Perillil Alkol’{in Mikrobiyal Biyotransformasyonu
Simal Sencan
YUKSEK LISANS TEZI
Kimya Anabilim Dali

Temmuz 2013



Microbial Biotransformation of Perillyl Alcohol
Simal Sencan
MASTER OF SCIENCE THESIS
Department of Chemistry

July 2013



Perillil Alkol'iin Mikrobiyal Biyotransformasyonu

Simal Sencan

Eskisehir Osmangazi Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Lisanstistli Yonetmeligi Uyarinca
Kimya Anabilim Dal1
Biyokimya Bilim Dalinda
YUKSEK LISANS TEZI
Olarak Hazirlanmisgtir

Danisman: Prof. Dr. Ismail KIRAN

Temmuz 2013



ONAY

Kimya Anabilim Dali Yiiksek Lisans grencisi Simal Sencan’nin YUKSEK LISANS

tezi olarak hazirladigi “Perillil Alkol'in Mikrobiyal Biyotransformasyonu™ baslikli bu

caligma, jurimizce lisansiistii yonetmeligin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul

edilmistir.

Danisman : Prof. Dr. Ismail KIRAN

Ikinci Danisman : -

Yiiksek Lisans Tez Savunma Jiirisi:

Uye : Prof.Dr. Ismail KIRAN

Uye : Prof.Dr. Tamer AKAR

Uye : Do¢.Dr. Metin BULBUL

Uye : Do¢.Dr. Selma YARLIGAN UYSAL

Uye : Yrd.Dog.Dr. Miijgan OZKUTUK

Fen Bilimleri Enstitiisti Yonetim Kurulu’nun

sayil1 karartyla onaylanmaigtir.

Prof. Dr. Nimetullah BURNAK

Enstitii Miidiirii




OZET

Perillil alkol lavanta, nane, kiraz, kereviz tohumu ve diger bazi bitkilerin ugucu
yaglarmdan izole edilmis bir monoterpendir. Tip alaninda pankreas, meme ve karaciger
gibi 6nemli kanser tiirlerinin tedavisinde etkili oldugu saptanmistir. Kolon, deri ve
akciger kanserinde ise Onleyici bir ajandir. Perillil alkol’iin, normal hiicreleri

etkilemeden tlimér hiicreleri izerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Bu c¢alismada Perillil alkol’tin 18 farkhh mikroorganizma ile on
biyotransformasyon denemeleri yapilmistir. Metabolit elde edildigi diisiiniilen Fusarium
culmorum, Sporobolomyces pararoseus, Mucor ramannianus ve Corynespora
cassiicola kiifleri ile miligram diizeyde mikrobiyal biyotransformasyon c¢alismalar
tekrarlanmis ve metabolit yapilari 'H ve C-NMR spektrumlan ile aydinlatilmistir.
Perillil alkol’tin Fusarium culmorum ile biyotransformasyonu sonucu saf bir metabolit
elde edilmistir. Elde edilen molekiil 4-izopropenil-siklohegzankarbaldehit olarak

isimlendirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Perillil alkol, mikrobiyal biyotransformasyon, monoterpen,
biyoteknoloji, spektroskopik yontemler ve NMR
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SUMMARY

Perillyl alcohol is a monoterpene isolated from the essential oils of lavendin,
peppermint, spearmint, cherries, celery seeds, and several other plants. In animal studies
it has been shown to regress pancreatic, mammary, and liver tumors, to exhibit possible
application as a chemopreventative agent for colon, skin, and lung cancer, and as a
chemotherapeutic agent for neuroblastoma, and prostate and colon cancer. Perillyl
alcohol is active in inducing apoptosis in tumor cells without affecting normal cells and

can revert tumor cells back to a differentiated state.

In this study, the biotransformation of Perillyl alcohol with 18 different
microorganisms were carried out. Biotransformation reactions with Fusarium
culmorum, Sporobolomyces pararoseus, Mucor ramannianus and Corynespora
cassiicola which are believed to produce metabolites were repeated in mg scale and the
metabolite structures were elucidated by 'H-NMR and “C-NMR spectra.
Biotransformation of Perillyl alcohol with Fusarium culmorum produced a pure

metabolite. The new metabolite is called 4-Isopropenyl-cyclohexanecarbalhehyde.

Keywords: Perillyl alcohol, microbial biotransformation, monoterpenes, biotechnology,
spectroscopic methods and NMR
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNI

Aciklama

: Santigrad derece

: Mililitre

: Gram

: Miligram

: Milimetre

: Bir litre ¢ozeltideki ¢6ziinen maddenin mikrogram cinsinden degeri
: Mikrolitre

: Hidrojen niikleer manyetik spektroskopisi

: Karbon niikleer manyetik rezonans spektroskopisi

: Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi

: Uzun mesafe proton ve karbon etkilesimlerinin korrelasyonu
: Iki boyutlu heteroniikleer korrelasyon spektroskopisi
: Amerikan tip kiiltiir koleksiyonu

: Genis tekli pik

: Détoro kloroform

: 1kili pik

: Dimetil stilfoksit

: Ince tabaka kromatografisi

: Mueller hinton agar

: Miiler hinton broth

: Megaherzt

: Minimum inhibitér konsantrasyonu

: Dakikadaki devir sayis1

: Sabouraud %4 Glukoz Agar

: Trifenil tetrazolyum klorit



BOLUM 1- GIRiS VE AMAC

Giintimiizde dogal tirtinlere olan talep hizla artmaktadir. Bu kapsamda koku ve
tat maddeleri ile ilag etken maddelerinin biyoteknolojik yontemlerle iiretimi son yillarda
onem kazannugtir. Bu maddelerin {retiminde mikroorganizmalar ve izole enzim
sistemleri  biyolojik katalizérler olarak kullamlmaktadir. Madde iiretiminde
biyoteknolojik yontemlerin tercih edilmesindeki ana unsurlar; proses sonunda iiretilen
maddelerin dogal olarak kabul edilmesi ve kullanilan yéntemlerin g¢evreye zarar
vermemesidir. Endiistride gida, koku, ilag ve kozmetik sektérlerinde siklikla kullanilan
aroma maddelerinin mikrobiyal biyotransformasyon tepkimeleri ile elde edilmesi
modem ¢agin en o6nemli arastirma konularindan birisidir. Kimyasal y&ntemlerle
sentezlenmesi zor olan metabolitler biyotransformasyon y6ntemiyle hizli, ucuz, pratik

ve kisa bir zamanda elde edilebilmektedir (Berger, 1995).

Dogal koku ve tat maddeleri genellikle terpen yapisina sahiplerdir. Bitkilerden
ekstraksiyon ve buhar destilasyonuyla elde edilen terpenler ugucu yaglar olarak da
bilinmektedir. Terpenlerin alt simifi olan monoterpenler, dogal maddeler i¢inde ilag,
koku ve tat maddesi olarak tercih edilen en 6nemli molekiillerdendir. Aroma 6zelligi
tastyan bu tiir molekiillerin bitkilerden izolasyonlan zor ve verimleri oldukea diisiiktiir.
Bu nedenle ihtiyac: karsilayamamakta ve liretimlerinde alternatif yontemlere ihtiyac
duyulmaktadir. Bu baglamda biyotransformasyon tepkimeleri alternatif bir ydntem
olarak &nem kazanmistir. Biyotransformasyon galismalarinda genellikle immobilize
enzimler, hiicre ekstreleri veya biitiin hiicre sistemleri kullanilmaktadir (Keskin, 2010;

Tiejde and Stein, 1999).

Bu c¢alismada; bir monoterpen olan ve bir¢ok endiistride kullamilan perillil alkol
molekiilintin yeni dogal tlirevlerinin mikrobiyal biyotransformasyon tepkimeleri ile
elde edilmesi amaglanmugti. Bu amagla Perillil alkol molekiilii 18 farkh

mikroorganizma ile biyotransformasyona ugratilmistir.



BOLUM 2- GENEL BILGILER

2.1. Dogal Koku ve Tat Maddeleri

Amerikan Federal Ilag ve Gida Idaresi yonetmeliklerine gore; ucucu yag, esans
veya ekstre, hidrolize protein, gida degeri yerine koku ve tat fonksiyonu olan, enzimatik
faaliyet sonucu elde edilen, baharat, meyve, ot, kabuk, k&k, yaprak, deniz {irlinii, siit,
yumurta, su lrlinii veya bunlarin fermantasyon iiriinleri “Dogal koku ve tat maddesi”
olarak adlandirilmaktadir (Servi vd., 1993). Kimyasal tepkimelerle elde edilen madde
dogal sayilmazken biyotransformasyon ile elde edilen madde dogal olarak kabul
edilmektedir (Harlander, 1999).

Canlilarda dogal maddeler primer metabolitler, sekonder metabolitler ve
biyopolimerler olmak {izere {i¢ temel grupta incelenir. Tibbi ve aromatik bitkilerin
yapisint olusturan primer metabolitlerin, hiicresel yapilari olusturan yiiksek molekiil
agirlikli biyopolimerlerin ve bitkinin fizyolojik etkilerini ortaya koyan sekonder
metabolitlerin taninmasi yeni dogal koku ve tat maddelerinin {iretiminde 6nem

tasimaktadir (Demirci vd., 2010).

Primer metabolitler insan, hayvan, bitki ve prokaryotik mikroorganizmalarda
ortak olarak bulunan ve canlimun yasamsal faaliyetlerini stirdiirmesini saglayan
molekiillere denir. Niikleik asitler, proteinler, yaglar ve karbonhidratlar primer

metabolitlerdir (Hanson, 2003).

Sekonder metabolitler organizmalarin temel yasamsal faaliyetleri ile dogrudan
baglantis1 olmayan, ancak primer metabolitler kadar énemli maddelerdir, Sekonder
metabolitler bitkilerin, ¢evresel sartlara uyum, savunma, korunma, hayatta kalma,
neslini devam eftirme ve ekosistemle iliskilerini stirdiirmelerinde rol oynarlar.
Glikozitler, tanenler, alkaloitler, ve izopren tiirevleri sekonder metabolitlerdir (Topal,

2000; Bailey and Mansfield, 1982).



2.2. Terpenler ve Biyosentezi

Terpenler aromatik bitkilere koku ve tat 6zelifi veren, antimikrobiyal etki

gosterebilen ugucu yaglarin en Snemli bilesik grubudur. Terpenlerin ¢ogu bitkilerde

tretilip, béceklerde salgilamir, Terpenler ¢am aZacindan elde edilen reginede bulunan

terebentinin ana maddesidir. Bu nedenle terpen sozciigii “Terebentin™

tiiretilmistir (Sert, 2011; Umay, 2007).

sozciiglinden

Terpenler (CsHs), molekiil formiiliine sahip, izopren ¢ekirdegi iceren izoprenoit

molekiillerdir. Sahip olduklart izopren molekdlii sayisina gére simiflandirilirlar (Oskay,

1983). Terpenlerin simflandinlmasi Cizelge 1.1°de verilmistir

kuyruk
A/ AV/

bas bas

S S e oveva i =
|

Limonene

Cizelge 1.1. Izopren halkas: sayisina gére terpenlerin smiflandirilmasi

Sekil 1.1. Terpenlerin temel yap1 birimleri

Sinif C atomu sayisi Izopren iinitesi sayisi
Hemiterpen 5 1
Monoterpen 10 Z
Seskiterpen 15 3
Diterpen 20 4
Sesterterpen 25 5
Triterpen 30 6
Tetraterpen 40 8
Politerpen 40°dan ¢ok 8’den ¢ok




Terpenler diiz zincir, halkali yapida olabilecegi gibi, aldehit, keton, fenol, alkol
gibi kimyasal yapilar1 da igerebilirler. Yapisinda oksijen bulunduran terpenlerin sonuna
-oid eki getirilerek terpenoid seklinde adlandirilirlar. Icerdikleri kimyasal gruplara gére
terpenler siniflandirihirlar (Akay, 2002). Terpenlerin siniflandirilmast Cizelge 1.2'de
verilmistir.

Cizelge 1.2. Kimyasal yapilarina gore terpenlerin siniflandirilmasi

Kimyasal Yapi Terpen Siniflandirmasi
Alkol Linalol, geraniol
Ester ve alkol Linalol, linalil asetat, mentol

Aldehit Sinnamik aldehit
Keton Karvon
Fenol Eugenol, timol
Ester Anethol

Peroksit Askaridol

Ucucu dzellik gosteren ve ugucu yaglarin bilesiminde yer alan terpenler mono-
ve seskiterpenlerdir. Bu bilesikler aromatik bitki ve gidalarin aroma, tat, koku
ozelliklerinden sorumlu olan bilesiklerdir. Mentol, limonen ve citral (limon), gereniol ve

timol (gtil), pinen (¢am agaglari) dnemli terpenlerdir (Akgtl, 1993).

Terpen molekiillerini igceren ucucu yaglar bitkilerden ekstraksiyon ya da buhar
distilasyonu ile elde edilirler. Elde edilen bu ekstraktlar gida, parfiimeri, ilag sanayi
basta olmak tizere, gidalara hos koku ve tat vermek, ilaglarin sahip oldugu kétit kokular:
maskelemek, parfiim endiistrisinde yenmi kokular elde etmek, amaciyla kullamlirlar

(David, 1999).

Terpenler, bitkilerin biiylimesi ve gelismesi gibi temel fonksiyonlarinda rol
alamadiklarn i¢in sekonder metabolit simifina sokulmustur. Ulasilmas: kolay ve ucuz
olan ucucu yaglar kendini yenileyebilir ozellikleri nedeniyle terpenler yeni aroma

maddelerinin gelistirilmesi ¢alismalarina icin dnemli kaynaklardir (Akgil, 1993).



Terpenlerin biyosentezi mevalonik asit yolu ile gerceklesir. Bu biyosentezin ilk
basamaklar1 tiim bitki, hayvan ve bakterilerde aymi sekilde olmaktadir. Oncelikle
vaglarin oksidasyonundan ya da iki asetilkoenzim-A molekiltiniin tiyolaz enziminin
katalizorliigiinde kondenzasyonundan asetilkoenzim-A olusur. Baska bir asetilkoenzim-
A molekiilii ile aldol tipi bir kondenzasyon ve enzim ile hidrolitik par¢alanma sonucu,

(S)-3-hidroksi-3-metilglutaril-K oA olusur (Akay, 2002).

Bu molekiiliin tiyoester grubunun NADPH ile indirgenmesi ve spesifik rediiktaz
enziminin katalizorliigiinde (R)-mevalonik asit olusur. Indirgenme basamag: tek y&nlii,
geri doniistimsiiz olarak gergeklesir. (R)-Mevalonik asit, ATP ile fosforilasyon ve
dekarboksilasyonla izopentanilpirofosfat’a (3-metilbut-3-enilpirofosfat) doniistiiriiliir.

Bu tepkime adimlan Sekil 1.2°de g@sterilmistir (Akay, 2002).

Bu basamakta izomerizasyon dimetilallilpirofosfat’t verir. Bundan sonra bir gesit
kondenzasyon-polimerlesme ile izopentenilpirofosfat terpenlere donistiirtilii. Bu
bilesikteki reaktif alillik pirofosfat grubunun ¢ift bagla niikleofilik yer degistirme ve
proton kaybiyla trans-geranilpirofosfat ve bunun hidrolizinden de monoterpenler
meydana gelir. Ayrica trans-geranilpirofosfat bagka bir izopentenilpirofosfat molekili
ile kondense olarak trans-famesilpirofosfati meydana getirir. Bunun da hidrolizinden
seskiterpenler olusur (Nelson, 2005). Izopren biriminin biyosentezi Sekil 1.2°de

verilmistir.



0
I O 0

2CH;-C-S-CoA = CHRCCHC8Cak
Q
CH,-C-S-CoA
ve
Hidroliz
= CH3 HO,  pCHa
2NADPH rﬂ
-
HOCO CH,OH HOCO COSCoA
R-Movolonik asit (S)-3-Hidroksi-3-metilglutaril koenzim-A
2ATP _ _
1
HO,, pCts %) P
ATP ")
- H
f OPP
OPP L
HOCO 0T=0

3-metilbut-3-enilpirofosfat
(1zopenteni] pirofosfat)

Sekil 1.2. Izopren biriminin biyosentezi (Mann, 1994)




Trans—geranil-geranilpirofosfat farkli bir enzimle olayin tekrarlanmasiyla her
zaman olusur, Diterpenler de bu bilesik sonucunda olusur. Bu siirecin devamiyla uzun

zincirli politerpen alkoller, dogal kauguk gibi polimerler meydana gelir,

Terpenlerin biyosentezinin temel basamaklar: Sekil 1.3 de gosterilmistir (Akay,

2002).
/kg " /’\/\)\/\
e - A,
Hoa~
trans-Geranilprofosfat
Monoterpenler
M\ )\]/\OPP — /}\/\)\/\/K/\
OPP N OP
trans-Geranilprofosfat trans-trans-Farnesilprofosfat
Seskiterpenler
= x x AN opp ——  Diterpenler
Hep-trans-Geranilgeranilprofosfat

Sekil 1.3. Terpenlerin biyosentezi (Akay, 2002)



2.3. Monoterpenler

Monoterpenler 10 karbonlu iki izopren iskeletinden meydana gelir. Genelde ugucu
yag ve oleorezinlerin karakteristik bilesenleridir. Ucucu yag tasiyan bitkilerin salg
sistemlerinde depolanirlar. Diger bitkilerde ise mindr metabolitler olarak bulunurlar.
Giiniimiizde yapisi tayin edilmis yaklasik 40 bin terpen ve 740 kadar monoterpen
bilinmektedir (Celik, 2009; Baser ve Demirci, 2007; Liu et. al., 2005; Lange er. al.,
2000).

2.3.1. Monoterpenlerin siniflandiriimasi

Monoterpenler genel olarak yapilarina gére 5 ana grupta siniflandirilir (Umay, 2007).

Monoterpenlerin simiflandiriimas: Sekil 1.4°de verilmistir.

 Tnisikik  [lIDiser Yapidaki
Monoterpenler il Monoterpenler

Monosiklik
Monoterpenler Bl Monoterpenler

Sekil 1.4. Monoterpenlerin siniflandirilmasi



2.3.1.1.Asiklik monoterpenler

2,6-Dimetiloktan iskeletine sahip ve ig¢ ¢ift bag igerirler. Asimetrik karbon
atomlar1 nedeniyle optikge aktiftirler. Asiklik monoterpenlerin alkol, ester veya aldehit

grubu tagiyan oksijenli tiirevleri bulunur (Pinder, 1960).

L

Mirsen Osimen

Sekil 1.5. Asiklik monoterpenler (Umay, 2007)

Q
OH O-C-CHs
X
CHZ0H ’ CHO
| |

Sitronellol Linalol Linalil Asetat Sitral(Neral)

Sekil 1.6. Asiklik monoterpenlerin oksijenli tiirevleri (Umay, 2007)

(R)-(-)-linalool (8)-(+)-hnalool

Sekil 1.7. Linalool enantiyomerleri (Celik, 2009)
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2.3.1.2. Monosiklik monoterpenler

Monosiklik monoterpenler p-mentan iskeleti tasirlar. Bir halka ve 2 ¢ift bag
tagiyan bu gruba 6mek olarak limonen, terpinolen, mentol ve fellandren verilebilir. Bu
sinifta yer alan en 6nemli ticari hidrokarbon limonendir. D-limonen 6zellikle portakal,
greyfurt ve limon yaglarinda bulunur. Monosiklik monoterpenlerin oksijenli tirevleri

alkol, ester, keton, epoksit ve peroksit grubu tagiyabilir (Turmer, 2000).

R PPPC

Limonen Terpinolen ¢-Terpinen [-Terpinen Y-Terpinen

Sekil 1.8. Monosiklik monoterpenler (Umay, 2007)

CHa CH,
H;.,C/\CHZ HaC CHz
R(+)-Limonen S(-)-Limonen

Sekil 1.9. Limonen molekiilii enantiomerleri (Celik, 2009)

;LOH o-(l:c[)-CH3 @ @O <(L ‘
ARy

Mentol Mentil asetat Karvon Okaliptol Askaridol
(1,8-Sineol)

Sekil 1.10. Monosiklik monoterpenlerin oksijenli tiirevleri (Umay, 2007)
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(R)-Karven (S)\-Karvon

Sekil 1.11. Karvon molekiilti enantiomerleri (Celik, 2009)

I
o)

5 EHa CHa CHs
A

p=s HO = HO HO\\\\\ y
Hac/\CHs H3C/\CH3 HsC CHa HgC/\CHa
(+)-Mentol (+)-Izomentol (+)-Neomentol (+)-Neoizomentol

CHs CH3 CH3 CHs

A\ 3
w ~ H O\\\\\“ H O\\\\\ ~ HO
ch/\CHs H3C CH3 H3C CH3 H3C CH3
(-)-Mentol (-)-Izomentol (-)-Neomentol (-}-Neoizomentol

Sekil 1.12. Mentol'{in enantiyomer yapilart (Celik, 2009)
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2.3.1.3. Bisiklik monoterpenler

Bisiklik monoterpenlerin alkol, ester ya da ketonlu ttrevleri bulunur (Manley,

1987). . Bisiklik monoterpenler ve oksijenli tlirevleri Sekil 1.13°de verilmistir.

Sabinen Karen Sabinol Sabinol asetat Kafur

Sekil 1.13. Bisiklik monoterpenler ve oksijenli tiirevleri (Umay, 2007)

2.3.1.4. Trisiklik monoterpenler

Dogal trisiklik monoterpenlere sadece teresantalik asit yapisinda bulunur.

Trisiklik monoterpenler ve oksijenli tiirevleri Sekil 1.14°de verilmistir

CH,0H ) :

Teresantalol Trisiklen

Sekil 1.14. Trisiklik monoterpenler (Demirci, 2000)

2.3.1.5. Diger vaprdaki monoterpenler

\ O
O \
o

Artemisia keton a-tuyaplisin

Sekil 1.15. Diger yapidaki monoterpenler (Demirei, 2000)
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2.3.2. Monoterpenlerin 6nemi ve biyolojik etkileri

Monoterpenler genellikle koku ve tat ozelliklerinden yararlanilarak aroma
maddesi olarak parfiim ve gida endiistrisinde kullamilmaktadir. Omegin, timol koku ve
gida sanayinde ¢ok 6nemli bir yere sahip olan mentol liretiminde baglangic maddesi
olarak kullanilir. Bu kullamimlarinin yam sira ilag sanayinde k&ti koku ve tatlar
maskelemek i¢in tercih edilmektedirler (Pybus and Sell, 1999; De-Oliveira et. al.,
1997).

Bocekler, bitkilerden salgilanan monoterpenleri alarak, birbirleri ile iletisimlerini
saglayan kimyasal feromenlere cevirirler. Bu 6zellikleri ile piretrinler insektisit, bornil
asetat pestisit ve sitronellol ile pulegon bdcek kovucu olarak tarim endiistrisinde etkili
bir bi¢imde kullamilmaktadir (Karabacak, 2007; Vandamme and Soetaert, 2002; Tavera,
1999; Mann et. al, 1994).

Endiistride en ¢ok tercih edilen monoterpenler, limonen ve f-iyonondur. Limonen
parfiimeri, kozmetik ve gida sanayinde, polimer kimyasi, temizlik {irtinlerinde hos koku
vermek amaciyla kullanilir. f-iyonon ise; kozmetik sanayinde; makyaj malzemeleri,
parflimler, sampuanlar gibi bakim malzemelerine ek olarak, ev temizlik {irlinlerinde
kullanilir. Endiistride siklikla kullanilan diger monoterpenler, linalool ve esterleri, L-

mentol, (-)-karvon, a-terpineol ve pinendir (Keskin ve Yildinim, 2010).

Monoterpenler antibakteriyal, antifungal, antiviral, istah agici, gastrointestinal
rahatsizliklarda, anestezik, analjezik, antioksidan, antienflamatuar vb. etkilerinden
dolayr ¢ok eski zamanlardan beri birgok hastalifin tedavisinde kullanmilmaktadir. Son
yillarda yapilan deneyler sonucu elde edilen verilere gére meme, pankreas, prostat
karaciger, akciger vb. kanser tiirlerinin nlenmesinde ve tedavisinde etkin olduklart
bildirilmistir (Boon ef. al, 2000; Crowell, 1999). Onemli aktivite gosteren bazi

monoterpenler Cizelge 1.3°de verilmistir.



Cizelge 1.3.

Onemli aktivite gsteren baz1 monoterpenler (Ozsen, 2011)

Monoterpen Biyolojik Aktivite Kaynaklar
_ o | Antiproliferatif aktivite - Xanthakis ef al., 2009
% + Kemoterapotik aktivite - Matoceral; 2008
% + Antikanserojen aktivite - Roman eral, 2007
= % Antiplasmodif aktivite ~ ClERRiERmaL, 210
% Antiproliferatif aktivite - Park et al.,, 2009
E # Anestezik aktivite - Watt ez al., 2008
§ > % Antiparazitik aktivite - Kiuchi et al., 2002
= % Antifungal aktivite - Roman et al., 2007
-;% %+ Antibakteriyal aktivite - Joyvetal., 2007
[_'Z oy ¥ Antioksidan aktivite - Hassan and Radwan,
2010
<+ Antioksidan aktivite - Juniur et al., 2009
. % Antikanserojen aktivite - Roman et al., 2007
é %+ Antianjivojenik - Edris, 2007
. % Antibakteriyal Aktivite - Jirovetz et al., 2007
% Ilac gecirgenligini artirma - Comnwell et al., 1996
OH ¢  Antibakteriyal aktivite - Roman et al., 2007
;% @ % Anti-inflamatuar aktivite - Peana et al., 2002
g
~ |
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2.4. Biyotransformasyon

Canh bir organizma veya enzim tarafindan katalizlenen kimyasal déniisiimlerin
gerceklesmesi ve yararli Uirlinlerin elde edilmesi biyotransformasyon olarak adlandirilir.
Biyotransformasyon olayina en klasik 6rnek olarak asetik asit bakterileri tarafindan
alkolden sirke iiretimi verilebilir (Cabral er. al, 1994; Martin, 1991). Kullanilan ilaglarin
viicuttan atilimi kolay ve zararsiz olmasi igin karacigerde bulunan enzimler tarafindan
viikseltgeme, indirgeme, dekarboksilleme ve hidroliz tepkimeleri ile ilaglar

biyotransformasyona ugrarlar (Iscan, 2009; Berger, 1995; Rehm, 1984).

Biyoteknolojik ¢alismalarinin temelini olusturan biyotransformasyon tepkimeleri
ilac tiretimi, gida, koku, esans maddelerinin {iretimi, atik maddelerin geri kazandirilmasi
ve enerji tiretimi gibi alanlarda kullamlmaktadir (Faber, 2004; Hanson, 1995; Telefoncu,
1995).

2.4.1. Biyotransformasyon yontemleri

Biyotransformasyon yontemleri bes ana grupta incelenir (Telefoncu, 1995).

Stasyoner hiicrelerile

Sporlar ile

Immobilize hiicreler ile

Serbest, immobilize hiicreler ile

Sekil 1.16. Biyotransformasyon yontemleri
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2.4.1.1. Biiviiven hiicreler ile bivotransformasvon

Ideal besi yerinde iiretilen hiicreler iizerine én-testlerle belirlenen derisimlerde

biyotransformasyona ugratilacak substrat ayni ortama katilir.

2.4.1.2. Stasvoner hiicreler ile bivotransformasyon

Ideal besi yerinde {firetilen mikroorganizma filtrasyon ile aynldiktan sonra

biyotransformasyon ortamina aktarilir ve substrat ilavesi gergeklestirilir.

2.4.1.3. Sporlar ile bivotransformasvon

Mikroorganizmalar spor olusumu ig¢in ideal kosullarda dretilir ve sporlar
misellerden ayrnlip sogukta saklanir. Biyotransformasyon tepkimelerinde bu sporlar

kullanilir.

2.4.1.4. Immobilize hiicreler ile bivotransformasyon

Mikroorganizmalar {iriin ve substratin ge¢isine izin veren alginat, seliiloz, alginat
gibi ortamlarda immobilize hale getirilir. Immobilize hiicreler istenildigi anda ortamdan

uzaklastirilabilir ve yeniden kullanilabilir.

2.4.1.5. Serbest ve immobilize enzimler ile bivotransformasyvon

Biyotransformasyonda immobilize hiicreler kullanimi1 daha ekonomik olmasina
ragmen istenmeyen yan tepkimelerin olusmasi muhtemeldir. Saf enzimler tercih

edildiginde bu durum ortadan kalkar ancak y&ntemin daha pahali olmasina neden olur.
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2.4.2, Biyotransformasyon tepkimeleri ve kullanilan enzimler

Biyotransformasyonlar sentetik yolla gergeklesebilecek biitin  tepkimelere
esdeger diizeydeki tepkimeleri ve sentetik yolla gerceklesemeyecek tepkimeleri de
gerceklestirmektedirler. Bu tepkime tipleri yedi sekilde siniflandirilabilir (Faber, 2004;
Anonymous, 1988; Armstrong, 1986).

- Bivotransformasyon Tepkimeleri

O}&SI dasyon

Rediksiyon

Hiidroliz tepkimeleri

lameed  Katilim ve kondenzasyon

e Izomerlesme

sl Y11 C-C baglannin olusumu

Yeni heterolatomlaniniilavesi

Sekil 1.17. Biyotransformasyon tepkime tipleri

Kullanilan tnzimler

Oksidorediktazlar
dransterazlan
Hidrolazlar

Liyazlar

Izomerazlar:

Lisazlar

Sekil 1.18. Biyotransformasyon tepkimelerinde kullanilan enzimler
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2.4.3. Monoterpenlerin biyotransformasyonu

Bircok arastirmaya konu olan monoterpenler, hos koku ve tat 6zelliklerine sahip
oldugu i¢in ilgi gekmektedir. Biyotransformasyon tepkimeleri sonucu elde edilen yeni
bilesiklerin de dogal madde ozelligine sahip olmas, titketicilerin dogal iiriinlere talep
etmeleri monoterpen biyotransformasyonlarinin 6nemini arttirmaktadir (Krings and

Berger, 1998).

Monoterpenlerin biyotransformasyonlan enzimler, hiicre ekstraktlari, canli
bakteriler, su yosunlari, mayalar, kiifler ile serbest ve immobilize enzimler tarafindan
gerceklestirilmektedir. Canli sistemler daha ucuz bir kaynak olustururken, yan triinlerin
olusmast biyotransformasyon tepkimeleri sonucu olusan {iriinlerin  verimini
diistirmektedir. Son yillarda literatiirde yapilan biyotransformasyon ¢alismalarinda canl
sistemler tercih edilmistir. Bunun nedeni enzim izole edilme asamalarinin zor ve pahali
olmasidir (Carla er. al, 2006; Van Der Werf et. al, 1997; Ducther ef. al, 1995; Rollas,
1992; Kieslich, 1986). Monoterpenlerin biyotransformasyonlarinin  avantaj ve

dezavantajlar Cizelge 1.4°de verilmistir.

Cizelge 1.4. Monoterpenlerin biyotransformasyonlarinin avantaj ve dezavantajlan

Monoterpenlerin Biyotransformasyonu

Avantajlar Dezavantajlar

% Dogal ve yeni koku ve tatlar % Metabolitin ugucu olmasi

tiretilmesi

*

*

<,
"o

% Tek adimda tiriinler elde edilmesi Metabolitin toksik olmasi

*

% Tehlikesiz, zararsiz tepkimeler ¢+ Sudaki ¢dziiniirliiklerin az olmasi

olusmasi

*,

L)
o

% Birgok maddeye uygulanabilir Verimin diisiik olmasi

olmasi

*

Metabolitin stabil olmamast

* e

% Stereospesifik olarak katilim s
saglanmasi
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2.5. Perillil Alkol

Perillil alkol lavanta, nane, kiraz, kereviz tohumu ve diger bazi bitkilerin ugucu

yaglarindan izole edilmis bir monoterpendir.

Sekil 1.19. Lavanta ve nane bitkisinin resimleri

Literatiir calismalarinda Perillil alkol'tin koku &zelligi gosterdigi ve bu
ozelliginden yararlanilarak yeni koku maddelerinin olusturulmasinda baslangi¢ maddesi
olarak kullanildigr belirtilmistir. Ayrica tip alaninda bazi 6nemli kanser tiirlerinin
tedavisinde etkili oldugu ifade edilmistir. Ozellikle pankreas, meme ve Kkaraciger
timorlerinde gerilemeyi sagladigi; kolon, deri ve akciger kanseri igin 6nleyici bir ajan
oldugu ve normal hiicreleri etkilemeden tiimor hiicreleri tizerinde 6nemli bir etkive
sahip oldugu belirtilmistir. Etki mekanizmas: agik olmamakla birlikte hiicre biiylimesi
ve farklilasmasindaki kontrol mekanizmalarinda etkisinin bulundugu diisiintilmektedir

(Crowell, 1999). Perillil alkol ile ilgili kimyasal bilgiler Cizelge 1.5°de verilmstir.

CH

Sekil 1.20. Perillil alkol’iin molekiil yapisi



Cizelge 1.5. Perillil alkol ile ilgili kimyasal bilgiler (Buckingham, 2000)

CAS numarasi 18457-55-1
Isim (S)-Perillil alkol
o
Molekiil yapisi
Formiil CioHi60
Molekiil agirhg 15223 ¢
Benzer 1-Siklohegzen-1-metanol4-(1-metiletenil)-, (S)-
isimlendirme :p-Menta-1,8-dien-7-ol, (S)-(-)- (8CI);(-)-(S)-
Perillil alkol;(-)-Perillik alkol;
EINECS 208-639-9
Yogunluk 0.94 g/fem’
Kaynama noktasi 119-121°C
Parlama noktasi 110°C
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BOLUM - 3: MATERYAL, METOD ve DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Genel Deneysel Bilgiler

Biyotransformasyon ¢alismalarinda kullamlan malzemelerin sterilizasyonu
Systec VE 65 marka otoklav ile gerceklestirildi. Gerhardt THO 500 Laboshake
calkalamali inkiibator, besiyerinde mikroorganizmalarin inkiibasyonun saglanmasi igin
kullanildi. Steril kosullardaki ekim islemleri Herasafe steril kabininde gergeklestirildi.
Saflastirmada kolon kromatografisi kullamildi. Kolon kromotografisi i¢in 60 (Merck,
230-400 mesh) tipi silika jel kullanildi. Ince tabaka kromotografisi, 0.25 mm
kalinliginda silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF254) tizerinde etil asetat-hekzan
(60-800C) (1:1) ¢ozgen sistemiyle izlendi. Kolon kromatografisinden elde edilen
spotlar, anisaldehit, siilfiirik asit, metanol, asetik asit olan reaktif ile renklendirdikten
sonra 1sitilarak (110°C) belirgin hale getirildi. Kolon kromatografisi yardimiyla
saflastirilan bilesiklerin vapisi, spektral metotlar ('"H NMR, *C NMR) kullamlarak
aydmmlatilmisir.  'H-NMR ve "C-NMR spekturumlart Bruker DPX 400 Fourier
Transform spektrofotometresinde sirasiyla 400 ve 90 MHz’de Déteryo kloroform ile

tetrametilsilan uluslar aras1 standartlar referansi alinarak yapildi.

3.2. Materyaller, Kimyasal Maddeler, Coziiciiler, Aletler, Mikroorganizmalar

Bu béliimde biyotransformasyon g¢aligmalarinda kullanilan materyal, kimyasal

maddeler, ¢oziiciiler, aletler ve mikroorganizmalarla ilgili genel bilgiler verilmistir.
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3.2.1. Materyal

Biyotransformasyon ¢aligmalarinda kullanilan perillil alkol Sigma Aldrich

firmasindan satin alinmistir.

3.2.2. Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Biyotransformasyon caligmalarinda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢éziiciiler

Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

* n-Hekzan * Dietileter

» Aseton » Diklorometan (CH,Cl»)

» Dimetilstilfoksit (DMSO) * Metanol (MeOH)

*» Sodyum hidroksit (NaOH) = Siilfiirik asit

* Vanilin * Hidroklorik asit (HCI)

* Glikoz * Pepton

» Sakkaroz * Nisasta (Oxoid)

* Potasyum hidroksit (KOH) « Potasyum kloriir (KCI)

* Sodyum hipofosfat (Na;HPO,) * Magnezyum stilfat (MgSQOy)

» Maya ekstresi (Acumedia) » Iyot (I,)

* Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) |  Susuz Sodyum Siilfat (Na;SOy)
(Acumedia/Oxoid)

* Patates Dekstroz Agar (PDA) » Etilasetat (EtOAc)
(Acumedia/Oxoid)

- Silikajel 60G * Kloroform (CHCl;)

(Merck 7731,4-40 mesh)

* Etanol (EtOH) * Demir siilfat (FeSOy)

* Benzen * Sodyum Nitrat (NaNO;)
+ Potasyum karbonat * Anisaldehit

*+ Sodyum klortir (NaCl) » Potasyum hidrojen fosfat (KoHPO,)
* Hazir ITK plaklari » Amonyum kloriir
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3.2.3. Cihazlar

Biyotransformasyon ¢aligmalarinda kullanilan cihazlar gunlardir:

e (Gaz Kromatografisi /Kiitle Spektrometrisi Sistemi (GC/MS), [Hewlett Packard
GC/MSD 5890] ve [Shimadzu GC/MSD QP5050]

e Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi Sistemi (NMR), [JEOL JNM-
EX90A, FI-NMR]; [Bruker AM-400, FT- NMR], ve [Varian Mercury 300, FT-
NMR]

e Ultra Viyole Lambas1 (254-366 nm), [Camag]
e Otoklav [Systec VE 65]
o Inkiibatér [Gerhardt THO 500 Laboshake]

o Steril Kabin [Herasafe]



3.2.4. Mikroorganizmalar
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Biyotransformasyon ¢alismalarinda kullanilan mikroorganizmalar Cizelge 2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2.2. Kullanilan mikroorganizmalar

1 | Aspergillus parasiticus NRRIL 2999 (F9)

2 | Aspergillus niger NRRL 326 (F10)
3 | Aspergilllus niger ATCC 10549 (F11)
4 | Aspergillus alliaceus NRRL 317 (F12)
5 | Penicillium claviforme MR 376 (F17)
6 | Penicillium adametzii NRRL 737 (F20)
7 | Penicillium chrysogenum NRRL 792 (F21)
8 | Fusarium solani ATCC 1284 (F22)
9 | Fusarium moniliforme NRRL 2374 (F23)
10 | Fusarium culmorum (F24)
11 | Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 (F27)
12 | Hansenula anomala ATCC 20170 (F30)
13 | Sporobolomyces pararoseus ATCC 11385 (F31)
14 | Mucor ramannianus ATCC 1839 (F36)
15 | Neurospora crassa (F40)
16 | Corynespora cassiicola DSM 62475 (F40)
17 | Trametes versicolor ATCC 200801 (F68)
18 | Phanerachaete chrysosporium ME (F69)
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3.3. Biyotransformasyon Calismalar

3.3.1. Mikroorganizmalarin temini ve saklanmasi

Calismalarimizda kullamlan mikroorganizmalar Anadolu Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonundan saglandi. Alinan

kiiltiirler, +4°C’de muhafaza edildi.

3.3.2. Mikroorganizmalarin iiretimi icin kullanilan besi yeri bilesenleri

Biyotransformasyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere, mikroorganizmalar yeterli
bityiikliige geldiginde, agarli kati besi yerinden, ozelliklerine gore farkli sivi besi

yerlerine ilave edildi.

3.3.2.1. Taze vatik agar besi veri

Patates dekstroz agar 585¢
Agar 1.2 ¢
Saf su 150 mL

Hazirlanan besi yeri kaynatilip sogumadan 15 adet cam siseye ilave edildi,
otoklavda 1.1 atmosfer basincinda, 121°C’de 15 dakika siire ile steril edildi.
Sterilizasyon i1sleminden sonra siseler i¢erisindeki erimis haldeki besi yerleri donmadan
once 45°°ye vakin egim olusturacak sekilde steril kabinin igerisinde ve UV 15181 altinda
1 giin boyunca birakilarak hazirlandi. Bu besi yeri biyotransformasyon reaksiyonlarinda
kullanilan mikroorganizmalarin stoklanmasinda ve sivi1 besi yerine ilave edilmeden énce

aktiflesmesini saglamak icin kullanildu.
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3.3.2.2. a-medium

Glikoz 20,0 g
Pepton 50¢g
Maya ekstresi 50¢g
NaCl 50¢
Na,HPOy, 50¢
Saf Su 1000 mL

Besi yeri bilesenlerinin saf suda c¢oéziilerek hazirlanan ¢6zelti, 250 mL’lik
erlenlerin her birine 100 mL besi yeri olacak sekilde ilave edildi. Erlenlerin agizlar
aliminyum folyo ile kapli pamukla kapatildi. Otoklavda 1,1 atmosfer basincinda,
121°C’de 15 dakika siire ile steril edildi. Bu besi yeri biyotransformasyon tepkimeleri

icin kullanildi.

3.3.3. Mikroorganizmalarin hazirlanmasi

Hazirlanan e¢-medium besi yerinden 100 mL almarak, 250 mL’lik erlenlere
paylastinildi. Daha 6nce kat1 besi yerinde stoklanan mikroorganizmalar her erlene bir
6ze ucu dolusu kadar steril kabinde ilave edildi. Erlenlerde yeterli miktarda
mikroorganizma olugabilmesi icin 3 giin boyunca g¢alkalamali inkiibatdr {izerinde
25°C’de (120 rpm) inkiibasyona birakildi. Mikroorganizmalarin yeterli miktarda
biiylimesi saglandiktan sonra difer erlenlere esit miktarlarda olacak gekilde ve steril
kosullarda mikroorganizmalar aktarildi. Sivi besi yerlerine ekimi yapilan bu kiiltiirler

yine ¢alkalamali inkiibator {izerinde 25°C’de inkiibasyona birakildi.
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3.3.4. Substrat hazirlanmasi ve ilavesi

Daha oOnceki boliimde belirtildigi gibi ¢ogaltilan mikroorganizma igerisine
inkiibasyonun {i¢iincii giiniinde; én deneme g¢aligmalar1 icin her 15 mg veya 1,5 mL
substrat 2 mL asetonda ¢oziilerek erlen sayisina gdére hazirlanip ilave edildi. Kolon
kromatografisi yapilmak i¢in hazirlanan biiylik 6lgekli ¢alismalarda erlen basina 20 mg
veya 2 mL substrat 2 mL asetonda ¢dziilerek ilave edildi. Inkiibasyon oda sicakliginda
calisan dairesel calkalayici tizerinde 8 gilin boyunca stirdiirtildii. Erlenler iizerine etil
asetat ilave edilerek biyotransformasyon sona erdirildi. Daha sonra ekstraksiyon ve

1zolasyon asamalarina gegildi.

3.3.5. Metabolitlerin ekstraksiyonu

Sivi-sivi ekstraksiyon islemi uygulanarak metabolit olusumu izlendi. Deney
tiipiine steril u¢lu pipetor ile biyotransformasyon besi ortamindan 2 mL alindi ve 3-5
mL etil asetat (EtOAc) ilave edildi. Bir dakika siireyle vorteks kullanarak karistirildi.
Etil asetath tist faz, bagka bir pipet ile susuz Na; SO, ta kurutulduktan sonra bir numune
kabma aktarild: ve azot gaz1 kullamlarak ¢&ziicti uzaklastinldi. Olusan metabolitlerin

spotlar1 ITK ile kontrol edildi.

3.3.6. Metabolitlerin izolasyonu

Biyotransformasyon islemini durdurmak ve ekstraksiyonu baglatmak amaciyla
besiyerlerine 1/1 oraninda EtOAc ilave edildi. Besiyeri iyice ¢alkalandiktan sonra,
Buchner hunisinden vakum altinda stiziilerek, mikrobiyal misellerden kurtarilan ve
birlestirilen sivi kisimlar, ayirma hunisinde hacimlerinin yaklasik 2 kati EtOAc ile 3 kez
ekstrakte edildi. Toplanan ekstraktlar, susuz NapSOs’ta kurutulduktan sonra
yogunlagmaya birakildi. Elde edilen kalinti, kolon kromatografisi ile saflastirildi.

Kolonda ¢6ziicii sistemi olarak ile hegzan ve etil asetat kullanildi.
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3.3.7. Metabolitlerin tanimlanmasi

Kolon kromatografisi yardimiyla saflasgtirilan metabolitlerin yapilari, NMR ve
GC-MS gibi spektroskopik metotlar kullanilarak aydinlatildi. Biyotransformasyon

asamalar1 Sekil 2.1°de verilmistir.

INOKULASYON

Sekil 2.1. Biyotransformasyon asamalan
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3.4, Perillil Alkol’iin On Deneme Calismalar

Perillil alkol’iin 18 mikroorganizma ile yapilan 6én deneme ITK sonuglar:

Cizelge 2.3°de yer almaktadir.

Cizelge 2.3. Perilil alkol’iin 18 mikroorganizma ile 6n deneme ITK sonuglar

1.Spot (Sol): Standart
2.Spot (Orta): Extrakt
3.Spot (Sag): Substrat

LI~ Ll Bt




Cizelge 2.3.(devam) Perilil alkol’iin 18 mikroorganizma ile 6n deneme ITK sonuglar

I ST

1.Spot (Sol): Standart
2.Spot (Orta): Extrakt
3.Spot (Sag): Substrat

(13) (14) (15) (16)

(17) (18)
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Cizelge 2.3.(devam) Perilil alkol’iin 18 mikroorganizma ile 6n deneme ITK sonuclar

OH

Perillil alkol

(1) Perillil alkol'in Aspergillus parasiticus NRRL 2999
biyotransformasyon ekstrakt itk’si.

(2) Perillil alkol’lin  Aspergillus niger NRRL 326
biyotransformasyon extrakt itk’s1.

(3) Perillil alkol’tin Aspergilllus niger ATCC 10549
biyotransformasyon extrakt itk’si.

(4) Perillil alkol’tin Aspergillus alliaceus NRRL 317
biyotransformasyon extrakt itk’s1.

(5) Perillil alkolin Penicillium claviforme MR 376
biyotransformasyon extrakt itk’si.

(6) Perillil alkolin Penicillium adametzii NRRL 737
biyotransformasyon extrakt itk’s1.

(7) Perillil alkol’in Penicillium chrysogenum NRRL 792
biyotransformasyon extrakt itk’si,

(8) Perillil alkol'tin  Fusarium solani ATCC 1284
biyotransformasyon extrakt itk’si.

(9) Perillil alkol’tin Fusarium moniliforme NRRL 2374
biyotransformasyon extrakt itk ’si.

ile

ile

ile

ile

ile

ile

ile

ile

ile

(10) Perillil alkol’tin Fusarium culmorum ile biyotransformasyon

extrakt itk’s1.

(11) Perillil alkol’tin Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
biyotransformasyon extrakt itk’si.

(12) Perillil alkol’in Hansenula anomala ATCC 20170
biyotransformasyon extrakt itk’s1.

(13) Perillil alkol’tin Sporobolomyces pararoseus ATCC 11385
biyotransformasyon extrakt itk’s1.

(14) Perillil alkol™in Mucor ramannianus ATCC 1839
biyotransformasyon extrakt itk’si.

(15) Perillil alkol’lin Newrospora crassa (wild type)
biyotransformasyon extrakt itk’si.

(16) Perillil alkol’tin Corynespora cassiicola DSM 62475
biyotransformasyon extrakt itk’s1.

(17) Perillil alkol’in Trametes versicolor ATCC 200801
biyotransformasyon extrakt itk’si.

(18) Perillil alkol’in Phanerachaete chrysosporium ME
biyotransformasyon extrakt itk’s1.

ile

ile

-

i

€

ile

ile

ile

ile

ile
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BOLUM - 4: DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Perillil Alkol’iin Biyotransformasyonu

Onceki bolimde anlatildigl iizere yapilan 6n deneme sonuclarma gore saf
metabolit elde edilebilecek mikroorganizmalarla biyotransformasyon gergeklestirip

kolon kromatografisi yapildi.

4.1.1 Perillil alkol’iin Fusarium culmorum ile biyotransformasyonu

Yapilan ITK da baslangig maddesi diginda baslangic maddesinden daha polar olan
sekiz yeni spot gozlemlendi. Karisim kolon kromatografisi ile ayrildi. Perillil alkol’iin F
culmorum ile biyotransformasyonu sonucu elde edilen ITK verileri Cizelge 3.1°de

verilmistir,

Cizelge 3.1. Perillil alkol’lin F' culmorum ile biyotransformasyonu sonucu elde edilen

ITK verileri

e g

£ F24.POHTopluKolon ITian {12 HgEAT

, . . & Std: Mikroorganzima
& i : (Fusarium culmorum)

K: kolon kariginu

M;: 277 mg (ilk 2spot birlestirildi)
M;: 10 mg

Ms: Smg

My: Smg

Ms: Smg

Mg: 5mg

Ms: 40 mg
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Kolonda %20°lik etil asetat-hegzan ¢ozeltisi kullanilarak saflastirilan ilk madde
M; molekili olup 277 mg, %55°lik verimle saf olarak elde edilmis, spektroskopik

yontemlerle yapis1 aydinlatilmigtir.

OH

F culmorum

[
P

M,

Perillil alkol 4-Izopropenil-siklohegzankarbaldehit

Sekil 3.1. Perillil alkol’tin F culmorum ile biyotransformasyon tepkimesi

mowYdRy os 2 ey - o e
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Sekil 3.1.a. M;’in "H NMR spektrumu
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Sekil 3.1.b. M;’in ®C-NMR spektrumu
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4.1.2. Perillil alkol’iin Sporobolomyces pararoseus ile biyotransformasyonu

Perillil alkol molekiiliniin Sporobolomyces pararoseus kufi ile gergeklestirilen
biyotransformasyon sonucu elde edilen karisimin ITK’s1 Cizelge 3.2°de verilmistir.
Yapilan ITK’da baglangic maddesi disinda baslangi¢ maddesinden daha polar olan bes
yeni spot gézlemlendi Karisima kolon kromatografisi uygulanarak mevcut metabolitler
saflastirilmaya ¢alisildi, fakat saf olarak herhangi bir metabolit elde edilemedi. . Perillil
alkol'lin S. pararoseus ile biyotransformasyonu sonucu elde edilen ITK verileri Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Perillil alkol’lin S. pararoseus ile biyotransformasyonu sonucu elde edilen

ITK verileri

. ! | Std: Mikroorganizma
; (Sporobolomyces pararoseus
ATCC 11385)

K: kolon karisimi
M;: 382 mg

M;: 113 mg

Mj: 100 mg

My: 25 mg

Ms: 10 mg

o
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4.1.3. Perillil alkol’iin Mucor ramannianus ile biyotransformasyonu

Perillil alkol molekiiliniin Mucor ramannianus kiifii ile gerceklestirilen
biyotransformasyon tepkimesi sonucu elde edilen kangimm ITK’s:1 Cizelge 3.3’te
verilmistir. Yapilan ITK’da baslangic maddesi disinda baslangic maddesinden daha
polar olan alti yeni spot gozlemlendi Karisima kolon kromatografisi uygulanarak
nemetabolitler saflastirilmaya galisilmasina ragmen saf olarak herhangi bir metabolit
elde edilemedi. Perillil alkol'tin M. ramannianus ile biyotransformasyonu sonucu elde

edilen ITK verileri Cizelge 3.3*de verilmistir.

Cizelge 3.3. Perillil alkol'lin M. ramannianus ile biyotransformasyonu sonucu elde

edilen ITK verileri

Std: Mikroorganizma
( Mucor ramannianus ATCC
1839)

K: kolon karisimi1
M;: 92 mg
M;: 42 mg
M;s: 15mg
My 41 mg
Ms: 48 mg
Me: 15 mg




4.1.4. Perillil alkol’iin Corynespora cassiicola ile biyotransformasyonu

Perillil alkol molekiiliniin Corynespora cassiicola kiifii ile gergeklestirilen
biyotransformasyon tepkimesi sonucu elde edilen kanisimm ITK’s1 Cizelge 3.4'de
verilmistir. Yapilan ITK’da baslangi¢c maddesi disinda baslangic maddesinden daha
polar olan {i¢ yeni spot gozlemlendi. Karisima kolon kromatografisi uygulanarak
metabolitler saflastirilmaya ¢alisildi, fakat saf olarak herhangi bir metabolit elde
edilemedi. Perillil alkollin C. cassiicola ile biyotransformasyonu sonucu elde edilen

ITK verileri Cizelge 3.4°de verilmistir.

Cizelge 3.4. Perillil alkol'tin C. cassiicola ile biyotransformasyonu sonucu elde edilen

ITK verileri

Std: Mikroorganizma
( Corynespora cassiicola DSM
62475 )

K: kolon karigimi
M;: 10 mg

M;: 60 mg

M;: 125 mg
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4.2. Sonug ve Oneriler

Perillil alkol 18 farkli mikroorganizma ile 6n biyotransformasyon tepkimelerine
ugratildi. Metabolit olustugu diistintilen 6n biyotransformasyon denemeleri mg dlizeyde
tekrarlandi. Olusan metabolitler kolon kromatografisi ile saflastirildi ve metabolit

yapilart NMR spektrumlari ile aydinlatildi.

On biyotransformasyon tepkime kansimlanimin ITK’lan incelendiginde, bircok
mikroorganizmanin Perillil alkol i doniisiime ugrattif1 ve birden fazla metabolit tirettigi
tespit edildi. Bu nedenle olusan metabolitlerin bir¢ogu saflastirilamadi. Sadece
Fusarium  culmorum mikroorganizmas: ile gerceklestirilen biyotransformasyon
tepkimeleri sonucu 1 metabolit saflastinlip ve yapisi spektroskopik yoéntemlerle

aydinlatilarak; molekiil 4-izopropenil-siklohegzankarbaldehit olarak isimlendirildi.

Calismalanmizda kolon kromatografisi yerine HPLC ya da Flash Kolon
kromatografisi kullanilsayd: verim daha fazla ve saflastirilan yeni metabolit sayisi daha

fazla olabilirdi.
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