45
P. neocrassum metabolit karigimlari 2,11
C. cassiicola metabolit karigimlari *

P. primulinum metabolit karisimlar1 2,47
P. valentinum metabolit karigimlari 2,08
R. stolonifer metabolit karisimlari 11,3
Askorbik asit (referans) 0,015

* 1Cso degeri belirlenememistir.

a-Bisabololiin funguslar ile mikrobiyal transformasyonu sonucu molekiile -OH
grubunun eklenmesi ve molekiiliin bisiklik oksitlerine doniisiimi tipiktir (Miyazawa vd.,
1990, Miyazawa vd., 1992a, Miyazawa vd., 1992b, Miyazawa vd., 1993a; Miyazawa vd.,
1993b; Miyazawa vd., 1995; Limberger vd., 2003; Firat vd., 2021; Park vd., 2022).
Bisabololiin zayif antioksidan aktivitesine karsilik (Van Zyl vd., 2006; Firat vd., 2018;
Firat vd., 2021) bisabolol oksit A’nin (ICsg = 1,50 mg/mL) dl¢timledigimiz yiiksek DPPH
radikal siipiiriicii etkisi; metabolit karisimlarinin o-bisabolole gore daha yiiksek

antioksidan aktivite gostermesi durumunu desteklemektedir.

4.10.4. M. recutia ugucu yag ve bilesenlerinin antimikrobiyal etkisi

Gram pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus cereus NRRL B-3711,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Propionibacterium acnes ATCC 6919) ve
Gram negatif (Escherichia coli ATCC 8739, Enterobacter aerogenes NRRL 3567,
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Salmonella typhimurium ATCC 13311) olmak {izere 7 adet bakterileri susuna karsi
papatya ugucu yag1 ve bilesenlerinin antibakteriyel etkisi ve 4 adet Candida susuna kars1
antikandidal etkisi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak test edilmis, minimum inhibisyon
konsantrasyonlari mg/mL cinsinden belirlenmistir (Tablo 4.14, Tablo 4.15). Papatya
ucucu yagi ve bilesenlerinin antibakteriyel ve antikandidal aktivitesini belirlemek igin
gerceklestirilen deney prosediirii “geregler ve yontemler” kisminda agiklandigi sekilde ve
test edilecek maddelerin elde bulunan miktarlarina bagli olarak hazirlanan
konsantrasyonlarinda gerceklestirilmistir. P. acnes ve S. epidermidis, akne gibi cilt
hastaliklariyla iligkili firsat¢i patojenlerdir. Bu nedenle antibakteriyel aktivite testi

igerisine bu bakteri suslar1 da eklenmistir.

Tablo 4.14. Papatya ucucu yagi ve bilesenlerinin antibakteriyel etki sonuglart [MIK (mg/mL)]

Papatya ucucu yagi ve bilesenleri Antibiyotikler
)EIJ <
S 2 c _
Mikroorganizma E S @ 2
S 5 5 = s £ =
= = = jw 2 = )
g S g $ 2 & E
g g g < g 3 g
g Q o m g E °
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E. coli ATCC 8739 >5 >5 >0,1 >1,5 >1 0,008 0,004
S. aureus ATCC 6538 >5 5 0,1 0,38 0,5 0,001 0,004
E. aerogenes NRRL 3567 >5 >5 >0,1 >1,5 >1 0,032 0,002
S. typhimurium ATCC13311 >5 5 >0,1 >1,5 >1 0,0005 0,008
S. epidermidis ATCC 12228 2,5 0,62 0,1 >1,5 >1 <0,0002 0,002
B. cereus NRRL B-3711 >5 >5 >0,1 >1,5 >1 0,004 0,008
P. acnes ATCC 6919 5 1,25 0,1 >1,5 >1 <0,0002 0,002

Papatya ugucu yag1 ve bisabolol, farmakolojik etkileri yaninda giivenli kabul edilen
ve gesitli kozmetik tirlinlerin formiilasyonlarina katilan bilesenlerdir (Schilcher, 2005a;
Johnson Jr vd., 2018). Ayrica her ikisi de antimikrobiyal etkileri ile anilir (Roby vd.,
2013; Kazemi, 2015).

Tablo 4.14‘te goruldiugii tizere; papatya ugucu yagi ve bilesenlerinin antibakteriyel

etkisi amoksisilin ve kloramfenikol standartlari ile karsilastirildiginda oldukga diisiiktiir.
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Fakat test edilen maddeler kendi aralarinda karsilastirildiginda; papatya ugucu yaginin,
diger bakteri suslarina kiyasla S. epidermidis ve P. acnes’e karsi nispeten daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir (sirasiyla MIK: 2,5 mg/mL ve 5 mg/mL).
a-Bisabololiin S. epidermidis ve P. acnes’e kars1 papatya ugucu yagindan daha etkili
oldugu goriilmektedir (sirastyla MiK: 0,62 mg/mL ve 1,25 mg/mL). a-Bisabolol oksit A
ise her iki bakteri susuna kars1 (sirastyla MIiK: 0,1 mg/mL ve 0,1 mg/mL), papatya ugucu
yag1 ve a-bisabololden daha etkilidir. (E)-p-Farnesen (MIK: >1,5 mg/mL) ve
kamazulenin (MIK: >1 mg/mL) test edilen konsantrasyonlarinda S. epidermidis ve
P. acnes’e karsi etkisiz oldugu goézlenmektedir (Tablo 4.14).

S. aureus bakterisine karsi papatya ugucu yagi 5 mg/mL konsantrasyonda etkisiz
bulunurken, a-bisabololiin zayif etkili (MiK: 5 mg/mL), a-bisabolol oksit A (MIK: 0,1
mg/mL) ve (E)-B-Farnesenin (MIK: 0,38 mg/mL) nispeten daha yiiksek etkiye sahip
oldugu sdylenebilir. Kamazulen ise 1 mg/mL konsantrasyonda, S. aureus (MiK: 0,5
mg/mL) harig, test edilen tiim bakteri suslarina kars1 etkisizdir (Tablo 4.14).

Maddelerin Gram negatif bakteriler tizerinde test edilen konstantrasyonlarda etkisiz
oldugu, iglerinden S. typhimurium’a karsi yalnizca a-bisabololiin nispeten zayif etkili
(MIK: 5 mg/mL) oldugu sdylenebilir (Tablo 4.14).

Literatiir arastirmasinda; Aggag ve Yousef (1972) tarafindan papatya ugucu yaginin
Gram negatif bakterilere karsi tim konsantrasyonlarda etkisiz oldugu bildirilmistir.
Antibakteriyel aktivite sonuglarimiz bu bilgiyi desteklemektedir. Yapilan bir baska
caligsmada, a-Bisabolol oksit A (%48,22) yoniinden zengin olan ve diger ana bilesenleri
arasinda a-bisabolol oksit B (%23,31), bisabolol (%12,1) ve p-farnesen (%5,21) ve
kamazulen (%2,42) bulunan M. recutita ugucu yagi, E. coli 0157 (MIK: 12,5 ug/mL),
B. cereus ATCC 11778 (MIK: 10 pg/mL), S. aureus ATCC 13565 (MIK: 10 pg/mL)
patojenlerine kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir (Roby vd., 2013). Fakat caligmada
standart antimikrobiyal madde ile karsilagtirma yapilmamistir. Zu vd., (2010) tarafindan
cesitli ucucu yaglarin P. acnes CMCC 65002 susuna kars1 antimikrobiyal aktivitesinin
arastirlldigl calismada antibakteriyel standart madde kullanilmamistir ve en yiiksek
inhibisyon etkisi gdsteren Thymus vulgaris ugucu yagma (MIK 0,016 %v/v) karsilik
M. recutita ugucu yagi (0,125 %v/v) daha zayif etki gostermistir. Bir baska ¢alismada,
a-bisabolol oksit (%38) yoniinden zengin ve diger ana bilesenleri kamfen (%9,11),
sabinen (%4,87), limonen (%6), 1,8-sineol (%7,12), kamfor (%6,54) ve a-pinen (%6)
oldugu bildirilen papatya ugucu yaginn; S. aureus (MiK: 0,011 ug/mL), B. cereus (MIK:
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0,022 pg/mL) ve B. subtilis (MiK: 0,03 pg/mL) patojenlerine karsi etkili oldugu
bulunmustur. Ayni calismada bisabololiin ve bisabolol oksitin S. aureus (sirastyla MIK:
1,5 ug/mL ve 0,5 pg/mL), B. cereus (sirastyla MIK: 1,5 pg/mL ve 0,5 pg/mL) ve
B. subtilis (sirastyla MiK: 1 pg/mL, 0,5 pg/mL)’e kars1 antimikrobiyal etkisi bildirilmistir
(Kazemi, 2015). Fakat ¢alismada kullanilan mikroorganizmalarin kaynagi bildirilmemis
ve bisabolol oksit ifadesi ile A ve B ayrimi1 yapilmamaistir

Van Zyl vd., (2006) bildirdigi iizere; (-)-a-bisabolol, S. aureus ATCC 25923’a kars1
143,9 mM (siprofloksasin: 0,75 uM); B. cereus ATCC 11778’a kars1 >143,9 mM
(siprofloksasin: 0,09 uM); E. coli ATCC 11775’ye kars1 >143,9 mM (siprofloksasin: 1,81
uM); degerlerinde antimikrobiyal etki gostermistir. Bu degerler antibakteriyel standart
maddeler ile karsilastirildiginda, (-)-a-bisabololiin test edilen konstantrasyonlarinin
etkisiz oldugunu gostermektedir. Oliveira vd., (2017) tarafindan, a-bisabololiin Broth
mikrodiliisyon ydntemi ile antimikrobiyal aktivitesi E. coli ATCC 25922 (MiK: >1024
pg/mL), S. aureus ATCC 25923 (MIK: 161,27 ug/mL) ve P. aeruginosa ATCC 9027
(MIK: >1024 png/mL) suslarina kars belirlenmistir.

Ucgucu yaglarin deney esnasinda buharlasma durumu ve lipofilik &zellikleri
nedeniyle sulu bir ortamda biyoaktivitelerini belirleme gii¢liiklerinden kaynakli olarak
aktivitelerinin diisiik gozlenmesi s6z konusu olabilmektedir (Das vd., 2019). Ayrica
¢Oziicii ajanlarin (DMSO, etanol, metanol vs.) kullanimi, ugucu yaglarin antimikrobiyal
aktivitelerinin kesin olarak belirlenmesini siirlamaktadir (Alastruey-Izquierdo vd.,
2012). Ana bilesenleri bisabolon (%21,83), (E)-g-farnesen (%17,93), bisabolol oksit A
(%10,48), bisabolol oksit B (%7.57) ve kamazulen (%3.19) olan papatya ugucu yaginin
E. coli PMC 201, P. aeruginosa PMC 103, B. subtilis SZMC 0209, S. aureus ATCC
29213, C. albicans ATCC 1001 mikroorganizmalarina karsi, yeni bir yaklasim olan
Pickering nanoemiilsiyonu yontemine ek olarak, Tween 80 ve etanolik ¢ozeltilerinin
antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Papatya ucucu yaginin Tween 80’li stabilizator
kullanilarak gerceklestirilen antimikrobiyal aktivite sonuglarinda; E. coli (MiKgo: 3,29
ug/mL), P. aeruginosa (MiKgeo: 2,48 ng/mL), S. aureus (MiKeo: 2,33 pg/mL) ve
B. subtilis (MiKgo: 2,67 ng/mL) iizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmustur.
Vankomisin standardimin ise bahsi gecen mikroorganizmalara karst MiKgo degeri 0,09
ug/mL ile 0,47 ug/mL arasinda degismektedir. Pickering nanoemiilsiyonu yonteminde

ise papatya ugucu yaginin ¢ok daha diisiik kosantrasyonlarda etki gosterdigi bildirilmistir
(Das vd., 2019).
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Tablo 4.15. Papatya ugucu yag: ve bilesenlerinin antikandidal etki sonuglar: [MIK (mg/mL)]

Papatya ucucu yagi ve bilesenleri

Antibiyotikler
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C. albicans ATCC 10231 >5 >5 >0,1 >1,5 >1 0,032 0,004
C. glabrata klinik izolat 5 5 >0,1 >1,5 >1 0,016 0,002
C. utilis NRRL Y-900 5 5 0,1 >1,5 >1 0,002 0,001
C. krusei NRRL Y-7179 5 >5 >0,1 >1,5 >1 0,002 0,004

Tablo 4.15%e gortldigii lizere; papatya ugucu yagi ve bilesenlerinin antikandidal

etkisi amfoterisin B ve nistatin standartlari ile karsilastirildiginda anlamli degildir. Fakat

C. utilis patojenine kars1 a-bisabolol oksit A (MIK: 0,1 mg/mL), papatya ucucu yagi
(MIK: 5 mg/mL) ve a-bisabolole (MiK: 5 mg/mL) oranla ¢ok daha yiiksek etki

gostermektedir. Papatya ugucu yag1 ve a-bisabolol C. glabrata’ya karsi nispeten zayif

etkili (MIK: 5 mg/mL) iken, test edilen diger bilesenlerin ¢alisilan konsantrasyonlarinda

C. glabrata iizerinde etkisi gdzlenmemistir. Ayrica papatya ugucu yagi C. krusei patojeni

lizerinde diisiik antikandidal aktivite (MIK: 5 mg/mL) gostermektedir (Tablo 4.15).

Das vd., (2019) bildirdigi iizere, papatya ucucu yagi Tween 80’li stabilizator

varliginda C. albicans (MiKgo: 4,89 pg/mL; kaspofungin: 0,98 pg/mL) iizerinde etki

gostermektedir. Van Zyl vd., (2006) yaptig1 ¢alismada, a-bisabolol C. albicans ATCC

10231’a kars1 36,0 mM (amfoterisin B: 1,4 uM) degerinde zay1f etki gdstermistir.
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4.10.5. M. recutita ugucu yagi ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen
ekstrelerin antimikrobiyal etkisi

Papatya ucucu yaginin ve mikroorganizmalar ile biyotransformasyonu sonucu elde
edilen metabolit karisimlarina ait ekstrelerin antimikrobiyal aktivitesi arastirilmis,
minimum inhibisyon konsantrasyonlart mg/mL cinsinden belirlenmistir. Elde edilen

sonuclar Tablo 4.16 ile Tablo 4.22 arasinda verilmistir.

Tablo 4.16. Papatya ucucu yag: ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin antibakteriyel
etki sonuglart [MIK (mgImL)] 1. kisim

Papatya ucucu yagi ve metabolit karisimlari Antibiyotikler
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E. coli ATCC 8739 >5 >0,2 >0,1 >056 >0,32 0,008 0,004
S. aureus ATCC 6538 >5 >02 >01 014 >0,32 0,001 0,004
E. aerogenes NRRL 3567 >5 >0,2 >0,1 >0,56 >0,32 0,032 0,002
S. typhimurium ATCC 13311 >5 >0,2 >0,1 0,56 >0,32 0,0005 0,008
S. epidermidis ATCC 12228 2,5 >0,2 >0,1 0,56 >0,32 <0,0002 0,002
B. cereus NRRL B-3711 >5 >0,2 >0,1 0,56 >0,32 0,004 0,008
P. acnes ATCC 6919 5 >0,2 >0,1 0,56 >0,32 <0,0002 0,002

A. niger ATCC 10549 metabolit karisimlarinin S. aureus (MIK: 0,14 mg/mL),
S. typhimurium (MIK: 0,56 mg/mL), S. epidermidis (MiK: 0,56 mg/mL), B. cereus (MiK:
0,56 mg/mL), P. acnes (MIK: 0,56 mg/mL) bakterilerine kars1 antimikrobiyal etkisi
papatya ugucu yagina gére daha yiiksektir (Tablo 4.16).

B. cinerea metabolitlerinin de E. coli (MIK: 0,58 mg/mL), S. aureus (MiK: 0,02
mg/mL), E. aerogenes (MIK: 0,29 mg/mL), S. typhimurium (MIK: 0,29 mg/mL),
S. epidermidis (MIK: 0,29 mg/mL), B. cereus (MIK: 0,29 mg/mL), P. acnes (MIK: 0,04
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mg/mL) patojenlerine karsi antibakteriyel etkisi papatya yagindan daha yiiksek
bulunmustur (Tablo 4.18).

Tablo 4.17. Papatya u¢ucu yag: ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin antibakteriyel
etki sonuglart [MIK (mglmL)] 2. kisim

Papatya ucucu yagi ve metabolit karisimlar Antibiyotikler
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E. coli ATCC 8739 >5 >0,25 0,02 0,04 >0,2 0,008 0,004
S. aureus ATCC 6538 >5 >0,25 0,08 >0,3 >0,2 0,001 0,004
E. aerogenes NRRL 3567 >5 >0,25 >0,3 >0,3 >0,2 0,032 0,002
S. typhimurium ATCC 13311 >5 >0,25 >0,3 >0,3 >0,2 0,0005 0,008
S. epidermidis ATCC 12228 2,5 >0,25 >0,3 >0,3 >0,2 <0,0002 0,002
B. cereus NRRL B-3711 >5 >0,25 >0,3 >0,3 >0,2 0,004 0,008
P. acnes ATCC 6919 5 >0,25 >0,3 >0,3 >0,2 <0,0002 0,002

Tablo 4.18. Papatya u¢ucu yagi ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin antibakteriyel
etki sonuglart [MIK (mg/mL)] 3. kisim

Papatya ucucu yagi ve metabolit karisimlari Antibiyotikler
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E. coli ATCC 8739 >5 >0,25 >0,4 >0,22 0,58 0,008 0,004
S. aureus ATCC 6538 >5 >0,25 >0,4 >0,22 0,02 0,001 0,004
E. aerogenes NRRL 3567 >5 >0,25 >0,4 >0,22 0,29 0,032 0,002
S. typhimurium ATCC 13311  >5 >0,25 >04 >0,22 0,29 0,0005 0,008
S. epidermidis ATCC 12228 2,5 >0,25 >0,4 >0,22 0,29 <0,0002 0,002
B. cereus NRRL B-3711 >5 >0,25 >0,4 >0,22 0,29 0,004 0,008
P. acnes ATCC 6919 5 >0,25 >0,4 >0,22 0,04 <0,0002 0,002
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Tablo 4.19. Papatya ugucu yagi ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin antibakteriyel
etki sonuglart [MIK (mg/mL)] 4. kisim

Papatya ucucu yagi ve metabolit karisimlar1 ~ Antibiyotikler
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E. coli ATCC 8739 >5 >0,3 >0,38 >04 >0,42 0,008 0,004
S. aureus ATCC 6538 >5 >0,3 0,19 >0,4 0,21 0,001 0,004
E. aerogenes NRRL 3567 >5 >0,3 >0,38 >04 >0,42 0,032 0,002

S. typhimurium ATCC 13311  >5 >0,3 >0,38 >04 >0,42 0,0005 0,008
S. epidermidis ATCC 12228 2,5 >0,3 0,38 >0,4 >0,42 <0,0002 0,002
B. cereus NRRL B-3711 >5 >0,3 >0,38 >04 >0,42 0,004 0,008
P. acnes ATCC 6919 5 >0,3 0,05 >0,4 >0,42 <0,0002 0,002

Papatya ucucu yaginin E. coli’ye kars1t MiK degeri Smg/mL’den biiyiiktiir. Fakat
papatya ugucu yagmin C. cassiicola, P. primulinum ve B. cinerea ile
biyotransformasyonu sonucu elde edilen ekstrelerin MIK degerleri sirastyla 0,02 mg/ml,
0,04 mg/ml, 0,58 mg/mL'dir. Diger biyotransfrormasyon ekstrelerinin test edilen
konsantrasyonlarda E. coli iizerinde etkisi gozlenmemistir (Tablo 4.16-Tablo 4.19).

P. acnes patojenine kars1 en etkili ekstreler P. valentinum (MIK: 0,05 mg/mL)
B. cinerea (MIK: 0,04 mg/mL) ve A. niger ATCC 10549 (MIK: 0,56 mg/mL) ile
gergeklestirilen biyotransformasyon ekstrelerine aittir (Tablo 4.16-Tablo 4.19).

S. aureus iizerinde ise en etkili biyotranfromasyon ekstresinin B. cinerea (MIK:
0,02 mg/mL)’ya ait oldugu goriilmektedir. Diger etkili ekstreler ise C. cassiicola (MIK:
0,08 mg/mL), A. niger ATCC 10549 (MIK: 0,14 mg/mL) P. valentinum (MIK: 0,19
mg/mL) ve C. elegans (MIK: 0,21 mg/mL)’a aittir. Papatya ucucu yag1 ise S. aureus’a
kars1 test edilen tiim konsantrasyonlarda (MIK: >5 mg/mL) etkisizdir (Tablo 4.16-Tablo
4.19).
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Tablo 4.20. Papatya ugucu yagi ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin antikandidal
etki sonuglart [MIK (mg/mL)] 1. kisim

Papatya ucucu yagi ve metabolit karisimlar: Antibiyotikler
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C. albicans ATCC 10231 >5 >0,2 >01 >056 >0,32 >0,25 0,032 0,004
C. glabrata klinik izolat 5 >0,2 >0,1 >056 >0,32 >0,25 0,016 0,002
C. utilis NRRL Y-900 5 >02 >01 >056 >032 >025 0,002 0,001
C. krusei NRRL Y-7179 5 >0,2 >01 >056 >032 >025 0,002 0,004

Tablo 4.21. Papatya ugucu yagi ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin antikandidal
etki sonuglart [MIK (mg/mL)] 2. kisim

Papatya ucucu yag1 ve metabolit karisimlari Antibiyotikler
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C. albicans ATCC 10231 >5 >0,3 >0,3 >025 >04 >0,22 0,032 0,004
C. glabrata klinik izolat 5 >0,3 03 >025 >04 >022 0,016 0,002
C. utilis NRRL Y-900 5 >0,3 03 >025 >04 >022 0,002 0,001
C. krusei NRRL Y-7179 5 >0,3 03 >025 >04 >022 0,002 0,004
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Tablo 4.22. Papatya ugucu yagi ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin antikandidal
etki sonuglart [MIK (mg/mL)] 3. kisim

Papatya ucucu yag1 ve metabolit karisimlar1 ~ Antibiyotikler
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C. albicans ATCC 10231 >5 058 >03 >0,38 >04 0,032 0,004
C. glabrata klinik izolat 5 0,58 >0,3 0,38 >0,4 0,016 0,002
C. utilis NRRL Y-900 5 0,58 >03 0,38 >0,4 0,002 0,001
C. krusei NRRL Y-7179 5 058 >03 0,19 >0,4 0,002 0,004

Tablo 4.20-Tablo 4.22 incelendiginde, test edilen tiim maddeler arasinda en yiiksek
antikandidal etkiye sahip olan ekstre, papatya ugucu yaginin P. valentinum ile
biyotransformasyonu sonucunda olusan metabolit karisimlarina aittir ve C. krusei
lizerinde nispeten yiiksek (MIK: 0,19 mg/mL) etkilidir. Ayrica bu ekstre, C. glabrata
(MIK: 0,38mg/mL) ve C. utilis (MIK: 0,38 mg/mL) patojenleri iizerinde de etkilidir.

B. cinera’ya ait metabolit karisimlar1 tim Candida tiirlerine karsi (MIK: 0,58
mg/mL) papatya ugucu yagindan daha yiiksek antikandidal aktivite gostermistir (Tablo
4.22). P. primulinum metabolit karisimlarinin da, C. glabrata (0,3 mg/ml), C. utilis (0,3
mg/mL), C. krusei (0,3 mg/mL) suslarina kars1 papatya ugucu yagina gore daha gii¢li
antikandidal aktivite gosterdigi bulunmustur (Tablo 4.21).

4.10.6. a-Bisabolol ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin
antimikrobiyal etkisi

a-Bisabolol ve mikroorganizmalar ile biyotransformasyonu sonucu elde edilen

metabolit karigimlarina ait ekstrelerin antimikrobiyal aktivitesi arastirilmig, minimum

inhibisyon konsantrasyonlar1 mg/mL cinsinden belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo

4.23-Tablo 4.26’da verilmistir.
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Tablo 4.23. a-Bisabolol ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin antibakteriyel etki
sonuglart [MIK (mg/mL)] 1. kisim

a-Bisabolol ve metabolit karisimlari Antibiyotikler

3 -

Mikroorganizma - g £ g

S " 2 co = = =

g E= % =% 2 £

5 S §§ s%§ 2 S

@ R -5 <3 £ S

S ~ E = E ~ E < ¥
E. coli ATCC 8739 >5 >0,4 >0,2 >0,22 0,008 0,004
S. aureus ATCC 6538 5 >0,4 0,1 >0,22 0,001 0,004
E. aerogenes NRRL 3567 >5 >0,4 >0,2 >0,22 0,032 0,002
S. typhimurium ATCC 13311 5 >0,4 >0,2 >0,22 0,0005 0,008
S. epidermidis ATCC 12228 0,62 >0,4 >0,2 0,11 <0,0002 0,002
B. cereus NRRL B-3711 >5 >0,4 >0,2 >0,22 0,004 0,008
P. acnes ATCC 6919 1,25 >0,4 >0,2 >0,22 <0,0002 0,002

Tablo 4.24. a-Bisabolol ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin antibakteriyel etki
sonuclart [MIK (mg/mL)] 2. kisim

a-Bisabolol ve metabolit karisimlari Antibiyotikler
Mikroorganizma E - = E - 2
S 2o 2 co = =
S c= SE 5= 7 2
€ 388 B8 ES 2 &
2 L © © © — © o —
) c o ° T 2% S o
S a £ O E a E < ¥
E. coli ATCC 8739 >5 >0,3 >0,3 >0,3 0,008 0,004
S. aureus ATCC 6538 5 >0,3 0,15 >0,3 0,001 0,004
E. aerogenes NRRL 3567 >5 >0,3 >0,3 >0,3 0,032 0,002
S. typhimurium ATCC 13311 5 >0,3 >0,3 >0,3 0,0005 0,008
S. epidermidis ATCC 12228 0,62 >0,3 >0,3 >0,3 <0,0002 0,002
B. cereus NRRL B-3711 >5 >0,3 >0,3 >0,3 0,004 0,008
P. acnes ATCC 6919 1,25 >0,3 0,04 0,15 <0,0002 0,002
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Tablo 4.25. a-Bisabolol ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin antikandidal etki
sonuglart [MIK (mg/mL)] 1. kisim

a-Bisabolol ve metabolit karisimlari Antibiyotikler
3
Mikroorganizma - g £ = @
S I o 38 =
© c = g = S = 'z
Qo ®© o £ 9 'S © i) £
3 S8 S8 S S 8 g
o T 5 B < g € R
S ~ E = E = < z
C. albicans ATCC 10231 >5 >0,4 >0,2 >0,22 0,032 0,004
C. glabrata klinik izolat 5 >0,4 >0,2 >0,22 0,016 0,002
C. utilis NRRL Y-900 5 0,4 >0,2 >0,22 0,002 0,001
C. krusei NRRL Y-7179 >5 >0,4 >0,2 >0,22 0,002 0,004

Tablo 4.26. a-Bisabolol ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin antikandidal etki
sonuclart [MIK (mg/mL)] 2. kisim

a-Bisabolol ve metabolit karisimlari Antibiyotikler
Mikroorganizma E - = E - Q
o 29 52 co =
S © = S = S = ‘=
8 88 38 Es 2 5
2 O ®© 3 s T ® L ©
@ <5 °g S35 = X
3 o £ O E o £ < z
C. albicans ATCC 10231 >5 >0,3 >0,3 >0,3 0,032 0,004
C. glabrata klinik izolat 5 >0,3 >0,3 0,3 0,016 0,002
C. utilis NRRL Y-900 5 0,3 >0,3 0,3 0,002 0,001
C. krusei NRRL Y-7179 >5 >0,3 >0,3 0,3 0,002 0,004

S. aureus patojenine kars1 a-bisabolol nispeten zayif etkili (MIK: 5 mg/mL) iken
M. ramannianus’a ve C. cassiicola’ya ait déniisiim iiriinleri (sirastyla MIK 0,1 mg/mL,
0,15 mg/mL) a-bisabololden daha yiiksek antibakteriyel etki gostermektedir (Tablo 4.23,
Tablo 4.24). o-Bisabololin T. harzianum ile biyotransformasyonu sonucu olusan
metabolit karigimlar1 S. epidermidis (MIK: 0,11 mg/mL) iizerine a-bisabololden (MIK:
0,62 mg/mL) daha etkilidir. P. acnes patojenine kars1 ise C. cassiicola’ya (MIK: 0,04
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mg/mL) ve P. primulinum’a (MiK: 0,15 mg/mL) ait ekstreler a-bisabololden (MiK: 1,25
mg/mL) daha yiiksek etki gostermektedir (Tablo 4.23, Tablo 4.24).

a-Bisabolol ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin
antikandidal etki sonuglarina bakildiginda ise; P. primulinum’a ait metabolit karisimlari
C. glabrata ve C. utilis ve C. krusei patojenlerine kars1 0,3 mg/mL MIK degeri ile,
a-bisabololden (MIK: 5 ->5 mg/mL) daha yiiksek antikandidal aktivite sergilemistir.
T. elegans ve P. neocrassum ait metabolit karisimlar1 da, sirastyla MiK: 0,4 mg/mL ve
MIK: 0,3 mg/mL konsantrasyonlarda C. utilis patojeni iizerinde etkili bulunmustur (Tablo
4.25, Tablo 4.26).

4.10.7. M. recutita ugucu yag ve bilesenlerinin 5-lipoksijenaz (5-LOX) inhibisyon
etkisi

M. recutita ugucu yagi ve bilesenlerinin 5-lipoksijenaz (5-LOX) inhibisyon etkisi
gerecler ve yontemler kisminda agiklandig iizere, mikro diizeylerde spektrofotometrik
yontemle kinetik olarak 6l¢iilmiis, 20 pg/mL konsantrasyondaki % inhibisyon degerleri
hesaplanarak Tablo 4.27°de verilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan NDGA
(Nordihidroguaiaretik asit)’nin da 20 ug/mL, 12 ug/mL, 8 ug/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL ve
0,5 pug/mL konsantrasyonlarda hazirlanan g¢ozeltilerinin %inhibisyon sonuglarina gore

ICso degeri (3,11 pg/mL) hesaplanmustir.

Tablo 4.27. Papatya uc¢ucu yagi ve bilesenlerinin 5-LOX inhibisyon sonug¢lart

Konsantrasyon

Papatya ucucu yagi ve bilesenleri % nhibisyon
(ng/mL)

Papatya ugucu yagi 20 12,21

a-Bisabolol 20 19,65

(E)-p-Farnesen 20 18,89

Kamazulen 20 14,50

a-Bisabolol oksit A 2 *

NDGA (referans) 1Cs50=3,11 pg/mL

* Belirlenememistir.
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Papatya ugucu yagmin 5-LOX % inhibisyon degeri (%12,21), aym
konsantrasyondaki (20 pg/mL) bilesenlerinden daha diisik ¢ikmistir. 5-LOX %
inhibisyon degeri en yiiksek olan madde a-bisabololdiir (Tablo 4.27). Test bilesenleri
arasinda standart madde a-bisabolol oksit A’da vardir; fakat elde bulunan miktar
tizerinden hesaplanan son hacimde (2 pg/mL) 5-LOX inhibisyon etkisi belirlenememistir.

Sonuglar literatiir ile uyumludur: WHO monograflarinda (1999), bisabolol ve
bisabolol oksitin 5-lipoksijenaz (5-LOX)’1 inhibe ettigi ve bisabololiin, bisabolol oksitten
daha aktif oldugu bildirilmistir. Baylac ve Racine (2003)’nin yaptig1 ¢calisma gostermistir
ki; papatya ugucu yagi 5-LOX inhibitoriidiir (31 < ICsp < 50 ppm). a-Bisabolol ise
papatya ucucu yagindan daha iyi bir inhibitor (10 < ICsp < 30 ppm) olarak ciltte yatistirict
etki gostermektedir.

a-Bisabololii (%19,65), papatya ugucu yagindan (%12,21) daha yiiksek 5-LOX
inhibitori olarak bulmus olmamiz literatiir (Baylac ve Racine, 2003) ile ortiismektedir
(Tablo 4.27).

Kamazulen (ICsp = 2 uM) arasidonik asidin kimyasal peroksidasyonunu bloke eder
ve konsantrasyona bagl olarak 16kotrien-B4 inhibitoriidiir (Safayhi vd., 1994). Papatya
ucucu yaginin antienflamatuvar etkisi yliksek kamazulen icerigiyle oldugu kadar, yiiksek
a-bisabolol igerigiyle de karakterizedir (Isaac, 1979). Deney sonuglarimiz gostermistir ki
kamazulenin de papatya ugucu yagindan (%12,21) daha yiiksek 5-LOX inhibitor etkisi
(%13,93) vardir. Papatya ugucu yaginin i¢indeki bilesenlerin varligi ve miktar1 yagin
farmakolojik 6zelliklerine de etki etmektedir. a-Bisabolol ve kamazulen yoniinden zengin
olan papatya ucgucu yaginin daha yiiksek 5-LOX inhibisyon aktivitesi gosterebilecegi
sOylenebilir (Isaac, 1979; Salamon, 2010). Bunu destekleyen bir ¢alisma, a-bisabololiin
daha yiiksek seviyelerini igeren ugucu yagin (Salvia runcinata’dan) 22,5 pg/mL'lik ICso
degeri ile iyi bir 5-LOX inhibitorii oldugunu gostermistir (Kamatou ve Viljoen, 2010).

Deneysel calismalarda kullandigimiz papatya ucucu yagi bisabolol oksit A
yoniinden zengindir ve a-bisabolol miktar1 diisiiktiir. Isaac (1979) bildirdigine gore
(-)-a-bisabololiin antienflamatuvar etkisi yiiksektir; fakat oksitleri ile ilgili farmakolojik
arastirmalara ihtiyag vardir.

(E)-p-Farnesen (%18,89) ise ayni konsantrasyonda a-bisabolole (%19,65) oldukca
yakin 5-LOX %inhibisyon etkisi gostermektedir (Tablo 4.27). Ultraviyole 1sikla 1sinlanan
kobaylarda, (-)-a-bisabolol, farnesen ve daha ayrintili olarak tanimlanmayan "bisabolol

monoksit" ile birlikte deri sicakliginda bir azalma gézlenmistir (Isaac, 1979). Tablo 4.27
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sonuclarina gore, papatya ugucu yaginin 5-LOX inhibisyonu iizerinden gerceklesen
antienflamatuvar aktivitesinde, a-bisabolol ve kamazulenle beraber (E)-S-farnesenin de
sorumlu oldugu soylenebilir. Fakat S-farnesenin in vitro 5-LOX inhibisyon etkisi
(ICso >100 puM; AA861: 5-LOX inhibitérii: 3.0 x 102 uM) diisiik bildirilmistir
(Anvd., 2011). (E)-p-Farnesenin LOX inhibisyon aktivitesi ile ilgili daha fazla ¢aligmaya
ihtiya¢ vardir.

4.10.8. M. recutita ugucu yagr ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen
ekstrelerin 5-lipoksijenaz (5-LOX) inhibisyon etkisi

Papatya ucucu yagi ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin 20
pug/mL konsantrasyondaki 5-lipoksijenaz (5-LOX) inhibisyon etkisi Tablo 4.28’de
verilmistir. Papatya ucucu yaginin, A. parasiticus, A. niger NRRL 326 ve T. harzianum
ile Dbiyotransformasyonu sonucu elde edilen ekstrelerin diisiik konsantrasyonlari

nedeniyle 5-LOX inhibisyon %°’si belirlenememistir.

Tablo 4.28. Papatya ugucu yagi ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin 5-LOX

inhibisyon sonuglari

Madde onsantrasyon %]Inhibisyon
(ng/mL)
Papatya ugucu yagi 20 12,21
C. cassiicola metabolit karigimlari 20 11,73
P. primulinum metabolit karisimlar1 20 13,64
P. adametzii metabolit karigimlari 20 19,23
F. culmorum metabolit karisimlari 20 30,06
C. elegans metabolit karisimlari 20 19,23
M. ramannianus metabolit karisimlar 20 26,53
R. stolonifer metabolit karisimlari 20 21,95
P. neocrassum metabolit karigimlart 20 9,34
P. valentinum metabolit karigimlari 20 8,54
B. velezensis metabolit karisimlari 20 7,11
B. cinerea metabolit karigimlari 10 4,96
A. niger ATCC10549 metabolit karigimlar 10 11,25
A. flavus metabolit karisimlari 20 9,66
S. cerevisiae metabolit karisimlari 20 15,25
T. elegans metabolit karigimlari 20 15,00
NDGA (referans) I1Cs0=3,11 pg/mL
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Papatya ucucu yagimin 5-LOX inhibisyon degeri %12,21 iken biyotransformasyon
sonucu elde edilen metabolit karisimlarindan F. culmorum mikroorganzmasina ait ayni
konsantrasyondaki (20 pg/mL) ekstenin bu degeri %30,06 dir. Papatya ugucu yaginin
F. culmorum (%30,06), M. ramannianus (%26,53), R. stolonifer (%21,95), P. adametzii
(%19,23), C. elegans (%19,23) funguslar1  kullanarak  gergeklestirilen
biyotransformasyonu ile substratina gére 5-LOX %inhibisyonu nispeten daha yiiksek
metabolitler ekstre edilebilir.

20 pg/mL konsantrasyonda en diisiik 5-LOX inhibisyon degeri B. velezensis
metabolit karisimlarini igeren ekstreye (%7,11) aittir. B. velezensis biyotransformasyon
calismalarinda kullandigimiz tek bakteri tiiriidiir. Kullanilan tek maya tiirii olan
S. cerevisiae’nin Urettigi metabolit karigimlarinin 5-LOX inhibisyon degeri ise ayni

konsantrasyonda %15,25’tir.

4.10.9. a- Bisabolol ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin
5-lipoksijenaz (5-LOX) inhibisyon etkisi
a- Bisabololiin ¢esitli mikroorganizmalar ile mikrobiyal transformasyonu sonucu

elde edilen ekstrelerinden test edilenlerin 20 pg/mL konsantrasyonlarindaki 5-LOX
%inhibisyon degerleri Tablo 4.29°da verilmistir.

Tablo 4.29. a-Bisabolol ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin 5-LOX inhibisyon

sonuglart
Madde Konsantrasyon (pg/mL) %Inhibisyon
a- Bisabolol 20 19,65
A. flavus metabolit karisimlari 20 18,98
T. elegans metabolit karisimlari 20 13,26
M. ramannianus metabolit karisimlari 20 0,46
R. stolonifer metabolit karisimlari 20 3,32
C. cassiicola metabolit karigimlari 20 3,94
P. neocrassum metabolit karigimlari 20 0,21
P. primulinum metabolit karisimlari 20 13,98
P. valentinum metabolit karigimlari 20 12,98
NDGA (referans) 1Cs50=3,11 ug/mL
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Substrat a- bisabololiin 20 pg/mL konsantrasyonda 5-LOX inhibisyon %’si 19,65
iken, metabolit karigimlarinin inhibisyon yiizdeleri 0,21 ile 18,98 arasinda degismektedir.
P. neocrassum tarafindan tiretilen ve bisafuranol i¢eren ekstre, 20 pg/mL konsantrasyonda
5-LOX inhibisyonuna bagli antienflamatuvar aktivitesi en zayif olan test maddesidir
(%0,21).

a-Bisabolol ile biyotransformasyon c¢aligsmalarinin, daha diisiik 5-LOX inhibisyon
etkisine sahip metabolitlerin olusumunu destekledigi sdylenebilir. Bu yaklasim,

biyotransformasyon ¢alismalarinda kullandigimiz mikroorganizmalar i¢in gegerlidir.

4.10.10. a-Bisabolol oksitlerin mikrobiyal transformasyonu sonucu elde edilen

ekstrelerin 5-lipoksijenaz (5-LOX) inhibisyon etkisi

Ticari olarak temin edilen a-bisabolol oksit A maddesinin 2 pg/mL son
konsantrasyonunda 5-LOX inhibisyon aktivitesi belirlenememistir. Papatya ugucu
yagindan izole ettigimiz a-bisabolol oksitlerin (A ve B) ise P. chrysogenum ile
gerceklestirilen biyotransformasyonu sonucu ekstre edilen metabolit karigimlar
20 pg/mL konsantrasyonda nispeten yiiksek 5-LOX inhibisyon etkisi (%24,76)
gostermistir (Tablo 4.30).

Tablo 4.30. a-Bisabolol oksitlerin mikrobiyal transformasyonu sonucu elde edilen ekstrenin 5-LOX

inhibisyon sonucu

Konsantrasyon o
Madde %inhibisyon
(ng/mL)
o-Bisabolol oksit A (standart) 2 *
P. chrysogenum metabolit karisimlari 20 24,76
NDGA (referans) 1Cs0=3,11 pg/mL

* Belirlenememistir.

4.10.11. Farnesen izomerleri karisiminin ve mikrobiyal transformasyonu sonucu

elde edilen ekstrelerin 5-lipoksijenaz (5-LOX) inhibisyon etkisi

Farnesen izomerleri karisimina (%13,93) ait 5-LOX inhibisyon etkisi papatya
ucucu yagi (%12,21) ile benzerlik gostermektedir (Tablo 4.27). Farnesen izomerleri

karisim ile gerceklestirilen biyotransformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin tiimii
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20 pg/mL konsantrasyonda substratina gore daha yiiksek 5-LOX inhibisyon etkisi
(%14,10-%23,70) gostermistir (Tablo 4.31).

Tablo 4.31. Farnesen izomerleri ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin 5-LOX

inhibisyon sonug¢lar

Konsantrasyon o

Madde %inhibisyon
(ng/mL)

Farnesen izomerleri karigimi 20 13,93

A. niger NRRL 326 metabolit karigimlari 20 23,70

A. flavus metabolit karisimlari 20 15,53

R. stolonifer metabolit karisimlari 20 19,76

M. ramannianus metabolit karisimlar1 20 14,10

NDGA (referans)

1C50=3,11 pg/mL

4.10.12. M. recutita u¢ucu yag ve bilesenlerinin siklooksijenaz-1 (COX-1) inhibisyon

etkisi

Papatya ugucu yagi ve bilesenlerinin COX-1 enzim inhibisyon aktivitesini

belirlemek i¢in yapilan ¢alisma, “Geregler ve Yontemler” boliimiinde detaylandirildigi

tizere Cayman COX kolorimetrik inhibitor tarama test kiti ile gerceklestirilmistir. Test

edilen bilesiklerin COX-1 %inhibisyon degerleri hesaplanmistir Referans madde olarak

NDGA kullanilmstir (Tablo 4.32).

Tablo 4.32. Papatya u¢ucu yagi ve bilesenlerinin COX-1 inhibisyon sonug¢lart

Papatya ucucu yagi ve bilesenleri Kensantrasyon % nhibisyon
(ng/mL)

Papatya ugucu yagi 50 0

a- Bisabolol 50 8,70

(E)-p-Farnesen 50 15,94

Kamazulen 50 8,69

a-Bisabolol oksit A 50 0

NDGA (referans) 50 100
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Tablo 4.32’de goriildigii lizere papatya ucucu yagr COX-1 inhibisyon etkisi
olmayan test maddesidir. Aymi sekilde a-Bisabolol oksit A’nin da 50 pg/mL
konsantrasyonda COX-1 inhibisyon etkisi yoktur. Papatya ugucu yaginin diger
bilesenlerine baktigimizda en yiiksek aktiviteyi (E)-f-farnesenin gosterdigi (%15,94)
goriilmektedir.

Papatya ekstresi uygulamasi, RAW 264.7 makrofajlarinda LPS (lipopolisakkarit)
kaynakli prostaglandin E(2) salinimini inhibe etmek seklindedir. Bu etkinin, papatya
ekstresinin (suda) COX-2 enzim aktivitesini inhibe etmesinden kaynakli oldugu
bulunmustur. Ayrica papatya ekstesi, COX-1 ifadesini etkilemeden LPS kaynakli COX-2
mRNA ve protein ifadesinde azalmaya neden olmustur. Veriler, papatyanin steroidal
olmayan anti-enflamatuar ilaglara atfedilene benzer bir etki mekanizmasi ile ¢alistigin
gostermektedir (Srivastava vd., 2009). Bu durum papatyanin su esktresi bilesenleri
acisindan benzerlik gésteren papatya ugucu yaginin diisitk COX-1 inhibisyon aktivitesini
kismen agiklamaktadir. Fabian vd., (2011)’nin papatya ugucu yaginin in Vivo
antienflamatuvar aktivitesi ile ilgili yaptig1 ¢alisma, Srivastava vd., (2009) ¢alismasini
destekler niteliktedir.

Siklooksijenaz (COX), arasidonik asitten prostaglandin sentezini katalize eden ana
enzimdir. Boylece organizmada farkli islevlere sahip farkli prostanoidler olusur. COX'in
farkli izoformlar1 vardir, ancak en ¢ok ¢alisilanlar COX-1 ve COX-2'dir (Moro vd, 2017;
Egbuta vd., 2022). COX-1, gastrointestinal mukoza, trombositler, endotel, bobrekler ve
uterus dahil olmak tizere ¢ogu dokuda yaygin olarak eksprese edilen agirlikli olarak
yapict bir enzimdir ve temel olarak doku homeostazinda yer aldig1 i¢in “temizlik” roliinii
istlenir (Tomi¢ vd., 2017). COX-1, prostaglandinlerin siirekli {iretilmesinde ve normal
fizyolojik fonksiyonlarda 6nemli bir rol oynarken, COX-2, enflamasyon ve agri gibi
durumlarda artmis aktivite gosterir (Hussain vd., 2003; Moro vd, 2017). COX-1
inhibitorleri, COX-1 enzimini inhibe ederek prostaglandin sentezini azaltir ve bu nedenle
agr1, enflamasyon ve ates gibi durumlarda etkili olabilirler. Ancak, COX-2 inhibitorleri
gibi selektif olmadiklart i¢in, mide ve gastrointestinal sistemdeki prostaglandinlerin
tiretimini de azaltarak yan etkilere neden olabilirler (Guzman vd., 2004). Bu bilgiler
1s181inda, COX-1 %inhibisyon aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde papatyaya atfedilen
antienflamatuvar aktivitenin COX-1 inhibisyonuna neden olmadan, COX-2 inhibisyonu
tizerinden gerceklesmesi muhtemeldir. Bunu destekler nitelikte yakin zamanda yapilan

bir calismada ana bilesenleri; %47,9 o-bisabolol oksit A, %16,8 «a-bisabolol,
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%13,8 (Z2)-p-farnesen, %5,8 a-bisabolol oksit B ve %4,7 a-bisabolen oksit A oldugu
analiz edilen papatya ucucu yaginin COX-1 ve COX-2 ICsp degerleri sirastyla 39,05 ve
11,83 ug/mL olarak bildirilmistir (Biltekin vd., 2023). Sonuglar papatya ugucu yaginin
COX-2 tizerinde segici inhibisyon etkisini gostermektedir.

Ayn1 zamanda papatya ugucu yaginin kemotiplerine bagli olarak degisen aktivitesi
s6z konusudur (Isaac, 1979). Deneysel calismalarda kullandigimiz bisabolol oksit A
yoniinden zengin papaya ugucu yagmmin diisik antienflamatuvar etkisini (COX-1
inhibisyonu tizerinden) destekler nitelikte, bisabolol oksit A’nin da test edilen
konsantrasyonda (50 ug/mL) COX-1 inhibisyon etkisi gozlenmemistir (Tablo 4.32).

Kamazulenin ve a-bisabololiin, antienflamatuvar etkiden sorumlu COX-2 ve LOX
inhibisyonuna atifta bulununan raporlar vardir (Baylac ve Racine, 2003; Ma vd., 2020;
Isaac, 1979). Molekiiler docking modeli ile a-bisabololiin ve a-bisabolol oksit A’nin
COX-1 ve COX-2 baglanma afiniteleri karsilastirilmistir: Sonuglar a-bisabololiin hem
COX-1 hem de COX-2 afinetesinin a-bisabolol oksit A’dan daha yiiksek oldugunu
gostermistir (Ortiz vd., 2016). Yapilan bir bagka molekiiler docking analiz ¢aligmasinda
p-farnesenin (—7,894 kcal/mol) COX-1 etkilesim enerjisi, a-bisabololden (—7,427
kcal/mol) daha diisiik gézlenmistir (Boukhatem ve Belhadj, 2023). Bu veri, p-farnesenin
COX-1 inhibisyon etkisini a-bisabololden yiiksek bulmamiz durumunu in silico yontem

ile agiklamaktadir.

4.10.13. M. recutita ucucu yagi ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen
ekstrelerin siklooksijenaz-1 (COX-1) inhibisyon etkisi

Tablo 4.33. Papatya ugucu yagi ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen baz: ekstrelerin COX-1

inhibisyon sonuglar

Konsantrasyon o

Madde %inhibisyon
(ng/mL)

Papatya ugucu yagi 50 0

M. ramannianus metabolit karisimlari 50 0

T. harzianum metabolit karisimlari 50 0

R. stolonifer metabolit karisimlari 50 30,43

NDGA (referans) 50 100
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Papatya ugucu yagi ve biyodoniisiim ekstrelerinden bazilari ile COX-1 inhibisyon
aktivitesi kontrol edilmistir. Tablo 4.33’de goriildiigii lizere R. stolonifer metabolit
karisimlarini igeren ekstre %30,43 COX-1 inhibisyon aktivitesi gostermektedir. Papatya
ucucu yaginin ise bu konsantrasyonda (50 pg/mL) etkisi yoktur.

Ayrica Tablo 4.28’de goriildigii tizere R. stolonifer metabolit karisimlarinini igeren
ekstre %21,95’lik 5-LOX inhibisyonu ile papatya ugucu yaginin (%12,21) inhibisyon
yiizdesinden neredeyse 2 kat daha etkindir. Papatya ucucu yagiin R. stolonifer ile
biyotransformasyonu sonucu olusan metabolit iiriinlerinin LOX-5 ve COX-1 iizerinden
aynt konsantrasyondaki papatya ucgucu yagma gore yiiksek antienflamatuvar etki

gosterdigi soylenebilir.

4.10.14. a-Bisabolol ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen ekstrelerin
siklooksijenaz-1 (COX-1) inhibisyon etkisi

Tablo 4.34. a-Bisabolol ve mikrobiyal transformasyon sonucu elde edilen baz: ekstrelerin COX-1

inhibisyon sonuglari

Konsantrasyon

Madde %inhibisyon
(pg/mL)

a-Bisabolol 50 8,70

P. neocrassum metabolit karisimlari 50 0

M. ramannianus metabolit karisimlari 50 27,54

P. primulinum metabolit karisimlari 50 0

NDGA (referans) 50 100

Tablo 4.34°te goriildiigii lizere, a-bisabololiin %8,70 COX-1 inhibisyon aktivitesi
gosterdigi konsantrasyonda, P. neocrassum (bisafuranol iceren ekstre) ve P. primulinum’a
ait ekstreler inhibisyon etkisi gdstermemistir. Fakat M. ramannianus’a (%27,54) ait ekstre
ise, ayni konsantrasyondaki substrat a-bisabololden (%8,70) yaklasik 3 kat daha etkili bir
COX-1 inhibitoriidiir. Oysa 5-LOX inhibisyon etkisi sonuglarinin verildigi Tablo 4.29°da
goriildiigii lizere a-bisabololiin  %19,65 5-LOX inbihisyon etkisi gosterdigi
konsantrasyonda, M. ramannianus’a (%0,46) ait metabolit karisimlarinin neredeyse

inhibisyon etkisi yoktur.
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4.11. Molekiillerin In silico Toksisite Degerlendirmesi

o-Bisabolol, a-bisabolol oksitler (A ve B), a-Bisabolon oksit A, (£)-f-farnesen,
kamazulen ve a-bisabololiin P. neocrassum ile biyotransformasyonu sonucu olusan ve
“bisafuranol” olarak adlandirilan BE1 metabolitinin ProTox-II web sunucusu ile toksisite
degerlendirilmesi yapilmistir. Molekiillerin tahmini oral letal dozu (LDso) mg/kg ve

toksisite sinifi Tablo 4.35’te verilmistir.

Tablo 4.35. In silico oral toksisite tahmin sonuglari

Molekiil Tahmini LDso ~ Tahmini Ortalar_na Tahmin
(mg/kg) toksisite simifi benzerlik (%)  dogrulugu (%)

a-Bisabolol 2830 V 100 100
a-Bisabolol oksit A 8000 Vi 77,07 69,26
a-Bisabolol oksit B 5000 \Y 77,08 69,26
a-Bisabolon oksit A 5000 \Y 74,77 69,26
(E)-p-Farnesen 5000 V 88,22 70,97
Kamazulen 1220 v 100 100
Bisafuranol 2130 \% 82,72 70,97

Sinif IV: Yutuldugunda zararli (300 < LD50 < 2000), Smif V: Yutuldugunda zararli olabilir (2000 < LD50
< 5000), Simf VI: Toksik olmayan (LD50 > 5000)

Tablo 4.35'te goriildiigii iizere, a-bisabolol ve kamazulenin tahmini LDso degeri
sirastyla 2830 mg/kg ve 1220 mg/kg olarak belirlenmistir ve her ikisi de %100 ortalama
benzerlik ve tahmin dogruluguna sahiptir. Bu nedenle, toksisite sinift a-bisabolol i¢in V,
kamazulen i¢in IV olarak belirlenmistir. a-Bisabolol oksit A (LDso: 8000 mg/kg) ve a-
bisabolol oksit B (LDso: 5000 mg/kg), ~%77 ortalama benzerlik ve %69,26 tahmin
dogrulugu ile sirasiyla simif VI ve simif V olarak degerlendirilmistir. a-Bisabolon oksit
A’nin %74,77 ortalama benzerlik ve %69,26 tahmin dogrulugu ile LDso degeri 5000
mg/kg (toksisite sinifi: V) dir. (E)-f-Farnesenin (LDso: 5000 mg/kg) ise %88,22 ortalama
benzerlik ve %70,97 tahmin dogrulugu ile toksisite smifi V olarak goriilmektedir (Tablo
4.35).

o-Bisabololiin P. neocrassum ile biyotransformasyonu sonucu olusan bisabolol

oksit B’ye benzer yapida “bisafuranol” olarak adlandirdigimiz metabolitin ProTox-II web
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sunucusu ile oral toksisite degerlendirmesi sonucu; %82,72 ortalama benzerlik ve %70,97
tahmini dogruluk ile LDso degeri 2130 mg/kg olarak, sinif V’te degerlendirilmistir (Tablo
4.35). Toksisite tahmini sonucuna gore “bisafuranol”iin, oral toksisitesinin olmadig1 ve

kismen giivenli oldugu kabul edilebilir.
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5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Tez kapsaminda papatya ugucu yaginin ve a-bisabololiin, bisabolol oksitlerin,
farnesen  izomerleri  karisimmin - ve  kamazulenin  mikroorganizmalar ile
biyotransformasyon potansiyelleri incelenmistir. a-Bisabolol hari¢ kullanilan tiim
substratlarin mikrobiyal transformasyonu ilk kez bu ¢alisma ile yapilmstir.

(-)-a-Bisabololiin mikrobiyal transformasyonu ile olusan BB1 (T. elegans), BF1
(C. cassiicola), BH1 (P. valentinum) metabolitleri a-Bisabolol oksit B; BB2 (T. elegans),
BI4 (R. stolonifer) metabolitleri ise a-Bisabolol oksit A olarak tanimlanmustir (Sekil 5.1).

(-)-a-Bisabololiin yiiksek verimli doniisiim {iriini BE1 metaboliti P. neocrassum
tarafindan {retilmis, kromatografik tekniklerle saflagtirilmig (%94 GC/FID) ve yapisi
spektroskopik tekniklerle aydinlatilmistir. a-Bisabololiin biyotransformasyonu ile olusan
BE1 metaboliti ilk kez bu tez kapsaminda  2-(5-metil-5-(6-metil-7-
oksabisiklo[4.1.0]heptan-3-il)tetrahidrofuran-2-il)propan-2-ol ~ karakterize  edilmis;
“bisafuranol” olarak adlandirilmistir (Sekil 5.1)

"“\OH

T elegars
R stolonifer

a-bisabolol oksit A

OH

T elegars H
C casiicola
P. valentiman

(-)-a-bisabolol

a-bisabolol oksit B

P. neocrasswm

Yeni bilesik

bisafuranol

Sekil 5.1. (-)-a-Bisabololiin mikrobiyal transformasyonu ile olusan metabolitler

Kimyasal sentez yontemine gore daha ¢evreci, ucuz ve yiiksek sec¢ilimli bir yontem

olarak karsimiza ¢ikan mikroorganizmalar aracilifiyla, dogada yaygin bulunan
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bisabololden yola ¢ikarak, bisabolol oksit B yapisindaki “bisafuranol”iin sentezlenmis
olmasi dogal iirlinler kimyasinda énemli bir yaklagim oldugu gibi, farmakolojik etkileri
lizerinde daha fazla arastirmaya deger bir yap1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Farnesen izomerlerinin biyotransformasyonu sonucu olusan 6 metabolitten 4’1
(FAl, FA2, FA3, FC1) tanimlanmistir. Substratin A. niger NRRL 326 ile
biyotransformasyonunda olusan metabolitler; a-bisabolol oksit B (FAL), a-bisabolon
oksit A (FA2) ve a-bisabolol oksit A (FA3) olarak belirlenmistir. Ayrica a-bisabolol oksit

A (FC1), M. ramannianus mikroorganizmasi tarafindan da tiretilmistir (Sekil 5.2).

4 mger NRRL 326

a-bisabolol oksitB

Famesen A miger NRRL 326 0
izomerleri

a-bisabolon oksit A

.\"\"OH

A nigsr NRRL 326

M ramarmianc

a-bisabolol oksit A

Sekil 5.2. Farnesen izomerleri karistminin mikrobiyal transformasyonu ile olusan metabolitleri

Papatya ugucu yagindan izole edilen bisabolol oksitlerin ise P. chrysogenum ile
biyotransformasyonu sonucu bisabolol oksit tiirevi sekiz adet metabolit olusumu analiz
edilmistir. Fakat metabolitlerin diisiik miktarlari nedeniyle izole edilerek kesin yapilari
karakterize edilememistir. Papatya u¢ucu yagindan izole edilerek kullanilan kamazulenin
de mikrobiyal transformasyon potansiyeli arastirilmis fakat test edilen higbir

mikroorganizma ile doniisiimii tespit edilememistir.
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Tez kapsaminda toplamda on metabolit tanimlanmis olup dokuz tanesi bilinen
olmak {izere bir tanesi yeni bilesik (bisafuranol) olarak literatiire kazandirilmstir.

Papatya ugucu yagi ve bilesenlerinin DPPH* testi ile antioksidan aktivite
calismasinda, kamazulenin (ICso = 0,27 mg/mL) en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu goriilmiistiir. a-Bisabolol oksit A ve (E)-p-farnesenin de gorece yiiksek olan
radikal siipliriicti etki degerleri géz 6niinde bulunduruldugunda (sirasiyla ICsp = 1,50
mg/mL, 7,45 mg/mL) deneysel calismalarda kullandigimiz papatya ugucu yagin toplam
antioksidan aktivitesinden sorumlu bilesiklerin kamazulenle beraber, a-bisabolol oksit A
ve (E)-p-farnesen olabilecegi sdylenebilir.

Papatya ugucu yagmin A. niger NRRL 326 ile biyotransformasyonu sonucu
metabolit karisimlarini igeren ekstrenin (ICso = 0,45 mg/mL) papatya ugucu yagindan
(ICso = 2,20 mg/mL) yaklasik 5 kat daha yiiksek DPPH radikal siipiiriicii etkiye sahip
oldugu bulunmustur.

a-Bisabololden (ICsop = 43,88 mg/mL) mikroorganizmalar araciligiyla iiretilen
bisabolol oksitlerin ve onlarin tiirevlerinin bulundugu ekstrelerin antioksidan aktivitesi
substratindan ¢ok daha yiiksek (ICso = 2,47-1,45 mg/mL) antioksidan aktivite
gostermistir. Bulunan yiiksek antioksidan etkinligi, bisabololiin biyotransformasyon ile
DPPH radikal siipiiriicti etkisi daha yiiksek olan oksitlerine doniisiimii ile agiklanabilir.
o-Bisabololiin P. neocrassum ile biyotransformasyonu sonucu olusan ve bisafuranol
iceren ekstrenin (ICso = 2,11 mg/mL) DPPH* testinde a-bisabololden (ICso = 43,88
mg/mL) yaklasik 20 kat daha yiiksek radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu gozlenmistir.

Papatya ucucu yag1 ve bilesenlerinin antibakteriyel aktivitesi incelendiginde a-
bisabolol oksit A'min S. epidermidis ve P. acnes’e (sirasiyla MIK: 0,1 mg/mL ve 0,1
mg/mL) kars1 a-bisabololden (sirastyla MiK: 0,62 mg/mL ve 1,25 mg/mL) ve papatya
ucucu yagindan (sirastyla MIK: 2,5 mg/mL ve 5 mg/mL) nispeten daha etkili oldugu
sOylenebilir. Antikandidal aktivite ¢alismalarinda ise C. utilis patojenine kars1 a-bisabolol
oksit A (MIK: 0,1 mg/mL), papatya ugucu yag (MIK: 5 mg/mL) ve a-bisabolole (MIK:
5 mg/mL) oranla daha yiiksek etki gostermektedir.

Papatya ugucu yag1 ve mikrobiyal transformasyonu sonucu elde edilen ekstrelerin
antibakteriyel aktivitesinin arastirildigi ¢alismada, en ¢ok metabolit (11 adet) olusumunu
saglayan B. cinerea’ya ait ekstrenin (MIiK: 0,02-0,58 mg/mL) test edilen tiim patojenler
lizerindeki etkisi papatya ugucu yagindan (MIK: 2,5->5 mg/mL) daha yiiksek

bulunmustur. Ayrica B. cinera’ya ait metabolit karisimlar test edilen tim Candida
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tiirlerine kars1 (MIK: 0,58 mg/mL) papatya ugucu yagindan (MiK: 5- >5 mg/mL) daha
yiiksek antikandidal aktivite gostermistir. Ayrica papatya ugucu yaginin C. cassiicola ile
biyotransformasyonu sonucu ekstre edilen metabolit karisimlarinin Gram negatif bir
bakteri olan E. coli patojenine kars1 gosterdigi nispeten yiiksek etkisi (metabolit estresi
MIK: 0,02 mg/mL; papatya ugucu yagt MIK: >5 mg/mL; amoksisilin MiK: 0,008
mg/mL) kayda degerdir.

a-Bisabolol ve mikrobiyal transformasyonu sonucu elde edilen ekstrelerin
antibakteriyel aktivitesinin arastirildig: calismada C. cassiicola’ya ait ekstre (MIK: 0,04
mg/mL) P. acnes’e kars1, a-bisabololden (MIK: 1,25 mg/mL) daha etkili bulunmustur.
Bisafuranol igeren ekstrenin ise C. utilis iizerindeki (MIK: 0,3 mg/mL) antikandidal etkisi
harig; test edilen patojenler {izerinde, test edilen konsantrasyonlarinda antimikrobiyal
aktivitesi gdzlenmemistir (MIK > 0,3 mg/mL).

Papatya ugucu yagi ve bilesenlerinin antienflamatuvar aktivitesini belirlemek igin
yapilan 5-LOX, COX-1 inhibisyon sonuglarinda; bisabolol oksit A yoniinden zengin olan
papatya ugucu yaginin 5-LOX inhibisyon aktivitesi (%12,21), ayn1 konsantrasyondaki
bilesenlerinden daha diisiik ¢ikmistir. 5-LOX inhibisyon etkisi en yiiksek olan maddenin
a-bisabolol (%19,65) oldugu gozlenmistir. (E)-p-farnesen (%18,89) ve kamzulen
(%14,50) de 5-LOX inhibitoriidiir. Papatya ugucu yaginin ve a-bisabolol oksit A’ nin test
edilen konsantrasyonda COX-1 inhibisyon etkisi gozlenmezken, en yiiksek aktiviteyi
(E)-p-farnesen (%15,94) gostermistir. a-Bisabolol (%8,70) ise ayni konsantrasyondaki
kamazulen (%8,69) ile esit degerde COX-1 inhibisyon etkisi sergilemigtir. COX-1'in agr1,
ates, analjezi, noroenflamasyon ve o6zellikle kanser gibi hastaliklarin patofizyolojisine
dahil olmasi nedeniyle COX-1 secilimli inhibisyon etkisi gosteren dogal firlinlerin
arastirilmasi 6nem arz etmektedir.

a-Bisabololiin mikrobiyal transformasyonu ise 5-LOX inhibisyon etkisi daha
diisiik metabolitlerin olusumuna neden olmaktadir. a-bisabololiin 5-LOX inhibisyon
etkisinin % 19,65 oldugu konsantrasyonda, bisafuranol igeren ekstrenin etkisi neredeyse
yoktur (%0,21). Ayrica bu ekstrenin 50 pg/mL konsantrasyonda COX-1 inhibisyon etkisi
de gézlenmemistir.

Farnesen izomerleri karisimi ile gergeklestirilen biyotransformasyon ¢alismasinda
elde edilen ekstrelerin 5-LOX inhibisyon etkileri (%14,10-%23,70) substratindan
(%13,93) daha yiiksek ¢ikmustir.

118



a-Bisabololiin P. neocrassum ile biyotransformasyonu sonucu olusan bisabolol
oksit B’ye benzer yapida “bisafuranol” olarak adlandirdigimiz metabolitin ProTox-II web
sunucusu ile oral toksisite degerlendirmesi sonucu; %82,72 ortalama benzerlik ve %70,97
tahmini dogruluk ile LDso degeri 2130 mg/kg olarak, simf V’de degerlendirilmistir.
Toksisite tahmini sonucuna gore bisafuranoliin, oral toksisitesinin olmadig1 ve kismen

giivenli oldugu kabul edilebilir.
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EKLER

EK-1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Standart Maddelerin Kimyasal Ozellikleri
(-)-a-Bisabolol

>%95 (GC)

Sinonimleri: (-)-a-Bisabolol; (-)-6-Metil-2-(4-metil-3-siklohekzen-1-il)-5-hepten-2-ol;
Levomenol

Ampirik Formiilii: C1sH260
Molekiil Agirhg : 222,37

(-)-a-Bisabolol oksit A

>%95 (GC)

Sinonimleri: (3S,6S)-Tetrahidro-2,2,6-trimetil-6-[(1S)-4-metil-3-siklohekzen-1-il]-2H-
piran-3-ol

Ampirik Formiilii: C15H260>

Molekiil Agirhgr: 238,37

Kamazulen

>%92(GC) Sigma-Aldrich ve %95(GC) ABCR
Sinonimleri: 7-Etil-1,4-dimetilazulen
Ampirik Formiilii: C14H16

Molekiil Agirhg: 184,28

(E)-p-Farnesen

>%90 (GC)

Sinonimleri: trans-f-Farnesen, trans-7,11-dimetil-3-metilen-1,6,10-dodekatrien
Sterioizomerleri: cis-p-Farnesen, (Z,E)-s-Farnesen, (E,Z)-f-Farnesen

Ampirik Formiilii: C15H24

Molekiil Agirhgi: 204,35

Farnesen izomerleri karisim
Stabilize
Ampirik Formiilii: C15H24

Molekiil Agirhgr: 204,35



EK-2. (E)-f-Farnesenin GC/MS Spektrumu
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EK-3. a-Bisabolol oksit B’nin GC/MS Spektrumu
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EK-4. a-Bisabolon oksit A’nin GC/MS Spektrumu
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EK-5. Kamazulenin GC/MS Spektrumu
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EK-6. a-Bisabolol oksit A’nin GC/MS Spektrumu
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EK-7. a-Bisabololiin GC/MS Spektrumu
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EK-8 Papatya Ugucu Yagindaki Diger Bilesenler (Goger vd., 2018)

No  Ucucu bilesen Relatif % No  Ugucu bilesen Relatif %
1 y-Terpinen 0,1 11 a-Murolen 0,4
2 (E)-p-Osimen 0,3 12 Bisiklogermakren 1,2
3 Aremisia keton 0,3 13 (E-E)-a-Farnesen 0,9
4 S-Elemen 0,1 14 ¢-Kadinen 0,3
5 Artemisia alkol 0,1 15 y- Kadinen 0,2
6 S-Karyofillen 0,1 16 Dekanoik asit 0,5
7 Alloaromadendren 0,1 17 Pentakosan 1,0
8 y-Murolen 0,2

9 Leden 0,2

10 Germakren D 1,9

Relatif %: FID kromatogramlarindan ayrilmis bilesiklerin hesaplanan goreceli yiizde miktarlart



EK-9. Papatya Ugucu Yagmin FT-IR Spektrumu
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EK-10. a-Bisabololiin FT-IR Spektrumu
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EK-11. a-Bisabolol oksit A’nin FT-IR Spektrumu
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EK-12. Kamazulenin FT-IR Spektrumu
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EK-13. (E)-p-Farnesenin FT-IR Spektrumu
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EK-14. Farensen izomerlerinin FT-IR Spektrumu
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EK-15. Papatya Ucucu Yagi ve Biyotransformasyon Uriinlerinin ITK Profili
P

i
b8

P PF10 KF10 PF24 KF24 PB29 KB29

[Papatya u¢ucu yagi (P) ve onun A. niger NRRL 326 (PF10), F. culmorum (PF24), B.
velezensis (PB29) biyotransformasyon ekstreleri; KF10, KF24, KB29 kontrol gruplar,
¢oziicii sistemi: diklorometan; reaktif: vanilin-silfiirik asit]

E- "3 - - 1

-

JLLJML

P PF11 KF11 PF20 KF20 PF27 KF27 PF54 KF54

[Papatya ugucu yagi (P) ve onun A. niger ATCC 10549 (PF11), P. adametzii (PF20), S.
cerevisiae (PF27), B. cinerea (PF54) biyotransformasyon ekstreleri; KF11, KF20,
KF27, KF54 kontrol gruplari; ¢oziicii sistemi: diklorometan; reaktif: anisaldehit-siilfiirik
asit]



EK-15. (Devam) Papatya Ucucu Yagi ve Biyotransformasyon Uriinlerinin ITK Profili
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P PF12 KF12 PF15 KF15 PF39 KF39 PF75 KF75

-

[Papatya ugucu yagi (P) ve onun A. alliaceus (PF12), A. flavus (PF15), R. stolonifer
(PF39), F. solani (PF75) biyotransformasyon ekstreleri; KF12, KF15, KF39, KF75
kontrol gruplari; ¢oziicii sistemi: kloroform/toluen 75:25; reaktif: anisaldehit-siilfiirik

asit]
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| PF11 KF11 PF21 KF21 PF34 KF34 PF36 KF36 PF37 KF37 PF46 KF46 PF66 KF66 KF83 PF88 PF91 KF91 PF92 KF92 P I

[Papatya u¢ucu yagi (P) ve onun A. niger ATCC 10549 (PF11), P. chrysogenum (PF21),
T. elegans (PF34), M. ramannianus (PF36), T. harzianum (PF37), C. cassiicola (PF46),
P. multicolor (PF66), P. neocrassum (PF88), P. primulinum (PF91), P. valentinum
(PF92) biyotransformasyon ekstreleri; KF11, KF21, KF34, KF36, KF37, KF46, KF66,
KF88, KF91, KF92 kontrol gruplari; ¢oziicii sistemi. kloroform/toluen 90:10; reaktif:

anisaldehit-silfiirik asit]



EK-15. (Devam) Papatya Ugucu Ya@1 ve Biyotransformasyon Uriinlerinin iTK Profili

e
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P PFO KF9 PF74 KF74 l

[Papatya u¢ucu yagi (P) ve onun A. parasiticus (PF9) ve C. elegans (PF74)
biyotransformasyon ekstreleri; KF9, KF74 kontrol gruplari, ¢oziicii sistemi:

diklorometan; reaktif: anisaldehit-s:ilfiirik asit]



EK-16. Al Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-17. B1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-18. B2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-19. B3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-20. B4 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-21. B5 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-22. B6 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-23. B7 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-24. C1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-25. C2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-26. C3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-27. C4 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-28. D1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-29. D2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-30. D3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-31. D4 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-32. D5 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-33. D6 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abudance
Scan 12883 (69.141 nin): ZF2D14.D\data.ns (-12831) ()
143
25000
20000
15000 43
10000 125
71
5000 59 107
1%
\‘MSJT“ \M HHH ‘HH \“ ]\-’\Iﬁ\\\ \H\‘ “152 163 17

O‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\
0 600 70 8 9O 10 110 120 130 140 150 180 10 180

mz—>



EK-34. D7 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-35. D8 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 13708 (73.090 min): ZF2D14.D\data.ms (-13745) (-)
143

18000
17000
16000
15000
14000
13000
12000
11000
10000
43
9000
8000
7000
125
6000
5000 71
4000

3000 85 107
2000

134
1000

178 221

163
\

59
97
0 ‘HH“\J\H “\‘ I ‘\‘}“ “ ‘H“M‘\ \Mm ‘ ‘\‘ M\ | ‘M

116
I .- T M“M‘
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220



EK-36. D9 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
Abundance
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EK-37. D10 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-38. E1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-39. E2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-40. E3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-41. E4 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-42. E5 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-43. E6 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-44. F1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-45. F2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-46. F3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-47. G1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-48. H1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-49. 11 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-50. J1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-51. J2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-52. K1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-53. K2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-54. K3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-55. K4 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-56. K5 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-57. K6 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-58. K7 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-59. K8 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 12881 (69.108 min): ZF2H14.D\data.ms (-12959) (-)
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EK-60. K9 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-61. K10 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
Scan 13773 (73.403 min): ZF2H14.D\data.ms (-13885) (-)
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EK-62. K11 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
Scan 14050 (74.737 min): ZF2H14.D\data.ms (-14091) (-)
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EK-63. L1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 12283 (66.228 min): ZF3D30.D\data.ms
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EK-64. L2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 13393 (71.573 min): ZF3D30.D\data.ms (-13502) ()
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EK-65. M1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 9791 (54.229 min): ZHPC96 .D\data.nms
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EK-66. M2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
Abundance
Scan 10145 (55.933 nin): ZFPCY6 .D\ data.nms (-10191) ()
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EK-67. M3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
Scan 12122 (65.453 min): ZFPC96 .D\data.ms
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EK-68. N1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-69. N2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 13647 (72.796 min): ZFPB102T.D\data.ms
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EK-70. N3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-71. N4 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

5800

5600

5400

5200

5000

4800

4600

4400

4200

4000

3800

3600

3400

3200

3000

2800

2600

2400

2200

2000

1800

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

45

13
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EK-72. N5 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 14405 (76.446 min): ZFPB102T.D\ data.ms
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EK-73. N6 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-74. N7 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 16848 (88.210 min): ZFPB102T.D\data.ms
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EK-75. N8 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 16954 (88.721 min): ZFPB102T.D\data.ms
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EK-76. O1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 12019 (64.957 min): ZFPC102.D\data.ms
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EK-77. 02 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 13223 (70.755 min): ZFPC102.D\ data.ms
20000 143

18000
16000

14000

43
12000

10000

8000

125
6000 71

4000
59 85 107

2000

97 119 134

7 1
‘ | |

9 1 9
1N T =
| ‘ L \‘\“\‘H 1L 1

0 ‘\‘ \‘\\‘\ ‘\\‘\‘\ “\“ M‘\H\‘\‘H | |
LI o e B B B B B B B R B B

)
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170



EK-78. O3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 14143 (75.185 min): ZFPCL02.0\data.ms
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EK-79. P1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-80. R1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-81. S1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 8105 (46.110 min): ZFPC122.D\data.ms
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EK-82. S2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 8353 (47.304 min):ZFPC122.D\data.ms
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EK-83. S3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 8585 (48.421 min):ZFPC122.D\data.ms
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EK-84. S4 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-85. S5 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-86. S6 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 10178 (56.092 min): ZFPC122.D\data.ms
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EK-87. S7 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 13813 (73.596 min): ZFPC122.D\data.ms (-13888) (-)
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EK-88. a-Bisabolol ve Biyotransformasyon Uriinlerinin iTK Profili

-

[a-Bisabolol kontrol grubu (KB), a-Bisabolol standart (B) ve onun A. niger ATCC 10549
(BF11), P. chrysogenum (BF21), P. multicolor (BF66) biyotransformasyon ekstreleri;
KF11, KF21, KF66 kontrol gruplari; ¢oziicii sistemi: kloroform/toluen 75:25; reaktif:

anisaldehit-silfiirik asit]

B BF? KF9 BF10KF10 BF12KF12 BF15 KF15 BF29 KF29 BF27 KF27 BF39 BF54 KF54 BF74 BF75KF75

[o-Bisabolol (B) ve onun A. parasiticus (BF9), A. niger NRRL 326 (BF10), A. alliaceus
(BF12), A. flavus (BF15), B. velezensis (BF29), S. cerevisiae (BF27), R. stolonifer
(BF39), B. cinerea (BF54), C. elegans (BF74), F. solani (BF75) biyotransformasyon
ekstreleri; KF9, KF10, KF12, KF15, KF29, KF27, KF54, KF75 kontrol gruplari; ¢oziicii
sistemi: kloroform/toluen 75:25; reaktif: anisaldehit-szlfiirik asit]



EK-88. (Devam) a-Bisabolol ve Biyotransformasyon Uriinlerinin iTK Profili

. . -~ o =
// ‘\\ "/‘\\
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BF34 BF36 BF37 BF88

[a-Bisabolol (B) ve onun T. elegans (BF34), M. ramannianus (BF36), T. harzianum

(BF37), P. neocrassum (BF88) biyotransformasyon ekstrelerinin metabolitleri, ¢éziicii

sistemi: kloroform/toluen 75:25; reaktif: anisaldehit-silfiirik asit]



EK-89. a-Bisabolol ve Farnesen Izomerleri Karisimimin Biyotransformasyon Uriinlerinin

ITK Profili

-
v

am -
..- + B8 08 « 28 5 « B
F B KF88 BF88 FF88 KF24 BF24 FF24 KF92 BF92 FF02 KF34 BF34 FF34

Farnesen izomerleri karisimi (F), o-Bisabolol (B) ve onlarin P. neocrassum (BF88,
FF88), F. culmorum (BF24, FF24), P. valentinum (BF92, FF92), T. elegans (BF34,
FF34) biyotransformasyon ekstreleri; KF88, KF24, KF92, KF34 kontrol gruplari;
¢oziicii sistemi: kloroform/toluen 75:25; reaktif: anisaldehit-siilfiirik asit]

F B KF88 BF88 FF88 KF24 BF24 FF24 KF92 BF92 FF92 KF34 BF34 FF34

Farnesen izomerleri karisumi (F), a-Bisabolol (B) ve onlarin P. neocrassum (BF88,
FF88), F. culmorum (BF24, FF24), P. valentinum (BF92, FF92), T. elegans (BF34,
FF34) biyotransformasyon ekstreleri; KF88, KF24, KF92, KF34 kontrol gruplari,
¢oziicti sistemi: kloroform/toluen 75:25; reaktif: anisaldehit-siilfiirik asit sonrasi 366

nm’de]



EK-89. (Devam) a-Bisabolol ve Farnesen Izomerleri Karigiminin Biyotransformasyon
Uriinlerinin ITK Profili

F B KEFI13EF15FF15KF1) BF20 FF20 KF34 EF34 FF34 EF36 EB36 FF36 KF37 BB37 FF37 KF46 BF46 FF46 KF74 BFT4 FF74
Farnesen izomerleri karigimi (F), a-Bisabolol (B) ve onlarin A. flavus (BF15, FF15), P.
adametzii (BF20, FF20), T. elegans (BF34, FF34), M. ramannianus (BF36, FF36), T.
harzianum (BB37, FF37), C. cassiicola (BB46, FF46), C. elegans (BF74, FF74)
biyotransformasyon ekstreleri; KF15, KF20, KF34, KF36, KF37, KF46, KF74 kontrol

gruplary; ¢oziicii sistemi: kloroform/toluen 75:25; reaktif: anisaldehit-siilfiirik asit]

—~

. -~ < ~ - M ™
F B KFI5BFIiFFI13 KF20 EF20 FF20 EF34 EF34 FF34 KF36 EB16 FF36 KF37 BE37 FF37 EF46 EF46 FF46 KF14 BF74 FF74

[Farnesen izomerleri karisimi (F), a-Bisabolol (B) ve onlarin A. flavus (BF15, FF15),
P. adametzii (BF20, FF20), T. elegans (BF34, FF34), M. ramannianus (BF36, FF36),
T. harzianum (BB37, FF37), C. cassiicola (BB46, FF46), C. elegans (BF74, FF74)
biyotransformasyon ekstreleri; KF15, KF20, KF34, KF36, KF37, KF46, KF74 kontrol
gruplari; ¢oziicii sistemi: kloroform/toluen 75:25; reaktif: anisaldehit-silfiirik asit

sonrast 366 nm’de]



EK-89. (Devam) a-Bisabolol ve Farnesen izomerleri Karisiminin Biyotransformasyon

Uriinlerinin ITK Profili

F FB29 KB29 KF74 FF/4 FF75 KF75

[Farnesen izomerleri karisumi (F) ve onun B. velezensis (FB29), C. elegans (FF74), F.
solani (FF75) biyotransformasyon ekstreleri; KB29, KF74, KF75 kontrol gruplari;

¢oziicii sistemi: kloroform/toluen 75:25; reaktif: anisaldehit-siilfiirik asit]



EK-90. Farnesen izomerleri Karisimi ve Biyotransformasyon Uriinlerinin iTK Profili

1
!I. 0.

AN s .S aa

KF F FF11 KF11FF21KF15 FF66 KF66

[Farnesen izomerleri karisimi kontrol grubu (KF), Farnesen izomerleri kariginmi standart
(F) ve onun A. niger ATCC 10549 (FF11), P. chrysogenum (FF21), P. multicolor (FF66)
biyotransformasyon ekstreleri; KF11, KF21, KF66 kontrol gruplari,; ¢oziicii sistemi:

kloroform/toluen 75:25; reaktif: anisaldehit-s:ilfiirik asit]

W ISNSFFEEERE RN

F FF9 KF9 KF10FF10FF12 KF12 FF15 KF15 FF27 KF27 FF39 KF39 FF54 KF54 KF74 FF74 FF75 KF75

[Farnesen izomerleri karisumi (F) ve onun A. parasiticus (FF9), A. niger NRRL 326
(FF10), A. alliaceus (FF12), A. flavus (FF15), S. cerevisiae (FF27), R. stolonifer
(FF39), B. cinerea (FF54), C. elegans (FF74), F. solani (BF75) biyotransformasyon
ekstreleri; KF10, KF12, KF15, KF27, KF39, KF54, KF74, KF75 kontrol gruplari,

¢oziicii sistemi: kloroform/toluen 75:25; reaktif: anisaldehit-siilfiirik asit]



EK-91. BA1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-92. BA2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-93. BA3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan9988 (55.177 min):ZFBD48.D\data.ms (-10058) ()
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EK-94. BB3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 9619 (53.400 min): ZFBA96 .D\data.ms
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EK-95. BB4 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 14071 (74.838 min): ZFBA96 .D\data.ms (-14320) (-)
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EK-96. BC1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 12362 (66.609 min): ZFBBI96 .D\data.ms (-12499) (-)
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EK-97. BC2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 14986 (79.244 min): ZFBBI6 .D\data.ms
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EK-98. BD1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-99. BF2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-100. BF3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 9580 (53.213 min): ZFBA102.D\data.ms
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EK-101. BF4 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
Abundance

Scan 112065 (61.038 min): ZFBAL02. D\ deta.ns
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EK-102. BF5 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 11798 (63.893 min): ZFBAL102.D\ data.ms
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EK-103. BG1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 10202 (56.208 min): ZFBB102.D\data.ms
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EK-104. BG2 metabolitinin MS spektrumu

Abundance

Scan 12058 (65.145 min). ZFBB102.D\data.ms
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EK-105. BG3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan L4130 (75022 min): ZFBBLO2.D\datams
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EK-106. BH2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 13573 (72.440 min). ZFBC102.D\data.ms
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EK-107. BI1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abudance
Scan 8263 (46.871. min). ZFBAI22 D\data.ns
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EK-108. BI2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-109. BI3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 8585 (48.421 min): ZFBA122.D\data.ms
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EK-110. BI5 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 11004 (60.070 min): ZFBA122.D\data.ms
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EK-111. BI6 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 11520 (62.554 min): ZFBA122.D\data.ms
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EK-112. BI7 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-113. BI8 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-114. BE1 Metabolitinin GC/MS Verileri
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EK-115. a-Bisabolol oksitler ve Biyotransformasyon Uriinlerinin ITK Profili

I P @ -
_l__(a_.__'_l_ivhﬂ-b ._«)Q-.__’;:.‘\-.z-

Bx0 BxF3 ¥F3 BxF10 KF10 BxF12 KF12 BaF1SKF1S BxF27 KF27 BxF39 KF33 BaF54 KFS4 BxF74 KF74 BxF75 KKFTS

[Izole edilen bisabolol oksitler (BxO) ve onun A. parasiticus (BxF9), A. niger NRRL 326
(BxF10), A. alliaceus (BxF12), A. flavus (BxF15), S. cerevisiae (BxF27), R. stolonifer
(BxF39), B. cinerea (BxF54), C. elegans (BxF74), F. solani (BxF75)
biyotransformasyon ekstreleri; KF9, KF10, KF12, KF15, KF27, KF39, KF54, KF74,

KF75 kontrol gruplari; ¢oziicii sistemi: kloroform/toluen 75:25; reaktif: vanilin-siilfiirik
asit]

o 8 od -

s oBeBePi .00t as 0388
Bx0 BxF11 KF11 BxF20 KF20 BxF21 KF21 BxF24 K24 BxF34 KF34 BxF36 KF36 BxF37 KF37 BxFd6 KF46 BxF66 KF66 BxFSS KFSS BxFO1 KF91 BxF92 KF9)
[Izole edilen bisabolol oksitler (BxO) ve onun A. niger ATCC 10549 (BxF11),
P.adametzii (BxF20), P. chrysogenum (BxF21), F. culmorum (BxF24), T. elegans
(BxF34), M. ramannianus (BxF36), T. harzianum (BxF37), C. cassiicola (BxF46), P.
multicolor (BxF66), P. neocrassum (BxF88), P. primulinum (BxF91), P. valentinum
(BxF92) biyotransformasyon ekstreleri; KF11, KF20, KF21, KF24, KF34, KF36, KF37,

KF46, KF66, KF88, KF91 kontrol gruplar,; ¢oziicii sistemi: kloroform/toluen 75:25;
reaktif: anisaldehit-siilfiirik asit]



EK-116. BoAl Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-117. BoA2 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 8355 (47.314 min): ZFBO122.D\data.ms
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EK-118. BoA3 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 9721 (53.891 min):ZFBO122.D\data.ms
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EK-119. BoA4 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 10180 (56.102 min): ZFBO122.D\data.ms
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EK-120. BoA5 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 11739 (63.609 min): ZFBO122.D\data.ms
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EK-121. BoA6 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-122. BoA7 Metabolitinin GC/MS Spektrumu
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EK-123. BoA8 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 13811 (73.586 min): ZFBO122.D\data.ms
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EK-124. FB1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance
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EK-125. FD1 Metabolitinin GC/MS Spektrumu

Abundance

Scan 8646 (48.715 min): ZFFD122.D\data.ms (-8676) (-)
132

9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000

157 175

2000 88 119
59 105

219
1000

145
‘ “ 201 241 284
|

o

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

m/z-->



EK-126. Yayinlanan SCI veya SCI-Expanded Makalesi
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Microbial Transformation of (—)-a-Bisabolol Towards
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Abstract: Bisabolol 15 one of the bioactive constituents of chamomile. It was aimed to biotransform (—j-a-
bisabolol by different fungi for the production of new bioactive metabolites, which was converted to a-bisabolol
oxide A and B by Thamnidium elegans. Additionally, the biotransformation by Penicillium neocrassum yielded
a new metabolite, which was characterized as 2-{5-methyl-5-(6-methyl-7-oxabicyclo[4.1.0]heptan-3-
yljtetrahydrofuran-2-yl)propan-2-o0l = bisafuranol. The substrate and its metabolite mixtures were tested using
antioxidant DPPH" scavenging assay. Antimicrobial activity was evaluated by an in vitra microdilution assay
against a panel of human pathogenic bacteria and yeasts resulting in the lowest MIC and MFC values of 150
pg/mL. (~)-a-Bisabolol was effective against Propionibacterium acnes and Staphylococcus epidermidis (75,
37.5 pg/mL, respectively). The antioxidant activity of the metabolites was found to be more effective in
scavenging free radicals.

Kevwords: Matricaria recutita L.; microbial transformation; bisabolol; antimicrobial activity; antioxidant
activity; Penicillium neocrassum. © 2021 ACG Publications. All rights reserved.

1. Introduction

Terpenes constitute one of the largest chemical classes of secondary metabolites. Terpenes and
terpenoids with low molecular weights such as mono- and sesquiterpenes are also characteristic
volatile constituents of essential oils [1]. Terpenes withdraw attention due to their broad biological
activities in many sectors [2]. Biotechnological applications such as biotransformations of terpenes
and terpenoids have an important impact for food, chemicals and pharmaceuticals [3-5].
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