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BiYOLOJIK ETKIiLERI

Melda DUSAK

Anadolu Universitesi
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fleri Teknolojiler Anabilim Dah Biyoteknoloji Bilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI
II. Damisman: Yard. Dog. Dr. Gokalp ISCAN
2012, 72 sayfa

Bu ¢alismada gida ve koku sanayilerinde farkli sekillerde kullanimi olan
dogal p-mentan tiirevi tetrahidrokarvonun (karvomenton, C;oH;s0) 20 farkh
bakteri, maya ve fungus kullanilarak mikrobiyal biyotransformasyonu
aragtirilmigtir. Biyotransformasyon  reaksiyonlari sonucunda  olusan
tetrahidrokarvonun hidroksillenmis alt1 tiirevinin yapist gaz kromatografisi-kiitle
spektroskopisi (GK/KS) ile aydinlatilmistir.

Tetrahidrokarvonun  Bacillus  velezensis  NRRL  B-14580 ile
biyotransformasyonuyla meydana gelen ii¢ metabolit (p-mentan-1,2-diol ve p-
mentan-2-ol’tin iki enantiyomeri) kolon kromatografisiyle saflastirilmistir.
Metabolitlerin ve substratin in vitro antibakteriyal, antikandidal, antioksidan
ozellikleri ve pankreatik lipaz enzim inhibisyonu ilk defa incelenmistir.
Tanimlanan metabolitlerden (/R,2R,5R)-p-mentan-2-ol’lin Candida glabrata’ya
kars1 antikandidal aktiviteye sahip oldugu, (/R-2R)-p-mentan-2-ol’iin ise
pankreatik lipaz inhibisyonunun standart madde ve substrata gore daha etkin
oldugu rapor edilmistir.

Anahtar kelimeler: Tetrahidrokarvon, p-mentan-2-ol, p-mentan-1,2-diol
mikrobiyal biyotransformasyon, biyootografi, pankreatik
lipaz inhibisyonu, antikandidal aktivite, antibakteriyal
aktivite
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In this present study, the monoterpene tetrahydrocarvone (carvomenthone,
CioH;50) used as flavoring agent, was subjected to microbial biotransformation
experiments, to the best of our knowledge for the first time, by using 20 different
bacteria, yeast, and fungi, respectively. Six mono- and dihydroxylated derivatives
of tetrahidrocarvone were identified by gas chromatography-mass spectroscopy
(GC/MS) after the biotransformation studies. Scale up experiments using Bacillus
velezensis NRRL B-14580 resulted in the isolation and characterization of three
metabolites p-menthane-1,2-diol and p-menthane-2-ol’s two enantiomers.
Furthermore, the purified metabolites were subjected to in vitro antibacterial,
anticandidal, anti-oxidant evaluations and bioauthographic pancreatic lipase
inhibition assays. The bioassay results indicated that (/R,2R,5R)-p-menthane-2-o0l
was effective for the inhibitors of anticandidal activity against C.glabrata.
Additionally, pancreatic lipase activity was inhibited more stronger by /R-2R-p-
menthane-2-ol than other metabolites, tetrahydrocarvone and standard orlistat.

Keywords: Tetrahydrocarvone, p-menthane-2-ol, p-menhtane-1,2-diol, microbial
biotransformation, pancreatic lipase inhibition, anticandidal activity
antibacterial activity
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1. GIRIS VE AMAC

Gegmiste karmasik yapili bilesiklerden basit bilesiklere kadar aroma
maddeleri bitkisel kaynaklarindan ekstrakte edilmis veya fermentasyon yoluyla
tretilmistir. 19. ylizyillda cesitli meyve aromalari ve renk maddeleri sentetik
aroma maddeleri olarak tiiketime sunulmustur. Aroma maddelerinin esasin1 teskil
eden bilesiklerin yapilarinin ortaya konmasindan sonra sentetik aroma bilesenleri
iretilebilir hale gelmistir (Armstrong ve Yamazaki, 1986). Bu gelismeler
paralelinde gectigimiz yirmi yilda aroma maddelerinin % 80’inden fazlasini
olusturan sentetik kokenli kimyasallardan sentezlenen yapay aroma maddeleri
piyasadaki dstlinliiglinii siirdiirmiistir (Yimaztekin ve ark., 2008). Son
zamanlarda ise tiim diinyada saglikli yasam kavrami ve tabiata geri donme istegi
dogrultusunda dogal iiriinlere gosterilen talep artmistir (Armstrong ve Yamazaki,
1986). Kimyasal iiriinlerin insan sagligint ve g¢evreyi tehdit etmesi, uluslararasi
mevzuatlarda kimyasal yollarla elde edilen iiriinlere getirilen kisitlar nedeniyle
tilketiciler sentetik esdegerlerine gore, daha sagliklt ve giivenilir oldugundan
dogal aroma bilesiklerini tercih etmektedir (Armstrong ve Yamazaki, 1986;
Berger, 1995; Yilmaztekin ve ark., 2008; Attokaran, 2011). Bu durum, dogal
aroma maddelerinin bitkisel ve hayvansal kaynaklardan ekstraksiyon yoluyla
tretimini gerekli kilmistir (Armstrong ve Yamazaki, 1986). Ancak bitkiler ve
ucucu yaglar,, meyve ve sebze ekstraktlari, hayvansal orijinli triinler gibi
biyolojik materyallerden temin edilebilen aroma bilesenleri, dogal kaynaklarinda
cok diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Yilmaztekin ve ark., 2008).
Dolayisiyla ekstraksiyon ve saflastirma asamalariyla artan iirlin maliyeti {ireticinin
yerel ve kiiresel pazarda rekabetini zorlastirmaktadir (Armstrong ve Yamazaki,
1986; Berger, 1995; Yilmaztekin ve ark., 2008; Attokaran, 2011). Ayrica aroma
bilesenlerinin hammade kalitesine 6nemli Ol¢iide etki eden iklim ve mevsim
degisimleri, geleneksel ektraksiyon teknolojisine dayali aroma bilesenleri
sanayiinin standart verim ve kalitede aroma ajani iiretimini smirlandiran en
onemli faktorlerden biridir (Armstrong ve Yamazaki, 1986; Berger, 1995;
Attokaran, 2011). 1958’de yayimlanan Amerika Federal Diizenlemeler kodu,
1988’de yayimlanan Avrupa’daki ilgili yonetmelikler (CFR 101.22.a.3) ve Tiirk
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Gida Kodeksi Aroma Vericiler ve Aroma Verme Ozelligi Tasiyan Gida
Bilesenleri Yonetmeligi’ne gore dogal aroma maddeleri tanimlanmig, bu
bilesimlerin enzimatik ve fermantatif veya mikrobiyolojik siireglerle kisacasi
biyoteknolojik yollarla eldesi yasallasmistir (Cizelge 1.1) (Cheetam, 1997; Longo
ve Sanroman, 2006; Yilmaztekin ve ark., 2008 ).

Cizelge 1. 1. Dogal aroma maddelerinin yasal tanimlar1 (Y1ilmaztekin ve ark., 2008)

DOGAL AROMA MADDELERININ YASAL TANIMLARI

Ugucu vyaglar, yaghi regineler, esanslar, protein
hidrolizatlari, baharat, meyve suyu, sebze veya sebze
suyu, yenilebilir maya (ekmek ve bira mayasi), bitki
tomurcuk, kabuk, kok ve yapraklari, et, deniz iiriinleri,
kiimes hayvanlari, yumurta ve siit {riinlerinin
kizartilmasi,  isitilmast  ve  engzimle  muamele
edilmesinden sonra elde edilen destilatlar1 veya esas
islevi aroma vermek olan fermentasyon iiriinleri

Bitkisel veya hayvansal kaynaklardan uygun fiziksel,

Amerika Birlesik
Devletleri federal
diizenlemeler kodu

Tirk ("}1da Ko.df.!kSI enzimatik veya mikrobiyolojik yollarla elde edilen
Yonetmeligi ..
aroma verici madde veya madde karisimlari
Geleneksel gida hazirlama iglemlerinden biri veya birden
fazlasi ile insan tiiketimi igin islendikten sonra; bitkisel,
Avrupa Birligi hayvansal ve mikrobiyal orijinli materyalden uygun
diizenlemeleri fiziksel, enzimatik veya mikrobiyolojik islemlerle elde

edilen dogada tamimlanmig ve dogal olarak bulunan
aroma verici maddeler

Bu baglamda biyoteknolojik uygulamalarla, kimyasal yollarla istenildigi
gibi {iretilemeyen yada dogal kaynaklardan izolasyonu ekonomik kisitlar
nedeniyle miimkiin olmayan ilag, aroma ve gida katki hammaddelerinin kolaylikla
sentezlenebilmesi ve iiretilebilmesi sdzkonusu olmustur (Yilmaztekin ve ark.,
2008). Biyoteknolojik yollarla aroma maddesi iiretiminde mikroorganizmalar,
enzimler ve bitki hiicre ve doku kiiltiirleri kullanilmaktadir (Yilmaztekin ve ark.,
2008). Mikroorganizmalarin kullanildigi tiretim tekniklerinde temel olarak iki
yontemden yararlanilmaktadir. Bunlar; ortamda bulunan seker, alkol ve amino asit
gibi basit besinlerden baslayarak fermentasyonla aroma maddelerinin iiretimi (de
novo sentezi) ve ortama ilave edilen On bilesiklerin  (substrat)
biyotransformasyonuyla aroma maddelerinin iiretimidir. Fermentasyonda karbon
ve azot kaynaklarina ihtiya¢ duyulurken, mikrobiyal biyoddniisiimde uygun bir
substrat yeterli olmaktadir (Yilmaztekin ve ark., 2008). Bu yolla mikrobiyal



@ ANADOLU UNIVERSITESI

hiicreler veya enzimler kullanilarak, pirazinler, biitirik asit, diasetil, asetaldehit
gibi aroma bilesenlerinin  {iretimi mimkiin  olmaktadir.  Mikrobiyal
transformasyonlarda aktif anahtar molekiiliin ¢ok asamali ve karmasik
dontistimleri kolaylikla ve “tek adimda” gerceklesirken, fermantatif siireclerle
dahi elde edilemeyecek kadar c¢ok sayida ucucu dogal aroma bileseni,
stereokimyasal/enantiomerik  saflikta dogal aroma maddeleri meydana
gelmektedir (Armstrong ve Yamazaki, 1986; Berger, 1995; Liese ve Filho, 1999;
Longo ve Sanroman,2006; Kurt, 2011). Boylelikle farkli fonksiyonel yapilarin
katildign ya da varolan fonksiyonel yapilarin degisime ugradigi
biyotransformasyon reaksiyonlariyla substrata gore biyoaktivitesi yiiksek dogal
aroma ajanlar1 da meydana gelebilmektedir (Berger, 1995; Margetts, 2005; Longo
ve Sanroman, 2006).

Ucucu yaglarin temel bilesenlerinden terpenler ve tiirevleri de biyokatalik
islemlerle birbirine doniistiiriilebilen ya da farkli aroma maddeleri iiretiminde
kullanim potansiyeli yiiksek, ekonomik Oneme sahip dogal maddelerdendir.
Dogada sikca rastlanabilen kolay ulasilabilir, ucuz bu dogal bilesenler aym
zamanda onemli biyoaktif etkileri saglayan fonksiyonel gruplara da sahiptir. Bu
nedenlerle terpenler, biyotransformasyon reaksiyonlari i¢in vazgecilmez subtrat
maddeleridir ve limonen, timol, karvon, karvakrol gibi terpenlerin
biyotransformasyonlarinin arastirildigi ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Armstrong
ve Yamazaki, 1986; Berger, 1995; Margetts, 2005; Longo ve Sanroman, 2006)

Bu bilgilerden hareketle tez caligmasi kapsaminda keto grubuna sahip p-
mentan tiirevi monoterpen tetrahidrokarvonun (Sekil 1.1) Anadolu Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dal1 koleksiyonundan secilen 20 adet
mikroorganizma ile mikrobiyal biyotransformasyonuyla meydana gelen
metabolitlerin yapilarinin  aydinlatilmasi, i1zolasyonu ve biyolojik aktivite
testlerinin yapilmasi amaglanmaistir.

Substrat molekiiliimiiz tetrahidrokarvon, dogada baslica iki nane tiiriinde
(Mentha spicata ve M. arvensis), greyfurt (Citrus paradisi) kabugu yaginda,
tropik yildiz meyvesinde (Averrhoa carambola), solucan otunda (7Tanacetum
vulgare), sardunya bitkisi (Pelargonium hybrida ) ugucu yaginda bulunmaktadir.

Sinek ve bocek kovucu olarak kullanilan tetrahidrokarvonun, glutatyon-S-
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transferaz aktivitesini indiikleyen etkiye de sahip oldugu rapor edilmistir (Smith

ve ark., 1963, Sidhu ve Swaleh, 1965; Zheng ve ark., 1992; Burdock, 2010).

o HsC CHs 49

Sekil 1. 1. Subtrat molekiilii olarak segilen tetrahidrokarvon

Sekil 1. 2. Tetrahidrokarvonun bitkisel kaynaklari; tropik yildiz meyvesi (Averrhoa carambola),
(b) solucan otu (Tanacetum vulgare) (Anonim, 2010; Anonim, 2012a, Anonim, 2012b)

Nanemsi tat ve aromaya sahip tetrahidrokarvon puding, yumusak
sekerlemeler, alkollii ve alkolsiiz igecekler, sakizlarda aroma ajani1 olarak
kullanilmaktadir (Burdock, 2010).

Ilk asamada, tetrahidrokarvon fungus, bakteri ve mayalardan olusan 20
adet mikroorganizmanin her biri ile ayr1 ayn etkilestirilerek on tarama deneyleri
gerceklestirilmistir. Bu amacla 10 giin boyunca 28-37 °C ve 200 rpm sartlarinda
calkalayicili inkiibatdrde biyotransformasyon reaksiyonlart gerceklestirilmistir.
Inkiibasyonun 1., 3., 5. ve 7. giinlerinde ornekleme yapilarak olusan
metabolitlerin varligi ITK (ince tabaka kramatografisi) ile gdzlenmis, ve GK/KS

(gaz kromatografisi- kiitle spektroskopisi) sistemi ile yapis1 aydinlatilmistir.
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Ikinci asamada, tetrahidrokarvonun mikrobiyal transformasyonunda diger
mikroorganizmalara gore daha verimli oldugu saptanan Bacillus velezensis NRRL
B-14580 ile preparatif 6lgekli biyotransformasyon gerceklestirilmis ve metabolit
biyolojik aktivite ¢alismalar1 i¢in kolon kromatografisiyle saflastirilmistir.
Saflagtirilan metabolitlerin ve substratin in vitro yontemlerle antimikrobiyal,
antioksidan (DPPH ve ABTS radikal siipiiriicii) etki, pankreatik lipaz enzim
inhibisyonu biyolojik aktivite testleri yapilmistir. UV-spektrofotometrik
mikrodiliisyon ve biyootografi yontemleri kullanilarak substrat ve metabolit,

standart maddeler ile karsilagtirilmistir.
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2. LITERATUR BIiLGiSi

2.1 Terpenler

Terpenler, basta ilag sanayi olmak iizere kimya, gida, kozmetik, zirai
miicadele alanlarinda kullanilan ve ekonomik fayda saglayan dogal
bilesenlerdendir (Rowe, 2005; Springob ve Kutchan, 2009; Silvestre ve Gandini,
2008, Carvalho ve Fonseca, 2006a). Dogada bulunan 40. 000°den fazla yapisiyla
terpen ve terpen tiirevi bilesenler en 0nemli ve kalabalik sekonder metabolit
gruplarindandir (Croteau ve ark., 2000; Sell, 2003; Zwenger ve Basu, 2008;
Springob ve Kutchan, 2009; Osorio ve ark, 2010).

Ugucu vyaglarin ana bilesenlerini olusturan terpenlerin mantarlarda,
denizde yasayan mikroorganizmalarda ve boceklerde -6rnegin Papilionidae cinsi
kelebekler- bulundugu rapor edilmistir (Demyttenaere ve ark., 2001; Silvestre ve
Gandini, 2008).

Ik once bitki metabolizmasinin atik bilesenleri oldugu ifade edilen
terpenlerin aslinda anabolik reaksiyonlar i¢in ara uriin oldugu daha sonra
belirlenmistir.  Giberellik asit gibi terpenlerin  biliylime diizenleyicileri
(fitohormonlar) olarak gorev yaptigi ortaya ¢ikmig, memelilerde bulunan
terpenlerin hiicre membranlarinin ve enzimatik reaksiyonlarin diizenlenmesinden,
metabolik yollarin stabilizasyonundan sorumlu oldugu belirtilmistir (Sell, 2003;
Kroschwitz, 2007; Carvalho ve Fonseca, 2006a; Silvestre ve Gandini, 2008).

Terpenler, yapisal olarak isoprenil difosfat (IPP) ve dimetilallildifosfat
(DMAPP) mevalonat yolaginda agiga ¢ikan izopren (CsHg; 2- metil-1,4,butadien )
birimlerinin  ‘bas-kuyruk’ seklinde baglanmasiyla meydana gelen dogal
hidrokarbonlardir (Fessenden ve Fessenden, 2001; Demyttenaere, 2001; Silvestre
ve Gandini, 2008, Krings ve Berger, 1998). Tek izopren birimi (5 karbon)
hemiterpen yapisini, iki izopren birimi (10 karbon) monoterpenleri; {i¢ izopren
birimi (15 karbon), seskiterpenleri; dort izopren birimi (20 karbon) diterpenleri ve
sekiz izopren birimi (40 karbon) tetraterpenleri olusturur (Sekil 2.1) (Demirci,
2000; Fessenden ve Fessenden, 2001; Demyttenaere, 2001; Sell, 2003; Baser ve
Demirci, 2007).
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Sekil 2. 1. izopirenlerin ‘bas-kuyruk’ esasina gore baglanmasi ve terpenlerin izopren

birim sayilarina gore siniflandirilmasi (Breitmaier, 2006)

Terpenler, bitkilerin sitosollerinde asetil mevalonik asit (MVA) yolaginda
koenzim-A(asetil Co-A)’ dan, plastidlerinde ise deoksiksilozfosfat (DXP)
yolaginda piriivat ve gliseraldehit-3-fosfattan bagslayarak meydana gelir.
Hemiterpenler, tetraterpenler ve tetraterpenler DXP yolagindan, triterpenler,
steroidler ve bazi seskiterpenler MVA yolagindan tiirevlenir. Her iki metabolik
yolda da agiga ¢ikan ve bas-kuyruk esasina uygun birlesen izopren {initeleri ¢esitli
biyokimyasal reaksiyonlarla terpenleri olusturmus ve onlara yeni islevsel gruplar
kazandirmiglardir. Bu nedenle, ilag, parflimeri, aroma ve gida katki maddeleri
olarak kullanilan basit molekiil yapil1 terpenlerin ¢ogu antikanser, antimikrobiyal,
antigermisidal vb. gibi biyolojik aktivitelere sahiptir. Bununla birlikte koku ve tat
aktivitesi yiiksek, diisiikk polariteye sahip terpenlerin farkli formlarmin sahip
oldugu degisik tat ve koku o6zellikleri bu bilesenlerin ekonomik 6nemini giderek
artirmistir (Krings ve Berger, 1998; Fessenden ve Fessenden, 2001; Baser ve
Demirci, 2007; Springob ve Kutchan, 2009; Silvestre ve Gandini, 2008; Osorio ve
ark, 2010). Limonen, karvon gibi terpenler ve oksijenlenmis tiirevleri daha ¢ok
koku ve tat bileseni olarak dis macunu, sabun, sampuan gibi gida, kozmetik ve

ilag sanayi iriinlerinin formiilasyonlarma ilave edilmekte, bunun yani sira
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antikanser  diyetlerinde  ‘fonksiyonel = gida  bilesenleri’  olarak  da
kullanilabilmektedir (Sell, 2003; Humphrey ve Beale; 2006; Carvalho ve Fonseca,
2006b; Osorio ve ark, 2010; Adams ve ark., 2011).

Tez c¢alismasinda substrat molekiilii olarak kullanilan karvon tiirevi
tetrahidrokarvon, p-mentan grubu monoterpenlerden oldugundan, monoterpenler

ve bazi dnemli p-mentan grubu monoterpenler hakkinda 6z bilgilere deginilmistir.

2.2. Monoterpenler, Biyolojik Aktiviteleri ve Aroma Ozellikleri

Monoterpenler, lipofilik, ucucu  karakterli, polimerlesme ve
otooksidasyona yatkin, pek ¢ok bitkinin kendine has aromasini kazandiran basit
yapili terpenlerdendir (Fessenden ve Fessenden, 2001; Carvalho ve Fonseca,
2006a; Mahmoud ve Croteau, 2002; Silvestre ve Gandini, 2008; Breitmaier, 2006;
Springob ve Kutchan, 2009). Cogunlukla yiiksek yapilt bitkiler, ugucu yag ve
oleorezinlerden, az miktarda da alg, fungus ve mayalardan elde edilen otuz farkli
karbon iskelet yapisin1 iceren yaklasik 22.000 monoterpen literatiide
tanimlanmistir (Swiegers ve ark., 2008; Carvalho and Fonseca, 2006a; Springob
ve Kutchan, 2009; Sell, 2003 ).

Dogal kaynaklarindan buhar veya su distilasyonu ve solvent
ekstraksiyonuyla ugucu yaglarla karisik halde elde edilen monoterpenler, negatif
basingta fraksiyonel distilasyon ya da bir kristalin tiirevininin rejenasyonuyla
(deterpenizasyonla) ugucu yaglardan ayrilmaktadir (Sell, 2003).

Monoterpenler, yapisal Ozelliklerine gore dogrusal, halkali ve diger
yapilara sahip olmak iizere 4 gruba ayrilir. Dogrusal, halkali (tek halkali
(monosiklik), ¢ift halkali (bisiklik), li¢ halkali (trisiklik) ve diger yapilara sahip
monoterpenlere ornekler Cizelge 2.1° de verilmistir (Zwenger ve Basu, 2008;
Fessenden ve Fessenden, 2001; Krings ve Berger, 1998; Breitmeier, 2006). Bunun
yaninda istisnai bir durum olarak izopren lnitelerinin “bas-kuyruk” esasina gore
baglanmadig1 diizensiz monoterpenler de mevcut olabilecegi gibi sitronellol,
geraniol ve mentol gibi alkol; sitral ve sinnamaldehit gibi aldehit; menton, karvon

gibi keton; timol, Gjenol gibi fenol; sineol gibi oksit ve ester yapilarinda
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monoterpenler de dogada bulunmaktadir (Breitmaier, 2006; Carvalho ve Fonseca,

2006a, Mahmoud ve Croteau, 2002; Silvestre ve Gandini, 2008; Attokaran, 2011).

Cizelge 2. 1. Yapilarina gére monoterpenlerin siniflandirilmasi (Anonim, 2012a; Breitmaer, 2006)

DOGRUSAL HALKALI DIGER
% Monosiklik Bisiklik Trisiklik
E _ p-simen
g | Sitranellol Karvon o-Karen
& ) Karvakrol
E Geraniol Menton Pinen o .
) . Trisiklen Timol
7 | f-Mirsen Mentol Kafur .
= . a-lyonon
> | Linalol Karvomenton | Borneol o

Piretrin

Daha Onceleri monoterpenlerin bitkilerde atik bilesen ya da yedek karbon
kaynag1 olarak sentezlendikleri diisiiniilmiistiir. Ancak sahip olduklari degisik
tirdeki yapilar ve islevsel gruplarin kombinasyonuyla cesitliligi artan
monoterpenlerin birbirinden farkli biyolojik aktivite ve fizyolojik gorevleri
yapilan caligsmalarla ortaya konmustur. Cizelge 2.2°de bazilar1 listelenmistir

(Carvalho and Fonseca, 2006a).

Cizelge 2. 2. Monoterpenlerin sahip oldugu bazi biyolojik aktivite ve fizyolojik islevler (Harrewijn
ve ark., 2001; Carvalho ve Fonseca 2006a; Mahmoud ve Croteau , 2002)

BIYOLOJIK AKTIVITE
Antimikrobiyal Timol ,karvakrol, D-Limonen
Antitiimoral (+)-R-limonen ve geraniol
Antiviral Mentol, limonen, pinen
Fungisidal L-Karvon
Larvisidal 1,8-sineol

FiZYOLOJIK iSLEV
Savunma Limonen, pinen ve mirsen
Tozlasma Ve Bitki-Bitki iletisimi Linaol, kamfen ve sineol
Bocek ve sineksavar a- ve B-Pinen, tetrahidrokarvon
9



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Monoterpenler ve tlirevleri ilag, tip, tarim, kozmetik, metal, elektronik,
ucak sanayi, gida ve kimya sanayilerinde; ila¢ ve hammaddesi, aromaterapi yagi
bileseni, dezenfektan, klorlanmis tiirevleriyle temizleyici, deterjan, sabun,
biyoyakit vb. olarak degerlendirilmektedir (Mahmoud ve Croteau, 2002; Carvalho
ve Fonseca, 2006a; Osorio ve ark, 2010).

Aroma maddelerinin molekiillerinin sterokimyasal yapilarina bagl olarak
tat ve koku karakteristiklerinin degismesi monoterpenlerin ¢ok ¢esitli duyusal
niteliklere sahip oldugunu gostermektedir. Bu nedenle dogada bol bulunan ve
daha pek cok oOzelligi biinyesinde barindiran monoterpenler tat ve koku
maddelerinin en 6nemli kaynaklarindandir (Cheetham,1997; Brenna ve ark.,

2003; Carvalho ve Fonseca, 2006a)

2.3. Endiistriyel Oneme Sahip Bazi p-Mentan Yapisina Sahip

Monoterpenler ve Kullanim Alanlari

Tek halka yapisina sahip monoterpenler genelde p-mentanin
izomerlerinden tiirevlenmistir. Mentan grubuna ait diger izomerik tipler o- ve m-
mentanlardir (Breitmaier, 2006). p-Mentanlar turpentin yaginda bulunurken diger
izomerik tipler dogada bulunmaz (Breitmaier, 2006; Burdock, 2010). Ozellikle
Lamiaceae familyasinin Mentha cinsine ait ¢esitli nane tilirlerinin en 6nemli ana
bileseni olan monosiklik monoterpenler, p-mentan iskelet yapisindan veya
geometrik izomerlerinden tiirevlenmistir (Sell, 2003).

Farkli bitki familyalarinda bulunan bazi p-mentan tiirevleri ise Cizelge
2.3.7 te listelenmistir. 1900’1l yillardan Once baslayan c¢alismalarla limonen, p-
simen, mentol, karvon gibi 6nemli p-mentan tlirevlerinin yapisi ortaya konmustur

(Whiting ve Harper, 1968).

10
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Cizelge 2. 3. Mentan grubu monoterpenlerden p-mentan monoterpenlerinin bulundugu bitki tiir ve
familyalari, baz1 p-mentanlarin koku 6zellikleri (Sell, 2003; Breitmaier, 2006; Iscan,
2009; Burdock, 2010)

Mentan Grubu Monoterpenler

o-mentan p-mentan m-mentan

p-Mentan Grubu Monoterpenler
Familya Tiir Monoterpen
(R)-(+)-limonen
Butaceae Citrus arantium
Portakal kokusu
R)-(-)-a-fellendren
Myrtaceae Eucalyptus phellandra
Camsi, terementi kokulu
(S)-(+)-a-fellendren
Pinaceae Abies alba
Camsi, terementi kokulu
(R)-(-)-a-fellendren
Umbelliferae Phellandrium aquaticum
Limon, portakal kokusu

2.3.1. Limonen

D-Limonen ((R)-(+)-limonen; p-menta-1,8-dien) a-pinenden sonra dogada
en sik rastlanan p-mentan tiirevidir (Noma ve Asakawa, 2010a). D-Limonen, daha
cok biyolojik kaynaklarindan izole edilebilirken, L-limonen ((S-(-)-limonen) daha
cok kimyasal yollarla elde edilmektedir (Sekil. 2.2). Her yil 36 milyon kg
tiiketilen D-limonen, turun¢ meyvelerinin (Citrus spp.) kabuk yaglarinda %90’1n
tizerinde bulunurken (Adams ve ark., 2003, Demyttenaere ve ark., 2001), S-(~)-
limonen Mentha tiirleri ve kozalakli agaglardan elde edilen yaglarda distik

miktarlardadir (Demyttenaere ve ark., 2001; Adams ve ark., 2011). Limonen, oda

11
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sicakliginda sivi ve renksizdir. Genellikle tiirpentin yaginin hidrasyonuyla elde

edilir (Tan ve ark., 1998).

R-(+)-limonen  S-(-)-limonen

Sekil 2. 2. Limonenin enantiyometrik yapilari

D-Limonen, temizlik triinlerinde yag sokiicii etkisinden dolayi, bazi ilag
ve gida maddelerinde de limon veya portakal aromasi kazandirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Ayni zamanda meme, kolon, akciger ve prostat kanserini
tyilestirici etkileri oldugu ve timdr olusumunu gerilettigi de saptanmistir (Crowell
ve ark., 1994; Vigushin ve ark., 1998; Chen ve ark., 2006; Krings ve Berger,
1998, 2007; Springob ve Kutchan, 2009; Adams ve ark., 2011).

Diinya ¢apinda yilda yaklasik 50 milyon kg (giinliik kisi basina tiikketim
miktari: 27,905 pg) tiiketilen ve Amerika Birlesik Devletleri’nde tat ve koku
maddelerinin yillik satiglarinin % 92’sini kapsayan limonen, terpen alkolleri ve
ketonlarinin {iretiminde kullanilan 6nemli bir Onciildiir (Tan ve ark., 1998;
Demyttenaere ve ark., 2001; Adams ve ark., 2011). Bu baglamda D-limonenin
substrat olarak kullanildig1 baz1 biyotransformasyon ¢alismalarinda, Pseudomonas
incognita kullanilarak biiyiik oranda kristalik asit, perilik asit, dihidrokarvon,
karvon ve karveol olusurken, P.gladioli ile (+)-a-terpineol ve (+)-perilik asit elde
edilmistir. Limonenin fungal transformasyonunda ise Clodasporium spp. (+)-
limoneni trans-limonen-1,2-diole doniistiiriirken, ayn1 cinsin farkli tiirii
Cladasporium spp. ise limoneni a-terpineole ¢evirmistir. Penicillium digitatum ve
P.italicum, limonenden cis-trans carveol, (+)-karvon ve diger mindr bilesenleri

tretmistir. Limonenin Aspergillus cellulosae M77 ile biyotransformasyonu

12



@ ANADOLU UNIVERSITESI

sonucundaysa ilk defa isopiperiton, cis-carveol ve perilil alkoliin elde edildigi

duyurulmustur (Demyttenaere ve ark., 2001).

2.3.2. Mentol

Yillik tiiketimi 7000 tondan fazla olan mentol((/R,2S,5R) p-mentan-3-ol)
cesitli nane tiirlerinden (Mentha arvensis, M. piperita) elde edilen yaglarin ana
bilesenidir (Springob ve Kutchan, 2009, Srivastava ve ark., 2002). Kristal, agik
veya beyaz renkte olup oda sicakhiginda katidir. Ug stereo merkeze sahip olan
mentoliin muhtemel 8 stereoizomeri vardir. (-)-Mentol, tatli nane aromasi ve
serinletici etkisiyle bilinirken, (+)-enantiyomeri tatsiz ve yavan bir nane
aromasina sahiptir (Springob ve Kutchan, 2009; Krings ve Berger, 1998; Brenna
ve ark., 2003; Breitmaier, 2006). Japon nanesi (Mentha arvensis) yagindaki (+)-
neomenthol, sardunya (Pelargonium roseum) yaginda bulunan (-)-neoisomentol
mentoliin enantiyomerik yapilarina Ornek gosterilebilir (Breitmaier, 2006).

Anestezik, antipruriritik, antiseptik, karminatif, gastrik, sedatif, E. Coli ve
S. aureus gibi mikroorganizmalara kars1 antibakteriyel (Trombetta ve ark., 2005)
etkilere de sahip olan (-)-mentol, agiz bakim {iriinlerinde (%36), ilaglarda (%22),
sigara (%12) ve sakizlarda aroma ajan1 (%7) ve gida sanayinde aroma (%17)
bileseni olarak kullanilmaktadir (Springob ve Kutchan, 2009; Surburg ve Panten,
2006). Tim bu bilgilere ek olarak mentol, sampuan, sabun, parfiim, diger
kozmetikler, temizlik malzemeleri ve deterjanlar gibi iriinlere hos koku
kazandirmak amaciyla yaygin kullanim alanlarina sahiptir (Bhatia ve ark., 2009).

Tiiketilen mentoliin 3/4’{i dogaldir (Springob ve Kutchan, 2009).

2.3.3. Karvon

Karvon 70 kadar bitki tiirii tarafindan tiretilen 6nemli monoterpenoidlerden
biridir (Sell, 2003). Limonen ile keton baglantili oldugu 1894 yilinda Wagner
tarafindan ortaya konan karvon, farkli olfaktor yapilar1 gosteren enantiomerik

yapilara sahip olan iyi bir 6rnektir (Pelosi ve Viti, 1978; Demirci ve ark., 2004).

13
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Dogada (R)-(-) ve (S)-(+)-karvon olmak {izere her iki enantiyomerik formda da
bulunur (Sekil 2.3).

(R)-(-)-karvon, bahge nanesinin (Mentha spicata) ve dereotunun (Anethum
graveolens) ana bilesenidir. Dereotu bitkisi ve tohumundan elde edilen yagda
sirastyla % 30,5 ve % 20,9 oranlarinda bulunur. Trans-karveoliin Rhodococcus
erythropolis DCLI4 tarafindan biyotransformasyonuyla da (R)-(-)-karvon elde
edilir (Anonim, 2009). Renksiz, berrak bir sividir. Propilen glikolde
¢Oziinebilirken, gliserinde ¢oziinmez (Bommarius ve Riebel, 2004; Carvalho ve
Fonseca, 2006b).

(8)-(+)-karvon kaynag olarak kullanilan Karaman kimyonu (Carum carvi)
tohumlarinin yorgunluk, gaz giderici, agr1 kesici, balgam soktiiriicli, uyarici,
sindirime yardime1 6zellikleri bulundugu tespit edilmistir. Bu nedenle tibbi olarak
hazimsizlik sikayetlerinde, bagirsak iltihabi tedavisinde kullanilirken, antitimor
ajan1 olarak kullanilan “eleutherobin” maddesinin stereoselektif sentezinde (4S)-
(+)-karvondan yararlanilir (Cramarossa ve ark., 2005; Carvalho ve Fonseca,

2006b; Lehmann ve ark.,2008,).

(R)-(-)-Karvon  (S)-(+)-Karvon

Sekil 2. 3. Karvonun enantiyomerik yapilari

Demirci (2000), yaptig1 ¢alismada (+)-karvon ve (-)-karvonun Absidia
glauca, Cunnighamella echinulata, Penicillium claviforme, Pseudomonas putida,
Pseudomonas stutzerii mikroorganizmalariyla biyotransformasyonu sonucunda
sirastyla  (+)-karvondan  (-)-neohidrokarveol,  (-)-izohidrokarveol,  (-)-

dihidrokarveol, (+)-cis-izohidrokarvon, (-)-neoizohidrokarveol, (-)-trans-karveol,
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(-)-karvondan (+)-neohidrokarveol, (+)-izohidrokarveol, (+)-dihidrokarveol, (-)-
cis-izohidrokarvon, (+)-neoizohidrokarveol, (+)-trans-karveol, 10-hidroksi-(+)-
neodihidrokarveol elde edilmistir. Ek olarak, karvonun enantiyomerik yapilariyla
yakindan iligkili, #rans-karvomenton, cis-dihidrokarvon ve karvenon gibi nane
koku ve tadindan sorumlu olan pek ¢ok enantiomeri de bulunmaktadir (Lehmann
ve ark., 2008; Demirci ve ark., 2004). Karvon -enantiyomerleri,
antimikrobiyal/antifungal ajan (Karatzas ve ark., 2000), patates filizlenme
inhibitorii olarak kullanilabildigi gibi; dondurma, firincilik iirtinleri, et tirtinleri,
peynir cesitleri, gazli ve alkolli igecekler, yumusak ve sert sekerlemeler ve
dondurulmus iiriinlerde aroma maddeleri olarak kullanilmaktadir (Bommarius ve
Riebel, 2004). Cavdar ekmegi, peynir, lahana tursusu, seker, et iriinleri, sos ve
likorlerde aroma maddesi olarak kullanilan ve kozmetik, dis macunu, sakiz ve
farmasotik preparatlarda bulunan (-)-karvon nane tadina sahipken, (+)-karvon
karakteristik kimyon aromasina sahiptir (Jager ve ark., 2000; Cramarossa ve ark.,

2005).

2.4. Tetrahidrokarvonun Mikrobiyal Transformasyonu

Calismamizda kullandigimiz fonksiyonel grup olarak o karbonuna bagl
olan bir keto grubu iceren ve p-mentan grubu monoterpenlerden biri olan
tetrahidrokarvon (karvomenton), dogada baslica iki nane tiirlinde (Mentha spicata
ve M. arvensis), greyfurt (Citrus paradisi) kabugu yaginda, tropik yildiz
meyvesinde (Averrhoa carambola), solucan otunda (Tanacetum vulgare) (Sekil
2.4), sardunya bitkisi yaginda (Pelargonium hybrida L.) bulunmaktadir (Thomas,
1974; Deboukian ve Ashok, 2007; Anonim, 2001). Diger enantiyomerik karvonlar
ve bu yapiyla yakindan iligkili olan frans-karvomenton, ve karvenon benzeri
molekiiller gibi tipik olarak nane aromasiyla karakterize edilmektedir (Sidhu ve
Swaleh, 1965; Burdock, 2010; Anonim, 2009). Ayn1 zamanda konyagin kendine
has aromasinin ana bilesenlerinden biri olan tetrahidrokarvon, gida sanayinde
aroma bileseni (FEMA No0:3176) olarak sakiz ve benzeri iirlinlerde

kullanilmaktadir (Sidhu ve Swaleh, 1965; Burdock, 2010).
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Tetrahidrokarvon, ii¢ enantiyomer ve (/R,4R)- trans stereoizomeri olmak
tizere dort formda bulunmaktadir. (-)-Karvomenton bu yapilardan dogada en ¢ok
bulunanidir. Tetrahidrokarvonla ilgili caligmalar, 1890’11 yillarda baslamistir.
1893 yilinda Baeyer ve Wallach tarafindan karvomentoliin oksidasyonuyla elde
edilen tetrahidrokarvon, 1922 yilinda ilk defa dogadan izole edilmistir. 1952
yilinda ise (+)-karvonun katalitik hidrojenasyonuyla tetrahidrokarvonun cesitli
izomerleri elde edilmistir. Thomas (1974), Whiting (1968) Gomez ve ark. (1991),
Angel ve ark. (1993), Torres ve ark. (1999) karvonun; Fiierstner ve Hannen
(2006) (R)-karvotenasetonun hidrojenasyonuyla, Scheneier ve Murray (2002) ise
(4R)-(+) ve (4R)-(-)-limonenin  hidroborasyon, oksidasyon ve segici
indirgenmesiyle tetrahidrokarvon izomerlerini kimyasal yollarla elde etmislerdir.

Karvomentol ve tiirevleri daha oOnceki calismalarda D-limonenin
hidroborasyon, oksidasyonuyla; karvonun hidrojenasyonuyla ve karvomentonun
metil-2-iodoproponat katalizorliigiinde hidrojenasyonuyla elde edilmistir (Brown
ve Pfaffenberger, 1974; Gomez ve ark., 1991; Torres ve ark., 1999; Pierce ve ark.,
1971).

Literatiir aragtirmalar1 sonucunda, tetrahidrokarvonun biyolojik etkilerinin
arastirildigl tek bir g¢alismaya rastlanmis, karvon, karvon hidrat, dihidrokarvon,
trans-sobrerol ve tetrahidrokarvonun glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitesini
indiikleyen etkiye sahip oldugu ifade edilmistir (Zheng ve ark., 1992). GST enzim
kompleksi, karsinojen, mutajen ve zararli kimyasal maddelerin, metabolize
edilemeyen hidrofobik pek c¢ok bilesigin ve ksenobiyotiklerin hiicre igi
detoksifikasyonunda gorev alir. GST, zararli maddeleri glutatyona baglayip
konjuge bilesenleri hiicre digina tasiyarak organizmadan atimasini veya
ksenobiyotik  biyotransformasyonuyla merkaptiirik aside doniistiiriilmesini
saglayan detoksifikasyon agamalar1 i¢in énemli bir biyokatalisttir (Akoz ve ark.,
2000). Ayn1 zamanda tetrahidrokarvonun sinek ve bocek kovucu etkisiyle ilgili
olarak cesitli patentler alinmistir (Deboukian ve Ashok, 2007). Alinan patentlerde
termit, ates ve marangoz karincalarinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in 25-300
ppm tetrahidrokarvonun etkili oldugu (Debouikan ve Ashok, 2010), 25-30 mg
tetrahidrokarvonun ortamdaki Cimex lactulerius boceklerinin %58’ini 6ldiirdiigi

ifade edilmistir (Debouikan ve Raina, 2011a). Zehirli bir bocek olan Solenopsis
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invicta i¢in 25 mg tetrahidrokarvon, ortamdaki tiim boceklerin dlmesi i¢in yeterli
oldugu gosterilmistir (Debouikan ve Raina, 2011b). Tetrahidrokarvon tiirevi
dihidrokarvon, dihidrokarveol, dihidrokarvil asetat, karvil asetat, karvil
propiyonat ve karveol gibi tetrahidrokarvonun g¢esitli reaksiyonlarla birbirine
doniisebilen bazi tiirevleri gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Burdock,

2010) Tetrahidrokarvonla ilgili diger 6zet bilgiler Cizelge 2.4 ’te verilmistir.

Cizelge 2. 4. Tetrahidrokarvonun fizikokimyasal 6zellikleri (Wouters ve ark., 1999; Furstner ve

Hannen, 2005; Burdock, 2010, Adams ve ark., 2011)

TETRAHIDROKARVON
Sinonimleri
Karvomenton; 3 Molekiiler
5-Izopropil-2- (e Formiil
metilsiklohekzanon,; 1 o' CioH;50

p-Mentan-2-one;
Trans-5-izopropil-2
metilsiklohekzan-1-

Yasal tammmirhk
FEMA No:3176

one;
1-Metil-4- 7 Molekiiler agirhik
izopropilsiklohekzan o HaC CHs 10 g/mol
-2-one 154.25
Spektral Veriler

'"H NMR (400 MHz, CDCly): d=2.39 (ddd, J=2.3,
3.4,13.0 Hz, 1 H), 2.31 (dddd, J=1.2, 6.4, 13.1, 13.1
Hz, 1H), 2.06 (m, 2H), 1.85 (dddd, J=2.8, 2.8, 5.4,

12.4 Hz, 1 H), 1.55 (m, 2 H), 1.42 (m, 1 H), 1.29
(ddd, J=3.3, 12.8, 15.6 Hz, 1H), 1.01 (d, J=6.5 Hz, 3
H), 0.90 (d, J=4.2 Hz, 3H), 0.88 (d, J=4.2 Hz, 3H)

3C NMR (100 MHz, CDCI3): d=212.7,
45.7,44.5,44.134.3,31.9,28.1,18.7, 18.5,
13.5; IR (KAP): n~ =2960, 2931, 2871,
1710, 1455, 1428, 1387, 1368, 1315, 1240,
1220, 1197, 1127 cm’!

Diger Fiziksel Ozellikler

. Yogunluk Optik Kaynama
Enantiyomer (g/em3) Cevirme Noktasi(C") CAS No CRC No
(IR 4R)-
Tetrahidrokarvon 0.881+0.06 +13.4 220 5206-83-7 NYG48-U
URAR)-(H)-trans 1 gg14006 |  +11.1 218219 | 59-471-80-6 | JKF90-K
Tetrahidrokarvon
(IR 45)-
Tetrahidrokarvon 0.881+0.06 -14 220-221 13163-74-1 JLF91-G
((-)Izokarvomenton)
(15-4S)-
Tetrahidrokarvon 0.881+0.06 -27.95 220 13163-74-0 JFH48-E

AROMA AJANI OLARAK TETRAHIDROKARVONUN KULLANIMI

Kullanim Alanlar1

Kullammm miktarlar (mg/kg)

Optimum Maksimum
Alkollii ickiler 3.05 5.45
Alkolsiiz igecekler 4.98 9.82
Dondurulmus gidalar 4.57 8.31
Et {iriinleri 10.00 20.00
Yumusak sekerlemeler 9.04 17.56
17
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2.5. Tetrahidrokarvonun Biyotransformasyonuyla ilgili Yapilmis Calismalar

Yaygin kullanim alanlar1 ile sahip olduklar1 tat ve koku 6zelliklerinin yani
sira ucuz ve kolay bulunabilir monoterpenlerin oksijenlenmis ve ¢esitli biyoaktif
etkiler kazanmig tiirevlerinin dogal kaynaklarindan saflagtirilmasi genellikle
diisiik verimle sonuglanir. Ancak ¢ogu zaman oksijenlenmis terpen tilirevlerinin
dogal kaynaklarindan eldesi ekonomik olarak imkansizdir. Ancak genis
cesitlilikteki monoterpen yapilarini kisa siirede doniisiime ugratabilme yetenegine
sahip mikroorganizmalar veya enzimleri kullanilarak hedeflenen ve substratlarina
gore arzu edilebilir yapilarda, daha degerli dogal aroma maddeleri sentezlenebilir.
Ornegin; alifatik alkenoller, karboniller, bunlarin laktonlari, vanilin, karboksilik
ve benzoik asit esterleri gibi g¢esitli dogal aroma maddeleri mikrobiyal
biyotransformasyonlarla hizli, ¢abuk ve kolayca elde edilebilir (Menzel ve
Schreier, 2007; Schrader ve ark., 2004). Bunlardan bazilar1 Cizelge 2.5’ te
listelenmistir.

Biyotransformasyon, farmakolojik olarak in vivo sartlarda viicuda giren
yabanct maddelerin karacigerde bulunan enzimler tarafindan zararsiz hale
getirilmesini saglayan biyokimyasal reaksiyonlar1 ifade ederken, mikrobiyal
transformasyon ise canliligi ve gelisimi saglanan mikroorganizmalarin bulundugu
besi ortamlarina, substrat ilavesi ile ger¢eklesen bir seri oksidasyon, rediiksiyon,
dekarboksilasyon veya hidroliz vb. reaksiyonlarin1 kapsayarak yeni metabolitlerin
sentezlenmesine denir (Leuenberger, 1990; Iscan, 2009).

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda mikroorganizmalar disinda biitiin
hiicre sistemleri (canli bitki, bitki doku ve hiicre kiiltiirleri, canli hayvan, hayvan
doku ve hiicre kiiltlirleri ve insan) ile hiicresiz preperatlar (saflagtirilmamis ve
saflagtirilmis enzimler) da katalizér olarak kullanilabilmektedir (Demirci, 2000;
Houjin ve ark., 2006; Grogan, 2009; Schewe ve ark., 2011; Kurt; 2011). Ancak
mikrobiyal hiicrelerin katalizledigi biyotransformasyon reaksiyonlarinin kisa
siirede gergeklesmesi, mikrobiyal hiicrelerin metabolize edebildikleri substrat
cesitliliginin fazlalig1 ile mikrobiyal biyotransformasyon diger biitiin hiicre
sistemleriyle gergeklestirilen biyotransformasyonlara gore lstiinliiklere sahiptir

(Demirci, 2000; Kurt, 2011). Mikrobiyal transformasyonlarda en sik gerceklesen
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reaksiyonlar, oksidorediiktaz ve hidrolaz enzimlerinin katalizlemis oldugu
yiikseltgenme ile C-N, glikozit, peptit, ester ve amit gruplariin hidroliz
reaksiyonlaridir (Loughlin, 2000; Demirci, 2000).

Bu reaksiyonlarda rol oynayan enzimler: Oksidorediiktazlar (EC-1),
transferazlar (EC-2), hidrolazlar (EC-3), liyazlar (EC-4), izomerazlar (EC-5),
ligazlardir (EC-6) (Demirci, 2000; Kurt, 2011). Ozellikle oksidorediiktazlardan
sitokrom P450 (CYP450) enzim grubu yiikseltgenme reaksiyonlarini ve
yukaridaki reaksiyonlarin ¢ogunu katalizleyen 6nemli bir monooksijenazdir

(Schewe ve ark, 2011).

Cizelge 2. 5. Biyotransformasyonla tiretilen bazi dogal aroma bilesenleri (Vandamme, 2003;

Schrader ve ark., 2004; Dubal ve ark., 2008)

Mikroorganizma

Urettigi Aroma Bilegenleri

Kluyveromyces lactis
Sporidiobolus  salmonicolor
ocystis spp

Terpenler, laktonlar meyve ve ¢i¢ek aromalari,
meyve ester aromalari

Geotrichum klebahnii

Karboksilik asitlerin etil esterleri, hos kokulu
meyve aromalari

Penicillum sp.
Botryodiplodia sp.

Mantar aromasi, meyve laktonlari, metil keton(
peynir aromast)

Aspergillus niger
Pycnoporus cinnabarinus,
Phanerochaete chrysosporium

Ferulik asitten vanilik asit ve vanilin

Zygosaccharomyces rouxii

Glukozdan soya sosu aromasi1 (DMF-furanon)

Torulopsis bombicola
Candida tropicalis

Hindistancevizi aromasi

Yarrowia lipolytica

Rikinoleik asitten , gamma-dekalakton (seftali
aromast)

Gluconobacter oxydans
Acetobacter pasteurianus

Biitirik asit (tereyagi aromast)

Yapilan kaynak arastirmasinda dogal sinek-bdceksavar ve gida aroma
bileseni olarak kullanilan “tetrahidrokarvon” ile yapilmis fungus veya
bakterilerin biitiin hiicre sistemleri olarak kullanilmasiyla gerceklesen bir
biyotransformasyon calismasimna rastlanmazken, Suga ve ark. (1988), tiitiin
(Nicotiana tabaccum) bitki hiicre kiltlirti kullanilarak tetrahidrokarvonun

karvomentole doniistiigii  bildirmistir (Ishikawa ve ark., 2002). Ayrica
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Acinetobacter spp., Arthrobacter spp., Brachymonas spp., Rhodococcus spp.,
Comamonas spp. tirlerinin siklohekzanon monooksijenaz genlerinin E.coli’ de
ifade edilmesi, enzimin saflastirilmasi ve karvomentonun
biyotransformasyonunda kullanilmasiyla normal ve abnormal laktonlar elde
edilmistir.  Brevibacterium  spp.  siklohekzanon = monooksijenaz1 ile
tetrahidrokarvonun %71  verimle  7-metil-4-izopropil-2-okzo-okzoepanona

donitistiigii rapor edilmistir (Sekil 2.4) (Cernuchova ve Mihovilovic, 2007).
o]
o __o
o}

Normal lakton Abnormal lakton
(o]
Siklohegzanonmonooksijenaz
N.tabaccum
OH

Sekil 2.4. Tetrahidrokarvonun siklohekzanonmonooksijenaz ve N. tabaccum hiicre
kiiltiiriiyle gergeklesen biyotransformasyonu (Ishikawa ve ark., 2002;

Cernuchova ve Mihovilovic, 2007)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Kullanilan kimyasal maddeler

e 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil: DPPH (Sigma)
e 2,.2'-Azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit): ABTS®*" (Sigma)
e Glasiyel asetik Asit (Carlo Erba)

¢ Biitillenmis hidroksianisol (BHA) (Sigma)
¢ Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) (Sigma)
e Etil asetat (Carlo Erba, Riedel de Haen )

e Dimetil siilfoksit (Riedel de Haen)

e Ketokonazol (Merck)

¢ Kloramfenikol (Sigma)

e Trifenil tetrazolyum kloriir (Sigma)

e FEtanol (Merck)

e Metanol (Merck)

e Aseton (Merck)

e n-hekzan (Merck)

¢ Anisaldehit (Fluka)

e Siilfiirik asit (Riedel de Haen)

e Malt ekstresi (Fluka)

e Pepton (Fluka)

o Glikoz (Fluka)

e Maya ekstrakti (Fluka)

e Magnezyum siilfat (MgS0O,4.7H,0)

e Sodyum kloriir(NaCl) (Fluka)

e Susuz sodyum siilfat (Fluka)

e Askorbik asit (Sigma)

e Trisma-Base (Sigma)

e Troloks (Sigma)
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Sodyum persiilfat (Sigma)
Hidroklorik asit (HCI) (Merck)
Potasyum hidroksit (KOH) (Merck)
Potasyum kloriir (KCl) (Merck)
Tetrahidrokarvon (Frutarom)
3-[N-morpholino] propansulfonik asid (MOPS) (Sigma)
Bovin serum albumin (Sigma)
Orlistat (Sigma)

Fast blue B (Sigma)

Alfa naftil asetat (Sigma)

Potato Dekstroz Agar (Merck)
Sabouroud Glukoz Agar (Fluka)
Gallik Asit

Kullanilan sarf malzemeleri

Hazir ITK plaklar1 (TLC-Silicagel 60 GF,s4, mesh 15 pm Merck), cam
pastor pipetleri, tek kullanimlik plastik kapakli petri (90 mm x 25, ISOLAB), cam
kapakli petri (150 mm), tek kullanimlik plastik pipetler (1000, 100 pL), 96
kuyucuklu mikroplate, vakumlu filtrasyon sistemi, (Sartorius), Drummond kilcal

borular.

Kullanilan aletler ve cihazlar

Gaz Kromatografisi /Kiitle Spektrometrisi Sistemi (GK/KS) (Shimadzu GC

2010)

UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu UV1700 PharmaSpec)

Vakumlu sentrifiigal yogunlastirici (Labconco)
Otoklav ( Hirayama, HV-50)

Steril Kabin (Heal force HF SAFE 900)
Vorteks karistirict (Ika Genius 3)

Ultrasonik banyo (Bandalin-Sonorex)

22



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

e pH metre (WTW Inolab)
¢ Santrifiij (Sigma)

e Bakteriyolojik Etiiv (MMM Incucell)

e (alkalamali inkiibator (New Brunswick Scientific)

e Mikroplate spektrofotometre (BioTek, Powerwave XS)

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

e Rotavapor (Heidolph ve Buchi)

e Otomatik multikanal pipetdr, (Brand)
e Spektrofotometre (Shimadzu UV1700 PharmaSpec)

Biyotransformasyonda kullamilan mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar,  Anadolu

Universitesi Eczacilik Fakultesi

Farmakognozi Anabilim Dali kiiltiir kolleksiyonundan temin edilmistir (Cizelge

3.1.)

Cizelge 3. 1. Biyotransformasyonda kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma /Kaynak

Absidia ramosa/ NRRL 1332

Devosia riboflavina/NRRL B-784

Alternaria brassicola/ DA izolat

Fusarium culmorum/Ana.UFen Fak. Biy.
Bol.

Aspergillus amstelodami/NRRL 4716

Glomeralla
Bol.

cingulata/Ana.U.Fen.Fak Biy.

Aspergillus nidulans/A. U.Fen Fak.Biy. Bol.

Penicillium claviforme/MR 376

Aspergillus niger/ ATCC 10549

Penicillium odaratum/ DA 37

Aspergillus terreus var.
Ana.U.Fen.Fak Biy. Bol..

Africanus/

Saccharomyces cereviciae/ATCC 9763

Bacillus velezensis/ NRRL B-14580

Scopulariopsis brevicaulis/D.Azaz

Botrytis cinerea/ AHU 9424

Streptomyces griseus/ATTC 23137

Candida  guilliermondii/Ana.U.Fen.Fak. Biy.
Bol.

Trichothecium  roseum/Ana.U.Fen.Fak.Biy.

Bol.

Corynespora cassiicola/ DSM 62474

Yarrowia lipolytica/ ATCC 8661
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Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan mikroorganizmalar
Mikroorganizmalar,  Anadolu  Universitesi  Eczacilik  Fakiiltesi
Farmakognozi Anabilim Dali  kiiltiir  kolleksiyonundan temin edilen

mikroorganizmalar Cizelge 3.2° de goriilmektedir.

Cizelge 3. 2.Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma /Kaynak

Escherichia coli /NRRL B-3008
Staphylococcus aureus /ATCC 6538
Salmonella typhimurium /ATCC 13311
Bacillus cereus /NRRL B-3711
Staphylococcus aureus, MRSA /Klinik izolat

Erwinia caratovara subs. caratorava /NRRL B-4072

Pseudomonas syringae pv. syringae /TPPB-42050

Cornynobacter spp. 13A

Candida albicans /Klinik izolat
Candida albicans /ATCC 90028
Candida glabrata /ATCC 60625
Candida utilis /NRRL Y-900

Candida krusei /NRRL Y-7179
Candida parapsilosis | NRRL-Y-12696
Candida glabrata /Klinik izolat
Cornynobacter spp. 14A

Test Maddelerinin Analiz Kosullar:

Tetrahidrokarvon  ve  biyotransformasyonu sonucu elde edilen
metabolitleri icin Gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi (GK/KS) sistemi
kullanilmastir.

Sistem: Shimadzu GC 2010

Dedektor: Kiitle Spektrometresi

Kolon: TRB5MS polar kolon (25 m x 0.25 mm c¢ap, 0.25 um film kalinlig)
Tastyic1 gaz: Helyum (1 mL/dk akis hiz1) kullanilmigtir.

Enjeksiyon portu sicakhg: 250 °C
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Dedeksiyon arahigi: 70 eV elektron enerjisiyle, 35-450 m/z kiitle
araligindaki maddelerin analizleri (Split: 50/1) gerceklestirilmistir.

Sicaklik Programi: 60 °C’de 10 dk, 4 C/dk artisla 260 °C’ye ¢ikan, 260
°C’de 5 dk bekleyen toplam 65 dakikalik sicaklik programi uygulanmistir.
Degerlendirme islemlerinde “Baser Ugucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi”
nin yani sira Wiley GC/MS, Adams ve MassFinder 3.1 kiitiiphane tarama

yazilimlarindan yararlanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Biyotransformasyon Calismalari

Biyotransformasyon ¢alismalart 6n tarama deneyleri ve preparatif
biyotransformasyon olmak iizere iki asamada gerceklesmistir. Ilk asamada 20
mikroorganizma ic¢inden subtrat molekiilii tetrahidrokarvonla etkin ve verimli
dontisiimler gerceklestiren mikroorganizma 6n tarama deneyleriyle belirlenmis ve
ikinci asamada biiylik Olcekli biyotransformasyonla elde edilen metabolitler

biyolojik aktivite testleri i¢in kolon kromatografisiyle saflagtirilmistir.

3.2.1.1. Mikroorganizmalarin Temini ve Saklanmasi

Mikroorganizmalar, ~ Anadolu  Universitesi, Eczaciik  Fakiiltesi,
Farmakognozi Anabilim Dali Kkiiltiir kolleksiyonundan temin edilmis (Bkz.
Cizelge 3.2.) ve Sabouraud Glikoz Agar (SGA), Patates Dekstroz Agar (PDA),
Miiller Hinton Agar (MHA) kati besiyerlerinde; egik tiip, petri ya da liyofilize
halde ve +4 °C’de muhafaza edilmistir. Bununla birlikte stok mikroorganizmalar,
1 mL %50 (mayalar i¢in) ve %15 (fungus ve bakteriler i¢in) gliserol iceren
kapakli eppendorf tiiplerde -85 °C’de saklanmustir. Ihtiyag duyuldugunda
mikroorganizma saklandig1 yerden alinarak oda sicakliginda steril sartlarda uygun
kat1 besiyerlerine ekilmistir. Bdoylelikle mikroorganizmalar canlandirilmis ve
safliginin kontrolii yapilmistir. Bu amagla ¢alismamizda funguslar i¢in Sabouraud

Glikoz Agar (SGA), bakteriler icin MHA kati besiyerleri kullanilmistir. Daha
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sonra gelisimi yeterince saglanmis mikroorganizmalar biyotransformasyonda
kullanilmak iizere zenginlestirilmis sivi besiyeri (alfa-medyum)’a inokiile edilerek

On-inkiibasyona birakilmistir.

3.2.1.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Alfa medyum besiyeri: 20 g glikoz, 5 g pepton, 5 g maya ekstrakti, 5 g
NaCl ve 5 g Na,HPO, distile suyla 1000 mL’ye tamamlanip pH 7.0 olacak sekilde
0.1 N HCI veya NaOH ilave edilmistir. 100 mL’lik erlenlerin her birine 50 mL
besiyeri ilave edilmistir. Erlenlerin agizlar1 pamukla kapatildiktan sonra pamugun
tizeri aliminyum folyo ile kaplanarak 121°C’de 1,1 atm basingta 20 dakika
otoklavlanarak besiyeri steril hale getirilmistir.

Yumusak agar: Hazir karisim halinde temin edilmis MHB besiyerine
0.075 (a/h) oraninda bakteriyolojik agar ilave edilmis, 1sitilip homojenizasyon
saglandiktan sonra gerekli miktarda tliplere dagitilarak otoklavda steril edilmistir.
Biyootografi deneylerinde kullanilmak tizere +4 °C’ de saklanmustir.

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI 1640) besiyeri: Orjinal
ambalajindaki tarife gore steril distile su ile hazirlanan RPMI 1640 besiyeri 3-[N-
morpholino] propansulfonik asid (MOPS) ile tamponlanip 0.1 M NaOH ile pH
7.0’ye ayarlanmis ve steril tek kullanimlik 0.2 pm por filtreden gegirilerek
antimikrobiyal aktivite deneylerinde kullanilmak iizere +4 °C’ de saklanmistir
(Pfaller ve ark.;1997).

Hazir besi ortamlari: Calismamizda kullanilan, Mueller-Hinton Broth
(Fluka), Mueller Hinton Agar (Fluka), Sabouraud Glukoz Agar (Fluka), Patates
Dekstroz Agar (Merck), Malt Ekstrakt Agar (Fluka), Malt Ekstrakt Broth
(Merck), Nutrient Agar (Fluka) gibi hazir olarak temin edilen besi ortamlar
orijinal ambalajindaki tarife uygun olarak hazirlanmistir. Kat1 besiyerleri 121
9C’de ve 1.1 atmosfer basing altinda, 20 dakika steril hale getirilerek, laminar
akisli kabin altinda steril petrilere yaklasik 15 mL dokiilmiis ve sogumasi
saglandiktan sonra kullanilana dek +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
S1v1 besiyerleri ise mikroorganizmalar ile agilanmadan once, erlenlerde pamukla
kapatilmis sekilde sterilize edilmistir. Besiyerleri en fazla 2 hafta siireyle

saklanmis, kullanilacagi giine kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.1.3. On tarama deneyleri

On tarama deneyleri, Cizelge 3.1’de listelenmis olan her bir
mikroorganizma igin tek tek gergeklestirilmistir.

Kontrol Gruplari: Tim biyotransformasyon ¢aligmalarinda metabolitlerin
mikrobiyal transformasyon friinleri olup olmadigin1 anlamak amaciyla, ayni
kosullarda hazirlanmis ve besiyeri; besiyeri + substrat ve besiyeri +
mikroorganizma bulunduran ii¢ erlen kontrol amacli kullanilmistir.

Mikroorganizmalarin asilanmast ve adaptasyonu: Bir 06ze dolusu
mikroorganizma aseptik kosullarda uygun kat1 besiyeri iceren petrilere inokiile
edilmis, fungus ve mayalar i¢in 26-28 °C, 24-72 saat; bakteri ve mayalar i¢in 37
°C, 24 saat olan inkiibasyon sartlarinda petriler gelisime birakilmistir. Bu siire
sonunda gelisen mikroorganizmalar, 100 mL erlenler i¢inde bulunan 50 mL steril
zenginlestirilmis sivi besiyerine (alfa-medyum) aktarilmistir. Asilanan erlenler
uygun sicakliklarda 200 rpm’de calkalamali inkiibatérde 48 saat boyunca 6n
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda ortam sartlarina adapte olmus
mikroorganizmay1 iceren erlenden, yarisina kadar taze besiyeri doldurulmus 2
adet 100 mL’lik erlene steril sartlar altinda 1 mL mikroorganizma asilanmistir.
Erlenlerden biri mikroorganizma kontrolii olarak kullanilirken, digerine 40 pL
substrat ilave edilmistir. Bu iki erlen kontrol amach kullanilacak diger erlenlerle
birlikte ¢alkalamali inkiibatoérde 10 giinliik inkiibasyona birakilmistir.

Metabolitlerin Ekstraksiyonu: Biyotransformasyonun 1., 3., 5., 7. ve 10.
giinlerinde metabolit olusumunu kontrol etmek amaciyla ekstraksiyon yapilmistir.
Bu amagla steril sartlarda steril uglu pipetlerle erlenlerden 3 mL besiyeri igerigi
alinarak deney tiiplerine aktarilmigtir. Deney tiiplerine 3 mL etil asetat ilave
edilmis ve deney tipleri 1 dakika kadar vortekslenmistir. Ardindan
santrifiijlenerek iistteki berrak faz pipetle diger bir deney tiipiine aktarilmistir. Bu
islem her erlen icin 3 defa tekrarlanarak ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir.
Etil asetat vakumlu hizli yogunlastirici kullanilarak ekstreden uzaklastirilmistir.
Ekstrede metabolit olusumu ITK sistemiyle kontrol edilmistir. Bu amagla 0.25
mm kalinliginda hazir silika jel tabakalarina numuneler spotlandiktan sonra,

tabaka diklorometan-aseton (9:1) ve hekzan-etil asetat (3:1) c¢oziicli sistemi
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kullanilarak yiirtitiilmiisttir. Silika jel tabaka kuruduktan sonra UV 1sik altinda
254/364 nm dalga boyunda olusan metabolitler isaretlenmis, UV altinda 1s1masi
olmayan metabolitleri tespit etmek amaciyla ise anisaldehit-siilflirik asit reaktifi
uygulanarak sicaklik (110°C- 3 dk) ile muamale edilmistir. Hem UV lambasi
altinda isaretlenen, hem de 1s1 ve anisaldehit-siilfiirik asit reaktifiyle renklendirilen
spotlara bakilarak degerlendirme yapilmistir. Buna gore, ekstrenin ve kontrol
gruplarinin olusturdugu spotlar karsilagtirilmis, kontrol gruplarindan farkli olan
spotlar metabolit olarak diisiiniilmiistiir. Metabolit varlig1 belirlendiginde GK/KS
sistemi ile dogrulama ve yapi tayini analizleri yapilmistir.

Sonlandirma ve Ektraksiyon: Transformasyonun 10. giiniinde siireg
sonlandirilmistir. Bu amagcla, 50 mL etil asetat mikrobiyal transformasyonun
gerceklestigi erlene ve kontrol grubu erlenlerine ilave edilmis ve 1 dakika kadar
karigtirilmistir. Faz ayrisiminin tamamen goriildiigii anda iistte kalan faz, i¢ine bir
miktar susuz sodyum siilfat konulmus Whatman filtre kagidindan gegirilerek
rotavapor balonuna aktarilmistir. Bu islem en az 3 defa tekrarlanmis ve siiziilen
ekstre balonda biriktirilmistir. Daha sonra rotavapor 40 °C ve 120 rpm’e
ayarlanarak, etil asetat ile alcak basi¢ altinda yogunlastirilarak uzaklastirilmistir.
Coziciisii uzaklastirilan ekstre, pastdr pipeti, cam yiinii ve silika yardimiyla
olusturulan kiigiik kolondan geg¢irilerek mikroorganizma artig1 olan safsizliklardan
arindirilmistir.  Ardindan yine metabolit varligini belirlemek ve dogrulamak

amactyla ITK ve GK/KS sistemleriyle analiz yapilmustir.

3.2.1.4. Preparatif ol¢ekli biyotransformasyon

On tarama deneylerinde ITK ve GK/KS sistemleri ile metabolit olustugu
belirlenen kiiltlir ortamlari, olusturduklari metabolitlerin biyolojik etkilerinin
aragtirtlmas1 amaciyla preparatif Olgekli biyotransformasyon i¢in biiylik
hacimlerde hazirlanmistir. Bunun igin 2 litrelik erlenlerde 1 litre besiyeri
hazirlanmis, madde ilavesinden 48-72 saat once Bacillus velezensis NRRL B-
14580 ile asilanarak inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda,
aseptik sartlar altinda 400 pL baslangi¢c maddesi, 200 rpm ve 37 °C’de ¢alkalayici

inkiibatore birakilmistir
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Sonlandirma ve Ektraksiyon: On tarama deneylerine gore, metabolit
olusumunun en yiiksek seviyede oldugu giin transformasyon islemine son verilerek,
besiyeri etil asetat ile eckstre edilmistir. Oncelikle vakumlu Buchner hunisi
kullanilarak besiyeri misellerden kurtarilmistir. Siiziilen besiyeri hacmi kadar etil
asetat ile ayirma hunisinde en az 3 defa ekstre edilmistir. Ayrilan fazlar birlestirilerek
oncelikle susuz Na,;SOs’tan gecirilmis ardindan algak basing altinda 40 °C’de
yogunlastirilmistir. Kiiclik bir silikajel tagiyan kolondan siiziildiikten sonra metabolit
varligt GK/KS kullanilarak dogrulanmistir. Elde edilen ekstre kolon kromatografisi
yontemi ile fraksiyonlandiktan sonra hedef metabolitin ayrimi ve izolasyonu

yapilmustir.

3.2.1.5. Kolon kromatografisi ile metabolitlerin ayrimi

Biyotransformasyon sonucu elde edilen ekstreden metabolitlerin ayrilmasi
amaciyla kolon, n-hekzanla islatilmis silikajel ile yas usulde doldurulmustur.
Bunun i¢in ekstre ve kullanilacak silikajel miktarma goére 5x40 ve 10x70 cm
ebatlarinda kolonlar tercih edilmistir. Ekstre temiz bir flakona alinip biraz ¢oziicii
ile ¢oziilmiis ve homojen bir sekilde karistirilarak silikajele emdirilmistir. Bir gece
bekletilen flakondaki silikajele emdirilmis ekstre ertesi giin n-hekzan’dan
baslanarak etil asetat ile gradient eliisyon yapilarak (Cizelge 3.3) 100-10 mL’lik
fraksiyonlar halinde toplanmis (toplam 360 fraksiyon) ve son olarak da kolon
sirastyla etil asetat, metanol ve aseton ile yikanmistir. Toplanan fraksiyonlardaki
metabolit varligi ITK ile kontrol edilmis, aym spotlarin goriildiigii fraksiyonlar
birlestirilerek ¢oziicii diisiik vakum altinda yogunlastirilarak uzaklagtirilmigtir

(Iscan, 2009).
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Cizelge 3. 3. Gradient mobil faz bilesimleri

n-Hekzan | Etil asetat

100 0

95 5

90 10
80 20
70 30
60 40
50 50
40 60

3.2.2. Biyolojik Aktivite Calismalari

3.2.2.1. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Biyotransformasyonda kullanilan substrat ve elde edilen metabolitlerinin
biyolojik aktiviteleri karsilastirmali olarak incelenmistir. Bu amacla biyootografi
yontemi ve mikrodilusyon yontemlerinde daha oOnce cizelgede belirtilen

mikroorganizmalar kullanilmistir.

3.2.2.2. Biyootografi yontemi ile antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Biyootografi yontemi biyoaktif bir ekstre veya madde karisimi ig¢indeki
aktiviteden sorumlu madde ve/veya maddeleri belirlemek i¢in kullaniimaktadir.
Bu yontem ile baslangic maddeleri, transformasyon sonucu elde edilen ham
ekstreler ve saflagtirilmis metabolitler 6nceden secilen bir grup insan, gida ve bitki
patojeni mikroorganizmaya karst test edilmistir. Yontem birka¢ asamadan
olusmaktadir (Iscan, 2009).

ITK plaklarinin hazirlanmasi: 8x7 cm ebatlarinda kesilen silikajel GFas4
plaklar metanolle yikanmig ve 60 °C’lik etiivde 30 dk bekletilerek aktif hale
getirilmistir. Kirlilik unsurlarindan arinan plaklar her test mikroorganizmasi ayri
ayrt hazirlanmig, bir adet de referans plak eklenmistir. 2 mg/mL

konsantrasyonunda ve metanolde ¢oOziinmiis Ornekler, hazirlanan plaklara
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Drummond kilcal borularryla 2’ser pL spotlanmustir. Onceden hekzan:etilasetat
(3:1) ¢oziicii sistemi ile doyurulan ITK tankina plaklar yerlestirilerek
yiritilmistir. Yiritilen plaklar 40 °C’lik etiivde 30 dk bekletilerek tamamen
¢Oziiciiden arinmasi saglanmistir. Referans plak, once UV 254 ve 366 nm de
incelenmis, ardindan anisaldehit-siilfiirik asit reaktifi ile spotlarin yerleri
belirlenmistir. Diger plaklar baska bir islem uygulanmadan mikroorganizma
kiiltiirii ile kaplanmustir (Iscan, 2009).

Mikroorganizma kiiltiiriiniin hazirlanmasi: Bir giin 6nce Muller Hinton
Broth (MHB) besi ortami iceren tiiplerde gelistirilen kiiltiirler, Onceden
hazirlanmis ve deney siiresince 42 °C’deki su banyosunda bekletilerek katilagmasi
engellenen yumusak agar tiiplerine (0,075 (a/h)) McFarland No.5 bulaniklik
standard1 referans alinarak asilanmistir. Bu sicaklikta canliliklarini yitirmeyen
kiiltiirler bir sonraki asamaya kadar bekletilmistir (Iscan, 2009).

Aktivitenin belirlenmesi: Nutrient agar (NA) besiyeri 13 cm’lik steril petri
kaplarina bir taban olusturacak sekilde 15 mL kadar dokiilmiistiir. Yuriitilmis
plaklar her bir mikroorganizma i¢in farkli bir agar plagina aseptik sartlar altinda
yerlestirilmistir. 42 °C’ deki su banyosunda bekletilen mikroorganizma ile heniiz
astlanan kiiltiirler ITK plag: iizerinde gok ince bir katman olusturacak sekilde
yavag¢a petriye dokiilmistiir. Donmas1 beklendikten sonra plaklar uygun
sicakliklarda 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda plaklara trifenil
tetrazolyum kloriir (TTC) tuzu ¢ozeltisi (etil alkolde %5) piliskiirtiilerek 3-4 saat
daha etiivde birakilmistir. Uremenin olmadig1 alanlar, reaktif ile renklendirilmis
canli bakteri halis1 lizerinde seffaf zonlar olarak belirmistir. Daha Onceden
anisaldehit-siilfiirik asit reaktifi pliskiirtillerek hazirlanan referans plakla
karsilastirilarak aktiviteden sorumlu lekeler belirlenmis ve petrilerdeki plaklarla

karsilastirilmistir (Iscan, 2009).

3.2.2.3. Mikrodilusyon yontemi ile antikandidal ve antibakteriyal

aktivitenin belirlenmesi

Bakteriler i¢in Bese (1989)’nin yontemi kullanilmis ve Miiller Hinton

Broth (MHB) hazirlanmis, Candida tiirleri i¢in Pfaller ve ark. (1997)’na gore
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hazirlanan Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI 1640) kullanilmistir.
M1 (3 mg), M2 (3 mg) , M3 (2,5 mg), tetrahidrokarvon (2 mg) ve standart madde
olarak mayalarda ketokonazol (2 mg), bakteriler i¢in kloramfenikol (2 mg)
bilesikleri steril %50’lik DMSO (1 mL) ile ¢ozilerek stok c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Antikandidal ve antibakteriyal aktivite i¢in, bir giin 6nce Miiller
Hinton Agar (MHA) besiyeri iceren petrilere ekimi yapilan kiiltiirlerden, mayalar
ve bakteriler 37 °C’de inkiibasyona birakilmustir. Ertesi giin, gelisen Candida
tiirleri RPMI 1640 iceren steril deney tiiplerine, gelisen bakteriler ise MHB igeren
steril deney tiiplerine 1 6ze dolusu inokiile edilmistir. Deney tiiplerine aktarilan
kiiltiirler yine 24 saat boyunca 37 ve 28 °C’lerde inkiibe edilmistir.
Mikroorganizmalarin ~ gelisimi  saglandiktan sonra, kullanilan her test
mikroorganizmasi i¢in ayr1 ayr1 secilen 96 kuyucuklu “U” tipi mikrotitrasyon
plaklarinin tiim kuyucuklarma 100 uL steril besiyeri konmustur. ilk kuyucuklara
stok ¢ozeltilerden 100’er pl ilave edilmistir. Daha sonra ilk kuyucuktan
baslayarak tiim kuyucuklara log,’ye gore seyreltme uygulanmistir. Ardindan 24
saat boyunca RPMI 1640 besiyerinde 37 °C’de ¢ogaltilmis mikroorganizmalar
McFarland 0.5 standardina goére seyreltilmistir. Devaminda kontrol olarak
birakilan kuyucuklar haricindeki kuyucuklara 100 pL.  mikroorganizma
kiiltiiriinden ilave edilip 24 saat ilgili sicakliklarda inkiibasyona birakilmistir. Bu
stire sonunda iremenin oldugu alanlarin daha iyi belirlenebilmesi i¢in her
kuyucuga trifenil tetrazolyum kloriir (TTC) c¢ozeltisinden (etil alkolde %5) 20’ser
pL ilave edilerek, 2 saat daha etiivde bekletilmistir. Cozelti rengi berrak olan, yani
bakteri bliylimesinin olmadigi kuyucuktaki derisim minimum inhibe edici
konsantrasyon (MIK) degeri olarak belirlenerek, pg/mL birimiyle ifade edilmistir
(Iscan, 2009).

3.2.2.4. Pankreatik lipaz inhibisyonunun biyootografik yontemle

belirlenmesi

Son yillarda diinya genelinde ve iilkemizde ciddi bir saglik sorunu olarak
karsimiza ¢ikan obezite, seker hastalig1 (tip Il -diabetes mellitus) , hipertansiyon,
safra kesesi taglari, solunum fonksiyon bozukluklar1 ve kanser gibi ¢ok sayida

hastaligin olusumuna 6nciilik etmektedir. Obezite, beslenme sekli ve egzersize
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bagli klasik yontemlerle tedavi edilmeye calisilmakta, ancak kaybedilen kilolar bir
stire sonra tekrar geri alinmaktadir. Bu nedenle diyet, hayat tarz1 degisiklikleri ile
verilen kilolarin uzun vadede korunmasia yonelik farmakolojik tedaviler
onerilmektedir (Tanakol, 2003). Bu amagla kullanilan orlistat, gastrointestinal
lipazlar1 inhibe ederek yag asitlerinin incebagirsaktaki emilimi azaltip,
kalinbagirsak yoluyla viicuttan atilmasini saglamaktadir (Tanakol, 2003; Won ve
ark., 2007; Yamada ve Ark, 2010). Bu mekanizmayla birlikte pankreatik lipaz
inhibitorleri viicutta yaglarin depolanmasini engelleyerek kilo kaybina neden
olmaktadir. En 6nemli lipaz inhibitdrleri orlistat ve onun hidrojenlenmis tiirevi
olan lipstatindir. Yapilan bazi ¢calismalarda flavonoid, stilben, katesin ve terpenoid
tirevleri gibi dogal kaynakli bilesenlerin de lipaz inhibitérii olarak
kullanilabilecegi ifade edilmistir. Bununla birlikte, dogal kaynakli lipaz
inhibitdrlerinin hizlica taranmasi amaciyla kromatografik tekniklerle birlestirilmis
biyootografik yontemler, ¢ok sayida bilesenden olusmus dogal kaynakli
ekstrelerin her bir bileseni i¢in pankreatik lipaz aktivitesini kalitatif olarak
gosterebilmektedir (Won ve ark., 2007; Yamada ve ark., 2010).

Pankreatik lipaz aktivitesinin degerlendirilmesine iliskin biyootografik
yontemde, standart madde olarak orlistat kullanilmaktadir. Yontemin esas1 ITK
plaginda pankreatik lipaz aktivitesinin goriildiigli bolgelerde pankretik lipazin a-
naftil asetati, a-naftol ve asetik aside parcalamasi, sonrasinda plaga fast blue B
puskiirtiilmesi, boylelikle fast blue B ve a-naftoliin birleserek mor-pembe rengini
vermesine dayanmaktadir. Enzim inhibisyonunun gerceklestigi bolgeler beyaz

olarak goriilmektedir. Yontem birka¢ asamadan olusmaktadir (Hassan, 2011).

ITK plaklarimin  hazirlanmast ve Ekstrelerin VYiiriitiilmesi: 8x7 cm
ebatlarindaki iki ITK plagina M1, M2, M3 metabolitlerini iceren saf ekstrelerden
ve substrattan 10 pL ve etanol icinde 5 mg/mL konsantrasyonunda bulunan
orlisttan 5 pL spotlanmistir. Plaklar 6nceden hekzan:etil asetat (3:1) ¢oziicli
sistemi ile doyurulan ITK tankina yerlestirilerek yiiriitiilmiistiir. Referans plak,
once UV 254 ve 366 nm’ de incelenmis, ardindan anisaldehit-siilfiirik asit reaktifi
ile spotlarin yerleri belirlenmistir. Yiiriitiilmiis olan diger ITK plagindan mobil faz

iyice uzaklagtirilarak enzim aktivitesi deneyi i¢in ayrilmigtir (Hassan, 2011).
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Stok Enzim Cozeltisinin Hazirlanmasi: Deneylerde 0.05 M Tris-HCl
(pH= 7.4) tamponu, 32 U/mg’lik lipaz enzimi ve bovin serum albumininden
hazirlanan stok enzim ¢o6zeltisi, substrat olarak orlistat, alfa naftil asetat ve renk
reaktifi olarak fast blue B kullanilmistir. 0.05 M Tris-HCI tamponu i¢in 0.05 M
Tris Base tartilarak 1000 mL ultra saf suda ¢oziindiiriilmiis, derisik HCI ile pH
7.4’e ayarlanmistir. Lipaz enziminden 930 U igeren miktar (29 g) tartilarak
tampona ilave edilmis ve 100 mg bovine serum albumin eklenmistir. 75 mg a-
naftil asetat 50 mL etanolde ¢oziindiiriilerek deneye hazirlanmistir. Renk reaktifi
olarak kullanilan fast blue B ise, 25 mg tartilmis ve 50 mL distile suda
¢Ozilindiiriilmiistiir. Hazirlanan stok ¢Ozelti, renk reaktifi, alfa naftil asctat
buzdolabinda + 4 °C’de muhafaza edilmistir (Hassan, 2011).

Aktivitenin belirlenmesi: Enzim aktivitesi deneyi ic¢in ayrilan diger plaga
Once alfa naftil asetat pliskiirtiiliir ve azot gaziyla plaka tizerinde kalan kisim iyice
uzaklagtirllmigtir. Ardindan enzim stok ¢ozeltisi plskiirtiilmiis ve {izerinde kalan
kisim azot gaziyla uzaklagtirilmistir. 37 °C’de neme doymus bir ortamda 30 dk.
icin inkiibasyona birakilmistir. Otuz dakikanin sonunda ise plaga fast blue B
reaktifi puskiirtiiliip, pembe-mor zeminde beyaz olarak beliren spotlarla referans
plagin spotlar karsilastirilarak enzim inhibisyonunun neden oldugu beyaz lekeler

belirlenmistir (Hassan, 2011).

3.2.2.5. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

1-1-difenil-2-2 pikrilhidrazil (DPPH) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini
Standart madde ve metabolitlerin DPPH radikalini siipiiriicii etkilerini belirlemek
amactyla 3 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan numuneler &ncelikle ITK
plaklarina 5 pL spotlanmis ve lizerine hemen DPPH c¢ozeltisi piiskiirtiilerek,
kalitatif olarak on tarama testleri yapilmistir.

Aktif oldugu goriilen bilesiklerin, UV-spektroskopik ve mikrodiliisyon
yontemleri kullanilarak, kantitatif olarak inhibisyon konsantrasyon BHT ve GA
standart maddeleri ile karsilastirmali olarak verilmistir (Sarker ve ark, 2006).

Kantitatif yontem: Numunlerin MeOH’deki stok c¢ozeltisi 2 mg/mL

konsantrasyonda hazirlanmistir. Stok ¢ozeltilerden, 96-kuyucuklu mikrotitrasyon
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plaklarinin ilk stitununa sirasiyla 100’er pL aktarilmistir. Son siitunun sondaki 2
kuyucugu disinda kalan kuyucuklara c¢ok-kanalli pipet aracilifiyla 100’er pL
MeOH ilave edilir. Daha sonra ilk siitundaki numuneler MeOH iginde seyreltme
yapilarak, 5 dakika boyunca vortekste karistirilmistir. DPPH stok ¢ozeltisi 2 mg
DPPH’1n 25 mL MeOH’de ¢oziinmesiyle son konsantrasyonu 80 pg/mL olacak
sekilde hazirlanmistir. Her kuyucuga 100 pL DPPH ¢ozeltisinden eklenerek
reaksiyon baslatilmis ve 30 dakika siireyle karanlik bir ortamda birakilmistir.
Kontrol olarak numune igcermeyen reaktif karisimi ve pozitif kontrol olarak
biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve gallik asit (GA) kullanilmistir. Oda
sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildikten sonra absorbans degerleri
UV spektrofotometre kullanilarak 517 nm’ de okunmustur.

Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) aymi1 konsantrasyonda pozitif kontrol,
DPPH+MeOH negatif kontrol, sadece MeOH ise kor olarak ayni plakta
uygulanmistir. UV absorbans 517 nm’de mikroplaka spektrofotometre
kullanilarak oda sicakliginda okunmustur. Sonugclar, ortalama + standart sapma
(n=8) olarak ifade edilmis, istatistiksel degerlendirme ve hesaplamalarda Gen 5
Data Analysis programi (BioTek) kullanilmistir. % 50 inhibisyon konsantrasyonu

degeri (ICsp) (3.1) ile hesaplanmustir.

IC50= [(Ao—Al)/A()] x100 (31)
Ay : kontrol absorbans

A 1 : numune absorbans

ABTS Radikal Siipiiriicii Etki: Standart TEAK (Troloks’a esdeger
antioksidan kapasite) yOntemi Papandreou ve ark. (2006) kullanilarak
gerceklestirilen deney, ABTS (2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
radikalinin siipiiriilmesi ve E vitamininin suda ¢6zlinen analogu olan troloks ile
karsilastirilmasma dayanmaktadir. 7 mM ABTS * ve 2,5 mM sodyum persiilfat
(NayS,0s) karisiminin karanlikta 12-16 saat bekletilmesi sonucu mavi yesil renkli
radikal olusumu saglanmis, bu ¢ozeltinin 734 nm’ deki absorbansi 0,8-0,7 olacak
sekilde absolii etanol ile seyreltilmistir. 10 pL 6rnek ve 990 pL hazirlanan ABTS™
cozeltisi karistirilarak, 1 dk ’lik araliklarla 734 nm’ de absorbansi 30 dk siire ile
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Ol¢iilmiistiir. Troloks’a esdeger antioksidan kapasitesi troloksun kalibrasyon egrisi

kullanilarak hesaplanmaistir.
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4. BULGULAR

4.1. On Tarama Cahsmalari1 Sonucunda Olusan Metabolitler

Tetrahidrokarvonun  secili  mikroorganizmalarla  biyotransformasyonu
sonucu olusan ve GK/KS’nde yapisi tanimlanan metabolitler Cizelge 4.1° de
goriilmektedir. On tarama deneyleri boyunca metabolit olusumunu izlemek
amaciyla gerceklestirilen ITK (ince tabaka kramotografisi) deneylerine ait bazi

plaklar Ek-1 On Tarama Deneyleri boliimiinde verilmistir.

Cizelge 4. 1. On tarama deneyleri sonucu olusan metabolitler

TANIMLANAN METABOLITLER

. Kullanilan
Kod Metabolit Mikroorganizma

Bacillus velezensis

Candida guilliermondii ,
Fusarium culmorum,
Glomeralla cingulata ,

MI

C1oH20;
172,26 g/mol

Absidia ramosa
Aspergillus nidulans
WOH Aspergillus niger
‘ Aspergillus terreus var.

africanus

Bacillus velezensis
Corynespora cassiicola

Devosia riboflavina,
Penicillium claviforme
Streptomyces griseus,
Trichothecium roseum,

Yarrowia lipolytica

M2

C1oH200
156,27 g/mol

Absidia ramosa,
Aspergillus nidulans,
Aspergillus niger,
Aspergillus terreus var.
africanus
Bacillus velezensis
Botrytis cinerea,
Corynespora cassiicola
Devosia riboflavina,
CyoHyO Penicillium clav{forme,
156,27 g/mol St/jeptomyc.es griseus ,
Trichothecium roseum,
Yarrowia lipolytica,

OH

M3
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Cizelge 4.1. On tarama deneyleri sonucu olusan metabolitler (Devami)

TANIMLANAN METABOLITLER
Kod Metabolit . Kullamla.n
Mikroorganizma
M4 Aspergillus amstelodami
OH
CyoH20
156,27 g/mol
© Absidia ramosa
Aspergillus amstelodami
M5 Aspergillus terreus var.
africanus,
OH Candida guilliermondii ,
Saccharomyces cereviciae,
C1oH150,
170, 25 g/mol
OH Alternaria brassicola
Aspergillus amstelodami,
M6 Penicillium odaratum
Saccharomyces cereviciae,
OH Scopulariopsis brevicaulis
C10H300,
172,25 g/mol

4.2.Kolon Kromatografisi Ayrimi Gerg¢eklesen Metabolitler ve Yapi Tayinleri

Tetrahidrokarvonun ~ mikrobiyal  transformasyonu  sonucu  olusan
metabolitlerin yap1 tayini GK/KS sistemi ile gerceklestirilmis, bunlardan biiyiik
Olcekli biyotransformasyon {riinii olan M1, M2, M3 metabolitleri izole
edilebilmistir. Cizelge 4.2°de spektroskopik verileri ve tutunma zamanlar1 verilen

metabolitlerin kiitle spektrumlar1 Ek-2 Kiitle Spektrumlar1 boliimiindedir.
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Cizelge 4. 2. Tanimlanan metabolitler, sinonimleri, tutunma zamanlar1 ve m/z degerleri

Metabolitler Sinonimleri Rt m/z
p-menta-1a-2 B-diol; 172(M",3), 154(5),
M1 18,28,4S-p-menta-1,2- 24153 129(13), 112(10),
p-menta-1,2-diol diol ’ 111(48), 84(8), 71(100),
69(26), 43(57), 41(24)
156(M,11), 154(1),
M2 1R, 2R-p,mentan-2- ol; 138(22), 113(28),
(+)-Neoizokarvomentol 1R, 2R 5-izopropil-2- 20,598 109(13), 95(100),
metilsiklohekzanol 1 81(27), 57(39), 55(42),
41(29)
p-mentan-2 o -ol; 156(M,1%), 154(1),
M3 1R, 2R, 5R-p-mentan-2- 138(22), 113(28),
(+)-Neokarvomentol ol; (1S,2R,5R)-5- 19,286 109(13), 95(100),
izopropil-2- 81(27), 57(39), 55(42),
metilsiklohekzanol 41(29)
156(M,15%), 136(8),
2-(metilsiklcl)\1/f:kzil) ropan- | 2-(metilsiklohekzil)-1- 29,117 113(100), 111(20),
1-ol prop ropanol ’ 95(80), 81(55), 57(45),
prop 55(53), 41(40)
5-(1-hidroksipropan-2- +
: o 172(M,157), 141(10),
M5 ﬂ)'z'metlli‘i‘é‘_’hekzan' 129(30), 125(15),
9-hidroksi-(1R,4S)-(-)-p- 5.2-H dr(;x 1. 29,658 111(100), 95(23),
Mentan-2-one yaroxy 83(21), 69(25), 55(80),
methylethyl)-2- 41(40)
metilsiklohekzanon
5-(1-hidroksipropanol- 172MM,1), 154(8),
M6 2-y1)-2- 29.075 136(8), 113(100),
p-mentan-2,9-diol metilsiklohekzanol 111(2), 95(66), 81(44),

57(40), 55(40), 41(32)

4.3 Biyolojik aktivite calismalar

4.3.1. Antikandidal aktivite

IVERSITESI
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Standart sus ve klinik izolatlardan se¢ilmis 8 adet Candida tiiriine karsi
numuneler ve elde edilen metabolitin antikandidal etkisi mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak ~ minimum inhibisyon cinsinden

konsantrasyonlart1  pug/mL

belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.3” te verilmistir.
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Cizelge 4. 3. Antikandidal Etki Sonuglar1 (MiK, ug.mL™")(*THK=Tetrahidrokarvon)

Mikroorganizma *THK | M1 M2 M3 Kontrol
Candida albicans (klinik izolat) 31,25 93,75 | 46,875 | 39,062 | 1,953
Candida albicans 31,25 93,75 | 46,875 | 78,125 | 15,625
Candida glabrata 31,25 93,75 | 46,875 | 19,531 | 31,248
Candida utilis 31,25 93,75 | 46,875 | 39,062 | 7,812
Candida krusei 31,25 93,75 | 93,75 78,125 | 0,488
Candida parapsilosis 62,5 187,5 | 93,75 39,062 | 1,953
Candida albicans ATTC 90028 62,5 187,5 | 93,75 39,062 | 31,248
Candida glabrata (klinik izolat) 15,625 | 187,5 | 93,75 78,125 | 0,976

4.3.2.Antibakteriyal aktivite

Uc¢ Gram negatif (-) bakteri ve bes Gram pozitif (+) bakteri ile
mikrodiliisyon yontemi kullanilarak numunelerin ve izole edilen metabolitin
minimum inhibisyon konsantrasyonlari pg/mL cinsinden belirlenmistir. Sonuglar

Cizelge 4.4’ te toplu halde verilmistir.

Cizelge 4. 4. Antibakteriyal Etki Sonuglar1 (MiK, pg.mL™")(* THK=Tetrahidrokarvon)

Bakteri *THK M1 M2 M3 Kontrol
Escherichia coli 31,25 46,875 187,5 | 39,062 0,976
Staphylococcus aureus 62,5 187,5 375 39,062 0,488
Bacillus cereus 125 187,5 375 156,25 3,906
Staphylococcus aureus, MRSA 125 93,75 93,75 78,125 1,953
Erwinia caratovara subsp. Caratorava | 62,5 93,75 187,5 78,125 0,976
Pseudomonas syringae pv. Syringae 15,625 187.,5 187.,5 156,25 0,488
Corynebacterium spp.13A 125 187,5 375 312,5 1,953

. Corynebacterium spp. 14 A 62,5 187,5 93,75 78,125 1,953

4.4. Pankreatik lipaz enzim inhibisyon sonug¢lar:

IVERSITESI

Hassan (2011)’e gore pankreatik lipaz ihhibitorlerinin saptanmasit igin

kullanilan biyootografik yontemle gerceklestirdigimiz deneyde, M1, M2 ve M3
metabolitlerinde pankreatik lipaz inhibisyonu gozlemlenmistir (Sekil 4.1).

Standart madde olarak orlistat kullanilmis ve referans plakla karsilastirilmistir.
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PN
Sekil 4. 1. M1, M2, M3 metabolitlerinin pankreatik lipaz aktivite sonucu

Sonug olarak, plakta agikca goriilen beyaz spotlar M1,M2 ve M3 metabolitlerinin
(= 7 ng) pankreatik lipazi inhibe ettigini diistindiirmektedir.

4.5. Antioksidan Aktivite Sonuc¢lari

4.5.1. 1,1-difenil-2-2 pikril hidrazil (DPPH’) radikalini siipiiriicii etki

sonuclar

3 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan numunelerin serbest radikal
siipiiriicii etkisini belirlemek amaciyla oncelikle ITK plaklarma 5 pL olarak
uygulanmig ve Tlizerine hemen DPPH radikal ¢ozeltisi piiskiirtiilerek, BHA

standart maddesi kontroliiyle kalitatif olarak On-tarama testi yapilmistir.
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Bilesiklerin aktif oldugu goriilmiis ve yontemler kisminda anlatildigi sekilde
gerceklestirilen deneyde Tetrahidrokarvon, M1, M2 ve M3’iin ICsy degerlerinin
hesaplanmas1 amaciyla 5 mg/mL ile 0.05 mg/mL arasindaki konsantrasyonlarda
stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve DPPH radikalini siiptiriicli etkisi aragtirilmistir. 517
nm’ de okunan absorbans sonuglarina gére maddelerin denenen konsantrasyon
araliginda DPPH radikalini soldurmadigi goriilmiistiir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan ve ICsy degeri 0.0234 mg/mL olan BHT ile karsilastirildiginda
maddelerimizin oldukg¢a zayif etkiye (>5 mg/mL) sahip oldugu belirlenmistir.

&t Sy W e

$.
4
¢
\ 4

Sekil 4. 2. Tetrahidrokarvon, M1, M2 ve M3’iin (DPPH*) Radikalini Siipiiriicii Etki Sonuglar1

4.5.2. ABTS radikal siipiiriicii etki sonuclar

Yontemler kisminda anlatilan TEAC metoduna gore orneklerimizin 30
dakika boyunca 5 mg/mL’ lik konsantrasyonlarinin ABTS’i soldurma derecesi
Olclilmiis, antioksidan etkisi iyi bilinen aymi konsantrasyondaki BHT ile
karsilastirildiginda ¢ok diisiik antioksidan etkiye (>10 mg/mL) sahip olduklari
belirlenmistir (Cizelge 4. 5).
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Yapilan kaynak taramalar1 sonucunda daha 6nce herhangi bir mikrobiyal
transformasyon ¢alismasinda substrat olarak kullanilmayan ve antimikrobiyal
(antikandidal ve antimikrobiyal), antioksidan aktivite gibi biyolojik etkileri
arastirilmamis tetrahidrokarvonun Cizelge 3.1° deki 20 farkli mikroorganizma ile
biyotransformasyonu arastirilmis, olusan metabolitler ince tabaka kromatografisi
yontemiyle izlenmis ve gaz kromatografisi/kiitle spektroskopisi sistemiyle
tanimlanmistir. Biyotransformasyon siiregleri sonunda olusan toplam 6 metabolit,
Cizelge 4.1°de; metabolitlerin spektroskopik verileri Cizelge 4.2°de, spektrumlari
Ekler-2’de verilmistir.

On tarama deneyleri sonucunda Bacillus velezensis NRRL B-14580
tiriniin  digerlerine oranla daha verimli doniisiimlerle M1, M2 ve M3
metabolitlerini iirettigi belirlenmistir. Bu nedenle Bacillus velezensis NRRL B-
14580 ile tetrahidrokarvonun preparatif Olgekli  biyotransformasyonu
gerceklestirilmis, olusan metabolitlerden M1-M3  metabolitleri  kolon
kromatografisiyle saflastirilmistir. Ayrica daha sonraki asamada in vitro olarak
tetrahidrokarvon ve metabolitlerinin antimikrobiyal (antibakteriyel, antikandidal),
antioksidan (DPPH ve ABTS radikal siipiirticti etki) ve otobiyografik pankreatik
lipaz inhibisyonu biyoaktivite testleri gerceklestirilmistir.

Sonuglar literatiirle karsilastirildiginda (+) ve (-)-karvotanasetonun
Aspergillus niger’le biyotransformasyonuyla elde edilen p-mentan-2,9-diol ve p-
mentan-1,2-diol metabolitlerinin, tetrahidrokarvonun mikrobiyal
transformasyonuyla da elde edildigi goriilmiistiir (M1 ve M6) (Noma ve Asakawa,
2000; Noma ve Asakawa, 2010) Bunun yanisira Clodosporium sp. T1 ile (4R)-1-
p-mentenin  biyotransformasyonuyla p-mentan-1,2 dioliin olustugu rapor
edilmistir (Noma ve Asakawa, 2009). Noma ve ark. (1974)’nin (+)- ve (-)-
karvotanasetonun Pseudomonas ovalis, strain 6-1 ile gergeklestirilen
biyotransformasyonlarinda olusan (+)-neoiso- ve (+)-neokarvomentol elde
ettigimiz M2 ve M3 metabolitlerinin aymisidir (Grayson, 1994; Noma ve

Asakawa, 2010; Noma ve Asakawa, 2009).
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Biyootografi yontemi ile tetrahidrokarvon ve metabolitlerinin belirli
mikroorganizmalar i¢in antikandidal ve antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigi
belirlenmistir. Mikrodiliisyon yontemi ile antikandidal aktivite tayini sonuglari
incelendiginde (Cizelge 4.3.) elde edilen biyotransformasyon tiriinlerinden /R-2R-
SR-p-mentan-2-ol (M3) standart maddeye gore Candida glabrata’ya karst daha
etkili bulunurken (M3=19,531 pug/mL; Ketakonazol=31,248 pg/mL), metabolitin
Candida albicans ATCC 90028’a etki eden derisiminin standart maddeye yakin
oldugu gozlemlenmistir (M3=39,062 pg/mL; Ketakonazol=31,248 pg/mL).
Substratin bu mikroorganizmalara etki eden MIK degerlerine incelendiginde ise
tetrahidrokarvonun yalmizca Candida glabrata’ya karst etkili  oldugu
goriilmektedir (THK=31,25 pg/mL; Ketakonazol=31,248 pg/mL). Tim bu
verilere ek olarak, tetrahidrokarvon ve metabolitlerinin antibakteriyal aktiviteye
sahip olmadig1 mikrodilusyon sonuglariyla ortaya konmustur (Cizelge 4.4.).

Antioksidan aktivite varliginin arastirlldigs DPPH ve ABTS radikal
stiptiriicii etki deneylerinde ise subtrat ve metabolitler standart maddelere gore
etkisiz bulunmustur (Sekil 4.2 ve Cizelge 4.5). Enzim inhibisyonu deneylerinde
ise, tabakadaki beyaz spotlar karsilastirilmis; buna gore /R-2R-p-mentan-2-ol
(M2) ve p-mentan-1,2 dioliin (M1) substrata ve standart maddeye gore pankreatik
lipaz inhibisyonunun daha yiiksek oranda oldugu anlasilmistir.

Kaynak taramalari sonucu M2 ve M3 metabolitlerinin dogal olarak
portakal (Citrus sinensis L) suyunda, portakal kabugu yaginda, limon (Citrus
limon) kabugu yaginda, greyfurt (Citrus paradisi) suyu ve greyfurt kabugu
yaginda, nane (Mentha piperita) yaginda ve diger Mentha tiirlerinde bulunan
dogal aroma maddeleri oldugu goriilmektedir. Birbirlerinin enantiyomeri olan bu
metabolitlerin JECFA (Expert Committee on Food Additives- Katki Maddeleri ve
Bulasanlar Konusunda Uzmanlar Komitesi) tarafindan 1998 yilinda aroma alkollii
ve alkolsliz iceceklerde, jelatin ve pudinglerde, pismis ve dondurulmus firincilik
tirtinlerinde ve yumusak sekerlemelerde aroma ajani olarak kullanilabilirligi kabul
edilmistir (COE No.: 2228 FEMA No.:3562 JECFA No.:376) (Anonim, 2001,
Burdock, 2010). Bununla birlikte farkli alanlarda kullanilabilirligi heniiz mevcut
olmayan p-mentan-2-ol’iin enantiyomerlerinden (+)-neokarvomentoliin (M3)

pankreatik lipaz inhibisyon aktivitesine ve C. albicans ATTC 90028 ve C.

46



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

glabrata’ya karsi antikandidal aktiviteye sahip oldugu bu calismada ilk defa
duyurulmustur. Ancak elde edilen bu veriler disinda heyecan uyandiran herhangi
bir sonu¢ almamamistir. Bu anlamda tetrahidrokarvonun sectigimiz
mikroorganizmalar diginda farkli mikroorganizmalarla biyotransformasyonunun
denenmesi, yeni tetrahidrokarvon tiirevlerinin sentezlenmesini saglayabilecek
enzimlerle ilgili ¢aligmalarin siirdiiriilmesi ve diger biyolojik 6zelliklerinin ortaya
konmas1 i¢in farklt biyoaktivite testleri uygulanmasi farkli sonuglar ortaya
c¢ikarabilir.

Sonu¢ olarak tanimlanan metabolitler, bu c¢aligmada Dbelirlenen
mikroorganizmalar yardimiyla tetrahidrokarvondan hareketle bol miktarda elde
edilerek  biyoaktiviteleri  agisindan  degerlendirilebilecektir.  izolasyonu
gerceklestirilen ve cesitli biyoaktivite caligmalari yapilan tetrahidrokarvon ve
metabolitlerinin varolan fayda ve zararlarinin anlagilabilmesi i¢in daha ileri

caligsmalara ihtiya¢ vardir.
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